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Abstrakt

Cielom tejto prace bolo vytvorit ndstroj na mapovanie ¢itani sekvenova-
cieho zariadenia PacBio RS II na referenény geném. Tieto ¢itania sa sa vy-
znacuju diZkou, avSak chybovost dosahuje az 14%. Vyslednu aplikaciu do-
stupnui na adrese https://github.com/marcelschichman/bakalarka sme
porovnavali s oficidnlym néastrojom na tento uicel s ndzvom BLASR. Rychlos-
tou n4s ndstroj niekolko krat prekonal BLASR, ale bol menej tispesny za-
rovnavat ¢itania na geném ako jeden celok. Pri¢inou nezarovnanych tsekov
bol rozdiel medzi referenénym genémom a genémom zivocicha, z ktorého boli
ziskavané ¢itania.

KItcové slova: mapovanie sekvencii, PacBio, dynamické programova-

nie, heuristiky



Abstract

The main goal of this thesis was to create a tool for mapping PacBio reads
to a reference genome. These reads are significantly longer than read acqu-
ired by standard methods, but have high error rate — around 14%. Our tool
is available at https://github.com/marcelschichman/bakalarka. We per-
formed several tests and compared it to official mapping tool BLASR. Our
tool is much faster, but it often splits an alignment into two. This problem is
caused by differences between reference genome and genome of the organism
used for sequencing.

Keywords: sequence mapping, PacBio, dynamic programming, heuris-

tics
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Uvod

V tejto praci sa budeme zaoberat zarovnavanim DNA sekvencii. Nagim cielom
je vytvorit ndstroj na mapovanie sekvenac¢nych dit na referenéiy gendm.
Tento nastroj ma byt prisposobeny na déta ziskané sekvenovacim zariadenim
PacBio RS II. Metéda ziskavania DNA v tomto zariadeni umoziuje &itat na-
raz vyrazne dlhsie tseky na tkor pocetnosti chyb. Ta sa pohybuje na tirovni
14%. Dovodom na vyvoj nového néstroja je fakt, ze existujuici nastroj BLASR
pracuje zdanlivo prilis pomaly.

V prvej kapitole vysvetlime zakladné pojmy a zadefinujeme suvisiace
problémy. V kapitole implementacia popiSeme, ako prebieha mapovanie v
nasom néstroji a ako sme v nom vyuzili algoritmus na zarovnéavanie [8] Gene
Myersa. Vysledky experimentov a porovnanie nasho néastroja s oficidlnym
nastrojom na mapovanie spomenutych sekvenacnych dat sme spisali do ka-

pitoly experimenty.



Kapitola 1
Zarovnavanie sekvencii

V tejto kapitole vSeobecne popiSeme problém zarovnavania, zakladny pristup
na rieSenie a pripadné heuristiky na jeho zlepsenie.

DNA sekvencia je refazec znakov A, C, G, T. Zarovnavanie sekvencii je
urcenie vzajomnej podobnosti medzi dvoma sekvenciami. Je zlozené z dvoch
riadkov, pricom riadky zodpovedaju vstupnym sekvenciam. V zarovnani sa
do sekvencii vkladaju pomlcky tak, aby malo v stfpcoch ¢o mnajviac rov-
nakych baz a aby boli riadky rovnake;j deky. Na urcenie, ktoré zarovnanie je
najlepsie, potrebujeme zadefinovat skdrovaci systém. Skérovaci systém pri-
radzuje dvojiciam béz zo zarovnania body podla toho, ¢i ide o zhodu, sub-
stitudiu, deléciu alebo inzerciu. Niektoré algoritmy rozlisuji aj jednotlivé

zhody a substiticie a priradzuji im rozne hodnoty.

CTTCAGT--AGATTG-CC
-TT-AATCTAGA-TGACC

Obr. 1.1: Zarovnanie dvoch DNA sekvencii
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1.1 Problém globalneho a lokalneho zarovna-
nia

Hladanie najlepsieho zarovnania dvoch celych sekvencii sa nazyva problém
globdlneho zarovnania. Niekedy potrebujeme néjst najlepsie zarovnanie pod-
retazcov dvoch sekvencii. Tento problém sa vol4 problém lokélneho zarovna-
nia. Potreba riegitf tento problém nastéva napriklad pri rekonstrukcii genému
na zaklade prekryvajucich sa ¢itani zo sekvenovacich zariadeni. V tejto praci
sa budeme prevazne zaoberat mapovanim, t.j. zarovnavanim celej sekvencie
na cast referenéného genému. Vetky tri problémy spolu tizko stivisia a preto

sa na ne daju uplatiiovat podobné principy.

1.1.1 Needleman—Wunsch

Needlemanov a Wunschov algoritmus slizi na hladanie najlepsieho globalneho
zarovnania medzi dvomi sekvenciami. Vyuziva sa v nom princip dynamického
programovania. Na vstupe dostaneme dva retazce A, B nad abecedou {A,
C, T, G} dlhé n, m znakov a vystupom m4 byt zarovnanie celych retazcov
s najlepsim skére. Pre jednoduchost zadefinujeme skére tak, Ze zhoda m4
hodnotu +1 a substiticia, inzercia a delécia maji hodnotu —1. Potrebujeme
dvojrozmerné pole M s rozmermi n + 1, m + 1. Na pozicii [i, j] je skére
najlepsieho zarovnania prefixov A, B s dizkami i a .

