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1. Wstep

Asemblacja DNA stanowi jeden z kluczowych elementow ziozonego procesu
sekwencjonowania materialu genetycznego. Istotg procesu asemblacji jest
rekonstrukcja mozliwie dtugiej sekwencji nukleotydow materiatu genetycznego przy
wykorzystaniu jego krotkich lecz silnie, przy tym nierbwnomiernie, nakfadajacych sie
fragmentéw. Fragmenty podlegajgce takiej rekonstrukcji, okreslane mianem
odczytow (ang. reads), z powodu ograniczen technologicznych nie moga byc¢
wydtuzone na etapie mechanicznego odczytu, a ich dlugos¢ jest nieporéwnywalnie
mniejsza od dtugosci rekonstruowanej sekwencji. Proces asemblacji, przy obecnym
stanie techniki stanowi zatem jedyny mozliwy automatyczny sposob uzyskania

sekwencji odczytywanych genomow w postaci ciggte;.

Z algorytmicznego punktu widzenia asemblacja stanowi uogodlnienie problemu
znajdowania minimalnego superciggu nad zadanym zbiorem sekwencji. Problem
ten, nawet przy ograniczeniu do alfabetu binarnego, jest trudny obliczeniowo. Co
wiecej, jak dowiedziono w pracy [1], przy zatozeniu mozliwych btedoéw w odczytach
problem asemblacji jest silnie NP-trudny, a co za tym idzie opiera sie mozliwosci
utworzenia w petni wielomianowego schematu aproksymacji (ang. fully
polynomial-time approximation scheme, FPTAS). Stad jedyne dostepne efektywne
metody rozwigzujgce problem bazujg na zatozeniach heurystycznych bez
oszacowania pesymistycznego btedu wartosci rozwigzania. Sytuacje dodatkowo
pogarszajg rozmiary realnych instancji problemu liczone w setkach milionéw lub
nawet miliardach odczytéw. Zeby rozwigzaé tak duze instancje problemu wiekszosé
dostepnych na rynku metod asemblacji korzysta z heurystycznej strategii grafow

dekompozycji (DG, czesto naduzywajgc nazwy grafow de Bruijna). Strategia ta



efektywnos¢  dziatania zawdziecza  wykorzystywanej  strukturze  danych
kompresujacej niejako odczyty, a wiasciwie ich krotkie fragmenty zwane k-merami,
stanowigce podciagi sekwencji odczytdw o zadanej diugosci. Proces tworzenia
k-meréw z sekwencji odczytow, zwany dekompozycja, jest stratny i nieodwracalny.
Dzieki niemu jednak otrzymujemy efektywng strukture grafowa, ktéra pomimo utraty
czesci informacji jest w stanie, przy pewnych zatozeniach postuzy¢ do efektywnego
odtworzenia diuzszych podciggéw sekwencji wyjsciowe;j. Istotne z punktu widzenia
jakosci otrzymanego rozwigzania jest to, iz uzyskang efektywnosS¢ uzyskuje sie
kosztem utraty czesci informacji na temat ciggtosci odczytéw. W przypadku krétkich
odczytéw bedacych wynikiem sekwencjonowania maszynami pierwszej generacji nie
stanowito to znaczacego ubytku informacji przektadajacego sie na strate na jakosci
wynikéw, jednak wraz z rozwojem technologiii i wzrostem dtugosci odczytow tracona

informacja nt. ciggtosci jest coraz wieksza i mniej akceptowalna.

Nowy potencjat rozwigzania problemu niesie strategia bedaca poprzednikiem DG
zwana Overlap-Layout-Consensus (OLC). Strategia ta sprowadza problem
asemblacji do problemu komiwojazera nadajgc wierzchotkom etykiety sekwenciji
odczytow, tukom zas przypisujac tak zwane natozenia (ang. overlap) miedzy tymi
sekwencjami. Wykorzystuje ona przy tym dosc¢ naturalne spostrzezenie, iz koszty
wynikajagce z natozen optymalnego uszeregowania (ang. layout) odczytow
rozwigzania problemu asemblacji powinny by¢ najmniejsze sposrod wszystkich
mozliwych uszeregowan i wynikajg jedynie z btedéw sekwencjonowania. Jako ze nie
interesuje nas wynik w postaci sekwencji odczytow, ale raczej w postaci ciggu
nukleotydéw znalezione uszeregowanie odczytow musi byC jeszcze sptaszczone

poprzez ustalenie kompromisowych nukleotydéw (ang. consensus).
2. Cel i zakres pracy

