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Zusammenfassung

Diese Bachelorarbeit befasst sich mit der Assemblierung des MHCs mittels Methoden der li-
nearen Programmierung. Der MHC ist ein Teilstiick der DNA mit groBer Variabilitét, welches
aufgrund dessen stark in Prozesse des Immunsystems involviert ist. Die Grundlage dieser Arbeit
besteht aus einem Datensatz der Manchot-Forschungsgruppe vom Institut f'ur Medizinische
Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der HHU. Dieser beinhaltet eine Liste von Teilstiicken
des MHCs, den Contigs, und eine Liste mit paarweisen Distanzen einzelner Contigs. Das Ziel
ist es, mittels dieser Daten den Strang zu rekonstruieren. Dazu gehen wir wie folgt vor: Im
ersten Schritt formalisieren wir das Probleme und legen Anforderungen fest, die eine Losung
(moglichst gut) erfiillen sollte. Danach fassen wir das Problem als lineares Optimierungspro-
blem auf, welches wir mittels Gurobi 16sen. Wir diskutieren zwei Moglichkeiten der Visualisie-
rung und bewerten mittels dieser die zuvor erstellte Losung. Eine Schwéche der ersten Losung
ist, dass Contigs im Strang auch doppelt - als Repeats - auftreten konnen und dies im Programm
nicht berticksichtigt wird. Um dies auszugleichen, modifizieren wir das Verfahren. In einem
Algorithmus bestehend aus zwei Phasen wird zunéchst ein Pfad aufgebaut, der grob dem ge-
suchten Aufbau entspricht. Hier werden bereits einige vorldufige Repeats gesetzt. In der zweiten
Phase werden dann mittels konstruierter Giitefunktionen weiter Contigs eingeordnet, unsichere
Repeats entfernt und weitere Repeats gesetzt. Zuletzt werden dann die Ergebnisse ausgewertet

und weitere Anséitze diskutiert.

Das GitHub-Repository mit dem Quellcode und weiteren Grafiken findet sich bei:
https://github.com/malin119/ba
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Kapitel 1
Einleitung

Der Major Histocompatibility Complex, kurz MHC, ist ein Teilstiick der DNA von Wirbel-
tieren, welches unter anderem eine tragende Rolle bei Vorgéngen des Immunsystems besitzt.
Durch seine grofe Variabilitit dient es als Ausweis der korpereigenen Zellen, um sich vor
dem Immunsystem von Fremdgewebe zu unterscheiden. Unter anderem ergibt sich daraus ein
grof3es Interesse fiir Organtransplantationen, die konkrete Sequenz der MHC-Region zu kennen
[8]]. Ferner ist der MHC der Teil des Genoms mit der gréften Relevanz fiir genetisch bedingte
Krankheiten [10]. Leider resultiert aus der groen Variabilitit ein eben so grofes Problem bei
der Analyse dieses Aufbaus. Um dieses Problem zu verstehen, miissen wir erst verstehen, wie

bei der Assemblierung, also der Bestimmung der DNA-Sequenz, vorgegangen wird.

Etablierte DNA-Sequenzierungstechnologien ermoglichen keine direkte Ermittlung der Ba-
senpaare bei langen DNA-Sequenzen. Daher werden sie in kiirzere Stiicke zerlegt, fiir die dann
die Basenpaare bestimmt werden konnen. Diese kiirzeren Stiicke heilen Reads. In einem As-
sembly werden die Reads zu grofleren , zusammenhidngenden DNA-Sequenzen (genannt Con-
tigs) zusammengefiigt, welche so mit hoher Sicherheit in der originalen DNA-Sequenz vor-
liegen. Fiir das Erstellen solcher Reads gibt es verschiedene Verfahren, die alle verschiedene
Vor- und Nachteile haben. So werden bei der sogenannten [//lumina-Sequenzierung [2]] sehr
kleine Reads mit einer Linge von ungefihr 200 Basenpaaren erzeugt. Diese weisen grofle
Uberlappungen untereinander auf, wodurch Reads, die groBe Ubereinstimmungen haben, oft-

mals zusammgefiigt werden konnen. Ein Fall, bei dem dies nicht moglich ist, zeigt diese Situa-



