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Abstrakt

Bakalaiska prace se zabyva hledanim ptrekryvi mezi signdly ze sekvenace nanopérem
z pristroje MinION verze R9. Teoreticka ¢ast se vénuje metodam sestavovani genomu —
hladovym algoritmum, dale grafovym overlap-layout-consensus (OLC) a
de Bruijnovym grafim. Novym pfistupem je sekvenovani nanoporem a sestavovani
genomu z téchto dat. Oxford Nanopore Technologies ptedstavili ptistroj MinlON, ktery
zjednoduSuje sekvenovani S vyuzitim zmény proudu pii prichodu DNA nanoporem.
Chybovost pfistroje je stale vysoka, problém nastava pti prekladu signdlu do nukleotidu.
S vyuzitim rozdilového signalu, ptipadné i dynamického borceni ¢asové osy, je mozné
nalézt prekryvy mezi jednotlivymi signaly. Sestavovani genomu s vyuzitim puvodniho
signalu z MinlON, by mohlo zlepsit pifesnost metody.

Klicova slova

de Bruijnovy grafy; dynamické borceni ¢asové osy; hladovy algoritmus; sestavovani
genomu; MinlON; nanopdr; overlap-layout-consensus; rozdilovy signal



Abstract

The aim of this bachelor thesis is to search for overlaps between signals from nanopore
sequencing using MinlON device version R9. The theoretical part deals with methods
used for genome assembly - greedy algorithm, overlap-layout-consensus (OLC) and de
Bruijn graphs. Oxford Nanopore Technologies introduced the MinlON device, which
simplifies sequencing using the current change, which occurs while the DNA is passing
through the nanopore. The error rate of the device is still high, the accuracy problem
occurs during the base-calling. Using the difference signal, possibly also the dynamic
time warping, it is possible to find overlaps between the individual signals. Signal
analysis and genome assembly using the MinlON signal could provide better accuracy.

Keywords

de Bruijn graphs; difference signal; dynamic time warping; genome assembly; greedy
algorithm; MinlON; nanopore; overlap-layout-consensus
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UvoD

Sekvenovani a sestavovani genomu predstavuje dulezity krok pro poznani novych
organismil, studium genetické variability nebo analyzu genomu jedinci. Rizné
platformy pro sekvenovani DNA poskytuji éteni o raznych délkach od desitek bp az
po tisice bp. Genomy organismi jsou vSak mnohondsobné vétsi, lidsky genom
obsahuje 3 miliardy bp, coz pifedstavuje problém pro sestavovani genomu
z osekvenovanych Cteni. Mezi pozadavky na sestavovaci softwary patii predevsim
finanéni a Casova naro¢nost a také piesnost sekvenace. Sekvenaéni platformy tedy
poskytuji ¢teni, ktera byla vytvofena namnozenim a rozdélenim genomu na mnohem
krat$i Useky. Cilem sestavovani genomu je tato ¢teni pomoci rtznych algoritmt na
zaklad¢ jejich piekryvu spojit do vysledné DNA sekvence.

Stale se vyviji nové metody pro sekvenovani DNA, coz vede i k vyvijeni novych
ptistupt k sestavovani genomu. Mezi tfeti generaci sekvenovani patii piistroj od Oxford
Nanopore Technologies (ONT) MinlON. Oproti jinym platformam, je MinION levng&jsi,
rychlejsi a jeho pouZiti je mnohem jednodussi. Pfi prachodu molekuly DNA nanopdrem
vznikaji charakteristické zmény elektrického proudu. Tyto zmény proudu jsou
prevedeny na kratké nukleotidové sekvence, které jsou dale analyzovany.

Nejveétsi uskali sekvenace pomoci piistroje MinlON je ptelozeni signalu do
nukleotidové sekvence. Useky signalu jsou nejdiive prekladany do nukleotidti a poté
nasleduje hledani piekryvii mezi sekvencemi pomoci metod pro genomova sestaveni.
Analyza signalu a hledani ptekryvii mezi signaly, misto hledani piekryvi mezi
nukleotidy, miZe poskytnout nové informace a zlepsit pfesnost metody.

Cilem prace je navrhnout metodu pro hledani ptekryvu mezi étenimi. K hledani
prekryvl lze vyuzit rozdilového signalu, kdy je znamo, Ze rozdilovy signal je nejmensi
u nejvice podobnych signalti. Na zakladé téchto poznatkl 1ze vypocitat rozdilovy signél
vSech signalti navzajem. Realna data ziskana sekvenaci ptistrojem MinION mohou mit
az stovky GB, z toho divodu je potieba vytvofit omezujici podminky, aby nedochézelo
k porovnavani vSech vzorkl vSech signalii navzajem, coz by bylo ¢asové neefektivni.
Toho 1ze dosahnout naptiklad porovnavanim pouze takovych signald, které obsahuji
alespon jeden vzorek, ktery je shodny s prvnim vzorkem jiného signélu. Dva signaly,
jejichz rozdilovy signdl od shodného vzorku bude nejmensi, budou oznaleny jako
navazujici se vzdjemnym piekryvem.

Signaly lze pfed samotnym vypoltem rozdilového signalu zarovnat pomoci
dynamického borceni Casové osy, coz je metoda, kterd nelinearné zarovnava dva casove
zavislé signaly. Toto zarovnani by mohlo mit vliv na pfesnost metody a sniZit rozdilovy

signal. Soubory ziskané ze sekvenace obsahuji také jiz ptelozené nukleotidové
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sekvence. Po nalezeni pirekryvi mezi signaly lze ovéfit spravnost pfifazeni
pomoci lokalniho zarovnani znadmych nukleotidovych sekvenci. Skore lokalniho

zarovnani je nejvyssi u nejvice podobnych sekvenci.
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1 METODY SESTAVOVANi GENOMU

Sestavovani genomu je hierarchicka struktura, ktera mapuje sekvena¢ni data
k zpétné rekonstrukci pro vytvoreni puvodni sekvence DNA. Seskupuje c¢teni do
kontigii a kontigy nasledn¢ do scaffoldid. Kontigy poskytuji vicendsobna zarovnani
sekvenci ¢teni a konsensudlni sekvenci. Scaffoldy definuji potadi kontiga, orientaci a
velikost mezer mezi kontigy. Scaffoldy mohou byt jednoduché nebo mohou tvofit sit’.
Nejpouzivangjsi format pro sestavovani je FASTA format, kde je kontig konsensualni
sekvence reprezentovan pismeny: A, C, G, T a dal§imi pismeny piedem definovaného
vyznamu oznacujici napiiklad purinové nebo pyrimidinové baze apod. [1].

Cteci useky jsou mnohem krat$i neZ vibec nejmensi genomy, a to piedstavuje
problém pro sestavovaci softwary. Repetice v genomu, které maji dokonalou shodu,
mohou byt nerozlisitelné, a to predevsim v ptipad¢, kdy jsou repetitivni Useky delsi nez
samotna ¢teni [2].

Pii sestavovani genomu rozliSujeme de novo metody, které rekonstruuji genom,
Ktery nelze ptirovnat k zadnému dosud osekvenovanému organismu, a komparativni
metody, které v prub&hu sestavovani vyuzivaji sekvence jiz osekvenovanych blizkych
organismil. Tato metoda mé tedy omezené vyuziti pouze pro maly pocet genomi,
jejichz referen¢ni sekvence jsou predem dostupné a zndmé. Dale se vyuziva pfi
vyzkumu variability genomui a pro modelové organismy. De novo sestavovani je
podle referenéniho genomu zarovnavaji pouze nova ¢teni, ¢asti, které se vyrazné lisi od
referen¢niho genomu, v§ak musi byt rekonstruovany jiz pomoci de novo technik.

De novo metody lze rozdélit do tii hlavnich skupin — Overlap-layout-consensus
(OLC) je metoda zalozena na grafech piekryvu, de Bruijn grafové metody (DBG)
pracuji s k-mer grafy a posledni skupina popisuje hladovy algoritmus, ktery je znakovou
a nejjednodussi metodou [1]. VétSina softwarli navrzena pro zpracovani dlouhych ¢teni
ziskanych ze Sangerova sekvenovani, Roche 454 sekvenovani nebo PacBio pouzivaji
k sestavovani piekryvajici se shody — OLC [3]. OLC metoda vsak neni vhodna pro
kratka cteni, pravé kvili ¢asové narocnosti, ktera roste kvadraticky s poctem ctent,
I pfes to vSak nékteré sestavovaci softwary pouzivaji OLC i pro kratka ¢éteni a to
napi. Edena [4] a SGA [5], problém s ¢asovou narocnosti je feSen pomoci vhodného
indexovani, jez tyto metody pouzivaji [6].

Graf prekryvi, ktery je vyuzivan u OLC metody, piedstavuje cteni a jejich
piekryvy. Piekryvy musi byt pfedem vypocitané pomoci zarovnani. Vypocet piekryvi
je Casoveé velmi naro¢ny. Graf je tedy slozen z vrcholu, které reprezentuji ¢teni a z hran,

které predstavuji prekryvy. Graf mize mit rdzné prvky nebo atributy, pro
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odliseni 5’ a 3° konce ¢teni, dopfedného vlakna a reverzniho komplementu, délku éteni
a délku a typ piekryvu. Cesta grafu je potencialnim kontigem a muze byt pfevedena na
sekvenci.

Metody pro de novo sestavovani kratkych sekvenci Ize rozdélit do dvou skupin —
prodluzovaci metody a de Bruijn grafové algoritmy [7]. Mezi prodluZzovaci metody patii
SSAKE [8] a JR-Assembler [6]. Tyto metody jsou vypocetné velmi ucinné, ale jsou
citlivé na sekvenacni chyby, opakujici oblasti a na cetné nukleotidové
polymorfismy [6].

Nejpouzivangj§i metody pro sestavovani kratkych cteni jsou zalozeny
na de Bruijnovych grafech, kde jsou ¢teni rozdélena na k-mery (podietézce sekvence
0 délce k), které poté tvoti vrcholy grafu a jsou spojeny pii sdileni (k-1)-mer [2]. Casto
pouzivané sestavovaci softwary jako SOAPdenovo [9], ALLPATHS-LG [10],
AByYSS [11] a Velvet [12] vych&zi pravé z de Bruijnovych grafickych algoritmul.
Existuji také hybridni sestavovaci postupy, jako napiiklad Atlas [13], Ray[14] a
MaSuRCa [15], kombinujici vyhody rtznych algoritmi a pouzivajici data z vice
sekvenacnich technologii [16].

1.1 Teorie grafi

Graf je uspofddanou dvojici vrcholi a hran. Jednd se o matematickou strukturu
znazorhujici vztahy mezi vrcholy a hranami [17]. Pocet vrcholii a hran je konecny.
Kazda hrana musi byt definovana dvéma vrcholy. Graf Ize tedy popsat dle vztahu [17]:

G = (V,H), (1.2)
kde V oznacuje vrchol a H oznacuje hranu.

Hrany mohou byt neorientované nebo orientované, kdy lze stanovit poc¢atecni a
koncovy vrchol. Hrany mohou byt také nasobné nebo vytvaret smycku (Obrézek 1. 1).
Jednoduchy graf, je takovy graf, jenz neobsahuje zadné smycky, a dva rizné vrcholy
jsou spojeny nanejvys jednou hranou [18]. Stupenn vrcholu vypovida o tom, kolik hran
s danym vrcholem interaguje, v ptipadé jednoduchého grafu, jehoZ pocet vrcholl je N,
je maximalni stupent vrcholu N-1. Pokud je dosazeno maximalniho stupné u kazdého
vrcholu, pak je graf aplny. [17]
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Obrazek 1. 1: Znazorneéni nasobné hrany a smycky
Mezi vrcholy A a B je ndsobnd hrana, vychazejici z vrcholu A do vrcholu B a z vrcholu B zpét
do vrcholu A. Vrchol C obsahuje smy¢ku, hrana vychazi i konci ve stejném vrcholu C.

