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Abstract: Triplex-forming DNA sequences have been implicated as important players in several key
processes, such as transcriptional regulation, DNA recombination and mutagenesis. Unfortunately
there is no compact tool suitable for their identification and visualization. Existing implementations
suffer from being independently developed and unintegrated in larger cooperating software ecosys-
tem. This paper deals with transformation of such standalone tools into an R/Bioconductor package
to simplify subsequent filtration and analysis of the results for molecular biologists and to enable
cooperation with existing Bioconductor packages.
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UVOD

Analyza DNA a jeji anotace jsou dilezitymi kroky k porozuméni molekuldrnim zakladim Zivota.
Pozornost soucasnych védeckych studif se posunula od analyzy genti ke zkoumani mezigenové DNA
a strukturnich vlastnosti chromozomu a bunécného jadra. Pozoruhodné jsou zejména tseky DNA,
které se v disledku puisobeni Watson-Crickovych a Hogsteenovych vazeb skladaji do tvaru trojSrou-
bovice — triplexu (viz obrdzek 1). Tyto useky maji vyrazny vliv na regulaci transkripce, rekombinaci
DNA nebo mutagenesi a prokazatelné se podileji na vzniku geneticky podminénych chorob [5].

Soucasné nastroje vhodné k identifikaci a vizualizaci sekvenci schopnych tvofit triplexy jsou na-
nestesti dostupné pouze v podobé samostatnych nespolupracujicich programa ¢i knihoven mimo roz-
sahlejsi aplikacni ekosystém. Cilem této prace proto bylo transformovat existujici algoritmus pro vy-
hleddvan{ triplexi [1], [2] spolu se zpétnym zarovndnim nalezené sekvence [4] a jeji vizualizace [3]
do podoby softwarového balicku vyuZitelného v prostredi jazyka R. Soucasny stav je nevyhovujici,
nebot’ klade prili§ vysoké naroky na koncové uzivatele, na jejich zkuSenosti s kompilaci programi
a orientaci v piikazové fadce. Format vstupti i vystupti navic komplikuje nasledné statistické analyzy
i operace s vysledky.

Naproti tomu prostiedi jazyka R ve spojeni se softwarovymi a anota¢nimi balicky dostupnymi v Bio-
conductoru predstavuje pro molekuldrni biology mocny prostfedek pro dalsi analyzu vysledkd vyhle-
davaciho algoritmu, jejich vizualizaci a davani do souvislosti s anotacemi z dalSich védeckych studii.
Vyraznou vyhodou prostiedi R je navic propracovand dokumentace i vysokd kvalita softwarovych
balic¢ku, které pred zvefejnénim prochazi nezavislou revizi.



Obrazek 1: Ukéazka 2D a 3D vizualizace triplexu.

2 NAVRH A RESENI TRANSFORMACE

Interaktivni prostfedi interpretovaného jazyka R je specifické nejen svym zptisobem pouZiti pfedevsim
ve statistickych analyzach, ale také svymi pravidly pro vytvareni rozsifujicich softwarovych balicku.

Prostfedi R umoZiiuje nahravéni sdilenych knihoven psanych v jazyce C nebo Fortran. Tohoto jsem
s vyhodou vyuzil pfi transformaci zdrojovych kédd vychozich algoritmi [1], [4] do podoby, ve které
se daji spoustét piimo z jazyka R. Abych zajistil optimdlni funkCnost z hlediska spotfeby operacni
paméti, vyuzil jsem roz§iteného rozhrani pro volani funkei ze sdilenych knihoven, které umoZziiuje
predat objekty jazyka R pfimo do jazyka C a tam s nimi pracovat jako se specidlnim typem struktury.
Diky transformaci do podoby sdilené knihovny pro jazyk R se uvedené algoritmy staly automaticky
prenositelné na vSechny platformy podporované timto jazykem, mezi néz patii Windows, MacOS
i Linux.

V disledku nezdvislého vyvoje nékolika programi zabyvajicich se identifikaci a vizualizaci triplext
doslo k jejich vzdjemné nekompatibilité z hlediska vstupd a vystupd.

Jako prvni krok k feSeni tohoto problému jsem implementoval tfidu TriplexViews v jazyce R,
ktera zajist'uje zdkladni operace nad vysledky vyhleddvaciho algoritmu. Zaroven slouZi jako vstup
pro zarovnéni a vizualizacni funkce do 2D a 3D zobrazeni (viz obrazek 2). Diky této tfid€ je mozné
provadét dodate¢né filtrovani a fazeni podle rdznych vlastnosti nalezenych triplexd — podle skore,
délky, poctu inserci, pozici v sekvenci, apod. Tfida TriplexViews je navrZena tak, aby umoz-
novala snadny export do formati GFF3 a FASTA. V druhém kroku jsem sjednotil vystup algoritmu
pro zpétné zarovnani nalezené sekvence se vstupem vizualizacnich funkci.
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Obrazek 2: Schéma vysledného balicku. Existujici tfidy z Bioconductoru jsou zvyraznény cervené.

3 DEMONSTRACNI PRIKLAD

Levd Cast obrazku 3 dava do souvislosti pozice gent s vyskytem potencidlniho triplexu na chromo-
zomu X organismu Caenorhabditis elegans. Pomoci baliku GenomeGraph jsou vykresleny stopy



gentl na dopfedném i reverznim vldkné. Stopa pro triplexy s dosaZzenym skdre v rozsahu 17-20 bodii
je oznacena jako slabé. Triplexy se skore vétsim nez 20 bodd jsou zndzornény ve stopé silné.

Pravd &ést obrazku 3 zobrazuje vystup analyzy Cetnosti vyskytu tripletd tvoficich nalezené triplexy
na tomtéZ chromozomu X organismu C. elegans.
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Obrazek 3: Vievo: souvislost pozice gent s vyskytem triplext. Vpravo: Sest nejCastéji se vyskytuji-
cich triplett tvoricich triplexy.

4 ZAVER
Triplexy hraji dileZitou roli v mechanismech regulace transkripce, rekombinace DNA a mutagenese,
proto je nezbytné vytvaret takové aplikace, které je dokdzi nejen identifikovat a vizualizovat, ale také
davat do souvislosti s vysledky dalsich védeckych studii.

Transformace diive samostatnych programu [1], [2], [3], [4] do podoby kompaktniho bali¢ku pro pro-
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do existujiciho softwarového ekosystému Bioconductoru. Molekularni biologové tak mohou pod-

statné jednodussim zptisobem provadét dalsi filtrace a analyzy vysledkli véetné budovani novych
anotaci a davani do souvislosti s existujicimi.

Balicek byl ve spolupréci s autory pivodniho algoritmu [1] doplnén o podrobnou dokumentaci s uZzi-
vatelskou piiruckou a odeslan k prvotni revizi tvircim Bioconductoru.
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