V tabulke najprv vyplnime prvy riadok a prvy stlpec. M[0,0] je 0 (je
to zarovnanie dvoch prazdnych retazcov). Pre ostatné policka plati, Ze préve
jedna z ich stiradnic je nula. Ich najlepsie zarovnanie je tolko substitticif (resp.
delécii), aké je hodnota druhej stradnice. Preto M0, 4] a M[i, 0] m& hodnotu
—1.

Teraz ukazeme, ako vypocitat hodnoty M i, j] za predpokladu, Ze pozndme
hodnoty policok s mensimi suradnicami. Najlepsie zarovnanie na prefixoch
dizok 4, j konéf bud dvojicou (Ali], Bj]), (A[i], -) alebo (-, B[j]). Ak by
konéilo dvojicou (Ali], B[j]), tak zvysok zarovnania je zhodny so zarov-

nanfm na prefixoch dizok i-1, j—1. Podla rovnosti A[i] a B[j] je M[i, j] bud
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| _lelTfTjclalclT|Aalc] A

0O |-1]-2|-3|-4|-5]-6]-7]-8[-9]-10
T -1 |-1 -1(-21-3]-4]-5]-6]|-7] -8
T -21-2]0 0O |-1(-2|-3|-4]|-5] -6
Al -3]3|-1]0|0|1|0|-1]-2]-3] -4
Al 4 ]4]-2-1|-1]1 -1 0 (-1 -2
T -5|-5]-3|-1[-2]01]0 01]-1] -2
C|| 6 ]4]-4]-2|0/|-1|-1 0]-1] -2
T -7 1-5|-3]-3|-1]-1]|-2 -1 -1 -2
A|l-8|6|4]4]-2/0|-1]-1[{1,0] 0
G|I|-9|-T{-5]-5|-3/-1|1]0|0]2
A|l-10,-8|6|6|-4/-2]/0]01 1] 3

Tabulka 1.1: Ukdzka algoritmu na kratkych sekvencidch

M]i-1,7-1] + 1 alebo M[i—1, j—1]-1. Ak by koncilo dvojicou (Ali], —), tak
zvysok zarovnania je zhodny so zarovnanim na prefixoch dizok 1—1, 7. Hod-
nota M]i, j] je preto M[i—1, j]-1. Obdobne vieme vypocitat hodnotu M|i, j]
v pripade, ze by zarovnanie konéilo dvojicou (-, B[j]). Vieme, Ze nastane
jedna z tychto moznosti a kedZe ide o najlepsie zarovnanie, tak vyberieme

najlepsiu z nich. Inak povedané — hodnota M|z, j] je maximum z hodnét:
o Mli—1,§]—1
o M[i,j—1]—1
o M[i—1,j—1]+1ak Ali] = B[j] inak M[i — 1,5 —1] — 1

Pole M teraz mozeme celé vyplnif po riadkoch alebo stfpcoch. Hodnota
Mi|n,m] je skére najlepsieho zarovnania sekvencii A a B. Kazdi hodnotu
v poli sme vypocitali v konstantnom case. Preto ¢asova zloZitost algoritmu
je O(nm). Spétnym chodom vieme zrekonstruovat zarovnanie s prislusnym

skére.
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Malou tpravou tohto algoritmu vieme poéitat aj lokdlne zarovnania. Do
pola by sme namiesto zdpornych hodnot ukladali nuly. Najlepsie lokdlne
zarovnanie v takto vytvorenom poli najdeme tak, ze ndjdeme najvacsiu hod-
notu v celej matici. Z tohto policka spétne rekonstrujeme zarovnanie ako v
povodnom algoritme, ale zastavime sa na prvej nule. Tento algoritmus sa vola

Smithov a Watermanov [10].

1.1.2 Heuristiky

DiZky sekvencii si ¢asto prili§ dlhé na to aby sa dal pouzit uvedeny algo-
ritmus. Vyrazné zrychlenie sa d4 dosiahnut pouzitim heuristickych metéd.
Pomocou nich sa daji obmedzit miesta v poli Needlemanovho a Wunschovho
algoritmu.

Zvolime si parameter W a najdeme presné zhody sekvencii s dizkou W.
Hodnotu parametra treba zvolif tak, aby sme nenagli prili§ vela falosnych
dvojic. Tieto dvojice sa nazyvaju jadra zarovnania. Tieto jadra este skiisime
rozsirit, ak sa sekvencie zhoduji aj na susednych bazach.

Dynamickym programovanim potom staci vypiﬁat’ len maticu medzi kon-

cami dvoch blizkych jadier, ktoré lezia priblizne na jednej diagonéle.

1.2 Mapovanie sekvenacnych dat

Sekvenacné data sa ziskavaji procesom sekvenovania roznymi metdédami a
zariadeniami priamo z DNA buniek. Naraz je mozné precitat len pomerne
mali ¢ast genému organizmu. Na ziskanie celého genému je potrebné ho
pokryt &ftaniami niekolko krat, aby bolo mozné néjst prekrytia a tym urcit
ich vzdjomnu polohu. V sti¢asnosti sa uz podarilo preéitat genémy mnohych
organizmov vratane cloveka.

