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Abstrakt

Vybér vhodného nastroje hledajiciho ne-
objevené motivy v RNA sekvencich je ob-
tizny. Naroc¢na instalace programt muze
vést k problémum s nasazenim. Dostupné
sady nastroju nejsou pripraveny na hro-
madné vypocty. Nastroje schopné inte-
grovat vystup vétsiho mnozstvi programu
jsou zatim jen ve fazi prototypu.

Uvedené problémy jsou FeSeny sestave-
nim mnozstvi Docker kontejnert kompati-
bilnich se Singularity. Realizovan je izolo-
vany, paralelni béh programu bez potieby
znalosti specifickych parametri. Vyfeseno
je také prevedeni vysledki do MEME for-
matu vhodného pro dalsi zpracovani. Za-
komponovéan je vylepseny program inte-
grujici objevené motivy. Navrzena je pri-
prava dat generovanim FASTA soubort
uplatnujicich rozdili mezi sekvena¢nimi
daty a referenénim genomem.

Zjednoduseno je nasazeni programu hle-
dajicich motivy nezavisle na zvolené plat-
formé. Implementované hromadné spous-
téni umoznuje vyrazné rychlejsi hledani
a nasledné zpracovani nalezenych motiva.
Zvolené teseni umoznuje také velmi rych-
lou zménu verze nebo modifikaci podpo-
rovanych nastroji.
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proteiny
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Abstract

Choosing the right de-novo motif search
tool for RNA sequences can be tough. Dif-
ficult tool installation can lead to later
deployment issues. There is no toolkit
combining motif discovery tools properly
implemented with bulk data processing
in mind. Tools capable of integrating the
output of a larger number of programs are
currently only in the prototyping phase.

These issues are addressed by building a
number of Singularity-compatible Docker
containers. An isolated, parallel run-
ning of programs is realized without the
need for knowledge of specific parameters.
The conversion of results into MEME for-
mat suitable for further processing is also
solved. A program integrating the discov-
ered motifs is included. Data preparation
by generating FASTA files with applied
differences observed between sequencing
data and reference genome is proposed.

The deployment of motif discovery
tools, regardless of the chosen platform, is
significantly simplified. Implemented bulk
excution allows significantly faster search
and subsequent processing of discovered
motifs. The chosen solution also allows a
very fast version change or modification
of supported tools.

Keywords: de-novo motif discovery,
RNA-seq, UTR, DMD, RBP

Title translation: Search for sequence
motifs in mRNAs selected by binding of
translation initiation factors from the
elF4E family
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Kapitola 1

Uvod

P1i zkouméni nukleotidovych sekvenci se mizeme setkat s opakujicimi se vzory
tzv. motivy. Vyskyt téchto motivlli mtze signalizovat interakci prislusnych
oblasti nukleovych kyselin s regula¢nimi bilkovinami. Oblast vyskytu motivu
tak hraje dialezitou roli v regulac¢nich procesech a mezi-bunécné komunikaci.

Velky biologicky vyznam sekvencénich motivi ucinil jejich hledani ¢asto
fesenym problémem. Protoze se jednd o problém NP-tiplny, esi se hledani
na zakladé nejriznéjsich heuristik. Provedend reserse ukézala na nepreberné
mnozstvi raznych pristupt, které jiz byly vyzkouseny. Pii pohledu na stovky
publikaci Ize usoudit, ze vytvoreni nového nastroje neptinese pravdépodobné
prilis velky uzitek. Pozornost proto bude zamérena prevazné na zjednoduseni
distribuce implementovanych program.

Rozmanitost dat vychéazejicich z rtiznych biologickych experimentt a speci-
fické pozadavky laboratori vedly ke vzniku velkého mnozstvi jednoucelovych
nastroju, jejichz spoleénym cilem je hledani signifikantné se vyskytujicich
motivi. Nastroje vytvorené za ticelem zpracovani jednoho experimentu casto
nejsou prilis obecné a jejich nepreberné mnozstvi ¢ini vybér vhodného nastroje
velmi obtiznym. Dalsi prekdzkou je o¢ekavand vysoka zdatnost uzivateld pri
nasazeni zvoleného programu na pozadovanou platformu.

Cilem této préace je feseni zminénych problémi navrzenim uceleného po-
stupu pro vyhledavani a analyzu sekvenc¢nich motivi v datové sadé ziskané
metodou RNAseq NGS. Obsazeno je také testovani vhodnosti nastroji pro
data pochéazejici ze sekvenace RNAseq se zamérenim na tiseky neprekladanych
oblasti UTR.

Pii hleddni musime mimo formét vstupnich dat, zohlednit také postup,
kterym byla data ziskana. Pii praci s nukleotidovymi sekvencemi se bézné
muzeme setkat s raznymi metodami sekvenace a jejich unikatnimi vlastnostmi
dat za pouziti stejného formatu.

Samotnému hleddni motiva bude predchézet priprava dat do bézné podpo-
rovaného formatu. Navazano bude na jiz ¢asteéné zpracovand data sekvenace
a provedenou analyzu.



1. Uvod

K volbé tohoto bioinformatického tématu autora privedl o¢ekavany zvy-
sujici se vyznam téchto technik z divodu postupného snizovani nakladd na
sekvenovani nukleovych kyselin. Dalsim divodem je mnozstvi zajimavych
problém1, které autori bioinformatického softwaru casto resi velmi kreativnim

zpusobem.



Kapitola 2

Problematika hledani sekvencnich motivu

S vyvojem a zlevnénim sekvenovacich technologii doslo ke zvyseni narokt
zpracovani velkych objemti sekvenacnich dat. Divodem je velkd komplexita a
rozmanitost biologickych systému obsahujicich zna¢né mnozstvi informace.
Vysoka je také rychlost proménlivosti informace se kterou tyto systémy pracuji.

Pri zpracovavani dat z bioinformatickych experimenti se setkavame s
informacemi uchovavanymi v biologické podobé prostfednictvim DNA, RNA
a bilkovin. V zivych bunkéch existuji tii hlavni zptsoby prenosu informace
mezi témito biologickymi strukturami. U DNA se miizeme setkat s replikaci a
transkripci na RNA, podle které se pfi translaci vytvori fetézec aminokyselin
tvorici vysledny protein.

|A - adenine [ G - guanine
Replikace T - thymine 'C - cytosine

DNAD

Transkripce
RNA 'U - uracil (nahrazeni T)

CCGCUCUAUUGUCACACUUAU
Translace

Protein 0000000

Obrazek 2.1: Centralni dogma



2. Problematika hledani sekvencnich motivii

Informace v DNA je uchovavidna v podobé dvojité sroubovice fetézct
nukleotida. Pfi zpracovani DNA sekvenci vyuzivame predpokladu, Ze jsou
retézce nukleotidi propojeny podle zdkladnich watson-crickovskych pravidel
komplementarity [Wik20b], tzn. baze adenin (A) péaruje s thyminem (T) a
béze guanin (G) paruje s cytosinem (C). Bézné je tedy ulozen pouze jeden ze
sekvenovanych Tetézcu s kddovanim v abecedé znaku A, C, G a T. Sekvence
RNA tvorend jedinym retézcem obsahujicim nukleotid uracilu U zastupujici
funkci nukleotidu T poté kbédujeme abecedou A,C,G a U. Pro znaceni délky
sekvence tvorené komplementarnim parem bazi (base pair) se pouziva ustalena
zkratka bp.

V nukleotidovych sekvencich se ¢asto vyskytuji sekvence nesouci podobny
vzor. Opakovani podobnych tsekt sekvenci nukleotidi nazyvame sekvenénim
motivem. U jedno-fetézcovych nukleovych kyselin (naptiklad mRNA) mohou
diky neparovanym bazim vznikat také ruzné sekundarni struktury tvorené
parovanim volnych bazi stejného fetézce. Casty vyskyt kombinace sekvence
a jeji sekundarni struktury nazyvame tzv. strukturnim motivem. Sekvené¢ni
motiv nékdy oznacujeme také jako 1D motiv a strukturni zobrazovany ve
dvou osach jako 2D motiv [GR14].

Regulatory sequence Regulatory sequence
Enhancer Enhancer
/silencer Pronoter 5UTR Open reading frame 3UTR /silencer
Proximal Core Sart Sop Terminator
ova T I B -
WEREEITEE Bon Bon Bon

Pre- O N S

MRNA Post-transcription

modification Protein coding region
5'cap Poly-A tail
Mature - l
mMRNA
Trandation
Protein

Obrazek 2.2: Rozdily v oblastech mezi sekvenci DNA a RNA [Wik19]

Abecedy sekvenci DNA i RNA jsou mezi sebou lehce preveditelné zaménou
pismen a RNA sekvence jsou proto nékdy ukladany ve stejné abecedé jako
DNA. Podobnost abeced sekvenci DNA i RNA také casto umoznuje pouzit
stejné algoritmy hledajici sekvenéni motivy. Dulezité je ale vénovat pozornost
urc¢itym odliSnostem v obsazenych tsecich obou typtu sekvenci. Zatimco
u DNA casto zkoumame motivy z divodu hledani transkrip¢nich faktoru
regulujicich transkripci, u sekvenci RNA je pozornost soustfedéna prevazné
na nepreklddané oblasti 5> a 3° UTR (untranslated region).

Dalsimi odlisnostmi muze byt naptiklad jiné zastoupeni pravdépodobnosti
vyskytu nukleotidii nebo rozdilna délka zkoumanych sekvenci. Primérna délka



2.1. Reprezentace sekvencnich motivii

mRNA transkriptu lidského genomu je 3392 bp, ale pii zkoumani kratsich
tusek®®t UTR narazime na sekvence primeérné délky 259 bp pro 5° UTR a
1470 bp pro 3> UTR [PCAT16|. Ddle se mizeme pfi piimém zpracovini
sekvenacnich dat v zavislosti na pouzité technologii setkat s vyrazné rozdilnou
délkou celistvych sekvenci tzv. ¢teni (reads). Tyto odliSnosti mohou zpisobit
problémy pri pouziti nastroje, ktery nebyl na mnozstvi rozdilnych parametru
navrzen.

Velké mnozstvi néstroji se specializuje na zpracovani dat ziskanych rtiznymi
metodami sekvenace. Rozdily mezi jednotlivymi metodami se nachazi prevazné
v dodatecnych informacich ziskanych pri sekvenaci. Dale se nastroje zaméruji
také na rozdilné biologické funkce motivi.

Podstatna ¢ast této prace je zamérena na vyhledavani a analyzu sekvenc¢nich
motiva v neprekladanych oblastech mRNA. Pozornost je prevazné zamérena
na sekvencéni motivy specificky interagujici s lidskymi translacnimi inicia¢nimi
faktory z rodiny elF4E.

B 21 Reprezentace sekvencnich motivii

Hledani motivu v biologickych sekvencich (de-novo motif search) se zabyva
vzory, které se v téchto sekvencich zvysSené vyskytuji a nejsou doposud
obsazeny v databéazich popsanych motivi. Pro tento ucel bylo vyvinuto
nepieberné mnozstvi nastroju hledajicich sekvencéni nebo strukturni motivy.
Vétsina programi prisla s formatem motivli vhodnym pro danou aplikaci.
Nastésti je vétsina proprietarnich forméatt zalozena na podobnych principech.



2.1. Reprezentace sekvencnich motivii

GAGGTAAA
TCCGTAAG
CAGGTTGG
ACAGTCAG
TAGGTCAT
TAGGTACT
ATGGTAAC
CAGGTATA
TGTGTGAG
AAGGTAAG

List 2.1: Ukézka motivu vyjadreného nalezenymi sekvencemi.

Lo N ok R

[T
=

Zaznam motivi muzeme rozdélit do dvou kategorii. V prvnim pripadé se
jednd o zdznam podretézcu nalezenych v prohledavanych sekvencich |1 Tato
varianta je casto vylepsena doplnénim pozice vyskytu uvddéné vzhledem k
prohledavané sekvenci.

Dalsi ¢astou variantou je vyuziti matice, kde jeden z rozméru je tvoren
velikosti abecedy a druhy odpovida délce motivu. Matice pak jesté muzeme
déle rozdélit na tii zakladni typy a to position frequency matrix (PFM), posi-
tion probability matrix (PPM) a position weight matrix (PWM). Vezmeme-li
mnozinu S obsahujici N zarovnanych sekvenci s1,...,sN € S z predchoziho
pripadu (1, pak ptislusnou matici PFM vytvoiime souc¢tem stejnych symbola
zvlast pro kazdy sloupec zarovnanych sekvenci o délce L.

N
PFM; ; = Z I(Sg; = 1)
k=1
1 2 3 4 5 6 7 8
Al3 6 1. 0 0 6 7 2
pry- Cl2 2 1.0 0 2 11
G|1 1 7 10 0 1 1 5
T4 1 1 0 10 1 1 2
. 1
PPMi,j = NPFMM
1 2 3 4 5 6 7 8
A103 06 01 00 00 06 0,7 02
ppy~ €102 02 01 00 00 02 01 0,1
G|l01 01 07 1,0 00 01 01 05
T!04 01 01 00 1,0 01 01 0.2



2.1. Reprezentace sekvencnich motivii

PWML]' = 10g2 (PPMZJ/bZ)

1 2 3 4 5 6 7 8
026 126 —132 —-oco0 —oo 126 1,49 —0,32
~0,32 —0,32 -132 —-o00 -o0 -0,32 -132 -—1,32
~1,32 -132 149 20 -oo -132 -132 10
068 —132 —-132 —oo 20 -132 —-132 —0,32

PWM =

HQ A

kde: i € {A,C,G, T}, je(1,..,L), b € B [Gui03]

Model pozadi B (background) vyjadiuje pravdépodobnosti vyskytu sym-
bolu v celé prohleddavané sekvenci. V ukazce se predpokladalo rovnomérné
rozdéleni vsech ¢tyfech symbolu 1/4 = 0,25 |Gui03].

B 2.1.1 Konsenzualni sekvence

P1i zapisu motivi pismeny anglické abecedy se uzivd hned nékolik formata,
snazicich se o zaznamenani nejistoty vyskytu symboli. Nejcastéji se mizeme
setkat s konsenzudlni sekvenci uzivajici IUPAC symbolt definovanych stejno-
jmennou spole¢nosti [CB85]. Drobnou nevyhodou tohoto formétu je nutna
znalost vyznamu jednotlivych symboli.

1. KCTTTTWV
2. KCTTTTAR
3. CTAAAGKS

List 2.2: Ukazka motivi vyuzivajicich abecedy TUPAC

V ukdzce 2.1.1] vyskytujici se symbol K naptiklad znac¢i vyskyt nukleotid
G nebo T. Dalsim prikladem je symbol V, ktery znac¢i mozny vyskyt tii
nukleotidi A, C nebo G. Tento systém se pouziva také pro RNA, kde je
pouzivan symbol T jako zastupce symbolu U.

Nékteré programy namisto implementace IUPAC abecedy zobrazuji jen
symbol s nejéastéjsim vyskytem. Déle se 1ze setkat také s uzitim reguldrnich
vyrazli. Pouziti prinasi snadnou c¢itelnost, ale znacnou nevyhodou je horsi
porovnatelnost delsich sekvenci zpiisobena velkymi délkovymi rozdily a ztratou
zarovnani.

1. [GT]CTTTT[AT][ACC]
2. [GT]CTTTTA[AC]
3. CTAAAG[GT][CG]

List 2.3: Ukédzka motivi vyuzivajicich reguldrnich vyrazu.



2.1. Reprezentace sekvencnich motivii
B 2.1.2 Format WeblLogo

V pripadé grafického vystupt, ktery je casto zprostrfedkovan generovanim
webové stranky se vyuziva grafického znazornéni WebLogo generovaného podle
cetnosti vyskytu symbolu. Zminény format mé nékolik variant uzivanych
podle kontextu, ve kterém je motiv uvadén. U programii hledajicich motivy se
setkdvame s variantou udéavajici rozdil mezi maximalni moznou a sledovanou

entropii rozdéleni vyskytu symbola [CHCBO04].

2.0

Obrazek 2.3: Ukézka zobrazen{ motivu v grafickém formatu WebLogo [web].



Kapitola 3

Nastroje hledajici motivy v nukleotidovych
sekvencich

Hledani motiva je oblibeny problém v bioinformatice, existuje proto velké
mnozstvi nastroju, které tento problém Tesi. Nastroje jsou ¢asto specializovany
pro hledani motivi v experimentu pro ktery byly navrzeny.

Pred zapocetim prace probéhla reserse aktualné dostupnych nastroji pro
hledani sekvenc¢nich motivi. Nalezené nastroje byly zhodnoceny a nékteré
poté otestovany. Programy bylo zapotfebi otestovat aby se ukazalo, zda
umoznuji feSeni pozadovaného problému.

