VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA INFORMACNICH TECHNOLOGII
USTAV INFORMACNICH SYSTEMU

FACULTY OF INFORMATION TECHNOLOGY
DEPARTMENT OF INFORMATION SYSTEMS

OPTIMALIZACE ZAROVNANI DAT ZNEXT-GENERATION
SEKVENOVANI

DIPLOMOVA PRACE
MASTER’S THESIS

AUTOR PRACE Bc. VOJTECH SALANDA
AUTHOR

BRNO 2014



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA INFORMACNICH TECHNOLOGHI
USTAV INFORMACNICH SYSTEMU

N
k I

;/ U FACULTY OF INFORMATION TECHNOLOGY
K_

DEPARTMENT OF INFORMATION SYSTEMS

OPTIMALIZACE ZAROVNANI DAT ZNEXT-GENERATION
SEKVENOVANI

OPTIMIZATION OF THE NEXT-GENERATION SEQUENCING DATA ALIGNMENT

DIPLOMOVA PRACE
MASTER’S THESIS

AUTOR PRACE Bc. VOJTECH SALANDA
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. IVAN VOGEL
SUPERVISOR

BRNO 2014



Abstrakt

Tato prace pifinasi moznost optimalizace nastroji pro zarovnani sekvencénich ¢teni, ktera
jsou produktem sekvenacnich technik 2. generace. Vysledné zarovnani existujicich nastroje
lze ovlivnit riznym nastavenim parametri. Za timto ticelem byl vytvofen optimalizac¢ni fra-
mework, ktery pomoci algoritmu diferencialni evoluce nalezne optiméalni nastaveni zvolenych
parametri. Cilem optimalizace je maximalizace presnosti zarovnani. Funkénost frameworku
byla ovéfena na datovych sadach jak redlnych, tak generovanych sekvencnich ¢teni. Diky
presnéjsimu zarovnani lze ziskat presnéjsi podobu referencéni sekvence pro navazujici ana-
lyzy genetickych vlastnosti.

Abstract

This thesis presents the possibility of shorts DNA reads alignment tools optimization. These
short DNA reads are products of Next-Generation 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 optimization framework to find the optimal values
of selected parameters. This framework is based on Differencial Evolution algorithm 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 DNA reads. As 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

Uvod

Soucasti molekularné-genetickych metod analyzy biologického materidlu je sekvenovani
DNA. Existuje mnoho sekvena¢nich metod, jejichZ spoleénym vstupem je biologické struk-
tura ve formé vldkna DNA/RNA s nezndmou primarni strukturou, coZ je posloupnost
nukleotidd. Sekvenaci a naslednym zarovnanim lze tuto sekvenci zrekonstruovat a zjistit
posloupnost nukleotidid. Naslednou analyzou lze ziskat cenné informace o genech, jejich
funkcich nebo geneticky podminénych chorobach. Uplatnéni nachéazi tyto metody zejména
v mediciné pfi studiu dédiénych a nadorovych onemocnéni nebo v genetice pri sestavovani
genomu organizmi, studiu vzajemné p¥ibuznosti nebo identifikaci genti a kvantitativni ana-
lyze transkriptom.

Next-generation sekvenovani je skupina metod vyznacujicich se masivnim paralelismem
a vysokou propustnosti, diky ¢emuz jsou tyto metody oznacovany jako HTS (high-throughput
sequencing). Zavedeni téchto technologii pfineslo nové moznosti ve zkoumani nukleotido-
vych sekvenci uvnit¥ bunky. Vyrazné poklesly naklady, rozsirilo se pole ptisobnosti a nové
pristroje umoznily zkoumat DNA /RNA sekvence v prokaryotickych i eukaryotickych bun-
kach. Problematika HTS technologii bude popsana ve 2. kapitole.

Vysledkem ¢innosti sekvena¢nich piistroju je mnozina kratkych sekvenénich éteni (reads),
jejichz vlastnosti a rtizné typy budou popsany ve 3. kapitole.

Diky produkci obrovského mnozstvi dat a existenci riznych sekvenacnich technologii je
tfeba vyvijet bioinformatické néastroje pro zpracovani téchto dat produkovanych vétsinou
komercéné vyuzivanymi pristroji. Zakladnim bioinformatickym problémem je spravné ma-
povani téchto prectenych sekvenci na referencni sekvenci nebo sestaveni ptivodni sekvence
de novo. V soucasné dobé je mozno si vybrat z 60 riznych nastroji, pficemz mnoho z nich
neni starsich nez 7let a jejich vyvoj probihal soucasné s vyvojem sekvenacnich technik. Ve
4. kapitole budou popsany algoritmy a datové struktury, které jsou pouzivany pii mapovani,
moznosti optimalizace a specidlni zarovnani.

Cilem zarovnavacich nastroji je predevsim maximalizace presnosti at uz v tloze ano-
tace genomovych sekvenci nebo v ptripadé studia vyskytt mutaci a polymorfismu. Vyslednou
presnost téchto nastroju lze ovlivnit nastavenim rdznych parametri. Hlavnim tkolem této
prace je navrh a implementace optimaliza¢niho frameworku, ktery za pomoci evolu¢nich
optimaliza¢nich technik nalezne optiméalni hodnoty zvolenych parametri s cilem maxima-
lizovat presnost zarovnani. Zakladnim poZadavkem je moZnost aplikace na libovolny za-
rovnavaci nastroj. V 5. kapitole bude popsan proces vybéru zarovnavacich nastroju pro
testovani frameworku.

6. kapitola je vénovana implementaci jednotlivych ¢asti frameworku, realizaci diferen-
cialni evoluce jako nastroje optimalizace a popisu pouzitych forméatu souboru pro uloZeni



sekvence, sekvencnich ¢teni a zarovnani.

V 7. kapitole je pak popsan proces vytvoreni datovych sad jak generovanych, tak real-
nych sekvenc¢nich ¢teni. Vysledky experimentt provedenych nad témito datovymi sadami
jsou zobrazeny v podobé tabulek a grafi. Soucésti této kapitoly je i popis moznych nava-
zujicich postupt a experimentii, které je mozné diky snadné rozsiritelnosti optimaliza¢niho
frameworku realizovat.



Kapitola 2

Next-generation sekvenovani

Existujici sekvena¢ni metody lze délit podle spoleénych znakt do nékolika skupin. Prvni
skupinou jsou metody 1. generace, jejichZ zastupcem je pomald Sangerova metoda. Dfive
byla tato metoda dominantni na trhu témeér 20 let a vyznamné se podilela na sestaveni
kompletniho lidského genomu v roce 2000 [6]. V priubéhu této doby byla metoda vylepso-
véna, avSak stale vykazovala jistd omezeni, ktera zapricinila vyvoj sofistikovanéjsich metod
a vyvoj Sangerovy metody byl zastaven po ur¢itém nizkém poctu vylepSeni. Sangerova me-
toda je zalozena na sekvenovani urcitého tiseku, ktery vzdy kon¢i stejnym typem nukleotidu
(A/C/G/T).

Dalsi skupinou jsou metody 2. generace. Tyto nové metody uskutecnuji strategie za-
lozené na kombinaci pfipravy templatu, sekvenovani a nasledného zobrazeni, genomového
zarovnani k referenéni zndmé sekvenci a metod sestaveni genomu z nasekvenovanych frag-
mentd. Hlavnim cilem vyuziti téchto metod je zrychleni sekvena¢niho procesu, moznost
paralelni sekvenace a sniZeni nakladu, které byly v pfipadé Sangerovy metody velmi vy-
soké. Metody NGS (next-generation sequencing) produkuji obrovské mnozstvi sekvenénich
¢teni, coz jsou kratké nasekvenované tiseky DNA. U nékterych pristroju je uvedena dokonce
miliarda ¢teni v jednom béhu. Tyto NGS metody nachéazi uplatnéni zejména v opakovaném
znovusestaveni lidského genomu, coz vede k detailnéjsimu a kvalitnéjSimu studiu genetic-
kych zmén a jejich vlivu na nemoci a zdravi ¢lovéka. Schopnost nasekvenovat cely genom
nejen u ¢lovéka, ale i pfibuznych organismi prispéla k rozsahlym srovnéavacim evolucnim
studiim, které byly doposud nerealizovatelné. Na trhu existuji sekvenac¢ni piistroje, které se
specializuji na konkrétni problémy. Kazda metoda a piistroj vykazuje riizné vlastnosti a pii
aplikaci na konkrétni problém i riiznou pfesnost, coz vede ke srovnavani metod, hodnoceni
a stanoveni vhodnosti jejich pouziti.

Dale existuje jesté tfeti skupina metod 3. generace, jejimz predstavitelem je metoda
Nanopore [3]. Vyvoj v této oblasti dale pokracuje a cilem je moznost nasekvenovani lidského
genomu za 100 dolart a s tim souvisejici vyvoj persondlni genomiky [28]. PFi vySetfeni
pacienta by byl k dispozici jeho genom, ktery by napomahal urceni diagnézy. Navzdory
velkému zajmu o dosavadni pokroky a cile této techniky neni Nanopore vyznamné komercéné
vyuzivan, a proto jsou metody NGS stale dominantnimi na trhu sekvenacnich technologii.

V této kapitole budou popsdny NGS techniky a ptistroje Illumina/Solexa, Roche /454
a SOLiD/LifeTechnologies. Nazvy jednotlivych pfistrojii nesou nézvy firem, které je vy-
vinuly. DuleZitymi aspekty v oblasti zarovnani, které je vénovana tato prace, jsou délka
a kvalita nasekvenovanych sekvencnich ¢teni. Zaroven bude zminén pokrok téchto metod,
jejich limity a predpokladany budouci vyvoj.



2.1 Priprava templatu

Prvnim spoleénym krokem vsech NGS metod je priprava templatového vzorku. Templat je
oznaceni vlakna, ke kterému se bude béhem sekvenac¢niho procesu vytvaiet komplementarni
vlakno. Pro jeho ptipravu existuji dva pouzivané pristupy:

e zesileni templatu pomoci techniky PCR,
e pouziti jedné molekuly jako templatu.

Soucasné NGS metody $tépi genomovou DNA na ndhodnych mistech na kratké frag-
menty. Fragmenty lze pouzit pro pfipravu jak jednoduchych templati, tak mate-pair tem-
platd, u kterych je tfeba vice genetického materidlu. Templat je pfipevnén a fixovan na
pevném povrchu, coz umoznuje miliardam jinak sekvencnich reakci probihat paralelné a tim
mnohonasobné zrychlit cely sekvena¢ni proces.

2.1.1 Zesileni templatu

Vétsina systému pro zobrazovani sekvenci neni navrzena za tcelem rozpoznani konkrétniho
nukleotidu na zakladé jediného signalu. Proto je nutné zesilit templat, coz zesili i vysledny
signal a usnadni jeho rozpoznani.

Prvni ze dvou standardnich metod je technika emulzni PCR (emPCR) [7]. Jeji vyhodou
je pouziti v nebunééném prostiedi, ¢imzZ se lze vyhnout ztratdm nékterych genomovych
sekvenci. Tyto ztraty jsou nejcastéjsim problémem pii klonovani uvnitt bakteriadlni bunky.
Nejprve se vytvori knihovna jednovlaknovych fragmenti. Déle jsou jednotlivé fragmenty na
obou koncich obohaceny o adaptory sestavajici z univerzalnich vazebnych mist pro primery.
Dvousroubovice je v dalsi fazi rozpletena do dvou samostatnych vlaken pfi denaturaci. Ka-
7dé jednotlivé vlakno DNA je zachyceno na chromatinové kuli¢ce, kterd ma na svém povrchu
primery. Dale nasleduje amplifikace tak, ze k zachycenému vldknu se vytvoti vlakno kom-
plementarni od kazdého primeru na povrchu kuli¢ky. Na skli¢ku jsou v posledni fazi pomoci
chemické reakce usporadany jednotlivé kulicky do pravidelné mrizky a pfipraveny k dalsimu
pouziti v ramci NGS. V prfipadé sekvenace parovych sekvencnich Cteni je templatem usek
dvouvlédknové DNA (viz kapitola 3). Postup zesileni templatu je znédzornén na obrazku 2.1.
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Obrazek 2.1: Technika PCR v krocich [39].
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Druhou metodou je zesileni solid-phase [11], které vyuzivé piistroj Illumina. Na pevném
povrchu sklicka jsou ve vysoké hustoté rozmistény pfimé a reverzni primery. K primeru
je dale navazan templat, ktery ma byt zesilen. V misté navazani templatu dojde k jevu
zvanému bridge amplification. Existence dvou druht primeru pro navazani opa¢nych konct
templatu umoznuje vznik mostu podle obrazku 2.2. K navazanému templatu se vytvori
komplementarni vldkno. Dvé vladkna jsou oddélena a proces se opakuje. Po jeho skonceni
vznika 100-200 miliont shluk v mistech navazani ptivodniho templatu.



Obréazek 2.2: Zesileni templatu metodou solid-phase [39)].

2.1.2 Jednomolekulovy templat

Metody pouziti jednomolekulového templatu vyuzivaji jednodussi a pirimocaiejsi postup.
Mnozstvi potfebné genomové DNA je mensi nez 1ug, coz je vyhodou oproti daleko na-
mohou vzniknout nezaddouci nukleotidové mutace. Zesilenim tak mize vzniknout zkresleny
vysledek, coz ptisobi problémy pii zarovnani ¢i znovusestaveni ptivodni sekvence nebo pri
RNA-seq [53], kdy dochézi ke sniZeni reprezentativnosti mRNA molekul.

V prvni fazi dojde k fixaci jednotlivych primert na pevny podklad. Fragmenty o veli-
kosti 200-250 bazi jsou obohaceny adaptory a hybridizaci pfipojeny k primertm. Po na-
vazani DNA polymerazy dochazi k vytvoreni komplementarniho vldkna DNA k templatu.
Druhou variantou je fixace jednotlivych templata k pevnému povrchu a navazani volnych
primerd. V obou pripadech je mozné na desti¢ce rozmistit né€kolik miliard téchto dvojic
vldkno-primer. Tteti zpusob spoéiva ve fixaci DNA polymerazy k pevnému povrchu [8]. Na
fixovanou molekulu jsou navazany dvojice vlakno-primer. Timto pfistupem lze sekvenovat
templaty o délce az 10000 bazi, ¢ehoz lze vyuzit pri real-time sekvenovani.

2.2 Sekvenovani a zobrazeni

Po vytvoreni a piipadném zesileni templatu je dalsim krokem sekvenace. Pti zesileni tem-
platového vzoru vznikd populace identickych templatd, z nichz kazdy prosel sekvena¢nim
procesem. PTi zobrazeni je pozorovan zesileny signal, ktery vznika souctem signali ze shod-
nych nukleotidi. Vznik jednoho signalu z vice diléich klade diiraz na ucéinnost procesu, eli-
minace mutaci a dokonceni celého procesu. V piipadé, ze proces sekvenace skonéi predcasné,
nedojde k vytvoreni celého komplementarniho vldakna a vysledné sekvenéni ¢teni ma nizkou
kvalitu. VSechny zminéné poruchy zvysuji fluorescenéni Sum nebo zkraceni éteni [9]. U dru-
hého typu k témto chybam nedochéazi, ale templaty jsou v kazdém cyklu nachylné na adice
nukleotidu ¢i sond. Tzv. shasejici efekt (dephasing), ktery vznikd mezi barvami sousednich
molekul nebo pri zaclenéni urcéité tmavé sondy, zase zptusobuje delece ve vysledném Cteni.



2.2.1 Sekvenace terminaci (CRT)

Metoda CRT spociva v pouziti fluorescenéné modifikovanych nukleotidi, které funguji jako
terminatory sekvenace [38]. DNA polymeréza je navizana na dvojici templat-primer. V kaz-
dém kroku dojde k navazani pravé jednoho fluorescen¢né modifikovaného nukleotidu, ktery
je komplementarni k prvnimu volnému templatovému nukleotidu ve sméru sekvenace. Do-
jde k terminaci diky chemické modifikaci navidzaného nukleotidu. V dalsim kroku dojde
k odstranéni chemické fluorescencéni znacky, kterd identifikuje dany nukleotid. Pro zacho-
vani spravného a kontrolovaného chodu jsou jednotlivé faze zakonceny fazi odplaveni ne-
potiebného materidlu. Cely cyklus miize byt budto jednobarevny podle obrazku 2.4, kdy
je v roztoku pravé jeden typ nukleotidu, nebo ¢tyfbarevny podle obrazku 2.3, kdy jsou
v roztoku vSechny 4 typy nukleotidi.

Obrazek 2.3: Sekvenace p¥istroje Illumina/Solexa se ¢tyFbarevnym cyklem [39].

|

Obrazek 2.4: Sekvenace pristroje Helicos/BioScience s jednobarevnym cyklem [39].

Ctyibarevny cyklus je pouzit v pfistroji Illumina/Solexa a jednobarevny pouziva Heli-
cos/BioScience. Pouzité reverzibilni terminatory, coz jsou zminéné modifikované nukleotidy,
se pouzivaji ve dvou variantach s 3’ blokovanym a 3’ neblokovanym koncem.

V pripadé 3’ blokovaného konce je tfeba stépeni dvou chemickych vazeb. Tim se odstépi
fluorescenéni barvivo a dojde k obnové pivodni -OH skupiny, ¢imz se uvolni vldkno pro dalsi
cyklus. Ctyfi barvy jsou detekovany tplnym vnitinim fluorescenénim odrazem (TIRF) za



pomoci dvou laseri. Nejéastéjsi chybou je zdména guaninu za jiny typ nukleotidu, dalsi pro-
blémy muze zpusobit zesileni AT-bohatého ¢i CG-bohatého templatu, coz vede ke zkresleni
vysledného zobrazeni. Pfi detekci SNVs (single nucleotide variants) dochazi k 99 % shodé
s existujicimi SN'Vs, falesné shoda u nové objevenych SNVs dosahuje minimalné 2,5 %. Vy-
sledky pochazi ze zarovnani pomoci bioinformatickych nastroja MAQ [33] a ELAND [13].

Nevyhodou je sloZity proces modifikace 3’ konct, ktery vyzaduje nutnost mutovat i DNA
polymerazy. Naproti tomu 3’ neblokovany konec spoc¢iva v pfipojeni malé chemické slou-
Ceniny. Vznikly termindtor je rozpoznan vSemi DNA polymerdzami [54] a pouzivd se ve
dvou typech podle druhu modifikace. V obou pfipadech dochézi k terminaci syntézy a obé
strategie jsou U¢innéjsi nez varianta s 3’ blokovanym koncem.

2.2.2 Sekvenace ligazou (SBL)

Pouziti DNA ligazy je alternativni zpusob k nejéastéji pouzivané metodé CRT, ktera pou-
zivd DNA polymerazu a reverzibilni terminatory. Enzym DNA ligiza slouzi ke spojovani
kratkych DNA sond do delsich celkt pfi replikaci buriky. V pripadé SBL jsou fluorescen¢né
oznaceny jednonukleotidové nebo dvounukleotidové sondy. Tyto sondy jsou navazany ke
komplementarnimu vldknu na volnou pozici za primerem. Zbylé sondy jsou odplaveny. Dale
se podle fluorescenéniho znaceni identifikuji pfipojené sondy [26]. Proces pokracuje odstra-
nénim fluorescencéni skupiny nebo pfipojenim nového primeru. Sekvenace je znazornéna na
obrazku 2.5.
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Obrézek 2.5: Sekvenace pomoci DNA ligazy pristroje SOLiD /Life [39].

Po skonceni jednoho kola je nutné posunout misto navazani primeru, aby se nasekveno-
vala i mista, ktera v pfedchozim kole tvorila primer. Pocet kol je stejny jako délka primeru,
jak ukazuje obrazek 2.6.

Vyuziti DNA ligdzy pii sekvenovani je jednou z vlastnosti pfistroje SOLiD/Life [52].
V tomto pripadé je pouzito dvounukleotidovych sond, jejichZ vyhodou je schopnost opra-
vovat chyby v jednotlivych kolech a moznost detekce SNVs. Templat je zesilen technikou
emPCR. V ramci jednoho kola se provede deset pripojeni sondy. Ve druhém kole dojde
k pripojeni primeru délky o jedna kratsi a pokracuje se stejnym zptisobem. Pii nasledném
barevném dekdédovani lze detekovat dveé pozice soucasné a diky vice koldim je mozné opravit
vzniklé chyby. Barevné vysledky jsou poté zlinearizovany a vysledek je zarovnan k refere-
néni sekvenci podle obrazku. K precteni kompletni sekvence je nutné provést nejméné 5 kol,
coz je ovlivnéno délkou pouzitych sond.
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Obrazek 2.6: Naznaceni cykla pfistroje SOLID (A), rekonstrukce DNA sekvence, ozna¢eno
misto polymorfismu (B) [39].

Vyhodou pristroje SOLID je vysoka kvalita vyslednych sekvenc¢nich ¢teni. Jejich délka
je vsak pouze 50 bazi, coz zavisi na poctu cykli v ramci jednoho kola. Kratka ¢teni mo-
hou pusobit problémy pfi nasledném zarovnani zejména v regionech s ¢astymi repeticemi.
Problém AT-bohatych a CG-bohatych sekvenci je stejny jako v pripadé CRT.

