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Anotace

Bakaldrska prdace pojedndvd o vijvoji softwaru pro anotaci nukleotidovych a pro-
teinovych sekvenci s naslednou analjzou zameérenou na GO termy u diferencidlné
exprimovanych genu. Program je urcen pro bioinformatickou analyzu, kterd na-
vazuje na celotranskriptomové sekvencovani, provadéné za ucelem detekce dife-
rencidlné exprimovanych geni. Teoreticky prehled je zaméren na relevantni sku-
tecnosti pro bioinformatickou analyjzu nukleotidovych a proteinovych sekvenci a
na sekvenacni technologie. Prace rovnéz obsahuje popis testovdani programu na
redlnych datech.

Synopsis

Bachelor thesis discusses the development of software for annotation of nucleotide
and protein sequences followed by analysis focused on the GO terms for differen-
tially expressed genes. The program is designed for bioinformatics analysis that
follows the whole-transcriptional sequencing for detection of differentially expres-
sed genes. Theoretical review focuses on the relevant facts for the bioinformatics
analysis of nucleotide and protein sequences and technologies of sequencing. Work
also contains a description of the testing program on real dataset.

Klicova slova: bioinformatika, analyza diferencialné exprimovanych genti, GO
termy, anotace sekvenci, fasta format

Keywords: bioinformatics, analysis genes with differential expression, GO terms,
sequence annotation, fasta format
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1 Uvod a cile prace

Na pocatku tisicileti doslo k mohutnému rozvoji sekvenacnich technologii. Rada
technik umoznujicich efektivni sekvencovani genomu a transkriptomu byla vyvi-
nuta v prvnim desetileti 21. stoleti. Paralelné s témito technikami dochazi rovnéz
k rozvoji oblasti bioinformatiky zabyvajici se zpracovanim informaci produkova-
nych v pribéhu sekvenac¢niho experimentu. Nezbytnou soucéasti bioinformatické
analyzy je ziskanym sekvencim priradit jejich funkci v zajmu lepsiho pochopeni
vztahu mezi ziskanymi experimentalnimi daty a fyziologickymi projevy zkouma-
ného organismu. Kromeé rady experimentalnich metod, které lze pouzit pro tento
ucel, je velmi castym pristupem prohledavani verejnych nukleotidovych nebo pro-
teinovych databazi, kde jsou podobné sekvence jiz anotovany. Hledani a vytvareni
nastroju schopnych efektivné prohledavat verejné databaze, za icelem ziskavani
téchto informaci, predstavuje dilezity krok v bioinformatické analyze.

Prace si klade za cil vytvoreni programu, ktery bude schopen efektivné prohle-
davat verejné nukleotidové a proteinové databaze a vysledky ukladat do vlastni
vytvorené databaze, za ucelem pozdéjsi analyzy. Program rovnéz bude umoz-
novat provadét bioinformatickou analyzu vysledku celotranskriptomového sekve-
novani se zamérenim na detekci diferencidlné exprimovanych genti, s vyuzitim
programem vytvorené databaze s informacemi o sekvencich. Analyza bude pro-
vadéna relativnim porovnanim vlastnosti sekvenci mezi anotovanym souborem
sekvenci a jeho podmnozinou reprezentovanou sekvencemi se zménénou mirou
exprese. Vystup z analyzy bude uzivateli poskytnut v tabulkovém formatu.

Bakalarska prace je rozélenéna do nékolika kapitol. Prvni z nich v sobé
zahrnuje uvod do relevantni problematiky, ktera souvisi s vyvojem a pouziva-
nim programu. Druhd kapitola obsahuje programatorskou prirucku, ve struc-
nosti dokumentujici strukturu vytvoreného programu. Treti kapitolou je uziva-
telska prirucka, kterda poskytuje potencidlnimu uzivateli relevantni skutec¢nosti,
jak a pro jaké ucely program uzivat. Posledni kapitolou je ¢ast dokumentujici
testovani programu na realnych datech.



2 Teoreticky tivod do problematiky

V této kapitole jsou uvedeny zakladni pojmy relevantni pro vytvareny program.
Déle je zde zahrnut strucny popis fasta forméatu a sekvenacnich technologii. Po-
sledni ¢ast kapitoly se zabyva anotaci nukleotidovych a proteinovych sekvenci.

2.1 Druhy sekvenci a zakladni pojmy

Rozlisujeme dva zakladni typy sekvenci, a sice nukleotidové a aminokyselinové,
nekdy nazyvané také proteinové. V nukleotidovych sekvencich se vyskytuji nukle-
otidy reprezentované jednopismennymi zkratkami A, T,G,C nebo U reprezentujici
adenin, thymin, guanin, cytosin, respektive uracil.

Tabulka 1: Tripismenné a jednopismenné aminokyselinové zkratky s odpovida-
jicimi triplety RNA. V DNA je uracil (U) nahrazen thyminem (T; modifikovdno
dle [Nirenberg, 2004]).

Tripismenna | Jednopismenna Nukleotidové triplety

zkratka zkratka

Ala A GCA | GCC | GCG | GCU

Arg R AGA | AGG | CGA | CGC | CGG | CGU
Asp D GAC | GAU

Asn N AAC | AAU

Cys C UGC | UGU

Glu E GAA | GAG

Gln Q CAA | CAG

Gly G GGA | GGC | GGG | GGU

His H CAC | CAU

Ile I AUA | AUC | AUU

Leu L UUA | UUG | CUA | CUC | CUG | CUU
Lys K AAA | AAG

Met M AUG

Phe F uucC | UUU

Pro P CCA | CCC | CCG | CCU

Ser S AGC | AGU | UCA | UCC | UCG | UCU
Thr T ACA | ACC | ACG | ACU

Trp W UGG

Tyr Y UAC | UAU

Val \Y GUA | GUC | GUG | GUU

Stop kodon - UAA | UAG | UGA

Start kodon - AUG




V DNA kazdého organismu, ktera je tvorena nukleotidovymi sekvencemi, 1ze
nalézt entity zvané geny. Jednd se o useky fetézce DNA se specifickou funkeci,
které jsou v prubéhu transkripce prepisovany do RNA. Neékteré z nich jsou
pak nadale pfepisovany do aminokyselinové sekvence tvorici protein. Usek DNA,
ktery bude podroben transkripci je charakterizovan tzv. ,start® a ,stop“ kodo-
nem, které ohranicuji zacatek, respektive konec transkribovaného tiseku DNA.
Kodon je tvoren tiipismennou sekvenci nukleotid tzv. tripletem Tab.1. Triplety
nasledné urcuji, které aminokyseliny budou tvorit protein, ktery je produkovan
v priubéhu translacniho procesu. Vysledny protein je charakterizovan aminoky-
selinovou sekvenci, ktera je tvorena jednopismennymi, pripadné tiipismennymi
zkratkami aminokyselin (podrobnéji viz. [Alberts, 1998]).

Nukleotidova sekvence podrobena transkripci je prepsana do RNA, ktera ma
nékolik typtu. Souhrn vsech molekul RNA ve zkoumané bunce tvori transkrip-
tom. Pro sekvencovani transkriptomu je ve vétsiné pripadi dilezita pouze medi-
atorovda RNA (mRNA), kterou lze charakterizovat jako RNA, ktera je nésledné
podrobena translaci, a tudiz je z ni produkovan protein. V genomu organismu
se nachazi velké mnozstvi gent, ze kterych vznikaji proteiny. Pokud je provedeno
sekvencovani vSech molekul mRNA | které se nachéazeji ve zkoumané bunce, jedna
se o celotranskriptomové sekvencovani.

Cteci ramec 123
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Obréazek 1: Cteci rdmce pro piiklad nukleotidové sekvence, s vyznadenymi jed-
nopismennymi zkratkami odvozenych aminokyselin. *; stop kodon; [NCBI].
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Kvantifikovanim poc¢tu kopii mRNA stejného genu je ziskana hodnota vyja-
diujici pocet kopii mRNA daného genu ve zkoumané bunce. Tuto hodnotu lze
definovat jako miru exprese zkoumaného genu.

V nékterych pripadech je ovsem vyzadovano provést srovnani bunék, které
jsou vystaveny riznym podminkam, nebo se nachazeji v riznych tkanich, pri-
padné v rtizném case. Touto problematikou se zabyva diferencialni transkripto-
mika. Dle oc¢ekavani, v takto zkoumanych bunkach probiha transkripce a na-
sledna translace rtznych gent. Geny, u kterych je zaznamenan rozdil v mife
genové exprese nazyvame diferencialné exprimované geny.

Nukleotidova sekvence muze byt podrobena translaci a vyslednd proteinova
sekvence miiZe vzniknout na zédkladé celkem Sesti ¢tecich ramci (Obr.1). Cteci
ramec definuje zptisob, jakym lze ¢ist nukleotidovou sekvenci a prepisovat ji do sek-
vence aminokyselinové. Z celkového poctu celkem Sesti moznych Ctecich ramec,
jsou tTi z nich ve sméru 5" - 3" a dalsi t¥i jsou ve sméru 3" - 5" . Oznaceni 3" a 5’
definuji orientaci molekuly DNA z hlediska volnych konctu molekuly deoxyribézy
tvorici uhlikovou kostru DNA (podrobnéji viz. [Alberts, 1998]). Na zdkladé
pouzitého c¢tectho ramce miuze tedy vzniknout az Sest moznych proteinovych
sekvenci. Skutecnost, ktera z téchto sekvenci, bude nejpravdépodobnéji prepiso-
vana do proteinu, je do jisté miry odvoditelna, na zakladé poctu ,,stop“ kodoni
a pritomnosti ,start“ kodonu v daném ¢tecim ramci (Tab.1).

2.2 Fasta format

Fasta je textovy format, ktery je v bioinformatice urc¢en pro reprezentaci nukleo-
tidovych nebo proteinovych sekvenci. Datovy soubor obsahujici sekvence ve for-
matu fasta, jsou velmi casto oznacovany priponou .fasta nebo .fa. Datovy format
byl nejprve implementovan v ramci softwaru primarné urc¢eného pro porovna-
vani nukleotidovych respektive proteinovych sekvenci, publikovaném v roce 1985
[Lipman & Pearson, 1985]. Pozdéji se format stal jednim ze standardnich for-
mati vyuzivanych pro praci se sekvencemi. Nukleotidy, pripadné aminokyseliny,
jsou zde reprezentovany nejcastéji ve formé jednopismennych zkratek (Tab.1).

o

R_
A}&&'IQMCGGCTGCCACCGATMTTTCMAAMGAGCP.TATAEC TAATAT TCAACTAAMTA
CTGGCATCTTCAATATAATATATTAAAGCCCCCATGGAGTTACCCTGAAGGGCCTCAATG
TCCGTAATTCCTACTTATG TAGGAAATGTTGTACAGAACATTTATTATAATCCTATTCAA
TTATAATAATCATGCCATTAT TATAT TTAAACACTAGAGAGTGTCETTGGETATT TAAT GG
GGEGAAGGTGAGATGAAAAAGATAGCTGCTATATCATTAATTAGTATTTTTATTATGTCTG
G
>Emrk
AAATCAGGGATTGTACCGATGATTTATAGTTTCAAGTTGGCACTATAAGTCTTCTTACTA
ATCCTACAGGCGTAAGAATTGTATTGCAAAAGCCACGETTTAGTCCTCTGTTGTTTTITTT
TECACCTCATTTAAAT TAGGCCTCCAACGTTCCTGLGATAATGTGCAACACATGCACTGT
GTTTGATATGAAGAATGAATGCTCTTTTCATTCAATTCATAAAT TTCATCTATGAGAAMT
GAGAGATAATAGTGGAACAGATTAATTCAAATAAAAAACATTCTAACAG AAGAAAATACT
T

Obrazek 2: Ukazka fasta formatu pro zapisovani sekvenci.
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Samotné sekvence, lze definovat jako konecné textové retézce jednopismen-
nych znaki reprezentujicich aminokyselinu nebo nukleotid. Kromé samotné nuk-
leotidové nebo proteinové sekvence je v souboru rovnéz umistén pro kazdou
sekvenci jeden radek obsahujici jméno sekvence, pripadné jeji podrobnéjsi po-
pis (Obr.2). V ramci fasta souboru obsahujicim velké mnozstvi sekvenci slouzi
tento radek zaroven jako identifikator sekvence pred kterou je uveden.

