Algorytmy kombinatoryczne
w bioinformatyce

wyktad 3: sekwencjonowanie cz. 2

prof. dr hab. inz. Marta Kasprzak
Instytut Informatyki, Politechnika Poznanska

Wieloetapowe SBH

[V.T. Phan i S. Skiena, Bioinformatics 17 (2001)]

m  Podejscie wieloetapowe do spektrum z dowolnymi btedami

m  Tradycyjny eksperyment hybrydyzacyjny jest uzupelniony
o seri¢ porownan krotkich probek (dtuzszych niz /)
z sekwencja oryginalng

m Do grafu konstruowanego jak w metodzie Lysova i in.
wprowadza si¢ modyfikacje oparte na dodatkowych
eksperymentach. Dodatkowe ,,zapytania” przeprowadza si¢
ze wzrastajacg dlugosciag probek, poczawszy od [+1,
do momentu usunigcia wszystkich niejednoznacznych
przejs¢ w grafie (rozgalezien)




SBH z nukleotydami uniwersalnymi

Wieloetapowe podejscie do sekwencjonowania przez
hybrydyzacje umozliwia jednoznaczne rozwigzanie problemu,
niestety duzym naktadem pracy

Zwigkszanie dlugosci oligonukleotydow z biblioteki sprzyja
jednoznacznemu rozwigzaniu, wiaze si¢ jednak z wyktadniczym
wzrostem rozmiaru biblioteki

Oligonukleotydy o dtugosci 10 pozwalaja stosunkowo
jednoznacznie zrekonstruowa¢ sekwencje o dtugosci ok. 500
nukleotydow, dla /=8 sg to sekwencje o dtugosci 100-200

Statystycznie rzecz ujmujac, zastosowanie nukleotydow
uniwersalnych umozliwia przesuniecie granicy jednoznacznej
rekonstrukcji przy zachowaniu niezmienionej liczebnos$ci
biblioteki

SBH z nukleotydami uniwersalnymi

[F.P. Preparata i E. Upfal, zgtoszenie patentowe USA (2001)]

Uzycie gapped probes w miejsce klasycznej biblioteki
oligonukleotydéw — wprowadzenie nukleotydu uniwersalnego U
hybrydyzujacego w zamierzeniu z kazdym innym nukleotydem

Nowa biblioteka w poréwnaniu do klasycznej o tej samej
liczebnosci zawiera dtuzsze oligonukleotydy, co moze
umozliwi¢ jednoznaczne odtworzenie dluzszych sekwencji
Metoda algorytmiczna zaktada spektrum pozbawione btgdow
Oligonukleotydy opisane jako (s,r)-probes skonstruowano
wg schematu: s standardowych nukleotydow + r wystapien

wzoru ,,s—1 nukleotydow uniwersalnych + 1 nukleotyd
standardowy”; (3,2)-probe = XXXUUXUUX




SBH z nukleotydami uniwersalnymi

Jesli zwizualizujemy instancje¢ problemu w postaci grafu
na wzor metody Pevznera, poszukiwaé w nim bedziemy
szczegolnej sciezki Eulera

ACTCTGG, (2,1)-probes = {ACUC,CTUG, CTUT, TCUG}

ACUC
AL CTUT
0 J TCUG
ACUC TCUG 4 CTUG
CTUG
ACTCTGG

Istniejg dwie $ciezki Eulera w grafie, ale tylko jedna nie
produkuje konfliktéw w natozeniach oligonukleotydow

SBH z nukleotydami zdegenerowanymi

[F.P. Preparata i J.S. Oliver, J. Comput. Biol. 11 (2004)]

Zamiast sztucznego nukleotydu uniwersalnego hybrydyzujacego
w teorii z kazdym innym nukleotydem zastosowano nukleotydy
»zdegenerowane”, bedace mieszaning nukleotydow A, C, Gi T
W kazdym polu generowanej mikromacierzy znajda sie
oligonukleotydy r6zniace si¢ miedzy sobg na pozycjach
wystapienia nukleotydéw zdegenerowanych

Liczba nukleotydow zdegenerowanych w oligonukleotydzie jest
mocno ograniczona ze wzgledu na zanik sygnatu hybrydyzacji

Poniewaz sygnat hybrydyzacji zalezy dodatkowo od sity
wiazania nici komplementarnych, wprowadzono bardziej
szczegotowy model nukleotydow ,,na wpot zdegenerowanych”,
osobno dla nukleotydow ,,stabych” (A/T) i ,,mocnych” (C/G)




