Bioinformatyka
wyklad 6: asemblacja

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

Sekwencjonowanie nowej generacji

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

Pirosekwencjonowanie to biochemiczna metoda
sekwencjonowania DNA polegajaca na odczycie fragmentu
pojedynczej nici DNA poprzez synteze wzdluz tego fragmentu
jego komplementarnego odpowiednika. Na jej podstawie oparto
po latach dziatanie pierwszego zautomatyzowanego sekwenatora
W trakcie tej syntezy, za kazdym razem gdy kolejny nukleotyd
jest dodawany do nici komplementarnej, uruchamiana jest seria
reakcji chemicznych konczacych si¢ emisjg Swiatta
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Sekwencjonowanie nowej generacji

[M. Ronaghi i in., Anal. Biochem. 242 (1996)] — cd.
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m  [los¢ swiatta zalezy od liczby nukleotydow tego samego typu
dodanych w jednym kroku. Po kazdym kroku reszta
nieprzylaczonych nukleotydoéw jest wyptukiwana z roztworu
i wprowadzane sa kolejne innego typu
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Sekwencjonowanie nowej generacji

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

m  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

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

m W wyniku sekwencjonowania otrzymywany jest zbior
sekwencji (o dlugosci nawet ok. 700 nukleotydow) o wysokiej
jakos$ci odezytu i stosunkowo duzym pokryciu badanego
fragmentu DNA (ok. 30—40 sekwencji na jedna pozycje
we fragmencie). Jako dane uzupehiajace otrzymuje si¢
»wiarygodnos$¢” dla kazdego odczytanego nukleotydu



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 caltych genomow

m  Obecnie standardem sg protokoty dla odczytow sparowanych.
Aby maksymalnie wykorzysta¢ nature tych danych, a takze
zataczony do nich wspotczynnik wiarygodnosci nukleotydow,
opracowywane sg nowe algorytmy specjalizowane

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

Asemblacja

m Asemblacja de novo tancuchow DNA jest problemem trudnym
obliczeniowo. Nawet bardzo ograniczony wariant tego
problemu — problem najkrétszego wspolnego superciagu
(ang. shortest common superstring) — jest silnie NP-trudny

m Problem asemblacji jest dodatkowo skomplikowany przez
liczbe i r6znorodnos¢ btedow wystepujacych w instancji,
a takze przez jej znaczny rozmiar

m Sekwencje moga pochodzi¢ z obu nici DNA i ich orientacja
nie jest znana. Zawierajg przektamania przeniesione z etapu
sekwencjonowania: insercje, delecje i zamiany nukleotydow



Asemblacja

Cechy instancji problemu asemblacji DNA
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SRS sekwencje

m  Ogdlne sformutowanie problemu asemblacji zaktada
sekwencje wejsciowe roznej dlugosci, gdzie jedne moga
zawierac¢ si¢ w innych

m  Rozklad sekwencji w badanym fragmencie genomu jest
nierownomierny. Brak pokrycia jest jedng z przyczyn
rekonstrukcji genomu w postaci roztacznych odcinkéw
(tzw. kontigow)

Asemblacja

Fragmenty sktadowe:
TATGC, ATCAGCAAC, GACTC, GTAGA, GCAGCA

Jedno z mozliwych rozwigzan:
TATGCAGCA-CTCTAC

TATGC G-A-CTC
GCAGCA TCTAC
AT-CAGCAAC



Asemblacja

m  Sformulowanie wersji optymalizacyjnej problemu asemblacji

Instancja: Multizbior S sekwencji pochodzacych z obu nici badanego
fancucha DNA.

