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WYSZUKIWANIE PRZYBLIZONE SEKWENCJI DNA
Z UZYCIEM INDEKSU FM

Streszczenie. Artykul opisuje nowy algorytm wyszukiwania przyblizonego zada-
nych fragmentow DNA w dilugich sekwencjach. Zgodnie z zaproponowanym pode;j-
Sciem poszukiwany fragment jest dzielony na naktadajace si¢ stowa, ktérych pozycje
w badanej sekwencji sa wyznaczane przez uzycie indeksu FM. Wykorzystujac tak
otrzymang liste pozycji stow w sekwencji, poszukuje si¢ potaczen spetniajacych zato-
zenie o dopuszczalnej maksymalnej liczbie réznic. Stworzony algorytm zostat podda-
ny walidacji eksperymentalnej, ktorej wyniki przedstawiono w artykule.

Stowa kluczowe: dopasowanie sekwencji, transformata Burrowsa-Wheelera,
drzewo falkowe, indeks FM

APPROXIMATE MATCHING OF DNA SEQUENCES USING FM-INDEX

Summary. This paper presents an algorithm for searching fragments of sequences
in previously prepared DNA bases. The pattern is divided into words which overlap
themselves. Their positions are found using FM-index, and they are used to search
connections with each other under the assumption about a permissible maximum
number of distinction.

Keywords: pattern matching, Burrows-Wheeler transform, Wavelet Tree, FM-
index

1. Wprowadzenie

Metody sekwencjonowania DNA, czyli odczytywania par nukleotydow w czasteczce, sa
obecnie na tyle zautomatyzowane, ze z dnia na dzien ro$nie liczba poznanych sekwencji. Jed-
ng z wigkszych 1 znanych baz danych przechowujaca informacje genetyczne jest GenBank

[3]. Obecnie baza ta zawiera okoto14,8 miliarda par zasad dla samego cztowieka i dodatkowo
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gromadzi informacje o innych organizmach. Przy tak duzej ilosci danych istotne staje si¢ za-
gadnienie ekstrahowania z nich konkretnych informacji, np. poszukiwania zadanych fragmen-
tow w sekwencjach, analiza podobienstw, réznic czy tez fragmentdw powtarzajacych sie.
Metody dopasowania sekwencji sa zatem fundamentalng procedurg prowadzenia badan
w biologii 1 medycynie. Dlatego coraz bardziej sg rozwijane algorytmy, ktore poréwnuja jed-

ng sekwencje do zawarto$ci catej bazy DNA.

1.1. Istniejace algorytmy wyszukiwania dopasowan

Jedna z pierwszych metod poréwnywania dwoch sekwencji byto budowanie tzw. macie-
rzy Dot-matrix. Przyktadowym programem obecnie wykorzystujacym t¢ metode jest dotter
[18]. Narzedzie to umozliwia wizualizacje wynikow poréwnan pomigdzy dwoma sekwen-
cjami. Realizowana jest ona przez interpretacj¢ poréwnywanych sekwencji jako wspotrzed-
nych uktadu dwuwymiarowego, na ktérym zaznaczane sg punkty odpowiadajace pozycjom
identycznym. Jednak metoda ta nie jest optymalna ze wzgledu na koniecznos$¢ analizy duzej
liczby $ciezek. Lepszym rozwigzaniem jest wykorzystanie programowania dynamicznego
wykorzystujacego macierze dopasowania, ktérych poszczegdlne komorki sa uzupetlniane na
podstawie porownywania badanych miejsc w obu sekwencjach z uwzglednieniem poprzednio
wyliczonych wartos$ci. Optymalna $ciezka dopasowania jest natomiast wyznaczana przez
dzialanie w odwrotnym kierunku. Dopasowanie moze by¢ realizowane globalnie lub lokalnie.
Bazowym algorytmem dla dopasowan globalnych jest algorytm Needlemana-Wunscha [14],
a dla lokalnych — algorytm Smitha-Watermana [17].

