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Rozdziat 1

Wstep

Wsraéd licznych odkryé naukowych oraz osiagnieé technicznych XX i XXI wieku
szczegblng doniostoscia charakteryzuja sie sukcesy w dziedzinie szeroko pojetych
badan nad genetyka oraz analiza informacji genetycznej zawartej w komoérkach
organizméw zywych. Istotno$¢ zagadnienia, powiazana z jego ,medialnoscia”,
ponoszonymi ogromnymi naktadami finansowymi oraz zaangazowaniem rzeszy
specjalistéw, jest efektem z jednej strony znaczacej, interdyscyplinarnej wiedzy
niezbednej do podtrzymania postepu w dziedzinie, a z drugiej niemozliwego do
przecenienia utylitaryzmu osiagniec.

W niniejszej pracy zostanie oméwione zagadnienie korekcji danych uzyska-
nych w wyniku procesu sekwencjonowania, czyli odczytywania pierwszorzedowej
struktury czasteczek kwasu DNA. Sama zasada dzialania takiego procesu jest
obszerng tematyka, obejmujaca wiedze z dziedzin takich jak biochemia, fizyka
chemiczna, biologia molekularna, informatyka i innych. Rozwéj sekwencjonowa-
nia nastepuje ciagle od lat 60. XX wieku, gdy zastosowanie wczesnych metod fi-
zykochemicznych pozwolito na odczytanie krotkich fragmentéw kwaséw nukleino-
wych, ewoluujac do technik sekwencjonowania pierwszej generacji, ktére w 2001
roku daly mozliwo$¢ wyznaczenia sekwencji ludzkiego genomu [124, 199]. Kolej-
ny krok stanowito opracowanie wysokoprzepustowych technik sekwencjonowania
drugiej generacji, dajacych potencjal do pozyskania duzej iloéci informacji w krot-
kim czasie oraz niskim nakladem kosztéw [30, 148, 171]. Obecnie coraz wieksze
znaczenie zyskuja techniki sekwencjonowania trzeciej generacji, pozwalajac na
dalsze obnizenie kosztéw, zwickszenie przepustowosci, redukcje niedoskonatosci
technik drugiej generacji, cho¢ jednoczesnie wiazac sie z powstawaniem nowych
wyzwan przetwarzania takich danych [31]. W obu ostatnich przypadkach proces
sekwencjonowania jest przeprowadzany przy pomocy zautomatyzowanych urza-
dzen (sekwenatoréw). Obecnie zdecydowanie najczesciej praktyczne zastosowanie
znajdujg dane z sekwenatoréw marki Illumina, zaliczanych do urzadzen drugiej
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generacji.

Wtasciwosci technik drugiej i trzeciej generacji otworzyty drzwi do przeprowa-
dzania stosunkowo tatwej analizy w przedmiocie zaréwno badan podstawowych,
jak tez uwzglednienia jej w naukach stosowanych oraz dziatalnoéci praktycznej.
Sposrod wielu zastosowan takich technik mozna wymienié¢ choéby wyznaczanie
sekwencji genomoéw kolejnych organizméw, w tym organizméw niemodelowych
(przeprowadzanie asemblacji de novo [25, 107, 154]), detekcje polimorfizméw
pojedynczych nukleotydéw [25], identyfikacje elementéw funkcjonalnych geno-
moéw [97], wykrywanie oddzialywan DNA-biatko [25, 107, 154], detekcje muta-
cji obecnych w tkankach nowotworowych [107, 154], medycyne spersonalizowa~
na [154], identyfikacje mutacji chromosomowych [25] czy analize metagenomu (ze-
stawu kwaséw nukleinowych wielu organizméw z danego Srodowiska) [107, 154].

Przetwarzanie uzyskanych w wyniku sekwencjonowania danych, majace na ce-
lu choéby wykonanie wymienionych wyzej zadan, wiaze si¢ z konieczno$cig zmie-
rzenia z szeregiem teoretycznych i praktycznych trudnosci informatycznych. Wy-
maga opracowania metod modelowania oraz statystycznej analizy danych, a takze
sprostania czysto technicznym wyzwaniom, bedacych efektem ogromnego, siega-
jacego tebibajtéw rozmiaru danych. Przezwyciezenie tych problemow przy uzy-
ciu powszechnie stosowanych metod i narzedzi informatyki moze by¢ niemozliwe.
W rezultacie niezbedne jest doktadne opracowanie algorytméw, struktur danych
oraz strategii podejscia do problemu, staranna implementacja programu, a w wie-
lu przypadkach zastosowanie odpowiednio zaawansowanego otoczenia sprzetowe-
go. Ponadto interdyscyplinarnos$é¢ tematyki wiaze si¢ z uwzglednieniem czysto
organizacyjnych niuanséw, rodzac wymaganie wlaczenia sie specjalistéw réznych
dziedzin lub konieczno$ci pozyskania przez twércow rozwiazan informatycznych
odpowiedniej wiedzy z dziedziny problemowej. Zespét dziedzin sktadowych zagad-
nienia przetwarzania informacji biologicznej stanowil przyczyne narodzin nowej
dyscypliny — bioinformatyki, taczacej problemy z zakresu nauk biologicznych,
jak genomika, transkryptomika czy proteomika, z rozwigzaniami dostarczanymi
w wyniku zastosowania technik informatycznych.

Do wymienionych aspektéw komputerowego przetwarzania informacji gene-
tycznej nalezy zaliczy¢ powszechne zjawisko wystepowania — nazywanych dalej
bledami — niezgodnosci miedzy uzyskanymi danymi sekwencjonowania a sta-
nem faktycznym, charakteryzujacym préobki materiatu biologicznego. Powstawa-
nie btedéw jest efektem niedoskonatosci technik przygotowania oraz sekwencjo-
nowania materialu DNA. Stanowi echo operowania na strukturach o rozmiarach
atomowych, w ktérych pojawienie sie niewielkich tylko zakldcen, uwidocznienie
sie subtelnych wlaéciwosci fizycznych badz chemicznych materialu, wystapienie
niedoskonalosci aparatury lub niedoktadnosci wykorzystywanych modeli matema-
tycznych moze powodowadé niewladciwe okreslenie sekwencji analizowanego kwasu

nukleinowego. Bledy sa propagowane miedzy kolejnymi etapami przetwarzania



danych, rodzac trudnosci techniczne wynikajace ze wzajemnej niezgodnoéci r6z-
nych czesci zestawu danych, stanowiac czynnik ryzyka uzyskania niewlasciwych
wynikéw lub wyciggniecia nieprawidtowych wnioskéw oraz wymuszajac dodat-
kowy wzrost zawiloSci algorytméw przetwarzania, zwigzany z dostosowaniem do
obecnosci bledéw.

Wspomniane zjawisko jest redukowane w wyniku stosowania rozmaitych po-
dejs¢. Naleza do nich coraz lepsze poznanie charakterystyki bledéw wynikéw pra-
cy réznych sekwenatoréw, analiza materialu DNA poddanego amplifikacji w miej-
sce pojedynczych czasteczek, zapewnienie znacznej nadmiarowosci danych uzy-
skanych podczas sekwencjonowania, uwzglednianie mechanizméw samokontroli
procesu sekwencjonowania w formie generacji wspolczynnikéow jakosci danych
czy standardowe wyposazanie (kosztem komplikacji i wzrostu zapotrzebowania
na zasoby) samych algorytméw przetwarzania w mechanizmy pozwalajace na cze-
Sciowe sprostanie temu wyzwaniu. Mimo to problem w dalszym ciagu nie zostal
zazegnany. W literaturze wielokrotnie poruszano zagadnienie komputerowej ko-
rekcji sekwencji, opierajacej si¢ na wspomnianej nadmiarowosci danych oraz do-
stepnosci danych kontrolnych, wykorzystujacej wczesniej opracowane sekwencje
genoméw, przeprowadzajacych synteze danych uzyskanych przy pomocy réznych
technik o odmiennych wtasnosciach oraz opartych na wiedzy dotyczacej typowej
charakterystyki btedow. W tym celu zaproponowano szereg algorytméw, ktorych
zadaniem jest przetworzenie zestawu odczytéw sekwencjonowania poprzez moz-
liwie skuteczna detekcje bledéw oraz ich korekcje albo eliminacje obarczonych
btedami sekwencji. W duzej mierze zagadnienie dotyczy danych z akwizycji przy
pomocy urzadzen marki [llumina, co wynika z ich wysokiej popularnosci. W ni-
niejszej pracy potozono nacisk na analize sekwencji uzyskanych technika tego
rodzaju.

Przeglad literatury pozwala na wyciggniecie wniosku, ze tematyka nie zostata
wyczerpana. Obecnie wybdr algorytmu musi wiazaé si¢ z wypracowaniem kom-
promisu miedzy mozliwosciami oraz skutecznos$cig algorytmu, a zapotrzebowa-
niem na zasoby obliczeniowe. Przeprowadzone dotychczas badania eksperymen-
talne nie obejmuja doktadnej analizy niektorych kwestii, jak wptywu korekcji na
detekcje wariantéw genoméw czy skutecznodci czesto spotykanej metody oceny
korekcji przy pomocy odczytéw uzyskanych w wyniku komputerowej symula-
cji. Jednoczesnie w przedstawianych w literaturze wynikach mozna zaobserwo-
waé niesp6jnosé, polegajaca na prezentowaniu bardzo dobrych wynikéw danego
algorytmu przez jego autoréw oraz niejednokrotnie stabych — przez autoréw
konkurencyjnych rozwiazan. Motywacja przygotowania podjetych wysitkéw jest
uzupelnienie tych kwestii.

W zwiazku z powyzszym postawiono nastepujace tezy, ktérych udowodnienie
stanowi gtéwny przedmiot niniejszej pracy:

1. zastosowanie niektérych nowoczesnych metod korekcji odczytow sekwencjo-
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nowania genoméw pozwala na redukcje liczby btedéw powstalych w trak-
cie sekwencjonowania oraz poprawe jakosci réznych wynikéw algorytmow
przetwarzania odczytow, wliczajac w to detekcje wariantéw genomow przy
niskiej glebokosci sekwencjonowania,

2. mozliwe jest opracowanie nowego algorytmu korekcji, zapewniajacego lep-
szy od istniejacych algorytméw bilans skutecznosci do zapotrzebowania na
zasoby, a przy tym niskie ryzyko degradacji jakosci danych.

Wsréd szezegdlowych celéw przyswiecajacych przeprowadzonym badaniom
znajduje sie przygotowanie nowego algorytmu korekcji sekwencji nukleotydowych,
uzyskanych z urzadzen marki [llumina w efekcie sekwencjonowania pelnego ge-
nomu. Przy jego opracowaniu wzigto pod uwage wymagania dotyczace zakresu
zastosowan, jakosci uzyskiwanych wynikéw, szeroko pojetej wydajnosci oraz funk-
cjonalnosci, opierajac si¢ na doswiadczeniach uzytkowania innych algorytmoéw.
Przygotowano koncepcje algorytmu, uwzgledniajaca dostepno$é¢ pomocniczych
rozwigzan i narzedzi, zostaly réowniez zaproponowane i wykorzystane autorskie
rozwigzania konkretnych probleméw. W rezultacie przygotowano implementacje
oraz przeprowadzono strojenie algorytmu oraz opracowano strategie doboru gtéw-
nego parametru algorytmu, w oparciu o dane wejsciowe. Jako forme teoretycznej
miary szybkosci dziatania algorytmu wykorzystano wyznaczona zlozonosé obli-
czeniows wybranych czesci algorytmu.

Do istotnych celow nalezy zaliczy¢ tez badania eksperymentalne, nastawione
na ocene nowego algorytmu oraz przeprowadzenie analizy poréwnawczej z konku-
rencyjnymi algorytmami. Badania zostaly przeprowadzone opierajac sie¢ na licz-
nych kryteriach, pozwalajac na ocene wynikéw z réznych punktéw widzenia. Pod
uwage wzieto jakos¢ wynikow, mierzong skutecznoécia korekcji btedéw, wyrazona
przy pomocy rozmaitych miar. Analizie poddano kwestie wydajnosci (zapotrze-
bowania na zasoby) algorytméw. Wykorzystano przy tym zestawy danych o réz-
nej charakterystyce. Istotnym sktadnikiem tego celu jest weryfikacja potencjatu
zadania detekcji wariantow w roli narzedzia oceny skutecznosci korekcji.

W eksperymentach wykorzystano zaréwno dane uzyskane jako efekt rzeczywi-
stego sekwencjonowania DNA, jak tez wygenerowane komputerowo w procesie sy-
mulacji procesu sekwencjonowania, przeprowadzonego réznymi metodami. Dzieki
temu wyznaczono poboczny cel, polegajacy na okresleniu praktycznej uzyteczno-
$ci oraz realizmu uzyskanych w ten sposéb sekwencji, ktére zostalo dokonane
w oparciu o uzyskane wyniki.

Zaproponowany algorytm oraz wyniki eksperymentalne zostaly do tej pory
upublicznione m.in. w formie nastepujacych prac: artykulu w czasopismie Bioin-
formatics [65], rozdzialéw w monografiach [64, 67] oraz dwdch plakatéow przed-
stawionych podczas sesji konferencyjnych. Obecnie trwa réwniez proces recenzji
artykutu dla czasopisma Scientific Reports [66].



Struktura pracy jest nastepujaca. W rozdziale 2. przedstawiono wybor infor-
magcji zwigzanych z ewolucja i biologia w kontekécie wlasnosci kwaséw nukleino-
wych. Wiedza ta zostala wykorzystana do omoéwienia historycznych technik se-
kwencjonowania RNA i DNA, a takze wspoétczesnych technik sekwencjonowania
DNA drugiej i trzeciej generacji. Dla tych ostatnich wyjasniono fizykochemicz-
ne idee procesu sekwencjonowania, mogace stanowi¢ podstawe do uzasadnienia
wlasnosci danej techniki oraz zwigzanych z niag charakterystyki btedow.

Rozdziat 3. zostal po$wiecony omoéwieniu wybranych zagadnien informatycz-
nych, w ukierunkowaniu na mozliwo$¢ wykorzystania w algorytmach przetwarza-
nia sekwencji nukleotydowych. Sformalizowano istotne pojecia biologiczne oraz
terminy zwigzane z modelowaniem tego rodzaju danych. Zostaly oméwione wy-
brane algorytmy pelniace pomocnicza role w zadaniu korekcji odczytow.

W rozdziale 4. wykonano przeglad literatury pod katem istniejacych algoryt-
méw korekeji odezytéw z sekwencjonowania DNA, wraz z zasadami dziatania.
Przedstawiono problem parametryzacji algorytméw oraz oméwiono obecne w li-
teraturze kryteria oceny algorytméw, pozwalajace na dokonanie analizy pordw-
nawczej. Dokonano przegladu metod i narzedzi komputerowej generacji odczytow
sekwencjonowania.

W rozdziale 5. zawarto opis nowego algorytmu korekcji. Punkt wyjscia sta-
nowil opis szczegdtéw dziatania oraz analiza ztozonosci obliczeniowej jednego
z istniejacych juz algorytmoéw, ktérego implementacja w formie kodu zZrédtowe-
go stala sie podstawa opracowania nowego algorytmu. Nastepnie przedstawiono
specyfikacje wymagan nowego algorytmu, a w oparciu o nig dokonano opracowa-
nia algorytmu. Zostala zaproponowana strategia parametryzacji algorytmu oraz
przedstawiono wyniki analizy ztozonosci obliczeniowej algorytmu.

Rozdziat 6. po$wiecono opisowi badan eksperymentalnych. Zaproponowano
przebieg badan, uzasadniono dobér wykorzystanych zbioréow danych oraz zapro-
ponowano zestaw kryteriéw oceny. W dalszej czedci przedstawiono i oméwiono
wyniki eksperymentéw, opierajac sie zaréwno na dostepnych w bazach danych
sekwencjach uzyskanych w wyniku sekwencjonowania DNA, jak tez wygenero-
wanych komputerowo. Zaprezentowano wyniki jakoSciowe oraz ocene wydajno-
Sci. Rezultaty zostaly wykorzystane do weryfikacji spetnienia wymagan nowego
algorytmu, okreslenia praktycznej uzytecznoéci procesu korekcji i wyréznienia al-
gorytmow zalecanych do uzycia w innych pracach. Wykonano analize problemu
parametryzacji algorytméow. Wyciagnieto wnioski dotyczace uzytecznosci sekwen-
¢ji uzyskanych w wyniku komputerowej symulacji w zadaniu oceny algorytméw
korekgcji.

Dodatkowo w zalaczniku A, w formie pseudokoddéw, zamieszczono uzupel-
niajace specyfikacje dziatania niektérych algorytméw. W zataczniku B zawarto
szczegbly wykonania eksperymentéw, przede wszystkim wiersze polecen urucho-

mienia implementacji oraz wszystkie ich parametry, pozwalajace na pelne po-
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wtorzenie eksperymentéw. W zaltaczniku C zostaly zawarte uzupelniajace wyniki
eksperymentdow.



Rozdziat 2

Genomy i ich sekwencjonowanie

2.1 Wprowadzenie

2.1.1 Kwasy DNA i RNA

Historia zycia na Ziemi rozpoczela sie ok. 3,5-4 mld lat temu [204]. Z licznych
badan, w szczegblnosci genetycznych, wynika istnienie w tym okresie organizmu
nazywanego ostatnim uniwersalnym wspolnym przodkiem, od ktérego pochodza
wszystkie organizmy wystepujace w dowolnym momencie historii §wiata. Cechy
charakteryzujace ten organizm (cechy fenotypowe) byty przekazywane kolejnym
pokoleniom, jednoczesnie ulegajac powolnym, lecz sukcesywnym zmianom. Na
skutek tych zmian potomne osobniki w innym stopniu mogly dostosowaé sie do
warunkéw panujacych w érodowisku, a w konsekwencji zapewnily sobie lepsze
lub gorsze warunki do przezycia. Lepiej dostosowane osobniki czesciej osiggaly
mozliwos$¢ zapoczatkowania nowego pokolenia (rozmnozenia sie) i przekazania
mu swoich cech, podczas gdy pozostale wczesniej ulegaly eliminacji ze $rodowi-
ska na skutek wewnetrznych badz zewnetrznych czynnikéw. Powyzszy, trwajacy
do dzi$ proces nazywany jest ewolucjg, a zestaw wszystkich cech fenotypowych
charakteryzujacych danego osobnika nazywany jest jego fenotypem.

Miliardy lat ewolucji doprowadzily do wyksztalcenia sie ogromnej liczby or-
ganizméw charakteryzujacych sie niesamowicie odmiennymi cechami — rozmia-
rami, budowa anatomiczna, strategiami przezycia, Srodowiskami wystepowania
i wieloma innymi. Taka réznorodno$é¢ stanowi wyzwanie dla jednego z gtéwnych
dzialéw biologii, jaka jest taksonomia. Jej celem jest wprowadzenie wyczerpujacej
systematyki i opisu wszystkich zyjacych organizméw, a takze (we wspdludziale

paleontologii) organizméw wymartych.
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Budowa kwaséw nukleinowych

Nosnikami umozliwiajacymi przekazywanie informacji o cechach organizméw oraz
przechowywanie jej w trakcie zycia sa kwasy nukleinowe. Wsréd nich wyrdznia
sie w szczegdlnosci kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) oraz kwas rybonukleinowy
(RNA). Kwasy nukleinowe sa biopolimerami zbudowanymi z monomeréw zwa-
nych nukleotydami. W sktad nukleotydu wchodzi czasteczka jednej z pieciu zasad
azotowych: adeniny, guaniny (zasady purynowe), cytozyny, tyminy albo uracylu
(zasady pirymidynowe). Regula jest wystepowanie tyminy w nukleotydach DNA,
a uracylu w nukleotydach RNA, choé spotykane sg takze przypadki obecnosci
uracylu w DNA [195]. Pozostalymi skladnikami nukleotydu sa reszta cukrowa
(odpowiednio deoksyryboza albo ryboza) oraz reszta fosforanowa. Z semantycz-
nego punktu widzenia struktura kwaséw nukleinowych jest liniowa, tzn. w obrebie
czasteczki mozna wyznaczy¢ liniowy porzadek budujacych go nukleotydéw, jed-
nakze wyniki najnowszych badan sugeruja, ze w przypadku DNA istotne jest
takze przestrzenne rozmieszczenie jego nukleotydéw [74]. W niektérych przypad-
kach struktura DNA moze mie¢ charakter cykliczny i tworzy¢ czasteczke kolista.
Pod wzgledem fizykochemicznym nie wystepuja zadne ograniczenia dotyczace ko-
lejnosci nukleotydéw w czasteczce [101]. Rozmiar czasteczki DNA moze osiagaé
kilkaset milionéw nukleotydéw, natomiast rozmiar RNA na ogdt nie przekracza
kilku tysiecy nukleotydéw [101]. W celu skrécenia zapisu w dalszej czesci pracy
nukleotydy beda oznaczane symbolami A, C, G, T oznaczajacymi odpowiednio
nukleotyd adeninowy, cytozynowy, guaninowy, tyminowy oraz uracylowy.

Pojedyncza czasteczke kwasu nukleinowego okresla si¢ mianem nici. Ni¢ lub jej
fragment dlugosci do kilkuset nukleotydow nosi nazwe oligonukleotydu, oligomeru
lub k-meru, gdzie k jest liczba nukleotydéw w czasteczce.

W budowie kwaséw nukleinowych wyréznia sie dwa szczegblne rodzaje wia-
zan chemicznych wystepujacych miedzy atomami réznych nukleotydéw. Wigza-
nia fosfodiestrowe powstaja miedzy sasiednimi nukleotydami w nici. Atom wegla
reszty cukrowej nukleotydu, oznaczany 3, laczy sie — poprzez jego reszte fos-
foranowa — z atomem 5 reszty cukrowej nastepnego nukleotydu. Ten sposéb
polaczenia nukleotydéw odpowiada za liniowy charakter nici. W efekcie mozna
zdefiniowaé kolejno$é nukleotydéw w czasteczce od konca 5 do konca 3’ (5'-3")
albo odwrotnie. Kolejno$¢ wystepowania okreslonych nukleotydéw w nici okresla
sie mianem jego struktury pierwszorzedowej.

Wtasnosci kwaséw nukleinowych

Czasteczki zasad azotowych réznych nukleotydéw moga takze tworzy¢ miedzy so-
ba wigzania wodorowe. Umozliwia to powstawanie polaczen miedzy nukleotyda-
mi nalezacych do réznych nici albo réznych fragmentéw tej samej nici. Wigzania
wodorowe czasteczek adeniny i tyminy (lub uracylu) maja charakter podwdjny,
z kolei wiazania cytozyny i guaniny charakter potréjny. Tym samym mozliwe jest
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powstawanie par adenina—tymina (uracyl) albo cytozyna—guanina. Nukleotydy,
ktorych zasady azotowe moga tworzy¢ powyzsze dwbjki, nazywamy nukleotydams
komplementarnymi, a regule ich parowania zasadg komplementarnosci.

Typowa postacia wystepowania DNA jest czasteczka sparowana, w ktérej
dwie nici (nici komplementarne) zbudowane z komplementarnych nukleotydéw
wystepuja razem, polaczone wiazaniami wodorowymi swoich zasad azotowych.
Wzajemne ulozenie nici ma charakter antyréwnolegly, co jest efektem przeciw-
nych orientacji nici — jedna ni¢ w kolejnosci 5'-3’, druga w odwrotnej. Struktura
przestrzenna (tzw. struktura drugorzedowa) sparowanych nici DNA ma ksztalt
podwdjnej helisy. Za odkrycie przestrzennej budowy DNA Watson i Crick [200]
otrzymali w 1962 roku Nagrode Nobla w dziedzinie medycyny lub fizjologii. Ze
wzgledu na budowe sparowanej czasteczki DNA za jednostke dtugoéci kwasu DNA
przyjmuje sie pare zasad — pz (ang. base pair — bp). Jedna para zasad odpo-
wiada nici zbudowanej z dwbdch sparowanych nukleotydéw komplementarnych.
Ponadto, szczegdlnie w kontekscie procesu sekwencjonowania DNA, za jednostke
ilodci informacji genetycznej przyjmuje sie zasade — z (ang. base — b).

Istotnym z punktu widzenia inzynierii genetycznej przypadkiem sa sparowane
czasteczki DNA posiadajace koncéwke zbudowana z krétkiego, niesparowanego
odcinka. Konicéwki tego typu nazywane sa lepkimi koricami (ang. cohesive end).

Czasteczki RNA czesto przyjmuja forme jednoniciows. Powszechne jest jed-
nak wystepowanie wigzan wodorowych miedzy réznymi fragmentami tej samej
nici, czego efektem jest powstawanie w strukturze drugorzedowej RNA charakte-
rystycznych motywéw, jak odcinki dwuniciowe, petle czy wybrzuszenia [166].

Kazda komoérka somatyczna organizmu stanowi noénik DNA. Jego doktad-
ne umiejscowienie w obrebie komorki jest zalezne od jednostki taksonomicznej,
do ktorej zalicza si¢ dany organizm. W obecnie dominujacym sposobie klasyfi-
kacji organizmow, zaproponowanym w oparciu o badania genetyczne przez Wo-
esego [204], wyrdznia sie trzy gléwne jednostki taksonomiczne, tzw. domeny: ar-
cheony, bakterie oraz eukarionty, ktére obejmuja wszystkie organizmy zywe, wy-
taczajac wirusy. DNA archeonéw i bakterii wystepuje w cytoplazmie budujacej
komorke, natomiast u eukariontéow zawarte jest w jadrze komérkowym a takze,
w mniejszych iloSciach, w mitochondriach oraz — w przypadku roslin — w chlo-
roplastach.

Ze wzgledu na zréznicowanie rél pelnionych przez RNA wyro6znia sie kilka jego
rodzajow. Naleza do nich m.in. RNA matrycowe (mRNA), transportujgce (tRNA)
i rybosomalne (rRNA). mRNA pelni funkcje matrycy biatka syntezowanego przez
komorke w rybosomach. Aminokwasy budujace to biatko sa dostarczane z cyto-
plazmy za pomoca krétkich nici tRNA. rRNA z kolei jest jednym z gléwnych
sktadnikéw budulcowych rybosoméw.

Postacie wystepowania kwaséw nukleinowych u wiruséw sa réoznorodne. W za-
leznosci od szczepu nosnikiem informacji genetycznej wirusa moze by¢ zaréwno
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DNA, jak i RNA, w obu przypadkach w postaci jednoniciowej albo dwuniciowej.

2.1.2 Genom

Sposéb zorganizowania DNA wewnatrz jadra komdrkowego albo cytoplazmy jest
zalezny od fazy cyklu komérkowego. U eukariontéw, podczas profazy, DNA pod-
lega kondensacji i w efekcie, podczas metafazy, przyjmuje forme struktur zwanych
chromosomami. Liczba, wielkos$¢ oraz ksztalt chromosomoéw sa cecha gatunkows,.
Ludzkie DNA (z wyjatkiem DNA mitochondrialnego) jest zorganizowane w 23
pary chromosoméw, z czego 22 pary stanowia chromosomy zwane autosomami.
Pozostata para, nazywana allosomami lub chromosomamsi pici, determinuje pteé
osobnika — obecnosé dwoch allosoméw oznaczonych X wyréznia pleé¢ zenska,
a obecnos¢ jednego chromosomu X i jednego Y pte¢ meska. Podobne zasady
obowiazuja dla pozostalych rozdzielnoptciowych eukariontéw. Kompletny zestaw
chromosoméw organizmu okreslany jest mianem kariotypu. Zaburzenia powyzszej
organizacji sa przyczyng niektérych choréb genetycznych.

Obecnosé okreslonej liczby kopii chromosoméw w komorce jest cecha gatunko-
wa i nosi nazwe ploidii. Gatunki charakteryzujace sie pojedynczym, niesparowa-
nym garniturem chromosomowym zaliczamy do gatunkéw haploidalnych, podwéj-
nym — do diploidalnych, a posiadajace wieksza liczbe kopii chromosoméw — do
poliploidalnych. U organizméw diploidalnych kazdy chromosom w parze pochodzi
odpowiednio od jednego i drugiego organizmu rodzicielskiego. Odpowiadajace so-
bie kopie chromosoméw (np. w organizmach diploidalnych chromosomy z jednej
pary) nazywamy chromosomami homologicznymi. Haploidalny zestaw informacji
genetycznej nazywamy genomem. Genom organizmu, obok uwarunkowan érodo-
wiskowych, stanowi gléwne zrédlo jego cech fenotypowych. Rozmiary genoméw
wahaja si¢ od kilku tysiecy par zasad u wiruséw, poprzez kilka milionéw u bak-
terii i archeowcéw, po miliardy u eukariontéw [101]. Ludzki genom sklada sig
z ok. 3 miliardéw par zasad [101], cho¢ istnieja organizmy o genomach siegaja-
cych rozmiarem nawet 43 miliardéw par zasad [7].

Kodowanie biatek

W genomie mozna wyrézni¢ fragmenty niosace informacje o budowie biatek. Frag-
menty te nazywane sa genami. W obrebie genu wyréznia sie odcinki kodujace
informacje o kolejnosci aminokwaséw budujacych syntezowane biatko (eksony)
oraz, obecne gléwnie u archeonéw i eukariontéow, fragmenty niekodujace (intro-
ny). Zestaw genéw pojedynczego osobnika nazywamy jego genotypem.

Proces tworzenia biatka w oparciu o informacje genetyczng jest wieloetapo-
wy 1 w uproszczeniu obejmuje u eukariontéw transkrypcje, czyli synteze mRNA
bedacego kopia (transkryptem) kodujacych odcinkéw genu, oraz translacje, ktéra
stanowi proces syntezy biatka. Synteza biatka stanowi jedna z form ekspresji genu,
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ktérej celem jest uwidocznienie cech determinowanych przez dany gen. Ekspresja
jest inicjowana na skutek wystapienia okre$lonych czynnikéw wewnetrznych lub
zewnetrznych oddziatujacych na komoérke.

Obszary kodujace zbudowane sa z trojek nukleotydéw zwanych kodonami.
Jeden kodon determinuje obecno$¢ w budowanym biatku jednego z dwudziestu
aminokwasow. Aminokwasy pelnig funkcje oligomeréw biatek. Przyporzadkowa-
nie poszczegdlnym kodonom aminokwasow jest okreslane mianem kodu genetycz-
nego. Charakteryzuje si¢ on duza uniwersalnoscia, tzn. prawie kazdy organizm
przeprowadza translacje w oparciu o ten sam kod genetyczny.

Rozmiar odcinkéw kodujacych biatka w genomie jest zréznicowany — odcin-
ki kodujace stanowia ok. 1,1% genomu ludzkiego [199] i przeszlo 80% genomu
bakterii [202]. Pozostale obszary genomu pelniag réznorodne funkcje, zwiazane
m.in. z regulacja ekspresji. Doktadna rola duzej czeSci genomu pozostaje dotad
nieznana [70].

Zmienno$¢ genetyczna

W sktad cyklu zyciowego komorek organizmu wchodzg etapy, ktére obejmuja pro-
ces powielenia (replikacji) DNA. Powielenie DNA umozliwia podzial komoérki i
przekazanie do komérki potomnej wlasciwego materiatu genetycznego. W zwiaz-
ku z niedoskonaltosciag procesu replikacji, a takze w wyniku oddzialywania ze-
wnetrznych czynnikéw zwanych mutagenamsi, informacja genetyczna moze ulec
zmianie nazywanej mutacjg. Mutacje moga charakteryzowaé sie rozmaitymi wia-
snosciami. Zakres zmian jakie moga wywola¢ w genomie jest bardzo rézny —
od zamiany pojedynczej pary zasad na inna (mutacja punktowa) po przeniesie-
nie (transpozycje) duzego fragmentu genomu w inne miejsce lub znaczne zmiany
struktury chromosoméw. Wplyw mutacji na cechy fenotypowe moze by¢ obojet-
ny, niekorzystny, a w rzadkich przypadkach korzystny dla komérki lub organi-
zmu potomnego. Do osobnej grupy zmian zalicza sie wymiane catych fragmentow
genoméw, nazywang rekombinacjg. U eukariontéw rekombinacja moze przyjmo-
wac rozmaite formy, do ktérych zaliczy¢ nalezy w szczegdlnosci niezalezny wybodr
(segregacje) chromosoméw z pary, ktére zostana przekazane do komérki rozrod-
czej lub zjawisko crossing-over, ktore polega na wymianie — zazwyczaj sparowa-
nych — fragmentéw chromosomow.

Mutacje i rekombinacje stanowia jedna z gléwnych przyczyn odmiennosci
DNA organizméw reprezentujacych rézne jednostki taksonomiczne, co z kolei
jest zrédtem réznorodnosci ich fenotypow. Jednakze odmiennosé DNA jest cha-
rakterystyczna takze dla przedstawicieli tego samego gatunku i okre$lana jest ja-
ko wewnatrzgatunkowa zmiennosé genetyczna. Poszczegblne réznice (warianty)
genomdéw wynikajace ze zmiennosci wewnatrzgatunkowej moga mieé rézny cha-
rakter, jednak dominuja wsréd nich polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (ang.
single nucleotide polymorphism — SNP), ktére w genomie ludzkim obejmuja
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ok. 90% réznic [198]. Pojedynczy polimorfizm jest wariantem jednej pary zasad
w genomie wystepujacym u wybranych osobnikéw. Innym rodzajem sg warianty
typu krotki indel, ktore obejmuja wstawienie nowego krétkiego odcinka kwasu
nukleinowego do genomu lub brak takiego odcinka w genomie. Obecno$é¢ réz-
nic DNA w obrebie okreslonego genu jest przyczyna wystepowania réznych jego
wariantéw nazywanych allelami.

Przedstawiony powyzej przeptyw informacji w komorce, tj. replikacja DNA,
transkrypcja DNA do RNA, a nastepnie translacja RNA do biatka nazywany
jest centralnym dogmatem biologii molekularnej. Zasada ta w okreslonych sytu-
acjach dopuszcza takze odwrotng transkrypcje polegajaca na uzyskaniu czasteczki
DNA komplementarnego (cDNA) w oparciu o ni¢ RNA| a takze replikacje RNA.
Zjawisko uzyskiwania DNA lub RNA w oparciu o strukture biatka nie jest do-
puszczalne. Za proces syntezy komplementarnej nici DNA lub RNA w oparciu
o niesparowana ni¢ DNA oraz wolne nukleotydy sa odpowiedzialne enzymy za-
liczane do grup odpowiednio polimeraz DNA i polimeraz RNA. Polimerazy za-
zwyczaj moga rozpoczaé synteze jedynie w miejscu zakonczenia dwuniciowego
fragmentu czasteczki. Z tego powodu uprzednio do nici matrycowej jest dotacza-
ny krétki, komplementarny fragment nazywany starterem, ktéry stanowi punkt
inicjacji syntezy.

Substratami reakcji syntezy nici DNA sg wolne nukleotydy, ktérych grupa
fosforanowa sklada sie z trzech atoméw fosforu. W wyniku potaczenia wolnego
nukleotydu z nicig nastepuje uwolnienie grupy difosforanowej (pirofosforanowej).

Analiza genoméw jest obszarem zainteresowan dzialu biologii molekularnej
zwanej genomikq.

2.2 Metody odczytu sekwencji kwaséw nukleinowych

W 1944 roku zostaly przedstawione dowody wskazujace, ze noénikiem informacji
o cechach komorek nie sa biatka, lecz kwasy nukleinowe [32]. Odkrycie to zainicjo-
walo podjecie ogromnej liczby prac majacych na celu poznanie budowy i funkcji
kwaséw nukleinowych. Szczegdlnie istotnym elementem tych badan bylo okresle-
nie ich pierwszorzedowej struktury, czyli sekwencji budujacych je nukleotydow.
Takie zadanie nosi nazwe sekwencjonowania kwasu nukleinowego. W latach 60.
i 70. XX wieku kilka grup badawczych zaproponowato rézne metody sekwen-
cjonowania DNA i RNA oraz udowodnito ich skuteczno$é prezentujac pierwsze
odczytane sekwencje [95].

Opracowanie technik sekwencjonowania byto motywowane dostarczeniem no-
wych narzedzi poznania proceséw zachodzacych w komoérkach. Techniki sekwen-
cjonowania mialy poméc w okresleniu rél poszczegdlnych fragmentow genoméw,
dokladnym wyjasnieniu zasad rzadzacych dziedzicznoscia, a w konsekwencji do-
prowadzi¢ do poznania mechanizméw translacji i syntezy bialek [77], zbadania
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fizjologii komoérek zainfekowanych wirusami [78], a w duzej mierze takze pozna-
nia podtoza i opracowania metod leczenia wielu chordb.

2.2.1 Techniki pomocnicze

Pierwsze skuteczne metody sekwencjonowania byly ukierunkowane na poznanie
sekwencji RNA. Wynikato to z mniejszych trudnosci technicznych — nici RNA sg
czasteczkami znacznie krétszymi oraz zwykle nie posiadaja nici komplementarnej.
Ponadto, dzieki dostepnosci tatwych w hodowli organizméw modelowych opar-
tych na RNA, istniata mozliwos$¢ uzyskania duzej ilosci odpowiedniego materiatu
genetycznego [95]. Zasada dzialania r6znych, wezesnych metod sekwencjonowania
zazwycza] opieralta sie na podziale czasteczki na bardzo kroétkie fragmenty. Po-
dziat taki byt najczesciej przeprowadzany przy pomocy substancji zwanych nukle-
azami, ktére poprzez rozerwanie wigzan fosfodiestrowych przerywaja ni¢ kwasu.
Niektore nukleazy charakteryzuja sie zdolnoécia detekeji okreslonego ciggu nukle-
otydow i przerwania nici w miejscu jego wystapienia, co mozna wykorzystaé jako
dodatkowa informacje o sktadzie czasteczki. Uzyskane fragmenty poddawane byty
zwykle separacji przy pomocy technik takich jak elektroforeza, chromatografia lub
jonoforeza. Wykorzystujg one rézne wlasnoéci fizyczne skladnikéw analizowanej
mieszaniny w celu rozdzielenia jej sktadnikow. Separacja fragmentow pozwala na
identyfikacje ich wlasnoéci fizycznych, a w konsekwencji okreslenie ich budowy.

Elektroforeza, chromatografia i jonoforeza wykorzystuja wtasnosci substan-
cji majace wpltyw na szybkos¢ jej przemieszczania si¢ w okreslonych warunkach.
W elektroforezie i jonoforezie tymi warunkami jest silne pole elektryczne, w kto-
rym analizowana mieszanina zostaje umieszczona. Z kolei w chromatografii mie-
szanina jest przepuszczana przez tzw. zfoZe. Po okreslonym czasie wykonuje sie
obserwacje drogi przemieszczenia okreslonych frakcji. Jej dlugosdé jest podstawa
do wyciagniecia wnioskow o ich wtasciwosciach fizycznych takich jak np. masa,
co z kolei daje mozliwo$¢ okreslenia sktadu frakcji i calej mieszaniny.

Niektére sposréd metod opieraly sie na radioaktywnym znakowaniu nukleoty-
dow. Wprowadzenie do nich atoméw promieniotwérczego pierwiastka umozliwia-
to po separacji okreslenie ich lokalizacji przy pomocy autoradiografii, ktora jest
technika wykorzystujaca zjawisko naswietlenia materiatu swiattoczutego w miej-
scu obecnosci substancji radioaktywnej.

Dodatkowo czesto wykorzystywanym zjawiskiem byla denaturacja DNA, czyli
efekt odwracalnego przerywania wigzan wodorowych miedzy nukleotydami kom-
plementarnymi, prowadzacy do rozdzielenia nici. Denaturacja moze zachodzi¢
m.in. na skutek oddzialywania podwyzszonej temperatury lub bardzo kwasnego
albo zasadowego Srodowiska.
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2.2.2 Sekwencjonowanie RNA

Za pierwsza udana probe poznania sekwencji kwasu nukleinowego mozna uznaé
odczytanie w 1965 roku przez zespét Roberta Holleya sekwencji nici tRNA od-
powiedzialnej za transport aminokwasu alaniny [102]. Nici tego typu posiadaja
dhugosé 77 nukleotydow. Holley wyekstrahowat je z komérek drozdzy piekarni-
czych. W pierwszej kolejnosci zostaly one podzielone na krétsze odcinki, a na-
stepnie poddane separacji. Identyfikacja sktadu odcinkéw dtugosci 2 nukleotydow
byta mozliwa poprzez obserwacje ich wlasnosci w procesach chromatografii i elek-
troforezy. Identyfikacja budowy odcinkéw dituzszych oraz ustalenie wzglednych
pozycji poszczegdlnych fragmentéw wymagaly uzyskania odcinkéw o innych diu-
gosciach oraz ponawiania procesu identyfikacji. Pelny proces odczytu sekwencji
trwal ok. 2,5 roku. Za swoje prace nad poznaniem kodu genetycznego oraz okre-
$lenie roli RNA w procesie syntezy biatka w 1968 roku Holley zostal uhonorowany
Nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii lub medycyny.

Inna metoda sekwencjonowania RNA zostata zaproponowana w tym samym
roku przez zespo6t Fredericka Sangera i polegala na radioaktywnym znakowaniu
nukleotydéw [181]. Proces znakowania opieral si¢ na hodowli organizméw w wa-
runkach obecnosci radioaktywnego fosforu 32P, ktéry nastepnie wchodzil w sktad
nukleotydéw wyhodowanych osobnikéw. Oznakowane czasteczki RNA poddano
separacji, a ich detekcja zostata przeprowadzona w oparciu o autoradiografie.

W kolejnych latach rézne zespoly wykorzystaly metode opracowana przez
Sangera do okreslenia sekwencji szeregu réznych czasteczek tRNA oraz rRNA [95],
jednak szczegdlnie istotnym przypadkiem jej zastosowania bylo przeprowadzenie
w 1972 roku przez zespdot Waltera Fiersa sekwencjonowania jednego pelnego genu
RNA bakteriofaga MS2 [77]. Gen ten jest odpowiedzialny za kodowanie biatka
budujacego zewnetrzna powloke (kapsyd) wirusa. Kontynuacja prac zaowocowa-
ta w 1976 roku okreéleniem sekwencji liczacego 3569 nukleotydéow genomu tego
bakteriofaga [78], co stanowilo pierwszy przypadek poznania pelnego genomu
RNA.

2.2.3 Sekwencjonowanie DNA

Wysitki nad opracowaniem metody sekwencjonowania DNA byty podjete m.in.
w latach 1968-1974 przez zesp6t Raya Wu [207]. Jego pierwsze osiagniecie sta-
nowito okreslenie zawarto$ci nukleotydéw w lepkim koncu obecnym w DNA bak-
teriofaga A\ [206], jednak bez wyznaczenia ich kolejnosci. Dalszy rozwéj metody
pozwolil na przeprowadzenie m.in. pelnego sekwencjonowania pierwszych o$miu
nukleotydéw tego fragmentu [205]. Metoda Wu polegala na wykorzystaniu nukle-
otydéw oznakowanych radioaktywnie przy pomocy fosforu 32P, ktére na zasadzie
komplementarno$ci, w obecnoéci polimerazy DNA, byly dotaczane do jednonicio-
wego fragmentu lepkiego korica DNA. Tym samym metoda ta nie pozwalala na
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odczyt sekwencji DNA dwuniciowego.

W 1973 roku Walter Gilbert i Allan Maxam [82] odczytali sekwencje 24 par
zasad fragmentu operonu laktozowego, bedacego czedcia genomu pateczki okrez-
nicy. Zastosowana metoda polegala na znakowaniu fosforem 32P ostatniego nu-
kleotydu na koncu 5 sekwencjonowanych nici. Nastepnie, od strony kornca 3/,
oddzielano od nici oligomery réznej dtugosci. Pozostale, zawierajace oznakowany
nukleotyd fragmenty byly poddawane separacji w dwoch wymiarach oraz detekcji
przy pomocy autoradiografii — przemieszczenie fragmentow w jednym z wymia-
réw separowalo fragmenty o réznej dhugosci, natomiast przemieszczenie w drugim
separowalo rézne nukleotydy obecne na ostatniej pozycji fragmentu.

W 1975 roku Frederick Sanger i Alan Coulson zaproponowali metode plus
i minus [180]. Jej pierwszy etap polegal na denaturacji wejsciowych czasteczek
DNA oraz syntezie komplementarnych do nich oligomeréw réznej dhugosci. Jeden
sposréd wykorzystywanych w syntezie nukleotydéw byl znakowany fosforem 32P.
Uzyskane nici byly wykorzystywane w jednej z kolejnych faz. Faza ,minus” po-
legata na kontynuacji syntezy nici komplementarnej, ale przy nieobecnosci nu-
kleotydéw opartych na jednej, wybranej zasadzie (nukleotydéw jednego typu).
W efekcie uzyskiwano oligomery, spoéréd ktérych zaden nie konczyt sie nukle-
otydem tego typu. W fazie ,plus” synteze przeprowadzano w podobny sposéb,
jednak tym razem obecne byly wylacznie nukleotydy jednego typu, zatem uzyski-
wano czasteczki konczace sie wytacznie tym nukleotydem. Obie fazy wykonywano
niezaleznie dla kazdego z czterech typéw nukleotydow, a uzyskane zestawy frag-
mentéw byly poddawane separacji i obserwowane przy pomocy autoradiografii.
Sekwencja DNA mogta by¢ okreslona w oparciu o réznice w rezultatach obu faz.
Metoda ta pozwolila na poczatku 1977 roku na wykonanie sekwencjonowania ge-
nomu DNA bakteriofaga ®X174 [182], ktéry stanowil pierwszy w pelni poznany
genom DNA.

Kolejna metoda zostala opracowana przez zespét Gilberta i Maxama w 1977
roku [145]. Wejsciowe fragmenty DNA, po przeprowadzeniu denaturacji, byly zna-
kowane radioaktywnie poprzez dolaczenie dodatkowego nukleotydu na kornicu 5'.
Tak przygotowane czasteczki byly dzielone na cztery porcje. Kazda z nich byta
poddawana dzialaniu jednej z odpowiednich substancji chemicznych, ktére prze-
rywaly ni¢ odpowiednio po napotkaniu okreslonego typu nukleotydu: G, G+A (tj.
G, a czasami A), C oraz C+T. Uzyskane w ten sposéb oligomery byly poddawane
separacji i obserwacji przy pomocy autoradiografii.

W tym samym roku zespol Sangera przedstawil rozwiniecie swojej metody
[183], nazywane metodq dideoksy. Wejsciowe, zdenaturowane fragmenty rozdzie-
lano na cztery grupy. Kazda z nich umieszczano w roztworze z wolnymi nukleoty-
dami oraz z niewielka iloScig nukleotydéw jednego typu, ktoére dodatkowo byty
oznakowane radioaktywnie i pozbawione grupy hydroksylowej na pozycji 3’. Tak
zmodyfikowane nukleotydy nie moga tworzy¢ wigzan fosfodiestrowych z kolejny-
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mi nukleotydami i powoduja przerwanie syntezy przez polimeraze DNA. Moment,
w ktérym taki terminalny nukleotyd zostawal dolaczony byl przypadkowy, stad
w obrebie kazdego roztworu uzyskiwano odcinki réznej dlugoéci. Nastepnie od-
cinki te byly poddawane separacji i obserwowane przy pomocy autoradiografii.
Pozycja czastek wyznaczata ich dlugosé, natomiast typ ostatniego nukleotydu
wynikal z typu zmodyfikowanych nukleotydéw obecnych w danym roztworze. Za
swoje odkrycia Sanger wraz z Gilbertem zostali w 1980 roku uhonorowani Na-
groda Nobla w dziedzinie chemii.

2.2.4 Udoskonalenia metody dideoksy

Metoda dideoksy, jako sprawniejsza i w mniejszym stopniu oparta na szkodli-
wej promieniotwoérczosci niz metoda Gilberta i Maxama [136], przez blisko 30 lat
pozostawala podstawowym narzedziem sekwencjonowania DNA. W tym okresie
zostala wielokrotnie udoskonalona, np. poprzez wprowadzenie fluorescencyjnego
znakowania terminalnych nukleotydéw czterema barwnikami, zastosowanie elek-
troforezy kapilarnej oraz opracowanie nowych odczynnikéw [155]. Ulepszenia te
umozliwity zwiekszenie szybkosci odczytu fragmentéw, przeprowadzenie reakcji
w jednym roztworze zamiast w czterech, obnizenie kosztéw czy rezygnacje z wy-
korzystania radioaktywnych odczynnikow. W 1987 roku laboratorium Leroya Ho-
oda, w oparciu o powyzsze udoskonalenia, udostepnito urzadzenie sekwencjonuja-
ce (sekwenator) AB370 [136], ktére umozliwiato czesciowa automatyzacje procesu
sekwencjonowania poprzez przeprowadzanie odczytu sekwencji przy uzyciu kom-
putera. Urzadzenie to zostalo skomercjalizowane przez przedsiebiorstwo Applied
Biosystems. Dla odréznienia od nowszych rozwiagzan metoda dideoksy oraz jej
modyfikacje sg okreslane mianem technik sekwencjonowania pierwszej generacji
(ang. first-generation sequencing — FGS).

2.3 Wspotczesne narzedzia i metody sekwencjonowania
DNA

2.3.1 Ograniczenia metod pierwszej generacji

Metoda dideoksy pozwala na sekwencjonowanie jedynie krétkich fragmentéw ni-
ci DNA nazywanych odczytami (ang. reads). Odczyty maja dlugosé do kilkuset
par zasad i sg znacznie krotsze nie tylko od najprostszych genoméw, ale takze
od wielu ich interesujacych obszaréw, takich jak geny czy tzw. powtdrzenia tan-
demowe. Czesciowym rozwigzaniem tego ograniczenia jest zastosowanie techniki
sekwencjonowania Srutowego (ang. shotgun-sequencing) [166], ktéra polega na
namnozeniu (amplifikacji) sekwencjonowanych nici oraz wielokrotnym przepro-
wadzeniu sekwencjonowania fragmentéw pochodzacych z przypadkowych miejsc
analizowanego DNA. Proces ten trwa do momentu osiggniecia docelowej glebo-
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kosci sekwencjonowania (ang. sequencing depth), ktora jest zdefiniowana jako
stosunek sumy dtugosci wszystkich odczytéw do dlugosci genomu. Odpowiednio
duza glebokos¢ sekwencjonowania i wynikajaca z niej redundancja danych w wielu
przypadkach umozliwia znalezienie nakladajacych sie fragmentéw odczytow, co
pozwala na okreslenie ich wzglednego potozenia w nici. Sposoéb ten w niektorych
przypadkach pozwala na poznanie postaci fragmentéw nici znacznie dtuzszych niz
odczyt, czesto jest jednak niewystarczajacy. Przyktadowo, nie umozliwia doktad-
nego okreslenia dtuzszych sekwencji sktadajacych sie z krétkich, powtarzajacych
siec motywéw.

Do pozostatych trudnoéci zwigzanych z wykorzystaniem technik pierwszej ge-
neracji nalezy ich niska przepustowosé (ang. throughput), czyli liczba nukleotydéw
odczytywanych w jednostce czasu. Biorac pod uwage konieczno$é¢ dostarczenia
odpowiednio duzej glebokosci sekwencjonowania $rutowego oraz znaczny rozmiar
wielu genoméw, tempo sekwencjonowania metody dideoksy wynoszace 80kz dla
platformy 3730x] w jednym, trwajacym ok. 3 godzin uruchomieniu urzadzenia jest
zdecydowanie niewystarczajace. Istotng kwestia jest takze wysoki koszt procesu
sekwencjonowania [164].

Pomimo wystepowania powyzszych oraz innych, niewymienionych wad tech-
nik pierwszej generacji, w 1990 roku zainicjowano Projekt Poznania Ludzkiego
Genomu (ang. Human Genome Project). W jego ramach w 2001 roku dwie kon-
kurujace instytucje wstepnie przedstawily postaé¢ ludzkiego genomu [124, 199].
Prace te zajely 11 lat, a w kolejnych latach ich wyniki byly uzupelniane [51].

2.3.2 Techniki sekwencjonowania drugiej generacji

Kwestia niedoskonalosci technik pierwszej generacji umotywowala opracowanie
nowych metod i narzedzi sekwencjonowania. Sg one obecnie zaliczane do grupy
technik sekwencjonowania drugiej generacji albo nowej generacji (ang. second-
generation sequencing — SGS, next-generation sequencing — NGS).

Zasada dziatania wiekszosci technik NGS polega na syntezie nici komplemen-
tarnych w oparciu o zdenaturowane nici wejéciowe oraz obserwacji procesu ich
tworzenia. Taka idea nosi nazwe sekwencjonowania przez synteze (ang. sequen-
cing by synthesis). Oparta na niej byla takze technika dideoksy [95].

Wiekszoéé technik NGS wykorzystuje takie narzedzia i zjawiska jak reakcja
laricuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction — PCR), ligacja czy
hybrydyzacja. Ze wzgledu na to, ze metody NGS sa stosowane do bezposredniego
sekwencjonowania DNA, a nie RNA, w niniejszym podrozdziale zawarto opis
zjawisk wylacznie w tym kontekscie.

Metoda PCR jest technika amplifikacji materiatu DNA. Polega ona na cyklicz-
nym ogrzewaniu i ochladzaniu roztworu zawierajacego nici DNA, niesparowane
pojedyncze nukleotydy oraz polimeraze DNA. W wyniku zwigkszenia tempera-
tury DNA ulega denaturacji, a nastepnie, w efekcie jej obnizenia, przy udziale
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polimerazy DNA nastepuje na obu niciach synteza ich nici komplementarnych.
Ligacja jest zjawiskiem laczenia koncéwek dwédch sparowanych nici DNA. Jest
ona stosowana zazwyczaj dla czastek DNA posiadajacych komplementarne lep-
kie konice i powoduje powstanie jednej, dtuzszej czastki. Odmiennym zjawiskiem
jest hybrydyzacja, ktéra polega na uzyskaniu czastki sparowanej poprzez pola-
czenie dwbéch komplementarnych czastek niesparowanych.

Jedna z cech charakterystycznych wspotczesnych metod NGS jest przepro-
wadzanie jednoczesnego sekwencjonowania wielu (w niektérych sekwenatorach
nawet milionéw [193]) réznych fragmentéw DNA wejSciowego. Pozwala to na
osiagniecie bardzo wysokiej przepustowosci pomimo znaczacego czasu konieczne-
go do przeprowadzenia pelnego cyklu odczytu jednego fragmentu. Techniki NGS
charakteryzujace sie duzym stopniem wspdtbieznosci zalicza sie do grupy technik
wysokoprzepustowych (ang. high-throughput sequencing) [30, 171].

Do istotnych zalet niektérych metod NGS nalezy mozliwo$é generowania od-
czytow sparowanych (ang. paired-end reads — PE, mate-pair reads — MP). Tech-
nika ta pozwala na uzyskiwanie par odczytéw, ktérych wzajemna odleglosé w ge-
nomie jest w przyblizeniu znana. Istniejace podejécia do tego zagadnienia — PE
i MP — ro6znia sie sposobem przygotowania DNA wejSciowego oraz odlegloscia-
mi miedzy odczytami. Uzyskanie odczytéw typu PE polega na sekwencjonowaniu
jednego fragmentu DNA dwukrotnie: od jednego i od drugiego konica, co pozwala
na okreslenie postaci odcinkéw DNA odleglych o co najwyzej kilkaset par za-
sad. W przypadku podejscia typu MP przygotowuje sie fragmenty dtugosci kilku
tysiecy par zasad. Nastepnie ich konce sa taczone w celu uzyskania czasteczek
kolistych. Z miejsca polaczenia wycina sie krotszy fragment, ktéry zostaje pod-
dany sekwencjonowania w sposéb analogiczny jak w podejéciu PE. W ten spos6b
uzyskuje sie pare odczytéw odcinkéw oddalonych o kilka tysiecy par zasad. Do
wad technik NGS nalezy zaliczy¢é mozliwo$¢é generowania tylko bardzo krétkich
odczytéw (czesto krétszych niz w metodzie dideoksy) oraz ich stosunkowo niska
jakos$é, tzn. obecno$é licznych réznic miedzy odczytami a rzeczywistymi sekwen-
cjami nukleotydéw.

Techniki NGS oparte sa na licznych odkryciach, ktére nastapity w ciagu ostat-
nich lat [30]. Pozwolily one na opracowanie szeregu réznych rozwiazan. Kilka
konkurencyjnych przedsiebiorstw wprowadzitlo na rynek wiele modeli urzadzen
przeprowadzajacych sekwencjonowanie w spos6b maksymalnie zautomatyzowany.
Ponizej zawarto ogdlny opis zasady dziatania i najwazniejsze wtasnosci najpopu-
larniejszych technik sekwencjonowania drugiej generacji.

Proces sekwencjonowania rozpoczyna sie od uzyskania prébki materiatu ge-
netycznego poprzez jego izolacje z organizmu lub srodowiska. Material ten jest
wykorzystywany do utworzenia biblioteki DNA (ang. DNA library) stanowiacej
zestaw fragmentéw wejSciowego materialu. Fragmenty te musza posiadaé¢ odpo-
wiednia dlugos¢ zalezng m.in. od techniki sekwencjonowania, zastosowania albo
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Rysunek 2.1: Zasada dzialania sekwenatora 454 GenomeSequencer FLX [30]

koniecznosci uzyskania odczytéw sparowanych. Fragmenty sa poddawane dalszej
obroébce, ktéra moze polegaé¢ m.in. na naprawie koncowek, tworzeniu lepkich kon-
cow, laczeniu ze znanymi fragmentami DNA nazywanymi adapterami (ang. ad-
aptor) czy amplifikacji np. przy pomocy techniki PCR [94]. Uzyskana biblioteka
stanowi material wejSciowy urzadzenia sekwencjonujacego.

Roche 454

W 2005 roku przedsigbiorstwo 454 Life Sciences (niedltugo pézniej zakupione przez
Roche Diagnostics) udostepnito komercyjnie pierwsze urzadzenie sekwencjonuja-
ce drugiej generacji — GenomeSequencer FLX [30]. Jego zasada dzialania opar-
ta jest na technice sekwencjonowania przez synteze. Sekwencjonowanie 454, ze
wzgledu na wykorzystanie wlasnosci pirofosforanéw, jest nazywana pirosekwen-
cjonowaniem (ang. pyrosequencing).

Na rys. 2.1 przedstawiono schemat dziatania sekwenatora GenomeSequencer
FLX. Sekwencjonowane czasteczki DNA sa dzielone na fragmenty dlugosci kilku-
set par zasad. Nastepnie sa one poddawane ligacji z adapterami (A) oraz podda-
wane denaturacji. Adaptery przylaczaja sie do indywidualnych kulek (ang. bead)
petiacych funkcje podtoza. Unieruchomione w ten sposéb nici sg poddawane am-
plifikacji przy pomocy techniki PCR (B). Amplifikacja ma na celu zwiekszenie
intensywnoéci emitowanego podczas procesu sekwencjonowania $wiatta i utatwie-
nie jego detekcji. W rezultacie kazda kulka zawiera do kilku milionéw przytwier-
dzonych do niej kopii sekwencjonowanego odcinka. W dalszej kolejnosci kazda
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z kulek jest umieszczana w osobnym dotku mikroptytki przy koncoéwce sSwiatto-
wodu polaczonego z matryca CCD (C). Nastepnie do dotka wprowadzany jest
zestaw czastek polimerazy DNA oraz starteréw. Proces odczytu sekwencji jest
przeprowadzany poprzez cykliczne dostarczanie kolejnych wolnych nukleotydow,
czego efektem jest postepujaca synteza komplementarnych nici sekwencjonowa-
nych odcinkéw. W momencie powstania wigzania wodorowego z dostarczonych
nukleotydéw uwalniane sa grupy pirofosforanowe (PP), ktére w wyniku obecno-
$ci dodatkowych substancji powoduja emisje $wiatta, wykrywanego przez matryce
CCD (D). Jezeli aktualnie syntezowany fragment nici sktada sie z wielu nukle-
otydéw opartych na tej samej zasadzie, wéwczas synteza odbywa sie w jednym
cyklu. Powoduje to zwickszenie natezenia $wiatta proporcjonalnie do dlugosci
jednolitego fragmentu. Po usunieciu nieprzylaczonych nukleotydéw proces jest
powtarzany dla nukleotydu kolejnego typu.

Do zalet pirosekwencjonowania nalezy duza, w momencie wprowadzenia tech-
niki, przepustowos$¢ (0,7 Gz w trakcie jednego, trwajacego dobe uruchomienia
urzadzenia w wersji FLX Titanium [136]) oraz mozliwo$¢ generowania odczytéw
dhugosci wigkszej od wielu innych metod NGS. Z drugiej strony technika ta cha-
rakteryzuje sie wysokim kosztem procesu sekwencjonowania oraz wrazliwoscia
na wystepowanie w sekwencjonowanych fragmentach dluzszych homopolimeréw,
czyli odcinkéw skladajacych sie z nukleotydéw tego samego typu [30]. Okresle-
nie dlugosci takiego jednolitego fragmentu w oparciu o obserwacje intensywnosci
emitowanego Swiatla nie jest procesem dostatecznie doktadnym [148].

Obecnie sekwenatory 454 zostaly wycofane z produkeji, jednak caty czas do-
stepne sa niezbedne odczynniki, co pozwala na prace istniejacych urzadzen [1, 2].

Mlumina

Konkurencyjne rozwigzanie — sekwenator Genome Analyzer — zostalto udostep-
nione w 2006 roku przez przedsiebiorstwo Solexa (ktére z kolei zostalo w 2007
roku zakupione przez firme Illumina). Sekwenatory marki Illumina takze sa opar-
te na idei sekwencjonowania przez synteze.

Na rys. 2.2 przedstawiono zasade dzialania sekwenatora Genome Analyzer.
Analizowane, sparowane fragmenty sa z obu koncéw poddawane ligacji z ad-
apterami (A). W dalszej kolejnosci przeprowadzana jest ich denaturacja oraz
przytwierdzenie obu konicow do podioza. W tej formie fragmenty sa poddawa-
ne amplifikacji przy pomocy techniki PCR, ktora trwa do momentu uzyskania
okoto 1000 kopii nici zgromadzonych w grupach (B). Nastepnie adaptery jednego
z koncow zostaja odlaczone od podloza, stajac sie jednoczesnie punktami zacze-
pienia starteréw przy budowie drugiej nici. Roztwor jest uzupelniany starterami,
polimeraza DNA oraz zestawem wolnych nukleotydéw. Dodawane nukleotydy sa,
w zaleznoéci od typu, oznakowane jednym z czterech fluoroforéw. Fluorofor jest
polaczony z zasada azotowa, natomiast na pozycji 3’ nukleotydu jest obecny
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Rysunek 2.2: Zasada dziatania sekwenatora [llumina na przyktadzie Genome Ana-
lyzer [30]

usuwalny terminator (ang. reversible terminator), ktérego zadaniem jest tym-
czasowe uniemozliwienie utworzenia wiazania z kolejnym nukleotydem [44]. Na
skutek dzialania polimerazy nastepuje synteza nici komplementarnej, jednak ze
wzgledu na obecnosé terminatora po dotaczeniu jednego nukleotydu jest ona za-
trzymywana. Probka jest odwietlana laserem, co inicjuje emisje przez fluorofor
Swiatta w kolorze odpowiadajacym typowi nukleotydu (C) — nukleotydy A i C
sa inicjowane laserem czerwonym, a G i T zielonym [185]. Po zarejestrowaniu
swiatta przez matryce CCD terminatory i fluorofory sa usuwane (D) i proces jest
powtarzany. W wyniku uzyskuje si¢ seri¢ obrazéw zawierajacych zarejestrowane
punkty swiatla, z ktérych kazdy reprezentuje nukleotyd osobnego odczytu.

W kolejnych latach przedstawione zostaly udoskonalone modele sekwenato-
réw, charakteryzujace sie wyzsza przepustowoscia, lepsza dokltadnoscia, wicksza
dtugoscia odczytéw, a takze wyspecjalizowanym zastosowaniem. Naleza do nich
Genome Analyzer II, HiSeq, MiSeq i NovaSeq. Obecnie Illumina nie oferuje juz
sekwenatoréw serii Genome Analyzer i Genome Analyzer I1.

Technologia Illumina, obejmujac 80-90% rynku, jest dominujaca pod wzgle-
dem popularnosci technika sekwencjonowania [44]. Do zalet wspdlczesnych wersji
jej sekwenatoréw mozna zaliczy¢ niski koszt sekwencjonowania [164] i bardzo wy-
soka przepustowosé wynoszaca do 6 Tz w ciagu 44 godzin dla urzadzenia NovaSeq
6000 System [3]. Jednoczesnie nalezy zwrécié uwage na czeste przypadki niepra-
widlowego rozréznienia nukleotydéw A i C oraz G i T spowodowane uzyciem tego
samego koloru $wiatla lasera do detekcji nukleotydow z tych par [185], a takze
produkeje odezytow niewielkiej dlugosci (wspdlezesnie 150 pz—300 pz w zaleznosci
od typu urzadzenia [3]).
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Applied Biosystems

Odmienna technika zostata przedstawiona w 2007 roku przez przedsigbiorstwo
Applied Biosystems (ktére wkrétce potem weszto w sktad Life Technologies).
Zostata ona udostepniona pod postacia sekwenatora ABI SOLiD. Technika ta
jest klasyfikowana do grupy sekwencjonowania przez ligacje (ang. sequencing-by-
ligation) [30].

Na rys. 2.3 przedstawiono zasade dziatania sekwenatora ABI SOLiD. Pierw-
szy etap procesu stanowi amplifikacja fragmentéw DNA w sposéb podobny jak
w technice 454, tj. poprzez dolaczenie ich do niewielkiej kulki i przeprowadzenie
namnazania przy pomocy PCR. Nastepnie kulki z doczepionymi klonami frag-
mentu sg umieszczane na plaskiej powierzchni razem ze starterem oraz zestawem
8-meréw. Pierwszy i drugi nukleotyd kazdego 8-meru (liczac od korica 3'; w star-
szych wersjach sekwenatora zasada ta odnosita sie do czwartego i piatego nu-
kleotydu) posiadaja znana sekwencje, ktéra jest okre§lana przez fluorescencyjne
oznakowanie obecne w trzech ostatnich nukleotydach (A), na rysunku zaznaczo-
ne w formie kotka z cyfra. Po dotaczeniu startera dhugosci n oraz wilasciwego,
komplementarnego 8-meru (C) nastepuje emisja $wiatla wskazujaca pare nukle-
otydow znajdujacych sie na dwéch pierwszych pozycjach 8-meru. 16 mozliwych
par jest kodowane przy pomocy czterech koloréw swiatta (B). W efekcie cztery
rézne pary sg kodowane tym samym kolorem, a tym samym informacja o budo-
wie pary jest niepetna. Nastepnie trzy ostatnie sposrdéd dotaczonych nukleotydow,
obejmujacych takze oznakowanie fluorescencyjne, sa usuwane. Proces jest powta-
rzany kilkukrotnie, odpowiednio dla spodziewanej dtugosci odczytu (D). W ce-
lu okreslenia doktadnej i pelnej postaci fragmentu w kolejnym etapie nastepuje
usuniecie zbudowanej nici oraz rozpoczecie jej budowy od poczatku, jednak przy
zastosowaniu startera kréotszego o jeden nukleotyd. W rezultacie nastepuje odczy-
tanie par obecnych w innych miejscach nici. Po pieciokrotnym przeprowadzeniu
budowy nici komplementarnej z pomoca coraz krétszych starteréw, zebrane in-
formacje umozliwiaja okreélenie postaci catego fragmentu. Na rysunku kolejne
procesy dotaczania 5-meréw sa oznaczone liczbami.

Obecnie technika ABI SOLiD umozliwia uzyskiwanie sparowanych odczytéw
dlugosci 75 pz oraz 35 pz [40], zatem wynikowe odczyty sa bardzo krétkie. Przepu-
stowos¢ sekwenatoréw siega 2,7 Gz podczas jednego uruchomienia sekwenatora,
jednak czas calego procesu sekwencjonowania siega 10 dni [40]. Istotna zaleta jest
bardzo dobra jako$¢ uzyskiwanych danych spowodowana dwukrotnym odczytem
kazdego nukleotydu [30, 148] oraz stosunkowo niski koszt sekwencjonowania [90].

lon Torrent

Technika Ion Torrent zostata udostepniona w 2010 roku przez przedsigbiorstwo
Life Technologies (obecnie bedace marka Thermo Fisher Scientific) pod postacia
sekwenatora Ion PGM [171]. Jego zasada dzialania jest zblizona do metody 454,
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Rysunek 2.3: Zasada dzialania sekwenatora ABI SOLiD [8]

a istotng réznica jest sposdb detekcji liczby nukleotydéw dotaczonych do fragmen-
tu. W przypadku Ion Torrent polega on na analizie zmian kwasowosci roztworu,
bedacych efektem uwalniania jonéw wodorowych w momencie przytaczenia nukle-
otydéw. Analiza jest przeprowadzana przez detektor polprzewodnikowy umiesz-
czony na dnie dotka. W zwiazku z rezygnacja z wykorzystania analizy swiatta w
pracy [184] zaliczono te technike do grupy posredniej miedzy sekwencjonowaniem
drugiej a trzeciej generacji.

Rezygnacja z wykorzystania matryc CCD pozwolita na przyspieszenie procesu
odczytu pojedynczego nukleotydu oraz redukcje kosztéw [171]. Jednakze zmiana
sposobu odczytu nie zazegnala problemu sekwencjonowania homopolimeréw —
obecno$¢ takich fragmentow dtugodci wiekszej niz 6 pz powoduje wzrost podat-
noéci na powstawanie bledéw [171]. Najnowsze urzadzenie sekwencjonujace Ion
Torrent, Ion S5, pozwala na uzyskanie odczytéow diugosci 200, 400, a czasem
600 pz przy przepustowosci siegajacej 15 Gz w ciagu 2,5 godziny [21].

2.3.3 Techniki sekwencjonowania trzeciej generacji

W ostatnich latach daje si¢ zaobserwowaé dalszy rozwdj technik sekwencjono-
wania. Nowe rozwigzania charakteryzuja sie odmienng zasada dzialania oraz pa-
rametrami rezultatéw. Techniki te sa klasyfikowane do grupy metod sekwencjo-
nowania trzeciej generacji (ang. third-generation sequencing — TGS). Jako ich
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wyrdzniajace kryterium przyjmuje sie mozliwosé sekwencjonowania pojedynczej
czasteczki DNA| tj. brak potrzeby wstepnej amplifikacji [184]. Takie rozwiaza-
nie jest zaliczane do grupy sekwencjonowania jednoczgsteczkowego (ang. single-
molecule sequencing, SMS), a jego zaleta jest redukcja kosztéw, uproszczenie
przygotowania probki oraz zmniejszenie liczby potencjalnych zZrédet bltedéw po-
przez rezygnacje z amplifikacji metodg PCR. Kolejnymi wyznacznikami TGS sa
brak koniecznoéci chwilowego zatrzymywania procesu sekwencjonowania po od-
czytaniu danego nukleotydu [184], a zatem takze dalsze przyspieszenie procesu
sekwencjonowania, oraz mozliwos¢ uzyskania odczytéw dlugosci siegajacej tysie-
cy par zasad [37]. Znaczna dlugo$é odczytéw jest istotna zaleta i pozwala na
rozwiazanie probleméw, dla ktérych odczyty NGS sa zbyt krétkie [31].

Pacific Biosciences

Pierwsze urzadzenie sekwencjonujace oparte na metodzie klasyfikujacej sie do
grupy TGS, PacBio RS, zostato upublicznione w 2010 roku przez Pacific Bio-
sciences. Zalicza sie ono do rozwigzan opartych na sekwencjonowaniu jedno-
czasteczkowym czasu rzeczywistego (ang. single-molecule-real-time sequencing —
SMRT) [171]. Jego zasada dzialania zostala przedstawiona na rys. 2.4. Wejscio-
we DNA, podzielone na fragmenty dlugosci do kilkudziesieciu tysiecy par zasad,
jest taczone z dwoma jednoniciowymi adapterami w taki sposéb, aby czasteczka
przyjela postaé cykliczna (A). Nastepnie czasteczka zostaje umieszczona w dot-
ku pelniacym funkcje falowodu (ang. zero-mode waveguides — ZMW), o budo-
wie maksymalnie redukujacej powstawanie szuméw. Na dnie dotka znajduje sie
unieruchomiona czasteczka polimerazy DNA, posiadajaca zdolnos¢ rozdzielania
nici (ang. strand displacing polymerase). Proces sekwencjonowania rozpoczyna
sie w momencie dodania do roztworu wypelniajacego dotek wolnych, fluoroscen-
cyjnie oznakowanych nukleotydéw, pozwalajacych na budowe nici komplementar-
nej (B). W momencie dolaczenia nukleotydu nastepuje emisja $wiatta, ktérego
kolor podlega detekcji (C). W dalszej kolejnosci oznakowanie fluorescencyjne zo-
staje usuniete i proces jest powtarzany. Sekwencja nukleotyddéw jest okredlana
w oparciu o barwe zaobserwowanych impulséw $wiatla.

Interesujaca cechg techniki PacBio jest mozliwos¢ wielokrotnego sekwencjono-
wania jednego fragmentu DNA — dzieki cyklicznej budowie czasteczki polimera-
za DNA moze po zakonczeniu odczytu jednej z nici powtérzyé proces dla jej nici
komplementarnej. Konsensusowa sekwencja (ang. circular consensus sequence —
CCS) uzyskanego odczytu moze charakteryzowac sie lepsza jakoscia. Technika ta
jest dostepna tylko dla krétkich fragmentéw DNA [172].

Dtugosé odezytow najnowszego sekwenatora PacBio RS II jest zmienna i moze
siega¢ 60kpz przy $redniej wartoéci 14kpz [171], co obok braku koniecznosci
amplifikacji wejSciowego DNA stanowi istotng zalete tego systemu. Jednoczesnie
wysokie stopy btedéow uzyskanych sekwencji, wysokie koszty sekwencjonowania
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Rysunek 2.4: Zasada dzialania sekwenatora PacBio [172]

oraz niska przepustowos$¢ wynoszaca 16 Gz w ciagu 4 godzin [15, 171] ograniczaja
mozliwosci jego wykorzystania [171].

Oxford Nanopore Technologies

Jedna z najnowszych technik TGS jest sekwencjonowanie z wykorzystaniem na-
noporéw (ang. nanopore sequencing) bedacych kanalami o nanometrowych $red-
nicach, obecnymi w warstwie tworzywa. Rozwiazanie to zostalo wdrozone w urza-
dzeniu MinlON przez Oxford Nanopore Technologies w 2014 roku. Na rys. 2.5
przedstawiono zasade jego dziatania. Fragment dwuniciowego DNA dtugoéci kil-
kudziesieciu tysiecy par zasad jest wiazany z jednoniciowym, laczacym nici wej-
sciowego DNA adapterem. Dodatkowo, w poblizu adaptera dotaczany jest enzym,
zaznaczony na rysunku ciemnym owalem. Przy przeciwleglym koncu dotaczane
sa dwa kolejne enzymy (jasny owal), z ktérych jeden wiaze czasteczke z podtozem
i unieruchamia DNA obok kanalu. Zadaniem sasiedniego enzymu jest sukcesywne
przerywanie wigzan wodorowych czasteczki DNA i przesuwanie jednej z nici przez
kanal (A). Przemieszczajace sie nukleotydy indukuja przeptyw pradu elektrycz-
nego o natezeniu charakterystycznym dla danego nukleotydu. Pomiar poziomu
natezenia umozliwia okreslenie kolejnosci zasad. W celu poprawy jakosci wyni-
kéw urzadzenie MinlON umozliwia sekwencjonowanie obu nici fragmentu. Po
przeprowadzeniu odczytu jednej z nich, w wyniku obecnosci adaptera, mozliwe
jest wykonanie procesu dla drugiej nici (B) — uzyskane wyniki pozwalaja na
okreslenie konsensusowej sekwencji nukleotydéw.

Podobnie do metody PacBio, sekwencjonowanie z wykorzystaniem nanopo-
row nie wymaga wstepnej amplifikacji wejSciowego materiatu oraz pozwala na
uzyskanie bardzo dlugich odczytéow. Typowa dlugosé odczytu wynosi kilkadzie-
siat tysiecy par zasad, a potowa tacznej dlugosci sekwencji uzyskanych w ekspe-
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Rysunek 2.5: Zasada dzialania sekwenatora MinION [171]

rymencie sekwencjonowania jest zawarta w odczytach dlugosci co najmniej ok.
100kpz [14]. Duza zaleta tej techniki jest bardzo niski koszt i niewielki rozmiar
urzadzenia sekwencjonujacego, z kolei koszt przygotowania prébki jest zblizony
do technik NGS [151]. Przepustowosé¢ urzadzen MinlON siega 50 Gz w trakcie jed-
nego, trwajacego 72 godzin uruchomienia urzadzenia [13]. Wydajno$é podobnego
urzadzenia dzialajacego zgodnie z ta technika, Promethion, siega 14Tz w po-
dobnym okresie, wykorzystujac jednoczesnie 48 plytek do przeprowadzania se-
kwencjonowania (ang. flowcell) [17]. Z drugiej strony odczyty uzyskane technika
sekwencjonowania z wykorzystaniem nanoporéw charakteryzuja sie obecnoscia
bardzo duzej liczby bledéw [28].

2.3.4 Btedy sekwencjonowania

Do najwazniejszych trudnosci zwiazanych z wykorzystaniem odczytéw metod
NGS oraz TGS nalezy obecno$é¢ znacznej liczby btedéw sekwencjonowania. Bledy
moga mie¢ charakter systematyczny lub losowy, a ich wlasnosci oraz przyczyny
byé¢ rozmaite i w znacznej mierze zaleze¢ od wlasnosci danej techniki.

Potencjalne zrdédla bltedéw sg obecne juz w etapach wstepnego przygotowania
prébki, tworzenia biblioteki badZ amplifikacji [123]. Wéréd nich szczegélnie istot-
nym problemem sa bledy powstajace podczas namnazania technika PCR, [184].
Jednakze liczna grupa btedéw jest efektem wlasnosci konkretnej techniki, przy-
ktadowo w metodach 454 i IonTorrent trudnosci zwiazane z odpowiednio doktad-
nym pomiarem intensywnosci $wiatta albo pomiarem napiecia detektora kwa-
sowosci moga powodowaé bledne okreslenie dlugosci homopolimeréw [30, 171];
w metodzie [llumina czestym zjawiskiem jest btedne rozréznienie nukleotydéw A
i Coraz GiT spowodowane wykorzystaniem dwéch koloréw lasera — po jednym
do detekcji nukleotydéw kazdej z tych par [123]; metody sekwencjonowania jedno-
czasteczkowego, jak PacBio i Oxford Nanopore, sg bardziej podatne na obecnosé
szuméw tha [151, 171], stad jakosé ich odezytéw jest znaczaco stabsza, niz technik
NGS.
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Dla niektérych technik zostaly przeprowadzone dokladniejsze badania cha-
rakterystyki bledéw. Przykladowo, wykazaly one wieksza podatno$é¢ na bledy
urzadzen Illumina przy sekwencjonowaniu motywu GGC [158] czy nadreprezen-
tacje odezytéw fragmentéow bogatych w nukleotydy C i G (wlasno$é znana jako
blgd GC — ang. GC bias) [35]. Wykazano takze spadek jakosci odczytéw Illumi-
na w poblizu konica 3’, bedacego efektem trudnosci w zachowaniu synchronizacji
syntezy nici komplementarnych réznych klonéw danego fragmentu [152, 184]; pro-
blem ten jest obecny takze w innych technikach sekwencjonowania przez synteze
i ogranicza mozliwa do osiagniecia dlugosé odczytéw [148]. Ponadto istnieje grupa
bledéw powstajacych przypadkowo, bedacych rezultatem dzialania sekwenatorow
na strukturach o rozmiarach atomowych, co wymaga ogromnej, a zatem trud-
nej do osiagniecia doktadnosci. Dodatkowa trudnoécia zwiazana z modelowaniem
charakterystyki bltedow jest wpltyw na nig nie tylko techniki sekwencjonowania,
ale takze wtasnosci konkretnego modelu urzadzenia czy sposobu przygotowania
biblioteki.

Oprogramowanie syntezy odczytéw w oparciu o dane wyjsciowe sekwenatora,
np. Phred dla metody dideoksy czy Bustard dla metody Illumina, wraz z sekwen-
cjami symboli reprezentujacych ciag zasad azotowych zwraca wspdlczynniki jako-
sct, bedace wartosciami kodujacymi prawdopodobienstwo btedu danego symbolu.
Pozwalaja one na oszacowanie $redniego wspdiczynnika bledéw (Sredniego praw-
dopodobienstwa bltedéw) danego zestawu oraz na detekcje obszaréw potencjalnie
btednych. Jednakze wspotczynniki te obejmuja tylko niedoskonatosci procesu od-
czytu symboli w oparciu o dane sekwenatora i nie uwzgledniaja bezposérednio
bledéw powstalych w innych etapach [123]. Ponadto wykazano, ze istnieja roz-
bieznosci miedzy rzeczywistymi stopami bledow, a oszacowanymi; réznice te sa
odmienne w réznych sekwenatorach [123, 148].

Podstawowy podzial typow bledéw sekwencjonowania uwzglednia rodzaj roz-

nic miedzy odczytem a rzeczywista sekwencja i wyréznia nastepujace klasy [209]:

substytucje (ang. substitution, mismatch) — zamiana jednego, a rzadziej

kilku symboli na inne,

o insercje (ang. insertion) — obecno$é¢ w odczycie fragmentu, czesto o dlu-
gosci jednej zasady, niewystepujacego w sekwencji wejsciowej,

o delecje (ang. deletion) — brak w odczycie fragmentu, czesto dtugosci jednej
zasady, obecnego w sekwencji wejsciowej,

o bledy pokrycia (ang. coverage bias) [123] — nieréwnomierno$é liczby repre-
zentacji réznych fragmentéw sekwencji przez odczyty (nieréwnomiernos$é
pokrycia odczytami — ang. read coverage), w skrajnych przypadkach nie-
ktore fragmenty moga w ogdle nie znalezé sie w odczytach.
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Bledy insercji i delecji sa nazywane lacznie indelami. Ponadto w przypadku
wystapienia trudnosci z przeprowadzeniem sekwencjonowania danego nukleoty-
du badz ich ciagu, jako wyjSciowg sekwencje oprogramowanie przyjmuje ciag
symboli N. W tabeli 2.1 przedstawiono wybdr urzadzen sekwencjonujacych wraz
z podstawowymi wlasnosciami ich odczytéw.

2.3.5 Zastosowanie nowoczesnych technik sekwencjonowania

Rozwéj technik NGS zaowocowal mozliwoscia uzyskania niskim kosztem duzej
ilosci informacji o pierwszorzedowej strukturze kwaséw nukleinowych w krotkim
czasie [30, 148]. W efekcie metody NGS staly sie narzedziami uzytecznymi nie
tylko w procesach okreslania sekwencji nukleotydow DNA pelnego genomu, ale
takze w licznych nowych zastosowaniach, jak sekwencjonowanie rozmaitych typow
RNA czy analiza wiazan DNA z biatkami.

Sekwencjonowanie genomaéw

W zaleznosci od potrzeb, proces sekwencjonowania DNA moze byé nacelowa-
ny na analize pelnego genomu badz jego fragmentéw. Takie kryterium czesto
wyznacza nastepujace strategie [156]: sekwencjonowanie pelnego genomu (ang.
whole-genome sequencing — WGS), sekwencjonowanie wszystkich eksondw (ang.
whole-exome sequencing — WES, WXS), sekwencjonowanie wybranych eksonéw
(ang. targeted-exome sequencing — TES).

Strategia WGS ma na celu przeprowadzenie sekwencjonowania pelnego ge-
nomu jednego organizmu w oparciu o préobke DNA uzyskana z komorek soma-
tycznych. Do rozmaitych zastosowan WGS nalezy m.in. zadanie okreslenia pelnej
postaci genomu (poszczegdlnych chromosoméw) danego organizmu. Istotnym kro-
kiem takiego procesu jest asemblacja de novo (ang. de novo assembly), nazywana
dalej asemblacjg ktorej zadaniem jest wzajemne dopasowanie odczytéw poprzez
wykrycie ich wspélnych fragmentéow, a w rezultacie okreslenie postaci odcinkéw
dtuzszych od odczytéw. Asemblacja jest przeprowadzana przez specjalizowane na-
rzedzia nazywane asemblerami (ang. assembler), ktorych zasada dzialania opiera
sie na wykorzystaniu nadmiarowosci bedacej efektem duzej gltebokosci sekwen-
cjonowania. Ze wzgledu na obecnos¢ bledéw w odczytach, ich niewielkg dtugosé,
niedoskonalosci asembleréw i inne czynniki wynikiem pracy asembleréw nie jest
pelna postaé genomu, ale zestaw odcinkéw réznej dtugoéci nazywanych kontigamsi
(ang. contig). Wynik asemblacji moze zosta¢ uzupekliony dodatkowymi danymi,
np. odczytami sparowanymi lub dtugimi odczytami technik TGS, w oparciu o kté-
re przeprowadza sie budowe skafoldéw (ang. scaffold), czyli kontigéw o wzglednie
okre$lonym polozeniu i orientacji.

W przypadku WES sekwencjonowaniu podlegaja jedynie kodujace fragmenty
genomu. Zakres analizowanych fragmentéw mozna dalej zawezi¢ poprzez zasto-
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sowanie TES, ktérego celem jest wybdér wylacznie eksonéw tych gendw, ktore
zgodnie z oczekiwaniami maja znaczenie w analizowanym procesie. Wybér od-
powiednich fragmentéw poddawanych sekwencjonowaniu odbywa sie poprzez ich
namnozenie (ang. target-enrichment) przy wykorzystaniu jednej z dostepnych
metod, takich jak rézne odmiany techniki PCR albo odwrécone sondy moleku-
larne (ang. molecular inversion probes) [140]. Opieraja sie one na wykorzystaniu
jednoniciowych oligomeréw o sekwencjach charakterystycznych dla sekwencjono-
wanego fragmentu. W wyniku przeprowadzenia hybrydyzacji ich z fragmentami
prébki oraz usunieciu tych, ktére nie poddaty sie hybrydyzacji, mozliwe jest za-
chowanie wytacznie wlasciwych fragmentéw.

Weszystkie powyzsze strategie moga by¢ zastosowane w projektach resekwen-
cjonowania (ang. resequencing), ktére polegaja na przeprowadzeniu sekwencjono-
wania DNA organizméw, dla ktérych znana jest typowa posta¢ genomu nazywa-
na genomem referencyjnym (ang. reference genome). Uzyskane odczyty zostaja
dopasowane (zmapowane, ang. align, map) do odpowiadajacych im miejsc w geno-
mie referencyjnym, przy pomocy narzedzi nazywanych maperami (ang. mapper).
W wyniku uzyskuje sig, poza pozycja w genomie, takze zestaw réznic miedzy
genomem referencyjnym a danym odczytem bedacych efektem zmiennosci we-
wnatrzgatunkowej oraz bledéw sekwencjonowania. W szczegdlnych przypadkach
dopasowywaniu moga podlegaé takze inne sekwencje nukleotydowe, w tym kontigi
lub skafoldy.

Powyzsze metody znajduja zastosowanie w bardziej ztozonych procesach prze-
twarzania informacji genetycznej. W zadaniu detekcji wariantéw genoméw (ang.
variant calling) cel stanowi analiza istniejacych réznic miedzy genomami réznych
osobnikéw jednego gatunku lub okreslenie ich wplywu na fenotyp [148]. Rekon-
strukcja drzew filogenetycznych (ang. phylogenetic tree reconstruction) pozwala
na okreslenie genetycznych zwiazkéw miedzy réznymi jednostkami taksonomicz-
nymi [104]. Ponadto niski koszt technik NGS umozliwia analize DNA genoméw
indywidualnych oséb, co pozwala na wyciagniecie medycznych wnioskéw, np.
postawienie diagnozy choroby nowotworowej poprzez badanie genoméw podej-
rzanych komérek [30, 148].

Techniki oparte na sekwencjonowaniu DNA

Poérednio techniki sekwencjonowania DNA znajduja zastosowane takze w proce-
sach, w ktérych bezposrednim celem nie jest okreslenie postaci genomu badz jego
fragmentu. Do tych proceséw nalezg m.in. metody RNA-Seq i ChIP-Seq.

Grupa technik RNA-Seq umozliwia analize mRNA, RNA odcinkéw niekodu-
jacych, sRNA iinnych. Ich zasada dzialania polega na pobraniu prébki RNA oraz
przeprowadzeniu odwrotnej transkrypcji w celu uzyskania cDNA, ktére podlega
wlasciwemu sekwencjonowaniu. Szczegdlnie popularnym zastosowaniem technik
RNA-Seq jest analiza ekspresji genéw. W tym przypadku sekwencjonowaniu pod-
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lega mRNA obecne w komérce poddanej dziataniu okreslonego czynnika. Ekspre-
sja danego genu moze by¢ okreélona w oparciu o czesto$¢ obecnosci jego sekwencji
w odczytach. Liczniejsze wystepowanie sygnalizuje wyzszy poziom ekspresji. Wy-
nikiem eksperymentu jest okreslenie zaleznosci miedzy wystepowaniem danego
czynnika a ekspresja okreslonych genéw.

Techniki ChIP-Seq maja na celu okreslenie miejsc wigzan okreslonych bia-
tek z DNA. Analiza polega na izolacji badanych bialek razem z dowigzanym
DNA. DNA jest poddawane fragmentacji na odcinki dlugosci kilkuset par zasad.
Nastepnie bialka podlegaja usunieciu, a fragmenty DNA sa poddawane sekwen-
cjonowaniu.

Najwazniejsze projekty sekwencjonowania

Niski koszt oraz wysoka jako$¢ technik sekwencjonowania umozliwity zapoczat-
kowanie wielu ambitnych programéw badawczych majacych na celu przeprowa-
dzenie sekwencjonowania duzej grupy prébek, dostarczajac tym samym poréw-
nawczych zbioréw danych.

W 2008 roku konsorcjum kilku instytucji badawczych zainicjowalo Projekt
1000 Genoméw (ang. 1000 Genomes Project) [191], ktoérego celem bylo przepro-
wadzenie w ciggu kilku lat sekwencjonowania genoméw co najmniej 1000 oséb na-
lezacych do réznych grup etnicznych. Do planowanych efektéw nalezato utworze-
nie dokladnej i duzej bazy wariantéow ludzkiego genomu. Zakoniczony juz projekt
zaowocowal uzyskaniem sekwencji ponad 2500 os6b oraz odkryciem 88 milionéw
wariantéw [50].

W podobnym czasie rozpoczeto Projekt 1000 Genoméw Roslinnych (ang. 1000
Plant Genomes Project) [144] nastawiony na przeprowadzenie sekwencjonowania
transkryptéw co najmniej tysiaca gatunkéw roslin. Obecnie projekt ten, w wyniku
osiagniecia celu, réwniez zostal zakonczony [22].

Jeszcze ambitniejsze zadania wyznaczono dla rozpoczetego w 2009 roku Pro-
jektu 10 Tysiecy Genoméw (ang. Genome 10K Project) [93]. Jego zalozeniem bylo
uzyskanie i przechowanie probek tkanek oraz przeprowadzenie sekwencjonowa-
nia genoméw kilkunastu tysiecy kregowcéw. W ramach projektu zaproponowano
dwa wydarzenia o charakterze konkurséw [10] — Alignathon oraz Assemblathon,
majace na celu ulepszenie wynikéw uzyskiwanych odpowiednio przez narzedzia
mapowania oraz asemblacji odczytéw.

Wezsza, ze wzgledu na obejmowany zakres gatunkowy, specjalizacja charakte-
ryzowal sie projekt 1001 Genoméw (ang. 1001 Genomes) [26], ktérego celem byto
wykonanie sekwencjonowania genomdéw wiecej niz 1000 osobnikéow rzodkiewnika
pospolitego (Arabidopsis thaliana), bedacego jednym z organizméw modelowych,
wraz z wyznaczeniem dla nich zestawéw wariantéw. Projekt zakonczono wraz
z uzyskaniem zestawow danych dla 1135 osobnikdw.
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Waskie, pod wzgledem specjalizacji, cho¢ ambitne cele wyznaczono takze Pro-
jektowi 100 000 Genoméw (ang. The 100,000 Genomes Project) [19] zainicjowa-
nemu w 2014 roku przez brytyjska instytucje ochrony zdrowia NHS. Objety one
przeprowadzenie sekwencjonowania 100 tysiecy genomdw oséb cierpiacych na no-
wotwory lub rzadkie choroby, a takze genoméw cztonkow ich rodzin. Zdobyta
w ten sposob wiedza pozwoli na poprawe skutecznosci diagnozy oraz leczenia.
Uzyskiwanie danych sekwencjonowania zostato zakonczone, cho¢ przetwarzanie
danych jest kontynuowane [19].

W efekcie rozwoju technik sekwencjonowania z uptywem czasu Projekt 10 Ty-
siecy Genomoéw zostal rozwiniety, przyjmujac nazwe Projektu Genomow Kre-
gowcéw (ang. Vertebrate Genomes Project — VGP), poszerzajac cel dzialan do
przeprowadzenia sekwencjonowania genoméw 70 tysiecy organizméw [11].

2.3.6 Inne metody analizy kwaséw nukleinowych

Wymienione powyzej metody sekwencjonowania kwasow nukleinowych w wiek-
szosci maja na celu okreélenie postaci wybranych odcinkéw nici DNA lub RNA.
Jednoczesnie znany jest szereg metod umozliwiajgcych analize informacji ge-
netycznej, ktére nie wymagaja bezposredniego okreslenia sekwencji nukleoty-
déw. Nalezg do nich mikromacierze DNA [212], ilo$ciowa PCR [83], multipleks
PCR [71], hybrydyzacja Southerna [194] i wiele innych.

Metody te posiadaja zwykle nieco bardziej wyspecjalizowane zastosowanie
i czesto wymagaja wstepnej znajomosci okreslonych sekwencji nukleotydéw [148],
np. charakterystycznych dla danego szczepu drobnoustroju albo genu, ktérego
ekspresja ma by¢ badana. Jako przykladowe zostana omdéwione mikromacierze
DNA, ktére m.in. ze wzgledu na mnogo$é¢ potencjalnych zastosowan, znaczna
automatyzacje [212] czy duza szybko$é [69] zdobyly znaczna popularnosé.

Mikromacierze DNA

Pod pojeciem mikromacierzy DNA rozumiemy niewielka plytke zawierajaca pew-
ng liczbe pdl pokrytych licznymi, unieruchomionymi oligomerami DNA | pelnig-
cymi funkcje sond. Oligomery, w zaleznosci od typu mikromacierzy, maja dlugosé
kilkudziesieciu par zasad albo kilkunastu tysiecy par zasad [212] i w obrebie po-
la posiadaja jednakowa, znang sekwencje, charakterystyczna dla rozwiazywanego
problemu. W ramach eksperymentu probka kwasu nukleinowego jest fluoroscen-
cyjnie znakowana, dzielona, w niektérych przypadkach amplifikowana, a nastep-
nie poddawana denaturacji. Uzyskane w ten sposéb nici zostaja umieszczone na
mikromacierzy. Wybrane fragmenty ulegaja hybrydyzacji z komplementarnymi
oligomerami mikromacierzy. Po pewnym czasie pola sg oczyszczane z niezwiaza-
nych fragmentow, a sama ptytka jest analizowana pod katem emisji $wiatta przez
dotaczone odcinki. Intensywnoé¢ $wiatta jest proporcjonalna do liczby fragmen-
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téw DNA komplementarnych do oligomeréw danego pola, zatem daje podstawe
do okreslenia wzglednej ilosci danego fragmentu w analizowanej prébce.

Mikromacierze DNA znalazty szereg zastosowan, do ktorych nalezg analiza al-
ternatywnego sktadania transkryptéw, badanie struktury genomu poprzez poréw-
nawczq hybrydyzacje genomowq (ang. comparative genomic hybridization) [212]
i wiele innych. Sa one uzyteczne takze w bezposredniej analizie m.in. biatek,
antycial i innych typéw czasteczek [69]. Jednakze jednym z ich najwazniejszych
zastosowan jest analiza ekspresji gendéw. W przypadku badan tego typu przydatne
okazuja sie mikromacierze sondujace przy pomocy oligomeréw charakterystycz-
nych dla analizowanych genéw. Intensywno$é¢ swiatta wskazuje w tym przypadku
poziom ekspresji wybranego genu. Czestym rozwigzaniem jest poréwnanie eks-
presji dwéch probek (badanej i kontrolnej) w ramach tzw. znakowania dwukolo-
rowego. W takiej sytuacji kazda z probek jest znakowana barwnikiem o innym
kolorze i analizowana na jednej ptytce. Intensywno$éé¢ swiatta o okreslonej barwie
sygnalizuje poziom ekspresji genu danej prébki.

W zwiazku ze swoimi ograniczeniami, do ktoérych naleza m.in. dopasowanie
danej mikromacierzy do konkretnego zestawu genéw lub fragmentéw DNA, mi-
kromacierze coraz czeéciej zastepowane sg technikami opartymi na NGS, np.
RNA-Seq. Techniki sekwencjonowania czesto pozwalajg na przeprowadzenie ana-
lizy bez znajomosci postaci genu, dzieki czemu sprawdzajg sie szczegdlnie w przy-
padkach wystepowania wariantéw analizowanego odcinka [148].

2.3.7 Bazy danych biologicznych i bioinformatycznych

Assembled/annotated sequence growth
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Rysunek 2.6: Wzrost rozmiaru bazy ENA'

Prowadzenie badan nad problemami biologicznymi jest écisle zwigzane z ko-
niecznoscig przechowywania i przesyltania uzyskanych danych zaréwno w pierwot-
nej formie, jak rowniez danych przetworzonych. Kwestie te sa zwigzane z licznymi
trudnoéciami, do ktorych nalezg znaczny rozmiar danych i jego gwaltowny wzrost

1Zrédlo ilustracji: [18], materiaty instytucji EMBL-EBI
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Tabela 2.2: Wybrane bazy danych biologicznych [12, 20, 81]

Baza Instytucja Typ bazy Zastosowanie
zarzadzajaca
GenBank NCBI Pierwszorzedowa Sekwencje nukleotydowe i biatkowe

ENA EMBL-EBI  Pierwszorzedowa
DDBJ  NIG Pierwszorzedowa
SRA NCBI Pierwszorzedowa

PDB wwPDB Pierwszorzedowa

Sekwencje nukleotydowe i bialkowe,
w tym m.in. wyniki sekwencjonowania
Sekwencje nukleotydowe i biatkowe,
w tym m.in. wyniki sekwencjonowania
Wyniki sekwencjonowania i mapowa-
nia

Makromolekularne struktury biolo-
giczne (w tym struktury bialek)

dbGaP NCBI Drugorzedowa Zwiagzki miedzy ludzkim genotypem
a fenotypem
Entrez  NCBI Drugorzedowa Mechanizm wyszukiwania w pozosta-

tych bazach NCBI

(przykladowo: rys. 2.6), réznorodno$é¢ formatéw danych, konieczno$é dostarcze-
nia skutecznych metod wyszukiwania, tatwos¢ obstugi, uwzglednienie ograniczen
w dostepnosci do niektérych danych i wiele innych.

Wyrézniamy dwa podstawowe typy baz danych biologicznych: pierwszorzedo-
we (ang. primary) oraz drugorzedowe (ang. secondary) [16]. Bazy pierwszorze-
dowe zawierajg dane uzyskane eksperymentalnie, udostepnione w celu dalszego
przetwarzania i majace charakter archiwalny. Bazy drugorzedowe zawieraja wy-
niki analizy danych, czesto laczac zawarto$é¢ réznych baz pierwszorzedowych.

Liczba baz danych podlegajacych zestawieniu przez czasopismo Nucleic Acids
Research przekracza 2 tysiace [9]. W tabeli 2.2 przedstawiono wyboér baz wraz
z ich krétkim opisem.

Instytucje zarzadzajace bazami GenBank/SRA, ENA oraz DDBJ sa zwia-
zane w konsorcjum International Nucleotide Sequence Database Collaboration,
ktorego celem jest wzajemna wymiana danych pomiedzy tymi bazami danych.

Jednoznaczna identyfikacja zestawu danych w obrebie bazy jest mozliwa w opar-
ciu o identyfikatory. W przypadku danych sekwencjonowania genoméw sg one
okreslane mianem numerdéw dostepowych (ang. accession number) i moga sie od-
nosi¢ do danych uzyskanych w wyniku jednego uruchomienia urzadzenia, ekspe-
rymentu, projektu naukowego lub innych.



Rozdziat 3

Kontekst informatyczny

3.1 Problemy przetwarzania informacji genetycznej

Rozwdj metod sekwencjonowania DNA oraz innych gatezi biologii molekular-
nej owocuje ciggtym pozyskiwaniem ogromnej iloéci danych biologicznych. Akwi-
zycja, przetwarzanie, analiza, przechowywanie, przesylanie i zarzadzanie takimi
danymi wymaga zastosowania odpowiednich rozwigzan informatycznych i ma-
tematycznych. Znajduja tutaj swoje miejsce zaréwno metody ogodlne, stosowane
takze w innych dziedzinach, jak réwniez metody specjalizowane, dopasowane do
charakteru danych biologicznych [166].

Zadania przetwarzania sekwencji DNA, takie jak asemblacja, mapowanie od-
czytéw, detekcja wariantow, rekonstrukcja drzew filogenetycznych, wizualizacja
wynikéw, a takze pomocnicze zagadnienia, jak zliczanie k-meréw, przetwarzanie
zbiorow k-meréw i wiele innych sg nietrywialnymi problemami informatyczny-
mi. Do ich rozwigzywania stosuje sie przygotowane w tym celu narzedzia bedace
implementacjami algorytméw badz potokami réznych algorytméw.

Do wspomnianych technik informatycznych nalezy zaliczyé odpowiednie al-
gorytmy i struktury danych oraz rozwigzania techniczne, obejmujace m.in. meto-
dy projektowania i optymalizacji oprogramowania oraz jego testowania i oceny.
Ich wlasciwe wykorzystanie jest warunkiem koniecznym nie tylko dla uzyskania
rozwigzania o oczekiwanej jakosci, ale réwniez rozsadnego gospodarowania do-
stepnymi zasobami, do ktérych nalezg m.in. pamieé¢ operacyjna, systemy pamieci
masowej, pamie¢ podreczna i czas pracy procesora.

3.1.1 Definicje

Definicja 1. Sekwencjg nukleotydowq nazywamy stowo vo diugosci ¢ = |w| nad
alfabetem Y¥x = {A, C, G, T, N}.

35
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Sekwencja nukleotydowa reprezentuje ciag zasad azotowych budujacych ko-
lejne nukleotydy wybranego fragmentu nici DNA. Symbole A, C, G, T oznaczaja
kolejno nukleotyd adeninowy, cytozynowy, guaninowy i tyminowy. Z kolei sym-
bol N odnosi sie do potencjalnie obecnych w sekwencji nukleotydéw o nieznanej
zasadzie (ang. uncalled bases). W niektérych sytuacjach mozna sie spotkaé z obec-
noscia takze innych symboli (np. R — zasada purynowa, tj. A albo G), jednak
w niniejszej pracy przyjeto, ze sa one réwne N. Przy pomocy notacji w[a] ozna-
czamy symbol o indeksie a sekwencji to, gdzie 0 < a < £ — 1. W wybranych
przypadkach bedziemy przyjmowali, ze sekwencja nukleotydowa jest zbudowana
nad alfabetem ¥ = ¥y \ {N}.

Definicja 2. Podstowem sekwencji to|a, b] nazywamy sekwencje wla|wla+1]. .. w[b],
gdzie0 <a<<b<</l—1.

W ponizszym oméwieniu struktur danych definicja podstowa moze zostaé
uogdlniona na dowolny, skoniczony alfabet.

Definicja 3. Chromosomem referencyjnym ¢ nazywamy sekwencje nukleotydowq
reprezentujgcg rzeczywisty chromosom wybranego organizmu lub inny fragment
DNA obecny w genomie.

W dalszej czesci pracy bedzie przyjmowane zalozenie, ze sekwencja chromo-
somu referencyjnego jest catkowicie losowa.

Definicja 4. Genomem referencyjnym G nazywamy zbior chromosomow referen-
cyjnych ¢;, gdzie i = 1,2,...,|G|.

Uwzglednienie w definicji chromosomu referencyjnego innych fragmentow wy-
nika z istnienia sekwencji, ktérych przynaleznosé do konkretnych chromosoméw
nie zostala okreslona. W dalszej czeéci chromosom referencyjny i genom referen-
cyjny beda nazywane odpowiednio chromosomem i genomem.

Definicja 5. Diugoscig genomu referencyjnego nazywamy sume diugosci tworzg-
cych go chromosomow referencyjnych:

lG|
lg = leil. (3.1)
=1

Definicja 6. Odczytem v nazywamy sekwencje nukleotydowq reprezentujgcq od-
czyt sekwencjonowania DNA (odczyt rzeczywisty) lub imitacje takiego odczytu
uzyskang w procesie symulacji (odczyt symulowany ).

Odczyt odpowiada sekwencji nukleotydéw obecnych w jednoniciowej czastecz-
ce, odczytanej w kolejnosci 5'-3'.
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Definicja 7. Wspédlczynnikiem bledu symbolu pla], gdzie 0 < a < [t| — 1, nazy-
wamy szacunkowe prawdopodobienistwo, Ze dany symbol odpowiadajgcego odczytu
t[a] jest bledny, tzn. rézini sie od fragmentu genomu, ktory reprezentuje.

Definicja 8. Wispdlczynnikiem jakosci qla], gdzie 0 < a < |t| — 1, nazywamy
zapisang w okreslonym systemie kodowania warto$¢é prawdopodobienstwa bledu
pla] wybranego symbolu odczytu.

Wartosci wspolezynnikéw jakosci gla] sa elementami zbioru @, gdzie n =
|Qr|. Warto$é n okresla dokladnosé kwantyzacji wspolczynnikéw jakosci, przy
czym zazwyczaj n = 42 [79].

W wybranych przypadkach zostanie przyjete zalozenie, ze istnieja funkcje
pozwalajace na uzyskanie wspolczynnika bledu w oparciu o wspotczynnik ja-
kosci p(q), gdzie ¢ jest dowolnym wspdlczynnikiem jakosci, oraz wspdlczynnika
jakosci w oparciu o wspdlezynnik bledu ¢(p), gdzie p jest dowolnym wspolezyn-
nikiem btedu.

Definicja 9. Zbiorem odczytow z sekwencjonowania R, nazywamy zbior par upo-
rzadkowanych (v;,q;), gdzie i = 1,2,...,n, gdzie v; jest odczytem, q; jest ciggiem
wspdlezynnikow jakosci przyporzedkowanych jego symbolom, a n = |R .

Definicja 10. Odwrdconym dopelnieniem sekwencji w nad alfabetem ¥ nazywa-
my sekwencje rev(w) takq, ze rev(ro) = o[l — 1|w[l — 2] ...w[0], gdzie podkresle-
nie oznacza przyporzedkowanie symboli zgodnie z requlg: A= T, C= G, G = C,
T=A.

Definicja 11. k-merem (oligomerem, oligonukleotydem dlugosci k) k nazywamy
stowo dtugo$ci k nad alfabetem X.

Definicja 12. Liczebnoscig n k-meru k nazywamy liczbe jego wystgpien k-merow
o sekwencji rownej k w okreslonym wielozbiorze.

W wybranych przypadkach liczebnosé¢ k-meru k bedzie okreélana przy pomocy
notacji funkcyjnej n(x).

Definicja 13. k-merem kanonicznym Kcan nazywamy mniejszy leksykograficznie
sposrod k-meréw k oraz jego odwréconego dopelnienia rev(k).

Definicja 14. k-merem pokrywajgcym symbol ro[a] nazywamy dowolny k-mer k
taki, ze Kk = wla,b], gdzie0 < a<a,a<b</l{—1orazb—a+1=k.

Definicja 15. k-merem pokrywajgcym podstowo w[a, b nazywamy dowolny k-mer
pokrywajgcy dowolny sposréd symboli vo[al, wla + 1], ..., wl[b].
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Rola k-meru jest reprezentacja dowolnego fragmentu sekwencji nukleotydowe;j
niezawierajacej symboli N. Czesto k-mer bedzie traktowany réwnowaznie z pod-
stowem pewnego odczytu t, przy spelnieniu warunku dotyczacego obecnosci sym-
bolu N.

Wyszczegdlnienie k-meréw kanonicznych wynika z wystepujacego zazwyczaj
braku informacji o orientacji nici DNA, ktorej fragment dana sekwencja reprezen-
tuje. W wybranych przypadkach bedziemy przyjmowali, Zze k-mer jest sekwencja
nad alfabetem Y.

Definicja 16. Blednym k-merem nazywamy k-mer bedgcy podstowem odczytu
zawierajgeym co najmniej jeden bledny symbol.

Definicja 17. Prawidtowym k-merem nazywamy k-mer bedgcy podstowem od-
czytu niezawierajgcym zadnego blednego symbolu.

