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Abstrakt 
Cieľom tejto baka lárske j p r áce je popísať t echnológ iu a ana lýzu k o m p l e m e n t á r n y c h D N A 
čipov. P r e d s t a v e n é sú n i ek to ré algori tmy využ ívané pr i ana lýze . Pod robne j š i e sa venuje 
problematike zhlukovania d á t , p r e d o v š e t k ý m r o z o b e r á varianty h ie ra rch ického zhlukovania. 
Ďalej predstavuje p rehľad d o s t u p n é h o k o m e r č n é h o aj n e k o m e r č n é h o sof tvéru z tejto ob­
lasti . Z a h ŕ ň a n á v r h vlastnej i m p l e m e n t á c i e h ie ra rch ických m e t ó d . V závere sú p o r o v n a n é 
výs ledky s p o d o b n ý m n e k o m e r č n ý m sof tvérom. 
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Abstract 
The a im of this bachelor thesis is to describe the D N A microarray technology. Several 
analyt ical algorithms are discussed. It describes closely the clustering methods, especially 
several hierarchical clustering modifications. It gives a summary of available commercial and 
uncommercial software for microarray analysis. The thesis describes own implementat ion 
design of hierarchical methods. A t the end, results are compared wi th similar uncommercial 
software. 
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Kapitola 1 

Úvod 

N e d l h á existencia D N A čipov je d ô k a z o m veľkého pokroku na pol i génových technológi í 
za pos l edné obdobie. T á t o problematika vstupuje do popredia p r e d o v š e t k ý m v súvis lost i 
s r o z m á h a j ú c i m i sa c iv i l izačnými ochoreniami. S k ú m a n i e rozdielov medzi génovými expre-
siami chorých a z d r a v ý c h buniek m o ž n o už čoskoro prinesie o d p o v e ď na m n o h é za t iaľ ne­
z o d p o v e d a n é o tázky . D N A čip u m o ž ň u j e na re l a t ívne malej ploche umies tn i ť neuver i teľné 
m n o ž s t v o génových expresi í , č ím p o n ú k a vedcom ú ž a s n ý n á s t r o j . Technika je už z n á m a 
dlhšie , no j edno t l i vé experimenty bolo dopos iaľ vždy n u t n é robiť oddelene. Existuje velké 
m n o ž s t v o technologických postupov výroby, naviac sa tieto prudko rozví ja jú a modif ikujú. 
Svoj pohľad som zameral na k o n k r é t n u technológiu k o m p l e m e n t á r n y c h D N A čipov. 

S a m o t n ý proces sa del í do niekoľkých fáz, k t o r é b u d ú v prác i ďalej d i sku tované . Podrob­
nejšie rozvediem algoritmy zhlukovania d á t z ískaných z D N A čipov, p r e d o v š e t k ý m hierar­
chické zhlukovanie. Zdokumentujem moju i m p l e m e n t á c i u tejto m e t ó d y . Zmien im sa o do­
stupnom k o m e r č n o m aj n e k o m e r č n o m programovom vybaven í , k t o r é sa venuje tejto pro­
blematike. V závere sa p o k ú s i m výs ledky po rovnať s výs ledkami n i ek to r ého n e k o m e r č n é h o 
programu. 
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Kapitola 2 

Spracovanie DNA čipov 

V z á s a d e exis tu jú dva typy k o m e r č n e d o s t u p n ý c h D N A čipov, a to tzv. sklené p re fabr iká tové 
D N A čipy, v k t o r ý c h sú z a s a d e n é j edno t l i vé fragmenty c D N A na sk lenenú vrs tvu . D r u h ý m 
typom su tzv . o l igonukleot idové biočipy s vysokou hustotou, k t o r é spočíva jú v syn téze o l i -
gonukleotidov in s i tu (nap r ík l ad technológia Af fyMet r ix GeneChips[13]). V r á m c i t ý c h t o 
dvoch veľkých skup ín existuje celý rad rôznych technológi í . Deta i lne jš í popis t ý c h t o tech­
nologických postupov sa v y m y k á rozsahu p ráce , preto som sa zameral skôr na p o d r o b n e j š í 
popis konkré tne j technológie , a to k o m p l e m e n t á r n y c h D N A čipov, k t o r é patr ia do prvej 
uvedenej skupiny. 

T á t o kapitola sa z a o b e r á j e d n o t l i v ý m i k rokmi a postupmi výroby. Kľúčovými sú pre­
d o v š e t k ý m vo fáze fyzickej real izácie D N A čipu znalosti a technologické postupy z oblasti 
moleku lá rne j biológie a genetiky. T á t o p r á c a si u r č i t e nekladie za cieľ pokryť t ú t o proble­
mat iku z biologického a b iochemického hľadiska. P o d á v a však a s p o ň zák l adné , č a s t o k r á t 
č ias točne z j ednodušené znalosti , k t o r ý c h š t ú d i u m bolo pre pochopenie celkovej technológie 
n e v y h n u t n é . 

2.1 Definícia základných te rmínov 

Pre pochopenie technologických postupov je p o t r e b n ý a s p o ň z á k l a d n ý p rehľad t e r m í n o v 
z oblasti biológie a genetiky. B o l i využ i t é informácie z [2] a [5]: 

m R N A - v z n i k á t ranskripciou (prepisom) genetickej informácie podľa predlohy D N A . m R N A 
je b iochemická š t r u k t ú r a , podľa ktorej je n á s l e d n e syn t e t i zovaná (v procese t rans lác ie ) 
bielkovina ako s t a v e b n ý m a t e r i á l bunky. Celý tento proces je m o ž n o z j ednodušene pa­
rafrázovať s prekladom programu na poč í t ač i . „Zdro jový k ó d " v D N A je p re ložený 
do spus t i teľne j podoby, k t o r á generuje morfológiu a funkciu bunky. S ú h r n n e sa tak­
tiež nazýva génová expresia (prejavenie sa génovej informácie v podobe ne jakého 
k o n k r é t n e h o p roduktu - R N A , resp. bielkoviny) 

K o m p l e m e n t á r n a D N A - v z n i k á tzv. reverznou t ranskripciou m R N A do k o m p l e m e n t á r n e j 
D N A ( c D N A ) , čo je proces o p a č n ý k procesu transkripcie. K o m p l e m e n t á r n u D N A si 
m o ž n o p reds tav iť ako jedno z v lák ien D N A . 

H y b r i d i z á c i a -je proces p á r o v a n i a k o m p l e m e n t á r n y c h D N A zväzkov ( c D N A ) . P r á v e v ď a k a 
tejto vlastnosti dus íka tých báz v D N A je m o ž n é zostroj iť D N A čip. 

B u n k o v ý fenotyp - je vzhľad bunky, to z n a m e n á vlastnosti genetickej informácie uloženej 
v bunke, k t o r é sa prejavia "navonok". 
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2.2 Fáza výroby 

O b r á z e k 2.1: O d v ý r o b y až po ana lýzu , ob rázok p r e v z a t ý z [12] 

2.2.1 V ý b e r bunkovej p o p u l á c i e 

Mot ivác iou pre vytvorenie experimentu s D N A č i p o m je porovnanie buniek, resp. génových 
expresi í , k t o r é sú v nich zakódované . Jeho konš t rukc ia u m o ž ň u j e s i m u l t á n n e s k ú m a ť nie­
koľko stoviek t a k ý c h t o génov. Ochorenia buniek, k t o r é sú touto technikou s k ú m a n é , m o ž n o 
zaradiť medzi tzv . geneticky h e t e r o g é n n e . V praxi to z n a m e n á , že r o v n a k ý defekt v bunko­
vom fenotype môže byť spôsobený dvoma ú p l n e rozdielnymi génmi . T y p i c k ý m p r í k l a d o m 
takejto choroby je rakovina. 

V zásade je p o t r e b n é pr i experimente oddel iť tzv. re fe renčnú vzorku buniek (sú to bunky 
v y v i n u t é p r i n o r m á l n y c h podmienkach, m o ž n o ich označiť za zdravé) a e x p e r i m e n t á l n u 
vzorku buniek, k t o r á m ô ž e obsahovať skupiny rôznych buniek, akýmkoľvek s p ô s o b o m po­
dozr ivých z podielu na ochorení . 

2.2.2 E x t r a k c i a m R N A a r e v e r z n á t r a n s k r i p c i a 

K izolácii m R N A z bunky je p o t r e b n á d ô k l a d n á pur i f ikácia b u n k o v é h o obsahu. P r o b l é m o m 
v tejto fáze je získanie d o s t a t o č n é h o m n o ž s t v a m R N A , p r e tože t á t vo r í č a s t o k r á t len t r i 
p e r c e n t á celkového m n o ž s t v a R N A v bunke. S a m o t n á m R N A je však pomerne n e s t a b i l n á 
a n á c h y l n á k deš t rukc i i . Z tohto d ô v o d u sa pre účely experimentu prevedie na vzorke re­
ve rzná t ranskripcia, v ď a k a ktorej sa získa k o m p l e m e n t á r n a D N A ( c D N A ) . T á je omnoho 
stabi lnejš ia . 

2.2.3 O z n a č k o v a n i e c D N A 

A b y bolo m o ž n é detekovat' neskôr na č ipe pr ís lušnosť c D N A k referenčnej , resp. experi­
m e n t á l n e j vzorke, je p o t r e b n é j u označiť ident i f ikačnou molekulou. Je zauž ívanou konven­
ciou, že pre re ferenčnú vzorku sa použi je zelené farbivo (Cy3) , za t iaľ čo pre e x p e r i m e n t á l n u 
vzorku červené farbivo (Cy5) . Takto označkovanú c D N A nie je eš te v tejto fáze m o ž n é 
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akýmkoľvek s p ô s o b o m v izuá lne rozlíšiť. Je p o t r e b n é j u najprv presvie t iť laserom a nás l edne 
o d m e r a ť o d r a z e n ú v lnovú d ĺžku . P r á v e schopnosť odraz iť svetlo určuje mieru fluorescencie 
pr ís lušnej molekuly D N A . 

2.2.4 H y b r i d i z á c i a vzor i ek do D N A č i p u 

Referenčná aj e x p e r i m e n t á l n a vzorka sa ná s l edne hybr id izu jú do D N A čipu. Č i p obsahuje 
stovky až t is íce bodov, kde každý obsahuje rozdielnu časť D N A sekvencie. Pok iaľ vzorka 
obsahuje c D N A , k t o r á je k o m p l e m e n t á r n a k sekvencii v danom bode D N A čipu, tak sa 
s t ý m t o bodom hybridizuje. V ď a k a fluorescenčnej molekule bude t á t o sekvencia v ďalš ích 
fázach de tekova teľná . V tomto zmysle je každý bod na č ipe nezáv i s lým priestorom, k t o r ý je 
schopný p o ň a ť d o s t a t o č n é m n o ž s t v o c D N A z rôznych vzoriek bez akéhokoľvek v z á j o m n é h o 
narušen ia [2] . Hybr id i zác iou končí fyzická rea l izácia č ipu a ďale j je v z n i k n u t ý produkt v nie­
koľkých fázach ana lyzovaný . Touto etapou sa z a o b e r á nas l edu júca sekcia. 