2.2.3 Sekvenace adici

Sekvenovani pomoci adice je oznacovano jako pyrosekvenovéani (pyrosequencing). Hlavnim
rozdilem oproti pivodnim pristupim je pouziti nemodifikovanych nukleotidi. Modifikace
se tykd DNA polymerézy, kterd je obohacena o pfesné mnozstvi nukleotidit ANTP (deoxy-
ribonucleotide triphosphate). DNA polymeréza pfipoji za primer komplementédrni dNTP
a jeji ¢innost je ukoncena. Cyklus je obnoven pfi dodani dalsi ANTP. Poradi a intenzita
svételnych efektd jsou zaznamenany do tzv. flowgramu, ze kterého lze urcit primarni struk-
turu podle obrazku 2.7.
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Obrazek 2.7: Sekvenace adici piitroje Roche/454 [39].

Piikladem vyuziti metody pyrosekvenovani je pfistroj Roche/454. Ptiprava templétu
probih& pomoci techniky emPCR, nasledné je 1-2 miliony kuli¢ek rozmisténo v PTP (Pi-
coTiterPlate) jamkach, mezi kterymi je sniZena interakce, coz zvySuje kvalitu vysledku.
V idedlnim pfipadé je v kazdé jamce pouze jedna kulicka. Jednotlivé dANTP jsou distri-
buovany do PTP jamek v predem uréeném potadi. Pomoci kamery jsou snimény svételné
signaly, které jsou produktem enzymatické reakce. Pocet ANTP je pfimo imérny sile vysled-
ného signédlu pro az 6 homopolymernich repetic (6 po sobé jdoucich stejnych nukleotidi).

Vyhodou této platformy je vhodnost pouziti pfi mate-pair sekvenovani, protoze nepo-
tfebuje dvojnasobnou dobu na rozdil od jinych metod. Nejcastéjsi chybou béhem pyro-
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sekvenovani je inserce ¢i delece. Délka vyslednych ¢teni se pohybuje primérné kolem 330
bazi.

2.3 Zarovnani a sestaveni

Po dokonceni sekvenac¢niho procesu jsou dvé moznosti dalsiho pokracovani. V pfipadé, ze
neni znama referencéni sekvence, dochdazi k sestaveni de novo, coZ znamena, ze vysledkem
bude ptuvodni genom, ktery vznikne sestavenim jednotlivych ¢teni za sebou, pri¢emz se vy-
uzije vzajemného prekryti pro stanoveni poradi. Druhd moZnost vyzaduje znalost referen¢ni
sekvence, ke které budou nasekvenovana ¢teni zarovnana. Konkrétni strategie je urcena na
zakladé biologické aplikace, nakladu, usili a ¢asové ivahy. Zarovnani k referencni sekvenci
se provadi za ucelem objeveni novych a potvrzeni jiz objevenych SNVs. U nové objevenych
SNVs je nutné néasledné validace. Dulezitym cilem je detekce genovych variaci za Ucelem
zjisténi pribuznosti riznych organismd.

Zarovnani sekvenc¢nich ¢teni k referen¢ni sekvenci mé své limity, které jsou zpusobeny
vyskytem cCastych repetic. V pfipadé pokusu zarovnat Cteni k cizi referencni sekvenci je
vysoké pravdépodobnost, ze toto zarovnani selze [13]. K feSeni problému repetic 1ze pouzit
¢teni typu mate-pair nebo pair-end (viz kapitola 3). Kromé informace o primérni sekvenci
dvou tseku obsahuji jesté dodatecénou informaci o jejich vzdalenosti v referen¢ni sekvenci,
coz vede k presnéjSimu zarovnani.
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Kapitola 3

Sekvencéni ¢teni

Vysledkem ¢innosti vSech sekvenacnich pristroji je knihovna nasekvenovanych sekvencénich
Cteni. Jak vyplyva z predchozi kapitoly, jedné se o fragmenty ruznych délek od 30 bazi do
vice nez 1000 bazi, u kterych je zndma primérni struktura DNA /RNA. Souéasti vstupu je
i kvalita jednotlivych ¢teni, kterd je definovana pro kazdy nasekvenovany nukleotid. Délka
sekvencnich ¢teni a jejich kvalita v riznych mistech je specifickd pro jednotlivé NGS plat-
formy. Existuji t¥i zakladni kategorie pouzivanych sekvencnich ¢teni podle typu sekvenace:

e single-end ¢teni,
e mate-pair ¢teni,
e pair-end Cteni.

Jednotlivé kategorie se lisi visledkem a mnozstvim informace o ¢teni, popfipadé o dvojici
Cteni v pripadé poslednich dvou kategoriich. Nékteré platformy NGS se specializuji pouze
na jednu kategorii a jejich cilem je mnozina co nejdelsich sekvencénich ¢teni vysoké kvality.

Nezavisle na vybéru typu ¢teni je mozné sekvenovat rtznéd biologickd data, kterd lze
rozdélit do tii zdkladnich kategorii:

e DNA,
e RNA,
e dalsi sekvence (proteiny).

V této praci je kladen diiraz zejména na prvni kategorii, ktera zahrnuje sekvenaci geno-
mové DNA v bunikdch zkoumaného organismu. Do druhé kategorie spada sekvenace tran-
skriptomu, coz je soubor vSech genovych RNA produktd. Prikladem je metoda RNAseq
[43]. Do tfeti skupiny patii dalsi mozné sekvence, jako jsou proteiny, které jsou analyzo-
vany na zakladé interakce s DNA (metoda ChIPseq).

3.1 Single-end c¢teni

Prvni kategorii tvori nejjednodussi typ sekvenc¢nich ¢teni. Jedna se o fragmenty standardni,
vyse zminéné délky, ktera je ovlivnéna pouzitou platformou a s ni souvisejici technologii.
Kazdé ¢teni nese informaci o primarni struktufe jednovldknové DNA/RNA a kvalité na-
snimaného signalu pro kazdy nukleotid. Jeho vyhodou je jednoduchost vytvoreni, protoze
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pouziva standardni metody sekvenace (viz kapitola 2). Tato ¢teni lze pouzit jak p¥i zarov-
nani, které je v tomto pripadé jednodussim procesem nez v piipadé parovych ¢teni, tak pri
sestaveni de novo. Vyhodou je tedy jednoduchost pfi dals$im zpracovani.

Nevyhodou je mozné nejednoznacnost pri zarovnani i sestaveni de novo. V pripadé prilis
kratkych ¢teni mize dojit k vicendsobnému zarovnani. Tento aspekt se zejména pri sesta-
veni de novo muze projevit netplnou rekonstrukci hledaného genomu. K témto problémim
dochézi zejména v pripadé, Ze nasekvenovany genom obsahuje vét$i mnozstvi repetic.

3.2 Mate-pair Cteni

Knihovna mate-pair sequencing je vytvorena ze sekvencnich ¢teni, které obsahuji inserty
o velikosti 2-5 kb. Jedna se o typ parovych ¢teni, které kromé nasekvenované oblasti obsa-
huji dodatec¢nou informaci o velikosti insertu. Tato ¢teni a jejich knihovny jsou vyuzitelné
v mnoha biologickych aplikacich, jako je sestaveni de nowvo, detekce strukturalni varia-
bility pfi genomovém zarovnani nebo dodateéna kontrola pii zarovnani k obecné refere-
néni sekvenci. Lze kombinovat data z knihovny mate-pair s druhym typem parovych ¢teni
(pair-end), ¢imz vzniké silnd kombinace dlouhych ¢teni, které nesou dostateéné informace
pro presné zarovnani nasekvenovanych ¢teni k referenénimu genomu nebo jeho sestaveni
de novo.
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Obréazek 3.1: Pribéh sekvenovani mate-pair ¢teni: fragmentace (A), cirkularizace a vy-
tvofeni fragmentt v okoli spoje (B), vytvofeni shluku (C), sekvenovani ¢teni (D) [19].

Proces vytvareni mate-pair ¢teni zacina fragmentaci vldkna DNA podle obrazku 3.1.
Vzniknou tak fragmenty o velikosti 2-5 kb, coz je v porovnéni se single-end ¢tenimi vice
nez desetindsobek délky. Takto vzniklé fragmenty jsou potom na jednom konci oznaceny
biotinem upravenymi dNTP (nukleotidy). Pomoci téchto dNTP a chemické reakce mezi
konci dojde k cirkularizaci fragmenti, podle obrazku. Fragmenty, které nevytvoii uzaviené
smycky, jsou odstranény. Nasledné jsou v okoli spoji z téchto kruhovych ¢teni odstépeny
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fragmenty délky 400-600 bazi a je odstranéna biotinova znacka uprostfed nich, jak je zna-
zornéno na obrazku 3.1 (B). Tyto kratsi sekvence jsou dale obohaceny adaptory na obou
koncich a probiha proces zesileni pomoci techniky PCR. Pribéh sekvenace je znidzornén na
obrazku 3.1 (D). Po vzniku shluku je nasekvenovano prvni vladkno, poté je vytvofen novy
shluk a je nasekvenovano i druhé vldkno [19].

Kazdé Cteni je tedy definovan jako dvé cCasti sekvence, které byly nasekvenovany po
vzniku shluku technikou PCR, a délkou fragmentu, kterd se pohybuje od 2kb do 5kb.
Pri néasledném zarovnani lze téchto informaci vyuzit ke zvySeni citlivosti a presnosti vy-
sledku [19].

Vyhodou je efektivni protokol, ktery neni zavisly na konkrétnim genomu ani pouzité
next-generation platformé. Dalsi vyhodou jsou nizké pozadavky na mnozstvi materialu,
které jsou okolo 10 ug pro jeden béh pfistroje.

3.3 Pair-end dteni

Obdobou mate-pair knihoven je knihovna parovych ¢teni druhého typu s nazvem pair-end.
Princip spociva ve vytvoreni fragmentt o velikost 200-500 bézi, coZ je v porovnani s frag-
menty mate-pair asi desetkrat méné. Princip zarovnani je stejny jako v pfipadé mate-pair.
Pri tomto procesu se kromé mapovani nasekvenované ¢asti vyuziva informace o velikosti
insertu. V pripadé pair-end cteni se jedna o insert asi desetkrat mensi nez v pripadé ma-
te-pair [20].

Vytvorené fragmenty jsou obohaceny adaptory. Pomoci techniky PCR dojde k zesileni
a vzniku shlukid podle obréazku 3.2 (B). V ramci shluki probihd sekvena¢ni proces nejprve
z prvniho konce. Po obnoveni shluku se nasekvenuje sekvence z druhého konce, jak je zna-
zornéno na obrazku 3.2 (C). Délka nasekvenovanych ¢asti je z kazdé strany typicky 75 bazi,
tedy jedno parové Cteni sestava z 2 krat 75 bazi a dodateéné informace o velikosti insertu
200-500 bézi. Pti jednom béhu sekvenacniho pfistroje vznikne az 200 miliont sekvencénich
Cteni.

——

=N = ‘Il'\ ; \ Fragment (200-500bp)

&

#

Obrazek 3.2: Prubéh sekvenovani pair-end ¢teni: fragmentace (A), vytvoreni shluku (B),
sekvenovani ¢teni (C) [20].

Kromé zminéné vyhody dodate¢né informace vykazuje parové sekvenovani dalsi vyhody.
Pokud se jedna o mnozstvi DNA ve zkoumaném vzorku, potfebuje parové sekvenovani stejné
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mnozZstvi jako single-end sekvenovani. NevyZzaduje methylaci DNA a lze jej pouzit pfi vice
biologickych aplikacich. Diky pouziti pair-end Cteni lze dosahnout vyssi kvalitu zarovnani.

3.4 Shrnuti

Vysledek sekvenace je knihovna sekvenénich ¢teni, coz jsou nasekvenované fragmenty urcité
délky, ktera koresponduje s pouzitou NGS technologii. Kromé jednoduchych single-end ¢teni
lze vytvorit také parova ¢teni, kterd kromé informace o primarni struktufe tiseku DNA

------

pair-end ¢teni je asi desetkrat mensi nez v pfipadé ¢teni mate-pair.
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Kapitola 4

Zarovnani sekvencénich c¢teni
k referencéni sekvenci

Navazujicim krokem je zpracovani vstupnich dat a jejich zarovnani ¢i sestaveni de novo po-
moci bioinformaticky nastroji (mappert). Zarovnéani sekvenci je obecné jednim z nejdilezi-
t&jsich bioinformatickych problému. Hnaci silou vyvoje maperu je obrovské mnozstvi dat,
které produkuji HTS technologie firem Illumina, Roche, SOLiD nebo Helicos a které je
radové v Gbp na jeden pristroj za den. V dusledku téchto podminek bylo rychle zjisténo, ze
nestaci dosavadni nejlepsi zarovnavaci nastroje na tak velké mnozstvi dat, coz tedy vedlo
k velkému naristu po¢tu mappert na trhu. Tyto nastroje byly navrzeny tak, aby se dokazaly
vyrovnat s vlastnostmi a omezenimi, kterymi lze charakterizovat jednotlivé HTS technolo-
gie, jako jsou kratka sekvenéni ¢teni (Illumina, SOLID, Helicos), nehomogenni kvalita ¢teni
na celé jeho délce (Illumina), specialni kédovani sekvenénich ¢teni (SOLID), nizkd prav-
dépodobnost inserce (Illumina) nebo nizké pravdépodobnost substituce (Helicos). Néstroje
pro zarovnani kratkych sekvenénich ¢teni jsou obecné rychlejsi a pfesnéjsi.

V nasledujici kapitole budou popsany jednotlivé algoritmy a mapovaci techniky spolu se
zastupci z fad mapperi, jejichZ principy jsou postaveny na téchto algoritmech. Algoritmy
lze srovnavat podle jejich casové a pamétové slozitosti v porovnani s citlivosti pfi zarov-
nani jednotlivych sekvenc¢nich ¢teni. V posledni ¢asti budou popsany piistupy v zarovnani
riznych typi ¢teni.

4.1 Mapovaci techniky

Problém mapovani HTS dat lze definovat takto:

Néazev proménné Popis proménné
Q mnozina sekvencnich ¢teni
S mnozina referenc¢nich sekvenci
k prahova hodnota pro porovnani
d funkce vzdalenosti, d : Q@ x S — R (realnd disla)

Problém spociva v nalezeni Vq € () vSech podretézci m € S, které splnuji vSechna
omezeni a zaroven plati nasledujici vztah:

d(g,m) <k (4.1)
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Vysledkem je mnozina M, = {m | d(¢q,m) < k}, ktera se nazyva matches. Omezujici
podminky tizce souvisi s pouzitou HT'S technologii a pouzitym datovym typem. Datovy typ
je dan typem sekvenace (viz kapitola 3). Hlavnim cilem je nalézt spravnou pozici Vq € Q,
kde @ obsahuje velké mnozstvi prvka. V rdmci tohoto nalezeni je tfeba brat v ivahu chyby
béhem HTS procesu vzniku mnoziny () a strukturalni variace. Kviuli témto pozadavkim
je tfeba zvolit spravnou distanéni funkci, jejimz vysledkem bude aproximacni pfifazeni.
Takova funkce vétsinou pocita shody (matches) a neshody (mismatches) v odpovidajicich
si nukleotidovych béazich po namapovéni, vlozeni nukleotidu nebo zaélenéni mezery (gap)
s pravdépodobnosti spojenou s vyskytem v sekvenc¢nich c¢teni.

4.2 Rozdéleni algoritmu

Pro optimalni feSeni problému mapovani jsou navrzeny rychlé algoritmy, které jsou nejcastéji
zaloZeny na vytvareni pomocny datovych struktur. Tyto struktury se nazyvajiindexy a tvori
se jak pro referenc¢ni sekvenci, tak pro mnozinu sekvencnich ¢teni. Nékdy se tvori pro oboji
soucasné. Na zakladé vlastnosti indexi 1ze rozdélit algoritmy do dvou skupin:

e algoritmy s hashovaci tabulkou,

e algoritmy se sufixovymi stromy.

4.3 Algoritmy s hashovaci tabulkou

Zékladem téchto algoritmi je pouziti hashovaci tabulky a hashovaci funkce. Hashovaci
tabulka neboli tabulka s rozptylenymi polozkami je datova struktura, ve které se vyuziva
hashovaci funkce pro pristup k uloZenym polozkam. Hashovaci funkce transformuje kli¢ na
index do primarniho (rozptylového, hashovaciho) pole. V tomto poli se nasledné vyhledéava
sekvenénim zpusobem. Zakladnimi pozadavky na hashovaci funkci jsou rychlost a vytvareni
co nejmensiho poé¢tu kolizi [17].

Prikladem néastroju, jejichz princip je zalozeny na hashovaci funkci, je néastroj
BLAST [2]. Algoritmus néastroje BLAST a jeho variant je zaloZzen na principu zarovnani
mensi ¢asti sekvenéniho ¢teni, které se nazyva seminko (seed). Nasledné dochazi k rozsifeni
zarovnani od mista namapovaného seminka. BLAST uchovava v hashovaci tabulce pozici
kazdého k-meru, coz je subsekvence o délce k. Konstanta k ma standardné hodnotu 7-11 pro
zarovnani DNA sekvence a hodnotu 2-3 pro sekvence proteint. Kazdy k-mer je klicem pro
vyhledavani v hashovaci tabulce, kde lze nalézt vSechny mozné vyskyty k-meru v sekvenci.
Vysledné zarovnani je hodnoceno tzv. skérovaci matici, ktera prifazuje ohodnoceni jednot-
livym kombinacim v paru. Ptikladem skérovaci matice je BLOSUMG62 [10], kterou pouziva
program BLAST. Tato skérovaci matice vznikla na zédkladé empirickych adaju ziskanych pti
zarovnani datasetu sekvenci, které vykazovaly 62 % podobnost. Nejlépe hodnocené dvojice
odpovidajicich si nukleotidl se oznacuji zkratkou HSP (high-scoring pairs).

Po nalezeni pozice seminka nasleduje jeho rozsifeni obéma sméry bez akceptace mezer
a spojovani dil¢ich rozsifenych tsekt do vétsich celkt podle principu seed-and-extend. Toto
rozsifovani je ukoncéeno v pripadeé, Ze celkovy pocet HSP klesne pod stanovenou hodnotu
prahu. Timto je ukoncena prvni faze, kterd nebere v tvahu vyskyt mezer. Ve druhé fazi
dojde ke zpfesnéni celkového skére pomoci algoritmu Smith-Waterman [419]. Vysledkem je
zpresnéné, statisticky vyznamné lokalni zarovnani.
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Zakladni BLAST algoritmus byl vylepSen a prizptsoben riznym typim zarovnani. Na-
sledujici techniky popisuji mapovani datasetu kratkych sekvenci na velkou genomovou sek-
venci stejného biologického druhu.

4.3.1 Vylepseni seedingu

Pojmem seeding se oznacuje proces lokalizace seminka na referenc¢ni sekvenci. Ptivodni al-
goritmus BLAST vyzadoval, aby bylo nalezeno 11 po sobé néasledujicich shod pro DNA
sekvenci. V pripadé vyskytu 10 % mutace, kterou lze simulovat jako chybné nasekvenovany
nukleotid na kazdé desaté pozici, vSsak neni mozné zarovnat seminko o délce 11 a zarovnani
bude netispésné. Tento problém tesi daleko citliveéjsi pfistup prostorové rozsifeného seminka
spaced seed. V tomto piipadé je misto pozadavku na pfesnou shodu 11 po sobé jdoucich
nukleotidd pouzita binarni Sablona shody. Naptiklad Sablona 111010010100110111 vyzaduje
také 11 shod nukleotidi, které vsak nemusi nutné nasledovat po sobé, ale jsou vyzadovany
v misté, které v Sabloné odpovida ,,1“. V misté, kde je v Sabloné ,,0“, neni shoda vyza-
dovana. V porovnani s k-merem se Sablonou 11111111111 je zarovnani dvou sekvenci se
70 % podobnosti zvysena citlivost o 55 % [37]. Tento vylepSeny spaced seed je specifikovan
véhou, kterd udava pocet shod, coz je v tomto pfipadé 11. Nevyhodou tohoto pfistupu je

Prvni program, ktery vyuzil pro zarovnani kratké sekvence prostorové rozsifeného se-
minka, byl Eland. Konkrétné pracoval se Sesti Ssablonami prostorového seminka, které po-
kryvaly celé kratké sekvencni ¢teni. Na zakladé pouziti téchto Sablon bylo garantovano,
7e budou identifikovany dvé neshody v zarovnani vzdy alespon jednou ze Sablon. Zaroven
plati, Ze nezalezi na misté vyskytu téchto neshod v zarovnani. Mapper SOAP [34] pfevzal
tuto strategii s tim rozdilem, Ze indexuje referenéni genom misto sekvenéniho ¢teni. Dalsi
zlepSeni pfinesly néstroje SeqMap [21] a MAQ [33], které rozsifuji tuto metodu povole-
nim k neshod v zarovnani. V souvislosti s timto nartstem ale potiebuji (2:) Sablon, coz
vede k exponencidlnimu nartstu poctu Sablon v zavislosti na proménné k. MAQ garan-
tuje nalezeni 2 neshod zarovnani v prvnich 28 bazich kazdého cteni, coz je nejkvalitnéjsi
usek sekvencniho ¢teni, které produkuje pfistroj Illumina. Tato vlastnost zlepSuje castecnou
shodu pii nalezeni potencidlniho mapovaciho mista.

