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V préci sa zaoberame navrhom a implementaciou datovej struktary pre efektivne in-
dexovanie kratkych refazcov pochadzajicich zo sekvenovacich dat (sequencing reads)
s moznostou efektivneho vyhladavania tych readov, ktoré obsahuju dany podretazec
pevne danej dizky. Podstatou tejto datovej struktary je komprimacia vstupnej sady
readov za pouzitia algoritmov na zostavovanie genému (pomocou vhodného softvéro-
vého néstroja) a néasledna efektivna indexéacia cez FM-index. Vysledné implementécia
je pamétovo vyrazne efektivnejSia nez existujuce rieSenia pri zachovani podobnej rych-

losti odpovedania na dotazy.
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Uvod

Vysledkom prichodu novych technologii sekvenovania genémov je tlak na efektivne
spracovavanie velkého mnozstva dat — sequence readov — ktoré sekvenatory produkuji.
Jednym so suvisiacich problémov je aj problém, ako efektivne tieto sequence ready
indexovat a vyhladavat v nich.

V sucastnosti nie st k dispozicii kniznice, ktoré by tento problém vhodne riesili —
bud su prili§ vSeobecné alebo si neefektivne.

V tejto préci sa zaoberame navrhom a implementéciou datovej struktary, pomocou
ktorej by bolo moZné efektivne indexovat ready a vyhladavat v nich podla vopred
urcenych kritérii.

V prvej kapitole sa oboznamime so zakladnymi pojmami a algoritmami. V druhej
kapitole zadefinujeme problém indexovania readov ako algoritmickd tlohu. V kapitole
¢. 3 predstavime nas navrh rieSenia tohto problému — datova struktaru CR-index. V
nasledujicej kapitole popiseme jej implementaciu, ktori sme realizovali v jazyku C++

a v poslednej, piatej kapitole, prezentujeme vysledky merani efektivnosti CR-indexu.



Kapitola 1
Zakladné pojmy a algoritmy

V tejto kapitole sa oboznamime so zdkladnymi pojmami z bioinformatiky a s niektorymi

datovymi struktirami a algoritmami, ktoré buda neskoér pouzité pri implementéacii.

1.1 Formalne definicie a oznacenia

Definicia 1.1. Abeceda je konecnd neprdzdna mnozina symbolov (pismen). Oznacu-

jeme ju 2.
Poznamka 1.1. V nasom kontexte bude pracovat s abecedou ¥ = {A,C, T, G}.
Definicia 1.2. Retazec nad abecedou Y je konecnd postupnost symbolov z 2.

Definicia 1.3. DlZka retazca je dizka postupnosti, ktord ho vytvdra. Dizku refazca s

oznacujeme |s|.

Definicia 1.4. Podretazcom retazca s = aga; . . . a, je suvisld podpostupnostt = a;a;1q . . .

pricom plati 0 < i < j < n. Takijto podretazec oznacujeme t = sli, j|. Specz’dlne, ak

1 =0, tak takyto podretazec nazgjvame prefix a ak j = n, tak sufix retazca s.
Oznacenie 1.1. [-ty symbol postupnosti tvoriacej retazec s budeme oznacovat s[i].

Definicia 1.5. K-merom nazjvame lubovolny podretazec dizky k lubovolného retazca s

z mnoziny retazcov S.

Definicia 1.6. Reverznym komplementom retazca S = agpay . ..a,_1, kde

VieN:0<i<n:a €{A C T G} je retazec S,. = boby ...b,_1, pre ktory plati:

A:an_i_lzT

T:an_i_le
VieN:0<i<n:b =

C’:an_i_lzG

KG’Zan_i_1:C’
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Priklad 1.1. Pre retazec S = ACTTTGCCCT je reverznym komplementom retazec
Sre = AGGGCAAAGT.

1.2 Sekvenovanie

Sekvenovanie DNA je sihrnny termin pre biochemické metédy, pomocou ktorych sa
zistuje poradie nukleotidov (A, C, T, G) v sekvenciach DNA. Tieto metody nedokazu
precitat cely gen6m naraz, ale len po malych ¢astiach.

Z informatického pohladu je vysledkom sekvenovania DNA sada retazcov nad abece-
dou ¥ = {A,C,T,G}', pricom tieto retfazce pochadzaji z jedného spolo¢ného nadslova.

Tieto retazce nazyvame sequencing reads. Pri sekvenovani nas zaujimaja hlavne:
e Dlzka readov - ta je dana pouzitou biochemickou metdédou sekvenovania.
e Pocet readov

e Miera pokrytia - t4 nam hovori, v aspon kolkych readoch sa kazda baza sekve-

novanej DNA nachédza.

e Miera chyb - ziadna sekvenovacia metdda nie je dokonald a teda dany read ne-
musi byt v skuto¢nosti podslovom sekvenovanej DNA, ale méze obsahovat chyby,

napriklad bazy navysSe, ¢i niektoré zmenené.

Ready je nasledne potrebné bioinformatickymi metédami poskladat do dlhsich frag-
mentov na zaklade ich prekryvov — tie sa nazyvaja kontigy. Tuto tlohu riesia softvérové

nastroje nazyvanéassemblery.

1.3 Algoritmy na zostavovanie gen6mu

Vysledkom sekvenovania genému (pri pouziti su¢asnych technologii) je velké mnozstvo
malych fragmentov — sequencing reads, ktoré je potrebné zostavit do jednej suvislej

sekvencie. Naro¢nost tejto tlohy zavisi najmé od:
o dizky zostavovaného genému - ¢im je kratsi, tym je to jednoduchsie
e di7ok jednotlivych fragmentov - ¢im st dlhgie, tym lepsie

e priemernej hibky pokrytia - tzn kol'ko fragmentov v priemere pokryva konkrétnu

poziciu zostavovanej sekvencie - ¢im viac, tym lepsie

Veci zatneme zjednodusovat uz hned zhurta zo zaciatku a nebudeme ritat s nezndmymi - N

(uNknown) bazami v sequencing readoch.
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1.3.1 Najkratsie spolo¢né nadslovo

Asi najjednoduchs$iu formulaciu problému zostavovania genému predstavuje problém

hl'adania najkratgieho spolo¢ného nadslova (shortest common superstring).

Definicia 1.7. Najkratsim spolocngm nadslovom retazcov Sy, Ss, . . ., Sk nazjvame najk-

ratsi retazec S taky, Ze kaZdé S; je podslovo S.

Tento problém je ale NP-tazky|GJ02|, takZze nepozname Ziadny rychly algoritmus,

ktory vzidy najde rieSenie. Jednoducha heuristika by vyzerala nasledovne:

e najdi také dva fragmenty, ktoré maju najvacsi prekryv, t.j. najdlhsiu « taka, ze
Si=af aS; =y

e spoj S; a S; do yaf3
e opakuj prvy krok, kym nezostane iba jedno slovo

O tomto algoritme sa da dokazat, Ze je to 2.5-aproximadny algoritmus|ZS00|, t.].
najdené riesenie bude mat vzdy dlzku nanajvys 2.5-nasobku optimalnej dlzky. Sice
je problém najkratSieho spolo¢ného nadslova pomerne elegantnou formulaciou prob-
lému zostavovania genémov, no rieSenia, ktoré produkuje nemusia byt stale spravne —

problém nastava pri gendmoch s opakujicimi sa ¢astami.

1.3.2 Overlap-Layout-Consensus

Tato metoda, ako uz jej nazov naznacuje, pracuje v troch fazach:

Overlap

V tejto faze assembler hlada navzajom sa prekryvajuce fragmenty a spaja ich do dlhsich
fragmentov, kontigov.

Porovnavanie kazdej dvojice fragmentov by vSak bolo v praxi velmi ¢asovo naro¢né,
nakolko fragmentov mézu byt ¢asto milibny a pri porovnani kazdej dvojice by sme
potrebovali radovo O(n?k) ¢asu (kde n je pocet fragmentov a O(k) je ¢as, ktory trva
porovnanie dvoch fragmentov).

Efektivnejsie algoritmy s zalozené na predpoklade, ze ak sa dva fragmenty tplne
zhoduji na tiseku dizky aspoit k (v praxi sa pouziva k ~ 24 ), tak pochadzaji z toho
istého miesta v sekvenovanom genéme a teda st spojené do jedného kontigu.

Vo v8eobecnosti vyzerd tento postup nasledovne:
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e vytvor zoznam podretazcov dizky k zo vSetkych fragmentov, pricom ku kazdému

podretazcu si zapamétaj, z ktorého fragmentu pochéadza
e lexikograficky utried zoznam podretazcov

e skupiny vyrazne sa prekryvajicich fragmentov sa v utriedenom zozname budua
vyskytovat pohromade a prave to st dobri kandidati na spojenie do kontigov
Layout
V druhej faze assembler urcuje relativnu polohu jednotlivych kontigov a ich priblizné
vzdialenosti, vysledné bloky kontigov sa nazyvaja superkontigy.
Consensus

V poslednej faze je vytvorend findlna sekvencia superkontigov, ktord pokryva geném

(alebo aspoii jeho Casti).

1.3.3 De Bruijnove grafy

Tento pristup vyuziva to, ze (obvykle) mame pri sekvenovani velké mnozstvo dat, a
preto si mozme dovolit ¢ast obsiahnutej informéacie v nich odignorovat.

Pre jednoduchost budeme predpokladat, ze vSetky fragmenty pochadzajt z jedného
vlakna a snazime sa zostavit len jeden, uplne pokryty chromozom.

Algoritmus pre vytvorenie de Bruijnovho grafu vyzera nasledovne:

e vytvor zoznam vietkych podretazcov dizky k zo vietkych fragmentov (k-tice)

e vrcholy grafu budu tvorit vietky tseky dlzky k — 1 (teda podretazce podretazcov
dlzky k)

e jednotlivé k-tice budu reprezentované orientovanymi hranami v grafe, pricom k-

tica s1So ... sk spaja vrcholy s1So...S8k_1 a S9S3. .. Sk.
Eulerovsky tah v takomto grafe potom predstavuje hfadany geném.

Priklad 1.2. Uvazujme fragmenty CCTGCC a GCCACC a k = 3. Zoznam k-tic teda

bude vyzerat nasledovne:
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CCTGCC GCCACC

CCT GCC
CTG CCA
TGC CAC
GCC ACC

Useky dlzky k — 1: cc, CT, TG, GC, CA, AA, AC

Graf:

@)@~

1.4 Funkcie rank a select

Definicia 1.8. Funkcia rank na retazci S je definovand ako rankg(i,c) = n, kde n

predstavuje pocet viskytov znaku ¢ v retazei S[1,i|. Ak i <0, potom ranks(i,c) = 0.

Definicia 1.9. Funkcia select na retazci S je definovand ako selects(n,c) = i, kde
1 predstavuje najmenst index v retazcr S, pre ktory plati, Ze pocet vyskytov znaku c v

S[1,1] je n. Funkcia select je inverznd funkcia ku funkcii rank.
Priklad 1.3. S = banana. Potom rankg(4,a) = 2 a selects(1,n) = 3.

Nad danym retazcom sa tieto funkcie daju implementovat s malou pamétovou zlo-

7Zitostou a casovou zlozitostou O(log(o))[GGV03].

1.5 Sufixové polia

Sufixové pole je jednoducha datova struktara pouzivané napriklad pri indexécii, kom-
presnych algoritmoch alebo v bioinformatike. Tento koncept bol predstaveny v roku

1990 [MM90]|. Bol navrhnuty ako pamétovo efektivnejsia ndhrada sufixovych stromov.

Definicia 1.10. Nech S = s185...8, je retazec a nech S[i,j] oznacuje podretazec
retazca S od i po j, t.j. 8iSiy1...5j-15;. Sufizové pole SA retazca S je pole kladngch

¢isel oznacujicich zaciatocné pozicie sufivov retazea S v lexikografickom usporiadani.
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K refazcom sa zvykne na konci pridavat $pecialny znak $, ktory sa v lexikografickom

usporiadani nachadza pred vsetkymi znakmi uvazovanej abecedy.

