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Abstrakt 
Současné studie naznaču j í , že t r iplexy hra j í dů lež i tou rol i v mechanismech regulace tran
skripce, rekombinace D N A a mutageneze a ma j í proto velký v ý z n a m pro biologii , biotech
nologii a med ic ínu . Tato b a k a l á ř s k á p r á c e optimalizuje n e d á v n o pub l ikovaný algoritmus 
pro vyh ledáván í po tenc iá ln í ch intramolekulárních t r i p l exů na t ř ech ú rovn ích n á v r h u : uži
va te l ské rozh ran í , využ i t í p a m ě t i a v ý p o č e t n í n á r o č n o s t . V úrovn i už iva te l ského r o z h r a n í 
by l algoritmus rozš í řen o existující v izual izační funkce a t r a n s f o r m o v á n do podoby bal íčku 
pro p r o s t ř e d í R /B ioconduc to r . Op t ima l i zac í využ i t í p a m ě t i a cache procesoru v kombinaci 
s redukcí v ý p o č t u na zák l adě ana lýzy jeho stavu bylo dosaženo více než t r o j n á s o b n é h o 
zrychlení oproti p ů v o d n í implementaci. 

Abstract 
Triplex-forming D N A sequences have been implicated as important players in several key 
processes, such as t ranscript ional regulation, D N A recombination and mutagenesis, which 
emphasize their importance for biology, biotechnology and medicine. This bachelor thesis 
optimizes recently publicated dynamic programming algori thm for identification of triplex-
forming sequences on three levels of design: user interface, memory usage and computat ion 
time. O n the level of user interface, the a lgori thm was extended wi th existing visualizat ion 
functions and rewrit ten into R / B i o c o n d u c t o r package. M e m o r y usage opt imizat ion and 
processor cache analysis in combinat ion wi th computat ion t ime reduction based on current 
computat ion state analysis lead to more than three times acceleration. 
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Kapitola 1 

Úvod 

A n a l ý z a D N A a její anotace jsou dů lež i tými kroky k p o r o z u m ě n í m o l e k u l á r n í m z á k l a d ů m 
života , p ro tože život , jak jej z n á m e a pozorujeme na Zemi, vyp lývá ze schopnosti b u n ě k 
uchováva t , t ř í d i t a m ě n i t děd ičnou informaci u loženou v molekule D N A . O d objevení dvou-
šroubovicové s t ruktury D N A v roce 1953 [ ] by la pozornost vědců p ř e v á ž n ě s o u s t ř e d ě n a 
na z k o u m á n í genet ické informace jako p ř e d p i s u pro tvorbu p ro t e inů , avšak s p ř í c h o d e m no
vého t isíciletí se t ěž i š t ě vědeckých s tud i í posunulo od ana lýzy genů ke z k o u m á n í mezigenové 
D N A a s t r u k t u r n í c h v l a s tnos t í c h r o m o z o m ů a b u n ě č n é h o j á d r a . Ačkoliv je dvouš roubov i -
cová D N A obecně p ř i j í m á n a jako kanon ická struktura, existuj í i j i né z p ů s o b y u s p o ř á d á n í 
( A - D N A , Z - D N A ) , z nichž n ě k t e r é se vyskytu j í in vivo, j i né byly pouze u mě le vy tvo řeny 
v l a b o r a t o r n í c h p o d m í n k á c h . Z pohledu t é t o p r á c e jsou p o z o r u h o d n é ze jména úseky D N A , 
k t e r é se v důs l edku p ů s o b e n í Wa t son -Cr i ckových [í ] a Hoogs t eenových [ ] vazeb sk láda j í 
do tvaru t ro j š roubov ice - zk ráceně t r ip lexu nebo též H - D N A . 

Ve vědeckých s tud i í ch zkoumaj íc ích tr iplexovou s t rukturu D N A jsou p a t r n é dva trendy. 
P r v n í vycház í ze sku tečnos t i , že lze in vitro syntetizovat o l igonukleot idový ře tězec , k t e r ý 
je schopen vy tvo ř i t s dvouš roubov ic í D N A v živé b u ň c e tzv. intermolekulární t r iplex. T y t o 
ře tězce jsou z n á m é pod zkratkou T F O (triplex-forming oligonucleotide) a ma j í ob rovský pří
nos pro biotechnologii a medic ínu , neboť jsou schopny se lek t ivně ovl ivňovat u r č i t o u oblast 
genomu. Mutageneze v y v o l a n á jejich n a v á z á n í m m ů ž e vést k t r v a l ý m d ě d i č n ý m z m ě n á m 
ve specifických genech nebo m ů ž e m e p o m o c í T F O cíleně deaktivovat u r č i t ý gen [ ]. V sou
časné d o b ě existuj í v h o d n é n á s t r o j e , k t e r é jsou schopny identifikovat m í s t a v genomu, kam 
by se mohly po tenc i á ln í T F O n a v á z a t [ ]. Napro t i tomu využ i t í intramolekulárních t r i p l exů 
není tak p o d r o b n ě z m a p o v á n o . N ě k t e r é studie však naznaču j í , že h ra j í dů lež i tou rol i nejen 
v mechanismech regulace transkripce, rekombinace D N A a mutageneze [10] ale i p ř i vzn iku 
vážných geneticky p o d m í n ě n ý c h o n e m o c n ě n í [8, 23]. 

Cí lem t é t o p r á c e bylo identifikovat s l abá m í s t a k o n k r é t n í h o algori tmu pro vyh l edáván í 
intramolekulárních t r i p l exů [ ] a implementovat v h o d n ý z p ů s o b jeho optimalizace. P r o po
chopení problematiky bylo n u t n é nastudovat p o d r o b n é informace o s t a v b ě t r ip lexů , j iných 
možnos t ech jejich h l edán í a d ů k l a d n ě se s e z n á m i t s pr inc ipem v ý p o č t u zvoleného algoritmu, 
k t e r ý je za ložen na m e t o d ě d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í . 

N a zák ladě z ískaných zna los t í a v ý s t u p ů předchoz ích b a k a l á ř s k ý c h a d ip lomových p rac í 
[18, 30, 22] byly nav rženy optimalizace na t ř e ch úrovních : už iva te lské rozh ran í , využ i t í 
p a m ě t i a v ý p o č e t n í n á r o č n o s t . Opt imal izace na ú rovn i už iva te l ského rozh ran í zahrnuje vy
tvořen í ba l íčku pro apl ikační p ros t ř ed í R /B ioconduc to r , k t e r ý integruje nejen vyh ledávac í 
algoritmus [19], ale zá roveň i funkcionali tu p o t ř e b n o u k vizual izaci [30, 22] na lezených t r i 
p lexů. N a ú rovn i paměťových op t imal izac í by ly p rověřeny a opraveny čás t i vyh ledávac ího 
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algoritmu, k t e r é jsou v ý p o č e t n ě n á r o č n é a zá roveň i n t enz ivn ím z p ů s o b e m pracuj í s p a m ě t í . 
Pos ledn í ú roveň op t imal izac í vycház í ze z p ů s o b u , j a k ý m p r o b í h á vyh ledáván í , a parame
t r ů m , k t e r ý m i je omezeno. D íky tomu m ů ž e m e v ý p o č e t n ě k t e r ý c h čás t í vyh ledávac ího algo
r i tmu vynechat, p r o t o ž e v p r o h l e d á v a n é oblasti nen í m o ž n é naleznout d o s t a t e č n ě kva l i tn í 
tr iplex. 

Text p r á c e je rozdě len do někol ika t e m a t i c k ý c h celků. K a p i t o l a 2 shrnuje poznatky 
o s t r u k t u ř e D N A a triplexech, vysvět lu je zák ladn í principy mo leku lá rn í biologie a z p ů s o b y 
uložení informace v D N A sekvencích. V kapitole 4 nalezneme s t r u č n ý p řeh led o p r o s t ř e d í 
R a projektu Bioconductor . Následuj ící kapitola 5 kr i t i cky shrnuje výchozí stav použ i tých 
a lgo r i tmů p ř e d v las tn í i m p l e m e n t a c í nav ržených op t ima l i zac í a pos ledn í kapitola 6 osvět luje 
n á v r h a řešení konk ré tn í ch op t imal izac í a jejich dopad na výkon a použ i t e lnos t výchozích 
a lgor i tmů . 
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Kapitola 2 

Struktura D N A a triplexy 

Podle p ř e d n í h o svě tového virologa E r l i nga Norrbyho m ů ž e m e ve zkratce definovat život jako 
samorepl ikuj íc í se chemický sy s t ém, k t e r ý je schopný dě la t chyby [26]. Kl íčovou s t rukturu, 
k t e r á tento proces replikace i vznik chyb v genet ické informaci živých o r g a n i s m ů umožňu je , 
n a z ý v á m e D N A (deoxyr ibonuk leová kyselina). Pro to se v t é t o kapitole budeme z a b ý v a t 
nejen z p ů s o b e m uložení děd ičné informace v D N A sekvencích, ale i v ý z n a m e m speciá ln ích 
s e k u n d á r n í c h struktur D N A , k t e r é h ra j í dů lež i tou rol i p ř i vzn iku chyb. P r i m á r n í m zdrojem 
pro tuto kapi to lu je publikace Základy molekulární biologie [1]. 

2.1 Deoxyribonukleová kyselina 

D ě d i č n á informace je v D N A u ložena v p o d o b ě genů - z ák ladn ích jednotek, k t e r é určuj í 
vlastnosti jednotlivce i celého druhu. Ačkoliv s a m o t n á s t ruktura D N A byla objevena až 
v roce 1953 [ ], bylo j iž dř íve z n á m o , že gene t ická informace obsahuje instrukce pře
vážně pro tvorbu p r o t e i n ů (bí lkovin) , což jsou makromolekuly, k t e r é slouží jako s t avebn í 
kameny b u n ě č n ý c h struktur, mohou fungovat jako enzymy, z p ě t n ě reguluj í genovou expresi 
a umožňu j í b u n ě č n ý pohyb i v z á j e m n o u komunikaci . P r v n í důkazy, že geny jsou t vo řeny 
p rávě D N A , pocházej í z roku 1944, kdy bylo p r o k á z á n o , že p ř idán í pur i f ikované D N A k bak
t e r i ím měn í jejich vlastnosti a že tyto vlastnosti jsou p ř e d á v á n y na dalš í generace [3]. 

Moleku la D N A je s ložena ze dvou po lynuk leo t idových v láken s ložených ze č ty ř t y p ů 
nuk leo t idů . O b ě tato v l á k n a jsou n a z ý v á n a řetězce DNA nebo vlákna DNA, jsou v z á j e m n ě 
spojena vod íkovými m ů s t k y a s t o č e n a do tvaru dvouš roubov ice - B - D N A (viz ob rázek 2.1). 

J edno t l i vé nukleotidy jsou t vo řeny p ě t i u h l í k o v ý m sacharidem, na nějž je n a v á z á n a dusí 
k a t á báze a jedna nebo více fosfátových skupin (viz ob rázek 2.2). V p ř í p a d ě D N A se j e d n á 
o sacharid deoxyribóza a jednu fosfátovou skupinu. Báz i m ů ž e p ř e d s t a v o v a t adenin ( A ) , 
cytosin (C) , guanin (G) nebo thymin (T) . Nukleot idy jsou spojeny v ře tězce kova len tn ími 
vazbami mezi sacharidy a fosfáty, k t e r é tak tvoř í cukrfosfátovou kostru. 

T va r a chemická s t ruktura báz í umožňu j í efekt ivní tvorbu vodíkových m ů s t k ů pouze 
mezi A - T a G - C , kde se atomy schopné tvo ř i t vodíkové m ů s t k y dostanou blízko sebe bez na
rušení s t ruktury dvouš roubov ice , p ro tože v tomto u s p o ř á d á n í ma j í oba p á r y báz í podobnou 
šířku, k t e r á umožňu je ud ržen í stabilní vzdá lenos t i cukrfosfátové kostry obou ře tězců podé l 
celé dé lky molekuly D N A . Tuto vlastnost n a z ý v á m e komplementarita bází. D íky ní jsme 
schopni pouze na zák ladě znalosti sekvence jednoho v l á k n a urč i t i sekvenci v l á k n a kom
p l e m e n t á r n í h o . B á z e se mohou p á r o v a t pouze v p ř í p a d ě , že jsou obě v l á k n a vůči sobě 
an t ipa ra l e ln í a tento z p ů s o b pá rov án í n a z ý v á m e Watson-Crickovo [27] (viz ob rázek 2.3). 
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malý žlábek velký žlábek 

5' 3 

3' 5' 

kostra cukerného fosfátu 

O b r á z e k 2.1: Dvoušroubovice - B-DNA - p e v n é kova len tn í vazby cukrfosfátové kostry jsou 
znázo rněny t í m , jak do sebe j edno t l ivé čás t i z a p a d a j í (kolečko reprezentuje fosfát a j amka 
p a t ř í k sacharidu). O b r á z e k respektuje dohodnutou konvenci pro označován í konců jednot
livých ř e t ězců a p o č e t ča r mezi j e d n o t l i v ý m i k o m p l e m e n t á r n í m i b á z e m i o d p o v í d á p o č t u 
vodíkových m ů s t k ů . P ř e v z a t o z knihy [1]. 

2.2 Konvence 

Konce j edno t l i vých ře t ězců D N A označu jeme dle konvence podle toho, zda končí - O H sku
pinou respektive fosfátovou skupinou jako 3' respektive 5' konec. 

Ve dvouš roubov ic i D N A maj í n a v z á j e m k o m p l e m e n t á r n í v l á k n a opačný směr , ř í káme , 
že jsou tzv. an t ipa ra l e ln í a označu jeme je jako + respektive —. Sku tečnos t , k t e r é v l á k n o 
označ íme jako +, tedy p ř ímé , u r ču j eme podle směru , k t e r ý m p r o b í h á replikace d a n é mole
kuly. 

P ro p o t ř e b y v ý k l a d u v kapitole 2.4 jsou na o b r á z k u 2.1 zakresleny oblasti tzv. velkého 
a m a l é h o ž l ábku . Velký ž l ábek m ů ž e obsahovat skupiny d o n o r ů a a k c e p t o r ů schopných 
vy tvo ř i t a l t e r n a t i v n í vodíkové vazby s dalš í molekulou D N A (viz kapi tola 2.4). 