Odpowiedz: Sekwencja wynikowa o maksymalnej wiarygodnos$ci
zawierajaca, z dopuszczonym pewnym odsetkiem
niezgodnosci, wszystkie sekwencje z S czytane wprost
lub z zalozeniem przeciwnej orientacji.

m  NajczeSciej rozwigzaniem jest nie jedna spojna sekwencja,
lecz zbior roztacznych kontigow

m  Istniejg alternatywne sformutowania dla tego problemu: inne
kryterium optymalizacji (np. minimalizacja dtugosci sekwencji
wynikowej), inne ograniczenia (nieuzycie czesci zbioru S)

Dopasowanie—uszeregowanie—konsensus

Dawniej algorytmy asemblacji opieraly si¢ czesto na
trzyetapowym modelu obliczen (ang. overlap-layout-
CONSensus):

m  Dopasowanie par sekwencji wejsciowych — w celu znalezienia
potencjalnych sasiadow w rozwigzaniu, z dopuszczeniem
pewnych niezgodnosci (dopasowanie semiglobalne)

m  Uszeregowanie sekwencji — znajdowanie prawdopodobnego
uporzadkowania ich w sekwencji oryginalnej

m  Generowanie sekwencji konsensusowej — wywiedzenie
sekwencji nukleotydow ze znalezionego uszeregowania
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Asemblacja — graf nalozen

[J.D. Kececioglu i E.W. Myers, Algorithmica 13 (1995)]

m  Na wejsciu sekwencje z bledami (insercje, delecje, zamiany)
pochodzace z obu nici tancucha DNA. Zastosowano model
obliczen overlap-layout-consensus

m  Porownanie wszystkich par sekwencji, z uwzglednieniem
ich odwrotnie komplementarnych odpowiednikow, w celu
otrzymania natozen o dopuszczonym odsetku btgdow

m  Konstrukcja grafu skierowanego z wierzchotkami
odpowiadajacymi sekwencjom (%2) i tukami odpowiadajacymi
najlepszym natozeniom danej pary wierzchotkow

m  Stosowane sg rozne oznaczenia tukow dla par sekwencji
zazgbiajacych si¢ i dla takich, w ktorych jedna sekwencja
zawiera w cato$ci druga (z dopuszczonym odsetkiem biedow)
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Asemblacja — graf natozen

[J.D. Kececioglu i E.W. Myers, Algorithmica 13 (1995)] — cd.
S={TATGC,ATCAGCAAC,GCAGCA,GACTC,GTAGA}

TATGC ATCAGCAARC GCAGCA GACTC GTAGA

GCATA GTTGCTGAT TGCTGC GAGTC W@

Za dopuszczalne natozenia uznano obejmujace co najmniej dwa znaki kazdej sekwencji,
przy dwoéch znakach bezbtedne, a od trzech w gére zawierajgce co najwyzej jeden btad.
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Asemblacja — graf nalozen

[J.D. Kececioglu i E.W. Myers, Algorithmica 13 (1995)] — cd.

m  Grafredukowany jest do momentu pozostawienia po jednym
wierzchotku z kazdej pary i utworzenia struktury lasu
skierowanego rozchodzacego si¢ (zbioru prostych $ciezek
po pominigciu tukow reprezentujacych zawieranie)

m  Kwestia wyboru wlasciwej orientacji ciggdow sprowadzona jest
do rozwigzania problemu maksymalizacji sumy wag podzbioru
lukow w grafie. Na potrzeby przyktadu mozemy przyjac,
ze waga tuku oddaje dtugos¢ naktadajacych si¢ fragmentow

m  Autorzy zaproponowali algorytm zachtanny, ktory tworzyt
podziat zbioru wierzchotkow, doktadajac po jednym
maksymalizujacym w danej chwili zysk
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Asemblacja — graf natozen

[J.D. Kececioglu i E.W. Myers, Algorithmica 13 (1995)] — cd.
m  Graf po pierwszym etapie redukcji

ATCAGCAAC GCAGCA GACTC GTAGA
/T‘*;:—/’f:_;’?

GCATA

W kolejnym etapie redukowane sg nadmiarowe tuki, pozostaja te o najwyzszej wadze.
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Asemblacja — graf nalozen

[J.D. Kececioglu i E.W. Myers, Algorithmica 13 (1995)] — cd.
m  Graf po drugim etapie redukcji