RMAP [47], ktery je zaloZen na Baeza-Yates-Perleberg algoritmu, pouzivé odlisnou
sadu binarnich Sablon. SniZuje potfebny pocet Sablon pro detekci k neshod zarovnani na
k + 1. Nartst Sablon je v tomto pripadé linedrni a detekce neshod je stale dostatecné
efektivni. Nicméné v disledku sniZeni poc¢tu Sablon je sniZzena jejich vaha. Tato strategie
neni vhodné v kombinaci s hashovaci tabulkou, protoze existuje mnoho kandidatd mist,
kam lze namapovat odpovidajici sekvencni ¢teni.

Zlepseni ptislo v podobé nalezeni optiméalni cesty pro hledani minimalniho poctu prosto-
rovych seminek na zakladé znamé délky sekvencnich ¢teni a pozadavku na citlivost a vyuziti
paméti. Piikladem je program ZOOM [36], ktery za pomoci 5 binarnich $ablon s vahou 14
identifikoval vSechny mozZné dvojice neshod zarovnani na sekvencnich ¢tenich délky 32 bazi.
Pro srovnani, RMAP pouziva 3 Sablony s vahou 10, jiZz zminény Eland pouZiva 6 Sablon
s védhou 16, ale kvli redukci ndrokd na pamétovy prostor pouziva pro indexaci v hashovaci
tabulce pouze 12,5 bézi. Vzhledem k tomu, Ze ¢asova slozitost algoritmu je (aproximaéné)
primo imérna vaze ¢, po¢tu Sablon m, poctu sekvencnich ¢teni n a délce genomu L, ZOOM
ma lepsi teoretickou slozitost diky omezeni paméti.

Je velmi narocné drZzet v paméti RAM celou hashovaci tabulku pro ¢ > 15, kde ¢ je
véha Sablony. Homerova verze [16] hashovaci tabulky méla dvoutirovitové indexa¢ni schéma
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pro jakékoliv delsi q. Tabulka byla zkonstruovana pro jakoukoliv délku Sablony j takovou,
ze j < q, kde g je typicky 14. Pro nalezeni klice délky ¢ a vice bylo nutné vyhledat podle
klice délky j a dale byla pomoci bindrniho vyhleddvani nalezena cilova pozice v seznamu
pozic pro konkrétni kli¢c délky j. Vysledna Casova slozitost byla logaritmicka, coz je oproti
bézné konstatni slozitosti jen o néco mélo horsi. Navic byla velikost tabulky nezavisla na
velikosti g. Podobny pristup byl zvolen pro Eland a MAQ algoritmus, ale v tomto pripadé
bylo pouzito indexovani sekvenc¢nich ¢teni misto genomu.

Dalsi algoritmy této skupiny vétsinou vyuzivaji prostoroveé rozsirené seminko s odlisSnymi
Sablonami, které jsou specifické pro referenéni genom a citlivost mapovani. VSechny tyto
aplikace jsou pric¢inou velké oblibenosti téchto seminek pfi mapovani kratkych sekvenénich
¢teni.

4.3.2 Q-gram filtr a vicenasobné zarovnani

Potencialni problém s béZnymi i prostorové rozsifenymi seminky je problém mezer, protoze
mezery neni mozno uvniti seminek nijak reprezentovat. Mezery jsou ¢asto nalezeny pozdéji
pomoci techniky dynamického programovani, coz je rozsifujici krok zakladniho algoritmu.
Jinou alternativou detekce mezer je vytvofeni moznych mezer na kazdé pozici seminka [34].
Q-gram filtr [5], ktery je implementovan naptiklad v néstroji SHRiIMP [46], poskytuje jedno
z moznych FeSeni pro vytvareni indexu, ktery umoznuje mezery. Tento filtr je zaloZen na
pozorovani, ze pfi vyskytu zarovnavané sekvence (query) délky w s nanejvys k rozdily
(mezera ¢i neshoda v zarovnani) existuje (w+ 1) — (k + 1) * ¢ podfetézci délky ¢, které
sdili tato sekvence s ostatnimi podietézci délky w v databazi [22]. Q-gram filtr je stejné
jako technika rozsifenych seminek silné zavisly na rychlosti vyhledavani v hashovaci tabulce.
Tyto metody se lisi v tom, Ze v pripadé pouziti seminek je namapovano pouze jeden seminko,
které je nasledné rozsifovano, zatimco v pripadé g-gram filtru je namapovano vétSinou
vice kratsSich seminek. Moznost vicendsobného namapovani seminek na sekvenci je ¢astou
vlastnosti tzv. capillary mappert, jejichZ zastupcem je nastroj BLAT. U téchto mappert
se jedna se o hlavni techniku urychleni zarovnani delsich sekvenc¢nich ¢teni.

4.3.3 RozSifovani seminek

V souvislosti s pouzitim dostate¢né dlouhych prostorové rozsifenych seminek v porovnani
s délkou zarovnavaného ¢teni je mozné problematiku rozsitovani seminek zanedbat. Neni
také tfeba provadét vicendsobné zarovnani bez mezer. Provadi se pouze prvni krok zarov-
nani podle Sablony seminka, ktery je ve srovnani s dynamickym programovanim mnohem
rychlejsi a jednodussi. Nicméné i tak bylo v této oblasti dosazeno nékolik optimalizac-
nich pokrokt oproti ptvodni verzi BLAST. Nejvétsi pfinosem v oblasti rychlosti zarovnani
bylo rozsifeni standardniho algoritmu Smith-Waterman pomoci vektorizace. Zakladni my-
slenkou bylo paralelni zarovnani pomoci vektorového pocitace, coz je architektura SIMD
(Single Instruction Multiple Data). V jednom cyklu CPU je pak mozno zpracovat vice
Casti zarovnavané sekvence soucasné. Prikladem instrukeci jsou SSE nebo MMX instrukce,
pricemz pomoci SSE2 instrukci, které jsou soucasti x86 CPU, doslo ke zrychleni algoritmu
Smith-Waterman az na desetindsobek ptuvodni rychlosti [10]. Této vyhody bylo vyuzito
v nastrojich Novoalign nebo SHRiMP.

Dalsiho zlepseni bylo dosazeno pomoci dynamického programovani v okoli seminek. Vy-
lepSeni se stalo soucasti prvniho kroku mapovani seminka. Vysledkem byla redukce celého
prostoru, protoze jiz nebylo nutné zbytecné prohledavat daleko vzdalené oblasti od mista
namapovaného seminka. Navic bylo zjisténo [12], Zze kratkd sekvence miize byt zarovnéna
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v celé své délce k cilové sekvenci délky L s maximalné k neshodami nebo mezerami s ¢asovou
slozitosti O (kL). To znamena, ze nezalezi na délce zarovnavané sekvence. Tento objev po-
mohl zrychlit zarovnani, které bylo omezovano pomalym dynamickym programovanim.

4.4 Algoritmy se sufixovymi stromy

Algoritmy zalozené na sufixovych nebo prefixovych stromech (suffiz and prefiz tries) zpte-
snuji problém sparovani zarovnavané sekvence s konkrétnim mistem na referencni sekvenci.
Standardné se jedna o proces sestavajici z 2 krokt. Prvnim krokem je identifikace presného
sparovani. Ve druhém kroku se pomoci pfesného sparovani vytvori nepfesné (obsahujici
chyby) zarovnéani. K nalezeni a identifikaci pfesného sparovani se pouziva presné reprezen-
tace sufixovych nebo prefixovych stromi. Piikladem takové reprezentace je sufixovy strom,
rozsifené sufixové pole [1] nebo FM-index [12]. Vyhoda vyuziti stromii spo¢iva v zarovnani
k vice identickym misttim referenc¢ni sekvence soucasné, protoze tyto identické podretézce
1ze ve stromu nalézt pfi prochazeni od korene k listu. To je velkd vyhoda oproti hashovaci
tabulce, protoze pro zarovnani sekvencnich ¢teni s identickymi podretézci urcité délky se ve
stromé provadi pouze jedno prohledavani. Metody nasledného zpresnéni zarovnani jsou ne-
zavislé na vybéru datové struktury v predchozim kroku. Lze tedy presné zarovnani provést
pomoci struktury FM-index a nésledné zptfesnéni pomoci sufixového stromu.

Sufixovy strom je datova struktura, kterd uchovava vsechny sufixy daného retézce, ¢imz
poskytuje rychlé sparovani fetézci. Konstrukce sufixového stromu pro fetézec AGGAGC je
naznacena na nasledujicim obrazku. Pro kazdy sufix zkoumaného fetézce se vytvori cesta
od kofene k listu, kde kazdy uzel odpovida indexu v Tetézci a na kazdé hrané je jeden
z nukleotidit A/C/G/T. Cervené je naznacena cesta pro vyhledani pozice podfetézcii AG.
7 obrazku je zfejmé, Ze se jednd pozice 0 a 3 v referen¢ni sekvenci. Pfi konstrukci se
postupuje od nejkratsich sufixii k nejdelsim.

Obrazek 4.1: Sufixovy strom s naznacenym vyhledanim fetézce AG.

Casova slozitost vyhledani ve stromu je v p¥ipadé existence piesné shody zarovnavané
sekvence (¢teni) a podfetézce v referencni sekvenci O (n), kde n oznac¢uje délku sekvenéniho
¢teni. Z toho vyplyva, Ze ¢asova sloZitost nezavisi na délce referencni sekvence, coz umoznuje
pouziti i v pripadé zarovnani k rozsahlym genomutm. Prostorova slozitost sufixového stromu
je O (Lz), coz vykazuje kvadratickou zévislost na délce referencni sekvence a pamét je
v tomto pfipadé velmi neefektivné vyuzita. Do paméti RAM by se v takovém pripadé nedal
vytvorit ani index bakteridlniho genomu, ktery ma radové tisice bazi.
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Prilisnou pamétovou sloZitost redukuje komprimovand varianta prefixového stromu,
ktery se od sufixového stromu lisi konstrukci pro sufixy reverzniho retézce. Pro oba typy
strom lze vSak aplikovat stejné algoritmy pro vyhledani shody, proto jsou ve svém pouziti
rovnocenné. Na obrazku 4.2 (A) je znazornén prefixovy strom v nekomprimované varianté
pro fetézecAGGAGC. Cislo v uzlech udavé indexy do pole sufixti. Tyto indexy odpovi-
daji takovym sufixtim, jejichz prefixem je prefix pivodniho fetézce. Na obrazcich 4.2 (B)
a 4.2 (C) jsou zndzornény komprimované varianty prefixového stromu pro fetézec AG-
GAGC. V ptipadé obrazku 4.2 (B) jsou na hraniach podfetézce a na obrazku 4.2 (C) jsou
pouze intervaly podretézct referencni sekvence.

Obréazek 4.2: Prefixové stromy: prefixovy strom nekomprimovany (A), komprimované vari-
anty (B, C) [32].

Teoretickd pamétova slozitost komprimovaného sufixového stromu je L xlogy L + O (L)
v pFipadé vyuziti operace rank-selection [11], avSak i nejlepsi bioinformatické néstroje po-
trebuji pro reprezentaci jednoho nukleotidu 12-17 byt paméti, ¢ili stale je reprezentace
lidského genomu v paméti nemozna. Zastupcem nastroji pouzivajicich sufixovy strom je
MUMmer [25].

Tento problém byl nakonec vyfeSen konstrukci jiz zminéného sufixového pole a rozsite-
ného sufixového pole. Konstrukce sufixového pole spoc¢iva v sefazeni vSech sufixti referen-
¢niho fetézce lexikograficky do pole, pficemz prvnim fetézce v poli je vzdy prazdny Fetézec
oznadeny ,,$“.

6 SACTAC C
5 CEACGA G
4 GCSAGS A SA = (6,3,0,5,2,4,1)
3 AGCSACT G BWT = (CGSTTAA)
2 GAGCSA G
1 GCAGCS A
0 AGGAGC $

Obrazek 4.3: Sufixové pole a Burrows-Wheelerova transformace [32].

Rozsifené sufixové pole sestava ze standardniho sufixového pole a nékolika pomocnych
poli. Pozadavky na pamét jsou 6,25 bytd na 1 nukleotid. Je zachovana linedrni casova
slozitost vyhledavani piresné shody a soucasné je casova slozitost nizsi nez v pfipadé stan-
dardnich sufixovych poli. Na principu rozsifenych sufixovych poli jsou postaveny nastroje
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Vmatch [1] a Segemehl [14]. S cilem jesté vice snizit paméfovou narocnost a zefektivnit
celé vyhledavani byla zavedena struktura FM-index, ktera je zalozena Burrows-Wheelerovu
transformaci (BWT) [4]. Na obrazku 4.3 je naznacena transformace pro referen¢ni sekvenci
AGGAGQC. Pri lexikografickém sefazeni sufixi, které jsou cyklicky rozsifeny na celou sek-
venci, se do pole BWT zapiSe vzdy posledni znak. Velkym pfinosem je skutecnost, ze lze
nalézt v prefixovém stromeé uzel potomka z uzlu rodi¢e v konstantnim ¢ase za pomoci zpét-
ného prohledévani v této struktuie. Casova slozitost vyhledavani piesné shody je stejna
jako v pripadé stromt. V oblasti pamétové slozitosti je vyhodou néavrh FM-indexu jako
komprimované datové struktury. Velikost v paméti mize byt mensi nez referencni sekvence
v pripadé, ze obsahuje repetice. Ve skutecnosti FM-index neni komprimovany kvtli do-
sazeni vyssiho vykonu béhem zarovnani. Abeceda fetézce DNA je velmi mala, proto neni
tfeba komprimace. V praxi pri pouziti FM-indexu je tfeba 0,5-2 byty na kazdy nukleotid,
coz zévisi na konkrétni implementaci a na vstupnich parametrech. Diky témto nizkym pa-
mé&fovym pozadavkim lze reprezentovat index celého lidského genomu na 2-8 GB. Mezi
mappery, které pouzivaji FM-index, patfi zejména Bowtie a novéjsi verze Bowtie2 [27],
BWA [29] a SOAP2 [35]. Zejména nastroje Bowtie patii diky nizké narocnosti a vysoké
rychlosti k nejpouzivanéjsim.

Hledanim vhodné datové struktury pro reprezentaci DNA zarovnani je problém, ktery
je obecné fesen i mimo oblast bioinformatiky. V literatufe jsou popsény rozséhlé teorie [14]
zarovnani fetézctli, specidlné zamétené na kratké retézce. Nicméné tyto tradicni zarovnévaci
algoritmy hledaji zejména presné shody, coz je v pfipadé zarovnani DNA sekvenci odsunuto
na druhé misto za rychlost, ktera je preferoviana predevsim.

4.4.1 Zpresnéni zarovnani u sufixovych /prefixovych stromu

V navazujicim zpfesnéni zarovnani neni dulezité, ktery z vyjmenovanych pristupi je pouzit
pro zarovnani s presnou shodou. Stejné jako v prvnim kroku je i zde nejrozsifenéjsi struk-
turou FM-index. Nastroje MUMmer a Vmatch nejprve zarovnaji kratsi tiseky na zakladé
maximalniho po¢tu unikatnich shod (MUMs), shod a repetic. Pomoci zarovnéani s mezerami
(gapped) jsou spojovany kratké uiseky s presnou shodou (exact match). Podobny pfistup vy-
uziva nastroj Segemehl, kde je zarovnani iniciovano nejdelsi prefixovou shodou u kazdého
sufixu a dale je zarovnani dokonéeno pomoci zarovnani s mezerami a je redukovan pocet
nespravnych zarovnani.

Mezi dalsi pfistupy pat¥i vzorkovani referen¢ni sekvence pomoci prichodu stromem od
kotene k listu (top-down). Nasledné zarovnani je realizovano metodou dynamického progra-
movani nebo pomoci zavedeni heuristik. Piikladem heuristického zarovnani jsou mappery
Bowtie a BWA. Hlavnim rozdilem oproti dynamickému programovani je moZnost omezit
pocet neshod v zarovnani a mezer a také vyzaduji zarovnani celého sekvenc¢niho ¢teni, proto
pruchod stromem muZe byt omezeny na prohledéavani jen do urcité trovné. Alternativnim
postupem je prohledani vSech moznych kombinaci neshod a mezer, coz vede ke zcela pres-
nému zarovnani.

4.5 Zarovnani s vyuzZitim vlastnosti sekven¢nich ¢teni

Zminéné pristupy jsou obecné navrzené postupy pri zarovnani kratké sekvence k referenc¢ni
sekvenci. Vzhledem k pokrocilym sekvena¢nim metodam HTS a novym typtm sekvencénich
¢teni vykazuji i zarovnavaci nastroje specifické vlastnosti pro dostatecné citlivé zarovnani
téchto cteni.
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4.5.1 Zarovnani s mezerami

Puvodni kratka sekvenéni ¢teni produkované pristroji Illumina a SOLiD byla velmi vyhodna
pii zarovnani bez mezer. Zarovnani s mezerami (gapped) je vSak neimérné pomalejsi a velmi
neefektivni v pripadé nastroju zalozenych na strategii seed-and-extend. V pribéhu vyvoje
vSak dochézelo k prodluzovani sekvencénich ¢teni a zarovnani s mezerami naslo své uplatnéni.
Stale je vsak vypocetné velmi naro¢né a ne ve vSech pripadech je jeho pouziti nutné.

Podle grafu A na obrazku 4.4 je zfejmé, ze pii pouziti zarovnani s mezerami je citlivost
o nékolik procent vyssi nez prfi zarovnani bez mezer. Ovsem presnost ve smyslu redukce
poc¢tu chyb v zarovnani ziistala stejna. Porovnavaji se kfivky gap-se a ungap-se, které
odpovidaji zarovnani single-end cteni.
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Obrézek 4.4: Srovnani citlivosti zarovnani s mezerami a bez mezer [32].
Daleko vétsi vyznam mé zarovnani s mezerami v pfipadé studia SNPs [45]. Zarovnani

bez mezer je velmi nachylné k falesné lokalizaci SNPs zptisobené nizsi citlivosti, jak vy-
plyvé z obrazku 4.4 (B). Falesné SNPs v pfipadé zarovnani s mezerami vzniké v blizkosti
neodhalené mezery. Efektivni algoritmy, jako jsou BWA a Novoalign, pouzivaji zarovnani
s mezerami. Jejich pouziti je vhodné pfi studiu genomovych variant a k potlaceni nesprav-
ného zarovnani sekvenc¢nich ¢teni.

4.5.2 Vyuziti parovych sekvené¢nich ¢teni

Parova sekvencni ¢teni obsahuji dodatecnou informaci o velikosti insertu, kterou lze pfi
zarovnani vyuzit. Velikost insertu je vzdalenost dvou ¢teni tvoficich par. Diky této vliastnosti
se lze vyhnout chybnému zarovnani sekvencnich ¢teni k referencni sekvenci. V porovnani se
zarovnanim single-end ¢teni lze dosahnout vyssi citlivosti a specifi¢nosti, jak je znazornéno
na obrazku 4.4 (A). Kfivka oznacena novo-pe odpovidd zarovnani nastrojem Novoalign
a kiivka (un)gap-pe odpovida zarovnani parovych ¢teni nastrojem BWA. Analogicky kiivka
bwasw-se odpovida néstroji BWA-SW [30] a ungap-se-GATK je zarovnéni s pouzitim GATK
pro sniZzeni poctu faleSnych SNPs. Z grafu A vyplyva, Ze kiivka novo-pe prekonava kfivku
gap-pe. Presnost uréeni SNPs je v tomto pripadé stejna.

Pfi zarovnani parovych cteni se standardné postupuje obdobnym zptsobem jako u ne-
parovych sekvencénich ¢teni. V prvni fazi se nezavisle zarovnaji obé ¢asti bez ohledu na
jejich readlnou vzdalenost na vlakné DNA. Ve druhé fazi se provede kontrola vzdalenosti
s urcitou odchylkou, zda je mozné takové mapovani akceptovat. Velikost odchylky je mozné
zadat explicitné, jak je tomu napiiklad u mapperu Bowtie.
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4.5.3 Vyuziti Quality Score pfi zarovnani

Pfi hodnoceni zarovnani sekvenénich ¢teni se vyuziva skérovaci funkce, které se aplikuje na
kazdy nukleotidovy par v zarovnani. Vysledkem je skore, které udava miru spravnosti zkou-
maného zarovnani. Vhodnym nastavenim prahové hodnoty, jak je tomu napiiklad u pro-
gramu LAST [24], 1ze regulovat pfesnost zarovnani, tedy zarovnani s niz$im skérem jsou
automaticky odfiltrovany. Podle studie v ¢lanku [48] bylo zjisténo, Ze pouziti Quality Score
pfi zarovnani zlepsSuje vyslednou pfesnost zarovnani. Tato metoda je zaloZena na znalosti
pravdépodobnosti vyskytu chybné baze v sekvenénim ¢teni urcité délky. Neshoda v zarov-
nani je ohodnocena nizsi penaliza¢ni hodnotou v pripadé vyssi pravdépodobnosti vyskytu
chyby v sekvenénim ¢teni. Z grafu na obrazku 4.5 je zfejmy rozdil v poc¢tu nespravné na-
mapovanych sekvencnich ¢tenich pri aplikaci pravdépodobnostniho modelu Quality Score
a pri jeho absenci.
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Obrazek 4.5: Srovnani poctu nespravné zarovnanych sekvencnich ¢teni pfi pouziti Quality
Score [32].

