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Abstrakt

Hlavnim tématem této prace je detekce prekryvi u NGS dat. Prace obsahuje prehled sek-
venovacich technologii, jenz jsou zdrojem NGS dat. V praci je obecné definovan problém
detekce prekryvii DNA sekvenci. Nasledné je v praci vytvoren prehled dostupnych existu-
jicich algoritmu a pristupt pro detekci prekryva u NGS dat. Jsou zde popsany zakladni
principy téchto algoritmi. V druhé ¢asti prace je navrzen vhodny nastroj pro detekci pri-
bliznych prekryvi u NGS dat a popsdana jeho implementace. V zavéru prace jsou shrnuty
a popsany experimenty provedené s timto nastrojem a zaveéry, které z nich vyplyvaji.

Abstract

The main theme of this work is the detection of overlaps in NGS data. The work contains
an overview of NGS sequencing technologies that are the source of NGS data. In the thesis,
the problem of overlapping detection is generally defined. Next, an overview of the available
algorithms and approaches for detecting overlaps in NGS data is created. Principles of these
algorithms are described herein. In the second part of this work a suitable tool for detecting
approximate overlaps in NGS data is designed and its implementation is described herein.
In conclusion, the experiments performed with this tool and the conclusions that follow are
summarized and described.
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Kapitola 1

Uvod

Ziskavani a naslednd prace s DNA je jedna ze zdkladnich iloh bioinformatiky. V soucasné
dobé ovSem neni mozné ziskat piimo cely genom najednou. DNA je ¢tena nejriznéjsimi
technologiemi po castech. Tyto fragmenty jsou v bioinformatice oznacovany jako ready.
Cteni DNA respektive dekédovani jednotlivych symbolit DNA se oznac¢uje terminem DNA
sekvenovani. V soucasnosti nejpouzivanéjsi technologie pro sekvenovani DNA jsou NGS
metody (z angl. Next-Generation Sequence Methods). Tyto metody poskytuji kratké ready
s vysokou propustnosti za prijatelnou cenu. Jsou schopny produkovat v jednom béhu ob-
rovské mnozstvi dat (v fddech gigabajtil), jenz je zapottebi nasledné zpracovat.

Po precteni jednotlivych readu je nutné k sestaveni celého genomu spojit tyto ready
do sebe. K tomuto Ucelu vznikla celd rada nastrojiu. Tyto nastroje musi byt schopny se
vyporadat pti zpracovani velkého mnozstvi NGS dat s nasledujicimi problémy: omezenymi
vypocetnimi zdroji, chybami v datech, které vznikaji p¥i sekvenovani, a také komplikacemi,
jenz zpusobuji repetitivni elementy. Proces sestavovani NGS dat se obvykle sklada ze 4 za-
kladnich fazi: predzpracovani dat, sestrojeni grafu, zjednoduseni grafu, zavérecné filtrovani.
Jednotlivé nédstroje pro sestavovani NGS dat vyuzivaji rtizné piistupy pro sestrojeni grafu.
Jednim z téchto pristupu je pravé hledani prekryvi DNA sekvenci. Jedna se o klasicky
pristup, ktery je vhodny predevsim pro delsi ready. Soucasné NGS metody poskytuji kratsi
ready, ovsem s technologickym vyvojem se tato délka readt zvétsuje a da se tedy ocekavat
vyssi vyuziti tohoto pristupu.

Naivnim zptisobem hledani prekryvi DNA sekvenci je porovnavani kazdé sekvence se
vSemi ostatnimi. Je ovSem ziejmé, Ze se jednd o O(N?) slozity problém, kde N je pocet
jednotlivych DNA sekvenci. Tento zplisob vyuziva nastroj RepeatExplorer, ktery slouzi
k identifikaci a charakterizaci repetitivnich elementti v DNA. Ovsem piistup porovnavani
kazdého s kazdym je v disledku své velké casové slozitosti zcela nevhodny pro zpracovani
velkého mnozstvi dat poskytovanych NGS metodami. Tento nastroj tedy vyzaduje vylepseni
zpusobu detekce prekryvi. Cilem této prace je proto vytvorit prehled dostupnych néastroju
pro zpracovani NGS dat zalozenych na principu hledani piekryvia DNA sekvenci a efektiv-
néjsich pristupu, které tyto nastroje k tomuto ucelu vyuzivaji, poptripadé i dalsich algoritmu
a pristupi, které je mozné k detekci prekryvii DNA sekvenci vyuzit. Nasledné zhodnotit
soucasny stav, vhodnost a dostupnost téchto algoritmu a pristupt. Navrhnout novou me-
todu nebo modifikaci stavajici, implementovat ji a otestovat na vhodné sadé testovacich
dat.

V uvodni ¢asti této prace, kapitola 2, se nachazi zakladni teoretické informace z oblasti
bioinformatiky, predevsim o DNA, genomu a repetitivnich elementech v DNA. Kapitola 3
je zaméfena na DNA sekvenovani. Obsahuje prehled a popis jednotlivych sekvenovacich



technologii, jejich vyhod a nevyhod. Kapitola 4 se pak vénuje prehledu dostupnych algo-
ritmu a pristupti pro hledani prekryvi DNA sekvenci. V této kapitole jsou uvedeny nastroje
zalozeny na hledani prekryvi DNA sekvenci a predevsim algoritmy, které tyto nastroje vy-
uzivaji, a jejich Casova a pamétova narocnost. Jsou zde také uvedeny dalsi mozné algoritmy
vhodné pro detekci prekryvi DNA sekvenci. Také je zde obecné definovan tento problém
detekce prekryvii DNA sekvenci. V zavéru této kapitoly je pak shrnut soucasny stav do-
stupnych algoritmt a pristupti. V kapitole 5 je navrzen vhodny algoritmus pro detekci
DNA prekryvi a jeho vylepSeni. V nasledujici kapitole 6 je popsdna implementace tohoto
algoritmu. Predposledni kapitola 7 se vénuje testovani a experimenttim s timto nastrojem
pro detekci prekryvi DNA sekvenci. Jsou zde také zhodnoceny vysledky a zavéry plynouci
z téchto experimenti. V samotném zavéru, kapitola 8, je shrnuta a zhodnocena celd prace.
Jsou zde predevsim zhodnoceny vysledky a zavéry, jenz z ni vyplyvaji a nastinén smeér,
kterym se muze prace déle ubirat.



Kapitola 2

Zaklady molekularni biologie

2.1 DNA

Deoxyribonukleova kyselina nebo-li DNA je zdkladnim genetickym materidlem skoro vsech
zijicich organismti. Molekula DNA je primarné tvofena poradim sekvence nukleotidi. Nuk-
leotidy jsou slozeny ze sacharidu 2-deoxyribodzy, fosfatové skupiny a nukleové baze. Existuji
celkem ¢tyri nukleové béaze: adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a thymin (T). Adenin
a guanin jsou oznacovany jako purinové baze a cytosin a thymin jako pyrimidinové baze
[3]. U vétsiny organismi se DNA vyskytuje v podobé pravotocivé dvousroubovice tvorené
dvéma antiparalelnimi komplementarnimi retézci. Konec fetézce, ktery obsahuje hydroxy-
lovou skupinu, se nazjva 3’ konec. Konec s fosfitem je oznacovan jako 5’ konec. Retézce
jsou navzajem spojeny pomoci vodikovych mustkt mezi jednotlivymi nukleovymi bazemi.
Podle Watson-Crickova pravidla se paruje A s T (dvé vodikové vazby) a C s G (tfi vodi-
kové vazby). Struktura DNA je zndzornéna na obrazku 2.1. Diky komplementarité postaci
k reprezentaci DNA pouze jeden fetézec. Z pohledu informatiky je tedy mozné definovat
DNA jako Fetézec nad abecedou {A, C, G, T}. Velikost DNA je definovdna pomoci poc¢tu
paru bazi. Oznacuje se bp (base pair).

.

Bazeowy par Cukr-fosfatovd kostra
Cytosin Guanin adenin Thymin
NH; . Q . HA E] o .
(\u N{X N "::5 MG \fLNM
~MH i
,:.-l-bo E.N W * {H N N"lb‘u
H H H H

Obrazek 2.1: Struktura DNA [1].

DNA byla poprvé demonstrovana jakozto geneticky material Oswaldem Theodorem Ave-
rym v roce 1944. V roce 1953 pak James D. Watson a Francis Crick popsali DNA jako dva
Sroubovité fetézce stocené kolem osy slozené ze ¢tyr druht bazi.



2.2  Struktura genomu

Genomem se rozumi veskera genetickd informace ulozend v DNA konkrétniho organismu.
Zahrnuje tedy veskeré kdédujici i nekddujici sekvence DNA daného organismu. Kédujici
sekvence genomu se nazyvaji geny. Genom také muze obsahovat velké mnozstvi repetitivnich
elementu (viz podkapitola 2.3). Genom se skldda ze sady chromozomu. Kazdy chromozom
obsahuje jednu molekulu DNA. Chromozom umoznuje sdruzeni velkého mnozstvi DNA
v organizované a kompaktni formé. Sklada se z proteinii zvanych histony, kolem nichz je
molekula DNA omoténa [3].

Geny

Geny jsou nejdulezitéjsi ¢asti genomu, jelikoz nesou informaci, jez je zakladem pro zivot.
Deéli se na geny kodujici protein, oznacovany jako strukturni geny, a geny nekédujici protein,
funkéni geny, které projevuji svoji funkci ve formé RNA. Lidsky genom obsahuje 25-30 tisic
genti. Gen je u eukaryot tvofen exony a introny, u prokaryot pouze exony. Exony jsou
kratsi useky, které urcuji instrukce pro tvorbu proteind. Introny jsou naopak delsi tiseky, na
jejichz funkci se nazory lisi. AvSak vyskyt intronti umoznuje alternativni sestfih pfi prepisu
na RNA a tim komplexnéjsi tvorbu rtznych proteinu [3].

Chromozom

Obrézek 2.2: Gen - kédujici oblast v segmentu eukaryotické DNA [2].

2.3 Repetitivni elementy v DNA

Repetitivni elementy v DNA jsou opakujici se sekvence v DNA. Jedné se o vzory, které jsou
rozsifeny napri¢ celym genomem v nékolika kopiich. Jsou velmi rozsifeny v genomech jak
u eukaryotickych organismii, tak i prokaryotickych. Repetitivni elementy mohou byt rozdé-
leny do dvou skupin: satelitni elementy a transpozibilni elementy (transpozony). Satelitni
elementy jsou tandemové repetitivni segmenty, které se v ramci genomu nepohybuji.



Transpozony jsou elementy, které jsou schopny se v ramci genomu pohybovat z jednoho
mista na druhé. Pfi tomto procesu ¢asto tvori své kopie. Touto schopnosti presouvat se a
replikovat se znacné ovliviiuji genom. V dusledku tohoto procesu transpozice jsou schopny
tvorit ruzné genetické zmény (vlozeni, duplikace, vyfiznuti, nebo translokace v misté zacle-
néni) v prubéhu zacleriovani do genomu [10].

Transpozony se na zakladé mechanismu transpozice déli do dvou tfid. Do tfidy I patti
transpozony, které se premistuji pomoci RNA. Oznacuji se jako retrotranspozony nebo
retroelementy. Transpozony, které se premistuji pomoci DNA, spadaji do tfidy II a jsou na-
zyvany DNA transpozony. Kazda skupina transpozont obsahuje autonomni a neautonomni
prvky. Autonomni elementy obsahuji ORF (z angl. Open Reading Frame), jenz kéduje pro-
dukt potfebny pro transpozici. Neautonomni prvky jsou schopny se premistovat z duvodu
zachovéni cis sekvence, kterd je nezbytnd pro transpozici [22].

Trida I - Retrotranspozony

Transpozony tiidy I se v rdmci genomu pohybuji pomoci RNA. Pii kazdém cyklu replikace
vytvari jednu novou kopii. Tento mechanismus se oznacuje jako "copy-and-paste'a je zna-
zornén na obrazku 2.3. Na zakladé dlouhych ukonéovacich repeticich LTRs (z angl. Long
Terminal Repeats), které obklopuji télo retroelementu, se déli na dvé skupiny:

e LTR retrotranspozony - maji dlouhé ukoncovaci repetice.

e Non-LTR retrotranspozony - maji dlouhé ukoncovaci repetice.

Retrotransposition - LTR retrotransposons

RNA reverse transcription DNA
> |

Ttranscription integraticnl

e |
retroelement host DNA

"7
original copy host DNA new copy

Obrézek 2.3: Retro transpozice LTR retrotranspozonu mechanismem "copy-and-paste"[9].

Trida IT - DNA transpozony

Transpozony tfidy II vyuzivaji k transpozici DNA. Mechanismus transpozice se u DNA
transpozonu oznacuje "cut-and-paste', jelikoz dochazi k vyriznut{ transpozonu z puvodni
pozice a zaclenéni do pozice nové. Tento mechanismus je znizornén na obrazku 2.4. DNA
transpozony se skladaji z genu transpozazy, jenz obklopuji dvé obracené repetice nazyvané
TIRs (z angl. Terminal Inverted Repeats). Transpozaza rozpozna repetice TIRs a vyteze



télo DNA transpozonu, které je poté vlozeno na nové misto v genomu. Nasledné je dupli-
kované cilové misto DNA a vysledkem jsou TSDs (z angl. Target Site Duplications), které
predstavuji jedineény rys pro kazdy DNA transpozon.

Transposition - DNA transposones

DMNA transposon

donorDNA TIR } TIR

—C)

excision
l’ \ transposase
Q / pinding
insertion
target DNA

Obrazek 2.4: Transpozice DNA transpozont mechanismem "cut-and-paste'[9].

DNA transpozony se déli do dvou podtiid v zavislosti na sekvencich TIRs a TSDs.
Podtfida I obsahuje rodiny: Tcl/mariner, PIF /Harbinger, hAT, Mutator, Merlin, Transib,
P, piggyBac and CACTA. Podtiida II se sklada z rodin: Helitron a Maverick, které vyuzivaji
jiny mechanismus transpozice [10].