Vybrany byly programy umoznujici hledat nové motivy bez vyuziti databaze
(de-novo motif search). Vitanou vlastnosti bylo hleddni motivii obohacenych
pouze v jedné ze dvou datovych sad DMD (discriminative motif discovery).

Nejvétsi skupinu néstroju vyhledavajicich sekvenéni motivy tvori nastroje
navrzené pro hleddni motivi vazajicich transkripéni faktory (TFBM). Tyto
proteiny kontrolujici miru transkripce se vazi v oblasti promotoru, ktera se
nachazi pouze v sekvencich DNA. Nékteré nastroje jsou tzce specializovany na
vyhledavani motivi tohoto typu a nemohou byt proto pouzity pro zkoumany
dataset sklddajici se ze sekvenci RNA.

V porovnani s RNA dochdazi v oblasti zabyvajici se TFBM k rychlejsimu
vyvoji. Rychly vyvoj a zaméreni na hledani sekven¢nich motivi v této oblasti
vedlo k prozkouméni nékterych néstroji také z tohoto odvétvi. Otestovany
byly néstroje u kterych byla ocekavana dostateéna obecnost umoznujici
zpracovani zadaného vstupniho datasetu.

P1i resersi bylo zjisténo, ze se pro hledani TFBM v datasetech ChIP-seq
pro to urcenych vyuziva také nastroji, které na tuto ¢innost nejsou primarné
navrzeny a zaroven podavaji dobré vysledky .

Vétsina programii umoznuje vyhledavat pti zadani jednoho az dvou soubort
sekvenci. Prvni soubor s obsahem motivii a druhy bez vyskytu pro vytvoreni
modelu pozadi datové sady. Nékteré programy umoznuji vyhledavat také
podle zadanych oblasti zvoleného genomu. Tato funkce byva dostupnd hlavné

9
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ve vetsich nastrojich, ale nebyva dobre podporovana.

Pri hledani motivi se mizeme setkat s rozdilnym zptisobem definice délky
hledaného motivu. Nékteré programy neumoznuji nastavit hledanou délku a
vystupem jsou rizné dlouhé motivy. Dalsi skupina programt umoznuje hledat
podle nékolika zadanych délek. Nékdy je ale nastaveni omezeno pouze na
jedinou volitelnou délku. U téchto programt se pro hledani rtizné dlouhych
motivil vyuziva vicenasobného spusténi s inkrementaci argumentu délky.

Prohledavani souboru sekvenci je zalozeno na jednom ze t¥i modela vyskyta
motiva v prohleddvanych sekvencich. Prvni predpoklada, ze kazda sekvence
obsahuje jeden motif. Model byva oznac¢ovan jako OOPS (one occurrence per
sequence). Druhy povoluje i sekvence bez motivu s ozna¢enim ZOOPS (zero
or more occurrences per sequence). Posledni model po¢ita s libovolnym mnoz-
stvim motiva v sekvenci. U programu MEME a programu z néj vychéazejicich
se tento model drive nazyval TCM (two-component mixture). [HMAA19]
Novéjsi programy véetné MEME jiz oznacuji zminény model jako ANR (Any
NumbeR) [LMPT13].

Podoba vysledki hledani je mezi vétsinou programi velmi rozdilna. Mizeme
se setkat s programy, které umi zobrazit vysledky pouze na standardni
vystup. V pripadé ukldadani vysledkt byva bézné vyuzivan proprietarni formét
navrzeny autorem nebo v horsim ptipadé dochéazi k ukladani ve formé pouhé
matice motivu bez dodateénych dat. Proprietarni forméat se muze skladat
z textovych soubort, soubort webovych stranek HT'ML nebo také obrazku
motivu nejcastéji formatu WebLogo.

Vysledky se sklddaji nejen z nékolika nalezenych motivi, ale také dalsich
souvisejicich hodnot. Casto je zobrazeno skére podle kterého dany program
vyhodnocuje signifikantnost. Setkat se muzeme také s idajem o poctu vyskytu
v prohledavanych sekvenci nebo s pfesnou polohou vsech vyskytu vztazenych
k prislusné sekvenci ve které doslo k nalezu.

B 3.0.1 Pouziti frameworku pro hledani motivii v sekvencich

Problém s vybérem vhodného nastroje resi nékolik projekta zabyvajicich se
integraci mnozstvi nastroji do jednotného ramce, ve kterém jsou programy
spoustény. Vyhodou je jednotny vystup zajistény prevodem a zpracovanim
vysledku jednotlivych néstroji. Pro porovnéni byly otestovany 4 projekty.

® GimmeMotifs for transcription factor motif analysis [BvH18]|
® MCAT: Motif Combining and Association Tool [YRG™19]

® DynaMIT, the Dynamic Motif Integration Toolkit [DQ15]|

® EMD Ensemble Motif Discovery [HYKO0G]|

10
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Program Gimme DynaMIT MCAT EMD SUM
AlignACE - - v

AMD
BioProspector
ChIPMunk -
CMF - - v -
CMfinder
DECOD
DiNAMO
DREME
GADEM
Gibbs
GLAM2
GraphProt
HMS
HOMER
Improbizer
MDmodule
MDscan
MEME
MEMERIS
MotifSampler
Posmo
ProSampler
RNAforester
RNAhybrid
RNAprofile -
Trawler v -
Weeder v

XXmotif v -
YAMDA Ve - - -
RPMCMC v - - -
Celkem 1742 12 6 5

NN N N N N N N NN NE NN
EEEENENENE SNENE N < !
1 N | 1 1 1 N
1 1 1 1 1 N

1
ANENENE !
1 1
1 1
= N W =N RN R N e e e QO

Tabulka 3.1: Programy hledajici motivy podporované v jednotlivych sadach
nastroju. *Pouze podpora, distribuce bez nainstalovaného programu.

B 3.0.2 Framework GimmeMotifs

GimmeMotifs je framework sdruzujici mnozstvi nastroju se zamérenim na
hledani transkripénich faktorti v datovych sadach experimentt ChIP-seq
[BvHIS|. Jedna se o framework obsahujici 17 jiz nainstalovanych nastroju.
Podporovany jsou také dalsi dva nastroje YAMDA a RPMCMC, které mize
uzivatel doinstalovat bez potieby tprav frameworku. Jedna se o nejpokrocilejsi
a aktivné vyvijeny framework s moznosti instalace spravcem balickti bioconda.

Déle je mozné vyuzit jiz pripraveny kontejner dodavany komunitnim projektem
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BioContainers.

V ramci této prace byl GimmeMotifs otestovan, aby se zjistilo, zda néktery
z nastroju nedosahuje dostatecné obecnosti pro hledani motiva v datové sadé
sekvenci zkoumané v této praci. K prozkoumani tohoto frameworku vedly
velmi dobré vysledky nékterych néstroja, které nebyly primarné navrzeny pro
zpracovani ChIP-seq datovych sad [BvHIS].

Pii pouziti nastroje GimmeMotifs se vyskytly problémy s vyuzitim velkého
mnozstvi opera¢ni paméti. I pri volbé nékolika malo nastroji dosahovaly
pozadavky na operac¢ni pamét v fadech desitek GB. Chyba se vyskytovala
nepredvidatelné a pri nedostatku volné paméti doslo k zamrznuti aplikace.
Vyskyt tohoto problému ucinily framework nepouzitelnym pro hromadné
vypocty na vypocetnim clusteru.

Problém s nepfiméfenym vyuzitim pameéti vedl ke spousténi samostatnych
nastroji bez ucasti frameworku. Vyuzita je pouze mala ¢ast nepostizenych
funkei volanych ve skriptech fesicich konverzi vysledkt spusténych programii.

Pro zprovoznéni vétsiho mnozstvi funkei byly provedeny dalsi tpravy kon-
tejneru, ve kterém je framework distribuovan. Zakladni ipravou je aktualizace
dvou hlavnich komponent frameworku, ve kterych byly nalezeny chyby. Rychla
oprava provedena autorem frameworku tak nahradila vlastni feSeni nalezeného
problému. Dalsim nalezenym problémem je Spatné zpracovani vstupnich argu-
mentl, které zapricinuje nespusténi nékterych programu bez vypisu chybové
hlasky. Problém je vyTesen lepsi kontrolou zaddvaného vstupu v obalujicim
skriptu.

B 3.0.3 Sada nastroji MCAT

Projekt MCAT zahrnuje 6 vybranych néastroju. Vysledky ve formatu sek-
venc¢nich motivl a jejich pozic jsou porovnany podle vyznamnosti stanovené
shodou pouzitych nastroji. Poté je provedena shlukova analyza maximalizujici
konsensus motivi. [YRGT19)

Volné pristupny zdrojovy kod byl nahran na Github bez navodu na in-
stalaci. Uvedena je zde pouze Cast balickt potfebnych pro chod ukéazkového
skriptu. Zdrojovy kod je jen velmi zridka okomentovan a obsahuje mnozstvi
nepopsanych konstant. V pripraveném skriptu jsou nastaveny hodnoty ne-
vhodné pro zkoumanou datovou sadu. Upraveny byly parametry programu
weeder zménou souboru frekvenci genomu. Déale doslo k odkomentovani radku
kodu, obsahujiciho volani programu DECOD. Tento program podle publikace
[YRG™19| nepfinesl zlepseni vysledki na testovanych souborech. Dale doslo
u programu DECOD ke snizeni poctu iteraci, aby byl zajistén kratsi ¢as béhu
tohoto programu. Cas béhu v opa¢ném piipadé mnohondsobné prevysuje cas
hledani ostatnich programt sady nastroji MCAT.

Prestoze je snahou prace spoustét nastroje tak, jak jsou dodavany, zdrojovy
kéd této sady nastroji musel projit ipravami zabranujicimi zdpisu velkého
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mnozstvi docasnych soubori. Dochéazelo k vytvareni soubort na riznych
mistech v adresari zdrojového kddu. Projekt obsahuje také dalsi chyby tykajici
se shlukovani. I tyto chyby musely byt opraveny, aby nedochazelo k padim celé
sady nastroji. Z uvedenych dtvoda by bylo vhodné nastroj alespon ¢éstecné
prepsat. Pridani vétsiho mnozstvi parametru volitelnych pfi spousténi nastroje
by zamezilo nutnym tpravam hodnot pfimo ve zdrojovém koédu.

B 3.0.4 Framework EMD

Tento projekt shlukuje vysledky nejlepsich programii v roce 2006. Posledni
aktualizace bohuzel probéhla v roce 2009 a néstroj neni nadale vyvijen. Zdro-
jovy kéd s postupem instalace je zverejnén na strance projektu. Framework
byl vybran za tcelem lepsiho zakomponovani programu AlignACE a srovnani
vysledku ruznych verzi programu.

B 3.0.5 Framework DynaMIT

Projekt DynaMIT se vyznacuje obsazenym mnozstvim néastroji pro integraci
motivi [Dasl8]. Zaméruje se na problematiku zpracovani ruznorodého vystupu
prii pouziti nékolika velmi rozdilnych programi. Cely postup hleddni motiv
je rozdélen na tii kroky nazvané Search, Integrate a Print. V prvnim kroku se
podle zvolenych programu spusti vyhledavani a po dokonceni jsou vysledky
prevedeny do jednotného forméatu. Vybirat lze libovolnou kombinaci programt
uvedenych v tabulce 3.3 Framework nezévisle na zvolenych vyhledavacich
programech integruje nalezené motivy podle uzivatelem zvolené integracni
strategie. Integrovany souhrn motivi vygenerovany v predeslém kroku je
poté preveden do lehce Citelné podoby volbou jednoho nebo vice generatori
uzivatelsky ptivétivého vystupu.

Strategie Informace pro shlukovani nebo vytvoreni consensu
Alignment provede parovy alignment, vypocita alignment skore
Biclusterin pouzije funkci spectral biclustering algorithm na mo-

tivy a sekvence
CoOccurrence vypocita “co-occurrence score” pro dvojice motivii na
stejné sekvenci

Jaccard vypocita “Jaccard similarity score” pro pary motivi
nachézejici se na stejné pozici v sekvenci

MI vypocita “mutual information score” pro pary motiva
nachdazejici se na stejné pozici v sekvenci

PCA provede redukci pomoci PCA do dvou komponent

Proximity vypocita skére na zakladé mnozstvi pripadi, kdy do-

chézi k vyskytu dvojice motivl v urcité vzdalenosti

Tabulka 3.2: Tabulka integra¢nich strategii. Vytvoreno na zakladé dokumentace
[Das18] a publikace [DQI5].
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Vsechny kroky probéhnou nezévisle na zvolenych néstrojich. Pti volbé nespo-
lupracujicich nastroji dojde pouze k zobrazeni mensiho mnozstvi uzite¢nych
informaci. K nastaveni nejzdkladnéjsich parametri je pripraven jednoduchy
nastroj s GUI, tvorici konfiguracni soubor s parametry pro vsechny tii zmi-
néné kroky. Lze volit také z jiz prednastavenych profili hledani v datovych
sadach DNA, ChIP, CLIP a RNA.

Volné pristupny repozitai se zdrojovym kédem a manudlem je k dispozici
na serveru Bitbucket. Zamysleny zptsob distribuce je realizovan vytvorenim
virtualniho disku, zaklddajicim se na jiz nepodporovaném opera¢nim systému
Ubuntu 14.10. Dodavany systém obsahuje ptipravené vsechny podporované
nastroje a jejich zavislosti. Tento zpusob distribuce narazi na potiebu spravy
nejen samotného frameworku, ale také zvoleného operac¢niho systému. Pri po-
uziti poskytovaného virtualniho disku se vyskytly problémy s kompatibilitou
u stavajici verze Virtualboxu 6.1 a naslednou instalaci balicku VirtualBox
Extension Pack. Tento balicek je dulezity pro zajisténi uzivatelské privétivosti
pri pouzivani opera¢niho systému v nastroji Virtualbox. Samotnéa instalace
neni prilis uzivatelsky privétiva z diavodu pouziti disku formatu VDI (Vir-
tual Disk Image) namisto bézné pouzivaného balicku OVA (Open Virtual
Appliance).

Dalsi moZnosti je instalace s pouzitim sprévce balicka pip (repozitar PyPT).
Instalace touto cestou vyzaduje instalaci jednotlivych programi hledajicich
motivy. V obsdhlém manudlu jsou uvedeny odkazy ke stazeni jednotlivych
programt. Seznam ale bohuzel neobsahuje podporované verze, coz je zvlasté
problematické z diivodu nedostupnosti velké ¢asti odkazu.

Drobnou nevyhodou tohoto projektu je nemoznost oddéleného spusténi jed-
notlivych kroki. Framework nastésti nabizi moznost navazat na jiz vypoctené
kroky, ale v neupraveném projektu nelze jednoduse rozpoznat, kdy dochéazi
k padu programu hledajictho motivy a kdy dochézi k chybé pfi zpracovani
vysledki hledéani.

B 3.0.6 Nakladani s parametry

Jednotlivé frameworky pristupuji k mite zapouzdieni rozdilné. Napriklad
Gimme Motifs se kompletné stara o nastaveni parametrii zvolenych programt
a uzivatel tak nemusi studovat mnozstvi manualt. Velkou vyhodou tohoto
feSeni je zamezeni opakovaného spousténi u programi hledajicich motiv
pevné délky. Pri hledani motivil v rozsahu hodnot jsou programy automaticky
spoustény s postupné se zvysujici délkou hledanych motivi az do prohledani
celého rozsahu. Hledani riznych délek umoznuje dale také EMD, ktery ma
rozsahy nastaveny v konfigura¢nim souboru. Sada néstrojit MCAT umoznuje
hledat pouze motivy jediné délky. Pii vynechdni parametru nastavujiciho
délku hledaného motivu je vyuzita vychozi hodnota 12.

Framework DynaMIT prenechava cely proces volby parametri na uzivateli.
Spousténi programu se Fidi konfiguracnim souborem, ktery musi uzivatel
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vytvorit. Hledani motiva ruzné sirky lze docilit vlozenim mnozstvi radki
obsahujicich hledani pro rozdilnou délku motivu.

