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Abstrakt

Tato prace se zabyva vytvorenim nastroje pro automatické hodnoceni zarovnavacich
néastroju pro data, kterd jsou vystupem sekvenacnich systému nové generace (NGS). V
prvni ¢asti jsou shrnuty zakladni teoretické poznatky o ziskavani téchto dat. Déle jsou
shrnuty nékteré nastroje a jejich vlastnosti a aktualni situace poznani v tomto sméru.
V dalsi ¢asti jsou definovany hodnotici metriky, poté nasleduje sada experimentii spolu
s vyslednym zhodnocenim konkrétnich nastroji. Cilem této prace je vytvorit nastroj,
ktery automaticky podrobuje zarovnavaci software zkouskam za tcelem zhodnoceni

jejich vykonu, prednosti a nedostatkii.

Klicova slova

NGS, DNA data, zarovnani NGS dat, automatické hodnoceni, editacni vzdalenost,

NGS zarovnavaci nastroje



Abstract

This work deals with the creation of a tool for automatic evaluation of alignment
tools for data generated by next-generation sequencing (NGS) systems. The first part
provides a summary of the basic theoretical knowledge about obtaining such data. It
further summarizes some tools and their characteristics, as well as the current state
of knowledge in this field. The next part defines evaluation metrics, followed by a
series of experiments and the resulting assessment of specific tools. The outcome of this
work is a tool that automatically subjects alignment software to tests to evaluate their

performance, strengths, and weaknesses.
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NGS, DNA data, NGS data alignment, automatic evaluation, editing distance, NGS
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1 Uvod

DNA data v soucasné dobé hraji velkou roli v siroké skale biomedicinskych oborti.
Diky vyzkumu zaloZzenému na analyze DNA dat jsme schopni identifikovat dilezité bi-
omarkery hrajici roli ve vybéru vhodného darce pro transplantaci, a zvysit tak pravdeé-
podobnost jeji tspésnosti a také snizit riziko néslednych komplikaci. Od odbéru vzorku
po vysledek analyzy vede dlouha rada neprimo navazujicich procest od pripravy vzorku
pres proces sekvenace a pripravy dat az po identifikace genovych variant a analyzy vy-
sledk.

Tato prace se zabyva oblasti nasledujici po sekvenaci, tedy pripravou dat k dalsi
analyze a procesum, tj. problémem sestaveni vysledné sekvence z velkého mnozstvi dat,
kterd jsou vystupem sekvenac¢niho ptistroje vyuzivajicitho ¢asto pouzivanou technologii
next generation sequencing. Pro tyto tucely byla vyvinuta celd fada komercénich i volné
dostupnych softwarovych nastroju. Kazdy z téchto nastroji ma jinou charakteristiku, aft
uz se jednd o princip samotné funkce nebo o ucel jeho pouziti. Tato prace byla napsana
za ucelem porovnani téchto softwarovych nastroji, popisu vyhod, tuskali a vhodnosti
jejich pouziti v konkrétnich oblastech vyzkumu predevsim lidské DNA.

Za timto ucelem byly definovany metriky, vybrany specifické softwarové néstroje,
definovana vstupni data a byly provedeny experimenty, na jejichz zédkladé byly néastroje
ohodnoceny s dlirazem na jejich presnost, hardwarovou narocnost a ¢asovou narocnost
pomoci automatického hodnoticiho programu.

Ziskané vysledky mohou byt dale vyuzity pro rozhodovani ve véci vybéru softwaru
ke konkrétnimu vyzkumnému tcelu nebo jako zaklad pro vétsi a rozsahlejsi projekty

tykajici se této problematiky.
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2 Metody ziskavani DNA dat

2.1 Co jsou DNA data

DNA daty se rozumi sekvence za sebou jdoucich pismen oznacujici nukleotidové
baze, ze kterych je slozena molekula DNA. Molekula DNA se skldda ze 4 bazi. Jsou to
adenin, cytosin, thymin a guanin (A,C,T,G). Tyto molekuly DNA se nachazeji vzdy v
bunééném jadre, kde jsou soucasti vétsich shluki - chromosomi. Kazdy chromosom je
tvoren jednou molekulou DNA a komplexem bilkovin - histonu, které jsou navazané na

DNA, aby umoznily svinuti DNA do kompaktnéjsi struktury.|1]

XN/ . Usek
K = dvousroubovice
DNA

Koralkova forma

chromatinu
10 nm

30 nm 30 nm viakno

Rozvinuty dsek
300 nm  chromosomu

Kondenzovany
700nm  asek
chromosomu

UpIny mitoticky
1400 nm chromosom

Obrazek 1: Struktura chromosomu (pfevzato [1])

Vlastni molekula DNA je stoc¢ena do tzv. dvousroubovice. Ve dvousroubovici jsou
tedy vzdy obsazeny 2 navzajem antiparalelni fetézce bazi. Baze jsou navzajem spojeny

tak, ze respektuji tzv. komplementaritu bazi, coz znamena, ze adenin se bude v DNA
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parovat pouze s thyminem, guanin pouze s cytosinem a naopak. Diky tomuto pravidlu
nam tedy k reprodukci celé dvousroubovice staci znat jen jeji jednu polovinu.

Vlastni sekvence DNA tvoii tzv. geneticky kéd. Geneticky kéd je univerzalni pro
vétsinu zivych organismi. Geneticky kdéd je tripletovy. Triplet neboli kodon je tvo-
ren sekvenci 3 za sebou jdoucich béazi. Specidlni kodony jsou inicia¢ni kodon (vétsinou
AUG), podle kterého pozndme zacatek genové sekvence, a stop kodon (terminacni ko-
don, UAG, UGA, nebo UAA), ktery sekvenci ukoncuje.

DNA data jsou tedy oznaceni, které souhrnné definuje poradi béazi, jez tvori jednot-

livé kodony, a dohromady tak geneticky kéd. [2]

2.2 Pristupy k ziskavani DNA dat 1. generace

V roce 1977 objevil Frederick Sanger metodu sekvenovani, ktera spocivala v opako-
vané syntéze novych retézcii DNA podle stejného vzoru - templatu, pricemz pii konci
syntézy daného tetézce je do néj ndhodné prifazena modifikovana nukleotidova béaze,
baze lze navazat na zbytek Tetézce, ale na né samotné jiz dalsi navazat nejdou, tudiz
jejich navazanim se syntéza zastavuje. Pri Sangerové sekvenovani nese kazda modifi-
kovana baze fluorescenc¢ni barvu, podle které pozname, o kterou bazi se jedna. Timto
nahodnym prerusenim ziskame rizné dlouhé molekuly v fadech desitek, stovek az jed-
noho tisice bazi. Na zakladé velikosti se pak jednotlivé syntetizované retézce radi podle
velikosti. Pri dostatku rtizné dlouhych ndhodné zakoncenych retézct pak lze na zékladé
obarveni precist sekvenci bazi, a ziskat tak DNA data. Vyhodami Sangerovy metody je
pomeérna presnost. Nevyhodou této metody je jeji vysoka nakladnost a nizka rychlost.
Navic pomoci Sangerovy metody lze Cist pouze jeden predem dany tisek DNA, a je tedy

nevhodnd pro ¢teni napt. celého genomu najednou. [3]
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Obréazek 2: Schéma Sangerovy metody (pfevzato, upraveno [4])
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Obréazek 3: Vystup ¢teni - chromatogram (prevzato [5])

2.3 Pristupy k ziskavani DNA dat nové generace
2.3.1 Zakladni principy

Zéasadni rozdil mezi prvni a druhou generaci sekvenovani genomickych dat spociva
predevsim v jejich mnozstvi. Zatimco Sangerovou metodou lze sekvenovat a ziskat data
pouze z malého fragmentu DNA, pomoci metod nové generace lze paralelné sekvenovat
velké mnozstvi ¢asti genomu najednou. Pokud pro srovnani pouzijeme dobu nutnou pro
sekvenovani celého lidského genomu, pak Sangerovou metodou by toto zabralo deseti-
leti, zatimco s pouzitim metod nové generace je to mozné za jediny den.[6] Zékladni
princip spociva ve fragmentaci vstupni DNA na kratké tseky (desitky az stovky bézi)

a jejich amplifikace PCR metodou. Tyto fragmenty jsou poté ¢teny paralelné. Princip
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samotného urcovani bazi je pak velmi podobny tomu, ktery je pouzivan v Sangerove

metodé. [7]

2.3.2 PCR amplifikace

Amplifikace se da volné prelozit jako zesileni, nebo vyznamové presnéji namnozeni
daného vzorku. PCR - polymerazova fetézova reakce - probiha v pristroji jménem ter-
mocykler, coz je zafizeni schopné velmi rychle ménit vnitini teplotu. Jedna se o levnou a
ucinnou metoda amplifikace DNA, nebo RNA. Zakladni princip PCR spoc¢iva v fetézové
reakci. Jedna molekula DNA je okopirovana na dvé nové, ty jsou dale okopirovany, ¢imz
vznikaji 4 nové a takto proces pokracuje dale, dokud nevznikne pozadované mnozstvi
stejnych molekul. PCR se dé4 rozdélit na 3 zdkladni kroky, kterymi jsou denaturace,
nasednuti primert a syntéza DNA. V prvnim kroku je molekula dvousroubovice po-
délné rozdélena na trovni bazovych part na 2 samostatné molekuly za teploty 90-97
stupni Celsia. Ve druhém kroku dojde k prilnuti tzv. primeru (poc¢ateéni prvky urcujici
zacatek replikace), a to za teploty snizené na 50-60 stupnu Celsia. Ve tfetim kroku se
na konec pripojenych primert zacnou za teploty 72 stupnu Celsia pripojovat nové baze
pri respektovani pravidla komplementarity. Tento proces trva 2 az 5 minut. Proces pak

muze byt libovolné opakovan pro dosazeni potfebného mnozstvi kopii.|[8]
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Obréazek 4: Ilustrace PCR metody (pfevzato [9])

2.3.3 Cteni bazi

Samotné ¢teni bazi velmi zavisi na pouzité technologii. V soucasnosti je asi nej-
vice pouzivana technologie vyvinuta spole¢nosti [llumina, ktera dokaze sekvenovat az
900 miliard bazi najednou, a stoji tedy nyni na prvni pficce ve smyslu maximélniho
mozného vykonu. Pti [llumina sekvenovani jsou jednotlivé molekuly DNA nastiithany a
prichyceny na desticku, kde jsou nasledné amplifikovany pro vznik homogennich shluka.
Podobné jako u Sangerovy metody jsou do rostoucich fetézcti pribézné pridavany baze
s fluorescenc¢ni barvou, jejichz napojeni zastavuje syntézu. Tato barva je pak diky am-

plifikaci do shluku ¢tena kamerou. Po precteni barvy dojde k odstranéni barveni i ter-
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minacni baze a reakce takto iterativné pokracuje. Toto ¢teni, které funguje na zaklade
metod automatického rozpoznavani obrazu, probihd najednou pro vSechny molekuly,
které jsou prichyceny na desticce. Kazdy krok, kdy je pouzito obarveni a odbarveni,
je zaznamenavan a diky tomu je pak pocitacové mozné rekonstruovat celou sekvenci.
Metoda spole¢nosti [llumina se vyznacuje velmi vysokou presnosti.[3]

