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Piehled nejdulezitéjsich pojmii

Pro tucely pochopeni dalsich kapitol by bylo vhodné si shrnout a kratce po-
psat nékteré casto pouzivané vyrazy ¢i pojmy. Jejich blizsi popis nésleduje
v kapitole ¢. 2.

nukleotid zdkladni stavebni jednotka DNA (popt. RNA) — jednotlivé nukle-
otidy v DNA jsou: adenin, thymin, cytozin a guanin. RNA navic obsahuje
uracil.

DINA deoxyribonukleova kyselina — nukleova kyselina nesouci genetickou
strukturu bunééného organizmu. Molekula DNA je tvofena dvéma spo-
jenymi vlakny, ktera jsou stocena do Sroubovice.

ssDINA jednovlaknova DNA — jedno z vldken DNA molekuly, které bylo
oddéleno napt. denaturaci

RNA ribonukleova kyselina — molekularni struktura, ktera slouzi k prepisu
¢asti DNA na bilkovinu. Jeji struktura je velmi podobnd DNA, obsahuje
vsak néekteré odlisné nukleotidy.

PCR polymerazova fetézova reakce — metoda, pti které dochézi k replikaci
molekul DNA

polymeraza pomocny enzym pouzivany pii PCR, na jednoduché vladkna
DNA vaze komplementarni nukleotidy

amplikon produkt PCR - replikovany tisek DNA
mikrosatelit jednoducha sekvence opakujicich se nukleotidt

gen zakladni jednotka dédi¢nosti nebo také tisek DNA nesouci dédi¢nou in-
formaci

alela forma genu — od jiné formy stejného genu se mize lisit napf. poctem
opakovani kratké sekvence nukleotidu (repetici)

pocet repetic pocet opakovani sekvence nukleotidid v mikrosatelitu

elektroforéza proces, ktery vizualizuje délkové zastoupeni molekul DNA ve
vzorku

baze viz nukleotid



bazova dvojice dvojice komplementarnich nukleotidti spojend vodikovym
miistkem

bp zkr. base pair — délkova jednotka DNA, kterda urcuje pocet bazovych
dvojic

chromozém - organizovana struktura DNA a bilkovin obsazena v bunéc-
ném jadre

lokus pozice na chromozému

vodikovy mustek slaba molekularni vazba mezi nukleotidy, ktera byva za
nékterych okolnosti timyslné prerusena — napt. pfi replikaci DNA

molekularni marker molekularni struktura oznacujici misto v DNA
duplex propojena dvojice komplementarnich vlaken

oligonukleotid kratké vlakno DNA zpravidla o délce nékolika jednotek az
desitek nukleotidii

primer oligonukleotid pouzivany k zapoceti reakce pti PCR

vlasenkovani nezadouci jev béhem PCR, kdy se ¢ast primeru spoji sama
se sebou

hybridizace nezadouci jev, pti kterém se vzajemné spoji dva primery

multiplex sada skupin vzajemné kompatibilnich mikrosatelitl, kde pocet
skupin odpovidé poctu elektroforéznich kanalt



1 UVOD

1 Uvod

Genotypizace je metoda identifikace druhu nebo jedince pomoci DNA sek-
venci. Pouziva se v bézném lékarstvi a experimentalni biologii, nebo také
byvéa hojné vyuzivana v soudnim lékatfstvi napf. pfi sporech o rodicovstvi,
identifikaci podezrelého, nebo pii hledani ptibuznych obéti katastrof. Posled-
nim detek¢énim krokem genotypizace je elektroforéza, béhem niz zkoumame
genetické otisky subjektdi na specidlnim gelu. Jednotlivé otisky jsou vyjad-
feny délkami alel vybranych mikrosateliti.

Vymezeni cilu

Forenzni laboratoie maji obrovsky detekéni potencidl — mohou napt. urcit
barvu oc¢i pachatele trestného ¢inu, od néhoz maji k dispozici pouze malé
mnozstvi genetického materidlu (zbytky slin, krev, vlas...). Takové testy se
doposud provadély jen ve vyjimecnych piipadech kvili vysokym nakladim.
Velkou ¢ast nakladi tvori nakup elektroforézniho gelu, na kterém se provadi
urcovani délek alel mikrosatelitii.

Tato prace si klade za cil navrh a implementaci sady originalnich ma-
tematickych metod zalozenych na nejnovéjsich poznatcich molekularni bio-
logie a bioinformatiky, které jsou schopny rozdélit zvolené mikrosatelity do
skupin, ve kterych se délky jejich alel nebudou prekryvat. V ramci téchto
skupin musi byt zaroven zajisténa vzajemna chemicka kompatibilita primert
vazanych k mikrosatelitiim, aby nedochéazelo k jejich hybridizaci. Zkombi-
novanim vice mikrosatelitii do spolec¢né skupiny umoznime jejich soucasnou
amplifikaci metodou PCR. Zaroven muzeme provadét pro kazdou skupinu
detekci na elektroforéznim gelu ve spolecném kanélu, aniz bychom omezili
detekéni schopnosti. Tim navysime celkovou propustnost a efektivitu genoty-
pizace, urychlime amplifikaci a omezime spotiebu materidlu. Realné zkraceni
detekéni doby vyznamnym zptisobem pfispiva napi. ke véasnému odhaleni
pandemického Sifeni nebezpec¢nych virt.

Nalezené metody jsou implementovany v nové vytvorené desktopové apli-
kaci MultiPCR. Diraz je kladen na presnost vypoctu, podporu standardnich
formati, rychlost, nezavislost na platformé a v neposledni fadé i na piehledné
grafické rozhrani. Nasazeni aplikace se predpoklada v genetickych laborato-
fich forenznich expertii, kde bude slouzit jako nastroj pro efektivni snizovani
nakladi a zkracovani detekéni doby mikrosatelitt. Vyuziti vsak mutze nalézt
i u narodnich referen¢nich laboratoii pfi SZU, na Slovensku pak Statné zdra-
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votné ustavy. Aplikace je v provozu v Laboratori experimentalni mediciny
pii Détské klinice LF UP a FN Olomouc.

MultiPCR disponuje metodami urcovani kompatibility primert na za-
kladé vypoctu sil jejich intramolekularnich vazeb. Oproti konkuren¢énim pro-
gramum (Primer3 [12], Autodimer [5], FastPCR [13]) navic také umoznuje,
diky unikatni metodé testovani délkové kompatibility a heuristickému pro-
hledavani stavového prostoru, sestavovat celé multiplexy z kompatibilnich
mikrosateliti. Autofi Autodimeru tuto schopnost zamérné neimplementovali
kvili prilis vysoké casové slozitosti vypoctu, jde totiz o NP-tézky problém:
,Due to relatively computationally intensive nature of the algorithm we de-
cided not employ the screening algorithm upstream in the primer selection
process.[5]“ Jak si pozdéji ukazeme, Casovou slozitost se ndm povedlo dostat
do prijatelnych mezi diky pokrocilym optimalizacim.

Hlavni cilovou skupinu této prace tvori potencialni uzivatelé MultiPCR,
napf. molekularni genetici, experti ve forenzni genetice, virologové a podobné.
Tito uzivatelé se zde seznami s vypocetnim pozadim aplikace, aby mohli vy-
sledky spravné interpretovat v ramci svého vyzkumu. Do druhé cilové sku-
piny spadaji bioinformatici, ktefi se podileji na vyvoji obdobnych biologicky
zamétfenych aplikaci.

Na praci je mozno nahlizet ze dvou pohledi — z biologického a z infor-
matického. Snaha propojit tyto dvé znacné metodologicky odlisné oblasti
neustale narazi na bariéry v podob€ nesourodého jazyka obou stran. Vzhle-
dem k multioborovému prifezu tématem by tyto bariéry mohly byt alespon
¢astecné naruseny. Bioinformatika je pomérné mladym oborem postradaji-
cim dostatecné mnozstvi multioborovych pracovniki. Nezbyva nez doufat,
Ze tato prace kromé svého hlavniho tcelu také pritahne pozornost dalsich
studenti, ktefi svymi schopnostmi pfispéji k dalsimu rozvoji bioinformatiky.

Struktura prace

V tvodu prace je ¢tenar nejprve seznamen se struénymi zaklady molekularni
genetiky (kap. 2). Déle pak nésleduje matematické vyjadieni kompatibilit
primeri (kap. 3 a 4). Kapitola 5 je vénovana programové implementaci Mul-
tiPCR a zhodnoceni ¢asové-prostorové slozitosti. V kapitole 6 jsou uvedeny
provedené testy na skutecnych datech a jejich srovnani s predpoklady. Pti-
lohy obsahuji dodatecné vysledky testti a kusy programového kodu, které
nebylo pro jejich rozsah umistit do textu. Soucasti priloh je také DVD, na
kterém nalezneme aplikaci MultiPCR ve spustitelné verzi.
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2 Zakladni pojmy z molekularni genetiky

V této kapitole se podrobnéji dozvime, jak funguji nékteré biologické procesy.
Popiseme si DNA jeji strukturu a zpisoby replikace. Vysvétlime si, co to
jsou mikrosatelity a jaky maji vztah k této praci. Dozvime se také o procesu
zvaném genotypizace a vysvétlime si, jak by sla zvysit jeji propustnost pomoci
multiplexovani. Pokud ¢tenari tato kapitola nestaci pro pochopeni zakladnich
principii, miize si znalosti prohloubit v [1].

2.1 DNA — kyselina z jadra bun¢k

DNA je nukleova kyselina obsahujici genetické informace o vyvoji, stavbé
a funkci zivého organizmu. Nukleova proto, ze ji mizeme nalézt predevsim
v bunééném jadre. Jejim hlavnim tcelem je dlouhodobé a bezpecné uchova-
vani informaci o daném zivoc¢ichu, popfipadé viru. Hlavni kostru molekuly
tvori dvé polymerové zékladny (viz obr. 1) s navazanou sekvenci mensich mo-
lekul — zvanych nukleotidy, které jsou nositeli genetické informace [14, 15].
Rozlisujeme ¢tyti rizné nukleotidy: Adenin [A]!, Cytozin [C], Thymin [T],
Guanin [G].

Vzhledem ke zdvojené strukture DNA museji byt zdvojeny i nukleotidy.
Na jednom misté DNA se nachazeji vzdy dva nukleotidy spojené tzv. vo-
dikovym miistkem. Rikdme, Ze jsou k sobé komplementarni. K adeninu se
vaze pouze thymin: A = T, k cytozinu se vaze pouze guanin: C' = G — viz
orientacni obr. 2. Adenin je s thyminem spojen dvojitou vodikovou vazbou,
zatimco cytozin s guaninem vazbou trojitou. Trojita vodikova vazba je pev-
néjsi, vyzaduje tak vyssi teploty na jeji pferuseni. Komplementarita spolu se
zdvojenou povahou DNA zajistuje vysokou odolnost proti poskozeni infor-
mace. Chybéjici nukleotid mtize byt automaticky nahrazen samoopravnymi
mechanizmy na zakladé znalosti jeho komplementu. Nukleotidy délime do
dvou skupin. Purinové baze jsou A, T a pyrimidinové baze jsou C, G.

Abychom rozlisili jednotlivé konce DNA vldken v zapisech, oznacujeme
je symboly 3’ a 5’ (¢teme tfi-konec a pét-konec). V1dkna jsou vii¢i sobé ori-
entovana antiparalelné, takze zac¢iné-li jedno 5’, pak na stejném misté druhé
zacina 3’ takto:

5’ -GATATGC- 3’

LT
3’ -CTATACG- 5’

LPii zapisech DNA sekvence pouzivame vzdy prvni pismeno z ndzvu daného nukleotidu.

7
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I
Cytozin << Guanin
Adenin qq Thymin

Obrazek 2: Vazby
Obrazek 1: Zjednoduseny model DNA molekuly. nukleotid.

Vod |’kvy mustek

Gen

Vyssi logickou strukturu DNA tvofi geny. Gen je posloupnost nukleotidt se
specialnim vyznamem. Na zakladé genové informace jsou nepiimo produko-
vany bilkoviny. Nepfimo proto, ze se geny podileji na tvorbé RNA, ktera
Fidi syntézu bilkovin. Geny zasadnim zptisobem ovliviiuji vlastnosti jedince
(barvu odi, fyzické dispozice) a jsou prenéseny i na potomky. Struktura genu
se déli na dvé oblasti — kddujici a nekddujici. Kédujici oblasti urcuji, co dany
gen ovliviiuje, zatimco nekédujici oblasti urcuji, kdy je aktivovan [16, 17]. Vy-
znam nékterych nekédujicich oblasti ovsem nebyl doposud prokazan. Muze
se jednat bud o jakousi vypli kédu pro zajisténi jeho bezpecnosti, nebo po-
zustatek predchoziho vyvoje.

Alela

Jeden gen muze mit vice forem. Tyto formy nazyvame alely. Abychom mohli
alely mezi sebou vzajemné porovnavat, musime brat v potaz jejich umisténi
na lokusu. Jednotlivé formy genu se od sebe lisi délkou repetic. Repetice
je nékolikanasobné opakovani kratké posloupnosti nukleotidii, nachazime ji
v mikrosatelitech (viz nize) [18, 19].



2 ZAKLADNI POJMY Z MOLEKULARNI GENETIKY

2.2 Elektroforéza

Elektroforéza je soubor analytickych metod slouzicich k separaci latek s odlis-
nou pohyblivosti ve stejnosmérném elektromagnetickém poli. V molekulérni
biologii a genetice vyuzivame elektroforézu k rozdéleni DNA fragmenti podle
jejich délky. Delsi fragmenty maji vétsi hmotnost, mensi pohyblivost a proto
putuji pomaleji. Pohyb probihd od zéporné elektrody ke kladné, nebot je
polymerova zakladna DNA nabita zaporné.

Vzorky umistujeme do specialniho gelu, jehoZz volba zéavisi na druhu zkou-
manych vzorki. Pro separaci DNA se nejcastéji pouziva tzv. agarosovy gel.
Délku ptlisobeni elektromagnetického pole a koncentraci gelu urcujeme podle
délky nejdelsich fragmentii ve zkoumané smési. Délka fragmenttt byva pre-
dem omezena pomoci restrikénich enzymu. Tyto enzymy prerusi DNA v urce-
ném misté. Velikost elektrického napéti nam ovliviiuje rozlisovaci schopnost
experimentu. Vyssi napéti snizuje rozlisovaci schopnost, ale zkracuje délku
experimentu [20, 21].