Jak wspomniano wcze$niej, rozmiary baz danych zawierajacych sekwencje DNA stale si¢
zwiekszaja. Powoduje to, ze proste aplikacje, ktore stosuja dynamiczne programowanie, stajg
si¢ powoli niewystarczajace. Konieczne zatem jest zastosowanie metod heurystycznych, ktére
przez wykorzystanie aproksymacji przyspieszaja proces poszukiwania dopasowan. Jedng
z takich metod jest dzielenie sekwencji na krétsze tancuchy kolejnych symboli, tzw. stowa
[2, 19]. Gléwna zasada dziatania polega na zalozeniu, ze dwie sekwencje powinny zawieracé
przynajmniej jedno wspdlne stowo. Programy z grupy BLAST (Basic Local Alignment Se-
arch Tool) wyszukuja stowa za pomocg algorytmu Smitha-Watermana, a nastepnie przepro-
wadzajg analiz¢ sasiedztwa znalezionych stow. W programie BLAST stowa nie musza by¢
dopasowane doktadnie w przeciwienstwie do programu FASTA [1]. Podobnym narzgdziem
do BLAST-a jest BLAT (Blast Like Alignment Tool), ktory dla analizowanej, dtugiej sekwen-
cji buduje odpowiedni indeks, wskazujacy potozenie stow [12]. Pozwala to na zwigkszenie
szybkosci przeszukiwania. Wada narzedzia jest natomiast niska skuteczno$¢ wyszukiwania

przyblizonego dla sekwencji krotszych niz 40 par zasad.


http://en.wikipedia.org/wiki/BLAT_(bioinformatics)
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Kompresja tekstu przez indeksowanie jest powszechnie stosowana w algorytmach wyszu-
kiwania wzorca w teks$cie, jednak w wigkszosci przypadkow nie jest to wyszukiwanie do-
ktadne. Wsrdd niewielu istniejagcych metod wyszukiwania przyblizonego, dziatajacych na
podstawie zaindeksowanych sekwencji, warto wymieni¢ dwa rozwigzania. Vilimaki i wsp.
[20] ze zbioru r sekwencji nukleotydowych poszukujg takich grup, ktorych sufiksy lub prefik-
sy sa dopasowane do siebie z ustalong maksymalng odlegloscia oraz maja zadang dtugos¢. Do
poszukiwania wzorca w tekScie z ustalong maksymalng odlegtoscig Russo i wsp. [16] tworzg
modele btgdow, ktore definiuja, w jaki sposob nalezy podzieli¢ poszukiwang sekwencje,

a takze okreslajg maksymalng liczbe bledow w danym fragmencie.

1.2. Zaproponowany algorytm

Przedstawiony w niniejszym artykule algorytm nie naktada ograniczen na minimalng dtu-
gos¢ sekwencji zapytania. Zostalo to osiagnigte przez podziatl sekwencji na naktadajace si¢
stowa, ktore sa wyszukiwane w bazie poddanej transformacji Burrowsa-Wheelera 1 zapisane;j
za pomoca falkowego drzewa binarnego. Generowanie naktadajacych si¢ stow zwicksza
szanse na znajdowanie blisko potozonych od siebie r6znic pomig¢dzy sekwencjami. Wyszu-
kiwanie stéw odbywa si¢ na podstawie wyznaczania indeksu FM, ktéremu poswigcony jest
rozdziat 2. Na podstawie wszystkich pozycji wyznaczonych dla danego stowa, wyszukiwane
sg takie polaczenia, aby dopasowanie nie miato wiekszej odleglosci Levenshteina niz ustalo-
na warto$¢ (rozdziat 3). W rozdziale 4 przedstawiono przyktadowe wyniki, a w rozdziale 5

przedstawiono podsumowanie wraz z nakresleniem kierunkow przysztych prac.

2. Wstepne przygotowanie sekwencji

Przyspieszenie procesu wyszukiwania zadanego wzorca w sekwencji 7' moze zosta¢ zre-
alizowane przez stworzenie odpowiedniego indeksu. Jednym ze sposobow zapisu tekstu, kto-
ry zostal wykorzystany w niniejszym artykule, jest indeks FM (FM-index) [7]. Pozwala on
odpowiedzie¢ na pytanie, ile zadanych wzorcow jest w tekscie, a takze wskaza¢ miejsce ich
wystepowania w oryginalnej sekwencji. Indeks ten bazuje na transformacji Burrowsa-

Wheelera, opisanej w dalszej czg$ci rozdziatu.