Dalsimi pouzivanymi metodami jsou metody 454 nebo Ion Torrent, které byly prii-
kopnické ve smyslu sekvenovani nové generace. Funguji na obdobném principu jako
novéjsi [lumina s tim rozdilem, ze molekuly jsou amplifikovany na miniaturnich kulic-
kéch. Ctenf probih4 u sekvenovani 454 na principu sledovani svételnych zmén, u metody
Ion Torrent na principu sledovani intenzity zmén pH.[10][11]

V posledni dobé se principy ¢teni bazi zac¢inaji ubirat smérem tzv. metod sekveno-
vani tfeti generace. Existuji 3 aktualné rozsitené dostupné komercéni platformy, mezi
které patii PacBio Single Molecule Real Time, Illumina Tru-seq Synthetic Long-Read
technology a Oxford Nanopore Technologies sequencing platform. Velky rozdil oproti
metodam druhé generace spociva v tom, ze ptuvodni molekula neni nijak amplifikovana,
a baze jsou tedy c¢teny jen z jedné molekuly. Metoda vyvinutd spolecnosti PacBio vy-
uziva principu fluorescenéniho znaceni nukleotidi s velmi vysokou citlivosti. Metoda
spole¢nosti Oxford Nanopore vyuziva principu prichodu molekuly porézni strukturou,
pricemz pri prichodu kazdé baze se méri, jak moc se dand baze "vesla”do zminéné
struktury. Na zdkladé toho se pak vyhodnoti, o jakou bazi se muze jednat. Tyto me-
tody se momentalné v praxi jesté prilis nevyuzivaji, a to zejména kvili jejich chybovosti

a prozatim nedostatecnému technologickému zazemi. [12]

2.3.4 Vstupni formaty

Prectené baze pocitac¢ uklada ve formatech, které jsou k tomu tcelu vhodné vzhle-
dem k dalsi praci. Nejcastéjsimi formaty pro uchovani dat jsou formaty FASTA a
FASTQ. Oba formaty dokazi v jednom souboru uchovavat vice nez jednu sekvenci. For-
mat FASTQ uchovava sekvenci a informace o jeji kvalité a obvykle pottebuje 4 radky

pro zapis jedné sekvence. Znakem @ zacina retézec obsahujici informace a identifikatory
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sekvence. Na dalsim radku nasleduje samotna sekvence a za ni na dalsim radku znak
+. Na posledni radek pak format FASTQ ukladé informace o kvalité predeslé sekvence.
[13] Data ve formatu FASTQ jsou typicky vystupem sekvenac¢nich systému.

@HLA :HLA01013-5100/1
ATGCAGACTGCCTGCAGGAACTACGGCGATATCTAAAATCCGGCGTAGTCCTGAGGA
GAACAGGTACCGACGCTGGCCAGGGGCTCTCCTCTCCCTCCAATTCTGCTAGAGTTG
CCTCACCTCCCAGATGTGTCCAGGGAAACCCTCCCTGTGCTATGGATGAAGGCATTT
CCTGTTGGCACATCGTGTCCTGATTTTCCTCTATTGTTAGAGCCACTGGATAAAGAC
AGTGGGTCAGGGACTGGACCAT

N
?A?7?BBBB<D+DDDDGFFFGGICIIIHFIFHIGIHHDIHHIHI IHHHCHHIFEHH *
IHIHIIIHEFHHHIIFGIIIIIIBIHHH7E? IIIHI IHHHCHGGHGF IHHFHHHFGH
-DFHEFHFFEDFGBDGG?FGGGFIEFGFGGGGGC8EG <GFE*ECGEEGGCGAEFEE4
) FEGGG ; GEGGGGE : GE : GEEGFG ; EGDGGGGCGG?EE?EAHCEH ; 6EEE : ? GGGGE
GEG (GCCGEFE?GG?EGEGG?G

Listing 1: Vizualizace syntetickych readu alely HLA01013 ve formatu FASTQ

Format FASTA obsahuje jednotadkovy popis sekvence, ktery je na dalsim radku

nasledovan samotnou sekvenci. Popisovy fadek vzdy zacind symbolem >.[14] Ve formatu

w

FASTA jsou casto uchovavany referencni sekvence.

>IPDMHCgen:DLA04814 DLA04814.1

GACCATGTTGCCTACTACGGCATAAATGTCTACCAGTCTTACGGTCCCTCTGGCCA
GTACACCCATGAATTTGATGGCGATGAGGAATTCTACGTGGACCTGGAGAAGAAGG
AAACTGTCTGGCGGCTGCCTGTGTTTAGCACATTTGCAAGTTTTGACCCACAGGGT

i GCACTGAGAAACTTGGCTATAGCAAAACAAAACTTGAACATCATGACTAAAAGGTC

7 CAACCAAACTGCTGCTACCAATNN

Listing 2: Vizualizace alely DLA04814.1 ve formatu FASTA

2.3.5 Vystupni formaty

Format SAM (Sequence Alignment Map) je textovy format, ktery uchovava zarov-

nané sekvence. Je pouzivan zejména pro ukladani dat ziskanych metodami sekvenovani
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¥

nové generace (NGS), kterymi se tato prace zabyva. Vétsina NGS zarovnavacich né-
stroju produkuje vystup ve formatu SAM. Format BAM (Binary alignment map) je
obdobou k formatu SAM s tim rozdilem, ze data uchovava v bindrni komprimované

podobé. [15]

HLA:HLA26896-8 167 * 1388 99 119=1X57=1X42=1X29= * 1414 276
AGTGCTGGAGCATATGACAGTGCTGAGCATCTTTCCCAAGCCCCACCCTCCCCCAGA

3 GCACCCTCCCCTCCTGTCCTCACCCTACCCCAAGTTCTCCCACAGTCACTCCTGCCC

w

CATGCACATGCCGCCCTCCAGTTCTTGCTCTGCCCATCTCCCCTCCCCAACCCAGAC
CTAAAAAAGGCTGTTGGGCCAACTGTTCCTTGACCTTCCTTCTTTTCTTGTGGTTCC
TTGACCCCAGTGGGCTCTCACT ?77,7BB3DD-BDDDD>GCGGF ; >FFHI/HCHE
FI>C.EGIHFIQGIFIFHAGFAHE8H=G+IDFBGF
FHHIDIHDFDEIACHFHHHAECFEFHISFIDS8HDFGHHHEHHGEHDHGC :E, FGD=F
EBEEHDHG*DG : GEEBEEGFE (GFCEG=EF (CEGGE?AECE?GCGGGFGCEG+E>G;
FCGG?/CG:GG?GG/A?8EGGG=GH?2H*7 (A*FE(,8*GG4/A:CE:EE:E;EATE
(G:CA-7%/:6

Listing 3: Priklad vizualizace vystupu z generatoru syntetickych NGS dat zobrazenych

pomoci nastroje SAMTools

HLA:HLA26896-12 147 HLA:HLA26896 1179 1 250M = 1137 -292
CTCTGGACCCTGACTCATTGTGGCCCCTTCCCCACTCCTTCATCCTCAGCCTCACCCT
CTTGAGGACCCCACCCTCCAGCCCACAGGTGCTGGACCATCCCTCCCTGGTCCCTCCG
CCCCTCTCCACCTTGTGACCTTGTGCTGCTCCTATCTCTTGCCCAGCTGCCTTGGGCC
CTCAGCACGTTCTCATCTTTCAGTGGGAAAGTGGGAGTGCTGGAGCATATGACAGTGC

i TGAGCATCTTTCCCAAGC; : CExCGOECC* (6E?:EGDC6: :CE8.EFC:0EECGC

E6HG.C(0G1AG (4EEE-D (4GGFCEGG : EE (FE (G@D6EE (EC ; <GEG8?7EGCEEG
E;G; GOEGO9QFGGBGDEGEC : GHGGDHEDEHHEGEHCHGHH#IGHE=3H, HC
EIEH3GHIHH?IHIHI8S=HHHHGF-HIIICGECHIHIHEIIEHCCFHQH=EFHF ,HIH
CEFHHD >FGGCHEAHFEITHHIGGF

FFOGD@DDD<+BAB-777?7?5 AS:i:-2 XS:i:-2 XN:i:0 XM:i:1 X0:i:0
XG:1:0 NM:i:1 MD:Z:12C237 YS:i:0 YT:Z:CP

Listing 4: Vizualizace vystupu z nastroje Bowtie2 ve formatu SAM
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2.3.6 Zpracovani dat

Zpracovani DNA dat obvykle zac¢ina analyzou vzorku prislusnou technologii, které
byly jiz popsany v samostatnych kapitolach o zpusobech ziskavani DNA dat. Takto
ziskand data jsou prislusnym systémem navic ohodnocena na zakladé jejich predpo-
kladané kvality, je provedena filtrace a predzpracovani dat a je z nich vygenerovan
soubor ve formatu FASTQ. Takovyto soubor obsahuje vstupni data, ktera jsou pod-
statna v roviné této prace. Na téchto datech je provedeno zarovnani vici referencéni
sekvenci, pokud takovou méame k dispozici. Jestlize neni referencni sekvence k dispo-
zici, je mozné pouzit metodu de novo assembly, coz je sestaveni a usporadani sekvence
bez apriorni znalosti referencni sekvence. Vystupem obou téchto procesii je soubor ve
formatu BAM, nebo SAM. Nasledna prace s daty muze zahrnovat dalsi zpracovani dat
jako naprt. sefazeni, filtrace duplicitnich readu, identifikace konkrétnich variant danych
gent atd. Takto pripravena data mohou byt nésledné predédna k pouziti ke konkrétnim

klinickym /vyzkumnym dceltim.
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Obrazek 5: Obecnd formulace prace s DNA daty(prevzato [16])

3 Pristupy a nastroje pro zarovnani NGS dat

P1i pocitacovém zpracovani vystuptu ze sekvenacnich pristroji je ocekdvanym vy-
sledkem souvisla sekvence za sebou jdoucich bazi. Vzhledem k tomu, Ze principem NGS
je sekvenovani velkého mnozstvi mensich molekul, je nutné z nich souvisly retézec sesta-
vit. Tento proces v drtivé vétsiné pripadi zacind zarovnanim ziskanych readii vzhledem

k referencni sekvenci.

