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Abstrakt 
Tato p r á c e p ř ináš í m o ž n o s t optimalizace n á s t r o j ů pro za rovnán í sekvenčních č ten í , k t e r á 
jsou produktem sekvenačn ích technik 2. generace. Výs l edné z a r o v n á n í existuj ících n á s t r o j e 
lze ovl ivni t r ů z n ý m n a s t a v e n í m p a r a m e t r ů . Z a t í m t o úče lem by l v y t v o ř e n op t ima l i začn í fra­
mework, k t e r ý p o m o c í algori tmu diferenciální evoluce nalezne o p t i m á l n í na s t aven í zvolených 
p a r a m e t r ů . C í l em optimalizace je maximalizace p řesnos t i z a rovnán í . F u n k č n o s t frameworku 
byla ověřena na d a t o v ý c h s a d á c h jak reá lných , tak generovaných sekvenčních č ten í . D íky 
přesně j š ímu za rovnán í lze získat přesnějš í podobu referenční sekvence pro navazuj íc í ana­
lýzy gene t ických v las tnos t í . 

Abstract 
This thesis presents the possibil i ty of shorts D N A reads alignment tools opt imizat ion. These 
short D N A reads are products of Next-Generat ion Sequencing technologies. The results pro­
duced by existing alignment tools can be influenced by setting different values of parameters. 
For this purpose, it was developed an opt imizat ion framework to find the op t imal values 
of selected parameters. This framework is based on Differencial Evo lu t ion algori thm and 
its main goal is to maximize the alignment accuracy. The functionality of the framework 
was tested on both real and generated data sets of short D N A reads. A s a result of more 
accurate alignment, it can be obtained more exact reference sequence which is suitable for 
the subsequent analysis of genetic characteristics. 
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Kapitola 1 

Úvod 

Součás t í mo leku lá rně -gene t i ckých metod ana lýzy biologického m a t e r i á l u je sekvenování 
D N A . Existuje mnoho sekvenačn ích metod, jejichž spo l ečným vstupem je biologická struk­
tura ve formě v l á k n a D N A / R N A s n e z n á m o u p r i m á r n í s trukturou, což je posloupnost 
nuk leo t idů . Sekvenací a n á s l e d n ý m z a r o v n á n í m lze tuto sekvenci zrekonstruovat a zjistit 
posloupnost nuk leo t idů . N á s l e d n o u ana lýzou lze z ískat cenné informace o genech, jejich 
funkcích nebo geneticky p o d m í n ě n ý c h chorobách . U p l a t n ě n í nacház í tyto metody ze jména 
v med ic íně p ř i s tudiu děd ičných a n á d o r o v ý c h o n e m o c n ě n í nebo v genetice př i ses tavování 
g e n o m ů o rgan i zmů , s tudiu v z á j e m n é p ř í b u z n o s t i nebo identifikaci genů a k v a n t i t a t i v n í ana­
lýze t r a n s k r i p t o m ů . 

Next-generation sekvenování je skupina metod vyznačuj íc ích se m a s i v n í m paralelismem 
a vysokou p r o p u s t n o s t í , d íky čemuž jsou tyto metody označovány jako H T S (high-throughput 
sequencing). Zavedení t ě c h t o technologi í př ines lo nové možnos t i ve z k o u m á n í nukleotido-
vých sekvencí u v n i t ř buňky . V ý r a z n ě poklesly nák lady , rozšíři lo se pole p ů s o b n o s t i a nové 
p ř í s t ro je umožn i ly zkoumat D N A / R N A sekvence v p roka ryo t i ckých i eukaryo t i ckých b u ň ­
kách. Problemat ika H T S technologi í bude p o p s á n a ve 2. kapitole. 

V ý s l e d k e m č innos t i sekvenačn ích p ř í s t r o j ů je m n o ž i n a k r á t k ý c h sekvenčních č ten í (reads), 
jej ichž vlastnosti a r ů z n é typy budou p o p s á n y ve 3. kapitole. 

Díky produkci obrovského m n o ž s t v í dat a existenci různých sekvenačn ích technologi í je 
t ř e b a vyvíjet b io informat ické n á s t r o j e pro zp racován í t ě c h t o dat p r o d u k o v a n ý c h vě t š inou 
komerčně v y u ž í v a n ý m i p ř í s t ro j i . Z á k l a d n í m b io in fo rma t i ckým p r o b l é m e m je s p r á v n é ma­
pován í t ě c h t o p ř eč t ených sekvencí na referenční sekvenci nebo ses tavení p ů v o d n í sekvence 
de novo. V současné d o b ě je m o ž n o si vybrat z 60 různých n á s t r o j ů , p ř i čemž mnoho z nich 
není s t a r š í ch než 7 let a jejich vývoj p r o b í h a l současně s v ý v o j e m sekvenačn ích technik. Ve 
4. kapitole budou p o p s á n y algori tmy a d a t o v é struktury, k t e r é jsou použ ívány př i m a p o v á n í , 
možnos t i optimalizace a speciá ln í za rovnán í . 

Cí lem za rovnávac ích n á s t r o j ů je p ř e d e v š í m maximalizace p řesnos t i ať už v úloze ano­
tace genomových sekvencí nebo v p ř í p a d ě studia v ý s k y t ů m u t a c í a polymorfismu. V ý s l e d n o u 
p řesnos t t ě c h t o n á s t r o j ů lze ovlivni t n a s t a v e n í m r ů z n ý c h p a r a m e t r ů . H l a v n í m úko lem t é t o 
p ráce je n á v r h a implementace op t ima l i začn ího frameworku, k t e r ý za p o m o c í evolučních 
op t ima l i začn ích technik nalezne o p t i m á l n í hodnoty zvolených p a r a m e t r ů s c í lem maxima­
lizovat p ře snos t z a rovnán í . Z á k l a d n í m p o ž a d a v k e m je m o ž n o s t aplikace na l ibovolný za-
rovnávac í n á s t r o j . V 5. kapitole bude p o p s á n proces v ý b ě r u za rovnávac ích n á s t r o j ů pro 
t e s tován í frameworku. 

6. kapi tola je v ě n o v á n a implementaci j edno t l i vých čás t í frameworku, realizaci diferen­
ciální evoluce jako n á s t r o j e optimalizace a popisu p o u ž i t ý c h f o r m á t ů souboru pro uložení 
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sekvence, sekvenčních č ten í a za rovnán í . 
V 7. kapitole je pak p o p s á n proces vy tvo řen í d a t o v ý c h sad jak generovaných , tak reál­

ných sekvenčních č tení . Výs l edky e x p e r i m e n t ů p rovedených nad t ě m i t o d a t o v ý m i sadami 
jsou zobrazeny v p o d o b ě tabulek a grafů. Součás t í t é t o kapitoly je i popis možných nava­
zujících p o s t u p ů a e x p e r i m e n t ů , k t e ré je m o ž n é d íky s n a d n é rozš i ř i te lnos t i o p t i m a l i z a č n í h o 
frameworku realizovat. 
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Kapitola 2 

Next-generation sekvenování 

Existuj íc í sekvenačn í metody lze děl i t podle společných z n a k ů do někol ika skupin. P r v n í 
skupinou jsou metody 1. generace, jej ichž z á s t u p c e m je p o m a l á Sangerova metoda. Dř íve 
byla tato metoda d o m i n a n t n í na t rhu t é m ě ř 20 let a v ý z n a m n ě se pod í le la na ses tavení 
k o m p l e t n í h o l idského genomu v roce 2000 [ ]. V p r ů b ě h u t é t o doby byla metoda vylepšo­
vána , avšak s tá le vykazovala j i s t á omezení , k t e r á zapř íč in i la vývoj sofist ikovanějších metod 
a vývoj Sangerovy metody by l zastaven po u r č i t é m n ízkém p o č t u vylepšení . Sangerova me­
toda je za ložena na sekvenování u r č i t ého úseku , k t e r ý vždy končí s t e j ným typem nukleotidu 
( A / C / G / T ) . 

Další skupinou jsou metody 2. generace. T y t o nové metody usku tečňu j í strategie za­
ložené na kombinaci p ř í p r a v y t e m p l á t u , sekvenování a n á s l e d n é h o zobrazen í , genomového 
za rovnán í k referenční z n á m é sekvenci a metod ses tavení genomu z nasekvenovaných frag­
m e n t ů . H l a v n í m cí lem využ i t í t ě ch to metod je zrychlení sekvenačn ího procesu, m o ž n o s t 
para le ln í sekvenace a snížení n á k l a d ů , k t e r é byly v p ř í p a d ě Sangerovy metody velmi vy­
soké. Me tody N G S (next-generation sequencing) p r o d u k u j í obrovské m n o ž s t v í sekvenčních 
č tení , což jsou k r á t k é nasekvenované úseky D N A . U n ě k t e r ý c h p ř í s t r o j ů je uvedena dokonce 
mi l ia rda č ten í v jednom b ě h u . T y t o N G S metody nacház í u p l a t n ě n í ze jména v o p a k o v a n é m 
znovuses taven í l idského genomu, což vede k de ta i lně j š ímu a kva l i tně j š ímu s tudiu genetic­
kých z m ě n a jejich v l i v u na nemoci a zdrav í člověka. Schopnost nasekvenovat celý genom 
nejen u člověka, ale i p ř í b u z n ý c h o r g a n i s m ů př i spě la k r o z s á h l ý m s rovnávac ím evo lučn ím 
s tud i ím , k t e r é byly doposud nerea l izova te lné . N a t rhu existuj í sekvenačn í p ř í s t ro je , k t e r é se 
specializují na konk ré tn í p rob lémy. K a ž d á metoda a p ř í s t ro j vykazuje r ů z n é vlastnosti a př i 
aplikaci na k o n k r é t n í p r o b l é m i r ů z n o u p řesnos t , což vede ke s rovnáván í metod, h o d n o c e n í 
a s t anoven í vhodnosti jejich použ i t í . 

Dá le existuje j e š t ě t ř e t í skupina metod 3. generace, je j ímž p ř e d s t a v i t e l e m je metoda 
Nanopore [3]. Vývo j v t é t o oblasti dá le pok raču j e a c í lem je m o ž n o s t nasekvenován í l idského 
genomu za 100 do l a rů a s t í m související vývoj pe r soná ln í genomiky [28]. P ř i vyše t ř en í 
pacienta by by l k dispozici jeho genom, k t e r ý by n a p o m á h a l u rčen í d iagnózy. Navzdory 
ve lkému z á j m u o d o s a v a d n í pokroky a cíle t é t o techniky není Nanopore v ý z n a m n ě komerčně 
využ íván , a proto jsou metody N G S s tá le d o m i n a n t n í m i na t rhu sekvenačn ích technologi í . 

V t é t o kapitole budou p o p s á n y N G S techniky a p ř í s t ro j e I l lumina/Solexa , Roche/454 
a SOLiD/Li feTechnolog ies . N á z v y j edno t l i vých p ř í s t r o j ů nesou n á z v y firem, k t e r é je vy­
vinuly. Dů lež i t ými aspekty v oblasti za rovnán í , k t e r é je v ě n o v á n a tato p ráce , jsou dé lka 
a kva l i t a nasekvenovaných sekvenčních č ten í . Zároveň bude z m í n ě n pokrok t ěch to metod, 
jejich l imi ty a p ř e d p o k l á d a n ý b u d o u c í vývo j . 
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2.1 Příprava templátu 

P r v n í m spo l ečným krokem všech N G S metod je p ř í p r a v a t e m p l á t o v é h o vzorku. T e m p l á t je 
označení v l ákna , ke k t e r é m u se bude b ě h e m sekvenačn ího procesu v y t v á ř e t k o m p l e m e n t á r n í 
v l ákno . P r o jeho p ř í p r a v u existuj í dva p o u ž í v a n é p ř í s tupy : 

• zesílení t e m p l á t u p o m o c í techniky P C R , 

• použ i t í j e d n é molekuly jako t e m p l á t u . 

Současné N G S metody š těp í genomovou D N A na n á h o d n ý c h mís t ech na k r á t k é frag­
menty. Fragmenty lze použ í t pro p ř í p r a v u jak j e d n o d u c h ý c h t e m p l á t u , tak mate-pair tem­
p l á t u , u k t e r ý c h je t ř e b a více gene t ického m a t e r i á l u . T e m p l á t je p ř i p e v n ě n a fixován na 
p e v n é m povrchu, což umožňu je m i l i a r d á m j inak sekvenčních reakcí p r o b í h a t pa ra l e lně a t í m 
m n o h o n á s o b n ě zrychli t celý sekvenační proces. 

2.1.1 Z e s í l e n í t e m p l á t u 

V ě t š i n a s y s t é m ů pro zobrazován í sekvencí nen í n a v r ž e n a za úče lem r o z p o z n á n í k o n k r é t n í h o 
nukleotidu na zák ladě j e d i n é h o s ignálu . Pro to je n u t n é zesílit t e m p l á t , což zesílí i výs ledný 
s ignál a u s n a d n í jeho rozpoznán í . 

P r v n í ze dvou s t a n d a r d n í c h metod je technika emulzn í P C R ( e m P C R ) [ ]. Jej í v ý h o d o u 
je použ i t í v n e b u n ě č n é m p ros t ř ed í , č ímž se lze vyhnout z t r á t á m n ě k t e r ý c h genomových 
sekvencí . T y t o z t r á t y jsou ne jčas tě j š ím p r o b l é m e m př i k lonování u v n i t ř bak t e r i á ln í buňky . 
Nejprve se vy tvoř í knihovna jedno v láknových f r agmen tů . Dá le jsou j edno t l ivé fragmenty na 
obou koncích obohaceny o adaptory sestávaj íc í z un iverzá ln ích vazebných mís t pro primery. 
Dvouš roubov ice je v dalš í fázi rozpletena do dvou s a m o s t a t n ý c h v láken př i denaturaci. K a ­
ždé j edno t l ivé v l á k n o D N A je zachyceno na c h r o m a t i n o v é kuličce, k t e r á m á na svém povrchu 
primery. Dá le nás leduje amplifikace tak, že k z a c h y c e n é m u v l áknu se vy tvoř í v l ákno kom­
p l e m e n t á r n í od každého pr imeru na povrchu kuličky. N a sklíčku jsou v pos lední fázi p o m o c í 
chemické reakce u s p o ř á d á n y j edno t l ivé kul ičky do p rav ide lné mř í žky a p ř i p r aveny k da l š ímu 
použ i t í v r á m c i N G S . V p ř í p a d ě sekvenace p á r o v ý c h sekvenčních č ten í je t e m p l á t e m úsek 
dvouv láknové D N A (viz kapitola 3). Postup zesílení t e m p l á t u je z n á z o r n ě n na o b r á z k u 2.1. 

O b r á z e k 2.1: Technika P C R v krocích [39]. 

Druhou metodou je zesílení solid-phase [ ], k t e r é využ ívá p ř í s t ro j I l lumina. N a p e v n é m 
povrchu sklíčka jsou ve vysoké h u s t o t ě rozmís t ěny p ř í m é a reverzní primery. K pr imeru 
je dá le n a v á z á n t e m p l á t , k t e r ý m á bý t zesílen. V m í s t ě navázán í t e m p l á t u dojde k jevu 
z v a n é m u bridge amplification. Existence dvou d r u h ů pr imeru pro n a v á z á n í o p a č n ý c h konců 
t e m p l á t u umožňu je vznik mostu podle o b r á z k u 2.2. K n a v á z a n é m u t e m p l á t u se vy tvoř í 
k o m p l e m e n t á r n í v l ákno . Dvě v l á k n a jsou o d d ě l e n a a proces se opakuje. Po jeho skončení 
vzn iká 100-200 mi l ionů sh luků v mís t ech navázán í p ů v o d n í h o t e m p l á t u . 
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lYiV Ti'VJ 
O b r á z e k 2.2: Zesílení t e m p l á t u metodou solid-phase [39]. 

2.1.2 J e d n o m o l e k u l o v ý t e m p l á t 

Meto dy použ i t í j ednomoleku lového t e m p l á t u využíva j í j e d n o d u š š í a p ř ímočaře j š í postup. 
Množs tv í p o t ř e b n é genomové D N A je menš í než 1 fig, což je v ý h o d o u oproti daleko ná­
ročně jš ím m e t o d á m zesílení t e m p l á t u . Dalš í v ý h o d o u je absence techniky P C R , d íky k te ré 
mohou vzniknout nežádouc í nuk leo t idové mutace. Zesí lením tak m ů ž e vzniknout zkres lený 
výsledek, což působ í p r o b l é m y př i z a r o v n á n í či znovuses taven í p ů v o d n í sekvence nebo př i 
R N A - s e q [ ], kdy docház í ke snížení reprezentativnosti m R N A molekul . 

V p r v n í fázi dojde k fixaci j e d n o t l i v ý c h p r i m e r ů na p e v n ý podklad . Fragmenty o veli­
kosti 200-250 bází jsou obohaceny adaptory a hybr id izac í p ř i po j eny k p r i m e r ů m . P o na­
vázán í D N A p o l y m e r á z y docház í k vy tvo řen í k o m p l e m e n t á r n í h o v l á k n a D N A k t e m p l á t u . 
Druhou variantou je fixace j edno t l i vých t e m p l á t u k p e v n é m u povrchu a navázán í volných 
p r i m e r ů . V obou p ř í p a d e c h je m o ž n é na des t ičce rozmís t i t několik mi l i a rd t ě c h t o dvojic 
v l ákno-p r imer . T ř e t í z p ů s o b spoč ívá ve fixaci D N A p o l y m e r á z y k p e v n é m u povrchu [8]. N a 
fixovanou molekulu jsou n a v á z á n y dvojice v l ákno-p r imer . T í m t o p ř í s t u p e m lze sekvenovat 
t e m p l á t y o délce až 10 000 bází , čehož lze využ í t p ř i real-time sekvenování . 

2.2 Sekvenování a zobrazení 

Po vy tvo řen í a p ř í p a d n é m zesílení t e m p l á t u je da l š ím krokem sekvenace. P ř i zesílení tem-
p lá tového vzoru vzn iká populace iden t ických t e m p l á t u , z nichž každý proše l s ekvenačn ím 
procesem. P ř i zobrazen í je pozo rován zesílený s ignál , k t e r ý vzn iká s o u č t e m s ignálů ze shod­
ných nuk leo t idů . V z n i k jednoho s ignálu z více dílčích klade d ů r a z na úč innos t procesu, eli­
minace m u t a c í a dokončen í celého procesu. V p ř í p a d ě , že proces sekvenace skončí p ř e d č a s n ě , 
nedojde k vy tvo řen í celého k o m p l e m e n t á r n í h o v l á k n a a výs ledné sekvenční č ten í m á nízkou 
kval i tu . Všechny z m í n ě n é poruchy zvyšují fluorescenční š u m nebo zkrácen í č t en í [9]. U dru­
hého typu k t ě m t o c h y b á m nedocház í , ale t e m p l á t y jsou v k a ž d é m cyk lu náchy lné na adice 
nuk leo t idů či sond. T z v . shášející efekt (dephasing), k t e r ý vzniká mezi barvami sousedních 
molekul nebo př i zač lenění u r č i t é t m a v é sondy, zase způsobu je delece ve v ý s l e d n é m č tení . 
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2.2.1 Sekvenace t e r m i n a c í ( C R T ) 

M e t o d a C R T spoč ívá v použ i t í fluorescenčně modif ikovaných nuk leo t idů , k t e r é fungují jako 
t e r m i n á t o r y sekvenace [38]. D N A p o l y m e r á z a je n a v á z á n a na dvojici t e m p l á t - p r i m e r . V kaž­
d é m kroku dojde k n a v á z á n í p rávě jednoho fluorescenčně modi f ikovaného nukleotidu, k t e r ý 
je k o m p l e m e n t á r n í k p r v n í m u vo lnému t e m p l á t o v é m u nukleotidu ve s m ě r u sekvenace. Do­
jde k terminaci d íky chemické modifikaci n a v á z a n é h o nukleotidu. V da l š ím kroku dojde 
k o d s t r a n ě n í chemické fluorescenční značky, k t e r á identifikuje d a n ý nukleotid. P r o zacho­
ván í s p r á v n é h o a kon t ro lovaného chodu jsou j edno t l ivé fáze zakončeny fází odp laven í ne­
p o t ř e b n é h o m a t e r i á l u . Celý cyklus m ů ž e bý t buď to j e d n o b a r e v n ý podle o b r á z k u 2.4, kdy 
je v roztoku p rávě jeden typ nukleotidu, nebo č t y ř b a r e v n ý podle o b r á z k u 2.3, kdy jsou 
v roztoku všechny 4 typy nuk leo t idů . 

O b r á z e k 2.3: Sekvenace p ř í s t ro j e I l lumina /Solexa se č t y ř b a r e v n ý m cyklem [39]. 

O b r á z e k 2.4: Sekvenace p ř í s t ro j e Hel icos/BioScience s j e d n o b a r e v n ý m cyklem [39]. 

Č t y ř b a r e v n ý cyklus je p o u ž i t v p ř í s t ro j i I l lumina /Solexa a j e d n o b a r e v n ý použ ívá Hel i ­
cos/BioScience. P o u ž i t é reverzibi lní t e r m i n á t o r y , což jsou z m í n ě n é modif ikované nukleotidy, 
se používa j í ve dvou v a r i a n t á c h s 3' b lokovaným a 3' n e b l o k o v a n ý m koncem. 

V p ř í p a d ě 3' b lokovaného konce je t ř e b a š t ěpen í dvou chemických vazeb. T í m se odš t ěp í 
fluorescenční barvivo a dojde k obnově p ů v o d n í - O H skupiny, č ímž se uvolní v l á k n o pro dalš í 
cyklus. Č t y ř i barvy jsou de t ekovány ú p l n ý m v n i t ř n í m fluorescenčním odrazem ( T I R F ) za 
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p o m o c í dvou laserů . Nejčastějš í chybou je z á m ě n a guaninu za j iný typ nukleotidu, dalš í pro­
b lémy m ů ž e způsob i t zesílení A T - b o h a t é h o či C G - b o h a t é h o t e m p l á t u , což vede ke zkreslení 
výs l edného zobrazen í . P ř i detekci S N V s (single nucleotide variants) docház í k 9 9 % shodě 
s exis tuj íc ími S N V s , falešná shoda u nově ob jevených S N V s dosahuje m i n i m á l n ě 2,5 %. Vý­
sledky pocház í ze za rovnán í p o m o c í b io in format ických n á s t r o j ů M A Q [33] a E L A N D [13]. 

N e v ý h o d o u je složitý proces modifikace 3' konců , k t e r ý vyžadu je nutnost mutovat i D N A 
po lymerázy . Napro t i tomu 3' neb lokovaný konec spoč ívá v p ř ipo jen í m a l é chemické slou­
čeniny. Vzn ik lý t e r m i n á t o r je r o z p o z n á n všemi D N A p o l y m e r á z a m i [ ] a použ ívá se ve 
dvou typech podle druhu modifikace. V obou p ř í p a d e c h docház í k terminaci syn tézy a obě 
strategie jsou účinnějš í než varianta s 3' b lokovaným koncem. 

2.2.2 Sekvenace l i g á z o u ( S B L ) 

Použ i t í D N A ligázy je a l t e r n a t i v n í z p ů s o b k nejčastěj i p o u ž í v a n é m e t o d ě C R T , k t e r á pou­
žívá D N A p o l y m e r á z u a reverzibi lní t e r m i n á t o r y . E n z y m D N A l igáza slouží ke spo jován í 
k r á t k ý c h D N A sond do delších celků př i replikaci buňky . V p ř í p a d ě S B L jsou fluorescenčně 
označeny j ednonuk leo t i dové nebo dvounuk leo t idové sondy. T y t o sondy jsou n a v á z á n y ke 
k o m p l e m e n t á r n í m u v l áknu na volnou pozici za primerem. Zbylé sondy jsou odplaveny. Dá le 
se podle fluorescenčního značení identifikují p ř i po j ené sondy [ ]. Proces pok raču j e odstra­
n ě n í m fluorescenční skupiny nebo p ř i p o j e n í m nového primeru. Sekvenace je z n á z o r n ě n a na 
o b r á z k u 2.5. 

x, y IntwTogawn b » « 
n Degenerát* bases 
i Universal b i i ŕ i 

3t 
V 11111111 S' 

y l i l i u v 

i IT 

' I I I I M I I I I I 
\ AT,' 

Pl adapter TA 

Flu Westen«, 
Excite four-colour imaging 

V 
ÜÜI11 ílllllľ........ i ľ 

J Ctesvige agent ^ 

O b r á z e k 2.5: Sekvenace p o m o c í D N A ligázy p ř í s t ro j e S O L i D / L i f e [39]. 

Po skončení jednoho kola je n u t n é posunout m í s t o navázán í pr imeru, aby se nasekveno-
vala i m í s t a , k t e r á v p ř e d c h o z í m kole tvoř i la primer. P o č e t ko l je s te jný jako dé lka primeru, 
jak ukazuje ob rázek 2.6. 

Využ i t í D N A ligázy př i sekvenování je jednou z v l a s tnos t í p ř í s t ro j e S O L i D / L i f e [52]. 
V tomto p ř í p a d ě je p o u ž i t o dvounuk leo t idových sond, jej ichž v ý h o d o u je schopnost opra­
vovat chyby v j edno t l i vých kolech a m o ž n o s t detekce S N V s . T e m p l á t je zesílen technikou 
e m P C R . V r á m c i jednoho kola se provede deset p ř ipo jen í sondy. Ve d r u h é m kole dojde 
k p ř ipo jen í pr imeru dé lky o jedna k r a t š í a pok raču j e se s t e j n ý m z p ů s o b e m . P ř i n á s l e d n é m 
b a r e v n é m dekódován í lze detekovat dvě pozice současně a d íky více ko lům je m o ž n é opravit 
vzniklé chyby. B a r e v n é výs ledky jsou p o t é z l inear izovány a výs ledek je z a r o v n á n k refere­
nční sekvenci podle o b r á z k u . K p řeč ten í k o m p l e t n í sekvence je n u t n é provés t n e j m é n ě 5 kol , 
což je ovl ivněno délkou použ i tých sond. 
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O b r á z e k 2.6: N a z n a č e n í cyklů p ř í s t ro j e S O L i D (A) , rekonstrukce D N A sekvence, označeno 
mís to polymorfismu (B) [39]. 

V ý h o d o u p ř í s t ro j e S O L i D je vysoká kva l i t a výs ledných sekvenčních č ten í . Jejich dé lka 
je však pouze 50 bází , což závisí na p o č t u cyklů v r á m c i jednoho kola. K r á t k á č ten í mo­
hou p ů s o b i t p r o b l é m y př i n á s l e d n é m z a r o v n á n í ze jména v regionech s č a s t ý m i repeticemi. 
P r o b l é m A T - b o h a t ý c h a C G - b o h a t ý c h sekvencí je s te jný jako v p ř í p a d ě C R T . 

2.2.3 Sekvenace a d i c í 

Sekvenování p o m o c í adice je označováno jako pyrosekvenován í (pyrosequencing). H l a v n í m 
rozdí lem oproti p ů v o d n í m p ř í s t u p ů m je použ i t í nemodif ikovaných nuk leo t idů . Modifikace 
se t ý k á D N A po lymerázy , k t e r á je obohacena o p ř e s n é m n o ž s t v í n u k l e o t i d ů d N T P (deoxy-
ribonucleotide triphosphate). D N A p o l y m e r á z a p ř ipo j í za primer k o m p l e m e n t á r n í d N T P 
a její č innos t je ukončena . Cyk lus je obnoven př i d o d á n í další d N T P . P o ř a d í a intenzita 
světe lných efektů jsou z a z n a m e n á n y do tzv. flowgramu, ze k t e r é h o lze urč i t p r i m á r n í struk­
tu ru podle o b r á z k u 2.7. 