2.3 Sekvenacni technologie

Historie sekvencovani ma své pocatky v roce 1977, kdy byla poprvé publiko-
vana Sangerova a Maxam-Gilbertova metoda sekvencovani ([Maxam & Gil-
bert, 1977|, [Sanger et al., 1977]). Obé tyto technologie nélezi mezi sek-
venac¢ni metody prvni generace. V prubéhu nésledujicich desetileti, prosly me-
tody sekvencovani prvni generace nékolika vylepsenimi. Mezi ty nejpodstatnéjsi
lze uvést inovaci pomoci kapilarni elektroforézy [Swerdlow & Gesteland,
1990] nebo zavedeni metody fluorescencéniho znaceni nukleotidia [Smith et al.,
1986].

Postupem casu se zacaly vyvijet nové metody, umoznujici cenové dostupnéjsi
sekvencovani obrovského mnozstvi fragmenti DNA s vétsi efektivitou [Tucker
et al., 2009]. Tyto metody byly pozdéji nazvany sekvenaénimi metodami druhé
generace. Metody v této skupiné poskytuji obrovské mnozstvi kratkych sekvenci
nukleotidu (,ready®). Pocty takto ziskanych kratkych sekvenci se mohou pohy-
bovat od nékolika stovek tisicti pro sekvencovani DNA bakterii, az po jednotky
miliard pro velké sekvenacni projekty jako je sekvencovani DNA psenice. Popi-
sované metody sekvencovani lze vyuzit pro celou fadu aplikaci, mezi které nalezi
celogenomové sekvencovani, sekvencovani transkriptomu (RNASeq), cilené resek-
vencovani nebo hledani bodovych mutaci u zkoumaného organismu ([Schendure
& Ji, 2008];[Metzker, 2009]).

K sekvena¢nim technologiim druhé generace nélezi metoda Roche/454, zalo-
zena na pyrosekvencovani [Ronaghi et al., 1996], metoda Illumina vyuzivajici
sekvenaci syntézou [Turcatti et al., 2008], nebo metoda SOLID zaloZena na
sekvencovani ligaci [Schendure et al., 2008].

Pro sekvencovani transkriptomu je ovSem u vétsiny pouzivanych technologii
nutné provést nejprve prepis sekvence mRNA zpét do sekvence DNA. Tento po-
stup je definovan jako reverzni transkripce a dochazi pri ném ke vzniku tzv. cDNA.
Takto ziskand cDNA je nasledné s pomoci specifickych enzymi fragmentovana
a sekvenovana zvolenou sekvenac¢ni metodou. Vysledkem procesu sekvencovani
transkriptomu, je velmi casto jeden, pripadné dva soubory obsahujici ,ready*
vznikajici sekvencovanim fragmentti cDNA. Délka sekvenovanych fragmentii mize
byt riznd na zakladé zvolené technologie a procesu fragmentace cDNA. Frag-
menty cDNA maji dva konce. Na zdkladé zvolené technologie je mozné provadét
sekvencovani pouze z jednoho konce (sekvencovani typu single-end), nebo z obou
koncu (sekvencovani typu paired-end). Pfi sekvencovani paired-end je ziskano
vétsi mnozstvi informaci, které mohou naslednou bioinformatickou analyzu uci-

12



nit presnéjsi. Vysledné soubory jsou ve formatu FASTQ, ktery je variaci formatu
fasta [Wang et al., 2009].

2.4 Analyza vysledkt sekvencovani

Postup analyzy je velmi tizce spjat se skutecnosti, zda se jedna o sekvencovani
celogenomové nebo sekvencovani transkriptomové. V pripadé celogenomového
sekvencovani je dalsim postupem rekonstrukce genomu s vyuzitim néstroji po-
dobnych pro analyzu transkriptomu pristupem de novo. Pokud se jedna o resek-
vencovani genomu (sekvencovani genomu u kterého je jiz znama sekvence DNA),
1ze volit postup podobny jako u transkriptomu, ovSem v zavislosti na tom, za ja-
kym ucelem je sekvencovani provadéno.

V pripadé sekvencovani transkriptomu jsou mozné tii analytické pristupy
nasledné bioinformatické analyzy. Prvnim pristupem je de novo, kdy neni k dis-
pozici referencéni genom. Mezi programy pouzivanymi pro tento zptsob analyzy,
patii zejména Trans-AbySS [Robertson et al., 2010], Oases [Schultz et al.,
2012] nebo Trinity [Grabherr et al., 2011].

V ramci druhého pristupu k analyze transkritptomu je provadéno mapovani
na referencéni genom (piistup ab initio). U tohoto pristupu se vyuziva skutec-
nost, ze ,ready® ze sekvenatoru jsou, co se tyce sekvence, shodné s referenénim
genomem. Programy tedy vyhledaji shodu a sparuji sekvenci ,readu* se sekvenci
reference. V soucasné dobé je k dispozici vice nez 60 programt, které se touto
problematikou zabyvaji ([Lang et al., 2012];[Fonseca et al., 2012]). Vyho-
dou této strategie oproti pristupu de novo, je transformace problému sestavovani
transkriptomu do mnoha mensich problému, které jsou z hlediska ¢asové naroc-
nosti snadnéji fesitelné. V procesu je rovnéz ve velké mite vyuzivana paralelizace
vypoctu [Martin & Wang, 2011]|. Mezi programy zabyvajici se mapovanim
na referenéni genom patii zejména GNUMAP [Clement et al., 2010], BFAST
[Homer et al., 2009], TopHat [Trapnell et al., 2009] nebo GSNAP [Wu
& Nacu, 2010].

Tretim zpusobem je kombinovany pristup zahrnujici obé moznosti [Martin
& Wang, 2011]. Obecné plati zasada, Ze pokud mé experimentator k dispozici
referen¢ni genom, voli se pristup s pomoci mapovani nebo kombinovany pristup.
U tady nemodelovych organismil, kdy referencni genom jesté neni k dispozici
neni ovSem jind moznost nez se spolehnout na ptistup de novo [Duan et al.,
2012].

Pokud chceme provadét diferencialni analyzu transkriptomu, pro ktery neni
k dispozici referenéni genom, je mozné vyuzit moznost pristupu de novo, s pomoci
kterého nejprve vytvorime referenéni genom in silico. Pti tomto postupu jsou
yready” spojovany do sekvenci, které pravdépodobné v bunce predstavuji DNA
gentl. S takto vytvorenym referenénim genomem lze jiz postupovat pristupem
ab initio.

Po dokonceni procesu mapovani je v pripadé transkriptomu provedena kvan-
tifikace ,read”, velmi casto také s naslednou analyzou diferencialni genové ex-
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prese. Proces kvantifikace se snazi zjistit jaky pocet kopii mRNA genti zkouma-
ného organismu, se nachazel ve zkoumané bunce. Pro tento proces je naprosto
klicové védét, kde se v genomu zkoumaného organismu geny nachazeji, tedy jaké
jsou pozice jejich nukleotidovych sekvenci v ramci celé sekvence genomové DNA.
Pottebné informace jsou obsazeny v anota¢nim souboru, ktery rovnéz obsahuje
dalsi informace a genech zkoumaného organismu. Forméat anota¢niho souboru
je gtf, ale lze se setkat i s formaty gff2 nebo gff3. Informace obsazené v anotac-
nim souboru se odlisuji hlavné svou strukturou, v zavislosti na zvoleném formatu,
nicméné spolecéné informace, které jsou v téchto souborech ulozeny, zahrnuji in-
formace o zacatku a konci genu v referenénim genomu. V procesu kvantifikace
namapovanych ,read”, jsou velmi casto vyuzivany programy jako je HTSeq
[Anders et al., 2014], Cuffdiff [Trapnell et al., 2010] nebo BEDTools [Quin-
lan & Hall, 2010]. Ziskand data jsou nasledné podrobena normalizaci a s po-
moci statistické analyzy je provedena identifikace diferencialné exprimovanych
genu (DEGs; [Osklack et al., 2010]). Normalizace je provadéna pro nésledné
spravné srovnani irovné exprese jednotlivych gent mezi dvéma vzorky.

Mezi ¢asto provadéné normalizace patii normalizace dat na délku genu nebo
normalizace dat na celkovy pocet ,readi pro zkoumané vzorky [Osklack et al.,
2010]. Velmi pouzivanou metodou normalizace je metoda RPKM (,Reads Per
Kilobase per Million mapped reads“), ktera provadi normalizaci z hlediska veli-
kosti genové sekvence i z hlediska velikosti celého souboru namapovanych , reada*
[Mortazavi et al., 2008]. Dalsi moznost normalizace predstavuje metoda FPKM
(,Fragments Per Kilobase of exon per Million mapped reads®), kterd se vyuziva
predevsim pro sekvencovani typu paired-end [Trapnell et al., 2010].

Pro detekovani diferencialné exprimovanych gent, jsou vyuzivany volné do-
stupné softwary, mezi které nélezi Cufflinks [Trapnell et al., 2010], DESeq
[Anders & Huber, 2010] nebo edgeR [Robinson et al., 2010]. Programy
velmi Casto vyuzivaji rizné statistické testy [Seyednasrollah et al., 2015].
Mezi dnes nejvice vyuzivané programy patii DeSeq a edgeR, predevsim z di-
vodu poskytovani nejlepsich vysledkt v ramci publikovanych srovnavacich studii
[Soneson & Dolorenzi, 2013]. Obvyklym vystupem z analyzy diferencialni
exprese je tabulka obsahujici seznam genti spolecné s ¢iselnymi tidaji charakteri-
zujici miru diferencialni exprese.

2.5 Anotace sekvenci

Anotace sekvenci tvori dilezitou soucast bioinformatické analyzy diferencidlné
exprimovanych genii a vSech dalsich analyz zahrnujicich pochopeni vztahu mezi
fenotypem organismu a pritomnosti zkoumanych sekvenci v genomu respektive
v transkriptomu.

Pocet sekvenci, které je tfeba anotovat, se velmi ¢asto pro transkriptomy po-
hybuje v rozsahu nékolika tisicti i desetitisicti. Vzhledem k tomu, je v hojné mire
vyuziviana automatizace celého procesu [Grabherr et al., 2011]. Principem
anotace je identifikace vlastnosti sekvence na zdkladé podobnosti s jinymi sek-
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Obrazek 3: Schéma programu Blast2GO s vyznac¢enymi jednotlivymi kroky a
spojeni s veTejnymi databazemi a servery. GO DB, databidze Gene Ontology; IPR
DB, databaze InterPro; IPR scan, InterPro scan (pfepracovano dle [Conesa et
al., 2005]).

vencemi ulozenymi ve verejnych databézich, které jiz maji pozadované vlastnosti
definovany [Wit et al., 2012].

Jeden z programi vyuzivany pro anotaci nukleotidovych nebo proteinovych
sekvenci je Blast2GO. Jedna se o program nezavisly na pouzité pocitacové plat-
formé vyzadujici pouze internetové pripojeni [Conesa et al., 2005]. Prubéh
anotacniho procesu lze v programu Blast2GO rozdélit do t¥i izolovanych krokt
nachazejici se v sériovém usporadani (Obr. 3).

Prvni krok v anota¢nim procesu je reprezentovan procesem ,blastovani“ vyu-
zivajici program BLAST (Basic Local Alingment Search Tool). Program zajistuje
vyhledavani vstupnich, neboli dotazovanych, sekvenci nukleotidii nebo aminoky-
selin dodavanych programu jako vstup ve formatu fasta (viz podkapitola 2.1).
Podle toho, zdali se jedna o aminokyselinovou nebo nukleotidovou sekvenci, roz-
lisujeme nékolik nastaveni ve kterych mize program BLAST pracovat (Obr.
4).