Barviva

Agarosovy gel je ¢iry a vzorek byva také ¢iry. Aby byl vysledek pokusu patrny
lidskym okem, je tfeba vzorek néjakym vhodnym zptisobem obarvit. Nejcas-
téji pouzivanou barvou byva ethidium bromid. Toto karcinogenni barvivo fi-
alové fluoreskuje pod UV zarenim. Pridame-li barvivo na gel pred zapocetim
pokusu, miizeme sledovat postupny vyvoj. AvSak pritomnost tohoto barviva
negativné ovliviiuje pfesnost experimentu. U vzorki, kde znadme ptibliznou
velikost DNA fragmentii (a tedy i pfibliznou dobu ptsobeni elektromagne-
tického pole) byva vyhodnéjsi aplikovat barvivo az v zavéru pokusu [26, 27].

2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity, nebo také STR’s (Short Tandem Repeats) jsou kratké useky
nachézejici se v DNA, které jsou slozené z opakujiciho se motivu nukleotid.
Délka opakujicich se tisekii byva 2—4 bazové dvojice, avSak mtze byt i vétsi.
Tyto tseky se vétsinou opakuji 10 az 100x. V molekuldrni mikrobiologii jsou
vyuzivany jako markery. Existence konkrétni alely na urcitém misté genomu
jedince mize naznacovat pritomnost specifické choroby. Mikrosatelity jsou
obvykle oznacovany alfanumerickymi kédy jako napt. ,D8S1179%. Mikrosa-
telit s opakovanym motivem AC a délkou repetice 8 zapiSeme (AC)s.
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Druhy mikrosatelita

e Uplné — Opakujici se sekvence neni nijak narusena.

Napt.: ACACACACACAC

e Netplné — Opakujici se motiv je prerusen jednou bazi.

Napri.: ACACATACACAC

e Slozené — Jsou tvoreny dvéma a vice po sobé jdoucimi mikrosatelity
s riznymi bazovymi motivy.

Napi.: ATCATCACACACACCTCTCTCTCTCT

Mikrosatelity mohou byt amplifikovany (namnoZeny) metodou zvanou poly-
merazova fetézova reakce (zkr. PCR). K jejich amplifikaci je zapotiebi dvojice
primert, tzv. levy a pravy primer. Levy primer se vaze na 3’ konec mikrosa-
telitu, pravy primer na jeho 5’ konec. Aby bylo mozné urcit identitu jedince
pomoci nékteré z metod genotypizace, potiebujeme mit k dispozici dosta-
tecné mnozstvi jeho genetického materidlu (resp. vybranych tseki DNA).
Ne vzdy soudni 1ékaii obdrzi vzorek, ktery by zcela kvantitativné vyhovoval
(napt. vlas, zbytky kize apod.) a pravé proto je provadéna PCR. Touto re-
akci jsou pak schopni i z nékolika mélo molekul DNA namnozit pozadované
mnozstvi. Navic neprobiha mnozeni molekul v celé jejich délce, replikuji se
pouze vybrané tseky o kterych je znamo, ze svou specificitou mohou jednot-
livé jedince od sebe odlisit.

Jednou z dilezitych informaci o mikrosatelitu je jeho délka. Délku urcime
souc¢inem délky opakovaného motivu a poctu opakovani. Napr. mikrosatelit
(AGC)a4 bude mit délku 3 x 24 = 72bp. V praxi bude délka amplikonu
(namnozeného mikrosatelitu) o néco vétsi, jelikoz levy a pravy primer na-
vazujeme na usek k mikrosatelitu prilehly, ne vSak vzdy pfimo sousedici.
Skutecnou délku nam prozradi elektroforéza.

Vektor délek vybranych mikrosatelitti z genomu identifikuje jedince. Zjed-
nodusené feceno - ¢im vice jsou si dva vektory podobné, tim blize jsou dvé
osoby v piibuzenském vztahu. Cim vétsi mame pocet vybranych mikrosa-
telitl, tim presnéjsi rozlisime dva jedince od sebe. Vétsi vektory znamenaji
vice provedenych testl a tudiz vyssi naklady.

10
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2.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je metoda pro rychlé mnozeni stejného tiseku
DNA. Duplikovani probiha ve tfech fazich, které se periodicky opakuji. Tato
metoda vyuziva pfedem pfipravené primery (viz nize). Maximélni délka du-
plikovaného tseku je priblizné 10000 nukleotid. Mnozstvi duplikovaného
DNA roste exponencialné s poc¢tem provedenych cykli. Metodu lze uplatnit
i na velmi malé vzorky obsahujici pouze nékolik molekul DNA [28, 29].

Primer

Primer je kratky, jednoduchy oligonukleotid, ktery slouzi jako pocatecni
misto replikace DNA. Tento fetézec musi byt komplementarni k mistu, kde
chceme replikaci zapocit. Pouziti primeri je pfi replikovani vyzadovano, je-
likoZ enzymy véazajici nukleotidy (tzv. polymeraza) jsou schopny ptidat nové
nukleotidy pouze k jiz existujicimu tiseku DNA. V dnesni dobé byva pomérné
snadné ziskat libovolny primer. Pokud si nevybereme z trzni nabidky, mi-
Zeme si nechat primer vyrobit na zakazku ve specializovanych laboratorich
(24, 25].

Jednotlivé faze PCR

1. Denaturace — Po dobu 20-30 sekund ptisobime na DNA teplotou 94-
98 ° C. Piisobenim tepla dojde k rozpadu vodikovych mistkid dvousrou-
bovice. Vznikaji ndm tak dvé jednoducha vlakna DNA. Viz obr. 3 a—d.

2. Nasednuti primert (annealing) — Teplotu snizime na 50-65°C podle
pouzitych primert. Spravné navrzeny primer by mél obsahovat vyva-
zeny pomér A =T a C' = G part, byt dlouhy cca 18-24 part a nevy-
tvaret sekundarni struktury. Sekundarni struktura vznikne napt. tim,
Ze Spatné navrzeny primer obsahuje vzajemné inverzni ¢asti, které se
k sobé navazou.

Obvykla teplota pri nasedani primert byva 3—-5° C pod jejich teplotou
tani (Tm). Pfi této teploté se za¢nou primery obsazené ve smési vazat
na DNA vlakna, tzv. nasedat. Vznikaji tak pomérné pevné vazby, které
umozni v dalsi fazi volnym nukleotidiim pomoci polymerazy pokracovat
v rekonstrukci komplementarniho vlakna.

3. Prodluzovaci faze — Teplota zavisi na pouzité polymeraze. Na primery
se postupné zacinaji vazat jednotlivé nukleotidy. Navazovani pokra-

11
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c) d)

Obrazek 3: Postupna denaturace DNA v disledku ptisobeni vysokych teplot.

cuje tak dlouho, dokud neni opét zrekonstruovana ptivodni dvousrou-
bovice, nebo neni-li vyc¢erpana polymeraza a nebo dokud neza¢neme
opét denaturovat. Dotvofi se nam tak chybéjici komplementarni c¢ast
vladkna. Vysledkem je dvojnasobny pocet fetézci DNA nez byl v pred-
chozim cyklu.

2.5 Multiplex PCR

Existuje fada variant PCR. Nés bude pro ucely této prace zajimat varianta
oznacovana jako Multiplex-PCR: Namisto jednoho mikrosatelitu jich mno-
Zime vice naraz. Tim docilime celkové vyssi propustnosti PCR a zaroven
urychlime proces genotypizace, ktery je na PCR zavisly. S kazdym novym
mikrosatelitem ve smési nam ale pribyvaji dva nové primery. Tyto primery
mohou za uréitych okolnosti spolu reagovat — nasedat vzajemné na sebe (hyb-
ridizovat), popfipadé vlasenkovat. Dalsi problém nastava pii elektroforéze,
ktera neni schopna odlisit dva rizné mikrosatelity identické délky. Vsechny
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2 ZAKLADNI POJMY Z MOLEKULARNI GENETIKY

tyto problémy je tfeba eliminovat diikladnou pripravou pred zapocetim ex-
perimentu a to tim, Ze do jedné sady testovanych subjekti vybirame pouze
kompatibilni multiplexy. Optimaliza¢ni algoritmus pro vybér vhodné sady
nalezneme v kapitole 3.

2.6 Genotypizace

Souhrn genetickych znakt daného jedince nazyvame genotyp. Metody a pro-
cesy, které vedou k urceni genotypu nazyvame genotypizace. Genotypizaci
pouzivame v experimentalni biologii i v soudnim lékarstvi. Genotypizac¢ni
metody jsou schopny na zakladé porovnavani genetickych vzorki urcit napf.
druh zivocicha, pfipadné rozhodnout vzajemnou piibuznost srovnavanych
jedinct (napi. pii sporech o matefstvi/otcovstvi). Mezi prostiedky uréovani
genotypu patii elektroforézni zkoumani mikrosatelit.

Na obr. ¢. 4 mtizeme vidét vysledny produkt elektroforézy — fotografii
agarosového gelu nasviceného ultrafialovym svétlem. Na tomto gelu byly vy-
uzity tii tzv. kanély (sloupce, do kterych umistujeme zkoumané vzorky).
Prvni kanal byva zpravidla referenéni — obsahuje marker, coz je smés mikro-
satelitl (resp. jejich alel) riznych, avsak pfedem znamgych délek. Podle poloh
jednotlivych alel v markeru mtzeme urcit délky alel v jinych kanélech na stej-
ném tadku. Vzajemnym porovnanim kanalt lze urcit genotyp zkoumaného
jedince.

marker

— subjekt A

a— subjekt B

Obrazek 4: Agarosovy gel se tfemi vyuzitymi kanaly.
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3 OPTIMALIZACE PRIMERU PRO MULTIPLEX PCR

3 Optimalizace primeri pro Multiplex PCR

Prvnim krokem pfi hledani kompatibilnich multiplexti je sestaveni matice dél-
kovych kompatibilit jednotlivych mikrosatelitd. Délkova kompatibilita nam
zajisti rozlisitelnost jednotlivych alel na elektroforéznim gelu. Sestaveni ma-
tice délkové kompatibility popisuje sekce 3.1. Druhym krokem je vytvoreni
matice chemické kompatibility. Chemicka kompatibilita slouzi k vylouceni
nezadoucich interakci mezi primery pouzitymi pro namnozeni mikrosatelitii.
Vytvoreni této matice je popsano v sekci ¢. 3.2. V nasem programu jsou k dis-
pozici celkem dva moduly k uréeni chemické kompatibility. Autorem prvniho
je Dr. Ruslan Kalendar, druhy — standardni — vychézi z ¢lanku prof. Santa-
Lucii Jr. [3]. Popis kritérii pro uréeni chemické kompatibility ,standardniho“
modulu véetné pouzivanych vztahti nalezneme v kapitole 4. Dalsim krokem je
sestaveni vSech moznych kompatibilnich multiplexti ze vstupni mnoziny mi-
krosateliti. Posledni fazi algoritmu je pak prohledavani pole kompatibilnich
multiplext (které jsou uspofadany podle potadi, v jakém byly uzivatelem
zadany) a seskupeni pozadované sady tak, aby se v ni zaddny mikrosatelit
neopakoval dvakrat. Sestaveni multiplexti a vytvofeni pozadované sady je
popsano v sekci 3.3.

3.1 Matice délkovych kompatibilit

Dva mikrosatelity jsou vici sobé délkové kompatibilni tehdy, kdyz neexistuje
zaddné alela prvniho mikrosatelitu takova, ktera by meéla shodnou délku s li-
bovolnou alelou druhého mikrosatelitu. Délku urc¢ujeme vzhledem k pozicim
primert.

Matice délkovych kompatibilit je sestavena nasledovné: jeji prvek na po-
zici (i, 7) je nastaven na 1 pokud jsou mikrosatelity ¢ a j vici sobé délkové
kompatibilni. Abychom docilili diagonalni symetrie matice, nastavujeme za-
roven prvek na pozici (j, 7) také na hodnotu 1. Vysledna matice (pro nazor-
nost i s ndzvy mikrosatelitil) pak mize vypadat napf. takto:

vWa | TPOX | THO1
vWa 0 1 1
TPOX 1 0 0
THO1 1 0 0

Tabulka 1: Ukazkova matice délkové kompatibility.
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3.2 Matice chemickych kompatibilit

Ve druhém kroku algoritmu vytvafime matici chemickych kompatibilit (po-
kud uzivatel v programu zvolil testovani chemické kompatibility). Tato ma-
tice je analogii vysSe uvedené matice délkovych kompatibilit. Sestavime ji
nasledovné: jeji prvek na pozici (4, j) je nastaven na 1 pokud je levy primer
mikrosatelitu ¢ chemicky kompatibilni s levym i pravym primerem mikro-
satelitu j a zaroven je pravy primer mikrosatelitu ¢+ chemicky kompatibilni
s levym i pravym primerem mikrosatelitu j. Abychom docilili diagonalni sy-
metrie matice, nastavujeme zaroven prvek na pozici (j, ) také na hodnotu 1.
Vysledna matice mtze vypadat napr. takto:

vWa | TPOX | THO1
vWa 0 0 1
TPOX | 0 0 0
THO1 1 0 0

Tabulka 2: Ukazkova matice chemické kompatibility.

Kombinaci obou matic pomoci logické operace AND ziskdme matici celkové
kompatibility. Tu sestavime nésledovné: jeji prvek na pozici (4, j) je nastaven
na 1 pokud plati A(7, j) = 1 a zéroven B(4, j) = 1. V opa¢ném piipadé je
nastaven na 0.

3.3 Sestavovani multiplexu

Velikost multiplexti je urcena jako podil pozadovaného poctu mikrosateliti
ve vysledné sadé a poctu elektroforéznich kanali. Pokud tento podil neni
celociselny, zaokrouhli se nahoru s tim, ze multiplexy pak mohou obsahovat
i jisty pocet ,prazdnych® mist.