Kapitola 3

DNA sekvenovani

Cela tato kapitola vychazi a byla volné prevzata z [5] a z [13].

DNA sekvenovani je proces analyzy biologického materialu pomoci biochemickych me-
tod. Tyto metody urcuji poradi nukleovych bazi v sekvencich DNA. Tedy DNA sekvenovani
je proces stanoveni primarni struktury DNA. Prvni metody sekvenovani vznikly v sedm-
desatych letech dvacatého stoleti, kdy Sanger a jeho spolupracovnici a Maxam a Gilbert
vynalezli metody sekvenovani DNA. Tento objev mél velky vliv na soucasnou biologii a me-
dicinu, jelikoz tyto metody umoznily desifrovani celych gent a pozdéji i celych genomii.
Tyto dvé metody jsou nyni oznacovany za metody prvni generace téz jako klasické metody.
V nasledujicich ¢tyticeti letech proslo sekvenovani DNA vyznac¢nym pokrokem. Postupem
Casu zacaly vznikat takzvané NGS metody (z angl. Next-Generation Sequencing Methods),
oznacované jako metody druhé generace. Tyto metody jsou v soucasnosti nejvice vyuzi-
vany, a proto se tato kapitola bude zamérovat predevsim na né. V nedavné dobé pak byly
predstaveny PGM (z angl. Personal Genome Machines) a metody tfeti generace (angl.
Third-generation sequencing). Zakladnimi pozadavky, které jsou kladeny na sekvenovaci
metody, jsou rychlost, presnost, propustnost, snadnd pouzitelnost a cena. Kazda metoda
ma své vyhody a nevyhody, jez budou popsany v nasledujicich podkapitolach.

3.1 Klasické metody sekvenovani

Mezi klasické metody sekvenovani patii dvé nejstarsi metody sekvenovani. Prvni z nich je
znama pod nazvem Sangerovo sekvenovani. Tuto metodu predstavil v roce 1977 Fredirick
Sanger a v roce 1980 za ni ziskal Nobelovu cenu. Tato metoda je zalozena na detekci
ukonceni prodluzujiciho se vlakna DNA.

Sangerova metoda byla po dlouhou dobu nejpouzivanéjsi sekvenovaci metodou a v roce
2004 umoznila prvni dokonceni lidského genomu v ramci projektu The Human Genom
Project. Délka ¢tenych fragmentu (readi) dosahuje velikosti 400 az 900 béazi. Metoda tedy
poskytuje dlouhé ready vysoké kvality. Mezi jeji nevyhody patri financéni naro¢nost a nizka
propustnost.

Druhou klasickou metodou je Maxam-Gilbertova metoda, jez byla vymyslena soubézné,
ovSem nezavisle na Sangerové metodé ve stejném roce (1977). Maxam-Gilbertova metoda
byla stejné jako Sangerova metoda ocenéna Nobelovou cenou. Tato metoda je zalozena
na chemické modifikaci DNA a nasledném stépeni specifickych bazi. Tato metoda ovsem
neni bézné pouzivani z divodu prace s chemicky toxickymi latkami a radioizotopy. Jeji
laboratorni postup je naro¢néjsi nezli u Sangerovy metody.



3.2 NGS metody

The Human Genome Project, kde byla vyuzivana Sangerova metoda, poukazal na omezeni
Sangerovi metody, jelikoz vyzadoval velké mnozstvi ¢asu a zdroji. Bylo zfejmé, zZe je za-
potTebi rychlejsich a levnéjsich metod s vyssi propustnosti. To vedlo na zacatku 21. stoleti
k vyvoji a komercializaci NGS metod.

Tyto nové sekvenovaci metody sdileji tri zakladni zlepseni oproti klasickym metodam.
Prvni z nich je, ze nevyzaduji bakteridlni klonovani DNA fragmentii, na misto toho se spo-
léhaji na pripravu NGS knihoven v bezbunétném systému. Dalsim zlepSenim je paralelni
zpracovani velkého mnozstvi vzorka. Tyto metody umoznuji na misto stovek sekvenéné pro-
vadénych sekvenovacich reakci provadét tisice az miliony reakci paralelné. Ttetim zlepsenim
je schopnost piimo detekovat vystup sekvenovani bez potieby elektroforézy. NGS metody
jsou tedy schopny generovat velké mnozstvi readu, coz umoznuje sekvenovani celého genomu
vysokou rychlosti. Zasadnim nedostatkem NGS metod je, ze produkuji relativné kratké sek-
vence, tzv. ready. Tento fakt komplikuje sestavovani genomu, a proto tento proces vyzaduje
specialni nastroje a algoritmy.

Nejpouzivanéjsimi NGS metodami jsou 454 Life Roche (dfive Science), SOLiD Systém
a Illumina Genom Analyzer. Mezi NGS metody muze byt také zafazena technologie PGM
(z angl. Personal Genome Machine) s ndzvem Ion Torrent. Piehledné srovnani nejpouziva-
néjsich NGS metod a metody tieti generace PacBio, téz SMRT, je zndzornéno na 3.1.

454 Roche

454 Roche byla prvni tispéSnou komercéné vyuzivanou NGS metodou. Tato technologie byla
vytvorena v srpnu roku 2005. Metoda je zaloZena na principu pyrosekvenovani.

Délka readt technologie Roche 454 byla puvodné v roce 2005 100 az 150 bp. V roce 2008
vznikl systém 454 GS FLX Titanium. Délka readt u tohoto systému dosahovala az 700 bp
s presnosti 99.9% (po filtrovani). Jeden béh poskytoval vystup o velikosti 0,7 Gb a pro-
béhl béhem 24 hodin. V roce 2009 spolecnost Roche predstavila systém, ktery zjednodusil
pripravu knihovny a zpracovani dat a také zlepsil vystup samotny na 14 Gb na jeden béh.

Hlavni viyhodou technologie Roche je oviem jeho vysoka rychlost. Cas potiebny k dokon-
¢eni sekvenovani od jeho zapoceti se pohybuje kolem 10 hodin. Za vyhodu této technologie
je téz povazovana délka readu, kterd se, jak uz bylo zminéno, pohybuje kolem 700 bp. Delsi
ready se snadnéji mapuji na referencni genom a také jsou vyhodou pro de novo sestavovani
genomu. Nevyhodou této technologie ovsem je velka cena ¢inidel, kterd vychézi na 12 do-
lard na milién bazi. Tato metoda také poskytuje relativné nizkou propustnost. V dusledku
konkurence jinych technologii, které jsou znacné levnéjsi, neni tato metoda v soucasnosti
prilis vyuzivana a to i navzdory zvyseni délky readt az na 1000 bp.

SOLiD

SOLIiD (z angl. Sequencing by Oligonucleotide Ligation Detection) byl vytvoren spolecnosti
Applied Biosystems v roce 2007. Sekvenator vyuziva technologii dvou bazového sekvenovani
zalozenou na ligdzovém sekvenovani.

Puvodni délka readd metody SOLiD byla 35 bp. Vystup na jeden béh pak 3 Gb. Diky
dvou béazové metodé sekvenovani byla dosazena vysokd presnost 99,85% (po filtrovani).
Prvni systém byl vydany v roce 2007, pozdéji v roce 2010 byl vytvoren systém SOLiD
5500xl. Tento novy systém zlepsil délku readu na 85 bp, presnost na 99,99% a velikost
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datového vystupu na 30 Gb dat na jeden béh. Jeden béh pak muze byt dokoncéen béhem
7 dnii. Cena sekvenovani se pohybuje kolem 0,04 dolaru na milién bazi.

SOLiD metoda poskytuje druhou nejvyssi propustnost na trhu. Metoda také poskytuje
vysokou presnost zpusobenou faktem, ze kazda baze je ¢tena dvakrat. Nejvétsi nevyhodou
této metody je velmi kratkd délka readiu a relativné dlouhd doba béhu. Také se nehodi
k sestavovani genomu de nowvo.

Ilumina Genom Analyzer

V roce 2006 spole¢nost Solexa vytvorila Genom Analyzer, v roce 2007 byla tato spole¢nost
koupena spolecnosti Illumina, proto nazev Illumina Genom Analyzer. Tato metoda vyuziva
technologie sekvenovani pomoci syntézy.

Vystup prvniho Solexa GA byl 1 Gb/béh. Diky vylepSenim se tato hodnota postupné
zvySovala. Posledni verze Illumina Genome Analyzeru GAIlx poskytuje vystup okolo 85 Gb
na jeden béh. V roce 2010 Illumina vytvorila nastroj HiSeq 2000 zaloZeny na stejné sek-
venovaci technologii. Vystup tohoto nastroje byl 200 Gb na jeden béh. V dnesni dobé pak
poskytuje vystup o velikosti 600 Gb na jeden béh a sekvenovani miize byt dokonceno béhem
8 dni. V blizké budoucnosti se o¢ekava, ze by tyto hodnoty mohly dosdhnout 1 Th na jeden
béh. V porovnani s 454 a SOLiD je HiSeq 2000 nejlevnéjsi metodou sekvenovani, tato cena
se se pohybuje kolem 0,02 dolaru na milion bazi. Délka readt se pohybuje okolo 300 bp.

V soucasnosti je Illumina lidrem v NGS pramyslu, proto vétsina protokolil pro pifipravu
knihoven je kompatibilni s Illumina systémem. Illumina poskytuje nejvyssi propustnost ze
vSech metod a nejnizsi cenu na jednu bazi. Délka readt je kompatibilni témér se vSemi apli-
kacemi. Nevyhodou je technicka naroc¢nost pripravy vzorku, jenz vyzaduje velkou kontrolu.
Dalsi nevyhodou je pozadavek na slozitost sekvenované sekvence.

PGM - Ion Torrent

V roce 2010 spole¢nost Ion Torrent (nyni Life Technologies) predstavila prvni PGM systém
(z angl. Personal Genome Machine), ¢ili nastroj s vysokou rychlosti, nizkou cenou a malymi
rozméry. Tato technologie pracuje na stejném principu jako metoda 454 Roche. Jedinym
rozdilem je, Ze na misto pyrofosfatu je uvolnén proton a ten je detekovan pomoci ionového
senzoru. Jednd se tedy o prvni zafizeni, které ke své ¢innosti nevyzaduje optické obrazové
zarizeni a fluorescen¢ni nukleotidy. Je schopno dosdhnout kvalitnich vysledku ve vysoké
rychlosti, za nizkou cenu a s vyuzitim zafizeni malych rozméri. V soucasnosti poskytuje
ready o velikosti 400 bp. Doba béhu se pohybuje pouze okolo 2 hodin. Nevyhody této
technologie jsou ovsem podobné jako u 454 Roche. Tedy napiiklad vysoka chybovost a nizka
propustnost.

3.3 Metody treti generace

Metody treti generace prinaseji dvé zakladni vylepseni oproti NGS metodam. Nevyzaduji
pro pripravu sekvenovaciho materialu PCR a tedy doba pripravy se vyrazné zkracuje. Dru-
hou vyhodou je, ze umoznuji zachyceni signalu v redlném case. V soucasnosti existuji dveé
metody. Metoda SMRT (3.3) a metoda Nanopore (3.3).
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Single molecule real-time (PacBio)

Metoda SMRT (z angl. Single Molecule Real-time) byla vytvorena firmou Pacific Bios-
ciences. Je zalozena na real-time zobrazovani fluorescencné oznacenych nukleotidi v pru-
béhu jejich syntézy. Sekvenovani je realizovano na ¢ipu, ktery je pokryt tisici malymi dirkami
o poloméru nékolika nanometrti. Primérna délka readt se pohybuje okolo 3 kb az 20 kb,
coz je znacné vétsi délka oproti NGS metodam. Dalsi vyhodou je rychlost. Metoda SMRT je
schopna produkovat 1 az 3 nukleotidy za sekundu. Nevyhodou ovSem je nizka propustnost.
Presnost se pohybuje pouze okolo 80%.

Nanopore (Oxford Nanopore Technologies)

Metoda je zalozena na pruchodu molekuly DNA velmi tizkym mistem - nanopérem. Pri
prichodu dochézi k detekci jednotlivych nukleotidi. Délka readti se pohybuje v fadech
desitek kilobazi. Tuto metodu vyuzivaji tii zafizeni od od spole¢nosti Oxford Nanopore
Technologies - MinION, PromethION a Gridl[ON. MinION je velmi malé zarizeni, které
1ze k pocitaci pripojit pomoci USB. Je uréeno na vytvareni stovek paralelnich experimentu
s celkovou dobou béhu nékolika hodin az dni. PromethION je stolni zafizeni, které slouzi
pro experimenty s vétsi propustnosti, anebo pro vétsi pocet vzorkt. GridlON systém pak
byl navrzen tak, aby umoznoval skalovatelnost.

Prvni vyhodou této technologie je délka bazi, ktera presahuje 5 kb. Druhou vyhodou je,
ze nevyzaduje fluorescencéni nukleotidy. V dusledku sekvenovani jednotlivych vldken DNA
neni zapotiebi slozita priprava sekvenovaciho vzorku a tedy doba sekvenovani je vyrazné
kratsi. Nevyhodou je ovSem vysoka chybovost.
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Obrézek 3.1: Evoluce sekvenovacich metod s vysokou propustnosti. (A) Srovnani maxi-
malni délky readt komercéné dostupnych sekvenovacich nastroji. Modré sloupce znazornuji
prvni dostupné verze jednotlivych nastroji. Oranzové sloupce oznacuji verze dostupné dnes.
(B) Srovnéni maximdlni propustnosti komercéné dostupnych sekvenovacich néastroji. Modré
sloupce znazornuji prvni dostupné verze jednotlivych nastroji. Oranzové sloupce oznacuji
verze dostupné dnes.(C) Graf zobrazuje vyvoj ceny sekvenovéani lidského genomu od roku
2001 do roku 2014.(D) Cas k dokonéeni obvyklého béhu potfebného k nasekvenovéani bakte-
ridlnfho genomu. Tmavé oranzova znazornuje obvyklé nastroje. Svétle oranzova znazornuje
nejlepsi dostupné verze nastroju [5].
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Kapitola 4

Algoritmy pro hledani prekryvi
DNA sekvenci

Cilem této kapitoly je shrnout existujici algoritmy a pristupy pro hledani prekryvi DNA
sekvenci. Predevsim se zaméruje na priblizné prekryvy, které se od sebe lisi urcéitym po-
¢tem chyb. Kapitola se také zamériuje na algoritmy, které vyuzivaji existujici nastroje pro
sestavovani genomu, jez jsou zalozené na OLC (z angl. Overlap-layout Consensus) principu.
Nejprve je v této kapitole popsan problém detekce prekryvu. Poté jsou popsany jednotlivé
algoritmy a pristupy pro detekci. V zavéru se nachézi shrnuti a prehled téchto algoritmii.

