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Abstract: Next-generation sequencing is nowadays a widely used technology as it allows us to
sample genome and transcriptome in a cost efficient manner. This paper is focused on optimizing
short reads alignment to the reference sequence. Main targets of the optimization are speed and
accuracy of the alignment. There were assembled suitable parameters for two selected alignment
tools to be optimized using differential evolution. The experimental results will be validated on
both software-generated and real data.
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. UVOD

Soucasti molekularné genetickych metod analyzy biologického materialu je sekvenovani DNA.
Timto pojmem se oznacuje proces ¢teni vzorku DNA, jehoz vysledkem je posloupnost nukleotidu,
které tvofi primarni strukturu DNA.

Soucasnou dominantu v oblasti sekvenacnich technik tvoii sekvenace nové generace (NGS) [1].
Zavedenim téchto metod vyrazné poklesly naklady a vznikly nové mozZnosti zkoumani
nukleotidovych sekvenci uvnitt buiiky. SpoleCnym rysem je masivni paralelismus pfi sekvenovani
kratkych sekvenénich ¢teni (reads). Jednotlivé metody se 1isi piesnosti a délkou vyslednych
sekvencnich cteni.

Navazujicim krokem je zarovnani vyslednych ¢teni k referenéni sekvenci nebo sestaveni pivodni
sekvence de novo. Pro samotné zarovnani lze pouzit n€ktery z 60 raznych bioinformatickych
nastroju, které se lisi pouzitymi algoritmy [2]. Vysledky jsou rtizné piesné v zavislosti na nastaveni
parametrti béhu.

Za timto ucelem byl navrzen optimalizacni proces hledani vhodnych parametrd, aby bylo vysledné
zarovnani co nejpiesnéj$i a nedoslo k vyraznému zpomaleni béhu nastroje. Pii optimalizaci se
vyuziva evolucnich algoritmi.

. VYBER MAPOVACICH NASTROJU

Mapovaci nastroje lze podle pouzitého algoritmu rozdelit do dvou kategorii: zalozené na hashovaci
tabulce a zaloZzené na sufixovych stromech. Z prvni kategorie byly k optimalizaci vybrany nastroje
BLAT [3] a LAST [4]. Kjednotlivym nastrojum byly sestaveny seznamy vSech parametrt, ze
kterych byly vybrany konkrétni parametry pro optimalizaci. Jednd se zejména o parametry
ovliviiyjici pfesnost mapovani seminka (seed) a nasledné celého sekvenéniho Cteni. Parametry
zamefené na penalizaci mezer nachazi uplatnéni zejména pti zarovnani nasekvenovaného
transkriptomu, kde dochazi k vyskytu velkych mezer v dusledku sesttihu (splicing).

Program LAST je nastrojem v prvni skupin€ algoritmii. Princip zarovnani sekvencniho cteni k
referenéni sekvenci spociva v prvotnim zarovnani malé ¢asti sekvence, ktera se oznacuje jako
seminko. V druhé fazi dochazi k rozsifovani zarovnani po celé délce zarovnavaného ¢teni. Hlavni
vyhodou tohoto néstroje je moznost pouZziti prostorové rozsifeného seminka. Toto seminko je



reprezentovano binarni Sablonou, kde ,,1* odpovida presné shod¢ v misté¢ zarovnani. V ptipadé ,,0
neni tfeba presné shody. Autor publikuje optimalni bindrni Sablony pro délku sekvencnich cteni
max. 50 bazi, pficemz dnesni pfistroje produkuji mnohem delsi ¢teni.

V piipadé programu BLAT se jedna o stejny princip zarovnani jako u programu LAST. Pfistup
k prostorové rozsifenému seminku je vSak odlisny v tom, Zze neni vyuZzito pfesné binarni $ablony,
ale na délce N celého seminka je povoleno k neshod pii po¢ate¢nim zarovnani.