Jednym z pomocnych problémov v bioinformatike je zistit, odkial vramci
vopred ziskaného genému pochadzaju sekvencie ziskané zo sekvenovacieho
zariadenia. Tento problém sa nazyva mapovanie. Pre jedno ¢itanie je jeho

vystupom:
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. ’ . v 7 . A s s ) )
e oriencatcia; precitana sekvencia sa moze v genéme nachadzat bud

priamo, alebo sa v genéme nachadza jej reverzny komplement

e zaciatoénd a koncova pozicia na gendéme a ¢itani (niekedy sa podari

zarovnat len cast citania)
. - v . ./ ~ ? z
e zarovnanie Casti ¢ftania na zodpovedajiicu ¢ast genému

A~ Y . 7~ . . ~ . ’ ) . z
Moze sa stat, ze sa niektoré ¢itania alebo ich ¢asti podari zarovnat na viaceré

miesta na gendéme.

1.3 Zarovnavanie PacBio sekvencii

V sucasnosti moderné sekvenovacie zariadenie od vyrobcu Pacific Biosciences
[6] produkuje sekvencie dlhé rdadovo 10 tisic béz. Nevyhodou je pomerne
vysoky podiel chyb — priblize 14%. To znemoznuje pouzitie Standardnych
mapovacich nastrojov.

V tejto kapitole popiseme heuristické metody nastrojov urcenych prave

na zarovnavanie sekvenovacich dat s vysokym poctom chyb.

1.3.1 BLASR

Néstroj BLASR (Basic Local Alignment with Successive Refinement) slizi
na mapovanie sekvencie na referenény geném. Mapovanie v nastroji BLASR
prebieha v troch fazach. V prvej sa ndjdu dvojice presnych zhod minimélne;j
pozadovanej dfiky. Tieto takzvané jadra zarovnania si na zaklade vzajomnej
vzdialenosti roztridené do skupin a ohodnotené. Pre skupiny s dostatocnym
skore je riedkym dynamickym programovanim vypocitané priblizné zarovna-
nie prechadzajice cez jadra v danej skupine. Ak aj toto priblizné zarovnanie
spiﬁa podmienky, je cely tsek zarovnany este raz, tentokrat uz presnym dy-

namickym programovanim.
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1.3.2 DALIGN

Néstroj DALIGN [2] hlad4 lokdlne zarovnania medzi dvomi mnozinami sek-
vencii. VyuZiva heuristiky na hladanie jadier zarovnania a tiez na ndjdenie

celého lokalneho zarovnania z jadra.

Rapid Seed Detection Mame dve sekvencie A, B dizok N. Z nich vy-
tvorime dva zoznamy suvislych k-tic spolu s ich poziciou v ramci sekvencie.
Tieto zoznamy lexikograficky usporiadame. Z usporiadanych zoznamov vieme
postupnym prechiddzanim oboch zoznamov naraz vytvorit zoznam jadier za-
rovnani. Vytvdranie zoznamov k-tic m4 linedrnu ¢asovii zloZitost od N. Ich
nasledné usporiadanie je v O(NlogN). Hladanie jadier ¢asovo zavisi od ich

poctu.

Rapid Local Alignment Discovery Po néjden{ jadier ich chceme rozsirit
jeme pojem edita¢ny graf. Pre dve sekvencie A, B dizok M , N je to graf s

vrcholmi (7, 7) z mnoziny [0, M| x [0, N]|. Graf ma nasledovné hrany:
o (i—1,j) — (i, j) pre i > 0 s dizkou 1 (delécia)
e (i, j—1) — (i, j) pre j > 0 s dizkou 1 (inzercia)

e (i—1,j—1) — (i, j) pre i,j > 0 s dizkou 0 ak A[i] = B[j], inak 1
(zhoda/substiticia)

Na obrazku 1.2 je znazorneny editacny graf pre sekvencie ACGGT a
AGCGT. Cierne cesty maji dizku 1 a zelené 0. D4 sa nahliadnut , Z& cesta v
grafe jednosnacne definuje jedno zarovnanie a pre kazdé zarovnanie na sek-
vencidach A, B existuje cesta v ich editacnom grafe. Zarovnavaci algoritmus
na tomto grafe postupne hlada mnoziny najd alej siahajicich bodov postupne
pre vzdialenosti 1, 2, ... zacinajic v danom jadre zarovnania. So stipajicou

vzdialenostou pocet tychto bodov linedrne narastd. Niektory z nich patri
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A G C G T

Obr. 1.2: Editacny graf

zarovnaniu ku ktorému vypocet dospeje, ale pre vaésinu vieme s velkou pra-
vepodobnostou povedat, Ze do zarovnania nepatria. V ¢lanku st uvedené
dve stratégie orezdvania najd’alej siahajiicich bodov, ktoré si vo vyslednom
zarovnani s extrémne nizkou pravdepodobnostou.

Prvé sa opiera of fakt, Ze zarovnanie by malo matf na kaZdom tseku
urcenej dfiky aspon nejaku rozumnu koreldciu. Pre kazdy najd’alej siahajuici
bod si preto postupne dopocitavame pocet zhod za poslednych C' hran na
ceste z jadra do daného bodu. To sa d4 efektivne implementovat tak, Ze si v
bitovom vektore ukladdme, ktoré z poslednych C' hran cesty boli zhodou (1)
a ktoré substiticiu/deléciou/inzerciou (0). Pocet zhod potom prepocitame
na zaklade poslednej hrany na ceste a hodnoty vo vektore na pozicii C. Po
kazdom kroku sa bitovy vektor posunie, na zaciatok sa prida nova hodnota
a oreze, aby mal pozadovanu dizku C.