Nejjednodussim zptsobem detekce prekryviu je porovnani kazdé sekvence s kazdou.
Tato metoda je velmi asové neefektivni, jelikoz se jednd o O(N?) slozity problém, kde N
je pocet sekvenci DNA. Tento pristup vyuziva nastroj RepeatExplorer. Z tohoto duvodu
tento nastroj vyzaduje vylepseni detekce prekryvi. RepeatExplorer také vyuziva velmi nizké
pokryt{ genomu, obvykle maximdalné 5%, z kterych lze urcit repetice, jelikoz se v genomu
vyskytuji ve stovkach az tisicich kopii.

4.1 Problém detekce prekryvi DNA sekvenci

Necht X a Y oznacuji ready a X a Y oznacuji k nim reverzni komplementarni ready. Déle
necht R oznacuje mnozinu vsech readi ziskanych sekvenovanim urcitého genomu. Problé-
mem sestaveni sekvence genomu se rozumi rekonstrukei prislusného genomu spojenim vsech
readli z mnoziny R. Dva ready X a Y, které lezi v mnoziné R, se prekryvaji, jestlize prefix
X je shodny se sufixem Y nebo prefix Y je shodny se sufixem X. Pokud X a Y pochazi
z navzajem komplementarnich retézca, pak se prekryvaji, jestlize prevraceny komplemen-
tarn{ read jednoho z nich piekryva druhy. Tedy jestlize X pfekryva Y nebo Y prekrjva X.
Problémem detekce prekryviai DNA sekvenci se pak rozumi nalezeni vSech prekryvi v mno-
ziné R (obrézek 4.1). Tato definice predpokldda, ze mnozina readii R obsahuje ready, jenz
jsou dokonalou reprezentaci genomu, tedy neobsahuji zadné chyby vzniklé sekvenovanim
[20].

Je zrejmé, Ze pro sestaveni genomu je zadouci detekovat pouze prekryvy urcité délky.
Pro tento 1cel se zavadi prah detekce prekryti 7 , ktery stanovuje miniméalni pfijatelnou
délku prekryti dvou readu [20].

Ve vyse uvedené definici se o¢ekavaji dokonalé ready, tedy ready neobsahujici chyby.
Ovsem pri sekvenovani muze dochazet ke vzniku chyb. Chyby mohou byt téz zpusobeny
velkym mnozstvim repetitivnich elementii. Tyto opakujici se sekvence obsahuji velké mnoz-
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R, ACATACGATACA
R, TACGATACAGTT
R; GATACAGTTGCA

Obrazek 4.1: Zobrazeni t¥1 prekryvajicich se readu Ry, Re, R3 z mnoziny R [20].

stvi mutaci. S témito chybami je nutné pri detekci prekryvia pocitat. Necht je tedy zave-
dena hammingova vzdalenost dvou Fetézct h(T,T"), kterd je definovana jako pocet neshod
mezi dvéma stejné dlouhymi Tetézci. Jelikoz ovSsem Tetézce nemusi mit stejnou délku, tak
je vhodné mluvit o editacni vzdalenosti ed(T,T"), kterd je definovana jako minimalni po-
Cet inserci, deleci a nahrazeni symbol k transformovani fetézce T' na T". S vyuZzitim této
vzdalenosti je poté zaveden prah maximalni chyby prekryti e (angl. error rate), ktery ndm
udava maximalni pocet akceptovatelnych neshod dvou prekryvajicich se sekvenci. Muze byt
definovan jako maximalni povolena fixni editacni vzdalenost k£ nebo maximélni relativni
editac¢ni vzdalenost, jez zavisi na délce prekryti.

4.2 Algoritmy vyuzivané nastroji pro sestavovani genomu

Existuje cela fada nédstroju pro sestavovani genomu. Nékteré tyto néstroje jsou zalozeny
na detekci prekryvii DNA sekvenci. Z tohoto divodu se tato podkapitola zaméruje na
volné dostupné nastroje pro sestavovani eukaryotického i prokaryotického genomu a popisuje
algoritmy a pristupy, které tyto nastroje pro detekci prekryviu vyuzivaji. Tyto algoritmy na
svém vstupu ocekavaji ready, které nékolika ndsobné pokryvaji genom a neobsahuji chyby.
Tudiz tyto algoritmy detekuji pouze presné prekryvy.

4.2.1 CABOG - Algoritmus presné shody

Nastroj CABOG vyuzivad pro detekci prekryvu algoritmus presné shody (z angl. Exact
match algorithm). Tento algoritmus umoznuje rychle nalezeni prekryvajicich readi pomoci
nalezeni presnych shod jader (angl. seeds). Tyto shody jader jsou hleddny v komprimo-
vanych sekvencich, ve kterych jsou posloupnosti stejnych bazi redukovany na jednu bazi
reprezentujici tuto posloupnost. Kazdé jadro je k-mer (podietézec k bézi, defaultné se voli
k = 22). Algoritmus spoc¢ita pocet instanci kazdého k-meru ve vstupni komprimované sek-
venci. K vyhnuti se vysoce opakujicich se k-mert dojde k dynamickému vypoctu prahu M
s vyuzitim predem vypocitanych tabulek. Nésledné jsou k detekci prekryti brany v potaz
pouze k-mery s vyskytem lezicim v intervalu od 2 do M. Algoritmus identifikuje dva ready
jako pravdépodobné se prekryvajici, jestlize spolu sdili velké mnozstvi téchto k-mert. Po-
moci dynamického prahu jsou akceptovany vzacné se vyskytujici k-mery, ale také casto se
vyskytujici k-mery, které pokryvaji zna¢nou oblast. Mezi dvéma identifikovanymi ready se
podle pozice nejvzacnéji se vyskytujictho k-meru uréi kotva (anchor). Poté se od této kotvy
provede zarovnani, které detekuje chyby v sekvencich a tim umozni jejich opravu. Nakonec
jsou na vystup dany opravené prekryvajici se sekvence, jejichz konce se prekryvaji alespon
s rozpétim 40 bazi a maji alespon 94% identitu urcenou zarovnianim. Zarovnani se provadi
pomoci iterativné a paralelné provadéného parového zarovnani [15].

Casové ani prostorova slozitost tohoto algoritmu nebyla uvedena. D4 se oviem z popisu
tohoto algoritmu ocekavat linedrni ¢asova slozitost.
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4.2.2 SGA — FM-index

SGA pro detekci prekryvii DNA sekvenci sestavi obecné sufixové pole z mnoziny vstupnich
readt. Nésledné se z tohoto sufixového pole vytvori BWT (z angl. Burrows and Wheeleer
transformation) a na zékladé téchto dvou struktur vznikne FM-index. Poté se pomoci tohoto
FM-index rekurzivné naleznou vSechny prekryvy daného readu splnujici prah, ktery urcuje
délku prekryti. Tento postup se opakuje pro vSechny ready ze vstupni mnoziny readt. Tato
metoda pracuje s ¢asovou slozistosti O(N + C'), kde N je celkova délka vsech vstupnich
readt a C je celkovy pocet nalezenych prekryvu [20].

Sufixové pole

Sufixové pole je datova struktura, kterd slouzi ke zkracené reprezentaci vsech lexikograficky
serazenych sufixu retézce. Sufixové pole fetézce X, oznacené SAx, je permutaci celych Cisel
1,2,...,|X]| takovych, ze SAx[i] = j pokud X[j,|X|] je i-ty lexikograficky nejmensi sufix
fetézce X. Napiiklad pokud X = AAGT A$ pak SAx = [6,5,1,2,3,4]. Jelikoz je sufixové
pole serazenou datovou strukturou, tak startovni pozice vSech instanci vzoru QQ v X se
bude nachézet na intervalu v SAx. Tento interval se nazyva interval sufixového pole a je
oznacovan dvojici celych ¢isel [, u], kde [ je prvni index v SAx a u je posledni index v SAx,
jenz odpovidaji pozici instance @ v Tetézci X. S vyuzitim bindrnfho vyhledavani @ je pak
snadno mozné urcit [ a u [20].

FM-index

Jedna se o metodu indexovani textu podobnou sufixovému poli, tato metoda ovsem potie-
buje zna¢né méné paméti. Metoda umoznuje vypocitat [ a u v ¢ase O(|Q|) bez zévislosti na
velikosti prohleddavaného textu. Zakladem FM-indexu je BWT. BWT retézce X, oznac¢ovana
By, je permutaci symbolu fetézce X takovou, ze plati [20]:

o[ X[SAx]i—1]), SAxli]>1
BXM_{ : s, SAi[z’]:l

Jinak feceno Bx[i] je symbol predchazejici prvnimu symbolu sufixu zac¢inajicim na pozici
SAx. FM-index rozsifuje reprezentaci retézce pomoci BWT pridanim dvou dodatecnych
datovych struktur. Pole Cx, pro které plati, ze C'x(a) je pocet symbolu v X, které jsou
lexikograficky mensi nez symbol a. A pole Occx, pro které plati, ze Occx(a,i) je pocet
vyskytu symbolu a v Bx|[1,14]. Jestlize médme Fetézec S, pro jehoz sufixovy interval jsou
zndmy hodnoty [ a u. Pak interval pro Tetézec aS lze spocitat z [I,u] s vyuzitim poli Cx
a Occx néasledovneé:

Il =Cx(a)+ Occx(a,i—1) (4.1)
u=Cx(a)+ Occx(a,u) — 1 (4.2)
S vyuzitim rovnic (4.1) a (4.2) lze poté nalézt Fetézec Q v Fetézci X v case O(|Q)).

4.2.3 Fermi — FMD-index

Metoda pro detekci prekryvii u nastroje Fermi vychéazi z metody pouzité v nastroji SGA.
Ovsem na rozdil od predchoz{ metody tato metoda nevyuziva rekurzi a misto FM-indexu
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vyuziva FMD-index. Rozdil mezi FMD-indexem a FM-indexem je nasledujici. Metoda
pouzita v néastroji SGA sestavi FM-index pro vstupni mnozinu readu, tedy pro fetézec
Z = RyR;1...R,_1, kde Ry az R,,_1 lezi v mnoziné vstupnich readi R. Metoda pouzita
v nastroji Fermi sestavi FM-index pro retézec T = RoRoR1R;. ..Rn_lm, kde Rg az
R,,_1 lezi v mnoziné vstupnich readtt R a Rg aZ R,,_; jsou jejich reverzni komplementarni
ready. Tento FM-index sestaveny pro fetézec T se nazjva FMD-index. Casové i prostorova
slozitost je velmi podobnd predchozi metodé a je linedrni [12].

4.2.4 Readjoiner — SPM-relevantni sufixy

Metoda nejprve ze vstupni mnoziny readt ur¢i mnozinu readu, které jsou prefix a sufix
volné (free), tedy nejsou prefixem nebo sufixem jinych readi. K tomuto t¢elu dojde nejprve
k lexikografickému sefazeni vSech readi pomoci metody radix sort. Nasledné se spocita
pole nejdelsich spoleénych prefixii lep (z angl. longest common prefix) tohoto sefazeného
seznamu. Podle této hodnoty a délky jednotlivych readid se urci ready, které jsou prefixem
sousedniho readu. Obdobné se pak osetii i reverzni komplementy readu a sufixy [7].

Nésledné se pro tuto sadu readt uréi kandidati na mozné shody sufixti a prefixi, které
dosahuji alespon pozadované délky l,,:,. Vytvori se pole SPM-relevatnich sufixti (z angl.
Suffix-Prefix matching relevant suffixes). K tomuto ucelu slouzi algoritmus, jenz se skldda
ze dvou Casti: vypocetni faze a vkladaci faze.

Nejprve se predpocitaji lexikograficky sefazené tabulky k-meru, které slouzi jako filtry.
K-merem rozumime prefix readu s o délce k. Dale se urcéi tyto pocatecni k-mery vsech
readu, lexikograficky se sefadi a ulozi do tabulky. Nésledné se odstrani duplicitni k-mery
a pro kazdy k-mer se spocitd pocet vyskytu. Vzniknou tak dvé tabulky. Tabulka K k-
mert, kterd neobsahuje duplicity. Druhou tabulkou je pak tabulka C', kterda obsahuje pocty
vyskyttu jednotlivych k-mert. Déale se vytvori dvé tabulky P a (). P obsahuje pocatecni
k’-mery, kde pro k¥’ musi platit &’ < k. Q obsahuje vSechny k-mery r[k — k" + 1... k], kde
r lezi v R (mnozina readi) a k" < k.

Dalsi ¢asti je vypocet vSech sufixii vSech readt r zac¢inajicich na pozici j, kde pro j plati
2<j<|r| —lnin+1,rmé|r| — Ly takovychto sufixi. Pro kazdy takovyto sufix s se
urdi fetézce v = s[l... k'] a w = s[k — k" + 1...k]. Pokud v nelezi v P, pak neni prefixem
zaddného readu a tedy s neni potencidlnim kandidatem a mtize byt vyrazen. Pokud w nelezi
v Q pak w # [k — k" + 1...k] a tedy s nen{ potencidlnim kandiddtem a miZze byt vyFazen.
Poslednim krokem vypocetni faze je kontrola vSech sufixii s, jenz prosly filtry P a Q.
Jestlize u = s[l...k| je obsazen v tabulce K, pak s je potencidlnim kandidatem a dojde
k inkrementaci prislusného pocitadla. V druhé vkladaci fazi se s vyuzitim vyse uvedenych
tabulek a vyfiltrovanych sufixii za pomoci bufferu a rozdélovani do kosu vytvori seznam
SPM-relevatni sufixti. Na zdkladé tohoto seznamu se detekuji shody prefixtu a sufixu a tedy
urcuji se prekryvajici se ready.