Program Vyuzit Komentar DMD
AlignACE v -
AMD - Malé signifikantnost hledaného motivu -
(ChIP)
BioProspector v Velmi dobré vysledky v kratkém case -
ChIPMunk X Vyzaduje peak soubor (pouze ChIP) -
CMF v Nestabilni béh programu. -
CMfinder v Pouze RNA 2D ale integrace dynamit -
DECOD v Hledéani vypocetné naroc¢né. v
DiNAMO v Nizky obsah informace v motivu (ChIP) v
DREME v Pouze kratké motivy se signifikantnosti v
(ChIP)
GADEM v Velmi dlouhy béh -
Gibbs v -
GLAM2 v Velké rozmezi délky motivi az od jediného -
nukleotidu
GraphProt v Vyuziva skrukturu ale vystupem 1D v
HMS X Vyzaduje peak soubor (pouze ChIP) -
HOMER v Dobré vysledky pro DMD (ChIP) v
Improbizer X Neuspokojivé vysledky -
MDmodule X Vyuziva biologickych vlastnosti TF -
MDscan X Zaméreno na ChIP -
MEME v Velmi dobré vysledky v kratkém case v
MEMERIS v Vyuziva skrukturu sekvence -
MotifSampler X Neuspokojivé vysledky -
Posmo X Nestabilni béh -
ProSampler X Nezahrnut kvili chybé v pipeline -
RNAforester X Pouze RNA 2D vystup -
RNAhybrid X Pouze RNA 2D vystup -
RNAprofile X Pouze RNA 2D vystup -
Trawler X Neuspokojivé vysledky -
Weeder - Zachovan v mcat (slabé vysledky, ChIP- -
seq)
XXmotif v Dlouhé motivy se signifikantnosti v
YAMDA X Zaméreno pouze na ChIP-seq. Nutné ma- -
nuélni ladéni parametru.
RPMCMC X Neuspokojivé vysledky, mozné dlouhé mo- -

tivy

Tabulka 3.3: Prehled programu a jejich zarazeni do hledani motivu. Pouze
programy obsazené v pouzitych frameworcich.
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B Duplicita programii

Pouzitim nékolika frameforkt doslo k vyskytu duplicit v seznamu dostupnych
programt. Tento stav neni nezadouci, ale naopak poslouzil ke kontrole vykonu
aplikaci rtiznych verzi navic instalovanych v odlisnych prostiedich. Napriklad
program Weeder testovany v DynaMIT, ve frameworku GimmeMotifs a
zaroven také jako samostatny nastroj ukazal, ze pomocné néstroje tohoto
programu obsazené v dodavaném disku projektu DynaMIT poméhaji vyrazné
zlepsit vysledky hledani.

B Vyfazeni programii vyuZivajici peak soubory

V experimentu ChlIP-seq se vyuziva zvySeného obohaceni v oblastech s na-
vazanym proteinem oznacovanych jako peak [KTP0S|. Pro hleddni téchto
oblasti se vyuziva programu generujicich soubory obsahujici nalezené Peaky.
Nastroje tizce zamérené na datové sady ChlIP-seq vyuzivajici tyto
soubory byly vyrazeny. Prozkoumana byla také moznost hledani Peaku v
datech zkoumané datové sady, ale postup timto smérem nebyl déle rozsifovan
z dlivodu naroc¢nosti procedury a nutné hlubsi znalosti postupu pripravy dat
pro sekvenaci. Hledani Peaku bez znalosti nékterych parametrii mtze vést k
velkému mnozstvi falesné pozitivnich nalezt. [AHS™18

B 3.0.7 Nastroje frameworkii

B AlignACE

Program vyuziva Gibbs sampling a pro shlukovani velkého mnozstvi motiva
je vyuzivano algoritmu CompareACE [HETCO0).

H AMD

Zalozeno na hledani IUPAC motivi s moznosti mezery. Motivy jsou degenero-

vany, prodluzovany a padesat nejlepsich motivu je poté prevedeno na PWM s
néslednym odstranénim redundance.

B BioProspector

Vylepseni Gibbs sampling pro model oc¢ekavajici zadny nebo mnoho motivi v
sekvenci s rozsifenim pro motivy obsahujici mezery. Bioprospector vyuziva
markovovy Tetézce k tvorbé background modelu. Kvalita motivi je posuzovana
metodou Monte Carlo. [LBLOI] Program je spole¢né s programy MEME a
DREME nastaven jako vychozi sestava pro vyhledavani motivi. Mimo velmi
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dobré vysledky je vyhodou také obecnost ndvrhu nastroje, ktery exceluje i na
jinych nez zamyslenych datovych sadach [BvHIS].

B CcmF

Slouzi k hledani kompozitnich motiva formulaci problému jako combinatorial

groups [LMPT13].
Bl CMfinder

Hleddni zaméfeno na nekdédujici oblast RNA. Vyuzivda EM algoritmus a
kovarianéni modely pro RNA struktury. [YWRO05] Néstroj byl zarazen do
hledani, prestoze je vystupem strukturni motiv. Divodem je snadnd integrace
vyuzitim DynaMIT MI integracni strategie.

Il DECOD

Hledéani vyuziva extrakci poctu vSech K-mert pozitivnich i negativnich sek-
venci. Nasledné je hleddna diskriminaéni PWM pro mnozstvi K-mera v
pozitivni sekvenci, ale naopak malé v negativni. Korekce vybéru stejnych po-
sunutych K-merti dekonvoluci. Vyhledani vhodné PWM vyuziva gradientniho

algoritmu [HZS™11].

Bl DiNAMO

Resi problémy s hleddnim vzacnych motivit hrubou silou a efektivnim algo-
ritmem pro hledani TUPAC motivi. Prohleda vSechny K-mery, poté sestavi
miizku motivi, kterou redukuje podle MI. K filtraci vyuziva Fisherav exaktni

test. ﬂm

Bl DREME

Vyuzito reguldarnich vyrazu k vyhledani motiviu. V kazdé iteraci se zamaskuje
nejlepsi nalezeny motiv a hledani se opakuje. Signifikantnost je testovana
pro obé sady sekvenci pouzitim Fisherova exaktniho testu [Baill], ktery je
podle [GSC18] velmi nachylny na nekvalitni negativni sekvence. Program je
uzpusoben na hledéni motivii do 8bp bez kratkych inzerci a deleci (INDEL).

Il GADEM

Kombinuje geneticky algoritmus s EM [Li09]. Program vyZzaduje nadprimér-
nou dobu béhu oproti ostatnim testovanym programam.
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B Gibbs

Mnozstvi programti vyuziva Gibbs sampling proto je dulezité uvést cely nézev
programu Gibbs Centroid Sampler obsazeného ve frameworku DynaMIT
[Das18|. Jedna se o vylepSenou verzi programu Gibbs Recursive Sampler,
ktera resi problém s lokalnimi optimy algoritmt maximalizujicich pravdépo-
dobnostni skére [TNCT07].

B GraphProt

Zaméteno na datové sady CLIP-seq zpracované metodou graph-kernel vy-
uzivajici kombinaci RNA struktur kédovanych jako graf a nauceni modelu
algoritmem rodiny Support Vector Machine (SVM) [MLCBI14]. Program
umoznuje vytvoreni modelu ze vstupnich sekvenci a zadanych parametru.
Hledani parametru vestavénym nastrojem trvalo nékolik hodin bez znamky po-
stupu a proto je pti spousténi programu v této praci pouzito pouze zakladnich
parametru.

Il HOMER

Program pocita s rozdilnym zastoupenim GC parta a provadi proto nékolik
normalizac¢nich krokt. Hledat lze motivy riznych délek zadanych pri startu
programu. Neni navrzen na hledani motivi delsich nez 16bp, prakticky ale
funguje pri zadani délky desitek bp [Labl. Pro ulozeni vysledki je pouzit
proprietarni forméat obsahujici také skére log P-value obohaceni motivu.
Homer optimalizuje motivy na zakladé hypergeometrického nebo binomického
rozdeéleni.

B MDmodule

Implementace konceptu rozdél a panuj rozdélenim sekvence na 4 pod-sekvence
podle symboli abecedy A, C, G, T. V rozdélenych sekvencich je potom
rozhodovéano na zékladé prislusného symbolu zda se jednd o motiv. Algoritmus
voli pismeno G s nejvétsi vahou z divodu ¢astého zastoupeni v TF. [AA]

I MDscan

Prohledévani slov urcité délky na obohacend slova spojené s aktualizaci PWM.
[LBLO2]
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3. Nastroje hledajici motivy v nukleotidovych sekvencich

B MEME

Program vyuziva algoritmus expectation maximization (EM) v modelech
koneénych smési pojmenovany MM [BE94]. Déle je vyuzito heuristik a vice-
nasobného spusténi algoritmu, umoznujici hledani motivi v zadaném rozmezi.
Od verze 5.1 je program rozsiten o moznost hledani v médu DMD s vyuzitim
primo background sekvenci namisto jejich Markovovskych retézct jako drive.
Z4dny z uvedenych frameworku neobsahuje dostateéné novou verzi tohoto
nastroje, aby umoznovaly hledat motivy timto zptusobem. Pouziti nové verze
déva znacnou vyhodu pii hledani diferencidlné obohacenych motivi.

Pred spusténim néstroje musi byt osetfeny sekvence kratsi 8bp. V opa¢ném
pripadé dochdzi k padu programu. Chybova hlaska uvadi, ze postacuje nastavit
parametr minimalni délky, ale po opétovném spusténi s timto parametrem
doslo k opétovnému padu programu. Mimo oSetfeni kratkych sekvenci je
vhodné také generovat markovovsky model pozadi. Pro generovani se vyuziva
program dodavany spoleéné s MEME spoustény pied hleddnim motivu.

Bl MEMERIS

MEMERIS je rozsiteni programu MEME pro hledani v sekvencich RNA inte-
graci vypoctené informace o strukture sekvence. Program vyuziva nastroje
RNAfold pro vypocet struktury. Na rozdil od MEME, kde je pravdépodobnost
vyskytu motivu nezavisla na pozici v sekvenci, u programu MEMERIS je
pravdépodobnost z&visld na vypoctené struktute. [HPBB06] Vyuziti struk-
turni informace slouzi k nalezeni motivi nachdazejicich se v oblastech, kde
struktura RNA napoméhd navézat protein.

B MotifSampler

Vylepseni algoritmu Gibbs sampling rozsitenim pro data obsahujici Sum.
Rozsiteni spoc¢ivad v nasazeni Markovova modelu pozadi vyssiho fadu pro
riizné organismy [TLM™01]. V kontejneru GimmeMotifs je dodévan generétor,
ktery je pfi spousténi v ramci této prace vyuzivan.

B ProSampler

Prohledd vsechny K-mery (vychozi K=8) v obou sadach sekvenci. Identifikuje
vyznamné K-mery vypoctem z-score a kombinuje se vSemi podobnymi méné
vyznamnymi. Poté je z K-meru sestaven graf podobnosti, nad kterym probihé
Gibbs sampling. [LNZ"18|
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3. Nastroje hledajici motivy v nukleotidovych sekvencich

B RPMCMC

K hledani vyuziva algoritmus Repulsive parallel Markov chain Monte Carlo
(MCMC), ktery vyuziva interagujici paralelné bézici Gibbs sampling s funkei
zabranujici hledani ve spole¢ném lokdlnim minimu. Vystupem je mnozstvi
podobnych motivi, které jsou shlukovany do nepodobnych mnozin. [IY15]
Umi vyhleddvat motivy v zadaném rozsahu, ktery je ve vychozim stavu
nastaven na rozmezi 6-14bp s moznym maximem az 30bp.

B Weeder

Hledani implementaci Sufixového stromu [PMMPO04]. Program je dodavan s
frekvenénimi soubory nékolika organism.

B XXmotif

Hledéani nejprve vyuziva hrubou silou vyhodnocované P-value pocatecnich
motivi. Signifikantni motivy jsou nasledné prodlouzeny paprskovym prohle-
déavanim [HGST12|. Program jako jeden z mala umoziiuje zadat startovni
matici s kratkym motivem pro preskoceni prvniho stupné hledani a rozsireni
poskytnutého motivu. Vyhledavat lze teoreticky motivy dlouhé az 26bp, ale
doporuéeno je hleddni motivii do délky 17bp [HGS™]. Stanovit lze pouze
horni hranici délky motivu. Vystup programu v nékterych pripadech obsahuje
stovky nesignifikantnich motivt.

B 3.0.8 Samostatné nastroje

Nevyhodou vyuziti nastroju distribuovanych skrze néktery z frameworku je
méné Castd aktualizace téchto néstroji. Vyuziti novéjsich verzi je jednim
z dlivodu pro¢ doslo ke stazeni jiz obsazenych nastroju a jejich spousténi
samostatneé.

B Problémy se spusténim

Nékteré aplikace nebylo mozné otestovat z divodu vyskytu chyb. Nastroj
SSMART produkoval chybu segmentation fault jiz na ukdzkovych souborech.
Program RNAcontext a od néj odvozeny RCK padal pii segmentation fault
z neznamého divodu. Framework EMD na testovacich datech produkuje
mirné odlisny vystup nez je popsano v manualu. Vytazeny byly také nastroje,
které vyzaduji naro¢néjsi upravy vstupnich dat. K testovani nedoslo u pro-
gramu RNAmotifs2, ktery je soucasti vétsiho projektu a vyuziva format dat,
jehoz priprava by byla prilis naro¢nd. Velmi odlisnd vstupni data vyuziva
také nastroj Teiser. Nastroje RNAcompete a catRapid nebyly posouzeny z
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3. Nastroje hledajici motivy v nukleotidovych sekvencich

Program Vyuzit Komentar DMD

BaMMmotif v Silné uptednostnuje dlouhé -
motivy

Discrover v v

RNAcontext a RCK X Chyba segmentation fault -

rnamotifs2 X Zahrnuta -

sshmm X Hled4 motivy kombinujici sek- -
venci i strukturu, singularity
nekompatibilni

Zagros v Hleda sekvenc¢ni motivy s vyu- -

Zitim struktury

Tabulka 3.4: Zarazeni samostatnych programii hledajicich motivy.

licen¢nich duvodi. Dalsi desitky nastroju nebyly hloubéji zkoumany z du-
vodu malého povédomi o téchto nastrojich v kombinaci s ¢asovou naroc¢nosti
procesu kompilace a plnéni zavislosti programu.

B BaMM!motif

Sada nastroji BaMM!motif obsahuje program PEnGmotif hledajici motivy
obohacené ve vstupni datové sadé v porovnani s oc¢ekdvanou hodnotou v
sekvencich pozadi. Hleddni vyuziva seznamu sekvenci v IUPAC abecedé
optiméalnich v podmince, ze zména jakéhokoli symbolu sekvence povede ke
snizeni obohaceni vzhledem k modelu pozadi. Nalezené optimalni sekvence
jsou poté prevedeny na PWM, kterd je déle optimalizovina EM algoritmem.
[KRG™18]

B Discrover

Program reagujici na zvétsujici se velikost datovych sad vylepsuje hledani s
vyuzitim skrytych Markovovych modelt. Inicializace probihd skrze mnozstvi
seedtl ve formé ITUPAC. Néstroj je navrzen na hleddni motivil jak v DNA tak
i v RNA sekvencich. [MR14]

B MDS2

Hledani probihd nad orientovanym grafem uzl tvorenych dvéma nukleotidy.
Motivy jsou tvoreny hledanim cest v grafu a takto nalezené signifikantni
k-mery jsou ukladany v pomocné tabulce. Nakonec jsou motivy shlukovany
podle Pearsonova korelac¢niho koeficientu. [GSC18] Program je zaméren na
hledani protein-RNA vazebnych mist, které mohou byt na rozdil od tran-
skrip¢nich faktortt mnohem kratsi a to okolo 3-5bp. Urcen prevazné na kratké
RNA sekvence. Na dlouhych sekvencich doslo k nalezu velkého mnozstvi
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3. Nastroje hledajici motivy v nukleotidovych sekvencich

motiva v nékterych pripadech dosahujicim jednotek tisicti. Mimo vysledné
motivy program poskytoval pouze nulové hodnoty P-value. Jako jeden z mala
programil neumoznuje nastavit mimo dveé sekvence a délky hledanych motiva
zadné dodatecné parametry.

Bl ssHVM

Vyuziva Markovovy skryté modely kombinujici sekvenci a strukturu. Pro
dodatecné kroky pfi zpracovani zadané struktury je vyuzit Gibbs sampler.
[HKO™17] Vystupem je velmi origindln{ grafické zobrazeni nau¢eného modelu
poskytujiciho informaci zaroven o strukture a sekvenci. Zajimavosti je podpora
dvou nastroji pouzivanym k vypoctim struktury.