Druh4 stratégia je uchovavat len tie body, ktoré st v rozsahu L anti-

diagonal od maximalnej dosiahnutej antidiagonaly. Body blizko optimalneho
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zarovnania mali na ceste od jadra viac zhod a preto lezia na vyrazne vzdia-
lenejsich antidiagonalach ako body mimo od optiméalneho zarovnania. Tento
fakt sposobuje, Ze jedna vina najdalej siahajticich bodov m4 tvar hrotu sipu.

Algoritmus skonc¢i, ak dojde na okraj editacného grafu alebo ak uz ziaden
najd alej siahajici bod nespiﬁa podmienku lokélnej kvality zarovnania. Oreza-
vacie stratégie robia tento algoritmus heuristickym a len neformalne uve-
dieme, Ze m4 linedrnu casovii zlozitost zavisli od deky vysledného zarovna-

nia.



Kapitola 2
Implementacia

N4s ciel je implementovat ndstroj na mapovanie PacBio ¢ftani na referenény
gen6ém. Implementujeme ho v jazyku C++. Problém mapovania rozdelime
na hladanie jadier zarovnani a ich nésledné rozsirenie do zarovnani. V tejto
kapitoje popiSeme ako sme postupovali a ktoré zlepSenia pomohli usetrit cas

alebo zvysit efektivitu.

2.1 Hladanie jadier zarovnania

Za predpokladu, Ze sa dané &ftanie nachddza v genéme s pravdepodobnostou
chyby p, je zvoleny tsek dfiky L na citani zhodny s jeho prislichajicim
tisekom na genéme s pravdepodobnostou (1 — p)~. Uvazujme chybu 20% a
dizku jadier 20. Pravdepodobnost, Ze sa zvoleny tsek zhoduje s jeho obra-
zom, je v tomto pripade priblizne 1,15%. Strednd hodnota poc¢tu zhod na
a Citani dfiky 10000 je preto priblizne 115. Tieto tiseky sa mozu prekryvat
a vytvéarat tak dlhsie jadrd zarovnania. Uvahy spomenuté v tomto odstavci
samozrejme platia len za predpokladu, Ze rozdiely medzi genémom a ¢itanim
st rozmiestnené nahodne, ale to by pri ¢itaniach ziskanych pomocou sekve-

novacieho zariadenia PacBio RS 2 podla jeho vyrobcu platit.

10



KAPITOLA 2. IMPLEMENTACIA 11

2.1.1 Jadra pevnej diZky

Existuje viacero sposobov ako hladat jadréd zvolenej dfiky. Standarne sa to
riesi vytvorenim indexu z genému, vd aka ktorému vieme rychlo zistit, kde sa
v flom nachédza nejakd postupnost baz. V nasej implementacii sme pouzili
hesovaciu tabulku, do ktorej ukladdme vsetky sivislé L-prvkové podmnoZiny
bdz genému spolu z ich poziciou. V heSovacej tabulke je preto pre vsetky
L-prvkové postupnosti baz nahddzajice sa v gendéme zoznam ich pozicii v
genéme a orientécia (¢i sa na genéme nachddzaji priamo alebo ich reverzny
komplement).

DNA sekvencie tvoria 4 druhy bdz. Jednu bézu vieme preto vyjadrif
dvoma bitmi. Jadra diZky najviac 32 bitov sa dajui zapisat v tvare jedného
64-bitového celého cisla. Vyhodou tohto zapisu je jeho rychle heSovanie a
tiez generovanie. Predpokladajme, Ze mame sekvenciu ulozeni v poli ¢isel
0,1,2,3 a chceme iterovat cez vsetky tseky zvolenej dIZky L vyjadrené ako
64-bitové cislo. Prepocet hodnoty pre tisek zacinajici na pozicii 2 na hodnotu
pre usek zacinajuci na pozicii ¢ + 1 vyzaduje len tri elementérne aritmetické
operacie. Najprv sa bitovo posunieme hodnotu o 2 bity dolava, pripo¢itame
hodnotu bazy na pozicii ¢+ + L a na vysledok este pouzijeme bitovi masku
22 _ 1. Nasledujtci kdd je ukdzkou ako v nasej implementécii iterujeme cez

vSetky useky sekvencie a ich reverzné komplementy.

long long seed = 0;
long long reversedSeed = 0;
long long mask = ((long long)l << (2 % L)) — 1;
for (int i = 0; i < dataLength) {
seed = ((seed << 2) + data[i]) & mask;
reversedSeed = ((reversedSeed << 2) + 3
— data[dataLength — i — 1]) & mask;
if (i>=L—-1) {
// wvkladanie do hesovacej tabulky

// pripadne ine spracovanie



KAPITOLA 2. IMPLEMENTACIA 12

S vytvorenym indexom vieme tymto istym sposobom prejst vietky tseky

v citani a zistit, kde a s akou orientéciu sa nachddzaji na genéme.

Spajanie jadier Zhodné tseky su casto dlhsie ako nami zvoleny parame-
ter L. DIhé useky sa prejavia tak, ze niektoré skupiny jadier na seba bezpro-
stredne nadvizuji. Na odlahéenie dalSieho spracovania je vhodné tieto jadra
spajat, pricom si pamiitat ich dizku. Ulohou je vyrobit zo zoznamu Struktir
[pozicia na genéme, pozicia na ¢itani] zredukovany zoznam Struktur [pozicia
na genome, pozicia na c¢itani, dfika]. Aby nadvézujice jadra v povodnom
zozname boli bezprostredne za sebou, je potrebné ich usporiadat primarne

podla ¢fsla diagonaly a sekunddrne podla pozicie na genéme.