Contig-Assembly der MHC-Region mittels Linearer Programmierung

Contig 114 y Contig 12
Contig 90 Contig 32

Contig 63 Contig 32

Contig 114 }—+ Contig 63 }—+ Contig 12 [ \ Contig 114
— —

Od
er
Contig32 | Contig 90 ——>f Contig63 |——>{  Contig 12

Contig 90 Contig 63

Abbildung 1.1: Repeat in einer Sequenz

tion:
Contig a
ATTAAGCCTTAGGGTATATATATATATATATATA

TATATATATATATATATATATATTCGTTGTCTC
Contig b

Trotz der Uberlappung von Contig a und Contig b kann nicht genau bestimmt werden, wie diese
zueinander stehen. Ein solch repetitiver Aufbau iiber mehrere Hundert Basenpaare tritt 6fters in
einer DNA-Sequenz auf.

Dies kann durch ein Scaffolding gehandhabt werden. Dabei werden Contigs nicht liickenlos
zu groBeren Contigs zusammengefiigt, sondern nur relativ zueinander positioniert und konnen
dabei auch Liicken aufweisen.

Fiir kurze Distanzen kann eine Paired-End-Sequenzierung [4] durchgefiihrt werden. Dabei
werden auch lingere DNA-Stiicke mit einer Linge von 400 bis 800 Basenpaaren von beiden
Seiten gelesen. Das Illumina-Verfahren kann nur die 150 ersten und letzten Basenpaare bestim-
men. Wenn die ersten 150 Basenpaare nun zu Contig a passen und die letzten 150 Basenpaare
zu Contig b, so kann aus deren Position in Contig a und Contig b die Entfernung der beiden
Contigs eingegrenzt werden. Die Linge der 400-800 Basenpaare langen Reads folgt einer be-
kannten Verteilung. Dadurch kann die Entfernung der Contigs gut geschitzt werden, wenn viele
Reads Contig a mit Contig b verbinden.

Noch groflere Schwierigkeiten machen eine andere Form von repetitiven Regionen in der
DNA, bei denen sich zwei Regionen gleichen, welche sich in unterschiedlichen Bereichen in
dem Strang befinden. Das Problem dieser Repeats wird in Abbildung|l.1|verdeutlicht. Zu sehen
sind fiinf Contigs, wobei ein Pfeil von Contig a zu Contig b bedeutet, dass in der DNA Contig

a direkt vor Contig b kommt. Da Contig 63 (blau) zwei mal in der DNA vorkommt, ist es nicht
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Abbildung 1.2: Ein Long-Read iiber mehrere Contigs

trivial zu bestimmen, wie der Strang verlduft. Ferner ist MHC sehr repetitiv, somit werden viele
Contigs mehrfach in der Sequenz auftauchen. Daher reichen die Daten aus Illumina nicht aus
um MHC zu assemblieren.

Eine weitere Moglichkeit der Sequenzierung ist die Nanopore-Sequenzierung [3]]. Hierbei
konnen sehr lange Reads von 10 000 bis iiber 1 000 000 Basenpaaren gelesen werden. Aufgrund
des Langenunterschieds werden die Reads aus der Illumina-Sequenzierung auch Short-Reads
genannt und die Reads aus der Nanopore-Sequenzierung Long-Reads. Durch ihre Linge um-
fassen die Long-Reads oftmals bereits vollstindige Repeats plus Umgebung. In Abbildung|[I.1]
entspréache dies einem Read, in dem Contig 114, Contig 63 und Contig 32 (gelb, blau und griin)
Teil von einem Read sind und es keine Schwierigkeiten diesbeziiglich gibt. Leider ist die Fehler-
rate bei dieser Methode sehr hoch [6]. So werden sehr viele Long-Reads aus der selben Region
bendtigt, um die richtigen Basenpaare einigermal3en verldsslich zu bestimmen.