Definicja 18. Glebokosciq sekwencjonowania nazywamy wartosé zdefiniowang
zgodnie ze wzorem:

P (eq)ex |t
Zceg |C’

Glebokosé sekwencjonowania petni funkcje miary stopnia redundancji danych

dep = (3.2)

sekwencjonowania.

3.1.2 Formaty danych

Na potrzeby komputerowej reprezentacji informacji genetycznej lub wynikéw jej
przetwarzania opracowano szereg formatéw plikéw. Cze$¢ z nich to formaty tek-
stowe, w ktérych zasady azotowe, wspdlczynniki jakosci, nagtéwki odczytéw oraz
pozostate dane sg zakodowane w postaci symboli ASCII. Wybrane formaty posia-
daja swoje binarne odpowiedniki. Z powodu znacznego rozmiaru, a w przypadku
plikow tekstowych takze ze wzgledu na tatwoéé kompresji znakéw ASCII, pli-
ki zawierajace sekwencje nukleotydowe zazwyczaj sa przechowywane, przesytane
i przetwarzane w formie skompresowanej, najczesciej przy uzyciu metod GZIP
lub BZIP2, a czesto takze BGZF, ktora jest rozszerzeniem GZIP przyspieszaja-
cym swobodny dostep do skompresowanych danych [127]. Ze wzgledu na duza
roznorodnosé formatow, ktéra stanowi dodatkowa trudnosé w opracowaniu na-
rzedzi przetwarzania sekwencji nukleotydowych, ich wybrane przyktady zostana
oméwione doktadniej.

Formaty sekwencji nukleotydowych

Podstawowym formatem reprezentacji odczytéw z sekwencjonowania DNA sg pli-
ki tekstowego formatu FASTQ [47]. Zawieraja one sekwencje symboli odczytéw,
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ciagi wspélczynnikéw jakosci oraz przyporzadkowane im nagltéwki. Kazdy wspot-
czynnik jakosci q[a] koduje prawdopodobienistwo pla] bledu wybranego symbolu
zgodnie ze wzorem:

qla] = [ ~101ogy plal]. (3-3)

Okreslone w ten sposéb wspdlezynniki zostaja zapisane jako kody symboli ASCII
poprzez dodanie odpowiedniej, zaleznej od przyjetej skali przyporzadkowania,
wartosci. Taki sposéb kodowania wywodzi sie¢ z oprogramowania syntezy odczy-
téw Phread. Format FAST(Q umozliwia zapis odczytéw sparowanych poprzez po-
dziat par miedzy dwa odpowiednio nazwane pliki.

Binarnym odpowiednikiem formatu FASTQ jest SRA, ktory jest wykorzy-
stywany m.in. w bazie SRA NCBI. Udostepnia on dane tego samego typu co
FASTQ, jednakze natywnie reprezentuje je w postaci skompresowanej. Genomy
sa zazwyczaj zapisywane w tekstowych plikach FASTA, zawierajacych sekwen-
cje nukleotydowe wraz z nagtéwkami bez wspélczynnikéw jakosci. Pliki FASTA
zwykle stanowia takze zbiér wyjsciowy procesu asemblacji.

Formaty wynikbw mapowania i detekcji wariantéw

Standardowym sposobem zapisu wynikow mapowania odczytéw jest tekstowy
plik SAM [130]. Kazdy jego rekord odpowiada jednemu dopasowaniu odczytu
do genomu i sklada sie z sekwencji odczytu i ciggu jego wspdlczynnikéw jako-
Sci, nagltéwka chromosomu, pozycji w chromosomie, sekwencji CIGAR opisujacej
roznice miedzy odczytem a odpowiadajacym mu fragmentem chromosomu, ich
odleglosci edycyjnej, wspdlczynnika jakos$ci dopasowania i wielu innych infor-
macji. Binarnym odpowiednikiem formatu SAM jest BAM, przechowujacy dane
w postaci skompresowanej.
Wyniki procesu detekcji wariantéw sa zawierane w tekstowych plikach VCF [55].

W tym przypadku rekord obejmuje informacje o lokalizacji wariantu, tj. numerze
chromosomu i pozycji w chromosomie. Sam wariant jest opisany swoim identyfika-
torem w bazie danych bioinformatycznych, sekwencja odpowiedniego fragmentu
genomu, zbiorem sekwencji wariantow tego fragmentu, wspotczynnikiem jakosci

wariantu oraz innymi wartosciami.

Formaty indekséw danych

Praca algorytmoéw przetwarzania danych nukleotydowych niejednokrotnie wiaze
sie z czestym odwolywaniem si¢ do wybranych pozycji w danych. Ze wzgledu
na ich rozmiar oraz zastosowanie kompresji, w celu osiagniecia rozsadnego cza-
su wykonania takich odwotan, przeprowadza sie wstepne indeksowanie danych.
Uzyskane indeksy umozliwiaja szybkie odnalezienie wybranej pozycji genomu, re-
kordu lub odczytu. Problem indeksowania sekwencji nukleotydowych oraz innych
danych mozna rozwiazaé przy pomocy narzedzi takich jak Tabix [127] czy igvto-
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ols [197]. Indeksowana jest takze zawarto$¢ plikow BAM [197], a jeden z algoryt-
méw mapowania odczytoéw, Bowtie, wykorzystuje wlasne narzedzie indeksujace
odczyty [125]. Istnieje wiele formatéw plikéw indekséw, a wybér odpowiedniego
musi uwzglednia¢ dopasowanie do wykorzystywanych narzedzi.

3.1.3 Trudnosci techniczne

Zestawy sekwencji nukleotydowych moga osiggaé¢ znaczne rozmiary. W efekcie ich
komputerowa reprezentacja moze wymagaé¢ dostepnosci setek gibibajtéw prze-
strzeni pamieci masowej lub operacyjnej. Rodzi to liczne trudnosci zwiazane
z przechowywaniem, przesylaniem oraz przetwarzaniem takich danych.

Kluczowym zagadnieniem jest reprezentacja danych w pamieci operacyjnej
podczas pracy algorytmoéow. W tym przypadku niezbedny jest staranny doboér
struktur danych, ktore z jednej strony zapewnia niskie zlozonosci obliczeniowe
operacji na nich przeprowadzanych, a z drugiej umozliwia zwiezlg reprezentacje
pozwalajaca na wykonanie algorytméw na komputerach niewyposazonych w duze
ilosci kosztownej pamieci operacyjnej.

Osobna kwestie stanowi szybkos¢ dziatania algorytméw. Zagadnienie to po-
winno by¢ rozwazane na wielu poziomach. Przede wszystkim algorytmy powinny
charakteryzowaé si¢ niewielka czasowa zlozonosScig obliczeniowa, co jest kwestia
szczegbdlnie istotna ze wzgledu na duza réznorodnodé rozmiaréw rozwigzywanych
probleméw — genomy eukariontéw moga by¢ o kilka rzedéw wielkosci diuzsze
od genomoéw bakterii. Z tego powodu zastosowanie algorytmu o duzej ztozono-
$ci obliczeniowej, wystarczajacego w niektérych przypadkach, moze okazaé sie
praktycznie niewykonalne w innych.

Ograniczenie czasu przetwarzania jest mozliwe dzieki zrownolegleniu rozwia-
zywania zadan obliczeniowych. Wspdlczesne komputery sa wyposazone w wiele
jednostek obliczeniowych (procesoréw lub ich rdzeni) pozwalajacych na wykony-
wanie obliczen w sposéb réwnolegly. W efekcie wzrost ilosci danych jest kom-
pensowany wiekszymi stopniami wspotbieznosci, mozliwymi do osiagniecia przy
wykorzystaniu wspélczesnych procesoréw [141].

W dziedzinie szybkosci dziatania istotne znaczenie maja takze techniczne kwe-
stie implementacji algorytmu. Z tego powodu niektore narzedzia bioinformatycz-
ne sa oparte na wykorzystaniu specjalizowanych rozkazéw procesora przyspiesza-
jacych przetwarzanie, np. instrukcji compare-and-swap (CAS) do unikania po-
trzeby synchronizacji watkéw [134, 141] lub wektorowych instrukeji rozszerzenia
SSE [141].

Wybrane implementacje biorg pod uwage zasade dzialania pamieci podrecznej
procesora [120, 211]. Ze wzgledu na czasochlonno$é komunikacji miedzy proce-
sorem a pamiecia stosuje sie tablicowanie pobranych danych w szybkiej, ale nie-
wielkiej pamieci podrecznej procesora. Zaklada sie tutaj czasowa i przestrzenna
lokalnoéé wykorzystania danych — podczas pobierania danych z pamieci RAM
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nastepuje skopiowanie do pamieci podrecznej takze danych sasiednich, lacznie
o rozmiarze zazwyczaj 512 bitéw [68], stanowiacych tzw. linie pamieci podrecz-
nej. Staranna optymalizacja algorytmu powinna uwzglednia¢ takze jego dopaso-
wanie do tej wlasnosci i polozy¢ nacisk na maksymalne wykorzystanie danych
umieszczonych w bardzo bliskich obszarach pamieci oraz, ze wzgledu na niewiel-
ki rozmiar pamieci podrecznej, na unikanie jednoczesnego przetwarzania danych
z wielu odlegltych obszaréw pamieci. Odwotanie do danych obecnych w pamie-
ci podrecznej jest nazywane trafieniem (ang. cache hit), a odwotanie do danych
obecnych tylko w pamieci operacyjnej (oraz jej skopiowanie do pamieci podrecz-
nej) chybieniem (ang. cache miss).

Duzy rozmiar danych wejsciowych wiaze si¢ z koniecznoscig intensywnego wy-
korzystania pamieci masowej, szczegdlnie dyskéw twardych. Wiele algorytméw
wykorzystuje je nie tylko jako zrédlo danych i magazyn wynikéw, ale takze jako
magazyn danych tymczasowych, ograniczajac zapotrzebowanie na pamieé¢ ope-
racyjna [59, 141, 173]. Szybkoé¢ transferu i czas dostepu do dysku twardego sa
o kilka rzedéw wielkosci gorsze niz do pamieci operacyjnej, wobec tego koniecz-
ne jest rozsadne korzystanie z takich rozwigzan, szczegdlnie poprzez zapewnienie
jak najwiekszego udziatu dostepu do danych w sposéb sekwencyjny oraz unikanie
czestych zmian wykorzystywanych obszaréow dysku.

3.2 Struktury danych

Rozwiazanie problemu obliczeniowego jest mozliwe przy uzyciu odpowiedniego
programu bedacego implementacja wybranego algorytmu. Jednakze — poza al-
gorytmem — nieodlacznym elementem programu sa odpowiednie struktury da-
nych umozliwiajace praktyczna reprezentacje danych wejsciowych i wyjsciowych
algorytmu oraz jego danych tymczasowych. W dalszej czesci zestawiono wybrane,
czesto wykorzystywane w bioinformatyce struktury danych.

3.2.1 Struktury drzewiaste

Pod pojeciem drzewa lub struktury drzewiastej rozumiemy zbior Vipee weziow
spelniajacych nastepujaca, rekurencyjna definicje [23, 113]:

1. wyrézniony wezel vigor € Viree jest korzeniem drzewa Vipee,

2. pozostale wezly sa podzielone pomiedzy m > 0 roztacznych podzbioréw
Vi, Vo, ..., Vin, sposréd ktérych kazdy jest drzewem; drzewa Vi, Vo, ..., Vi,
sa poddrzewami Vipee.

Powyzsza definicja odpowiada drzewu ukorzenionemu. Jedli przyjaé, ze wezty
drzewa sg wierzchotkami grafu, wowczas alternatywna kategorie drzew nieuko-
rzenionych mozna rozpatrywac jako spojne grafy acykliczne. Drzewo ukorzenione
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takze moze byé¢ traktowane jako skierowany spéjny graf acykliczny, dodatkowo
speliajacy dla korzenia v,,0t nastepujace warunki:

1. kazdy wezel v # vroot jest wezlem poczatkowym krawedzi (luku),
2. Uroot nie jest weztem poczatkowym zadnego tuku,
3. Upoot jest korzeniem drzewa.

Krawedzie drzewa ukorzenionego reprezentuja relacje rodzicielstwa miedzy we-
zlami, te z kolei okreglaja hierarchiczna strukture wezléw drzewa [23]. Wezel
poczatkowy tuku jest nazywany dzieckiem, a wezel koricowy rodzicem (bezpo-
srednim przodkiem) incydentnego wezla. Dwa rézne wezly v oraz vy nazywane
sa rodzenstwem, jezeli posiadaja tego samego rodzica. Wezel niebedacy nastepni-
kiem zadnej relacji nazywany jest lisciem.

Powyzsza definicja nakresla ogdlng strukture danych, ktora w zaleznoéci od
potrzeb moze zostaé wyspecjalizowana. Czestym przypadkiem jest ograniczenie
liczby dzieci danego wezla np. do dwdéch lub okreslenie porzadku dzieci dane-
go wezta. Takie rozwiazania sa obecne w rozmaitych wariantach drzew. Drze-
wa poszukiwan binarnych (ang. binary search tree — BST) moga reprezento-
waé m.in. zbiory dynamiczne lub kolejki priorytetowe [52]. B-drzewa posiadaja
strukture pozwalajaca na wykonywanie szybkiego przetwarzania zbioréw danych
umieszczonych w urzadzeniach pamieci masowej, np. na dyskach twardych [52],
co umozliwia zarzadzanie zestawami danych o rozmiarach wigkszych niz dostepna
pamie¢ wewnetrzna. Kopce sg strukturami latwymi do reprezentacji przy pomo-
cy tablic [23], majacymi zastosowanie w sortowaniu lub implementacji kolejek
priorytetowych [52].

Osobna grupa struktur drzewiastych jest dostosowana do reprezentacji se-
kwencji symboli. Naleza do niej m.in. drzewa stownikowe (ang. trie) [166], zwane
tez drzewami wielokrawedziowymi [54], oraz drzewa sufiksow [58]. Ze wzgledu
na szerokie zastosowanie w bioinformatyce drzewa sufikséw zostana dokladniej
oméwione w podrozdziale 3.2.4.

3.2.2 Tablice mieszajace

Tablica mieszajgca jest wektorem elementéw umieszczonych na pozycjach wyzna-
czanych przez wartosci funkcji mieszajgcej h: U — {0,1,...,m—1}, gdzie U jest
przestrzenia wartosci kluczy, ktére stanowia kryterium wyszukiwania w struktu-
rze danych, a m jest rozmiarem tablicy [52]. Funkcja h zazwyczaj nie jest injek-
cja, w efekcie czego istnieje ryzyko wystapienia kolizji, czyli sytuacji, w ktérej dla
pewnych uj,uz € U,u; # uz wystepuje h(ui) = h(uz). W rezultacie wiecej niz
jeden element moze zostaé przyporzadkowany tej samej pozycji wektora elemen-
tow. Problem rozwiazuje sie w oparciu o jedna sposréd strategii przezwyciezania
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kolizji. Naleza do nich strategia lancuchowa, ktéra dopuszcza zapisanie w kaz-
dej pozycji wektora wiecej niz jednego elementu (np. poprzez wykorzystanie listy
z dowiazaniami lub drzewa), oraz adresowanie otwarte', w ktérej h jest funkcja
dwéch zmiennych: h : U x {0,1,...,m — 1} — {0,1,...,m — 1}, gdzie drugim
argumentem jest aktualny, zmieniajacy wartosé funkcji, numer kolizji.
Zakladajac, ze zlozonosé czasowa wartosciowania funkcji A wynosi O(1) a ko-
lizje nie wystepuja, zlozono$¢ wyszukiwania w tablicy mieszajacej wynosi O(1).
Jednakze mozliwoé¢ wystapienia kolizji pogarsza pesymistyczna ztozonoscia cza-
sowa do ©(n). W praktyce jednak szybko$¢ operacji na tablicy mieszajacej jest
zalezna od wspdlczynnika wypelnienia o = n/m. Przyjmujac, ze o = O(1), mozna
zachowaé $rednia zlozono$é wyszukiwania w tablicy mieszajacej O(1) [52]. Dla
spelnienia tego zalozenia okresla sie staly, zalezny od strategii przezwycigzania
kolizji prég wartosci «, po przekroczeniu ktorego przeprowadza sie restrukturyza-
cje tablicy polegajaca na zwigkszeniu jej rozmiaru oraz ponownym rozmieszczeniu
elementow. Restrukturyzacja jest wykonywana w $rednim czasie ©(n).

3.2.3 Filtry Blooma

Filtr Blooma jest wektorem bitowym o rozmiarze m [38], ktérego elementy przyj-
muja wartosci wyznaczane przez d réznych funkcji mieszajacych. Jest on struk-
tura umozliwiajaca rozwigzywanie probleméw decyzyjnych polegajacych na wy-
szukiwaniu elementéw w zbiorze i zwracaniu logicznej wartoéci sygnalizujacej ich
obecnosé. Operacje wstawiania oraz wyszukiwania obejmuja wyliczenie warto-
Sci funkeji mieszajacych h; : U — {0,1,...,m — 1}, gdzie i = 1,2,...,d, a U
jest przestrzenia wartoéci kluczy elementéw struktury. Wstawienie elementu po-
lega na przyporzadkowaniu wartoéci 1 pozycjom o indeksach réwnym wartosciom
funkcji mieszajacych. W celu wykonania wyszukiwania przeprowadza si¢ odczyt
tych pozycji; jezeli kazda z nich zawiera warto$é 1, woéwczas nastepuje zwrdcenie
odpowiedzi twierdzacej, a przeczacej w przeciwnym przypadku.

Filtry Blooma dopuszczaja mozliwos¢ zwrdcenia nieprawidtowej odpowiedzi
twierdzacej. Prawdopodobieristwo takiego bledu mozna oszacowaé wzorem [147]:

prp ~ (1 — e dm)d. (3.4)

Wyszukanie elementu wymaga wyliczenia wielu wartosci funkeji mieszajacych,
co wiaze sie z odwolaniem do wzajemnie odlegltych pozycji wektora. W efekcie
jezeli wektor jest duzy, takie rozwigzanie wigze sie ze stabym wykorzystaniem pa-
mieci podrecznej procesora. W zwiazku z tym opracowano warianty podstawowej
wersji struktury dopasowane do charakterystyki pamieci podrecznej. Nalezy do
nich m.in. blokowy filtr Blooma (ang. blocked Bloom filter) [168], ktéry jest wek-
torem bitéw logicznie podzielonych na bloki o rozmiarze rownym rozmiarowi linii

W pracy [23] mianem adresowania otwartego jest okreslana strategia taricuchowa.
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pamieci podrecznej. Jego funkcje mieszajace pelnig dwie role: pierwsza funkcja
jest odpowiedzialna za wyboér bloku, a pozostate wyznaczaja obecne w obrebie
bloku bity. Tym samym, zapewniajac wyréwnanie adresu poczatku wektora do
rozmiaru bloku, liczba chybien pamieci podrecznej nie przekracza jednego, moga-
cego nastapi¢ w momencie odczytu wybranego bloku. Szybszym wariantem blo-
kowego filtru Blooma jest blokowy filtr Blooma ze wzorcami (ang. pattern-blocked
Bloom filter) [168], w ktérym zamiast wywolywaé okreslona liczbe funkcji mie-
szajacych wyznaczajacych pozycje w bloku wylicza sie jedng funkcje okreslajaca
maske (wzorzec) wyznaczajaca bity poddawane odczytowi lub modyfikacji.

Do zastosowan filtrow Blooma naleza rozwiazania problemoéw, w ktorych spo-
radyczne wystepowanie bledéw stanowi nizszy koszt niz przechowywanie w pa-
mieci pelnej, niejednokrotnie posiadajacej znaczny rozmiar tablicy mieszajacej,
a jednoczeénie nie wystepuje potrzeba odzyskania wartosci elementéow. Jednak-
ze jezeli obecno$¢ bledéw nie jest akceptowalna, wéwczas wykonywanie zapy-
tan do filtra Blooma moze by¢ wspomagane przez dodatkowy, czesto bardziej
pracochlonny, ale zwracajacy poprawne wyniki test, wykonywany w przypadku
zwrocenia przez filtr odpowiedzi twierdzacej. Rozwiazanie to sprawdza sie, gdy
zdecydowana wiekszo$¢ zapytan zwraca odpowiedz negatywna [38].

3.2.4 Drzewa i tablice sufikséw

Drzewo i tablica sufikséw sa strukturami danych reprezentujacymi sekwencje sym-
boli w sposéb umozliwiajacy ich szybka analize [58, 165]. Idea tego rozwiazania
opiera si¢ na przechowywaniu poszczegolnych sufikséw danej sekwencji .S, tzn.
sekwencji S = S[n —a,n — 1] dla kazdego a € {1,2,...,n}, gdzie n = |5]|.

Drzewo sufiksow przechowuje sufiksy w drzewie spelniajacym pie¢ warun-
kéw [58]:

a
1. kazdy sufiks S jest reprezentowany przez doktadnie jeden lisci drzewa,

2. kazdy z wezléw niebedacych lisciem lub korzeniem ma co najmniej dwdch
potomkdw,

3. kazda krawedz posiada etykiete bedaca podstowem S,

4. etykiety krawedzi taczacych dany wezel z jego potomkami musza zaczynac
sie od réznych symboli,

5. konkatenacja podstow na Sciezce miedzy korzeniem a a-tym liSciem repre-

a
zentuje S.

Praktycznym ograniczeniem jest, aby symbol S[|S| — 1] byl unikalny w obre-
bie S. Wymaganie to jest czesto spelniane poprzez zwigkszenie dtugosci S o 1 oraz
umieszczenie na ostatniej pozycji symbolu nienalezacego do alfabetu sekwencji,
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a znajdujacego sie w kolejnoéci leksykograficznej pdzniej, niz wszystkie symbole
tego alfabetu.

Budowa drzewa sufikséw dla sekwencji dtugosci n jest mozliwa do przepro-
wadzenia w czasie O(n). Korzystajac ze zbudowanego drzewa sufikséw zadanie
wyszukania wzorca S’ dlugosci m = |S’|, m < n, mozna wykonaé¢ w czasie O(m),
natomiast zadanie wyszukania wszystkich z wystapien wzorca w sekwencji jest
mozliwe w czasie O(m + Z). Zlozono$¢é pamieciowa drzew sufikséw wynosi O(n),
jednak jej wspolczynniki sa dosyé¢ duze [58].

Redukcja zapotrzebowania drzewa sufiksow na pamieé jest niekiedy moz-
liwa poprzez zastapienie go tablicg sufikséw. Struktura ta ma posta¢ wekto-
ra zawierajacego pozycje uporzadkowanych leksykograficznie sufikséw sekwencji.
Tablice sufikséw maja nieco mniejsze mozliwosci a operacje na nich charakte-
ryzuja sie wyzsza czasows zlozonoscig obliczeniowa, np. wyszukiwanie wzorca
jest mozliwe w $rednim czasie O(mlogn), a zliczenie liczby wystapien w cza-
sie O(mlogn + z) [58]. Jednoczesénie jednak charakteryzuja sie lepszymi wspol-
czynnikami pamieciowej ztozonoéci obliczeniowej. Zaréwno tablica jak i drzewo
sufikséw moga by¢ zbudowane dla wielu sekwencji jednoczeénie, co pozwala na
wykonywanie dodatkowych operacji. Struktura danych tej postaci jest nazywana
uogdlnionym drzewem lub tablica sufiksow.

Drzewa i tablice sufikséw pelnig gléwnie funkcje indekséw sekwencji umoz-
liwiajacych ich szybkie przeszukiwanie [58, 165, 166], cho¢ posiadaja takze inne
zastosowania. Naleza do nich m.in. wyszukiwanie najdtuzszego wspélnego pod-
stowa dwoch sekwencji (przy uzyciu uogdlnionych drzew lub tablic sufikséw),
wyszukiwanie najdluzszego odwréconego powtdrzenia (zadanie tego rodzaju moz-
na odnie$¢ do wyszukiwania sekwencji zasad azotowych komplementarnych nici
DNA), wyznaczanie transformaty Burrowsa-Wheelera i inne [58].

3.2.5 WYybér pozostatych struktur danych

W przetwarzaniu danych bioinformatycznych znalazto zastosowanie wiele innych
struktur danych, czesto opracowanych specjalnie w tym celu. Duze znacznie posia-
daja struktury indeksowe, ktére pozwalaja na reprezentacje sekwencji nukleotydo-
wych lub biatkowych w sposéb umozliwiajacy dostatecznie szybkie wykonywanie,
rozmaicie zdefiniowanego, wyszukiwania wzorcow. Poza drzewami i tablicami su-
fikséw naleza do nich m.in. indeksy FM oraz tablice Gk. Ponadto, szczegdlnie
w procesie asemblacji, kluczowa role odgrywaja grafy de Bruijna.

Indeks FM (ang. FM-index) [75] jest struktura danych wykorzystujaca trans-
formate Burrowsa—Wheelera (ang. Burrows—Wheeler transform — BWT) [41].
BWT jest algorytmem umozliwiajacym odwracalne przeksztalcenie sekwencji po-
przez uzyskanie okreslonej permutacji jego symboli. W tym celu algorytm gene-
ruje wszystkie rotacje sekwencji, ktére nastepnie sa poddawane sortowaniu w ko-
lejnosci leksykograficznej. Wynik transformaty stanowi ciag symboli zawartych
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na ostatnich pozycjach odpowiednio kazdej z rotacji. Odwracalno$é operacji jest
zapewniana poprzez zapamietanie indeksu pierwszego symbolu ciagu wejéciowe-
go lub dotaczenie do jego korica symbolu nienalezacego do alfabetu sekwencji.
Sekwencja wyjSciowa zazwyczaj lepiej od wejéciowej poddaje sie kompresji [75],
dzieki czemu, wérod wielu swoich zastosowan, BW'T pelni szczegdlnie istotng role
w wielu algorytmach kompresji.

Indeks FM jest indeksem pelnotekstowym (ang. full-text index) umozliwiaja-
cym indeksowanie jednego, dtugiego ciagu symboli, np. sekwencji genomu. Jak
dotad opracowano szereg wariantéow oryginalnego indeksu, charakteryzujacych
sie m.in. lepszymi ztozono$ciami obliczeniowymi ze wzgledu na rozmiar alfabe-
tu [76, 88]. Ich zasada dzialania polega na przeksztalceniu sekwencji wejsciowe;j
S przy pomocy BWT oraz, wraz z dodatkowymi informacjami, reprezentacji jej
w formie skompresowanej. Algorytmy wykonujace odezyt (zapytanie — ang. qu-
ery) danych z indeksu FM nie wymagaja przeprowadzania dekompresji pelnego
ciaggu. Do typowych zapytan nalezag m.in. zliczanie wystapien wzorcowego oraz
wyszukiwanie pozycji wszystkich z jego wystapien. Ztozonosci czasowe poszcze-
gélnych operacji roznia sie w zaleznosci od wariantu struktury danych. Ztozonosé
pamieciowa jest zalezna od entropii sekwencji S [75, 76, 88|.

Tablica Gk (ang. Gk array) [165] jest struktura typu indeks stow (ang. word-
based index) dostosowana do indeksowania duzych zestawéw krotkich sekwencji,
takich jak odczyty z sekwencjonowania. Zasada jej dzialania jest oparta na wy-
korzystaniu czterech wektorow. Podstawowy wektor, nazywany GEkSA, jest zmo-
dyfikowana tablica sufikséw ciggu bedacego konkatenacja wszystkich sekwencji
poddawanych indeksowaniu. Pozostale wektory sa odpowiedzialne za przechowy-
wanie istotnych pozycji tego ciagu oraz liczebnosci m-meréw, gdzie m = |S’| jest
dlugos$cia wzorca bedacego parametrem zapytania. Zliczenie wystapien wzorca S’
w zbiorze moze by¢ wykonane w czasie O(1), a znalezienie wszystkich sekwen-
cji (odezytéw), w ktérych wystepuje wzorzec w czasie O(Z'), gdzie 2’ jest liczba
sekwencji wynikowych. Zlozono$¢ pamieciowa tablic Gk wynosi 8(¢ — k + 1)n +
4(myn + 1), gdzie £ jest dlugoscia odczytu, k jest przyjeta dlugoscia oligome-
ru, n jest liczba sekwencji, a my, jest liczba unikalnych m-meréw. Sumaryczne
zapotrzebowanie na pamieé jest zwykle nizsze, niz alternatywnie zastosowanej
uogolnionej tablicy sufikséw.

Innym zastosowaniem charakteryzuje sie struktura grafu de Bruijna [56]. Jej
koncepcja polega na zapisie w weztach grafu wszystkich istniejacych sekwencji
dtugosci k — 1 nad danym alfabetem. Sam graf przechowuje informacje o wspél-
nych sufiksach i prefiksach (gdzie prefiksem sekwencji S nazywana jest kazda
sekwencja S = S[0,a — 1], gdzie a € {1,2,...,|S|}) sekwencji dtugosci k. Wybra-
ne dwa WQZLiy v1 oraz vo takiego grafu sg sasiednie wtedy i tylko wtedy, gdy sufiks
sekwencji vy jest réwny prefiksowi vg. Luki grafu reprezentuja sekwencje dtugo-
Sci k powstale z potaczenia sekwencji v; z ostatnim symbolem vy. W licznych,
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w tym bioinformatycznych, zastosowaniach wykorzystuje sie podgrafy graféw de
Bruijna, tj. grafy de Bruijna niezawierajace wybranych weztéw lub krawedzi. Re-
prezentujg one tylko podzbior wszystkich sekwencji dlugoéci k — 1, np. sekwencje
obecne w odczytach sekwencjonowania [48]. Jednoczesnie powszechng praktyka
jest nazywanie takze takiej struktury grafem de Bruijna. Podgrafy takiej postaci
sa czesto wykorzystywana w algorytmach asemblacji DNA i RNA, umozliwiajac
znajdowanie wspoélnych fragmentéw odezytow, ktore potencjalnie moga reprezen-
towac sasiednie fragmenty genomu. W takim przypadku podgraf moze by¢ wyko-
rzystany do wyznaczania ciagéw odczytéw pozwalajac na ich potaczenie w celu
uzyskania postaci danego genomu.

3.3 Woybrane techniki algorytmiczne

W rozwiazywaniu probleméw dotyczacych przetwarzania sekwencji nukleotydo-
wych znajduja zastosowania rézne strategie projektowania algorytméw, takie jak
programowanie dynamiczne, algorytmy zachtanne, algorytmy przeszukiwania wy-
czerpujacego czy algorytmy heurystyczne. Jednoczesnie ze wzgledu na duzy roz-
miar przetwarzanych danych, potencjalnie skutkujacy nieakceptowalnie duzym
zapotrzebowaniem na pamieé operacyjng oraz czas obliczen, algorytmy te musza
by¢ odpowiednio dostosowane do charakterystyki takich probleméw. W niniej-
szym podrozdziale przestawiono wybrane techniki zwigzane z tworzeniem algo-
rytmoéw bioinformatycznych oraz przedstawiono techniki przetwarzania wspél-
bieznego, ktére ze wzgledu na rozmiar omawianych probleméw sg praktycznie
niezbedne.

3.3.1 Algorytmy z powrotami

Pod pojeciem algorytmu z powrotami (ang. backtracking algorithm) rozumiemy
algorytm poszukujacy rozwigzania w zadanej przestrzeni poprzez sukcesywne do-
bieranie kolejnych sktadnikéw rozwigzania oraz ewentualne ich wycofywanie i po-
dejmowanie innych préb. Stanowi on udoskonalona alternatywe przeszukiwania
sitowego (ang. brute force) [91]. Algorytmy z powrotami, obok algorytmow si-
ta, naleza do grupy algorytméw wyszukiwania wyczerpujgcego (ang. exhausting
search) [54].

Jezeli dopuszczalne rozwiazanie problemu jest wektorem X = (x1,xo,...,zy)
wartosci o dziedzinach odpowiednio Xi,Xo,...,X,,, wOwczas celem algorytmu
z powrotami jest wyszukanie w przestrzeni X; x Xa x ... x X, wektora X (lub
zbioru wektoréw X;) spelniajacego okredlone dla danego problemu kryteria po-
prawnosdci (ang. validity criteria). Poszukiwanie rozwiazania odbywa si¢ poprzez
przeszukiwanie wglab (tj. poruszajac sie od korzenia w kierunku wybranego li-
Scia oraz wykonywanie powrotéw w strone korzenia) drzewa, ktérego poszczeg6l-
ne lidcie reprezentuja rozwiazania, a pozostale wezly rozwiazania czeSciowe [54].
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Zaglebianie sie w drzewie (rozszerzanie rozwiazania) wiaze sie z przyporzadkowa-
niem wartoéci kolejnym zmiennym x1, xo, ..., %, z zaznaczeniem, ze dalsze roz-
szerzanie jest przeprowadzane tylko, gdy dotychczasowe rozwiazanie czastkowe
(z1,22,...,2;) dla ¢ < n speklia kryteria poprawnosci. Osiagniecie liScia spelnia-
jacego kryteria jest tozsame ze znalezieniem jednego rozwigzania. W przypadku
gdy dalsze rozszerzanie rozwiazania nie jest mozliwe (ze wzgledu na znalezienie
pewnego rozwigzania lub gdy zadne z dalszych rozszerzen nie jest prawidlowe),
wéwezas przeprowadza sie powrdt do wezedniejszej zmiennej poprzez przejscie
w drzewie w strone korzenia i podjecie innej préby.

Typowym zadaniem rozwigzywanym przy pomocy algorytméw z powrota-
mi jest problem spelniania ograniczen (ang. constraint satisfaction problem —
CSP), w ktérym na poszczegdlne zmienne x4, 3, . . ., , nalozony jest zbior ogra-
niczen (ang. constraint) # = {Ri,Ro,...,Ry}. Kazde z ograniczen Rj, j €
{1,2,...,m} jest relacja okreslajaca zbiér prawidlowych wartosci okreslonego ze-
stawu zmiennych, nazywany ich zakresem (ang. scope) [57]. Celem CSP jest dobor
wartosci parametréw 1, To, ..., Ty, aby spelnialy wszystkie ograniczenia Z.

Algorytmy z powrotami, ze wzgledu na potencjalnie duzy rozmiar przeszuki-
wanej przestrzeni, w sposob bezposredni zwykle nie znajduja zastosowania prak-
tycznego [54]. Opracowano jednak szereg modyfikacji pozwalajacych na przyspie-
szenie ich pracy. Wykorzystuja one obserwacje, ze podczas przechodzenia drzewa
rozwigzan nastepuje wielokrotne sprawdzanie tych samych btednych i prawidto-
wych rozwiazan czastkowych. Wéréd takich modyfikacji mozna wyréznié opty-
malizacje powrotow (ang. look-back scheme) oraz optymalizacje zaglebieri (ang.
look-ahead scheme) [57].

Optymalizacje powrotéw maja na celu wyeliminowanie niektorych fragmentow
drzewa w chwili wykonywania powrotow do wyzszych weztéw. Moze to obejmo-
waé przejécie do niebezposredniego przodka biezacego wezla (ang. backjumping)
badz okreslenie przyczyny nieznalezienia w danym momencie rozwigzania i doda-
nie kolejnych ograniczenr (ang. constraint recording) umozliwiajacych eliminacje
w przyszlosci porazek o tej samej przyczynie. Inng forma optymalizacji powrotéw
jest przechowywanie informacji o spelnieniu lub niespelnieniu kryteriéw popraw-
noséci po przypisaniu danej wartoéci do biezacej zmiennej z;, i € {1,2,...,n}
(ang. backmarking). Nastepnie te informacje sa wykorzystywane do pominigcia
lub wymuszenia sprawdzenia innej czesci drzewa wlasciwej dla zmiennej x; i jej
okreslonej wartosci [118].

Optymalizacje zagtebien sg strategiami modyfikujacymi przechodzenie drzewa
w glab. Moga one obejmowac¢ kwestie wyboru zmiennej, do ktérej zostanie w danej
chwili przyporzadkowana wartos¢. Ponadto metoda ta moze uwzgledniaé zmiane
kolejnosci doboru wartoéci majacych byé¢ przypisanymi do wybranej zmiennej x;.

Dodatkowsa metoda moze by¢ ograniczenie rozmiaru problemu poprzez na-
tozenie dodatkowych ograniczen, zawezanie istniejacych ograniczen lub redukcje
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dziedzin X1, Xo, ..., X,,. Wszystkie z powyzszych optymalizacji wymagaja mecha-
nizméw dedukcji okredlajacych mozliwo$é wykonania i zakres przeprowadzanych
optymalizacji. Do takich strategii naleza m.in. rozwiazania heurystyczne.

3.3.2 Algorytmy heurystyczne

Wiele probleméw obliczeniowych posiada wtasnosci powodujace, ze ich rozwiaza-
nie przy pomocy dokladnego, bezposrednio uzyskujacego wynik algorytmu jest
zadaniem praktycznie niemozliwym. W pracy [149] przedstawiono pieé¢ takich
wlasnosci, zaznaczajac jednoczesnie, ze lista ta nie jest kompletna:

« liczba potencjalnych rozwigzan jest zbyt duza, aby problem rozwiazaé¢ me-
toda wyszukiwania wyczerpujacego,

o stopien skomplikowania problemu wymusza jego uproszczenie,
o funkcja oceny rozwiazania jest zaszumiona lub ulega zmianom w czasie,
» na potencjalne rozwigzania sa narzucone znaczne ograniczenia,

o uzyskanie rozwiazania jest utrudnione przez niedostateczne przygotowanie
lub obecnosé barier psychologicznych osoby rozwiazujacej problem.

Rozwiazanie problemu charakteryzujacego sie¢ powyzszymi cechami czesto jest
mozliwe przy pomocy wybranego algorytmu heurystycznego (heurystyki). Heury-
styki sa metodami polegajacymi na przeszukiwaniu przestrzeni rozwigzan w spo-
sOb wybidrezy, ale intuicyjnie prowadzacy do uzyskania jak najlepszego rozwiaza-
nia. Ich ograniczeniem jest brak gwarancji uzyskania rozwigzania optymalnego,
dlatego sg one dopuszczalne w przypadku, gdy rozwigzanie nieoptymalne (subop-
tymalne) jest akceptowalne i jego osiagniecie stanowi nizszy koszt niz zastosowa-
nie algorytmu doktadnego. 7 drugiej strony w wielu przypadkach algorytm jest
wykonywany nie dla doktadnej komputerowej reprezentacji wybranego problemu,
ale dla upraszczajacego go modelu. Z tego powodu uzyskanie rozwiazania doktad-
nego i tak byloby obarczone bledem niedoktadnosci modelu i jego poszukiwanie
byloby bezcelowe [170].

Duzy wplyw na jakos¢ wynikow heurystyk oraz sposobu ich uzyskania ma
reprezentacja problemu [58]. Popularnym podejsciem jest zastosowanie reprezen-
tacji binarnej, w ktorej potencjalne rozwiazania sg wyrazane przy pomocy wek-
tora bitow. Reprezentacja permutacyjna wykorzystuje wektor liczb naturalnych
kodujacych rozwiagzanie bedace okreslona permutacja elementéw. Liczba opraco-
wanych reprezentacji jest dluga, a jej wybdér musi by¢ uzalezniony od charakte-
rystyki problemu oraz sposobu dzialania heurystyki.

Praca algorytmu heurystycznego polega na przeszukiwaniu przestrzeni po-
tencjalnych rozwiazan X w celu znalezienia rozwiazania najlepszego lub jako-
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$ciowo do niego zblizonego. W efekcie musi zosta¢ zdefiniowane kryterium oce-
ny; jest ono sformalizowane przy pomocy funkcji celu (ang. evaluation function)
eval : X — R, ktora osigga wartos¢ minimalng dla optymalnego rozwiazania
Zopt = argmin,x eval(z). Przy takim sformutowaniu problemu mozna przyjaé,
ze jego rozwiazywanie jest tozsame z optymalizacja funkcji celu [149].

Dla kazdego elementu = € X definiuje sie zbiér jego sgsiedztwa, czyli elemen-
téw znajdujacych sie¢ wedlug przyjetego kryterium dostatecznie blisko elementu
x. Sasiedztwo jest definiowane przez funkcje N : X — 2% a jego postaé jest
zalezna od problemu oraz przyjetego sposobu jego reprezentacji. Przykladowo,
jezeli pewne xg € X jest zbiorem punktéw przestrzeni euklidesowej, sasiedztwo
moze by¢ zdefiniowane jako N(z) = {y € X : dist(x,y) < €}, gdzie € jest pewna
dodatnig stala, a dist : X x X — R jest odlegloscig euklidesows = i y. Z kolei
jezeli rozwiazanie jest reprezentowane binarnie, wéwczas N (x) moze byé zbiorem
elementéw, ktérych reprezentacja rézni sie od reprezentacji z jednym bitem [149].

Przebieg pracy heurystyki jest nastepujacy [58]:
1. ustalenie rozwiazania poczatkowego z; € X,

2. generacja nowych rozwiazan poprzez uzyskanie zbioru N(x;), gdzie i =
1,2,..., nmax — 1 jest numerem poprzedniego rozwiazania, a nyax jest pew-
nym ograniczeniem liczby iteracji algorytmu,

3. selekcja elementu ;41 spoéréd prawidlowych elementéw N (x;); zi41 zaste-
puje rozwiazanie x;,

4. sprawdzenie przyjetego warunku stopu.

Proste algorytmy heurystyczne czesto sa zgodne ze strategia lokalnych ulep-
szen, polegajaca na wprowadzaniu modyfikacji do poprzedniego rozwigzania, lub
z metoda konstrukcyjng, polegajaca na sukcesywnym rozbudowaniu rozwiazania
czastkowego. Spotykane sa takze rozwiazania hybrydowe [119]. Wybér w kazdej
iteracji kolejnego rozwigzania lub jego rozszerzenia wyltacznie spoérod sasiedztwa
elementu biezacego niesie za soba ryzyko osiagniecia optimum lokalnego, czyli ele-
mentu xok, takiego ze eval(xjok) < eval(x) dla kazdego x € N (o) [149], podczas
gdy istnieje pewien element xpt, taki ze eval(zopt) < eval(ziok). Osiagniete opti-
mum lokalne jest silnie zalezne od przyjetego rozwiazania poczatkowego x;.

Eliminacja problemu blokowania algorytmu w sasiedztwie minimum lokalne-
go jest celem metaheurystyk, bedacych wysokopoziomowymi rozwigzaniami wy-
korzystujacymi proste algorytmy heurystyczne [170] i posiadajacych strategie
opuszczania miniméw lokalnych. Realizuja one dwa cele: eksploracje, polegaja-
ca na przeszukaniu jak najwiekszej czesci przestrzeni rozwigzan w celu znalezie-
nia obiecujacych regionow, oraz eksploatacje, bedaca dogtebnym przeszukiwaniem
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tych regionéw [149]. Do metaheurystyk nalezy wiele, czesto inspirowanych zjawi-
skami naturalnymi algorytmoéw, do ktérych naleza m.in. symulowane wyzarzanie,
algorytmy genetyczne, algorytmy mréwkowe czy symulacja rojem czastek [84].

Praca z algorytmami heurystycznymi wiaze sie z zagadnieniem ich parametry-
zacji. Trudne do przewidzenia zaleznosci miedzy wartosciami parametréw a uzy-
skanymi wynikami, zbyt duza liczba kombinacji parametréw do przeprowadzenia
doboru eksperymentalnego, zlozona, nieliniowa zalezno$é¢ miedzy parametrami,
brak zrozumienia problemu problemu przez uzytkownika, zalezno$é¢ parametrow
od konkretnego problemu i wiele innych kwestii powoduja, ze proces ten jest za-
daniem skomplikowanym. Analityczne okreslanie parametréw jest mozliwe tylko
w wybranych, prostych przypadkach. Pewne znaczenie moze mieé¢ intuicja lub
analogia do innych, podobnych probleméw oraz wiedza ekspercka, choé¢ sa to
metody dalece niedoskonate. Elementem algorytmu powinna by¢, przynajmniej
czesciowa, zdolnosé samoadaptacji [149], jednakze w ogdlnym przypadku okre-
Slenie efektywnosci heurystyki w danych okoliczno$ciach jest mozliwe tylko na
drodze eksperymentalnej [75].

3.3.3 Wspétbieznosc

Architektury komputeréw sa poddawane ciaglym ulepszeniom. Obecnie szczegdl-
nie duzy nacisk ktadzie sie na doskonalenie architektur oraz technik pozwalaja-
cych na réwnoleglte wykonywanie obliczen [176]. Sa to narzedzia umozliwiajace
m.in. rozwiazywanie probleméw obliczeniowych o duzym stopniu skomplikowa-
nia. Podstawowym, cho¢ nie jedynym ich celem jest przyspieszenie obliczen po-
przez dekompozycje danego problemu obliczeniowego na podproblemy (zadania)
mogace zostaé rozwigzane jednoczesnie. Wyrodznia sie kilka pozioméw przetwarza-
nia réwnoleglego, rézniagcych si¢ zasada dziatania, zastosowaniem, mozliwosciami
i innymi cechami. W niniejszym podrozdziale zostanie omoéwiona réwnolegto$é na
poziomie watkéw (ang. thread-level parallelism).

Procesy wspétbiezne

Niech o; i 0; beda odpowiednio poczatkiem oraz koficem pewnej operacji o; wybra-
nego zadania obliczeniowego realizowanego przez pewien proces (instancje pro-
gramu) P, a t(-) niech bedzie momentem wystapienia pewnego zjawiska. Dla
procesu, sekwencyjnego prawdziwa jest nieréwnos¢ t(0;) < t(o;41) dla kazdej ope-

racji o; [b3]. Zasada ta oznacza, ze dzialanie procesu sekwencyjnego jest oparte
na wykonaniu poszczegdlnych operacji w niezmiennej, liniowej kolejnosci.
Rozszerzeniem proceséw sekwencyjnych, mozliwym do uzyskania we wspol-
czesnych systemach operacyjnych, sa procesy wspotbiezne. Sa nimi takie dwa pro-
cesy P i P, dla ktérych wzajemny porzadek wykonywanych przez nie operacji
jest dowolny (zakladajac brak operacji synchronizujacych), choé w obrebie sa-
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mych proceséw kolejnoéé¢ operacji takze ma charakter liniowy. Szczegdlnym przy-
padkiem pracy proceséw wspdtbieznych jest jednoczesne wykonanie procesow, po-
legajace na wykonaniu operacji proceséw P i P’ przez rézne procesory fizyczne
w tym samym czasie. Alternatywna technika, imitujaca jednoczesne wykonanie,
jest realizacja ich operacji w przeplocie, poprzez naprzemienne wykonanie przez
jeden procesor fizyczny. Program umozliwiajacy réwnolegle wykonanie procesow,
zapewniajacy komunikacje miedzy nimi i ich synchronizacje nazywany jest progra-
mem wspdtbieznym [53]. Jezeli dostepna jest wystarczajaca liczba procesoréw do
zapewnienia jednoczesnego wykonania wszystkich proceséw programu, bedziemy
go nazywali programem réwnoleglym [53]. Program wspolbiezny jest implemen-
tacja algorytmu wspotbieznego.

Kazdy proces posiada jeden badz wiele strumieni instrukcji mogacych podle-
gaé przetwarzaniu w sposob wspétbiezny. Kazdy z tych strumieni nazywany jest
wgtkiem, a przetwarzanie danych przy wykorzystaniu wielu watkow nazywane jest
wielowgtkowoscig. W dalszej czesci przyjeto, ze powyzsze definicje wspotbieznosci
proceséw sg prawdziwe takze dla watkow.

Sposéb organizacji pracy watkéw i przesylania danych miedzy nimi jest wy-
znaczany przez przyjety model obliczen réwnoleglych. Wyrdzniamy m.in. model
z pamiecig wspolng (model PRAM) oraz model sieciowy. Pierwszy z nich stanowi
uogdblnienie modelu obliczenn sekwencyjnych RAM. Opiera sie¢ on na zalozeniu,
ze kazdy z synchronicznie pracujacych procesorow fizycznych posiada dostep do
wlasnego, lokalnego obszaru pamigci oraz do wspélnego, umozliwiajacego komuni-
kacje miedzy procesorami obszaru globalnego. W zaleznosci od przyjetej strategii
obstugi jednoczesnego dostepu do wspéldzielonych komoérek pamieci wyrdzniamy
rozne warianty modelu PRAM. Sposréd nich nalezy wyréznié model wylgczny
odezyt, wylaczny zapis (ang. exclusive read, exclusive write — EREW), w kto-
rym zaklada sie brak mozliwego jednoczesnego dostepu wielu watkéw do wspdél-
dzielonej pamieci. Takie ograniczenie najbardziej odpowiada rzeczywistej pracy
systeméw wieloprocesorowych. Model jednoczesny odczyt, wylgczny zapis (ang.
concurrent read, exclusive write — CREW') dopuszcza mozliwo$é réwnoleglego
odczytu wspoéldzielonej pamieci. Mimo nierealnosci tego modelu bedziemy przyj-
mowali, ze jest on mozliwy do osiagniecia, gdyz sprzetowe realizacje dostepu do
pamieci ukrywaja przed programista niejednoczesny odczyt danych. W modelu
sieciowym pracujace synchronicznie lub asynchronicznie, wyposazone we wlasne
obszary pamieci lokalnej procesory moga komunikowaé sie ze soba przy pomocy
stect polgczen o okreSlonej topologii. Topologia ma istotny wplyw na zlozonosé
budowy komputera oraz sprawnos¢ komunikacji miedzy procesorami, a w konse-
kwencji na szybkos¢ wykonywania obliczen.

Model obliczen wlasciwy dla danego komputera wyznacza grupe algorytméw
wspotbieznych mozliwych do wykonania. Model z pamiecig wspdlna jest przezna-
czony do wykonywania algorytmdéw wspoétbieznych z uzyciem pamieci wspélnej.
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Model sieciowy reprezentuje maszyne wykonujaca algorytmy z przesytaniem wia-
domosci.

Synchronizacja

Projektowanie algorytméw wspotbieznych wiaze sie z rozwiazywaniem szeregu
typowych probleméw. Wiele z nich dotyczy kwestii synchronizacji pracy wat-
kéw, szczegdlnie dostepu do niepodzielnych, wspétdzielonych przez nie zasobdw.
Problem wzajemnego wykluczenia dotyczy ograniczenia dostepu do takiego zaso-
bu dla jednego watku jednocze$nie i polega na zagwarantowaniu sekwencyjnosci
dostepdéw do takiego zasobu. Obszar programu wymagajacy wzajemnego wyklu-
czenia jest nazywany sekcjg krytyczng. Problem ten mozna rozwiazaé przy po-
mocy semaforéw [63]. Semaforem ¢ nazywamy licznik dostepnych zasobéw wraz
z przyporzadkowana kolejka watkéw oczekujacych na zwolnienie zasobu. Struk-
tura danych kolejki jest zalezna od potrzeb i czesto jest oparta na buforze FIFO.
W przypadku implementacji wzajemnego wykluczenia stosuje sie semafory bi-
narne, mogace przyja¢ dwie wartosci: 0 oznaczajaca zaséb niedostepny oraz 1
oznaczajaca zasoéb wolny. Na semaforze zdefiniowano dwie gtéwne operacje:

o Wait(¢) —jesli ¢ > 0, wéwczas wykonaj ¢ < ¢—1, w przeciwnym przypadku
wstaw biezacy watek do kolejki i czekaj,

o Signal(¢) — wykonaj ¢ < ¢ + 1, jesli istnieje watek w kolejce, to usun go
z kolejki i wznow.

Przyjmuje sie, ze operacje Wait i Signal sa operacjami atomowymi, tzn. z punk-
tu widzenia programu ich wykonanie nie zostanie przerwane ani wykonane réw-
nolegle w innym watku. Wykonanie operacji Wait sygnalizuje zajecie zasobu
(z ewentualnym wczesniejszym oczekiwaniem na jego zwolnienie), a Signal jego
zwolnienie. W dalszej czeéci pracy beda rozwazane wylacznie semafory binarne.

Przydzielanie zadan procesorom

Podczas projektowania algorytmu réwnolegtego nalezy zwroéci¢ uwage na spo-
s6b dekompozycji problemu, przyja¢ poziom rozdrobnienia (granulacji) obliczen,
czyli rozmiaru zadan sktadowych problemu, zminimalizowa¢ dodatkowy koszt ob-
liczeniowy zwiazany z organizacja obliczen réwnolegltych oraz okresli¢ strategie
przydzialu zadan do procesoréw. Przydzial ten powinien réwnowazy¢ obciaze-
nie procesorow tak, aby ograniczy¢ czas, gdy cze$¢ sposrdd procesoréw pozostaje
bezczynna ze wzgledu na brak obliczenn do wykonania, a pozostate pracuja.

Do sposobéw réwnowazenia obcigienia nalezy m.in. metoda scentralizowa-
na [53], ktérej realizacja moze polega¢ na wyznaczeniu co najmniej jednego pro-
cesora nadrzednego, ktérego rolg jest wyznaczanie zadan. Wykonujace zasadnicze
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obliczenia procesory podlegle, w momencie zakoniczenia rozwiazywania podpro-
blemu, wysylaja zadanie do procesora nadrzednego o przydzielenie kolejnego za-
dania.

Ztozonosci obliczeniowe algorytméw wspatbieznych

Pesymistyczna czasowa zlozonoscia obliczeniowa algorytmu réwnolegtego nazy-
wamy warto$é¢ zgodng ze wzorem:

T(p,n) = Sggt(pw), (3.5)

gdzie p jest liczba procesoréw, n rozmiarem problemu, X zbiorem wszystkich moz-
liwych parametrow algorytmu, a t jest liczbg krokéw obliczeniowych potrzebnych
do rozwiazania danej instancji problemu.

Niech T%(1, n) oznacza pesymistyczna zltozono$¢ czasowa najlepszego znanego
sekwencyjnego algorytmu rozwiazujacego dany problem o rozmiarze n. Miara
skrécenia czasu obliczen w efekcie wykorzystania algorytmu réwnoleglego jest
przyspieszenie zdefiniowane zgodnie ze wzorem [53]:

T*(1,n)
T(p,n)
Ze wzgledu na niezerowy koszt organizacji obliczen réwnoleglych, obejmujacy

Tspeedup (P7 n) = (36)

czas synchronizacji, dodatkowych obliczen, niepelne wykorzystanie czasu proce-
soréw i inne trudnosci, w praktyce prawidtowa jest nier6wnos¢ Typeedup (0, 1) < p-
Ponadto przyjmujac jako s czes¢ obliczen, ktore sa mozliwe do wykonania tyl-
ko w sposob sekwencyjny (obliczenia inherentnie sekwencyjne) prawdziwa jest
zaleznos¢:
1
Tspeedup (p7 n) < 1—s) (37)
s
Nieréwno$¢ (3.7) stanowi podstawe prawa Amdahla [27], okreslajacego gorne
ograniczenie przyspieszenia osiagnietego w efekcie zwickszania liczby procesorow.
Jest ono wyznaczane zgodnie z zaleznoscia:

lim ———— =

p—00 g + (1—s) (38)

Rozwiagzania sprzetowe

Sprzetowa realizacja obliczen réwnolegtych moze mieé wieloraki charakter. Obli-
czenia z pamiecia wspolna sa rozwigzaniem typowym dla komputeréw wieloproce-
sorowych oraz komputeréw wyposazonych w procesory wielordzeniowe. Technika
tego rodzaju jest powszechnie wykorzystywana i czesto jest zgodna z architek-
tura SMP lub NUMA [53]. Rozwiazania z pamiecia wsp6lna cechuja sie jednak
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mniejszg skalowalnoscia niz systemy oparte na modelu sieciowym. W tym drugim
przypadku z mozliwosci wykonywania algorytmu rownolegltego przy pomocy kla-
stra komputeréw bierze sie potencjal uzyskania bardzo duzej mocy obliczeniowe;.

Jedng z technik umozliwiajacych skrocenie czasu obliczen poprzez lepsze wy-
korzystanie jednostek obliczeniowych jest wielowqgtkowosé wspdtbiezna (ang. si-
multaneous multi-threading —SMT), polegajaca na wykonywaniu przez jeden fi-
zyczny rdzen procesora wspo6tbieznie kilku (zazwyczaj dwoch) watkéw. Z poziomu
srodowiska uzytkownika jest on widoczny jako dwa niezalezne rdzenie logiczne.
W praktyce réwnolegtosé jest tylko pozorna i wynika z wykonywania przez rdzen
fizyczny rozkazow niektérych watkéw w czasie, gdy pozostate watki sa wstrzy-
mane ze wzgledu na oczekiwanie na przestanie danych z pamieci.

Istotna tematyka jest wykonywanie obliczen poza gléwna jednostka oblicze-
niowa komputera (CPU). W ostatnich latach nastapil gwaltowny rozwdj architek-
tur hybrydowych [176], w ktorych cze$é obliczen jest delegowanych do urzadzen
zewnetrznych, np. procesoréw GPU. Taka koncepcja jest nazywana obliczenia-
mi ogdlnego przeznaczenia na jednostkach GPU (ang. general-purpose computing
on graphics processing units — GPGPU) i wykorzystuje duza moc obliczenio-
wa wspolczesnych procesoréow graficznych, osiggalng jednak tylko w zadaniach
o okreslonych cechach oraz po rozwigzaniu trudnoéci dotyczacych niestandardo-
wego sposob wykorzystania réwnolegtosci przez GPU. Coraz cze$ciej moc obli-
czeniowa CPU jest zwiekszana takze specjalizowanymi koprocesorami, charakte-
ryzujacymi sie duza moca obliczeniowa, ale pozbawionymi czesci wad GPGPU.
Zastosowanie zewnetrznych urzadzen obliczeniowych niesie za sobg réwniez no-
we wyzwania, do ktérych nalezg konieczno$é¢ positkowania sie specjalizowanymi
narzedziami, zastosowania odpowiednich metod tworzenia oprogramowania czy
uwzglednienia ograniczenn wynikajacych ze zbyt matej przepustowosci polaczenia
GPU lub koprocesora z procesorem CPU [176].

3.4 Algorytmy zliczania k-meréw

Wiele algorytméw oraz potokéw przetwarzania informacji genetycznej obejmuje
proces zliczania k-meréw (ang. k-mer counting). Stanowi on zazwyczaj wstepny
etap analizy wejsciowej informacji. Dla wejéciowego genomu G lub odczytow z se-
kwencjonowania R algorytm zliczania generuje baze danych par k-meréw i ich
liczebnosci. Baza ta posiada format umozliwiajacy wykonanie okreslanych ope-
racji na bazie, do ktérych wliczaja sie iteracja po zbiorze k-merdw, uzyskanie ich
liczebnosci, sprawdzenie obecnoéci okreélonego k-meru czy wykonanie zapytania
o jego liczebnosé [59].

Baza k-meréw petni role modelu danych wejéciowych, charakteryzujacego sie
uzytecznymi wlasciwosciami. Moze byé¢ wykorzystana w rozmaity sposéb. Wy-
odrebnione z danych k-mery moga stuzyé¢ do budowy indekséw genoméw lub
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odezytéw [165] — w takim przypadku okreslona sekwencja dlugosci k stanowi
takze zapytanie indeksu. W procesie asemblacji zestaw k-meréw moze umozli-
wia¢ wyszukiwanie odczytéw, ktérych fragmenty w obrebie genomu nakladaja
sie [141]; takie zwiazki miedzy odczytami sa reprezentowane w formie graféw de
Bruijna. Jednocze$nie uzyteczna informacje stanowia liczebnosci k-meréw. Sa one
podstawa do eliminacji bledéw sekwencjonowania podczas asemblacji [147], po-
zwalaja na badanie ekspresji genéw w odczytach techniki RNA-Seq [87] albo na
oszacowanie rozmiaru genomu w oparciu o odczyty techniki WGS [141].

Okreslenie uzytecznej wartosci k nie jest zadaniem trywialnym [45]. Musi ono
uwzglednia¢ liczne kwestie, do ktérych naleza docelowe zastosowanie bazy, roz-
miar analizowanego genomu (bez wzgledu na to, czy przedmiotem zliczania sa
odczyty, czy genomy), oczekiwana liczba bledéw sekwencjonowania, charaktery-
styka sekwencji (zazwyczaj trudna do sformalizowania i nieznana a priori) i inne
kwestie.

3.4.1 Sformutfowanie problemu

Zliczaniem k-meréw nazywamy zadanie uzyskania zbioru £ par uporzadkowa-
nych (k;,1;), gdzie k; jest k-merem, a n; jest liczba jego wystapien (liczebno$cia)
w wejsciowym zbiorze sekwencji nukleotydowych W. W zaleznosci od problemu
W = {¢;} dla kazdego ¢; € G albo W = {r;} dla kazdej pary (tj,p;) € K.

Zliczanie k-meréw obejmuje:

1. wyodrebnienie wszystkich k-meréw x, nad alfabetem >, tzn. kazdej se-

kwencji Ko = mj[O,k: — 1],&1 = mj[l,k:],. oy R = mj[é — k,g — 1] dla
kazdego w; € W dlugosci £ = |wjl|; k, sa elementami wielozbioru %y mo-
cy kn,

2. uzyskanie par (k;,7;) dla kazdego, wystepujacego w zbiorze XN przynaj-
mniej raz, k-meru k; nad alfabetem 3J; pary te sg elementami zbioru .

Zbiér & nazywamy zbiorem k-meréw, zbiér Ky, = {k;} dla kazdego k; w parach
(ki,mi) € A nazywamy zbiorem k-meréw unikalnych. Powyzsze definicje zaklada-
ja, ze strategia uwzglednienia obecnosci symbolu N w danych wejsciowych polega
na eliminacji k-meréw zawierajacych ten symbol. Niektére algorytmy zliczania
stosuja inne podejscia [59]. Ze wzgledu na czesty brak informacji o orientacji
k-meréw narzedzia zliczajace zazwyczaj domy$lnie zliczajg k-mery w formie ka-

nonicznej.

3.4.2 Wybrane algorytmy zliczania k-meréw

Koncepcyjnie opis zliczania k-meréw jest prosty. Mozna zaproponowadé jego try-
wialne rozwigzanie polegajace np. na utworzeniu tablicy mieszajacej, ktérej klu-
czami bylyby poszczegdlne sekwencje k-meréw, a kazdej sekwencji bytaby przy-
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porzadkowana liczebnos§¢ réwnych jej k-merdéw. Ze wzgledu na czesto ogromny
rozmiar danych wejSciowych oraz duze wartosci k (np. k = 30) rozwiazanie ta-
kie byloby technicznie niesatysfakcjonujace [60, 141]. Wiazaloby sie¢ bowiem ze
zbyt duzym zapotrzebowaniem na pamieé oraz czas zliczania. W rezultacie opra-
cowano szereg specjalizowanych algorytméw zliczania k-meréw, udostepnianych
w formie gotowych narzedzi. Naleza do nich m.in. Jellyfish [141], DSK [173],
KMC [59, 60, 117], Tallymer [122], BFCounter [147], khmer [147] i inne. Ponizej
przedstawiono uproszczony opis dziatania wybranych algorytméw.

Jellyfish

Na wysokim poziomie ogdlnoéci algorytm Jellyfish jest oparty na przedstawionej
wyzej idei wykorzystujacej tablice mieszajaca. Sekwencje poszczegdlnych k-meréw
sg kluczami przekazywanymi do funkcji mieszajacej, a ich liczebnosci stanowia
wartosci umieszczone w tablicy. Kolizje sa eliminowane zgodnie ze strategia adre-
sowania otwartego. Modyfikacja elementéw tablicy odbywa sie przy pomocy ato-
mowego rozkazu procesora CAS umozliwiajacego wspo6tbiezng modyfikacje tabli-
cy bez potrzeby okreslania sekcji krytycznych oraz czasochlonnej synchronizacji
pracy watkéw.

Funkcja mieszajaca zostata dobrana w sposéb zapewniajacy jej ,,czeSciows od-
wracalnosé” polegajaca na mozliwosci uzyskania czesci informacji o argumencie
funkcji w oparciu o jej wartos¢. Dzieki temu zazegnano potrzebe przechowywa-
nia w tablicy pelnych postaci k-meréw, gdyz moga by¢ one okreslone w oparciu
o pozycje danego elementu w tablicy mieszajacej (warto$é¢ funkcji mieszajacej)
oraz dodatkowe dane. Tymi danymi sa bity uzupelniajace informacje, wyelimi-
nowane przez operator modulo funkcji mieszajacej, a takze wartosci dotyczace
ponownego wyliczenia wartosci funkcji mieszajacej w celu rozwiazania kolizji. Sa
one przechowywane w tablicy mieszajacej, wymagajac jednak znacznie mniejszej
ilosci pamieci niz pelna postaé¢ k-meréw.

Algorytm Jellyfish wykonuje zliczanie w czasie O(ky). Jedli iloéé¢ dostepnej
pamigci jest zbyt mata do przechowania poddawanej restrukturyzacji tablicy mie-
szajacej, wowczas jest ona zapisywana w pamieci zewnetrznej, a w pamieci gtéw-
nej tworzona jest nowa tablica. Jesli liczba takich zapiséw jest proporcjonalna
do ky, wéwczas czas ten ulega pogorszeniu do O(l;:N log l;:N). Zapisane tablice sa
ostatecznie poddawane scaleniu. Proces scalania, obejmujacy takze sortowanie
elementéw, jest przeprowadzany ze ztozonoscia liniowa wzgledem tacznego roz-
miaru tablic mieszajacych.

Uzyskana baza danych posiada format umozliwiajacy wykonywanie zapytan
0 obecnoéc i liczebnos¢ zadanych k-meréw. Zapytania sa realizowane algorytmem
opartym na wyszukiwaniu poléwkowym. Wezesne wersje algorytmu Jellyfish ob-
stugiwaly dwie formy liczebnoéci k-meréw. Poza standardowym zliczaniem ist-

niata mozliwos¢ okreélenia przyporzadkowania k-merom wartosci 7; zaleznych nie
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tylko od liczby wystapien, ale takze od ich jakosci okreslanej przez wspotczynniki
jakosci gq.

DSK

Zaltozeniem algorytmu DSK jest znaczace ograniczenie zapotrzebowania na pa-
mieé przy dopuszczeniu intensywnego wykorzystania systemu pamieci zewnetrz-
nej, np. przestrzeni dyskowej. Zasada dziatania algorytmu umozliwia okreslenie
gérnego ograniczenia na ilo§¢ wykorzystywanej pamieci operacyjnej pimax Oraz
przestrzeni dyskowej dmax, umozliwiajac przyjecie kompromisu w stosunku do
czasu obliczen.

Pelna analiza danych wejsciowych jest przeprowadzana wielokrotnie. Liczba
powtérzen jest zalezna od wartodci dmax oraz ky. Podczas kazdej iteracji, wy-
brane w oparciu o swoja warto$¢ funkcji mieszajacej, wyodrebnione z danych
wejéciowych k-mery zostaja zapisane do jednego z ¢ plikéw dyskowych. Dobér
docelowego pliku takze jest zalezny od wartosci funkcji mieszajacej. Po zakon-
czeniu procesu kolejne pliki dyskowe sa wezytywane, a zliczanie obecnych w nich
k-meréw odbywa sie poprzez umieszczenie ich w tablicy mieszajacej z adresowa-
niem otwartym.

Przy postawieniu upraszczajacego zalozenia, ze rozktad wartosci funkcji mie-
]_612\12 [log, 2k7) .
e =2 )L DSK nie

szajacej jest jednostajny, zlozonosé algorytmu wynosi O < —=
udostepnia mozliwosci wykonywania zapytan w uzyskanej bazie k-meréw, jed-
nak ze wzgledu na przyjecie jako typu pliku popularnego formatu HDF5 istnieje

mozliwosé wykorzystania zewnetrznych narzedzi obstugujacych ten format.

KMC

Obliczenia przy wykorzystaniu przestrzeni dyskowej moga byé¢ wykonywane takze
przy pomocy algorytmu KMC [59, 60, 117]. Zasada jego dzialania jest zblizona
do DSK, jednak podstawowa, majaca wplyw na zapotrzebowanie na pamieé oraz
czas obliczen réznicg w stosunku do niego jest sposéb doboru pliku dyskowego,
do ktorego dany k-mer zostanie zapisany. Metoda ta ewoluowala w kolejnych
wersjach algorytmu.

Najnowsze podejscie wybiera plik positkujac sie idea sygnatur, bedacych spe-
cjalizacja minimizerdw [174, 175]. Minimizerem nazywamy taki k’-mer (K’ < k)
bedacy podstowem okreglonego k-meru, ktéry sposréd wszystkich jego k'-meréw
jest leksykograficznie najmniejszy. Funkcja mieszajaca dobierajaca plik przyjmu-
je minimizer k-meru, jednak ze wzgledu na duza nieréwnomiernosé liczebnosci
réznych minimizeréw, mogaca skutkowaé znacznym rozmiarem niektérych pli-
kéw, odrzucono mozliwo$é przekazania do funkcji minimizeréw o wybranych po-
staciach (np. zbudowanych wylacznie z symboli A). Minimizery nienalezace do
tej problematycznej grupy sa nazywane sygnaturami. Posta¢ funkcji mieszajacej
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jest okreslana heurystycznie na podstawie prébki danych poddawanej analizie we
wstepnym etapie pracy algorytmu.

Super k-merem nazywamy k”-mer (k" > k), ktérego wszystkie podstowa diu-
gosci k (k-mery) posiadaja ten sam minimizer [133] lub, w przypadku KMC, te
samg sygnature. KMC wyodrebnia oraz umieszcza w plikach super k”-mery. Pro-
ces zliczania, w odréznieniu od DSK, polega na wczytaniu poszczegblnych plikow
oraz wykonaniu sortowania zawartych w nich (k, y)-meréw. Sa to k + x'-mery,
gdzie ¥’ € {0,1,...,x} dla zadanego x. Minimalizacja liczby wyodrebnionych
(k, x)-meréw pozwala na ograniczenie zapotrzebowania na pamieé operacyjna
i przyspieszenie sortowania k-merdéw. Sortowanie jest wykonywane specjalizowa-
nym algorytmem sortowania pozycyjnego, dzialajacym w formule od najbardziej
znaczacego znaku (ang. most-significant-digit — MSD) [116]. Po przeprowadzeniu
sortowania k-mery o tych samych sekwencjach znajduja sie na sasiednich pozy-
cjach wektora, umozliwiajac tatwe okreslenie liczebnosci poszczegdlnych k-merdéw.

Ztozonos¢é obliczeniowa procesu zliczania KMC wynosi [115]:

KMC3 = nék ‘rlfk < max(n ,k}l nfk
Tréwnolegly (nv& k, kl?”LUTv 4, p, dep) =0 (k—k/ + ? + 04 (nLuT,k) + E

(3.9)
gdzie (uwzgledniono zestaw oznaczen przyjetych w tej pracy): n — liczba od-
czytéw, £ — dlugoéé odezytéw, k' — dlugo$é minimizera, npyr — wewnetrzny
parametr algorytmu, 0 — liczba plikéw tymczasowych, p — liczba watkéw prze-
twarzania rownoleglego, dep — gtebokos¢ sekwencjonowania.

Baza k-merow jest zapisywana w postaci umozliwiajacej potéwkowe wyszuka-
nie zadanego k-meru oraz uzyskanie jego liczebnosci. Podstawowa implementacja
algorytmu udostepnia interfejs programistyczny (ang. application programming
interface — API) pozwalajacy na wykonanie takich zapytan z poziomu innego
algorytmu oraz iteracje po zbiorze k-merdéw. Proces zliczania pozwala na wprowa-
dzenie limitu wykorzystania pamieci operacyjnej pimax, jednakze nie obowigzuje
on tylko na etapie zliczania i nie jest dostepny podczas wykonywania zapytan do
bazy danych przy pomocy API.






Rozdziat 4

Algorytmy korekcji odczytow
genomow

Wynalezienie i ciagly rozwdj metod sekwencjonowania drugiej generacji, a takze
opracowanie oprogramowania umozliwiajacego wykorzystanie odczytéw z sekwen-
cjonowania do rozwiazania konkretnych probleméw sprawily, ze sekwencjonowa-
nie kwaséw nukleinowych stalo si¢ czesto wykorzystywang metoda badawcza.
Obecnie sekwencjonowaniu poddawane sa genomy rozmaitych organizméw [97].

7 drugiej strony, charakterystyka odczytéw NGS skutkuje pojawieniem si¢ no-
wych wyzwan, wynikajacych z mniejszej ich dtugosci oraz wystepowaniem wiek-
szej liczby bledéw niz w metodzie Sangera [97, 137, 179, 189]. Bledy te maja
wplyw na rézne aspekty przetwarzania takich danych. W literaturze ich znacze-
nie najczedciej podkreslane jest w kontekscie asemblacji oraz mapowania odczy-
tow, a w niewielkim stopniu rowniez detekcji wariantéw. Do negatywnych zjawisk
bedacych efektem bledéw obecnych w odczytach, a potencjalnie mozliwych do
zredukowania naleza:

» zwiekszenie zapotrzebowania na pamieé¢ oraz czas obliczen [189, 192, 209],

o komplikacja algorytméw przetwarzania danych z sekwencjonowania [25,
110, 138, 142, 143, 210],

o pogorszenie jakosci uzyskiwanych wynikéw (np. bledne dopasowania od-
czyt6éw, nieprawidlowe polaczenia miedzy odczytami w asemblacji) [89, 97,
110, 137, 142, 179, 179, 187, 192, 209],

niepelne wykorzystanie danych zawartych w odczytach [179].

Popularnosé¢ technik NGS oraz konieczno$é ograniczenia powyzszych proble-
moéw umotywowaly opracowanie wielu algorytmdéw umozliwiajacych eliminacje

61
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jak najwiekszej liczby btedéw, majacych swoje zréodto w réznych etapach proce-
su sekwencjonowania. Algorytmy te w wielu przypadkach wykorzystuja redun-
dancje danych, bedaca efektem odpowiednio duzej glebokosci sekwencjonowa-
nia [89, 110], a ujawniajaca sie w postaci dostatecznego pokrycia odczytami réz-
nych fragmentéw genomu, tj. liczby odczytow, ktore zostaly uzyskane z danego
fragmentu genomu. Dzialanie algorytmdw, oparte na réznych strategiach, obej-
muje modyfikacje odczytéw (korekeje btedéw) przy wykorzystaniu wiedzy obecnej
w innych, pozbawionych btedow odczytach uzyskanych z tego samego miejsca ge-
nomu [128]. Ponadto wykorzystywane sa informacje zawarte we wspotczynnikach
jakosci, parametrach algorytmu, wyznaczonej charakterystyce urzadzenia sekwen-
cjonujacego, odczytach uzyskanych w innych eksperymentach sekwencjonowania
tej samej biblioteki DNA (np. w procesie korekcji krzyzowej) oraz uzyskane z in-
nych zrédet.

W ogélnym przypadku nie jest dostepna informacja o rejonie genomu, z kté-
rego odczyt zostal uzyskany [138]. Czesto sama postaé genomu takze nie jest
znana [179, 209]. Tym samym jednoznaczna ocena zasadnosci i poprawnosci prze-
prowadzonej korekcji nie jest mozliwa [154], liczba potencjalnych zmian wprowa-
dzonych do odczytu w celu poprawy jego jakosci moze byé¢ bardzo duza, a wiedza
dotyczaca charakterystyki btedéw danego urzadzenia ma charakter statystyczny.
Ponadto proces korekcji jest skomplikowany w wyniku istnienia obszaréw geno-
mu o niskim pokryciu odczytami, obecnosci odczytow o znacznej liczbie btedéw
oraz odczytéw mozliwych do dopasowania do réznych obszaréw genomu [25].
Algorytm powinien by¢ wyposazony w strategie wyboru jednego sposréd wielu
potencjalnych ciagéw modyfikacji korygujacych odczyt (Sciezek korekcji), zapew-
niajacego z najwiekszym prawdopodobienstwem prawidtowa korekcje. W efekcie
metody poszukiwania prawidlowej postaci odczytu sa oparte na przestankach in-
tuicyjnych. Tym samym wszystkie algorytmy korekcji wykorzystuja mechanizmy
heurystyczne [179].

4.1 Przeglad algorytméw korekcji

W niniejszym podrozdziale oméwiono wybrane sposrod algorytméw korekeji od-
czytow. Ze wzgledu na duza liczbe istniejacych rozwigzan skupiono sie na algo-
rytmach przeznaczonych dla odczytéw z sekwencjonowania Illumina uzyskanych
w strategii WGS. W dalszej czesci krotko omowiono algorytmy korekeji odezytdw
innych typow.

4.1.1 Systematyka

W pracy [209] zaproponowano systematyke algorytméw korekeji odezytéw oparta
na uwzglednieniu ogdlnej zasady dziatania algorytmu. Wyrdznia ona trzy grupy:
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o oparte na spektrum k-meréw (ang. k-spectrum-based),
o oparte na drzewach/tablicach sufikséw (ang. suffiz tree/array-based),

« oparte na dopasowywaniu wielu sekwencji (ang. multiple sequence alignment-
based — MSA-based).

W pracy [97] wyrézniono takze kategorie algorytméw wykorzystujacych ukryte
modele Markowa. Jednoczesnie spotykane sg rozwiazania hybrydowe, rozwiazania
charakteryzujace sie znaczna odmiennoscia w poréwnaniu do innych przedstawi-
cieli swojej grupy oraz trudne do zaklasyfikowania do dowolnej z powyzszych
grup. Zjawisko hybrydowoéci mozna dostrzec w pewnym stopniu w wielu algo-
rytmach. Przykladowo, w algorytmie Fiona [187] odczyty z sekwencjonowania
reprezentowane sa przy pomocy struktury sufiksowej. Jednoczes$nie korekcja jest
wykonywana poprzez dopasowywanie sekwencji réznych odczytéw w sposoéb po-
dobny jak w algorytmach opartych na dopasowywaniu wielu sekwencji.

Zasada dzialania wickszosci algorytméw zaklada prawdziwosé trzech zalo-
zen [123]:

e bledy sekwencjonowania pojawiaja sie rzadko,
e pokrycie genomu odczytami jest réwnomierne,

e bledy pojawiaja sie z podobnym prawdopodobienstwem w réznych rejonach
sekwencjonowanej prébki.

Nalezy jednak zauwazy¢, ze ich prawdziwosé jest stuszna tylko czeSciowo. Odczy-
ty, w zaleznosci od zastosowanego urzadzenia sekwencjonujacego i innych czynni-
kéw, zawieraja bledy systematyczne, charakterystyczne motywy btedéw lub moga
by¢ uzyskane z okre$lonych fragmentéw genomoéw rzadziej lub czesciej niz z in-
nych. W zwigzku z tym algorytmy wykorzystuja rozmaite strategie dopuszczajace
odstepstwa od takich zalozen. Strategie te nierzadko stanowia ceche charaktery-
styczna danego algorytmu, wyrdzniajaca go w swojej grupie.

Zaprezentowane nizej algorytmy sa przeznaczone do korekcji odczytéw uzy-
skanych zgodnie ze strategia WGS. Dla pozostatych strategii, np. RNA-Seq, cze-
sto niespelnione jest zalozenie dotyczace rownomiernosci pokrycia genomu od-
czytami [123].

Algorytmy oparte na spektrum k-meréw

Spektrum k-merdow Ky stanowi model sekwencji reprezentowanej przez odczyty.
Jest definiowane jako zbior k-meréw posiadajacych liczebnosé nie mniejsza od
okreslonego progu obciecia (ang. cutoff threshold) newy [97, 137], tj. Kews = {Ki :
(Kiymi) € A Ani = Newt ), gdzie H jest zbiorem k-meréw uzyskanych w wy-
niku procesu zliczania k-meréw. Koncepcja algorytméw opartych na spektrum



64 ROZDZIAE 4. ALGORYTMY KOREKCJI ODCZYTOW GENOMOW

k-meréw zostala wprowadzona w asemblerze EULER [163] i pdZniej znalazla
zastosowanie w niektérych innych asemblerach [209]. Obecnie jest dominujaca
technika wykorzystywana w procesie korekeji odczytéw [123].

Algorytmy korekeji wykorzystujace spektrum k-merdéw sa oparte na zatozeniu,
ze niewielka odlegto$¢é Hamminga miedzy wybranym k-merem zawartym w spek-
trum a innym k-merem, bedacym fragmentem odczytu, sugeruje, ze reprezentuja
one ten sam fragment genomu. Niezerowa odleglos¢ wskazuje obecno$é¢ co naj-
mniej jednego btedu. Bledy sg eliminowane poprzez wprowadzanie modyfikacji do
odczytéw w celu uzyskania odczytow zawierajacych k-mery konsensusowe, tzn.
o takiej sekwencji, aby posiadaly w spektrum swéj identyczny co do sekwencji
odpowiednik. Zalozenie o wspdélnym pochodzeniu podobnych (tj. o niewielkiej
odleglosci Hamminga) k-meréw nie zawsze jest prawdziwe, co moze by¢ efektem
diploidalnosci lub poliploidalnosci organizmu. W tej sytuacji moga wystepowaé
réznice miedzy sekwencjami genomu w chromosomach homologicznych, na ty-
le niewielkie, ze uzyskane z nich k-mery zostana sklasyfikowane przez algorytm
jako podobne. Znaczenie dla prawdziwosci zalozenia moze mieé¢ tez potencjalne
podobienstwo réznych fragmentéw genomoéw organizmu, jednak odpowiedni do-
bér wartosci £ moze spowodowaé, ze spelnialnosé¢ tego zalozenia bedzie w tym
przypadku satysfakcjonujaca [209].

Algorytmy tej grupy zwykle klasyfikuja k-mery do jednej z dwéch grup: uzna-
wanych za pochodzace z bezblednych fragmentéw odczytéw (k-mery zaufane —
ang. solid, strong, trusted) albo z fragmentéw zawierajacych przynajmniej jeden
blad (k-mery niezaufane — ang. weak, untrusted). Warunkiem zaklasyfikowania
k-meru do zbioru zaufanych jest zwykle jego obecnos¢ w spektrum, stad czesto po-
czatkowym etapem dzialania algorytméw jest przeprowadzenie procesu zliczania
k-meréw oraz wyznaczenie progu obciecia 7cyt, stanowiacego graniczna wartosé
liczebnosci rozdzielajaca zbiér k-meréw zaufanych i niezaufanych [123].

Algorytmy oparte na drzewach/tablicach sufikséw

Wybrane algorytmy jako gléwng strukture danych wykorzystuja jedna ze struk-
tur sufiksowych. Wejéciowe odczyty sa przedstawiane w postaci — czesto uogdl-
nionej — tablicy lub drzewa sufikséw, wraz z dodatkowymi informacjami (np.
liczba odczytéw zawierajacych sekwencje reprezentowana danym wezltem [179]).
Struktury tego typu sa kosztowne pamieciowo, jednak pozwalaja na bardzo szyb-
kie wyszukiwanie oraz zastosowanie oligomeréw réznych dlugosci wraz z réznymi
progami obcigcia. Czesto jednak struktura danych jest zoptymalizowana poprzez
ograniczenie uzytecznego zakresu dlugosci oligomeréw (zakresu wartosci k) moz-
liwych do odczytania ze struktury danych [123]. Grupa ta stanowi uogdlnienie
grupy algorytméw opartych na spektrum k-meréw [25].

Przyktadowy proces detekcji i korekcji btedéw w oparciu o drzewo sufikséw
polega na przechodzeniu drzewa w kierunku od korzenia do lisci kontrolujac li-
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czebnosci zawartych w nim oligomeréw lub liczby odczytéw, z ktoérych dany oli-
gomer zostal uzyskany. Potencjalny blad jest wykrywany, gdy liczba wystapien
ciggu reprezentowana przez pewien wezel v jest mniejsza od okreslonego progu.
W takim przypadku nastepuje poréwnanie poddrzewa wezta v:

e w przypadku substytucji: z poddrzewami rodzenstwa v; wezta v,
e w przypadku insercji: z poddrzewami rodzenstwa v; rodzica wezta v,
o w przypadku delecji: z poddrzewami potomkow v; wezta v.

Jezeli porownywane poddrzewa sg takie same, nastepuje scalenie ich z poddrze-
wem wezta v oraz wykonanie modyfikacji odczytdéw, ktérych sekwencje odpowia-
daja poddrzewu wezla v.

Algorytmy oparte na dopasowywaniu wielu sekwencji

Zadanie dopasowywania (uliniowienia) dwéch sekwencji polega na wzajemnym
dopasowywaniu symboli sposréd dwéch sekwencji nukleotydowych (lub sekwencji
aminokwaséw) na zasadzie ich odpowiednioéci [166]. Proces dopasowywania mu-
si uwzglednia¢ mozliwo$¢ wystepowania znacznych réznic miedzy sekwencjami.
Dopasowywanie sekwencji jest szeroko zbadanym problemem, czesto rozwiazywa-
nym algorytmem Needlemana-Wunscha [159]. Zadanie moze by¢ uogélnione na
przypadek, gdy liczba sekwencji jest wieksza od dwéch, jednak jest ono proble-
mem nalezacym do klasy NP-trudnych.

Algorytmy korekcji tej grupy przeprowadzaja wzajemne dopasowywanie od-
czytow, okreslajac w ten sposéb konsensusowa postac ich zaktadkujacych sie frag-
mentéw, tj. fragmentow przypuszczalnie uzyskanych z tego samego fragmentu
genomu. Obecnie, ze wzgledu na duza liczbe przetwarzanych odczytdéw, stosuje
sie podejscie polegajace na wstepnym doborze odczytéw, ktére zostaja podda-
ne dopasowywaniu, zwykle poprzez wyszukanie odczytéw posiadajacych wspolne
podciagi (k-mery) [123]. Ponadto pojedyncze dopasowywanie jest czesto ograni-
czone do dwbch sekwencji [123, 209], np. w algorytmie Coral [179] po dopasowaniu
dwoch odczytéw wybranych w procesie preselekeji ich postaé¢ konsensusowa jest
poréwnywana z potencjalnym kolejnym odczytem.

Algorytmy wykorzystujace inne techniki

Przedstawione wyzej koncepcje nie wyczerpuja zestawu metod korekcji odczy-
tow. Odmiennym, interesujacym rozwiazaniem jest zastosowanie ukrytych mode-
li Markowa. Do wyjasnienia tego pojecia niezbedne jest zdefiniowanie tancucha
Markowa. Lanicuchem Markowa (dyskretnym procesem Markowa) nazywany jest
dyskretny proces stochastyczny (rodzina zmiennych losowych Y;, ktérych realiza-
cje y; przyjmuja rézne wartoéci w funkceji czasu), ktérego biezacy stan (realizacja
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zmiennych losowych) jest zalezny wylacznie od stanu poprzedniego [214]. Innymi
stowy funkcja rozkladu prawdopodobienstwa P tych zmiennych losowych spelnia
warunek:

Py =yu|Yn-1=Yn-1.Yn-2=Yn-2,...,Y1=91) =

(4.1)
= P(Yn = yn|Yn71 = ynfl)-

Ukrytym modelem Markowa nazywamy tanicuch Markowa, ktérego stan w okre-
$lonym momencie nie jest znany, lecz dostepny jest zbiér wartoéci zmiennych lo-
sowych Y;® nazywanych emisjamsi [167]. Wartosci zbioru realizacji emisji zaleza od
pewnego warunkowego rozkladu prawdopodobienstwa emisji P'(Yf,Ys, ..., Y|
Y1,Yo,...,Y,).

Tym samym ukryte modele Markowa moga by¢ wykorzystywane do reprezen-
tacji zjawisk charakteryzujacych sie pewnym zbiorem stanéw, ktory jest obser-
wowalny niebezposrednio. Z zagadnieniem tym zwigzany jest problem okreslenia
parametréw modelu w oparciu o ciag emisji, ktéory moze byé¢ rozwiazany algo-
rytmem Bauma-Welcha [167, 214]. Innym typowym problemem jest znalezienie
najbardziej prawdopodobnego ciagu stanéw w oparciu o ciag emisji, ktére mozna
rozwigzaé algorytmem Viterbiego [167, 214] lub algorytmem Fano [210].

Metoda oparta na ukrytych modelach Markowa zostala wykorzystana tylko
w algorytmie PREMIER [210] oraz algorytmie korekcji odczytéw RNA-Seq SE-
ECER [126], stad w niniejszej pracy nie bedzie ona wyodrebniana jako osobna
grupa algorytméw.

Podobnym rozwigzaniem, tj. opartym na zalozeniu, ze proces sekwencjonowa-
nia posiada ukryty zbiér standw, charakteryzuje sie metoda korekcji zastosowana
w algorytmie SAMDUDE [79]. W tym przypadku proces sekwencjonowania jest
modelowany jako kanal komunikacyjny bedacy Zrédlem szumu (bledéw) w se-
kwencji nukleotydowej. Podobnie jak w algorytmie PREMIER metoda korekcji
polega na wstepnym okresleniu parametréw modelu (w tym przypadku kanatu)
oraz uzyskaniu w oparciu o niego oryginalnej sekwencji.

4.1.2 Pozostate cechy algorytméw

Nierzadko algorytmy korekcji charakteryzuja sie cechami, ktére moga stanowié
podstawe wyznaczania innych klasyfikacji. Szczegélnie istotng wlasnoscig jest
rodzaj korygowanych btedow. Cze$¢ sposrdd istniejacych rozwigzan uwzglednia
wylacznie eliminacje bledéw typu substytucja, podczas gdy inne w sposéb jawny
koryguja takze bledy typu indel. Nalezy zwréci¢ uwage, ze algorytmy pierwszej
z tych grup w niektérych przypadkach takze sa w stanie wykryé oraz skorygowaé
bledy typu indel poprzez modyfikacje wielu symboli od miejsca wystapienia btedu
az do jednego z koncéw odczytu [152]. Jest to jednak zjawisko przypadkowe,
obarczone licznymi ograniczeniami.
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Wybrane algorytmy korekcji sa dostosowane do odczytéw sekwenatoréw okre-
Slonego typu. Jest to efekt bardzo odmiennej charakterystyki odczytéw réznych
sekwenatoréw, szczegdlnie ich dlugosci, dominujacego typu bledéw, charaktery-
styki bledéw (np. prawdopodobieristwa pojawienia sie bledu lub mozliwej diu-
gosci bledu typu indel) oraz glebokosci sekwencjonowania. Jednoczesnie niektére
algorytmy sa zaprojektowane do obstugi odczytéw réznych typéw [25, 89].

Czeéé¢ sposrod omawianych rozwigzan wykorzystuje rozmaite strategie ma-
jace na celu poprawe jakosci odczytéw w przypadku niepowodzeniu korekcji.
Naleza do nich np. eliminacja skrajnych symboli odczytéw (obcinanie — ang.
trimming) [209] (ktére stanowi alternatywe dla prostego usuwania skrajnych sym-
boli, gtéwnie z korica 3/, jezeli ich wspolezynniki jakosci posiadaja wartosci po-
nizej zadanego progu, co poprawia jako$¢, ale powoduje utrate danych [209]),
np. [98, 110, 138, 142}, usuwanie niekorygowalnych odczytéow [110], przenoszenie
odczytéw stabej jakosci do osobnego pliku [143].

Interesujacym rozwiazaniem jest dopuszczenie mozliwosci przeprowadzania
korekeji krzyzowej (ang. cross-correction) [89], ktéra umozliwia wykorzystanie
zalet odczytow uzyskanych réznymi technikami sekwencjonowania. Przykltado-
wo, moze ono polegaé¢ na wykonaniu korekcji dlugich odczytéow sekwenatordw
Roche 454 lub sekwenatoréw TGS przy uzyciu informacji (np. zbioru k-meréw)
uzyskanych z odczytéow sekwenatoréw Illumina, charakteryzujacych sie mniejsza
liczba bteddw, ale posiadajacymi niewielka dlugosé. Podobna strategia, na przy-
ktadzie odczytow TGS, zostanie oméwiona w podrozdziale 4.1.5.

4.1.3 Wybér algorytméw korekcji odczytéw lllumina

W niniejszym podrozdziale zawarto uszczegdétowiony opis wybranych algorytméw
korekcji. Ich dobér zostal przeprowadzony w oparciu o aktualnosé algorytmu, jego
popularno$é, jakosé uzyskiwanych wynikéw w eksperymentach opisanych w lite-
raturze, mozliwo$¢ zastosowania danego algorytmu do korekcji odczytéw wspdl-
czesnych urzadzen sekwencjonowania NGS. Postawiono wymaganie uniwersalno-
$ci algorytmu. Polozono nacisk na znalezienie przedstawicieli wszystkich grup
algorytméw, starajac sie przedstawié¢ jak najwieksza réznorodnosé podejécia do
zadania korekcji odczytow.

Jako doktadne kryterium wyboru algorytmu przyjeto, ze wydanie opisujacej
go publikacji powinno nastapi¢ nie wczesniej niz w 2012 roku oraz powinna po-
siada¢ nie mniej niz 50 cytowan wg bazy Google Scholar, opierajac sie na stanie
aktualnym w styczniu 2020 roku. Uwzgledniono algorytmy dostosowane do ko-
rekcji odezytéw diugosci ok. 100 pz—150 pz. Dodatkowo zawarto opis algorytmu
Quake [110] ze wzgledu na jego znaczna popularnosé (blisko 600 cytowan) oraz
algorytmu Karect [25] ze wzgledu na sygnalizowane w literaturze bardzo dobre
wyniki jego pracy w kontekscie poprawy jakosci asemblacji [100]. Zawarto réwniez
opis algorytmu SAMDUDE [79], charakteryzujacego si¢ znaczna odmiennoscia
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od pozostalych, a zatem nienadajacego sie do zaklasyfikowania do zadnej z wy-
zej wymienionych grup, oraz algorytmu PREMIER [210], jako przedstawiciela
algorytméw wykorzystujacych ukryte modele Markowa. Jednoczesnie zrezygno-
wano z dokladnego opisu algorytmu QuorUM [142] ze wzgledu na sygnalizowane
w literaturze trudnosci: duzg liczbe przypadkéw obcinania odczytow w wyniku
dzialania tego algorytmu [128] oraz czeste przypadki nieuzyskania wyj$ciowych
odczytéw [100].

Ponizsze zestawienie zawiera algorytmy w chronologicznej kolejnosci ukazania
sie wprowadzajacej go publikacji. Zostalo ono podsumowane w tabeli 4.1, obej-
mujacej m.in. obligatoryjne parametry algorytméw; jezeli algorytm przyjmuje
przyblizona wartos¢ pewnej wielkosci, oznaczono ja przy pomocy notacji ,,dasz-
ka”, np. 7 G oznacza parametryzacj¢ algorytmu przyblizonym rozmiarem genomu.

Quake

Dzialanie algorytmu Quake [110] w pierwszym kroku obejmuje wykonanie zmo-
dyfikowanego zliczania k-merdéw, w ktérym zamiast okreslenia liczebnosci sumo-
wane sa wagi poszczegolnych k-meréw. Wagi te sa iloczynami wspotczynnikéw
bledéw p[i] pozycji odpowiednich symboli uzyskanych ze Zrédlowych odczytéw.
Za zliczanie k-meréw jest odpowiedzialny algorytm Jellyfish [141]. Tym samym
podstawowym parametrem algorytmu Quake jest dlugo$é k-meru. Algorytm jest
przeznaczony do korekcji gtéwnie odczytéw sekwenatoréw Illumina.

Okreslenie progu obciecia jest wykonywane w oparciu o model wag k-merow.
Autorzy algorytmu przyjeli, ze wagi k-meréw prawidtowych sa dobrze modelowa-
ne rozkltadem bedacym potaczeniem rozkladu normalnego oraz rozktadu dzeta.
7 kolei jako model wag k-meréw blednych przyjeto rozktad gamma. Po postawie-
niu powyzszych zatozen prog obciecia jest dobierany algorytmem optymalizacyj-
nym BFGS. Podstawowa baza danych wykorzystywana przez algorytm jest wek-
torem wartodci binarnych reprezentujacych informacje o zaufaniu k-meru przy-
porzadkowanego danej pozycji wektora.

Praca zasadniczej czesci algorytmu polega na wyborze z kolejnych odczy-
tow k-meréw niezaufanych oraz wyznaczaniu w oparciu o ich obecno$¢ btednych
regionow. W kazdym takim regionie nastepuje znalezienie nukleotydu o najniz-
szym wspotczynniku jakosci oraz wstawienie do kolejki priorytetowej wszystkich
potencjalnych zmian tej pozycji. Kluczem kolejki jest prawdopodobienistwo, ze
dany zestaw modyfikacji nukleotydow jest prawidlowy. Podczas pracy nastepuje
wyjmowanie z kolejki wartosci o maksymalnym kluczu. Jesli dany zestaw mody-
fikacji nie prowadzi do zmodyfikowania regionu do postaci zbudowanej wylacznie
z k-meréw zaufanych, wéwczas nastepuje wybranie kolejnej pozycji o najmniej-
szym wspotczynniku jakoéci, wyznaczenie potencjalnych jej zmian oraz wstawie-
nie ich do kolejki, z uwzglednieniem zestawu modyfikacji wyznaczonych wczesniej
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pozycji. W przypadku niepowodzenia korekcji Quake moze przeprowadzi¢ skré-
cenie lub catkowite usuniecie odczytu.

Algorytm modeluje btad symbolu t[a] definiujac pewna funkcje f(t[al, ¢, p[a]),
c € X, okreslajaca prawdopodobienistwo, ze dany symbol odczytu, po uwzglednie-
niu odpowiadajacego mu wspétczynnika btedu, w rzeczywistosci powinien posia-
daé¢ okreslong wartos¢ ¢. Wartosci funkcji f sa wyznaczane we wstepnym etapie
poprzez przeprowadzenie korekcji préobnej grupy odczytéow. Funkcja f przy za-
stosowaniu twierdzenia Bayesa stanowi model okreslajacy prawdopodobienstwo
poprawnosci danego zestawu modyfikacji regionu.

Musket

W algorytmie Musket [138] zastosowanie znalazly filtry Blooma [38]. Zadaniem
filtru jest umozliwienie detekcji w trakcie tworzenia spektrum k-meréw posiada-
jacych liczebnosci réwne 1. Algorytm w pierwszym przebiegu wyodrebnia z od-
czytéw k-mery; jezeli informacja o danym k-merze byta obecna w filtrze, woéwczas
k-mer jest wstawiany do tablicy mieszajacej, w przeciwnym wypadku nastepuje
jego wstawienie do filtru. Tym samym tablica mieszajaca zawiera k-mery o li-
czebnosciach wiekszych od 1, co ogranicza jej rozmiar, oraz niewielka grupe po-
zostalych k-merow wstawionych na skutek nieprawidtowej odpowiedzi twierdza-
cej filtru Blooma. W drugim przebiegu nastepuje okreslenie liczebnosci k-merow
obecnych w tablicy mieszajacej; pozostate k-mery o liczebnosciach réwnych 1 sa
wowcezas eliminowane.

Korekcja odczytu jest wykonywana w dwéch etapach. W pierwszym, zacho-
wawczym etapie przyjmowane jest zalozenie, ze jezeli co najmniej jeden k-mer
pokrywajacy dany symbol jest zaufany, wéwczas symbol jest prawidlowy. W przy-
padku znalezienia symbolu niespelniajacego tego warunku nastepuje jego mody-
fikacja na taka warto$é, aby skrajne k-mery pokrywajace go (tj. k-mery, ktorych
pierwsza lub ostatnia pozycja odpowiada indeksowi danego symbolu w odczycie)
stal sie zaufane.

Korekcja zachowawcza jednego odczytu moze zostaé przeprowadzona wielo-
krotnie, jednak przy braku jej powodzenia nastepuje wykonanie korekcji agre-
sywnej. W tym celu dla odezytu wyznaczana jest macierz Mg .. W odczycie
wyszukiwane sa k-mery niezaufane, ktore okreslaja pozycje potencjalnie bltedne-
go symbolu. Nastepnie dla kazdego pokrywajacego te pozycje k-meru przepro-
wadzana jest proba zmiany kazdego jego symbolu na wszystkie symbole ¢ € 3.
W momencie uzyskania zmodyfikowanego zaufanego k-meru inkrementowany jest
element M. ,, gdzie a jest pozycja odpowiadajaca modyfikacji w odczycie. Ma-
cierz stanowi podstawe do wprowadzenia modyfikacji odczytu — pozycje macie-
rzy o najwickszych wartoéciach wskazuja docelowe symbole.
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RACER

Algorytm RACER [107] jest parametryzowany przyblizonym rozmiarem geno-
mu. Rozmiar ten jest wykorzystywany do okreslenia dlugosci k-meru oraz pro-
gu obciecia 7eyt. Metoda doboru tych zmiennych zostata opracowana w sposéb
eksperymentalny. Algorytm wykonuje zliczanie k-meréw zapisujac je w tablicy
mieszajacej. Reprezentacja poszczegdlnych symboli nukleotydéw odbywa si¢ przy
pomocy kodu dwubitowego — taka dlugosé¢ kodu pozwala na zapis do 4 sym-
boli w jednym oktecie; symbole N sg zamieniane na losowo wybrane symbole
zbioru . Typem danych przechowujacych k-mery jest typ calkowitoliczbowy
o zmiennych dtugosci 64 bitéw, stad mozna wnioskowadé, ze k < 32. Jednoczesnie
kazdemu k-merowi przyporzadkowanych jest 8 licznikéw odpowiadajacych liczeb-
noéciom k-meréw obejmujacych wszystkie mozliwe 4 nukleotydy poprzedzajace
dany k-mer, oraz 4 nastepujace po nim.

Algorytm sprawdza, czy kolejne k-mery posiadaja liczebnosci ponizej neyt.
W takim przypadku modyfikuja ostatnie ich symbole w celu uzyskania k-meru
znajdujacego sie powyzej progu. Jesli istnieje tylko jedna taka mozliwos$¢, wow-
czas jest ona przyjmowana. W pracy opisujacej algorytm nie okreslono wigcej
szczegbdltow dotyczacych jego dziatania.

PREMIER

Dziatanie algorytmu PREMIER [210] jest oparte na zalozeniu, ze praca sekwena-
tora moze zostaé opisana przy pomocy ukrytego modelu Markowa. Wlasno$é ta
wynika z obserwacji, ze wartosci nukleotydéw w genomie wykazuja silng lokalng
zalezno$¢ od wartosci innych nukleotydéw.

W algorytmie tym zbiér stanéw modelu jest tozsamy zbiorowi k-meréw obec-
nych w odczytach wejSciowych. Biezacym stanem jest k-mer bedacy hipotetycz-
nym prawidlowym podstowem danego odczytu. Dla modelu zdefiniowano rozktad
emisji przeksztalcajacy biezacy stan ¢ = k — 1,k,...,£ — 1 do pary (t[i — k +
1,7],q[t — k + 1,1]), tj. pary sekwencji: k-meru odczytu oraz ciagu wspélezyn-
nikéw jakosci odpowiadajacych temu k-merowi. W pracy nie zostata okreslona
struktura danych wykorzystana do opisu stanu modelu.

Pierwszym etapem algorytmu jest okreélenie parametréw modelu przy pomo-
cy zmodyfikowanego algorytmu Bauma-Welcha. Proces ten jest parametryzowany
dtugoscia k-meru oraz parametrami A i v, stanowiacymi wspoétezynniki funkceji
kary, ktorej zadaniem jest modyfikacja modelu w taki sposéb, aby niskie wspél-
czynniki prawdopodobienistwa przejscia miedzy stanami ulegly dalszej redukcji.

Zasadniczy proces korekcji stanowi rozwiazanie problemu okreslenia najbar-
dziej prawdopodobnej sekwencji (ang. mazimum likelihood sequence estimation)
i moze zosta¢ przeprowadzony na jeden z dwoch sposobéw: zmodyfikowanym
algorytmem Viterbiego albo algorytmem Fano. W obu przypadkach w oparciu
o warto$¢ emisji (biezacy k-mer odczytu) nastepuje okreslenie wartosci stanu,
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czyli sekwencji k-meru potencjalnie prawidtowego. Postawione jest przy tym za-
lozenie, ze pierwszy k-mer odczytu zawsze jest prawidtowy. Zmodyfikowany algo-
rytm Viterbiego jest parametryzowany maksymalng odlegloécia Hamminga dpax
miedzy odczytem prawidlowym a blednym (wprowadzenie takiego ograniczenia
umozliwia redukcje zlozonosci obliczeniowej algorytmu). Z kolei algorytm Fano
parametryzowany jest wspotczynnikiem Shias funkcji oceny danej éciezki korek-
cji — miary Fano (ang. Fano metric), a takze wartoscig kroku dgtep, okreslajacego
szybkos¢ relaksacji minimalnej dopuszczalnej miary Fano danego ciggu stanéw,
gdy w danym momencie nie ma mozliwosci znalezienia innej $ciezki o wyzszej
wartosci miary Fano.

BLESS

Algorytm BLESS [97, 98] w wersji 1.02 wykorzystuje filtr Blooma jako strukture
danych reprezentujaca spektrum k-meréw. Implementacja algorytmu jest dosto-
sowana zaréwno do uruchomienia na komputerach zgodnych z modelem z pa-
miecia wspoélng, jak réwniez z modelem sieciowym, umozliwiajac prowadzenie
obliczen przy uzyciu wielu maszyn (weztdw obliczeniowych).

Pierwszym etapem pracy algorytmu jest wyznaczenie piatego percentyla wspoét-
czynnikéw jakosci, co jest przeprowadzane na pewnej prébie odczytow przez we-
zet 1. Nastepnie zmodyfikowana, dostosowana do uruchomienia na wielu weztach
wersja algorytmu KMC przeprowadza zliczanie k-meréw. Kazdy wezel generu-
je /pnoae Plikow tymczasowych KMC, gdzie § jest liczba tymczasowych plikow,
a Pnode jest liczba wezléw. W rezultacie kazdy wezet posiada informacje o okreslo-
nej czesci k-merdw, ktére nastepnie sa przesylane do wezta 1 odpowiedzialnego za
wybor progu 7eut. Przyjeta wartosé progu jest przesylana do wszystkich weztéw,
ktore w oparciu o nig uzyskuja wlasna czesé spektrum. Spektrum jest kodowane
w lokalnych dla weztéw filtrach Blooma. Nastepnie filtry sg rozsytane do wszyst-
kich pozostalych weztéw, ktére wykonuja sume binarng filtrow odebranych i lo-
kalnych. W rezultacie wszystkie wezly zawieraja identyczne kopie reprezentacji
spektrum.

Korekcja jest przeprowadzana przez réwnolegle pracujace wezly, z ktérych
kazdy jest odpowiedzialny za przetworzenie |Rl/p,,q. 0dczytéw. Pierwszym etapem
korekcji jest detekcja fragmentéw odczytéw zbudowanych z zaufanych k-meréw.
Obszary te sa skracane, jezeli niezaufane obszary miedzy nimi posiadaja dtugosé
mniejsza od k. Jest to efekt obserwacji, ze dowolna pozycja a w odczycie, taka
ze k—1< a<f—kjest pokrywana przez k k-merdow, a w rezultacie jeden btad
substytucji symbolu na takiej pozycji generuje k btednych k-meréw. Podstawa
uznania symbolu w odczycie za bledny moze by¢ takze warto$¢ wspotczynnika
jakosci jego pozycji znajdujaca sie ponizej piatego percentyla.

Proces korekcji fragmentéw zbudowanych z nieprawidlowych k-meréw jest
przeprowadzany metoda z powrotami. Algorytm modyfikuje pierwszy (w kolej-
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nosci od obszaru prawidlowego) symbol do momentu znalezienia prawidlowego
pokrywajacego go k-meru. Jesli proces si¢ powiedzie, nastepuje przejécie do kolej-
nego symbolu, ktéry moze, cho¢ nie musi zosta¢ zmodyfikowany w celu zapewnie-
nia poprawnosci kolejnego k-meru. Po uzyskaniu prawidlowej postaci fragmentu
nastepuje powrot w drzewie wywotan i sprawdzenie kolejnych mozliwosci. W przy-
padku znalezienia wiecej niz jednego zestawu modyfikacji symboli spelniajacych
warunek uzyskania prawidlowych k-merdéw, nastepuje wybér tego sposrod nich,
dla ktérego suma wspotczynnikow jakoséci poddawanych modyfikacji symboli jest
minimalna.

W przypadku gdy algorytm nie jest w stanie wyznaczy¢ w odczycie zadne-
go obszaru prawidlowych k-meréw, przeprowadzana jest modyfikacja pierwszego
k-meru odczytu; wprowadzane sa zmiany jego symboli, poczawszy od pozycji
o najnizszych wspotczynnikach. W momencie, gdy zostanie znaleziony prawi-
dlowy k-mer, nastepuje modyfikacja kolejnych symboli odczytu w kierunku 3’
zgodnie z powyzsza metoda z powrotami.

Jezeli wprowadzono zmiany w symbolu znajdujacym si¢ mniej niz k pozycji
od konca odczytu, nastepuje dotaczenie do tego konca kolejnych symboli tworza-
cych dodatkowe k-mery. Zaufanie tych k-meréw jest warunkiem uznania danej
modyfikacji za prawidlowa. Dodatkowo w przypadku gdy znalezienie prawidto-
wej postaci blednego fragmentu wigze sie z wprowadzeniem zbyt wielu zmian,
wowczas przeprowadzane jest obcinanie odczytu do momentu uzyskania poziomu
dopuszczalnej liczby zmian.