Casova a prostorova slozitost jednotlivych ¢asti algoritmu je vizdy bud linedrni, nebo
konstantni. Celkova ¢asova i prostorova slozitost této metody je linedrni. Presnéji je ¢asova
slozitost O(m + n+ g), kde m je pocet vSech k-meru, n je celkova délka vSech readu a g je
pocet pocet SPM-relevantnich sufixt.

4.3 Dalsi algoritmy pro detekci prekryvi

Nastroje pro sestavovani genomu provadi na zacatku predzpracovani vstupnich readi, ve
kterém dojde k vyfiltrovani chyb a repetitivnich element. Z tohoto divodu algoritmy, které
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vyuzivaji k detekci prekryva, pracuji s jiz predzpracovanymi ready. Tedy tyto algoritmy
neberou zretel na mozné chyby ve vstupnich readech, a proto také nejsou schopny detekovat
prekryvy u readu, které je obsahuji. Tyto algoritmy tudiz nejsou prilis vhodné pro mozné
upravy a vyuziti pro detekci pribliznych prekryvi. V nasledujici podkapitole jsou popsany
algoritmy, které naopak uvazuji mozny vyskyt chyb a je tedy mozné parametricky nastavit
prah maximéalni povolené chyby a to bud fixni nebo relativni. Cilem téchto algoritmi je
tedy nalézt vSechny prekryvy ve vstupni mnoziné readu s ohledem na zadanou minimalni
délku prekryvu a prahu maximalni povolené chyby prekryti.

4.3.1 qg-gram filtry

Jednim z moznych pristupti, ktery by mohl byt vyuzit pro detekci prekryvi DNA sekvenci,
je pristup zalozeny na g-gramovych filtrech. Tyto filtry slouzi k nalezeni vSech lokalnich
zarovnani mezi dvéma sekvencemi, které jsou delsi nez-li je danéd délka a zaroven neptekra-
Cuji prah maximélni chyby pfekryti e. Tento pristup lze pfirozené rozsitit a aplikovat na
problém detekce prekryvit DNA sekvenci ¢i-li k feseni sufix/prefix problému.

Filtr je algoritmus, ktery rychle vyfradi velké ¢asti textu (fetézce) s vyuzitim filtra¢niho
kriteria. Pri¢emz zanecha dulezité casti, které se potencidlné shoduji. Ty jsou déale ovéreny
na shodu pomoci presného algoritmu. Tyto dvé faze se nazyvaji filtracni fize a verifikacni
faze. Filtr je bezztratovy pokud nikdy nevyradi skute¢nou shodu.

Podretézcem retézce délky ¢ > 0 nazyvame g-gram. Filtrovani vyzaduje predzpracovani,
kdy je pro cilovou sekvenci vytvoren g-gram index. Tento index se sklada ze dvou tabulek.
7Z tabulky vyskytu, kterd obsahuje vSechny pozice vyskytu g-gramu, a z vyhledavaci tabulky.
Vyhledavaci tabulka obsahuje poc¢atecni pozice seznamu vyskytu vSech g-gramu. Prostorova
narocnost indexu zavisi na délce indexované sekvence a na zdkladé velikosti slovniku -
gramu. Presnéji je zapotiebi n + |X|? integeri, kde n je délka sekvence a ¥ je vstupni
abeceda [19].

Nalezeni lokalniho zarovnani mezi dvéma sekvencemi pomoci g-gramovych filtri je za-
lozeno na identifikaci oblasti mezi dvéma tetézci, které se priblizné shoduji (v zavislosti na
prahu maximalni chyby prekryti e). Tento pristup vychazi z predpokladu, ze dva priblizné
shodujici se podretézce obsahuji urc¢ité mnozstvi spolecnych g-grami. Zakladni g-gramova
metoda funguje nasledovné. Za prvé se naleznou vSechny q-gramové shody mezi hledanym
fetézcem a cilovym Tetézcem. Za druhé se identifikuji vSechny oblasti mezi fetézci, které
obsahuji dostateéné mnozstvi shod. Tyto oblasti jsou oznacovany jako rovnobézniky (angl.
parallelograms). Nésledné jsou porovnany pomoci matice editacnich vzdalenosti a posuv-
ného okénka. Takto nalezeni kandidati jsou dédle podrobnéji zpracovani ve fazi verifikace.
Casova i prostorova slozitost tohoto algoritmu je linearni.

4.3.2 Backward backtracking algoritmus

Stejné jako pristup vyuzivany metodou SGA, ktery byl popsian v podkapitole 4.2.2, i tento
algoritmus stavi na FM-indexu misto klasického sufixového stromu. FM-index je totiz pro-
storové efektivnéjsi strukturou. Zakladni backtracking algoritmus je schopny nalézt pre-
kryvy DNA sekvenci s fixni editac¢ni vzdalenosti. Pomoci FM-indexu je mozné rekurzivné
nalézt vyskyt vzoru v fetézci bez nutnosti primého ulozeni sufixového pole. Jak jiz bylo
zminéno v podkapitole 4.2.2 k tomuto dcelu je vyuzito pole Cx a pole Occx(a,i). Tento
algoritmus vyuzivajici rovnic popsané v podkapitole 4.2.2 se nazyva backward search al-
goritmus. A je schopny nalézt vyskyt fetézce v case O(|Q|), kde |@Q] je délka hledaného
VZOru.
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Backward backtracking algoritmus, téZz oznacovany kmismatches algoritmus, rozsifuje
backward search algoritmus, tak aby umoznil vyhledavani pribliznych vyskyt vzoru v fe-
tézci a ne jen presnych vyskyta. Tedy rozsiruje jej tak, aby bylo mozné vyuziti fixni editacni
vzdalenosti. Rozdil mezi kmissmateches a presnym hleddnim je ten, ze rekurze zohlednuje
inkrementalné, zleva doprava, vSechny rozdilné zpusoby, jakym muze byt vzor pozménén
s maximalné k substitucemi. Soucasné, rekurze udrzuje sufixovy interval, kde se sufixy
shoduji s aktualnim modifikovanym sufixem hledaného vzoru [21].

Casova slozitost tohoto algoritmu je O(nt+7), kde n je délka viech read, ¢ je minimalni
délka prekryti a r je pocet vSech nalezenych piekryvi. Existuji rtizné navrhy, jak snizit
prostorovou naroc¢nost tohoto algoritmu, avsak ani jeden z nich nelze aplikovat na problém
shody sufixu s prefixem.

4.3.3 Sufixové filtry

Sufixové filtry je nova filtra¢ni metoda pro hledani priblizné shody. Metoda sufixovych filtra
vychazi z dobre znamého filtra¢niho algoritmu zvaného faktorové filtry. Faktorové filtry jsou
jednim z nejlepsich algoritmt pro hledani priblizné shody fetézcu, které vyuzivaji textovy
index. Sufixové filtry jsou ovSem silnéjsi metodou, jelikoz produkuji méné chybnych shod
nez-li faktorové filtry. Také bylo experimentdlné dokazano, ze jsou sufixové filtry rychlejsi
v praxi [21].

Faktorové filtry jsou zalozeny na faktorizaci hledaného vzoru. Faktorizaci fetézce S rozu-
mime sekvenci retézct nazyvanych faktory, jejichz konkatenace tvori retézec S. V nejedno-
dussim pripadé existuje k+1 faktort a vyskyt jednoho z nich v prohleddvaném fetézci(textu)
signalizuje potencidlni shodu [3].

Sufixové filtry rozdéli hledany retézec na k+1 faktort. Presnéji, necht je fetézec A rozdeé-
len na neprazdné faktory AjAs...Ax4+1 = A. Nyni pro libovolny fetézec B existuje optiméalni
faktorizace By Bs...Bg+1 = B takova, ze edita¢ni vzdélenost ed(A, B) = Zie[i,k—f—l] ed(A;, B;).
Interval faktort A;A;1...A; oznacujeme A[i, 5] pro libovolné 0 < i < j < k + 1. Retézce
A a B se shoduji na intervalu [i, j] pokud ed(Ali, j], B[i, j]) < j — i. Déle Tetézce A a B se
silné shodujf na intervalu [z, j], pokud se shoduji ve vSech prefixech [i, ;'] kde j' € [i, j].

V priabéhu vyhledavani sufixovymi filtry je fetézec B povazovan za kandidata pro shodu,
jestlize alespon jeden sufix spliiuje podminku silné shody. Tedy kazdy sufix A[i, k + 1] je
hledan tak, ze prvni faktor A; se musi presné shodovat (editaéni vzdélenost je rovna 0).
Kdyz hledéani prechazi z jednoho faktoru na druhy, tak pocet povolenych chyb je zvysen
o jedna. Na obrazku 4.2 je zndzornéno (kumulativni) maximélni pocet chyb povolenych
béhem vyhledavani. Filtry vlozi na vystup kandidaty, u kterych alespon jeden z k + 1 filtra
uréi vyskyt A se vzdalenosti do k. Na zavér musi vsichni potencidlni kandidati projit fazi
ovérovani, jelikoz filtrovaci faze mize nalézt kandidaty, jejichz editacni vzdalenost je vétsi
nez k.

Bylo dokazano, ze sufixové filtry jsou jedny z nejsilnéjsich filtrt. Trik spociva ve volbé
posledniho faktoru tak, aby byl delsi nez-li ostatni a tim bylo zajisténo, ze podminka silné
shody nebude na nejkratsim sufixu [k + 1, k + 1] produkovat pfilis mnoho kandidata. Avsak
sufixové filtry nejsou piimo vhodné pro detekci pribliznych prekryvi. Pravé z dtivodu ne-
moznosti kontrolovat délku posledniho faktoru, ktery muze mit v nejhorsim pripadé délku 1.
Sufixové filtry je ovSem mozné upravit, tak aby hledaly priblizné prekryvy sufixi a prefixi,
jejichz editacni vzdéalenost zavisi na délce prekryvu, a to nasledovné.

Necht jsou opét dany Tetézce A a B, interval [i,j] se slabé shoduje, jestlize plati
ed(Ali,j'1, Bli,j']) < ij’ — i+ 1 pro véechny j’ € [i,j]. Retézec B je povazovan za kan-
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0 1
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Obrazek 4.2: Sufixové filtry rozdéli retézec na k + 1 faktort. Kazdy sufix faktoru je poté
hledan oddélené. Cisla odpovidaji (kumulativnimu) maximalnimu poétu chyb povolenych
v priubéhu hledani [21].

didéta, jestli shoda spliuje slabou podminku shody na intervalu [1,k + 1] nebo silnou
podminku shody na intervalu [i, k + 1] pro libovolné i € [2, k] [21]. Obrazek 4.3 znazornuje
(kumulativni) maximalni pocet chyb povolenych béhem vyhledavani s témito podminkami.
Slabd podminka schody odpovida nejdelsimu sufixu (nejvyssi filtr v obrazku) a silnd pod-
minka shody odpovidé zbyvajicim k£ — 1 filtrim v obrazku. Slaba podminka shody se miize
zdat jako chybnad, jelikoz povoluje k + 1 chyb pro posledni faktor. Ovsem je nezbytna pro
inkrementalni hledani ptibliznych prekryvi.

k+1

| O ] l ] 2 |
| 0 1

Obrazek 4.3: Sufixové filtry modifikované pro hledani prekryvia. Hledani prvniho sufixu jiz
umoznuje jednu chybu od samého zacatku. Posledni sufix neni zahrnut do hledéni [21].

Casova slozitost je velmi podobnd algoritmu backward backtracking. Zavisi tedy jak na
délce vsech vstupnich readt a prahu minimalni délky prekryti, tak i na poctu detekovanych
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prekryvi. Tato zavislost je linedrni. Prostorova slozitost je poté také linearni, ovsem dle
[21] lepsi nezli u g-gramu.

4.4 Shrnuti algoritmi pro detekci prekryvi

V tabulce 4.1 je uveden prehled nastroju s prislusnymi metodami a jejich casova slozi-
tost (pokud byly tyto informace dostupné). Jsou zde uvedeny pouze volné dostupné na-
stroje, které slouzi k sestavovani genomu prokaryotickych i eukaryotickych organismu po-
moci overlap-layout consensu, jenz vyuziva pri sestavovani prekryvy readu. Prehled téchto
nastroju vychézi z ¢lanku [0]. Je zde také uveden néstroj RepeatExplorer [17], ktery slouzi
k rekonstrukei repetitivnich segmenttt v DNA. Jelikoz algoritmy vyuzivané témito nastroji
pracuji s ready, které neobsahuji chyby a repetice, tak nejsou vhodné pro dalsi vyuziti ¢i
upravy. V tabulce 4.2 je tedy uveden piehled algoritmii, u kterych je mozné parametricky
nastavovat minimalni prah prekryti a prah maximalni povolené chyby prekryti, jenz miize
byt zadan primo poc¢tem neshod nebo relativni hodnotou urcuji editacni vzdalenost v zavis-
losti na délce prekryti. Jsou zde o nich uvedeny nasledujici informace: jejich ¢asova slozitost,
zpusob zadani prahu maximalni chyby prekryti a indexova struktura, kterou vyuzivaji.

Nazev Sekvenovaci Metoda Casova
platforma slozitost
RepeatExplorer || - Kazdy s kazdym Kvadraticka || [17]
Celera assembler || Sanger, Illumina, Algoritmus presné shody | Neuvedeno [15]
CABOG 454, Ion Torrent,
wgs-assembler Pacific Biosciences
Forge Hybridni - Sanger, | Hashovaci tabulky, Neuvedeno [1]
454 a Illumina statisticky model,
kvantitativni metoda
SGA INumina FM-index Linedrni [20]
Readjoiner INumina SPM-relevatni sufixy Linedrni [7]
Fermi INumina FMD-index Linedrni [12]

Tabulka 4.1: Prehled néastroju pro sestavovani genomu a jejich metod, které vyuzivaji pro
detekci prekryvi.

