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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Genomika - analiza genotypu organizméw

>
>
>
>

poznanie sekwencji materiatu genetycznego
mapowanie genomu (znajdowanie pozycji markeréw)
zaleznosci i interakcje wewnatrz genomu
ewolucja genéw i genoméw
» zmienno$¢ miedzyosobnicza genoméw
Genotyp informacja genetyczna danego osobnika, najczesciej tancuch

lub zbiér fancuchéw DNA (od 3500 par zasad u wiruséw do 3 * 10!
bp u ameby)

Genom podstawowy materiat genetyczny (DNA jadrowy u eukariotéw,
3% 10° u cztowieka)
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Poznawanie sekwencji genomow - historia

>
>
>
>
>
| 2

fag ®174, 5400 bp - 1977r

wirus, 170kbp - 1984r

bakteria, 1,8Mbp - 1995r

drozdze, 12Mbp - 1996r

ludzki, 3.3Gbp - 2004r (start w 1990r)

obecnie 388790 genoméw!: archea (3856), bakterie (341318),
eukariotyczne (33844), wirusy (9772)

Planuje sie, ze koszt odczytu genomu cztowieka spadnie do 100$ (w
2025 jest to 300$) W 2015 przewidywano, ze do 2025 roku bedzie
odczytanych pomiedzy 100 Min a 2 MId sekwencji cztowieka. Jest ok.
10 Mlin.

'GOLD (Genomes Online Database), http://genomesonlinesorg/
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Human cytomegalovirus - 229 kbp Mouse - 2.6 Gbp Genome 10K ver
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Yeast - 76 bp (partial tRNA) 0.58 Mbp 120 Mbp 2.3 Gbp 3.1 Gbp
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie DNA - proces ustalania kolejnosci nukleotydéw two-
rzacych czasteczke DNA. J

» sekwencja pierwszorzedowa - ni¢ DNA jest reprezentowana
przez napis

» mapa fizyczna

(.3AATT
5,000003,

Proces sktada sig z:

1. odczyt sekwencji fragmentéw
2. skfadanie (asemblacja)
3. wykanczanie
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Sekwenatory

Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie DNA - proces
tworzacych czasteczke DNA.

.
‘01590 1995 2000 2005 2010 2015 2020
B oecQnomy 20 sanuary 2018 [SXOXC]

Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

ustalania kolejnosci nukleotydéw

Decreasing Genome Sequencing Costs

$100,000,000

Cost of Whole Genome
~® 7 Sequencing (5)
$10,000,000

$1,000,000

$100,000
Genome

Utima Genomics
$10,000 announced UGI00
luming announced
NovaSeaX Series

llumina releosed
$1,000 HiSeaX Ten N
°§:
$100
2000 2005 2000 2015 2020 2022
igenomize ‘Source: Notional Human Genome Research Institute.

» jeden genom to 360GB odczytéw (FASTQ)

» jeden genom to plik 15GB
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Sekwenatory pierwszej
generacji
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Metoda Sangera (1) - metoda terminacji fafcucha

Jednoniciowe, zdenaturowane DNA
: ,
M atryca D NA Jest 5 Oligonukleotyd + polimeraza DNA , dATP, dGTP, dCTP i dTTP
denaturowana [ l
dodawany jest zna-
kowany  izotopem

Starter, pOI Imeraza Podziat prébki na 4 czesci, do kazdej dodawany jest dideoksyrybonukleotyd

DNA i nUkIeOtydy +ddATP /+ddGTP/ +}ijTP \+ddTTP

(dNTP) _/
V0T
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Metoda Sangera (2)

Analiza fragmentde w zelu

ana

l: |r-.r'-:-1<“' > i ¢
ke el dg rozd2|§’ru fragmentéw
: A" uzywana jest elektroforeza w
- —_1. . zelu poliakrylamidowym
- 1 X » dtugoscé fragmentg
- s - odpowiada specyficznym
—— 1. . dd-nukleotydom
_ — 1. : » sekwencja od 5' do 3’
e — ! syntezowanej nici jest
- e czytana od dotu zelu
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Automatyczne sekwencjonowanie metoda Sangera

» dd-nukleotydy ze znacznikiem fluorescencyjnym
» pojedyncza reakcja i ta sama linia zelu (kapilara)
» sygnat rejestrowany jako chromatogram fluorescencji

3'--GACTTAGATC.....-5'
5'--CTGAA —
polymerase
dNTP —

labeled dANTP

5'--CCGAAT-O
5'--CCGAATC-O

5'--CCGAATCT-O NYYN

5'--CCGAATCTA-@
5'--CCGAATCTAGQ TCTAG
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Automatyczna metoda Sangera (2)

B PR w,»ﬂm]\mf,/7,5 \WMW
s MW\ﬂfim‘,(,‘@}l’w\/\ﬂf\‘ L
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Automatyczna metoda Sangera - sekwencjonowanie
pierwszej generacji

pozwala odczytac sekwencje 2000 bp na reakcje
doktadno$¢ 99.999%

zdominowata sekwencjonowanie na 20 lat

uzyta do wygenerowania sekwencji genomu ludzkiego

vvyVvyyvyy

niska przepustowosc i wysokie koszty

Human Genome Project, 2001, 2.7 MId$
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Sekwencjonowanie drugiej
generacji
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Sekwenatory Sekwenatory

Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Klonalna amplifikacja fragmentéw, emulsyjny PCR