Prvni moznosti je rezim blastn, ktery je uréen vyluéné pro nukleotidové sek-
vence. Analogicky pti prohledavani aminokyselinovych sekvenci je vyuzivano na-
staveni blastp. Mezi dalsi nastaveni, které uzivatel programu mize zvolit, patii
blastx, kdy je vstupem nukleotidova sekvence a dochazi k prohledani vsech Sesti
moznych ¢tecich ramct prohleddvané nukleotidové sekvence. Program umoznuje
pracovat jesté v rezimu tblastn, ve kterém dochazi k blastovani nukleotidovych
sekvenci, ziskanych zpétnym prevodem aminokyselinové sekvence na nukleotido-
vou (dle Tab.1; [Camacho et al., 2009]; [Camacho et al., 2013]).

Pred samotnym spusténim programu lze navolit dalsi parametry zabyvajici

15




se predevsim kvalitou ziskanych vysledka a volbou databaze, kterou bude pro-
gram prohledavat. Velmi dilezitym parametrem je rovnéz hodnota e-value popi-
sujici sum pozadi a tedy kvalitu ziskaného vysledku blastovani. Cim vice se hod-
nota e-value blizi nulové hodnoté, tim vétsi je pravdépodobnost, Zze podobnost
zkoumané sekvence se sekvenci nalezenou je skutecna a nikoliv pouze ndhodna
(McGinnis & Maddden, 2004]. Nejcastéjsi volba databéze, je ,nt“ (Nucleo-
tide Collection) pro nukleotidové sekvence, pripadné ,nr* (Non-redundant pro-
tein sequences) pro sekvence proteinové.

Druhym krokem procesu anotace sekvenci pomoci programu Blast2GO je tzv.
mapovani. Jedna se o proces ziskavani ,,Gene Ontology“ (GO) termt na zakladé
vysledki poskytnutych procesem blastovani [Conesa & Gotz, 2008].

GO termy predstavuji vlastnosti prislusné sekvence. Kazdy GO term je cha-
rakterizovan jedine¢nym alfanumerickym kédem, ktery slouzi jako identifikator.
GO term rovnéz obsahuje nazev, vycet pripadnych synonym a definici, ktera spe-
cifikuje vlastnost, kterd je GO termem reprezentovana. GO termy pro zkoumanou
sekvenci poskytuji informace o tom, kde se nachazi pripadny transla¢ni produkt
(protein), jeho molekularni funkci a biologicky proces, kterého se ucastni [Diehl
et al., 2007]. Informace o GO termech jsou ulozeny v databazi Gene Ontology
(GO databéze). Udrzbu GO databdze zajistuje ,Gene Ontology Consortium
[Gene Ontology].

VSTUP

blastp

fasta soubor

AK

tblastn

VSTUP

fasta soubor

NUCL ROT,]

/L v 7

soubor
VSTUP |b /
fasta soubor blastx O modul

NT
@ databaze
BLAST]

Obréazek 4: Vybrané moznosti prace programu BLAST se vstupnimi sekvencemi
na zakladé uzivatelem definovanych parametrii a druhu prohledavanych sekvenci.
NT, nukleotidova sekvence, AK, aminokyselinova sekvence; NUCL, nukleotidova
databaze; PROT, proteinova databaze (zpracovano na zakladé [Camacho et
al., 2009]; [Camacho et al., 2013]).
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Do procesu mapovani je v posledni dobé zahrnovan také InterPro scan (IPR
scan). Jednd se o program provadéjici analyzu proteinovych sekvenci a poskytu-
jici vysledky, diky kterym, je proteinova sekvence klasifikovana z hlediska zara-
zeni do skupin na zdkladé mnoha rtiznych kritérii. Tento proces zahrnuje komu-
nikaci s vefejnou databazi IPR, kterda obsahuje informace o proteinovych sekven-
cich, které jiz byly anotovany ([Mitchel et al., 2015]; [Jones et al., 2014]).

Poslednim krokem anotac¢niho procesu je samotny anotacni krok, pti kterém
dochézi k prirazovani pravdépodobnych funkénich GO termt sekvencim ze sou-
boru GO termi nashromazdénych v mapovacim kroku [Conesa & Gotz, 2008].
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3 Programatorska prirucka

Kapitola je rozclenéna do nékolika c¢asti. Nejprve jsou struéné charakterizovany
pouzité technologie. Ve druhé podkapitole je nastinén popis strategie pouzité
pri implementaci programu. V posledni ¢asti, je vysvétlena struktura databaze
a moznosti dalstho vyvoje programu.

Samotny program se zabyva analyzou diferencialné exprimovanych gent z hle-
diska znalosti anotac¢nich informaci o téchto genech. Poskytuje uzivateli moznost
vytvoreni databaze, ve které budou ulozeny informace o sekvencich, které byly
ziskdny pomoci programu blast a IPR scan (viz podkapitola 2.4). Veskeré
takto ziskané informace program zpracuje, na zakladé informaci poskytnutych
z analyzy diferencidlni genové exprese (viz podkapitola 2.3). Uzivateli program
poskytuje vystup v podobé tabulkového formétu, ktery zobrazuje zménéné vlast-
nosti reprezentované GO termy pro diferencialné exprimované geny ve vztahu
k celému souboru prohleddvanych genti. V programu je mozné provadét i nékteré
dalsi operace jako je ,,update® databaze, nebo jeji vymazani které jsou podrobnéji
popsany v uzivatelské prirucce.

Vytvoreny program ve své ¢innosti sleduje velmi podobny postup v pribéhu
anotace sekvenci jako program Blast2GO, ktery je popisovan v teoretické ¢asti.
Pri anotaci sekvenci je stejné jako v pripadé programu Blast2GO vstupem fasta
soubor obsahujici prohleddvané sekvence. Nasledné dochazi k blastovani sekvenci
ze vstupniho souboru a k vyhledavani dalsich informaci s pomoci IPR scanu. Tyto
dva procesy je program schopen provadét paralelné ve srovnani s programem
Blast2GO, kde je IPR scan provadén az v ramci kroku ,mapovani“ (Obr. 3).

Program rovnéz nekomunikuje se vzdalenym serverem B2G (viz Obr. 3),
ale informace, které jsou relevantni pro pozdéjsi analyzu a spravnou interpre-
taci GO termt si stahuje ze serveru GeneOntology. Blast2GO rovnéz neobsahuje
moznost zpracovavat data z programu DESeq jako vstup pro naslednou analyzu
GO termu ve zkoumaném souboru genu (viz podkapitola 4.2). Tuto skutec-
nost se snazi program vyvijeny v ramci této bakalarské prace vyresit a urychlit
tak bioinformatickou analyzu diferencidlné exprimovanych geni.

V pribéhu samotné analyzy implementovany program na zakladé GO termu
spocita jejich obsah pro geny, které jsou diferencialné exprimované a provede
relativni porovnani s celym souborem zkoumanych gent.

Pii implementaci programu byl rovnéz kladen diraz na moznost, ze muze
byt pracovano s obrovskymi objemy dat, a z toho divodu byl zvolen databazovy
systém MySQL pro jejich ulozeni a néasledné operace s nimi. PTi praci s vel-
kymi objemy vstupnich dat tedy nebude dochézek v programu k nestandardnim
staviim jako tomu je u programu Blast2GO, kdy tato skutec¢nost byla ovérena
pri praci s velkymi objemy dat.

Vyvoj programu probihal ve spolupraci s Oddélenim molekularni biologie
Centra regionu Handa pro biochemicky a biotechnologicky vyzkum a jeho funkce
byly implementovany na zakladé konzultace s potencialnimi uzivateli.
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3.1 Pouzité technologie

Program byl vytvoren s pomoci kombinace programovaciho a databazového ja-
zyka. Prvnim z nich, je programovaci jazyk Perl [Perl], ktery zajistuje uzivatelské
rozhrani, komunikaci s webovymi sluzbami zajistujicimi prohledavani verejnych
databazi a pripadny import/export dat. Databézovy jazyk SQL fesi spravu a ulo-
zeni dat. Program byl vytvofen pro databdzovy systém MySQL [MySQL] a je
primarné cilen na linuxovy operacni systém distribuce Ubuntu [Ubuntu].

Vyvoj probihal na platformé s opera¢nim systémem Linux distribuce Ubuntu
verze 14.04. Testovani bylo provadéno na zafizeni, kde byl program vyvijen
a na serveru s operac¢nim systémem linux distribuce Ubuntu 12.13.

Pro svou ¢innost program vyzaduje nainstalovany interpret jazyka Perl a da-
tabazovy systém MySQL. Samotny vyvoj aplikace probihal na platformé obsa-
hujici interpret jazyka Perl v5.18.2 a databazovym systémem MySQL v5.5.47.
Program dale pro svou ¢inost vyzaduje nasledujici moduly jazyku Perl, které jsou
dostupné na serveru CPAN (Comprehensive Perl Archive Network; [CPAN]):

e threads

e Term::ANSIColor
e LWP

e English

e XML::Simple

e XML::XPath

e File::Basename

e Getopt::Long

e Data::Dumper

e Term::ReadKey

e MySQL::Backup (verze 0.04)

3.2 Popis implementace programu

Program je na zakladé volby parametru schopen provadét nékolik moznych akei,
které budou podrobnéji popsany v uzivatelské dokumentaci. Funkce, které pro-
gram vyuziva, jsou roz¢lenény do nékolika modult. V ramci modulu jsou funkce
rovnéz Clenény do skupin funkei z divodu snadnéjsi orientace. VSechny funkce
jsou ve zdrojovém kodu opatfeny svym kratkym popisem pomoci komentait
vlozenych do zdrojového kodu, a rovnéz pomoci identifikatoru, ktery je slozen
ze dvou casti, a sice z nékolika pismenné zkratky vyjadiujici skupinu do které
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je funkce zarazena a ciselny identifikator, ktery identifikuje funkci v rameci sku-
piny. Nasledujici text popisuje jednotlivé vytvorené moduly a skupiny funkci
v nich obsazené. Struktura vytvoreného programu z hlediska modulii je zobra-
zena v diagramu (Obr. 5).

main.pl

blast.pm ipr_scan.pm

Obrézek 5: Diagram zobrazujici moduly programu a vzajemné reference ve zdro-
jovém kodu.

3.2.1 Soubor main.pl

Soubor main.pl obsahuje uzivatelské rozhrani programu. Uzivatel jeho prostred-
nictvim sposti program. Soubor obsahuje zejména programem definované nasta-
veni nékterych parametri, které uzivatel ma ovSem moznost zménit s pomoci
tdaju zadanych do termindlu pri spusténi (viz uzivatelska dokumentace).
Kod zde obsazeny rovnéz provadi na zakladé zadanych parametri spousténi po-
zadovanych aktivit, které program vykonava, obsluhu béhu programu v pritbéhu
jeho ¢innosti a nasledné korektni ukonéeni programu. Jsou zde obsazeny reference
na vytvorené moduly, které jsou klicové pro spravné fungovani programu.

Kromé vyse uvedeného je v tomto souboru zahrnuta jedna skupina funkci,
ktera byla pojmenovana MAIN a sdruzuje v sobé funkce zajistujici zobrazeni
napoveédy a obsluhu vldken urcenych pro BLAST a IPR scan.

3.2.2 Modul blast.pm

Prvni modul Perlu obsahuje jedinou skupinu funkei s ndazvem BLAST. Dle nazvu
se tato skupina funkci zabyva procesem odeslani blastované sekvence na vzdaleny
server NCBI spole¢né s parametry nutnymi pro spravné provedeni procesu (viz
uzivatelska dokumentace a kapitola o blastovani v teoretické ¢asti). V mo-
dulu jsou rovnéz vyzadovany nékteré funkce z modulu datab.pm, pro nasledné
ulozeni ziskanych vysledkti do programem vytvorené databaze MySQL.
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3.2.3 Modul ipr__scan.pm

Druhy z vytvorenych modulti zajistuje iikoly obdobné pro modul blast.pm, ovsem
s rozdilem, zZe pro prohledavani sekvence v ramci InterPro scanu je nutné, aby
prohledavané sekvence byla aminokyselinova. Modul je rozcélenén do t¥i skupin
funkci, zajistujicich specifické tkoly.