2.3 D N A jako informační nosič 

Informace k ó d o v a n á ve s t r u k t u ř e D N A je d á n a p o ř a d í m nuk leo t i dů v ře tězci . K a ž d o u z báz í 
- A , C , G a T - si m ů ž e m e p ř e d s t a v i t jako jedno p í s m e n o z č t y ř p í s m e n n é abecedy, k t e r á je 
p o u ž í v á n a k uchován í biologické informace ve s t r u k t u ř e D N A . Živé organismy se n a v z á j e m 
liší sekvencemi nuk l eo t i dů a t í m i biologickou informací . 

L ineárn í sekvence nuk l eo t i dů v D N A je v r á m c i b u n ě č n ý c h p rocesů p ř e k l á d á n a do l i 
neá rn í sekvence aminokyselin p o t ř e b n ý c h pro tvorbu proteinu, kdy jednu aminokyselinu 

fosfát cukr báze nukleotid 

O b r á z e k 2.2: Stavba nukleotidu - p ř e v z a t o z knihy [1]. 
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O b r á z e k 2.3: Watson-Crickovo párovaní bází - o b ě v l á k n a jsou vůči sobě an t ipa ra l e ln í . M e z i 
adeninem a thyminem vznikaj í dva vodíkové můs tky , mezi guaninem a cytosinem m ů s t k y 
t ř i . P ř e v z a t o z knihy [1]. 

kóduje sekvence t ř í po sobě jdouc ích nuk leo t idových báz í - tzv. triplet. 
Dlouhou dobu se pozornost vědců sous t řed i l a na z k o u m á n í genů jako h lavn ího zdroje 

biologické informace. V důs l edku tak opomíjel i obrovské m n o ž s t v í D N A , k t e r é ač p r a v d ě 
p o d o b n ě nekódu je ž á d n o u z n á m o u bí lkovinu, m ů ž e p ře s to h r á t v ý z n a m n o u rol i v životě 
buňky . Tato mez igenová D N A m ů ž e mí t v l iv na regulaci transkripce, rekombinaci či mu-
tagenezi. V současné d o b ě se ukazuje, že jsou biologicky za j ímavé p ř e d e v š í m ty úseky, jež 
jsou schopny tvoř i t a l t e r n a t i v n í s t ruktury D N A [10]. 

2.4 Triplexy 

Tvar dvouš roubov ice nen í j e d i n ý m z n á m ý m modelem struktury D N A . Watson a Cr ick 
p řed v y d á n í m s lavného č lánku , k t e r ý j i m pozděj i vynesl Nobelovu cenu [27], experimento
val i i s modelem t ro j š roubov ice . Defini t ivní n á v r h , jak by mohla vypadat t ro j š roubov icová 
s truktura D N A (zkráceně triplex), předloži l i Felsenfeld, Davies a R i c h v roce 1957 [12]. 

Vznik triplexů 

V z n i k t r i p l exů souvisí s úseky D N A , k t e r é se vyznačuj í ve lkým z a s t o u p e n í m n u k l e o t i d ů bu
ďto s purinovou (A , G ) , nebo pyr imidinovou (C, T ) báz í . Takové úseky zk ráceně n a z ý v á m e 
po lypur inové p o t a ž m o po lypyr imid inové . 

T ř e t í v l á k n o se k s t a n d a r d n í dvouš roubov ic i váže v oblasti velkého ž l ábku (viz obrázek 
2.1) p o m o c í a l t e r n a t i v n í c h vodíkových vazeb, k t e r é byly podle svého objevitele n a z v á n y 
jako Hoogsteenovy a reverzní Hoogsteenovy vazby [ ]. Nejčastějš í kombinace Hoogsteenova 
a Watson-Crickova pá rován í př i t v o r b ě t r i p l exů ilustruje ob rázek 2.4. 
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Paralelní triplex (pyrimidinový motiv) 

5'- :>3' 
5' — 
3'<" 

3' Polypurinové vlákno DNA 
5' Polypyrimidinové vlákno DNA 

Watson-Crick 
C H 3 

H 3C 

r v - - é c N f H ° 
R 

T • A T triplet 

Watson-Crick 
P H 

O. H . 

. H ' 
. N 

H T 
O 

H R 

C • G • C+ triplet 

5' — 
3'<-

3'<ľ 
Antiparalelní triplex (purinový motiv) 

5' 
*" 3' Polypurinové vlákno DNA 
_ 5' Polypyrimidinové vlákno DNA 

R 

, N 
R 

$ V N v R ^ N V - N H H 

. H ' 1 X T H 1 K Hoogsteen N y ^ n ' " ,o • W ^ " 1 V J L ^ " 1 Hoogsteen N 1 " í 

V V Watson-Crick Hoogsteen ^ J A J W a t s o n . C r i c k N ^ N ^ N ' " Watson-Crick 

R 4 R H 

A • A T triplet T A : T G • G C triplet 

O b r á z e k 2.4: Hoogsteenovo párování bází - v py r i m i d i nové m mot ivu (Y) je t ř e t í v l á k n o 
složené z py r imid inových báz í pa ra l e lně vázané k p u r i n o v é m u v l áknu H o o g s t e e n o v ý m pá ro 
v á n í m . V p u r i n o v é m mot ivu (R) je t ř e t í v l ákno pur inové a k p u r i n o v é m u v l á k n u dvouš rou-
bovice je v á z á n o r eve rzn ím H o o g s t e e n o v ý m p á r o v á n í m . P ř e v z a t o z č l ánku New Approaches 
Towará Recognition of Nucleic Aciá Triple Helices [2]. 

Dělení tr iplexů 

Z hlediska p ů v o d u t ř e t í h o v l á k n a dě l íme t r iplexy do t ě c h t o kategor i í : 

1. Intermolekulární triplexy - t ř e t í v l ákno pocház í z j i né molekuly D N A (obrázek 2.5). 

2. Intramolekulární triplexy - t ř e t í v l á k n o pocház í ze s te jné molekuly D N A . Jsou za
loženy na dvouš roubov icovém modelu, kdy se nav íc jedno z v láken odvine a znovu 
obtoč í kolem dvouš roubov ice (obrázek 2.6). 

3. Intravláknové triplexy - speciá ln í p ř í p a d i n t r a m o l e k u l á r n í h o t r iplexu. V tomto p ř í p a d ě 
je celý tr iplex t v o ř e n pouze j e d n í m v l á k n e m molekuly D N A (viz kapitola 3.1). 
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O b r á z e k 2.5: Intermolekulární triplex - p ř e v z a t o z č l ánku DNA triple helices: Biological 
consequences and therapeutic potential [17]. 

O b r á z e k 2.6: Intramolekulární triplex - p ř e v z a t o z č l ánku [17]. 

Stabi l i ta t r i p l e x ů 

Ačkoliv vy tvo řen í t r ip lexu v l a b o r a t o r n í c h p o d m í n k á c h n e p ř e d s t a v u j e složitý p rob l ém, v já 
d ře živé b u ň k y existuje mnoho překážek , k t e r é mus í t ř e t í v l á k n o p ř e k o n a t , aby se spojilo 
v tr iplex. M ů ž e se s t á t , že vazebné m í s t o je zrovna n e d o s t u p n é kvůl i c h r o m a t i n o v é ba r i é ře , 
p r o b l é m m ů ž e p ř e d s t a v o v a t n e d o s t a t e č n á afinita vazebného m í s t a z p ů s o b e n á koncen t r ac í 
solí v m e z i b u n ě č n é m prostoru a n e v h o d n ý m p H . N i c m é n ě e x p e r i m e n t á l n ě bylo z j iš těno, 
že n a p ř í k l a d p u r i n o v ý mot iv je oproti p y r i m i d i n o v é m u na p H p r o s t ř e d í b u ň k y re l a t ivně 
nezávis lý [16]. 

Všechny z n á m é algoritmy, k t e r é slouží k vyh ledáván í po tenc i á ln í ch t r i p l exů , ty to netri
viální v l i vy b u n ě č n é h o p r o s t ř e d í na s tabi l i tu t r i p l exů neuvažuj í . 

V y u ž i t í t r i p l e x ů 

In vitro je m o ž n é syntetizovat o l igonukleot idový ře tězec , k t e r ý je schopen vy tvo ř i t s dvou-
šroubovic í D N A v živé b u ň c e intermolekulární t r iplex. T y t o ře tězce jsou z n á m é pod zkrat
kou T F O (triplex-forming oligonucleotide) a ma j í ob rovský př ínos pro biotechnologii a medi
cínu, neboť jsou schopny se lek t ivně ovl ivňovat u r č i t o u oblast genomu. T F O lze nav íc snadno 
chemicky modifikovat, což umožňu je navázán í různých s loučenin a v důs l edku i cí lené poško
zení p o p ř í p a d ě mutaci v y b r a n é čás t i genomu. Mutageneze v y v o l a n á jejich n a v á z á n í m m ů ž e 
vést k t r v a l ý m d ě d i č n ý m z m ě n á m ve specifických genech nebo m ů ž e m e p o m o c í T F O cíleně 
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deaktivovat u rč i tý gen [24]. V současné d o b ě existuj í v h o d n é n á s t r o j e , k t e r é jsou schopny 
identifikovat m í s t a v genomu, kam by se mohly po tenc i á ln í T F O n a v á z a t [9]. 

Napro t i tomu využ i t í intramolekulárních t r i p l exů nen í tak p o d r o b n ě z m a p o v á n o . Něk
t e r é studie však naznaču j í , že hra j í dů lež i tou rol i nejen v mechanismech regulace tran
skripce, rekombinace D N A a mutageneze [10] ale i p ř i vzn iku vážných geneticky p o d m í n ě 
ných o n e m o c n ě n í [ ], n a p ř í k l a d Friedreichovy ataxie [23]. 

Dá le se v t é t o p rác i budeme věnova t p r i n c i p ů m detekce a vizualizace pouze intramole
kulárních t r ip lexů . 
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Kapitola 3 

Existující přístupy pro detekci 
intramolekulárních triplexů 

V t é t o kapitole se s e z n á m í m e s d v ě m a rozd í lnými a lgo r i tmickými p ř í s t u p y pro detekci in 
t r a m o l e k u l á r n í c h t r ip l exů . P r v n í z nich vycház í z funkcionáln ího jazyka Palingol a d r u h ý je 
založen na m e t o d ě dynamického programování. Text kapitoly navazuje na d ip lomové p ráce , 
k t e r é j iž na t é m a t r i p l exů vzn ik ly dř íve [30, 28]. 

3.1 Řešení založené na jazyce Palingol 

P r o g r a m o v a c í jazyk Pa l ingo l [ ] v z n i k l za úče lem popisu s e k u n d á r n í c h struktur nukleových 
kyselin a jejich vyh ledáván í v d a t a b á z i sekvencí . S e k u n d á r n í s t ruktura je p lně p o p s á n a jako 
seřazený seznam vlásenek spolu se v z á j e m n ý m i omezuj íc ími p o d m í n k a m i . 

Řešení pub l ikované v č l ánku Searching genomes for sequences with the potential to form 
intrastrand triple helices [ ] je za loženo na popisu intravláknového t r ip lexu jako dvou 
vlásenek, k t e r é sdílejí společné h o m o p u r i n o v é v l ákno (viz ob rázek 3.1). 

R motiv Y motiv 

O b r á z e k 3.1: Typy intravláknových triplexů - orientace v láken č ty ř t ř í d i n t r av l áknových 
t r ip lexů . R - pur in (červeně) , Y - py r imid in ( m o d ř e ) , H - Hoogsteen (zeleně) , R H - reverzní 
Hoogsteen (zeleně) . P ř e v z a t o z č l ánku [ ]. 

Proces h l edán í p r o b í h á ve dvou krocích. V p r v n í m kroku se identifikují dvě sady vlásen-
kových struktur. K a ž d á v lásenka z p r v n í sady je ohodnocena odpov ída j í c ím skóre a má- l i 
takovou s t rukturu, aby nukleo t idové p á r y v ní obsažené vyhovovaly Watsonovu-Crickovu 
pá rován í bází , a zá roveň p řesahu je m i n i m á l n í zadanou délku, je uchována . D r u h á sada vlá
senek se liší v tom, že n a m í s t o Watsonova-Crickova p á ro v án í je v y ž a d o v á n o Hoogsteenovo 
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nebo reverzní Hoogsteenovo pá rován í . D r u h ý krok spoč ívá v nalezení Wa t son -Cr i ckových 
a Hoogs t eenových vlásenek, k t e r é sdílejí s te jné h o m o p u r i n o v é v l ákno . Taková s t ruktura 
p r a v d ě p o d o b n ě m á p o t e n c i á l vy tvo ř i t tr iplex, n i c m é n ě aby j i algoritmus def ini t ivně za ta
kovou s t rukturu označi l , mus í ověři t dalš í specifické p o d m í n k y , k t e r é byly z j iš těny empiricky, 
n a p ř í k l a d omezení pro dé lku tě la a hlaviček v lásenek . J edno t l i vé fáze algori tmu ilustruje 
obrázek 3.2. 

B Watson-C rick 

head 

. head 

Reverse-Hoogsteen 

* * h. 

O b r á z e k 3.2: Vyhledávací strategie - (A) v p r v n í fázi jsou z a z n a m e n á n y všechny v ý s k y t y 
v lásenek vyhovuj íc ích Watson-Crickovu, Hoogsteenovu nebo reve rzn ímu Hoogsteenovu pá
rování . (B) v další fázi se identifikují m í s t a kde Watson-Crickovy v lá senky sdílejí homopuri
nové v l ákno s H o o g s t e e n o v ý m i v l á senkami . (C) ilustruje dalš í omezení , k t e r á mus í na lezený 
tr iplex sp lňova t : ČRH ~ oblast reverzn ího Hoogsteenova pá rován í , dy - py r imid inová oblast, 
dc - s t ř edn í oblast a dj - oblast p r ů n i k u . P ř e v z a t o z č l ánku [ ]. 

A u t o ř i algori tmu analyzovali genomy bak te r i í Escherichia coli, Synechocystis a Hae
mophilus influenzae a v k a ž d é m nalezli více rozp tý lených v ý s k y t ů s te jné kopie k o n k r é t n í 
oblasti s chopné vy tvo ř i t t r iplex - PIsT (potential intrastrand tr iplex) . V k a ž d é m genomu 
byly objeveny P I s T n ě k t e r é z uvedených t ř í d z o b r á z k u 3.1. T y t o výs ledky mohou bý t 
považovány za v ý z n a m n é , p ro tože v n á h o d n ý c h sekvencích se s t e j n ý m p o m ě r e m obsahu 
nuk leo t idů nalezeny nebyly (viz ob rázek 3.3). 