Wezesne wersje algorytmu (np. wersja 0.12) nie wykorzystywaly do zlicza-
nia k-meréw narzedzia KMC, ale przeprowadzaly ten proces w oparciu o wlasny
kod, ktérego dziatanie na wysokim poziomie abstrakcji byto zblizone do KMC:
podczas wstepnego skanowania odczytéw nastepowalo wyodrebnianie k-merdw,
ich dystrybucja do plikéw dyskowych w oparciu o sekwencje k-meru, a nastep-
nie zliczanie poprzez wstawianie k-meréw do tablic mieszajacych. Tablice te byty
zachowywane w plikach i po zakonczeniu korekcji byly wykorzystywane przez
mechanizm redukujacy wplyw nieprawidlowych odpowiedzi twierdzacych filtru
Blooma. Proces ten obejmowal weryfikacje, czy k-mery, ktére na skutek korek-
cji znalazltyby sie w odczytach wyjsciowych, faktycznie byly obecne w tablicy
mieszajacej. W przeciwnym przypadku dana modyfikacja byla wycofywana.

Fiona

Gl6éwna struktura danych algorytmu Fiona [187] jest uogélnione drzewo sufikséw
zbudowane dla sekwencji odczytow oraz ich odwréconych dopetnien. Algorytm
oparto na definicji korekcji btedéw okreslonej podobnie jak w metodach opartych
na dopasowywaniu wielu sekwencji. Tym samym algorytm ten zaliczany jest do
grupy algorytmoéw hybrydowych.

Pokrycie genomu k-merami jest modelowane przy pomocy rozktadu Poissona.
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Rozklad jest estymowany w oparciu o dtugosé genomu, dtugos$é¢ k-meru, dlugosé
odczytu i liczbe odczytéw. W oparciu o powyzszy model nastepuje wyznaczenie
prawdopodobienstwa pokrycia danej pozycji odczytu okreslona liczba k-meréw,
w zaleznosci od przyjetej liczby bltedow obecnych w k-merze. Stosunek takiego
prawdopodobienstwa do prawdopodobienstwa pokrycia przez k-mery niezawiera-
jace bledéw stanowi podstawe do okreslenia prawidtowosci k-meru.

Detekcja bledéw odbywa sie poprzez wyszukiwanie podstowa biezacego od-
czytu w drzewie. Znalezienie k-meru zaklasyfikowanego przez model jako btedny
skutkuje poszukiwaniem w drzewie sekwencji odczytdéw, ktére moga zostaé do-
pasowane do odczytu biezacego oraz wykorzystane do wyznaczenia modyfikacji
jego btednego fragmentu. Modyfikacja odczytu odbywa sie w kierunku od kon-
ca 3’ do 5. Jako typ bledu, ktéry podlega biezacej korekcji wybierany jest taki,
dla ktérego zostanie uzyskany najwyzszy rezultat w glosowaniu, w ktérym bio-
ra udzial inne, dopasowane odczyty. Jednoczesnie wybierany jest taki wariant
modyfikacji, aby minimalizowal odlegto$¢ edycyjna miedzy oryginalna, a zmody-
fikowana wersja biezacego odczytu.

Blue

Implementacja algorytmu Blue [89] zostala rozdzielona na trzy odrebne narze-
dzia realizujace kolejne kroki: (7) zliczanie k-meréw, (ii) generacja par k'-meréw,
(#ii) korekcja. Pierwszym etapem jest zliczanie k-meréw. Danymi wejSciowymi
moga by¢ zaréwno odczyty poddawane korekcji, jak rowniez zestaw innych od-
czytow, umozliwiajac wykonanie korekcji krzyzowej. Zliczanie k-meréw jest uzu-
pelnione generacja par k’-meréw, k' < k, domyslnie ¥/ = 16. Strukturg danych
przechowujaca k-mery jest tablica mieszajaca.

Faza korekcji polega na niezaleznej analizie odczytéw. Dla kazdego z wy-
odrebnionych z nich k-meréw jest okreslana liczebnos¢ oraz wyliczana Srednia
harmoniczna tych liczebnosdci. Wykorzystanie wartosci $redniej liczebnosci (za-
miast przyjecia globalnego dla zestawu odczytéw progu liczebnosci) umozliwia
korygowanie odczytéw pochodzacych z fragmentow genoméw o réznym pokry-
ciu odczytami oraz unikniecie fatszywego uznania odczytéw z rejondéw o stabym
pokryciu za zawierajace bledy. Tym samym pozwala na rezygnacje z zalozenia
o réwnomiernosci pokrycia genomu odczytami [123].

Potencjalna obecnos$¢ btedu jest wykrywana przez spelnienie przynajmniej
jednej z trzech przestanek:

o obecnosé k-meru o liczebnoséci mniejszej niz 1/3 wartosci Sredniej harmo-
nicznej lub mniejszej niz zadany przez uzytkownika prog,

e obecno$é¢ k-meréw o wyraznie mniejszych wartosciach liczebnosci niz pozo-
state k-mery w odczycie,
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o wykrycie konica homopolimeru (tylko przy zadaniu odpowiedniego parame-
tru algorytmu).

W przypadku znalezienia potencjalnego btedu nastepuje wygenerowanie drze-
wa reprezentujacego potencjalne modyfikacje symbolu uznanego za bledny oraz
jego symboli sgsiednich. Jest ono przeszukiwane wgltab w celu znalezienia zbioru
modyfikacji o jak najwyzszej ocenie, zachowujac zasade, ze liczba wprowadzonych
zmian powinna by¢ jak najmniejsza. Obecno$é¢ w drzewie potencjalnych mody-
fikacji symboli na pozycjach innych niz symbol bledny wynika z koniecznosci
wziecia pod uwage wplywu zmiany na jako$¢ pozostalej czesci odezytu. Modyfi-
kacja moze obejmowaé korekcje substytucji, insercji albo delecji dtugosci jednego
symbolu. Liczba wprowadzanych modyfikacji w celu redukcji czasu pracy algo-
rytmu jest ograniczona do 3. Jako dodatkowe kryterium weryfikacji modyfikacji
jest wykorzystywana koncepcja par (ang. pair) k'-meréw. Para stanowi kontekst
modyfikacji w kierunku 5" odczytu, umozliwiajacy wybranie lepszej modyfikacji.
Stanowi tez dodatkowe ograniczenie eliminujace niektore Sciezki drzewa. Doktad-
na reguta wykorzystania par nie zostala wyjasniona. Algorytm Blue nie wykorzy-
stuje wspotczynnikow jakosci odczytow, choé zmienia je dla symboli poddanych
modyfikacji.

Lighter

Algorytm Lighter [192], pomimo zaliczania sie do grupy algorytméw opartych na
spektrum k-meréw, nie wykonuje pelnego wstepnego zliczania k-meréw ani nie
okreéla progu obciecia. Detekcja blednych k-meréw jest przeprowadzana poprzez
probabilistyczne modelowanie spektrum.

Glowna struktura danych algorytmu sg dwa blokowe filtry Blooma ze wzorca-
mi. Korekcja przeprowadzana jest w trzech przebiegach. W pierwszym z odczytow
wyodrebniane sg wszystkie k-mery. Z prawdopodobienstwem p,, informacja o ist-
nieniu danego k-meru jest wstawiana do filtru A. Zaktadajac, ze typowy bledny
k-mer posiada liczebno$¢ wynoszaca 1 oraz p, < 0,5, wickszo$¢ sposréd bled-
nych k-meréw nie zostanie umieszczona w filtrze. Wartosé p,, stanowi parametr
wejsciowy algorytmu. W drugim przebiegu nastepuje analiza wszystkich symboli
w odczytach. Dla kazdego symbolu nastepuje wyszukanie w filtrze A wszystkich
pokrywajacych go k-meréw. Jezeli liczba znalezionych k-meréw jest wicksza, niz
wartos¢ okreslonego, dobranego w oparciu o probabilistyczny model progu, wow-
czas przyjmuje sie, ze dany symbol jest prawidlowy. Nastepnie w odczycie wyszu-
kiwane sa wszystkie spdjne ciggi prawidtowych symboli dlugosci k. Pokrywajace
je k-mery sg wstawiane do filtru B.

Trzeci przebieg wykorzystuje wiedze umieszczona w filtrze B. W odczytach
znajdowane sa spdéjne obszary zbudowane z k-meréw obecnych w tym filtrze,
a nastepnie pozostale obszary sa poddawane modyfikacji poprzez zamiane ich
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symboli na inne z wykorzystaniem algorytmu zachtannego. Spoéréd potencjal-
nego zestawu zmian wybierany jest ten, dla ktérego najwicksza liczba k-meréw
obejmujacych zmodyfikowane pozycje jest obecna w filtrze B. Powodem modyfi-
kacji danej pozycji moze by¢ takze niski wspotczynnik jakosci danej pozycji. Prég
okreslenia wspélczynnika jakosci jako ,niski” jest przyjmowany jako piaty per-
centyl wspotczynnikéw jakosci obecnych w prébie pierwszego miliona odczytow.
Jezeli modyfikowana pozycja znajduje sie blisko konca odczytu, wéwczas algo-
rytm dotacza do odpowiedniego korica odczytu kolejne symbole tworzace dodat-
kowe k-mery, ktérych obecnosé w filtrze B takze jest traktowana jako kryterium
przyjecia modyfikacji znajdujacej sie w poblizu korica.

W pracy [192] podkreslono, ze odpowiedni dobér parametréw algorytmu po-
zwala na zachowanie w przyblizeniu stalego zapotrzebowania na pamieé, statej
doktadnosci oraz statego wspotczynnika ppp filtrow Blooma bez wzgledu na gle-
boko$¢ sekwencjonowania.

BFC

Algorytm BFC [128] zostal opracowany w dwoch implementacjach rézniacych
sig sposobem zliczania k-meréw. Wariant BFC-bf wykonuje zliczanie narzedziem
KMC oraz przyjmuje ncyt = 3. Wariant BFC-ht zlicza k-mery bedace podstowami
odczytow takimi, ze kazdy wchodzacy w ich sktad symbol posiada wspoétczynnik
jakosci q[a] > 20. W obu przypadkach baza danych k-meréw jest zapisywana
w blokowym filtrze Blooma.

Zalozeniem algorytmu jest unikniecie przeszukiwania zachtannego. Proces ko-
rekcji polega na znalezieniu w odczycie pozycji pierwszego symbolu, ktéry znaj-
duje sie na ostatniej pozycji pewnego k-meru niezaufanego. Nastepnie algorytm
przystepuje do modyfikacji tego symbolu sprawdzajac rézne wartosci zbioru X.
Kazda modyfikacja, wraz ze zbiorem modyfikacji poprzednich, sasiadujacych po-
zycji, jest wstawiana do kontenera (), bedacego kolejka priorytetowa typu min.
Nastepnie algorytm przechodzi do kolejnej pozycji w odczycie, z () pobierany jest
pierwszy element, zawierane przez niego zmiany sg tymczasowo wprowadzane do
odczytu, a biezaca pozycja podlega analogicznym zmianom. Kazdy element @)
posiada przyporzadkowana liczbe pozycji, po modyfikacji ktérych nie uzyskano
zaufanej postaci k-meru. Liczba ta stanowi klucz kolejki. W pracy [128] zwrédcono
uwage, ze koncepcyjnie zmiana algorytmu pozwalajaca na korekcje bltedow typu
indel ogranicza sie do umozliwienia wstawiana do ) elementéw zawierajacych
informacje o zmianie polegajacej na wstawieniu badZ usunieciu symbolu. Jed-
nakze rozwiazanie to, ze wzgledu na rzadkosé¢ wystepowania bltedow typu indel
w odczytach [llumina, nie zostalo zaimplementowane.

Jezeli odczyt nie zawiera zadnych k-meréw zaufanych, wéwczas algorytm
sprawdza zaufanie réznych wariantéw pierwszego k-meru, rézniagcych sie od ory-
ginalnego jedna pozycja. W przypadku znalezienia wielu zaufanych postaci pierw-
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szego k-meru lub nieznalezienia zadnej, odczyt jest uznawany za niekorygowalny.

Karect

Przykladem algorytmu wykorzystujacego dopasowywanie wielu sekwencji jest
Karect [25]. Zasada jego dzialania jest nastepujaca. Dla kazdego odczytu wykony-
wana jest kilkuetapowa korekcja. W pierwszej kolejnosci nastepuje wyznaczenie
zbioru odczytéw, ktére poprzez dopasowanie do odczytu biezacego beda stano-
wity podstawe do jego modyfikacji. W tym celu wyszukiwane sa odczyty wspdl-
dzielace z odczytem biezacym co najmniej jeden k-mer. Nastepnie zbior ten jest
uzupelniany odczytami wspéldzielacymi z odczytem biezacym jeden k-mer, ale
rézniacymi sie¢ w swoim sufiksie lub prefiksie dlugoéci #/3 pewna okreslong liczba
symboli. W dalszej kolejnosci jako dtugosé oligomeru jest przyjmowana wartoscé
k' = 2k/3 i cykl powtarza sie. Przejécie do kolejnego etapu odbywa sie wylacznie,
jezeli liczba dobranych do dopasowywania odczytow nie przekroczyla okreslonej
wartosci. W pracy [25] nie opisano struktury danych przechowujacej odczyty.

Sposrod znalezionych odczytéw dobierane sa te, ktére posiadaja z korygowa-
nym odczytem wspdélny fragment z niewielka liczbg réznic. Ogranicza to ryzy-
ko wykorzystania do korekcji odczytow pochodzacych z innych czesci genomu.
Wyniki dopasowywania sg zapisywane w postaci grafu, ktérego wierzchotki re-
prezentujg potencjalne sposoby korekcji, a krawedzie sg wazone liczba odczytow,
ktore stanowia uzasadnienie danej zmiany. Wezly stanowiace poczatki krawedzi
o zbyt duzych wagach sa usuwane, aby uniknaé¢ uwzglednienia w korekcji odczy-
tow pochodzacych z innych, bardzo podobnych, a mocniej pokrytych odczytami
fragmentow genomu. Nastepnie wagi krawedzi sa poddawane normalizacji, tak
aby suma wag krawedzi wychodzacych z wierzchotka wynosita 1. Do korekcji wy-
bierana jest Sciezka w grafie o jak najwyzszym iloczynie wag krawedzi. Uwzgled-
niane sa takze wagi odczytow, zalezne od wspoélczynnikéw jakosci oraz stopnia
podobienstwa danego odczytu do odczytu korygowanego. Algorytm przyjmuje
fakultatywny parametr okreslajacy maksymalng wykorzystywang ilos¢ pamieci;
parametr ten ma wplyw na czas pracy algorytmu.

SAMDUDE

Narzedzie SAMDUDE [79] jest adaptacja algorytmu DUDE [201], bedacego uni-
wersalnym algorytmem usuwania szuméw obecnych w ciggu symboli. DUDE zo-
stal oparty na zatozeniu istnienia jednej prawidlowej sekwencji symboli przesyta-
nej przez znany dyskretny kanal bez pamieci (ang. discrete memoryless channel —
DMC), ktérego wyjscie stanowi druga, zaszumiona sekwencja. Zasada dzialania
algorytmu jest eliminacja szumu (bledéw) z drugiej sekwencji w oparciu o znajo-
mos¢ estymacji charakterystyki kanatu.

SAMDUDE stanowi modyfikacje powyzszej idei. Modyfikacja ta wynika z ko-
niecznosci estymacji parametréw kanatu w oparciu o wiele btednych sekwencji
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(odczytéw), uznawanych za prébki jednej blednej sekwencji. Wejscie algorytmu
stanowi plik SAM zawierajacy dopasowanie odczytéw z sekwencjonowania do ge-
nomu, wobec tego uruchomienie algorytmu musi by¢ poprzedzone wykonaniem
mapowania. Postawione jest zalozenie, ze wiekszos¢ sposrdéd symboli dopasowa-
nych do danej pozycji genomu posiada wartos¢ réwna tej pozycji; w przypadku
gdy wystepuje mniejszosciowa grupa dopasowanych pozycji o odmiennych sym-
bolach, moga one sygnalizowaé¢ obecno$é¢ btedu.

Sekwencja wejsciowa jest definiowana jako jeden ciag symboli nad alfabe-
tem X, z kolei wyjéciowa jest zbiorem ciggéw wartosci nad alfabetem ¥ x Qs,
czyli zbiorem par (v, q;) sekwencji symboli odczytéw oraz wspdlczynnikow ja-
kosci o zredukowanej liczbie pozioméw kwantyzacji z 42 do 8. W pierwszej ko-
lejnoéci zadaniem algorytmu jest estymacja parametréw kanalu oraz wektora li-
czebnosci v. Estymator kanatu jest macierza M x|y |5 xqg| Zawierajaca informacje
o liczbie wystapien kazdej mozliwej pary symbolu i wspélezynnika jakosci (¢, q),
d €Y, q € Qg, gdy sekwencja prawidtowa na odpowiadajacej tej parze pozycji
posiada warto$é¢ ¢ € . Z kolei wektor v jest uzupelniany liczbg wystapien po-
szczegdlnych elementéw zbioru ¥ x Qg w swoim kontekscie dtugoéci k, tj. wektor
ten zawiera liczebnoSci tréjek (kr, (¢, q), kRr), gdzie k1, 1 kg (stanowiace kontekst)
sg odpowiednio k-merami znajdujacymi sie w odczycie bezposrednio na lewo i na
prawo od symbolu ¢’ o wspdlezynniku jakosci g.

W oparciu o powyzszy model dla kazdego symbolu ¢ obecnego w odczytach
z sekwencjonowania okreslana jest estymacja rozkladu prawdopodobienstwa, ze
dla kontekstu tego symbolu, jego wartosci oraz wspotczynnika jakosci powinien
przyjaé¢ okreslona, skorygowana wartosé. Jezeli maksimum tego rozktadu ppax
jest osiggane dla innego symbolu ¢’ niz ¢, woéwczas dany symbol jest zamienia-
ny na c, a odpowiadajacy mu wspotczynnik bledu na ppax. Warto$é ppax jest
wykorzystywana do modyfikacji wspélczynnika bledu takze w przypadku, gdy
symbol nie ulega zmianie. Wéwczas jako nowy wspétezynnik btedu przyjmowana
jest warto$é (1 — W), gdzie p jest oryginalnym wspélczynnikiem bledu tego
symbolu kodowanym przez jego wspotczynnik jakosci ¢. W obu przypadkach no-
wy wspoélczynnik bledu zostaje zakodowany do wspotczynnika jakosci zgodnie ze
wzorem (3.3).

Mozliwo$é przetwarzania odczytéw wstepnie dopasowanych stanowi istotne
ograniczenie uniwersalnosci algorytmu, jednak mozliwos¢ konwersji wyjsciowych
plikéw SAM do formatu FASTQ jest zadaniem prostym do wykonania przy po-
mocy odpowiednich narzedzi [130].

4.1.4 Inne algorytmy korekcji odczytéw lllumina

W algorytmie Trowel [134] korekcja przeprowadzana jest przy silnym oparciu
na wspélczynnikach jakosci odczytéw. We wstepnym etapie nastepuje okreslenie
wartosci 92 percentyla wspélczynnikéw jakosci gmin. W bazie danych umieszcza-
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ne s k-mery, ktore zostaly wyodrebnione z fragmentéw odczytéw zbudowanych
z symboli posiadajacych wspoétczynniki jako$ci powyzej tej wartosci. W zasadni-
czym procesie korekcji jako pozycje odczytu potencjalnie bledne wyznaczane sa
te, ktére posiadaja wspdlczynnik jakosci nizsze od guin-

Algorytm Pollux [143] jest przeznaczony do korekcji odezytéw Illumina, Ton
Torrent oraz Roche 454, umozliwiajac takze korekcje odezytéw réznego typu (uzy-
skanych z jednej prébki) w jednym uruchomieniu. W algorytmie nastepuje zlicza-
nie k-meréw, jednak bez wyznaczania progu obciecia. Bledne k-mery w danym
odczycie okreslane sg w oparciu o wystepujace spadki ich liczebnosci. Obecnoéé
wielu sasiednich k-meréw o niskich liczebnosciach (w poréwnaniu z pozostalym
fragmentem odczytu) sygnalizuje obecnosé blednego obszaru, ktéry podlega ko-
rekcji algorytmem zachlannym — kolejne jego symbole podlegaja modyfikacji,
a po znalezieniu wiarygodnej zmiany, nastepuje przejécie do kolejnej btednej po-
zycji i powtérzenie procesu korekcji. Praca algorytmu nie opiera sie na wyko-
rzystaniu wspotczynnikow jakosci, jednak po wprowadzeniu zmian w odczytach
nastepuje ich modyfikacja.

Algorytm QuorUM [142] oparty jest na zalozeniach, ze liczebnosé k-meréw nie
moze by¢ podstawowym kryterium detekcji btedow oraz ze obcinanie odczytow
jest nieodlacznym elementem poprawy jakosci wynikéw. W algorytmie wykony-
wane jest zliczanie k-meréw przy pomocy narzedzia Jellyfish. Jako prég obcigcia
przyjeto wartos¢ neys = 5. Korekcja rozpoczyna sie od znalezienia pierwszego
k-meru o liczebnosci n = 3 (tj. ponizej progu), od ktérego w kierunku obu kon-
coOw odczytu sprawdzane sa kolejne k-mery. Przy detekcji i korekeji btedéw pod
uwage brane sa wartosci wspotczynnikow jakosci oraz obecnosé spadkéw liczeb-
noéci k-meru wzgledem k-meréw sasiednich. Jezeli liczba mozliwoéci korekeji jest
zbyt duza, nastepuje skrocenie danego odczytu.

Poza wymienionymi wyzej w ostatnich latach opracowano algorytmy: Ace [189],
H-RACER [86], Bloocoo [36], Beool [135], FMOE [106] oraz MuffinKmeans [24].
Do starszych rozwiazaii mozna zaliczy¢ algorytmy: HITEC [108], DecGPU [137],
Coral [179], SHREC [186], Hybrid-SHREC [177], Reptile [208], Hammer [146],
HiTEC [108], ECHO [109].

Odrebna grupa algorytmdéw korekeji sa narzedzia stanowiace czesé asemble-
réw. Naleza do nich modul korekcji algorytmu ALLPATHS-LG [85], korektor
asemblera SGA [190] i SOAPec, bedacy czeScia SOAPdenovo2 [139]. Ich opis
zostal pominiety ze wzgledu na wyspecjalizowanie tych narzedzi do uzyskania
danych o wtasnosciach i formacie dostosowanym do jednego, waskiego zagadnie-
nia, co czyni je malo uniwersalnymi.

4.1.5 Algorytmy korekcji odczytéw innego typu

Zagadnienie korekcji odczytow z sekwencjonowania byto rozwazane takze w kon-
tekscie odczytow uzyskanych z sekwenatoréw innych typow, tj. odczytéw FGS
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(szczegolnie metody Sangera), innych niz Illumina metod NGS oraz metod TGS.
Liczba istniejacych algorytmoéw o takim zastosowaniu jest jednak znacznie mniej-
sza, niz rozwigzan dostosowanych do odczytéw Illumina.

Algorytmy korekcji odczytéw metody Sangera

Potrzeba przeprowadzenia korekcji zostata zauwazona juz przez autoréw wcze-
snych algorytmoéw przetwarzania sekwencji nukleotydowych. Asemblery odczy-
téw FGS EULER [162] oraz ARACHNE [34] zostaly wyposazone w zintegrowa-
ne narzedzia przeprowadzajace korekcje odczytow. Niedtugo pdzniej opracowano
autonomiczne, specjalizowane algorytmy, ktorych zadanie stanowita wylacznie
poprawa jakosci odczytow, bez wzgledu na ich dalsze zastosowanie. Byty one
oparte gléwnie na metodzie dopasowywania wielu sekwencji [110] charakteryzu-
jac sie pewnym podobienstwem dziatania do niektérych pdzniejszych algorytmow
korekcji odczytow NGS. Jednakze odmienna charakterystyka odczytéw oraz iloéé
danych uzyskiwanych przy zastosowaniu pézniejszych technik powoduje, ze algo-
rytmy te nie znajduja zastosowania dla odczytéw tych technik [110].

W pracy [196] przedstawiono algorytm korekcji odczytéw metody Sangera wy-
korzystujacy metode zdefiniowanych pozycji nukleotydéw (ang. defined nucleotide
positions method — DNP method). W pierwszej kolejnosci dzialanie algorytmu
obejmuje skrécenie odczytoéw poprzez eliminacje grup symboli, ktérych éredni
wspoltczynnik jakosci jest ponizej zadanego progu. Nastepnie przeprowadzany
jest dobér odezytow do wzajemnego dopasowywania. Odbywa si¢ on w oparciu
o obecnos¢ w odczytach wspélnych k-meréw. Okredlenie, ze dwa odczyty po-
winny zosta¢ wzajemnie dopasowane odbywa sie, jezeli wspdtdzielg one ze soba
co najmniej dwa niezachodzace, tj. niewspotdzielace wspdlnych pozycji odezytu
k-mery; k-mery te moga sie r6zni¢ okreélong liczbg symboli. Relacja miedzy pozy-
cjami odpowiadajacych sobie k-meréw w réznych odcezytach stanowi jednoczeénie
wstepne wzajemne dopasowanie tych odczytow.

Uzyskane dopasowania sa nastepnie optymalizowane przy pomocy zewnetrz-
nego narzedzia ReAligner [29]. Optymalizacja obejmuje takze maskowanie frag-
mentéw odezytow w przypadku wykrycia, ze cze$é odczytu pochodzi z powtarza-
jacych sie fragmentéw genomu. Ponadto nastepuje weryfikacja, czy liczba réznic
miedzy mapowanymi odczytami jest podobna do oczekiwanej, tj. wynikajacej
z wartoéci wspolczynnikéw jakosci. Po wykonaniu mapowania znajdowana jest
posta¢ konsensusowa symboli, ktéra jest rowna najczedciej wystepujacemu sym-
bolowi na odpowiednich pozycjach réznych zmapowanych odczytéw.

Algorytm AutoEditor [80] wykorzystuje odmienng technike. Wejécie algoryt-
mu, poza zbiorem odczytéw, stanowi genom referencyjny oraz zestaw chromato-
gramow, tj. przebiegdw zmiany natezenia Swiatla o okreslonym kolorze, uzyska-
nych przez urzadzenie sekwencjonujace. W oparciu o chromatogramy oprogramo-
wanie urzadzenia sekwencjonujacego przeprowadza synteze odczytow.
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W pierwszej kolejnosci w algorytmie wykonywane jest dopasowywanie od-
czytow do genomu. Nastepnie, dla kazdego ciaglego, dopasowanego do genomu
fragmentu odczytu okreslana jest liczba symboli, ktore zostaly dopasowane do-
ktadnie, czyli sa one rowne odpowiadajacym im pozycjom w genomie. Jesli liczba
takich symboli stanowi co najmniej potowe liczby symboli fragmentu, fragment
ten jest wykorzystywany do korekcji. W dalszej kolejnoéci dopasowane odczyty
sa wykorzystywane do modyfikacji sekwencji genomu w celu eliminacji réznic
wynikajacych ze zmiennosci wewnatrzgatunkowej.

Proces korekcji obejmuje analize chromatograméw w miejscach, dla ktérych
w oparciu o dopasowanie wystepuje podejrzenie btedu. Analiza ma na celu znale-
zienie charakterystycznych maksimow chromatogramu, nazywanych dobrze okre-
Slonymi szczytami (ang. well-defined peaks). Stanowia one maksima przebiegéw,
ktore cechuja sie wartosciami amplitudy oraz czasu trwania maksimum. Jezeli
liczba doktadnie dopasowanych symboli we fragmencie odczytu zgadza sie z licz-
ba doktadnie okre$lonych szczytéw na chromatogramie, wéwczas symbole frag-
mentu uznane za potencjalnie btedne sa korygowane w oparciu o zmodyfikowana
sekwencje genomu.

Algorytmy korekcji odczytéw innych technik NGS

Przedstawicielem algorytmoéw korekcji innych technik sekwencjonowania drugiej
generacji jest HECTOR [203]. Algorytm ten jest przeznaczony do korekcji od-
czytéw Roche 454 i jest okreslany przez autoréw jako oparty na spektrum homo-
polimeréw (ang. homopolymer spectrum based). W pierwszym etapie zadaniem
algorytmu jest konwersja odczytu do postaci ciagu par (¢, n), gdzie ¢ € X jest sym-
bolem, a n jest liczba sasiadujacych wystapien c. Nastepnie przeprowadzane jest
zliczanie k-homopolimeréw (ang. k-hopos), ktérego idea jest zblizona do zliczania
k-meréw z ta réznica, ze jako pojedynczy symbol k-homopolimeru traktowana
jest cala para (¢,n). W dalszej kolejnosci nastepuje okreslenie progu obcigcia eyt
oraz eliminacja k-homopolimeréw o liczebnosciach mniejszych od progu. Gtéwna
struktura danych jest polaczeniem filtru Blooma oraz tablicy mieszajace;j.

FEtap wlasciwej korekcji zostal oparty na algorytmie Musket i takze obej-
muje fazy korekcji zachowawczej i agresywnej, zdefiniowane w podobny spo-
sob jak w algorytmie Musket. Modelowanie danych wej$ciowych przy pomocy
k-homopolimeréw jest gtéwnym czynnikiem utatwiajacym korekcje btedéw typu
indel, w szczeg6lnosci btedéw homopolimeréw. Wynika to z faktu, ze korekcja ble-
du homopolimeru moze sie odby¢ poprzez modyfikacje liczebnosci n danego od-
czytu, bez koniecznoéci wstawiania dodatkowego symbolu do sekwencji reprezen-
tujacej odczyt. Przykladowo, modyfikacja sekwencji AAAA do postaci AAAAAA
polega na zamianie pary (A, 4) na (A,6).
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Algorytmy korekcji odczytéw TGS

Urzadzenia sekwencjonowania TGS sa obecnie dostepne komercyjnie [37], umozli-
wiajac powszechne wykorzystanie zalet ich odczytow. Jednoczesnie istotna barie-
ra ich efektywnego zastosowania jest obecnosé¢ duzej liczby bledéw sekwencjono-
wania, nieakceptowanej przez narzedzia przeznaczone dla przetwarzania odczytow
NGS. W rezultacie dtugie odczyty niejednokrotnie petnia funkcje pomocnicza,
uzupelniajac informacje uzyskane z odczytéow NGS.

Wigkszosé algorytmow korekeji odezytéw NGS nie jest dostosowana do prze-
twarzania odczytéw TGS, nie tylko ze wzgledu na dlugosé odczytow rdzniaca
sie o rzedy wielkosci i duzo liczniejsze, posiadajace inna charakterystyke, btedy.
Znaczenie ma takze niska przepustowosé¢ tych urzadzen, skutkujaca niewielkim
pokryciem sekwencjonowanego genomu odczytami. Jak dotad opracowano kilka
algorytméw dostosowanych do korekeji odczytéw TGS. Wszystkie znane autorowi
algorytmy opieraja sie na hybrydowym wykorzystaniu odczytéw krétkich odezy-
tow NGS do korekeji dtugich odczytéw TGS. Algorytmy te stawiaja zalozenie, ze
oba rodzaje odczytéw zostaly uzyskane z tej samej biblioteki sekwencji [31, 178].

W pracy [31] zaproponowano algorytm LSC przeprowadzajacy korekcje po-
przez mapowanie odczytow NGS do odczytéw TGS. W pierwszej kolejnosci w od-
czytach wejsciowych obu typéw nastepuje eliminacja (kompresja — ang. com-
pression) homopolimeréw poprzez skrécenie ich do sekwencji dlugoscei £ =1 (np.
sekwencja ACCCG zostaje skompresowana do postaci ACG). Autorzy algorytmu
zapewniaja, ze powyzsza zmiana wywiera niewielki wplyw na liczbe prawidlowo
zmapowanych odczytow. Nastepnie nastepuje wykonanie filtracji odczytow NGS
w oparciu o kryterium dlugosci odczytu i liczbe symboli N. Odczyty TGS sa
poddawane wzajemnej konkatenacji z wstawieniem pomiedzy nimi ciagéw sym-
boli N, tworzac w ten sposéb sekwencje imitujace chromosomy referencyjne. Pro-
ces korekcji obejmuje mapowanie odczytow NGS do utworzonych sekwencji przy
pomocy zewnetrznego narzedzia Novoalign [99]. W przypadku réznic miedzy od-
czytami zmapowanymi a sekwencja referencyjna okresla sie postaé¢ konsensusowa
roznic, ktora stanowi korekcje odpowiedniej pozycji sekwencji. Ostatnim etapem
jest przywrdcenie nieskorygowanych, skompresowanych homopolimeréw odczy-
tow TGS do pierwotnej postaci oraz wyodrebnienie z sekwencji odcinkéow od-
powiadajacych odczytom. Przedstawione wyniki dowodza, ze algorytm LSC po-
prawia jakos¢ w przypadku zastosowania strategii sekwencjonowania RNA-Seq.
Eksperymenty oparto na odczytach Illumina, ktére wykorzystano do korekcji od-
czytow PacBio.

Algorytm LoRDEC [178] wykorzystuje odczyty NGS do budowy grafu de Bru-
ijna. Z odczytow tych nastepuje wyodrebnianie k-meréw, filtracja k-meréw w opar-
ciu o kryterium zadanego przez uzytkownika progu 7.y oraz budowa grafu de
Bruijna reprezentowanego przy pomocy filtru Blooma. Proces korekcji obejmu-
je wyszukiwanie w grafie k-meréw wyodrebnionych z odczytéw TGS. Jezeli czesé
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sposréd takich k-meréw nie zostaje znaleziona w grafie, wowczas pomiedzy wezta-
mi grafu reprezentujacymi znalezione k-mery znajdowana jest $ciezka, a obecne
na niej symbole pelnig role korygujacej odczyt modyfikacji. Odczyty NGS, dla
ktérych nie znaleziono zadnych prawidlowych k-meréw sa eliminowane. Ponadto
odczyty, na koncach ktoérych pozostaty nieskorygowane fragmenty sa obcinane,
a odczyty, ktore posiadaja nieskorygowane fragmenty poza konicami sg rozdziela-
ne.

Inne rozwigzanie oparte na grafie de Bruijna zostalo wykorzystane w algo-
rytmie Jabba [150]. Ta metoda réwniez oparta jest na budowie grafu sekwencji
odczytéw NGS, jednakze dopasowywanie odczytow TGS do grafu nie jest prze-
prowadzane z wykorzystaniem k-meréw. W zamian stosowana jest metoda rozsze-
rzania ziarna (ang. seed and extend), nie ograniczajaca dlugosci dopasowanych
fragmentéow do k. Po zbudowaniu grafu nastepuje eliminacja jego btednych frag-
mentéw, wykonywana w oparciu o informacje o pokryciu odczytami. Nastepnie
przeprowadzane jest wyszukanie najdtuzszych wspdélnych sekwencji reprezento-
wanych przez graf oraz podstéw odczytow TGS. Rozne fragmenty odczytu TGS
mogg by¢ dopasowane niezaleznie. Po uzyskaniu zbioru dopasowan nastepuje ich
filtracja, eliminujaca m.in. zbyt kréotkie dopasowania. Pozostale dopasowania sa
rozszerzane poprzez przechodzenie przez graf. Roznice miedzy odczytem a Sciez-
ka w grafie bedaca rozszerzonym fragmentem stanowia podstawe do wykonania
korekcji.

4.2 Parametry algorytmoéw korekcji

Dziatanie przedstawionych powyzej algorytmow jest zalezne od szeregu parame-
tréw dostrajajacych ich przebieg. Wartodci wielu spoéréd parametréw, jak roz-
miar filtréw Blooma lub prég obciecia, sa zwykle wewnetrznie ustalone przez
autoréw badz okredlane automatycznie w oparciu o inne parametry lub charakte-
rystyke danych wejsciowych. Jednakze w wigkszosci przypadkéw wykorzystanie
algorytmu wymaga zadania parametrow przez uzytkownika.

Wsrod tych ostatnich wystepuje grupa parametrow, ktorych warto$é mozna
okresli¢ dosy¢ precyzyjnie analizujac wlasnosci danych wejsciowych (dlugosé ge-
nomu, gleboko$é¢ sekwencjonowania, liczbe k-meréw okreslonego typu obecnych
w odczytach). Z kolei inne parametry wywieraja wplyw na prace algorytmu w spo-
sob trudny do precyzyjnego okreslenia, a w rezultacie ich wyznaczenie stano-
wi wyzwanie (dlugosé k-meru, wartosci okreslajace prawdopodobienstwa doboru
k-meréw). Ich optymalny dobér wymagalby posiadania doktadnej wiedzy na te-
mat dziatania algorytmu lub sprawdzenia rezultatow kolejnych etapéw przetwa-
rzania skorygowanych odczytéw [187]. W takich przypadkach autorzy algorytmow
proponuja rozmaite strategie okreslania wartosci parametréw, zazwyczaj opiera-
jac sie na nieformalnych, uzasadnionych empirycznie zasadach. Ponizej przedsta-
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wiono reguly doboru najwazniejszych parametrow, ktore zostaly przedstawione
w pracach wprowadzajacych opisane wyzej algorytmy korekcji.

4.2.1 Dobér dfugosci oligomeru

Dtugosé oligomeru k to najczesciej spotykany, szczegdlnie wérdéd algorytmow
opartych na spektrum k-meréw, parametr wywierajacy wplyw na jako$é¢ wynikéw
algorytmu. Przy jego doborze nalezy zwréci¢ uwage, ze mate wartosci k pozwalaja
na dokladniejsza lokalizacje bledu w odczycie [110], jednakze wartosci zbyt male
powoduja wzrost liczby przypadkéw takich, ze rézne k-mery o sekwencjach o nie-
wielkich odleglosciach edycyjnych pochodza z réznych, podobnych czesci genomu.
Takie przypadki sa trudne do odréznienia od bledéw [110]. Ponadto dla algorytmu
BLESS zasygnalizowano, ze zbyt mate wartosci £ moga powodowaé wzrost liczby
potencjalnych korekcji danego btedu i zwickszaja prawdopodobienstwo wyboru
nieprawidlowej korekcji [97]. Zwiekszanie wartosci k zmniejsza wplyw powtérzen
w genomie, ale jednoczesnie zmniejsza przecietna liczebno$é k-meréw [97] powo-
dujac ,,wyplaszczenie” histogramu ich liczebnoéci.

Dla algorytmu Quake zaproponowano dobér k zgodnie z réwnaniem k ~
log, 2()025, ktore w praktyce powoduje uzyskanie wartosci z zakresu 15-19. Now-
sze algorytmy powinny przyjmowacé wyzsze wartosci k, co jest obecnie wykonalne
dzieki mozliwosci tworzenia baz danych k-meréw takze dla wiekszych wartosci k,
a pozwala na ograniczenie wplywu powtérzen w genomach [123].

W pracy wprowadzajacej algorytm PREMIER wplyw wartosci k na korekcje
zostal omowiony podobnie, jak przedstawiono powyzej, nie podano jednak do-
ktadnego wzorca doboru tej wartosci. Do przeprowadzenia eksperymentéw wy-
brano rézne wartosci k ze zbioru {13,14, 15}.

Algorytm BLESS powinien by¢ parametryzowany taka wartoécia k, aby spet-
nione byly dwa warunki: [%unl/4% < 0,0001 oraz liczba skorygowanych przez algo-
rytm symboli byta maksymalna. Nalezy zauwazy¢, ze szczegdlnie drugi warunek
nie jest mozliwy do sprawdzenia a priori i jego okreslenie wymaga kilkukrotnego
uruchomienia algorytmu.

Dla algorytmu BFC domy$lnie przyjeto k = 33 nie podajac uzasadnienia oraz
reguty, kiedy wartos¢ te nalezy zmienié. Z kolei w algorytmie SAMDUDE przyjeto
k =7, stanowiace potowe dtugosci kontekstu symbolu.

W algorytmie RACER warto$¢ k jest okreslana automatycznie. Reguta jej
doboru zostala opracowana eksperymentalnie i jest przeprowadzana w oparciu
o dlugosé genomu Eg, jednak nie zostala dokladnie opisana.

Algorytm Fiona, jako korzystajacy ze struktur sufiksowych, nie posiada usta-
lonej jednej dtugosci oligomeru, jednak w celu budowy struktury danych wyma-
gane jest okreélenie zakresu dtugosci k-meréw zapisywanych w strukturze danych
ograniczonym warto$ciami kyi, oraz kpa.x. Parametr ki, jest ustalany automa-

tycznie poprzez minimalizacje sumy dwéch wartosci: (7) oczekiwanej liczby po-
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zycji w odczytach, gdzie bledy sa rozmieszczone w sposéb, ktoéry uniemozliwia
znalezienie k-meru pozbawionego bledu, oraz (i7) oczekiwanej liczby pozycji w od-
czytach, gdzie btad w k-merze moze spowodowac odniesienie go do innej pozycji
genomu. Obie te wartosci sa okreélane probabilistycznie w oparciu o oczekiwana
liczbe btedéw, dlugosé odezytéw oraz dtugoéé genomu. Jednoczesnie przyjmowa-
ne jest kmax = Kmin + 10.

W algorytmie Karect parametr k takze jest okredlany automatycznie i moze
przyja¢ wartosci z zakresu 27-42, w zaleznosci od liczby odczytéw, jednak nie
wyjasniono dokladnie metody doboru. Dobér wartosci k dla algorytmu Blue,
Lighter oraz Musket nie zostal wyjasniony przez ich autoréw.

4.2.2 Dobér progu obciecia

Dobér progu obciecia 1cy; jest zwykle przeprowadzany przy postawieniu zatoze-
nia, ze wystepowanie btedu jest rzadkim zjawiskiem, r6zne rodzaje btedéw substy-
tucji sa réwnie prawdopodobne oraz pokrycie genomu odczytami jest rownomier-
ne [123]. Sposéréd przeanalizowanych algorytméw tylko Blue wymaga okreslenia
tego parametru przez uzytkownika.

W algorytmach BLESS oraz Musket prog obciecia jest dobierany automatycz-
nie w drodze analizy histogramu liczebnosci k-meréw. Analiza polega na znalezie-
niu pierwszego minimum histogramu, co wynika z obserwacji, ze k-mery bledne
zazwycza] posiadaja niewielka liczebnos¢. Jednoczesnie, zaktadajac odpowiednio
wysokie pokrycie sekwencjonowania, liczebno$é¢ prawidtowych k-meréw powinna
by¢ znacznie wigksza od 1. W rezultacie rejon liczebnosci k-meréow o wartoéciach
posrednich powinien by¢ reprezentowany przez niewielka liczbe k-meréw i stano-
wi¢ obszar poszukiwania progu obciecia. Przyktadowo, na rys. 4.1 przedstawio-
no histogram liczby wystapien 25-meréw wraz z rozkladami prawdopodobienstw
liczby 25-meréw blednych i prawidtowych zestawu danych o glebokoéci sekwencjo-
nowania dep ~ 40. Jego pierwsze minimum okresla prog obciecia réwny eyt = 8.

W algorytmie Quake takze przeprowadzana jest generacja histogramu liczeb-
noéci, uwzgledniajaca dodatkowo wagi k-meréw. Algorytm doboru przyjmuje pa-
rametr =, (domyslnie =, = 200) okreslajacy stosunek prawdopodobienstwa, ze
dany k-mer jest prawidtowy do prawdopodobienstwa, ze jest bledny. W oparciu
o to, korzystajac z modelujacego rozkltadu prawdopodobienstwa, wyliczany jest
prog obciecia.

W algorytmie RACER wartos¢ 7cyt jest okreslana automatycznie jako funk-
cja rozmiaru genomu Zg, jednak nie sprecyzowano doktadnie postaci tej funkcji
zaznaczajac tylko, ze sposéb doboru tej wartosci zostal opracowany eksperymen-
talnie.

W algorytmie BFC-bf domy$lnie przyjmuje si¢ 7y = 3. Dla algorytmu Blue
nie zaproponowano zasady doboru progu obciecia 7cyt. Jednoczesnie zwrdcono
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Rysunek 4.1: Histogram liczebnosci 25-meréw odczytéw z zestawu ERR422544

uwage, ze przyjecie dokladnego progu dla genomu moze nie byé uzyteczne, ze
wzgledu na fragmenty genomu o duzej liczbie powtérzen [89].

4.2.3 Inne parametry

Pozostale parametry zwykle stanowia dane pozwalajace na wyliczenie przed-
stawionych wyzej parametréw lub umozliwiajace okreslenie rozmiaréw struktur
danych. Algorytm Musket przyjmuje przyblizona liczbe k-meréw ky, ktéra wg
informacji udostepnionych na stronie algorytmu stuzy do okreslenia rozmiaréw
struktur danych.

W algorytmie Lighter parametr wejSciowy stanowi wartos¢ prawdopodobien-
stwa wyboru k-meru p,. W opisujacej go pracy przyjeto, ze powinna by¢ ona od-
wrotnie proporcjonalna do gtebokosci sekwencjonowania i rowna 0,1 dla dep = 70.
Ponadto algorytm jest parametryzowany przyblizonym rozmiarem genomu Zg
wykorzystywanym do okreslenia rozmiaru filtru Blooma.

W algorytmie PREMIER maksymalna odlegto$¢ Hamminga miedzy k-merem
prawidlowym i blednym zostala ustalona jako dyax = 4. Dobor pozostatych pa-
rametrow, tj. A, v, Bbias Oraz Ostep Wg autoréw jest trudny i w pracy wybrano
rozne ich wartosci bez podawania doktadnych regut doboru, okreslajac tylko ich
przyblizony rzad wielkosci.

Algorytmy BFC, RACER, Fiona oraz Blue sg parametryzowane przyblizonym
rozmiarem genomu 7 G- W przypadku algorytmu RACER jest on wykorzystywany
do wewnetrznego wyliczenia innych parametréw algorytmu, a w algorytmie Fio-
na do okredlenia zakresu dtugosci k-meréw zapisywanych w strukturze danych.
W przypadku BFC i Blue nie okreélono doktadnego zastosowania tego parametru,
cho¢ w tym ostatnim przypadku biorac pod uwage, iz parametr stanowi wejscie
etapu zliczania k-meréw, mozna przypuszczaé, ze stuzy do okreslenia rozmiaru
tablicy mieszajacej.



4.3. KOMPUTEROWA SYMULACJA PROCESU SEKWENCJONOWANIA 87

Algorytm Karect musi by¢ parametryzowany przez uzytkownika tylko infor-
macja o ploidii organizmu (haploidalny lub diploidalny) oraz typem odleglosci
edycyjnej wykorzystywanej w dopasowywaniu sekwencji (tylko substytucje, sub-
stytucje oraz bledy typu indel z rownym kosztem, substytucje oraz bledy typu
indel z réznym kosztem), ktére powinny by¢é dopasowane do charakterystyki od-
czytéw. Wewnetrznie w algorytmie Karect jest wykorzystywanych kilka innych,
wyliczanych automatycznie parametréw, do ktérych naleza (7) minimalna dlugo$é
wspoélnego podstowa dwéch odcezytow poddawanych dopasowywaniu, wyliczana
w oparciu o dlugosci odezytéw, (i) maksymalna liczba réznic miedzy odczytami
poddawanymi dopasowaniu, ktéra jest réwna 1/4 dlugosci ich wspélnego podsto-
wa oraz (1) maksymalna waga krawedzi niepodlegajacej usunieciu, zalezna od
glebokoéci sekwencjonowania.

W niektorych przypadkach wyjasniono kréotko sposodb, w jaki okreslane sa pa-
rametry filtru Blooma. W algorytmie BLESS rozmiar filtru jest ustalany w opar-
ciu o wartos¢ neys oraz docelowa wartosé¢ wspétezynnika prpp. W algorytmie BFC
— 933

domy$lny rozmiar filtru wynosi m elementéw i zdefiniowano dla niego d = 4

funkcje mieszajace.

4.3 Komputerowa symulacja procesu sekwencjonowania

Testowanie oraz ocena jakosci algorytmoéw przetwarzajacych odczyty z sekwencjo-
nowania wymaga wykorzystania odpowiednich zestawéw danych. Poza odczytami
uzyskanymi w wyniku eksperymentéw sekwencjonowania DNA niezbedne moze
by¢ oparcie sie na odczytach uzyskanymi w wyniku symulacji in silico [105].
W literaturze mozna spotkaé¢ przykladowe argumenty za zastosowaniem odczy-
téw symulowanych:

e pozycja w genomie, z ktérej uzyskano odczyt rzeczywisty nie jest zna-
na [103],

e moze wystapi¢ znaczace opdznienie miedzy uzyskaniem danych rzeczywi-
stych a publicznym udostepnieniem ich w bazie odczytéw [103],

» symulacja umozliwia uzyskanie odczytéw o okreslonej charakterystyce [103],

e w odczytach rzeczywistych mozna spotkaé ,zanieczyszczajace” sekwencje
innych organizméw [188],

o uzyskanie odczytéw symulowanych jest mniej kosztowne [188].

W niektérych przypadkach autorzy prac opisujacych algorytmy korekcji wy-
korzystuja odczyty wygenerowane prostymi metodami przygotowanymi ad hoc
do przeprowadzenia konkretnego eksperymentu [103]. Jedna z popularniejszych
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metod jest zaproponowana w pracy opisujacej algorytm Quake [110]. Jej zasa-
da dziatania opiera sie na losowym wyborze z genomu podstéw dtugosci symu-
lowanego odczytu oraz dopasowaniu do nich sekwencji wspotczynnikow jakosci
uzyskanych z rzeczywistych zestawow odczytéw. Wspdlezynniki jakosci sa prze-
ksztatcane do wspétczynnikéw bledow, w oparciu o ktére losowo dobierana jest
nowa wartosé¢ niektorych pozycji; podczas doboru nowych symboli bierze sie pod
uwage profile btedéw okreslajace prawdopodobienstwo zamiany okre$lonego sym-
bolu na inny (np. w technologii Illumina czestsze sa btedy zamiany nukleotydu A
na nukleotyd C, niz na G lub T). W niniejszej pracy metoda ta bedzie nazywa-
na metodqg Quake, a metody nieuwzgledniajace odmiennych prawdopodobienistw
zamiany miedzy réznymi symbolami beda nazywane uproszczonymi metodams
Quake.

Rozwigzania tego rodzaju, cho¢ wygodne, nie sa jednak satysfakcjonujace
i moga powodowaé uzyskanie niemiarodajnych wynikéw [89, 209]. Ponadto w wy-
branych przypadkach uzyskanie odczytéw wylacznie imitujacych proces sekwen-
cjonowania moze by¢ niewystarczajace i symulacja musi obejmowaé takze inne
zadania, jak generacja wariantéw [161] lub generacja sztucznych genoméw [157].
W zwigzku z tym opracowano szereg narzedzi umozliwiajacych symulacje odczy-
tow z zachowaniem okre$lonych wymagan. Niektére sposrod nich, umozliwiajace
symulacje procesu sekwencjonowania genoméw WGS zostaly ponizej pokrotce
omoéwione.

ART Narzedzie ART [105] pierwotnie zostalo przygotowane na potrzeby Pro-
jektu 1000 Genomow i jest dostosowane do generacji odczytéw technologii Roche
454, Mllumina i SOLiD. Umozliwia symulacje btedéw sekwencjonowania przepro-
wadzang w oparciu o model bledéw opracowany poprzez analize duzych zbioréw
odczytow.

Dla technologii Illumina dostarczony jest zestaw modeli btedéow substytucji
dla odczytow dlugosci nie wiekszej niz 75 pz. Model bledéw indel zostal zbu-
dowany w oparciu o odczyty dlugosci 36 pz, a zatem w obu przypadkach dla
praktycznie niespotykanych obecnie sekwenatoréw, jednak narzedzie umozliwia
utworzenie nowych modeli poprzez przeprowadzenie analizy rzeczywistych od-
czytow. Model substytucji jest oparty na wartosciach wspotczynnikow jakosci
rzeczywistych odczytow.

Wedlug przegladowej pracy [73] jest to najlepsze narzedzie symulacji odczy-
tow. W pracy tej zasygnalizowano, ze ART umozliwia symulacje wariantéw, jed-
nak informacja taka nie znajduje sie w dokumentacji tego narzedzia.

SInC W narzedziu SInC [161] polozono nacisk przede wszystkim na symulacje
wariantéw genomdw, ktére moga obejmowaé polimorfizmy SNP, warianty liczby
kopii sekwencji oraz warianty typu krotki indel. Generacja odczytéw odbywa sie
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w oparciu o model bledéw opracowany na podstawie analizy odczytéw Illumina
dhugosci 100 pz i uwzglednia tylko generacje btedow typu substytucja. Narzedzie
pozwala na utworzenie nowych modeli bledéw poprzez analize rzeczywistych od-
czytow.

CuReSim Narzedzie CuReSim [42] zostalo przygotowane na potrzeby poréwna-
nia algorytméw mapowania. Pozwala na generowanie odczytéw dowolnych typow
i posiada kilka zdefiniowanych rozkladéw prawdopodobienstwa, a takze moze by¢
parametryzowane wspotczynnikami btedéw oraz dowolng dhugoscia odczytu. Na-
rzedzie dostarcza mozliwo$¢ symulacji tylko btedéw substytucji oraz indeli.

FASTQsim Dla narzedzia FASTQsim [188] nie okreslono dokladnie, dla jakiego
typu odczytéw narzedzie to zostalo zaprojektowane. Zostato jednak wyposazone
w narzedzie analizy rzeczywistych odczytéw, pozwalajace na analize wickszej, niz
w pozostalych narzedziach liczby parametrow odczytow: ich dlugoéci, rozktadu
prawdopodobienstwa substytucji w zaleznosci od pozycji oraz wartosci prawi-
dtowego symbolu, rozkladu dhugosci indeli i innych. Autorzy zaznaczaja, ze taki
zestaw parametréw powinien byé¢ wystarczajacy dla wszystkich technik sekwen-
cjonowania. Narzedzie analizy przyjmuje, poza genomem, zestaw zmapowanych
odczytéw, w oparciu o ktére generowane sa powyzsze statystyki.

4.4 Kryteria oceny algorytmoéw korekcji

Publikacje obejmujace swoja tematyka problem korekcji odczytéw zawieraja tak-
ze opisy metody oceny jako$ci procesu korekcji. Do publikacji tych naleza gltow-
nie prace opisujace nowe algorytmy, jednak mozna wskazaé rowniez kilka prac
przegladowych [100, 154, 209] oraz nierecenzowana [153]. Pomimo istnienia tych
ostatnich trudno jest wskaza¢ powszechnie uznany ,ztoty standard” kryteriow
pozwalajacych na ewaluacje danego algorytmu. W zwigzku z tym mozna spotkaé
sie z duza réznorodnoscig podejscia do tego zagadnienia.

W niniejszej pracy kryteria oceny zostana podzielone na nastepujace grupy:

e kryteria jakosciowe, obejmujace wplyw procesu korekcji na jakos¢ wynikow
lub prace nastepnych etapdéw przetwarzania odczytow,

o kryteria wydajnosciowe, obejmujace zapotrzebowanie algorytmu korekcji na
czas i pamieé operacyjna,

e kryteria techniczne, obejmujace tatwos¢ przygotowania danych, wykonania
korekcji oraz wykorzystania wynikow.
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4.4.1 Kryteria jakosciowe

Glownym celem korekcji odezytéw jest uzyskanie odczytéw, bedacych wedtug
roznych kryteriow lepszej jakoséci. Wobec tego kluczowa kwestia jest ocena, w ja-
kim stopniu dany algorytm poprawia jakos¢ odczytéow oraz czy, ze wzgledu na
niepewnosé jakosci algorytméw heurystycznych, nie pogarsza tej jakodci. W li-
teraturze mozna spotkaé dwie odrebne grupy testéw jakosciowych: opartych na
odczytach symulowanych oraz rzeczywistych.

Odczyty symulowane

We wszystkich omawianych pozycjach literaturowych odczyty symulowane zo-
staly wykorzystane do bezposredniej oceny wplywu korekcji. Uzyskujac odczyt
symulowany zawierajacy wygenerowane bledy oraz jego pierwotna, bezbledna
posta¢ mozna dokonaé poréwnania ich z sekwencja odczytow bedacag rezultatem
korekcji. Odczyty sa uzyskiwane zwykle w oparciu o uproszczona metode Quake
lub jej odmiany, jak w [138, 210], lub bezposrednio metoda Quake [110]. Z kolei
w pracy [192] odczyty uzyskano przy pomocy narzedzia Mason [103], natomiast
w [100] przy pomocy narzedzia ART.

Jako granulacje oceny przyjmowane sa pojedyncze symbole (tzn. korzystna
jest prawidlowa korekcja jak najwiekszej liczby symboli odczytéw), np. [138, 192,
210] lub cate odczyty (tzn. korzystna jest prawidlowa korekcjach jak najwigkszej
liczby catych odezytéw), np. [110]. Zalety wykorzystania danego podejscia zaleza
od dalszego zastosowania odczytéw: w przypadku przeprowadzenia detekcji poli-
morfizméw SNP istotny jest wzrost liczby skorygowanych symboli, natomiast przy
asemblacji wzrost liczby skorygowanych odczytéw [25]. Z drugiej strony mozna
przyjac, ze uwzglednienie granulacji symbolu przynosi mniej uzyteczne wyniki,
poniewaz nie kladzie nacisku na uzyskanie odczytéw catkowicie prawidtowych,
charakteryzujacych sie najwieksza uzytecznoscia [154].

Mierzalnos¢ oceny jest uzyskiwana przez okreslenie przedstawionych nizej
wartosci. Wiekszosé z nich w analogiczny sposob bedzie stosowana réwniez w celu
dokonywania oceny jakosci detekcji wariantow:

o TP — liczba odczytéw zawierajacych bledy (lub symboli blednych), ktére
zostaly prawidtowo skorygowane,

o FP — liczba odczytéw niezawierajacych bledu (symboli prawidlowych),
ktore zostaly niestusznie zmodyfikowane przez algorytm korekcji,

o FN — liczba odezytéw zawierajacych bledy (symboli blednych), ktére nie
zostaly skorygowane lub zostaly skorygowane blednie.

Powyzsze wartosci stanowia podstawe wyliczenia nastepujacych miar:

TP

e czulosé: gsens = TP +FN’
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Ta. _ TP
* precyzja: fprec = TP+ FD’

] . _ TP—FP
o zysk (ang. gain): {gain = TprrNs

o miara F1 (ang. F1-score), tj. warto$¢ éredniej harmonicznej czulosci i pre-
2£SEHSEPT6C

Ciji: §F1 - £sens+§prec.

Miary te w bezposredni spos6b znajduja zastosowanie do oceny korekcji ble-
dow substytucji. Zwykle nie jest sprecyzowana strategia ich wyliczania w przy-
padku usuniecia odczytu badz jego skrocenia. W niektérych pracach jako wynik
eksperymentu podawane sa wartosci TP oraz FP, np. w [110].

Odczyty rzeczywiste

Wykorzystanie odczytdéw rzeczywistych pozwala na uzyskanie lepszej wiarygod-
nosci eksperymentow, szczegdlnie gdy zastosowane odczyty pochodzg z organizmu
modelowego ze znanym genomem dobrej jakoéci, poniewaz odczyty symulowane
czesto nie odzwierciedlaja rzeczywistych profili bledéw [142]. Jednoczesnie jed-
nak ocena jakosci ich korekcji jest trudna [89]. Ocena ta zwykle jest dokonywana
poprzez wyliczenie okredlonych statystyk rezultatéw algorytméw mapowania lub
asemblacji, przetwarzajacych zestawy odczytéw poddanych i niepoddanych ko-
rekcji. Statystyki te czesto sg stosowane takze do oceny samego procesu mapowa-
nia lub asemblacji, stad kryterium oceny obejmuje wplyw korekcji na dziatanie
takich algorytmow.

Asemblacja Liczba miar ewaluacji i charakterystyki procesu asemblacji jest du-
za, jednak istnieje grupa narzedzi wyliczajacych je w sposéb automatyczny, do
ktérych nalezy popularny w ocenie korekcji Quast [92]. Narzedzie to pozwala na
uzyskanie m.in. liczby blednych asemblacji (ang. misassemblies) Emisasm, wartosci
pokrycia kontigami (ang. genome coverage lub genome fraction) Ecov, statystyk
Nx, NG, NAx, NGAx, Lx, LGx, LAx, LGAx, oraz liczby kontigéw nyongig-

W narzedziu Quast wykorzystano pojecie blednej asemblacji, zdefiniowane
w narzedziu Plantagora [33] jako pozycja w kontigu taka, ze:

o sekwencja kontigu znajdujaca sie na lewo (jego prefiks) od tej pozycji zo-
stala dopasowana ponad 1kpz od sekwencji znajdujacej sie na prawo (jego

sufiksu), lub
o sekwencje te nachodza na siebie na odcinku co najmniej 1kpz, lub
e sa dopasowane do osobnych nici lub innych chromosomoéw.

7 kolei pokrycie kontigami jest rozumiane jako stosunek liczby symboli dopaso-
wanych do genomu do dhlugosci genomu.
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Jako Nx rozumiana jest taka dtugosé kontigu, ze suma dlugosci kontigéw po-
siadajacych dlugo$é Nx lub wieksza stanowi x% sumy dlugosci wszystkich kon-
tigéw. Z kolei jako NGx rozumiana jest taka dlugosé kontigu, ze suma dlugosci
kontigéw posiadajacych dlugo$é NGx lub wieksza stanowi x% dlugosci genomu.
Wartosci NAx i NGAx sa wyliczane w taki sam sposéb jak Nx i NGx, jednak
przed ich okreséleniem kontigi zawierajace btedy asemblacji sa dzielone w miej-
scach wystapienia btedow. W dalszej czesci pracy statystyki te beda nazywane
miarami z grupy N.

W podobny sposéb sa zdefiniowane statystyki Lx, LGx, LAx, LGAx, przy
czym jako ich wartosci sa przyjmowane nie dtugosci kontigéw, ale ich liczby (np.
Lx — taka liczba kontigow, ze suma dlugosci pewnego zbioru kontigbw mocy Lx
stanowi x% sumy dlugosci wszystkich kontigéw). W dalszej czeSci pracy staty-
styki te beda nazywane miarami z grupy L.

W kazdym przypadku x € [0, 100]. Uzyskanie miar opartych na dzieleniu kon-
tigéw w miejscach bledéw wymaga zmapowania kontigéw do genomu (mapowanie
jest wykonywane przez narzedzie Quast przy pomocy algorytmu MUMmer [121]),
zatem wartosci moga zaleze¢ od réznic miedzy genomem uzyskiwanym w wyniku
asemblacji a genomem referencyjnym.

Ocena jakosci korekcji przez ewaluacje asemblacji jest metoda poérednia,
ktéra ze wzgledu na obecnosé wewnetrznych mechanizméw korekcji obecnych
w asemblerach moze powodowaé uzyskanie niemiarodajnych wynikéw [154]. W li-
teraturze do oceny jakosci korekcji mozna spotkaé wykorzystanie miar N50 [89,
110, 128, 138, 142, 143, 192], NG50 [97, 98, 110, 128, 143, 192], NGA50 [25, 100],
N90, NG90 [110], a takze liczby kontigdw niontig [110], pokrycia genomu kontiga-
mi &eov [25, 97, 134, 138, 192], liczby blednych asemblacji [97, 128, 134, 138, 192]
i innych [25, 89, 100, 134, 192]. W niektérych przypadkach oceniono jako$¢ nie
tylko w granulacji kontigdéw, ale takze skafoldéw [25, 100, 110, 134].

Mapowanie Analizujac opisy eksperymentéw z wykorzystaniem mapowania moz-
na zauwazy¢ czeste przyjmowanie milczacego zalozenia, ze genom referencyjny
posiada sekwencje identyczng z genomem, ktéry zostal poddany sekwencjonowa-
niu. Ze wzgledu na zmiennos¢ wewnatrzgatunkowa zalozenie to zwykle nie jest
spelnione, gdyz miedzy tymi genomami wystepuje pewna liczba réznic. Mimo to
nie powinno prowadzi¢ ono do faworyzowania zadnych algorytméw, pod warun-
kiem ze nie wykonuja korekcji opierajac sie na dopasowaniu odczytu do geno-
mu [187]. Z drugiej strony wystepuje trudnosé z poréwnaniem wynikéw réznych
eksperymentow, poniewaz rozni autorzy przyjmujg réozne zalozenia np. dotyczace
traktowania odczytéw niedopasowanych i dopasowanych wielokrotnie [89].

W celu oceny algorytmoéw korekcji czesto wykonuje sie mapowanie skorygowa-
nych i nieskorygowanych odczytow, a liczbe réznic miedzy genomem a dopasowa-
nymi uznaje sie za oszacowanie liczby bledéw. W oparciu o te réznice nastepuje
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wyliczenie miar podobnych do zdefiniowanych w podrozdziale 4.4.1, jak w pra-
cach [25, 97, 100, 134, 209, 210]. Innym rozwiazaniem jest przyjecie jako wskaz-
nika jakosci korekcji tacznej liczby réznic miedzy odczytami a genomem, bez
dokladnego okreslania powyzszych miar, ale z przedstawieniem w réznej formie
zmiany liczby tych réznic, np. [107, 187, 192], czasem z wyréznieniem réznych ty-
péw réznic (jak substytucja lub indel) [143]. W niektérych przypadkach przyjeto
jako ocene korekcji liczbe odczytéw, dla ktorych liczba réznic wzgledem genomu
spadla [128] lub przedstawiono histogram zmiany liczby réznic &uaist (de) [89, 100]
(gdzie &ndist (de) jest wyrazona procentowo czescia odezytéw, ktérych liczba réznic
od podstowa genomu do ktérego zostaly dopasowane jest réwna de; ze wzgledu
na niesprecyzowanie w literaturze pojecia ,liczby réznic”, w dalszej czesci jako
wartos¢ de bedzie przyjmowana odlegltos¢ edycyjna zgodna z wartoscig uzyski-
wana w wyniku mapowania odczytéw); w pracy [89] jako dopuszczalne warto-
Sci de przyjeto tez ,odczyt niezmapowany” oraz ,odczyt pominigty”. W wybra-
nych przypadkach jako granulacje analizy przyjeto cate odczyty i za prawidlowe
odczyty uznano te, ktore zostaly dopasowane do genomu bez zadnych réznic,
np. [25, 97, 98, 128] albo byly mozliwe do zmapowania [134, 192].

Detekcja wariantéw Wplyw korekcji na jako$¢ wynikéow detekeji wariantéw nie
zostal jak dotad dokladnie przeanalizowany. Zgodnie z wiedzg autora problem
ten zostal poruszony tylko w trzech pracach. Autorzy algorytmu SAMDUDE [79]
przeprowadzili analize wplywu korekcji na detekcje wariantéw dwéch ludzkich
chromosoméw poprzez okreslenie zmian wartosci eens, {prec 0raz &pi liczby wa-
riantéw przed oraz po korekcji. W pracy [110] zamieszczono wyniki wyznacze-
nia &ens oraz Eprec Wariantow Escherichia coli, jednak tylko dla oceny kryterium
jakosciowego algorytmu Quake, bez wykonania poréwnania z innymi algorytma-
mi. Dodatkowo wykonano detekcje wariantéw ludzkiego genomu, wykazujac, ze
w wyniku korekcji pozwala ona na znalezienie wigkszej liczby wariantéw, bez ich
weryfikacji. Z kolei dla oceny algorytmu BFC i innych rozwiazan zagadnienie de-
tekeji wariantéw zostalo poruszone w sposéb uproszczony [128] — oszacowano
liczbe FP polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw poprzez poréwnanie zesta-
wu wariantéw uzyskanego z kontigdw wygenerowanych w oparciu o skorygowane
odczyty z wariantami uzyskanymi z dopasowania nieskorygowanych odczytow do
genomu. We wszystkich powyzszych pracach wzieto pod uwage wylacznie warian-
ty typu SNP. Dodatkowo w pracy [134] przedstawiono wyniki wplywu na detekcje
wariantéw, jednak tylko odczytéw z sekwencjonowania strategii RNA-Seq.

Narzedzia detekcji wariantéw zostaly wykorzystane takze w eksperymentach
opisanych w pracy [98], jednakze ich zadaniem byla wylacznie generacja genomu
dla narzedzia mapowania, poprzez dodanie do modelowego genomu referencyjne-
go wariantow, a nastepnie eliminacje ze zbioru réznic miedzy odczytami a geno-
mem wariantow, celem pozostawienia podzbioru bedacego réznicami uznanymi
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za bledy. Nie dokonano jednak zadnej oceny jakosci detekcji wariantéw.

Inne rozwigzania W nierecenzowanej pracy przegladowej [153] opisano wykorzy-
stanie techniki Safe-SeqS (Safe-sequencing system) umozliwiajacej sekwencjono-
wanie i uzyskanie konsensusowej postaci odczytow wysokiej jakosci. Technika ta
opiera sie na znakowaniu sekwencjonowanych nici unikalnymi identyfikatorami
czgsteczkowymi (ang. unique molecular identifiers — UMI) przed rozpoczeciem
namnazania metoda PCR. Identyfikatory te pozwalaja na zgrupowanie namno-
zonych czasteczek oraz okreslenie, ktore odczyty reprezentuja ten sam fragment
genomu. W rezultacie, w oparciu o réznice miedzy tymi odczytami, mozliwe jest
okreélenie wiarygodnej postaci odczytu, stanowiacego wzér do oceny korekeji po-
szczegblnych odczytow.

W pracy [142] zaproponowano okreslenie miary jakosci korekcji poprzez zli-
czenie ile sposréd 31-meréw obecnych w odczytach nie jest obecnych w genomie
oraz ile spoéréd 31-meréw obecnych w genomie nie wystepuje w odczytach. Z ko-
lei w pracy [154] zdefiniowano pojecia glebokosci pokrycia (ang. depth of coverage)
oraz zasiegu pokrycia (ang. breadth of coverage). Definicja pierwszego pojecia jest
zbiezna z glebokoScia sekwencjonowania zdefiniowana wzorem (3.2), natomiast
druga warto$¢ jest réwna czesci genomu, ktéry jest pokryty przez przynajmniej
jeden odczyt. W obu przypadkach odczyty sa uznawane za pokrywajace, jesli
ich sekwencje sa podstowami sekwencji genomu. Jako kryterium oceny korekcji
przyjmowana jest zmiana glebokosci i zasiegu pokrycia.

4.4.2 Kryteria wydajnoSciowe

Prawie wszystkie spo$réd oméwionych algorytméw zostaly poddane przez auto-
row eksperymentom oceniajacym czas pracy algorytmu 7 oraz szczytowe zapo-
trzebowanie na pamieé operacyjna u, w zaleznosci od przetwarzanego zestawu
danych. Zagadnienie to posiada znaczenie ze wzgledu na duze zapotrzebowanie
niektérych algorytméw na te zasoby [97]. Korekcja odczytéw czesto stanowi tyl-
ko jeden z etapoéw przygotowania danych do uruchomienia potoku algorytmoéw.
Jezeli czas korekcji okaze sie zbyt dlugi, moze zaczaé¢ odgrywaé¢ dominujacag role
w tym potoku, opdzniajac uzyskanie ostatecznych wynikéw. Jednocze$nie zbyt
duze zapotrzebowanie na pamieé operacyjna moze stanowi¢ nieprzekraczalna ba-
riere, jezeli w danym laboratorium nie ma dostepnej odpowiedniej stacji robo-
czej, a nawet jezeli odpowiednie zasoby istnieja, duze wymagania pamieciowe
mogg skutkowaé catkowitym zaangazowaniem takiej stacji do wykonania zadania
korekeji, uniemozliwiajac wspétbiezne wykonanie innych zadan [97].

Nalezy zauwazy¢, ze w niektérych pracach postawiono, cho¢ nie udowodnio-
no hipotezy, ze korekcja moze zredukowac zapotrzebowanie na zasoby kolejnych
w potoku przetwarzania algorytmoéw. Jezeli takie zjawisko wystepuje, zbyt wyso-
kie wymagania samej korekcji moga wyeliminowaé znaczenie tego zjawiska.
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W pracach [98, 138] przeprowadzono analize skalowalnosci, rozumianej jako
wplyw zmiany liczby watkéw roboczych algorytmu na czas obliczen. Dobra ska-
lowalno$é umozliwia efektywne wykorzystanie wielordzeniowych procesoréw lub
rozbudowanych, wieloprocesorowych stacji roboczych. Eksperymenty tego rodza-
ju moga wykazad, czy algorytm posiada waskie gardta, zwigzane np. ze zbyt niska
przepustowoscia watku gléwnego (w modelu klient-serwer) lub czasem dostepu
do pamieci masowe;j.

4.4.3 Kryteria techniczne

W praktyce istotnym zagadnieniem sa techniczne kwestie dziatania algorytmoéw.
Przykladowo, niektore, szczegdlnie wezesne algorytmy zmieniajg format danych
wejsciowych lub nie zachowuja dopasowania odczytéw sparowanych [89], co sta-
nowi utrudnienie w kolejnych etapach przetwarzania odczytéw. Inng pozadana
cechg algorytmu jest jego zdolnoéé¢ do przetwarzania odczytéw réznych diugo-
Sci [89]. Ponadto wybrane algorytmy moga przyjmowaé odczyty wejSciowe w po-
staci plikéw FASTA [89]. Ze wzgledu na rozmiar danych wejsciowych i wyjscio-
wych korzystna jest mozliwos¢ przetwarzania danych w formie skompresowanej.
Duze znaczenie ma prostota uzycia algorytmu, w szczegdlnoéci malta liczba pa-
rametréow algorytmu, ktére powinny by¢ dobierane w prosty i intuicyjny sposéb,
a najlepiej dobierane automatycznie przez algorytm korekcji.






Rozdziat 5

Nowa metoda korekciji

5.1 Woprowadzenie

Przedstawione w rozdziale 4. algorytmy oraz ich implementacje wykorzystujg roz-
ne strategie rozwiagzywania trudnoéci zwigzanych z korekcja odczytéw z sekwen-
cjonowania Illumina uzyskanych w strategii WGS. Wiele sposrod tych strategii
jest wspolnych dla réznych algorytméw, co z jednej strony dowodzi duzej skali
wykorzystania ich zalet, jednak z drugiej wskazuje na powszechnos¢ wystepo-
wania wad lub stabosci danych rozwigzan. Skale popularnosci niektoérych z nich
mozna nazwaé nawet ,moda”, szczegdlnie wykorzystania filtréw Blooma do prze-
chowywania spektrum k-meréw, pozwalajacych na jego zwiezla reprezentacje, ale
takze umozliwiajacych zachowanie wytacznie binarnej informacji o przynaleznosci
k-meru do spektrum oraz podatnych na pojawianie sie nieprawidtowych odpowie-
dzi twierdzacych. Znaczenie takich btedéw, co wynika z réwnania (3.4), w Srednim
przypadku jest niewielkie, jednak w przypadku pesymistycznym, przy niekorzyst-
nym zbiorze k-meréw wejSciowych, potencjalnie moze prowadzi¢ do uzyskania
nieoczekiwanie stabych wynikéw.

Innym przyktadem popularnego rozwiazania jest silne oparcie algorytmu na
wspoélezynnikach jakosci. Jak zostalo wspomniane w poprzednich rozdziatach,
adekwatnos¢ wartosci takich wspotczynnikow do rzeczywistej skali btedow w od-
czytach nie jest idealna, zatem pomimo istnienia bardzo odmiennych strategii
wykorzystania wspotczynnikéw nalezy potozy¢ nacisk na dywersyfikacje Zrodet
informacji o jakosci poszczegdlnych fragmentéw odczytow. Ponadto niektore spo-
sréd technik charakteryzuja sie mniejszg liczba pozioméw kwantyzacji, jak No-
vaSeq, w ktorej sa zawarte w zbiorze Q4 mocy 4 [4], co ogranicza dokladnosé
informacji o lokalizacji btedéw.

Wigkszosé sposrod omdwionych w rozdziale 4. algorytmdw nie zostata opraco-
wana z my$la o korekcji btedow typu indel. Faktem jest, ze btedy te w poréwnaniu
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do btedéw substytucji sa w odczytach Illumina duzo rzadsze. Nie oznacza to jed-
nak braku ich znaczenia. Odczyty czesto sa wykorzystywane do rozwiazywania
zadania detekcji wariantéw, a liczba wariantéw typu krétki indel w jednym geno-
mie ludzkim wynosi ok. 3-10°-4-10° (przy ok. 3-10% wariantéw typu SNP) [49].
Jest to zatem znaczna warto$¢, a obecnosé btedéw typu indel moze wpltynaé na
jako$¢ wynikéw poszukiwania takich wariantow. Ponadto nalezy mie¢ na uwadze,
ze przeprowadzenie korekcji odczytu z obecnym btedem typu indel przy pomocy
algorytmu niewyposazonego w mechanizmy detekcji btedéw tego rodzaju moze
skutkowaé niewlasciwym wykorzystaniem strategii algorytmu i uzyskaniem bted-
nych wynikéw lub doprowadzeniem do wyznaczenia wielu Sciezek, utrudniajac
wiarygodny wybdr najlepszej z nich.

Ré6znorodnoéé koncepcji zastosowanych w algorytmach pozwala przypuszczad,
ze istnieje potencjal do znalezienia kolejnych, by¢ moze lepszych strategii. Jed-
noczesnie niedoskonalo$¢ istniejacych implementacji, w tym wysokie zapotrze-
bowanie na zasoby (w szczegblnosci znaczny czas obliczenl) motywuja opracowa-
nie innych, szybszych rozwiazan. W ostatnich latach rozwinieto nowe algorytmy
i koncepcje, ktére moga okazaé sie przydatne w implementacji lepszych narzedzi
korekcji odezytéw. Przyktadem jest algorytm KMC [59, 60, 117], ktéry znajduje
zastosowanie w niektérych algorytmach korekcji jako narzedzie zliczania k-meréw,
jednak bez pelnego wykorzystania mechanizméw udostepnianych przez dotaczone

do niego KMC API.

5.2 Narzedzia KMC i KMC tools

5.2.1 Mozliwosci narzedzia KMC

Algorytm KMC, oméwiony w podrozdziale 3.4.2, umozliwia zliczanie k-merdw,
generujac w rezultacie ich baze danych, zapisywana w postaci dwéch plikéw dys-
kowych: pliku prefiksow i sufikséw. Format plikow jest zblizony do struktury
danych tworzonej po wezytaniu bazy danych do pamieci operacyjnej. Odczyt pli-
kéw bazy, utworzenie struktury w pamieci oraz dostep do niej wraz z wykonaniem
podstawowych operacji jest mozliwy za posrednictwem KMC API, bedacego bi-
blioteka programistyczna jezyka C++-.

Struktura bazy danych

W narzedziu KMC postuzono sie dwiema wersjami formatu bazy danych k-meréw.
Ponizsza formalizacja tego formatu zostala opracowana przez autora niniejszej
pracy w oparciu o dokumentacje techniczna tego narzedzia. W wersji 1 (opiera-
jac sie na suplemencie pracy [59]) przyjeta jest dlugosé prefiksu k-meru réwna a.
Poszczegdlne prefiksy nie sa zapisywane w pelnej postaci w bazie. Plik prefik-
séw zawiera ciag (tablice) indekséw (vi"d), gdzie ¢ € 0,1,...,4% — 1. Prefiks K

L
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ind)

danego k-meru k jest jednoznacznie przyporzadkowany elementowi ciagu (vi

przy pomocy funkcji mieszajacej h(-), bedacej bijekcja. Funkcja mieszajaca gwa-
rantuje zachowanie leksykograficznej kolejnosci prefikséw, tzn. h(w) < h(w') <

ind

stowo 1o jest leksykograficznie mniejsze od w’. Kazdy indeks v

reprezentuje

f
)

jeden z kolejnych prefikséw. Plik sufikséw zawiera ciag (vi™) par (kﬁa, n), zawie-

rajacych sufiks pewnego k-meru k oraz liczebnosé tego k-meru. Wszystkie sufiksy

danego prefiksu sa obecne w tablicy na pozycjach v§uf, vffl, ce (vji“f —1), gdzie

i=vind j = Vg_dl, a ¢ jest indeksem prefiksu.
Powyzsza struktura danych umozliwia szybkie wykonywanie m.in. dwoch ope-

racji:

o wyszukania k-meru o zadanej sekwencji i zwrdcenie binarnej informacji o je-
go obecnosci w bazie, a w przypadku odpowiedzi twierdzacej uzyskanie li-

czebnodci; zadanie to polega na wyborze elementéw i = vi® (w oparciu
o prefiks k-meru /2) oraz j = ViLrjrdl oraz binarnym wyszukaniu w przedziale
vf“f,vffl, . (V;uf — 1) sufikséw o odpowiedniej sekwencji; operacja wy-

maga obecnoéci calej bazy danych w pamieci,

e iteracji po zbiorze k-merow, ktéra polega na wyborze kolejnych elementow
ind

), a dla kazdego z nich na wyborze kolejnych, odpowiednich

tablicy (v

suf

sub); ze wzgledu na jednoznaczne przyporzadkowanie prefiksu

elementéw (v
do indeksu ciagu (vi") (odwracalnoéé funkecji h(-) umozliwia uzyskanie
postaci catego k-meru); operacja wymaga obecnosci w pamieci tylko czesci

bazy danych.

Obie te procedury moga zostaé przeprowadzone przy wprowadzeniu dodatkowych
ograniczen na wymagana liczebnosé k-merow.

Struktura bazy danych w wersji 2 (generowanej przy pomocy narzedzia KMC
od wersji 2), opierajac sie na suplemencie pracy [60] oraz dokumentacji [114], jest
odmienna, co wynika z zastosowania w tej wersji algorytmu zliczania opartego na
wykorzystaniu sygnatur. Réznica dotyczy formatu pliku prefiksow, ktory sktada
sie z dwbch czesci: tablicy mapowania oraz wielu tablic indeksow. Ciag mapo-
wania (v;-nap) zawiera przyporzadkowania sygnatur do ciagéw indekséw. Kazdy
element tablicy reprezentuje jedna sygnature diugosci k'. Pozycja tego elementu
jest jednoznacznie przyporzadkowana sekwencji tej sygnatury w oparciu o funkcje
mieszajaca h'(-) oraz zawiera odniesienie do jednej, wlasciwej dla danej sygna-
tury, tablicy indekséw. Kazdy z ciagdéw indekséw zawiera 4% elementéow, ktore
reprezentuja sufiksy w sposéb analogiczny jak w wersji 1 bazy danych.

Struktura w tej wersji pozwala na wykonywanie podobnych dziatan jak w wer-
sji 1, jednakze znalezienie k-meru musi zosta¢ poprzedzone wyznaczeniem wia-
Sciwej tablicy prefikséw poprzez odczytanie wartoéci z tablicy mapujacej sygna-
ture na prefiks. W rezultacie liczba operacji koniecznych do wyszukania moze
ulec zwigkszeniu. Co wiecej, w przypadku iteracji po zbiorze k-meréw nie jest
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zapewniona ich leksykograficzna kolejnosé, gdyz prefiksy sa posortowane leksy-
kograficznie wylacznie w ramach jednej tablicy.

Uzyteczne cechy algorytmu KMC

Algorytm zliczania jest parametryzowany nie tylko dtugoécia k-meru, ale takze
m.in. wartoscia progu obciecia neyt, domyslnie 79¢ys = 2. Ponadto domy$lnie na-
stepuje zliczanie k-meréw kanonicznych i wylacznie k-mery w takiej postaci sa
zapisywane w bazie danych. Liczniki k-meréw sg inkrementowane zgodnie z aryt-
metyka nasyceniowa, co w rezultacie skutkuje gérnym ograniczeniem wartosci
licznikéw. Implementacja algorytmu umozliwia tatwa zmiane tego ograniczenia,
jednak domyslna wartos¢ wynoszaca 255 powinna byé wystarczajaca dla wielu
probleméw przetwarzania odczytow z sekwencjonowania WGS, gdyz wartosci li-
czebnosci (dla umiarkowanej gtebokosci sekwencjonowania) osiagaja w wiekszosci
wartosci znacznie mniejsze, czego przykitad mozna zaobserwowaé na rys. 4.1.

Zaleta formatu bazy KMC w stosunku do filtrow Blooma jest przechowywanie
zar6wno pelnej postaci zliczonych k-meréw, jak tez ich liczebnosci. Jednoczesnie
nalezy oczekiwaé, ze w typowym przypadku rozmiar bazy danych bedzie znacznie
mniejszy niz przy prostej implementacji przy pomocy tablicy mieszajacej, dzieki
pominieciu zapamietywania sekwencji prefikséw.

5.2.2 Przetwarzanie baz danych KMC

Przedstawione wyzej funkcje KMC API technicznie zapewniaja duze mozliwosci
przetwarzania danych, jednak w kontekscie korekcji odczytéw dostep za ich po-
Srednictwem do pelnej bazy danych k-meréw moze nie odbywaé sie z wystarczaja-
ca szybkoscia oraz stawiac zbyt duze zapotrzebowanie na pamieé¢. W szczegolnosci
trudnoéci rodzi przeprowadzenie typowej operacji algorytmow opartych na spek-
trum k-merdéw, ktorg stanowi sprawdzanie obecnosci k-meru w spektrum, co poza
wyszukaniem k-meru wymaga uwzglednienia jego liczebnosci w celu uznania za
nieobecne w spektrum k-meréw cechujacych sie liczebnoscig mniejsza od progu
obciecia. KMC API pozwala na pominiecie takich k-meréw poprzez ustawienie
ograniczen, jednak procedura wyszukiwania k-meru wymaga obecnoé$ci w pamie-
ci calej bazy danych, zawierajacej takze k-mery o liczebnoéciach ponizej progu,
ktorych, zgodnie z rys. 4.1, moze by¢ bardzo duzo. Tym samym ich obecno$é¢
moze stanowié¢ znaczny narzut pamieciowy oraz generowacé zwiekszony koszt wy-
szukania w bazie.

Znaczne mozliwosci przetwarzania zbioréw k-meréw sa zapewniane przez na-
rzedzie KMC tools [117], ktérego zadaniem jest szybkie (w tym wykorzystujac
przetwarzanie wspolbiezne) przetwarzanie baz danych KMC przy niskim zapo-
trzebowaniu na pamie¢. Obejmuje ono wykonywanie matematycznych operacji
na zbiorach (np. suma i przeciecie zbioréw k-meréw), modyfikacje liczebnosci
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czy filtracja zbioréw. O duzym potencjale i praktycznej uzytecznosci narzedzia
swiadczy fakt wykorzystania go wraz z KMC w potokach przetwarzania zbioréw
zestawdéw odczytéw w celu detekeji wariantéw. Ich wykorzystanie w miejsce ory-
ginalnych narzedzi umozliwia kilkukrotne skrécenie czasu przetwarzania danych
oraz kilkunastokrotna redukcje zapotrzebowania na pamieé [117].

7 punktu widzenia korekcji nalezy stwierdzi¢, ze sposréd mozliwosci tego na-
rzedzia warte uwagi sg funkcje filtracji bazy k-meréw w oparciu o prég obciecia
(w celu redukcji rozmiaru bazy danych wezytywanej do pamieci operacyjnej)
oraz konwersji bazy z wersji 2 do wersji 1 w celu przyspieszenia wyszukiwania
k-meru. Narzedzie KMC tools zostalo wyposazone rowniez w funkcje generacji
histogramu bazy k-meréw, ktéra jednak nie zostala wykorzystana ze wzgledu na
satysfakcjonujace w tej roli dzialanie KMC API.

5.3 Algorytm BLESS

Punkt wyjécia opracowania nowego algorytmu stanowi algorytm BLESS w wer-
sji 0.12, przedstawiony w pracy [97]. Tym samym algorytm ten bedzie posiadal
podobna strukture oraz czesciowo podobne dziatanie. Wynika z tego koniecznosé
doktadnego oméwienia dziatania algorytmu BLESS, ktére nastepnie zostanie roz-
winiete w celu wyjasnienia nowego algorytmu.

5.3.1 Dodatkowe pojecia i oznaczenia

W celu sprecyzowania wybranych kwestii zwiazanych z omdéwieniem obu algoryt-
moéw nalezy wprowadzié¢ dodatkowe pojecia. Koricem 5" nazywamy pierwszy (¢[0]),
a konicem 3’ ostatni (¢[¢ — 1], ¢ = |t|) symbol odczytu t. Korekcje (lub inne dziata-
nie) wykonywana w strone korica nazywamy czynnos¢ zwiazana z sukcesywnym
zmniejszaniem (w strone korica 5') albo zwickszaniem (w strong korica 3') indeksu
wskazujacego na pozycje w odczycie. Dodatkowo nalezy przyjaé¢, ze indeks ten nie
musi przyjmowaé¢ wartosci z zakresu ograniczonego dlugoscia odczytu — moze
odnosi¢ sie réwniez do symboli sekwencji skonkatenowanej z dowolnym konicem
odczytu. W takim przypadku umieszczanie symboli na pozycjach a < 0 bedzie
nazywane rozszerzaniem poczgtkowego regionu (rozszerzaniem w lewo), a na po-
zycjach a > £ rozszerzaniem koricowego regionu (rozszerzaniem w prawo).

Wiasciwg $ciezkq korekcji nazywamy Sciezke korekcji, ktéra spetnia okreslone
wymagania dotyczace zaufania pokrywajacych ja oligomeréw. Symbolem korico-
wym k-meru k nazywamy symbol k[0] lub k[k—1], odpowiednio w trakcie korekcji
w kierunku konica 5’ lub 3’ (tj. korekcji kolejnych symboli o coraz nizszych lub
wyzszych indeksach w odczycie). Symbolami ¢ oraz X oznaczamy odpowiednio
k-mery prawidlowe i bledne.

Obiecujgcym k-merem nazywamy dowolny k-mer zaufany (tj. obecny w spek-
trum) lub k-mer niezaufany, ktéry jednak w algorytmie jest traktowany jak k-mer
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zaufany. Sekwencje (tzn. odczyty lub k-mery) zmodyfikowane przez algorytm
oznaczane sa symbolem gwiazdki, np. k* oznacza k-mer k, ktérego sekwencja zo-
stata zmodyfikowana w okreslony sposob. Pierwszym k-merem nazywamy k-mer
[0,k — 1].

Regionem odczytu nazywamy pare uporzadkowana (a,b), gdzie 0 < a < b <
¢ —k, a ¢ jest dlugoscia odczytu (k < /). Indeks a wskazuje pierwszy symbol
pierwszego k-meru (w znaczeniu podstowa odczytu) w ciagu k-meréw regionu.
7Z kolei b wskazuje pierwszy symbol ostatniego sposréd takich k-meréw. Kazdy re-
gion (0,b) lub (a, ¢ — k) nazywamy regionem skrajnym, odpowiednio poczgtkowym
i koncowym; pozostale regiony nazywamy regionami wewnetrznymi. Symbolem
pionowych kresek bedzie oznaczana dlugosé regionu: |(a,b)] =b—a+ 1.

Dziatanie algorytméw zostanie oméwione poprzez przedstawienie pseudoko-
doéw. Pomocniczo sprecyzowano dodatkowe procedury, ktére zostana wykorzy-
stane pozniej w celu uproszczenia zapisu. Zostaly one przedstawione w formie
pseudokodéw 1 oraz 2.

5.3.2 Przebieg algorytmu BLESS

Ponizszy opis opracowano w oparciu o kod zrédtowy implementacji algorytmu do-
stepnej na stronie [96]. Wszystkie wykorzystane w opisie definicje matematyczne
zostaly wprowadzone przez autora niniejszej pracy. Wykorzystane oznaczenia kro-
kéw korekeji sg zgodne z oznaczeniami obecnymi w kodzie zrédlowym implemen-
tacji. W formie pseudokodu 3 przedstawiono pomocnicze funkcje wykorzystane
do wyjadnienia algorytmu BLESS.

Parametry algorytmu

W tabeli 5.1 przedstawiono wewnetrzne state algorytmu. Z kolei w tabeli 5.2
przedstawiono parametry, ktére moga by¢ zadane przez uzytkownika, a w tabe-
li 5.3 zamieszczono wybér wewnetrznych zmiennych algorytmu, wykorzystanych
w pseudokodach.

Przygotowanie danych

Pierwsza czesé algorytmu BLESS stanowi wstepna analiza plikéw wejsciowych,
polegajaca na sprawdzeniu poprawnosci ich formatu, oraz zliczanie k-meréw. Za-
dana przez uzytkownika dlugo$é k-meru musi by¢ nieparzysta, ze wzgledu na
podejmowanie decyzji o wyznaczeniu odwréconego dopelnienia k-meru w opar-
ciu o symbol $rodkowy, tzn. x[[#/2]]. Decyzja ta jest podejmowana w ramach
sprawdzania obecnoéci k-meru w spektrum. Etap zliczania k-merow sklada sie
z nastepujacych krokéw: dystrybucji k-meréw do plikdéw, zliczania przy pomocy
tablicy mieszajacej, eliminacji k-meréw o liczebnosci ponizej progu (prég obcie-
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Pseudokod 1 Pomocnicze funkcje

Wejscie: k, 0 = [t|, Keut

Require: ¢ = (a,b)
1: function BEG(v))
2: return a
3: end function

Require: ¢ = (a,b)
4. function END(v))

return b

6: end function

o

7. function PRED(Y, )

)
8: if waEI\II(END(wp) < BEG(¢) A

> Region poprzedzajacy region

w’vep (BEG(¢') > BEG(¢)))) then

BeG(¢)>END(¢p)

9: return 1,
10 else

11: return g
12: end if

13: end function

Require: BEG(¢)) — END(¢,) > 1
14: function UNTRUSTEDREG (¢, 1))

15: return (END(¢p,) + 1, BEG(¢)) — 1)

16: end function

Require: 0 <a</l—k

17 function «(t, a)

18: return tfa,a + k — 1]
19: end function

Require: (k,7) € Kout
20: function 7 (k)

21: return 7

22: end function

Require: a = —-1VvVa=/—Fk+1
23: function Kpyywy (T, a)
24: if a = —1 then

25: return t[0, k — 2]

26: else

27: return tfa,a + k — 2]
28: end if

20: end function

> (k — 1)-mer odczytu
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Pseudokod 2 Pomocnicze funkcje, cd.

30: function MINREG (V) > Region najblizszy koncowi 5’
, i /
31: if ¢§q/¢rz\p(END(¢) < BEG(¢)) then
VEY
32: return
33: else
34: return g
35: end if

36: end function

s37: function MAXREG(Y) > Region najblizszy koncowi 3’
: if 3 V (Enp(¢) < BEG th
s if 3V (END(Y) < BG(v) then
VA
39: return
40: else
41: return g
42: end if

43: end function

44: function TRUSTED(k)
45: if kK € Keut Vrev(k) € Kyt then

46: return true
47: else

48: return false
49: end if

50: end function

Pseudokod 3 BLESS — pomocnicza funkcja

1: function AppPLY (tv,II)
2 for all (a,c) € Il do
3 wlal < ¢

4: end for

5 return to

6: end function
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Tabela 5.1: Wewnetrzne state algorytmu BLESS

Parametr Wartosé Znaczenie

Orp 1 Przyjeta liczba k-meréw w blednym obszarze uzna-
nych za prawidtowe na skutek bteddéw filtru Blooma

OMINA 10 Minimalna réznica oceny miedzy najlepsza a druga
w kolejnosci Sciezka korekeji

OMN_ERR 2 Minimalna dlugo$¢ btednego regionu

OMN soLID 2 Minimalna dtugo$é¢ prawidlowego regionu

OMX_ADJ 4 Maksymalna liczba pozycji regionu sprawdzanych na
obecnos¢ symboli niskiej jakosci

X 1.Q 3 Maksymalna liczba pozycji dla metody sitowej korekeji
pierwszego k-meru

0q L.ow 3 Gorne ograniczenie wartosci niskich wspétezynnikéw
jakosci

Tabela 5.2: Wybér zewnetrznych parametrow algorytmu BLESS

Zmienna Domyélna wartosé Znaczenie
k Dtugosé oligomeru
Neut Wyznaczany w oparciu Prog obciecia
o histogram k-meréw
OMX_E ) Maksymalna liczba pozycji rozsze-
rzajacych skrajny region'
fp_prob 0,001 Zakladane prawdopodobienstwo

nieprawidlowej odpowiedzi twier-
dzacej filtru Blooma

num _clusters 100 Liczba plikéw pomocniczych wyko-
rzystywanych w redukcji wplywu
nieprawidtowych odpowiedzi twier-
dzacych filtru Blooma

seed 0 Ziarno generatora liczb pseudolo-
sowych, wykorzystanego do wyzna-
czania funkcji mieszajacych filtru
Blooma

verify true Binarny parametr wyznaczajacy we-
ryfikacje redukujaca wplyw niepra-
widlowych odpowiedzi twierdzacych
filtru Blooma

cia 7eyy musi zostaé okreslony przez uzytkownika), zapisania uzyskanego spek-
trum k-meréw w filtrze Blooma.

W instrukcji algorytmu blednie podano wartoéé 2.
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Tabela 5.3: Wybo6r wewnetrznych zmiennych algorytmu BLESS

Zmienna Znaczenie

Aqrow  Zbidr pozycji odczytu o niskich wspétezynnikach jakosci
Ooxt Liczba pozycji rozszerzajacych region dla biezacej Sciezki
Osirst.mod  Najmniejsza pozycja zmodyfikowanego symbolu w $ciezce
Olast mod  Najwieksza pozycja zmodyfikowanego symbolu w éciezce

thq Liczba pozycji dla algorytmu sitowego korekcji pierwszego k-meru
II Sciezka korekeji (zbi6r par uporzadkowanych)

11, Nowa, skopiowana $ciezka korekcji

II Zbidr Sciezek korekcji

P Region odczytu

Uy Poprzedni region odczytu

Wi rust Zbiér prawidlowych regionéw odczytu

Wiuntrust ~ Zbiér blednych regiondéw odezytu

sh_ns Wartosé binarna dotyczaca obecnodci krotkiego btednego regionu

W algorytmie przewidziano obstuge odczytéw sparowanych poprzez ich nie-
zalezna korekcje (naprzemiennie odczytéw z jednej pary). W implementacji nie
uwzgledniono pracy z plikami w formie skompresowanej. Wykonanie calosci al-
gorytmu jest przeprowadzane jednowagtkowo.

Wyznaczanie regionéw

W dalszej kolejnosci przeprowadzana jest korekcja kolejnych odczytéw. Pierwszy
krok stanowi zmiana wszystkich symboli N odczytu na symbol A. Uzasadnienie
wyboru takiej strategii nie zostalo przez autoréw podane. Nastepnie wyznaczane
sa regiony prawidlowe (a;,b;) € Wiyst, & W oparciu o nie nastepuje wyznaczenie
regionow blednych. W dalszej czedci, jesli nie zaznaczono inaczej, pod pojeciem
region bedziemy rozumieli region bledny.

Procedura wyznaczania regionéw prawidtowych zostala przedstawiona na pseu-
dokodach 43-45 zamieszczonych w dodatku A. W pierwszej kolejnosci (krok 0.0)
nastepuje okreslenie przynaleznosci kazdego k-meru odczytu do spektrum (li-
nie 2-17 pseudokodu). Nastepnie uzyskane w ten sposéb wstepne regiony podle-
gaja skréceniu lub eliminacji: w krokach 0.2 oraz 0.3 eliminowane sa zbyt krotkie
regiony prawidtowe i bledne poprzez zwickszenie dlugosci sasiadujacych regionéw
(odpowiednio linie 18-22 oraz 23-30). Regiony bledne moga tez zosta¢ wydtu-
zone jesli ich dhugosé jest zbyt malta, co moze byé skutkiem btedéw filtru Blo-
oma (krok 0.4, linie 31-41). Osobno jest rozwazany przypadek, gdy w odczycie
wyznaczono dwa prawidlowe regiony, a region bledny miedzy nimi jest krétszy
od k. W takim przypadku moze nastapi¢ eliminacja jednego z regionéw (krok
0.5, linie 42-58). Regiony bledne moga tez mieé zwigkszane dlugosci w kierun-
ku 5, jesli k-mery znajdujace si¢ w poprzedzajacych je regionach prawidtowych
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zaczynaja sie lub koncza symbolami o niskich wspolezynnikach jakosci (krok 0.6,
linie 59-92). W kroku 0.7 (linie 93-99) nastepuje wykrywanie blednych regionéw
krétszych niz k, ktorych obecnosé skutkuje przeprowadzeniem korekcji odczytu
w inny sposéb.

Wyznaczanie regionéw btednych w oparciu o regiony prawidlowe odbywa sie
zgodnie z ponizszym przyktadem. Przyjmujac ze dla pewnego odczytu okre-
Slono prawidlowe regiony (ai,b1) oraz (ag,bs), b1 < ag, woéwczas kazdy k-mer
tlar, a1 + k — 1], tfa; + 1,a1 + k], ..., t[b1,b1 + k — 1] jest k-merem przyporzad-
kowanym pierwszemu regionowi prawidlowemu. Z kolei k-mery tlag, as + k — 1],
tlag + 1,a9 + k], ..., t[ba, ba + k — 1] sa przyporzadkowane regionowi drugiemu.
Przyjmujac ze a1 > 0 oraz by < ¢ — k (tzn. symbole odczytu znajdujace sie bli-
sko koncéw zawieraja bledy, a w konsekwencji istnieja skrajne btedne regiony;
warunek ten jest spelniony tylko w niekt6rych odczytach) indeksy prawidtowych
regionéw wyznaczaja takze 3 regiony bledne: (0,a; — 1), (by + 1,a2 — 1) oraz
(ba+1,0—k—1), zdefiniowane w spos6b analogiczny, stanowiace elementy zbioru
Wntrust- Lym samym suma zbioréw k-meréw wszystkich regionéw prawidlowych
i blednych stanowi zbiér wszystkich k-meréw odczytu. W implementacji algo-
rytmu nie przewidziano przechowania w pamieci zbioru regionéw blednych, gdyz
wartosci jego elementéw moga by¢ wyznaczone na biezaco w oparciu o sgsiednie
regiony prawidlowe (zgodnie z funkcja UntrustedReg w pseudokodzie 1).

Przyktadowe regiony prawidtowy oraz bledny zostaty przedstawione na rys. 5.1.
Czesé sposrdd T-merdw zostala przydzielone do regionu blednego (87, 93). Ponad-
to wyznaczono region prawidlowy (a,86) dla pewnego a, 0 < a < 79. W regionie
prawidlowym znajduja sie wytacznie prawidlowe 7-mery, natomiast w regionie
btednym wystepuje prawidlowy 7-mer o indeksie 93, zaliczony do tego regionu
(np. w kroku 0.2, w ktérym nastepuje eliminacja regionéw prawidlowych krot-
szych niz OyN_SoLID)-

Indeksy symboli odczytu 79:80:81:82:83:84:85:86:87:88:89.90:91:92:93.94.95:96:97:98:99
Prawidlowa sekwencja - - - AT TATAAACGCATCTATCGAC
Wspdlczynniki jakosci + + +:394040:40:40-40-4040404040:40:3927:18 9 9 8 81743

Symbole odczytu -+ ATTATAAACGCATCTGGCGAC

Region prawidlowy

Region btedny

Obecnosé k-meréw w spektrum Y —

Rysunek 5.1: Regiony w algorytmie BLESS; k = 7, ¢ = 100; pogrubieniem zazna-
czono btedy substytucji w odczycie
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Korekcja regionow

Kolejnym etapem korekcji odczytu stanowi modyfikacja symboli obecnych w bled-
nych regionach. Warunki wykonania poszczegdlnych przypadkéw korekcji zostaty
przedstawione na pseudokodzie 4, przy czym w tym etapie rozrézniane sg dwa
przypadki: korekcja regionow wewnetrznych oraz regionu skrajnego koncowego,
ktore sa wykonywane w kierunku 3’ (linie 7 oraz 19), a takze przypadek korekcji
skrajnego poczatkowego regionu, ktéry jest wykonywany w kierunku 5 (linia 15).
W pseudokodach dla uproszczenia przyjeto, ze reprezentowane przez $ciezki zmia-
ny odezytu sg wprowadzane od razu po korekeji danego regionu (np. pseudokod 5,
linia 23); w oryginalnym algorytmie sa one przechowywane w pliku i stosowane
pdzniej po eliminacji btedow filtru Blooma.

Pseudokod 4 Korekcja regionéw algorytmu BLESS

Wejscie: Wiust,shns, k.l =1t

1 if Wit # O A —sh_ns then
> Krok 1.1 — korekcja regionéw wewnetrznych
if [Wipust| > 1 then
for oust € (\I/trust \ MINREG(\I/trust)) do
wp — PRED(\I]trust, wtrust)
) <= UNTRUSTEDREG (¢p, Vtrust ) > Y € Wyntrust, wewnetrzny
if || > k then
CoRRECT3'((BEG(¢)), END(¢)) — k + 1))
end if
end for
end if
¢min <~ MINREG(\I/trust)
Ymax < MAXREG(Uirust)

© ® 3 S T A~ »w

= e
M B2

> Krok 1.2 — korekcja regionu skrajnego poczatkowego
13: if BEG(¢¥)min) > 0 then

14: ¥+ (0, BEG(¢min — 1)) > 1 € Wyntrust, skrajny poczatkowy
15: CORRECTY' ()
16: end if

> Krok 1.3 — korekcja regionu skrajnego koncowego
17: if END(¢max) < ¢ — k then

18: ¥ + (END(Ymax) + 1,0 — k) > 1) € Uuntrust, Skrajny koncowy
19: CORRECT3' (1))

20: end if

21: else

> Kroki 2.1, 2.2, 2.3
22: CORRECTFIRST
23: end if
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Algorytm z powrotami  Strategia dzialania algorytmu korekcji regionéw jest opar-
ta na algorytmie z powrotami, parametryzowanym blednym regionem. Jego dzia-
lanie zostanie wyjasnione dla przypadku korekcji w kierunku 3, przedstawionego
na pseudokodach 5 oraz 6. Sytuacja dla korekcji w kierunku 5’ zostala przed-
stawiona na pseudokodzie 46 oraz 47, zamieszczonym w dodatku A. Ma ona
charakter symetryczny.

Zasada dziatania korekcji polega na modyfikacji symbolu koncowego danego
k-meru blednego regionu (linia 6) do momentu, az k-mer ten stanie si¢ k-merem
prawidlowym. Po osiggnieciu sukcesu podobna procedura jest wykonywana dla
kolejnego k-meru (linia 15) po zastosowaniu w jego sekwencji uzyskanych wcze-
$niej zmian. W razie nieosiaggniecia konica regionu czynno$¢ moze by¢ powtarzana
rekursywnie (linie 36 oraz 46). Nalezy zauwazy¢, ze w niektorych przypadkach
wprowadzenie modyfikacji moze nie by¢ konieczne, gdyz oryginalny k-mer moze
by¢ obecny w spektrum (linia 32). W momencie osiagniecia ostatniego k-meru
regionu nastepuje zapamietanie biezacej Sciezki (m.in. linia 44) oraz sprawdzenie
innych modyfikacji lub powrét do wezesniejszych k-merdéw, dla ktérych wybierane
sg kolejne wartosci modyfikujace.

Korekcja pierwszego k-meru W sytuacji gdy dla odczytu nie wyznaczono zadnego
regionu prawidtowego lub istnieje bledny region krétszy niz k, przeprowadzana
jest osobna procedura korekcji pierwszego k-meru, przedstawiona na pseudoko-
dach 9 oraz 10. W tym przypadku metoda silowa sprawdzane sa wszystkie mody-
fikacje symboli o wartosci wspétczynnika jakoéci mniejszej od Oq row (linia 13)
lub sprawdzane niezaleznie wszystkie modyfikacje kolejnych symboli k-meru (li-
nie 15 oraz 21), w obu przypadkach bedace czeécia kroku 2.1. W obu podejsciach
celem jest uzyskanie prawidlowej sekwencji tego k-meru. Po osiggnieciu sukcesu
nastepuje wykonanie korekcji pozostalej czesci odezytu w kierunku 3’ po zastoso-
waniu zmian w pierwszym k-merze (linia 25) niezaleznie dla kazdej z uzyskanych
wczesniej Sciezek, co stanowi krok 2.2.

Ocena Sciezek korekcji  Uzyskane w wyniku korekeji Sciezki podlegaja ocenie, kto-
ra polega na wykonaniu sumowania wspolczynnikéw jakosci zmodyfikowanych
pozycji. Jako najlepsza wybierana jest Sciezka o najmniejszej ocenie, przy czym
réznica miedzy ewentualnymi dwiema Sciezkami o najnizszej ocenie musi wynosic¢
co najmniej Oyna - Dokladny przebieg oceny zostal przedstawiony na pseudoko-
dzie 12.