Sttidava posloupnost vrcholti a hran se nazyva sled. Sled, kde se nevyskytuje
zadny vrchol vice neZz jednou, se oznacuje jako cesta. Cesta, kterd prochazi vSemi
vrcholy, se oznacuje jako hamiltonovska cesta nebo kruznice, pokud cesta zacina
I kon¢i ve stejném vrcholu [18]. Sled, kde se nevyskytuje Zadna hrana vice nez jednou,
se oznaCuje jako tah. Tah, ktery prochazi vSemi hranami, se nazyva eulerovsky.
Souvisly graf je takovy, pro jehoz kazdé dva vrcholy existuje cesta. Komponenta
souvislosti je maximalni souvisly podgraf grafu G. [17]

Souvisly graf, jehoz vrcholy jsou sudého stupné kromé maximalné dvou, je
nazyvan jako eulerovsky [18]. Vychazi-li tah ze stejného vrcholu, ve kterém nasledné
kon¢i, pak jsou vSechny vrcholy sudé. V piipadé, ze tah zacina a konéi v riznych
vrcholech, pak je praveé prvni a posledni vrchol lichého stupné.

Strom je souvisly graf, ktery neobsahuje Zzadnou kruznici a kazdé dva vrcholy
spojuje pouze jedna cesta, pocet hran je tedy vzdy o jednu niZ8i, neZ je jeho pocet
vrcholi [18]. Jeho vyuziti je Siroké.

Hamiltonovskou cestu, kruznici ¢i cyklus 1ze nalézt po spinéni uré¢itych podminek,
graf musi byt souvisly, pfi hledani hamiltonovské kruznice, musi byt kazdy vrchol
alespon druhého stupné. Hledani hamiltonovskeé cesty, kruznice nebo cyklu se fadi mezi
obtizné ulohy neboli NP-Uplné ulohy [19].

1.2 Hladovy algoritmus

Hladovy algoritmus piedstavuje nejjednodussi cestu k sestaveni genomu. Jednotliva
¢teni jsou spojovana do kontigl podle nejvyssiho dosazeného skore prekryvu. Piekryvy
jsou ur¢ovany podle shody koncové ¢asti jednoho éteni (Sufix) se zacatkem druhého
cteni (prefix), kvalita prekryvu zavisi na nékolika parametrech, a to na délce prekryvu,

pokryti a na procentualnim zastoupeni shodnych part bazi v piekryvajicim se tseku [3].
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Sestavovaci softwary pouzivaji pro vypocet piekryvli variaci na Smith-
Watermanuv algoritmus [20]. Tento algoritmus vzdy upfednostiiuje prekryvy
s nejvys$$im dosazenym skore, coz mize mit za nasledek Spatné sefazené opakujici se
(repetitivni) sekvence (Obrdzek 1. 2). Hladovy algoritmus je tak vhodny pro pouziti
pouze u jednoduchych genomu, jejichz repetitivni Useky nejsou delsi nez ¢teci
ramec [21].

Opakujici se sekvence

/"" "

a 3

Obrazek 1. 2: Priklad nespravného prirazeni cteni
Repetitivni sekvence jsou vyobrazeny &ervené. Cteni 1 a 4 jsou spojeny, diky opakujici se

sekvenci maji nejvyssi skore, 1 kdyZ spolu nesousedi a nemély by byt prifazeny k sobé.

Jinym postupem pii pouziti hladového algoritmu, ktery je vyuzivan u novéjsich
sestavovacich softwart, je vybrani ¢teni, které bude tvotit zacatek kontigu. Tento kontig
je nasledné opakované prodluzovan ¢étenimi, ktera se piekryvaji s 3' koncem tohoto
kontigu do té doby, nez neni mozné ptifadit Zadny dalsi Gsek [3]. Stejny proces je
aplikovan 1 v pfipadé opacného sméru, kdy se vyuzivd reverzniho komplementu
ptvodniho kontigu a nova &teni jsou pfifazovany k 5' konci. Cteni jsou hodnocena podle
hloubky pokryti [22] nebo kombinaci riznych faktord. Aby se b&hem sestavovani
predeslo chybnému pfifazeni cteni, prodluzovani je ukonceno ve chvili, kdy naptiklad
dvé nebo vice sekvenci, které by mohly fetézec prodlouzit, se navzajem

neptekryvaji [3].

1.3 Overlap-Layout-Consensus

Tato metoda, jak jiz z nazvu vyplyva, sestava ze 3 krokd. V prvnim kroku probiha
sestaveni grafu prekryvi. VSechna éteni jsou navzajem porovnana, jako v pripadé
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hladového algoritmu, pro zji$téni jejich vzajemnych piekryvi. Poté je z téchto prekryva
sestrojen graf. Kazdé ¢teni je v grafu vyobrazeno jako vrchol a dva vrcholy jsou spojeny
hranou v pfipad¢, ze mezi t€émito ¢tenimi byl nalezen jejich vzajemny pickryv. Poté
nasleduje vytvoteni konsensualni sekvence z jednotlivych kontigi. [3]

1.3.1 Prekryvy (Overlap)

Pfi hledani pekryvu mezi ¢tenimi, musi byt porovnéna vsechna éteni navzajem. Tento
proces je vypocetn¢ narocny. Kazdé Cteni je v grafu zndzornéno vrcholem a prekryvy
jednotlivych ¢teni jsou vyobrazeny jako hrany. Z jednoho vrcholu mize byt vedeno
i vice hran.

Hledani piekryvi je nejpomalejsi ¢ast celého algoritmu a pro nalezeni mize byt
pouzito vice metod [23]. Jednou z metod je ,,naivni* metoda, ktera bere v potaz pouze
absolutni shodu. Porovnava vSechna ¢teni navzajem a je tak velmi pomala. Dalsi
metodou pro hledani prekryvi jsou sufixové stromy, kde je vytvofen graf znazornujici
vSechny prekryvy zaCatku jedné sekvence X Skoncovou ¢asti  druhé
sekvence y (Obrézek 1. 3). Kazdy vnitini vrchol odpovida prefixu jedné sekvence a
sufixu druhé sekvence. Kazda subsekvence ve stromé je ukonéena znakem $. Kazda
cesta oznacuje sufix a hodnoty ve vrcholu oznacuji zacinajici pozici korespondujiciho
sufixu. [24]

GACATA

GACS
S 10 8
ATAGAC
|1
: 5 N GACATA
GACATA
|1
ATAGAC

Obrazek 1. 3: Sufixovy strom [24]
Graf znazoriiujici sufixovy strom pro sekvence GACATA a ATAGAC. Cervené $ipky nasleduji
cestu ptivodnich dvou sekvenci. Zelené Sipky znazoriuji piekryvy sekvenci. Cisla oznaluji
pozici sufixu v ptivodni sekvenci.
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Tato metoda je pomérné rychla, ale nezaznamenava mezery a neshody. Celkova
délka je N = dn, kde d je pocet &teni a n je jejich délka. Cas potiebny k sestaveni
generalizovaného sufixového stromu je O(N), cas potiebny K projiti ¢ervenych cest
je O(N), knalezeni piekryvu je potieba cas O(a), a tedy celkovy cas je O(N+a),
kde a oznacuje pocet prekryvajicich se pard. [24].

Posledni metodou pro hledani piekryvi, je dynamické programovani, kdy se
vyuziva globalniho zarovnani a skorovaci matice. Vytvofena matice zarovnani je

definovéna [24]:

D[i—1,j]+s(x[i —1],-)
D[i,j] = min D[i,j — 1]+ s(—=y[j — 1] : (1.2)
Dli—1,j— 1] +s(x[i —1],y[j — 1))
kde D je nové vytvofenda matice zarovnani a Sje piedem dana skorovaci

matice (Obrazek 1. 4), i a j jsou indexy matice.

S |0 Pk

o RN~ OD
<) I I ST N = T B N

G
2
A
0
A
6

oo s N~ -
oo o o o

Obrazek 1. 4: Priklad skorovaci matice

Shodné baze maji nejmensi ohodnoceni, zatimco inzerce nebo delece maji ohodnoceni nejvyssi.

V ptipadé, Ze provadime zarovnani dvou sekvenci A a B stim, Ze sekvence
A oznaCuje fadky matice a sekvence B zase sloupce matice, prvni sloupec nové
vytvofené matice je poté vyplnén 0, prvni fadek zase oo. Tato inicializace zajistuje
zarovnani sufixu A k prefixu B, 0 v prvnim sloupci zajistuje, Ze je mozny jakykoliv
sufix sekvence A a oo Vv prvnim fadku zase zajist'uje to, ze musi byt prefixem B [24].

cv v

oproti sufixovému stromu vyhodnéjsi z divodu zapocitavani mezer a neshod, je vSak
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asové naroéngjii. Celkovy podet prekryvi, které je potieba otestovat je O(d?), velikost
vytvofené matice je O(n?) a celkové O(d’n?)=0(N?), v porovnani se sufixovym
stromem O(N+a) [24].

Po nalezeni piekryvu je tedy sestrojen graf ¢teni a jejich prekryva [25], ktery je
V této fazi neptehledny se spoustou hran, které musi byt odstranény, pro nalezeni
vhodné cesty.

1.3.2 Layout

Béhem layout faze dochazi ke zjednoduseni a upraveni grafu tak, aby bylo mozné spojit
¢teni do kontigl a najit cestu skrz cely graf. Idedlnim piipadem je, pokud je nalezena
cesta, kterd vede pies vSechny vyobrazené vrcholy pravé jednou — hamiltonovska
cesta [23]. V této fazi dochézi také Kk odstranéni hran, které mohou byt odvozeny
z jinych a jsou tak nadbyte¢né (Obréazek 1. 5) [24].

Obrazek 1. 5: Odstranéni nadbytecnych hran

Po odstranéni ptebyte¢nych hran, jiz l1ze rozeznat a spojit jednotlivé kontigy.
Kontigy, které nevytvati dalsi vétve, jsou vynechany [2]. Graf musi mit také prvky nebo
atributy k rozeznani 5' a 3' konce sekvenci, vedouciho a komplementarniho fetézce,

délky ¢teni a délky a typu piekryvu [2].

1.3.3 Konsensualni sekvence (Consensus)

V posledni fazi je ze vSech piekryvajicich se sekvenci, které tvoii kontigy, vytvofena
konsensualni sekvence (Obrézek 1. 6).
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AGACTTAGTCGTAA

AGACT AGTCGTAA Jednotliva &teni wyivarejici
AGAGTTACTCGTAA kontig
ACACTTAGTCC AA

!

AGACTTAGTCGTAA Konsensualni sekvence

Obrazek 1. 6: Vytvoreni konsensudlni sekvence
Cteni jsou zarovnana a na kazdé pozici nové sekvence je vybran nukleotid, ktery se ve viech

¢tenich na stejné pozici vyskytuje nejcastéji.

1.3.4 Lander Watermanuiv model

Lander-Watermaniiv model byl prvnim matematickym modelem pro sestavovani
sekvenci [23]. Je zalozen na idealnich sekvenacnich datech. V ptipadé, ze délka
ptekryvu dvou ¢teni je vétsi nez T, jsou tato ¢teni sloucena do kontigu [26]. Tento
proces pokracuje do té doby, dokud nejsou k dispozici zadna dalsi ¢teni, ktera by mohla
byt pfifazena.

