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Rapidny vyvoj sekvenovania DNA

ABI Sanger sequencing in 2001: 115kb/day

iba velké sekvenovacie centra, medzinarodné konzorcia

lllumina HiSeq 4000 in 2015: 107Gb/day

aj mensSie laboratérium méze produkovat vlastné data

=) s

@)

=2 8

@« ©

'ES' —

©

B 8

a - 2001: $5292

= 2014: $0.05

(®)] o

c -

‘©

G

= S

[4}] —

wn

° o

2 = -|Data: genome.gov

2, o
8 2

| | | | | —
2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014




Citania z modernych sekvenatorov
e \/Setky sucasné technolégie produkuju €itania: kratSie fragmenty DNA

e Citania pochadzaju z ndhodnych a neznamych miest v genéme,

pokrytie: priemerny pocet ¢itani prekryvajluce poziciu v genéme

Technology Read length  Errors
Sanger up to 900bp < 2%
lllumina 150bp < 2%
454 400bp < 2%
PacBio up to 14kbp 15%

Oxford Nanopore upto 100kbp  30%




Rozmanitost’ technoldgii: vyzva pre vyvoj novych metod

e Hybridné data.
kombinacie rdznych vzdialenosti parovych Citani

kombinacie réznych technoldgii

e Fragmentovanost’ dat.
velfmi tazké zoskladat' z kratky Citani celé gendmy.

repetitivne regiony, velfké segmentalne duplikacie, ...

e Chybovost dat.
Standardné algoritmy vyvinuté pre 2. generaciu sekvenatorov

nefunguju pre 3. generaciu, ktora ma ovela vacsiu chybovost



Priklad 1: Zostavovanie gendémov z hybridnych dat (GAML)

Zostavovanie z hybridnych dat:
e ALLPATHS-LG: fragment + short jump lllumina
e Cerulean, PacbioToCA: fragment lllumina + PacBio

Nas ciel': Transparentna kombinacia hybridnych dat

Pouzijeme pravdepodobnostné modely / vierohodnost
e Oprava zoskladania: REAPR (Hunt, Martin, et al. 2013)

e \Vyhodnodcovanie/porovhavanie pomocou vierohodnosti:
ALE (Clark et al. 2013), CGAL (Rahman et al. 2013),
LAP (Ghodsi et al. 2013)

—> vierohodnost je dobrou mierou pre porovhavanie zostaveni



Vierohodnost’ zoskladania - LAP model
e Dané: zostavenie gendmu A, mnozina ¢itani R
e Nezavislé &itania: Pr[R|A] = HrER Prir|A]
e Log average vierohodnost: L(R,A) = } ¢ Pr[r|A]/[R

e Vierohodnost zarovnania Citania ku zostaveniu genému:
e¢(1 —¢)te/2L

¢: chybovost, L: dizka zostavenia, e: poget chyb
e Vierohodnost ¢itania: sucet vierohodnosti vSetkych zarovnani

e L’ahko adaptovatelné na parové Citania

(pouzijeme aj distribuciu vzdialenosti)

e Pokryva vlastnosti vSetkych suc¢asnych sekvenovacich technolégii



Nas pristup k zostavovaniu genémov

e Zostavovanie gendmov < hfadanie zostavenia s najvySSou

vierohodnostou (vzhfadom na data, ktoré mame k dispozicii)
e Prehladavanie obrovského priestoru

e Predspracovanie pomocou Velvet-u =

graf reprezentujuci mozné zostavenia

e lterativne vylepSovanie zostavenia pomocou simulovaného zihania



Predspracovanie a formulacia ulohy

e Velvet s konzervativhymi nastaveniami

(malé kontigy, ale bez chyb)

e Uloha: hfadame mnozinu sledov vo vyslednom grafe tak, aby

vierohodnost bola najva¢sia mozna



Simulované zihanie
e Zacnime s nejakou rozumnou mnozinou sledov

e lterativne navrhujeme jej modifikacie

e Ak dostaneme vySSiu vierohodnost’, akceptujeme modifikaciu




Krué k uspechu: Rychly vypocet vierohodnosti
e Vierohodnost musime prepocitat v kazdom kroku
e Rozdiely medzi zostaveniame v nasledujucich krokoch su velmi malé

e Rozdelime zostavenia na prekryvajuce okna
v kazdom okne zarovname Citania zvlast a zapamatame si vysledok
kazdy krok ovplyvni len maly pocet okien

musime sa uistit, aby sme Ziadne Citanie nezapoditali viackrat

e Implementacia GAML.: funguje dobre pre malé gendmy (desiatky MB),

treba pouzit’ dalsie triky pre velké genomy



Experimental evaluation

GAML (genome assembly by maximum likelihood)
Compare to: GAGE (Salzberg et al. 2012), Cerulean (Deshpande et al. 2013)

