






















            
                  
 




                    
 





  
            





                  


    






Περιεχόμενα

1 Εισαγωγή 1

2 Ορισμοί 7

2.1 Αλφάβητο και συμβολοσειρές . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
2.2 Ευθυγράμμιση συμβολοσειρών . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
2.3 Ασυμπτωτική πολυπλοκότητα . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.4 Βασικές δομές δεδομένων . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

2.4.1 Στοίβες και ουρές . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.4.2 Συνδεδεμένες λίστες . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

3 Ευθυγράμμιση γενετικών δεδομένων νέας γενιάς σε ένα

γονιδίωμα 21

3.1 Αλγόριθμος . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
3.2 Πειραματικά αποτελέσματα . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

4 Ευθυγράμμιση γενετικών δεδομένων νέας γενιάς σε ένα

γονιδίωμα με κυκλική δομή 35

4.1 Αλγόριθμος . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
4.2 Πειραματικά αποτελέσματα . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

5 Συμπεράσματα 43

i



ii ΠΕΡΙΕΧ&ΟΜΕΝΑ



Κατάλογος Πινάκων

3.1 Κωδικοποίηση με δύο bits ανά βάση του αλφάβητουΣ = {A,C,G,T} 23
3.2 Ευθυγράμμιση 25.000.000 short reads μήκους 64 bp στο αν-

θρώπινο χρωμόσωμα 6 (166, 880, 988 bp) . . . . . . . . . . . . 31
3.3 Ευθυγράμμιση 24.543.488 short reads μήκους 70 bp στην ακο-

λουθία Drosophila melanogaster 3L (24, 543, 557 bp) . . . . . 31
3.4 Ευθυγράμμιση 24, 163, 065 short reads μήκους 76 bp σε ο-

λόκληρη την ακολουθία του ανθρώπινου γονιδιώματος . . . . . . 32
3.5 Ευθυγράμμιση 31.116.663 short reads μήκους 25 bp και 3.619.970

short reads μήκους 35 bp σε ολόκληρη την ακολουθία του γο-
νιδιώματος του ποντικού . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

4.1 Ευθυγράμμιση 9, 105, 777 short reads μήκους 52 bp στο γονι-
δίωμα Bradyrhizobium Japonicum . . . . . . . . . . . . . . . . 40

4.2 Ευθυγράμμιση 3, 294, 805 short reads μήκους 64 bp στο γονι-
δίωμα Brucella melitensis 16M . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

4.3 Ευθυγράμμιση 6, 264, 333 short reads μήκους 72 bp στο γονι-
δίωμα Pseudomonas aeruginosa PAO1 . . . . . . . . . . . . . . 40

4.4 Ευθυγράμμιση 2, 475, 055 short reads μήκους 76 bp στο γονι-
δίωμα Xylella fastidiosa M12 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

4.5 Ευθυγράμμιση 5, 288, 154 short reads μήκους 36 bp στο γονι-
δίωμα Escherichia Coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

iii



iv ΚΑΤ&ΑΛΟΓΟΣ ΠΙΝ&ΑΚΩΝ



Κατάλογος Σχημάτων

2.1 Μονά-συνδεδεμένη λίστα . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

3.1 Λίστα Xj, για κάθε 0 ≤ j <
(

q
q−k

)

, για q = 4 και k = 2, μετά
το Βήμα (i) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

3.2 Λίστα Xj, για κάθε 0 ≤ j <
(

q
q−k

)

, για q = 4 και k = 2, μετά
το Βήμα (ii) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

4.1 Κυκλικό κείμενο C(t). Το σημείο που η κεφαλή του βέλους
αγγίζει το οβάλ βέλος είναι το σημείο που διασπάστηκε η συμ-
βολοσειρά. Για να ψάξουμε για ένα μοτίβο p μήκους m σε αυτό
το κυκλικό κείμενο, τα πρώτα m− 1 γράμματα της συμβολοσει-
ράς λαμβάνονται από το σημείο όπου ξεκινά η διάσπαση στο t[0],
και προστίθενται στο τέλος t[n− 1]. . . . . . . . . . . . . . . . 38

v



vi ΚΑΤ&ΑΛΟΓΟΣ ΣΧΗΜ&ΑΤΩΝ



Ευχαριστίες

Θα ήθελα να ευχαριστήσω την οικογένεια μου και τους φίλους μου.



Κεφάλαιο 1

Εισαγωγή

1



2 Κεφάλαιο 1 - Εισαγωγή

Η καταγραφή αλληλουχίας (sequencing) του DNA περιλαμβάνει διάφορες
μεθόδους και τεχνολογίες που χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό της α-
κριβής σειράς των βάσεων των νουκλεοτιδίων—αδενίνη, γουανίνη, κυτοσίνη και
θυμίνη—σε ένα μακρομόριο του DNA.

Η τεχνολογία του προσδιορισμού αλληλουχίας έχει εξελιχθεί σε μεγάλο
βαθμό από την πρώτη αποκωδικοποίηση του ανθρώπινου γονιδιώματος, όταν
οι παραδοσιακές μέθοδοι απαιτούσαν συνεργασία πολλών εργαστηρίων ανά τον
κόσμο για χρόνια προκειμένου να φτάσουν στο επιθυμητό αποτέλεσμα. Οι πα-
ραδοσιακές μεθόδοι προσδιορισμού αλληλουχίας, που αναπτύχθηκαν στα μέσα
της δεκαετίας του ’70, αποτελούσαν το κύριο εργαλείο ανάλυσης του DNA για
30 περίπου χρόνια. Το 1977,ο Fred Sanger και ο Alan R. Coulson δημοσίευ-
σαν δύο μεθοδολογικές μελέτες για τον ταχύ προσδιορισμό της αλληλουχίας του
DNA [44, 42], οι οποίες θα έφερναν επανάσταση στη Βιολογία γενικότερα, πα-
ρέχοντας ένα εργαλείο ανάλυσης γονιδίων και, αργότερα, ολόκληρων γονιδιω-
μάτων. Οι μέθοδοι αυτοί βελτίωσαν σε μεγάλο βαθμό την αρχική τεχνική προσ-
διορισμού αλληλουχίας του DNA που ανέπτυξαν οι Maxam και Gilbert [32],
που δημοσιεύτηκε την ίδια χρονιά, όπως και την παλαιότερη μέθοδο των ίδιων
των Sanger και Coulson, που δημοσίευσαν δυο χρόνια νωρίτερα [43].

Με υπέρτατο στόχο την ανάλυση του ανθρώπινου γονιδιώματος, η ανάγ-
κη για προσδιορισμό αλληλουχίας του DNA αυξήθηκε σε απρόσμενο βαθμό,
οδηγώντας σε νέες εξελίξεις. Ο αυτοματισμός των εργαστηρίων και ο πα-
ραλληλισμός των διαδικασιών είχε ως αποτέλεσμα την ίδρυση εργοστασιακού
τύπου εταιρειών, που ονομάζονται κέντρα καταγραφής αλληλουχίας, τα οποία
στεγάζουν εκατοντάδες όργανα μελέτης του DNA. Ωστόσο, ακόμη και η επι-
τυχής ολοκλήρωση των δύο ανταγωνιστικών προγραμμάτων αποκωδικοποίησης
του ανθρώπινου γονιδιώματος δεν ικανοποίησε την‘ πείνα’ των βιολόγων για
μεγαλύτερη απόδοση της όλης διαδικασίας και, ιδιαίτερα, για πιο οικονομική.
Από τότε, η ταχύτητα, η ακρίβεια, η αποτελεσματικότητα και το κόστος των
τεχνολογιών ανάλυσης βελτιώνεται όλο και περισσότερο.

Τα πρώτα σημάδια της μεταμόρφωσης της αγοράς προσδιορισμού αλλη-
λουχίας εμφανίστηκαν το 2005, με τη δημοσίευση ορόσημο της τεχνολογίας
sequencing-by-synthesis (SBS), που αναπτύχθηκε από την 454 Life Sciences [31],
και το πρωτόκολλο multiplex polony sequencing του εργαστηρίου του George
Church [46]. Η τεχνολογία SBS, η οποία χρησιμοποιεί καταγραφή αλληλουχιών
με πυροσφωρική ανίχνευση (pyrosequencing) για συλλογή δεδομένων, ξεκίνη-
σε αρχικά με την παραγωγή μικρών αλληλουχιών( ακολουθιών)μ ήκους 100
ζευγών βάσεων (bp), τα οποία μετά από 16 μήνες στην αγορά αυξήθηκαν σε
250 bp. Νεώτερες εξελίξεις ανέβασαν τον πήχη στα 500 bp, πλησιάζοντας το
σημερινό μήκος ανάγνωσης του Sanger sequencing, 750 bp.

Εκτός από το μήκος ανάγνωσης, ο αριθμός των ακολουθιών που μπορεί να
παραχθεί σε μια και μόνο διαδικασία ενός οργάνου για ένα δεδομένο κόστος,



3

είναι μια άλλη σημαντική πτυχή. Οι ανησυχίες αυτές έχουν αντιμετωπιστεί από
τους ανταγωνιστές της 454, των οποίων τα συστήματα παράγουν έως και δέκα
φορές περισσότερα δεδομένα, με όμως πολύ μικρότερο μήκος ανάγνωσης, των
150 ή λιγότερων bp. Σήμερα, τρία εμπορικά συστήματα καταγραφής αλληλου-
χίας επόμενης γενιάς είναι διαθέσιμα: το σύστημα Genome Sequencer FLX
της Roche (454), που πωλείται από την Roche Applied Sciences, το HiSeq
sequencer της Illumina, και το πιο πρόσφατο σύστημα SOLiD της Applied
Biosystem. Πρόσθετοι ανταγωνιστές, οι οποίοι πιστεύεται ότι είναι έτοιμοι να
εισέλθουν στην αγορά, αφορούν συστήματα καταγραφής αλληλουχίας τρίτης
γενιάς( ονομάζονται επίσης και συστήματα επόμενης γενιάς) που βασίζονται
σε ανάλυση ενός μορίου (single-molecule analysis), και αναπτύσσονται από τις
εταιρείες VisiGen και Helicos.

Ο αντίκτυπος αυτών των καινοτόμων συστημάτων καταγραφής αλληλουχίας
επόμενης γενιάς στην κλινική Γενετική, θα είναι σίγουρα μεγάλος. Η χαμηλής
κλίμακας, στοχευμένη ανάλυση γονιδίων/μεταλλάξεων που κυριαρχεί σήμερα
στον τομέα της κλινικής Γενετικής, θα αντικατασταθεί τελικά από μεγάλης
κλίμακας ανάλυση των γονιδίων/νόσων και ολόκληρων των δικτύων τους, ει-
δικά για τις λεγόμενες σύνθετες διαταραχές [38, 39, 48]. Τελικά, το κλινικό
όφελος από την καταγραφή ολόκληρου του γονιδιώματος θα αντισταθμίσει το
κόστος της διαδικασίας, επιτρέποντας στις δοκιμές αυτές να πραγματοποιούνται
σε τακτική βάση για διαγνωστικούς σκοπούς, ή ίσως με τη μορφή ενός προ-
συμπτωματικού ελέγχου, που θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί ως οδηγός για
εξατομικευμένες ιατρικές θεραπείες καθόλη τη διάρκεια ζωής του ατόμου [54].

Ο στόχος της παραγωγής μεγάλων ποσοτήτων γενετικών δεδομένων, με
τη μορφή μικρών ακολουθιών (short reads), από στενά συσχετιζόμενα είδη
ή οργανισμούς του ιδίου είδους, είναι ο κινητήριος μοχλός για την εφαρμογή
που είναι γνωστή ως επαναπροσδιορισμός αλληλουχίας (re-sequencing), η ο-
ποία ασχολείται με τα δεδομένα με εντελώς διαφορετικό τρόπο από ότι στην
εκ νέου συναρμολόγηση αλληλουχίας (de novo assemblies of genomes). Στον
επαναπροσδιορισμό της αλληλουχίας, η συναρμολόγηση κατευθύνεται από μια
ακολουθία αναφοράς και απαιτεί πολύ λιγότερη κάλυψη (8-12×)—κάθε βάση
στην τελική αλληλουχία είναι παρούσα, κατά μέσο όρο, σε 8-12 short reads—
από την εκ νέου συναρμολόγηση γονιδιωμάτων (25-70×). Απαιτεί την ύπαρξη
υψηλής ποιότητας γονιδιώματος κάποιου εκπροσώπου των ειδών( ή γονιδίωμα α-
ναφοράς), και η τεχνολογία προσδιορισμού αλληλουχίας χρησιμοποιείται για την
παραγωγή short reads από το γονιδίωμα ενός άλλου αντιπροσώπου( ο δότης).
Εάν ήταν εφικτό να προσδιοριστεί το γονιδίωμα του δότη από τα short reads, το
να βρεθούν οι διαφορές μεταξύ των δύο γονιδιωμάτων, θα είναι σχετικά απλό.
Ωστόσο, η εκ νέου συναρμολόγηση του γονιδιώματος από δεδομένα της τεχνο-
λογίας προσδιορισμού αλληλουχίας επόμενης γενιάς (short reads), μπορεί να
παράξει μόνο μικρά τμήματα του γονιδιώματος, που ονομάζονται contigs [33],
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καθώς η παρουσία επαναλήψεων στο γονιδίωμα καθιστά δύσκολο ή αδύνατο
να συγκεντρωθούν μεγαλύτερα τμήματα. Αντ΄ αυτού, στον επαναπροσδιορισμό
αλληλουχίας, τα short reads συγκρίνονται( αντιστοιχίζονται) με την αλληλου-
χία αναφοράς, και έτσι οι μεταλλάξεις αναγνωρίζονται μέσω της ανάλυσης των
αντιστοιχιζόμενων short reads. Μία πρόσφατη μελέτη, με τη χρήση αυτής της
προσέγγισης, προσδιόρισε την αλληλουχία δέκα μιτοχονδριακών γονιδιωμάτων
θηλαστικών [16], δίνοντας έτσι τη δυνατότητα πραγματοποίησης πληθυσμιακών
γενετικών μελετών που βασίζονται σε πλήρη μιτοχονδριακά γονιδιώματα και όχι
μόνο σε μικρά τμήματα ακολουθιών. Ωστόσο, προσπάθειες για την εκ νέου συ-
ναρμολόγηση αλληλουχίας απλούστερων γονιδιωμάτων έχουν ήδη αρχίσει [47],
και μια πρώτη προσπάθεια για τη συναρμολόγηση του ανθρώπινου γονιδιώματος
έχει επίσης δημοσιευθεί πρόσφατα [29].