» reaktory: krople w
oleju

» kropla zawiera: kulke,
startery, dNTP,
matryce, polimeraza

» jedna czasteczka
DNA na kulke

» produkty PCR zquane do kulek sa wttaczane do studzienek
reakcyjnych
» stosowana w urzadzeniach: Roche 454, SOLID, lon Torrent
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Sekwenatory

Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Piro-sekwencjonowanie, platforma 454

» przeprowadzana jest
polimeryzacja z
dATP, pdzniej dCTP,
dGTP, dTTP

» sulfurylaza
wychwytuje
pirofosforany (PPi) i
generuje ATP

» lucyferaza generuje
sygnat Swietlny

» sita sygnatu zalezna
od ilodci zuzytego
ATP

P DNA & lucyferyna  oksolucyferyna

TITTTITie ™™
5 3

lucyferaza
polimeraza il

l’ .L PPi ATP sygnat

dNTP U Swietiny
.L APS + sulfurylaza
ATP
dNTP e
sekwencja
G Cs  T=li G __CC

uld

G C T A G Cc il

dodawane nukleotydy

Metody bioinformatyki (MBI) 16/93



Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Platforma Roche 454

pierwszy sekwenator drugiej generacji
poczatek sprzedazy w 2005 r, koniec produkcji w 2016 r
sekwencjonowanie ~~ 10x tansze niz metoda Sangera

vvyyvyy

~ 300x bardziej wydajne
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Klonalna amplifikacja fragmentéw, mostowy PCR, lllumina

Adaptery
\\ﬂ DNA (5g)
Matryca,
dNTP,
polimeraza

fll  Aplifikacja
klastrow

amplifikacja mostowa

» biblioteka losowych fragmentéw z adapterami wigzana dwoma
koncami do powierzchni ptytki

» kazdy klaster powiela jeden fragment
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Sekwencjonowanie metoda Illumina

o R N o
wiaczanie °
4nukleotydow <l B Ol g, E R
znakowanych ® D 4 B ‘BA &
roznymi bar-
wnikami . 5

2 Kamera CCD zbiera obraz i
\/ ~~ archiwizuje w postaci pliku TIFF

Y 1

pukanie ¢

e

1t;|eranle
oo Oprogramowanie "ttumaczy"
\/ \/ obraz na sekwencj¢ nukleotydowg
‘ ‘ cO AO sekwencja géma: CATCGT
TQ G sekwencja dolna: CCCCCC
odiczenie ﬂ % Ji %
barwnika, o ol ™! d I d
plukanie 1 A
\/ thorzem\/
£

yklu e

» do syntezy uzywane usuwalne ddNTP wyznakowane
fluorescencyjnie

» iteracyjnie skanuje si¢ a nastepnie usuwa ddNTP
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Amplifikacja metoda BGI

» do powielania wykorzystuje koliste DNA zawierajace
interesujacy sekwencje

» synteza tworzy dtuga ni¢, ktéra nastepnie jest
wykorzystywana podczas odczytu sekwencji

T Urnknown Sequence
/\Adamen !
Adapter2
Adapter3
Adapter4

Newly Synthesized
Strand

Circular ssDNA
Template
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

[llumina i BGI

» sekwencjonowanie =~ 100x tansze niz Roche 454

» =~ 10x bardziej wydajne

» obecnie (2025) lllumina i BGI dominuje na rynku
Przyktad: Illumine HiSeq
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Sekwencjonowanie trzeciej
generacji
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Pomiar pola elektrycznego w nanoporach

ni¢ DNA » metoda wyko-
rzystywana
: przez Oxford
sequence
nanopor 5 Nanopore
sequence

» dtugie odczyty
» 15% btedéw

membrana

CGGCTTAACC
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Basecalling - poprawa jakosci wynikow

P wejscie - szereg czasowy, prébki pradu
» metoda - analiza prébek dla kilku
sasiednich symboli
» ukryte modele markowa
» sztuczne sieci neuronowe

CGGCTTAACC

> osiagniecia - btad zredukowany do 3%
(Guppy)
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Synteza pojedynczych molekut w czasie rzeczywistym

» reakcja w
nano-komorach

» wyznakowane dNTP
gdy sa przytaczane,
emituja Swiatto

?1
g

|

3

3

g

3

4
§
n“‘«
%%m,‘

» uzywany PacBio

|| Emission
lllumination
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Sekwenatory PacBio i Oxford Nanopore
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Sekwencjonowanie DNA - urzadzenia

nazwa | dtugos¢ odczytu | koszt Mbp | doktadnosé
pierwszej generacji

Sanger \ 2000bp | 24008 | 99.999%
drugiej generacji

Roche 454 500bp 10% 99.9%

[llumina HiSeq 100bp 0.07% 99%

drugiej generacji miniaturowe

llumina, MiSeq | 150bp | 7$ | 99%
trzeciej generacji

PacBio RS 10-100 kbp 10% 85%

Nanopore 50-500 kbp 2% 80%

wzrost 20% rocznie: 4.5mld.$ (2013), 6.6(2016) 9.7(2019), 12(2022) |
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Sekwenatory now:

Sekwenatory Sekwenatory

Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

| generacji

10,000,000,
Illumina
Illumina HiSeq X Ten
lllumina HiSeq 2500
1,000,000 Hi-Seq 2000
Complete @ ABI SOLID
Genomics 5500xIW  llumina
e ABI soLiD_Intelligent 75  HiSeq3000
lumina 5500x Bio-Systems
100,000 [30 X ludzki genom o @ A seq
liumina x 75 Hlomina
a GAl & e NextSeq 500
s ABISOLID 3
= o000 Helicos
5 , Heliscope
=] Polonator
a 100 x ludzki eksom  ABI SOLID G007 lonTorent !umina lon Torrent
5 lonPGM  MiSeq  lon Proton
[=] Roche/454 (400
GS FLX+
2 1,000 (35 O
£ Solexalllumina Pacific Bioscience
2 sequence analyzer RSl
g Oxford Nanopore:
MinlON
100 Roche/d54
454 GS-20 GS Junior
pyrosequencer fiod
10
H L A QS Q2 .l
o o > N N &




Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Techniki sekwencjonowania

» de novo
» hierarchiczne, np biblioteki klonéw
> losowe fragmenty (shotgun whole genome sequencing, WGS)
» resekwencjonowanie - wymagana sekwencja referencyjna
> GRCh38 - genom referencyjny cztowieka, major release (2013)
> GRCh38 v.14 - biezaca wersja genomu (Luty 2022), 434 gaps
» GRCh38 v.13 - biezaca wersja genomu (March 2019), 526 gaps
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/human/data
> udato sie uzyskaé petny genom cztowieka (31.03.2022),
doi:10.1126/science.abj6987

6 7 8 9 10 1 12 13

zrédto: ncbi
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Po co sekwencjonowanie ? analiza wariantéw

sequences I

de novo assembly

FASTQ™\

I ] =n
/ FASTQ

reference

map to reference

e

variant detection

‘/BAM

¥ \ VCF

SNPs

Indels
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Nadmiarowosc.
sekwencjonowania
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Sekwenatory Sekwenatory
Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Odczyt sekwencji metoda shotgun (WGS)

DNA
L ]
fragmenty
s/ M | ——+ . [ | I T =2 5=
2 — —— —
S — = =
Z ——
& odczyty ==
E kontig kontig kontig
2 | ——— | —— | ——
€
o . PE .
< PE
[ —
kontig fizyczny (skafold)
przerwa przerwa
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Sekwenatory Sekwenatory

Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

WGS, nieciagtos¢ wyniku — niepetne pokrycie

G dtugos¢ genomu, L dtugos¢ fragmentu, N liczba fragmentéw
T liczba nukleotydéw wymagana do wykrycia pokrywania

g = Ne~'c 1)
gdzie g - liczba przerw (1988, Lander, Waterman)
0 = T (stosunek dtugoéci sekwencji wyma-
ganej do wykrycia pokrywania do dtugosci
fragmentu)
N c= % (nadmiarowo$¢ pokrycia genomu przez
fragmenty)

cztowiek 3Gbp, fragmenty 100bp, ¢ = 30x,
P(g) ~ 10*, N~ 10°, plik 360GB
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Sekwenatory

Sekwenatory

Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

losowe fragmenty, liczba bibliotek biologicznych

Biblioteki biologiczne: kolekcja fragmentéw DNA
Ndlac=1

YAC, 1Mbp | cosmid, 40kbp | fag A, 15kbp
E.coli 4 100 267
muszka owocowa 130 3250 8667
rzodkiewnik 157 3925 10467
cztowiek 3000 75000 200000
prapfatowiec 130000 3250000 8667000

Ndag<1(0=0)

YAC (1Mbp) cosmid (40kbp) lambda (15kbp)
E.coli 9 (c=2.3) 648 (c= 6.5) 2032 (c= 7.6)
rzodkiewnik 1100 (c=7.0) 41761 (c=10.6) | 122638 (c=11.7)
cztowiek 31028( c=10.3) | 1039036 (c=13.9) | 2981594 (c=14.9)

Metody bioinformatyki (MBI)
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Sekwenatory Sekwenatory

Nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

WGS, iloé¢ odczytow

1 | fag(15k) | E.Coli(4M) | muszka (130M) | cztowiek (3G)
=1 T=9 T=13 T=16 T=18
PacBio 0 0.001 0.002 0.002
Sanger 0.009 0.013 0.016 0.018
454 0.018 0.026 0.032 0.036
llumina 0.090 0.130 0.160 0.180
Ndlag<1
fag(15k) E.Coli(4M) | muszka(130M) | cztowiek(3G)
PacBio 2 (c=1.3) | 3.2k (c=8.1) | 0.15M (c=12.0) | 4.6M (c=15)
Sanger 62 (c=4.1) | 43k (c=10.7) | 1.9M (c=14.4) | 53.4M (c=18)
454 151 (c=5.0) | 91k (c=11.4) | 3.9M (c=15.2) | 111M (c=19)
llumina | 1043 (c=6.9) | 527k (c=13.2) 22M (c=16.9) | 607M (c=20)

FASTQ 360GB

cztowiek 3Gbp, llumina 100bp, coverage 30x, P(g) ~ 107%, N ~ 109,J

Metody bioinformatyki (MBI)
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Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Assemblery DNA
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Asemblery OLC

Asemblery DNA Asemblery DBJ

Algorytmy do sktadania sekwencji (assembly)

Algorytmy (grafowe) przeksztatcajace ciag pod-sekwencji (o losowych
przesunieciach) nazywanych ,,odczytami” na zbiér sekwencji (nazywa-
nych kontigami lub kontigami sekwencyjnymi) i zbiér przerw.