B Zagros

Program umi hledat motivy v sekvencich s vyuzitim nebo bez vyuziti souboru
struktur. Strukturni data mohou byt vygenerovana ze sekvenci nastrojem
thermo vyuzivajicim McCaskill algoritmus primo importovany z RNA Vienna
balicku. Implementace vlastnitho obalu namisto pouziti RNAfold je zdu-
vodnéno snizenim naroc¢nosti vypocti vynechdanim nepotfebnych informaci.
[BSPSU14b] Hledani motivi funguje na podobném principu jako u programu
MEME s EM algoritmem rozsifenym o strukturni informaci. [BSPSU14al
Program neumoznuje DMD v sekvencich a hledd pouze motivy maximéalné
12bp dlouhé at uz s vyuzitim struktury nebo bez. Zadat lze hledani motiva
jediné délky, ktera je ve vychozim stavu nastavena na hodnotu 6.
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Kapitola 4

Konverze formatu sekvencnich motivu

B a1 Implementace nastroje lead2gold

Prace s mnozstvim programu vyzaduje casté prevody sekvencnich motiva
pro jejich porovnani a dalsi zpracovani. Pro konverzi je hojné vyuzivano také
funkei implementovanych uvnitt GimmeMotifs. Zavislost pfevodu motivi
na tomto frameworku ale zapfic¢inila nutné tpravy po nalezu nékolika chyb
vedoucim k nerozpoznani motivii. Dale chybi nékteré programy, které byly
v této praci samostatné testovany. Z téchto davodu doslo k implementaci

vlastniho nastroje pro prevod motivi.

Na rozdil od projektu GimmeMotifs, ktery integruje prevod nékolika né-
stroju do stejné prevodni funkce, lead2gold pristupuje ke kazdému programu
individudlné. Pristup na béazi nastroje namisto podobnosti formatu mé za cil
extrakci vétsiho mnozstvi dat prevadéného motivu. Pozornost je soustfedéna
prevazné na programy produkujici urcité skoére.

Pred implementaci byla zvizena integrace kontejneru néstroje universal-
motif, ktery umoznuje manipulaci s mnozstvim bézné pouzivanych forméatu
[JM18]. Prednost ale byla ddna vlastni implementaci z divodu snadného
prevodu motivi méné znamych néastrojt a zbaveni se zavislosti na jazyce R,
ktery v kombinaci s jazykem Python pouzivanym napti¢ projektem zaptic¢inuje
razantni navyseni velikosti kontejneru.

Vysledny program implementovany v jazyce Python prevadi motivy vyuzi-
vané v ramci prace na formaty bézné pouzivané. Program timyslné vyzaduje
jen velmi maly pocet knihoven. Cilem je usnadnéni implementace v mnozstvi
projektt potykajicich se s potfebou prevodu nalezenych motivi. V pripadé
pouziti programu v kontejneru je dosazeno znac¢né dspory mista zmensSe-
nim prostredi na méné nez desetinu objemu dat v porovnani s kontejnerem
biocontainers/bioconductor-universalmotif.

P1i pfevodu lze pomoci pfepinace zvolit, zda se ma opravit motiv obsahujici
nulovy soucet vyskyti mezi nukleotidy pridanim pseudocount hodnoty. Motivy
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4.1. Implementace nastroje lead2gold

lead2gold

- motif alchemy has never been easier

MEME version 4

ALPHABET= ACGT

Background letter frequencies
A 0.25C0.25G 0.25T 0.25
MOTIF old_motif_name RSCAG
letter-probability matrix: alength= 4 w= 5 nsites= 20 E= 0
0.40.20.4 0.0

0.20.40.4 0.0

0.0 1.0 0.0 0.0

0.6 0.00.20.2

0.00.00.80.2

ID old_motif_name

BF species_motif_name
PO
01
02
03
04
05
XX

HHOOO 4

2
2
0
1
4

ocworN>>
couNFEQNO
Or0Onx

Obrazek 4.1: Prevodnik znamych formati sekven¢nich motivi. Znézornéni
podpory pfevodu mezi ruznymi formaty néstroju.

s touto vlastnosti byly pozorovany pfi zpracovani vysledki ve framoworku
DynaMIT s vyskytem mimo koncové nukleotidy motivu.

Motivy nesouci informaci umoznujici razeni lze seradit a vybrat omezeny
pocet motivi. Pokud neni k dispozici informace, podle které by bylo mozné
sefadit motivy, dochédzi k vybéru motivu z poc¢atku seznamu. Vysledky pro-
gramil byvaji obvykle fazeny od nejlepsich po nejhorsi.

Prevodnik umoznuje vystup jen v nékolika malo moznych formatech z
divodu malého vyuziti vstupnich proprietarnich formatt. Program muze byt
zafazen do linuxové pipeline nastavenim vstupniho/vystupniho souboru jako
standardni vstup/vystup.

Sekvenc¢ni konsenzus vyuzivajici IUPAC kédy nebyl exaktné definovan
[CB85]. Existuje proto vice implementaci a také rozsiteni definované abecedy
[Joh10]. Pro sjednoceni generovaného vystupu pii prevodu do motivu tvo-
rfeného ITUPAC kédy byla do projektu zakomponovana konsensus generujici
funkce z projektu GimmeMotifs [BvHIS].
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Kapitola 5

Priprava dat pro nastroje hledajici motivy

B 51 Biologicky kontext motivi

Nastroje hledajici motivy jsou specializovany jen na samotné vyhleddvani
motivll bez podpory pripravy dat do podoby vhodné pro zpracovani. Pri
pouziti sekvenacnich dat tak vznikd krok se znacnou volnosti v celém procesu,
ktery poté udava dilezity kontext nalezenych motivli. Zminénym chybéjicim
krokem je zpracovani obsdhlych sekvenacnich dat v zévislosti na informaci o
které budou tyto motivy vypovidat. Vystupem je sada sekvenci vztahujicich
se k pozadované vlastnosti ve formatu podporovaném hledajicim nastrojem:.

Casto sledovanou informaci je napiiklad rozdil v expresi oproti o¢ekavané
hodnoté. Vybirany jsou v tomto pripadé sekvence se vztahem k pozorovanému
rozdilu exprese, které mohou byt dale roztiidény do skupin pro hledani
rozdilné obohacenych motivi. Dva soubory tvorené rozdélenim sekvenci
do dvou mnozin jsou déle nazyvany jako primdrni (pozitivni) a kontrolni
(negativni).

Biologicky experiment
Sekvenace

Analyza

Priprava dat
Hledani motivu

s 89 e =

Dodané zkoumand datova sada pochéazi z experimentu zabyvajicim se
translacnimi inicia¢nimi faktory. Soucéasti dodanych dat je také analyza ob-
sahujici informace o expresi jednotlivych genti v sekvenac¢nich datech. Na
zakladé téchto dat jsou v této praci vyrobeny soubory sekvenci, ve kterych
néasledné probiha hledani.

Podle obsazené analyzy jsou pripraveny sekvence oblasti UTR vztahujici
se k rozdilim v expresi udédvané analyzou. Ocekava se, ze timto zpusobem
vytvorené sekvence budou obsahovat sekvenéni motivy vztahujici se specificky
k funkci transla¢nich inicia¢nich faktort z rodiny elF4E. Pro pfipravu popi-
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5.2. Formaty vyuzivané pri zpracovani sekvenci

sovanych sekvenci nebyl nalezen jiz hotovy postup. Neexistujici hotové feseni
vedlo k implementaci dvou nezavislych postupt, kterymi Ize cilové sekvence
generovat.

B 5.2 Formaty vyuzivané pri zpracovani sekvenci

B 5.2.1 Format FASTQ

Sekvence pochézejici ze sekvenace jsou dodavany ve formatu FASTQ spo-
le¢né s kvalitou ¢teni pro kazdy nukleotid ¢teného retézce. Soubory FASTQ
neobsahuji genomové souradnice sekvenci a nejsou proto vhodnym formétem
pro dalsi pifimé zpracovani.

B 5.2.2 Format BAM

Pro doplnéni informace o genomovych soutadnicich pre¢tené sekvence se
po sekvenaci provadi tzv. mapping, ktery najde alignment ve zvoleném re-
ferenénim genomu organismu. Takto mapované sekvence jsou jiz zahrnuty
v dodané datové sadé. Soubory pochazi z mapovani vykonaného néstrojem
BWA. Sekvence spole¢né s jejich oblasti ve znaAmém genomu jsou ulozeny v
bézné pouzivaném formatu BAM. Jednd se o bindrni a komprimovanou verzi
ekvivalentniho textového formatu SAM (Sequence Alignment Map) [src20].

B 523 Format FASTA

Pri praci se sekvencemi je dale ¢asto vyuzivan format FASTA. Textova data
Ize snadno &ist diky jednoduché podobé tohoto forméatu. Radky obsahujici
znak ‘>‘ znac¢i nazev a popis sekvence. Nasledujici rddky obsahuji prislus-
nou sekvenci RNA, DNA nebo proteinu [Wik20al]. Soubory FASTA bézné
neobsahuji informace o souradnicich ani kvalité ¢teni.

Listing 5.1: Ukazka obsahu souboru FASTA

>SEKVENCE_ID1
GGGACCAGAGCGAGAAGCGGGGACC
>SEKVENCE_ID2
TATCTCAGAGATGTTAACTGTCCT

B 5.2.4 Format BED

Nékteré nastroje misto soubort sekvenci pracuji na zakladé souradnic tsekil
v referenéni sekvenci. Pro zdznam tsekil se vyuziva mimo jiné format BED.
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5.3. Uméle vytvorena datova sada

Zaznamy jsou ukladany na samostatné fadky. Kazdy obsahuje miniméalné 3
sloupce oznacujici chromozom, zacatecni pozici a koncovou pozici. Déale je
specifikovano az 9 dalsich sloupct pro dodateéné informace. [beda] Soubory
obsahujici vSechny definované sloupce jsou oznacovany jako format BED12
[bedb].

B 53 Uméle vytvorena datova sada

P1i spousténi velkého mnozstvi nastroju se ukazalo, ze rozdily v nalezenych
motivech jsou vétsi nez se ocekavalo. Hleddni s pouzitim soustavy zvolenych
nastroju by vedlo k velmi obtizné interpretovatelnym vysledkiim. Problém s
posouzenim kvality a chovani programi mohl byt vyresen pouzitim datové
sady urcené pro benchmarking téchto nastroju. Testovani by se ale v pripadé
pouziti velkych souboru stalo vypocetné velmi naroénym procesem, ktery
by zaroven vyzadoval rizné datové sady pro otestovani vSech zkoumanych
parametru.

Za, ucelem otestovani pouhé zakladni funkcénosti nalezenych nastroji byl
vytvoren dataset obsahujici pseudondhodné sekvence a znamy pocet vloze-
nych motivi. Pro vytvoreni tohoto testovaciho datasetu bylo implementovano
vlastni feseni generujici pseudondhodné sekvence. Vysledny program nazvany
PPRSG umoznuje specifikovat nékolik parametri. Zvolit 1ze naptiklad délku
sekvenci nebo vkladany motiv ve formatu MEME. Dulezitou funkci je ge-
nerovani sekvenci podle dodaného modelu obsahujicitho pravdépodobnosti
vyskytu jednotlivych nukleotidi. Pro nauceni tohoto modelu program vyuziva
Markovovy fetézce volitelného radu pouzité na sekvence zadaného souboru
ve formatu FASTA. Pro datové sady pouzivané v této praci doslo k vytvoreni
modelu zalozeném na souboru obsahujicim referencni sekvence UTR. Nauceny
model poté umoznuje generovat mnozstvi sekvenci rizné zvolenych délek.
Daéle 1ze generovat také sekvence riznych délek pozorovanych pri uceni na
zadaném souboru. Vytvoreno tak bylo nékolik souborii obsahujicich sekvence
parametr nesoucich nékteré vlastnosti typické pravé pro zkoumanou oblast
5" UTR nebo 3’ UTR.

Nauceny model nultého radu zachycuje zvyseny podil GC/AT pro UTR
5’ oblasti s hodnotou 60,4% GC. Naopak u 3° UTR modelu je zastoupeni
nizsi a to 42,8% GC. Naucené parametry se tedy velmi blizi k popisovanym
hodnotam 60,6 £12% GC a 42,4+11% GC u téchto oblasti [ZKCB04]. Drobna
odchylka je pravdépodobné zptisobena filtraci kratkych tseki. Pri specifikaci
souboru obsahujictho nékolik motivt 1ze lehce specifikovat Cetnost vyskytu
jednotlivych motivii oddélené pro primarni i kontrolni sekvenci.
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5.3. Uméle vytvorena datova sada

Bl 5.3.1 Postup testovani aplikaci

Pro zrychleni postupu testovani byla sestavena pipeline testujici schopnost
nastroji odhalit motiv v pseudonahodné sekvenci. Tento krok se ukazal jako
velmi dilezity pro odhaleni fady chyb skladajicich se prevazné ze Spatné
nastavenych parametri spousténych programu.

Testovani aplikaci hledajicich motivy

,
Vybrané
- . O
PPRSG motivy Databaze I Podobnost motivu |
< Motiv{
Rl Gt Podobnosti vyhledanych motivé s motivy viozenymi
, podobnosti podobnosti
Generovane s motivi: s motiv2:
k nastroj 1 nastroj 1
motivl 0.007613 motiv3 0.000000
se Vence motiv2 0.072663 nastroj 2
nastroj 2 (zadny podobny)
motivl 0.013358 nastroj 3
motiv3 0.051619 motiv3 0.000000
Paraffin lead2gold motiv4 1.061475  motiv4 1.503983
motiv2 1.061475 nastroj 4
hledani motivé zména formatu néastroj 3 motiv2 0.000000
motivl 0.009984 motivé 0.071840

motiv2 0.050863 motiv7 1.070921

Nalezené néstroj 4 nistroj 5

motivl 0.000000 motiv3 0.521233

: motiv5 0.046914

motivy motiv4 0.050928
motiv2 1.542681
nastroj 5

x , , motiv2 0.000000
lead2gold [ Poredovany format o JMOTIFSIM motiv1 1.050926

zména formatu hledani podobnosti

Obrazek 5.1: Vyvojovy diagram postupu testovani aplikaci hledajicich motivy.

Popisovana pipeline Obr. |5.1] je sestavena z nékolika nastroji implemento-
vanych v rdmci této prace a nastroje MOTIFSIM [THI1S]. V prvnim kroku
dochazi ke spusténi PPRSG, ktery na zdkladé zvolenych parametri a motiva
z databaze sestavi pozadované soubory pozitivnich a negativnich sekvenci. Po
dokonceni generovani je pomoci nastroje paraffin paralelné spusténo libovolné
mnozstvi nastroji. Po dobéhnuti posledniho hledajicitho programu dochézi
k prevodu nalezenych motivi na format MEME. Z divodu pochybné pod-
pory tohoto forméatu nastrojem MOTIFSIM ale dochéz{ k dalsimu pfevodu
nalezenych i databdzovych motivi do forméatu, ktery je zminénym néastrojem
stabilné podporovan. V kone¢ném kroku jsou motivy zvlast pro kazdy program
porovnany a sefazeny. Tento proces je realizovan vytvorenim dvou datovych
sad, kdy jedna obsahuje motiv z databaze a druha vSechny vyhledané motivy.
Takto vytvorené datasety MOTIFSIM vyhodnoti pfifazenim skére podobnosti
kazdé mezi-datasetové dvojici motiva.

Cely postup vedouci k vypoctu skore probiha pouze s vyuzitim sekvenéni
informace. Pridani strukturnich motivii do generovanych sekvenci nebylo pro
vysokou ¢asovou naroc¢nost a stavajici formulaci zadani prace realizovano.
Chybéjici smysluplna struktura ale znevyhodnuje programy hledajici motivy,
které této informace vyuzivaji. Pri vybéru nastroji byl tento fakt zohlednén
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a vypoctené skoére bylo v této skupiné vyuzito pouze pro ovéreni spravného
vypoctu background modelu.

B 5.3.2 Soubory sekvenci testovaciho datasetu

Pr1i instalaci a pouzivani nastroju hledajicich motivy bylo zpozorovano ne-
ocekdvané chovani a nékolik moznych problémi, které by mohly negativné
ovlivnit vysledky hledani. Soubory testovacich sekvenci jsou proto navrzeny
tak, aby upozornily na programy, které trpi nékterym z pozorovanych pro-
blémi. Castym problémem je napiiklad vyskyt kratkych sekvenci, ktery v
nékterych pripadech vede az k padu aplikace.

Mnozstvi problému ziejmych uz pri zakladnim seznameni s nékterymi
programy hledajicimi sekvenéni motivy vedlo k vytvoreni nékolika testovacich
souborii sekvenci. Uéelem je otestovani programii na zikladni pozadované
funkce a zahrnuti do vypoc¢tu na zkoumané datové sadé jen pii prekonani
urcité urovné. Timto je zajisténo usetfeni zdroji vypocetniho clusteru a
redukce produkovanych vysledku nizké kvality, které by bylo nutné déle
zpracovat.

Vygenerované datasety pomohly otestovat nastaveni velkého mnozstvi
spravovanych programii. Castym nedostatkem byl chybéjici argument, coz by
na redlnych datech bylo mnohem hiife odhalitelné pochybeni. Dalsim castym
nedostatkem byl chybny prevod motivi implementovany v testovanych sadach
nastroji DynaMIT a GimmeMotifs.