Daher hat die Manchot-Forschungsgruppe vom Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
und Krankenhaushygiene der HHU, mit deren Zusammenarbeit diese Arbeit entstand, eine
Kombination der beiden Methoden entwickelt. Die verldsslichen Contigs aus der Illumina-
Sequenzierung wurden auf die Long-Reads gemappt und so deren Abstinde zueinander be-
stimmt. Wir betrachten zur Anschauung Abbildung|[I.2]eines Long-Reads. Die bunten Bereiche
stellen Gebiete dar, in denen die Basenpaarsequenzen mit denen eines Contigs aus den Illumina-
Daten tibereinstimmen. In der selben Situation wie in Abbildung hitten wir nun die Infor-
mation erhalten, dass Contig 114 und Contig 32 zusammengehoren, also die rechte Auflosung
des Graphen der Abbildung richtig ist.

Die Manchot-Forschungsgruppe hat diese Daten gesammelt und daraus eine Liste aus paar-
weisen Daten extrahiert. Diese besitzt die Form: Contig a hat zu Contig b die Entfernung d
(in Anzahl von Basenpaaren zwischen a und b). Dieses Dreiertuple aus zwei Contigs und einer
Distanz nennen wir einen Constraint.

Es bleiben noch einige Schwierigkeiten fiir die Assemblierung zu beachten. Die Distanz-
werte zwischen den Contigs sind meistens durch Fehler in den Long-Reads verfilscht. Dadurch
sind erst mehrere Constraints, die eine dhnliche Distanz zwischen zwei Contigs prognostizieren,
wirklich belastbar. Bis zu welcher Distanz sich Constraints noch bestétigen und ab wann sie sich
widersprechen ist hierbei ein entscheidender Aspekt, der betrachtet werden muss. Die Repeats
lassen sich nicht immer so eindeutig auflosen wie in unserem Beispiel. In manchen Féllen kann

erst im Gesamtzusammenhang erkannt werden, wie der Strang verlauft. Letztlich bleibt noch
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die groBe Datenfiille als Herausforderung zu nennen: Bei rund 122 000 auftretenden Distanzen
zwischen 2 124 Contigs ist eine manuelle Zusammenfiigung nicht zielfithrend und mindestens
eine Teilautomatisierung der Prozesse obligatorisch. Auf der anderen Seite sind die Constraints
nicht gleichméBg verteilt, sodass es Regionen gibt, bei denen mit sehr wenig Informationen
ausgekommen werden muss.

Hier stellt sich die Frage, mit welchen Methoden diese Probleme bewiltigt werden konnen.
Denkbar wire eine Umsetzung mittels Linearer Programmierung. Das Ziel dieser Arbeit wird
sein, zu untersuchen, ob lineare Programmierung hierbei anwendbar ist und welche Vor- und

Nachteile lineare Programme mit sich bringen.



Kapitel 2
Formalisierung

Die vorliegenden Daten der Manchot-Forschungsgruppe bestehen aus zwei Dateien:

1. einer Liste von allen Contigs und deren Linge gemessen in der Anzahl an Basenpaaren,

die im Contig auftreten
2. einer Datei mit den eingangserwéhnten Constraints.

Letztere besitzt folgenden dreispaltigen Aufbau:

a b 1000
a b 1100
b ¢ 3000
a c¢ 6000

Dabei entspricht jede Zeile einem Constraint. Die ersten beiden Zeilen geben jeweils die
beiden involvierten Contigs an. In der dritten Spalte sind die gemessenen Distanzen angege-
ben. Diese sind als Entfernung vom rechten Rand des ersten Contigs zum linken Rand des
zweiten Contigs in Basenpaaren zu interpretieren. Negative Distanzen sind auf Uberlagerungen
einzelner Contigs zuriickzufiihren. Durch Hinzunahme der Langen der Contigs lassen sich die
Distanzen auch so modifizieren, dass sie den Abstand der ersten Basenpaare der jeweiligen
Contigs angeben. Im Folgendem werden wir nur noch die so modifizierten Distanzwerte ver-
wenden. Zusitzlich zu den Constraints aus den Long-Reads stammen etwa 2% der Constraints
direkt aus der Illumina Sequenzierung. Hier wurde mehrmals die Distanz zwischen benach-
barten Contigs gemessen und der Durchschnitt daraus berechnet. Dadurch kdnnen auch nicht
ganzzahlige Werte als Distanzen auftreten.