3.1 Obecna formulace problému zarovnani readu

Obecny problém zarovnani spociva v tom, aby se read zarovnal na spravné misto

vzhledem k referenci na zakladé shody retézcii readu a reference. Je nicméné nutné, aby
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algoritmus respektoval i moznost, ze byl read precten s chybou nebo néjakou chybu ¢i
genetickou nesrovnalost sam skutecné obsahoval, a pfesto se zaradil na spravné misto
podle reference. Je také nutné pocitat s tim, ze eukaryoticky genom obsahuje opakujici
se sekvence. Pokud tedy ndhodou dostaneme 2 rizné ready, které ale obsahuji totoznou

sekvenci, je nemozné urcit, kam presné je zaradit. [17]

3.2 Rozdéleni algoritmti pro zarovnani dat

Néastroje pro zarovnani dat se daji rozdélit podle principu jejich funkce na néstroje
vyuzivajici Burrowsovu-Wheelerovu transformaci (BWT) a na nastroje zaloZzené na
principu hash tabulek. Nové se se stoupajicimi naroky na vykon objevuji i hybridni

nastroje vyuzivajici souc¢asné obou téchto principii.

3.2.1 Burrowsova-Wheelerova transformace

BWT je metoda vyuzivana pro vyhledavani v textu. Metoda restrukturalizuje te-
tézec tak, aby byl snadnéji komprimovatelny. V prvnim kroku jsou vytvoreny vsechny
permutace vstupniho fetézce. V dalsim kroku jsou tyto rotace lexikograficky serazeny
s tim, ze se predpoklada, ze symbol $ je v abecedé jako prvni. Timto vznikne tzv.
Burrowsova-Wheelerova matice. Jeji posledni sloupec je potom vystup BWT. Nasledu-

jici mnou zpracované vizualizace ukazuji zakladni kroky algoritmu BW'T.
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Obrazek 6: Vizualizace BWT, vytvoreni vSech permutaci retézce

$|glojolg|]l|e
e $| gl ofo 1
g | 1 $ | g o
gl o g |1 |e|$
1| e glo|o|g
ol g e| $|g|o
o|lo|lg 1l|le|$ | g

Obrazek 7: Vizualizace BWT, abecedni sefazeni, zvyraznény sloupec reprezentuje vy-

stup: BWT($google)=elo$gog

Princip reverzibility BW'T spoc¢iva v jeji vlastnosti, ktera se nazyva First-Last map-
ping. Tato vlastnost prirazuje kazdému znaku v Tetézci ¢islo reprezentujici pocet pred-
chozich vyskyti daného znaku v fetézci. Posloupnost téchto ¢isel se zachovava v prvnim

i v poslednim sloupci B-W matice.[18]
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3.2.2 Hash tabulky

Hash tabulka (rozptylova tabulka) je datovd struktura pro uchovavani datovych
dvojic ve schématu kli¢c-hodnota. Hash tabulka je postavena nad polem omezené veli-
kosti, pole tedy nepopisuje cely stavovy prostor klice, diky ¢emuz se razantné snizuji
pamétové naroky pri provadéni tikonu vyhledavani v tabulce podle klice. Pro adresaci
vyuziva hash tabulka tzv. hash (rozptylovou) funkci. PoZzadavky na hash funkei jsou

nasledujici:
1. funkce vraci konzistentné pro stejny objekt vzdy stejnou adresu
2. funkce nezarucuje, ze pro dva rtzné objekty vrati riznou adresu
3. funkce vyuzije celého prostoru adres, a to se stejnou pravdépodobnosti
4. vypocet adresy probéhne velmi rychle.

Z druhé vlastnosti vyplyva, ze na jednu adresu lze ulozit vice objektii. Této vlastnosti
se tika kolize, zalezi vsak na definici ucelu, pro kterou byla tabulka vytvorena. Napf.

pro nas ucel zarovnani read z NGS se vyuzivaji vyhradné tzv. bezkolizni tabulky.[19]

3.3 Nastroje na zarovnavani sekvenovanych dat
3.3.1 Bowtie2

Bowtie2 je rychly a pamétové efektivni nastroj pro zarovnani sekvenovanych dat. Je
vhodny k zarovnavani readt o rozmeérech od 50 do tadové tisici part bazi. Pro zarov-
navani vyuzivi BWT, FM indexaci a backtracking. [20] Bowtie2 zpracovava kazdy read
ve ¢tyfech krocich. Nejprve z readu extrahuje tzv. seedy. V dalsim kroku extrahované
seedy zarovna podle reference pomoci full-text minute index, a to bez mezer. V kroku 3
jsou seedy ohodnoceny na zédkladé Burrows-Wheelerovy vzdalenosti, pricemz vyssi pri-
orita je prifazena sloupctim s niz$im ohodnocenim. Algoritmus poté sloupce ndhodné

prochézi a na zakladé jejich offsetu je fadi na referencnim genomu. V kroku 4 dochazi k
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uplnému zarovnani provedenim dynamického akcelerovaného programovani SIMD

with FM Index

2. Align

7]
4
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Obréazek 8: Schéma zarovnani pomoci Bowtie2 (pfevzato [21])

3.3.2 BWA

(21

BWA (Burrows-Wheeler aligner) je zarovnévaci nastroj zalozeny na vyse zminéném

principu BWT. Jedna se o pomérné jednoduchy néstroj pro zarovnavani rtizné dlou-

hych readu, ktery lze ziskat v riznych verzich, a to napt. BWA-MEM, BWA-backtrack

a BWA-SW, pricemz kazda verze ma své jedinecné vyuziti. BWA-MEM je vhodny pro

pouziti na vystupech z technologii Illumina, IonTorrent, Roche 454 na readech, které

jsou v pruméru delsi nez 70 bp. Pro ready, které jsou kratsi, je vhodnéjsi verze BWA-

27



backtrack. BWA-SW je vhodnéjsi pouzit pro takové vystupy, kde jsou casté mezery
mezi ready. Diky vyuziti principu Burrowsovy-Wheelerovy transformace a vyuziti pro-
hledéavani fetézcti pomoci stromovych struktur je algoritmus paméfové efektivni, coz
obecné plati pro vSechny nastroje zalozené na BWT véetné vyse zminéného Bowtie2.
Ohledné casové efektivity je BWA méné efektivni, nez Bowtie2, ale i tak jsou casové
naroky tnosné. Vystupem z BWA jsou zarovnané sekvence ve formatu SAM, ktery lze

vizualizovat, pfipadné upravovat napt. pomoci néstroje SAMTools.[18][22]

3.3.3 mrFAST

mrFAST (micro-read Fast Alignment Search Tool) je zarovndvaci néstroj pro za-
rovnavani kratkych readu (kratsich nez 25 bp) se specialnimi funkcemi pro vyhledavani
strukturalnich variaci a duplikaci segmentti. mrFAST je primarné vyvinut pro vystupy
z technologie Illumina. Na rozdil od jiz zminénych algoritmtt Bowtie2 a BWA neni mr-
FAST zalozen na BWT, ale vyuziva k mapovani na referencni sekvenci hash tabulku.
Nastroj mrFAST prevadi 4 rizné mozné pary bazi do 2 biti, kde A je kdédovano jako
00, C jako 01, G jako 10 a T jako 11. Takto zakdédovanou hodnotu pak pouzijeme jako
hodnotu hash daného umisténi v tabulce. Hashovaci tabulka je bezkolizni, nabizi tedy
velmi rychlé vyhledavani klice. Jak bylo zminéno, mrFAST je vytvoren specidlné pro
vystupy z pristroje Illumina, jehoz vystupni ready maji vzdy jednotnou délku. Proto
je nutné, aby i pripadné syntetické ready pro testovani nastroje mély jednotnou délku.

23]

3.3.4 MAQ

MAQ (Mapping and Assembly with Qualities) je ndstroj pro zarovnavani kratkych
readtl, ktery je navrzen pro praci s vystupy z technologie Illumina a také z technolo-
gie SOLiD. Nastroj MAQ pii zarovnani odhaduje chybu zarovnani kazdého readu. U
kazdého readu, ktery je zarovnan podle referencni sekvence, je tedy vyhodnoceno, na
kolik procent byl zafazen (ne)spravné a podle tohoto skére lze tedy v budoucnu Spatné

zatazené ready vyfadit. MAQ je schopen zarovnani celého lidského genomu.[24]
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3.3.5 SHRiMP

SHRiMP (SHort Read Mapping Package) je nastroj, ktery byl puvodné vyvinut pro
zarovnavani kratkych readti. Software byl navrzen pro zpracovani vystupti z technologie
SOLiD spolec¢nosti Applied Biosystems. Nastroj SHRiMP je ticelové navrzen pro praci
s daty, ve kterych se vyskytuje velké mnozstvi polymorfismi (polymorfismus = stav,
kdy pro ur¢ity geneticky znak existuje 2 a vice alel - genetickych variant). [25]

Data Set
(Reads & Contigs)
Read Mapping Statistics

i
iL _ /~ Color-space \‘r
. 571 Smith- R
" Vectorized ~_ " \§T'Fh Wa‘e"f/‘i!‘/ -

-~ Seed Scan O\ /et & - LT ] N
\ Filter /I:>\Sm|th-Waterman/Q\ Read Mappings >\ Probcalc )

. Filter -~ \\yj/ Letter-space\‘\ :

" \Smith-Waterman/ ﬂ

Final Output

Obrazek 9: Schéma algoritmu SHRIMP (prevzato [25])

3.3.6 Novoalign

Novoalign je zarovnavaci software spolecnosti NovoCraft, ktery pracuje na zakladé
principu rozptylové tabulky. Software je dostupny pod komerc¢ni licenci, nebo pod volné
dostupnou licenci pro akademické ucely avsak jen do verze Novoalign v3 s omezenim

(aktualni je verze Novoalign v4). [26]

3.3.7 GEMS3

GEM-Mapper v3 je vykonny mapovaci nastroj navrzeny pro zarovnavani sekveno-
vanych readu na velké referen¢éni genomy (napf. cely lidsky genom). Je navrzen zejména
pro velmi dlouhé ready (az 1000 bp). GEM3 funguje na principu Burrows-Wheelerovy
transformace a FM indexace. GEM3 je distribuovan pod licenci GPLv3 a je dostupny
pro operacni systémy Linux a MacOS.[27]
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3.3.8 Kart