P1i tomto zarovnani bylo pouzito parovych sekvenénich ¢teni délky 51 bazi nasimulova-
nych pomoci nastroje MAQ z lidského genomu. Pravdépodobnost vyskytu substituce byla
0,085 % a pravdépodobnost vyskytu inzerce 0,015 %. Tyto statistiky se vSak méni v zdvis-
losti na pouZité mnoziné sekvencnich ¢teni, proto je nutné provést analyzu této mnoziny
pred samotnym zarovnanim.

4.5.4 Zarovnani dlouhych sekvenc¢nich c¢teni

U dlouhych sekvenc¢nich ¢teni je vétsi pravdépodobnost, Ze budou obsahovat vicenasobné
inzerce a vice strukturalnich variaci, v disledku ¢ehoz muze dochéazet k naslednému nesprav-
nému zarovnani k referen¢ni sekvenci. Zakladni vlastnosti nastroji, které pracuji s témito
delsimi ¢tenimi je schopnost akceptovat mozné mezery v zarovnani. Neni tedy mozné zarov-
navat celé sekvencni ¢teni, ale pouze jeho ¢ast. VSechny soucasné nastroje, které zarovnavaji
dlouhd sekvené¢ni ¢teni k referenénimu genomu, vyuzivaji hashovaci tabulku nebo FM-index
pro zarovnani seminka. Nasledné zarovnani celé sekvence je realizovano pomoci algoritmu
Smith-Waterman. Tento algoritmus se vyznacuje velmi citlivou detekci inzerci a umoznuje
zarovnani s ¢astecnou shodou.

24



4.5.5 Specialni zarovnani

Zarovnavaci metody lze optimalizovat pfimo pro konkrétni sekvenacni platformu, ktera byla
pouzita pfi tvorbé sekvencnich ¢teni. Jednotlivé platformy davaji vytvofenym ctenim urcita
specifika. VSechny doposud popsané metody a pristupy se tykaji zejména sekvencnich ¢teni
vytvorenych platformou Illumina, ktera je na trhu sekvena¢nich pfistroji dominantni [39].
V pripadé dalSich platforem jsou pfi zarovnani pouzita jistd specifika, kterd odpovidaji
pouzitym sekvenaénim technikdm (viz kapitola 2).

Zarovnani sekvencnich ¢teni z pristroje SOLID je piikladem téchto specifickych pristupt.
Pri sekvenovani metodou SOLiID se zkoumaji vidy dvé sousedni baze soucasné. Kazdy
dinukleotid, kterych muize byt jednou z 24 moznych kombinaci, je kédovan jednou ze 4
moznych barev, ¢imz vznikd ¢tyifbarevné spektrum kédt podle obrazku obrézek 4.6 (A).
Po dekédovani vznika retézec nukleotidi. Problémem je vysoka citlivost na jednobodovou
chybu, kterd méa za nasledek rozsifeni chyby ve sméru dekédovéani podle obrazku 4.6 (D).
Moznym fesenim je barevné zakddovani a reverzace referenéni sekvence podle obrazku 4.6
(B, C).

A C D

GGCATGATTACGT
031312303131  T73131303[1]13130
T ACGTAATgtacge

Mutation

Sequencing error

—A 00 >
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N WO (@)
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Reverse

B Base sequence: T ACGTAATCATGCC E

Color sequence: T3 131303213130  ACGTAATgATGCC
131303123130

Obrézek 4.6: Zarovnani sekven¢nich ¢teni pfistroje SOLID [32].

Nevyhodou tohoto pfistupu je dvoji chyba v barevném zakdédovani v pripadé jedno-
bodové mutace podle obrazku 4.6 (E). Dvé po sobé jdouci barevné zmény jsou proto
upiednostnény pred zmeénami, které nejsou bezprostfedné sousedni. Dokonalejsi varian-
tou je upraveny algoritmus Smith-Waterman se znalosti barvy, ktery pouziva napiiklad
nastroj SHRIMP [46]. Hlavni vyhodou tohoto pfistupu je detekce inzerce béhem zarovnani
bez nutnosti dodateéné analyzy.

Specialni pristup vyzaduji i sekvenc¢ni ¢teni vznikla napiiklad pfi sekvenaci transkrip-
tomu. Hlavnim ddvodem je alternativni sestiih, ke kterému dochézi béhem posttrankripc-
nich Gprav. Béhem sestfihu dojde k vystépeni intront z primarniho transkriptu. Sekvencni
¢teni porizend na rozhranni dvou exonti pak nelze standardnim pfistupem zarovnat. Jednim
z TeSeni je pouzit pfi zarovnani mnozinu zndmych ¢i predikovanych hranic sestfihu. Tuto
mnozinu lze ziskat pomoci prvotniho standardniho zarovnani pouze téch ¢teni, ktera jsou
zcela obsazena uvnitt exonu. P¥i okrajich shluk namapovanych ¢teni jsou poté predikovany
hranice sestfihu. Tento princip vyuziva naptiklad nastroj TopHat [51].
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Kapitola 5
Vybér programui k optimalizaci

Soucasné existuje vice nez 60 rtiznych mapovacich nastroju zaloZzenych na rtznych techni-
kéch zarovnani a algoritmech vytvéareni indexu (viz kapitola 4). Diky tomu je velmi obtizné
zvolit vhodny nastroj pro feSeni daného problému. Zalezi na pouzité sekvenacni technologii,
kvalité a délce sekvenénich ¢teni nebo zda se jedna o nasekvenovany genom ¢i transkrip-
tom. Nékteré nastroje jsou pfimo navrzeny pro konkrétni sekvenacni platformu. Pro tucely
této prace byla zvolena platforma Illumina, kterd je dominantnim pfistrojem na trhu sek-
venacnich technologii a vSechny mapovaci nastroje jsou schopny zarovnavat sekvencéni ¢teni
produkované timto pfistrojem [39].

Dulezitym aspektem vybéru nastroje je zajimavéa vlastnost, u které lze na zakladé prove-
denych experimenti pfedpokladat vysoky potencial pfi optimalizaci. Mezi takové vlastnosti
patii povoleni neshody pfi pocatecnim zarovnani a moznost zjemnéni indexu pro detail-
néjsi vyhledani pocatecéni shody, jak je tomu naptiklad u programu BLAT, ktery je prvnim
vybranym nastrojem. Dalsi zajimava vlastnost je moznost pouziti prostorové rozsireného
seminka (viz kapitola 4) a jeho proménlivé délky. Diky tomuto seminku lze také dosdhnout
vysSi citlivosti a pfesnosti zarovnani, proto druhym vybranym nastrojem je program LAST,
u kterého lze kombinovat prostorove rozsifené seminko se seminkem s proménlivou délkou.

Dalsim dulezitym krokem po vybéru konkrétniho nastroje je optimalni nastaveni para-
metrd zarovnani, aby bylo dosazeno pozadované presnosti. Cilem této prace je vytvoreni
nastroje pro nalezeni takovych parametri, aby programy dosahly co nejvétsi pfesnosti za-
rovnani. Je ziejmé, Ze vedlejSim disledkem zvySeni presnosti bude pokles rychlosti a zvyseni
pamétové naro¢nosti v pripadé vytvoreni detailnéjsiho indexu. Rychlost bude sekunddrnim
kritériem pri optimalizaci parametri. V pripadé, Ze dvé konfigurace zvolenych parametra
budou vykazovat stejnou piesnost, bude vybrana rychlejsi varianta.

5.1 BLAT

Jednou z hlavnich vyhod programu BLAT je pfedevsim jeho rychlost v porovnani s nastro-
jem BLAST, ktery je zdkladnim nastrojem pro zarovnani dvou sekvenci. V pripadé velmi
podobnych sekvenci je rychlost az desetkrat vyssi [23]. Index pro vyhleddvéani v referenéni
sekvenci se vzdy tvori pouze jednou pro zarovnani vSech sekvencnich ¢teni, coz také prispiva
k celkové vyssi rychlosti. Program BLAT indexuje referen¢ni sekvenci, ¢imz se lisi od na-
stroje BLAST, ktery indexuje zarovnavané sekvencni ¢teni. Po vytvoreni indexu se provadi
zarovnani, které lze rozdélit do dvou casti:

e faze prvotniho vyhledani (search stage),
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e faze zpresnujictho zarovnani (alignment stage).

V prvni fazi se vyhledaji oblasti, které jsou homologni s ¢asti zkoumané sekvence. Cilem
této faze je zredukovat prohledévaci prostor potencidlnich zarovnani. Ve druhé fazi pak
dojde ke zptesnéni prvotniho zarovnani.

Vyuzivéa se principu zarovnani seminka a jeho nasledného rozsiteni [23]. Zarovnani se-
minka je jednoduché a efektivni metoda nalezeni shody délky k, coz je délka seminka. Ke
kazdému seminku délky k sekvencniho ¢teni se vyhleda mnozina potencidlnich a standardné
neprekryvajicich se zarovnani. Zarovnani jednotlivych nukleotidi v ramci seminka je vza-
jemné nezavislé, tedy pravdépodobnost nalezeni homologni oblasti k seminku lze vyjadrit
vzorcem 5.1.

P=M" (5.1)

Proménna M odpovida pravdépodobnosti shody mezi homolognimi oblastmi ptiblizné
0,98 % [23].

Ve druhé fazi dochézi ke zpfesnéni zarovnani. V tomto procesu existuji uréitd omezeni,
coz poskytuje moznost dodateéné optimalizace. V pripadé, Ze vysledek prvotniho zarovnani
je témeér presny, lze tento pristup pouzit i v jeho zdkladni formé. Algoritmus spociva v ge-
nerovani seznamu moznych ¢asteénych zarovnani sekvenéniho ¢teni a homologni oblasti,
jejiz velikost je typicky 50-200 nukleotid. Seminko délky k se iterativné prodluzuje, dokud
nedojde k nalezeni pouze jedné shody nebo neni dosazena maximalni délka. Déale se zarov-
nani rozsifi na maximum pfi zachovani pfesné shody. Takto nalezené oblasti se spojuji do
celkového zarovnani a prazdna mista se doplnuji s cilem minimalizovat pocet mezer. Déale
se minimalizuje pocet neshod a pocet inzerci a deleci.

V porovnani s vysokou rychlosti a efektivitou v pfipadé€ zarovnani témér identickych
sekvenci je rychlost i pfesnost mnohem nizsi v pfipadé€, kdy je podobnost sekvenci nizsi
nez 90 %. Klicem k optimalni rychlosti a zejména maximalni pfesnosti je spravné sestaveni
indexu pro prvotni vyhledani homolognich oblasti. Tato prace se vénuje zejména optimali-
zaci téch parametrii, které ovliviuji vlastnosti vytvoreného indexu. I mald zména velikosti
seminka mé vyrazny vliv na rychlost i presnost.

5.2 LAST

Klasicka metoda seed-and-extend, ktera je pouzita v programu BLAT, je v pripadé programu
LAST nahrazena prostorové rozsifenym seminkem s proménlivou délkou. Vyhodou této
metody je garance linedrniho nértistu casu i pocétu shod namisto kvadratického, coz se
projevi zejména v pripadé pouziti referencnich sekvenci délek fadové v gigabazich. Hlavnim
tkolem vSak stale zistava hledani podobnosti mezi dvéma obrovskymi datovymi sadami.
Stejné jako nastroj BLAT vychéazi LAST ze standardniho zarovnéavaciho nastroje BLAST.

V pripadé strategie seed-and-extend se jedna o velmi rychlé nalezeni primarni shody.
Pii pouziti kratsiho seminka dochézi k sice presnéjsimu, ale casové daleko naroc¢néjsimu
zarovnani, které je sou¢asné pamétoveé narocné, protoze velikost indexu roste se zkracovanim
seminka. Naopak prodluzovani seminka vede ke snizené presnosti a citlivosti zarovnani [24].
Principem programu LAST je iterativni prodluzovani seminka, dokud frekvence vyskytu
seminka v referen¢ni sekvenci neklesne pod urcitou mez. Tuto adaptivni délku lze pomoci
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parametrii nastavit na fixni, ¢imz se ovSem ztraci jedna z klicovych vlastnosti programu
LAST.

Vhodnost pouziti adaptivni délky seminka vyplyva z povahy biologickych sekvenci.
V pripadé sekvence s rovnomérnym rozlozenim béazi je vhodnéjsi pouzit fixni délku seminka,
ale vlastnosti biologickych sekvenci nevykazuji rovnomérné rozlozeni bazi. Tyto sekvence
obsahuji repetice, coZ jsou opakované vyskyty urcitych vzort, a mohou byt AT bohaté,
coz odpovida vice nez 80 % zastoupeni bazi adeninu a tyminu. Na grafech na obrazku 5.1
je znazornéno, jak délka seminka ovliviiuje pocet zarovnani. V tomto pfipadé jsou pouzita
adaptivni seminka s maximalné desetindsobnym vyskytem v referen¢ni sekvenci. P¥i pouziti
adaptivniho seminka bylo nalezeno 777 milionti zarovnéani pii nejéastéjsi délce 12-13 bazi,
jak je naznadeno na obrazku 5.1 (B). Tento vysledek lze porovnat se zarovnanim pomoci
seminka s fixni délkou v rozmezi 7-35 bazi na obrazku 5.1 (A). Kfivky ezpected odpovi-
daji v obou pripadech zarovnani dat s rovnomérnym rozlozenim bézi a kfivky observed
odpovidaji zarovnani lidského chromozomu X k mysimu chromozomu X. Pro snizeni poctu
zarovnani k cilovym 777 milionim p¥i pouziti fixniho seminka je tfeba pouzit délku 32 bazi,
coz v8ak vede ke sniZeni citlivosti. Z experimentu vyplyva, Ze pouzitim adaptivniho seminka
lze dosdahnout presnosti fixniho seminka délky 32 bazi a citlivosti fixniho seminka délky 13
bazi, proto je adaptivni seminko vhodnéjsi nez fixni [24].
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Obrazek 5.1: Srovnani vysledkt zarovnani s pouzitim adaptivniho seminka a seminka s fixni
délkou [24].

Druhou klicovou vlastnosti programu LAST je pouziti prostorové rozsifeného seminka,
coz je dominantou modernich zarovnavacich metod. Princip rozsiteného seminka spociva
v binarni Sabloné, ktera reprezentuje mista, na kterych je pfi zarovnani vyzadovana shoda
(viz kapitola 4). U programu LAST je tento princip kombinovan se seminkem s adaptivni
délkou tim zplisobem, Ze se Sablona, ktera reprezentuje prostorové rozsirené seminko, cyk-
licky opakuje, dokud nevyplni celé adaptivni seminko. Vyhoda pouziti prostorové rozsire-
ného seminka je znédzornéna na obrazku 5.2. Pouziti prostoroveé rozsifeného seminka (Gervena
kiivka) je z hlediska procentuélni tispésnosti zarovnanych sekvenénich ¢teni vyhodnéjsi nez
pouziti standardniho seminka. Vysledek plati jak pro seminko s adaptivni délkou (kolecka),
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vy

tak pro seminko s pevnou délkou (kfizky). V tomto experimentu byl pouzit genom mysi
jako referencni sekvence a optiméalni rozsifené seminko se Sablonou 111010010100110.
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Obréazek 5.2: Srovnani pouziti standardniho a prostorové rozsifeného seminka [24].

Kombinace obou vlastnosti programu LAST nabizi velky potencial p¥i hledani optimal-
niho nastaveni parametri. Zejména prostorové rozsirené seminko bylo predmétem mnoha
dosavadnich optimalizaci [24]. Jednou z nich je zavedeni subset seeds, u kterych je vyuzito
rozdéleni dusikatych bazi do dvou typi. Puriny (A, G) a pyrimidiny (C, T) lze v tomto
pripadé povazovat za t¥idy ekvivalence, coz dava témto seminkiim moznost zamény A za
G nebo C za T. Vétsi uplatnéni vsak tato metoda nachézi pfi zarovnani proteinti, které lze
rozdélit do vétsiho poctu tfid podle podobnych vlastnosti.

5.3 Vybér parametru k optimalizaci

Presnost a rychlost zarovnani kazdého nastroje je vyrazné ovlivnéna nastavenim parametru.
Lze zjemnit jak vytvareni indexu, tak néasledné zarovnani. V ramci zarovnani lze povolit
¢i zakdzat mezery, pouzit specidlni skérovaci matice nebo filtrovat potencidlné nespravna
zarovnani. Popis ¢innosti jednotlivych parametrt lze najit na manudlovych strankach kaz-
dého nastroje véetné vychozich hodnot téchto parametri. Nékteré parametry mohou naby-
vat hodnot pouze z omezeného intervalu z divodu zachovani efektivity nastroje a zamezeni
pouziti takovych hodnot, které nepovedou k odpovidajicim vysledktim.

Vybér parametru souvisi s konkrétnim cilem, kterym je maximalni pfesnost zarovnani.
Vybrané parametry musi tedy ovliviiovat zejména vytvoreni indexu pro vyhledani pocatecni
shody. Dalsim klicovym nastavenim je povoleni neshod v pocateénim zarovnani seminka.
V obou piipadech se ocekava moznost zlepSeni citlivosti a presnosti zarovnani. Naopak
parametry ovliviiujici penalizace mezer, jejich maximalni délky a hodnoty neni v této praci
nutné brat v potaz, protoze k zarovnani budou pouzita sekvencni ¢teni z nasekvenovaného
genomu ¢i jeho c¢asti. Penalizace a omezeni mezer nachézi uplatnéni spisSe v zarovnani ¢teni
z nasekvenovaného transkriptomu, kde se projevuje alternativni sestfih. Vybrané parametry
pro program BLAT jsou zobrazeny v tabulce 5.1.
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Nazev parametru | Popis funkce Vychozi hodnota
tileSize Velikost seminka 11 (pro DNA)
stepSize Délka indexacniho kroku tileSize

oneOff Pocet neshod v pocateénim zarovnani | 0

Tabulka 5.1: Parametry k optimalizaci programu BLAT.

Na obrazku 5.3 je znazornén rozdil vytvoreného indexu v zavislosti na parametrech
velikosti seminka (tileSize) a indexa¢niho kroku (stepSize). V prvnim piipadé je délka in-
dexacniho kroku stejné jako délka seminka, diky ¢emuZ se seminka neprekryvaji. Stejné je
tomu i pfi vychozim nastaveni parametri. Druhy pfipad znézornuje zna¢né zjemnéni ce-
1ého indexu. Jsou pouzita kratsi seminka a indexac¢ni krok je kratsi nez seminko, coz vede
k hustsimu pokryti, ale také k nartistu vyhledavaci tabulky.

Ref. sekvence: ACGTACAGACGACTACGACATACGACAGTT

Index Index
tileSize 5 tileSize 3
stepSize 5 stepSize 2

ACGTA o ACG 0,8,14
CAGAC 5 GTA 2
GACTA 10 ACA 4,24
CGACA 15 AGA [3)
TACGA 20 GAC 10,16
CAGTT 25 CTA 12

CAT 18
TAC 20
CGA 22
AGT 26

Obrazek 5.3: Vytvoreni indexu pro prvotni zarovnani programem BLAT.

Nevyhodou programu BLAT je chybéjici podpora pro prostorové rozsifend seminka,
ktera vsak vyuzivd druhy vybrany program LAST. Tento program se sklada ze dvou sa-
mostatnych programi, které fesi dvé oddélené ¢asti celého zarovnani. Prvnim programem
je LASTDB, ktery vytvari index pro vyhledani pocateéni shody. Néasleduje ¢innost dru-
hého programu LASTAL, jehoZ vysledkem je finalni zarovnani. Parametry k optimalizaci
programu LASTDB jsou zobrazney v tabulce 5.2.

Nazev parametru | Popis funkce Vychozi hodnota
m Prostorové rozsirené seminko (Sablona) | 1
w Délka indexac¢niho kroku 1

Tabulka 5.2: Parametry k optimalizaci programu LASTDB.

Vychozi hodnota prostorové rozsifreného seminka je Fetézec ,,1%. Pfi zarovnani seminka
se hledd pouze pfesnd shoda. Indexacni krok ma délku 1, coz je nejmensi mozna hodnota.
V pfipadé programu LASTAL jsou parametry pro optimalizaci zndzornény v tabulce 5.3.
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Nazev parametru | Popis funkce Vychozi hodnota
e Minimélni skdére zarovnani 40
1 Maximalni délka adaptivniho seminka o0
m Mezni frekvence vyskytu pri rozsifovani seminka | 10

Tabulka 5.3: Parametry k optimalizaci programu LASTAL.

Nastavenim prvniho parametru lze z vysledku odstranit takova zarovnani, ktera nejsou
z divodu nizkého skére zfejmé nespravna. V této praci je ovSem prioritni maximalizace
poctu spravnych zarovnani, proto tento parametr neni stéZzejni. Druhym parametrem lze
nastavit limit pro prodluzovani délky seminka a tieti parametr omezuje prodluzovani délky
seminka maximalnim poctem vyskytd v referencni sekvenci. Hledani optimalnich hodnot
téchto parametrt je oddéleno od optimalizace vytvofeni indexu. Hlavnim divodem je zmi-
néna existence dvou oddélenych programi, z nichz kazdy fesi jinou ¢ast problému zarovnani.
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Kapitola 6

Navrh a implementace frameworku

Cilem préace je vytvoreni frameworku pro hledani optimalnich vstupnich parametri zarov-
navacich nastroju. Zakladnim predpokladem je moZnost pouziti na jakykoliv zarovnavaci
nastroj, u kterého lze nastavit vstupni parametry, a tim ovlivnit vyslednou presnost, rych-
lost, nebo jiné méritelné veli¢iny.