Priklad 1.4. Nech S = banana$. Usporiadané sufixy S buda vyzerat nasledovne:

—

sufix

$
a$

ana$

anana$

banana$

na$

wlol~ ||l |o |~

nana$

Prisluchajuce sufixové pole: SA = (7,6,4,2,1,5,3).

1.5.1 Vyhladavanie vzorky v sufixovom poli

Vyhladavanie vSetkych vyskytov vzorky P v texte S vlastne znamené najst vsetky
sufixy S, ktoré za¢inaju na P, t.j. hfadame taky usek od i po j v sufixovom poli SA,
pre ktory plati, ze Vk : i < k < j: S[SA[k],|S|] = P. Kedze je sufixové pole usporia-
dané, moézeme pouzit binarne vyhladavanie. V tomto pripade bude zlozitost algoritmu
O(|P|log|S|). (Porovnanie dvoch retazcov dlzky n je realizované v ¢ase O(n)). Pouzi-
tim LC'P (least common prefix) je mozné tento ¢as vylepsit na O(|P| + log|S|). Idea
spoCiva v tom, Ze pri porovnavani retazcov nie je potrebné niektoré znaky porovné-
vat znovu, ak vieme, ze st sicastou LCP — najdlhsieho spolo¢ného prefixu — vzorky
a momentalneho prehladavaného intervalu. V roku 2004 bol predstaveny algoritmus
[AKOO04| pracujtici dokonca v ¢ase O(|P]).

1.5.2 KonS$trukcia sufixového pola

Klasické triedenie

Merge sort potrebuje O(nlogn) porovnani, no porovnanie kazdej dvojice sufixov trva
O(n), takze dokopy konstrukcia sufixového pola potrva O(n?logn).

Radix sort

Triedenie pomocou radix sortu predstavuje mierne zlep$enie. Radix sort vo vSeobecnosti

triedi d ciferné ¢isla v k-arnej sustave, pricom kazdua cifru triedi pomocou counting

7
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sortu. Ten utriedi n ¢isel z mnoziny 0...k — 1 v ¢ase O(n+ k). Celkovy ¢as radix sortu
je teda O(d(n+k)). Ak uvazujeme abecedu ako podmnozinu mnoziny 0, ...,n — 1, tak

nam c¢as triedenia vyjde O(n?).

Pomocou sufixového stromu

Ak najprv skonstruujeme sufixovy strom (to sa da spravit v ¢ase O(n)) a potom ho
postupne prechadzame do hibky, pricom v kazdom vrchole prechadzame neprejdené
hrany podla abecedy, tak potom poradie, v ktorom navstivime listy predstavuje poradie
sufixov v sufixovom poli. Neprijemnostou pri tomto postupe je fakt, ze sufixové stromy

zaberaju prili§ vela paméte.

Linearne algoritmy

Linearnych algoritmov existuje niekol'ko, napriklad SA-ST [NZC09|, ktory je momen-
talne jeden z najrychlejsich znamych algoritmov, pripadne algoritmus od Kérkkiinena
a Sandersa [KSO03|.

1.5.3 Pamatova efektivita

Sufixové polia st vo vSeobecnosti efektivnejsie nez sufixové stromy, no v niektorych
pripadoch to nestadi. Sufixové pole vyzaduje O(nlogn) bitov, no pévodny text nad
abecedou o len O(nlog|co|). Pre ludsky genom (o = {A,C,T,G},n = 3.4 x 10°) by
teda sufixové pole zaberalo priblizne 16 krat viac paméte nez samotny geném. Prave
z tohto dovodu sa objavili vylepSenia ako napriklad komprimované sufizové polia a
FM-index.

1.6 Burrows-Wheelerova transformacia

Burrows-Wheelerova transformécia (BWT) je transformécia textu vyuzivana pri kom-
presii (napriklad v programe bzip2), ale aj v tspornych datovych Struktirach na hla-
danie vzorky v texte. BWT transformuje vstupny retazec T na retazec BWT(T'), ktory
je permutaciou povodného retazca, no s tou vlastnostou, ze sa da viacsinou ovela lepgie
skomprimovat nez povodny retazec. Tato transforméacia je invertovatelna (bez potreby
uloZenia akychkol'vek dat navyse), t.j. z retazca BWT(T') vieme ziskat povodny retazec
T.
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1.6.1 BWT cez BWM

Postup transformacie

e na koniec retazca T pridame Specidlny symbol $, ktory sa nevyskytuje v danej
abecede a zadefinujeme ho ako prvy symbol novej abecedy (vzhl'adom na lexiko-

grafické usporiadanie)
e vytvorime maticu cyklickych posunov retazca T'$
e lexikograficky utriedime riadky matice

e posledny stlpec matice predstavuje BWT(T)

Tato lexikograficky utriedend matica cyklickych posunov retazca T' sa oznacuje ako
BWM (Burrows-Wheeler matrix).

Priklad 1.5. Uvazujme T = banana$. Matica cyklickych posunov a utrieden& matica

budi vyzerat nasledovne:

b an a n a $ $ b a n a n a
a n a n a $ b a $ b a n a n
n a n a $ b a a n a $ b a n
a n a $ b a n a n amna $ b
n a $ b a n a b an an a $
a $ b a n a n n a $ b an a
$ b a n a n a n ana $ b a

Teda BWT (banana$) = annb$aa - posledny stlpec utriedenej matice.

1.6.2 BWT cez sufixové pole

Medzi BWM a sufixovym polom je zjavny stavis - pri vytvarani sufixového pola SA(T)
pre retazec T triedime sufixy refazca T a pri vytvarani BW M(T') triedime cyklické

posuny T'. Tento vztah je jasnejsi v priklade:
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BWM | SA | sufix T
$banana 79
a$banan 6 | a$
Priklad 1.6. ana$ban 4 | ana$
anana$b 2 | anana$
banana$ 1 | banana$
na$bana 5| na$
nana$ha 3 | nana$

Iny sposob ako definovat BWT(T) je teda cez sufixové pole SA(T):

T[S Al]]

BWT(T)[i] =
S

: SAi] > 1
: SAfi] =1

1.6.3 Reverznda BWT s pouzitim LF mappingu

LF mapping

Spomenuli sme, ze BWT je invertovatelna operacia, no na prvy pohlad to také zrejmé

ur¢ite nie je. Pripomenme si priklad 1.5 - BWT (banana$) = annb$aa. Pri letmom

pohlade ¢itatel Iahko nadobudne pocit, ze informécia o tom, ktoré n v BWT(T)

prislicha ku ktorému n v pévodnom retazci T' je nenévratne stratena.

BWTT ale disponuje dolezitou vlastnostou s nazvom LF mapping (last-to-first map-
ping). Uvazujme BW M z prikladu 1.5:

= B T & o o &K
» » o ®» BB R T
2 e B » » T 9 ®

» T o B s o B

“w o B o T B @

» L v o B

o B

&

® s T BB

a

Prepisme T tak, ze kazdému znaku (okrem $) dame ako dolny index pocet jeho

doterajsich vyskytov v T: T = byagngainias$. Tomuto indexu hovorime rank. Prepisme

teraz BW M s pouZitim rankov?:

?Ranky nemaja vplyv na lexikografické usporiadanie

10
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F L
a9 $ b() adg Ig a3 I
a; N7 a9 $ b() a9 Ny
ag g a3 N1 asp $ b()
b() apg Ng a1 N1 a9 $

nq a9 $ b() ap Ilg al

ng a3 n; ae $ b() a

LF mapping nam hovori nasledovni vec: i-ty vyskyt znaku ¢ v F' ma rovnaky rank
ako -ty vyskyt ¢ v L. V8imnime si to napriklad na znaku a — v F st ranky v poradi: 2,
1, 0, rovnako ako v L. To plati kvoli tomu, Ze ked si zvolime znak ¢, tak usporiadanie
jeho rankov v F' je dané tym, ¢o nasleduje po tomto znaku ¢ v povodnom retazci T
(pre a je to teda poradie $, na$, nana$). To je ale to isté, ¢im je dané poradie znakov

a v L — tiez tym, ¢o sa nachadza za danym znakom v pévodnom retazei 7.

Reverzna BWT

Na zadiatku teda pozname len BWT(T), o je posledny stipec (L) matice lexikograficky
usporiadanych cyklickych rotacii povodného retazca T'. Pomocou neho vieme vyratat
prvy stlpec (F) matice jednoduchym utriedenim posledného stlpca. Pri BWT sme
pocitali rank vzhladom na 7', teraz ho budeme pocitat vzhladom na BWT(T):

L rank

B B T & » o e H
®» ® e T B B o
N =R OO =R OO

Vieme, 7e platia nasledovné veci:

1. Predchodca znaku v F' je znak v L v tom istom riadku.

2. Pomocou LF mappingu vieme ktory znak z L prislicha ktorému znaku v F'.
Algoritmus na spdtni rekonstrukciu T z BWT(T) teda vyzera nasledovne:

11
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1. Najdi poziciu pos posledného znaku ¢ v T°.

2. Pomocou LF mappingu vypocitaj poziciu ¢ znaku c v F'.

3. Do pos prirad i.

4. Najdi predchodcu p znaku ¢ z BWT(T')]i].

5. Do ¢ prirad p.

6. Opakuj kroky 2 az 6 pokym nie je zrekon§truovany povodny retazec T

Pre nas priklad by postup vyzeral tak, Zze by sme zacali v prvom riadku (resp.
nultom), teda pos = 0, ¢ = a. Dalej by sme sa posunuli v F na riadok 1 (1 =1), kde
sa nachadza a s rankom 0. Na konci tohto riadka je n, to je teda predposledny znak
povodného retazca T. V tomto kroku priradime do ¢ znak n a opakujeme procediru.

Rekonstrukcia odpredu funguje podobne, no nasledujtce znaky sa extrahuji z prvého
stlpca rovnakého riadka a na posun dalej sa vyuziva FL mapping, ktory je podstatne

zlozitejsi na implementaciu.

1.7 FM-index

FM-index je komprimovany index zalozeny na Burrows-Wheelerovej transformécii,
publikovany v [FMO00|. Skratka FM je odvodena od Full-text in Minute space — full-text
index je datova struktira nad textom 7 umoziiujica efektivne vyhladavanie podretaz-
cov v T. Minute space znamend, Ze index je pamitovo velmi efektivny. Tato datova
Struktira vo vSeobecnosti podporuje dve operacie — operaciu count, ktord pre retazec
na vstupe vrati pocet vyskytov v 1" a operaciu locate, ktorej vysledkom pre vstupny
retazec P je zoznam indexov v T', na ktorych sa P vyskytuje v T

Na FM-index sa da pozerat ako na subor tabuliek skladajuci sa z dvoch cCasti s istou
funkcionalitou navySe. Prva cast tvoria tabulky, ktoré zabezpe¢uji vykonanie operacie
count. Do tejto kategorie patria vSetky tabulky podporujtce LF mapping. PresnejSie,
tato skupina sa skladé z dvoch tabuliek - tabulky prefizovych sim C' a tabulky vyskytov
tiez oznacovanej ako Oce. Druht kategoriu tvoria tabulky, pomocou ktorych FM-index

odpoveda na dotaz locate.

3Posledny znak T je prvy znak BWT(T), kvoli pridaniu $

12
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FM index

CSA | |LF tabulka
Occ|| C

Obr. 1.1: Znézornenie struktary FM-indexu

Komprimované sufixové pole

Komprimované sufixové pole (CSA - compressed suffix array) pole sa vyuziva na zis-
tenie pozicie daného podretazca v texte T'. Nie je si ale potrebné drzat v hom pozicie
vSetkych sufixov T, kedZe pomocou LF mappingu vieme zrekon$truovat podretazec T
za¢inajuci na l'ubovolnej pozicii. Preto si sta¢i pamétat len pozicie niektorych sufixov a
potom pomocou LF mappingu len ¢iasto¢ne rekonstruovat 7', pokym nedosiahneme ne-
jakt pamétani poziciu sufixu. Komprimované sufixové pole zabera iba zlomok pamite
oproti pévodnému, no na oplatku sa kvoli nutnosti ¢iastocnej rekonstrukcie vyrazne

zvy$§i Cas trvania operacie locate.