Ačkoliv u v e d e n ý algoritmus v y h l e d á v á intravláknové triplexy, je m o ž n é s t e j n ý m způso
bem v y h l e d á v a t t a k t é ž intramolekulární tr iplexy. De facto by se t í m algoritmus z jednoduš i l , 
neboť by s tači lo identifikovat pouze jednu sadu v lásenkových struktur odpovída j í c ích Ho
ogsteenovu pá rován í . Hlavn í n e v ý h o d a tohoto p ř í s t u p u spoč ívá v tom, že nedovoluje prak-
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organismus 

E. coli 

S. sp. 

H. influenzae 

potenciální 
struktura třída 

-E35E33333>> 

-E33SS33SIK 

i m w m w g C l s 

výskyty (náhod, sekv.) 

25 (0) 

18(2) 

5(0) 

O b r á z e k 3.3: Výsledky hledání - čísla v závorkách udáva j í p o č e t v ý s k y t ů na lezených v ná
h o d n é sekvenci se s t e jným p o m ě r e m obsahu nuk leo t idů . P ř e v z a t o z č l ánku [ ]. 

t icky ž á d n é s t r u k t u r n í nedokonalosti ve s t a v b ě t r iplexu, p ř i čemž n ě k t e r é studie ukazuj í , že 
i m é n ě dokona lé t r iplexy jsou schopny vy tvo ř i t s t ab i ln í t r iplexovou s t rukturu [20]. 

3.2 Algoritmus na principu dynamického programování 

V ý p o č e t n í postup pub l ikovaný v č l ánku A dynamic programming algorithm for identifi
cation of triplex-forming sequences [ ] se oproti řešení za loženém na jazyce Pa l ingol [ ] 
snaží respektovat s t r u k t u r n í nedokonalosti ve s t a v b ě t r ip lexu a zahrnout do procesu vyhle
dáván í i další poznatky o s t a v b ě t r iplexu. 

J e d n á se p ř e d e v š í m o neshodu v párování bází, v je j ímž důs l edku nen í m o ž n ý vznik silné 
Hoogsteenovy nebo reverzní Hoogsteenovy vazby, a geometrickou neshodu mezi triplety, 
k t e r é n e s p a d a j í do s te jné izomorfní skupiny. G e o m e t r i c k á neshoda za těžu je cukrfosfátovou 
kostru t ř e t í h o v l á k n a a zab raňu je vzn iku vodíkových m ů s t k ů . 

Dá le se v t é t o p rác i budeme z a b ý v a t pouze t í m t o algori tmem a jeho op t imal izac í . 

D y n a m i c k é p r o g r a m o v á n í 

J á d r o algori tmu vycház í z m a t e m a t i c k é metody dynamického programování [ ] u z p ů s o b e n é 
pro vyh l edáván í p a l i n d r o m ů , neboť v lásenková s t ruktura p a l i n d r o m ů je p o d o b n á vlásenkové 
s t r u k t u ř e t ř e t í h o v l á k n a t r ip lexu, up l a tňu j í se však j i n á pravidla pro p á ro v án í bází . 

Me toda d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í umožňu je redukovat p r o b l é m nalezení všech t r i 
p lexů na v ý p o č e t skóre v d v o u r o z m ě r n é mat ic i , k t e r á je z k o n s t r u o v á n a tak, aby sloupce 
reprezentovaly p r o h l e d á v a n o u sekvenci a ř á d k y t u t é ž sekvenci zapsanou p o z p á t k u (viz ob
rázek 3.5). V ý p o č e t zač íná na h lavn ích an t id i agoná lách , jež jsou inicial izovány n u l o v ý m 
skóre, a p r o b í h á po j edno t l i vých an t i d i agoná l ách s m ě r e m k p r a v é m u d o l n í m u rohu matice. 
Skóre na každé pozici z í skáme jako m a x i m u m z následuj íc ích t ř í možnos t í : 

1. Prodloužení těla triplexu p o d é l d i agoná ly s p ř i č t e n í m bonusu za shodu nebo o d e č t e n í m 
penalizace za neshodu. 

2. Vložení mezery do původní sekvence s p ř i č t e n í m penalizace za inzerci. 

3. Vložení mezery do zrcadlové sekvence s p ř i č t e n í m penalizace za inzerci. 
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Shoda respektive neshoda v pá ro v án í se určuje na zák ladě tabulek, k t e r é k a ž d é m u mož
n é m u t r iple tu př i řazuj í skóre , p ř i čemž existuje osm různých skórovacích tabulek u p r a v e n ý c h 
pro r ů z n é typy t r ip l exů , k t e r é ilustruje obrázek 3.4. 

T Y P o T Y P 1 

PARALELNÍ 
PRVNÍ VLÁKNO 

T Y P 2 T Y P 3 

PARALELNÍ 
DRUHÉ VLÁKNO 

ľ) 

T Y P 4 

ANTIPARALELNI 
DRUHÉ VLÁKNO 

T Y P 5 

C 
T Y P 6 T Y P 7 

ANTIPARALELNI 
PRVNÍ VLÁKNO 

C 

O b r á z e k 3.4: Typy triplexů - X a Y značí čás t i s t e jného v l ákna , k t e r é se ú č a s t n í tvorby 
t r iplexu. Watson-Crickovo pá rován í je z n á z o r n ě n o plnou ča rou , Hoogsteenovo p ře rušovanou . 
P ř e v z a t o z č l ánku [19]. 

A b y celkové skóre na lezeného t r ip lexu nebylo zhoršováno ú v o d n í smyčkou t r ip lexu (pe
nalizacemi v d ů s l e d k u neshody v p á r o v á n í ) , využ ívá algoritmus kombinaci lokálního a glo
bá ln ího za rovnán í . P r v n í c h 2 • maxdoop a n t i d i a g o n á l je v duchu lokálního z a r o v n á n í kori
gováno skóre tak, aby nekleslo pod nulovou hodnotu. Parametr maxJoop u d á v á m a x i m á l n í 
velikost smyčky v p o č t u nuk l eo t i dů (viz ob rázek 3.6). N a následuj íc ích an t i d i agoná l ách 
pokraču je v ý p o č e t v duchu g lobá ln ího za rovnán í a skóre tak m ů ž e klesat do z á p o r n ý c h 
hodnot. 

Detekce v ý z n a m n ý c h v ý s k y t ů 

V ý s k y t y nejkval i tně jš ích t r i p l exů v mat ic i d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í m ů ž e m e rozpoznat 
podle vysokého skóre . P ro detekci t a k o v ý c h ú seků použ ívá algoritmus podobnou techniku 
jako program B L A S T [ ] - jakmile skóre p ř e s á h n e zvolený p r á h (min imá ln í skóre) , je d a n á 
oblast o z n a č e n a za po tenc i á ln í t r iplex. Dalš í vývoj skóre je s ledován a m ů ž e p r ů b ě ž n ě dále 
růs t nebo klesat, dokud opě t neklesne pod zvolený p r á h . Jako výs ledný t r iplex je o z n a č e n a 
oblast od z a č á t k u na h lavn í an t id i agoná le až po lokální m a x i m u m ve s ledované oblasti (viz 
ob rázek 3.7). 

Jeden z p r o b l é m ů , se k t e r ý m se mus í tento postup vyrovnat , jsou falešné detekce ob las t í 
s v y s o k ý m skóre v důs l edku p ř e n o s u skóre ze sousedních d iagoná l . Z pr inc ipu dynamic
kého p r o g r a m o v á n í vyp lývá , že v p ř í p a d ě v ý s k y t u kva l i t n ího t r ip lexu pře j ímaj í sousedn í 
d i agoná ly vysoké skóre snížené o penalizaci za inzerci . Algor i tmus tyto p ř í p a d y detekuje 
a exportuje pouze h lavn í v ý s k y t y a nikol iv jejich m é n ě kva l i tn í sousedn í der iváty . 
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T T T C T C C T A T C T G T C T T C C T C G G G 
G 0 0 
G 0 0 
G 0 0 -7 
C 0 0 -7 -7 
T 0 0 1 1 -6 
C 0 0 0 2 -7 -6 -6 
C 0 0 -7 2 -5 -14 -13 
T 0 0 1 2 -6 -2 -4 -13 
T 0 0 (T| 1 1 3 3 -5 -1 -3 
C 0 0 -7 2 3 -6 5 -4 -10 -8 
T 0 0 2 2 -6 3 5 -4 1 -3 -9 
G 0 0 1 -7 -5 -2 -5 -4 1 -8 -6 -10 
T 0 0 1 -2 -5 •A -1 -8 -3 2 -7 -5 
C 0 0 -7 -7 -5 -9 -3 -2 -8 -6 -7 -5 -14 
T 0 0 2 1 -5 -5 |6 -3 -8 -2 0 -7 -10 -6 -4 
A 0 0 -7 -7 -5 -6 -12 -1 -10 -11 -9 -7 -14 -15 -13 
T 0 0 2 1 -5 -6 -3 -5 -10 0 -9 -9 -8 -6 -13 -14 
C 0 0 -7 -7 4 -5 -12 -12 -1 -10 -10 2 -7 -7 -15 -13 -20 
C 0 0 -7 -7 -14 -5 -3 -12 -19 -10 -8 -17 -8 -5 -5 -14 -22 -20 
T 0 0 1 2 -7 -5 -13 -3 -2 -10 -18 -8 -6 -15 -6 -4 -9 -13 -21 
C 0 0 2 2 -6 -5 -14 -3 -12 -10 -9 -8 -17 -15 -4 -13 -4 -2 -11 -20 
T 0 0 0 2 1 3 4 -5 -3 -12 -1 -10 -8 -8 -6 -15 -13 -3 -11 -2 -1 -10 
T 0 o p r 1 2 3 2 5 -3 -3 -2 -10 -5 -8 -7 -6 -4 -13 -12 -1 -10 -1 0 
T o p r 2 1 3 3 4 4 -2 -1 -2 0 -9 -3 -7 -5 -4 -3 -12 -10 0 -9 0 

shoda shoda (změna IS) inzerce 

O b r á z e k 3.5: Výpočetní matice dynamického programování - zkra tka IS značí isomorfní 
skupinu. P ř e v z a t o z č l ánku [19]. 

Časová a p r o s t o r o v á s loži tost 

V ý p o č e t t ro júhe ln íkové oblasti t r v á n 2 / 2 k roků , kde n reprezentuje dé lku p r o h l e d á v a n é sek
vence. Jes t l iže však analyzujeme reá lné nebo n á h o d n é sekvence, p r a v d ě p o d o b n o s t v ý s k y t u 
exponenc iá lně klesá s dé lkou t r ip lexu. Pro to algoritmus v y p o č í t á v á pouze omezené m n o ž s t v í 
a n t i d i a g o n á l podle zvolené m a x i m á l n í dé lky t r iplexu. Označ íme- l i m a x i m á l n í dé lku t r ip lexu 
jako l, pak bude v ý s l e d n á časová s loži tost algori tmu 0(2ln). O m e z e n í p o č t u an t id i agoná l 
je dů lež i tou v l a s tnos t í pro n á s l e d n o u opt imal izaci algori tmu n a v r ž e n o u v kapitole 6. 

Vzhledem k záv is los tem př i v ý p o č t u matice d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í , je t ř e b a ucho
váva t hodnoty b u n ě k pouze dvou pos ledn ích an t id i agoná l , proto p ro s to rová s loži tost odpo
v ídá 0 ( 2 n ) . 

Parametry a lgori tmu 

P r o snadnějš í p o c h o p e n í problematiky řešené v kapitole 6 je uveden v ý z n a m h lavn ích pa
r a m e t r ů vyh ledávac ího algoritmu, k t e r é m ů ž e už iva te l nastavit. P ř e d e v š í m se j e d n á o tyto 
volby: 

• Typ triplexu (type) - určuje , k t e r é typy t r i p l exů se budou v y h l e d á v a t . J edno t l i vé typy 
se značí podle o b r á z k u 3.4. 

• Minimální skóre (min_score) - hodnota prahu pro detekci ob las t í s v y s o k ý m skóre 
(viz kapi tola 3.2). 
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[minjen, maxjen] 
[min_loop, max_loop] 

O b r á z e k 3.6: Schéma délkových parametrů algoritmu. 

• P-hodnota (p_value) - umožňu je u rč i t m i n i m á l n í p o ž a d o v a n o u statistickou v ý z n a m 
nost na lezených výs ledků . 

• Minimální délka triplexu (min_len) - zdola omezuje dé lku tě la t r ip lexu. V š e c h n a 
omezení na dé lku t ě l a i smyčky t r ip lexu ilustruje ob rázek 3.6. 

• Maximální délka triplexu (max_len) - shora omezuje dé lku t ě l a t r ip lexu a podí l í se 
na určení m a x i m á l n í h o p o č t u p r o h l e d á v a n ý c h an t id i agoná l . 

• Minimální délka smyčky (min_loop) - zdola omezuje dé lku smyčky t r ip lexu a zá roveň 
udává , kolik ú v o d n í c h a n t i d i a g o n á l m ů ž e algoritmus př i v ý p o č t u přeskoč i t . 

• Maximální délka smyčky (max_loop) - shora omezuje dé lku smyčky t r ip lexu a podí l í 
se spolu s m a x i m á l n í dé lkou t r ip lexu na omezení m a x i m á l n í h o p o č t u p r o h l e d á v a n ý c h 
an t id i agoná l . 

• Penalizace - už iva te l m ů ž e nastavit n ě k t e r é penalizace, n a p ř í k l a d penalizaci za ne
shodu, inzerci nebo z m ě n u isomorfní skupiny. 

Platnost v ý s l e d k ů 

V ý s t u p algori tmu by l ověřen na m n o ž i n ě D N A sekvencí o délce 4,7 mi l iónu báz í . K o n k r é t n ě 
se jednalo o genom bakterie Escherichia coli, p o m ě r n o u čás t 5. l idského genomu, dá le jejich 
r a n d o m i z o v a n é verze a t a k t é ž randomizovanou sekvenci E. coli obohacenou o m n o ž i n u 
e x p e r i m e n t á l n ě ověřených t r ip l exů . Algor i tmus p ř e d n o s t n ě identifikoval u m í s t ě n í z n á m ý c h 
t r ip lexů , p ře s tože byly do n ě k t e r ý c h z á m ě r n ě u m í s t ě n y u mě lé inzerce. 