Gtéwnym celem pracy jest stworzenie heurystycznego algorytmu asemblacji de novo
o jak najlepszych wiasciwosciach jakosciowych dostarczajacego aproksymacje
rozwigzania problemu asemblacji w akceptowalnym czasie. Naturalnym zatem
wydaje sie skorzystanie ze strategii Overlap-Layout-Consensus, ktéra nie dopuszcza

btedéw wynikajgcych z zaniedbania ciggtosci sekwencji odczytow w trakcie ich



dekompozycji do struktury grafowej. Celem pochodnym jest réwniez implementacja
metody zwanej dalej GRASShopPER (ang. GPU overlap GRaph ASSembler using
Paired End Reads information for de novo assembly) na podstawie
zaproponowanego algorytmu oraz przeprowadzenie testdow na zréznicowanych
zestawach danych wiacznie z porownaniem wynikow jakosciowych oraz

efektywnosciowych z innymi metodami asemblacji bedacymi aktualnym standardem.

Gtownym wktadem doktoranta wykazywanym w dysertacji jest trzon nowej metody
GRASShopPER. W tym réwniez dwa algorytmy rozwigzujace podetapy procesu
asemblacji. We wspomnianym kontekscie prace mozna podzieli¢ na cztery gtéwne

czesci:
1. Formalna definicja problemu wraz z przedstawieniem tta badan

2. Omoéwienie aktualnego stanu wiedzy w tym uzytych zewnetrznych metod

niezbednych w realizacji projektu

3. Okreslenie wprowadzonych przez doktoranta algorytméw z omdwieniem ich

ztozonosci i oczekiwanego wptywu na wynik asemblaciji

4. Przeprowadzenie eksperymentow obliczeniowych oraz zebranie i omowienie

wynikow

W przedstawianej pracy autor skupit sie na swoich autorskich pomystach z

przedstawieniem szerszego kontekstu ich aplikacji.
3. Podstawy teoretyczne oraz omoéwienie problemu

Na poczatku pracy doktorant wprowadza najistotniejsze, uzyte w pozniejszej czesci
pracy, pojecia, zarowno z zakresu terminologii biologicznej, jak i z pogranicza
matematyki i informatyki (np. teorii graféw, ciggi czy rzad funkcji). Dokonuje rowniez
wprowadzenia w tematyke ztozonosci obliczeniowej niezbednej do okreslenia klasy
trudnosci rozwigzywanego przez niego problemu. W kolejnych podrozdziatach
znajdziemy réwniez niezbedne do opisu problemu asemblacji uscislenie pojec
dopasowania i ztozenia sekwencji. Po wspomnianym wstepie nastepuje przyblizenie

problemu  asemblacji. Dokonane  zestawienie  pojecia  asemblacji z



sekwencjonowaniem ptynnie przechodzi w zarys kontekstu problemu asemblacji.
Mozna tutaj odnalez¢ uscislenie termindw zwigzanych z sekwencjonowaniem, ale
takze parametrami charakteryzujacymi dane wejsciowe problemu. Zwienczeniem
opisu problemu jest jego formalna definicja stanowigca prébe jego obrazowego
przedstawienia. Formalizacji dokonano poprzez sprowadzenie asemblacji do postaci
optymalizacyjnego problemu kombinatorycznego. Obok definicji znajdziemy tutaj
dyskusje na temat mozliwych strategii rozwigzania problemu jak réwniez okreslenie i
charakterystyke konkurencyjnych metod asemblacji. Po analizie wspomnianych
metod doktorant dochodzi do wniosku, iz w miejscu efektywnych metod
wykorzystujgcych strategie OLC istnieje nisza w rynku asembleréw, co prowadzi go
dalej do konkluzji, iz praca nad tym tematem moze stanowi¢ wartosciowy przedmiot