Nazev Edita¢ni vzdalenost | Indexova Casova
struktura slozitost
g-gram filtry Relativni g-gram index | Linedrni [19]
Backward backtracking || Fixni FM-index Linearni || [21]
Sufixové filtry Relativni nebo fixni FM-index Linearni || [21]

Tabulka 4.2: Prehled algoritmt pro detekci pribliznych piekryvu.

Hlavni vyhodou vSech uvedenych pfistupt a algoritmi (s vyjimkou nastroje RepeatEx-
plorer) je, ze pracuji s linearni ¢asovou slozitosti. Lisi se pfedevsim ve zpuisobu préce s paméti
a s ready. U nastroju pro sestavovani genomu prochéz{ mnozina readu fazi predzpracovani,
ktera z této mnoziny odstrani ready, jenz obsahuji chyby. Nevyhodou vyse uvedenych metod
proto je, ze na svém vstupu ocekavaji mnozinu readu, které neobsahuji zadné chyby, a tedy
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na rozdil od néastroje RepeatExplorer nejsou schopny detekovat prekryvy u readu, které
je obsahuji. Sufixové filtry, g-gramy a algoritmus Backward backtracking ovSem umoznuji
detekci prekryvia i u readt s chybami.

7 tohoto duvodu jsou vhodnéjsi pro dalsi mozné vyuziti a vylepseni. Nejnovéjsim algo-
ritmem jsou sufixové filtry. V ¢élanku [21] bylo experimentalné dokazéno, Ze jsou prostorové
efektivnéjsi nez-li g-gramové filtry. Navic na rozdil od algoritmu backward backtracking
umoznuji vyuziti editacni vzdalenosti zavislé na délce prekryti. Z téchto diivodu je vhodné
se zamérit pravé na sufixové filtry a provést jejich vylepseni. Predevsim by bylo vhodné
se zaméfit na filtrujici podminky a zpusob rozdéleni hledaného vzoru na faktory. Filtru-
jici podminky, velikost a pocet faktori ovliviiuje pocet uréenych potencialnich kandidatt
na shodu. Mnozstvi potencialnich kandidati mé vyrazny vliv na prostorovou slozitost, ale
i na casovou, jelikoz kazdy kandidat musi byt ve fazi verifikace ovéren, aby nedochézelo
k chybné detekci prekryvi.
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Kapitola 5

Navrh algoritmu

Nejvhodnéjsim algoritmem z algoritmi pro detekci prekryvi popsanych v kapitole 4 se
jevi byt sufixové filtry. Sufixové filtry umoznuji parametricky nastavit velikost minimalniho
prahu prekryti a také zadat prah maximéalni povolené chyby prekryti. Prah maximalni chyby
prekryti mize byt zadan primo v podobé poctu neshod, tedy fixni edita¢ni vzdalenosti
nebo v podobé relativni edita¢ni vzdalenosti, hodnoty v rozmezi 0 az 1, z které se nasledné
dopocitava editaéni vzdéalenost v zévislosti na délce prekryti.

Algoritmus zaloZeny na principu sufixovych filtra popsany v podkapitole 4.3.3 lze dle
¢ldnku [19] ddle upravit a tim zmensit pocet generovanych kandidatnich feseni. Mensi pocet
kandidatnich TeSeni vede jak k lepsi prostorové slozitosti, tak i k ¢asové. Kazdého potenci-
alniho kandidata je nutné ve fazi verifikace ovérit na shodu, aby se zabranilo potencidlni
chybé pti detekci prekryvi, nizsi pocet kandidatu tedy znamena nizsi ¢asové naroky na oveé-
fovani shody. Tyto tpravy jsou popsany v nésledujicich podkapitolach 5.3 a 5.5. Jedna se
celkem o dvé zmény. Prvni zménou je nové filtra¢ni schéma. Druhou zménou je nové schéma
déleni vzoru na faktory, kdy na rozdil od piivodni varianty je pocet a velikost faktori rizna
v zavislosti na parametru s a editac¢ni vzdalenosti.

5.1 Schéma algoritmu

Na obrazku 5.1 je popsano schéma navrzeného algoritmu pro detekci pribliznych piekryva
DNA sekvenci vyuzivajici sufixové filtry s novym filtracnim a faktorizaé¢nim schématem.
Na vstupu celého algoritmu je ocekavan soubor ve formatu fasta, ktery obsahuje mnozinu
vstupnich readi. Format fasta je podrobnéji popsan v podkapitole 5.2. Tento vstupni format
je zpracovan a z mnoziny vstupnich readu je vytvoren FM-index (viz podkapitola 4.2.2).
Po vytvoreni FM-indexu je mozné jiz prikrocit k samotné detekci prekryvi. Samotny al-
goritmus pro detekci prekryvi na svém vstupu kromé jiz vytvoreného FM-indexu ocekava
nékolik dulezitych parametri. Parametr nazyvany threshold (t) ¢ili prah minimalni délky
prekryti, error-rate (e) nebo-li prah maximéalni povolené chyby prekryti a parametr s, ktery
jak jiz bylo zminéno ovliviiuje délku a pocet faktortu pri faktorizaci.

Prvnim krokem pri samotné detekci prekryvi je rozdéleni vstupnich readu na ¢ésti (fak-
tory) dle nize popsaného déliciho schématu. Nasledné jsou pomoci filtrii a kontroly filtrac-
nich podminek generovani potencidlni kandidati na schodu. V samotném zavéru algoritmu
je faze verifikace, v niz jsou ovéreni potencidlni kandidati. Na vystupu celého algoritmu je
poté mnozina detekovanych prekryvi v podobé (Ri, Re,l), kde Ry a Ry jsou prekryvajici
se ready a [ je délka samotného prekryvu.
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Parametry algoritmu:
threshold t
error-rate e
parametr s

Vstupni soubor ve
formatu fasta

Vytvofeni FM-indexu

FM-index

Detekce piekryva

Faktorizace-
aplikace déliciho
schématu

h 4

Generovani
kandidatd - aplikace
filtraéniho schématu

Verifikace kandidatd

Detekované

pfekryvy - mnoZina
trojic (R4, Rz, I)

¥
Obrazek 5.1: Schéma algoritmu pro detekci prekryvi DNA sekvenci.
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5.2 Vstup algoritmu

Vstupni mnozina readi, které mohou byt i rizné délky, tedy mnozina DNA sekvenci, je
vloZena na vstup algoritmu v podobé vstupniho souboru. Nejvhodnéjsim a nejjednodussim
forméatem pro ulozeni mnoziny DNA sekvenci je format FASTA. Format FASTA je bioin-
formaticky textovy format pro reprezentaci jak nukleotidovych sekvenci, tak i peptidovych,
v kterych jsou nukleotidy nebo aminokyseliny reprezentovany jednoznakovymi kédy. Pu-
vodné tento format pochazi ze softwarového baliku FASTA, ovSem diky své jednoduchosti
se stal standardem. Zaznam ve formatu FASTA se sklada ze dvou radkt. Prvni fddek zac¢ina
znakem ’>’. Za timto znakem néasleduje nizev nebo unikatni identifikator sekvence. Také
se zde mohou nachazet doplnujici informace. Na druhém radku se poté nachazi samotna
sekvence. Piiklad zdznamt ve formatu FASTA je zndzornén nize. Format FASTA ma celou
fadu rozsireni, nejvyznamnéjsi je format FASTAQ obsahujici navic i skore kvality. Priklad
vstupu:

>SEQUENCE_1
ATGAGAGCCCTCACACTCCTCGCCCTATTGGCCCTGGCCGCACTTTGCATCGCTGGCCAGGCAGGTGAGTGCCCC
CACCTCCCCTCAGGCCGCATTGCAGTGGGGGCTGAGAGGAGGAAGCACCATGGCCCACCTCTTCTCACCCCTTTG
GCTGGCAGTCCCTTTGCAGTCTAACCACCTTGTTGCAGGCTCAATCCATTTGCCCCAGCTCTGCCCTTGCAGAGG
>SEQUENCE_2
GATCTCCGACGAGGCCCTGGACCCCCGGGCGGCGAAGCTGCGGCGCGGCGCCCCCTGGAGGCCGCGGGACCCCTG
GCCGGTCCGCGCAGGCGCAGCGGGGTCGCAGGGCGCGGCGGGTTCCAGCGCGGGGATGGCGCTGTCCGCGGAGGA
CCGGGCGCTGGTGCGCGCCCTGTGGAAGAAGCTGGGCAGCAACGTCGGCGTCTACACGACAGAGGCCCTGGAAAG
CTCTCGCAGGACCTTCCTGGCTTTCCCCGCCACGAAGACC

>SEQUENCE_3
CGCGCTGTCCGCGCTGAGCCACCTGCACGCGTGCCAGCTGCGAGTGGACCCGGCCAGCTTCCAGGTGAGCGGCTG
CCGTGCTGGGCCCCTGTCCCCGGGAGGGCCCCGGCGGGGTGGGTGCGGGGGGCGTGCGGGGCGGGTGCAGGCGAG
TGAGCCTTGAGCGCTCGCCGCAGCTCCTGGGCCACTGCCTGCTGGTAACCCTCGCCCGGCACTACCCCGGAGACT

5.3 Nové filtracéni schéma

Pivodni filtraéni schéma vynechavd z filtra¢niho schématu filtry filtery, ;. Z divodu pokryti
vSech pripadi rozdéleni, které byly pokryty témito filtry, jsou upraveny filtry filtery; =
01...k nafiltry filtery; = 12...(k+1). V disledku této Gpravy jsou poté pokryty vSechny
kombinace rozdéleni. Filtry filter; 1 tedy zacinaji jiz s jednou povolenou chybou, zatimco
ostatni filtry na zacatku nepovoluji zddnou chybu. Také musely byt upraveny (zpfisnény)
filtra¢ni podminky (viz kapitola 4.3.3) .

Nové filtracni schéma se sklada z filtra filtery 1,..., filtery ,—1, kde filtry filtery; jsou
sekvenci délky k—i+1. Prvnich k—i elementu téchto filtra je 0,1,..., (k—i—1) a poslednim
elementem je k — i — 1. Naptiklad pro k£ = 4 filtry jsou filtery = 0122, filteryo = 011
a filteryz = 00. Tyto filtry pokryvaji vSechny mozné vzdalenosti rozdéleni pro piipad 4
¢asti (k = 4) a povolené chybé prekryti 2 ([el] = 2). Filtr 0122 pokryva ptipady 0020, 0002,
0101 a 0110. Filtr 011 pokryva piipady 0011, 1001 a 1010. Na zavér filtr 00 pokryva piipady
2000, 0200 a 1100. Tedy opravdu tyto filtry pokryvaji vSechny mozné vzdalenosti rozdéleni.
Toto nové filtraéni schéma vyzaduje rozdil alespon 2 mezi poctem ¢asti v rozdéleni retézce
S[1..1] a [el]. V puvodnim filtra¢nim schématu byl vyzadovan rozdil alespon 1 [11].
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V plvodnim filtraénim schématu je filtr filtery ; prefixem filtru filter;, ; pro vSechny
k < k' a i. Toto nové filtracni schéma ovSem nemd tuto vlastnost a tak je nutné filtracni
podminky doplnit o dalsi podminku, ktera ovéri jestli skuteéné fetézec S patii do mno-
ziny kandidatu na shodu. Pro zjednoduseni definice nové podminky necht je zavedena
vzdalenost rozdéleni pd(A, B) definovand jako sekvence celych ¢isel o velikosti k, ve které
pd(A, B)[i]| = ed(A;, B;). Déle pak je zavedeno nové oznaceni akumulovand vzdalenost roz-
déleni apd(S,S"), ktera je tvorena sekvenci PrefizSum(pd(A, B)). Tedy apd(A, B)[i] je
celkovy pocet neshod mezi prvnimi ¢ Castmi fetézcti A a B. S touto nové definovanou vzda-
lenosti lze poté novou podminku definovat nasledovné. Za ptredpokladu, ze jsou splnény
podminky predchoziho schématu (slaba a silnd podminka shody viz kapitola 4.3.3) a za-
rovenl plati apd(S’, B) < filtery;, kde S’ je prefix délky |B| a k je pocet ¢asti v rozdélent
fetézce S’ indukovaného rozdélenim fetézce (vzoru) S, pak Fetézec (sufix) B lezi v mnoziné
kandidatu na shodu.

5.4 Nové délici schéma

Efektivita algoritmu vyuzivajici sufixové filtry zavisi na velikosti jednotlivych ¢asti fetézce
(faktoru). Vétsi faktory redukuji mensi pocet kandidétt na shodu. Pro spravny chod al-
goritmu musi rozdéleni fetézce S (readu) spliovat nasledujici vlastnost. Pro kazdé [ > ¢
musi pocet ¢asti Fetézce S[1..l] indukovanych rozdélenim Fetézce S byt alespon [el] + s, kde
s je u puvodniho schématu rovno 1, v tomto novém schématu je voleno a doporuceno 2, ale
muze byt parametricky zadano [11].

V puvodnim délicim schématu byl fetézec S s vyjimkou posledni ¢asti rozdélen do stejné
velkych ¢asti velikosti p. Velikost p se volila jako nejmensi celé Cislo, které spliuje vyse
uvedenou podminku. V novém schématu nemaji vSechny Casti shodnou velikost a velikost
vétSiny ¢asti je vetsi nez-li u puvodniho schématu z tohoto divodu by mélo nové schéma
garantovat efektivnéjsi chod algoritmu.