Το πρώτο βασικό βήμα για την ανακάλυψη των μεταλλάξεων στο γονιδίω-
μα του δότη είναι η αντιστοίχιση των short reads σε μια ακολουθία αναφοράς.
Η αντιστοίχιση τόσων πολλών short reads σε μια τέτοια μακρά αλληλουχία
αναφοράς είναι ένα πολύ δύσκολο υπολογιστικά έργο που δεν μπορεί να πραγ-
ματοποιηθεί επαρκώς από τα παραδοσιακά προγράμματα ευθυγράμμισης, όπως
το BLAST [1], το FASTA [40], ή το BLAT [22]. Ως εκ τούτου, πρόσφατα, ένα
ευρύ φάσμα προγραμμάτων ευθυγράμμισης short reads έχει δημοσιευθεί προς
τον σκοπό αυτόν, δίνοντας έμφαση στις διάφορες πτυχές αυτής της πρόκλησης.

Μια πρώτη γενιά προγραμμάτων ευθυγράμμισης short reads χρησιμοποίη-
σε μεθόδους βασισμένους σε πίνακες κατακερματισμού (hashing tables). Το
πρώτο αποτελεσματικό πρόγραμμα που αναπτύχθηκε ήταν το ELAND [8], το
οποίο ενσωματώθηκε στο πακέτο επεξεργασίας δεδομένων Solexa της Illumina.
Το ELAND ευρετηριοποιεί short reads μήκους 20-32 bp, και επιτρέπει μέχρι
δύο αναντιστοιχίες στην ευθυγράμμιση. Το SOAP [27], αντί τα short reads,
ευρετηριοποιεί το γονιδίωμα αναφοράς, και επιτρέπει είτε ορισμένες αναντιστοι-
χίες ή ένα συνεχόμενα κενό (gap), μήκους που κυμαίνεται από ένα έως τρία,
στην ευθυγράμμιση. Το κενό μπορεί να τοποθετηθεί είτε στο short read ε-
ίτε στην ακολουθία αναφοράς. Το SeqMap [20] ευρετηριοποιεί τα short reads
και προσφέρει μεγαλύτερη ευελιξία όσον αφορά στην ευθυγράμμιση. Επιτρέπει
έως και πέντε μικτές αντικαταστάσεις, διαγραφές και προσθήκες βάσεων. Το
MAQ [26] ευρετηριοποιεί τα short reads, αλλά δεν υποστηρίζει ευθυγραμμίσεις
με κενό. Ωστόσο, είναι το πρώτο πρόγραμμα ευθυγράμμισης short reads που α-
ξιολογεί την αξιοπιστία της ευθυγράμμισης με τη βαθμολογία ποιότητας σε κάθε
επιμέρους αντιστοίχιση, αξιολογώντας την πιθανότητα η πραγματική αντιστο-
ίχιση να μην είναι αυτή που βρέθηκε. Επιπλέον, αξιοποιεί πλήρως τις επιμέρους
πληροφορίες ενός ζεύγους short reads για να διορθώσει λάθος ευθυγραμμίσεις,
για να προσθέσει αξιοπιστία διορθώνοντας ευθυγραμμίσεις και για να αντιστοι-
χηθούν με ακρίβεια τα short reads σε επαναλαμβανόμενες υπο-αλληλουχίες αν
ένα από τα δύο short reads είναι ευθυγραμμισμένο με μεγάλη σιγουριά.
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Η σημερινή δεύτερη γενιά προγραμμάτων ευθυγράμμισης short reads χρη-
σιμοποιεί τον Burrows-Wheeler Transform (BWT) [4] για τη δημιουργία ενός
μόνιμου ευρετηρίου της αλληλουχίας αναφοράς, το οποίο μπορεί να επαναχρησι-
μοποιηθεί σε ευθυγραμμίσεις, και είναι σε θέση να επιτύχει πολύ καλή ταχύτητα
και αποτελεσματικότητα μνήμης. Το Bowtie [24] ευρετηριοποιεί την ακολουθία
αναφοράς χρησιμοποιώντας ένα σχήμα βασισμένο στο BWT και το ευρετήριο
FM [11]. Χρησιμοποιεί τον αλγόριθμο αντιστοίχισης αλληλουχιών των Ferrag-
ina και Manzini [11] για την αναζήτηση στο ευρετήριο FM. Εισάγει, επίσης, δύο
επεκτάσεις του προβλήματος της κατά προσέγγιση αντιστοίχισης ακολουθιών
(approximate string matching), επιτρέποντας διαφορές μεταξύ τους: έναν αλ-
γόριθμο οπισθοδρόμησης με επίγνωση ποιότητας που επιτρέπει αναντιστοιχίες
και ευνοεί ευθυγραμμίσεις υψηλής ποιότητας, και ένα σχήμα διπλής ευρετηριο-
ποίησης, μια στρατηγικής για να αποφευχθεί η οπισθοδρόμηση. Ακολουθεί
επίσης μια τακτική παρόμοια με αυτή του MAQ, επιτρέποντας ένα μικρό αριθμό
αναντιστοιχιών εντός της ευθυγράμμισης υψηλής ποιότητας, και θέτει ανώτατο
όριο για το άθροισμα των βαθμολογιών ποιότητας (quality scores) των αναντι-
στοιχιών στην ευθυγράμμιση. Δηλαδή το Bowtie δεν ενδιαφέρεται απλά μόνο
για τον αριθμό των αναντιστοιχιών αλλά λαμβάνει υπόψιν και τη βαθμολογία
ποιότητας των βάσεων στις αντίστοιχες θέσεις. Το BWA [25], ο διάδοχος του
MAQ, χρησιμοποιεί αναζήτηση προς τα πίσω [11, 30] με BWT, και είναι σε
θέση να μιμηθεί αποτελεσματικά την από πάνω προς τα κάτω προσπέλαση των
δεδομένων στο prefix trie του γονιδιώματος αναφοράς με σχετικά μικρό απο-
τύπωμα μνήμης [23], και να μετρήσει τον ακριβή αριθμό των εμφανίσεων μιας
συμβολοσειράς σε γραμμικό χρόνο, ανεξάρτητα από το μέγεθος του γονιδιώμα-
τος. Για την κατά προσέγγιση αναζήτηση, το BWA ελέγχει δειγματολειπτικά
από το prefix trie τις διαφορετικές συμβολοσειρές που έχουν απόσταση (edit
distance) μικρότερη του k από το short read. Επειδή οι ακριβείς επαναλήψεις
υποακολουθιών του γονιδιώματος αναφοράς καταλήγουν σε ένα μονοπάτι στο
prefix trie, δε χρειάζεται να ευθυγραμμιστεί το short read με κάθε αντίγραφο
της επανάληψης. Το SOAP2 [28], σε αντίθεση με το SOAP, χρησιμοποιεί ε-
πίσης το BWT για να ευρετηριοποιήσει και να αποθηκεύεσει την ακολουθία της
αναφοράς στη δευτερεύουσα μνήμη, αντί να την ευρετηριοποιήσει στην κύρια
μνήμη. Αναζητεί μια ακριβή ευθυγράμμιση με την κατασκευή ενός πίνακα κατα-
κερματισμού για να επιταχύνει την αναζήτηση για τη θέση εμφάνισης του short
read στο BWT ευρετήριο. Για παράδειγμα, για έναν πίνακα κατακερματισμού
υποακολουθιών μήκους 13 bp, το ευρετήριο θα πρέπει να αποτελείται από 22.13

τμήματα( 2-bits-per-base κωδικοποίηση), και πολύ λίγες αλληλεπιδράσεις ανα-
ζήτησης είναι επαρκείς για να προσδιορίσουν την ακριβή θέση εμφάνισης του
τμήματος. Για κατά προσέγγιση αναζήτηση, δηλαδή, αναντιστοιχίες, διαγρα-
φές και προσθήκες, εφαρμόζεται η γνωστή τακτική του διαχωρισμού σε ακριβή
τμήματα [37].
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Σε αυτή τη Διπλωματική Εργασία παρουσιάζουμε αλγοριθμικές μεθόδους
για την ανάλυση γενετικών δεδομένων επόμενη γενιάς. Ειδικότερα, το επίκεν-
τρο αυτής της Εργασίας είναι σχετικά με την εφαρμογή του επαναπροσδιορισμο-
ύ αλληλουχίας. Στο Κεφάλαιο 2, παρουσιάζουμε τους βασικούς ορισμούς και
συμβολισμούς που χρησιμοποιούνται σε ολόκληρο την Εργασία. Στο Κεφάλαιο
3, παρουσιάζουμε το REadALigner (REAL), ένα αποτελεσματικό, ευαίσθη-
το και ακριβές πρόγραμμα ευθυγράμμισης για την αντιστοίχιση εκατομμυρίων
short reads με ένα γονιδίωμα αναφοράς. Στο Κεφάλαιο 4, παρουσιάζουμε το
cREAL, μια απλή επέκταση του REAL, ειδικά σχεδιασμένη για τη αντιστοίχιση
εκατομμυρίων short reads σε ένα γονιδίωμα αναφοράς με κυκλική δομή. Τέλος,
καταλήγουμε συνοπτικά στο Κεφάλαιο 5.
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Σε αυτό το κεφάλαιο, εισάγουμε βασικούς ορισμούς και συμβολισμούς πάνω
στο αλφάβητο και τις συμβολοσειρές, στην ευθυγράμμιση συμβολοσειρών, στην
ασυμπτωτική πολυπλοκότητα αλγορίθμων και στις βασικές δομές δεδομένων.
Τα περισσότερα από αυτά είναι πολύ κοινά και έτσι παραθέτουμε αναφορές μόνο
σε πρότυπη βιβλιογραφία.

2.1 Αλφάβητο και συμβολοσειρές

Σε αυτήν την ενότητα εισάγουμε βασικούς ορισμούς και συμβολισμούς πάνω
στο αλφάβητο και τις συμβολοσειρές από το [9].

M. Crochemore, C. Hancart, and T. Lecroq. Algorithms on Strings. Cam-
bridge University Press, USA, 2007

Ορισμός (Αλφάβητο)

΄Ενα αλφάβητο Σ είναι ένα πεπερασμένο μη κενό σύνολο του οποίου τα στοι-
χεία λέγονται σύμβολα ή γράμματα.

Ορισμός (Συμβολοσειρά)

Μια συμβολοσειρά σε ένα αλφάβητο Σ είναι μια πεπερασμένη, πιθανώς κενή,
ακολουθία στοιχείων του Σ.

Ορισμός (Κενή συμβολοσειρά)

Η ακολουθία μηδέν συμβόλων λέγεται κενή συμβολοσειρά και συμβολίζεται
ως ε.

Το σύνολο όλων των συμβολοσειρών ενός αλφαβήτου Σ συμβολίζεται ως
Σ∗. Το σύνολο όλων των συμβολοσειρών ενός αλφαβήτου Σ εκτός της κενής
συμβολοσειράς ε συμβολίζεται ως Σ+.

Ορισμός (Μήκος συμβολοσειράς)

Το μήκος μιας συμβολοσειράς x ορίζεται ως το μήκος της ακολουθίας η
οποία σχετίζεται με τη συμβολοσειρά x και συμβολίζεται ως |x|.

Συμβολίζουμε ως x[i], για κάθε 0 ≤ i < |x|, το γράμμα στο δείκτη i του x.
Κάθε δείκτης i, για κάθε 0 ≤ i < |x|, είναι μια θέση στη x όταν x $= ε. Ισχύει
ότι το iοστό σύμβολο του x είναι το σύμβολο στη θέση i− 1 της x και ότι

x = x[0 . . |x|− 1]
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Ορισμός (Κυκλική συμβολοσειρά)

Η κυκλική συμβολοσειρά y = C(x), η οποία σχηματίζεται από τη συμβολο-
σειρά x = x[0 . . |x|− 1], ορίζεται ως

y[|x|r + i] = x[i]

για κάθε 0 ≤ i < |x|, όπου r ≥ 0.

Η κυκλική συμβολοσειρά μπορεί να εκληφθεί ως μια συμβολοσειρά η οποία
δεν έχει δεξιότερη ούτε αριστερότερη θέση.

Ορισμός (Ταυτότητα μεταξύ δύο συμβολοσειρών)

Η ταυτότητα μεταξύ δύο συμβολοσειρών x και y ορίζεται ως

x = y

αν και μόνον αν

|x| = |y| και x[i] = y[i],για κάθε 0 ≤ i < |x|.

Ορισμός (Παράθεση συμβολοσειρών)

Η παράθεση δύο συμβολοσειρών x και y είναι η συμβολοσειρά των συμβόλων
της x ακολουθούμενη από αυτά της y. Συμβολίζεται ως xy.

Ορισμός (Δύναμη συμβολοσειράς)

Για κάθε συμβολοσειρά x και κάθε φυσικό αριθμό n, ορίζουμε ως τη nοστή
δύναμη της συμβολοσειράς x ως x0 = ε και xk = xk−1x, για κάθε 1 ≤ k ≤ n,
και τη συμβολίζουμε ως xn.

Ορισμός (Υποσυμβολοσειρά)

Μια συμβολοσειρά x είναι υποσυμβολοσειρά της συμβολοσειράς y αν υπάρ-
χουν δύο συμβολοσειρές u και v, έτσι ώστε y = uxv.

Ορισμός (Κανονική υποσυμβολοσειρά)

Μια υποσυμβολοσειρά x μια συμβολοσειράς y λέγεται κανονική αν x $= y.

Ορισμός (Υπερσυμβολοσειρά)

Μια συμβολοσειρά x είναι υπερσυμβολοσειρά της συμβολοσειράς y αν υπάρ-
χουν δύο συμβολοσειρές u και v, έτσι ώστε x = uyv.