2.1. Transformata Burrowsa-Wheelera

Transformata Burrowsa-Wheelera (BW) jest algorytmem zaproponowanym w 1994 roku,

ktory przeksztatca dane wejsciowe w celu ulatwienia ich dalszej kompresji [4]. Niech 770, n-1]
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bedzie sekwencja sktadajacg si¢ ze znakdéw z alfabetu 2 o dlugosci o. Na koncu sekwencji do-
dawany jest dodatkowy znak specjalny nienalezacy do 2 i mniejszy od pozostatych znakow
alfabetu (np. #). Transformacja BW sktada si¢ z trzech krokdéw, zobrazowanych na rys. 1 dla
przyktadowej sekwencji: (1) utworzenie macierzy M, ktorej wiersze s3 cyklicznymi przesunig-
ciami sekwencji T; (2) posortowanie tablicy M wzgledem pierwszej kolumny (F); (3) zdefinio-
wanie ostatniej kolumny macierzy M jako wyniku transformacji — 7°"". Jako ze kazda kolumna
stanowi permutacje znakéw sekwencji 7, przy sortowaniu wedtug alfabetu sekwencji 7°"” zo-
stanie wygenerowana pierwsza kolumna. Dla macierzy M mozna wykaza¢ zalezno$¢ pomigdzy
kolumnami ostatnig a pierwsza. Warto wprowadzi¢ nast¢pujace oznaczenia:
e (‘] — oznacza wektor dtugosci o, taki, ze C[c] zawiera liczb¢ znakéw w T, mniejsza od
znaku c,

e OCC(c,q) — oznacza liczbe wystapien znaku ¢ w prefiksie 72" 7[0,q].
Pozycja znaku T°""[i] w pierwszej kolumnie jest wyznaczana za pomoca odwzorowania LF
(last-to-first mapping):

LF (i) =C[c]+O0CC(c,i) -1, (1)
gdzie e=T"""[i]. Przyktadowo na podstawie rys. | LF(4)=C['G']+OCC(G',4)—1=7, co
oznacza, ze zarowno T°"'[4], jak 1 F[LF[4]]=F[7] odpowiadaja pierwszemu znakowi ,,G”

w sekwencji T.

Macierz M Posortowana macierz M

F v
ATCATGCAG# # ATCATGCA G
TCATGCAGHA A GHATCATG C
CATGCAGHAT A TCATGCAG #
ATGCAGHATC A TGCAGHAT C
TGCAGHATCA C AGHATCAT G
GCAGHATCAT C ATGCAGHA T
CAGHATCATG G H#ATCATGC A
AGHATCATGC G CAGHATCA T
GHATCATGCA T CATGCAGH#H A
HATCATGCAG T GCAGHATC A

Rys. 1. Przyklad transformaty Burrowsa-Wheelera dla sekwencji ,,ATCATGCAG”. Macierz po pra-
wej stronie zawiera wiersze posortowane wedtug alfabetu. Wynikiem jest ostatnia kolumna
TBTW

Fig. 1. Example of Burrows-Wheeler transform for the sequence “ATCATGCAG”. The matrix on
the right has the rows sorted in lexicographic order. The output is the last column 7°""

2.2. Kompresja tekstu i wykorzystanie indeksu FM

Glownym celem indeksu FM jest poszukiwanie wstecz wystepowania zadanego wzorca P
w sekwencji 7. Odbywa si¢ to przez wyznaczenie przedziatu wierszy w macierzy M, ktorych

prefiksy sg réwne poszukiwanemu fragmentowi. Na rys. 1 jest przedstawiony pseudokod al-
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gorytmu FM_COUNT, zwracajacy pierwszy (First) i ostatni (Last) numery wiersza ma-
cierzy M, ktorych prefiks jest rowny P o dtugosci p [7, 8]. Liczba wierszy w przedziale rowna
jest liczbie wzorcow wystepujacych w badanej sekwencji 7. Mozna zauwazy¢, ze czas wy-

szukiwania jest zalezny od kosztu obliczania wartosci OCC(-), przemnozonego przez 2p.
Algorytm FM COUNT (P[0, p-11)

1l: i¢p-1, First«0, Last¢n-1;

2: while ((First<Last) and (i>0) do

3: c«P[i];

4. First«C[c]+0CC(c, First-1)+1;

5 Last«C[c]+0CC(c, Last);

6: i--;

7: if (First>Last) then return “not found”; else return (First, Last);

Rys. 2. Algorytm FM COUNT wyznaczania wierszy wystepowania prefiksu P[0, p-1]) w macierzy M
Fig. 2. Algorithm FM_ COUNT for finding the set of rows prefixed by P[0, p-/] in the matrix M