Tabul'ka prefixovych siim

Tato tabulka obsahuje pre kazdy znak ¢ danej abecedy pocet vyskytov lexikograficky
mengsich znakov ako ¢ v danom retfazci S. Narozdiel od sufixového pola ale nie je
tak Tahko komprimovatelna, kedze frekvencie vyskytu jednotlivych znakov si na sebe
navzajom nezavislé. Na druhej strane, zvyc¢ajne byva velkost abecedy radovo mensia
nez dizka textu, takze velkost tejto tabulky bude prispievat do celkovej pamifovej

naro¢nosti len malou ¢astou*.

Tabul'ka vyskytov

Tabulka vyskytov Occ pre dané ¢ a k vrati pocet vyskytov znaku ¢ v prefixe S[0..k]
daného retazca S. Ked tato tabulku skonstruujeme nad BWT(T), tak LF mapping

vieme zadefinovat ako

LF(i) = C[BWT(T)[i]] + Oce(BWT(T)[i], i)

4Specialne to plati v naSom, bioinformatickom kontexte, kde pouzivame §tvorpismenovt abecedu

a genémy majiu dizky v miliénoch.

13
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Rychlost pristupu k tejto tabulke a jej pamétova narocnost je najdolezitejsim faktorom
FM-indexu.

Pre lepsiu predstavu uvedme priklad:

Priklad 1.7. Nech T' = banana$, potom BWT(T) = annb$aa. Tabulky C a Occ

skonstruované nad BWT(T') potom vyzeraji nasledovne:

Occ(c, k) pre annb$aa

a/ln/n|/b|$|ala

C pre annb$aa 2 5|6
¢ $la|b|n $(0[{0]O0|0O|1|1]|1
Cle]|ol1]4]5 alt|1]1][1]1]2]3
b|0|0|0]|1|1]1]1

n(0|1|2(2]2]|2]|2

1.7.1 Vyhladavanie pomocou FM-indexu

Vyhladévanie v FM-indexe rozdelime na dve fazy — pocitaciu a lokalizaéni (pri operacii
count sta¢i vykonat prvi ¢ast, pre locate obe). Pocitacia faza mé za lohu identifikovat
rozsah sufixov zo sufixového pola, ktoré maji rovnaky prefix — vyhTadavana vzorku®

a lokalizacnd faza potom identifikuje vzorky v sufixovom poli.

Pocdéitacia faza

Hladanie vzorky v sufixovom poli je ¢asovo velmi efektivne, pretoZe sa zaroven hla-
daju vSetky vyskyty danej vzorky P — simultannym postvanim ukazovatelov hornej
a dolnej hranice v sufixovom poli. Ozna¢me tieto ukazovatele sp a ep (z ang. starting
resp. ending pointer). Znak ¢ bude obsahovat momentéalne spracovavany znak vzorky
P, pricom za¢neme poslednym znakom a budeme tiez vyuzivat pomocné polia Occ a
C' zadefinované v predchadzajicej Casti. Ukazovatel sp bude inicializovany na C|c] a
ukazovatel ep na C[c+ 1] — v tomto pripade u7 tieto ukazovatele ukazuji na prvy resp.

posledny vyskyt posledného pismena P v F°.

57 definicie sufixového pola vyplyva, Ze sufixy s rovnakym prefixom nasleduji v sufixovom poli za

sebou
6Pripomeiime, 7e F je prvym stipcom BWM a F je vlastne pole znakov, ktoré zodpovedaju

indexom sufixového pola do povodného textu T'.

14
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P.length - 1

'_A.
Il

sp = Clc]
ep = Cl[c + 1]

while 1 > 0 do

i=1-1

sp = C[c] + Occ(c, sp — 1)
ep = C[c] + Occ(c, ep) - 1

end

Listing 1.1: Algoritmus na hladanie vzorky pomocou FM-indexu

Occ(c, sp—1) (riadok 5) vracia po¢et znakov ¢ v BWT(T)[0..(sp—1)]. Ked k nemu
pripo¢itame pocet znakov, ktoré si mensie nez ¢ (Clc]) dostavame poziciu prvého ¢
v rozsahu sp az ep v F. Operacie v riadkoch 5 a 6 realizuju LEF mapping pre prvy
a posledny vyskyt ¢ v. BWT(T)[sp..ep] (ak by sme nemali k dispozicii tabulku Occ,
museli by sme najprv najst prvy a posledny vyskyt ¢ v BWT(T)[sp..ep| a az potom
pouzit LF mapping).

Priklad 1.8. Postup vyhladavania vzorky P = nan by vyzeral nasledovne:

P = nan P = nan P = nan
F L F L F L
$ a $ a $ a
a n a n a n
a n a n a n
a b a b a b
b $ b $ b $
n a n a n a
n a n a n a

Lokaliza¢na faza

Vysledkom pocitacej fazy st dva indexy, sp a ep, ktoré vymedzuju rozsah v sufixovom
poli textu T'. A prave prvky prvky v tomto rozsahu nam prezradia, na ktorych poziciach

textu 7" nastala zhoda s vyhladavanou vzorkou.

15
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Casova zlozitost

Casova zlozitost potitacej fazy je linearna vzhladom na dizku hladanej vzorky P,
kedze v kazdej iteracii spracujeme jeden znak P. Na druhej strane, dizka textu 7" na
tuto operaciu vplyv nema, preto je tato metdéda mimoriadne vhodna na spracovavanie
dlhych textov, ako st napriklad genomy. Zlozitost pocitacej fazy je tiez nezévisla na
pocte vyskytov vzorky v texte, kedze hladame len horna a dolna hranicu vyskytu. V
kazdej iteracii tiez spravime dva dotazy do tabulky Occ, takze vysledny ¢as zavisi tiez
linearne od Casovej zlozitosti dotazov na Occ.

Pri ¢asovej zlozitosti lokaliza¢nej fazy je situdcia opaéné — nezavisi na dlzke hladane;
vzorky, ale na pocte vyskytov, kedze pre kazdy jeden musime pristupit ku sufixovému

polu. Preto o zloZitosti rozhoduje implementacia sufixového pola.

ZlepSenia

Ak by mala tabulka Occ odpovedat v konStantnom ¢ase, zaberala by zna¢né mnoz-
stvo paméte, preto sa v praxi pri jej implementacii pouzivaju sofistikovanejsie datové
Struktiry ako napriklad wavelet tree [GGV03].

Co sa tyka lokalizacnej fazy, tak je potrebné spomenut, ze pamétanie si celého su-
fixového pola by zaberalo privela pamite, preto sa v praxi pouZiva napriklad kom-
primované sufixové pole — uklada sa len ¢ast povodného sufixového pola a chybajice

hodnoty sa potom v pripade potreby doratavaji pomocou pamétanych hodnot.

16



Kapitola 2
Problém indexovania readov

Indexovanie readov sa vyuZziva v assembleri GAML|BBV14] a v nastroji CRAC|PSCR13],

ktory sa vyuziva na analyzovanie RNA readov.

2.1 Definicia problému

Ulohou bude teda vytvorit efektivnu datova struktaru, ktora nacéita velka sadu rela-
tivne kratkych retazcov — sequencing reads (pozri ¢ast 1.2) a umozni dostato¢ne rychlo
odpovedat na dotaz ,vrdf tie retazce, ktoré obsahuji ako podretazec retazec P*, pricom
dlzka refazcaP je dopredu dana. Déraz budeme klast ako na rychlost odpovedania na

dotaz, tak aj na paméatova efektivnost tejto datovej struktary. Cize:

Vstup
Na vstupe pre konstrukciu datovej struktiry je prirodzené ¢islo k - dizka dotazu

a mnozina R, ktora predstavuje mnozinu n readov, kazdy s dlzkou (.

Vystup
Vystupom pre dotaz p je mnozina S takych readov z R, ktoré obsahuja p ako

podretazec.

V nasom kontexte ale platia aj nasledovné veci, ktoré ndm rieSenie tilohy do znacnej

miery ulahdia:

e Vieme, ze vSetky ready pochédzaji zo spolo¢ného nadslova — sekvenovanej DNA,
pricom pri sekvenovani mohla s istou pravdepodobnostou nastat chyba (pozri
¢ast 1.2). Z chyb budeme uvazovat iba substiticiu, ktorej pravdepodobnost vy-
medzime na uroven 0.1% — 2%. To znamen4, Ze pre kazdu bazu kazdého readu

nastala substiticia (za nie nutne réznu bazu) s danou pravdepodobnostou.

17
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e Dizka spolo¢ného nadslova sa pohybuje medzi milionom (dféka gendému baktérif
je niekde na trovni $tyroch milionov) a jednej miliardy (dlzka genému ¢loveka je

asi tri miliardy béaz).
e Dizky readov [ sa pohybuji v rozmedzi 100 — 150 baz.

e Pri sekvenovani sa vyuziva miera pokrytia (pozri ¢ast 1.2) v rozmedzi 10x az
100x, z ¢oho nam v kombinacii s dlzkou spolo¢ného nadslova a dlzkou readov

vychadza obmedzenie pre pocet readov na vstupe na n € [105,§ - 107,
e Dizku dotazu p budeme uvazovat v rozmedzi 13 — 15.

e A na zaver, pri zistovani, ¢i p je podretazcom r budeme testovat aj to, ¢i reverzny
komplement (pozri ¢ast 1.1) p (revcompl(p)) nie je podretazcom r — bude nam

stacit, ak bude tato podmienku spliat jeden z nich.

Cielom bude dosiahnut ¢o najniz§iu pamétovu zlozitost, pri zachovani ,rozumnej*
casovej zlozitosti. Ocakavana pamétové zlozitost bude teda O(n + s), kde n je pocet
na¢itanych readov a s je dlzka spoloéného nadslova. (Trivialnym rieSenim by bolo
O(n- L), kde L je dlzka readu)

2.2 RieSenie s pouzitim hash mapy

Ako prvé netrivialne rieSenie tohto problému sa naskyta pouzitie hash mapy, kde kl-
¢om st vSetky mozné hladané vzorky p (tie generovat vieme, kedze mame dopredu
dant dlzku k& = |p| a pracujeme nad kone¢nou abecedou) a hodnota pre dany klIuc
by bol zoznam readov, ktoré tato vzorku obsahuji. Algoritmus na generovanie takejto

hash mapy by vyzeral naslednovne:

h = HashMap.new

def process (R)
foreach r : R do
for i in (O0...(Jr|] - k + 1)) do
t = rl[i, k]
if not h.has_key? (t)
h[t] = LinkedList.new

end
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h[t].append(r)
end
end

end

def find_reads (p)
return (h[p].append(h[revcompl (p)]))

end

Listing 2.1: Algoritmus na rieSenie problému indexovania readov pomocou hash mapy

Pre kazdy read r zo zoznamu readov R vygenerujeme vietky jeho podrefazce dizky
k a tie pouzijeme ako klic¢e do hash mapy, pomocou ktorych tento read zaindexujeme
jeho pridanim do spajaného zoznamu.

Hladanie vzorky p potom prebieha tak, Ze vratime zretazené spajané zoznamy pre

p a reverzny komplement p.

Priklad 2.1. Priklad hash mapy pre mnozinu readov

S ={ACTTT,CTTAT, TTTAT, AAACT, ACTGA}

AAACT [} ACTGA

ACT ﬁ ACTTT
cTT ﬁ ACTTT

y
N

TTT % ACTTT B TTTAT
2
7

CTTAT

TTA ﬁ CTTAT | TTTAT
TAT %| CTTAT
AAC ﬁ AAACT
CTG %| ACTGA

Obr. 2.1: Hash mapa

TTTAT

Pre vzorku napr. TTT je vysledkom mnozina readov R = {ACTTT, AAACT}. AAACT

sa do vysledku dostane kvoli tomu, 7ze hfTadame aj reverzné komplementy.
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VyhTadéavanie vzorky prebieha v konS$tantnom ¢ase, no pamétova zlozitost tohto
rieSenia ale nie je ani zdaleka optimélna, v najhorSom pripade az O(n - [). Existuje

mnozstvo zlepSeni, napriklad:

e miesto celych readov ndm staci si v spajanom zozname paméatat len indexy danych

readov

e kltce moZzno komprimovat napriklad nasledovnym sposobom: pre znaky tvoriace
kIi¢e vytvorime nasledovné kédovanie: A = 00, C' = 01, T = 10, G = 11 a
pomocou neho zakodujeme cely kla¢, ¢im dostaneme bitovy vektor (v naSom
priklade uvedenom vyssie 6-bitovy), ktory sa uz komprimuje ovela jednoduchsie

(napriklad ako celé ¢islo).