2.1.2 Jadra s inzerciou

Parameter L vyrazne ovplyvinuje pocet najdenych jadier. Ak je zvoleny prilis
maly, najde sa prili§ vela falosnych jadier. UvaZujme geném s nahodnou
distribiciou baz diiky N. Strednéd hodnota ndhodnych vyskytov zvolenej
sekvencie dizky L je (N — L).47E. Pri prili§ velkej hodnote L sa stéva, 7e
sa nengjde ani jedno jadro zarovnania. Kedze ¢itania maju rozne dfiky, nie
je mozné tento parameter zvolit tak, aby sme pri kratkych ¢itaniach vidy
nasli aspon niekolko skutoénych jadier a pri dlhych nedoplécali na prilis velké
mnozstvo falosnych readov.

V situdcii, Ze nendjdeme ani jedno jadro, sa vSak d4 pouzit trik, ktory
s pouzitim toho istého indexu m4 velkud Sanci ndjst iné jadrd. VyuZzijeme
vlastnost PacBio ¢itani, Ze chyby &ftania si prevazne inzercie. Namiesto
vyhladdvania sivislich tsekov &ftania dizky L, vyhladédvame dva sivislé
useky z citania polovicnej dfiky, ktoré v ¢itani oddeluje prave jeden znak.
Vynechany znak reprezentuje prave jednu inzerciu. Uvedieme priklad pre

parameter L = 10. Takto vyzeraju jadrd zarovnania pre dany usek ¢itania:

.. .ACGATGCATAGGCAAT. ..
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ACGAT-CATAG
CGATG-ATAGG
GATGC-TAGGC
ATGCA-AGGCA
TGCAT-GGCAA
GCATA-GCAAT

Takto vyzera zarovnanie jedného z nich na geném:

.. .ACGATGCATAGGCAAT. ..
ATGCA-AGGCA
.. .GGATGCA-AGGCACT. ..

Vytvdranie 64-bitovej reprezentdcie tychto jadier sa d4 tiez realizovat len

pomocou aritmetickych operacii.

for (int i = 0, i < read.length() — (length / 2) — 1) {
// prva polovica
firstHalf = ((firstHalf << 2) + data[i]) & mask;
// druha polovica
secondHalf = ((secondHalf << 2)
+ data[i + (length / 2) + 1]) & mask;

if (i >= length / 2) {
// spojenie do jedneho jadra s inzerciou
seed = secondHalf + (firstHalf << length);
auto positions = kMerMap. find (seed );
if (positions != kMerMap.end()) {
// wvyhladavanie v hesovacej tabulke

Uspeénost’ tejto metddy sme overili na simulovanych ¢itaniach dfiky 1000

baz na gendme dfzky 4,6 miliéna baz. Na vyvtorenie simulovanych ¢itani
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sme pouzili ndstroj pbsim [9] a parameter L = 20. Aspon jedno sivislé
jadro sa podarilo ndjst v 95,83% ¢itani. Aspon jedno jadro s inzerciou sa
podarilo ndjst v 90,1% ¢itani. Na éitaniach, na ktorych sa nepodarilo néjst
ziadne sivislé jadra, sa podarilo ndjst jadra s inzerciou v 84,91% pripadoch.

Pouzitim oboch metéd sme dosiahli dspesnost hladania jadier 99,37%.

2.1.3 Iné moznosti

Hesovacia tabulka nie je jedind moznost ako vyhladdvat zarovnania. V tejto
casti strucne popiSeme, ako sa daji hladat pomocou sufixového pola [7] a
tiez datovi Struktiru, ktord by v nasom pristupe mohla nahradit heSovaciu
tabulku.

Sufixové pole

Sufixové pole je datova struktira pouZitelna na vyhladdvanie vietkych vysky-
tov daného podretfazca v refazci.

Mdme retazec S = S[0]S[1]S[2]...S[n — 1]. Oznac¢me F[i] pre
i €{0,...,n — 1} sufixy refazca S zacinajice znakom S[i]. Sufixové pole
A je pole celych ¢isel, ktoré na pozicii j obsahuje i také, ze existuje j su-
fixov refazca lexikografixky mensich ako F[i]. Bindrnym vyhladdvanim sa
daju ziskat pozicie vietkych vyskitov hladaného podrefazca dIZky m v Case
O(mlgn), aviak vyuzitim pokroéilych technik [4] sa d4 dosiahnut ¢asovd
zlozitost O(m).

Ako priklad uvedieme sufixové pole na refazci mississipi. V tabulkdch
2.1 st uvedené vsetky jeho sufixy usporiadané podla zaciatocnej pozicie a
lexikograficky. Tabulka 2.2 zobrazujica vysledné sufixové pole obsahuje po-

stupne zaciatocné pozicie lexikograficky usporiadanych sufixov.