Rozszerzanie regiondéw Kazda Sciezka korekcji skrajnego regionu, wygenerowana
w wyniku dzialania algorytmu z powrotami, w ktérej zawarto modyfikacje pozy-
cji w odezycie oddalone od jego korica o mniej niz k symboli (tj. znajdujace sie na
pozycji a > ¢ — k) powoduje rozszerzanie regionu (pseudokod 7, od linii 1), ktére
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Pseudokod 5 Korekcja regionu w kierunku 3" algorytmu BLESS

Wejdcie: k, 0 = ||, ¢
Wyjscie: v poddany modyfikacji

1: procedure CORRECT3' (1))

2 I« 0 > Zbidr $ciezek korekeji
3 K < k(t, BEG(v))

4 K+ K > Nowa sekwencja k-meru
5: for all ce ¥ do

6 K[k —1] ¢

7 if TRUSTED(k*) then

8 M« 0 > Zbiér par
9: if k* # k then

10: II « {(Bec(v)) +k—1,¢)}

11: end if

12: if BEG(¢)) = END(¢)) then > Koniec regionu
13: IT < IT U {IT}

14: else

15: IT < CoNTINUE3' (", II, (BEG(¢) + 1), END(¢))), II)

16: end if

17: end if

18: end for

19: if v jest regionem wewnetrznym then

20: IT <+~ EXTENDINTERNAL(IIL, )

21: else

22: IT < ExTEND3/(II)

23: end if

24: IT +— RATE(IT)
25: if TI # () then

26: Wstaw do II element ze zbioru IT
27: t + AppLy (¢, II) > Ostateczne przyjecie zmian
28: end if

29: end procedure

30: function CONTINUE3' (k, IT, ¢, II)
31: K* + k[1, k]t[BEG(¢) + k — 1]

32: if TRUSTED(x*) then > Modyfikacja nie jest potrzebna
33: if BEG(¢)) = END(¢)) then

34: IT + IT U {IT}

35: else

36: IT <+ ConTINUES' (*, II, (BEG(%)) + 1, END(v))), II)

37: end if
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Pseudokod 6 Korekcja regionu w kierunku 3’ algorytmu BLESS, cd.

38: else > Potrzebna modyfikacja
30: for all c € (X \ {k*[k —1]}) do

40: K*[k—1] + ¢

a1: if TRUSTED(k*) then

12; II, + MU {(BEG(¢)) + k —1,¢)}

43: if BEG(¢)) = END(¢)) then

a4: IT < ITU {II,,}

45: else

16: IT + ConTINUE3 (x*,II, (BEG(¢)) + 1, END(%))), II,,)
47: end if

48: end if

49: end for

50: end if

51: return II

52:. end function

polega na rekursywnej konkatenacji z odczytem kolejnych symboli (linia 26) do
momentu, az symbole te wraz z koncowymi symbolami odczytu beda stanowily
sekwencje prawidtowego k-meru. Liczba rozszerzajacych symboli jest ograniczo-
na do Oyx g. Jezeli uzyskanie takiego k-meru jest niemozliwe, $ciezka zostaje
odrzucana. Przeprowadzane jest rowniez rozszerzanie regiondéw wewnetrznych,
ktére polega na sprawdzeniu kolejnych k-meréw miedzy ostatnim zmodyfikowa-
nym symbolem, a poczatkiem nastepnego prawidlowego regionu (pseudokod 8).
Analogiczne rozszerzanie jest przeprowadzane w przypadku wykonania korek-
cji pierwszego k-meru (pseudokod 11). Na rys. 5.2 przedstawiono liczbe pozycji
rozszerzajacych odczyt w zaleznosci od pozycji ostatniego zmodyfikowanego sym-
bolu. W przypadku korekcji w kierunku korca 5 lub korekcji pierwszego k-meru
sytuacja jest symetryczna (pseudokod 11 oraz pseudokod 48 w dodatku A).

Ostatni zmodyfikowany symbol fiast moa 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 8990 91 92 93 94 95 96 97 98 99
Liczba pozycji rozszerzajacych fest 0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:1:2:3:3:3:3

Rysunek 5.2: Liczba pozycji rozszerzajacych w zaleznosci od wartosci Oiast_mod;
k="170uxe=3,¢=100

Generacja wynikow

Ostatnim etapem algorytmu jest eliminacja bledéw wprowadzonych do odczy-
téw na skutek wystepowania nieprawidtowych odpowiedzi twierdzacych filtru
Blooma, ktére jest przeprowadzane metoda opisana w podrozdziale 4.1.3. Wraz
z wykonaniem takiej eliminacji nastepuje uwzglednienie w plikach wyjsciowych
modyfikacji, ktore zostaly wyznaczone w poprzednim etapie. Procedura elimina-
¢ji btedow filtru Blooma nie jest juz obecna w nowych wersjach algorytmu.
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Pseudokod 7 Rozszerzanie koncowego regionu algorytmu BLESS

Wejscie: t, 0 = ||, k

1: function EXTEND3'(II)

2 for all IT € IT do

3 succ <« false

4 if IT = () then > Istnieje $ciezka bez modyfikacji
5: return () > Pominigcie wszystkich Sciezek
6 else

7 Olastmod < max({a : (a,c) € II})> Ostatni zmodyfikowany symbol
8 if Hlastfmod < { — k then

9 succ < true

10: else

11: t* < AppLY(t,II)

12: K* < Kpuuuy (V5,0 — kK + 1)

13: Hext — min(@foE, max(kz — (5 — elast,mod)’ O))

14: succ < CONTEXTEND3 (fext, 1, £*)

15: end if

16: if —succ then

17: IT « I\ {IT}

18: end if

19: end if

20: end for

21: return I1

22. end function

23: function CONTEXTEND3' (Qext, a, k*)

24: K* +— K*'Q > Konkatenacja z nowym symbolem &
25: for all c € ¥ do

26: Kk —1] ¢

27: if TRUSTED(x*) then

28: if a = Oy then

29: return true

30: else if CONTEXTEND3' (fext,a + 1, k*[1,k — 1]) then
31: return true

32: end if

33: end if

34: end for

35: return false

36: end function




5.3. ALGORYTM BLESS 113

Pseudokod 8 Rozszerzanie regionéw wewnetrznych algorytmu BLESS

Wejscie: v, 0 = [t|,k

1: function EXTENDINTERNAL(II, 1))

2 for all IT € II do

3 if IT = () then > Istnieje $ciezka bez modyfikacji
4 return () > Pominiecie wszystkich Sciezek
5 else

6: Olast_mod < max({a : (a,c) € II})> Ostatni zmodyfikowany symbol
7 if Olast mod > END(l/}) then

8 t* < AppLY(t,II)

9: Nguce < 0

10: for a + END(¢)) to Ojast_mod do

11: K* + k(t*, a)

12: if TRUSTED(x*) then

13: Nsuce < Msuce T 1

14; else

15: break

16: end if

17: end for

18: if Nguce < Olast.mod — END(20) + 1 then

19: IT « IT\ {IT}

20 end if

21: end if

22: end if

23: end for

24: end function

5.3.3 Analiza czasowej ztozonosci obliczeniowej algorytmu BLESS

Gléwnym skladnikiem czasu pracy algorytmu jest korekcja wyznaczonych bled-
nych regionéw, wobec tego zostanie ona uwzgledniona w analizie ztozonosci ob-
liczeniowej. Ztozono$é¢ zostanie wyznaczona w formie funkcji okreslajacych liczbe
sprawdzen zaufania k-meréw, polegajacych na wykonaniu zapytan do filtru Blo-
oma. Nastepnie, w twierdzeniu 3, zostanie wyznaczona pelna zlozonos¢, w ktérej
jako operacja dominujaca zostanie przyjeta liczba przypadkéw odwolan sie do
symboli k-meréw podczas wyznaczania wartosci funkcji mieszajacych w trakcie
wykonania zapytan. Wszystkie ztozonosci obliczeniowe przedstawione ponizej zo-
staly wyznaczone przez autora niniejszej pracy.

Pesymistyczny przypadek w korekcji odczytu ma miejsce w sytuacji, gdy nie
wyznaczono zadnych prawidtowych regionéw algorytmu albo istnieje bledny re-
gion krotszy niz k — w takim przypadku nastepuje wykonanie korekcji pierwszego
k-meru, a jego kontynuacja w postaci algorytmu z powrotami jest przeprowadza-
na dla najwigkszej liczby symboli ¢ — k.
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Pseudokod 9 Korekcja pierwszego k-meru odezytu algorytmu BLESS

Wejscie: k, 0 = [t|,q,¢
Wyjscie: v poddany modyfikacji

1: procedure CORRECTFIRST > Krok 2.1 — korekcja pierwszego k-meru
2 I« 0

3 K < k(t,0)

4 Aqrow < 0 > Zbiér pozycji o niskich wspélczynnikach jakosci
52 forallae{0,1,...,|q/ — 1} do

6 if q[a] < GQiLOW then

7 Aqrow < Hgrow U {a}

8

9

end if

end for
10: (91q — ‘AQ,LOW|
11: if 0 < «91q < GMX,LQ then
12: M+ 0 > Zbiér par
13: IT <— FIRSTBRUTEFORCE(k, IT, Aq 10w, II)
14: if IT = () then
15: IT < FIRSTCONSEC(K)
16: end if
17: else
18: if TRUSTED(k) then
19: IT + IT U {0}
20: else
21: IT < FIRSTCONSEC(k)
22: end if
23: end if
24: IT < FIRSTEXTENDS' (IT)

> Krok 2.2 — kontynuacja korekcji w strong konca 3’
25: IT < FirsTCONT(IT)

> Krok 2.3 — ocena $ciezek korekcji pierwszego i kolejnych k-merdéw
26: IT + RATE(IT)
27: if IT +# () then

28: Wstaw do II element ze zbioru II
29: t + AppLy (¢, II) > Ostateczne przyjecie zmian
30: end if

31: end procedure
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Pseudokod 10 Korekcja pierwszego k-meru odczytu algorytmu BLESS, cd.

32: function FIRsTCONT(IT)

33: I — 0

34: for all IT € IT do

35: K < K(t, 1)

36: k* < AppLy(k, II)

37: IT, < 0 > Sciezki zweryfikowane i uzupelnione podczas kontynuacji
38: < (1,0 —k) > Region obejmujacy pozostala czesé odezytu
39: IT, « CoNTINUE3'(x*, Iy, v, IT)

40: IL s < ILes UII,

41: end for

42: II, s ¢ FIRSTEXTEND3' (ILcs)

43: return I,

44: end function

45: function FIRSTBRUTEFORCE(k, IT, Aq row, II)

46: a < min(Aq row)

e for all c € ¥ do

48: K K

49: K*[a] + ¢

50: 1L, + II

51: if k* # Kk then

52: II, + II, U{(a,c)}

53: end if

54: if |Aq ow| =1 then > Wykorzystano wszystkie pozycje
55: if TRUSTED(x*) then

56: IT+— ITU{Il,}

57: end if

58: else

59: IT <~ FIRsSTBRUTEFORCE(x*, IT, Aq ow \ {a},11,)
60: end if

61: end for

62: return II

63: end function

64: function FIRSTCONSEC(k)

65: I+ 0

66: for alla € {0,1,...,k—1} do
67: K K

68: for all c € ¥\ {k[a]} do
69: K*[a] < ¢

70: if TRUSTED(k*) then
71: I+ {(a,c)}

72: IT + ITU {IT}

73: end if

74: end for

75: end for

76: return IT

77. end function
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Pseudokod 11 Rozszerzanie poczatkowego regionu przy korekcji pierwszego
k-meru algorytmu BLESS

1. function FIRSTEXTENDS' (IT)

2 for all IT € IT do

3 Ofirst_mod < min({a : (a,c) € I1}) > Pierwszy zmodyfikowany symbol
4 if II # O A Ofirst_moa < k& — 1 then

5: t* < AppLY(t,II)

6 K* <= Kpuwmy (t%, —1)

7 Oext min(eMX,E, k — Ofirst mod — 1, K‘*)

8 if “CONTEXTEND5'(fext, 1, £*) then

9

IT « I1\ {IT}
10: end if
11: end if
12: end for
13: return II

14: end function

15: function FIRSTEXTEND3'(IT)
16: for all IT € IT do

17: Olast.mod < max({a: (a,c) € II}) > Ostatni zmodyfikowany symbol
18: if Olast moa > £ — k then

19: t* < AppLY(t,II)

20: K* + Kpoay (0,0 — Kk + 1)

21: Oext min(eMX,Ev k— (6 — Qlast_mod> /{*))
22: if “CONTEXTEND3'(fext, 1, ") then

23: IT « IT\ {IT}

24: end if

25: end if

26: end for

27: return II

28: end function

Dodatkowe oznaczenia i przyjete zatozenia

W ponizszych obliczeniach przyjeto dodatkowo nastepujace oznaczenia: ny =
||, € Wuntrust jest dlugodcia biezacego blednego regionu. Wykorzystano takze
nastepujace oznaczenia zgodne z obecnymi w pseudokodach zmiennymi: Gexy —
aktualna liczba pozycji rozszerzajacych odczyt oraz 6, — liczba pozycji niskiej
jakosci pierwszego k-meru.

Ponadto postawiono nastepujace zalozenia, upraszczajace wyprowadzanie zto-
Z0nosci:

1. k > thx_r — skrajny region moze zosta¢ rozszerzony co najwyzej o liczbe
symboli mniejsza niz dlugo$é k-meru (w przypadku modyfikacji pierwszego
lub ostatniego symbolu odczytu, zostaje on rozszerzony o fyx_g symboli),
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Pseudokod 12 Ocena $ciezek korekcji algorytmu BLESS
Wejscie: q

1: function RATE(IT)

2 if |II| < 1 then

3 return II

4 else

5 Gmin < +00

6: Qmin2 < +00

7 I yin «+ @

8 for all T e IT do > Wybdr dwbch Sciezek o najmniejszych ocenach
9: q < Z(a,c)eﬂ Q(a’)
10: if ¢ < gmin then
11: @min2 < qmin
12: Qmin < ¢

13: i < 11

14: end if

15: end for

> Przypuszczalnie ponizszy warunek powinien
mieé¢ postaé ¢min < ¢min2 + OMINA, @ jego obecna postaé jest wynikiem bledu

implementacji.
16: if ¢min = qmin2 + na then
17: IT < {TTpin}
18: else
19: I« 0
20: end if
21: return IT
22: end if

23: end function

2. bux1q < k — Ovx gk — maksymalna liczba pozycji niskiej jakosci obec-
nych w pierwszym k-merze wykorzystanych w korekcji metoda sitowa jest
mniejsza niz dlugos¢ k-meru pomniejszona o maksymalng liczbe pozycji

rozszerzajacych skrajny region,

5. istnieje mozliwosé, ze w odczycie nie wyznaczono zadnego prawidlowego
regionu (tj. jeden bledny region obejmuje caly odczyt), a jednoczesnie kaz-
da k-elementowa wariacja z powtdrzeniami ze zbioru ¥ (tj. kazdy mozliwy
k-mer) moze wystapi¢ w spektrum; zalozenie to ma na celu znaczne uprosz-
czenie wyznaczania liczby zapytan do spektrum oraz okreslania liczby wy-

generowanych Sciezek,
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6. zltozonosé obliczeniowa wyznaczenia wartosci kazdej funkcji mieszajacej fil-
tru Blooma wynosi Thash (k) = k.

Wyznaczenie ztozonosci obliczeniowej korekcji w kierunku 3’

Lemat 1. Pesymistyczna zlozono$é obliczeniowa korekcji regionu w kierunku 3’
algorytmu BLESS wynosi:

Ty (ny) =8-3" 1 —4=0(2"). (5.1)

Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuja pseudokody 5 oraz 6. W pierwszej
kolejnosci zostanie przeanalizowane dziatanie funkcji Continue3’. Pesymistyczny
przypadek obejmuje sytuacje, gdy biezacy k-mer nie jest zaufany i w rezultacie
nastepuje préba modyfikacji symbolu.

Przebieg funkcji jest nastepujacy: w linii 32 zostaje wykonane jednokrotne
zapytanie do bazy. W przypadku uzyskania negatywnego wyniku w linii 41 za-
pytanie zostanie wykonane trzykrotnie, podobnie przejécie rekursywne dla argu-
mentu ny — 1 (linia 46). Tym samym zlozonosé¢ obliczeniowa funkcji Continue3’
wynosi Ths (ny) = 3Ths(ny — 1) + 4, gdzie gdzie Tj5(0) = 0, a po eliminacji
rekurencji wyrazenie ulega uproszczeniu do Tjs(ny) = 2 - 3™ — 2.

Uwzgledniajac dodatkowo 4 zapytania do bazy wykonane w funkcji Correctd’
(linia 7) oraz wywolania funkcji Continued’ (linia 15) ostateczna zlozonosé obli-
czeniowa przyjmuje postaé Ths (ny) = 8- 3™ ~1 —4 = 0(4™) = O(2™). O

Lemat 2. Pesymistyczna ztoZono$é obliczeniowa rozszerzania koncowego regionu
dla Sciezki korekcji w kierunku 3’ algorytmu BLESS wynosi:

Tire(fext) = % (404t — ) = O (2). (5.2)

Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuje funkcja ContExtend3’ przedstawiona
na pseudokodzie 7. Dla kazdej pozycji rozszerzajacej (tj. pozycji symbolu dota-
czonego do odczytu) nastepuje sprawdzenie co najwyzej |X| = 4 symboli (gdy
dopiero dla ostatniego symbolu zostanie uzyskany ciag prawidlowych k-meréw),
a nastepnie rekursywne wykonanie algorytmu dla kolejnych pozycji rozszerzaja-
cych (linia 14). Stad zlozono$¢ obliczeniowa wynosi Tire(fext) = 4+4TBre(fext—1),
gdzie Tpre(0) = 0, a po eliminacji rekurencji wyrazenie ulega uproszczeniu do po-
staci przedstawionej w tezie lematu. O

Lemat 3. Maksymalna liczba $ciezek wygenerowanych w wyniku korekcji regionu
w kierunku 3" algorytmu BLESS wynosi:

ng’(nw) =4.3%w1 (5.3)
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Dowdéd. W pierwszej kolejnosci zostanie przeanalizowane dzialanie funkcji Continue3d’
(pseudokody 5 oraz 6, linia 30). W kazdym jej wywolaniu moze nastapi¢ pozytyw-
ne zweryfikowanie |¥|—1 = 3 symboli, a dla kazdego z nich rekursywne wywotanie
funkcji. W rezultacie gdy funkcja jest wywoltywana rekursywnie do ny — 1 po-
zioméw, liczba uzyskanych mozliwodci jest réwna liczbie (ny — 1)-elementowych
wariacji z powtérzeniami ze zbioru 3-elementowego. Dodatkowo, uwzgledniajac
fakt, ze mozliwe sa 4 kolejne zmiany w funkcji Correct3d’ (linia 1), tj. dopusz-
czalne jest zachowanie oryginalnego symbolu, liczba $ciezek jest réwna zalezno$ci
przedstawionej w tezie lematu. O

Twierdzenie 1. Pesymistyczna ztozonosé obliczeniowa korekcji w kierunku 3’
algorytmu BLESS wraz z rozszerzaniem wynosi:

TB3’re(ndJ7 QMX,E) — 3TL¢—2 (401\/IX,E+2 + 8) _ 4 —

=0 (2"¢+9M><,E) . (54)
Dowdd. W przypadku pesymistycznym spelnione sa dwa warunki: (i) korekcja
w kierunku 3’ odbywa si¢ zgodnie z sytuacja jak w lemacie 1 oraz (i) zostaje
wygenerowana maksymalna mozliwa liczba Sciezek zgodnie z sytuacja jak w le-
macie 3. Ostatnia zmodyfikowana pozycja kazdej Sciezki korekcji znajduje sie na
ostatniej pozycji regionu, poniewaz pesymistyczny przypadek ztozonoéci funk-
¢ji Continued’ ma miejsce, gdy dla kazdej pozycji wprowadzono pewne zmia-
ny (zatem réwniez dla ostatniej; pseudokod 6, linia 38). Stad w kazdym przy-
padku odczyt zostaje rozszerzony o Oyx_ g pozycji, tzn. warto$¢ Tpre(-) zosta-
nie wyznaczona dla Oy = Ovx g. Tym samym zlozonosé obliczeniowa wynosi:
TB3re(ny, Omx E) = T3 () + B3 (1) TBre (B _E), cO po podstawieniu wyrazen
oraz uproszczeniu przyjmuje postaé jak w tezie twierdzenia. ]

Wyznaczenie ztozonosci obliczeniowej korekcji pierwszego k-meru

Lemat 4. Pesymistyczna ztozono$é obliczeniowa rozszerzania poczgtkowego re-
gionu korekcji w kierunku 5 algorytmu BLESS wynosi:

— 1 eext"l‘l — eext
Toio(fext) = 5 (404t — 1) = O (2). (5.5)
Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuje pseudokod 48. Przez symetrycznosé
sytuacji dowdd jest analogiczny jak w przypadku lematu 2. ]

Lemat 5. Pesymistyczna zloZonosc obliczeniowa sitowej metody korekcji pierw-
szego k-meru algorytmu BLESS wynosi:

T (0hq) = 4% = O (2'). (5.6)
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Dowdod. Rozpatrywany przypadek obejmuje pseudokody 9 oraz 10, w szczegdl-
nosci funkcje FirstBruteForce. Liczba sprawdzanych pozycji niskiej jakosci wy-
nosi 04 (wg warunku w linii 11). Kazda z tych wartodci moze przyjac¢ |X| = 4
wartoéci, wobec tego liczba wykonanych zapytain do bazy (linia 55) jest réw-
na liczbie 0)-elementowych wariacji z powtérzeniami ze zbioru 4-elementowego,
a zlozonos¢ obliczeniowa przyjmuje postac¢ przedstawiong w tezie lematu. O

Lemat 6. Pesymistyczna ztozono$é obliczeniowa korekcji pierwszego k-meru me-
todg modyfikacji kolejnych symboli algorytmu BLESS wynosi:

Toic(k) = 3k = O(k). (5.7)

Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuje funkcje FirstConsec przedstawiona
na pseudokodzie 10. Dla kazdej sposréd k pozycji k-meru (linia 66) jest wy-
konywana modyfikacja poprzez niezalezne podstawianie 3 réznych symboli (tj.
kazdego symbolu zbioru X, wylaczajac oryginalny symbol), a dla kazdej mody-
fikacji wykonywane jest jedno sprawdzenie obecnosci k-meru w spektrum, stad
ztozonos¢ obliczeniowa przyjmuje postaé przedstawiong w tezie lematu. O

Lemat 7. Maksymalna liczba Sciezek uzyskanych w wyniku korekcji pierwszego
k-meru metodg sitowq algorytmu BLESS wynosi:

TB1b(01) = 4% (5.8)

Dowdd. Sprawdzenie obecnoéci w bazie k-meréw efektu kazdego zbioru modyfi-
kacji moze wigzac si¢ z utworzeniem $ciezki. Tym samym liczba wygenerowanych
Sciezek jest réwna wartosci ztozonosci wyznaczonej w lemacie 5. 0

Lemat 8. Maksymalna liczba Sciezek uzyskanych w wyniku korekcji pierwszego
k-meru metodg modyfikacji kolejnych symboli algorytmu BLESS wynosi:

mp1e(k) = 3k (5.9)

Dowdd. Sprawdzenie obecnoéci w bazie k-meréw efektu kazdej modyfikacji moze
wigzaé sie z utworzeniem $Sciezki. Tym samym liczba wygenerowanych $ciezek jest
rowna wartosci ztozonosci wyznaczonej w lemacie 6. O

Lemat 9. W algorytmie BLESS dana pozycja a € {0,1,...,k — 1} pelni role
pierwszego zmodyfikowanego symbolu w maksymalnie:

T1e(a, k) = 3 (5.10)
Sciezkach w korekcji pierwszego k-meru metodg modyfikacji kolejnych symboli.

Dowdd. Kazda Sciezka korekeji obejmuje modyfikacje jednej pozycji. Symbol tej
pozycji moze przyjaé jedna z wartosci ze zbioru X, wylaczajac oryginalny symbol.
Zatem modyfikacja kazdej pozycji moze zostaé¢ przeprowadzona na 3 sposoby. [
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Lemat 10. Pesymistyczna zloZonosé obliczeniowa rozszerzania poczgtkowego re-
gionu dla wszystkich Sciezek uzyskanych w metodzie sitowej korekcji pierwszego
k-meru odczytu algorytmu BLESS wynosi:

1
TB1ble(Onx E, OMx LQ) = 549MX*LQ“ (49MX7E — 1) =

(5.11)
-0 (29MX,LQ+9MX,E> )

Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuje pseudokod 9, gdy wykonano kod w li-
nii 13 i w rezultacie uzyskano maksymalna mozliwg liczbe Sciezek. Pesymistyczna
zlozono$¢ obliczeniowa dotyczy sytuacji, gdy dla kazdej $ciezki odczyt jest roz-
szerzany o maksymalng liczbe pozycji (linia 24). Wszystkie modyfikacje znajduja
sie wowczas wéréd fyx r.q pierwszych pozycji; ze wzgledu na zalozenie 2, dla
kazdej z nich odczyt jest rozszerzany o maksymalna liczbe symboli, tj. fvx g,
symetrycznie do sytuacji przedstawionej na rys. 5.2.

Ztozono$¢ moze zostaé wyznaczona w oparciu o lematy 4 oraz 7, przy czym
rownania obecne w tezach tych lematéw sa parametryzowane wartoSciami Ooyy =
Ovx g oraz O = Ovx 1.q, ti- TBible(OMx B, Ovx 1L.Q) = mB1b(OMx 1.Q) Bl (OMx E),
co po podstawieniu wyrazen oraz uproszczeniu przyjmuje postaé jak w tezie le-
matu. O

Lemat 11. Pesymistyczna zloZonos¢ obliczeniowa rozszerzania poczgtkowego re-
gionu dla wszystkich Sciezek przy korekcji metodg modyfikacji kolejnych symboli
pierwszego k-meru algorytmu BLESS wynosi:

Tsice(k, OMx E) =
4

1
= 4fuxetl <3 +k 4+ HMXE) —dk- o= (5.12)

=0 ((k + QMXE)QGMX’E) .

Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuje pseudokod 9, gdy wykonano kod w li-
nii 15 albo w linii 21, a w rezultacie uzyskano maksymalna mozliwa liczbe Sciezek.
Pesymistyczna ztozono$é obliczeniowa dotyczy sytuacji, w ktorej dla kazdej $ciez-
ki region jest rozszerzany o maksymalna liczbe pozycji (linia 24). Ze wzgledu na
zatozenie 1 liczba pozycji rozszerzajacych odczyt dla danej Sciezki moze by¢ réz-
na, zgodnie z sytuacja symetryczna do przedstawionej na rys. 5.2. Tym samym
liczba pozycji rozszerzajacych dla réznych Sciezek jest wyznaczana opierajac sie
na lematach 4 oraz 9:

TBice(k, OMx E) =

GMX,E_l k_OMX,E

= > meie(k—i—Lk)Toe(d)+ Y 7B1c(i — 1,k)TBie(OuxE),
=1 =1

co po podstawieniu wyrazen oraz uproszczeniu przyjmuje postaé jak w tezie le-
matu. O
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Podczas korekcji pierwszego k-meru mozna wyrdzni¢ trzy przypadki:

1) liczba pozycji niskiej jakosci 6; ;Omx Lq| 1 oryginalny pierwszy k-mer

N Tiezb ii niskiej jakosci 6 ¢ (0; 0 ol i inal . &
nie jest zaufany; w efekcie zostaje wykonana tylko korekcja metoda mody-
fikacji kolejnych symboli (pseudokod 9, linia 21);

(7i) liczba pozycji niskiej jakosci nalezy do tego przedziatu; w efekcie zostaje
przeprowadzona korekcja metoda sitowa, w wyniku ktérej zostaje uzyskana
co najmniej jedna $ciezka korekeji (linia 13);

(7it) liczba pozycji niskiej jakosci nalezy do tego przedziatu, jednak korekcja me-
toda silowa nie zwraca zadnej Sciezki; w efekcie zostaje wykonana korekcja
przez modyfikacje kolejnych symboli, tzn. zostanie przeprowadzona korek-
cja obydwoma metodami (linie 13 oraz 15).

Wybor przypadku, dla ktorej uzyskana ztozono$é korekeji pierwszego k-meru
bytaby najwieksza, jest bezcelowy, poniewaz ztozonosé catego odczytu zalezy tak-
ze od liczby Sciezek uzyskanych w wyniku korekcji pierwszego k-meru, z ktoérych
kazda stanowi podstawe do przeprowadzenia korekcji dalszej czesci odezytu. Tym
samym w dalszej kolejnosci zostanie wyznaczona ztozono$é obliczeniowa korekcji
calego odczytu w zaleznodci od przypadku korekcji pierwszego k-meru.

Maksymalna liczba wygenerowanych $ciezek w przypadkach (7) oraz (i) jest
taka sama. Maksymalna zlozonoéé obliczeniowa przypadku (iii) jest wigksza niz
przypadku (7), pomimo wykonania w tym ostatnim jednego dodatkowego za-
pytania do bazy k-meréw (linia 18). Tym samym znalezienie pesymistycznego
przypadku uwzgledniajacego wszystkie przypadki wymaga poréwnania przypad-
ku (#7) oraz (ii7) i w kolejnym podrozdziale zostana wyznaczone zlozonosci obli-
czeniowe dotyczace tylko tych dwoch przypadkéw. Przypadek (i) zostanie objety
lematem 12, a przypadek (iii) — lematem 13.

Wyznaczenie zfozonosci obliczeniowej korekcji catego odczytu

Lemat 12. Pesymistyczna ztoZono$é obliczeniowa korekcji catego odczytu, w przy-
padku gdy jest wykonywana korekcja pierwszego k-meru metodq sitowq, algorytmu
BLESS wynosi:

Ty (k, L, Ovx B, Ovx LqQ) =

_ 1 OvxLq |g0vx_E+1 l—k—1 ( 10mx_E+2 _
= 34 4 +3 (4 +8)—1] —4= (5.13)

-0 (29MX,LQ+9MX,E+€—1€) ]
Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuje pseudokod 9. Sktadnikami ztozono-
Sci obliczeniowej sa: zlozonosé korekcji pierwszego k-meru metoda sitowa (li-

nia 13), zlozonosé¢ rozszerzania regionu poczatkowego w lewo (linia 24) oraz ko-
rekcja pozostalej czeSci odezytu (tj. regionu dtugosci ny = ¢ — k — linia 25),
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wykonana dla wszystkich uzyskanych w wyniku korekcji pierwszego k-meru Scie-
zek. Opierajac sie na lematach 5, 7 oraz 10, a takze twierdzeniu 1 sumarycznie
wynosi ona: Ty (k, £, Onx g, Ovx 1Q) = IB1b(vx 1Q) + TB1ble(IMx B, Ovx Lq) +
B1b(IMx_1.Q)IB3re({ — K, OMx 1), cO po podstawieniu wyrazeil oraz uproszczeniu
przyjmuje postaé jak w tezie lematu. O

Lemat 13. Pesymistyczna ztoZono$c¢ obliczeniowa korekcji calego odczytu, w przy-
padku gdy jest wykonywana korekcja pierwszego k-meru metodg silowg wraz z me-
todg modyfikacji kolejnych symboli algorytmu BLESS, wynosi:

Tie(k, ¢, Onx g, Ox 1Q) =

1
= gfvix1q 4 gOux e+l ( +k+ 9MXE> +
3
1 (5.14)
L e

-0 (20MX,LQ + (k + HMXE)QGMX,E + k227k+9MX7E) '

Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuje pseudokod 9. Sktadnikami ztozonosci
obliczeniowe]j sa: ztozonos$é¢ korekcji pierwszego k-meru wykonana najpierw meto-
da silowa (w wyniku ktérej nie uzyskuje sie Sciezek — linia 13), a pdzniej metoda
modyfikacji kolejnych symboli (linia 21), ztozono$¢ rozszerzania regionu poczatko-
wego w lewo (linia 24) oraz korekcja pozostalej czesci odezytu (tj. regionu dlugosei
ny = £ — k — linia 25), wykonana dla wszystkich uzyskanych w wyniku korekeji
pierwszego k-meru Sciezek. Opierajac sie na lematach 5, 6, 8 oraz 11, a takze twier-
dzeniu 1 sumarycznie wynosi ona: Tpe(k, £, Oux g, Ovx Q) = Teib(fvx Lq) +
T1c(k) + Teice(k, Ovx g) + mB1c (k) TB3we (¢ — K, OMx_E), cO po podstawieniu wy-
razen oraz uproszczeniu przyjmuje postaé jak w tezie lematu. O

Okreslenie pesymistycznej ztozonosci obliczeniowej wymaga poréwnania zto-
zonosci stanowiagcych przedmiot lematow 12 oraz 13. Zlozonosci te sa jednak
zalezne od czterech parametrow: k, ¢, Ovx g, Ovmx 1.qQ, Wobec tego rozwigzanie
takiej nieréwnoéci jest zadaniem trudnym. W celu uproszczenia rozwiagzania pa-
rametry Oyx g oraz Oyix 1.q zostang zastgpione wartosciami, ktére stanowia stale
parametry implementacji algorytmu, zgodnie z tabelami 5.1 oraz 5.2.

Lemat 14. Pesymistyczna ztozono$¢ obliczeniowa korekcji algorytmem BLESS
calego odczytu jest maksymalna podczas korekcji pierwszego k-meru metodq silowg
dla k < 21 oraz dla korekcji metodg sitowq wraz z metodg modyfikacji kolejnych
symboli dla k > 21.

Dowdd. W celu udowodnienia czesci tezy dotyczacej maksymalnej ztozonosci dla
k < 21, nalezy rozwiazaé nieréwno$é¢ obejmujaca korekcje catego odczytu w obu
przypadkach, ktérych ztozonoéci wyznaczono w dowodach lematéw 12 oraz 13:

Ty (k, £, Ovx B, Ovx 1.q) > Tie(k, £, Ovx E, Onx 1.Q)-
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Lewa strona stanowi zlozono$¢ obliczeniowa korekcji odczytu w przypadku (i7),
a prawa w przypadku (7).

Po podstawieniu wartosci, przeksztalceniu i uproszczeniu nieréwnosé przyj-
muje postac:

4090,75 + 3°7*72(65552 — 3073,5k) > 255,1875k.

Na podstawie zalozenia 4 wspélezynnik 3¢~+—2

przyjmuje warto$¢ co najmniej
6561. Tym samym dla k = 21 nieréwnos¢ jest prawdziwa. Ponadto dla k < 21 lewa
strona rownania przyjmuje wartosci wicksze niz dla k = 21, a prawa strona —
mniejsze. W zwiazku z tym dla k < 21 lemat jest prawdziwy.

W celu udowodnienia czesci tezy dotyczacej maksymalnej ztozonosci dla k >

21, zostanie rozwiazana analogiczna nieréwno$¢, jednak z odwrotnym znakiem:
4090,75 + 3°7%72(65552 — 3073,5k) < 255,1875k.

Dla k£ = 22 lewa strona nieréwnoéci przyjmuje warto$¢ ujemna. Ponadto dla
k > 22 lewa strona przyjmuje warto$ci mniejsze niz dla k = 22, a prawa —
mniejsze. W zwiazku z tym dla k > 21 lemat jest prawdziwy. ]

Nalezy zaznaczy¢, ze w lemacie 14 nie uwzgledniono nastepujacej kwestii: je-
zeli w korekcji opartej na modyfikacji kolejnych symboli nie znaleziono zadnej
Sciezki, wowczas liczba Sciezek uzyskanych w efekcie ewentualnej pracy algoryt-
mu sitowego bedzie mniejsza niz wynikatoby to z lematu 9, gdyz pewna grupa
sprawdzanych Sciezek jest wspoélna dla metody sitowej oraz metody modyfika-
cji kolejnych symboli. Majac jednak na celu ograniczenie liczby rozpatrywanych
przypadkéw, w analizie pomieto te obserwacje.

Twierdzenie 2. Pesymistyczna ztozonos¢ obliczeniowa korekcji odczytu algoryt-

mu BLESS wynosi:

Tey (K, £, Ovx B, Oux Lq) = O (2€> , gdy k < 21,

Tge(k, ¢, Onx k. Onx Lq) = O (k? + k:2€> , edy k> 21,
(5.15)

Ty (k, 0, 0nx B, Ovx 1Q) = {

gdzie wartosci Try (K, £, Omx B, Omx 1q) oraz Te(k, £, Onx E, Ovx 1Lq) sa zdefinio-
wane w réwnaniach (5.13) oraz (5.14).

Dowdéd. Jak zostalo wspomniane, w przypadku pesymistycznym w wyniku wy-
znaczania regionow nie zostaja wyznaczone zadne prawidtowe regiony lub istnieja
bledne regiony krétsze niz k. Ztozono$¢ obliczeniowa korekcji catego odczytu zo-
stala oparta na obserwacjach wyszczegélnionych w dowodzie lematu 14.

Ze wzgledu na postawione w tym lemacie zalozenie o stalosci wartosci Oyvx g
oraz Ohx 1.q oraz ze wzgledu na zalozenie 4, rzedy ztozonosci wystepujace w ni-
niejszym twierdzeniu ulegaja uproszczeniu w stosunku do przedstawionych w le-
matach 12 oraz 13. O
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Twierdzenie 3. Pesymistyczna zlozonos¢ obliczeniowa korekcji odczytu algoryt-

mu BLESS z vwzglednieniem wykonania zapytania do filtru Blooma, przy przyje-

ctu jako operacji dominujgcej wyznaczenia wartosci funkcji mieszajgcej, wynosi:

dk Ty (I, £, Onix i, Orix 1) = O (K2°) , gdy k < 21,

dkTge(k, £, O 1, Onix 1) = O (k2 + K22°) , gdy & > 21,
(5.16)

Tg(k, L, 0vx B, Ovx Lq) = {

gdzie d jest liczbg funkcji mieszajgcych, d = O(1).

Dowdd. Kazde zapytanie filtru Blooma wymaga wyznaczenia wartosci d funkcji
mieszajacych, gdzie kazda z nich, na mocy zalozenia 6, charakteryzuje si¢ ztozo-
noscia rzedu O(k). O

5.3.4 Podsumowanie

W wyniku analizy algorytmu stwierdzono, ze posiada on nastepujace niedosko-
natosci:

o wystepowanie wad filtréw Blooma (bledne odpowiedzi twierdzace oraz malta
ilo§¢ informacji o spektrum),

o brak skalowalno$ci ze wzgledu na liczbe rdzeni procesora i niska szybkosé
dziatania (w wersji 0.12),

e oparcie zasady dzialania algorytmu na niemal pelnym zaufaniu do danych
zawartych w spektrum (przyjmowanie, ze wszystkie k-mery wyjsciowe po-
winny by¢ zaufane, co ze wzgledu na bledy modelowania przy pomocy spek-
trum nie jest pewne),

e brak wyraznej strategii obchodzenia trudnosci wynikajacych z obecnosci
obszaréw o niskim pokryciu,

« wysoka pesymistyczna czasowa zlozonoéé obliczeniowa wynoszaca O(k? +
k%2%), tzn. wyzsza niz wykladnicza w funkeji dtugosci odezytu.

Nalezy zauwazy¢, ze zaproponowana w algorytmie metoda eliminacji btedéw
filtru Blooma pozwala na uwzglednienie tylko czesci btedéw spowodowanych fal-
szywymi odpowiedziami filtru, tj. btedéw powstajacych w sytuacji, gdy w pliku
wynikowym nastepuje umieszczenie k-meru nieobecnego w odczytach wejscio-
wych. Moze to spowodowaé wycofanie nieprawidlowej korekcji odczytu, ktory
powinien by¢ jednak skorygowany przy pomocy innej Sciezki korekcji, jednak pra-
widlowa korekcja takiego odczytu nie zostaje wprowadzona. Metoda ta nie wy-
klucza jednak spodziewanego obnizenia czulo$ci wykrywania blednych k-meréw
w odczytach wejsciowych, gdyz bledny k-mer w odczycie moze zostaé uznany za
prawidlowy i w rezultacie niepoddany korekcji.
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5.4 Algorytm RECKONER

Mozliwoéci algorytmu KMC daja potencjal do zastosowania go jako pomocni-
czego narzedzia w wielu innych algorytmach, takze majacych za zadanie wyko-
nywanie korekcji odezytéw sekwencjonowania. Szczegdlnie uzyteczne i nowator-
skie moze okazaé sie wykorzystanie w nowym algorytmie informacji o liczebno$ci
k-meréw obecnych w odczytach sekwencjonowania, a nie tylko binarnej informacji
o0 obecnoéci danego k-meru w spektrum (zaklasyfikowaniu go do zbioru k-meréw
zaufanych albo niezaufanych). Zgodnie z wiedza autora, takie rozwiagzanie jak
dotad nie zostalo wdrozone w zadnym algorytmie korekc;ji.

Przyjeto, ze w nowym algorytmie zostanie wykorzystana strategia zblizona
do algorytmoéw opartych na spektrum k-meréw. Motywowane jest to tatwym do
osiagniecia rozsadnym zapotrzebowaniem na zasoby obliczeniowe (w stosunku
do algorytméw opartych na strukturach sufiksowych — mniejszym zapotrzebo-
waniem na pamieé¢, a w stosunku do algorytméw opartych na dopasowywaniu
wielu sekwencji — krétszym czasem obliczen). Zwrécono jednak uwage na moz-
liwo$¢ uwzglednienia jednej z cech algorytméw opartych na strukturach sufikso-
wych, ktdra jest wykorzystanie oligomeréw wielu (w przypadku nowego algorytmu
dwdch) dhugosci. Ponadto zrezygnowano z wykorzystania gtéwnych idei algoryt-
méw nalezacych do grupy wykorzystujacych inne techniki (jak PREMIER czy
SAMDUDE) przyjmujac, ze ztozone zagadnienie korekeji odczytéw moze by¢ zbyt
skomplikowane, aby precyzyjnie i w sposob praktycznie uzyteczny zdefiniowaé je
przy pomocy formalnego aparatu matematycznego, zastosowanego w koncepcji
tych algorytmow.

W celu ominiecia czasochtonnej implementacji rdzenia algorytmu, podobne-
go dla wiekszosci algorytméw z grupy, zdecydowano sie na wykorzystanie kodu
istniejacego algorytmu BLESS w wersji 0.12. Jak zostalo wspomniane, jest to
wczesna wersja algorytmu, w ktérej zliczanie k-meréw odbywa sie przy pomocy
metody opisanej w podrozdziale 4.1.3 i bez obstugi wielowatkowosci. W kolej-
nych wersjach algorytm ten zostal uzupelniony o liczne nowe elementy, z ktérych
tylko trzy niezaleznie zostaly wprowadzone w prezentowanym nowym algoryt-
mie: zastosowanie algorytmu KMC jako narzedzia zliczania k-meréw (jednakze
nalezy zauwazy¢, ze algorytm BLESS wykorzystuje KMC wylacznie do zlicza-
nia k-meréw i wygenerowania ich zbioru, ktére sg pozniej reprezentowane przy
pomocy filtru Blooma, a nie bazy k-meréw i KMC API), zréwnoleglenie algo-
rytmu (jednakze przy pomocy zdecydowanie innej strategii realizacji wspétbiez-
nosci oraz innej techniki — algorytm BLESS wykorzystuje biblioteki OpenMP
oraz MPI w celu implementacji wspétbieznosci zgodnie z modelem sieciowym),
oraz obsluga plikéw skompresowanych (jednakze obarczona technicznymi man-
kamentami, co zostanie wyszczegélnione w podrozdziale 6.5). Ponadto w nowych
wersjach algorytmu BLESS zaproponowano metode okreslania progu obciecia,
ktora po niewielkiej modyfikacji zostala zaadaptowana we wprowadzanym algo-
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rytmie. Z kolei obecna w obu wersjach algorytmu BLESS metoda okre$lania ska-
li przyporzadkowania oparta na obserwacji minimalnej i maksymalnej wartosci
wspotczynnika jakosci zostala catkowicie zamieniona autorskim rozwigzaniem.
W zwiazku z wykorzystaniem schematu BLESS, nowy algorytm zostanie sita
rzeczy zaklasyfikowany do grupy algorytmoéw z powrotami. Jednoczesnie, z racji
oparcia sie na modelu wykorzystujacym k-mery (niosacych niepelna informacje
o budowie genomu) oraz wykorzystania intuicyjnych przestanek w metodzie gene-
rowania i oceny $ciezek korekcji, bedzie posiadat cechy algorytmu heurystycznego.
Ze wzgledu na gtéwna koncepcje, jako nazwe nowego algorytmu zapropono-
wano miano RECKONER, bedaca skrocong forma od angielskiego opisu Read
Error Corrector Based on KMC — Korektor btedéw odczytéw oparty na KMC.
W ponizszych podrozdzialach zostanie opisane dziatanie oraz charakterystyczne
cechy algorytmu RECKONER, wyrdzniajace go na tle pozostalych algorytmoéw.

5.4.1 Przyjety model btedéw

W przygotowaniu oraz analizie algorytmu zostang postawione nastepujace zato-
zenia dotyczace btedéw odczytéw. Kazdy odezyt v dhugosci ¢ jest przeksztalcona
forma pewnej podsekwencji genomu v/ dlugosci ¢/, uzyskanej z pozycji tego ge-
nomu a, tj. v = ¢la,a+ ¢ — 1], gdzie ¢; € G oraz 0 < a < |¢;| — ¢, przy czym
wartodci a w pelnym genomie (po uwzglednieniu obecnosci wszystkich chromoso-
mow) sg realizacja zmiennej losowej o rozkladzie jednostajnym. Przeksztalcenia
te sa przeprowadzane za pomoca nastepujacych funkeji:

b fsubst : {07 17 CIEa 76* - 1} — [07 1}7 fsubst(a) - p(q*[a’])7
o fae:9{0,1,...,0* — 1} — {true, false}, P.(f4c1(a) = true) = pgel = const,
o fins:{0,1,...,0* — 1} — {true, false}, P,(fins(a) = true) = pj,s = const,

gdzie £* jest aktualna dlugoscig odczytu, mogaca ulegaé¢ zmianie na skutek po-
jawiania sie btedéw insercji oraz delecji, t* oraz q* sg odpowiednio sekwencjami
tego odczytu i ciggiem wspdlczynnikéow jakosci, by¢ moze zmienionymi z tego
samego powodu, a jest wartodcia z dziedziny odpowiedniej funkcji, natomiast P;
oznacza prawdopodobienstwo. Sekwencja q* jest ciggiem wartosci bedacych reali-
zacjg pewnej zmiennej losowej. Ponadto zdefiniowano funkcje modelujaca bledy
substytucji f. : {0,1,...,¢* — 1} — X, przyporzadkowujaca pozycjom odczytu
symbole zgodnie z reguta:

r[i], z prawdopodobienistwem (1 — fsupst(a)),

fC(a‘> = * s A fsubst(a) (517)
dowolne ¢ € (X \ {r*[a]}), z prawdopodobienstwem RIS

oraz funkcje modelujacg symbole pojawiajace sie w efekcie wystapienia btedow
insercji feins @ {0,1,...,0* — 1} — ¥ przyporzadkowujaca pozycjom odczytu
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symbole zgodnie z reguta:

feins(a) = dowolne ¢ € 3, z prawdopodobienstwem (5.18)

1
IR
Zmnaczenie powyzszych funkcji jest nastepujace:

o fsubst okresla prawdopodobienstwo zamiany danego symbolu innym (wy-
stapienia bledu typu substytucja),

o fael okresla prawdopodobiefistwo usuniecia danego symbolu (wystapienia
bledu typu delecja),

e fins Okresla prawdopodobienstwo wstawienia symbolu bezposrednio za da-
nym symbolem (wystapienia btedu typu insercja),

o f. okresla, jaki symbol zostanie pojawi sie na danej pozycji w zaleznoéci od
prawdopodobienistwa btedu typu substytucja,

e feins Okresla, jaki symbol pojawi sie po danej pozycji w odczycie w momen-
cie pojawienia sie btedu typu insercja.
fsubst(a) E

Pins
[10,100]. Doktadne wartosci wspdlczynnikow sa zalezne od wiasnoécei konkretne-

Przyjeto, ze warto$¢ pins & Pdel 0raz fsubst(@) >> pins; W praktyce

go zestawu odczytéw, przy czym warto$é fsunst(a) moze zosta¢ wyznaczona na
biezaco w oparciu o wspotczynniki jakosci g%, natomiast wartoSci pge] oraz pins sa
stale, jednak nieznane dokladnie (w kazdym przypadku we wlasciwej dziedzinie
funkcji f subst)-

Przeksztalcenie sekwencji v/ w sekwencje t jest ciggiem & wartosci funkcji
Ssubsts fdel, fins oraz odpowiadajacych im funkcji fe, feins, jednak z uwzglednie-
niem nastepujacych regut:

jezeli dla pewnego a fgei(a) = true, wowczas fqel(a—1) = fgei(a+1) = false

(w dziedzinie funkcji fger),
o powyzsza zasada jest prawdziwa takze dla funkcji fins,

o jezeli dla pewnego a fgei(a) = true, woéwczas fins(a — 5) = fins(a — 4) =
... = fins(a + 5) = false (w dziedzinie funkcji fins),

e powyzsza zasada jest prawdziwa takze po zamianie funkcji fge na fins i na
odwroét.

Powyzszy model zaktada prawdziwosé nastepujacych uproszczen:

o prawdopodobienstwo bledu insercji lub delecji jest niezalezne od pozycji

w odczycie,
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o wspodlczynniki jakosci sa prawidlowe, tzn. reprezentuja rzeczywiste praw-
dopodobienstwo bledu substytucji,

e wystapienie bledéw substytucji na réznych pozycjach jest niezalezne, tj.
P, (t[a] jest bledny|t[b] jest bledny) = P.(t[a] jest bledny), gdzie a,b € {0, 1,
o —=1},a # b,

e nie wystepuja bledy systematyczne, np. pominiete jest wieksze prawdopo-
dobienstwo btedow w sekwencji GGC,

e w bledach substytucji prawdopodobienstwo bledu jest niezalezne od se-
kwencji, tj. =( fsubst () o t[i]),

o w btedach substytucji wartos¢ btednego symbolu jest niezalezna od symbolu
prawidlowego, tj. —=(f.(i) o t[7]),

o pokrycie odczytami (a w rezultacie i k-merami) jest réwnomierne, tzn. po-
zycje poszczegdlnych odezytow w genomie charakteryzuja sie rozkladem
jednostajnym,

e dlugos¢ bltedow typu indel wynosi 1 pz,

o jezeli w odczycie wystepuje btad typu insercja, wéwczas najblizszy blad
typu delecja moze wystapi¢ na pozycji réznigcej sie co najmniej o 6.

5.4.2 Analiza wymagan i celéw nowego algorytmu
Postawione wymagania

Efekt dziatania algorytmu powinien w jak najwiekszym stopniu spelnia¢ wymaga-
nia sformalizowane kryteriami oceny, przytoczone w podrozdziale 4.4. W szczegdl-
noéci przyjeto, ze algorytm powinien cechowaé sie nastepujacymi wlasnosciami:

1. Powinien spetnia¢ wymagania dotyczace wykorzystania zasobéw obliczenio-
wych. W szczegblnosci powinien charakteryzowaé sie niskim zapotrzebowa-
niem na pamie¢ operacyjna, gdyz spelnienie tego warunku moze determi-
nowaé¢ mozliwo$¢ wykonania algorytmu na danej maszynie. Dominujacymi
pod wzgledem zapotrzebowania na pamieé¢ zbiorami danych algorytmu beda
spektrum k-meréw oraz zestaw Sciezek korekcji aktualnego odczytu. Z ob-
serwacji autora wynika, ze pozostale skltadowe, jak zbiér przetwarzanych
w danej chwili odczytéw czy dane konfiguracyjne, praktycznie zajmuja sta-
ta, niewielka ilo$¢ pamieci. Co wiecej, zbiér Sciezek korekeji osiaga znaczne
rozmiary tylko w niewielkiej liczbie odczytéw (orientacyjnie rzedu jednego
odczytu na milion), co jednak moze mie¢ znaczacy wplyw na szczytowe za-
potrzebowanie na pamieé, przekraczajac zajetos¢ pamieci przez spektrum.
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2. Powinien zapewniaé¢ odpowiednio krétki czas przetwarzania danych, rzedu
kilku godzin dla ludzkiego genomu o duzej glebokosci sekwencjonowania,
oraz minut dla niewielkich organizmoéw. Cel ten powinien by¢ osiagniety nie
tylko przez staranng implementacje, ale réwniez przez eliminacje pesymi-
stycznych przypadkéw zlozonosci obliczeniowej, ktére dla algorytmoéw z po-
wrotami mogg by¢ ztozonosciami wyktadniczymi, powodujac w niektorych
przypadkach bardzo duzy wzrost liczby rozpatrywanych sSciezek korekcji
(tzw. eksplozje kombinatoryczng). Duza liczba mozliwosci moze byé powo-
dowana przez wystepowanie powtérzen w genomie organizmu [138]. Ponad-
to duza liczba Sciezek korekcji moze stanowié¢ wieksze wyzwanie w wyborze
najlepszej z nich, zwlaszcza gdy ich jakosci sa zblizone do siebie, a takze
wzrost zapotrzebowania na pamieé. W implementacji powinno zostaé¢ wy-
korzystane przetwarzanie wspotbiezne, zapewniajace dobrg skalowalnosé.

3. Kluczowa jest jakos¢ wynikéw ocenianych wedtug réznych kryteriéw, w szcze-
gbélnosci wywierania wplywu na rzeczywiste zadania przetwarzania odczy-
tow. Wplyw ten powinien obejmowaé eliminacje mozliwie duzej liczby ble-
dow przy wylacznie incydentalnym wystepowaniu przypadkéw wprowadze-
nia nowych bledéw. Algorytm powinien spelniaé¢ takie wymagania dla moz-
liwie szerokiego zakresu odczytéw, w szczegdlnosci odczytéw organizmow
o genomach bardzo réznych rozmiaréw, réoznych wartoéciach gltebokosci se-
kwencjonowania oraz réznych charakterystykach genoméw, np. rozmaitych
liczbach i charakterach powtérzen fragmentéow genoméw, réznych stosun-
kach liczby zasad A1 T do C i G (wartosciach wspdlczynnika GC — ang.
GC content).

4. Powinien mie¢ zastosowanie w korekcji odczytow obarczonych bledami po-
dobnymi do charakterystyki bledéw odczytéw z sekwenatoréw firmy Illumi-
na. Odczyty tego rodzaju dominuja pod wzgledem popularnoéci, a w kon-
sekwencji sa spotykane w wiekszosci prac badawczych.

5. Powinien w minimalnym stopniu wymagaé¢ parametryzacji przez uzytkow-
nika, szczegélnie danymi o trudnych do okreélenia wartosciach. Co wiecej,
wplyw parametréow na jako$¢ wynikdw, szczegdlnie okreslanych przez uzyt-
kownika, powinien by¢ — w rozsadnym zakresie — niewielki. Zapewni to
mniejsze ryzyko uzyskania stabych wynikéow na skutek dalekiej od optymal-
nej parametryzacji wykonanej przez uzytkownika.

6. Implementacja powinna spelnia¢ wymagania techniczne: zapewniaé obstu-
ge danych skompresowanych (zaréwno na wejsciu, jak i wyjéciu algorytmu),
zachowywaé ewentualne sparowanie odczytéw, zachowywacé format plikdw
oraz pozwala¢ na przetwarzanie dowolnej liczby plikéw jednocze$nie, np.
w celu obstugi przypadku, gdy jedna prébka zostala poddana sekwencjo-
nowaniu poprzez kilkukrotne uruchomienie urzadzenia sekwencjonujacego.
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Implementacja powinna takze zapewniaé prosta instalacje oraz uruchomie-
nie algorytmu, redukujac mozliwo$¢ popelnienia btedu przez uzytkownika.
Skomplikowane uzycie moze by¢ przyczyna rezygnacji z wykorzystania al-
gorytmu (przyktadowo, w pracy [210] nie uwzgledniono w analizie poréw-
nawczej narzedzia BLESS ze wzgledu na problematyczna instalacje).

7. Powinien by¢ pozbawiony wyszczegdlnionych w podrozdziale 5.3.4 niedo-
skonatosci algorytmu BLESS.

Zrezygnowano z wymagania obejmujacego dostarczenie mozliwosci parame-
tryzowania algorytmu maksymalnym zapotrzebowaniem na pamieé, poniewaz
rozmiar ten zalezy przede wszystkim od wiasnosci genomu (jego rozmiaru, licz-
by i charakteru powtérzen jego fragmentéw) oraz od dlugosci k-meru. Poniewaz
parametry te sa trudne do okreslenia oraz w duzej mierze zalezne od wtasno-
Sci danych wejéciowych, dodanie kolejnego parametru znaczaco skomplikowaloby
wyznaczanie spektrum. Ponadto obserwacje autora wykazaly, ze dla rozsadnych
wartosci dhugosci k-meru rozmiar spektrum moze byé¢ odpowiedni do umieszcze-
nia go w pamieci nawet komputeréw osobistych. Wymaganie niewielkiego zapo-
trzebowania na przestrzen dyskowsg nie ma znaczenia, poniewaz obejmuje ono
wylacznie przechowywanie plikéw wejsciowych oraz wyjsciowych, jako ze przyje-
ta strategia zaklada, iz pliki tymczasowe, zawierajace rozwigzania dla podzbioréow
odczytéw, beda stanowity fragmenty plikoéw wyjsciowych. Generacja tych ostat-
nich polega na dotaczeniu kolejnych plikéw tymczasowych do wynikowych, zatem
taczny rozmiar plikéw tymczasowych oraz niepelnych wyjsciowych nie moze prze-
kracza¢ rozmiaru gotowego zestawu plikow wyjéciowych.

W kolejnych podrozdziatach sprecyzowano, jakie konkretne rozwiazania zo-
staly zastosowane w algorytmie RECKONER w celu spelnienia powyzszych wy-
magan, odrézniajac go od innych algorytméw, a ktore jak dotad nie zostaly za-
proponowane w literaturze, byly zaproponowane w innej formie, badz byty wyko-
rzystywane w odmiennych okolicznosciach. Pokrétce zwrécono tez uwage na inne
podjete proby, ktére jednak z réznych przyczyn nie zostaly ostatecznie wdrozone.

Ogdlne nowosci w algorytmie

Do podstawowych nowoéci obecnych w algorytmie RECKONER naleza ulepsze-
nia techniczne, polegajace na wprowadzeniu zliczania k-meréw przy pomocy na-
rzedzia KMC. W efekcie zrezygnowano z obecnej w algorytmie BLESS obstugi
filtru Blooma, w miejsce ktérego wykorzystano struktury danych udostepniane
przy pomocy KMC API, a w konsekwencji zaniechano takze dalszego wykorzy-
stania algorytmu rozwigzywania problemu falszywych odpowiedzi twierdzacych
filtru. Wprowadzono tez mozliwosé okreslenia nieparzystej dtugosci k-meru.
Wprowadzono nowa strukture danych reprezentujaca zmiany wprowadzane
w odczycie, bedaca ciggiem korekcji (w wielu przypadkach pelniacym role stosu
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zmian, jakie kolejno sa wprowadzane do regionu). Struktura ta pozwala na czytel-
ng reprezentacje ciagu operacji zmieniajacych region, przy czym czytelno$é¢ wyni-
ka z faktu, ze RECKONER jest algorytmem rekurencyjnym, a kolejne zagtebione
instancje korygujacych funkcji w sposéb naturalny odpowiadaja pozycjom ciggu.
Dodatkowo zastosowanie ciggu umozliwito eliminacje technicznego wymagania,
jakie wystepowalto sie w algorytmie BLESS, a polegajacego na bardzo czestym
kopiowaniu niepelnej $ciezki korekeji przy zaglebianiu sie algorytmu (np. pseudo-
kod 5, linia 42). Zamiast tego przyjeto dodawanie informacji o zmianach w ciagu
oraz wykonywanie jego kopii wyltacznie w przypadku uzyskania wlasciwej $ciezki
korekcji.

Poszczegdlnymi elementami ciagu korekcji (s;), zdefiniowanego dla pewnego
blednego regionu v, sa krotki s; = (7, ¢, ins, del, exp_ind), gdzie:

o 7 jest liczebnoscia k-meru pokrywajacego dang modyfikacje (w korekcji
w kierunku 3’ jest to pokrywajacy k-mer o najmniejszym indeksie, w ko-
rekcji w kierunku 5 k-mer o najwiekszym indeksie spoéréd wszystkich po-
krywajacych),

e ¢ € X jest symbolem korygujacym btad substytucji, znajdujacym sie na po-
zycji odczytu odpowiadajacej danemu elementowi ciagu, albo oryginalnym
symbolem tej pozycji (w przypadku gdy pozycja ta nie jest korygowana),
albo symbolem wstawianym w celu korekcji btedu delecji,

o ins € {true, false} jest znacznikiem okreslajacym spodziewane wystapienie
bledu insercji; po zaakceptowaniu Sciezki korekeji symbol na odpowiadajacej
mu pozycji zostanie usuniety,

o del € {true, false} jest znacznikiem okreslajacym spodziewane wystapienie
bledu delecji; po zaakceptowaniu $ciezki korekcji przed symbolem danej
pozycji zostanie wstawiony symbol ¢ (w przypadku korekcji w kierunku 3’)
lub po nim (w przypadku korekcji w kierunku 5),

o exp-ind € {true, false} jest znacznikiem okreslajacym, ze po wykonaniu
powrotu algorytmu nalezy na odpowiadajacej mu pozycji przeprowadzié¢
niezaleznie prébe korekcji btedu typu insercja oraz btedu typu delecja, a dla
kazdego przypadku kontynuowaé korekcje w odpowiednim kierunku.

Jednoczesnie dla elementéw danej krotki s; spelniony musi byé nastepujacy wa-
runek: ins A —del Ac =@V —ins Ac# @.

Idea korekeji polega na wstawianiu kolejnych zmian do ciagu (odkladaniu na
stosie) zmian i wycofywaniu ich w momencie dotarcia do uzyskania prawidto-
wego rozwiazania (tj. wlasciwej Sciezki korekcji) badz natrafienia na moment,
gdy dalsza rozbudowa prawidlowego rozwigzania nie jest mozliwa. W pierwszym
przypadku nastepuje utworzenie w oparciu o zawartos¢ ciggu nowego ciggu za-
wierajacego petna Sciezke korekcji 7 i dodaniu go do zbioru $ciezek II.
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Nowosci jako$ciowe

Korekcja btedéw typu indel Kwestia detekcji i korekcji bledow typu indel jest
istotna, a jednocze$nie pomijana przez wielu twércéw algorytmow korekceji. Blad
tego rodzaju czasami moze zostaé skorygowany poprzez wprowadzenie odpowied-
nio duzej liczby zmian symboli w sposéb, jak przy korekcji btedow substytucji, az
do osiaggniecia konca odczytu. Przyktad takiej sytuacji zostal przedstawiony na
rys. 5.3, gdzie na pozycji 93 w wyniku bledu sekwencjonowania zostal wstawiony
nowy symbol T (insercja). Blad ten moze zostaé skorygowany poprzez zastoso-
wanie Sciezki 1. Nalezy zaznaczyé, ze sytuacja ta moze mie¢ miejsce wylacznie
w skrajnych regionach. Co wiecej, znaczna cze$¢ sposrdd takich bltedow pozostanie
nieskorygowanych lub, jezeli istnieje obszar genomu o podobnej sekwencji, moze
doprowadzi¢ do wprowadzenia blednej korekcji, poniewaz $ciezki tego rodzaju, ze
wzgledu na obejmowanie wielu zmian, beda posiadaly niskg ocene.

Indeksy symboli odczytu - - -79:80:81828384858687:88:89:90:91:929394959697:98:99
Prawidlowa sekwencja - - - ATTATAAACGCATTCATGGAC
Wspétczynniki jakosci + + +:39404040:40:40-40:40:40:40:40:40:39:40:40-40-40-4040:40:40

Symbole odczytu -+ ATTATAAACGCATTECATGGA

Region prawidtowy

Region bledny

Obecnosé k-meréw w spektrum vV

Scieika 1 v

Subst;ftuqe

In(Iele

Scieika 2 V———

Rysunek 5.3: Korekcja btedu typu insercja poprzez korekcje bledéw substytucji;
k =T7,¢ = 100; symbolem — oznaczono substytucje

Detekcja potencjalnych btedéw typu indel zostala opracowana jako element
mechanizmu przeszukiwania wyczerpujacego algorytmem z powrotami. Jezeli pod-
czas korekcji pojawi sie duza liczba nastepujacych po sobie korekcji bledéw sub-
stytucji, wéwczas nastepuje oznaczenie pozycji poczatku takiej grupy jako miejsca
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potencjalnego wystepowania bledu typu indel (znacznik exp_ind = true). Korek-
cja bledéw substytucji jest kontynuowana, jednakze po jej zakonczeniu (z sukce-
sem badz bez) nastepuje powrét z jednoczesnym wyszukiwaniem znacznika po-
zycji potencjalnego indelu. Po jego wykryciu nastepuje kontynuacja korekeji od
miejsca znacznika poprzez wprowadzenie jednej z 5 zmian: korekcji btedu insercji
(nastepuje usuniecie symbolu) albo bledu delecji (nastepuje wstawienie jednego
z czterech symboli alfabetu X). Dalsza praca algorytmu przebiega standardowo.
Wszystkie wlasciwe $ciezki korekcji sg zapamietywane i poddawane ocenie w celu
wyboru najlepszej.

Na przyktadowym rysunku zaznaczono takze alternatywng Sciezke korekcji.
Podczas analizy pozycji odczytu 93 do 100 nastepuje obserwacja liczby wpro-
wadzonych zmian. Po wprowadzeniu zmiany na pozycji 98 zostaja przekroczone
limity oznaczajace potencjalne wystapienie btedu typu indel. Z tego powodu na-
stepuje oznaczenie pozycji poczatku ciagu zmian, tj. 93, jako ewentualnego bledu
typu indel. Po osiggnieciu konca regionu i wygenerowaniu $ciezki 1 powrdt algo-
rytmu do coraz nizszych pozycji odbywa si¢ wraz z detekcja takiego oznaczenia.
Jego napotkanie inicjuje korekcje btedu typu insercja polegajaca na usunieciu
symbolu G oraz kontynuacji az do natrafienia na koniec regionu oraz — ze wzgle-
du na jej powodzenie korekcji — utworzenia $ciezki 2. Sciezka ta zawiera tylko
jedng zmiane konieczng do uzyskania zaufanych k-meréw w calym regionie. Re-
gion po korekcji zawiera tez o jeden k-mer mniej niz przed korekcja. Na rysunku
pominieto wystepujaca pdzniej prébe korekcji btedu typu delecja, polegajaca na
wstawianiu nowego symbolu miedzy pozycjami 92 i 93.

Wykorzystanie liczebnosci k-meréw i ocena Sciezek Czestym rozwigzaniem propo-
nowanym w literaturze i wykorzystywanym w detekcji btedéw, obok stwierdza-
nia nieobecnoéci okreslonych k-meréw w spektrum, jest uwzglednienie wartosci
wspotczynnikdéw jakosci. W ograniczonym zakresie niosa one informacje o mozli-
woéci wystapienia btedu substytucji, nie zawierajg jednak informacji o obecnosci
btedéw typu indel. Wspodlczynniki jakosci moga byé stosowane takze podczas
wykonywania oceny $ciezek korekcji. W obu przypadkach nalezy jednak zwrocié
uwage na wspomniang wczesniej niepelna zgodnoéé miedzy zakodowanym praw-
dopodobienstwem a rzeczywistodcia, czy ograniczong liczbe poziomoéw kwantyza-
cji wspotczynnika.

Rozszerzona metoda zastosowania danych w obu przypadkach moze by¢ opar-
cie sie na liczebno$ciach k-meréw. Wiaze sie to z przyjeciem zalozenia, ze li-
czebnos$é k-meru w spektrum odpowiada poziomowi pewnoéci, ze dany k-mer
jest prawidlowy. Oparcie na takiej tezie powinno by¢ jednak przeprowadzone
ostroznie (z przyczyn, ktore zostana oméwione w podrozdziale 5.4.2, w opisie
redukgji liczebnosci). W algorytmie RECKONER kazda z wygenerowanych wla-
$ciwych Sciezek korekcji zostaje poddana ocenie, ktorej wynik decyduje o tym,
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ktora z nich zostanie zastosowana w modyfikacji regionu odczytu. Dla pewnego
regionu ¢ = (a,b) ocene Sciezki 7 zdefiniowano nastepujaco, odpowiednio dla
regionéw korygowanych w kierunku konca 3’ oraz w kierunku korica 5’

e Hez% weight (k)n(k) ( b+ﬁ_1 mb(i)) ’ Ft 510)
w3\, 0, KEZ% weight (/-c) i:a+k71p IND_PROB ) .
> weight(k)n(k) ,
7"71-,5/(CL, b, 17(%) = Fbexﬂz Wejght(/{) (Zl:la prOb(i)) (QINDprOB)m“d . (5.20)
KE Ky

Elementami zbioru %; sa k-mery, odpowiednio t*[a,a + k — 1],v*[a + 1,a +
kl,...,t*[b,b+k —1] albo t*[0, k — 1],v*[1, k], ..., v*[b— k + 1,b], w zaleznosci od
kierunku korekcji, oraz pierwszy k-mer rozszerzajacy o najwyzszej ocenie (zgodnie
z definicja rozszerzania regionu algorytmu BLESS). Rozszerzajacy k-mer, w przy-
padku gdy 7 nie zawiera korekcji btedéw typu indel, posiada sekwencje odpowied-
nio t*[{ — k + 1,¢ — 1]c albo ct*[0, k — 2|, gdzie ¢ jest rozszerzajacym symbolem,
a t* sekwencja odczytu po zastosowaniu Sciezki 7. Pseudokody w dalszej czesci
pracy obejmuja przypadek, gdy $ciezka zawiera réwniez korekcje bledéw typu
indel. Wartos¢ nijnq jest liczba korekcji btedow typu indel, Oinp pros = 0,001 jest
szacunkowym prawdopodobienistwem bledu typu indel (przyblizona wartoscia pa-
rametrow ping 0raz pge), z kolei funkcja prob(7) jest zdefiniowana nastepujaco:

1, gdy symbol odpowiadajacy pozycji ¢ w regionie nie byl
prob(i) = ¢ zmodyfikowany, (5.21)
p(q[i]) w przeciwnym razie.

Funkcja wagowa jest zdefiniowana nastepujaco:

weight(x) = {GEXTWEIGHT, gdy kK jest k-merem rozszerzajacym, (5.92)

fcov_ WEIGHT W przeciwnym razie.

Funkcja oceny $Sciezek korekcji pelni role podlegajacej maksymalizacji funkcji
celu. Zaproponowana metoda ma na uwadze rozwiazanie wspomnianych wyzej
probleméw. Z jednej strony uwzglednia wspotczynniki btedéw symboli, stanowia-
ce niedokladna, ale bezposrednig informacje o mozliwosci wystapienia btedow.
Wyzej oceniane sa Sciezki zawierajace mniejsza liczbe modyfikacji, unikajac tym
samym wprowadzenia duzej liczby zmian do regionu, zmieniajac jego sekwencje
na inna, by¢ moze obecna w rejonie genomu o wyzszym pokryciu odczytami. Tym
samym za korzystng uznawana jest modyfikacja zmniejszajaca odleglosé edycyjna
oryginalnego i zmodyfikowanego regionu, co nalezy uznaé za zjawisko pozytyw-
ne [110]. Mnozenie wartosci prawdopodobienistwa, zaktadajac, ze sa to prawdopo-
dobienstwa zdarzen niezaleznych, pozwala na szacunkowe okreslenie prawdopo-
dobienstwa danego ciagu btedéw obecnych w regionie. Z drugiej strony brana jest
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pod uwage liczebnos$¢ k-merdw, preferujac $ciezki obejmujace k-mery o wyzszych
liczebnos$ciach.

W niektorych przypadkach pewne wartosci wspotczynnikéw jakosci posiada-
ja specjalne znaczenie, np. ¢ = 2 moze nie oznacza¢ konkretnego prawdopodo-
bienstwa bledu [152], jednak kwestie te pominieto ze wzgledu na brak pewnosci
odnoénie do standaryzacji tego zjawiska oraz ze wzgledu na fakt, ze tak niskie
wspolezynniki jakosci, po zastosowaniu funkcji p(q), powoduja uzyskanie wyso-
kiej wartosci prawdopodobienistwa bledu, bliskiego pewnosci, ze odpowiadajacy
mu symbol jest bltedny. Wobec tego i tak podlegaja one staranniejszej korekcji
niz inne symbole.

Ocena korekcji pierwszego k-meru jest przeprowadzana analogicznie, przy
czym zbiér |%K;|, posiadajacy po wykonaniu korekcji tego k-meru moc 1, jest
uzupelniany o rézne zestawy k-meréw dla pozostalej czesci odczytu.

Dobér dwéch dtugosci oligomerédw W celu poprawy precyzji korekcji wprowadzo-
no rozwigzanie polegajace na weryfikacji korekcji w oparciu o oligomery dlugo-
$ci k” > k. Dodatkowa baza danych k”-meréw jest generowana z progiem obcigcia
ne = 1, tworzac spektrum K. Tym samym zawiera wszystkie k”-mery wyste-
pujace w sekwencjach odczytéw wejSciowych. Obecnoéé w tej bazie k”-meréw
uzyskanych ze skorygowanego odczytu moze stanowi¢ dodatkowe kryterium wy-
boru $ciezek korekcji, a nawet rezygnacji z korekcji danego odczytu.

W pierwszej kolejnosci nastepuje przeprowadzenie typowej korekcji z uzyciem
k-merow, efektem ktorej jest uzyskanie dla kazdego blednego regionu zestawu
Sciezek korekcji wraz z przyporzadkowanymi ocenami. Do odczytu stosowane sa
odpowiednie Sciezki o najwyzszych ocenach, po czym nastepuje wyodrebnienie
z niego wszystkich k”-meréw. Jezeli kazdy z nich nalezy do spektrum k”-meréw,
wowcezas dany zestaw Sciezek jest przyjmowany. W przeciwnym wypadku zmienia-
na jest Sciezka w jednym z regioné6w na posiadajaca nizsza ocenge. Wybér regionu
i jego $ciezki do zmiany jest przeprowadzany w taki sposéb, aby suma ocen dobra-
nych Sciezek wszystkich regionéw ulegla jak najmniejszej redukeji. Sprawdzanie
k"-meréw jest powtarzane do momentu znalezienia sekwencji odczytu calkowicie
pokrytej k”-merami lub wyczerpania zestawu $ciezek.

W niewielkim stopniu podobna idea byla zastosowana w algorytmie HITEC [108],
gdzie wykorzystano dwie dtugoéci oligomerow: ,krotkie”, majace na celu redukcje
liczby niekorygowanych odczytéw, oraz ,dtugie”, majace na celu redukcje przy-
padkéw uszkodzenia odczytéow [108]. Ze wzgledu na konieczno$é przechowania
w pamieci dwoch baz danych oligomeréw oraz konieczno$é wykonania znacznie
wiekszej liczby czasochtonnych zapytan do baz, rozwigzanie to jest uruchamiane
fakultatywnie.

Wyniki wstepnych eksperymentéw wykazaly, ze dodatkowa weryfikacja przy-
nosi korzystne rezultaty w przypadku korekcji odczytéw poddawanych podzniej
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asemblacji. Jednoczesnie jej wplyw na detekcje wariantéw okazal sie negatywny.
Jako wspétezynnik zwiekszajacy dtugosci oligomeru przyjeto warto$é 0 ,ong_RATIO =
1,5.

Dopuszczenie niezaufanych k-meréw  Jak zostalo wspomniane w podrozdziale 4.1.3,
wystapienie jednego btedu substytucji moze skutkowaé¢ wygenerowaniem k bled-
nych k-meréw. Jednakze niektore sposrod pokrywajacych blad k-meréw moga
pojawi¢ sie w innych rejonach genomu, cho¢ zjawisko to nie powinno by¢ czeste.
Wobec tego wiekszos$¢é spoérdd k-merdéw pokrywajacych bledna pozycje odczytu
nie bedzie obecnych w spektrum. Jednocze$nie jednak moze wystapi¢ zjawisko
odwrotne, gdy czes¢ sposréd k-meréw pokrywajacych prawidlowy (lub prawi-
dlowo skorygowany) symbol nie bedzie znajdowala si¢ w spektrum. Sytuacja ta
moze dotyczy¢ szczegdlnie przypadkdw, gdy liczebnosci k-meréw danego odczytu
sg niewielkie i nieznacznie przekraczaja warto$é progu obciecia.

W zwiazku z tym w algorytmie dopuszczono przypadek, gdy podczas kory-
gowania odczytu czes¢ spoérdd k-merdéw skorygowanego regionu nie znajduje sie
w spektrum. W tym przypadku, w razie niepowodzenia wyznaczenia zaufanego
k-meru, nastepuje przyjecie oryginalnego symbolu koricowego k-meru i konty-
nuacja algorytmu. Tym samym do grupy k-meréw obiecujacych wchodzacych
w sktad wlasciwej Sciezki korekcji zaliczane sg takze k-mery niezaufane, pod wa-
runkiem, ze spelniaja ponizsze ograniczenie. W celu ograniczenia liczby obstugi-
wanych przypadkéw oraz ze wzgledu na spodziewane rzadkie wystepowanie ta-
kiego zjawiska przyjeto warunek, ze liczba dopuszczalnych niezaufanych k-meréw
wynosi Oyx NON_UNTRST = 9% liczby symboli w oryginalnym regionie. W ocenie
Sciezki liczebno$¢ niezaufanych k-meréw wynosi 0, zatem preferowane sa Sciezki,
w ktorych dopuszczono jak najmniej niezaufanych k-meréw.

Dodatkowa korekcja symboli stabej jakosci W celu zwigkszenia czutosci algoryt-
mu poprzez dodatkowg eksploatacje przestrzeni rozwigzan, jako dodatkowe kryte-
rium obecnoéci btedow uwzgledniane sa wartosci wspétczynnikéw jakodci. Jezeli
konicowy symbol biezacego k-meru posiada warto$é¢ wspoélczynnika jakodci nie
wigkszg niz 0q .ow = 3, woéwczas nastepuje podjecie proby korekeji polegajacej
na modyfikacji tego symbolu. Rozwiazanie to zapobiega sytuacji, gdy oryginalny
k-mer zawierajacy blad (wskazywany wylacznie przez niski wspélczynnik jakosci)
znajduje sie w spektrum, jednak nastepujace po nim k-mery nie. Taka sytuacja
w rezultacie prowadzitaby do nieznalezienia zadnej $ciezki korekcji.

Okreélanie progu obciecia Wyznaczanie wartosci progu obciecia jest przeprowa-
dzane w sposéb podobny jak w niektérych innych algorytmach, tzn. poprzez
analize histogramu liczebnosci k-meréw, gdzie jako prég przyjmowana jest liczeb-
nos¢, dla ktérej histogram przyjmuje pierwsze minimum. Zaobserwowano jednak,
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Rysunek 5.4: Histogram liczebnosci 25-meréw odcezytéw z zestawu SRR1945754

ze w wielu zestawach danych minimum to wystepuje dla duzych wartosci liczeb-
nosci, jak np. na rys. 5.4 dla n = 25.

Przypadki takie moga wystapi¢ m.in. w sytuacjach, gdy gleboko$é¢ sekwen-
cjonowania jest bardzo mala albo duza, gdy pokrycie genomu odczytami jest
nieréwnomierne, tzn. w genomie licznie wystepuja pozycje obecne w niewielkiej
liczbie odczytéw, a takze w odczytach genoméw diploidalnych [89]. W celu zabez-
pieczenia przed takim zjawiskiem, a w konsekwencji doborem zbyt duzej warto-
$ci 7eut, ograniczono jego wartos¢ do nux_cut = 5. Przyjeto, ze nawet dla matych
wartosci k oraz wysokiej glebokosci sekwencjonowania k-mery bledne (a jedno-
czesnie nieposiadajace sekwencji réwnej innym, prawidlowym k-merom) osiagna
taka liczebno$¢ tylko w incydentalnie matej liczbie przypadkéw. Badania ekspe-
rymentalne wykazaly, ze w wielu zestawach danych ograniczenie bylo stosowane
(np. tabele B.20 oraz B.21).

Wybrane pozostate rozwigzania W trakcie projektowania algorytmu zwrécono
uwage na wiele innych drobnych kwestii, z ktorych wybrane zostana omdwione
ponizej. Analizie poddano sytuacje $ciezek niezawierajacych zadnych korekcji (co
sugeruje, ze region oryginalnie jest pokryty zaufanymi k-merami). Moga one wy-
stapi¢ choéby wtedy, gdy skrajny koncowy bledny region zostanie wyznaczony
jako rezultat np. skrécenia prawidtowego regionu w kroku 0.6 etapu wyznacza-
nia blednych regionéw (oméwionego w podrozdziale 5.4.3). Sciezki tego rodzaju
sg traktowane w sposéb uprzywilejowany, poniewaz nie sg weryfikowane poprzez
rozszerzanie regionu. Mimo to podlegaja ocenie wraz z innymi Sciezkami tym
samym w przypadku uzyskania wyzszej oceny, region pokryty zaufanymi takze
k-merami moze zosta¢ zmodyfikowany.

Przeprowadzono strojenie licznych wewnetrznych parametréw, w ramach kté-

rego stwierdzono, ze optymalna liczba symboli rozszerzajacych region jest x5 =
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3. Zauwazono takze, ze w niektérych przypadkach limity korekcji powinny by¢ nie
tylko proporcjonalne do dlugoéci regionu, ale takze sztywno ograniczone z goéry
(np. liczba dopuszczonych w regionie korekeji bledéw typu indel jest ograniczona
do fvix inp raTE = 0,1 dhugosci regionu, ale jednoczesnie nie moze by¢ wieksza od
Ovix anp = 4). Poniewaz w ocenie $ciezki uwzgledniana jest liczebnosé pierwsze-
go rozszerzajacego k-meru, przeprowadzono obserwacje wplywu wagi liczebnosci
tego k-meru na wyniki. Najlepsze wyniki uzyskiwane sa, gdy liczebnos¢ takich
k-meréw jest brana do oceny z waga mniejsza (przyjeto Ogxt weicgur = 0,5) niz
liczebnosci pozostalych k-meréw (przyjeto wage cov wricguT = 1), co uwzgled-
niono w réwnaniach (5.19) oraz (5.20). Liczebnosci kolejnych rozszerzajacych
k-merow nie sg brane pod uwage, poniewaz nie przynosza poprawy jakosci.

Liczba dopuszczalnych modyfikacji wprowadzanych w regionie, Oyx_crck =
10000, takze zostata dobrana we wstepnych eksperymentach — zaobserwowano,
ze mniejsze wartosci przynosza nieco stabsze rezultaty, a wigksze dopuszczaja do
czasochtonnej analizy bardzo trudne regiony, z niska szansa na znalezienie prawi-
dlowej korekcji. Z kolei proba zwiekszenia progu wartoéci wspotczynnika jakosci,
ktéry wyznacza pozycje niskiej jakosci 0q r.ow = 3, w przypadku detekcji wa-
riantéw skutkowala nieznaczng poprawg wynikéw detekeji wariantéw typu SNP,
ale wyraznym pogorszeniem dla wariantéw typu krotki indel.

W stosunku do algorytmu BLESS ograniczono liczbe symboli rozszerzaja-
cych regiony wewnetrzne. Wprowadzono tez dodatkowy przypadek korekcji ble-
dow substytucji pierwszego k-meru — uwzgledniona zostata sytuacja, gdy liczba
symboli niskiej jakoSci przekracza limit algorytmu silowego réwny fyix .q = 4.
W takim przypadku korekcja ta metoda moze zostaé przeprowadzona dla doktad-
nie Ohx 1.q takich pozycji, bedacych dodatkowo najmniejszymi sposréd wszyst-
kich symboli niskich jakosci. Uzupelniono takze wyznaczanie regionéw odczytu,
poprzez uzupelnienie skracania prawidlowych regionéw, jesli w poblizu ich kon-
cow znajduja sie symbole niskiej jakosci.

Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku wprowadzania wielu ulepszen algorytmu,
uzyskane rezultaty byly niejednoznaczne, np. powodowaly poprawe jakosci asem-
blacji, a przy tym pogarszaly wyniki detekcji wariantéw. Stad tez w przypadku
najbardziej wyraznych réznic miedzy réznymi zastosowaniami zdecydowano sie
na zaproponowanie konkretnych trybéw pracy dla réznych zastosowan (wyrdz-
niono specjalizowane tryby: podstawowy, z weryfikacja dlugimi k-merami).

Nowosci wydajnosciowe

Limitowanie liczby $ciezek korekcji i modyfikacji Pesymistyczna liczba $ciezek ko-
rekcji wyznaczonych podczas wprowadzania zmian do regionu moze rosnaé¢ wy-
ktadniczo w funkcji dtugosci regionu. Osiagniecie ztozonoéci tego rzedu zdarza sie
rzadko, np. dla niewielkich wartoéci k£ lub sekwencji regionu reprezentujacej frag-
ment genomu posiadajacy liczne podobne sekwencje w swoich innych czesciach.
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7 obserwacji autora wynika, ze nawet dla duzych zestawéw danych przypadki ta-
kie nie sg bardzo czeste, jednak mogg one powodowaé nawet kilkukrotny wzrost
czasu pracy calego algorytmu, a przede wszystkim wzrost zapotrzebowania na
pamieé¢ w zwiazku z zachowaniem licznych $éciezek korekcji. Zapotrzebowanie to
moze przekracza¢ nawet rozmiar spektrum. Jednoczesnie przy duzym zbiorze
Sciezek korekcji moze ulec zmniejszeniu wiarygodno$¢ metody wyboru najlepszej
Sciezki, ze wzgledu na potencjalne duze podobienstwo ocen réznych $éciezek.

7 powyzszych powodow liczba Sciezek wygenerowanych w jednym regionie
jest ograniczona do Oyx prr = 100. Zrezygnowano z wykorzystania bardziej za-
awansowanych strategii; mozliwa rezygnacja z przeszukiwania z gory okreslonej
czedci drzewa powrotow algorytmu nie zagwarantowalaby, ze potencjalnie uzy-
skane w innej czesci rozwiazanie byloby prawidlowe, a wyrdznienie czesci drzewa
sprawiajacej trudno$é¢ zwykle nie jest mozliwe, gdyz zazwyczaj jest to cecha ca-
tego drzewa.

Problem wykladniczej zlozonoéci czasowej korekcji regionu zostal wyelimino-
wany przez wprowadzenie ograniczenia liczby mozliwosci sprawdzanych w regio-
nie, gdzie jako jedna mozliwo$¢ traktowana jest jedna eliminacja btedu dowolnego
rodzaju. Przyktadowo: podjecie na okreslonej pozycji regionu proby korekcji bte-
du substytucji poprzez sprawdzenie wartoéci A oraz C jest traktowana jako dwie
zmiany. Liczba tego rodzaju zmian jest ograniczona poprzez uwzglednienie omo-
wionego wczesniej limitu fyix_cucx = 10000.

Po osiagnieciu ktéregokolwiek z wymienionych limitéw, korekcja jest przery-
wana, ale uzyskane do tej pory Sciezki korekcji sa oceniane i moga zostaé zasto-
sowane w odczycie. Zaobserwowano, ze caltkowita rezygnacja z korekcji w takich
przypadkach przynosita stabsze rezultaty.

Do dodatkowych limitéw nalezy zaliczy¢ ograniczenie do wartosci Onx 1.g
liczby symboli rozszerzajacych regiony wewnetrzne. Pierwotnie rozszerzanie by-
to przeprowadzane poprzez weryfikacje k — 1 k-meréw, jednak rezygnacja z tak
starannej analizy pozwolila na osiagnigcie nieznacznie lepszych wynikéw oraz

ograniczenie licznych zapytan do bazy k-merow.

Przetwarzanie réownolegte Przeprowadzono zrownoleglenie wykonania algorytmu
przy wykorzystaniu strategii opartej na scentralizowanej metodzie przydziatu za-
dan przez watek nadrzedny watkom podrzednym. Szczegdltowa zasada zroéwnole-
glenia zostanie wyjasniona w podrozdziale 5.4.4.

Eliminacja wstepnego sprawdzania odczytéw Wstepnym etapem pracy algorytmu
BLESS byto sprawdzenie kazdego odczytu w celu zliczenia odczytéw, okreslenia
skali mapowania oraz weryfikacji, czy odczyty sa tej samej dlugosci (co stano-
wilo wymaganie algorytmu). W algorytmie RECKONER etap ten pozostawiono
w celu okreslenia skali przyporzadkowania wspotczynnikéw jakosci do kodu ASCIT
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oraz wyeliminowania oczywistych bledéw formatu pliku. Przyjeto, ze jezeli pocza-
tek pliku jest prawidlowy, zapewne jego calosé takze jest prawidlowa. Dokladna
kontrola jest przeprowadzana w ramach etapu korekcji odczytow w sposob réwno-
legly. Zapobiegto to koniecznoéci dwukrotnej iteracji przez plik, z ktérej pierwsza
byla przeprowadzana jednowatkowo, oraz skrocenie czasu obliczen.

Wykorzystanie KMC tools Jak zaznaczono w podrozdziale 5.2.2, wazna funkcja
narzedzia KMC tools jest filtracja (redukcja, wg nazewnictwa KMC tools) zbioru
k-meréw w oparciu o kryterium ich liczebnosci. Ze wzgledu na kilkuetapowe prze-
twarzanie bazy danych k-meréw oraz koniecznosé przechowania jej pelnej wersji
w pamieci, przeprowadzenie filtracji jest atrakcyjnym rozwiazaniem. Jednym ze
wstepnych etapéw (zgodnie z rys. 5.5) jest zliczanie wszystkich k-meréw o li-
czebnosci nie mniejszej niz 2, poniewaz wszystkie unikalne k-mery sg uwazane
za btedne. Nastepnie wyznaczany jest histogram liczebnoéci, co pozwala na wy-
znaczenie wartosci kryterium filtracji. Zastosowanie KMC tools umozliwia w tym
etapie rezygnacje z czasochtonnego ponownego zliczania k-meréw, przetwarzajac
istniejacg baze. Ponadto filtracja skutkuje uzyskaniem wynikowej bazy w wer-
sji 1, co, jak zostalo podkreslone w podrozdziale 5.2.1, moze pozwoli¢ na szybsze
wykonywanie zapytan do bazy.

Kwestia ta, pomimo technicznego charakteru, jest omawiana ze wzgledu na
fakt, ze struktura danych bazy KMC jest dosy¢ skomplikowana, dajac jednak
duze mozliwoéci. Przyktadowo, obie oméwione wersje algorytmu BLESS przepro-
wadzaja filtracje podczas wstawiania informacji do filtru Blooma, co mozna uznaé
za rozwiazanie proste (i wystarczajace), jednak ze wzgledu na cel polegajacy na
przechowaniu k-meréw wraz z liczebnoSciami, w tym zapobiegniecie wystepowa-
nia falszywie twierdzacych odpowiedzi filtru, wymaga bardziej skomplikowanego
rozwigzania, ktore jest dostarczane wraz z KMC tools.

Nowosci techniczne

Okreslanie skali przyporzadkowania Wyrdznia sie dwie podstawowe skale przy-
porzadkowania wspolczynnikéw jakosci odczytéw Hlumina [160]: Phred+33 oraz
Phred+64. Wyznaczajg one warto$¢ dodawana do wspotczynnikdéw jakoséci w celu
uzyskania kodéw symboli ASCII, odpowiednio 33 lub 64. Rézne narzedzia syntezy
odczytéw sg opracowane do generacji roznych z nich, a takze posiadaja zdefinio-
wany rozny zakres wartosci wspolezynnikéw, np. 0,1,...,401ub 0,1,...,41 [160].
Algorytm RECKONER zostal wyposazony w prosty mechanizm detekcji skali.
W pierwszym etapie nastepuje odczyt wspoétczynnikéw jakosci pierwszych odcezy-
téw w pliku oraz analiza ich wartosci do momentu, az zostanie znaleziony taki
wspdlezynnik jakosci ¢, ze ¢ < (33 +5) (nastepuje przyjecie poziomu Phred+33)
albo ¢ > (104 — 5) (nastepuje przyjecie poziomu Phred+64). Wartos¢ 33 wynika



142 ROZDZIAL 5. NOWA METODA KOREKCJI

z blisko$ci? dolnego kresu mozliwych wartosci w skali Phred+33, a 104 z gérne-
go kresu (64 + 40 = 104) w skali Phred+64. Przyjety wspélczynnik tolerancji
rowny 5 wynika z faktu istnienia réznic miedzy oprogramowaniem, a takze ze
specjalnego znaczenia wspotczynnikéw jakosci, np. ¢ = 0, ktére moga nie pojawié
sie w zestawie lub pojawi¢ sie rzadko, wymagajac wstepnej analizy wiekszej liczby
odczytéw.

Kompresja Rozmiar przetwarzanych plikow odczytéw uzasadnia ich kompresje,
najlepiej z zapewnieniem przetwarzania skompresowanych danych ,,w locie”, bez
wstepnej dekompresji catego pliku, oraz wykonaniu kompresji wynikéw na bie-
zaco, tzn. bez tworzenia tymczasowego, nieskompresowanego pliku wyjsciowego.
W celu zapewnienia szybkosci poprzez wykorzystanie przetwarzania réwnolegle-
go, odczyt pliku wraz z latwg obliczeniowo dekompresja odbywa sie w jednym
dodatkowym watku. Z kolei czasochtonna jest przeprowadzana przez liczne watki
robocze (odpowiedzialne takze za korekcje), podlegajac w ten sposéb zréwnole-
gleniu. Implementacja algorytmu zostata wyposazona w obstuge plikéw w forma-
cie GZIP, jako zdecydowanie najpopularniejszego formatu kompresji odczytow.
Wrzieto pod uwage fakt, ze pliki formatu GZIP moga skladaé sie z ciagu skon-
katenowanych, niezaleznie skompresowanych fragmentéow. Tym samym wyniki
roznych watkow moga zostaé w prosty sposéb potaczone w plik wynikowy.

Automatyzacja okre$lania dtugosci oligomeru Ze wzgledu na istotnos¢ parame-
tru k potozono wiekszy nacisk na jego dobor niz pozostatych parametrow. Wstep-
ne eksperymenty wykazaly, ze w rozsadnym zakresie wplyw dlugosci oligomeru k
na jako$¢ wynikéw algorytmu nie jest wysoki. Jednakze pozostawienie obligato-
ryjnego doboru tego parametru uzytkownikowi moze by¢ ryzykowne oraz stanowi
funkcjonalne utrudnienie. Z tego powodu opracowano prosty algorytm jego do-
boru, dzialajacy w oparciu o wlasnosci zestawu odczytéw oraz genomu. Zgodnie
z informacjami zawartymi w podrozdziale 4.2, analityczne wyznaczenie tej war-
tosci jest praktycznie zbyt trudne, stad zaproponowana metoda zostala oparta
na przestankach intuicyjnych.

Dtugosé¢ oligomeru, oznaczana jako kpreq jest wyznaczana zgodnie z nastepu-
jacym rownaniem:

Kpred = max(20;0,9logy £ + 3). (5.23)

Uzasadnienie jego postaci i doboru wartosci statych, ze wzgledu na oparcie na
danych eksperymentalnych, zostang przedstawione w dalszej czesci pracy, w pod-
rozdziale 6.3. W réwnaniu tym jako zmienng niezalezng wykorzystano szacunko-
wy rozmiar genomu. Jego wyznaczenie, cho¢ w wielu algorytmach ograniczone

2Minimalna wartoéé wspélezynnika w kodzie ASCII w skali Phred+33 nie musi wynosié
doktadnie 33.
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do koniecznosci okreslenia przez uzytkownika, réwniez zostalo zautomatyzowane
przez implementacje nastepujacego réwnania:

=2t (5.24)
dep

Powyzszy wzor zostal uzyskany poprzez przeksztatcenie réwnania 3.2, przy czym
jako £ jest przyjmowana $rednia dtugo$é odezytu, wyznaczana w oparciu o pod-
sumowanie pracy algorytmu KMC, wykonanej w celu oszacowania glebokosci
sekwencjonowania. Ze wzgledu na fakt, ze w celu wyznaczenia wartosci k£ dtugosé
genomu jest poddawana logarytmowaniu, nie musi by¢ ona okreslona doktadnie.

Glebokosé sekwencjonowania jest szacowana w oparciu o spektrum k-meréw
uzyskanych z odczytow. W pierwszej kolejnosci nastepuje zliczanie 25-meréw za
pomoca narzedzia KMC. Nastepnie oszacowanie jest okreslane zgodnie ze wzo-
rem:

_
a1
Przyjmujac funkcje f : Ny — N, ktora kazdej wartosci liczebnosci k-merdéw 7

dep = (5.25)

przyporzadkowuje liczbe sekwencji k-meréw posiadajacych taka liczebnosé (funk-
cja ta jest matematycznym opisem rozkladu przedstawionego np. na histogra-
mie 4.1), wartos$¢ Nmax = argmax, ey psp... f (1), gdzie Nmin jest pierwszym mini-
mum funkcji f. Innymi stowy, warto$é nmax jest wyznaczana jako takie n, dla kté-
rego histogram liczebnosci k-meréw spektrum dla k = 25 (po usunigciu k-meréw
ponizej progu obcigcia) osiaga maksimum.

Wartos¢ nmax sama moze pelnié role estymacji pokrycia, jednak obarczong
znacznym, powodujacym niedoszacowanie bledem systematycznym, wynikaja-
cym m.in. z faktu, ze z odczytu dtugosci ¢ uzyskiwanych jest tylko £ — k + 1
k-meréw (tym samym liczba k-meréw w genomie: dep-({g — k + 1) ~ dep-(£g),
poniewaz fg > k, jest wigksza niz liczba k-meréw uzyskanych z odczytéw:
n({ — k + 1)) czy z obecnoéci bledéw, ktére ,przesuwaja” histogram k-meréw
w lewo. Pierwsza trudnosé¢ jest tatwa do rozwigzania poprzez przemnozenie tej
prostej estymacji przez iloraz ﬁ. Zrezygnowano z uwzglednienia innych po-
prawek, poniewaz sam problem oszacowania glebokosci sekwencjonowania jest

dostatecznie zlozony na przeprowadzenie osobnych badan.

Pominiete rozwigzania

W trakcie opracowania algorytmu i przeprowadzania wstepnych eksperymen-
téw stwierdzono, ze cze$¢ sposrdd planowanych do wprowadzenia rozwigzan nie
wywiera pozytywnego wplywu na jako$¢ wynikéw lub czas obliczen. Wybrane
pominiete rozwigzania dotyczace przetwarzania réwnoleglego zostang omdéwione
w podrozdziale 5.4.4.

W algorytmie Quake [110] uwzgledniono fakt réznego prawdopodobienstwa
bledéw substytucji miedzy réznymi parami wartosci (np. btad zamiany symbolu A
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na C jest bardziej prawdopodobny, niz na G oraz T). Podjeto prébe uwzglednienia
tej kwestii w ocenie Sciezek, jednak nie spowodowalo to poprawy rezultatow.

Przeanalizowano takze mozliwos¢ zastosowania w ocenie $ciezek liczebno$ci
3-merow, poprzez zwickszenie oceny $ciezek, ktore powoduja uzyskanie sekwencji
3-meréw o wyzszych liczebnosciach. Idea ta jest umotywowana wystepowaniem
roznic w liczebnosciach tak krétkich oligonukleotydéw, np. bedacych efektem
tréjkowosci kodu genetycznego. Zmiana ta takze nie przyniosta poprawy jako-
$ci wynikéw. Dodatkowo podjeto prébe wprowadzenia minimalnej oceny, jaka
musi uzyskaé przyjeta Sciezka, jednak nawet niewielkie wartoci rzedu 106 nie
byly korzystne.

Zrezygnowano takze z limitowania liczby dopuszczalnych korekcji wprowadza-
nych w jednym regionie (w odréznieniu od ograniczenia liczby $ciezek oraz liczby
sprawdzanych zmian). Wspomniane dwie pozostale strategie limitowania dobrze
sprawdzaja sie w roli zabezpieczenia przed zbytnim wzrostem czasu obliczen.
Tymczasem ograniczenie liczby zmian w regionie mogloby utrudni¢ detekcje bte-
déw typu indel (opierajaca si¢ na zliczaniu zmian w regionie). Ewentualna popra-
wa jakosci bedaca efektem ograniczenia przypadkow wprowadzania wielu zmian
w regionach mozliwych do skorygowania mala liczbg zmian jest zapewniania przez
strategie oceny, preferujacej $ciezki o malej liczbie zmian (podrozdzial 5.4.2).

Redukcja liczebnosci k-meréw  Wykorzystanie liczebnosci k-meréw w ocenie Scie-
zek korekcji, poza zaleta wyboru k-meréw pewniejszych, niesie za soba ryzyko
negatywnego wplywu k-meréw uzyskanych z obszaréw o wysokim pokryciu lub
obszaréow o sekwencjach wielokrotnie powtarzajacych si¢ w genomie. Przyktado-
wo k-mer k1 0 n(k1) = 20, ktéry, ze wzgledu na wysoka liczebnosé z bardzo duza
doza pewnosci reprezentuje prawidlowe podstowo odczytu, moze blednie zostaé
zmodyfikowany do postaci k-meru k2 o podobnej sekwencji oraz n(k2) = 255 (tj.
liczebnos$ci nasyconej, czyli oznaczajacej wystapienie k-meru w odczytach 255 lub
wiecej razy).

W celu ograniczenia tego zjawiska podjeto probe redukowania wysokich li-
czebnosci k-meréw. Jako granice przyjeto dwukrotnosé gltebokosci sekwencjono-
wania:

n(k), gdy n(k) <2-dep,

f(n(k)) w przeciwnym razie.

n' (k) = (5.26)
W réwnaniu 5.26 warto$é n(x) oznacza rzeczywista liczebnos$é k-meru, 1/ (k) zre-
dukowang liczebnosé, wykorzystywang w celu wyznaczenia oceny $ciezki, a f :
N — R pewna funkcje. Przyjeto, ze f(n) = log,(n — 2 - dep), przy czym dobrano
prébny zestaw malejacych podstaw logarytmu od y = 4 do y = 1,05. Zmniejsza-
nie wartosci y miato na celu sprawdzenie réznych pozioméw redukcji — wartoéé
y = 4 umozliwia silng redukcje, poniewaz funkcja logarytmiczna o takiej podsta-
wie roénie wolno, z kolei coraz nizsze wartosci y powoduja coraz szybszy wzrost
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funkcji, a tym samym coraz mniejsza réznice miedzy oryginalnymi liczebno$cia-
mi 7(k), a zredukowanymi 7/(k). Wybdr wartosci granicznej réwnej 2 - dep jest
efektem faktu, ze w zakresie liczebnosci k-meréw [ncyt, 2 - dep| wystepuje najwie-
cej k-meréw prawidlowych i ich pojawienie sie w odczytach wyjéciowych nalezy
uznaé¢ za pozadane. Przedstawione rozwigzanie nie spetnito jednak swojej roli,
wywierajac negatywny wplyw na jakos¢ wynikéw korekcji.

5.4.3 Przebieg algorytmu RECKONER

Pomocnicze funkcje, wykorzystane w dalszej czeéci w pseudokodach algorytmu,
zostaly przedstawione w formie pseudokodéw 13 oraz 14. Dodatkowo wprowa-
dzono oznaczenie © symbolizujace, ze podczas modyfikacji catej krotki dany jej
element nie ulega zmianie, oraz przyjeto, ze symbolem pionowych kresek ozna-
czana jest liczba elementéw ciagu, analogicznie do mocy zbioru.

Przebieg algorytmu na wysokim poziomie abstrakcji zostal przedstawiony na
rys. 5.5. Dokladny opis dziatania zasadniczej czesci zostatl przedstawiony w ko-
lejnych podrozdziatach. Bloki narysowane przerywana linia sa wykonywane wa-
runkowo. W pierwszej kolejnosci nastepuje okreslenie skali przyporzadkowania
wspotczynnikow jakosci. Nastepnie, w przypadku nieokreslenia przez uzytkowni-
ka dlugoéci oligomeru k, zostaje on wyznaczony. Zadanie to wymaga znajomosci
przyblizonej dtugosci genomu 0 G, przy czym w przypadku nieokreslenia takze te-
go parametru, zostaje on oszacowany w oparciu o histogram zliczonych ad hoc
25-merdéw. Uzyskana dtugosé oligomeru jest podstawa do przeprowadzania zlicza-
nia k-meréw oraz — w zaleznoéci od wybranego przez uzytkownika trybu pracy —
zliczania k”-meréw. Nastepnie, opierajac si¢ na histogramie k-meréw, nastepuje
wyznaczenie progu obciecia spektrum k-merow 7c,. Ostatecznie k-mery posia-
dajace liczebnosci mniejsze niz prég sg usuwane ze spektrum w etapie filtracji,
przeprowadzanym przy pomocy narzedzia KMC tools.

W zasadniczej czedci algorytmu w sposob réwnolegly nastepuje odezyt pli-
kéw wejéciowych, ktérych podzbiory odezytéw sa kolejkowane przez watek nad-
rzedny (odczytujacy) pr oraz, za posrednictwem watkéw podrzednych p;, i €
{1,2,..., pc}, nastepuje detekcja blednych regionéw tych odczytéw oraz ich ko-
rekcja wraz z kompresjg wyjsciowych odczytéw. Rezultaty sa kolejkowane w for-
mie tymczasowych plikéw dyskowych oraz — przy zachowaniu kolejnosci odczy-
tow — laczone w pliki wyjsciowe w watku py,. Pozostale wymienione etapy, jezeli
ich wykonanie nie zostalo oddelegowane do zewnetrznych narzedzi KMC i KMC
tools, sa wykonywane przez watek gléwny procesu pp,.

Parametry algorytmu

W tabeli 5.4 przedstawiono wewnetrzne state algorytmu. Z kolei w tabeli 5.5
przedstawiono parametry, ktére moga by¢ zadane przez uzytkownika, a w tabe-
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Pseudokod 13 RECKONER — funkcje pomocnicze

Require: s; = (7, ¢, ins, del, exp_ind)
1: function QUAL(s;)
2: return 7
3: end function

Require: s; = (7, ¢, ins, del, exp_ind)
4: function MoD(s;)
5: return c
6: end function

Require: s; = (1, ¢, ins, del, exp_ind)
7. function INS(s;)
8: return ins
9: end function

Require: s; = (7, ¢, ins, del, exp_ind)
10: function DEL(s;)

11: return del

12: end function

Require: s; = (7, ¢, ins, del, exp_ind)
13: function EXP_INDEL(s;)

14: return exp_ind

15: end function

Require: 0 <a </ -k’

16: function £’ (v, a)

17: return wla,a + k" — 1]
18: end function

19: function TRUSTEDLONG (k")
20: if ¥’ € X", then

21: return true
22: else

23: return false
24: end if

25: end function

Require: 7; = (a,c,ins, del)
26: function Pos(m;)

27: return a

28: end function

> Jeden element Sciezki
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Pseudokod 14 RECKONER — funkcje pomocnicze, cd.
20: function CHECKLONG(t*)

30: for a < 0 to [t*| — k" —1 do

31: K+ K" (v, a)

32: if “TrRUSTEDLONG(x") then
33: return false

34: end if

35: end for

36: return true

37. end function

3s: function APPLY(1v, )

30: (= ||

40: for i < 0 to || — 1 do

41: (a,c,ins, del) < 7

42: if ins then

43: w < 0[0,a — 1|w[a + 1,0 — 1] > Usuniecie symbolu
44: else if del then

45: w < 1[0, a — 1]cro[a, £ — 1] > Wstawienie symbolu
46: else > Substytucja
a7: wla] + ¢

48: end if

49: ¢ = ||

50: end for

51: return to

52:. end function

53: function APPLYFINAL(tv, q, )

54: { = ||

55: for i < 0 to |7r| — 1 do

56: (a,c,ins, del) < 7

57: if ins then

58: w < t0[0,a — 1jw[a + 1,0 — 1] > Usuniecie symbolu
59: q < q[0,a — 1]gqla + 1,¢ — 1]

60: else if del then

61: w < w[0,a — 1]cw[a, ¢ — 1] > Wstawienie symbolu
62: q < q[0,a — 1]2q[a, £ — 1]> Wstawienie wspélczynnika o wartosci 2
63: else > Substytucja
64: wla] < ¢

65: end if

66: ¢ = ||

67: end for

68: return (1, q)

69: end function
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Rysunek 5.5: Etapy pracy algorytmu RECKONER

li 5.6 zamieszczono wybér wewnetrznych zmiennych algorytmu, wykorzystanych
w pseudokodach. Czeéé¢ sposrod tych pierwszych zostata oméwiona w podrozdzia-
le 5.4.2.

Wartosci parametréw zostaly dobrane eksperymentalnie, poprzez osiagniecie
kompromisu miedzy czasem obliczen a jakoscia wynikow. Kompromis ten ma cha-
rakter dalece nieformalny ze wzgledu na kombinatorycznie znaczng liczbe moz-
liwosci, a takze niejednoznaczny wplyw zmian strojacych na oceny rezultatéw
uzyskiwane réznymi metodami oraz w oparciu o rézne dane.