Pomoci tohoto modelu, tak lze vypocitat vysledny pocet kontigh. Pocet kontigti
zavisi na délce Cteni, piekryvu T, hloubce sekvenovani a velikosti genomu. Podle
Landera a Watermana, pii rozdélovani DNA do fragmenti napt. pii shot-gun
sekvenovani, podléhaji tyto fragmenty DNA Poissonovu rozdéleni [26]. Pomoci téchto
poznatk?, 1ze stanovit pokryti, kterého Ize dosahnout [26]:

c=:" (1.3)
G

kde C je pokryti, L je délka ¢teni, N je pocet ¢teni a G je délka genomu.

1.4 De Bruijn

Metoda zalozena na de Bruijnovych grafech rozd€luje c¢teni na krat§i Useky
délky k (k-mery) [3]. K-mer graf je jednim z de Bruijnovych grafii, v ptipadé téchto
grafli, neni potifeba porovnavat piekryvy vSech ¢teni navzijem, coz je vyhodou oproti
OLC metodé a hladovému algoritmu. Vrcholy piedstavuji subsekvence délky k-1 a
hrany jsou reprezentovany sekvencemi délky k [27]. Kazdy k-mer je rozdélen na levy
a pravy (k-1)-mer. Kazdy k-mer se v genomu vyskytuje, a tak je potieba najit takovy tah
skrz cely graf, ktery vyuziva vSech hran v grafu — eulerovsky tah.
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Tuto metodu lze také rozdé€lit do 3 kroku, kde v prvnim kroku dochazi k rozdéleni
¢teni na jednotlivé k-mery o délce k (Obrazek 1. 7).

k=3 ACTGTTCT
ACT

CTG
TGT
GTT
TTC
TCT

Obrazek 1. 7: Rozdeleni cteni na k-mery

Cteni délky 8 je rozdéleno na 6 k-mer délky 3, obsahujici vsechny nukleotidy z ptivodni
sekvence.

V dal§im kroku je kazdy k-mer rozdélen na pravy a levy (k-1)-mer (Obrazek 1. 8).
Kazdy (k -1)-mer je v grafu vyobrazen pouze jednou. Velikost k je volena podle stupné
pokryti. V ptipadg, Ze je pokryti nizké, je voleno i nizké k, pro vytvorfeni vétsiho poctu
prekryvajicich se ¢teni a vyssi citlivost, pokud je naopak pokryti vysoké, je voleno
i vysoké k [28].

K-mery: ACT CTG TGT
- _.--"H‘ ., VAN

K-1: AC CT CT TG T GT

Obrazek 1. 8: Rozdéleni k-mer na (k-1)-mery

V grafu jsou jako vrcholy vyobrazeny (k-1)-mery a hrany jako odpovidajici
k-mery (Obréazek 1. 9). Dva vrcholy jsou spojeny hranou v piipad¢, ze jejich (k-1)-mery
se navzajem piekryvaji délkou k-2 [3]. Nalezeni eulerovského tahu spociva v tom,
ze tah prochazi kazdou hranou grafu (kazdym k-merem) pravé jednou.
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ACT
A cr

1 c16
> TG

TCT

TGT _

GT

GTT._

T

Obrazek 1. 9: Priklad de Bruijnova grafu

o TC

Vyhodou oproti metodé OLC je, Ze neni potieba vypocitavat piekryvy vSech ¢teni
navzajem, pro nalezeni eulerovské cesty existuji efektivni algoritmy, zatimco u OLC je

nalezeni hamiltonovské cesty, kde musi cesta prochazet kazdym vrcholem pravé

wev

exponencidlni pocet odlisnych eulerovskych tahi, coz piedstavuje mnoho zptsobu, jak
genom rekonstruovat [3]. Rozdélenim ¢éteni na k-mery jsou ztraceny informace o pozici

v genomu a repetitivni ¢asti genomu nemusi byt rozpoznany a rekonstruovany tak

dobfte, jako v piipadé OLC. Metoda de Bruijnovych grafii vyzaduje vysokou pamét,

cely graf, ktery byl vytvofen, musi byt ulozen v paméti pro nasledné sestavovani,

sdélkou a poétem Cteni rostou pozadavky na pamét, a tak vétSina sestavovacich
softwarll vyuZzivajici de Bruijnovy grafy nezvladaji sestavovat velké genomy pii jejich
omezené paméti [6]. Software ABYSS dokazal sestavit lidsky genom za 87 hodin [11],
software SOAPdenovo sestavil lidsky genom za 40 hodin [29].
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Tabulka 1. 1: Prehled metod pro sestavovani genomu

Hladovy ..
. OoLC De Bruijn
algoritmus
Typ Znakovy Grafovy Grafovy
Velvet,
Celera, Newbler,
Software SSAKE, VCAKE SOAPdenovo,
Edena
Euler
) ) ) Velké a komplexni
Vhodné genomy Malé genomy Malé genomy
genomy
Kratka i dlouha
Délka ¢teni Kratka Cteni Cteni Kratka ¢teni
(lepsi pro dlouhd)
Casova naro¢nost - O(N+a)/O(N?) O(N)
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2 OXFORD NANOPORE

Oxford Nanopore patfi mezi teti generaci sekvenac¢nich metod. Pfistroj MinlON je
v soucasné dob¢é nejmensi pienosny DNA sekvenator, ktery je schopen sekvenovat
jednotlivé molekuly DNA. Jeho vyhodou je snizeni nakladu na sekvenaci, a pouziti
V podstaté¢ kdekoliv s minimélni pfipravou, MinlON vyuziva DNA fragmenty bez
nutnosti amplifikace [30]. Je schopen sekvenovat dlouhé fragmenty DNA bez ztraty
kvality. Aby bylo mozné sekvenovat oba fetézce DNA, byla vytvofena knihovna,
zahrnujici piipravu pred sekvenovanim z dvoufetézcové DNA (dsDNA) s protokolem

podobnym tomu, ktery se vyuziva pro kratka éteni u platformy druhé generace. [31]

2.1 MinION

MinION je momentalné nejmensim zafizenim na sekvenaci DNA (Obrazek 2. 1). Lze
ho pfipojit pfimo do pocitace pomoci USB portu. Sekvenace probihd pomoci softwaru
MIinKNOW [32]. MinlON dokaze klasifikovat DNA baze na zakladé zmény
elektrického proudu, ktery je generovan ve chvili, kdy fetézec DNA prochazi
nanoporem pristroje [33].

Flowcell s nanopéry

USB port

Obrazek 2. 1: Pristroj MinlON [34]
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2.1.1 Sekvenace verze R7

Chemie R7 s knihovnou - SQK-MAPO005 a SQK-MAP005.1 pouziva dva rdazné
adaptéry, které¢ se vazou na DNA fetézec. Prvni, vedouci adaptér, je slozen ze dvou
oligopeptida s ¢astecnou komplementaritou utvaiejici tvar pismene Y. Druhy adaptér,
hairpinovy adapteér, je jednofetézcovy oligopeptid s vnitini komplementaritou utvarejici
hairpinovou strukturu. Oba tyto adaptéry obsahuji motorovy protein k pohanéni DNA
porem a zaroven zajiStuji nasednuti na oligopeptidy (tethery) na polymerove
membrané. Sekvenace zacina na 5' konci vedouciho adaptéru (Obrazek 2. 2). Ve chvili,
kdy se za¢ina sekvenovat komplementarni ¢ast vedouciho adaptéru, motorovy protein
vedouciho adaptéru rozvoliiuje dsDNA a templatovy fetézec pronika nanopdrem.
Nanoporem pouzitym v pristfoji MinION je a-hemolysin. Ve stejnou chvili je senzorem
méfen iontovy proud. Po dosaZeni hairpinového adaptéru se do nanopéru dostava i
komplementarni fetézec. Vzorkovaci frekvence je v fadu tisica Hz [32]. Data jsou poté
pfedana na mikroCip (ASIC — application-specific integrated circuit) a poté jsou jiz
zpracovéna pomoci softwaru MinKNOW. [30]

. , hairpinovy adaptér
vedouci adaptér . -
templat motorovy protein

motorovy protein

3! f
ﬁther membrana tether

Obréazek 2. 2: Sekvenace pomoci dvou adaptérii [30]

5J'

Na membranu s nanopdry je pfiloZzeno napéti, které pohani jednotetézcovou
DNA (ssDNA) ptfes nanopor a mize tak byt zméfena zména proudu, ktera je nasledné
klasifikovana. Proudova zmeéna, kterd vznika pifi kontaktu s nanopdérem je
charakteristicka pro kazdou bazi [32].

MinION obsahuje 512 kanalu, kde mlZe probihat sekvenace DNA. CoZ znamena,
ze v jednu chvili muze byt sekvenovano az 512 odliSnych DNA molekul [30]. Kazdy
jednotlivy kandl je pfipojen ke ¢tyfem nadrzim. Kazda naddrz mize obsahovat nanopor v
elektricky izolované dvojvrstvé. Kazdy kanal vykazuje jinou aktivitu b&hem

sekvenovani, nékteré pory jsou aktivnéjsi nez jiné [32].
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Kazda ctverice nadrzi je testovana pro jednotlivy kanal pomoci operace ,,Mux*,
behem toho je kazda nadrz ze ¢tvefice ohodnocena podle aktivity. Nejaktivnéjsi nadrz je
pfifazena do skupiny g1, druha nejaktivnéjsi do skupiny g2, tfeti do skupiny g3 a ¢tvrta
do skupiny g4. Kazdy aktivni kanal ziskava ze zacatku data ze skupiny gl po dobu 24
hodin, dalsich 24 hodin kanl zisk&va data z 3 zbyvajicich skupin postupné [32].

2.1.2 Vystupni data

Vystupni data z MinlON jsou ve formatu FAST5. Tento format ma hiearchické
uspofadani a je variaci na HDF5 standard. Kazdé jednotlivé c¢teni, které vznika v
jednom z 512 kanali je uchovavano ve FASTS5 formatu spolu s metadaty a
charakteristickymi informacemi pro kazdy kanal [30].

Pro zmirnéni Sumu jsou raw data jsou konvertovana do udalosti (events), pficemz
kazdé sekvence je charakterizovana primérnou hodnotou proudu, odchylkou a délkou
trvani [32]. Udalost by mé¢la odpovidat k-meru (kratka nukleotidova sekvence), s tim ze
vice riznych udalosti miZe tvofit jeden stejny k-mer. Udalosti, které jsou identické, by
mély reprezentovat stejny k-mer. Raw data, ktera jsou vyobrazena v zavislosti na ¢ase,
se nazyvaji ,,squiggle plot*. Base-calling, neboli pfifazovani bazi, je provadéno pomoci
5-mer nebo 6-mer (Useky DNA délky 5 nebo 6), piicemz existuje 4° piipadnd
4° kombinaci. Kazd4 kombinace k-meru ma modelovou primérmou hodnotu, na zékladé
které, lze dany k-mer identifikovat a piifadit k nému odpovidajici posloupnost
nukleotidi [35]. 1D base-caling se provadi zvlast' pro templatovy a komplementarni
udalosti a poté jsou pouzity pro 2D base-caling.

2.1.3 HDFS5 (Hiearchical Data Format version 5)

HDF5 je format slouzici k ukladani velkého mnozstvi ¢iselnych dat. Podporuje velké
mnozstvi riznych datovych typt. Mezi funkce, které HDF5 nabizi, patii pojmenované
datasety, hierarchicky organizované skupiny a uzivatelem definovana metadata,
respektive atributy, které lze ptifadit k datasetim a skupinam [36].