Prvni skupina je tvorena funkcemi CONTROL. Jedna se o skupinu zajistu-
jici kontrolu, zda sekvence, kterou uzivatel vklada do programu spliuje vlastnosti
aminokyselinové, pripadné nukleotidové sekvence (viz podkapitola o sekven-
cich v teoretické ¢asti).

Druhé skupina funkci s ndzvem CONV v tomto modulu, zajistuje konverzi
nukleotidové sekvence do sekvence aminokyselinové. Tento kol zahrnuje urceni
nejlepsiho ¢teciho ramce u nukleotidové sekvence a samotnou konverzi na sek-
venci aminokyselinovou (Obr. 6).

ovéfeni sekvence

[sekvence je NT]

[sekvence je AK]

[chybna sekvence] +

a=0; score = 100;
chybové hlaseni

TEVErse = nepravda;

return sekvence AK best_sek = prazdny fetézec

o

[reverse = pravda]

[a=3]

[a<3]

[reverse = nepravdal Eelozem NT do AK

p_stop = poéet stop kodomi

vytvofeni inverzni NT sekvence
reverse = pravda
a=0

[p_stop = score] [p_stop < score]

best_sek = sekvence AK

a=atl =a+
return best_sek =

®

Obréazek 6: Diagram zobrazujici algoritmus vyhledani nejlepsiho ¢teciho rdamce.
AK, aminokyselinova; NT, nukleotidova
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Algoritmus urceni nejlepsiho ¢tectho ramce je zahajen ovéfenim sekvence.
V priitbehu tohoto kroku je na zdkladé aminokyselinovych/nukleotidovych zkra-
tek (viz Tab. 1) uréeno, zdali se jedné o sekvenci aminokyselinovou nebo nukle-
otidovou. Pokud v sobé vstupni retézec obsahuje neznamé znaky, je vypsano chy-
bové hlaseni. V pripadé, kdy vysledkem ovéreni sekvence je skutecnost, ze se jedna
o aminokyselinovou sekvenci je tato sekvence vracena jako vysledek algoritmu
a pouzita pro prohleddvani pomoci IPR scanu (viz podkapitola 4.2).

Pokud se jedné o sekvenci aminokyselinovou je nastavena hodnota ,,score® re-
prezentujici vhodnost sekvence pro prohledavani IPR scanem. Cim mensf je hod-
nota ,score” tim je sekvence vhodnéjsi. Dalsi hodnotou kterd je zadefinovana
je proména ,a“, kterd reprezentuje ¢teci ramec, ktery je posuzovan algoritmem
(Obr. 6). Vzhledem k tomu, ze cCtecich ramcu je celkem 6 (3 v pfimém a 3
v opafném sméru; viz podkapitola 2.1) hodnota proménné ,a“ nabyva hodnot
0,1 a 2 podle skutecnosti, ktery ¢teci ramec je prohledavan. Pti prohledavani
¢teciho ramce v pifimem sméru je parametr ,reverse“ nastaven na hodnotu ne-
pravda a pri prohledavani ¢tecich ramet ve zpétném sméru je nastaven na hod-
notu pravda (Obr. 6).

Vhodnost ¢teciho ramce je posuzovana na zakladé poctu ,stop* kodonti ve zkou-
mané sekvenci a jeho srovnanim s hodnotou proménné ,score”. Jako vysledek
algoritmu jehoz vstupem je nukleotidova sekvence je vracena aminokyselinova
sekvence s nejmensim poctem ,,stop“ kodont. ,Start® kodony v tomto algoritmu
hodnoceny nejsou, vzhledem ke skutecnosti, ze ,,start” kodony velmi ¢asto nejsou
viubec v sekvenci uvadény a ve srovnani se ,stop“ kodony, jsou pro hodnoceni
vhodného ¢teciho ramce témér nepodstatné.

Posledni a nejrozsahlejsi skupinou, jsou funkce IPR. Zde obsazené funkce
maji podobny vyznam jako v modulu blast.pm, ovsem pro IPR scan. Rovnéz
tato skupina funkci vyuziva nékteré funkce modulu datab.p, pro zdarné ukladani
vysledki prohledavani do databéaze (Obr. 5).

3.2.4 Modul datab.pm

Jedna se o nejrozsahlejsi modul tohoto programu. Modul v sobé sdruzuje funkce
zajistujici ukladani dat do databaze, pripadné jejich export, za tcelem ziskani
textového vystupu v podobé ,tabulky“ v txt/csv souboru. Databéze je vytva-
fena v databdzovém systému MySQL [MySQL] a obsahuje informace pod-
statné pro ¢innost programu (podrobnéji podkapitola 3.3). Veskeré funkce jsou
v rdmci modulu datab.pm rozdéleny do celkem péti skupin.

Prvni skupina s ndzvem BASIC zahrnuje zakladni funkce, klicové pro spravu
databaze. Patii sem zejména feseni piistupu k databézi, vytvoreni datab&ze,
jeji struktury a nékteré dalsi zakladni prikazy, které je mozné provést. Mezi
né nalezi, zejména zobrazeni existujicich databazi, vymazani zvolené databaze
nebo vymazani dat ze zvolené tabulky.

Druhé skupina funkci s ndzvem INSDB obsahuje funkce zajistujici import
dat do databaze, predevsim pro BLAST a IPR scan. Rovnéz jsou v této skupiné
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obsazeny funkce pro importovani uzivatelem vkladanych idaji o Gene Ontology
termech nebo o diferencidlni expresi zkoumanych gen.

Treti skupinu tvori analytické funkce (skupina ANF) pro analyzu diferenci-
alné exprimovanych genii z hlediska obsahu Gene Ontology termt. Funkce z této
skupiny jsou vyuzivany predevsim, u nastaveni analysis (viz uzivatelska doku-
mentace).

Ctvrta skupina funkei pro tento modul (skupina s nazvem EXP) zajistuje
export databazovych tabulek do vystupniho txt forméatu, na zédkladé pozadavku
uzivatele, v ramci nastaveni export (viz uzivatelska dokumentace).

Posledni skupinu tvori funkce, které zajistuji vypis varovani, upozornéni nebo
informaci poskytovanych programem uzivateli v pribéhu vypocetniho procesu
do vystupniho souboru s nazvem log.txt.

3.3 Struktura databaze

Program v ramci tvorby databaze vytvari 10 databézovych tabulek (Obr. 7).
Tabulky s ndzvy term a term2term obsahuji informace o vyznamu (tabulka term)
a vzdjemnych vazbach (tabulka term2term) mezi jednotlivimi GO termy (po-
drobnéji viz priloha B).

Informace jsou do téchto tabulek vkladany z databaze MySQL, kterou spra-
vuje Gene Ontology Consorcium. Databaze je denné aktualizovana. Z toho dii-
vodu bylo zvoleno, aby program pri kazdé tvorbé dalsi databéze, tyto informace
stahoval znovu, aby byla zajisténa aktualita dat, se kterymi program pracuje.
Pokud je provadéna analyza s vyuzitim jiz vytvorené databaze, tak informace
o GO termech aktualizovany nejsou a tabulky term a term2term jsou povazovany
za dostatecné aktualni. V tabulce term jsou pritomny dva sloupce, které nejsou
soucasti ptuvodni tabulky. Jedna se o sloupce s nazvem level a skupina, které
maji svij vyznam, predevsim v nastaveni analysis pri analyze diferencidlné ex-
primovanych genii.

Tabulka s nazvem SEKVENCE, uchovava zakladni informace o prohledava-
nych sekvencich, které uzivatel vklada do databaze prostfednictvim fasta sou-
boru. Pro praci programu jsou uvedeny informace, jako je jméno, délka sekvence
a samotna vkladana nukleotidova nebo proteinova sekvence.

Vysledky procesu blastovani jsou ukladany do tabulky HITS a stejné tak
vysledky z IPR scanu jsou uklddany do tabulek IPR_data a Pathway info.
Podrobnéjsi informace o tabulkach a vysvétleni vyznamu jednotlivych sloupct
je zobrazena v priloze B. Informace o diferencialné exprimovanych genech, které
uzivatel vklada ve formé csv souboru, jsou uklddany do tabulky DFE_ genes.

Jak blastovani, tak i IPR scan produkuji zaznamy o GO termech. Zaznamy
z obou procesi jsou ukladany do tabulky GO_ parse. GO termy se vyznacuji defi-
novanou strukturou vzajemnych vztahii, kterou lze reprezentovat v podobé grafu
(Obr. 8). Graf GO termi ma jediny hlavni vrchol a tfi hlavni podgrafy mezi
kterymi neexistuji, zadné spojujici hrany. Jednotlivé podgrafy jsou nazyvany,
na zakladé GO termu tvoricich jejich nejvyse polozeny vrchol, ktery je nejblize
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Obrazek 8: Struktura GO termil reprezentovand ve formé grafu, s vyznace-
nim podgrafi. CC, Cellular Component; BP, Biological Process; MF, Molecular
Function

hlavnimu vrcholu. Jednd se o podgrafy . Biolological Process® (BP), ,Molecular
Function® (MF) a Cellular Component (CC). Vrcholy podgrafa BP, CC a MF
jiz mohou mit vice hran vedoucich k nize polozenym vrcholiim.

Mezi témito vrcholy, jiz mohou existovat vzajemné hrany (Obr. 9). V pri-
béhu provadéni analyzy diferencidlné exprimovanych genti, jsou GO termy pou-
zité pro analyzu rozdéleny do tii kategorii na zakladé jejich prislusnosti k danému
podgrafu. V databazi je tato skutecnost pro ucely analyzy uloZena ve sloupci
»Skupina“ v tabulce ,term“. Nejvyse polozeny vrchol celého grafu kategorii nema
a z toho duvodu je jeho kategorie oznacovana jako ,Unknown“ (UN).

U jednotlivych GO termu je rovnéz pro tucely pozdéjsi analyzy pocitana
tzv. troven (,level“). Jednd se o hodnotu zobrazujici, kolik vrcholi lezi v nej-
kratsi cesté mezi zkoumanym GO termem a nejvyssim vrcholem grafu, véetné
nejvyssiho vrcholu a vrcholu reprezentujiciho prislusny GO term (Obr. 9). In-
formace je pro ucely analyzy ulozena ve sloupci ,level” v tabulce ,term®. V ta-
bulce s nazvem ,,GO__parse“ jsou ovSem obsazeny pouze GO termy pro prislusné
geny z nejnizsich vrstev podgrafu, pro které plati, ze vlastnost charakterizovana
GO termem nejvice odpovida skutecné vlastnosti genu. Pro naslednou analyzu
je ovsem zapotiebi znat veskeré GO termy z vyssSich vrstev, které prisluseji da-
nému genu. Pokud plati, Ze gen majici vlastnost, kterd je reprezentovana GO
termem ,A“ a tomuto termu je ve strukture grafu nadrazen GO term ,B“, pak
také plati, ze gen ma vlastnost ,B® Za tcelem ziskani téchto vlastnosti pro na-
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Obréazek 9: Priklad ¢éasti orientovaného grafu zobrazujici GO termy, s vyznace-
nim identifikatorit GO termu a vzajemnych vazeb mezi GO termy. GO termy,
jsou reprezentovany alfanumerickymi identifikdtory, pouzivanymi pro GO termy
(prepracovano podle databdze Gene Ontology Consortium; Gene Ontology).
50660, Vazba flavin adenin dinukleotidu; 50662, Vazba koenzymu; 43168, Vazba
aniontu; 166, Vazba nukleotidu; 1901265, Vazba nukleosid fosfatu; 36094, Vazba
malych molekul; 48037, Vazba kofaktoru; 43167, Vazba iontu; 97159, Vazba cyk-
lické organické slouceniny; 1901363, Vazba heterocyklické organické slouceninys;
5488, Vazba slouceniny; 3674, Molekularni funkce (MF).

slednou analyzu je vyuzita tabulka ,GO_analysis“, do které jsou ulozeny infor-
mace o vSsech GO termech ptislusejicich zkoumanym gentim, ur¢ené na zakladée
struktury grafu. Takto ziskané informace jsou nasledné pouzity pro analyzu pro-
vadénou programemn.