Hesovacia tabulka s minimalizatorom

Datovi struktiru [11] budeme pouzivat na vyhladdvanie jadier zarovna-

nia pevnej diZky L. Zadefinujme minimalizator ako lexikograficky najmensi
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Sufix i Sufix i
mississippi 0 11
ississippi 1 i 10
ssissippi 2 ippi 7
sissippi 3 issippi 4
issippi 4 ississippi 1
ssippi ) mississippi 0
sippl 6 pi 9
ippi 7 ppi 8
ppi 8 sippi 6
pi 9 sissippi 3
i 10 ssippi 5)
11 ssissippi 2
(a) (b)

Tabulka 2.1: Zoznam sufixov zoradeny podla zaciatocnej pozicie (a) a lexi-
kograficky (b)

] 0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

AfjJ 11 10 7 4 1 0 9 8 6 3 5 2

Tabulka 2.2: Sufixové pole na retazci mississipi
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stvisly podretazec pevnej diZky M 7z daného refazca. Index tejto datovej
struktiry pozostdva z dvoch tabuliek. V hlavnej tabulke st ulozené vsetky
podrefazce genému dizky L spolu s ich poziciami. T1to tabulku usporiadame
priméarne podla minimalizatorov a sekunddrne podla celych podretazcov. V
pomocnej tabulke je pre kazdy minimalizdtor uloZend pozicia v hlavnej ta-
bulke, od ktorej vietky podretazce obsahuju lexikograficky viécsi alebo rovny
minimalizator. Takto vytvorend pomocné tabulka ndm umozni v konstantnom
case najst td cast hlavnej tabulky, v ktorej sa nachddzaji podrefazce s
hladadym minimalizdtorom.

Vyhladdvanie v tejto struktire urychluje fakt, Ze dva po sebe vyhladdvané
refazce sa skoro celé prekryvaju, lebo postupne prechddzame celé ¢itanie.
Takto sa prekryvajice refazce maji vacSinou zhodny minimalizétor. Pro-
ces vyhladdvania preto za¢ina bindrnym vyhladdvanim podrefazca na tom
istom tseku hlavnej tabulky, na ktorom sme hladali predchidzajici pod-
retazec. Ak sa ho nepodarilo najst, vypocitame novy minimalizator. Ak
sa nezmenil, vieme, Ze podretazec sa v genéme nenachddza. Ak sa zmenil,
bindrne vyhladdvame podrefazec na tseku prislichajicemu novému mini-
malizdtoru. Viacnasobné bindrne vyhladdvanie na jednom useku pamiite je

velmi vyhodné vzhladom na cache.

2.2 Vytvaranie zarovnani

Vytvéaranie zarovnani medzi jadrami pomocou dynamického programovania
je prilis pomaly proces. V nasom nastroji sme preto zvolili pristup pouzity
v nastroji DALIGN popisany v predchadzajicej kapitole. Implementaciu
samotného vytvéarania lokdlneho zarovnania v jazyku C je dostupna pro-
strednictvom sluzby GitHub. Aby sme ju mohli pohodlne pouzivat v nasom
nastroji pisanom v jazyku C++-, sme pre nu vytvorili vlastné objektovo orien-
tované rozhranie. Vstupom pre zarovnavac su dve sekvencie a suradnice, cez
ktoré ma zarovnanie prechadzat. Na vystupe dostaneme najlepsie zarovnanie

v oboch smeroch, ktoré konéi bud tym, Ze zarovnavac dosiel na koniec nie-
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[

1 e -
Hladany retazec — | [

Pomocna tabulka

Hlavna tabulka

Obr. 2.1: Vizualizicia vyhladdvania pomocou minimalizatora

ktorej zo sekvencii, alebo tym, ze lokdlne uz nespfﬁa poziadavky na kvalitu.

Pomocou popisaného zarovnivaca skisame vytvarat zarovnania z kazdé-
ho ndjdeného jadra zarovnania. Pre falogné jadrd vypocet skonéi velmi rychlo,
lebo okrem néjdenej presnej zhody sa v okoli nachddzaji akoby nahodné
déta. Na miestach, kde sa d4 zarovnat celé &ftanie, alebo nejakd jeho vyznam-
nd cast, je jadier viacero. Aby sme nestracali ¢as viacndsobnym vytvaranim
toho istého kusu zarovnania, je treba pamétat si, ktoré miesta na editaénom
grafe uz su pokryté v nejakom zarovnani. Na vyrieSenie tejto ulohy sa tiez
d4 pouzit hesovacia tabulka. Pre kazdé zarovnanie ziskame pomocou nasho
rozhrania zoznam suradnic na genéme a ¢itani, cez ktoré zarovnanie preslo.
Pridévat do tabulky kazdy bod by bolo zbytoéne éasovo ndrocéné. Preto pred
ich pridanim do hesovacej tabulky celo¢iselne vydelime stiradnice zvolenou
konstantou a samotné pridavanie vykoname, len ak sa novy pridavany bod
nerovna tomu predchadzajicemu. Sturadnice si 32-bitové c¢isla a tie vieme
ulozit do jedného 64-bitového, ¢o urychli proces heSovania. S takto vytvo-

renou $truktirou uz vieme pre kazdé jadro povedat, ¢i sa uZ nachddza v
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Obr. 2.2: Vizualizacia jadier a zarovnani na editacnom grafe

nejakom vypocéitanom zarovnani, alebo je potrebné ho vypocitat.

Obréazok 2.2 znézornuje rozlozenie jadier zarovnani a z nich vytvorené
lokélne zarovnania v editacnom grafe. Zvisla os je pozicia na ¢itani a vodo-
rovna je pozicia na genéme. Jadra su reprezentované ¢iernymi bodmi a za-
rovnania su Cervené ciary. Geném je mnohonasobne dlhsi ako ¢itanie, preto

nie je zachovany pomer stran a zarovnania su v obrazku skoro kolmé.

2.2.1 Spajanie zarovnavani

Redlne ddta maji v roznych miestach roznu chybovost. Useky s vysSou chy-
bovostou niekedy nespfﬁajﬁ podmienku pre lokélnu kvalitu zarovnania. Preto
sa stava, ze ¢itanie sa nepodarf zarovnat celé, ale len po ¢astiach. Tieto ¢asti
na seba zjavne nadvizuji a preto je potrebné ich spojit do jednej. Na tento
pripad pouzivame osobitnu instanciu zarovnavaca s vyssou tolerancoiu chyb.