Priklad: Pozadujeme-li 16 mikrosateliti ve tfech kanalech, program se
pokusi sestavit multiplexy o velikosti 6-5-5 nebo 6-6-4 mikrosateliti. V tomto
kroku zpravidla dochazi, kvili pozadavkiim na vzajemnou kompatibilitu
vSech mikrosateliti v multiplexu, k dramatické redukci poctu vyslednych
kompatibilnich multiplexii oproti celkovému po¢tu moznych kombinaci (napft.
u vysSe zminéného prikladu by slo o kombinace vSech 6-tic z 16 prvki, se za-
poctenim ,prazdnych“ mist pak z 18 prvki).
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Vytvoreni sady

Ve vyse uvedeném prikladé potfebujeme vybrat celkem 3 multiplexy, a to
tak, aby celkovy pocet mikrosatelit v nich byl 16. Zde je pouzito standardni
prohledavani do hloubky (depth-first search). Uzivateli je pfedloZeno prvni
nalezené Teseni a pokud s nim neni spokojen, jsou postupné hledana feseni
dalsi. Pokud se nepodafi nalézt zadné feseni s pozadovanym poc¢tem mikrosa-
telitd, program se pokusi opakovat cely postup s mensim vyslednym poctem
(v naSem piipadé se za¢ind s 16 mikrosatelity, nasledné se postupuje na 15,

14...).
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4 Chemicka kompatibilita primeru

Molekularni polymerové struktury (DNA, primery, mikrosatelity) jsou sta-
bilni jen pii urc¢itém rozsahu teplot, ktery vyplyva z jejich vnitiniho uspo-
radani. Tohoto faktu si muZeme povSimnout i v bézném zivoté. Budeme-li
zahtivat vajeény bilek, po urcité dobé se nam piisobenim tepla srazi. Ze
stejného divodu i lidské télo obtizné zvlada ptisobeni teplot nad 42° C.

V této sekci si ur¢ime parametry, které popisuji tepelné vlastnosti dvojic
primert v zavislosti na jejich molekularni struktufe. Nasim cilem bude na-
lezeni takovych podminek, které ndm naznaci, Ze by potencialni vazby mezi
dvéma danymi primery mohly byt dostatecné slabé na to, aby nevznikly.
O takovych dvou primerech pak fikame, ze jsou kompatibilni.

U zadanych primert predpoklddame, Ze jsou dobtfe navrzeny. Neprovadi
se tedy kontrola vlasenkovani, protoze pocitame s tim, ze primery dodané
uzivatelem netvoii sekundarni struktury. V programu nicméné tato moznost
kontroly je a lze ji kdykoli aktivovat. Do budoucna je mozno rovnéz pracovat
s navrhem primeri ,,de novo“.

Termodynamicky systém

P1i studiu termodynamickych vlastnosti urcitého systému rozliSujeme mezi
systémem a jeho okolim. V naSem piipadé jsou hranice okoli dany jed-
noznacné. Predmétem zkoumaéani je termodynamicky systém nachazejici se
uvnitt PCR aparatu. Okoli predstavuje vSse mimo aparat. Aparatem rozu-
méjme nadobku se zkoumanym vzorkem a potiebnymi chemikaliemi k pro-
vedeni experimentu.

Pro nalezeni rovnovazného stavu systému a popis probihajicich zmén za-
vadime veliciny AH®, AS° a AGY5. Dosazenim rovnovazného stavu dojde
k uvolnéni tepla ze systému do okoli. Tomuto stavu predchéazeji vzajemné in-
terakce jednoduchych vlaken, které se na sebe vazi a vytvareji dvojita vldkna.
V izobarickém systému nazyvame zmeénu tepla nutnou pro dosazeni rovno-
vazného stavu entalpie, znacime ji AH. V idealizovaném piipadé mame pii-
pravené jednotlivé primery v koncentraci 1 M. Pro oznaceni idealniho ptipadu
pouzivame tzv. nulovy symbol ,°“. Zmeénu entalpie znac¢ime AH°. Zakladni
jednotkou je cal/mol.

Pisobenim tepla dochazi v nasem systému ke zménam, které snizuji jeho
neusporadanost. Je zjevné, ze dimer vznikly spojenim dvou primert vykazuje
vétsi uspofadanost (tzn. mensi neusporadanost) nez dva volné se pohybujici

17



4 CHEMICKA KOMPATIBILITA PRIMERU

primery. Pii amplifikaci DNA jsou na vldkna vazany jednotlivé nukleotidy,
¢imz se také zvysuje usporadanost systému. Miru neusporadanosti systému
vyjadiuje veli¢ina zvana entropie[6]. Zménu entropie zna¢ime AS° a udavame
ji v jednotkéch kcal/mol K (neboli pocet kilo-kalorii na kelvin-mol).

S pomoci parametri A H° a AS° mizeme vypocitat zménu gibbsovy volné
energie. Zména gibbsovy volné energie odpovida efektivni praci vykonané pti
reverzibilnim procesu za konstantniho tlaku a teploty[7]. Veli¢inu zapisujeme
AGY. Teplota T je udavana v Kelvinech. Vztah mezi AGS, AH® a AS°
definuje rovnice ¢. (1). Odvozenim a pfevodem na spole¢né jednotky ziskdme
pozadovany vztah ¢. (2).

Gr=H-TxS (1)
AH° x1 —T x AS°
AGE. — x 1000 x AS 2)
1000

Pokud jsme schopni zjistit AH® a AS°, pak mizeme takto vypocitat AG°
pri libovolné teploté T. Nasledujici rovnice vyjadiuje vztah mezi rovnovaznou
konstantou K pfi teploté T a zménou gibbsovy volné energie AGS kde R je
plynova konstanta odpovidajici 1,9872 cal/mol K:

AGS = —RT xInK (3)

Teplota tani 7,,

Teplota tani 7, je definovana jako teplota, pfi které je polovina vlaken ve
stavu tzv. statistického klubka (random coil) a druhé polovina vlaken v du-
plexnim stavu[3, 8]. Vyjadiime-li si T z rovnic (2) a (3), dostaneme nésledujici
vztah:

AH®° x 1000
T_ASO—Ran' (4)

Vychazime-li z predpokladu, Ze koncentrace jednotlivych vldken (primert)
ve vzorku jsou shodné, pak pro rovnovaznou konstantu K plati K = Ct/4.
Odvozeni rovnovazné konstanty K miizeme nalézt v [8], odstavec ,,Compu-
tation of T}, using AH°® and AS°.“ Ct odpovida koncentraci vlaken v mol.
Dosazenim hodnoty K do rovnice (4) ziskame:
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 AH® x 1000 -
™ AS°+ R ln% )

Pokud by byla vlakna vii¢i sobé komplementarni, pak K = Ct a vztah pro
vypocet T, vypada takto:

AH° x 1000
I = AS T Rmct (6)

Vyse uvedené vztahy nalezneme podrobnéji popsané v [3, 8.

Podminky kompatibility primerua

Dva primery budeme povazovat za kompatibilni tehdy, kdyZ se nebudou na
sebe pri dané teploté vazat. Teplotu, pii které potencialni vazby zanikaji
(popf. nemohou vitbec vznikat) udava pravé T,,. Pfi vypoctech si zavedeme

prahovou hodnotu 77

-, coz muze byt napt. teplota, pfi které bude probihat

v PCR nasedéani primerti. Tuto teplotu si bude volit uzivatel podle svych
potfeb. Je tfeba mit na paméti, ze nékteré primery spolu nebudou tvorit
duplexy pii zddné piijatelné teploté (napi. kdyz T,,, < 0). Z matematického
pohledu vypada podminka kompatibility vzhledem k T;, takto:

T € (=005 0) U(T5,; o0). (7)

Druhé& podminka nam bude vymezovat maximalni zménu gibbsovy volné
energie AGS. Opét si zavedeme uzivatelsky nastavitelnou prahovou veli¢inu
AGS". Tentokrat pozadujeme, aby byla energie ve dvojici primert vyssi, nez
uzivatelem nastaveny prah. Podminku zapiSeme takto:

AGS > AGS™. (8)
Podminky (7) a (8) vyuzijeme v nasem programu. Abychom mohli po¢itat
AGS a T, potfebujeme znat termalni parametry AH° a AS°. Hodnota

téchto parametri zavisi na molekularni struktuie dvou zkoumanych primert.
Vypocet si ukdzeme v nasledujici sekei.
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4.1 Vypocet parametri AGS, AH° a AS° metodou NN

Metoda zvana nearest-neighbour (zkr. NN), neboli metoda ,,nejblizsi soused
vyuziva empirickych poznatki, které byly ziskany pozorovanim chovani krat-
kych tsekt DNA za rtznych podminek. Nasledujici klasické vypocty zname
diky vyzkumu prof. Santal.ucia, Jr. Jeho vyzkum byl prezentovan v [3]. Sjed-
nocenim termodynamickych studii ze Sesti rtiznych laboratoti byly odvozeny
vztahy pro vypocet AGS,, AH® a AS°. Tyto vztahy byly zaroven empiricky
dokazany.

Vypocetni model ,nejblizsi soused“ pro DNA vychazi z predpokladu, ze
stabilita dané bazové dvojice zavisi na identité a orientaci sousednich bazo-
vych dvojic. Uvazujeme-li duplexy o délce 2 bp, pocet vzajemnych povolenych
kombinaci kazdy-s-kazdym je 16. Nékteré z kombinaci jsou totozné, proto
celkovy pocet jedinecénych kombinaci je 10. Jednotlivé kombinace budeme
zapisovat ve formatu TC/AG, coZ znamend, ze 5'-TC-3’ parujeme s 3’-AT-
5’. Parovani tedy probiha antiparalelné, stejné jako tomu je u DNA. Celkové
AGS5; pocitame takto:

AH® AS° AG%,(NN)
Sekvence kcal/mol  cal/mol K kcal /mol
AA/TT -7,90 -22,20 -1,00
AT/TA -7,20 -20,40 -0,88
TA/AT -7,20 -21,30 -0,58
CA/GT -8,50 222,70 1,45
GT/CA -8,40 292,40 -1,44
CT/GA -7,80 -21,00 -1,28
GA/CT -8,20 -22,20 -1,30
CG/GC -10,60 -27,20 -2,17
GC/CG 29,80 224,40 -2,24
GG/CC -8,00 -19,90 1,84
inic(C - G) 0,10 -2,80 0,98
inic(A - T) 2,30 4,10 1,03
Symetricka korekce 0 -1,4 0,43

Tabulka 3: Unifikované oligonukleotidové parametry v 1M NaCl.
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inic

AGS, = AGS, ;. (term) + an AGE (1) + AGE,, (9)

kde jsou hodnoty nezavisejici na sekvenci shrnuty v inicializa¢nim parametru
AGS,,.(A-T) pfipadné AG:,,.(C - G) podle toho, za¢ina-li sekvence termi-
naly A-T nebo C-G. Hodnota Y, n; odpovida poctu vyskyti dané sek-
vence (napf. pro i = 1 uvazujeme sekvenci AA/TT). Jednotlivé sekvence

inic

vCetné odpovidajicich hodnot inicializa¢nich parametria AGS, ;. a AGS,(term)

o

nalezneme v tab. ¢. 3. Daéle zapocitdvame entropickou korekci AGg,, =

+0, 43 kcal/mol pro komplementarni vldkna[9]. Pro nekompl. vldkna podi-
tame AGE,, = 0.

V mnoha pripadech budeme pocitat AG® pii jiné teploté nez 37° C, ac-
koliv je uvedeny vypocet pro teplotu 37° C nejpresnéjsi. K tomu nam slouzi
hodnoty AH°(i) a AS°(i) uvedené opét v tab. ¢. 3. Celkové AH® a AS°

pocitame:

AH® = AH;,, (term) + > " n; AH®(i) + AHg, (10)
AS° = AS; . (term) + Y " n; AS°(i) + ASg,, - (11)

Dosazenim AH® a AS° do rovnice ¢. (2) ziskdme pozadovany vztah pro
vypocet AG® pii libovolné teploté T. Pokud bychom potiebovali velkou ex-
trapolaci teploty od ptivodnich 37° C, bylo by zapotiebi zapocitavat tepelnou
kapacitu[11].

4.2 Zavislost AG}, AH®° a AS° na mnozstvi [Na'|

Parametry AG°, AH® a AS° jsou ovliviiovany mnozstvim monovalentni soli
Na™ ve smési. Abychom tuto zavislost zahrnuli do vypoc¢tu, sestavime ko-
rekéni formule[3]. Korekee pro [Na™] nezavisi na prvcich sekvence, zavisi vSak
na jeji délce[10]. Uvazovand zavislost mé logaritmicky charakter. Mnozstvi
Na™ poc¢itame v jednotkach Mol. Délkovy parametr N odpovida poctu ba-
zovych dvojic duplexu. Do tohoto poc¢tu nezapocitavame terminalni dvojici.
Napft. pro duplex o délce 20 bp bude N = 18.

AGS([Nat]) = AGS, — 0,114 x N x In [Na™], (12)
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AS°([Na™]) = AS° 40,368 x N x In[Na™], (13)

310,15 x AS°([Na*])
1000

AH°([Na™]) = AG°([Na™]) + (14)
Dosazenim AG%;([Nat]) a AS°([Na*]) do rovnice ¢. (2) ziskdme celkovou
hodnotu AG%([Na't]), kterou mtizeme pf¥imo pouzit k rozhodnuti prvni pod-
minky termalni kompatibility:

(310,15 — 7) x AS°([Na*])

AGS([Na™]) = AGS,([Nat]) + 1000

(15)

Analogicky ziskdme dosazenim AH°([Na®]) a AS°([Na*]) do rovnice ¢. (4)
hodnotu 7,,,([Na*]) uréenou k rozhodnuti druhé podminky termélni kompa-
tibility:

AH®([Na*]) x 1000

LN = Ao Na']) + R K (16)

Dodateéné korekce

Vyse uvedené vztahy ndm vyjadiuji termdlni parametry duplexu v pripa-
dech, kdy jsou jednotlivé nukleotidy v bazové dvojici vici sobé komplemen-
tarni. V nasem piipadé by byl idealni duplex takovy, kde neni vici sobé
zadny nukleotid komplementarni a to proto, Ze je zde miniméalni Sance na
vznik pevnych vazeb. Nekomplementarita nam ovliviiuje silu vazby a proto
s ni musime pocitat. Vzhledem k tomu, ze by uplny vypocet vazebné ko-
rekce pri nekomplementarité presahoval rozsah této prace, zvolime stejny
(konzervativni) pfistup jako [5]. K hodnoté AGY([Nat]) budeme zapocita-
vat 40,438 cal/Mol za kaZzdou neshodu. Hodnota M odpovida poétu neshod:

AGS([Nat], M) = AGS([Na*]) + 0,438 x M . (17)

4.3 Ukazka vypoc¢tu termalnich parametrua

Priklad: Urcete termalni parametry primert GCTCAGCA a CGAGTC pri
[Na™] = 0,085 mol a teploté T = 45° C. Koncentraci vlidken uvazujte 1 ymol.