Typowe algorytmy:

» graf pokrycia (overlap-layout-consensus, OLC)
» tzw. graf de Bruijn-a (De Bruijn graph, DBG)

Wyjéciem nie jest to jedna sekwencja (jeden kontig), poniewaz
wystepuja:

» sekwencje powtarzajace sie dtuzsze niz odczyt (OLC) lub rzad
grafu (DBG)

» btedy odczytu, btedy sekwencjonowania
Dostepnych jest ok. 50 asembleréw.

et
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Asemblery OLC

Asemblery DNA Asemblery DBJ

Asemblacja de novo.
Graf pokrycia.
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Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Graf pokrycia (OLC)

» obliczanie podobienstwa (analiza wszystkich par odczytéw)

» konstrukcja grafu (nie wszystkie $ciezki)

» znajdowanie $ciezki Hamiltona w grafie (problem
NP-zupetny), wiec heurystyki

Sciezka Hamiltona- przechodzi przez kazdy wierzchotek grafu do-
ktadnie raz

Ztozonos¢: O(|V|¥), gdzie k - maksymalna iloé¢ krawedzi zwiazanych
z grafem

» nie nadaje sie do NGS (zbyt wolny krok 1)

» préby poprawy: filtr Blooma, algorytm minHash

» lepsze wyniki niz dla DBJ
aplikacje: Celera, Arachne, CAP, PCAP, Newbler, CABOG, Edena,
Shorty



Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Graf pokrycia - budowa grafu

Odezyt 1
[

Odezyt
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Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Graf pokrycia - znajdowanie Sciezek
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Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Graf pokrycia - znajdowanie sekwencji dla Sciezek

1. TAATCT-ATZC

2. ATC-GACTTA

3. CTGACT-ACCG
TAATCTGACTTATC CTCG
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Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Algorytm OLC - przyktad

4 odczyty, kazdy | = 5, brak btedéw odczytu, brane podobiehstwo
z oceng > 2,

-lal/b|c|d
a) AAABA al|- 3|24
b) ABAAB b[-|-14]3
c) BAABA cl-|-|-14
d) AABAB d[-[-[-]-
A B A - - - -
- B A A B - -
- - - B A A B A -
- - - - A A B A

wynik: AAABAABAB
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Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Algorytm zachtanny - jedna z odmian grafu pokrycia

we: R - zbiér odczytéw
wy: C - kontig

r = random(R)
c=1{}
L
¥
C=cC+(r
R=R-(r]
]

r = odczyt z R, ktéry najbardziej ,,zachodzi'" na kontig |

ocena(r,C) > minimum?

aplikacje: SSAKE, SHARCGS, VCAKE
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Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Filtr Blooma - zbiér n elementéw w tablicy m bitéw

Przyktad: m = 12, k = 3:

» wykorzystuje k funkcji skrétu (#, haszujacych) k = [In2x 7|
> moga wystapi¢ btedy FP (false positives)
Przyktad:
Dla genomu G = 3 * 10°, aby zbadaé, czy wystepuje k-mer o
danej dtugoéci (unikalny), n = 3 * 10°, zaktadajac tablice 4GB
(m = 4% 8% 10°) uzyjemy k = 11 funkcji #. Odpowiedz, ze dany
k-mer nie wystepuje w sekwencji po 11 obliczeniach #.
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Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Filtr Blooma - operacje

P inicjacja: wszystkie m komérek maja wartos¢ 0
» dodawanie elem.: k krotnie oblicza #, ustawia odp. bity
Przyktad: m =12, k =3
A

\
[o][][o][o][o][ 1] [o][o][oTT][x][0]

» badanie elementu: k krotnie oblicza #, bada, czy wszystkie
bity majg wartos¢ 1
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Indeks Jaccarda

Indeks Jaccarda - miara podobienstwa miedzy zbiorami |
|AN B|
J(A, B) =
Przyktad:

A={1,3,8,13,51}

B ={1,2,12,13,20,50,52}

AUB ={1,2,3,8,12,13,20,50,51,52}
ANB={1,13}

J(AB) =2
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Indeks Jaccarda, k-spektrum

k-spektrum: reprezentacja sekwencji SoS1...sn — 1 przez
zbior n — k + 1 pod-sekwencji o dtugosci k (k-meréw)
{50--‘5k—1751---5k7'~'75n—k-~5n—1}

Przyktad:

k-spektrum (k=4) dla s = ACTTATCA
{ ACTT, CTTA, TTAT, TATC, ATCA }
dla t = ACTATC

{ ACTA, CTAT, TATC }

J(S 1.') _ [{TATC}|
] [[ACTT,ACTA,ATCA,CTAT,CTTA,TATC, TTAT}|

J(s,t)=1
Obliczanie indeksu Jaccarda jest ztozone obliczeniowo dla
rzeczywistych sekwencji, gdzie n ~ 10° , k ~ 50, wiec zbiory maja
~ 10° elementéw
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algorytm MinHash

Algorytm MinHash, przyblizenie indeksu Jaccarda. Bada niektére ele-
menty zbioréw, jest wydajny obliczeniowo. J

Wykorzystuje m funkcji skrétu (#), najczesciej XOR
Sygnatura *(s) dla napisu s to wektor m liczb catkowitych.