Kart je zarovnavaci néastroj, ktery byl vyvinut predevsim kvili nartstajicim naro-
ktim na softwarové nastroje s postupnym prichodem sekvenac¢nich metod treti generace.
Vyse popsané nastroje pracovaly bud s principem BWT, nebo s principem vyuziti hash
tabulky, pricemz oba pristupy maji své klady a zapory. Nastroj Kart tyto dva pristupy
kombinuje za 1icelem optimalizace jak pamétovych, tak i casovych naroki kladenych na
zarovnavaci nastroje pro NGS data. Kart rozdéli ready do dvou skupin, a to na sku-
pinu se snadnym zarovnanim a na skupinu s nutnosti zarovnani s mezerami. Kazdou z
téchto skupin zarovna nezavisle a az poté provede finalni zarovnani. Oproti predchozim
nastrojum je Kart vhodny spise pro vyuziti na delsich readech. S ohledem na ¢asovou
a vypocetni narocnost je nastroj Kart oproti ndstrojum zalozenym na BWT (BWA,

Bowtie2) ¢asové znacéné efektivnéjsi, nicméné ma vétsi pamétové naroky.[28]

3.3.9 Cloudové nastroje

V posledni dobé se zacinaji stale castéji vyuzivat cloudové néastroje, jejichz potencial
tkvi predevsim ve zvyseni vypocetniho vykonu a paméti hardwaru, na kterém je zarov-
navani provadéno. Nejvice cloudovych nastroji je momentalné hostovano na cloudovych

sluzbach spole¢nosti Amazon. [29]
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4 Metriky pro hodnoceni zarovnavacich nastroju

Vétsina publikaci zabyvajici se problematikou NGS zarovnavacich néstroji, naprt.
[30], [31], [32] se v rizném pojeti zabyvaji tfemi metrikami: ¢as, presnost, pamétova
narocnost. Nasledujici podkapitoly popisuji mozné pouziti a pojeti téchto vybranych

metrik.

4.1 Hammingova vzdalenost

Hammingova vzdéalenost definuje pocet pozic, na kterych jsou dva porovnavané re-
tézce rozdilné.[33] Naptiklad Hammingova vzdélenost retézci RAIN a SHINE se rovna
3. Tato metrika neni prilis vhodna pro tcely porovnavani genomickych sekvenci, coz lze
demonstrovat na nésledujicim prikladu porovnani dvou sekvenci:

v="GCGCGCGC”, w="CGCGCGCG"

dy = (v,w) =8
x="GCGCGCGC-", y="-CGCGCGCG”

4.2 Levenshteinova vzdalenost

Levenshteinova vzdalenost (jinak také edita¢ni vzdalenost) definuje miru odlisnosti
fetézc pomoci pocitani minimalnitho mnozstvi potfebnych operaci vlozeni, mazani a
substituce tak, aby vysledné Tetézce byly totozné, jako naptiklad pti vypoctu vzdale-

nosti retézcu RAIN a SHINE :
RAIN — SAIN — SHIN — SHINFE

Pri transformaci fetézce RAIN na Tetézec SHINE byla dvakrat pouzita operace substi-

tuce a jednou operace vlozeni. Levenshteinova vzdalenost téchto fetézcu je tedy 3.[34]
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4.2.1 Definice

maz(i, j)

levay (i, 7) levap(i —1,5) +1
eVapl?,]) = .
min levep(i,j — 1)+ 1

levmb(i —1,5— 1) + 1((12.751,].)
Prevzato z [35]

4.3 Damerau-Levenshteinova vzdalenost

Damerau-Levenshteinova vzdalenost se oproti Levenshteinoveé vzdalenosti lisi v tom,
ze navic zavadi operaci transpozice, tedy zaménu dvou vedlejsich znaki. Tato vlastnost
sice nema vliv na prameérnou relativni odchylku, ktera je zasadni pro tuto praci, ale je
uziteénd z hlediska dalstho mozného vyuziti ¢i rozsiteni nastroje pro praci s redlnymi
daty a ziskavani validnich informaci. Operace transpozice vedlejsich znaki ma vyznam
z hlediska biologické podstaty vstupnich dat. Vezmeme-li ptiklad zminovany v predcho-
zim textu, Damerau-Levenshteinova vzdéalenost slov RAIN a SHINE je stale 3. Pokud
ale uvazujeme jiny priklad, tfeba retézce CTCG a TCCG, coz mohou byt redlné hod-
nocené c¢asti genomické sekvence, dostaneme pro klasickou Levenshteinovu vzdalenost
vysledek 2 (smazani, vlozeni), ale pro Damerau-Levenshteinovu vzdélenost vysledek 1,

jelikoz se pouzila pouze jedna operace transpozice.

4.3.1 Definice

maz(i, j)
dap(i —1,7) +1
da,b(i,j> = da,b@;j — 1) +1.2,79>1a;,= bj,1

da,b(i — 1,] — 1) =+ 1(aﬁéb]-)
da,b(i - 27] - 2) +1

Prevzato z [35]
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4.4 Vyuziti vzdalenosti retézcti v hodnoceni

zarovnavacich nastroji

Spocitanim vzdalenosti fetézcli dokazeme urcit miru nepresnosti zarovnani, které
dany nastroj provedl. Ackoliv ready mohou obsahovat chyby napf. v podobé mutaci,
diky identité vstupnich dat na tyto chyby nemusime brat ohled. Pokud by néstroje
mély naprosto stejnou presnost, vysla by priumérna vzdéalenost fetézcu u vsech nastroju
stejna, ale nejspise nebude nulova pravé kvili moznosti vyskytu téchto chyb. Hodno-
ceni nepresnosti nastroje tedy provadime na zakladé odchylky od priamérné hodnoty
vzdalenosti Tetézcu ve vystupech jednotlivych néastroji. Pro vlastni implementaci do
porovnavaciho nastroje byla vybrana metrika Damerau-Levenshtein kvili vlastnostem,
které jsou popsany v kapitole 4.3, tedy Ze nejvice vyhovuje obecnéjsimu vyuziti v dal-

sich moznych aplikacich a také z divodu mozného rozsiteni do dalsi prace.

4.5 Vypocetni slozitost

Vypocetni slozitost se obecné definuje jako algoritmickd (asymptotickd) slozitost
programu, kterd udava, jak se bude naroc¢nost algoritmu ménit na zakladé zvySovani
velikosti vstupnich dat. V pripadé NGS zarovnavacich néstroju se jedna o velmi slozité
algoritmy, u nichz je urceni asymptotické slozitosti z apriorni znalosti kodu netrivialni, a
autor nastroje je neuvadi v dokumentaci. Moznosti, jak zjistit pribliznou algoritmickou
slozitost, je jeji experimentalni identifikace na zakladé postupného zvySovani mnozstvi

vstupnich dat a méreni délky béhu daného nastroje.
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Obrazek 10: Porovnani uréitych tiid algoritmické sloZitosti (prevzato[36])

Vypocetni slozitost nastroje pro nas pripad NGS zarovnavacich nastroju budeme
definovat jako naroky na mnozstvi paméti, které néstroj pro sviij béh potrebuje. Tato
metrika je pro porovnani jedna z rozhodujicich, protoze primo definuje, zda je dany

nastroj vhodny k pouziti na dostupném hardware.

4.6 Casovai narocnost

Casova narocnost je chdpana jako potiebny c¢as, béhem kterého je nastroj schopny
provést indexaci a zarovnani poskytnutych readi, a souvisi s algoritmickou slozitosti po-
psanou v predchozi kapitole. Predpoklada se, Ze s rostoucim poskozenim vstupnich dat
bude nartistat i ¢as nutny pro jejich zarovnani s odpovidajici presnosti. Na zakladé této
metriky pak bude mozné vybrat pro konkrétni 1icel nastroj, ktery bude kompromisem

mezi ¢asovou narocnosti a kvalitou zarovnani readu.
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5 Navrh nastroje pro automatické hodnoceni

Nastroj pro automatické hodnoceni byl navrzen v jazyce Python. Pro tcely testo-
vani nastroju byly generovany syntetické ready vzhledem k mozné kontrole vystupu,
skalovani experimentti, zkoumani vlivu riznych pocatecnich podminek atd., coz by na

realnych datech nebylo mozné vzhledem k jejich omezené dostupnosti.

5.1 Generovani syntetickych readi

Pro ucely hodnoceni zarovnavacich nastroji byl pouzit generator syntetickych readt
ART ve verzi s oznacenim MountRainier. ART na zdkladé vlozené referencni sekvence
vygeneruje ready tak, jako kdyby byly vystupem redlného sekvenacniho systému, a
data poskodi zanesenim chyb. Charakteristiku vygenerovanych read lze ovlivnit tpra-
vou parametri ARTu. ART dokéaze simulovat vystupy ze sekvenatort Illumina, Roche
454 nebo SOLID. Pro ucely této prace byl vyuzit generator simulujici vystupy ze sys-
tému Illumina, a to vzhledem k jeho ¢astému vyuziti v praxi a dostupnosti realnych
dat pro mozné testovani nastrojii na téchto datech. Parametry néstroje urcuji, zda se
bude jednat o single-end, paired-end, nebo mate-pair ready. Dale mtizeme ovlivnit profil
sekvenatoru, tedy jaky sekvenacéni systém budeme simulovat (parametr -ss). V zdvis-
losti na profilu sekvenatoru lze nastavit pozadovanou délku readu (parametr -1). Déle
nastavujeme parametr -f, ktery vyjadiuje amplifikaci sekvenci (hloubku pokryti daného
tseku), a dalsi parametry urcujici napf. pramérnou délku fragmentu vzorku, ktery byl
sekvenovan. Pro ucely této prace byl ART nastaven podle nize uvedenych parametrii
realnych readi, které ma k dispozici vedouci prace.

-p (paired-end)
-ss MSv1 (sekvenacni systém MiSeq 1)
-1 250 (délka reada 250 bp)

-f 100 (stonasobna amplifikace sekvence)

35



5.2 Knihovny pro praci se sekvencemi

V prvni ¢asti programu dochézi k importu knihoven nezbytnych pro funkci nastroje.
Nastroj vyuziva knihovnu pysam, kterd usnadnuje praci se SAM formatem, jenz je béz-
nym vystupem ze zarovnavacich nastroji. Knihovna subprocess je zde vyuzivana ke
spousténi jednotlivych zarovnavacich nastrojiu a generatoru syntetickych readi ART
tak, jako by se spoustély pomoci terminalu. Knihovna time zajistuje praci s aktual-
nim strojovym c¢asem pro ucely métreni doby béhu jednotlivych zarovnavaci. Knihovna
Bio zavadi do skriptu funkce Biopythonu pro jednoduchou préci se sekvencemi (ob-
jekt Seq...). Knihovna Levenshtein a fastDameraulLevenshtein zavadi funkce pro vy-
pocet editacni vzdalenosti mezi fetézci, dale knihovna numpy pro matematické funkce
a knihovna matplotlib pro vizualizace. Knihovna msparse zavadi funkce pro snadnou
praci s vystupy nastroje valgrind. Pokyny pro instalaci knihoven jsou uvedeny v uziva-
telské dokumentaci. Dalsimi pouzitymi knihovnami jsou configparser umnoznujici ¢teni
z konfigurac¢niho souboru, knihovna csv pro praci s .csv soubory a knihovna sys pro

presmérovani vystupu z konzole do souboru.