22



4 CHEMICKA KOMPATIBILITA PRIMERU

Postup fesSeni: Nejprve prilozime zadané primery k sobé (podle obr. €. 5)
a pomoci tab. ¢. 3 s vyuzitim vzorce ¢. (9) spoc¢itame AGS,.

Postupujeme takto: Na zac¢atku zkoumame prvni sousedni dvojici (prvni dva
bazové pary). Prvni dvojice je CG/GC'. Nalezneme odpovidajici hodnotu
v tabulce. Druhou dvojici bude GA/CT. Pro ni mame v tabulce také odpo-
vidajici hodnotu. T¥eti dvojice bude AG/TC. Tato dvojice v tabulce neni
obsazena, avSak muzeme nalézt jeji ekvivalent CT/GA (psany zrcadlove).
Déle pokracujeme obdobné i pfi vypoctu AS°.

Obrazek 5: Ukazka prilozeni primertu

3’ -CGAGTC-5’
NARRN
5’ -GCTCAGCA-3’

AGS, = inic(C-G) + AGS(CG/GC) + AGS(GA/CT) + AGS,(CT/GA) +
+ AG3(GT/CA) + AG(GA/CT) + AGS,,

AGS, = 0,98 —2,17—1,30 — 1,28 — 1,44 — 1,30 + 0 = —6, 51 kcal /mol

AS® = inic(C-G) + AS°(CG/GC) + AS°(GA/CT) + AS°(CT/GA) +
+ AS°(GT/CA) + AS°(GA/CT) + ASS,.

AS°=-28-272-222-21,0—224—222+0=—117,8cal/mol K

Dale aplikujeme odpovidajici korekce. Postupné si vypocteme AS°, AGS,
a AH°® z&vislé na mnozstvi [Nat].

AS°([Na™]) = AS°+0,368 x N x In[Na*]

AS°(0,085) = —117,8 + 0,368 x 5 x —2,47 = —122, 34 cal /mol K
AGS,([Nat]) = AGS; — 0,114 x N x In[Na™]

AGS,(0,085) = —6,51 — 0,114 x 5 x —2,47 = —5, 10 keal /mol

AH°([Nat]) = AGS,([Nat]) 4 (1015 S (NaT])
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AH®(0,085) = —5,10 4 G10XA223) — 43 04 kcal /mol

Nyni vypocteme termalni parametry AGS. a AGY; pii zadaném mnozstvi
[Na™], které 1ze rovnou vyuzit v podmince kompatibility.

AGH([Na*]) = AGE; ([Nat]) 4 01T 0Nl

AGS(0,085) = —5,10 + (310,15—[45+12070?815}) x-12234 _ _ 4 12 keal /mol

__AH°([Nat]) x 1000
Tn([Na™]) = Aso([Naﬂ)HX?. In St

Tn(0,085) = —122,;?%927120215,20 =282,15K =9°C
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5 Popis programového reseni — MultiPCR

Manuéalni provadéni vypocti z predchozi kapitoly by bylo netimérné naroc-
nou praci. Napt. pro urceni kompatibility dvou primerti o délce 24 nukleotidt
potfebujeme cely vypocet provést 94x. Vipocet kompatibility dvou mikro-
specializovaného software bylo v tomto piipadé nevyhnutelné a vytustilo ve
vytvoreni komplexni uzivatelské aplikace v Javé o celkové velikosti kodu cca.
9000 radki (258kB). Nejprve si shrneme pozadavky, které byly na tento
program kladeny.

5.1 Implementac¢ni pozadavky

Primarnim pozadavkem névrhu byla nezavislost na pouzité platformé. Mnoz-
stvi védeckého software je psano pro Linux, laboratofe byvaji vybaveny po-
¢itaci Apple Macintosh s Mac OS. Védecké pocitace s MS Windows také
nejsou vyjimkou. Obsazeni prinejmensim téchto tii nejpouzivanéjsich platfo-
rem bylo tedy klicové. Dalsi pozadavek spocival v modularité — tedy moz-
nosti snadného rozsireni aplikace o dalsi vyhledavaci algoritmy. Vyvoj v ob-
lasti navrhu multiplexi jde nezadrzitelné kupredu, proto miize byt sebelepsi
algoritmus kompatibility po ¢ase prekonan novym algoritmem, ktery reflek-
tuje nejnovéjsi poznatky z oblasti. Dale bylo nutné zajistit interkompatibilitu
mezi podobnymi programy pouzitim standardnich, neproprietarnich vstupné-
vystupnich formati. Divodem je fakt, ze vstupem naseho programu miize
byt vystup jiného, obdobného programu a naopak vystup naseho programu
miize byt dale zpracovavan dalsim programem. I presto vsak bude rozumné
oddélit grafické rozhrani aplikace od jejiho vypocetniho jadra. Za vychozi ja-
zyk byla zvolena angli¢tina. Implementacni parametry aplikace, které splnuji
vyse uvedené pozadavky jsou shrnuty v tabulce ¢. 4.

Programovaci jazyk | Java 5

Reseni modularity | implementaci interface

Vstupni formaty | FASTA (data)

XML (ulozené vysledky)
Vystupni formaty | XML

PDF

Tabulka 4: Implementac¢ni parametry MultiPCR.
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5.2 Knihovny a moduly

V této sekci si popiSeme pouzivané externi knihovny funkci a ukazeme si,
na jaké jednotlivé moduly je aplikace rozdélena. Za knihovny funkci budeme
povazovat samostatné balicky dodané do aplikace, které nezavisi na zadné
z jejich soucésti. Moduly jsou naSe vlastni funkéni celky. Na obr. ¢. 6 vidime
ukazku uzivatelského rozhrani (modul GUI).

Seznam pouzitych knihoven funkci

BioJava — Balik BioJava umoznuje efektivni praci s mikromolekuldrnimi
strukturami v podobé fetézcli. Optimalizované algoritmy proverené 1éty
zajistuji dostatecny vykon. Uzite¢né nastroje umoziiuji snadnou mani-
pulaci s fetézci, pfi¢emz minimalizuji vyuziti paméti a procesorového
¢asu pouzitim tzv. ,pohledi“. Napf. namisto zrcadleni dlouhého fe-
tézce je vytvoren pohled, ktery obsahuje ptivodni fetézec a informaci
0 smeéru zpracovani.

e

PDF. V programu je vyuzivana ke generovani vysledki v tisknutelné
podobé. Tiskova sestava obsahuje grafické znazornéni vsech pouzitych
kanalt a v nich umisténi jednotlivych alel mikrosateliti sefazenych
podle své délky. Autorem tiskovych sestav je David Péres z Madridu.

Java Help System — Knihovna JHS slouzi ke snadnému integrovani napo-
védy do aplikace. Vyuzivame ji predevsim kvili podpoie standardnich
formatt. Napovédu mizeme tvofit ve formatu HTML, obsah ve for-
matu XML. Rozsifovani a adrzbu napovédy mizeme diky JHS prova-
dét bez nutnosti ménit aplikacni kod.

JUnit — JUnit je knihovnou pro sestavovani automatizovanych aplika¢nich
testll. Pii sestavovani nového algoritmu si nejprve vytycéime vysledky,
jakych chceme dosahnout. Poté sestavime test obsahujici tyto vysledky.
Algoritmus povazujeme za uspésny az tehdy, kdyz projde nasim testem.

Aplika¢ni moduly

GUI - Modul GUI obstarava vse, co se tyka vizualni komunikace s uzivate-
lem. V tomto modulu jsou obsazeny jednotlivé dialogy a okna, vazby
mezi akcemi uzivatele a volanim metod vypocetniho jadra. Je zde také
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p
|£| Multiplex PCR & Electrophoresis =
File Solution Tools Result Help

RN LY K IKE

Name: FGA

Repetition length: 4

Allele list: 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 290 30 31 324244 4546 47 48 49 51
Left primer: ggctgcagggcataacatta

Right primer: attctatgactttgcgcttcagga

fwma] »

Name: TPOX

Repetition length: 4

Allele listt 456 78910111213 141516
Left primer: gcacagaacaggcacttagg

Right primer: cgctcaaacgtgaggttg

Name: D8S1179

To start looking for a solution, use Find First Solution command.

Obrazek 6: Ukazka hlavniho okna aplikace s na¢tenym vstupnim souborem.

implementovana HTML konzole, ktera je vyuzivana jak pro zobrazeni
nac¢teného seznamu mikrosatelitl, tak i pro logovani a zobrazovani na-
lezenych vysledki. Jazyk HTML jsme zvolili proto, ze umoziiuje pre-
hledné znazornovat pozadované informace. Stejné informace jako do
konzole v zalozce Log putuji na standardni vystup. Pro lepsi c¢itelnost
jsou na standardnim vystupu odfiltrovany HTML znacky.

Chem — Modul Chem obsahuje komponenty vypocetniho jadra zodpoveédné
za vypocet chemické kompatibility. V soucasné dobé modul Chem ob-
sahuje komponentu pro ptivodni vypocet od Dr. Ruslana Kalendara
a nasi vlastni komponentu pro vypocet pomoci termalnich parametri.
Jsou zde také rozhrani DimerTools a DimerData. Implementovanim
DimerTools mizeme do programu piidat novy vypocetni algoritmus.
Implementaci rozhrani DimerData ziskdme datovou schranku, obsahu-
jici vstupni parametry nového algoritmu — tyto vstupni parametry se
mohou od soucasnych zcela diametralné lisit. Neni vylouceno napt. ani
pouziti neuronové sité ¢i napojeni na expertni systém.

Msat — Modul Msat obsahuje metody a datové struktury nutné pro praci
s mikrosatelity. Jsou zde tiidy definujici primer, primerovy par nebo
tfeba amplikon. Metody modulu Msat umoziuji nac¢teni vstupu ve for-
matu FASTA. Je zde také obsazena komponenta toPDF slouzici k ex-
portu vysledk ve formatu PDF. Také jsou tu implementovany datové
tfidy uchovavajici seznam multiplexii v tisporném formatu.
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Solver — Modul solver fidi ikony souvisejici s vyhledavanim feseni. Podle
potieby tkoluje patficnou komponentu modulu Chem. Je také zodpo-
védny za vypocet délkové kompatibility. Pokrok ve vypoctu pak sdé-
luje komponenté GUI, ktera odpovidajicim zptisobem aktualizuje uzi-
vatelské prostiedi. Tento modul je zaroven vhodny kandidat pro novy
vstupni bod aplikace — v pripadé potieby je mozné drobnymi ipravami
kédu docilit podpory pro praci v ptikazové radce.

5.3 Reseni délkové kompatibility

Algoritmus sestaveni matice délkové kompatibility nalezneme na zac¢atku ka-
pitoly 3 na strané 14. V této sekci si pfedvedeme zpiisob, jakym je uvedeny
algoritmus realizovan programove.

Vstup:

Vstupem algoritmu je pole N mikrosateliti (resp. amplikoni) a povoleny
délkovy rozsah délek alel.

Vystup:

Vystupem algoritmu je matice délkové kompatibility o rozmérech N x N.

Postup resenti:

1 int i = -1;
2 for (STRamplicon amplicon: this) {
3 bitSets[++i] = new BitSet(maxLen-minLen+1);

4+ for (float reps: amplicon.repList) {

5 bitSets[i] .set(amplicon.ampllength(reps) - minLen);
6

7}

s for (i = 0; i < size(); i++) {

o for (int j = i+1; j < size(); j++) {

10 if (! bitSets[i].intersects(bitSets[jl)) {
11 matrix.set(i, j);

12 matrix.set(j, 1i);

13 }

14 }

15 F
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Na fadku 1-7 prochazime vsechny amplikony ze seznamu. Pro kazdy ampli-
kon zalozime bitové pole o velikosti jeho nejdelsi alely (¥. 3) a projdeme délky
vSech jeho alel. Kazdou z délek poznamename na prislusném misté bitového
pole (f. 5). Pozn.: Z pamé&fové-optimalizacnich divodu vytvafime bitové pole
kratsi o délku nejkratsi alely a o tuto délku pak snizujeme indexy.

Radky 8-15 slouzi k porovnani vsech bitovych poli stylem ,kazdy-s-
kazdym“, pricemz kontrolujeme, zda se neptekryvaji nékteré bity v bitovém
poli. Je-li v8e v poraddku, nastavime matice ,matrix“ na pozici (i,7) a (j,1)
na hodnotu 1.

Jednou z optimalizaci, kterou provadime jesté pred zapocetim vypoctu je
odfiltrovani vSech amplikoni ze vstupniho pole, které nesplnuji zadané délky.
Rozsah povolenych délek urcujeme v zdkladnim dialogu pro hledani feseni
na zéloZce ,Solver Data“. Dialog otevieme bud klepnutim na ikonu &, nebo
stiskem klavesy F7. Rozsah délek mame oznacen jako ,Minimal amplicon
length“ a ,,Maximal amplicon length“. V tomto dialogu si také volime pou-
zity algoritmus chemické kompatibility. Podle volby algoritmu se prizptisobi
obsah na zalozce ,,Dimer Data“. Parametry , Desired solution size“ a ,,Num-
ber of available channels“ vyuzivame az pii sestavovani multiplexti. Nahled
dialogového okna mtzeme vidét na obr. ¢. 7.

’
Find First Solution @
Solver Data || pimer Data (Thermal) |

:Use Thermal Parameter algorithm v (2]

50 Minimal amplicon length (2]

1300 Maximal amplicon length (2]

:12 Desired solution size 2)

Z4 Number of available channels 2
[ Search ] [ Cancel ]

Obrazek 7: Ukazka dialogu pro hledéani feSeni.
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5.4 Reseni chemické kompatibility

Vypocet chemické kompatibility dvou primertt pomoci termalnich parame-
tri nalezneme v kapitole 4. Zde si popiSeme programovy postup pro feseni
kompatibility dvou mikrosatelitti, z nichz kazdy obsahuje dvojici primert.

Vstup:

Vstupem algoritmu jsou dva vysSetfované mikrosatelity. Mezi nastavitelné
parametry patii: Hodnota ,,Score“, mnozstvi monovalentni soli [Na*], kon-
centrace vldken, teplota T a dvé prahové hodnoty 77 a AGS", které jsou
popsané na strané 19. Dialog zadani vypocetnich parametrii mizeme vidét
na obr. ¢. 8.

[ Find First Solution M

| Solver Data } Dimer Data (Thermal) }

7 | score 2)

;0.085 | Monovalent Salt [Molar] (2)

21.0 J Total Strand Concentration [pM] ()

:37.0 | Temperature (AG calculations) €] |2}

i55 J Melting temperature threshold [C] ()

4 | G threshold [keal/mole] (2)]
I Search ] l Cancel ]

Obrazek 8: Ukazka dialogu s parametry pro feSeni chemické kompatibility.