2.3 Fáza analýzy dát 

2.3.1 Skenovanie h y b r i d i z o v a n é h o č i p u a j eho i n t e r p r e t á c i a 

P o úspešne j hybr id izác i i je D N A čip p o d r o b e n ý skenovaniu. Už s p o m í n a n é f luorescenčné 
molekuly n a v i a z a n é na j edno t l i vé sekvencie c D N A sú špecifické svojou exc i t ačnou vlnovou 
dĺžkou (t.j. vlnovou dĺžkou, p r i ktorej sa „ rozsv ie t i a " ) . 

P r i skenovaní je n u t n é použiť laser s dvomi rôznymi v lnovými d ĺžkami ko re špondu júc imi 
s exc i t a čnou vlnovou d ĺžkou f luorescenčných molekúl . T a k ý m t o laserom osve t lený obraz sa 
z a z n a m e n á , presnejš ie z a z n a m e n a j ú sa dva obrazy - jeden pre "če rvené" molekuly, d r u h ý 
pre "ze l ené" . Intenzitu t ý c h t o sve te lných bodov m o ž n o chápať ako k v a n t i t a t í v n u ana lýzu 
j edno t l i vých c D N A tak, ako sa naviazali na j e d n o t l i v é sekvencie (body) D N A č ipu . Č í m 
viac c D N A molekú l sa naviazalo k u k o n k r é t n e m u bodu na č ipe , t ý m bude m a ť tento bod 
pr i laserovej emisii väčš iu intenzitu. K e ď zváž ime referenčnú vzorku s u r č i t o u intenzitou 
a e x p e r i m e n t á l n u vzorku s rovnakou hodnotou intenzity, potom ich z m i e š a n í m d o s t á v a m e 
ž l tú farbu. Pokiaľ intenzity nie sú rovnaké , farba m á tendenciu pribl ižovať sa b u ď k zelenej 
alebo k červene j . K e ď je intenzita červenej farby nižšia ako intenzita zelenej farby, hovor íme , 
že gén je p o t l a č e n ý (down-regulated), resp. n e v ý r a z n ý , s labý . Z n a m e n á to, že sa v tomto 
experimente neprejavil, alebo sa prejavil len veľmi m á l o . V o p a č n o m p r í p a d e hovor íme 
o nadmernom, s i lnom prejave génu (up-regulated). S i tuác i a je z r e jmá z o b r á z k u 2.2, na 
k torom sú obidva obrazy (obraz pre červené molekuly aj obraz pre zelené molekuly) spo jené 
do j e d n é h o , aby bolo vidieť fa rebný efekt [2]. 

Z pomeru in tenz í t červenej a zelenej farby sa v y p o č í t a tzv. r e l a t í v n a ú roveň génovej 
expresie v k o n k r é t n o m bode. P o p r e p o č í t a n í v še tkých h o d n ô t d o s t á v a m e číselnú mat icu 
génových expresi í , kde riadok definuje k o n k r é t n y gén a s t ĺpec zasa k o n k r é t n y experiment. 

S a m o t n é n ízkoúrovňové spracovanie obrazu p o z o s t á v a z t roch z á k l a d n ý c h fáz: mriež-
kovania (gridding), s egmen tác i e (segmentation) a z extrakcie informáci í (information ex­
traction). Mriežkovanie spočíva v lokalizácii j edno t l i vých fa rebných bodov na č ipe . Seg­
m e n t á c i a diferencuje pixely v r á m c i k o n k r é t n e m u bodu na č ipe a rozdeľuje ich na popredie 
(foreground, true signal) a pozadie (background). Ex t r akc i a informáci í m á dve čas t i : ex­
t rakcia intenzity bodu a extrakcia intenzity okolia. Ex t r akc i a intenzity okolia, resp. pozadia 
je dô lež i tá kvôli nešpecifickej hybr id izác i i , k t o r á sa mohla na č ipe usku točn iť a skreslila by 
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O b r á z e k 2.2: O b r á z o k n a s k e n o v a n é h o hybr id i zovaného D N A čipu 

výs ledok. Najčas te j š ie je t á t o intenzita o d č í t a n á od intenzity popredia, no ex is tu jú aj ďalš ie 
metody [3]. 

2.3.2 P r e d s p r a c o v a n i e d á t 

Predspracovanie d á t z a h ŕ ň a niekoľko krokov. 

1. N o r m a l i z á c i a 

Po sp racovan í obrazu D N A čipu m á m e k dispozíci i če rvenú a zelenú f luorescenčnú in ­
tenzitu pre každý bod na D N A čipe . P re zhlukovaciu ana lýzu je n u t n é sa uis t iť , že roz­
diely v i n t enz i t ách sú spôsobené rozdielnymi génovými expresiami, a nie n e ž i a d a n o u 
hybr id izác iou , chybnou in t e rp r e t ác iou obrazu atp. Existuje celý rad n o r m a l i z a č n ý c h 
m e t ó d , k t o r é o d s t r a ň u j ú tieto s y s t e m a t i c k é chyby a korigujú t ý m správnosť d á t . V i a c 
o t ý c h t o algoritmoch je m o ž n é nájsť n a p r í k l a d v zdroj i [15]. 

2. N e l i n e á r n a t r a n s f o r m á c i a 

Nesymetr ickosť z ískaných h o d n ô t je z r e jmá zo spôsobu ich v ý p o č t u pomocou pomeru 
in tenzí t referenčnej a e x p e r i m e n t á l n e j vzorky. P r i génoch, k t o r ý c h intenzita je väčš ia 
ako u referenčnej vzorky, sa hodnota pomeru pohybuje v r o z m e d z í jedna až nekonečno , 
p r i čom pr i génoch s m e n š o u intenzitou ako referenčnou sa hodnota pohybuje v roz­
medz í nula až jedna. L o g a r i t m o v á n í m t ý c h t o h o d n ô t (zvyča jne sa použ íva dvojkový 
logaritmus) z í skame p o ž a d o v a n ú symetr ickosť v z h ľ a d o m k nule. 
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Po sp racovan í a v y h o d n o t e n í obrazu D N A čipu m á zmysel hovoriť o tzv. profile 
génovej expresie. M o ž n o ho chápať ako vektor, k t o r ý z a p ú z d r u j e informácie o tom, 
do akej miery sa gén prejavil v r á m c i j edno t l i vých experimentov. Je to teda prechod 
v š e t k ý m i hodnotami in tenz í t v r á m c i k o n k r é t n e h o génu[9]. Graficky by sa da l vyjadr iť 
nasledovne: 

Log2(cy5/cy3) 

-0.8 1.5 1.8 0.5 -0.4 -1.3 0.8 1.5 

O b r á z e k 2.3: Prof i l génovej expresie 

3. Nahradenie c h ý b a j ú c e j hodnoty a f i l t r á c i a 

Z rôznych t echn ických pr íč in m ô ž u n i ek to r é hodnoty chýbať . Mnoho algoritmov spra­
covania d á t vyžadu je pre s p r á v n y chod doplnenie t ý c h t o h o d n ô t . J e d n o d u c h é na­
hradenie čís lom 0, p r í p a d n e priemerom h o d n ô t z o s t a t n ý c h experimentov č a s t o k r á t 
skresľuje výs ledok. P r e d o v š e t k ý m dosadenie priemeru niekedy v y c h á d z a z nesp rávne j 
domnienky, že číselné hodnoty u r č i t ého génu sú v r á m c i vše tkých experimentov po­
d o b n é . Dokonale jš ie techniky v y c h á d z a j ú preto z pokroči lejš ích m e t ó d f l ] . N iek to ré 
algoritmy spracovania D N A čipov c h ý b a j ú c e hodnoty ú p l n e v y n e c h á v a j ú a p o č í t a j ú 
len s t ý m i , k t o r é ex is tu jú . P r i všetkej snahe o r ekonš t rukc iu skres lených h o d n ô t je 
p o t r e b n é v závere predspracovania d á t vyrad iť hodnoty, k t o r ý c h val ídnosť zos t áva 
o t ázna . 

4. Š t a n d a r d i z á c i a a zmena m e r í t k a (rescaling) 

Biológovia sa zau j íma jú p r e d o v š e t k ý m o zoskupovanie profilov génových expres i í 
s r o v n a k ý m tzv. r e l a t í v n y m prejavom. To z n a m e n á , že je p o d s t a t n á miera odklonu od 
referenčnej hodnoty a nie a b s o l ú t n a hodnota génovej expresie. Ide n a p r í k l a d o t a k é 
gény, k t o r é m a j ú rozdielnu a m p l i t ú d u profilu génovej expresie, ale ich profil génovej 
expresie prebieha podobne, t . j . génové expresie s t ú p a j ú a k lesa jú v r o v n a k ý c h časoch. 
P r i z isťovaní podobnosti j edno t l i vých vektorov génových expres i í metr ikou Eukl idov­
skej vzdialenosti by pr i ich p o r o v n á v a n í vyš la r e l a t í vne ve lká vzdia lenosť . T a k é m u t o 
výs ledku sa z a m e d z í š t a n d a r d i z á c i o u a zmenou m e r í t k a profilov génových expres i í tak, 
aby ma l i nu lový priemer a j e d n o t k o v ú s m e r o d a t n ú odchý lkuf l ] . 
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Kapitola 3 

Zhlukovacie algoritmy 

3.1 Úvod 

Pre ďalš ie pozorovanie a s k ú m a n i e D N A č ipu je p o t r e b n é d á t a , k t o r ý c h získanie bolo pred­
metom p redchádza júce j kapitoly, ďale j spracovať . Cieľom je zoskupiť j edno t l i vé gény na 
zák lade ich profilu génovej expresie do biologicky zmys lup lných skup ín . N a získanie t ý c h t o 
zna los t í sa využ íva jú zhlukovacie algoritmy. 

Všeobecne m o ž n o zhlukovacie m e t ó d y zarad iť medzi tzv. algoritmy s t ro jového učenia . 
V závis lost i od konkré tne j m e t ó d y rozl išujeme m e t ó d y bez uči teľa a s uč i teľom [3]. V p r í p a d e 
m e t ó d bez uči teľa algoritmus n e d o s t á v a ž i adnu informáciu o s p r á v n o s t i klasifikácie a ani 
o samotnom priebehu. Jedinou informáciou m ô ž e byť n a p r í k l a d poče t zhlukov, do k t o r ý c h 
m á p r ík l ady z t rénovace j m n o ž i n y klasifikovať. 

Naopak m e t ó d y s uč i teľom sú cha rak te r i s t i cké t ý m , že d o s t a n ú na z a č i a t k u u rč i t é 
m n o ž s t v o informáci í o d á t a c h , k t o r é m ô ž u byť pr i zh lukovan í využ i t é . A lgo r i tmy z tejto sku­
piny sú s chopné učiť sa z informáci í , k t o r é definujú každý zhluk (väčš inou ide o t r énovac iu 
m n o ž i n u d á t ) a tieto vedomosti potom aplikovať na nové d á t a pr i zh lukovaní . Treba pove­
dať , že zhlukovacie algoritmy bez uči teľa tvoria väčš iu skupinu, a preto b u d ú v p rác i ďalej 
podrobne j š i e d i sku tované . 