2.3 RieSenie s pouzitim GkArray

V roku 2011 vy8iel v. BMC Bioinformatics ¢lanok od N. Phillipea a spol.[NP11] pre-
zentujuci datova Struktaru s nazvom GkArray. Cielom autorov bolo navrhniaf a imple-
mentovat univerzilne rieSenie na indexéciu readov a vyhladavanie v nich cez k-mery
vopred danej dlzky. Vstupom pre jej konstrukeiu je sada readov, kazdy dizky m, a ¢islo
k, kde k < m. Datova strukttra GkArray je konStruovana tak, aby vedela odpovedat

na nasledujice dotazy!:

Q1: Ktoré ready obsahuju f ako podretazec?

Q2: Kolko readov obsahuje f ako podretazec?

Q3: Na ktorych poziciach sa v jednotlivych readoch f nachédza?
Q4: Aky je celkovy pocet vyskytov f vo vSetkych readoch?

Q5: V ktorych readoch sa f nachadza len raz?

Q6: V kolkych readoch sa f nachéadza len raz?

Q7: Na ktorych poziciach v readoch, ktoré ho obsahuju len raz sa f nachadza?

GkArray vntutorne pouziva 4 polia — GkSA (Generalized £ Suffix Array), ¢o je vhod-
nym spésobom modifikované sufixové pole skonstruované nad retazcom ziskanym zre-

tazenim vsetkych readov zo vstupu, GEIFA (Generalized k Inverse Array) predstavuje

1V povodnom ¢lanku je uvedeny aj 6smy dotaz, ktory je ale ekvivalentny so Siestym, my sme si ho

dovolili rovno vynechat.
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obmenu sufixového pola reverzov, GECFA (Generalized k Counting Factor Array) a
stvrté pole, GECFPS (Generalized k& Counting Factor Prefix Sum) je pouzité len pri
konstrukcii prvych troch.

Vidime teda, ze Struktira GkArray by mala vediet rieSit problém indexovania readov
podla naSej definicie pomocou odpovedi na dotazy Q1 — Q4. Pri indexacii ale len zretazi
retazce zo vstupu a nijak nevyuziva to, ze si to sekvencieho nejakého genému, nesnazi
sa ich nijak komprimovat. Skisme teda spravit jednoduché porovnanie spotreby paméte

v porovnani s hash mapou.

2.4 Porovnanie

Pre porovnanie sme pouzili ndhodne vybranych milion readov z E.Coli MG1655 II-
lumina HiSeq2000 sequencing dataset?, pricom dlzka kazdého readu bola 151 baz a
dlzku dotazu sme zvolil k& = 13. Program, ktory sme pouZili na testovanie je do-
stupny na internete na adrese https://github.com/kuboj/CR-index/blob/
master/benchmark/construct.cpp.

Kompilacia a test prebehli poc¢itaci s nainstalovanou 64-bitovou verziou operac¢ného
systému Linux 3.16.0-33 a kompilatorom gcc verzie 4.9.1. Pri kompilacii boli zapnuté
vSetky optimaliza¢né prepinace (-03).

Ako implementaciu hash mapy sme zvolili
stl::unordered_map <string, vector<int>> - to znameni, Ze sme nepa-
méatame vSetky ready, ale len ich indexy a tie vypisujeme na vystup . Nepouzili sme
ani kompriméaciu kIi¢ov, ktora sme vysSie naznacili.

Vo vysledku zaberala hash mapa 2703080kB a GkArray 1241084kB (pri¢om ¢as kon-
Strukcie hash mapy bol len o malo kratsi). Ked si uvedomime, ze vstup tvorilo 150MB
dat, tak nam pre GkArray vychédza ,cena“ za jednu bazu na vstupe velmi vysoka,

okolo 8 bajtov. Urcite si preto myslime, Ze je v tejto oblasti priestor na zlepSenie.

2Dostupné verejne na internete na ftp://webdata:webdata@ussd-ftp.illumina.com/
Data/SequencingRuns/MG1655/MiSeq_Ecoli_MG1655_110721_R1.fastg
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Kapitola 3

CR-index

V tejto kapitole predstavime nase rieSenie problému indexovania readov — datova struk-
taru CR-index (z eng. Compressed Read index), ktord je navrhnuta tak, aby sa vy-
hla nedostatkom, ktorymi trpia rieSenia s pouzitim GkArray alebo hash mapy. Pripo-
meiime, Ze tlohou tejto datovej strukttary bude efektivne (najmé vzhladom na pamért)
zaindexovat velku sadu relativne kratkych retazcov nad malou abecedou — sequence
readov — a ma vediet odpovedat na dotaz ,vrdt mi vsetky ready také, Ze obsahuji p ako

podretazec”.

3.1 Princip fungovania

3.1.1 Komprimacia vstupu

Kym GEkArray ready zo vstupu iba zretazil a nad tymto dlhym retazcom potom budo-
val sufixové polia a ostatné pomocné Struktiry, hlavnou myslienkou CR-indezu je, ako
uz napoveda nazov, ready najprv vhodnym spdsobom skomprimovat a az potom dalej
spracovavat. Vyuzijeme to, Ze retazce, ktoré mame za tlohu indexovat maju ¢osi spo-
lo¢né — vznikli sekvenovanim jedného gendému. Kedze pokrytie sa pri sekvenovani zvy-
¢ajne pohybuje na trovni 10x — 100, znamena to, Ze ready obsahuju velké mnoZstvo
nadbyto¢nych informacii. Pomocou vhodného assembleru ¢iastocne zrekonstruujeme
povodny genoém — ¢iasto¢ne preto, lebo vystupom assemblerov pre nejaki sadu readov
nebyva vo vSeobecnosti stvisly genom, ale len sada kontigov resp. superkontig. Tiez
nemame zarucené, ze kazdy read zo vstupu sa v niektorom kontigu musi nachadzat.
Tieto chybajtce ready potom musime efektivne najst a nejakym sposobom pridat ku
kontigom, aby sme neprisli o ziadnu informaciu.

Pre zaciatok predpokladajme, 7e ready na vstupe st bez sekvenovacich chyb — to
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znamend, 7e pre kazdy read plati, ze je podretazcom poévodného genoému, ktory bol
sekvenovany. Assembler by mal byt pri rekonstruovani genému pomerne tspe$ny (sa-
mozrejme ak maji ready dostatotné pokrytie) a relativne méalo readov by malo chybat
medzi kontigmi. V tomto pripade by sme teda spolu zretazili kontigy a vSetky chyba-
juce ready — tym dostaneme bezstratovo komprimovany vstup. Ako ale najdeme ready,
ktoré nie st podretazcom zretazenia kontigov? Jednoducho — nad zretazenim konti-
gov skon$truujeme FM-index, ktorého sa postupne budeme pytat na vsetky ready zo
vstupu (a ich reverzné komplementy) a v pripade, ze FM-index tento read (ani jeho
reverzny komplement) nenajde, ozna¢ime ho ako chybajuci.

Vysledkom komprimacnej fazy je teda zretazenie kontigov a readov zo vstupu, ktoré
nie si podretazcom zretazenia kontigov a ani ich reverzny komplement nie je podretaz-
com zrefazenia kontigov. Tento dlhy retazec nazveme superstring (neskor ho definujeme
aj formélne).

Superstring v principe predstavuje najkratsie spolo¢né nadslovo pre ready, no kedze
hladanie najkrat8ieho spolo¢ného nadslova je NP-tuplny problém, musime sa uchylit ku

vhodnej aproximécii, ¢o za nas spravi assembler.

3.1.2 Index

V dalgej faze konstrukcie CR-indexu vytvorime nad superstringom (opit) FM-index.
V tejto chvili sme uz schopni efektivne vyhladavat vzorky v superstringu, no ked nam
operacia FM-indexu locate vrati zoznam pozicii superstringu, kde sa dan& vzorka na-
chadza, nevieme z toho povedat ktorym readom tieto pozicie prislichaji. Potrebujeme
si teda predratat, kde sa ktory read nachadza. Na to pouzijeme pole positions — jeho
prvkami budu trojice (i,r,b) - ¢ bude oznacovat index v superstringu, kde zac¢ina read
r. Logickd premennd b oznacuje, & sa v superstringu nachadza samotny read (b = 0)
alebo jeho reverzny komplement (b = 1). Algoritmus na konstrukciu CR-indexu teda

vyzera nasledovne!.

assembler = Assembler.new
superstring = ""

positions = Array.new

contigs = assembler.assemble (R)

foreach ¢ : contigs do

1T4to implementécia slazi len pre Gcely vysvetlenia konstrukcie CR-indexu. Realna implementécia

sa do istej miery odliSuje a popiSeme ju neskor.
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superstring += c

end

contigs_fm index = FMIndex.new(joint_contigs)

foreach r : R do

matches = contigs_fm_index.locate (r)
matches2 = contigs_fm index.locate (rev_compl (r))
if matches.size() == 0 && matches2.size ()

positions.push(superstring.length(), r, O0)
superstring += r
else
foreach m : matches do
positions.push([m, r, 0])

end

foreach m : matches2 do
positions.push([m, r, 1])
end
end

end

positions.sort

fm_index = FMIndex.new (superstring)

Listing 3.1: Algoritmus konstrukcie CR-indexu nad readmi bez chyb.

Premenna R oznac¢uje mnozinu readov, ktort mame na vstupe. Objekt assembler

(riadok 1) predstavuje zapuzdrenie volania vhodného assemblera, jeho metoda assemble

(riadok 5) vracia pre pole readov na vstupe pole retazcov predstavujicich kontigy, ktoré

assembler poskladal z readov. Objekt FM-index (riadok 10) je vhodna implementécia

FM-indexu podporujica operaciu locate (vid. kapitolu 1.7), ktora pre vzorku na vstupe

vrati pole indexov retazca nad ktorym je tento FM-index skonstruovany, na ktorych

dana vzorka zalina. Funkcia rev compl(s) (riadok 14) vracia pre refazec na vstupe

jeho reverzny komplement (podla definicie 1.6).

Algoritmus najprv zavola assembler (riadok 5), pomocou ktorého vytvori kontigy,

ktoré zretazi (riadky 6 — 8). Potom prebehne konstrukcia pomocného FM-indexu (ria-
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dok 10) nad zretazenymi kontigmi. Nésledne sa pre kazdy read r a jeho reverzny kom-
plement zavolame metodu locate tohto FM-indexu (riadky 13 — 14). Ak sa ani jeden
z nich v superstringu nenachadza, tak ho tam pridame (riadok 18). Uz predtym uz
ale vieme, na akej pozicii bude tento read v superstringu za¢inat (kedze ho pridavame
na koniec) a moézeme tito informéciu vlozit do pola positions (riadok 17). Pre ready,
ktoré sa v superstringu nachadzaju pridame do pola positions informaciu o ich vy-
skytoch (riadok 21) resp. vyskytoch ich reverznych komplementov (riadok 25). Pole
positions nakoniec utriedime (riadok 30) — ako uvidime v dalSej ¢asti, pomoze nam
to rychlejsie identifikovat ready obsahujice hTadant vzorku. Nad superstringom, ktory
sme uspesne zretazili so vSetkymi chybajicimi readmi potom skonstruujeme novy FM-

index (riadok 31). Prave ten spolu s polom positions predstavuju vystup konstrukcie
celého CR-indexu.

3.1.3 Dotazy

Ulohou je pre refazec p na vstupe vratit tie ready, ktoré obsahuji p ako podretazec.

