
Analiza danych z wysokoprzepustowego 
sekwencjonowania

W4: genomy



sekwencjonowanie genomów
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sekwencjonowanie genomów

Trwające projekty sekwencjonowania genomów

11.2012

11.2014

13 155 197 12 207

25 559

11.2018

12 668
Bacterial

252
Archaeal

2 593
Eukaryal

11 267 344 5 436

15 513
Genomes

17 128



sekwencjonowanie genomów

Sekwencjonowanie nowych organizmów:

- poznanie genomów organizmów modelowych

- identyfikacja nowych mechanizmów adaptacji do środowiska

- śledzenie ewolucji genomów

- inżynieria genetyczna organizmów istotnych gospodarczo i przemysłowo

- bo możemy i nas stać!

Sekwencjonowanie genomów ludzkich:

- poznanie różnic genetycznych na poziomie populacyjnym

- poznanie mechanizmów chorób genetycznych wielogenowych i sposobu ich 

dziedziczenia

- identyfikacja markerów chorobowych

- identyfikacja markerów prognostycznych w terapii



sekwencjonowanie genomów
terminologia

BAC – Bacterial Artificial Chromosome – plazmid zdolny do przenoszenia 

insertów o długości 150-350 kpz

contig – ciągła sekwencje wygenerowana na podstawie nakładających cię na 

siebie fragmentów sekwencji uzyskanych z sekwencjonowania

scaffold – uporządkowany pod względem kolejności i orientacji zestaw 

contigów. Zazwyczaj zawiera przerwy w sekwencji.



sekwencjonowanie genomów
hierarchiczne – Human Genome Project

https://wiki.cebitec.uni-bielefeld.de



sekwencjonowanie genomów
shotgun – Cellera

https://wiki.cebitec.uni-bielefeld.de



sekwencjonowanie genomów
wysokoprzepustowe

Zalety NGS:

- tanie

- ultra-wysokowydajne

- amplifikacja zamiast klonowania

Wady:

- krótkie odczyty

- ograniczony dystans pomiędzy paired-ends



sekwencjonowanie genomów
shotgun (NGS)

Gilchrist M (2010) Mill Hill Essays



sekwencjonowanie genomów
podejście hybrydowe

Archibald et al. (2010) BMC Genomics 11:438



sekwencjonowanie genomów
alternatywy dla BAC

• Wprowadzenie długich odczytów jako rusztowania:
• 454
• PacBio
• Oxford Nanopore

• Mapowanie optyczne genomu



sekwencjonowanie genomów
podejście hybrydowe PacBio

Mason C et al. (2012) http://www.pacificbiosciences.com



sekwencjonowanie genomów
mapowanie optyczne



sekwencjonowanie genomów
mapowanie optyczne



sekwencjonowanie genomów
mapowanie optyczne



sekwencjonowanie genomów
wysokoprzepustowe

shotgun

- genomy bakteryjne

- małe genomy eukariotyczne

- duże genomy eukariotyczne z niską ilością sekwencji powtórzonych

hierarchiczne/hybrydowe/wspomagane

- duże genomy eukariotyczne o znacznej liczbie sekwencji 

powtórzonych (ssaki, rośliny)



składanie sekwencji de novo

proces rekonstrukcji oryginalnego DNA 
z użyciem fragmentów sekwencji



strategie składania

• składanie zachłanne
• poszukiwanie nałożeń sekwencji
• grafy de Bruijn’a
• grafy ciągów
• „seed and extend”

Wszystkie metody robią to samo
Różnią się skrótem który biorą



workflow

• Znaleźć wszystkie możliwe nałożenia pomiędzy odczytami

• Zbudować graf

• Uprościć graf

• Przejść graf



workflow



powtórzenia



powtórzenia



3 prawa powtórzeń

1. Niemożliwe jest rozwiązanie struktury powtórzenia o długości S dopóki 
nie posiadasz odczytów dłuższych niż S

2. Niemożliwe jest rozwiązanie struktury powtórzenia o długości S dopóki 
nie posiadasz odczytów dłuższych niż S

3. Niemożliwe jest rozwiązanie struktury powtórzenia o długości S dopóki 
nie posiadasz odczytów dłuższych niż S



odczyty paired-end

• bardzo pomocne podczas tworzenia scaffoldów

• mogą pochodzić z różnej długości fragmentów

• te z krótkich najczęściej są składane w ramach jednego kontigu –
przyczyniają się do wydłużenia kontigu