7n 
TCAGGTTTTTTAACAATCAACTTTTTGGATTAAAATGTAGATAACTG 
CATAAATTAATAACATCACATTAGTCTGATCAGTGAATTTAT 
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O b r á z e k 2.7: Sekvenace adicí p ř í t r o j e Roche/454 [39]. 

P ř í k l a d e m využ i t í metody pyrosekvenován í je p ř í s t ro j Roche/454. P ř í p r a v a t e m p l á t u 
p r o b í h á p o m o c í techniky e m P C R , n á s l e d n ě je 1-2 mil iony kul iček rozmís t ěno v P T P (Pi-
coTiterPlate) j a m k á c h , mezi k t e r ý m i je sn ížena interakce, což zvyšuje kva l i tu výs ledku . 
V ideá ln ím p ř í p a d ě je v každé jamce pouze jedna kulička. J edno t l i vé d N T P jsou distr i­
b u o v á n y do P T P jamek v p ř e d e m u r č e n é m p o ř a d í . P o m o c í kamery jsou s n í m á n y světe lné 
signály, k t e r é jsou produktem enzyma t i ck é reakce. P o č e t d N T P je p ř í m o ú m ě r n ý síle výsled­
ného s ignálu pro až 6 h o m o p o l y m e r n í c h repetic (6 po sobě jdouc ích s te jných n u k l e o t i d ů ) . 

V ý h o d o u t é t o platformy je vhodnost použ i t í p ř i mate-pair sekvenování , p r o t o ž e nepo­
t ř ebu je d v o j n á s o b n o u dobu na rozdí l od j iných metod. Nejčastě jš í chybou b ě h e m pyro-
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sekvenování je inserce či delece. Dé lka výs ledných č ten í se pohybuje p r ů m ě r n ě kolem 330 
bází . 

2.3 Zarovnání a sestavení 

Po dokončen í sekvenačn ího procesu jsou dvě m o ž n o s t i da lš ího pokračován í . V p ř í p a d ě , že 
není z n á m a referenční sekvence, docház í k ses tavení de novo, což z n a m e n á , že výs l edkem 
bude p ů v o d n í genom, k t e r ý vznikne se s t aven ím j edno t l i vých č ten í za sebou, p ř ičemž se vy­
užije v z á j e m n é h o p ř e k r y t í pro s t anoven í p o ř a d í . D r u h á m o ž n o s t vyžadu je znalost referenční 
sekvence, ke k t e r é budou n a s e k v e n o v a n á č ten í z a r o v n á n a . K o n k r é t n í strategie je u r č e n a na 
zák ladě biologické aplikace, n á k l a d ů , úsilí a časové úvahy . Za rovnán í k referenční sekvenci 
se p rovád í za úče lem objevení nových a p o t v r z e n í již ob jevených S N V s . U nově ob jevených 
S N V s je n u t n á n á s l e d n á validace. D ů l e ž i t ý m cí lem je detekce genových var iací za úče lem 
zjištění p ř í buznos t i r ůzných o rgan i smů . 

Za rovnán í sekvenčních č ten í k referenční sekvenci m á své l imity, k t e r é jsou z p ů s o b e n y 
v ý s k y t e m čas tých repetic. V p ř í p a d ě pokusu zarovnat č ten í k cizí referenční sekvenci je 
vysoká p r a v d ě p o d o b n o s t , že toto za rovnán í selže [13]. K řešení p r o b l é m u repetic lze p o u ž í t 
č tení typu mate-pair nebo pair-end (viz kapitola 3). K r o m ě informace o p r i m á r n í sekvenci 
dvou úseků obsahuj í j e š t ě d o d a t e č n o u informaci o jejich vzdá lenos t i v referenční sekvenci, 
což vede k p řesně j š ímu za rovnán í . 
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Kapitola 3 

Sekvenční čtení 

V ý s l e d k e m č innos t i všech sekvenačn ích p ř í s t r o j ů je knihovna nasekvenovaných sekvenčních 
č tení . Jak vyp lývá z předchoz í kapitoly, j e d n á se o fragmenty různých délek od 30 báz í do 
více než 1000 bází , u k t e r ý c h je z n á m á p r i m á r n í s t ruktura D N A / R N A . Součás t í vs tupu je 
i kva l i ta j edno t l i vých č ten í , k t e r á je def inována pro k a ž d ý nasekvenovaný nukleotid. Dé lka 
sekvenčních č ten í a jejich kval i ta v různých mís t ech je specifická pro j edno t l ivé N G S plat­
formy. Exis tu j í t ř i z ák l adn í kategorie použ ívaných sekvenčních č ten í podle typu sekvenace: 

• single-end č ten í , 

• mate-pair č ten í , 

• pair-end č tení . 

J edno t l i vé kategorie se liší výs ledkem a m n o ž s t v í m informace o č ten í , p o p ř í p a d ě o dvoj ici 
č tení v p ř í p a d ě pos ledn ích dvou kategor i ích . N ě k t e r é platformy N G S se specializují pouze 
na jednu kategorii a jejich cí lem je m n o ž i n a co nejdelších sekvenčních č ten í vysoké kvality. 

Nezávisle na v ý b ě r u typu č ten í je m o ž n é sekvenovat r ů z n á biologická data, k t e r á lze 
rozděl i t do t ř í zák ladn ích kategor i í : 

• D N A , 

• R N A , 

• další sekvence (proteiny). 

V t é t o p rác i je kladen d ů r a z ze jména na p r v n í kategorii, k t e r á zahrnuje sekvenaci geno-
mové D N A v b u ň k á c h z k o u m a n é h o organismu. D o d r u h é kategorie s p a d á sekvenace tran-
skriptomu, což je soubor všech genových R N A p r o d u k t ů . P ř í k l a d e m je metoda R N A s e q 
[43]. D o t ř e t í skupiny p a t ř í dalš í m o ž n é sekvence, jako jsou proteiny, k t e r é jsou analyzo­
vány na zák ladě interakce s D N A (metoda ChIPseq) . 

3.1 Single-end čtení 

P r v n í kategorii tvoř í ne j j ednodušš í typ sekvenčních č ten í . J e d n á se o fragmenty s t a n d a r d n í , 
výše z m í n ě n é délky, k t e r á je ov l ivněna p o u ž i t o u platformou a s ní související technologi í . 
K a ž d é č ten í nese informaci o p r i m á r n í s t r u k t u ř e j ednov láknové D N A / R N A a kva l i t ě na-
s n í m a n é h o s igná lu pro k a ž d ý nukleotid. Jeho v ý h o d o u je jednoduchost vy tvořen í , p ro tože 
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použ ívá s t a n d a r d n í metody sekvenace (viz kapitola 2). Tato č ten í lze p o u ž í t jak př i zarov­
nán í , k t e r é je v tomto p ř í p a d ě j e d n o d u š š í m procesem než v p ř í p a d ě p á r o v ý c h č ten í , tak př i 
ses tavení de novo. V ý h o d o u je tedy jednoduchost př i da l š ím zpracován í . 

N e v ý h o d o u je m o ž n á ne j ednoznačnos t př i z a rovnán í i ses tavení de novo. V p ř í p a d ě příl iš 
k r á t k ý c h č ten í m ů ž e doj í t k v í c e n á s o b n é m u za rovnán í . Tento aspekt se ze jména př i sesta­
vení de novo m ů ž e projevit n e ú p l n o u r ekons t rukc í h l e d a n é h o genomu. K t ě m t o p r o b l é m ů m 
docház í z e jména v p ř í p a d ě , že nasekvenovaný genom obsahuje větš í m n o ž s t v í repetic. 

3.2 Mate-pair čtení 

K n i h o v n a mate-pair sequencing je v y t v o ř e n á ze sekvenčních č ten í , k t e r é obsahuj í inserty 
o velikosti 2-5 kb. J e d n á se o typ p á r o v ý c h č tení , k t e r é k r o m ě nasekvenované oblasti obsa­
hují d o d a t e č n o u informaci o velikosti insertu. Tato č ten í a jejich knihovny jsou využ i te lné 
v mnoha biologických apl ikacích, jako je ses tavení de novo, detekce s t r u k t u r á l n í varia­
bi l i ty př i g e n o m o v é m za rovnán í nebo d o d a t e č n á kontrola př i z a r o v n á n í k obecně refere­
nční sekvenci. Lze kombinovat data z knihovny mate-pair s d r u h ý m typem p á r o v ý c h č ten í 
(pair-end), č ímž vzn iká s i lná kombinace d louhých č ten í , k t e r é nesou d o s t a t e č n é informace 
pro p ře sné za rovnán í nasekvenovaných č ten í k re fe renčnímu genomu nebo jeho ses tavení 
de novo. 

O b r á z e k 3.1: P r ů b ě h sekvenování mate-pair č ten í : fragmentace (A) , cirkularizace a vy­
tvořen í f r a g m e n t ů v okolí spoje (B) , vy tvo řen í shluku (C) , sekvenování č ten í (D) [19]. 

Proces v y t v á ř e n í mate-pair č ten í zač íná f ragmentac í v l á k n a D N A podle o b r á z k u 3.1. 
V z n i k n o u tak fragmenty o velikosti 2-5 kb, což je v p o r o v n á n í se single-end č t en ími více 
než de se t i ná sobek délky. Takto vzniklé fragmenty jsou po tom na jednom konci označeny 
biot inem u p r a v e n ý m i d N T P (nukleotidy). P o m o c í t ě ch to d N T P a chemické reakce mezi 
konci dojde k cirkular izaci f r agmen tů , podle o b r á z k u . Fragmenty, k t e r é nevy tvo ř í uzav řené 
smyčky, jsou o d s t r a n ě n y . N á s l e d n ě jsou v okolí s p o j ů z t ě c h t o k r u h o v ý c h č ten í o d š t ě p e n y 
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fragmenty dé lky 400-600 bází a je o d s t r a n ě n a b io t inová značka u p r o s t ř e d nich, jak je zná­
zorněno na o b r á z k u 3.1 (B) . T y t o k ra t š í sekvence jsou dá le obohaceny adaptory na obou 
koncích a p r o b í h á proces zesílení p o m o c í techniky P C R . P r ů b ě h sekvenace je z n á z o r n ě n na 
o b r á z k u 3.1 (D) . Po vzn iku shluku je na sekvenováno p r v n í v l ákno , p o t é je v y t v o ř e n nový 
shluk a je n a s e k v e n o v á n o i d r u h é v l á k n o [19]. 

K a ž d é č ten í je tedy definován jako dvě čás t i sekvence, k t e r é byly nasekvenovány po 
vzn iku shluku technikou P C R , a délkou fragmentu, k t e r á se pohybuje od 2 kb do 5 kb. 
P ř i n á s l e d n é m za rovnán í lze t ěch to informací využ í t ke zvýšení c i t l ivost i a p řesnos t i vý­
sledku [19]. 

V ý h o d o u je efekt ivní protokol, k t e r ý nen í závislý na k o n k r é t n í m genomu ani použ i t é 
next-generation p la t fo rmě . Dalš í v ý h o d o u jsou nízké p o ž a d a v k y na m n o ž s t v í m a t e r i á l u , 
k t e r é jsou okolo 10 fj,g pro jeden b ě h p ř í s t ro je . 

3.3 Pair-end čtení 

Obdobou mate-pair knihoven je knihovna p á r o v ý c h č ten í d r u h é h o typu s n á z v e m pair-end. 
P r inc ip spoč ívá ve vy tvo řen í f r a g m e n t ů o velikost 200-500 bází , což je v p o r o v n á n í s frag­
menty mate-pair asi d e s e t k r á t m é n ě . P r inc ip z a r o v n á n í je s te jný jako v p ř í p a d ě mate-pair. 
P ř i tomto procesu se k r o m ě m a p o v á n í na sekvenované čás t i využ ívá informace o velikosti 
insertu. V p ř í p a d ě pair-end č ten í se j e d n á o insert asi d e s e t k r á t menš í než v p ř í p a d ě ma­
te-pair [20]. 

V y t v o ř e n é fragmenty jsou obohaceny adaptory. P o m o c í techniky P C R dojde k zesílení 
a vzn iku sh luků podle o b r á z k u 3.2 (B) . V r á m c i sh luků p r o b í h á sekvenační proces nejprve 
z p r v n í h o konce. P o obnovení shluku se nasekvenuje sekvence z d r u h é h o konce, jak je zná­
zorněno na o b r á z k u 3.2 (C) . Dé lka nasekvenovaných čás t í je z každé strany typicky 75 bází , 
tedy jedno pá rové č ten í ses tává z 2 k r á t 75 báz í a d o d a t e č n é informace o velikosti insertu 
200-500 bází . P ř i jednom b ě h u sekvenačn ího p ř í s t ro j e vznikne až 200 mi l ionů sekvenčních 
č tení . 

O b r á z e k 3.2: P r ů b ě h sekvenování pair-end č ten í : fragmentace ( A ) , vy tvo řen í shluku (B) , 
sekvenování č ten í (C) [20]. 

K r o m ě z m í n ě n é v ý h o d y d o d a t e č n é informace vykazuje pá rové sekvenování další výhody . 
P o k u d se j e d n á o m n o ž s t v í D N A ve z k o u m a n é m vzorku, p o t ř e b u j e pá rové sekvenování s te jné 
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m n o ž s t v í jako single-end sekvenování . N e v y ž a d u j e methylaci D N A a lze jej použ í t p ř i více 
biologických apl ikacích. D íky použ i t í pair-end č ten í lze d o s á h n o u t vyšší kva l i tu za rovnán í . 

3.4 Shrnutí 

Výsledek sekvenace je knihovna sekvenčních č ten í , což jsou nasekvenované fragmenty urč i t é 
délky, k t e r á koresponduje s p o u ž i t o u N G S technologi í . K r o m ě j e d n o d u c h ý c h single-end č ten í 
lze vy tvo ř i t t a k é p á r o v á č ten í , k t e r á k r o m ě informace o p r i m á r n í s t r u k t u ř e ú seku D N A 
obsahuj í j e š t ě informaci o velikosti insertu mezi d v ě m a č t en ími v p á r u . Velikost insertu 
pair-end č ten í je asi d e s e t k r á t menš í než v p ř í p a d ě č ten í mate-pair. 
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Kapitola 4 

Zarovnání sekvenčních čtení 
k referenční sekvenci 

Navazuj íc ím krokem je zp racován í v s t u p n í c h dat a jejich za rovnán í či ses tavení de novo po­
mocí b io in format ický n á s t r o j ů ( m a p p e r ů ) . Za rovnán í sekvencí je obecně j e d n í m z nejdůleži-
tějších b io in format ických p r o b l é m ů . H n a c í si lou vývoje m a p e r ů je obrovské m n o ž s t v í dat, 
k t e r é p r o d u k u j í H T S technologie firem I l lumina, Roche, S O L i D nebo Helicos a k t e r é je 
ř ádově v G b p na jeden p ř í s t ro j za den. V d ů s l e d k u t ě c h t o p o d m í n e k bylo rychle z j iš těno, že 
nes tač í d o s a v a d n í nejlepší za rovnávac í n á s t r o j e na tak velké m n o ž s t v í dat, což tedy vedlo 
k ve lkému n á r ů s t u p o č t u m a p p e r ů na t rhu. T y t o n á s t r o j e byly n a v r ž e n y tak, aby se dokáza ly 
vyrovnat s vlastnostmi a omezen ími , k t e r ý m i lze charakterizovat j edno t l ivé H T S technolo­
gie, jako jsou k r á t k á sekvenční č t en í (I l lumina, S O L i D , Helicos), n e h o m o g e n n í kval i ta č t en í 
na celé jeho délce (Il lumina), speciá ln í kódován í sekvenčních č ten í ( S O L i D ) , n ízká prav­
d ě p o d o b n o s t inserce (Illumina) nebo n ízká p r a v d ě p o d o b n o s t substituce (Helicos). N á s t r o j e 
pro za rovnán í k r á t k ý c h sekvenčních č ten í jsou obecně rychlejší a přesnějš í . 

V následuj íc í kapitole budou p o p s á n y j edno t l ivé algori tmy a m a p o v a c í techniky spolu se 
z á s t u p c i z ř a d m a p p e r ů , jejichž pr incipy jsou postaveny na t ě c h t o algoritmech. A lgo r i tmy 
lze s rovnáva t podle jejich časové a paměťové s loži tos t i v p o r o v n á n í s ci t l ivost í p ř i zarov­
nán í j edno t l i vých sekvenčních č ten í . V pos lední čás t i budou p o p s á n y p ř í s t u p y v z a r o v n á n í 
různých t y p ů č tení . 

4.1 Mapovací techniky 

P r o b l é m m a p o v á n í H T S dat lze definovat takto: 

N á z e v p r o m ě n n é Popis p r o m ě n n é 

Q m n o ž i n a sekvenčních č ten í 
S m n o ž i n a referenčních sekvencí 
k p r a h o v á hodnota pro p o r o v n á n í 
d funkce vzdá lenos t i , d : Q x S —> R ( r eá lná čísla) 

P r o b l é m spoč ívá v na lezení \/q e Q všech p o d ř e t ě z c ů m £ S, k t e r é splňují v šechna 
omezení a zá roveň p la t í následující vztah: 

d(q,m)<k (4.1) 
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V ý s l e d k e m je m n o ž i n a Mq = {m \ d(q,m) < k}, k t e r á se n a z ý v á matches. Omezuj íc í 
p o d m í n k y úzce souvisí s p o u ž i t o u H T S technologi í a p o u ž i t ý m d a t o v ý m typem. D a t o v ý typ 
je d á n typem sekvenace (viz kapitola 3). H l a v n í m cílem je na léz t s p r á v n o u pozici \/q £ Q, 
kde Q obsahuje velké m n o ž s t v í p r v k ů . V r á m c i tohoto nalezení je t ř e b a b r á t v ú v a h u chyby 
b ě h e m H T S procesu vzn iku m n o ž i n y Q a s t r u k t u r á l n í variace. Kvů l i t ě m t o p o ž a d a v k ů m 
je t ř e b a zvolit s p r á v n o u d i s t a n č n í funkci, je j ímž výs l edkem bude a p r o x i m a č n í p ř i řazen í . 
Taková funkce vě t š inou p o č í t á shody (matches) a neshody (mismatches) v odpovída j íc ích 
si nuk leo t idových báz ích po n a m a p o v á n í , vložení nukleotidu nebo začlenění mezery (gap) 
s p r a v d ě p o d o b n o s t í spojenou s v ý s k y t e m v sekvenčních č tení . 

4.2 Rozdělení algoritmů 

Pro o p t i m á l n í řešení p r o b l é m u m a p o v á n í jsou nav rženy rychlé algoritmy, k t e r é jsou nejčastěj i 
za loženy na v y t v á ř e n í p o m o c n ý d a t o v ý c h struktur. T y t o s t ruktury se nazýva j í indexy a tvoř í 
se jak pro referenční sekvenci, tak pro m n o ž i n u sekvenčních č ten í . N ě k d y se tvoř í pro oboj í 
současně . N a zák ladě v l a s tnos t í i ndexů lze rozděl i t algoritmy do dvou skupin: 

• algoritmy s hashovac í tabulkou, 

• algoritmy se suf ixovými stromy. 

4.3 Algoritmy s hashovací tabulkou 

Z á k l a d e m t ě c h t o a lgo r i tmů je použ i t í hashovac í tabulky a hashovac í funkce. Hashovac í 
tabulka neboli tabulka s rozp tý l enými po ložkami je d a t o v á struktura, ve k t e r é se využ ívá 
hashovac í funkce pro p ř í s t u p k u loženým po ložkám. Hashovac í funkce transformuje klíč na 
index do p r i m á r n í h o ( rozpty lového, hashovac ího) pole. V tomto pol i se nás l edně v y h l e d á v á 
sekvenčn ím z p ů s o b e m . Z á k l a d n í m i p o ž a d a v k y na hashovac í funkci jsou rychlost a v y t v á ř e n í 
co ne jmenš ího p o č t u kolizí [17]. 

P ř í k l a d e m n á s t r o j ů , jej ichž pr incip je za ložený na hashovac í funkci, je n á s t r o j 
B L A S T [ ]. Algor i tmus n á s t r o j e B L A S T a jeho variant je za ložen na pr inc ipu z a r o v n á n í 
menš í čás t i sekvenčního č ten í , k t e r é se n a z ý v á semínko (seed). N á s l e d n ě docház í k rozší ření 
za rovnán í od m í s t a n a m a p o v a n é h o semínka . B L A S T uchovává v hashovac í tabulce pozici 
každého fc-meru, což je subsekvence o délce k. Kons tan ta k m á s t a n d a r d n ě hodnotu 7-11 pro 
za rovnán í D N A sekvence a hodnotu 2-3 pro sekvence p ro t e inů . K a ž d ý fc-mer je k l íčem pro 
vyh ledáván í v hashovac í tabulce, kde lze na léz t všechny m o ž n é v ý s k y t y fc-meru v sekvenci. 
Výs l edné za rovnán í je hodnoceno tzv. skórovací ma t i c í , k t e r á p ř i řazu je o h o d n o c e n í jednot­
l ivým k o m b i n a c í m v p á r u . P ř í k l a d e m skórovací matice je B L O S U M 6 2 [ ], kterou použ ívá 
program B L A S T . Tato skórovací matice vzn ik la na zák ladě empi r i ckých ú d a j ů z ískaných př i 
za rovnán í datasetu sekvencí , k t e r é vykazovaly 62 % podobnost. Nej lépe h o d n o c e n é dvojice 
odpovída j íc ích si nuk l eo t i dů se označuj í zkratkou H S P (high-scoring pairs). 

Po nalezení pozice s e m í n k a nás leduje jeho rozšíření o b ě m a s m ě r y bez akceptace mezer 
a spo jován í dílčích rozš í řených úseků do větš ích celků podle pr inc ipu seed-and-extend. Toto 
rozši řování je ukončeno v p ř í p a d ě , že celkový p o č e t H S P klesne pod stanovenou hodnotu 
prahu. T í m t o je u k o n č e n a p r v n í fáze, k t e r á nebere v ú v a h u výsky t mezer. Ve d r u h é fázi 
dojde ke zpřesněn í celkového skóre p o m o c í algori tmu Smith-Waterman [ ]. Výs l edkem je 
zpřesněné , statist icky v ý z n a m n é lokální za rovnán í . 
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Základn í B L A S T algoritmus by l vy lepšen a p ř i z p ů s o b e n r ů z n ý m t y p ů m za rovnán í . Ná­
sledující techniky popisuj í m a p o v á n í datasetu k r á t k ý c h sekvencí na velkou genomovou sek­
venci s t e jného biologického druhu. 

4.3.1 V y l e p š e n í seedingu 

Pojmem seeding se označuje proces lokalizace s e m í n k a na referenční sekvenci. P ů v o d n í al­
goritmus B L A S T vyžadova l , aby bylo nalezeno 11 po sobě následuj íc ích shod pro D N A 
sekvenci. V p ř í p a d ě v ý s k y t u 10% mutace, kterou lze simulovat jako c h y b n ě nasekvenovaný 
nukleotid na každé d e s á t é pozici , v šak nen í m o ž n é zarovnat semínko o délce 1 1 a z a r o v n á n í 
bude n e ú s p ě š n é . Tento p r o b l é m řeší daleko citlivější p ř í s t u p p ros to rově rozš í řeného s e m í n k a 
spaced seed. V tomto p ř í p a d ě je m í s t o p o ž a d a v k u na p ř e s n o u shodu 11 po sobě jdouc ích 
nuk leo t idů p o u ž i t a b i n á r n í š ab lona shody. N a p ř í k l a d š a b l o n a 111010010100110111 vyžadu je 
t a k é 11 shod nuk leo t idů , k t e r é však nemus í n u t n ě nás l edova t po sobě , ale jsou v y ž a d o v á n y 
v mís t ě , k t e r é v šab loně o d p o v í d á „ 1 " . V mís t ě , kde je v šab loně „0" , není shoda vyža­
dována . V p o r o v n á n í s fc-merem se šab lonou 11111111111 je z a r o v n á n í dvou sekvencí se 
70% p o d o b n o s t í zvýšena citlivost o 5 5 % [ ]. Tento vy lepšený spaced seed je specifikován 
váhou , k t e r á u d á v á p o č e t shod, což je v tomto p ř í p a d ě 11. N e v ý h o d o u tohoto p ř í s t u p u je 
větš í a složitější hashovac í tabulka a jí odpovída j íc í hashovac í funkce. 

P r v n í program, k t e r ý využi l pro za rovnán í k r á t k é sekvence p ros to rově rozš í řeného se­
mínka , by l E l a n d . K o n k r é t n ě pracoval se šest i š a b l o n a m i p ros to rového semínka , k t e r é po­
krýva ly celé k r á t k é sekvenční č ten í . N a zák ladě použ i t í t ě c h t o šab lon bylo g a r a n t o v á n o , 
že budou ident if ikovány dvě neshody v z a r o v n á n í vždy a lespoň jednou ze šab lon . Zároveň 
p la t í , že nezáleží na m í s t ě v ý s k y t u t ěch to neshod v za rovnán í . Mappe r S O A P [34] p řevza l 
tuto strategii s t í m rozdí lem, že indexuje referenční genom m í s t o sekvenčn ího č ten í . Dalš í 
zlepšení př ines ly n á s t r o j e SeqMap [21] a M A Q [33], k t e r é rozšiřují tuto metodu povole­
n í m k neshod v za rovnán í . V souvislosti s t í m t o n á r ů s t e m ale po t ř ebu j í (2^) šablon , což 
vede k e x p o n e n c i á l n í m u n á r ů s t u p o č t u šab lon v závislost i na p r o m ě n n é k. M A Q garan­
tuje na lezení 2 neshod z a r o v n á n í v p rvn ích 28 báz ích každého č ten í , což je nejkval i tnějš í 
úsek sekvenčn ího č ten í , k t e r é produkuje p ř í s t ro j I l lumina . Tato vlastnost zlepšuje č á s t ečnou 
shodu př i nalezení po t enc i á ln ího m a p o v a c í h o mí s t a . 

R M A P [ ], k t e r ý je založen na Baeza-Yates-Perleberg algoritmu, použ ívá od l i šnou 
sadu b i n á r n í c h šab lon . Snižuje p o t ř e b n ý p o č e t šab lon pro detekci k neshod z a r o v n á n í na 
k + 1. N á r ů s t šab lon je v tomto p ř í p a d ě l ineární a detekce neshod je s tá le d o s t a t e č n ě 
efektivní . N i c m é n ě v důs l edku snížení p o č t u šab lon je sn ížena jejich v á h a . Tato strategie 
není v h o d n á v kombinaci s hashovac í tabulkou, p r o t o ž e existuje mnoho k a n d i d á t ů mís t , 
kam lze namapovat odpovída j íc í sekvenční č ten í . 