5.3 Predzpracovani vstupnich dat

Soucésti vétsiny pipeline pro praci s NGS daty je urcita forma jejich predzpraco-
vani. Predzpracovani je dulezité pti praci s redlnymi daty vzhledem k jejich omezené
kvalité. Sekvenacni systém urcuje kazdé bazi v daném vystupnim readu kvalitativni
ohodnoceni toho, do jaké miry je dana baze pravdépodobna. Tuto pravdépodobnost lze
vizualizovat pomoci nastroje FastQC. Obrazek 11a doklada, jak s délkou readu klesa
jejich kvalita (pravdépodobnost spravnosti umisténi bazi). Tato klesajici kvalita muze
predstavovat problém pro mozné budouci vyuziti nastroje. K vyteSeni tohoto problému
je na vygenerované ready pouzit nastroj Trimmomatic, ktery zajisti ofez nekvalitnich
bazi, pripadné odstranéni celého readu, pokud jeho kvalita nevyhovuje nastavenym kri-
teriim. Pro ofez bylo pouzito posuvné okno o velikosti 4 bp, které ofizne kazdou béazi,

jejiz kvalita klesne pod hodnotu 20.
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Obrazek 11: Efekt predzpracovani dat

5.4 Meéreni metrik a vizualizace vysledkt

Meéreni casové a vypocetni naroc¢nosti probiha primo pti postupném spousténi jed-
notlivych nastroji pomoci knihovny subprocess. Metriky nejsou méreny pro ART, pro-
toze pro vysledek nejsou relevantni. Stejné tak neprobihd méreni pro vytvareni indext
jednotlivych néstroji, protoze indexace slouzi pouze k urychleni béhu nastroji a pro-
bihé jako samostatny krok pred zarovnanim. Méreni ¢asu a spotfeby paméti probiha
za Ucelem zlepseni vypoveédni hodnoty ve dvou oddélenych krocich, jelikoz néstroj Val-
grind, jimz je zprostredkovano méreni paméfové narocnosti, citelné zpomaluje méreny
proces a to by mohlo vést ke zkresleni idajii o casové naroc¢nosti nastroju. Nastroj Val-
grind méri nejvyssi momentalni mnozstvi alokované paméti (peak), jelikoz tento tdaj
piimo udava, zda bude hardware, na kterém bude zarovnani provedeno, dostacujici.
Casova naro¢nost se méfi uchovanim strojového ¢asu pred spusténim néstroje, od kte-
rého se odecte aktualni strojovy ¢as po ukonceni béhu néstroje. Jednotlivé hodnoty jsou
uchovany pro naslednou vizualizaci a srovnani.

Presnost zarovnani se vyhodnoti pomoci pripraveného algoritmu, ktery nacte za-
rovnanou sekvenci (read) a ji odpovidajici usek o stejné (automaticky urcené) délce z

puvodni referencéni sekvence. Déle se uréi Damerau-Levenshteinova vzdalenost téchto
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dvou tetézcl. Tato vzdalenost se ulozi do seznamu vzdalenosti a pokracuje se dalsi
iteraci nad dalsi sekvenci v poradi podle sefazeného vystupniho souboru. Nakonec se
uréi prumérnd Damerau-Levenshteinova vzdalenost nad celym takto vytvorenym sezna-
mem. Tento postup se opakuje tolikrat, kolik zarovnavacich néstroji je ptredlozeno k
porovnani. Pouzita knihovna pro vypocet Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti umoz-
nuje urcit podobnost fetézct i v relativnim meéritku, tedy to, na kolik procent jsou si
fetézce podobné.

Pro nazornost jsou vystupy nastroje zobrazovany ve formé grafi vytvorenych po-

moci knihovny matplotlib.
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6 Zhodnoceni vybranych nastrojt

6.1 Pouzita HW konfigurace

Nastroj byl primarné testovan na pocitac¢i HP Pavilion x360 14-dhlxxx s nasledujici

hardwarovou konfiguraci:

Procesor Intel Core i5, 1,6 GHz - 2 fyzicka jadra
RAM 8 GB
GPU Intel UHD Graphics 6000, 1536 MB

Operacéni sys- || Ubuntu 20.04.1 LTS

tém

Tabulka 1: HW konfigurace

6.2 Zdtdvodnéni vybéru nastroji ke srovnani

K porovnani metrik byly vybrany nastroje, jejichz hlavni vlastnosti jsou popsany v

nasledujici tabulce.

Nazev Verze Kompatibilni Princip zarovnani
operacni systémy
Bowtie2 2.5.1 Linux, macOS, Windows BWT
BWA-SW | 0.7.17-r1188 | Linux, macOS, Windows BWT
BWA-MEM | 0.7.17-r1188 | Linux, macOS, Windows BWT
GEM3 3.6.0 Linux, macOS BWT
Kart 2.5.6 Linux, macOS Hybridni (BWT/Hash)

Tabulka 2: Vybrané zarovnavaci nastroje a jejich vlastnosti

Néastroj Bowtie2 byl vybran z divodu jeho velké rozsitenosti a vyhovujici trovné

dokumentace. Nastroje BWA-SW a BWA-MEM byly vybrany jednak proto, ze jsou
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stejné jako Bowtie2 velmi rozsitené a dobfe zdokumentované, ale také proto, aby byl
demonstrovan rozdil vysledk vzhledem k vhodnosti pouziti konkrétni verze BWA na
dand vstupni data. Néstroj GEM3 byl vybran na zékladé vysledkia ¢lanku [37], ktery
uvadi, ze GEM3 je z hlediska ¢asové narocnosti mnohem rychlejsi nez napt. Bowtie2
nebo BWA. Nastroj Kart byl vybran z divodu hybridniho principu zarovnani a jako
zastupce zarovnavaciho software pro velké objemy dat ziskdavané predevsim novymi

sekvenacnimi postupy.

6.3 Volba testovacich dat

Za ucelem zhodnoceni nastroju byla vybrana data dostupné z databaze imunopo-
lymorfismi IPD[38] s ohledem na dalsi mozné rozsifeni prace a na dostupnost redlnych
dat, kterda ma k dispozici vedouci prace. Vzhledem k tomu, zZe prace se zabyva pouze
zhodnocenim vykonu zarovnavacich nastroji, nemuseji vstupni data odpovidat realité
a davat smysl z biologického hlediska. Biologicka podstata dat byla z vySe uvedenych
davodi zachovdna pouze z hlediska samotné struktury DNA (GC kontent atd.), aby
baze nebyly fazeny naprosto nahodné. Pro navyseni mnozstvi testovacich dat bylo za-
Fazeno vice genu za sebe bez oddélujicich struktur, ¢imz byla vytvorena delsi jednotna
sekvence. Za ucelem testovani nastroje na "objemnych datech”byl vyuzit soubor obsa-
hujici cely lidsky genom s oznacenim hgl9, konkrétné tisek chromosomu 6 - dostupné z
[39]. Vycet sekvenci a jejich charakteristiky jsou uvedeny u prvniho experimentu. Pro

zbytek experimentu jsou charakteristiky a ptvod vstupnich dat k dispozici v priloze.

6.4 Provedené experimenty

Pro tucely zhodnoceni vybranych néastroji byly nastroje podrobeny experimentiim
s celkem tfemi rtznymi sadami dat. Pri testovani a postupném pripojovani nastroju
bylo zjisténo, ze nékteré z nich nedokazi zarovnat rizné dlouhé ready, které vznikaji pri
predzpracovani dat. Vzhledem k tomu, Ze jejich zhodnoceni je i tak pfinosné, byl kazdy

experiment proveden s predzpracovanymi daty a déle s daty, kde k zddnému ofezu nedo-
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slo, a mohly tak byt pripojeny i tyto nastroje. Kazdy experiment byl proveden dvakrat,

aby ve vysledcich byla zfejma odchylka zplisobena generatorem syntetickych dat. Opa-

kované experimenty pro malou a stfedni sadu vstupnich dat (oznacené 1/2.2.N/T) jsou

k dispozici v priloze. Dalsi provedeny experiment ukazuje, jaky vliv ma pocet vstupnich

vzorki na rychlost daného nastroje. Posledni provedeny experiment a jeho vyhodnoceni

se zameéruje na vysledné pokryti reference po provedeni zarovnani. Nasledujici tabulka

popisuje provedené experimenty a jejich oznaceni.

Oznaceni

Popis

1.1.T

Porovnani metrik,

malé sada vstupnich dat, predzpracovana data, ¢. 1

1.1.N

Porovnani metrik,

malé sada vstupnich dat, nepredzpracovana data ¢. 1

1.2.T

Porovnani metrik,

malé sada vstupnich dat, predzpracovana data, ¢. 2

1.2.N

Porovnani metrik,

malé sada vstupnich dat, nepredzpracovana data, ¢. 2

2.1.T

Porovnani metrik,

stfedni sada vstupnich dat, predzpracovana data, ¢. 1

2.1.N

Porovnani metrik,

stfedni sada vstupnich dat, nepredzpracovana data, ¢. 1

22T

Porovnani metrik,

stfedni sada vstupnich dat, predzpracovana data, ¢. 2

2.2.N

Porovnani metrik,

v

stredni sada vstupnich dat, nepredzpracovana data, ¢. 2

3.1.T

Porovnani metrik,

velka sada vstupnich dat, predzpracovana data, ¢. 1

3.1.N

Porovnani metrik,

velka sada vstupnich dat, nepredzpracovana data, ¢. 1

3.2.T

Porovnani metrik,

velka sada vstupnich dat, predzpracovana data, ¢. 2

3.2.N

Porovnani metrik,

velka sada vstupnich dat, nepredzpracovana data, ¢. 2

Vliv poctu vzorkl na vykon nastroje z hlediska ¢asu

Vliv charakteru vstupnich dat na rovnomérnost pokryti reference

Tabulka 3: Soupis provedenych experimentii
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6.4.1 Experiment 1.1.T