MnozZstvi parametri a rozsah jejich moznych hodnot je divodem pro¢ hledat jejich
optimalni nastaveni. Vychozi hodnoty parametrt vychazi vétsinou ze standardnich hodnot
pouzivanych programem BLAST (viz kapitola 4). Piikladem je délka seminka u programu
BLAT. Seminko méa délku 11 bézi p¥i zarovnani sekvencénich ¢teni k DNA sekvenci a v
pfipadé proteinti ma délku 5 bazi. Velikost indexac¢niho kroku je stejné velka jako velikost
seminka, coz vede k neptekryvajicimu se mapovani, které ovSsem nemusi byt dostateéné
presné. Vyhodou pouziti vychozich hodnot je vysoka rychlost zarovnani. Nevyhodou je nizsi
presnost zarovnani, kterd snizuje nasledné pfesnost navazujicich analyz. Z toho divodu
je cilem optimalizace maximalizace presnosti. Druhym piikladem je prostorové rozsitené
seminko u programu LAST, u kterého nejsou vychozi hodnoty znamy. Pro sekvenéni ¢teni
delsi nez 50 bazi je hledani optiméalnich Sablon pro seminka velmi naroénym problémem,
proto je vhodné pouzit za tcelem optimalizace evolu¢nich technik.

7 obou pripadt vyplyva nutnost optimalizovat zarovnavaci nastroje za tcelem maxima-
lizace presnosti zarovnani. Slozity problém nalezeni optimélniho nastaveni souvisi s velikosti
stavového prostoru s vice dimenzemi, ktery je utvaren rozsahem hodnot zkoumanych para-
metri. Z toho divodu je vodné pii feSeni problému optimalizace pouzit evoluéni techniky.

6.1 Diferencialni evoluce

Evolu¢ni techniky jsou zaloZeny na mySlence optimalizace hodnot nezavisljch proménnych
pomoci evolucnich algoritmi, které jsou inspirovany pfirodnimi procesy. Mezi tyto tech-
niky pat¥i naptiklad geneticky algoritmus, ktery je soucasné nejstarsi pouzivanou technikou
v této skupiné, evoluéni strategie, genetické programovani, simulované zihani ¢ diferenci-
alni evoluce, ktera je pouZita v této praci. Tyto techniky se vzdjemné lisi v urc¢itych ¢astech
algoritmu, ale obecny pristup k feSeni problému je pro vSechny stejny. Spoc¢iva ve vhodném
zakédovani zadaného problému do chromozomu, ktery se oznacuje jako kandidatni feSeni.
Pouziti modelu chromozomu mé piimou navaznost na priibéh evolucnich procest v prirodé.
Jednotlivé proménné pak odpovidaji gentim v chromozomu. Prvnim krokem je vytvoreni po-
pulace kandidatnich feseni. Kazdému kandidatnimu feSeni v pocatecni populaci je pfitazena
mira kvality pomoci tzv. fitness funkce. Kazdy evoluéni krok spociva v ndhodném vybéru
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neboli selekci rodicovskych kandidatnich feseni. Aplikaci genetickych operatord vznikne
kombinaci vybranych Feseni nové kandidatni feSeni, které je rovnéz ohodnoceno mirou kva-
lity pomoci fitness funkce. Nova generace vznikd kombinaci populace rodi¢a a potomki.
Cely algoritmus je ukoncen ve chvili, kdy je dosazen maximaéalni pocet generaci dané popu-
lace nebo je nalezeno optimalni kandidatni feseni. Efektivita a schopnost najit optimélni
feSeni spociva zejména ve vhodném zakdédovani problému do chromozomu a v aplikaci
vhodnych genetickych operatoru

Jednotlivé evolu¢ni techniky se lisi zejména v typu selekce, aplikaci genetickych opera-
torli, po¢tem kandidatnich feseni v populaci a zptisobem vzniku nové generace z populace
rodi¢d a potomki. Spole¢nou vlastnosti je stochasticky pristup pfi selekci i rekombinaci,
coz je proces vzniku nového jedince kombinaci jeho rodict.

Diferencialni evoluce je primé stochastické prohledavani, jehoz cilem je globalni optima-
lizace [50]. Principidlné se velmi podoba optimaliza¢ni heuristické metodé PSO (Particle
Swarm Optimization), coz je optimalizace inspirovand hejnem ptaka pfi hledani potravy.

Algoritmus diferencialni evoluce zahrnuje zachovani populace, ktera je iterativné vy-
stavena zménam v dusledku selekce, evaluace pomoci fitness funkce a rekombinace. Od
standardniho genetického algoritmu se lisi zejména pfi rekombinaci. Ptistup spociva v na-
hodném vybéru 3 kandidatnich feseni. Nové kandidatni feseni S vznikne podle nasledujiciho
vzorce 6.1.

S=P;+Fx (P1 — Pg) (61)

Proménné P; odpovidaji vybranym kandidatnim feSenim k rekombinaci a F' je vaha
pripoctené zmény ke kandidatnimu feseni P;. Proces vzniku nového kandidatniho reseni se
nazyva perturbace a v kombinaci se selekci samoorganizuje prostor problému a ohranicuje
v ném oblasti, kde se mohou nachéazet hledana feseni.

Diferencialni evoluci a jeji konfiguraci lze popsat specidlnim fetézcem DE/x/y/z, kde z
oznacuje feseni, které ma byt perturbovano. Klasicky se jedné o nahodné ¢i nejlepsi feseni
v populaci. Proménné y odpovida poctu rozdilovych vektorid pouzitych pfi perturbaci z.
Rozdilovy vektor je dan rozdilem dvou ndhodné vybranych kandidatnich feseni z populace.
Parametr z znad¢i operéator rekombinace (binomicky, exponencialni).
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Cely algoritmus lze zapsat pseudokdédem, znazornénym na obrazku 6.1

Require: Populationg;,e, Problems;.e, Weighting f4ct0r, Rekombination,qte

— s =
oW 2o

© 0N ST R W

: Population = InitPopulation(Populations; .., Problemg;,.)
: Evaluate(Population)

. Spest = GetTheBestOne(Population)

: while !StopCondition() do

NewPopulation()

for P; in Population do
Si = Perturb(P;,Population, Problemg;.., Weighting factors Rekombination,qt.)
NewPopulation.Insert(Better(S;, P;))

end for

Population = NewPopulation

EvaluatePopulation(Population)

Spest = GetTheBestOne(Population)

: end while
: return Sy

Obrézek 6.1: Algoritmus diferencialni evoluce [50].

V tabulce 6.1 jsou popsany pouzité proménné a funkce z pseudokédu na obrazku 6.1.

Néazev proménné / funkce | Vyznam

Populationg;,. Pocet jedinct v populaci

Problemyg;,, Pocet proménnych k optimalizaci

Weighting s ,ct0r Vahovy faktor rozdilu hodnot pfi rekombinaci
Rekombination,.qe Mira aplikace rekombinace

Shest Nalezené optimalni FeSeni

Population Populace kandidatnich feseni

InitPopulation Funkce vytvoti pocatecni populaci kandidatnich feseni
Evaluate Funkce ohodnoti kvalitu feseni v populaci
GetTheBestOne Funkce vybere nejlepsi kandidatni feSeni z populace
StopCondition Ukoncujici podminka diferencialni evoluce

Tabulka 6.1: Pouzité proménné a funkce v algoritmu diferencialni evoluce.

34



Hlavni casti algoritmu je perturbace Perturb, jejiz pseudokdd je znazornén na ob-
razku 6.2:

Require: Py, Population, Problemg;.., Weighting t,csor, Rekombination, e
1: repeat
2: Py = randomMember(Population)
3: until P, 75 Py
4: repeat
5. P9 = randomMember(Population)
6: until Po 75 P, and P»o 75 Po
7: repeat
8:  Ps = randomMember(Population)
9: until Pj 75 P, and Pg 75 P, and P3 75 Py
10: cutPoint = randomPosition(Problems;..)
11: for i to Problemg;.. do

12:  if i == cutPoint or random() < Rekombination,.. then
13: Si = Ps3; + Weighting octor x (P1i — P2;)

14: else

15: Si = Po;

16: end if

17: end for

18: return S

Obrazek 6.2: Pseudokdd funkce perturbace Perturb [50].

Pro jednotlivé parametry, které méni povahu evoluce a rychlost konvergence k optimal-
nimu Feseni, lze vybrat hodnoty z doporucenych intervali. Velikost populace a mozny ome-
zeny pocet generaci pfimo souvisi s délkou vektoru kandidatniho feseni. V piipadé vyssiho
poc¢tu proménnych je tfeba vice jedinci v populaci i vétsi pocet generaci. Dalsim klicovym
parametrem je rozsah hodnot téchto proménnych, ktery muze byt volitelné omezen. Va-
hovy faktor rozdilu hodnot pfi rekombinaci (Weightingracior) je vhodné zvolit z intervalu
(0,2), pficemz doporuc¢ené standardni hodnota je 0,8. Pravdépodobnost, s jakou dochézi
k rekombinaci (Rekombination,q.), je standardné 0,9 a muze nabyvat hodnot z intervalu
(0,1). Pro ukoné¢eni béhu algoritmu je nutné dosdhnout ukoncujici podminky, kterou lze
realizovat vice moznymi zpusoby. Jednim z téchto zptisobii mize byt nalezeni optimalniho
kandidatniho feSeni. Dalsi moZnosti je explicitni omezeni poc¢tu generaci. V priitbéhu evoluce
ovSem dochézi k postupnému snizovani miry rozdilnosti kandidatnich feSeni uvniti popu-
lace, coz vede az na vznik populace slozené z identickych kandidatnich feseni a k dalsimu
zlepSeni uz nemuze dojit.

6.2 Implementace

Navrh celého systému je znazornén na obrazku 6.3. Pomoci programu ART [18] se z refere-
néni sekvence vygeneruje mnozina sekvenénich ¢teni véetné referenéniho zarovnani. Dalsim
krokem je vytvofeni zlatého standardu zarovnéani (viz kapitola 7). Tim je skonéena inici-
acni faze, kterd predchézi spusténi experiment. Druhé faze zac¢ind nastavenim vstupnich
parametri pro optimalizac¢ni framework a spusténi tohoto frameworku. Fitness funkce je re-
alizovana externim skriptem. Priubéh vypoctu fitness funkce je ovlivnén vstupnimi parame-
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try externiho skriptu. Vysledky optimalizace jsou generovany v textové podobé. Jednotlivé
soucasti celého systému budou podrobné popsany v nasledujicich sekcich.

Referenéni Vstupni parametry frameworku

sekvence +

Y
ART FRAMEWORK

/ \

Referenéni MnozZina parametry
zarovnani sekvencnich &teni Fithess hodnota B LAT

RABEMA /| Skript
"| pro zarovnani LAST

¥

Zlaty standard

zarovnani V)'/S|ed ky

1

f

Obrazek 6.3: Schéma optimaliza¢niho systému.

Vypocetni framework je implementaci algoritmu diferencialni evoluce. K implementaci
byl pouzit programovaci jazyk Python verze 2.7 a byla vyuzita paradigmata objektove
orientovaného programovani, a to zejména dédi¢nosti. Cilem bylo rozdéleni celého opti-
maliza¢niho systému na oddélené Casti, které se lisi svoji funkénosti a které lze v pripadé
potieby nahradit novéjsimi verzemi. Kazda ¢ast je reprezentovana samostatnou tiidou z na-
sledujiciho seznamu t¥id:

o Member,
e Population,
e Evolution.

Objekt tiidy Member reprezentuje jedno kandidatni feseni a zapouzdiuje jeho konfigu-
raci, coz je seznam hodnot optimalizovanych parametri. Mira kvality kazdého kandidat-
niho Teseni je stanovena dvéma fitness hodnotami. Primarni fitness hodnota reprezentuje
pocet spravné zarovnanych sekvencnich ¢teni, proto je cilem nalézt jeji maximéalni hodnotu.
Sekundarni fitness hodnota odpovidd dobé béhu zkoumaného zarovnani v sekundach a ma
vyznam pouze v pripadé existence vice odlisnych kandidatnich feseni se stejnou primarni
fitness hodnotou. V takovém pripadé se vybere rychlejsi varianta. Proménné odpovidajici
optimalizovanym parametrim jsou intervalové, tedy je mozné provést jejich rozdil podle
pozadavku diferencidlni evoluce. Hodnoty jsou celociselné a nezaporné kvili snadnéjsimu
pocitani rozdili. V piipadé, ze je tfeba jako hodnotu parametru dosadit zapornou hodnotu
¢i néjaky fetézec, coz je pripad binarni Sablony u jednoho z parametri programu LAST,
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je nutné pied aplikaci ptivodni hodnotu zménit napiiklad podle dodatecné tabulky. Tento
proces lze uskutecnit také proto, Ze jazyk Python patii do skupiny slabé typovanych ja-
zykl, u kterych probihd typova kontrola dynamicky za béhu programu, diky ¢emuz lze
promeénnou interpretovat jako ¢islo nebo jako fetézec.

Objekt tfidy Population slouzi k reprezentaci populace kandidatnich feSeni. Zapouz-
dfuje seznam kandidatnich reseni a odkaz na nejlepsi kandidatni feseni v populaci. Klicovou
funkci je metoda pro vypocet fitness funkce vSech kandidatnich feseni pomoci externiho
skriptu pro operac¢ni systém Linux. Tento skript se spusti paralelné pro vSechny kandidatni
FeSeni v dané populaci kviili celkovému urychleni vypoctu. Nésledné program aktivné ceka
na dokonceni vypoc¢tu vSech hodnot fitness. Vypocet hodnoty fitness je optimalizovany tak,
ze pro kazdé kandidatni feseni se zkouma, zda jiz nebylo v priibéhu evoluce ohodnoceno jiné
fesSeni nalezeno, neni treba spoustét externi skript pro opakované zarovnani a ohodnoceni
a hodnota fitness se pouze zkopiruje.

Hlavnim objektem, ktery realizuje algoritmus diferencialni evoluce, je objekt tf¥idy Evolution.
Pii vytvareni instance této t¥idy lze nastavit rizné parametry béhu evoluce, které jsou zob-
razeny v tabulce 6.2.

Néazev atributu | Typ atributu | Popis atributu

popSize integer Velikost populace

genCount integer Pocet generaci evoluce

problemLow list Seznam hornich hranic hodnot proménnych
problemHigh list Seznam dolnich hranic hodnot proménnych
problemName list Seznam nazvi proménnych
weightingFactor | float Vahovy faktor pri perturbaci
crossingFactor float Pravdépodobnost perturbace

best_fitness float Nejlepsi hodnota fitness funkce

script_test string Cesta ke skriptu s fitness funkci

aligner string Nazev zarovnéavaciho programu

reads_type string Typ sekvencénich éteni (single-end/pair-end)
param_def string Znak prikazového fadku mezi parametrem a hodnotou
read_length string Délka sekvenc¢niho ¢teni

source string Typ dat (redlné/simulovand)

sec_param list Seznam sekundarnich parametru

Tabulka 6.2: Seznam atribut, kterymi lze nastavit béh optimaliza¢niho frameworku.

7 algoritmu diferencialni evoluce vyplyva, Ze v populaci musi byt minimalné ¢tyri kan-
didatni feSeni, aby bylo mozné realizovat perturbaci, kterd vyzaduje vedle perturbova-
ného feseni jesté tii vzajemné unikatni kandidatni feseni. Sekundarni parametry slouzi pro
pripad, kdy zarovnavaci program potifebuje pro sviij béh spusténi dalSich doprovodnych
programui. Tyto programy lze pak spustit se sekundarnimi parametry, které nepodléhaji
evoluci. Jednotlivé etapy probihajici evoluce je mozné ovlivnit standardnim zptisobem po-
moci vytvoreni potomka této tiidy a aktualizace kédu libovolné metody. Pokud se jedna
pouze o jednoduchou modifikaci vstupnich ¢i vystupnich dat, lze pouZzit pomocné metody.
Kazda metoda této tfidy ma dvé pomocné metody, z nichz jedna se provede pred hlavni
metodou a druhd se provede po ni. Prikladem je psudokdd na obrazku 6.4.
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self.preActualizeBestSoFar(self.pop.bestMember())
self.actualizeBestSoFar (self.pop.bestMember())
self.post ActualizeBestSoFar(self.pop.bestMember())

Obrazek 6.4: Volani pomocnych metod.

Pted kazdjm volanim metody actualizeBestSoFar se vola metoda preActualizeBestSoFar
a za ni se volad metoda postActualizeBestSoFar. Vyhodou je snadnost dodateéné modifi-
kace pred zacatkem nebo po skonceni hlavni metody.

Ukoncujici podminka je implementovana pouze omezenym poctem generaci. V pribéhu
testovani se ukéazalo vhodné regulovat pocet generaci primo, aby nedochéazelo ke zbytec-
nym prodlevam v dusledku jiz neefektivniho pokracovani vypoctu. Diky stochastickému
pristupu muze dochézet ke zdlouhavému procesu tplného vycisténi populace od rozdilnych
kandidatnich feSeni. V pfipadé programu LAST je rozsah parametri v fadu desetitisict
a pocet generaci by proto enormné narustal.

6.3 Obecné pouziti

Zékladnim pozadavkem pfi tvorbé frameworku je mozZnost Sirokého pouziti na optimalizaci
parametri riznych nastroji. Proto je nutné, aby modifikace pfi zméné cilového nastroje
byla co mozné nejsnazsi. Framework je tvoren tfemi t¥idami, ze kterych se pomoci dédic-
nosti vytvori potomci. U t¥id Population a Evolution je nutné modifikovat konstruktory
ostatnich tt¥id, aby se vytvotila instance potomka misto predka. Pri vytvoreni objektu evo-
luce je nutné zadat parametry diferencidlni evoluce a zarovnavanych dat. Pomoci seznamt
se definuji pripustné rozsahy optimalizovanych parametri a dilezitym parametrem je skript
pro zarovnani, jehoz standardnim vysledkem jsou hodnoty fitness funkci vypsané na stan-
dardni vystup a oddélené znakem konce fadku. Pro spravny béh evoluce je pak tieba provést
nasledujici sekvenci prikazi:

1. Evolution()
2. initEvolution()

3. runEvolution()

V pribéhu evoluce dochézi k pribéznému vypisu detailnich informaci o vysledcich v ka-
zdé generaci diferencialni evoluce. Volitelné lze vypsat i dodatecné informace pomoci metod,
které jsou popsany v programové dokumentaci.

Optimalizované néastroje musi spliovat urc¢ité pozadavky, které odpovidaji implemen-
taci frameworku. Hlavnim poZzadavkem je typ hodnoty parametri. Standardné se jedna
o intervalovy typ, aby bylo mozné provadét rozdil hodnot pfi perturbaci. V pripadé fetézce
je nutny prevod do celo¢iselné nezaporné podoby pomoci tabulky. Pfi nasledném spusténi
programu s parametry za ucelem vyhodnoceni fitness funkce se pomoci tabulky provede
reverzni pfevod hodnoty na odpovidajici Fetézec nebo zaporné cislo.

Dalsim pozadavkem je vystupni forméat. Pouzivané forméaty v rdmci protokolu pro ko-
munikaci mezi jednotlivymi ¢astmi systému jsou popsany v nasledujici kapitole. Pokud neni
vystupnim formatem zarovnavaciho nastroje standardni format SAM, je nutné pouzit nebo
vytvorit konvertor do tohoto forméatu. V opac¢ném pripadé nelze pouzit jako fitness funkci
program RABEMA [15] (viz sekce 6.5).
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6.4 Pouzité formaty

Jednotlivé ¢asti vypocetniho frameworku spolu vzajemné komunikuji specidlné navrzenym
protokolem, ktery sestéva prevazné ze standardnich pouZivanych forméati. Tyto formaéaty
jsou ¢itelné pro vSechny dostupné zarovnavaci programy, ¢im7 lze napiiklad u vysledku
zarovnani porovnat a ohodnotit vysledky dvou rtiznych zarovnavacich nastroju.

6.4.1 FASTA

Sekvence DNA, RNA nebo proteiny lze ulozit ve vice moznych forméatech v zavislosti na
mnozZstvi doprovodnych informaci. Jednim z nejjednodussich a nejpouzivanéjSich formati je
format FASTA. Soubor ve formatu FASTA sestava z jednotlivych FASTA zaznamu. Kazdy
zéznam je rozdélen na hlavicku, ktera obsahuje libovolny fetézec s informacemi, a primarni
strukturu sekvence. V pripadé této prace se jedna o sekvenci DNA. Prikladem je nasledujici
FASTA zaznam:

>hgl19_ensGene_ENST00000399012 range=chrX:200855-216002
ATGGGTGGGCAGGTGAGCGCTTCCAACAGCTTCTCGAGGCTGCACTGCAG
AAATGCCAACGAGGACTGGATGTCGGCACTGTGTCCCCGGCTCTGGGATG

Hlavicka zaznamu zacind symbolem ,,>“. Z uvedeného zaznamu vyplyva, ze se jedna
o sekvenci genu na chromozomu X. Daéle je zndma pozice genu na tomto chromozomu
a priméarni struktura DNA, coZ je posloupnost jednotlivych nukleotid.