N a zák l ade s p ô s o b u p r á c e algori tmu a formy v ý s t u p u je m o ž n é vyčleniť dve skupiny 
zhlukovacích algoritmov, a to m e t ó d y h ie rarch ické a neh ie ra rch ické . Hiera rch ické m e t ó d y sú 
založené na postupnom spá jan í j edno t l i vých zhlukov do väčš ích celkov. V ý s l e d k o m t ý c h t o 
m e t ó d je b i n á r n y strom, tzv. dendrogram, z k t o r é h o je z r e jmá p o s t u p n o s ť j edno t l i vých 
zhlukovacích krokov. 

Nehie ra rch ické m e t ó d y zhlukovania sa na rozdiel od h ie ra rch ických p o k ú š a j ú vzory roz­
deliť priamo, v jednom kroku, do niekoľkých zhlukov (p r i čom sa výs ledok v k a ž d o m kroku 
spresňuje ) . A k o výs ledok teda nie je k dispozíci i š t r u k t ú r a zhlukov typu dendrogram. Nehie­
ra rch ické m e t ó d y sa s v ý h o d o u použ íva jú pr i obrovskom m n o ž s t v e d á t , kde by konš t rukc i a 
dendrogramu bola na výpoče t príl iš časovo a p a m ä ť o v o n á r o č n á . 

V p rác i bude na jväčš i a časť venovaná k las ickému h ie ra rch ickému zhlukovaniu, k to ré 
bolo ďalej predmetom mojej i m p l e m e n t á c i e v r á m c i praktickej čas t i . 

3.2 Met r iky určovania podobnosti 

3.2.1 D e f i n í c i e p o j m o v 

P r i výk l ade p r inc ípov zhlukovacích algoritmov sú využ ívané pojmy p r e b r a t é z [6]. 
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V z o r (alebo vektor v l a s tnos t í , pozorovanie) x - je d á t o v ý objekt využ ívaný zhluko-
vac ím algori tmom. Typ icky p o z o s t á v a z vektora d m e r a n í : x = {x\, • • • Xd) 

• J e d n o t l i v é ska lá rně komponenty Xi vzoru x sa n a z ý v a j ú vlastnosti alebo a t r i b ú t y 

• d je dimenzionali ta vzoru 

• m n o ž i n a vzorov sa znač í K = x\,---xn. i- tý vzor sa znač í ako Xi = (a;^!, • • • a;^) 
V m n o h ý c h p r í p a d o c h je za m n o ž i n u vzorov, k t o r é m a j ú byť zh lukované , považovaná 
mat ica vzorov s rozmermi n x d. 

Zhlukovanie je proces, p r i k torom sa klasifikujú objekty, m n o ž i n y d á t do u rč i tých pod­
m n o ž i n (zhlukov) na zák l ade vzá jomnej podobnosti . In formác ia o podobnosti sa získava 
rôznymi metr ikami odhadu vzá jomnej vzdialenosti dvoch objektov. V ý b e r konkré tne j m e t ó d y 
je dôleži tý , závis í od povahy a t r i b ú t o v a od p o č t u d imenz i í vzoru. K v ý p o č t u sa využ íva jav 
p r á v e o p a č n ý k podobnosti , a to rozdielnosť vzorov (pattern dissimilar i ty) . T á je defino­
v a n á ich vzdia lenosťou . V k r á t k o s t i p r e d s t a v í m vo forme m a t e m a t i c k ý c h vzorcov n iek to ré 
v ý z n a m n é m e t ó d y pre v ý p o č e t vzdialenosti dvoch vzorov resp. vektorov h o d n ô t [17]. 

E u k l i d o v s k á v z d i a l e n o s ť je def inovaná ako: 

n 

^{xi,k~ Xj,k)2 (3.1) 
fc=i 

Je to na jbežne j š ia metrika zisťovania podobnosti . Ide vpodstate o klas ický v ý p o č e t vzdia­
lenosti dvoch bodov. 

M a n h a t t a n o v s k á v z d i a l e n o s ť je def inovaná ako: 

n 

d2(xi, Xj) = ^2 \xi,k ~ xj,k\ (3.2) 
fc=i 

M e r i a vzdia lenosť dvoch bodov (objektov) ako d ĺžku cesty, k t o r á je vedená v h o r i z o n t á l n o m 
plus v e r t i k á l n o m smere. Z o b r á z k u 3.1 je z re jmý rozdiel medzi euklidovskou a manhatta-
novskou vzdia lenosťou. 

y 
t 

x<  

Manhattan Euclidean 

O b r á z e k 3.1: Porovnanie p r inc ípu manhattanovskej a euklidovskej vzdialenosti 

d2(xi 

\ 

Chebyshevova v z d i a l e n o s ť sa nazýva t iež m a x i m á l n a hodnota vzdialenosti . S k ú m a 
a b s o l ú t n u veľkosť rozdielov medzi a t r i b ú t m i dvoch vzorov a v y b e r á na jväčš í z nich. 

d2(xi,Xj) = max\xi^ — Xj,k\ (3-3) 
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M i n k o w s k é h o v z d i a l e n o s ť je genera l izác iou predoš lých m e t ó d u rčovan ia vzdialenosti 
[17]. K e ď A = 1 dostaneme M a n h a t t a n o v s k ú vzdia lenosť , keď A = 2 z í skame Euk l idovskú 
vzdia lenosť . Chebyshevova vzdia lenosť je špec i á lnym p r í p a d o m , kde A = oo 

d2(xi,Xj) 

\ E 
k=l 

•E i,k V j,k | (3.4) 

Pearsonov k o r e l a č n ý koeficient vyjadruje p o d o b n o s ť dvoch vzorov o d l i š n ý m s p ô s o b o m 
ako už s p o m í n a n é metriky. T á t o m e t ó d a urču je s t u p e ň l ineá rneho v z ť a h u medzi dvoma pre­
m e n n ý m i [14]. V y c h á d z a zo vzorca: 

1 
N 

N ^ 
i=l 

X i - X \ ÍYi-Y 

aY 

(3.5) 

ax resp. oy u d á v a j ú s m ě r o d a t n á odchý lku p r í s lušného vzoru. K o r e l a č n ý koeficient r sa 
pohybuje v rozmedz í od +1 do -1 . Kore lác ia +1 z n a m e n á dokonale poz i t í vny l ineárny vzťah . 
To v praxi z n a m e n á , že hodnoty z obidvoch p o r o v n á v a n ý c h skup ín (v n a š o m p r í p a d e dvoch 
vektorov génových expresi í ) zob razené na grafe patr ia do m n o ž i n y bodov jednej priamky, sú 
ident ické . K o r e l a č n ý koeficient s hodnotou -1 po tom z n a m e n á p r e s n ý opak, teda dokonale 
n e g a t í v n y l ineárny vzťah . Objekty sú teda ú p l n e odl i šné . P o d ľ a [4] u v e d e n ý vzorec 3.5 u d á v a 
v ý p o č e t tzv. c en t rovaného Pearsonovho kore lačného koeficientu. Modif ikáciou d o s t á v a m e 
necen t rovaný Pearsonov kore lačný koeficient so vzorcom: 

1 
N 

N ^ 
i=l 

X 
Oy 

(3.6) 

Rozdie l medzi u v e d e n ý m i funkciami spočíva v tom, že n e c e n t r o v a n á varianta uvažuje 
priemer h o d n ô t 0, aj v p r í p a d e , keď tomu tak nie je. Tento rozdiel sa p re jav í v nasle­
dovnej s i tuác i i . Predstavme si dva vektory X a Y, k t o r ý c h hodnoty na grafe d á v a j ú iden­
t ický tvar, ale sú od seba vzd ia lené u r č i t o u k o n š t a n t n o u vzdia lenosťou . T a k é t o vektory by 
mal i v p r í p a d e cen t rovaného Pearsonovho kore lačného koeficientu hodnotu jedna, nie však 
v p r í p a d e n e c e n t r o v a n é h o kore lačného koeficientu. 

Výs l edky u v e d e n ý c h m e t ó d je p o t r e b n é uložiť do vhodnej dá tove j š t r u k t ú r y . Väčš inou 
sa použ íva t r o juho ln íková matica. 

U 

a 0o 0 
aio a u 

0 
0 

(3.7) 

P l a t í , že vzdia lenosť medzi i - t y m a j - t y m g é n o m je u ložená v p rvku a^ . Ďalej p la t í , 
že v p r í p a d e p r v k u a ^ , kde i = j, teda porovnania génu so sebou s a m ý m je vzdia lenosť 
medzi n i m i logicky nu lová . M a t i c a je z á m e r n e i ndexovaná od nuly tak, aby ko rešpondova la 
s neskoršou n á v r h o v o u s chémou v j azyku C + + . 
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3.3 Hierarchické zhlukovanie 

Hierarchické zhlukovanie je na j rozš í rene jšou m e t ó d o u spracovania d á t z D N A čipov. Jej 
nespornou v ý h o d o u je fakt, že výs ledok algori tmu je m o ž n é n á z o r n e vizualizovať ako ukazuje 
obrázok 3.2. N e g a t í v o m je ich časová zložitosť, p l a t í 0 ( n 2 ) , kde n je poče t v s t u p n ý c h 
objektov. P o z n á m e dva p r í s t u p y k tvorbe dendrogramu: p r í s t u p zhora - dole, tzv. divisive 

JÉ 
S^toiwBw'iiHiiiiiiiiiiiMili IfilIIIIIilIIIIIl 

O b r á z e k 3.2: Dendrogram 

clustering a zdola - hore, tzv. aglomerative clustering. P r á v e d r u h ý m s p o m e n u t ý m sa budem 
zaoberať podrobne j š i e . 
K e ď je na vstupe N objektov (vzorov) a mat ica p o d o b n o s t í o rozmeroch N x N, je z á k l a d n á 
š t r u k t ú r a algori tmu klas ického a g l o m e r a t í v n e h o h ie ra rch ického zhlukovania na s l edovná [10]: 

1. Začn i p r i r a d e n í m každého vzoru do zh luku tak, že v p r í p a d e N vzorov d o s t a n e š N 
zhlukov, p r i čom každý obsahuje p r á v e jeden vzor. Nech vzdialenosti (alebo podob­
nosti) medzi v z n i k n u t ý m i zh lukmi sú r o v n a k é ako vzdialenosti medzi vzormi , k to ré 
obsahujú . 

2. Nájd i na jb l ižš í (na jpodobne j š í ) p á r zhlukov a spoj ich do j e d n é h o zh luku tak, že m á š 
celkovo o jeden zhluk menej. 

3. V y p o č í t a j vzdialenosť medzi n o v ý m zhlukom a o s t a t n ý m i zh lukmi . 

4. Opakuj kroky 2 a 3 až k ý m nevznikne j e d i n ý zhluk s veľkosťou N . 

K r o k 3 m ô ž e byť u s k u t o č n e n ý r ô z n y m i spôsobmi , na zák l ade čoho odl i šu jeme niekoľko 
variant algoritmu. 

