Algorytmy kombinatoryczne w bioinformatyce, wyktadowca prof. Marta Kasprzak

Materiaty uzupetniajace do wyktadu 5: asemblacja.

Na czesci slajdéw podane sg namiary na artykut Zrédtowy opisujgcy dang metode. Zachecam do
dalszej lektury osoby, ktére chciatyby pogtebié swojg wiedze nt. danej metody.

SLAID 2

Asemblacja de novo tancuchéw DNA to sktadanie sekwencji wynikowej na podstawie zbioru
sekwencji wejsciowych DNA, bez znajomosci genomu referencyjnego, do ktérego mozina by
dopasowywal rozwigzanie (tac. ,de novo” znaczy ,na nowo”). Proces ten nazywany jest tez
sekwencjonowaniem de novo, jednak tu pozostaniemy przy nazwie asemblacja dla odréznienia od
sekwencjonowania nizszego poziomu (laboratoryjnego na zelu, SBH czy maszynowego
sekwencjonowania nowej generacji). Sktadanie ze znajomoscia genomu referencyjnego nazywane
jest resekwencjonowaniem i stuzy do wykrywania réznic w genomie pomiedzy sekwencjonowanym
osobnikiem a wzorcowym. Na wejsciu procesu asemblacji mamy zbidr sekwencji wykrytych wczesniej
na etapie sekwencjonowania, w ogolnosci nie posiadamy nic wiecej, ale w zaleznosci od sposobu
pozyskania sekwencji mozemy dysponowa¢ dodatkowg informacjg. W przypadku sekwencjonowania
nowej generacji bedg to wiarygodnosci poszczegdlnych odczytanych nukleotydéw, a w razie
zastosowania protokofu dla odczytéw sparowanych, takze parametry z tym zwigzane, np. $rednia
odlegtos¢ pomiedzy odczytami. Do ztozenia rozwigzania nalezy uzy¢ wszystkich lub niemal wszystkich
sekwencji wejsciowych, w praktyce na wstepie odsiewa sie cze$¢ sekwencji zawierajgcych nukleotydy
o niskiej wiarygodnosci, na koniec pomija sie w raportowanym rozwigzaniu pojedyncze nieuzyte
sekwencje lub bardzo krétkie ztozone Sciezki. Asemblacja przypomina nieco sekwencjonowanie przez
hybrydyzacje, tam tez mieliSmy na wejsciu krotsze sekwencje i sktadana byta z nich dtuzsza, teraz
jednak mamy do czynienia z bardziej ucigzliwymi btedami i ze znacznie wiekszg instancja.
Rozwigzywane w praktyce instancje problemu asemblacji mogg zawieraé kilkadziesigt/kilkaset
miliondw odczytéw o dtugosci min. 100 nukleotyddéw kazdy i sktadane sg naraz cate chromosomy lub
nawet cate genomy organizmoéw o dtugosci setek miliondw nukleotyddéw i wiece;.

SLAJD 3

Sekwencje wejsciowe dopasowywane sg do siebie jak w dopasowaniu semiglobalnym (wyktad 4),
zwykle sufiks jednej naktada sie na prefiks drugiej, ale moze tez zachodzi¢ zawieranie sekwencji. Na
wyjsciu procesu asemblacji mamy, w praktyce, nie jedng spdjng sekwencje wynikowa, a wiele takich
roztagcznych sekwencji pokrywajgcych (z przerwami) badany wycinek genomu, ktérych nie dato sie na
podstawie posiadanej informacji potgczy¢ w catosé. Sekwencje takie nazywane sg kontigami (ang.
contigs, od contiguous). Czasami mozliwe jest ich cze$ciowe uszeregowanie na podstawie informacji
pochodzgcej ze sparowanych odczytéw, gdy niektére pary majg po jednym odczycie zawartym w
roznych kontigach; takie struktury nazywane sg z ang. scaffolds. Niemoznos¢ uzyskania jednej spéjnej
sekwencji na wyjsciu dla spdjnego badanego wycinka genomu moze byé spowodowana zaréwno
brakiem informacji na temat niektérych miejsc (nie zsekwencjonowano ich lub zsekwencjonowano,
lecz pokrywajgce je odczyty/sekwencje okazaty sie za mato wiarygodne), jak i niedoskonatoscig
programéw do asemblacji, ktére z koniecznosci muszg by¢ heurystykami o bardzo matej ztozonosci
czasowej. Wiarygodnos¢ danych wejsciowych jest powigzana z wiarygodnoscia nukleotydéw
zwrocong przez sekwenator, ale takze z liczbg odczytéw (sekwencji) pokrywajgcych dang pozycje w
genomie. Na rysunku wyszczegdlniono miejsca o pokryciu jedng i czterema sekwencjami. Poniewaz
zaktadamy teraz obecnos¢ w sekwencjach btedéw pochodzacych z etapu sekwencjonowania
(insercje, delecje, zamiany nukleotydow), informacja pochodzaca z jednej sekwencji wejsciowej moze
by¢ btedna i nie ma mozliwosci jej skorygowania. Gdy dang pozycje w genomie pokrywa wieksza
liczba sekwencji, mozna oczekiwaé, ze wiekszos¢ sekwencji na danej pozycji bedzie poprawnie
odczytana i na tej podstawie bedzie mozna skorygowac btedy. Duzg ucigzliwoscia instancji problemu
asemblacji jest pochodzenie sekwencji/odczytéw z obu komplementarnych nici badanego wycinka