5 UTR CDS 3 UTR
Median délky 203 bp 1278 bp 938 bp
Priumérna délka 259 bp 1663 bp 1470 bp
Standardni odchylka 228 bp 1901 bp 1620 bp

Tabulka 5.1: Délky oblasti mRNA lidského genomu. [PCAT16]

B Sekvence délky 30bp

Dataset s kratkymi sekvencemi byl vytvoren z divodu navrhu nékterych
nastrojui na sekvence kratkych cteni. Tento dataset slouzi pouze pro ovéreni
zékladni funkénosti testovanych programi. Soubor obsahuje 700 sekvenci
délky 30bp a 50 vlozenych motivi.

B Sekvence délky 210 bp

Dataset obsahujici soubor 100 sekvenci délky 210bp a 50 vloZenych motivi
pro porovnani s kratkymi sekvencemi. Dale dataset obsahuje soubor stejného
poctu sekvenci, ale se zvysenym poctem motivi na 200. Délka byla inspirovana
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tabulkou obsahujici primérnou délku 5> UTR, které je v této praci prikladana
nejvétsi pozornost Tab. 5.1

V prubéhu testovani se ukédzalo, ze néstroj Weeder obsazeny ve tifech
projektech shlukujicich nastroje nenalezl zadny vlozeny motiv. K $patnym
vysledkiim mohlo ¢astecné prispét pouziti predem generovanych frekvencénich
soubort, které neodpovidaji sekvencim zkoumané datové sady. Z duvodu
velmi Spatnych vysledkt a primérniho tcelu tohoto programu nebyla déle
zkoumana moznost generovani vlastnich frekvenc¢nich souboru [pav].

B Test diskriminaéniho hledani

Pro hledani diskriminacni analyzou bylo zapotiebi ovérit, ze program hleda
motivy obohacené pouze v pozadované datové sadé. Dataset obsahuje sekvence
podobné jako dataset predchozi, ale navic jsou vlozeny také motivy spadajici
zaroven do souboru pozitivnich i negativnich sekvenci.

S pouzitim vytvorené pipeline Obr. [5.1] byla ovéfena schopnost hledat
motivy obohacené pouze v primarni datové sadé. Sledovan byl Motivl na-
chéazejici se pouze v pozitivnich sekvencich a Motiv2 obsazeny v pozitivnich
ale zaroven také v negativnich sekvencich. Programy byly hodnoceny na
zékladé skore podobnosti ke sledovanym motivam. V pripadé Ze program
nasel motiv vyskytujici se v obou sekvencich doslo k jeho penalizaci, naopak
nalez motivu vyskytujici se pouze v pozitivni sekvenci znamenal zlepseni
vysledku programu.

Vysledné hodnoty v tabulce Tab. 5.2 potvrdily spravnost seznamu DMD
nastroju Tab.[3.3| Tab. 3.4 vytvoreného pii resersi. Neodpovidal pouze vysledek
programu HOMER. Na zakladé této nesrovnalosti doslo k odhaleni chybné
uvedeného parametru v napovédé frameworku DynaMIT. Po napravé této
chyby doslo k dosazeni nejlepsiho mozného vysledku tohoto testu a vyreseni
zminéné nesrovnalosti.

Na zakladé vysledkt vSech probéhlych testii bylo rozhodnuto o vyrazeni né-
kolika nastroji. Program RPMCMC produkoval ptilis velké mnozstvi motivi,
kde zadny nepresahoval podobnostni skére programu MEME. Navic hledani
zabralo déle nez minutu oproti péti vterindm u konkurenéniho programu
MEME. V testu s background sekvencemi dopadl nejhiite program improbizer,
ktery vyhledal motiv vyskytujici se v obou sadach a obohaceny motiv viibec
nezpozoroval.

Prekvapivé dobry vysledek ale podal nastroj Bioprospector, ktery neni
typickym nastrojem vyuzivanym pro DMD.
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Program Motivl Motiv2 Vysledek
dynamit/memeris 0,007 0 0,007
dynamit/mdscan 0,009 1 —0,990
dynamit/meme 0,013 0 0,013
dynamit/homer 0 0,042 —0,042%*
dynamit/graphprot 0 1 -1
dynamit/glam2 0 0,515 —0,515
dynamit/previous 0 0 0
gimme/mdmodule 0,034 0,5 —0,465
gimme/meme 1 0 1
gimme/dreme 0 1 -1
gimme/gadem 0 1 -1
gimme /weeder 0,509 0,013 0,496
gimme/motifsampler 1 0,041 0,958
gimme/improbizer 1 0 1
gimme/bioprospector 0 0,517 —0,517
gimme/AMD 0,576 0,565 0,011
gimme/homer 0,011 0,063 —0,052*
gimme/xxmotif 0,005 0,040 —0,03
gimme/dinamo 0,5 1 -0,5
mcat 0,007 0,004 0,002
bamm 0 1 -1
discrover 0,029 1 —0,970
dreme 0 1 -1
EMD 0 1 -1
graphprot 0 1 -1
homer 0,011 0046  —0,035*
meme 0 1 -1
MDS2 001 0,043 ~0,030
rpmeme 0,053 0,049 0,003
sshmm 0,014 0 0,014
xxmotif 0 1 -1
Zagros 0 0 0
weeder2 0,509 0,013 0,496

Tabulka 5.2: Vystup testu diskriminac¢niho hledani. U sloupce Motivl a Vysledek
mensi hodnoty znamenaji lepsi splnéni problému. Sloupec Motivl a Motiv2 obsa-
huje hodnoty podobnosti pro nejpodobnéjsi motiv. Vysokd hodnota podobnosti
znac¢i nepodobné motivy. Sloupec vysledku vyjadiuje nakolik program splnil
definovany problém. *Chyba v argumentu.
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B Seckvence riznych délek

Nékteré néastroje (napr. XXmotif) jsou navrzeny pro praci se sekvencemi stejné
délky. Tento set sekvenci testuje zda néstroje podporuji sekvence ruznych
délek. Vygenerované soubory obsahuji zaroven kratké i velmi dlouhé sekvence,
které zpusobuji pad nékolika zkoumanych programiti. Ukazkou je napriklad
pad i velmi zndmého programu MEME a nebo od néj odvozeného RPMCMC.

B Rozdilné mnozstvi sekvenci

Programy byly testovany také na schopnosti zpracovani velkého pocétu sekvenci.
V pripadé vypocth trvajicich jednotky hodin doslo v nékterych pripadech k
vyTazeni. Potvrdil se naptiklad prilis dlouhy vypocetni ¢as programu DECOD
obsazeného v sadé nastroji MCAT [YRGT19].

B Seckvence s dlouhymi motivy

Jednim z cilu bylo nalézt co nejdelsi signifikantni motivy. Nékteré nastroje
maji limity v maximélni délce motivu, ktery mohou vyhledat. Cilem tohoto
datasetu bylo ukazat na schopnosti programui v hledani dlouhych motivu.

B 54 Vyuziti zkoumané datové sady

Po vybéru nastroju spliujicich pozadované parametry probéhlo hledani motiva
ve zkoumané datové sadé. Dodana data neobsahuji sekvence ve spravném
formétu a neni je tedy mozné rovnou vyuzit pro hledani motivi. Z tohoto
dtivodu je zde popsano mimo jiné také zpracovani sekvenci do formatu pro
hledani bézné pouzivaného. Déle popsané kroky jsou realizovany implementaci
nékolika skriptt zabyvajicich se hromadnou pripravou mnozstvi soubort.
Vysledkem jsou sekvence vytvorené ze souborti mapovanych ¢teni sekvenacni
metody RNA-seq NG s vyuzitim dodané analyzy provedené nad témito
daty. Dalsi prozkoumana metoda se zabyva dotazovanim na sekvence podle
poskytnuté analyzy z vefejné pristupného API.

B 5.4.1 Zkoumana datova sada a dalsi zdroje dat

B Data sekvenace provedenych experimenti

Hledani je zaméreno na data, ktera jsou vysledkem 7 experimentti a jejich
opakovani ve tfech biologickych replikatech. Celkem tedy datova sada obsahuje
21 souboru sekvenci, které jsou vystupem jednotlivych sekvenaci. Ziskané
sekvence jsou ulozeny v podobé komprimovanych soubori FASTQ.
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Tato surova data nachazejici se v souborech s priponou .txt.gz byla nama-
povana na referencéni genom a vysledné soubory jsou také soucasti zkoumané
datové sady. K namapovani sekvenci na aktudlné bézné pouzivany genom
GRCh38 byl pouzit program BWA a vystupni namapovana data jsou ulozena
v bindrnim souboru mapovanych sekvenci BAM. Pro kazdy soubor ve formatu
FASTQ tak miZeme v datasetu nalézt odpovidajici soubor ve formatu BAM.

Neocekavanou vlastnosti specifickou pro soubory BAM obsazené v dodané
datové sadé je chybéjici predpona prii oznacovani chromozomu. Bézné je
vyuzito predpony chr, kterd v téchto souborech chybi a namisto oznaceni
chrN se tedy setkame s pouhym c¢iselnym oznacenim. Tento problém se
vyskytuje pri pouziti referenéniho souboru neobsahujiciho predponu. Pouzit
byl pravdépodobné referenéni soubor stazeny ze serveru Ensembl [Mm].

B Analyza a hodnoty exprese

Nad sekvenovanymi daty probéhla také analyza zkoumajici obohaceni genti v
jednotlivych experimentech. Zmény vyskytu byly ziskdny nastrojem DESeq?2
a jsou ulozeny v souboru forméatu TSV. Vysledek analyzy celkem obsahuje 19
870 radki, kde kazdy radek nélezi unikatnimu genu specifikovanému nazvem
a identifikdtorem v prvnim sloupci. DalSich Sest sloupct uchovava zmény
exprese oproti prvnimu experimentu vyjadiené jako log2 fold change. Pouziti
logaritmu na nasobky zmény exprese rozprostielo hodnoty symetricky okolo
nuly pro jednodussi interpretaci a nasledné zpracovani. Déle lze v souboru
najit sloupec obsahujici hodnotu FDR.

B Referenéni genom GRCh38

V pripadé Ze vyuzivime namisto samotnych sekvenci jejich genomické souiad-
nice, musime pro ziskani konkrétni sekvence znat presnou podobu pouzitého
genomu. K tomuto dcelu se vyuziva dohodnuty referencni genom zkouma-
ného organismu. Lidsky referenéni genom obsahuje kompletni sekvence vSech
chromozomii. O mnozstvi téchto referencnich genomt a jejich aktualizace se
stard Genome Reference Consortium [Genal.

Volba genomu pro hledani motivu byla stanovena na, v dobé psani této
prace, nejnovejsi minor verzi GRCh38.p13. Divodem pro volbu posledniho
vydaného genomu je nezndmé verze pouzitd pro mapovani ve zkoumané da-
tové sadé. Referenéni soubor GRCh38 (UCSC znaceni hg38) je aktualizovan
systémem opravnych zaplat tzv. patches. Pri aktualizaci referenéniho genomu
nedochazi ke zméné soutradnic, protoze nové tseky jsou pridavany jako speci-
alni useky mimo chromozomy sestavené pri vydani hlavni verze [Genb]. Pfi
pouziti nejnovéjsiho referenéniho souboru proto nehrozi problémy z divodu
rozdilnych souradnic a zaroven soubory BAM nemohou obsahovat sekvence
namapované na misto, které v referenci neni obsazeno.
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B Anotaéni soubor referenéniho genomu

Existence referencéniho genomu umoznuje tsporny popis oblasti s vyuzitim
pouhych t¥i sloupcii obsahujicich chromozom, start pozici a stop pozici.
Pridanim dalsich sloupct vyjadiujicich informaci o zaznamenanych oblastech
vzniklo nékolik podobnych forméatu jako naptiklad GTF, GFF a BED. Pri
prevodu nékterého z jmenovanych formatu nebo jejich zpracovani je vhodné
namisto formatovani textu zvolit provérené nastroje. Rozdily se napriklad
vyskytuji i v definici startovnich a koncovych hodnot [Tyn16].

S témito forméaty se mizeme setkat pii praci s anota¢nimi soubory obsahu-
jlcimi zndmé pozice rtiznych typh oblasti sekvenci. Soubory bézné obsahujici
pozice gent, transkript a kédujicich sekvenci dodava hned nékolik organizaci.
Pro praci se zkoumanymi oblastmi UTR bylo vyuzito anota¢niho souboru
spravovaného projektem GENCODE. Tento anotacni soubor obsahuje nejvice
anotovanych oblasti spolecné s vice sloupci poskytujicimi doplnujici informace
F.1l

B 5.4.2 Vybér zkoumanych oblasti

Analyza genové exprese na drovni mRNA v bunéénych liniich HEK293 s
rozdilnou hladinou produkce jednotlivych translac¢nich inicia¢nich faktort
z rodiny elF4E vedla k vybéru geni, jejichz exprese se lisi vzhledem ke
kontrolnimu souboru. Kritériem pro zarazeni konkrétnich zédznamu do dalsi
analyzy byla hodnota FDR nizsi nez 0,01. Filtraci timto kritériem bylo
vybrano 5 045 gen.

Geny zarazené do dalsiho kroku vybéru byly sefazeny podle hodnoty
nasobku zmény exprese mRNA vzhledem ke kontrolni bunééné linii. Timto
vznikl sefazeny seznam gent pro kazdou zkoumanou bunécénou linii. Déle
bylo potreba stanovit pocet geni, které budou déale zkouméany a z toho
vyplyvajici velikost primarniho souboru urceného k hledani motivi. Namisto
stanoveni pevné dané velikosti byly vytvoreny rizné velké soubory, obsahujici
N genil, kde N € 8,16, 32,64, 128,256. Pro kazdé N tak byl vytvoren soubor
obsahujici sekvence N genu vybranych ze zacatku sefazeného seznamu. Timto
zpusobem bylo vytvoreno 6 souborii gent s pozitivné zvysenou hladinou
exprese.

V dalsim kroku doslo k obracen{ fazeni seznamu genii a pfi vyuziti stejného
postupu generovani 6 soubort se snizenou hladinou exprese. Vytvoreno tak
bylo 6 datovych sad tvorenych celkem 12 soubory, kde kazda dvojice datové
sady odpovida stejnému poctu vybranych gend.

Kazda takova datova sada vytvofend implementovanym skriptem byla
oznacena identifikatorem. Tento identifikator vznikl na zakladé parametri
zadanych pri voldni implementovaného skriptu. Konkrétné se jedna o nézev,
pocet genli v kazdém souboru a zvolené FDR.
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Sekvence v souborech datovych sad jsou ulozeny ve formatu FASTA. Z
dtivodu pridani rtznych zdroji sekvenci byl identifikdtor rozsiren také o
zdroj dat a zvolenou oblast sekvence. Mezi podporované zdroje dat patii
biomart, bt_reference pro soubor referenéniho genomu a bt__bams pro sekvence
vychéazejici z dat sekvenace. Volitelné cilové oblasti se lisi pro kazdy zdroj
dat. Podporované oblasti pro kazdy zdroj dat je uveden v piiloze [F.1l Timto
zpusobem pripravend datova sada je dale zpracovatelnd v implementovaném
programu hledajicim motivy zaddanim prislusného identifikdtoru.

B 5.4.3 Priprava sekvenci ve formatu FASTA

Vytvoreni sekvenci ze vstupni datové sady

*
bed/bed12
*

FASTA-reference
|

Obrazek 5.2: Vytvoreni sekvenci ze vstupni datové sady.

| FASTA-consensus

* Souradnice referenéniho
genomu

B Stav v oblasti hledani podle zadanych soutadnic

Jen velmi malé mnozstvi nastroji hledajicich motivy umoznuje specifikovat
pozadované geny pro diferenéni analyzu. Jednim z maéla je napriklad framework
GimmeMotifs, kde byla tato funkce otestovana. Bohuzel se ukazalo, Ze program
stahujici genom potiebny pro tuto funkci nefunguje pro pouzité prostiedi a
specifikace vlastniho genomu obsahuje nékolik chyb, které bylo tfeba opravit
pridanim vypoctu délek sekvenci v genomu.

Nestabilita tohoto ptistupu ukazuje na malou ¢etnost vyuzivani souradnic
namisto sekvenci pri hleddni motivi i u nastroji, které tuto metodu podporuji.
Z uvedenych divodu byl tento systém opustén ve prospéch generovani soubortu
obsahujicich sekvence.
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B Sekvence Ensembl BioMart

Snadno pristupnym zdrojem mnozstvi popsanych tzv. anotovanych sekvenci je
vefejné pristupné API Ensembl BioMart [KKH™11]. Webové APIT umoziuje
stazeni sekvenci pro pozadovany seznam gentl s moznosti volby oblasti sek-
vence. Webovy klient umoziuje jednoduse sestavit pozadavek na pozadovanou
oblast 5 UTR, 3’ UTR libovolného poctu genu. Z divodu nutnosti auto-
matizace stahovani dat z RESTful API bylo vyuzito doporuceného BioMart
PERL API scriptu [Ens].