Wykorzystujac informacj¢ o zakresie wystepowania sufiksow w macierzy M, mozna
okresli¢ ich potozenie w oryginalnej sekwencji. Oznacza to, ze dla kazdej pozycji i=First,
First+], .., Last w T*"" nalezy osobno wyznaczy¢ jej odpowiednik w sekwencji T, ktory
zostal oznaczony jako Pos(i). Podstawowa metoda do znajdowania wystapien wzorca P jest
zastosowanie lematu Ferraginy i Manziniego [7]. Zgodnie z nim, znajac pozycj¢ sufiksu
z wektora i, mozna wyznaczy¢ pozycje dla indeksu z wektora j. W tym celu wykorzystuje si¢
odwzorowanie LF, ktore zostalo przedstawione w réwnaniu (1). Pos(i) jest wyznaczane za
pomocy iteracyjnego algorytmu locate (i), przedstawionego na rys. 3. Przy transformacie
BW zapamigtywany jest podzbidr wszystkich pozycji probkowanych krokiem #. Im mniejszy
jest ten krok, tym szybciej jest wyznaczana niezapisana warto$¢, jednak dzieje si¢ to kosztem
pamigci. Przy uwzglednieniu wyznaczania LF w kazdej iteracji czas znalezienia poszukiwa-
nej pozycji wyniesie O(OCCn). Dlatego wazne jest, aby wybra¢ optymalny parametr kroku
zapisu. Ferragina i Manzini proponuja, aby krok byl rowny 7 = ’_log”g n_‘

Algorytm locate (i)

1: 17«1, t<«0;

2: while Pos(i’) nie jest okres$lone
3: 17«LF[i’];

4: t++;

5: return Pos (i’)+t;

Rys. 3. Algorytm locate wyznaczajacy Pos(i)
Fig. 3. Algorithm locate for the computional Pos(i)
Szybkos¢ wyznaczania liczby 1 miejsca wystepowania badanego wzorca w tekScie zalezy

gléwnie od sposobu wyznaczania OCC. Istnieje kilka sposobdéw kompresji sekwencji w taki
sposob, potem aby moc tatwo wyznaczac liczbe wystapien danego znaku w prefiksie o zada-
nej dlugosci. Przyktadowo w tym celu budowane sg tablice czgstosci wystepowan dla kazde-
go znaku [7]. Mozliwe jest takze wykorzystanie kompresji Huffmana, a nastgpnie przedsta-

wienie sekwencji w sposéb binarny [9] czy budowanie falkowych drzew binarnych (Wavelet
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Tree) [10, 13]. W przedstawionym algorytmie otrzymana sekwencje 72" " zapisano za pomo-
cg trzeciej metody — drzewa.
Drzewo falkowe dla sekwencji 7°"7 zbudowanej z X alfabetu jest binarnym drzewem,

ktére ma o lisci oraz wysokos$¢ rowna |_10g( 0')_|. Kazdy wezel v odpowiada fragmentowi se-

kwencji sktadajacej si¢ ze znakow z danego przedziatu alfabetu [/...r], a korzen odpowiada
catej sekwencji — [0, o-1]. Jesli I=r, wtedy wezet v nie ma dzieci, w przeciwnym razie ma ich
dwojke. Lewe dziecko (v;) ma nowy przedziat rowny [I...m], a prawe (v,) — [m+1...r], gdzie
m= \_(l +r)/ 2J. Przykladowe drzewo dla sekwencji T°""=GC#CGTATAA zostalo przed-

stawione na rys. 4 (sekwencje znakéw zostaly pokazane tylko dla przejrzystosci — w rzeczy-
wisto$ci nie sg one przechowywane w drzewie). Znaki w wezle v s3 kodowane w ten sposob,
ze jesli c ev,, to znak jest zapisywany jako 0, a w przeciwnym razie jako 1. Przy zastosowa-
niu drzewa poszukiwanie wartosci OCC(c, q) polega na przejsciu $Sciezki z korzenia do liscia
z wykorzystaniem liczby jedynek w wektorach bitowych, znajdujacych si¢ w kolejnych we-
ztach $ciezki. Istnieje wiele struktur danych reprezentujacych wektory bitowe, tworzonych
w celu skrocenia czasu odpowiedzi na zapytanie [6, 15]. W przedstawionej pracy do szybsze-
go wyznaczania liczby jedynek wykorzystano jedng z prostszych metod, dzielac kazdy wektor
bitowy na dwa bloki o dlugosciach ¢ = |_10g n—| i ¢* i zapisujac poszczegolne zliczenia jedy-

nek w wektorach [5, 11].

