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Typicky priebeh sekvenovania

1. Chromozdmy nahodne rozsekame na mensie kusky

(napr. pomocou sonikacie)

2. Mensie kusky namnozime

(napr. pomocou PCR, bakterialneho klonovania a pod.)

3. Konce tychto kuskov osekvenujeme niektorou zo sekvenovacich technoldgii

=> mnoho kratkych retfazcov, ktoré nazyvame citania

4. Citania vypoétovo zostavime spat do chromozémov



Prehlad sekvenovacich technoldgii

Technolégia Dizka Gitania Chybovost Zadefi Cenaza MB
1. generacia
Sanger do 1000 bp < 1% 3 MB $4000

2. (next) generacia (cca od 2004)

lllumina 250bp <0.1% 150 GB $0.03

3. generacia (cca od 2018)

PacBio cca 15 Kbp ~ 10% 700 GB $0.02
PacBio HiFi cca 15 Kbp < 1% 70 GB $0.20
Oxford Nanopore 5-100+kbp do 10% 50 GB $0.02



Bioinformaticky problém: Zostavenie genému

(sequence assembly)
e Vstup: kratke Citania sekvenovanej DNA

e Ciel': zostavit pbvodnu DNA

— riadime sa zhodou v prekryvajucich Castiach Citani
e Doélezité faktory:

— dizka genému

— dizka jednotlivych éitani

— pokrytie (coverage) — kolko krat Citania pokryvaju geném?




Formulacia problému (jednoducha, ale nerealisticka)
NajkratSie spolo¢né nadslovo (shortest common superstring)

Uloha: Danych je niekolko retazcov S1, Sa, . .. .S, (Eitania),
najdite najkratsi retazec .S, ktory obsahuje kazdy vstupny retazec S; ako

(suvisly) podret'azec.

Motivacia: €o najviac vyuzit prekryvy medzi Citaniami

Priklad:
Vstup: S1 = GCCAAC, Sy = CCTGCC, S3 = ACCTTC

Vystup: S = CCTGCCAACCTTC
(6itania spojené v poradi S2, S1, S3)



NajkratsSie spolo¢né nadslovo

e Problém je NP t'azky

takze nepozname rychly algoritmus, ktory vzdy najde najlepsie rieSenie

e Jednoducha heuristika: opakovane najdi dva retazce, ktoré sa prekryvaju
najviac a zIUc¢ ich do jedného retazca

e Priklad: CATATAT, TATATA, ATATATC
Optimum: CATATATATC, dizka 10
Heuristika: CATATATCTATATA, dizka 14

e V skutoCnosti tato heuristika aproximacny algoritmus:
Najdené rieSenie je najviac 3, 5 X horsie ako optimalne
T.,j. je to 3,5-aproximacny algoritmus

(mozno aj 2-aproximacny, otvoreny problém)

e Existuje aj 2,5-aproximacny algoritmus



Najkratsie spoloéné nadslovo: Co sme nezahrnuli do formulacie

e V sekvenovani sa vyskytuju chyby

Polymorfizmus

Orientacia Citani (vlakno, strand)
Kontaminacia cudzou sekvenciou, chiméry
Viac chromozomov, neuplné pokrytie Citaniami

Repetitivna sekvencia (sequence repeats, opakovania)
cca 50% ludskeho genébmu

Priklad: 10xTTAATA, 10xATATTA, 3xTTAGCT
TTAATATTAGCT?
TTAATATTAATATTAATATTAATATTAGCT?

TTAATATTA + ATATTAGCT?



Co sme nezahrnuli do formulacie: kvalita baz

e K Citaniam mame vacsinou informaciu o kvalite baz

Aka je pravdepodobnost, Zze dana baza je spravna?

e Baza s kvalitou ¢ = pravdepodobnost chyby 10~/ 10
napr. baza s ¢ = 40 je spravna s pr. 99.99%

Priklad vysledku Sangerovho sekvenovania (trace):
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NajkratSie spoloéné nadslovo: ZFahcujuce faktory

Pridavna informacia: sparované Citania (pair-end reads)

——— il —

150bp znama vzdialenost 150bp

Zjednodusenie: nemusime spoijit vSetko do jedného retazca,
spajame len Casti spojené viacerymi Citaniami

Konzervativny pristup (radSej menej pospajat, ale nerobit’ chyby)



NajkratSie spolo¢né nadslovo: Zhrnutie
e Nerealisticka formulacia, tazky vypoctovy problém

e Ale teoreticky problém méze poskytnut nejaky posun k pochopeniu

skutocného problému

e Qverlap-Layout-Consensus pristup
motivovany greedy algoritmami pre najkratSie spolocné nadslovo
(buduci tyzden)
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Skladanie kratkych ¢itani: de Bruijnove grafy
e Nasekajme &itania na (prekryvajice sa) kusky dizky k

e Zostavme z nich de Bruijnov graf
— vrcholy: podretazce dizky k v&etkych &itani
— hrany: nadvazujice k-tice v ramci kazdého c&itania (s prekryvom k — 1)

