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Abstrakt

Tento dokument popisuje navrh algoritmu pro vyhledavani triplexi v DNA sekvencich.
Zabiva se rozborem problematiky vyhledavai a podminkami utvofeni téchto struktur. Déale
popisuje implementaci navrhnutého algoritmu v jazyce Java a jeho néasledné testovani.

Abstract

This document describes design of algorithm used for finding triplexes in DNA sequenses.
Search and conditions of formations of such structures are also discussed. It is also describing
implementation of designed algorithm in Java programming language and its following
testing.
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Kapitola 1

Uvod

Cielom préace je implementovat uz existujuci, alebo navrhnuf novy algoritmus pre vy-
hlad4vanie intramolekulédrnych triplexov v molekuldch DNA, vo zvolenom programovacom
jazyku. Program bude umoziiovat uzivatelovi zadaf prehladévany tsek DNA, dlzku pre-
hladavanej sekvencie, typ triplexu a dalSie parametre vyhladdvania.

DNA je ¢asto povaZzovand za névod, alebo kéd, pomocou ktorého je mozné zostrojit iné
komponenty buniek (napr. bielkoviny a RNA molekuly). Kazdy bunkovy organizmus méa
ulozent genetickt informaciu v tejto molekule.

Kanonicka Struktira DNA je dvojzavitnicovéd Spiradla, avSak v niektorych pripadoch
moze vzniknif tretie vldkno, hovorime vtedy o triplexoch. Tak ako zmena zdrojového kédu
programu moze sposobit zmeny v programe samotnom, tak aj tieto zmeny Struktiry mozu
ovpliviiovat niektoré biologické deje a z toho dovodu je potrebné mat ndstroj, ktory dokaze
tieto Struktiry identifikovat. Kedze DNA obsahuje velké mnozstvo informacii (fudsky geném
obsahuje priblizne 3,3 milidrd bazovych parov[3]), je potrebné aby algoritmus, pouZity na
vyhladévanie triplexov bol ¢asovo a paméitovo ¢o najefektivnejsi.

Druhé kapitola sa zaoberd vseobecnym rozborom problematiky DNA. Popisuje dalej
problematiku vzniku nekanonickych struktar a taktiez obsahuje zoznam databéaz, ktoré
obsahuju tseky DNA. Tretia kapitola je venovand rozboru problematiky vyhlad4vania
triplexov, pre konkrétne pripady, ktoré mozu vzniknut. Tato kapitola obsahuje aj popis
komplementarnych prvkov, kotré sa nachddzaji v triplexovych struktirach. Stvrta kapitola
je venovana navrhu rieSenia a zddvodnenia pouzitych metéd. V piatej kapitole je popisané
implementécia zvoleného algoritmu, zvoleny programovaci jazyk a pouzité datové struktuary.
V siestej kapitole je popisané testovanie a zhodnotenie vysledkov testov. Siedma kapitola
je venovana rozboru moznych rozsireni aplikicie v budicnosti.



Kapitola 2

Rozbor problematiky

T4to kapitola obsahuje zédkladny popis molekuly DNA a jej vlastnosti. Dalej st tu popisané
mozné zmeny zakladnej struktary molekuly. Problematika triplexov je popisand na konci
kapitoly.

2.1 Struktira DNA

Deoxyribonukleové kyselina(DNA) je biopolymér zlozeny zo sekvencie Styroch réznych
nukleotidov vo forme dvojzavitnicovej Spiraly. [9] Informéacie uchované v DNA umoziiuju
vytvorenie organizmu so Specifickymi vlastnostami. Tieto vlastnosti s dané Struktirou
samotnej molekuly. Vdaka informéciam v DNA je kazdy organizmus jedine¢ny. Nukleotidy
obsahnuté v DNA st zlozené z tychto ¢asti (vid obr.2.1):

e Deoxyrib6za(monosacharid odvodeny od sacharidu ribéza)
e Fosfatova skupina
o Nukleova baza

Nukleotidy delime podla bazy na puriny a pyrimidiny. Nukleotidy s purinovou bazou obsi-
ahnuté v DNA st Adenin(A) a Guanin(G). Nukleotidy s pyrimidinovou st Tymin(T) a Cy-
tozin(C). Na jednom vlakne st nukleotidy prepojené fosfodiesterovou viizbou, ktord vznika
prepojenim fosfatovej skupiny jedného nukleotidu s deoxyribézovym cukrom druhéhol3].
Esterové vizby zahfniaju v sebe atém kyslika, pricom fosfodiesterové vazva ma dve takéto
vizby na oboch stranéch fosforu. DIhé retazce nukleotidov st nazyvané polynukleotidmi.
DIlhé polynukleotidy potom tvoria chromozémy. Medzi dvojicou nukleotidov na dvoch vlak-
nach DNA vznikaji vodikové vizby, nazyvané Watson-Crick-ové viizby podla ich objavitelov
James D. Watson a Francis Crick. Tto dvojicu potom nazyvame bdzovy pdr. Podla kanon-
ického, Watson- Crick formovania tvori adenin bazovy par s tyminom a guanin s cytozinom.
Medzi guaninom a cytozinom vznikaju tri vodikové vizby a medzi tyminom a adeninom
vznikji dve vizby(znézornené na obrazku 2.2)

Na zéklade tejto vlastnosti vieme urc¢it komplementaritu vlaken molekuly a tym padom
kazdé vlakno obsahuje kompletni genetickt informéaciu o danom organizme. Nukleotidy
su radené za sebou a spojenie medzi nimi je zarucené fosfatovymi zvySkami. Primérna
Struktara je danad poradim nukleotidov][3].
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Obrézek 2.2: Parovanie baz DNA [3]

2.2 Zapis DNA

DNA sa d4 zapisat ako poradie nukleotidov, alebo rad pismen, oznacujucih tieto nuk-
leotidy. Napriek tomu, Ze vldkna DNA st komplementérne niest rovnako orientované, su
antiparalelné(5’ koniec jedného vldkna odpovena 3’ koncu druhého vldkna) — ide o reverzny
komplement.

Priklad:

1. 5 - GTATCC - 3
2. 3 = CATAGG - %’

Smer vlaken DNA oznac¢ujeme podla orientacie deoxyribézy, podla konvencie sa vldkna
zapisuju v smere 5 — 3'[3].