Ορισμός (Πρόθεμα συμβολοσειράς)

΄Εστω ότι y = uxv, όπου x, y, u, και v είναι συμβολσειρές. Αν u = ε, τότε η
x λέγεται πρόθεμα της y.
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Ορισμός (Κατάληξη συμβολοσειράς)

΄Εστω ότι y = uxv, όπου x, y, u, και v είναι συμβολσειρές. Αν v = ε, τότε η
x λέγεται κατάληξη της y.

Ορισμός (Εμφάνιση συμβολοσειράς)

΄Εστω ότι η x είναι μια μη κενή συμβολοσειρά και η y μια συμβολοσειρά.
Λέμε ότι υπάρχει μια εμφάνιση της x στη y, ή, πιο απλά, ότι η x εμφανίζεται
στη y, όταν η x είναι μια υποσυμβολοσειρά της y.

Κάθε εμφάνιση της x μπορεί να χαρακτηριστεί από μια θέση στη y. ΄Ετσι
λέμε ότι η x εμφανίζεται στη θέση εκκίνησης i στη y όταν y[i . . i+ |x|− 1] =
x. Είναι μερικές φορές ευκολότερο να χρησιμοποιούμε τη θέση κατάληξης
i+ |x|− 1.

Παράδειγμα

΄Εστω ότι έχουμε τις x = αβα και y = βαβααβαβα. Οι θέσεις εκκίνησης και
κατάληξης, όπου η x εμφανίζεται στη y, είναι

i 0 1 2 3 4 5 6 7 8
y[i] β α β α α β α β α

θέσεις εκκίνησης 1 4 6
θέσεις κατάληξης 3 6 8

2.2 Ευθυγράμμιση συμβολοσειρών

Σε αυτήν την ενότητα, εισάγουμε τις έννοιες της απόστασης μεταξύ συμβο-
λοσειρών, των λειτουργιών επεξεργασίας συμβολοσειρών, και της ευθυγράμμι-
σης συμβολοσειρών από το [9].

M. Crochemore, C. Hancart, and T. Lecroq. Algorithms on Strings. Cam-
bridge University Press, USA, 2007

Μας ενδιαφέρει η έννοια της ομοιότητας μεταξύ δύο συμβολοσειρών x και
y μήκους m και n, αντίστοιχα, ή κατά ανάλογο τρόπο, της απόστασης μεταξύ
αυτών των δύο συμβολοσειρών.

Ορισμός (Απόσταση μεταξύ δύο συμβολοσειρών)

Λέμε ότι μια συνάρτηση δ : Σ∗ ×Σ∗ → R είναι μια απόσταση στο Σ∗ αν και
οι τέσσερεις προϋποθέσεις ικανοποιούνται, για κάθε u, v ∈ Σ∗:

• Θετικότητα: δ(u, v) ≥ 0

• Διαχωρισμός: δ(u, v) = 0 αν και μόνον αν u = v
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• Συμμετρία: δ(u, v) = δ(v, u)

• Τριγωνική ανισότητα: δ(u, v) ≤ δ(u, w) + δ(w, v), για κάθε w ∈ Σ∗

Οι αποστάσεις ορίζονται και ως λειτουργίες οι οποίες μπορούν να μετα-
τρέψουν τη x στη y. Υπάρχουν τρεις τύποι βασικών λειτουργιών. Ονομάζονται
λειτουργίες επεξεργασίας:

• αντικατάσταση ενός συμβόλου της x σε μια δοθείσα θέση από ένα γράμμα
της y

• αφαίρεση ενός συμβόλου της x σε μια δοθείσα θέση

• πρόσθεση ενός συμβόλου της y στη x σε μια δοθείσα θέση

Το κόστος cost , το οποίο έχει θετική ακέραια τιμή, σχετίζεται με κάθε
λειτουργία ξεχωριστά. Για α, β ∈ Σ, συμβολίζουμε ως:

• sub(α, β): το κόστος αντικατάστασης με το σύμβολο β του συμβόλου α

• del(α): το κόστος αφαίρεσης του συμβόλου α

• ins(β): το κόστος πρόσθεσης του συμβόλου β

Σε αυτήν την εργασία, υποθέτουμε ότι αυτά τα κόστη είναι ανεξάρτητα από
τις θέσεις στις οποίες εφαρμόζονται οι αντίστοιχες λειτουργίες και ότι ισχύουν
τα μοναδιαία κόστη ως εξής: sub(α, β) = del(β, α) = del(α) = ins(β) = 1, όπου
α, β ∈ Σ.

Ορισμός (Απόσταση επεξεργασίας)

Από τα μοναδιαία κόστη θέτουμε

δE = min{κόστος του σ : σ ∈ Sx,y}

όπου Sx,y είναι το σύνολο των διαδοχικών βασικών λειτουργιών επεξεργασίας
για τη μετατροπή της x στη y και το κόστος ενός στοιχείου σ ∈ Sx,y είναι
το άθροιμα των κόστων των λειτουργιών επεξεργασίας της ακολουθίας σ.
Η συνάρτηση δE είναι τότε μια απόσταση στο Σ∗ και καλείται απόσταση
επεξεργασίας.

Ορισμός (Απόσταση Χάμινγκ)

Η απόσταση Χάμινγκ, η οποία συμβολίζεται ως δH , ορίζεται για δύο συμ-
βολοσειρές του ιδίου μήκους ως ο αριθμός των θέσεων στις οποίες οι δύο
συμβολοσειρές έχουν διαφορετικά σύμβολα. Η απόσταση Χάμινγκ είναι
ένα συγκεκριμένο είδος απόστασης επεξεργασίας κατά το οποίο επιτρέπεται
μόνο η λειτουργία της αντικατάστασης. Αυτό ισοδυναμεί με το να θέσουμε
del(α) = inf(α) = +∞, για κάθε α ∈ Σ.
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Μια ευθυγράμμιση μεταξύ δύο συμβολοσειρών x, y ∈ Σ∗, των οποίων τα
μήκη είναιm και n, αντίστοιχα, είναι ένας τρόπος οπτικοποίησης της ομοιότητας
τους.

Ορισμός (Ευθυγράμμιση μεταξύ δύο συμβολοσειρών)

Μια ευθυγράμμιση μεταξύ δύο συμβολοσειρών x και y είναι μια συμβολο-
σειρά z στο

(Σ ∪ {ε})× (Σ ∪ {ε}) \ ({ε,ε })

της οποίας η προβολή στο πρώτο συστατικό είναι η x, και η προβολή στο
δεύτερο συστατικό είναι η y. ΄Ετσι, αν η z είναι μια ευθυγράμμιση μήκους
p μεταξυ των x και y, έχουμε ότι

z = (x′
0, y

′
0)(x

′
1, y

′
1) . . . (x

′
p−1, y

′
p−1)

x = x′
0x

′
1 . . . x

′
p−1

y = y′0y
′
1 . . . y

′
p−1

όπου x′
i ∈ Σ ∪ {ε} και y′i ∈ Σ ∪ {ε}, για κάθε 0 ≤ i < p.

Μια ευθυγράμμιση μπορεί να συμβολιστεί και ως
(

x′
0 x′

1 . . . x′
p−1

y′0 y′1 . . . y′p−1

)

΄Ενα ζευγάρι ευθυγράμμισης του τύπου (α, β), όπου α, β ∈ Σ, δηλώνει την
αντικατάσταση με το σύμβολου β του συμβόλου α, ή, ανάλογα, τη διαφορά
μεταξύ του συμβόλου α και του συμβόλου β. ΄Ενα ζευγάρι ευθυγράμμισης του
τύπου (α, ε), όπου α ∈ Σ, δηλώνει την αφαίρεση του συμβόλου α. Τέλος,
ένα ζευγάρι ευθυγράμμισης (ε, β), όπου β ∈ Σ, δηλώνει την πρόσθεση του
συμβόλου β.

Ορισμός (Κόστος ευθυγράμμισης)

Ορίζουμε το κόστος ενός ζευγαριού ευθυγράμμισης ως

• cost(α, β) = sub(α, β)

• cost(α, ε) = del(α)

• cost(ε, β) = ins(β)

όπου α, β ∈ Σ. Το κόστος μιας ευθυγράμμισης ορίζεται ως το άθροισμα
των κόστων που σχετίζονται με το κάθε ζευγάρι ευθυγράμμισης που την
αποτελούν.
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Παράδειγμα

΄Εστω ότι έχουμε τις συμβολοσειρές x = ACGA και y = ATGCTA. Μια ευθυ-
γράμμιση μεταξύ των x και y είναι

(

ACG--A

ATGCTA

)

Δοθέντων των παρακάτω ζευγαριών ευθυγράμμισης

Λειτουργία Ζευγάρι ευθυγράμμισης Cost
αντικατάσταση με A του A (A,A) 0
αντικατάσταση με T του C (C,T) 1
αντικατάσταση με G του G (G,G) 0
πρόσθεση του C (-,C) 1
πρόσθεση του T (-,T) 1
αντικατάσταση με A του A (A,A) 0

αυτή η ευθυγράμμιση είναι βέλτιστη εφόσον το κόστος της, 0+ 1+ 0+ 1+
1 + 0 = 3, ισούται με την απόσταση επεξεργασίας των δύο συμβολοσειρών.

2.3 Ασυμπτωτική πολυπλοκότητα

Σε αυτήν την ενότητα, εισάγουμε την έννοια της ασυμπτωτικής πολυπλο-
κότητας από το [7].

Thomas H. Cormen, Charles E. Leiserson, Ronald L. Rivest, and Clifford
Stein. Introduction to Algorithms, Second Edition. The MIT Press, 2001

Η ασυμπτωτική πολυπλοκότητα εφαρμόζεται σε συναρτήσεις,ο ι οποίες συ-
νήθως χαρακτηρίζουν το χρόνο εκτέλεσης των αλγορίθμων. Ωστόσο η ασυμ-
πτωτική πολυπλοκότητα μπορεί να εφαρμοστεί σε συναρτήσεις που χαρακτη-
ρίζουν άλλες πτυχές του αλγορίθμου όπως η χωρική πολυπλοκότητα.

΄Εστω ότι έχουμε δύο συναρτήσεις f : N → N και g : N → N.

Ορισμός( Θ-συμβολισμός)

Συμβολίζουμε ως Θ(g(n)) το σύνολο των συναρτήσεων

Θ(g(n)) = {f(n) : υπάρχουν θετικές σταθερές c1, c2, και n0 ∈ N :

0 ≤ c1g(n) ≤ f(n) ≤ c2g(n) ∀ n ≥ n0}
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Ορισμός( O-συμβολισμός)

Συμβολίζουμε ως O(g(n)) το σύνολο των συναρτήσεων

O(g(n)) = {f(n) : υπάρχει θετική σταθερά c και n0 ∈ N :

0 ≤ f(n) ≤ cg(n) ∀ n ≥ n0}

Η συνάρτηση f είναι γραμμική αν f(n) = Θ(n), τετραγωνική αν f(n) =
Θ(n2), κυβική αν f(n) = Θ(n3), λογαριθμική αν f(n) = Θ(logn), ή εκθετική
αν υπάρχει a > 0 για το οποίο f(n) = Θ(an).

2.4 Βασικές δομές δεδομένων

Σε αυτήν την ενότητα, εισάγουμε βασικές δομές δεδομένω από το [7].

Thomas H. Cormen, Charles E. Leiserson, Ronald L. Rivest, and Clifford
Stein. Introduction to Algorithms, Second Edition. The MIT Press, 2001

Τα σύνολα είναι θεμελιώδη στην επιστήμη της πληροφορικής όπως είναι και
στα μαθηματικά. Ενώ στα μαθηματικά τα σύνολα μπορεί να είναι άπειρα και είναι
αναλλοίωτα, τα σύνολα που χρησιμοποιούνται στους αλγορίθμους είναι συνήθως
πεπερασμένα και μπορούν να μεγαλώσουν, να μικρύνουν και να αλλάξουν με την
πάροδο του χρόνου. Τέτοια σύνολα λέγονται δυναμικά.

Σε μια τυπική υλοποίηση ενός δυναμικού συνόλου, κάθε στοιχείο του συ-
νόλου αναπαρίσταται από ένα αντικείμενο του οποίου τα ορίσματα είναι μια
πλειάδα (a0, a1, . . . , an), όπου n ≥ 0, που μπορεί να επεξεργασθεί αν έχουμε
ένα δείκτη στο αντικείμενο.

Πιο κάτω παραθέτουμε μια λίστα τυπικών λειτουργιών ενός δυναμικού συ-
νόλου:

• empty(): μια λειτουργία η οποία δημιουργεί και επιστρέφει ένα κενό σύνο-
λο

• is-empty(S): μια λειτουργία η οποία επιστρέφει true αν το σύνολο S είναι
κενό και false διαφορετικά

• search(S, k): μια λειτουργία αναζήτησης η οποία, δοθέντος ενός συνόλου
S και μιας τιμής κλειδιού k, επιστρέφει ένα δείκτη x σε κάποιο στοιχείο
του S, έτσι ώστε x.key = k, ή nil αν δεν υπάρχει τέτοιο στοιχείο που να
ανήκει στο S

• insert(S, x): μια λειτουργία μετατροπής η οποία αυξάνει το σύνολο S με
το στοιχείο στο οποίο δείχνει ο δείκτης x
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• delete(S, x): μια λειτουργία μετατροπής η οποία, δοθέντος ενός δείκτη x
σε ένα στοιχείο του συνόλου S, διαγράφει το στοιχείο από το S

2.4.1 Στοίβες και ουρές

Οι στοίβες και οι ουρές είναι δυναμικά σύνολα στα οποία το στοιχείο που
διαγράφεται από το σύνολο με τη λειτουργία delete είναι προκαθορισμένο.