Zlepšení přiš lo v p o d o b ě nalezení o p t i m á l n í cesty pro h ledán í m i n i m á l n í h o p o č t u prosto­
rových semínek na zák l adě z n á m é dé lky sekvenčních č ten í a p o ž a d a v k u na citl ivost a využ i t í 
p a m ě t i . P ř í k l a d e m je program Z O O M [36], k t e r ý za pomoci 5 b i n á r n í c h šab lon s v á h o u 14 
identifikoval všechny m o ž n é dvojice neshod z a r o v n á n í na sekvenčních č ten ích dé lky 32 bází . 
P r o s rovnán í , R M A P použ ívá 3 šab lony s v á h o u 10, j iž z m í n ě n ý E l a n d použ ívá 6 šab lon 
s v á h o u 16, ale kvůl i redukci n á r o k ů na p a m ě ť o v ý prostor použ ívá pro indexaci v hashovac í 
tabulce pouze 12,5 báz í . Vzh ledem k tomu, že časová složi tost algori tmu je ( ap rox imačně ) 
p ř í m o ú m ě r n á váze q, p o č t u šab lon m , p o č t u sekvenčních č ten í n a délce genomu L , Z O O M 
m á lepší teoretickou s loži tost d íky omezen í p a m ě t i . 

Je velmi n á r o č n é d rže t v p a m ě t i R A M celou hashovac í t abu lku pro q > 15, kde q je 
v á h a šablony. H o m é r o v a verze [ ] hashovac í tabulky mě la d v o u ú r o v ň o v é indexačn í s c h é m a 
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pro jakékol iv delší q. Tabulka byla z k o n s t r u o v á n a pro jakoukoliv dé lku šab lony j takovou, 
že j < q, kde q je typicky 14. P ro nalezení klíče dé lky q a více bylo n u t n é vyhledat podle 
klíče dé lky j a dá le byla p o m o c í b i n á r n í h o vyh ledáván í nalezena cílová pozice v seznamu 
pozic pro k o n k r é t n í klíč dé lky j . V ý s l e d n á časová s loži tost byla logar i tmická , což je oproti 
běžné k o n s t a t n í s loži tost i jen o něco m á l o horš í . Nav íc byla velikost tabulky nezávis lá na 
velikosti q. P o d o b n ý p ř í s t u p by l zvolen pro E l a n d a M A Q algoritmus, ale v tomto p ř í p a d ě 
bylo p o u ž i t o indexován í sekvenčních č ten í m í s t o genomu. 

Další algori tmy t é t o skupiny vě t š inou využívaj í p ros to rově rozš í řené semínko s od l i šnými 
š ab lonami , k t e r é jsou specifické pro referenční genom a citlivost m a p o v á n í . Všechny tyto 
aplikace jsou př íč inou velké ob l íbenos t i t ě ch to semínek př i m a p o v á n í k r á t k ý c h sekvenčních 
č tení . 

4.3.2 Q - g r a m filtr a v í c e n á s o b n é z a r o v n á n í 

Po tenc iá ln í p r o b l é m s b ě ž n ý m i i p ros to rově rozš í řenými s e m í n k y je p r o b l é m mezer, p ro tože 
mezery není m o ž n o u v n i t ř semínek nijak reprezentovat. Mezery jsou čas to nalezeny pozděj i 
p o m o c í techniky d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í , což je rozšiřující krok zák l adn ího algoritmu. 
J inou alternativou detekce mezer je vy tvo řen í možných mezer na každé pozici s emínka [34]. 
Q-gram filtr [ ], k t e r ý je i m p l e m e n t o v á n n a p ř í k l a d v n á s t r o j i S H R i M P [ ], poskytuje jedno 
z m o ž n ý c h řešení pro v y t v á ř e n í indexu, k t e r ý umožňu je mezery. Tento filtr je za ložen na 
pozorování , že př i v ý s k y t u z a r o v n á v a n é sekvence (query) dé lky w s nane jvýš k rozdí ly 
(mezera či neshoda v za rovnán í ) existuje (w + 1) — (k + 1) * q p o d ř e t ě z c ů dé lky q, k t e ré 
sdílí tato sekvence s o s t a t n í m i pod ře t ězc i dé lky w v d a t a b á z i [22]. Q-gram filtr je s te jně 
jako technika rozš í řených semínek silně závislý na rychlosti vyh ledáván í v hashovac í tabulce. 
T y t o metody se liší v tom, že v p ř í p a d ě použ i t í s emínek je n a m a p o v á n o pouze jeden semínko , 
k t e r é je ná s l edně rozš i řováno, z a t í m c o v p ř í p a d ě q-gram filtru je n a m a p o v á n o vě t š inou 
více k ra t š í ch semínek . Možnos t v í cenásobného n a m a p o v á n í semínek na sekvenci je č a s t o u 
v l a s tnos t í tzv. capillary m a p p e r ů , jej ichž z á s t u p c e m je n á s t r o j B L A T . U t ěch to m a p p e r ů 
se j e d n á se o h lavní techniku urych len í z a r o v n á n í delších sekvenčních č tení . 

4.3.3 R o z š i ř o v á n í s e m í n e k 

V souvislosti s p o u ž i t í m d o s t a t e č n ě d louhých p ros to rově rozš í řených semínek v p o r o v n á n í 
s dé lkou z a r o v n á v a n é h o č ten í je m o ž n é problematiku rozš i řování semínek zanedbat. Nen í 
t a k é t ř e b a p r o v á d ě t v í cenásobné z a r o v n á n í bez mezer. P r o v á d í se pouze p r v n í krok zarov­
nán í podle šab lony semínka , k t e r ý je ve s rovnán í s d y n a m i c k ý m p r o g r a m o v á n í m mnohem 
rychlejší a j e d n o d u š š í . N i c m é n ě i tak bylo v t é t o oblasti dosaženo několik op t ima l i zač ­
ních p o k r o k ů oproti p ů v o d n í verzi B L A S T . Největš í p ř í n o s e m v oblasti rychlosti z a r o v n á n í 
bylo rozší ření s t a n d a r d n í h o algori tmu Smith-Waterman p o m o c í vektorizace. Zák ladn í my­
šlenkou bylo para le ln í z a r o v n á n í p o m o c í vek to rového poč í t ače , což je architektura S I M D 
(Single Instruction Multiple Data). V jednom cyk lu C P U je pak m o ž n o zpracovat více 
čás t í z a r o v n á v a n é sekvence současně . P ř í k l a d e m ins t rukc í jsou S S E nebo M M X instrukce, 
p ř ičemž p o m o c í SSE2 ins t rukc í , k t e r é jsou součás t í x86 C P U , došlo ke zrychlení algori tmu 
Smith-Waterman až na de se t i ná sobek p ů v o d n í rychlosti [10]. T é t o v ý h o d y bylo využ i t o 
v nás t ro j í ch Novoalign nebo S H R i M P . 

Dalš ího zlepšení bylo dosaženo p o m o c í d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í v okolí semínek . V y ­
lepšení se stalo součás t í p r v n í h o k roku m a p o v á n í semínka . V ý s l e d k e m byla redukce celého 
prostoru, p ro tože již nebylo n u t n é zby tečně p r o h l e d á v a t daleko vzdá lené oblasti od m í s t a 
n a m a p o v a n é h o semínka . Nav íc bylo zj iš těno [ ], že k r á t k á sekvence m ů ž e bý t z a r o v n á n a 
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v celé své délce k cílové sekvenci dé lky L s m a x i m á l n ě k neshodami nebo mezerami s časovou 
složi tost í 0{kL). To z n a m e n á , že nezáleží na délce z a r o v n á v a n é sekvence. Tento objev po­
mohl zrychli t z a rovnán í , k t e r é bylo omezováno p o m a l ý m d y n a m i c k ý m p r o g r a m o v á n í m . 

4.4 Algoritmy se sufixovými stromy 

Algor i tmy za ložené na sufixových nebo prefixových stromech (suffix and prefix tries) zpře­
sňují p r o b l é m spá rován í z a r o v n á v a n é sekvence s k o n k r é t n í m m í s t e m na referenční sekvenci. 
S t a n d a r d n ě se j e d n á o proces sestávaj ící z 2 k roků . P r v n í m krokem je identifikace p ř e s n é h o 
spárován í . Ve d r u h é m kroku se p o m o c í p ř e s n é h o spá rován í vy tvoř í n e p ř e s n é (obsahující 
chyby) za rovnán í . K nalezení a identifikaci p ř e s n é h o spá rován í se použ ívá p ře sné reprezen­
tace sufixových nebo prefixových s t r o m ů . P ř í k l a d e m takové reprezentace je sufixový strom, 
rozš í řené sufixové pole [1] nebo F M - i n d e x [12]. V ý h o d a využ i t í s t r o m ů spoč ívá v z a r o v n á n í 
k více i den t i ckým m í s t ů m referenční sekvence současně , p r o t o ž e tyto ident ické p o d ř e t ě z c e 
lze ve stromu na léz t př i p rocházen í od kořene k l is tu . To je velká v ý h o d a oprot i hashovac í 
tabulce, p r o t o ž e pro za rovnán í sekvenčních č ten í s iden t i ckými pod ře t ězc i u rč i t é dé lky se ve 
s t r o m ě p rovád í pouze jedno p roh l edáván í . M e t o d y n á s l e d n é h o zpřesněn í z a rovnán í jsou ne­
závislé na v ý b ě r u d a t o v é s t ruktury v p ř e d c h o z í m kroku. Lze tedy p ře sné z a r o v n á n í p rovés t 
p o m o c í s t ruktury F M - i n d e x a nás l edné zpřesněn í p o m o c í sufixového stromu. 

Sufixový s trom je d a t o v á struktura, k t e r á uchovává všechny sufixy d a n é h o ře tězce , č ímž 
poskytuje rychlé spá rován í ře tězců . Konstrukce sufixového stromu pro ře tězec A G G A G C je 
n a z n a č e n a na nás leduj íc ím o b r á z k u . P r o k a ž d ý sufix z k o u m a n é h o ře tězce se vy tvoř í cesta 
od kořene k l is tu, kde k a ž d ý uzel o d p o v í d á indexu v ře tězci a na každé h r a n ě je jeden 
z nuk l eo t i dů A / C / G / T . Če rveně je n a z n a č e n a cesta pro vyh l edán í pozice p o d ř e t ě z c ů A G . 
Z o b r á z k u je zře jmé, že se j e d n á pozice 0 a 3 v referenční sekvenci. P ř i konstrukci se 
postupuje od ne jk ra t š í ch sufixů k nejdelš ím. 

O b r á z e k 4.1: Sufixový s trom s n a z n a č e n ý m v y h l e d á n í m ře tězce A G . 

Časová složi tost vyh l edán í ve stromu je v p ř í p a d ě existence p ře sné shody z a r o v n á v a n é 
sekvence (č tení) a p o d ř e t ě z c e v referenční sekvenci O (n), kde n označuje dé lku sekvenčn ího 
č tení . Z toho vyp lývá , že časová s loži tost nezávis í na délce referenční sekvence, což umožňu je 
použ i t í i v p ř í p a d ě z a r o v n á n í k r o z s á h l ý m g e n o m ů m . P r o s t o r o v á s loži tost sufixového stromu 
je 0 ( L 2 ) , c o ž vykazuje kvadrat ickou závislost na délce referenční sekvence a p a m ě ť je 
v tomto p ř í p a d ě velmi neefekt ivně využ i t a . D o p a m ě t i R A M by se v t a k o v é m p ř í p a d ě nedal 
vy tvo ř i t ani index b a k t e r i á l n í h o genomu, k t e r ý m á řádově t isíce bází . 
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Př í l i šnou paměťovou složi tost redukuje k o m p r i m o v a n á varianta prefixového stromu, 
k t e r ý se od sufixového stromu liší kons t rukc í pro sufixy reverzn ího ře tězce . P r o oba typy 
s t r o m ů lze však aplikovat s te jné algori tmy pro v y h l e d á n í shody, proto jsou ve svém použ i t í 
r ovnocenné . N a o b r á z k u 4.2 (A) je z n á z o r n ě n prefixový s trom v n e k o m p r i m o v a n é va r i an t ě 
pro ř e t ě z e c A G G A G C . Číslo v uzlech u d á v á indexy do pole sufixů. T y t o indexy odpov í ­
daj í t a k o v ý m sufixům, jejichž prefixem je prefix p ů v o d n í h o ře tězce . N a obrázc ích 4.2 (B) 
a 4.2 (C) jsou z n á z o r n ě n y k o m p r i m o v a n é varianty prefixového stromu pro ře tězec A G -
G A G C . V p ř í p a d ě o b r á z k u 4.2 (B) jsou na h r a n á c h p o d ř e t ě z c e a na o b r á z k u 4.2 (C) jsou 
pouze intervaly p o d ř e t ě z c ů referenční sekvence. 

O b r á z e k 4.2: Pref ixové stromy: prefixový s trom n e k o m p r i m o v a n ý (A) , k o m p r i m o v a n é vari-
anty (B , C ) [32]. 

Teore t ická p a m ě ť o v á složi tost k o m p r i m o v a n é h o sufixového stromu je L * l o g 2 L + O (L) 
v p ř í p a d ě využ i t í operace rank-selection [41], avšak i nejlepší b io informat ické n á s t r o j e po­
t řebu j í pro reprezentaci jednoho nukleot idu 12-17 b y t ů p a m ě t i , čili s t á le je reprezentace 
l idského genomu v p a m ě t i n e m o ž n á . Z á s t u p c e m n á s t r o j ů používaj íc ích sufixový s trom je 
M U M m e r [25]. 

Tento p r o b l é m by l nakonec vyřešen kons t rukc í j iž z m í n ě n é h o sufixového pole a rozšíře­
ného sufixového pole. Konstrukce sufixového pole spoč ívá v seřazení všech sufixů referen­
čního ře tězce lexikograficky do pole, p ř i čemž p r v n í m ře tězce v pol i je vždy p r á z d n ý ře tězec 
označený „ $ " . 

6 $ACCAC C 

5 (~$A(.ť.A G 

4, GC*AC( . A S A 

3 AGCSAG G 15WI 

2 C.AC,C:$A G 

1 CCACC$ A 

O AGGAGC $ 

O b r á z e k 4.3: Sufixové pole a Burrows-Wheelerova transformace [32]. 

Rozš í řené sufixové pole ses tává ze s t a n d a r d n í h o sufixového pole a někol ika p o m o c n ý c h 
polí . P o ž a d a v k y na p a m ě ť jsou 6,25 b y t ů na 1 nukleotid. Je zachována l ineárn í časová 
složitost vyh l edáván í p ř e s n é shody a současně je časová s loži tost nižší než v p ř í p a d ě stan­
d a r d n í c h sufixových polí . N a pr inc ipu rozš í řených sufixových polí jsou postaveny n á s t r o j e 

= (0,3.0.5.2,4,1) 

= (CGSGGAA) 
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V m a t c h [1] a Segemehl [ ]. S cí lem j e š t ě více snížit paměťovou n á r o č n o s t a zefektivnit 
celé vyh ledáván í byla zavedena s t ruktura F M - i n d e x , k t e r á je za ložena Burrows-Wheelerovu 
transformaci ( B W T ) [ ]. N a o b r á z k u 4.3 je n a z n a č e n a transformace pro referenční sekvenci 
A G G A G C . P ř i lexikografickém seřazení sufixů, k t e r é jsou cykl icky rozš í řeny na celou sek­
venci, se do pole B W T zapíše vždy pos ledn í znak. Ve lkým p ř í n o s e m je sku t ečnos t , že lze 
na léz t v pref ixovém s t r o m ě uzel potomka z uz lu rod iče v k o n s t a n t n í m čase za pomoci zpě t ­
ného p roh l edáván í v t é t o s t r u k t u ř e . Časová složi tost vyh l edáván í p ře sné shody je s t e jná 
jako v p ř í p a d ě s t r o m ů . V oblasti paměťové s loži tost i je v ý h o d o u n á v r h F M - i n d e x u jako 
k o m p r i m o v a n é d a t o v é struktury. Velikost v p a m ě t i m ů ž e bý t menš í než referenční sekvence 
v p ř í p a d ě , že obsahuje repetice. Ve sku t ečnos t i F M - i n d e x nen í k o m p r i m o v a n ý kvůl i do­
sažení vyšš ího výkonu b ě h e m za rovnán í . Abeceda ře tězce D N A je velmi m a l á , proto nen í 
t ř e b a komprimace. V praxi př i použ i t í F M - i n d e x u je t ř e b a 0,5-2 byty na k a ž d ý nukleotid, 
což závisí na konk ré tn í implementaci a na v s t u p n í c h parametrech. D í k y t ě m t o n í z k ý m pa­
m ě ť o v ý m p o ž a d a v k ů m lze reprezentovat index celého l idského genomu na 2-8 G B . M e z i 
mappery, k t e r é používa j í F M - i n d e x , p a t ř í z e jména Bowtie a novější verze Bowtie2 [27], 
B W A [ ] a S O A P 2 [35]. Ze jména n á s t r o j e Bowtie p a t ř í d íky nízké n á r o č n o s t i a vysoké 
rychlosti k ne jpouž ívaně j š ím. 

H l e d á n í m v h o d n é d a t o v é s t ruktury pro reprezentaci D N A z a r o v n á n í je p r o b l é m , k t e r ý 
je obecně řešen i mimo oblast bioinformatiky. V l i t e r a t u ř e jsou p o p s á n y rozsáhlé teorie [ ] 
za rovnán í ře tězců , spec iá lně z a m ě ř e n é na k r á t k é ře tězce . N i c m é n ě tyto t r ad i čn í za rovnávac í 
algori tmy hledaj í z e jména p ře sné shody, což je v p ř í p a d ě za rovnán í D N A sekvencí odsunuto 
na d r u h é m í s t o za rychlost, k t e r á je p re fe rována p ředevš ím. 

4.4.1 Z p ř e s n ě n í z a r o v n á n í u s u f i x o v ý c h / p r e f i x o v ý c h s t r o m ů 

V navazu j íc ím zpřesněn í z a rovnán í není dů lež i té , k t e r ý z vy jmenovaných p ř í s t u p ů je p o u ž i t 
pro z a r o v n á n í s p ř e s n o u shodou. S te jně jako v p r v n í m kroku je i zde nej rozšířenější struk­
turou F M - i n d e x . N á s t r o j e M U M m e r a V m a t c h nejprve zarovna j í k r a t š í úseky na zák ladě 
m a x i m á l n í h o p o č t u u n i k á t n í c h shod ( M U M s ) , shod a repetic. P o m o c í z a r o v n á n í s mezerami 
(gapped) jsou spo jovány k r á t k é úseky s p ř e s n o u shodou (exact match). P o d o b n ý p ř í s t u p vy­
užívá n á s t r o j Segemehl, kde je za rovnán í inic iováno nejdelší prefixovou shodou u k a ž d é h o 
sufixu a dá le je za rovnán í dokončeno p o m o c í z a rovnán í s mezerami a je r e d u k o v á n p o č e t 
n e s p r á v n ý c h za rovnán í . 

M e z i dalš í p ř í s t u p y p a t ř í vzorkování referenční sekvence p o m o c í p r ů c h o d u stromem od 
kořene k l is tu (top-down). N á s l e d n é za rovnán í je rea l izováno metodou d y n a m i c k é h o progra­
mován í nebo p o m o c í zavedení heuristik. P ř í k l a d e m heur i s t i ckého za rovnán í jsou mappery 
Bowtie a B W A . H l a v n í m rozd í l em oproti d y n a m i c k é m u p r o g r a m o v á n í je m o ž n o s t omezit 
poče t neshod v z a r o v n á n í a mezer a t a k é vyžaduj í z a rovnán í celého sekvenčního č ten í , proto 
p r ů c h o d stromem m ů ž e bý t omezený na p roh l edáván í jen do u rč i t é ú rovně . A l t e r n a t i v n í m 
postupem je p r o h l e d á n í všech m o ž n ý c h kombinac í neshod a mezer, což vede ke zcela přes­
n é m u za rovnán í . 

4.5 Zarovnání s využitím vlastností sekvenčních čtení 

Zmíněné p ř í s t u p y jsou obecně n a v r ž e n é postupy př i z a rovnán í k r á t k é sekvence k referenční 
sekvenci. Vzh ledem k p o k r o č i l ý m sekvenačn ím m e t o d á m H T S a n o v ý m t y p ů m sekvenčních 
č tení vykazuj í i za rovnávac í n á s t r o j e specifické vlastnosti pro d o s t a t e č n ě ci t l ivé z a r o v n á n í 
t ě ch to č ten í . 
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4.5.1 Z a r o v n á n í s m e z e r a m i 

P ů v o d n í k r á t k á sekvenční č ten í p r o d u k o v a n á př í s t ro j i I l lumina a S O L i D byla velmi v ý h o d n á 
př i z a rovnán í bez mezer. Za rovnán í s mezerami {gapped) je v šak n e ú m ě r n ě pomale j š í a velmi 
neefekt ivní v p ř í p a d ě n á s t r o j ů za ložených na strategii seed-and-extend. V p r ů b ě h u vývoje 
však docháze lo k p rod lužován í sekvenčních č ten í a z a r o v n á n í s mezerami naš lo své u p l a t n ě n í . 
S tá le je v šak v ý p o č e t n ě velmi n á r o č n é a ne ve všech p ř í p a d e c h je jeho použ i t í n u t n é . 

Podle grafu A na o b r á z k u 4.4 je z ře jmé, že př i použ i t í z a rovnán í s mezerami je citlivost 
o několik procent vyšší než p ř i z a r o v n á n í bez mezer. O v š e m p řesnos t ve smyslu redukce 
p o č t u chyb v za rovnán í z ů s t a l a s te jná . P o r o v n á v a j í se k ř ivky gap-se a ungap-se, k te ré 
odpov ída j í z a rovnán í single-end č tení . 

O b r á z e k 4.4: S rovnán í ci t l ivost i z a rovnán í s mezerami a bez mezer [32]. 

Daleko větší v ý z n a m m á za rovnán í s mezerami v p ř í p a d ě studia S N P s [ ]. Za rovnán í 
bez mezer je ve lmi náchy lné k falešné lokalizaci S N P s z p ů s o b e n é nižší ci t l ivost í , jak vy­
p lývá z o b r á z k u 4.4 (B) . Fa lešné S N P s v p ř í p a d ě z a r o v n á n í s mezerami vzn iká v bl ízkost i 
n e o d h a l e n é mezery. Efekt ivní algoritmy, jako jsou B W A a Novoalign, používa j í z a r o v n á n í 
s mezerami. Jejich použ i t í je v h o d n é př i s tudiu genomových variant a k po t l ačen í nesp ráv ­
ného za rovnán í sekvenčních č tení . 

4.5.2 V y u ž i t í p á r o v ý c h s e k v e n č n í c h č t e n í 

P á r o v á sekvenční č t en í obsahuj í d o d a t e č n o u informaci o velikosti insertu, kterou lze př i 
za rovnán í využ í t . Velikost insertu je vzdá lenos t dvou č ten í tvoř íc ích p á r . D íky t é t o vlastnosti 
se lze vyhnout c h y b n é m u za rovnán í sekvenčních č ten í k referenční sekvenci. V p o r o v n á n í se 
z a r o v n á n í m single-end č ten í lze d o s á h n o u t vyšší ci t l ivost i a specifičnosti , jak je z n á z o r n ě n o 
na o b r á z k u 4.4 ( A ) . K ř i v k a o z n a č e n á novo-pe o d p o v í d á za rovnán í n á s t r o j e m Novoalign 
a k ř ivka (un)gap-pe o d p o v í d á za rovnán í p á r o v ý c h č ten í n á s t r o j e m B W A . Analogicky k ř ivka 
bwasw-se o d p o v í d á nás t ro j i B W A - S W [ ] a ungap-se-GATKje z a r o v n á n í s p o u ž i t í m G A T K 
pro snížení p o č t u falešných S N P s . Z grafu A vyp lývá , že k ř ivka novo-pe p ř e k o n á v á k ř ivku 
gap-pe. P ř e s n o s t u rčen í S N P s je v tomto p ř í p a d ě s te jná . 

P ř i z a r o v n á n í p á r o v ý c h č ten í se s t a n d a r d n ě postupuje o b d o b n ý m z p ů s o b e m jako u ne-
pá rových sekvenčních č ten í . V p r v n í fázi se nezávis le za rovna j í obě čás t i bez ohledu na 
jejich r eá lnou vzdá lenos t na v l ákně D N A . Ve d r u h é fázi se provede kontrola vzdá lenos t i 
s u r č i t ou odchylkou, zda je m o ž n é t akové m a p o v á n í akceptovat. Velikost odchylky je m o ž n é 
zadat expl ic i tně , jak je tomu n a p ř í k l a d u mapperu Bowtie . 
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4.5.3 V y u ž i t í Q u a l i t y Score p ř i z a r o v n á n í 

P ř i h o d n o c e n í z a r o v n á n í sekvenčních č ten í se využ ívá skórovací funkce, k t e r á se aplikuje na 
každý nuk leo t idový p á r v za rovnán í . V ý s l e d k e m je skóre, k t e r é u d á v á m í r u sp r ávnos t i zkou­
m a n é h o za rovnán í . V h o d n ý m n a s t a v e n í m p r a h o v é hodnoty, jak je tomu n a p ř í k l a d u pro­
gramu L A S T [ ], lze regulovat p ře snos t za rovnán í , tedy za rovnán í s n ižš ím skó rem jsou 
automaticky odfi l t rovány. Podle studie v č l ánku [ ] bylo zj iš těno, že použ i t í Qua l i ty Score 
př i z a rovnán í zlepšuje výs lednou p řesnos t z a rovnán í . Tato metoda je za ložena na znalosti 
p r a v d ě p o d o b n o s t i v ý s k y t u c h y b n é báze v sekvenčn ím č ten í u rč i t é délky. Neshoda v zarov­
nán í je ohodnocena nižší pena l i začn í hodnotou v p ř í p a d ě vyšší p r a v d ě p o d o b n o s t i v ý s k y t u 
chyby v s ekvenčn ím č ten í . Z grafu na o b r á z k u 4.5 je z ře jmý rozdí l v p o č t u n e s p r á v n ě na-
m a p o v a n ý c h sekvenčních č ten ích př i aplikaci p r a v d ě p o d o b n o s t n í h o modelu Qual i ty Score 
a př i jeho absenci. 

10L 

Ö jd Q 

MHIJIIHB HM-BnJLI I I E l 

350 360 370 380 400 410 
# mapped reads (x10 ) 

O b r á z e k 4.5: S rovnán í p o č t u n e s p r á v n ě z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í př i použ i t í Qua l i ty 
Score [32]. 

P ř i tomto za rovnán í bylo p o u ž i t o p á r o v ý c h sekvenčních č ten í dé lky 51 báz í nasimulova­
ných p o m o c í n á s t r o j e M A Q z l idského genomu. P r a v d ě p o d o b n o s t v ý s k y t u substituce byla 
0,085 % a p r a v d ě p o d o b n o s t v ý s k y t u inzerce 0,015 %. T y t o stat is t iky se však měn í v závis­
losti na p o u ž i t é m n o ž i n ě sekvenčních č ten í , proto je n u t n é provés t a n a l ý z u t é t o m n o ž i n y 
p řed s a m o t n ý m z a r o v n á n í m . 