Pro praci sformatem HDF5 slouzi standardizované knihovny vytvofené
spolecnosti HDF Group. Softwarové knihovny jsou napsany v C, C++ a Javé.
Nejznaméjsi Python rozhrani, PyTables a hS5py, oba vyuZivaji knihovnu psanou
v programovacim jazyce C [36]. Format HDF5 lze Cist, upravovat a vytvafet témeéf
v kazdém programu. Napiiklad MATLAB vyuziva HDF5 jako defaultni forméat pro
svoje soubory s koncovkou .mat.
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2.1.4 Prirazovani bazi (Base-calling)

Base-calling neboli pfifazovani bazi probiha mimo poécita, ke kterému je pfistroj
pfipojen, probiha na Amazon cloud pomoci cloud-based Metrichor (ktery se vyuziva
pro sekvenovani pomoci nanoporu). FASTS soubory, které jsou vytvofeny
sekvenovacim softwarem, jsou nasledn¢ analyzovany pomoci systému Metrichor. Base-
calling ve verzi R7 je zaloZzen na algoritmu skrytého Markovova modelu (HMM) [33],
jednd se o0 kone¢ny model, ktery popisuje pravdépodobnost distribuce mezi
nekone¢nym poctem moznych sekvenci [37], s Viterbi dekodérem pro volani bazi z
udalosti. V nové verzi chemie R9 byl HMM nahrazen rekurentni neuronovou siti [38].
Pozice a pocet nukleotidd, které ovliviiuji hodnoty proudu, zavisi na konkrétnim
nanoporu. Specifické zmény proudu, které by dokazaly rozliSit jednotlivé nukleotidy,
nejsou obvykle dostateéné vysoké, aby je bylo mozné odlisit od Sumu [39]. Proto se pfi
volani bazi vyuziva 5 nebo 6-mer. Hodnoty proudu jsou poté analyzovény, aby se
zjistilo, které hodnoty odpovidaji templatovému a komplementarnimu fetézci. Poté je
pomoci statistickych modeltt Oxford Nanopore Technologies (ONT) vytvofen vztah
mezi 5 nebo 6-mery a hodnotami proudu. Je vypocitan rozdil mezi modelovymi a
realnymi hodnotami. Nasledné jsou vytvofeny dvé 1D sekvence pro kazdou molekulu a
pokud je to mozné, je vytvoiena i 2D sekvence.

Pro kazdy fragment DNA prochazejici nanop6rem, Ize vytvofit tfi typy Cteni —
templatové, komplementarni a obousmérné [40]. Pokud se pro volani bazi vyuZziva
informaci pouze z jednoho fetézce — templatoveho nebo komplementarniho, jedna se
0 1D ¢&teni, v piipadé, Ze se vyuziva jak templatového, tak komplementarniho fetézce a
z nich je poté vytvoiena konsensualni sekvence, hovoiime o 2D obousmérném ¢teni.
2D sekvence je vytvotrena pouze v piipadé dosazeni dobrych vysledku z templatového a
komplementarniho fetézce. S vyuzitim 2D &teni je dosazeno lepsich vysledka [32].

Po skonceni base-callingu je kazda sekvence rozdélena do skupiny, na zakladé
kvality, podle toho, zda prosla ¢i nikoliv (pass/fail). VSechny tyto informace ziskané
pomoci Metrichor béhem volani bazi jsou ulozeny ve FAST5 souboru, ktery lze
nésledné stahnout uzivatelem [40].

Kromé systému Metrichor, ktery byl prvnim softwarem pro base-calling, existuji i
dal$i programy pro volani bazi. A to bud’ vytvofené ptimo od ONT nebo i ostatnimi
uzivateli. Vybrani vhodného postupu pii volani bazi ovliviiuje presnost sekvenovani.
Nové metody pro volani bazi se stale vyviji pro zlepSeni pfesnosti. Nejnovéjsi algoritmy
pro volani bazi se snazi vynechat rozdéleni signalu do udalosti a piekladat do
nukleotidli pfimo.

Pravé volani bazi predstavuje nejvetsi piekazku pro spravné sekvenovani pomoci

nanoporu. [ pfesto, ze jsou zndmé primérné hodnoty a délky trvani jednotlivych
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modelovych k-mer, ve skute¢nosti to tak jednoduché neni a realné k-mery neodpovidaji
piesné t€ém modelovym. Kazdy nanopor totiz poskytuje mirn€ odlisné hladiny proudu. |

pii pruchodu stejné sekvence stejnym nanoporem, nejsou hodnoty proudu totozné.

2.1.5 FASTQ format

Nukleotidové sekvence po ukonéeni base-calling jsou ve finalnim FAST5S souboru
uloZeny ve formatu FASTQ. Tento format obsahuje hlavicku (header), ktera slouzi jako
identifikator sekvence, samotnou sekvenci a kvalitativni zhodnoceni dané sekvence.
Zhodnoceni kvality je provadéno pomoci znakd. Offset je nastaven tak, Ze minimalni
kvalita, odpovidajici phred score x je nastavena jako symbol ,,I* a symbol ,,~ 0znacuje
naopak nejvyssi kvalitu a odpovidd phred y (skore 40), coz odpovidd presnosti
éteni 99,99 %.

FASTQ soubor vytvoieny béhem base-calling obsahuje v hlavic¢ce identifikator a
nazev souboru, ze kterého lze vy¢ist ¢islo kanalu a ¢teni (Obrazek 2. 3).

Hlavitka: @cd0bdbbd-a7c8-461c-ho65-e422dbhB86dada_Basecall_2D_complement COLLES_L160692_20160605_FNFAD13031_MN1G6453
_sequencing_run_Zika_Flowcelll_12plex_35408_ch103_read188 strand

CATCAAAACGCCGRLAAGGGCATGTATAAAGTTAACACAAGGCGCGACAACTTTCTTCAGCACCTACAGGTAAGGAGGCCACCCCTTGATGACAAGCA
ATGGGCATATTATATGCAGAATARATGGACGAAGG COLARAAAATATCTGAATATGGGCATGGCAAAGGGLCTGLGTGACGCCGLTAAGTTTACATACTC
AAARA CAGCCAGARA CATCAG CAGAAAT CAAATTG CAGATAAATACTGTCAGATTCAAAACCAACTGCAGTGGGATGATCATTGGLAACACAGGALCGC
AR CTGATGAAGAATAGAG CAAAGGTTGAAAATAACACTGGTATTCCTGCAAATTGCTGLAAGAAGTTATGGTGTCGTATTGCCTTGCTGTCCCATATC
GGAT

+

c40bdbbd-a7c8-461c-b965-e422db86da%a_Basecall_2D complement COLLES L160692_20160605_FNFAD13031
_MN16453_sequencing_run_Zika_Flowcelll_12plex_35408_ch103_read188_strand
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B (4300 BRI HS S SHEIO 4 SR BaSHRet T HR N P R B RO B Boe% 3G S 1) #5950 ) ) )-Fae TS %

Bl Bions o5 5% |0k T o Bt ) RS B S S "B SR B 0 o A SO S S IS G - (%) R 54 RS B H5 2000 B B B3¢

SEHSHESHSS B BS H{ EH( 55 ("% (0 B SSHS "5 St G S T S 0006 B S B oo B & SIS (SIS B B S HS H5H

S HN IS HSHSHS

Sekvence:

Kvalita:

Obrazek 2. 3: Ukazka FASTQ souboru ziskaného z FAST5 formatu

2.1.6 R7vs.R9

V nejnovéjsi verzi R9 a vyse je na por ptidana CsgG membrana a HMM je nahrazena
rekurentni neuronovou (RNN) siti pro zlepSeni base-callingu [38]. HMM méla vyhody
pfi pouziti na kratké vzdalenosti, jako piesun z jednoho k-meru na druhy, ale
nedokézala uchovavat zavislosti na vétsi vzdalenosti [41]. Chemie R9 ma vétsi piesnost
a sekvenace probihd mnohem rychleji. V ptipadé R7 byla rychlost ~70 bp za sekundu,
ve verzi R9 je to ~250 bp za sekundu [38]. Oproti verzi R7, nova verze pracuje kromé
2D také s 1D metodami, coz umoziuje sekvenovat pouze jeden fetézec DNA, pfi
pouziti pouze 1D metod neni vyuzivan hairpinovy adaptér a komplementarni sekvence
se do nanoporu nedostava. Vyhodou pouzivani pouze 1D metod je delsi Zivotnost poru
a rychlejsi prib¢h. Chybovost, ktera je dana inzerci, deleci a nezavolanim baze,
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poklesla ve verzi R9 z pivodnich 9,1 % na7,5% pro 2D c¢teni a chybovost pro
templatovy fetézec také poklesla z 26,7 % na 14,5 % [38].

Rozptyl hodnot elektrického proudu je u R9 az dvakrat SirSi. Rozdil je také
v samotném ukladani dat ve FASTS5 formatu. V chemii R7 ve verzi 1.0 byla templatova
a komplementarni data ulozena ve skupiné Basecall_2D_00, ve verzi 1.1 byla tato data
pfesunuta do skupiny Basecall 1D _000. Chemie R9 uklada raw data do uplné nové
skupiny /Raw, ze které lze take ziskat pivodni (raw) signal. Ve starsi verzi chemie R7
se signal do FASTS5 formatu neukladal, ale musel byt rekonstruovan ze sttednich hodnot
a délky trvani, coz mélo za nasledek ztratu nékterych informaci. Z FAST5 formétu Ize
také ziskat informace o vzorkovaci frekvenci, ktera je u obou chemii odlisna. Ctent,
ktera byla vyuzita pro zobrazeni (Obrazek 2. 4, Obrazek 2. 6), maji vzorkovaci
frekvenci 4 kHz pro chemii R9 a 5 kHz pro chemii R7. Vysoka vzorkovaci frekvence

zajiStuje snimani proudu pii prochdzeni kazdého nukleotidu.
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Proud [pA]

400

200

|:| | | | | |
1 1.4 2 24 3 3.4h 4 4.5 ] 8.4 B

Cas [s]
Obréazek 2. 4: Zobrazeni raw signalu v case z verze R9.
Signal je rozdélen na udalosti, které charakterizuji jednotlivé k-mery. Jednotlivé

zmény hladiny v grafu vyznacuji rozdilny k-mer (Obrézek 2. 5). V tomhle piipadé se
jedna o 6-mery. Kazda zména hladiny se tedy lisi o jeden nukleotid. V piipadé sekvence
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ACTGACCT by prvni hladina oznacovala k-mer ACTGAC, druha hladina CTGACC a
treti TGACCT.

J00 T -mery T T T T
= 600 / i -
= 500 |
£ 400 a
= 3001 -

| | | | | |
3000 3500 4000 4500 5000 5500
pozice

Obrézek 2. 5 Signdl se zndazornénymi k-mery
Kazda hladina signalu oznaCuje jeden k-mer sloZeny ze Sesti nukleotidt, k-mery jsou
charakteristické svym primérem a také délkou trvani, toho je dale vyuZivano pro volani
bazi (base-calling). Pomoci téchto znamych hodnot lze také zrekonstruovat signal ze starsi
verze R7.
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Obrazek 2. 6: Zrekonstruovany signal z verze R7

Zrekonstruovany signal se oproti raw signalu z verze R9 1isi pfedevsim tim, Ze
jsou vyobrazeny pouze prumérné hodnoty v zavislosti na jejich trvani. Raw signal
z verze R7 nelze ziskat. Prubéh proudu je tak velmi odlisny od chemie R9. Signal je
tvofen pouze ostrymi hranami, coz pro praci se signalem neni vhodné, z divodu ztraty

velkého mnozstvi informaci.
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3 NAVRH RESENI

Ptistroj MinION poskytuje na vystupu soubor signall, které 1ze nasledné zpracovavat,
¢i analyzovat. Pivodni metody zpracovani dat z MinlON nepracuji s raw signalem, ale
rovnou s pielozenymi nukleotidy v 5 nebo 6-merech. Zpracovani raw signalu a hledani
pfekryvli pro genomové sestaveni piimo ze signald by mohlo poskytnout nové
informace a zlepsit tak presnost sekvenovani i samotné sestavovani genomu. Pii
klasickém sekvenovani pomoci MinlON dochazi k nejvétsim chybam pii volani bazi.
Cilem je tak nejdiive jednotlivé raw signdly spojit, na zakladé nalezeni jejich
vzajemnych piekryvl a az poté prekladat do nukleotidd.