Στην στοίβα το στοιχείο που διαγράφεται από το σύνολο είναι αυτό που
έχει προστεθεί πιο πρόσφατα: η στοίβα υλοποιεί την πολιτική του last-in first-
out . Η λειτουργία insert σε μια στοίβα καλείται push (Algorithm Push(S, x)),
και η λειτουργία delete, η οποία δεν παίρνει καμία παράμετρο, καλείται pop
(Algorithm Pop(S)). Μπορούμε να υλοποιήσουμε μια στοίβα με το πολύ n
στοιχεία με έναν πίνακα S[0 . . n−1]. Ο πίνακας έχει μια παράμετρο S.top η οποία
δείχνει στο στοιχείο που έχει προστεθεί πιο πρόσφατα. Η στοίβα αποτελείται
από τα στοιχεία S[0 . .S.top], όπου το S[0] είναι το στοιχείο στο κάτω μέρος
της στοίβας και το S[S.top] είναι το στοιχείο στο πάνω μέρος. Οι λειτουργίες
empty και is-empty σε μια στοίβα καλούνται empty-stack και is-stack-empty
(Algorithm Is-Stack-Empty(S)), αντίστοιχα. Αν κάνουμε pop σε μια άδεια
στοίβα τότε λέμε ότι η στοίβα υποχειλίζει (underflows).Αν S.top υπερβαίνει
το n− 1 (Algorithm Is-Stack-Full(S)), τότε λέμε ότι η στοίβα υπερχειλίζει
(overflows). Κάθε μια από τις λειτουργίες της στοίβας απαιτεί σταθερό χρόνο
εκτέλεσης.

ALGORITHM Is-Stack-Empty(S)
1: if S.top = −1 then

2: return true;
3: else

4: return false;

ALGORITHM Is-Stack-Full(S)
1: if S.top = n− 1 then

2: return true;
3: else

4: return false;

Παρομοίως, σε μια ουρά, το στοιχείο που διαγράφεται από το σύνολο είναι
πάντοτε αυτό που υπάρχει στο σύνολο τον περισσότερο χρόνο:η ουρά υλο-
ποιεί την πολιτική first-in first-out . Η ουρά έχει το head και το tail . ΄Οταν
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ALGORITHM Push(S, x)
1: if Is-Stack-Full(S) then
2: return overflow;
3: else

4: S.top ← S.top+ 1;
5: S[S.top] ← x;

ALGORITHM Pop(S)
1: if Is-Stack-Empty(S) then
2: return underflow;
3: else

4: S.top ← S.top− 1;
5: return S[S.top + 1];

ένα στοιχείο προστίθεται, παίρνει τη θέση στο tail της ουράς. Το στοιχε-
ίο που διαγράφεται είναι πάντοτε αυτό που βρίσκεται στο head της ουράς.Η
λειτουργία insert σε μια ουρά καλείται enqueue (Algorithm Enqueue(Q, x)),
και η λειτουργία delete, η οποία δεν παίρνει καμία παράμετρο, καλείται dequeue
(Algorithm Dequeue(Q)). Μπορούμε να υλοποιήσουμε μια ουρά με το πο-
λύ n − 1 στοιχεία με έναν πίνακα Q[0 . . n − 1]. Η ουρά έχει μια παράμετρο
Q.head που δείχνει στο head . Η παράμετρος Q.tail δείχνει την επόμενη θέση
στην οποία ένα νέο στοιχείο θα προστεθεί στην ουρά. Τα στοιχεία στην ουρά
βρίσκονται στις θέσεις Q.head,Q.head + 1, . . . ,Q.tail − 1, όπου μπορούμε να
τα προσπελάσουμε κυκλικά. Δηλαδή μετά τη θέση 0 αμέσως ακολουθεί η θέση
n− 1. Αν κάνουμε dequeue σε μια άδεια ουρά τότε λέμε ότι η ουρά υποχειλίζει
(underflows).Αν Q.head = Q.tail + 1 τότε η ουρά είναι γεμάτη (Algorithm
Is-Queue-Full(Q)), και μια προσπάθεια να προσθέσουμε ένα στοιχείο προ-
καλεί υπερχείλιση. Ο ψευδοκώδικας υποθέτει ότι n = Q.length. Κάθε μια από
τις λειτουργίες της ουράς απαιτεί σταθερό χρόνο εκτέλεσης.

ALGORITHM Is-Queue-Empty(Q)
1: if Q.tail = Q.head then

2: return true;
3: else

4: return false;
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ALGORITHM Is-Queue-Full(Q)
1: if Q.head = Q.tail + 1 then

2: return true;
3: else

4: return false;

ALGORITHM Enqueue(Q, x)
1: if Is-Queue-Full(S) then
2: return overflow;
3: else

4: Q[Q.tail] ← x;
5: if Q.tail = Q.length− 1 then

6: Q.tail ← 0;
7: else

8: Q.tail ← Q.tail+ 1;

ALGORITHM Dequeue(Q)
1: if Is-Queue-Empty(S) then
2: return underflow;
3: else

4: x ← Q[Q.head];
5: if Q.head = Q.length− 1 then

6: Q.head ← 0;
7: else

8: Q.head ← Q.head+ 1;
9: return x;
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2.4.2 Συνδεδεμένες λίστες

Μια συνδεδεμένη λίστα είναι μια δομή δεδομένων στην οποία τα στοιχεία
τοποθετούνται με γραμμική σειρά. Σε αντίθεση με τους πίνακες στους οποίους
αυτή η γραμμική σειρά προσδιορίζεται από τους δείκτες του πίνακα, η σειρά
σε μια συνδεδεμένη λίστα προσδιορίζεται από το δείκτη στο κάθε στοιχείο.
Το iοστό στοιχείο της λίστας L συμβολίζεται ως L(i). Κάθε στοιχείο μιας
διπλά-συνδεδεμένης λίστας είναι ένα στοιχείο του οποίου τα ορίσματα είναι μια
πλειάδα (a0, a1, . . . , an), τέτοια ώστε n ≥ 0, και δύο άλλοι παράμετροι: next
και prev . Δοθέντος ενός στοιχείου x σε μια λίστα, ο δείκτης x.next δείχνει
στο επόμενο στοιχείο της λίστας, και ο δείκτης x.prev στο προηγούμενο.Αν
x.prev = nil, το στοιχείο x δεν ακολουθεί κανένα στοιχείο. Είναι δηλαδή το
πρώτο στοιχείο, ή το head (κεφάλι), της λίστας.Αν x.next = nil, το στοιχείο
x δεν ακολουθείται από κανένα στοιχείο. Είναι δηλαδή το τελευταίο στοιχείο,
ή το tail (ουρά) , της λίστας. Αν μια λίστα είναι μονά-συνδεδεμένη (βλέπε
το Σχήμα 2.1), παραβλέπουμε το δείκτη prev σε κάθε στοιχείο. Η παράμετρος
L.head δείχνει το πρώτο στοιχείο της λίστας.Αν L.head = nil, τότε η λίστα
είναι κενή.

Η λειτουργία search σε μια λίστα καλείται list-search (Algorithm List-

Search(L, k)). Βρίσκει το στοιχείο με κλειδί k, όπου k είναι μια παράμετρος,
ή ένα υποσύνολο παραμέτρων, της πλειάδας (a0, a1, . . . , an), στη λίστα L με μια
απλή γραμμική αναζήτηση, επιστρέφοντας ένα δείκτη στο στοιχείο αυτό.Αν
δεν υπάρχει τέτοιο στοιχείο με κλειδί k στη λίστα, τότε επιστρέφει nil. Απαιτεί
γραμμικό χρόνο εκτέλεσης.

ALGORITHM List-Search(L, k)
1: x ← L.head;
2: while x $= nil and x.key $= k do

3: x ← x.next;
4: return x;

Η λειτουργία insert σε μια λίστα καλείται list-insert (Algorithm List-Insert(L, x)).
Προσθέτει το στοιχείο x στο μπροστινό μέρος της λίστας L. Απαιτεί σταθερό
χρόνο εκτέλεσης.

Η λειτουργία delete σε μια λίστα καλείται list-delete (Algorithm List-Delete(L, x)).
Δοθέντος ενός δείκτη στο στοιχείο x, διαγράφει το x από τη λίστα L ενημε-
ρώνοντας τους δείκτες. Απαιτεί σταθερό χρόνο εκτέλεσης.

Οι λειτουργίες empty και is-empty σε μια συνδεδεμένη λίστα καλούνται
empty-list και is-list-empty, αντίστοιχα.
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ALGORITHM List-Insert(L, x)
1: x.next ← L.head;
2: if L.head $= nil then
3: L.head.prev ← x;
4: L.head ← x;
5: x.prev ← nil;

ALGORITHM List-Delete(L, x)
1: if x.prev $= nil then
2: x.prev.next ← x.next;
3: else

4: L.head ← x.next;
5: if x.next $= nil then
6: x.next.prev ← x.prev;

a0 a1 · · · an · · · a0 a1 · · · an

Σχήμα2.1 Μονά-συνδεδεμένη λίστα
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Το υλικό που παρουσιάζουμε σε αυτό το κεφάλαιο έχει δημοσιευτεί στο [14].

Kimon Frousios, Costas S. Iliopoulos, Laurent Mouchard, Solon P. Pissis,
and German Tischler. REAL: an efficient REad ALigner for next generation
sequencing reads. In Aidong Zhang, Mark Borodovsky, Gultekin Özsoyoglu,
and Armin R. Mikler, editors, Proceedings of the first ACM International
Conference on Bioinformatics and Computational Biology (BCB 2011), pages
154–159, USA, 2010. ACM

Σε αυτό το κεφάλαιο, παρουσιάζουμε το REad ALigner (REAL) [14], ένα
αποτελεσματικό, ευαίσθητο και ακριβές πρόγραμμα ευθυγράμμισης short reads,
για την αντιστοίχιση εκατομμυρίων short reads σε ένα γονιδίωμα. Το REAL
υιοθετεί τακτικές παρόμοιες με αυτές που παρουσιάστηκαν στο [2] και [3], για
ακριβή και προσεγγιστική αντιστοίχιση ακολουθιών, αντίστοιχα. Το REAL
προ-επεξεργάζεται την ακολουθία αναφοράς, βασιζόμενο στο μήκος των short
reads, χρησιμοποιώντας κωδικοποίηση με δύο bits ανά βάση του αλφάβητου
του DNA, λειτουργίες σε επίπεδο λέξεων και ταξινόμηση, για να δημιουργήσει
ένα ευρετήριο της ακολουθίας στην κυρίως μνήμη. Μετά μετατρέπει κάθε short
read σε μια μοναδική αριθμητική τιμή, χρησιμοποιώντας κωδικοποίηση με δύο
bits ανά βάση του αλφάβητου του DNA, και, τέλος, χρησιμοποιεί τη γνωστή
τακτική του διαχωρισμού σε ακριβή τμήματα [37], τη δυαδική αναζήτηση, και
λειτουργίες σε επίπεδο λέξεων για να επιτύχει την ευθυγράμμιση.

Συμβολίζουμε τα παραγόμενα short reads με το σύνολο {p1, p2, . . . , pr},
όπου συνήθως r > 106, και τα αποκαλούμε μοτίβα (patterns). Το μήκος
m κάθε μοτίβου που παράγεται από τα συστήματα Solexa της Illumina, είναι
συνήθως ανάμεσα σε 25 και 150 bp. Συμβολίζουμε την ακολουθία αναφοράς
μήκους n, συνήθως n > 106, με t, και την αποκαλούμε κείμενο (text).

Ορίζουμε το πρόβλημα της ευθυγράμμισης εκατομμυρίων short reads σε μια
ακολουθία αναφοράς, ως εξής.

Πρόβλημα (Ευθυγράμμιση short reads)

Βρείτε κατά πόσο το μοτίβο pi = pi[0 . .m − 1], για κάθε 1 ≤ i ≤ r, όπου
pi ∈ Σ+, Σ = {A,C,G,T}, εμφανίζεται, με το πολύ k-αναντιστοιχίες, στο
κείμενο t = t[0 . . n− 1], όπου t ∈ Σ+.

3.1 Αλγόριθμος

Χρησιμοποιούμε λειτουργίες σε επίπεδο λέξεων για την προεπεξεργασία του
κειμένου t, μετατρέποντας την κάθε υποσυμβολοσειρά μήκους m του t σε μια
υπογραφή. Παίρνουμε την υπογραφή σ(x), όπου σ : Σ+ → Z+, μιας μη κενής
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συμβολοσειράς x, μετατρέποντας τη x σε μια μοναδική αριθμητική τιμή χρησιμο-
ποιώντας κωδικοποίηση με δύο bits ανά βάση του αλφάβητου Σ = {A,C,G,T}
(βλέπε το σχετικό πίνακα 3.1).

Πίνακας3.1 Κωδικοποίηση με δύο bits ανά βάση του αλφάβητου Σ = {A,C,G,T}

Γράμμα Δυαδική αναπαράσταση
A 00
C 01
G 10
T 11

Παράδειγμα

Η υπογραφή σ(x) της συμβολοσειράς x = AGCAT είναι 0010010011.

Παράδειγμα

Η υπογραφή σ(x) της συμβολοσειράς x = TACGC είναι 1100011001.

Παράδειγμα

Η υπογραφή σ(x) της συμβολοσειράς x = GGGTCTA είναι 10101011011100.

Υλοποιούμε την κατά προσέγγιση αντιστοίχιση δύο συμβολοσειρών με την
τακτική του διαχωρισμού σε ακριβή τμήματα. Θεωρούμε την μη κενή συμβολο-
σειρά x ως το μοτίβο και τη μη κενή συμβολοσειρά y ως το κείμενο. Θέλουμε
να βρούμε εμφανίσεις του x στο y με το πολύ k-αναντιστοιχίες. Η τακτική του
διαχωρισμού σε ακριβή τμήματα ορίζεται ως ακολούθως.