Necht S je Fetézec, ktery méa byt rozdélen. Déle necht lp < I3 < --- <[4 jsou vSechny
indexy v rozmezi lyn, ..., |S|, pro které plati [e(l — 1)] < [el] a necht l,41 = |S| + 1.
Dale k = [elg] + s — 1. Retézec S je pak rozdélen nasledovné. Velikost prvnich k ¢asti je
zvolena tak, aby byly splnény nasledujici dvé podminky. Za prvé celkova velikost prvnich
k ¢asti byla lgp — 1. Za druhé délka k-té ¢asti byla alespon Iy — t. Ke splnéni téchto dvou
podminek je mozné nastavit délku k-té ¢asti na L = max([lop — 1/k],lo — lmin). Velikost
prvnich k — 1 ¢ésti na p nebo p+ 1, kde p = (Ip — 1 — L) /(k — 1). Délka zbyvajicich ¢ésti je
pak l1 — lo,lz — ll, .. .,lq+1 — lq.

Pro lepsi pochopeni déliciho schématu necht je zde uveden priklad mozného rozdéleni.
Necht je velikost déleného fetézce S rovna 200 symbolt a parametry jsou t = 40 a e = 0,1.
Pokud bude s = 1, pak ptvodni schéma déleni rozdéli vstupni fetézec na 8 stejné velkych
casti. V novém délicim schématu bude mit prvnich 5 ¢asti velikost 8 a zbyvajici ¢asti velikost
10 (pro s = 2).

5.5 Vystup algoritmu

Algoritmus v prubéhu své ¢innosti vypisuje na standardni vystup jeden fadek na jeden
detekovany prekryv. Tento vystup ma nasledujici tvar:
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idA idB O OHA OHB OLA OLB K

kde idA je ¢islo prvniho readu A. idB je ¢islo druhého readu B. Vzdy plati, ze idA < idB.
O je znak urcujici orientaci. Symbol N oznacuje normalni orientaci a symbol I oznacuje
inverzni orientaci. Read A je vzdy normalné orientovan. Piekryva se bud s normalné ori-
entovanym readem B, v takovém pripadé je O rovno N, nebo s jeho komplementarni verzi,
pak je O rovno I

Sloupce OHA, OHB, OLA, OLB slouzi k popisu prekryvu readi A a B (obrazek 5.2).
OHA urcuje pocet znakiu readu A nachazejicich se pred prekryvem. OHA muze nabyvat
i zadpornych hodnot. Duvodem je, ze vzdy plati idA < idB, ovSsem muze nastat situace,
kdy se bude shodovat prefix readu A se sufixem readu B (obrazek 5.3a). V tomto piipadé
bude OHA nabyvat negativni hodnoty. OHB je pocet znaku readu B nachézejicich se za
detekovanym prekryvem. Opét miize nabyvat i zdpornych hodnot a to v situaci, kdy read
B skonéi pred readem A (obrazek 5.3b). Obvykle tato situace nastava v dusledku povolenych
chyb mezi prekryvy.

Obrézek 5.3: Piiklady kdy OHA (a) a OHB (b) nabyvaji zdpornych hodnot.
OLA, OLB vyjadruji samotnou délku prekryvu. Délka piekryvu pro read A a read

B se muze lisit. Toto je zpusobeno v dusledku moznych deleci a inzerci v readech. Posledni
hodnota K na vystupu urcuje pocet chyb v zarovnani prekryvu.
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Kapitola 6

Implementace

K ¢lanku [21], kde byly poprvé navrhnuty a pouzity sufixové filtry k detekei prekryvii DNA
sekvenci, je také volné dostupnd implementace navrzeného algoritmu. Tento algoritmus vy-
uziva filtracni a délici schéma popsané v kapitole 4.3.3. V kapitole 5 je dle ¢lanku navrzen
algoritmus, ktery z této implementace vychézi a dle ¢lanku [19] jej dopliuje o nové filtraéni
a délici schéma. Tyto tupravy ptvodniho algoritmu byly v tomto ¢lanku ovSsem popsany
pouze teoreticky a nebyla k nim poskytnuta implementace. Navic provedené experimenty
nebyly provedeny na realnych datech a tudiz ziskané zavéry v tomto ¢lanku nemusi byt re-
alné a duvéryhodné. Z tohoto duvodu byla vyuzita dostupnd implementace sufixovych filtra
pro detekci prekryvia DNA sekvenci. A tato prace se zaméruje na tpravu této implementace,
kterou doplnuje o nové filtra¢ni a délici schéma.

Algoritmus sufixovych filtra je implementovan v jazyce C++ v podobé konzolové apli-
kace. Sklada se ze dvou zakladnich Casti. Prvni ¢ast sestavi ze vstupniho souboru FM-
index, aby nemuselo dochazet pred kazdym spusténim detekce prekryvi k opétovnému
vytvareni tohoto indexu ze vstupnich dat. Druha ¢ast jiz implementuje samotny algorit-
mus detekce prekryvii DNA sekvenci. Obé tyto implementace vyuzivaji pro praci datové
struktury z knihovny libeds'.

6.1 Celkové schéma nastroje pro detekci prekryvi

Na obrazku 6.1 je uvedeno celkové schéma nastroje pro detekci prekryvi DNA sekvenci.
Nejprve je zpracovan vstupni soubor ve formatu FASTA pomoci nastroje builder. Pomoci néj
je vytvoren FM-index. Nésledné je pomoci nastroje sfoverlaps provedena samotné detekce
prekryvi, jenz na standardni vystup vypisuje jednotlivé prekryvy. Tyto piekryvy jsou poté
pomoci nastroje mazoverlaps vyfiltrovany pouze na nejdelsi prekryvy pro kazdy par readu.

6.2 Sestaveni FM-indexu

Aby se predeslo nutnosti vzdy opakované vytvaret FM-index ze stejné mnoziny vstupnich
readu, tak je toto zpracovani vstupniho souboru oddéleno od samotné detekce prekryvi
DNA sekvenci. K tomuto tcelu byl vytvoren nastroj builder. Tento nastroj postupné zpraco-
vava Ffadek po radku vstupni soubor ve formatu FASTA. Po nacteni sekvence DNA provede
transformaci této sekvence. Mald pismena prevede na velkd (pokud jiz nejsou) a neplatné

"http://code.google.com/p/libeds/
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vstup.fasta

(s >SEQUENCE_1

>SEQUENCE 2

N

ATGAGAGCCCTCACAC
TCCTCGCCCTATTGGCC
CTGGCCGCACTTIGC

EGCCGGTCEGCGEAGGCG )

parametry

‘ builder \ sfoverlaps

/7 07422700 0000 0000

0010 0000 0000 0000
0032 0000 0032 0000
0032 0000 0032 0000
0032 0000 0032 0000
0032 0000 0032 0000

\__ 0032 0000 0032 0000 _/

vstup.fasta.fmi

nefiltrovany vystup

-

02N323245 430
O02N313144 40
02N303045 450
02N292046 460
02N282847 470
02N272748 430

~

011181857 373 ./

‘m axeverlaps \

-

o

02N 4 471711

~

01I-18-1857573
121-24-2451510
02N -3 075724
02N -5-174704

filtrovany vystup

Obrazek 6.1: Celkové schéma nastroje pro detekci prekryvi.
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znaky nahradi symbolem "N’. Nasledné jesté provede kontrolu zda-li se opravdu jedna o sek-
venci nukleovych kyselin a tim zabrani mozné chybé pti vytvareni FM-indexu. Poté provede
s vyuzitim t¥idy TextCollectionBuilder sestaveni FM-indexu. Tedy vytvori pro vstupni
sekvence BWT (Burrows-Wheelerovu transformaci) a sufixové pole z nichz nasledné vypo-
¢ité pole Cx a Occx. Tim vytvori FM-index pro vstupni sekvence DNA (mnozinu readi).
Tento FM-index néasledné ulozi do bindrniho souboru s priponou fmi.

Zdrojové soubory
e builder.cpp - hlavni metoda programu.

e TextCollectionBuilder.cpp a TextCollectionBuilder.h - vytvoreni FM-indexu.

e adresar incbwt - obsahuje vSechny dopliujici tridy.

Vstupni parametry

Nastroj builder na svém vstupu ocekava jeden povinny vstupni parametr a to nidzev vstup-
niho souboru. Déle pak je mozné zobrazit pomoci parametru -k napovédu nebo pomoci
parametru -v zapnout pribézny informativni vypis. Dalsi volitelny parametr je -c¢, ktery
urcuje, ze na vstupu jsou ready v SOLiD color kédech. Poslednim parametrem je -s, po-
moci néjz se urcuje vzorkovaci frekvence pii sestavovani FM-indexu, nizsi hodnota vede
k mensimu FM-indexu, ale muze snizit prohledavaci ¢as. Vychozi a doporuc¢ena hodnota je
16.

<vstup> - nazev souboru ve formatu FASTA
e -c, —color - urcuje, ze vstupni ready jsou v SOLiD color kddech.
e -v, —verbose - zapne vypis informaci na standardni chybovi vystup.

e -s <int>, —sample-rate <int> - vzorkovaci frekvence pro index (vychozi hodnota:
16)

e -h, —help - zobrazi napovédu.

Priklady spusténi
e . /builder input.fasta
e . /builder -h

6.3 Detekce prekryvi

Program pro detekci prekryvu se nazyva sfoverlap a je spoustén s parametry uvedenymi
v predchézejici podkapitole 6.3. Hlavni metoda se nachazi v souboru sfoverlap.cpp. Nejprve
v této metodé dojde ke zpracovani parametri. Nasledné je otevien vstupni soubor obsahujici
FM-index. Tento soubor je zpracovan pomoci ttidy T'Clmplementation, kterd implementuje
rozhrani TextCollection. Po zpracovani vstupniho souboru jsou v této tfidé do prislusnych
proménnych ulozeny struktury FM-indexu a také vstupni mnozina readt spolecné s dalsimi
doplnujicimi informacemi, jako je napiiklad velikost vstupni mnoziny readt. Pro ulozeni
mnoziny vstupnich reada je vyuzita tfida TextStorage.
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Jakmile je zpracovan vstupni soubor s FM-indexem, tak je v zavislosti na vstupnich
parametrech vytvorena instance jedné z ndasledujicich trid: SuffizFilterOverlap, SuffixFil-
terOverlapEd, MismatchQuverlap, EditDistanceOverlap. VSechny tyto tfidy implementuji
rozhrani OverlapQuery. V téchto tridach je implementovana samotnd detekce prekryvu.
MismatchQOwverlap a EditDistanceOverlap implementuji detekci prekryvi pouze pomoci al-
terOverlap a SuffixFilterOverlap Ed. Rozdil mezi témito tfidami je ten, ze tr¥ida SuffizFilte-
rOuverlap detekuje prekryvy na zakladé fixni hodnoty povolenych neshod prekryti, naopak
trida SuffizFilterOverlapEd na zékladé relativniho maximalniho prahu prekryti. Z Tohoto
relativniho prahu prekryti je dopocitavana editacni vzdalenost v zavislosti na délce prekryti.

Samotna detekce prekryvi pomoci sufixovych filtru je realizovana nasledovné. V cyklu
jsou postupné zpracovany jednotlivé vstupni ready. Pro kazdy vstupni read je zavolana me-
toda SuffizPrefiztMatch. Na zac¢atku této metody dojde k rozdéleni zpracovavaného readu na
faktory, dle schématu popsaného v kapitole 5.5. Indexy pozic, na kterych dochazi k délend,
jsou ulozeny do pomocného pole. Poté je implementovana kontrola filtra¢nich podminek
(viz kapitola 4.3.3 a 5.3) pomoci backtracking algoritmu, tedy prohleddvanim FM-indexu.
Pricemz dochazi mezi faktory k inkrementaci maximalni povolené chyby dle schématu po-
psaného v podkapitole 5.3. Pseudokdéd backtracking algoritmu je uveden nize (algoritmus 1).
Parametry této rekurzivni procedury jsou nésledujici: P[1,m/ je zpracovavany vzor, m je
délka vzoru, k je pocet povolenych chyb, ktery se inkrementalné meéni, j je ukazatel do
P[1,m], sp a ep jsou indexy do sufixového pole. Prvni zavolani pak je backtracking(P, k,
m, 1, n) , kde n je délka prohleddvaného textu (délka vSech readu). Po ovéfeni filtrac¢nich
podminek a nalezeni potencidlniho kandiddta je zkontrolovana skutec¢na shoda prekryvu
pomoci metody checkMatch. Tato kontrola je realizovana pomoci kontroly shody znaku
znak po znaku, pricemz je pocitan pocet neshod a ovéfen s povolenym poc¢tem neshod.
Cely tento postup je aplikovan i na komplementarni read.

Nastroj je také pomoci parametru mozné spustit v paralelnim moédu. Paralelni pocitani
bylo implementovano pomoci API OpenMP.