4.5.4 Z a r o v n á n í d l o u h ý c h s e k v e n č n í c h č t e n í 

U d louhých sekvenčních č ten í je větší p r a v d ě p o d o b n o s t , že budou obsahovat v ícenásobné 
inzerce a více s t r u k t u r á l n í c h var iací , v d ů s l e d k u čehož m ů ž e d o c h á z e t k n á s l e d n é m u nesp ráv ­
n é m u z a r o v n á n í k referenční sekvenci. Zák ladn í v l a s tnos t í n á s t r o j ů , k t e r é pracuj í s t ě m i t o 
delš ími č t en ími je schopnost akceptovat m o ž n é mezery v za rovnán í . Nen í tedy m o ž n é zarov­
n á v a t celé sekvenční č ten í , ale pouze jeho čás t . Všechny současné nás t ro j e , k t e r é za rovnáva j í 
d l o u h á sekvenční č ten í k re fe renčnímu genomu, využíva j í hashovac í t abu lku nebo F M - i n d e x 
pro za rovnán í semínka . N á s l e d n é z a r o v n á n í celé sekvence je rea l izováno p o m o c í algori tmu 
Smith-Waterman. Tento algoritmus se vyznaču je velmi c i t l ivou de tekcí inzercí a umožňu je 
za rovnán í s č á s t ečnou shodou. 
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4.5.5 S p e c i á l n í z a r o v n á n í 

Zarovnávac í metody lze optimalizovat p ř í m o pro k o n k r é t n í sekvenačn í platformu, k t e r á byla 
p o u ž i t a př i t v o r b ě sekvenčních č ten í . J e d n o t l i v é platformy dáva j í v y t v o ř e n ý m č t e n í m u r č i t á 
specifika. Všechny doposud p o p s a n é metody a p ř í s t u p y se týkaj í z e jména sekvenčních č ten í 
v y t v o ř e n ý c h platformou I l lumina, k t e r á je na t rhu sekvenačn ích p ř í s t r o j ů d o m i n a n t n í [39]. 
V p ř í p a d ě dalš ích platforem jsou př i z a rovnán í p o u ž i t a j i s t á specifika, k t e r á odpov ída j í 
p o u ž i t ý m sekvenačn ím t e c h n i k á m (viz kapitola 2). 

Za rovnán í sekvenčních č ten í z p ř í s t ro j e S O L i D je p ř í k l a d e m t ě c h t o specifických p ř í s t u p ů . 
P ř i sekvenování metodou S O L i D se zkoumaj í vždy dvě sousední báze současně . K a ž d ý 
dinukleotid, k t e r ý c h m ů ž e bý t jednou z 24 možných kombinac í , je k ó d o v á n jednou ze 4 
možných barev, č ímž vzn iká č t y ř b a r e v n é spektrum k ó d ů podle o b r á z k u obrázek 4.6 ( A ) . 
Po dekódován í vzn iká ře tězec nuk leo t idů . P r o b l é m e m je vysoká citl ivost na jednobodovou 
chybu, k t e r á m á za nás ledek rozšíření chyby ve s m ě r u dekódován í podle o b r á z k u 4.6 (D). 
M o ž n ý m řešen ím je b a r e v n é zakódován í a reverzace referenční sekvence podle o b r á z k u 4.6 
(B, C ) . 

A A C G T 

A 0 1 2 3 
C 1 0 3 2 
G 2 3 0 1 
T 3 2 1 0 

B Base sequence: 
Color sequence: 

C 

GGCATGATTACGT 
031312303131 

T ACGTAATCATGCC 
T3 131303213130 

D 
Sequencing error 

T3131303fl l3130 
T ACGTAATgtacgg 

Mutation 

E I 
ACGTAATCATGCC 
1 3 1 3 0 3 ^ 3 1 3 0 

O b r á z e k 4.6: Z a r o v n á n í sekvenčních č ten í p ř í s t ro j e S O L i D [32]. 

N e v ý h o d o u tohoto p ř í s t u p u je dvoj í chyba v b a r e v n é m zakódován í v p ř í p a d ě jedno­
bodové mutace podle o b r á z k u 4.6 (E) . Dvě po sobě jdouc í b a r e v n é z m ě n y jsou proto 
u p ř e d n o s t n ě n y p ř e d z m ě n a m i , k t e r é nejsou b e z p r o s t ř e d n ě sousední . Dokonale jš í varian­
tou je u p r a v e n ý algoritmus Smith-Waterman se zna los t í barvy, k t e r ý použ ívá n a p ř í k l a d 
n á s t r o j S H R i M P [46]. Hlavn í v ý h o d o u tohoto p ř í s t u p u je detekce inzerce b ě h e m z a r o v n á n í 
bez nutnosti d o d a t e č n é analýzy. 

Speciální p ř í s t u p vyžaduj í i sekvenční č t en í vzn ik lá n a p ř í k l a d př i sekvenaci transkrip-
tomu. H l a v n í m d ů v o d e m je a l t e r n a t i v n í ses t ř ih , ke k t e r é m u docház í b ě h e m p o s t t r a n k r i p č -
ních ú p r a v . B ě h e m ses t ř ihu dojde k v y š t ě p e n í i n t ronů z p r i m á r n í h o t ranskriptu. Sekvenční 
č tení po ř í zená na r o z h r a n n í dvou exonů pak nelze s t a n d a r d n í m p ř í s t u p e m zarovnat. J e d n í m 
z řešení je p o u ž í t p ř i z a rovnán í m n o ž i n u z n á m ý c h či p red ikovaných hranic ses t ř ihu . Tuto 
m n o ž i n u lze z ískat p o m o c í p r v o t n í h o s t a n d a r d n í h o z a r o v n á n í pouze těch č ten í , k t e r á jsou 
zcela o b s a ž e n a u v n i t ř exonu. P ř i okra j ích sh luků n a m a p o v a n ý c h č ten í jsou p o t é p red ikovány 
hranice ses t ř ihu . Tento pr incip využ ívá n a p ř í k l a d n á s t r o j TopHat [51]. 
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Kapitola 5 

Výběr programů k optimalizaci 

Současně existuje více než 60 různých m a p o v a c í c h n á s t r o j ů za ložených na různých techni­
kách za rovnán í a algoritmech v y t v á ř e n í indexu (viz kapitola 4). D íky tomu je velmi ob t í žné 
zvolit v h o d n ý n á s t r o j pro řešení d a n é h o p r o b l é m u . Záleží na p o u ž i t é sekvenačn í technologii, 
kval i tě a délce sekvenčních č ten í nebo zda se j e d n á o n a s e k v e n o v a n ý genom či transkrip-
tom. N ě k t e r é n á s t r o j e jsou p ř í m o n a v r ž e n y pro konk ré tn í sekvenačn í platformu. P r o účely 
t é t o p r á c e byla zvolena platforma I l lumina, k t e r á je d o m i n a n t n í m p ř í s t r o j e m na t rhu sek-
venačn ích technologi í a všechny m a p o v a c í n á s t r o j e jsou schopny z a r o v n á v a t sekvenční č t en í 
p r o d u k o v a n é t í m t o p ř í s t r o j e m [39]. 

D ů l e ž i t ý m aspektem v ý b ě r u n á s t r o j e je za j ímavá vlastnost, u k t e r é lze na zák ladě prove­
dených e x p e r i m e n t ů p ř e d p o k l á d a t vysoký p o t e n c i á l př i opt imal izaci . M e z i t akové vlastnosti 
p a t ř í povolení neshody př i p o č á t e č n í m za rovnán í a m o ž n o s t z jemnění indexu pro detail­
nější vyh l edán í p o č á t e č n í shody, jak je tomu n a p ř í k l a d u programu B L A T , k t e r ý je p r v n í m 
v y b r a n ý m n á s t r o j e m . Dalš í z a j ímavá vlastnost je m o ž n o s t použ i t í p ros to rově rozš í řeného 
semínka (viz kapitola 4) a jeho p roměn l ivé délky. D í k y tomuto s e m í n k u lze t a k é d o s á h n o u t 
vyšší ci t l ivost i a p řesnos t i z a rovnán í , proto d r u h ý m v y b r a n ý m n á s t r o j e m je program L A S T , 
u k t e r é h o lze kombinovat p ros to rově rozš í řené semínko se s e m í n k e m s p roměn l ivou délkou. 

Da l š ím dů l ež i t ým krokem po v ý b ě r u k o n k r é t n í h o n á s t r o j e je o p t i m á l n í na s t aven í para­
m e t r ů za rovnán í , aby bylo dosaženo p o ž a d o v a n é p řesnos t i . C í lem t é t o p r á c e je vy tvo řen í 
n á s t r o j e pro nalezení t akových p a r a m e t r ů , aby programy dosáh ly co největš í p ře snos t i za­
rovnán í . Je zře jmé, že vedlejš ím d ů s l e d k e m zvýšení p ře snos t i bude pokles rychlosti a zvýšení 
paměťové n á r o č n o s t i v p ř í p a d ě vy tvo řen í de ta i lně jš ího indexu. Rychlost bude s e k u n d á r n í m 
k r i t é r i em př i opt imal izaci p a r a m e t r ů . V p ř í p a d ě , že dvě konfigurace zvolených p a r a m e t r ů 
budou vykazovat stejnou p řesnos t , bude v y b r á n a rychlejší varianta. 

5.1 BLAT 

Jednou z h lavn ích v ý h o d programu B L A T je p ř e d e v š í m jeho rychlost v p o r o v n á n í s n á s t r o ­
jem B L A S T , k t e r ý je z á k l a d n í m n á s t r o j e m pro za rovnán í dvou sekvencí . V p ř í p a d ě velmi 
p o d o b n ý c h sekvencí je rychlost až d e s e t k r á t vyšší [ ]. Index pro vyh ledáván í v referenční 
sekvenci se v ž d y tvoř í pouze jednou pro z a r o v n á n í všech sekvenčních č ten í , což t a k é p ř i sp ívá 
k celkové vyšší rychlosti . P rogram B L A T indexuje referenční sekvenci, č ímž se liší od ná­
stroje B L A S T , k t e r ý indexuje z a r o v n á v a n é sekvenční č ten í . P o vy tvo řen í indexu se p rovád í 
za rovnán í , k t e r é lze rozděl i t do dvou část í : 

• fáze p r v o t n í h o vyh l edán í (search stagé), 
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• fáze zpřesňuj íc ího za rovnán í {alignment stage). 

V p r v n í fázi se vyh leda j í oblasti, k t e r é jsou homologn í s čás t í z k o u m a n é sekvence. Cí lem 
t é t o fáze je zredukovat p roh ledávac í prostor po tenc iá ln í ch za rovnán í . Ve d r u h é fázi pak 
dojde ke zpřesněn í p r v o t n í h o za rovnán í . 

Využ ívá se pr inc ipu za rovnán í s e m í n k a a jeho n á s l e d n é h o rozší ření [23]. Z a r o v n á n í se­
m í n k a je j e d n o d u c h á a efekt ivní metoda nalezení shody dé lky k, což je dé lka semínka . K e 
k a ž d é m u s e m í n k u dé lky k sekvenčního č ten í se v y h l e d á m n o ž i n a po tenc i á ln í ch a s t a n d a r d n ě 
nepřekrýva j íc ích se za rovnán í . Za rovnán í j edno t l i vých n u k l e o t i d ů v r á m c i s e m í n k a je vzá­
j e m n ě nezávis lé , tedy p r a v d ě p o d o b n o s t na lezení homologn í oblasti k s e m í n k u lze vy jádř i t 
vzorcem 5.1. 

P r o m ě n n á M o d p o v í d á p r a v d ě p o d o b n o s t i shody mezi homologn ími oblastmi př ib l ižně 

Ve d r u h é fázi docház í ke zpřesněn í z a rovnán í . V tomto procesu existuj í u r č i t á omezení , 
což poskytuje m o ž n o s t d o d a t e č n é optimalizace. V p ř í p a d ě , že výs ledek p r v o t n í h o z a r o v n á n í 
je t é m ě ř přesný, lze tento p ř í s t u p p o u ž í t i v jeho zák ladn í formě. Algor i tmus spoč ívá v ge­
nerování seznamu m o ž n ý c h čás tečných za rovnán í sekvenčn ího č ten í a homologn í ob las t í , 
jejíž velikost je typicky 50-200 nuk leo t idů . Semínko dé lky k se i t e r a t i v n ě p rod lužu je , dokud 
nedojde k nalezení pouze j e d n é shody nebo nen í d o s a ž e n a m a x i m á l n í délka . Dá le se zarov­
nán í rozšíří na m a x i m u m př i zachování p ř e s n é shody. Takto na lezené oblasti se spojuj í do 
celkového z a r o v n á n í a p r á z d n á m í s t a se doplňuj í s c í lem minimalizovat p o č e t mezer. Dá le 
se minimalizuje p o č e t neshod a poče t inzercí a delecí. 

V p o r o v n á n í s vysokou rychlos t í a efektivitou v p ř í p a d ě z a r o v n á n í t é m ě ř iden t ických 
sekvencí je rychlost i p ře snos t mnohem nižší v p ř í p a d ě , kdy je podobnost sekvencí nižší 
než 90%. Kl í čem k o p t i m á l n í rychlosti a ze jména m a x i m á l n í p ře snos t i je s p r á v n é ses tavení 
indexu pro p r v o t n í v y h l e d á n í homologn ích oblas t í . Tato p r á c e se věnuje ze jména opt imal i ­
zaci t ěch p a r a m e t r ů , k t e r é ovlivňují vlastnosti v y t v o ř e n é h o indexu. I m a l á z m ě n a velikosti 
s emínka m á v ý r a z n ý v l iv na rychlost i p ře snos t . 

Klas ická metoda seed-and-extend, k t e r á je p o u ž i t a v programu B L A T , je v p ř í p a d ě programu 
L A S T nahrazena p ros to rově rozš í ř eným s e m í n k e m s p roměn l ivou dé lkou. V ý h o d o u t é t o 
metody je garance l ineá rn ího n á r ů s t u času i p o č t u shod n a m í s t o kvad ra t i ckého , což se 
projeví ze jména v p ř í p a d ě použ i t í referenčních sekvencí délek řádově v g igabáz ích . H l a v n í m 
úko lem však s tá le z ů s t á v á h l edán í p o d o b n o s t í mezi d v ě m a ob rovskými d a t o v ý m i sadami. 
Ste jně jako n á s t r o j B L A T vycház í L A S T ze s t a n d a r d n í h o za rovnávac ího n á s t r o j e B L A S T . 

V p ř í p a d ě strategie seed-and-extend se j e d n á o velmi rychlé nalezení p r i m á r n í shody. 
P ř i použ i t í k r a t š í ho s e m í n k a docház í k sice přesně jš ímu, ale časově daleko ná ročně j š ímu 
za rovnán í , k t e r é je současně paměťově n á r o č n é , p ro tože velikost indexu roste se zk r acován ím 
semínka . Naopak p rod lužován í s e m í n k a vede ke snížené p řesnos t i a c i t l ivost i z a rovnán í [ ]. 
P r inc ipem programu L A S T je i t e r a t ivn í p rod lužován í semínka , dokud frekvence v ý s k y t u 
s emínka v referenční sekvenci neklesne pod u r č i t o u mez. Tuto a d a p t i v n í dé lku lze p o m o c í 

P = Mk 

0,98% [23]. 

5.2 LAST 
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p a r a m e t r ů nastavit na fixní, č ímž se ovšem z t rác í jedna z kl íčových v la s tnos t í programu 
L A S T . 

Vhodnost použ i t í a d a p t i v n í dé lky semínka v y p l ý v á z povahy biologických sekvencí . 
V p ř í p a d ě sekvence s r o v n o m ě r n ý m roz ložen ím báz í je vhodně j š í p o u ž í t fixní dé lku semínka , 
ale vlastnosti biologických sekvencí nevykazuj í r o v n o m ě r n é rozložení báz í . T y t o sekvence 
obsahuj í repetice, což jsou o p a k o v a n é v ý s k y t y u rč i tých vzorů , a mohou bý t A T b o h a t é , 
což o d p o v í d á více než 8 0 % z a s t o u p e n í báz í adeninu a tyminu . N a grafech na o b r á z k u 5.1 
je z n á z o r n ě n o , jak dé lka s e m í n k a ovlivňuje p o č e t z a rovnán í . V tomto p ř í p a d ě jsou p o u ž i t a 
a d a p t i v n í s e m í n k a s m a x i m á l n ě d e s e t i n á s o b n ý m v ý s k y t e m v referenční sekvenci. P ř i použ i t í 
a d a p t i v n í h o semínka bylo nalezeno 777 mi l ionů z a r o v n á n í př i nejčastějš í délce 12-13 bází , 
jak je n a z n a č e n o na o b r á z k u 5.1 (B) . Tento výs ledek lze porovnat se z a r o v n á n í m p o m o c í 
s emínka s fixní dé lkou v rozmezí 7-35 báz í na o b r á z k u 5.1 ( A ) . K ř i v k y expected odpoví ­
daj í v obou p ř í p a d e c h za rovnán í dat s r o v n o m ě r n ý m roz ložením bází a k ř ivky observed 
odpov ída j í z a rovnán í l idského chromozomu X k m y š í m u chromozomu X . P r o snížení p o č t u 
za rovnán í k c í lovým 777 m i l i o n ů m př i použ i t í fixního s e m í n k a je t ř e b a použ í t dé lku 32 bází , 
což v š a k vede ke snížení c i t l ivost i . Z experimentu vyp lývá , že p o u ž i t í m a d a p t i v n í h o s e m í n k a 
lze d o s á h n o u t p řesnos t i fixního s e m í n k a dé lky 32 báz í a c i t l ivost i fixního semínka dé lky 13 
bází , proto je a d a p t i v n í semínko vhodně jš í než fixní [24]. 
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O b r á z e k 5.1: Srovnán í výs ledků z a r o v n á n í s p o u ž i t í m a d a p t i v n í h o s e m í n k a a s e m í n k a s fixní 
délkou [24]. 

Druhou kl íčovou v l a s tnos t í programu L A S T je použ i t í p ros to rově rozš í řeného semínka , 
což je dominantou m o d e r n í c h za rovnávac ích metod. P r i n c i p rozš í řeného semínka spoč ívá 
v b i n á r n í šab loně , k t e r á reprezentuje mís t a , na k t e rých je př i z a r o v n á n í v y ž a d o v á n a shoda 
(viz kapitola 4). U programu L A S T je tento pr incip kombinován se s e m í n k e m s a d a p t i v n í 
dé lkou t í m z p ů s o b e m , že se šab lona , k t e r á reprezentuje p ros to rově rozš í řené semínko , cyk­
l icky opakuje, dokud nevyp ln í celé a d a p t i v n í semínko . V ý h o d a použ i t í p ros to rově rozšíře­
ného semínka je z n á z o r n ě n a na o b r á z k u 5.2. Použ i t í p ros to rově rozš í řeného s e m í n k a (červená 
kř ivka) je z hlediska p r o c e n t u á l n í ú spěšnos t i z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í výhodně j š í než 
použ i t í s t a n d a r d n í h o semínka . Výs ledek p la t í jak pro semínko s a d a p t i v n í dé lkou (kolečka), 
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tak pro semínko s pevnou délkou (kř ížky) . V tomto experimentu b y l použ i t genom myš i 
jako referenční sekvence a o p t i m á l n í rozš í řené semínko se š ab lonou 111010010100110. 
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O b r á z e k 5.2: Srovnán í použ i t í s t a n d a r d n í h o a pros to rově rozš í řeného semínka [ ]. 

Kombinace obou v la s tnos t í programu L A S T nabíz í velký p o t e n c i á l p ř i h l edán í op t imá l ­
n ího na s t aven í p a r a m e t r ů . Z e j m é n a p ros to rově rozš í řené semínko bylo p ř e d m ě t e m mnoha 
dosavadn ích op t imal izac í [ ]. Jednou z nich je zavedení subset seeds, u k t e r ý c h je využ i t o 
rozdělení dus íka tých báz í do dvou t y p ů . P u r i n y (A , G ) a pyr imidiny (C, T) lze v tomto 
p ř í p a d ě považova t za t ř í d y ekvivalence, což d á v á t ě m t o s e m í n k ů m m o ž n o s t z á m ě n y A za 
G nebo C za T. Větš í u p l a t n ě n í však tato metoda nacház í př i z a rovnán í p ro t e inů , k t e r é lze 
rozděl i t do vě t š ího p o č t u t ř í d podle p o d o b n ý c h v las tnos t í . 

5.3 Výběr parametrů k optimalizaci 

P ř e s n o s t a rychlost z a rovnán í k a ž d é h o n á s t r o j e je v ý r a z n ě ov l ivněna n a s t a v e n í m p a r a m e t r ů . 
Lze zjemnit jak v y t v á ř e n í indexu, tak nás l edné za rovnán í . V r á m c i z a r o v n á n í lze povolit 
či z akáza t mezery, použ í t speciá ln í skórovací matice nebo filtrovat p o t e n c i á l n ě n e s p r á v n á 
za rovnán í . Popis č innos t i j edno t l i vých p a r a m e t r ů lze na j í t na m a n u á l o v ý c h s t r á n k á c h kaž­
dého n á s t r o j e vče tně výchozích hodnot t ě c h t o p a r a m e t r ů . N ě k t e r é parametry mohou nabý ­
vat hodnot pouze z o m e z e n é h o intervalu z d ů v o d u zachování efektivity n á s t r o j e a zamezen í 
použ i t í t akových hodnot, k t e r é nepovedou k odpov ída j í c ím výs l edkům. 

V ý b ě r p a r a m e t r ů souvisí s k o n k r é t n í m cí lem, k t e r ý m je m a x i m á l n í p ře snos t za rovnán í . 
V y b r a n é parametry mus í tedy ovl ivňovat ze jména vy tvo řen í indexu pro v y h l e d á n í p o č á t e č n í 
shody. D a l š í m kl íčovým n a s t a v e n í m je povolení neshod v p o č á t e č n í m za rovnán í semínka . 
V obou p ř í p a d e c h se očekává m o ž n o s t z lepšení c i t l ivost i a p řesnos t i z a rovnán í . Naopak 
parametry ovlivňující penalizace mezer, jejich m a x i m á l n í dé lky a hodnoty nen í v t é t o p rác i 
n u t n é b r á t v potaz, p ro tože k z a r o v n á n í budou p o u ž i t a sekvenční č ten í z n a s e k v e n o v a n é h o 
genomu či jeho čás t i . Penalizace a omezení mezer nacház í u p l a t n ě n í spíše v za rovnán í č t en í 
z n a s e k v e n o v a n é h o t ranskriptomu, kde se projevuje a l t e r n a t i v n í ses t ř ih . V y b r a n é parametry 
pro program B L A T jsou zobrazeny v tabulce 5.1. 
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N á z e v parametru Popis funkce Výchozí hodnota 
tileSize Velikost s e m í n k a 11 (pro D N A ) 
stepSize Délka i ndexačn ího kroku tileSize 
oneOff P o č e t neshod v p o č á t e č n í m za rovnán í 0 

Tabulka 5.1: Parametry k opt imal izaci programu B L A T . 

N a o b r á z k u 5.3 je z n á z o r n ě n rozdí l v y t v o ř e n é h o indexu v závislost i na parametrech 
velikosti s emínka (tileSize) a i n d e x a č n í h o k roku (stepSize). V p r v n í m p ř í p a d ě je dé lka in­
dexačn ího kroku s te jná jako dé lka semínka , d íky čemuž se s e m í n k a nep řek rýva j í . S te jně je 
tomu i př i výchoz ím nas t aven í p a r a m e t r ů . D r u h ý p ř í p a d znázorňu je z n a č n é z jemnění ce­
lého indexu. Jsou p o u ž i t a k ra t š í s emínka a indexačn í krok je k ra t š í než semínko , což vede 
k h u s t š í m u p o k r y t í , ale t a k é k n á r ů s t u vyh ledávac í tabulky. 

Ref. sekvence: ACGXACAG ACG ACXACGACAXACGAC AGXX 

Index Index 
tileSize 5 tileSize 3 
stepSize 5 stepSize 2 

ACGTA O ACG O , 8 ,14 
CAGAC 5 GTA 2 
GACTA 1 O AC A 4,24 
C G AC A 1 5 AGA 6 
TACGA 2 O GAC 1 O , 1 6 
CAGTT 2 5 CTA 1 2 

CAT 1 8 
TAC 2 O 
CGA 2 2 
AGT 2 6 

O b r á z e k 5.3: V y t v o ř e n í indexu pro p r v o t n í z a r o v n á n í programem B L A T . 

N e v ý h o d o u programu B L A T je chybějící podpora pro p ros to rově rozš í řená semínka , 
k t e r á však využ ívá d r u h ý v y b r a n ý program L A S T . Tento program se sk l ádá ze dvou sa­
m o s t a t n ý c h p r o g r a m ů , k t e r é řeší dvě oddě l ené čás t i celého za rovnán í . P r v n í m programem 
je L A S T D B , k t e r ý v y t v á ř í index pro vyh l edán í p o č á t e č n í shody. Nás leduje č innos t dru­
hého programu L A S T A L , j ehož výs l edkem je finální z a rovnán í . Parametry k opt imal izaci 
programu L A S T D B jsou zobrazney v tabulce 5.2. 

N á z e v parametru Popis funkce Výchozí hodnota 
m P r o s t o r o v ě rozš í řené semínko (šablona) 1 
w Dé lka i n d e x a č n í h o kroku 1 

Tabulka 5.2: Parametry k opt imal izaci programu L A S T D B . 

Výchozí hodnota p ros to rově rozš í řeného semínka je ře tězec „ 1 " . P ř i z a rovnán í s e m í n k a 
se h l edá pouze p ř e s n á shoda. Indexačn í krok m á dé lku 1, což je ne jmenš í m o ž n á hodnota. 
V p ř í p a d ě programu L A S T A L jsou parametry pro opt imal izaci z n á z o r n ě n y v tabulce 5.3. 
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N á z e v parametru Popis funkce Výchozí hodnota 
e M i n i m á l n í skóre z a r o v n á n í 40 
1 M a x i m á l n í dé lka a d a p t i v n í h o s e m í n k a oo 
m Mezn í frekvence v ý s k y t u př i rozš i řování s emínka 10 

Tabulka 5.3: Parametry k opt imal izaci programu L A S T A L . 

N a s t a v e n í m p r v n í h o parametru lze z výs ledku odstranit t aková za rovnán í , k t e r á nejsou 
z d ů v o d u n ízkého skóre z ře jmě n e s p r á v n á . V t é t o p rác i je ovšem pr io r i tn í maximalizace 
p o č t u s p r á v n ý c h za rovnán í , proto tento parametr nen í s těžejní . D r u h ý m parametrem lze 
nastavit l imi t pro p rod lužován í dé lky semínka a t ř e t í parametr omezuje p rod lužován í dé lky 
semínka m a x i m á l n í m p o č t e m v ý s k y t ů v referenční sekvenci. H ledán í o p t i m á l n í c h hodnot 
t ěch to p a r a m e t r ů je oddě l eno od optimalizace vy tvo řen í indexu. H l a v n í m d ů v o d e m je zmí­
n ě n á existence dvou oddě lených p r o g r a m ů , z nichž každý řeší j inou čás t p r o b l é m u za rovnán í . 
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Kapitola 6 

Návrh a implementace frameworku 

Cílem p ráce je vy tvo řen í frameworku pro h l edán í o p t i m á l n í c h v s t u p n í c h p a r a m e t r ů zarov-
návac ích n á s t r o j ů . Z á k l a d n í m p ř e d p o k l a d e m je m o ž n o s t použ i t í na j akýkol iv za rovnávac í 
n á s t r o j , u k t e r é h o lze nastavit v s t u p n í parametry, a t í m ovlivni t výs l ednou p řesnos t , rych­
lost, nebo j iné měř i t e lné veličiny. 