2.3 Databazy DNA

Pre uchovavanie sekvencii existuje pomerne velké mnoZzstvo databdz. Tieto databdzy budu
hlavnym zdrojom dat pouzivanych pri testovani vylsedného programu. V tejto praci uvadzam
prehlad tych najzékladnejsich :

o Swis-Prot protein knowledge-base — databaza poskytujuca sekvencie proteinov a ich
anotacie

Nucleeotide Sequence Base — European Bioinformatics Institute

The EMBL Nucleotide Sequence Database — Primarny eurdpsky zdroj sekvencii DNA
a RNA

e DNA Bank of Japan

GenBank — volne pristupné databédza sekvencii

UCSC Genome browser

2.4 Nekanonicka struktiara

Primérna Strukttra DNA moze byt pozmenend na zaklade lokélnej sekvencie, teploty, pH,
a topoldgie. Po prvy krat bola nekanonickd struktira objavena v roku 1962, kedy R.
Sinskeimer zistil, Ze DNA nadobtda uzavreti cirkularnu formu u niektorého druhu virusu.[8]
Medzi nekanonické struktary patri rozvinutda DNA, hairpiny, kvadruplexy, triplexy a iné.
V tejto praci sa budem zaoberat préve triplexami. Ostatné pripady nekanonickej DNA
uvadzam v stru¢nom prehlade na obrazku2.3.

2.5 Triplexy

Triplexy boli objavené v roku 1957 vedcami G. Felsenfeld, David R. Davies a Alexander
Rich[1] . Tento objav ummoznil vzniku nového pristupu k sekvené¢ne Specifickému rozpoznéa-
vaniu DNA a pouzivaju sa na oznacovanie mutécii $pecifickych miest pre zvolené gény.[7]

2.5.1 Struktira triplexov

Triplexy st tvorené nukleotidmi na vldknach molekuly DNA, medzi ktorymi si Watson-
Crick-ové viizby(duplexy) a nukleotidom z tretieho vldkna, ktoré je prepojené Hoogsteen-
ovymi, alebo reverznymi Hogsteenovymi viizbami[2]. intermolekularne triplexy vznikaju
medzi triplexotvornyni oligonukleotidmi inej molekuly (triplex forming oligonucleotides
TFO) a bazovym parom na cielovej sekvencii DNA. Dalsim pripadom st intramolekuldrne
triplexy, ktoré st tvorené v homopurin-homopyridinovych tsekoch DNA, ked je zatocdenie
molekuly dostato¢ne velké[2]. Cielom préce je zostrojit program pre vyhladévanie prave
intramolekulérnych triplexov. intermolekuldrnymi triplexmi sa dalej zaoberat v tejto préaci
nebudem. Intramolekuldrne triplexy st potom rozdelené na vnitro-vlaknové ( intrastrand),
kde Hogsteenové alebo reverzné Hogsteenové vizby vznikaji pri zahnuti vldkna na seba
a medzi-vldknové ( interstrand), kde tieto viizby vznikaji pri zahnuti jedného z vldken na
druhé.



PodTa orientdcie vldken sa daji triplexy rozdelit na paralélne alebo antiparalélne. Par-
alelizmus je uréeny podla orientéicie prostredného vldkna vzhladom na tretie vlakno triplexu.
Ak je prostredné vldkno orientované v smere napriklad 5 — 3’ a tretie vldkno v smere
3’ — 5 ide o antiparalélny triplex. Pri zhodnej orientécii ide o paralélny triplex.

2.5.2 Typy triplexov

Pri formovani triplexov je dolezity fakt, Ze puriny moézu utvorit 2 vodikové mostiky s tretim
vlaknom. Preto triplexy vznikaji na tsekoch, kde na jednom vldkne je homopurinova
sekvencia a na komplementarnom vladkne tym padom homopyridinova sekvencia[s]. Hovo-
rime potom o PyPu useku. Pokial sa takéto tiseky v molekule DNA nenachadzaji vznik
triplexu nie je mozny.

Na duplex sa potom moze naviazat aj pyrimidin aj purin podla toho rozlisujeme PyPu*Py
a PyPu*Pu triplexy. Pre PyPu*Py mozu potom vznikat trojice CG*C a TA*T a pre
PyPu*Pu trojice CG*G TA*A[2].

Pri zépise triplexov je duplex oddeleny symbolom * od tretieho purinu alebo pyrimidinu.
Samotné triplexy potom zapisujeme tak, Ze na prvé miesto uviadzame pyrimidinové vlakno,
na druhé miesto purinové vlakno a na tretie miesto zapisujeme purinové alebo pyrimidinové
tretie vldkno triplexu.
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Kapitola 3

Problematika vyhladavania

Tato kapitola je venovana rozboru problematiky vyhladdvania. V prvej casti je popisané
prirovnanie problému k palindrému. Dalej popisuje mnoziny vyhladévanych prvkov a rozde-
lenie triplexov na kategdrie podla ktorych bude vyhladdvanie prebiehat.

3.1 Palindréom s medzerou

KedZe pri vzniku triplexov vznikaji v retazcoch DNA zrkadlovo sa opakujice sa retazce nuk-
leotidov,je problematika vyhladédvania intramolekularnych triplexov podobné problematike
vyhladavania palindrémov s medzerou. Definicia palindrému podla [4]:

Definice 3.1.1. Nech A = ajas...am—1am je retazec dlzky m, B = biba...bg—1bg je
refazec dlzky g pre ktory plati, by # by, potom

e Palindrém s medzerou je retazec v tvare

Pg = ABAR =aj... am_lamblbg PN bg_lbgamam_l ...agaq

e Medzerou nazyvame nesymetrickl ¢ast B = bibs ... bpm_1bm, dlzky |B| > 2

V nasom pripade medzera predstavuje ohyb vladkna, ktoré tvori triplex. Tento ohyb
potom nieje vo vyslednej sekvencii zahrnuty. Pre utvorenie triplexov je minilalna dlzka
ohybu jeden nukleotid, v tomto pripade by sa dal problém definovat ako neparny palindrém
avsak je to len jeden z moznych pripadov a preto beriem do vahy palindréomy s medzerou
dlzky vicsou alebo rovnou jednej[4].