Διαχωρίζουμε το x σε ένα σύνολο {x0, . . . , xq−1} τμημάτων q > k, έτσι
ώστε το xi ∈ Σ+, για κάθε 0 ≤ i < q, και κατασκευάζουμε τις λίστες Xi που
περιέχουν τις θέσεις εμφάνισης του xi στο y. Για κάθε μια από τις πιθανότητες
επιλογής q − k από τα q τμήματα, συγχωνεύουμε τις σχετικές λίστες θέσεων
χρησιμοποιώντας τα ανάλογα offset των θέσεων. Αυτό μας παρέχει

(

q
q−k

)

λίστες
με υποψήφιες θέσεις εμφάνισης. Η ένωσηX αυτών των συγχωνευμένων λιστών
αποτελεί ένα υπερσύνολο των θέσεων εμφάνισης του x στο y με το πολύ k-
αναντιστοιχίες. Κατασκευάζουμε τη λίστα εμφάνισης του x στο y φιλτράροντας
το X με τη χρήση ενός αλγορίθμου για να διαπιστωθεί εάν οι υποψήφιες θέσεις
υπάρχουν με το πολύ k-αναντιστοιχίες.
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Παράδειγμα

Σκεφτείτε την αναζήτηση για ένα μοτίβο x στο κείμενο y με το πολύ μια
αναντιστοιχία. Εμείς διαχωρίζουμε το x σε τρία τμήματα: x0, x1 και x2.
Πρέπει να εξετάσουμε τρία ζεύγη τμημάτων: (x0, x1), (x1, x2) και (x0, x2).
Οι δύο πρώτοι συνδυασμοί μπορούν να βρεθούν εύκολα χρησιμοποιώντας ένα
ευρετήριο για το y, δηλαδή χρειαζόμαστε μόνο να αναζητήσουμε τα μοτίβα
x0x1 και x1x2. Το τρίτο απαιτεί τη συγχώνευση των λιστών με τις υποψήφιες
θέσεις εμφάνισης.

Ως εκ τούτου, έχουμε λάβει το ακόλουθο βοηθητικό λήμμα.

Λήμμα

Δοθέντος ενός συνόλου {x0, . . . , xq−1} από q τμήματα, όπου xi ∈ Σ+,
για κάθε 0 ≤ i < q, μιας μη κενής συμβολοσειράς x, και του μέγι-
στου επιτρεπόμενου αριθμού αναντιστοιχιών k < q, οποιεσδήποτε από τις
k-αναντιστοιχίες δεν μπορούν να υπάρξουν την ίδια στιγμή σε τουλάχιστον
q − k τμήματα του x.

Απόδειξη Απευθείας από την αρχή του περιστερώνα—αν n αντικείμενα πρέπει
να τοποθετηθούν σε m θέσεις, όπου n > m, τότε τουλάχιστον μία θέση πρέπει
να περιέχει περισσότερα από ένα αντικείμενα.

Χωρίς βλάβη της γενικότητας, θέτουμε q − k = k και ,m log |Σ|
q−k

- ≤ w,
όπου w είναι το μέγεθος της λέξης του υπολογιστή. Διαχωρίζουμε τη δυαδική
αναπαράσταση της σ(x), σε ένα σύνολο {σ(x0), σ(x1), . . . ,σ (xq−1)} των q > k
τμήματα, όπου σ(xi) ∈ Z+, για κάθε 0 ≤ i < q.

Συμβολίζουμε με Cj(σ(x)) = {σ(xa0), σ(xa1), . . . ,σ (xaq−k−1
)}, όπου a1 <

a2 < . . . < aq−k−1, τους
(

q
q−k

)

πιθανούς συνδυασμούς των q− k τμημάτων του

{σ(x0), σ(x1), . . . ,σ (xq−1)}, έτσι ώστε αν

Cj+1(σ(x)) = {σ(xb0), σ(xb1), . . . ,σ (xbq−k−1
)}, τότε

∑q−k−1
i=0 ai ≤

∑q−k−1
i=0 bi, για κάθε 0 ≤ j <

(

q
q−k

)

− 1

Συμβολίζουμε με Dj(σ(x)) = {σ(xa0), σ(xa1), . . . ,σ (xak−1
)}, όπου a0 <

a1 < . . . < ak−1, τους
(

q
q−k

)

πιθανούς συνδυασμούς των υπόλοιπων k τμημάτων
του

{σ(x0), σ(x1), . . . ,σ (xq−1)}, έτσι ώστε αν

Dj+1(σ(x)) = {σ(xb0), σ(xb1), . . . ,σ (xbk−1
)}, τότε
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∑k−1
i=0 ai ≤

∑k−1
i=0 bi, για κάθε 0 ≤ j <

(

q
q−k

)

− 1

Παράδειγμα

΄Εστω ότι έχουμε x = ACCGATCA, q = 4, και k = 2. Αν διαχωρίσουμε
τη σ(x) = 0001011000110100 σε ένα σύνολο {0001, 0110, 0011, 0100} των
q = 4 τμημάτων της x, τότε C0 = {0001, 0110}, D0 = {0001, 0110}, C1 =
{0001, 0011}, D1 = {0001, 0011}, C2 = {0001, 0100}, D2 = {0001, 0100},
C3 = {0110, 0011},D3 = {0110, 0011}, C4 = {0110, 0100},D4 = {0110, 0100},
C5 = {0011, 0100}, D5 = {0011, 0100}.

Παράδειγμα

΄Εστω ότι έχουμε x = GGGTCTAGT, q = 3, και k = 2. Αν διαχωρίσουμε τη
σ(x) = 101010110111001011 σε ένα σύνολο {101010, 110111, 001011} των
q = 3 τμημάτων της x, τότε C0 = {101010}, D0 = {101010, 110111}, C1 =
{110111},D1 = {101010, 001011}, C2 = {001011},D2 = {110111, 001011}.

Ο σκοπός μας είναι να προεπεξεργαστούμε το t και να κατασκευάσουμε ένα
σύνολο λιστών Xj , για κάθε 0 ≤ j <

(

q
q−k

)

. Κάθε Xj κρατά την πλοιάδα
ej = (u, s,NF), όπου το ej .u αναπαριστά τη θέση εκκίνησης της υποσυμβολο-
σειράς x του t, το ej .s αναπαριστά την παράθεση των υπογραφών των τμημάτων
Cj(σ(x)), και το ej .NF είναι ένας δείκτης στην πλοιάδα el = (u, s,NF) στηνXl,
όπου το el.s αναπαριστά την παράθεση των υπόλοιπων τμημάτων στο Dl(σ(x)).

Ορίζουμε τις πιο κάτω λειτουργίες:

• f(q, k, j): μια λειτουργία η οποία, δοθέντων των ακεραίων q, k, και j,
επιστρέφει έναν ακέραιο l, έτσι ώστε

Cj(σ(x)) = {σ(xa0), σ(xa1), . . . ,σ (xaq−k−1
)} και

Dl(σ(x)) = {σ(xb0), σ(xb1), . . . ,σ (xbk−1
)}, τότε

Cj(σ(x)) ∪Dl(σ(x)) = {σ(x0), σ(x1), . . . ,σ (xq−1)}

για την υπογραφή σ(x) της συμβολοσειράς x.

• conc(C): μια λειτουργία η οποία, δοθέντος του συνόλουC = {σ(x0), σ(x1), . . . ,σ (xq−1)}
των q τμημάτων, έτσι ώστε σ(xi) ∈ Z+, για κάθε 0 ≤ i < q, της υπογρα-
φής σ(x), της συμβολοσειράς x, επιστρέφει τη σ(x).
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• bs(X,σ (x)): μια λειτουργία δυαδικής αναζήτησης η οποία, δοθέντος της
ταξινομημένης λίστας X των πλειάδων και μιας υπογραφής σ(x) της συμ-
βολοσειράς x ως κλειδί, επιστρέφει ένα σύνολο {ea0 , ea1 , . . . , eav−1

} των
πλειάδων από τη X, έτσι ώστε eai .s = σ(x), για κάθε 0 ≤ i < v.

• bitop(σ(x), σ(y)): μια λειτουργία σε επίπεδο λέξης μηχανής η οποία,
δοθέντος δύο υπογραφών σ(x) και σ(y) δύο συμβολοσειρών x και y,
αντίστοιχα, έτσι ώστε |x| = |y| και ,log |Σ|-|x| ≤ w, επιστρέφει την
απόσταση δH(x, y) σε σταθερό χρόνο.

Παράδειγμα

Δοθέντος των x = ACCGATCA, q = 4, k = 2, και j = 0, τότε f(q, k, j) = 5
εφόσον, δοθέντος του συνόλου {0001, 0110, 0011, 0100} των q = 4 τμη-
μάτων της σ(x) = 0001011000110100 και των C0 = {0001, 0110} και
D5 = {0011, 0100}, ισχύει ότι

C0 ∪D5 = {0001, 0110, 0011, 0100}

Παράδειγμα

Δοθέντος των x = GGGTCTAGT, q = 3, k = 2, και j = 0, τότε f(q, k, j) = 2
εφόσον, δοθέντος του συνόλου {101010, 110111, 001011} των q = 3 τμη-
μάτων της σ(x) = 101010110111001011 και των C0 = {101010} και D2 =
{110111, 001011}, ισχύει ότι

C0 ∪D2 = {101010, 110111, 001011}

Παράδειγμα

Δοθέντος των x = ACCGATCA, q = 4, και k = 2, τότε C0 = {0001, 0110}
και conc(C0) = 00010110.

Παράδειγμα

Δοθέντος των x = GGGTCTAGT, q = 3, και k = 2, τότεD2 = {110111, 001011}
και conc(D2) = 110111001011.

Παράδειγμα

Δοθέντος των q = 4, k = 2, |Σ| = 4, και w = 64, τότε m ≤ w(q−k)
log |Σ| = 64.

Η περιγραφή του προτεινόμενου αλγορίθμου για την επίλυση του Προβλήμα-
τος 1 είναι η ακόλουθη:

(i) Δημιουργούμε τις λίστες
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Διαχωρίζουμε το t σε ένα σύνολο {t0, t1, . . . , tn−m} υποσυμβολοσειρών,
έτσι ώστε ti = t[i . . i + m − 1], για κάθε 0 ≤ i ≤ n − m, και υπολο-
γίζουμε τη σ(ti). Ακολούθως υπολογίζουμε τα Cj(σ(ti)), l = f(q, k, j), και
Dl(σ(ti)), για κάθε 0 ≤ j <

(

q
q−k

)

/2, και προσθέτουμε τις πλειάδες ej =

(i, conc(Cj(σ(ti)),NF) και el = (i, conc(Dl(σ(ti)),NF) στις λίστες Xj και Xl,
αντίστοιχα. Ως αποτέλεσμα, δημιουργούμε ένα σύνολο από

(

q
q−k

)

λίστες( βλ.
Σχήμα 3.1).

NF
0 u

X0

s u

X5

s

1 u s us

2 u s us

· · · · · ·

n−m u s us

NF
u

X1

s u

X4

s

u s us

u s us

· · · · · ·

u s us

NF
u

X2

s u

X3

s

u s us

u s us

· · · · · ·

u s us

Σχήμα3.1 Λίστα Xj , για κάθε 0 ≤ j <
(

q
q−k

)

, για q = 4 και k = 2, μετά το
Βήμα (i)

(ii) Ταξινομούμε τις λίστες
Χρησιμοποιούμε τον αλγόριθμο radix sort για να ταξινομήσουμε τη Xj , για

κάθε 0 ≤ j <
(

q
q−k

)

, σύμφωνα με το στοιχείο s –την υπογραφή– των πλειάδων
της Xj , βεβαιώνοντας ότι, στην περίπτωση κατά την οποία ανταλλάξουμε τη
θέση εμφάνισης δύο πλειάδων, διατηρούμε ότι ο δείκτης ej.NF συνεχίζει να
δείχνει στο el, και ότι ο el.NF συνεχίζει να δείχνει στο ej (βλ. Σχήμα 3.2).

(iii) Ευθυγράμμιση
΄Εστω ότι έχουμε ένα μοτίβο p μήκους m. Υπολογίζουμε τα σ(p), Cj(σ(p)),

l = f(q, k, j), και Dl(σ(p)), για κάθε 0 ≤ j <
(

q
q−k

)

. Στη συνέχει εκτελούμε
τη δυαδική αναζήτηση bs(Xj, conc(Cj(σ(p)))), η οποία επιστρέφει ένα σύνο-
λο πλειάδων {eja0 , e

j
a1
, . . . , ejav−1

}. Αν υπάρχει το elai –προσέξτε ότι ο δείκτης
ejai .NF δείχνει στο elai– για κάποιο 0 ≤ i < v, έτσι ώστε bitop(conc(Dl(σ(p))), elai .s) ≤
k, τότε το p εμφανίζεται στο t με το πολύ k-αναντιστοιχίες.
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NF
0 u

X0

s u

X5

s

1 u s us

2 u s us

· · · · · ·

n−m u s us

NF
u

X1

s u

X4

s

u s us

u s us

· · · · · ·

u s us

NF
u

X2
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· · · · · ·
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Σχήμα3.2 Λίστα Xj , για κάθε 0 ≤ j <
(

q
q−k

)

, για q = 4 και k = 2, μετά το
Βήμα (ii)

Στην πράξη, για πολύ μακρά μοτίβα,π. χ. m > 48, δεν είναι αρκετό να
θέσουμε q = 4 και k = 2. Στην περίπτωση κατά την οποία ,m log |Σ|

q−k
- > w,

απαιτείται συνήθως k > 2. Εφαρμόζουμε την στρατηγική του seed-and-extend ,
κατά την οποία, εφαρμόζουμε το Βήμα (i), για q = 4 και k′ = 2, μόνο για
το πρόθεμα μήκους m′ < m του μοτίβου, το οποίο καλούμε seed , έτσι ώστε
,m′ log |Σ|

q−k′
- ≤ w. Στο Βήμα (iii), μόλις εντοπίσουμε μια επιτυχή ευθυγράμμιση

με το πολύ k′-αναντιστοιχίες, τότε προσπαθούμε να επεκτείνουμε στα δεξιά την
αντιστοίχιση για να ολοκληρώσουμε την ευθυγράμμιση. Συνεπώς μπορούμε
να επιτρέψουμε μέχρι k′-αναντιστοιχίες στο seed μήκους m′, και τις υπόλοιπες
αναστοιχίες στην κατάληξη μήκους m−m′ του μοτίβου.

Ανάλυση πολυπλοκότητας Κατά την προ-επεξεργασία του κειμένου t[0 . . n−
1] από τα αριστερά προς τα δεξιά, υπολογίζουμε την υπογραφή σ(ti) της κάθε υ-
ποσυμβολοσειράς μήκους m του t, ti = t[i . . i+m−1], για κάθε 0 ≤ i ≤ n−m,
και προσθέτουμε τις πλειάδες στη λίστα Xj , για κάθε 0 ≤ j <

(

q
q−k

)

, σε

χρόνο Θ(
(

q
q−k

)

). Μόλις υπολογίσουμε τη σ(t0), τότε κάθε σ(ti), για κάθε
1 ≤ i ≤ n−m, μπορεί να υπολογιστεί σε σταθερό χρόνο χρησιμοποιώντας λει-
τουργίες σε επίπεδο λέξεων μηχανής, με αποτέλεσμα συνολικό χρόνο εκτέλεσης
Θ(

(

q
q−k

)

n) για το Βήμα (i).
Στο Βήμα (ii), ο χρόνος που απαιτείται για την ταξινόμηση της λίστας Xj,

για κάθε 0 ≤ j <
(

q
q−k

)

, χρησιμοποιώντας τον radix sort, είναι Θ(
(

q
q−k

)

n). Η
διατήρηση των δεικτών των πλειάδων απαιτεί επιπλέον σταθερό χρόνο.