Množs tv í p a r a m e t r ů a rozsah jejich možných hodnot je d ů v o d e m p r o č hledat jejich 
o p t i m á l n í na s t aven í . Výchozí hodnoty p a r a m e t r ů vycház í vě t š inou ze s t a n d a r d n í c h hodnot 
použ ívaných programem B L A S T (viz kapi tola 4). P ř í k l a d e m je délka s e m í n k a u programu 
B L A T . Semínko m á dé lku 11 báz í př i z a r o v n á n í sekvenčních č ten í k D N A sekvenci a v 
p ř í p a d ě p r o t e i n ů m á dé lku 5 báz í . Velikost i n d e x a č n í h o k roku je s te jně velká jako velikost 
semínka , což vede k nep řek rýva j í c ímu se m a p o v á n í , k t e r é ovšem nemus í bý t d o s t a t e č n ě 
p řesné . V ý h o d o u použ i t í výchozích hodnot je vysoká rychlost za rovnán í . N e v ý h o d o u je nižší 
p řesnos t za rovnán í , k t e r á snižuje n á s l e d n ě p řesnos t navazuj íc ích ana lýz . Z toho d ů v o d u 
je cí lem optimalizace maximalizace p řesnos t i . D r u h ý m p ř í k l a d e m je p ros to rově rozší řené 
semínko u programu L A S T , u k t e r é h o nejsou výchozí hodnoty známy. P r o sekvenční č ten í 
delší než 50 báz í je h l edán í o p t i m á l n í c h šab lon pro s emínka velmi n á r o č n ý m p r o b l é m e m , 
proto je v h o d n é použ í t za úče lem optimalizace evolučních technik. 

Z obou p ř í p a d ů vyp lývá nutnost optimalizovat za rovnávac í n á s t r o j e za úče lem maxima­
lizace p řesnos t i z a rovnán í . Složitý p r o b l é m nalezení o p t i m á l n í h o na s t aven í souvisí s velikostí 
s tavového prostoru s více dimenzemi, k t e r ý je u t v á ř e n rozsahem hodnot z k o u m a n ý c h para­
m e t r ů . Z toho d ů v o d u je v o d n é př i řešení p r o b l é m u optimalizace použ í t evoluční techniky. 

6.1 Diferenciální evoluce 

Evolučn í techniky jsou za loženy na myš lence optimalizace hodnot nezávis lých p r o m ě n n ý c h 
p o m o c í evolučních a lgo r i tmů , k t e r é jsou insp i rovány p ř í r o d n í m i procesy. M e z i tyto tech­
niky p a t ř í n a p ř í k l a d gene t ický algoritmus, k t e r ý je současně ne js ta rš í p o u ž í v a n o u technikou 
v t é t o skup ině , evoluční strategie, genet ické p r o g r a m o v á n í , s imulované ž íhání či diferenci­
ální evoluce, k t e r á je p o u ž i t a v t é t o p rác i . T y t o techniky se v z á j e m n ě liší v u rč i tých čás tech 
algoritmu, ale obecný p ř í s t u p k řešení p r o b l é m u je pro všechny stejný. Spoč ívá ve v h o d n é m 
zakódován í z a d a n é h o p r o b l é m u do chromozomu, k t e r ý se označuje jako k a n d i d á t n í řešení . 
Použ i t í modelu chromozomu m á p ř í m o u návaznos t na p r ů b ě h evolučních p rocesů v p ř í rodě . 
J edno t l i vé p r o m ě n n é pak odpov ída j í g e n ů m v chromozomu. P r v n í m krokem je vy tvo řen í po­
pulace k a n d i d á t n í c h řešení . K a ž d é m u k a n d i d á t n í m u řešení v p o č á t e č n í populaci je p ř i ř a z e n a 
m í r a kval i ty p o m o c í tzv. fitness funkce. K a ž d ý evoluční krok spoč ívá v n á h o d n é m v ý b ě r u 
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neboli selekci rod ičovských k a n d i d á t n í c h řešení . Apl ikac í gene t ických o p e r á t o r ů vznikne 
kombinac í v y b r a n ý c h řešení nové k a n d i d á t n í řešení , k t e r é je rovněž ohodnoceno m í r o u kva­
l i ty p o m o c í fitness funkce. Nová generace vzn iká kombinac í populace rod ičů a p o t o m k ů . 
Celý algoritmus je ukončen ve chvíli, kdy je dosažen m a x i m á l n í p o č e t generac í d a n é popu­
lace nebo je nalezeno o p t i m á l n í k a n d i d á t n í řešení . Efek t iv i ta a schopnost na j í t o p t i m á l n í 
řešení spoč ívá ze jména ve v h o d n é m zakódován í p r o b l é m u do chromozomu a v aplikaci 
v h o d n ý c h gene t ických o p e r á t o r ů 

J edno t l i vé evoluční techniky se liší ze jména v typu selekce, apl ikací gene t ických ope rá ­
t o r ů , p o č t e m k a n d i d á t n í c h řešení v populaci a z p ů s o b e m vzn iku nové generace z populace 
rod ičů a p o t o m k ů . Spo lečnou v l a s tnos t í je s tochas t i cký p ř í s t u p př i selekci i rekombinaci, 
což je proces vzn iku nového jedince kombinac í jeho rod ičů . 

Diferenciální evoluce je p ř í m é s tochas t i cké p roh ledáván í , j ehož cí lem je g lobální opt ima­
lizace [50]. P r inc ip i á lně se velmi p o d o b á op t ima l i začn í heur i s t ické m e t o d ě P S O (Particle 
Swarm Optimization), což je optimalizace insp i rovaná hejnem p t á k ů př i h l edán í potravy. 

Algor i tmus diferenciální evoluce zahrnuje zachování populace, k t e r á je i t e r a t i v n ě vy­
stavena z m ě n á m v d ů s l e d k u selekce, evaluace p o m o c í fitness funkce a rekombinace. O d 
s t a n d a r d n í h o gene t ického algori tmu se liší ze jména př i rekombinaci. P ř í s t u p spoč ívá v ná­
h o d n é m v ý b ě r u 3 k a n d i d á t n í c h řešení . Nové k a n d i d á t n í řešení S vznikne podle nás leduj íc ího 
vzorce 6.1. 

P r o m ě n n é Pí odpov ída j í v y b r a n ý m k a n d i d á t n í m ře šen ím k rekombinaci a i 7 je v á h a 
p ř i p o č t e n é z m ě n y ke k a n d i d á t n í m u řešení P3. Proces vzn iku nového k a n d i d á t n í h o řešení se 
n a z ý v á perturbace a v kombinaci se selekcí samoorganizuje prostor p r o b l é m u a ohran iču je 
v n ě m oblasti, kde se mohou n a c h á z e t h l e d a n á řešení . 

Diferenciální evoluci a její konfiguraci lze popsat spec iá ln ím ř e t ězcem DE/x/y/z, kde x 
označuje řešení , k t e r é m á bý t p e r t u r b o v á n o . K l a s i c k y se j e d n á o n á h o d n é či nejlepší řešení 
v populaci . P r o m ě n n á y o d p o v í d á p o č t u rozdí lových v e k t o r ů použ i tých př i perturbaci x. 
Rozdí lový vektor je d á n rozd í lem dvou n á h o d n ě v y b r a n ý c h k a n d i d á t n í c h řešení z populace. 
Parametr z značí o p e r á t o r rekombinace (binomický, exponenc iá ln í ) . 
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Celý algoritmus lze zapsat p s e u d o k ó d e m , z n á z o r n ě n ý m na o b r á z k u 6.1 

Require: Populations j z e , P r o b l e m , ^ , Weight ing factor, R e k o m b i n a t i o n r a í e  

1: Popula t ion = In i tPopu la t ion(Popu la t ion s j 2 e , P r o b l e m s ^ e ) 
2: Evaluate(Populat ion) 
3: Sbest = GetTheBestOne(Popula t ion) 
4: while !StopCondition() do 
5: NewPopulat ion() 
6: for P j in Popula t ion do 
7: Sj = Per turb(Pj ,Popula t ion , P r o b l e m , ^ , Weight ing factor, R e k o m b i n a t i o n r a i e ) 
8: NewPopulat ion.Insert(Better(Sj , Pj)) 
9: end for 

10: Popula t ion = NewPopula t ion 
11: EvaluatePopulat ion(Populat ion) 
12: Sbest = GetTheBestOne(Popula t ion) 
13: end while 
14: re turn S b e s t 

O b r á z e k 6.1: Algor i tmus diferenciální evoluce [50]. 

V tabulce 6.1 jsou p o p s á n y p o u ž i t é p r o m ě n n é a funkce z p s e u d o k ó d u na o b r á z k u 6.1. 

N á z e v p r o m ě n n é / funkce V ý z n a m 
P o p u l a t i o n s j z e P o č e t j ed inců v populaci 
P r o b l e m s j z e P o č e t p r o m ě n n ý c h k opt imal izaci 
W e i g h t i n g / a c í o r Váhový faktor rozdí lu hodnot př i rekombinaci 
R e k o m b i n a t i o n r a í e M í r a aplikace rekombinace 

Sbest Nalezené o p t i m á l n í řešení 
Popula t ion Populace k a n d i d á t n í c h řešení 
In i tPopula t ion Funkce vy tvoř í p o č á t e č n í populaci k a n d i d á t n í c h řešení 
Evaluate Funkce o h o d n o t í kva l i tu řešení v populaci 
Ge tTheBes tOne Funkce vybere nejlepší k a n d i d á t n í řešení z populace 
S topCondi t ion Ukončuj íc í p o d m í n k a diferenciální evoluce 

Tabulka 6.1: P o u ž i t é p r o m ě n n é a funkce v algori tmu diferenciální evoluce. 
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Hlavní čás t í a lgori tmu je perturbace Perturb, jejíž p s e u d o k ó d je z n á z o r n ě n na ob­
r á z k u 6.2: 

Require: PQ, Popula t ion , P r o b l e m s j z e , Weight ing factor > R e k o m b i n a t i o n T O Í e 

1 repeat 
2 P i = randomMember(Populat ion) 
3 until P i Ý p 0 
4 repeat 
5 P2 = randomMember(Populat ion) 
6 until P 2 + P i and P 2 + P 0 

7 repeat 
8 P3 = randomMember(Populat ion) 
9 until P 3 ± P 2 and P 3 / P i and P 3 / P 0 

10 cutPoint = randomPosi t ion(Problem s j 2 ; e ) 
11 for i to P r o b l e m s j z e do 
12 if i = = cutPoint or randomQ < Rekombinat ion 
13 Si = P 3 i + W e i g h t i n g / a c ť o r x (PÜ - P 2 i ) 
14 else 
15 Si = Poi 
16 end if 
17 end for 
18 return S 

O b r á z e k 6.2: P s e u d o k ó d funkce perturbace Per turb [50]. 

Pro j edno t l ivé parametry, k t e r é měn í povahu evoluce a rychlost konvergence k op t imá l ­
n í m u řešení , lze vybrat hodnoty z d o p o r u č e n ý c h in te rva lů . Velikost populace a m o ž n ý ome­
zený p o č e t generac í p ř í m o souvisí s dé lkou vektoru k a n d i d á t n í h o řešení . V p ř í p a d ě vyšš ího 
p o č t u p r o m ě n n ý c h je t ř e b a více j ed inců v populaci i větš í p o č e t generac í . Da l š ím kl íčovým 
parametrem je rozsah hodnot t ě c h t o p r o m ě n n ý c h , k t e r ý m ů ž e bý t vol i te lně omezen. Vá­
hový faktor rozdí lu hodnot př i rekombinaci ( W e i g h t i n g j a c ť o r ) je v h o d n é zvolit z intervalu 
(0,2), p ř i čemž d o p o r u č e n á s t a n d a r d n í hodnota je 0,8. P r a v d ě p o d o b n o s t , s jakou docház í 
k rekombinaci ( R e k o m b i n a t i o n r a í e ) , je s t a n d a r d n ě 0,9 a m ů ž e n a b ý v a t hodnot z intervalu 
(0,1). P ro ukončen í b ě h u algori tmu je n u t n é d o s á h n o u t ukončuj íc í p o d m í n k y , kterou lze 
realizovat více m o ž n ý m i způsoby. J e d n í m z t ě c h t o z p ů s o b ů m ů ž e bý t na lezení o p t i m á l n í h o 
k a n d i d á t n í h o řešení . Dalš í možnos t í je expl ic i tn í omezení p o č t u generac í . V p r ů b ě h u evoluce 
ovšem docház í k p o s t u p n é m u snižování m í r y rozdí lnos t i k a n d i d á t n í c h řešení u v n i t ř popu­
lace, což vede až na vznik populace složené z iden t ických k a n d i d á t n í c h řešení a k da l š ímu 
zlepšení už n e m ů ž e doj í t . 

6.2 Implementace 

N á v r h celého s y s t é m u je z n á z o r n ě n na o b r á z k u 6.3. P o m o c í programu A R T [18] se z refere­
nční sekvence vygeneruje m n o ž i n a sekvenčních č ten í vče tně referenčního za rovnán í . Da l š ím 
krokem je vy tvo řen í z l a t ého standardu z a r o v n á n í (viz kapitola 7). T í m je skončena in ic i ­
ační fáze, k t e r á p ředcház í s p u š t ě n í e x p e r i m e n t ů . D r u h á fáze zač íná n a s t a v e n í m v s t u p n í c h 
p a r a m e t r ů pro op t ima l i začn í framework a s p u š t ě n í tohoto frameworku. Fitness funkce je re­
a l izována e x t e r n í m skriptem. P r ů b ě h v ý p o č t u fitness funkce je ovl ivněn v s t u p n í m i parame-
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t ry e x t e r n í h o skr iptu. Výs l edky optimalizace jsou generovány v t ex tové p o d o b ě . J edno t l ivé 
součás t i celého s y s t é m u budou p o d r o b n ě p o p s á n y v následuj íc ích sekcích. 

Referenční 
sekvence 

Vstupní parametry frameworku 

ART 

I 
FRAMEWORK 

Referenční Množina 
zarovnání sekvenčních čtení 

RABEMA 

parametry A 

f Fitness hodnota 

Skript 
pro zarovnaní 

BLAT 
-LAST 

Zlatý standard 
zarovnání 

I 
Výsledky 

O b r á z e k 6.3: S c h é m a op t ima l i začn ího sy s t ému . 

V ý p o č e t n í framework je i m p l e m e n t a c í algori tmu diferenciální evoluce. K implementaci 
by l p o u ž i t p r o g r a m o v a c í jazyk P y t h o n verze 2.7 a byla v y u ž i t a paradigmata ob jek tově 
o r i en tovaného p r o g r a m o v á n í , a to ze jména děd ičnos t i . C í l em bylo rozdělení celého opti­
ma l i začn ího s y s t é m u na oddě lené čás t i , k t e r é se liší svojí funkčnost í a k t e r é lze v p ř í p a d ě 
p o t ř e b y nahradit novějšími verzemi. K a ž d á čás t je r e p r e z e n t o v á n a samostatnou t ř í d o u z ná­
sledujícího seznamu t ř íd : 

• Member, 

• Population, 

• Evolution. 

Objekt t ř í d y Member reprezentuje jedno k a n d i d á t n í řešení a z a p o u z d ř u j e jeho konfigu­
raci, což je seznam hodnot op t ima l i zovaných p a r a m e t r ů . M í r a kval i ty každého k a n d i d á t ­
n ího řešení je stanovena d v ě m a fitness hodnotami. P r i m á r n í fitness hodnota reprezentuje 
poče t s p r á v n ě z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í , proto je cí lem na léz t její m a x i m á l n í hodnotu. 
S e k u n d á r n í fitness hodnota o d p o v í d á d o b ě b ě h u z k o u m a n é h o z a r o v n á n í v s e k u n d á c h a m á 
v ý z n a m pouze v p ř í p a d ě existence více odl i šných k a n d i d á t n í c h řešení se stejnou p r i m á r n í 
fitness hodnotou. V t a k o v é m p ř í p a d ě se vybere rychlejší varianta. P r o m ě n n é odpovída j íc í 
o p t i m a l i z o v a n ý m p a r a m e t r ů m jsou in tervalové , tedy je m o ž n é provés t jejich rozdí l podle 
p o ž a d a v k u diferenciální evoluce. Hodnoty jsou celočíselné a n e z á p o r n é kvůl i snadně j š ímu 
p o č í t á n í rozdí lů . V p ř í p a d ě , že je t ř e b a jako hodnotu parametru dosadit z á p o r n o u hodnotu 
či ně jaký ře tězec , což je p ř í p a d b i n á r n í šab lony u jednoho z p a r a m e t r ů programu L A S T , 
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je n u t n é p ř e d apl ikací p ů v o d n í hodnotu změn i t n a p ř í k l a d podle d o d a t e č n é tabulky. Tento 
proces lze u s k u t e č n i t t a k é proto, že jazyk P y t h o n p a t ř í do skupiny s labě t y p o v a n ý c h ja­
zyků, u k t e rých p r o b í h á t y p o v á kontrola dynamicky za b ě h u programu, d íky čemuž lze 
p r o m ě n n o u interpretovat jako číslo nebo jako ře tězec . 

Objekt t ř í d y Population slouží k reprezentaci populace k a n d i d á t n í c h řešení . Zapouz­
dřuje seznam k a n d i d á t n í c h řešení a odkaz na nejlepší k a n d i d á t n í řešení v populaci . Kl íčovou 
funkcí je metoda pro v ý p o č e t fitness funkce všech k a n d i d á t n í c h řešení p o m o c í e x t e r n í h o 
skr iptu pro o p e r a č n í s y s t é m L i n u x . Tento skript se spus t í pa ra l e lně pro všechny k a n d i d á t n í 
řešení v d a n é populaci kvůl i ce lkovému urych len í v ý p o č t u . N á s l e d n ě program a k t i v n ě čeká 
na dokončen í v ý p o č t u všech hodnot fitness. V ý p o č e t hodnoty fitness je op t ima l i zovaný tak, 
že pro každé k a n d i d á t n í řešení se z k o u m á , zda již nebylo v p r ů b ě h u evoluce ohodnoceno j iné 
k a n d i d á t n í řešení se stejnou konfigurací hodnot p a r a m e t r ů . V p ř í p a d ě , že je t akové dřívější 
řešení nalezeno, nen í t ř e b a s p o u š t ě t ex t e rn í skript pro opakované za rovnán í a o h o d n o c e n í 
a hodnota fitness se pouze zkopíruje . 

H l a v n í m objektem, k t e r ý realizuje algoritmus diferenciální evoluce, je objekt t ř í d y Evolution. 
P ř i v y t v á ř e n í instance t é t o t ř í d y lze nastavit r ů z n é parametry b ě h u evoluce, k t e r é jsou zob­
razeny v tabulce 6.2. 

N á z e v a t r ibutu T y p a t r ibutu Popis a t r ibutu 
popSize integer Velikost populace 
genCount integer P o č e t generac í evoluce 
problemLow list Seznam horn ích hranic hodnot p r o m ě n n ý c h 
problemHigh list Seznam dolních hranic hodnot p r o m ě n n ý c h 
problemName list Seznam n á z v ů p r o m ě n n ý c h 
weightingFactor float Váhový faktor př i perturbaci 
crossingFactor float P r a v d ě p o d o b n o s t perturbace 
best_fitness float Nejlepší hodnota fitness funkce 
script _test string Cesta ke skr ip tu s fitness funkcí 
aligner string N á z e v za rovnávac ího programu 
reads_type string T y p sekvenčních č ten í (single-end/pair-end) 
param_def string Znak př íkazového ř á d k u mezi parametrem a hodnotou 
read_length string Délka sekvenčn ího č ten í 
source string T y p dat ( r e á l n á / s i m u l o v a n á ) 
sec.param list Seznam s e k u n d á r n í c h p a r a m e t r ů 

Tabulka 6.2: Seznam a t r i b u t ů , k t e r ý m i lze nastavit b ě h o p t i m a l i z a č n í h o frameworku. 

Z algori tmu diferenciální evoluce vyp lývá , že v populaci mus í bý t m i n i m á l n ě č tyř i kan­
d i d á t n í řešení , aby bylo m o ž n é realizovat perturbaci, k t e r á vyžadu je vedle perturbova-
ného řešení j e š t ě t ř i v z á j e m n ě u n i k á t n í k a n d i d á t n í řešení . S e k u n d á r n í parametry slouží pro 
p ř í p a d , kdy za rovnávac í program p o t ř e b u j e pro svůj b ě h spuš t ěn í dalš ích d o p r o v o d n ý c h 
p r o g r a m ů . T y t o programy lze pak spustit se s e k u n d á r n í m i parametry, k t e r é n e p o d l é h a j í 
evoluci. J e d n o t l i v é etapy probíha j íc í evoluce je m o ž n é ovl ivni t s t a n d a r d n í m z p ů s o b e m po­
mocí vy tvo řen í potomka t é t o t ř í d y a aktualizace k ó d u l ibovolné metody. P o k u d se j e d n á 
pouze o jednoduchou modifikaci v s t u p n í c h či v ý s t u p n í c h dat, lze použ í t p o m o c n é metody. 
K a ž d á metoda t é t o t ř í d y m á dvě p o m o c n é metody, z nichž jedna se provede p ř e d h lavn í 
metodou a d r u h á se provede po ní . P ř í k l a d e m je p s u d o k ó d na o b r á z k u 6.4. 
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self.preActualizeBestSoFar(self.pop.bestMember()) 
self.actualizeBestSoFar(self.pop.bestMember()) 
self.postActualizeBestSoFar(self.pop.bestMember()) 

O b r á z e k 6.4: Volání p o m o c n ý c h metod. 

P ř e d k a ž d ý m vo lán ím metody actualizeBestSoFar se volá metoda preActualizeBestSoFar 
a za ní se volá metoda postActualizeBestSoFar. V ý h o d o u je snadnost d o d a t e č n é modifi­
kace p ř e d z a č á t k e m nebo po skončení h lavn í metody. 

Ukončující p o d m í n k a je i m p l e m e n t o v á n a pouze o m e z e n ý m p o č t e m generac í . V p r ů b ě h u 
t e s tován í se ukáza lo v h o d n é regulovat p o č e t generac í p ř í m o , aby nedocháze lo ke zby teč­
n ý m p r o d l e v á m v d ů s l e d k u již neefekt ivního pok račován í v ý p o č t u . D í k y s tochas t i ckému 
p ř í s t u p u m ů ž e docháze t ke z d l o u h a v é m u procesu ú p l n é h o vyčiš tění populace od rozdí lných 
k a n d i d á t n í c h řešení . V p ř í p a d ě programu L A S T je rozsah p a r a m e t r ů v ř á d u dese t i t i s íců 
a p o č e t generac í by proto e n o r m n ě n a r ů s t a l . 

6.3 Obecné použití 

Z á k l a d n í m p o ž a d a v k e m př i t v o r b ě frameworku je m o ž n o s t š i rokého použ i t í na opt imal izaci 
p a r a m e t r ů různých n á s t r o j ů . P ro to je n u t n é , aby modifikace př i z m ě n ě cílového n á s t r o j e 
byla co m o ž n á nejsnazší . Framework je t v o ř e n t ř e m i t ř í d a m i , ze k t e r ý c h se p o m o c í dědič­
nosti vy tvoř í potomci . U t ř í d Population a Evolution je n u t n é modifikovat konstruktory 
o s t a t n í c h t ř íd , aby se vy tvoř i l a instance potomka m í s t o p ř e d k a . P ř i vy tvo řen í objektu evo­
luce je n u t n é zadat parametry diferenciální evoluce a z a r o v n á v a n ý c h dat. P o m o c í s e z n a m ů 
se definují p ř í p u s t n é rozsahy op t ima l i zovaných p a r a m e t r ů a dů l ež i t ým parametrem je skript 
pro za rovnán í , j ehož s t a n d a r d n í m výs l edkem jsou hodnoty fitness funkcí v y p s a n é na stan­
d a r d n í v ý s t u p a oddě lené znakem konce ř á d k u . P r o s p r á v n ý b ě h evoluce je pak t ř e b a provés t 
následující sekvenci př íkazů: 

1. Evolution() 

2. initEvolutionO 

3. runEvolutionO 

V p r ů b ě h u evoluce docház í k p r ů b ě ž n é m u výp i su de ta i ln ích informací o výsledcích v ka­
ždé generaci diferenciální evoluce. Voli te lně lze vypsat i d o d a t e č n é informace p o m o c í metod, 
k t e r é jsou p o p s á n y v p r o g r a m o v é dokumentaci. 

O p t i m a l i z o v a n é n á s t r o j e mus í sp lňova t u r č i t é požadavky , k t e r é odpov ída j í implemen­
taci frameworku. H l a v n í m p o ž a d a v k e m je typ hodnoty p a r a m e t r ů . S t a n d a r d n ě se j e d n á 
o in te rva lový typ, aby bylo m o ž n é p r o v á d ě t rozdí l hodnot př i perturbaci . V p ř í p a d ě ře tězce 
je n u t n ý p ř e v o d do celočíselné n e z á p o r n é podoby p o m o c í tabulky. P ř i n á s l e d n é m s p u š t ě n í 
programu s parametry za úče lem v y h o d n o c e n í fitness funkce se p o m o c í tabulky provede 
reverzní p ř e v o d hodnoty na odpovída j íc í ře tězec nebo z á p o r n é číslo. 

Da l š ím p o ž a d a v k e m je v ý s t u p n í fo rmá t . P o u ž í v a n é fo rmá ty v r á m c i protokolu pro ko­
munikaci mezi j e d n o t l i v ý m i č á s t m i s y s t é m u jsou p o p s á n y v následuj íc í kapitole. P o k u d nen í 
v ý s t u p n í m f o r m á t e m za rovnávac ího n á s t r o j e s t a n d a r d n í fo rmát S A M , je n u t n é použ í t nebo 
vy tvo ř i t konvertor do tohoto fo rmá tu . V o p a č n é m p ř í p a d ě nelze použ í t jako fitness funkci 
program R A B E M A [15] (viz sekce 6.5). 
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6.4 Použité formáty 

Jedno t l i vé čás t i v ý p o č e t n í h o frameworku spolu v z á j e m n ě komuniku j í spec iá lně n a v r ž e n ý m 
protokolem, k t e r ý ses t ává p ř e v á ž n ě ze s t a n d a r d n í c h použ ívaných f o r m á t ů . T y t o fo rmá ty 
jsou č i te lné pro všechny d o s t u p n é za rovnávac í programy, čímž lze n a p ř í k l a d u výs ledku 
za rovnán í porovnat a ohodnotit výs ledky dvou různých za rovnávac ích n á s t r o j ů . 