badawczy.
4. Metoda GRASShopPER

Wspomniane wnioskowanie stanowi podwaliny projektu GRASShopPER. W swojej
dysertacji doktorant poswiecit obszerng, sktadajgca sie z trzech rozdziatow, czes¢
opisowi tej nowej metody asemblacji. Ze wzgledu na rozlegtoS¢ przedsiewziecia,
projekt stworzony byt etapami przez wielu autorow. Niezbedne zatem byto
precyzyjne ustalenie wktadu intelektualnego doktoranta w samg metode ale takze w
poszczegolne fazy metody. Pierwszy ze wspomnianych rozdziatbw skupia sie
wiasnie na precyzyjnym ustaleniu autorstwa poszczegélnych fragmentéw metody,
stad tez poswiecona jest tu rowniez spora uwaga na przedstawieniu ogdlnego
schematu dziatania metody ze szkicem dziatania podprocedur oraz przeptywem
danych. W dalszej czes$ci rozdziatu nastepuje wnikliwy opis poszczegdlnych czesci

metody, jednak z wytgczeniem tych czesci, ktore stanowig wktad autora.

Kolejne dwa rozdziaty przedstawiajg dwa algorytmy zaproponowane przez

doktoranta:

1. Algorytm znajdowania znaczacych rozwidleh grafu natozen
2. Algorytm  progresywnego dopasowania sekwencji do znajdowania

kompromisowej sekwencji wynikowe;j



Zeby przyblizy¢ pierwszy z wymienionych algorytméw warto najpierw umotywowaé
potrzebe jego stosowania. Specyfika grafu natozen, w tym w szczegdlnosci sam
koncept natozen, ktére tgczg wszystkie mozliwe wierzchotki/odczyty o podobne;j
podsekwencji, wywotuje redundancje mozliwych $ciezek formujgcych identyczne
sekwencje wynikowe. Z drugiej strony, dobrej jakosci wyniki asemblacji powinny
cechowac¢ sie minimalng niepewnoscig uzytych fragmentéw. Wraz ze wzrostem
ilosci repetytywnych fragmentéw genomu zrodtowego przy braku mozliwosci
automatycznej metody potwierdzania poprawnosci tworzonej sekwencji wzrasta
ryzyko ztozenia niepoprawnego wyniku. Stad tez jedynym sposobem radzenia sobie
Z niepewnoscig jest przerywanie dotgczania odczytdw w momencie pojawienia sie
alternatywnych sciezek. Jednakowoz szukanie poczatkow alternatywnych Sciezek,
nazwane dalej szukaniem rozwidlen znaczacymi grafu natozenh, przy mozliwych
btedach w odczytach jest nietrywialnym problemem. Trudnos$¢ jest tym wieksza ze
realne instancje problemu posiadajg gigantyczny graf natozen. Z punktu widzenia
kwestii efektywnosciowych najlepszym rozwigzaniem mogtaby by¢ zatem heurystyka
dokonujgca optymalizacji jeszcze na etapie przechodzenia grafu, dla przykfadu
algorytm zachtanny, wyfaniajacy do wyniku sekwencje odczytow o najmniejszym
aktualnym natozeniu. Algorytm ten bytby jednak obarczony mozliwoscig
nieprawidtowego ztozenia sekwencji, co wynika ze wspomnianej wtasnosci graféw
natozen. Stad zaproponowany algorytm wykorzystuje zachtanne podejscie
przechodzenia grafu obudowujgc je dodatkowo mechanizmem stanu
zabezpieczajagcym przed zagtebianiem sie w Sciezke odpowiadajgcej sekwencji
nukleotydowej niosacej ryzyko wystepowania w alternatywnej lokalizacji. Mechanizm
ten wzbogacony o dobdér nastepnika w wazonym gtosowaniu, filtruje Slepe Sciezki

wynikajgce z btedéw sekwencjonowania.