. OPTIMALIZACE PARAMETRU

Pii vybéru parametrd k optimalizaci byly brany v ivahu zejména ty parametry, u kterych se
predpoklada nejvétsi vliv na rychlost a citlivost zarovnani. Vybrané parametry obou nastroji LAST
a BLAT jsou v nasledujici tabulce:

Nastroj | Parametr Popis
LAST -m Binarni Sablona prostorové rozsifeného seminka
-W Délka kroku pti mapovani seminka
-p Skorovaci matice (ohodnocuje kazdy mozny nukleotidovy par)

-l Délka pocatecni shody (binarni Sablona se cyklicky opakuje)

BLAT | -tileSize | Celkova délka zarovnavaného seminka

-0neOff | Pocet povolenych neshod

-stepSize | Délka kroku pii mapovani seminka
Tabulka 3.1: Vybrané parametry k optimalizaci.

V ptipadé programu BLAT jsou parametry podobné, ale prostorové rozsifené seminko je
specifikovano poc¢tem povolenych neshod.

Tyto parametry budou zakdédovany do chromozomiti a optimalizovany pomoci diferencialni
evoluce.

. DIFERENCIALNI EVOLUCE

Diferencialni evoluce je globalni optimalizacni algoritmus, ktery je soucasti evolucnich technik.
Princip spociva v zachovani populace kandidatnich feSeni, ktera je iterativné vystavena zménam
v dusledku selekce, evaluace a rekombinace [5]. Pseudokod algoritmu je nasledujici:

Vstup:  Populationsjze, Problemsize, Weightingtactor, Rekombinationyate
Vystup:  Spest
Postup: Population = InitPopulation(Populationsjze, Problemsize)
Evaluate(Population)
Shest = GetTheBestOne(Population)
while(!StopCondition())
NewPopulation()
for (Pj in Population)
Si = NewSample(Pj,Population, Problemsjze, Weightingsactor, Rekombinationate)
NewPopulation.Insert(Better(Si, Pi))
end

Population = NewPopulation
EvaluatePopulation(Population)

Sbest = GetTheBestOne(Population)
end

return Spest



Vznik nového kandidatniho feSeni z jedincii populace se nazyva perturbace. Perturbovany jedinec
vznikne ze tfech nahodné€ vybranych jedincti podle nésledujiciho vzorce:

Si = P3 + (P1 - P2) * Weightingsactor @

Do nové populace je podle algoritmu vybrano vzdy lepsi z pivodniho a perturbovaného
kandidatniho feseni. Ukoncujici podminkou je stav, kdy je celd populace slozena ze stejnych
jedincti, nebo je pocet generaci evolu¢niho algoritmu pfedem omezen.

Fitness funkce je vytvofena pomoci programu RABEMA, ktery porovnava zkoumané zarovnani
vici referenénimu. Zdrojova data jsou generovana pomoci simuldtoru sekvenacniho piistroje
[Mlumina a vysledky z experimentii budou porovnany s vysledky dosazenymi na redlnych datech.

5. EXPERIMENTY

V piipadé programu BLAT byla pro experimenty pouzita referencni sekvence délky 100 kilobazi,
ze které bylo vygenerovano desetindsobné pokryti sekvencnimi ¢tenimi. Pfesnost zarovnani, ktera
byla simplicitnim nastavenim parametri 69,7 %, vzrostla diky pouziti evolu¢né ziskanych
parametrd na 83,2 %. Diky distribuované vypocetni infrastruktufe MetaCentra lze paralelné
provadét ohodnoceni kandidatnich feSeni pomoci spusténi instance programu BLAT se
zkoumanymi parametry. V posledni 20. populaci 15 kandidatnich feSeni, které se lisi pouze
hodnotou posledniho parametru —oneOff, je z kandidati vybrana nejrychlejsi varianta.

Pii experimentech jsou pouzivana jednoducha (single-end) sekvenéni Cteni. Souéasti dalSich
postupti bude aplikace parovych (pair-end) sekvencnich ¢teni, ktera nesou informaci o vzdalenosti
dvou Cteni v paru, optimalizace parametrii programu LAST a aplikace na redlnych datech.

6. ZAVER

Na zakladé provedenych experimenti lze ocekavat, Zze pouzitd evoluce bude konvergovat
K optimalnimu nastaveni parametrt, které bude srovnano s jejich implicitnim nastavenim. Hlavnim
kritériem je pfesnost zarovnani a maximalni rychlost pii zachovani této presnosti. Optimalni feSeni
mize pfi aplikaci na redlna data vykazovat mirné odlisnosti.
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