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Znaczenie sekwencjonowania

Growth of DNA Sequencing
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Stephens, Zachary D., et al. "Big data: astronomical or genomical?."PLoS Biology 13.7 (2015):
€1002195.



Sekwencjonowanie DNA trzeciej generacji
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TCAGTGTACTTCGTTCAGTTGCATATTGCTAAGGTTAAGACTACTTTCTGCCTTTGCGAGAACAGCACC
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Sekwencjonowanie nanoporowe (1)

» sekwnecjonowanie nanoporowe polega na przejsciu
pojedynczej nici DNA przez bardzo maty otwér nazywany
nanoporem

» podczas przejscia nici DNA prad na nanoporze zmienia
swoja warto$¢ w zaleznos¢i od nukleotydéw zajmujacych
nanopor

» zmiany wartosci pradu s3 segmentowane w dyskretne
zdarzenia tworzac serie dyskretnych wartos¢i pradu na
nanoporze

» dyskretne warto$¢i przetwarzane s3 w procesie basecallingu
w wynikowe sekwencje DNA stanowigce odczyty DNA



Sekwencjonowanie nanoporowe (I1)
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https://en.wikipedia.org/wiki/Nanopore _sequencing



Proces basecallingu

» Oparty na metodach sztucznej inteligencji
» Wejscie: ciag wartosci oznaczajacej prad na porach
sekwenatora
» Wyjscie:
» ciag zrekonstruowanych nukleotydéw
» ciag symboli oznaczajacy jakos¢ odtworzenia pojedynczego
nukleotydu

» Duzo btedéw (10% - 30%)



Btedy w odczytach nanoporowych
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Proces basecallingu - algorytmy

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

» rekurencyjne sztuczne sieci neuronowe RNN - Deepnano,
BasecRAW!Iler, Nanonet

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

Chiron
» algorytm klasyfikacji czasowej CTC - Causalcall, Chiron



Wykorzystanie dtugich
odczytow DNA



Asemblacja de novo dtugich odczytéw

algorytm OLC - Overlap-Layout-Consensus
proces kosztowny czasowo i pamieciowo
wiele mozliwos¢i optymalizacji obliczen, np. fazy Overlap

vvyyvyy

wyniki asemblacji de novo dtugich odczytéw typowo
dtuzsze niz sekwencje wynikowe asemblacji de novo
krétkich odczytéw

» sekwencje wynikowe asemblacji de novo dtugich odczytéw
typowo zawierajg wiecej btedéw niz wyniki asemblacji de
novo krétkich odczytéw DNA



Hybrydowa asemblacja de novo (1)

» korekcja dtugich odczytéow DNA przez krétkie odczyty
DNA

» asemblacja de novo dtugich, skorygowanych odczytéw
DNA

» proces korekcji dtugich odczytéw:

» czasochtonny
» brak korekcji wszystkich btedéw, w szczegélnosci dtugich
ciggdw zawierajacych duza liczbe btedéw

» przyktadowe aplikacje: Nanopolish, Canu



Hybrydowa asemblacja de novo ()

>

asemblacja de novo dtugich odczytéw

wyniki asemblacji de novo dtugich odczytéw korygowane
przez zbiér krétkich odczytéow DNA

proces czasochtonny: (1) asemblacje de novo dtugich
odczytéw, (1) korekcja btedéw w sekwencjach wynikowych
dtugos¢ sekwencji wynikowych w gtéwnej mierze zalezna
od liczby i dtugosci dtugich odczytéw a jakos¢ sekwencji
wynikowej - od jakos¢i i liczby krétkich odczytéw
przyktadowe aplikacje: Canu, POLCA



Hybrydowa asemblacja de novo (lII)

>

zbudowanie grafu de Bruijn'a z krétkich odczytéw

rozwigzanie niejednoznacznosci za pomoca dtugich
odczytéw zmapowanych na graf de Bruijn'a
wygenerowanie wynikowych sekwencji DNA z grafu de
Bruijn'a

przyktadowe aplikacje: ABySS, SPAdes, Velvet



Hybrydowa asemblacja de novo (1V)

» asemblacja de novo krétkich odczytéw

» taczenie wynikéw asemblacji de novo krétkich odczytéw
za pomoca dtugich odczytéw DNA