TBWIO--4] =GCHCGTATAA

Bl0-4  =1000110100
I

[ ]
TBWIO..2] —CHCAAA TBWB--4 =GGTT

Blo-2l  =101000 B4 =0011
I

1
TBWIO-1] =HAAA A /; ;\
Blo-1  =0111 ¢ G T
/#: ;A\

Rys. 4. Falkowe drzewo dla sekwencji 7°"'=GC#CGTATAA
Fig. 4. The wavelet tree of the string T°"'=GC#CGTATAA

3. Wyszukiwanie sekwencji z maksymalng odlegloscig Levenshteina

Celem realizowanych badan byto znajdowanie fragmentu sekwencji P o dtugosci m, ktora
moze zawierac trzy typy zmian:
e substytucje (mismatch) — w danym miejscu jest inny nukleotyd;

e delecje (deletion) — przesunigcie wynikajace z braku nukleotydu;
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e insercj¢ (insertion) — przesunigcie wynikajace z dodatkowego nukleotydu.

Sekwencjia? =|A A|[T C|G C|C T|T C G T T C
So =|A AT C|G
S, =|/T C G C|C
S, = G C|C T|T
S =|C T T CG
S, =T C G T T

Rys. 5. Ustalenie listy podziatu na stowa (s=5, v =2)
Fig. 5. The method to establish words list (s=5, v =2)

Poszukiwany wzorzec P zostal podzielony na krétsze, naktadajace si¢ fragmenty-stowa

o dtugosci s, z przesunigciem v e< 2,s>. Przez taki podzial powstato » = I_(m —s)/ UJ-l—l

krotkich fragmentow. Na rys. 5 pokazano przyktadowy podziat sekwencji P (m=14) na stowa

o dlugosci 5, z przesunigciem réwnym 2. W ten sposdb otrzymano 5 krotkich odcinkow.

Wszystkie stowa majg taka sama, ustalong dtugos¢, zatem w niektorych przypadkach ostatnie

znaki sekwencji P nie beda brane pod uwage w zadnym stowie (w przypadku przedstawio-

nym na rys. 5 jest to ostatni znak C). Znaki te zostang poddane analizie na pézniejszym etapie
przetwarzania.
Zaproponowany algorytm poszukiwania fragmentow z zadang maksymalng odlegloscia

Levenshteina (liczbg zmian) sktada si¢ z nastepujacych etapow:

1. Stworzenie listy wystgpienia kazdego stowa (S;, i =0,...,7 —1). W tym celu wykorzysta-
no przedstawione w poprzednim rozdziale algorytmy wyszukiwania doktadnego przy wy-
korzystaniu drzew falkowych z sekwencji po transformacie Burrowsa-Wheelera. Po stwo-
rzeniu listy pozycji dla kazdego S; zostata ona posortowana malejaco przy uzyciu sorto-
wania pozycyjnego (radix sort).

2. Poszukiwanie polaczen pomigdzy stowami z wykorzystaniem znajomo$ci miejsca ich
wystepowania w sekwencji.

3. Sprawdzenie brakujacych fragmentéw w znalezionych pofaczeniach.

3.1. Wyszukiwanie polaczen

Do poszukiwania kandydatow, czyli takich polaczen stow S, ktére nie beda zawiera¢ wig-
cej roznic niz zadana maksymalna wartos¢ MaxD, postuzono si¢ algorytmem przedstawio-
nym na rys. 6. Zaklada on, ze w jednym miejscu moze wystapi¢ pojedyncze przesunigcie (in-
sercja lub delecja) oraz ze kazdy rodzaj zmiany jest traktowany z identyczng wagg. Algorytm
wykorzystuje 7 list pozycji (ListPos[i], i=0,...r-1), ktore wcze$niej zostaty posortowane male-
jaco. Kazdy nowy kandydat jest zapisywany jako wektor par potaczen PS={nrP, nrT}, gdzie

nrP jest miejscem pozycji w badanej sekwencji P, a nrT w sekwencji bazowej 7. Nowe pola-
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czenie ma zatem posta¢ [PSy,..., PS] 1 jest brane dalej pod uwage tylko wtedy, gdy sa nie
mniej niz dwie pary (linia 24). Po utworzeniu nowego kandydata wszystkie pozycje dalszych

stow, ktore nalezg do zbudowanego potaczenia, sg usuwane (linia 27).
Algorytm Connecting(ListPos)

1: d«s/v; p«0;

2: for (i«0, r-1, i++) //dla kazdego S;

3: While (ListPos[i] nie jest pusta)

4 ed<——ceil (i/ceil (s/Vv));

5: If (ed>MaxD)

6: usuniecie ostatniego elementu dla ListPos[i];

7: else

8: k¢«0; nrP<«i*v; nrT<«-ostatni element w ListPos[i];

9: PSp[k]={nrP, nrT};

10: 17«1+8;

11 While (i’<r) // poszukiwanie polaczen

12: nrb«i’ *v;