3.3.1 M e t ó d a single l inkage ( n a j b l i ž š í sused) 

Je jednou z na j j ednoduchš í ch m e t ó d a g l o m e r a t í v n e h o h ie ra rch ického zhlukovania. Vzdia le­
nosť medzi dvoma zh lukmi je u r č e n á n a j k r a t š o u m o ž n o u vzd ia lenosťou medzi ich č lenmi . 
Jej p r inc íp znázorňu je o b r á z o k 3.3. P l a t í : 

DAB = min(d(ui,Vj)) (3-8) 

u e A, v G B; V i e [1; NA], M j G [1; N B] (3.9) 
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A B 

O b r á z e k 3.3: P r i n c í p single linkage 

3.3.2 M e t o d a complete l inkage ( n a j v z d i a l e n e j š í sused) 

Je opakom m e t ó d y single linkage, vzdia lenosť dvoch p o r o v n á v a n ý c h zhlukov je teda u r č e n á 
na jd lh šou vzd ia lenosťou medzi ich č lenmi . S i tuác iu znova znázo rňu je ob rázok 3.4. P l a t í : 

DAB = max(d(ui,Vj)); (3.10) 

u e A, v G B; V i G [1;NA], Vy G [1;NB] (3.11) 

O b r á z e k 3.4: P r i n c í p complete linkage 

3.3.3 M e t ó d a average l inkage ( p r i e m e r n á v z d i a l e n o s ť ) 

Vzdia lenosť dvoch zhlukov sa p o č í t a ako p r i e m e r n á vzdia lenosť v še tkých vzá jomných vzdia­
lenost í objektov, k t o r é sú v nich o b s i a h n u t é . K dispozíci i je m a t e m a t i c k é vyjadrenie ako aj 
grafické znázo rnen ie na o b r á z k u 3.5. 

1 NA NB 

D AB ^ E E f e ^ i ( 3 - 1 2 ) 
i= l j=l 

u e A, v G B; V i G [1; NA] A V j G [1; NB] (3.13) 

O b r á z e k 3.5: P r i n c í p average linkage 
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3.3.4 M e t ó d a average g r o u p l inkage ( p r i e m e r n ý vektor) 

Popisuje vzdia lenosť dvoch zhlukov ako vzdia lenosť ich p r i e m e r n ý c h vektorov. Z n a m e n á to, 
že pre každý z dvoch zhlukov je p o t r e b n é najprv vypoč í t ať p r i e m e r n ý vektor jeho h o d n ô t , 
tieto p r i e m e r n é vektory nás l edne po rovnať a v y h o d n o t i ť mieru podobnosti . 

V z h ľ a d o m k tomu, že pos l edné dve m e t ó d y d á v a j ú zväčša t o t o ž n é výs ledky (v závis lost i 
od typu metr iky u rčovan ia podobnosti vzorov), budem ďalej v p rác i považovať m e t ó d u 
average group linkage za m e t ó d u average linkage. Tak isto sa k tejto problematike stavia aj 
autor v zdroj i [4]. 

3.4 Nehierarchické zhlukovanie 

V ú v o d e tejto kapitoly už bo l n a z n a č e n ý p r inc íp neh ie ra rch ického zhlukovania. Snaž í sa 
o dekompoz íc iu dá tove j m n o ž i n y do d i s j u n k t n ý c h zhlukov v jednom kroku. Nehie ra rch ické 
zhlukovanie de l íme do nas l edovných ka tegór i í [8] : 

1. M e t ó d y Single-pass v y t v á r a j ú zhluky, k t o r é sú závislé od poradia v s t u p n ý c h ob-

2. Relocation m e t ó d y ako napr. k-means. Cieľom je v y t v á r a ť o p t i m á l n y rozklad objek­
tov s vopred u r č e n ý m p o č t o m zhlukov (tu m ô ž e m e vidieť rozdiel oproti s p o m í n a n ý m 
h ie ra rch ickým m e t ó d a m , kde sme vopred neurčoval i poče t zhlukov): 

3. M e t ó d y Nearest Neighbour, p r i k t o r ý c h sú zh luky v y t v á r a n é z objektov, k t o r é sú 
si n a v z á j o m najb l ižš ími susedmi. 

4. P r í s t upy , k t o r é poskytuje o b l a s ť n e u r ó n o v ý c h s i e t í - napr. S O M a pod. 

3.4.1 A l g o r i t m u s k—means 

K-means je j e d n ý m z na j j ednoduchš í ch a na jpouž ívane j š ích algoritmov za ložených na učen í 
bez uči teľa. P r o c e d ú r e p r e d c h á d z a zadanie m n o ž i n y d á t spolu s p o č t o m zhlukov, do k t o r ý c h 
sa m a j ú tieto d á t a klasifikovať. 

Algor i tmus m ô ž e m e zh rnúť do nas l edovných krokov: 

1. Z priestoru k l a s t rovaných objektov n á h o d n e vyberieme k objektov, tie b u d ú repre­
zentovať c e n t r á klastrov. 

2. K a ž d ý objekt p r i r a d í m e k tomu zh luku , k t o r é h o centrum je k nemu najbl ižš ie . 

3. A k sú v š e t k y objekty p r i r a d e n é k n e j a k é m u zhluku, je p o t r e b n é p repoč í t a ť nové 
cen t r á zhlukov (priemerom) a to tak, že vzdia lenosť medzi v š e t k ý m i objektmi zh luku 

(3.14) 

(3.15) 

(3.16) 

jektov: 
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a n o v ý m centrom zhluku bude min ima l i zovaná . Napr . ak m á m e v 3-rozmernom pries­
tore zhluk s dvoma bodmi X = (xi,x2,£3) a Y = (yi,y2,yz), tak centrum zhluku 
bude Z = (z1,z2, z3), kde z1 = (x1 + y i ) / 2 a z2 = (x2 + y2)/2 a z 3 = ( x 3 + y 3 ) / 2 . 

4. Opakovanie krokov 2 a 3, k ý m sa c e n t r á zhlukov b u d ú meniť . 

M e t ó d a je r e l a t í vne efekt ívna . Č a s o v á zložitosť je 0(tkn), kde n je poče t v s t u p n ý c h 
objektov, k je poče t zhlukov, t je poče t i teráci í . Väčš inou k, t « n. Č a s t o končí v l oká lnom 
optime. Je v ž d y p o t r e b n é špecifikovať poče t zhlukov, m e t ó d a je s l abá pr i sp r acovávan í 
z a š u m e n ý c h úda jov . 

3.5 Ďalšie zhlukovacie me tódy bez učiteľa 

N a po l i ana lýzy d á t z D N A čipov sa využ íva m n o ž s t v o ďalš ích algoritmov. D a ň o u za 
názornosť klas ického h ie ra rch ického zhlukovania je jeho pr í l i šná časová zloži tosť. T á sa 
veľmi v ý r a z n e pre jav í p r i velkom objeme d á t ( s k ú m a n i e n iekolkých t is íc génov) . Vedecká 
verejnosť sa preto u b e r á k využ i t i u a l t e r n a t í v n y c h p r í s t u p o v k tejto problematike, pre­
d o v š e t k ý m ide o n e u r ó n o v é siete. Algor i tmus Self- Organising Maps ( S O M ) ako pred­
s tavi teľ neh ie ra rch ických m e t ó d využíva júc ich n e u r ó n o v é siete zv láda veľké objemy d á t a 
v p r inc ípe je s chopný porad i ť si so z a š u m e n ý m i vzormi d á t , i r e l evan tnými hodnotami pre­
m e n n ý c h a r ô z n y m i i nými chybami, k t o r é sa v reá lnych d á t a c h m ô ž u v y s k y t n ú ť . N e v ý h o d o u 
tohto algori tmu je podobne ako u k-means fakt, že poče t zhlukov m u s í byť od z a č i a t k u 
pevne d a n ý . Ďalš ie p r o b l é m y s p o m í n a n a p r í k l a d zdroj [3]. Algor i tmus Self-Organizing Tree 
( S O T A ) v y c h á d z a z algori tmu S O M , je to v šak algoritmus h ie ra rch ického zhlukovania, 
k t o r ý využ íva p r í s t u p zhora - dole (divisive hiearchical clustering). Ob idva algoritmy m a j ú 
l ineárnu časovú zložitosť. Bližšie informácie spolu s p o r o v n a n í m a s p o d r o b n e j š o u ana lýzou 
časovej n á r o č n o s t i poskytuje n a p r í k l a d [7]. Z č l ánku vyplýva , že algori tmy využ íva júce 
neu rónové siete sú naozaj v h o d n é na veľké m n o ž s t v o d á t , t . j . p r i p o č t e génov viac ako 600. 
V o p a č n o m p r í p a d e to t iž algoritmus klas ického h ie ra rch ického zhlukovania vykazuje lepšie 
výsledky. 
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Kapitola 4 

Softvér na analýzu dát z DNA 
čipov 

Obsah tejto kapitoly bo l v y t v o r e n ý s pomocou zdroja [18]. 

4.1 Analýza obrazu 

Tabuľka 4.1 u v á d z a z á k l a d n ý p rehľad d o s t u p n é h o sof tvéru v tejto oblasti. 

Software Platforma T y p 
A I D A A r r a y M e t r i x Windows k o m e r č n ý 
A r r a y P R o Windows k o m e r č n ý 
Dapple U n i x , p ř enos i t e lný kód n e k o m e r č n ý 
F-scan U n i x aj Windows, i m p l e m e n t á c i a v Mat labe n e k o m e r č n ý 
GeneP ix P r o Windows k o m e r č n ý 
ImaGene Windows, L i n u x a O S X k o m e r č n ý 
Iconoclust Windows k o m e r č n ý 
Iplab Windows k o m e r č n ý 
P-scan U n i x aj Windows n e k o m e r č n ý 
ScanAlyze Windows n e k o m e r č n ý 
Spot U n i x , W i n d o w n e k o m e r č n ý 
T I G R Spotfmder Windows, U n i x n e k o m e r č n ý 

Tabulka 4.1: Softvér na ana lýzu obrazu z D N A čipov 

Software na a n a l ý z u n a s n í m a n é h o obrazu D N A čipu m u s í vykonávať t r i f u n d a m e n t á l n e 
funkcie: mr iežkovanie (gridding), s eg men tác iu a extrakciu informáci í . Za t iaľ čo mr iežkovanie 
nie je z lož i tým p r o b l é m o m , s k u t o č n o u výzvou pre použ ívané algoritmy je s e g m e n t á c i a 
obrazu a s p r á v n y odhad pozadia (background estimation). Vybavenie programov z tejto 
ka tegór ie z a h ŕ ň a p o č e t n é m n o ž s t v o s e g m e n t a č n ý c h algoritmov ako n a p r í k l a d fixed circle, 
adaptive circle, adaptive shape a histogram. A k o algoritmy na odhad pozadia sú ča s to 
použ ívané n a p r í k l a d constant background, local background a morphological opening. K a ž d á 
z m e t ó d m á svoje si lné aj s labé s t r ánky , k t o r é je n u t n é pr i v ý b e r e k o n k r é t n e h o software 
zvážiť. 