Do6vodom pre¢o nemdzme definovat problém presne ako palindrém s medzerou st mnoZiny
komplementérnych prvkov. Pre PyPuPy trojicu st to TA*T a CG*C a pre PyPuPu TA*A
a CG*G[5]. Taktiez sa nemusi jednat o symboly rovnakého vldkna (v niektorych pripadoch
je potrebné porovnévat nukleotidy prvého s nukleotidmi druhého vldkna). Preto pre rozne
druhy triplexov vznikaji kombinécie znakov, ktoré nevyhovujui pravidlam palindrémov.
Tieto pravidld sa vsak daju definovat dodatocne. NavySe, triplexy nemusia byt dokonalé
a mozu obsahovat chyby ako zdmena(dojde k zmene znaku oproti o¢akavanej hodnote),
vloZenie(na urc¢ité miesto sekvencie je vlozeny znak, pripadne sekvencia), alebo vynechanie
(o¢akavany znak, pripadne sekvencia je vynechand).



3.2 Komplemetarne prvky

Triplexy mozu vzniknut rovnako z prvého aj druhého vldkna molekuly. Pre vyhladévanie je
dolezita aj orientacia vlakna ktoré tentno triplex vytvara, vznikaji potom paralélne a anti-
paralélne triplexy(paralelizmus je uréeny podla orientécie prostredného vldkna vzhladom
na tretie vlakno triplexu). Pri anti-paralélnych triplexoch st tvorené reverzné Hogsteenové
vézby medzi nukleotidmi vldkna molekuly a nukleotidmi vzniknutého tretieho vldkna. Na
zéklade tychto znalosti dokaZeme rozlisit osem moZnosti, ktorymi mozu byt tieto Struktury
utovorené(vid obrazky 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 ).

Pri podrobnejsom sktimani tychto moznosti je mozné urc¢it hlfadané trojice nukleotidov
Specifické pre jednotlivé typy. Taktiez dokdzeme uréit, ktoré vlakna néas pri vyhladévani
budil zaujimat, kedZe na vstupe predpokladdme prvé vldkno molekuly. Vsetky pripady
maju rovnaktli mnozinu komplementarnych prvkov, avsak na vstupe je len jedno vlakno
molekuly a preto potrebujeme poznat, ktory pripad budeme vyhladavat.

Na zalklade nizsie uvedenych moznosti utvorenia triplexov bude zostaveny navrh algo-
ritmu a nésledne bude tento ndvrh implementovany. Pre vyhladdvanie st dolezité prvky
prvého vldkna a vldkna tretieho. Druhé vldkno si totiz dokdzeme dopoditat na zaklade
komplementarity vlaken DNA (vid kapitola 2.1). V obrazkoch 3.1, 3.2, 3.3 a 3.4 st vldkna
reprezentované hrubymi, horizontalnymi ¢iarami, prerusovany usek je ohyb vldkna netvo-
riaci Hogsteenové alebo reverzné Hogsteenové vizby. Tenké vertikalne ciary reprezentuju
Watson-Crickové viizby a prerusované znazornuju Hogsteenové alebo reverzné Hogsteenové
vézby. Na obrazkoch znaky X a Y reprezentuju dva nukleotidy rovnakého vldkna, ktoré
budu stcastou triplexu. Apostrof oznac¢uje komplementarny nukleotid. Obréazky podla [6]

1. Tretie vlakno vznikd zahnutim prvého vldkna na druhé, vznikd paralélny triplex.
Porovnavame nuklotity prvého vlékna.

57 X s & Y 37
37 v “.'.; : : X 57

Obrazek 3.1: Paralélne triplexy tvorené prvym vldknom

Pre tento pripad mozu vznikat Struktiry:

lwvldkno | Py T C|Py T C
2.vldkno | Pu A G |Pu A G
3wvldkno [Py T C|Pu A G

Vyhladévané dvojice si v tomto pripade

e PyPuPu = {TA, CG}!
e PyPuPy = {TT, CC}

INa prvé miesto z dvojice uvaddzam nukleotid prvého, na druhé miesto nukleotid tretieho vldkna
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2. Tretie vlakno vznikd zahnutim prvého vldkna na seba, vznika antiparalélny triplex.

Porovnavame nukleotidy prvého vlédkna. .

37 ¥
57 X
3r X!

Pre tento pripad mozu vznikat Struktiry:

Obrazek 3.2: Antiparalélne triplexy tvorené prvym vlaknom

3vldkno | Py T C | Py A G
lvldkno | Pu A G |Pu A G
2.vldkno | Py T C |Pu T C

Vyhladévané dvojice si v tomto pripade

e PyPuPu = {AA, GG}

e PyPuPy = {AT, GC}

X 57
Y 37
Y’ 57

3. Tretie vlakno vznikd zahnutim druhého vldkna na prvé, vznikd paralélny triplex.

Porovnavame nukleotidy prvého vldkna s nuklotidmi druhého vldkna.

57 Y’
5/ X
3’ X’

Pre tento pripad mozu vznikat Struktiry:

Obrazek 3.3: Paralélne triplexy tvorené druhym vlaknom

3vldkno | Py T C | Py A G
lvldkno | Pu A G |Pu A G
2vldkno | Pu T C |Pu T C

Vyhladévané dvojice si v tomto pripade

e PyPuPu = {AA, GG}
e PyPuPy = {AT, GC}

11
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4. Tretie vlakno vznika zahnutim druhého vlakna na seba, vznika antiparalélny triplex.
Porovnavame nukleotidy prvého vldkna s nukleotidmi druhého vldkna.

50 X Yy 37
3R Ty, Y
50y N

Obrazek 3.4: Antiparalélne triplexy tvorené druhy vlaknom

Pre tento pripad mozu vznikat Struktiry:

lwvldkno | Py T G |Py T C
2.vldkno | Pu A C |Pu A G
3wvldkno |Pu T G |Pu A G

Vyhladévané dvojice si v tomto pripade

e PyPuPu = {TA, CG}
e PyPuPy = {TT, CC}

MozZeme si v8imnut, Ze mnoZzny komplementarnych prvkov pre prvy a stvrty pripad st
zhodné. Tak isto st zhodné mnoziny prvkov druhého a tretieho pripadu. AvSak triplexy sa
v tychto pripadoch tvorené nukleotidmi roznych vldken, preto je potrebné rozdelit to na
tieto typy.