Aby sme nestracali ¢as kratkymi zarovnaniami, ktoré vzniknu okolo kazdé-
ho jadra, zadefinovali sme podmienku, ktoré zarovnania st vyznamné. Ked'ze
ziskant mnozinu vyznamnych zarovnani budeme potrebovat sekvencéne pre-
chadzat, vkladat do nej prvky a mazat z nej existujtce prvky, je vhodné ju
uloZit do spajaného zoznamu. Spajanie zarovnavani prebieha tak, Ze pre kazdé
zarovnanie A skisime najst iné zarovnanie B, ktoré nai nadvizuje v klad-
nom smere. Podmienka nadviznosti testuje, ¢i zarovnania lezia na blizkych

diagonalach a ¢i zaciatky a konce maji spravnu vzajomnu poziciu v zmysle
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antidiagonal. Ak najdeme zarovnanie B, A nahradime novym zarovnanim
vytvorenym zarovhavacom s vysSou toleranciou chyb. Nové zarovnanie ma
sancu prejst aj mierne horsf tisek, a tym spojit zarovnania A a B do jedného.
Nésledne je potrebné znovu prejst zoznam zarovnani a vymazat tie, ktoré
rozsirené A pokrylo.

Zjednodusena implementacia je uvedenda v nasledujicom bloku kédu:

for (auto it = allList.begin();
it != alList.end(); ++it) {
bool doRealign = false;

// hladanie napojitelneho zarovnania
for (auto it2 = alList.begin();
it2 != allList.end(); ++it2) {
if (it = it2) continue;
if (AreConnectable(xit, *it2)) {
doRealign = true;
numConnectableBefore++;
break;

}

// ak sa naslo, pouzijeme zarovnavac
// s wvyssou toleranciou
if (doRealign) {
Alignment newAlignment ;
dwHighTolerance.ComputeAlignment (genome , r
ead, it—>GetStartPos (), newAlignment );
newAlignment . ComputeTrace () ;

xit = newAlignment ;

// mazanie prekrytych zarovnani
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list <Alignment >::iterator erasable;
for (auto it2 = alList.begin();

it2 != alList.end(); ) {
erasable = it24+;
if (it = erasable) continue;

if (IsCoveredBy (xerasable, xit)) {

alList .erase(erasable);

Obr. 2.3: Nadvézujuce zarovnania  Obr. 2.4: Vysledok po zarovnani s

vyssou toleranciou chyb

Obréazky 2.3 a 2.4 su vykreslené pomocou nastroja na export zarovnani,
ktory je stcastou nasej implementécie. Ciara jednej farby reprezentuje jedno
zarovnanie v editacnom grafe. Zvysla os reprezentuje poziciu na ¢itani, vodo-
rovna poziciu na genéme. Na obrazku 2.3 su zobrazené dve zarovnania, ktoré
nas algoritmus oznacil za nadvézujice. Spojnica medzi koncom ¢erveného
a zaciatkom modrého zarovnania ma vacsi sklon ako samotné zarovnania.
To je sposobené vyssim poctom chyb (prevazne inzercii) na danom useku.

Pouzitim zarovnavaca s vyssou toleranciou chyb sa v tomto pripade podarilo
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zarovnat oba tseky spolu. Vysledné zarovnanie zobrazené na obrazku 2.4

takmer presne pokryva obe zarovnania.



Kapitola 3
Experimenty

V tejto kapilote porovname nas nastroj na mapovanie s oficialnym nastrojom
na mapovanie PacBio &ftani — BLASR. Budeme sledovat ¢as spracovavania a
efektivitu tychto nastrojov na genome baktérie Escherichia Coli K12 MG1665
[5] a mnozine ¢itan{ dizky aspon 1000 béz ziskanych pomocou sekvenovacieho
zariadenia PacBio RS II. Tie isté parametre porovname aj na simulovanych
¢itaniach vytvorenych pomocou nastroja pbsim. Okrem testovania findlnej

verzie tiez overime vplyv vylepseni uvedenych v predchadzajicej kapitole.

3.1 Porovnanie na PacBio ¢éitaniach

V tejto casti porovndme ¢as behu a tspesnost hladania zarovnani nasho
nastroja s nastrojom BLASR na redlnych datach. Rozdiely medzi genémom
a ¢itaniami st tu sposobené nie len chybovostou vyplyvajicou z metédy
¢itania, ale aj skutoénymi rozdielmi medzi referenénym genémom a genémom
organizmu, z ktorého boli ¢itania ziskané. V tabulke 3.1 st uvedené zdkladné
informacie o mapovanych citaniach.