Pro s rovnán í sp r ávnos t i algori tmu byly výs ledky ana lýzy genomu E . coli p o r o v n á n y 
s v ý s t u p e m algori tmu pro h l edán í i n t r a v l á k n o v ý c h t r i p l exů (viz kapi tola 3.1). Takový po
stup je možný, p ro tože z definice po tenc i á ln í i n t r av láknové t r iplexy (PIsT) vždy zahrnu j í 
po tenc iá ln í i n t r a m o l e k u l á r n í t r iplex ( P l m T ) . Z n a m e n á to, že pokud nalezneme v ý s k y t y 
P I sT , m u s í m e odhalit s te jné pozice i algoritmem pro h ledán í P l m T . Exper imenty ověřily, 
že pro k a ž d ý z 25 P I s T pub l ikovaných v č l ánku [ .5], b y l algoritmus schopen identifikovat 
související i n t r a m o l e k u l á r n í triplexy. 

A u t o ř i algori tmu provedli t a k t é ž pokus směřuj íc í k ověření biologické v ý z n a m n o s t i nale
zených výs ledků tak, že hledali souvislost v ý s k y t ů P l m T s pozicemi z n á m ý c h genů E . coli . 
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lokální maximum 

délka triplexu 

O b r á z e k 3.7: Detekce oblastí s vysokým skóre - s l edovaná oblast, pro kterou se určuje 
lokální max imum, zač íná v z r ů s t e m skóre nad p r á h m i n i m á l n í h o skóre a končí k l e s n u t í m 
skóre pod t e n t ý ž p r á h . P ř e v z a t o z č l ánku [19]. 

Zj is t i l i , že P l m T ma j í sklon se vyskytovat v oblastech od —50 do —160 re l a t i vně k u m í s t ě n í 
genů. Vzhledem k vysoké P - h o d n o t ě , p ř i k t e r é by l tento efekt j e š t ě pozorovate lný , je prav
děpodobně j š í , že tento jev nesouvis í ani tak s v ý s k y t e m sku t ečných t r ip lexů , jako spíš se 
spo lečnou sekvenční charakteristikou t r i p l exů a regu lačn ích ob las t í , k t e r é mívaj í palindro-
matickou povahu. 
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Kapitola 4 

Prostředí R a Bioconductor 

Cílem t é t o kapitoly je v k r á t k o s t i p ř e d s t a v i t p r o g r a m o v a c í jazyk R a p r o s t ř e d í B iocon
ductor. T y t o pojmy jsou dů lež i t é pro následuj íc í text p r áce , k t e r ý se věnuje op t ima l i zac ím 
z m í n ě n é h o algori tmu [ ] z hlediska už iva te l ského r o z h r a n í (viz kapitola 6.1). 

4.1 Jazyk R 

R je open-source programovací jazyk a softwarové prostředí pro s t a t i s t i cké v ý p o č t y a v izu-
alizaci [25]. Vycház í z jazyka S v y t v o ř e n é h o Johnem Chambersem v Bel lových l a b o r a t o ř í c h 
a je v p o d s t a t ě jednou z jeho i m p l e m e n t a c í obohacenou o n ě k t e r é vlastnosti dalš ích pro
gramovac ích j a z y k ů . R vytvoř i l i Ross I thaka a Rober t Gent leman a v současné d o b ě je 
vyví jeno s d r u ž e n í m R Development Core Team. Své j m é n o získalo čás t ečně podle iniciál 
k řes tn ích jmen a u t o r ů a čá s t ečně jako reakce na j m é n o jazyka, ze k t e r é h o vychází . 

Z hlediska t é t o baka l á ř ské p r á c e je p o d s t a t n é p ř e d e v š í m uživa te lské p r o s t ř e d í j azyka R 
a z p ů s o b tvorby rozšiřujících bal íčků. Je m o ž n é jej použ íva t v tzv. interaktivním r ež imu 
s te jně jako j i n á z n á m á v ý p o č e t n í p ros t ř ed í , n a p ř í k l a d M A T L A B nebo Py thon . R spolu 
s v e l k ý m m n o ž s t v í m rozšiřujících ba l íčků a r ů z n ý m i graf ickými p r o s t ř e d í m i tvoř í ucelený 
v ý p o č e t n í s y s t é m s integrovanou n á p o v ě d o u . Jedno z nejrozšířenějš ích grafických p r o s t ř e d í 
pro jazyk R je z n á m é pod j m é n e m RStudio. 

Rozšiřující ba l íčky je m o ž n é implementovat nejen v s a m o t n é m jazyce R , ale i v jazyc ích 
C nebo For t ran formou sdílených knihoven. R pro tento účel poskytuje p o d r o b n é r o z h r a n í 
k jeho v n i t ř n í m s t r u k t u r á m a u m o ž ň u j e v y t v á ř e t efekt ivní implementace a lgo r i tmů v kom
pi lovaných jazyc ích tak, aby byly p ř í s t u p n é v i n t e r a k t i v n í m p ros t ř ed í . 

4.2 Pros t řed í Bioconductor 

Cílem projektu Bioconductor [ ] je u m o ž n i t širší a efektivnější spo lup rác i na vývoj i soft
waru pro v ý p o č e t n í biologii a bioinformatiku ( V B B ) . Biologie, mo leku lá rn í biologie p řede
vš ím, v současné d o b ě p rocház í d v ě m a souvisej ícími transformacemi. Za p rvé roste pově
domí o m a t e m a t i c k é p o d s t a t ě mnoha biologických p rocesů a o tom, že lze pro řešení ř a d y 
p r o b l é m ů s v ý h o d o u využ í t v ý p o č e t n í a s t a t i s t i cké modely. Za d r u h é ros touc í m n o ž s t v í do
s t u p n ý c h biologických informací - g e n o m ů a a n o t a c í - v y t v á ř í vyšší n á r o k y na softwarové 
n á s t r o j e v každé fázi biologického v ý z k u m u . 

Bioconductor d l o u h o d o b ě v y t v á ř í flexibilní vývojové p ros t ř ed í a o d s t r a ň u j e překážky, 
k t e r é b r á n í spo l ečnému vývoj i a využ íván í nejnovějš ího softwaru pro V B B . Ve své p o d s t a t ě 
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se j e d n á o u rč i tý typ open-source repositáře, k t e r ý sd ružu je softwarové a d a t o v é ( ano tačn í ) 
bal íčky pro p r o s t ř e d í R týkaj íc í se p r á c e s b iologickými daty. 

Projekt vede již p řes deset let s t ab i ln í t ý m v ý v o j á ř ů p ř e v á ž n ě z amer ické instituce Fred 
Hutchinson Cancer Research Center, k t e ř í zá roveň pracuj í na vývoj i společných ba l íčků 
obsahuj íc ích algoritmy a t ř í d y využ i t e lné n a p ř í č ce lým Bioconductorem. P r o orientaci ná
sleduje s t r u č n ý popis někol ika t akových ba l íčků a t ř íd , z nichž n ě k t e r é byly zároveň využ i ty 
př i implementaci už iva te l ských op t imal izac í (viz kapi tola 6.1). 

1. IRanges - bal íček nabízej ící efekt ivní n ízkoúrovňové t ř í d y pro u k l á d á n í celočíselných 
rozsahů, rovněž poskytuje implementace pro obecné operace nad rozsahy hodnot, jako 
jsou s jednocení , rozdíl , p r ů n i k apod. Z pohledu ekosys t ému Bioconductoru se j e d n á 
o p o m y s l n ý zák l adn í k á m e n , na k t e r é m je za loženo velké m n o ž s t v í dalš ích bal íčků. 

2. XString - o b e c n á t ř í d a z ba l íčku Biostrings, k t e r á u s n a d ň u j e manipulaci s rozsáh lými 
ře tězci . R e á l n ě využ i t e lné jsou až její odvozeniny pro k o n k r é t n í účel , n a p ř í k l a d pro re
prezentaci sekvencí D N A {DNAString), R N A {RNAString) nebo ře tězců aminokyselin 
(AAString). 

3. XStringViews - opě t se j e d n á o t ř í d u z ba l íčku Biostrings kombinuj íc í m o ž n o s t i ba
líčku IRanges a t ř í d y XString za úče lem uložení pohledů na d louhé ře tězce . Takový 
pohled na ře tězec D N A m ů ž e n a p ř í k l a d reprezentovat geny nebo úseky tvořící t r iplexy 
a od od výše zmíněných rozsahů se liší p ř e d e v š í m t í m , že je v á z á n ke k o n k r é t n í m u 
řetězci ( t ř ídě XString). 

4. GRanges - t ř í d a z ba l íčku GenomicRanges, k t e r á slouží k u k l á d á n í ano t ac í . K a ž d á 
anotace obsahuje název sekvence, interval, označen í v l á k n a a p ř í p a d n ě dalš í vol i telné 
informace. Jel ikož GRanges v p o d s t a t ě reprezentuje fo rmát GFF3, jsou součás t í ba
líčku GenomicRanges i funkce pro o b o u s m ě r n ý p ř e v o d mezi n imi . 

5. BSgenome - tento bal íček tvoř í spo lečnou infrastrukturu pro uložení g e n o m ů kon
kré tn ích o r g a n i s m ů . Bioconductor v současné d o b ě obsahuje velké m n o ž s t v í d a t o v ý c h 
bal íčků vycházej ících z BSgenome, k t e r é u snadňu j í p ř í s t u p k ve lkému m n o ž s t v í kom
ple tn ích g e n o m ů z různých zd ro jů , n a p ř í k l a d z N C B I 1 . 

1National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
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Kapitola 5 

Kri t ika současného stavu 

Optimalizace u v e d e n é v následuj íc í kapitole 6 navazuj í na algoritmus d y n a m i c k é h o progra
mován í pro vyh ledáván í t r i p l exů v D N A [ ] a výs ledky někol ika p ředeš lých b a k a l á ř s k ý c h 
a d ip lomových p rac í [18, 22, 30]. Následuj íc í text kr i t icky shrnuje výchozí stav použ i tých 
a lgo r i tmů p ř e d v las tn í i m p l e m e n t a c í nav ržených op t imal izac í . 

5.1 Výsledky předchozích prací 

1. Č lánek A dynamic programming algorithm for identification of triplex-forming sequen
ces [19] - výs ledný vyh ledávac í algoritmus je d o s t u p n ý ve formě programu v jazyce 
C . V s t u p e m je D N A sekvence ve F A S T A f o r m á t u a v ý s t u p e m fo rmát G F F 3 . 

2. B a k a l á ř s k á p ráce Rozšíření a optimalizace programu pro vyhledávání triplexů v DNA 
sekvencích [ ] - autor rozšíři l výše uvedený algoritmus o kontrolu izomorfních skupin 
t r i p l e t ů a implementoval zák ladn í paměťové optimalizace. 

3. D i p l o m o v á p r á c e Vyhledávání triplexů v DNA sekvencích [ ] - v ý s t u p e m je webové 
rozhran í pro vyh ledáván í t r i p l exů a program v jazyce C umožňuj íc í zpětné zarovnání 
t r i p l exů na lezených výše u v e d e n ý m algoritmem. Z p ě t n é z a r o v n á n í u m o ž ň u j e u rč i t 
p řesné pá rován í j edno t l i vých t r i p l e tů , j ehož znalost je n u t n ý m p ř e d p o k l a d e m pro pří
padnou vizual izaci . 

4. B a k a l á ř s k á p r á c e Funkce pro manipulaci a vizualizaci molekulárních dat v prostředí 
R [1 ] - autor p r á c e implementoval sadu funkcí pro vizual izaci intramolekulárních 
t r i p l exů v p ros t ř ed í R umožňuj íc í mimo j iné zob razen í ve 2D a 3D prostoru (viz 
obrázek 5.1). 

Nah lédneme- l i na současný stav n á s t r o j ů pro detekci a vizual izaci t r i p l exů pohledem cílo
vého už iva te le - molekulárního biologa - ob j ev íme překážky, k t e r é b r á n í jejich e fek t ivn ímu 
použ íván í v praxi: 

1. N á s t r o j e jsou k dispozici pouze jako s a m o s t a t n é nespolupracu j íc í programy, k a ž d ý se 
odl išně použ ívá a n ě k t e r é vyžaduj í n e m á l o zkušenos t í s kompi lac í p r o g r a m ů . 

2. Nelze p ř í m o aplikovat sekvenční postup: vyh l edáván í - z p ě t n é za rovnán í - vizualizace, 
neboť vstupy a v ý s t u p y j edno t l i vých fází nejsou v z á j e m n ě kompatibilní. N a p ř í k l a d 
v ý s t u p e m vyh ledáván í je G F F 3 , k d e ž t o vs tupem z p ě t n é h o z a r o v n á n í fo rmát F A S T A . 
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O b r á z e k 5.1: Vizualizace triplexu ve 2D a 3D prostoru - autorem funkcí pro vizual izaci 
t r i p l exů v p ros t ř ed í R je K a m i l R a j d l [22]. 

Lexa, 2011, Kopeček 2011, C Zrůna 2012, C Rajdl 2012, R 

soubor 
FASTA 

soubor 
DNA sekvence 

příkazový řádek 
vyhledávání 

soubor 
G F F 3 

příkazový řádek 
zpětné zarovnání 

řetězec 
G-C=GT=ATG 

prostředí R 
vizualizace 

soubor 
GC-GT-A(T)G obrázek 2D/3D 

O b r á z e k 5.2: Schéma vstupů a výstupů výchozích aplikací - j edno t l ivé b loky odpov ída j í 
exis tuj íc ím ap l ikac ím p ř e d z a p o č e t í m op t ima l i začn ích ú p r a v . U každého z nich je uveden 
typ už iva te l ského rozh ran í , i m p l e m e n t a č n í jazyk a fo rmát v s t u p ů a v ý s t u p ů . S c h é m a de
monstruje n e m o ž n o s t p ř í m é h o použ i t í n á s t r o j ů v p o ř a d í : vyh l edáván í - z p ě t n é za rovnán í -
vizualizace. P r o s rovnán í viz ob rázek 6.1. 