genomu, czyli inaczej niz w sekwencjonowaniu przez hybrydyzacje, gdzie zatozone byto pochodzenie
oligonukleotydéw z tej samej nici. Przy dopasowywaniu dwéch sekwencji do siebie trzeba zatem
uwzgledni¢, ze moga by¢ one czytane wprost, tak jak sg podane na wejsciu, albo jedng z nich trzeba
przettumaczy¢ na jej odwrotnie komplementarny odpowiednik. Jesli jeden z dwdch wariantow
odczytu sekwencji (wprost, odwrotnie komplementarnie) pasuje do reszty zbioru, a drugi nie,
sytuacja jest jasna, najczesciej jednak przy dopuszczeniu btedéw dopasowania oba warianty
naktadajg sie lepiej lub gorzej z réznymi sekwencjami. W praktyce programy do asemblacji radza
sobie tak, ze duplikujg zbidr sekwencji wejsciowych (dla kazdej z nich dopisujg jej odwrotnie
komplementarny odpowiednik, co zwieksza i tak olbrzymi zbiér sekwencji do przetworzenia) i przy
sktadaniu rozwigzania pilnujg, aby uzy¢ po jednym wariancie z kazdej pary. Kontigi na wyjsciu
oczywiscie takze majg rdézng orientacje.

SLAID 4

Przyktad przedstawia uzycie w rozwigzaniu problemu asemblacji czterech sekwencji wejsciowych
czytanych wprost i jednej (fioletowej) w orientacji odwrotnie komplementarnej (czytanej od prawej
do lewej i z przettumaczeniem na komplementarne nukleotydy). Jest to jedno z mozliwych rozwigzan,
ktéore mozna generowac dla réinych orientacji sekwencji wejsciowych z zatozeniem rdznych
kryteriow optymalizacji rozwigzania i rdoznych dopuszczonych progéw jakosci dopasowania par
sekwencji (bierze sie tu pod uwage dtugos¢ naktadajgcych sie odcinkéw sekwencji i odsetek btedéw
dopasowania na tym odcinku).

SLAJD 5

W literaturze nie funkcjonuje Sciste sformutowanie problemu asemblacji, ze wzgledu na ztozonos¢
obliczeniowa oraz ztozone uwarunkowania biologiczne jest to problem traktowany w bardzo rozmyty
sposdb, kryterium optymalizacji zwykle nie jest jedno ani jasno postawione. W ogdlnosci za lepsze
rozwigzanie problemu uwaza sie takie, ktére: ma mniejszg liczbe kontigéw/scaffoldéow, ma dtuzsze
najdtuzsze kontigi, jest bardziej zwarte (sekwencje wejsciowe sg bardziej upakowane, naktadajg sie
dtuzszymi odcinkami), ma mniejszg liczbe btedéw dopasowan par sekwencji, zawiera wiekszg liczbe
sekwencji wejsciowych, jest bardziej zblizone dtugoscig do oczekiwanego rozwigzania (o ile docelowa
dtugosc¢ jest mozliwa do oszacowania); kryteria te sg czesciowo sprzeczne. Ostatecznie rozwigzanie
oceniane jest najczesciej przez poréwnanie do genomu referencyjnego, o ile istnieje dla danego
organizmu, chociaz genom nie jest obecny w procesie sktadania rozwigzania.