Izotermiczne SBH

[J. Blazewicz i in., zgloszenie patentowe PL (1999)]

m W izotermicznej wersji sekwencjonowania DNA eksperyment
hybrydyzacyjny jest przeprowadzany z izotermicznymi
bibliotekami oligonukleotydow. Biblioteka izotermiczna
zawiera wszystkie oligonukleotydy o jednakowej
temperaturze topnienia dupleksow, lecz o r6znej dlugosci

m  Podejscie izotermiczne do problemu sekwencjonowania
daje szansg¢ na uniknigcie znacznej liczby btedow
eksperymentalnych w etapie biochemicznym

m  Uproszczony model z wezesnych prac zaktada, ze kazda para
C/G wnosi 4° do temperatury dupleksu, a para A/T wnosi 2°

[zotermiczne SBH

[J. Blazewicz i in., zgloszenie patentowe PL (1999)] — cd.

m  [zotermiczna biblioteka oligonukleotydow o temperaturze T
zawiera wszystkie oligonukleotydy spetniajace zaleznos$ci:

waxq + wexe + wexg + wixr =1,
Wy = Wwr,
Wwc = Wg,
oraz 2wy = we.
Zaktada si¢, ze wy=wr=2° 1 we=wg=4°.
Przyktad: Tacart =2°+4°+2°+2°+2° =12°,
Tocc = 4°+4°+4° = 12°.




Izotermiczne SBH

m Jedna biblioteka izotermiczna nie wystarcza do pokrycia

dowolnej sekwencji DNA

Przykiad: Biblioteka o temperaturze niepodzielnej przez 4
nie pokryje sekwencji ztozonej wylgcznie z C i G. Biblioteka
o temperaturze podzielnej przez 4 moze nie pokry¢

pojedynczego A/T otoczonego przez C/G.

m Kazda sekwencje¢ DNA mozna pokry¢ elementami dwoch
bibliotek o temperaturach réznigcych si¢ dwoma stopniami

[zotermiczne SBH

badana sekwencja: CCTACGT
temperatury bibliotek: 10°1 12°

spektrum bez btedow: {ACG, ACGT, CCT,
CCTA, CGT, CTAC, TACG}

bledy negatywne: ACG, CCTA, TACG
bledy pozytywne: ACC, TTTG

spektrum z btedami: {ACC, ACGT, CCT,
CGT, CTAC, TTTG}

Rozwiazanie:

CCTACGT

CCT
CTAC
ACGT
CGT
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Izotermiczne SBH

m Sformutowanie problemu izotermicznego sekwencjonowania
DNA przez hybrydyzacje z btedami — wersja optymalizacyjna
Instancja: Zbior oligonukleotyddéw o temperaturach 7 lub J+2,

dtugos$¢ sekwencji oryginalnej 7.

Odpowiedz: Sekwencja o dlugosci <n odpowiadajaca
minimalnej liczbie bledow negatywnych i pozytywnych.

®m Problem izotermicznego sekwencjonowania jest silnie
NP-trudny, nawet po ograniczeniu bledow do tylko negatywnych
lub tylko pozytywnych. Problem bez btedow jest rozwigzywalny

w czasie wielomianowym
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Izotermiczne SBH bez btedow

[J. Blazewicz i M. Kasprzak, Discrete Appl. Math. 154 (2006)]

m  Algorytm rozwiazujacy w czasie wielomianowym problem
izotermicznego sekwencjonowania przez hybrydyzacje

bez btedow w instancji

m  Krok I: konstrukcja grafu

GCG  CGT  CCT CCTA

B

X

CGC ACG TACG CTAC

CCTACGCGT
§= {ACG, CCT,
CCTA, CGC, CGT,
CTAC, GCG, TACG!
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Izotermiczne SBH bez btedow

[J. Blazewicz i M. Kasprzak, Discrete Appl. Math. 154 (2006)] — cd.
m  Krok 2: usuni¢cie nadmiarowych tukow

PTBY wgmmen (T-2)4° 4°(7-2) (T-2)4°

2°(7-2) >< {T-2)2° 2°{7-2) {(T-2)4°
2°(7-2) (T-2)2°

4°(7-2)

4°(7-2) LG ) QO S (T

2°(T-2) 4°(T-2) < : (T-2)2°

2°(T-2) 2°(7-2) (T-2)2°
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Izotermiczne SBH bez btedow

[J. Blazewicz i M. Kasprzak, Discrete Appl. Math. 154 (2006)] — cd.
m  Krok 3: wstawienie tukéw tymczasowych