Pre kazdy pripad potom existuji dve mozné orientdcie triplexu, podla toho, ¢ je zahnuty
5', alebo 3/ koniec vldkna. Pre tychto osem pripadov bude vytvorené vyhladdvanie.
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Kapitola 4
Navrh riesenia

V tejto kapitole s popisané navrhy riesenia a ich rozbor. V 1vode rozobera vstupné
parametre. Pokracuje rozborom dvoch moznych navrhov. Navrh s vyuzitim dynamického
programovania bol nakoniec zvoleny pre implementaciu

Pre vyhladdvanie bude pouZitd upravend verzia niektorého z algoritmov pre vyhladéa-
vanie palindrémov (dprava vzhladom na obmedzenia, ktoré boli popisané v kapitole 3.2).
Uzivatel na vstup programu zadé prehladdvani sekvenciu a parametre vyhladdvania:

o Typ triplexu

e Maximalnu dizku ohybu

e Minimélnu dlzku sekvencie triplexu
e Maximalnu dizku sekvencie triplexu

e Percento chyb pripustné pre sekvenciu

4.1 Dvoj-trovitové vyhladavanie

Triplexy sa mézu vyskytovat na pomerne kratkych(vzhladom na celkovii dlzku sekvencie)
usekoch sekvencie DNA. Kvoli tomu bude vyhladévanie rozdelené na dve tirovne, pricom
prva, rychla kontrola ozna¢i potencidlne tiseky a néasledne podrobné kontrola zisti, ¢i sa na
danom tseku vyskytuje hladana struktura.

4.1.1 Prva aroven

KedZe jednou z podmienok pre tvorbu intramolekularnych triplexov je vyskyt homopurin-
homopyridinovych sekvencii v molekule DNA, je mozné vykonat rychlu kontrolu, ktora
vyhladd tieto sekvencie a uloZi ich poziciu. Vysledok tejto metédy bude potom vstupom
pre podrobnejsiu kontrolu.

Minimalnu dlzku a poéet chyb v sekvencii, ktora bude akceptovana touto metédou uréi
uzivatel. Tato kontrola dokaze priamo oznacif, Ze sa v danej sekvencii triplex so zadanymi
parametrami nevyskytuje a tym paddom nebude potrebné vykondvat dalsiu kontrolu.
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4.1.2 Druha Groven

Pokial prvé troven nevyladi vyskyt triplexu je potrebné pre oznacené tseky prvej tirovne
vykonat podrobnejsiu kontrolu. V tejto trovni je mozné pouzit zlozitejsi a ¢asovo narocnejsi
algoritmus na prehladdvanie sekvencie, kedze sa uz nejednd o celt sekvenciu DNA ale, len
o jej useky.

Vystupom tejto trovne bude potom umiestnenie najdenych struktar, pripadne sprava
o nenajdeni Struktir so zadanymi parametrami.

4.2 Dynamické programovanie

Dvoj-tiroviiové vyhladdvanie by bolo vSak pametovo a ¢asovo ndro¢né, preto som sa rozhodol
zvolit iny pristup k problematike a tym je prave dynamické programovanie.

Pre kazdy typ triplexu je osobitne (v samostatnom behu) zostavend skérovacia ma-
tica, pricom riadky reprezentuju sekvenciu vldkna a stipce potom reprezentuj reverznii
podobu tejto sekvencie. Tato matica je potom vyplnend smerom z dola na hor po hlavnej
a vedlajsej antidiagondle, pri¢om hlavné antidiagonéla reprezentuje prostredny bod struktir
s neparnym poc¢tom nukleotidov a vedlajsia antidiagonéla struktir s pArnym poctom. Skdre
je potom vypocitané pohybom po diagonalach, pricom pociato¢ny bod tohoto pohybu je
prave uvedeny bod na hlavnej a vedlajSej antidiagondle. Vysledn4 hodnota pre dani bunku
v matici je uréend porovnanim znakov na indexoch(x urc¢uje znak sekvencie, y reverznej
podoby vid. obr.4.1). Podla skérovacich tabuliek na zéklade typu triplexu bude urcéené, ¢
hodnota bude penalizovana, alebo inkrementovana.

A A T G C C C A A C

c 0|0
A 0|01
A 0| 0|11
c 0|0 |=1/-1-2/=2
. 0 oli|u
G JEIEEN

T 0 0 =~1/=1|°

A0 0 1 12220
A0 =1 213120 |»1/23]22|=1

Obrézek 4.1: Prehladévanie skérovacej matice. Uvedené hodnoty st ilustracné

Tento pristup predpokladé, Zze za¢iatok prehladdvania je v tomto pripade prostriedok
triplexu, tym padom prehladévanie stale za¢ina v polovici ohybu, ktory netvori Hogsteenové
vizby. Pre tento ohyb je potrebné implementovat iny pristup hodnotenia ako pre zvysnu
¢ast triplexu. Pre hodnotenie ohybu bude pouzité lokalne zarovnanie sekvencie a tym padom
vysledné skére nikdy neklesne pod nulu. Maximélna velkost ohybu je uréenéd uzivatelom.
Pokial bude tento limit prekroceny, algoritmus predpokladé poziciu mimo ohybu.

Zvysok sekvencie je potom prehladdvany globdlnym zarovnanim vid.4.2. Pokial skdre
v tomto tseku prekro¢i ur¢itt hranicu, ktord je prepoéitana na zéklade aktualnej dlzky
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Obréazek 4.2: Prehladévanie priestoru v matici.

sekvencie a percentudlneho zastipenia chyb, je tato sekvencia povaZovana za potencidlny
triplex, az kym hodnota skére neklesne pod tito hranicu. Pokial skére klesne pod hranicu
pripustnosti je posledny vyhovuvujaci vyskyt uloZeny.

Pokial je uzivatelom $pecifikovana hranica minilalnej dizky tak nieje potrebné prehladé-
vat cely priestor matice. Tento priestor je obnedzeny len na tie body antidiagonély u ktorych
je mozné tychto hodnot dosiahnut a zaroven pokial hodnota skére vyhovuje podmienkam
avSak nedosahuje miniméalnej dlzky nieje povaZované za potencialny vyskyt. Na obrazku
4.2 je tento priestor obmedzeny vzdialenostami a a b, ktoré st vypocitané na zaklade min-
imalnej dlzky triplexu pred prehladavanim priestoru. Vzdialenost ¢ je zvysna, neprehlada-
vané Cast, ktord zavisi od celkovej dlzky sekvencie a uzivatelom obmedzenej maximéalnej
dlzky triplexu. Pokial aktualny pocet porovnanych nukleotidov presiahne danti hodnotu,
je uloZend poslednd hodnota nadobudajica dostato¢né skére. Ak nieje maximalna hodnota
Specifikované je prehladavany cely priestor pod antidiagondlami, ¢o spdsobi porovnévanie
celej vstupnej sekvencie a z pohladu algoritmu umoziiuje nélez triplexu dizky vstupu.

