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Co Je to sequence assembly?

DNA, RNA fetézce nelze zpracovavat najednou

Nelze je najednou celé precist (az stovky milionu bazi - bp)
Proto se strojové rozsekaji na mensi kousky, které jiz precist lze
Chceme-Ili mit celkovy obraz fetézce, musime ho opét slozit

=> Sequence assembly



Jak funguje sequence assembly?

ACGTACGTAGCTGACGTAGCA... Vstupni fetézec
l' ~ | Fragmentace
ACGTGCAGCATGACGA... Fragmenty (cca 1K -10K bp)

ACGTAGCAGCGAGCAG...

Ready (cca 100-1000 bp) % %
Paired-end ready

Single-end ready

>read_pairl
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ACTGCGTA L
>read = -~ =— ACTGATGC
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e Assembly
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@ Slozeny fetézec = Contig

>contig
ACGTACGTAGCTGACGTAGCA...



Pracovni body

o Vytvorit testovaci data
« Otestovat na datech existujici assemblery

* Vytvorit vlastni assembler a zjistit ceho vseho je schopny



Priprava testovacich dat

S pomoci http://crdd.osdd.net/raghava/genomeabc

Volitelné parametry:

— Délka fragmentu

— Délka readu

— Coverage (= pocet fragmentu * délka _fragmentu / délka fetézce )

Umoznuje generovat single-end i paired-end ready (double-barrel
shotgun sequencing)

Umoznuje zanaSet mutace
Moznost otestovat slozenou posloupnost s vychozi



Testovacl data

* Vygenerovano z realnych data z NCBI

— Influenza A

— Rattus Norwegicus

— Escherichia Coli

— Ectocarpus Siliculosus

(ptaci chripka)
(potkan)

(strevni bakterie)
(hneda rasa)

1402 bp
7740 bp
47773 bp
199622 bp



Testovaci ready

e Paired-end ready

o Délk , . .
Puvodce clka Délka readu Pocet read u
fragmentu
Influenza A 100 36 394
Influenza A 400 100 284
Raitus 400 36 1570
Norwegicus
Escherichia Coli 2000 500 968
Escherichia Coli 1000 4000 484
ECIOBEIBLE 1000 4000 2008
Siliculosus




Vyber assembleru

e Spousta assembleru:

Phrap

Celera-assembler

CABOG (modified Celera-assembler for 454)

Newbler

Arachne

AMOS (A Modular Open-Source whole genome assembler)
ABBA (Assembly Boosted by Amino Acid Sequences)
MIRA

AByYSS

Euler

Velvet

SOAP denovo



Vyber assembleru

« Omezeni:
— Mnoho z nich pracuje s chromatogramovymi soubory (.abi, .ab1, .ab2)
— Mnoho z nich je komercnich
— Neéktere z nich je podivné zdokumentovany
— Hardwarové naroky 13Gb RAM

 Nakonec vybrany:
— DNA Dragon
— DNA Baser v3
— Velvet
— CodoneCode Aligner



Néeco malo o assemblerech

DNA Dragon

— komer¢ni (trial 30 dni)

— Windows

— podpora ruznych formatu

— cena 1299 Euro

— firma SequentiX (Némecko)

DNA Baser v3

— komeréni (trial 8 hodin)

— rozsahly nastroj pro skladani a vizualizaci sekvenci
— cena $499

— firma Heracle BioSoft (Rumunsko)



Néco malo o assemblerech

e Velvet

— open source
— navrzen pro 64-bit Linux, mél by fungovat i na ostatnich
— hlavné pro kratké ready

— vyuziva hashovani

— European Bioinformatics Institute

« CodoneCode Aligner

— komneréni (trial 30 dni)

— Windows, Mac

— Grafickeé prostfedi s vyuzitim Phrap
— firma CodonCode Corporation (USA)
— cena $720