Wir werden im folgenden oft eine graphentheoretische Darstellung der Daten verwenden.
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Dabei sind die Contigs Knoten in einem Multigraphen und ein Constraint (a, b, d) entspricht ei-
ner gerichteten Kante von a nach b mit Linge d als Attribut. Dabei werden die Begriffe Contig
und Knoten sowie Constraint und Kante synonym verwendet . Daraus resultieren Begrifflich-
keiten wie etwa ,,Nachfolger eines Contigs* und ,,ausgehender Constraint®.

Zu einer gegebenen Positionierung ist der Fehler eines Constraints gegeben durch den Un-
terschied von der Distanz in der Positionierung zu der Distanz im Constraint. Wenn also Contig
a 300 Basenpaare vor Contig b positioniert wurde, dann haben die beiden Constraints (a,b,200)
und (a,b,400) beide einen Fehler von 100. Ein Constraint ist durch eine Positionierung erfiillt,
beziehungsweise eine Positionierung von einem Constraint bestétigt, wenn der Fehler des Cons-

traints kleiner als ein Schwellenwert ist, der im Laufe des folgeden Abschnittes festgelegt wird.

2.1 Anforderungen an die Losung

Nun wollen wir einige Giitekriterien fiir mogliche Losungen festlegen, um wihrend der Bear-
beitung Orientierungspunkte fiir die weitere Optimierung des Algorithmus zu haben und um
diesen nach Abschluss anhand dieser Kriterien zu bewerten. Folgende Punkte sollen beachtet

werden:

1. Wenn mehr als zwei Constraints eine dhnliche Distanz zwischen zwei Contigs implizie-

ren, sollte die Losung diese Distanz moglichst gut erfiillen.
2. Ein GroBteil der restlichen Constraints sollte auch zu der Positionierung passen.

3. Es sollten moglichst wenig Contigs nahe zueinander positioniert werden, die keine ge-
meinsamen Constraints aufweisen. Diese Situation wird durch Abbildung illustriert.
Der obere Teilabschnitt zeigt eine Losung, bei der die Bedingung nicht erfiillt wurde.
Realistischer ist jedoch, dass hierbei ein Teilblock bestehend aus Contig 12 und Contig
32 doppelt in dem DNA-Strang vorkommt und bei der Losung des Problems zwei sepa-

rate Striange ineinander verflochten wurden. Dies ist in der unteren Bildhilfte dargestellt.

4. Die Entfernung vom ersten zum letzten Contig sollte zwischen 4,8 Millionen und 5 Mil-

lionen Basenpaare lang sein, da dies die ungefihre Gesamtlinge des Strangs ist.

5. Bei einer Losung wire es zudem gut, wenn man Informationen dariiber besitzen wiirde,
wie wahrscheinlich es ist, ob verschiedene Teilgebiete tatsdchlich so im Strang auftreten.
Dabei wire zum Beispiel eine Unterteilung in ,,sichere* und ,,unsichere* Gebiete inter-

essant.
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Abbildung 2.1: Verflochtene Stringe

Nun wollen wir konkretisieren, bis zu welchem Abstand Constraints dhnliche Distanzen
haben. Dazu betrachten wir, wie die Standardabweichung der Distanzen von Constraints ver-
teilt ist. In der Abbildung werden die zu einem Basenpaar zugehorigen Constraints gegen
ihre Standardabweichung geplottet. Dabei wurden pro Basenpaar die jeweiligen Distanzen der
Constraints zu einer (Multi-)Menge zusammengefasst. Es wurde symmetrisch vorgegangen, das
hei3t Paare der Form (a,b) und (b,a) werden in der gleichen Menge behandelt. Ferner wurden
Mengen mit einem Element nicht beriicksichtigt, da es hier keine Abweichung gibt. Fiir die je-
weiligen Mengen wurden dann die Standardabweichungen berechnet, der GréBe nach geordnet
und dann mit Beriicksichtigung dieser Ordnung geplottet. Der Plot wird mit zwei Skalierungen
angegeben: Auf der linken Seite sieht man eine logarithmische Skalierung, wéahrend der rechte
Plot eine lineare Skalierung verwendet.