N iek to ré komerčné softvérové ba l íčky obsahu jú metr iky na vyhodnotenie kval i ty jednot­
livých bodov obrazu, na zák lade k t o r ý c h rozhodu jú , k t o r é body obrazu vynechať z analýzy. 
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N a posudzovanie slúži celý rad parametrov, ako sú priemer, plocha, od t l ačok , kruhovi-
tosť a t ď . Stanovenie t ý c h t o a p o d o b n ý c h parametrov však p o č í t a s u r č i t o u konzistenciou 
j edno t l i vých bodov v obraze D N A čipu, čo n e m u s í byť vždy tak. Môže sa preto s tať , že 
sa z ana lýzy v y r a d í bod, k t o r ý m á síce d o s t a t o č n e kva l i tný s ignál , no nesp ĺňa n iek to ré 
z a d a n é k r i t é r i á . Z tohto d ô v o d u volá vedecká verejnosť po urč i te j š t an d a rd i zác i i v tejto 
oblasti a kladie si o t á z k u , ako definovať d o s t a t o č n e kva l i tný bod . V tomto smere sa zdá byť 
p laus ib i lná k o m b i n á c i a klas ického parametrizovania kva l i tného bodu a technika v y u ž í v a n á 
pre program U C F S Spot. 

4.2 Software na dolovanie dá t 

V komerčne j , ale aj v nekomerčne j sfére je v tejto oblasti pomerne b o h a t ý výbe r . Existuje 
r e l a t ívne mnoho p o d o b n ý c h sof tvérových bal íčkov. Vo všeobecnos t i softvér na dolovanie d á t 
z D N A čipov z a h ŕ ň a tieto oblasti spracovania: predspracovanie a normal izác iu , zhlukovanie, 
klasifikáciu a v izual izác iu výs ledkov. V tejto kategór i i ex is tu jú š tyr i z á k l a d n é typy, k to ré 
sa v tejto sekcii p o k ú s i m bližšie špecifikovať. Sú to: turnkey sys témy, k o m p l e x n é sys témy, 
softvér na špecifickú a n a l ý z u a rozš í renia exis tu júc ich programov. 

4.2.1 T u r n k e y s y s t é m y 

Turnkey s y s t é m y sú poč í t ačové sys témy, k t o r é sú u rčené na špecifický účel . Po jem vzni ­
kol z myšl ienky, že vše tko , čo užívateľ potrebuje vykonať pr i p rác i s programom, je st lačiť 
k lávesu (turn a key). S y s t é m je nás l edne p r i p r a v e n ý vykonať p o ž a d o v a n ú ope rác iu . Turn­
key s y s t é m na dolovanie d á t z D N A čipov je teda c h á p a n ý v š i r šom kontexte a z a h ŕ ň a 
p o t r e b n é h a r d w a r o v é vybavenie, se rverový softvér, d a t a b á z u na uloženie d á t z D N A čipu, 
k l ien tský a š t a t i s t i cký softvér. N iek to ré bal íky, ako napr. Genetraffic, využ íva jú pre jed­
not l ivé komponenty s y s t é m u open source p r o g r a m o v é vybavenie (Linux, š t a t i s t i cký jazyk 
R , Pos tgreSQL, Apache Web server), o s t a t n é , ako n a p r í k l a d Rossetta Resolver, využ íva jú 
p r o p r i e t á r n e softérové technológie pre server a d a t a b á z o v ý sys t ém, ako n a p r í k l a d SunOS a 
Oracle. 

Tabulka 4.2 u v á d z a p rehľad n i ek to rých d o s t u p n ý c h bal íkov: 

Software Platforma T y p 
B A S E (B ioAr ray Software Environment) 
Expressionist 
Genedirector 
Genetraffic 
Roset ta Resolver 

L i n u x 
m u l t i p l a t f o r m n ý 
m u l t i p l a t f o r m n ý 
Windows 
m u l t i p l a t f o r m n ý 

n e k o m e r č n ý 
k o m e r č n ý 
k o m e r č n ý 
k o m e r č n ý 
k o m e r č n ý 

Tabulka 4.2: P r e h ľ a d turnkey s y s t é m o v 

S p o m í n a n é s y s t é m y sú väčš inou k dispozíci i vo forme a r c h i t e k t ú r y k l i en t - server. T á t o 
disponuje v iacuž íva teľským r o z h r a n í m , čo je mimoriadne v ý h o d n é pre zdieľanie d á t a vý­
sledkov v r á m c i väčšej v ý s k u m n e j skupiny, n a p r í k l a d vo farmaceutickom priemysle. Sa­
mozre jmosťou je aj lepšia kontrola nad b e z p e č n o s ť o u d á t a možnosť pr iv i legovaného p r í s t u p u 
Napriek tomu, že použ i t i e open source technológi í v t ý c h t o s y s t é m o c h m ô ž e v ý z n a m n e 
ovplyvniť cenu t a k é h o t o produktu , vo všeobecnos t i vyžadu je pomerne velké n á k l a d y na k ú p u 
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a p r e v á d z k u . V menš ích l a b o r a t ó r i á c h a v ý s k u m n ý c h t í m o c h je preto inš ta lác ia t a k é h o t o 
s y s t é m u skôr v ý n i m k o u . 

4.2.2 K o m p l e x n é p r o g r a m y 

K o m p l e x n é programy p o s k y t u j ú m e t ó d y z rôznych fáz ana lýzy D N A čipov, od predspraco­
vania d á t , normal izác ie , zhlukovania až po vizual izáciu . To vše tko v jednom ba l íku . Nejde 
ani zďa leka o tak r o b u s t n é s y s t é m y ako sú turnkey sys témy, n e d o d á v a j ú sa n a p r í k l a d spolu 
s h a r d v é r o m a ani s vlastnou d a t a b á z o u , č a s t o k r á t v šak d i sponu jú r o z h r a n í m O D B C (Open 
DataBase Connect iv i ty) , k t o r é je š t a n d a r d o m pre p r í s t u p do rôznych d a t a b á z o v ý c h s y s t é m o v 

Tabuľka 4.3 u v á d z a p rehľad d o s t u p n ý c h k o m e r č n ý c h aj n e k o m e r č n ý c h k o m p l e x n ý c h 
balíkov. 

Software Platforma T y p 
B R B A r r a y Tools Windows n e k o m e r č n ý 
A r r a y P R o Windows k o m e r č n ý 
Cluster Windows n e k o m e r č n ý 
Gepas m u l t i p l a t f o r m n ý n e k o m e r č n ý 
d C h i p Windows n e k o m e r č n ý 
Expression Profiler m u l t i p l a t f o r m n ý n e k o m e r č n ý 
GeneMaths Windows k o m e r č n ý 
GeneSpring G X Windows k o m e r č n ý 
J-Express P ro W i n d o w s , L i n u x k o m e r č n ý 
Partek software suites Windows, L i n u x k o m e r č n ý 
Spot U n i x , Windows n e k o m e r č n ý 
T I G R M u l t i p l e Exper iment Viewer ( M e V ) Windows, L i n u x n e k o m e r č n ý 

Tabulka 4.3: K o m p l e x n é sof tvérové ba l íky 

Programy tohto t ypu č a s t o k r á t d i sponu jú pomerne z a u j í m a v ý m i už íva teľskými rozhra­
niami . N a p r í k l a d v programe GeneSight je m o ž n é p r idávať j e d n o t l i v é ana ly t i cké kroky ako 
grafické p rvky na p r a c o v n ú plochu s y s t é m o m drag and drop. T a k á t o n á z o r n á v izual izác ia 
z a b r á n i n e ž i a d u c e m u v i a c n á s o b n é m u aplikovaniu a n a l y z a č n ý c h krokov, p r í p a d n e vynecha­
n iu n i ek to r ého z nich. Napriek n e s p o r n ý m v ý h o d á m p o u ž i t i a programov z tejto ka tegór ie 
je t u aj niekoľko po t enc i á lnych rizík. P r v ý m z nich je p r o b l é m s nekompatibi l i tou d á t , 
p r í p a d n e p r o b l é m y s ich konverziou. Pokiaľ program neobsahuje u rč i t é filtre na ú p r a v u d á t 
od rôznych dodáva teľov , už ívateľ si tieto m u s í uprav iť ručne . 

Ana ly t i cké spracovanie d á t z D N A čipov je s tá le prudko rozví jajúci sa obor. Vzn ika jú 
nové m e t ó d y a p r í s t u p y k ana lýze . K ý m sa k apl ikáci i uvedie n o v á ak tua l i zác i a obsahu júca 
ne jakú n o v ú m e t ó d u , m ô ž e prejsť r e l a t í vne dosť času . Z tohto d ô v o d u sa vývoj n i ek to rých 
k o m p l e x n ý c h programov (napr. GeneSpring alebo J-express & M A E x p l o r e r ) u b e r á cestou 
zá suvných modulov. To u m o ž ň u j e p r o g r a m á t o r s k y z d a t n ý m už íva teľom do imp lemen tovať 
časť funkcionality tej ktorej apl ikácie . 

Treba ďalej s p o m e n ú ť , že na ov ládan ie programov tohto typu je č a s t o k r á t n e v y h n u t n á 
a s p o ň z á k l a d n á znalosť š t a t i s t i ckých m e t ó d a užívateľ si m u s í byť v e d o m ý ich obmedzenia­
m i . V o p a č n o m p r í p a d e sa ľahko môže s t ať , že p r íde k ú p l n e n e v a l í d n y m výs l edkom a t ú t o 
sku točnosť si č a s t o k r á t ani n e u v e d o m í . Toto riziko č ias točne hroz í aj p r i turnkey sys t émoch . 
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4.2.3 S o f t v é r n a š p e c i f i c k ú a n a l ý z u 

Softvér z tejto kategorie spravidla poskytuje jednu, p r í p a d n e niekoľko specifických ana lýz 
d á t , č ím sa líši od all-in-one bal íčkov z p redchádza júce j kategorie. Je však n u t n é pozname­
nať , že hranica medzi t ý m i t o dvoma skupinami nie je celkom jasne d a n á , vo všeobecnos t i 
v šak p la t í , ze programy na špecifickú ana lýzu sa z a o b e r a j ú užšou problematikou a snaž ia sa 
j u spracovať čo na jpod robne j š i e . N a p r í k l a d program P A M v y k o n á klasifikáciu nad génovými 
expresiami. C T W C je zasa za ložené na p r eveden í špecifického algori tmu na d á t a c h , s pro­
gramom sa komunikuje pomocou webového rozhrania. GeneCluster je u r č e n ý na norma­
lizáciu a fi l tráciu d á t a ná s l edné zhlukovania pomocou algori tmu Self-Organizing M a p 
( S O M ) . Programy na špecifickú a n a l ý z u sú väčš inou spo jené s vedeckým č lánkom, k t o r ý 
osvetľuje š t a t i s t i cké a m a t e m a t i c k é pozadie m e t ó d y . V z h ľ a d o m k tomu, že ide spravidla 
o špecia l izovaný softvér, je č a s t o k r á t p o t r e b n é d á t a p redsp racovať a aplikovať na ne ďalš ie 
ú p r a v y pred s a m o t n ý m n a č í t a n í m v k o n k r é t n o m programe. 