Do szczegolnie istotnych nalezg parametry detekcji oraz korekcji btedow typu
indel. Warto$é¢ parametru 6inp_pros = 0,001 jest zgodna z przyblizonym prawdo-
podobienstwem wystapienia btedu typu indel na danej pozycji odczytu Illumina.
Parametr s rate = 1070 zostal wprowadzony na potrzeby regionéw, w kté-
rych podjeto prébe korekcji wytacznie btedéw typu insercja, poniewaz korekcja
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taka nie daje mozliwosci uzyskania innych informacji oceniajacych — po wpro-
wadzeniu korekcji region (zgodnie z wcze$niejszymi definicjami) nie jest pokry-
wany zadnym k-merem posiadajacym liczebnosé, z kolei warto$é¢ wspdlezynnika
jakosci przyporzadkowanego symbolowi bedacemu efektem bledu typu insercja
wedlug wiedzy autora nie niesie uzytecznej informacji. Tym samym jako ocena
Sciezki korekcji zawierajacej poprawke takiego bledu przyjmowana jest wartoscé
tego parametru. Jest ona niewielka, dzieki czemu preferowane sa Sciezki korekcji
zawierajace inne rozwiazania. Pozostale parametry zwiazane z btedami typu in-
del zostaly dobrane w oparciu o intuicyjne przestanki oraz wstepna weryfikacje
eksperymentalna.

Podstawowym zewnetrznym parametrem algorytmu jest dlugo$é oligomeru.
Nieokreslenie jego wartosci przez uzytkownika powoduje wykonanie oszacowana
zgodnie z reguta, ktéra zostala przedstawiona w podrozdziale 5.4.2.

Wyznaczanie regionéw

W ponizszym opisie przyjeto te same definicje regionu btednego i prawidtowe-
go co w opisie algorytmu BLESS. Réwniez w algorytmie RECKONER przyjeto
strategie wyznaczania zbioru regionéw prawidtowych Wi,u, W oparciu o ktéry
wyznaczany jest zbior regionéw btednych W4t Procedura wyznaczania regio-
néw prawidlowych zostata przedstawiona na pseudokodach 49-53 w dodatku A.

W pierwszej kolejnosci (krok 0.0) nastepuje okreslenie przynaleznosci kazde-
go k-meru do spektrum w sposéb analogiczny jak w algorytmie BLESS (linie 2—
17). Nastepnie uzyskane regiony podlegaja skréceniu lub eliminacji (kroki 0.2,
0.3, 0.5, 0.7 — linie odpowiednio 78-82, 83-90, 91-107, 144-150), zgodnie z opi-
sem w podrozdziale 5.3.2. Dodatkowo w schemacie detekcji zostaly wprowadzone
przedstawione nizej zmiany i uzupelnienia.

Krok 0.1 (linie 18-77) jest przeprowadzany zgodnie z koncepcja wykorzysta-
na w algorytmie BLESS w wersji 1.02. Regiony prawidtowe sg analizowane pod
katem obecnosci symboli o niskich wspétczynnikach jakosci (o mniejszych warto-
Sciach niz g 1,0w = 3). W przypadku ich wykrycia, region jest dzielony w taki
sposéb, aby pozycje tych symboli znalazly sie w regionach blednych, a nowe,
krotsze regiony prawidtowe posiadaty dlugosé co najmniej k.

Krok 0.4, w algorytmie BLESS (w wersji 0.12) wydtuzajacy regiony bledne ze
wzgledu na ewentualne falszywie pozytywne odpowiedzi filtru Blooma, nie zostal
wykorzystany ze wzgledu na rezygnacje z zastosowania tej struktury danych.

Krok 0.5 jest przeprowadzany zgodnie z opisem zawartym w podrozdzia-
le 5.3.2, ale po uzupelnieniu brakujacego przypadku skracania od strony kon-
ca b5’ prawidlowych regionéw innych niz pierwszy, gdy ten koniec regionu zawiera
symbole o niskich wspoétczynnikach jakosci.

W kroku 0.7 jako minimalna dtugosé¢ regionu btednego przyjmowana jest war-
tos¢ k — 1 zamiast k w celu umozliwienia detekcji pojedynczych btedow typu de-
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Tabela 5.4: Wewnetrzne state algorytmu RECKONER
Parametr Wartoé¢ Znaczenie
Limity

IMX_CUT ) Maksymalny prog obciecia

OMX_CHCK 10000 Maksymalna liczba zmian weryfikowanych
W regionie

OMX _FIRST_PTHS 30 Maksymalna liczba Sciezek uzyskanych w ko-
rekcji sitowej pierwszego k-meru

OMX_FIRST.RES 5 Maksymalna liczba Sciezek uzyskanych pod-
czas korekcji pierwszego k-meru

Ovx 1.Q 4 Maksymalna liczba symboli w korekceji pierw-
szego k-meru metoda silowa

OMX_NON_UNTRST 0,05 Maksymalna czesé k-merow regionu, ktére po
korekcji pozostang niezaufane

OMX PTH 100 Maksymalna liczba Sciezek korekcji regionu

Zwigzane z bledami typu indel

fIND_PROB 0,001 Przyjete prawdopodobienstwo btedu typu in-
del

OINS RATE 106 Ocena $ciezki korekcji regionu, zawierajacej
wylacznie eliminacje btedéw insercji

OMN_IND_DIST 5 Minimalna odlegto$¢ miedzy korekcjami ble-
du typu insercja i typu delecja

OMX_CHCK_IND_POS 6 Liczba pozycji odczytu sprawdzanych w celu
znalezienia QMX,CHCK,IND,UNTRST korekcji

OMX_CHCK_IND_UNTRST 3 Liczba skorygowanych btedéw typu substytu-
cja, wskazujacych btad typu indel

OMX IND 4 Maksymalna liczba btedéw typu indel skory-
gowanych w regionie

OMX IND.RATE 0,1 Maksymalny stosunek liczby btedéw typu in-
del skorygowanych w regionie do dtugoéci te-
go regionu
Pozostale

0CcoV_WEIGHT 1 Waga k-meru pokrywajacego region

OEXT WEIGHT 0,5 Waga pierwszego k-meru rozszerzajacego

OMIN_ERR 2 Minimalna dtugo$é¢ btednego regionu

OMN _SOLID 2 Minimalna dtugos$é¢ prawidlowego regionu

OMX_ADI 4 Maksymalna liczba pozycji regionu spraw-
dzanych na obecnos$¢ symboli niskiej jakosci

hx 1.qQ 3 Maksymalna liczba pozycji dla metody sito-
wej korekcji pierwszego k-meru

0q Low 3 Gorne ograniczenie wartosci niskich wspél-

czynnikéw jakosci
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Tabela 5.5: Wybér zewnetrznych parametrow algorytmu RECKONER

Zmienna Domys$lna wartosé Znaczenie
k — Dtugosé oligomeru
Zg Wyznaczana w oparciu Szacunkowa dtugosé¢ genomu
o histogram 25-meréw
Omax 4 Maksymalne zapotrzebowanie na
pamie¢ operacyjna algorytmu KMC
[GiB]
Oronc RrATIO 1,5 Ioraz dtugosci k”-meru do dlugosci
k-meru
OMX_E 3 Maksymalna liczba pozycji rozsze-
rzajacych region
Pe Liczba rdzeni logicz- Liczba watkéw korygujacych
nych procesora
long false Binarny parametr wyznaczajacy we-

ryfikacje regionéw k”-merami

lecja; sytuacja ta zostanie oméwiona wraz z opisem korekcji regionéw wewnetrz-
nych.

Korekcja regionéw

Sposéb wywotania funkcji korekcji poszcezegdlnych regiondéw, a takze weryfika-
cji Sciezek korekcji przy pomocy k”-meréw zostaly przedstawione na pseudoko-
dach 15-17. Rozrézniono trzy przypadki: korekcja poczatkowego regionu skraj-
nego (linia 18), koricowego regionu skrajnego (linia 24) oraz regionéw wewnetrz-
nych (linia 8). Ostatni z nich obejmuje wyr6zniona sytuacje, gdy liczba blednych
k-mer6w regionu wynosi k£ — 1 (linia 7), a ma ona miejsce, gdy region jest wyzna-
czony wskutek wystapienia pojedynczego bledu delecji.

Ze wzgledu na mozliwos¢ przeprowadzenia weryfikacji korekcji przy pomocy
k"-meréw, wszystkie uzyskane $ciezki korekcji dla wszystkich regionéw sg za-
pamietywane w formie ciagu (&), ktérego poszczegdlnymi elementami sa ciagi
zawierajace Sciezki korekcji kolejnych btednych regionéw. Fakt tymczasowej re-
prezentacji Sciezek w formie ciagdéw oznaczonych 7 (zamiast zbioréw IT) wynika
z koniecznoéci zachowania kolejnoéci wprowadzania zmian w odczycie, bedacej
efektem korekcji btedéw typu indel.

Po przeprowadzeniu generacji $ciezek nastepuje ich zastosowanie (linia 35),
a w przypadku pracy w trybie weryfikacji k”-meréw, takze wyodrebnienie k”-meréw
oraz weryfikacja ich obecnosci w K. Weryfikacja odbywa sie zgodnie z proce-
durg od linii 67. Ciagi $ciezek poszczegdlnych regionéow sa niezaleznie sortowane
w kolejnosci malejacych ocen, a nastepnie pierwsze (najlepsze) Sciezki poszczegdl-
nych regionéw sa wprowadzane do odczytu (linia 74). Jezeli odczyt o takiej po-
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Tabela 5.6: Wybdr wewnetrznych zmiennych algorytmu RECKONER

Zmienna Znaczenie

N zmiana dlugosci odczytu

5; -ty element ciagu korekcji

vqQLow, i-ty element ciggu pozycji odczytu o niskich wspétezynnikach jakosci

& ciag ciagéw $ciezek korekcji kolejnych regionéw odczytu

Qr kolejka fragmentow pliku wejéciowego

Qw kolejka fragmentéw pliku wyjsciowego

Nmax.ext  Najwieksza liczebnos¢ pierwszego k-meru rozszerzajacego region

BOoxt Liczba pozycji rozszerzajacych region dla biezacej Sciezki

Orirst mod  Najmniejszy indeks modyfikacji w $ciezce

Olast_chek ~ Pozycja ostatniego k-meru rozszerzajacego region wewnetrzny

Olast kmer  POzycja ostatniego k-meru w regionie podczas rozszerzania

Olast.mod  Najwiekszy indeks modyfikacji w Sciezce

thq Liczba pozycji dla algorytmu sitowego korekcji pierwszego k-meru

0 mx_chek Pozostata liczba zmian do zweryfikowania w regionie

Ormx_ind Pozostata liczba dopuszczalnych korekcji btedéw typu indel w regionie

Omx_untrst  Maksymalna liczba pozostatych dopuszczalnych blednych k-merdw
w regionie lub k-meréw rozszerzajacych

Oreg beg Indeks poczatku regionu

T Sciezka korekeji (ciag czwérek uporzadkowanych)

S Semafor odczytu pliku

Sw Semafor zapisu pliku

T Ciag Sciezek korekcji (ciag ciagdéw czwoérek uporzadkowanych)

P Region odczytu

Up Poprzedni region odczytu

II Zbiér Sciezek korekeji

Wi rust Zbiér prawidtowych regionéw odczytu

W intrust 7Zbiér blednych regionéw odczytu

del Zmacznik delecji w ciggu korekcji

exp-ind  Znacznik potencjalnego btedu typu indel w ciagu korekcji

fin_corr Zmacznik zakonczenia korekcji odczytéw pliku

fin_input  Znacznik zakonczenia wczytania pliku

ins Zmacznik insercji w korekcji

sh_ns Wartos¢ binarna dotyczaca obecnosci krotkiego blednego regionu
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Pseudokod 15 Korekcja regionéw algorytmu RECKONER

Wejscie: Uy, shons, kv, £ = [t
Wejscie: long > Znacznik wskazujacy tryb z weryfikacja w oparciu o k”-mery
Wyjscie: v oraz ¢ poddane modyfikacji

1 if Wirust # O A —sh_ns then

2:

AN S

10:
11:
12:
13:
14:
15:

16:
17:
18:
19:
20:
21:

22:
23:
24:
25:
26:
27:

P () > Ciag ciagdéw Sciezek korekeji kolejnych regiondw

> Krok 1.1 — korekcja regionéw wewnetrznych
if |Wirst| > 1 then
for wtrust € (\I]trust \ MINREG(\IItrust)) do
wp — PRED(\IItrusta wtrust)
1 <= UNTRUSTEDREG (¢, Ytrust) > 1 € Wuntrust, wewnetrzny
if || > k — 1 then > Odjecie 1 na potrzeby regionéw

z pojedyncza delecja

IT +— CORRECTINTERNAL(BEG(¢)), END(¢)) — k + 1)
Wstaw do ciagu (m) wszystkie elementy zbioru IT
PP > Dolacz ciag () jako element ciagu ()
end if
end for

end if

Ymin < MINREG(Vyyst)

¢max < MAXREG(\Ijtrust)

> Krok 1.2 — korekcja regionu skrajnego poczatkowego
if BEG(¢min) > 0 then
¢ — (07 BEG(¢min - 1)) > 'QZ) € \Ijuntrusta skrajny pOCZthOWy
IT + CORRECT5 (1))
Wstaw do ciagu (7) wszystkie elementy zbioru IT
P — P
end if

> Krok 1.3 — korekcja regionu skrajnego koncowego
if END(¢max) < ¢ — k then
¥ < (END(Ymax) + 1,0 — k) > Y € Wyntrust, skrajny konicowy
IT + CoRRECT3' (v))
Wstaw do ciagu (m) wszystkie elementy zbioru IT
P — P
end if
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Pseudokod 16 Korekcja regionéw algorytmu RECKONER, cd.

28: if |#2| > 0 then > Uzyskano co najmniej jedna $ciezke
29: if long then

30: VERIFYLONGKMERS(Z?)

31 else

32: Nreg < | 2|

33: for i < nyeg — 1 downto 0 do

34: Wybierz $ciezke m o najwyzszej warto$ci RATE(m) sposréd &,
35: t < AppLY(t,T)

36: end for

37: 0« ||

38: end if

39: end if

40: else

> Kroki 2.1, 2.2, 2.3

41: IT <~ CORRECTFIRST

42: Wstaw do ciagu (7) wszystkie elementy zbioru IT

43: if long then

aa; VERIFYLONGKMERSFIRSTKMER (7r)

45: else

46: Wybierz $ciezke m o najwyzszej wartosci RATE(w) sposréd elementow
ciagu ()

e t < ApPLY(t, )

48: 0+ |v|

49: end if

s0: end if

51: procedure VERIFYLONGKMERSFIRSTKMER(7r)
52: if || # 0 then

53: Sortuj elementy 7 ciggu (7) w kolejnosci malejacych wartosci RATE(7)
54 140

55: verified «+ false > Zmaleziono $ciezke pokryta k”-merami
56: repeat

57: t* < ApPPLY (¢, 7r;)

58: verified +— CHECKLONG(t*)

59: 1+1+1

60: until verified Vi > ||

61: if verified then

62: t < APPLY(t, ;1)

63: 04— |t

64: end if

65: end if

66: end procedure
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Pseudokod 17 Korekcja regionéw algorytmu RECKONER, cd. 2

67: procedure VERIFYLONGKMERS(Z?)

68: Nyeg < ||

69: Sortuj kazdy ciag (), (1), ..., (Pnye—1) W kolejnodci malejacych war-
tosci RATE(7) ich elementéw 7

70: L0s L1y« -+ 5 bngeg—1 <= 0 > Indeksy biezacych $ciezek kolejnych regionéw
71: (R
72: for i < nyeg — 1 downto 0 do
73: ™+ P
74: t* <~ APPLY(t*, 7ro)> Zastosowanie pierwszej $ciezki z kazdego regionu
75: end for
76: found < true > Czy jest nowa éciezka do weryfikacji?
e while found A =CHECKLONG(t*) do > Leniwe wartosciowanie warunku
78: found < false
79: rateyina < 400
> Poszukiwanie regionu z ktorego zostanie wybrana stabsza Sciezka
80: for i < nyeg — 1 downto 0 do
81: T+ P
82: if || > ¢; then
83: ratep < rate(w,,) — rate(m,,_,)
84: if ratep < rateyna then
85: found < true
86: ratepna < ratea
87: j < i > Region z ktorego zostanie wybrana stabsza $ciezka
88: end if
89: end if
90: end for
91: if found then
92: tj <t +1
93: et
94: for i < nyeg — 1 downto 0 do
95: ™ P
96: t* <~ APPLY (v*, 7,,)
97: end for
98: end if
99: end while
100: if found then > Zweryfikowano
101: for i < neg — 1 downto 0 do
102: T P
103: (v,q) < APPLYFINAL(t, q, 7,,)
104: end for
105: 0+ |v|
106: end if

107: end procedure
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staci jest pokryty zaufanymi &”-merami (linia 77), wéwczas nastepuje ostateczne
zastosowanie wybranych Sciezek (linia 103). W przeciwnym wypadku nastepuje
wyszukiwanie takiego regionu, dla ktérego wybranie slabszej (kolejnej) Sciezki
spowoduje najmniejsza redukcje sumy ocen $ciezek catego odezytu (linia 80). Po
zmianie tej $ciezki nastepuje ponowne wprowadzenie zmian (linia 96) oraz kolejna
weryfikacja pokrycia zaufanymi k”-merami, ale po wyborze znalezionej stabszej
$ciezki jednego z regionow.

Wywotanie korekcji pierwszego k-meru wraz z weryfikacja zostato przedsta-
wione od linii 40. W tym przypadku, po uzyskaniu zestawu Sciezek korekcji pierw-
szego k-meru oraz pozostalej czesci odezytu (linia 41) nastepuje ich weryfikacja
poprzez wybdr Sciezki o najwyzszej ocenie, ktoérej zastosowanie w odczycie po-
zwala na pokrycie go zaufanymi k”-merami (procedura od linii 51).

Wprowadzanie zmian $ciezek (np. w petli od linii 33) odbywa sie w kolejnosci
od regionu o najwyzszym indeksie, co zapewnia tatwe wyznaczenie prawidlowych
indeksow przy stosowaniu zmian, uwzgledniajac ewentualng zmiane dhugosci od-
czytu.

Sposéb wyznaczania oceny zostal przedstawiony w formie funkcji Rate na
pseudokodzie 18, zgodnie z przedstawiona wyzej strategia doboru ostatecznych
Sciezek korekcji. Pseudokod tej funkcji przedstawia uproszczona implementacje
réwnan (5.19) oraz (5.20). Niezbedne wartosci sa zapamietywane wraz z tworze-
niem $ciezek korekcji, co zostanie wyjasnione w dalszej czesci opisu.

Algorytm z powrotami Przeszukiwanie przestrzeni rozwigzan przy pomocy algo-
rytmu z powrotami obejmuje nie tylko przypadki, gdy tworzenie kolejnych rozwia-
zan czeSciowych nastepuje w efekcie bledéw substytucji wykrywanych w oparciu
o nieobecnos¢ odpowiednich k-meréw w spektrum, ale takze podejmowania prob
korekeji symboli niskiej jakosci, zachowywania oryginalnych symboli nawet bez
pokrycia prawidtowymi k-merami, a w szczegdlnosci dodawania kolejnych ciagdw
rozwigzan czesciowych w momencie wystepowania potencjalnych bledéw typu
indel.

Dziatanie algorytmu zostanie wyjasnione dla przypadku korekcji w kierun-
ku 3/, przedstawionego na pseudokodach 19-21. Sytuacja podobna, ale obejmu-
jaca korekcje poczatkowych regionéw skrajnych (w kierunku 5') zostala przed-
stawiona na pseudokodach 54-56 w dodatku A. W celu poprawy czytelnosci, ze
wzgledu na znaczng liczbe parametrow funkcji rekursywnych, zdefiniowano war-
tosci ,,globalne”, wspdélne dla wszystkich ich wywotan.

W pierwszej kolejnosci, poczawszy od linii 5, nastepuje inicjalizacja ograni-
czen. Korekcja zaczyna sie od modyfikacji symbolu koncowego pierwszego k-meru
regionu (linia 15) do momentu, az k-mer ten stanie si¢ k-merem prawidtowym. Po
osiggnieciu sukcesu nastepuje wykonanie procedury korekcji dla kolejnego k-meru
(linia 24) wczesniej zmian. Na koricu nastepuje podjecie proby korekeji btedu typu
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Pseudokod 18 Ocena $ciezki korekeji algorytmu RECKONER

1: function PATHPROB(T)

2: return Iloczyn prawdopodobienstw zmodyfikowanych symboli przypo-
rzadkowany $ciezce w

3: end function

4: function PATHWGHTSUM(7)
5 return Suma wag pokrywajacych k-meréw przyporzadkowana $ciezce m
6: end function

7. function PATHQUAL(7)

8: return Suma wazonych liczebnosci pokrywajacych k-meréw przyporzad-
kowana Sciezce m

9: end function

10: function RATE(7)

11: Nins < liczba insercji w m

12: rate « 0

13: if ning > 0 A njps = || then

14: rate < OINS_RATE

15: else

W rate o PAMQUA(E)PamEron(s
17: end if

18: return rate

19: end function

indel (linia 28), ktérej przebieg zostanie oméwiony w dalszej czesci opisu.

Zmiany budujace dang Sciezke korekcji sa umieszczane w ciagu (linia 2), kté-
rego kolejne pozycje odpowiadaja kolejnym zmianom korygujacym dany region.
Ze wzgledu na obecno$¢ réwniez zmian korygujacych btedy typu indel, pozycje te
nie sa bezposrednio przyporzadkowane pozycjom regionu. W kazdym wywolaniu
funkcji korygujacej ciag korekcji zostaje zmodyfikowany, przy czym typ btedu wa-
runkuje rodzaj tych zmian: bledy substytucji wymagaja zapamigtania symbolu
oraz liczebnosci k-meru (linia 17).

Korekcja kolejnych k-meréw obejmuje wiecej przypadkéw analizy. W razie nie-
osiagniecia korica regionu, czynno$¢ moze by¢ powtarzana rekursywnie (linie 45,
73 oraz 94). W pierwszej kolejnosci nastepuje weryfikacja, czy dana pozycja jest
pozycja o niskiej jakosci (linia 33), co ma wplyw na okreslenie biezacej sytuacji.
Sytuacja 1 obejmuje przypadek, gdy nie jest wymagane wprowadzenia zmian
do symbolu, zeby biezacy k-mer pozostawal zaufany, a jednoczesnie nie jest to
symbol o niskiej jakosci (linie od 34). Przeciwny warunek dotyczy sytuacji 2
(od linii 47), a obejmuje przeprowadzenie korekcji bledu substytucji (linia 58).
Rezultat moze by¢ dwojakiego rodzaju: zostanie znaleziony prawidtowy k-mer
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(sytuacja 2.1) albo nie zostanie znaleziony (sytuacja 2.2). W drugim przypadku,
jezeli sytuacja nie zostanie wyeliminowana na skutek przekroczenia limitu (li-
nia 80), w ciagu jest umieszcza informacja, ze liczebno$¢ danego k-meru wynosi 0
(linia 82), a pozostala cze$¢ korekcji przebiega analogicznie jak w sytuacji 2.1.

We wszystkich sytuacjach: 1, 2.1 oraz 2.2, w przypadku osiagniecia kon-
ca regionu nastepuje utworzenie §ciezki oraz préba rozszerzania (linie 40, 66
oraz 87). W przypadku niepowodzenia nastepuje detekcja bledéw typu indel
(linie 68 oraz 89). Detekcja ta jest przeprowadzana takze na biezaco po wpro-
wadzenia korekcji przed osiagnigciem korca regionu (linie 74 oraz 95). Osobna
czynnoscig jest korekcja bledéw typu indel (linie 28 oraz 76), ktéra jest prze-
prowadzana wytacznie po realizacji serii prob zmiany symboli, poniewaz jest to
warunek konieczny ewentualnego wykrycia na danej pozycji bledu typu indel.

Detekcja bledéw typu indel (ani w konsekwencji ich korekcja) nie jest prze-
prowadzana w sytuacji 1 ze wzgledu na strategie takiej detekcji, ktora przewiduje
wystepowanie bledéw typu indel na pozycji, dla ktorej zostata podjeta préba ko-
rekcji btedu substytucji i jednocze$nie podobna korekcja miata miejsce dla wielu
kolejnych pozycji. Natomiast sytuacja 1 dotyczy przypadku, gdy zadna zmiana
w odczycie nie nastapita, w rezultacie liczba korekcji kolejnych pozycji od miejsca
potencjalnego btedu typu indel nie ulegla zwiekszeniu.

Detekcja i korekcja btedéw typu indel  Algorytmy detekcji bledéw typu indel oraz
ich korekcji w kierunku 3’ zostaly przedstawione na pseudokodach 22-24. Sytu-
acja podobna, ale obejmujaca korekcje poczatkowych regionéw skrajnych (w kie-
runku 5') zostala przedstawiona na pseudokodach 57-59. Idea detekeji polega na
sprawdzeniu pewnej spojnej podsekwencji ciagu korekcji w celu wykrycia przy-
padkow korekeji duzej liczby btedéw substytucji. Zjawisko to w wielu przypadkach
powinno wskazywa¢ na wystepowanie bltedow typu indel, w sposéb wyjaéniony
w podrozdziale 5.4.2 oraz na rys. 5.3.

Detekcja (procedura od linii 1) moze zostaé przeprowadzona w dwdch sy-
tuacjach: gdy sprawdzanie odbywa sie w momencie osiagniecia konica regionu
(last, parametr funkcji Check3’'Indel, przyjmuje warto$¢ true) oraz w sytuacji
przeciwnej. Podzial ten ma na celu rozréznienie detekcji w regionach ,krétkich”,
w ktérych ogdlna zasada detekeji moze byé zbyt restrykcyjna ze wzgledu na zbyt
mala mozliwa do wykrycia liczbe korekeji substytucji (sytuacja 1), oraz w pozo-
stalych regionach (sytuacja 2).

Detekcja w sytuacji 1 jest przeprowadzana po spelieniu dwéch warunkéw (li-
nia 7): gdy jest to ostatnia (w kierunku przeprowadzanej korekeji) pozycja regionu
oraz gdy dlugo$é regionu jest mniejsza niz przyjeta graniczna liczba bltedow sub-
stytucji wskazujaca na wystapienia bledu typu indel (GMX,CHCK,IND,UNTRST =
3). Jezeli liczba ta jest wieksza, wéwczas bez wzgledu na fakt, czy jest to koniec

regionu, przeprowadzana jest detekcja w sytuacji 2. Trzeci mozliwy przypadek,
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Pseudokod 19 Korekcja regionu w kierunku 3’ algorytmu RECKONER

Wejscie: k, 0 =|t|,t,q

Globalne: s,0;c beg

Globalne: 0y ind; fmx_untrst > Liczniki dwukierunkowe (dekrementowane przy
zaglebianiu i inkrementowane przy powrotach algorytmu)

Globalne: 0,y chek > Licznik jednokierunkowy (tylko dekrementowany)

1: function CORRECT3' (1))

2 s+ () > Pusty ciag korekeji
3: ]._.[ <— @
4 Oreg beg < BEG(1)

> Wyznaczenie limitow

5. Bmxind < Min(OyxanD, [mxIND_RATE - [¥]])

6: Omx_untrst <= [OMX_NON_UNTRST * [¥]]

7: Omx_chek — OMX_CHCK

8: 1+ 0 > Pozycja ciagu korekcji
o: K* + k(r, BEG(¥)) > Nowa sekwencja k-meru
10: for all c € ¥ do

11: if Oy chek = 0 then

12: return II

13: end if

14: Omx_chek <= Omx_chek — 1

15: K[k —1] < ¢

16: if TRUSTED(k*) then

17: s; < (n(k*), c, false, false, ©)

18: if BEG(¢)) = END(¢)) then > Koniec regionu
19: 7 < CREATEPATHEXTEND3’ (i, ¢))

20: if 7 # @ then

21: II+ITU{r}

22: end if

23 else

24: IT + CoNTINUE3 (k*,i + 1, (BEG(¢)) 4+ 1, END(¢))), IT)

25: end if

26: end if

27 end for

28: IT + CORRECT3' INDEL(k*, 1,1, IT)

29: return II

30: end function
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Pseudokod 20 Korekcja regionu w kierunku 3’ algorytmu RECKONER, cd.

31 function CONTINUE3(k, 4, 1), IT)
32: k* < k[1,k — 1]x[BEG(¢)) + k — 1]
33: low + q[BEG(¢) + k — 1] < 0q r.ow > Czy symbol jest niskiej jakosci

> Sytuacja 1 — k-mer jest zaufany i symbol nie jest niskiej jakosci

34: if —low A TRUSTED(k*) then > Niczego nie modyfikujemy
35: s; < (n(k*), k*[k — 1], false, false, ©)

36: if BEG(¢)) = END(?)) then

37 if |H‘ > Ovx_pTH then

38: return II

39: end if

40: 7+ CREATEPATHEXTEND3'(i, 8, )

41: if 7 # & then

42; IT <+ ITU {r}

43: end if

44: else

45: IT <~ CONTINUE3’(k*,i + 1, (BEG(¢)) + 1, END(%))), IT)
46: end if

> Sytuacja 2 — k-mer nie jest zaufany lub symbol jest niskiej jakosci
a7: else

48: solid < false > Czy znaleziono zaufany k-mer
49: Y3

50: if —low then

51: Y N\ {x*[k—-1]} > Nie ma sensu sprawdzaé oryginalnego
52: end if

53: for all c € ¥’ do

54: if emx,chck =0 then

55: return II

56: end if

57: Omx_chek <= Omx_chek — 1

58: K[k —1] + ¢
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Pseudokod 21 Korekcja regionu w kierunku 3’ algorytmu RECKONER, cd. 2

> Sytuacja 2.1 — znaleziono zaufany k-mer

59: if TRUSTED(k*) then

60: solid < true

61: s; < (n(Kk*), c, false, false, ©)

62: if BEG(¢)) = END(¢)) then

63: if ’H‘ > Oyix_pra then

64: return II

65: end if

66: 7 < CREATEPATHEXTEND3’ (3, ¢))
67: if 7 = @ then

68: CHECK3'INDEL(i, 9, true)

69: else

70: I+ ITu{r}

71: end if

72: else

73: IT < CoNTINUE3 (k*,i + 1, (BEG(¢)) + 1, END(¢))), IT)
74: CHECK3'INDEL(i, 1, false)

75: end if

76: IT + CORRECT3' INDEL(k*, 1,1, IT)
77 end if

78: end for

> Sytuacja 2.2 — nie znaleziono zaufanego k-meru

79: if —solid then

80: if Onx untrst > 0 then

81: k*[k — 1] < ¢[BEG(Y) + k — 1]
82: s; < (0,k*[k — 1], false, false, ©)
83: if BEG(¢)) = END(¢)) then

84: if ’H| > Ovx prH then

85: return IT

86: end if

87: 7 < CREATEPATHEXTEND3’(i, 5, 1))
88: if = 2 then

89: CHECK3'INDEL(%, ¥, true)
90: else

91: I+~ ITU{r}

92: end if

93: else

94: IT < CoNTINUE3/ (k*,i + 1, (BEG(¢¥)) 4+ 1, END(%))), IT)
95: CHECK3'INDEL(i, 1, false)

96: end if

97: end if

98: end if

99: end if

100: return II

101: end function
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Pseudokod 22 Detekcja i korekcja bltedéw typu indel w kierunku 3’ algorytmu
RECKONER

Globalne: s, 0.« ind

1:
2
3
4:
5
6

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:

20:
21:
22:
23:
24:
25:

26:
27:
28:

procedure CHECK3'INDEL(i, v, last)

if 04 ing = 0 then

return
end if
On_exp.inda < Liczba elementéw sg, 51, .. .,5;, dla ktérych exp_ind = true
curr_pos < BEG(Y) + k — 1 > Pozycja aktualnego symbolu

> Sytuacja 1 — koniec krotkiego regionu, sprawdzenie wszystkich pozycji
if last A7+ 1 < O\X_CHCKIND_UNTRST then
mods < 0
indel_pos < 0
for j < ¢ downto 0 do
if INS(s;) V DEL(s;) then

break > Przerwanie, ale nie wykluczenie btedu indel
end if
if MoD(s;) # t[curr_pos — i + j] then > Byla modyfikacja

mods < mods + 1
indel_pos < j
end if
end for

if mods > |'QMX,CHCK,IND,UNTRST'(iJFl)"I then
i OMX_CHCK_IND_POS

for j < ¢ downto indel_pos do
EXP_INDEL(s;) < true > Potencjalny btad indel
end for
end if
return

end if

> Sytuacja 2 — sprawdzanie ograniczonej liczby pozycji
if 0, cxp.ina > 0 then
return

end if
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Pseudokod 23 Detekcja i korekcja bltedéw typu indel w kierunku 3’ algorytmu
RECKONER, cd.

29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:
43:
44:
45:
46:

if i +1 > Ovx_cHOKIND_UNTRST then
max_check < min(7, yrx_cHCK IND_POS) > Sprawdzanych pozycji

mods < 0
indel_pos <+ 0
for j < ¢ downto ¢ — max_check do
if INS(s;) V DEL(s;) then
break > Przerwanie, ale nie wykluczenie bledu indel
end if
if MoD(s;) # t[curr_pos — i + j] then
mods < mods + 1
indel_pos < j
end if
end for
if mods > Ovix_cuck IND_.UNTRST then
EXP_INDEL(Sindel pos) < true > Potencjalny btad indel
end if
end if

return

47: end procedure

. function CORRECT3'INDEL(k, 4,1, IT)

if “EXP_INDEL(s;) then

return IT
end if
EXP_INDEL(s;) « false
if 01 ing = 0 then

return IT
end if
if i >0A (INS(Ei_l) V DEL(ﬁi_l)) then

return II
end if
emx,ind <~ me,ind -1

> Ponizsze dwa zakresy obejmuja tylko pozycje ciagu, ktore istniejg

was_del <= wérdd s;_g,,\ ;np.pisrs - - - > 5i—2,5i—1 jest taki, ze del = true

was_ins < wsrod $;_0yn nppiso - - -+ 9i—2, 5i—1 jest taki, Ze ins = true
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Pseudokod 24 Detekcja i korekcja bltedéw typu indel w kierunku 3’ algorytmu
RECKONER, cd. 2

62: if —was_del then > Korekcja insercji
> Nie sprawdzamy zaufania k-meru ani liczebnosci

63: s; « (2,¢[BEG(¢Y) + k — 1], true, false, ©)

64: if BEG(¢)) = END(?)) then

65: if |H‘ > Ovx_pTH then

66: s; + (2,9, false, false, ©)

67: return II

68: end if

69: 7 <— CREATEPATHEXTEND3 (4, 5, 1)

70: if m # @ then

71: II—TIU{r}

72: end if

73: else

74: if 0« chek = 0 then

75: s; + (2,9, false, false, ©)

76: return IT

7 end if

78: Omx_chek <= Omx_chek — 1

79: K* + k[0, k — 2]

80: IT < CoNTINUE3 (k*,i + 1, (BEG(%) + 1, END(v))), IT)

81: s; + (9,9, false, false, ©)

82: end if

83: end if

84: if —was_ins then > Korekcja delecji

85: K K > Nowa sekwencja k-meru

86: for all c€ ¥ do

87: if 0 chek = 0 then

88: s; + (9,9, false, false, ©)

89: return II

90: end if

91: Omx_chek ¢ Omx_chek — 1

92: K[k —1] < ¢

03: if TRUSTED(x*) then

94: s; < (n(K*), c, false, true, ©)

95: IT + CoNTINUE3'(k*,i + 1,1, II) > Nie modyfikujemy 1)

96: end if

97: end for

98: s; + (2, 0, false, false, ©)

99: end if

100: Omx ind < Omx.ing + 1

101: return II

102: end function
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gdy detekcja nie jest wykonywana na koncu regionu, a liczba pozycji jest zbyt
mata, nie jest obstugiwany, poniewaz wykrycie btedu typu indel w takim regionie
bedzie moglo nastapi¢ po ponownym wejéciu do funkcji, jednak po uprzednim
przeprowadzeniu korekcji wiekszej liczby bledéw substytucji.

Proces detekcji w sytuacji 1 obejmuje analize kolejnych pozycji regionu oraz
zliczanie wprowadzanych zmian (linia 15). Znalezienie takiej sytuacji, ze w re-
gionie skorygowano juz btad typu indel (linia 11) powoduje przerwanie zliczania
(poniewaz wezesniejsze pozycje regionu zostaly juz przeanalizowane pod katem
obecnosci takich bledéw), ale dopuszczalna jest sytuacja, ze wérdéd przeanalizo-
wanych wlasnie pozycji zostanie przeprowadzona korekcja kolejnego bledu tego
typu. Ostatecznie, jezeli liczba modyfikacji osiagnie prog (linia 19) przeskalowa-
ny wzgledem dlugosci regionu (iloraz dlugosci ciagu korekeji do domyslnej licz-
by sprawdzanych pozycji Onx_cuck IND.pPos = 6), przyjmowane jest zalozenie,
ze w regionie znajduje sie blad typu indel. W rezultacie nastepuje oznaczenie
wszystkich przeanalizowanych pozycji jako potencjalnie zawierajace btedy typu
indel (linia 21). Wyznaczenie tak duzej liczby potencjalnych miejsc bledéw jest
rozwiazaniem zapewniajacym wysoka czulosé, ktorego koszt obliczeniowy jest
jednak dostatecznie niski ze wzgledu na niewielka dlugosé regionu.

Detekcja w sytuacji 2 (od linii 29) jest przeprowadzana w podobny sposéb,
jednak po spelnieniu warunku, ze w danym momencie zadna pozycja regionu nie
jest oznaczona jako miejsce potencjalnego bledu typu indel (linia 26). Przypadek
korekcji wiekszej liczby bledéw typu indel musi zostaé¢ obstuzony dwukrotnie:
po wykryciu pierwszego btedu musi nastapi¢ jego korekcja, a nastepnie, podczas
korekcji kolejnych btedéw substytucji tego regionu, ponownie i na innej pozycji
btad typu indel musi zosta¢ wykryty. Jednoczeénie liczba skorygowanych btedéw
typu indel w obu sytuacjach jest limitowana (linia 2).

Zasadniczy proces korekeji (od linii 48), przeprowadzany w formie budowy
nowego rozwigzania czeéciowego po wykonaniu powrotu algorytmu, jest ograni-
czony kilkoma warunkami wynikajacymi z przyjetego modelu btedéw oraz do-
datkowymi limitami. Do ograniczen naleza limitowanie liczby indeli w regionie
(linia 53), weryfikacja, czy nie nastepuje préba korekcji bledéw indel na sasiednich
pozycjach (linia 56) oraz zapewnienie minimalnej odlegtoéci miedzy sasiednimi
bledami typu insercja i delecja (linie 60 oraz 61). Sama korekcja jest wykony-
wana wylacznie, jedli uprzednio biezaca pozycja zostala oznaczona jako miejsce
wystapienia potencjalnego bledu typu indel (linia 49).

Korekcja bltedéw typu insercja polega na oznaczeniu pozycji w ciggu korekcji
jako zawierajacej symbol do usunigcia (linia 63). Jezeli po wprowadzeniu zmia-
ny nie osiggnieto korica regionu (linia 73), wéwczas korekcja jest kontynuowana
(linia 80). Utworzenie sekwencji biezacego k-meru, ktéra jest niezbedna do kon-
tynuacji (linia 79), uwzglednia fakt pominiecia jednego symbolu. Dodawany na
poczatku symbol pusty ma na celu jedynie zapewnienie, ze |k*| = k i zostanie
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on pominiety w funkcji Continue3’. Korekcja bledéw typu delecja uwzglednia
weryfikacje czterech mozliwych symboli, z ktorych jeden w wyniku bledu moégt
zosta¢ usuniety. W tym przypadku w ciggu korekcji zostaja umieszczone dwie do-
datkowe informacje: znacznik koniecznoéci wstawienia symbolu oraz warto$é¢ tego
symbolu (linia 94). W tym przypadku niemozliwa jest sytuacja natychmiastowe-
go osiagniecia konca regionu. Okreslenie sekwencji roboczego k-meru dla funkcji
przeprowadzajacej kontynuacje (linia 92) polega na prostej zamianie jego ostat-
niego symbolu, a w efekcie kontynuacja musi zostaé¢ przeprowadzana od tej samej
pozycji w odczycie wejsciowym (linia 95). W rezultacie symbol znajdujacy sie
w regionie na aktualnie korygowanej pozycji (a przy tym w odczycie wyjsciowym
potencjalnie umieszczony bezposrednio za wstawionym symbolem korygujacym)
zostanie do tego k-meru dolgczony w funkcji Continue3d’.

Regiony wewnetrzne Korekcja regionéw wewnetrznych odbywa sie¢ przy pomocy
metody zblizonej do korekcji skrajnych regionéw koncowych. Uwzglednia jednak
dodatkowy przypadek, gdy region obejmuje pozycje wystapienia tylko jednego
btedu typu delecja. W wiekszosci przypadkow pojawienie sie jednego bledu ty-
pu substytucja albo insercja powoduje pokrycie go przez k blednych k-meréw.
W omawianej sytuacji liczba tych k-meréw wynosi k—1, co mozna zaobserwowac
na rys. 5.6 — po pozycji 88 wystepuje brak jednego symbolu, powodujac, ze k—1
k-meréw na pozycjach 83-88 jest blednych. Podobne zjawisko miatoby miejsce
w przypadku, gdy btad tego typu znajdowalby sie na koncu regionu zawierajacego
wieksza liczbe bledow.

Indeksy symboli odczytu 79:80:81:82:83:84:85:86:87:88.89.90:91:92:93:94.95:96:97:98:99
Prawidlowa sekwencja - - - AT TATAAACGCATCCATGGAC
Wspéblezynniki jakosci ¢+ +:394040:40:40:40-40:40:40:40-40-40:39:40:40-40-40-40:40:40:40

Symbole odczytu "'ATTATAAACGYATCCATGGACA

Regiony prawidlowe

Region btedny

Obecnosé k-meréw w spektrum D ——

Rysunek 5.6: Wystapienie jednego btedu typu delecja w regionie; k = 7, ¢ = 100;
symbolem Y oznaczono delecje

Na pseudokodach 25-28 przedstawiono algorytm korekcji wewnetrznych regio-
néw. Korekcja pojedynczego bledu typu delecja jest przeprowadzana w przypad-
ku, gdy jest on jedynym w regionie (linia 10), co jest wykazywane matla dlugoscia
regionu, a takze po osiagnieciu konica regionu (linie 27 oraz 83). Sama procedura
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Pseudokod 25 Korekcja wewnetrznych regionéow algorytmu RECKONER

Wejscie: k,q,t
Globalne: s,0;c beg

1:
2
3
4
5:
6
7
8
9

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22:
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:
43:

function CORRECTINTERNAL(%))

s+ () > Pusty ciag korekeji
II+0

k* + k(t, BEG(¥))

Oreg beg < BEG(1))

10 > Pozycja ciagu korekcji
Omx_chek < OMx_cHCK
if BEG(¢)) > END(¢)) then > Region z jedna delecja
emx,ind +—1
(succ, IT) +~ CORRECTLASTINTDEL(K*, 0, true)
else

Omx_ind < min(Onx_np, [OMx IND_RATE - [¢]])

Omx_untrst <= [OMX_NON_UNTRST * [¥]]
for all c € ¥ do

if me,chck =0 then
return II
end if
emx,chck <~ emx,chck -1
K*[k—1] + ¢
if TRUSTED(k*) then
5; < (n(k*), c, false, false, ©)
if BEG(¢)) = END(¢)) then
7 <— CREATEPATHEXTEND3 (i, 5, 1))
if 7 # @ then
II+ITU{r}
else
(succ, IT) <~ CORRECTLASTINTDEL(K*, 7, false)
if —succ then
if ¢[BEG(¢)) + k — 1] # ¢ then > Zmodyfikowano
CHECK3'INDEL(%, ¢, true)
end if
end if
end if
else
IT <~ CONTINTERNAL(k*, i + 1, (BEG(¢)) + 1, END(%))), IT)
end if
end if
if ¢[BEG(¢)) + k — 1] # ¢ then
IT + CORRECT3'INDEL(k*, 1,1, IT)
end if
end for
end if
return II

44: end function
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Pseudokod 26 Korekcja wewnetrznych regionéw algorytmu RECKONER, cd.

45: function CONTINTERNAL(k, i, %, IT)
46: K* < k[l,k — 1]t[BEG(¢)) + k — 1]
a7: low + q[BEG(¢) + k — 1] < 0q L.ow > Czy symbol jest niskiej jakosci

> Sytuacja 1 — k-mer jest zaufany i symbol nie jest niskiej jakosci

48: if —low A TRUSTED(k*) then > Niczego nie modyfikujemy
49: s; < (n(k*), k*[k — 1], false, false, ©)

50: if BEG(¢)) = END(?)) then

51: if |H‘ > Ovx_pTH then

52: return II

53: end if

54: 7 +— CREATEPATHEXTEND3’(i, 8, )

55: if 7 # @ then

56: IT+ I1U {r}

57: end if

58: else

59: IT <~ CONTINTERNAL(k*,7 + 1, (BEG(¢)) + 1, END(v))), IT)
60: end if

> Sytuacja 2 — k-mer nie jest zaufany lub symbol jest niskiej jakosci
61: else

62: solid < false > Czy znaleziono zaufany k-mer
63: if —low then

64: Y X\ {x*k-1]} > Nie ma sensu sprawdzaé oryginalnego
65: end if

66: for all c € ¥ do

67: if 0 chek = 0 then

68: return II

69: end if

70: Omx_chek <= Omx_chek — 1

71: K[k —1] < ¢
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Pseudokod 27 Korekcja wewnetrznych regiondéw algorytmu RECKONER, cd. 2

72:
73:
74:
75:
76:
77
78:
79:
80:
81:
82:
83:
84:
85:
86:
87:
88:
89:
90:
91:
92:
93:
94:

95:
96:
97:
98:
99:
100:
101:
102:
103:
104:
105:
106:
107:
108:
109:
110:

112:
113:
114:
115:

> Sytuacja 2.1 — znaleziono zaufany k-mer
if TRUSTED(x*) then
solid < true
s; < (n(K*), c, false, false, ©)
if BEG(¢)) = END(¢)) then
if ’H| > Ovx pra then
return II
end if
7 <~ CREATEPATHEXTEND3 (4, 5, 1))
if 7 # @ then
I+ ITU{r}
else
(succ, IT) <~ CORRECTLASTINTDEL(K*, i + 1, false)
if —succ then
CHECK3'INDEL(i, 9, true)
end if
end if
else
IT <~ CONTINTERNAL(x*,i + 1, (BEG(¢)) + 1, END(¢)), IT)
CHECK3'INDEL(%, ¢, false)
end if
IT + CORRECT3' INDEL(k*, 1,1, IT)
end if
end for

> Sytuacja 2.2 — nie znaleziono zaufanego k-meru
if —solid then
if Onx untrst > 0 then
K*[k — 1] < t[BEG(¥) + k — 1]
s; < (0, k*[k — 1], false, false, ©)
if BEG(¢)) = END(¢)) then
if |H’ > Ovx_prh then
return II
end if
7 <— CREATEPATHEXTEND3 (i, 5, )
if # # o then
II+IIU{r}
else
CHECK3'INDEL(%, ¢, true)
end if
else
IT <~ CONTINTERNAL(k*,7 4 1, (BEG(¢)) + 1, END(2))), IT)
end if
IT + CORRECT3' INDEL(k*, 1,1, IT)
end if
end if
end if
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Pseudokod 28 Korekcja wewnetrznych regiondéw algorytmu RECKONER, cd. 3

116: return I1
117: end function

> single — korekcja pojedynczej delecji
11s: function CORRECTLASTINTDEL(k, i, single)

119: if i > 0 A (INS(si—,) V DEL(s;_,)) then> Leniwe wartosciowanie warunku

120: return true > Nie ma sensu szuka¢ kolejnego btedu typu indel

121: end if

122: if 01« ing = 0 then

123: return (true, IT) > Pomin szukanie indeli w innej gatezi

124: end if

125: succ « false > Powodzenie rozszerzania

126: Omx_ind ¢ Omxind — 1

127: K K

128: if —single then > W regionach z jedna delecjg modyfikujemy wejéciowy
k-mer

129: K+ k*[1,k — 1|@

130: end if

131: for all c€ ¥ do

132: if me,chck =0 then

133: s; « (2,9, false, false, ©)

134: return (true, IT)

135: end if

136: Omx_chck <= Omx_chek — 1

137: K[k —1] ¢

138: if TRUSTED(k*) then

139: s; < (n(K*), c, false, true, ©)

140: if ‘H| > Ovix_pra then

141: s; « (2,9, false, false, ©)

142: return (true, IT)

143: end if

144: 7 < CREATEPATHEXTEND3'(3, 8, 9))

145: if 7 # @ then

146: I+ ITU{r}

147: succ < true

148: end if

149: end if

150: end for

151: s; + (2,9, false, false, ©)

152: Omx_ind ¢ Omx_ind + 1

153: return (succ, IT)

154: end function
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korekcji, przedstawiona od linii 118, jest podobna do korekcji pozostatych btedéw
typu indel, jednak zawsze po niej nastepuje rozszerzanie regionu (linia 144).

Korekcja pierwszego k-meru W sytuacji gdy w odczycie nie wyznaczono zadnego
regionu prawidtowego lub istnieje bledny region krétszy niz k—1, przeprowadzana
jest osobna procedura korekcji pierwszego k-meru, przedstawiona na pseudoko-
dach 29-32. Obejmuje ona podobng strategie korekcji metoda sitowg Ohix 1.q naj-
stabszych symboli oraz sprawdzania niezaleznie wszystkich modyfikacji kolejnych
symboli k-meru, jak opisano w podrozdziale 5.3.2. Algorytm zostal jednak uzu-
pelniony o obstuge dodatkowych przypadkéw. Gdy liczba symboli jakosci niskiej
jakosci jest wigksza od fyix 1., przeprowadzana jest korekcja sitowa dla fyix 1.
z nich o najmniejszych wartosciach wspétczynnikéw (linia 25). Ponadto, przy bra-
ku powodzenia wszystkich powyzszych dziatan, nastepuje préba korekcji btedu
typu indel (linia 30), ktéra polega na prébie usuniecia kolejnych symboli odczytu
o indeksach 1,2,... k — 1 (préba korekcji btedu typu insercja) albo wstawieniu
przed symbolami o tych indeksach poszczegdlnych symboli zbioru ¥ (préba ko-
rekcji bledu typu delecja). Dopuszczalne jest pojawienie sie co najwyzej jednej
korekcji btedu typu indel. W kazdym przypadku celem jest uzyskanie prawidto-
wej sekwencji pierwszego k-meru odczytu. Wszystkie wymienione czynnosci sa
elementami kroku 2.1.

Po osiggnieciu sukcesu nastepuje wykonanie korekcji pozostalej czesci odezytu
w kierunku 3’ po zastosowaniu zmian w pierwszym k-merze (linia 93, krok 2.2),
niezaleznie dla kazdej z uzyskanych $ciezek pierwszego k-meru. Sciezki uzyskane
w ramach tej kontynuacji sa taczone z odpowiednia Sciezks pierwszego k-meru
(linia 95), zachowujac warto$ci wymagane do oceny pelnej, polaczonej Sciezki
(krok 2.3).

Tworzenie Sciezek korekcji i rozszerzanie regionéw Na pseudokodzie 33 przedsta-
wiono algorytm tworzenia Sciezki korekcji w oparciu o zawartosé ciggu korekcji.
Zmienne w liniach 2 oraz 3 reprezentuja odpowiednio pozycje w odczycie wyjscio-
wym i wejSciowym. Zadaniem petli od linii 8 jest modyfikacja tych zmiennych
w zaleznoéci od obecnosci w ciagu informacji o btedach réznych typéw. Sama
Sciezka korekcji jest ciggiem zmian, jakie kolejno nalezy wprowadzi¢ do regionu
odczytu w celu przeprowadzenia jego pelnej korekcji oraz okreslenia sktadnikow
wartosci oceny korekcji Sciezki (linie 12, 16, 19, 22 oraz 29). Uzyskana Sciezka za-
wiera w sobie znacznik typu bledu, symbol modyfikujacy (btedy typu substytucja
i delecja), pozycje zmiany (zgodnie z konwencja jezyka C+-+, tzn. substytucja na
pozycji a oznacza modyfikacje symbolu na pozycji a, insercja na pozycji a oznacza
usuniecie symbolu na pozycji a, natomiast delecja na pozycji a oznacza wstawienie
symbolu bezposrednio przed symbolem na pozycji a; konwencja ta jest zachowa-
na takze w przypadku korekcji w kierunku 5 (pseudokod 60 w dodatku A) oraz
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Pseudokod 29 Korekcja pierwszego k-meru algorytmu RECKONER
Wejécie: k, 0 = |t|,t,q,long

Globalne: s
1: function CORRECTFIRST > Krok 2.1 — korekcja pierwszego k-meru
2 s ()
3 I+ 0
4 K <+ k(t,0)
5 v row < () > Ciag pozycji o niskich wspélczynnikach jakosci
6 for alla € {0,1,...,]q| — 1} do
7 if gla] < 6q 1,0w then
8 VQLOW ¢ VQ.LOWG > Dolaczenie pozycji do ciagu
9 end if
10: end for
11: (91q < |VQ,LOW‘
12: if 0 < elq < QMX,LQ then
13: IT < FIRSTBRUTEFORCE(0, £, vQ 1.ow, IT)
14: if IT = () then
15: IT < FIRSTCONSEC(k)
16: end if
17 else
18: if TRUSTED(k) then
19: IT <~ CREATEPATHEXTENDFIRST(IL, 0,5, ()) > Utworzenie pustej
Sciezki
20: else
21: if 6, = 0 then
22: IT + FIRSTCONSEC(K)
23: else
24: Pozostaw w ciagu (vq ow) tylko 6q row najstabszych symboli
25: IT < FIRSTBRUTEFORCE(0, Kk, v r.ow, IT)
26 end if
27: end if
28: end if
29: if IT = () then
30: IT < FIrSTINDEL(IT)
31: end if
32: if ’H| > Ovx FIRST.RES then
33: Pozostaw w IT tylko 6hix_rirsT.RES Sciezek o najwyzszych ocenach
34: end if
35: IT < FirsTCONT(II)
36: return II

37. end function
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Pseudokod 30 Korekcja pierwszego k-meru algorytmu RECKONER, cd.
3s: function FIRSTINDEL(IT)

39: fori< 1tok—1do
40: K* <« 1[0,i — 1]c[i + 1, k] > k-mer bez pozycji a
a1: if TRUSTED(k*) then
42: s < (n(k*), D, true, false, ©)
43: IT +— CREATEPATHEXTENDFIRST(II, 1,5, (7))
44: end if
45: end for
46: fori<1tok—1do
47: for all ce ¥ do
> Gdy ¢ > k — 2, wowczas t[i, k — 2] jest napisem dlugosci 0
48: K* < t][0,i — 1l]et[i,k — 2] > k-mer z dodatkowym symbolem po
pozycji t — 1
49: if TRUSTED(x*) then
50: s < (n(Kk*), c, false, true, ©)
51: IT + CREATEPATHEXTENDFIRST(II, 1,5, (7))
52: if 7 # @ then
53: I« MU {r}
54: end if
55: end if
56: end for
57: end for
58: return II

59: end function

w przypadku korekcji pierwszego k-meru (pseudokod 36)).

Rozszerzanie konicowego regionu (przedstawione na pseudokodach 34 oraz 35)
jest przeprowadzane, gdy w Sciezce sa obecne modyfikacje pozycji odczytu odda-
lone od jego konca o mniej niz k symboli (tj. znajdujace si¢ na pozycji a > £ — k,
gdzie a jest pozycja ostatniej modyfikacji po zastosowaniu wszystkich modyfika-
¢ji zmieniajacych dlugo$¢ odczytu). Rozszerzanie jest wykonywane w podobny
sposob, jak opisano w podrozdziale 5.3.2; z tg réznica, ze dopuszczalne jest, aby
wéréd rozszerzajacych k-meréw znajdowala sie cze$é k-meréw niezaufanych (li-
nia 55). Niepowodzenie rozszerzania powoduje odrzucenie $ciezki (linia 80), przy
czym Sciezki niewprowadzajace zadnych zmian sa przyjmowane bez rozszerzania
(linia 39). W przypadku korekcji w kierunku korica 5" lub korekcji pierwszego
k-meru sytuacja rozszerzania jest symetryczna (pseudokody 61 oraz 62 w dodat-
ku A).

Z kolei przy rozszerzaniu regionéw wewnetrznych (pseudokod 37) nie jest prze-
prowadzane dolgczenie nowych symboli do odczytu, ale dotaczanie do regionu
btednego kolejnych symboli z regionu prawidtowego, znajdujacego sie bezposred-
nio w kierunku korica 3'.
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Pseudokod 31 Korekcja pierwszego k-meru algorytmu RECKONER, cd. 2
60: function FIRsTCONT(II)

61: I, « 0
62: for all 7 € II do
63: s+ ()
64: Ia <0
65: if |7| > 0 then
66: if INS(mp) then
67: Ipn +—L4p —1
68: else if DEL(7g) then
69: Ia + bn+1
70: end if
71: end if
72: if /Ao <0 then ©> W pierwszym k-merze skorygowano btad insercji
73: if /> k+1 then
74: Kemp < t[1,k + 1]
75: a2
76: else > Koniec odczytu
77 if EXTEND3’(7,¢A) = true then
78: Il s « T U {m}
79: end if
80: return
81: end if
82: else
83: Ktmp < t[0, k]
84: a+1
85: end if
86: Ktmp < APPLY (Ktmp, )
87: IT, < 0 o Sciezki uzyskane podczas kontynuacji, ale niezawierajace
korekcji pierwszego k-meru
88: Y <+ (a, 0 — k)
89: Orx_ind < Min(Oyx IND, [OMx_IND RATE - [¥]])
90: Omx_untrst < [OMX_NON_UNTRST - [¥]]
91: Omx_chek < OMX_CHCK
92: Oreg beg < @
> Krok 2.2 — kontynuacja korekcji w strone korica 3’
93: IT, < CONTINUE3' (Ktmp, 0,9, I1,,)

> Krok 2.3 — przygotowanie do wspdlnej oceny wszystkich zmian w $ciezce
94: for all =, € IT,, do

95: Il s < Iles U MERGEPATHS(7, 7y, €A )
96: end for

97: end for

98: return Il

99: end function
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Pseudokod 32 Korekcja pierwszego k-meru algorytmu RECKONER, cd. 3
100: function FIRSTBRUTEFORCE(S, K, v r.ow, IT)

101: J ¢ VQ.LOW,i > i-ty element ciagu
102: for all c € ¥ do

103: if |II| > O\x rirsT_PTHS then

104: return II

105: end if

106: K+ K

107: K*[j] ¢

108: s; < (6, ¢, false, false, ©)

109: if i = |vqrow| — 1 then

110: if TRUSTED(x*) then

111: QUAL(s;) + n(Kk*)

112: IT < CREATEPATHEXTENDFIRST(IL, i + 1,5, vQ Low)
113: end if

114: else

115: IT < FIRSTBRUTEFORCE(IL, i + 1, k¥, vq Low, IT)

116: end if

117: end for

118: return II

119: end function

120: function FIRSTCONSEC(k)

121: s+ ()

122: II+ 0

123: fori<1tok—1do

124: KK

125: for all c € ¥\ {k[i]} do

126: K*[i] + ¢

127: if TRUSTED(x*) then

128: s0 < (n(k*), c, false, false, ©)
129: IT <~ CREATEPATHEXTENDFIRST(II, 1,8, (7))
130: end if

131: end for

132: end for

133: return II

134: end function

135: function MERGEPATHS(7r,, TR, £A)

136: W kazdym elemencie 7R ; ciagu (7R) zwieksz POS(mr ;) o fa

137; T 4 TLTR > Wyjsciowa Sciezka powstata z potaczenia dwoch $ciezek
138: PATHQUAL(7) + PATHQUAL(7L,) + PATHQUAL(7R)

139: PATHWGHTSUM(7) <— PATHWGHTSUM(71,) + PATHWGHTSUM(7R)

140: PATHPROB(7) <~ PATHPROB(711,) - PATHPROB(7R)

141: end function
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Pseudokod 33 Tworzenie Sciezki i rozszerzanie koncowego regionu algorytmu
RECKONER
Wejscie: Oreg beg, K, 9, ¢

1: function CREATEPATHEXTEND3' (4, 6, 1))

2 output_pos < breg heg +k — 1

3 input_pos < treg heg +k — 1

4 T () > Pusta Sciezka
5: PATHQUAL(T) < 0 > Suma liczebnosci wazonych k-meréw
6 PATHPROB(7) « 1 > Tloczyn prawdopodobienistw bledéw
7 Ia <0 > Zmiana dlugodci odczytu
8 for j + 0 toido

9 if INS(s;) then

10: 7« w(output_pos, &, true, false) > Dolaczenie krotki do ciagu
11: EA — KA -1

12: PATHPROB(7) <— PATHPROB(7) - 0iND_PROB

13: else if DEL(s;) then

14: 7 < m(output_pos, MoD(s;), false, true)

15: Ipn —fa+1

16: PATHPROB(7) < PATHPROB(7) - OiND_PROB

17: else if MoD(s;) # t[input_pos| then > Substytucja
18: 7 < m(output_pos, MoD(s;), false, false)

19: PATHPROB(7) <— PATHPROB(7) - p(q[input_pos])
20: end if
21: if —INS(s;) then
22: PATHQUAL() - PATHQUAL(7) + QUAL(s; - §cov_WEIGHT)
23: output_pos - output_pos + 1
24: end if
25: if -DEL(s;) then
26 input_pos < input_pos + 1
27: end if
28: end for
29: PATHWGHTSUM(T() — (Z +1-— EA) - 0cov_WEIGHT
30: if ¢ jest regionem wewnetrznym then
31: return EXTENDINTERNAL(7, £ )
32: else
33: return EXTEND3' (7, {a, 1))
34: end if

35: end function
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Pseudokod 34 Tworzenie Sciezki i rozszerzanie konicowego regionu algorytmu
RECKONER cd.
36: function EXTEND3' (7, /A)

37: Nmod — |T|
38: if npoq = 0 then
39: return 7
40: end if
> Wyznaczenie ostatniej zmodyfikowanej pozycji w regionie
41: Dlast_mod POS(T[-nmodfl) + /LA
42: Olast kmer <— £ — k + O > Pozycja ostatniego k-meru
43: if Olast mod < Blast kmer then
44: return 7
45: else > Wyznaczenie liczby rozszerzajacych pozycji
46: if Olastmod < Olast_kmer + Ovx_E then
47: Oext < Olast_mod — Dlast_kmer
48: else
49: Oext < OMx_E
50: end if
51: t* < ApPpPLY(t, )
52: 0 — ||
53: K* < Kpouway (P, 0 — k+ 1)@
54: succ + false
55: Ornx_untrst < [OMX_NON_UNTRST - Fext |
56 Nmax_ext < 0 > Maksymalna liczebno$¢ pierwszego rozszerzajacego
k-meru
57: for all c € ¥ do
58: K*[k —1] + ¢
59: solid <— TRUSTED(k™)
60: if solid V Omx untrst > 0 then
61: Mmax_ext < max(nmax,exta 77("@*))
62: if 0.t = 1 then
63: if solid then
64: succ ¢ true
65: end if
66: else if —succ then
67: if solid then
68: succ <~ CONTEXTEND3’(fext, 1, Omx_untrst, £°)
69: else
70: succ <— CONTEXTEND3’ (fext, 1, Omx untrst — 1, £*)
71 end if
72: end if
73: end if

74: end for
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Pseudokod 35 Tworzenie Sciezki i rozszerzanie koncowego regionu algorytmu
RECKONER, cd. 2

75: if succ then

76: PATHQUAL(7) = PATHQUAL(T) + Nmax_ext - OEXT_WEIGHT
7 PATHWGHTSUM(7) <~ PATHWGHTSUM(7) + OpXT_WEIGHT
78: return w

79: else

80: return g

81: end if

82: end if

83: end function

s4: function CONTEXTEND3' (Qext, @, Ornx_untrst, ©°)

85: K* k"1, k- 1]@

86: for all c € ¥ do

87: K[k —1] + ¢

88: solid <~ TRUSTED(k*)

89: if solid V Omx untrst > 0 then

90: if a +1 = 0.y then

91: return true

92: else

93: if solid then

94: succ <~ CONTEXTEND3' (fext, @ + 1, Omx_untrst, £°[1, & — 1])
95: else

96: succ <~ CONTEXTEND3' (fext, ¢+ 1, Omx_untrst — 1, £*[1, k—1])
97: end if

98: if succ then

99: return true

100: end if

101: end if

102: end if

103: end for

104: return false

105: end function
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Pseudokod 36 Tworzenie Sciezki przy korekcji pierwszego k-meru algorytmu
RECKONER

Wejscie: t

2:
3:

© »® 3 S T o~

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22:
23:
24:

26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:

> Vpos — ciag indekséw modyfikacji
1: function CREATEPATHEXTENDFIRST(IL, 4,8, Vpos)

T ()
PATHQUAL(7) < QUAL(s;—1) - 0cOvV_WEIGHT

wazonych k-meréw

> Pusta Sciezka
> Suma liczebnosci

PATHPROB(7) + 1 > Iloczyn prawdopodobienstw bledow
PATHWGHTSUM(7) < 1 - Ocov_WEIGHT

subst < true > Sciezka zawiera wylacznie korekcje substytucji
if i =0 then

return ITU {7}
else if i =1 then
if INS(sp) then
T < 7(Vpos,0, &, true, false)
PATHPROB(7) < PATHPROB(7) - OiND_PROB
subst < false
else if DEL(sp) then
T < T(Vpos,0, MOD(s0), false, true)
PATHPROB(7) < PATHPROB(7) - OiND_PROB
subst « false
end if
end if
if subst then
for j < 0toi—1do
if MoD(s;) # t[Vpos,;| then
T < m(Vpos,j, MOD(s;), false, false)

> j-ty element ciagu

PATHPROB(7) - PATHPROB(7) - p(q[Vpos,j])

end if
end for
end if
7 <+ EXTENDY (1)
if 7 # @ then
IT IV {r}
end if
return IT

33: end function
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Pseudokod 37 Rozszerzanie regionéw wewnetrznych algorytmu RECKONER

Wejscie: k,q,t
Globalne: 0.¢g peg

1: function EXTENDINTERNAL(7, {a, %)
2 Nmod < ‘ﬂ"

3: if nyoq = 0 then

4 return m

end if

[%28

> Wyznaczenie ostatniej zmodyfikowanej pozycji w regionie

6 Olast mod END(Iﬁ) + la

7 Olast_chek <— POS(my,, ,—1) —k+ 1+ 6ux e > Ostatni sprawdzany k-mer

8: if Olast_chck > Olast.mod then

9 t* < AppLY(t, )

10: Nmax_ext < 0 > Maksymalna liczebnos$é¢ pierwszego rozszerzajacego
k-meru

11: Nguce < 0

12: K* < K(t*, Olast_mod + 1)

13: if TRUSTED(x*) then

14: Nmax_ext < max(nmax,exm 77(/‘3*))

15: Nguce < Nsuce + 1

16: end if

17: for a < O1ast mod + 2 t0 Olast_chek do

18: K* + k(t*,a)

19: if TRUSTED(x*) then

20: Nsuce < MNsuce 1 1

21: end if

22: end for

23: Orx_untrst <= [OMX NON_UNTRST * (Plast chck — Olast_mod + 1) ]

24: if Nsuce > (elast,chck — Olast_mod + 1) — Omx_untrst then

25: PATHQUAL(7) = PATHQUAL(T) + Nmax_ext * OEXT_WEIGHT

26: PATHWGHTSUM(TF) — PATHWGHTSUM(ﬂ') + OEXT WEIGHT

27: return 7

28: end if

29: else

30: return 7

31: end if

32: end function
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Generacja wynikéw

Rezultatem korekeji jednego odezytu jest jego nowa (badz oryginalna) sekwencja
wraz z odpowiednio zmodyfikowanym ciagiem wspélczynnikéw jakosci. Wynik
ten jest poddawany kompresji (jesli dane wejSciowe zostaly podane w formie
skompresowanej) i zapisywany do pliku tymczasowego, zawierajacego zbiér od-
czytow jednego podzadania. Nastepnie pliki te sa réwnolegle do korekcji odczy-
tywane w kolejnoéci zgodnie z zawartoscia pliku wejsciowego i dotaczone do pliku
wynikowego, gwarantujac zachowanie oryginalnej kolejnosci odczytow, niezbed-
nej podczas korekcji zestawow sparowanych. Struktura skompresowanego pliku
wynikowego zawierajaca skonkatenowany cigg blokéw danych jest dopuszczalna
dzieki wtasnosci formatu GZIP, ktéry pozwala na organizacje pliku w formie
polaczonych, niezaleznie skompresowanych sktadowych, z ktérych kazdy posia-
da wlasny nagléwek. W rezultacie kompresja poszczegdlnych czesci odbywa sie
w watkach roboczych (podrozdzial 5.4.4), zatem w sposéb réwnolegly. Co wie-
cej, taka strategia nie wymaga przechowywania danych tymczasowych w formie
nieskompresowane;j.

5.4.4 Przetwarzanie réwnolegte

Wrtasnosci réwnoleglej pracy algorytmu RECKONER wynikaja z rozdzieleniu al-
gorytmu na kilka narzedzi. Implementacje KMC oraz KMC tools posiadaja wta-
sne strategie pracy rownolegtej, niezalezne od zasadniczej czesci algorytmu REC-
KONER. W niniejszym podrozdziale zawarto opis przetwarzania tego ostatniego
etapu. Na pseudokodzie 38 zawarto pomocnicze funkcje, wykorzystane w dalszej
czedci opisu.

Przetwarzanie réwnolegte algorytmu korekcji zostalo w pewnym stopniu opar-
te na metodzie zastosowanej w algorytmie KMC w wersji 1. Dla zadanej liczby
watkow roboczych (przeprowadzajacych korekcje) p. tworzonych jest p. + 3 wat-
kéw, sposréd ktorych watki pr oraz py sa odpowiedzialne za przetwarzanie pli-
kéw wejsciowych i wyjsciowych, natomiast pn, jest watkiem gtéwnym, w ramach
ktorego nastepuje wykonanie zadan inherentnie sekwencyjnych, utworzenie po-
zostatych watkéw oraz oczekiwanie na ich zakoriczenie. Zasadnicza korekcja jest
przeprowadzana w ramach watkéw roboczych p;, i € {1,2,...,pc}.

Odczyt danych do przetworzenia jest wykonywany przez watek p., pelnia-
cy role watku nadrzednego (spelniajac podobna funkcje jak procesor nadrzedny
w scentralizowanej metodzie przydzialu zadan). Watek ten jest odpowiedzialny
za odczyt biezacego pliku dyskowego, jego dekompresje oraz buforowanie wczy-
tanych fragmentéw. Algorytm wykonywany przez watek zostal przedstawiony na
pseudokodzie 39. Watki robocze (odpowiedniki procesoréw podleglych) p; cy-
klicznie pobieraja z bufora fragmenty danych, przetwarzaja je oraz (potencjalnie
kompresujac) zapisuja rezultaty w plikach tymczasowych.
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Odczyt pliku w ramach osobnego watku pozwala na wykonanie czasochton-
nych, choé¢ niewymagajacych znacznej mocy obliczeniowej procesora operacji do-
stepu do pamieci masowej. Jednoczesnie umozliwia wykonywanie na biezaco po-
dziatu zbioru odczytéow wejsciowych na podzbiory stanowigce zadania watkow
roboczych. Jedno takie zadanie obejmuje co najwyzej 8 MiB danych zdekompre-
sowanych. Alternatywne rozwazane podejécie polegato na wstepnym odczycie pli-
ku, iteracji po jego zawartosci oraz wyznaczaniu pozycji rozpoczynajacych czedci
przetwarzane w sposéb réwnolegly. Rozwiazanie to zostalo zarzucone ze wzgledu
na koniecznos$¢ dwukrotnego odczytu calego pliku oraz trudnosci w wykonywaniu
skokéw do okreslonych pozycji pliku skompresowanego (wykorzystana biblioteka
programistyczna, przypuszczalnie ze wzgledu na charakterystyke formatu GZIP,
podczas wykonania skoku do pewnego miejsca w pliku wymaga dekompresji ca-
lej zawartosci pliku zawartej przed tym miejscem). Rozwazano takze mozliwosé
wspoldzielenia dostepu do pliku przez watki robocze, tak aby odczyt odbywat
sie bezposrednio przez te watki. Pomyst zarzucono jednak ze wzgledu na zbyt
duze ryzyko znacznego wplywu synchronizacji dostepu do pliku na czas pracy
watkéw roboczych, w szczegdlnosci oczekiwania na zwolnienie dostepu do pliku
przez inny watek.

W zastosowanym rozwiazaniu moze dojs¢ do sytuacji, gdy watek nadrzedny
bedzie stanowit waskie gardto , co moze by¢ efektem ograniczenia przepustowosci
dysku lub znacznego czasu wymaganego na dekompresje przez pojedynczy watek.
7 tego powodu przeprowadzono eksperymenty okreslajace skalowalnosé algoryt-
mu, ktérych wyniki zostana przedstawione w podrozdziale 6.4.3. Wskazuja one,
ze zjawisko to nie wystepuje nawet dla duzej liczby watkéw roboczych p. = 24.

Potaczenie tymczasowych, czastkowych plikow generowanych przez watki ro-
bocze jest przeprowadzane przez watek scalajacy pw. Jego zadaniem jest ocze-
kiwanie na utworzenie nowego pliku tymczasowego przez ktérys z watkéw robo-
czych. W takim przypadku wykonywane jest scalenie tego pliku z plikiem wyni-
kowym lub, gdy poprzedni fragment jeszcze nie zostal utworzony, oczekiwanie na
jego dostepnosé. Algorytm dzialania watku py, zostal przedstawiony na pseudo-
kodzie 40.

Wszystkie powyzsze cechy wspoétbieznosci sa zgodne z modelem przetwarza-
nia z pamiecia wspélna. Zrezygnowano z mozliwoéci wykonania obliczen z prze-
sylaniem komunikatéw, ze wzgledu na spodziewane niskie przyspieszenie spo-
wodowane koniecznos$cia przesylu duzej ilosci informacji (odczytéw oraz danych
tymczasowych, zwlaszcza podczas zliczania k-meréw), a takze ze wzgledu na nie-
dostepno$é¢ odpowiedniego Srodowiska sprzetowego pozwalajacego na doglebna
ocene takiego rozwigzania.
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Synchronizacja i wzajemne wykluczenie

Zapewnienie prawidtowosci wynikow przetwarzania réwnoleglego wymaga uwzgled-
nienia wzajemnego wykluczenia dostepu do niektérych danych wspoélnych przez
rozne watki, a takze synchronizacji pracy watkow w formie oczekiwania na do-
stepnos¢ danych. Problemy te zostaly rozwigzane przy pomocy semaforéow ¢
oraz Gy, odpowiedzialnych za synchronizacje dostepu do dwoéch kolejek, odpo-
wiednio wezytanych fragmentéw pliku wejsciowego @, (ktérych odezyty powinny
zosta¢ poddane korekeji) oraz indekséw skorygowanych fragmentéw pliku wyj-
Sciowego @y (ktére powinny zostaé¢ polaczone w celu uzyskania ostatecznego
wejscia).

Nalezy zaznaczyé¢, ze zawarte na pseudokodach wysokopoziomowe operacje
czekania na spelnienie warunkéw modyfikuja stan tych semaforéw. W momencie
rozpoczecia oczekiwania na semaforze ostaniajacym dana operacje oczekiwania
zostaje wykonana operacja Signal, a wraz ze spelnieniem warunku — operacja
Wait. Umozliwia to dostep do odpowiednich struktur danych celem spelnienia
warunkow.

Pseudokod 38 Pomocnicze procedury i funkcja na potrzeby omoéwienia wspdl-
bieznosci

1: procedure START(p)
2 Rozpocznij prace watku p
3: end procedure

4: procedure JOIN(p)
5 Oczekuj na zakonczenie watku p
6: end procedure

7. procedure PUSH(Q, x)
8: Umiesé wartosé x w kolejce @
9: end procedure

10: procedure Popr(Q)
11: Usun jedna wartosé¢ z kolejki @
12: end procedure

13: function Tor(Q)
14: return pierwsza wartos¢ w kolejce Q)
15: end function
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Pseudokod 39 Przebieg watku p,

Globalne: @, — kolejka FIFO fragmentéw wejsciowych
Globalne: ¢, — semafor binarny zapewniajacy wzajemne wykluczenie dostepu

do Qr

Globalne: fin_input — znacznik zakonczenia wczytania pliku

1: Gin_frag < 0 > Numer kolejnego wezytanego fragmentu pliku
2: while nie wczytano catosci pliku do

3: Wezytaj fragment pliku do zmiennej frag, by¢ moze zdekompresuj go

4: WAIT(;)

5: if |Q:| > 2 pc then

6: Czekaj na zmniejszenie liczby elementéw w kolejce Q)

7: end if

8: PUSH(Qra (fraga iin,frag))

o: SIGNAL(¢;)

10: 7:in,frag < Z.in,frag +1

11: end while
12: fin_input < true > Osiagnieto koniec pliku wejsciowego

Pseudokod 40 Przebieg watku py

Globalne: @y, — kolejka priorytetowa fragmentéw wyjsciowych o kluczu beda-
cym numerem fragmentu
Globalne: ¢, — semafor binarny zapewniajacy wzajemne wykluczenie dostepu

do Qw
Globalne: fin_corr — znacznik zakonczenia korekcji odczytéw pliku

1: Gout_frag < 0 > Numer kolejnego fragmentu pliku do zapisu

2: while true do

3: WAIT(Gy)

4: Czekaj na spelnienie warunku (|Qw| # 0 A TOP(Qw) = fout frag) V
(|Qw| = 0 A fin_corr = true)

5: if fin_corr = true A |Qy| = 0 then

6: break

7 else

8: Por(Qw)

9: end if

10: SIGNAL(Gw)

11: Dotacz plik tymczasowy o indeksie iqyt_frag do pliku wynikowego

12: Z‘out,frag <~ iout,frag +1

13: end while
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Pseudokod 41 Przebieg watku pp

Globalne: fin_corr — znacznik zakonczenia korekcji odczytéw pliku

fin_corr < false > Czy watki robocze zakonczyty prace

START (pyw)

START(py)

for alli e {1,2,...,p.} do
START(p;)

end for

for alli € {1,2,...,p.} do
JOIN(pi)

end for

WAIT(Gy)

. fin_corr + true

SIGNAL(Gy)

JOIN(py)

JOIN(py)

© ® X S T A ® N2

e e e
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5.5 Analiza zfozonosci obliczeniowej algorytmu RECKO-
NER

Gléwnym skladnikiem czasu pracy algorytmu jest korekcja wyznaczonych bled-
nych regionéw, wobec tego zostanie ona uwzgledniona w analizie ztozonoéci ob-
liczeniowej. Zlozono$é zostanie wyznaczona w formie funkcji okreslajacych licz-
be sprawdzen zaufania k-meréw, polegajacych na wykonaniu zapytan do bazy
k-meréw za pomocg KMC API. Nastepnie, w twierdzeniu 6, zostanie wyznaczo-
na pelna ztozonos¢, w ktérej jako operacja dominujaca zostanie przyjeta liczba
przypadkéw poréwnania symboli k-meréw z symbolami obecnymi w bazie.

Pesymistyczny przypadek korekcji odczytu ma miejsce w sytuacji, gdy nie wy-
znaczono zadnych prawidlowych regionéw algorytmu albo istnieje btedny region
krotszy niz k — w takim przypadku nastepuje wykonanie korekcji pierwszego
k-meru, a jego kontynuacja w postaci algorytmu z powrotami jest przeprowadza-
na dla najwiekszej liczby symboli ¢ — k.

Dodatkowe oznaczenia i przyjete zatozenia

W ponizszych obliczeniach przyjeto dodatkowo nastgpujace oznaczenia: n, =
|9], 9 € Wyntrust jest dlugoscia biezacego blednego regionu. Wykorzystano takze
nastepujace oznaczenia zgodne z obecnymi w pseudokodach zmiennymi: eyt —
aktualna liczba pozycji rozszerzajacych odczyt oraz 6 — liczba pozycji niskiej
jakosci pierwszego k-meru.

Ponadto postawiono nastepujace zalozenia, upraszczajace wyznaczenie ztozo-

nosci:
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Pseudokod 42 Przebieg watku p;

Globalne: fin_input — znacznik zakonczenia wczytania pliku

10:
11:
12:

S A L

while true do
next_frag <— GETFRAG
if next_frag = @ then
break
end if

(4in_frag, frag) < next_frag

Przeprowadz korekcje wszystkich odczytéw we frag

Zapisz w pliku tymczasowym o indeksie 7, _frag rezultat korekeji, by¢ moze
skompresuj go

WAIT(Gy)

PUSH(Qw, iin_frag)

SIGNAL(Gw)
end while

. function GETFRAG

WAIT(S;)
Czekaj na spelnienie warunku |@Q;| # 0 V fin_input = true
if |Q:] # 0 then
(frag, iin,frag) < TOP(Qr)
Pop(Q.)
SIGNAL(¢;)
return (frag, iin frag)
else
SIGNAL(;)
return &
end if

. end function

1. k > 6hix_g — skrajny region moze zosta¢ rozszerzony co najwyzej o liczbe
symboli mniejsza niz dlugos$é k-meru (w przypadku modyfikacji pierwszego
lub ostatniego symbolu odczytu zostaje on rozszerzony o fyx_g symboli),

2. w wyniku korekcji metoda sitowa moze zosta¢ wygenerowanych Oyx FIRST PTHS

Sciezek, z ktérych wszystkie beda mialy pierwsza modyfikacje wsréd k —
Ovx_E pozycji,

5. nie ma ograniczen odnosnie do wzajemnych odleglosci korekeji btedow typu

indel w Sciezce,
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6. w celu podjecia préby korekcji btedu typu indel nie jest konieczna analiza
liczby wprowadzonych korekcji btedéw typu substytucja; istotne jest tylko,
zeby istniala mozliwoé¢ wprowadzenia co najmniej jednej,

7. w wyniku zastosowania pewnej Sciezki korekcji dtugosé regionu (w konse-
kwencji takze odczytu) nie zmieni sie, tzn. /o = 0; wynika z tego, ze liczby
korekcji btedéow odpowiednio typu insercja i delecja w regionie sa takie sa-
me,

8. symbol znajdujacy sie na ostatniej pozycji odczytu, tzn. na pozycji £ — 1,
moze by¢ efektem korekcji btedu typu delecja,

9. istnieje mozliwos¢, ze w odczycie nie wyznaczono zadnego prawidlowego
regionu, a jednoczeénie kazda k-elementowa wariacja z powtérzeniami ze
zbioru ¥ moze wystapi¢ w spektrum,

10. zlozonosé obliczeniowa wykonania jednego zapytania do bazy k-meréw wy-
nosi Time(k) = k.

Zaltozenie 10 jest oparte na obserwacji, ze liczba wszystkich oligomeréw diu-
goéci k moze wynosié co najwyzej |Z|F. Poniewaz zapytania sg wykonywane do —
bedacej efektem dziatania KMC tools — bazy w wersji 1, wyszukiwanie odbywa
sie poprzez wyznaczenie pozycji prefiksu w czasie O(1) oraz wyszukiwanie po-
lowkowe w czasie O(log l_c), gdzie k jest liczbg wszystkich k-meréw w bazie o wy-
branym sufiksie. Ograniczajac ztozonos¢ calej operacji od gory, w szczegdlnosci
przyjmujac, ze wyszukiwanie potéwkowe odbywa si¢ w calej bazie rozmiaru |Z|¥,
czas wyszukiwania wynosi O(log 2¥) = O(k).

Wyznaczenie ztozonosci obliczeniowej korekcji w kierunku 3’

Lemat 15. Pesymistyczna ztozonosé obliczeniowa korekcji regionu w kierunku 3'
algorytmu RECKONER jest nie wieksza niz:

Tr3' (N, Omx ind OMX_CHCK) =

20, 5
— : . w+6mx,ind_1 _ _ n1j;+9mx,ind_2 _ —
min <0MXCHCK> 73 (19 1) + 6 (19 1) + 8)

= O(O\Mx_CHCK)-
(5.27)

Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuja pseudokody 19-21, a takze funkcja
Correct3’'Indel przedstawiona na pseudokodach 23 oraz 24. Pomocniczo zosta-
nie wprowadzona funkcja matematyczna Tgs (14, @mx ind), POzwalajaca na analize
przypadku, gdy wplyw dlugosci regionu n, oraz pozostalej dopuszczalnej liczby
korekeji bledéw typu indel w regionie 0,y inq poza funkcja Correctd’ sq rozpa-
trywane roztacznie. Wykorzystane zostang takze zalozenia 5 oraz 6, eliminujace
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koniecznos$¢ analizy minimalnych odlegto$ci miedzy skorygowanymi bledami ty-
pu indel. Nastepnie zostanie wprowadzona funkcja matematyczna Tf 4 (1) mx_ind),
ograniczajaca poprzedni przypadek z gory. Jej postaé bedzie stanowita podstawe
do wyprowadzenia réwnania przedstawionego w tezie pracy, obejmujacego row-
niez funkcje Correctd’.

W pierwszej kolejnosci zostanie przeanalizowane dziatanie funkcji Continue3’.
Pesymistyczny przypadek obejmuje sytuacje, gdy bez powodzenia zostanie spraw-
dzony warunek sytuacji 1, a nastepnie wykonany kod w sytuacji 2.1.

Przebieg funkcji jest nastepujacy: w linii 34 pseudokodu 20 zostaje wyko-
nane jednokrotne zapytanie do bazy. W przypadku uzyskania negatywnego wy-
niku w linii 59, zapytanie zostanie wykonane trzykrotnie, podobnie wywotanie
rekursywne dla argumentu n,, — 1 (linia 73). Po zakonczeniu kazdego wywolania
dodatkowo wywolana zostaje funkcja Correct3’'Indel (linia 76).

Wykonanie funkcji Correct3’'Indel wiaze sie z jednokrotnym wywolaniem
funkeji Continue3d’ dla argumentéw ny — 1 oraz Oyx ind — 1 (pseudokod 23, li-
nia 80), a nastepnie z czterokrotnym wykonaniem zapytania do bazy (linia 93)
oraz czterokrotnym wywolaniem funkcji Continue3’ dla Oy ing — 1 (linia 95).
Ostatecznie zlozono$é obliczeniowa funkeji Continue3d’ (wraz z korekcja bledéw
typu indel) wynosi:

TIIDCS,’(nwy gmx,ind) =
4Tf{3:(n¢ — 1, emx,ind) + 12TF/{3’(7”L¢, emx,ind — 1) =+ 3Tf{3’(nw — 1, me,ind — 1) + 15,

gdzie Tgs (ny,0) = 4Tg5(ny — 1,0) + 3, z kolei T§5:(0, Omxind) = 0, ze wzgle-
du na fakt, ze osiagniecie konca regionu (n, = 0) implikuje brak podstaw do
przeprowadzenia korekcji btedu typu indel. Ponadto T§4:(0,0) = 0.

Wedlug wiedzy autora réwnanie to w ogdlnym przypadku nie jest mozliwe do
rozwigzania. W zwiazku z tym jego warto$é¢ zostanie ograniczona z gory:

Tf,{3’(n1/17 emx,ind) -
4T1/3£37(TL¢ - ]-7 emx,ind) + 12T}¥3’(nw7 Gmx,ind - 1)+

+3Tl£{3’(n¢ — 1, 0mxind — 1) + 15 <
7T£{3’(n¢ -1, emx,ind) + 12T1/{37(n¢, O mx_ind — 1) + 15 <

T{{g’ (nw + me,ind) )

dla pewnej funkcji T 5 (7 mx ind) = 197 %3 (M, mx_ind — 1) + 15, gdzie Tf;4:(0) = 0,

co po eliminacji rekurencji ulega uproszczeniu do T} 3 (1) mx_ind) = %(19%va—in —1).
Prawdziwos¢é przedstawionego ograniczenia wynika z nastepujacych obserwa-

cji:

 maksymalna gteboko$¢ rekurencyjnego zagniezdzania funkcji T4 (1, Omx ind)
Wynosi 1y + Omyx ind + 1,



5.5. ANALIZA ZEOZONOSCI OBLICZENIOWEJ ALGORYTMU RECKONER 189

o w przypadku, gdy w rekurencyjnym wartosciowaniu tej funkcji zmienna
parametryzujaca Oy ing 0siagnie wartosé 0, woéwczas rekurencja jest dalej
wywolywana (gdy réwniez ny, > 0), nie przekraczajac jednak wspomnianego
w poprzednim punkcie poziomu zagniezdzania, ale powodujac, ze w kolej-
nych rekurencyjnych warto$ciowaniach liczba wywotan bedzie mniejsza.

Zaproponowana funkcja T} (-) cechuje sie nastepujacymi wlasnosciami, odno-
szacymi sie do obserwacji z odpowiednich powyzszych punktéow:

« maksymalna glebokos¢ rekurencyjnego zagniezdzania réwnania Tgs (g +
Omx_ind) Wynosi Ny + Omxind + 1, zatem dokladnie tyle samo, co réwna-
nia T} (M, Omx_ind )

o w kazdym rekurencyjnym wywotaniu dla 1, mx ing > 0 liczba kolejnych re-
kurencyjnych wywolan wyniesie 19, podczas gdy w funkcji T{5 (14, @mx ind)
moze by¢ mniejsza, gdy Omx ind = 0.

Wyjasnienie to zilustrowano na rys. 5.7, upraszczajac poprzez rezygnacje z uwzgled-
nienia btedéw typu insercja oraz zaznaczenie tylko liczby wywotan funkcji. Z tego
wynika, ze funkcja T§s(-) przy podanej parametryzacji ogranicza funkcje Tgs
z gory.

Uwzgledniajac fakt, ze w funkcji Correctd’ sa wykonywane 4 zapytania do
bazy (pseudokod 19, linia 16) oraz nastepuje czterokrotne wywolanie funkcji
Continued’ (linia 24) i jednokrotne funkeji Correct3’'Indel (linia 28), zlozonos$é
obliczeniowa wynosi:

TRS’(nwu emx,ind) =
Tlé{{;’(nw - 1; emx,ind) + 4TI€{3’ (n’l/) - 17 emx,ind) + TI/{/3’(nw - 17 emx,ind - 1) + 87

€O po uproszczeniu i podstawieniu réwnania funkcji Tflis’(')7 a takze uwzglednie-
niu ograniczenia podjetych préb korekcji, ktore jest réwne dopuszczalnej liczbie
zapytan do bazy k-meréw Oyx_crck, przyjmuje postaé przedstawiong w tezie
twierdzenia. O

Nalezy zaznaczy¢, ze operacja poddawana zliczaniu, jako ktora przyjeto wyko-
nanie zapytania do bazy k-merdw, nie musi by¢ operacja wykonywana najwieksza
liczbe razy. Przykladowo, zliczanie korekcji btedéw substytucji (pseudokod 22,
linia 37) jest przeprowadzane wielokrotnie dla kazdej podjetej p6zniej proby ko-
rekcji btedu typu indel. Ze wzgledu na fakt, ze operacje tego typu wykonaja sie
czedciej co najwyzej o staly wspélezynnik (we wspomnianym przypadku co naj-
wyzej OMX_CHCK_IND_UNTRST Wiecej razy), w celu uproszczenia kwestia ta nie byla
brana pod uwage.



190 ROZDZIAL 5. NOWA METODA KOREKCJI

TRy (2)

Try Tl (1)

iy

T..(0,0) T4 (0)

(a) Zliczanie bledéw typu indel roztacz- (b) Zliczanie bledéw typu indel acznie,

nie, T4 (1,1) = 20 Tf5(2) = 57

Rysunek 5.7: Przyklad gérnego ograniczenia liczby wywolari funkcji Tf5: (-, -) przy
pomocy funkeji T4 (+) (wylacznie dla korekeji bledéw substytucji i delecji); punk-
ty oznaczaja kolejne wywotania funkcji Continued’, a owale — grupy wywolan
identycznie parametryzowanych funkcji

Lemat 16. Pesymistyczna ztozonosé obliczeniowa rozszerzania koricowego regio-
nu dla korekcji w kierunku 3’ algorytmu RECKONER wynosi:

Trre(Pext) = é (4‘)@“+1 - 4) =0 (29ext) : (5.28)

Dowdd. Analogiczny jak dla lematu 2, z tg roznica, ze rozpatrywany przypa-
dek obejmuja funkcje Extend3’ oraz ContExtend3’, przedstawione na pseudoko-
dach 34 oraz 35. Dopuszczenie niezaufanych k-meréw w $ciezkach nie wplywa na
uzyskang ztozonosé pesymistyczna. O

Lemat 17. Maksymalna liczba $ciezek algorytmu RECKONER wygenerowanych
w wyniku korekcji regionu w kierunku 3’ jest nie wieksza niz:

TR3' (N4, Omnx_ind, OMX_PTH) = min (QMX,PTH; 9- 8"“0“""1“‘_1) : (5.29)

Dowdd. Wyznaczenie maksymalnej liczby jest utrudnione przez trudnosci mate-
matyczne oméwione w dowodzie lematu 15. W zwiazku z tym zostanie podane
tylko jej gérne ograniczenie. Postaé¢ réwnania jest uzasadniona podobnie jak w do-
wodzie lematu 3, z ta roznica, ze jako rozmiar zbioru mozliwych korekcji danej
pozycji odezytu w funkeji Continued’ (pseudokody 19 oraz 20, linia 1) przyjeto
wartos¢ 8 (|X| — 1 = 3 symbole korekeji bledéw substytucji, wylaczajac symbol
oryginalny, |X| = 4 symbole korekeji btedéw delecji oraz 1 przypadek korekcji
bledu insercji). Liczba uzyskanych w tej funkcji $ciezek korekcji jest réwna licz-
bie 7y mx ind-elementowych wariacji z powtérzeniami ze zbioru 8-elementowego,
tj. TRy (My,mx_ind) = 8"¥mx-ind gdzie zmienna ny mx ind Ma znaczenie analogicznie

jak w dowodzie lematu 15.
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Dodatkowo, uwzgledniajac fakt, ze dopuszczalnych jest 9 kolejnych zmian
w funkcji Correct3’ (linia 31), tj. dodatkowo mozliwe jest zachowanie oryginal-
nego symbolu, oraz uwzgledniajac ograniczenie liczby Sciezek do statej Ovix pro,
ostateczna liczba Sciezek jest réwna:

7R3 (N, Omx_ind, OMX_PTH) =

= min (QMX,PTH§ 971'{%37(7%[, + O ind — 1)) ,
co po podstawieniu wyrazen oraz uproszczeniu przyjmuje postaé przedstawiona
w tezie twierdzenia. O

Nalezy zaznaczy¢, ze zalozenie 7 wladciwie zmniejsza maksymalna liczbe Scie-
zek dla regionu ze wzgledu na plynaca z niej koniecznos$¢ wystapienia takiej samej
liczby korekcji btedéw typu insercja i delecja. Majac jednak na celu ograniczenie
liczby rozpatrywanych przypadkow, w analizie pomieto te obserwacje.

W powyzszych wyliczeniach nie uwzgledniono rozszerzania odczytéw, ktore
w algorytmie RECKONER jest wykonywane wraz z tworzeniem $ciezki (np. li-
nia 19 pseudokodu 19. Kwestia ta zostanie uwzgledniona w kolejnych lematach
i twierdzeniach.

Twierdzenie 4. Pesymistyczna zlozonosé obliczeniowa korekcji w kierunku 3’
algorytmu RECKONER wraz z rozszerzaniem wynosi:

Tr3re(k, Ny, Ovx_cHOK > OMx_E» OMXIND, OMx_PTH) =

20 5)
min (QMXCHCIG ? (19n¢+9MX,IND—1 _ 1) + 6 (19nw+9MxJND—2 N 1) +8)+

L tmin (Byrx o 9 - 87501 (ghce )

=0 (OMX,CHCK + 9MX,PTH29MX’E) :

(5.30)

Dowdd. Przypadek pesymistyczny jest zgodny z opisanym w dowodzie twierdze-
nia 1, z ta réznica, ze odwotania dotycza odpowiednio lematéw 15 oraz 17. Po-
nadto wyrazenia Trs(-,-) oraz mRrs(-,-, ) zostaja sparametryzowane wartoscia

Omx_ind = OMX_IND, poniewaz przypadek obejmuje korekcje calego regionu. Tym
samym zlozono$¢ obliczeniowa jest réwna:

Tr3ve(ks Ny, Onx_cHCK, Ovx E; OMx IND) =
Tr3 (g, Onx aND) + TR3 (£ — 4, gy, O IND ) TRre (OMX _E) »
co po podstawieniu wyrazen oraz uproszczeniu przyjmuje postaé¢ przedstawiona

w tezie twierdzenia. O

Lemat 18. Pesymistyczna ztoZonosé obliczeniowa rozszerzania poczgtkowego re-
gionu w kierunku 5" algorytmu RECKONER wynosi:

Trie(Oext) = % (496“+1 — 4) =0 (29cxt) : (5.31)



192 ROZDZIAL 5. NOWA METODA KOREKCJI

Dowdd. Analogiczny jak dla lematu 4, z ta réznica, ze rozpatrywany przypa-
dek obejmuja funkcje Extend5’ oraz ContExtend5’, przedstawione na pseudoko-
dach 61 oraz 62. O

Lemat 19. Pesymistyczna ztoZonosé obliczeniowa sitowej metody korekcji pierw-
szego k-meru algorytmu RECKONER wynosi:

Trp(6hq) = 4% = O (2%9). (5.32)

Dowdd. Analogiczny jak dla lematu 5, z ta réznica, ze rozpatrywany przypadek
obejmuje funkcje FirstBruteForce przedstawiong na pseudokodzie 32. O

Obecny w algorytmie warunek ograniczajacy liczbe Sciezek korekcji sitowej
do Onx_FIRsT PTHS hie ma wplywu na ztozonos$é przedstawiong w lemacie 19,
poniewaz w pesymistycznym przypadku limit ten nie zostanie osiagniety, tzn. zo-
stanie sprawdzonych wiele réznych ciagéw korygujacych symboli, ale mniej niz
Onvx_FIRST PTHS Z hich spowoduje uzyskanie sekwencji k-meru obecnego w spek-
trum.

Lemat 20. Pesymistyczna zloZonosé obliczeniowa korekcji pierwszego k-meru
metodg modyfikacji kolejnych symboli algorytmu RECKONER wynosi:

Tric(k) = 3k = O(k). (5.33)

Dowdd. Analogiczny jak dla lematu 6, z ta réznica, ze rozpatrywany przypadek
obejmuje funkcje FirstConsec przedstawiong na pseudokodzie 32. O

Lemat 21. Pesymistyczna ztoZonosé obliczeniowa korekcji bledow typu indel
pierwszego k-meru algorytmu RECKONER wynosi:

Trui(k) = 5k — 5 = O(k). (5.34)

Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuje funkcje FirstIndel przedstawiong
na pseudokodzie 30. W pierwszej kolejnoéci podejmowana jest préba usuniecia
k — 1 symboli (linia 41), a nastepnie wstawienia kolejnych |X| = 4 symboli na
k — 1 pozycjach (linia 49). Tym samym zlozonosé¢ obliczeniowa przyjmuje postaé
przedstawiong w tezie lematu. O

Lemat 22. Maksymalna liczba Sciezek uzyskanych w wyniku korekcji pierwszego
k-meru metodg sitowq algorytmu RECKONER wynosi:

TR1b(6lg) = min (QMX,FIRST,PTHs; 49”‘) - (5.35)

Dowdd. Sprawdzenie obecnosci w bazie k-meréw efektu kazdego ciagu modyfika-
cji moze wigzaé sie z utworzeniem sciezki. Tym samym liczba wygenerowanych
Sciezek jest rowna zaleznodci jak w lemacie 19. Uwzgledniajac dodatkowo ogra-
niczenie do Oyx FIRST PTHS, liczba Sciezek jest rowna zaleznoSci przedstawionej
w tezie lematu. O
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Lemat 23. Maksymalna liczba Sciezek uzyskanych w wyniku korekcji pierwszego
k-meru metodg modyfikacji kolejnych symboli algorytmu RECKONER wynosi:

mric(k) = 3k. (5.36)
Dowdd. Analogiczny jak dla lematu 8. O

Lemat 24. Maksymalna liczba Sciezek uzyskanych w wyniku korekcji bledow typu
indel pierwszego k-meru algorytmu RECKONER wynosi:

mrai(k) = 5k — 5. (5.37)

Dowdd. Sprawdzenie obecnosci w bazie k-meréw efektu kazdego przypadku mo-
dyfikacji moze wigza¢ sie z utworzeniem $ciezki. Tym samym liczba wygenerowa-
nych Sciezek jest réwna zaleznosci jak w lemacie 21, przedstawionej w odpowied-
niej formie w tezie twierdzenia. O

Lemat 25. W algorytmie RECKONER dana pozycja a € {0,1,...,k — 1} pelni
role pierwszego zmodyfikowanego symbolu w maksymalnie:

Tric(a, k) = 3 (5.38)
Sciezkach w korekcji pierwszego k-meru metodg modyfikacji kolejnych symboli.

Dowdd. Analogiczny jak dla lematu 9. O

Lemat 26. W algorytmie RECKONER dana pozycja a € {1,2,...,k — 1} pelni
role pierwszego zmodyfikowanego symbolu w maksymalnie:

ﬂ'Rli(a, k’) = 5. (5.39)
sciezkach w korekcji bledow typu indel pierwszego k-meru.

Dowdd. Kazda $ciezka korekcji obejmuje modyfikacje jednej pozycjia € {1,2,..., k—
1}, tzn. wylaczajac pozycje a = 0. Dla tej pozycji w Sciezce moze zostaé wykona-
na korekcja polegajaca na usunieciu tego symbolu albo wstawieniu bezposrednio
wcezesniej jednego symbolu ze zbioru X. Zatem modyfikacja kazdej pozycji moze
zostaé przeprowadzona na 5 sposobow. 0

Lemat 27. Pesymistyczna ztozZonosc¢ obliczeniowa rozszerzania poczgtkowego re-
gionu dla wszystkich Sciezek uzyskanych w metodzie sitowej korekcji pierwszego
k-meru odczytu algorytmu RECKONER wynosi:

TRible(Ovx B, OMx FIRST PTHS; IMX 1LQ) =
1 .
=~ min (HMX,FIRST,PTHs; 49MX’LQ) (49MX’E+1 - 4) = (5.40)
3
E

-0 (GMX,FIRST,PTH829MX7 ) '
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Dowdd. Analogiczny jak dla lematu 10, wykorzystujac zalozenie 2, w oparciu
o lematy odpowiednio 18 oraz 22. O

Lemat 28. Pesymistyczna zloZonosé obliczeniowa rozszerzania poczgtkowego re-
gionu dla wszystkich Sciezek uzyskanych w wyniku korekcji bledow typu indel
pierwszego k-meru odczytu algorytmu RECKONER wynosi:

Triie(k, Ovx E) =
20

1 1
_ V00 _ buxe _ 1) _ CLouxs 1]
=3 |k—fuxe—1) (4 MX-E 1) Orix g — g4 3] - (5.41)

— 0 (ko).

Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuje pseudokod 29, gdy wykonano kod
w linii 30, a w rezultacie uzyskano maksymalna mozliwg liczbe Sciezek. Pesy-
mistyczna zlozonos¢ obliczeniowa dotyczy sytuacji, w ktorej dla kazdej Sciezki
region jest rozszerzany o maksymalna liczbe pozycji. Ze wzgledu na zalozenie 1
liczba pozycji rozszerzajacych odczyt dla danej $ciezki moze by¢ rézna, zgodnie
z sytuacja symetryczna do przedstawionej na rys. 5.2. Sposrdd Sciezek wymaga-
jacych rozszerzenia regionu k — fyx_g — 1 (analogicznie do sytuacji symetrycznej
jak na rys. 5.2, z tym ze poczatkowa pozycja odczytu, w zwiazku z warunkami
petli na pseudokodzie 30 w liniach 39 oraz 46 w tym przypadku nie bedzie mody-
fikowana) Sciezek zostanie rozszerzonych o fyx_g symboli, natomiast (Oyx g —1)
bedzie rozszerzonych o kolejno 1,2, ..., Oyx g — 1 symboli. Tym samym, opierajac
sie na lematach 18 oraz 26, ztozonos¢ obliczeniowa jest réwna sumie:

Triile(k, OMx E) =

k»'_GMX,E_l GMX,E_1
= Y mrili - LE)Tre(Ouxe) + Y, mru(k — Ouxe +i — 1 k) Trie(4),
i=1 =1

co po podstawieniu wyrazen oraz uproszczeniu przyjmuje postaé przedstawiong
w tezie. O

W korekcji pierwszego k-meru mozna wyrézni¢ cztery przypadki:

(7) liczba pozycji niskiej jakosci 61 = 0 i oryginalny pierwszy k-mer nie jest
zaufany; w efekcie zostaje wykonana tylko korekcja metods modyfikacji
kolejnych symboli (pseudokod 29, linia 22);

(7i) liczba pozycji niskiej jakosci 014 € (0; 6nvx 1.ql; W efekcie zostaje przeprowa-
dzona korekcja metoda sitowa, w wyniku ktorej zostaje uzyskana co naj-

mniej jedna Sciezka korekeji (linia 13);

(7it) liczba pozycji niskiej jakosci nalezy do tego przedziatu, jednak korekcja me-
toda sitlowg nie zwraca zadnej Sciezki; w efekcie zostanie wykonana korekcja
przez modyfikacje kolejnych symboli, tzn. zostaje przeprowadzona korekcja

obydwoma metodami (linie 13 oraz 15);
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iv) liczba pozycji niskiej jakosci 014 > Ovx_LqQ; W efekcie zostaje przeprowadzo-
jv) liczb ycji niskiej jakosci g > 6 Q fekei j d
na korekcja metoda sitowa dla fyrx 1,q symboli najnizszej jakosci (linia 25).

Ponadto jezeli dowolny z tych przypadkéw nie powiedzie sie, zostanie wykonana
korekcja bledéw typu indel (linia 30).

Analogicznie jak dla algorytmu BLESS, zostang wybrane przypadki, dla kté-
rych korekcja catego odczytu bedzie charakteryzowala sie najwyzszg ztozonoscig
obliczeniowa.

Maksymalna liczba wygenerowanych $ciezek w przypadkach (7) oraz (7i) jest
taka sama. Maksymalna zlozonosé obliczeniowa przypadku (4ii) jest wieksza niz
przypadku (7), pomimo wykonania w tym ostatnim jednego dodatkowego zapy-
tania do bazy k-meréw (linia 18). Maksymalna liczba wygenerowanych Sciezek
w przypadkach (i7) oraz (iv) jest taka sama. Maksymalna zlozonosé obliczenio-
wa przypadku (iv) jest wieksza niz przypadku (i), ze wzgledu na wykonanie
wspomnianego dodatkowego zapytania do bazy.

W zwiazku z tym dalszej analizie powinny zosta¢ poddane przypadki (7i7)
oraz (i), uwzgledniajac wygenerowanie ewentualnych $ciezek w wyniku korek-
cji bledéw typu indel. W przypadku (7¢) maksymalna liczba uzyskanych Scie-
zek wynosi zgodnie z lematem 23 7Rri.(k) = 3k, w zwiazku z tym pesymistycz-
ny przypadek korekcji odczytu ma miejsce, gdy w przypadku tym nie zostanie
uzyskana zadna $ciezka i zostanie przeprowadzona korekcja bledéw typu indel.
Ztozonosé obliczeniowa bedzie wtedy wigksza, a jednoczesnie maksymalna liczba
uzyskanych $ciezek (a zatem takze liczba prob korekcji pozostalej czesci odezy-
tu) wyniesie zgodnie z lematem 24 7g;3i(k) = 5k — 5. Dla przypadku (iv) zostanie
przyjeta mozliwo$¢ wygenerowania maksymalnej liczby Sciezek, zatem korekcja
btedéw typu indel w ogdle nie zostanie wykonana. W ten sposéb w poréwnaniu
zostanie uwzgledniony takze potencjalnie niekorzystny przypadek wygenerowania
maksymalnej liczby Sciezek w wyniku korekcji pierwszego k-meru metoda sitowa.
Przypadek (7i) zostanie objety lematem 29, a przypadek (iv) — lematem 30.