Vystup:

Vystupem algoritmu je logicka hotnota true nebo false podle toho, zda jsou
dva zadané mikrosatelity kompatibilni.

5.4.1 Postup resSeni kompatibility mikrosateliti

Dotaz na feseni kompatibility mikrosateliti provadime zavoldnim metody:
public boolean isCompatible(PrimerPair pl, PrimerPair p2);
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Tato metoda rozhoduje o tom, ktera porovnani kompatibilit jednotlivych
primert budou provedena. Primery si oznac¢ime pp1.L, ppl.R, pp2.L a pp2.R
podle toho, ktery (pp) primerovy par uvazujeme a také podle toho, jestli
se jednd o (L) levy nebo (R) pravy primer. Dotaz na FeSeni kompatibility
primeru provedeme zavolanim:

public boolean isCompatible(Primer pl, Primer p2);

Pozn.: Provadime zde pretézovani metody isCompatible — o tom, zda bude
pouzita metoda kompatibility mikrosateliti nebo primerd rozhoduje
datovy typ vstupnich proménnych.

Podle schématu na obr. ¢. 9 sestavime metodu pro mikrosatelity takto:

1 public boolean isCompatible(PrimerPair ppl, PrimerPair pp2) {
2 boolean cond;

3 cond =

4 isCompatible(ppl.L, pp2.L) &&
5 isCompatible(ppl.L, pp2.R) &&
6 isCompatible(ppl.R, pp2.L) &&
7 isCompatible(ppl.R, pp2.R);

8 return cond;

o}

Mikrosatelit 1

5-LEVY PRIMER-3’ 5'-PRAVY PRIMER-3’

=\

P N\

3’-LEVY PRIMER-5’ 3’-PRAVY PRIMER-5’

Mikrosatelit 2

Obrazek 9: Schéma vzijemného porovnavani primert.

5.4.2 Postup FeSeni kompatibility primeru

Postup feseni kompatibility primert si rozdélime do tii krokt: V prvnim
kroku nalezneme vSechna mozna vzajemna prekryti dvou primert. Ve dru-
hém kroku spoc¢teme pro kazdé jednotlivé prekryti termalni parametry podle
popisu ze sekci 4.1 a 4.2. Ve tfetim kroku rozhodneme podminky kompatibi-
lity a vratime vysledek.
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Krok 1 — nalezeni vSech prekryti dvou primeru

Nejprve si pripravime datovou tfidu, do které budeme ukladat vsechna pou-
zitelna prekryti. Tuto tfidu nazvéme AlignmentResult. Bude obsahovat tidaj
o posunuti (pos), pocet kompl. nukleotidi (matches), poc¢et nekompl. nukle-
otidfi (mismatches) a fetézec prekryti (mString). Retézec prekryti obsahuje
v kompl. misté pismeno oznacujici nukleotid, v nekompl. misté symbol 'N’.

Vzhledem k velkému poctu vSech moznych prekryti bylo zapotiebi zavést
klasifikator, ktery nam vylouc¢i nékteré snadno rozhodnutelné piipady. Napft.
Sance na hybridizaci dvou primerti, které nejsou vici sobé v daném prekryti
viibec komplementarni (tzn. Ze nemaji zaddny komplementarni nukleotid) je
minimalni. P¥iznakem pro nas klasifikdtor bude hodnota skére. Tu vypoci-
tame jako rozdil poc¢tu kompl. a nekompl. nukleotidi. Prah si voli uzivatel
na zéloZzce DimerData (fddek Score). Nizsi skére nam zpiisiiuje pozadavky,
ale mize prodlouzit dobu vypoctu. Klasifikaci podle skére pouzivame ve stej-
ném smyslu jako autofi softwaru Autodimer. Ti pfi svych experimentech do-
sli k zavéru, ze prahové skére 7-8 funguje pro navrh PCR primert pomérné
spolehlivé[5]. Kéd pro ziskani seznamu vSech pfijatelnych piekryti nalezneme
v piiloze A, v sekci ¢. A.1.

Krok 2 — Vypocet termalnich parametra

V tomto kroku budeme prochézet jedno prekryti za druhym a pro kazdé z nich
spocitdme termalni parametry. Pokud se ve kterémkoliv prekryti ukaze, ze
primery nejsou kompatibilni, kon¢ime vypocet a vracime false.

Tfida ThermalResult uvedend (nize) na ¥. 3 je pouze dalsi datovou t¥i-
dou. Slouzi nam k uchovani hodnot AGY%. a T;,. Na f. 5 si vyzadame seznam
prekryti, abychom jej mohli na ¥. 6 prochézet cyklem. Prikaz computeTher-
mal(aResult) na ¥. 7 vypoc¢te termalni parametry. Sta¢i mu k tomu pouze
fetézec prekryti, ktery mame pro kazdé jednotlivé prekryti uloZzen v aResults
a vstupni parametry, které ziska ze tiidy DimerData. Vysledek pak ulozi do
tResult. Na . 8 uz jen ovérime podminku kompatibility zavolanim pretizené
metody isCompatible( ThermalResult tResult). Implementaci této metody si
ukazeme ve tietim kroku.

1 public boolean isCompatible(Primer left, Primer right) {
2 Arraylist<AlignmentResult> aResults;

3 ThermalResult tResult;

4+ aResults = align(left, right);
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5 if (aResults == null) return true;

¢ for (AlignmentResult aResult:aResults) {

7 tResult = computeThermal (aResult);

8 if (!isCompatible(tResult)) return false;
o }

10 return true;

u }

Samotny vypocet termalnich parametri spociva ve vypoctu tabulkovych pa-
rametru (niZe, ¥. 4-6), aplikaci korekei (¥. 7-12) a vypoctu teploty tani (. 14).
Konstrukce metody compute Thermal() vypadé takto:

1 private ThermalResult computeThermal(AlignmentResult aResult) {
2 double g, s, salt, tempC, tempK;
3 tempK = dimerParams.getTemp() + 273.15;

1+ g = deltaG(aResult.matchString);
5 s = deltaS(aResult.matchString) ;
6 h = deltaH(aResult.matchString);

7 double numPhos = (primerl.length() + primer2.length()) * 0.5 - 1;
s double logSalt = Math.log(dimerParams.getSalt());

9 double gCorr = g - 0.114 * numPhos * logSalt;

10 double sCorr = s + 0.368 * numPhos * logSalt;

11 double hCorr = gCorr + (310.15 * sCorr) * 0.001;

12 double gtCorr = gCorr + ((310.15 - tempK) * sCorr) x*

13 0.001 + 0.438 * (aResult.mismatches);

14 double tmCorr = meltingTemperature(hCorr, sCorr);

15 return new ThermalResult(tmCorr, gtCorr);

16}

Implementace metod deltaG(), deltaS(), deltaH() a meltingTemperature()
s pouzitim hash-mapy pro efektivni konstrukci tabulky parametrt jsou pro
svuj veétsi rozsah uvedeny v priloze A.

Krok 3 — Rozhodnuti podminek kompatibility

Na zakladé vysledki termalni analyzy provedeme rozhodnuti kompatibility
pro dané prekryti. K dispozici mame hodnoty AG? a T, ulozené v tResult.
Prahové hodnoty jsou dimerParams.getTm() a dimerParams.getDeltaG().
Pokud je pravdiva alespon jedna z podminek na fadcich 2-3, pak primery
prohlasime za nekompatibilni. V opa¢ném pripadé jsou kompatibilni.
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1 private boolean isCompatible(ThermalResult tResult) {
2 condl = tResult.tm > dimerParams.getTm();

3 cond2 = tResult.deltaG < dimerParams.getDeltaG();

4

5 if (condl || cond2) return false;

6 return true;

7 }

5.5 Sestavovani multiplext

Sestavovani multiplexti spociva ve vybéru kompatibilnich sad mikrosatelitii.
Uzivatel si voli pozadovanou velikost feseni a pocet elektroforéznich kanala,
které budou béhem experimentu vyuzity. Na zakladé téchto adaji jsou vyge-
nerovany vsechny existujici kompatibilni sady pozadovanych velikosti. Z nich
jsou poté metodou searchNext sestavovany cilové multiplexy. Prostor feseni
prochéazime do hloubky (,depth-first-search ). Implementace metody search-
Next pro nalezeni cilového multiplexu s pouzitim rychlé bytové indexace vy-
pada takto:

1 public void searchNext() {

2 if (size == goalSize) {
3 backtrack(); size--;
4}

5 bestSize = 0;
6 while (size < goalSize && size >= 0) {

7 while (size < goalSize && findNextElement()) {
8 solution[size++] = forward();

9 }

10 if (size > bestSize) {

11 bestSize = size;

12 System.arraycopy(solution, O, bestSolution, 0, size);
13 } else {

14 if (size > 0) backtrack();

15 size—-;

16 }

17}

18 }

Vyse uvedend metoda searchNext() je obsazena ve tiidé BBSolver (modul
Solver). Cyklus na ¥. 6 opakujeme tak dlouho, dokud nenalezneme pozado-
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vané feseni. Vnoreny cyklus na f. 7 postupné pridava kompatibilni sady, po-
kud jsou k dispozici. Tim navysujeme velikost naseho vysledného multiplexu.
Dosahneme-li pozadované velikosti, pak zname feseni a zkopirujeme jej z pole
solution do vysledného pole bestSolution (¥. 12). V opa¢ném piipadé jsme na-
lezli jen c¢astecné feseni a zkousime hledat znovu jinou cestou. Podminka na
I. 2 rozhoduje, zda jsme v minulém hleddni nalezli ¢astecné a nebo tplné
feSeni. Podle toho pak zac¢indme s hleddnim nového feseni a nebo hledame
feseni obdobné. Uzivateli prezentujeme pouze uplné feseni. Metoda findNext-
Element na t. 7 hleda pouzitelné sady, metoda forward na ¥. 8 poznamenava
mezivysledek do pole feseni, metoda backtrack na ¥. 15 naopak mezivysledek
z pole Teseni odstranuje. Na obr. ¢. 10 mizeme vidét, jak aplikace prezentuje
sestaveny kompatibilni multiplex.

|£| Multiplex PCR & Electrophoresis @M

File Solution Tools Result Help

M AR NE|e

>

Resultid: 1

FGAR ALLELES = 310 314 318 322 326 330 334 338 342 346 350 354 358 362 366 370 374 378
TPOX ALLELES = 254 258 262 266 270 274 278 282 286 290 294 298 302

7 231 235 239 243 247 251 255 259 263

) 184 188 196

< I J »

Examine results and/or search for another solution.

Obrazek 10: Ukazkova sada kompatibilnich mikrosateliti.

5.6 Slozitost algoritmu

Tato sekce slouzi k popsani ¢asové narocnosti vypocetniho algoritmu. Hledani
vysledného multiplexu probiha ve tfech fazich — 1. urcéeni kompatibility pri-
mert, 2. vytvoreni vSech moznych skupin kompatibilnich mikrosatelitii, 3. se-
staveni multiplexu z nékolika kompatibilnich skupin. Pfesnéji urcit 1ze pouze
¢asova slozitost 1. faze (viz odstavec ,,Casova sloZitost 1. faze algoritmu®). Ve
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2. fazi je teoreticky mozno vygenerovat exponencialné mnoho kompatibilnich
skupin (vzhledem k poc¢tu N zpracovavanych mikrosateliti). Ve 3. fazi pak
vybirame do vysledného multiplexu skupiny mikrosatelitd mezi vSemi kom-
patibilnimi skupinami, vypocet tedy opét muize mit exponencialni ¢asovou
slozitost. Z toho vyplyva, Ze omezeni po¢tu kompatibilnich skupin mikrosa-
telitth vhodnym nastavenim kritérii kompatibilit v 1. fazi mé klicovy vyznam
pro efektivitu algoritmu. Proto je tfeba mit na paméti, ze doba zpracovani
velmi zavisi na vstupnich datech i na konkrétnim nastaveni vyhledavacich
parametri. V neposledni fadé pak pochopitelné na pouzitém hardwaru.

Pro testovaci tcely byl pouzit poc¢itac s dvoujadrovym procesorem archi-
tektury Intel s taktem jadra 1.87 Ghz a paméti 5 GB. Testovani probihalo
v operacnim systému Windows Vista x64. Pouzité spoustéci prostiedi bylo
Java Runtime 6 Update 11.

Casova slozZitost 1. faze algoritmu

Nejdrive si zkusme spocitat, jak rychle nam nartista pocet vzajemnych po-
rovnani primerd s nartistajicim poctem vstupnich mikrosatelitd. Vime, ze
chceme porovnat kazdy mikrosatelit s kazdym kromé sebe sama. To nam
dava NTQ — N kombinaci. Kazdé porovnani dvou mikrosatelitii sestava ze ¢tyt
porovnani primerti. Tim padem dochéazi k 2N? — 4N porovnani primert.
Uvazime-li, ze béhem vypoctu chemické kompatibility bude maximalni délka
primeru L, pak pii kazdém porovnani dochézi maximélné k 2L — 1 prekryti
fetézcl. Pro kazdé prekryti pocitame termalni parametry. Pro urceni che-
mické kompatibility N mikrosatelitii provedeme vypocet maximalné K-krat,
kde K je rovno:

K(L,N) = (2L — 1)(2N* — 4N) (18)

Tabulka ¢. 5 znazornuje, jak rychle ndm nartista pocet kombinaci s rostoucim
poctem porovnavanych mikrosatelitti. Délku L budeme uvazovat 24 nukleo-
tidd.

Nyni si zkusime porovnat, jaky bude ¢asovy rozdil pti pouziti optimaliza¢niho
parametru ,,Score“ a bez jeho pouziti. Méfeni na nasi pokusné sestaveé uka-
zalo, Ze primérna doba pro urceni kompatibility dvou primert byla 1,54 ms.
Vynasobime-li touto dobou pocet kombinaci pro dané N, ziskame teoretickou
maximalni dobou pribéhu celého algoritmu vypoctu chemické kompatibility.
Délku primerit budeme opét uvazovat 24 nukleotidi, jelikoz to je primeérna
délka v nasi testovaci skupiné a zaroven uvadéna optimalni délka primeru.
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Teoretickou maximalni doba zpracovani t,,,, vypocitame takto:
tmax(N) = 47(2N? —4N) x 1,54 x 1073 (19)

Pro srovnani také zmétrime skutecnou dobu vypocétu. Méfeni provedeme na
testovacich mnozinach s 16, 32, 64, 128, 192 a 256 mikrosatelity. Vysledek
shrnuje graf na obr. ¢. 11.

naméiené hodnbly —
420 . maximalni teoretické hodnoty ---------

360
300

240

tmax (N) [s]

180 -

120 -

60 -

i . ! L L I I
0 32 64 96 128 160 192 224 256
pocet mikrosatelitt = N

Obrazek 11: Srovnani teoretické maximalni doby zpracovani a naméfené doby
zpracovani chemické kompatibility pro skupiny N mikrosateliti.