Hlavni zdrojové soubory
e sfoverlap.cpp - hlavni metoda programu.

e TextCollection.cpp a TextCollection.h - rozhrani pro praci s FM-indexem.

e TCImplementation.cpp a TClmplementation.h - implementace rozhrani pro
praci s FM-indexem.

e TextStorage.cpp a TextStorage.h - ulozeni vstupni mnoziny readu.
e OverlapQuery.h - rozhrani pro detekci prekryva.

e EditDistanceOverlap.h - detekce prekryvii s fixnim poc¢tem neshod, zadané pomoci
editac¢ni vzdalenosti - pouze backward backtracking algoritmus.

e MismatchOverlap.h - detekce prekryvia s fixnim poctem neshod , zadané pomoci
poctu neshod - pouze backward backtracking algoritmus

e SuffixFilterOverlap.h - detekce prekryvi sufixovymi filtry- fixni poc¢et neshod.
e SuffixFilterOverlapEd.h - detekce prekryvi sufixovymi filtry- relativni prah pte-
kryti.
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Algorithm 1 backtracking(P[1,m], k, j, sp, ep)

if sp > ep then
return
end if
if 5 =0 then
return SA[sp],...,SAep]
end if
for all s € ¥ do
sp’ < C[s] +ranks(L,sp—1) +1
ep’ « C|[s] + ranks(L, ep)
if P[j] # s then
E+—k-1
else
K+ k
end if
if ¥ > 0 then
backtracking(P, k’, j -1, sp’, ep’)
end if
end for

Vstupni parametry

Program na svém vstupu ocekava fadu parametrii. Cést téchto parametril je povinna, je-
likoz jsou nezbytné pro spravny béh programu a je pomoci nich nastaven zptsob detekce
metrem je nazev vstupniho souboru obsahujici FM-index. Nazev souboru odpovida pouze
vstupnimu souboru ve formatu FASTA. Piipona .fmi je doplnéna automaticky pred za-
pocetim zpracovani tohoto souboru. Nejdulezitéjsimi dvéma parametry, které jsou tudiz
povinné, jsou parametry -¢ a -k. Tyto dva parametry se navzajem vylucuji. Prvni z jmeno-
vanych urcuje relativni maximalni povoleny prah piekryti, pomoci néhoz se v zavislosti na
délce prekryti vypocitava povolend editacni vzdalenost. Druhy pak urcuje fixni pocet povo-
lenych neshod pro piekryvy vsech délek. Dalsi parametr poté urcuje zptusob zarovnani, tedy
jestli bude povolovat pouze neshody nebo i delece a inzerce. Implicitné je nastavena druha
varianta. Dulezitym parametrem je také -s, ktery ovliviiuje pocet faktora (viz kapitola 5)

Obecnymi parametry poté je maximalni prah prekryti -¢, parametr —skip, ktery urcuje
kolik prvnim reada bude preskoceno, dale —nreads urcujici kolik readu ze vstupniho souboru
bude zarovnano. Parametr -c¢ indikuje situaci, kdy na vstupu jsou ready ze sekvenovaci tech-
nologie SOLID, tedy jsou v SOLiD color kédech. Poslednimi dvéma parametry je parametr
vyvolavajici napovédu —help a parametr -v, ktery zpusobi vypis informaci o béhu algoritmu,
jako je pocet readii, doba béhu a podobné. Pro zpracovani parametri byla vyuzita knihovni
metoda getopt_long. Prehled uvedenych parametru je uveden nize.

e <index> - nazev souboru obsahujictho FM-index.

e -e <int> - urCuje relativni maximalni prah prekryti, jenz je ddn 1/<int>. Napiiklad
jestlize je zadano -e 20, pak relativni maximalni prah prekryti je dan 1/20 = 0,05.

e -k <int> - urcuje fixni pocet povolenych chyb pro vsechny prekryvy. Doporucené
jsou malé hodny. Nejlépe mensi nez 4.
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e -s <int> - na zakladé parametru s je vypocitan pocet faktori. Doporuc¢ené hodnoty
jsou 2 nebo 3.

e —indels - povoluje neshody, inzerce a delece pii zarovnani.
e —mismatch - povoluje pouze neshody pii zarovnani.

e -t <int>, —threshold <int> - urcuje minimalni prah prekryti. Pouze prekryvy
délky vétsi nebo rovny tomuto prahu jsou detekovany. Vychozi hodnota je 40.

e —skip <int> - algoritmus pfeskoci prvnich <int> readda.

e —nreads <int> - algoritmus zpracuje pouze <int> prvnich readd. Vychozi hodnota
jsou vsechny ready.

e -c, —color - urcuje, ze vstupni ready jsou v SOLiD color kddech.
e -v, —verbose - zapne vypis informaci na standardni chybovi vystup.
e -h, —help - zobrazi napovédu.

e -P <int>, —parallel <int> - pocet paralelnich vldken, které se vyuziji.

Priklady spusténi
o . /sfoverlap -e 20 -t 40 -s 2 input.fasta

./sfoverlap -k 2 -t 40 -s 2 -v input.fasta

./sfoverlap -mismatch -e 20 -t 40 input.fasta

./sfoverlap -e 20 -t 40 -s 2 -skip 1000 -nreads 5000 input.fasta

./sfoverlap -h

6.4 Filtrovani vystupu

Program béhem svého béhu vypisuje na standardni vystup veskeré detekované prekryvy,
které splnuji prah prekryti a maximéalni povolenou chybu. Vystup tedy obsahuje mnozstvi
redundantnich dat, jelikoz dilezité jsou pouze nejdelsi detekované prekryvy DNA sekvenci.
Tudiz je vhodné dany vystup filtrovat. Ukéazka ¢asti vystupu je zobrazena na obrazku 6.2.

Toto filtrovani je mozné provést tak, aby obsahoval pouze nejdelsi priblizné prekryvy
pro kazdy par. K tomuto tcéelu slouzi nastroj maxoverlaps. Ukazka vyfiltrovaného vystupu
pri detekci prekryvi 3 vstupnich readti o délce 75 nukleotidil je zndzornéna na obrazku 6.3.
Zdrojové soubory

e maxoverlaps.cpp - nastroj pro filtraci nejdelsich prekryvi

Priklady spusténi
o . /sfoverlap -e 20 -t 40 -s 2 input.fasta | ./mazxoverlaps

e ./mazoverlaps < vystup
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a 2 N 32 32 43 43 a
a 2 N 31 31 44 44 a
a 2 N 3@ 3 45 45 a
a 2 N 29 29 46 46 a
a 2 N 28 28 A7 A7 a
a 2 N 27 27 48 48 a
a 2 N 26 26 49 49 a
a 1 I -18 -18 57 57 3
a 1 I -20 -20 55 55 3
a 1 I -20 -19 56 55 3
a 1 I -18 -18 57 57 3
a 1 I -20 -20 55 55 3
a 1 I -20 -19 56 55 3
a 1 I -18 -18 57 57 3
1 2 I -33 -33 42 42 a
1 2 I -34 -34 41 41 a
1 2 I -32 -32 43 43 a
1 2 I -31 -31 44 44 a
1 2 I -30 -38 45 45 a
1 2 I -29 -29 A6 A6 a
1 2 I -28 -28 A7 A7 a
1 2 I -27 -27 A48 A48 a
1 2 I -26 -26 49 49 a
1 2 I -25 -25 %] %] a
1 2 I -24 -24 51 51 a
1 2 I -23 -23 52 52 1
1 2 I -20 -28 55 55 2
1 2 I -20 -28 55 55 2
1 2 I -20 -28 55 55 2
1 2 I -19 -19 56 56 3
1 2 I -29 -29 A6 A6 a

Obrazek 6.2: Priklad vypisu prekryva v prubéhu detekce bez zavérecného filtrovani.

a 2 N 6 6 69 69 a
a 1 I -18 -18 57 57 3
1 2 I -24 -24 51 51 a
a 2 N -3 a 75 72 1
a 2 N -5 -1 74 70 1

Obrazek 6.3: Vystup programu po filtrovani nastrojem maxoverlaps.
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Kapitola 7

Testovani a experimenty

Navrzeny a implementovany nastroj pro detekci pribliznych prekryvii DNA sekvenci bylo
zapotiebi otestovat na realnych datech. Testovani se zamérilo predevsim na sledovani doby
potfebné k nalezeni pirekryvii, ovéreni ocekavané teoretické linearni Casové slozitosti a po-
rovnani dosazené cCasové slozitosti s puvodni variantou tohoto algoritmu. Testovani bylo
provadéno na serverech Metacentra. Nastroji pro detekci prekryvi bylo poskytnuto vzdy
8 procesoru a 8 GB operac¢ni paméti. K testovani byly pouzity dvé sady redlnych NGS dat
ziskanych nastrojem Illumina. Podrobnéjsi popis testovacich dat se nachazi v podkapitole
7.1. Namérené doby béhu jednotlivych experimenti jsou poté uvedeny v podkapitole 7.2,
zhodnoceni a zavéry experimentu se nachazi v podkapitole 7.3.

Kromé téchto testti byly s nastrojem provedeny i jednodusi testy za tcelem ovéreni
vystupu nastroje. K tomuto ucelu slouzily naopak velmi malé sety vstupnich data, na niz
bylo mozné ovérit detekované prekryvy. Vystup byl vzdy také porovnan s vystupem ptuvodni
varianty algoritmu.

7.1 Testovaci data

Puvodni datasety, na kterych bylo provadéno testovani v ¢ldanku [I1] nebyly dostupné. Z
tohoto divodu bylo testovani provadéno na readech z dvou rostlin. Prvni z nich je Silene
latifolia nebo-li knotovka bila, téz prezdivand jako silenka sirokolista. Jedna se o ready ze
samecka této rostliny. Obsah repetici se u samecka pohybuje okolo 61.4%, u samicky je
toto ¢islo o néco vyssi 63.3% [14]. Pokryti genomu témito ready je nizké, pouze priblizné
2%. Tato sada je tvorena 295 978 ready o délce 200 nukleotidi. Druhou sadu readu tvorily
ready z rostliny Hippophae rhamnoides nebo-li rakytnik resetlakovy, téz prezdivany rakytnik
uzkolisty. V tomto pripadé se jednd o ready samicky. Pokryti genomu témito ready je
priblizné 30%. Obsah repetici této rostliny je u samecka mensi nez-li u samicky. U samecka
se pohybuje okolo 52.75% a u samicky okolo 47.94% [18]. Tato sada obsahuje 831 300 readu
o délce 230 nukleotidi. Obé sady téchto readi byly nasekvenovany platfourmou Illumina
MiSeq. Sady byly poskytnuty Biofyzikalnim tstavem Akademie véd Ceské republiky.

Testovaci sady readi

e silene_ latifolia_ BYS-ma.fasta - 295 978 readu o délce 200 nukleotidd, 61.4%
repetici, pokryti genomu - 2%
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e HRfe_230_20_831300__15_ short.fasta - 831 300 readu o délce 230 nukleotid,
47.94% repetici, pokryti genomu - 30%

Tyto testovaci sady byly dale pomoci skriptu napsaného v jazyce python rozdéleny na
testovaci datasety. Rozdéleni bylo provedeno nasledujicim zptsobem. Kazdé testovaci sada
byla rozdélena na 5 ¢asti. Pricemz prvni ¢ast obsahovala 1 pétinu readd, druha ¢ast 2 pétiny
readu atd., az 5 ¢ast obsahovala vSechny ready z dané testovaci sady. Z kazdého datového
setu byly nasledné nastrojem builder vytvoreny soubory obsahujici FM-indexy téchto sett.
S témito soubory bylo poté provadéno testovani.

Testovaci datasety

e silene_ latifolia_ BYS-ma_ setl.fasta - 59 195 readi, FM-index: 21 798 kB

e silene_ latifolia_ BYS-ma_ set2.fasta - 118 390 readt, FM-index: 43 782 kB
e silene_ latifolia_ BYS-ma_ set3.fasta - 177 585 readt, FM-index: 65 954 kB
e silene_ latifolia_ BYS-ma_ set4.fasta - 236 780 readt, FM-index: 87 939 kB
e silene_ latifolia_ BYS-ma_ set5.fasta - 295 978 readt, FM-index: 110 393 kB

¢ HRfe_230_20_ 831300__15_ short_setl.fasta - 166 260 readu, FM-index: 69
198 kB

e HRfe 230_20_831300__15_ short__set2.fasta - 332 520 read®i, FM-index: 139
009 kB

e HRfe_230_20_ 831300__15_ short_ set3.fasta - 498 780 readi, FM-index: 208
514 kB

¢ HRfe_230_20_ 831300__15_ short_ set4.fasta - 665 040 readi, FM-index: 279
230 kB

e HRfe 230_20_831300__15_ short__set5.fasta - 831 300 readti, FM-index: 349
038 kB

7.2 Ziskané data

Celkem bylo provedeno 100 testt, 50 testi s novym schématem a 50 odpovidajicich testu
s puvodnim schématem. Pti kazdém testu byly pomoci knihovny ctime méfeny doby béhu,
jednotlivych testu. Ziskané casy byly zaznamendny do nésledujicich tabulek. Testy byly
spoustény s casovym limitem 125 hodin. Prvni sada testu se zamérila na vliv prahu maxi-
malni povolené chyby piekryti na dobu béhu. Prah minimalni délky prekryti byl nastaven
u vSech béhii na 40. Postupné byl ménén prah maximélni povolené chyby prekryti. Nejprve
byl parametr e nastaven na hodnotu 0.025 (tabulky 7.1 a 7.2), 0.05 (tabulky 7.3 a 7.4)
a 0.1 (tabulky 7.5 a 7.6). V druhé ¢asti testovani byly pak spusStény testy s konstantni
hodnotou maximéalni povolené chyby prekryti (e = 0,05). Naopak byl postupné ménén prah
minimdlni délky prekryti a to na 20 (tabulky 7.7 a 7.8), 40 (tabulky 7.3 a 7.4) a 60 (tabulky
7.9 a7.10). V pripadé testti s e = 0.1, tedy az 10% povolenou chybou, byl v ptipadé velkych
datasett prekrocen maximalni ¢asovy limit 125 hodin. Z tohoto divodu jsou v tabulkéich
7.5, 7.6, 7.7 a 7.8 uvedeny Casy pouze pro nékteré datasety.
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Silene latifolia

Pocet readt

Nové schéma

Puvodni schéma

e =0.025,t =40 Celkovy ¢as  Casna | Celkovy ¢as  Cas na
s=2 (h) 1 read (s) (h) 1 read (s)
Set 1 59 195 0.96 0.059 1.21 0.074
Set 2 118 390 2.81 0.086 3.32 0.101
Set 3 177 585 4.48 0.091 6.51 0.132
Set 4 236 780 7.42 0.113 10.13 0.154
Set 5 295 978 11.01 0.134 14.71 0.179

Tabulka 7.1: Casy béhi s datovou sadou Silene latifolia a s parametry: e= 0.025, t = 40,

s = 2.
Hip. rham. Pocet readil Nové schéma Phvodni schéma
e =0.025,t =40 Celkovy ¢as  Casna | Celkovy ¢as  Cas na
s=2 (h) 1 read (s) (h) 1 read (s)
Set 1 166 260 2.92 0.063 4.29 0.093
Set 2 332 520 11.15 0.121 12.84 0.139
Set 3 498 780 20.36 0.147 24.25 0.175
Set 4 665 040 27.90 0.151 36.76 0.199
Set 5 831 300 42.25 0.183 50.34 0.218

Tabulka 7.2: Casy béht s datovou sadou Hippophae rhamnoides a s parametry: e= 0.025,

t =40,s = 2.