Neéekteré z databazovych tabulek nejsou vyuzity v nasledné analyze, ani nena-
chazeji vyuziti, pii dalsich ¢innostech programu. V priibéhu vyvoje, bylo rozhod-
nuto o ulozeni téchto dat do databéze, navzdory skutecnosti, ze nejsou klicové
pro analyzu provadénou programem. Tento postup byl zvolen, zejména pro moz-
nost, pozdéjsiho rozsitovani programu a naslednou implementaci novych pristupt
pro analyzu ziskanych dat.
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4 Uzivatelska prirucka

Kapitola se zabyva popisem programu z pohledu potencialniho uzivatele a doku-
mentuje operace, které miuze uzivatel s programem provadét. Kapitola je rozcle-
néna do nékolika ¢asti. Prvni ¢ast predstavuje parametry, které jsou programem
akceptovany, a jejich pripustné, pripadné programem definované, hodnoty. Druha
cast predstavuje jednotlivé nastaveni programu, jeho o¢ekavané vstupy a vystupy.
Posledni c¢ast kratce predstavuje moznosti monitorovani ¢innosti programu.

4.1 Parametry programu

Program se ovlada prostirednictvim termindlu, zadavanim kombinace uzivatelem
volitelnych a programem vyzadovanych parametri. Prikaz pro spousténi pro-
gramu v terminalu operac¢niho systému Linux vypadéa nasledovneé:

main —db__user uZivatel —mode text [parametry]

Parametry lze rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinu parametri, jsou ty,
které jsou vyzadovany pri kazdém spousténi programu. Mezi parametry tohoto
druhu nélezi ,db_user”, ,db_host“ a ,mode“ (Tab. 2). Prvni dva z téchto
parametri jsou klicové pro spojeni mezi programem a databazovym serverem
MySQL. V programu je hodnota parametru ,db_host“ prednastavena na hod-
notu ,localhost”. Pokud tedy prednastavena hodnota souhlasi s tou, kterou ma
v tumyslu zadat uzivatel, neni nutné tuto hodnotu uvadét. Tretim parametrem
je parametr ,mode®. S pomoci néj, uzivatel specifikuje, jakou ¢innost bude pro-
gram vykonavat. Na zdkladé hodnoty tohoto parametru jsou urcovany i dalsi
parametry, které program vyzaduje pro svou ¢innost v daném nastaveni (Tab.
2; viz podkapitola 4.2). Poslednim z parametri, které je nutné vzdy zadat
je parametr ,db_heslo“ (Tab. 2). Tento parametr se ovSem nevpisuje primo
do termindlu pii spousténi programu, ale je po uzivateli vyzadan bezprostredné
po jeho spusténi. Pti zadavani hesla nejsou z divodu bezpecnosti vidét vkladané
znaky.

Druhé skupina parametru je tvorena takovymi parametry, které jsou vyzado-
vany pouze pri ur¢ité ¢innosti programu, na zakladé nastaveni parametru ,,mode*
(Tab. 2).

Specidlni postaveni v této skupiné ma parametr  help“ (Tab. 2). Pfi jeho
zadani, program vypise stru¢nou napovédu pro své pouziti a svou ¢innost ukondi.
Stejného efektu je rovnéz docileno pri zadani nespravné kombinace parametri.

Pro néktera nastaveni je nutné definovat nékteré dalsi parametry. Zejména v
pripadé analyzy se mohou stat velmi uzite¢nymi parametry ,pAdj_cut“a ,log cut*
Parametr ,pAdj_cut“ predstavuje hodnotu s jakou pravdépodobnosti je gen di-
ferencialné exprimovan. Pokud je hodnota nizsi nez 0.05, gen s touto hodnotou
»PAdj_cut® je diferencidlné exprimovan z pravdépedobnosti vétsi nez 95%.

vvvvvv

se predpoklada, ze obsahuji hodnotu pro ,log2FoldChange®, kterd udava miru
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diferencidlni exprese (viz podkapitola 2.1). Na zakladé toho, jestli je hodnota
kladna nebo zaporna je zkoumany gen up-regulovan nebo down-regulovan. Pokud
je tedy parametr ,log cut“ nastaven na hodnotu 2.0, pak jsou vSechny geny,
které maji hodnotu ,log2FoldChange* uvedenou v intervalu -2.0 az 2.0 z nésledné
analyzy vyrazeny.

Parametry ,pAdj cut® a ,log cut® tedy urc¢uji podminky analyzy. Pokud je
naptiklad hodnota parametru ,pAdj cut® nastavena na 0.05, pak vSechny za-
znamy o genech, které maji hodnotu pAdj vyssi nez 0.05 nebudou brany v pri-
béhu analyzy do uvahy.

Pokud program v ramci své ¢innosti provadi prohledavani sekvenci s po-
moci programii BLAST a IPR scan, pak parametry nutné pro tuto ¢innost jsou
zejména ,email“, ,db_blast“ a ,blast__mode“. Prvni parametr je vyzadovan pro-
gramem IPR scan, ostatni dva parametry jsou vyzadovany programem BLAST
(viz podkapitola 2.5). Dalsimi dilezitymi parametry v procesu prohledavani
sekvenci, jsou parametry ,max_count_ hit“ a ,e value®. Prvni parametr urcuje,
jaky maximalni pocet vysledki ziskanych blastovanim bude uloZzeno do data-
baze. Druhy parametr, predstavuje filtr kvality vysledki a tedy blastovaci vy-
sledky s hodnotou ,e_value“ vetsi nez stanovena hranice nebudou do databéaze
ukladany, ani vyzivany pro nasledné vyhledavani GO termii. Oba tyto parametry
jsou prednastaveny programem (Tab. 3).

4.2 Cinnost programu

Na zakladé parametru ,mode* mé uzivatel moznost Tidit ¢innost programu. Sle-
dovani ¢innosti programu je kromé prikazové radky zapisovano do souboru log.txt
(viz podkapitola 4.3). Uvadény parametr muze nabyvat nasledujicich hodnot.

a) create__only

V tomto nastaveni dojde k vytvoreni databaze spolecné se vsemi tabul-
kami a je provedeno naplnéni databazovych tabulek informacemi obsahu-
jici tdaje o GO termech. Konkrétné se jedna o tabulky s nazvy ,term*
a ,term2term, jejichz obsah je z velké casti ziskdvan ze serveru Gene
Ontology (viz podkapitola 3.3). Samoziejmosti je uvedeni parametru
,db_name* pro néaslednou identifikaci databaze v ramci databazového sys-
tému.

P1i tomto nastaveni nedochézi k prohledavani databazi a proto neni tieba
davat programu vstupni soubor se sekvencemi ve formatu FASTA. U tohoto
nastaveni ovsem dochazi k dopocitani vrstev v ramci stromové struktury
GO termu (viz podkapitola 3.3). Rovnéz dochazi k rozdéleni GO termu
na zékladeé jejich vyskytu v podstromech MF, BP nebo CC (viz podkapi-
tola 3.3).

b) create

Tato moznost zahrnuje vsechny nélezitosti ,,create_only“, ovsem s nasled-
nym zpracovanim vstupnich sekvenci programy BLAST a IPR scan. Proces
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d)

blastovani probiha na zdkladé uzivatelského nastaveni prislusnych para-
metri (Tab. 2). Nésledné je proveden vypocet rodi¢ovskych GO termu
pro zkoumané sekvence, na zakladé struktury GO termu ve formé grafu
(viz podkapitola 3.3).

update

Uzivatel pozaduje v nékterych pripadech provést aktualizaci jiz vytvorené
databaze, nebo provést pridani nékolika sekvenci do jiz existujici databaze.
Pro tyto pripady je vytvoreno nastaveni ,update®. Program v tomto pti-
padé projde vsechny zaznamy o sekvencich ulozenych v databazi v tabulce
SSEKVENCE® a u téch, které v databazi neobsahuji informace o GO ter-
mech, provede opétovné vyhledavani s pomoci programu blast a IPR scan.

Pokud chce uzivatel do databaze zahrnout nové sekvence, s pomoci pa-
rametru ,,input® lze do databaze pridat sekvence, které budou nasledné
prohledéavany standardnim zpiisobem. Pokud jsou vkladané sekvence jiz
v databazi obsazeny, neni provedeno jejich nové prohledavani. Pro sek-
vence, které dosud nejsou v databazi obsazeny je provedeno jejich pridani
do databaze. Veskeré nalezené duplicity nejsou, vzhledem k vytvorené da-
tabazové strukture, do databaze ukladany.

insert

Pokud uzivatel pozaduje primé vkladani informaci o GO termech ziskanych
jinym zptsobem nez timto programem, muze k tomu vyuzit tuto moznost.
S pomoci parametru ,input® lze provést vlozeni informaci o genech v po-
dobé tabulky v textovém souboru (Tab. 3).

Jako oddélovac sloupcii je predpokladan tabulator. U souboru je rovnéz
predpoklad, Ze prvnim sloupcem je identifikator genu. Druhym sloupcem,
muze byt bud identifikdtor GO termu, nebo ,AC genu“ (viz priloha B,
popis tabulky ,GO_ parse“), pokud se jednd o data ziskand na zaklade
vysledki blastovani (priloha B). Identifikdtor GO termu je tfeba uvadét
ve formatu GO:xxxxxxx, kde x predstavuji cisla. ,AC_genu“ predstavuje
identifikdtor zaznamu ziskaného diky blastovani. Pokud je pritomna hod-
nota pro ,,AC genu“, pak je identifikdtor GO termu uveden ve tretim
sloupci. Rovnéz u tohoto nastaveni je provadén vypocet rodicovskych GO
termil na zakladé jejich stromové struktury ulozené v tabulkach ,term*
a ,term2term®.

analysis

P1i tomto nastaveni, jsou predpokladanym vstupem tudaje o diferencialné
exprimovanych genech spliujicich podminky pro import do databéze (Tab.
4). Pro analyzu musi byt v souboru pfitomen sloupec se jmény genu jako
prvni sloupec v souboru csv. V souboru musi rovnéz byt sloupce s nazvem
,baseMean®, ,log2FoldChange®, ,pvalue” a ,padj“ a jejich ¢iselné hodnoty
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Tabulka 3: Ukazka textového souboru pro vkladani informaci o GO termech.
Prvni sloupec predstavuje nazev genu, druhy je identifikator GO termu a treti
sloupec zobrazuje slovni popis nazvu sekvence.

MLOC 10001

MLOC_10013
MLOC_ 10024

MLOC 10026

MLOC__1003
MLOC_ 10031

MLOC 10031
MLOC 10031
MLOC_10039
MLOC__10039

G0:0004518

G0:0003674
GO0:0003674

G0:0003674

GO:0005975
GO:0005975

GO:0016757
GO:0009058
GO:0005737
GO:0016798

hordeum vulgare vulgare mrna for complete
clone: niashv1106b06

triticum aestivum chromosome genomic cul-
tivar chinese spring

oryza sativa genomic chromosome bac clone:
complete sequence

7-like

setaria italica sucrose synthase

transcript variant mrna

pro kazdy zkoumany gen. Vsechny tyto sloupce jsou obsazeny ve vystupu
z programu DESeq2 [Love et al., 2014].