» metoda o wiele wydajniejsza i optymalniejsza czasowo od
wczesniej oméwionych

» przyktadowe aplikacje: dnaasm, ABySS, LINKS,
dnaasm-link



Hybrydowa asemblacja de novo -

PET1, PET1, PET1,2+MP1, PET1,2+MP1,
Assembly set: PET1 PET1+PET2 |2+MP1 2+MP1,2 | 2+ONTI1 2+ ONT1,2
Number of scaffolds 4805 4688 2346 2342 902 719
Total scaffolds size [Mbp] | 162.29 162.89 170.80 170.84 176.55 177.07
Longest scaffold [Mbp] 0.439 0.487 3.8 38 6.78 6.94
N50 scaffold [kbp] 69.7 84.2 8422 8442 1737 2331
Number of contigs 7424 6487 7049 7050 7127 7118
Total contigs size [Mbp] 162.12 162.78 167.66 167.66 167.93 167.95
Longest contig [kbp] 2054 4726 472.6 4726 472.6 472.6
N50 contig [kbp] 46.3 56.1 73.5 735 75.0 75.1
N 630 628 646 647 649 646
Complete (BUSCOs) (64.4%) (64.2%) (66.0%) (66.2%) (66.4%) (66.0%)
Complete 621 620 637 636 639 638
and single-copy (63.5%) (63.4%) (65.1%) (65.0%) (65.3%) (65.2%)
Complete 9 8 9 11 10 8
and duplicated (0.9%) (0.8%) (0.9%) (1.1%) (1.0%) (0.8%)
Fragmented 107 105 92 93 90 90
8 (10.9%) (10.7%) (9.4%) (9.5%) (9.2%) (9.2%)
Missin 241 245 240 238 239 242
8 (24.6%) (25.0%) (24.5%) (24.3%) (24.4%) (24.7%)




Wykrywanie zmian strukturalnych

v

mapowanie dtugich odczytéw DNA na genom referencyjny

poréwnanie miejsc mapowan interesujacych fragmentéw
odczytu DNA na genom referencyjny

im dtuzsze odczyty tym lepiej
im mniej btedéw w odczytach DNA tym lepigj



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




Wielkos¢ danych
genomowych



Dane genomowe

» genom referencyjny

>ref

ACTACGACGCATCAAGCAGACTACACAGCAGCCCCAGCATACAGCAGACGACATCACAGCAGACGACGA
ACATACGACAGCAGCAGACTACATCAGCAGACAGCAGCAGCAGCGACGACGACAGCAGCAGCAGCAGAC
ACATCAGACGACATCATCATCATACGAGAGACGACCACGACGACAGCAGCACCAGCAGACGCACGACGAG
ACTACAGCAGCAGCATCATCATCATCATCATCATCATTTTTCATACTACATCATCATCATCATACTTTT
ACTACAGAGAGCATACTACATCATCATCAGACGCAGACGACGACATTTTACTACATCAGCAGCAGCAGG
ACTACAGCAGCAGACGACGACGACTACTCATCATCATCATACTACTCATACTACTACTACTACTACTCC

» odczyty DNA (FASTA)

:2TACGAACGACTACGACGACATCATCAGCAGACGACTCATCAGCAGCATTTTCCAGACGCATACTACG
:éTCGGGCGATCATCGACAGCAGCATCATCAGACGAGGAGGGCACATCATACGACAGCAGCGACGACGA
:gTACATCAGAGGAGACTCATCTACTACGGGCAGCATCATCATCAGACGAGAGAGGACCTCATCACTGC
:gTAGGGACATCATCAGACGACAGCATACTACTTTTCATCAGCGGGACCTACATCAGACGGGGCACACT



Dane genomowe - cztowiek - studium przypadku

sekwencjonowanie Whole Genome Sequencing
pokrycie genomu odczytami: 30x

genom referencyjny: 3 Gbp

dtugos¢ odczytu: 100 bp

liczba odczytéw: 3 Gbp * 30 / 100 bp = 900 000 000
900 000 000 odczytéw po 100 bp

(minimalna - bez identyfikatoréw) wielkos¢ pliku z
odczytami (FASTA): 900 000 000 * 100 / 1024 / 1024 /
1024 = 83.8 GB

» (minimalna - bez identyfikatoréw) wielkos¢ pliku z
odczytami (FASTQ): 83.8 GB * 2 = 167.6 GB

vVvVvyvyVvyYvyy



Zaproponuj ile nalezy przygotowaé przestrzeni dyskowej na
nieskompresowany plik w formacie FASTQ. Paramerty
sekwencjonowania:

» sekwencjonowanie Whole Genome Sequencing
» pokrycie genomu odczytami: 50x

» genom referencyjny: 500 Mbp

» dtugos¢ odczytu: 100 bp

W szacowaniu pomin identyfikatory sekwencji oraz linie
oddzielajace sekwencje DNA od symboli jakosci.



~Naiwna" kompresja sekwencji DNA

» sekwencja typowo ztozona z czterech symboli - A, C, G, T

» do kompresji wystarcza dwa bity na jeden znak, przyktad:
> A-00
> C-01
> G-10
> T-11
» przewidywany wspétczynnik kompresji: 4
» pojedynczy nukleotyd - 1 bajt, czyli 8 bitéw
» po kompresji - pojedyiczy nukleotyd - 2 bity



Dane genomowe - kompresja z mapowaniem odczytéw
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https://galaxyproject.github.io/training-material /topics/sequence-
analysis/tutorials/mapping/tutorial.html



Dane genomowe - kompresja z assemblingiem de novo i

mapowaniem

oryginalny genom

odczyty
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Po ' w kompres;ji (1)
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Compression + transfer + decompression

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



Poréwnanie algorytm

w kompres;ji (I1)
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Kryukov, Kirill, et al. Sequence Compression Benchmark (SCB) database—A comprehensive evaluation
of reference-free compressors for FASTA-formatted sequences."GigaScience 9.7 (2020): giaa072.



Poréwnanie algorytméw kompresji (111)
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Kryukov, Kirill, et al. Sequence Compression Benchmark (SCB) database—A comprehensive evaluation
of reference-free compressors for FASTA-formatted sequences."GigaScience 9.7 (2020): giaa072.



Dziekuje