Pred pouzitim dat z nastroje BioMart je vhodné provést alespon vizualni
kontrolu ziskanych sekvenci. Jednim z problému, na které lze snadno na-
razit, jsou duplicitni nazvy obdrzenych sekvenci nebo sekvence obsahujici
chybova hlaseni. V ramci prace byl sestaven kontejner pro pouzity skript a
implementovany skripty fesici nejbéznéjsi problémy, které se vyskytovaly pii
hromadném stahovani.

Automatizace procesu stahovani umoznila vytvorit mnozstvi datovych sad
podle rizné zvolenych parametri. Vytvoreny byly datové sady pro ruzné
pocCty genti, pozadované oblasti nebo volbou jiného experimentu. Tento proces
ziskavani sekvenci byl velmi rychly. Limitujici faktorem byla pouze rychlost
pripojeni k siti internetu.

B Seckvence genii ziskané z referenéniho genomu

Rychlejsi alternativou k BioMart API bez nutnosti ptistupu k siti je dolovani
sekvenci z referen¢ni sekvence podle zndmych anotovanych oblasti. Na rozdil
od predchozi metody s vyuzitim API je nutné pred dolovanim sekvenci jesté
prevést seznam vybranych gent na souradnice odpovidajici pozadovanym
oblastem. Prevod zahrnuje filtraci a konverzi formatu anotac¢niho souboru.

Prvni krok prevodu byl implementovan nastrojem grep, ktery umoznuje
filtrovat vyuzivany anotac¢ni soubor seznamem zvolenych geni. Jesté pred
filtraci na zakladé gent dochézi k rozdéleni anotacniho souboru podle oblasti
gent pro urychleni opakované filtrace. Dalsim krokem je prevedeni anoto-
vanych tsekli do formatu BED. Pro zajisténi kvalitni konverze byl zvolen
néastroj gff2bed [NKR™12| obsazeny v rozsdhlém projektu zabyvajicim se
analyzou genomu BEDOPS. Konvertovana data byla poté nastrojem sed
zbavena predpony chr pro zajisténi ptipadné kompatibility s daty dodaného
datasetu.

Referencni genom a prevedeny soubor pozadovanych dsekt nyni ve forméatu
BED dostacuji k volani funkce getfasta néstroje bedtools [QKb]. Tento nastroj
byl zvolen pro velké mnozstvi obsazenych funkei sekvencnich manipulaci [QKa].
Néstroj je velmi stabilni a dobie dokumentovan. Volani funkce getfasta velmi
rychle navrati sekvence odpovidajici cilovym oblastem vybranych gent.
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B Sekvence ze soubori BAM

Sekvence referencniho genomu se v nékterych tsecich lisi od dat ziskanych
sekvenaci. Z tohoto diivodu byl implementovan postup pro generovani sekvenci
jejichz zdrojem je pravé soubor mapovanych sekvenci ve zkoumané datové
sadé. Zvoleny postup vyuziva skript s nastrojem bedtools implementovany
pro vybér sekvenci z referenéniho genomu. Rozdil spociva v pouhé ndhradé
referencni sekvence za sekvenci konsenzualni. Tato konsensudlni sekvence je
vytvorena uplatnénim pozorovanych vyznamnych zmén v sekvenacnich datech
na referencni sekvenci genomu.

K vytvoreni konsensudlni sekvence byla pouzita sada nastroji bcftools
obsahujici mnozstvi funkci zamérenych na variant calling a manipulaci souvi-
sejicich souboru. Vytvoreni sekvence vyuziva fadu po sobé jdoucich funkci
mpileup, call, filter, consensus (bcftools pipeline Obr. |5.2) inspirovanych
oficidllnim nédvodem [rc] a manudlem [bcf].

Variant calling je proces detekujici SNV (jedno-nukleotidové varianty)
a InDel (malé inzerce a delece) [KSD19]. Soubory obsahujici detekované
zmény jsou ulozeny ve formatu VCF (Variant Call Format) nebo bindrnim
ekvivalentu BCF.

Vytvoreni sekvence probéhlo ve vice krocich z divodu vysoké vypocetni
narocnosti postupu a potieby ladéni parametru v pozdéjsich krocich. Vypo-
¢etné nejnarocnéjsi ¢asti je samotny variant calling. V dalsim kroku jsou data
filtrovana podle kvality a hloubky ¢teni. Filtrovand data jsou poté zpracovana
funkci consensus, kterd vytvori chain soubor a findlni sekvenci podobnou
referenénimu genomu.

Pii vytvareni konsensualni sekvence jsou uplatnovany detekované odlis-
nosti z kroku variant calling. Uplatnéni delece nebo inzerce a souvisejici
posun nukleotidi znamenéa ztratu moznosti vybéru sekvence podle souradnic
referen¢niho genomu. Néstroj beftools s timto jevem pocita a pomoci prepi-
nace funkce consensus umoznuje vytvorit soubor formatu chain |chal, ktery
uchovava informace o mezerach mezi dvéma zpracovavanymi genomy.

Soubor chain 1ze pouzit pro prevod souradnic mezi sestavenymi genomy.
Tento proces opravy souradnic se nazyva liftover, stejné jako jeden z programt
resici tento problém. Pro prevod anotovanych oblasti Obr. 5.2 byl do skriptii
zakomponovan jiz delsi dobu aktivné vyvijeny néstroj CrossMap. Vyhodou
je jista [BSS] podpora souboru formétu chain, protoze byl pro tento format
navrzen |ZSW*13].

Po prevedeni souradnic je mozné vyuzit stejny postup jako pii dolovani
sekvenci z referen¢niho genomu. Pro ovéreni spravnosti postupu byla pouzita
kombinace nastroju diff, beftools view a také prohlizece genetickych sekvenci s
grafickym prostfedim IGV. Kontrolou bylo potvrzeno, ze sekvence pochazejici
z reference a soubortt BAM se lisi pouze v ocekavanych tsecich.
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B 5.4.4 Hledani motivii v ziskanych sekvencich

Po vygenerovani sekvenci z API Biomart, reference i souboru BAM pro-
béhlo hledani motivi ve vSech tirech vytvorenych datovych sadach. Vysledné
motivy ukézaly Ze rozdily mezi sekvencemi ze souboru BAM a reference
nejsou dostatecné c¢asté na to aby ovlivnily vysledné motivy. Neocekavané
velké zmény ale nastaly mezi sekvencemi stazenymi z API Biomart oproti
dvéma ziskanymi nastrojem bedtools. Zdrojem velkych zmén signifikantnosti
nékterych motivi bylo rozdéleni exont v sekvencich generovanych nastrojem
bedtools. K rozdéleni dochazi z divodu pouziti formatu BED namisto BED12
pozadovaného pro vytvoreni sekvenci s navaznosti. Jedné se o chybéjici ¢ast
postupu Obr. 5.2, kterd mize byt v budoucnu vylepsena.

7 dtvodu zmén zpusobenych rozdélenim exont a malych rozdili konsensu-
aln{ a referencni sekvence byla pro dalsi vypocty zvolena pouze datova sada
ziskand z API Biomart. Rozdily v signifikantnostech motivii upozornily na
dilezitost oblasti predélu exonii. PTi budoucim rozsirovani projektu bude bran
vétsi diraz na volbu transkript namisto dosud vyuzivanych genti. Dale by
bylo vhodné vylepsit zpracovani anota¢niho souboru nékterym z existujicich
pokrocilejsich prevodniku [Dail, které umozni pouzit soubory sekvenace u
projekti s vétsim mmnozstvim rozdili oproti referenénimu souboru.
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Nasazeni Docker kontejnert

Instalace velkého mnozstvi aplikaci je naro¢nda z riznych thli pohledu. Hlav-
nim divodem je rozmanitost pouzivanych prostredi, kterd prinasi pozadavky
na oSetfeni mnozstvi rozdilnych verzi zavislosti. Programy hledajici motivy
jsou casto distribuovany bez vyuziti spravce balicka a ve vétsiné pripadu
chybi kompletni seznam pozadovanych zavislosti.

Dalsim problémem jsou vysoké naroky na ovéreni spravné funkce, kvality
a bezpecnosti béhu programt mimo jiné z divodu implementace za pou-
ziti velkého mnozstvi programovacich jazyka. Bézny uzivatel tedy nemuze
snadné overit pouzity program a riskuje tak neocekdvané zmény v hostujicim
operac¢nim systému.

V pripadé vyuziti sdilenych vypocetnich prostredi je uzivatel také casto
omezen uzkou oblasti instalovanych programt. V tomto pripadé je splnéni
vSech potrebnych zavislosti jesté mnohem naroc¢néjsi nez v pripadé instalace
na osobnim pocitaci.

Zminéné problémy Tesi pravé pouziti kontejnert, které umoznuji reproduko-
vat stejné izolované prostredi sestavené podle souboru Dockerfile. Kontejner
a obsazené nastroje lze stadhnout z nékterého hostujiciho serveru nebo v pri-
padé zverejnéného souboru Dockerfile a potfebnych zdrojovych kédi sestavit
kontejner jednim prikazem.

B 6.0.1 Srovnanis nastrojem Virtualbox

Hlavni vyhodou pouziti kontejnert naproti virtualizaci opera¢niho systému
je vétsi podpora u poskytovatel hostujicich ndro¢né vypocty. Napiiklad RCI
cluster [iP] i MetaCentrum [wc] umoznuji béh kontejnert vytvorenych na
zékladé konfigurac¢nich souboru Docker. Dalsi vyhodou je mensi spotfeba
zdroju, kterd umoznuje béh vétstho mnozstvi kontejnert paralelné. Kontejnery
oproti virtualnim obraztum operacnich systému mohou byt vytvoreny a spus-
tény mnohonasobné rychleji. Kontejnery také umoznuji snadnou modifikaci
prostredi. Zmény jako je napriklad vyména operaéniho systému mohou byt
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uskutecnény tupravou jediné radky konfigura¢niho souboru. Naopak nevyho-
dou pouziti kontejnert je mensi izolace od hostujiciho operac¢niho systému
zpusobujici mirné snizeni bezpecnosti.

Bl 6.0.2 Vyhody nasazeni kontejnerii pfi hromadnych vypoétech

B Bezpeénéjsi béh neovéreného softwaru

Zdrojové koédy a bindrni soubory pochéazejici od velkého mnozstvi autorta
mohou skryvat necekané bezpecnostni hrozby. Problém predstavuji prevazné
programy, které byly vytvoreny za tcelem jednoho pouziti a nejsou aktivné
vyvijeny. Autori v téchto pripadech nekladou prilis velky diraz na bezpec-
nost. Nékteré programy jsou distribuovany ve formé spustitelnych souboru
a zdrojovy kéd neni k dispozici. V jinych pripadech je zdrojovy kéd Spatné
¢itelny a nelze snadno ovérit vykondvand ¢innost. Zdrojové kédy nebyly zkou-
méany z pohledu bezpecénosti, presto je mozné narazit na problematické ¢asti
implementace. Ukazkou je napiiklad pouziti funkce eval na vstupni argument
zaddvany uzivatelem (MDS2). Dalsim exemplafem je nastaveni opravnéni
adresaiu (775 RNAmotifs). Neptijemné dusledky muze vyvolat také neoceké-
vané smazani uzivatelem zvoleného adresare. Prestoze se na kontejner nelze
z pohledu bezpecnosti plné spoléhat, lze s jeho vyuzitim zamezit vétsiné
problémt, zpusobenych ¢asto implementacni chybou.

B VysSi reprodukovatelnost

U programt vyuzivanych jen velmi malym mnozstvim uzivateli je casto
velkym problémem nizké prenositelnost aplikaci zptisobend mimo jiné nedo-
statecnym testovanim. Béh nékterych programi nebyl ispésny ani s pouzitim
pribalenych testovacich dat. Méné zavaznym prikladem je dosazeni vysledku
nizsi kvality nez je prezentovano v navodu instalace. Velmi problematické
jsou skryté zavislosti, které se projevuji az v pripadé pouziti urcité funkce.
Vyskyt chyby bez fadného odchyceni vyjimky a bez doprovodného varovani
je velmi Spatné odhalitelny a mtze vést k mylnému vyhodnoceni na zakladé
takto dosazenych vysledki.

Pouziti kontejnera vyrazné zredukovalo mnozstvi pozorovanych chyb pti
presunu nastroji na novy systém. Také jiz sestavené kontejnery bylo mozné
pripravit k pouziti za zlomek ¢asu, oproti nastrojum nevyuzivajicim spravce

balickt.
B Oprosténi od naroéné instalace

Jiz sestavené kontejnery lze vyuzivat nezavisle na riznych platformach. To-
hoto chovani je velmi tézké docilit i pti pouziti spravce balicki. V pripadé
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vlastnictvi souboru Dockerfile lze kontejnery také snadno konfigurovat. Se-
staveny kontejner neohrozuji ani aktualizace balicku v balickovacim systému.
Mnozstvi bioinformatickych programt ma prilis volné definované verze kniho-
ven. To se negativné projevuje rozbitim takto instalovanych aplikaci. V dobé
psani této prace doslo k ukonceni podpory jazyka Python ve verzi 2 a mnoho
novych knihoven jiz neni kompatibilnich se starsimi balicky.

B Izolace prostredi

P1i béhu kontejneru lze vyuzit izolovaného systému souborii. Izolace mé znac-
nou vyhodu pti paralelnim spousténi, kdy je zabezpeceno bezpecné oddéleni
adresara docasnych soubori. Programy casto zapisuji docasné soubory do
slozky obsahujici zdrojovy kéd programu. Nékdy také dochazi k zapisu do
pracovniho adresafe. Obé varianty bez pouziti ndhodného podadresaie vedou
ke sdileni stejné slozky pro paralelni béh. Toto chovani vede v lepsim ptipadé
k padu aplikace.

Nevyhodou miize byt zpomaleni pristupu k soubortim hostujiciho operac-
niho systému. U operac¢niho systému MacOS bylo pozorovano zdvojnasobeni
doby prenosu velkych soubort oproti stejnému feseni vyuzivajictho Virtual-
box.

Neékteré programy vyzaduji tpravy z divodu pevné stanovené vystupni
slozky. Takovou slozku nékdy nelze snadno pripojit do souborového systému
hostujiciho OS z divodu snahy programu o odstranéni slozky pred zapisem
vysledkii. Vybizi se zde feseni kopirovat vysledky pred ukonc¢enim kontejneru,
které selhavé pri nasazeni na platformé vyuzivajici izolovany souborovy systém
bez opravnéni k zapisu.

B 6.0.3 Volba lokalni instalace namisto online rozhrani

Reakei na velmi naroc¢nou instalaci nékterych nastroji je vytvoreni online
prostiedi a zpristupnéni webserveru siroké komunité. Toto Teseni je vhodné
pro zakladni otestovani programu a TeSeni problémt mensi naroc¢nosti. Online
prostiedi obvykle obsahuji limity na ¢as béhu a velikost vstupni sady dat.
Pozor je potieba dat také na rizna omezeni prohleddvaného prostoru a
nemoznost plné kontroly vstupnich parametri. Nastroj implementovany v
této praci se zaméruje predevsim na béh ve vypocetnim clusteru a online
prostredi proto nebylo realizovano.

B 6.0.4 Pouziti jiz sestavenych kontejneru

Ke zpracovani dat bylo vyuzito také sestavenych kontejneru. Nékolik znamych
bioinformatickych nastroji vydava oficidlni jiz sestaveny kontejner. Dale lze
vyuzit kontejnert doddvanych komunitou Biocontainers. Komunita vyuziva
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kombinaci manualné vytvorenych soubori Dockerfile a kontejnery vytvorené
podle receptit kanadlu BioConda ve spravci balickt Conda
MizZeme tak najit kontejner pro libovolny nastroj obsazeny v tomto kanalu.

Namisto instalace spravcem balicki tak byly plné vyuzivany kontejnery a to
prevazné z duvodu sjednoceni procesu ziskavani nastroju. Mnozstvi automa-
ticky tvorenych kontejnert bohuzel nefesi dulezity problém s instalaci méné
udrzovanych programt. Pokud byl nalezen fungujici jiz sestaveny kontejner
tak doslo k pouziti tohoto kontejneru pfimo nebo jeho rozsifenim D]

B 6.0.5 Sestaveni kontejneru

Pro tucely hledani motivii bylo sestaveno celkem 16 hlavnich zakladnich
kontejneri. Nad témito kontejnery byly dale provadény dalsi modifikace pro
potfeby vypoctu specificky zamérenych na zkoumanou datovou sadu.