Po importovani dat ze vstupniho souboru do databaze, je provedena ana-
Iyza obsahu GO termu pro diferencialné exprimované geny ve srovnani
se vsemi sekvencemi obsazenymi v databazi. Na analyzu maji rovnéz vliv
parametry s nazvem ,pAdj cut* a ,log2f cut® popsané v podkapitole
4.1. S pomoci parametri ,out_format* a ,out pref* je mozné zvolit for-
méat vystupniho souboru (txt nebo csv, viz Tab. 2) a prefix nazvu vystup-
nich soubort.

Tabulka 4: Ukazka vystupu z programu DESeq2 ve formatu csv exportovaném

do excelu [Love et al.,2014].

MLOC_ 22315
MLOC 18361
MLOC__36351
MLOC__ 65804
MLOC 65908
MLOC 43545
AT2G51510

MLOC_ 59323
MLOC_19721
MLOC__55855

baseMean
861.827
6399.569
890.556
1416.351
1020.166
1027.706
396.7691
4001.651
919.701
2265.744

log2FoldChange pvalue padj

4.799 4.107e-82 7.753e-78
-3.988 5.238e-78 4.944e-74
-3.691 3.139e-58 1.975e-54
3.959 2.340e-57 1.104e-53
5.270 1.657e-52 6.256e-49
3.876 2.473e-52 7.783e-49
7.509 1.839e-51 4.961e-48
4.912 3.053e-50 7.208e-47
5.101 8.494e-50 1.781e-46
-2.863 1.693e-46 3.196e-43
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Vystupem z analyzy jsou dva soubory, zobrazujici vysledky pro up-regulované,
respektive down-regulované geny (Tab. 5).

Nazev vystupniho souboru je ve formatu ,prefix down_ gene.format® pro
down-regulované geny a ,prefix _up_ gene.format“ pro up-regulované geny.
Pokud uzivatel zvoli pro parametr ,out_ pref* hodnotu ,,-“ dojde k vypsani

obsahu téchto soubort na standardni vystup.

dnoix)

UN
MF
BP
CC
BP
CC
BP
CC
CC
BP
CC
BP
BP
MF

Tabulka 5: Ukazka vystupu pro down-regulované geny.

GO_ID

all

GO:0003674
GO:0008150
GO:0005575
GO:0051704
G0O:0016020
G0O:0023052
GO:0005623
G0O:0043226
GO:0000003
GO:0019867
GO:0006950
G0O:0042221
GO:0001871

Description GO term

all

molecular function
biological process
cellular component
multi-organism process
membrane

signaling

cell

organelle
reproduction

outer membrane
response to stress
response to chemical
pattern binding

owo}drIosuRI] O[Oy A\

476

252
193

63

146
135

souaN) (I

109

— W W

08RU00IOJ

0.2290
0.2392
0.2460
0.2539
0.4000
0.2063
0.4286
0.2671
0.2667
0.3333
1.0000
0.2308
0.7500
0.5000

PIogz3oTueaN

-2.371
-2.367
-2.337
-2.497
-3.124
-2.334
-1.948
-2.545
-2.566
-4.413
-3.988
-2.232
-2.214
-1.753

Vystupni soubory podléhaji presné definované struktuie. Jako oddélovac
je zvolen tabulator. Pokud uzivatel pomoci parametru ,,out_format® zvoli
csv, je soubor exportovan ve formeé csv, kde jako oddélovac sloupct je zvo-
lena c¢arka a jako oddélovace radku je zvolen konec radku. Prvni sloupec
zobrazuje hloubku popisovaného GO termu v ramci grafu GO termi. Druhy
sloupec zobrazuje zarazeni GO termu do podgrafu CC, MF nebo BP. Hod-
nota ,,UN“ znaci, ze dany GO term neni zafazen do zadného ze tii pred-
chozich podgrafu a tedy jeho poloha v rdamci grafu neni definovana. Tato
situace miuze vzniknout nasledkem skutecnosti, ze GO term predstavuje
nejvyssi vrchol grafu a tedy je nadrazen podgrafim CC, BP a MF. Druhou
moznosti vyskytu této skutecnosti je vyskyt chyby ve vypocetnim procesu,
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f)

g)

h)

vlivem které, neni mozné urcit podgraf GO termu.

Sloupce 3 az 6 ve vystupnim souboru zobrazuji identifikator GO termu,
jeho popis, kolikrat se GO term vyskytuje u vsech sekvenci v databéazi,
a kolikrat se vyskytuje ve zkoumané skupiné diferencialné exprimovanych
genti. Predposledni sloupec zahrnuje relativni podil GO termii mezi sloupci
5a 6. Udaje v tomto sloupci jsou v intervalu 0 az 1. Posledni sloupec zobra-
zuje prumérnou hodnotu ,log2FoldChange® pro diferencialné exprimované
geny, které lze popsat vlastnosti charakterizovanou GO termem.

delete

Pokud chce uzivatel nékterou z vytvorenych databédzi odstranit, mize k tomu
vyuzit tuto moznost. Rovnéz je moznost odstranit databazi primo v da-
tabazovém systému MySQL pomoci uzivatelského rozhrani databazového
systému. Uzivatel je v pribéhu procesu vyzvan, aby potvrdil vymazani da-
tabaze. Potvrzeni je mozné provést pomoci zadani ,y“, ,) Y, ., yes“ nebo
»,YES®“ Zadéani kterékoliv jiné kombinace znakl, ma za nasledek ptreruseni
procesu vymazani databaze.

show

V nékterych pripadech dojde k okolnostem, kdy méa uzivatel vytvoreno né-
kolik databazi, ovsem ne vSechny musi byt vytvoreny timto programem
a mit pozadovanou strukturu. Pro zobrazeni databazi s vyhovujici struk-
turou dat slouzi volba ,show*. Vysledkem je seznam vytvorenych databazi
splnujicich pozadavky programu pro praci s nimi.

migrate

Nékdy nastava situace, kdy je treba databazi presunout z jednoho databa-
zového systému do jiného. Pokud v tomto ohledu nelze vyuzit jiného feseni
napriklad, pokud jeden z databazovych systému nema internetové pripo-
jeni, je mozné vyuzit nésledujici moznost. Pokud neni v prikazu uveden
parametr .input“, pak je proveden export databazovych tabulek do jed-
noho souboru ve formé SQL prikazi.

Pokud je tento soubor nasledné uveden do proménné ,input®, je provedeno
spusténi jednotlivych prikazu SQL a tedy vkladani dat do databaze vy-
tvorené programem. Databdze ma nazev stejny jako uzivatelem uvedena
hodnota parametru ,,db_nazev*®.

export

Pokud uzivatel potifebuje s databazovymi tabulkami pracovat v texto-
vém souboru, mize za ucelem ziskdni dat ulozenych v databézi vyuzit
toto nastaveni. Data jsou exportovana ve formé tabulky, kdy jako od-
délovac sloupci je pouzit tabulator. Tabulky, které jsou exportovany, se
nazyvaji ,HITS“ (obsahujici informace o prohledévani s pomoci BLAST),
LIPR__data“ (zahrnujici informace ziskané z IPR scanu), ,,GO__parse* (s GO
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termy na nejnizsi irovni pro prohledavané sekvence) a tabulka ,GO_ analysis*
(obsahuje informace o veskerych vyhledanych GO termech vazajicich se
k prohleddvanym sekvencim).

j) check

Jedna se o nastaveni, které je velmi uzitecné v pripadé, pokud si chceme
zkontrolovat stav vytvorené databaze. Kontrolu lze provadét ovsem i v prii-
béhu béziciho procesu prohledavani databaze, a to zpusobem, kdy si uzi-
vatel otevie druhy terminal, kde spusti program s nastavenim parametru
mode na ,check® a s ostatnimi vyzadovanymi parametry. Program jako
vysledek vypise do terminalu nasledujici idaje:

In database name Test Be is now:
178 records in table SEKVENCE
3273 records in table HITS
33040 records in table term
330483 records in table term2term
912 records in table IPR_data
229 records in table GO _parse
0 records in table GO__analysis
0 records in table Pathway_info
In database is 40 sequences with GO records.

Vystup zobrazuje pocet zaznamu ve vybranych databazovych tabulkach.
V pripadé tabulky s nazvem ,SEKVENCE® ziskdme pocet sekvenci, které
byly prohledany. Posledni tadek zobrazuje, pro kolik sekvenci jsou v data-
bazi k dispozici GO termy. Pocet takto uvedenych sekvenci, se mize znacné
lisit na zakladé okolnosti, jak detailné jsou jiz podobné sekvence anotovany.

4.3 Monitorovani cinnosti programu

Priabéh ¢innosti programu je monitorovan nasledovné. Veskeré zpravy o ¢innosti
programu jsou vypisovany do prikazové radky programu. Uzivatel timto zptso-
bem muze v redlném case monitorovat ¢innost programu.

Kromé vypisu vSech zprav a upozornéni programu do terminalu jsou zpravy
o chybach, a klicové body procesu béhu zapisovany rovnéz do vystupu souboru
s nazvem log.txt. Zpravy, které jsou zapisovany do souboru, i zpravy vypisované
v terminalu maji néasledujici strukturu:

typ__zprdavy: text zprdvy

Cést ,typ_zpravy“, mize nabyvat nasledujicich hodnot, které uréuji povahu
nasledujiciho textu zpravy:
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a)

b)

d)

ERROR - v naprosté vétsiné pripadu vypis této zpravy, znamena nestan-
dardni ukonceni programu, které muze nastat zadanim chybného uzivatel-
ského vstupu nebo vlivem problému s databazovym systémem. Specialni
skupinou chyb jsou ty, vyvolané problémy ve spojeni se sluzbami webu,
které znemoznuji ziskani vysledk vyhledavani v databazich. Chyby to-
hoto druhu nezpiisobi okamzité ukonceni ¢innosti programu, ale chybové
hlaseni uzivatele upozorni na problém, a ze zaznamy o prohledavané sek-
venci nebudou ulozeny do databaze. Pokud nastane chyba tohoto typu,
lze pro ziskani informaci o neprohledanych sekvencich provést ,update®
vytvorené databaze (viz. mode ,update” podkapitola 4.2).

INFO - zpravy tohoto typu poskytuji uzivateli informace o zahajeni roz-
sahlejsiho, ve vétsiné pripadil ¢asové narocného, procesu. Mezi hlaseni to-
hoto typu ndlezi zejména zahdjeni prohledavani vlozenych sekvenci nebo
zacatek stahovani informaci o GO termech z databaze Gene Ontology Con-
sorcium.

MESSAGE - jedna se o zpravy tvorici par ve vztahu ke zpravam typu
INFO. Informuji uzivatele zejména o ukonceni procesu nebo o dospéni pro-
cesu do nékterého z klicovych bodi.

WARRING - zpravy informujici uzivatele, ze podminky za kterych je pro-
gram spustén, se stavaji nestandardnimi, ovSsem nikoliv do té miry, aby
vyustily v ukonceni ¢innosti programu. Jednd se hlavné o piipady, kdy
je mozné, ze vysledkem programu bude nestandardni vystup, ktery miize
byt ovsem v nékterych pripadech uzivatelem odivodnitelny.

Rada dalsich zprév, zejména o stavu prohledavani jednotlivych sekvenci,
jsou vypisovany pouze terminalem, a nejsou zapisovany do souboru log.txt,
kde je provadén zapis pouze kritickych informaci klicovych pro béh pro-
gramu. Zpravy tohoto typu vypisuji pouze text zpravy bez oznaceni zpravy.
Jedna se tedy o zpravy nizké dilezitosti.

Do souboru log.txt jsou rovnéz zapisovany informace o parametrech nasta-
venych v okamziku spousténi programu. Pokud nastane situace, ze v misteé,
kde je program spoustén, jiz soubor log.txt existuje, jsou zpravy ze spus-
téného programu pripojeny za jiz existujici obsah souboru. Uzivatel tak
muze kontrolovat historii ptikazii s pomoci kterych s programem v minu-
losti pracoval.
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5 Testovani programu na realnych datech

V této kapitole jsou popsany vysledky testovani programu na realnych datech.
Kapitola je rozdélena na dvé casti. Prvni ¢ast struéné popisuje vstupni data
a druha se zabyva popisem procesu a vystupt poskytnutych programem.