Algorytm obliczania x(s)

1. for kmer € {sy...S5k_1, .-, Sn_k---Sn_1} do
22 forie{0,..,m—1} do

3: w; = min(w;, #;(kmer))
4 end for
5: end for
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algorytm MinHash

b—l

m—

J(s, t) ~ sim(x(s), *(t)) =

o(x b))

1
m i=0

gdzie
)1 dlax=y
d&”_{Odbx#y

Przyktad, m = 3 funkcje skrétu #q, #1, #>, k =4

s = ACTTATCA, *(s) = (1,8,2)
t = ACTATC, *(t) = (2,5,2)
J(s, t) = sim(x(s), *(t)) = ;
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algorytm MinHash - podsumowanie

Algorytm minHash:

» dla kazdego tancucha przechowuje sygnature, wektor m liczb
catkowitych (zamiast k-spektrum)

» wiele funkcji skrétu poprzez funkcje XOR
Doktadnos¢ algorytmu rosnie gdy:

» wiecej funkgji skrétu

» krétsze k (dla k-meréw)
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Asemblacja de novo.
Pod-graf de Bruijna
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Graf de Bruijna

n-wymiarowym grafem de Bruijna dla alfabetu A jest graf
skierowany, ktérego wierzchotki odpowiadaja stowom o dtugosci
n — 1, natomiast krawedzie tacza wierzchotek u = s15,...5,_1
ZV=5..5,_1S, gdzies; € A

Przyktad grafu petnego:
A={A B} n=4

Asemblery wykorzystuja podgraf grafu de Bruijna, ale méwi sie skré-
towo, ze wykorzystuja graf de Bruijna J
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Graf de Bruijna (2)

Aplikacje wykorzystuja podgraf grafu de Bruijna:
» nie wymagaja oceny wszystkich par odczytéw,

» wymagaja wyznaczenia Sciezki Eulera (problem rozwigzywany
wielomianowo).
Sciezka Eulera- przechodzi przez kazda krawedz grafu doktadnie raz

Ztozono$¢: algorytm Fleury'ego, O(|E|?), alg. Hierholzer'a O(|E|)
aplikacje?: Euler, Velvet, ABySS, AllPaths, SOAPdenovo

2J.Miller and oth, Assembly algorithms for next-generation sequencing data
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Asemblacja w pod-grafie de Bruijn

Nie musimy liczy¢ podobienstwa (nie analizujemy wszystkich par
odczytéw!), tworzenie grafu ma ztozono$¢ O(N).

Przyktad: odczyty: AAABB, ABAAB, AABBB, BAABA, k =4
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Asemblacja w pod-grafie de Bruijn

Nie musimy liczy¢ podobienstwa (nie analizujemy wszystkich par
odczytéw!), tworzenie grafu ma ztozono$¢ O(N).

Przyktad: odczyty: AAABB, ABAAB, AABBB, BAABA, k =4

AAA AAB

AAABB: AAAB
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Asemblacja w pod-grafie de Bruijn

Nie musimy liczy¢ podobienstwa (nie analizujemy wszystkich par
odczytéw!), tworzenie grafu ma ztozono$¢ O(N).

Przyktad: odczyty: AAABB, ABAAB, AABBB, BAABA, k =4

(o )-(o)(2)

AAABB: AAAB, AABB
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Asemblacja w pod-grafie de Bruijn

Nie musimy liczy¢ podobienstwa (nie analizujemy wszystkich par
odczytéw!), tworzenie grafu ma ztozono$¢ O(N).

Przyktad: odczyty: AAABB, ABAAB, AABBB, BAABA, k =4

[AAA J—{ AAB J—{ ABB J
AAABB: AAAB, AABB

ABAAB: ABAA ABA BAA
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Asemblacja w pod-grafie de Bruijn

Nie musimy liczy¢ podobienstwa (nie analizujemy wszystkich par
odczytéw!), tworzenie grafu ma ztozono$¢ O(N).

Przyktad: odczyty: AAABB, ABAAB, AABBB, BAABA, k =4

[AAA J—>[ AAB J—>[ ABB J
AAABB: AAAB, AABB
ABAAB: ABAA BAAB

Metody bioinformatyki (MBI) 59/93



Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Asemblacja w pod-grafie de Bruijn

Nie musimy liczy¢ podobienstwa (nie analizujemy wszystkich par
odczytéw!), tworzenie grafu ma ztozono$¢ O(N).

Przyktad: odczyty: AAABB, ABAAB, AABBB, BAABA, k =4

AAABB: AAAB, AABB

ABAAB: ABAA, BAAB

BAA ABA
/
AABBB: AABB, ABBB [ AAA H AAB H ABB ]_.[ BBB ]

BAABA: BAAB, AABA
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Asemblacja w pod-grafie de Bruijn

Nie musimy liczy¢ podobienistwa (nie analizujemy wszystkich par
odczytéw!), tworzenie grafu ma ztozono$¢ O(N).

Przyktad: odczyty: AAABB, ABAAB, AABBB, BAABA, k =4

AAABB: AAAB, AABB @
/

ABAAB: ABAA, BAAB

BAA
AABBB: AABB, ABBB (AAA )_.[ AAB )_{ ABB ]_{ BBB ]

BAABA: BAAB, AABA

Wynik: AAABAABBB
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Sktadanie w multi-grafie de Bruijna

Dla zestawu bezbtednych odczytéw: AAABB, AABBA, ABBAA,
BAAAB, BAABB, BBAAA, BBAAB, BBBAA, zbuduj multi-graf de
Bruijna 5 rzedu, a nastepnie podaj wynikowa sekwencje.