Silene latifolia

Pocet readu

Nové schéma

Puvodni schéma

e=0.05,t =40 Celkovy ¢as  Casna | Celkovy ¢as  Cas na
s=2 (h) 1 read (s) (h) 1 read (s)
Set 1 59 195 2.74 0.166 8 3.06 0.186
Set 2 118 390 7.39 0.225 8.49 0.268
Set 3 177 585 12.89 0.261 13.24 0.272
Set 4 236 780 19.99 0.304 22.11 0.303
Set 5 295 978 29.50 0.359 34.51 0.424
Tabulka 7.3: Casy béhi s datovou sadou Silene latifolia a s parametry: e = 0.05, t = 40,
s = 2.
Hip. rham. Pocet readt Nové schéma Phvodni schéma
e=0.05,t =40 Celkovy ¢as  Casna | Celkovy ¢as  Cas na
s=2 (h) 1 read (s) (h) 1 read (s)
Set 1 166 260 4.95 0.107 6.14 0.133
Set 2 332 520 16.71 0.181 21.31 0.230
Set 3 498 780 32.15 0.232 40.57 0.293
Set 4 665 040 55.67 0.301 67.26 0.364
Set 5 831 300 84.28 0.365 98.02 0.425

Tabulka 7.4: Casy béhi s datovou sadou Hippophae rhamnoides a s parametry: e = 0.05,

t =40,s = 2.
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Silene latifolia | Pocet readu Nové schéma Plvodni schéma
e=20.1,t =40 Celkovy ¢as  Casna | Celkovy ¢as  Cas na
s=2 (h) 1 read (s) (h) 1 read (s)
Set 1 59 195 38.69 2.353 47.02 2.886
Set 2 118 390 109.01 3.315 123.55 3.757

Tabulka 7.5: Casy béhi s datovou sadou Silene latifolia a s parametry: e = 0.1, t = 40,
s = 2. Béhy, jenz prekrocily ¢asovy limit 125 hodin, nejsou v tabulce uvedeny.

Hip. rham. Pocet readt Nové schéma Pavodni schéma
e=20.1,t =40 Celkovy ¢as  Casna | Celkovy ¢as  Cas na
s=2 (h) 1 read (s) (h) 1 read (s)
Set 1 166 260 24.79 0.537 53.89 1.167
Set 2 332 520 92.736 1.006 119,98 1,299

Tabulka 7.6: Casy béhi s datovou sadou Hippophae rhamnoides a s parametry: e= 0.1, t
= 40, s = 2. Béhy, jenz ptekrocily ¢asovy limit 125 hodin, nejsou v tabulce uvedeny.

Silene latifolia | Pocet readu Nové schéma Puvodni schéma
e=0.05t =20 Celkovy ¢as  Casna | Celkovy ¢as  Cas na
s=2 (h) 1 read (s) (h) 1 read (s)
Set 1 59 195 54.62 3.322 61.49 3.740

Tabulka 7.7: Casy béhii s datovou sadou Silene latifolia a s parametry: e= 0.05, t = 20,
s = 2. Béhy, jenz prekrocily ¢asovy limit 125, hodin nejsou v tabulce uvedeny.

Hip. rham. Pocet readt Nové schéma Phvodni schéma
e=0.05t =20 Celkovy ¢as  Casna | Celkovy ¢as  Cas na
s=2 (h) 1 read (s) (h) 1 read (s)
Set 1 166 260 45.53 0.986 54,68 1.184
Set 2 332 520 107.42 1.163 118.59 1.284

Tabulka 7.8: Casy béhi s datovou sadou Hippophae rhamnoides a s parametry: e= 0.05, t
= 20, s = 2. Béhy, jenz ptekrocily ¢asovy limit 125 hodin, nejsou v tabulce uvedeny.

Silene latifolia | Pocet readu Nové schéma Plvodni schéma
e=20.1,t =60 Celkovy ¢as  Casna | Celkovy ¢as  Cas na
s=2 (h) 1 read (s) (h) 1 read (s)

Set 1 59 195 1.29 0.078 1.62 0.099
Set 2 118 390 3.38 0.103 4.21 0.128
Set 3 177 585 6.39 0.130 7.15 0.145
Set 4 236 780 11.44 0.174 12.89 0.196
Set 5 295 978 15.04 0.183 16,52 0.201

Tabulka 7.9: Casy béhii s datovou sadou Silene latifolia a s parametry: e= 0.1, t = 60, s = 2.
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Hip. rham. Pocet readt Nové schéma Pavodni schéma
e=20.1,t =60 Celkovy ¢as  Casna | Celkovy ¢as  Cas na
s=2 (h) 1 read (s) (h) 1 read (s)
Set 1 166 260 3.17 0.069 3.28 0.071
Set 2 332 520 8.682 0.094 10.71 0.116
Set 3 498 780 16.90 0.122 22.45 0.162
Set 4 665 040 30.85 0.167 33.80 0.183
Set 5 831 300 40.87 0.177 48.88 0.203

Tabulka 7.10: Casy béhti s datovou sadou Hippophae rhamnoides a s parametry: e= 0.1, t
=60, s = 2.

7.3 Zavéry a shrnuti experimentt

Pro urceni ¢asové slozitosti daného algoritmu byly tabelované hodnoty z podkapitoly 7.2
vyneseny do grafu (obrazky 7.1 a 7.2). Z grafi je patrné, ze Casova slozitost algoritmu
pro detekci prekryvi (s novym i s pivodnim schématem) se ve vétsiné pripada vice blizi
linedrni ¢asové slozitosti. Ovsem nikdy se nejedna piimo o linedrni ¢asovou slozitost. Casova
slozitost totiz zavisi nejen na velikosti vstupni mnoziny, ale také na thresholdu a na poctu
detekovanych prekryvia. Také ma na ¢asovou slozitost vliv dodatecna rezie, kterd je nutna
pro nacteni FM-indexi a nésledné vyuzivani této datové struktury. Nejlepsich vysledku
algoritmus dle oc¢ekavani dosahuje s nizsimi hodnotami prahu maximalni povolené chyby
a s vyssimi hodnotami prahu minimalni délky prekryti. Toto je zptisobeno niz$im poctem
akceptovanych prekryvi a tedy i znac¢né niz$im mnozstvim potencidlnich kandidatd na
shodu. Je zfejmé tedy, ze ¢asova slozitost zavisi i na poctu detekovanych prekryvi. Opacny
efekt poté ma volba vyssich hodnot prahu maximéalni povolené chyby a nizsich hodnot prahu
minimalni délky prekryti. V této situaci se v pripadé vétsiho datasetu blizi casova slozitost
slozitosti kvadratické. Zde nastava opacnd situace, je akceptovano daleko vétsi mnozstvi
prekryvi a algoritmus tedy generuje znacné vétsi mnozstvi kandidatu na shodu, kteri jsou
nasledné kontrolovani. Rozdil ¢asti mezi podobné velkymi datasety riznych datovych sad je
pravdépodobné zplisoben rozdilnym mnozstvim detekovanych prekryva u danych datasett,
na coz ma také vliv rizny podil repetici.

V porovnani nového schématu s puvodnim dosahuje nové schéma lepsich vysledkt. Tento
rozdil mezi ¢asy se zvySuje s mnozstvim zpracovavanych readil a tedy i s rostouci celko-
vou délkou béhu nastroje, kdy tento rozdil se muze pohybovat az v fadech desitek hodin.
Tyto poznatky ziskané z experimentt naplnily, jak oc¢ekavani plynouci z teoretické analyzy
algoritmu, tak i z experimentu z ¢lanku [11], které se zamérovaly na ovéfeni nizstho po-
¢tu generovanych kandidati. Vyuziti sufixovych filtri pro detekci prekryvii DNA sekvenci
dosahuje lepsi ¢asové slozitosti nez-1i naivni pristup vyuzivany nastrojem RepeatExplorer,
jenz pracuje s kvadratickou ¢asovou slozitosti.

39



Nové schéma Pavodni schéma

Zavislost doby béhu na e Zavislost doby béhu na e
130 130
125 125
120 120
115 115
110 110
105 105
100 100
95 95
90 90
85 85
80 80
= 70 < 70
= »n 65
2 65 3 60
5 60 Q 55
55 2
50 25
45 0
30 25
25 20
20 15
15 10
10 5
5 0
0 59195 118390 177585 236780 295978
59195 118390 177585 236780 295978
Y . Pocet readli
Pocet readil
Zavislost doby béhu na e Zavislost doby béhu na e
130 130
125 125
120 120
115 115
110 110
105 105
100 100
95 95
90 90
85 85
80 80
75 75
< 70 < 70
»n 65 »n 65
& 60 G 60
55 55
50 50
45 45
40 40
35 35
30 30
25 25
20 20
15 15
10 10
5 5
0 0
166 260 332520 498780 665040 831300 166 260 332520 498780 665040 831300
Pocet readd Pocet readli

Obrazek 7.1: Grafy zobrazujici ¢asovou slozitost pro rtuzné hodnoty parametru e s datovou
sadou Silene latifolia (horni dva grafy) a datovou sadou Hippophae rhamnoides (spodni dva
grafy). Oranzova barva znézornuje prubéh pro e = 0.025, modra barva prubéh pro e = 0.05
a Sedd barva pro 0.1.
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Cas
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125
120
115
110
105
100

95
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75
70
65

(h)

Cas
(o)}
o

55
50
45
40

30
25
20

10

Nové schéma

Zavislost doby béhu na t

59195 118390 177585 236780 295978
Pocet readt

Zavislost doby béhu na t

166 260 332520 498 780 665040 831 300
Pocet readt

(h)

Cas

(h)

Cas

65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

125
120
115
110
105
100

95

90

80
75
70
65

55
50
45
40

30
25
20

10

Pavodni schéma

Zavislost doby béhu na t

59195 118390 177585 236780 295978
Pocet readt

Zavislost doby béhu na t

166 260 332520 498780 665040 831300
Pocet readt

Obrazek 7.2: Grafy zobrazujici ¢asovou slozitost pro rizné hodnoty parametru t s datovou
sadou Silene latifolia (horni dva grafy) a datovou sadou Hippophae rhamnoides (spodni dva
grafy). Oranzova barva znazornuje prubéh pro t = 60, modra barva pribéh pro e = 40 a
Sedd barva pro 20.
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Kapitola 8
Zaver

V ramci diplomové prace byly nejprve nastudovany zaklady molekularni biologie, predevsim
informace o DNA, genomu, genech a repetivnich elementech v DNA. Jelikoz cilem této prace
je detekovat prekryvy DNA sekvenci ziskanych pomoci sekvenovani NGS metodami, tak byl
vytvoren prehled sekvenovacich nastroji se zamérenim na NGS metody. Byly také zhod-
noceny vyhody a nevyhody jednotlivych metod. Dale byl obecné popsan problém detekce
prekryvi DNA sekvenci. Také byly nastudovany existujici algoritmy a pristupy, které slouzi
k hledani prekryvii DNA sekvenci. Z pocatku se priace zaméfila na nastroje, které slouzi
k sestavovani genomu a jsou zaloZeny na principu detekce prekryvi DNA sekvenci. Jed-
notlivé algoritmy, které jsou vyuzivany témito nastroji, byly popsany a byla urcena jejich
Casova a prostorova slozitost a jejich vyhody a nevyhody. Tato slozitost byla vétsinou line-
arni. Ovsem u nékterych metod v dusledku nedostatecnych informaci nebylo mozné tuto
slozitost stanovit.

Jelikoz pri sestavovani genomu je nejprve provadéna faze filtrovani a tedy jsou odstra-
nény ready obsahujici chyby vzniklé v dusledku sekvenovani a repetitivnich elemntiit DNA,
tak nejsou tyto algoritmy vhodné pro mozné ipravy. Tudiz se prace zamérila na dalsi mozné
algoritmy a pristupy vhodné pro detekci pribliznych prekryvi DNA sekvenci. Jako nejvhod-
néjsi algoritmus byly zvoleny sufixové filtry, jelikoz umoznuji pracovat s relativnim prahem
maximélni povolené chyby zavislym na délce prekryti. Tyto sufixové filtry byly nejprve
popsany teoreticky, nasledné byl navrzen algoritmus vyuzivajici sufixové filtry s novym fil-
traénim a délicim schématem, jez byly teoreticky popsany v ¢lanku [11]. Nasledné byl tento
algoritmus s vyuzitim existujici implementace sufixovych filtri implementovan.

V zavéru prace bylo provedeno nejprve testovani se zamérenim na ovéreni vystupu
algoritmu. Nasledné byla provedena rada experimentu s redlnymi NGS daty ziskanymi
sekvenovaci platformou Illumina. Presnéji se jednalo o dvé sady readi z genomu dvou
rostlin: Silene latifolia a Hippophae rhamnoides. Tyto experimenty se zamérovaly na ovéreni
Casové slozitosti algoritmu a porovnani rychlosti nového schématu s pavodnim. Casova
slozitost se ve vétsiné pripadl blizila linearni Casové slozitosti. Odchylka od této casové
slozitosti je nejpravdépodobnéji zpusobena rezii nutnou pro praci s FM-indexem, na némz
jsou sufixové filtry postaveny. Nové schéma poté dosahovalo o néco lepsich vysledku nezli
puvodni schéma.

Moznym pokracovanim projektu je integrace néastroje pro detekci pribliznych prekryvi
DNA sekvenci do nastroje RepeatExplorer. Dalsim pokracovanim by pak mohlo byt du-
slednéjsi a dukladnéjsi otestovani na vétsim mnozstvi dat s riznym zastoupenim repetici.
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Priloha A

Obsah CD

e Spustitelné soubory - obsahuje spustitelné soubory k nastroji pro detekci prekryvi.
e Zdrojové soubory - obsahuje veskeré zdrojové soubory véetné souboru makefile.

e Testovaci data - obsahuje obé testovaci sady, na kterych bylo provedeno testovani.
¢ README - soubor s popisem prekladu a pouziti nastroje pro detekci prekryvu.

e doc - obsahuje text prace a zdrojové soubory tohoto textu véetné obrazki.

e skript.py - skript pro rozdéleni testovacich sad na datasety.
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