Na grafu vidime, jak rychle by nam rostla ¢asova naroc¢nost kdybychom brali
v potaz vSechny existujici kombinace (¢arkovana kiivka). Za téchto podmi-
nek by vypocet pro N = 256 trval vice nez 2,5h. My vsak uplatniujeme skore,

N | Pocet kombinaci (K)
16 22 560
32 93 248
64 379 008
128 1 528 064
192 3 447 168
256 6 136 320

Tabulka 5: Nartst slozitosti pfi vypoc¢tu chemické kompatibility mikrosatelitt,
jejichz primery maji délku 24 nukleotidi.
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¢imz pocet prijatelnych piipadt rapidné snizime. Navic, nalezneme-li pre-
kryti dvou primert, pfi kterém by mohla vzniknout vazba, ihned primery
oznacCime za nekompatibilni a dale je nezkoumame. Timto zptisobem vypo-
¢et znacné urychlime. Realné namérené hodnoty ukazuje tucnéji vyznacena
krivka. Skute¢né namérené hodnoty jsou na kfivce zvyraznény, ostatni hod-
noty byly dopocitany.

Hodnoty znazornéné v grafu museji byt pochopitelné brany jen orien-
tacné, jelikoz zobrazuji dobu zpracovani, ktera se bude lisit podle situace.
Vidime zde vSak vyznamny vliv optimalizaci. Operacni slozitost algoritmu
podle rovnice ¢. (18) je O(N?).

Pamétové naroky aplikace

Meéreni pamétové naroc¢nosti aplikace na nasi testovaci sestavé bylo opét pro-
vedeno pro vstupni mnoziny s 16, 32, 64, 128, 192 a 256 mikrosatelity. Vy-
sledky ukazuji, Ze az po N = 32 pamétové naroky vyrazné rostou (do hod-
noty 520MB pii N = 64). Odtud paméfova narocnost roste jen pozvolna
do 556MB pii N = 256. Pro objektivni zméreni byla aplikace pred novym
méfenim vzdy restartovana. Namétené vysledky shrnuje tabulka ¢. 6.

N 16 | 32 | 64 | 128 | 192 | 256
Pamét [MB] | 128 | 276 | 520 | 540 | 553 | 556

Tabulka 6: Namérené pamétové naroky aplikace.

Na prvni pohled je patrné, Ze jsou pamétové naroky aplikace relativné vy-
soké. Je ovsem tieba zohlednit, Ze test byl spustén na sestavé s dostatkem ope-
ra¢ni paméti. V takovych pripadech je pro urychleni vypoctu alokovano spise
vice paméti a nepouzitd pamét uvoliiovana jen pozvolna. Pocitace s mensim
mnozstvim operacni paméti budou schopny program presto spustit, avsak
lze oc¢ekavat snizeni jeho vykonu kvili ¢astym dealokacim nepouzivanych pa-
métovych blokii. Jiné implementace Java Virtual Machine mohou vyuzivat
pamét odliSnym zpisobem.
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6 Dosazené vysledky

Korespondence vypoctenych vysledkii se skutecnosti méa zasadni vyznam pro
pouzitelnost nasi aplikace. Jediné tak mtize byt nasazena v redlném provozu
pro ucely, ke kterym byla vytvorena — tedy pro zvyseni propustnosti elektro-
forézy optimalizaci primerd. V této kapitole se pokusime ovéfit vypoctené
vysledky porovnanim viici znamé sadé mikrosateliti, ktera je urcena pro lid-
skou identifikaci. Nejprve si shrneme zakladni informace o uvazované sadé.

Powerplex 16 ® BIO

Jedna z popularnich, bézné pouzivanych mikrosatelitovych sad se nazyva
Powerplex 16. Vyuzivame ji v soudnim lékafstvi, pfi genotypizovani (v€etné
ovéfovani rodicovstvi) a také pro identifikaci lidskych jedincii. Jedineény
vybér mikrosateliti umoznuje provadét jednorazovou amplifikaci, aniz by
hrozily vzajemné interakce pouzitych primert. Analyza na elektroforéznim
gelu mize probihat v jediném kanalu pii pouziti tfech fluorescenc¢nich barev,
nebo ve tiech kanalech pfi pouziti jedné barvy. Obsazené mikrosatelity spl-
nuji standardy FBI pro lidskou identifikaci v rdmci celé populace. Ttinact
ze Sestnacti obsazenych mikrosatelit vyuziva FBI ve svém vyhledavacim
systému CODIS. Ctrnécty mikrosatelit, Amelogenin slouzi k uréeni pohlavi.
Zbylé dva mikrosatelity pak dale navysuji rozliSovaci schopnost sady. Pravdé-
podobnost, ze budou dva rtzni europoidni jedinci identifikovani touto sadou
stejné je 1 ku 1,83 x 10'7, tedy minimalni[30].

Sadu Powerplex 16 jsme pro ovéfeni funkci programu vybrali zadmérné.
Diky vysoké odolnosti zvolenych primert vici hybridizaci mizeme provést
testovani pres celou skalu vstupnich hodnot. Jakmile nalezneme parametry,
pri kterych nam program vyhodnoti mikrosatelity za nekompatibilni, prove-
deme zhodnoceni, zda jsou tyto parametry jesté pripustné. Pokud by pfi-
pustné byly, chyba bude zfejmé v nasem programu. V opa¢ném pripadé lze
algoritmus povazovat za spravny.

Bohuzel jsme pro vytizenost konzultacni laboratotre dosud nestihli provést
prakticky laboratorni test uzptisobeny specificky pro nase potteby. Zcela pru-
kazné ovéreni funkcénosti metody tedy neni soucasti této prace, lze se pouze
spoléhat na silné teoretické podklady, ze kterych tato prace ¢erpé. Napt. [3].
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Parametry testu na sadé Powerplex 16

Test chemické kompatibility provedeme za pouziti vychozich vstupnich pa-
rametri. Tyto parametry na zalozce SolverData jsou: Rozsah povolenych
délek amplikonti 1-999, pozadovana velikost feseni — 16 a tii pracovni ka-
nély. Zalozka DimerData bude obsahovat: Skére — 7, mnozstvi Na™ — 0,085
mol, koncentrace vlaken — 1 umol, teplota — 37° C, prahova teplota tani Ty,
- 64° C, AG® bude -10.

V pribéhu testu budeme meénit vzdy jen jeden parametr nardz a to do doby,
nez dosahne nuly. Ménit budeme obé prahové hodnoty. 7}, budeme snizovat
po deseti a AG° budeme zvySovat po jedné.

Vysledek a diskuze

Provedené testy chemické kompatibility ukazuji (viz tabulky ¢. 7 a 8), Ze se
prvni nekompatibilita projevi az pri prahové hodnoté T}, rovno 4°C, tedy
tésné pred uplnym minimem. Pro 7}, mensi nez 0 uz zadné vazby prakticky
ani vznikat nemohou. P¥i zménach prahu AG° se nekompatibilita dvou mi-
krosatelitd projevi také az tésné pred nulou.

Prah T, [°C] [ 64 [ 54 [44 34 [ 24 [ 14
N ojloloflo]o]o]1

Tabulka 7: Vysledek testu odolnosti mikrosatelitti proti hybridizaci. Postupné
ménime prahovou hodnotu pro teplotu tani a sledujeme, kolik mikrosatelitt bude
oznaceno za nekompatibilni (fadek 'N”).

Prah AG® [kcal/mol] | -10 | -9 [ -8 [-7[-6]-5]-4]-3[-2]-1
N olofofofololololo]1]1

Tabulka 8: Vysledek testu pti zménach prahové hodnoty AG°.

Tyto vysledky naznacuji, Zze zkoumand mnozina bude mit velkou odolnost
proti hybridizaci. Parametry, pti kterych byly mikrosatelity oznaceny za ne-
kompatibilni jsou zcela mimo skalu pouzitelnosti. Napi. pti teploté 4°C ex-
perimenty obvykle neprovadime.

Rozdéleni mikrosatelitii do skupin na zakladé délkovych kompatibilit pro-
béhlo také v poradku. Zadné z nalezenych feseni neobsahovalo zakazané pre-
kryti.
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Nalezené teseni s identifikacnim ¢islem 148 navic odpovidalo referen¢nimu
rozdéleni do t¥i skupin, které miizeme nalézt na adrese: http://www.cstl.nist.
gov/div831/strbase/kits/PowerPlex16.htm [27. 4. 2009].

Detailni vystup aplikace mtizeme vidét na obr. 12-14. V levém sloupci je
vzdy uvedena délka alel platna pro dany fadek. Jednotlivé sloupce odpovidaji
elektroforéznim kanalum. Z tohoto vystupu je jasné patrné, ze se zadné dvé
alely v jednom kanalu nepiekryvaji.

% 174

100 178

101 176 DI3S3TT R 7.0 | [Tk en
102 177

103 178

104 179

105 180 R: 8.0 ] [[Ho1R 100
106 181

107 182

108 183

109 184 [D138317R: 9.0 ] [fHoTR: 11.0
110 185

111 186

112 187

113 188 [D138317 R: 10.0 ] [THOTR: 120
114 189

115 [WAR: 100 ] [D3S1388R_12.0 ] [D5S81ER: 60 190

116 191

117 192

118 193

119 [WWAR 110 ] [D3s1358R: 130 ] [D5S818R: 7.0 194

120 195

121 196 [D138317 R:_12.0 ] [THOTR: 140
122 197

123 [WAR: 120 ] [D3sS1368R: 14.0 ] [D5S818R: 80 198

124 199

125 200

126 201

127 [WAR: 130 ] [D3s1388R:_15.0 ] [D5S81ER: 8.0 202

128 203

129 204

130 205

131 [WAR 140 ] [D3S7358R 160 ] [D5SB18R 100 206

132 207

133 208

134 209

135 [WWAR- 150 ] [D3s1388R: 7.0 ] [D5S818R-11.0 210

136 211 [D7S820R 50
137 212

138 213

139 [WAR 160 ] [D3S1358R 18.0 ] [D5SB1ER: 120 214

140 215 [D8ST178R: 7.0 ] [D2isTiR 270 ] [D7S820R: 60
141 216

142 217

143 [WAR: 170 ] [D3S1388R: 19.0 ] [D5S818R: 13.0 218

144 219 [D8ST179R 80 ] [D21s1TR 280 ] [D7S820R: 7.0
145 220

146 221

147 [WWAR: 180 ] [D3s1388R: 200 ] [D5S818R: 140 222

148 203 [DBSTI79R 80 | [CZisTiR 250 ] [o7sE20R 80
149 224

150 225

151 DESETER: 150 226

152 THOTR: 3.0 ] 227 [D8STI79R._10.0 ] [D21S11R300 ] [D7S820R: 9.0
153 228

154 229

155 [VWWAR: 200 ] [D2IS1TR 120 ] [D5S818R: 16.0 230

156 231 [D8STI79R_11.0 ] [DzistiR 310 ] [D7SB20R: 10.0
157 232

158 233

159 234

160 235 [D8STI79R 12,0 ] [D2isTiR 320 ] [D7SB20R: 11.0
161 236

162 237

163 [WAR: 220 238

164 239 [DBSTI70R: 13.0 ] [D21S11R_330 ] [D7S820R: 12.0
165 240

166 241

167 242

168 [D138317 R 5.0 ] [fHOTR 7.0 243 [DBSTI79R_14.0 ] [D2iS11R 340 ] [D7S820R 130
169 244

170 245

171 26

172 [OEs3i7R 60 ] [THOTR 80 247 [DBSTI7OR 150 ] [DZSTiR 360 ] [D7SB20R: 140
173 248

Obrazek 12: Vysledné rozdéleni sady Powerplex 16, alely délek 90-248 bp.
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Obrazek 13: Vysledné rozdéleni sady Powerplex 16,
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s ™
444 [PentaER: 180 ] [PentaDR: 160 465
445 466
e prec
447 468
448 469
449 [PentaER:19.0 ] [PentaDR: 17.0 470
450 P
451 472
452 473
P a4
454 [FGAR 49.0 ] [PentaER: 20.0 ] [PentaDR: 18.0 475
455 476
456 477
457 478
458 479
459 480
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461 482
462 483

463 484

Obrazek 14: Vysledné rozdéleni sady Powerplex 16, alely délek 443-484 bp.

Provedli jsme jesté obdobné testy na dvou dalsich sadach mikrosateliti, které
nam poskytla k otestovani nase konzultacni laborator. Tyto sady se jmenuji
human_multiplez a str_database. Povedlo se ndm z nich opét sestavit kompati-
bilni multiplexy. Detailni vystup aplikace z téchto testii, nastaveni vstupnich
parametri, matice kompatibilit a popis problematickych primert nalezneme
v priloze B.

human _multiplex — Jedna se o mensi sadu ¢itajici 10 mikrosatelitti, ktera
obsahuje markery pro urcovani lidského genotypu z databaze ,, The Co-
operative Human Linkage Center“. Navic jesté obsahuje mikrosatelit
HUMTPOX, pomoci kterého jsme schopni méfit mnozstvi protilatek
namifenych proti hormontm stitné zlazy a odhalit tak jeji nespravnou
funkei.

str_database — Rozsahlejsi sada ¢itajici smeés celkem 27 riznych lidskych
mikrosatelit slouzicich napi. pro vyhledavani patogenti, nebo pro de-
tekci Von Willebrandovy choroby?.

2dédi¢na porucha srazlivosti krve

43



7 ZAVER

7 Zavér

Tato prace si kladla za cil navrzeni a implementaci sady matematickych me-
tod, které urychluji laboratorni genotypizaci vhodnym vybérem kompatibil-
nich mikrosatelitti. Vytvorené algoritmy pro vypocet kompatibility primert
byly ovéfovany na tfech sadach mikrosateliti. Ve vSech pripadech byly vy-
pocetni testy tspésné, shodovaly se s predpokladanym rozdélenim.