6.4.2 FASTQ

Format FASTQ je podobny formatu FASTA. Soubor sestiava ze zaznami, které kromé in-
formace o priméarni struktufe sekvence obsahuji informaci o kvalité jednotlivych nukleotidi.
Tato kvalita souvisi se zdrojem sekvence, kterym je jedna ze sekvenacnich platforem. For-
mat FASTQ se stal standardnim vystupnim formatem sekvenacnich pristroji. Prikladem
je nasledujici FASTQ zaznam:

@LAST_Gen-99990
GTGAGATGACGAGGACACCTGCCGCCCCAGCCCCCACCTGATCCACCACA
+

BOC?@<BCCFOEQ@CDD?ED. ;BG:A?D5>7:9@702:8%55227)+81+2

Prvni fadek je jako v pripadé FASTA zaznamu nositelem popisné informace o sekve-
nénim ¢teni na nasledujicim fadku. Za oddélovac¢em néasleduje 4. fadek s informaci o kva-
lité a spravnosti odpovidajici baze. Kvalita je kédovana ASCII znakem a rozsah znaku je
upraven nékolika moznymi formaty, které se vétSinou oznacuji nejniz$im moznym znakem
v hexadecimalni podobé. Prikladem je Phred33 nebo Phred64. Z celkového rozsahu, ktery
kon¢i hexadecimalnim ¢islem 126, byva vyuzito pouze asi 40 znaki.

6.4.3 SAM

Formaty FASTQ i FASTA slouzi pro ulozeni referenéni sekvence ¢i sekvencéniho ¢teni. For-
mat SAM je standardni formét pro popis zarovnani sekven¢niho ¢teni k referencni sekvenci.
Vedle textového formatu SAM jesté existuje jeho binarni podoba BAM. Pomoci vhodnych
nastroji, jako je naptiklad Samtools [31], ktery je pouzit i v této préci, lze tyto forméaty
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mezi sebou prevadét. Soubor ve formatu SAM sestava z hlavicky a SAM zéznamt v tabulce
bez zahlavi. Vyhoda textového SAM formatu spociva v prehlednosti a snadné interpretaci
v porovnani s bindarnim BAM formatem. Néasledujici priklad je kratky soubor ve formatu
SAM:

@HD VN:1.4 SQ:unsorted

@SQ SN:CHRX LN:100000

@SQ SN:CHRY LN:100000

CHRX-1 O CHRX 15505 255 10=1X10= * 0 O GGTAACGCTTGGGAATTACAT =
CHRY-1 16 CHRY 66353 255 21= * 0 O GACGTTCTGTGCAAGCAGAGG *

Prvni radek je zacatek hlavicky obsahujici verzi a informaci o sefazeni zaznamu. Za prv-
nim fadkem néasleduje databaze referen¢nich sekvenci. Povinnymi poli jsou jak nazev této
sekvence, tak jeji délka. Soucasti zaznamti mohou byt i dalsi pole, kterd nejsou povinna
a kterd nejsou pro tuto praci dilezitd. Nepovinnymi udaji v hlaviéce jsou tdaje o zdro-
jovém programu a vzniku souboru se zarovnanim, tudaje o skupindch sekvencnich cteni
a dodate¢ny jednoradkovy komentafr. Dale néasleduje seznam SAM zdznamu. Kazdy za-
znam zacina nazvem sekvencéniho ¢teni a druhym tidajem je ¢iselné reprezentace vlastnosti
zarovnani. V této praci jsou pouzita pouze ¢isla 0 pro zarovnéani k pfimému vldknu a ¢islo
16 pro zarovnani k reverznimu vladknu. Dal$im tdajem je nézev referencni sekvence. Na-
sleduje pozice sekvencniho ¢teni na referen¢ni sekvenci, kvalita mapovéani, fetézec CIGAR,
informace o parovych sekvené¢nich ¢tenich a jejich pozicich, primarni struktura sekvenéniho
¢teni a dodatecné informace o kvalité. Zminéné informace nejsou v praci vyuzity, jen Te-
tézec CIGAR je vytvoren specidlnim skriptem ze zarovnani parovych sekvencnich ¢teni ve
formatu MAF. Tento fetézec popisuje shody (,=%), neshody (,,X*), inzerce (,,I*) a delece
(,D“) po celé délce sekvenéniho ¢teni. Vyznam fetézce CIGAR u prvniho SAM zéznamu
v ilustra¢nim prikladé je 10 shod nasledovany jednou neshodou a opét 10 shod.

Problémem zustava vice moznych vystupnich formatt u fady zarovnéavacich nastroja,
mezi které patii BLAT i LAST. U obou nastroji neni SAM format vychozim formatem pro
vypis zarovnani, a proto je nutna konverze z pouzitého formatu MAF, ktery oba pouzivaji,
do formatu SAM, ktery byl diky zminénym vyhodam vybran jako cilovy.

6.5 Fitness funkce

Kli¢ovou soucésti diferencialni evoluce i vSech evolucnich algoritmi je vhodné zvolena fit-
ness funkce. Vysledkem zarovnani je mnozina zarovnanych sekvenénich ¢teni v rtiznych for-
matech, které jsou preveditelné do nejpouzivanéjsiho formatu SAM (viz sekce 6.4). Tento
forméat je pouzit i v této praci a program RABEMA, pomoci néhoz je realizovana fitness
funkce, vytvari tzv. zlaty standard zarovnani. Tento zlaty standard se vytvari z referenc¢niho
zarovnani ve formatu SAM a referenéni sekvence ve formatu FASTA. Cilem je pro kazdy
SAM zéaznam vytvorit odpovidajici zdznam zlatého standardu, ktery odpovidé nasleduji-
cimu popisu:

@GSI VN:1.1

O@MATES SEP:/ TYPE:01

#(QNAME SCORE RNAME RDIR SPOS EPQOS
BLAT_Gen-1 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

Prvni dva tfadky obsahuji hlavicku, kterd pro dalsi pouziti neni dtlezitd. Nésleduje ta-
bulka ziznami s hlavickou, kterd popisuje vyznam jednotlivych sloupci. Pole QNAME
odpovida nazvu zarovnavaného sekvencniho ¢teni. Pole SCORE odpovida poctu chyb na
stupnici od 0 do 8, coz je standardni rozliSovaci rozsah pii vytvareni zlatého standardu.
Jednd se o pocet neshod, deleci a inzerci po celé délce zarovnaného ¢teni. RozliSovaci roz-
sah je omezen na 8 chyb s ohledem na kvalitu dat i doporucené nastaveni programu RA-
BEMA. Z tabulky 6.3 vyplyva, ze pro délku sekvenc¢niho ¢teni v prvnim radku je procento
odpovidajicich zarovnani miniméalné 79 % pro délku sekvenc¢niho ¢teni 100 bazi pfi pouziti
standardni rozliSovaci schopnosti programu RABEMA.

Délka sekvencéniho ¢teni 50 65 75 90 100
Procento referen¢nich zarovnani | 1,00 | 0,99 | 0,99 | 0,92 | 0,79

Tabulka 6.3: Procento referen¢nich sekvenénich éteni v dané rozliSovacim intervalu v zavis-
losti na délce sekvenéniho ¢teni.

Pro sekvencni ¢teni délky vice nez 100 bazi by bylo 1épe pouzit vyssi rozliSovaci schop-
nost, aby mohla byt zkoumana i sekvencni ¢teni s vyskytem vice nez 8 chyb v zarovnani.

Dalsi zaznamy v tabulce zadznamu zlatého standardu odpovidaji po fadé nazvu referen¢ni
sekvence, oznaceni pfimého ¢i reverzniho vlakna a pozicim na tomto vlakné.

Pfi ohodnoceni zkoumaného zarovnani se provadi srovnani s vytvofenym zlatym stan-
dardem. Zékladnim pozadavkem je zarovnani ve formatu SAM vcéetné spravné sestavené
hlavicky. K porovnani je opét pouzit program RABEMA. Vysledkem porovnani je vystupni
format RABEMA. V pfiloze B je cely vystup programu RABEMA. Jeho zjednodusena
forma s pouze dilezitymi tdaji je popsana nasledujicim prikladem:

Intervals to find: 13304
Intervals found: 11051
Intervals found [%] 83.0652
Invalid alignments: 465
Number of reads: 13330

Number of reads with intervals: 13304

ERR #max  #found Yfound
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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7 tohoto zaznamu vyplyva, Ze je mozné zarovnat celkem 13330 sekvencnich Cteni,
pri¢emz rozsah chyb v zarovnani spliuje pouze 13304. V hodnoceném zarovnani ve for-
méatu SAM bylo nalezeno 11 051 spravnych zarovnani, coz odpovida 83,06 % Gspésnosti. Ze
zbylych sekvencnich ¢teni bylo 465 zarovnano nespravné. V tabulce pod celkovymi statis-
tikami jsou rozepsana sekvencéni ¢teni podle t¥idy poc¢tu neshod v zarovnani.

Vystupni format ohodnoceni zarovnani programem RABEMA je zdrojem vstupnich
udaju pro fitness funkci. Existuje vice moZnosti, jak z téchto iidaju urcit miru kvality zkou-
maného zarovnani a jemu odpovidajiciho nastaveni parametri. V prubéhu vyvoje néastroje
byly vyzkouSeny t¥i pfistupy, z nichZz byl vybran jeden pro nésledné uskutecnéni experi-
ment.

Prvnim pfistupem je soucet hodnot ve sloupci %found. Maximéalni hodnota fitness
funkce je v tomto pfipadé 900, které lze dosdhnout v piipadé 100% tuspésnosti zarov-
nani v kazdé kategorii. Vyhodou tohoto pfistupu je, ze v pripadé nizkého maximalniho
poc¢tu sekvencnich ¢teni v dané kategorii vysoky narust fitness funkce pfi zarovnani jed-
noho nového sekvencniho ¢teni. Pfi maximélnim pocétu 2 sekvencnich ¢teni by nalezeni
jednoho sekvencéniho ¢teni znamenal narust vystupni hodnoty fitness funkce o 50. Pouziti
tohoto pristupu zpusobuje vysoky nartst hodnoty fitness v pritbéhu evoluce. Nevyhodou je
zbytecné zvyhodnéni kategorii s niz$im po¢tem moznych sekvencénich ¢teni.

Druhy pristup se od prvniho lisi v pfipadé prazdné kategorie. Pokud v kategorii neni
zadné sekvenéni Cteni z referenéniho zarovnani, pak zde ani Zddné nelze nalézt a hodnota
sloupce %found je v tomto piipadé 0, ¢imZ dochdz{ k nepriznivému ovlivnéni vypoctu
a maximalni hodnoty 900 nelze dosdhnout. To lze vytesit pripoc¢itanim hodnoty 100 namisto
0, ¢imz lze opét dosdhnout hodnoty 900. Diky nerovnomérnému narustu hodnoty fitness
ovSem nelze dvé zkoumané feSeni vzdjemné porovnat stejné jako v predchozim ptipadé.

Treti fitness funkce jiZz nebere v ttvahu moznost rychlého nartstu hodnoty, ale upred-
nostniuje moznost vzajemného porovnani dvou zkoumanych zarovnani. Vysledkem fitness
funkce je celkovy pocet spravné zarovnanych sekvenc¢nich ¢teni. Kazda dvé zkoumana za-
rovnani lze jednoznac¢né porovnat v pripadé, ze je pouzita stejnd sada sekvencnich ¢teni,
stejné referencéni zarovnani a stejné referencni sekvence. V pribéhu testovani byla nakonec
pouzita tato varianta, protoze puvodni dvé poskytovaly nevyhovujici vysledky. Maximalni
hodnota této fitness funkce odpovida prvnimu tudaji v zjednoduseném vystupnim formatu
programu RABEMA.

Soucéasti implementace je vedle primarni fitness funkce, jejimz vysledkem je pocet spravné
zarovnanych sekvenc¢nich ¢teni i sekundarni fitness funkce. Vyslednou hodnotou je v této
praci doba béhu v sekundéch. Cilem evoluce je nalézt co nejvyssi hodnotu primérni fitness.
V ptipadé, ze existuji dvé odlisna kandidatni feseni se stejnou primarni fitness hodnotou,
rozhoduje sekundarni fitness hodnota a uplatni se rychlejsi feSeni.
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Kapitola 7

Experimenty

V predchozi kapitole byla popsana implementace optimaliza¢niho frameworku a jeho moz-
nost aplikace na mnozinu zarovnavacich nastroji. Cilem provedenych experimenti je ovéreni
pfinosu optimalizace, coz lze provést pomoci srovnani presnosti zarovnani pii aplikaci opti-
malnich hodnot parametri v porovnani s aplikaci vychozich hodnot. Experimenty 1ze také
overit vyvoj nejlepsiho feseni v pribéhu evoluce a jeho zlepSeni ve smyslu nartastu poctu
spravné zarovnanych sekvenc¢nich ¢teni. Soucasti experimentti je modifikace riznych para-
metra a sledovani nasledného vlivu na vysledky. Mezi tyto parametry patfi v prvni radé
délka sekvencéniho ¢teni a jejich typ. Vysledky se mohou riznit, kdyz se délka sekvenéniho
¢teni zméni z vychozich 50 bazi na dvojnasobek. Pouziti jednoduchych sekvenc¢nich ¢teni
(single-end) se také miize lisit od varianty s parovymi sekvenénimi ¢tenimi (pair-end). Pro-
gramy LAST ani BLAT a mnohé dalSi nejsou pfimo sestrojeny pro zarovnani parovych
sekvencnich ¢teni, nicméné lze maximalizovat presnost pfi individualnim zarovnani obou
¢teni v paru.

Vedle mozZnosti pri zméné parametri sekvencnich ¢teni lze ménit i délku referencéni sek-
vence, coZz ovSem souvisi s problémem vypocetni naro¢nosti. V pripadé delSich referencnich
sekvenci se vyrazné zpomaluje proces vytvareni indexu, ¢imz se zarovnani stava casové
neefektivni. Diky tomu dojde ke zpomaleni vypocetniho procesu diferencidlni evoluce, coz
znesnadni pribeh experimentii.

7.1 Metacentrum

Proces samotného zarovnani sekvencnich ¢teni a vyhodnoceni fitness funkce je ¢asové a vy-
pocetné narocny. V pripadé algoritmu diferencidlni evoluce se tyto naro¢né vypocty sek-
ven¢né opakuji v kazdé generaci vypoctu. Za timto ucelem byly provedeny optimalizace
minimalizujici pocet téchto operaci (viz sekce 6.5). Déle je vypocet hodnot fitness funkce
vSech kandidatnich feSeni v dané populaci realizovan pomoci spusténi paralelnich procest.
V ptipadé platformy s moznosti paralelniho zpracovani vice vldken se proces vypoctu né-
kolikanasobné urychli.

Za timto tcelem byla vyuzita distribuovana vypocetni infrastruktura MetaCentra'.
Jednd se o systém rezervaci vypocetnich zdroji za tcelem provadéni narocnych vypoctu.
Implementace a jednotlivé soucasti vypocetniho frameworku jsou navrzeny tak, aby bylo
mozné jednoduché spusténi na MetaCentru a nasledny zisk vysledkt v textové podobé. Pro
spusténi ulohy je nutné nejprve nahrat vSechny komponenty potiebné ke spusténi vypoctu

"http://metavo.metacentrum.cz/cs/
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na cilové ulozisté rezervovanych pocitaci a nésledné spustit program ¢i vypocetni skript.
Pro rezervaci se pouziva rezervacni fetézec obsahujici mimo dalsiho nastaveni zejména pocet
jader nutnych pro vypocet, velikost opera¢ni paméti a velikost mista na disku. Soucasné je
nutné vybrat vhodnou frontu, do které bude pozadavek na spusténi tlohy umistén. Fronty
se lisi maximéalni délkou béhu spusténé tlohy. Pomoci opakovanych spusténi bylo zjisténo,
ze pro spusténi optimalizace je vhodné zadat parametry rezervacniho fetézce, uvedené v ta-
bulce 7.1.

Pocet CPU | RAM | HDD Fronta
popSize + 1 | 40 GB | 100 GB | q_1d

Tabulka 7.1: Parametry pro nastaveni rezervacniho fetézce.

Na prvni pohled vyssi pozadavky vyplyvaji zejména z vypocetni naroc¢nosti vytvoreni
indexu a zarovnani u programu LAST. Velikost paméti RAM souvisi i s poé¢tem CPU,
jejichz pocet vsak béhem experimentt nikdy nepfekrocil 16. Typ fronty q-1d odpovida
fronté s maximalni dobou béhu skriptu 1 dne. V pripadé mensiho po¢tu CPU nebo méné
paméti RAM muze dojit k vyCerpani zdroju a pred¢asnému netaspésnému ukonceni vypoctu.
V ptipadé testovani programu BLAT na redlnych datech ziskanych z pristroje Illumina je
nutné pouzit frontu s maximalni dobou béhu 1 tyden.

V priitbéhu experimenti bylo spusténo 1199 tloh s celkovou spotfebou 1272,7 dnii pro-
cesorového ¢asu. Soucasti téchto tloh byla i pokusné spusténi za tcelem ladéni vypocetniho
frameworku.

7.2 Generovana sekvenéni ¢teni

Za ucelem provadéni experimentii byla vytvorena datova sada sekvencnich ¢teni, kterd nesou
empirické vlastnosti sekvencnich cteni pristroje Illumina. Existuje mnozZstvi generatori,
které z referencni sekvence ve formatu FASTA vygeneruji mnozinu sekvencénich ¢teni zadané
délky. Jednim z pozadavki je moZnost explicitné zadané hustoty pokryti referen¢ni sekvence
vzniklymi sekvenénimi ¢tenimi. Generatory lze vyuzit pro generovani jak jednoduchych, tak
parovych sekvencnich ¢teni. Velkou vyhodou téchto generatoru je rychlost, kterd je oproti
sekvenacnim pfistrojim mnohem vyssi. Déale je mozné zvolit libovolnou referencni sekvenci,
libovolnou délku sekvenc¢nich ¢teni a libovolné nasobné pokryti. Nevyhodou je softwarovy
pristup, diky kterému se vlastnosti sekvencnich ¢teni pouze blizi simulovanym originalim.
V této praci byl pouzit program ART, ktery oproti jinym testovanym mé vyhodu pfimého
vytvoreni referen¢niho zarovnani ve formatu SAM. Referen¢ni zarovnani je nasledné pouzito
pro vytvoreni zlatého standardu programem RABEMA (viz sekce 6.5). Mnozina sekvenénich
¢teni je standardné ulozena v souboru ve formatu FASTQ.

Trénovaci datové sady sekvenc¢nich ¢teni pro optimalizaci jednotlivych nastroji se vza-
jemné lisi. Hlavni odliSnosti je délka referencni sekvence. Za ucelem testovani byla pouzita
referenéni sekvence lidského chromozomu X (NC_000023.11) z databaze GenBank? a pro
dalsi pouziti byly pouZity nékteré jeji ¢asti. Nejdiive byla v obou pripadech pouZita refere-
néni sekvence stejné délky 100 kilobazi. V obou pfipadech se doba zarovnani vytvorenych
sekvenci pohybovala v fadu vtefin. V pripadé programu BLAT vSak vlivem zmén hodnot
parametri dochazelo k naristu doby béhu az na nékolik minut. V piipadé programu LAST
nebyl nartst tak zasadni, proto byla pouzita delsi referen¢ni sekvence délky 500 kilobézi.

*http://www.ncbi.nlm.nih.gov /genbank/
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S tim souvisi i narast poc¢tu sekvencnich Cteni, protoZze v obou pfipadech byly pfi genero-
vani pouzity stejné parametry pokryti. Pro testovani riznych délek sekvencnich ¢teni bylo
vybrano 5 zastupct délek v rozmezi od 50 do 100 bézi. Pro vSechny délky byla provedena
analyza maximéalniho poctu zarovnanych sekvencnich ¢teni p¥i vychozi rozliSovaci schop-
nosti programu RABEMA a vysledky jsou v tabulce 6.3 (viz kapitola 6.5). Celkovy piehled
parametrii obou datovych sad je v tabulce 7.2

Néazev programu LAST BLAT
Nézev referenc¢ni sekvence LAST _Gen | BLAT Gen
Délka referencni sekvence 500 kilobazi | 100 kilobazi
Pocet sekvenénich ¢teni (50 bazi) | 99990 20000
Pocet sekvenénich ¢teni (65 bazi) | 76 910 15 380
Pocet sekvenénich ¢teni (75 bazi) | 66 660 13 330
Pocet sekvenénich ¢teni (90 bazi) | 55550 11110
Pocet sekvenénich ¢teni (100 bazi) | 49 995 10 000

Tabulka 7.2: Prehled poctu sekvencénich ¢teni v jednotlivych datovych sadach.

Referenc¢ni sekvence byla sestavena z nahodné vybranych geni lidského chromozomu
X. Tyto geny byly sestaveny za sebou do dvou referenc¢nich sekvenci zminénych délek.
Pri generovani sekvenc¢nich ¢teni z téchto referen¢nich sekvenci pomoci programu ART
bylo pouzito desetindsobné pokryti. Jelikoz se jednd o softwarovy generator a vysledné
pokryti je rovnomérné, ¢imz se vysledky lisi od realnych sekvencnich ¢teni, produkovanych
sekvenacnimi pristroji.