Wyznaczenie ztozonosci obliczeniowej korekcji catego odczytu

Lemat 29. Pesymistyczna ztozono$¢ obliczeniowa korekcji catego odczytu, w przy-
padku gdy jest wykonywana korekcja pierwszego k-meru metodg sitowq, metodg
modyfikacji kolejnych symboli oraz gdy nastepuje korekcja bledow typu indel, al-
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gorytmu RECKONER wynosi:

Tri(k, £, Onx_cHCK > OMX _E> OMX_FIRST_PTHS, OMX_IND, OMX_LQ) =

_ 49MX,LQ + ? |:(/€ — Oux.E — 1) (40MX,E _ 1) — OMXE — ;49MXE] +

+(5k — 5)-

2
. [min (QMXCHCIG £ (194—/€+GMXJND—1 _ 1) + g (194—/€+GMXJND—2 _ 1) + 8) +

3
}min (9 9. 8£7k+9MX,IND*1) <49MX7E _ 4) 18k — 63 _
3 MX_PTH, 5

=0 (QQMX*LQ + (k + Oyx_prm) 20MxE WMX,CHCK) :
(5.42)

Dowdd. Rozpatrywany przypadek obejmuje pseudokod 29. Sktadnikami zlozo-
nosci obliczeniowej sa: ztozonos$é¢ korekeji pierwszego k-meru wykonana najpierw
metoda sitowa (w wyniku ktérej nie uzyskuje sie $ciezek — linia 13), nastepnie
metoda modyfikacji kolejnych symboli (linia 15) (réwniez nie prowadzac do uzy-
skania zadnych $ciezek), a ostatecznie korekcji btedéw typu indel (linia 30), zto-
zonos¢ rozszerzania regionu poczatkowego w lewo oraz korekcja pozostatej czedci
odczytu (tj. regionu diugosci ny, = ¢—k — linia 35), wykonana dla wszystkich uzy-
skanych w wyniku korekcji pierwszego k-meru $ciezek (wylacznie korekcji btedéw
typu indel). Opierajac sie na lematach 19-21, 24 oraz 28, a takze twierdzeniu 4
sumarycznie wynosi ona:

Tri(k, £, Omx_cHCK, IMX_LQ, OMX_E, OMX_IND OMX_FIRST_PTHS) =
= Trib(Onx 1.qQ) + Tric(k) + Trii(k) + Traite (K, Ovix 1)+

+ mR1i (k) TR3 e (B, £ — E, Onix_cHCOK  OMX_E, OMX_IND OMX_FIRST_PTHS ),

co po podstawieniu wyrazen oraz uproszczeniu przyjmuje postaé jak w tezie le-
matu. O

Lemat 30. Pesymistyczna ztoZono$¢ obliczeniowa korekcji catego odczytu, w przy-
padku gdy jest wykonywana korekcja pierwszego k-meru metodg sitowq, algorytmu
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RECKONER wynosi:

Tr (K, £, Onx_cuek, Ovx B, OMx FIRST PTHS, OMX_IND, OMx 1LQ) =

. 0
= min (QMX,FIRST,PTHSE 4 MXLQ) :
1

3 (49MX,E+1 _ 4) +

( 19¢—F+omxaNp—2 _ ) + 8) +

230 <1ge*k+eMXJND*1 )

5
+ min <0MX LQ; 6
1
_|_3 min (‘9MX pTH; 9 - 8[ k+6nx_1NnD— 1) <4€Mx B _ )] + 49Mx1LqQ +1=

=0 (QMX,FIRST,PTHS : <9MX,PTH29MX’E + QGMX*LQ» .
(5.43)

Dowdd. Analogiczny jak dla lematu 12, w oparciu o lematy 19, 22 oraz 27, a takze
twierdzenie 4. Dodatkowo uwzgledniono jedno zapytanie w linii 18 pseudokodu 29.
O

Okreslenie pesymistycznej zlozonosci obliczeniowej wymaga poréwnania zto-
zonosci stanowiacych przedmiot lematow 29 oraz 30. Ztozonosci te sa jednak za-
lezne od siedmiu parametréw: k?, 67 GMX,CHCKa HMX,En HMX,FIRST,PTH& QMXJND,
Ovx_1.Q, wobec tego rozwigzanie takiej nieréwnosci jest zadaniem trudnym. W ce-
lu uproszczenia I“OZWiQZ&Ilia zmienne HMX,CHCKy eMX,Ea QMX,FIRST,PTHSa GMXJND
oraz fhix 1,q zostang zastapione wartosciami, ktére stanowig stale parametry im-
plementacji algorytmu, zgodnie z tabelami 5.4 oraz 5.5.

Lemat 31. Pesymistyczna ztoZono$c¢ obliczeniowa korekcji algorytmem RECKO-
NER calego odczytu jest maksymalna podczas korekcji pierwszego k-meru metodg
sitowq, metodg modyfikacji kolejnych symboli oraz korekcji bledow indel.

Dowdd. W celu udowodnienia lematu nalezy rozwiazac¢ nieréwnosé obejmuja-
ca korekcje catego odczytu w obu przypadkach, ktérych ztozonoéci wyznaczono
w dowodach lematéw 29 oraz 30:

Try (K, £, Ovx_cHOK OMX _E, OMX_FIRST PTHS, OMX_IND, Mx 1L.Q) >

> TRi(k, £, Ovx_cHCK, OMX _E» OMX_FIRST_PTHS OMX_IND, OMX_LQ)-

W trakcie rozwiazywania czterokrotnie nalezy podjaé decyzje odnosnie do wy-
boru wartosci funkeji min(+,-), wykorzystywanych w réwnaniach wspomnianych
lematéw. W kazdym przypadku jako jej wynik zostaly wybrane odpowiednie sta-
te, poniewaz przy przyjetym zalozeniu 4 alternatywne wartosci bylyby wieksze.

Podstawienie wartoéci oraz rozwigzanie réwnania powoduje uzyskanie zalez-
noéci k <~ 1,13. Tym samym powyzsze réwnanie jest prawdziwe tylko dla k = 1,
co na mocy zalozenia 3 jest niemozliwe, zatem w zadnym przypadku ztozonosé



198 ROZDZIAL 5. NOWA METODA KOREKCJI

obliczeniowa korekcji catego odczytu, gdy pierwszy k-mer jest korygowany meto-
da sitowa, nie moze by¢ maksymalny. Stad maksymalng ztozonoscia cechuje sie
przypadek, gdy dla pierwszego k-meru jest wykonywana korekcja btedéw typu
indel. O

Twierdzenie 5. Pesymistyczna zlozonosé obliczeniowa korekcji odczytu algoryt-
mu RECKONER wynosi:

!
TR (k, £, Onix_cHCK, OMX_E> OMX_FIRST _PTHS, OMX_IND, OMX 1.Q) =

= Tri(k, £, Ovx_cHCOK OMX B, OMX_FIRST_PTHS, OMX_IND, OMX 1LQ) = (5.44)
— O(k).

gdzie wartos¢ TRi(k, £, Onx_cHCK, OMX_E, OMX_FIRST_PTHS, OMX_IND, Ovx L) jest
zdefiniowana w réwnaniu (5.42).

Dowdd. Jak zostalo wspomniane, w przypadku pesymistycznym w wyniku wy-
znaczania regionéw nie zostaja wyznaczone zadne prawidlowe regiony lub istnieja
bledne regiony krotsze niz k. Ztozonos¢ obliczeniowa korekcji catego odczytu zo-
stala oparta na obserwacji wyszczegdlnionej w dowodzie lematu 31. Ze wzgledu
na postawione w tym lemacie zalozenie o staloéci wartosci Oyix_ cuck, OMx E,
HMX,FIRST,PTHSa QMXJND oraz HMXJ_IQ oraz ze wzgl@du na zalozenie 4, I'Z(gdy zto-
zonosci wystepujace w niniejszym twierdzeniu ulegaja uproszczeniu w stosunku
do przedstawionych w lemacie 29. O

Twierdzenie 6. Pesymistyczna ztoZonosc¢ obliczeniowa korekcji odczytu algoryt-
mu RECKONER z uwzglednieniem wykonania zapytania do bazy k-meréw, przy
przyjeciu jako operacji dominujgcej porownania symbolu k-meru z symbolem obec-
nym w bazie, wynosi:

Tr(k, £, Omx_cHCK, OMX _E, OMX_FIRST PTHS, OMX_IND, OMX 1L.Q) =

= kTgi(k, ¢, Ovx_cHCK, OMx B, OMX FIRST PTHS, OMx_ IND, Ovx 1.g) = (5.45)
= O(k?).

Dowdd. Na mocy zalozenia 10 kazde zapytanie do bazy k-meréw jest wykonywane
ze ztozonoscia Timce (k) = k. W oparciu o twierdzenie 5 zlozonosé przyjmuje postaé
jak w tezie twierdzenia. O

5.5.1 Podsumowanie

Podsumowanie dziatania algorytmu RECKONER zostanie przeprowadzone w od-
niesieniu do analogicznych kwestii dotyczacych algorytmu BLESS:

e algorytm nie jest oparty na filtrach Blooma, co eliminuje wszystkie niedo-
godnosci tej struktury danych; zastosowane baza k-merow KMC wymaga
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jednak dodatkowego czasu na prace zewnetrznych narzedzi tworzacych i fil-
trujacych ja oraz moze wymagaé wyzszego zapotrzebowania na pamiec,
zatem kwestie te zostana przeanalizowane eksperymentalnie,

e algorytm dostosowano do przetwarzania réwnoleglego, a podczas projekto-
wania i implementacji zwrécono uwage na szybkos¢ dziatania; skutecznoscé
tych dzialan zostanie zweryfikowana eksperymentalnie,

e heurystyczne przestanki detekcji i korekcji btedéw zostaly oparte zardw-
no na spektrum k-meréw, jak tez na wspdlczynnikach jakosci odczytow —
zwrécono takze uwage na niedoskonatosé koncepcji spektrum, m.in. pozwa-
lajac na incydentalne wprowadzanie do odczytéw k-merdéw spoza spektrum,

e czeSciowo zapewniono strategie rozwiazywania problemu niskiego pokry-
cia niektorych odczytéw poprzez wspomniane dopuszczenie wprowadzania
k-meréw spoza spektrum oraz opcjonalng weryfikacje w oparciu k”-mery,

e zredukowano pesymistyczna zlozonosé czasowa algorytmu poprzez zasto-
sowanie limitowania wybranych zbioréw danych oraz liczby analizowanych
przypadkéw; pesymistyczna ztozono$é obliczeniowa korekcji jednego odczy-
tu wynosi O(k?).

Pozostate obserwacje, w szczegdlnoéci odniesienie do wymagan postawionych
w podrozdziale 5.4.2, zostana oméwione w rozdziale przedstawiajacym wyniki
eksperymentalne.

Nalezy podkreslié, ze przedstawione w biezacym rozdziale wyznaczanie zto-
zonosci obliczeniowych obu algorytméw jest obcigzone licznymi uproszczeniami,
wynikajacymi przede wszystkim z przyjecia wielu zatozen. Ponadto prawdopo-
dobienistwo wystapienia sytuacji pesymistycznej lub zblizonej do niej jest nie-
praktycznie mate. Bardzo duza liczba odczytéw obecnych w typowym zestawie
odczytow powoduje, ze pojedyncze niekorzystne przypadki korekcji odczytéw nie
powinny wywrzeé znaczacego wplywu na rozwiazanie catosci zadania. Dodatkowo
w przypadku algorytmu RECKONER znaczna redukcja ztozonosci obliczeniowej
zostala przeprowadzona poprzez wprowadzenie sztywnych limitow weryfikowa-
nych mozliwosci, a nie wprowadzenie kluczowych zmian w algorytmie wyszuki-
wania wyczerpujacego, ktérego ztozonosé bez tych ograniczen caly czas pozostaje
wyktadnicza w funkcji dtugosci odczytu.

Pomimo powyzszych intuicyjnych wnioskéw nieprzedstawione obserwacje prze-
biegu pracy algorytmu RECKONER przed i po wprowadzeniu limitowania wska-
zuja, ze limitowanie spelnia swoja role. Jego brak w rzadkich przypadkach powo-
dowal bardzo dlugi czas korekcji niektérych odezytéw, siegajacy minut (na kom-
puterze zgodnym ze specyfikacja podana w tabeli B.3). Tego rodzaju zjawisko
niejednokrotnie powodowato brak pamieci w zwigzku ze zbyt duzg liczbg $ciezek.
7 kolei czas obliczen réwniez jest redukowany na skutek limitowania, ale raczej
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nie ze wzgledu na wspomniane ,trudne” odczyty, ale liczne odczyty, ktérych ko-
rekcja byla przeprowadzana nieprzecietnie dlugo, ale jednoczesnie znacznie krocej
od tych, ktére wymagaly najwiecej czasu.



Rozdziat 6

Badania eksperymentalne

W podrozdziale 4.4 podkreslono, ze do tej pory nie zaproponowano satysfakcjonu-
jacej, uniwersalnej metody oceny jakosci algorytméw korekeji. Zardwno kryteria
oceny, miary kryteriéw, zasady doboru zbioru poréwnywanych algorytméw oraz
ich parametréow, jak tez wykorzystane zestawy danych testowych w duzej mierze
roznia sie w wigkszosci pozycji literaturowych. Stanowi to z jednej strony zrédio
réznorodnych, choé¢ nie zawsze spdjnych (ze wzgledu na odmiennosé kryteriéw)
rezultatéw, a z drugiej prezentuje mnogo$é mozliwych podejsé do problemu oraz
dostarcza wynikéw odnoszacych sie do duzego spektrum aspektéw. W niniejszym
rozdziale przedstawiono wyniki eksperymentéw stanowigcych podstawe analizy
poréwnawczej wybranej grupy algorytméw korekeji odczytéw Illumina oraz eks-
perymentéow majacych na celu oceng jakosci algorytmu RECKONER. W eks-
perymentach cze$ciowo wykorzystano miary obecne w pozycjach literaturowych.
Wprowadzono tez nowe kryteria, w tym odnoszace sie do aspektéw dotad nie
poruszanych przez autoréw prac.

6.1 Zaftozenia eksperymentalne

6.1.1 Cele eksperymentéw

Celem eksperymentow bylo przeprowadzenie analizy zapotrzebowania na zaso-
by oraz jakoSci wynikéw poszczegdlnych algorytméw. Zwrdcono uwage na za-
stosowanie réznorodnych danych wejsciowych (obejmujacych organizmy o geno-
mach charakteryzujacych si¢ réznymi cechami, w szczegélnosci dlugoscia), od-
czyty réznej dlugosci i wladciwosci (typowe dla sekwenatoréw Illumina HiSeq,
MiSeq oraz NovaSeq). Celem bylo takze poréwnanie wynikéw wyrazonych przy
pomocy rozmaitych miar. Uwzgledniono odczyty rzeczywiste (co, jak zostato wy-
jasnione w podrozdziale 4.4.1, stanowi posrednia miare jakodci korekcji, jednak

201
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odnoszaca sie do realnych probleméw, a nie oparta na wyidealizowanych przypad-
kach uzyskanych w wyniku symulacji). Jednoczesnie nie zrezygnowano z analizy
symulowanych zestawéw danych, uwazajac ich korekcje za zrédlo bezposredniej
informacji o wlasno$ciach rezultatéw pracy algorytméw dla danych réznej jakosci,
a takze dajac mozliwos¢ zweryfikowania skutecznosci takiego podejscia do oceny.

Nacisk potozono réwniez na zbadanie szybkoéci dzialania oraz zapotrzebowa-
nia na pamieé¢ implementacji, a takze skalowalnosci przetwarzania rownolegtego.
Czedé¢ eksperymentow zostala przeprowadzona w celu obserwacji wptywu dtugo-
$ci oligomeru k na uzyskana rezultaty, w tym opracowanie strategii doboru tego
parametru dla algorytmu RECKONER. Wyniki podzielono zgodnie z kategoriami
kryteriow, ktore zostaly przedstawione w podrozdziale 4.4.

6.1.2 Doboér algorytmow

Sposrod 11 algorytméw dokladnie opisanych w podrozdziale 4.1.3, do ekspery-
mentéw dobrano 9 z nich. Do tej grupy nie zaliczono algorytmu Quake ze wzgledu
na skupienie sie autoréw tego algorytmu na eksperymentach z uzyciem bardzo
krotkich odezytow dtugosci 36 pz, co sugeruje przeznaczenie algorytmu do korekeji
odczytéw uzyskiwanych przez dawne modele sekwenatorow. We wstepnych eks-
perymentach stwierdzono tez bardzo dlugi czas obliczen, gdy wejscie algorytmu
stanowily odczyty wiekszej dtugosci. Ponadto w pracach [89, 97, 179] sygnalizo-
wano staba jako$¢ wynikéw tego algorytmu oraz obecno$é btedow.

Nie przeprowadzono eksperymentéw z algorytmem PREMIER, ze wzgledu na
brak publicznie dostepnej jego implementacji, a takze liczne, trudne do okresle-
nia parametry oraz przeprowadzenie oryginalnych testéw dla odczytow diugo-
$ci 36 pz. Brak implementacji byl rowniez przyczyna pominiecia eksperymentéw
z jego udziatem opisanych w pracy [97]; na kwestie niedostepnosci implementacji
zwr6cono réwniez uwage w pracy [123].

W przypadku algorytmu BLESS zrezygnowano z eksperymentéw z wykorzy-
staniem implementacji w wersji 0.12, stanowigcej podstawe algorytmu RECKO-
NER, ze wzgledu na jej jednowatkows prace, skutkujaca bardzo duzym czasem
wykonania oraz znaczna nieaktualno$¢ tej wersji (wydanej w 2013 roku). W za-
mian do eksperymentéw zakwalifikowano najnowsza wersje 1.02. Nalezy zauwa-
zy¢, ze w pracy [210] calkowicie pominieto w eksperymentach algorytm BLESS,
uzasadniajac to trudnosciami wystepujacymi podczas jego instalacji, wynikaja-
cymi zapewne z wykorzystania biblioteki do przetwarzania zgodnie z modelem
sieciowym.

W tabeli B.1 zawarto informacje dotyczace testowanych algorytméw korek-
cji. Ponadto w tabeli B.2 wyszczegdlniono pomocnicze narzedzia i algorytmy
wykorzystane do przeprowadzenia eksperymentéw. W pierwszej z nich zostaly
wymienione algorytmy, ktére podlegatly eksperymentom z pomiarem zapotrzebo-
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wania na pamieé i czas obliczen. Dokladne zastosowanie pomocniczych narzedzi
i algorytmoéw zostalo omoéwione w dalszej czedci rozdziatu.

Ze wzgledu na testowanie algorytmu RECKONER w dwoch trybach: zasad-
niczym oraz z weryfikacja w oparciu o k”-mery przyjeto, ze stupki badz wykresy
obejmujace algorytm RECKONER zostang oznaczone kolorem jasnoczerwonym
(tryb zasadniczy) albo ciemnoczerwonym (tryb z weryfikacja).

6.1.3 Uruchomienie implementacji
Kompilacja

Wiekszosé algorytmow zostalta zaimplementowana w jezyku C++4. Ich kompilacja
zostata wykonana przy pomocy kompilatora G++4 w wersji 7.2.0, zachowujac
domyslne parametry kompilacji. Wyjatkiem byty:

e BLESS — w celu dostarczenia implementacji interfejsu MPI zastosowano
biblioteke OpenMPI; kompilacja zostata wykonana przy pomocy zalaczone-
go do biblioteki kompilatora mpicxx oraz kompilatora G++ w wersji 4.9.2;
uruchomienie implementacji skompilowanej przy pomocy nowszego kompi-
latora oraz nowszej biblioteki nie powiodlo sie,

e Blue — zostala wykorzystana wersja skompilowana przez autoréw algoryt-
mu; implementacja jest dostepna w jezyku C#,

« SAMDUDE — implementacja algorytmu jest dostepna w jezyku Python,
nie wymagajac kompilacji.

Srodowisko testowe

W celu przeprowadzenia eksperymentéw wykorzystano serwer obliczeniowy, kté-
rego parametry zostaly przedstawione w tabeli B.3.

Skompilowana implementacja algorytmu Blue wymaga do pracy $rodowiska
uruchomieniowego Microsoft .NET Framework, w zwigzku z czym zostala ona
uruchomiona w $rodowisku Mono. Z kolei implementacja algorytmu SAMDU-
DE zostata uruchomiona w srodowisku Python. Algorytm BLESS, ze wzgledu
na wykorzystanie interfejsu MPI, zostal uruchomiony w $rodowisku z dostepna
bibliotekag OpenMPI. Pozostate implementacje zostaly uruchomione jako samo-
dzielne pliki wykonywalne w srodowisku powtoki bash.

Pomiaréw zapotrzebowania na zasoby obliczeniowe dokonano przy pomocy
narzedzia GNU time, pozwalajacego na uruchomienie programu z wykonaniem
pomiaru szeregu wartosci, jak czasu obliczen (w tym pelnego czasu od urucho-
mienia do zakoriczenia pracy programu — wall clock) oraz szczytowego zapo-
trzebowania na pamie¢. W celu unikniecia wplywu na czas obliczenr buforowania

plikéw przez system operacyjny przy uruchomieniu réznych algorytmoéw korekeji
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z rzedu, przed uruchomieniem kazdego przypadku testowego (tj. jednego uru-
chomienia implementacji algorytmu lub jego potoku przetwarzania) kazdorazowo
przeprowadzono usuniecie plikéw z pamieci podrecznej systemu przy pomocy na-
rzedzia vmtouch. Czas korekcji, asemblacji i mapowania kazdego uruchomienia
algorytmu zostal ograniczony do 24 godzin, z wyjatkiem eksperymentéw oceny
skalowalnoéci, gdzie czas ten zwiekszono do 48 godzin.

Analiza jakosciowa wynikéw (jesli nie zaznaczono inaczej), a takze symulacja
uproszczong metoda Quake, zostaly przeprowadzone przy pomocy przygotowa-
nych ad hoc narzedzi. Szczegbélowy sposéb uruchomienia zewnetrznych narzedzi
zostal zawarty w podrozdziale B.2.

Uwagi techniczne do niektérych algorytmoéw

Implementacja algorytmu BLESS w wersji 1.02 jest zintegrowana z narzedziem
KMC w wersji 2.1.1, ktére posiada btad skutkujacy w niektérych srodowiskach
zakleszczeniem algorytmu. Implementacja KMC zostata zmodyfikowana przez au-
torow algorytmu BLESS w sposob umozliwiajacy wykonanie jej na wielu weztach
obliczeniowych, stad zmiana narzedzia zliczajacego k-mery na wersje dzialaja-
ca prawidlowo jest zadaniem skomplikowanym. W celu ominigcia ujawnienia sie
btedu, algorytm BLESS byt uruchamiany z parametrem zwiekszajacym ilos¢ pa-
mieci dostepnej dla KMC z 4 GiB do 8 GiB. W takiej konfiguracji problem nie
wystepowal (choé nie wyeliminowalo to problemu catkowicie), jednak moglo to
wywrzeé pewien negatywny wplyw na zapotrzebowanie na pamieé¢ catego potoku
algorytmu BLESS.

Algorytm BLESS zostal przetestowany przy pomocy jednego wezta oblicze-
niowego, pracujacego zgodnie z modelem z pamieciag wspdlng. Nie podjeto proby
uruchomienia na klastrze ze wzgledu na brak odpowiedniego srodowiska oblicze-
niowego.

Do uruchomienia algorytmu Fiona wykorzystano implementacje bedaca sktad-
nikiem pakietu SeqAn. Z kolei implementacja algorytmu Blue jest dostepna w po-
staci trzech narzedzi: zliczania k-meréw (Tessel), generacji par k'-meréw (Gene-
rateMerPairs), wlasciwej korekeji (Blue). Narzedzia te byly uruchamiane kolejno.

Implementacja algorytmu SAMDUDE wymaga przekazania jako wejscia zma-
powanych odczytéw w formacie SAM. Mapowanie przeprowadzono przy pomocy
narzedzia BWA [129], poprzez wykonanie go — zgodnie z rekomendacja auto-
réw — w trybie BWA-MEM. Plik w formacie SAM stanowi takze wyjscie al-
gorytmu SAMDUDE, dlatego w przypadkach gdy eksperyment wymagal, zeby
uzyskane wyniki korekcji posiadaly format FASTQ (tj. na potrzeby asemblacji,
mapowania oraz oceny odczytéw symulowanych), przeprowadzono wyodrebnienie
ich przy pomocy narzedzia SAMtools [130].

Pozostale algorytmy przyjmuja jako wejscie pliki w formacie FASTQ. Jesli
bylo to mozliwe, pliki te zawieraly odczyty sparowane (wykorzystano pare pli-
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kéw) w skompresowanym formacie GZIP. Wyjatkiem byly implementacje Blue
oraz Karect, ktore nie obstuguja plikéw skompresowanych, wobec tego sparame-
tryzowano je para plikéw nieskompresowanych, a takze RACER, Fiona oraz BFC,
ktére wymagaly przekazania jednego pliku odczytéw niesparowanych; w celu uzy-
skania takowych plikéw utworzono je doltaczajac drugi plik na koncu pierwszego

Z pary.

Niepowodzenie wykonania algorytmu

W przypadku, gdy dla danego zestawu danych wejéciowych wykonanie algoryt-
mu korekcji nie powiodto sie albo przedstawienie jego wynikéw byltoby bezcelowe,
wynik eksperymentu zostal oznaczony na wykresie przy pomocy jednego z sym-
boli:

e T — wykonanie algorytmu nie zakonczylo sie w zalozonym czasie,
o 1 — brak wystarczajacej ilosci pamieci operacyjnej,

e § — przerwanie programu na skutek zgloszenia nieztapanego wyjatku albo
przerwania przez system operacyjny w efekcie wystapienia ogélnego btedu
ochrony, z innego powodu niz brak wystarczajacej iloSci pamieci operacyjnej
(np. blad index is out of bounds),

e % — inna przyczyna, wyszczegélniona w opisie.

Dodatkowo symbolem X oznaczono przypadki, gdy nie podjeto préby wykonania
algorytmu. Wszystkie te symbole odnoszg sie wylacznie do niepowodzenia od-
powiedniego wykonania korekcji danego zestawu odczytow, nawet jezeli zostaly
zawarte na wykresach obrazujacych wyniki innych zadan, np. asemblacji.

6.1.4 Wykorzystane dane

W eksperymentach wykorzystano nastepujace grupy zestawéw danych: zbiory od-
czytéw, genomy referencyjne, wzorcowe zbiory wariantow pelniace funkcje praw-
dy podstawowej oraz zbiory regionéw o wysokiej pewnosci dla wariantéw genomu
ludzkiego. Dokladne zastosowanie poszczegdlnych zestawdéw zostanie wyjasnione
wraz z opisem poszczegdlnych grup eksperymentéw.

Genomy

Charakterystyka organizmoéw, ktorych sekwencje nukleotydowe znalazty zastoso-
wanie w eksperymentach, zostala zawarta w tabeli 6.1. Dane te uzyskano z ba-
zy Genome NCBI [6], przy czym jako dlugosé genomu zostala przyjeta wartosé
expected_ungapped_length zwrdcona za pomoca API bazy: https://api.nc
bi.nlm.nih.gov/genome/v0/expected_genome_size?species_taxid=, gdzie
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jako parametr species_taxid podano odpowiedni identyfikator wyszczegdlniony
w tabeli 6.1. Wyjatek stanowi M. acuminata, dla ktérego API nie zwracalo tej
dhugosci; w tym przypadku przyjeto dtugo$é obecng w bazie Genome NCBI jako
y,median total length”. W tabeli podano takze niektore polskie odpowiedniki ta-
cinskiej nazwy jednostki taksonomicznej, ktorych formy nie budzity watpliwosci.

Tabela 6.1: Charakterystyka organizméw

Identyfikator Nazwa Dtugosé Ploidia
jednostki jednostki genomu
taksonomicznej taksonomicznej

w bazie NCBI

Pseudomonas syringae, Brak informacji,

317 B301D-R, 6,034 Mpz przyjeto haploidalny

.. Zmienna,

4932 Saccharomyces cerevisiae 11,63 Mpz st dplealln
Chlorella vulgaris, Brak informacii

3077 UMT-M1 37.73Mpz S 10Ji .
(chlorella zwyczajna) PrzyJeto haploidalny

6239 Caenorhabditis elegans 102,8 Mpz Diploidalny
Arabidopsis thaliana Lo

3702 (rzodkiewnik pospolity) 119,2Mpz Diploidalny

4641 Musa acuminata 461,5Mpz Diploidalny
Zea mays C

4577 (kukurydza zwyczajna) 2,19Gpz  Diploidalny

9606 Lloio seypions 2,823Gpz  Diploidalny

(cztowiek rozumny)

Przedmiotowe organizmy zostaly wybrane z kilku powodéw. S. cerevisiae,
C. elegans, M. acuminata, Z. mays oraz H. sapiens reprezentujg organizmy o ge-
nomach odmiennych rozmiaréw, pozwalajac na analize rezultatéw algorytmdow
podczas rozwigzywania zadan w réznej skali. Dodatkowo Z. mays charakteryzuje
sie wystepowaniem duzej liczby dlugich powtdérzen jego podstéw [72], co pozwoli-
to ocenié¢ skuteczno$é przetwarzania tego typu sekwencji. Wiasciwosci ludzkiego
genomu zostaly jak dotad szczegélnie dobrze poznane, wobec tego uznano, ze ist-
niejaca wiedze warto uzupelnic¢ o kontekst korekcji odczytéw z sekwencjonowania
H. sapiens. Organizmy P. syringae oraz C. vulgaris zostaly wybrane ze wzgledu
na dostepnosé odezytéw ich genomdw uzyskanych w technologiach MiSeq oraz
NovaSeq. Z kolei organizm A. thaliana zostal doglebnie przeanalizowany w ra-
mach projektu 1001 Genoméw, co zaowocowato dostepnoscia — wykorzystanych
w pracy — zestawow prawdy podstawowej jego wariantéw genomu.
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Odczyty sekwencjonowania

Pod pojeciem zestawu odczytow bedzie rozumiany zbiér wszystkich odczytow
(sparowanych lub nie) przetwarzanych podczas jednego uruchomienia algorytmu.
W tabeli B.5 wyszczegblniono zestawy odczytéw wraz z roboczymi identyfikato-
rami'. Pliki odczytéw zostaly zaczerpniete z bazy EBI, gdyz uzyskanie ich z bazy
NCBI, korzystajac z wlasnego oprogramowania bazy, w niektorych przypadkach
powodowalo uzyskanie plikow o niewladciwej strukturze. Wszystkie rzeczywiste
zestawy poddane korekcji zawieraja odczyty sparowane, z kolei wszystkie zesta-
wy symulowane zawieraja odczyty niesparowane. W tabeli B.7 przedstawiono
zestawy odczytéw wykorzystane jako wzorzec (zrédlo profili bledéw) podczas sy-
mulacji odczytow. Z zestawoéw tych wykorzystano tylko pierwsze odczyty z pary.
W drugiej czesci tabeli podano zestawy, ktore nie zostaly wykorzystane bezpo-
$rednio, lecz byly sktadnikami wyszczegblnionych w tabeli B.6 zestawdw pochod-
nych. W dalszej czedci pracy beda wykorzystywane skrocone oznaczenia zestawéw,
zgodnie z podanymi w wymienionych wyzej tabelach.

Nalezy zwroci¢ uwage na réznice miedzy warto$ciami prawdopodobieristwa
bledéw podanymi w tabeli B.7, a spodziewanymi, zawartymi w tabeli 2.1, za-
wierajacej wartosci typowych wspétczynnikéow bledéw réznych technik sekwen-
cjonowania. Roéznica jest efektem faktu, Zze w niniejszej pracy do wyznaczenia
»jakosci” zestawu odczytow, okreslanej jako Srednie prawdopodobienstwo ble-
dow, wykorzystano érednia arytmetyczng prawdopodobienstw wynikajacych ze
wszystkich wspotczynnikéw jakoéci w potowie zestawu odczytdéw, bedacych zréd-
dlem profili btedéw. Ze wzgledu na wystepowanie tak duzej niezgodnosci, we
wstepnych pracach przeprowadzono weryfikacje wartosci sredniego prawdopodo-
bienstwa, poprzez wykonanie analizy mapowan odczytéw do genomu. Uzyskano
wyniki zbiezne, tzn. liczba zmian koniecznych do zmapowania odczytéow wska-
zuje, ze wyznaczone wysokie $rednie uzyskane ze wspélczynnikéw jakosci maja
uzasadnienie’. Podobnych obserwacji dokonano dla pozostatych zestawéw odczy-
téw.

Zestawy S1 oraz C1 zostaly wczesniej wykorzystane w eksperymentach przed-
stawionych w pracach [154, 189]. Zestawy M1 oraz Z1, zgodnie z wiedza autora,
nie zostaly jak dotad wykorzystane w celu analizy korekcji odczytéw, jednak ich
wybér pozwolil na oparcie eksperymentéw na genomach M. acuminata i Z. mays,
uzytecznych z przyczyn wymienionych wyzej. Zestaw Al zostal wybrany sposréd
zestawow projektu 1001 Genoméw majac na uwadze jego wysoka glebokodé se-
kwencjonowania, umozliwiajaca uzyskanie zestawéw pochodnych o rozmaitych
glebokosciach. Zestawy H1_15, H2, H3 oraz H4 zawieraja odczyty sekwencjono-

"W wybranych przypadkach elementem identyfikatora jest przyblizona glteboko$é sekwen-
cjonowania.

2Obserwacja ta nie jest tozsama ze wspomniang wczedniej niepelng adekwatnoscia miedzy
wartoéci wspotczynnikéw jakosci i rzeczywistym prawdopodobienstwem btedéw symboli odczy-
téw.
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wania jednej biblioteki DNA oraz zostaly uzyskane tg samg technika, dajac tym
samym mozliwos¢ ich taczenia w celu uzyskania réznych gltebokosci sekwencjono-
wania. Dodatkowo, uzyskano je dla tej samej probki DNA, co warianty zawarte
w prawdzie podstawowej, wykorzystanej w ocenie, tzn. prébki NA12878, umoz-
liwiajac skuteczna ocene detekcji wariantéw. Podobna motywacja dotyczaca po-
chodzenia prébki uzasadnita wybér zestawu H5_55. Zestawy V1 oraz P1 zostaly
wybrane w celu oceny korekcji odczytow uzyskanych przy pomocy sekwenatorow
NovaSeq i MiSeq.

Zestaw Pr3 byl wykorzystywany licznie w eksperymentach zwigzanych z ko-
rekcja odczytéw, w tym w pracach [25, 98, 107, 128, 135, 138, 192]. Pozostale
zestawy dostarczajace profili bledéw zostaly dobrane tak, aby zapewnié¢ odpo-
wiednia dlugo$é odczytéow (ok. 100 pz oraz 150 pz), a takze reprezentowaé dwa
odmienne poziomy jakosci.

Cze$é sposréd zestawéw pochodnych zostata uzyskana poprzez polaczenie (tj.
dolaczenie plikéw odczytéw na konicu odpowiedniego innego pliku) co najmniej
dwéch zestawéw rzeczywistych (H1-2_30, H1-3_45, H1-4.60). Z kolei zestawy
H5_15, H5.30, H5.45, a takze A1.10, A1.20, ..., A1_100 zostaly uzyskane przez
losowa zamiane par odczytow w zestawie Al oraz wyboér z niego pewnej liczby
par odczytow tak, aby uzyskaé rozne wartoéci gtebokosci sekwencjonowania. Roz-
wigzanie to pozwolilo na bardziej elastyczny dobodr glebokosci sekwencjonowania
odczytéw rzeczywistych. W podobny sposob uzyskano zestawy P1_60 oraz V1_60

o ograniczonej gltebokosci sekwencjonowania.

Dane detekcji wariantow

Analiza wplywu korekcji na detekcje wariantéw wymagala dostepnosci zestawu
wariantéw uznawanego za pelny i prawidlowy, petnigcego role prawdy podstawo-
wej (ang. ground truth — GT) [131], zawierajacego najlepsza znana wiedze na
temat wariantéw obecnych w genomie analizowanego osobnika. Zestawy takie sa
opracowane przy wykorzystaniu réznych technik sekwencjonowania, zwickszajac
zaufanie do takiego zestawu. Ich zestawienie zostato zamieszczone w tabeli B.12.
Dalej beda one nazywane zestawami referencyjnymi.

Genomy referencyjne

W tabeli B.4 wyszczegdlniono numery dostepowe sekwencji wchodzacych w sktad
poszczegdlnych genoméw referencyjnych, wykorzystanych na potrzeby mapowa-
nia, w tym mapowania wykonanego jako czes¢ procesu detekcji wariantéw. Dane
zostaly uzyskane z bazy Genome NCBI, gdzie jako genom przyjeto zbiér sekwen-
cji wszystkich autosoméw i ewentualnych allosoméw obu plei (w przypadku ge-
nomu ludzkiego), DNA mitochondrialnego oraz ewentualnego plastydu. Wyjatek
stanowi genom A. thaliana, do ktérego nie wliczono sekwencji DNA mitochon-
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drialnego ani plastydu ze wzgledu na brak uwzglednienia tych sekwencji w pliku
referencyjnych zestawéw wariantéw.

6.1.5 Parametryzacja algorytmoéw

Sposéb doboru parametréw poszczegdlnych algorytmoéw korekcji zostal przed-
stawiony w tabeli 6.2. Parametry posiadajace wartosci domyslne nie byty mo-
dyfikowane. Konkretne wartoéci przyjetych parametrow zostaly przedstawione
w podrozdziale B.4.

Najczesciej wymaganym parametrem algorytmoéw jest dtugosé oligomeru k.
Zostala ona dobrana poprzez wykonanie algorytmu dla wielu kolejnych warto-
Sci k (w przypadku eksperymentéw zwiazanych z detekcja wariantéw oraz wyko-
rzystujacych odezyty ludzkiego genomu, wybierano tylko nieparzyste wartosci k)
do momentu, az dla pewnego kpest kryterium oceny algorytmu osiagneto wartosé
najlepsza, a jednoczesnie dla dwéch wartosci bezposrednio mniejszych i wiek-
szych od kpest uzyskano stabsze wyniki. Dodatkowo, jezeli zmiana oceny mocno
wahala sie wraz ze zmiana k, weryfikowany zakres byl poszerzany. Kryteria oce-
ny algorytméw w poszczegdlnych grupach eksperymentéw zostang przedstawione
w dalszej czesci pracy.

Fakt, ze podczas takiego poszukiwania zostal sprawdzony dosy¢ szeroki za-
kres wartoéci, wlaéciwie wyeliminowatl ryzyko utkniecia w optimum lokalnym.
W praktycznym wykorzystaniu algorytmu takie rozwiazanie jest wprawdzie trud-
ne do zaakceptowania, jednak uzyskane w ten sposéb rezultaty niosg informacje
o potencjale algorytmu, a takze pozwalaja na zobrazowanie wplywu parametru k
na wyniki oraz ocene przydatnosci wytycznych autoréw algorytmu dotyczacych
doboru tego parametru. Dodatkowo przyjeto, ze warto$¢ k > 10, co jest grani-
ca bardzo niska, ale uzasadniong przez cze$¢ wynikéw. Wyjatkiem jest korekcja
odczytow z zestawow H5_15, H5_30, H5_45, H5.55, ktéra zostala przeprowadzo-
na dla wartosci k najlepszych dla odpowiadajacych pozostatych zestawéw H1_15,
H1-2_30, H1-3_45, H1-4_60.

Jako szacunkowa dlugos¢ genomu oraz ploidie organizmu przyjeto wartosci

zgodnie z tabela 6.1. Liczba k-meréw algorytmu Musket byla okreslana przy po-
7

@Iﬂ

zgodnie z uzasadnieniem podanym w podrozdziale 4.2.3. Zalezy ona od gteboko-

mocy KMC. Jako parametr p, algorytmu Lighter przyjeto wartosé p, =

$ci sekwencjonowania sekwencjonowania dep, ktéra z kolei byla okreslana zgodnie
z rownaniem 3.2, parametryzowanym warto$ciami podanymi w tabeli B.5. Prég
obciecia algorytmu Blue zostal okreslony zgodnie z metoda algorytmu RECKO-
NER. Algorytm Karect, wedtug zaleceri autoréw algorytmu, zostal skonfigurowa-
ny w sposob wykorzystujacy odlegtosé edycyjna Hamminga.
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Tabela 6.2: Dob6ér parametréw algorytmow

Algorytm ‘ Parametr algorytmu Sposéb doboru
RECKONER ‘ k Eksperymentalny
Musket /_\k Eksperymentalny
kN KMC — ,No. of unique k-mers”
RACER ‘ ?g Zgodnie 7z tabela 6.1
BLESS ‘ k Eksperymentalny
Fiona ‘ Zg Zgodnie z tabelg 6.1
k Eksperymentalny
Blue lg Zgodnie z tabela 6.1
Neut Mechanizm RECKONER
k Eksperymentalny
Lighter Pa %
Zg Zgodnie z tabelg 6.1
BFC ‘ ?g Zgodnie z tabelg 6.1
Ploidia Zgodnie z tabela 6.1
Karect Typ odlegtoéci edycyjnej Hamminga
SAMDUDE | — —

6.1.6 Uwagi nazewnicze

W celu zachowania precyzji nalezy zwrdci¢ uwage na subtelne réznice znaczenio-
we wykorzystywanych poje¢. Wariant typu krétki indel (insercja, delecja; w dal-
szej czedci pracy pomijane bedzie stowo ,krétki”) jest réznica miedzy genomem,
ktorego sekwencjonowanie pozwolito na uzyskanie zestawu odczytéw, a zadanym
genomem referencyjnym. Blad typu indel (insercja, delecja) jest réznica miedzy
odczytem a sekwencja genomu, z ktérego odczyt zostatl uzyskany. Oba przypadki
wigzg sie z wystepowaniem réznic miedzy sekwencja odczytu a genomem refe-
rencyjnym, choé sa efektem réznych zjawisk (odmienno$é jest analogiczna jak
w pojeciach ,wariant typu SNP” oraz ,blad substytucji”). W dalszej czesci pra-
cy beda stosowane znaczenia tych poje¢ odpowiednie do kontekstu. Dodatkowo,
w przypadkach, gdy istotne bedzie rozwazenie réznicy sekwencji odczytu i geno-
mu referencyjnego, pojecia te beda nazywane tacznie réznicq typu indel (insercja,
delecja).
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6.2 Analiza wedtug kryteriéw jakosciowych

6.2.1 Odczyty symulowane

Analize z uzyciem odczytéw symulowanych przeprowadzono z dwoch wspomnia-
nych wczesniej powoddéw: latwej, bezposredniej mierzalnosci uzyskanych wyni-
kéw oraz elastycznoéci w doborze wlasnosci odezytéw. Jednakze niedoskonatosci
(uproszczenia) procesu symulacji skutkuja tym, ze uzyskane w oparciu o te eks-
perymenty wyniki jakoSciowe nalezy traktowaé¢ pomocniczo, akceptujac, ze nie
muszg mie¢ one pelnego przelozenia na jakosé¢ wynikéw korekcji odczytéw rze-
czywistych.

W celu przeprowadzenia symulacji oparto sie na rzeczywistych zestawach od-
czytéw, z ktérych uzyskano profile bledéw, rozumiane jako charakterystyka ja-
kosci poszczegdlnych symboli odczytéw. Symulacje odczytow przeprowadzono na
dwa sposoby: w oparciu o uproszczong metode Quake oraz przy pomocy narze-
dzia ART. Wybor pierwszej mozliwosci jest uzasadniony popularnoscig tej meto-
dy w literaturze, natomiast drugiej ze wzgledu na potencjalnie uzyteczng w ocenie
korekcji funkcjonalnoéé symulatora ART, obejmujaca mozliwo$¢ okreslenia oraz
wykorzystania profili btedéw w oparciu o rzeczywiste zestawy odczytéw. Daje
to potencjal nie tylko do utworzenia odczytéw zadanej jakosci, ale réwniez, bar-
dziej niz przy oparciu sie na predefiniowanych przez autorow ART profilach, ela-
stycznego doboru dlugosci odezytu (ograniczonego wlasciwie tylko dostepnoscia
odczytéw wzorcowych odpowiedniej jakosci). Przeprowadzenie symulacji dwoma
metodami umozliwia tez uzyskanie informacji na temat zgodnosci ich wynikdw.

W przypadku symulacji uproszczona metoda Quake role profili pelnity ciagi
wspdlezynnikéw jakosci kolejnych odezytéow (ktére wykorzystano zgodnie z opi-
sem w podrozdziale 4.3), natomiast w narzedziu ART przeprowadzono wstepna
analize wzorcowych odczytéw, z ktérych narzedzie pozwolito na uzyskanie profili,
wykorzystywanych pézniej do symulacji.

Zrezygnowano z postuzenia sie konkurencyjnym wzgledem ART (nieopisanym
w niniejszej pracy) narzedziem Mason 2 [103], ktére posiada podobne mozliwo-
Sci, jednak we wstepnych eksperymentach generowane przy jego pomocy wspol-
czynniki jakosci okazaly si¢ by¢ nieadekwatne do rzeczywistych wspoétczynnikow
bledéw. Pomimo podjecia proby kontaktu z twoércami narzedzia, nie uzyskano
informacji o wyeliminowaniu tego btedu.

Jako granulacje w ocenie korekcji wybrano caly odczyt, uzasadniajac to po-
dobnie jak w suplemencie pracy [128] — niewielka czesé odczytéw Illumina po-
siada duza liczbe bledéw (podczas gdy zdecydowana wigkszo$¢é odczytow jest
obarczona niewielka ich liczba), wobec tego ta wzglednie mata grupa trudnych
do korekcji odczytéw przy zastosowaniu granulacji pojedynczego symbolu moze
wywrzeé znaczny wplyw na uzyskane oceny. Zwrdocono takze uwage na wyzsza
praktyczna uzytecznosé ,,catkowicie” prawidtowych odczytow oraz wigksza rygo-
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rystycznoéé takiej granulacji. Ocene oparto na miarach zdefiniowanych w podroz-
dziale 4.4.1. Wykorzystana dalej notacja LxDy oznacza odczyty dlugoéci x przy
glebokosci sekwencjonowania réwnej y. Z kolei gwiazdka (*) obecna w oznacze-
niach pelni role symbolu wieloznacznego, wiaczajacego wszystkie mozliwe kon-
tynuacje oznaczenia (np. Q2_S1_* oznacza Q2_S1_1.100D20, Q2_S1_L100D30 itd.,
zgodnie z wykazami zestawdéw symulowanych, zawartymi odpowiednio w tabe-
lach B.8 oraz B.9. Wartosci miary zysku zostaly przemnozone przez 100.

Algorytmy wymagajace parametryzacji dtugoscig oligomeru k zostaly urucho-
mione wielokrotnie z kolejnymi wartosciami tego parametru dla wszystkich or-
ganizméw i obu érednich prawdopodobienstw, przy najkrotszych odczytach oraz
glebokosci sekwencjonowania réwnej 20, tzn. dla zestawdéw * _1.100D20. Kryterium
oceny i wyboru wartosci kpest stanowila wartos¢ miary Egain; t¢ samg wartos¢ kpest
zastosowano dla wszystkich pozostalych zestawéw tego organizmu o obu warto-
$ciach $redniego prawdopodobienstwa.

Symulacja uproszczona metodg Quake

W tabeli B.8 przedstawiono szczegétowe informacje na temat wszystkich zesta-
wéw odezytéw wygenerowanych uproszczona metoda Quake. Z kolei w tabe-
lach B.14-B.16 przedstawiono wartosci parametrow algorytméw, ktére pozwolilty
na uzyskanie najlepszych (i przedstawionych) rezultatéw. Na rys. 6.1 oraz 6.2
przedstawiono wyniki korekcji wyrazone przemnozong przez 100 miarg zysku &gain
dla poszczegdlnych organizmdéw oraz odczytéw roznej jakosci i dlugosci. Wyniki
wyrazone pozostalymi miarami zostaly przedstawione w podrozdziale C.1.1.

Odczyty wygenerowane przy pomocy omawianej metody cechujg sie brakiem
bledoéw typu indel. Ich brak z jednej strony skutkuje stabszym realizmem, ale jed-
noczesnie posrednio weryfikuje mechanizmy wykrywania w algorytmach btedéw
tego typu. Zbyt czeste przypadki prob korekcji btedéw typu indel spowodowatyby
uzyskanie stabych wynikéw. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze taka metoda oceny mo-
ze powodowaé uprzywilejowanie algorytméw niewyposazonych w jawna korekcje
btedéw typu indel.

Weszystkie wyniki wskazuja, ze rézne algorytmy charakteryzuja sie bardzo
odmienng skutecznoscia. Szczegdlnie dobre rezultaty osiagnieto w efekcie korek-
cji odezytéw algorytmem RECKONER. W prawie wszystkich eksperymentach
pozwolil on na wyeliminowanie przeszio 95%, a w wielu niemal 100% przypad-
kéw blednych odezytéw. Latwo dostrzegalna jest tendencja, ze lepszy poziom
korekcji tego algorytmu wystapil dla odczytéow dtugosci 150 pz, przy czym glebo-
kos¢ sekwencjonowania nie ma wyraznego znaczenia. Jej wplyw wystepuje jednak
w wiekszosci pozostatych algorytmoéw, dla ktérych wraz ze zwigkszaniem glebo-
koéci nastepuje poprawa jako$ci wynikéw. Mozna z tego wnioskowaé, ze algorytm
RECKONER nie ulega negatywnemu wplywowi niewielkiej glebokosci sekwen-
cjonowania.
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Zestawy Q2_S1_* (S. cerevisiae)

fgain
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Wplyw dtugosci odezytu jest widoczny w wiekszosci algorytmoéw, choé zwykle
wiaze sie z poprawa jakosci dla odezytow diugosci 150 pz (w poréwnaniu do odczy-
téw dlugosci 100 pz) dla niskiego $redniego wspodlczynnika bledu, a ze spadkiem
dla wysokiego. Zjawisko to mozna dostrzec dla wszystkich algorytméw z wyjat-
kiem RECKONER, Karect oraz SAMDUDE. Przypuszczalnie algorytmy nie sa
dostosowane do radzenia sobie ze zjawiskiem wystepowania duzej liczby pojedyn-
czych bledéw w odczycie (czesto majacego miejsce w zestawach Q5_* L151%).

W kwestii ogoélnej jakosci wyraznie wyrdzniaja sie takze algorytmy Karect,
Fiona oraz SAMDUDE. Karect — wylaczajac RECKONER — powoduje uzy-
skanie najlepszych wynikéw, osiagajac wspoétczynnik zysku rzedu 70-80, w za-
leznosci od $redniego wspoélczynnika bledu. Z drugiej strony, jedynym algoryt-
mem, ktory spowodowal wygenerowanie wiekszej liczby blednych odczytéw niz
skorygowanych prawidtowo, byl algorytm Fiona. W rezultacie uzyskano ujemne
wartodci miary {gain tego algorytmu, cho¢ taki efekt ma miejsce tylko dla zesta-
wéow organizmu M. acuminata. Algorytmy RACER, BLESS, Blue, Lighter i BFC
znalazly sie w Sodku stawki. Z kolei algorytm SAMDUDE, choé¢ przyniost nie-
wielka poprawe, to znacznie mniejszg niz w przypadku pozostatych algorytméw,
a jednoczes$nie w wiekszosci eksperymentéw wykonanie algorytmu nie powiodto
sie. Sposrod pozostatych algorytméw problemy z wykonaniem zostaty zaobser-
wowane dla przypadkéw Q* M1 _L151D60 podczas korekcji algorytmem Blue.

Zaobserwowane zaleznosci z pewnoscig sa efektem m.in. niedoskonatosci me-
tody symulacji odczytéw, w tym braku generacji bledéw typu indel (choé np.
w przypadku algorytmu RECKONER, wyposazonego w mechanizm ich korekcji,
brak ten nie mégt wywrzeé znaczacego wptywu, na co wskazuja bardzo dobre wy-
niki), ale tez zaobserwowanej w odczytach bedacych zrédtem profili bledéw duzej
liczby wystepujacych kolejno bardzo niskich wspoétczynnikéw jakosci, wskazuja-
cych na prawdopodobienstwo btedu wynoszace wiecej niz 50% na wielu sasiednich
pozycjach. W rezultacie w wygenerowanych odczytach pojawialy sie¢ podstowa
o bardzo duzej liczbie bledéw. Skutecznoéé radzenia sobie z podobnymi zjawi-
skami algorytméw moze by¢ rézna, nie implikujac jednak ich adekwatnosci dla
korekcji odczytow rzeczywistych.

Symulacja narzedziem ART

W tabeli B.9 przedstawiono szczegétowe informacje na temat wszystkich zesta-
wéw odezytéw wygenerowanych narzedziem ART. Nalezy zauwazy¢, ze liczebno-
$ci wygenerowanych odczytéow w zestawach A2_M1_* oraz A5 _M1_* (M. acumianta)
sa nieco mniejsze, niz uzyskane uproszczona metoda Quake (tabela B.8). Jest to
prawdopodobnie efektem btedu implementacji narzedzia ART, poniewaz byto ono
uruchamiane z podaniem dokladnej liczby odczytéw, identycznej jak w alterna-
tywnej metodzie. Mimo to w rezultacie uzyskano inng liczbe odczytéw. Z ko-
lei w tabelach B.17-B.19 przedstawiono wartosci parametréw algorytmow, ktére
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pozwolily na uzyskanie najlepszych (i przedstawionych) rezultatéw. Na rys. 6.3
oraz 6.4 przedstawiono rézne wyniki korekcji wedlug miary zysku (£gain) dla po-
szczegllnych organizméw oraz odcezytéw roéznej jakosci i dtugoéci. Wyniki dla
pozostatych miar zostaly pokazane w podrozdziale C.1.1.

Wykonanie algorytmu BLESS w niektérych przypadkach powodowato zgto-
szenie komunikatu o btednym zakresie wspotczynnikow jakosci. Prawdopodobnie
jest to skutkiem niewtasciwego dziatania mechanizmu detekcji sposobu kodowa-
nia wspotczynnikow w postaci znakéw ASCII, gdy wspélezynniki jakosci maja
charakterystyke podobna jak w odczytach profilu Pr2, tzn. w zestawie wystepuja
wspoélczynniki jakosci wartosci 3, a nie wystepuja wspotezynniki wartosci 4 i 5
(mowa o wartosciach po dekodowaniu kodéw ASCII w skali Phred+33).

W wigkszoéci przypadkow uzyskanie najlepszych wynikéw umozliwiaty algo-
rytmy BFC i Karect, bedace nieco skuteczniejsze od algorytmu RECKONER,
choé w przypadku zestawu A5_S1_1.100D60 algorytm Karect nie pozwolil na
uzyskanie wynikow w zadanym czasie. Wyjatek stanowia najwieksze zestawy
A2 M1_* oraz A5_M1_*  gdzie w wigkszosci przypadkéw najlepsze wyniki uzy-
skano dzigki zastosowaniu algorytmu RECKONER. Jego wyniki wykazatly sig
tez stabilnoscig wraz ze zmiana dlugosci odczytéow oraz glebokosci sekwencjo-
nowania, szczegdlnie w kontraécie do algorytmu Lighter, choé¢ nalezy zauwazy¢,
ze w wiekszodci przypadkéw nastepowal dla niego niewielki spadek jakosci dla
glebokosci rownej 60 w poréwnaniu do gltebokosci 30. Zjawisko to jest spowodo-
wane przez sposob doboru dtugosci oligomeru, poniewaz kazdy zestaw odczytow
danego organizmu i jakoéci byl korygowany przy pomocy algorytmu z ta sa-
ma zadana dlugoscia, wyznaczona dla gtebokodci sekwencjonowania réwnej 20x.
Podobne zjawisko, ale obejmujace peten zakres wartosci gtebokosci sekwencjono-
wania, wystepuje w niektérych zestawach odczytéw dla algorytmu Karect, np.
A2_M1_* oraz A5 M1_*. W tych przypadkach przyczyna nie jest znana, a ze
wzgledu na brak przynaleznoéci tego algorytmu do algorytméw opartych na spek-
trum k-meréw, musi by¢ ona inna.

W wigkszosci przypadkéw algorytmy Blue oraz Fiona nie wyréznialy sie,
w szczeglOlnoéci nie zaobserwowanego oméwionego w poprzednim podrozdziale
zjawiska znacznego pogorszenia jakosci odczytéw w wyniku korekcji algorytmem
Fiona. W biezacym przypadku zanotowano nawet jeden przypadek A5_C1_1.100D20,
gdy algorytm Fiona okazal sie by¢ drugim pod wzgledem jakosci algorytmem.

Szczegdblnie stabe wyniki uzyskano we wszystkich przypadkach dla algorytmu
SAMDUDE, dla zestawéw odczytéw genomu M. acuminata dla algorytméw Mu-
sket i RACER, a takze w przypadku algorytmu Lighter dla odczytéow o wyzszym
$rednim prawdopodobienstwie btedu symolu. Ogdlnie wplyw dlugosci odczytu
okazal sie by¢ nie tak znaczacy jak w odczytach symulowanych uproszczong me-
toda Quake, ponadto wielkos¢ ta nie wykazuje tak wyraznej zaleznoéci od jako-
Sci odczytow. W wiekszosci przypadkéw uzyskane wyniki sa stabsze, ale mimo
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to powszechna sytuacja sa przypadki, gdy korekcja pozwala na redukcje liczby
blednych odezytéw o wiecej niz 98%. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze we wstepnych
eksperymentach poddawano analizie takze inne, nieoméwione algorytmy, ktérych
wyniki byty stabsze od zaprezentowanych.

Podsumowanie wynikéw dla odczytéw symulowanych

Wyniki uzyskane poprzez wykorzystanie odczytéw symulowanych dwiema me-
todami réznia sie¢ w umiarkowanym stopniu. Wykonanie wigkszosci algorytmdw
powiodto sie, z wyjatkiem algorytméw SAMDUDE, BLESS, w dwbch przypad-
kach Blue oraz jednym przypadku Karect. W prawie wszystkich przypadkach
najlepsze wyniki uzyskano dla algorytmu RECKONER albo Karect, a dla od-
czytow symulowanych narzedziem ART czesto takze BFC. Przypuszczalnie ten
ostatni algorytm jest wrazliwy na znaczace uproszczenia modelu odczytéw symu-
lowanych metoda Quake. Najlepsze algorytmy pozwalaja na skuteczng korekcje
wiecej niz 90% odczytéw zawierajacych bledy, w wielu przypadkach osiggajac
wartos¢ miary zysku niemal 100.

Algorytmy BLESS oraz Blue w wickszosci przypadkéow pozwolity na uzyska-
nie przecietnych wynikéw. Z kolei stabe wyniki uzyskano w rezultacie wykonania
algorytmu SAMDUDE, a w przypadku odczytéw symulowanych metoda Quake
takze Fiona. Pozwolily one na niewielka poprawe jakosci, a w przypadku Fiona
korekcja skutkowala nawet pogorszeniem jakosci odczytéw. W wybranych sy-
tuacjach stabymi wynikami korekcji odczytow symulowanych narzedziem ART
wyroznity sie réwniez algorytmy Musket, Lighter oraz RACER.

Zapotrzebowanie korekcji odczytéw symulowanych na zasoby, ze wzgledu na
czysto eksperymentalny charakter tego zadania, zostanie przedstawione wylacznie
w dodatku, w podrozdziatach C.2.1 oraz C.2.1.

6.2.2 Odczyty rzeczywiste

Oceng jakosci korekcji rzeczywistych odczytéw przeprowadzono poprzez wykona-
nie zadan asemblacji, mapowania i detekcji wariantéw oraz analize ich wynikow.
W dwdéch pierwszych podejsciach wykorzystano nastepujace zestawy odczytéw
sposréd wyszezegdlnionych w tabeli B.5: P1.60, S1, V1_60, C1, M1, Z1, H1-3_45.
Odczyty, po przeprowadzeniu ich korekcji niezaleznie réznymi algorytmami, zo-
staly poddane asemblacji oraz mapowaniu. Podobnie postapiono z nieskorygowa-
nymi odczytami, uzyskujac kontrolna grupe wynikéw. Detekcje wariantow wyko-
nano dla zestawéw H1_15, H1-2_30, H1-3_45, H1-41_60; dla zestawéw H5_15,
H5_.30, H5_45, H5_55 oraz zestawéw A1.10, A1.20, ..., A1_100, ktére odpowia-
dajg organizmom o dwoch znacznie rézniacych sie rozmiarach.

Algorytmy wymagajace parametryzacji dlugoscig oligomeru k zostaly uru-
chomione zgodnie z opisem w podrozdziale 6.1.5, przy czym dla zestawéw wy-
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korzystanych w detekcji wariantow oraz asemblacji odczytow z zestawu H1-3_45
uruchomiono algorytm tylko z nieparzystymi wartodciami k. Warto$¢ kpest Wy-
znaczono optymalizujac dlugoéé k, wedlug ponizszych regut oceny:

e w asemblacji — w oparciu o wartosci miar oceny asemblacji N50, NA50,
NG50, NGA50 (nazywane dalej miarami z grupy N), L50, LA50, LG50
oraz LGAS50 (nazywane dalej miarami z grupy L) wyznaczono ranking war-
tosci k; dla kazdej miary poszczegdlnym przypadkom testowym przyznano
ocene rankingowa: 1 dla przypadku, gdzie dana miara byla najlepsza oraz
kolejne wartoéci dla nastepnych w rankingu warto$ci miar; na koniec zsu-
mowano oceny wszystkich miar, a jako najlepszy przypadek testowy (i naj-
lepsza wartosé k) przyjeto ten, ktéry uzyskal najnizsza sume ocen rankin-
gowych,

e w detekcji wariantéw — przyjeto warto$¢ pozwalajaca na uzyskanie naj-
wiekszej wartosci éredniej geometrycznej miar £py dla wariantow typu SNP
oraz indel.

Mapowanie przeprowadzono dla wartosci k najlepszych wedlug kryterium oceny
asemblacji. W kolejnych podrozdziatach przedstawiono wyniki dla wymienionych

kryteriéw oraz réznych miar.

Asemblacja

Celem asemblacji jest uzyskanie kontigéw charakteryzujacych sie jak najlepszymi
wlasnosciami dotyczacymi ich dtugosci oraz liczebnoéci. Istotnym zagadnieniem
jest takze minimalizacja liczby btedéw asemblacji. Chociaz asemblery wykazuja
pewna odporno$¢ na wystepowanie bledéw sekwencjonowania [107], to jednak
ich obecno$é¢ wywiera znaczacy wplyw na uzyskany rezultat [89]. W ramach eks-
perymentéw asemblacja zostala wykonana za pomoca algorytmu Minia [46], ze
wzgledu na jego wysoka wydajnosé, szczegdlnie istotna w przypadku asemblacji
duzych genoméw. Do wyznaczania miar jakoéci asemblacji wykorzystano narze-
dzie Quast [92].

Wykonanie oceny jakosci asemblacji jest trudnym zadaniem, miedzy innymi
na skutek dostepnosci licznych miar, ktére moga zwracaé niespéjny rezultat [39].
Nalezy wzia¢ pod uwage, ze wiele miar nie daje kompletnej informacji o jako-
$ci rezultatu, np. wartos¢ N50 uwzglednia tylko dlugosci kontigow, ale nie ich
poprawnosé. Z tego powodu podjeto decyzje o dokonaniu oceny poprzez wyko-
rzystanie wielu miar, do ktorych naleza wartosé¢ pokrycia kontigami &.qv, staty-
styki N50, NA50, NG50, NGA50 (wartosci, ktére powinny zosta¢ poddane mak-
symalizacji po korekcji — wg suplementu pracy [92]), a takze liczba blednych
asemblacji {misasm Oraz statystyki L50, LA50, LG50 oraz LGA50 (poddane mini-
malizacji, jak LGA50 w pracy [25]). Znaczenie tych miar zostalo przedstawione
w podrozdziale 4.4.1.
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Na rys. 6.5-6.11 zaprezentowano uzyskane wyniki. Z kolei na rys. 6.12-6.14
przedstawiono zmiane czasu asemblacji oraz zapotrzebowania na pamieé jako
rezultat korekcji wejSciowych odczytow. W tabeli B.20 zawarto wartosci parame-
tréw algorytmoéw, ktére pozwolily na uzyskanie najlepszych (i przedstawionych)
rezultatéw. Nalezy zaznaczy¢, ze wyniki ponizszej analizy, wykonanej w oparciu
o niepowiazane zestawy odczytow, nie powinny by¢ traktowane kategorycznie
i jednoznacznie, poniewaz zestawy te uzyskano nie tylko dla organizmoéw o ge-
nomach réznych rozmiaréw, ale tez ich réznej charakterystyce oraz odmiennej
glebokosci sekwencjonowania i réznych charakterystykach bledéw odczytow.

Dla zestawdéw M1 oraz Z1 nie wyznaczono wynikéw odnoszacych sie do potowy
dtugosci genomu, tzn. NG50, NGA50, LG50, LGA50, poniewaz uzyskane kontigi
posiadaty taczng dlugo$é mniejsza od zadanej dlugosci genomu, na co wskazuja
warto$ci miary Ecov < 50%.

Jako$¢ rezultatow asemblacji w wyniku korekcji ulega zasadniczej zmianie.
W wielu przypadkach uzyskane wyniki okazaty sie stabsze niz odczytéw niesko-
rygowanych (oznaczonych jako ,surowe”). Stad kluczowe jest okreslenie, zasto-
sowanie ktérych algorytméw korekceji prawdopodobnie przyniesie efekt odwrotny
do zamierzonego, a w przypadku ktorych nalezy zachowaé ostroznosé, poniewaz
uzyskane wyniki moga zosta¢ poprawione, a jednoczesnie istnieje ryzyko ich po-
gorszenia.

Korekcja odczytéw z zestawu P1_60 pozwolita na poprawe jakosci w wyniku
pracy prawie wszystkich algorytméw korekcji, przy czym nieznacznie dominujacy
okazal si¢ Blue, a w dalszej kolejnoéci: RECKONER oraz BFC. Zaobserwowano,
ze dla zadnej wartosci parametru k nie wystapila zmiana sekwencji odczytow
po korekcji odczytow algorytmem Musket, dlatego nie pokazano jego wynikow.
Z kolei dla algorytmu BLESS wystapito wyrazne, przeszto dziesiecioprocentowe
pogorszenie wiekszosci rezultatéw. Wplyw korekcji na wskazZnik &pisasm Okazal
sie by¢ niewielki, jednak jego bardzo male sumaryczne wartosci nie pozwalaja
na wyciagniecie wnioskéw. Wyniki pozostalych algorytmoéow sg do siebie dosy¢
podobne. Zestaw P1_60 zawieral odczyty uzyskane z sekwenatora MiSeq, zatem
wyrozniajace sie wlasnosciami od pozostalych zestawéw.

Korekcja odczytow z zestawu S1 powiodla sie w przypadku wszystkich algo-
rytmow korekcji. Uzyskane wyniki sa korzystne — prawie kazdy algorytm po-
zwolil na poprawe wynikow wedlug wiekszoéci miar. Wyjatek stanowi algorytm
RACER, dla ktérego uzyskano wyniki nieco stabsze niz przed korekcja, ponadto
w przypadku algorytmu SAMDUDE poprawa okazata sie by¢ niewielka. Z kolei
dla algorytmu BLESS uzyskano poprawe wynikow tylko wedtug miar z grupy N,
podczas gdy wyniki miar z grupy L oraz miary &.., okazaly sie by¢ stabsze.

Zestaw V1_60, ze wzgledu na objecie odczytow ze zredukowang liczbg pozio-
mow kwantyzacji wspotczynnikow jakosci, wymaga uwagi gtéwnie w kontekscie
algorytméw, ktore wykorzystuja wartodci wspdtezynnikéw jakosci, tj. RECKO-
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Rysunek 6.5: Wplyw korekcji na wartosci miar jakosdci asemblacji odczytow z ze-
stawu P1.60 (P. syringae)
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Rysunek 6.6: Wptyw korekcji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytéw z ze-
stawu S1 (S. cerevisiae)
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Rysunek 6.7: Wpltyw korekcji na wartosci miar jakosdci asemblacji odczytow z ze-
stawu V1.60 (C. vulgaris)
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Rysunek 6.8: Wptyw korekcji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytéw z ze-

stawu C1 (C. elegans)
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Rysunek 6.9: Wplyw korekcji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytow z ze-
stawu M1 (M. acuminata)

NER, BLESS, Lighter i SAMDUDE. W pozostatych przypadkach wspétczynniki
nie sa wykorzystywane lub nie udostepniono takiej informacji. Sposréd wymie-
nionych algorytmow poprawa jakosci jest widoczna dla algorytmu RECKONER
(poza &misasm ), W niektérych przypadkach nieznacznie dla Lighter i SAMDUDE,
z kolei dla BLESS obserwowane jest pogorszenie, z wyjatkiem miar L50, LA50
i &misasm- Poniewaz ranking ten jest zgodny z obserwacjami uzyskanymi dla pozo-
statych zestawow, mozna przyjaé, ze nie wykazano duzego wpltywu redukcji liczby
dopuszczalnych wartoéci wspdlezynnikéw jakosci na rezultaty korekcji. Sposrod
pozostalych algorytméw uzyskane wyniki sa szczegdlnie dobre dla algorytmu Blue
oraz wyjatkowo stabe dla algorytméw RACER, Fiona i Karect. Ponownie algo-
rytm BLESS spowodowal znaczace pogorszenie parametru &qo,. Warte uwagi jest
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Rysunek 6.10: Wptyw korekcji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytow z ze-
stawu Z1 (Z. mays)

zjawisko, ze najstabsze wyniki wedlug miary &nisasm uzyskano dla algorytméw,
ktére wedtug wiekszoSci miar okazaly sie najlepsze.

Korekcja pozwolita na poprawe jakosci odezytéw z zestawu Cl, choé zasto-
sowanie az czterech algorytméw spowodowato jej pogorszenie: RACER, BLESS
oraz w niewielkim stopniu Fiona i SAMDUDE. Poprawa, cho¢ niewielka, jest ob-
serwowalna szczegélnie wyraznie dla nastepujacych algorytméw: RECKONER,
Blue, BFC i Karect. Szczegélnie znaczny jest spadek miary &.o, po zastosowaniu
algorytméw RACER i BLESS, a w tym pierwszym przypadku takze kilkukrot-
ny wzrost wartosci &misasm, Swiadczacy, ze sekwencje uzyskanych kontigéw moga
daleko odstawaé od oczekiwanych.

W wynikach zestawu M1 zaobserwowano niespotykane we wczesniejszych ze-
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Rysunek 6.11: Wplyw korekcji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytow z ze-

stawu H1-3.45 (H. sapiens)
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stawach zjawisko. Wszystkie algorytmy korekeji (poza niepowiedzionym SAMDU-
DE) pozwolily na uzyskanie poprawy wynikéw miar z grupy N, a jednocze$nie
niewielkie pogorszenie wynikéw miar z grupy L. Jednocze$nie wszystkie pozwolity
na znaczna poprawe wedtug miary &.ov, a RECKONER, BLESS, Blue i BFC takze
wedlug € isasm - Ponownie wyrdzniaja sie algorytmy BLESS oraz RACER, ktérych
wykorzystanie skutkowalo odpowiednio najmniejsza poprawa Eqov 1 najwiekszym
pogorszeniem &pnisasm- Nalezy mie¢ na uwadze, ze zestaw ten charakteryzuje sie
niewielka glebokoscia sekwencjonowania (ok. 16x).

Zestaw Z1, ze wzgledu na bardzo duzy rozmiar, a takze przypuszczalnie ze
wzgledu na duza liczbe powtdérzen sekwencji genomu, stanowit zrédto problemoéow
w wykonaniu korekcji. Ostatecznie tylko potowa algorytmoéw zostata wykonana
pomyslnie. Najwieksza poprawa wedlug miar z grup N i L oraz &.o, jest obser-
wowalna dla algorytméw RECKONER i BFC, w przypadku Lighter pozytywne
zmiany sg nieznaczne, a Musket i BLESS spowodowaty pogorszenie wartosci tych
miar. Ponownie rezultaty wskaznika &pjsasm nie sa zgodne z pozostalymi, choé
w tym przypadku pogorszenie jakosci przez algorytmy najlepsze wedlug innych
kryteriow jest minimalne, a poprawa algorytmow najstabszych — bardzo duza.

Zestaw H1-3_45 réwniez okazal si¢ by¢ wyzwaniem podczas korekcji, choé
w poréownaniu do poprzedniego przypadku dodatkowo powiodla sie korekcja al-
gorytmem RACER, jednak powodujac uzyskanie najstabszych wynikéw, jako je-
dynych jednoznacznie wskazujacych na pogorszenie jakos$ci asemblacji. Sposréd
pozostatych algorytméw najlepsze wyniki uzyskano dla algorytmu RECKONER
oraz BFC, cho¢ sa to zmiany na poziomie ok. 1%. Jednocze$nie wéréd tych dwéch
wzrost liczby &nisasm dla algorytmu RECKONER jest duzo mniejszy, a najwigk-
szy spadek jest obserwowany dla ,przecietnego” algorytmu Musket. Najwiekszy
wzrost wartosci tej miary wystapit dla algorytmu BLESS.

Spoéréd dziesieciu testowanych algorytméw wszystkie przypadki testowe by-
ly mozliwe do wykonania tylko poprzez zastosowanie algorytméw RECKONER,
Musket, BLESS, Lighter oraz BFC. Prawie zawsze wyrazna poprawe wynikow
mozna uzyskaé przy pomocy algorytméw Blue (jezeli jego wykonanie powiedzie
sie), RECKONER i BFC. Dla algorytmu Karect wyniki, cho¢ nie zawsze mozliwe
do uzyskania, réwniez zazwyczaj sa dosy¢ dobre, jednak pojawiaja sie watpliwo-
Sci dotyczace odczytéw NovaSeq — ta obserwacja wymaga dokladniejszej analizy
w celu wyjasnienia, czy stabe wyniki sa efektem charakterystyki odczytéw, czy
dziatanie tego algorytmu jest jednak oparte na wspétczynnikach jakosci i reduk-
cja ich dokladnosci ma znaczacy wplyw na uzyskane efekty. Algorytm Musket
w wiekszosci przypadkéw pozwolil na niewielkg poprawe jakosci wynikéw, z kolei
Lighter zazwyczaj nie wywarl wyraznego wplywu na jako$¢ asemblacji (w szcze-
g6lnosci na miare Epmisasm ). Niewielkim wplywem charakteryzuje sie tez algorytm
Fiona, cho¢ nalezy odnie$¢ do niego podobna uwage dotyczaca odczytéw NovaSeq
jak do algorytmu Karect. Zdecydowanie niekorzystne jest zastosowanie algoryt-
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moéw BLESS (zwlaszcza w kontekscie wartosci miary &qov), RACER i SAMDUDE.

Warta uwagi jest takze obserwacja, ze czesto istnieje odwrotna zaleznos¢ mie-
dzy oceng algorytmu przy pomocy miary &Emisasm @ pozostalymi miarami. Mozna
by tu postawi¢ hipoteze, ze dziatanie stabszych algorytmow jest bardziej zacho-
wawcze, stad ich zastosowanie nie powoduje duzej poprawy, ale tez redukuje
ryzyko pojawienia sie blednych kontigéw. Jednakze przeczy temu fakt, ze (szcze-
g6lnie dla algorytmu BLESS) korekcja powoduje spadek jako$ci wynikéw ponizej
poziomu odczytow nieskorygowanych, zatem dopuszcza on wykonywanie bardziej
,odwaznych” zmian w odczytach.

Wptyw korekcji na zapotrzebowanie asemblacji na zasoby Analiza wplywu korek-
cji na zapotrzebowanie na czas obliczenn 7 oraz pamigé operacyjna p asembla-
¢ji przynosi niejednoznaczne obserwacje, choé¢ w wiekszosci przypadkow mozna
zaobserwowaé spadek czasu asemblacji. Dla zestawéw P1.60 i S1 zmniejszenie
zapotrzebowania na czas obliczen oraz pamieé wyraznie wystepuje tylko dla al-
gorytmow Fiona i BFC, ktére nie wyrdzniajg sie jakoscig wynikéw. Korekcja
pozostalych algorytméw przyniosta tylko symboliczne spadki czasu, oraz, poza
algorytmami Fiona, Blue i BFC, niewielki wzrost zapotrzebowania na pamieé¢. Dla
zestawu S1 po korekgcji algorytmami Lighter i SAMDUDE jest widoczny wzrost
zapotrzebowania na oba zasoby, a algorytmy te pozwolity na uzyskanie odpowied-
nio przecigtnych (cho¢ lepszych w stosunku do oryginalnych odczytéw) i stabych
wynikow. Dla zestawu V1_60 nastapit wyrazny, cho¢ nadal niewielki spadek zapo-
trzebowania na pamie¢ po korekcji algorytmem Fiona, a po korekcji algorytmami
Lighter i SAMDUDE wzrost zapotrzebowania na pamieé (ale z mniej widocznym
rezultatem w kategorii czasu). Dla zestawu C1 nie zaobserwowano znacznego od-
stawania wynikéw dla algorytmu RACER, ktéry spowodowal uzyskanie wynikéw
stabych jakosciowo, cho¢ nalezy zaznaczy¢, ze wszystkie algorytmy spowodowaly
skrécenie czasu asemblacji i — w wiekszosci przypadkéw — niewielkie zwieksze-
nie zapotrzebowania na pamieé¢ (przy czym wyrazniejsze dla algorytméw Fiona
i BFC, cho¢ ponownie trudno skorelowaé je z jakoscia wynikéw). Dla zestawu M1
zasoby potrzebne po korekeji algorytmem RACER réwniez nie ulegly znaczacej
zmianie w poréwnaniu do innych algorytméw. I tutaj obserwowalne jest pew-
ne przyspieszenie asemblacji, a jednoczesnie proporcjonalnie bardzo duzy (choé¢
praktycznie i tak nieznaczacy) spadek zapotrzebowania na pamieé po korekcji al-
gorytmem BFC, ktory jakosciowo wypadl przecietnie. W przypadku zestawu Z1
warty zainteresowania moze by¢ wynoszacy nawet 45 min spadek czasu asembla-
¢ji, choé¢ wystepujacy dla stabego algorytmu BLESS, oraz ok. 30 min dla réwnie
stabego Musket i jednego z najlepszych BFC. Jednoczesnie wyniki te w ogole
wydaja si¢ nie korelowaé z zapotrzebowaniem asemblera na pamieé. W ostatnim
zestawie H1-3_45 korekcja wywarta niewielki wplyw na zapotrzebowanie asem-
blera, cho¢ interesujacy jest wzrost czasu asemblacji o przeszto godzine po korek-
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Rysunek 6.12: Wplyw korekcji na zapotrzebowanie na zasoby asemblacji odczytow
z zestawéw P1.60, S1, V1_60
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Rysunek 6.13: Wptyw korekcji na zapotrzebowanie na zasoby asemblacji odczytow

z zestawdéw C1, M1, Z1
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Rysunek 6.14: Wplyw korekcji na zapotrzebowanie na zasoby asemblacji odczytdw
z zestawu H1-3_45

¢ji algorytmem BFC, a przy tym dziesiecioprocentowy spadek zapotrzebowania
asemblera na pamiec.

Podsumowujac, analiza wplywu korekcji na zapotrzebowanie na zasoby ob-
liczeniowe przez asembler wykazuje, ze nie jest on kwestia istotna. Ewentualne
préby osiagniecia korzysci wiazalyby sie z trudnym do przeprowadzenia wybo-
rem algorytmu, a ewentualna korzys¢ wiazataby sie glownie z niewielkim spad-
kiem czasu asemblacji. Nie mozna jednak wykluczyé¢ bardziej obiecujacej poprawy
w przypadku starszych, stabiej zoptymalizowanych pod katem zapotrzebowania
na zasoby asembleréw.

Mapowanie

Mapowanie odczytow stanowi wstepny etap niektorych innych zadan przetwa-
rzania odczytoéw, w tym detekcji wariantéow. Takze i w tym przypadku narzedzia
przetwarzajace charakteryzuja sie czesciowg odpornoscia na bledy sekwencjono-
wania [89], choé¢ nalezy zaznaczy¢, ze z punktu widzenia algorytmu mapujacego
btad sekwencjonowania nie musi by¢ odréznialny od naturalnej zmiennosci. Mimo
tego, jak zauwazono w suplemencie pracy [128], w przypadku przeprowadzenia
skutecznej korekcji dla duzej czesci odczytow liczba modyfikacji koniecznych do
ich dopasowania powinna by¢ mniejsza. W celu wykonania mapowania wykorzy-
stano algorytm BWA [129], majac na uwadze jego bardzo duza popularnosé.
Zestaw miar wykorzystanych w literaturze do analizy wynikéw mapowania
odczytéw zostal przedstawiony w podrozdziale 4.4.1. W omoéwionych w niniejszej
pracy eksperymentach zdecydowano na wyznaczenie histogramu wartoéci odle-
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glodci edycyjnej &ngist(de), a takze dodatkowo wprowadzono miary &mapi oraz
Emapl+, 0znaczajace odpowiednio czes¢ odezytéw, ktore zostaly zmapowane do
genomu jednokrotnie oraz wielokrotnie. Miary te niekoniecznie stanowia informa-
cje o skutecznosci korekeji (np. prawidlowa korekcja pewnego odczytu moze za-
réwno spowodowaé przeniesienie go z grupy zmapowanych jednokrotnie do grupy
zmapowanych wielokrotnie, jak réwniez na odwrét), jednak daja wglad w zmia-
ny, jakie nastapily w rezultatach mapowania. Tym samym przedstawione wyniki
zostaly uwzglednione tylko w celu zobrazowania wptywu korekcji, nie stanowiac
kryterium oceny algorytmoéw. Niezaleznie przeprowadzono analize liczby réznic
typu indel miedzy odczytami a podslowami genomu, do ktérych zostaly dopaso-
wane. W analizie wykorzystano miary &g oraz £qe1, 0znaczajace stosunek liczby
odczytow zawierajacych réznice odpowiednio typu insercja i delecja, do liczby
wszystkich odczytéw.

Wszystkie wykorzystane wartosci zostaly uzyskane w wyniku analizy atrybu-
tow przyporzadkowanych poszczegdlnym mapowaniom w pliku SAM?. W ekspe-
rymentach nie wykorzystano wynikéw analizy wspotczynnikow jakosci mapowa-
nia, ktére sg obecne w pliku SAM, poniewaz ich $rednia arytmetyczna w wyniku
korekcji ulegata bardzo niewielkim zmianom, a — potraktowana jako alternatyw-
na dla éredniej — mediana nie ulegata zmianie.

Na rys. 6.15—6.18 przedstawiono odpowiednio wyrazone procentowo wyniki
Endist (de) dla de € {0,1,2,3,4,5+}, gdzie 5+ oznacza odleglosé wieksza lub réw-
ng 5, a takze wartosci {map1 0raz {mapi4. Mapowaniu poddano te same skorygo-
wane odczyty, ktore zostaly wykorzystane w celu przeprowadzenia asemblacji.

W wyniku korekcji odezytéw z zestawu P1_60 wszystkie wykonane z powodze-
niem algorytmy korekcji pozwolily na znaczace zmniejszenie odleglosci edycyjnej
miedzy odczytami a podstowami genomu, w tym takze w sytuacjach, gdy odczyty
zawieraly wiele bledéw (wartosci 5+). Jednoczesnie nie zaobserwowano wyraZne-
go zwigkszenia liczby odczytéw, ktore w jakikolwiek sposéb zostaly zmapowane
(wartoSci &map1 oraz Emapi+), co wigzaloby sie z lepszym wykorzystaniem danych
w odczytach. Wyrodzniajace sie algorytmy to BLESS, ktérego zastosowanie zna-
czaco zmniejszylo liczbe odczytéw, ktére zostaly dopasowane do jednego miejsca
w genomie (prawdopodobnie dopasowane blednie, o czym swiadcza stabe wyniki
asemblacji), oraz Fiona, ktérego wykorzystanie pozwolilo na pewne zwigkszenie
liczby zmapowanych z sukcesem odczytow.

W przypadku zestawu S1 poprawa jakosdci odczytéow jest wyraznie mniejsza,
ale nadal mozna uznaé ja za znaczacag. Wyjatkiem jest algorytm RACER, kto-
rego dzialanie spowodowalo wzrost tacznej liczby zmapowanych odczytéw o ok.
0,25 punktu procentowego (co idzie w parze ze stabymi wynikami algorytmu dla

3Nalezy zaznaczyé, ze odczyty w eksperymentach zwiazanych z algorytmem SAMDUDE
zostaly poddane mapowaniu dwukrotnie: w celu uzyskania wejsciowego algorytmu korekcji pliku
SAM, a nastepnie, po przeksztatceniu wyjéciowego pliku SAM do plikéw FASTQ, ponownie,
w celu uzyskania przedstawionych wynikéw.
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Rysunek 6.18: Wptyw korekcji na jako$¢ mapowania odczytow z zestawu H1-3_-45

asemblacji). Zdecydowanie maly wplyw na redukcje liczby zmian wprowadzonych
przez algorytm mapujacy wystapit w efekcie korekcji algorytmem SAMDUDE.

W zestawie V1_60 wyrazne zmiany dotycza rozmiaru grupy odczytéw dopaso-
wanych z odlegtoscia edycyjna rowna 1 albo 2. Wyjatek stanowi algorytm BLESS,
ktorego zastosowanie spowodowalo zmniejszenie liczby zmapowanych jednokrot-
nie (a w konsekwencji — ogélnie zmapowanych) odczytéw o ok. 1 punkt pro-
centowy, przypuszczalnie korespondujace z duzym spadkiem wartosci wskaznika
¢cov W wynikach asemblacji. Jednocze$nie w wyniku korekeji algorytmami Musket
i SAMDUDE liczba zmian wprowadzonych przez algorytm mapujacy nie ulegla
widocznym zmianom. W przypadku wskaznika liczby odczytéw zmapowanych
jednokrotnie pozytywnie wyrdznia sie algorytm Fiona. Dodatkowo interesujacy
jest wyrazny wzrost liczby odczytoéw zmapowanych w wiecej niz jedno miejsce ge-
nomu po korekcji algorytmami Musket, RACER i Karect. Tak duze zmiany moga
sugerowaé spadek jakosci bedacym efektem zbyt silnego wzajemnego upodobnie-
nia odczytow z fragmentéw genomu o podobnych sekwencjach. Te wyniki stabo
wpasowuja sie w obserwacje wynikéw asemblacji, gdzie algorytmy RACER, Fio-
na i Karect spowodowaly znaczny spadek jakoéci wedlug miar z grup N i L,
a korekcja algorytmem Musket skutkowata tylko niewielks zmiana rezultatow.

Takze w przypadku zestawu C1 zmiany obejmowaly gléwnie spadek odlegto-
$ci edycyjnej. Zmiany liczby zmapowanych odczytow sa niewielkie, cho¢ wszyst-
kie algorytmy spowodowaly wzrost liczby odczytéw zmapowanych wielokrotnie,
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szczegOlnie w przypadku algorytmu RACER, ktérego zastosowanie ponownie spo-
wodowalo ogdlny wzrost liczby zmapowanych odczytéw. Takze w tym przypadku
trudno nie zauwazy¢ zwiazku tego zjawiska z odpowiednimi wynikami asemblacji.
Odstawanie wspomnianego algorytmu jest tez dostrzegalne w wynikach asembla-
cji. Z kolei algorytmy BLESS oraz SAMDUDE spowodowaly niewielka zmiane
w poréwnaniu z odczytami surowymi. Nalezy zaznaczy¢, ze tacznie powiodto sie
mapowanie ok. 82% odczytéw.

Podobnie staby ogélny wynik mapowania odczytéw jest obserwowalny dla
odczytow z zestawu M1. Wyraznym zjawiskiem jest przede wszystkim spadek
w poréwnaniu do wczesniejszych zestawdéw liczby odczytow dopasowanych z od-
legloscia edycyjna réwna 1, na rzecz tych z odleglo$cia rowna 0. Moze by¢ to
efektem duzej liczby wariantéw albo trudnosciami w procesie mapowania. Wyniki
uzyskane dla réznych algorytméw korekcji sa podobne, choé ponownie wyréznia-
ja sie algorytmu BLESS (wyrazne zmniejszenie liczby zmapowanych odczytow)
oraz RACER (zwigkszenie liczby odczytéw, ktore mapuja sie w kilku miejscach
w genomie).

Odczyty z zestawu Z1 w wigkszosci zostaly zmapowane do genomu referencyj-
nego z odlegtodcia edycyjna réwna co najmniej 1. W wyniku korekcji wlasnoséé ta
zostata ograniczona tylko nieznacznie. Jednoczesnie obserwowalne jest zwigksze-
nie liczby (jednokrotnie) zmapowanych odczytéw w wyniku korekeji algorytmem
Lighter o ok. 0,5 punktu procentowego oraz algorytmem Musket o ok. 0,2 punk-
tu. Pozostate algorytmy zwiekszyty liczbe zmapowanych odczytéw nieznacznie
(RECKONER i BFC) lub spowodowaly spadek (BLESS). Warto zaznaczy¢, ze
wartosci miary {map1+ sa wigksze niz w przypadku pozostatych zestaw6éw, co moze
by¢ efektem duzej liczby powtérzen w genomie Z. mays. Wyniki te sa odmien-
ne od wynikéw asemblacji, gdzie efekty wyraznie rézne od pozostalych zostaty
uzyskane dla algorytméw Musket oraz BLESS, natomiast wyniki odczytéw skory-
gowanych przy pomocy algorytmu Lighter byly podobne do wynikéw uzyskanych
dla odczytéw nieskorygowanych.

W odczytach z zestawu H1-3_45 wystapit duzy wzrost liczby odczytéw zma-
powanych z odlegloscia edycyjng réwna 0, szczegdlnie w efekcie zmniejszenia
przypadkéw, gdy konieczne bylo wprowadzenie jednej lub dwoch zmian. Jedno-
cze$nie wystapity niewielkie zmiany liczb odczytéw zmapowanych jednokrotnie
(choé¢ wyrazny jest spadek dla algorytméw RACER i BLESS) oraz wzrost liczby
odczytéw zmapowanych wielokrotnie po korekcji wszystkimi algorytmami, szcze-
gélnie algorytmem RACER. W poréwnaniu do wynikéw asemblacji (poza algo-
rytmem RACER) pozytywnie wyrézniajace si¢ w tamtym przypadku algorytmy
RECKONER i BFC w eksperymentach mapowania cechuja sie nieco zwickszo-
ng w stosunku do innych algorytméw liczbg odczytéw zmapowanych bez réznic,
cho¢ zmiany w przypadku liczby dokonanych mapowan odczytéw sa rézne (wzrost
dla &mapi+ dla obu, w przypadku &map1 wzrost tylko dla RECKONER, a spadek



240 ROZDZIAL 6. BADANIA EKSPERYMENTALNE

dla BFC).

W wigkszoéci przypadkéw rezultatem korekeji jest wyrazne zmniejszenie odle-
glosci edycyjnej miedzy odczytami a genomem referencyjnym, co swiadczy o re-
dukgcji liczby bledéw i — patrzac z perspektywy mapowania — moze sugero-
waé, ze moze to wywrzeé pozytywny wplyw na dzialanie potokéw obliczeniowych
wykorzystujacych odczyty mapowania. Mimo to w niewielkim stopniu zmianom
ulegaja liczby odczytéw, ktérych (jednokrotne lub wielokrotne) mapowanie po-
wiodlo sie, stad nalezy ocenié, ze korekcja w niewielkim stopniu moze wpltywaé
na efektywnos$é¢ dziatania samych algorytméw mapujacych i skutecznosé ich wy-
korzystania. Poprawa obu miar liczby dopasowania odczytéw konsekwentnie we
wszystkich przypadkach wystepuje dla algorytmu Fiona, choé nie jest ona duza.
W przypadku wiekszosci pozostalych algorytméw réwniez mozna zaobserwowad
wzrost sumy tych wskaznikow, jednakze nalezy przyznaé, ze na biezacym pozio-
mie eksperymentow trudno jest zweryfikowaé, jakie zmiany przynaleznosci kon-
kretnych odczytéw do grup zmapowanych lub niezmapowanych zaszty w efekcie
korekgcji.

W przeprowadzonych eksperymentach jednoznacznie niekorzystnie wyréznia-
ja sie algorytmy RACER, BLESS oraz SAMDUDE. Pierwszy z nich cechuje sie
powodowaniem czestego znaczacego wzrostu liczby zmapowanych odczytéw, choé
w kontekscie uzyskanych wcze$niej wynikéw asemblacji nalezy przyjaé, ze sa to
zmiany btedne. BLESS z kolei zwykle powoduje spadek liczby zmapowanych od-
czytéw, skutkujac pozniejszym stabszym wykorzystaniem informacji zawartych
w odczytach, ktérych mapowanie nie powiodlo sie, natomiast SAMDUDE nie
powoduje wyraznej redukcji zmian wprowadzanych przez algorytm mapujacy,
powodujac jednoczesnie niewielki spadek liczby tacznie zmapowanych odczytow.

Wptyw korekcji na liczbe réznic typu indel Na rys. 6.19 oraz 6.20 przedstawiono
wyrazone procentowo wartoéci miar &pg oraz €401 Uzyskane charakterystyki maja
charakter uproszczony, gdyz obejmuja tylko informacje o obecnosci pewnej inser-
cji albo delecji w danym odczycie, nie uwzgledniajac ich liczby. Nie wzigto pod
uwage takze dtugosci tych zmian. Nalezy mieé¢ réwniez na uwadze, ze sa to miary
posrednie, ktorych wartosci sa obarczone charakterystyka algorytmu mapujacego.

Poza algorytmem RECKONER, zgodnie z tabela 4.1, jawna korekcja bledéw
typu indel zostata uwzgledniona w algorytmach Fiona oraz Blue®. Stad tez analiza
moze postuzyé do oceny skutecznosci strategii dzialania tego rodzaju korekcji
w wymienionych algorytmach.

Dla zestawu P1_60 prawie wszystkie algorytmy pozwolity na redukcje liczby
roznic, najskuteczniej w wyniku korekeji algorytmami BLESS oraz Blue. W przy-
padku tego pierwszego jest to zaskakujace ze wzgledu na brak strategii korekcji

AW ogélnym przypadku do tej grupy mozna zaliczyé tez algorytm Karect, jednak w prze-
znaczonym dla korekcji odczytéow Illumina trybie wyznaczania odlegtoéci edycyjnej Hamminga
nie jest on wykorzystywany.
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Rysunek 6.19: Wplyw korekcji na liczbe réznic typu indel odczytéw z zestawdw
P1.60, S1, V1.60, C1, M1, 71
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Rysunek 6.20: Wplyw korekcji na liczbe réznic typu indel odczytow z zestawu
H1-3.45

takich btedéw, stad prawdopodobnie duze znaczenie ma przewidziane w tym algo-
rytmie obcinanie niektorych odczytow. Algorytm RECKONER réwniez pozwolit
na znaczng redukcje liczby réznic, choé¢ uzyskane wyniki sa podobne do algo-
rytmu RACER, ktéry w ogdlnej ocenie mapowania uzyskal raczej stabe wyniki.
W nieco mniejszym, choé¢ nadal wyraznym stopniu redukcja nastapila w wyniku
pracy algorytméw Fiona, Lighter, BFC oraz Karect.

W przypadku zestawu S1 uzyskano wyrazna, cho¢ mniejsza niz w poprzednim
zestawie poprawe jakosci dla algorytmow wyposazonych w mechanizm korekcji
bledéw typu indel, a takze dla algorytméw BLESS, RACER oraz Karect. W pozo-
statych przypadkach uzyskane wyniki byly podobne jak dla surowych odczytow,
a czasem nieco sltabsze.

W wynikach zestawu V1_60 zaobserwowano pewna poprawe wynikéw (REC-
KONER, BLESS, w przypadku btedéw typu delecja takze RACER, Fiona i Blue).
Wsrod algorytméw RACER, Musket i Fiona zanotowano wyraZzne pogorszenie
rezultatéw po korekcji algorytmami w kontekscie liczby insercji. W dwdéch pierw-
szych przypadkach jest to o tyle interesujace, ze nie przewidziano w nich korekcji
bledéw typu indel. Wérdéd pozostatych przypadkéw nie zaobserwowano znacza-
cych zmian.

W korekceji zestawu C1 poprawe uzyskano dla algorytméw RECKONER i BLESS
oraz — w nieco mniejszym stopniu — Blue i Karect. Pozostale algorytmy nie
przyniosty duzych zmian, z wyjatkiem SAMDUDE, ktérego wykorzystanie spo-
wodowalo wyrazne zwiekszenie liczby roznic, oraz Fiona, dla ktérego nastapito

pogorszenie wedtug miary &js.
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W wynikach zestawu M1 obserwowalny jest wzrost liczby réznic po zastosowa-
niu algorytmu korekcji. Wyrézniaja sie algorytmy BLESS (ktérego wykorzystanie
spowodowalo wyrazny spadek liczby réznic) oraz RACER (z najwiekszym wzro-
stem). Warto zwréci¢ uwage na stosunkowo duza liczbe réznic odezytéw z tego
zestawu, z ktéra koresponduje niewielka réznica miedzy wynikami odczytow suro-
wych oraz skorygowanych. Druga z tych obserwacji prawdopodobnie jest efektem
niewielkiej gtebokosci sekwencjonowania tego zestawu (16x ), bedacej przeszkoda
w skutecznej korekcji btedéw typu indel.

Jeszcze wigksza ogélna liczba réznic miedzy odczytami a genomem jest obser-
wowalna dla zestawu Z1, co ma o tyle duze znaczenie, ze lacznie stosunek liczby
roznic typu indel do liczby odczytéw wynosi blisko 7%, stad wniosek, ze wszelkie
przetwarzanie tego zestawu (co wlasdciwie jest echem charakterystyki genomu)
moze stanowi¢ wyzwanie. Ponownie najlepsze rezultaty uzyskano dla algorytmu
BLESS, ktéry jako jedyny pozwolil na poprawe wynikdéw. Zmiane dla algoryt-
moéw Musket oraz BFC w ocenie wedtug tej miary nalezy oceni¢ jako nieznacza-
ca, natomiast wykorzystanie algorytmoéow Lighter oraz RECKONER, powodujace
nieznaczne pogorszenie wynikow.

Algorytm BLESS okazal sie byé najlepszy réwniez przy korekcji odczytdw
z zestawu H1-3_45. Na drugim miejscu nalezy umiesci¢ algorytm RECKONER,
ktory pozwolil na redukcje szczegdlnie réznic typu delecja, a na kolejnym — al-
gorytm Musket. Dla pozostatych algorytmoéow zanotowano niewielkie zwickszenie
réznic typu insercja oraz mniejsze réznic typu delecja.

Podsumowujac, wyniki wszystkich zestawow wskazuja, ze najskuteczniej licz-
be réznic typu indel redukuje algorytm BLESS. Trudno jest to polaczy¢ ze staby-
mi wynikami asemblacji oraz pozostalymi wynikami mapowania w inny sposoéb,
niz zwracajac uwage na czeste przypadki obcinania odczytéw albo stawiajac hi-
poteze, ze liczba odczytéw uszkodzonych w wyniku korekcji tym algorytmem jest
na tyle duza, ze powoduje trudnoéci w ich mapowaniu. Sposréd algorytméw wy-
posazonych w mechanizm korekcji btedow typu indel najlepsze wyniki uzyskano
dla algorytmu RECKONER, ktéry w wiekszoéci przypadkow pozwolit na reduk-
cje liczby tych btedéw lub na wzrost w minimalnym stopniu. W dalszej kolejnosci
nalezy wyréznié korzystne dzialanie algorytmoéw Blue oraz zwrécié uwage, ze al-
gorytm z tej grupy, Fiona, pozwalal zazwyczaj na osiagniecie stabych wynikéw.
Jakoé¢ algorytméw Musket, RACER, Lighter, BFC wahala sie w zaleznosci od
zestawu, z kolei zastosowanie algorytm Karectw wiekszosci przypadkéw powo-
dowalo pewna poprawe wynikéw. W oparciu o wszystkie wyniki mozna wysnué
wniosek, ze dostosowanie algorytméw do korekcji btedéw typu indel przynosi
korzysci, choé¢ sa one niewielkie. Jedynym algorytmem, ktéry nie pozwolil na
skuteczna korekcje btedéw typu indel jest SAMDUDE.
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Rysunek 6.21: Wplyw korekcji na zapotrzebowanie na zasoby mapowania odczy-
tow z zestawu Z1

Woptyw korekcji na zapotrzebowanie mapowania na zasoby Wptlyw korekcji na czas
mapowania 7 oraz zapotrzebowanie na pamieé¢ u, ze wzgledu na jego niewielkie
(podobnie jak asemblacji) znaczenie, zostal zamieszczony w podrozdziale C.1.2.
Przedstawiono wylacznie wyniki dla zestawu Z1, gdzie sa one najbardziej znacza-
ce (rys. 6.21). W wyniku korekcji algorytmem BFC nastapito zmniejszenie zapo-
trzebowania mapera na pamigé¢ o ok. 5 GiB, co jest znaczaca réznica, zwlaszcza
w kontekscie réwnoczesnego skrécenia czasu mapowania o godzine (cho¢ mniej-
szego niz czas korekcji, wynoszacy ok. 2,5 godziny), faktu poprawy w wyniku
korekcji jakosci wynikoéw asemblacji oraz nie zaobserwowanych niepokojacych zja-
wisk w wynikach mapowania.

Detekcja wariantow

Dokonujac przegladu literatury oraz internetowych foréw branzowych zaobser-
wowano niewielkg réznorodno$é istniejacych referencyjnych zestawdéw wariantéw,
dostepnych na potrzeby ewaluacji procesu detekcji wariantéw. Niedostatek ten
znaczaco ogranicza zakres mozliwych do wykorzystania w eksperymentach zesta-
wéw danych. Latwo osiggalnych jest kilka zbioréw wariantow ludzkich, w szcze-
g6lnosci najstarszy i najbardziej popularny [131] jest zbiér siedmiu zbioréw wa-
riantéw Genome in a Bottle (GIAB) [213], a takze syntetyczny, diploidalny zestaw
Syndip [131].

Pomimo dostepnosci tych danych nalezy zwréci¢ uwage, ze detekcja wariantéw
ludzkich (a takze korekcja odpowiednich odczytéw z sekwencjonowania) stano-
wi wyzwanie ze wzgledu na znaczny rozmiar genomu oraz duza liczbe powtd-
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rzen [132]. Wobec powyzszego zdecydowano sie na wykorzystanie réwniez odczy-
téw innego organizmu, ktérych charakterystyka moglaby skutkowaé tatwiejszym
wykonaniem tego zadania oraz zadania korekcji. W tym celu oparto si¢ na ze-
stawach danych udostepnianych w ramach projektu 1001 Genoméw [26]. Zaleta
wykorzystania tego projektu jest nie tylko dostepnosé referencyjnych zbioréw
wariantéw, ale takze duza réznorodnoéé¢ zestawéw odczytéw, obejmujaca rézng
glebokosé sekwencjonowania oraz jako$¢ rozumiang jako szeroki zakres wartosci
srednich prawdopodobienstw btedow. W przypadku A. thaliana wykorzystano
jeden zestaw odczytéw o duzej glebokosci sekwencjonowania, z ktérego wyod-
rebniono odezyty w celu uzyskania zestawéw A1.10, A1.20, ..., A1_100 o réznej
glebokosci sekwencjonowania.

W przypadku ludzkich zestawéw eksperymentalnych wykorzystano odczyty
(zestawy H1_15, H1-2_30, H1-3_45, H1-4_60 o réznej glebokosci sekwencjonowa-
nia) uzyskane z biblioteki DNA CT8595, wygenerowanej dla wzorcowego osobnika
NA12878, tego samego, dla ktérej przygotowano jeden z referencyjnych zesta-
wéow wariantéw GIAB. Uwzgledniono takze zestaw regionéw o wysokiej pewnosci
(ang. confident call regions, plik BED), zawierajacy informacje, istnienie kto-
rych sposréd wariantéw w referencyjnym zestawie zostato potwierdzone ze szcze-
gblna pewnodcia, a takze ktére fragmenty genomu sa, ze szczegblng pewnoscia,
pozbawione wariantéw. Niezaleznie przeprowadzono eksperymenty dla zestawdw
odczytow H5_15, H5_30, H5_45, H5_55, ktérych wyniki poréwnano z zestawem re-
ferencyjnym Syndip. Ta cze$¢ eksperymentéw miala na celu ograniczenie wptywu
konkretnego zbioru wariantéw oraz narzedzia oceniajacego na uzyskane rezulta-
ty. Twoércy zbioru Syndip zwrécili uwage, ze pozostale zestawy wzorcowe moga
cechowaé sie nadreprezentacja wariantow latwych do uzyskania dla technik se-
kwencjonowania pozwalajacych na uzyskanie krotkich odczytéw. Zestaw Syndip
powinien byé pozbawiony tego rodzaju wady [131]. W tabeli B.12 zawarto wer-
sje referencyjnych zestawéw ludzkich wariantéw, a takze numer biblioteki DNA
osobnikéw A. thaliana wg numeracji projektu 1001 Genoméw.

Mapowanie odczytéw, bedace czescia potoku przetwarzania danych, wykona-
no przy pomocy narzedzia BWA [129]. W celu wykonania zasadniczej detekcji
wariantéw wykorzystano pakiet Strelka2 [111]. Zrezygnowano z powszechnie wy-
korzystywanego potoku algorytméw GATK [62] ze wzgledu na jego skompliko-
wang obstuge oraz bardzo dtugi czas obliczen, ktory stanowil techniczna bariere,
szczegblnie w analizie ludzkiego genomu. Uzyskane pliki mapowania bytly sorto-
wane, indeksowane oraz konwertowane do formatu BAM przy pomocy narzedzia
SAMtools [130].

Poréwnanie uzyskanych zestawdéw wariantéw wraz z referencyjnym zestawem
wykonano przy pomocy narzedzia Haplotype VCF comparison tools (hap.py) [5]
(wigkszo$¢ zestawéw) oraz przy pomocy narzedzia dostepnego razem z zestawem
wariantéw Syndip (zestawy odczytéw H5_15, H5.30, H5 45, H5.55). Narzedzia
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te pozwalaja na uzyskanie nastepujacych miar jakoSci: czulo$é &eens, precyzja
prec Oraz miara F1 &gy, zdefiniowanych jak w podrozdziale 4.4.1. Wyniki sg wy-
znaczane niezaleznie dla wariantow typu SNP oraz indel. W wynikach hap.py
wykorzystano wszystkie warianty, bez wzgledu na zachowanie filtréw (oznaczone
jako ALL). Wyb6r dwéch metod oceny jest umotywowany ograniczeniem wplywu
algorytmu wyznaczania oceny na uzyskane rezultaty.

W tabeli B.21 przedstawiono wartoéci parametréw algorytméw, ktére pozwo-
lity na uzyskanie najlepszych wg wartosci {py (i przedstawionych) rezultatéw.

Warianty H. sapiens Na rys. 6.22 przedstawiono wartosci {gq detekcji dla odczy-
tow H. sapiens przy réznych przyblizonych glebokosciach sekwencjonowania, od-
powiednio z podzialem na warianty typu SNP oraz indel, uzyskane przy pomocy
narzedzia hap.py. Wyniki detekcji wariantéw jednego zestawu ludzkich odczytéw,
ocenione wedlug tej samej miary przy pomocy narzedzia Syndip, przedstawiono
na rys. 6.23. Te ostatnie nie uwzgledniaja korekcji algorytmem Blue, poniewaz
nie udalo sie¢ go wykonaé dla zestawdw odczytow, ktérych warianty byty oceniane
algorytmem hap.py, i w rezultacie nie uzyskano zadnych wskazdéwek odnosnie do
doboru parametru k. Wartoséci wszystkich pozostalych miar zostaly zaprezento-
wane w podrozdziale C.1.2. Warto$ci przemnozono przez 100%.

Korekcja odczytéw ludzkiego genomu wykonana wiekszoscig algorytméw nie
przynosi wyraznej zmiany jakosci detekcji wariantéw, gdy jest wyznaczana narze-
dziem hap.py. Wéréd wariantéw typu SNP korzystnie wyrdzniajg sie¢ algorytmy
RECKONER oraz BLESS, ktére pozwalaja na znaczaca poprawe detekcji przy
glebokosci sekwencjonowania réwnej 15x, w przypadku algorytmu RECKONER
wynoszaca ok. 10%. Poprawa jest nieznacznie widoczna takze dla algorytmu REC-
KONER i gtebokosci 30x. Sugeruje to, ze zastosowanie tych algorytmoéw moze
skutecznie przynieéé¢ korzysci, gdy nie ma mozliwoéci uzyskania wystarczajacej
glebokosci sekwencjonowania.

W przypadku wariantow typu indel, przy glebokosci sekwencjonowania row-
nej 15x wystepuje spadek wartosci wskaznika £p; w wyniku korekeji algorytmem
BLESS, a w nieco mniejszym stopniu takze algorytmami RECKONER i BFC.
Zjawisko to jest jednak mniej istotne, poniewaz, jak zaobserwowano w pracy [61]
proces detekcji wariantéw typu indel dla tak niewielkiej gtebokosci sekwencjono-
wania charakteryzuje sie zdecydowanie stabszymi rezultatami niz dla wiekszych
jej wartoéci. Dla wyzszych glebokosci problem zanika dla algorytméw BLESS
i BFC, z kolei dla algorytmu RECKONER, sukcesywnie maleje.

Nalezy mieé¢ na uwadze, ze najlepsze wyniki algorytmow Musket i Lighter uzy-
skano dla bardzo matych dlugosci oligomeru, wynoszacych k = 11 albo k = 13.
Sa to wartosci nieakceptowalnie mate, nawet w przypadku genomdéw mniejszych
i o prostszej charakterystyce powtérzen sekwencji niz ludzki. W efekcie w wyj-
Sciowych odczytach zanotowano bardzo niewielka liczbe zmian, stad tez w oma-
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Rysunek 6.22: Wptyw korekcji na warto$é¢ &gy detekeji wariantéw odczytow z ze-
stawéw H1_* H1-2_30, H1-3.45, H1-4_60 (H. sapiens), rézna glebokosé sekwen-
cjonowania — hap.py

wianych przypadkach wyniki tych algorytméw sa bardzo zblizone do wynikéw
odczytéw nieskorygowanych.