Najprv uvedieme algoritmus v pseudokdde a ten nasledne vysvetlime:

def locate (p)

retval = Array.new

indexes = fm_index.locate (p)

foreach i1 : indexes do
start_index = [1 + k - 1, -1, 0]

end_index = [i, INT_MAX, 1]

low = positions.lower_bound(start_index)

up = positions.upper_bound (end_index)
for (pos = low; pos != up; pos++) do
if (pos[2] == 0)

retval.push (pos[1])
else
retval.push (rev_compl (pos[1l]))
end
end

end
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21 return retval

22 |end

Listing 3.2: Algoritmus dotazu locate CR-indexu nad readmi bez chyb.

Premenné fm_index a positions st vysledkom konstrukcie z ¢asti 3.1.2, premenné
[ predstavuje dlzku kazdého readu, premenna k& ma hodnotu dizky dotazu (podTa toho,
ako sme problém indexovania readov zadefinovali v ¢asti 2.1 mame obe hodnoty k
dispozicii na vstupe pri konstrukcii CR-indexu, t.j. predstavuju parametre konstrukeie)
a konstanta INT M AX je najvacsia hodnota pre celo¢iselny datovy typ.

V prvom kroku vyhlTadame vyskyty p v superstringu pomocou FM-indexu (riadok 3),
ktory sme skonstruovali pocas predchadzajiucej fazy — vysledkom bude zoznam pozicii
v superstringu, kde bola vzorka p najdena. Nasledne potrebujeme tieto pozicie prelozit
na ready, ktorym prislichaji a na to vyuzijeme pole positions. To spravime tak, ze v
fiom pre kazdy index ¢ (riadok 5) pomocou binarneho vyhladavania obmedzime roz-
sah, kde sa nachadzaju relevantné hodnoty — tie prvky, ktoré oznacujua zaciatky readov,
ktoré obsahuju ako podretazec tento vyskyt hladanej vzorky. Prave tu vyuZijeme to, Ze
toto pole je utriedené podla prvej siradnice — indexu ukazujiceho na poziciu v supers-
tringu. Metody lower bound? (riadok 9) resp. upper bound (riadok 10) vrétia taka
poziciu v poli, Ze hodnota na tejto pozicii nie je mensia resp. je vacsia ako start index
resp. end_index. Pre start index preto zvolime hodnotu, ktora popisuje najlavejsi
index v superstringu taky, ze read na hom zacinajici moze obsahovat vyskyt vzorky p
zatinajuci na indexe i (pre end index analogicky najpravejsi read. Vid priklad 3.1).
Vsetky takto ohrani¢ené hodnoty pola positions (riadok 12) predstavuju ready, ktoré
obsahuju tento vyskyt vzorky p — posledné, ¢o ostava je pridat do vystupného pola
retval tento read (riadok 14) resp. jeho reverzny komplement (riadok 16) — podTa toho,
ktory z nich je v superstringu uloZeny (a indikator toho sme si pri konstrukeii pola
positions ulozili ako tretiu hodnotu pre kazdy prvok). Metoda locate teda pre hladana
vzorku p vrati zoznam readov, ktoré ju obsahuju ako podretfazec. Pre splnenie posled-
nej podmienky z ¢asti 2.1 by sme pre dotaz na vzorku p mali zavolat metddu locate aj
pre vstup rev__compl(p) a vystupy pre obe volania spojit do jedného pol'a a vratit ako

vystup to.

Priklad 3.1. Ilustracia toho, ako by mohol vyzerat najlavejsi a najpravejsi read v
superstringu pre vzorku p = GTCG, k = 3, | = 10. Ak vzorka p zacina v superstringu

na indexe 7, tak najlavejsi read zac¢ina na indexe i + k — [ a najpravejsi na indexe 1.

2Podla http://www.cplusplus.com/reference/algorithm/lower_bound/
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readl

ss = ... ACTTGATACCG GTCGAAAAAAGGTC ...

read2

Priklad 3.2. Uvazujme sadu readov R = {AAATTG, AATTGG, ATTGGC,GCCCAA,
CCCATA, GGTAAT,GTAATC, TAATCA, ATCAAA}, kde | = 6 a p = 4. Dalej
predpokladajme, ze vystupom assemblera st kontigy ¢ = AAATTGGCCCAA

ac = TTGATTACC. Ich zretazenim a doplnenim chybajicich retazcov dostdvame
nasledovny superstring:

C1 T3

I 1 1
ss = AAATTGGCCCAATTGATTACCCCCATAATCAAA
L (] | I— |

c2 L

Pole positions potom vyzera nasledovne:

i read rev__compl?
0 | AAATTG
1 | AATTGG
2 | ATTGGC
6 | GCCCAA
13 | TAATCA
14 | GTAATC
15 | GGTAAT
21 | CCCATA
27 | ATCAAA

S| ORIk |IRFIO|O|O|O

[lustrujme dotaz pre vzorku p = AAT:
AAATTGGCCCAATTGATTACCCCCATAATCAAA

Vidime, ze FM-index nad superstringom nam ako vysledok vratil dve hodnoty — 1 a
26. Ak i = 1, potom zaciatok najlavejSieho readu, ktory moze vzorku obsahovat je
0, zaGiatok najpravejSieho 1, iterator low (riadok 9 listingu 3.2) ukazuje na index 0
pola positions a iterator up (riadok 10) na poziciu 2 (tito hodnotu uz iterator pos pri
iterovani (riadok 12) nenabudne). Vysledkom teda budu ready zacinajuce na indexoch
0al- AAATTG a AATTGG.

Pokracujme pre i = 26. Iterator low bude ukazovat na index 8 v poli positions (lebo

najlavejsi read obsahujuci tento vyskyt vzorky p moze za¢inat na indexe 23). Iterator
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up bude ukazovat tiez na index 8, takze cyklus for na riadku 12 sa nevykona ani raz —
¢o je v poriadku, kedze sice sme nasli vyskyt vzorky v superstringu, no nachadzal sa
akurat na rozhrani readov a teda ani jeden read ho neobsahoval.

V tomto momente je dolezité si vSimnuat, Ze tymto spésobom sme nenasli vSetky
vyskyty vzorky p = AAT, napriklad read GGTAAT ju obsahuje, no tento read sme
(zatial) na vystup neposunuli. Assemblery totiz pokladaji ready a ich reverzné komple-
menty za identické a teda sa moze stat, Ze niektory kontig bude zlozeny len z reverznych
komplementov — v nasom priklade je to ¢;. Preto pri zistovani vyskytu vzorky p po-
trebujeme vykonat dopyt aj pre rev_compl(p) a vysledné mnozinu readov zjednotit.
Pre vzorku TAA = rev__compl(AAT) nam uz FM-index vrati vyskyty v superstringu,
ktoré potom tspesne prelozime na chybajice ready.

Je nutné poznamenat, ze realiziciou dotazovania tymto sposobom vratime aj ready,
ktoré obsahuja reverzny komplement vzorky p — predstavme si, ze by sme robili dotaz
pre p = TACC, v tom pripade vratime na vystup aj read GGTAAT, ktory tuto
vzorku neobsahuje. To je ale v poriadku, ked'Ze to suhlasi s nasou definiciou problému

indezovania readov (vid poslednt odrazku v Casti 2.1).

3.2 Ready s chybami

Bohuzial, zjednoduSenim situacie vo forme popierania existencie sekvenovacich chyb
sa az prili§ vzdalujeme realite. Ako sa teda zmeni situécia, ak mame brat do uvahy, ze
v readoch sa vyskytuju chyby?

Pripomenme, ze pri probléme indexovania readov tak, ako sme ho zadefinovali v
kapitole 2 uvazujeme len substitu¢né chyby — ¢o znamena, 7e read sa moze v niektorych
bazach lisit od svojho ,obrazu“ v pévodnom genoéme.

V prvom rade assembler nebude pri konstrukecii kontigov ani zdaleka tak uspesny
ako v predchadzajiucom pripade — chyby budi znizovat pravdepodobnost, Ze uspesne
odhali prekryvy medzi readmi, cize vystupom assembleru budu ovela kratsie kontigy,
¢ize aj ,kompresny pomer” bude vyrazne nizsi a to viac readov bude potrebné pripojit
na koniec. Ak si uvedomime, Ze pri indexovani readov napriklad s dizkou 100 baz a
chybovostou 1% ma takmer kazdy read aspon jednu chybu, vidime, Ze tento sposob
indexovania je pre ready s chybami nepostacujici a kompriméciu vstupu je potrebné
robit sofistikovanejsie.

LJKomprimovatelnost* readov zvysime tak, Ze pred tym, ako ich dostane assembler na
vstup budi opravené — korekcia readov (sequencing read correction) je znamy problém,

na ktory existuje mnozstvo rieseni[KSS10| [IFT11]. Co nam ale skomplikuje situdciu je
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fakt, ze kontigy budd obsahovat opravené ready a nie originalne, ktoré sme dostali na
vstupe — preto si budeme musiet pamétat aj dalsie informécie tykajiace sa aplikovanych
korekcii, aby sme vedeli prevadzat transforméacie medzi opravenymi a neopravenymi re-
admi. Tym sme vSak stale nevyrieSili situdciu, ¢o s chybajicimi readmi. Ak by sme
v zretazenych kontigoch hladali poévodné, neopravené ready, chybalo by ich, pochopi-
telne, velmi vela a tym padom by komprimécia nebola tak aspe$na. Zvolme opacny
pristup — v zretazenych kontigoch budeme hladat opravené ready a tie, ktoré v konti-
goch nie st obsiahnuté zretazime na koniec. Zamyslime sa teraz, ako by prebiehal dotaz
— ak existuje vyskyt vzorky p v superstringu, znamena to, Ze nejaky opraveng read ob-
sahuje hladanu vzorku. To ale neznamena, Ze ju obsahoval aj povodny read — nastastie
tuto situaciu vieme l'ahko vyriesit pomocou zapamétanych korekeii — k danému oprave-
nému readu skonstruujeme povodny a v iom overime, ¢i je p jeho podretazcom. Tymto
sposobom vieme vylucit falosné detekcie vzorky (false positives). Problematickejsie to
bude z druhej strany — vieme ale takto najst vsetky vyskyty vzorky p medzi péovodnymi

readmi? Uvazujme nasledovny priklad:

Priklad 3.3. Uvazujme sadu readov® R = {AAAAACCC, TAAAACCC, AAAACCCC,
AAGACCCG,CCCCTGTG}, kde | = 8 a p = 6. Nech korekcie readov vyzeraju na-

sledovne:

AAAAACCC — AAAAACCC
TAAAACCC — AAAAACCC
AAAACCCC — AAAACCCC
AAGACCCG — AAAACCCC
CCCTITGTG — CCCCTETG

Dalej predpokladajme, ze vystupom assemblera spusteného nad opravenymi readmi
je jeden kontig cg = AAAAACCCC. Po doplneni chybajucich opravengjch readov je vy-
stupom superstring ss = AAAAACCCCCCCCTGTG. Zamyslime sa teraz, ako by vy-
zeral dotaz na vzorku p = TAAAAC —ta sa nachadza v pévodnom reade TAAAACCC,
no v superstringu sa uz nevyskytuje. Moznostou by bolo skusit vyhladat vSetky vzorky
lisiace sa oproti p v jednom znaku, akoby simulovat opravu chyby readu aj vo vzorke.
Tym nam linedrne narastie pocet dotazov na FM-index nad superstringom. Ak by
sme hladali vzorku p = GACCCG (nachadza sa v povodnom reade AAGACCCG),

potrebovali by sme hladat dalej — vyskyt tejto vzorky v povodnom reade postihli az

3Tato sada readov je zdmerne extrémne jednoduché, nasim cielom je len ilustrovat princip problému
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dve korekcie. Ak by sme mali vygenerovat vSetky mozné vzorky liSiace sa od povodnej
na dvoch miestach, je ich uz kvadraticky vela. Vyzera to teda, ze ani tento pristup,
pouzit len opravené ready, nebude slavit tispech. Problematické vyzeraju byt tie ready,
v ktorych st pozicie oprav prili§ blizko seba — tak, ze by mohli ,zasiahnut* vzorku, t.j.

st blizsie ako p.