Eine optische Betrachtung der Plots legt folgende Interpretation nahe: Es gibt einen Bereich
der natiirlichen Abweichung in der Datenmenge. Dies entspricht dem relativ flachen Anfangs-
bereich des Graphen. Ab einem gewissen Punkt éxplodieren”die Werte. Hier ist die Standardab-
weichung innerhalb der Constraints so hoch, dass man nicht mehr von natiirlicher Abweichung
innerhalb der Daten ausgehen kann. Die orangene Linie grenzt diese Bereiche intuitiv vonein-
ander ab. Diese liegt bei einer Standardabweichung von 500 Basenpaaren. Somit unterstiitzen
sich Constraints, deren Distanzwerte sich nicht um mehr als 500 Basenpaare unterscheiden.

Um die oben genannten Forderungen an eine Losung zu erfiillen, ist es notwendig die Re-
peats auszumachen und die Constraints auf diese Repeats aufzuteilen. Dazu halten wir uns an
das Prinzip: ,,s0 viel wie notig, so wenig wie moglich®. Um dies sicherzustellen, sollte ein Con-

tig, der mehrfach in der DNA vorkommen soll, zwei Punkte fiir jede seiner Versionen erfiillen:
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Abbildung 2.2: Standardabweichung der Distanzwerte

1. Es sollte mindestens ein Contig in der Nachbarschaft liegen, zu welchem es drei oder

mehr Constraints gibt.

2. Er sollte zu seinem direkten Vorgédnger und Nachfolger im Strang mindestens ein Cons-

traint aufweisen.

Der erste Punkt soll sicherstellen, dass es nicht einfach ein Fehler in den Daten ist. Der zweite
Punkt stellt sicher, dass der richtige Contig als Repeat markiert wurde. Wenn der Distanzwert

eines Constraints nicht erfiillt ist, ist erstmal nicht klar, welcher der beiden beteiligten Contigs

eine Repeat-Version haben soll.



Kapitel 3

Das lineare Programm

3.1 Eine kurze Einfiihrung

Die Problemstellung in dieser Arbeit ldsst sich als lineares Programm (kurz LP) formulieren. In
der linearen Programmierung mochten wir, unter Beriicksichtigung von linearen Nebenbedin-
gungen an die Funktionsparameter, eine lineare Funktion maximieren oder minimieren. Formal

mathematisch lisst sich der Minimierungsfall so fassen:

Gegeben: ceR",AcR"™ beR"

Gesucht :  argmin{c’ x|Ax < b}
xeR»

Dabei wird folgende Notation verwendet:

Variablen xi,...,x,

T

Zielfunktion c'x =Y, cx;

Nebenbedingungen Ax <b < Y/ a;x;<bj, j=1,...,n

Lineare Programme lassen sich in Polynomialzeit berechnen. Daher eignen sie sich oft als
Werkzeug fiir verschiedenste Probleme. Weitere Informationen zur Linearen Programmierung
findet man in [5] und [9]. Es ist auch moglich, den Definitionsraum der Variablen (teilweise)
auf ganze Zahlen zu beschrinken. Dies bezeichnet man dann als ein ganzahliges lineares Pro-
gramm (kurz ILP). ILPs bieten einige Moglichkeiten die mit LPs nicht umzusetzen wiren. Sie
sind dafiir aber NP-schwer und somit wahrscheinlich nicht polynomialzeitberechenbar. Eine
Einschrinkung des Problems ist eines der 21 NP-vollstindigen Probleme von Karp [7]. Die

NP-Schwere von divers Modifikationen wird zudem in [9] bewiesen.
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3.2 Assembly als LP