Vysledky Cas

Vzorek DNA Dragon | DNA Baser Velvet quoneCode
Aligner

L= 36

#394 L& - 1s 15
L =100

#284 ls 151 s 1s 1s

L =36

#1570 5 sec - 1s 3 s
L = 500 _

#968 6 min 1 hod 2's 10 s
L = 4000 |

4484 11 min - 2 g 8 s
L = 4000 1 hod 3 min < B} 47 s

#2008




# contigl V d I d k I
Max. contig yS e y CO ntlgy
CodoneCode
Vzorek DNA Dragon DNA Baser Velvet :
Aligner
1402 bp 3 _ 10 15
L= 36 #394 1276 757 195
1402 bp 1 1 70 1
L =100 #284 1393 1393 903 1393
7740 bp 2 1 11 12
L =36 #1570 7457 2063 1974 2352
47773 bp 1 ] 25 1
L = 500 #968 47668 22689 47668
47773 bp 1 ] 13 1
L = 4000 #484 47082 32524 47082
199622 bp 3 ) ] 8
L = 4000 #2008 32782 51506




Poznatky

DNA fetézec ¢asto neni kompletné pokryty ready!

DNA Dragon mél pomérné dlouhy ¢as skladani oproti ostatnim, ale vysledky byly velmi dobré (0%
chyba)

DNA Baser mél pfiliS dlouhé ¢asy skladani, pfestoze v reklamé psali, ze slozeni probéhne dfiv
nez se vratime z prestavky na kafe
— Mozna je zplsobeno Spatnym nastavenim parametru (je jich mnoho)

— Mozna tim, Ze je to trial verze

Velvet i na velkém poctu readd bézel jen nékolik vtefin, ale mensi pfesnost sloZzeni (obc¢as se
vyskyly chyby tak kolem 1%)

Velvet na dlouhé useky (1000bp) a mnoho readu jiz nestadil
Vysledek Velvetu zavisi na nastaveni parametru k — velikost hashovaného k-meru

CodonCode béha téz velmi rychle a jeho presnost slozeni je vétsi nez u Velvetu, nicméné obc¢as
se téz vyskytnou chyby ve slozeni
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Vlastni ,assembler*

Pokus o Shotgun Sequencing

Zdroje:

— http://www.cbcb.umd.edu/papers/ADCOMG6006.pdf
— Stareé slidy €. 10 k prednasce z Biolnf Alg
Nepovedlo se plne dokoncit

Generovani delSich podsekvenci




Shotgun Sequencing

Genome
Sheared
DNA
cloning
insert
sequencing
ﬁ
vector \ /

sequencing reads

F1G. 1. Shotgun sequencing process.

Obrazek lepsi, nez slide plny slov



Shotgun Sequencing




Shotgun Sequencing

Fragment — ofiznuty kus DNA

Read — prectena cast fragmentu

Contig — spojita cast DNA vytvorena assemblerem
Overlap — prekryv read

Repeat — Eukaryoty maji mnoho sekci opakujicich se



Shotgun Sequencing

Nalézt podobné ready
— Dove-tail nebo podretezec

Spocitat Uroven prekryvu
— Dobry hint pro repeaty (kdyz je nasobné vice prekryvl, nez je coverage)

Pokud mam paired-end, mohu jej jednoduse vyuzit k nalezeni pofadi (vim,
ktery read byl dfiv a ktery pozdéji)

Ze slabsich pfekryvu mezi vétSimi, u nichz znam poradi, mohu odvodit
vhodné mnoziny fetézcl mezi nimi

Najdu konsensus
— | blbé metody funguiji



Nalezeni podobnych readu

« Videalnim pfipadé nejsou chyby Cteni
— Mohu pouzit suffixovy strom, Ci cokoliv podobného efektivniho

 Realita
— Dynamické programovani — skoro lokalni alignment

« Hledam ready s nejmensSi editani vzdalenosti, kde jeden muze
navazovat na druhy

e V naSem pokusu vyuzivame presné toto [vysvétlit na tabuli]



Shotgun Sequencing

o Vyfiltrovani chyb
e Odhaleni repeatu

« Hledani konsensu
— Typicky hloupé iterativni, staci to
— My jsme pouzili hloupé poditani vyskytu pro kazdou pozici a
zvoleni nejCasté|Si baze



Nase vlastni

 Docela naro¢neé udélat to spravné, z duvodu ne zcela dostate¢nych
podkladu

« Mame:
— Upraveny alignment pro pary readu
— Vyfiltrovani horsich
— Nalezeni dobrych overlapu
— Nalezeni konsensu mezi nimi