• te z długich czasem dzielą się pomiędzy kontigi – jest to przesłanka do 
połączenie tych kontigów w scaffold



odczyty paired-end



miara sukcesu – N50

Przykład:

• mamy 10 kontigów o długościach: 1, 1, 3, 3, 5, 7, 8, 12, 16, 20

• Suma: 76 (tyle nukleotydów jest w naszym złożeniu)

• patrzymy „od góry” który kontig przekracza połowę sumy, czyli 38:

20+16 = 36  (<38) 
20+16+12 = 48  (>38)     N50 = 12

N50: długość kontigu, który wraz z krótszymi od niego zawiera połowę 
nukleotydów w złożeniu (połowę sumy długości wszystkich kontigów)



polecane narzędzia:

• Velvet

• Soap de novo

• aBYss

• Celera assembler

• Canu (PacBio, Nanopore)



sekwencjonowanie metagenomów

Bertin NP. (2011) ISME 5:1735

Metabolic diversity among main microorganisms inside an arsenic-rich ecosystem revealed by meta- and proteo-genomics



sekwencjonowanie metagenomów

http://legacy.camera.calit2.net



sekwencjonowanie metagenomów

http://wiki.biomine.skelleftea.se



sekwencjonowanie metagenomów



sekwencjonowanie metagenomów



sekwencjonowanie metagenomów

Human Microbiome Project



resekwencjonowanie 

Stratton M (2008) Nat. Biotech 26:65



resekwencjonowanie 

McCormack JE (2011) Mol Phyl Evol



resekwencjonowanie 

Zalety:

- pozwala na uzyskanie tych samych informacji co sekwencjonowanie de novo

- wymaga znacznie mniejszego pokrycia sekwencji odczytami

- tańsze i szybsze

Wady:

- Składanie sekwencji wymaga genomu referencyjnego

- nie nadaje się do szybko zmieniających się genomów oraz organizmów o 

silnym zróżnicowaniu genetycznym w populacji



resekwencjonowanie 

Resekwencjonowanie fragmentów genomów:

- pozwala na studiowanie istotnych fragmentów genomu w dużej skali 

(setki/tysiące osobników)

- najczęściej stosowane w identyfikacji zmienności genetycznej 

zasocjowanej z chorobami (rak, schorzenia genetyczne)

Rodzaje bibliotek zawierających fragmenty genomu:

- biblioteki egzomowe

- nakierowane na rejony uwikłane w schorzenia genetyczne

- nakierowane na uzupełnienie przerw w sekwencjach genomowych

- nakierowane na geny istotne dla analiz filogenetycznych



analiza wariacji

• SNP, krótkie delecje i insercje (pojedyncze odczyty, paired-ends)

• rearanżacje chromosomowe (odczyty paired-ends, mate-pair)

• wariacje liczby kopii (pojedyncze odczyty, paired-ends)

Podstawy:

• allele – wersje genu występująca w populacji (A, a)

• genotyp – zestawy alleli danego genu występujące w populacji (AA, Aa, aa)



analiza wariacji
SNV/SNP

Lee W (2009) Hum Genet 126:481



analiza wariacji
SNV/SNP

http://www.treeimprovement.org



analiza wariacji
SNV/SNP

SNP



analiza wariacji
SNV/SNP

SNP



analiza wariacji
SNV/SNP

SNP?



analiza wariacji
SNV/SNP

SNP



analiza wariacji
SNV/SNP

SNP



analiza wariacji
SNV/SNP

liczba błędów w sekwencji



genotypowanie

Cel: rozróżnić genotypy RR, RV i VV



podejścia

• filtrowanie według jakości nukleotydów a następnie według zadanych 
progów:

• jeśli % wariacji jest mniejszy niż próg 1 : RR

• jeśli % wariacji jest większy niż próg 1 a mniejszy niż próg 2 : RV

• jeśli % wariacji jest większy niż próg 2 : VV

• klasyfikator Bayesa

• Maksymalizacja oczekiwanych wariacji (expectation-maximalization) –
optymalizacja parametrów aby maksymalizowały prawdopodobieństwo 
wariacji w obserwowanych danych