Implementace vypocetnich metod v programu MultiPCR zpristupriuje
forenznim laboratofim metody vyzkumu, které by jinak mohly byt prilis na-
kladné. S pomoci tohoto néastroje jsou schopny snizit naklady na porizovani
elektroforézniho gelu a dalSich preparatt tim, Ze umozni provést vice experi-
mentt najednou. Kontrola délkovych kompatibilit umozni souc¢asné pouziti
vice mikrosateliti v jediném kanalu, pricemz bude stale mozné presné iden-
tifikovat jednotlivé alely na elektroforéznim gelu.

Aplikace byla optimalizovéana pro vicejadrové procesory (resp. viceproce-
sorové systémy), takze dokaze plné vyuzit jejich vykon. Pouzivime v ni uni-
katni heuristiky ofezavajici velmi t¢inné strom moznych feseni, takze kombi-
natoricka exploze prostoru feseni, ktery prohledavame do hloubky metodou
,depth-first search®, je tim dramaticky omezena. Experimenty ukazaly, ze
vytvoreny software dovoluje efektivné nachazet multiplexy vybrané ze sad
desitek nebo i stovek (do po¢tu 256) mikrosatelitti, coz je pro praktické na-
sazeni vice nez dostatecné.

V pripadé odhaleni chemické nekompatibility program poskytuje infor-
mace potiebné k identifikaci problematickych primert. Je-li k dispozici do-
stateCny pocet kanalti, mikrosatelity obsahujici problematické primery jsou
od sebe ve vysledné sadé oddéleny. Chemicky kompatibilni mikrosatelity jde
amplifikovat spolecné, ¢imz se snizi nutny pocet provedenych polymerazo-
vych Tetézovych reakci.

Seznameni s aplikaci usnadnuje kontextova napovéda. V mistech, kde je
k dispozici detailnéjsi popis (napf. pii zaddvani vstupnich parametrii) byva
umisténo tlac¢itko s jasné viditelnym zelenym otaznikem. Kratsi popisky jsou
feSeny formou tooltipovych texti, které se zobrazuji pri najeti mysi na poza-
dovanou polozku. Nejpravdépodobnéji dalsi ¢innost uzivatele je popsana ve
spodni ¢asti okna (napf. informace, ze jsou jiz k dispozici vysledky a Ze by
si je mél prostudovat).

Moduléarni podoba vytvorené aplikace otevird moznosti pro jeji dalsi roz-
voj, obzvlasté v oblasti feSeni chemické kompatibility. Soucasny algoritmus
Ize vylepsit zapoctenim tepelné kapacity ACy, popfipadé rozsifenim na me-
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todu ,dalsi nejblizsi soused“ (NNN — Next Nearest Neighbour) s vyuzitim
neuronové sité. Vstup aplikace by mohl byt nacitan z biologickych databazi,
nebo byt nahrazen generovanim primert ,,de-novo“ dle pozadovanych vlast-
nosti.

MultiPCR oproti vS§em nam doposud znamym konkuren¢nim programtim
(Autodimer[5], Primer3[12] a FastPCR[13]) poskytuje navic unikatni metodu
testovani délkovych kompatibilit mikrosatelitii. Také umoznuje diky heuris-
tickému prohledavani stavového prostoru sestavovat automaticky celé mul-
tiplexy z kompatibilnich mikrosateliti. Vypocty intramolekularnich vazeb
pro urcovani chemické kompatibility vychézeji z nejnovéjsich poznatki o cho-
vani primerta pti PCR. Jako jediny miize pracovat nativné pod libovolnym
operacnim systémem s prostiedim Java Runtime, ¢imz vyuziva procesorovy
¢as mnohem efektivnéji nez ostatni aplikace spousténé pod emulatory (Napf.
FastPCR musi byt v Linuxu spoustén pod Wine, v Mac OS pod emulatorem
VirtualPC, Autodimer podporu OS neuvadi vibec).

Vérim tomu, Ze by se brzy mohla aplikace MultiPCR zaradit do bézné
softwarové vybavy forenznich genetikii. V soucasné dobé probiha jeji pilotni
provoz v Laboratori experimentalni mediciny pti Détské klinice LF UP a FN
Olomouc. Pro ucely této laboratore byla prvotné navrzena.
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A Priloha

A.1 Vytvoreni seznamu vSech prekryti

1 public ArrayList<AlignmentResult> align(Primer pl, Primer p2) {
2 SymbolList sListl, sList2;

3 Arraylist<AlignmentResult> results;

4 int k1, k2, len, matches, mismatches;

5 StringBuffer mString;

7 mString = new StringBuffer();

s results = new ArrayList<AlignmentResult>();

9 sListl = DNATools.createDNA(pl.seqString());
10 sList2 = DNATools.createDNA(p2.seqString());
11 int slideCount = pl.length() + p2.length();

12

13 for (int i=1; i < slideCount; i++) {

14 k1 = Math.max(sListl.length() - i, 0);

15 k2 = Math.max(i - sListl.length(), 0);

16 len = Math.min(sListl.length() - k1, sList2.length() - k2);
17 matches = 0; mismatches = 0; mString.setLength(0);

18 for (int j=0; j<lem; j++) {

19 if (DNATools.complement(sListl.symbolAt(j + k1 + 1))
20 .equals(sList2.symbolAt(j + k2 + 1))) {

21 matches++;

22 mString.append(sListl.subStr(j + k1 + 1, j + k1 + 1));
23 } else {

24 mismatches++; mString.append("N");

25 }

26 }

27 int score = matches - mismatches;

28 if (mString.equals("N")) continue;

29 if (score >= dimerParams.getScore()) {

30 results.add(new AlignmentResult(

31 mString.toString, matches, mismatches, 1i));

32 }

33 }

34 return results;

35 }

Na f. 9-10 (v bloku kédu uvedeném vyse) pfevadime naSe primerové fe-
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tézce do zpracovatelnéjsiho formatu — SymbolList z baliku BioJava. Ten nam
umozni na t. 19 provést porovnani komplementarity dvou symbolt. Hlavni
cyklus na . 13 prochazi vSechna moznéa posunuti, vnofeny cyklus na 7. 18
pro kazdé posunuti zkontroluje komplementaritu protilehlych symboli. Za-
roven zjistujeme pocet shod, pocet neshod a vytvarime fetézec prekryti. Na
. 28 odfiltujeme ta prekryti, kde se kryje jen jeden nukleotid a ten navic ani
neni komplementarni. Na f. 29 vyhodnotime skére. Do vystupniho seznamu
pridavame vsechna posunuti, kterd jsou rovna prahové hodnoté, nebo vyssi.

A.2 Obecna metoda vypoctu termalniho parametru

Metoda computeParam vypocte na zakladé fetézce prekryti a zvolené ta-
bulky pozadovany termalni parametr. Napf. pro vypocet AH® s fetézcem
prekryti 7ATTGA” bychom volali: computeParam("ATTGA", tG); kde tG
je hashovaci tabulka vytvofena metodou createTableH().

1 private cmdFloat computeParam(String mString,

2 HashMap<String, Float> table) {
3 Float nn;

4+ float param = O;

5 float init = O;

7 // VjpoCet hodnot nejbliZsiho souseda
g8 for (int i = 0; i < sl.length() - 1; i++) {

9 nn = table.get(sl.substring(i, i+2));
10 if (nn == null) continue;

1 param += nn;

12 }

13

14 // Vypolet inicializacniho parametru

15 nn = table.get(String.valueOf(sl.charAt(sl.length()-1)));
16 if (nn !'= null) init += nn;

17

18 return init+param;
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A.3 Implementace datovych tabulek

Implementace tabulky pro vypocet AGS,

1 private HashMap<String, Float> createTableG()
tG = new HashMap<String, Float>(16);

2
3
4

5

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22 }

//
tG
tG
tG
tG
tG
tG
tG
tG

//
tG

//
tG

tG.

unified free

return tG;

energy at 37C

.put("aa", -1.00f);
.put("ac", -1.44f);
.put("ta", -0.58f);
.put("tc", -1.30f);
.put("ca", -1.44f);
.put("cc", -1.84f);
.put("ga", -1.30f);
.put("gc", -2.24f);
inic. korekce G-C
.put("g", 0.98f);
inic. korekce A-T
.put("a", 1.03f);
put("n", 0.00f);

.put("at", -0.
.put("ag", -1.
.put("tt", -1.
.put("tg", -1.
.put("ct", -1.
.put("cg", -2.
.put("gt", -1.
.put("gg", -1.
.put("c", 0.

.put("t", 1.

Implementace tabulky pro vypocet AH°

88f) ;
28f) ;
00f) ;
45f);
28f);
17£);
44f);
42f);

98f) ;

03f) ;

1 private HashMap<String, Float> createTableH()
tH = new HashMap<String, Float>(16);

2

3

4

5

10

11

12

//
tH
tH
tH
tH
tH
tH
tH
tH

unified delta H parameters (kcal/mol)

.put("aa", -7.
.put("ac", -8.
.put("ta", -7.
.put("tc", -8.
.put("ca", -8.

.put("cc", -8.
.put("ga", -8.
.put("gc", -9.

90f) ;
40f) ;
20f) ;
20f) ;
50f) ;
001f) ;
20f) ;
80f) ;
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.put("at", -7.20£f);
.put("ag", -7.80f);
.put("tt", -7.90f);
.put("tg", -8.50f);
.put("ct", -7.80f);
.put("cg", -10.60f);
.put("gt", -8.40f);
.put("gg", -8.42f);
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23

24 }

// inic. korekce G-C
0.10f);
0.10f);

tH.put("g",
tH.put("c",

// inic. korekce A-T
2.30f);
2.30f);

tH.put("a",
tH.put ("t",

tH.put("n",
return tH;

0.00%);

Implementace tabulky pro vypocéet AS°

1 private HashMap<String, Float> createTableS() {

2

3

4

5

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

tS = new HashMap<String, Float>(16);

// unified delta

tS.put("aa", -22.
tS.put ("ac", -22.
tS.put("ta", -21.
tS.put("tc", -22.
tS.put("ca", -22.
tS.put("cc", -19.
tS.put("ga", -22.
tS.put("gc", -24.

// inic. korekce

tS.put("g",
tS.put("c",

-2.

-2

// inic. korekce

tS.put("a",
tS.put("t",

tS.put("n",
return tS;

4.
4.

0.

S parameters (cal/k.mol)

20f); tS
40f); tS
30f); tS
20f); tS
70f); tS
90f); tS
20f); tS
40f); tS

G-C
801f) ;

.801);

A-T
10f);
10£f) ;

00£) ;

.put("at", -20.
.put("ag", -21.
.put ("tt", -22.
.put("tg", -22.
.put("ct", -21.
.put("cg", -27.
.put("gt", -22.
.put("gg", -19.
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B Vysledky testovanych sad

B.1 Test sady human multiplex

Pro testovani této sady jsme pouzili nasledujici parametry vyhledavace: Roz-
sah délek amplikonii: 0-230, velikost Teseni: 10, pocet kanali: 3.

Pro vypocet terméalnich parametri jsme pouzili: Score: 7, mnozstvi soli:
0,085 mol, koncentrace vlaken: 1umol, teplota: 37°C, teplota tani: 25°C),
AG®: -3 kcal/mol.

Vsechny mikrosatelity ze sady maji délku repetic 4. Nejvhodnéjsi nalezené
rozdéleni do tii kanalt kanaly bylo 3-3-2. Celou sadu tudiz nelze pouzit do-
hromady kviili prekryvani nékterych alel. Najednou lze pouzit maximalné 8
z 10 mikrosateliti sady. Chemickd nekompatibilita nebyla zaddna odhalena.
Na obr. 16 vidime matici délkovych kompatibilit.

Name: 1_G08710_human_STS_CHL
Allele list: 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Name: 2_D6S1017_AL035588.-
Allele 1list: 6 7 8 9 10 11 12 13

Name: 3_G08202_human_STS_CHL
Allele list: 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Name: 4_D1S1677_AL513307.-
Allele list: 9 10 11 12 13 14 15 16 18

Name: 5_G08820_human_STS_CHL
Allele list: 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Name: 6_G08085_human_STS_CHL
Allele list: 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Name: 7_G08184_human_STS_CHL
Allele 1list: 9 10 11 11.3 12 12.3 13 13.3 14 14.3 15 16 17

Name: 8_G08921_human_STS_CHL
Allele list: 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Name: 9_GO07820_human_STS_CHL
Allele list: 9 10 11 12 13 14.3 15.3 16.3 17.3 18.3 19 19.3

Name: 10_HUMTPOX_Human_thyroi
Allele list: 56 7 8 9 10 11 12 13 14
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2_D6S1017_AL035588- R: 6.0

2_D6S1017_AL035588-R: 7.0

4 D151677_AL513307-R. 9.0

G08820_human_STS CHLR: 9.0
4 D151677_AL513307-R: 100

'G08710_human_STS_CHL R: 7.0
2_D651017_AL035588- R: 8.0

G08820_human_STS_CHL R: 100
4 D151677_AL513307- R 11.0

G08710_human_STS_CHL R: 8.0

G08820_human_STS CHLR: 11.0
4_D151677_AL513307- R: 120

'G08710_human_STS_GHL R: 9.0
2_D651017_AL035588- R: 10.0

G08620_human_STS CHLR'_12.0
4 D151677_AL513307-R: 130

G08710_human_STS_CHL R: 10.0
2_D6S1017_AL035588- R: 11.0

G08820_human_STS CHLR: 13.0]

G08184_human_STS CHLR: 9.0

125
126
127
128
129
130

G08202_human_STS_CHL R: 17.0
G08710_human_STS_CHL R: 17.0

G08202_human_STS CHL R: 180
G08710_human_STS_CHL R: 18.0

G08184_human _STS CHLR: 113

GOB184_human_STS CHLR: 100

G0B184_human_STS CHLR: 110

G08184_human_STS CHLR: 120

4 D151677_AL513307-R: 14.0

G0B184_human_STS CHLR: 123
G08184_human_STS CHLR: 13.0

G08710_human_STS CHL R: 11.0
2_D651017_AL035568- R. 12.0

G08620_human_STS CHLR: 140
4 D151677_AL513307-R: 150

HUMTPOX_Human _thyrol R 5.0
G08184_human_STS CHLR: 13.3
GOB184_human_STS CHLR: 14.0

G08710_human_STS_CHL R: 12.0
2_D651017_AL035588 R: 13.0

G08620_human_STS CHLR: 150
4 D151677_AL513307-R: 160

HUMTPOX_Human_thyroi R: 6.0
G0B184_human_STS CHLR: 143
G08184_human_STS CHLR: 150

G08710_human_STS CHL R: 13.0]

G08820_human_STS CHLR: 16.0]

[HUMTPOX_Human _thyroi R: 7.0

G08184_human_STS CHL R: 160

G08710_human_STS_CHL R: 14.0

G08710_human_STS CHL R: 15.0

G08620_human_STS CHLR: 17.0]

[HUMTPOX Human_thyroi R: 8.0

4 D151677_AL513307-R: 180
G07820_human_STS CHLR: 9.0

G08184_human_STS CHLR' 17.0

G08820_human_STS CHLR: 18.0]

[HUMTPOX_Human _thyroi R: 9.0

G08202_human _STS CHLR: 16.0]

G07820_human_STS CHLR: 10.0]

G08710_human_STS CHLR: 16.0]

'G08820_human_STS CHLR: 190]

[HUMTPOX_Human _thyroi R 10.0

131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155

157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
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2 2 2 EER
| I 2| I % (R
S| S| ‘S ‘3 S‘S
3 3 = = 31|13
3 3 3 3 313
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G08202_human_STS_CHL R: 24.0

G08202_human_STS CHL R: 250

Q %)
& 4
I I
S S
8 8
l= l=
3 H
] g
I I

@ o
4 4
4 4
o o
e 2
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G08202_human_STS_CHL R 28.0

GO7820_human_STS CHL R: 11.0

G07820_human_STS CHLR: 120

G07820_human_STS CHLR: 13.0

G07820_human_STS CHLR: 143

G07820_human_STS CHLR: 153

G07820_human_STS CHLR: 163
G07820_human_STS CHLR: 173
G07820_human_STS CHLR' 183
G07820_human_STS CHLR: 19.0

G07820_human_STS CHLR: 193

HUMTPOX_Human_thyroi R: 11.0
HUMTPOX_Human_thyroi R:_12.0
HUMTPOX_Human_thyroi R: 13.0

HUMTPOX_Human_thyroi R 14.0

Obrazek 15: Vysledné rozdéleni sady human_multiplex, alely délek 79—-170 bp.