— Graf je orientovany (hrany maju smer)

e Priklad: k = 2, ¢itania: CCTGCC, GCCAAC
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Ako pouzit’ de Bruijnove grafy?
cc

e jediny chromozém a Ziadne “nejednoznacné” k-tice
—> zostavenie = Eulerovska cesta
(cesta v grafe, ktora pouZzije kazdu hranu prave raz)

e Eulerovski cestu mozno najst v ¢ase O(m + n)

e v realistickom pripade:
zostavenie gendmu zodpoveda niekolkym
pochdédzkam v de Bruijnovom grafe (nazyvame kontigy),

ktoré dohromady pokryvaju velka ¢ast hran
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Priklad: sada citani a zodpovedajuci deBruijnov graf

GTCGAGCAAGTACGAGCATAG
TCGAGCA AGCATAG
AGCAAaT  AGCATAG
GTCGAcC GTACGAG
GTCGAGC  TACGAGC
CGAGCAA ACGAGCA
AGTgCGA
CAAGTAC
GCAAGTA GAGCAT
GAGCAAG  GAGCATA
TACGAGC

gy _GAG-Z%AGC 9
2 4 3 2
GTC—"»TCG%,CGA L0 GAc- U Ace  GCA—B-CAT=BATA-=TAG

1 AAa—%AaT GTAATACE’_&ACG{
CAA S AAG- 2 AGT-GTg— - TgC—2-gCG

4x
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Priklad: zjednodusovanie de Bruijnovho grafu

gx _GAG-2%AGC 9
2 4 3 2
GTC—’»TCG%X(,CGA O GAc- U acc  GCA—B-CAT—=BATA-=TAG

1 AAa—YSAaT GTAATAcAACGy
CAA B AAG—2-AGT—5-GTg— - TgC—5-gCG

4x

Spojime jednoznacné cesty do vrcholov

AAGT»GTgCG

2 A
CAA»AAaT GTACG
~A
CGA—»GACcCC
GTCG—™
b
GAGCA»CATAG
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Priklad: odstranovanie chyb z de Bruijnovho grafu

AAGT»GTgCG

2
CAA»AAaT GTACG
A
CGA—»GACcC
GTCG—™
‘\\A
GAGCA»CATAG

Odstranenie chyb (vybezkov a bublin s nizkym pokrytim)

GTCG»CGA»GAGCA»CATAG

\CAA—>AAGT>GTACG

Spajanim dostaneme 4 kontigy (pbv. GTCGAGCAAGTACGAGCATAG)

GTCG»CGAGCA—»CATAG
CAAGTACG
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Typické vysledky zostavovania genémov

e Vela kratSich kontigov,
niekedy spajané do vacsich celkov (scaffolds) pomocou d'alSej informéacie

(napr. sparované Citania, Citania 3. generacie)

e Niektoré ¢asti nemozno jednoznacne zostavit z dévodu dlhych opakujucich
sa sekvencii

Priklad: ¢lovek chr14, 88 Mbp, 70 x pokrytie

Metbda Pocet kontigov  Chyb  N50 po korekcii
Velvet (zakladny de Bruijn) >45000 4910 2.1 kbp
Velvet (scaffolding) 3565 9156 27 kbp
AllPaths-LG 225 45 4.7 Mbp

N50: kontigy s touto alebo dihdou dizkou pokryvaju 50% genému
korekcia: rozsekneme vsetky zle spojené kontigy
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Zhrnutie

Sekvenovanie genému je zlozity proces, v ktorom hra bioinformatika délezitu ulohu
lllumina nizka cena, kratke Citania

Problém zostavovania genému, najkratSie spolo¢né nadslovo

Praktické rieSenie pre kratke Citania: de Bruijnove grafy

V zostavenej sekvencii mozu byt chyby, medzery, viaceré kontigy

Na buduce: ako sa vysporiadat s dlhymi ¢itaniami 3. generacie?

Pokrytie gendmu a velkost Citania hraju najddlezitejsiu tlohu pri tom, ako
fragmentovany bude vysledok:

— pre Sanger: 7-10X pokrytie

— pre NGS: 40-70X pokrytie

— pre 3. generaciu: 30X pokrytie
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Historia sekvenovania genomov

1976
1988
1995
1996
1998
1998
2000
2001
po 2001
2007
2012
2021
2021
2022

MS2 (RNA virus) 40 kB

projekt sekvenovania fudského genému (15 rokov)
baktéria H. influenzae 2 MB, shotgun (TIGR)

S. cerevisiae 10 MB, BAC-by-BAC (Belgicko, Britania)
C. elegans 100 MB, BAC-by-BAC (Wellcome Trust)
Celera: fudsky gendm do troch rokov!

D. melanogaster 180 MB, shotgun (Celera, Berkeley)

2x fudsky gendm 3 GB (NIH, Celera)

Mys, potkan, kura, Simpanz, pes,...

Watsonov a Venterov gendm (454)

1000 ludskych gendémov

3,5 milibna gendmov SARS-CoV-2

UK Biobank 200,000 fudskych genémov + vefa dalSich dat
Naozaj dokonéeny fudsky gendm (telomere to telomere)
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