„state of the art” : Bayes



klasyfikator bayesa

• zakładamy równowagę Hardy’ego-Weinberg’a:

• częstości alleli i genotypów w populacji są stałe w przypadku braku 
presji ewolucyjnej 



klasyfikator bayesa

• zakładamy równowagę Hardy’ego-Weinberg’a:

• częstości alleli i genotypów w populacji są stałe w przypadku braku 
presji ewolucyjnej 

• Punkt wyjściowy: oczekiwane częstości i częstości błędów 
sekwencjonowania

• obliczamy wstępne prawdopodobieństwo dla genotypów RR, RV, VV

• szukamy :

• używamy P(G|D) jako końcowego prawdopodobieństwa dla P(G)

częstości:
G = wstępne dla testowanego genotypu
D = obserwowane dla danych



SAMTOOLS mpileup

• pileup: dystrybucja zasad wywołanych dla danej pozycji

• ./, odpowiadają dopasowaniom do referencji na nici +/-

• ACGTN/acgtn odpowiadają niedopasowaniom na nici +/-

• ^ oraz $ opisują początek oraz koniec odczytu

• </> odpowiadają intronom na nici +/-

• +[0-9][ACGTN] odpowiada insercjom

• -[0-9][ACGTN] odpowiada delecjom

chr15 40328595 g 116 ....,.,,.,..,,,,.....,...,..,,,,.,,,.,.,.,,,...,.,....,.,..,..,,.,,,,.,,,,,,.,,..,.,,,...,.,...,,.,..,.,,...
chr15 40328596 g 116 .$.$..$,.,,.,..,,,,...$..,...,..,,,,.,,,.,.,.,,,...,.,....,.,..,..,,.,,,,.,,,,,,.,,..,.,,,...,.,...,,.,..,.,
chr15 40328597 t 112 .,G,,G,GG,,,,GG..,.GG,G.,,,,.,,,G,G,G,,,GGG,G,.GGG,G,.G,G.,,.,,,,G,,,,,,.,,.G,G,,,...,.,G..,,.,..,G,,....,..
chr15 40328598 g 113 .,.,,.,..,,,,....,...,..,,,,.,,,.,.,.,,,...,.,....,.,..,..,,.,,,,.,,,,,,.,,..,.,,,...,.,...,,.,..,.,,....,..
chr15 40328599 c 114 .,.,,.,..,,,,....,...,..,,,,.,,,.,.,.,,,...,.,....,.,..,..,,.,,,,.,,,,,,.,,..,.,,,...,.,...,,.,..,.,,....,..
...
chr15 40328696 A 71 ..,......,,..,.,..,..,.......,,,..,,,,,,.,.,.,,.,,....,,.....,.,,,,,,., DDDC;DDADJIF@JFJ#CGGJBB
chr15 40328697 T 71 .$.,......,,..,.,..,..,.......,,,..,,,,,,.,.,.,,.,,....,,.....,.,,,,,,., C<FD5CECEJGE>JF
chr15 40328698 A 70 .,......,,..,.,..,..,.......,,,..,,,,,,.,.,.,,.,,....,,.....,.,,,,,,., C@D>EEDEHGEAIFJ#EHIJHBI
chr15 40328699 A 70 .,......,,..,.,..,..,.......,,,..,,,,,,.,.,.,,.,,....,,.....,.,,,,,,., D@D>DDEDHGECJEJ#:FIJGCI
chr15 40328700 G 70 .$,$......,,..,.,..,..,.......,,,..,,,,,,.,.,.,,.,,....,,.....,.,,,,,,., A@D@DC;DHHEEJFJ
chr15 40328701 C 68 .$.....,,..,.,..,..,.......,,,..,,,,,,.,.,.,,.,,....,,.....,.,,,,,,., >@B8CDHHEEHEJ#=EJIEAJIJ
chr15 40328702 C 69 .$.$.$>><<>><><>.<>><>>>>>>><<<>><<<<<<><><><<><<>>>><<>>>>><><<<<<<><^~.^~. A4$CDHHECHEJ#AG
chr15 40328703 T 66 >><<>><><>.<>><>>>>>>><<<>><<<<<<><><><<><<>>>><<>>>>><><<<<<<><.. CDHHECHEJ#EGJIG=JGJIGJG
chr15 40328704 G 66 >><<>><><>.<>><>>>>>>><<<>><<<<<<><><><<><<>>>><<>>>>><><<<<<<><.. CDHHECHEJ#HGJIG=JGJIGJG
chr15 40328705 A 66 >><<>><><>.<>><>>>>>>><<<>><<<<<<><><><<><<>>>><<>>>>><><<<<<<><.. CDHHECHEJ#CGJIG=JGJIGJG
chr15 40328706 A 66 >><<>><><>.<>><>>>>>>><<<>><<<<<<><><><<><<>>>><<>>>>><><<<<<<><.. CDHHECHEJ#BGJIG=JGJIGJG
chr15 40328707 A 66 >><<>><><>.<>><>>>>>>><<<>><<<<<<><><><<><<>>>><<>>>>><><<<<<<><.. CDHHECHEJ#DGJIG=JGJIGJG