Im Folgenden bezeichnet C die Menge aller Contigs und D die Multimenge aller Constraints.
Dabei wurde der Distanzwert jedes Constraints in D so umgerechnet, dass er die Entfernung
vom linken Rand des ersten Contigs bis zum linken Rand des zweiten Contigs angibt. Wir
mochten die Contigs so positionieren, dass der durchschnittliche Fehler aller Constraints moglichst

klein ist. Als Formel:

pos = argmin Z | pos(b) — pos(a) — 6|
pos:C=N (45 §)eD

Um daraus ein lineares Programm zu machen, fiihren wir fiir jeden Constraint (a,b,d) aus D
eine Hilfsvariable € ein:
¢ = [ pos(b) — pos(a) — 9|

Mit Hilfe dieser Variablen konnen wir die zu minimierende Zielfunktion wie folgt darstellen:

Y

deD

Nun miissen wir noch die Informationen iiber die Fehler, also € = |pos(b) — pos(a) — &, ein-

bauen. Da wir ohnehin die Summe der Fehler minimieren wollen, ist es ausreichend, folgende

Ungleichung zu fordern:
€ > |pos(b) — pos(a) — 8

Dies liegt daran, dass bei Minimierung immer die untere Schranke angenommen wird, welche
in diesem Fall die Gleichheit ist. Nun ist die Betragsfunktion aber nicht linear. Sie ldsst sich

aber dquivalent durch die folgenden beiden linearen Ungleichung darstellen:

pos(b) —pos(a) —
—pos(b) +pos(a) +

Zusammengefasst erhalten wir also folgendes lineares Programm fiir die Berechnung der

optimalen Positionierung:

10
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Variablen: pos(c) Ve € C und ¢;,Vd €D

Zielfunktion: ) &
deD

pos(b) —pos(a) — &
—pos(b) +pos(a)+6 < g

IN

&4

Bedingungen: vV (a,b,6)=deD

Distanzwerte weisen zu gro3e Schwankungen auf, um auf ein Basenpaar genau zu sein. Daher
bietet es sich an, die Relaxierung des LPs zu betrachten, also auch reelle Positionen zuzulassen.
Durch diese Lockerung der Bedingungen lésst sich das Programm wesentlich schneller 16sen.

Dieses LP sorgt nur dafiir, dass die Constraints moglichst gut erfiillt sind. Weder verhindert
es, dass Contigs, welche keine Constraints vorweisen, nahe positioniert werden, noch erkennt es
Repeats. Um das weitere Vorgehen planen zu konnen, bietet es sich trotzdem an, diesen Ansatz
auszufiihren und anhand der Losung konkrete Problemstellen zu lokalisieren.

Die Implementierung erfolgt in der Jupyter-Umgebung der Programmiersprache Python.
Dabei wird Gurobi [1]], ein Programm , das auf mathematische Optimierung spezialisiert ist,
verwendet. Das Programm liefert uns als Riickgabe eine konkrete Positionierung der Contigs.
Nun wire es gut, wenn wir eine Moglichkeit hitten, festzustellen, inwiefern die von uns festge-
legten Kriterien erfiillt sind. Im néchsten Kapitel werden dazu verschiedene optische Verfahren
diskutiert.
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Kapitel 4
Wie man eine Losung grafisch darstellt

Ein wichtiger Aspekt fiir die Arbeit mit grolen Datenmengen ist die Visualisierung. Sie soll-
te in der Lage sein, die wichtigsten Informationen auf einen Blick sichtbar zu machen. Wir
beschiftigen uns nun mit Moglichkeiten, konkrete Positionierungen der Contigs, also Abbil-
dungen pos : C — R, zu visualisieren. Eine erste, naheliegende Option ist eine lineare Darstel-
lungsweise. Hierbei werden die einzelnen Contigs gemél ihrer Positionierung und ihrer Linge
auf der reellen Zahlengerade eingezeichnet. Um Uberlappungen zu beachten, bietet es sich an,
mehrschichtig zu arbeiten. Mehrschichtig bedeutet hier, dass bei Uberlappung zweier Contigs
der hintere Contig in einer anderen Hohe geplottet wird. Diese Methode wird durch Abbildung

M.1]illustriert. Vorteile dieser Darstellungsweise sind unter anderem die folgenden Aspekte:

1. Der gesamte Strang inklusive seiner Lédnge ist auf einen Blick sichtbar. Dies liefert dem
Betrachter einen groben Uberblick. Ferner lisst sich der fiinfte Unterpunkt der Anforde-

rungen an Losungen, die Linge des Stranges, so auch optisch leicht {iberpriifen.