Wyniki uzyskane w oparciu o ocene detekcji wariantéw przy pomocy narze-
dzia i zestawu prawdy podstawowej wariantéw Syndip okazaly si¢ by¢ wyraznie
inne. Nie wystapilo w nich zjawisko poprawy liczby wariantéw typu SNP przy
niskiej glebokosci sekwencjonowania, cho¢ jednocze$nie wyniki uzyskane dla réz-
nych glebokosci sekwencjonowania wzajemnie réznig sie mniej, niz w poprzednim
eksperymencie. Ponadto notowany jest spadek jakosci przy korekcji algorytmem
BFC, ktoéry jednak zanika przy wiekszych glebokosciach. Dla algorytmu REC-
KONER réwniez wystepuje minimalne pogorszenie wynikow, ktore utrzymuje sie
bez wzgledu na glteboko$é¢ sekwencjonowania. 7 kolei korekcja algorytmem BLESS
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Rysunek 6.23: Wplyw korekcji na warto$¢ &py detekeji wariantéw odczytow z ze-
stawéw Hb5_* (H. sapiens), rézna gleboko$¢ sekwencjonowania — Syndip

skutkuje spadkiem jakosci przy warto$ciach gtebokosci 30x oraz 45x.

Bardzo podobny efekt dla wszystkich algorytméw wystapit w analizie pod
katem wariantéw typu indel, z ta rdéznica, ze dla najmniejszej gltebokosci algo-
rytm RECKONER powoduje bardzo mala poprawe jakoéci, a dla pozostatych —
wieksze spadki. Z kolei dla odczytow sekwencjonowania gtebokosci 30x oraz 45Xx
algorytm BFC powoduje niewielkg poprawe skutecznosci. We wszystkich przy-
padkach korekcja przy pomocy algorytmu RACER spowodowata bardzo duzy
spadek jakosci uzyskanych wynikow.

Warianty A. thaliana Na rys. 6.24 przedstawiono wartoSci {sens 0raz prec detekeji
wariantow odczytéw A. thaliana przy pomocy narzedzia hap.py. Ze wzgledu na
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duzg réznice miedzy wynikami wedlug tych miar, a zatem takze niemiarodajne
wartosci miary F1, rezultaty przedstawiono niezaleznie. Syntetyczne wyniki miary
F1 zostaly zaprezentowane w podrozdziale C.1.2.

Whplyw glebokosci sekwencjonowania jest zdecydowanie odmienny niz we wcze-
$niejszych przypadkach i na pozér niedorzeczny. W przypadku czulosci zgodnie
z oczekiwaniami jako$¢ wynikéw wzrasta wraz ze zwigkszaniem glebokosci se-
kwencjonowania. Z drugiej strony precyzja wzrasta tylko w dolnej czesci zakresu
zmiany glebokoéci, a nastepnie powoli spada. Dla wariantéw typu indel spadek
nastepuje w pelnym zakresie. Jednocze$nie uzyskane wyniki precyzji, a w kon-
sekwencji takze miary F1 sg zdecydowanie nizsze niz dla wariantéw ludzkiego
genomu.

Jako przyczyne wymienionych zjawisk mozna przyjac¢ kilka faktow. W oma-
wianych eksperymentach nie bylo mozliwo$ci wykorzystania zestawu regionéw
o wysokiej pewnosci. Ponadto liczba wariantow genomu A. thaliana w stosunku
do dlugosci genomu jest prawie o rzad wielkosci wieksza niz ludzkiego genomu
(w oparciu o [213] oraz suplement pracy [43]), stanowiac czynnik utrudniajacy
przetwarzanie jego odczytéw, co wbrew motywacji wyboru tego organizmu czyni
to zadanie niekoniecznie prostszym.

Spadek precyzji postepujacy wraz ze wzrostem glebokosci sekwencjonowania
jest spowodowany wzrostem liczby FP wariantéw, co jest efektem wykonania
oceny w oparciu o referencyjny zestaw wariantéw opracowany w ramach projek-
tu 1001 Genoméw wedlug ponizszego protokotu. Warianty zostalty uzyskane wy-
korzystujac wyniki dwéch niezaleznie wykonanych potokéw detekcji wariantow.
7 rezultatow zostal uzyskany iloczyn ich zbioréw, a wynikowe odczyty poddane
filtracji. Opracowany w taki sposéb zestaw wariantow nie jest typowym zesta-
wem prawdy podstawowej, tylko zbiorem wariantéw dosy¢ pewnych pod katem
prawdziwoéci, ale daleki od kompletnosci.

Wykorzystane w eksperymentach zestawy odczytéw wraz ze wzrostem glebo-
kosci sekwencjonowania powoduja wzrost liczby uzyskiwanych wariantéw. O pra-
widlowosci takiego zachowania $wiadczy sukcesywny wzrost czulosci. Jednakze
coraz wieksza liczba sposréd dodatkowych wariantéw nie jest obecna w zesta-
wie referencyjnym, stad tez nastepuje spadek precyzji. Mimo to nie ma podstaw
twierdzié, ze warianty te sg nieprawidlowe.

Wykorzystano kilka innych schematéw oceniania wariantoéw, ktorych celem
mialo byé¢ uzyskanie bardziej jednoznacznych wynikéw (dokladne wartosci nie
zostaly przedstawione. W pierwszej kolejnosci podjeto prébe wykonania filtra-
cji wariantéw w sposéb analogiczny do zestawu referencyjnego, eliminujac te
o wspotezynnikach jakosci wariantéw mniejszych od 25. Dziatanie nie przyniosto
jednak rezultatu, ze wzgledu na fakt, ze w przeciwienstwie do wariantéw refe-
rencyjnych wariantom generowanym przez narzedzie Strelka przyporzadkowane
sa wspolczynniki jakoSci z zakresu znacznie szerszego niz standardowy wyno-
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szacy ok. 0—40, siegajace wartosci 3070. Jednoczesnie analizujac wyjsciowe pliki
SAM narzedzia Strelka stwierdzono, ze skalowanie wspotczynnikéw jakosci do
tego przedzialu nie moze by¢ wykonane w prosty sposob.

Inne podejscie do filtracji polegato na okresleniu progéw filtracji wariantéw
uzyskanych dla narzedzia Strelka w celu dopasowania poziomu jakosci wynikow
do wariantow zestawu referencyjnego. Dla glebokosci sekwencjonowania 50x oraz
100x dokonano doboru progdw filtrowania tak, aby uzyskaé liczbe wariantéw zbli-
zong do zestawu referencyjnego. Podobnie podjeto probe takiego doboru progdw,
zeby uzyskaé¢ maksymalna warto$é¢ miary F1. Nastepnie uzyskany prog zastosowa-
no do filtracji niezaleznie dla zestawéw wszystkich glebokosci sekwencjonowania.
W obu przypadkach uzyskane rezultaty byly jednak niesatysfakcjonujace, gtow-
nie wskutek bardzo malej czuloéci (w wybranych przypadkach nawet mniejszej
niz 10%) dla niewielkich wartosci gtebokosci oraz dalszego wystepowania spadku

precyzji oraz miary F1 wraz ze wzrostem glebokoéci sekwencjonowania.

Zaobserwowano, ze zmiana $redniej wartosci oraz mediany wszystkich wspot-
czynnikéw jakoéci zestawu zmienia sie liniowo w funkcji gltebokosci sekwencjo-
nowania. Fakt ten wykorzystano w celu wykonania skalowania progu filtracji
w zaleznosci od glebokosci sekwencjonowania. W pierwszej kolejnosci wyznaczo-
no proég filtracji dla dwéch przypadkéw glebokosei 50x oraz 181 (pelny zestaw
odezytéw A1) w taki sposdb, aby dopasowaé liczbe wariantéw do rozmiaru ze-
stawu referencyjnego. Nastepnie, niezaleznie uzyskane dwa progi poddano skalo-
waniu w oparciu o wspotczynniki funkcji regresji liniowej, uzyskane dla zmiany
Sredniej warto$ci wspoétczynnikéw wraz z glebokoscia sekwencjonowania. Wyni-
ki dla zestawéw poddanych filtracji charakteryzowaly sie wzrostem czutosci dla
niewielkich wartosci glebokoéci, a nastepnie sukcesywnym spadkiem, co réwniez
jest zjawiskiem niepozadanym.

Ponadto wykonano obserwacje wplywu wartosci progéw filtrowania dla gle-
bokosci 50x oraz 100x na warto$ci miary F1 wariantéw. Stwierdzono, ze wraz
ze wzrostem progu filtracji w zakresie ok. 100-1000 nastepuje niewielki spadek
czulodci oraz wzrost precyzji. Po przekroczeniu jednak okredlonej wartosci za-
leznej od glebokosci sekwencjonowania nastepuje gwaltowny spadek tych miar,
w szczegdlnosci czulodci.

Pomimo wymienionych trudnosci uzyskane wyniki sa zrédtem pewnych infor-
macji uzytecznych w kontekscie oceny korekcji odczytéw. W wiekszosci przypad-
kéw korekcja skutkuje zwiekszeniem liczby prawidtowych wariantow w stosunku
do odczytéw nieskorygowanych, w szczegdlnosci typu SNP, co jest obserwowalne
w postaci wzrostu czutoéci. Wyjatek stanowia algorytmy BLESS oraz RACER,
ktorych zastosowanie powoduje spadek czutosci zarowno dla wariantéw typu SNP
jak iindel. W pozostalych przypadkach czutos¢ wariantéw typu indel jest podob-
na dla odczytéw surowych oraz skorygowanych przy pomocy réznych algorytmow.

Wsrod wynikéw precyzji korzystnie wyglada wzrost w stosunku do surowych
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odczytéw wartoéci wariantéw typu SNP, obserwowany dla wszystkich algorytméow
korekcji z wyjatkiem RACER i SAMDUDE, co $wiadczy o znacznym zmniejsze-
niu liczby falszywie pozytywnych wariantéw. W przypadku wariantéw typu indel
jedynym algorytmem korekcji powodujacym wyrazng zmiane w uzyskanych wy-
nikach jest BLESS. Warianty uzyskane po korekcji odczytéw tym algorytmem
charakteryzuja sie najwieksza precyzja, a zatem i najmniejsza liczba falszywie
pozytywnych wariantow. Majac na uwadze wczesniejsze wyniki BLESS uzasad-
nione jest stwierdzenie, ze moze to efektem licznych przypadkow uszkodzenia od-
czytéw, powodujacych powstawanie wiekszego ,szumu” informacyjnego podczas
detekceji wariantéw.

Podsumowujac, wykorzystana metoda oceny korekcji w oparciu o detekcje
wariantow odczytow genomu A. thaliana umozliwila obserwacje pewnych korzysci
plynacych z wykonania korekcji, jednak sa to informacje fragmentaryczne, a sama
metoda wymaga ulepszenia w wyniku dalszych, starannych prac.

Wptyw dtugosci oligomeru

W przedstawionych wyzej eksperymentach algorytmy parametryzowane diugo-
$cia oligomeru k zostaly uruchomione wielokrotnie dla réznych jego wartosci
w celu wyboru najlepszych wynikéw. Takie rozwiazanie jest uciazliwe w zasto-
sowaniu, stad konieczne jest przyjecie bardziej praktycznej strategii parametry-
zacji. Kluczowe zagadnienie stanowi ocena wplywu tego parametru, pozwalajaca
na stwierdzenie, jakim ryzykiem obarczone jest dokonanie wyboru.

Na rys. 6.25 oraz 6.26 przedstawiono zaleznos¢ wartosci miar N50 albo NG50
oceny asemblacji od wartosci k algorytméw korekeji. Wyniki uzyskano dla czte-
rech zestawéw odczytéw, majac na celu uzyskanie typowych lub specyficznych
przebiegdéw zmian. Jako preferowang miare wyboru przyjeto NG50, jednak brak
jej dla wszystkich odczytéw zestawu M1 oraz wybranych przypadkow zestawu
V1.60 po korekeji algorytmem BLESS podyktowal rezygnacje z niej na rzecz N50
w analizie tych zestawow. Na wykresach wyrdzniono przypadki, dla ktorych uzy-
skano najlepsze wyniki asemblacji (wedlug kryterium opartym na kilku miarach,
opisanym w podrozdziale 6.2.2, stad tez przypadki te nie musza by¢ warto$ciami
maksymalnymi z zakreséw zobrazowanych na wykresach) oraz te, ktére naleza-
loby wykorzysta¢ postepujac zgodnie z wytycznymi autoréw, znanymi tylko dla
algorytméw RECKONER?® oraz BLESS. Stad tez wyniki pozwalaja na uprosz-
czong ocene tych wytycznych.

Sposrod przetestowanych algorytmdéw pie¢ wymaga parametryzacji dtugoscia
oligomeru. Nie podano wynikéw algorytmu Blue dla korekcji odczytéw z zestawu

5Przedstawione wyniki algorytmu RECKONER zostaty uprzednio wykorzystane w celu wy-
znaczenia reguly okreslenia dtugosci oligomeru, stad formalnie mamy do czynienia z wykorzysta-
niem czesci danych treningowych w celu przeprowadzenia testowania. Jednakze przedstawiona
miara i organizmy stanowity tylko jeden z wielu zestawéw danych treningowych, dlatego uznano
analize za dopuszczalng.
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Rysunek 6.25: Zaleznos¢ wartosci miar N50 (dla odczytéw z zestawu V1_60) oraz
NG50 (dla odezytéw z zestawu C1) od dlugosei oligomeru korekeji

H1-3_45, poniewaz jego wykonanie nie powiodlo sie. Dla algorytméw Blue oraz
Lighter dopuszczalne sa wartosci k£ < 32, z kolei przyjecie dla Musket k > 27
powoduje uzyskanie takich samych wynikow jak dla k = 27, stad w niektorych
przypadkach mozliwe jest odniesienie wrazenia, ze zwiekszenie wartosci parame-
tru pozwolitoby na uzyskanie lepszych wynikow. Ponadto korekcja nie powiodta
sie dla nastepujacych indywidualnych przypadkéw: zestaw P1_60, algorytm Blue
(k = 21,23); zestaw C1, algorytm Blue (k = 15,16); zestaw M1, algorytm Blue
(k = 15,16); zestaw H1-3_45, algorytm BLESS (k = 13,15, 31, 33).

Wyniki pozwalaja zaobserwowadé nie tylko rézng skutecznosé korekcji mierzo-
na wplywem na jakosé asemblacji (wyzsze wartosci oznaczaja lepsza jakosé), ale
takze nieraz bardzo odmienny przebieg jakosci wraz ze zmiang wartosci k. Dla
odczytow z zestawu V1_60 wplyw parametru k na prace algorytmoéw Blue, REC-
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Rysunek 6.26: Zaleznos¢ warto$ci miar N50 (dla odczytéw z zestawu M1) oraz
NG50 (dla odezytéw z zestawu H1-3_45) od dlugosci oligomeru korekcji

KONER oraz Lighter jest bardzo niewielki, obserwowalny jest tylko niewielki
spadek jakosci dla maltych wartosci parametru. Z kolei algorytmy BLESS oraz
Musket cechuja sie duza wrazliwoscig na wartos¢ parametru (w przypadku algo-
rytmu BLESS wplyw jest jednak mniejszy w przedziale umiarkowanych warto-
$ci k), choé mozna odnie$é¢ wrazenie, ze poprawny moze by¢ dobér jak najwiekszej
wartosci. Istotny jest fakt, ze zalecany doboér parametru algorytmu BLESS jest
podstawg do przyjecia bardzo niekorzystnej wartosci; eksperymentalny wyznacze-
nie wynikéw dla maltych wartosci parametru tego algorytmu jest spowodowane
tym zaleceniem. Z kolei w przypadku algorytmu RECKONER réznica wyzna-
czonego oligomeru jest jeszcze wieksza, jednak spowodowana nig réznica jakosci
jest zdecydowanie mniejsza. Ponadto jest to przypadek odosobniony, gdyz pomi-
mo niewielkiego rozmiaru genomu C. vulgaris najlepsza zaobserwowana diugos$é
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oligomeru jest bardzo duza (przypadek zostanie dokladniej przedstawiony w pod-
rozdziale 6.3).

W przypadku korekcji niektérymi algorytmami odczytow z zestawu C1 dobor
parametru moze by¢ bardziej skomplikowany. Duza odpornoéé algorytméw REC-
KONER i Blue jest ewidentna dla & >~ 20. W przypadku algorytméw Lighter
i Musket takze mozna przyja¢ zatozenie o koniecznosci doboru dostatecznie du-
zych wartoéci k, choé dla tego drugiego wystepuje minimum dla k = 19. Sytuacja
jest bardziej zlozona w przypadku algorytmu BLESS. Przebieg jakoéci charak-
teryzuje si¢ wystepowaniem kilku wyraZznych miniméw lokalnych oraz stopniowa
zmiang jakosci. Nalezy zaznaczyé, ze zjawisko to jest obserwowalne takze dla
innych, nieprzedstawionych przypadkéw. Jednoczednie stosunkowo dobre wyniki
tego algorytmu uzyskano dla niewielkich wartosci parametru, powodujacych brak
zmian w odczytach oraz wystepowanie stosunkowo niewielkiej liczby przypadkow
obciecia odczytu. W rezultacie takze w tym przypadku dobdr parametru k algo-
rytmu BLESS z gory dal rezultat daleki od wlasciwego. W przypadku algorytmu
RECKONER zaobserwowana réznica dhugosci oligomeru oraz zmiana jakosci sa
niewielkie.

Dla odczytéw z zestawu M1 doboér zbyt matej wartodci parametru wszystkich
algorytméw, orientacyjnie k < 20, wykazal negatywny wplyw na jako$¢ wynikdw,
przy czym dosy¢ znaczny rozmiar genomu testowanych odczytéw stanowi wyraz-
na sugestie, ze doboér niewielkich wartos$ci nie powinien nastapi¢. Jednoczesnie
dla algorytméw RECKONER oraz BLESS jest obserwowalny powolny spadek ja-
kosci dla k > 29, stad zakres rozsadnych wartoéci parametru jest dosy¢ szeroki.
Zarowno dla algorytmu BLESS jak i RECKONER uzyskana najlepsza wartosé k
okazala si¢ by¢ zblizona od wyznaczone;j.

W przypadku zestawu H1-3_45 sumaryczne wahania jakosci okazaly sie by¢
niewielkie, prawdopodobnie na skutek znacznego stopnia skomplikowania procesu
asemblacji odczytéw duzego genomu, ktéry dominuje kwestie jakosci odczytow.
Mimo to widaé, ze lepszym rozwigzaniem moze by¢ dobodr duzych wartosci k,
zakladajac, ze mozliwe jest wykonanie algorytmu dla takich wartosci.

Podsumowujac, spoérdd algorytmoéw wymagajacych parametryzacji dtugoscia
oligomeru najmniejsza wrazliwoscia na nietrafiony jego dobér (w rozsadnym za-
kresie) charakteryzuja sie algorytmy RECKONER oraz Blue. Nieco bardziej ry-
zykownym doborem charakteryzuje sie algorytmy Lighter oraz Musket, z kolei
w przypadku BLESS dobér jest trudny do przeprowadzenia oraz moze tatwo po-
wodowac¢ uzyskanie nieproporcjonalnie stabych wynikéow. Przedstawiona w kolej-
nym podrozdziale strategia doboru dtugosci oligomeru algorytmu RECKONER
sprawdza si¢ dosy¢ dobrze, z kolei w przypadku BLESS raczej nie spelnia swojej
roli.
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6.3 Doboér dtugosci oligomeru algorytmu RECKONER

Jak wynika z podrozdziatu 4.2.1, dobdér dlugosci oligomeru k nie jest zadaniem
trywialnym. Parametr ten wywiera jednak wplyw na uzyskane wyniki, stad nalezy
poswieci¢ kwestii jego doboru nalezyta uwage, nawet majac na uwadze fakt, ze
uzyskany rezultat nie bedzie w pelni satysfakcjonujacy.

Wedlug wiedzy autora problem doboru dtugosci oligomeru algorytmoéw korek-
cji nie zostal w literaturze dostatecznie oméwiony. Jak zostalo wspomniane wcze-
$niej, nawet autorzy takich algorytmoéw podchodza do tematyki ograniczajac sie
do proponowania czesciowo intuicyjnych, a czesciowo opartych na obserwacjach
empirycznych strategii, nie podajac jednoczesénie precyzyjnych przestanek, ktére
uzasadnialyby dane podejscie.

Jedna z przyczyn z pewnoscia jest poziom skomplikowania problemu. Uzyska-
ny wynik powinien zaleze¢ od dlugoéci genomu, wartosci Srednich wspotczynnikéw
jakosci odczytow, charakterystyki wystepowania btedéw typu indel, dtugosci od-
czytow, charakterystyki sekwenatora, wlasnosci sekwencji genomu i innych. 7 te-
go powodu w niniejszej pracy problem zostanie pozostawiony czeSciowo otwarty,
a jako strategia doboru parametru zostanie zaproponowana prosta metoda, kto-
rej opracowanie bedzie bedzie bralo pod uwage minimalizacje liczby kryteriéw
optymalizacji wyniku. Podejscie tego rodzaju mozna traktowaé jako uzasadnione
w kontekscie wykazanej wezeéniej niewielkiej wrazliwosci algorytmu RECKONER
na zmiane wartosci tego parametru, a takze faktu, ze RECKONER jest algoryt-
mem heurystycznym, stad tez uzyskane wyniki korekcji sa obarczone pewna doza
niepewnosci i ewentualne wahania jakosci wraz ze zmiana wartodci £ obejmuja
takze naturalna, niemozliwg do eliminacji zmiennos¢.

Uwagi odno$nie do wplywu warto$ci k na przebieg korekcji zostaty przed-
stawione w podrozdziale 4.2.1. Dodatkowo warto zwrdci¢ uwage na nastepujace
kwestie dotyczace teoretycznego wplywu na czuloéé oraz precyzje korekcji (wiel-
kosci traktowane ogélniej niz w podrozdziale 4.4.1, bo obejmujace takze odczy-
ty rzeczywiste). Dobér malej wartosci moze powodowaé zmniejszenie precyzji,
ze wzgledu na wyzsze prawdopodobienstwo powtérzenia danej sekwencji k-meru
w sekwencji genomu, a w efekcie takze w odczytach uzyskanych z réznych re-
jonéw genomu. Analogicznie, dobér wiekszych wartosci powinien spowodowaé
zwiekszenie precyzji. Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze dla matych wartoéci ule-
ga zwiekszeniu liczebnos$¢ k-meréw, skutkujac ewentualnym zwigkszeniem progu
obciecia. W efekcie k-mery o wyzszej niz przy duzych wartosciach k liczebnoéci
moga by¢ uznane za bledne, co moze zwigkszaé czulo$é (w sytuacji odwrotnej ro-
zumowanie jest analogiczne). Tym samym widaé, ze na dobér wartosci k powinien
mie¢ wplyw rozmiar genomu.

W celu opracowania sposobu doboru k w funkcji rozmiaru genomu nalezy
zauwazy¢, ze wraz z jego wzrostem (zakladajac, ze genom jest sekwencja losowa;
w literaturze zaznaczono, ze dla znaczacej czeéci genomu taka cecha wystepu-
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je [45]) wzrasta prawdopodobienistwo, ze dla zadanego k losowy k-mer bedzie
podstowem tego genomu na wiecej niz jednej pozycji. Tym samym, wraz ze wzro-
stem rozmiaru genomu nalezy zwiekszaé k, przy czym ze wzgledu na to, ze liczba
mozliwych sekwencji k-meru wynosi 4% (liczba k-elementowych wariacji z powté-
rzeniami ze zbioru (|X| = 4)-elementowego), w celu zachowania liczby tych se-
kwencji w takim samym stosunku do dlugosci genomu, wartosé¢ k powinna rosnaé
w funkcji logarytmicznej®. Innymi stowy, przyjmujac pewna stala 2’ € Ry, 2’ < 1
wartosé¢ k powinna spetnia¢ warunek 4F = 2/ {g, zatem wartos¢ k o f({g), gdzie f
jest pewna funkcja logarytmiczng. Dodatkowo, z przyczyn praktycznych, zamiast
doktadnej dtugosci genomu £ bedzie przyjmowane jego przyblizenie Z; Zmiana
wartosci logarytmu wraz ze zmiana jej parametru jest niewielka, stad przyjeto,
ze takie uproszczenie nie powinno stanowié¢ problemu. Logarytmiczng zaleznosé
miedzy dlugoscia genomu a dlugoscia oligomeru sugerowano tez w pracy [110]
oraz suplemencie pracy [134].

Analityczne wyznaczenie optymalnej zalezno$ci w oparciu o analize dziatania
algorytmu uznano za zadanie zbyt skomplikowane. W efekcie zdecydowano sie
na wyznaczenie jej empirycznie, wykorzystujac regresje nieliniowg i przyjmujac,
ze celem jest parametryzacja funkcji logarytmicznej. Jako zmienna objasniana
zostanie przyjeta zmienna k, a jako zmienna obja$niajaca zmienna l@ . Dodatko-
wo, z przyczyn implementacyjnych, jako podstawe logarytmu przyjeto wartosé 2.
Funkcja taka przyjmuje postac: kpreq = 7 logy l@ + y gdzie x i y sa parametrami
wyznhaczonymi przy pomocy regresji.

kbest 7kpred [pZ]
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Rysunek 6.27: Zalezno$é najlepszej dlugosci oligomeru od rozmiaru genomu —
RECKONER

Na wykresie przedstawionym na rys. 6.27 zaznaczono wartoéci najlepszej dtu-

5Pomijajac koniecznodé kwantyzacji wynikajaca z faktu, ze k € N
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gosci oligomeru kpest 0od diugosci genoméw, wyznaczone dla réznych zestawdw
odczytow w eksperymentach opisanych w podrozdziale 6.2.2. Zaleznosé logaryt-
miczna dlugoéci oligomeru od dtugosci genomu jest trudno dostrzegalna, w szcze-
gélnosci w wyniku odstajacej wartosdci kpest = 37 dla odczytow z zestawu V1_60.
Odrzucajac jednak ten przypadek, wyznaczenie regresji logarytmicznej powoduje
uzyskanie postaci odpowiedniej funkcji. Dodatkowo przyjeto, ze minimalna uzy-
skana dlugosé oligomeru powinna wynosié¢ 20. Stad réwnanie (przedstawione juz
w podrozdziale 5.4.2), o przyblizonych parametrach, przyjmuje postaé:

Kpred = max(20;0,9logy £ + 3), (6.1)

gdzie kpreq jest wyznaczong diugodcig oligomeru dla algorytmu RECKONER.

Zalezno$¢ wynikajaca z tego réwnania réwniez zostala przedstawiona na wspo-
mnianym wykresie. W celu poprawy czytelno$ci wyznaczono go dla przeciwdzie-
dziny kprea € Ri. W implementacji warto$¢ kpreq jest poddawana kwantyzacji
poprzez zaokraglenie do najblizszej liczby naturalnej. Przyblizona dlugo$é geno-
mu ﬂAg jest wyznaczana zgodnie z réwnaniami (5.24) oraz (5.25).

Poza powyzszym przeprowadzono probe obserwacyjnej analizy potencjalne-
go wplywu na uzyskana najlepsza warto$¢ kpest tatwo mierzalnych parametréw
zestawow odczytéw, jak glebokodci sekwencjonowania, wartosci srednich wspot-
czynnikéw bledow oraz dlugoéci odczytéw w zestawie. W kontekscie zestawow
wykorzystanych w eksperymentach nie wyciagnieto jednak jednoznacznych wnio-
skéw dotyczacych ich znaczenia, stad tez w réwnaniu nie wzieto tych parametréw
pod uwage.

Nalezy zauwazy¢, ze analize przeprowadzono wylacznie wykorzystujac wyni-
ki asemblacji, wykonujac korekcje w trybie z weryfikacja w oparciu o k”-mery.
W przypadku detekcji wariantow oraz korekcji bez tego trybu uzyskane wartosci
z powyzszego réwnania wynosza kpreqa = 27 dla A. thaliana (w eksperymen-
tach kpest € {21,23,25}) oraz kpreq = 31 dla H. sapiens (w eksperymentach
kpnest = 59). Wynika z tego, ze metoda powoduje uzyskanie zbyt duzej wartosé
parametru w pierwszym przypadku (co nie powinno znaczaco wplynaé¢ na uzyska-
ne wyniki). Z kolei w drugim przypadku warto$¢ wyznaczana jest zdecydowanie
zbyt mala i nawet przemnozenie wartosci kpreq przez staly 0ponc ratio = 1,5
(réznicujaca dlugo$é k-meréw oraz k’-meréw), nie powoduje uzyskania zblizo-
nej wartosci. W rezultacie zostanie przedstawione zalecenie dla uzytkownika, aby
w wyrdzniajacym sie zadaniu detekcji ludzkich wariantéw przyjmowaé duze war-
todci parametru k.

W opinii autora warto przeprowadzi¢ dalsze, dokladne badania majace na
celu skuteczniejszy dobor dlugosci oligomeru dla wszystkich wspomnianych algo-
rytméw korekeji, by¢ moze obejmujacych dokladne zamodelowanie zjawisk zwia-
zanych z charakterystyka genoméw, odczytow oraz samych algorytméw.
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6.4 Analiza wedtug kryteriéow wydajnosciowych

Analiza algorytméw ze wzgledu na kryteria wydajnoéciowe zostata przeprowadzo-
na zgodnie z informacjami z podrozdziatu 4.4.2. Jako podstawowe miary zostaly
przyjete czas obliczen, zapotrzebowanie na pamie¢ algorytmu oraz skalowalnosé
algorytmu wraz ze wzrostem liczby watkow.

6.4.1 Czas obliczen i zapotrzebowanie na pamiec korekcji

Podczas uruchomienia wszystkich implementacji algorytmoéw korekcji przeprowa-
dzono pomiar czasu ich pracy 7 oraz szczytowego zapotrzebowania na pamieé .
Czas ten obejmuje prace catosci implementacji, wliczajac w to ewentualne na-
rzedzia pomocnicze, ktore sa wymagane przez algorytm (np. zliczanie k-meréw).
W niniejszym podrozdziale przedstawiono uzyskane wyniki dla korekcji odczy-
téw rzeczywistych. Analogiczne wyniki dla odczytow symulowanych zamieszczono
w podrozdziatach C.2.1 oraz C.2.1.

Odczyty rzeczywiste

Na rys. 6.28-6.30 przedstawiono czas obliczen oraz zapotrzebowanie na pamieé
operacyjng algorytméw korekcji, wykorzystanych do korekcji odczytéw rzeczy-
wistych. Uzyskane wyniki dotycza przypadkéw, w ktorych algorytmy byly pa-
rametryzowane wartosciami powodujacymi uzyskanie najlepszych wynikéw dla
asemblacji.

W wigekszoéci zestawdéw wzgledne zapotrzebowanie algorytméw na zasoby jest
podobne dla réznych zestawdéw danych. W przypadku zestawu P1.60 wiekszos$é
algorytméw pozwolila na uzyskanie wynikow w ciagu kilku minut, stad wycia-
gniecie wiazacych wnioskow jest trudne. Wyjatek stanowi cechujacy sie znacz-
nie dluzszym czasem pracy algorytm BLESS, co jest prawdopodobnie efektem
charakterystyki odczytéw MiSeq, w szczegdlnosci dtugosci wigkszej od odczytow
z pozostalych zestawow.

W przypadku zestawu S1 czas wykonania prawie wszystkich algorytmoéw nie
przekraczal 4 min, przy czym obserwowalny jest wyraznie dominujacy czas ob-
liczen algorytméw Fiona oraz Blue. Jednoczeénie algorytmy RACER oraz BFC
umozliwiaja uzyskanie wynikéw w ciagu ok. 0,5 min. Czas dziatania algorytmu
SAMDUDE, wynoszacy prawie 1h jest efektem wykonania sekwencyjnego.

Korekcja odczytow z zestawu V1.60 przy pomocy najszybszych algorytméw
RECKONER, BLESS, Lighter oraz BFC byta mozliwa w czasie krétszym niz
5 min. Z kolei dosy¢ znaczny, przekraczajacy 30 min czas odnotowano dla algoryt-
mow Karect oraz Fiona. Bardzo mocno odstajaca jest czasochtonnosé algorytmu
SAMDUDE, ktérego wykonanie wymagato przeszto 4h. Proporcje podobne do
wymienionych sa obserwowalne w efekcie korekcji odczytow z zestawoéw C1 i M1,
przy czym w tym ostatnim przypadku z pominigciem algorytmu SAMDUDE
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Rysunek 6.28: Zapotrzebowanie na zasoby korekcji odczytéw z zestawow P1_60,

S1, V1.60
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Rysunek 6.29: Zapotrzebowanie na zasoby korekcji odczytow z zestawdw C1, M1,
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Rysunek 6.30: Zapotrzebowanie na zasoby korekcji odczytow z zestawu H1-3_45

(ktérego wykonanie nie powiodlo sie) oraz ze zwrdceniem uwagi na stosunkowo
wiekszy wzrost czasu pracy algorytmu Blue dla zestawu M1.

Czas pracy niektérych algorytméw okazal sie byé przeszkoda w wykonaniu
korekcji odezytéw z zestawu Z1. Algorytmy Karect oraz SAMDUDE, a dla nie-
ktorych diugosci oligomeru takze algorytmu Blue nie pozwolilty na wykonanie
zadania w czasie 24 h. Zdecydowanie najszybszy algorytm BFC umozliwil wyko-
nanie korekcji w czasie nieco przekraczajacym 2h, a dalsze algorytmy, BLESS
i Lighter w czasie ok. 3,5h oraz 4h. Algorytmy RECKONER oraz Musket wy-
magaly 6,5h i 7h, co, abstrahujac od jakosci uzyskanych wynikow, ze wzgledu
na znaczny rozmiar genomu mozna jednak nadal uznaé za czas akceptowalny.

Korekcja odczytow z zestawu H1-3_45 réwniez przekroczyla limit czasu w efek-
cie zastosowania algorytmow Karect oraz w wybranych przypadkach Blue. Brak
powodzenia algorytmu SAMDUDE byl skutkiem zgloszenia btedu, jednak nalezy
sie spodziewaé, ze przy jego braku réwniez korekcja nie bylaby mozliwa ze wzgle-
du na zbytnia czasochtonno$é. W przypadku zestawu H1-3_45 rowniez najszybszy
okazal si¢ algorytm BFC, wykonany w czasie 2,5 h, cho¢ na kolejnych miejscach
znalazty sie kolejno algorytmy RECKONER, BLESS oraz Lighter, ktérych wyko-
nanie wymagalo ok. 4h, 4,5h i 5h. Najbardziej czasochtonna okazala si¢ korekcja
przy pomocy algorytméw Musket oraz RACER.

Podsumowujac, zdecydowanie najszybszym algorytmem jest BFC. W dalszej
kolejnosci nalezy zaklasyfikowa¢ BLESS (z wyjatkiem zestawu P1.60), Lighter
oraz RECKONER (z wyjatkiem zestawu Z1). Algorytmy Musket, RACER oraz
Blue pozwalaja na korekcje w umiarkowanym czasie, cho¢ w ostatnim przypadku
dla niektérych wartosci parametru k korekcja najwiekszych zestawéw odczytow
w zadanym czasie nie zakonczyla sie. Jednoczesnie algorytmy Karect, Fiona oraz
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SAMDUDE charakteryzuja sie¢ znacznym czasem wykonania, ktéry moze stano-
wi¢ praktyczne utrudnienie w wykonaniu korekcji. W przypadku SAMDUDE na-
lezy zwréci¢ rowniez uwage na bardzo negatywne znaczenie braku przetwarzania
rownolegtego.

Zapotrzebowanie poszczegdlnych algorytméw na pamieé¢ takze rézni sie zna-
czaco. Dla zestawu P1_60 zapotrzebowanie nie przekracza 8 GiB dla Karect oraz
ok. 3GiB dla RECKONER oraz Fiona. Pozostate algorytmy zmieécity sie w za-
kresie do 2 GiB.

W przypadku zestawu S1 wyraznie zaznaczyl sie wzgledny spadek zajetosci
pamieci algorytmu RECKONER. Sporym zapotrzebowaniem na pamieé¢ charak-
teryzuje sie algorytm SAMDUDE. Wraz z dominujacym algorytmem Karect oraz
Fiona sa jedynymi wymagajacymi wiecej niz 2 GiB pamieci.

Dla odczytow z zestawu V1_60 szczegdlnie korzystnie wyrdzniaja sie algoryt-
my Lighter oraz Musket, ktére pozwolity na wykonanie korekcji przy uzyciu tylko
odpowiednio ok. 1,4 GiB oraz 0,6 GiB. Szczegdlnie kontrastuje to z z algorytma-
mi SAMDUDE oraz Karect, wymagajacymi 27 GiB i 52 GiB, co dla odczytéw
genomu o tak malym rozmiarze nalezy uznaé za duze wartosci.

Jeszcze wyrazniejsza roznica jest dostrzegalna dla zestawu C1. Najlepsze al-
gorytmy, Lighter i Musket, umozliwiaja korekcje przy uzyciu odpowiednio 1 GiB
i 2GiB pamieci, podczas gdy algorytmy Fiona oraz SAMDUDE wymagaja do
korekcji prawie 50 GiB pamieci. Zapotrzebowanie na pamieé algorytmu Karect
osiaga ok. 130 GiB. Podobne proporcje sa widoczne dla zestawu M1 (z wyjat-
kiem niepowodzenia korekeji przy pomocy algorytmu SAMDUDE).

Korekcja odczytow z zestawu Z1 w niektérych przypadkach nie powiodta sie
ze wzgledu na brak dostatecznej ilodci pamieci (wg raportu systemu operacyjne-
go zainstalowane byto ok. 251 GiB pamieci), co mialo miejsce podczas wykonania
algorytméw RACER, Fiona oraz w niektérych przypadkach Blue. Najnizszym
zapotrzebowaniem na pamieé¢ cechowaly sie (takze oparte na filtrze Blooma) al-
gorytm BLESS oraz Lighter, ktore pozwolity na korekcje przy wykorzystaniu nie
wiecej niz 10 GiB pamieci. Wyraznie okazato si¢ zapotrzebowanie na pamieé al-
gorytméw Musket (ok. 26 GiB) oraz BFC (ok. 35 GiB), co, ze wzgledu na duzy
rozmiar zestawu wejsciowego, nalezy jednak uznaé za niewygdérowane wymaganie.
Zapotrzebowanie algorytmu RECKONER osiagneto znaczna wartoéé¢ 93 GiB, co
moze limitowa¢ zakres zastosowania algorytmu.

Odczyty z zestawu H1-3_45 byly mozliwe do skorygowania dodatkowo za po-
moca algorytmu RACER, cho¢ wymagajac az 190 GiB pamieci. Najmniejsze za-
potrzebowanie zanotowano dla wszystkich trzech algorytméw opartych na filtrze
Blooma, cho¢ wahato si¢ ono w zakresie 7 GiB-37 GiB, w zaleznosci od algorytmu.
Algorytmy BFC oraz RECKONER stawialy wieksze wymagania — ok. 53 GiB
i 84 GiB.

Wybdr stosowanego algorytmu jest czesto wyraznie ograniczony przez zapo-
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trzebowanie na pamie¢. Podczas gdy najbardziej oszczedne, oparte na filtrze Blo-
oma algorytmy (Lighter, w mniejszym stopniu takze Musket oraz BLESS), a tak-
ze cechujacy si¢ umiarkowanym zapotrzebowaniem na pamieé¢ BFC pozwalaja
w wiekszosci przypadkéw na korekcje przy uzyciu niewielkich, tatwo dostepnych
ilosci pamieci, to w wyniku eksperymentéw wykazano, ze w niektérych przy-
padkach korekcja nie byla mozliwa nawet na typowym serwerze obliczeniowym,
jak choéby w efekcie wykorzystania algorytméw RACER, Fiona i Blue. Ponadto
w niektérych przypadkach zapotrzebowanie okazalo sie nieproporcjonalnie du-
ze w stosunku do rozmiaru problemu, zwlaszcza w kontekscie mozliwosci naj-
lepszych algorytméw, co mozna powiedzie¢ o algorytmach Fiona i SAMDUDE,
a takze — dla najwiekszych organizméw — RECKONER. Nalezy jednak za-
uwazy¢, ze przedstawiono wyniki dla pracy tego ostatniego algorytmu w trybie
weryfikacji przy pomocy k”-meréw. Rezygnacja z niego, odbywajaca si¢ kosztem
jakosci asemblacji, spowodowaltaby przeszto dwukrotna redukcje zapotrzebowa-
nia. Dla algorytmu Karect, we wszystkich przypadkach powodzenia wykonania al-
gorytmu, zanotowano najwyzsze zapotrzebowanie na pamie¢ sposrdéd wszystkich
testowanych algorytméw. Algorytm jest jednak wyposazony w metode ogranicze-
nia zapotrzebowania na pamie¢, co zostanie oméwione w kolejnym podrozdziale.

Odczyty rzeczywiste na potrzeby detekcji wariantéow — wptyw gtebokosci
sekwencjonowania

Na rys. 6.31 oraz 6.32 przedstawiono czas obliczen T oraz zapotrzebowanie na
pamieé¢ operacyjna g wykonania algorytmoéw, wykorzystanych do korekcji od-
czytow rzeczywistych zestawéw A1.10, A1.20, ..., A1.100 genomu A. thaliana.
Obejmuja one zmiane zapotrzebowania na zasoby wraz ze wzrostem glebokosci
sekwencjonowania. Wyniki pozostatych zestawow odczytéw korygowanych w celu
wykonania detekcji wariantéw zostaly zamieszczone w podrozdziale C.2.1.
Wozrost czasu korekcji wiekszosci algorytméw wraz z rozmiarem danych jest
w przyblizeniu liniowy. Do wyjatkéw naleza algorytmy Blue i Fiona, ktorych
przebiegi moga wskazywaé na wystepowanie mniej korzystnej zaleznosci. Na tym
etapie nie mozna wykluczy¢, ze cecha ta jest przyczyna obserwowalnego w przed-
stawionych wczesniej wynikach znacznego wzrostu czasu wykonania algorytmu
Fiona dla kolejnych zestawéw odczytéw (choé przyczyna ta nie jest oczywista —
dla Blue zjawisko nie jest dostrzegalne). W przypadku algorytmu RACER daja sie
zaobserwowaé pewne fluktuacje, by¢ moze spowodowane przekraczaniem wartosci
pewnych wewnetrznych progéw zmiennych stanu algorytmu. Dla algorytmu Ka-
rect wystepuje wyrazny wzrost czasu obliczen po przekroczeniu glebokosci réwnej
80x, co najprawdopodobniej jest skutkiem parametryzacji algorytmu wartoscia
dopuszczalnego zapotrzebowania algorytmu na pamieé¢, na co wskazuje przebieg
wykresu jej zmian. Po przekroczeniu tego progu nastepuje wyrazny spadek wyko-
rzystania pamieci, stad mozna wysnué¢ wniosek, ze w algorytmie nastapita préba
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Rysunek 6.31: Zapotrzebowanie na zasoby korekcji odczytéw z zestawoéw Al_*,
rézna glebokosé sekwencjonowania



266 ROZDZIAL 6. BADANIA EKSPERYMENTALNE

u [GiB] Zapotrzebowanie na pamiegé
200
100
0
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
dep
|~ Fiona Karect ——SAMDUDE

Rysunek 6.32: Zapotrzebowanie na zasoby korekcji odezytéw z zestawdéw Al_*,
rézna glebokosé sekwencjonowania, cd.

alokacji zbyt duzej iloSci pamieci. W rezultacie nastapito przelaczenie w tryb
nizszego zapotrzebowania na pamie¢ kosztem wzrostu czasu obliczen.

Zapotrzebowanie na pamieé wiekszosci algorytméw jest w przyblizeniu state
bez wzgledu na glebokosé sekwencjonowania. Wyrazny, skokowy wzrost jest ob-
serwowalny dla algorytmu RACER, osiagajac prawie 30 GiB dla gltebokosci 100,
podczas gdy rozmiar wejéciowych odczytéw tego zestawu wynosi ok. 27 GiB (wraz
z nagtéwkami odczytow i ze wspdlczynnikami jakosci zakodowanymi w formie
znakéw ASCII). Niewielki wzrost jest obserwowalny dla algorytmu SAMDUDE,
osiagajac przeszto 50 GiB juz dla gtebokosci 50x. Znacznie wyrazniejszy wzrost
powodujacy przekroczenie progu 200 GiB wystepuje dla algorytmu Karect, jednak
mozliwo$é okreslenia limitu wykorzystania pamieci oraz automatyczne znajdowa-
nie kompromisu miedzy czasem obliczen a wykorzystaniem pamieci nie dyskwa-
lifikuje tego algorytmu pomimo tak duzych wymagan (pod warunkiem, ze czas
obliczen nie okaze sie by¢ zbyt duzy). Wzrost zapotrzebowania na pamieé jest
takze obserwowalny dla algorytméw Fiona oraz SAMDUDE.

Podsumowujac, wlasnosci wiekszosci algorytméw wraz ze zmiana gltebokosci
sekwencjonowania, a zatem takze iloéci danych sa korzystne. Wyjatek stanowia
algorytmy RACER, Fiona, SAMDUDE oraz czesciowo Karect, ktorych wykorzy-
stanie dla duzych zestawéw danych o wysokim pokryciu moze okazac sie trudne
lub niemozliwe.

6.4.2 Wptyw dtugosci oligomeru

Na rys. 6.33 przedstawiono przedstawiono zalezno$é czasu obliczen oraz zapo-
trzebowania na pamieé korekcji w zaleznosci od wartosci k. Wyniki uzyskano dla
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odczytow z zestawu M1, jako reprezentujacego genom o przecietnym rozmiarze.
Algorytm RECKONER zostal poddany testom w dwéch trybach: podstawowym
oraz wykorzystujacym weryfikacje w oparciu o k”-mery.
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Rysunek 6.33: Zaleznosé zapotrzebowania na zasoby korekcji od dlugosci oligo-
meru dla odczytow z zestawu M1

Czas korekcji algorytméw BLESS i Lighter nie ulega znaczacemu wptywowi na
skutek zmiany wartosci parametru k. W przypadku pozostatych algorytméw ob-
serwowalne sa zmiany: algorytm Musket pozwala na nieznacznie szybsza korekcje
dla niewielkich wartosci parametru, a RECKONER — w podobnych okoliczno-
Sciach na ok. dwukrotnie wolniejsza, cho¢ zjawiska te dotycza wartosci z przedzia-
tu zbyt maltego, aby rozwazacé je z punktu widzenia jakos$ci wynikéw. Bardzo duza
wrazliwoscia wykazuje si¢ algorytm Blue, ktorego czas obliczen dla k = 17 byt ok.
szesciokrotnie wieckszy niz dla k = 26. Wprawdzie, jak wykazano we wczeéniej-
szej analizie, algorytm ten réwniez nie powinien byé parametryzowany malymi
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wartosciami k, to skala wplywu kaze zwréci¢ uwage, ze w hipotetycznych, szcze-
gbélnych przypadkach, dla ktérych dobér niewielkiej wartosci parametru bytby
uzasadniony, zjawisko to moze by¢ znaczace.

Zapotrzebowanie algorytméw Musket, BLESS, Lighter (i RECKONER pra-
cujacego w zasadniczym trybie) nie wykazuje znaczacej zaleznosci od wartosci k.
Jest to przypuszczalnie pozytywny efekt kodowania spektrum w formie filtrow
Blooma, ktére majg na celu przechowanie binarnej informacji decyzyjnej, bez
wzgledu na jej charakter. Z kolei algorytm Blue cechuje sie ok. dwudziestopro-
centowym wzrostem zapotrzebowania przy doborze warto$ci parametru z prze-
dziatu wartoéci zblizonych do najlepszych, a algorytm RECKONER, pracujacy
w trybie z weryfikacja w oparciu o k”-mery wykazuje w przyblizeniu liniows za-
leznos¢é tej wielkosci, co jest cecha niekorzystna, ze wzgledu na zaobserwowane
uzyskiwanie korzystnych wynikéow dla duzych wartosci parametru. Teze o takiej
wlasnosci tego trybu potwierdza réwniez przedstawiona wczesniej analiza czasu
korekcji roznych zestawoéw odczytéw. Z drugiej strony maksymalne osiggniete za-
potrzebowanie bylo przeszto dwukrotnie mniejsze niz najmniejsze dla algorytmu
Blue.

W przypadku algorytméw opartych na filtrach Blooma oraz algorytmu REC-
KONER (pracujacego w zasadniczym trybie) wplyw parametru k na zapotrze-
bowanie na zasoby obliczen nie jest istotny. Nieco stabiej nalezy oceni¢ algorytm
Blue, choé¢ wplyw parametru na zapotrzebowanie na pamieé¢ nie powinien by¢
w wiekszosci przypadkéw istotny. Eksperymenty wykazaly, ze najstabsza charak-
terystyka cechuje sie wykonanie algorytmu RECKONER w trybie z weryfika-
cja w oparciu o k”-mery, co przy korekcji zestawéw odczytéw duzych genoméw
i braku otoczenia sprzetowego o dostatecznej ilosci pamieci moze ogranicza¢ jego
zakres zastosowania.

6.4.3 Skalowalnosé

Jak zostato wspomniane w podrozdziale 3.1.3 oraz zobrazowano w przedstawio-
nych wyzej obserwacjach czasochtonnosci wykonania sekwencyjnego algorytmu
SAMDUDE, algorytmy korekcji powinny by¢ dostosowane do réwnolegtego wy-
konania. Oceng skutecznosci przetwarzania réwnolegtego jest skalowalnosé algo-
rytmu. Lepsze rezultaty tej wielkoSci pozwalaja na skuteczniejsze wykorzystanie
dostepnych jednostek obliczeniowych oraz wskazuja na potencjal ewentualnego
skrécenia czasu obliczen poprzez migracje do innego otoczenia sprzetowego. Ze
wzgledu na to, ze wykorzystany w eksperymentach serwer obliczeniowy byt wy-
posazony w procesory obstugujace wielowatkowo$¢ wspo6tbiezna (w formie tech-
nologii Hyper-threading), liczba watkéw implementacji zostala ograniczona do
wartosci p = 24, réwnej liczbie rdzeni fizycznych.

Formalnie pod pojeciem skalowalnosci jest rozumiane zachowanie statosci ilo-
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procesoréw p [53], jednak ze wzgledu na trudnosé z wlasciwym doborem rozmiaru

wraz ze wzrostem rozmiaru problemu n oraz liczby

problemu w celu udowodnienia spetnienia tego warunku, oparciu si¢ na danych
eksperymentalnych, a nie analizie teoretycznej, a takze majac na uwadze prosto-
te, zdecydowano na zaprezentowanie witasnosci algorytméw dla jednego rozmiaru
problemu. Mimo to, w przypadku algorytméw idealnie skalowalnych, uzyskany
przebieg zmian powinien by¢ staly. Przedstawione wyniki dotycza przypadkéw,
w ktorych algorytmy byly parametryzowane warto$ciami powodujacymi uzyska-
nie najlepszych wynikéw dla asemblacji. Wyniki uzyskano dla odczytéw z zestawu
MI1.

W celu przeprowadzenia analizy skalowalnosci eksperymentalnie dokonano
pomiaru czasu pracy algorytmow, wykonujac je w konfiguracji z rézna liczba
watkéw. Liczbe watkow oznaczono symbolem p. Jako miare przyjeto empiryczng
forme wspomnianego wyzej ilorazu, tzn. wartosé p%p, gdzie 7, jest czasem dzia-
tania algorytmu uruchomionego w konfiguracji pracy przy pomocy p watkow,
w szczegdlnosci 7 dla p = 1. Na rys. 6.34 przedstawiono zalezno$¢ wartosci tej
miary od liczby watkow p.

Algorytm RECKONER zostal uwzgledniony dwukrotnie: w trybie pracy z we-
ryfikacja przy wykorzystaniu k”-meréw oraz w trybie zasadniczym. W ekspery-
mentach pominieto algorytmy RACER i SAMDUDE, odpowiednio ze wzgledu
na brak udokumentowanej mozliwosci zadania liczby watkéw oraz brak przetwa-
rzania réwnolegtego. Wyniki wyznaczono dla liczby watkéw od 1 do 24. Nale-
zy podkredli¢, ze przedstawione w innych czesciach pracy wyniki pomiaru czasu
obejmuja wykonanie przy pomocy 48 watkéw, wykorzystujac technologie wielo-
watkowosci wspotbiezne;j.

W przedstawionych wynikach nalezy wyjasni¢ dwa zjawiska. Ze wzgledu na
ich wystapienie podjeto prébe powtdrzenia czedci obliczen i pomiaru czasu, co
jednak nie skutkowalo wyrazna zmiang wynikéw. Fakt, ze uzyskane wartosci ilo-
razu w niektorych przypadkach przekraczaja 1 wynika z losowych zaklécen czasu
wykonania obliczen, jakie moga pojawiaé¢ sie w komputerach i systemach ope-
racyjnych ogélnego przeznaczenia. W efekcie dla dobrze skalujacych sie algoryt-
moéw nawet niewielkie wahania (np. przypadkowe zwigkszenie czasu wykonania
dla p = 1) moze spowodowaé, ze iloraz uzyska wartosci wieksze od 1. Ponad-
to dla algorytméw Musket oraz Lighter widoczny jest wyrazny spadek wskutek
wykonania algorytmu przy pomocy p = 2 watkéw. Przyczyna tego zjawiska nie
jest znana, lecz prawdopodobnie jest nig albo zjawisko opisane wyzej, albo pew-
ne wewnetrzne cechy tych algorytméw. Jednakze ze wzgledu ujawnienie takiego
efektu dla malej liczby rdzeni mozna przyjaé, ze w praktycznym wykorzystaniu
algorytméw jego wplyw nie bedzie mial duzego znaczenia.

"W réwnaniu 3.6 zamiast wartosci T'(1,n) wystepuje T*(1,n). Zmiana wynika z faktu, ze
jako przypadek odniesienia nie jest teraz brany najlepszy algorytm sekwencyjny, ale sekwencyjna
wersja algorytmu réwnolegtego.
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Rysunek 6.34: Skalowalnosé¢ algorytméw korekcji na przyktadzie odczytow z ze-
stawu M1

Analizowane algorytmy charakteryzuja sie bardzo r6zng skalowalnoscig. Zde-
cydowanie najlepsze wyniki uzyskano dla algorytméw RECKONER, oraz BFC.
Pracujac przy pomocy p = 24 watkéw wartoséé ilorazu przekracza dla nich 0,8, co
$wiadczy o bardzo efektywnym wykorzystaniu procesoréow. Réznice w wynikach
obu trybéw pracy algorytmu RECKONER nie sa duze i moga wynikaé¢ z wigk-
szego zapotrzebowania na pamie¢ w trybie z wykorzystaniem dwéch baz KMC
i w rezultacie ze stabszego wykorzystania pamieci podrecznej procesora. Uzyskane
wyniki stanowig jedna z przyczyn zaobserwowanej wczesniej duzej szybkosci al-
gorytméw RECKONER oraz BFC, poniewaz dzigki dobrej skalowalnosci mozliwe
byto skuteczne wykorzystanie duzej liczby jednostek obliczeniowych komputera.

Dalszymi w kolejnosci algorytmami sa kolejno Fiona, BLESS, Musket oraz
Karect. Z kolei algorytmy Blue oraz Lighter w pracy przy pomocy p = 24 wat-
kow osiagnely warto$é ilorazu ok. 0,2, co oznacza, ze 80% czasu pracy jednostek
obliczeniowych procesora byta poswiecona na oczekiwanie, synchronizacje lub in-
ne zadania zwigzane z organizacja obliczenn réwnoleglych. Jednoczesnie ogdlny
bardzo krétki czas pracy algorytmu Lighter cze$ciowo niweluje mankamenty sta-
bej skalowalnosci.

6.5 Analiza wedtug kryteriéw technicznych

W trakcie przygotowania eksperymentéw zwrécono uwage na kwestie techniczne,
oméwione w podrozdziale 4.4.3. Wlasnosci te wywieraja wplyw na tatwosé uru-
chomienia danej implementacji, przy czym ,latwo$¢” oznacza nie tylko wygode,
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ale tez brak powaznych trudnodci, ktére w niektérych sytuacjach potencjalnie
mogloby uniemozliwi¢ uruchomienie implementacji, wykorzystanie wynikéw lub
spowodowa¢ niewlasciwe uzycie algorytmu.

W trakcie przygotowania eksperymentéw duzego wysitku wymagata kompila-
cja oraz uruchomienie implementacji algorytmu BLESS, co bylo efektem oparcia
jej na interfejsie MPI. Celem zastosowania tej biblioteki przez autoréw algoryt-
mu bylo przyspieszenie przetwarzania poprzez bardziej masowe zréwnoleglenie.
Jednakze biorac pod uwage, ze wykonanie algorytmu tylko w jednym przypadku
osiagneto ok. 7,5h®, mozna podaé w watpliwosé, czy zysk uzyskany z przetwa-
rzania w modelu sieciowym przyniéstby korzysci wicksze, niz koszt przygotowan,
obejmujacy nie tylko wspomniane komplikacje instalacyjne, ale réwniez wysiltek
zwigzany z konfiguracja weztéw. Mimo to, jesli przebieg prac wymagaltby wielo-
krotnego uruchomienia algorytmu np. z rézng parametryzacja, mozna by rozwa-
zy¢ niezalezne uruchomienie implementacji na réznych weztach obliczeniowych.

W przypadku implementacji algorytmu Fiona oraz BFC nie zapewniono za-
chowania oryginalnych wspétczynnikéw jakoéci odczytow. Mozna przypuszczaé,
ze takie zachowanie jest spowodowane brakiem prostej strategii okres$lania war-
tosci tych wspotczynnikéw dla zmodyfikowanych symboli. Jednakze, jak wykaza-
ly eksperymenty, catkowity brak informacji jest rozwigzaniem gorszym (czasem
wrecz wykluczajacym) niz przyjecie umownej strategii.

We wszystkich przetestowanych implementacjach zapewniono zachowanie wej-
sciowego formatu plikow odczytéw, przy czym w implementacjach BFC oraz Mu-
sket zmianie ulegaja nagltéowki odczytéw w pliku FASTQ. Usuwana jest z nich
czed¢ informacji, a w przypadku BFC nagtéwek jest uzupelniany informacjami
o przeprowadzonej korekcji. Implementacje nie posiadaja funkcji pozwalajacych
na zachowanie oryginalnych nagtéwkéw. Implementacje algorytméw RACER,
Fiona, BFC nie obstuguja plikow odczytow sparowanych. Tym samym w przy-
padku koniecznoéci korekeji odezytéw tego rodzaju, niezbedne jest np. potaczenie
plikéw odczytéw, poddanie ich korekcji oraz ponowne rozdzielenie.

Implementacje algorytméw RACER, Fiona, Blue, BFC, Karect nie obstuguja
plikéw skompresowanych. W efekcie wymaga to dostepnosci odpowiednio wiek-
szej przestrzeni dyskowej (przykladowo: para plikéw zestawu H1-4_ 60 w formie
skompresowanej posiada rozmiar ok. 135 GiB, podczas gdy w formie nieskompre-
sowanej ok. 416 GiB; w rezultacie na przeprowadzenie samej korekcji — wraz
z pézniejsza niezalezng od korekcji kompresja wynikéw — potrzeba niemal 1 TiB
przestrzeni dyskowej. Takie wielko$ci moga sprawi¢ trudnos¢ w praktyce, po-
niewaz ulegaja one dalszemu rozszerzeniu na skutek faktu, ze korekcja jest tylko
jednym z etapdéw przetwarzania danych, podczas gdy pozostate etapy takze moga
wymagaé znacznej przestrzeni dyskowej. Ponadto konieczno$é dekompresji oraz

8Zestaw H1-4_60, k = 17. Wprawdzie dla zestawu P1.60 przy k = 20 algorytm nie wyko-
nal sie w ciggu 24 h, jednak ze wzgledu na fakt, ze wystepuja duze wahania w czasie korekcji
odczytéw z tego zestawu wraz ze zmiana k, nalezy przyja¢ wystepowanie btedu w implementacji.



272 ROZDZIAL 6. BADANIA EKSPERYMENTALNE

kompresji stanowi utrudnienie uruchomienia algorytmu oraz przynosi dodatkowy
narzut czasowy. Implementacja algorytmu BLESS pozwala tylko na wygenero-
wanie wynikowych plikéw w formie nieskompresowanej, ktére na koncu dziatania
algorytmu zostaja poddane kompresji, tym samym na dysku w pewnym momen-
cie musza sie znalezé obie postacie pliku wynikowego.

W przypadku algorytmu SAMDUDE pewng trudno$¢ stanowi koniecznosé
wczesdniejszego zmapowania odczytéw. Fakt ten wynika wprawdzie z zasady dzia-
tania algorytmu, jednak jest dodatkowym wymaganiem praktycznym. Co wiecej,
wynikowe odczyty réwniez sg reprezentowane w formie mapowan. W niektérych
przypadkach jest to zjawisko korzystne, poniewaz dopasowania bezposrednio po
korekcji moga zosta¢ wykorzystane (np. w detekcji wariantéw), jednak w wielu
przypadkach, np. w celu przeprowadzenia asemblacji, konieczne jest wyodrebnie-
nie odczytéw do postaci pliku FASTQ.

Algorytmy SAMDUDE oraz w mniejszym stopniu Blue charakteryzuja sie
staba niezawodnoscia, objawiajaca sie czestymi niepowodzeniami korekcji. Sta-
nowi to praktyczna uciazliwo$é, poniewaz trudno jest z géry przewidzieé, kiedy
algorytm pozwoli na wykonanie zadania. Ponadto eksperymenty wykazaty bar-
dzo duze zapotrzebowanie na przestrzen dyskowa algorytmu Karect, wynoszace
kilkakrotno$é rozmiaru danych wejsciowych.

Znaczacym aspektem praktycznym i koncepcyjnym jest parametryzacja algo-
rytméw. Najczesciej spotykanym parametrem algorytmoéw jest dlugo$é k-meru.
Dobér tego parametru, nawet w przypadku zaproponowania przez autoréw odpo-
wiedniej strategii, sprawia pewne problemy. Nie w pelni jest takze z gory wiado-
me, w jakim stopniu parametr ten moze wpltywac¢ na jakosé uzyskanych wynikow,
a zatem jak duzy wysitek powinien by¢é wlozony w dobér oraz jakie ryzyko niesie
ewentualna pomytka badz nieprzewidywalnosé tej wartosci. Tym samym w al-
gorytmach BLESS, Musket, Blue oraz Lighter nalezaloby rozwazyé¢ utworzenie
automatycznego mechanizmu doboru tego parametru. By¢é moze w niektorych
przypadkach wystarczajaca strategia byloby przyjecie statej wartosci, jak ma to
miejsce w algorytmie BFC, choé¢ tez w obu przypadkach weryfikacji wymagalaby
skuteczno$é¢ takich metod.

Pozostate obligatoryjne parametry algorytméw sa zwykle dosyé proste do
okreslenia (w przypadku algorytmu Musket liczba k-meréw jest dosy¢ trudna do
oszacowania z gory, ale po zastosowaniu odpowiedniego zewnetrznego narzedzia
jest mozliwa do okreslenia doktadnie, cho¢ stanowi to dodatkowa trudnos$é). Do
skomplikowanych w parametryzacji nalezy z kolei algorytm PREMIER, ktory,
jak zostalo wspomniane, m.in. ze wzgledu na mnogos¢ parametréw nie zostal
poddany ocenie. Wpltyw jego parametréw na dzialanie mogtby by¢ przedmiotem

osobnej, rozbudowanej analizy.



6.6. PODSUMOWANIE 273

6.6 Podsumowanie

Przedstawione wyzej eksperymenty przyniosty wiele obserwacji i wnioskéw do-
tyczacych szeroko pojetej uzytecznosci réznych algorytméw korekeji. Wprawdzie
zakres badan moze by¢ jeszcze znaczaco poszerzony, w szczegdlnosci o uwzgled-
nienie innych algorytméw oraz dokladniejsza analize niejednoznacznych przypad-
kéw, jednak skala przedsiewziecia wymagaloby zaangazowania duzych $rodkdw.

Eksperymentalnie wykazano, ze cze$¢ algorytméw daje mozliwo$é poprawy ja-
koéci zadania asemblacji o réznej skali, zaleznej od zestawu odczytow. Doktadne
wyniki nie s wprawdzie w pelni jednoznaczne, poniewaz zaobserwowano przy-
padki niespéjnosci miedzy grupami miar oceny asemblacji (np. miarami z grup N
oraz miary {misasm ), zatem decydujac sie na wykorzystanie korekeji nalezy zwrocié
uwage na cel zastosowania wynikow. Mimo to w wielu przypadkach zaobserwowa-
no poprawe jakosci, takze dla odczytéw z sekwenatoréw MiSeq oraz w niektorych
przypadkach NovaSeq. Bezpoéredni wptyw na skuteczno$é¢ mapowania odczytéw
jest niejasny w ocenie, poniewaz wyniki wskazuja raczej na skutecznosé korekcji
niz poprawe jakosci mapowania. Z kolei wplyw na kroki przetwarzania odczy-
tow niebezposrednio nastepujace po korekcji jest niewielki. Wyniki wskazuja, ze
poprawa jakosci detekcji ludzkich genomoéw jest mozliwa w okredlonych przypad-
kach (gtéwnie przy niewielkiej glebokosci sekwencjonowania). Wpltyw korekeji na
detekcje wariantéw A. thaliana, przy znacznych ograniczeniach metody korekcji
mozna uznaé¢ za obiecujacy, cho¢ nie pozwala na wyciagniecie wiazacych wnio-
skéw. Hipoteza o potencjale korekcji w istotnej redukcji zapotrzebowania na za-
soby kosztownych obliczeniowo algorytméw asemblacji i mapowania nie znajduje
solidnych podstaw.

Analiza korekcji odczytéw symulowanych w pordéwnaniu do rzeczywistych
wskazuje, ze symulacja jako sktadnik ewaluacji algorytmow korekcji jest uzytecz-
na w umiarkowanym stopniu. Z jednej strony algorytmy pozwalajace na skuteczna
korekcje odczytow symulowanych dosy¢ dobrze sprawdzaja sie w korekeji odczy-
tow rzeczywistych, a algorytmy najstabsze przeciwnie. Jednak zalezno$¢ ta nie ma
bezposredniego przetozenia miedzy rodzajami odczytow, szczegdlnie w kontekscie
skali, poniewaz eksperymenty wykazatly, ze korekcja odczytow symulowanych mo-
ze by¢ przeprowadzona z nierealistycznie wysoka skutecznoscia. Nalezy zauwazy¢
takze, ze bardziej prawdopodobne wyniki uzyskano dla odczytéw symulowanych
specjalizowanym algorytmem niz uproszczong metoda Quake.

Wykorzystanie korekcji jako dodatkowego, ewentualnie mozliwego do pomi-
niecia kroku w przetwarzaniu sekwencji DNA jest obarczone ryzykiem wyboru al-
gorytmu nieskutecznego lub, co gorsza, powodujacego pogorszenie wynikow. Jest
tez obarczone trudnosciami technicznymi, zwiazanymi z wysitkiem uruchomienia
algorytmu, dodatkowym czasem koniecznym do po$wiecenia w celu wykonania
korekcji oraz mozliwoscig niepowodzenia korekcji, bedacej efektem duzego zapo-
trzebowania na pamieé¢ lub niestabilnodcia pracy algorytmu. Stad tez konieczne
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jest staranne dokonanie wyboru algorytmu. Ponizej przedstawiono krétkie pod-

sumowanie zaobserwowanych wlasnoéci réznych rozwiazan.

6.6.1 RECKONER

Algorytm wykazuje bardzo wysoka skuteczno$é korekcji odczytow symulowa-
nych — dla odczytéw uzyskanych przy pomocy uproszczonej metody Quake
osiaggajac najlepsze wyniki sposréd testowanych algorytmoéw, a dla symulowanych
narzedziem ART — najlepsze lub jedne z najlepszych. Algorytm pozwala na po-
prawe jakosci asemblacji we wszystkich analizowanych przypadkach, z wyjatkiem
pewnego pogorszenia wskaznika pisasm (choé generalnie jest to cecha algoryt-
méw, ktoére poprawiaja pozostale miary). Wplyw ten jest pozytywny takze dla
odczytow z sekwenatoréw NovaSeq oraz MiSeq. Skutecznoéci korekeji mozna tak-
ze dowieé¢ przez obserwacje wynikow mapowania, poniewaz korzystnie wptywa na
liczbe réznic miedzy odczytami a genomem oraz w wielu przypadkach pozwala
na powodzenie mapowania wiekszej liczby odczytéw. Algorytm umozliwia tak-
ze skuteczng redukcje liczby bledéw typu indel. Znaczenie korekcji algorytmem
RECKONER dla detekcji wariantéw ludzkiego genomu jest pozytywne wytacznie
dla niewielkiej gtebokosci sekwencjonowania, gdy celem jest detekcja wariantow
typu SNP w odczytach dla zestawu referencyjnego GIAB, w pozostatych wplyw
jest neutralny lub w niewielkim stopniu niekorzystne.

Korekcja jest przeprowadzana szybko, porownywalnie do innych dobrych al-
gorytmow, jednoczesnie algorytm jest bardzo tatwo skalowalny ze wzgledu na
liczbe jednostek obliczeniowych komputera. Zapotrzebowanie na pamieé jest nie-
wielkie przy korekcji odczytow niewielkich genomoéw, jednak wzrasta znaczaco
dla odczytow genomdéw duzych rozmiaréow, choé mankament ten wystepuje tylko
w trybie z weryfikacja w oparciu o k”-mery, ktéry jest zalecany wylacznie dla ko-
rekcji majacej na celu wykorzystanie odczytéw w asemblacji; tryb ten moze zostac
w razie potrzeby wylaczony, skutkujac jednak spadkiem jakosci. W algorytmie
przewidziano strategie doboru gltéwnego parametru i eksperymenty wykazaly jej
skuteczno$é. Jednoczesnie pozostawiono mozliwo$é doboru wartosci parametru
uzytkownikowi. Algorytm wykazuje sie niewielkg wrazliwo$cia na wartos¢ tego
parametru.

Spetnienie postawionych wymagan

Postawione w podrozdziale 5.4.2 wymagania dotyczace wlasnosci algorytmu w wiek-
szosci zostaly spelnione. Algorytm zazwyczaj jest wykonywany szybko, niewiele
odstajac od najszybszych algorytméw, a jednocze$nie w zadnym eksperymencie
nie wymagajac nieproporcjonalnie duzo czasu. Wyjatek stanowi korekcja zesta-
woéw odezytow najwiekszych genomoéw, jednak w tych przypadkach uzyskany czas
obliczen takze nalezy uzna¢ za rozsadny, a jednocze$nie nie odstajacy znaczaco
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od konkurencyjnych rozwigzan. Dodatkowo wykazano, ze algorytm bardzo do-
brze skaluje sie wraz ze zmiang liczby watkéw, stad jego przyspieszenie w wyniku
zastosowania lepszego otoczenia sprzetowego powinno by¢ skuteczne. W rozdzia-
le 5 wykazano analitycznie, ze dzigki wprowadzeniu wewnetrznych ograniczen
w dzialaniu algorytmu po spelnieniu postawionych zatozen nie wystepuje ryzyko
drastycznego wzrostu obliczen ze wzgledu na pesymistyczne wlasnosci danych
wejsciowych.

W podobny sposéb mozna scharakteryzowaé zapotrzebowanie na pamieé —
na ogdbl jest ono niewielkie, z wyjatkiem korekcji odczytéw dwoch zestawdw od-
czytow z najwiekszych genomoéw. Podczas gdy w omawianej skali czas obliczen nie
musi by¢ bariera w uzyskaniu wynikéw obliczen, to zapotrzebowanie na pamieé
moze to uniemozliwi¢, choé, jak zostalo wspomniane, istnieje mozliwo$é¢ zmiany
trybu pracy algorytmu, kosztem jakosci, gdy celem wykorzystani odczytow jest
asemblacja de novo. Wzrost zapotrzebowania na pamie¢ wzgledem algorytmu
BLESS czeéciowo jest rekompensowany ominieciem zjawiska falszywych odpo-
wiedzi twierdzacych zapytan filtru Blooma.

Algorytm spelnia swoje podstawowe zadanie jakim jest poprawa jakosci od-
czytow. Eksperymenty wykazaly, ze w wiekszosci przypadkéw sprawdza sie do-
brze w korekcji odczytéw sekwenatoréw Illumina o réznej charakterystyce: uzy-
skanych z réznych modeli urzadzen, o réznej glebokosci sekwencjonowania i o r6z-
nej jakosci. Typowa sytuacja jest, ze algorytm znajduje sie w czoldéwce rozwigzan
konkurencyjnych, a w niektoérych przypadkach pozwala na uzyskanie najlepszych
wynikow. Eksperymenty nie wykazaly istnienia znaczacego ryzyka, ze zastoso-
wanie algorytmu przyniesie negatywne skutki dla wynikéw, z wyjatkiem zadania
detekcji ludzkich wariantéw, choé ogdlnie jest to zadanie trudne, w ktérym za-
stosowanie korekcji (poza wybranymi przypadkami) ma watpliwe znaczenie.

Praktyczne wykorzystanie implementacji algorytmu nie powinno by¢ zréodtem
probleméw. Algorytm pozwala na zadanie gléwnego parametru, a jednoczesnie
zostal wyposazony w mechanizm automatycznego doboru. Jego dzialanie jest
wprawdzie obarczone wadami, jednakze ryzyko popelnienia znaczacego bledu
w konfiguracji jest niewielkie. Implementacja jest dostosowana do obstugi réz-
nych konfiguracji plikéw wejéciowych (sparowane lub niesparowane), w formie
skompresowanej lub nie. Jednoczesnie zadbano o prosta i intuicyjng instalacje
implementacji oraz jego uruchomienie.

6.6.2 Musket

Wiekszosé eksperymentéw pozwala zaklasyfikowaé algorytm Musket jako prze-
cietny. Wyniki korekcji odezytow symulowanych okazaly sie stabe, cho¢ w prak-
tycznych zastosowaniach, w szczegdlnosci we wspomaganiu asemblacji i detekcji
wariantéw organizmu o $rednim rozmiarze genomu uzyskane wyniki byly prze-
cietne. Jednoczesnie korekcja prawie zawsze powoduje zwickszenie liczby roznic
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typu indel w odczytach. Algorytm nie pozwolil na przeprowadzenie korekcji od-
czytow sekwenatora NovaSeq. Wyzwaniem jest korekcja odczytéw duzych geno-
moéw. Czas korekcji jest typowy, choé jednoczes$nie zapotrzebowanie na pamigé
we wszystkich przypadkach okazalo sie byé¢ bardzo mate. Algorytm wymaga pa-
rametryzacji dlugoécia oligomeru, choé¢ poza przypadkami duzych genoméw (dla
ktorych algorytmu lepiej nie wykorzystywaé) strategia doboru moze ograniczy¢
sie do wybrania najwiekszej mozliwej wartosci k = 27. Jednoczesnie algorytm
wymaga przekazania przyblizonej liczby k-meréw w odczytach wejéciowych, co
stanowi proste do rozwiazania, ale potencjalnie uciazliwe wymaganie.

6.6.3 RACER

Wyniki eksperymentow przy uzyciu odczytéw symulowanych wskazuja, ze algo-
rytm RACER jest algorytmem o przecietnej jakosci, cho¢ wykazano tez istnienie
przypadkow stabej korekcji. Analiza w oparciu o odczyty rzeczywiste sktania ra-
czej ku tej drugiej mozliwosci — sposréd wszystkich eksperymentow algorytm po-
zwolil na poprawe jakosci asemblacji tylko dla dwéch zestawdéw danych, a w wie-
lu przypadkach powodowal ich pogorszenie. Szczegdlnie niepokojace sa wyniki
mapowania, gdzie pomimo przecietnych wynikéw redukcji liczby réznic miedzy
odczytami a genomem czesto powodowal wzrost liczby odczytéw, ktére mapo-
waly sie do genomu wielokrotnie, z kolei skuteczno$¢ korekcji btedow typu indel
mocno waha sie w zaleznoéci od zestawu odczytow. Sposrdd testowanych algoryt-
moéw RACER jako jeden z dwéch wykazal sie szczegdlnie wyraZznym negatywnym
wplywem niewielkiej glebokosci sekwencjonowania na jakosé wynikéow. W przy-
padku wplywu na jakos$¢ detekcji wariantéw ludzkiego genomu wykazano bardzo
duze pogorszenie jakosci.

Czas pracy algorytmu jest przecietny, z kolei zapotrzebowanie na pamieé bar-
dzo mocno wzrasta wraz z rozmiarem danych wejSciowych (zaréwno rozmiaru
genomu, jak tez glebokosci sekwencjonowania) stawiajac wymagania nie pozwa-
lajace na wykonanie czesci obliczen. Do zalet algorytmu nalezy prostota uzycia,
polegajaca na parametryzacji wylacznie szacunkowym rozmiarem genomu, cho¢
jednocze$nie implementacja pozwala na przetwarzania wylacznie nieskompreso-
wanych plikéw niesparowanych odczytéw.

6.6.4 BLESS

Eksperymenty wykorzystujace odczyty symulowane wskazuja, ze algorytm BLESS
charakteryzuje si¢ przecietna skutecznoscia korekcji, cho¢ w przypadku odczytow
uzyskanych uproszczong metoda Quake wyniki sg zblizone raczej do najstab-
szych algorytméw. W wigkszodci przypadkéow wplyw korekeji na jako$é asembla-
cji jest wyraznie negatywny. Algorytm jest dosy¢ szybki i cechuje sie niewielkim
zapotrzebowaniem na pamieé, z wyjatkiem korekcji odczytow z sekwenatora No-
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vaSeq, korekcja ktérych wymagata bardzo duzej ilosci czasu. Zaobserwowanym
zjawiskiem jest bardzo duza liczba przypadkéw obcinania odczytéw, w niekto-
rych przypadkach (np. w korekeji zestawu P1.60) liczba usunietych symboli byta
o dwa rzedy wielko$ci wieksza niz skorygowanych. Praktycznym ograniczeniem
wykorzystania algorytmu jest niejasna metoda doboru dlugosci oligomeru, ma-
jaca trudny do przewidzenia wplyw na uzyskane wyniki. Zaproponowana przez
autoréow algorytmu strategia jest niepraktyczna i nieskuteczna. Istotnymi man-
kamentami algorytméw sa kwestie techniczne. Uruchomienie algorytmu wyma-
ga wlozenia sporego wysitku w celu przeprowadzenia kompilacji w Srodowisku
biblioteki MPI. Ponadto implementacja, choé¢ pozwalajaca na przetwarzanie da-
nych skompresowanych, powoduje uzyskanie tymczasowych nieskompresowanych
odczytéw wynikowych, ktore sa na samym koricu poddawane kompresji. W rezul-
tacie w koncowym etapie pracy konieczne jest przechowanie na dysku odczytéw
wejéciowych, wyjsciowych oraz wyjsciowych nieskompresowanych, zwiekszajac za-
potrzebowanie na przestrzen dyskowa.

6.6.5 Fiona

Ocena jakosci algorytmu Fiona w oparciu o odczyty symulowane znaczaco rézni
sie w zaleznosci od metody symulacji: w przypadku uproszczonej metody Quake
wyniki okazaly sie by¢ stabe, z kolei w przypadku ART — przecietne albo do-
bre. W wynikach asemblacji uwage przykuwaja dobre wyniki korekcji odczytow
genoméw niewielkich rozmiaréw oraz przecietnych lub dosyé dobrych wynikéw
odczytow duzych genoméw. Wyjatek stanowia odczyty uzyskane przy pomocy
urzgdzenia NovaSeq, ktére okazaty sie by¢ stabe. Wplyw korekcji na mapowanie
odczytow we wszystkich przypadkach spowodowal niewielki wzrost liczby zmapo-
wanych odczytéw. Algorytm, pomimo wyposazenia go w strategie korekcji bledéw
typu indel, w wiekszosci przypadkéw spowodowal zwiekszenie liczby réznic tego
typu, cho¢ mozna wskaza¢ przypadki, gdy ich eliminacja okazala sie by¢ przepro-
wadzona skutecznie. Wykonanie algorytmu wymaga dosy¢ duzej iloci czasu oraz
znacznego zapotrzebowania na pamieé¢, w tym ostatnim przypadku ograniczajac
zakres wykonanych eksperymentéow. Co wiecej, algorytm wykazuje niekorzystny
wplyw na zapotrzebowanie na zasoby wraz ze zmiang glebokosci sekwencjono-
wania. Z kolei skalowalno$¢ algorytmu jest przecigtna. Istotnym mankamentem
implementacji okazalo sie wprowadzanie zmian do wyjsciowych wspoétczynnikow
jakosci, uniemozliwiajac wykorzystanie odczytow w celu detekcji wariantéw przy
pomocy narzedzi wykorzystanych w eksperymentach. Ponadto algorytm nie po-
zwala na przetwarzanie skompresowanych plikéw odczytéw. Jednoczesnie jedy-
nym obligatoryjnym parametrem algorytmu jest tatwo dostepny szacunkowy roz-
miar genomu.
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6.6.6 Blue

Korekcja odczytéw symulowanych przy pomocy algorytmu Blue powoduje uzy-
skanie wynikéw nieco lepszych od przecietnych. Z kolei wyniki asemblacji wska-
zuja na wysoka jakosé korekcji, w niektérych przypadkach uzyskane wyniki byty
najlepsze sposréd wszystkich testowanych algorytméw. W przypadku mapowania
nie zaobserwowano znaczacej zmiany liczby uzyskiwanych wynikéw, choé¢ nalezy
zauwazy¢, ze zazwyczaj korekcja w matym stopniu zwieksza liczbe zmapowanych
odczytow. Liczba réznic typu indel w mapowaniu réwniez w wyniku korekceji zo-
staje zwykle nieco zredukowana. Jako$é¢ uzyskanych wynikéw w niewielkim stop-
niu ulegata zmianom diugosci oligomeru. Zapotrzebowanie algorytmu na zasoby
jest umiarkowane, cho¢ wyraznie wzrasta wraz z korekcja odczytéow duzych ge-
nomoéw. Zjawisko jest o tyle istotne, ze w wielu przypadkach niemozliwe bylo
wykonanie eksperymentéw ze wzgledu na przekroczenie limitu czasu lub brak
dostepnej ilodci pamieci. Algorytm stabo sie skaluje, choé¢ wplyw dlugoéci oligo-
meru oraz glebokoéci sekwencjonowania na jego zapotrzebowanie na zasoby nale-
7y ocenié¢ jako dobry. Algorytm nie zostal wyposazony w automatyczna strategie
doboru progu obcigcia, stad wykonanie algorytmu wymaga jego parametryzacji.
Do niedogodnosci technicznych implementacji algorytmu nalezy zaliczy¢ mozli-
wo$¢ przetwarzania wytaczenie nieskompresowanych zestawéw odczytéw, a takze
konieczno$é zaopatrzenia w Srodowisko Microsoft .NET Framework.

6.6.7 Lighter

Mozliwoéci korekcji odczytow symulowanych przy pomocy algorytmu Lighter réz-
nig sie w zaleznosci od sposobu symulacji: w przypadku uproszczonej metody
Quake uzyskane wyniki sg przecietne, z kolei w przypadku symulacji narzedziem
ART — zdecydowanie stabe. Wyniki wplywu na asemblacje wskazuja na do-
bra skutecznosé korekcji. Wplyw korekcji na mapowanie zazwyczaj powodowat
zmniejszenie liczby odczytéw zmapowanych jednokrotnie na rzecz zmapowanych
wielokrotnie, cho¢ zjawisko to nie jest szczegdlnie duze. Z kolei wplyw na licz-
be réznic typu indel w odcezytach takze byla niewielka, a ich kierunek rézni sie
w zaleznosci od eksperymentu. Wpltyw korekcji na detekcje wariantéw ludzkie-
go genomu praktycznie nie istnieje. Jako$¢ wynikéw w zaleznoéci od dlugosci
oligomeru w rozsadnym zakresie zmienia sie nieznacznie. Algorytm jest dosyé
szybki, a jednoczesnie najbardziej oszczedny pamieciowo ze wszystkich testowa-
nych. Jednocze$nie wpltyw dlugosci oligomeru oraz glebokosci sekwencjonowania
na zapotrzebowanie na zasoby nalezy oceni¢ pozytywnie. Algorytm w poréwna-
niu do konkurencyjnych rozwiazan skaluje sie bardzo stabo, cho¢ ze wzgledu na
og6lnie duzg szybko$é¢ dzialania nie powinno stanowié to istotnego problemu. Al-
gorytm wymaga parametryzacji prawdopodobienstwem konfigurujacym gléwna
strukture danych. Autorzy algorytmu zaproponowali jednak konkretng metode
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jego doboru.

6.6.8 BFC

Skutecznos¢ korekeji algorytmem BFC odczytéw symulowanych zalezy od sposo-
bu ich uzyskania: dla symulacji narzedziem ART sa one bardzo dobre, wskazujac,
ze algorytm wykazuje bardzo wysoka skutecznos¢ w korekcji btedéow. Z drugiej
strony interesujaca jest umiarkowana skutecznosé korekcji mniej realistycznych,
ale ,prostszych” odczytow uzyskanych uproszczong metoda Quake. Jednoczesnie
zastosowanie algorytmu bardzo skutecznie poprawia jako$é¢ asemblacji, z wyjat-
kiem korekcji odczytéw sekwenatoréw NovaSeq. Wysoka skutecznosé eliminacji
bledéw jest takze widoczna w wynikach mapowania, cho¢ nie dotyczy to btedow
typu indel, ktére sg korygowane w niewielkim stopniu. Zastosowanie algorytmu
w potokach detekcji wariantow mozna zaleci¢ dla dostatecznie duzej glebokoéci
sekwencjonowania (co najmniej 45x ), co moze pozwoli¢ na niewielka poprawe de-
tekcji wariantow typu indel, jednak dla matych wartosci gtebokosci wykorzystanie
algorytmu moze skutkowaé¢ pogorszeniem rezultatéw.

Korekcja algorytmem BFC jest przeprowadzana bardzo szybko — w zdecy-
dowanej wiekszoéci przypadkow jest on najszybszym algorytmem, a jednoczesnie
cechuje si¢ rozsadnie umiarkowanym zapotrzebowaniem na pamieé¢. Ponadto algo-
rytm bardzo dobrze skaluje sie wraz ze zwickszaniem liczby dostepnych jednostek
obliczeniowych. Algorytm pracuje tez bardzo stabilnie, konczac sie z powodze-
niem we wszystkich eksperymentach. Jedyne zaobserwowane trudnosci technicz-
ne obejmuja tylko brak obstugi plikéw skompresowanych oraz odczytéw sparowa-
nych.

6.6.9 Karect

Wszystkie grupy eksperymentéw wykazaly bardzo pozytywny wplyw korekcji al-
gorytmem Karect. Algorytm koryguje bardzo duza liczbe bledéw, na co wskazuja
zaréwno wyniki eksperymentéw z uzyciem odczytow symulowanych, jak tez oce-
na wplywu korekcji na mapowanie — skorygowane odczyty wykazuja mniejsza
liczbe réznic w stosunku do genomu, w poréwnaniu do nieskorygowanych. Po-
mimo niewykorzystania trybu korekcji bledéw typu indel, algorytm pozwala na
umiarkowana ich redukcje. Korekcja algorytmem Karect wykazuje tez wyraznie
korzystny wplyw na wyniki asemblacji, z wyjatkiem odczytéw z sekwenatoréw
MiSeq. Algorytm nie wymaga tez ucigzliwej parametryzacji dtugoscia oligomeru.

Dobre wyniki sa jednak okupione znacznym zapotrzebowaniem na zasoby.
Wprawdzie algorytm daje mozliwo$¢ okreslenia limitu pamieci (kosztem zwigksze-
nia czasu obliczen ), jednak nawet przy okresleniu dosy¢ liberalnego progu niektére
obliczenia mogg nie wykona¢ sie w czasie doby, uniemozliwiajac przeprowadzenie
analize wplywu korekcji na detekcje wariantéow ludzkiego genomu. Ograniczenie
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to moze by¢ trudne do wyeliminowania nawet w wyniku zwiekszenia liczby jed-
nostek obliczeniowych komputera ze wzgledu na staba skalowalnos$é algorytmu.
Jednoczesnie w celu poprawy uzytecznosci nalezatoby wprowadzi¢ poprawki im-
plementacyjne, pozwalajace na obstuge danych skompresowanych oraz redukcje
zapotrzebowania na przestrzen dyskowa.

6.6.10 SAMDUDE

Préby praktycznego zastosowania algorytmu SAMDUDE nalezy uznaé za bez-
celowe. Implementacja sprawia problemy techniczne, stawia wysokie wymagania
dotyczace zasobéw, a uzyskane wyniki w niemal wszystkich przypadkach sa stabe,
prawie zawsze powodujace uzyskanie gorszych rezultatéw niz w efekcie wykorzy-
stania nieskorygowanych odczytdéw.

6.6.11 Ranking algorytméw

W celu podsumowania powyzszych obserwacji i wnioskéw, wykonano Scisty ran-
king algorytméw. W tym celu niezaleznie dokonano oceny siedmiu grup ekspe-
rymentéw, w ramach ktérych wyznaczono osobne rankingi czastkowe. Ich wyniki
zostaly poddane sumowaniu. W kazdym rankingu czastkowym algorytm mogt
uzyskaé liczbe punktéw z zakresu 1-10, przy czym mniejsza liczba punktéw
oznacza algorytm lepszy. W sytuacjach réwnych wynikéw dwédch algorytmow,
dopuszczalne bytly takze punkty utamkowe, np. sytuacja: algorytm A — 1 pkt,
B — 2,5 pkta, C — 2,5 pkta oznacza, ze algorytm A jest najlepszy, natomiast
algorytmy B i C nalezy zaklasyfikowa¢ na drugim miejscu.

Rankingi czastkowe zostaly przeprowadzone dla nastepujacych grup ekspery-
mentow: (7) odezyty symulowane metoda Quake (wytacznie glebokoéé sekwencjo-
nowania 60x), () odczyty symulowane narzedziem ART (wylacznie glebokosé
sekwencjonowania 60x), (ii7) asemblacja (wedlug miary NGA50 lub, jesli byla
niedostepna, NA50), (iv) detekcja wariantéw (wylacznie gleboko$é sekwencjo-
nowania 60x, wedhig Sredniej geometrycznej miar F1 detekcji wariantow typu
SNP i indel), (v) czas korekcji odczytow rzeczywistych, (vi) zapotrzebowanie na
pamieé korekcji odezytéw rzeczywistych, (vii) skalowalno$é (zgodnie z sytuacja
przedstawiona na rys. 6.34, dla p = 24).

Wymniki przedstawiono w pierwszej czesci tabeli 6.3. Pozwalaja one na stwo-
rzenie syntetycznego podsumowania, zgodnie z ktérym najlepszym algorytmem
jest RECKONER, nieznacznie wyprzedzajac BFC. Potwierdzeniem tych wynikow
jest drugi zaproponowany ranking, w ktérym wymienione wyzej eksperymenty zo-
staly ocenione niezaleznie od siebie, a nastepnie poddane sumowaniu. Uzyskane
sumy zostaly przedstawione w drugiej czesci tabeli. W tym przypadku réwniez
najlepszymi algorytmami sa RECKONER oraz BFC, z niewielka przewaga na
korzy$é tego pierwszego.
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6.6. PODSUMOWANIE






Rozdziat 7

Podsumowanie

W niniejszej pracy przedstawiono szereg zagadnien zwiazanych z komputero-
wa korekcja odczytéw sekwencjonowania genoméw. Wprowadzeniem do analizy
przedmiotu bylo przytoczenie podstawowej wiedzy biologicznej, obejmujacej kon-
tekst zagadnienia budowy kwasu DNA. Wykonano réwniez krotkie podsumowanie
historii rozwoju technik i metod sekwencjonowania RNA i DNA, przy czym szcze-
gbélny nacisk potozono na analize wspdlczesnych, wysokoprzepustowych technik
sekwencjonowania drugiej generacji. Wspomniano réwniez o najnowszych rozwia-
zaniach, klasyfikowanych do grupy sekwencjonowania technik trzeciej generacji.

Nietrywialny technicznie charakter problemu komputerowego przetwarzania
sekwencji nukleotydowych umotywowal dokonanie przegladu zagadnien algoryt-
micznych i technicznych, stosowanych lub potencjalnie nadajacych sie do zasto-
sowania w rozwiazaniu tego rodzaju zadan. Wprowadzono formalne definicje wy-
branych pojeé zwiazanych z przetwarzaniem sekwencji nukleotydowych.

W dalszej kolejnosci dokonano przegladu istniejacych algorytméw korekeji od-
czytéw z sekwencjonowania DNA, w szczegdlnosci uzyskanych w wyniku pracy
urzadzen sekwencjonujacych marki Illumina, przytoczono réwniez skrocony prze-
glad metod korekcji odezytéw innych rodzajéw. Ponadto zwrdcono uwage na nie-
ktére dostepne narzedzia komputerowej generacji sekwencji imitujacych odczyty
sekwencjonowania DNA.

W oparciu o dokonany przeglad wyciagnieto wniosek o mozliwosci zapropo-
nowania nowego algorytmu korekcji odczytow z sekwenatoréw Illumina. W tym
celu przeprowadzono doktadng analize dzialania algorytmu BLESS, ktérego ogdl-
na zasada dzialania zostala zaadaptowana do opracowania i implementacji no-
wego algorytmu, klasyfikowanego jako algorytm oparty na spektrum k-meréw —
RECKONER. Dla obu algorytméw wyznaczono ztozonosci obliczeniowe wybra-
nych przypadkéw korekeji odezytu.

Algorytm RECKONER wraz z dziewiecioma innymi algorytmami zostal pod-
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dany eksperymentalnym testom, weryfikujacym zapotrzebowanie algorytméw na
zasoby oraz jako$¢ uzyskanych rezultatéw w zadaniu korekcji odczytow z sekwe-
natorow marki Illumina. Polozono nacisk na uwzglednienie mozliwie réznorod-
nych metod oceny, pozwalajacych na wyciagniecie precyzyjnych wnioskéw oraz
redukcje ryzyka niezaobserwowania wybranych aspektéw dziatania i zastosowan
algorytméw. Oparto sie zaréwno na rzeczywistych odczytach, udostepnionych
w publicznych bazach danych jako efekt sekwencjonowania prébek DNA, jak tez
odczytéw symulowanych komputerowo. Wykorzystano przy tym niektore stra-
tegie oceny przedstawione w literaturze, a takze wprowadzono nowe, w szcze-
gblnosci uwzgledniajace wpltyw korekcji na proces detekcji wariantow genomoéw.
Wyniki eksperymentéow daly tez wglad w nietrywialng tematyke parametryzacji
algorytméw.

Wsrdd celow, jakie przyswiecaly wykonanym zadaniom, nalezy wymienié¢ opra-
cowanie nowego algorytmu, ktéry miat pozwala¢ na korekcje odczytéw z sekwe-
natoréw Illumina, cechowa¢ sie dobra jakoscia wynikéw, zachowujac przy tym
wysoka szybko$¢ i umiarkowane zapotrzebowanie na pamieé¢. Przyjeto, ze algo-
rytm powinien by¢ mato wrazliwy na efekty niedoskonatosci modelowania da-
nych sekwencjonowania oraz cechowaé sie dobra pesymistyczna czasowa zlozo-
noscia obliczeniowa. Jednoczesnie wykorzystanie algorytmu nie powinno wiazac
sie z nieadekwatnymi trudnosciami technicznymi. Cel ten zostal osiagniety, za-
pewniajac przynajmniej czeSciowe spelnienie wymagan. Opracowany algorytm
pozwala na uzyskanie dobrych, w niektérych przypadkach najlepszych sposréd
analizowanych algorytméw wynikéw. Co istotne, wyniki eksperymentéw wyka-
zaly, ze zastosowanie algorytmu nie powinno nies¢ za soba znacznego ryzyka
degradacji danych sekwencjonowania, w ogélnym przypadku realnego w nieko-
rzystnych okolicznosciach. Jego implementacja charakteryzuje sie dosy¢ szybkim
dzialaniem i bardzo dobra skalowalnoscia ze wzgledu na przetwarzanie réwnole-
gle, przy zapotrzebowaniu na pamieé¢ wspétmiernym do rozmiaru genomu pod-
danego sekwencjonowaniu. Algorytm oparto na reprezentacji modelu odczytéw
w formie spektrum k-meréw, wprowadzono tryb weryfikacji korekcji przy pomo-
cy oligomeréw dwoch dlugosdci (k-meréw oraz k”-meréw), a sam proces korekeji
oparto zarowno na spektrum, jak tez na informacjach o jakosci, dostarczanych
wraz z wejSciowymi odczytami. Tym sposobem zredukowano zagrozenia plynace
z uproszczen modelu oraz kluczowosé jego jakosci. Udowodniono, ze przy spel-
nieniu zalozen ztozono$¢ czasowa algorytmu w zadaniu korekcji jednego odczytu
nie przekracza pod wzgledem rzedu kwadratu dtugosci k-meru. W przygotowa-
niu oraz implementacji algorytmu uwzgledniono kwestie tatwosci uzycia, w tym
czesSciowego zautomatyzowania doboru gléwnego parametru oraz eliminacje pro-
bleméw dostrzezonych w innych algorytmach.

W algorytmie zaproponowano szereg nowych rozwiazan, wliczajac do nich
m.in. sposéb pamigciowej reprezentacji rozwiazan czeéciowych, korekcje bleddw
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typu indel przy pomocy metody z powrotami, uwzglednienie liczebnoéci k-merdéw
w odczytach wejéciowych, wykorzystywanych w szczegdlnosci w opracowanej me-
todzie oceny i wyboru sposréd wielu potencjalnych rozwiazan, dopuszczenie w wy-
nikowych odczytach sekwencji k-meréw nie nalezacych do danych wejsciowych
oraz dodatkows, staranna korekcje w momencie natrafienia na symbole o niewiel-
kich wspétezynnikach jakosci.

Wysoka szybko$é¢ algorytmu zostata osiagnieta m.in. w drodze wprowadze-
nia limitéw potencjalnie licznych rozpatrywanych przypadkéow lub uzyskiwanych
wynikéw czesciowych, przeprowadzenia zréwnoleglenia algorytmu, wykonanego
w sposOb eliminujacy konieczno$é¢ wstepnego sprawdzania odczytéw, oraz odde-
legowania wykonania zadan przetwarzania zbioréw k-meréw do specjalizowanych
narzedzi KMC oraz KMC tools. Opracowano metody automatycznego doboru
skali przyporzadkowania wspotczynnikow jakodci odczytéw oraz wprowadzono
mozliwo$é kompresji wynikéw.

Ponadto wykorzystano rozwigzania, ktére w réznej formie byly obecne w ist-
niejacych algorytmach, majac na celu osiagniecie lepszych rezultatéw poprzez
synergiczne ich polaczenie, w szczegdlnoéci wspomniane wykorzystanie w pro-
cesie korekcji i weryfikacji wynikéw oligomeréw dwoch dlugosci oraz adaptacje
spotykanej w literaturze metody okreslania progu obciecia spektrum k-meréw.

Kolejny cel stanowito dokonanie eksperymentalnej oceny dziatania wielu al-
gorytmoéw korekcji. W oparciu o wyniki wykazano, ze korekcja pozwala na po-
prawe rezultatéw pracy typowych algorytméw wykorzystania odczytéw sekwen-
cjonowania, w szczegdlnosci asemblacji de movo, cho¢ niejednokrotnie powodu-
jac uzyskanie sprzecznych wnioskow w efekcie oparcia si¢ na réznych kryteriach
oceny wynikéw asemblacji. Pozytywny wplyw jest tez obserwowalny w przypad-
ku mapowania odczytéw w zadaniach resekwencjonowania. Nalezy podkresli¢, ze
wykorzystanie niektérych algorytmow niesie za soba duze ryzyko uzyskania od-
czytow, ktérych jakosé negatywnie odbiega od odczytéw niepoddanych korekcji.
Zapotrzebowanie algorytméw na zasoby obliczeniowe charakteryzuje sie bardzo
duzym zréznicowaniem, przy czym niektére algorytmy moga zostaé¢ wykonane na-
wet przy pomocy skromnego, domowego komputera. Ponadto nie potwierdzono
hipotezy, zgodnie z ktora korekcja odczytéw moze znaczaco zredukowac zapotrze-
bowanie na zasoby obliczeniowe algorytméw, wykorzystujacych takie odczyty.

W ramach prac eksperymentalnych zaproponowano prototypowe metody oce-
ny korekcji przy pomocy narzedzi detekcji wariantéw genomoéw. Wykazano, ze
proces ten moze pelnié¢ role wskaznika skutecznosci korekcji, choé jest to podej-
Scie bardzo kosztowne obliczeniowo. Jako$¢ detekcji wariantéw w efekcie korekceji
w pewnym stopniu ulega zmianom, w wybranych przypadkach zmiany te sa ko-
rzystne. Mimo to zagadnienie wymaga dalszej analizy oraz rozszerzenia zakresu
prac.

Osiagnieto cel poréwnania wynikéw uzyskanych przy pomocy dwéch metod
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komputerowej symulacji z wynikami dla odczytéw rzeczywistych. W ramach prac
wykazano, ze korekcja odczytéw symulowanych cechuje sie wyraznie wyzsza sku-
tecznoscig, w niektérych przypadkach siegajaca 100%. Z drugiej strony takie wy-
niki sa czesciowo miarodajne w kontekscie wykazania wzglednej skutecznosci al-
gorytmow korekcji.

W efekcie obserwacji wynikéw eksperymentéw mozna postawic¢ zalecenie wy-
korzystania w realnych warunkach pieciu spoéréd algorytmoéw poddanych ana-
lizie: RECKONER, Blue, Lighter, BFC oraz Karect. Zaden z algorytméw nie
okazal sie by¢ najlepszy wedlug wszystkich kryteriéw, jednak w ocenie autora
wybér ktéregokolwiek z nich powinien zazwyczaj przynie$é korzysci bez istot-
nego ryzyka pogorszenia wynikéw. Jednocze$nie zaobserwowane niedoskonatosci
nie powinny by¢ kluczowe, a ich ewentualne wystapienie wyraznie zasugerowac
uzytkownikowi wybér innego rozwigzania. W przypadku algorytmu RECKONER
nalezy mie¢ na uwadze ryzyko wzrostu zapotrzebowania na pamieé¢ przy korek-
¢ji odczytow organizméw o bardzo duzych genomach. Implementacja algorytmu
Blue cechuje sie niskg pewnoscia, skutkujac niemozliwosécia wykonania niektorych
zadan. Algorytm Lighter powoduje uzyskanie dobrych wynikow, ale stabszych
od innych pozytywnie ocenionych algorytméw. Spoérod stabosci algorytmu BFC
wykazano wylacznie umiarkowana skutecznosé korekcji odczytéw z sekwenato-
ra NovaSeq. Z kolei algorytm Karect przede wszystkim wymaga dosyé duzego
zapotrzebowania na pamieé, a jego wykonanie — znacznego czasu.

Zaproponowany zestaw algorytméw nie jest w pelni zgodny z rankingiem
przedstawionym w podrozdziale 6.6.11, w szczegdlnosci wskutek uzyskania wy-
sokiej noty przez algorytm BLESS. Jednakze ze wzgledu na jego bardzo stabe
wyniki w kontekscie wptywu korekcji na asemblacje de novo oraz trudnosci tech-
niczne uruchomienia implementacji, zdecydowano sie wykluczy¢ go z tej grupy.

W $wietle powyzszego podsumowania pierwsza teze przedstawiong w rozdzia-
le 1 nalezy uzna¢ za udowodniona. Wyrdznione wyzej algorytmy pozwalaja na
redukcje liczby btedéw sekwencjonowania, co w sposdb bezposéredni zostato wy-
kazane w eksperymentach opartych na odczytach symulowanych. Z drugiej strony
zaobserwowano korzystny wpltyw korekcji na wyniki zadan przetwarzania sekwen-
¢ji uzyskanych w wyniku rzeczywistej pracy urzadzen sekwencjonujacych, w tym,
zaktadajac niewielky glebokosé sekwencjonowania, na detekcje wariantow geno-
mow.

Opracowany algorytm RECKONER réwniez byt przedmiotem szeregu ekspe-
rymentow, ktoére pozwolity na zweryfikowanie postawionych mu wymagan. Uzy-
skane wyniki wskazuja, ze skutecznosé¢ algorytmu we wszystkich przypadkach
jest dobra, z kolei przypadki pogorszenia jakos$ci danych byly tylko incydentalne.
Wyniki uzyskano przy zachowaniu umiarkowanego zapotrzebowania algorytmu
na zasoby, co stanowi dowdd prawdziwosci drugiej tezy pracy. Calosciowe podsu-
mowanie pozwala stwierdzié¢, ze algorytm ten pozwala na osiagniecie najbardziej
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korzystnego kompromisu miedzy jakoscig wynikow a zapotrzebowaniem na zaso-
by obliczeniowe.

Przedstawiony w pracy algorytm oraz uzyskane wyniki eksperymentalne po-
zwolily na przygotowanie artykulu w czasopismie [65], drugiego artykulu, znaj-
dujacego sie obecnie w trakcie recenzji [66], rozdzialéw w monografiach [64, 67]
oraz plakatéw konferencyjnych.

Pomimo szerokiego i w niektérych przypadkach glebokiego zakresu pracy,
nalezy stwierdzi¢, ze prace nad niektérymi podjetymi tematami sg warte konty-
nuacji. W szczegdlnosci gwattowny rozwdj technik sekwencjonowania, owocujacy
mozliwoécia uzyskania odczytéw o innej charakterystyce, ktore przypuszczalnie
w najblizszej przysztosci zdominujg przedmiotows tematyke, moze wymusi¢ po-
glebienie wiedzy na temat zwiazanych z nimi btedéw sekwencjonowania oraz od-
powiednich technik korekcji. Jest to zagadnienie istotne mimo widocznych brakdéw
w wyczerpaniu dotychczasowej tematyki: podczas gdy liczba algorytméw korekeji
odczytow sekwencjonowania [llumina jest duza, to w dalszym ciagu wiele z nich,
w szczegblnosci najnowszych, nie zostato poddanych niezaleznej analizie.

Poruszone zagadnienie detekcji wariantéw z pewnoscia wymaga dalszego opra-
cowania. Interesujacym kierunkiem moze byé¢ zaproponowanie protokotu skutecz-
nej oceny przy pomocy danych udostepnionych w ramach projektu 1001 Ge-
noméw, pozwalajac na wykorzystanie bogactwa zgromadzonego w jego ramach
informacji. Na uwadze nalezy mieé¢ takze mozliwo$¢ pojawienia sie nowych, sta-
rannie przygotowanych zestawéw prawdy podstawowej dla innych niz czltowiek
organizméw modelowych, co pozwoliloby na wykorzystanie protokotéw oceny, na
ktérych w niniejszej pracy oparto sie w celu przeprowadzenia analizy wykorzy-
stujac zestaw wariantéw.

Problemy korekcji odczytéw Illumina wielokrotnie byty analizowane w litera-
turze, jednak nalezy mie¢ na uwadze, ze skupiano sie gtéwnie na danych z sekwe-
natoréw generujacych odezyty dtugosci 100 pz—150 pz, jak HiSeq 2000 lub HiSeq
2500. Dokladniejszego przegladu wymaga czeSciowo poruszona w niniejszej pra-
cy kwestia odczytéw o innej charakterystyce sekwencji, tj. uzyskanych w wyniku
pracy sekwenatoréw z grupy MiSeq oraz NovaSeq. Jednoczesnie nalezy mie¢ na
uwadze obecno$¢ na rynku najnowszych urzadzen, jak NextSeq 2000 czy NovaSeq
X, a takze produktéw innych producentéw.

W pracy podjeto prébe wypracowania strategii doboru dtugosci k-meru, za-
pewniajacej uzyskanie jak najlepszych wynikéw. Zadanie to bylto poruszane w li-
teraturze, jednak jak dotad prawdopodobnie nie opracowano wnikliwego oméwie-
nia problemu, w szczegdlnosci umozliwiajacego wzglednie doktadne wyznaczanie
takiego parametru. I chociaz osiggniecie pelnej Scistosci dla réznych algorytméw
moze byé¢ zagadnieniem bardzo trudnym, to istotnos¢ oraz wszechstronnosé te-
matyki, dotykajacej réwniez innego rodzaju probleméw przetwarzania sekwencji

nukleotydowych, sa czynnikami stanowigcymi silne uzasadnienie wysitkéw uszcze-
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gblowienia istniejacej wiedzy.