13: If (XelListPos[i’]) // gdzie X«nrT+v*d | X¢nrT+v*3-1
14: // | XénrT+v*d+1
15: 17¢-1"+0; k++;

16: nrT<«X;

17: usuniecie X z ListPos[i’];

18: PSplk]l={nrP, nrT};

19: else

20: i7++;

21: nrT<«nrT+v;

22 korekta ed;

23: If (ed>MaxD), break;

24 If (k>0)

25: pt++;

26: dodanie nowego kandydata — PSgp;

27 usuniecie wszystkich pozycji z ListPos([j], j={i+l,...,r-1},
28: ktére nalezg do nowego kandydata;

29: usuniecie ostatniego elementu z ListPos[i];

30: return PS;

Rys. 6. Algorytm Connecting wyszukujacy potaczenia pomigdzy stowami
Fig. 6. Algorithm Connecting for finding links between words

Wyszukiwanie potaczen rozpoczyna si¢ zawsze od najmniejszej wartosci (koncowej) dla li-
sty dla danego stowa (linia 8), zaczynajac sprawdzanie po kolei dla kazdego stowa (linia 2).
Poniewaz sekwencja P zostata podzielona na naktadajace si¢ fragmenty, wystarczy sprawdzac
nowe potaczenie co O = |_s/ UJ stowo (linie 10 1 15). Dopiero gdyby takie nie wystapito, wtedy
analizowane jest kolejne, czyli +1. Gdy ma si¢ par¢ PS[k]={nrP, nrT} dla S;, sprawdza sig,
czy istnieje pozycja X =nrT +v* o6 dla S;4s5 stowa. Jesli nie, to czy wystepuje pozycja o 1
mniejsza, a nastepnie o 1 wieksza. Po znalezieniu poszukiwanej pozycji jest dodawana nowa
para — PS[k+1]={nrPyey, nrTye.}, gdzie: nrP, =i'  *v, i,  =i+o, nrT,, =X (linie 12-
18). W przypadku braku wystapienia poszukiwanej pozycji sprawdzana jest lista dla nastgpnego
stowa. W przypadku znalezienia potaczenia z przesuni¢ciami, braku polaczenia lub startowania
od stowa S; (j > 0) uwzgledniana jest korekta minimalnej liczby zmian (ed). Jest to liczba ro6znic
pomiedzy fragmentami, ktora na pewno wystepuje w tworzonym polfaczeniu. Jesli na jakims

etapie budowania polaczen ed>MaxD, to algorytm rozpoczyna nowe poszukiwanie.
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3.2. Weryfikacja kandydatéw

W poprzednim podrozdziale wyznaczono pozycje wystepowania potaczonych stow, ktore
moga spetnia¢ zatozenie o dopuszczalnej, maksymalnej liczbie btedow w poszukiwanym
fragmencie. Przy poszukiwaniu potaczen jednoczesnie obliczano pewna minimalng liczbe
roznic (ed) pomiedzy fragmentami badanym a znalezionym. Jednak w wielu przypadkach
liczba ta moze wynie$¢ wiecej. Przyktad takiej sytuacji pokazany jest na rys. 7. Dla s = 5 oraz
v = 2 wektor potagczen wynosi PS = [{0,70}, {4,74}, {12, 82}, {17, 88}]. Oznacza to, ze jest
przynajmniej jedno niedopasowanie pomiedzy pozycja 9. a 11. oraz wystepuje jedna delecja
(pomigdzy 16., a 17.), a ponadto nie jest znany ostatni nukleotyd we fragmencie sekwencji 7.
Wynika z tego, ze znaleziony fragment moze by¢ r6zny od szukanego P o odlegtos¢ rowna od
2 do 5. W celu weryfikacji kandydata nalezy odczyta¢ brakujace miejsca w sprawdzanym
fragmencie T oraz poréwnac je do poszukiwanego wzorca. Nieznane fragmenty odcinka sa
odtwarzane na podstawie informacji o 7”7, W przedstawionym przykladzie wystarczytoby
porownanie 4 nukleotydow w celu wyznaczenia liczby bledow. Jednak dla niektorych przy-
padkow jest to trudniejsze ze wzgledu na potrzebe uwzglednienia przesunig¢. Dlatego wzo-
rzec P oraz badany fragment 7 sa porownywane za pomocg zmodyfikowanego algorytmu
Needlemana-Wunscha [14], w ktorym nie jest wyznaczana cata macierz podobiefistwa, tylko
jej przekatna oraz fragmenty tabeli, ktore s3 od niej oddalone o warto§¢ maksymalnej dopusz-
czalnej réznicy. Na rys. 8 przedstawiono ogolny szkic macierzy; szare pole oznacza komorki,
ktore sg wyliczane dla MaxD=2.