Σύμφωνα με Λήμμα 1, το Βήμα (iii) τρέχει σε χρόνο O(rv
(

q
q−k

)

logn), όπου
r είναι ο συνολικός αριθμός των μοτίβων, και v είναι ο μέγιστος αριθμός υποσυμ-
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βολοσειρών μήκους m του t, οι οποίες περιέχουν τμήματα που αντιστοιχίζονται
ακριβώς με τα ανάλογα τμήματα ενός δοθέντος μοτίβου. Ο παράγων

(

q
q−k

)

log n

είναι για τη δυαδική αναζήτηση στη λίστα Xj, για κάθε 0 ≤ j <
(

q
q−k

)

.

Συνεπώς, συνολικά, ο αλγόριθμος απαιτεί χρόνο O(
(

q
q−k

)

(n+ rv log n)), ο

οποίος είναι O(
(

q
q−k

)

(n + r log n)), στην πράξη, εφόσον v . n.

Η λίστα Xj , για κάθε 0 ≤ j <
(

q
q−k

)

, αποτελείται ακριβώς από n − m +

1 πλειάδες. Συνεπώς ο χώρος ο οποίος απαιτείται είναι Θ(
(

q
q−k

)

n) για την
αποθήκευση των λιστών στη μνήμη.

3.2 Πειραματικά αποτελέσματα

Το REAL υλοποιήθηκε από τους ερευνητές σε γλώσσα προγραμματισμού
C++, και αναπτύχθηκε στο λειτουργικό σύστημα GNU/Linux. Το πρόγραμ-
μα υλοποιήθηκε με τέτοιο τρόπο ώστε να μην φορτώνει αναγκαστικά όλη την
ακολουθία αναφοράς στην κύρια μνήμη. Αντ΄ αυτού, φορτώνει τμήματα της α-
κολουθίας αναφοράς ανάλογα με το μέγεθος της φυσικής μνήμης της μηχανής.
΄Οσον αφορά στην ευρετηριοποίηση από άποψη χώρου, δεν απαιτείται επιπλέον
χώρος στο σκληρό δίσκο, καθώς το πρόγραμμα δεν αποθηκεύει στη δευτερε-
ύουσα μνήμη το ευρετήριο της ακολουθίας αναφοράς. Το πρόγραμμα λαμβάνει
ως ορίσματα εισόδου ένα αρχείο με την ακολουθία αναφοράς σε μορφή FASTA,
και ένα αρχείο με τα short reads είτε σε μορφή FASTA είτε σε μορφή FASTQ,
και στη συνέχεια παράγει ένα αρχείο με τις επιτυχημένες ευθυγραμμίσεις ως
έξοδο.

Οι επιτυχείς ευθυγραμμίσεις αξιολογούνται χρησιμοποιώντας μια βαθμολο-
γία (log odds scores)—(βλ. [13]) η οποία βασίζεται στη συχνότητα με την οποία
οι εμφανιζόμενες αναντιστοιχίες παρατηρούνται στη φύση(β λ. [45]). Υπολο-
γίζεται ένας πίνακας αξιολόγησης (scoring matrix) του προγράμματος με βάση
το επίπεδο ομοιότητας των ακολουθιών, την απόκλιση σύνθεσης των ακολου-
θιών, την απόκλιση τύπου μετάλλαξης, και τη διαφορά ικανότητας των G και C
να μεταλλάσσονται σε σύγκριση με τα A και T (transitions vs. transversions).
Η βαθμολογία ορίζεται ως Sij = log(Pij/PiPj). Pij είναι η στοχευμένη/παρα-
τηρούμενη συχνότητα μετατροπής της βάσης i σε βάση j, και υπολογίζεται από
τις δεδομένες αποκλίσεις μετάλλαξης. Ο παρονομαστής PiPj είναι η πιθανότη-
τα να συμβεί το γεγονός κατά τύχη, με βάση το ιστορικό συχνότητας των δύο
εμπλεκόμενων βάσεων, και εξαρτάται από την δεδομένη βασική σύνθεση της
ακολουθίας. Αυτή η βαθμολογία συνδυάζεται με τη βαθμολογία ποιότητας της
κάθε βάσης, όπως προτάθηκε στο [17].

Τα πειράματα διεξήχθησαν σε έναν επιτραπέζιο υπολογιστή,χ ρησιμοποι-
ώντας έναν ενιαίο πυρήνα 2.40GHz Intel Xeon E7340 CPU και8 GB κύριας
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μνήμης, με λειτουργικό σύστημα GNU/Linux. Το REAL διανέμεται υπό την
άδεια GNU General Public License (GPL). Η εφαρμογή είναι διαθέσιμη στον
διαδικτυακό τόπο [41], ο οποίος έχει δημιουργηθεί για τη διατήρηση του πηγαίου
κώδικα και του οδηγού χρήσης.

Για την αξιολόγηση της επίδοσης του REAL, συγκρίναμε την επίδοση του με
την αντίστοιχη επίδοση του SOAP2 (v2.20) και του Bowtie (v0.2.17), τα οποία
είναι, μέχρι σήμερα, δύο από τα πιο δημοφιλή προγράμματα ευθυγράμμισης short
reads. Σε κάθε περίπτωση, έγινε προσπάθεια τα προγράμματα να λειτουργούν
με όσο το δυνατόν πιο παρόμοιο τρόπο, έτσι ώστε η σύγκριση απόδοσης, ευαι-
σθησίας και ακρίβειας να είναι δίκαιη. ΄Ετσι, στα SOAP2 και Bowtie δόθηκε
πάντοτε ο τροποποιητής -l <INT>, για να προσαρμόζει το μήκος του seed ώστε
να είναι ίσο με εκείνο του REAL. Τα προγράμματα ρυθμίστηκαν ώστε να ανα-
φέρουν μόνο τις καλύτερες–μη επαναλαμβανόμενες–επιτυχείς ευθυγραμμίσεις,
διαφορετικά τα αναφερόμενα αποτελέσματα του SOAP2 θα επιλέγονταν τυχα-
ία μεταξύ ίσων αποτελεσμάτων. Στο SOAP2, αυτό επιτεύχθηκε με τη χρήση
των τροποποιητών -M 4 -r 0, και στο Bowtie με τη χρήση του τροποποιητή
–best. Επιπλέον, δεδομένου ότι το Bowtie κάνει χρήση της αντίστοιχης βαθ-
μολογίας ποιότητας της κάθε βάσης( FASTQ ), ενώ το SOAP2 όχι( FASTA),
δύο εκδόσεις του REAL χρησιμοποιήθηκαν: μια με τον τροποποιητή-q 0, που
αγνοεί τη βαθμολογία ποιότητας, και μια με τον τροποποιητή -q 1, που τη
χρησιμοποιεί.

Ως αναφορά χρησιμοποιήθηκε το ανθρώπινο χρωμόσωμα 6 (166, 880, 988
bp), homo sapiens (άνθρωπος), δομή 37.2, που λήφθηκε από την NCBI [36].
Προσομοιώσαμε 25.000.000 short reads μήκους 64 bp από την ίδια ακολουθία.
΄Οπως φαίνεται από τα αποτελέσματα του Πίνακα 3.2, το REAL ήταν σε θέση να
ολοκληρώσει την εργασία πολύ πιο γρήγορα από ότι το SOAP2 και το Bowtie.
Το REAL -q 0 τελείωσε σε 27 λεπτά και 42 δευτερόλεπτα, το SOAP2 σε 34
λεπτά 36 δευτερόλεπτα, το REAL -q 1 σε 32 λεπτά 55 δευτερόλεπτα, και το
Bowtie σε 57 λεπτά 48 δευτερόλεπτα. ΄Οσον αφορά την ευαισθησία, με αυτό
το σύνολο δεδομένων, το SOAP2 και το REAL ήταν πιο ευαίσθητα από το
Bowtie, με το SOAP2 να είναι λίγο πιο ευαίσθητο από ότι το REAL.

Ως επιπρόσθετο πείραμα, συγκρίναμε την επίδοση του REAL με τις αν-
τίστοιχες επιδόσεις των SOAP2 και Bowtie, για την ευθυγράμμιση 24.543.488
προσομειωμένων short reads μήκους 70 bp από την ακολουθία Drosophila
melanogaster 3L (24, 543, 557 bp), δομή 5.30, που λάβαμε από την NCBI. ΄Ο-
πως φαίνεται από τα αποτελέσματα στον Πίνακα 3.3, το REAL ήταν σε θέση να
ολοκληρώσει την εργασία πολύ πιο γρήγορα από ότι το SOAP2 και το Bowtie.
Το REAL -q 0 τελείωσε σε 11 λεπτά και 43 δευτερόλεπτα, το SOAP2 σε 17
λεπτά και 46 δευτερόλεπτα, το REAL -q 1 σε 16 λεπτά και 41 δευτερόλεπτα,
και το Bowtie σε 42 λεπτά και 26 δευτερόλεπτα. ΄Οσον αφορά στην ευαισθησία,
με αυτό το σύνολο δεδομένων, το SOAP2 και το REAL ήταν πιο ευαίσθητα
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Πίνακας3.2 Ευθυγράμμιση 25.000.000 short reads μήκους 64 bp στο ανθρώπινο
χρωμόσωμα 6 (166, 880, 988 bp)

Πρόγραμμα Συνολικός χρόνος Επιτυχείς ευθυγραμμίσεις
Ευρετηριοποίηση Ευθυγράμμιση

SOAP2 5m11s 29m25s 22,699,605
REAL -q 0 0m00s 27m42s 22,509,708
Bowtie 7m37s 50m11s 21,594,916
REAL -q 1 0m00s 32m55s 22,519,739

Σε όλα τα προγράμματα χρησιμοποιήθηκε seed μήκους 48 bp, με το πολύ 2 αναντι-
στοιχίες στο seed, και αναφέρθηκαν μόνο οι καλύτερες επιτυχείς ευθυγραμμίσεις.

Πίνακας3.3 Ευθυγράμμιση 24.543.488 short reads μήκους 70 bp στην ακολουθία
Drosophila melanogaster 3L (24, 543, 557 bp)

Πρόγραμμα Συνολικός χρόνος Επιτυχείς ευθυγραμμίσεις Ακρίβεια
Ευρετηριοποίηση Ευθυγράμμιση

SOAP2 0m44s 17m02s 21,126,303 99,98%
REAL -q 0 0m00s 11m43s 21,134,692 99,98%
Bowtie 0m58s 41m28s 18,920,716 96,09%
REAL -q 1 0m00s 16m41s 21,134,699 99,98%

Σε όλα τα προγράμματα χρησιμοποιήθηκε seed μήκους 48 bp, με το πολύ 2 αναντι-
στοιχίες στο seed, και αναφέρθηκαν μόνο οι καλύτερες επιτυχείς ευθυγραμμίσεις.

από το Bowtie, με το REAL να είναι ελαφρώς πιο ευαίσθητο από το SOAP2.
Λόγω του γεγονότος ότι τα δεδομένα ήταν προσομοιωμένα, και ως εκ τούτου,
ήμασταν σε θέση να γνωρίζουμε τις ακριβείς θέσεις από τις οποίες προήλθαν,
μετρήσαμε επίσης την ακρίβεια του κάθε προγράμματος, ελέγχοντας αν τα δε-
δομένα είχαν ευθυγραμμιστεί στις ίδιες ακριβώς θέσεις. ΄Οπως αποδεικνύεται
από τα αποτελέσματα του Πίνακα 3.3, με αυτό το σύνολο δεδομένων, το REAL
και το SOAP2 είχαν ακρίβεια 99,98%, ενώ το Bowtie 96,09%.

Στο επόμενο πείραμα, συγκρίναμε την επίδοση του REAL με τις αντίστοι-
χες επιδόσεις του SOAP2 και του Bowtie, για την ευθυγράμμιση 24, 163, 065
πραγματικών short reads μήκους 76 bp σε ολόκληρη την ακολουθία του αν-
θρώπινου γονιδιώματος homo sapiens, δομή 37.2, που λάβαμε από την NCBI.
΄Οπως φαίνεται από τα αποτελέσματα του Πίνακα 3.4, το SOAP2 ήταν σε θέση
να ολοκληρώσει την εργασία ελαφρώς ταχύτερα από ότι το REAL, ενώ το
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Πίνακας3.4 Ευθυγράμμιση 24, 163, 065 short reads μήκους 76 bp σε ολόκληρη
την ακολουθία του ανθρώπινου γονιδιώματος

Πρόγραμμα Συνολικός χρόνος Επιτυχείς ευθυγραμμίσεις
Ευρετηριοποίηση Ευθυγράμμιση

SOAP2 1h59m07s 1h52m20s 12,664,760
REAL -q 0 0m00s 4h07m48s 11,813,271
Bowtie 3h30m00s 1h57m40s 10,789,260
REAL -q 1 0m00s 4h21m38s 11,738,732

Σε όλα τα προγράμματα χρησιμοποιήθηκε seed μήκους 48 bp, με το πολύ 2 αναντι-
στοιχίες στο seed, και αναφέρθηκαν μόνο οι καλύτερες επιτυχείς ευθυγραμμίσεις.