Ptvod dat KIR:KIR2DL1*007
Délka ref. sekvence 14749
Pocet vygenerovanych readu - 1. z paru 2900 (725000 bp)
Pocet vygenerovanych readi - 2. z paru 2900 (725000 bp)
Parametr -ss MSv1
Parametr -m 300
Parametr -f 100
Parametr -s 20
Typ readi paired-end
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru 702200 bp
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru 507000 bp
Tabulka 4: Charakteristika vstupnich dat
Nastroj Cas Potrebna Primeérna Primeérna
béhu [s] | pamét [MB] | vzdalenost readil | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 0.679 116.323 1.342 0.993
BWA-SW 7.703 8.134 1.571 0.992
BWA-MEM 2.378 7.703 1.400 0.987
Kart - - - -
GEMS3 0.283 546.634 1.352 0.992

Tabulka 5: Porovnéni ziskanych hodnot pro mala vstupni data

Mala vstupni data reprezentujici jeden gen skupiny KIR, predzpracovano. Z hlediska

casu vykazuje nejlepsi vysledky GEM3, nejpresnéjsi je nastroj Bowtie2. Z hlediska na-
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Primérna relativni podobnost readd s referenci [%]

rokl na pamét jsou nejispornéjsi oba nastroje
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Obréazek 12: Vizualizace vysledki experimentu 1.1.T

43




6.4.2 Experiment 1.1.N

Nastroj Cas Potrebna Primérna Primérna
béhu [s| | pamét [MB] | vzdalenost readil | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 0.84 114.394 2.465 0.990
BWA-SW 2.559 9.334 2.755 0.989
BWA-MEM 0.608 8.411 2.525 0.990
Kart 0.072 8.276 2.603 0.990
GEM3 0.331 546.634 2.487 0.990

Tabulka 6: Porovnani ziskanych hodnot pro mala vstupni data

Mala vstupni data reprezentujici jeden gen skupiny KIR, nepredzpracovano. Z hle-

diska casu a naroku na pameét vykazuje nejlepsi vysledky Kart, z hlediska presnosti je

nejlepsi nastroj Bowtie2.
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Obrazek 13: Vizualizace vysledkl experimentu 1.1.N
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6.4.3 Experiment 2.1.T

Nastroj Cas Potrebna Primérna Primérna
béhu [s| | pamét [MB] | vzdalenost readil | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 31.986 118.676 1.345 0.993
BWA-SW 118.294 52.149 1.595 0.992
BWA-MEM | 31.471 107.761 1.403 0.988
Kart - - - -
GEM3 8.499 587.043 1.356 0.993

Tabulka 7: Porovnéani ziskanych hodnot pro stfedni vstupni data

Stredné velka vstupni data reprezentujici 18 gent skupiny KIR, predzpracovano.

Z hlediska casu vykazuje nejlepsi vysledky GEM3, nejpresnéjsi je néstroj Bowtie2. Z

hlediska narokt na pamét jsou nejispornéjsi nastroj BWA-SW. Kart nebyl testovan.
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Obrézek 14: Vizualizace vysledki experimentu 2.1.T

45



6.4.4 Experiment 2.1.N

Nastroj Cas Potrebna Primérna Primérna
béhu [s| | pamét [MB] | vzdalenost readil | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 34.432 118.054 2.460 0.990
BWA-SW 118.212 53.082 2.732 0.989
BWA-MEM | 34.299 108.289 2.498 0.990
Kart 0.793 21.249 2.841 0.990
GEM3 8.569 603.872 2.487 0.990

Tabulka 8: Porovnéani ziskanych hodnot pro stfedni vstupni data

Stredni vstupni data reprezentujici 18 genti skupiny KIR, nepredzpracovano. Z hle-

diska casu a naroku na pameét vykazuje nejlepsi vysledky Kart, z hlediska presnosti je

nejlepsi nastroj Bowtie2.
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Obrézek 15: Vizualizace vysledki experimentu 2.1.N
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6.4.5 Experiment 3.1.T

Nastroj Cas Potiebna Primérna Pramérna
béhu [s| | pamét [MB] | vzdalenost readil | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 74.91 120.365 1.336 0.993
BWA-SW 200.417 56.023 1.579 0.992
BWA-MEM | 37.583 115.498 1.389 0.988
Kart - - - -
GEM3 9.674 868.388 1.343 0.993

Tabulka 9: Porovnani ziskanych hodnot pro velka vstupni data

Velkd vstupni data reprezentujici tsek lidského chromosomu 6, predzpracovano.
Z hlediska casu vykazuje nejlepsi vysledky GEM3, nejpresnéjsi je néstroj Bowtie2. Z

hlediska narokt na pamét je nejuspornéjsi nastroj BWA-SW. Kart nebyl testovan.

Préimérna relativni podobnost readd s referenci [%] Priimérna vzdalenost readd od reference
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Obrézek 16: Vizualizace vysledki experimentu 3.1.T
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6.4.6 Experiment 3.1.N

Nastroj Cas Potrebna Primérna Primérna
béhu [s| | pamét [MB] | vzdalenost readil | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 78.685 119.657 2.454 0.990
BWA-SW 220.183 56.093 2.732 0.989
BWA-MEM | 60.373 114.092 2.493 0.990
Kart 5.002 25.185 2.775 0.989
GEM3 12.665 888.125 2.474 0.990

Tabulka 10: Porovnani ziskanych hodnot pro velka vstupni data

Velké vstupni data reprezentujici iisek lidského chromosomu 6, neptedzpracovano. Z
hlediska ¢asu a naroku na pameét vykazuje nejlepsi vysledky Kart, z hlediska presnosti

je nejlepsi nastroj Bowtie2.
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210 g
%’ g 25
5 0.8 S
u% .5 2.0
£06 <
2 £15
¢ g
3 0.4 S 10
5 >
3
g 0.2 E 05
& &
Q0.0 2 0.0
BWA-BWASW  BWA-MEM BWA-BWASW  BWA-MEM
Aligners Aligners
Potfebny ¢as Potfebna pamét
200 £ 800
°
2
< 150 © 600
@ 3
- s
£ 100 2 400
F £
]
50 £ 200
]
3
&
0 0
BWA-BWASW BWA MEM GEM3 KART BWA- BWASW BWA MEM GEM3

Aligners Aligners

Obrézek 17: Vizualizace vysledki experimentu 3.1.N
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6.4.7 Experiment 3.2.T

Nastroj Cas Potrebna Primérna Primérna
béhu [s| | pamét [MB] | vzdalenost readil | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 61.454 120.150 1.337 0.993
BWA-SW 189.199 55.795 1.579 0.992
BWA-MEM | 36.747 117.403 1.391 0.988
Kart - - - -
GEM3 8.749 892.027 1.344 0.993

Tabulka 11: Porovnani ziskanych hodnot pro velka vstupni data

Velkd vstupni data reprezentujici tsek lidského chromosomu 6, predzpracovano.

Z hlediska casu vykazuje nejlepsi vysledky GEM3, nejpresnéjsi je néstroj Bowtie2. Z

hlediska narokt na pamét je nejuspornéjsi nastroj BWA-SW. Kart nebyl testovan.
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Obrézek 18: Vizualizace vysledki experimentu 3.2.T
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6.4.8 Experiment 3.2.N

Nastroj Cas Potrebna Primérna Primérna
béhu [s| | pamét [MB] | vzdalenost readil | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 79.255 118.989 2.458 0.990
BWA-SW 215.382 56.268 2.731 0.989
BWA-MEM | 56.414 114.969 2.496 0.990
Kart 3.976 25.281 2.781 0.989
GEM3 12.047 888.129 2.478 0.990

Tabulka 12: Porovnani ziskanych hodnot pro velka vstupni data

Velké vstupni data reprezentujici iisek lidského chromosomu 6, neptedzpracovano. Z
hlediska ¢asu a naroku na pameét vykazuje nejlepsi vysledky Kart, z hlediska presnosti

je nejlepsi nastroj Bowtie2.
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Obrézek 19: Vizualizace vysledki experimentu 3.2.N
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6.5 Vizualni ovéreni spravnosti zarovnani z hlediska rovno-
meérného pokryti

P1i testovani nastrojii na riznych datech bylo zjisténo, ze nékteré nastroje si ne-
dokazi poradit s prilis podobnymi daty (varianty téhoz genu v jedné dlouhé sekvenci).
7 toho duvodu bylo priddno ovéreni vysledkt z hlediska rovnomeérnosti pokryti. Pro
kazdy vystup ze zarovnavaciho nastroje bylo provedeno serazeni vystupu pomoci na-
stroje samtools a pomoci téhoz nastroje byla urcena hloubka pokryti kazdé jednotlivé
baze v referencni sekvenci. Hloubka pokryti kazdé jednotlivé béze je vizualizovana gra-
ficky. Ve vystupnim souboru lze najit procentualni hodnotu pokryti pro kazdy nastroj.
Procentuélni hodnota se pocitd s ohledem na smérodatnou odchylku 5 %, tedy baze je

oznacena za dostateéné pokrytou tehdy, je-li pokryta alespon péti ready.

Vizualizace pokryti
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Obrazek 20: Pokryti reference - malé sada vstupnich dat
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Vizualizace pokryti
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Obrazek 21: Pokryti reference - stfedni sada vstupnich dat
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Obrazek 22: Pokryti reference - velka sada vstupnich dat
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Nasledujici obrazek ukazuje nezadouci chovani nékterych nastroju pri pouziti prilis
podobnych dat v referencni sekvenci. Je ziejmé, ze pokud jsou v jedné referenci obsazeny
pouze varianty téhoz genu, dokazi je spravné zarovnat pouze nastroje Bowtie2 a BWA-

MEM.