E@D—
(8BBA )—>(BBAA }>(BAAA )~(AAAB )>(AABB )

Wynik: BBBAABBAAABB lub BBBAAABBAABB
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Sekwencje powtarzajace sie dtuzsze niz rzad grafu

P sytuacje odtwarzane poprawnie przez typowy algorytm
A, R R B
| | | | |

AR B ROE
» przypadki odtwarzane przez multi-graf de Bruijna
| | | R | R | |
I I I I 1
yAVR R LR B
I I I 1 I I
AR Ry B R G
> przypadki ktopotliwe . Ay R B | R 4 R .C,
A R, B R ,C R D,
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Multi-graf de Bruijna

reprezentuje sekwencje:
AAABAABAB, AAABAABAABAB,
AAABAABAABAABAB, ...

dodatkowe zatozenie: pozycje poczatkowe dla odczytéw maja
rozktad jednostajny

AAABAABAB (po lewej) and AAABAABAABAB (po prawej)

Programy komputerowe:
EULER+, dnaasm.sourceforge.net J
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Odtwarzanie powtdérzen motywdw

Most - krawedz pomiedzy silnie spéjnymi sktadowymi. J

» Pozycja mostéw jest taka sama na wszystkich $ciezkach
Eulera dla danego grafu;

» wierzchotek z doktadnie 2 krawedziami wyjsciowymi, gdy
jedna z nich jest mostem, pozwala jednoznacznie odtworzy¢
Sciezke Eulera.

Sekwencja  powtarzajaca sie S, |S]| = n, S =
Mg...Mg—1Mg...M(n_1) mod d» MOtyW m = momy...mg_1, |m| =d < n. J
Przyktady:

> ACGTACGTACG, d = 4, n = 11,
> AAAAAAA (d =1,n=T).
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Powtérzenia motywdéw w multi-grafach de Bruina

k rzad grafu, w waga krawedzi, d dtugo$¢ motywu
n dtugos$é sekwencji powtarzajacej sie, n > k
d=1 d=2 d=3

n—k=0 (mod d) E)Q

n—k=1 (mod d)

n—kEd—l(modd)‘Sv_' — ?C?—W»
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K-spectrum jako wejscie asemblera

» doktadnie jeden odczyt z kazdej

-+ i pozycji
01 k G-1
» dtugosé odczytu réwna rzedowi
grafu k
A :
W=, gdzie A=0 (modd),A=n—k+1 J
k  rzad grafu
d  dtugos¢ motywu
n  dtugos¢ skewencji z powtdrzeniami
w  waga krawedzi
n=wd+k—1, gd&zien—k=d—-1 (mod d) J
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Multigraf de-Bruijna dla k-spektrum, przyktady

sequence parameters graph

4
AAAAAAA | k=4 d=1n=
ATATATA | k=4,d=2,n=
ATTATT | k=4,d=3n=
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Wagi krawedzi dla jednostajnego rozktadu fragmentéw

W to zmienna losowa, waga krawedzi wewnatrz sekwencji

reprezentujacej motyw. Kk rzad grafu
:7' '\\ dtugos¢ genomu
T L dtugoé¢ fragmentu, tutaj L > k
14/ /y-x{f{' N liczba fragmentéw
// \ \-s\ ¢ nadm. sekwencjonowania ¢ = £¥
7 NN d dtugos¢ motywu
= C n  dt. sekw. z powtdrzeniami, n > k

A
W~ B(N'.p),N' = N(L—k+1).p=J= A=n—k+t1

p<1(G>1), N>1,L>k

'A L—k+1
WNPoisson()\),)\:Cd,c’:C(I(H,A:n—k+1
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Estymacja btedu normalizacji wag krawedzi

w' = LC(L_kk—i_l)W +0.5], gdzie L > k

/ /

C C
SN = 9p(A =2,

®p(x, \) jest dystrybuanta rozktadu Poissona

P(W' = x) = ®p(\ +

L k  rzad grafu

2{ = /,/“/ G dtugos¢ genomu

. ya P L dtugosé¢ fragmentu, tutaj L > k
7 / N T N  liczba fragmentéw
£ ° //// ¢ nadm. sekwencjonowania ¢ = ¥

2/ G/n/“/ ¢’ nadm. dla krawedzi ¢’ = w

.1/ s d  dtugos¢ motywu

. n dt. sekw. z powtérzeniami, n > k

¢ =Lkt
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Estymacja btedu normalizacji wag krawedzi (2)

~ 1
Nmax = o 0
A 1
Nmin - = o o
/ -
=095, d=1 c=1/
/ —
/
o —-o c'=2
/ -
/ 7
/ L
/ - c=10
/ ~ ’ "
/ - =t
o -~ - -~
T T T T T
2 4 6 8 10
delta = n-k+1

S 4 g=095c=1

n_max - n_min
6
I

delta=n-k+1
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Wymagana nadmiarowo$¢ sekwencjonowania

Poniewaz P(W’ = x) > 0.9 dla ¢’ > 10

A A
W' ~ N(u, o) gdzieu:g,a:\/;,A:n—k—i—l

czc(L-k+ 1)k

c=c(L-k+ 1)k

120 140

100

P(W=x)=095

/ / : / =
. . .

° d=a _,—*
N a . e

o/ = e — .