Bowtie ήταν πολύ πιο αργό. Το SOAP2 τελείωσε σε 3 ώρες 51 λεπτά και
27 δευτερόλεπτα, το REAL -q 0 σε 4 ώρες 7 λεπτά και 48 δευτερόλεπτα, το
REAL -q 1 σε 4 ώρες 21 λεπτά και 38 δευτερόλεπτα, και το Bowtie σε 5 ώρες
27 λεπτά και 40 δευτερόλεπτα. ΄Οσον αφορά την ευαισθησία, με αυτό το σύνολο
δεδομένων, το SOAP2 ήταν πιο ευαίσθητο από ότι το REAL, ενώ το Bowtie
ήταν σημαντικά λιγότερο ευαίσθητο. Ωστόσο, στην περίπτωση αυτή, δεν ήμα-
σταν σε θέση να μετρήσουμε την ακρίβεια του κάθε προγράμματος, λόγω του
γεγονότος ότι δεν ήμασταν ενήμεροι για τις θέσεις από τις οποίες αντλήθηκαν
τα short reads.

Είναι γνωστό ότι το SOAP2 έχει τεχνικές δυσκολίες για να χειριστεί short
reads μικρότερου μήκους από 35bp, με αποτέλεσμα την κακή ακρίβεια [25] και
τη φτωχή ευαισθησία [14]. Για να το επιβεβαιώσουμε αυτό, ευθυγραμμίσαμε
31.116.663 πραγματικά short reads μήκους 25 bp, τα οποία λάβαμε από πει-
ράματα RNA-Seq [34], και 3.619.970 πραγματικά short reads μήκους 35 bp, τα
οποία λάβαμε επίσης από πειράματα RNA-Seq [19], σε ολόκληρη την ακολουθία
του γονιδιώματος του ποντικού, mus musculus, δομή 37.2, που λάβαμε από
το NCBI. Από τα αποτελέσματα που καταδεικνύονται στον Πίνακα 3.5, είναι
φανερό ότι το SOAP2 δεν αποδίδει καλά, από άποψης ευαισθησίας, σε short
reads μήκους μικρότερου από 35bp. Ωστόσο, δεδομένου ότι τα δεδομένα είναι
πραγματικά, πιστεύουμε ότι τα προγράμματα ευθυγράμμισης πρέπει να μπορούν
να τα χειριστούν, ανεξάρτητα από το γεγονός ότι το μήκος των short reads,
που παράγονται από τις τεχνολογίες επόμενης γενιάς, τείνει να αυξάνεται αντί
να μειώνεται.
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Πίνακας3.5 Ευθυγράμμιση31.116.663 short reads μήκους 25 bp και3.619.970
short reads μήκους 35 bp σε ολόκληρη την ακολουθία του γονιδιώματος του ποντικού

Πρόγραμμα Επιτυχείς ευθυγραμμίσεις Επιτυχείς ευθυγραμμίσεις
(25 bp) (35 bp)

SOAP2 11,326,042 1,766,474
REAL -q 0 14,219,094 1,732,507

Και στα δύο προγράμματα χρησιμοποιήθηκε seed μήκους 25 bp για τα short reads

μήκους 25 bp, seed μήκους 32 bp για τα short reads μήκους 35 bp με το πολύ 2 αναν-
τιστοιχίες στο seed, και αναφέρθηκαν μόνο οι καλύτερες επιτυχείς ευθυγραμμίσεις.
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Το υλικό που παρουσιάζουμε σε αυτό το κεφάλαιο έχει δημοσιευτεί στο [12].

Tomáš Flouri, Costas S. Iliopoulos, Solon P. Pissis, and German Tischler.
Mapping short reads to a genomic sequence with circular structure. Interna-
tional Journal of Systems Biology and Biomedical Technologies, 1(1):26–34,
2012

Σε αντίθεση με το γραμμικό DNA των σπονδυλωτών, σε στελέχη ή είδη
βακτηρίων η κυκλική οργάνωση χρωμοσωμάτων ή πλασμιδίων, είναι η πιο κοινή.
Μέχρι το τέλος της δεκαετίας του 1980, όταν η τεχνολογία για την εξέταση
χρωμοσωμάτων και πλασμιδίων βελτιώθηκε, όλα τα βακτήρια πιστευόταν ότι
έχουν ένα μόνο κυκλικό χρωμόσωμα [6]. Στην πραγματικότητα, δεν έχουν όλα
τα βακτήρια ένα μόνο κυκλικό χρωμόσωμα. Κάποια βακτήρια έχουν πολλαπλά
κυκλικά χρωμοσώματα [50, 51, 52, 53], και πολλά βακτήρια έχουν γραμμικά
χρωμοσώματα και γραμμικά πλασμίδια [55]. Τα βακτηριακά γονιδιώματα κυμα-
ίνονται σε μέγεθος από περίπου 160,000 bp έως 12,200,000 bp, ανάλογα με τον
τύπο [35].

Σε αυτό το κεφάλαιο, καθώς τα περισσότερα από τα βακτηριακά χρωμοσώμα-
τα περιέχουν ένα κυκλικό μακρομόριο του DNA, παρουσιάζουμε το cREAL, μια
απλή επέκταση του REAL (βλ. Κεφάλαιο 3), που έχει σχεδιαστεί ειδικά για την
ευθυγράμμιση εκατομμυρίων μικρών καταγραφών σε ένα γονιδίωμα με κυκλική
δομή. Συγκεκριμένα, ορίζουμε το πρόβλημα ως πρόβλημα κυκλικής αντιστο-
ίχισης μοτίβων, το υποβαθμίζουμε σε ένα πρόβλημα αντιστοίχισης κλασικών
μοτίβων, και κάνουμε χρήση του REAL, για να ευθυγραμμίσουμε αποτελεσμα-
τικά τα δεδομένα σε μια ακολουθία αναφοράς.

Συμβολίζουμε τα παραγόμενα short reads με το σύνολο {p1, p2, . . . , pr},
συνήθως r > 106, και τα αποκαλούμε μοτίβα. Το μήκος m κάθε μοτίβου,
που παράγεται από το σύστημα Solexa της Illumina, έχει επί του παρόντος συ-
νήθως μήκος μεταξύ 25 και 150 bp. Ορίζουμε την κυκλική ακολουθία αναφοράς
μήκους n, συνήθως n > 106, με C(t), και το αποκαλούμε κυκλικό κείμενο.

Ορίζουμε το πρόβλημα της ευθυγράμμιση εκατομμυρίων short reads σε ένα
γονιδίωμα αναφοράς με κυκλική δομή, ως εξής.

Πρόβλημα (Κυκλική αντιστοίχιση short reads)

Βρείτε κατά πόσο το μοτίβο pi = pi[0 . .m − 1], για κάθε 1 ≤ i ≤ r, όπου
pi ∈ Σ+, Σ = {A,C,G,T}, εμφανίζεται, με το πολύ, k-αναντιστοιχίες, στο
κυκλικό κείμενο C(t) μήκους n, όπου C(t) ∈ Σ+.

4.1 Αλγόριθμος

Η περιγραφή του προτεινόμενου αλγορίθμου για την επίλυση του Προβλήμα-
τος 2 είναι η ακόλουθη:
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(i) Ευθυγράμμιση του κυκλικού κειμένου
Η βασική ιδέα είναι να βρούμε πρώτα έναν τρόπο για να μετατρέψουμε το

κυκλικό κείμενο C(t) σε ένα( γραμμικό) κείμενο t′, το οποίο είναι ισοδύναμο με
το κυκλικό, υποβαθμίζοντας έτσι το πρόβλημα σε ένα κλασικό πρόβλημα αντι-
στοίχισης μοτίβων, όπου πρέπει να βρούμε όλες τις εμφανίσεις ενός δεδομένου
μοτίβου p στο κείμενο t′, με το πολύ k-αναντιστοιχίες.

Αυτό επιτυγχάνεται με τη διάσπαση, αρχικά, του C(t) σε ένα αυθαίρετο ση-
μείο κατά μήκος της ακολουθίας. Το αποτέλεσμα αυτής της διαδικασίας είναι
μια συμβολοσειρά t = t[0 . . n− 1] με δύο άκρα: η αριστερότερη θέση, που είναι
η έναρξη της συμβολοσειράς, και η δεξιότερη θέση, η οποία είναι το τέλος της
συμβολοσειράς. Η συμβολοσειρά t που προκύπτει δεν είναι ακόμη ισοδύναμη με
την αρχική συμβολοσειρά, δεδομένου ότι υπάρχει μια πιθανότητα να εμφανίζον-
ται μερικά από τα μοτίβα στο σημείο όπου το C(t) χωρίστηκε. Για να κάνουμε
τη συμβολοσειρά t ισοδύναμη με το κυκλικό κείμενο C(t), αντιγράφουμε το
πρόθεμα μήκους m− 1 του t, δηλαδή το t[0 . .m − 2], και το τοποθετούμε ως
κατάληξη, με αποτέλεσμα μια νέα συμβολοσειρά t′ = t[0 . . n]t[0 . . m−2], η οπο-
ία είναι ισοδύναμη με το C(t). Υποβαθμίσαμε τώρα το πρόβλημα στο να βρούμε
αν το μοτίβο pi, για κάθε 1 ≤ i ≤ r, εμφανίζεται στο t′ = t′[0 . . n+m− 2], με
το πολύ k-αναντιστοιχίες.

Παράδειγμα

Το κυκλικό κείμενο C(t), που φαίνεται στην Σχήμα 4.1, απεικονίζει αυ-
τή τη διαδικασία. Η συμβολοσειρά που παράγεται από τη διάσπαση του
C(t) στο σημείο που η κεφαλή του βέλους αγγίζει το οβάλ βέλος, είναι
t = TGCACATGGTGCGTACCTTG. Ας υποθέσουμε ότι έχουμε ένα μοτίβο p =
TGTGC. Παρατηρούμε ότι υπάρχει μια εμφάνιση του p σε C(t), αλλά δεν
υπάρχει εμφάνιση του p στη γραμμική μορφή της C(t), λόγω του ότι το
μοτίβο εμφανίζεται κατά το μήκος της διάσπασης. Μια γραμμική συμβολο-
σειρά, η οποία καλύπτει όλες τις πιθανές υποσυμβολοσειρές με μια δεδομένη
διάσπαση, για μοτίβα μήκους m = 5, μπορεί να ληφθεί με την αντιγραφή
των πρώτων m− 1 γραμμάτων, δηλαδή του προθέματος t[0 . . 3] = TGCA, και
την προσάρτηση του στο τέλος της συμβολοσειράς t. Το αποτέλεσμα αυτής
της διαδικασίας είναι μια συμβολοσειρά t′ = TGCACATGGTGCGTACCTTGTGCA,
η οποία καλύπτει κάθε πιθανή θέση εμφάνισης γύρω από το C(t).

(ii) Ευθυγράμμιση
Με το REAL (βλ. Κεφάλαιο 3) ψάχνουμε για τα μοτίβα στο t′.

Ανάλυση πολυπλοκότητας Το Βήμα( i) μπορεί να εκτελεστεί σε χρόνο
Θ(m). Το Βήμα( ii) μπορεί να εκτελεστεί σε χρόνο O(

(

q
q−k

)

(n+ r log n)) (βλ.
Κεφάλαιο 3).
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Σχήμα4.1 Κυκλικό κείμενο C(t). Το σημείο που η κεφαλή του βέλους αγγίζει
το οβάλ βέλος είναι το σημείο που διασπάστηκε η συμβολοσειρά. Για να ψάξουμε
για ένα μοτίβο p μήκους m σε αυτό το κυκλικό κείμενο, τα πρώτα m − 1 γράμματα
της συμβολοσειράς λαμβάνονται από το σημείο όπου ξεκινά η διάσπαση στο t[0], και
προστίθενται στο τέλος t[n− 1].

Ως εκ τούτου, συνολικά, ο προτεινόμενος αλγόριθμος χρειάζεται χρόνο
O(

(

q
q−k

)

(n + r log n)).

Ο χώρος που απαιτείται είναι Θ(
(

q
q−k

)

n).

4.2 Πειραματικά αποτελέσματα

Το cREAL, η απλή επέκταση του REAL, υλοποιήθηκε από τους ερευνητές
σε γλώσσα προγραμματισμού Perl, και αναπτύχθηκε σε λειτουργικό σύστημα
GNU/Linux.

Τα πειράματα διεξήχθησαν σε έναν επιτραπέζιο υπολογιστή,χ ρησιμοποι-
ώντας έναν ενιαίο πυρήνα 2.40GHz Intel Xeon E7340 CPU και8 GB κύριας
μνήμης, με λειτουργικό σύστημα GNU/Linux. Το cREAL διανέμεται υπό την
άδεια GNU General Public License (GPL). Η εφαρμογή είναι διαθέσιμη στον
διαδικτυακό τόπο [41], ο οποίος έχει δημιουργηθεί για τη διατήρηση του πηγαίου
κώδικα και του οδηγού χρήσης.

Για την αξιολόγηση της επίδοσης του cREAL, συγκρίναμε την επίδοση του
με την αντίστοιχη επίδοσης του SOAP2 (v2.20) και του Bowtie (v0.2.17), τα ο-
ποία είναι, μέχρι σήμερα, δύο από τα πιο δημοφιλή προγράμματα ευθυγράμμισης
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short reads. Σε κάθε περίπτωση, έγινε προσπάθεια τα προγράμματα να λειτουρ-
γούν με όσο το δυνατόν πιο παρόμοιο τρόπο, έτσι ώστε η σύγκριση απόδοσης,
ευαισθησίας και ακρίβειας να είναι δίκαιη. ΄Ετσι, στα SOAP2 και Bowtie δόθηκε
πάντοτε ο τροποποιητής -l <INT>, για να προσαρμόζει το μήκος του seed ώστε
να είναι ίσο με εκείνο του cREAL. Τα προγράμματα ρυθμίστηκαν ώστε να ανα-
φέρουν μόνο τις καλύτερες–μη επαναλαμβανόμενες–επιτυχείς ευθυγραμμίσεις,
διαφορετικά τα αναφερόμενα αποτελέσματα του SOAP2 θα επιλέγονταν τυχα-
ία μεταξύ ίσων αποτελεσμάτων. Στο SOAP2, αυτό επιτεύχθηκε με τη χρήση
των τροποποιητών -M 4 -r 0, και στο Bowtie με τη χρήση του τροποποιητή
–best. Επιπλέον, δεδομένου ότι το Bowtie κάνει χρήση της αντίστοιχης βαθ-
μολογίας ποιότητας της κάθε βάσης( FASTQ, ) ενώ το SOAP2 όχι( FASTA),
δύο εκδόσεις του cREAL χρησιμοποιήθηκαν: μια με τον τροποποιητή-q 0, που
αγνοεί τη βαθμολογία ποιότητας, και μια με τον τροποποιητή -q 1, που τη
χρησιμοποιεί.