Warto zwrdcic uwage, iz przechodzac po grafie natozen w poszukiwaniu znaczacych
rozwidlen znajdujemy sekwencje odczytéw a nie nukleotydow sekwencjonowanego
genomu, czego oczekuje sie od algorytmu asemblacji. Stgd tez w przypadku
wszystkich metod z rodziny OLC niezbedne jest przeprowadzenie dodatkowego
kroku sptaszczajgcego sekwencje odczytow do konsensusowego ciggu

nukleotydéw. Innymi stowy do uzyskania finalnego wyniku niezbedny bedzie



algorytm rozwigzujacy problem dopasowania sekwencji. Dopasowanie to musi
jednak uwzgledni¢ dos¢ specyficzne warunki - znana jest zgrubna pozycja sekwenc;ji
odczytéw, z ktérych sktadamy nadsekwencje. Ta wtasciwos¢ nie trywializuje jednak
problemu, gdyz wcigz sekwencje odczytdw mogg posiadac btedy, ktore efektywnie
mozna zniwelowaé (oczywiscie pod warunkiem odpowiednio duzej duplikaciji
informacji w odczytach) jedynie za pomocg algorytmu dynamicznego
programowania. Warto zwrdci¢ uwage, ze standardowe algorytmy dopasowania nie
uwzgledniajg porzadku wplatania kolejnych sekwencji do wyniku. Stad tez
niezbednym byto zaproponowanie nowego algorytmu dopasowania zwanego w

pracy dopasowaniem progresywnym.

W skrécie dziatanie algorytmu opiera sie o zasade — skoro znamy zgrubng pozycje
sekwencji w rozwigzaniu wymusmy umieszczenie sekwencji w poblizu tej pozyciji.
Mozna tego dokonac¢ poprzez ograniczenie przestrzeni przeszukiwanych komorek
macierzy dynamicznego programowania okreslajgcych punkt startowy wynikowej
sekwencji. Powyzsza technika wspomagana profilami nukleotydow zapewnia
heurystyke budowy konsensusu rozwigzania, ktéra jest odporna na zaburzenia w

jakosci odczytow instancji problemu asemblacji.
5. Eksperymenty obliczeniowe

Ostatni przed podsumowaniem, lecz nie najmniej istotny, rozdziat doktoratu
poswiecony jest eksperymentom obliczeniowym przeprowadzonym w celu ewaluacji
jakosci wynikow metody GRASShopPER. Rozdziat mozna podzielic na dwie

zasadnicze czesci:

1. Zestawienie wynikow jakosciowych metody GRASShopPER z innymi
wiodgcymi metodami asemblacji.

2. Okreslenie wptywu wartosci parametréw na jako$¢ wynikow dziatania metody
GRASShopPER.

Nieodzownym elementem rzetelnej analizy wynikbw w przypadku kazdych
eksperymentéw obliczeniowych jest precyzyjne okreslenie zbioréw danych

testowych lub ewentualnie sposobu ich wygenerowania. W przypadku problemu



asemblacji de novo pojedyncza instancja zbioru testowego sktada sie z informacji na
temat zestawu odczytéw sparowanych oraz genomu referencyjnego stuzgcego do
poréwnania wynikéw dziatania algorytmu asemblacji. Note na temat tego aspektu
eksperymentéw jak réwniez informacje na temat uzytych miar oceny, Srodowiska
uruchomieniowego i zuzywanych przez program zasobow mozna znalez¢ na

poczatku wspomnianej czesci pracy.
5.1. Poréwnanie z wiodacymi metodami asemblacji

Eksperymenty poréwnawcze GRASShopPERa rozpoczyna uzasadnienie doboru
konkurencyjnych metod asemblacji. Wybdr ten bedzie miat oczywisty wptyw na
sprawiedliwos¢ osgdu jakosci metody. Doktorant postanowit sie tutaj oprze¢ na
obiektywnej wartosci wskaznika cytowalnosci artykutéw, w ktérych opublikowano
poszczegdlne metody asemblacji. Korzystajagc z powyzszego klucza wytoniono

szeS¢ metod asemblaciji:

o Velvet

e SPAdes

e SOAPdenovo?2
e Celera

e SGA

e Platanus

Kazdy z programow ze wspomnianego powyzej zestawu postuzyt do uruchomienia
eksperymentéw obliczeniowe na zadeklarowanych trzech rzeczywistych zbiorach
testowych. Jednoczesnie starano sie dobra¢ parametry programow (jesli to byto
mozliwe) tak by uzyskac jak najwyzsze jakosci wynikéw. Otrzymane wyniki zebrano

w postaci tabelarycznej i opatrzono komentarzem.