5.1 Popis vstupnich dat

Datovy set obsahoval 1000 sekvenci ve fasta formatu. Nazvy sekvenci byly uve-
deny ve formatu MLOC__xxxxx, kde x predstavuji ¢isla tvotici numericky identi-
fikator sekvence. V datech byly zaneseny nestandardni znaky, pro sekvenci s na-
zvem MLOC_17497. Pro tucely analyzy byl sestaven soubor csv, jako vystupni
soubor programu DESeq2 [Love et al., 2014]. Soubor obsahoval simulované vy-
sledky, RNAseq experimentu s néslednou analyzou diferencialné exprimovanych
genu (viz podkapitola 2.1). Oba vstupni soubory, jsou uloZeny na prilozeném
CD s néazvy ,Test__1000_HV.fa“ a ,DFG_ test.csv.“

5.2 Dokumentace c¢innosti programu

Program byl nejprve spustén s pomoci prikazu:

main —mode create —input Test_run/Test_1000.fa —db__name Test_Bc_ 1000
—db__user filip —email azofromatem@seznam.cz —max__count__hit 20

uzivatel@HP-EliteBook-8570w: ~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog

uzivatel@HP-EliteBook-8570w:~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog$ . /UI_main.pl --mode creaf
e --db_name Test_Bc_1008 --db_user filip --input Test_run/Test_18860_HV.fa --emai
1 azofromatem@seznam.cz --maxhit 20

create
Password:

Database Test_Bc_1888 succesfully created.

Starting download informations from GO database...
i started for sequence id MLOC_61454
started for sequence id MLOC_61455
started for sequence id MLOC_18541
started for sequence id MLOC_13995

started for sequence id MLOC_81131
started for sequence id MLOC_19719
started for sequence id MLOC_40364
started for sequence id MLOC_59273
started for sequence id MLOC_59275
started for sequence id MLOC_58994

Obrazek 10: Zobrazeni ¢innosti programu pti nastaveni ,create”, v terminalu.
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Nejprve byla v rdmci ¢innosti programu vytvorena databaze s pozadovanou
databdzovou strukturou (Obr. 7). Po vytvoreni databaze nasledovala kontrola
vytvorené databaze, zda jeji struktura odpovida pozadavkiim programu. Uzivatel
byl o vysledku informovan vypsanim zpravy v termindlu (Obr. 10).

Po kontrole databazové struktury, nasledovalo zahajeni stahovani informaci
z databaze GO a soucCasné také prohledavani sekvenci obsazenych ve vstup-
nim souboru ,, Test_ 1000 _HV.fa“. Program pribézné informoval o zahdjeni nebo
ukonceni prohledavéni sekvence vypisem zpravy do termindlu (Obr. 10).

U sekvence s ndzvem ,MLOC_17497“ byla nahlaSena chyba, kdy program
vyhodnotil, Ze vkladana sekvence obsahuje neznamy vstupni fetézec (Obr. 10).

Vzhledem ke skutec¢nosti, ze do vstupnich dat byla tato chyba zanesena timyl-
slné, jedna se tedy o spravnou reakci programu na nespravny uzivatelsky vstup.
Nedochazi ovsem k ukonceni ¢innosti, ale pouze k upozornéni, ze tato sekvence
ma nestandardni formu a nebude tedy nadale zpracovana.

V pribéhu béhu programu byl rovnéz proveden experiment s odpojenim in-
ternetového pripojeni. Vysledkem bylo, Zze program na zakladé absence inter-
netového spojeni, vypsal fadu varovnych hlaseni, Ze nelze dokoncit provadéné
procesy, a tedy informace, které mély byt s pomoci téchto procesu ziskany, nelze
vlozit do databéze (Obr. 11). Program opét neukoncil svou ¢innost nestandard-
nim zptsobem, pouze vypsal uzivateli upozornéni vzniklych chyb a pokracoval,
ve své ¢innosti.

Se uzivatel@HP-EliteBook-8570w: ~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog

Searching started for sequence id MLOC_28283

500 Can't connect to www.ebi.ac.uk:80 (Bad hostname)

ERROR: Problem with retrieving result for sequence name MLOC_28326.
500 Can't connect to www.ncbi.nlm.nih.gov:80 (Bad hostname)
Searching started for sequence id MLOC_28326

500 Can't connect to www.ebi.ac.uk:80 (Bad hostname)

ERROR: Problem with retrieving result for sequence name MLOC_28512.
580 Can't connect to www.ncbi.nlm.nih.gov:8@8 (Bad hostname)
Searching started for sequence id MLOC_28512

500 Can't connect to www.ebi.ac.uk:80 (Bad hostname)

ERROR: Problem with retrieving result for sequence name MLOC_2852.
580 Can't connect to www.ncbi.nlm.nih.gov:8@ (Bad hostname)
Searching started for sequence id MLOC_2852

500 Can't connect to www.ebi.ac.uk:80 (Bad hostname)

ERROR: Problem with retrieving result for sequence name MLOC_28898.

Obrézek 11: Zobrazeni ¢innosti programu v nastaveni ,create” v terminalu,
pri vyvolani nestandardnich podminek odpojenim PC od internetového pripo-
jeni.

Pocitac¢ byl po kratké dobé opét ptripojen k internetovému ptipojeni, a ¢innost
programu ve smyslu uspésného prohledavani databédzi a nasledného ukladani vy-
sledkit do databaze byla tspésné obnovena.

Zbyla ¢innost probeéhla jiz bez dalsich problému a program byl nasledné po pro-
hledani vSech sekvenci ukonc¢en standardnim zptusobem. Pro kontrolu dat uloze-
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nych ve vytvorené databazi, byl program nasledné spustén v nastaveni ,,check®.
Vystup programu mél nésledujici tvar:

In database name Test Be is now:

967 records in table SEKVENCE
132783 records in table HITS
44850 records in table term

91746 records in table term2term
4862 records in table IPR__data
1143 records in table GO __parse
9897 records in table GO__analysis
0 records in table Pathway info

In database is 465 sequences with GO records.

V ramci snahy o doplnéni informaci o sekvencich, které nemohly byt do da-
tabaze ulozeny, byl program opétovné spustén, v nastaveni ,update”. Vadna sek-
vence ve vstupnim souboru ,, Test_ 1000__HV.fa“ byla manualné opravena. Pro-
gram byl spustén nasledujicim prikazem:

main —mode update —input Test _run/Test_1000.fa —db__name Test_Bc_ 1000
—db__user filip —email azofromatem@seznam.cz —max__count__hit 20

Program nejprve provedl kontrolu dat ulozenych v databazi. Na zakladé
skutecnosti, ze v databazi bylo ulozeno 997 zaznamiu o sekvencich a o 523 sekvenci
neexistuji zaznamy v tabulce ,,GO__parse“, bylo vyhodnoceno, ze bude provedeno
opétovné vyhledévani pro 523 sekvenci (Obr. 12). Samotny proces byl proveden
bez hlaseni problémi.

.Y

uzivatel@HP-EliteBook-8570w: ~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog
uzivatel@HP-EliteBook-8570w:~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog$ ./UI_main.pl --mode updat
e --db_name Test_Bc_1000 --db_user filip --email azofromatem@seznam.cz --maxhit
20 --input Test_run/Test_1000_HV.fa

update

started for sequence id MLOC_18264
started for sequence id MLOC_10286
started for sequence id MLOC_10351
started for sequence id MLOC_ 18372

Obrézek 12: Zobrazeni ¢asti ¢innosti programu v nastaveni ,,update” v terminalu.

Dle predpokladu doslo k anotaci sekvenci, u ktery nebylo provedeno vy-
hledavani v databazich z vyse uvedenych divodi. Dle o¢ekévani, ovsem nedoslo
k vyraznému ovlivnéni dat v databazi, coz lze prisoudit skutecnosti, ze mezi
vytvorenim databaze a provedenim jeji aktualizace, ubéhl pomérné maly ¢asovy
usek. Skutecnost, ze doslo k anotovani nékterych sekvenci, byla ovérena s pomoci
spusténi programu s nastavenim ,check® (Obr. 13).
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@ S E uzivatel@HP-EliteBook-8570w: ~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog

uzivatel@HP-EliteBook-8570w:~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog$ ./UI_main.pl --mode check
--db_name Test_Bc_1000 --db_user filip
check

Password:

In database name Test_Bc_1000 is now:

1000 records in table SEKVENCE

19692 records in table HITS

44850 records in table term

91746 records in table term2term

5756 records in table IPR_data

1225 records in table GO_parse

11755 records in table GO_analysis

® records in table Pathway_info

In these database is 476 sequences with GO records.
uzivatel@HP-EliteBook-8570w:~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog$ I

Obrézek 13: Zobrazeni ¢innosti programu v termindlu pti nastaveni ,check".

U vytvorené databaze obsahujici idaje a sekvencich poskytnutych ve vstup-
nim FASTA souboru, byla nasledné provedena analyza diferencialné exprimova-
nych genti s pomoci vstupniho souboru ve formétu csv, ktery obsahoval informace
relevantni pro analyticky proces. Rovnéz bylo provedeno nastaveni volitelného
parametru ,log2f cut* na hodnotu 1.5.

V priibéhu procesu analyzy realnych dat nebyly zaznamenany zadné chyby
a vysledky pro up-regulované a down-regulované geny byly zaznamenany do vy-
stupnich souborti ,,out down_genes.txt“ a ,out up genes.txt*, které jsou k na-
hlédnuti ulozeny na CD. Uspésnost procesu, byla uzivateli ozndmena prostied-
nictvim textové zpravy v terminalu (Obr. 14).

@ S @ uzivatel@HP-EliteBook-8570w: ~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog

uzivatel@HP-EliteBook-8570w:~/Plocha/Bc_Inf/Temp_progs$ ./UI_main.pl --mode analy
sis --db_name Test_Bc_1000 --db_user filip --input Test_run/test_DFE.csv --log2f
_cut 1.5

analysis
Password:

INFO: Procedure insert informations about DEG into database has been started.

1000 lines is processed.

Operation insert DFG for 1000 records was succesfully.
Analysis for DEG successfull.
uzivatel@HP-EliteBook-8570w:~/Plocha/Bc_Inf/Temp_progs I

Obréazek 14: Zobrazeni ¢innosti programu v termindlu, pti nastaveni ,analysis®.

Pro ptipadnou praci s databazi ve formé textovych souborti, byl proveden
zkusebni export dat, jehoz nasledkem bylo vytvoreni nékolika soubort s nazvy
HZHITS export.txt® s 19 692 zaznamy, ,IPR_data_export.txt“ s 5 756 zaznamy,
»,GO__parse.txt® obsahujici 1 225 zaznamiti a tabulka ,,GO_ analysis.txt* obsa-
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hujici v sobé 11 755 zdznamtl. Zaroven s vytvorenim uvedenych soubori, byly
do terminalu vypsany informace o poctu exportovanych zaznami u prislusnych

tabulek (Obr. 15).

r-

uzivatel@HP-EliteBook-8570w: ~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog

uzivatel@HP-EliteBook-8570w:~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog$ ./UI_main.pl --mode expor
t --db_name Test_Bc_10808 --db_user filip
export

Password:

For table with name HITS was export 19692 records.

For table with name IPR_data was export 5756 records.

For table with name GO_parse was export 1225 records.

For table with name GO_analysis was expert 11755 records.
uzivatel@HP-EliteBook-8570w:~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog$ I

Obrézek 15: Zobrazeni ¢innosti programu v terminélu pti nastaveni ,export*.

Jako posledni tkon bylo v rdmci testovani programu provrdeno vymazani
vytvorené databdze. V pribéhu procesu bylo vyzadovano potvrzeni procesu vy-
mazani. Tato pojistka byla do programu zarazena predevsim z divodu, ze vyma-
zani databaze je nevratny krok, pti kterém jsou vsechna data ziskana programem
ztracena (Obr. 16). Databédze byla tispésné vymazana a proces testovani pro-
gramu na realnych datech byl timto ukoncen.