V kone¢nom dosledku teda vidno, ze vhodny pristup lezi kdesi uprostred moznosti
zretazit s kontigmi (nad opravenymi readmi) povodné a opravené ready — budeme sa

musiet vhodne vysporiadat s readmi, ktoré maju korekcie ,prili§ blizko seba®.

3.3 Navrhovani implementacia

Kym predchadzajuca ¢ast bola skor uréena na ilustraciu fungovania principov stojacich

za CR-indexom, v tejto ¢asti uz konkrétne popiseme jeho vnutorny dizajn.

3.3.1 Korekcia readov
Korekéna funkcia

Oznaédenie 3.1. Oznacéme ako corrg(r) korekénu funkciu nad mnoZinou readov R,
ktorej vistupom pre read r je opraveny read Teom, Co je read rovnakej dizky, ktory sa

moze (ale nie nutne musi) lisit od pévodného readu na niektoryjch poziciach.

Faza korekcie readov bude prebiehat tak, ze ako prvé vygenerujeme sadu opravenych
readov. Potom skonstruujeme pole diff a nakoniec rozdelime ready na dve skupiny, ako

uvidime neskor.

Pole diff

Pole diff skonstruujeme tak, aby obsahovalo informécie o aplikovanych korekcidch na

jednotlivé ready. Formalne by sme ho definovali ako:

Definicia 3.1. MnoZinu korekcii pre mnoZinu readov R a korekéni funkciu corrg de-

finugeme ako
dif f ={(corrg(r),i,r[i]) | Vr € RVi:0 <1i<|r|:corrg(r)[i] # r[i]}

Algoritmus na konstrukciu pola diff by vyzeral nasledovne:
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diff = Array.new

correcter = Correcter.new

corrected_reads correcter.correct_reads (R)
for (1 = 0; 1 < R.length; i++) do
for (j = 0; 37 < R[i].length; j++) do
if R[i][J] != corrected_reads[i][7]]
diff.push([i, Jj, R[J]])
end
end

end

Listing 3.3: Algoritmus kongtrukcie pola diff.

Algoritmus dostane na vstupe mnozinu readov R, ktoré opravi — trieda Correcter
(riadok 2) predstavuje vhodné zapuzdrenie implementacie algoritmu opravujiaceho re-
ady — funkciu corrg. Vo for cykle potom porovname kazdy znak kazdého readu s po-
vodnym, a ak nie s zhodné, vlozime do pola diff trojicu [i, j, 0], kde i predstavuje
poradové &islo retazca®, j index ukazujici na poziciu v danom reade, kde sa pred ko-
rekciou nachédzal znak o. Na konci toto pole utriedime podla prvej siradnice — to je
dolezité z toho dovodu, aby sme vedeli efektivne (pomocou binarneho vyhladévania)

vyhTadéavat vetky korekcie pre dany read.

Rozdelenie readov

Definicia 3.2. UvaZujme read r z mnoZiny readov R, korekéni funkciu corrr a para-
meter p°. Potom read r nazgvame kriticky, ak existuju také éisla 1,7, 2e 0 < i < j < |r|

a corrg(r)[i] # rli] A corrg(r)[j] # rlj] AN j—1i <p.

Poznamka 3.1. Nekriticky read je taky read r z mnoziny readov R, ktory nie je
kriticky.

Inak povedané, read je kriticky, ak st v opravenom reade dve korekcie prilis blizko
seba — menej ako p.
Po tom, ako prebehne korekcia readov a konstrukcia pola diff, rozdelime ready na

kritické — to s povodné ready, ktorych korekcia by nam velmi nepomohla — a opravené

4Mohli by sme pouzit aj refazec samotny, no tymto spésobom vieme usetrit nezanedbatelné mnoz-

stvo pamate.
5Dizka dotazu.
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nekritické ready. Vystupom fazy korekcie readov teda buda dve sady readov a utriedené

pole uchovavajuce informéacie o aplikovanych korekciach.

3.3.2 Budovanie indexu
Hammingova vzdialenost

Definicia 3.3. Hammingova vzdialenost dvoch retazcov s a t rovnakej dizky 1 je defi-

novand nasledovne:
edtp(s,t) =1{i|0<i<l Asli]#t[i] }
Inymi slovami, pre dva rovnako dlhé retazce je to pocet pozicii, na ktorych sa liSia.

Priklad 3.4. edt,(ACCTGG,TCCTGC) = 2

Superstring

Kym v doterajsom texte sme pouZivali pojem superstring dost volne, na tomto mieste

ho konecne riadne zadefinujeme.

Definicia 3.4. Superstringom mnoZiny retazcov R rovnakej dizky | s parametrom p € N
oznacujeme taky retazec S, pre ktory plati, Ze kazdy retazec r € R splia aspoti jednu z

nasledujicich podmienok:

(a) r je podretazcom S

(b) rev_compl(r) je podretazcom S

(c) existuje podretazec s retazca S s dizkou | taky, Ze

Vi:0<i<l—p:edtp(rli,i+p—1],s[i,i+p—1]) <1

(d) existuje podrefazec s retazca S s dizkou | taky, Ze

Vi:0<i<l—p:edty(rev_compl(r)[i,i+p—1],sli,i+p—1]) <1

Povedané inak, superstringom mnoziny retazcov R je taky refazec, v ktorom pre
kazdy retazec r z R plati, Zze bud on alebo jeho reverzny komplement je podretazcom
superstringu alebo pre r alebo jeho reverzny komplement vieme najst podretazec su-
perstringu rovnakej dlzky, ktory sa od r (resp. jeho reverzného komplementu) ,Jigi len
tu a tam“ — to znamena, Ze indexy, na ktorych maju tieto dva retazce rézne znaky nie

su ,,prilis* blizko seba, t.j. kazdé dva st od seba vzdialené aspon p.
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Pre nas bude podstatné najdenie ¢o najkratsiecho superstringu pre dant sadu rea-
dov. Technicky vzaté, najkratsi superstring je najkratsie spolo¢né nadslovo readov, no
kedZe jeho hladanie je NP-tazky problém, aplikujeme vhodnu heuristiku — zostavovanie

genému (sequence assembly) pomocou assemblera.

Index

Tak ako sme uz naznacili, hlavna zmena bude spocivat v tom, ze assembler dostane na
vstup uz opravené ready, no len nekritické. Tak ako v predchédzajicej casti, vysledné
kontigy zretazime a skonstruujeme nad nimi FM-index, pomocou ktorého identifiku-
jeme tie ready, ktoré assembler dostal na vstup, ktoré nie st podretazcom zretazenia
kontigov a zretazime ich so zretazenim kontigov. Zaroven popritom konstruujeme pole
positions s jemnou odlisnostou oproti tomu, ako sme ho popisali v ¢asti 3.1.2. Namiesto
celého readu si totiz, kvoli aspore paméte, budeme pamétat len identifikitor daného
readu — jeho poradové ¢islo (vzhladom na poradie vo vstupnej sade R). Na spétnu re-
konstrukciu readu potom vyuzijeme schopnost FM-indexu rekonstruovat péovodny text,
nad ktorym bol konstruovany — zaplatime za to sice cenu v podobe dlhsieho ¢asu, ktory
bude potrebny na vykonanie dotazu, no ispora paméte bude vyrazna.

V poslednej faze pripojime k vyslednému retazcu neopravené kritické ready a kon-
Strukcia superstringu je hotova. Z konstrukcie vyplyva, ze takto skonStruovany su-
perstring spliia definiciu 3.4 — pre kritické ready zo vstupnej sady readov je splnena
podmienka (a) z tejto definicie a pre nekritické ready zo vstupnej sady bud podmienka
(c) alebo (d) — tieto podmienky su totiz postavené tak, Ze hovoria prave o tom, 7Ze v
superstringu sa ma nachédzat taky podretazec, 7e sa od daného readu ,velmi nelisi“ a
indexy, na ktorych sa tieto dva retazce lisia maja byt od seba vzdialené aspon p — a to
nekritické ready spliiaji. Nad vyslednym superstringom skonstruujeme novy FM-index,

ktory spolu s polom diff a (utriedenym) polom positions tvoria cely CR-index.
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corrg()
Na obrazku je znazornena schéma

konstrukcie CR-indexu. R oznacuje

vstupnu sadu readov, R, je sada

Rcorr opravenych readov — vystup korekénej

| funkcie corrg. Pole diff a sady readov

Reorrmerit (Opravené, nekritické) a R

R _ R . (povodné, kritické) tvoria vystup fazy
corr,ncrit crit

korekcie readov popisanej v ¢asti 3.3.1.

assembly Vo faze budovania indexu (popisanej v

Casti 3.3.2) potom zo zretazenych kon-
COntlgS tigov, chybajicich nekritickych oprave-

nych readov a kritickych readov skon-

Struujeme superstring, ktory spolu s

polami diff a pos (positions) tvoria sa-

diff POS S motny CR-index.

CR-index

Obr. 3.1: Schéme konstrukcie CR-indexu

3.3.3 Dotazy

Kym v predchidzajicej casti sme pri dotazovani spravili len jednoduchy dotaz do
FM-indexu a podla vyslednych indexov vyhladali prislusné ready, tym, Ze superstring
obsahuje opravené ready® je momentalna situécia o ¢osi komplikovanejsia.

Proces dotazu rozdelime na dve fazy — v prvej faze sa FM-indexu spytame na vyskyty
vzorky p, k nim zrekonstruujeme prislichajice ready a vylac¢ime pripadné falogné de-
tekcie (false positives) — mohla totiz nastat situacia, Ze opraveny read obsahuje vyskyt
vzorky p, takze ho FM-index najde, no v péovodnom reade sa vyskyt p nenachadza.

V druhej faze vykondme dotazy pre vSetky retazce s Hammingovou vzdalenostou 1
od vzorky p (a opéf zrekonStruujeme ready a overime). Téato druha faza je potrebna
kvoli tomu, aby sme niektoré ready, ktoré p obsahuju nevynechali z vysledku. Mohlo
totiz nastat to, Ze korekcia readu prebehla akurit na mieste, kde tento read obsahuje

vzorku p a ak tento read nie je kriticky, tak v superstringu sa nachédza akurat s tymto

6a originalne kritické ready
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nasledovne:

modifikovanym vyskytom vzorky p. Na druhej strane, ak pri nejakom reade nastali také
korekcie, Ze boli bliz§ie ako p, t.j. tak sa v superstringu nachadza jeho original”, takze

nam sta¢i Hammingova vzdialenost 1. Algoritmus na vykonanie dotazu teda vyzeréa

def locate (p)

retval = locate_with_check (p, p)

foreach p2 : strings_with_hd_ 1 (p) do
foreach i : locate_with_check (p2, p) do
retval.push (i)
end

end

return retval

end

def locate_with_check (p, p_check)

retval = Array.new

indexes = fm_index.locate (p)

foreach i : indexes do
foreach pos : positions.bound([i + k - 1, -1, 0],
[1, INT MAX, 1]) do
read_id = pos[1]
diffs = diff.bound([read_id, -1, '"A’],
[read_id, INT_MAX, 'A’])
if pos[2]
P2 = apply_corrections(diffs, rev_compl (p))
if p2 == rev_compl (p_check)
retval.push (read_id)
end
else
P2 = apply_corrections(diffs, p)
if p2 == p_check
retval.push (read_id)

end

"KedZe je kriticky.
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end
end

end

return retval

end

Listing 3.4: Algoritmus dotazu locate CR-indexu nad readmi s chybami.

Funkcia locate, ako sme uz skor spomenuli, najprv vykona dotaz pre vzorku p (riadok
2) a potom vykonava dotazy pre vSetky vzorky s Hammingovou edita¢nou vzdialenos-
tou 1 od vzorky p — riadok 5 (predpokladajme eSte, ze mame k dispozicii funkciu
strings_with _hd_ 1(s), ktora pre dany retazec vrati pole v8etkych refazcov s Hammin-
govou vzdialenostou 1 od retazca s).