Jednotliva ¢teni by tak mohla byt spojena pomoci jejich piekryvu v signalu a
nasledné sestaveni genomu by mohlo probihat na zakladé OLC metody. Metody
zalozené na OLC jsou vhodné pfedev§im pro dlouha cteni. PouZiti metody zaloZené na
de Bruijnovych grafech by kvuli hledani ptekryvi mohlo vést ke ztratdm informaci ze
signalu. Pokud by byl signal rozdélen na kratsi useky a nasledné analyzovan, ztratily by
se informace o piekryvech a o pozicich téchto kratSich usekt v signalu a signal by se
tim znehodnotil. Hledani piekryvt na takto kratkych dsecich signalu, by nebylo vhodné,
protoze pii porovnavani pouze kratkych tseki, by mohlo dochazet k nalezeni shody na
vice Castech signalu, 1 kdyzZ spolu ve skutecnosti viibec nesousedi. Pro ptesnéjsi hledani
shody v ptekryvu je lepsi pouzit co nejdelsi mozné useky.

Pouziti rekonstruovaného signdlu z verze R7 by mohlo vést ke Spatnym
vysledklim, z diivodu ztraty informaci, kdy jsou dostupné pouze stiedni hodnoty tseku
signalu po ur¢ity ¢as. Ke hledani piekryvi tedy budou pouzity pouze raw signaly
ziskané pomoci nové verze chemie R9, kde je charakteristicky pribéh mnohem
viditelnéjsi a pro potieby hledani prekryvu je tento signal vhodné;si.

Signal ma v nekterych ¢astech schodovity pribeh, coz by mohlo byt take vyhodou
pti hledani prekryvi.

3.1 Predzpracovani signalt

Pted samotnym hledanim ptekryvli je potieba signaly upravit pro zlepSeni hledani
shody. Ve vétsing signalu jsou na riznych mistech vyrazné znamky ruseni, které by
mohly pfesnost algoritmu snizit. Pro odstranéni tohoto typu ruSeni je vhodné pouZit
medianovy filtr. JelikoZ jsou pro signal charakteristické jeho k-mery, které maji malé
vychylky proudu, pfilisna filtrace by mohla tyto elementy poskodit nebo ztratit.
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3.2 Hledani prekryvii

Pii hledani piekryvu je dilezité, aby se sufixova ¢ast jednoho useku signalu prekryvala
s prefixovou ¢asti druhého signalu. Kazdy bod ze zacatku druhého signalu tak musi byt
zaroven soucasti prvniho signalu. Kdyz vezmeme prvni bod druhé sekvence, tak musi
byt také obsazen v prvni sekvenci. Nalezneme tak v prvni sekvenci vSechny pozice, kde
se tento bod vyskytuje, z tohoto mista prodlouzime tGsek signalu az
do konce (Obrdzek 3. 1). Pro porovnani nebudou pouzity signaly, jejichz délka
od shodného bodu je kratsi nez délka hlavniho signalu od jejich spoleéného bodu.
Takovy signal by ten hlavni, ke kterému je hledan jeho navazujici, nijak neprodlouzil a
tyto signaly by algoritmus pouze zpomalovaly.

Jelikoz signaly nejsou stoprocentné totozné, nelze shodu stanovit pouze podle
poc¢tu shodnych bodu. K hledani piekryvi tak bude vyuzita diference signalu. Jejich
piekryv tak bude urCen podle rozdili téchto dvou nalezenych useki od jejich

spolecného bodu podle vzorce:

L |main_select; — other_select;| (3.1)
L )

koef =

kde main_select je vybrana ¢ast hlavniho signalu od spole¢ného bodu navazujiciho
signalu, other_select je ¢ast navazujiciho signalu od vybraného shodného bodu az po
délku hlavniho signalu tak, aby délka main_select a other_select byla totozna. L je pocet
vzorku signalu v main_select a other_select.

Rozdilovy koeficient koef bude vypocitan pro vSechny nalezené shodné body. Pii
pouziti diference signalii, je potfeba, aby vyslednd suma vydélena poctem vzorkl byla
rovna 0 (pro totozné signaly) nebo, aby se 0 bliZila. Tahle podminka bude kontrolovana
a pouze od urcité hranice bude signal oznacen jako mozny prekryv. Podle hranice a
dalsich statistickych veli¢in, bude uréen signal, ktery nejlépe navazuje na prvni signal.
Vysledkem by bylo spojeni dvou signdlli, jejichz pitekryv bude charakterizovan

Ke kazdému signalu je zndmé také nukleotidova sekvence ve FASTQ formatu,
kterou lze ziskat z pivodniho FASTS souboru. Tato nukleotidova sekvence mize byt
vyuzita k ovéfeni spravnosti spojeni dvou signali. S vyuZitim lokéalniho zarovnani
nukleotidovych sekvenci a podle dosazeného skore lze ovéfit, zda uréené signaly byly

pfifazeny spravné, ¢i nikoliv.
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Hlavni signal a prvni nalezeny shodny bod

proud [pa]

pozice aio’
Zohrazeni navazujiciho signalu
1200 . . . . .
_ oo} .
5
= gk
=
=
o swf .
[=1
00
200 L 4 L i
0 02 04 0B i6
- 4
pozice 10
B Hlavni signal a druhy nalezeny shodny bod
1200
1000 o
g e -
= | i}
3 L -
2 &0
=
=8
00 -
A1 1
g 02 04 T 12 14 16 1.8 2
pozice 1o
Zobrazeni navazujiciho signalu
1200 '
1000 F .
—_
:IE 800 - J
=
E B00F k
=1
0t 1
m L L 'l A L ]
0 0z 04 06 [k 1 12 1.4
4
pozice x10

Obrazek 3. 1: Zndzornéni hledani prekryvu na zdakladé shodnych bodii
Na obrazku je znazornén hlavni signdl, kde byly nalezeny dva shodné body (vyznaceny
cervené) s moznym navazujicim signalem. V tomto piipadé se vypocitd nejdiive koeficient pro
prvni shodny bod (A), poté se vypocita koeficient pro druhy shodny bod (B). Ve druhém
ptipadé bude mit vypocitany koeficient daleko nizsi hodnotu — signaly jsou v tomto posunuti
podobné;jsi.
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3.3 Uprava pomoci dynamického borceni casové osy

Metodu dynamického borceni casové osy by bylo mozné aplikovat pro zlepSeni
pfesnosti algoritmu. Algoritmus popsany vySe, lze tak pouze upravit a pied vypoctem
koeficientu koef jsou Useky main_select a other_select nejprve zarovnany a az poté je
vypocten koeficient. Dale algoritmus probiha stejné jako v predchozim ptipadé.

Dynamické borceni ¢asové osy (DTW) je metoda, kterd je hojné vyuzivana pro
Casove zavislé signaly. Pivodné byla pouzivana k rozpoznani feci. Metoda hleda
nejlep$i mozné zarovnani pro dva Casové zavislé signaly. Dochazi tak k nelinearnimu
zarovnani téchto signala (Obréazek 3. 2).

N

T
- U

Euklidovska vzdalenost

Obrazek 3. 2: Porovnani dvou metod pro vzdailenost signalii [61]
Obrazek vlevo znazoriiuje euklidovskou vzdalenost pro dva Casové zdvislé signdly, kdy se
pocita vzdalenost mezi kazdym odpovidajicim bodem prvniho a druhého signalu. Na obrazku
vpravo je zndzornéno zarovnani pomoci metody DTW. Zarovnani téchto dvou signali je

nelinearni a lépe odpovida podobnosti dvou ¢asové zavislych signali.

Nejprve je vypocitana matice distanci mezi prvky signalti. Tato matice je

ozna¢ovana jako matice kumulativnich vzdalenosti. Je ziskana podle vzorce [61]:
D(n,m) =min{D(n—1,m—1),D(n—1,m),D(n,m — 1)} + c(x,,, v), (3.1)
kde D je matice kumulativnich vzdalenosti, n € (1,N) am € (1,M), kde N je délka

jednoho signalu a M je délka druhého signalu, ¢ oznacuje nakladovou funkci. Jedna
z moznych nakladovych funkci je podle vzorce [61]:

¢ € Ric(xp, ym) = |xn — yul, (3.2)

kde c je nakladova funkce a X,,ym jsou jednotlivé vzorky signalu.
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Inicializace prvniho tadku a prvniho sloupce matice kumulativnich vzdélenosti je
nasledujici [61]:

n (3.3)
D@1 = ) clxiyn), e (LN)
k=1
m (3.4)
D(Lm) = ) Gy, m € (1,M)
k=1

kde D je matice kumulativnich vzdalenosti, N je délka jednoho signélu a M je délka
druhého signalu, ¢ oznacuje nakladovou funkci.

Po zisk&ni matice kumulativnich vzdalenosti, je nasledné rekonstruovana zpétna
cesta. Cesta je hledana od pravého horniho rohu pomoci nejmenSich kumulativnich
vzdalenosti az na pocatek klevému spodnimu rohu. JelikoZz sristem matice
kumulativnich vzdalenosti a tedy s rastem velikosti signald, roste pocet zpétnych cest
exponencialng, je metoda DTW ¢asové velmi naro¢na. Casova naroénost je O(MN).

Metoda zarovnava signély od jejich zacatku az po konec, jedna se tedy o globalni
zarovnani. Pro porovnavani signali ze sekvenace nanoporem neni zadouci zarovnat
signalu od zacitku az do konce, ale pouze zarovnat jejich odhadovany vzajemny
piekryv. Proto Ize tuto metodu pouzit v algoritmu pied samotnym vypoctem koeficientu
a vypocitat tak az rozdilovy koeficient zarovnanych signald. Vybrané Useky main_select
a other_select jsou tak nejdfive zarovnany pomoci DTW a az poté je ze zarovnanych

signald vypocten koeficient (3.1).
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Po nalezeni piekryvu mezi signaly, 1ze tyto dva signaly spojit (Obrazek 3. 3)
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Obréazek 3. 3: Sestaveni nového kontigu ze dvou prekryvajicich se cteni

Prvni a druhé Cteni se navzajem piekryvaji. Koncova ¢ast prvniho ¢teni od ptiblizné 1,8 s se
piekryva se zaCinajici ¢asti druhého ¢teni az po ptiblizné 2 s.
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4 REALIZACE

Pro hledani ptekryvi mezi signaly byly vytvotfeny dvé funkce v prostiedi MATLAB.
Prvni funkce find overlap vyuziva rozdilového signalu bez zarovnéni, zatim co druha
funkce find overlap dtw nejdiive zarovnava pomoci DTW a az poté probihd vypocet
rozdilového koeficientu. Obé funkce obsahuji dva vstupy — vSechny raw signaly
ulozené v jedné proménné a vSechny nukleotidové sekvence ulozené v dal$i proménné.
Funkce find_overlap byla opatiena i tfetim vstupem, ktery reprezentuje filtraci, kdy nula
znamena vynechani filtrace. Funkce vzdy vybere jeden signal jako hlavni (main) a hleda
k nému navazujici druhy signal (other). Ze signalu other je vybran padesaty vzorek a
ten je porovnavan se vSemi vzorky hlavniho signalu. Vysledkem tohoto porovnavani je
seznam pozic, na kterych se hlavni signal s timto vybranym vzorkem shoduje. Vybrani
padesatého vzorku signalu je dano tim, ze velka ¢ast signali obsahuje v prvnich
nékolika vzorcich vyrazné skoky a piky (Obrazek 4. 1), které vysledek zkreslovaly.
Tyto vyrazné piky mohou byt zptsobeny piechodnymi jevy pii nasednuti DNA na
nanopér a jsou pro vyhodnocovani nezadouci. Vybrani padesatého vzorku
k porovnavani tento problém eliminoval.
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Obrazek 4. 1: Zobrazeni zacatku signdlu s viditelnym rusenim

Déale byly smazany pozice, které se nachédzely na konci hlavniho signalu
(v posledni tretin€). Porovnavani takhle kratkych usekti vedlo opét ke zkresleni
vysledku. Pfi nalezeni shodného vzorku v poslednich nékolika vzorcich signalu, je
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vybrana ¢ast k porovnavani prilis kratkd. Koeficient (3.1) byl u téchto kratkych tseku
¢asto velmi nizky, a to z davodu nedostate¢ného poctu vzorkl k rozeznani prekryvu.