() uzivatel@HP-EliteBook-8570w: ~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog

uzivatel@HP-EliteBook-8570w:~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog$ ./UI_main.pl --mode delet
e --db_name Test_Bc_1000 --db_user filip --input Test_run/Test_1800_HV.fa --emai
1 azofromatem@seznam.cz --maxhit 20

delete
Password:

Are you alredy sure to delete database. Yes/No
y
Database name Test_Bc_1000 is succesfully deleted.

uzivatel@HP-EliteBook-8570w:~/Plocha/Bc_Inf/Temp_prog$ I

Obréazek 16: Zobrazeni ¢innosti programu pri nastaveni , delete®.
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Zavér

Vysledkem této prace je program uréeny pro analyzu diferencialné exprimova-
nych gentt pomoci GO analyzy zahrnujici relativni porovnani obsahu GO termu
u diferencialné exprimovanych genti a celého zkoumaného souboru genii. Program
jako soucast své cinnosti vytvari databazi MySQL a je primarné urc¢en pro osobni
pocitace a servery s operacnim systémem Linux distribuce Ubuntu.

Primarnim vystupem programu je tabulka poskytujici uzivateli ptrehled
vlastnosti a procest, které byly u zkoumaného organismu ovlinény prostirednic-
tvim diferencidlné exprimovanych genti na zakladé informaci ulozenych v pro-
gramem vytvorené databazi. Program rovnéz poskytuje moznost aktualizovat
vytvorenou databézi nebo ji vymazat. Na zakladé systému zprav poskytovanych
ve formé vypisu do termindlu a v souboru log.txt rovnéz umoznuje uzivateli
monitorovani své ¢innosti v redlném case.

Pti testovani bylo zjisténo, ze je program schopen efektivné reagovat na ne-
spravné uzivatelské vstupy a poskytuje uzivateli nékolik moznosti, jak pracovat
s programem vytvorenou databdzi. Vytvoreny program miize najit uplatnéni pre-
devsim v rozsahlych bioinformatickych analyzach zamérenych na diferencialni
analyzu transkriptomu, pri kterych se pracuje s velkymi soubory dat z hlediska
poctu pozorovanych genii.
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Conclusions

The result of this paper is a program designed for the analysis GO terms of
differentially expressed genes. This analysis provides a comparing the relative
content of GO terms for differentially expressed genes and studied the entire set
of genes. Program as part of their activity creates the MySQL database and is
primarily designed for personal computers and servers with the operating system
Linux distribution Ubuntu.

The primary outcome of the program is a table providing overview of prop-
erties and process of investigating organism which were affected through the
differentially expressed gene based on the information stored in the database.
The program also provides the ability to update the database creation or delete
it. On the basis of reports provided in the form of a statement to the terminal
and in the log.txt file and allows the user to monitor their activity in real time.

In testing it was discovered that the program is able to respond effectively
to incorrect user input and provides the user with several options of how to
work with database creation program. The created program may find applica-
tion in large-scale bioinformatics analyzes focused on the differential analysis of
transcriptome, at which works with large set of number of observed gene.
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A Obsah prilozeného CD/DVD

bin/
Adresar obsahujici zdrojové kédy programu a jeho moduli, jmenovité v sou-
borech ,main.pl®, ,datab.pm®, .ipr scan.pm® a ,blast.pm®

doc/
Text bakalaiské prace ve formatu PDF, vytvoreny s pouzitim zavazného
stylu KI PiF UP v Olomouci pro zavereéné prace, véetné vsech ptiloh.

data/
Adresar obsahujici testovaci set dat vyuzity pro testovani programu vytvo-
reného v ramci bakalarské prace. Jedna se o soubory , Test 1000.fa“ ob-
sahujici vstupni sekvence genti ve formatu fasta a soubor ,test DFE.csv*
obsahujici daje o diferencialni expresi genti ziskané s pomoci programu
DESeq2. V adresafi jsou rovnéz obsazeny soubory vytvorené v prubéhu
testovani programu na realnych datech. Jsou zde soubory obsahujici vy-
stup z programu pro up-regulované (soubor ,out_up_ genes.txt“) a down-
regulované (soubor ,out_down_ genes.txt“) geny.
Déle jsou zde obsazeny soubory vzniklé exportovanim databazovych tabu-
lek. Jedna se o soubory s nazvy ,,HITS export.txt“, ,GO_parse export.txt,
,GO__analysis_export.txt“ a ,IPR_data_export.txt*.

readme. txt
Popis instrukei pro instalaci programu na pocitac¢ s linuxovym operacnim
systémem a programem vyzadovanych modulta a aplikaci.
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B Detailni popis databazovych tabulek

Priloha obsahuje detailni popis databazovych tabulek vytvarenych a napliova-
nych daty v ramci ¢innosti programu. Struktura databaze vytvarené programem
je prehledné zobrazena v obrazku 6.

Tabulka 6: Detailni popis databazové tabulky HITS.

Nazev sloupce Format hodnoty Vyznam sloupce

name_sequence  char(100) jméno sekvence

nazev_ hitu char(100) nazev hitu nalezeného blastovanim

AC_number char(20) identifikator hitu nalezeného blastova-
nim v prohledavané databazi

Hit_length double délka nalezeného hitu

Bit_ score integer hodnota Bit score z vysledkti prohleda-
vani sekvence pomoci blastovani

Score integer hodnota score z vysledkii prohledavani
sekvence pomoci blastovani

E_value double hodnota e-value z vysledkti prohleda-
vani sekvence pomoci blastovani

Query_ from integer srovnavana oblast prohleddvand sek-
vence - pocatecni nukleotid/aminoky-
selina

Query_to integer srovnavana oblast prohleddvand sek-
vence - posledni nukleotid /aminokyse-
lina

Identity integer identita prohledavané sekvence a hitu

Positive integer pocet aminokyselin/nukleotidi hodno-

cenych jako srovnatelné mezi hitem
a prohledavanou sekvenci
Align_length integer délka srovnavaného tseku prohleda-
vané sekvence reprezentovana poctem
aminokyselin/nukleotid

Tabulka 7: Detailni popis databazové tabulky SEKVENCE.

Nazev sloupce Format hodnoty Vyznam sloupce

name char(100) jméno prohleddvané sekvence

length integer délka prohleddvané sekvence (pocet
nukleotidii/pocet aminokyselin)

obsah varchar(15000) prohledavana sekvence
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Tabulka 8: Detailni popis databazové tabulky GO_analysis.

Nazev sloupce
name
id term

level

Tabulka
Nazev sloupce
Seq_id
Library
Score
Evalue
Sig name
Sig desc

Sig acc

Entry_ type

Entry name

Entry desc

Entry ac

Format hodnoty
char(100)
integer

integer

Vyznam sloupce

jméno sekvence

identifikitor GO termu (tabulka term
sloupec id)

uroven GO termu ve struktute grafu
GO termu

9: Detailni popis databazové tabulky IPR, data.

Format hodnoty
char(100)

char(50)

double

double

char(100)
char(255)
char(255)

char(255)

char(255)

char(255)

char(50)
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Vyznam sloupce

jméno sekvence

jméno subdatabaze z databaze IPR
hodnota score z vysledkl prohledavani
sekvence pomoci ipr scanu

hodnota e-value z vysledkti prohleda-
vani sekvence pomoci ipr scanu

jméno popisujici vysledek ziskany pro-
gramem [PR scan

slovni popis zaznamu ziskaného progra-
mem [PR scan

jednozna¢ni identifikdator zaznamu
v ramci subdatabaze IPR

typ zaznamu spojeného s vysledkem
z programu IPR scan (vice specificky
identifikdtor nez u zaznamu popisova-
ného tabulkami Sig name, Sig desc,
Sig_acc)

jméno zaznamu spojeného s vysledkem
z programu IPR scan (vice specificky
identifikdtor nez u zaznamu popisova-
ného tabulkami Sig name, Sig desc,
Sig_acc)

slovni popis zdznamu spojeného s vy-
sledkem z programu IPR scan (vice
specificky identifikator nez u zaznamu
popisovaného tabulkami Sig name,
Sig_desc, Sig_acc)

jednoznacny identifikator zaznamu
spojen¢ho s vysledkem 2z programu
IPR scan (vice specificky identifikator
nez u zaznamu popisovaného tabul-
kami Sig_name, Sig_desc, Sig_acc)



Tabulka 10: Detailni popis databazové tabulky GO _ parse.

Nazev sloupce Format hodnoty

name char(100)
AC_number char(20)
GO number char(255)

Vyznam sloupce

jméno sekvence

identifikator hitu ziskaného blastova-
nim

jméno GO termu (tabulka term sloupec
name)

Tabulka 11: Detailni popis databazové tabulky GO_ results.

Nazev sloupce Format hodnoty

name char(100)
id_term integer
log2fold double
transcriptome_loc  integer
DFG_loc integer

Vyznam sloupce

jméno sekvence

identifikator GO termu (tabulka
term sloupec id)

¢iselny udaj vyjadiujici diferencialni
expresi genu (kladnd hodnota pro
up-regulované geny, zaporna hod-
nota pro down-regulované geny)
hodnota jedna pokud je zaznam vy-
uzit v prubéhu analyzy pro cely sou-
bor dat

hodnota jedna pokud je zadznam vy-
uzit v prubéhu analyzy pro diferen-
cialné exprimované geny

Tabulka 12: Detailni popis databazové tabulky DFE_ genes.

Nazev sloupce Format hodnoty

name char(100)
baseMean double
log2FoldChange  double
pvalue double
padj double

Vyznam sloupce

jméno sekvence

hodnota baseMean pro sekvenci z pro-
gramu DESeq2

hodnota log2FoldChange pro sekvenci
z programu DESeq2

hodnota pvalue pro sekvenci z pro-
gramu DESeq?2

hodnota padj pro sekvenci z programu
DESeq2

Tabulka 13: Detailni popis databazové tabulky Pathway info.

Nazev sloupce Format hodnoty

name char(100)
db char(15)
id char(25)
name_pathway  char(255)
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Vyznam sloupce

jméno sekvence

jméno subdatabaze z databaze IPR
identifikdtor metabolické drahy
jméno metabolické drahy



Tabulka 14: Detailni popis databazové tabulky term.

Nazev sloupce Format hodnoty

id integer
level integer
skupina char(3)
name char(255)
term_ type char(55)
acc char(255)
is obs integer
is_ root integer

is relat integer

Vyznam sloupce
identifikator GO termu (vyuzito v ta-
bulce term2term ve sloupcich term1_ id

a term2_id)
uroven GO termu v ramci struktury
grafu

identifikator podgrafu, do kterého GO
term prislusi (0 je ekvivalentni ,,Unk-
now"; 1 je ,,Cellular Component*; 2 je
,2Molecular Function®; 3 je ,Biological
Process")

slovni popis GO termu

typ GO termu z pohledu databaze GO
identifikator GO termu ve forméatu
GO:xxxxXXX

hodnota 1 pokud je term v aktudlni
strukture grafu GO termi jiz nepouzi-
van jinak 0

hodnota 1 pokud je GO term nejvyssim
vrcholem ve strukture grafu GO term
hodnota 1 pokud je GO term ve
vztahu s jinym GO termem v tabulce
term2term

Tabulka 15: Detailni popis databazové tabulky term2term.

Nazev sloupce

id integer
relationship_ type id integer
terml1_id integer
term?2 id integer
complete integer

Format hodnoty
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Vyznam sloupce
identifikator zaznamu v tabulce
druh  vztahu  mezi
a term?2 id z databaze GO
identifikdtor  rodi¢ovského

sloupec id)

term1 id

uzlu
v grafové struktufe (tabulka term

identifikator uzlu potomka v grafové
struktufe (tabulka term sloupec id)
hodnota udavajici zda je zaznam
v tabulce kompletni (idaj za GO da-
tabéaze)
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