Uspeénost’ zarovnavania porovnavame na zaklade najdlhsieho zarovnania
pre dané citanie. Ak je rozdiel dizok najdlhsich zarovnani mensi ako 200,
povazujeme nastroje rovnako uspesné na danom citani. Tento rozptyl sme

pouzili preto, lebo nastroje sa spravaji rozne na koncoch zarovnania a preto

22
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Pocet 29291
Maximalna dizka 14494
Minimélna dizka 1000
Medidn dlzky 2606

Tabulka 3.1: Zakladné informécie o zarovndvanych PacBio ¢itaniach

BLASR Na&s algoritmus

Cas [s] 606,39 80,61
Rovnak4 tispesnost 20825
Vyssia uspesnost 5786 1279

Tabulka 3.2: Porovnanie tispesnosti zarovndvania na pbsim ¢itaniach

by dochédzalo by k k systematickému zvyhodnovaniu jedného z nich aj v
skoro totoznych zarovnaniach. Vysledky porovndvania si uvedené v tabulke
3.2. Riadok Vyssia tispesnost uddva pocet zarovnani, na ktorych bol uvedeny
nastroj uspesnejsi ako ten druhy. N&§ zarovnavaci nastroj je niekolko krat
rychlejsi ako BLASR, avsak BLASR na 19,75% c¢itani nasiel dlhsie zarovna-
nia. N4 néstroj si pocinal lepsie len na 4.37% ¢itani. To, ze bol BLASR na
niektorych ¢itaniach tspesnejsi, moze byt sposobené aj tym, Ze nas ndstroj
nejaké zarovnanie prehlésil za dve, pretoZe tisek medzi nimi mal velmi mald

koreldciu. V takejto situdcii treba zvézit, ktory vysledok je ”spravnejsi”.

3.2 Porovnanie na simulovanych ¢itaniach

V tejto ¢asti porovndme ¢as behu a tspesnost hladania zarovnani dvoch
nastrojov na c¢itaniach vytvorenych pomocou nastroja pbsim. Tieto ¢itania
maju s referenénym genémom vyssiu korelaciu, lebo boli simulovane ¢itané z
toho istého referencéného gendému. V tabulke 3.3 st uvedené zakladné vlast-

nosti simulovanych ¢itani.
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Pocet 28578
Maximélna dizka 24678
Minimélna dizka 1000
Medidn dlzky 2605

Tabulka 3.3: Zakladné informécie o zarovndvanych PacBio ¢itaniach

BLASR Na&s algoritmus

Cas [s] 660,58 67,87
Rovnak4 tispesnost 28185
Vyssia uspesnost 4 367

Tabulka 3.4: Porovnanie tispesnosti zarovndvania na pbsim ¢itaniach

Néstroje najprv porovname rovnakym sposobom ako na skutoé¢nych da-
tach. Vysledky st uvedené v tabulke 3.4. Cas behu nésho néstroja je stale
niekolko ndsobne kratsi, ale na tychto ¢itaniach je nasa tspesnost podobn4
a mozno aj lepsia ako v pripade BLASRu.

Néstroj pbsim okrem c¢itani generuje aj ich pozicie na gendéme, takze
uspesnost mozeme porovnat aj presnejsie ako len na zdklade najdlhsicho
zarovnania. Preto sme vytvorili jednoduchy program, ktory najprv zisti, kde
sa Citania maji namapovat a nésledne pre kazdé ¢itanie urci, ako najviac tito
spravnu poziciu niektoré zarovnanie pokryva. V tabulke 3.5 sti uvedené pocty
¢itani, ktoré boli zarovnané na spravny usek na genéme aspon na uvedeny
pocet percent.

So znizujiicou sa podmienkou na pokrytie sa tispesnost ndsho algoritmu
nemeni takmer vobec. Je to sposobené tym, ze rozsirovanie zarovnani algo-
ritmom G. Mayersa je na tychto simulovanych ¢itaniach velmi tspesné. Ak
sa podari najst aspon jedno spravne jadro zarovnania, je skoro isté, Ze sa

podari namapovat celé ¢itanie.
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Pokryva aspon [%] BLASR NA4s algoritmus

100 3035 28561
95 27035 28561
90 28174 28561
80 28536 28563
70 28560 28563
50 28569 28564
30 28569 28564
10 28570 28564

Tabulka 3.5: Porovnanie tispesnosti zarovnavania na pbsim ¢éftaniach podla

referencie

3.3 fJ‘seky s nizkou korelaciou

V tejto casti sa zameriame na useky s nizSou korelaciou medzi referenénym
genomom a PacBio ¢itaniami. Ak si naozaj sposobené rozdielom medzi re-
ferencnym gendémom a genémom organizmu, z ktorého boli ziskané ¢itania,
mali by sa prejavit nich vSetkych zarovnaniach, ktoré cez ne prechddzaji. Na
overenie tejto hypotézy sme si nechali vykreslit mnoziny dvojic nadvézujtcich
zarovnani, ktoré si rozdelené na prekryvajicich sa tisekoch a obsahuju aspon

N prvkov. Jeden z nich je na obrazku 3.1.

3.4 Zhrnutie

NA&s nastroj je, ako sme ocakavali, rychlejsi v porovnani s BLASRom. Jeho
nevyhodou je vsak rozdelovanie zarovnani, ktoré obsahuji usek s horgou ko-
relaciou. Tento problém ¢iastocne vyriesilo implementovanie spdjania zarov-
nani. Este lepsie vysledky by sa mozno dali dosiahnut zdsahmi do samotného

zarovnavacieho algoritmu, ale to uz v tejto praci nepokryjeme.
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1000

Obr. 3.1: Usek s nizkou koreldciou
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Z.aver

Podarilo sa ndm naprogramovat ndstroj na mapovanie ¢itani sekvenova-
cieho zariadenia Pacific Biosciences RS II. Je vyrazne rychlejsi ako oficidlny
ndstroj BLASR, avSak na redlnych ddtach nedosahuje rovnaku tspesnost
zarovnavania celych ¢itani. Je dostupny cez sluzbu GitHub na adrese:

https://github.com/marcelschichman/bakalarka.
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