3. Nelze s výs ledky p ř í m o pracovat a p r o v á d ě t nad n i m i filtraci nebo s ta t i s t i cké analýzy. 

Z ekonomického hlediska je v současných nás t ro j í ch s tá le velký prostor pro snížení vý
p o č e t n í n á r o č n o s t i p r o g r a m ů a t í m i n e z a n e d b a t e l n é h o snížení finančních n á k l a d ů na vý
poče t nad d l o u h ý m i sekvencemi D N A . P ro p ř e d s t a v u v současné d o b ě t r v á vyh l edáván í 
t r i p l exů v ce lém l idském genomu (př ib l ižně t ř i mi l ia rdy bází ) od des í tek minut k někol ika 
d n ů m v závislost i na parametrech a konfiguraci v ý p o č e t n í h o stroje. 

5.2 Nová koncepce 

Cílem t é t o p r á c e je optimalizovat z m í n ě n é programy na t ř ech úrovních : už iva te l ské r o z h r a n í 
(viz kapitola 6.1), využ i t í p a m ě t i (viz kapitola 6.2) a v ý p o č e t n í n á r o č n o s t (viz kapitola 6.3) 
a t í m vyřeš i t výše u v e d e n é nedostatky. 

Novou koncepcí se rozumí vy tvo řen í op t ima l i zovaného sof twarového ba l íčku pro pro
s t řed í R / B i o c o n d u c t o r tak, aby integroval všechny uživa te lské fáze: vyh ledáván í , z p ě t n é 
za rovnán í a vizual izaci . D í k y tomu se pub l ikované algoritmy stanou součás t í rozsáh lého 
a d o b ř e d o k u m e n t o v a n é h o sof twarového ekosys t ému Bioconductoru a budou snadně j i do
s t u p n é cílové skup ině už iva te lů . 
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Kapitola 6 

Návrh a řešení optimalizací 

V nás leduj íc ím čás t i prezentuji vlastní přístup k n á v r h u a implementaci op t imal izac í vý
chozích a lgo r i tmů uvedených v kapitole 5.1. Text je rozdě len na t ř i čás t i odpovída j íc í opti
ma l i zac ím na různých ú rovn ích n á v r h u . 

6.1 Optimalizace uživatelského rozhraní 

Cílem tohoto typu optimalizace je s jednocení zd ro jových k ó d ů pro vyh ledáván í , z p ě t n é 
za rovnán í a vizual izaci do podoby bal íčku pro p r o s t ř e d í R /B ioconduc to r . Moleku lá rn í bio
logové - cílová už iva te l ská skupina - tak mohou p lně využ í t možnos t í rozsáh lého apl ikač
n ího p ros t ř ed í , se k t e r ý m jsou zvyklí pracovat, a bez p řekážek nad výs ledky inova t ivn ího 
algori tmu p r o v á d ě t dalš í ana lýzy a v y t v á ř e t souvislosti s exis tuj íc ími anotacemi. 

Pro p o t ř e b u tvorby rozšiřujících ba l íčků poskytuje t ý m v ý v o j á ř ů j azyka R podrobnou 
technickou dokumentaci [29], k t e r á p ředep isu je ad resá řovou s t rukturu ba l íčku (viz p ř í l oha 
A ) a techniky pro manipulaci s d a t o v ý m i typy R v jazyce C p o p ř í p a d ě For t ran [21]. Je
j i ch konk ré tn í popis n e u v á d í m , neboť nen í pro text t é t o p r á c e p o d s t a t n ý . Dalš í p o ž a d a v k y 
na obsah ba l íčku - p ř e d e v š í m na kva l i tu dokumentace a využ íván í existující infrastruktury 
- kladou vývojá ř i Bioconductoru [7]. 

K o m p a t i b i l i t a v s t u p ů a v ý s t u p ů 

Programy pro vyh ledáván í , z p ě t n é z a r o v n á n í a vizual izaci t r i p l exů byly vyví jeny více m é n ě 
nezávisle na sobě , což se nepř ízn ivě podepsalo na v z á j e m n é k o m p a t i b i l i t ě v s t u p ů a vý
s t u p ů . A b y mohl vzniknout in t eg rovaný bal íček, bylo n u t n é v p r v n í fázi sjednotit v ý s t u p 
vyh ledáván í se vstupem za rovnán í a v d r u h é fázi v ý s t u p z a r o v n á n í se vs tupem vizual i -
zace. P r o i lustraci p r o b l é m u je uvedena odl i šnos t f o r m á t ů v d r u h é fázi. P í s m e n a Tj značí 
nukleotidy (A, C , G nebo T ) , k t e r é tvoř í tě lo t r iplexu, p ř i čemž mezi Ti a T[ je vazba na zá
k ladě Hoogsteenova nebo reverzn ího Hoogsteenova pá rován í . P í s m e n a Si značí n e p á r o v a n é 
nukleotidy tvoř íc í smyčku tr iplexu. 

Zápis 6.1 ilustruje syntax v ý s t u p u za rovnán í [30] a zápis 6.2 popisuje fo rmát vs tupu 
vizual izačních funkcí [ ]. Liší se za p rvé v tom, j a k ý m symbolem označuj í z ačá t ek a konec 

r1r2(r 3)r4 - SiS2s3 - T ^ T [ (6.1) 

r 1r 2r 3r4 = SiS2s3 = T ' A - T'2T[ 
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smyčky t r ip lexu (pomlčka oproti r ovn í tku ) a za d r u h é t í m , jak zapisuj í inzerce respektive 
mezery v tě le t r ip lexu. Ze dvou m o ž n ý c h variant bylo zvoleno s jednocení v ý s t u p u z a r o v n á n í 
tak, aby vyhovoval vs tupu vizual izačních funkcí, p r o t o ž e tento lépe o d p o v í d á z a v e d e n ý m 
konvenc ím v reprezentaci za rovnán í . 

Bal íček triplex pro p r o s t ř e d í R / B i o c o n d u c t o r 

Výs ledný bal íček s n á z v e m triplex je n a v r ž e n jako kombinace k ó d u v j azyc ích R a C , kde 
R vě t š inou plní funkci rozhraní k p r o c e d u r á m v jazyce C 1 - zdrojové k ó d y v jazyce C jsou 
b ě h e m instalace zkompi lovány do podoby sdí lené knihovny, k t e r á je pak za b ě h u p ř i p o j e n a 
k p r o s t ř e d í R . 

B ě h e m začleňování exis tuj íc ího k ó d u bylo n e z b y t n é učini t r o z h o d n u t í , k t e r é čás t i existu
j ících p r o g r a m ů pro vyh ledáván í a z p ě t n é za rovnán í z ů s t a n o u i m p l e m e n t o v á n y v C a k te ré 
se naopak p ř e s u n o u do p ros t ř ed í R : 

1. Vzhledem k tomu, že p r o s t ř e d í Bioconductor poskytuje v h o d n é bal íčky pro n a č í t á n í 
v s t u p n í D N A sekvence v různých formátech , byla tato funkcionalita z p ů v o d n í c h 
a lgo r i tmů o d s t r a n ě n a a př í s lušné ú v o d n í čás t i a l g o r i tmů upraveny tak, aby dokáza ly 
dekódova t sekvence u ložené v objektu t ř í d y DNAString (viz kapitola 4.2). 

2. V ý s t u p p ů v o d n í c h a lgo r i tmů směřu je do souboru ( formát G F F 3 ) , což by v ý r a z n ě 
komplikovalo další p rác i s výs ledky v i n t e r a k t i v n í m p ros t ř ed í . P ro to byla v ý s t u p n í 
část obou a lgo r i tmů p ř e p s á n a a nově vrací výs ledky v p o d o b ě v e k t o r ů - zák ladn ích 
d a t o v ý c h t y p ů jazyka R . 

3. Výs l edky vyh ledáván í ovšem nejsou uživate l i k dispozici pouze jako vektory číselných 
hodnot (vektory z a č á t k ů a konců t r ip l exů , vektor skóre apod.) ale pro jejich repre
zentaci a textovou vizual izaci byla v jazyce R v y t v o ř e n a t ř í d a TriplexViews. T a děd í 
zák ladn í čás t funkcionality od t ř í d y XStringViews a na lezené v ý s k y t y tak m ů ž e m e 
c h á p a t jako pohled na v s t u p n í sekvenci omezený vektory začá tečn ích a koncových po
zic t r i p l exů . TriplexViews p ř i d á v á dalš í informace o j edno t l i vých po ložkách pohledu 
- triplexech (skóre, označení v l ákna , P-hodnotu , p o č e t inzercí atd.) a reimplementuje 
t e x t o v ý výpis objektu pro snadnou orientaci ve výsledcích. 

Nás leduje s t r u č n ý p řeh l ed výs ledných r o z h r a n í v jazyce R , s n imiž m ů ž e koncový už iva te l 
pracovat: 

• t r i p l e x . search - r o z h r a n í pro vyh l edáván í t r ip l exů . V s t u p e m je objekt t ř í d y DNA
String, umožňu je nastavovat parametry algori tmu (viz kapi tola 3.2) a vrac í výs ledky 
r ep rezen tované t ř í d o u TriplexViews. 

• triplex.alignment - r o z h r a n í pro za rovnán í t r ip l exů . V ý s t u p e m je t e x t o v á repre
zentace za rovnán í a na vs tupu požadu je objekt t ř í d y TriplexViews, p r o t o ž e jsou v n ě m 
uloženy parametry s j a k ý m i byly t r iplexy p ů v o d n ě vyh ledány . Bez jejich znalosti by 
z p ě t n é za rovnán í mohlo p r o b ě h n o u t z p ů s o b e m neodpov ída j í c ím zvo leným parame
t r ů m (délka smyčky by mohla bý t menš í než z a d a n á m i n i m á l n í dé lka apod.). 

• t r i p l e x .diagram a t r i p l e x . 3D - v izual izační funkce. N a vstupu požadu j í objekt 
t ř í d y TriplexViews, p ř i čemž p ř e d samotnou vizual izaci i n t e r n ě p r o b ě h n e z a r o v n á n í 

1Podobný přístup můžeme pozorovat i v jiných interpretovaných programovacích jazycích - např. Python. 
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sekvence. V ý s t u p e m je grafická reprezentace a v p ř í p a d ě zobrazen í v p o d o b ě 2D dia
gramu je m o ž n é zvolit v ý s t u p n í zař ízení ( X I I , P D F , P N G , apod.). 

Prostředí R 

DNAString triplex.search 

triplex.alignment 

T 
TriplexViews 

triplex.diagram 
triplex.3D 

GRanges 

DNAStringSet 

Statistické výpočty 

Pokročilá filtrace 

O b r á z e k 6.1: Uživatelské schéma výsledného balíčku pro prostředí R/Bioconductor - ž lu tě 
jsou označeny entity pocházej íc í ze s a m o t n é h o ba l íčku triplex, če rveně z v ý r a z n ě n y jsou 
existující objekty z j iných ba l íčků Bioconductoru . S c h é m a n a z n a č u j e m o ž n o s t p ř í m é cesty 
od vyh ledáván í k vizual izaci d íky objektu TriplexViews. P ro s rovnán í s p ů v o d n í m stavem 
viz ob rázek 5.2. 

Nové m o ž n o s t i 

Transformace a lgo r i tmů pro vyh ledáván í , z p ě t n é z a r o v n á n í a vizual izaci do podoby jednot
ného ba l íčku př ináš í nové m o ž n o s t i už i t ečné pro koncové už iva te le - p ř e d e v š í m m o ž n o s t 
p ř í m é p r á c e s výs ledky vyh ledáván í - ať už se j e d n á o filtraci dle různých kr i tér i í (skóre, 
P-hodnota, pozice, apod.) nebo s ta t i s t i cké v ý p o č t y (nap ř . p r o c e n t u á l n í pod í l j edno t l i vých 
t r i p l e t ů na t v o r b ě tr iplexu). 

Následující p ř ík l ad v p ros t ř ed í R demonstruje jednoduchost postupu vyh ledáván í t r i 
p lexů v chromozomu X organismu Caenorhabditis elegans a ná s l edné filtrace t r i p l exů s nej-
vě t š ím skóre. P ř í k l a d t a k é ilustruje z p ů s o b reprezentace výs ledků vyh ledáván í t ř í d o u Tri
plexViews a její textovou vizual izaci . Složitější ukázka použ i t í ba l íčku je p r e z e n t o v á n a v pří
loze C . 

t <- triplex.search(Celegans$chrX, min_score=17) 
t 

Triplex views on a 17718866-letter DNAString subject 
subject: CTAAGCCTAAGCCTAAGCCTAAGCCTAAGCCT...GCTTAGGCTTAGGCTTAGGCTTAGGCTTAGG 
triplexes: 

start width score pvalue ins type s 
[1] 762 28 17 6.5e-04 0 4 - [TTAGAAAAAAA...TCTAAAAGACA] 
[2] 1160 26 17 3.7e-04 0 7 + [ACAAAAACTTC...ACAAGAAAAAA] 

[20033] 17715172 29 17 3.7e-04 0 6 + [AAAAAAAAGTG...CTGAATTTCAT] 
[20034] 17718247 27 17 3.7e-04 0 6 + [AAAAAAAAACA...ACATAAAACTA] 

t [score (t) == max(score(t))] 
Triplex views on a 17718866-letter DNAString subject 

subject: CTAAGCCTAAGCCTAAGCCTAAGCCTAAGCCT...GCTTAGGCTTAGGCTTAGGCTTAGGCTTAGG 
triplexes: 
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S t a r t w i d t h s c o r e p v a l u e i n s t y p e s 
[1] 97738 30 26 1.6e-06 0 5 - [TAAATAATTTTT. 
[2] 430917 30 26 6 .3e -07 0 2 -

.AAAAAAAAAAAA] 

[171] 17292965 30 
[172] 17368050 30 

26 1 .6e-06 0 5 - [TAAAAAATAAAA...AAAAAAAAAAAA] 
26 1 .6e-06 0 5 - [AAAAAATTAAAT...AAAAAAAAAAAA] 

prime 

GENY ? —t 
J00l 

kompl 

H~IS 
0 , 20000 , 40000 . 60000 

10000 30000 50000 

I 
slabé 

silné 

li limu im 

O b r á z e k 6.2: Možnosti použití balíčku - levá čás t o b r á z k u d á v á do souvislosti pozice genů 
s v ý s k y t e m p o t e n c i á l n í h o t r ip lexu na chromozomu X organismu C. elegans. P o m o c í ba l íku 
GenomeGraph jsou vykresleny stopy genů na p ř í m é m i r eve rzn ím v lákně . Stopa pro t r iplexy 
s d o s a ž e n ý m skóre v rozsahu 17-20 b o d ů je o z n a č e n a jako slabé. Tr ip lexy se skóre vě t š ím 
než 20 b o d ů jsou z n á z o r n ě n y ve s t o p ě silné (viz p ř í loha C ) . Pravá čás t o b r á z k u zobrazuje 
v ý s t u p ana lýzy če tnos t i v ý s k y t u t r i p l e t ů tvoř íc ích na lezené t r iplexy na t o m t é ž chromozomu 
X organismu C . elegans. 