Gtéwnym wnioskiem z zaprezentowanych wynikéw jest to, iz spo$rod wymienionych
metod podlegajgcych poréwnaniu mozna wyrdzni¢ trzy, ktore dominujg nad
pozostatymi. Sg to GRASShopPER, SGA oraz SOAPdenovo2. Ciekawymi
wiasciwosciami (w stosunku do pozostatych metod) charakteryzuje sie rowniez

program SPAdes tworzgc bardzo dtugie kontigi pokrywajace duzg czes¢ genomu



referencyjnego. Oprocz tego wyniki cechujg sie jednak duzym wspétczynnikiem

btedoéw ztozenia stad nie zostaty uwzglednione w fazie scaffolding’u.
5.2. Wplyw parametrow odczytéw na jakosé wynikéw

W tym kontekscie doktorant postanowit zweryfikowaé wptyw zmiennosci parametrow
odczytéw takich jak pokrycie genomu referencyjnego oraz odsetek btedéw
sekwencjonowania na wyniki asemblacji metodg GRASShopPER. Niestety, co
oczywiste, nie byto dostepnych rzeczywistych danych obejmujgcych wspomniany
zakres zmiennosci charakterystyki odczytow. Jednakowoz istniejg programy
symulujgce  dziatanie  sekwenatoréw cechujgce sie bardzo  zblizonymi
wiasciwosciami produkowanych odczytéw. Doktorant postanowit wykorzystac jeden
z dostepnych programéw do celu generowania odczytow rzeczywistego genomu
referencyjnego organizmu modelujgc pozgdang ceche instancji za pomocag
parametrow tegoz generatora. Zmiennos$¢ parametréow jakosciowych wynikow

programu GRASShopPER przedstawiono w postaci wykreséw.

Gtowne wnioski ze wskazanych eksperymentéw wskazujg na istnienie dodatniego
wptywu zwiekszania pokrycia na dtugosci kontigdbw generowanych przez metode
asemblacji. Poczgwszy jednak od pewnej warto$ci tegoz parametru (pokrycie
powyzej 30x) pogarszajg sie niektére wartosci wskaznikow jakosci takie jak poziom
duplikacji czy sumaryczna dtugos¢ btedow ztozen. Je$li chodzi z kolei o wptyw
odsetka btedéw w odczytach na wyniki jakosciowe, wyniki wskazujg dos¢ naturalng
negatywng zalezno$¢ przyrostu btedow w danych na dtugosci kontigébw ale i
pozostate wskazniki jakosciowe wynikow. Optymalna z punktu widzenia jakosci

danych wyjsciowych miara jakosci odczytéw to przynajmniej phred24.
5.3. Dobo6r parametréw wejsciowych programu GRASShopPER

Wyznaczenie najlepszych wartosci dla niektérych  parametrow  metody
GRASShopPER w sposoéb automatyczny moze by¢ bardzo trudne lub wrecz
niemozliwe. W zaleznosci od charakterystyki zbioru danych moze okazac sie wiec
konieczne dobranie innych niz domysine wartosci parametréw. Ostatni podrozdziat

eksperymentéw obliczeniowych ma na celu opis najwazniejszych parametréw



metody oraz ukazanie wptywu zmiany ich wartosci na wyniki jakosciowe kontigow,
tak by uzytkownik metody modgt wyrobi¢ sobie poglad jak dostosowac wartosci
parametréow do swoich potrzeb. Parametry ilosciowe, ktérych wptyw na jakosci

wynikow postanowiono przetestowac to:

e wielkos¢ okna sagsiedztwa charakterystyk k-merowych,
e dtugosc podsekwencji minimalnego indeksu leksykograficznego,
e liczba dopuszczonych btedéw w dopasowaniu,

e poziom tolerancji na zmniejszenie listy kandydatow.