ATCAGCAAC  GCAGCA GACTC GTAGA

. CURR R

GCATA

GTAGA GCAGCA
GACTC GCATA
A-TCAGCA-AC
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Dekompozycja odczytow

m  Model obliczen obecnie najczesciej wykorzystywany
w asemblacji odczytow pochodzacych z sekwencjonowania
nowej generacji opiera si¢ na r6znych wariantach grafow
z metody Pevznera (btgednie nazywanych grafami de Bruijna)

m  Grafy powstaja przez dekompozycje¢ sekwencji wejsciowych
(odczytow z sekwenatora) na serie krotszych naktadajacych sie
[-meréw, ktore reprezentowane sg jako tuki. Dopuszcza sig
tylko bezbledne natozenia. Btgdna informacja obecna
w instancji jest korygowana lub ignorowana

m  Rozwigzaniem jest zbior §ciezek odpowiadajacych kontigom,
wiaczajacych w miarg mozliwosci po jednej sekwencji z pary
»czytana wprost — odwrotnie komplementarna”
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Asemblacja — graf dekompozycji

[R. Idury i M. Waterman, J. Comp. Biol. 2 (1995)]

Sekwencje wejsciowe i ich odwrotnie komplementarne
odpowiedniki dekomponowane sg na serie n—/+1 /-meréw,
gdzie n jest dlugoscia sekwencji
Konstrukcja grafu skierowanego z tukami odpowiadajacymi
[-merom i wierzchotkami odpowiadajacymi ich prefiksom/
sufiksom o dlugosci /-1. Rozwigzaniem jest zbior $ciezek
pokrywajacych graf
W celu zachowania informacji o sekwencjach wejsciowych
preferowana jest duza wartos¢ /, dodatkowo pamigtana jest
przynalezno$¢ tukow do sekwencji
Metoda zaktada brak btedow w sekwencjach (insercji, delecji,
zamian), ale autorzy dopuscili pominigcie pewnych tukow w
rozwigzaniu lub uzycie niektoérych wigcej razy niz przewidziano
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Asemblacja — graf dekompozycji

[R. Idury i M. Waterman, J. Comp. Biol. 2 (1995)] — cd.
S={TATGC,ATCAGCAAC,GCAGCA,GACTC,GTAGA}, =4

ATC TCA CAG AGC GCA CAA AAC
! ) Liczba wystapien
\ /\\ I-meru nie
Al ES P Cf}T _P}_?A wskazuje liczby
przejs¢ przez
GIT TTG TGC GCT CTG TGA GAT elalnyiitls
I ]
I\ /
A / Nalezy wybraé
N
TP.J“—AEQ_// el _-.// po jednym
reprezentancie
GAC | | ACT | CTC GTA | | TAG| | AGR z kazdej pary
CT 0 e W T = zdublowanych
kontigow.
GAG AGT GTC Arcar CTA TAC
- — —— [ 2 . - -e
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Asemblacja — graf dekompozycji

[P.A. Pevzner, H. Tang i M.S. Waterman, Proc. Natl. Acad. Sci.
US4 98 (2001)]

m  Algorytm EULER bazujacy na dekompozycji odczytow.
Na wejsciu sekwencje z bledami pochodzace z obu nici DNA

m  Etap korekcji btedéw: dazenie do eliminacji maksymalnej liczby
potencjalnych btedow w sekwencjach (insercji, delecji, zamian)
poprzez relatywnie malg liczbe mutacji. Efektywnos¢ mutacji
jest mierzona catkowitg liczba I-meréw w instancji (wiaczajac
w to odwrotnie komplementarne odpowiedniki sekwenciji)

® W metodzie mutacji poddawane sg /-mery o matej liczbie
wystapien i liczba zmutowanych nukleotydéw w sekwencji jest
ograniczona. Mutacja pocigga za sobg zmiany we wszystkich
[-merach z danej sekwencji pokrywajacych ten nukleotyd
19