Vizualizace pokryti
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Obréazek 23: Pokryti reference - nezadouci vystup

6.6 VIliv poctu vzorkid na rychlost nastroju

Tento experiment byl navrzen a proveden, aby ukazal, jak se méni vykon (z hlediska
rychlosti) zarovnavacich néstroji v zavislosti na velikosti vstupni referenéni sekvence.
Jako reference byla pouzita stejna sekvence jako v experimentech 3.1 a 3.2, pouze byla
postupné kracena vzdy o priblizné stejny usek, aby se z méreni dala vyvodit predstava
o rychlosti daného néstroje na konkrétni velikosti vzorku. Néastroj byl za timto tcelem
pomoci konfiguracniho souboru nastaven tak, aby provedl generovani readti, vytvoreni

indext a zarovnani s mérenim casu. Zbytek funkci byl vypnut.
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Délka Cas b&hu Cas béhu Cas béhu | Cas bé&hu | Cas béhu
reference | Bowtie2 [s] | BWA-SW [s] | BWA-MEM | GEM3 [s] | Kart [s]
[bp] [s]
112980 7.65 20.79 5.29 1.12 0.24
225960 16.67 40.91 10.25 1.74 0.45
338940 21.36 61.94 15.68 2.50 0.65
451920 29.82 82.73 21.00 4.22 1.07
564900 37.89 105.19 27.67 3.66 1.21
677880 45.21 128.18 33.88 5.07 1.44
790860 53.03 148.02 38.49 7.47 1.99
903840 63.68 170.98 44.28 7.48 2.27
1016820 75.08 204.35 53.81 11.02 3.70
1129800 78.69 220.18 60.37 12.67 5.00

Tabulka 13: VI1iv poc¢tu vzorkl na rychlost néstroji

Vliv velikosti vstupu na vykon nastrojl
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Obrézek 24: Graf vlivu velikosti vstupu na rychlost nastroji
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6.7 Validace vysledki

Za ucelem validace dosazenych vysledku byly ziskané vystupy nastroje porovnany s
vysledky v ¢lanku [37]. Tyto vysledky je velmi obtizné presné validovat, jelikoz studie,
které se timto tématem zabyvaly, jsou zastaralé nebo pouzivaji ptilis odlisné metriky;,
odlisny hardware, jinak poskozena ¢i dokonce naprosto jind data (jind nez lidska data,
RNA data...). Z adaji obsazenych v obrazku 29, konkrétné z grafu "artificial(PE)”,
ktery odpovida syntetickym paired-end readim pouzitym v této praci vyplyva, ze zhod-
noceni presnosti nastrojii i zmérend casova narocnost zhruba odpovidaji dosazenym

vysledkim experimentii navrzenych v této praci (nutno prihlédnout k jiné pouzité me-

trice).
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Obrazek 25: Vysledek hodnoceni nastroju z ¢lanku [37] [prevzato]

6.8 Shrnuti

Na zakladé provedenych experimentii 1ze konstatovat, ze z hlediska ¢asové naroc¢nosti
je jednoznacné nejrychlejsim nastrojem testovany Kart. Nejhorsi vysledek vykézal né-
stroj BWA, konkrétné jeho varianta BWA-SW| coz bylo ovsem zptisobeno nevhodnosti

pouziti tohoto néastroje pro data uzita v této praci. Naproti tomu varianta BWA-MEM
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ma velmi podobné ¢asové naroky jako Bowtie2 a u téchto nastroji se doba zpracovani
ukézala jako prijatelnd. Nastroj GEM3 potieboval oproti BWA-MEM nebo Bowtie2 cas
priblizné polovi¢ni, nicméné toto bylo kompenzovano vysokou paméfovou narocnosti,
ktera je ze vSech pouzivanych nastroji jednoznacné nejvyssi.

U méfteni presnosti pomoci Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti ma velikost vstup-
nich dat jen minimélni nebo zadny vliv na vyslednou chybovost nastroje. Nejvétsi chy-
bovosti z hlediska presnosti se i zde vyznacuje nastroj BWA-SW (z divodu uvedeného
vyse) a déle nastroj Kart. U nastroje Kart je extrémné nizkd ¢asova a pamétova naroc-
nost kompenzovana praveé vétsi chybovosti.

Na zavér je treba vyzdvihnout néastroje Bowtie2 a BWA-MEM, které jako jediné
dokézaly s minimalni chybovosti zpracovat data, ve kterych byly jen malé rozdily (vari-
anty jednoho genu), jak dokazuje obrazek 27. Zbytek nastroju zarovnal vSechny ready k
nékolika mélo gentim s vysokym pokrytim, které neodpovida pozadovanému vysledku.

Obecné se tedy da konstatovat, ze v aplikaci, kde ndm nevadi nizsi preciznost na-
stroje a kde pracujeme s velkymi objemy vstupnich dat, je mozné doporucit hybridni
nastroj Kart nebo pamétové méné efektivini GEM. Jako "zlata stfedni cesta’se jevi na-
stroje Bowtie2 a BWA-MEM, které zaroven lze doporucit k pouziti napt. pti rozeznavani

variant téhoz genu.
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7 Zavér

DNA data pochéazejici ze sekvenacCnich systémii nové generace a jejich zpracovani
je v soucasné dobé stale nedilnou soucasti komplexnich vyzkumnych postupti. Diky
stale se rozvijejicimu technologickému i programovému zazemi se rozsituje i spektrum
moznosti jak zvysit tspésnost transplantaci a zmirnit, ¢i eliminovat posttransplantacni
komplikace ptijemce.

Cilem této prace bylo vytvorit nastroj, ktery bude automaticky hodnotit NGS za-
rovnavaci nastroje na zakladé predem definovanych metrik. Metriky byly definovany s
ohledem na konkrétni ucely. Vystup této prace by mél prispét k rozhodovani o pou-
ziti konkrétniho zvoleného nastroje jako souc¢ast komplexniho postupu pri praci s DNA
daty.

Provedenou resersi dostupného softwaru jsem zjistil, ze vzhledem k rozdilnym para-
metram a rozdilnému urceni nelze hodnotit vSechny nastroje na zakladé stejnych pra-
videl. Vybrané néstroje dosahovaly predpokladanych vysledki a byla demonstrovana
dilezitost vybéru vhodného nastroje pro konkrétni data, pro ktera je dany néstroj ur-
¢en. Na zakladé uvedeného jsem dosel k zavéru, ze nastroje Bowtie2 a BWA-MEM jsou
témér univerzalni nastroje a jsou kompromisem pri vybéru s ohledem na témeér vSechny
testované metriky. Néastroje GEM3 a Kart maji urcité prednosti (zejména ¢asovou efek-
tivitu), ale ty jsou vykoupeny nedostatky v oblasti pamétové narocnosti ¢i chybovosti.
Jejich uziti je tedy treba predem peclivé zvazit s ohledem na charakter vstupnich dat
(velikost, potieba vysledné presnosti apod.).

Tuto préaci jsem napsal jako zdklad pro dalsi vyzkum a lze na ni navazat bud roz-
sitenim oblasti zkouméni dalsich nastroji, jejich parametri a vhodnosti pouziti, nebo
prechodem na dalsi krok ve zpracovani DNA dat jako napt. de novo assembly, identifi-
kace variant atd. Dalsi moznosti rozsiteni prace by spocivaly v pridani dalsich metrik
presnosti zarovnani nebo napt. v testovani v posledni dobé se rozsitujicich cloudovych

sluzeb.
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A Uzivatelska dokumentace

A.1 Adresarova struktura

Pro spravnou funkci nastroje je potiebna specifickd adresarova struktura, jejiz vy-
tvoreni poskytuje spusteni skriptu makeFolders.sh v domovském adresari. Slozka NGS
obsahuje vsechny slozky potiebné pro funkci nastroje a slozka FASTA obsahuje refe-

ren¢ni sekvence.

[ Domovsky adresif (HOME) ]

PJH
zZ
a
A

RT

H

—)[ BOWTIE > INDEX
—)[ BWA > INDEX
—)[ GEM > INDEX
—)[ KART > INDEX

OUTPUTS

READS

REFERENCE

VALOUTS

Hlo[uld

Obrazek 26: Schéma potfebné adresarové struktury
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A.2 Instalace

K funkci nastroje je nutné mit instalovano nasledujici:

Python 3.6, nebo vyssi [40]
Miniconda, nebo Anaconda [41]
Art MountRainier [42]
Bowtie2 [21]

BWA [18]

GEMS [27]

Kart [28]

Biopython [43]

Pysam [44]

Subprocess.run [45]

Time [46]

Numpy [47]

Matplotlib [48]

Levenshtein [49]
FastDamerauLevenshtein [50]
Trimmomatic [51]

Valgrind [52]

MSParser [53]
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« ConfigParser [54]
o csv [55]
e sys [56]

K instalaci 1ze vyuzit odkazt uvedenych u kazdého pottebného softwaru. Konkrétnéjsi
informace o bali¢cich a instalaci 1ze nalézt tamtéz. Zarovnavaci néstroje je doporuceno
instalovat prostrednictvim Condy. Pii manuélni instalaci nastroje je tfeba pridat cestu

ke spoustécimu skriptu do systémové proménné PATH.

A.3 Spusténi nastroje

Néstroj se spousti pomoci ptikazové fadky (Termindlu) spusténim hlavniho souboru
ngsAlignersComparator.py, ktery musi byt umistén v domovském adresari. Vedle hlav-
niho souboru existuje jesté konfiguracni soubor config.ini, kde lze nastavit néasledujici

parametry:
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Parametr Popis parametru Vychozi
hodnota
refSeq Referencni sekvence sequenceMedium.fasta

1 Parametr ARTu 250
ss Parametr ARTu MSv1

f Parametr ARTu 100

m Parametr ARTu 300

S Parametr ARTu 50

art Generovani novych syntetickych dat true
measureTime Zapnout meéreni ¢asovych metrik true
measureMemory | Zapnout méreni pamétovych metrik true
measureDistance Zapnout méreni presnosti true
trimmomatic Predzpracovani vstupnich dat true
makelndex Generovani indexti true
bowtie2 Pripojeni zarovnavaciho nastroje true
bwasw Pripojeni zarovnavaciho nastroje true
bwamem Pripojeni zarovnavaciho nastroje true
gem Pripojeni zarovnavaciho nastroje true

kart Pripojeni zarovnavaciho nastroje false
novoalign Pripojeni zarovnavaciho nastroje false

Tabulka 14: Parametry konfigurace nastroje

A.4 Cisténi adresaru

Pro pottebu uvedeni adresari do vychoziho stavu je k dispozici skript clearFolder.sh,

ktery smaze vSechna data, ktera byla vytvorena za béhu hlavniho programu.
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A.5 Vystupy

Vystupy programu lze nalézt s ¢asovou znamkou v souboru results.txt, ktery se
vytvori ve slozce NGS po spusténi nastroje. Vystupni obrazky lze nalézt v téze slozce. Pri
opétovném spusténi nastroje se obrazky premazou novymi, textové vystupy se ukladaji
do téhoz souboru s aktudlni ¢asovou znamkou. Pti pouziti skriptu pro ¢isténi adresara

dojde ke smazani tohoto souboru s vysledky.