4.2.1 Odhad zlozZitosti

Pre implementaciu skérovacej matice by bolo potrebné priestor velkosti n?. Matica takychto
rozmerov by bola pre redlne data prakticky nepouZzitelna. Avsak pre z tento priestor nieje
potrebné uchovavat v pamiti a je mozné vypocty prevadzat len na zdklade poslednych
dvoch antidiagonal. Preto pamétova naroc¢nost je O(2n).

Pre prehladavanie celého trojuholnika pod antidiagonalami je ¢asova narocénost n?/2
krokov. Avsak v redlnych pripadoch nieje potrebné prehladavat cely tento priestor. Uzivatel
mé moznost obmedzit maximalnu dzku triplexu, ¢o zna¢ne zniz ¢asovi naro¢nost. Na
zéklade tohoto obmedzenia je potom naro¢nost O(2kn) pri¢om k popisuje maximalnu dizku
akceptovaného triplexu.
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Kapitola 5

Implementacia

V tejto kapitole budem rozoberat popis implementécie zvoleného algoritmu, objektovy
navrh programu a pouzité datové struktury. Dalej tato kapitola obsahuje prehlad nas-
tavifelnych parametrov programu.

Pre implementaciu programu som sa rozhodol zvolit hore spominany névrh, ktory
vyuziva dynamické programovanie (vid. 4.2).

5.1 Progrmaovaci jayzk

Pre implementéciu by bolo mozné pouzit viacero roznych pristupov spojenych s programovanim,
napriklad objektovo, alebo proceduralne. Rozhodol som sa vyuzit objektovy pristup, ktory
umoziuje vysSiu Uroven abstrakcie a zdroven moznost jednoduchého pristupu k dalsim
rozsireniam programu v buducnosti.

Kvoli platformovej nezavislosti vysledného programu a vysokej trovni abstrakcie som
ako programovaci jazyk zvolil jazyk Java 6.0.

5.2 Objektovy navrh

Nasledujtce rozdelenie programu do balikov som zvolil kvéli lepsej moznosti nasledujucich
rozsireni a oddeleniu datovych typov od algoritmov. Triedy programu s rozdelené do troch
balikov :

e Data
e Search
e Triplex

Baik Data obsahuje datove Struktiury potrebné pre pouzitie vyhladavania. Trieda DnaData. java
implementuje datové struktury potrebné pre pracu s nukleotidmi. V triede TextMiner. java
je implementované nacitavanie dat zo stiboru. Vysledné data st uloZené v objekte typu
DnaData. Pri nac¢itavani je priamo dopocitané aj komplementarne vldkno k vlaknu zadnému.
Trieda ScoreValues. java obsahuje informacie o potencidlnom vyskyte triplexu a metédu
na prevedenie tychto hodnot na zobrazitelny refazec znakov.

Balik Search obsahuje jedinti triedu DeepSearch. java. Tato trieda obsahuje implemen-
téciu samotného vyhladavacieho algoritmu podla nédvrhu v kapitole 4.2. Podrobnejsi popis
implementécie je v sekcii 5.5.
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V baliku Triplex sa nachadza jedind trieda Main.java. tato trieda mé& nastarosti
zékladne funkcie programu ako spracovanie parametrov, vypisy nalezov, volanie metéd
a vytvaranie objektov.

5.3 Vstup programu

Predpokladanym vstupnym stborom je stbor, ktory obsahuje textové data, ktoré reprezen-
tuju nukleotidy obsiahnuté v prvom vlakne molekuly DNA. Predpokladana orientacia vlakna
je v smere 5 — 3'. Pre opa¢ni orientaciu vldkna nebude funkcia programu korektna. Ne-
spravnu orientdciu nieje mozné overit za behu programu, preto je tiato kontrola na uZi-
vatelovi.

Nacitavanie dat ma na starosti trieda TextMiner.java balika Data, ktord berie do
uvahy jedine znaky reprezentujice tieto nukleotidy, vSetky ostatné znaky st ignorované. Na
nacitanie dat je vyuzity vysoko-tiroviiovy pristup triedy java.io.BufferedReader. Subor
je potom prechadzany po znakoch a jednotlivé znaky st ukladané do datovej Struktury,
ktora je popisand v nasledujicej sekcii (vid 5.4).

Po prekédovani a uloZeni daného nukleotidu je automaticky dopoc¢itany nukleotid kom-
plementarneho vldkna, ktory je taktiez ulozeny.

5.4 Reprezentacia DNA

DNA je mozné reprezentovat viacerimi spdosobmi, napriklad ako postupnost znakov, stro-
mové Struktury, pole celych ¢isel, pripadne bitové polia. Pri objektovom névrhu rieSenia som
sa sa rozhodol implementovat DNA ako samostatny objekt, ktory obsahuje zadané vldkno
a vlakno k nemu komplementarne. Tento objekt je reprezentovany triedou DnaData. java
v baliku Data. Pre zvoleny algoritmus bolo najvyhodnejsie pouzit pole celych ¢isel, kedze
pre hodnotenie st pouzité tabulky a celé ¢isla je mozné pouZif na ich indexédciu. V DNA
st obsiahnuté len S$tyri nukleotidy, preto je pouzity najmensi celoc¢iselny typ jazyka Java,
java.Lang.Byte. Nukleotidy st potom reprezentované ako je uvedené v tabulke 5.1. Nukleotidy

Nukleotid | Hodnota
A 0
G 1
T 2
C 3

Tabulka 5.1: Reprezentacia nukleotidov

st ulozené v kontajneri java.util.ArrayList, ktory umoziuje dynamicky pridédvat nuk-
leotidy pocas behu programu a tym padom je velkost vstupnej sekvencie obmedzené jedine
nastavenim Java Virtual Machine a velkostou operacnej pamiite poditaca, na ktorom je
program spustany.