2. Regionen, die hauptsichlich aus groen oder aus kleinen Contigs bestehen, lassen sich
anhand des Plots leicht lokalisieren. Fiir den flinften Unterpunkt unsere Anforderungen
an eine Losung lisst sich dies als Indiz fiir die Sicherheit dieser Umgebungen verwenden.
In Gebieten, in denen nur wenige, aber groe Contigs vorkommen, sollten im Schnitt
weniger Fehler hinsichtlich der geringeren Datenmenge auftreten als in mit vielen kleinen

Contigs tiberfiillten Regionen.

=
2000000 2500000 3000000

500000 1000000

Abbildung 4.1: Linearer Plot vom Ergebnis des ersten LPs

12
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3. Durch Hinzunahme von Fiarbungen ist es moglich, einige Kerninformationen leicht zuginglich
zu machen. Dazu zihlen etwa die Anzahl der Repeats eines einzelnen Contigs oder der

Gesamtanteil an sich wiederholenden Contigs.

Jedoch gibt es einen zentralen Nachteil bei der Wahl dieser linearen Darstellungsform: Die In-
formation, die wir durch die Constraints erhalten, werden in der Visualisierung nicht berticksichtigt.
Damit lasst sich die Einhaltung der ersten drei Kriterien an eine Losung optisch nicht analy-
sieren. Beispielsweise sieht man nicht, ob benachbarte Contigs auch tatsidchlich gemeinsame
Constraints aufweisen. Um auch die Constraints mit einzubeziehen, bedarf es einer weiteren
Darstellungsweise.

Um auch die Constraints mit einzubeziehen, bedarf es einer weiteren Darstellungsweise.
Ahnlich wie in Abbildung lassen sich dafiir gerichtete Graphen verwenden. Dabei bildet
die Menge der Contigs die Knoten des Graphen. Constraints zwischen zwei Knoten lassen sich
als (gerichtete) Kanten darstellen. Um eine gewisse Ubersichtlichkeit zu erhalten, ist es aber
sinnvoll, nicht alle Constraints zu plotten. Stattdessen nutzen wir die gegebene Positionierung
aus und zeichnen nur Kanten fiir nah beieinander positionierte Contigs mit gemeinsamen Cons-

traints. Dabei gehen wir fiir jeden auftretenden Contig a wie folgt vor:

* Zunichst werden alle Constraints geloscht, deren Fehler in der vorgegebenen Positionie-
rung grofler als eine fixierte Konstante ist. Oftmals féllt die Wahl hier auf eine Zahl in
der GroBenordnung 500 gemif der Uberlegungen beziiglich der Standardabweichungen

in dem Kapitel der Formalisierung.

* Ferner werden mehrfach auftretende Constraints zusammengefasst und alle Schleifen,

also alle Constraints der Form (a,a,d) geloscht.

» Sei nun N, die Menge aller Contigs, die zusammen mit a in einem verbliebenden Cons-
traint enthalten sind. Nun werden die Contigs in N, und a selbst beziiglich ihrer Positio-

nierung sortiert.

* SchlieBlich wird je eine Kante von a zu den ersten beiden Contigs, die hinter a positioniert
wurden, gezeichnet. Umgekehrt wird je eine Kante von den ersten beiden Contigs, die vor

a positioniert wurden, zu a gezeichnet.

» Zusitzlich werden noch griin gefdrbte Kanten fiir alle Constraints gezeichnet, die nicht
verlangerbar sind. Als verldngerbar gelten alle Constraints von a nach b und von b nach

c fiir die es ein Constraint von a nach ¢ gibt.

13



Contig-Assembly der MHC-Region mittels Linearer Programmierung
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Abbildung 4.2: Probleme bei der optischen Darstellung mit nur einem Vorgédnger und Nachfol-
ger

Im Allgemeinen tritt hierbei auch der Fall auf, dass eine Kante (a,b) wihrend des Prozesses
doppelt eingezeichnet werden soll: Einmal im Durchgang von a als auslaufende Kante und
einmal im Durchgang von b als einlaufende Kante. Sie werden trotzdem nur einmal gezeichnet.