4.2.4 R o z š í r e n i a e x i s t u j ú c i c h p r o g r a m o v 

A k o už bolo s p o m e n u t é , k o m p l e x n é p r o g r a m o v é ba l íčky niekedy d i sponu jú technológiou 
zá suvných modulov. N a p r í k l a d A r r a y M i n e r je n o v á zhlukovacia u t i l i t a použ íva júca pro-
p r i e t á r n e zhlukovacie algori tmy a je k dispozíci i jednak ako s a m o s t a t n á apl ikácia , tak aj vo 
forme z á s u v n é h o modulu pre program GeneSpring. Ďalej existuje niekoľko ut i l i t , k t o r é pod­
poru jú výs ledky zhlukovacích algoritmov ich vizual izáciou. N a p r í k l a d programy Tree V i e w , 
Slcview a Freeview sú p reh l i adače dendrogramov a klastrogramov programu Cluster. 
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Kapitola 5 

Návrh a implementácia 

5.1 Úvod 

P r a k t i c k á časť mojej baka lárske j p r á c e p o z o s t á v a z i m p l e m e n t á c i e konkré tne j m e t ó d y ana­
lýzy D N A čipov. V y b r a l som si m e t ó d u h ie ra rch ického zhlukovania, no n á v r h som sa snaži l 
koncipovať tak, aby bolo m o ž n é even tuá lne v b u d ú c n o s t i p r idávať ďalš ie m e t ó d y analýzy. 

5.2 Špecifikácia požiadaviek 

Z á k l a d n o u p o ž i a d a v k o u je vytvorenie jednoduchej u t i l i ty na zostrojenie dendrogramu kla­
sického h ie ra rch ického zhlukovania podľa z a d a n ý c h kr i tér i í . V s t u p o m programu by mal i 
byť d á t a v presne špecif ikovanom fo rmá te a parametre ich spracovania. Ide p r e d o v š e t k ý m 
o nastavenie metr iky p o r o v n á v a n i a génových expres i í - na v ý b e r bude necen t rovaný a cen­
t r o v a n ý Pearsonov kore lačný koeficient, jeho a b s o l ú t n a aj n e a b s o l ú t n a forma. Ďale j b u d ú 
na v ý b e r t r i m e t ó d y p o r o v n á v a n i a zhlukov, a to Single, Complete a Average Linkage. 
V ý s t u p o m programu bude dendrogram vo forme X M L s ú b o r u . 

5.3 Základný konceptuálny návrh aplikácie 

O b r á z o k 5.1 znázorňu je z á k l a d n ý ne fo rmálny n á v r h apl ikácie v podobe niekoľkých komu­
nikujúcich modulov. 

Dáta 

A 

Algoritmy 
Metódy 

Input Output 

O b r á z e k 5.1: Š t r u k t ú r a jadra apl ikácie 
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D á t a u rčené k ana lýze sú n a č í t a n é modulom 10 a u ložené do špec iá lnych ob jek tových 
typov v module D A T A . Takto u ložené d á t a sú ďalej sp racované algori tmami z modulu A L ­
G O R I T M Y . Tento modu l obsahuje z á k l a d n ú š t r u k t ú r u zhlukovacích algoritmov, p r i čom de­
ta i ly a numer i cké operác ie s d á t a m i sú i m p l e m e n t o v a n é v module M E T Ó D Y . P o ú s p e š n o m 
ukončen í zhlukovacieho algori tmu sa výs ledok v ď a k a modulu O U T P U T uloží v podobe 
X M L do s ú b o r u . Jadro apl ikácie je za s t r e šené modulom G U I , v ď a k a k t o r é m u d o s t á v a 
užívateľ rozhranie pre p a r a m e t r i z á c i u n i ek to rých operác i í (umiestnenie vstupu a v ý s t u p u , 
v ý b e r konkré tne j m e t ó d y a t ď . ) . P r i n á v r h u bo l k l a d e n ý dô raz na to, aby bolo m o ž n é jed­
not l ivé moduly ďalej rozširovať, a to n a p r í k l a d p r i d a n í m ďalš ích algoritmov spracovania, 
p r i d a n í m nových m e t r í k porovnania d á t v module M E T Ó D Y , p r í p a d n e u ložen ím výs ledkov 
do iných (grafických) fo rmátov . 

5 . 4 Prehľad modulov 

5.4.1 M o d u l Input 

M o d u l s p r a c ú v a v s t u p n é d á t a . P r e d p o k l a d á nas l edovný fo rmát d á t . 

G é n Experiment 1 Experiment2 
G E N E 1 -0.48 0.02 
G E N E 2 0.04 -0.01 
G E N E 3 0.1 0.3 
G E N E 4 0.2 -0.1 

D á t a sú odde l ené t a b u l á t o r o m , p r i č o m r iadky z o d p o v e d a j ú n a m e r a n ý m h o d n o t á m génových 
expres i í cez v še tky experimenty, s t ĺpce sú hodnoty génových expres i í v še tkých génov v r á m c i 
j e d n é h o experimentu. 

File Loader 
- s t r e a m l : std::istringstream 
- FileStream : std::ifstream 
- column : int 
- row : int 
- offsetReader() 
+ Filel_oader(s : const std::string&, J : int, J : int) 
+ FillDataStruct( : std::string&, : std::vector< float >&) : bool 

O b r á z e k 5.2: Trieda Fi leLoader v j azyku U M L 

Nač í t an i e d á t je pa r ame t r i zova t e ľné , do konstruktoru objektu Fi leLoader na o b r á z k u 
5.2 je m o ž n é zadať názov s ú b o r u a ú d a j , od k t o r é h o r iadku, resp. s t ĺ p c a zač ína jú číselné 
d á t a . S ú č a s n á i m p l e m e n t á c i a p o č í t a so zh lukovan ím génov, keďže trieda Fi leLoader obsa­
huje m e t ó d y za ruču júce naplnenie objektov z modulu D A T A j e d n o t l i v ý m i r iadkami matice. 
N a č í t a n i e j edno t l i vých experimentov, teda n a č í t a n i e s t ĺpcov matice môže byť predmetom 
ďalš ích rozš í rení v b u d ú c n o s t i . 
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5.4.2 M o d u l D a t a 

M o d u l implementuje d á t o v é š t r u k t ú r y uschováva júce n a č í t a n é úda j e . O b r á z o k 5.3 znázorňu je 
j e d n o d u c h ú ded ičskú hierarchiu t r ied imp lemen tu júc i ch uloženie d á t . Zapojenie ded ičnos t i 
do n á v r h u sa javilo ako v ý h o d n á , p r e tože u m o ž ň u j e e legantne jš iu i m p l e m e n t á c i u zhlukova-
cieho algoritmu. 

Bázová tr ieda GeneAnc obsahuje c h r á n e n ú d á t o v ú zložku typu vektor reá lnych čísel, 
k t o r á uchováva d á t a k o n k r é t n e h o génu. Ďale j sú t u m e t ó d y i m p l e m e n t u j ú c e z á k l a d n é ma­
t e m a t i c k é operác ie nad t ý m t o vektorom, ako sú priemer, s m ě r o d a t n á odchý lka a ďalš ie . 
V neposlednej rade je t u p r í t o m n ý c h niekoľko v i r t uá lnych m e t ó d , k t o r ý c h p o v i n n á imple­
m e n t á c i a v potomkoch zaruču je polymorfizmus p o č a s behu algoritmu. V i r t u á l n a m e t ó d a 
GeneAnc::compare() a jej i m p l e m e n t á c i a v triedach Gene a Cluster rieši problematiku 
v z á j o m n é h o p o r o v n á v a n i a génov a klastrov. V obidvoch p r í p a d o c h sa tieto m e t ó d y od­
kazujú na m e t ó d u z modulu M E T O D Y , k t o r é m a j ú na starosti s a m o t n ý výpoče t korelácie. 
K ý m však v m e t ó d e Gene::compare() ide len o porovnanie dvoch inš tanc i i ( inš tanc ie , k t o r á 
m e t ó d u vyvolala , a odkazu na inš t anc iu , s ktorou sa p o r o v n á v a ) , v p r í p a d e m e t ó d y Clus-
ter::compare() ide o t r i rôzne p r í p a d y (závisí od nastavenia dá tove j z ložky linkage v kon-
struktore t r iedy Cluster) : 

1. Single linkage - p o r o v n á v a j ú sa v š e t k y objekty typu Gene patriace pod in š t anc iu 
triedy Cluster , k t o r á m e t ó d u vyvolala , so v š e t k ý m i objektmi Gene pat r iac imi pod 
parametrom odkazovanú i n š t a n c i u tr iedy Cluster . M e t ó d a v r á t i kore lačný koeficient, 
k t o r ý je spomedzi vše tkých na jmenš í . 

2. Complete linkage - podobne ako v p r e d c h á d z a j ú c o m bode sa p o r o v n á v a každý s k a ž d ý m 
s t ý m rozdielom, že m e t ó d a v r á t i kore lačný koeficient, k t o r ý je spomedzi v še tkých 
najväčš í . 

3. Average linkage - v p r í p a d e v ý b e r u tejto m e t ó d y sa už v konstruktore tr iedy Cluster 
n a s t a v í vektor h o d n ô t pre tento klaster ako priemer h o d n ô t vše tkých génov, k to ré 
tento klaster obsahuje. 

5.4.3 M a t i c a p o d o b n o s t í 

M a t i c a p o d o b n o s t í je p r i u rčovan í p o d o b n o s t í a spá j an í do zhlukov kľúčovou d á t o v o u 
š t r u k t ú r o u . Z d ô v o d u uše t r en i a p a m ä ť o v é h o priestoru je t á t o i m p l e m e n t o v a n á ako troju­
holn íková matica, ktorej š t r u k t ú r a bola n a z n a č e n á v kapitole 3.2. V p r í p a d e p o u ž i t i a Pearso-
novho kore lačného koeficientu pre porovnanie génov m a j ú p rvky na d iagoná le (CLÍJ, kdei = j) 
danej matice hodnotu 1. Hľadan ie max ima v mat ic i p o d o b n o s t í predstavuje veľmi č a s t ú 
operác iu , p r i ktorej sa m u s í previesť veľký poče t p o r o v n a n í (pri 100 génoch je to až 5050 po­
r o v n a n í v prvom kroku zhlukovania). Preto som pr i s túp i l k op t imal izác i i p o d ľ a č l ánku [16]. 
O p t i m a l i z o v á n u mat icu znázorňu je o b r á z o k 5.4. 