Listing 6.1: Ukazka modifikace sestaveného kontejneru

# Kontejner rozsSiri jiZ existujici kontejner obsahujici nastroj MCAT
FROM plachtallb/mcat:0.1

# definice proménné cestou ke skriptu
ENV PIPELINE /packages/MCAT/orange_pipeline_refine.py

# Odkomentovani radkd tykajicich se programu DECOD
RUN sed -i ’/7#.* runDECOD/ s/"#//’ $PIPELINE
RUN sed -i ’/"#.* parseDECOD/ s/"#//’ $PIPELINE

Listing 6.2: Sestaveni modifikovaného kontejneru

# Docker sestavi kontejner podle souboru Dockerfile

docker build -t modified-mcat:0.1.1 - < Dockerfile

# Zobrazeni napovédy modifikovaného nastroje

docker run modified-mcat:0.1.1 orange_pipeline_refine.py -h

Ukazka prezentuje moznost rychlé apravy zdrojového kédu. V sadé
nastroji MCAT je zakomentovan program DECOD a jeho spusténi neni
mozné bez vymazani znaku komentare. Pro tento cel staci kéd jednoduse
modifikovat nastrojem sed s parametrem obsahujicim vzor pro nahrazeni
textu. Sestaveni kontejneru z uvedeného souboru Dockerfile tak probihd pouze
s pouzitim platformy Docker a uzivatel tak nepotrebuje zadny dalsi software
pro Casté drobné Upravy nastroju.

Jako zékladni kontejner byl namisto kontejneru biocontainers/biocontainers
vyuzivaného komunitou Biocontainers pouzit ubuntu rtiznych verzi z dtivodu
mnohondsobné mensi velikosti. Teoreticky dojde ke stazeni zakladniho kontej-
neru pouze jednou ale v piipadé ladéni a potfeby vymény sady nastroju bylo
pouzito vétsi mnozstvi verzi OS. Dusledkem by bylo jen malé vyuziti sdileni
zékladniho kontejneru.
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Velikost kontejnert muze byt problematickd mimo delsi cas stahovani také
pri pouziti v platformé Singularity. Nevyhodou velkych kontejnert je delsi ¢as
sestaveni, ktery rychle prevazi vyhody zédkladniho vybaveni vétsiho kontejneru.
Kontejner biocontainers/biocontainers naptiklad obsahuje i kompildtor a
souvisejici nastroje. Chybéjici maly kontejner jde proti doporucenim pro
sestavovani kontejneru s vyuzitim bézné pouzivaného vicefazového sestaveni
[VAS19].
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Kapitola 7

Vypocetni cluster RCI

Hledani motivi je zavislé na velkém mnozstvi parametrii. Spolec¢né s velkym
mnozstvim testovacich dat doslo k navyseni ¢asu potfebného na zpracovani
celého datasetu. Hledani motivii z tohoto diivodu probihalo za pouziti CVUT
RCI clusteru. P¥istup do vypocetniho clusteru je umoznén studentiim CVUT
po odeslani zaddosti vyplnénim formuléfe na webu clusteru.[Vecb]

RCI cluster umoznuje spoustét vSechny potfebné kontejnery s vyuzitim
platformy Singularity. Tato platforma nevyuziva ke spravé kontejnert klienta
Docker presto ale umoznuje automaticky importovat kontejnery vytvorené
ze souboru Dockerfile. Vsechny Docker kontejnery bylo mozné sestavit ale
toto Teseni ma oproti béznému Docker serveru mnozstvi omezeni. Uzivatel v
kontejneru nemuze byt root a pri sestavovani kontejneru dochézi k modifikaci
nékterych adresait. Napriklad u starstho Ubuntul6.04 dochazi k prepsani
/dev/random na prazdny soubor. Dalsim problémem na ktery je potfeba dat
pozor je zména pracovniho adresare.

VsSechny kontejnery byly spoustény s argumentem pro izolaci prostiedi.
Toto opatieni zabranuje zapisim na neocekdvana mista prevazné v jinak
pripojeném domovském adresari.

B 7.0.1 Omezeni kontejnerii platformy Singularity

Pro prenositelnost na platformu Singularity je potfeba zajistit dodatecné
podminky pro dspésny béh programu. Singularity vyuziva jiny bezpecnostni
model, kde uzivatel v kontejneru neni administratorem, tak jako je tomu
u platformy Docker. Toto opatieni méa za néasledek nepristupnost adresaru
s omezenymi opravnénimi ke ¢teni pouze administratorskym tctem jako je
napiiklad adresar textit/root. Zmény prostiedi zptisobuji ob¢asné problémy.
Na omezeni ¢teni narazil napriklad oficialni kontejner programu ssHMM, ktery
ma zdrojové koédy vlastnéné pravé administratorskym tctem bez opravnéni
¢teni dalsimi uzivateli.

Vétsim problémem pii pouziti Singularity kontejneru na clusteru RCI
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je nemoznost zapisu do obsazenych adresaii. Docker umoznuje s kazdym
spusténim vytvoreni nového kontejneru a nasledné smazani po ukonceni
procesu. Zapis docasnych soubort tak nemuze ovlivnit dalsi béh, protoze
novy kontejner vlastni opét ¢isty souborovy systém. Konfigurace pouzitd na
vypocetnim clusteru RCI ale zapis docasnych souboru nedovoluje, coz vede
casto k padu aplikace a nutnosti tprav.

Problematické je v kontejneru prevazné pouziti proménné prostiedi $HOME,
ktera se mize na této platformé ménit podle uzivatele spoustéjiciho kontejner.
U nékterych programti dochazi k zapisu na velké mnozstvi mist, coz je
neprijemné hlavné z divodu néslednych mnohocetnych tprav zdrojového
kédu. Problém s zépisem, ktery nebylo mozné ovlivnit vstupnimi parametry
byl vyfresen prepsinim zdrojového kédu nékolika aplikaci, tak aby braly v
potaz proménou prostiedi $TMPDIR.

Kontejnery mohou byt také sestaveny jako zapisovatelné (—writeable). Tato
volba je ale nezadouci pii pouziti na vypocetnim clusteru z diavodu nutnych
administratorskych opravnéni.

B 7.0.2 Analyza vykonu aplikace

Doba béhu programu byla méfena nastrojem perf. Pro piipad, Ze zvolena
platforma neumoznuje béh tohoto programu, je ve skriptech pripraveno také
méreni doby béhu pouzitim vestavéné funkce pouzitého jazyku time. Pro
porovnani tak bylo pro kazdy FASTA soubor spusténo hledani motivi a
zaroven byla sledovana doba béhu testovaného kontejneru.

Poskytovany operac¢ni systém vyuziva linuxové jadro verze 3.10 s podporou
zvoleného profilovaciho nastroje [GMdB]|. Program je bézné vyuzivan pro
meéfeni uplynulého ¢asu ale taky k profilovani, které je mozné pomocnymi
nastroji prevést do grafické podoby. Pro kvalitni prehled o vyuzivanych
funkcich je zapotiebi prekompilovat vSechny programy s informacemi pro
ladéni. Tato oblast nebyla rozvijena z divodu velkého mnozstvi pouzitych
nastroju s podstatnou ¢asti distribuovanou binadrnimi soubory.

Projekt vyuziva vlastni bindrni soubor programu perf se staticky linkova-
nymi knihovnami. Zaznam doby béhu probihal zvlast pro kazdy kontejner.
Béh na vypocetnim uzlu byl spoustén se zafazenim do skupiny CPUFAST,
kde nehrozi chybny vypocet ¢asu z divodu uspéni kontejneru.[Vecal

Sledovani délky béhu samotnych nastroju bez prispévku startovani fra-
meworku meélo slouzit k porovnani doby hleddni motivi. Tento udaj ale
nemél z divodu findlniho nadvrhu projektu a rtiznorodosti nalezenych vysledk
piili§ velkou vypovidajici hodnotu. Udaj byl nakonec pouzit pouze pro ladéni
parametri u programu s velkym rozdilem v ¢asu béhu, tak aby byl béh vSech
paralelné hledajicich programu priblizné stejny.
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Kapitola 8

Vytvoreni nastroje pro obsluhu programi
hledajicich motivy

Testovani velkého mnozstvi nastroju vedlo k nutnosti jejich integrace do
jednotného ramce zabranujiciho narastu komplexity projektu. Vytvoren byl
proto nastroj paraffin, starajici se o pripravu dat, nastaveni parametru a
néasledné spousténi mnozstvi kontejnert obsahujicich prevazné programy
hledajici motivy. Pro kazdy kontejner je pripraveno nékolik skripta resicich
obvyklé kroky specifické pro obsazeny program. Vyfeseno je zde napriklad
uceni modeld nebo filtrace sekvenci nevyhovujicich pro pouziti u nékterych
programul.

Nastroj byl implementovan v jazyce Bash s podporou verze 3 a vyssi.
Jazyk Bash byl zvolen pro svou sirokou podporu mezi opera¢nimi systémy
(OS). Pro zdkladni zpracovani dat vyuziva bézné dostupnych GNU a BSD
nastroju. Paraffin je urcen prevazné k vykondni zakladnich tkont a slozitéjsi
vypocCty jsou provadény vyuzitim prislusné sluzby implementované v Docker
kontejneru. Cilem tohoto navrhu je redukce mnozstvi instalovanych balicku a
jejich zavislosti na minimum.

V prvnim kroku néstroj zpracuje uzivatelem zadané parametry jako je
minimélni a maximalni délka motivu, zvolené nastroje, maximum motivi s
moznosti pridani dalsich nastaveni specifickych pro zvoleny program. Zpra-
cované parametry jsou poté prevedeny a vyuzity pri spousténi jednotlivych
programu. Uzivatel tak nemusi, prestoze ma moznost, zaddvat specifické
parametry zvlast pro kazdy zvoleny program. Soustava skripti a souvisejicich
kontejnera tak umoznuje pouhou zaménou nazvu programu spustit stejné
hledani vykonavané programem nové zvolenym.

Navrh vyuzivajici izolace kontejnerti umoznuje spusténi a béh mnozstvi
paralelné bézicich programi. Kazdy kontejner je v piislusném skriptu veden
pod svym identifikatorem, ktery slouzi k vybéru kontejneru z repozitare.
Repozitar uchovava odkazy na kontejnery projektu a umoznuje jednodu-
chou vyménu verze nebo aktualizaci zdroje. Tento pristup vyzaduje aby se
skripty projektu nenachézely uvniti kontejneru. Dalsi podminkou je stejné
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8. Vlytvoreni nastroje pro obsluhu programii hledajicich motivy

Paraffin

- more than DynaMIT wrapper

n V4 i a iG -
B MnozZstvi nastroju
=]

1) Zpracovani  2) Spousténi  3) Hledani motivd 4) Konverze

Obrazek 8.1: Framework pro hleddani motivi paraffin

pojmenovani binarnich souborii uvedenych v proménné prostiedi $SPATH.
Tato moznost byla v pribéhu hledani motivi nékolikrat vyuzita pro udrzeni
projektu v aktualnim stavu. VyTeSen je tak problém s rychlym zastaravanim
projektt, které nejsou ¢asto po vydani jiz nadéle aktualizovany.

Po vzoru frameworku GimmeMotifs umi paraffin spoustét programy hleda-
jici motivy ve velmi zjednodusené formé. Uzivatel je oprostén od nastavovani
veskerych cest, at uz se jednd o cesty ke zdroji sekvenénich dat nebo o cesty ke
spustitelnym soubortim programu. Nastroj resi také hledani motivi raznych
délek, kdy dochazi k automatickému opakovanému spousténi programi pro
dany rozsah.

Na obréazku muzeme vidét cely proces hledani motiva v pripravenych
datech.

Vysledkem je nastroj, ktery kombinuje vyhody uzivatelské pfivétivosti
podobné jako u GimmeMotifs a moznost vyhledavani vzort typickych pro
RNA integraci sady néstroju DynaMIT. Néstroj umoznuje paralelni spusténi
obsazenych programiti a oddélenim kroku vypocta a zpracovani vysledku je
zabezpeceno, ze pad nebo zamrznuti programu hledajictho motivy neovlivni
pozdéjsi zpracovani ostatnich vysledki.
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Kapitola 9

Zpracovani nalezenych motivii

Volba vétstho mnozstvi nastroji pro hledani motivi pusobi obtize pri na-
sledném zpracovani velkého mnozstvi vystupnich dat. Vsechny popsané fra-
meworky hledajici motivy obsahuji vlastni feSeni tohoto problému. Pouziti
nékterého z frameworku pro pouhé porovnani motivii bylo zavrzeno z divodu
slozitéjstho prevodu dat do formatu daného zvolenym frameworkem. Dalsi
nevyhodou je nutnost implementace obalky pro ¢ast zvoleného frameworku,
ktera pravdépodobné nebude znovupouzitelna pii jeho aktualizaci. Tyto du-
vody vedly k volbé jednoho z néstroji zamérenych primarné na zpracovani
vyslednych motivii.

B 9.0.1 Nastroj pro detekci podobnosti motivii MOTIFSIM

Volba tohoto nastroje byla podlozena tispésnym pouzitim v projektu MOD-
SIDE [TH18] vyuzivajicim velmi podobného nédvrhu zamyslenému zpracovani
dat. Nastroj byl také v nedavné dobé aktualizovan a rozsifovan o nové funkce.

Prestoze nastroj deklaruje podporu mnozstvi formatia motivi, nelze se
na zpracovani spolehnout. V piipadé pouziti formatu MEME lze narazit na
tiché preskoceni nékterych motivia. Néastroj umoznuje prijimat jen malou
podmnozinu motivi formatu MEME, prestoze motivy dodrzuji specifikaci.
Dalsi neprijemnosti je nerozpoznani jména pfi nacitani motivli v matico-
vém formétu. Uspésné rozpoznany byly motivy TRANSFAC-like, které jsou
modifikovany pravidlem vyzadujicim prazdnou radku za kazdym motivem.

Zprovoznéni nastroje pro pouziti ve skriptech bylo velmi obtizné. Nastroj
ocekava uzivatelem bezchybné zadané parametry skrze standardni vstup. V
pripadé chyby dochézi k zacykleni. Program také trpi mnozstvim dalsich chyb
jako je naptiklad chybné zpracovani cest, pevné stanovené cesty k zavislostem,
vypis Casti kddu misto dat, atd. Z téchto divodi doslo ve zdrojovém koédu k
mnozstvi zmén a zaroven byla vytvorena obalka kontrolujici vstupni parametry.
Pravdépodobnéji lepsi alternativou k MOTIFSIM by bylo vyuziti projektu
STAMP, ktery neni aktivné vyvijen ale v repositafi neni nahlasen zadny
vyskyt nevytesenych chyb [MBJ.
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9. Zpracovani nalezenych motivii

MOTIFSIM umoznuje nastavit ¢tyri typy vystupu a to text, PDF, HTML
nebo kombinace vSech uvedenych. Pri testovani programt byl zvolen pouze
textovy vystup ktery byl automaticky preveden do formatu ze kterého lze
snadno ziskat nazev generujiciho programu, nazev motivu, skére podobnosti
a dalsi informace o datové sadé. Dalsi nevyhodou programu je nemoznost
nastaveni parametra pii hleddni podobnych motivi mimo samotnou podob-
nost. PTi parovém porovnavani se porovnavaji také reverzné komplementarni
motivy které v kombinaci s moznosti posunu motivu nemaji prilis velkou
vypovidaci hodnotu.

B 9.0.2 Nastroj pro porovnani motivii Tomtom

Dalsi fazi po vyhledéani signifikantniho motivu je jeho zarazeni. Pi hledani
motivil muzeme narazit na jiz znamé motivy zapsané v nékteré z databézi.
Vetejné pristupné databaze bézné nabizi ke stazeni mnozstvi popsanych matic
sekvencnich motivi. Po prevedeni matic do formatu MEME lze vyuzit nastroj
porovnavajici motivy Tomtom. Tento nastroj umoznuje rychle prohledat
vlozené motivy oproti databazi popsanych motivi a vysledky dodat mimo
jiné také v uzivatelsky privétivém forméatu html. Tento nastroj je vhodny pfri
hledani v databéazi, ktera neni soucasti projektu paraffin.

Pri zpracovani zkoumané datové sady byl vyuzivan soubor obsahujici kombi-
naci databézi projektu AURA [DRL™14] ddle byly pfiddny motivy ze souboru
Ray2013 Homo Sapiens obsazeného v balicku MEME. Nalezené motivy tak
byly porovnany s motivy kombinace databazi. Pro zjednoduseni procesu byl
vyuzivan pro porovnani motiva s databézi také program MOTIFSIM, ktery
porovnani provadi jako soucast analyzy motiva. Zdrojovy kéd byl upraven
tak, aby bylo mozné pridat vlastni databazi.