6.2 Paměťové optimalizace 

V úrovn i paměťových op t imal izac í by ly p rověřeny čás t i vyh ledávac ího algoritmu, k t e r é jsou 
v ý p o č e t n ě n á r o č n é a zároveň i n t enz ivn ím z p ů s o b e m pracuj í s p a m ě t í . P r v n í prostor pro op
t imal izaci by l v tzv. úzkém hrdle programu - ve funkci get_max_score . T a se p r o p o č í t á v á 
pro každou b u ň k u l ichoběžníkové čás t i matice d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í ( M D P ) - kon
k r é t n ě se j e d n á o 2ln volání , kde n je př ib l ižně d v o j n á s o b e k m a x i m á l n í dé lky h l edaných 
t r i p l exů a l o d p o v í d á délce v s t u p n í D N A sekvence (viz kapitola 3.2). 

P a m ě ť o v á neefektivita spoč íva la v pr inc ipu p ř e d á v á n í p a r a m e t r ů k v y h o d n o c e n í a ve způ
sobu u k l á d á n í výs ledků . Funkce get_max_score v y p o č í t á v á podle pr inc ipu d y n a m i c k é h o 
p r o g r a m o v á n í m a x i m á l n í skóre ze t ř í m o ž n o s t í a p o t ř e b u j e k tomu z n á t hodnoty t ř í soused
ních b u n ě k (vlevo, vlevo nad a nad). Hodnota každé b u ň k y je r e p r e z e n t o v á n a s t rukturou 
t _ d i a g , k t e r á v ope račn í p a m ě t i zab í r á oblast 28 b a j t ů (bez p ř í p a d n é h o z a r o v n á n í ) . Pro
b l ém by l v tom, že všechny t ř i sousedn í b u ň k y byly do funkce p ř e d á v á n y hodnotou s te jně 
jako n á v r a t o v á hodnota funkce, což vyžadova lo zby tečné kopí rování p a m ě t i . V h o d n o u ú p r a 
vou t ě l a funkce bylo dosaženo min imal izován í t ě c h t o p ř e s u n ů a zkrácen í doby v ý p o č t u př i
bl ižně o č t v r t i n u . 
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P r o c e s o r o v á cache 

Další prostor pro paměťové optimalizace nabíz í ana lýza využ íván í p rocesorových cache pa
m ě t í v p r ů b ě h u algori tmu vyh ledáván í . Současné procesorové čipy obvykle d isponuj í hned 
někol ika ú r o v n ě m i cache p a m ě t í , p ř i čemž pro algoritmus vyh ledáván í je p o d s t a t n á pře 
devš ím pos ledn í ú roveň ( L L ) cache, k t e r á maskuje p ř í s t u p y do fyzické o p e r a č n í p a m ě t i . 
Z ana lýzy p ů v o d n í h o algori tmu vyh l edáván í s i m u l a č n í m n á s t r o j e m cachegrind2 vyplynulo, 
že v L L cache docház í k v ý p a d k ů m př i č t en í i záp isu . Ačkoliv se jednalo o hodnoty v ř á d u 
desetin procenta (0,6 %) , následuj íc í experimenty ukázaly , že i takto m a l ý p o č e t v ý p a d k ů 
m á v ý k o n n o s t n í v l iv na p r ů b ě h v ý p o č t u . 

Jako zdroj v ý p a d k ů by l ident if ikován z p ů s o b , j a k ý m p r o b í h á v ý p o č e t M D P . Hodnoty 
j edno t l i vých b u n ě k se p ropoč í t áva j í po j edno t l i vých a n t i d i a g o n á l á c h a b ě h e m v ý p o č t u si 
algoritmus uchovává hodnoty jen pos ledních dvou an t id i agoná l , k t e r é jsou u loženy v j e d i n é m 
l ineá rn ím pol i s truktur t_diag (viz ob rázek 6.3). Z n a m e n á to, že když je v s t u p n í sekvence 
D N A příl iš d louhá , zab í r á pole pro uložení stavu v ý p o č t u velkou oblast p a m ě t i , k t e r á se 
nevejde do L L cache. P ř i cykl ickém p r ů c h o d u přes tuto oblast ( v ý p o č t u dalš ích an t id i agoná l ) 
pak docház í k v ý p a d k ů m cache. 

O b r á z e k 6.3: Směr výpočtu buněk na antidiagonálách - m o d r á pol íčka označuj í p r v n í 
dvě h lavn í an t id iagoná ly , hodnoty červených b u n ě k mus í algoritmus v y p o č í t a t p o s t u p n ě 
ve s m ě r u š ipek. K l i k a t á č á r a naznaču je p o ř a d í v j a k é m jsou u loženy v ž d y dvě pos ledn í anti
d iagoná ly v j e d i n é m l i neá rn ím pol i s truktur t_diag a čísla u v e d e n á v b u ň k á c h reprezen tu j í 
d iagoná ln í čísla, jež jsou rovna indexu do z m í n ě n é h o l ineá rn ího pole. 

Nutno podotknout, že p ů v o d n í algoritmus vyh ledáván í je vybaven mechanismem dělení 
v ý p o č t u na čás t i . Je-l i v s t u p n í sekvence delší než zvolená konstanta M , rozděl í se v ý p o č e t 
na čás t i s d a n ý m m i n i m á l n í m p ř e k r y v e m a p r o b ě h n e nezávis le pro každou čás t (viz obrázek 

2 Součás t projektu valgrind, viz h t t p : / / va lg r ind .o rg /docs /manua l / cg -manua l . h tml 
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6.4). Mechanismus by l p r i m á r n ě vyvinut proto, abychom by l i schopni p r o h l e d á v a t d louhé 
sekvence D N A , u nichž bychom pro nedostatek ope račn í p a m ě t i nebyli schopni uloži t kom
ple tn í stav v ý p o č t u - 2ln b u n ě k matice, ale v h o d n ý m sn ížen ím konstanty M bychom mohl i 
optimalizovat i využ íván í cache procesoru. 

1 

\4 
d • 

1 

Á • • 

\ d \/ \ d 1 
\/ \ \/ 

/ 
/ • Ý 

/ • 
/ 

/ • 
A. 

O b r á z e k 6.4: Dělení výpočtu na části - ob rázek ilustruje vz tah mezi hloubkou v ý p o č t u (poč
tem an t id i agoná l ) a m i n i m á l n í m n u t n ý m p ř e k r y v e m . V tomto p ř í p a d ě je v ý p o č e t rozdě len 
na dvě s te jné čás t i z v ý r a z n ě n é ž lu tou respektive modrou p ř e r u š o v a n o u ča rou s m i n i m á l n í 
velikostí p ř e k r y v u 2d d iagoná l , kde d je celkový p o č e t an t id i agoná l . K d y b y b y l p ř e k r y v 
mezi č á s t m i menš í než 2d, mohlo by se s t á t , že algoritmus nedetekuje n ě k t e r é po tenc i á ln í 
v ý s k y t y t r i p l exů na hranici mezi d v ě m a čá s tmi . 

V l a s t n í m ě ř e n í 

Pro zj ištění v h o d n é velikosti ú seku M bylo provedeno m ě ř e n í 3 na e x p o n e n c i á l n í m rozsahu 
hodnot. Z výs ledků vyp lývá , že o p t i m á l n í hodnota M je př ib l ižně rovna 10000 bp. N a m ě ř e 
nou závislost doby v ý p o č t u na velikosti ú seku zobrazuje graf 6.5. 

Hodnoty jsou ale p l a t n é pouze pro p o č í t a č e se stejnou nebo větš í velikostí cache, než j a k á 
byla d o s t u p n á na měř í c ím stroji (2 M B ) a nav íc se m ů ž e lišit pro r ů z n ě zvolenou hloubku 
p roh ledáván í ( m a x i m á l n í dé lku tr iplexu), p r o t o ž e na ní závisí režie dvo j i t ého v ý p o č t u pře 
k r y v u mezi j e d n o t l i v ý m i úseky. V reá lných p ř í p a d e c h použ i t í se ale hloubka p roh l edáván í 
pohybuje v rozsahu 10-100, což je vzhledem ke zvolené velikosti ú seku s tá le p r o c e n t u á l n ě 
z a n e d b a t e l n á čás t . Nízká hodnota M nav íc p ř ináš í p o d s t a t n é snížení paměťových n á r o k ů 
- m í s t o více než 100 M B p a m ě t i pro uložení stavu vyžadu je algoritmus po p roveden í opti
malizace se t inový prostor. 

3Použitá konfigurace: operační systém Linux (64bit), procesor Intel Core 2 Duo T5600 (2 M B LL cache) 
a 4 GB operační paměti. Stejné údaje platí i pro všechna následující měření. 
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O b r á z e k 6.5: Závislost doby výpočtu na velikosti prohledávaného úseku - m ě ř e n í bylo pro
vedeno na čás t i p á t é h o l idského chromozomu s výchozími parametry vyh ledávac ího algo
r i tmu. Osa a; je v logaritmickém m ě ř í t k u . Měřen í bylo nejprve rea l izováno pro velikosti 
úseku o m o c n i n á c h čísla deset a ná s l edně byla p o d r o b n ě j i p r o m ě ř e n a oblast kolem min ima. 

6.3 Výpoče tn í optimalizace 

Díky z p ů s o b u , j a k ý m p r o b í h á vyh ledáván í , a p a r a m e t r ů m , k t e r ý m i je omezeno, je ve sku
t ečnos t i m o ž n é vynechat v ý p o č e t n ě k t e r ý c h čás t í v s t u p n í sekvence, v nichž už není m o ž n é 
naleznout d o s t a t e č n ě kva l i tn í t r iplex. P r o b l é m spoč ívá pouze ve v h o d n é m a v č a s n é m určen í 
t a k o v ý c h úseků a z p ů s o b u jejich vyloučení z da lš ího v ý p o č t u . 

Jak bylo z m í n ě n o již dř íve v t é t o p rác i , v ý p o č e t M D P p r o b í h á po j edno t l i vých antidi-
agoná lách . Je-l i v šak u rčeno m i n i m á l n í skóre , k t e r é h o mus í d o s á h n o u t po tenc i á ln í t r iplex 
(viz parametr min_score) a m a x i m á l n í p o č e t an t id i agoná l , k t e r é se p ropoč í t áva j í (odvo
zeno z p a r a m e t r ů max_len a max_loop), m ů ž e m e algoritmus ve vhodnou chvíli zastavit, 
analyzovat pos lední dvě an t i d i agoná ly a omezit další v ý p o č e t pouze na úseky, k t e r é ma j í 
do konce v ý p o č t u (na pos ledn í an t id iagoná le ) šanci d o s á h n o u t a s p o ň m i n i m á l n í h o p o ž a d o 
v a n é h o skóre. U v e d e n ý princip ilustruje ob rázek 6.6. 

P r a h o v é skóre 

A b y c h o m dokáza l i vy louč i t n e p o t ř e b n é úseky na každé an t id i agoná le i G (0 ,n — 1), kde 
n reprezentuje celkový p o č e t an t id i agoná l , m u s í m e bý t schopni pro každou z nich analy
t icky urč i t m i n i m á l n í prahovou hodnotu skóre PÍ, pro kterou m á j e š t ě smysl p o k r a č o v a t 
ve v ý p o č t u . N a zák ladě znalosti p r ů b ě h u v ý p o č t u a jeho omezení lze pro tento účel odvodit 
ana ly t i cký vzorec 6.3. 

P% = Smin Pmax ^ 

kde Smin je hodnota m i n i m á l n í h o p o ž a d o v a n é h o skóre t r ip lexu a B m a x m a x i m á l n í m o ž n ý 
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O b r á z e k 6.6: Optimalizační strategie - po v ý p o č t u an t i d i agoná ly číslo 5 b y l algoritmus za
staven a na zák l adě ana lýzy hodnot dvou předchoz ích a n t i d i a g o n á l (4 a 5) omezen pouze 
na oblasti an t id iagoná ly , k t e r é ma j í d o s t a t e č n é skóre. Světle modrou barvou jsou z v ý r a z n ě n y 
b u ň k y na p rvn í ch dvou h lavn ích an t id i agoná lách , červená označuje buňky , k t e r é je n u t n é 
v p r ů b ě h u vyh l edáván í s p o č í t a t a šedá hodnoty, k t e r é op t ima l i začn í mechanismus na zá
k ladě ana lýzy a n t i d i a g o n á l vylouči l z v ý p o č t u . 

bonus za shodu, tedy p ř e c h o d v mat ic i d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í v d i a g o n á l n í m směru . 
Dělení d v ě m a je rea l izováno celočíse lným z p ů s o b e m . 

Slovně vy j ád řeno se p r á h PÍ r o v n á rozdí lu m i n i m á l n í h o skóre a m a x i m á l n í h o m o ž n é h o 
p ř í r ů s t k u skóre do konce v ý p o č t u , což z n a m e n á , že pokud je skóre b u ň k y menš í , než p r á h 
Pi, nen í možné , aby do konce v ý p o č t u v d i a g o n á l n í m s m ě r u vzrostlo na m i n i m á l n í skóre 
i p řes s a m é shody. 

A n a l ý z a an t i d i agoná l 

P o m o c í p r a h o v é hodnoty PÍ sice d o k á ž e m e rozliši t , k t e r é buňky antidiagonály, či přesněj i 
řečeno k t e r é diagonály m ů ž e m e z da l š ího v ý p o č t u vynechat, ale kvůl i záv is los tem v mat ic i 
d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í na h o d n o t á c h t ř ech předcházej íc ích b u n ě k si n e m ů ž e m e dovolit 
vylouči t k a ž d o u jednotl ivou d iagoná lu . M u s í m e je sd ruž i t do oblas t í , jež jsou m i n i m á l n ě 
tak d louhé , jako je d v o j n á s o b e k p ř e k r y v u p o t ř e b n é h o ke sp lnění závislost í . 