GATK

• korzysta z algorytmu MapReduce (Google, Yahoo!)

• nieograniczona paralelizacja, gdyż identyfikacja SNP i genotypowanie
odbywa się dla każdego locus niezależnie

• może analizować oraz łączyć wiele próbek

• używa uniwersalnego formatu bam



GATK



realignment

ref      aggttttataaaac----aattaagtctacagagcaacta
sample   aggttttataaaacAAATaattaagtctacagagcaacta
read1    aggttttataaaac****aaAtaa
read2     ggttttataaaac****aaAtaaTt
read3         ttataaaacAAATaattaagtctaca
read4             CaaaT****aattaagtctacagagcaac
read5               aaT****aattaagtctacagagcaact
read6                 T****aattaagtctacagagcaacta

ref      aggttttataaaac----aattaagtctacagagcaacta
sample   aggttttataaaacAAATaattaagtctacagagcaacta
read1    aggttttataaaacAAATaa
read2     ggttttataaaacAAATaatt
read3         ttataaaacAAATaattaagtctaca
read4                 cAAATaattaagtctacagagcaac
read5                   AATaattaagtctacagagcaact
read6                     Taattaagtctacagagcaacta

wiele porównań do referencji ≠ wielokrotne porównanie



realignment

wiele porównań do referencji ≠ wielokrotne porównanie

ref      aggttttataaaacAAAAaattaagtctacagagcaacta
sample   aggttttataaaacAAA-aattaagtctacagagcaacta
read1    aggttttataaaacAA-Aaattaagtctacagagcaacta
read2    aggttttataaaacA-AAaattaagtctacagagcaacta
read3    aggttttataaaac-AAAaattaagtctacagagcaacta

consensus aggttttataaaacAAAAaattaagtctacagagcaacta

Rozwiązania:
• realignment rejonów zawierających liczne wyspy/SNP (GATK)
• wyznaczenie prawdopodobieństwa że pozycja jest źle dopasowana i 

usunięcie problematycznych rejonów z analizy (SAMTOOLS)



rekalibracja wariacji

Dlaczego:
• programy zwracają dużo fałszywych wariacji
• liczba faktycznych wariacji genetycznych zależy od jakości i ilości 

konkretnych danych

Jak:
• znane wariacje służą jako wzorzec do wyznaczenia 

prawdopodobieństwa dla nowych wariacji (np. z HapMap)



rekalibracja wariacji



analiza wariacji
krótkie insercje/delecje (indels)



analiza wariacji 
SNP/indels

Narzędzia:

1. GATK Unified Genotyper

2. Komenda MPILEUPz pakietu SAMTOOLS



analiza wariacji
rearanżacje chromosomalne

Alkan C (2011) Nat Rev Genet 12:363



analiza wariacji
rearanżacje chromosomalne

Alkan C (2011) Nat Rev Genet 12:363



analiza wariacji
rearanżacje chromosomalne

Alkan C (2011) Nat Rev Genet 12:363



analiza wariacji
rearanżacje chromosomalne – PET sequencing

http://wikipedia.org



analiza wariacji
rearanżacje chromosomalne – PET sequencing

http://wikipedia.org



analiza wariacji
rearanżacje chromosomalne



analiza wariacji