P= AATCGCCTTCGTTCAGTATTTCT, s=5, v=2, PS=[{0,70}, {4,74}, {12, 82}, {17, 88}]

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
p=AATCGCCTTCGTTU CAGT ATTTCT
N N L A S S I B B [ S e
=AATCGCCTT®???°TCAGT?ATTTT¢ C?
70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 8 85 8 87 88 8 90 91 92 93

Rys. 7. Przyktadowy kandydat
Fig. 7. The example of candidate
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Rys. 8. Ogdlny zarys macierzy dopasowania
Fig. 8. General outline of the similarity matrix
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4. Badania i wyniki eksperymentalne

Badany fragment P o dlugo$ci m w przedstawionym algorytmie jest dzielony na stowa
dhugosci s naktadajace si¢ co v miejsce. Polaczenie stow, ktore jest brane pod uwage przy
weryfikacji (rozdziat 3.2), musi mie¢ minimum dwie pary oraz roznic¢ indeksoéw stow wigk-
szg od 0 = \_s/ UJ. Zatem parametry algorytmu nalezy dobra¢ w taki sposéb, aby dla dane;j
dlugos$ci badanego fragmentu byt mozliwy taki podziat — o *v+s <m. Jednak zalozenie to
nie jest wystarczajace przy uwzglednianiu dopuszczalnej maksymalnej liczby zmian. W celu
znalezienia fragmentu, w ktorym wystepuje MaxD rdznic, nalezy parametry dobra¢ tak, aby
!_(k -2)/ |_S/U—H > MaxD , gdzie k jest liczbg podzialu P na stowa S.

Tabela 1
Czasy poszukiwania 6 r6znych sekwencji wraz z liczbg znalezionych
fragmentow przy uwzglednieniu roznych wielko$ci parametrow

|Pl| s | v | MaxD | 1. S | czas [s] |Pl|s|v | MaxD | 1.S | czas [s]
351 62 31 77 0,858 205]2 2 13 1,654
712 31 77 0,608 513 2 13 1,107
812 3] 76 0,390 612 2 12 0,327
912 31 75 0,141 613 2 8 0,234
(1) 2 3| 54 0,063 712 2 7 0,078
30| 6|2 3 2? 0,936 18142 1 172 3,198
6|4 3 2? 0,750 4|4 1 172 1,763
711 3 2(6) 0,655 512 1 172 0,875
712 3 23 0,468 612 1 172 0,312
8|1 3 24 0,203 712 1 Ml 0,109
5 4
24
812 3 4 0,140 812 1| 942 0,062
25| 5|2 2 12 1,030 151411 1| 629 3,713
612 2 12 0,297 4|4 1| 628 0,967
712 21 97 0,109 511 1] 629 0,733
811 2| 45 0,031 515 1] 627 0,234
812 2| 45 0,031 61 1] 627 0,187
9|1 2] 16 0,031 614 1] 618 0,063

Przeprowadzone testy wykonano na sekwencji >gi|74273667|gb|CM000266.1| Homo sa-
piens chromosome 15, whole genome shotgun sequence o dtugosci 78 891 134 par zasad,
pobranej ze strony NCBI. Poréwnywano, jak wybor parametrow wplywa na liczbg znalezio-
nych wynikéw oraz na zmian¢ czasu wyszukiwania. Do obliczen uzyto maszyny z proceso-
rem Intel 15 430M, 2,27 GHz, 4 GB RAM. W celu przyspieszenia obliczen na potrzeby po-
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rownan wynikow dla réoznych parametrow uzyto matej wartosci kroku markowania pozycji
(5 =2, co zajelo 157 MB). Drzewo falkowe dla T*"”" wraz z zapisanymi zliczeniami jedynek
w wektorach zajeto 35 MB. Tabela 1 przedstawia przyktadowe wyniki liczb znalezionych
fragmentow wraz z czasem wyszukiwania wzorcow w zaleznosci od dtugosci sekwencji P
oraz parametréw algorytmu: dtugosci stow (s), przesunigcia (v) 1 maksymalnej dopuszczalnej
liczby zmian (MaxD). Przy zmniejszaniu dtugo$ci stowa znajdowana jest wicksza liczba stow
w wyszukiwanej sekwencji (7). Przez to czas obliczania miejsc ich wystepowania wydtuza
si¢, jednak takie rozwigzanie jest bardziej odporne na wigksza liczbe zmian potozonych nie-
daleko siebie.