6.4.1 F A S T A 

Sekvence D N A , R N A nebo proteiny lze uloži t ve více možných fo rmátech v závislost i na 
m n o ž s t v í d o p r o v o d n ý c h informací . J e d n í m z ne j j ednodušš ích a ne jpoužívanějš ích f o r m á t ů je 
formát F A S T A . Soubor ve f o r m á t u F A S T A ses tává z j edno t l i vých F A S T A z á z n a m ů . K a ž d ý 
z á z n a m je rozdě len na hlavičku, k t e r á obsahuje l ibovolný ře tězec s informacemi, a p r i m á r n í 
s t rukturu sekvence. V p ř í p a d ě t é t o p ráce se j e d n á o sekvenci D N A . P ř í k l a d e m je následuj íc í 
F A S T A z á z n a m : 

>hgl9_ensGene_ENST00000399012 range=chrX:200855-216002 

ATGGGTGGGCAGGTGAGCGCTTCCAACAGCTTCTCGAGGCTGCACTGCAG 

AAATGCCAACGAGGACTGGATGTCGGCACTGTGTCCCCGGCTCTGGGATG 

Hlavička z á z n a m u zač íná symbolem „ > " . Z u v e d e n é h o z á z n a m u vyp lývá , že se j e d n á 
o sekvenci genu na chromozomu X . Dá le je z n á m a pozice genu na tomto chromozomu 
a p r i m á r n í s t ruktura D N A , což je posloupnost j edno t l i vých nuk leo t idů . 

6.4.2 F A S T Q 

F o r m á t F A S T Q je p o d o b n ý f o r m á t u F A S T A . Soubor ses tává ze z á z n a m ů , k t e r é k r o m ě in ­
formace o p r i m á r n í s t r u k t u ř e sekvence obsahuj í informaci o kva l i t ě j edno t l i vých nuk leo t idů . 
Tato kval i ta souvisí se zdrojem sekvence, k t e r ý m je jedna ze sekvenačn ích platforem. For­
m á t F A S T Q se stal s t a n d a r d n í m v ý s t u p n í m f o r m á t e m sekvenačn ích p ř í s t ro jů . P ř í k l a d e m 
je následuj íc í F A S T Q z á z n a m : 

0LAST_Gen-99990 

GTGAGATGACGAGGACACCTGCCGCCCCAGCCCCCACCTGATCCACCACA 

+ 

B0C?0<BCCF9E0CDD?ED.;BG:A?D5>?:90702:8*5522?)+81+2 

P r v n í ř á d e k je jako v p ř í p a d ě F A S T A z á z n a m u nositelem pop i sné informace o sekve­
n č n í m č ten í na nás leduj íc ím ř á d k u . Z a oddě lovačem nás leduje 4. ř á d e k s informací o kva­
litě a sp r ávnos t i odpovída j íc í báze . K v a l i t a je k ó d o v á n a A S C I I znakem a rozsah z n a k ů je 
upraven někol ika m o ž n ý m i formáty , k t e r é se vě t š inou označuj í ne jn ižš ím m o ž n ý m znakem 
v h e x a d e c i m á l n í p o d o b ě . P ř í k l a d e m je Phred33 nebo Phred64. Z celkového rozsahu, k t e r ý 
končí h e x a d e c i m á l n í m čís lem 126, bývá využ i t o pouze asi 40 znaků . 

6.4.3 S A M 

F o r m á t y F A S T Q i F A S T A slouží pro uložení referenční sekvence či sekvenčního č ten í . For­
m á t S A M je s t a n d a r d n í fo rmát pro popis za rovnán í sekvenčního č ten í k referenční sekvenci. 
Vedle t e x t o v é h o f o r m á t u S A M ješ t ě existuje jeho b i n á r n í podoba B A M . P o m o c í v h o d n ý c h 
n á s t r o j ů , jako je n a p ř í k l a d Samtools [ ], k t e r ý je použ i t i v t é t o prác i , lze tyto fo rmá ty 
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mezi sebou p ř e v á d ě t . Soubor ve f o r m á t u S A M ses tává z h lavičky a S A M z á z n a m ů v tabulce 
bez záhlav í . V ý h o d a t e x t o v é h o S A M f o r m á t u spoč ívá v p řeh l ednos t i a s n a d n é interpretaci 
v p o r o v n á n í s b i n á r n í m B A M f o r m á t e m . Následuj íc í p ř ík l ad je k r á t k ý soubor ve f o r m á t u 
S A M : 

@HD VN:1.4 SQrunsorted 

@SQ SNrCHRX LN:100000 

@SQ SNrCHRY LN:100000 

CHRX-1 0 CHRX 15505 255 10=1X10= * 0 0 GGTAACGCTTGGGAATTACAT * 

CHRY-1 16 CHRY 66353 255 21= * 0 0 GACGTTCTGTGCAAGCAGAGG * 

P r v n í ř á d e k je začá t ek hlavičky obsahuj íc í verzi a informaci o seřazení z á z n a m ů . Z a prv­
n í m ř á d k e m nás ledu je d a t a b á z e referenčních sekvencí . P o v i n n ý m i pol i jsou jak n á z e v t é t o 
sekvence, tak její délka . Součás t í z á z n a m ů mohou bý t i další pole, k t e r á nejsou p o v i n n á 
a k t e r á nejsou pro tuto p rác i dů lež i t á . N e p o v i n n ý m i úda j i v hlavičce jsou ú d a j e o zdro­
j o v é m programu a vzn iku souboru se z a r o v n á n í m , ú d a j e o s k u p i n á c h sekvenčních č ten í 
a d o d a t e č n ý j e d n o ř á d k o v ý k o m e n t á ř . Dá le nás leduje seznam S A M z á z n a m ů . K a ž d ý zá­
znam zač íná n á z v e m sekvenčn ího č ten í a d r u h ý m ú d a j e m je číselná reprezentace vlastnosti 
za rovnán í . V t é t o p rác i jsou p o u ž i t a pouze čísla 0 pro z a r o v n á n í k p ř í m é m u v l áknu a číslo 
16 pro z a r o v n á n í k r eve rzn ímu v l áknu . D a l š í m ú d a j e m je název referenční sekvence. Ná­
sleduje pozice sekvenčn ího č ten í na referenční sekvenci, kval i ta m a p o v á n í , ř e tězec C I G Á R , 
informace o p á r o v ý c h sekvenčních č ten ích a jejich pozicích, p r i m á r n í s t ruktura sekvenčn ího 
č tení a d o d a t e č n é informace o kva l i t ě . Z m í n ě n é informace nejsou v p rác i využi ty , jen ře­
tězec C I G Á R je v y t v o ř e n spec iá ln ím skr iptem ze za rovnán í p á r o v ý c h sekvenčních č ten í ve 
f o r m á t u M A F . Tento ře tězec popisuje shody ( „ = " ) , neshody ( „ X " ) , inzerce („ I" ) a delece 
( „ D " ) po celé délce sekvenčního č ten í . V ý z n a m ře tězce C I G Á R u p r v n í h o S A M z á z n a m u 
v i l u s t r a č n í m p ř ík l adě je 10 shod nás ledovaný jednou neshodou a opě t 10 shod. 

P r o b l é m e m z ů s t á v á více možných v ý s t u p n í c h f o r m á t ů u ř a d y za rovnávac ích n á s t r o j ů , 
mezi k t e r é p a t ř í B L A T i L A S T . U obou n á s t r o j ů nen í S A M formát výchoz ím f o r m á t e m pro 
výpis za rovnán í , a proto je n u t n á konverze z p o u ž i t é h o f o r m á t u M A F , k t e r ý oba používa j í , 
do f o r m á t u S A M , k t e r ý by l d íky z m í n ě n ý m v ý h o d á m v y b r á n jako cílový. 

6.5 Fitness funkce 

Klíčovou součás t í diferenciální evoluce i všech evolučních a lg o r i tmů je v h o d n ě zvolená fit­
ness funkce. V ý s l e d k e m za rovnán í je m n o ž i n a z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í v různých for­
m á t e c h , k t e r é jsou p řeved i t e lné do ne jpouž ívaně jš ího f o r m á t u S A M (viz sekce 6.4). Tento 
formát je použ i t i v t é t o p rác i a program R A B E M A , p o m o c í něhož je rea l izována fitness 
funkce, v y t v á ř í tzv. z la tý standard za rovnán í . Tento z la tý standard se v y t v á ř í z referenčního 
za rovnán í ve f o r m á t u S A M a referenční sekvence ve f o r m á t u F A S T A . Cí lem je pro každý 
S A M z á z n a m vy tvo ř i t odpovída j íc í z á z n a m z l a t ého standardu, k t e r ý o d p o v í d á následuj í ­
c ímu popisu: 

0GSI VN:1.1 

©MATES SEP:/ TYPE:01 

#QNAME SC0RE RNAME RDIR SP0S EPOS 

BLAT_Gen-l 1 BLAT_Gen R 48462 48462 

BLAT_Gen-2 1 BLAT_Gen F 67982 67982 
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BLAT_Gen-3 1 BLAT_Gen F 52123 52123 

BLAT_Gen-4 3 BLAT_Gen F 91016 91016 

P r v n í dva ř á d k y obsahuj í h lavičku, k t e r á pro dalš í použ i t í není dů lež i t á . Nás ledu je ta­
bulka z á z n a m ů s hlavičkou, k t e r á popisuje v ý z n a m j edno t l i vých s loupců . Pole Q N A M E 
o d p o v í d á n á z v u z a r o v n á v a n é h o sekvenčního č ten í . Pole S C O R E o d p o v í d á p o č t u chyb na 
stupnici od 0 do 8, což je s t a n d a r d n í rozlišovací rozsah př i v y t v á ř e n í z l a t ého standardu. 
J e d n á se o p o č e t neshod, delecí a inzercí po celé délce z a r o v n a n é h o č ten í . Rozl išovací roz­
sah je omezen na 8 chyb s ohledem na kva l i tu dat i d o p o r u č e n é na s t aven í programu R A -
B E M A . Z tabulky 6.3 vyp lývá , že pro dé lku sekvenčn ího č ten í v p r v n í m ř á d k u je procento 
odpovída j íc ích z a r o v n á n í m i n i m á l n ě 79% pro dé lku sekvenčn ího č ten í 100 báz í p ř i použ i t í 
s t a n d a r d n í rozlišovací schopnosti programu R A B E M A . 

Dé lka sekvenčn ího č ten í 50 65 75 90 100 

Procento referenčních za rovnán í 1,00 0,99 0,99 0,92 0,79 

Tabulka 6.3: Procento referenčních sekvenčních č ten í v d a n é rozl išovacím intervalu v závis­
losti na délce sekvenčn ího č tení . 

P ro sekvenční č t en í dé lky více než 100 báz í by bylo lépe p o u ž í t vyšší rozlišovací schop­
nost, aby mohla bý t z k o u m á n a i sekvenční č ten í s v ý s k y t e m více než 8 chyb v za rovnán í . 

Další z á z n a m y v tabulce z á z n a m ů z l a t ého standardu odpov ída j í po ř a d ě n á z v u referenční 
sekvence, označen í p ř í m é h o či reverzn ího v l á k n a a poz ic ím na tomto v lákně . 

P ř i o h o d n o c e n í z k o u m a n é h o z a r o v n á n í se p rovád í s rovnán í s v y t v o ř e n ý m z l a t ý m stan­
dardem. Z á k l a d n í m p o ž a d a v k e m je z a r o v n á n í ve f o r m á t u S A M vče tně s p r á v n ě ses tavené 
hlavičky. K p o r o v n á n í je opě t p o u ž i t program R A B E M A . V ý s l e d k e m p o r o v n á n í je v ý s t u p n í 
fo rmát R A B E M A . V pří loze B je celý v ý s t u p programu R A B E M A . Jeho z j e d n o d u š e n á 
forma s pouze dů lež i tými úda j i je p o p s á n a nás leduj íc ím p ř ík l adem: 

Intervals to find: 

Intervals found: 

Intervals found [%] 

Invalid alignments: 

13304 

11051 

83.0652 

465 

Number of reads: 13330 

Number of reads with intervals: 13304 

ERR #max #found °/
0
found 

0 737 737 100 00 

1 2334 2254 96 57 

2 3189 2893 90 72 

3 3035 2543 83 79 

4 2135 1617 75 74 

5 1152 715 62 07 

6 484 219 45 25 

7 184 58 31 52 

8 54 15 27 78 
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Z tohoto z á z n a m u vyp lývá , že je m o ž n é zarovnat celkem 13 330 sekvenčních č ten í , 
p ř ičemž rozsah chyb v z a r o v n á n í splňuje pouze 13 304. V h o d n o c e n é m z a r o v n á n í ve for­
m á t u S A M bylo nalezeno 11051 sp rávných za rovnán í , což o d p o v í d á 83,06% úspěšnos t i . Ze 
zbylých sekvenčních č ten í bylo 465 z a r o v n á n o n e s p r á v n ě . V tabulce pod celkovými statis­
t ikami jsou r o z e p s a n á sekvenční č ten í podle t ř í d y p o č t u neshod v za rovnán í . 

V ý s t u p n í fo rmát o h o d n o c e n í z a r o v n á n í programem R A B E M A je zdrojem v s t u p n í c h 
ú d a j ů pro fitness funkci. Existuje více možnos t í , jak z t ěch to ú d a j ů urč i t m í r u kval i ty zkou­
m a n é h o z a r o v n á n í a jemu odpov ída j í c ího na s t aven í p a r a m e t r ů . V p r ů b ě h u vývoje n á s t r o j e 
byly vyzkoušeny t ř i p ř í s tupy , z nichž b y l v y b r á n jeden pro nás l edné u s k u t e č n ě n í experi­
m e n t ů . 

P r v n í m p ř í s t u p e m je souče t hodnot ve sloupci %found. M a x i m á l n í hodnota fitness 
funkce je v tomto p ř í p a d ě 900, k t e r é lze d o s á h n o u t v p ř í p a d ě 100% úspěšnos t i zarov­
nán í v každé kategorii. V ý h o d o u tohoto p ř í s t u p u je, že v p ř í p a d ě n ízkého m a x i m á l n í h o 
p o č t u sekvenčních č ten í v d a n é kategorii vysoký n á r ů s t fitness funkce př i z a rovnán í jed­
noho nového sekvenčního č ten í . P ř i m a x i m á l n í m p o č t u 2 sekvenčních č ten í by na lezení 
jednoho sekvenčn ího č ten í znamenal n á r ů s t v ý s t u p n í hodnoty fitness funkce o 50. Použ i t í 
tohoto p ř í s t u p u způsobu je vysoký n á r ů s t hodnoty fitness v p r ů b ě h u evoluce. N e v ý h o d o u je 
zby tečné z v ý h o d n ě n í ka tegor i í s n ižš ím p o č t e m m o ž n ý c h sekvenčních č tení . 

D r u h ý p ř í s t u p se od p r v n í h o liší v p ř í p a d ě p r á z d n é kategorie. P o k u d v kategorii nen í 
ž á d n é sekvenční č t en í z referenčního za rovnán í , pak zde ani ž á d n é nelze na léz t a hodnota 
sloupce %found je v tomto p ř í p a d ě 0, č ímž docház í k nep ř í zn ivému ovl ivnění v ý p o č t u 
a m a x i m á l n í hodnoty 900 nelze d o s á h n o u t . To lze vyřeš i t p ř i p o č í t á n í m hodnoty 100 n a m í s t o 
0, č ímž lze o p ě t d o s á h n o u t hodnoty 900. D íky n e r o v n o m ě r n é m u n á r ů s t u hodnoty fitness 
ovšem nelze dvě z k o u m a n á řešení v z á j e m n ě porovnat s te jně jako v p ř e d c h o z í m p ř í p a d ě . 

T ř e t í fitness funkce j iž nebere v ú v a h u m o ž n o s t rych lého n á r ů s t u hodnoty, ale up řed ­
nos tňu je m o ž n o s t v z á j e m n é h o p o r o v n á n í dvou z k o u m a n ý c h za rovnán í . V ý s l e d k e m fitness 
funkce je celkový p o č e t s p r á v n ě z a r o v n a n ý c h sekvenčních č tení . K a ž d á dvě z k o u m a n á za­
rovnán í lze j e d n o z n a č n ě porovnat v p ř í p a d ě , že je p o u ž i t a s t e jná sada sekvenčních č ten í , 
s te jné referenční z a r o v n á n í a s t e jná referenční sekvence. V p r ů b ě h u t e s tován í byla nakonec 
p o u ž i t a tato varianta, p ro tože p ů v o d n í dvě poskytovaly nevyhovuj íc í výsledky. M a x i m á l n í 
hodnota t é t o fitness funkce o d p o v í d á p r v n í m u úda j i v z j e d n o d u š e n é m v ý s t u p n í m f o r m á t u 
programu R A B E M A . 

Součás t í implementace je vedle p r i m á r n í fitness funkce, je j ímž výs l edkem je p o č e t s p r á v n ě 
z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í i s e k u n d á r n í fitness funkce. V ý s l e d n o u hodnotou je v t é t o 
prác i doba b ě h u v s e k u n d á c h . C í lem evoluce je na léz t co nejvyšší hodnotu p r i m á r n í fitness. 
V p ř í p a d ě , že existuj í dvě od l i šná k a n d i d á t n í řešení se stejnou p r i m á r n í fitness hodnotou, 
rozhoduje s e k u n d á r n í fitness hodnota a u p l a t n í se rychlejší řešení . 
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Kapitola 7 

Experimenty 

V předchoz í kapitole byla p o p s á n a implementace op t ima l i začn ího frameworku a jeho mož­
nost aplikace na m n o ž i n u za rovnávac ích n á s t r o j ů . C í lem provedených experimentuje ověření 
p ř ínosu optimalizace, což lze provés t p o m o c í s rovnán í p ře snos t i z a rovnán í př i aplikaci opti­
má ln ích hodnot p a r a m e t r ů v p o r o v n á n í s apl ikací výchozích hodnot. Exper imenty lze t aké 
ověřit vývo j nej lepšího řešení v p r ů b ě h u evoluce a jeho zlepšení ve smyslu n á r ů s t u p o č t u 
s p r á v n ě z a r o v n a n ý c h sekvenčních č tení . Součás t í e x p e r i m e n t ů je modifikace různých para­
m e t r ů a s ledování ná s l edného v l i v u na výsledky. M e z i tyto parametry p a t ř í v p r v n í ř a d ě 
délka sekvenčního č ten í a jejich typ. Výs l edky se mohou různ i t , když se délka sekvenčn ího 
č tení změn í z výchozích 50 báz í na d v o j n á s o b e k . Použ i t í j e d n o d u c h ý c h sekvenčních č ten í 
(single-end) se t a k é m ů ž e lišit od varianty s p á r o v ý m i sekvenčn ími č t en ími (pair-end). Pro­
gramy L A S T ani B L A T a m n o h é dalš í nejsou p ř í m o sestrojeny pro za rovnán í p á r o v ý c h 
sekvenčních č ten í , n i c m é n ě lze maximalizovat p ře snos t př i i n d i v i d u á l n í m za rovnán í obou 
č tení v p á r u . 

Vedle možnos t í p ř i z m ě n ě p a r a m e t r ů sekvenčních č ten í lze m ě n i t i dé lku referenční sek­
vence, což ovšem souvisí s p r o b l é m e m v ý p o č e t n í n á r o č n o s t i . V p ř í p a d ě delších referenčních 
sekvencí se v ý r a z n ě zpomaluje proces v y t v á ř e n í indexu, čímž se za rovnán í s t ává časově 
neefekt ivní . D íky tomu dojde ke z p o m a l e n í v ý p o č e t n í h o procesu diferenciální evoluce, což 
znesnadn í p r ů b ě h e x p e r i m e n t ů . 

7.1 Metacentrum 

Proces s a m o t n é h o z a r o v n á n í sekvenčních č ten í a v y h o d n o c e n í fitness funkce je časově a vý­
p o č e t n ě ná ročný . V p ř í p a d ě algori tmu diferenciální evoluce se tyto n á r o č n é v ý p o č t y sek­
venčně opakuj í v každé generaci v ý p o č t u . Z a t í m t o úče lem byly provedeny optimalizace 
minimal izuj íc í p o č e t t ě ch to operac í (viz sekce 6.5). Dá le je v ý p o č e t hodnot fitness funkce 
všech k a n d i d á t n í c h řešení v d a n é populaci rea l izován p o m o c í s p u š t ě n í pa ra le ln ích p rocesů . 
V p ř í p a d ě platformy s možnos t í pa ra l e ln ího zp racován í více v láken se proces v ý p o č t u ně­
ko l ikanásobně urychl í . 

Za t í m t o úče lem byla v y u ž i t a d i s t r i b u o v a n á v ý p o č e t n í infrastruktura M e t a C e n t r a 1 . 
J e d n á se o s y s t é m rezervací v ý p o č e t n í c h zd ro jů za úče lem p rováděn í n á r o č n ý c h v ý p o č t ů . 
Implementace a j edno t l ivé součás t i v ý p o č e t n í h o frameworku jsou n a v r ž e n y tak, aby bylo 
m o ž n é j e d n o d u c h é spuš t ěn í na Me taCen t ru a nás l edný zisk výs ledků v t ex tové p o d o b ě . P r o 
spuš t ěn í ú lohy je n u t n é nejprve n a h r á t všechny komponenty p o t ř e b n é ke spuš t ěn í v ý p o č t u 

xhttp: / / metavo.metacentrum.cz/cs/ 
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na cílové úložiš tě rezervovaných p o č í t a č ů a ná s l edně spustit program či v ý p o č e t n í skript. 
P ro rezervaci se použ ívá rezervační ře tězec obsahuj íc í mimo da lš ího na s t aven í ze jména p o č e t 
jader n u t n ý c h pro v ý p o č e t , velikost ope račn í p a m ě t i a velikost m í s t a na disku. Současně je 
n u t n é vybrat vhodnou frontu, do k t e r é bude p o ž a d a v e k na s p u š t ě n í ú lohy u m í s t ě n . Fronty 
se liší m a x i m á l n í dé lkou b ě h u s p u š t ě n é úlohy. P o m o c í opakovaných spuš t ěn í bylo z j iš těno, 
že pro s p u š t ě n í optimalizace je v h o d n é zadat parametry reze rvačn ího ře tězce , uvedené v ta­
bulce 7.1. 

P o č e t C P U R A M H D D Fronta 
popSize + 1 40 G B 100 G B q_ ld 

Tabulka 7.1: Parametry pro na s t aven í r eze rvačn ího ře tězce . 

N a p r v n í pohled vyšší p o ž a d a v k y vyplýva j í z e jména z v ý p o č e t n í n á r o č n o s t i vy tvo řen í 
indexu a z a r o v n á n í u programu L A S T . Velikost p a m ě t i R A M souvisí i s p o č t e m C P U , 
jejichž poče t však b ě h e m e x p e r i m e n t ů n ikdy nepřekroč i l 16. T y p fronty q_ ld o d p o v í d á 
frontě s m a x i m á l n í dobou b ě h u skr ip tu 1 dne. V p ř í p a d ě m e n š í h o p o č t u C P U nebo m é n ě 
p a m ě t i R A M m ů ž e doj í t k vyče rpán í zd ro jů a p ř e d č a s n é m u n e ú s p ě š n é m u ukončen í v ý p o č t u . 
V p ř í p a d ě t e s tován í programu B L A T na reá lných datech z ískaných z p ř í s t ro j e I l lumina je 
n u t n é použ í t frontu s m a x i m á l n í dobou b ě h u 1 t ý d e n . 

V p r ů b ě h u e x p e r i m e n t ů bylo s p u š t ě n o 1199 ú loh s celkovou s p o t ř e b o u 1 272,7 d n ů pro­
cesorového času . Součás t í t ě ch to ú loh byla i p o k u s n á spuš t ěn í za úče lem ladění v ý p o č e t n í h o 
frameworku. 

7.2 Generovaná sekvenční čtení 

Za úče lem p rováděn í e x p e r i m e n t ů byla v y t v o ř e n a d a t o v á sada sekvenčních č ten í , k t e r á nesou 
empir ické vlastnosti sekvenčních č ten í p ř í s t ro j e I l lumina . Existuje m n o ž s t v í g e n e r á t o r ů , 
k t e r é z referenční sekvence ve f o r m á t u F A S T A vygeneruj í m n o ž i n u sekvenčních č ten í z a d a n é 
délky. J e d n í m z p o ž a d a v k ů je m o ž n o s t expl ic i tně z a d a n é hustoty p o k r y t í referenční sekvence 
vzn ik lými sekvenčn ími č t en ími . G e n e r á t o r y lze využ í t pro generován í jak j e d n o d u c h ý c h , tak 
pá rových sekvenčních č ten í . Velkou v ý h o d o u t ě c h t o g e n e r á t o r ů je rychlost, k t e r á je oproti 
s ekvenačn ím p ř í s t r o j ů m mnohem vyšší . Dá le je m o ž n é zvolit l ibovolnou referenční sekvenci, 
l ibovolnou dé lku sekvenčních č ten í a l ibovolně n á s o b n é p o k r y t í . N e v ý h o d o u je sof twarový 
p ř í s t u p , d íky k t e r é m u se vlastnosti sekvenčních č ten í pouze blíží s imu lovaným or ig iná lům. 
V t é t o p rác i by l použ i t program A R T , k t e r ý oproti j i n ý m t e s t o v a n ý m m á v ý h o d u p ř í m é h o 
vy tvo řen í referenčního za rovnán í ve f o r m á t u S A M . Referenční z a rovnán í je ná s l edně p o u ž i t o 
pro vy tvo řen í z l a t ého standardu programem R A B E M A (viz sekce 6.5). M n o ž i n a sekvenčních 
č tení je s t a n d a r d n ě u ložena v souboru ve f o r m á t u F A S T Q . 

Trénovací da tové sady sekvenčních č ten í pro opt imal izaci j edno t l i vých n á s t r o j ů se vzá­
j e m n ě liší. Hlavn í odl i šnos t í je dé lka referenční sekvence. Z a úče lem t e s tován í by la p o u ž i t a 
referenční sekvence l idského chromozomu X (NC_000023.11) z d a t a b á z e G e n B a n k 2 a pro 
další použ i t í by ly p o u ž i t y n ě k t e r é její čás t i . Nejdř íve byla v obou p ř í p a d e c h p o u ž i t a refere­
nční sekvence s te jné dé lky 100 ki lobází . V obou p ř í p a d e c h se doba za rovnán í v y t v o ř e n ý c h 
sekvencí pohybovala v ř á d u v te ř in . V p ř í p a d ě programu B L A T však v l ivem z m ě n hodnot 
p a r a m e t r ů docháze lo k n á r ů s t u doby b ě h u až na několik minut . V p ř í p a d ě programu L A S T 
nebyl n á r ů s t tak zásadn í , proto byla p o u ž i t a delší referenční sekvence dé lky 500 ki lobází . 

2http: / / www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 
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S t í m souvisí i n á r ů s t p o č t u sekvenčních č ten í , p ro tože v obou p ř í p a d e c h byly př i genero­
ván í p o u ž i t y s te jné parametry p o k r y t í . P r o t e s tován í různých délek sekvenčních č ten í bylo 
v y b r á n o 5 z á s t u p c ů délek v rozmezí od 50 do 100 báz í . P ro všechny dé lky byla provedena 
a n a l ý z a m a x i m á l n í h o p o č t u z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í př i výchozí rozlišovací schop­
nosti programu R A B E M A a výs ledky jsou v tabulce 6.3 (viz kapi tola 6.5). Celkový p řeh led 
p a r a m e t r ů obou d a t o v ý c h sad je v tabulce 7.2 

N á z e v programu L A S T B L A T 
N á z e v referenční sekvence L A S T . G e n B L A T . G e n 
Délka referenční sekvence 500 ki lobází 100 ki lobází 
P o č e t sekvenčních č ten í (50 bází ) 99 990 20 000 
P o č e t sekvenčních č ten í (65 bází ) 76 910 15 380 
P o č e t sekvenčních č ten í (75 bází ) 66 660 13 330 
P o č e t sekvenčních č ten í (90 bází ) 55 550 11110 
P o č e t sekvenčních č ten í (100 bází ) 49 995 10 000 

Tabulka 7.2: P ř e h l e d p o č t u sekvenčních č ten í v j edno t l i vých d a t o v ý c h sadách . 