Asemblacja — graf dekompozycji

S={TATGC,ATCAGCAAC,GCAGCA,GACTC,GTAGA}

[PA Pevzner’ Sekwencja Sekwencja Spektrum po zmianie
H. Tan 1 wejsciowa po zmianie mocne stabe
1 g CAGC, AGCA, TGCT,  TATG, ATGC, ATCA,
M.S. Waterman, GCTG TCAG, GCAA, CAAC,
GACT. ACTC, GTAG,
PNAS 98 (2001)] TAGA, GCAG, GCAT,
CATA, GTTG, TTGC,
CTGA, TGAT, GAGT,
Przyktadowa korekcja AGTC, TCTA, CTAC,
btedéw przy uznaniu CT6C
/ . . h ATCAGCAAC  AGCAGCAAC  CAGC,AGCA, TGCT,  TATG. ATGC, GCAA,
-merow wystgpujacyc GTTGCTGAT GTTGCTGCT  GCTG, GCAG, CTGC  CAAC, GACT, ACTC,
jednokrotnie za stabe, GTAG, TAGA, GCAT,
dopuszczeniu jednej EQEAT' TGTT% TC_GFE
mutacji na sekwencje CTAC ‘ ‘
i ograniczeniu modelu GTAGA GCAGA CAGC, AGCA, TGCT, TATG, ATGC, GCAA,
btedéw do tylko TCTAC TCTGC GCTG, GCAG, CTGC Eﬁég Eféﬂ /éﬂg
zamiany znakow GTTG, TTGC. GAGT,
(bez insercji/delecji). AGTC, TCTG
TATGC TCTGC CAGC, AGCA, TGCT,  GCAA, CAAC, GACT,
GCATA GCAGA GCTG, GCAG, CTGC,  ACTC, GTTG, TTGC,
CAGA, TCTG GAGT, AGTC




Asemblacja — graf dekompozycji

[P.A. Pevzner, H. Tang i M.S. Waterman, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 98 (2001)] — cd.

m  Graf po korekeji

Po korekgji:
BGA CAG AGC GCA CAA BAC
T TH T IR T s AGCAGCAAC
M u GCAGCA
~—— GCAGA
GCAGA GACTC
GIT_ 036 T6C GeT CTG  TeT
A / Przed korekcja:
MY
T ATCAGCAAC
GCAGCA
ey G 2 S I

GTAGA GACTC

Asemblacja — graf dekompozycji

[D.R. Zerbino i E. Birney, Genome Res. 18 (2008)]

®  Algorytm Velvet: zastosowanie dekompozycji odczytow i grafu
Pevznera. Sciezki proste (bez rozgalezien) kumulowane sa do
jednego wierzchotka, a odcinki odwrotnie komplementarne
taczone sa w pary

m  FEtap korekcji btedow: usuwanie krotkich ,,$lepych” sciezek,
usuwanie $ciezek rownolegtych do innych o zblizonej sekwencji,
usuwanie $ciezek o zbyt niskim pokryciu

m  Rozwigzanie budowane jest z uwzglednieniem oryginalnych
odczytow jako wskazowek do przechodzenia przez rozgatezienia

m W wariancie programu dostosowanym do odczytow
sparowanych wierzchotki faczone sa mostkami wskazujacymi
na ich sparowanie. Mostki stuzg jako wskazowki do budowy
rozwigzania
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Por6éwnanie podejs¢

®  Mocng strong modelu opartego na dekompozycji odczytow
jest mniejszy wptyw btedow sekwencjonowania na postaé
generowanego rozwigzania. Tutaj /-mer z bledem czgsto
nie bierze udzialu w tworzeniu rozwigzania, gdyz w danych
przewazaja [-mery bezbtedne powstale z dekompozycji
sasiednich odczytow — korekcja btgdow jest prostsza

m  Zastosowana reprezentacja grafu dekompozycji skutkuje
mniejsza zajetoscig pamigei (mniej wierzchotkow, mniej
hukow), brak btedow natozen skraca tez czas tworzenia grafu
oraz eliminuje etap generowania sekwencji konsensusowej

23
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Porownanie podejs¢

m  Staba strong modelu dekompozycji odczytow jest utrata
informacji spowodowana rozbiciem ich na krotsze fragmenty.
Niektore algorytmy probuja sobie z tym radzi¢, odwolujac sig
do odczytow zroédtowych w trakcie poszukiwania sekwencji
wynikowej. Rosnie jednak wtedy zlozono$¢ algorytmu, a braku
informacji zwykle nie da si¢ nadrobi¢ w catosci (procedura jest
heurystyczna)

m  Przyjecie modelu $ciezki Eulera zamiast Hamiltona nie daje
w tym problemie zysku na ztozonosci, obecne dodatkowe
ograniczenia czynig problem trudnym obliczeniowo
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Graf dla odczytow sparowanych

