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Znaczenie sekwencjonowania

Stephens, Zachary D., et al. "Big data: astronomical or genomical?."PLoS Biology 13.7 (2015):
e1002195.



Sekwencjonowanie DNA trzeciej generacji



Sekwencjonowanie nanoporowe (I)

▶ sekwnecjonowanie nanoporowe polega na przejściu
pojedyńczej nici DNA przez bardzo mały otwór nazywany
nanoporem

▶ podczas przejścia nici DNA prąd na nanoporze zmienia
swoją wartość w zależnośći od nukleotydów zajmujących
nanopor

▶ zmiany wartości prądu są segmentowane w dyskretne
zdarzenia tworząc serie dyskretnych wartośći prądu na
nanoporze

▶ dyskretne wartośći przetwarzane są w procesie basecallingu
w wynikowe sekwencje DNA stanowiące odczyty DNA



Sekwencjonowanie nanoporowe (II)

https://en.wikipedia.org/wiki/Nanopore_sequencing



Proces basecallingu

▶ Oparty na metodach sztucznej inteligencji
▶ Wejście: ciąg wartości oznaczającej prąd na porach

sekwenatora
▶ Wyjście:

▶ ciąg zrekonstruowanych nukleotydów
▶ ciąg symboli oznaczający jakość odtworzenia pojedyńczego

nukleotydu

▶ Dużo błędów (10% - 30%)



Błędy w odczytach nanoporowych



Proces basecallingu - algorytmy

▶ ukryte modele Markov’a (HMM) z dekodowaniem przy
pomocy algorytmu Viterbi’ego - Metrichor, Nanocall

▶ rekurencyjne sztuczne sieci neuronowe RNN - Deepnano,
BasecRAWller, Nanonet

▶ dwukierunkowy WaveNets - Wavenano
▶ konwolucyjne sztuczne sieci neuronowe CNN - Causalcall,

Chiron
▶ algorytm klasyfikacji czasowej CTC - Causalcall, Chiron



Wykorzystanie długich
odczytów DNA



Asemblacja de novo długich odczytów

▶ algorytm OLC - Overlap-Layout-Consensus
▶ proces kosztowny czasowo i pamięciowo
▶ wiele możliwośći optymalizacji obliczeń, np. fazy Overlap
▶ wyniki asemblacji de novo długich odczytów typowo

dłuższe niż sekwencje wynikowe asemblacji de novo
krótkich odczytów

▶ sekwencje wynikowe asemblacji de novo długich odczytów
typowo zawierają więcej błędów niż wyniki asemblacji de
novo krótkich odczytów DNA



Hybrydowa asemblacja de novo (I)

▶ korekcja długich odczytów DNA przez krótkie odczyty
DNA

▶ asemblacja de novo długich, skorygowanych odczytów
DNA

▶ proces korekcji długich odczytów:
▶ czasochłonny
▶ brak korekcji wszystkich błędów, w szczególności długich

ciągów zawierających dużą liczbę błędów

▶ przykładowe aplikacje: Nanopolish, Canu



Hybrydowa asemblacja de novo (II)

▶ asemblacja de novo długich odczytów
▶ wyniki asemblacji de novo długich odczytów korygowane

przez zbiór krótkich odczytów DNA
▶ proces czasochłonny: (I) asemblacje de novo długich

odczytów, (II) korekcja błędów w sekwencjach wynikowych
▶ długość sekwencji wynikowych w głównej mierze zależna

od liczby i długości długich odczytów a jakość sekwencji
wynikowej - od jakośći i liczby krótkich odczytów

▶ przykładowe aplikacje: Canu, POLCA



Hybrydowa asemblacja de novo (III)

▶ zbudowanie grafu de Bruijn’a z krótkich odczytów
▶ rozwiązanie niejednoznaczności za pomocą długich

odczytów zmapowanych na graf de Bruijn’a
▶ wygenerowanie wynikowych sekwencji DNA z grafu de