B 9.0.3 Vyznamnosti vyslednych motivii

Pri shlukovani vysledkt neni vyuzivano statistik jednotlivych programu, ale
vyuziva se skére pocitané nastrojem az po shlukovani. Vyuziva se zde skutec-
nosti, ze jednotlivé programy mohou hodnotit motivy riznymi technikami a
shoda ruznych metod muze signalizovat kvalitnéjsi motiv.

Shlukovani a az nésledny vypocet p-value provadi pouze frameworky MCAT
a GimmeMotifs. GimmeMotifs ale obsahuje chybu neumoznujici spoustét
framework na clusteru a MCAT nebyl zatazen do kone¢ného zpracovani z

zbylych obsazenych néstroju s nastroji samostatné spousténymi.

Pfi findlnim zpracovani clusterd motivii vytvorenych nastrojem MOTIFSIM
byly motivy posuzovany podle statistik nastroji ze kterych pochazi.
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9. Zpracovani nalezenych motivii

B 9.0.4 Datové sady

Pro 6 biologickych experimentu byly vytvofeny rtzné velké datové sady
cilovych oblasti 3UTR, 5UTR. U oblasti CDS byla vytvorena pouze jedina
datova sada. Datové sady cilovych oblasti byly na clusteru zpracovany a
vysledky ve formatu MEME stazeny pro dalsi zpracovani.

B 9.0.5 Nalezené motivy

Analyza motivi nastrojem ukédzala na Casté zastoupeni motivi programu
GraphProt jako motivy best-matches. Tato statistika sleduje podobnost
zvlast kazdého sekvenéniho motivu se vSemi nejpodobnéjsimi motivy ostatnich
datasett. Z tohoto vysledku lze usoudit, ze programy hledajici pouze sekvencéni
motivy se pravdépodobné zaméruji na misto s urcitou strukturou ale nedokazi
jej s presnosti lokalizovat. Tyto sekvencni motivy jsou poté v nékteré casti
velmi podobné kratkému motivu programu GraphProt, ktery timto ziska
nejvyssi skore.

Daéle je uveden nejmensi testovany dataset tvoren sekvencemi oblasti 3’
UTR. Vybirdny byly motivy s vysokou shodou programt hledajicich sekvencéni

motivy.

(a) : GraphProt (b) : HOMER In(Pval) = —22,34
Obrazek 9.1: Experiment 02 UTR3

L WG

(a) : GraphProt (b) : MEME In(Eval) = —3,14

=

=

Obrazek 9.2: Experiment 03 UTR3

Mot Al

15 20 25

=

(a) : GraphProt (b) : BaMM  In(Pval) = —138,43

Obrazek 9.3: Experiment 04 UTR3

(a) : GraphProt (b) : BaMM  In(Pval) = —25,37

=

Obrazek 9.4: Experiment 05 UTR3
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Wl

(a) : GraphProt (b) : DREME In(Eval) = —7,14

i

Obrazek 9.5: Experiment 06 UTR3

ill

(a) : GraphProt (b) : DREME In(Eval) = —5,22

Obrazek 9.6: Experiment 07 UTR3

# IUPAC In(Sig.) Shoda

02 GAGTGG P —22,34  BaMM, Discrover, HOMER, DREME
03 ACAGAA E -3,14 MEME

04 ATGCCAAA.. P —138,43 BaMM

05 CYAGKCGTGGC P —2537 BaMM

06 AAGKAAAT E -7,14 DREME, HOMER, BaMM, Discrover
07 GGGCCS E —5,22 DREME, Discrover, BaMM

Tabulka 9.1: Ukézka sekvenénich motivii. Dataset 8 genti oblast UTR3. Symbol
E znaci E-value a P znac¢i Pvalue. 7 experimentt rozdilnych bunécnych linii.
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Kapitola 10
Zavér

Vystupem této prace je kompletni feseni umoznujici hledat motivy v datové
sadé RNA-seq s provedenou analyzou exprese. Pro pripravu sekvenci na
zékladé dodané analyzy jsou v ramci prace implementovany skripty umoz-
nujici stahovat sekvence z verejné pristupného API Biomart. Alternativni
moznosti je generovani sekvenci obsahujici rozdily obsazené v sekvenacnich
datech v porovnani s referenénim genomem. Ve vygenerovanych nebo staze-
nych sekvencich 1ze vyhledédvat motivy vyuzitim implementovaného néstroje
umoznujicitho paralelné spoustét velké mnozstvi programt hledajicich mo-
tivy. Vyhledané motivy lze zpracovat upravenym nastrojem MOTIFSIM do
uzivatelsky privétivé podoby. Cely proces je fesen vyuzitim kontejneri pro
zbaveni se mnozstvi zavislosti obsazenych programi. Implementované skripty
starajici se o spousténi kontejnert vyzaduji pouze bézné linuxové nastroje a
aplikaci Docker. Celé feseni je mozné vyuzivat také na vypocetnim clusteru s
pouzitim kontejnerd Singularity.

Pred samotnym stahovanim sekvenci dochézi ke zpracovani informaci z
dodané analyzy. Stahovani sekvenci podle zpracovanych informaci vyuziva
vytvoreného kontejneru obsahujictho oficidlni aplikaci komunikujici s verejnym
API Biomart. Implementovany jsou také skripty resici nékteré problémy pri
stahovani dat z jmenovaného API. Generovani sekvenci ze sekvenovanych dat
je realizovano skripty, které se opirajici o kontejnery kvalitnich sad nastroja
beftools, bedops, bedtools, seqtk a nastroje crossmap. Skripty Tesi cely postup
pripravy dat ze souboru mapovanych sekvenci. Vystupem jsou sekvence v
bézné podporovaném formatu FASTA.

Za ucelem hledani motivii byl implementovan nastroj paraffin vychazejici
z informaci provedené reSerse. Implementace vyuziva integraci mnozstvi
testovanych nastroju hledajicich sekvencéni motivy. Zahrnuto bylo také nékolik
nastroji vyuzivajicich strukturni informace pfipravenych sekvenci. Pozornost
byla zamérena prevazné na nastroje umoznujici discriminacni hleddni motivi.
Timto zpusobem lze hledat motivy obohacené pouze v jedné z prohledavanych
datovych sad.

Néstroj parrafin vyuziva kontejnerizaci vSech pouzitych nastroju. Tento
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10. Zavér

navrh umoznuje jejich bezpecné paralelni spusténi. Nastroj se stara také
o pripravu vsech potrebnych parametri a soubort pro spusténi vsech do-
stupnych nastrojua jedinym piikazem. VyieSena je také nasledna konverze
vsech nalezenych motivii do nejpouzivanéjsich formata MEME, TRANSFAC
a konsensualni sekvence implementaci nastroje pro prevod formatt motivi
lead2gold. Takto sjednocené motivy mohou byt dédle prevedeny do grafického
formatu Weblogo nebo déle zpracovany hledanim motiva se shodou u vice
néastroju. Hledani podobnosti ve vysledcich hledani fesi pro tento projekt
opraveny program MOTIFSIM integrovany do nastroje paraffin.

Cely postup vyuzivajici skriptt pro pripravu dat nastroje paraffin a lead2gold
byl pouzit pro hledani motivii v dodané datové sadé. Zvoleny postup tspésné
vyhledal signifikantné obohacené motivy souvisejici se zvysenou expresi v
nékolika bunéénych liniich.

Budouci vyvoj se bude zabyvat predevsim opravou nynéjsich nedostatki.
Jako slaby ¢lanek uceleného postupu se ukazalo pouziti programu MOTIFSIM,
ktery i pres provedena vylepseni stale nedosahuje ocekavané drovné. Vystup
ve formatu HTML umoznuje pouze statické zobrazeni vysledkt, které je
prehledné, ale nenabizi moznost filtrace nebo alternativniho serazeni vysledkii.

Programy instalované v samostatném kontejneru podévaly stejné nebo lepsi
vysledky nez programy integrované v kontejneru frameworku. Na zakladeé
tohoto pozorovani budou postupné z implementovaného néstroje paraffin
pouzité kontejnery jinych frameworki vyrazeny.

Projekt vyrazné zjednodusuje hledani motivii v RNA datovych sadach
odstranénim kroku ladéni a kompilace pouzitych programii. Program paraffin
ale neni dostupny uzivateli neovlddajicimu prostredi prikazové radky. Na-
vrh pocita s rozsifenim o kontejner obsahujici webovy server slouzici jako
interaktivni webové GUIL

Postup generujici sekvence je natolik komplexni, Zze dojde k oddéleni do
samostatného projektu. Zachovano bude pouze preddvani zpracovanych dat.
Pro naplnéni plného potencidlu této c¢asti projektu potieba v kroku stahovani
anotacniho souboru prevést stazeny anotacni soubor do formatu BED12.
Vytesi se tim problém s rozdélenymi exony v datech generovanych touto
metodou.

Mnozstvi nastroji nebylo ani zdaleka pripraveno pro nasazeni na vypocetni
cluster. Nastroje které potrebovaly pro svij béh interaktivni vstup nebo
grafické prostiedi byly obaleny do skriptu fesicich moznost neinteraktivniho
béhu. Mnozstvi upravenych a opravenych projektti bude uverejnéno.
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Soubory na CD

Project files directory
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P¥iloha C

Neékteré prikazy pouzité pri datovych
manipulacich
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Pt¥iloha D
List pouzitych kontejneri

# data preparation

# bvaldebenitom (fasta sequence does not mach REF allele)
# https://github.com/samtools/bcftools/issues/888
bcftools_broken biocontainers/bcftools:vl.9-1-deb_cvi

# fixed issue above

bcftools lifebitai/bcftools:1.10.2-51-ga205d5¢

# important containers

agat quay.io/biocontainers/agat:0.4.0--pl526r35_0

bedops quay.io/biocontainers/bedops:2.4.39--hc9558a2_0
bedtools biocontainers/bedtools:v2.28.0_cv2

biomart plachtalilb/biomart-xml-client:0.3-ensembl
crossmap crukcibioinformatics/crossmap

seqtk biocontainers/seqtk:v1.3-1-deb_cvl

# used but not required to get output (included in bedops)
gffread zavolab/gffread:0.11.7-slim

gffutils quay.io/biocontainers/gffutils:0.10.1--py_0O

# motif search

alignace plachtallb/alignace:0.1

bamm soedinglab/bamm-suite:1.0.0

bash bash:4.4.23

bedtools quay.io/biocontainers/bedtools:2.29.2--hc088bd4_0
busybox busybox:1.32-glibc

cmfinder plachtallb/cmfinder:0.1

discrover plachtalilb/discrover:0.1

dynamit plachtallb/dynamit:0.1-compute

emd plachtallb/emd:0.1

# extended container from biocontainers
gimme plachtallb/gimme_motifs:0.2-dev
graphprot plachtallb/graphprot:0.1
hellerd_sshmm hellerd/sshmm

homer biowardrobe2/homer:v0.0.2
latest_memesuite memesuite/memesuite:latest
lead2gold plachtallb/lead2gold:0.1

mcat plachtallb/mcat:0.2

mds2 plachtallb/mds2:0.1

memesuite biowardrobe2/memesuite:v0.0.1
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D. List pouzitych kontejneri

motifsim plachtalib/motifsim:0.1

rck plachtallb/rck:0.1

rnacontext plachtallb/rnacontext:0.1
rpmcmc plachtallb/rpmemec:0.1

sshmm plachtallb/sshmm:0.1

weeder2 quay.io/biocontainers/weeder:2.0--h6bb024c_3
xxmotif quay.io/biocontainers/xxmotif:1.6--h2d50403_2
zagros plachtallb/zagros:0.1

65



P¥iloha E

Soubory Dockerfile

B E.0.1 GimmeMotifs Dockerfile - ukazka rozsiteni kontejneru

FROM alpine/git:latest AS builder
WORKDIR /

# download version with fixed .sizes issue

RUN git clone https://github.com/vanheeringen-lab/genomepy.git

RUN git -C /genomepy checkout \
b11£2£f21cadf7d37a6b76c225c15a5£4£247£506

# download version with fixed cmds
#git clone --depth 1 git@github.com:VENDOR/REPO.git --branch 1.23.0
--single-branch
RUN git clone https://github.com/vanheeringen-lab/gimmemotifs.git
RUN git -C /gimmemotifs checkout \
d8eae732cb4eacb3dec6669386£79e23c5cb095¢

FROM quay.io/biocontainers/gimmemotifs:0.14.4--py37h516909a_0

# genomepy install
COPY --from=builder /genomepy /genomepy
RUN python3 -m pip --no-cache-dir install /genomepy

# gimmemotifs install

COPY --from=builder /gimmemotifs /gimmemotifs

RUN opkg-install gcc libpthread

RUN ar -rc /usr/lib/libpthread.a

RUN python3 -m pip --no-cache-dir install /gimmemotifs

# dev
RUN opkg-install git git-http

# fix meme
ENV OMPI_MCA_plm_rsh_agent sh
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E. Soubory Dockerfile

# fix improbizer motif conversion

# uncomment if you need motif conversion

# RUN sed -i ’s/m = p.search(line)/line=line.strip(); m = p.search(
line)/’ /usr/local/lib/python3.7/site-packages/gimmemotifs/tools/
improbizer.py

# fix user privileges for non-root environments

RUN echo "gimmemotifs:x:1001:1001::/home/gimmemotifs:/bin/bash" \
>> /etc/passwd \

&& echo "gimmemotifs:!:1001:" >> /etc/group \

&& mkdir -p /home/gimmemotifs \

/home/gimmemotifs/.cache /home/gimmemotifs/.config \

&& chown -R gimmemotifs:gimmemotifs /home/gimmemotifs

USER gimmemotifs

# docker build -t plachtallb/gimme_motifs:dev - < Dockerfile

B E.0.2 GimmeMotifs Dockerfile - ukazka vytvoreni kontejneru

FROM ubuntu:20.04 AS builder

RUN apt-get update && apt-get install -y \
make \

g++ \

&& rm -rf /var/lib/apt/lists/*

# wget http://daweb.ism.ac.jp/yoshidalab/motif/rpmcmc-0.2.tar.gz
ADD ./rpmcmc-0.2.tar.gz /source
RUN mkdir /packages && mv /source/rpmcmc-0.2/ /packages/rpmcmc

WORKDIR /packages/rpmcmc/src
RUN make clean

RUN make

RUN make install

FROM ubuntu:20.04

COPY --from=builder /packages/ /packages/

COPY --from=builder /usr/lib/x86_64-linux-gnu/libgomp.so.1 \
/usr/1ib/x86_64-1linux-gnu/libgomp.so.1

ENV PATH $PATH:/packages/rpmcmc/bin
ENV LD_LIBRARY_PATH $LD_LIBRARY_PATH:/packages/rpmcmc/lib

# (stack size) Before executing the application, it is necessary to

increase the stack size as following command:
CMD ulimit -s unlimited && multi_motif_sampler
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P¥iloha F

Anotacni soubory

Listing F.1: Annotation files exploration

#UCSC annotation

cat ensGene.gff3 knownGene.gff3 ncbiRefSeq.gff3 refGene.gff3 \
| awk -F$’\t’ ’{print $3}’ | sort | uniq

# > CDS,exon,transcript

#EBI GENCODE https://www.gencodegenes.org/human/

gencode="gencode.v34.chr_patch_hapl_scaff.annotation.gff3"

cat $gencode | awk -F$’\t’ ’{print $3}’ | sort | uniq

# > CDS,exon,five_prime_UTR,gene,start_codon,stop_codon,
stop_codon_redefined_as_selenocysteine,three_prime_UTR, transcript

cat $gencode | grep "three_prime_UTR" | head -n 1 | wc -c

# > 457 (WARNING: more content :)

cat $gencode | grep "five_prime_UTR" | wc -1

# > 166128

cat $gencode | grep "three_prime UTR" | wc -1

# > 167820

# ENSEMBL ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-100/gff3/homo_sapiens/

ensembl="Homo_sapiens.GRCh38.100.gf£f3"

cat $ensembl | awk -F$’\t’ ’{print $3}’ | sort | uniq

# > CDS,C_gene_segment,D_gene_segment,J_gene_segment,V_gene_segment,
biological_region,chromosome,exon,five_prime_UTR,gene,lnc_RNA,
mRNA ,miRNA,ncRNA,ncRNA_gene,pseudogene,pseudogenic_transcript,
rRNA,scRNA,scaffold, snRNA,snoRNA,tRNA,three_prime_UTR,
unconfirmed_transcript,vaultRNA_primary_transcript

cat $ensembl | grep "three_prime_UTR" | head -n 1 | wc -c

# > 77

cat $ensembl | grep "five_prime_UTR" | wc -1
# > 153607
cat $ensembl | grep "three_prime_UTR" | wc -1
# > 155815
# BIOMART

# butr,3utr,gene_exon,cdna,coding
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