5.5 Vyhladavanie
Pre vyhladavanie je implementovany samostatny objekt, do ktorého je v konStruktore pri-

radend sekvencia DNA, ktord bude prehladdvana. A metdéda, ktord implementuje samotné
vyhladédvanie. Vyhlad4vanie je mozné spustit s réznymi parametrami. Pre tento jeden objekt
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je potom mozné vyhladavat rozne typy triplexov, bez potreby vytvarania dalSich objektov.
Pri pridelovani skére je predpokladany jeden typ chyby a sice zdmena znaku, pokial triplex
obsahuje iné druhy chyb (vynechanie, vlozenie), budu tieto chyby hodnotené ako zédmena
znaku. Pri porovnavani znakov dochadza k zvysovaniu alebo zniZzovaniu skére, podla toho,
¢i kombindcia danych nukleotidov moze utvorif triplex.

5.5.1 Parametre vyhladavania

Pre korektnt funkénost algoritmu je potrebné urcit niektoré zakladné parametre vyhlada-
vania. Tieto parametre st zadavané pri kazdom volani metédy. Zoznam parametrov :

o Typ triplexu

e Minimélna dlzka ohybu

Maximalna dlzka ohybu

Minimalna dlzka triplexu

Maximélna dizka triplexu

Percentuélne zastiipenie chyb pripustné pre triplex

5.5.2 Tabulky hodnét

Trieda obsahuje osem S$tvorcovych matic rozmerov 4x4, pricom osi X a Y reprezentuju
kombinécie nukleotidov. Matice si1 uréené pre kazdy typ triplexu osobitne a st pevne dané.
Pri spusteni vyhladdvania je potom vybrand matica odpovedajica danému typu.

5.5.3 Pohyb

Pre implementéciu nieje potrebné uchovavat cely pamifovy priestor skérovacej matice
spominanej v kapitole 4.2. Na vyhodnotenie je dostac¢ujtice udrZiavat informéciu o posled-
nych dvoch antidiagondlach, ¢im sa znacne zniZi paméitovd ndro¢nost. Pohyb po antidi-
agonale je implementovany pomocou hlavného cyklu, ktroy je obmedzeny dlzkou sekvencie
a vstupnymi parametrami. V tomto cykle sa nachadzaji dva vnorené cykly, ktoré vykona-
vaji porovnavania a zapisovanie skére, pricom jeden prebieha pre refazce parnej dlzky
a druhy pre refazce neparnej dizky.

5.5.4 Vystup

Vysledky vyhladévania st navratovou hodnotou metédy searchM( parametre), ktord je
typu java.util.ArrayList<ScoreValues>. Pre vypis refazca nélezov je mozné potom
pouzit cyklus, v ktorom je volana prekrytd metéda toString.

5.6 Beh programu

Kedze ide o konzolovi aplikaciu vSetky parametre vyhladdvania je potrebné zadat ako argu-
menty prikazového riadku. Na spracovanie tychto argumentov je pouzita kniznica JArgs od
autora Steve Purcell!, ktor4 je prilozena k programu a potrebna na jeho chod. Tato knizniica

Viac informécii o kniZnici na stranke http://jargs.sourceforge.net/

18


http://jargs.sourceforge.net/

umoznuje spracovanie argumentov v $tyle GNU (getopt). Nasleduje kontrola tychto argu-
mentov. Pri absencii esencidlnych parametrov pre funkénost algoritmu je vyhldsené chyba
ako 50, je vypisand varovnd hlaska, nasledne je uzivatel Ziadany o potvrdenie, ¢i chce vo
vyhladdvani napriek tomu pokracovat.

Po spracovani argumentov nasleduje nacitanie dat zo siboru. Program predpoklada si-
bor odsahujtci jedine textové data zlozené z mnoziny znakov T, A, G,C,t,a,g,c. VSetky
ostatné znaky v siibore budu ignorované. Pri nacitavani je autamaticky dopocitané kom-
plementarne vldkno.

Z nacitanych dat je vytvoreny objekt vhodny na prehladdvanie. Nésledne na to je
spustené vyhladdvanie so zadanymi parametrami. Vysledky st potom vypisané na Stan-
dardny vystup.

V pripade akejkolvek chyby (nespréavne parametre, nedostatok paméte a pod.) je pro-
gram ukonceny a na Standardny chybovy vystup je vypisana sprava o chybe.

5.7 Metriky

V tabulke 5.2 st popisané metriky vysledného programu.

Pocet balikov 3
Pocet tried 5
Celkovy pocet riadkov 604

Objem zdrojovych kédov 19.4kB
Objem binarnych siborov | 13.9kB
Objem kniznic 11.9kB
Objem spustitelného stboru | 15.1kB

Tabulka 5.2: Metriky programu
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Kapitola 6

Testovanie

Tato kapitola popisuje postupy pouzité pri testovani a ladeni programu. V vodnej casti st
tieto postupy vymenované a v nasledujicich ¢astiach st podrobnejsie popisané a zhodnotené
vysledky.

Pri testovani programu som pouzil viacero typov zdrojovych dat. V tejto kapitole st
popisané postupy a vysledky testovania programu. Majoritn4 ¢ast testovania prebiehala na
platforme Windows 7 64-bit a Java SE Rutine Enviroment 1.6.0_.18. Procesor Intel
Core 2 Duo T9400 2.53gHz a pamit RAM typu DDR2 o velkosti 4096 MB.

6.1 Typy testovania

Testovanie prebiehalo v troch fazach.
1. Testovanie zakladnej funk¢énosti
2. Zatazové testovanie
3. Testovanie na redlnych datach

V nasledujticej ¢asti budu tieto testovania rozobrané podrobnejsie.

6.2 Zakladna funkénost

Zékladnd funkcénost programu bola testovand na Specidlnych datach. Realne data by pre
tieto tcely boli prili§ neprehladné. Pre toto testovanie som vytvoril osobitnii hodnotiacu
tabulku a metédu pre vypisanie celej skérovacej matice.