Bruijn’a
▶ przykładowe aplikacje: ABySS, SPAdes, Velvet



Hybrydowa asemblacja de novo (IV)

▶ asemblacja de novo krótkich odczytów
▶ łączenie wyników asemblacji de novo krótkich odczytów

za pomocą długich odczytów DNA
▶ metoda o wiele wydajniejsza i optymalniejsza czasowo od

wcześniej omówionych
▶ przykładowe aplikacje: dnaasm, ABySS, LINKS,

dnaasm-link



Hybrydowa asemblacja de novo - efekt



Wykrywanie zmian strukturalnych

▶ mapowanie długich odczytów DNA na genom referencyjny
▶ porównanie miejsc mapowań interesujących fragmentów

odczytu DNA na genom referencyjny
▶ im dłuższe odczyty tym lepiej
▶ im mniej błędów w odczytach DNA tym lepiej



Wykrywanie zmian strukturalnych

Mahmoud, Medhat, et al. Structural variant calling: the long and the short of it.
Genome biology 20.1 (2019): 1-14.



Wielkość danych
genomowych



Dane genomowe

▶ genom referencyjny

▶ odczyty DNA (FASTA)



Dane genomowe - człowiek - studium przypadku

▶ sekwencjonowanie Whole Genome Sequencing
▶ pokrycie genomu odczytami: 30x
▶ genom referencyjny: 3 Gbp
▶ długość odczytu: 100 bp
▶ liczba odczytów: 3 Gbp * 30 / 100 bp = 900 000 000
▶ 900 000 000 odczytów po 100 bp
▶ (minimalna - bez identyfikatorów) wielkość pliku z

odczytami (FASTA): 900 000 000 * 100 / 1024 / 1024 /
1024 = 83.8 GB

▶ (minimalna - bez identyfikatorów) wielkość pliku z
odczytami (FASTQ): 83.8 GB * 2 = 167.6 GB



Zadanie

Zaproponuj ile należy przygotować przestrzeni dyskowej na
nieskompresowany plik w formacie FASTQ. Paramerty
sekwencjonowania:
▶ sekwencjonowanie Whole Genome Sequencing
▶ pokrycie genomu odczytami: 50x
▶ genom referencyjny: 500 Mbp
▶ długość odczytu: 100 bp

W szacowaniu pomiń identyfikatory sekwencji oraz linie
oddzielające sekwencje DNA od symboli jakości.



„Naiwna” kompresja sekwencji DNA

▶ sekwencja typowo złożona z czterech symboli - A, C, G, T
▶ do kompresji wystarczą dwa bity na jeden znak, przykład:

▶ A - 00
▶ C - 01
▶ G - 10
▶ T - 11

▶ przewidywany współczynnik kompresji: 4
▶ pojedyńczy nukleotyd - 1 bajt, czyli 8 bitów
▶ po kompresji - pojedyńczy nukleotyd - 2 bity



Dane genomowe - kompresja z mapowaniem odczytów

https://galaxyproject.github.io/training-material/topics/sequence-
analysis/tutorials/mapping/tutorial.html



Dane genomowe - kompresja z assemblingiem de novo i
mapowaniem



Porównanie algorytmów kompresji (I)

Kryukov, Kirill, et al. Śequence Compression Benchmark (SCB) database—A comprehensive evaluation
of reference-free compressors for FASTA-formatted sequences."GigaScience 9.7 (2020): giaa072.



Porównanie algorytmów kompresji (II)

Kryukov, Kirill, et al. Śequence Compression Benchmark (SCB) database—A comprehensive evaluation
of reference-free compressors for FASTA-formatted sequences."GigaScience 9.7 (2020): giaa072.



Porównanie algorytmów kompresji (III)

Kryukov, Kirill, et al. Śequence Compression Benchmark (SCB) database—A comprehensive evaluation
of reference-free compressors for FASTA-formatted sequences."GigaScience 9.7 (2020): giaa072.
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