Pro to jsem navrhl konečných automat 6.7, j ehož v s t u p n í sekvencí jsou dvě pos ledn í 
a n t i d i a g o n á l y u ložené v j e d i n é m l i neá rn ím pol i s t ruktur t_diag. V ý s t u p e m jsou oblasti 
(intervaly), v nichž můžeme s tá le na j í t d o s t a t e č n ě kva l i tn í t r iplex a m á tedy smysl je 
d o p o č í t a t . Implementaci automatu naleznete ve funkci get_triplex_regions. 

Za pozornost s to j í z p ů s o b , j a k ý m jsou výs ledné intervaly uloženy. J e d n á se o celočíselné 
vy jádřen í z a č á t k u a konce, ovšem nikol iv indexem p r v n í a pos ledn í diagonály oblasti , ale 
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O b r á z e k 6.7: Konečný automat pro analýzu antidiagonál - p o č á t e č n í stav I N T je z v ý r a z n ě n 
si lnějším tahem, všechny koncové stavy automatu ma j í namodralou barvu, s - skóre ak
t u á l n í buňky , PÍ - p r a h o v é skóre pro an t i d i agoná lu i, d - a k t u á l n í dé lka oblasti s n í z k ý m 
skóre, Gmin - m i n i m á l n í dé lka oblasti s n í z k ý m skóre. 

indexem ř á d k u M D P ( p o č í t á n o s m ě r e m od pos l edn ího ř á d k u k p r v n í m u ) a indexem sloupce 
M D P (viz ob rázek 6.8). Tento z p ů s o b by l zvolen proto, jelikož v izuá lně lépe o d p o v í d á šíření 
závislost í v M D P př i p ř e c h o d u na další a n t i d i a g o n á l y a zá roveň není p r o b l é m na zák ladě 
znalosti a k t u á l n í h o čísla a n t i d i a g o n á l y d o p o č í t a t k o n k r é t n í d i agoná ln í číslo. P r o snadně jš í 
p o r o z u m ě n í doporuču j i znovu p r o h l é d n o u t t a k é ob rázek 6.3. 

Nevyřešenou o t á z k o u zůs t ává , kdy a jak ča s to s p o u š t ě t a n a l ý z u an t id i agoná l , p ro tože 
ačkoliv je konečný automat 6.7 p o m ě r n ě j ednoduchý , jeho v ý p o č e t n í režie je příl iš vysoká 
na to, aby se vypla t i lo s p o u š t ě t ana lýzu p ř i k a ž d é m p ř e c h o d u na dalš í an t id i agoná lu . 

S p u š t ě n í p r v n í ana lýzy 

Z pr inc ipu op t ima l i začn í strategie je z ře jmé, že v k a ž d é m p ř í p a d ě bude muset vyh ledá 
vací algoritmus u rč i tý p o č e t a n t i d i a g o n á l k o m p l e t n ě s p o č í t a t , aby k u m u l a t i v n í skóre kvůl i 
n e s h o d á m v d i a g o n á l n í m s m ě r u p o s t u p n ě kleslo pod d a n ý p r á h P j . P r o tyto ú v o d n í anti
d i agoná ly s a m o z ř e j m ě n e m á smysl p r o v á d ě t ana lýzu k o n e č n ý m automatem 6.7, p r o t o ž e by 
nevedla k ž á d n é redukci a jen by p ř i d a l a z b y t e č n o u v ý p o č e t n í režii nav íc . K d y tedy spustit 
p rvn í ana lýzu? 

P r v n í m o ž n é řešení je za loženo na a n a l y t i c k é m v ý p o č t u čísla p r v n í an t id iagoná ly , na níž 
by mohly hodnoty skóre klesnout pod p r á h P j . Vycház í z logické úvahy, že s te jně jako jsme 
schopni s p o č í t a t p r á h , m ů ž e m e s p o č í t a t i m i n i m á l n í p o č e t neshod x n u t n ý c h k tomu, aby 
skóre pod p r á h kleslo. Nerovnice 6.4 formalizuje z m í n ě n o u ú v a h u . 

kde Pmax p ř eds t avu j e m a x i m á l n í m o ž n o u penalizaci za neshodu a Tmax m a x i m á l n í dé lku 
t ě l a t r ip lexu (viz kapitola 3.2 a ob rázek 3.6). V a z b u p r o m ě n n ý c h na p o m ě r y v M D P ilustruje 
obrázek 6.9. 

Nás l edné p ř e p o č í t á n í p o č t u neshod na číslo p r v n í a n t i d i a g o n á l y je t r iv iá ln í zá lež i tos t 
- je v p o d s t a t ě jeho d v o j n á s o b k e m . P r o b l é m n a s t á v á v p r a k t i c k é m použ i t í . B ě h e m expe
r imen tován í s t í m t o modelem s p o u š t ě n í p r v n í ana lýzy vyplynulo, že t a k o v ý odhad nen í 
příliš uži tečný. Sice zj is t íme číslo an t id iagoná ly , na níž m ů ž e doj í t k p r v n í m u poklesu skóre 

(6.4) 
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O b r á z e k 6.8: Způsob uložení začátku a konce intervalů - v o b r á z k u jsou n a z n a č e n y dvě 
oblasti, v nichž m ů ž e m e na léz t d o s t a t e č n ě kva l i tn í t r iplex. P r v n í oblast je zakreslena p l n ý m i 
č a r a m i a pro p o t ř e b y da lš ího v ý p o č t u by byla u ložena jako interval (0,9). D r u h á oblast 
z v ý r a z n ě n á č a r a m i p ř e r u š o v a n ý m i o d p o v í d á intervalu (7,17). 

pod p r á h PÍ, ale n e z n a m e n á to, že bude m o ž n é dalš í v ý p o č e t redukovat. Jak bylo zmí
něno dř íve , z da lš ího v ý p o č t u lze vylouči t pouze celé shluky d i agoná l m i n i m á l n ě o p o č t u 
d v o j n á s o b k u p ř e k r y v u n u t n é h o kvůl i sp lnění závislost í v M D P . N a p ř í k l a d , je- l i velikost mi 
n imá ln ího p ř e k r y v u 10 an t id i agoná l , m ů ž e m e vylouči t pouze shluky d i agoná l o m i n i m á l n í m 
p o č t u 20. V nejhorš ích p ř í p a d e c h se tedy m ů ž e s t á t , že ačkoliv bude n a p ř í k l a d 90 % hodnot 
na an t id i agoná le pod prahem PÍ, nebudeme moci redukovat j ed iný interval, p ro tože budou 
rozloženy r o v n o m ě r n ě (9 hodnot pod prahem, 1 nad, 9 pod, 1 n a d , . . . ) . Výs l edný z p ů s o b 
rozložení hodnot je nav íc v ý r a z n ě závislý na typu p r o h l e d á v a n é sekvence, proto bylo ř ízení 
spuš t ěn í ana lýzy a n t i d i a g o n á l n a v r ž e n o j i n ý m z p ů s o b e m , k t e r ý bude uveden v následuj íc í 
čás t i textu. 

Odhad r e d u k č n í h o p o m ě r u 

Reá lný redukčn í p o m ě r ( R R P ) u d á v á , kolik procent z celkového p o č t u b u n ě k na antidi
agoná le bude př i v ý p o č t u dalš í an t i d i agoná ly v y n e c h á n o , ale m ů ž e m e jej s p o č í t a t j ed ině 
na zák l adě výs ledků ana lýzy k o n e č n ý m automatem 6.7. Myš l enka j i ného z p ů s o b u spou
š tění ana lýzy vycház í z m o ž n o s t i R R P př ib l ižně aproximovat s m i n i m á l n í v ý p o č e t n í režií 
oproti k o n e č n é m u automatu. S tač í b ě h e m v ý p o č t u a n t i d i a g o n á l y zaznamenat p o č e t b u n ě k , 
jej ichž skóre je pod hodnotou prahu PÍ a podě l i t jej ce lkovým p o č t e m b u n ě k na a k t u á l n í 
an t id i agoná le . Z í skáme tak ho rn í odhad reá lného r edukčn ího p o m ě r u ( H O R R P ) , k t e r ý je 
vhodně j š í pro ř ízení s p o u š t ě n í analýzy. 

Měřen í 6.10 ukazuje, jak závisí R R P a H O R R P pro konk ré tn í an t i d i agoná ly na typu 
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O b r á z e k 6.9: Schéma k analytickému výpočtu čísla první antidiagonály - če rveně jsou ozna
čeny neshody, zeleně shody. Tmax je m a x i m á l n í dé lka t ě l a t r ip lexu a x vy jadřu je m i n i m á l n í 
poče t neshod, aby skóre kleslo pod p r á h P j . 

p r o h l e d á v a n é sekvence. Z grafů lze vyvodi t , že o p t i m á l n í p r a h o v á hodnota H O R R P , nad níž 
by se vyplat i lo spustit a n a l ý z u a n t i d i a g o n á l k o n e č n ý m automatem, bude v oblasti 80-100 %. 
N icméně p r a h o v á hodnota H O R R P by mohla bý t v ý r a z n ě závis lá t a k é na m i n i m á l n í m skóre , 
p ro tože ú s t ř e d n í op t ima l i začn í strategie z hodnoty m i n i m á l n í h o skóre vychází . Za úče lem 
ověření t é t o sku t ečnos t i bylo provedeno měřen í závislost i r e d u k č n í h o p o m ě r u na m i n i m á l n í m 
skóre (viz graf 6.11). Ukáza lo se, že č ím je m i n i m á l n í skóre menš í , t í m více se sice blíží 
hodnoty R R P a H O R R P , ale o p t i m á l n í rozsah H O R R P p ře s to z ů s t á v á v oblasti 80-100 %. 

V ý s l e d n ý r e d u k č n í p r á h 

N a závěr t ě c h t o e x p e r i m e n t ů byly p o d r o b n ě j i p r o m ě ř e n y p r a h o v é hodnoty z rozsahu 8 0 -
100 % a jejich v l iv na celkovou dobu vyh ledáván í (viz graf 6.12). Vždy, když hodnota 
H O R R P vzrost la nad d a n ý p r á h , byla s p u š t ě n a ana lýza a n t i d i a g o n á l k o n e č n ý m automatem 
a t í m i redukce v ý p o č t u . Měřen í byla provedena zvlášť pro eukaryota a prokaryota na po
m ě r n ý c h čás tech g e n o m ů následuj íc ích o rgan i smů : Anabaena cylindrica, Bacillus anthracis, 
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Escherichia coli a Horno sapiens. 

Z grafů vyp lývá , že ne jvhodnějš í p r á h o d p o v í d á h o d n o t ě 93 % a m ů ž e m e jej zvolit 
s h o d n ě pro e u k a r y o t n í i p r o k a r y o t n í sekvence D N A . 
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O b r á z e k 6.10: Závislost redukčního poměru na typu sekvence - grafy demons t ru j í rozdí l 
mezi r e á l n ý m redukčn í p o m ě r e m ( R R P ) a jeho h o r n í m odhadem ( H O R R P ) v závislost i 
na různých typech sekvence D N A . Měřen í bylo provedeno na v y h l e d á v a c í m algori tmu s vý
chozími parametry. V grafech je p a t r n ý nu lový R R P i H O R R P pro někol ik ú v o d n í c h an-
t id iagoná l , k t e r é m u s í m e vždy s p o č í t a t , aby skóre mohlo klesnout pod p r á h P j . Hodnoty 
R R P a H O R R P byly n a m ě ř e n y pro každý typ t r ip lexu zvlášť (celkem osm hodnot) a p o t é 
zp růměrovány . 
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O b r á z e k 6.11: Závislost redukčního poměru na minimálním skóre - dvojice s te jně b a r e v n ý c h 
čar o d p o v í d á h o d n o t á m R R P a H O R R P pro k o n k r é t n í m i n i m á l n í skóre. Hodnoty R R P 
a H O R R P byly n a m ě ř e n y př i k o n k r é t n í m nas t aven í m i n i m á l n í skóre pro k a ž d ý typ t r ip lexu 
zvlášť (celkem osm hodnot) a p o t é zp růměrovány . 

O b r á z e k 6.12: Závislost celkové doby výpočtu na redukčním prahu - zvlášť pro p r o k a r y o t n í 
a e u k a r y o t n í D N A . V p ř í p a d ě prokaryot se j e d n á o p r ů m ě r z měřen í na genomech A. 
cylindrica, B. anthracis a E. coli, v p ř í p a d ě eukaryot p r o b í h a l o měřen í na genomech C. 
elegans, D. melanogaster a p á t é m l idském chromozomu. 
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Odvozen í m i n i m á l n í h o skóre 

Další prostor pro m í r n o u v ý p o č e t n í opt imal izaci nab íz í revize parametru p_value, k t e r ý 
umožňu je nastavit m i n i m á l n í statistickou v ý z n a m n o s t ( m a x i m á l n í P-hodnotu) na lezených 
výs ledků . P-hodnotu algoritmus vyh ledáván í v y p o č í t á v á pro v ý s k y t y po tenc iá ln í ch t r i p l exů 
v závislost i na jejich skóre x podle vzorce 6.5. 

kde A a \i jsou parametry E V D (extreme value distr ibution) rozložení podle publikace 
Maximum likelihood fitting of extreme value distributions [ ] a n reprezentuje p r a v d ě p o 
d o b n ý celkový p o č e t po t enc i á ln í ch t r i p l exů v sekvenci z a d a n é délky. 

Pokud bychom by l i schopni zjistit hodnotu inverzní funkce P~1(x), mohl i bychom odvo
dit m i n i m á l n í skóre z už iva t e l em z a d a n é P-hodnoty, což by bylo už i t ečné v p ř ípadech , kdy 
už iva te l z a d á n ízkou P-hodnotu (požadu je velkou statistickou v ý z n a m n o s t ) a zá roveň nea
d e k v á t n ě nízké m i n i m á l n í skóre. Se zvýšen ím m i n i m á l n í h o skóre se to t i ž zlepšuje efektivita 
h lavní op t ima l i začn í strategie, p ro tože m ů ž e dř íve začí t redukce. Použ i j eme tedy max imum 
ze dvou m i n i m á l n í c h skóre: z a d a n é h o už iva t e l em a odvozeného z P-hodnoty. 