Insert Read Error
ID Technology len. (op) len. (bp) Coverage rate
Staphylococus aureus (2.87Mbp)
SA1 lllumina (fragment) 180bp 101bp 90 3%
SA2 lllumina (short jump) 3500bp 37bp 90 3%
Escherichia coli (4.64Mbp)
EC1 lllumina (fragment) 300bp 151bp 400 0.75%
EC2 PacBio (long read) 4000bp 30 13%
EC3 lllumina (simulated long jump) 37,000bp  75bp 0.5 4%

Tests: SA1 + SA2, EC1 + EC2, EC1 + EC2 + ECS3



Fragment and short jump lllumina libraries S. aureus

Assembler Longest N50 Err.  Longest N50 LAP
scaffold (kb) scaffold cort.
(kb) corr. (kb) (kb)
GAML 1191 514 0 1191 514 —23.45
Allpaths-LG 1435 1092 0 1435 1092 —25.02
SOAPdenovo 518 332 0 518 332 —25.03
Velvet 958 762 17 532 126 —25.34
MSR-CA 2412 2412 3 1343 1022 —26.26
ABySS 125 34 1 125 28 —29.43
Cons. Velvet 95 31 0 95 31 —30.82

SGA 286 208 1 286 208 —31.80




Fragment lllumina library and long-read Pacbio library E.

coli

Assembler Longest N50 Err.  Longest N50 LAP
scaffold (kb) scaffold corr.
(kb) corr. (kb) (kb)
PacbioToCA 1533 957 0 1533 957 —33.86
GAML 1283 653 0 1283 653 —33.91
Cerulean 1991 694 0 1991 694 —34.18
AHA 477 213 5 477 194 —34.52
Cons. Velvet 80 21 0 80 21 —36.02




Fragment lllumina library, long-read Pacbio library and a long
jump lllumina library E. coli

Assembler Longest N50 Err.  Longest N50 LAP
scaffold (kb) scaffold cort.
(kb) corr. (kb) (kb)
GAML 4662 4662 3 4661 4661 —60.38
Celera 4635 4635 19 2085 2085 —61.47




Priklad 2: Odhadovanie velkosti genomov (CovEst)
e Kofko sekvenovacich behov potrebujeme?
e Obvykly postup: poskladat gendm, potom odhad velkosti
e Repetitivhe sekvencie = mensi gendm
e Polymorfizmy = vacsi gendbm
e Casti gendmy nepokryté = mensi geném
o ...
Pristup bez skladania genédmov:
e Statistika priamo z ¢itani (vyskyt k-merov)

e odhad pokrytia na zaklade pravdepodobnostného modelu



Spektrum k-merov pre lllumina ¢itania z E. coli
(k = 21, pokrytie 10)
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e Sekvenovacie chyby vytvaraju velké mnozstvo jedine¢nych k-merov
e Jedna sekvenovacia chyba prekryva do 21 k-merov
e Pokrytie genému je 10, no mdd je posunuty na 7

e Chybovost a pokrytie na hraniciach ¢itani



Spektrum k-merov pre lllumina ¢itania z E. coli
(k = 21, pokrytie 2)
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Modelovanie k-merového spektra

k-mer count
n
e
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e Vstupom je mnozina &itani, kazdé o dizke 1
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e Parametre modelu: O (vratane pokrytia)
e Nech pj je pravdepodobnost pozorovania j vyskytov daného k-meru

e Logaritmus pravdepodobnosti pozorovania spektra W
W
log L(W|0) = log (H]“;] P; )) = ZJ“;] wj log pj.

e Hfadame parametre © maximalizujuce L(W|0).