Referenční sekvence byla sestavena z n á h o d n ě v y b r a n ý c h genů l idského chromozomu 
X . T y t o geny byly sestaveny za sebou do dvou referenčních sekvencí zmíněných délek. 
P ř i generování sekvenčních č ten í z t ě c h t o referenčních sekvencí p o m o c í programu A R T 
bylo p o u ž i t o d e s e t i n á s o b n é p o k r y t í . Jel ikož se j e d n á o sof twarový g en e rá to r a výs ledné 
p o k r y t í je r o v n o m ě r n é , č ímž se výs ledky liší od reá lných sekvenčních č ten í , p r o d u k o v a n ý c h 
sekvenačn ími př í s t ro j i . 

V y t v o ř e n é d a t o v é sady byly p o u ž i t y pro experimenty s o p t i m a l i z a č n í m frameworkem. 
D o s t a t e č n ý p o č e t sekvenčních č ten í k z a r o v n á n í je k l íčovým p o ž a d a v k e m pro sp r áv n o s t vý­
s ledků. P r o nás l edné ověření t é t o sp r ávnos t i je n u t n é provés t s te jné experimenty i s datovou 
sadou v y t v o ř e n o u z reá lných sekvenčních č tení . 

7.2.1 E x p e r i m e n t y s p r o g r a m e m B L A T 

N a o b r á z k u 7.1 (A) je z n á z o r n ě n vývoj nej lepšího k a n d i d á t n í h o řešení v p r ů b ě h u evoluce. 
P ř i experimentu byla p o u ž i t a d a t o v á sada 20 000 n e p á r o v ý c h sekvenčních č ten í dé lky 50 
bází . Z a r o v n á v a c í m n á s t r o j e m by l program B L A T . V p r v n í generaci bylo s p r á v n ě z a r o v n á n o 
17612 sekvenčních č ten í a tato hodnota byla v p r ů b ě h u evoluce z lepšena na 17848, což je 
v p o r o v n á n í s m a x i m á l n í m p o č t e m n á r ů s t o 1,2%. Toto s rovnán í s m a x i m á l n í m p o č t e m je 
z n á z o r n ě n o na o b r á z k u 7.1 (B) . 
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O b r á z e k 7.1: Vývo j nej lepšího k a n d i d á t n í h o řešení v p r ů b ě h u optimalizace programu B L A T . 
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B y l o provedeno 7 b ě h ů tohoto experimentu s o b č a s n ý m i modifikacemi omezen í hodnot 
p a r a m e t r ů . Nejlepší k a n d i d á t n í řešení jsou v následuj íc í tabulce 7.3. Rozd í l mezi p o č t e m 
z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í u obou na lezených řešení je v p o r o v n á n í s v y s o k ý m cel­
kovým p o č t e m zanedba te lný . Rozd í l v d o b ě b ě h u za rovnán í je v šak značný. V tabulce je 
pro s rovnán í i výs ledek b ě h u za rovnán í s výchozími parametry. Rozdí l v p o č t u zarovna­
ných sekvenčních č ten í oproti b ě h u s o p t i m á l n í m n a s t a v e n í m p a r a m e t r ů je p r ů m ě r n ě 1 295 
sekvenčních č ten í , což v p o r o v n á n í s ce lkovým p o č t e m sekvenčních č ten í vykazuje n á r ů s t 
p řesnos t i o 6,4 %. 

P o ř a d í Konfigurace Fitness hodnota D o b a za rovnán í 
1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=0 17848 2 ,3h 
2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=0 17 787 14 m i n 
výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 16 522 lOs 

Tabulka 7.3: Výs l edky optimalizace programu B L A T na d a t o v é s adě sekvenčních č ten í dé lky 
50 bází . 

P ř i dalš ích experimentech bylo m a n i p u l o v á n o ze jména s dé lkou sekvenčních č ten í a jejich 
typem. Ve všech p ř í p a d e c h docház í k ve lkému n á r ů s t u doby za rovnán í v p ř í p a d ě m a x i m á l ­
n ího zvýšení c i t l ivost i p ř i v y t v á ř e n í indexu. N a grafu na o b r á z k u 7.2 (A) je zopakován 
s te jný experiment jako v p ř í p a d ě o b r á z k u 7.1 s t í m rozdí lem, že dé lka sekvenčního č ten í je 
100 báz í . Celkový p o č e t sekvenčních č ten í je podle tabulky 7.2 10 000, z čehož pouze 7882 
sekvenčních č ten í lze v r á m c i d a n é rozlišovací schopnosti testovat na sp r áv n o s t za rovnán í . 
S rovnán í s m a x i m á l n í m p o č t e m z a r o v n á n í je z n á z o r n ě n o na vedlejš ím grafu na o b r á z k u 7.2 
(B) . 
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O b r á z e k 7.2: Vývo j nej lepšího k a n d i d á t n í h o řešení v p r ů b ě h u optimalizace programu B L A T . 

Jako i v p ř edeš l ém p ř í p a d ě bylo provedeno 7 e x p e r i m e n t ů , k t e r é se lišily n a s t a v e n í m 
povolených rozsahů p a r a m e t r ů . K o m p l e t n í výs ledky na všech d a t o v ý c h s a d á c h n e p á r o v ý c h 
sekvenčních č ten í různých délek jsou v tabulce 7.4. 
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Délka P o ř a d í Konfigurace Fitness M a x . Č a s 
50 báz í 1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=0 17848 20 000 2 ,3h 
50 báz í 2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=0 17787 20 000 14 m i n 
50 báz í výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 16 522 20 000 10s 
65 báz í 1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=0 13 972 15 375 2 ,8h 
65 báz í 2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=0 13 945 15 375 24,3 m i n 
65 báz í výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 13 503 15 375 10s 
75 báz í 1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=l 11375 13 304 3,2 h 
75 báz í 2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=l 11340 13 304 23,6 m i n 
75 báz í výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 11051 13 304 12s 
90 báz í 1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=0 7631 10 209 3,6 h 
90 báz í 2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=l 7600 10 209 40,4 m i n 
90 báz í výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 7410 10 209 12s 
100 bází 1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=0 5 486 7882 3,9 h 
100 bází 2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=0 5 457 7882 29,8 m i n 
100 bází výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 5 327 7882 12s 

Tabulka 7.4: Výs l edky optimalizace programu B L A T na všech d a t o v ý c h s a d á c h sekvenčních 
č tení . 

Ve všech p ř í p a d e c h je z n a t e l n ý rozdí l fitness hodnoty mezi z a r o v n á n í m s o p t i m á l n í m i 
parametry a z a r o v n á n í m s výchozími parametry. V p o r o v n á n í s m a x i m á l n í m p o č t e m za­
rovnaných sekvenčních č ten í docház í ve všech p ř í p a d e c h dé lky sekvenčního č ten í k n á r ů s t u 
p řesnos t i z a rovnán í o několik procent. Nej lepš ím řešení je v t é m ě ř všech p ř í p a d e c h kandi­
d á t n í řešení s konfigurací p a r a m e t r ů t i leSize=6, s tepSize=l a oneOff=0. P o r o v n á n í procen­
t u á l n í ú spěšnos t i pro všechny z k o u m a n é dé lky sekvenčních č ten í je z n á z o r n ě n o grafem na 
o b r á z k u 7.3. Č e r v e n á k ř ivka o d p o v í d á za rovnán í s výchozími parametry a m o d r á k ř ivka od­
pov ídá z a r o v n á n í s o p t i m á l n í m i parametry. P r ů m ě r n ě docház í ke zlepšení p řesnos t i o 3,27 % 
a v e x t r é m n í m p ř í p a d ě u sekvenčních č ten í dé lky 50 báz í o 6,63%. S ros touc í dé lkou sek­
venčn ího č ten í klesá v l iv optimalizace př i z a rovnán í programem B L A T . 
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Délka sekvenčních čtení 

O b r á z e k 7.3: S rovnán í ú spěšnos t i o p t i m á l n í c h a výchozích p a r a m e t r ů . 

Další experimenty byly p r o v á d ě n y s p á r o v ý m i sekvenčn ími č t en ími . Parametry generá­
toru sekvenčních č ten í A R T z ů s t a l y s te jné . P ř i v y t v á ř e n í p á r o v ý c h sekvenčních č ten í by la 
zvolena dé lka fragmentu 200 bází , což o d p o v í d á vlastnostem reá lných sekvenčních č ten í , 
kdy se velikost fragmentu pohybuje od 200 do 500 báz í (viz kapitola 3). S t ř edn í odchylka 
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velikosti fragmentu byla nastavena na 10 báz í . P o k r y t í referenční sekvence zůs ta lo deseti­
n á s o b n é a dé lky sekvenčních č ten í odpov ída j í d é l k á m z p ředchoz ího experimentu. Velikost 
da tové sady je s t e jná jako v p ř í p a d ě n e p á r o v ý c h sekvenčních č ten í . P o č e t p á r ů o d p o v í d á 
po lov ičn ímu p o č t u n e p á r o v ý c h č tení . 

N a o b r á z k u 7.4 (A) je z n á z o r n ě n graf vývoje nej lepš ího k a n d i d á t n í h o řešení v p r ů b ě h u 
evoluce a na vedlejš ím o b r á z k u 7.4 (B) je s rovnán í s m a x i m á l n í m p o č t e m z a r o v n a n ý c h 
sekvenčních č ten í . V p ř í p a d ě p á r o v ý c h sekvenčních č ten í není p ř í m o využ i to znalosti o veli­
kosti fragmentu, proto je každé sekvenční č ten í v p á r u z a r o v n á n o s a m o s t a t n ě a výs ledkem 
je m n o ž i n a t a k o v ý c h za rovnán í , k t e r á ses távaj í z obou z a r o v n a n ý c h č ten í v p á r u . Tato 
m n o ž i n a je nás l edně filtrována a příl iš v z d á l e n á sekvenční č ten í v p á r u jsou o d s t r a n ě n a . 
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O b r á z e k 7.4: Výs l edky optimalizace programu B L A T na d a t o v é s adě sekvenčních č ten í dé lky 
50 bází . 

V t é t o kategorii bylo provedeno 5 opakovaných b ě h ů , k t e r é se jako i v p ředeš l ém p ř í p a d ě 
lišily ze jména n a s t a v e n í m rozsahů hodnot op t ima l i zovaných p a r a m e t r ů . Dalš í z m ě n o u byla 
délka sekvenčních č ten í , v y b í r a n á z rozsahu od 50 do 100 bází . V p ř í p a d ě p á r o v ý c h sekvenč­
ních č ten í by ly očekávány s te jné výs ledné parametry jako v p ř í p a d ě n e p á r o v ý c h sekvenčních 
č tení z d ů v o d u nezávis lého za rovnán í obou č ten í v p á r u . V tabulce 7.5 jsou z n á z o r n ě n y vý­
sledky b ě h ů n á s t r o j e B L A T př i za rovnán í p á r o v ý c h sekvenčních č ten í různých délek. 
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Délka P o ř a d í Konfigurace Fitness M a x . Č a s 
50 báz í 1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=0 9448 11581 2,2 h 
50 báz í 2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=0 9 289 11581 9,9 m i n 
50 báz í výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 4918 11581 10s 
65 báz í 1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=0 11848 12 993 2 ,9h 
65 báz í 2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=0 11787 12 993 18,6 m i n 
65 báz í výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 10 869 12 993 10s 
75 báz í 1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=0 9 084 10 661 3,2 h 
75 báz í 2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=0 9 056 10 661 30,9 m i n 
75 báz í výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 8 506 10 661 12s 
90 báz í 1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=l 4 644 6 602 3,6 h 
90 báz í 2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=0 4 599 6 602 30,6 m i n 
90 báz í výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 3617 6 602 12s 
100 báz í 1. t i leSize=6 s tepSize=l oneOff=0 3110 4812 3,8 h 
100 báz í 2. t i leSize=6 stepSize=4 oneOff=0 3 086 4812 36,6 m i n 
100 báz í výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 2517 4812 12s 

Tabulka 7.5: Výs l edky optimalizace programu B L A T na všech d a t o v ý c h s a d á c h sekvenčních 
č tení . 

Výs l edky jsou podle p ř e d p o k l a d u t é m ě ř t o t o ž n é s výs ledky e x p e r i m e n t ů s n e p á r o v ý m i 
sekvenčními č t en ími . Nejlepší k a n d i d á t n í řešení m á o p ě t kofiguraci t i leSize=6, s tepSize=l , 
oneOff=0. M e z i p r v n í m a d r u h ý m v í t ězem v testech je menš í rozdí l v p o č t u s p r á v n ě za­
rovnaných sekvenčních č ten í , ale rozdí l v d o b ě b ě h u je e n o r m n í jako i v p ř í p a d ě n e p á r o -
vých sekvenčních č ten í . U m a x i m á l n í h o p o č t u z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í je u p r v n í 
da tové sady mnohem nižší číslo, než bylo očekáváno , což je z p ů s o b e n o rozl išovacím rozsa­
hem programu R A B E M A . V tomto p ř í p a d ě je celkový p o č e t sekvenčních č ten í sn ížen na 
p o u h ý c h 5 5 % . I p řes tento nedostatek je optimalizace ú s p ě š n á a na t é t o d a t o v é s adě do­
chází k p r ů m ě r n é m u zvýšení p ře snos t i v l ivem optimalizace o 38 %. Tento výs ledek se ovšem 
velmi liší od celkového p r ů m ě r u , proto jej lze považova t za n á h o d n ý a celkovou ú spěšnos t 
by n e m ě l ovl ivni t . 

N a o b r á z k u 7.5 je z n á z o r n ě n o s rovnán í b ě h u za rovnávac ího n á s t r o j e s výchozími para­
metry, což znázorňu je če rvená kř ivka , a s o p t i m á l n í m i parametry, čemuž o d p o v í d á m o d r á 
kř ivka . P r ů m ě r n ý n á r ů s t p řesnos t i ve smyslu p o č t u s p r á v n ě z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í 
je 10,2%, což je víc než v p ř í p a d ě n e p á r o v ý c h sekvenčních č ten í . D o v ý p o č t u p r ů m ě r n é h o 
zlepšení není z a p o č t e n a e x t r é m n í hodnota n á r ů s t u p ře snos t i 39,1 % v d a t o v é s adě sekvenč­
ních č ten í dé lky 50 bází . 
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O b r á z e k 7.5: S rovnán í ú spěšnos t i o p t i m á l n í c h a výchozích p a r a m e t r ů . 

V p r ů b ě h u e x p e r i m e n t ů bylo m a n i p u l o v á n o ze jména s n a s t a v e n í m v l a s tnos t í diferen­
ciální evoluce. Velikost populace se pohybovala od 10 do 12 k a n d i d á t n í c h řešení . P o č e t 
generací by l vzhledem k m e n š í m u p o č t u m o ž n ý c h kombinac í hodnot p a r a m e t r ů volen mezi 
20 a 30 generacemi. Výs l edky potvrd i ly p ů v o d n í očekávání , že nejvyšší p ře snos t i d o s á h n e 
program př i m a x i m á l n í povolené ci t l ivost i p ř i v y t v á ř e n í indexu. Výs l edky pro n e p á r o v á i pá ­
rová sekvenční č ten í jsou pro j edno t l ivé dé lky zobrazeny v t a b u l k á c h 7.4 a 7.5. Z a o p t i m á l n í 
řešení lze považova t obě nejlepší k a n d i d á t n í řešení v každé kategorii, p ro tože rozdí l v p o č t u 
s p r á v n ě z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í je v p o r o v n á n í s ce lkovým p o č t e m zanedba te lný . 

7.2.2 E x p e r i m e n t y s p r o g r a m e m L A S T 

Stejně jako u programu B L A T by l p r v n í m experimentem test r ů s t u p ře snos t i v p r ů b ě h u 
evoluce. P rogram L A S T se ovšem sk ládá ze dvou oddě lených p r o g r a m ů , u nichž p r o b í h á 
optimalizace p a r a m e t r ů oddě leně . Další od l i šnos t í je velikost d a t o v é sady sekvenčních č ten í , 
jej ichž p o č e t o d p o v í d á delší referenční sekvenci. N a o b r á z k u 7.6 (A) je z n á z o r n ě n graf vý­
voje nej lepšího k a n d i d á t n í h o řešení př i opt imal izaci p a r a m e t r ů programu L A S T A L , k t e r ý 
p rovád í s a m o t n é za rovnán í s v y u ž i t í m již v y t v o ř e n é h o indexu. K experimentu byla v y u ž i t a 
d a t o v á sada n e p á r o v ý c h sekvenčních č ten í dé lky 65 báz í . M o d r á k ř ivka o d p o v í d á z a r o v n á n í 
př i opt imal izaci p a r a m e t r ů mezn í frekvence v ý s k y t u př i rozš i řování s emínka a m i n i m á l n í h o 
skóre za rovnán í . Č e r v e n á k ř ivka znázorňu je za rovnán í př i opt imal izaci m a x i m á l n í dé lky 
semínka a m i n i m á l n í h o skóre. Vedlejší graf na o b r á z k u 7.6 (B) znázorňu je s rovnán í maxi ­
m á l n í h o p o č t u sp r ávných za rovnán í a z a rovnán í odpovída j íc í l epš ímu z obou na p ř e d c h o z í m 
grafu na o b r á z k u 7.6 (A) . 
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O b r á z e k 7.6: Výs l edky optimalizace programu L A S T na d a to v é s adě sekvenčních č ten í dé lky 
65 bází . 

Z grafu a výs ledků je zře jmé, že parametr omezující m a x i m á l n í povolenou velikost se­
m í n k a př i jeho rozš i řování nen í v h o d n é omezovat. Výchoz í hodnota je n e o m e z e n á a výs ledky 
jsou lepší v p ř í p a d ě , že z ů s t a n e neomezená . Exper iment po tv rd i l v ý h o d u použ i t í neomezené 
a d a p t i v n í dé lky semínka p ř e d variantou s omezenou délkou. V tabulce 7.6 je z n á z o r n ě n o 
o p t i m á l n í řešení ve s rovnán í s výchoz ím n a s t a v e n í m p a r a m e t r ů . 

Řešen í Konfigurace Fitness hodnota Doba b ě h u 
o p t i m á l n í m l e88 67197 6s 
výchozí m l O e40 66 595 23 s 

Tabulka 7.6: Výs l edky optimalizace programu L A S T na d a t o v é s adě sekvenčních č ten í dé lky 
65 bází . 

Za j ímavou v l a s tnos t í je zkrácen í doby b ě h u na p o u h ý c h 6 sekund a současné zvýšení 
p řesnos t i . Mezn í frekvence v ý s k y t u klesla z výchozích 10 v ý s k y t ů na p o u h ý 1 výsky t , což 
podle očekáván í sníží chybovost p o č á t e č n í h o za rovnán í s emínka . Tato vlastnost ovl ivni la 
pokles doby za rovnán í i současné zvýšení p řesnos t i . Hodnota m i n i m á l n í h o skóre se u p l a t n í 
spíše př i minimal izac i n e s p r á v n ý c h za rovnán í , k t e r á není součás t í zvolené fitness funkce. 
P ř i tomto experimentu došlo k n á r ů s t u p řesnos t i o 0,7%. Program vykazuje i s p o u ž i t í m 
výchozích p a r a m e t r ů vysokou p řesnos t , proto k výrazně j š ímu zlepšení nedoš lo . 

V tabulce 7.7 jsou z n á z o r n ě n y výsledky, k t e r ý c h bylo dosaženo na dalš ích d a t o v ý c h 
s a d á c h sekvenčních č ten í různých délek. 
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Délka Řešen í Konfigurace Fitness M a x . fitness Č a s 
50 báz í o p t i m á l n í m l e99 83 881 99 989 5s 
50 báz í výchozí m l O e40 82 491 99 989 15s 
65 báz í o p t i m á l n í m l e88 67197 76 890 6s 
65 báz í výchozí m l O e40 66 595 76 890 23 s 
75 báz í o p t i m á l n í m l e83 56 549 66 559 6s 
75 báz í výchozí m l O e40 56130 66 559 28 s 
90 báz í o p t i m á l n í m3 e99 45 468 51381 14 s 
90 báz í výchozí m l O e40 45 348 51381 30 s 
100 báz í o p t i m á l n í m3 e92 37598 39 561 12s 
100 báz í výchozí m l O e40 37519 39 561 46 s 

Tabulka 7.7: Výs l edky optimalizace programu L A S T A L na všech d a t o v ý c h s a d á c h sekve­
nčních č tení . 

Následující graf na o b r á z k u 7.7 znázorňu je s rovnán í o p t i m á l n í h o a výchozího na s t aven í 
p a r a m e t r ů p o m o c í p r o c e n t u á l n í ú spěšnos t i . K ne jvýrazně j š ímu zlepšení došlo na d a tové 
sadě sekvenčních č ten í dé lky 65 báz í o zmíněných 0,7%, p r ů m ě r n ě na všech s a d á c h došlo 
ke zlepšení o 0,39%. 
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O b r á z e k 7.7: S rovnán í ú spěšnos t i o p t i m á l n í c h a výchozích p a r a m e t r ů . 

Da l š ím krokem byla optimalizace vy tvo řen í indexu. Zde už byla pouze jedna kombinace 
p a r a m e t r ů m a w, což o d p o v í d á p ros to rově rozš í ř enému s e m í n k u a i n d e x a č n í m u kroku. 
V p r ů b ě h u e x p e r i m e n t ů bylo m a n i p u l o v á n o ze jména s rozsahy j edno t l i vých p a r a m e t r ů , 
velikostí populace a p o č t e m generac í . Tabulka 7.8 obsahuje výs ledky z ískané z b ě h ů nad 
všemi p o u ž i t ý m i d a t o v ý m i sadami. Cí lem experimentu bylo ze jména na lezení o p t i m á l n í h o 
semínka , u k t e r é h o není z n á m á výchozí hodnota pro dé lky sekvenčních č ten í větš í než 
50 báz í . P ř i n á s l e d n é m z a r o v n á n í bylo p o u ž i t o o p t i m á l n í c h hodnot p a r a m e t r ů , k t e r é byly 
z ískány v p ř e d c h o z í m experimentu. 
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Délka Řešen í Las ta l Las tdb Fitness M a x . Č a s 
50 báz í o p t i m á l n í m l e99 m l l l l O l l l O O O H O l O O l O l w l 84 088 99 989 8s 
50 báz í výchozí m l O e40 m l w l 82 491 99 989 15s 
65 báz í o p t i m á l n í m l e88 m l l l O O l O l l O O l l l O l O O l w l 67318 76 890 lOs 
65 báz í výchozí m l O e40 m l w l 66 595 76 890 23 s 
75 báz í o p t i m á l n í m l e83 ml l lO lOOHOlOlOOOlOO w l 56 656 66 559 13s 
75 báz í výchozí m l O e40 m l w l 56130 66 559 28 s 
90 báz í o p t i m á l n í m3 e99 mlOOOl lOl lOOlOOlOHO w l 45 490 51381 19s 
90 báz í výchozí m l O e40 m l w l 45 348 51381 30 s 
100 bází o p t i m á l n í m3 e92 mllOlOOOlOOll lOOOlOO w l 37623 39 561 26 s 
100 bází výchozí m l O e40 m l w l 37519 39 561 46 s 

Tabulka 7.8: Výs l edky optimalizace programu L A S T na všech d a t o v ý c h s a d á c h sekvenčních 
č tení . 

Z výs ledků v tabulce 7.8 je zře jmé, že doba za rovnán í je s tá le nižší v p ř í p a d ě použ i t í 
op t imá ln í ch p a r a m e t r ů než v p ř í p a d ě použ i t í výchozích p a r a m e t r ů . V p ř í p a d ě optimalizace 
obou p r o g r a m ů jsou výs ledky j e š t ě lepší než v p ř e d c h o z í m experimentu, kde byly opt imal i ­
zovány parametry pouze u programu L A S T A L . V ý s l e d k e m tohoto experimentu je p r ů m ě r n é 
zlepšení o 0,77%, což je o něco více než v p ř e d c h o z í m p ř í p a d ě . Celkové s rovnán í s p o u ž i t í m 
výchozích hodnot p a r a m e t r ů je z n á z o r n ě n o grafem na o b r á z k u 7.8. Zelená k ř ivka o d p o v í d á 
v ý s l e d k ů m tohoto experimentu, če rvená k ř ivka b ě h u s výchozími parametry a m o d r á k ř ivka 
reprezentuje výs ledky z p ředchoz ího experimentu. 
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Délka sekvenčních čtení 

O b r á z e k 7.8: S rovnán í ú spěšnos t i o p t i m á l n í c h a výchozích p a r a m e t r ů . 

P o s l e d n í m experimentem v kategorii generovaných sekvenčních č ten í je aplikace pro­
gramu L A S T př i z a rovnán í p á r o v ý c h sekvenčních č ten í . Jejich m n o ž s t v í o d p o v í d á m n o ž s t v í 
n e p á r o v ý c h č ten í , tedy p o č e t p á r ů je poloviční v p o r o v n á n í s p o č t e m n e p á r o v ý c h č tení . 
Parametry g e n e r á t o r u jsou s te jné jako v p ř í p a d ě programu B L A T . S t e j n ý m z p ů s o b e m se 
p ř i s t upu je i k výs ledné m n o ž i n ě za rovnán í , k t e r á obsahuje pouze páry , k t e r é jsou z a r o v n a n é 
v povolené vzdá lenos t i , k t e r á o d p o v í d á s t ř edn í vzdá lenos t i 200 báz í s odchylkou m a x i m á l n ě 
10 báz í . Současně t a k é p la t í , že k a ž d ý z obou č ten í v p á r u je z a r o v n á n na j i n é m ze dvou 
k o m p l e m e n t á r n í c h v láken, což je zák l adn í v l a s tnos t í p á r o v ý c h č ten í (viz kapi tola 3). 

V tabulce 7.9 jsou zobrazeny výs ledky na j edno t l i vých d a t o v ý c h s a d á c h sekvenčních 
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čtení r ů z n ý c h délek. Nejprve p r o b ě h l a optimalizace programu za rovnán í a n á s l e d n ě s již 
z n á m ý m i o p t i m á l n í m i parametry tohoto programu p r o b ě h l a optimalizace p a r a m e t r ů u pro­
gramu vy tvo řen í indexu. V tabulce je rovněž pro s rovnán í i výs l edná p řesnos t v p ř í p a d ě 
použ i t í výchozích hodnot parametru. 

Dé lka Řešen í Las ta l Las tdb Fitness M a x . Č a s 
50 báz í o p t i m á l n í m l e57 m l l l l O l O l l O O O l l O O l l O l w l 47022 58103 10s 
50 báz í výchozí m l O e40 m l w l 43127 58103 12s 
65 báz í o p t i m á l n í m l e87 m l l l l l O O l O l O l l O O O l O O w l 56416 65 039 8s 
65 báz í výchozí m l O e40 m l w l 55 718 65 039 40 s 
75 báz í o p t i m á l n í m l e68 ml l lOOOllOHOOOOOOlOl w l 44 686 53 052 10s 
75 báz í výchozí m l O e40 m l w l 44 203 53 052 26 s 
90 báz í o p t i m á l n í m5 elOO mlOOlOOOOlllOOOOHOl w l 28439 32 599 21s 
90 báz í výchozí m l O e40 m l w l 28 393 32 599 29 s 
100 bází o p t i m á l n í m5 e92 ml lOl l lOOlOOlOOOlOlOO w l 22 671 24431 27s 
100 bází výchozí m l O e40 m l w l 22 639 24431 34 s 

Tabulka 7.9: Výs l edky optimalizace programu L A S T na všech d a t o v ý c h s a d á c h sekvenčních 
č tení . 