Pro zjednoduSeni byly dale odstranény pozice, ve kterych byla délka hlavniho
signalu od tohoto shodného bodu delsi, nez délka druhého signalu, coZ znamena, Ze
druhy signdl by mohl byt soucasti hlavniho signalu, ale dale by tento signal nijak
neprodlouzil.

4.1 Predzpracovani medianovou filtraci

Vsechny signaly pted zac¢atkem porovnavani byly upraveny medidnovou filtraci. Kvuli
vyraznému ruSeni, vyskytujici se v témeét vSech signalech, dochazelo k CastéjSimu
pfifazovani nevhodnych signali.

Délka okna pro medianovou filtraci byla nastavena na hodnotu 5. K filtraci byla
pouzita funkce v prostfedi MATLAB medfiltl. Pfi této délce okna jsou jesté stale
zachovany prubéhy k-mer, ale vét§ina vyrazného ruseni je odstranéna (Obrazek 4. 2).

Jelikoz jsou piekryvy v signalu hledany na Urovni k-mer, neni vhodné signéaly
ptilis filtrovat, mohlo by tim dochazet ke ztraté jednotlivych k-mer.
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Obrazek 4. 2: Odstranéni vyrazného rusivého elementu ze signalu ¢. 1
Signal ¢. 1 obsahoval pfiblizné v poloviné rusivy prvek, shodnotou proudu od -4000 az
do 4000 pA. Takovy rusivy element velmi ovliviiuje vysledky rozdilového koeficientu.
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4.2 Vyuziti rozdilového signalu

Ve funkci find_overlap byly od kazdého shodného bodu vytvoieny dva vektory. Jeden
pro hlavni signal od shodného bodu az po konec hlavniho signalu (main_select) a druhy
od dvoustého vzorku s délkou odpovidajici vybranému Gseku main_select
(other_select). Déle byl ziskan diferen¢ni signal téchto dvou usekt. VSechny vzorky
diferen¢niho signalu byly seéteny a vydéleny poctem vzorka (3.1). Timto byla ziskana
hodnota rozdilového koeficientu koef. Nizsi koeficient vzdy znaéi vyssi podobnost. Pro
totozné signdly by hodnota koeficientu byla rovna nule.

proto vSechny vysledné hodnoty koeficientu vys$i nez stanovena minimalni
hodnota 100, jsou nevyhovujici. Tato hodnota byla stanovena experimentalné tak, aby
byl ke kazdému signalu pfitazen signal navazujici. Pokud je tak hodnota koeficientu
nizsi nez 100, je druhy signal piifazen jako mozny navazujici signal.

Po pfifazeni prvniho navazujiciho signdlu je zménéna hranice koeficientu, pfi
kterém lze druhy signal povazovat za navazujici. Tato hodnota je nastavena na hodnotu
koeficientu pro pravé pfifazeny signal. Timto zptisoben se snizuje hranice a zaroven
zvySuje piesnost pro piitazene Useky. Jako navazujici signal Ize nyni oznacit pouze usek
s mensi hodnotou rozdilového koeficientu, nez hodnota koeficientu piedchazejiciho
ptifazeného signélu. Tento postup je opakovan pro vSechny nalezené shodné vzorky
signalu a pro vSechny signaly navzajem.

Vystupem je matice hodnot, kterd v prvnim sloupci obsahuje hlavni signal a ve
druhém sloupci obsahuje jeho mozny navazujici signal, ve tfetim sloupci je zapsana
pozice (vzorek) hlavniho signalu, od které nastava piekryv. Ve ¢tvrtém sloupci je dale
zapsan vypocitany koeficient koef pro danou dvojici signalu. V patém sloupci je
zobrazeno skére z lokalniho zarovnani nukleotidovych sekvenci pomoci funkce
swalign, s penalizaci mezer 50 a penalizaci prodluzovani mezer 25.

Vyvojovy diagram vytvoieného algoritmu je znazornén nize (Obrazek 4. 3).
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Sig

i =1:length(Sig)

min_koef =100
main = Sigfi}

c = 1:length(Sig)

clear same

other = Sig{c}

‘ same2 = find(main==other(50,1)} |

¥

same = same2(same2=(lengthi{main)-
length{main)*0.3})}

points = 1:length{same)

main_select =
main(same(points)length{main),:)

diff = length({main}same(points }-length{other}+51

diff = 0

+

other_select = other(50:(length{main}-same(points)}+50)) |

koef=sum(abs(main_select-other_select))/
length{other_select)

koef =100

vysledek

Obrazek 4. 3: Vyvojovy diagram vytvoreného algoritmu



4.3 Vyuziti dynamického borceni casové osy

Puvodni funkce find_overlap vyuzivajici pouze rozdilového signalu byla modifikovana
a pred vypocet koeficientu bylo vloZeno zarovnani tisekii main_select a other_select.
Déle pokracoval algoritmus stejné jako V puvodni verzi. Timto zpisobem byla
vytvofena funkce find_overlap_dtw. Pro vypocet DTW byla pouzita funkce
samplealign, vstupem funkce jsou dva signaly X a Y, které jsou pouzity pro porovnani a
vystupem jsou dva vektory, kde prvni obsahuje indexy ze signdlu X shodujici se
signalem Y a druhy vektor obsahuje indexy signalu Y shodujici se s indexy signélu X.

Pro zrychleni vypocétu lze ve funkci nastavit rizné parametry. Parametr band
omezuje maximalni dovolenou vzdalenost mezi dvéma signaly, omezuje tak pocet
potencialnich shod mezi danymi signaly. Parametr band byl nastaven na hodnotu 35.
Dalsim parametrem je parametr quantile, oznacuje hodnotu mezi 0 a 1. Vyuziva se pro
vypocet penalizace mezer. Tento parametr byl pro vypocet nastaven na hodnotu 0.5. Pro
zarovnani obou signali, byly pouZity vystupy funkce samplealign a pomoci interpolace
byly useky signalu zarovnany. Nasledné¢ byl vypocten rozdilovy koeficient téchto
zarovnanych usekl stejné€, jak bylo popsano v predeslé kapitole o vyuziti rozdilového
signélu. Zbyvajici kroky algoritmu byly stejné jako pfi pouziti rozdilového signalu bez
zarovnani.

4.4 Doplinkové funkce

Pro praci se signdly a nukleotidovymi sekvencemi ulozenymi ve formatu FASTS
v prostiedi MATLAB bylo potieba vytvotit dopliikové funkce. Kromé hlavni funkce
pro hledani piekryvu tak byla vytvofena funkce load_data, kterd z FAST5 souboru
dokéze ziskat pozadované raw signaly do jedné proménné. Kazdé ¢teni ziskané béhem
sekvenace, a tedy i1 kazdy signal, je ulozeno jako samostatny FASTS soubor. Funkce
nacitad vSechny soubory ze slozky s koncovkou .fast5. Vystupem této funkce je buiikové
pole obsahujici v kazdém tadku jeden raw signal. Vytvoiena funkce load_data vyuziva
funkci pro préaci s HDF5 formatem h5info a h5read. Cesta vedouci k signalu je tvofena
/Raw/Reads/Read_N/Signal, kde N oznauje jednotliva Cteni a je rtzné pro kazdy
signal.

Dale byla vytvorena funkce load_seq pro ziskani sekvenci nukleotidii pro kazdy
signal také z FAST5 souboru. Nukleotidové sekvence jsou zde ulozené ve FASTQ
formatu. Sekvence lze ve FASTS souboru ziskat z datasetu Fastq pomoci cesty
/Analyses/Basecall_1D_000/BaseCalled_complement/Fastq. Vystupem funkce je opét

bunikové pole, které v kazdém fadku obsahuje jednu sekvenci pro dany signal.
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5 VYHODNOCENI ALGORITMU

Protoze zredlnych dat nelze jednoznaéné ur€it, zda algoritmus funguje spravné
a opravdu pfifazuje signaly, které jsou podobné a maji vzajemny piekryv, vyhodnoceni
a funkénost algoritmu bude ukazdno na modelovych datech, kde jsou jednotlivé
prekryvy znamé, a poté i na datech realnych.

Vyhodnoceni je vénovano algoritmu pouze s pouzitim rozdilového signalu —
funkce find_overlap. Upravenému algoritmu s pouzitim DTW (find_overlap_dtw) je

vénovana posledni podkapitola.

5.1 Modelova data

Pro ovéfeni spravnosti algoritmu byla vytvofena modelova data spojenim nékolika
nahodnych signala (Obrazek 5. 1) a naslednym rozdélenim spojeného signalu do péti
ruzn¢ dlouhych tUsekid. Timto zpiisobem vzniklo 5 signald, kterd na sebe plné
navazovala. Modelova data byla vytvofena proto, Ze je zde stoprocentni piekryv a lze
tak ovéfit, zda algoritmus funguje opravdu spravng. U realnych dat nelze jednoznacné
urcit, zda je ur¢eny piekryv opravdu spravny.
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Obréazek 5. 1: Modelovy signdl spojeny z péti riiznych signalii
Modelovy signal byl vytvoten tak, aby obsahoval velké mnozstvi riznych skoki a rusivych
elementl. Piekryvy byly nastaveny tak, aby se nachazely mezi vzorky 4000 az 6000.
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Prekryvy byly nastaveny tak, Ze signal €. 1 se pfekryva se signdlem ¢. 3, signal
¢. 2 se piekryva se signalem ¢. 4, signal ¢. 3 se prekryva se signalem ¢. 2 a posledni

signal ¢. 4 se piekryva se signalem ¢. 5 (Tabulka 5. 1).

Tabulka 5. 1: Ocekavany vystup algoritmu

, Ocekavany
Hlavni o
o, navazujici
signal o
signal
1 3
2 4
3 2
4 5

Pro useky jedna az ctyfi byly nalezeny odpovidajici prekryvy. K signalu ¢. 5
nebyl pfifazen zadny prekryv, jelikoz se jedna o posledni Usek signalu a hodnota
koeficientu pro signdl ¢. 5 a jakykoliv dalsi signal nebyl nikdy mens$i nez stanovené
minimum (100) nebo nebyl nikdy nalezen shodny bod s ostatnimi signaly.

Vysledky dopadly dle ofekavani a k hlavnim signdlim byly spravné piifazeny
vSechny navazujici signaly. Minimalni koeficient byl vzdy u ptekryvajicich se usekl
roven nule, coz zna¢i identické signaly. Ke kazdému signalu bylo piifazeno vice

moznych navazujicich signélu, ale s koeficientem rovnym nule byl vzdy pouze jeden.