Vytvorené datové sady byly pouzity pro experimenty s optimalizacnim frameworkem.
Dostateény pocet sekvenénich ¢teni k zarovnani je klicovym pozadavkem pro spravnost vy-
sledki. Pro nasledné ovéfeni této spravnosti je nutné provést stejné experimenty i s datovou
sadou vytvorenou z realnych sekven¢nich ¢teni.

7.2.1 Experimenty s programem BLAT

Na obrazku 7.1 (A) je zndzornén vyvoj nejlepsiho kandidétniho feseni v priibéhu evoluce.
P1i experimentu byla pouzita datova sada 20000 neparovych sekvencnich ¢teni délky 50
bézi. Zarovnavacim nastrojem byl program BLAT. V prvni generaci bylo spravné zarovnano
17612 sekvencnich ¢teni a tato hodnota byla v pribéhu evoluce zlepSena na 17 848, coz je
v porovndni s maximalnim poc¢tem narist o 1,2 %. Toto srovndni s maximalnim poctem je
znézornéno na obrazku 7.1 (B).
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Obrazek 7.1: Vyvoj nejlepsiho kandidatniho feseni v priabéhu optimalizace programu BLAT.
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Bylo provedeno 7 béhti tohoto experimentu s obéasnymi modifikacemi omezeni hodnot
parametrii. Nejlepsi kandidatni feseni jsou v nasledujici tabulce 7.3. Rozdil mezi poctem
zarovnanych sekvenc¢nich ¢teni u obou nalezenych FeSeni je v porovnani s vysokym cel-
kovym poc¢tem zanedbatelny. Rozdil v dobé béhu zarovnani je vSak znacny. V tabulce je
pro srovnani i vysledek béhu zarovnani s vychozimi parametry. Rozdil v po¢tu zarovna-
nych sekvenénich ¢teni oproti béhu s optimalnim nastavenim parametrt je pramérné 1295
sekvencnich ¢teni, coz v porovnani s celkovym poctem sekvencnich ¢teni vykazuje narust
presnosti o 6,4 %.

Poradi | Konfigurace Fitness hodnota | Doba zarovnani
1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=0 17848 2,3h

2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=0 17787 14 min

vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 16 522 10s

Tabulka 7.3: Vysledky optimalizace programu BLAT na datové sadé sekvenc¢nich ¢teni délky
50 bazi.

Pii dalSich experimentech bylo manipulovano zejména s délkou sekvencnich ¢teni a jejich
typem. Ve vSech piipadech dochézi k velkému nartistu doby zarovnani v pripadé maximal-
niho zvyseni citlivosti pfi vytvareni indexu. Na grafu na obrazku 7.2 (A) je zopakovan
stejny experiment jako v pfipadé obrazku 7.1 s tim rozdilem, ze délka sekvencéniho ¢teni je
100 bazi. Celkovy pocet sekvencnich ¢teni je podle tabulky 7.2 10000, z ¢ehoz pouze 7 882
sekvencnich ¢teni Ize v ramci dané rozliSovaci schopnosti testovat na spravnost zarovnani.
Srovnani s maximalnim poc¢tem zarovnani je znidzornéno na vedlejsim grafu na obrazku 7.2

(B).
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Obrazek 7.2: Vyvoj nejlepsiho kandidatniho feseni v priabéhu optimalizace programu BLAT.
Jako i v pfedeslém pripadé bylo provedeno 7 experimentti, které se liSily nastavenim

povolenych rozsahii parametri. Kompletni vysledky na vSech datovych sadach neparovych
sekvencnich ¢teni ruznych délek jsou v tabulce 7.4.
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Délka Poradi | Konfigurace Fitness | Max. | Cas

50 bazi | 1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=0 17848 | 20000 | 2,3h

50 bazi | 2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=0 17787 | 20000 | 14 min
50 bazi | vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 16522 | 20000 | 10s

65 bazi | 1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=0 13972 | 15375 | 2,8h

65 bazi | 2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=0 13945 | 15375 | 24,3 min
65 bazi | vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 13503 | 15375 | 10s

75 bazi | 1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=1 11375 | 13304 | 3,2h

75 bazi | 2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=1 11340 | 13304 | 23,6 min
75 bazi | vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 11051 | 13304 | 12s

90 bazi | 1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=0 7631 10209 | 3,6h

90 bazi | 2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=1 7600 10209 | 40,4 min
90 bazi | vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 7410 10209 | 125

100 bazi | 1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=0 5486 7882 | 3,9h
100 bazi | 2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=0 5457 7882 | 29,8 min
100 bazi | vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 5327 7882 | 12s

Tabulka 7.4: Vysledky optimalizace programu BLAT na vSech datovych sadach sekvenénich
¢teni.

Ve vsech pripadech je znatelny rozdil fitness hodnoty mezi zarovnanim s optiméalnimi
parametry a zarovnanim s vychozimi parametry. V porovnani s maximalnim poctem za-
rovnanych sekvenc¢nich ¢teni dochézi ve vSech pripadech délky sekvencniho ¢teni k nartstu
presnosti zarovnani o nékolik procent. Nejlepsim feSeni je v témét vSech pripadech kandi-
datni feseni s konfiguraci parametru tileSize=6, stepSize=1 a oneOff=0. Porovnani procen-
tudlni tspésnosti pro vsechny zkoumané délky sekvencnich ¢teni je znazornéno grafem na
obréazku 7.3. Cervena kiivka odpovida zarovnani s v§chozimi parametry a modré kiivka od-
povida zarovnani s optimalnimi parametry. Primérné dochézi ke zlepSeni presnosti o 3,27 %
a v extrémnim pripadé u sekvencnich ¢teni délky 50 bazi o 6,63 %. S rostouci délkou sek-
venc¢niho ¢teni klesa vliv optimalizace pfi zarovnani programem BLAT.
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Obrazek 7.3: Srovnani tspésnosti optiméalnich a vychozich parametri.

Dalsi experimenty byly provadény s parovymi sekvenénimi ¢tenimi. Parametry genera-
toru sekvencnich ¢teni ART zustaly stejné. Pti vytvareni parovych sekvencnich ¢teni byla
zvolena délka fragmentu 200 béazi, coZz odpovida vlastnostem realnych sekvencnich ¢teni,
kdy se velikost fragmentu pohybuje od 200 do 500 bézi (viz kapitola 3). St¥edni odchylka
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velikosti fragmentu byla nastavena na 10 bazi. Pokryti referenc¢ni sekvence zistalo deseti-
nasobné a délky sekvencénich ¢teni odpovidaji délkdm z pfedchoziho experimentu. Velikost
datové sady je stejna jako v pripadé neparovych sekvencnich ¢teni. Pocet part odpovida
poloviénimu poc¢tu neparovych ¢teni.

Na obrazku 7.4 (A) je zndzornén graf vyvoje nejlepsiho kandidatniho feSeni v prubéhu
evoluce a na vedlej§im obréazku 7.4 (B) je srovnani s maximalnim poc¢tem zarovnanych
sekvencnich ¢teni. V pripadé parovych sekvencnich ¢teni neni pfimo vyuzito znalosti o veli-
kosti fragmentu, proto je kazdé sekvenéni ¢teni v paru zarovnino samostatné a vysledkem
je mnozina takovych zarovnani, kterad sestavaji z obou zarovnanych ¢teni v paru. Tato
mnozina je nasledné filtrovana a prili§ vzdalend sekvencni ¢teni v paru jsou odstranéna.
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Obrazek 7.4: Vysledky optimalizace programu BLAT na datové sadé sekven¢nich ¢teni délky
50 bazi.

V této kategorii bylo provedeno 5 opakovanych béht, které se jako i v predeslém pripadé
ligily zejména nastavenim rozsahii hodnot optimalizovanych parametri. Dalsi zménou byla
délka sekvencnich ¢teni, vybirana z rozsahu od 50 do 100 bazi. V pripadé parovych sekvenc-
nich ¢teni byly o¢ekavany stejné vysledné parametry jako v pfipadé neparovych sekvencénich
¢teni z duivodu nezavislého zarovnani obou ¢teni v paru. V tabulce 7.5 jsou znizornény vy-
sledky béhu nastroje BLAT pii zarovnani parovych sekvenénich ¢teni riznych délek.
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Délka Poradi | Konfigurace Fitness | Max. | Cas

50 bazi | 1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=0 9448 11581 | 2,2h

50 bazi | 2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=0 9289 11581 | 9,9 min
50 bazi | vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 4918 11581 | 10s

65 bazi | 1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=0 11848 | 12993 | 29h

65 bazi | 2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=0 11787 | 12993 | 18,6 min
65 bazi | vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 10869 | 12993 | 10s

75 bazi | 1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=0 9084 10661 | 3,2h

75 bazi | 2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=0 9056 10661 | 30,9 min
75 bazi | vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 8 506 10661 | 12s

90 bazi | 1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=1 4644 6602 | 3,6h

90 bazi | 2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=0 4599 6602 | 30,6 min
90 bazi | vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 3617 6602 | 12s

100 bazi | 1. tileSize=6 stepSize=1 oneOff=0 3110 4812 | 3,8h
100 bazi | 2. tileSize=6 stepSize=4 oneOff=0 3086 4812 | 36,6 min
100 bazi | vychozi | tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 2517 4812 | 12s

Tabulka 7.5: Vysledky optimalizace programu BLAT na vsech datovych sadach sekvenc¢nich
Cteni.

Vysledky jsou podle predpokladu témeér totozné s vysledky experimenti s neparovymi
sekvencnimi ¢tenimi. Nejlepsi kandidatni feSeni ma opét kofiguraci tileSize=6, stepSize=1,
oneOff=0. Mezi prvnim a druhym vitézem v testech je mensi rozdil v poctu spravné za-
rovnanych sekvenc¢nich ¢teni, ale rozdil v dobé béhu je enormni jako i v pripadé neparo-
vych sekvencnich ¢teni. U maximéalniho poctu zarovnanych sekvenénich ¢teni je u prvni
datové sady mnohem nizsi ¢islo, nez bylo o¢ekavano, coz je zpiisobeno rozliSovacim rozsa-
hem programu RABEMA. V tomto pripadé je celkovy pocet sekvencnich ¢teni sniZzen na
pouhych 55%. I pres tento nedostatek je optimalizace spé$nd a na této datové sadé do-
chézi k primérnému zvyseni presnosti vlivem optimalizace o 38 %. Tento vysledek se ovsem
velmi liSi od celkového prumeéru, proto jej lze povazovat za ndhodny a celkovou tispésnost
by nemél ovlivnit.

Na obrazku 7.5 je znazornéno srovnani béhu zarovnéavaciho nastroje s vychozimi para-
metry, coz znazorituje cervend kiivka, a s optimalnimi parametry, cemuz odpovida modra
kfivka. Prumérny narust presnosti ve smyslu poctu spravné zarovnanych sekvencénich ¢teni
je 10,2 %, coz je vic nez v piipadé neparovych sekvencnich ¢teni. Do vypoctu priimérného
zlepSeni neni zapoc¢tena extrémni hodnota nértstu presnosti 39,1 % v datové sadé sekvenc-
nich ¢teni délky 50 bazi.

49



Srovnani presnosti s vychozimi parametry
100

90
" — A

70
/ \ v\\ =45 optimalnimi
60 v ™S A
\. == s vychozimi
50 / = |
20 /
45 55 65 75 85 95 105

Procento spravné zarovnanych ¢teni

Délka sekvencnich cteni

Obréazek 7.5: Srovnani tspésnosti optiméalnich a vychozich parametri.

V prubéhu experiment bylo manipulovano zejména s nastavenim vlastnosti diferen-
cidlni evoluce. Velikost populace se pohybovala od 10 do 12 kandidatnich feSeni. Pocet
generaci byl vzhledem k mensimu poc¢tu mozZnych kombinaci hodnot parametri volen mezi
20 a 30 generacemi. Vysledky potvrdily ptuvodni ocekdvani, Ze nejvyssi presnosti dosahne
program pri maximalni povolené citlivosti pfi vytvareni indexu. Vysledky pro neparova i pa-
rové sekvencni ¢teni jsou pro jednotlivé délky zobrazeny v tabulkach 7.4 a 7.5. Za optimalni
feSeni lze povazovat obé nejlepsi kandidatni feSeni v kazdé kategorii, protoze rozdil v poctu
spravné zarovnanych sekvencnich ¢teni je v porovnani s celkovym poctem zanedbatelny.

7.2.2 Experimenty s programem LAST

Stejné jako u programu BLAT byl prvnim experimentem test rdstu presnosti v prubéhu
evoluce. Program LAST se ovsem skladd ze dvou oddélenych programt, u nichz probiha
optimalizace parametrii oddélené. Dalsi odlisnosti je velikost datové sady sekvencnich ¢teni,
jejichz pocet odpovida delsi referen¢ni sekvenci. Na obrazku 7.6 (A) je znézornén graf vy-
voje nejlepsiho kandidatniho feSeni pfi optimalizaci parametrti programu LASTAL, ktery
provadi samotné zarovnani s vyuzitim jiz vytvoreného indexu. K experimentu byla vyuzita
datova sada neparovych sekvencnich ¢teni délky 65 bazi. Modra kiivka odpovida zarovnani
pfi optimalizaci parametri mezni frekvence vyskytu pfi rozsitrovani seminka a minimalniho
skére zarovnani. Cervené kiivka zndzoriuje zarovnani p¥i optimalizaci maximélni délky
seminka a minimalniho skdre. Vedlejsi graf na obrazku 7.6 (B) zndzornuje srovnani maxi-
malniho poctu spravnych zarovnani a zarovnani odpovidajici lepSimu z obou na pfedchozim
grafu na obrazku 7.6 (A).
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Obrazek 7.6: Vysledky optimalizace programu LAST na datové sadé sekven¢nich ¢teni délky
65 bazi.

7 grafu a vysledku je zifejmé, Ze parametr omezujici maximalni povolenou velikost se-
minka pfi jeho rozsifovani neni vhodné omezovat. Vychozi hodnota je neomezené a vysledky
jsou lepsi v pripadé, Ze zustane neomezena. Experiment potvrdil vyhodu pouZiti neomezené
adaptivni délky seminka pfed variantou s omezenou délkou. V tabulce 7.6 je zndzornéno
optimalni feSeni ve srovnani s vychozim nastavenim parametri.

Reseni Konfigurace | Fitness hodnota | Doba béhu
optimalni | m1 e88 67197 6s
vychozi m10 e40 66 595 23s

Tabulka 7.6: Vysledky optimalizace programu LAST na datové sadé sekvenc¢nich ¢teni délky
65 bazi.

Zajimavou vlastnosti je zkraceni doby béhu na pouhych 6 sekund a soucasné zvySeni
presnosti. Mezni frekvence vyskytu klesla z vychozich 10 vyskytd na pouhy 1 vyskyt, coz
podle ocekavani snizi chybovost pocateéniho zarovnani seminka. Tato vlastnost ovlivnila
pokles doby zarovnani i soucasné zvyseni presnosti. Hodnota miniméalniho skére se uplatni
spiSe pfi minimalizaci nespravnych zarovnani, kterd neni soucasti zvolené fitness funkce.
P#i tomto experimentu do$lo k naristu presnosti o 0,7%. Program vykazuje i s pouZzitim
vychozich parametri vysokou presnost, proto k vyraznéjsimu zlepseni nedoslo.

V tabulce 7.7 jsou znazornény vysledky, kterych bylo dosazeno na dalsich datovych
sadach sekven¢nich ¢teni rtiznych délek.
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Délka Reseni Konfigurace | Fitness | Max. fitness | Cas
50 bazi | optimalni | m1 €99 83881 | 99989 5s

50 bazi | vychozi m10 e40 82491 | 99989 15s
65 bazi | optimalni | m1 e88 67197 | 76890 6s

65 bazi | vychozi m10 e40 66595 | 76890 23s
75 bazi | optimélni | m1 e83 56549 | 66559 6s

75 bazi | vychozi m10 e40 56130 | 66559 28s
90 bazi | optimalni | m3 €99 45468 | 51381 14s
90 bazi | vychozi m10 e40 45348 | 51381 30s
100 bazi | optimalni | m3 €92 37598 | 39561 12s
100 béazi | vychozi m10 e40 37519 | 39561 46

Tabulka 7.7: Vysledky optimalizace programu LASTAL na vSech datovych sadach sekve-
nénich C¢teni.

Nasledujici graf na obrazku 7.7 znazornuje srovnani optiméalniho a vychoziho nastaveni
parametri pomoci procentualni tspésnosti. K nejvyraznéjsimu zlepseni doslo na datové
sadé sekvencnich ¢teni délky 65 bazi o zminénych 0,7 %, primérné na vsech sadach doslo
ke zlepSeni o 0,39 %.
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Obréazek 7.7: Srovnani tspésnosti optiméalnich a vychozich parametri.

Dalsim krokem byla optimalizace vytvoreni indexu. Zde uz byla pouze jedna kombinace
parametri m a w, coz odpovida prostorové rozsitenému seminku a indexac¢nimu kroku.
V pribéhu experimenti bylo manipulovano zejména s rozsahy jednotlivych parametri,
velikosti populace a poctem generaci. Tabulka 7.8 obsahuje vysledky ziskané z béhu nad
vSemi pouzitymi datovymi sadami. Cilem experimentu bylo zejména nalezeni optimalniho
seminka, u kterého neni znamé vychozi hodnota pro délky sekvencnich Cteni vétsi nez
50 bazi. Pii nasledném zarovnani bylo pouzito optiméalnich hodnot parametrti, které byly
ziskany v predchozim experimentu.

52



Délka Reseni Lastal Lastdb Fitness | Max. | Cas
50 bazi | optiméalni | m1 €99 | m11110111000110100101 w1 | 84088 | 99989 | 8s

50 béazi | vychozi ml10 e40 | m1 wl 82491 | 99989 | 15s
65 bazi | optimalni | m1 e88 | m1110010110011101001 w1 | 67318 | 76890 | 10s
65 bazi | vychozi ml10 e40 | m1 wl 66595 | 76890 | 23s
75 bazi | optimalni | m1 e83 | m1110100110101000100 w1l | 56656 | 66559 | 13s
75 béazi | vychozi ml10 e40 | m1 wl 56130 | 66559 | 28s
90 bazi | optimalni | m3 €99 | m1000110110010010110 w1l | 45490 | 51381 | 19s
90 bazi | vychozi ml10 e40 | m1 wl 45348 | 51381 | 30s
100 bazi | optimalni | m3 €92 | m1101000100111000100 w1l | 37623 | 39561 | 26s
100 béazi | vychozi ml0 e40 | m1 wl 37519 | 39561 | 46s

Tabulka 7.8: Vysledky optimalizace programu LAST na vSech datovych sadach sekvenc¢nich
Cteni.

7 vysledka v tabulce 7.8 je zfejmé, Ze doba zarovnani je stale nizsi v pripadé pouziti
optimalnich parametra nez v pfipadé pouziti vychozich parametri. V ptripadé optimalizace
obou programi jsou vysledky jesté lepsi nez v predchozim experimentu, kde byly optimali-
zovany parametry pouze u programu LASTAL. Vysledkem tohoto experimentu je prumérné
zlepSeni 0 0,77 %, coZ je o néco vice nez v predchozim pripadé. Celkové srovnani s pouzitim
vychozich hodnot parametri je zndzornéno grafem na obrazku 7.8. Zelena kfivka odpovida
vysledktim tohoto experimentu, ¢ervena krivka béhu s vychozimi parametry a modra kiivka
reprezentuje vysledky z predchoziho experimentu.
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Obréazek 7.8: Srovnani tspésnosti optiméalnich a vychozich parametri.

Poslednim experimentem v kategorii generovanych sekvencnich Cteni je aplikace pro-
gramu LAST pfi zarovnani parovych sekvencnich ¢teni. Jejich mnozstvi odpovida mnozstvi
neparovych Cteni, tedy pocet paru je poloviéni v porovnani s poctem neparovych ¢teni.
Parametry generatoru jsou stejné jako v pripadé programu BLAT. Stejnym zpusobem se
pristupuje i k vysledné mnoziné zarovnani, ktera obsahuje pouze pary, které jsou zarovnané
v povolené vzdalenosti, kterd odpovida stfedni vzdalenosti 200 bazi s odchylkou maximalné
10 bazi. Soucasné také plati, Ze kazdy z obou ¢teni v paru je zarovnan na jiném ze dvou
komplementarnich vldken, coz je zdkladni vlastnosti parovych ¢éteni (viz kapitola 3).

V tabulce 7.9 jsou zobrazeny vysledky na jednotlivych datovych sadach sekvencénich
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¢teni ruznych délek. Nejprve probéhla optimalizace programu zarovnani a nasledné s jiz
znamymi optimalnimi parametry tohoto programu probéhla optimalizace parametri u pro-
gramu vytvoreni indexu. V tabulce je rovnéZz pro srovnani i vysledna presnost v pripadé
pouziti vychozich hodnot parametru.