Déta na vstupe programu tvorili palindrém s medzerou, pricom ich dlzka nepresaho-
vala viac ako 20 znakov. Toto obmedzenie bolo zavedené kvoli overeniu spravnosti vizualne
a pomocou JUnit testov, ktoré porovnavali predpokladané vysledky s realnymi vysledkami.
Vipis skérovacej matice slizil na vizudlne porovnanie hodnotenia prehladdvania. Samotnéa
hodnotiaca tabulka bola nastavend tak, aby tymto pravidldm vyhovovala. Po doladeni
funké¢nosti programu vo finalnej verzii bola tato tabulka odstrdnend, aby nevznikali moZné
problémy pri volani vyhladévania neredlnych Struktar. Tak isto bola odstranend metéda

Podobnym sposobom som testoval zékladnt funkénost na redlnych datach, pricom som
na urcené miesto vlozil palindréom s medzerou a predpokladom vystupu bola spominana
pozicia v stbore. Pri tomto spdsobe uz nebolo mozné vypisovat celd skérovaciu maticu. Pri
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retazcoch dlhsich ako 80 znakov by bol tento vypis necitatelny v konzolovom okne, navysSe
vzniknutéd pamitovd naro¢nost bola kvadratické.

6.3 Zatazové testovanie

Pri tomto testovani som sa sustredil na vykonnost algoritmu a merania dizky vyhlad4vania.
Kedze algoritmus sa neukoncuje po prvom vyskyte potencidlneho triplexu, ale vyhladava
vSetky mozné vyskyty, jeho ¢asovad naroc¢nost bude pre rovnako dlhé rozne sekvencie kons-
tantna. Pokial uvazujeme rovnaké parametre vyhladdvania.

Faktory, ktoré najviac ovpliviiuji ¢asovi naro¢nost st minimalna a maximalna dizka
triplexu a celkova dlzka prehladavanej sekvencie, pretoze ovpliviiuji prehladévany priestor.
Samotné dlzka behu programu je taktiez ovplivnena vSetkymi vypismi, ktoré zaberaji v
porovnani s ostatnymi operaciami mnohondsobne viac ¢asu. Po ukondéeni vyhladdvania je
pocet vypisov v programe obmedzeny na vypisy potencidlnych vyskytov.

Pri tomto testovani som taktieZ overoval maximalnu prijatelnt dlzku vstupnej sekvencie.
V provom rade je doleZité mat dostatok pristupnej opera¢nej paméiti. Maximéalna prijatelné
dlzka je tiez obmedzena nastaveniami Java Virtual Machine. Pri dlhsich sekvencidch moze
mnozstva paméte v nastaveniach JVM. Pre pouzivanie tohoto programu pre redlne data
moze byt nevyhnutné tieto zmeny v nastaveniach vykonat.

V tabulke 6.1 parametre pri ktorych boli vedené testovania programu. Parametre typ
triplexu a percentudlne zastipenie chyb nemaji vpliv na dizku prehladévanej sekvencie,
preto v tabulke niesti uvedené. Na obrazku 6.1 je uvedeny priklad vysledkov testu pre

| Min. dlzka t. | Max. dlzka t. | Min. dlzka ohybu | Max. dlzka ohybu |

10 100 1 10
10 100 10 20
50 1000 10 20
50 100 10 20
100 1000 1 10

Tabulka 6.1: Prehlad parametrov pouzitych pri testovani

nastavenia popisané v prvom riadku tabulky 6.1. Grafy pre ostatné hodnoty st ulozené v
prilohe vzhladom na ich velkost. Druhy obrazok obsahuje zévislost obmedzenia maximéalnej
dlzky sekvencie. Pre tento obrazok je pouZity vstupny stbor o velkosti 100000 nukleoti-
dov. Stipce vyjadruji rozdiel v ¢asoch pri nastaveniach (vid obr. 6.2). Dlzka vyhladavania
pomerne rapidne stipa pri zmene nastaveni maximalnej dlzky, nakolko sa tim zvicSuje
prehlad4vany priestor.

6.4 Realne data

Na zdroje realnych dat som pouzil tseky molekil DNA dostupné z databazy UCSC Genome
browser. Pricom boli do tychto tsekov vlozené sekvencie tvoriace triplexy a nasledne bol
program spusteny so zvolenymi parametrami. Ocakavanym vystupom programu potom boli
pozicie vyskytu tychto tisekov. Boli pouzité tseky ludskej DNA ako aj baktérie E.coli. Tieto
useky boli zvolené kvoli tomu, Ze uz na nich boli vykonavané vyhladévania a experimenty
ohladom triplexov.
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Obréazek 6.2: Grafické zobrazenie merani, vzhladom na zmenu max. dlzky triplexu
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Kapitola 7
MoZné rozsirenia

Vdaka objektovému navrhu je program jednoducho rozsiritelny. V tejto kapitole popisujem
niektoré mozné rozsirenia programu v budiicnosti.

7.1 RozliSovanie chyb

Samotny vyhladdvaci algoritmus neberie do Givahy vSetky mozné chyby triplexov a hod-
notenie jednotlivych kombinécii nukleotidov je uniformné. Jednym z moznych rozsireni by
bolo implementovat rozliSovanie tychto chyb z odlisnym hodnotenim. Pri tomto rozsireni by
vsak stipla pamétova naro¢nost, vzhladom k tomu, Ze by bolo potrebné porovnévat aj nuk-
leotidy na diagonélach skdérovacej matice, susediaci s aktudlne prehladdvanou diagonalou.

7.2 Statistické testy

Implementéciuu Statistickych testov by uzivatel mohol ziskat viac informécii o prehladé-
vanej sekvencii. Tieto testy by boli sptstané stcasne so zakladnym prehladavanim. Dalsou
moznostou by bolo spustat tieto testy nezdvisle na hlavnej metéde prehladévania.

7.3 Paralélne spracovanie

Sti¢asna implementicia programu neumoznuje paralélne spracovanie. Pre urychlenie vy-
hlad4dvania by bolo mozné algoritmus upravit tak, aby pracoval paralélne vo viacerych
vlaknach pre multiprocesorové systémy. Toto rozsirenie by vyzadovalo zna¢né zmeny algo-
ritmu a pristupu k rieseniu problému.