Zaujimavejsia je funkcia locate with check (riadok 13). T4 vyhlada vzorku p, pre
kazdy jej vyskyt najde prislichajice ready (riadok 18) — kvoli zjednoduSeniu zépisu
predpokladame, ze mame k dispozicii metédu bound, ktord vracia podpole ohrani-
¢ené argumentmi, ¢ize je to len skrateny zapis riadkov 6 — 12 z prikladu 3.2. f)alej
pre kazdy read najdeme prisltichajice korekcie v poli diff (riadky 21 a 22). Funkcia
apply_ corrections® potom aplikuje relevantné® korekcie na najdeny vyskyt p, aby sme
zistili, ako tento néjdeny vyskyt p vyzeral v povodnom, neopravenom reade — ak je
rovnaky ako p_check, tak sme tspe$ne nasli vyskyt a pridame dany read do pola
vysledkov.

Celé fungovanie bude jasnejsie na priklade:

Priklad 3.5. Uvazujme k = 4, [ = 8, nasledovny superstring'® (nech index jeho prvého
znaku je 100):

S=...ACCTAGCCTGCTTTAGCTTTAG ...

Dalej nech polia positions a diff vyzeraju nasledovne:

8Implementaciu tejto funkcie sme zidmerne vynechali, nakol'ko nie je velmi myslienkovo zaujimava

a prevladaju v nej skor technické detaily tykajice sa prerdtavania indexov.
Nie je potrebné rekonstruovat kompletny originalny read, staci nam ta cast, ktora obsahuje p.
19Respektive jeho ¢ast.
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i |read id | rev_compl? read id | i | orig
100 966 0 254 7 C
102 256 0 256 0 A

256 7 C
110 452 0 257 1 T
113 812 0 812 4 C
966 6 G

[ustrujme teraz dotaz pre vzorku p = AGCC'. FM-index najde vyskyt tejto vzorky

na pozicii 104:

S =...ACCTAGCCTGCTTTAGCTTTAG ...

V tabulke positions najdeme relevantné zaznamy — vidime, ze ready ¢islo 966 a 254
obsahuju tento vyskyt p. Nasledne pre tieto ready vyhladame zaznamy o korekciach v
tabulke diff. Vidime, Ze pri reade 256 nastali dve korekcie — znaky na indexoch 0 a 7 sa
zmenili na A resp. C — ked ale tieto indexy prerdtame na indexy v ramci superstringu
(102 resp. 109) tak vidime, ze tieto nezasahuju do tohto vyskytu p (ten sa nachadza v
superstringu na poziciach 104 — 108). Z toho vyplyva, ze read ¢islo 256 tento vyskyt p
obsahuje.

Dalej spracujeme read ¢islo 966 zacinajici na indexe 100 v ramci superstringu. V
tomto pripade korekcia nastala na indexe 6 vzhladom na tento read, ¢iZe na indexe 106
v ramci superstringu — to uz zasahuje do vyskytu vzorky p, z ktorej tym dostavame p’ =
AGGC, ¢o znamené, 7e read ¢islo 966 vyskyt p neobsahuje, namiesto neho obsahuje
podretazec AGGC, ktory sa vo faze korekcie readov zmenil na AGCC' a preto sme
tento vyskyt nasli v superstringu.

Nasleduje druha faza dotazu, kde spravime dotaz pre vSetky retazce s Hammingovou
vzdialenostou 1 od p. Pre ucely prikladu si vystacime s jednou vzorkou, napriklad

pay = AGCT. FM-index vrati ako vyskyt tejto vzorky index 114 v superstringu:

S=...ACCTAGCCTGCTTTAGCTITAG...

Prvym najdenym readom, ktory obsahuje AGCT je read ¢islo 452 — v tabulke diff
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pre tento read ale nemame Ziadne zaznamy, ¢o znamena, zZe pri hom neprebehli Ziadne
korekcie. Obsahuje sice vyskyt modifikovanej vzorky — AGCT, no nie povodnu vzorku
p a teda sa do vysledku nedostane. Druhy read, ktory obsahuje AGCT je read ¢islo
812. Pren mame v tabulke diff zdznam o korekcii na indexe 4. Ked7Ze tento read za¢ina
v superstringu na indexe 113, tak tato korekcia sa dotkne aj vyskytu hTadanej vzorky —
AGCT sa upravi na AGCC, ¢o sa rovna povodne hladanej vzorke p a preto read ¢islo
452 tiez zahrnieme do vysledku. Co vlastne nastalo je to, Ze read ¢islo 812 povodne
obsahoval ako podretazec p, no pri korekénej faze bol tento read zmeneny akurat na
mieste vyskytu p. Spatnym hladanim pomocou pola diff sme to ale odhalili a Gspesne

ho zahrnuli do vysledku.

Poznamka 3.2. V predchadzajucom priklade sme zamerne uvazovali len ready, ktoré
sa v superstringu nachadzaji priamo samé a nie ich reverzny komplement. Princip
hl'adania by sa nezmenil (postupovali by sme podla algoritmu uvedenom v listingu

3.4), no priklad by bol zbyto¢ne komplikovany a technicky.

Poznamka 3.3. Tak ako sme uz uviedli v casti 3.1.3, tak ,pre splnenie poslednej
podmienky z ¢asti 2.1 by sme pre dotaz na vzorku p mali zavolat metodu locate aj
pre vstup rev__compl(p) a vystupy pre obe volania spojit do jedného pol'a a vratit ako

vystup to“.

3.3.4 Mozné zlepSenia

Nasa implementacia CR-indexu ako riesenia problému indexovania readov je sice pa-
méatovo vyrazne efektivnejSia nez implementicia pomocou hash mapy alebo pouzite
kniznice GkArray, no stale je tu priestor na zlepSenie.

V prvom rade by sa dali polia diff a positions reprezentovat efektivnejSie pomocou
tzv. dsporngch ddtovich Struktir (succinct data structures) |[GBMP14].

Daléim, uz podstatne menej trividlnym zlepsenim by bolo pouzitie Bloom filtra, v
druhej faze dotazu, ked sa pytame CR-indexu na vzorky s Hammingovou vzdialenostou
1 od povodnej vzorky. Bloom filter je paméatovo efektivna pravdepodobnostna datova
struktira, ktord sa pouziva na odpovedanie na otazku, ¢i sa dany prvok nachadza v
danej mnozine. Bloom filter je navrhnuty tak, Ze sa moze stat, Ze odpovie, Ze sa dany
prvok v mnozine nachadza, aj ked sa tam nenachédza (false positive), no nikdy nie
naopak. Pri konstrukcii CR-indexu, konkrétne pri konstrukcii pola positions by sme
pre kazdy spracovavany read vygenerovali vietky jeho podretazce dlzky p a tie vlozili
do Bloom filtra. Pri druhej faze dotazu by sme potom vedeli vynechat niektoré do-

tazy na FM-index tym, Ze by sme sa najprv Bloom filtra spytali, ¢i ma zaindexovany
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dany retazec. Tymto sposobom by sme sice mierne predlzili ¢as potrebny na konstruk-
ciu CR-indexu a pouzili isté mnozstvo pamite navySe, no na druhej strane by sme

nezanedbatelne zrychlili operéciu locate.
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Kapitola 4
Implementacia

V tejto kapitole popiSeme nasu implementaciu CR-indexu v jazyku C++, pouzité kniz-

nice, a jej Struktdru a rozhrania.

4.1 Pouzité kniznice

Ako programovaci jazyk sme zvolili C++, konkrétne verziu C++11. Zdrojovy kod by mal
byt (po doinstalovani potrebnych zavislosti) skompilovatelny kompilatorom gcc verzie

4.9.1 a vyssie. Pri implementacii sme vyuzili nasledujice kniznice resp. programy:

Boost

Boost je rozsiahla sada univerzalnych kniznic pre programovaci jazyk C++. My sme z
nej vyuzili podkniznice 1ibboost-filesystema libboost—-system na pracu so

siborovym systémom a procesmi.

SGA

SGA (String Graph Assembler) [SD11| je implementécia de novo genome assemblera
zalozeného na koncepte grafovych retazcov v jazyku C++ a je dostupna na stranke
https://github.com/jts/sga. Tento assembler sme vyuzili pri implementacii

CR-indexu hned na niekolkych miestach:

e V Casti 3.3.1 — Korekcia readov, sme realizovali korekéni funkciu corrg pomocou
podprogramu SGA sga correct. Ten oc¢akiva na vstupe okrem sady readov vo
fastqg forméte aj index tejto sady, ktory sme vybudovali pomocou podprogramu

sga index.
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° Dalej v Casti 3.3.2 — Budovanie indexu sme pomocou SGA konstruovali kontigy.
Najprv sme pomocou sga index vybudovali index readov, potom pomocou
sga overlap nasli prekryvy readov a nakoniec cez sga assemble skonStru-

ovali kontigy.

SDSL

SDSL (Succinct Data Structure Library) [GBMP14] je sada kniznic obsahujica imple-
mentaciu dspornych ddatoviyjch struktdr pre programovaci jazyk C++. Zahifia mnozstvo
roznych implementacii napriklad bitovych vektorov, celo¢iselnych vektorov, wavelet
stromov, komprimovanych sufixovych poli a podobne. My sme tito kniznicu vyuzili na
implementaciu FM-indexu, ktory pouzivame v CR-indexe hned dvakrat — prvykréat v
konstrukcnej faze, ked v zretazenych kontigoch hladame chybajuce ready a druhykrat

konstruujeme FM-index nad superstringom a potom ho vyuzivame pri dotazovani.

4.2 InStalacia

Zdrojovy kod nasej implementacie je verejne dostupny na Github-e na URL https://
github.com/kuboj/CR-index pod licenciou MIT. Pred vybudovanim zdrojovych
kodov CR-indexu je najprv potrebné mat nainstalované vSetky zavislosti spominané v
predchadzajicej ¢asti. Boost, PStreams, libboost-filesystema libboost—-system
zvykni byt Siroko dostupné pre Unixové operacné systémy vo forme balickov pre dany
systém. Po naklonovani repozitara lokalne staci spustit prikaz make pre vybudovanie
modulov alebo make examples resp. make benchmarks pre vybudovanie prikla-

dov respektive testovacich programov.
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4.3 Vonkajsia Struktara

Stborova sStruktdara

benchmark/ obsahuje dva testy — construct.cpp a query.cpp

bin/ tato zlozka po vybudovani obsahuje spustitelné sabory

build/ obsahuje vybudované objektové sabory

examples/ v tejto zlozke sa nachadzaju priklady

include/ obsahuje hlavickové subory (header files)

src/ obsahuje samotné zdrojové kody kniznice

tools/ zoskupuje pomocné nastroje

LICENSE stibor obsahujici MIT licenciu

Makefile obsahuje pravidla pre vybudovanie kniznice pomocou néstroja make
README . md strucné inStrukcie pre instalaciu a pouzivanie

benchmark /construct.cpp

Ulohou tohto testu je odmerat mnoZstvo spotrebovanej paméte (a Cas potrebny pre
kongtrukciu) pre jednotlivé implementécie Struktar indexujtcich ready. Jeho rozhranie

prikazového riadku vyzera nasledovne:

$ construct —--help
Construct index
Usage:
construct <index_type> <filename> <read_length> <query_length>
index_type: cr, hash, gk
Example:

./bin/construct cr bacteria.fastg 100 13

Listing 4.1: Rozhranie prikazového riadku test construct.cpp

Na vstupe ocakava typ indexu, ktorym bude indexovat vstupni sadu readov — cr
oznacuje nasu implementaciu CR-indexu, hash implementaciu pomocou hash mapy
(mierne vylepSent oproti ¢asti 2.2) a gk oznacuje konstrukciu indexu pomocou kniznice
GkArray (ktoré je popisana v ¢asti 2.3). Parameter £ilename predstavuje cestu k si-
boru so sadou readov vo forméate FASTQ, parameter read_length oznacuje dlzku
readu a posledny parameter, query_length dlzku dotazu (ktort sme v predchidza-
jlicom texte oznacovali ako k).

Ukazkovy vystup tohto testu je nasledovny:
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11$ ./construct cr ../genomes/bacterialM 10E.fastqg 100 13
2 |index_type: cr

3 |read_filename: ../genomes/bacterialM_10E.fastqg

4 |read_length: 100

5 |query_length: 13

6 |Total reads size: 100000000

7 |Superstring size: 9456094

8 |Compress ratio: 10.575191

9 |Construction took 252.935495s
10 |Referenced memory: 23536kB

11 |OK.