P r o b l é m nízké ci t l ivost i programu R A B E M A v p ř í p a d ě p á r o v ý c h sekvenčních č ten í dé lky 
50 báz í je s te jný jako v p ř í p a d ě e x p e r i m e n t ů s programem B L A T . M a x i m á l n í poče t zarov­
n a n ý c h sekvenčních č ten í je i v tomto p ř í p a d ě necelých 55 %, ale 58 103 sekvenčních č ten í je 
s tá le d o s t a t e č n ě velká m n o ž i n a , na k t e r é lze na j í t o p t i m á l n í hodnoty p a r a m e t r ů . Ve všech 
p ř í p a d e c h se ukáza lo nejlepší stanovit i ndexačn í krok na jeho výchozí hodnotu. V y t v á ř e n í 
indexu je proto m a x i m á l n ě cit l ivé. J e d n o t l i v á o p t i m á l n í p ros to rově rozš í řená s emínka jsou 
v y t v o ř e n a pro každou dé lku sekvenčn ího č ten í . V p r ů b ě h u evoluce se však ukazuje více 
možných řešení se stejnou výs l ednou fitness hodnotou. P r o lepší r o z h o d n u t í a v ý b ě r je­
d iného v í t ězného k a n d i d á t a by bylo t ř e b a zvolit j inou fitness funkci (viz sekce 7.4), nebo 
experiment opakovat a za o p t i m á l n í výs ledek označ i t nejčastějš í výsledek. 

N a o b r á z k u 7.9 je z n á z o r n ě n o s rovnán í o p t i m á l n í c h a výchozích p a r a m e t r ů . Ste jně 
jako v předeš lých p ř í p a d e c h se h o d n o t í procento s p r á v n ě z a r o v n a n ý c h sekvenčních č tení . 
P r ů m ě r n ě došlo ke zlepšení o 0,57%, což je v p o r o v n á n í s n e p á r o v ý m i sekvenčn ími č t en ími 
n e p a t r n ě m é n ě . Do p r ů m ě r u ovšem o p ě t nebyla zahrnuta p r v n í hodnota, k t e r á d íky n ízkému 
m a x i m á l n í m u p o č t u s p r á v n ě z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í vykazovala zlepšení o 6,7%. 
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O b r á z e k 7.9: S rovnán í ú spěšnos t i o p t i m á l n í c h a výchozích p a r a m e t r ů . 

P o č e t generac í se měn i l v rozsahu od 50 do 120 generac í a v populaci bylo m a x i m á l n ě 
15 k a n d i d á t n í c h řešení . P o č e t generac í b y l v p o r o v n á n í s programem B L A T vyšší z d ů v o d u 
velkého m n o ž s t v í povolených hodnot parametru p ros to rově rozš í řeného semínka . Celkově 
došlo ke zlepšení p řesnos t i z a rovnán í o 0,57% na d a t o v ý c h s a d á c h p á r o v ý c h sekvenčních 
č tení a o 0,77 % na s a d á c h s n e p á r o v ý m i č t en ími . M í r a zlepšení je v p o r o v n á n í s programem 
B L A T nižší, avšak nen í k o m p e n z o v á n a t a k o v ý m n á r ů s t e m doby b ě h u . P ř i použ i t í opti­
má ln ích p a r a m e t r ů došlo i ke zrychlení z a rovnán í o několik v t e ř in , což nen í pro výs ledek 
nijak dů lež i té . D a l š í m p ř í n o s e m p rovedených e x p e r i m e n t ů bylo p o t v r z e n í lepší p ře snos t i 
př i použ i t í a d a p t i v n í dé lky semínka v p o r o v n á n í s apl ikací o mezen é dé lky semínka p e v n ě 
stanovenou hodnotou. 

7.3 Reálná sekvenční čtení 

Druhou skupinou e x p e r i m e n t ů je p rováděn í z a rovnán í sekvenčních č ten í z í skaných z p ř í s t ro j e 
I l lumina. Za t í m t o úče lem by l z ev ropského b io in format ického archivu sekvenčních č t e n í 3 

( S R A ) v y b r á n experiment (DRR000534) . J e d n á se o sekvenaci exonů l idského chromozomu 
X . V ý s l e d k e m je d a t o v á sada n e p á r o v ý c h sekvenčních č ten í dé lky 75 báz í . Sekvenční č t en í 
v t é t o da tové s adě vykazuj í 50,6% z a s t o u p e n í báz í cytozinu a guaninu a 49,4% zastou­
pen í báz í adeninu a tyminu . Z popisu experimentu vyp lývá , že se j e d n á o experiment 
sekvenace pouze exonových oblas t í , proto je m o ž n é jako referenční sekvence p o u ž í t seznam 
a n o t o v a n ý c h exonů. 

V p ř í p a d ě programu L A S T , k t e r ý je ne s rovna t e lně rychlejší v p o r o v n á n í s programem 
B L A T , lze jako referenční sekvenci p o u ž í t celý chromozom X . P r o b l é m n a s t á v á v pří­
p a d ě programu B L A T , u k t e r é h o s a m o t n é vy tvo řen í indexu t r v á ř ádově des í tky hodin pro 
j i s t é konfigurace p a r a m e t r ů . Jednou z možnos t í je m í s t o j e d n é referenční sekvence vy tvo ř i t 
m n o ž i n u referenčních sekvencí , k t e r é by o d p o v í d a l y a n o t o v a n ý m e x o n ů m na chromozomu 
X . Tato m o ž n o s t bohuže l nen í p o u ž i t e l n á d íky programu R A B E M A , u k t e r é h o docház í 
v l ivem vysokého p o č t u referenčních sekvencí k i n t e r n í m c h y b á m . Pro to byla za t í m t o úče­
lem sestavena p o d o b n á referenční sekvence jako v p ř í p a d ě generovaných sekvenčních č ten í 
a j edno t l ivé exony byly spojeny do j e d n é sekvence. N e v ý h o d o u tohoto spo jen í je m o ž n á 
nep řesnos t v cí lovém za rovnán í , ale jelikož neexistuje ž á d n é referenční z a rovnán í a je n u t n é 
jej v y t v o ř i t až na vzniklé sekvenci, lze tuto variantu použ í t . 

3http: / / www.ncbi.nlm.nih.gov/sra 

55 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra


D r u h ý m p r o b l é m e m je velké m n o ž s t v í sekvenčních č ten í . V ě t š i n a b io in format ických ex­
p e r i m e n t ů , k t e r é se týkaj í l idských c h r o m o z o m ů a l idského genomu, obsahuj í obrovské m n o ž ­
s tv í sekvenčních č tení . Z d ů v o d u časové n á r o č n o s t i nelze zarovnat v šechna sekvenční č ten í . 
Za t í m t o úče lem je v y t v o ř e n a o m e z e n á m n o ž i n a sekvenčních č ten í , k t e r á se př i z a r o v n á n í 
využi je . V p ř í p a d ě programu B L A T obsahuje m n o ž i n a 12 000 sekvenčních č ten í a program 
L A S T vyžije m n o ž i n u s 20 000 sekvenčn ími č t en ími . V ý b ě r je rea l izován n á h o d n ě z m n o ž i n y 
76 mi l ionů sekvenčních č ten í . P r o k a ž d ý program je t í m t o z p ů s o b e m n á h o d n é h o v ý b ě r u vy­
tvo řeno 10 d a t o v ý c h sad a př i z a rovnán í je n á h o d n ě v y b r á n a jedna z nich. 

K e každé s adě je n u t n é vy tvo ř i t j iž p o p s a n ý z la tý standard (viz sekce 6.5). P r o b l é m e m 
je absence referenčního za rovnán í , k t e r é př i vzn iku reá lných sekvenčních č ten í nelze zís­
kat. Podle n á v o d u programu R A B E M A lze získat referenční z a rovnán í p o m o c í n á s t r o j e 
RazerS, k t e r ý je s p u š t ě n s parametry zaručuj íc ími m a x i m á l n í p řesnos t . T í m t o z p ů s o b e m 
bylo v y t v o ř e n o referenční z a r o v n á n í pro každou datovou sadu reá lných sekvenčních č ten í , 
k t e r é slouží pro vy tvo řen í z l a t ého standardu. N a každé d a t o v é s adě vyjde pro k o n k r é t n í 
k a n d i d á t n í řešení od l i šná hodnota fitness, proto je n u t n á ú p r a v a algori tmu. V p ř í p a d ě , že 
t e s t o v a n é k a n d i d á t n í řešení již bylo ohodnoceno fitness funkcí, je výs l edná hodnota fitness 
v y p o č í t á n a jako p r ů m ě r p ů v o d n í a nové. T í m vznikne pro obě k a n d i d á t n í řešení nová hod­
nota fitness. P ř e d n á s l e d n o u ak tua l i zac í nej lepšího k a n d i d á t n í h o řešení v p r ů b ě h u evoluce 
je jeho fitness hodnota nahrazena touto p r ů m ě r n o u hodnotou v p ř í p a d ě , že se j e d n á o kan­
d i d á t n í řešení se stejnou konfigurací . V ý s l e d k e m je pak v ideá ln ím p ř í p a d ě p r ů m ě r n á fitness 
hodnota na někol ika n á h o d n ě zvolených d a t o v ý c h sadách . 

7.3.1 E x p e r i m e n t s p r o g r a m e m B L A T 

Experiment s r e á l n ý m i sekvenčn ími č t en ími b y l nejprve proveden s použ i t í n á s t r o j e B L A T . 
Vzh ledem k rozsáhlé referenční sekvenci p r o b í h a l y v ý p o č t y velmi pomalu, což je z n á z o r n ě n o 
výs l ednými časy v tabulce 7.10. P ro experiment byla p o u ž i t a populace s pouze 8 k a n d i d á t ­
n ími řešen ími a evoluce p r o b í h a l a pouze 12 generac í . Dé lka celého b ě h u byla více než 120 
hodin a dosažený výs ledek n e m u s í bý t zcela o p t i m á l n í . N a získání o p t i m á l n í h o řešení by 
bylo t ř e b a mnohem více generací . 

Řešen í Konfigurace F i t n e s s / M a x . fitness Doba b ě h u 
o p t i m á l n í t i leSize=6 stepSize=8 oneOff=0 2 805/3 355 10,6h 
výchozí t i l e S i z e = l l s t e p S i z e = l l oneOff=0 2 724/3 355 lOs 

Tabulka 7.10: Výs l edky optimalizace programu B L A T na d a t o v ý c h s a d á c h reá lných sekve­
nčních č tení . 

Navzdory o b t í ž n é m u t e s tován í programu B L A T b y l experiment ú s p ě š n ý a došlo v tomto 
p ř í p a d ě ke zlepšení p řesnos t i o 2,4 %, což je s te jné jako v p ř í p a d ě generovaných sekvenčních 
č tení , kde došlo ke z lepšení na t é t o délce sekvenčního č ten í o 2,44%. Vzh ledem k tomu, 
že se b ě h e m p rvn ích 12 generac í neobjevila konfigurace s i n d e x a č n í m krokem dé lky 1, je 
p r a v d ě p o d o b n é , že tato konfigurace nen í op t imá ln í , jak je tomu u generovaných sekvenčních 
č tení , z čehož vyp lývá , že index v y t v o ř e n ý s m a x i m á l n í ci t l ivost í nemus í bý t v ž d y lepší. 

Zůs t ává p r o b l é m e x t r é m n í h o n á r ů s t u doby za rovnán í , z p ů s o b e n é h o p ř e d e v š í m kon­
s t rukc í indexu. P ro za rovnán í vě tš ího p o č t u sekvenčních č ten í a př i použ i t í delší refere­
nční sekvence, k t e r á je v tomto p ř í p a d ě d l o u h á t é m ě ř 38 megabáz í , je b ě h v ý p o č e t n í h o 
frameworku i s a m o t n é za rovnán í časově velmi n á r o č n é . 
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7.3.2 E x p e r i m e n t s p r o g r a m e m L A S T 

Závěrečným experimentem byla optimalizace p a r a m e t r ů n á s t r o j e L A S T za použ i t í d a t o v ý c h 
sad reá lných sekvenčních č tení . Postup b y l s te jný jako v p ř í p a d ě generovaných sekvenčních 
č tení . P r v n í m krokem byla optimalizace za rovnávac ího programu L A S T A L a navazuj íc ím 
krokem byla optimalizace programu L A S T D B pro vy tvo řen í indexu s n á s l e d n ý m za rovná­
n í m s dř íve op t ima l i zovanými parametry. Referenční sekvencí je v tomto p ř í p a d ě celý l idský 
chromozom X a je využ i t o o p ě t 10 různých d a t o v ý c h sad, v y t v o ř e n ý c h z n á h o d n ě v y b r a n ý c h 
sekvenčních č tení . 

V tabulce 7.11 jsou zobrazeny výs ledky z tohoto experimentu. Se z í skanou o p t i m á l n í 
konfigurací p a r a m e t r ů bylo provedeno 12 b ě h ů na n á h o d n ý c h d a t o v ý c h s adách . Z t ě c h t o 
b ě h ů byly z ískány výs ledky fitness hodnot, referenční m a x i m á l n í fitness i doba za rovnán í . 
P r ů m ě r n é výs ledky jsou přesnějš í než jeden výs ledek na j e d n é z t es tovac ích sad. 

Řešen í Las t a l Las tdb Fitness M a x . fit. D o b a b ě h u 
o p t i m á l n í m l e83 m l l l O l O O l O O O O O H O O l l w5 7920 13 351 1,1 m i n 
generované m l e68 m l l l O l O O H O l O l O O O l O O w l - - -
výchozí m l O e40 m l w l 7720 13 351 2,1 m i n 

Tabulka 7.11: Výs l edky optimalizace programu L A S T na d a t o v ý c h s a d á c h reá lných sekve­
nčních č tení . 

Z výs l edků je zře jmé, že v l ivem optimalizace došlo opě t ke zkrácen í celkové doby za­
rovnán í jako u předeš lých e x p e r i m e n t ů s programem L A S T . Současně došlo ke zlepšení 
p řesnos t i o 1,4 %. Ste jně jako v p ř í p a d ě programu B L A T je h l a v n í m rozd í lem oproti výsled­
k ů m dosažených na d a t o v é s adě generovaných sekvenčních č ten í velikost i n d e x a č n í h o kroku. 
V p ř í p a d ě generovaných sekvenčních č ten í je ne jvhodnějš í použ í t m a x i m á l n í citlivost, k t e r á 
v p ř í p a d ě reá lných sekvenčních č ten í není o p t i m á l n í . N á r ů s t p ře snos t i nen í tak v ý r a z n ý jako 
v p ř í p a d ě programu B L A T , ale je výraznějš í než v p ř í p a d ě programu L A S T př i aplikaci na 
gene rovaná sekvenční č ten í . P r o s rovnán í je zobrazen i výs ledek p ros to rově rozš í řeného se­
m í n k a u generovaných sekvenčních č ten í dé lky 50 bází , k t e r é je z 57,9 % t o t o ž n é se z í skaným 
s e m í n k e m v tomto experimentu. 

Velikost populace byla př i tomto experimentu stanovena na 15 k a n d i d á t n í c h řešení . 
Parametr p o č t u generac í se od j iných e x p e r i m e n t ů s programem L A S T nelišil. P ř i opt ima­
lizaci programu vy tvo řen í indexu bylo použ i t o 120 generac í , v p ř í p a d ě programu z a r o v n á n í 
pos tač i lo 20 až 30 generac í . 

7.3.3 S h r n u t í 

U obou t e s t o v a n ý c h p r o g r a m ů došlo podle očekáván í k n á r ů s t u p ře snos t i v l ivem opt imal i ­
zace p a r a m e t r ů p o m o c í op t ima l i začn ího frameworku. V p ř í p a d ě programu B L A T vzrost la 
p řesnos t o 2,4%, což bylo cí lem i za cenu poklesu rychlosti z a rovnán í . V p ř í p a d ě pro­
gramu L A S T došlo ke zvýšení p řesnos t i o 1,4% a současně došlo k poklesu doby za rovnán í . 
U obou p r o g r a m ů se výs ledky liší od výs ledků dosažených na d a t o v ý c h s a d á c h generovaných 
sekvenčních č ten í , a to ze jména v délce i ndexačn ího kroku, k t e r ý je v p ř í p a d ě reá lných sek­
venčních č ten í delší . V p ř í p a d ě k r a t š í h o i ndexačn ího k roku by mohla bý t n ě k t e r á sekvenční 
č tení z a r o v n á n a n e s p r á v n ě . 
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7.4 Možná rozšíření 

O p t i m a l i z a č n í framework je n a v r ž e n za úče lem optimalizace ve smyslu maximalizace p o č t u 
s p r á v n ě z a r o v n a n ý c h sekvenčních č ten í . D a l š í m m o ž n ý m h o d n o t í c í m k r i t é r i em m ů ž e bý t 
minimalizace p o č t u n e s p r á v n ý c h za rovnán í . V t a k o v é m p ř í p a d ě by bylo t ř e b a změn i t al­
goritmus v ý p o č t u fitness funkce. Výs ledek programu R A B E M A obsahuje ú d a j o p o č t u 
n e s p r á v n ý c h za rovnán í , čili je m o ž n é ho pro tento účel využ í t . V p ř í p a d ě vy tvo řen í fitness 
funkce za ložené na j iné k v a n t i t a t i v n ě h o d n o c e n é vlastnosti výs l edného z a r o v n á n í je m o ž n é 
z a m ě n i t program R A B E M A za j iný hodno t í c í program, k t e r ý lépe vyhovuje p o ž a d a v k ů m . 

Da l š ím m o ž n ý m rozš í řen ím je použ i t í delších sekvenčních č tení . V p rác i by la za úče lem 
p rováděn í e x p e r i m e n t ů p o u ž i t a dé lka č ten í v rozmezí od 50 do 100 báz í . Současné sekvenačn í 
p ř í s t ro je jsou schopné produkovat i delší sekvenční č ten í a j e d n í m z d l o u h o d o b ý c h cílů je 
jejich další p rod lužován í . O p t i m a l i z a č n í framework je na tuto m o ž n o s t p ř i p r aven . Dé lka 
sekvenčních č ten í je j e d n í m z p a r a m e t r ů b ě h u , k t e r é lze l ibovolně m ě n i t . 

Za rovnán í lze realizovat s jednou datovou sadou sekvenčních č ten í , nebo lze vygenero­
vat více sad a n á h o d n ě v y b í r a t mezi n imi , jak je tomu n a p ř í k l a d př i realizaci e x p e r i m e n t ů 
s r e á l n ý m i sekvenčn ími č t en ími . J inou alternativou by mohlo bý t vy tvo řen í m n o ž i n y sek­
venčních č ten í p ř e d k a ž d ý m s p u š t ě n í fitness funkce. V t a k o v é m p ř í p a d ě by ale bylo n u t n é 
vždy vy tvo ř i t odpovída j íc í z la tý standard k v y b r a n é m u re fe renčnímu za rovnán í . V y t v o ř e n í 
z l a t ého standardu však m ů ž e bý t př i vě t š ím m n o ž s t v í sekvenčních č ten í nebo př i použ i t í 
delší referenční sekvence časově ná ročně j š ím procesem, k t e r ý by zpomal i l b ě h v ý p o č e t n í h o 
frameworku. 
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Kapitola 8 

Závěr 

P o m o c í sekvenačn ích metod lze získat dů lež i t é informace o z k o u m a n é m genomu. V p rác i 
byly p o p s á n y r ů z n é sekvenační metody, k t e r é se všechny vyznačuj í m a s i v n í m paralelismem 
a gene rován ím obrovského m n o ž s t v í dat. Jejich spo l ečným v ý s t u p e m je knihovna nasek-
venovaných p á r o v ý c h či n e p á r o v ý c h sekvenčních č ten í . Nás leduj íc ím krokem je z a r o v n á n í 
k referenční sekvenci nebo ses tavení sekvence de novo. V obou p ř í p a d e c h se využ ívá za-
rovnávac ích n á s t r o j ů , k t e r é jsou programovou real izací vyh ledávac ích a lgo r i tmů založených 
na pr inc ipu hashovac í tabulky nebo prefixových či sufixových polí (viz kapitola 4). T y t o 
za rovnávac í n á s t r o j e využíva j í p ř i z a rovnán í dé lku sekvenčních č ten í a jejich kval i tu , k t e r á 
je specifická k a ž d é m u sekvenačn ímu př í s t ro j i . 

Cí lem za rovnávac ích n á s t r o j ů je provés t z a rovnán í co nejpřesněj i . Vlas tnos t i t akového 
za rovnán í lze ovl ivni t n a s t a v e n í m p a r a m e t r ů , mezi k t e r é p a t ř í ze jména velikost s e m í n k a 
pro p o č á t e č n í za rovnán í , povolení neshod v tomto za rovnán í a dé lka i ndexačn ího kroku př i 
v y t v á ř e n í indexu pro vyh l edán í shody. P r o účely optimalizace byly v y b r á n y dva n á s t r o j e 
L A S T a B L A T , u k t e r ý c h je c í lem na léz t o p t i m á l n í hodnoty zmíněných p a r a m e t r ů , aby 
bylo výs l edné za rovnán í co nejpřesnějš í . 

H l a v n í m cí lem p r á c e bylo pak vy tvo ř i t op t ima l i začn í framework, j ehož cí lem je zvýšení 
p řesnos t i za rovnávac ích n á s t r o j ů p o m o c í na lezení o p t i m á l n í c h hodnot zvolených parame­
t r ů . Zvýšení p řesnos t i o d p o v í d á v t é t o p rác i maximal izac i p o č t u s p r á v n ě z a r o v n a n ý c h sek­
venčních č tení . Framework by l n a v r ž e n a i m p l e m e n t o v á n t í m z p ů s o b e m , aby bylo m o ž n é 
j edno t l ivé čás t i v p ř í p a d ě p o t ř e b y nahradit a t a k é aby bylo m o ž n é jednoduchou ú p r a v o u 
spustit opt imal izaci l ibovolného n á s t r o j e s r ů z n ý m i parametry. O p t i m a l i z a č n í j á d r o je im­
p l emen tac í diferenciální evoluce, k t e r á , jak ukáza ly výs ledky e x p e r i m e n t ů (viz kapitola 7), 
je v h o d n ě zvo leným o p t i m a l i z a č n í m prvkem. Proces optimalizace lze ovl ivni t n a s t a v e n í m 
p a r a m e t r ů če tnos t i kř ížení či velikosti populace a p o č t u generac í . Kl íčovou rol i hraje vý­
poče t fitness funkce, k t e r ý je zcela oddě l en v j i n é m programu a k t e r ý m ů ž e bý t j e d n o d u š e 
modif ikován či nahrazen. 

S v y t v o ř e n ý m o p t i m a l i z a č n í m frameworkem bylo provedeno několik sad e x p e r i m e n t ů jak 
na d a t o v ý c h s a d á c h softwarově generovaných sekvenčních č teních , tak na sekvenčních č te­
ních ze sekvenačn ího p ř í s t ro j e I l lumina. Výs l edky t ěch to e x p e r i m e n t ů byly d e m o n s t r o v á n y 
p o m o c í grafů, k t e r é znázorňova ly p ř e d e v š í m n á r ů s t ú spěšnos t i p ř i z a rovnán í sekvenčních 
č tení různých délek. V p ř í p a d ě za rovnán í programu B L A T na s adě generovaných č ten í došlo 
k n á r ů s t u p řesnos t i o 3,27%, u p á r o v ý c h č ten í o 10,2 % (viz kapitola 7). K n á r ů s t u p ře snos t i 
došlo za cenu v ý r a z n é h o z p o m a l e n í celkového za rovnán í . V p ř í p a d ě programu L A S T došlo 
ke zlepšení p ře snos t i z a rovnán í o 0,77 % u n e p á r o v ý c h sekvenčních č ten í a o 0,57 % v p ř í p a d ě 
pá rových (viz kapitola 7). U obou p r o g r a m ů výs ledky ukazovaly, že o p t i m á l n í m ře šen ím je 
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vy tvo ř i t co m o ž n á nejdeta i lnějš í index. V obou p ř í p a d e c h mě l indexačn í krok dé lku 1. P ř i 
použ i t í sady reá lných sekvenčních č ten í v šak už toto řešení nebylo nalezeno jako o p t i m á l n í . 
Délka i ndexačn ího kroku je u programu B L A T 8 báz í a u programu L A S T 5 báz í p ř i délce 
nepá rového č ten í 75 bází . P r o b l é m rychlosti u programu B L A T b y l d íky delší referenční 
sekvenci j e š t ě výraznějš í než v p ř í p a d ě generovaných č ten í , u programu L A S T došlo nao­
pak o p ě t ke zrychlení . V p ř í p a d ě programu B L A T došlo ke zlepšení p řesnos t i o 2,4% a v 
p ř í p a d ě programu L A S T o 1,4%. 

V ý s l e d k e m e x p e r i m e n t ů bylo k r o m ě ověření sp r ávnos t i op t ima l i začn ího frameworku 
a jeho využ i t e lnos t i p ř i opt imal izaci z a rovnán í t a k é na lezení o p t i m á l n í c h p ros to rově rozšíře­
ných semínek u programu L A S T , k t e r á byla doposud z n á m á jen pro sekvenční m a x i m á l n í 
dé lky 50 báz í . V ý s l e d n á š ab lona m á v p ř í p a d ě e x p e r i m e n t ů s r eá lnými sekvenčn ími č te­
n ími s dé lkou 65 báz í tvar 1110100100000110011. Současně byla ověřena vhodnost použ i t í 
a d a p t i v n í dé lky s e m í n k a n a m í s t o použ i t í s e m í n k a s omezenou délkou. 
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Dodatek A 

Obsah CD 

bude d o p l n ě n o . . . 
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Dodatek B 

Výstup programu RABEMA 

Intervals to fi n d : 4812 

Intervals found: 3110 

Intervals found ['/„] 64.6301 

Invalid alignments: 18109 

Additional Hits: 0 

Number of reads: 14528 

Number of reads with intervals: 4665 

Mapped reads: 3055 

Mapped reads ['/„ of t o t a l ] : 21.0284 

Mapped reads [°/
0
 of mappable] : 65.4877 

Normalized intervals found: 3023.5 

Normalized intervals found [*/,]: 64.8124 

Found Intervals By Error Rate 

ERR #max #found °/
0
found norm max norm found norm found [%] 

0 6 6 100. .00 6. .00 6. .00 100. .00 

1 39 37 94. .87 39. .00 37. .00 94. .87 

2 121 111 91. .74 121. .00 i l l . .00 91. .74 

3 360 301 83. .61 358. .00 299. .00 83. .52 

4 584 443 75. .86 580. .00 439. .50 75. .78 

5 849 593 69. .85 840. .00 584. .50 69. .58 

6 1009 649 64. .32 981. .00 630. .50 64. .27 

7 966 564 58. .39 924. .00 541. .00 58. .55 

8 878 406 46. .24 816. .00 375. .00 45. .96 
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