Velkost gendmu vypocitame z pokrytia



Jednoduhy model bez uvazovania chyb
e Parameter: pokrytie C
e Efektivne pokrytie k-meru ¢, = ¢(r — k + 1) /7 (okraje &itania)

e Pokrytie daného k-meru:

Poissonova distriblcia so strednou hodnotou Cy
e S pravdepodobnostou ek pokrytie 0, nevidime v spektre
e Pravdepodobnost pozorovania j vyskytov

cl e Ck 1 :
p] j— le . ]_e_ck — f())ck)

Skutoény model zahfna
e chyby v Citaniach

e repetitivne sekvencie



Vysledky na simulovanych datach (1 Mbp genom)
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lllumina Citania z E. coli
Velkost genomu 4.64 Mbp, 151bp lllumina

Odhad velkosti genému v Mbp

Method ¢ =05 c¢c=1 ¢c=2 ¢c=4 ¢c=10 ¢=30 ¢ =50

RE 416 470 458 463 4.71 4.69 4.68
KSA N/A N/A N/A 6.03 4.61 4.59 4.58




Priklad 3: Base calling pre MinlON (DeepNano)

MinlON early access program

v spolupréaci s J. Nosekom (Prirodovedecka fakulta UK)



Nanoporoveé sekvenovanie

e DNA prechadzajuca cez nanopor spésobuje zmenu elektrického

napatia podla aktualneho kontextu k baz

e Priebeh elektrického signalu sa segmentuje na jednotlivé udalosti;

kazda udalost’ idealne zodpoveda posunu o 1 bazu
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Basecalling pre nanoporoveé sekvenovanie

e Basecaller preklada postupnost udalosti do DNA sekvencie
e Udalosti sa “prekryvaju” obvykle k — 1 bazami

e Tradicne reprezentované pomocou HMM (Metrichor, NanoCall)
$truktira HMM & la de Bruijnov graf; skryté stavy = k-tice DNA

emisné pravdepodobnosti Gaussiany (dané vyrobcom zariadenia)

e Velka neistota = velka chybovost

vit

GC-B-G-C
cCc-G-

GCG -CBAG —-CC C CHC —C- GCC
sample0 GCG -CAG —CC G GG E GCC
samplel -GGGG- G —CC C E e = GCC GG-GBAGCGG
sample2 —CClICG G CC C ClC = GCC -G
sample3 -GCG G CC G GGECRG-G —C- GCC GC-a-G-C

vit

—CCCA-GAC -G GGC G - C GC
sample0 GC G-GC C C GC
samplel - G#AC - C C C GC
sample2 -C-CA-G&C - — - C
sample3 -CCCR-G#C - -G C C GC




Diskriminativhe modelovanie namiesto generativheho

e Rekurentné neurdnové siete y

e Vstupné vektory: pre kazdu
(3)
udalost' stredna hodnota, std. h

odchylka, dizka
h@

e \ystupna vrstva: pre kazdu

udalost 0, 1 alebo 2 bazy h®)

e Trénovanie cca 2 tyzdne,

predikcia vefmi rychla



Porovnanie s Oxford Nanopore base callerom

E. coli K. pneumoniae
Template reads Metrichor 71.3% 68.1%
DeepNano  77.9% 76.3%
Complement reads  Metrichor 71.4% 69.5%
DeepNano  76.4% 7/5.7%
2D reads Metrichor 86.8% 84.8%
DeepNano  88.5% 86.7%
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GAML: genome assembly by maximum likelihood
(Algorithms for Molecular Biology 2015)

Vlado Boza, Brona Brejova

How Big is That Genome? Estimating Genome Size and Coverage
from k-mer Abundance Spectra (SPIRE 2015)

Michal Hozza, Werner Krampl, Brona Brejova

DeepNano: Deep Recurrent Neural Networks for Base Calling in
MinlON Nanopore Reads (arXiv 2016)

Using Sequence Ensembles for Seeding Alignments of MinlON
Sequencing Data (submitted 2016)

Vlado Boza, Rasto Rabatin, Brona Brejova
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Vypoctova biolégia na FMFI UK

http://compbio.fmph.uniba.sk/ hfadame doktorandov
bakalarsky studijny program: http://compbio.fmph.uniba.sk/program
letna Skola NGSchool 2016: http://ngschool.eu/ (prinlasky do 1.7.2016)