Déle si ukadzeme matici délkovych kompatibilit a matici celkové kompatibility.
V nasem pripadé budou obé matice shodné, jelikoZ jsou vSechny uvedené
mikrosatelity vzajemné chemicky kompatibilni.

Length compatibility matrix

Overall compatibility matrix

0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
0 ks ® # 0 ks ® ®
1 2 o 1 ® o
2 x 2 x
3 ® ® 3 ® =
4 * * *® 4 * * *®
5 || x x x || x P x 5 || x x x || x P x
6 b " ® 6 b " ®
74 * *
8 x e x 8 x e x

Obrazek 16: Matice kompatibilit pro sadu human_multiplex tak jak jsou zobra-

zeny programem MultiPCR.
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B.2 Test sady str_database

Pro testovani této sady jsme pouzili nasledujici parametry vyhledavace: Roz-
sah délek amplikonii: 0-999, velikost feSeni: 15, pocet kanald: 3.

Pro vypocet termalnich parametri jsme pouzili: Score: 3, mnozstvi soli:
0,085 mol, koncentrace vlaken: 1pumol, teplota: 37°C, teplota tani: 55°C,
AG”: -3kcal/mol.

Mikrosatelity v sadé maji délky repetic 4-6. Nejvhodnéjsi nalezené rozdéleni
do t1i kanalt kanaly bylo 5-5-5. Zaroven byla odhalena chemicka nekompati-
bilita mezi mikrosatelity ¢i9389969gbG08446.1G0 a ¢i9386489bG08098.1G0,
popis problému miizeme vidét na obr. 18. Tyto dva mikrosatelity nebyly do
feSeni zahrnuty, protoze existovaly vhodnéjsi kandidati. Matice kompatibilit
pro jejich vétsi rozmeéry neuvadime. Mikrosatelity zafazené do vysledné sady
jsou:

Name: gi4914674gbG42676.1G
Repetition length: 4
Allele list: 8 9 10 11 12 13 19

Name: gi938752gbG08202.1G0
Repetition length: 4
Allele list: 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Name: gi938648gbG08098.1G0
Repetition length: 4
Allele list: 8 9 10 11 12 13 14

Name: HUMUT1674Humanchromo
Repetition length: 4
Allele list: 14 16 17 18 19 20 21 22

Name: DYS434AC002992CTAT.m
Repetition length: 4
Allele list: 8 9 10 11

Name: gi296731embX71600.1H
Repetition length: 5

Allele list: 4 566 7 8 9 10 11 12
Name: gi939605gbG09055.1G0
Repetition length: 4

Allele list: 11 12 13 14 15

Name: gi939567gbG09017.1G0O
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Repetition length: 4
Allele list: 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Name: gi604825gbL30761.1HU
Repetition length: 4
Allele list: 1234567

Name: gi31348embX06292.1HS
Repetition length: 4
Allele list: 8 9 10 11 12 13 14

Name: gi307519gbM68651.1HU
Repetition length: 4
Allele list: 56 7 8 9 10 11 12 13 14

Name: gi939370gbG08820.1G0
Repetition length: 4
Allele list: 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Name: gi938475gbG07925.1G0
Repetition length: 4
Allele list: 5 8 9 10 11 12 13 14 15

Name: gi939290gbG08740.1G0
Repetition length: 4
Allele list: 566 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Name: gi182293gbM21986.1HU

Repetition length: 4
Allele list: 34567 89 10 11 12 13 14
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100

157 |9i9384750bG07925.1GO R: 1.0
158 gi31348embX06292.1HS R._12.0
159
gi930370gbGOBE20.1GO R: 10.0 160 [o9387520bG0E202.1GOR: 150 |  [6048250bLa0ETIHU R 30 ]
161
162 [HUMUTTBTAHumanchromo e 140] - [gf3TodBembX062621HS R 130
163
164 [CE3BT52pE0RR0ZIGOR 160 ] [qE0EZgpla0/e THUR 20 ]
165 91939567gbG09017 1GOR: 7.0 | [gi938475gbG07925.1GOR: 13.0 |
166 [or31348embx06202.1HS R: 140 ]
167
[093937096G08820.1GOR: 120 | 168 [0i936752gbG082021GOR: 17.0 | [9i6048250bL30761 1HU R: 5.0
169 gi939567gbGOS0T7 TGO R: 8.0
170
7
[019393709bG08B20 1GOR 130 | 172 [9i938752gbG08202.1G0 R: 18.0 9i604825gbL30761.1HUR: 60|
173 91939567gbG09017.1GOR: 9.0 | [gi938475gbG07925.1GOR: 150 ]
174
175
176 [01938752gbG08202.1GO R: 19.0 gi6048250bL30761 1HU R 7.0
177
178
[or307519gbMEEES TTHUR: 60 ] 179
180
181
182
18
184
185
186 [HUMUT1674Humanchromo R: 20.0]
(TR 50 ] 17
b
189 [9i939567gbG080171GOR: 130 | [gi939250gbG0B740.1GOR: 50 |
190
101
162 (ST TCOR 750 ] ({0 TSR 110
163
194
[CEBTpEEST HUR 100 ]  1o5 [geseeieghoons 160k 50 ]
[09393709bG08B20.1GO R: 19.0 |  1ge [0/938752gbG0B2021GOR: 24.0 | [gi9396059bG08055 1GO R 12.0
197
198
199
200
201
202
0i307519gbM686511HU R: 12.0 203 [9i9386489bG08098.1G0 R: 10.0
204
20
206
[ Bt TR 30| 207 [GERAEGIRETEIR 10|
208 [01938752gbG08202.1GOR: 27.0 | [ 1GOR: 150 ]
200
210
[P R @] 211
22
213
214
215
216
217
218
210
220
21
TR ST ] 22
2
224
225
226
27
228
229

O
=8
=
[<*N
N
)
=
—
q

rozdéleni sady str_database, alely délek 83-229 bp.

<
(N
=
%)
(oW
=}
o

incompatible: gi9380062bG08446.1G0 [1d: 15] vs gi038648gbGOB0YE. 1G0 [id:
Problematic primers: aacaggtcaaacctectgtg VS gogtoattttectetttggt
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Obrazek 18: Popis nalezené chemické nekompatibility tak jak ji zobrazuje apli-
kace MultiPCR.

ot

4



LITERATURA

Literatura

1]

2]

[10]
[11]

CLAVERIE, Jean-Michel, NOTREDAME, Cedric. Bioinformatics For
Dummies. [s.l.] : For Dummies, 2006. 436 s. 2.

VALLONE, Peter M., BENIGHT, Albert S. Melting studies of short
DNA hairpins containing the universal base 5-nitroindole. In Nucleic
Acids Research. [s.1.] : Oxford University Press, 1999. Vol. 27, no. 17. s.
3589-3596. ISSN 0305-1048.

SANTALUCIA, JR., John. A unified view of polymer, dumbbell, and
oligonucleotide DNA nearest-neighbor thermodynamics. In Biochemis-
try. USA : Proc. Natl. Acad. Sci, 1998. Vol. 95, no 4. s. 1460-1465.

CHAVALI, Sreenivas, et al. Oligonucleotide properties determination
and primer designing :@ a critical examination of predictions. In Bio-
informatics : Original Paper. [s.l.] : Oxford University Press, 2005. Vol.
21, no. 20. s. 3918-3925.

VALLONE, Peter M., BUTTLER, John M. AutoDimer: a screening
tool for primer-dimer and hairpin structures. In BioTechniques : Short

Technical Reports. [s.l.] : [s.n.], 2004. Vol 37, no. 2. s. 226-231.

DAINTITH, John. Ozford Dictionary of Physics. [s.l.] : Oxford Univer-
sity Press, 2005. 586 s. 5. ISBN 0-19-280628-9

KITTEL, Charles. Thermal physics. USA : Twenty-first printing, 2000.
418 s. ISBN 0-7167-1088-9

SANTALUCIA, JR., John Physical Principles and Visual-OMP Soft-
ware for Optimal PCR Design. In Methods in Molecular Biology : PCR
Primer Design [s.l.] : [s.n.], 2007. Vol. 402. s. 3-34

CANTOR, C. R., SCHIMMEL, P. R. Biophysical Chemistry Part III:
The Behavior of Biological Macromolecules. San Francisco : W. H. Fre-
eman, 1980. 624 s. ISBN 0716711923

Record, M. T., Jr., Lohman, T. M. (1978) Biopolymers 17. s. 159-166

B. CHAIRES, Jonathan. Possible origin of differences between van’t
Hoff and calorimetric enthalpy estimates. In COOPER, A., DI CERA,
E., WINTER, R. Biophysical Chemistry. [s.l.] : [s.n.], 1997. s. 15-23.
ISSN 0301-4622

%)



LITERATURA

[12] Steve Rozen, Helen J. Skaletsky (1998) Primer3. Dostupny z WWW:
<http://www-genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html>

[13] FastPCR |online]. 2009, 30. 4. 2009 [cit. 2009-03-07]. Dostupny z WWW:
<http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/fastpcr.htm>

[14] DNA [online]. 2009, 16. 2. 2009 [cit. 2009-03-07]. Dostupny z WWW:
<http://cs.wikipedia.org/wiki/Dna>

[15] DNA [online]. 2009, last modified on 7 March 2009 [cit. 2009-03-07].
Dostupny z WWW: <nttp://en.wikipedia.org/wiki/Dna>

[16] Gen [online]. 2009, 24. 2. 2009 [cit. 2009-03-07). Dostupny z WWW:
<http://cs.wikipedia.org/wiki/Gen>

[17] Gene [online]. 2009, last modified on 7 March 2009 [cit. 2009-03-07].
Dostupny z WWW: <http://en.wikipedia.org/wiki/Gene>

[18] Allele [online]. 2009, last modified on 6 March 2009 [cit. 2009-03-07].
Dostupny z WWW: <http://en.wikipedia.org/wiki/Allele>

[19] Alela [online]. 2009, 5. 1. 2009 [cit. 2009-03-07]. Dostupny z WWW:
<http://cs.wikipedia.org/wiki/Alela>

[20] Elektroforéza [online]. [2008], 2008-11-21 [cit. 2009-03-07]. Dostupny
z WWW: <http://wapedia.mobi/cs/Elektroforéza>

[21] Agarose Gel Electrophoresis [online]. ¢2007, last updated ( Tuesday, 04
September 2007 ) [cit. 2009-03-07]. Dostupny z WWW: <http://alturl.

com/imv>

[22] Agarose gel electrophoresis [online]. 2009, last modified on 6 March 2009
[cit. 2009-03-07]. Dostupny z WWW: <http://en.wikipedia.org/wiki/

Agarose_gel_electrophoresis>

(23] Restriction enzyme [online/. ¢2009, last modified on 17 February 2009
[cit. 2009-03-07]. Dostupny z WWW: <http://en.wikipedia.org/wiki/

Restriction_enzyme>

[24] Primer [online]. 2008, 29. 10. 2008 [cit. 2009-03-07]. Dostupny z WWW:
<http://cs.wikipedia.org/wiki/Primer>

56



LITERATURA

[25] Primer (molecular biology) [online]. 2009, last modified on 22 January
2009 [cit. 2009-03-07]. Dostupny z WWW: <http://en.wikipedia.org/

wiki/Primer_(molecular_biology) >

[26] Ethidium bromide [online]. 2009, last modified on 19 February 2009
[cit. 2009-03-07]. Dostupny z WWW: <http://en.wikipedia.org/wiki/
Ethidium_bromide>

[27] RACLAVSKY, Vladislav, MUDr., Ph.D. Vyhody a nevyjhody pridd-
vani ethidium bromidu do gelu [online]. c2003 [cit. 2009-03-07]. Do-
stupny z WWW: <http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Vyhody%20a%
20nevyhody%20EtBr’20v%20gelu.htm>

28] Polymerase chain reaction [online]. 2009, last modified on 4 March 2009
[cit. 2009-03-07]. Dostupny z WWW: <http://en.wikipedia.org/wiki/

Polymerase_chain_reaction>

[29] Polymerdzovd tetézovd reakce [online]. 2008, 19. 12. 2008 [cit. 2009-03-
07]. Dostupny z WWW: <http://cs.wikipedia.org/wiki/Polymerazova_

retézova_reakce>

[30] PowerPlex 16 |online]. ¢2009 [cit. 2009-04-21]. Dostupny z WWW:
<http://alturl.com/famr>

57