B Detailni popis struktury vstupnich dat experi-
mentd 1.1.N - 3.2.N

B.1 1.1.N
Ptvod dat KIR:KIR2DL1*007
Délka ref. sekvence 14749
Pocet vygenerovanych readi - 1. z paru 2900 (725000 bp)
Pocéet vygenerovanych readu - 2. z paru 2900 (725000 bp)
Parametr -ss MSv1
Parametr -m 300
Parametr -f 100
Parametr -s 50
Typ readi paired-end
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru || nebylo provedeno
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru || nebylo provedeno

Tabulka 15: Charakteristika vstupnich dat
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B.2 1.2.T

Puvod dat

KIR:KIR2DL1*007

Délka ref. sekvence

14749

Pocet vygenerovanych readu - 1. z paru

2900 (725000 bp)

Pocet vygenerovanych readu - 2. z paru

2900 (725000 bp)

Parametr -ss MSv1
Parametr -m 300
Parametr -f 100
Parametr -s 50
Typ readi paired-end
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru 706300 bp
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru 507600 bp

Tabulka 16: Charakteristika vstupnich dat

71




B.3 1.2.N

Puvod dat

KIR:KIR2DL1*007

Délka ref. sekvence

14749

Pocet vygenerovanych readi - 1. z paru

2900 (725000 bp)

Pocet vygenerovanych readi - 2. z paru

2900 (725000 bp)

Parametr -ss MSv1
Parametr -m 300
Parametr -f 100
Parametr -s 50
Typ readi paired-end

Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru

nebylo provedeno

Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru

nebylo provedeno

Tabulka 17: Charakteristika vstupnich dat
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B4 21.T

Puvod dat

KIR2DL1*007
KIR2DL2*0010101
KIR2DL3*006
KIR2DL4*010
KIR2DL5A*025
KIR2DL5B*003
KIR2DL5A*025
KIR2DP1*004
KIR2DS1*006
KIR2DS2*010
KIR2DS3*009
KIR2DS4*010
KIR2DS5*010
KIR3DL1*019
KIR3DL2*018
KIR3DL3*005
KIR3DP1*001
KIR3DS1*055

Délka ref. sekvence

205140

Poqcet vygenerovanych readti - 1. z paru

41000 (10200000 bp)

Pocet vygenerovanych readi - 2. z paru

41000 (10200000 bp)

Parametr -ss MSv1
Parametr -m 300
Parametr -f 100
Parametr -s 50
Typ readii paired-end
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru 9900000
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru 7100000
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B.5 2.1.N

Ptivod dat KIR2DL1*007
KIR2DL2*0010101
KIR2DL3*006
KIR2DL4*010
KIR2DL5A*025
KIR2DL5B*003
KIR2DL5A*025
KIR2DP1*004
KIR2DS1*006
KIR2DS2*010
KIR2DS3*009
KIR2DS4*010
KIR2DS5*010
KIR3DL1*019
KIR3DL2*018
KIR3DL3*005
KIR3DP1*001
KIR3DS1*055

Délka ref. sekvence 205140

Pocet vygenerovanych readu - 1. z paru 41000 (10200000 bp)

Pocet vygenerovanych readu - 2. z paru 41000 (10200000 bp)

Parametr -ss MSv1

Parametr -m 300

Parametr -f 100

Parametr -s 50

Typ readi paired-end

Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru nebylo provedeno

Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru nebylo provedeno
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B.6 2.2.T

Puvod dat

KIR2DL1*007
KIR2DL2*0010101
KIR2DL3*006
KIR2DL4*010
KIR2DL5A*025
KIR2DL5B*003
KIR2DL5A*025
KIR2DP1*004
KIR2DS1*006
KIR2DS2*010
KIR2DS3*009
KIR2DS4*010
KIR2DS5*010
KIR3DL1*019
KIR3DL2*018
KIR3DL3*005
KIR3DP1*001
KIR3DS1*055

Délka ref. sekvence

205140

Pocet vygenerovanych readu - 1. z paru

41000 (10200000 bp)

Pocet vygenerovanych readu - 2. z paru

41000 (10200000 bp)

Parametr -ss MSv1
Parametr -m 300
Parametr -f 100
Parametr -s 50
Typ readi paired-end
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru 9900000
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru 7100000

1)

Tabulka 20: Charakteristika vstupnich dat




B.7 2.2.N

Ptivod dat KIR2DL1*007
KIR2DL2*0010101
KIR2DL3*006
KIR2DL4*010
KIR2DL5A*025
KIR2DL5B*003
KIR2DL5A*025
KIR2DP1*004
KIR2DS1*006
KIR2DS2*010
KIR2DS3*009
KIR2DS4*010
KIR2DS5*010
KIR3DL1*019
KIR3DL2*018
KIR3DL3*005
KIR3DP1*001
KIR3DS1*055

Délka ref. sekvence 205140

Pocet vygenerovanych readu - 1. z paru 41000 (10200000 bp)

Pocet vygenerovanych readu - 2. z paru 41000 (10200000 bp)

Parametr -ss MSv1

Parametr -m 300

Parametr -f 100

Parametr -s 50

Typ readi paired-end

Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru nebylo provedeno

Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru nebylo provedeno
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B.8 3.1.T

Puavod dat

Prvnich 1145798 bazi
chromosomu 6 genomu

hgl9 (bez N)

Délka ref. sekvence

1145798 bp

Pocet vygenerovanych readi - 1. z paru

225900 (56400000 bp)

Pocet vygenerovanych readi - 2. z paru

225900 (56400000 bp)

Parametr -ss MSv1
Parametr -m 300
Parametr -f 100
Parametr -s 50
Typ readi paired-end
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru 54800000
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru 39500000

Tabulka 22: Charakteristika vstupnich dat
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B.9 3.1.N

Puavod dat

Prvnich 1145798 bazi
chromosomu 6 genomu

hgl9 (bez N)

Délka ref. sekvence

1145798 bp

Pocet vygenerovanych readi - 1. z paru

225900 (56400000 bp)

Pocet vygenerovanych readi - 2. z paru

225900 (56400000 bp)

Parametr -ss MSv1
Parametr -m 300
Parametr -f 100
Parametr -s 50
Typ readti paired-end

Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru

nebylo provedeno

Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru

nebylo provedeno

Tabulka 23: Charakteristika vstupnich dat
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B.10 3.2.T

Puavod dat

Prvnich 1145798 bazi
chromosomu 6 genomu

hgl9 (bez N)

Délka ref. sekvence

1145798 bp

Pocet vygenerovanych readi - 1. z paru

225900 (56400000 bp)

Pocet vygenerovanych readi - 2. z paru

225900 (56400000 bp)

Parametr -ss MSv1
Parametr -m 300
Parametr -f 100
Parametr -s 50
Typ readi paired-end
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru 54800000
Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru 39500000

Tabulka 24: Charakteristika vstupnich dat
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B.11 3.2.N

Puavod dat

Prvnich 1145798 bazi
chromosomu 6 genomu

hgl9 (bez N)

Délka ref. sekvence

1145798 bp

Pocet vygenerovanych readi - 1. z paru

225900 (56400000 bp)

Pocet vygenerovanych readi - 2. z paru

225900 (56400000 bp)

Parametr -ss MSv1
Parametr -m 300
Parametr -f 100
Parametr -s 50
Typ readti paired-end

Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 1. z paru

nebylo provedeno

Pocet bp po orezu nekvalitnich bazi - 2. z paru

nebylo provedeno

Tabulka 25: Charakteristika vstupnich dat
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C Vysledky opakovanych experimenti

C.1 Experiment 1.2.T

Nastroj Cas Potrebna Primérna Primérna
béhu [s| | pamét [MB] | vzdalenost readii | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 0.63 115.305 1.334 0.993
BWA-SW 2.225 8.490 1.390 0.987
BWA-MEM | 0.403 7.784 1.391 0.987
Kart - - - -
GEM3 0.322 546.635 1.351 0.993

Tabulka 26: Porovnani ziskanych hodnot pro mald vstupni data
Mala vstupni data reprezentujici jeden gen skupiny KIR, predzpracovano. Z hlediska

casu vykazuje nejlepsi vysledky GEM3, nejpresnéjsi je nastroj Bowtie2. Z hlediska na-

rokti na pamét jsou nejuspornéjsi oba nastroje ze skupiny BWA. Kart nebyl testovan.
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Obrazek 27: Vizualizace vysledkt experimentu 1.2.T

C.2 Experiment 1.2.N

Nastroj Cas Potrebna Pramérna Priamérna
béhu [s| | pamét [MB] | vzdalenost readil | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 0.824 114.458 2.444 0.990
BWA-SW 2.541 9.708 2.736 0.989
BWA-MEM 0.600 8.349 2.485 0.990
Kart 0.070 8.277 2.550 0.989
GEM3 0.351 546.634 2.468 0.990

Tabulka 27: Porovnani ziskanych hodnot pro mald vstupni data

Mala vstupni data reprezentujici jeden gen skupiny KIR, nepredzpracovano. Z hle-
diska ¢asu a narokii na pamét vykazuje nejlepsi vysledky Kart, z hlediska presnosti je

nejlepsi nastroj Bowtie2.
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Obrazek 28: Vizualizace vysledkl experimentu 1.2.N

C.3 Experiment 2.2.T

Nastroj Cas Potrebna Pramérna Priamérna
béhu [s| | pamét [MB] | vzdalenost readil | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 25.916 118.697 1.341 0.993
BWA-SW 95.059 51.994 1.583 0.992
BWA-MEM | 25.352 102.728 1.397 0.988
Kart - - - -
GEM3 6.729 599.573 1.353 0.993

Tabulka 28: Porovnani ziskanych hodnot pro stfedni vstupni data

Stredné velka vstupni data reprezentujici 18 genu skupiny KIR, predzpracovano.

Z hlediska casu vykazuje nejlepsi vysledky GEM3, nejpresnéjsi je nastroj Bowtie2. Z

hlediska naroki na paméf je nejuspornéjsi nastroj BWA-SW. Kart nebyl testovan.
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Obrézek 29: Vizualizace vysledki experimentu 2.2.T

C.4 Experiment 2.2.N

Nastroj Cas Potrebna Primérna Primérna
béhu [s] | pamét [MB] | vzdalenost readt | vzdalenost readi
od reference od reference [%]
Bowtie2 36.242 117.558 2.457 0.990
BWA-SW 125.824 53.051 2.734 0.989
BWA-MEM | 35.565 111.337 2.496 0.990
Kart 0.847 22.153 2.808 0.988
GEM3 8.840 593.320 2.488 0.990

Tabulka 29: Porovnani ziskanych hodnot pro stfedni vstupni data

Stredni vstupni data reprezentujici 18 genti skupiny KIR, nepredzpracovano. Z hle-
diska casu a naroku na pameét vykazuje nejlepsi vysledky Kart, z hlediska presnosti je

nejlepsi nastroj Bowtie2.
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Obrézek 30: Vizualizace vysledkii experimentu 2.2.N
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