Roéwniez zmniejszenie v pozwala znalez¢ wicksza liczbe wzorcéw P w sekwencji 7, jed-
nak zmiana ta jest juz mniej odporna na blisko potozone réznice pomiedzy dwoma sekwen-
cjami. Zmiana parametru przesuni¢cia v wptywa w sposob liniowy na czas, poniewaz propor-
cjonalnie maleje liczba badanych stow. Duzo wigksze roznice w czasie sg dla zmian s.
Zmniejszenie dlugosci stowa o 1 powoduje, ze liczba znalezionych miejsc dla kazdego stowa
moze wzrosnag¢ o okoto rzad wielkosci (rys. 9). Parametr okre$lajacy maksymalng dopusz-
czalng liczbe ro6znic nie ma duzego wplywu na czas wykonywania operacji, jednak nalezy

wzig¢ go pod uwagg przy doborze dwoch pozostatych parametrow.

Srednia liczba znalezionych stw w sekwenji

Liczba stdw

Diugosc stowa - s
Rys. 9. Zaleznos¢ $redniej liczby znalezionych stow w sekwencji od ich dtugos$ci
Fig. 9. Average number of found words in the sequence

5. Podsumowanie i kierunki dalszych prac

W niniejszym artykule przedstawiono algorytm wyszukiwania zadanych fragmentow
DNA w sekwencji bazowej. Wykorzystanie podziatu wzorca na kroétkie, naktadajace si¢ sto-
wa pozwolito realizowa¢ wyszukiwanie z uwzglednieniem zadanej maksymalnej odleglosci
Levenshteina. Przy doborze dtugosci stéw oraz przesunigcia nalezy wzia¢ pod uwage dlugosé

poszukiwanego fragmentu P oraz dopuszczalng odleglo$¢ Levenshteina. Im dtuzszy jest po-
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szukiwany wzorzec, tym stowa tez moga by¢ dtuzsze, a zwigkszenie dopuszczalnej liczby
zmian w badanej sekwencji powoduje, ze stowa musza by¢ krotsze.

Przedstawiony algorytm wykrywa pojedyncze delecje i insercje w badanym fragmencie,
jednak w przysztych pracach nalezatoby rowniez uwzgledni¢ dopuszczalno$¢ dluzszych
przerw lub wstawionych fragmentow. Ponadto przyszte prace nalezaloby ukierunkowa¢ na
przyspieszenie dokladnego wyszukiwania stow przez uzycie lepszych algorytméw do wyzna-
czania OCC.

Dziekuje dr hab. inz. Sebastianowi Deorowiczowi za cenne wskazowki i porady, ktore by-
ty pomocne w realizacji przedstawionych badan.

Praca byta wspélfinansowana ze srodkow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego
Funduszu Spotecznego (nr umowy o dofinansowanie projektu: UDA-POKL.04.01.01-00-
106/09).
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Abstract

Nowadays, DNA sequencing methods are very efficient, and the number of known se-
quences is increasing rapidly. Therefore, the algorithms are needed which could help in fast
searching of specific DNA patterns in the DNA databases. In many cases, the sequences are
expected to be matched despite some small differences between them (termed insertions, de-
letions or mismatches), hence the searching algorithm should allow for approximate match-
ing. In this paper we introduce an algorithm for searching DNA patterns in long sequences. It
consists of three basic steps: dividing a pattern into words, searching for connections between

exact positions of these words in the examined sequence, and final verification.
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In the first step, the pattern is divided into words which overlap themselves. Subsequent-
ly, their positions in the sequence are determined using FM-index. The base sequence is com-
pressed using the Burrows-Wheeler Transform and the Wavelet Tree, which makes it possible
to find the words’ positions in the sequence. Knowing the location of each word, it is possible
to search such connections between them, which fulfill the assumption about a permissible
maximum value of the Levenshtein distance. This creates a set of candidates for the align-
ment, which are verified in the last step of the algorithm. The obtained connections are in-
complete, and their missing parts need to be restored before the candidate and the original
pattern are compared using a modified Needleman-Wunsch algorithm.

In this study, it was investigated how the length of words and shifts between them affect
the results. The experiments confirmed that the longer the words are, the less matched posi-
tions can be found. In particular, the largest differences in the number of matched positions
are found, when the differences between the pattern and the sequence are located near each
other. The main disadvantage of the proposed algorithm is that only single-nucleotide dele-
tions and insertions are allowed, and this aspect will be investigated in the future work. Fur-

thermore, it will be explored how to increase the speed of the searching process.
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