Vzhledem ke s loži tost i ana ly t i ckého odvození inverzní funkce P~1(x) bylo implemento
v á n o numer i cké řešení . V cyk lu se inkrementuje skóre x do t é doby, dokud nen í hodnota 
funkce P (x) menš í nebo rovna z a d a n é P - h o d n o t ě . Je to ko rek tn í postup, p ro tože skóre 
n a b ý v á pouze d i sk ré tn ích celočíselných hodnot a funkce P (x) je ze své definice m o n o t ó n n í 
(neros toucí ) blížící se k nule. P r o zvážení výs ledného efektu byla z m ě ř e n a doba vyh l edáván í 
s o d v o z e n í m a bez odvození z P-hodnoty n a p ř í č r ů z n ý m i m i n i m á l n í m i skóre (viz graf 6.13). 

6.4 Výsledný efekt 

Po z a h r n u t í všech op t imal izac í bylo dosaženo více než trojnásobného z rychlení vyh ledá 
ván í oproti p ů v o d n í m u algori tmu (viz graf 6.14) a p o d s t a t n é h o snížení paměťových n á r o k ů 
na setinu (viz kapitola 6.2). Ne jvýznamně j š í pod í l na celkovém zrychlení m á v ý p o č e t n í opti
malizace se z rych len ím 1,5-1,8, n á s l e d o v a n á paměťovou op t imal izac í funkce get_max_score 
se z rych len ím 1,4-1,6. Efek t ivn í využ íván í p rocesorové cache p ř i sp ívá z rych len ím v rozsahu 

_e-A(x-/a) 
(6.5) 

1,2-1,3. 
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O b r á z e k 6.13: Efekt odvození minimálního skóre - vyh ledáván í bylo provedeno p o s t u p n ě 
s r ů z n ý m i hodnotami m i n i m á l n í h o skóre, avšak vždy se stejnou P-hodnotou. Rozdí l je 
p a t r n ý do doby, než se z a d a n é m i n i m á l n í skóre v y r o v n á o d v o z e n é m u z P-hodnoty. P ro každé 
m i n i m á l n í skóre bylo měřen í provedeno jednou. 

O b r á z e k 6.14: Celkový efekt optimalizací - graf ilustruje i m í r n é snížení v ý p o č e t n í doby 
v závislost i na zvýšení m i n i m á l n í h o skóre. P ro každé m i n i m á l n í skóre bylo měřen í doby 
v ý p o č t u provedeno jednou. 
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Kapitola 7 

Závěr 

Účelem t é t o p r á c e bylo identifikovat s l abá m í s t a algori tmu pro vyh l edáván í intramolekulár-
ních t r i p l exů [ ] a implementovat v h o d n é z p ů s o b y jeho optimalizace, čehož bylo dosaženo 
na někol ika ú rovn ích n á v r h u : už iva te l ské rozh ran í , využ i t í p a m ě t i a v ý p o č e t n í n á r o č n o s t . 

N a ú rovn i už iva te l ského rozh ran í (viz kapitola 6.1) by la provedena transformace algo
r i tmu do podoby ba l íčku pro p ros t ř ed í R /B ioconduc to r , do něhož byly zahrnuty i v ý s t u p y 
baka l á ř ských a d ip lomových p rac í [18, 30, 22], k t e r é na t é m a i n t r a m o l e k u l á r n í c h t r i p l exů 
vzn ik ly dř íve . Bal íček p ř ináš í nové vlastnosti už i t ečné pro koncové už iva te le (moleku lá rn í 
biology) - p ř e d e v š í m m o ž n o s t p ř í m é p r á c e s výs ledky vyh ledáván í , ať už se j e d n á o fil
t raci dle r ů z n ý c h kr i tér i í (skóre, P-hodnota, pozice, apod.), s t a t i s t i cké výpoč ty , v y t v á ř e n í 
souvislost í s exis tuj íc ími anotacemi nebo propracovanou n á p o v ě d u a s t r u č n o u už iva te l skou 
p ř í ručku . V z n i k ba l íčku p ř e d s t a v u j e v ý r a z n ý posun s m ě r e m k lepší už iva te l ské p ř í s t u p n o s t i 
výchozích a lgor i tmů , p r o t o ž e už iva te l m ů ž e instalovat bal íček p ř í m o z r e p o s i t á ř ů Biocon-
ductoru a p r ů b ě ž n ě jej aktualizovat. Bal íček ú s p ě š n ě proše l revizí v ý v o j á ř ů Bioconductoru 
a je d o s t u p n ý v a k t u á l n í s t ab i ln í verzi 2.12 1 z dubna 2012 a t a k é ve vývojové verzi 2.13 2 , 
k t e r á oproti s t ab i ln í obsahuje implementace paměťových a v ý p o č e t n í c h op t imal izac í . 

Z hlediska využ i t í p a m ě t i by l op t ima l i zován p r ů b ě h v ý p o č t u funkce m a x i m á l n í h o skóre 
ze t ř í b u n ě k matice d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í ( M D P ) a e l iminovány v ý p a d k y v cache 
p a m ě t i procesoru, což dohromady př ines lo zrychlení v rozsahu 1,6-2 (viz kapitola 6.2). 

V ý p o č e t n í optimalizace spoč ívá ve vyloučení čás t í M D P , ve k t e r ý c h kvůl i omezuj íc ím 
p a r a m e t r ů m - m a x i m á l n í délce t r ip lexu, m a x i m á l n í délce smyčky a m i n i m á l n í m u skóre -
n e m ů ž e do konce v ý p o č t u vzniknout d o s t a t e č n ě kva l i tn í t r iplex. P r o účely ana lýzy stavu 
v ý p o č t u a vy loučení čás t í M D P b y l i m p l e m e n t o v á n konečný automat 6.7, k t e r ý omezuje 
další v ý p o č e t pouze na oblasti , jež ma j í p o t e n c i á l vy tvo ř i t t r iplex s p o ž a d o v a n ý m skóre. 
A n a l ý z a je s p o u š t ě n a ve vhodnou chvíli na zák l adě ho rn ího odhadu reá lného r e d u k č n í h o 
p o m ě r u tak, aby by l p ř ínos redukce vzhledem k režii automatu co největš í (viz kapi tola 
6.3). Tato op t ima l i začn í strategie je závis lá na typu p r o h l e d á v a n é sekvence a n a s t a v e n ý c h 
omezuj ících parametrech a celkově p ř ináš í zrychlení v rozsahu 1,5-1,8. 

Další m o ž n é pok račován í op t imal izac í by mohlo spoč íva t v el iminaci parametru vy
h ledávac ího algoritmu, j enž omezuje m a x i m á l n í dé lku t ě l a t r iplexu, p ro tože se p ř e d p o 
k ládá , že mo leku lá rn í biologové budou spíše p o ž a d o v a t vyh ledáván í všech kva l i tn ích t r i p l exů 
ve v s t u p n í sekvenci nezávis le na jejich délce. P o k u d bychom však měl i s p o č í t a t všechny an-
t i d i agoná ly M D P , znamenalo by to e x t r é m n í n á r ů s t v ý p o č e t n í doby. M o h l i bychom však 

1http://www.bioconductor.org/packages/2.12/bioc/html/triplex.html  
2http://www.bioconductor.org/packages/2.13/bioc/html/triplex.html 
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využ í t existující infrastrukturu pro redukci v ý p o č t u (automat 6.7) a stanovit k o n s t a n t n í 
p r á h skóre P, k t e r ý by vy jadřova l m a x i m á l n í to le rované m n o ž s t v í neshod p o p ř í p a d ě in 
zercí. I když by pak v ý p o č e t p r o b í h a l pro všechny a n t i d i a g o n á l y M D P , p o s t u p n ě by se 
redukoval jen na ty čás t i , ve k t e rých skóre s tá le j e š t ě roste. Získali bychom tak celé v ý s k y t y 
všech kva l i tn ích t r i p l exů za cenu m i n i m á l n í h o n á r ů s t u v ý p o č e t n í doby. P r o b l é m tohoto 
p ř í s t u p u ale spoč ívá ve v h o d n é m určen í m i n i m á l n í h o p o č t u d iagoná l , k t e r é lze z v ý p o č t u 
vylouči t , vzhledem k n e o m e z e n é hloubce (viz ob rázek 6.4). V praxi by to znamenalo zvolit 
d o s t a t e č n ě velkou hodnotu odpovída j íc í m a x i m á l n í délce l a b o r a t o r n ě ověřených s tab i ln ích 
t r ip lexů . 

Nabíz í se t a k é m o ž n o s t paralelizace v ý p o č t u , ať už na ú rovn i j edno t l i vých t y p ů vyhle
d á v a n ý c h t r i p l exů nebo na ú rovn i p řekrýva j íc ích se čás t í M D P . V a k t u á l n í verzi p r o s t ř e d í 
R j iž exis tuj í ba l íčky (nap ř ík l ad doParallel nebo foreach), k t e r é umožňu j í s p o u š t ě n í para
lelních v ý p o č t ů v klastru. P ro to je t ř e b a zváži t , j a k ý m z p ů s o b e m implementovat podporu 
pro tyto balíčky, aby už iva te l mohl ú lohu rozděl i t mezi zvolené v ý p o č e t n í stroje nebo mezi 
více jader j e d i n é h o poč í t ače a nás l edně výs ledky para le ln ích v ý p o č t ů spojit. 
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Příloha A 

Adresářová struktura balíčku 

• man/ - s ložka obsahuje d o k u m e n t a č n í s t r á n k y ve spec iá ln ím f o r m á t u Rd [ ], z něhož 
jsou b ě h e m instalace v y t v á ř e n y t ř i verze dokumentace: čis tě t ex tová , H T M L a P D F . 

• R / - zde nalezneme všechny zdrojové k ó d y v jazyce R, j e d n á se p ř e d e v š í m o imple
mentaci t ř í d y TriplexViews, v izual izační funkce a r o z h r a n í k vyh ledáván í a z p ě t n é m u 
za rovnán í . 

• src/ - obsahuje zdrojové soubory v jazyce C, tedy v las tn í implementace a lgo r i tmů 
pro vyh l edáván í a z p ě t n é za rovnán í a t a k t é ž implementaci paměťových a v ý p o č e t n í c h 
opt imal izac í . 

• vignettes/ - obsahuje už iva te l skou p ř í ručky k ba l íčku . T z v . vignetty oproti doku
m e n t a č n í m s t r á n k á m slouží pro vysvě t len í složitější problematiky, k t e r á vyžadu je uce
lenější souvis lý text. 

• DESCRIPTION - soubor se všemi dů lež i tými informacemi o ba l íčku - obsahuje n a p ř í k l a d 
název , verzi, k r á t k ý popis, za řazen í a závislost i ba l íčku. 

• NAMESPACE - tento soubor určuje veřejné r o z h r a n í ba l íčku (názvy funkcí a t ř í d ) , k t e ré 
se exportuje do už iva te l ského j m e n n é h o prostoru. 

• NEWS - soubor informující o pos ledních nov inkách a o p r a v á c h chyb v bal íčku. 
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Příloha B 

Postup instalace balíčku triplex 
z Bioconductoru 

K instalaci a k t u á l n í c h ba l íčků z Bioconductoru slouží skript biocLite.R. P ro instalaci 
s tab i ln í verze ba l íčku triplex1 s tač í v a k t u á l n í m p ros t ř ed í R (verze 3.0) zadat následuj íc í 
př íkazy: 

source("http://bioconductor.org/biocLite.R") 
biocLite("triplex") 

Z r e p o s i t á ř ů Bioconductoru se automaticky s t á h n o u a na ins ta lu j í i všechny p o t ř e b n é ba
líčky uvedené v závis lostech. Vývo jová verze ba l íčku triplex2 se instaluje s t e j n ý m z p ů s o b e m 
jako s tab i ln í s t í m rozdí lem, že je n u t n é p ř íkazy spustit ve vývojové verzi p ros t ř ed í R . Al te r 
n a t i v n ě lze zd ro jový archiv ba l íčku s t á h n o u t p ř í m o ze s t r á n e k h t t p : / / b i o c o n d u c t o r . o r g . 

xhttp://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/triplex.html  
2http://www.bioconductor.org/packages/devel/bioc/html/triplex.html 
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Příloha C 

Příklad použití balíčku 

Následuj ící p ř ík l ad demonstruje vyh ledáván í t r i p l exů v p r o s t ř e d í R / B i o c o n d u c t o r a vykres
lení jejich rozložení v r á m c i chromozomu. 

1. N a č t e m e p o t ř e b n é balíčky. 

l i b r a r y ( t r i p l e x ) 
library(rtracklayer) 
library(GenomeGraphs) 
library(BSgenome.Celegans.UCSC.celO) 

2. V y h l e d á m e po tenc i á ln í i n t r a m o l e k u l á r n í t r ip lexy na z a č á t k u chromozomu X orga
nismu Caenorhabditis elegans. 

t <- triplex.search(Celegans[["chrX"]][1:62000], min_score=17, min_len=8) 

3. S t á h n e m e pozice genů z d a t a b á z e Ensembl . 

mart <- useMart("ensembl", dataset = "celegans_gene_ensembl") 

4. V y t v o ř í m e osu a oblasti genů na p ř í m é m a k o m p l e m e n t á r n í m v lákně . 

genomeAxis <- makeGenomeAxis() 
genesplus <- makeGeneRegion(start = 0, end = 62000, strand = "+", 

chromosome = "X", biomart = mart) 
genesminus <- makeGeneRegion(start = 0, end = 62000, strand = 

chromosome = "X", biomart = mart) 

5. Výs l edky vyh l edáván í p ř e v e d e m e na a n o t a č n í stopy. P r v n í stopa bude zobrazovat 
s labé t r iplexy (skóre 17-20) a d r u h á silné (skóre nad 20). 

t a l l <- as(t,"GRanges") 
ta <- makeAnnotationTrack( 

start = s t a r t ( t a l l ) , 
end = end(tall), 
feature = "gene_model", 
dp = DisplayPars(gene_model = "grey") 

) 
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t a l <- makeAnnotationTrack( 
start = start(tall[which(score(tall) > 20)]), 
end = end(tall[which(score(tall) > 20)]), 
feature = "gene_model", 
dp = DisplayPars(gene_model = "darkblue") 

) 

6. P ř e s m ě r u j e m e v ý s t u p do P D F souboru a všechny p ř ip r avené stopy vykres l íme , 

pdf("annotation.pdf", 4.5, 3) 
gdPlot(list("přímé" = genesplus, GENY = genomeAxis, "kompl." = genesminus, 

"slabé" = ta, "silné" = t a l ) , minBase = 0, 
maxBase = 62000, labelRot = 0) 

dev.off() 
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