Tabulka 5. 2: Vystup algoritmu na modelovych datech

Hlavni Navazujici Pocatek .
. ., Koeficient
signal signal prekryvu
1 3 6 000 0
2 4 6 001 0
3 2 6 001 0
4 5 4001 0

Algoritmus spravné vyhodnocuje signaly, jejichz prekryv je naprosto totozny.
Proto lze ptedpokladat, Ze pii pouziti na redlnych datech, kde piekryvy nejsou nikdy
shodné, bude algoritmus piitazovat signaly spravné na zakladé jejich podobnosti.

Dil¢i modelové signaly je tak mozné spojit diky znamym pozicim piekryvu do
puvodni podoby signalu pied jeho rozdélenim (Obrazek 5. 2).
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Obrazek 5. 2: Spojent dilc¢ich modelovych signadlit do jednoho celku

5.2 Realna data

K testovani byly pouzity signaly ziskané ze sekvenace nanopérem z verze MinlON R9.
Jedna se o sekvenaci viru Zika, ktera probihala v rdmci Zibra projektu (dostupné

Z.

zibraproject.org/data). Volani bazi probihalo pomoci systému Metrichor. Vzorku

signalti pouzitych pro vyhodnoceni bylo celkem 674. Ke kazdému hlavnimu signalu z

testovaciho souboru bylo pfifazeno primémé 16 moznych navazujicich signald. Ke

kazdému hlavnimu signalu byl nalezen piekryv s jinym signalem. Piekryv nastaval
nejcastéji v prvnich 5000 bodech hlavniho signalu (Obrézek 5. 3). Primérna hodnota
vypocitaného koeficientu (3.1) byla 74,82 (Obrézek 5. 4).
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Obrazek 5. 4: Znazorneni koeficientu a lokalniho skore

Na obrézku 5. 4 oznauje prvni krabicovy graf vypoéteny koeficient a druhy
krabicovy graf oznacuje skore z lokalniho zarovnani nukleotidovych sekvenci. Prvni a
posledni vodorovna Cerna Cara (vousy) krabicového grafu znézoriiuje rozpéti hodnot,
které je pro koeficient 40 az 100 a pro skore lokadlniho zarovnani je rozpéti hodnot asi
150 az 350. Spodni okraj modrého boxu oznacuje prvni kvartil, Cervena vodorovna ¢ara
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znazoriuje median, ktery byl pro koeficient 76,8 a pro skdre lokalniho zarovnani 249,3.
Horni okraj modrého ramecku oznacuje tieti kvartil. Odlehlé¢ hodnoty jsou znazornény
cervené.

Vsechny porovnavané signaly obsahuji ve své druhé poloviné artefakt nezndmého
pavodu, pfipominajici pismeno M (Obrazek 5. 5), ktery komplikuje vyhodnocovani
prekryvi.
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Obrazek 5. 5: Zobrazeni artefaktu v signalu

5.3 Vyhodnoceni konkrétniho prikladu signalu

Pro nézornost a ukazani prekryvu byl vybran signdl ¢. 10 a vSechny jeho mozné
navazujici signaly. Hlavni signal je vzdy vyobrazen modie, navazujici signaly jsou
znazornény Cervené. V prvnim grafu A (Obrazek 5. 6) je vyobrazen cely hlavni signal
¢. 10, ke kterému byl hledan piekryv. V druhém grafu B (Obrazek 5. 6) je zobrazen
signél ¢. 10 a signal ¢. 16 od jejich spole¢ného vzorku. Koeficient byl v tomto ptipadé
roven 91,98. Jejich vzajemny piekryv nastal od vzorku 11143 hlavniho signalu.
Ve tietim grafu C (Obrézek 5. 6) je zobrazen piekryv se signalem ¢. 20. Jejich
koeficient byl 85,84. Piekryv nastal od vzorku 8098 hlavniho signélu.
V grafu D (Obrazek 5. 6) je zobrazen piekryv se signalem ¢. 58 s koeficientem 70,25.
Pocate¢ni vzorek piekryvu hlavniho signalu byl 10200. V poslednim grafu D je
zobrazen piekryv se signalem ¢. 73 (Obrézek 5. 6), vypocteny koeficient byl roven
57,78 a ptekryv nastal od vzorku 7980.

Na zaklad¢ porovnani koeficientu, ktery je nejmensi u signalu ¢. 73, vychazi jako
nejlepsi prekryv pravé tento posledni pfifazeny signal. | po vizuélnim zhodnoceni, lze
oznacit signal ¢. 73 jako nejlépe navazujici.
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Obrazek 5. 6: Zobrazeni hlavniho signalu a vsech jeho moznych prekryvajicich signéli

Hlavni signal je zndzornén modie, navazujici signaly jsou znazornény cervené. Graf A
znazornuje hlavni signal ¢. 10, graf B zobrazuje hlavni signal se signalem ¢. 16, v grafu C je
zobrazen hlavni signal se signalem ¢. 20, v grafu D je zobrazen hlavni signal a signal ¢. 58.
V poslednich grafu E je zobrazen hlavni signal se signalem ¢. 73. Ze vSech zobrazenych signalt
nejvice vyhovuje signal ¢. 73 z grafu E.
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Po odmysleni rusivého M-elementu (popsan vyse), lze na prvni pohled ur¢it, ze
signal ¢. 73 nejlépe navazuje na hlavni signal ¢. 10. Signal ¢. 58 vySel jako mozny
navazujici signal s druhym nejniz$im koeficientem, nejspise pravé kvuli M-elementu,
jehoz jedna Cast je vtomto piipadé dobfe zarovnand. Pfi zvétSeni vybraného useku
prekryvu signalu ¢. 73, lze pozorovat pomérné vysokou shodu obou signali na drovni
jednotlivych k-mer (Obrazek 5. 7). Nelze vsak ocekavat stoprocentni piekryv z divodu
Sumu, a také toho, ze hodnoty proudu pii prochazeni nanopoérem se i pfi pruchodu stejné

sekvence lisi.
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Obrazek 5. 7: Zvetseni casti prekryvu mezi signdly ¢. 10 a ¢&. 73
Pti zobrazeni celého signdlu ¢. 10 od zacatku a ¢. 73 od shodného bodu, 1ze
pozorovat, ze signal ¢. 73 velmi dobfe kopiruje pribéh hlavniho signalu
¢. 10 (Obrazek 5. 8).
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Obrazek 5. 8: Vysledné spojeni signdlii ¢. 10 a ¢. 73
Spojeni hlavniho signalu ¢. 10 a navazujiciho signalu ¢. 73. Modie je znazornén hlavni signal,

Cervené je znazornén navazujici signal.
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Tabulka 5. 3: Navazujici signaly k signdlu ¢. 10

Hlavni Navazujici Pocatek Koeficient
signal signal prekryvu
10 16 11143 91,98
10 20 8 100 85,84
10 58 10 200 70,25
10 73 7980 57,78

Pro nazornost jsou nize zobrazeny dva signdly, Kkteré na sebe
nenavazuji (Obrazek 5. 9).
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Obréazek 5. 9: Nespravné prirazené signaly

5.4 Porovnani se znakovymi metodami

Nejjednodussi metodou porovnani spravnosti pfifazeni signalu by bylo na zakladée
vzajemného posunu signalu. Nukleotidové sekvence by se tak posunuly stejné, jako jsou
posunuty signaly. Tento postup vSak neni mozny, protoze nelze stanovit, kolik vzorki
signalu koduje jeden nukleotid. Kazdy k-mer ma totiz odliSnou délku trvani a neexistuje
tedy jednozna¢ny vztah mezi délkou signalu a délkou nukleotidové sekvence.

Pro porovnavani sekvenci nukleotid byla pouzita metoda lokalniho zarovnani —
Smith-Waterman. Pro toto porovnani byla pouzita funkce swalign v MATLAB. Lokalni
zarovnani je v tomhle piipadé vyhodné&jsi oproti globalnimu, které zarovnava sekvence
po celé jejich délce od zacatku az po konec. Jelikoz je hledan piekryv mezi sekvencemi
a nepiedpoklada se, Ze by sekvence byly shodné po celé jejich délce, metoda lokalniho
zarovnani tak hleda nejpodobné;jsi tiseky o riiznych délkéch.

Jako skorovaci matice byla pouzita NUC44, penalizace mezery byla nastavena
na 50 a prodluZovani mezery na 25. Penalizace mezer byla nastavena na vysokou
hodnotu proto, aby se ptedeslo vkladani mezer do sekvenci, coz je v tomhle ptipadé

nezadouci.
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Bylo provedeno lokalni zarovnani sekvence ¢. 10 a vSech moznych navazujicich

v

signdlem bylo 235. Dale byla porovnavana sekvence 58 a 16, jejich spole¢né skore se
sekvenci ¢. 10 bylo 238,7 a 239. Nejvyssi skore 271,7 méla hlavni sekvence se sekvenci

¢. 73. Sekvence ¢. 73 by tak méla nejlépe navazovat na hlavni sekvenci ¢. 10. Tato

cvwr

nejlépe tak na tento signal navazoval.

Tabulka 5. 4: Porovnani skére lokalniho zarovnani

Hlavni Navazujici Skére .
o " . . | Koeficient
signal signal zarovnani
10 16 239,0 91,98
10 20 235,0 85,84
10 58 238,7 70,25
10 73 271,7 57,78

5.5 Presnost algoritmu

Celkem bylo ziskano 10668 vysledki. Za spravné piifazeny signal je povaZovan ten,

cvwr

nukleotidovych sekvenci je nejvyssi. Za téchto podminek bylo spravné piifazeno 221
signalt.
Jako falesné€ pozitivni vysledky jsou oznaceny takové, jejichz skore lokalniho

cvwr
cv v

v

negativni.

Tabulka 5. 5: Vyhodnoceni vysledkii

TP 221
FP 453
TN 9541
FN 453

TP — pravdivé pozitivni, FP — fale$né pozitivni, TN — pravdivé negativni, FN — fale$né negativni
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Tabulka 5. 6: Presnost algoritmu

[%]

Senzitivita 33
Specificita 95
Presnost 92

Senzitivita je dana jako TP/(TP+FN), specifita je vypocitana jako TN/(FP+TN).
Piesnost (accuracy) byla vypocitana jako (TP+TN)/(TP+FP+FN+TN).

Nizkd hodnota senzitivity znaci, ze vétsi ¢ast vysledkl, kterd by meéla byt
oznacena jako pozitivni je chybné oznacena za negativni, coz mize byt zptisobeno tim,
hodnotu koeficientu, obsahuji vice rusivych elementi (M-element, ptechodové jevy na
zacatku signalu, ruSeni), které zkresluji vypocteny koeficient. Dale by mohl byt vysoky
pocet falesné pozitivnich vysledkli zptisoben tim, Ze volani bazi (base-calling) je Cast
zpracovani sekvenacnich dat, ve Které nastdva nejvice chyb a neptesnosti. Sekvence
ziskané z vysledného FAST5 souboru tak nemusi byt uplné spravné pielozeny a mohou
tak zkreslovat vysledky. Pro verzi R9 je chybovost stale 7,5 % [38].

Rozdily koeficientii mezi nejniz§im a druhym nejniz§im koeficientem jsou velmi
malé, jedna se casto desetiny, V60 piipadech mél signal sdruhym nejniz§im

koeficientem nejvyssi hodnotu skore lokalniho zarovnani.