< - .

o « o n/D u/n/
: : : : : : : : : :
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
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Wymagana nadmiarowos$¢ (2) - przyktady

poziom ufnoéci = 95%
Wymagana nadmiarowo$¢ sekwencjonowania c’:
d=1|d=2|d=5|d=10

A=1 154 | - - -
A=2 307 | 154 | - -
A=5 76.8 | 38.4 | 154

A =10 154 76.8 | 30.7 15.4
A =100 1537 | 768 307 30.7
A = 1000 | 15366 | 7683 | 3073 307
Przyktad: L =80, k =50, d =5, n =150 — ¢’ > 307, ¢ > 495
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Algorytmy dla sparowanych koncéw

» znana dtugos$¢ (np. 3000 nt)
» znane sekwencje na obu koncach

PET

sequencing — T
seql seq2

algorytmy osiagaja wyniki jak dla odczytéw o dtugosci czasteczki |
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Miary jakosci asemblacji
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Miary jakosci asemblacji, dtugosci kontigéw

Wynik asemblacji genomu g to zbiér n kontigdéw {co, c1,...,Cro1} |

Typowe miary jakosci asemblacji:
» n — liczba kontigéw (im mniej tym lepiej)
» s lub é — suma dtugosci kontigdéw dtuzszych niz ustalony
prég t (typowo t = 1000nt)

n—1

s=) |gldlale| >t
i=0

» N50 — dtugos¢ kontiga, w ktérym jest symbol o indeksie |2—‘
kontigi s3 posortowane po dtugosciach malejaco
g

kontig _lolillzl o s | s f s  — |
Aplikacje: QUAST
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Wykanczanie
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Kontigi sekwencyjne i kontigi fizyczne (ang. scaffold)

Kontig, kontig sekwencyjny - ciggta sekwencja uzyskana ze ztozenia
nachodzacych na siebie fragmentéw J

Powody uzyskiwania dziur:
» sekwencje powtarzajace sie dtuzsze niz odczyty
» niepetne pokrycie badanej czasteczki losowymi fragmentami

Dodatkowa informacja pozwala ustali¢ orientacje kontigéw i je
uszeregowac, uzyskujemy kontig fizyczny
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Wykanczanie (scaffolding), kontigi fizycznych

contig contig contig

scaffold
I  — | | ——

gap gap

kontig fizyczny (ang. scaffold) - sekwencja (niekoniecznie ciagta) uzy-
skana za pomoca sekwencji sparowanych koncéw J

» wykorzystywane algorytmy przeszukiwania przestrzeni z
ograniczeniami (CSP — Constraint satisfaction problems)

» wykorzystanie algorytmoéw taczonych
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Algorytmy faczone

Algorytmy faczone: wykorzystuja odczyty Il generacji (krétkie, wysoka
jakos¢) i Ill genreracji (dtugie, niska jako$¢) J

» korekta dtugich odczytow przez krétkie odczyty, a pdzniej
asemblacja

» korekta kontigéw z krétkich odczytédw za pomoca dtugich
odczytéw

» asemblacja dtugich odczytow, korekta kontigdw przez krotkie
odczyty

» asemblacja krétkich odczytow, taczenie kontigow za
pomoca dtugich odczytow

Obecnie podstawowe zagadnienie w rozwoju assembleréw DNA J
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Algorytmy taczone (asemblacja hybrydowa)

Metoda taczenia kontigédw (wynik semblacji krétkich odczytéw) za
pomoca dtugich odczytéw

fragments
— — —
— — —
[ il e—] = == = =
C—— — —

= = e =

x
w ==
2 short reads ==
2 _
w
2 contig contig contig

L ] f— ] L ]
2
o long reads
=
S

scaffold
—— —

Metody bioinformatyki (MBI) 81/93



Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Przyktad uzycia: asemblacja de-novo Hymenolepsis dimiuta

pokrycie | dtugo$¢ odczytu dtugos¢ wstawki
mediana $rednia | $rednia  std dev [bp]
PET1 156x 100 100 434 88
PET2 340x 100 100 438 92
MP1 80x 100 100 6183 2748
MP2 62x 100 100 6435 2716
ONT1 20x 3762 6378
ONT?2 Ox 6073 10116
dane kontigi | N50 [kbp] | sum [Mbp]
PET1 8289 43.5 159.2
PET142 8194 45.2 162.1
PET12+ MP1 2346 840.6 170.7
PET124+ MP1+2 2342 844.2 170.8
PET12+ MP12+ONT1 815 1770.0 176.6
all 719 2537.0 177.3
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Miary jakosSci asemblacji bazujace na genach

Biatka konserwowane ewolucyjnie (evolutionarily conserved genes) —
sekwencje prawie niezmienne

» wykorzystuje baze sekwencji genéw
» bada ile gendéw wystepuje na skafoldach
P> im wiecej, tym lepiej

Aplikacje: BUSCO, baza genéw: OrthoDB
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Sktadanie sekwencji - podsumowanie

» uwzglednienie btednych sekwencji zwieksza ztozonos¢
problemu

» stosuje sie dodatkowe odczyty (inny rodzaj doéwiadczenia,
sparowane korice) do taczenia kontigéw

» problemem s3 dtugie sekwencje powtarzajace sie (dtuzsze niz
odczyt)

» techniki sekwencjonowania 2 generacji dostarczajg duzej ilosci
odczytu

> istniejace algorytmy wymagaja duzej iloéci pamieci (64GB)
i maja wiele parametréw
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Resekwencjonowanie
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Resekwencjonowanie - etapy