Doktadna weryfikacja zaproponowanej strategii doboru dtugosci k-meru jest
istotna takze w kontekscie samego algorytmu RECKONER. Moze ona obejmowaé
wprowadzenie innej metody lub modyfikacje statych wartosci strojacych obecna.
Moze to zostac¢ osiggniete np. poprzez analize wiekszego zestawu odczytow, opty-
malizacje pod katem innych zastosowan algorytmu lub bardziej doglebna analize
teoretyczng. Ponadto rozwazaniom warto podda¢ poprawe skutecznoéci korek-
cji, szczegblnie majac na uwadze nie w pelni satysfakcjonujace wyniki detekcji
wariantéw ludzkiego genomu. Mozna rozwazy¢ przeprowadzenie starannego stu-
dium korekcji zbioru konkretnych odczytéw. Ponadto mozna rozwazyé zastoso-
wanie k-meréw dwoch dlugosci juz podczas korekeji odczytéw, a nie tylko wery-
fikacji wynikow. W ten sposéb uzyskano by czesé zalet algorytméw opartych na
drzewach/tablicach sufikséw. Warta podjecia prac jest takze redukcja zapotrze-
bowania na pamieé¢ wykorzystywana do przechowywania spektrum k-merdw, co
wiazaloby sie z wprowadzeniem zmian w strukturach danych KMC.
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Dodatek A

Wybrane pseudokody

Na pseudokodach 43-45 przedstawiono przebieg wyznaczania prawidlowych re-
giondéw odczytu algorytmu BLESS. Na pseudokodach 46 oraz 47 przedstawiono
przebieg korekcji regionu w kierunku 5’ algorytmu BLESS, z kolei na pseudo-
kodzie 48 przedstawiono przebieg rozszerzania poczatkowego regionu algorytmu
BLESS.

Na pseudokodach 49-53 przedstawiono przebieg wyznaczania prawidlowych
regionow odczytu algorytmu RECKONER. Na pseudokodach 54-56 przedsta-
wiono przebieg korekeji regionu w kierunku 5" algorytmu RECKONER. Na pseu-
dokodach 57-59 przedstawiono przebieg detekcji i korekcji btedéw typu indel
w kierunku 5" algorytmu RECKONER, z kolei na pseudokodach 60-62 przed-
stawiono przebieg tworzenia Sciezki korekcji i rozszerzania poczatkowego regionu
w kierunku 5" algorytmu RECKONER.
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Pseudokod 43 Wyznaczanie prawidtowych regionéw odczytu algorytmu BLESS

Wejdcie: v, = |t|,k
Wyjscie: Wiust,sh_ns
> Krok 0.0 — okreS$lenie zaufania k-meréw

LY+ > Para indeksow
2: prev_trust < false

3 fora+0tol—k—1do

4: K < K(t,a)

5: if TRUSTED(k) then

6: if prev_trust = false then
7: BEG(¢) < a

8: prev_trust = true

9: end if

10: else

11: if prev_trust = true then
12: END(¢)) < a

13: Uirust < Wtrust U {'L/}}
14: prev_trust < false

15: end if

16: end if

17 end for
> Krok 0.1 nie zostal wykorzystany w algorytmie

> Krok 0.2 — eliminacja krétkich regionéw prawidtowych
18: for all ¥ € Uyt do

19: if ’1/1‘ = Oun sonp then
20: \I’trust — \Ijtrust \ {@Z}}
21: end if

22. end for

> Krok 0.3 — eliminacja krétkich regionéw btednych
23: for all v € Wy, st do
24: Yp < PRED(Wiryst, )
25: if ¢, # & A |UNTRUSTEDREG (¢p, ¢)| < Ovn_ErRR then

26: Wirust + Werust \ {¥, ¥p}

27: tn < (BEG(¢p), END(¢))) > Nowy region o wieckszej dtugosci
28: \I}trust — \Iltrust U {"¢n}

29: end if

30: end for
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Pseudokod 44 Wyznaczanie prawidtowych regionéw odczytu algorytmu BLESS,
cd.

> Krok 0.4 — uwzglednienie wptywu btedéw filtru Blooma na diugosé
regionéw
31: for all ¢ € Wyt do
32: Yp  PRED(Wirust, V)
33: if ¢, # @ ANk — Opp < |[UNTRUSTEDREG(¢p,9)| < k then
34: if |¢| > fOpp then

35: BEG(@ZJP) — BEG(@ZJp) + Opp
36: end if

37: if || > Opp then

38: END(¢,) < END(¢,) — Opp
39: end if

40: end if

41: end for

> Krok 0.5 — rozszerzanie krétkiego bltednego regionu do konica odczytu
42: if |Wypyst| = 2 then
43: p < MINREG (W rust)
44: 1 MAXREG(Wipyst)
45: if BEG(¢p) = 0 then

46: if |UNTRUSTEDREG(¢p, )| < k then
47: Wirust < Ptrust \ {w}

48: end if

49: else if END(¢)) = ¢ — k then

50: if |UNTRUSTEDREG(¢p, )| < k then
51: if |¢| > 0,14 then

52: if |¢p| < 0,14 then

53: Yirust ¢ Ptrust \ {wp}

54: end if

55: end if

56: end if

57: end if

58: end if
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Pseudokod 45 Wyznaczanie prawidlowych regionéw odczytu algorytmu BLESS,
cd. 2

> Krok 0.6 — skracanie prawidlowych regionéw koriczacych sie symbolami
niskiej jakosci
59: if Wit # 0 then
60: for all 1) € Wipyst \ {MAXREG(Wyyyg) } do> Skracanie od strony konca 3/
61: if || > Oyx_apy + 1 then

62: for a + EnND(¢) downto END(¢)) — Oyix_apy + 1 do
63: if gla +k — 1] < fqLow V qla] < fq_Low then

64: END(¢)) «— END(7)) — 1

65: break

66: end if

67: end for

68: end if

69: end for

70: 1 MAXREG(Uyrust) > Skracanie ostatniego regionu
71: if END(¢)) < £ — k then

72: if || > Oyx_apy + 1 then

73: for a + EnND(¢) downto END(¢)) — Oyix_apy + 1 do
74: if gqla+ k — 1] < g Low then

75: END(¢)) «— END(7)) — 1

76: break

77 end if

78: end for

79: end if

80: end if

81: ¥ < MINREG(W,yst) > Skracanie pierwszego regionu
82: if BEG(¢)) > 0 then

83: if || > Oyx_apy + 1 then

84: for a + BEG(v) to BEG(¥) + Oyx apy — 1 do

85: if gqla+ k — 1] < g Low then

86: BEG(¢)) «+ BEG(¢) + 1

87: break

88: end if

89: end for

90: end if

91: end if

92: end if

> Krok 0.7 — detekcja btednych regionéow krétszych od k
93: sh_ns < false > Istnieje btedny region krétszy niz k
94: for all ¥ € Uy, do
95: Yp < PRED(Wiryst, )
96: if 1, # @ A |UNTRUSTEDREG (¢p, ¢)| < k then
97: sh_ns < true
98: end if
99: end for
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Pseudokod 46 Korekcja regionu w kierunku 5 algorytmu BLESS

Wejscie: k, 0 = ||, ¢
Wyjscie: v poddany modyfikacji

1:
2
3
4
5:
6
7
8
9

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22:

procedure CORRECTH' (v))

I« 0 > Zbiér Sciezek korekcji
k < k(t, END(¢)))
K K > Nowa sekwencja k-meru
for all c € ¥ do
K*[0] < ¢
if TRUSTED(k*) then
II<+ 0 > Zbiér par

if k* # k then
II+ MU {(ExD(¢),c)}
end if
if END(¢)) = 0 then > Koniec regionu
IT + IT U {II}
else
IT + CoNTINUEY (k*, (BEG(¢)), END(¢)) — 1), 1II)
end if
end if
end for
IT + EXTEND5S'(II)
IT + RATE(IT)
if II # () then
Wstaw do II element ze zbioru II
t + AppLy(t,II) > Ostateczne przyjecie zmian
end if

. end procedure

26: function CONTINUES' (k, ¢, II)

27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:

K* < t[END(¢)]k[0, k — 1]
if TRUSTED(k*) then > Modyfikacja nie jest potrzebna
if END(¢)) = 0 then
II < ITUII
else
IT <+ CoONTINUES' (%, (BEG(¢), END(¢)) — 1, II)
end if
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Pseudokod 47 Korekcja regionu w kierunku 5 algorytmu BLESS, cd.

34: else > Potrzebna modyfikacja
35: for all c € (X \ {x*[0]}) do

36: K*[0] < ¢

37: if TRUSTED(k*) then

38: II, « ITU (ExD(v)), ¢)

30: if END(¢)) = 0 then

40: IT + ITU{IL,}

41: else

42: IT < CoNTINUEY (k*, (BEG(¢)), END(¢)) — 1, II,,)
43: end if

44: end if

45: end for

46: end if

4T: return I1

48: end function
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Pseudokod 48 Rozszerzanie poczatkowego regionu algorytmu BLESS

Wejscie: t,0 = [t|,k

1:
2
3
4:
5
6
7

function EXTENDS'(IT)
for all IT € IT do
succ < false

if II = () then > Istnieje $ciezka bez modyfikacji
return () > Pominiecie wszystkich $ciezek
else
Ofirst_mod < min({a : (a,c) € I1}) > Pierwszy zmodyfikowany
symbol

if Oarst mod = k — 1 then
succ < true
else
t* < AppLY(t,II)
K* 4 RDUMMY(t*v _1>
Ooxt < min(eMX,Ea maX(k — Ofirst_mod — 1, 0))
succ + CONTEXTENDY (fext, 1, K*)
end if
if —succ then
IT « IT\ {II}
end if

end if
end for
return II

. end function

23: function CONTEXTENDS (fext, a, K*)
K* < OR* > Konkatenacja z nowym symbolem &
for all c € ¥ do

K*[0] « ¢

if TRUSTED(k*) then

35:

if a = Oy then
return true

else if CONTEXTENDY (fext,a + 1, k*[0, k — 2]) then
return true

end if

end if
end for
return false
36: end function
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Pseudokod 49 Wyznaczanie prawidlowych regionéw odczytu algorytmu REC-
KONER

Wejscie: t, 0 = ||, k

Wyjscie: Wi ust,sh_ns

> Krok 0.0 — okreslenie zaufania k-merow
LY~ > Para indeksow
2: prev_trust < false
3: fora+0tofl—k—1do
Kk + K(t,a)

s

5 if TRUSTED(k) then

6: if prev_trust = false then
7: BEG(¢) < a

8 prev_trust = true

9 end if

10: else

11: if prev_trust = true then
12: END(¢)) < a

13: Wirust ¢ Ptrust U {¢}
14: prev_trust < false

15: end if

16: end if

17: end for
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Pseudokod 50 Wyznaczanie prawidlowych regionéw odczytu algorytmu REC-
KONER, cd.

> Krok 0.1 — skracanie prawidtowych regionéw zawierajacych symbole

niskiej jakosci

18: if ’\I/trust‘ > 1 then

19:
20:
21:
22:
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:
43:
44:
45:
46:
47:
48:
49:
50:
51:
52:
53:

short_dist <+ false
for all ¢ € Uyt \ {MINREG(Uypust)} do
‘l’trust <~ \I’trust \ {1/)}
wp — PRED(\IItrusty ¢)
if ¢, # @ A |UNTRUSTEDREG (¢}, ¢)| < k then
short_dist < true
end if
end for
if short_dist then
for all ¢ € Wy, st do
num_low < 0
for a + BEG(¢) to END(¢)) +k — 1 do
if qla] < 0q 1.ow then
num_low < num_low + 1
if num_low = 1 then
if a > BEG(¢)) + k then
\I’trust < \I’trust U {(BEG(¢), a— k)}
end if
else
if a — prev_low > k then
Uirust ¢ Yirust U {(prev_iow + 1,a — k)}
end if
end if
prev_low < a
end if
end for
if num_low > 0 then
if END(¢)) > prev_low + k then
Uirust ¢ Pirust U {(prev_ilow + k, END(¢)))}
end if
else
Uirnst ¢ Perust U {00} > Ponowne wstawienie 1
end if
end for
end if
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Pseudokod 51 Wyznaczanie prawidtowych regionéw odczytu algorytmu REC-
KONER, cd. 2

s54: else if |Uyust| = 1A (BEG(MINREG (Wiyyst)) # 0V END(MAXREG(Wypyst)) #

¢ — k) then
55: 1) < jedyny element zbioru Wy et
56: Uirust < Perust \ {¥} > Usuniecie jedynego elementu
57: num_low < 0
58: for a < BEG(¢) to END(¢)) +k — 1 do
59: if q[a] < HQJ_‘OW then
60: num_low < num_low + 1
61: if num_low = 1 then
62: if a — BEG(Qb) > k 4 Oyn_sonp — 1 then
63: Yirust ¢ Wtrust U {(BEGW), a— k)}
64: end if
65: prev_low < a
66: else
67: if a — prev_low > k + Oyin_sorLip then
68: Uirust ¢ Perust U {(previow + 1,a — k)}
69: end if
70: prev_low < a
71: end if
72: end if
73: end for
74: if Uiust = 0 then
75: Uirust <— Pirust U {0} > Ponowne wstawienie 1)
76: end if
77. end if

> Krok 0.2 — eliminacja krotkich regionéw prawidtowych
78: for all ¥ € Uy, do

79: if ’w‘ = GMN,SOLID then
80: \I/trust — \I]trust \ {w}
81: end if

g2: end for

> Krok 0.3 — eliminacja krétkich regionéw btednych
s83: for all ¥ € Uy, do
84: ¢p — PRED(\Ijtrusta ¢)
85: if ¢, # @ A |UNTRUSTEDREG (¢}, ¢)| < Ovn_ERR then

86: \Iltrust — \I’trust \ {dja wp}

87: thn < (BEG(¢p), END(v))) > Nowy region o wiekszej dhugosci
88: \I’trust — \I’trust ) {wn}

89: end if

o0: end for
> Krok 0.4 nie zostal wykorzystany w algorytmie
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Pseudokod 52 Wyznaczanie prawidtowych regionéw odczytu algorytmu REC-
KONER, cd. 3

> Krok 0.5 — rozszerzanie krétkiego bltednego regionu do konica odczytu

91: if ’\Ijtrust‘ = 2 then

92:
93:
94:
95:
96:
97:
98:
99:
100:
101:
102:
103:
104:
105:
106:
107:

108:
109:
110:
111:
112:
113:
114:
115:
116:
117:
118:
119:
120:
121:
122:
123:
124:
125:
126:

p < MINREG (W rust)
¥ < MAXREG(Uirust)
if BEG(¢)p) =0 then
if [UNTRUSTEDREG(¢p, )| < k then
\Iltrust — ‘lltrust \ {1/}}
end if
else if END(¢)) = ¢ — k then
if [UNTRUSTED(%p,, )| < k then
if 4| > 0, 14 then
if || < 0,14 then
\I/trust — \I/trust \ {pr}
end if
end if
end if
end if

end if

> Krok 0.6 — skracanie prawidlowych regionéw koriczacych sie symbolami
niskiej jakosci
if Uiust # 0 then

for all ¢ € Wy \ {MAXREG(Wy,yst)} do> Skracanie od strony korica 3’
max_adj < min(6yx_apyg, ¥ — 1)
for a < END(v)) downto END(v)) — fyx_apy + 1 do
if gla+k —1] < 0qrow V qla] < 0q ,ow then
END(¢)) - END(¢)) — 1
break
end if
end for
end for
for all 1) € Uy st \ {MINREG(Wyyst)} do> Skracanie od strony korica 5’
max_adj < min(fyx_apy, || — 1)
for a « BEG(¢)) to BEG(v)) + fyx_apy — 1 do
if gla+k—1] < fq row V qla] < fq Low then
BEG(¢) < BEG(¢)) + 1
break
end if
end for
end for
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Pseudokod 53 Wyznaczanie prawidlowych regionéw odczytu algorytmu REC-
KONER, cd. 4

127: ¥ < MAXREG(Wipyst) > Skracanie ostatniego regionu
128: max_adj < min(éyx_apg, [ — 1)

120: for a + END(¢)) downto END(¢)) — fyx_apy + 1 do

130: if q[a + k- 1] < QQ,LOW then

131: END(¢)) <— END(9)) — 1

132: break

133: end if

134: end for

135: 1 MINREG(W¢yst) > Skracanie pierwszego regionu
136: max_adj < min(@yx_aApyg, [¥] — 1)

137: for a + BEG(¢)) to BEG(¢)) + Oyx apy — 1 do

138: if gla+ k — 1] < g Low then

139: BeG(¢) < BEG(¢) + 1

140: break

141: end if

142: end for

143: end if

> Krok 0.7 — detekcja btednych regionéow krétszych od k
144: sh_ns < false > Istnieje btedny region krétszy niz k
145: for all ¢ € Wiyt do
146: p < PRED(Wyrust, )
147: if ¢, # @ A |UNTRUSTED(¢p, )| < k — 1 then
148: sh_ns < true
149: end if
150: end for
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Pseudokod 54 Korekcja regionu w kierunku 5’ algorytmu RECKONER

Wejscie: k, 0 =|t|,t,q

Globalne: s,0;c beg

Globalne: 0y ind; fmx_untrst > Liczniki dwukierunkowe (dekrementowane przy
zaglebianiu i inkrementowane przy powrotach algorytmu)

Globalne: 0,y chek > Licznik jednokierunkowy (tylko dekrementowany)

1: function CORRECT5' (1))

2 s+ () > Pusty ciag korekeji
3: ]._.[ <— @
4 Oreg beg < BEG(1)

> Wyznaczenie limitow

5. Bmxind < Min(OyxanD, [mxIND_RATE - [¥]])

6: Omx_untrst <= [OMX_NON_UNTRST * [¥]]

7: Omx_chek — OMX_CHCK

8: 1+ 0 > Pozycja ciagu korekcji
o: K* + k(t, END(2))) > Nowa sekwencja k-meru
10: for all c € ¥ do

11: if Oy chek = 0 then

12: return II

13: end if

14: Omx_chek <= Omx_chek — 1

15: K*[0] < ¢

16: if TRUSTED(k*) then

17: s; < (n(k*), c, false, false, ©)

18: if END(¢)) = 0 then > Koniec regionu
19: 7 < CREATEPATHEXTENDS' (3, 8, ¢))

20: if 7 # @ then

21: II+ITU{r}

22: end if

23: else

24; IT + CONTINUEY (k*,i + 1, (BEG(¢)), END(¢)) — 1), II)

25: end if

26: end if

27: end for

28: IT + CORRECTH INDEL(k*, 7,1, IT)

29: return II

30: end function
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Pseudokod 55 Korekcja regionu w kierunku 5’ algorytmu RECKONER, cd.

31 function CONTINUES(k, 4, 1, IT)
32: k* < t[END(¥)]k[0, k — 1]
33: low + q[END(¢))] < 0q Low > Czy symbol jest niskiej jakosci

> Sytuacja 1 — k-mer jest zaufany i symbol nie jest niskiej jakosci

34: if —low A TRUSTED(k*) then > Niczego nie modyfikujemy
35: s; < (n(k*), k*[0], false, false, ©)

36: if END(¢)) =0 then

37 if |H‘ > Ovx_pTH then

38: return II

39: end if

40: 7 +— CREATEPATHEXTEND5’ (i, 8, 1))

41: if 7 # & then

42; IT <+ ITU {r}

43: end if

44: else

45: IT < CONTINUES (K%, + 1, (BEG(¢), END(9)) — 1), II)
46: end if

> Sytuacja 2 — k-mer nie jest zaufany lub symbol jest niskiej jakosci
a7: else

48: solid < false > Czy znaleziono zaufany k-mer
49: Y3

50: if —low then

51: Y 2\ {x*[0]} > Nie ma sensu sprawdzaé oryginalnego
52: end if

53: for all c € ¥’ do

54: if emx,chck =0 then

55: return II

56: end if

57: Omx_chek <= Omx_chek — 1

58: K*[0] « ¢
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Pseudokod 56 Korekcja regionu w kierunku 5’ algorytmu RECKONER, cd. 2

60:
61:
62:
63:
64:
65:
66:
67:
68:
69:
70:
71:
72:
73:
74:
75:
76:
77
78:

79:
80:
81:
82:
83:
84:
85:
86:
87:
88:
89:
90:
91:
92:
93:
94:
95:
96:
97:
98:
99:
100:

> Sytuacja 2.1 — znaleziono zaufany k-mer
if TRUSTED(k*) then
solid < true
s; < (n(Kk*), c, false, false, ©)
if END(¢)) = 0 then
if ’H‘ > Oyix_pra then
return II
end if
7 < CREATEPATHEXTENDS’ (1, 8, 1))
if = & then
CHECK5'INDEL(Z, 9, true)
else
I+ ITU{r}
end if
else
IT < CONTINUEY (k*,i + 1, (BEG(¢)), END(¢)) — 1), IT)
CHECK5'INDEL(i, 1), false)
end if
IT + CORRECTH INDEL(k*, i, ), IT)
end if
end for

> Sytuacja 2.2 — nie znaleziono zaufanego k-mer
if —solid then
if Onx untrst > 0 then
#"[0] <= ¢[END(¢))]
s; < (0,K"[0], false, false, ©)
if END(¢)) =0 then
if ’H| > Ovx prH then
return IT
end if
7 < CREATEPATHEXTENDS’ (i, 8, 1))
if T =2 then
CHECK5'INDEL(%, 9, true)
else
I+ ITU{r}
end if
else
IT < CONTINUES' (k*,7 + 1, (BEG(¢)), END(¢)) — 1), IT)
CHECK5'INDEL(i, 1), false)
end if
end if
end if

end if

return I1

101: end function
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Pseudokod 57 Detekcja i korekcja bltedéw typu indel w kierunku 5’ algorytmu
RECKONER

Globalne: s, 0.« ind

1:
2
3
4:
5
6

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:

20:
21:
22:
23:
24:
25:

26:
27:
28:

procedure CHECK5Y' INDEL(i, v, last)

if 04 ing = 0 then

return
end if
On_exp.inda < Liczba elementéw sg, 51, .. .,5;, dla ktérych exp_ind = true
curr_pos < END(v)) > Pozycja aktualnego symbolu

> Sytuacja 1 — koniec krotkiego regionu, sprawdzenie wszystkich pozycji
if last A7+ 1 < OMX_CHCKIND_UNTRST then
mods < 0
indel_pos < 0
for j < ¢ downto 0 do
if INS(s;) V DEL(s;) then

break > Przerwanie, ale nie wykluczenie btedu indel
end if
if MoD(s;) # t[curr_pos + i — j] then > Byta modyfikacja

mods < mods + 1
indel_pos < j
end if
end for

if mods > |'QMX,CHCK,IND,UNTRST'(iJFl)"I then
i OMX_CHCK_IND_POS

for j < ¢ downto indel_pos do
EXP_INDEL(s;) < true > Potencjalny btad indel
end for
end if
return

end if

> Sytuacja 2 — sprawdzanie ograniczonej liczby pozycji
if 0, cxp.ina > 0 then
return

end if
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Pseudokod 58 Detekcja i korekcja bltedéw typu indel w kierunku 5 algorytmu
RECKONER, cd.

29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:
43:
44:
45:
46:

if i +1 > Ovx_cHOKIND_UNTRST then
max_check < min(7, yrx_cHCK IND_POS) > Sprawdzanych pozycji

mods < 0
indel_pos <+ 0
for j < ¢ downto ¢ — max_check do
if INS(s;) V DEL(s;) then
break > Przerwanie, ale nie wykluczenie bledu indel
end if
if MoD(s;) # t[curr_pos + i — j] then
mods < mods + 1
indel_pos < j
end if
end for
if mods > Ovix_cuck IND_.UNTRST then
EXP_INDEL(Sindel pos) < true > Potencjalny btad indel
end if
end if

return

47: end procedure

. function CORRECTS' INDEL(k, 4, ¢, IT)

if “EXP_INDEL(s;) then

return IT
end if
EXP_INDEL(s;) « false
if 01 ing = 0 then

return IT
end if
if i >0A (INS(Ei_l) V DEL(ﬁi_l)) then

return II
end if
emx,ind <~ me,ind -1

> Ponizsze dwa zakresy obejmuja tylko pozycje ciagu, ktore istniejg

was_del <= wérdd s;_g,,\ ;np.pisrs - - - > 5i—2,5i—1 jest taki, ze del = true

was_ins < wsrod $;_0yn nppiso - - -+ 9i—2, 5i—1 jest taki, Ze ins = true
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Pseudokod 59 Detekcja i korekcja bltedéw typu indel w kierunku 5’ algorytmu
RECKONER, cd. 2

62: if —was_del then
> Nie sprawdzamy zaufania k-meru ani liczebnosci
63: s; + (2, [END(v))], true, false, ©)
64: if END(¢)) =0 then
65: if |H‘ > Ovx_pTH then
66: s; + (2,9, false, false, ©)
67: return II
68: end if
69: 7 <— CREATEPATHEXTEND5 (4, 5, 1)
70: if m # @ then
71: II—TIU{r}
72: end if
73: else
74: if 0« chek = 0 then
75: s; + (2,9, false, false, ©)
76: return IT
7 end if
78: Omx_chek <= Omx_chek — 1
79: K* + k[l k — 1]
80: IT < CONTINUEY (k*,i + 1, (BEG(%), END(¢)) — 1), II)
81: s; + (9,9, false, false, ©)
82: end if
83: end if
84: if —was_ins then
85: K K > Nowa sekwencja k-meru
86: for all c€ ¥ do
87: if 0 chek = 0 then
88: s; + (9,9, false, false, ©)
89: return II
90: end if
91: Omx_chek ¢ Omx_chek — 1
92: K[k —1] < ¢
03: if TRUSTED(x*) then
94: s; < (n(K*), c, false, true, ©)
95: IT + CONTINUEY (k*,i + 1,1, II) > Nie modyfikujemy 1)
96: end if
97: end for
98: s; + (2, 0, false, false, ©)
99: end if
100: Omx ind < Omx.ing + 1
101: return II

102: end function
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Pseudokod 60 Tworzenie Sciezki i rozszerzanie poczatkowego regionu w kierun-
ku 5 algorytmu RECKONER

Wejscie: Oreg beg, K, 9.t

1:
2
3
4
5:
6
7
8
9

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22:

function CREATEPATHEXTENDS' (i, 5,1))

pos < Hreg,beg

() > Pusta Sciezka
PATHQUAL(7) < 0 > Suma liczebnosci wazonych k-meréw
PATHPROB(7) «+ 1 > Iloczyn prawdopodobienstw bledéw
Ian+0 > Zmiana dlugoéci odczytu

for j < 0to ¢ do
if INS(s;) then
7 < m(pos, &, true, false) > Dolaczenie krotki do ciggu
In + bp — 1
PATHPROB(7) < PATHPROB(7) - 0iND_PROB
else if DEL(s;) then
7 < m(pos + 1, MoD(s;), false, true)
In A +1
PATHPROB(W) — PATHPROB(ﬂ') - OIND_PROB
else if MoD(s;) # t[pos| then > Substytucja
7+ m(pos, MoD(s;), false, false)
PATHPROB(7) < PATHPROB(7) - p(q[pos])
end if
if —INS(s;) then
PATHQUAL(7) <= PATHQUAL(7) + QUAL(s; - fcov WEIGHT)
end if
if “DEL(s;) then
pos < pos — 1
end if
end for
PATHWGHTSUM(TF) — (Z +1-— ZA) - 0covV_ WEIGHT
return EXTENDY (7, {a, )

20: end function
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Pseudokod 61 Tworzenie $ciezki i rozszerzanie poczatkowego regionu w kierun-

ku 5 algorytmu RECKONER, cd.
30: function EXTENDS (7, /a)

31: Nmod <— ||
32: if npoq = 0 then
33: return 7w
34: end if
> Wyznaczenie ostatniej zmodyfikowanej pozycji w regionie
35: Ofirst_mod < POS(?Tand_l)
36: if Glastfmod > k — 1 then
37: return 7w
38: else > Wyznaczenie liczby rozszerzajacych pozycji
39: if Olast mod = k — Oux g — 1 then
40: Oext < K — Dlast mod — 1
41: else
42: Oext < OMX_E
43: end if
44: t* < AppPLY(v,T)
45: 0 ||
46: K* <= DKpuumy (t°, —1)
47: succ < false
48: Omx_untrst < [OMX_NON_UNTRST * Oext |
49: Nmax_ext <— 0 > Maksymalna liczebno$¢ pierwszego rozszerzajacego
k-meru
50: for all c € ¥ do
51: K*[0] < ¢
52: solid <— TRUSTED(k")
53: if solid V Oy untrst > 0 then
54: Tmax_ext < maX(nmax,extv 77(/‘3*))
55: if Oot = 1 then
56: if solid then
57: succ <— true
58: end if
59: else if —succ then
60: if solid then
61: succ < CONTEXTENDS’ (fext, 1, Omx_untrst, )
62: else
63: succ < CONTEXTENDS’ (fext, 1, Omx_untrst — 1, £*)
64: end if
65: end if
66: end if

67: end for
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Pseudokod 62 Tworzenie Sciezki i rozszerzanie poczatkowego regionu w kierun-
ku 5 algorytmu RECKONER, cd. 2

68: if succ then

69: PATHQUAL(T) < PATHQUAL(T) + Nmax_ext * OEXT_WEIGHT
70: PATHWGHTSUM(7) <~ PATHWGHTSUM(7) + OpxT WEIGHT
71: return 7

72: else

73: return g

74: end if

75: end if

76: end function

77 function CONTEXTENDS' (fext, @, Omx_untrst, £*)

78: K* + @Kk*[0,k — 2]

79: for all c € ¥ do

80: K*[0] « ¢

81: solid - TRUSTED(x")

82: if solid V Omx untrst > 0 then

83: if a +1 = 0. then

84: return true

85: else

86: if solid then

87: succ <~ CONTEXTENDS (fext, @ + 1, Ox_untrst, £°[0, & — 2])
88: else

89: succ <~ CONTEXTENDS' (Qext, ¢+ 1, Omx_untrst — 1, £*[0, k—2])
90: end if

91: if succ then

92: return true

93: end if

94: end if

95: end if

96: end for

97: return false

98: end function







Dodatek B

Szczegotowe informacje o
eksperymentach

B.1 Algorytmy i otoczenie sprzetowe

B.1.1 Wersje algorytméw

W tabeli B.1 przedstawiono testowane algorytmy korekcji. W tabeli B.2 przed-
stawiono pomocnicze narzedzia i algorytmy wykorzystane do przeprowadzenia
eksperymentéow. W jej pierwszej czesci zostaly zamieszczone algorytmy, ktére
podlegaty testom wydajnosciowym.

B.1.2 Serwer obliczeniowy

W tabeli B.3 przedstawiono specyfikacje serwera wykorzystanego w eksperymen-
tach.

B.2 Wywotanie algorytméw

W niniejszym podrozdziale przedstawiono sposéb wywotania wszystkich narzedzi
wykorzystanych w eksperymentach.

B.2.1 Algorytmy korekcji

Znaczenie poszczegblnych wartosci:
e <alfa> — prawdopodobienstwo p, wyboru k-meru (Lighter),

o <fastq.we>, <fastqwel>, <fastq we2> — pliki wejsciowe FASTQ (odpo-

wiednio: plik odezytéw niesparowanych, pliki odczytéw sparowanych),
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o <fastq.wy> — plik wyjsciowy FASTQ (plik odczytéw niesparowanych),
o <fastq.wy_pref> — prefiks plikéw wyjsciowych (BLESS),

o <genom> — plik genomu referencyjnego FASTA,

e <k> — dlugosc¢ oligomeru,

e <kmerow> — liczba k-meréw w odczytach wejsciowych,

e <nazwa> — nazwa eksperymentu,

e <obciecie> — prog obciecia,

o <pamiec> — limit pamieci (250 — Karect),

o <ploidia> — ploidia (haploid albo diploid, odpowiednio dla haploidal-
nych oraz diploidalnych — Karect),

o <sam_we> — plik wejsciowy SAM (uprzednio zmapowane odczyty — SAM-
DUDE),

o <sam wy> — plik wyjsciowy SAM (SAMDUDE),

o <watkow> — liczba watkéw (48 lub mniej w przypadku analizy skalowalno-
sci).

W przypadku korekeji odezytéw symulowanych (niesparowanych) implemen-
tacje, jesli nie zaznaczono inaczej, uruchamiano analogicznie, przekazujac tylko
jeden plik wejsciowy.

RECKONER

Odczyty symulowane oraz rzeczywiste dla detekcji wariantéw:

reckoner -kmerlength <k> -threads <watkow> <fastq.wel> <fastq-we2>

Pozostate odczyty rzeczywiste:

reckoner -longkmer -kmerlength <k> -threads <watkow> <fastq_wel> <fastq-we2>

Musket

musket -k <k> <kmerow> -p <watkow> -inorder -omulti <nazwa> <fastq.wel>
<fastq.-we2>

RACER

RACER_Linux_parallel <fastq.we> <fastq.wy> <genom>
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BLESS

Odczyty rzeczywiste:

bless -kmerlength <k> -readl <fastq-wel> -read2 <fastq-we2> -smpthread
<watkow> -prefix <fastq-wy_pref> -gzip -max_mem 8

Odczyty symulowane:

bless -kmerlength <k> -readl <fastq-wel> -read2 <fastq.-we2> -smpthread
<watkow> -prefix <fastq.wy_pref> -gzip -maxmem 8 -notrim

Fiona

fiona -nt <watkow> -g <genom> <fastq.we> <fastq-wy>

Blue

mono Tessel.exe -k <k> -g <genom> -t <watkow> -f fastq -tmp . <nazwa>
<fastq.wel> <fastq._we2>

mono GenerateMerPairs.exe -t <watkow> <nazwa>.cbt <fastq.wel> <fastq_we2>
mono Blue.exe -m <obciecie> -t <watkow> -r o -o . —-f fastq <nazwa>.cbt
<fastq.wel> <fastq.we2>

Lighter

lighter -r <fastq.wel> -r <fastq.we2> -k <k> <genom> <alfa> -t <watkow>

BFC

bfc -s <genom> -t <watkow> <fastq.we> > <fastq.wy>

Karect

karect -correct -threads=<watkow>-memory=<pamiec> -celltype=<ploidia>

-matchtype=hamming -inputfile=<fastq_wel> -inputfile=<fastq.wel>

SAMDUDE

python3 run_denoiser.py <sam_we> <sam_wy>

B.2.2 Asemblacja i mapowanie

Zmaczenie poszczegblnych wartosci:
e <fasta> — wyjsciowy plik kontigdéw,

o <fastq.wel>, <fastq.we2> — pliki wejsciowe FASTQ (pliki odczytéw spa-

rowanych),
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e <nazwa> — nazwa eksperymentu,

e <pamiec> — limit pamieci (250 — Minia),

e <ref> — plik genomu referencyjnego,

e <sam> — wyjsciowy plik zmapowanych odczytoéw,

o <watkow> — liczba watkow (48).

BWA — jednokrotne indeksowanie genomu

bwa index <ref>

BWA — mapowanie

bwa mem -t <watkow> -M <ref> <fastq.wel> <fastq.we2> > <sam>

Minia

minia -in <fastq.wel> -in <fastq.we2> -max-memory <pamiec> -out <fasta>

Quast

python quast.py <fasta> -o <nazwa> -R <ref> --threads <watkow>

B.2.3 Detekcja wariantéw

Znaczenie poszczegdlnych wartosci:
e <bam> — posortowany plik zmapowanych odczytdéw,
o <bam dir> — katalog pomocniczy (Strelka),
e <bam_raw> — nieposortowany plik zmapowanych odczytéw,
o <bed> — plik regionéw wysokiej pewnosci (BED),

o <fastq.wel>, <fastq.we2> — pliki wejéciowe FASTQ (pliki odczytéw spa-
rowanych),

o <gt_vct> — plik prawdy podstawowej,

e <nazwa> — nazwa eksperymentu,

e <ref>— genom referencyjny,

e <sam> — wyjsciowy plik zmapowanych odczytow,

o <watkow> — liczba watkéw (48).
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BWA — jednokrotne indeksowanie genomu

bwa index <ref>

Detekcja wariantow

bwa mem -t <watkow> -M <ref> <fastq.wel> <fastq.we2> > <sam>

samtools view -Q@ <watkow> -b <sam> > <bam_raw>

samtools sort -Q@ <watkow> <bam_raw> > <bam>

samtools index <bam>

python configureStrelkaGermlineWorkflow.py --bam <bam> --ref <ref> --runDir
<bam_dir> python <bam dir>/runWorkflow.py -m local -j <watkow>

hap.py

python hap.py <gt_vcf> <nazwa>.vcf.gz -o <nazwa>.happy.nist -r <ref>

hap.py — z zestawem regionéw wysokiej pewnosci

python hap.py <gt_vcf> <nazwa>.vcf.gz -f <bed> -o <nazwa>.happy.nist
-r <ref>

Syndip

run-flt -o <nazwa> <nazwa>.vcf run-eval -g 38 <nazwa>.flt.vcf.gz | sh

B.2.4 Pozostate algorytmy i narzedzia

Zmnaczenie poszczegdlnych wartodci:

<dlugosc> — dlugosé¢ odczytow,
e <fastq.we> — wzorcowy dla profilu plik odczytow,
o <fastq.wy> — plik odczytéw symulowanych,

o <fastq.wyl>, <fastq.-wy2> — pliki odczytow sparowanych FASTQ uzyska-
ne z odczytéw pliku <sam>,

e <katalog> — katalog, ktorego wielkos¢ podlegata pomiarom,
e <nazwa> — nazwa profilu,
e <liczba_odczytow> — liczba odczytéow do wygenerowania,

e <plik>— plik FASTQ lub SAM, wykorzystany w algorytmie poddawanym
pomiarowi czasu obliczen,
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e <polecenie_parametry> — polecenie uruchamiajace narzedzie podlegajaca
pomiarom, wraz z jego wlasnymi parametrami,

e <ref> — genom referencyjny,
e <sam> — plik SAM, z ktorego nastepuje wyodrebnienie odczytéw,
o <wy> — plik wyjsciowy,

e <wyylaczenia> — plik tekstowy zawierajacy list¢ nazw plikow niepodlega-
jacych analizie (wszystkie pliki wejSciowe i wyjsciowe implementacji algo-
rytmu).

ART — wyznaczanie profili btedéw

Narzedzie wykorzystywane do generacji odczytéw symulowanych. art_profiler_illumina
<fastq.we> <nazwa> fastq

ART — symulacja odczytéw

art_illumina -sam -1 <nazwa> -1 <dlugosc> -1 <ref> -c <liczba_odczytow>
-o <fastq.wy> -rs O -na

du

Narzedzie wykorzystywane do pomiaru zapotrzebowania implementacji na prze-
strzen dyskows.

du --max-depth=1 -b --exclude-from=<wylaczenia> <katalog> | cut -fl
>> <wy>

GNU time
Narzedzie wykorzystywane do pomiaru zapotrzebowania implementacji na pa-
miec oraz do pomiaru czasu obliczen. time -v -o <wy> <polecenie_parametry>

vmtouch

Narzedzie wykorzystywane przed kazdym wykonaniem korekcji, asemblacji lub
mapowania dla kazdego pliku wejSciowego.
vmtouch -fe <plik>

SAMtools

Narzedzie wykorzystane w celu wyodrebnienia zmapowanych odczytéw do plikdw
FASTQ.
samtools fastq <sam> -1 <fastq.wyl> -2 <fastq.wy2>
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B.3 Pozostate wykorzystane dane

W tabeli B.4 przedstawiono numery dostepowe sekwencji wchodzacych w sktad
poszczegdlnych genoméw referencyjnych. Dane zostaly uzyskane z bazy Genome
NCBI [6]. Nagtéwki pliku FAST genomu A. thaliana zostaly zmodyfikowane po-
przez oznaczenie ich kolejnymi liczbami naturalnymi w celu zachowania zgodnosci
z oznaczeniem nagltéowkéw w pliku prawdy podstawowe;.

Tabela B.4: Genomy referencyjne; MT — DNA mitochondrialne, Pltd — DNA
plastydu

Chromosom Numer dostepowy | Chromosom Numer dostepowy

sekwencji sekwencji

P. syringae C. vulgaris
- GCF_000585725.1 | 1 GCA_008119945.1
S. cerevisiae
1 NC_001133.9 10 NC_001142.9
2 NC_001134.8 11 NC_001143.9
3 NC_001135.5 12 NC_001144.5
4 NC_001136.10 13 NC_001145.3
5 NC_001137.3 14 NC_001146.8
6 NC_001138.5 15 NC_001147.6
7 NC_001139.9 16 NC_001148.4
8 NC_001140.6 MT NC_001224.1
9 NC_001141.2
C. elegans
1 NC_003279.8 5 NC_003283.11
2 NC_003280.10 10 NC_003284.9
3 NC_003281.10 MT NC_001328.1
4 NC_003282.8
A. thaliana

NC_003070.9 4 NC_003075.7
2 NC_003071.7 5 NC_003076.8
3 NC_003074.8

M. acuminata

1 NC_025202.1 7 NC_025208.1
2 NC_025203.1 8 NC_025209.1
3 NC_025204.1 9 NC_025210.1
4 NC_025205.1 10 NC_025211.1
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5 NC_025206.1 11 NC_025212.1
6 NC_025207.1
Z. mays

1 NC_024459.2 7 NC_024465.2
2 NC_024460.2 8 NC_024466.2
3 NC_024461.2 9 NC_024467.2
4 NC_024462.2 10 NC_024468.2
5 NC_024463.2 MT NC_007982.1
6 NC_024464.2 Pltd NC_001666.2

H. sapiens
1 NC_000001.11 14 NC_000014.9
2 NC_000002.12 15 NC_000015.10
3 NC_000003.12 16 NC_000016.10
4 NC_000004.12 17 NC_000017.11
) NC_000005.10 18 NC_000018.10
6 NC_000006.12 19 NC_000019.10
7 NC_000007.14 20 NC_000020.11
8 NC_000008.11 21 NC_000021.9
9 NC_000009.12 22 NC_000022.11
10 NC_000010.11 X NC_000023.11
11 NC_000011.10 Y NC_000024.10
12 NC_000012.12 MT NC_012920.1
13 NC_000013.11

W tabeli B.5 przedstawiono zestawy odczytow rzeczywistych, wykorzystanych
w eksperymentach bezposrednio lub jako zestawy pochodne.

W tabeli B.6 przedstawiono zestawy pochodne odczytdéw rzeczywistych, be-
dacych podzbiorami zestawow lub polaczeniem zestawéw w tabeli B.5.

W tabeli B.7 przedstawiono zestawy odczytow rzeczywistych, wykorzystanych
do uzyskania profili btedéw na potrzeby generacji odczytéw symulowanych.

W tabelach B.8 oraz B.9 przedstawiono wtasnosci zestawdéw odczytéw symu-
lowane uproszczong metoda Quake oraz narzedziem ART.

W tabelach B.10 oraz B.11 przedstawiono adresy dostepowe do rzeczywistych
zestawéw odczytow.

W tabeli B.12 przedstawiono zestawy prawdy podstawowej (ground truth),
wykorzystane w celu oceny detekcji wariantéw wraz z ich adresami dostepowymi.
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B.4 Wartosci parametréow algorytmoéow korekcji

W niniejszym podrozdziale przedstawiono wszystkie parametry, ktére zostaly
przekazane do algorytmoéw korekcji w celu uzyskania najlepszych wynikéw.

W tabeli B.13 przedstawiono parametry zalezne od genomu Zrédtowego odczy-
t6w, ktore nie ulegaly zmianie wraz z rodzajem odczytéw (tzn. odczyty rzeczywi-
ste, symulowane), ich wlasnosciami ani dalszym zastosowaniem (tzn. asemblacja,
mapowanie, detekcja wariantéw).

B.4.1 Odczyty symulowane — metoda Quake

W tabelach B.14-B.16 przedstawiono wartosci parametréw algorytméw korekeji,
wykorzystane w celu korekcji odczytéw symulowanych narzedziem Quake.

B.4.2 Odczyty symulowane — metoda ART

W tabelach B.17-B.19 przedstawiono wartosci parametréw algorytméw korekeji,
wykorzystane w celu korekcji odezytéw symulowanych narzedziem ART.

B.4.3 Odczyty rzeczywiste — asemblacja i mapowanie

W tabeli B.20 przedstawiono parametry algorytmoéw korekcji, wykorzystane w ce-
lu korekcji odczytéw rzeczywistych, gdzie miarg jakosci byt wplyw odpowiednio
na asemblacje de novo.

B.4.4 Odczyty rzeczywiste — detekcja wariantow

W tabeli B.21 przedstawiono parametry algorytmoéw korekcji, wykorzystane w ce-
lu korekcji odczytéw rzeczywistych, gdzie miarg jakosci byl wplyw na detekcje
wariantow.



2

DODATEK B. SZCZEGOLOWE INFORMACJE O EKSPERYMENTACH

338

AANANYS /UFreueIT /wod *qnyuats//:sdaay "1 gT0g ®lew g erup z elsiom AANANVS

108IBY /WETTRUTWR,/W0D "qnya13//:sday 01 1001y
°3q/gut/wod qnyats//:sdaay [8TI UoIsIoA “W-D ¢ odd
sesesTal/I93Y3TT/TSTINOW/Wod " qnyat3//:sdaiy 11 IoY3r]
/SeTTF/oTTqnd/ne  01Ts0 SOTJRWIOJUTOTq//:sdaay 1T anyg
uebes /uebes /woo " qnuatd//:sdaqy 0%z RUOTL ]
/MAOVY/STTT. /B0 omn  pso mmn//:sdaqy — HIOVY

way - oSedsmwol /qeu - 0310F90In0s * 1oxsnu/ / : d3ay 11 JONSIA
/SeT1J/oe-sseTq/s10eloxd/qeu 8810 80an0s//:sd1qy c0'1 SSHTI
YANOYOHY/0Tq-UsexFeL/wod "qnyits//:sdiy 0'¢c HINOMDOHY
Ofpo17, e[SIOM wAI0S[Y

1[oxo10y Mow)A103[e ofSIOAN T°( ®[PqR],


https://github.com/refresh-bio/RECKONER
https://sourceforge.net/projects/bless-ec/files/
http://musket.sourceforge.net/homepage.htm
https://www.csd.uwo.ca/~ilie/RACER/
https://github.com/seqan/seqan
https://bioinformatics.csiro.au/public/files/
https://github.com/mourisl/Lighter/releases
https://github.com/lh3/bfc
https://github.com/aminallam/karect
https://github.com/irenatfh/SAMDUDE

339

2

B.4. WARTOSCI PARAMETROW ALGORYTMOW KOREKCJI

2

Z

o3oul£oerodo nurasAs tuzodi

yonojwa /yseiLoy/mwod qnyatd//:sdaqy 0'¢T -pod ®odrwed oruezpbziey ONoYWA
TeAS—[{HD/EUT/Wod "qnyuat3d//:sdaay 70 MOJURLIRM BUDO() J-Uni zeio dIpudg
SoseoTol/BYToI1S /RUTUMTTI /WO "qnUaTs//:sd1ay §9 9RX 9S0JUdd ‘G'6'C mojuerrem eloxaja(g LI CRUIN
STOOJWES /STOO0UWeS /Wod " qnuaT3//:sd1q4Y 61 INVS MoxId oTuezIemiozr S[OOYINV'S
saTtI/3senb/sqoeload/qeu-e810F001M0s//:sd1ay z0¢ toeiquusse vued() jsenty)
ueIqe(] Wnrio}fzodar ¢'ce ¢ uoylAJ eAzd[ oSIMOpOIg ¢ uoIAg
URIQa(] WNLIO}AZodol e LT uoyIAJ eqAzdl oxwfso@ohw uoyIAg
SSHTd
g 14a/tdwo/exenqJos /310" tdu-usedo mmm//:sdyqy 2’81 Agezmod eu  eydl0IqIg IdINuedO
onfg
URIQe(] WNLIO}AZodol 29T OMOTUSTWIOYOILIN OSIMOPOIS OUOTN
soseoTox/Ad dey/eutum T /wod " qnyatd//:sdaqy 60 MmojuerIem mq@omw Ad-dey
UOZOI[qO SBZd ZRIO Jdrured
uRIqa(] WnLIo}Azodal LT eu eruemoqozijodez Ieruog awi) NH
810 nud-003//:sd1qy 0¢L +40 eqAzd( 10yeridmoy] ++5
(SSATe eloeqduosy)
uerqo(] wnriojAzodor 6% ++DO  edAzd[ I10jeridwioy] ++5
uRIQa(] WNLI0}Azodal 9seoPI-(T)ZT' 7'y  OMOIUSIWOYDILIN OYSIMOPOIG yseq
WJO ' XepuT/qIe/SOT1STIRIS0Tq/0IBMNLJOS/ i
S9DIN0SSI/YDIedSaI/A03 YTU syaTu MMM/ /:sdqay 8'4C 291470po elovmudg LaVv
wsoulpphim 21z0uD 20DIDb2)POdatu DIZPIZADN
BTUTW/LyH,/Wod " qnuatd//:sdaiy v'ee rloR[qUIDSY RTUTIA]
GT "L 0A/Sea/sesesTel/eng/gyUT/Wod qnuats//:sdaqy OFTTI-GT L0 M014ZOpo orurmodely vAg
wsoulvplim 21z1vUD 20DIDb)pod (fiwgfiiob)n) DIZPdzADN
OfpoIZ, R[STOAN OIUBMOSO)SRY, a1ZpdzIeN

yo301[qIq T 1ZpdzIeu ‘mounjL103[e yoAzorudowod alsIop) g B[PqR],


https://github.com/lh3/bwa/releases/tag/v0.7.15
https://github.com/GATB/minia
https://www.niehs.nih.gov/research/resources/software/biostatistics/art/index.cfm
https://www.niehs.nih.gov/research/resources/software/biostatistics/art/index.cfm
https://gcc.gnu.org
https://github.com/Illumina/hap.py/releases
https://www.open-mpi.org/software/ompi/v1.8
https://sourceforge.net/projects/quast/files
https://github.com/samtools/samtools
https://github.com/Illumina/strelka/releases
https://github.com/lh3/CHM-eval
https://github.com/hoytech/vmtouch

2

DODATEK B. SZCZEGOLOWE INFORMACJE O EKSPERYMENTACH

340

Hq-v9 1°¢°6 Uelqo( xnulg
qd3949¢
az1s drs 1oeingyuoy m G-([[VY ZIowew tmojdzids m auozokiod ‘sdqn) 9

SVS sloymoyur ‘g9 euzodrpod drured ‘widippgl ‘LT AAH X 9
AuerwrdAm oAy

Aulforrodo woysAg

BMOSRUW JATWRJ

-1ed vUOZORIAM ‘(gIN) 1Gg Yo oSaulddeiedo nwaysAs nyroder "Sm) gr) 9Gg VY
Apzey TUozZpl YoAMONIBMNMD ZT ZHY) €7 ‘CA 0L9Z-GH U0 [PW] X g A10s9001g
JSOLIRAN IjowRIR ]

RIOMIDS 030URISAZIONAM emourerdord 1 emo1dzids vovINSyuoy] ¢ ¢ BPYR],



341

2

2

Z

B.4. WARTOSCI PARAMETROW ALGORYTMOW KOREKCJI

“euozi[qAzid 3saf GT BUMOI 9SOHOG3ED),

nojrerrem oy g o], X bogtH zd TGT PIU6Z0T  96LIFETHYUA suardvs ‘[] GG GH
moyurerrem RO}219(] a1 000g baSTH zd 101 u[u ey IS IARREIC] suaudvs “fr vH
oruemodewr ‘elorjquuose
‘mourerrem eON219(] qr 000g baSTH zd 101 [ 9°Ggy 9zEVLTIYH suaudvs " ¢H
oruemodewr ‘elorjquuose
‘mourerem eOX219(] a1 000g boSTH zd 101 [ 6 1€y HES AR REICH suaudvs “f cH
oruemodewr ‘elorjquuose
‘mojurerrem RO} 91 000Z baSTH zd 101 i WA%Y g8 ZARREICH suoudvs [ ,GT TH
nmojrerrem o9 18T 000¢ PasSTH zd 10T UW9'eTg  PELGYETUYUS DUDYDY} Y v
orwemodeur “eldejquiosy 762 0009 bageaoN zd 161 gy, LTL8LYEYYS stbma ) IA
orresodeur “eld>e[quiosy 90T bogrN  zdgpg otupels  W[WLLG'T  T6TETTTYYS avbupifis g Id
yofiupoyood momvysaz viuvysfizn op suvjsfizioyfim fimvysay
orwemodeur “eldejquiosy 9 000¢ PoSTH zd 001 Pl H10T EIGGLSTHYS sfivw -z |/
X][ I0ZA]
QQ@SOQ@E ﬁdﬁojﬂﬁawmaﬂ 91 -euy QWIouU9aY) zd 0T jogjees wﬁﬁhw QORTOTHYHH vivuLwnID “J\I TN
orresodeur “eld>e[quasy LS 000¢ baSTH zd 10T gL LG 9eLEVSUYTS sunbaga ) D
orwemodew “eldejquiosy ¥ 000¢ PaSTH zd 00T U LLLY PGeeradd 21182490 °g IS
M[OS N}AZOPO MOYAZIPO nddjsop
OTUR)SAZIONAN,  9SO0Y0QdID) JI0)RUOMI[OG 25081} RqZOT] Jown N wZIuesi( PI

orjuomATodsyo M dURISAZIONAM MOIAZOPO AMRISOZ 9)SIMAZOOZY G R[O(R],



2

DODATEK B. SZCZEGOLOWE INFORMACJE O EKSPERYMENTACH

342

mojuerrem eloyejo( 7 uo], X boagig zd 16T ugu ¢ 1HR OGLIFSTIYH  suawdvs [y GV GH

moguerrem eloxpge (g 0€ o], X boSTH zd 16T umei09s 96LIVETYYH  suawdvs ‘g 0€ ¢H
mojuerrem eloyaga(g a1 udT, X bosTH zd 16T UW 08  96LIVETHYH — suawdvs 'H ST SH
LTEV LT
9zEYLTIYA
GEVLTHYA
mojuerrem elosplaq 29 000Z PagSTH zd 10T PIWRTL T VoEVLIYYd  suardvs ' 0977 TH
9zEVLTHYH
orwemodewr ‘eloejquuose CTEPLTY YA
‘mojurerrem eldoxae(g Ly 000g bagtH zd 101 PIWG0g T VeeEyLTaYd  suedvs 'H Gy ¢-TH
GZEVLTHYH
mojuerrem eloxage (g ¢ 000Z bagSTH zd 101 uquI 68 VoEVLIYYd  suardvs f 0£°¢-TH
moguerTem eloxpe (g 00T 000Z PasSTH zd 10T uqur QYT VOLGT6TYYS puvypyl 'Y 00T TV
mojuerrem eloyage(g 06 000Z PasSTH zd 10T uu g 901 VGLGTETHYS  punyvy) 'y 06 TV
mojueLrem eoyp3a(q 08 000g baStH zd 101 u[u 1§56 VGLGT6TYYS  puvyny) 'y 08TV
amogjuerrem elosplaq 0L 000Z PagSTH zd 10T u[u 19°g8 VGLGY6THYS  puvyny} "y 0L TV
mojuerrem eloyp3a(q 09 000g bastH zd 101 upu 7840 VGLGT6TYYS  puvyny) 'y 09TV
mogurerrem elosplaq 0% 000Z PasSTH zd 10T ugu 10°65 PGLGTETHYS  punyvy) 'y 05TV
mojuerrem eloxpga (g oV 000Z bastH zd 101 upu gLy VGLGTVETHYS  pupyvy] 'y oV 1V
mojuerrem elosplaq 0¢ 000g bagtH zd 10T u[u [H°GE VGLGV6TYYS  pupyny] "y 08TV
mojuerrem eloxpa g 0% 000Z bagSTH zd 101 um 9°ey PGLGTETHYS  punyvy] 'y 01V
mojurerrem elosplaq 01 000Z bagtH zd 10T uqu R T VGLGV6TYYS  pupynyl 'y 01TV
oruremoder “e(de[quIdsy 09 0009 bageaoN zd 16T u[u 66y 1 L118.7694S  swmvbna -5 09 TA
oruemodeur ‘elyejquiosy 09 bagrNy  zd gQpg otupals U LLG'T C6T61ITTYYS ovburifis g 09 1d
“M[OS Nn}AZopo MOJAZOPO nddjsop
OTUR)SAZIONAAN  2S00QdIY) I0}RUOMI[OG 2508N}(] ©qZOI] Azowmn N wzIuesIO) PI

yotu z ogoupasl moyAzopo turerorqzpod
oAORPAdQ qn[ ¢'¢ Ioge) M MOMBISOZ eIUZORIOd Z QURNSAZIL MO}AZOPO AMISOZ 9)SIMAZIOZI — oupoydod Ame)soy :9°¢q e[P(e],



343

2

B.4. WARTOSCI PARAMETROW ALGORYTMOW KOREKCJI

2

Z

%SV~ %Iy  2dIgT  WWLT'S 09L0S94YS 7id

%S~ %P’ 2dO0T  UWZY'EE 06£5904YS e1d

%C ~ %VS'T zd(0GT ~ WWIR'EE 8L1¢08THYS ¢ld

%G~ %c0'c  zd0o0T UMW IE0T 8GTTE0YHA Tid
NAZOPo  MOIAZOPO nddjsop

weetig Jososny(  eqzor] Apwmny  IoyeqyAjuopy

Ied z

£3A70po ozsmiord oTuZORIAM OUOIUPA[SZMN :MOPIfQ TJOId BIURHSAZI OP OUBISAZIONAM MOIAZOPO AMRISOZ 9ISIMAZIOZY ) ' ©[PJR],



2

DODATEK B. SZCZEGOLOWE INFORMACJE O EKSPERYMENTACH

344

vid zdTGT  U[WHERT  09ATSTT TIN ¢id zd(0GT UM 9FRT  09J0STT TIN 09
vid zdTGT  UwWAT6  0EdISTT TIN ¢id zdO0GT  UIE’E6  0€dOSTT TIN 0€
pid  zdTer UWETTy  0pdIsTT TN ctd  zdogT  UMPETy  06d0STT TN 02 pupunon gy
e1d zd00T  U[WE9LE  09A00TT TIN 11d zdOooT  UME'9LZ  09d00TT TIN 09
¢1d zdp0T  U[Wg'RET  0EAO0TT TIN T1d zd00T  U[WG'RET  0£dO0TT TIN 0€
e1d zdg0T  U[WIE'T6  06dO0TT TIN 11d zdgoT  UMIE’E6  02d00TT TIN 0%
vid zd 16T U9k 0y  09dISIT ID ¢id zdOGT  U[WETTy  09d0STT 1D 09
pid - zdIgl  umeroz  0EAISITIO § | eid  zdogl  umigoz  0EA0STT IO > 0¢
pid  zdIgr wwWgyer  0cdISITIO = | gid zdogT WWILET  0edOSTTIO § 0g supbop 0
¢id  zdoor w9 09doorTIo | 1ad  zdeor  umrzr9  09doorTID 09
gid  zdooT UMW'o 08dOOTTTIO | Tid  zd00l  WWEs'0g  0£00TT IO 2 0€
e1d zdooT  urm.g'0z  02dOOTTID | Tid zd00T  U[AS0z  02dO0TT 1D ° 0%
vid zd 16T U[mgz9'y  09ATISTT IS ¢id zd(OGT  UMES9y  09A0STT IS 09
vid zd 16T U[IIe’T  0SdISTT IS ¢id zd(0GT  u[m9ge'z  0£AOSTT IS 0€
pid  zdIgT wWwWReT  0gdISIT IS eid  zdogr  UWGeg'T  0ZdOSTT IS 08 Souspanimm g
€1d zd(00T  U[WEL6'9  09CA00TT IS 11d zd00T  U[WEL6'9  09A00TT IS 09 o
e1d zd00T  UWEF'E  0£dO0TT IS 11d zdooT  UWwWey'e  0edO0TT IS 0€
e1d zdg0T  U[w9ze'c  0gA00TT IS 11d zd00T ufw9ze'cz  0cAO0TT IS 0%

ngorxd 1n9LzOPo  MOJAZOPO %« SO nigord NJLzOPO  MOJAZOPO « 0O *M3[OS

OfpoI7 908Ny  eqzol]  AloyeyAjuepy o[poIz  9s03njq  eqzol]  AlojeNyAjuepy J50YOQdfY)  wZIuesi()

ayen() vpojowl vuozozsoldn — yoejuoAIodsyo m our)SAZIONAM MOIAZOPO AMRISOZ dURMONWIAS :Q'¢ R[OQR],



345

2

2

Z

B.4. WARTOSCI PARAMETROW ALGORYTMOW KOREKCJI

vid zd 16T U[WgLGT  09ATSTT TIN ¢id zd(0GT  U[WHRGT  09J0STT TIN 09
vid zd 16T U[m,9QL  0EdTISTT TIN ¢id zd(OGT  UMWET6L  0SdOSTT TIN 0€
pid  zdIGT uWyETs  0edISTT TN ¢id  zdogT  UmeL'es  0ed0STT TN 0% vugumon
e1d zdooT Uz’ 09A00TT TIN 11d zdgoT  UMugREE  09d00TT TIN 09 ’
e1d zdg0T  UMWI‘GTT  0EdOOTT TIN 11d zdo0T U T'GIT  0€dO0TT TIN 0€
e1d zdo0T  UWy6L  0edOOTT TIN 11d zdg0T  WWH'6L  0gd00TT TIN 0%
vid zd 6T U9k Oy  09dTISIT ID ¢id zd(0GT  UMUETTy  09d0STT 1D 09
pid - zdIgr  umeRoz  0EAISITTIO § | eid  zdogl UGz 0EA0STT IO > 0€
pid  7dIgr uwwWgyer  0eAISITIO E | gid  2doST WWILET  0edOSTTIO § 0¢g suvbop 1)
g1 d  zdoor w9 09aoorTIO M| 1id zdoor  U[m@AT9  09A00TTID 09
gid  zd00T UWER0E 0LAOOTTTIO | Tid  zdo0r  WmWEs'og  0£A00TT IO 2 0¢€
€1d zdg0T  U[WAG0Z  02dO0TTTD X | Tid zd00T  ufm g0z 02dOOTT 1D ° 0%
vid zd1GT  ummugz9y  09ATSIT IS ¢id zd(OGT UMW EG9Fy  09A0STT IS 09
vid zd1GT  ufmiIgs  0edISIT IS ¢id zd(0GT  uMm9ze'z  0£dOSTT IS 0€
pid  zdIGT wWpeT o 0gdIsITIS cid  zdogT  UWeE'T  0gdOSTTIS 08 Spuspaaimm g
e1d zd(00T  U[WELE'9  09A00TT IS 11d zd(g0T  UMWEL6'9  09A00TT IS 09 o
¢1d zdp0T  uwey'e  0€do0TT IS T1d zdOo0T  UWeR'e  0£dO0TT IS 0€
e1d zd00T ufm9ze'c  0gA00TT IS 11d zdgoT  U[m9ge's  0gAO0TT IS 0%

ngoxd 1n3Lzopo  Mm034zopo « GV ngoid N3LzZopo  M01AZOPO « OV *MI[OS

OfpoI7  908nfq  ®qzOI]  AIOyeNgAIUOp] O[poI7  9s08N{q  'qzOI]  AI0jeNgAIULp] 2500d}Y)  wzIuesi()

IV o1Zpdzieu — [oRIUoWAIOdSo M OURISAZIONAM MOIAZOPO AMBISOZ dURMOINWAS :6°¢ ©PYR],



2

DODATEK B. SZCZEGOLOWE INFORMACJE O EKSPERYMENTACH

346

z8 basey ¢ €TGGLGTHYS/ETGGLGTHYS/€00/ LGTHHS /Pases/TToa/3n or  Tqe eas day//:dag

3.b o b e-1ge-vIs-d d €TGSLSTYYS 17
z3°'b3seI T €TGGLGTHUS/ETGSLGTHYS/€00/LGTUYS/bases/TT0A/5n o€ Tqe eIs dl]//:da]
z8-bases 7 808%0CHHHE /80870 /Y0 HHE /basey/TToA/sn ov " Tqe eis day//:dag

S basor 1~ b et pas-dats s dae  S08V0TIYH TN
z3°'baseI 1 808%0CYHd/808%0CYHA/F0cHUA/basey/TToA/5n de " Tqe eis day//:dag
z3-baser T ¥SLST6THYS/HSLST6THHS/F00/Y6THES /bases/TT0a /3 oe 1o eas daz//:dag

S byser-1- b oo tas ers-dats s das  VELGVETEYS v
z3'baseI T $SLGY6THUS/PSLST6THYS/¥00/76TUdS/bases/TT0A/5n o€ Tqe eIs dl]//:da]
z3'basey 7 9g./EPGUUS/9E.EVGHYS/EhaUS/basey/TT0A /M0 0  Tqe eas d3F//:daF

S basor 1~ b oo 1o v1s-dats/s:d 9ELEPGUYUS D
z3°'baseI T 9€LEhSUUS/9ELEVGUUS/EPGUUS/basey/TToA/Mn o  Tqo v1s day//:da]
z8-baser g LT.8.76HYUS/LTL8.V6HES/L00/ Lv6HdS/Pases/TToA/qn ov " Tqe eas daF//:daF

S bser 1~ b oo 1ao-pas-dats s dag  LTL8LVEEES TA
z3'baseI 1 LT.8.¥64HS/LT.8.76HYS/L00/Ly6¥dS/Pases/TT0A/Mn o€ Tqe eIs dl]//:da]
z8-basey ¢ ¥HSTTHHNE/TSTTHHNE/cevadd/Pasey/TToa/qn o Tqe eas dag//:dag

3-b o b ye-1ge-eis-d 4 Tvsceradd 1S
z8-basey 1 $HSCchudd/PYSeechdd/cchudd/bases/T1oa/sn o  tqe-eas diy//:day

z3'basey ¢ z6C6TTTHES/C6C6TTTHYS/C00/TTTHHS /Pases/TToa/3m or Tqe eas diz//:dag 26261 THYS I
z3 basey 1 ¢6C6TTTHYS/C6C6TTTHYS/200/TTTHHS /bases/TToa/3n or  Tqe eas diy//:dag

nddjsop
SQIPY Iowmny JIoyeqyAjuep]

PAURD MOMR)SIZ YIAISIMAZOOZI OP IIusoup() 01 g ®PYR],


ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR111/002/SRR1119292/SRR1119292_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR111/002/SRR1119292/SRR1119292_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR422/ERR422544/ERR422544_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR422/ERR422544/ERR422544_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR947/007/SRR9478717/SRR9478717_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR947/007/SRR9478717/SRR9478717_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR543/SRR543736/SRR543736_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR543/SRR543736/SRR543736_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR194/004/SRR1945754/SRR1945754_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR194/004/SRR1945754/SRR1945754_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR204/ERR204808/ERR204808_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR204/ERR204808/ERR204808_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR157/003/SRR1575513/SRR1575513_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR157/003/SRR1575513/SRR1575513_2.fastq.gz
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ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR174/ERR174324/ERR174324_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR174/ERR174324/ERR174324_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR174/ERR174325/ERR174325_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR174/ERR174325/ERR174325_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR174/ERR174326/ERR174326_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR174/ERR174326/ERR174326_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR174/ERR174327/ERR174327_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR174/ERR174327/ERR174327_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR134/006/ERR1341796/ERR1341796_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/ERR134/006/ERR1341796/ERR1341796_2.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/DRR031/DRR031158/DRR031158_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR180/008/SRR1802178/SRR1802178_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR065/SRR065390/SRR065390_1.fastq.gz
ftp://ftp.sra.ebi.ac.uk/vol1/fastq/SRR650/SRR650760/SRR650760_1.fastq.gz
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ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/NA12878_HG001/NISTv3.3.2/GRCh38/HG001_GRCh38_GIAB_highconf_CG-IllFB-IllGATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-X_v.3.3.2_highconf_PGandRTGphasetransfer.vcf.gz
ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/NA12878_HG001/NISTv3.3.2/GRCh38/HG001_GRCh38_GIAB_highconf_CG-IllFB-IllGATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-X_v.3.3.2_highconf_PGandRTGphasetransfer.vcf.gz
ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/NA12878_HG001/NISTv3.3.2/GRCh38/HG001_GRCh38_GIAB_highconf_CG-IllFB-IllGATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-X_v.3.3.2_highconf_PGandRTGphasetransfer.vcf.gz.tbi
ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/NA12878_HG001/NISTv3.3.2/GRCh38/HG001_GRCh38_GIAB_highconf_CG-IllFB-IllGATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-X_v.3.3.2_highconf_PGandRTGphasetransfer.vcf.gz.tbi
ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/NA12878_HG001/NISTv3.3.2/GRCh38/HG001_GRCh38_GIAB_highconf_CG-IllFB-IllGATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-X_v.3.3.2_highconf_PGandRTGphasetransfer.vcf.gz.tbi
ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/NA12878_HG001/NISTv3.3.2/GRCh38/HG001_GRCh38_GIAB_highconf_CG-IllFB-IllGATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-X_v.3.3.2_highconf_nosomaticdel_noCENorHET7.bed
ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/NA12878_HG001/NISTv3.3.2/GRCh38/HG001_GRCh38_GIAB_highconf_CG-IllFB-IllGATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-X_v.3.3.2_highconf_nosomaticdel_noCENorHET7.bed
https://1001genomes.org/data/GMI-MPI/releases/v3.1/intersection_snp_short_indel_vcf/intersection_6904.vcf.gz
https://1001genomes.org/data/GMI-MPI/releases/v3.1/intersection_snp_short_indel_vcf/intersection_6904.vcf.gz
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Dodatek C

Dodatkowe wyniki
eksperymentow

C.1 Ocena wg kryteriow jakos$ciowych

C.1.1 Odczyty symulowane
Symulacja metoda Quake

Na rysunkach C.1 oraz C.3 przedstawiono wyrazone procentowo wyniki korekcji
wedlug miary czuloSci (€sens) 1 precyzji (€prec) dla poszczegdlnych organizméw
oraz odczytéow réznej dhugosci, o érednim prawdopodobienstwie btedu ppean =
2%, uzyskane dla wartosci kpest maksymalizujacej miare zysku (gain).Z kolei na
rysunkach C.2 oraz C.4 przedstawiono analogiczne wyniki dla pmean = 4-5%.
Wartos$ci miar zostaly przemnozone przez 100%.

Symulacja narzedziem ART

Na rysunkach C.5 oraz C.7 przedstawiono wyrazone procentowo wyniki korekcji
wedlug miary czutoSci (&ens) 1 precyzji (€prec) dla poszczegdélnych organizméw
oraz odczytow réznej dlugoéci, o srednim prawdopodobienstwie bledu ppean =
2%, uzyskane dla wartosci kpests maksymalizujacej miare zysku (€gain). Z kolei
na rysunkach C.6 oraz C.8 przedstawiono analogiczne wyniki dla pmean = 4-5%.
Wartos$ci miar zostaly przemnozone przez 100%.
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Rysunek C.1: Wplyw korekcji na warto$¢ Esens dla odczytow symulowanych
uproszczong metoda Quake, ppean = 2%
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Rysunek C.2: Wplyw korekcji na wartos$é¢ Egens dla odczytéow symulowanych
uproszczong metoda Quake, pmean = 4-5%
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Eprec [%) Zestawy Q2_S1_* (S. cerevisiae)
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Rysunek C.3: Wplyw korekcji na warto$¢ {prec dla odeczytéw symulowanych
uproszczona metodg Quake, pmean = 2%
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Rysunek C.4: Wplyw korekcji na warto$¢ {prec dla odezytéw symulowanych
uproszczong metodg Quake, pmean = 4-5%
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Zestawy A2 _S1 *(S. cerevisiae)
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Rysunek C.5: Wplyw korekcji na warto$é &sens dla odczytéw symulowanych na-
rzedziem ART, ppean = 2%
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Rysunek C.6: Wplyw korekcji na warto$é &gens dla odczytéw symulowanych na-
rzedziem ART, pyean = 4-5%
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Rysunek C.7: Wplyw korekcji na wartos¢ &prec dla odczytéw symulowanych na-
rzedziem ART, pmean = 2%
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Eproc [%0] Zestawy A5_S1_* (S. cerevisiae)
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Rysunek C.8: Wplyw korekcji na warto$¢ prec dla odczytéw symulowanych na-
rzedziem ART, pyean = 4-5%
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C.1.2 Odczyty rzeczywiste
Mapowanie

Na rys. C.9 oraz C.10 zaprezentowano zmiane czasu mapowania oraz zapotrze-
bowania na pamieé jako rezultat korekcji wejéciowych odczytéw.

Detekcja wariantow

Na rys. C.11 przedstawiono wartosci §sens detekcji dla odezytow H. sapiens dla
réznych gltebokosci sekwencjonowania, odpowiednio z podziatem na liczbe warian-
tow typu SNP oraz indel, uzyskane przy pomocy narzedzia hap.py. Na rys. C.12
analogicznie przedstawiono wartosci &prec. Wszystkie wartosci zostaly przemno-
zone przez 100%.

Na rys. C.13 przedstawiono wartosci &p; detekcji dla odczytéw A. thaliana
dla réznych glebokosci sekwencjonowania.

Wyniki detekcji wariantéw jednego zestawu ludzkich odczytéw, ocenione we-
dhug tych samych miar przy pomocy narzedzia Syndip, przedstawiono na rys. C.14
oraz C.15.

C.2 Analiza wedtug kryteriow wydajno$ciowych

C.2.1 Czas obliczen i zapotrzebowanie na pamie¢ korekcji
Odczyty symulowane uproszczong metoda Quake

Na rys. C.16—C.19 przedstawiono czas obliczen oraz zapotrzebowanie na pamieé¢
operacyjna algorytméw korekcji, wykorzystanych do korekeji odczytéow symulo-
wanych uproszczong metoda Quake.

Odczyty symulowane narzedziem ART

Na rys. C.20—C.23 przedstawiono czas obliczen oraz zapotrzebowanie na pamieé
operacyjna algorytmoéw korekcji, wykorzystanych do korekcji odczytéow symulo-
wanych narzedziem ART.

Odczyty rzeczywiste na potrzeby detekcji wariantow

Na rys. C.24 oraz C.25 przedstawiono czas obliczen oraz zapotrzebowanie na
pamie¢ operacyjna algorytméw korekcji, wykorzystanych do korekcji odczytéw
rzeczywistych, zastosowanych w zadaniu detekcji wariantow.
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Rysunek C.9: Wplyw korekcji na zapotrzebowanie na zasoby mapowania odczy-
téw z zestawdéw P1.60, S1, V1_60
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Rysunek C.10: Wptyw korekcji na zapotrzebowanie na zasoby mapowania odczy-
tow z zestawdéw C1, E1, H1-3.45
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Rysunek C.11: Wplyw korekcji na warto$é Egens detekcji wariantéw odczytow
z zestawéw H1 15, H1-2.30, H1-3 45, H1-4 60 (H. sapiens), r6zna glebokos$é
sekwencjonowania — hap.py
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Rysunek C.12: Wplyw korekcji na warto$¢ &prec detekcji wariantéw odczytow
z zestawéw H1_15, H1-2.30, H1-3.45, H1-4.60 (H. sapiens), rézna glebokos$¢
sekwencjonowania — hap.py
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Rysunek C.13: Wplyw korekcji na warto$é £gpp detekcji wariantéow odczytéw z ze-
stawow A1_* (A. thaliana), rézna glebokosé sekwencjonowania — hap.py
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Rysunek C.14: Wplyw korekcji na warto$¢ Egens detekeji wariantéow odczytow
z zestawéw H5_* (H. sapiens), rézna gleboko$é sekwencjonowania — Syndip
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Rysunek C.15: Wplyw korekcji na warto$¢ &prec detekcji wariantéw odczytéw
z zestawow H5_* (H. sapiens), rézna gleboko$é sekwencjonowania — Syndip
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Rysunek C.16: Czas korekcji odezytéw symulowanych uproszczona metoda Qu-
akev Pmean = 2%
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Rysunek C.17: Zapotrzebowanie na pamieé korekcji odczytow symulowanych
uproszczong metodg Quake, pmean = 2%
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Zestawy Q5_S1_* (S. cerevisiae)
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Rysunek C.18: Czas korekcji odczytow symulowanych uproszczona metoda Qu-

ake, Pmean = 5%
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Rysunek C.19: Zapotrzebowanie na pamieé korekcji odczytow symulowanych
uproszczong metoda Quake, pmean = 5%



380 DODATEK C. DODATKOWE WYNIKI EKSPERYMENTOW

7 [min]| Zestawy A2 S1_* (S. cerevisiae)

100 |
80 - .
60 - .
40 - |

41 e
3 [ .|
2 [ .|
1 [ -
0 llll Illl lll l*ll I*Il *‘l
L100D20 L100D30 L100D60 L150D20 L150D30 L150D60
7 [h] Zestawy A2_C1_* (C. elegans)
14+ |
10 - .
61 1
1,5 ]
1 [ .|
0,5 |- |
[ B E l;‘l; ll‘ll 1*‘1 l*‘ll I*ll
L100D20 L100D30 L100D60 L150D20 L150D30 L150D60
7 [h] Zestawy A2_M1_* (M. acuminata)
20 |
15 | .
10 |- |
3 [ -
2 [ .|
L L | *

L100D20 L100D30 L100D60 L150D20 L150D30 L150D60

RECKONER Il Musket RACER [IBLESS Fiona HIIBlue
Lighter lIBFC Karect IISAMDUDE

Rysunek C.20: Czas korekcji odczytéw dla odczytéw symulowanych narzedziem
ARTv Pmean = 2%
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Rysunek C.21: Zapotrzebowanie na pamie¢ korekeji odczytéw symulowanych na-
rzedziem ART, pmean = 2%
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Zestawy A5_S1_* (S. cerevisiae)
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Rysunek C.22: Czas korekcji odczytéw symulowanych narzedziem ART, ppean =

5%
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Rysunek C.23: Zapotrzebowanie na pamieé korekeji odczytéw symulowanych na-
rzedziem ART, pmean = 5%
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Rysunek C.24: Zapotrzebowanie na zasoby korekcji odczytéw z zestawdéw H1_15,
H1-2_30, H1-3_45, H1-4_60, rézna glebokosé¢ sekwencjonowania
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Rysunek C.25: Zapotrzebowanie na zasoby korekcji odezytéow z zestawéw H5_*,
rézna glebokosé sekwencjonowania






Spis symboli i skrotow

Symbol Opis

0 zbidr pusty

%] pusta warto$é lub pusty symbol

O element krotki nie ulegajacy zmianie podczas
przypisania jej nowej wartosci

ACGT nukleotyd: adeninowy, cytozynowy, guaninowy, ty-
minowy
nieznany nukleotyd

A nukleotyd komplementarny do nukleotydu adeni-
nowego

0 estymacja wartosci, zwykle parametr algorytmu

0; koniec operacji o;

0; poczatek operacji o;

r| moc zbioru, dlugos¢ ciagu, dtugos$¢ sekwencji sym-
boli, dtugosé¢ regionu

§ prefiks sekwencji .S dlugosci a

g‘ sufiks sekwencji S dlugosci a

Pz para zasad (jednostka dlugosci czasteczki DNA)

z zasada (jednostka iloci informacji genetycznej)

a,b,a,b a;,b; indeksy symboli sekwencji

¢, dowolny symbol

¢, c chromosom referencyjny

d liczba funkcji mieszajacych filtru Blooma

Amax maksymalna odlegloéé Hamminga (PREMIER)

de odleglos¢ edycyjna odczytu i fragmentu genomu

e element dowolnego zbioru

fe) dowolna, okreslona funkcja

fe() funkcja modelujgca symbol bledu substytucji

feins(*) funkcja modelujaca symbol bledu insercji

faa(+) funkcja modelujaca prawdopodobienstwo wysta-

pienia btedu delecji

387
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SPIS SYMBOLI I SKROTOW

Symbol Opis

fins(¥) funkcja modelujaca prawdopodobienstwo wysta-
pienia bledu insercji

Fsubst (*) funkcja modelujaca prawdopodobienstwo wysta-
pienia bledu substytucji

h(), h(-y-), W' (-), hi(*) funkcje mieszajace

1,7, indeksy elementow zbioréw lub iteracji

k dlugosé oligomeru (k-meru)

K dlugoséé oligomeru, gdy k' < k (KMC, Blue)

k" dlugoséé oligomeru, gdy k" > k (KMC, RECKO-
NER)

k moc zbioru k-meréw o zadanym prefiksie nad al-
fabetem ¥

kn moc zbioru k-meréw nad alfabetem Xy

Krin minimalna dlugo$é oligomeru (Fiona)

krnax minimalna dlugo$¢ oligomeru (Fiona)

Kbest dtugosé oligomeru, dla ktérego uzyskano najlepsza
oceng algorytmu

kpred wyznaczona dlugoéé¢ oligomeru dla algorytmu
RECKONER

14 dtugosé sekwencji nukleotydowej

A dtugosé bezblednego odczytu sekwencjonowania

* dhugo$é¢ zmodyfikowanego odczytu sekwencjono-
wania

0 $rednia dlugosé sekwencji nukleotydowych (odczy-
t6ow)

Lg dhigo$é genomu referencyjnego

A zmiana dlugosci odczytu

m moc podzbioru lub dtugosé podciggu

Mun liczba unikalnych oligomeréow, ktérych dtugosé jest
réwna dtugosci wzorca m (tablice Gk)

n moc okreslonego zbioru, dtugosé ciggu, liczba ope-
racji, rozmiar problemu lub dlugo$¢ startera

NLUT wewnetrzny parametr algorytmu KMC, wywiera-
jacy wplyw na jego zlozonoé¢ obliczeniowa

n liczba odczytow, liczba sekwencji zawartych
w strukturze danych (tablice Gk)

Nkontig liczba kontigdéw

Nmax maksymalna liczba iteracji algorytmu

Nind liczba korekcji btedéw typu indel w éciezce korekeji

Ny dlugosé blednego regionu (BLESS, RECKONER)

N4, mx_ind taczna liczba korekcji, ktore mozna jeszcze wpro-
wadzi¢ w regionie (RECKONER)

0; operacja (krok algorytmu)

P wspdélczynnik bledu
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Symbol Opis

p(q) wspOlczynnik bledu odpowiadajacy wspdlczynni-
kowi jakosci ¢

p sekwencja wspétczynnikéw bledéw

Ddel prawdopodobienstwo wystapienia bledu delecji

Dins prawdopodobienstwo wystapienia bledu insercji

Pmax maksymalna warto$é¢ rozktadu prawdopodobien-
stwa (SAMDUDE)

Pmean $rednie prawdopodobieristwo bledu symbolu (sub-
stytucji) odeczytu

PFP prawdopodobienstwo nieprawidtowej odpowiedzi
twierdzacej filtru Blooma

Pa prawdopodobienistwo zliczenia k-meru (Lighter)

pi i-ty watek podlegly (roboczy — RECKONER)

Pm gléwny watek (RECKONER)

Dr watek odezytujacy (nadrzedny — RECKONER)

Pw watek zapisujacy (RECKONER)

q wsp6élczynnik jakosci

q(p) wspdblczynnik jakosci odpowiadajacy wspdlczynni-
kowi bledu p

q,9; sekwencja wspotczynnikow jakosci

q* sekwencja wspélczynnikéw jakosci o zmodyfikowa-
nej dtugosci

Gmin graniczna warto$¢ wspodlezynnika jakosci (92 per-
centyl) (Trowel)

T, odczyt z sekwencjonowania

v/ bezbledna sekwencja odczytu z sekwencjonowania

¥ zmodyfikowany odczyt z sekwencjonowania

s inherentnie sekwencyjna czesé algorytmu

(s;) ciag korekcji (RECKONER)

t(,-) liczba krokéw obliczeniowych potrzebnych do roz-
wigzania konkretnej instancji danego problemu
przy danej liczbie procesoréw

t(+) moment zdarzenia

U1, U dowolne wartosci klucza tablicy mieszajacej

v, V; dowolne wezly drzewa

V1, Vg wezly grafu, wezly drzewa

Vroot korzen drzewa,

v wektor (SAMDUDE)

(vind) ciag indekséw prefikséw (KMC)

(vi™) ciag mapowania sygnatur do ciggéw indekséw
(KMC)

(veut) ciag sufikséw (KMC)

VQ_LOW ciag pozycji odczytu o niskich wspélczynnikach ja-

o, w;, v’

kosci (RECKONER)
sekwencja nukleotydowa
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SPIS SYMBOLI I SKROTOW

Symbol Opis

T,y dowolne wartosci, w szczegdlnosci stata réwnania
funkcji

x! dowolna stala réwnania funkcji

T, T0,Ti,Y elementy zbioru X lub X;

xT; poszukiwany parametr

Tlok lokalne minimum

Zopt globalne minimum

X procentowa czesé dlugosci sekwencji

Y podstawa logarytmu w eksperymentalnym limito-
waniu liczebnosci k-meréow

Yi realizacja zmiennej losowej

z liczba wystapien wyszukiwanego wzorca

4 liczba sekwencji (odczytéw) zawierajacych wzo-
rzec (tablice Gk)

A dowolny zbiér

Aq Low zbidér pozycji odczytu o niskich wspélczynnikach
jakosci (BLESS)

G genom referencyjny

Keut spektrum k-meréw

X" spektrum k”-meréw

KN zbiér k-meréw nad alfabetem X

Ko zbiér unikalnych k-meréw

K zbiér k-meréw wykorzystywanych w ocenie $ciezki
korekeji ™

H zbiér par k-meréw z liczebnosciami

M macierz (Musket, SAMDUDE)

N() sasiedztwo rozwiazania

Ny zbiér liczb naturalnych dodatnich

P() rozklad prawdopodobienistwa zmiennej losowej

P ciag ciagéw Sciezek korekcji kolejnych regiondw
odezytu (RECKONER)

P.() prawdopodobienstwo pewnego zdarzenia

P(]") prawdopodobienstwo warunkowe pewnego zdarze-
nia

P'(") rozktad prawdopodobienstwa emisji ukrytego mo-
delu Markowa

P, P procesy (instancje programu)

Q kolejka priorytetowa (BFC)

Qn zbidér dopuszczalnych wspdlczynnikéw jakosci mo-
cy n

Q. kolejka fragmentéw pliku wejsciowego (RECKO-
NER)

Qw kolejka fragmentéw pliku wyjéciowego (RECKO-

NER)

ograniczenie rozwiazania




Symbol Opis

R4 zbior liczb rzeczywistych dodatnich

R zbior par: odczytéw z sekwencjonowania i wspot-
czynnikéw bledow

Z zbidr ograniczen rozwigzan

S dowolna sekwencja symboli

(G] ciag przeksztalcen odezytu (model bledu odezytu)

S’ wyszukiwana sekwencja wzorcowa

(") pesymistyczna czasowa ztozonos¢ obliczeniowa

() pesymistyczna czasowa zlozono$é pewnego najlep-
szego znanego algorytmu sekwencyjnego

Time () ztozonosé obliczeniowa zapytania do bazy KMC
(RECKONER)

Thasn(*) ztozono$¢é  obliczeniowa  funkcji  mieszajacej
(BLESS)

Tspeedup('a )
TB('» o )

]’{3(7 e )
To1n()
TBible (-, -)
TBlcle('7 )
TBlC(')
TBb('a o )
TBC('7 o )
T3 (:)

T ()
TBS’re('a )

przyspieszenie algorytmu

pesymistyczna ztozonos¢ obliczeniowa korekceji od-
czytu z uwzglednieniem wykonania zapytan do fil-
tru Blooma (BLESS)

pesymistyczna ztozonoé¢ obliczeniowa korekcji od-
czytu (BLESS)

pesymistyczna zlozonos$é obliczeniowa silowej ko-
rekcji pierwszego k-meru (BLESS)

pesymistyczna czasowa zlozono$¢ rozszerzania
w lewo wszystkich Sciezek uzyskanej w korekcji
metoda modyfikacji kolejnych symboli pierwsze-
go k-meru (BLESS)

pesymistyczna czasowa zlozonosé rozszerzania
w lewo wszystkich Sciezek uzyskanej w metodzie
sitowej korekcji pierwszego k-meru (BLESS)
pesymistyczna ztozono$é obliczeniowa modyfikacji
kolejnych symboli pierwszego k-meru (BLESS)
pesymistyczna ztozonosé obliczeniowa korekcji ca-
tego odczytu, w przypadku gdy jest wykonywa-
na korekcja pierwszego k-meru metoda silowg
(BLESS)

pesymistyczna ztozonosé obliczeniowa korekcji ca-
tego odczytu, w przypadku gdy jest wykonywa-
na korekcja pierwszego k-meru metoda sitowa oraz
metoda modyfikacji kolejnych symboli (BLESS)
pesymistyczna ztozono$¢ obliczeniowa korekcji
w kierunku 3’ (BLESS)

pesymistyczna zlozono$é¢ obliczeniowa korekcji
w kierunku 3’ — warto$¢ posrednia (BLESS)
pesymistyczna ztozono$¢ obliczeniowa korekcji
w kierunku 3’ wraz z rozszerzaniem (BLESS)

391



392 SPIS SYMBOLI I SKROTOW

Symbol Opis

Tgie(+) pesymistyczna zlozono$é obliczeniowa rozszerza-
nia jednej $ciezki korekcji w lewo (BLESS)

Tire(") pesymistyczna ztozono$¢ obliczeniowa rozszerza-
nia jednej Sciezki korekcji w prawo (BLESS)

ng%nco‘(f’egly(o, sty e)  pesymistyczna  zlozono$é obliczeniowa zliczania
k-meréw przy pomocy algorytmu KMC

Th(y ) pesymistyczna zlozono$é obliczeniowa korekcji od-
czytu (RECKONER)

TRy ) pesymistyczna ztozono$é obliczeniowa korekeji od-

czytu z uwzglednieniem wykonania zapytan do ba-
zy k-meréow (RECKONER)

Trib (") pesymistyczna zlozonoéé obliczeniowa sitowej ko-
rekeji pierwszego k-meru (RECKONER)
Trible(, ) pesymistyczna czasowa zlozono$é rozszerzania

w lewo wszystkich Sciezek uzyskanej w korekcji
metoda modyfikacji kolejnych symboli pierwsze-
go k-meru (RECKONER)

Triite(+, ) pesymistyczna czasowa zlozono$¢ rozszerzania
w lewo wszystkich Sciezek uzyskanej w korekcji
bledéw typu indel pierwszego k-meru (RECKO-
NER)

Tric(") pesymistyczna zlozonosé obliczeniowa modyfikacji
kolejnych symboli pierwszego k-meru (RECKO-
NER)

Tr1i(+) pesymistyczna zlozono$é obliczeniowa korekcji
bledéw typu indel pierwszego k-meru (RECKO-
NER)

Tr3 (-, ") pesymistyczna zlozonosé obliczeniowa korekcji
w kierunku 3’ (RECKONER)

Ths(+) pesymistyczna zlozono$é obliczeniowa korekcji
w kierunku 3’ — warto$é posérednia (RECKO-
NER)

THa (-, 0) pesymistyczna ztozono$é obliczeniowa korekcji
w kierunku 3’ — wartos$é, gdy dlugos$é regionu
i liczba dopuszczalnych korekcji bledéw typu in-
del sa traktowane rozlacznie (RECKONER)

Tryre(ss ) pesymistyczna zlozonosé obliczeniowa korekcji
w kierunku 3’ wraz z rozszerzaniem (RECKO-
NER)

TR (55t y ) pesymistyczna ztozono$é obliczeniowa korekeji ca-

tego odczytu, w przypadku gdy jest wykonywana
korekcja pierwszego k-meru metoda sitowa (REC-
KONER)




Symbol Opis

TRi(5y sy sty ey e) pesymistyczna zlozonoéé obliczeniowa korekcji ca-
tego odczytu, w przypadku gdy jest wykonywana
korekcja pierwszego k-meru metoda silowa, meto-
da modyfikacji kolejnych symboli oraz gdy naste-
puje korekcja bledéw typu indel (RECKONER)

Trie(") pesymistyczna ztozono$é obliczeniowa rozszerza-
nia jednej $ciezki korekeji w lewo (RECKONER)

Trre(*) pesymistyczna zlozonos$¢ obliczeniowa rozszerza-
nia jednej $ciezki korekeji w prawo (RECKONER)

U przestrzen mozliwych wartoéci klucza elementu ta-
blicy mieszajacej

Viree dowolne drzewo

Vi poddrzewo wybranego drzewa

X wektor poszukiwanych parametrow

X; jeden z wielu wektoréw poszukiwanych parame-
tréw

Y; zmienna losowa

Y? emisja ukrytego modelu Markowa

X przestrzen wartosci argumentu algorytmu

X; przestrzen wartosci i-tego parametru rozwigzania

w zbiér sekwencji nukleotydowych

« wspbélczynnik wypelnienia tablicy mieszajacej

Bhias wspOlezynnik funkeji oceny $ciezki korekeji (PRE-
MIER)

~ wspOlezynniki funkeji kary (PREMIER)

1) zapotrzebowanie algorytmu na przestrzen dysko-
wa

Omax maksymalne zapotrzebowanie na przestrzen dys-
kowa (DSK)

Ostep szybkoé¢ relaksacji minimalnej dopuszczalnej mia-
ry Fano (PREMIER)

5 liczba plikéw tymezasowych (DSK, BLESS)

€ dowolna nieujemna stala

7, M liczebnos¢ wybranego k-meru

n(k) liczebno$é k-meru k

Neut prég obciecia

Nmax drugie maksimum histogramu liczebno$ci k-meréw

TImax_ext najwieksza liczebnos¢ pierwszego k-meru rozsze-
rzajacego region (RECKONER)

Nmin pierwsze  minimum  histogramu liczebnosci
k-meréw

e prég obciecia zbioru k”-meréw

IMX_CUT maksymalny prég obcigcia (RECKONER)

Ooxt liczba pozycji rozszerzajacych dla biezacej $ciezki

(BLESS, RECKONER)
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Symbol Opis

Ofirst_mod najmniejszy indeks modyfikacji w $ciezce (BLESS,
RECKONER)

Olast_chek pozycja ostatniego k-meru rozszerzajacego region
wewnetrzny (RECKONER)

O1ast_kmer pozycja ostatniego k-meru w regionie podczas roz-
szerzania (RECKONER)

Olast_mod najwiekszy indeks modyfikacji w $ciezce (BLESS,
RECKONER)

Oq liczba pozycji dla algorytmu silowego korekcji
pierwszego k-meru (BLESS, RECKONER)

0 mx_chek pozostala liczba zmian do zweryfikowania w regio-
nie (RECKONER)

Omx ind pozostala liczba dopuszczalnych korekcji bledéw

emx,untrst
ereg,beg
fcov_WEIGHT
OEXT_WEIGHT

QFP

O1ND_PROB
O1NS_RATE
0L.ONG_RATIO
OvNa
OMN_ERR
OMN_IND_DIST
OMN_SOLID

OMx_ADI

OMx_cHCK

typu indel w regionie (RECKONER)
maksymalna liczba pozostatych dopuszczalnych
btednych k-meréw w regionie lub k-meréw rozsze-
rzajacych (RECKONER)

indeks poczatku regionu (RECKONER)

waga k-meru pokrywajacego region (RECKO-
NER)

waga pierwszego k-meru rozszerzajacego (REC-
KONER)

przyjeta liczba k-meréw w blednym obszarze
uznanych za prawidlowe na skutek bleddéw filtru
Blooma (BLESS)

przyjete prawdopodobienstwo bledu typu indel
(RECKONER)

ocena Sciezki korekcji regionu, zawierajacej wy-
tacznie eliminacje bledéw insercji (RECKONER)
iloraz dtugosci k”-meru do dlugosci k-meru (REC-
KONER)

minimalna réznica oceny miedzy najlepsza a druga

minimalna dlugo$¢ blednego regionu (BLESS,
RECKONER)

minimalna odlegto$¢ miedzy korekcjami btedu ty-
pu insercja i typu delecja (RECKONER)
minimalna  dlugo$c¢
(BLESS, RECKONER)
maksymalna liczba pozycji regionu sprawdzanych
na obecno$é¢ symboli niskiej jakosci (BLESS, REC-
KONER)

maksymalna liczba zmian weryfikowanych w re-
gionie (RECKONER)

prawidlowego  regionu




Symbol

Opis

OMX_CHCK_IND_POS

OMX_IND_UNTRST
Ovx_E
OMX_FIRST_PTHS
OMX_FIRST_RES
O IND

OMX_IND_RATE

OMx 1.Q
OMX_NON_UNTRST
Ovx_PTH

fq Low

K1, K2

KRcan
R

KL, KR

A
I

Hmax
fmapl
gmapl-&-

gcov
Sdel

Liczba pozycji odczytu sprawdzanych w celu zna-
lezienia eMX,CHCK,IND,UNTRST korekcji (RECKO—
NER)

Liczba skorygowanych bledéw typu substytucja,
wskazujacych blad typu indel (RECKONER)
maksymalna liczba pozycji rozszerzajacych region
(BLESS, RECKONER)

maksymalna liczba $ciezek uzyskanych w korekcji
sitowej pierwszego k-meru (RECKONER)
maksymalna liczba $éciezek uzyskanych w wyniku
korekcji pierwszego k-meru (RECKONER)
maksymalna liczba bledéw typu indel skorygowa-
nych w regionie (RECKONER)

Maksymalny stosunek liczby bledéw typu indel
skorygowanych w regionie do dlugoéci tego regio-
nu (RECKONER)

maksymalna liczba symboli w korekcji pierwszego
k-meru metoda sitowa (BLESS, RECKONER)
maksymalna liczba $ciezek korekcji regionu (REC-
KONER)

maksymalna liczba symboli w korekcji pierwszego
k-meru metoda sitowa (BLESS, RECKONER)
gbérne ograniczenie wartosci niskich wspélczynni-
kéw jakosci (BLESS, RECKONER)

dowolny oligomer

konkretne oligomery

zmodyfikowany oligomer

dowolny k-mer kanoniczny

wybrany k-mer

lewy i prawy k-mer kontekstu symbolu (SAMDU-
DE)

wspolezynniki funkeji kary (PREMIER)
zapotrzebowanie algorytmu na pamieé
maksymalne zapotrzebowanie na RAM (DSK,
KMC)

czesS¢ odezytéow zmapowanych do genomu jedno-
krotnie

cze$¢ odezytéw zmapowanych do genomu wielo-
krotnie

pokrycie genomu kontigami

stosunek liczby réznic typu delecja miedzy odczy-
tem a odpowiednim podstowem genomu do liczby
odczytow
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Symbol

Opis

gins
Emisasm

fndist ()

gsens
gprec
E gain

&r1

™
™

TB1b(")

7TB1C(')

TB1c(", ")

3 (+)

7TR1b(')

71'Rlc(')

7rRlc('7 )

7TR11(‘)

7TR11('7')

7TR3’('>'>')

stosunek liczby réznic typu insercja miedzy odczy-
tem a odpowiednim podstowem genomu do liczby
odczytoéw

liczba blednych asemblacji

procentowa czeé¢ odczytéow o zadanej odlegtosci
edycyjnej od genomu

czulo$é korekcji lub detekceji wariantow

precyzja korekcji lub detekeji wariantow

zysk korekeji

miara F1 jakosci detekcji wariantow

Sciezka korekcji (RECKONER)

ciag Sciezek korekcji (RECKONER)

maksymalna liczba $ciezek uzyskanych w wy-
niku korekcji pierwszego k-meru metoda silowa
(BLESS)

maksymalna liczba Sciezek uzyskanych w wyni-
ku korekeji pierwszego k-meru metoda modyfikacji
kolejnych symboli (BLESS)

liczba $ciezek pelniacych role pierwszego zmody-
fikowanego symbolu w wyniku korekcji pierwsze-
go k-meru metoda modyfikacji kolejnych symboli
(BLESS)

maksymalna liczba $ciezek uzyskanych w wyniku
korekeji regionu w kierunku 3’ (BLESS)
maksymalna liczba $ciezek uzyskanych w wyniku
korekcji pierwszego k-meru metoda silowag (REC-
KONER)

maksymalna liczba $ciezek uzyskanych w wyni-
ku korekcji pierwszego k-meru metoda modyfikacji
kolejnych symboli (RECKONER)

liczba $ciezek pelniacych role pierwszego zmody-
fikowanego symbolu w wyniku korekcji pierwsze-
go k-meru metoda modyfikacji kolejnych symboli
(RECKONER)

maksymalna liczba Sciezek uzyskanych w wyni-
ku korekcji bledéw typu indel pierwszego k-meru
(RECKONER)

liczba $ciezek pelniacych role pierwszego zmodyfi-
kowanego symbolu w wyniku korekcji btedéw typu
indel pierwszego k-meru (RECKONER)
maksymalna liczba §ciezek uzyskanych w wyniku
korekeji regionu w kierunku 3’ (RECKONER)
maksymalna liczba $ciezek uzyskanych w wyniku
korekeji regionu w kierunku 3’ — wartos$é posred-
nia (RECKONER)




Symbol

Opis

X

/

X

P
Prnode
Pc

S

Sr

Sw

’

Tp

=

MEHAENS S

\g|
z

\I/trust
\Iluntrust
dep

del
dist(, -)
eval(-)
fin_corr
fin_input

exp-ind

ins
long

prob(-)
sh_ns

rev(:)

maksymalna warto$é x’ (KMC)

roznica dlugosci fragmentu super k-meru oraz
k-meru x (KMC)

liczba procesorow lub watkéw procesu

liczba weztéw obliczeniowych (BLESS)

liczba watkéw roboczych (RECKONER)

semafor

semafor odezytu pliku (RECKONER)

semafor zapisu pliku (RECKONER)

czas obliczen algorytmu

czas obliczen algorytmu uruchomionego w konfi-
guracji pracy z p watkami

czas obliczen algorytmu uruchomionego w konfi-
guracji pracy z jednym watkiem

dowolny region odczytu (BLESS, RECKONER)
poprzedni region odczytu (BLESS, RECKONER)
stosunek prawdopodobienstw (Quake)

$ciezka korekeji (BLESS)

nowa Sciezka korekcji (BLESS)

zbidr Sciezek korekeji (BLESS, RECKONER)
alfabet symboli nukleotydéw

alfabet symboli nukleotydéw, wliczajac symbol N
zbiér prawidlowych regionéw odezytu (BLESS,
RECKONER)

zbiér blednych regionéw odczytu (BLESS, REC-
KONER)

gleboko$é¢ sekwencjonowania

znacznik bledu typu delecja (RECKONER)
odleglo$¢ rozwiazan

funkcja celu

znacznik zakonczenia korekcji odczytéow pliku
(RECKONER)

znacznik zakoriczenia wezytania pliku (RECKO-
NER)

znacznik potencjalnego bledu typu indel (REC-
KONER)

znacznik bledu typu insercja (RECKONER)
parametr wyznaczajacy weryfikacje regionéw
k"-merami

funkcja pomocnicza wyznaczania oceny Sciezki ko-
rekcji

warto$¢ binarna dotyczaca obecnosci krotkiego
blednego regionu (BLESS, RECKONER)

odwrécone dopelnienie oligomeru
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Symbol

Opis

Signal(-)
Wait(+)

Lx
LAx

LGx
LGAx
Nx
NAx
NGx

NGAx

TP
FP

FN

operacja zwolnienia zasobu zabezpieczonego sema-
forem

operacja zajecia zasobu zabezpieczonego semafo-
rem

liczba kontigéw jako miara jakosci asemblacji
liczba kontigéw jako miara jakosci asemblacji, po
podziale kontigéw

liczba kontigow jako miara jakoSci asemblacji,
w odniesieniu do rozmiaru genomu

liczba kontigéw jako miara jako$ci asemblacji,
w odniesieniu do rozmiaru genomu, po podziale
kontigow

dhugo$éé¢ kontigu jako miara jakosci asemblacji
dhugo$é¢ kontigu jako miara jakosci asemblacji, po
podziale kontigéw

dtugosé¢ kontigu jako miara jakosci asemblacji,
w odniesieniu do rozmiaru genomu

dhugoéé¢ kontigu jako miara jakosci asemblacji,
w odniesieniu do rozmiaru genomu, po podziale
kontigéw

liczba odczytéw lub symboli prawidtowo skorygo-
wanych

liczba odczytéw lub symboli uszkodzonych w wy-
niku korekcji

liczba odczytow lub symboli nieskorygowanych lub
skorygowanych blednie

Skrét

Opis

API
BWT
FGS
MP
MSD

NGS (SGS)
PCR
PE

SNP
TGS
WGS

interfejs programistyczny aplikacji

transformata Burrowsa—Wheelera
sekwencjonowanie pierwszej generacji

odczyty sparowane o duzej wzajemnej odleglosci
sortowanie pozycyjne od najbardziej znaczacego
znaku

sekwencjonowanie nowej (drugiej) generacji
reakcja tancuchowa polimerazy

odczyty sparowane o niewielkiej wzajemnej odle-
glosci

polimorfizm pojedynczego nukleotydu
sekwencjonowanie trzeciej generacji
sekwencjonowanie pelnego genomu
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WES (WXS) sekwencjonowanie wszystkich eksonéw




Spis rysunkéw

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6

4.1

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

6.1

6.2

6.3

Zasada dziatania sekwenatora 454 GenomeSequencer FLX . . . . . . . 19

Zasada dziatania sekwenatora [llumina na przyktadzie Genome Analyzer 21

Zasada dzialania sekwenatora ABI SOLiD . . . ... ... ....... 23
Czasteczka DNA z adapterami PacBio . . . . . .. ... ... ... .. 25
Zasada dziatania sekwenatora MinlON . . . . . . ... ... ... ... 26
Wzrost rozmiaru bazy ENA . . . . . .. ..o 33
Histogram liczebnodci 25-meréw odczytow z zestawu ERR422544 . . . 86

Regiony w algorytmie BLESS; k = 7,¢ = 100; pogrubieniem zazna-
czono btedy substytucji w odezycie . . . . . ..o oL 107
Liczba pozycji rozszerzajacych w zaleznosci od wartosci it mod; kK =
T,0MxE=3,=100 . . . . . . . . 111

Korekcja btedu typu insercja poprzez korekcje btedéw substytucji; k =

7,¢ = 100; symbolem — oznaczono substytucje . . .. .. .. .. ... 133
Histogram liczebnosci 25-meréw odczytow z zestawu SRR1945754 . . 138
Etapy pracy algorytmu RECKONER . . . . .. ... ... ... .... 148

Wystapienie jednego bledu typu delecja w regionie; k = 7,/ = 100;
symbolem Y oznaczono delecje . . . . .. ... ..o 166
Przyklad gérnego ograniczenia liczby wywolan funkeji Tqs (-, ) przy
pomocy funkeji Tf4(-) (wylacznie dla korekeji btedéw substytucji i
delecji); punkty oznaczaja kolejne wywolania funkcji Continued’, a
owale — grupy wywotan identycznie parametryzowanych funkcji . . . 190

Wplyw korekeji na warto$¢ Egain dla odczytéw symulowanych uprosz-
czong metoda Quake, prmean =2% . . . . ..o 213
Wplyw korekcji na wartoS¢ Egain dla odczytow symulowanych uprosz-
czong metodg Quake, pmean =4-5% . . . . ..o 214
Wplyw korekcji na wartos¢ Egain dla odeczytéw symulowanych narze-
dziem ART, prean = 2% . . . o . o o o L 217
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6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

6.11

6.12

6.13

6.14

6.15

6.16

6.17

6.18

6.19

6.20
6.21

6.22

6.23

6.24

6.25

Wplyw korekcji na wartos¢ {gain dla odczytéw symulowanych narze-

dziem ART, pmean = 4-5% . - « .« o o o 218
Wplyw korekcji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytéw z zesta-
wu P1.60 (P. syringae) . . . . . .. ... .. 222
Wptyw korekcji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytéw z zesta-
wu S1 (S. cerevisiae) . . . ..o 223
Whplyw korekcji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytow z zesta-
wu V160 (C. vulgaris) . . . . . . o oo 224
Whplyw korekcji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytow z zesta-
wu Cl (C. elegans) . . . . . oo 225
Whplyw korekeji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytow z zesta-
wu M1 (M. acuminata) . . . . . ... oo 226
Wplyw korekeji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytow z zesta-
wWu Zl (Z. mays) . . . oo 227
Whptlyw korekeji na wartosci miar jakosci asemblacji odczytow z zesta-
wu H1-3.45 (H. sapiens) . . . . .. .. ... 228
Wplyw korekcji na zapotrzebowanie na zasoby asemblacji odczytéw
z zestawéw P1.60, S1, V160 . . . . . .. ... ... ... ... 231
Wplyw korekeji na zapotrzebowanie na zasoby asemblacji odczytow
z zestawéw C1, M1, Z1. . . . . . . . .. 232
Wplyw korekeji na zapotrzebowanie na zasoby asemblacji odczytow
zzestawu H1-3.45 . . . . . .. Lo 233

Wplyw korekeji na jakosé mapowania odczytow z zestawow P1.60 1 S1 235
Wplyw korekeji na jako$é mapowania odczytow z zestawow V1_60 i C1 236
Wplyw korekeji na jako$é mapowania odczytow z zestawow M1 i Z1 . 237
Wptlyw korekcji na jako$é mapowania odczytow z zestawu H1-3.45 . . 238
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