5.6 Porovnani rozdilového signalu a DTW

Protoze je metoda DTW casové velmi naro¢na, nebyla pouzita pro cely soubor signali,
ale pouze pro prvnich 60 signall, a bude porovnavana s metodou rozdilového signalu
také pouze pro prvnich 60 signalti. Minimalni koeficient, ktery byl urc¢en v ptipadé
pouziti rozdilového signalu na hodnotu 100, byl pro Gcel porovnani s metodou DTW
z ¢asovych divoda snizen na hodnotu 70. Lze tedy predpokladat, ze nemusi byt
nalezeny shody se vsemi 60 signaly. Snizeni minimalniho koeficientu na hodnotu 70
bylo provedeno i u metody rozdilového signalu bez zarovnani, aby mély obé metody
stejné pocatecni podminky.
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Tabulka 5. 7:

Porovnani vysledkit obou metod

Rozdilovy DTW
signal
TP 21 17
FP 15 15
TN 370 213
FN 15 15

TP — pravdivé pozitivni, FP — fale$né pozitivni, TN — pravdivé negativni, FN — fale$n¢ negativni

Pfi pouziti algoritmu pouze s rozdilovym signalem byla nalezena shoda celkem
s 36 signaly, pfi pouziti algoritmu se zarovnanim pomoci DTW a naslednym vypoctem
rozdilového koeficientu byla nalezena shoda ve 32 piipadech. To znamena, Ze pro 24
signaltl v pfipad¢ metody bez zarovnani a 28 signali pro metody se zarovnanim, nemél
zadny signdl hodnotu koeficientu niz$i nez stanovend minimalni mez 70. Lze
predpokladat, ze pii zvySeni koeficientu na ptivodni hodnotu 100 nebo vice, by bylo

nalezeno vice shod.

Tabulka 5. 8: Porovndni presnosti obou metod

Rozdilovy DTW
signal
[%]
Senzitivita 58 53
Specificita 96 93
Piesnost 93 88

Senzitivita je dana jako TP/(TP+FN), specifita je vypocitana jako TN/(FP+TN).
Piesnost (accuracy) byla vypocitana jako (TP+TN)/(TP+FP+FN+TN).

Rozdily v senzitivité, specificité¢ a piesnosti pfi pouziti rozdilového signalu bez
zarovnani a se zarovnanim pomoci DTW nejsou pfili§ vyrazné. Ale i pfesto jsou
vysledky rozdilového signalu bez zarovnani piivétivéjsi. Z toho davodu lze fici, ze
metoda pouziti rozdilového signalu je stejné efektivni i bez zarovnani pomoci DTW,
ZlepSeni.

Senzitivita je opét niz§i neZ specificita, je vSak mnohem vyS§i nez pfi
vyhodnoceni celého souboru signalu, coz je zplsobeno pravé omezenym vzorkem

signald.
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Rozdilové koeficienty se u obou metod mirné lisily (Obrazek 5. 10). Koeficienty
Vv ptipad¢ metody s pouzitim DTW byly nizs§i nez u jednodussi metody bez zarovnani.
Niz8i koeficient zna¢i vEtsi podobnost signalil a zarovnani ma tedy vliv na rozdilovy
koeficient.

70

|
-

B&

koeficient
m
[lig]

45

40

rozdilovy signal

rozdilowy signal >
se zarovnanim DTW

Obrazek 5. 10: Porovnani koeficientii pii pouziti obou metod

Na obrézku 5. 10 oznacuje prvni krabicovy graf koeficient pro rozdilovy signal a
druhy krabicovy graf oznacuje koeficient se zarovnanim pomoci DTW pied vypoctem
samotného Kkoeficientu. Prvni a posledni vodorovna ¢erna Cara (vousy) krabicového
grafu znazoriiuje rozpéti hodnot, které je pro koeficient rozdilového signalu i
rozdilového signalu se zarovnanim DTW asi 35 az 70. Spodni okraj modrého boxu
oznacuje prvni kvartil, Cervend vodorovnd ¢ara znazoriiuje medidn, ktery byl pro
koeficient rozdilového signalu 59,6 a pro koeficient rozdilového signalu se zarovnanim
DTW 59,0. Horni okraj modrého ramecku oznacuje treti kvartil. Odlehlé hodnoty jsou
znazornény cervene.

Z krabicoveho grafu lze pozorovat niz§i hodnotu medianu, prvniho a tietiho
kvartilu pro vypocteny koeficient u metody s pouzitim DTW, coz je zpisobeno pravé
zarovnanim signald, jejichZ koeficient je pfi spravném zarovnani niZsi.

Pro obé metody bylo také pocitano skore lokalniho zarovnani ze znamych
nukleotidovych sekvenci pomoci funkce swalign, opét s penalizaci mezer 50 a
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penalizaci prodluzovani mezer 25. Pfi zhodnoceni skore lokalniho zarovnani ze vSech
vysledku lIze fici, Ze pii pouziti zarovnani pomoci DTW byly hodnoty skore lokalniho
zarovnani vyssi (Obrazek 5. 11).
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340 .
& + .
x S |
300 - | I T
I I
[ I
2501 .
I [
200 : : i
150
rozdilowy signal rozdilovy signal

se zarovnanim DTW

Obrézek 5. 11: Porovnani skore lokalniho zarovnani nukleotidovych sekvenci

Na obrazku 5. 11 oznaduje prvni krabicovy graf skore lokalniho zarovnani pro
nukleotidové sekvence pii pouziti pouze rozdilového signélu a druhy krabicovy graf
oznacuje skore lokalniho zarovnani pro nukleotidové sekvence pii pouziti rozdilového
signalu se zarovnanim pomoci DTW pied vypoctem samotneho koeficientu. Prvni a
posledni vodorovna ¢ernd ¢ara (vousy) krabicového grafu znazoriiuje rozpéti hodnot,
které je pro skdre lokélniho zarovnani pro rozdilovy signal i skore lokalniho zarovnani
rozdilového signalu se zarovnanim DTW témét stejny, DTW ma pouze vyssi horni
hranici. Spodni okraj modrého boxu oznacuje prvni kvartil, ktery je v druhém piipadée
nizsi nez u pouziti pouze rozdilového signalu. Cervena vodorovna &ara znazoriuje
median, ktery byl v prvnim piipadé 241,7 a v druhém ptipadé 248. Horni okraj modrého
rdmecku oznacuje tieti kvartil. Odlehlé hodnoty jsou zndzornény Cervene.

Skore lokalniho zarovnani poZadujeme co nejvyssi, pfi zarovnadni pomoci DTW
doslo ke zvySeni medianu pro prvnich 60 vzorkl signalii i rozpéti hodnot je lehce vyssi,
coZ je pro vyhodnoceni Zadouci.

Koeficient je v pfipad¢ rozdilového signalu se zarovnanim DTW nizsi a skore

lokalniho zarovnani naopak vyssi, avSak pifi vypoctu piesnosti algoritmu zarovnani
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DTW nepiinasi zadné zlepSeni. Je mozné, Ze je to zpusobené pouzitim omezeného
vzorku a pouziti této metody na celém souboru dat by vedlo ke zlepSeni. Vzhledem vSak
k ¢asové naro¢nosti dynamického borceni ¢asové osy, neni vhodné jeho pouziti na
signalech ziskanych béhem sekvenace pomoci pfistroje MinION, jelikoz na vybraném
vzorku signalil nepfinasi zlepSeni pfesnosti oproti pouziti rozdilového signalu bez
zarovnani, které je navic ¢asové mnohem mén¢ naro¢né.

Piesto, Ze ziskana senzitivita byla 33 %, sestavovani de novo dat ziskanych ze
tieti generace sekvenovani slouzi predevsim pro stanoveni kostry genomu, které se pak
dale upravuji a dopliiuji mapovanim sekvenovani pristi generace (NGS). Specificita
pouzité¢ metody byla 95 %, coZz znaci spravny zéklad metody, se kterou lze dale
pracovat. Pro samotné sestavovani genomu by bylo mozné pouzit nejenom signal
S nejnizSim rozdilovym koeficientem, ale posledni dva nebo tfi signdly s nejniz$im
koeficientem a podobné jako u sestavovani genomu pomoci OLC metody sestavit graf

prekryvi, ve kterém by bylo mozné nalézt vyslednou cestu pro sestaveni.
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ZAVER
Prace se zabyvd metodami pro sestavovani genomu, popisuje zékladni metody.
Nejjednodussi znakovy hladovy algoritmus, grafové OLC a de Bruijnovy grafy patii
mezi de novo metody pro sestavovani genomu. Kazda metoda ma svoje vyhody a je
vhodna pro jiny typ sekvena¢nich dat. Hladovy algoritmus a de Bruijnovy grafy jsou
vhodnéjsi pro kratka ¢teni, zatim co OLC je vhodnéjsi pro dlouhd ¢teni.

Dale se prace vénuje tieti generaci sekvenovani a piistroji MinlON od Oxford
Nanopore Technologies, ktery piedstavuje jednodussi a levnéjsi cestu k sekvenovani a
naslednému sestaveni genomu. Metody urcené k sekvenovani a sestavovani genomu
z dat z pristroje MinlON vyuzivaji useky primérnych hodnot signalu, které¢ nasledné
porovnavaji se zndmymi pramérnymi hodnotami nukleotidovych sekvenci a nasledné je
prekladaji. Chybovost pfistroje MinIlON je vSak stale pomérné vysoka.

Nova verze chemie R9 poskytuje ke stazeni pivodni signal, ktery predstavuje
novy pohled na véc. Nejvétsi chybovost metody nastava béhem volani badzi — pfi
prekladu ze signali do nukleotidt, kdy jsou jednotliva ¢teni nejdiive prekladana do
nukleotidl a poté jsou hledany jejich vzajemné piekryvy. Jinym moznym fesenim by
mohlo byt signdly nejdiive spojit na zaklad¢ jejich vzajemnych piekryvi a az poté
prekladat do nukleotidl. Cilem prace bylo navrhnout a vytvofit algoritmus pro hledani
prekryvi mezi signaly. K hledani prekryvi byla vytvotena funkce vyuzivajici koeficient
vypocitany pomoci rozdilového signalu. S tim, ze nejnizsi rozdilovy koeficient znaci
nejvyssi podobnost. Porovnani vSech vzorki vSech signalii by bylo neefektivni, a tak
byly porovnavany pouze Useky, u kterych byl nalezen shodny bod s hledanym signalem.

Spravnost algoritmu byla ovéfena na modelovych datech. Pti pouziti redlnych dat
bylo porovnavano 674 signala ziskanych ze sekvenace viru Zika. Ke kazdému signalu
byl pomoci rozdilového koeficientu nalezen mozny piekryv. Zaspravné piifazeny
signal byl povazovan ten, jehoz rozdilovy koeficient byl nejniz§i a zaroven skore
lokalniho zarovnani bylo nejvyssi. Spravné pfifazenych signali bylo 221. Senzitivita
metody tak vysla 33 %, specificita vysla 95 % a piesnost (accuracy) byla 92 %.

Pti porovnani metody s vyuzitim rozdilového signalu a s vyuzitim zarovnani
signalu (DTW) pfed samotnym vypoctem koeficientu, vySla metoda bez zarovnani 1épe.
Metoda byla z divodu ¢asové naro¢nosti DTW provedena na prvnich 60 signalech.
Senzitivita metody bez zarovnani byla 58 %, specificita 96 % a ptesnost 93%.
Senzitivita metody se zarovnanim byla 53 %, specificita 93 % a piesnost 88 %. Avsak
rozdilovy koeficient mél tendenci klesat a skore lokalniho zarovnani naopak stoupalo,

coz je zadouci. Tyto zmény vSak nemély vliv na pfesnost.
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Ze ziskanych vysledki lze fici, ze metoda s vyuzitim pouze rozdilového signélu je
stejné efektivni jako metoda se zarovnanim pomoci DTW a navic je ¢asové mnohem
méné naroc¢na. Vysledky ziskané z vytvotrené funkce by bylo mozné dale pouzit pro
genomoveé sestaveni, kdy lze pouzit dva nebo tfi nejmensi rozdilové koeficienty

kazdého signalu a sestavit tak graf prekryvi podobné jako v ptipadé OLC metody.
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674 FASTS5 soubort viru Zika
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