Ως γονιδίωμα αναφοράς, χρησιμοποιήσαμε το μοναδικό κυκλικό χρωμόσωμα
του Bradyrhizobium Japonicum (9, 105, 828 bp), που λάβαμε από το [21]. Τα
short reads λήφθησαν με προσομοίωση 9, 105, 777 short reads μήκους 52 bp
από την ίδια ακολουθία. ΄Οπως φαίνεται από τα αποτελέσματα του Πίνακα 4.1,
το cREAL και το SOAP2 ήταν σε θέση να ολοκληρώσουν την εργασία πολύ
γρηγορότερα από το Bowtie. Το SOAP2 τελείωσε σε 5 λεπτά και 12 δευτε-
ρόλεπτα, το cREAL -q 0 τελείωσε σε 5 λεπτά και 25 δευτερόλεπτα, το cREAL
-q 1 τελείωσε σε 6 λεπτά και 15 δευτερόλεπτα, ενώ το Bowtie σε 10 λεπτά και
15 δευτερόλεπτα. ΄Οσον αφορά στην ευαισθησία, με αυτό το σύνολο δεδομένων,
το cREAL ήταν ελαφρώς πιο ευαίσθητο από το SOAP2 και το Bowtie. Λόγω
του γεγονότος ότι τα δεδομένα προσομοιώθηκαν, και ως εκ τούτου, ήμασταν
σε θέση να γνωρίζουμε τις ακριβείς θέσεις από τις οποίες προήλθαν, μετρήσαμε
την ακρίβεια του κάθε προγράμματος, ελέγχοντας αν τα δεδομένα είχαν ευθυ-
γραμμιστεί στις ίδιες ακριβώς θέσεις. ΄Οπως φαίνεται από τα αποτελέσματα του
Πίνακα 4.1, με αυτό το σύνολο δεδομένων, το cREAL και το SOAP2 είχαν
ακρίβεια 99,99%, ενώ το Bowtie είχε ακρίβεια 98,78%.

Παρόμοια αποτελέσματα ελήφθησαν στους Πίνακες 4.2–4.4. Στον Πίνα-
κα 4.2, για την ευθυγράμμιση 3, 294, 805 προσομοιωμένων short reads μήκους
64 bp στο 16Μ γονιδίωμα του brucella melitensis, που λήφθηκε από το [18], το
οποίο αποτελείται από δύο κυκλικά χρωμοσώματα( 2, 124, 241 bp και 1, 162, 204
bp). Στον Πίνακα 4.3, για την ευθυγράμμιση 6, 264, 333 προσομοιωμένων
short reads μήκους 72 bp στο μοναδικό κυκλικό χρωμόσωμα του pseudomonas
aeruginosa PAO1 (6, 264, 403 bp), που λήφθηκε από [49]. Στον Πίνακα 4.4, για
την ευθυγράμμιση 2, 475, 055 προσομοιωμένων δεδομένων ενός αποτελέσματος
μήκους 64 bp στο μοναδικό κυκλικό χρωμόσωμα του Xylella Fastidiosa M12
(2, 475, 130 bp), που λήφθηκε από [5].

Ως τελευταίο πείραμα, συγκρίναμε την επίδοση του cREAL με την αντίστοι-
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Πίνακας4.1 Ευθυγράμμιση 9, 105, 777 short reads μήκους 52 bp στο γονιδίωμα
Bradyrhizobium Japonicum

Πρόγραμμα Συνολικός χρόνος Επιτυχείς ευθυγραμμίσεις Ακρίβεια
Ευρετηριοποίηση Ευθυγράμμιση

SOAP2 0m21s 4m51s 8,746,116 99,99%
cREAL -q 0 0m00s 5m25s 8,747,172 99,99%
Bowtie 0m15s 10m00s 8,248,842 98,78%
cREAL -q 1 0m00s 6m15s 8,747,233 99,99%

Σε όλα τα προγράμματα χρησιμοποιήθηκε seed μήκους 32 bp, με το πολύ 2 αναντι-
στοιχίες στο seed, και αναφέρθηκαν μόνο οι καλύτερες επιτυχείς ευθυγραμμίσεις.

Πίνακας4.2 Ευθυγράμμιση 3, 294, 805 short reads μήκους 64 bp στο γονιδίωμα
Brucella melitensis 16M

Πρόγραμμα Συνολικός χρόνος Επιτυχείς ευθυγραμμίσεις Ακρίβεια
Ευρετηριοποίηση Ευθυγράμμιση

SOAP2 0m17s 1m26s 3,214,557 99,99%
cREAL -q 0 0m00s 2m10s 3,214,472 99,99%
Bowtie 0m05s 2m56s 2,962,644 99,26%
cREAL -q 1 0m00s 2m31s 3,214,485 99,99%

Σε όλα τα προγράμματα χρησιμοποιήθηκε seed μήκους 32 bp, με το πολύ 2 αναντι-
στοιχίες στο seed, και αναφέρθηκαν μόνο οι καλύτερες επιτυχείς ευθυγραμμίσεις.

Πίνακας4.3 Ευθυγράμμιση 6, 264, 333 short reads μήκους 72 bp στο γονιδίωμα
Pseudomonas aeruginosa PAO1

Πρόγραμμα Συνολικός χρόνος Επιτυχείς ευθυγραμμίσεις Ακρίβεια
Ευρετηριοποίηση Ευθυγράμμιση

SOAP2 0m19s 3m36s 6,035,526 99,99%
cREAL -q 0 0m00s 3m17s 6,037,765 99,99%
Bowtie 0m10s 7m46s 4,896,047 99,24%
cREAL -q 1 0m00s 4m17s 6,037,765 99,99%

Σε όλα τα προγράμματα χρησιμοποιήθηκε seed μήκους 32 bp, με το πολύ 2 αναντι-
στοιχίες στο seed, και αναφέρθηκαν μόνο οι καλύτερες επιτυχείς ευθυγραμμίσεις.
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Πίνακας4.4 Ευθυγράμμιση 2, 475, 055 short reads μήκους 76 bp στο γονιδίωμα
Xylella fastidiosa M12

Πρόγραμμα Συνολικός χρόνος Επιτυχείς ευθυγραμμίσεις Ακρίβεια
Ευρετηριοποίηση Ευθυγράμμιση

SOAP2 0m15s 1m14s 2,255,798 99,99%
cREAL -q 0 0m00s 1m13s 2,257,124 99,99%
Bowtie 0m04s 2m45s 1,918,988 96,53%
cREAL -q 1 0m00s 1m50s 2,257,117 99,99%

Σε όλα τα προγράμματα χρησιμοποιήθηκε seed μήκους 32 bp, με το πολύ 2 αναντι-
στοιχίες στο seed, και αναφέρθηκαν μόνο οι καλύτερες επιτυχείς ευθυγραμμίσεις.

Πίνακας4.5 Ευθυγράμμιση 5, 288, 154 short reads μήκους 36 bp στο γονιδίωμα
Escherichia Coli

Πρόγραμμα Συνολικός χρόνος Επιτυχείς ευθυγραμμίσεις
Ευρετηριοποίηση Ευθυγράμμιση

SOAP2 0m18s 2m14s 3,532,761
cREAL -q 0 0m00s 2m30s 3,255,228
Bowtie 0m07s 6m20s 3,646,029
cREAL -q 1 0m00s 2m48s 3,255,266

Σε όλα τα προγράμματα χρησιμοποιήθηκε seed μήκους 32 bp, με το πολύ 2 αναντι-
στοιχίες στο seed, και αναφέρθηκαν μόνο οι καλύτερες επιτυχείς ευθυγραμμίσεις.

χη επίδοση των SOAP2 και Bowtie, για την ευθυγράμμιση 5, 288, 154 πραγμα-
τικών short reads μήκους 36 bp, που λήφθησαν από το European Nucleotide
Archive [10], στο μοναδικό κυκλικό χρωμόσωμα του Escherichia Coli str. K-
12 substr. MG1655, που λήφθηκε από την GenBank [15]. Στα αποτελέσματα
του Πίνακα 4.5, δεν παρατηρήθηκε καμιά διαφορά όσον αφορά στην αποτελε-
σματικότητα, ενώ με αυτό το σύνολο δεδομένων, το Bowtie ήταν ελαφρώς πιο
ευαίσθητο από το cREAL και το SOAP2. Ωστόσο, στην περίπτωση αυτή, δεν
ήμασταν σε θέση να μετρήσουμε την ακρίβεια του κάθε προγράμματος, λόγω
του γεγονότος ότι δεν ήμασταν ενήμεροι για τις θέσεις από τις οποίες αντλήθη-
καν τα short reads.
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Η παραγωγή μεγάλων ποσοτήτων γενετικών δεδομένων, με τη μορφή μι-
κρών ακολουθιών, των short reads, από στενά συσχετιζόμενα είδη ή οργανι-
σμούς του ιδίου είδους, είναι ο κινητήριος μοχλός για την εφαρμογή που είναι
γνωστή ως επαναπροσδιορισμός αλληλουχίας (re-sequencing).

Σε αυτήν τη Διπλωματική Εργασία έχουμε παρουσιάσει το REAL, ένα α-
ποτελεσματικό, ευαίσθητο και ακριβές πρόγραμμα αντιστοίχισης μικρών ακο-
λουθιών για την ευθυγράμμιση εκατομμυρίων short reads σε ένα γονιδίωμα
αναφοράς. Βασίζεται σε ένα νέο, σχετικά, αλγόριθμο, διαφορετικό από όσους
χρησιμοποιούνταν μέχρι τώρα.

Μετά από μια σειρά πειραμάτων έχουμε δείξει ότι μπορεί να ανταγωνιστεί,
ή ακόμη και να ξεπεράσει, τα τρέχοντα δημοφιλή προγράμματα ευθυγράμμισης
short reads, όπως το Bowtie και το SOAP2, όσον αφορά στην αποτελεσμα-
τικότητα, την ευαισθησία, και την ακρίβεια. Τα δύο κύρια πλεονεκτήματα του
REAL, σε σχέση με τα πιο δημοφιλή προγράμματα, είναι τα εξής: Οι επιδόσεις
του—σε ότι αφορά στην ευαισθησία και την ακρίβεια—είναι συνεπείς και ανε-
ξάρτητες από το μήκος των short reads. Επίσης, ενώ μπορεί να ανταγωνιστεί,
ή ακόμη και να ξεπεράσει, τρέχοντα δημοφιλή προγράμματα από την άποψη της
αποτελεσματικότητας με μεγάλα γονιδιώματα ως είσοδο, είναι πάντα πιο αποτε-
λεσματικό με τα μικρά. Το κύριο μειονέκτημα του REAL είναι ότι δε δημιουργεί
ένα μόνιμο ευρετήριο του γονιδιώματος αναφοράς, το οποίο θα μπορούσε να επα-
ναχρησιμοποιηθεί σε διαδοχικές λειτουργίες ευθυγράμμισης—ειδικά για μεγάλα
γονιδιώματα.

Επιπλέον, έχουμε παρουσιάσει το cREAL, μια απλή επέκταση του REAL,
η οποία έχει σχεδιαστεί ειδικά για την ευθυγράμμιση των εκατομμυρίων short
reads σε ένα γονιδίωμα με κυκλική δομή,π. χ. στέλεχος ή είδη βακτηρίων με
κυκλική οργάνωση των χρωμοσωμάτων ή πλασμιδίων τους.



Bibliography

[1] S. F. Altschul, W. Gish, W. Miller, E. W. Myers, and D. J. Lip-
man. Basic Local Alignment Search Tool. Journal of Molecular Biology,
215(3):403–410, 1990.

[2] Pavlos Antoniou, Jackie W. Daykin, Costas S. Iliopoulos, Derrick
Kourie, Laurent Mouchard, and Solon P. Pissis. Mapping uniquely oc-
curring short sequences derived from high throughput technologies to a
reference genome. In E.C. Kyriakou, C.P. Loizou, C.S. Christodoulou,
P.D. Bamidis, V. Promponas, Y. Poirazi, C.N. Schizas, and C.S. Pat-
tichis, editors, Proceedings of the ninth IEEE International Confer-
ence on Information Technology and Applications in Biomedicine (ITAB
2009), Cyprus, 2009.

[3] Pavlos Antoniou, Costas S. Iliopoulos, Laurent Mouchard, and Solon P.
Pissis. A fast and efficient algorithm for mapping short sequences to a
reference genome. In Hamid R. Arabnia, editor, Advances in Computa-
tional Biology, volume 680 of Advances in Experimental Medicine and
Biology, pages 399–403. Springer, 2011.

[4] M. Burrows and D. J. Wheeler. A block-sorting lossless data compression
algorithm. Technical Report SRC-RR-124, Standord Univeristy, 1994.

[5] J. Chen, G. Xie, S. Han, O. Chertkov, D. Sims, and E. L. Civerolo.
Whole Genome Sequences of Two Xylella fastidiosa Strains (M12 and
M23) Causing Almond Leaf Scorch Disease in California. Journal of
Bacteriology, 192(17):4534, 2010.

[6] S. T. Colem and I. Saint-Girons. Bacterial genomes - all shapes and
sizes. Organization of the prokaryotic genome, 291:35–62, 1999.

[7] Thomas H. Cormen, Charles E. Leiserson, Ronald L. Rivest, and Clifford
Stein. Introduction to Algorithms, Second Edition. The MIT Press, 2001.

45



46 BIBLIOGRAPHY

[8] A. Cox. ELAND: Efficient local alignment of nucleotide data. (unpub-
lished), 2005.

[9] M. Crochemore, C. Hancart, and T. Lecroq. Algorithms on Strings.
Cambridge University Press, USA, 2007.

[10] European Nucleotide Archive (ENA). http://www.ebi.ac.uk/ena/
data/view/, August 2011.

[11] P. Ferragina and G. Manzini. Opportunistic data structures with appli-
cations. In IEEE, editor, Proceedings of the fourty-first annual Sympo-
sium on Foundations of Computer Science (FOCS 2000), pages 390–398,
USA, 2000. IEEE Computer Society.
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