Wyniki, podobnie jak w poprzednim zestawie eksperymentéw, postanowiono zebrac
w postaci wykresow zaleznosci poszczegdlnych parametrow na wskazniki

jakosciowe.

Jednym z ciekawszych wnioskow, ktore mozna bylo wysnu¢ ze wspomnianych
eksperymentéw jest odporno$¢ metody na zmniejszanie okna sasiedztwa
charakterystyk k-merowych oraz zwiekszanie dtugosci podsekwencji minimalnego
indeksu leksykograficznego w kontekscie jakosci kontigow. Warto zwréci¢é uwage,
ze parametry te majg znaczacy wpltyw na efektywnosc¢ dziatania metody. Innym
ciekawym spostrzezeniem moze byC to ze metoda zwraca najlepsze wyniki w
wypadku dopuszczenia doktadnie jednego btedu w natozeniu dwoch odczytéw. Jesli
chodzi o wptyw poziomu tolerancji zmniejszenia listy kandydatow na wartosci
jakosciowe to parametr ten pozwala na wywazenie kompromisu pomiedzy dtugoscig

kontigdw a mozliwymi btedami ztozenia kontigow.
6. Podsumowanie

W czasach, gdy niemata czes¢ gatunkow ma juz catkiem dobrze poznane genomy
mogtoby sie nasung¢ pytanie - “Czy na pewno wcigz potrzebujemy metody
asemblacji de novo, skoro istnieje alternatywne podejScie asemblacji przez
mapowanie?”. Otéz warto przypomnieé, iz kazdy organizm ma unikalny genom -
réznigcy sie w sposdb mniej lub bardziej znaczacy nawet od innych przedstawicieli
tego samego gatunku. Roznice, ktore mogq tu wystepowac to zaréwno polimorfizmy

pojedynczego nukleotydu (SNP), ale przybierajg réwniez posta¢ réznych catych



podsekwencji genomu (ang. polymorphic variants). W tym drugim przypadku zdarza
sie, iz odczyty danego organizmu nie majg swoich odpowiednikéw lub sg
odnajdywane w niewflasciwych pozycjach genomu wynikiem polimorfizmu
translokacji. Jako ze znany genom referencyjny jest silnym bodZzcem sugestywnym,
wynik metody asemblacji moze by¢ tu tendencyjny (ang. biased). Powyzsze
rozumowanie przybliza nas do stwierdzenia, iz ze wzgledu na swg brak
wykorzystania genomu referencyjnego metody asemblacji de novo moga lepiej

nadawac sie do odnajdywania polimorficznych wariacji w genomie organizmu.

Tematem streszczanej pracy jest GRASShopPER, tj. nowatorska metoda asemblacji
de novo wykorzystujgca w sposob hybrydowy technologie kart graficznych. Atutem
metody jest przywrdcenie do zycia strategii Overlap-Layout-Consensus w swojej (na
ile bylo to mozliwe) pierwotnej formule. Strategia ta ma bez watpienia wielki
potencjat wraz z nowo-powstajgcymi technologiami sekwenatoréw trzeciej generacji
produkujgcymi coraz dtuzsze odczyty. Konkurencyjna strategia graféow dekompozycji
w tym wypadku tracitaby informacje o ciggtosci sekwencji zawartej w takich
odczytach a w wypadku dtugich sekwencji bytaby to do$¢ dokuczliwa strata. W tym
miejscu warto zaznaczyC, iz opisana metoda nie odnosi sie w zaden sposob do
wspomnianych powyzej technologii a jedynie stanowi probe dowodu, iz jestesSmy w
stanie wykorzysta¢ efektywnie strategie OLC, podwyzszajac przy tym jakosc

asemblacji.

Warto zaznaczy¢, iz mimo zakonczenia pewnego etapu, zwienczonego
publikacjg [2], proces prac nad metodg GRASShopPER jeszcze sie nie zakohczyt.
Wraz z kolejnymi projektami planowane jest wykorzystanie GRASShopPERa do
asemblacji de novo catego cztowieka, co bez watpienia na obecnym etapie stanowi
duze wyzwanie. Do osiggniecia tego celu niezbedne bedg bez watpienia dalsze

optymalizacje metody.
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