7.4 Grafické uzivatelské rozhranie

Dal$im moznym rozsirenim je implementécia grafického uzivatelského rozhrania (GUI).
Toto rozsirenie by zjednodusilo ovlddanie programu pre uzivatela. Vzhladom k objektovému
navrhu programu by uZivatel mohol pracovat s viacerymi sibormi naraz, pripadne spustat
vyhladdvanie s réznymi parametrami pocas jedného spustenia programu. GUI by umoziio-
valo uzivatelovi ukladat konfigurdciu programu, pripadne parametre poslednych vyhlada-
vani.
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Rozgirenie o GUI by umoziiovalo implemtaciu nastrojov pre grafické zobrazenie vysled-
kov, pripadne uloZenie tychto obrazovych dat. Spustanie GUI by vsak malo byt volitel-
nou moznostou, z dévodu moznosti pouzitia programu aj na platforméach, ktoré bez uzi-

vatelského rozhrania.
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Kapitola 8

Z.aver

V tejto praci som popisoval postup ndvrhu a implementéacie algoritmu pre vyhladdvanie
triplexov v DNA sekvenciach. V tivode prace som spomenul zékladné znalosti o molekule
DNA a o jej vlastnostiach. Taktiez som sa venoval rozboru nekanonickych struktar, primarne
triplexov. Rozborom problematiky sa mi podarilo ur¢it mnoziny komplementarnych prvkov,
na zaklade, ktorych bolo moZné navrhnat algoritmus.

Pri prvotnom névrhu algoritmu som vychéadzal zo sktisenosti s vyhladdvacimi algorit-
mami. Tento navrh sa vsak po podrobnejSom $tidiu problematiky javil ako neefektivny.
Preto som sa rozhodol zvolit pristup dynamického programovania.

Pre implementaciu samotného programu som zvolil programovaci jazyk Java. Dévodom
tejto volby boli predo$lé skiisenosti s programovanim v tomto jazyku a v neposlednom
rade jeho nezdvislost na systémovej platforme. Nevyhodou tejto volby je, ze kéd v tomto
jazyku je interpretovany a preto vysledny program moze byt pomalsi, ako program pisany
v jazykoch preklddanych do nativneho strojového kédu.

Testovanim som overil vykonnost algoritmu. Na zéklade hodnot nameranych pri testo-
vani som zostavil grafy, ktoré mozu slazif na porovnanie vykonu s podobnymi aplikdciami.
Pri testovani som taktieZ zistil, Ze vyslednu aplikdciu by bolo vhodné v budiicnosti rozsirit
o moznost pouzitia grafického uzivatelského rozhrania.
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Priloha A

Obsah CD

e Technicka sprava — Zlozka obsahuje zdrojové texty techickej spravy a subor Makefile
pre preklad do formatu pdf a samotni technick(l spravu v tomto formate.

e triplex — Zlozka obsahuje zdrojové kédy programu a testovacie skripty

— build-—zlozka obsauhje prelozené subory programu

— dist —zlozka obsahuje spustiteIny subor triplex.jar

— lib—zlozka obsahuje kniznice potrebné pre chod programu

— nbproject —zlozka pre import projektu do preostredia NetBeans

— src—zlozka obsahuje zdrojové kédy programu

— testdata—zlozka obsahuje testovacie data pre program

— compile_windows.bat —skript pre kommpilaciu pre windows

— run_testl_windows.bat —sktipt s prikladom spustenia pre windows
— compile_linux.sh-skript pre kommpilaciu pre linux

— run_testl_linux.sh-sktipt s prikladom spustenia pre linux
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Priloha B

Manual

B.1 Zavislosti

Pre spustenie programu je potrebné mat nainstalované prostredie Java Rutine Enviroment.
Pre kompiléciu je prerekvizitou Java Development Kit. Tieto sady st volne dostupné na
stranke http://www.java.com

B.2 Kompilacia

V koretiovej zlozke programu sa nachadza stbor build.xml, ktory slazi pre kompilaciu
nastrojom Ant. Program je mozné kompilovaf prikazom ant -compile. V korenovom adresési
sa nachadzaja skripty compile_linux.sh a compile_windows.bat. Bez programu ant neb-
ude tento spoésob kompilécie fungovat. Néstroj Ant je dostupny na stranke http://ant.apache.org

Zdrové kédy je mozné otvorit ako projekt v programe NetBeans IDE 6.8 a kompilo-
vat v tomto programe pomocou polozky build v kontextovom menu, alebo klavesou F11
aj bez pouzitia nastroja ant. Vyvojové prostredie NetBeans IDE je dostupné na stranke:
http://www.netbeans.org

B.3 Spustenie programu
Program je po kompilécii mozné spustit z korenového adresara aplikdcie prikazom: java
-jar dist/triplex [zoznam parametrov].

B.4 Parametre

e Povinné parametre, pri nezadani program hlasi chybu :

-f,--file—cesta k vstupnému stiboru a jeho néazov
--minb - miniméalna dizka ohybu vldkna (hodnoty ¢0)
--maxb - maximéalna dizka ohybu vldkna (hodnoty ¢0)

-t,-—type —typ triplexu (hodnoty 1-8)

e Volitelné parametre, pri nezadani st nahradené konstantnou hodnotou :
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--minln - minimélna dizka triplexu. Pokial chjba minimalna dizka je nastavena
na hodnotu 1.

--maxln-minimélna dizka triplexu. Pokial chyba maximéalna dlzka je dlzka
celého vstupu

—-—err— pripustnd chybovost v percentéach. Pokial chyba pripustnd chybovost
nastavend na 0%.

-0,--out —cesta a nizov vystupného stiboru pre ukladanie dat. Pokial chyba je
pouzity Standardny vystup.

e -h,--help—Parameter vypise napovedu k programu na standardny vystup a ukondci
program. Vsetky ostatné parametre st ignorované.

B.4.1 Priklady spustenia

java -jar dist/triplex -f testdata/datalk.txt -t 1 --minb 1 --maxb 10 --minln
20 -- maxln 40 -o output.txt

java -jar dist/triplex -f testdata/human.txt -t 1 --minb 1 --maxb 10 --minln
20 -- maxln 40 -err 10 -o output.txt

java -jar dist/triplex -f testdata/datalOOk.txt -t 1 --minb 1 --maxb 5 --minln
10 -- maxln 100 -err 15
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Priloha C

Graficka reprezentacia testov

Tato priloha obsahuje grafy reprezentujice ¢asy nanerané pri testovani programu. Stipce
grafov reprezentuju ¢as vyhladdvania v milisekundach. V popise grafov uddvam parametre,
s ktorymi bolo testovanie spustané.

e minln Miniméalna dizka triplexu
e mazln Maximélna dizka triplexu
e minb Minimalna dlzka ohybu
e mazb Maximalna dlzka ohybu

e err maximéalna pripustnd chybovost
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Obrazek C.1: minln = 10; maxln = 100; minb = 1; maxb = 10
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