4°(7-2) (T-2)4° o 4°(T-2)  (T-2)42.®
14°(T-2) (T-2)a° - .4@-

P (T-2) (T-2)2°

m  Krok 4: transformacja uzyskanego grafu liniowego w graf
oryginalny, poszukiwanie §ciezki Eulera zmodyfikowanym
algorytmem wielomianowym
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Sekwencjonowanie nowej generacji

[M. Ronaghi i in., Anal. Biochem. 242 (1996)]

Pirosekwencjonowanie (ang. pyrosequencing) to biochemiczna
metoda sekwencjonowania DNA polegajaca na odczycie
fragmentu pojedynczej nici DNA poprzez synteze wzdtuz tego
fragmentu jego komplementarnego odpowiednika

W trakcie tej syntezy, za kazdym razem gdy kolejny nukleotyd
A, C, G Iub T jest dodawany do nici komplementarnej,
uruchamiana jest seria reakcji chemicznych konczacych si¢
emisjg Swiatta

Proces ten jest w petni zautomatyzowany, wydajny i stosunkowo
tani. Ograniczeniem byta kiedys dlugos¢ sekwencjonowanych
fragmentow: w artykule 4 cykle A/G/C/T (15 nukleotydow;
dwa lata pozniej juz 40 cykli)
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Sekwencjonowanie nowej generacji

[M. Ronaghi i in., Anal. Biochem. 242 (1996)] — cd.

57. .. TGTCAAGGATAGGGCCACA.- - -3°
A ndeccancTiIER

-—

Ilo$¢ swiatha zalezy od liczby nukleotydow tego samego typu
dodanych w jednym kroku. Najmniejsza jasnos¢ towarzyszy
dodaniu pojedynczego nukleotydu

W jednym kroku dodawane sa nukleotydy jednego typu.
Po kazdym kroku reszta nieprzytaczonych nukleotydow jest
wyplukiwana z roztworu i wprowadzane sa kolejne innego typu
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Sekwencjonowanie nowej generacji

[M. Margulies i in., Nature 437 (2005)]

Firma 454 Life Sciences (p6zniej w Roche) zastosowata
pirosekwencjonowanie do asemblacji DNA. Caly proces
sekwencjonowania odbywa si¢ maszynowo, metody
algorytmiczne stosuje si¢ dopiero na etapie asemblacji

Sekwenator 454 umozliwia odczytanie milionow nukleotydow
w jednym przebiegu maszyny. Jest to historycznie pierwsza
metoda szybkiego sekwencjonowania

W wyniku sekwencjonowania otrzymywany jest zbior
sekwencji (o dlugosci nawet ok. 700 nukleotydow) o wysokiej
jakosci odczytu i stosunkowo duzym pokryciu badanego
fragmentu DNA (ok. 30—40 sekwencji na jedna pozycje we
fragmencie). Jako dane uzupetniajace otrzymuje si¢
,wiarygodnos¢” dla kazdego odczytanego nukleotydu
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Sekwencjonowanie nowej generacji

[M. Margulies i in., Nature 437 (2005)] — cd.

Wiarygodno$¢ nukleotydu wyprowadzana jest z ilo$ci $§wiatta
emitowanego podczas jego dotaczania

Wiarygodno$¢ reprezentowana jest przez liczbe catkowita
z przedziatu 0—40. Najwigksze warto$ci sg zarezerwowane
dla pojedynczych nukleotydow odczytanych bezproblemowo

Dla ciaglej sekwencji nukleotydow tego samego typu
wiarygodnos$¢ procesu ich odczytu spada

AGCAATTTAAAAAATT
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Sekwencjonowanie nowej generacji

m  Inne popularne technologie sekwencjonowania drugiej generacji:
Solexa/Illumina (Illumina), SOLiD (Applied Biosystems)

m  Wysoka jakos$¢ odczytywanych sekwencji oraz duze pokrycie
nimi badanego fragmentu sprzyja sekwencjonowaniu znacznych
fragmentow DNA, nawet catych genoméw mniejszych
organizmow (zwlaszcza na podstawie sparowanych odczytow).
Aby maksymalnie wykorzysta¢ nature tych danych, a takze
zataczony do nich wspotczynnik wiarygodnosci nukleotydow,
opracowywane byly nowe algorytmy specjalizowane

®  Rozwijane sg technologie produkcji dtugich odczytow
(PacBio, Oxford Nanopore, ponad 10/100 tys. nukleotydow,
nawet miliony), gdzie najwickszym wyzwaniem jest redukcja

btedow sekwencjonowania
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