[P. Medvedev i in., Lect. Notes Comput. Sci. 6577 (2011)]

m  Zaproponowany zostal nowy rodzaj grafow (paired de Bruijn
graphs), w ktérych informacja o sparowaniu odczytow wptywa
na ich konstrukcje

m W dotychczas istniejacych algorytmach asemblacji informacja
o0 parach jest poczatkowo ignorowana, tworzone sg grafy
asemblacji jak dla pojedynczych odczytow i dopiero na etapie
budowy $ciezki informacja o parach stuzy do wskazywania
wlasciwej drogi

®  Sposob konstrukeji nowych grafow sprawia, ze zwykle sag mniej
zawiktane, gdyz dopuszcza si¢ potaczenia tylko wtedy, gdy
naktadajg si¢ na siebie oba elementy z dwdch rozwazanych par,
w zadanej kolejnosci i w dopuszczalnym przesunieciu
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Graf dla odczytow sparowanych

[P. Medvedev i in., Lect. Notes Comput. Sci. 6577 (2011)] — cd.

m  Zostaly wyr6znione dwa typy sparowanych grafow: idealny
z doktadng odlegloscig pomigedzy odczytami (takg sama dla
wszystkich odczytow w instancji) oraz przyblizony
z odlegtoscia z dopuszczonego zakresu £A

m  Podobnie jak w klasycznej metodzie opartej na dekompozycji
odczytow, pary odczytow rozbijane sg na pary krotszych
l-meréw zwiazanych z lukami grafu

m  Grafy sg konstruowane z bezbtgdnym natozeniem /-merow,
dla odczytow przettumaczonych na tg sama ni¢c DNA
i 0 znanej wzglgdem siebie orientacji (lewy odczyt w parze
jest poprzednikiem prawego). Dla odczytow o nieznanej
orientacji proponowane jest dublowanie danych z instancji
i budowanie podwojnego grafu
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Graf dla odczytow sparowanych

[P. Medvedev i in., Lect. Notes Comput. Sci. 6577 (2011)] — cd.

[ W grafie idealnym dla doktadnych odleglosci kazdg parg
odczytow dekomponuje si¢ na seri¢ par /-merow. Luki
rozpi¢te sg pomiedzy wierzchotkami reprezentujacymi
pary ich sufiksow i prefiksow o dtugosci /-1

m W grafie przyblizonym dodatkowo skleja sie wierzchotki,
ktorych lewe etykiety pokrywaja si¢, a prawe sg wzgledem
siebie przesunigte w ramach dopuszczonego zakresu £A.
Jesli A >4 [, to zamiast poréwnywac prawe etykiety dwoch
wierzchotkow nalezy obliczy¢ dlugos¢ najkrotszej §ciezki
w grafie pomi¢dzy tymi wierzchotkami
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Graf dla odczytow sparowanych

m  Przyklad grafu idealnego z metody Medvedeva i in.

Sparowane odczyty z odlegtoscig pomiedzy nimi réwng 1:
TATTT4+TTACG, ATTTA+TACGT, TTTAT+ACGTA, TTATT+CGTAC,
TATTA+GTACG

Sparowane [-mery o dtugosci 4:

TATT+TTAC, ATTT+TACG, TTTA+ACGT, TTAT+CGTA, TATT+GTAC,
ATTA+TACG

TTA

TAT " ACG
TTA ATT
'\IAC

1 L
ACG
o Sekwencja wynikowa:
& 0,\_/. TATTTATTACGTACG

A
CGT
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Graf dla odczytow sparowanych

Przyktad grafu przyblizonego dla progu bledu A = 1

TAT

Sekwencje wynikowe:

TAC
ACG TATTTATTACGTACG
TATTATTTACGTACG
TAT |
GTA

A TTA
AcG CGT

Dopuszczenie duzej wartosci A spotykanej w rzeczywistych
eksperymentach (nawet do 25% odlegtosci pomigdzy odczytami,
odlegtos¢ nawet do kilku tysigcy nukleotydow) mocno
komplikuje posta¢ grafu. Mimo to graf taki bedzie zrodiem
nie wigkszej liczby mozliwych Sciezek niz graf tradycyjny
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