SLAJD 6

Wczesne algorytmy asemblacji mogty sprawdzaé zgodnos¢ wszystkich par sekwencji poprzez
zastosowanie programowania dynamicznego dla doktadnego dopasowania semiglobalnego. Wraz ze
wzrostem rozmiaru danych wejsciowych stato sie to jednak niewykonalne. Obecnie podobienstwo
sekwencji okreslane jest wstepnie zgrubnymi heurystykami, np. poprzez pordwnanie profili
zawartosci k-meréw w sekwencjach, a programowanie dynamiczne (lub prostszy algorytm)
stosowane jest do doktadniejszego okreslenia natozenia sekwencji dla wybranych tylko par. Etap
drugi, realizowany zazwyczaj podejSciem grafowym i konczacy sie znalezieniem zbioru Sciezek (w
miare) pokrywajgcych graf, rowniez ze wzgledu na rozmiar grafu nie moze by¢ zrealizowany
optymalnie. Graf ten przypomina graf z metody Lysova i in. dla sekwencjonowania przez
hybrydyzacje, gdzie w wierzchotkach sg sekwencje wejsciowe, a tuki oddajg ich relacje naktadania sie
(tutaj majg wagi oddajgce jakos$é/dtugosé dopasowania). Nawet ostatni etap sprawia problem, gdyz
sprowadza sie do wielokrotnego rozwigzywania trudnego obliczeniowo problemu dopasowania wielu
sekwencji. Jak moglismy zaobserwowaé przy okazji wyktadu 4, obliczone niezaleznie optymalne
dopasowanie par sekwencji nie musi ztozy¢ sie w optymalne dopasowanie naraz catego zbioru. Na tej
samej zasadzie ztozenie w cato$¢ dobrze dopasowanych par poprzednik-nastepnik moze rodzi¢ kolizje
w dopasowaniu znakdéw ciggdéw niebedacych bezposrednimi sgsiadami.



SLAJD 7

Kazdej sekwencji wejsciowej odpowiada w grafie para wierzchotkdw, jeden dla sekwencji czytanej
wprost, drugi dla odwrotnie komplementarnej. Najlepsze dopuszczalne natozenia sekwencji
przektadajg sie na tuki, ktére takze sg zdublowane: jesli dwie sekwencje moga taczyé sie z
dopuszczonym btedem, ich odwrotnie komplementarne odpowiedniki mogg by¢ w analogiczny
sposdb potfaczone. Las, do ktorego graf ma zosta¢ zredukowany, po pominieciu tukéw
reprezentujgcych zawieranie jednej sekwencji w drugiej ma byé zbiorem prostych Sciezek
odpowiadajgcych kontigom.

SLAID 8

Jak wyglada dekompozycja dtuzszych sekwencji na krétsze k-mery i budowa z nich grafu Pevznera
moglismy wczesniej zobaczyé na przyktadzie algorytmu Zhanga i Watermana dla problemu
dopasowania wielu sekwencji. Graf konstruowany w problemie asemblacji jest podobny (nie jest
transformowany potem do postaci acyklicznej), inne moga by¢ wagi w tukach, np. oddajace catkowitg
liczbe wystgpien danego k-meru w instancji. W idealnej sytuacji poszukiwanym rozwigzaniem bytaby
Sciezka Eulera, w rzeczywistosci stosowane kryteria optymalizacji, obecnosé¢ rozmaitych bteddéw i
pochodzenie sekwencji wejsciowych z obu nici DNA sprawiajg, ze problem jest trudny obliczeniowo.
W podejsciu tym zarzucono schemat dopasowanie-uszeregowanie-konsensus. Z tych trzech etapéw
pozostato tutaj uszeregowanie poprzedzone konstrukcjg grafu. Nie ma dopasowania par sekwencji,
po dekompozycji sekwencje posiadajgce wspdlne podciggi bedag reprezentowane w grafie przez
przeplatajgce sie Sciezki, sprawi to obecnos¢ w nich tych samych k-merdéw. Nie tworzy sie sekwencji
konsensusowej w zwyczajowym rozumieniu, rozwigzanie odczytywane jest wprost ze sciezki, w ktérej
nie ma niezgodnosci etykiet sgsiednich wierzchotkbw. W pewnym sensie rozwigzanie moze by¢
efektem konsensusu w tych algorytmach, w ktérych przeprowadza sie korekcje btedéw na zasadzie
punktowej mutacji w k-merach, co zapoczatkowano w algorytmie EULER (slajd 10).