A k o m o ž n o vidieť z obrázka , t r o juho ln íková mat ica je d o p l n e n á o vektor združu júc i ma­
x i m á j edno t l i vých s t ĺpcov . Ďalej sú v o b r á z k u n a z n a č e n é sivou farbou bunky kore lačných 
koeficientov medzi i - tým zhlukom a v š e t k ý m i o s t a t n ý m i zh lukmi . Je z re jmé, koľko buniek 
vektoru je treba aktua l izovať pr i modi f ikác i í / z rušen í klastru s indexom i . 
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, I ± 
GeneAnc 

+ GeneAnc(_id : int) 
+ operator [ ]( : int) : floatSi 
+ Count(): int 
+ GetlndexesO : std::list< int >& 
+ DeviationQ : float 
+ compare(g: GeneAnc*, genes : std::vector< GeneAnc * >&) : float 
+ GetNameO : std::string& 
+ Averaged : float 
+ - GeneAncO 
+ Sized : int 
+ LeftNodeO : GeneAnc* 
+ RightNodeO : GeneAnc* 

/ 

/ / 
Gene 

+ Gene(loader: FileLoader*, index : int, status : booISi) 
+ compare(g : GeneAnc*, genes : std::vector< GeneAnc * > 
+ PrintOutO 
+ - GeneO 
+ LeftNodeO : GeneAnc* 
+ RightNodeO : GeneAnc*  

O b r á z e k 5.3: Ded ič ská hierarchia 

A k t u a l i z á c i a matice: 

Položky vektora vľavo od p í s m e n a L : bez zmeny 
Položky vektora na indexe i : 

• v p r í p a d e modif ikácie nastav nové max imum 
• v p r í p a d e z rušen ia nastav p r í z n a k z rušen ia (p r ed iká t E m p t y Q ) 

Po ložky vektora vpravo od indexu i : 
• v p r í p a d e z rušen ia klastru ná jd i v p r í s l u šnom s t ĺpc i matice 

nové m a x i m u m a zapíš ho do vektora na pozíciu i 
• v p r í p a d e modif ikácie klastru: 

• pok iaľ n o v á hodnota >= p ô v o d n á hodnota, zapíš n o v ú hodnotu 
• pok iaľ n o v á hodnota < p ô v o d n á hodnota 

• pokiaľ bolo p ô v o d n é m a x i m u m p r á v e z i-teho klastru, 
nájdi v p r í s l u šnom s t ĺpc i nové max imum 

O b r á z o k 5.5 znázorňu je n á v r h matice p o d o b n o s t í aj s uvedenou op t ima l i zác iou v j azyku 
U M L . 

Z diagramu vidieť, že tr ieda T r i angMat r ix obsahuje s ú k r o m n é d á t o v é zložky mu a in -
fos. Zložka m u je špecia l izáciou šab lóny triangular_matrix z použ i te j knižnice Boost 
(www.boost.org), k t o r á implementuje t ro juho ln íkovú mat icu a z á k l a d n é operác ie nad ňou . 
Zložka infos je špecia l izáciou šab lóny vector z S T L , k t o r á je n a p l n e n á š t r u k t ú r o u Info. 
T á t o š t r u k t ú r a implementuje p r á v e jednu po ložku vektora m a x í m t ro juholn íkovej matice 
a obsahuje zložky a p r í s t u p o v é m e t ó d y k i n fo rmác i ám o konkré tne j položke . P r i vzn iku 
inš tanc ie tr iedy Tr i angMat r ix sa inicializuje zá roveň t ro juho ln íková mat ica ako aj vektor 

Cluster 

• saveAverageVector( : std::vector< GeneAnc * >&) 
Sc): float - FindMaxSimO : float 

- FindMinSimQ : float 
+ Cluster(: GeneAnc*, : GeneAnc*, : int, : Linkage, : std::vector< GeneAnc * >&) 
+ SetLinkage(: Linkage) 
+ PrintlndexesO 
+ compare( : GeneAnc*, genes : std::vector< GeneAnc * >&) : float 
+ - ClusterO 
+ LeftNodeO : GeneAnc* 
+ RightNodeO ; GeneAnc* 

23 

http://www.boost.org


Maximum Partial Maximum array 

No change 

Updating ana for newly updated 
cluster/, ("U" stiaped area ) ' 

O b r á z e k 5.4: O p t i m a l i z o v a n á mat ica podobnosti p ř e v z a t á z [16] 

TriangMatrix 
- mu : triangular_matrix< float, lower > 
- infos : std::vector< Info > 
- Actual ise( : int) 
+ TriangMatrix( : unsigned int) 
+ PrintMatrixO 
+ SetValue( : unsigned int, : unsigned int, : float) 
+ GetValue( : int, : int, : float&) 
+ GetMax( : int&, : int&) 
+ Clear( : int) 
- ActualiseColummMax( : int) 

O b r á z e k 5.5: U M L n á v r h matice p o d o b n o s t í 

hodnotou z o d p o v e d a j ú c o u p o č t o m génov v s k ú m a n ý c h d á t a c h . V triede T r i a n g M a t r i x je 
ďalej i m p l e m e n t o v a n ý c h niekoľko m e t ó d na ak tua l i zác iu matice, k t o r é z a p ú z d r u j ú operác ie 
nad jej zložkou mu. Treba p o z n a m e n a ť , že trieda nedisponuje ž i a d n o u vstavanou inteli­
genciou, o j edno t l i vých ope rác iách nad in š t anc iou tr iedy Tr i angMat r ix rozhoduje s a m o t n ý 
riadiaci algoritmus (viď dalej). 

5.4.4 A l g o r i t m u s 

A k o už bolo s p o m e n u t é v ú v o d e tejto kapitoly, zameral som sa na algoritmus h ie ra rch ického 
zhlukovania. S ú č a s n á i m p l e m e n t á c i a z a h ŕ ň a využ i t i e Pearsonovho kore lačného koeficientu 
pr i p o r o v n á v a n í j edno t l i vých génov a t r i rôzne metr iky spá j an ia zhlukov - single, complete 
a average linkage clustering. J e d n o t l i v é kroky algori tmu z a p ú z d r u j e tr ieda M a i n A p p zobra­
zená na o b r á z k u 5.6. Postup č innos t i algori tmu je m o ž n é zh rnúť n a s l e d o v n ý m p s e u d o k ó d o m : 

Riadiaci algoritmus zhlukovania 

while (nie sú n a č í t a n é v š e t k y d á t a ) 
nač í t a j informácie o géne a číselný vektor do novej inš tanc ie 
tr iedy Gene a t ú ulož do vektoru ukaza teľov na typ GeneAnc (ďalej GeneAncVec) 

Inicializuj i n š t anc iu tr iedy Tr i angMat r ix (ďalej len Ma t r i x ) s veľkosťou 

Info 

+ lnfo(_max : float, _pos : int) 
+ Max_Value() : float 
+ PositionO : int 
+ EmptyO : bool 
+ Actualise(_max : float, pos : int) 
+ Clear(pos : int) 
+ Max_Value(_val : float) 
+ Position(pos : int) 
+ Empty(: bool) 
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zhodnou s p o č t o m položiek v GeneAncVec. 
Porovnaj každú po ložku GeneAncVec s o s t a t n ý m i v GeneAncVec pomocou 
m e t ó d y Gene::compare() a výs ledky zapíš do M a t r i x 
V y t v o r si kóp iu Matrix => Matrix_cpy 
V y t v o r si kóp iu GeneAncVec => GeneAncVec_cpy 
whi le (Matrix_cpy obsahuje n e p r á z d n e indexy => predikát EmptyO vracia false) 

vráť indexy génov, resp. klastrov, medzi k t o r ý m i je hodnota 
kore lačného koeficientu na jväčš i a 
vytvor n o v ú i n š t a n c i u tr iedy Cluster, ktorej n a s t av í š 
index na hodnotu väčš ieho z n á j d e n ý c h indexov z p redoš lého kroku, 
nastav ukazatele tejto inš tanc ie , aby ukazovali na objekty, k t o r ý c h indexy 
bol i ná jdené v p r e d c h á d z a j ú c o m kroku 
objektu s m e n š í m indexom nastav v M a t r i x p r í znak E m p t y Q na true 
Ulož si odkaz na v y t v o r e n ý cluster do p o m o c n é h o ukaza teľa 

M a i n A p p 
+ saver: XmlSaver* 
- loader: FileLoader* 
- genes_template : std::vector< GeneAnc * > 
- genes_working : std::vector< GeneAnc * > 
-1 : Linkage 
- m_template : TriangMatrix* 
- m_working : TriangMatrix* 
- method : Methods* 
+ MainApp( : const std::string&, output: string, : MethodType) 
+ CalculateCorrelationsO 
+ DoClusteringO : GeneAnc* 
+ SetLinkaget: Linkage) 
+ GenesCountO : int 
- InitO 
+ ~ MainAppO 

O b r á z e k 5.6: Trieda M a i n A p p v j azyku U M L 

Pokiaľ vše tko prebehlo korektne, m a l by byť po ukončen í cyk lu k dispozíci i p o m o c n ý 
ukazatel' odkazujúc i na koreň dendrogramu p r e v i a z a n é h o ukaza teľmi v p a m ä t i . Indexu, 
k t o r ý m sa n a s t a v í nový zhluk pr i spá j an í dvoch objektov nie je v y b r a n ý na max imum 
t ý c h t o prvkov n á h o d n e . V k o n e č n o m dôs ledku v ď a k a tomu to t i ž ostane po skončen í algo­
r i tmu p r á v e jeden zhluk s indexom r o v n a j ú c i m sa p rvku s m a x i m á l n y m indexom v celom 
vektore génov. To je v ý h o d n é , p r e tože sa t ý m vyhnem mazaniu z á z n a m u (nastavovaniu pre­
d i k á t u E m p t y O ) ° poslednom p rvku z matice p o d o b n o s t í , presnejš ie z vektora zd ružu júceho 
z á z n a m y o nej. Tento krok by to t i ž v z h ľ a d o m k jej konš t rukc i i činil u rč i t é i m p l e m e n t a č n ě 
kompl ikác ie . 

5.4.5 M e t ó d y 

M o d u l m e t ó d y z a h ŕ ň a tr iedu Methods. T á slúži na zapuzdrenie m e t r í k u rčovan ia podob­
nosti. Sú i m p l e m e n t o v a n é ako s t a t i cké m e t ó d y a rozhranie inš t anc ie tejto tr iedy vracia 
ukazatel' na p r í s lušnú s t a t i c k ú m e t ó d u . A k t u á l n e je i m p l e m e n t o v a n ý v ý p o č e t Pearsonovho 
kore lačného koeficientu, no tr ieda je n a v r h n u t á tak, aby bolo m o ž n é jednoducho pr idávať 
ďalš ie metr iky u rčovan ia podobnosti . 
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5.4.6 V ý s t u p X M L 

V s i tuáci i , keď je dendrogram v y b u d o v a n ý v p a m ä t i , je p o t r e b n é ho v prehľadne j š t r u k t ú ­
rovanej podobe zobraz iť . K tomuto účelu je v h o d n é n a p r í k l a d X M L . N a zápis do f o r m á t u 
X M L bola p o u ž i t á kn ižn ica T i n y X m l (http://www.grinninglizard.com/tinyxml/). P r i 
zápise do X M L bolo p o t r e b n é systematicky p rehľadávať j edno t l i vé uzly stromu a zapísať ich 
názov . P re priechod dendrogramom som si zvol i l algoritmus Pre Order, k t o r ý m á s v y u ž i t í m 
rekurzie n a s l e d o v n ú podobu: 

1. Zapíš a k t u á l n y uzol 

2. P r e c h á d z a j ľavý podstrom 

3. P r e c h á d z a j p r a v ý podstrom 

Dendrogram sa zvyča jne vyskytuje vo vizualizovanej podobe, na o b r á z k u je z n á z o r n e n ý 
ten i s tý dendrogram v dvoch rôznych formách záp isu . Zh luky v X M L sú označené ako 
nodeX, kde X u d á v a poradie, v k torom bo l v y t v o r e n ý . Nižšie číslo teda z n a m e n á väčš iu 
p o d o b n o s ť . 