Listing 4.2: Ukazkovy vystup testu construct.cpp

Meranie spotrebovaného mnozstva paméte prebieha na konci konstrukcie — snahou je
teda zmerat, kol'ko pamite zabera samotny index a nie maximum spotrebovanej paméte
pocas kongtrukcie!. Toto meranie je (momentalne) implementované len pre Unixové
operac¢né systémy a je realizované pomocou analyzy mapovania pamati procesu, ktoré

¢itame zo stiboru /proc/<pid>/smaps.

benchmark/query.cpp

Tento najprv skonstruuje dany typ indexu a potom meria ¢as potrebny na odpovedanie

na vSetky dotazy zo vstupného stiboru. Rozhranie prikazového riadku je nasledovné:

$ ./query
Construct index

Usage: ./query <index_type> <reads_filename> <queries_filename>\

= W N =

<read_length> <query_length> <query_type>
index_type: cr, hash, gk

ot

D

query_type: index, read

-1

Example:

8 ./query cr bacteria.fastg queries.data 101 13 index

Listing 4.3: Rozhranie prikazového riadku test query.cpp

Parametre index_type, reads_filename, read_length, query_length st

rovnaké ako v predchadzajicom teste. Parameter queries_filename oznacuje cestu

LAj ked aj to je ¢asto sledovany parameter.
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ku stboru obsahujicemu sadu dotazov, kazdy dlzky query_length, oddelenych zna-
kom nového riadku. Parameter query_type obsahuje typ dotazu, ktory vykonévame
— v pripade, Ze sa pytame len na indexy readov, ktoré danti vzorku obsahuja je tento
rovny indez, ak pozadujeme pri dotaze vratenie celych readov ako refazcov, tak tento
parameter musi mat hodnotu read.

Ukazkovy vystup tohto testu je nasledovny:

11$ ./query cr ../genomes/bacterialM_10E.fastg queries 100 13 index
2 |index_type: cr

3 |read_filename: ../genomes/bacterialM_10E.fastqg

4 |queries_filename: queries

5 |read_length: 100

6 |query_length: 13

-1

query_type: index

8 |number of queries: 10000

9 |Constructing index

10 |Total reads size: 100000000
11 |Superstring size: 9456094
12 |Compress ratio: 10.575191
13 |Querying

14 |Querying took 2.399451s

15 |OK.

Listing 4.4: Ukazkovy vystup testu query.cpp

4.4 Vnutorna Struktura

Samotné zdrojové kody CR-indexu sa nachadzaju v zlozkdch include/ (hlavi¢kové
stibory) a src/ (sibory implementécie). Zlozka src/ obsahuje subory util.cpp (¢o
je sibor pomocnych funkeii na pracu s refazcami, spustanie podprocesov a podobne),
hash_index. cpp (predstavuje implementaciu pomocou hash mapy), fm_wrapper. cpp
(trieda. vhodne zapuzdrujica implementaciu FM-indexu v kniznici SDSL) a sibor

cr_index.cpp, ktory implementuje triedu CRIndex.

Trieda CRIndex

Verejné rozhranie tejto triedy vyzera nasledovne:
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class CRIndex {
public:
static const bool DEFAULT_VERBOSITY;
static const int DEFAULT_READ_LENGTH;

static bool verbose;

CRIndex (string path, int read_length = DEFAULT_READ_LENGTH,
bool verbose = DEFAULT_VERBOSITY) ;

CRIndex (string superstring, vector<t_pos> positions,
vector<t_diff> diff,
int read_length = DEFAULT_READ_LENGTH,
bool verbose = DEFAULT_VERBOSITY) ;

vector<int> find_indexes (const string& s);

vector<string> find_reads (const string& s);

~CRIndex () ;

static tuple<string, vector<t_pos>, vector<t_diff>>
preprocess (string path,

bool verbose = DEFAULT_VERBOSITY);

Listing 4.5: Verejné rozhranie triedy CRIndex

Typy t_pos a t_diff oznacujiu typ prvkov poli pos resp. diff (a si definované
v prislusnom hlavickovom stibore).

Prvy konstruktor ofakava na vstupe refazec s cestou ku siboru so sadou readov
vo formate FASTQ, dlzku readu a logicka premennt, ktora zapina obsiahlejsie vypisy.
Tento konstruktor kompletne vykona konstrukciu celého CR-indexu.

Statickd metdda preprocess spracuje vstupni sadu readov a vrati superstring a
polia pos a diff. Tuto metodu je mozné pouzit s druhym konstruktorom — ak by
sme potrebovali tieto medzivysledky ulozit alebo nejak analyzovat.

Dotazy sa vykonavaji pomocou metéd find_reads a find_indexes, ktoré pre
retazec na vstupe vratia ready, resp. indexy readov, ktoré tito vzorku obsahuji?.

Minimalisticky priklad pouzitia by teda vyzeral nasledovne:

2Alebo jej reverzny komplement.
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#include "cr_index.hpp"

CRIndex cr = CRIndex ("/tmp/staphylococcus.fastqg", 101);
for (auto s : cr.find_reads ("ACTGGGTCCACCCA")) {

cout << s << endl;

Listing 4.6: Priklad pouzitia triedy CRIndex
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Kapitola 5

Vysledky

V poslednej casti prace prezentujeme praktické vysledky naSej implementacie CR-

indexu.

5.1 Testovacie prostredie

Vsetky testy prebiehali pod 64-bitovou verziou opera¢ného systému Linux verzie 3.16.0-
34. Testy boli kompilované kompilatorom gcc verzie 4.9.1 s prepina¢mi —std=c++11
a —03 a spustené na hardvéri s CPU Intel (R) Core(TM) 17-4910MQ CPU @
2.90GHz a 16GB RAM. Na meranie spotreby pamite a rychlosti odpovedania na
dotazy sme pouzili testy benchmark/construct.cpp a benchmark/query.cpp

popisané v c¢asti 4.3.

5.2 Testy

5.2.1 CR-index vs GkArray - paméit

V tomto teste sme porovnavali spotrebu paméite CR-indexu oproti kniznici GkArray.
Pre testovanie sme pouzili sadu readov spracovavani v [DFPB13|!. Sekvenovany genom
patri baktérii Escherichia Coli a ma dlzku 4639675 baz. Tato sada obsahuje 60287442
readov dlzky 151 (z &oho vyplyva, 7Ze pokrytie sa pohybuje na tirovni 196.2x) a miera
chyb predstavuje 0.75%. Dizku dotazu sme zvolili k = 13.

IT4ato sada je verejne dostupna na internete na linke ftp://webdata:webdata@ussd-ftp.
illumina.com/Data/SequencingRuns/MG1655/MiSeq Ecoli_MG1655_110721_R1.

fastqg
27 povodnej sady sme vynechali tie ready, ktoré obsahovali nezndmu béazu (N), ich podiel bol

zanedbatelny.
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7 tejto zakladnej sady readov sme potom samplovanim vyrobili dalsie, pomocou
ktorych sme simulovali pokrytie na trovni 2x, 5x, 10x, 20x, 50x a 100x.

Namerané vysledky mozno vidiet v nasledujicom grafe:

10000 F T T T T T T T T LI B |
kArray —— ]
i CR-index ]
— 1000 ]
[a)] F ]
Z i ]
i I ]
S
© F .
Qo L ]
8 L ]
45 [ m
Q.
n 10 © .
1 L | L
1 10 100 1000

Pokrytie

Obr. 5.1: Porovnanie spotreby paméti CR-indexu a GkArray pre rézne pokrytia.

5.2.2 CR-index vs GkArray - ¢as dotazu

Tento test porovnava rychlost odpovedania na dotazy pre CR-index a kniznicu GkAr-
ray. Sady readov sme pouzili rovnaké ako v predchadzajicom teste. Sady dotazov (pre
k = 13) sme pouzili dvoch typov — prva sada bola plne ndhodne generovana a druhé
bola generovanéa ako nahodné podrefazce dlzky k nahodnych readov z danej sady re-
adov. Pocet dotazov pre kazda sadu ¢inil 100 milibnov (z toho dovodu, aby sme ¢o
najviac obmedzili odchylky a zaroven aby sa tato sada aj s danym indexom pohodlne
zmestili do opera¢nej paméte pocitaca).

Tabulka 5.2 ilustruje namerané hodnoty pre sadu 100 milionov nahodnych dotazov

a tabulka 5.3 pre sadu 100 miliénov generovanych readov.
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Obr. 5.2: Porovnanie ¢asu potrebného pre vykonanie sady nahodnych dotazov pre CR-indexu

a GkArray pre rozne pokrytia.
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Obr. 5.3: Porovnanie ¢asu potrebného pre vykonanie sady nendhodnych dotazov pre CR-

indexu a GkArray pre rozne pokrytia.
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5.2.3 Paméit vs. pokrytie

V tomto teste sme merali zavislost spotreby paméte na pokryti pre réznu chybovost
readov. Sady readov sme generovali z genomu baktérie Staphylococcus aureus®*. Tento
geném mé dizku 2872915 baz, dlzku readu [ sme zvolili 100 a dlzku dotazu k = 13.

Podla tychto parametrov sme doratali, Ze pocet readov v sadach pre jednotlivé
pokrytia je: 57458 readov pre pokrytie 2x, 143645 readov pre pokrytie 5x, 287291
readov pre pokrytie 10x, 574583 readov pre pokrytie 20x a 1436457 readov pre pokrytie
50x.
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Obr. 5.4: Zavislost spotreby paméte na pokryti pre réznu chybovost vstupnej sady readov.

3Dostupné na internete na stranke http://gage.cbcb.umd.edu/data/index.html
47 genému na stranke sme odstranili genémy plazmidov a pouzili len geném samotnej baktérie.
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5.3 Zhrnutie a interpretacia vysledkov

Z vysledkov vykonanych testov moézeme skonstatovat, Ze tlohu naimplementovat pa-
méatovo efektivnu datova Struktiru indexujicu ready sme tdspesne splnili. CR-index
vykazuje oproti kniznici GkArray radovo nizsiu spotrebu pamite pri zachovani podob-
nej rychlosti odpovedania na dotazy.

Dalej vidime, Ze ¢as odpovedania na dotaz nezavisi od pokrytia readmi ani v pri-
pade CR-indexu ani pri kniznici GkArray a tiez, Ze to, ze odpovedanie na nahodne
generované dotazy je rovnako rychle ako odpovedanie na dotazy, ktoré zarucene vratia
nejaky vysledok (generovana sada).

MozZnosti zlepSenia vidime, ako sme spominali uz v c¢asti 3.3.4, napriklad v imple-
mentécii bloom filtra, ktorym by sme vedeli zlepSit ¢as potrebny na vykonanie dotazu
a tym by sme sa priblizili ku ¢asu, ktory vykazuje kniznica GkArray. Dalsie mozné
zlepSenie je efektivnejsie ukladat polia pos a diff — pri vyssich pokrytiach prave tieto
dve polia zaberaju vac¢sinu paméte — superstring totiz v paméti ulozeny cely nemame,

FM-index drzi iba vhodne komprimovani verziu.

o1



Zaver

V tejto praci sme sa venovali navrhu a implementacii datovej struktary CR-indez,
ktora riesi problém indexovania readov tak, ako sme ho zadefinovali — ako efektivne
indexovat vstupnu sadu readov a vediet v nich vyhladavat ready, ktoré obsahuju dany
podretazec.

Tuato datova Struktaru sme naimplementovali ako kniznicu pre jazyk C++ a uve-
rejnili na strdnke https://github.com/kuboj/CR-index/. Pri meraniach jej
vlastnosti sme potvrdili predpoklad pamétovej efektivity, ktory vyplyval z jej navrhu
a ukazali sme, Ze nasa implementacia je vyrazne efektivnejsia ako existujtice rieSenia.

V nagej implementécii je vSak stale priestor na zlepSenia — ako napriklad implemen-
tacia Bloom filtra, ktory by znizil ¢as potrebny na vykonanie dotazu alebo pamétovo

efektivnejSia reprezentacia poli diff a positions.
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