Resekwencjonowanie:
» mapowanie odczytéw na genom referencyjny
» oznaczanie duplikatéw
» rekalibracja oceny jakosci nukleotydéw
Pé6zniej - analiza wariantéw
» mozliwe analizy dla nadmiarowosci (coverage) < 1
» mozliwe analizy dla czesci genomu (np. exony) J

Metody bioinformatyki (MBI) 86/93



Asemblery OLC
Asemblery DNA Asemblery DBJ

Mapowanie odczytédw na genom referencyjny

Wuman ha1o '+ [ehezz -z o B« B0 xE S @
N [~ glebokosé pokrycia  { I
- —
= L I
odczyty f
wariant :
heterozygotyczny :
warianty
: =t homozygotyczne
eksony “
\ -—
= = —— . aw |
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Plik SAM (Sequence Alighment/Map)

mapowanie wykorzystuje transofmate Burrowsa-Wheelera

plik tekstowy (tabela), zawiera informacje o mapowaniu odczytéw
na genom referencyjny, zawiera:

» identyfikator odczytu
» identyfikator kontiga (na ktéry odczyt jest mapowany)
» pozycja (indeks) mapowania

> jako$¢ mapowania, flagi, dodatkowe informacje (np. insercje i
delecje)

Plik BAM: kompresja pliku SAM
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transformata Burrowsa-Wheelera

BTW uzywana w BZIP2, bardzo wydajna do przechowywania sekwencji
biologicznych. Znajduje korelacje pomiedzy symbolami. J

» generowanie wszystkich rotacji kompresowanego bloku, np.
dla napisu 'bioinformatyka’

0 b i o i n f o r m a t y k a
1 a b i o i n f o r m a t y k
2 k a b i o i n f o r m a t y
3 y k a b i o i n f o r m a t
4 t y k a b i o i n f o r m a
5 a t y k a b i o i n f o r m
6 m a t y k a b i o i n f o r
7 r m a t y k a b i o i n f o
8 o r m a t y k a b i ) i n f
9 f o r m a t y k a b i o i n
10 n f o r m a t y k a b i o i
11 i n f o r m a t y k a b i o
12 o i n f o r m a t y k a b i
13 i o i n f o r m a t y k a b
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transformata Burrowsa-Wheelera (2)

» sortowanie wierszy - jezeli s3 korelacje, to grupowane s3
symbole w ostatniej kolumnie

i i
0 1 a b i o i n f o r m a t y k
1 5 a t y k a b i o i n f o r m
2 0 b i o i n f o r m a t y k a
3 9 f o r m a t y k a b i o i n
4 11 i n f o r m a t y k a b i o
5 13 i o i n f o r m a t y k a b
6 2 k a b i o i n f o r m a t y
7 6 m a t y k a b i o i n f ) r
8 10 n f o r m a t y k a b i o i
9 12 o i n f o r m a t y k a b i
10 8 o r m a t y k a b i o i n f
11 7 r m a t y k a b i o i n f o
12 4 t y k a b i o i n f o r m a
13 3 y k a b i o i n f o r m a t

» wyjscie: ostatnia kolumna, czyli L ="kmanobyriifoat’ oraz
indeks pierwszego znaku p, tutaj p =5

» ztozonos$¢: O(N log )
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transformata Burrowsa-Wheelera (3) - dekompresja

» sortowanie L daje pierwsza kolumne F, tzn:
Lik|m|a|njo|b|y|r|i|i|flo]la]t
Flala|b|f|li|i|lk|m|n|lo|lo|r|t]y

» budujemy wektor sasiedztw T z ostatniej kolumny (wejécie do

dekompres;ji) i pierwszej kolumny (wektor po sortowaniu):
il0{ 1 (2] 3|4[5/6|7[8|9|10|11 12|13

T[i]|2]12[5[10|8[9|0|1|3|4|11| 7 |13] 6

» odtwarzamy ciag z wektora L oraz T oraz indeksu pierwszego
znaku p

for(int ¢ = 0, i = P; ¢ < SIZE; ++c, i = T[i]) { //c - licznik
cout << L[i]l;
}
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Plik SAM - przyktad

Obok podano fragment pliku SAM [PFOST CIGAR SEQ
dla sekwencji referencyjnej ACT GGGAC- 2 | BM1DIM | CTGGGC

CTA (indeks od 1). Wyznacz poten- 4 | 3M1D3M | GTGCCT
cjalne warianty, podaj pokrycie i okredl, 5| 2M1D4M | TGCCTA
czy jest on homo- czy heterozygotyczny. 5 | 2MID4M | GGCCTA
ACTGGGATCCTA

CT GGG * C 5M1D1M

G T G * CCT 3M1D3M

T G * C C T A|2M1D4M

G G * C C T A 2M1D4M
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Plik SAM - przyktad

Obok podano fragment pliku SAM [FOST CIGAR SEQ
dla sekwencji referencyjnej ACT GGGAC- 2 | BM1DIM | CTGGGC
CTA (indeks od 1). Wyznacz poten- 3M1D3M | GTGCCT
cjalne warianty, podaj pokrycie i okresl, 2M1D4M | TGCCTA

. 2M1D4M | GGCCTA
czy jest on homo- czy heterozygotyczny.

[N E7 I

A CTGGGACCTA
C T GGG * C 5M1D1M
G T G * CCT 3M1D3M
T G * C C T A|2M1D4M
G G * C C T A|2M1D4M

Sa dwa warianty:
» wariant heterozygotyczny na pozycji 5, G>T
» delecja homozygotyczny na pozycji 7, A>__
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Dziekuje
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