<node4> 
<node3> 

<nodel> 
<genel/> 
<gene3/> 

</nodel> 
<gene4/> 

</node3> 
<node2> 
<gene2/> 
<gene5/> 

</node2> 
</node4> 

clusO 

gene I gene3 gene4 

- clust2 -

gene2 gene5 

5.4.7 G U I 

N a grafické užívateľské rozhranie nebol v priebehu n á v r h u ani i m p l e m e n t á c i e k l a d e n ý dôraz . 
Ide skôr o doplnok, k t o r ý užívateľovi poskytuje väčš í komfort p r i v ý b e r e k o n k r é t n y c h m e t ó d 
a zá roveň informuje užívateľa o p r á v e p reb ieha júc ich ope rác iách . Grafické užívateľské roz­
hranie bolo rea l izované v y u ž i t í m knižnice wxWidgets 2.8 (http://www.wxwidgets.org/) 
a programu wxFormBui lde r .(http: //wxf ormbuilder.org/). Ap l ikác ia u m o ž ň u j e v y t v á r a ť 
grafické užívateľské rozhranie š t ý l o m W Y S I W Y G , čo p r á c u z n a č n e urýchľuje . Je s c h o p n á 
vygenerovať p o t r e b n ý kód týka júc i sa G U I . N á s l e d n e je p o t r e b n é už len dodať funkciona­
l i tu j e d n o t l i v ý m udalost iam apl ikácie . V tomto p r í p a d e ide p r e d o v š e t k ý m o t lač id lo Start, 
po k t o r é h o s t i s k n u t í sa inicializuje i n š t a n c i a triedy M a i n A p p na parametre, k t o r é zadal 
užívateľ pomocou G U I . O b r á z o k 5.7 poskytuje n á h ľ a d na v y t v o r e n é grafické užívateľské 
rozhranie. 
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LTI Hierarchical clustering I _ Iľľl X 

Select input file 

Row 

10.txt 

Co lumm pj j j 

Linkage Method | A v e r a g e 

Similarity Method | P e a r s o n Correlation 

Output XML joutput.xml 

Calculating similarity matrix ... 
Clustering ... 
Saving to XML ...| 
• o n e ... 

O b r á z e k 5.7: Ukážka grafického užívateľského rozhrania 
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Kapitola 6 

Testovanie a porovnanie výsledkov 

6.1 Základné informácie o testovacích dá tach 

M o j a i m p l e m e n t á c i a je plne k o m p a t i b i l n á s d á t a m i z projektu L y m p h o m a / L e u k e m i a M o ­
lecular Prof i l ing P r o j e c t f l l ] . Tento projekt sa z a o b e r á s k ú m a n í m leukémie B-lymfocytov. 
Pre tieto účely bo l n a v r h n u t ý k o m p l e m e n t á r n y D N A čip, tzv. Lymphoch ip . Obsahuje v ý b e r 
jednak t a k ý c h génov, k t o r ý c h génová expresia je v lymfa t ických b u n k á c h v ý r a z n á , a ďalej 
gény, k t o r é pravdepodobne h r a j ú ú lohu pr i vzn iku rakoviny. Gene t i cké informácie bol i spra­
cované v sú lade s postupom, k t o r ý som uviedol v kapitole 2. D á t a bol i potom u p r a v e n é 
konvenčnými m e t ó d a m i , n a p r í k l a d ú p r a v o u m ě ř í t k a a f i l t rovaním. P o t ý c h t o ú p r a v á c h sú 
d á t a v stave vhodnom na a n a l ý z u zhlukovacími algori tmami. 

6.2 Porovnávaný softvér 

Po p o č i a t o č n o m u v á ž e n í som sa rozhodol po rovnávať v ý s t u p y mnou v y t v o r e n é h o programu 
s k o m p l e x n ý m sof tvérovým ba l íkom M e V . Tento softvér poskytuje n e p r e b e r n é m n o ž s t v o 
rôznych ana ly t i ckých algoritmov v r á t a n e predspracovania d á t . 

6.3 Testovanie 

V prvej fáze testovania som sa rozhodol pre m a l é m n o ž s t v o d á t , aby bolo m o ž n é v ý s t u p y 
oboch programov porovnať presne, gén po géne . Zhlukovanie u oboch programov bolo spus­
t e n é s n a s t a v e n í m ako u d á v a tabulka: 

V s t u p n ý s ú b o r firstl0.txt 
P o z í c i a z a č i a t k u d á t 3.riadok, 4. s t ĺpec 
M e t ó d a u r č o v a n i a vzdialenosti Pearsonov kore lačný koeficient (cen t rovaný) 
Linkage m e t ó d a Average-Linkage 
V ý t u p n ý s ú b o r ŕ i rs t lO.xml 

Nás l edne bo l v izuá lne p o r o v n a n ý v ý s t u p ŕ i r s t lO.xml s programom M e V . Š t r u k t ú r a oboch 
v ý s t u p o v nebola iden t ická . A k o n á z o r n ú u k á ž k u u v á d z a m porovnanie v ý s t u p u môjho pro­
gramu a výs ledok z programu M e V p r e p í s a n é h o do f o r m á t u X M L . 
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<node7> 
<node5> 

<GENE1835X /> 
<GENE1836X /> 

</node5> 
<node6> 

<GENE1380X /> 
<node4> 

<GENE1933X /> 
<node3> 

<GENE1865X /> 
<node2> 

<nodel> 
<GENE1932X /> 
<GENE1931X /> 

</nodel> 
<GENE1930X /> 

</node2> 
</node3> 

</node4> 
</node6> 

</node7> 

<node7> 
<node4> 

<GENE1835X /> 
<node3> 

<GENE1836X /> 
<GENE1865X /> 

</node3> 
</node4> 

<node6> 
<GENE1380X /> 
<node5> 

<GENE1933X /> 
<node2> 

<nodel> 
<GENE1932X /> 
<GENE1931X /> 

</nodel> 
<GENE1930X /> 

</node2> 
</node5> 

</node6> 
</node7> 

Je vidieť, že že p r v é dva zhluky sa v obidvoch p r í p a d o c h vy tvor i l i v rovnakom p o r a d í a 
s i den t i ckým obsahom. Ďalej v šak d o c h á d z a k u r č i t ý m rozdielom. Za t iaľ čo v mojom pro­
grame sa v ď a l š o m zh luku pr i rad i l prvok G E N E 1 8 6 5 X , v re fe renčnom programe sa vy tvo r i l 
nový zhluk s génmi G E N E 1 8 3 6 X a G E N E 1 8 6 5 X . V mojom programe sa s p o m í n a n ý zhluk 
vy tvo r i l až v p ia tom kroku, p r i č o m sa G E N E 1 8 3 6 X spoj i l s G E N E 1 8 3 5 X . G E N E 1 8 3 5 X bol 
v šak u m ň a s p o j e n ý o jeden krok neskôr . U v ed en é rozdiely m ô ž u byť spôsobené n a p r í k l a d 
p o u ž i t í m čísel s pohybl ivou desatinnou č ia rkou s inou p resnosťou , k t o r á sa p re jav í p r i po­
r o v n á v a n í prvkov matice p o d o b n o s t í . 

Podobne bol i ana lyzované aj ďalš ie i m p l e m e n t o v a n é me tódy , teda Single a Complete 
Linkage s v y u ž i t í m cen t rovaného aj n e c e n t r o v a n é h o Pearsonovho kore lačného koeficientu. 
M o ž n o skonš t a tovať , že v ý s t u p y neboli ident ické , väčš inou však išlo o rozdiely, k t o r é typovo 
z o d p o v e d a j ú u v e d e n é m u p r ík l adu . 

6.3.1 Testovanie v ä č š i e h o o b j e m u d á t 

Cieľom testovania na v ä č š o m objeme d á t už nebolo overiť s p r á v n u funkčnosť algoritmu, 
skôr jeho výkonnosť . A k o už bolo s p o m e n u t é , h ie ra rch ické zhlukovanie p a t r í medzi časovo 
n á r o č n é m e t ó d y . Prejavilo sa to aj v tomto p r í p a d e , keď pr i p o č t e génov cca 4000 a m e t ó d e 
average linkage sa pohybovala p r á c a algori tmu v časovom horizonte okolo päť m i n ú t . V po­
r o v n a n í s o s t a t n ý m d o s t u p n ý m n e k o m e r č n ý m sof tvérom však v tejto kategór i i o b s t á l po­
merne dobre (nap r ík l ad program Cluster bo l na tom v ý k o n n o s t n e horš ie , a to t ak t i e ž ne­
poskytuje priamo grafický v ý s t u p ) . 
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Kapitola 7 

Záver 

T á t o p r á c a sa p o k ú š a p o s k y t n ú ť uce lený p rehľad spracovania k o m p l e m e n t á r n y c h D N A 
čipov - od ich fyzickej real izácie , cez ana lýzu d á t až po spracovanie výs ledkov. Ide o veľmi 
rozsiahlu m u l t i o d b o r o v ú problematiku, k t o r á navyše v súčasnos t i p rež íva s k u t o č n ý rozkvet. 
Trendy, k t o r é sú zauž ívané dnes, nahradia zajtra progres ívnejš ie a l t e rna t ívy . Sledovanie 
tohto vývo ja je u rč i t e o t ázkou na dlhš ie časové obdobie. 

P r á c a m i priniesla možnosť prakt icky si vyskúšať k o n k r é t n u etapu spracovania d á t 
z D N A čipu. V y t v o r i l som fungujúcu apl ikáciu , k t o r ú m o ž n o zaradiť medzi softvér na 
špecifickú ana lýzu . V z h ľ a d o m k tomu, že som sa snaži l moju i m p l e m e n t á c i u zvolených 
algoritmov n a v r h n ú ť s d ô r a z o m na to, aby mohla byť v b u d ú c n o s t i rozš í rená , p r e d p o k l a d á m 
doimplementovanie ďalš ích m e t ó d . Zau j ímavou a p rog res ívnou ob lasťou sú p r á v e algori tmy 
využ íva júce n e u r ó n o v é siete. Inšp i rác iou m ô ž e byť n a p r í k l a d ap l ikác ia M e V , k t o r á poskytuje 
celý rad m e t ó d z tejto oblasti. 

V z h ľ a d o m k z í skaným výs l edkom by ďalej bolo v h o d n é a u t o m a t i z o v a ť proces porov­
n á v a n i a v ý s t u p o v programu s niektorou vedecky u z n á v a n o u apl ikác iou . P r e d o v š e t k ý m pr i 
v ä č š o m objeme d á t by tak bolo m o ž n é presne v y h o d n o t i ť , do akej miery bo l program 
ú s p e š n ý v z h ľ a d o m k referenčnej apl ikáci i , a to aj na v ä č š o m objeme d á t . S t ý m je s p o j e n á 
prirodzene aj u r č i t á úp rava , p r í p a d n e oprava už ex is tu júceho k ó d u s cieľom viac sa priblížiť 
r e fe renčným výs ledkom. 

Súčasný v ý s t u p mojej i m p l e m e n t á c i e vo f o r m á t e X M L sa j av i l už počas testovania ako 
nep rak t i cký . P r i v ä č š o m m n o ž s t v e d á t je to t i ž ich v izuá lne s k ú m a n i e pomerne ob t i ažne . 
V b u d ú c n o s t i by teda modu l v ý s t u p u X M L mohol byť n a h r a d e n ý i n ý m . N a p r í k l a d t a k ý m , 
k t o r ý by poskytoval grafický v ý s t u p podobne, ako je to v programe M e V . 
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