Délka Reseni Lastal Lastdb Fitness | Max. | Cas
50 bazi | optiméalni | m1 €57 | m11110101100011001101 w1 | 47022 | 58103 | 10s
50 béazi | vychozi ml0 e40 | m1 wl 43127 | 58103 | 12s
65 bazi | optiméalni | m1 e87 | m1111100101011000100 w1l | 56416 | 65039 | 8s

65 bazi | vychozi ml10 e40 | m1 wl 55718 | 65039 | 40s
75 bazi | optimalni | m1 e68 | m11100011011000000101 w1l | 44686 | 53052 | 10s
75 béazi | vychozi ml10 e40 | m1 wl 44203 | 53052 | 26
90 bazi | optiméalni | m5 €100 | m1001000011100001101 w1 | 28439 | 32599 | 21s
90 bazi | vychozi ml10 e40 | m1 wl 28393 | 32599 | 29s
100 bazi | optimalni | m5 €92 | m11011100100100010100 w1l | 22671 | 24431 | 27s
100 béazi | vychozi ml10 e40 | m1 wl 22639 | 24431 | 34s

Tabulka 7.9: Vysledky optimalizace programu LAST na vSech datovych sadach sekvenc¢nich
Cteni.

Problém nizké citlivosti programu RABEMA v pfipadé parovych sekvenénich ¢teni délky
50 béazi je stejny jako v pfipadé experimenti s programem BLAT. Maximalni pocet zarov-
nanych sekven¢nich ¢teni je i v tomto pFipadé necelych 55 %, ale 58 103 sekven¢nich ¢teni je
stale dostatecné velkd mnozina, na které lze najit optimalni hodnoty parametri. Ve vSech
pripadech se ukazalo nejlepsi stanovit indexac¢ni krok na jeho vychozi hodnotu. Vytvareni
indexu je proto maximalné citlivé. Jednotliva optimalni prostorové rozsirena seminka jsou
vytvorena pro kazdou délku sekvencniho ¢teni. V pribéhu evoluce se vSak ukazuje vice
moznych feseni se stejnou vyslednou fitness hodnotou. Pro lepsi rozhodnuti a vybér je-
diného vitézného kandidata by bylo tfeba zvolit jinou fitness funkei (viz sekce 7.4), nebo
experiment opakovat a za optimalni vysledek oznacit nejcastéjsi vysledek.

Na obrazku 7.9 je znazornéno srovnéni optimélnich a vychozich parametri. Stejné
jako v predeslych pripadech se hodnoti procento spravné zarovnanych sekvencnich ¢teni.
Primérné doslo ke zlepSeni o 0,57 %, coz je v porovnani s neparovymi sekvenénimi ¢tenimi
nepatrné méné. Do primeéru ovSsem opét nebyla zahrnuta prvni hodnota, ktera diky nizkému
maximélnimu poctu spravné zarovnanych sekvenc¢nich ¢teni vykazovala zlepSeni o 6,7 %.
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Srovnani presnosti s vychozimi parametry
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Obrazek 7.9: Srovnani tspésnosti optiméalnich a vychozich parametri.

Pocet generaci se ménil v rozsahu od 50 do 120 generaci a v populaci bylo maximalné
15 kandidatnich feSeni. Pocet generaci byl v porovnani s programem BLAT vyssi z duvodu
velkého mnozstvi povolenych hodnot parametru prostorové rozsiteného seminka. Celkové
doslo ke zlepSeni pfesnosti zarovnani o 0,57 % na datovych sadach parovych sekvencnich
¢teni a 0 0,77 % na sadach s neparovymi ¢tenimi. Mira zlepSeni je v porovnéani s programem
BLAT nizsi, avsak neni kompenzovana takovym néartstem doby béhu. Pfi pouziti opti-
malnich parametri doSlo i ke zrychleni zarovnani o nékolik vtefin, coZz neni pro vysledek
nijak dulezité. DalSim pfinosem provedenych experimenti bylo potvrzeni lepsi presnosti
pfi pouziti adaptivni délky seminka v porovnani s aplikaci omezené délky seminka pevné
stanovenou hodnotou.

7.3 Realna sekvencni ¢éteni

Druhou skupinou experimentii je provadéni zarovnani sekven¢nich ¢teni ziskanych z pristroje
Ilumina. Za timto tc¢elem byl z evropského bioinformatického archivu sekvenénich éteni®
(SRA) vybran experiment (DRR000534). Jedna se o sekvenaci exonti lidského chromozomu
X. Vysledkem je datova sada neparovych sekvencnich ¢teni délky 75 bazi. Sekvenéni ¢teni
v této datové sadé vykazuji 50,6 % zastoupeni bdzi cytozinu a guaninu a 49,4 % zastou-
peni bazi adeninu a tyminu. Z popisu experimentu vyplyva, Ze se jednd o experiment
sekvenace pouze exonovych oblasti, proto je mozné jako referencni sekvence pouzit seznam
anotovanych exont.

V pripadé programu LAST, ktery je nesrovnatelné rychlejsi v porovnani s programem
BLAT, lze jako referen¢ni sekvenci pouzit cely chromozom X. Problém nastéva v pii-
padé programu BLAT, u kterého samotné vytvoreni indexu trva fadové desitky hodin pro
jisté konfigurace parametri. Jednou z moznosti je misto jedné referencni sekvence vytvorit
mnozinu referen¢nich sekvenci, které by odpovidaly anotovanym exontim na chromozomu
X. Tato moznost bohuzel neni pouzitelnd diky programu RABEMA, u kterého dochazi
vlivem vysokého poctu referencnich sekvenci k internim chybam. Proto byla za timto tuce-
lem sestavena podobné referen¢ni sekvence jako v pripadé generovanych sekvencnich ¢teni
a jednotlivé exony byly spojeny do jedné sekvence. Nevyhodou tohoto spojeni je mozné
nepfesnost v cilovém zarovnani, ale jelikoz neexistuje zadné referencni zarovnani a je nutné
jej vytvotit az na vzniklé sekvenci, lze tuto variantu pouzit.

3http://www.ncbi.nlm.nih.gov /sra
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Druhym problémem je velké mnozstvi sekvencnich ¢teni. Vétsina bioinformatickych ex-
periment, které se tykaji lidskych chromozomu a lidského genomu, obsahuji obrovské mnoz-
stvi sekvencnich ¢teni. Z diivodu ¢asové narocnosti nelze zarovnat vSechna sekvencéni ¢teni.
Za timto Ucelem je vytvofena omezend mnozina sekvencnich ¢teni, kterd se pii zarovnani
vyuzije. V pripadé programu BLAT obsahuje mnozina 12 000 sekvencnich ¢teni a program
LAST vyzije mnozinu s 20 000 sekvenénimi ¢tenimi. Vybér je realizovan ndhodné z mnoziny
76 miliond sekvenénich ¢teni. Pro kazdy program je timto zptisobem nahodného vybéru vy-
tvoreno 10 datovych sad a pri zarovnani je ndhodné vybrana jedna z nich.

Ke kazdé sadé je nutné vytvortit jiz popsany zlaty standard (viz sekce 6.5). Problémem
je absence referen¢niho zarovnani, které pii vzniku readlnych sekvencnich ¢teni nelze zis-
kat. Podle navodu programu RABEMA lze ziskat referenc¢ni zarovnani pomoci nastroje
RazerS, ktery je spustén s parametry zarucujicimi maximalni presnost. Timto zptisobem
bylo vytvoreno referen¢ni zarovnani pro kazdou datovou sadu realnych sekvencénich ¢teni,
které slouzi pro vytvofeni zlatého standardu. Na kazdé datové sadé vyjde pro konkrétni
kandidatni feSeni odlisna hodnota fitness, proto je nutné tprava algoritmu. V pfipadé, ze
testované kandidatni feSeni jiz bylo ohodnoceno fitness funkci, je vysledna hodnota fitness
vypocitana jako primér pivodni a nové. Tim vznikne pro obé kandidatni reseni nova hod-
nota fitness. Pfed naslednou aktualizaci nejlepsiho kandidatniho feseni v prubéhu evoluce
je jeho fitness hodnota nahrazena touto primérnou hodnotou v pripadé, Ze se jedna o kan-
didatni feseni se stejnou konfiguraci. Vysledkem je pak v idealnim pfipadé prumérnd fitness
hodnota na nékolika ndhodné zvolenych datovych sadach.

7.3.1 Experiment s programem BLAT

Experiment s redlnymi sekvenénimi ¢tenimi byl nejprve proveden s pouziti nastroje BLAT.
Vzhledem k rozsahlé referenéni sekvenci probihaly vypocty velmi pomalu, coz je zndzornéno
vyslednymi ¢asy v tabulce 7.10. Pro experiment byla pouzita populace s pouze 8 kandidat-
nimi feSenimi a evoluce probihala pouze 12 generaci. Délka celého béhu byla vice nez 120
hodin a dosazeny vysledek nemusi byt zcela optimalni. Na ziskani optimélniho feSeni by
bylo tfeba mnohem vice generaci.

Reseni Konfigurace Fitness/Max. fitness | Doba béhu
optimalni | tileSize=6 stepSize=8 oneOff=0 2805/3355 10,6 h
vychozi tileSize=11 stepSize=11 oneOff=0 | 2724/3 355 10s

Tabulka 7.10: Vysledky optimalizace programu BLAT na datovych sadéach realnych sekve-
nénich C¢teni.

Navzdory obtiznému testovani programu BLAT byl experiment Gspésny a doslo v tomto
piipadé ke zlepSeni presnosti o 2,4 %, coZ je stejné jako v piipadé generovanych sekvencnich
¢teni, kde doslo ke zlepSeni na této délce sekvencéniho ¢teni o 2,44 %. Vzhledem k tomu,
ze se béhem prvnich 12 generaci neobjevila konfigurace s indexa¢nim krokem délky 1, je
pravdépodobné, Ze tato konfigurace neni optiméalni, jak je tomu u generovanych sekvenc¢nich
Cteni, z CehoZ vyplyva, Ze index vytvoreny s maximaélni citlivosti nemusi byt vZzdy lepsi.

Zustava problém extrémniho nartistu doby zarovnani, zptsobeného ptredevsim kon-
strukci indexu. Pro zarovnani vétsiho poctu sekvencnich Cteni a pii pouziti delsi refere-
néni sekvence, kterd je v tomto pripadé dlouhd témér 38 megabéazi, je béh vypocetniho
frameworku i samotné zarovnani ¢asové velmi narocné.
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7.3.2 Experiment s programem LAST

Zavéreénym experimentem byla optimalizace parametri nastroje LAST za pouziti datovych
sad redlnych sekvenc¢nich ¢teni. Postup byl stejny jako v pfipadé generovanych sekvenc¢nich
¢teni. Prvnim krokem byla optimalizace zarovnavaciho programu LASTAL a navazujicim
krokem byla optimalizace programu LASTDB pro vytvofeni indexu s naslednym zarovna-
nim s dfive optimalizovanymi parametry. Referen¢ni sekvenci je v tomto pripadé cely lidsky
chromozom X a je vyuzito opét 10 riznych datovych sad, vytvorenych z nahodné vybranych
sekvencnich cteni.

V tabulce 7.11 jsou zobrazeny vysledky z tohoto experimentu. Se ziskanou optimé&lni
konfiguraci parametri bylo provedeno 12 béht na nahodnych datovych sadach. Z téchto
béhu byly ziskany vysledky fitness hodnot, referenéni maximalni fitness i doba zarovnani.
Primeérné vysledky jsou presnéjsi nez jeden vysledek na jedné z testovacich sad.

Reseni Lastal Lastdb Fitness | Max. fit. | Doba béhu
optimalni | ml e83 | m1110100100000110011 w5 | 7920 13351 1,1 min
generované | ml e68 | m1110100110101000100 w1 | - - -

vychozi ml0 e40 | m1 wl 7720 13351 2,1 min

Tabulka 7.11: Vysledky optimalizace programu LAST na datovych sadach realnych sekve-
ncénich ¢teni.

Z vysledkt je zfejmé, ze vlivem optimalizace doslo opét ke zkraceni celkové doby za-
rovnani jako u predeslych experiment s programem LAST. Soucasné doslo ke zlepseni
presnosti o 1,4 %. Stejné jako v ptipadé programu BLAT je hlavnim rozdilem oproti vysled-
kim dosazenych na datové sadé generovanych sekvencénich ¢teni velikost indexa¢niho kroku.
V pripadé generovanych sekvenc¢nich ¢teni je nejvhodnéjsi pouzit maximalni citlivost, ktera
v pripadé realnych sekvencnich ¢teni neni optimalni. Nartst pfesnosti neni tak vyrazny jako
v pfipadé programu BLAT, ale je vyraznéjsi nez v pripadé programu LAST pifi aplikaci na
generovand sekvencni ¢teni. Pro srovnani je zobrazen i vysledek prostorové rozsifeného se-
minka u generovanych sekven¢nich ¢teni délky 50 bazi, které je z 57,9 % totozné se ziskanym
seminkem v tomto experimentu.

Velikost populace byla pfi tomto experimentu stanovena na 15 kandidatnich feSeni.
Parametr poc¢tu generaci se od jinych experimenti s programem LAST nelisil. Pfi optima-
lizaci programu vytvoreni indexu bylo pouzito 120 generaci, v pripadé€ programu zarovnani
postacilo 20 az 30 generaci.

7.3.3 Shrnuti

U obou testovanych programt doslo podle o¢ekavani k nartstu presnosti vlivem optimali-
zace parametrii pomoci optimaliza¢niho frameworku. V pfipadé programu BLAT vzrostla
presnost o 2,4%, coZ bylo cilem i za cenu poklesu rychlosti zarovnani. V piipadé pro-
gramu LAST doglo ke zvySeni presnosti o 1,4 % a soucasné doslo k poklesu doby zarovnani.
U obou programu se vysledky lisi od vysledki dosaZzenych na datovych sadach generovanych
sekvencnich ¢teni, a to zejména v délce indexacniho kroku, ktery je v pripadé realnych sek-
vencnich ¢teni delsi. V pripadé kratsiho indexac¢niho kroku by mohla byt néktera sekvenéni
¢teni zarovnana nespravne.
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7.4 MozZna rozsireni

Optimaliza¢ni framework je navrzen za Gcelem optimalizace ve smyslu maximalizace poc¢tu
spravné zarovnanych sekvenc¢nich ¢teni. Dalsim moZznym hodnoticim kritériem muze byt
minimalizace poctu nespravnych zarovnani. V takovém piipadé by bylo tfeba zménit al-
goritmus vypoctu fitness funkce. Vysledek programu RABEMA obsahuje tdaj o poctu
nespravnych zarovnani, ¢ili je mozné ho pro tento ucel vyuzit. V pfipadé vytvoreni fitness
funkce zalozené na jiné kvantitativné hodnocené vlastnosti vysledného zarovnani je mozné
zameénit program RABEMA za jiny hodnotici program, ktery lépe vyhovuje pozadavkim.

Dalsim moZnym rozsifenim je pouziti delsich sekvencnich ¢teni. V praci byla za Gcelem
provadéni experimenti pouzita délka ¢teni v rozmezi od 50 do 100 bazi. Soucasné sekvenacni
pristroje jsou schopné produkovat i delsi sekvencni ¢teni a jednim z dlouhodobych cila je
jejich dalsi prodluzovani. Optimaliza¢ni framework je na tuto moZnost pripraven. Délka
sekvencnich ¢teni je jednim z parametri béhu, které lze libovolné ménit.

Zarovnani lze realizovat s jednou datovou sadou sekvencénich ¢teni, nebo lze vygenero-
vat vice sad a ndhodné vybirat mezi nimi, jak je tomu napriklad pri realizaci experiment
s realnymi sekvenénimi ¢tenimi. Jinou alternativou by mohlo byt vytvoreni mnozZiny sek-
ven¢nich ¢teni pred kazdym spusténi fitness funkce. V takovém pripadé by ale bylo nutné
vzdy vytvorit odpovidajici zlaty standard k vybranému referenénimu zarovnani. Vytvoreni
zlatého standardu vSak mize byt pfi vétsim mnozstvi sekvencénich ¢teni nebo pii pouziti
delsi referencni sekvence ¢asové narocnéjsim procesem, ktery by zpomalil béh vypocetniho
frameworku.
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Kapitola 8
Zaver

Pomoci sekvenacnich metod lze ziskat dilezité informace o zkoumaném genomu. V praci
byly popsany rtizné sekvenac¢ni metody, které se vSechny vyznacuji masivnim paralelismem
a generovanim obrovského mnozstvi dat. Jejich spoleénym vystupem je knihovna nasek-
venovanych parovych ¢i neparovych sekvencénich ¢teni. Nasledujicim krokem je zarovnani
k referenc¢ni sekvenci nebo sestaveni sekvence de novo. V obou pripadech se vyuZiva za-
rovnavacich nastroju, které jsou programovou realizaci vyhledavacich algoritmt zaloZenych
na principu hashovaci tabulky nebo prefixovych ¢ sufixovych poli (viz kapitola 4). Tyto
zarovnavaci nastroje vyuzivaji pti zarovnani délku sekvencénich cteni a jejich kvalitu, ktera
je specifickd kazdému sekvena¢nimu pristroji.

Cilem zarovnavacich nastroju je provést zarovnani co nejpresnéji. Vlastnosti takového
zarovnani lze ovlivnit nastavenim parametr, mezi které patii zejména velikost seminka
pro pocatec¢ni zarovnani, povoleni neshod v tomto zarovnani a délka indexac¢niho kroku pti
vytvareni indexu pro vyhledani shody. Pro ticely optimalizace byly vybrany dva nastroje
LAST a BLAT, u kterych je cilem nalézt optimalni hodnoty zminénych parametri, aby
bylo vysledné zarovnani co nejpresnéjsi.

Hlavnim cilem préace bylo pak vytvorit optimaliza¢ni framework, jehoz cilem je zvySeni
presnosti zarovnavacich nastroji pomoci nalezeni optimélnich hodnot zvolenych parame-
tri. Zvyseni presnosti odpovida v této praci maximalizaci po¢tu spravné zarovnanych sek-
vencnich c¢teni. Framework byl navrzen a implementovan tim zptisobem, aby bylo mozné
jednotlivé casti v piipadé potfeby nahradit a také aby bylo mozné jednoduchou tupravou
spustit optimalizaci libovolného néstroje s riznymi parametry. Optimalizac¢ni jadro je im-
plementaci diferencidlni evoluce, kterd, jak ukézaly vysledky experimenti (viz kapitola 7),
je vhodné zvolenym optimaliza¢nim prvkem. Proces optimalizace lze ovlivnit nastavenim
parametru Cetnosti kiiZeni ¢i velikosti populace a poctu generaci. Kli¢ovou roli hraje vy-
pocet fitness funkce, ktery je zcela oddélen v jiném programu a ktery muze byt jednoduse
modifikovan ¢i nahrazen.

S vytvorenym optimalizacnim frameworkem bylo provedeno nékolik sad experimenti jak
na datovych sadéach softwarové generovanych sekvenc¢nich ¢tenich, tak na sekvenénich ¢te-
nich ze sekvena¢niho pfistroje Illumina. Vysledky téchto experimenti byly demonstrovany
pomoci grafi, které znazornovaly predevsSim nartust tspéSnosti pfi zarovnani sekvenc¢nich
¢teni riuznych délek. V pripadé zarovnani programu BLAT na sadé generovanych ¢teni doslo
k naristu pfesnosti o 3,27 %, u parovych ¢teni o 10,2 % (viz kapitola 7). K naristu pfesnosti
doslo za cenu vyrazného zpomaleni celkového zarovnani. V piipadé programu LAST doslo
ke zlepSeni pfesnosti zarovnani o 0,77 % u nepéarovych sekvenénich ¢teni a 0 0,57 % v pripadé
parovych (viz kapitola 7). U obou programii vysledky ukazovaly, Ze optimalnim feSenim je
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vytvorit co mozna nejdetailnéjsi index. V obou piipadech mél indexac¢ni krok délku 1. Pti
pouziti sady realnych sekvenc¢nich ¢teni vSak uz toto feseni nebylo nalezeno jako optimalni.
Délka indexac¢niho kroku je u programu BLAT 8 bazi a u programu LAST 5 bazi pfi délce
neparového ¢teni 75 bazi. Problém rychlosti u programu BLAT byl diky delsi referen¢ni
sekvenci jesté vyraznéjsi nez v pripadé generovanych ¢teni, u programu LAST doSlo nao-
pak opét ke zrychleni. V piipadé programu BLAT doslo ke zlepSeni ptresnosti 0 2,4% a v
pripadé programu LAST o 1,4 %.

Vysledkem experimentti bylo kromé ovéreni spravnosti optimalizac¢niho frameworku
a jeho vyuzitelnosti pii optimalizaci zarovnani také nalezeni optimalnich prostorové rozsite-
nych seminek u programu LAST, ktera byla doposud znama jen pro sekvenéni maximélni
délky 50 bazi. Vysledna Ssablona mé v pripadé experimentt s redlnymi sekvencnimi cte-
nimi s délkou 65 bazi tvar 1110100100000110011. Soucasné byla ovéfena vhodnost pouziti
adaptivni délky seminka namisto pouziti seminka s omezenou délkou.
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Obsah CD

bude doplnéno...
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Dodatek B

Vystup programu RABEMA

Intervals to find: 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 totall: 21.0284
Mapped reads [J, of mappable]l:  65.4877

Normalized intervals found: 3023.5
Normalized intervals found [%]: 64.8124

Found Intervals By Error Rate

ERR #max #found %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 91.74 121.00 111.00 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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