SLAID 10

Graf dekompozycji nie zawiera btednych potaczen, ale btedy na wejsciu problemu sg obecne. W
grafie objawiajg sie one jako dodatkowe struktury: krétkie rédwnolegte $ciezki, krotkie slepe
odgatezienia. Rozrdznié, ktore tego typu struktury sg poprawne, a ktére btedne, mozna na podstawie
licznosci sktadajgcych sie na nie k-merdw (btedne powinny by¢ mniej liczne). Btedy korygowaé mozna
ingerujgc w strukture grafu, ale mozna tez przed jego utworzeniem, przez wykrycie k-meréw o matej
licznosci, ktdre sg bardzo podobne do innych o duzej licznosci (zatem mogg by¢ rezultatem btednego
odczytu danego miejsca w genomie i wystepujg w matej liczbie sekwencji vs. duza liczba innych
sekwencji pokrywajgcych to samo miejsce w genomie i odczytanych poprawnie). W razie wykrycia
takich k-meréw mozna je skorygowaé punktowymi mutacjami (wstawieniem, usunieciem, zamiang
znaku) do postaci k-meréw o duzej licznosci, przez co odpowiednie niepozgdane struktury w grafie
nie pojawig sie. Mutacja w k-merze pochodzgcym z pewnej sekwencji pocigga za sobg taka samg
zmiane we wszystkich k-merach obejmujgcych w tej sekwencji zmieniang pozycje. Przyktadowo,
zmiana A na T w sekwencji wejsciowej CGTACTG zdekomponowanej poczgtkowo na {CGT, GTA, TAC,
ACT, CTG} daje skorygowane k-mery {CGT, GTT, TTC, TCT, CTG}, analogiczng zmiane nalezy
wprowadzi¢ w odwrotnie komplementarnym odpowiedniku tej sekwencji. Stad jedna mutacja moze
zmniejszy¢ liczebnosé zbioru wszystkich k-meréw o nawet kilkanascie/kilkadziesigt (w zaleznos$ci od
ich dtugosci) i niektére mutacje sg bardziej cenne, te s3 wykonywane w pierwszej kolejnosci. W
metodzie wprowadzono ograniczenie na liczbe mutowanych pozycji w obrebie jednej sekwenciji.

SLAID 11

Etap korekcji btedéw jest tu przeprowadzany poprzez usuwanie struktur w grafie.



SLAJD 13

Dekompozycja sprawia, ze sekwencje wejSciowe reprezentowane sg w grafie przez sciezki, ktére
taczg sie nie tylko koricami, czyli na oczekiwanych odcinkach ich pokrywania sie, ale takze przeplatajg
sie w przypadkowych miejscach, gdy ten sam k-mer (lub jego prefiks lub sufiks stanowigcy
wierzchotek) wystgpi w dwodch niepowigzanych w rzeczywistosci sekwencjach. Odwiedzanie
wierzchotkéw bez wykorzystania dodatkowej informacji moze odby¢ sie w zupetnie dowolnej
kolejnosci. Wartos¢ k jest parametrem takich metod, wieksza daje wiekszg szanse na unikalne k-mery
i na unikniecie przypadkowego przeplatania sie Sciezek, z kolei wtedy trudniej skorygowac btedy i
traci sie korzysci ptynace z tego podejscia.

SLAJD 15

Graf idealny ma znaczenie wytgcznie teoretyczne, gdyz nigdy nie zajdzie w rzeczywistej instancji taki
sam odstep pomiedzy odczytami ze wszystkich par. Graf przyblizony tez nie do konca sprawdzi sie w
praktyce, poniewaz uwzglednienie odchylenia A staje sie ktopotliwe ze wzrostem tej wartosci juz
powyzej %K, a spodziewacl sie nalezy duzo wiekszych odchylen. W obu wariantach zatozona jest
przynaleznosé wszystkich odczytdw do tej samej nici DNA. Za to graf jest interesujacy jako koncepcja
dedykowana odczytom sparowanym, pokazujgca, jak uwzglednienie tej informacji moze uprosci¢
graf.

SLAJD 17

Przyktad jest bardzo maty, dlatego tez tak maty zatozony odstep pomiedzy odczytami. Pary odczytow
wygenerowane zostaty z sekwencji podanej ponizej jako rozwigzanie, a nastepnie zdekomponowane
na pary k-merdw, z ktdrych zostat utworzony graf. Kazdy tuk reprezentuje pare k-merdéw i jest
zaczepiony w wierzchotkach odpowiadajgcych ich prefiksom/sufiksom o dtugosci k-1 (analogicznie jak
u Pevznera). Jesli ktoras para etykiet dla wierzchotka powtdrzytaby sie, wierzchotek nie jest
dodawany drugi raz do grafu, wykorzystywany jest istniejgcy. Rozwigzaniem w grafie jest Sciezka
Eulera, ktéra ttumaczona jest na sekwencje wynikowg na podstawie etykiet wierzchotkow i
zatozonego pomiedzy nimi odstepu (czyli réznicy pomiedzy dtugoscig odczytu i k-1 powiekszonej o
odstep pomiedzy odczytami). Zachecam do samodzielnej konstrukcji tradycyjnego grafu Pevznera dla
tej sekwencji i k=4, bez wykorzystania informacji o sparowaniu, i poréwnania go z grafem z rysunku.

SLAJD 18

Graf przyblizony powstaje z idealnego przez sklejenie wierzchotkdw, ktdrych lewe etykiety pokrywaja
sie, a prawe sg wzgledem siebie przesuniete w ramach dopuszczonego zakresu, tu +1. W grafie na
slajdzie 17 byty dwa takie wierzchotki, tu sklejone i opisane podwdjng etykietg. To wystarczyto, zeby
zaistniaty w grafie dwie Sciezki Eulera i w efekcie dwa rozwigzania.