Die Wahl, dass jeder Knoten zwei Vorginger und zwei Nachfolger bekommt, ist nicht fest,
hat sich aber als besonders geeignet herausgestellt. Bei nur einem Vorgidnger und einem Nach-
folger kann es schnell passieren, dass ein eigentlich zusammenhingender Strang unzusam-
menhingend dargestellt wird. Abbildung illustriert diese Situation. Dabei entspricht die
erste Abbildung der tatsdchlich im Programm auftretenden Darstellungsform. In der zweiten
Abbildung wurde die Situation noch einmal etwas schematischer skizziert und optisch mit Far-
ben unterlegt.

Auch konnen mehrere Kanten interessante Einblicke iiber die Struktur geben. So gibt es
Contigs, die nur eine einlaufende Kante besitzen oder deren Kanten mehrere Contigs iiberspringen.
Beides ist ein Zeichen von Unstimmigkeiten, die nidher untersucht werden konnten.

Wir betrachten nun das Ergebnis des Durchlaufs von unserem ersten LP. Dies wird in
den Abbildungen [4.1] und [4.3| dargestellt. In beiden Plots fillt dem Betrachter direkt ein Bal-
lungsrdume auf. Ein Ausschnitt dessen ist in der zweiten Abbildung vergroBert dargestellt. An
dieser Stelle hat das LP den Strang aufgerissen, um Repeats, welche hier noch als einzelner
Contig auftreten, niher an entsprechende Nachbarn zu positionieren. Anhand des ersten, linea-
ren Plots, sieht man zudem sofort, dass die Gesamtldnge des Strangs zu kurz ist. Offenbar sind

unsere Giitekriterien somit nicht erfiillt und es bedarf einer Modifikation des Verfahrens.
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Abbildung 4.3: Ergebnis des LPs



Kapitel 5

Algorithmus Phase 1: Grobe Losung

aufbauen

Am Ende des vorherigen Abschnittes haben wir festgestellt, dass eine einfache Ausfiihrung des
lineare Programmes nicht ausreicht, um eine Losung zu konstruieren, die unsere Giitekriterien
erfiillt. In dem Graphen, der zu der Losung korrespondiert, erkennt man dies anhand der starken
Verflechtung/Verknotung verschiedener Teilstringe. Um dies mdoglichst zu verhindern, gehen
wir nun wie folgt vor:

Unser Ziel ist es, ein ,,Grundgeriist™ fiir eine fertige Losung aufzubauen. Dieses soll die
Form eines Pfades von dem ersten bis zum letzten Contig des Stranges besitzen. Dabei sollte der
Pfad moglichst viele Contigs enthalten, welche zueinander richtig positioniert sind. Es ist nicht
notwendig, dass alle Contigs korrekt positioniert sind, da das lineare Programme vereinzelte
Fehlpositionierungen der Contigs gut beheben kann.

Wir speichern die Constraints als einen gerichteten Multigraphen G aus der NetworkX Bi-
bliothek [?]. Fiir zeitintensivere Berechnungen, erstellen wir eine reduzierte Version G,, in der
dhnliche Kanten zu einer Kante wie folgt zusammengefasst werden:

Zunachst werden fiir je zwei Contigs alle Distanzwerte zwischen diesen beiden Contigs sor-
tiert. Dabei betrachten wir fiir Contigs @ und b sowohl Constraints der Form (a,b,d) als auch
der Form (b,a,d). Allerdings fixieren wir eine Sortierung (a,b) und negieren die Distanzwer-
te von (b,a).Dann werden die Distanzwerte gruppiert, indem man die sortierten Distanzen als
Folge betrachtet und immer eine Gruppe abspaltet, sobald sich zwei benachtbarte Werte um
mehr als 500 Basenpaare unterscheiden. Jede Gruppe wird darauthin zu einem einzelnen Cons-
traint zusammengefasst, der den Median der auftretenden Werte als Distanz besitzt und mit der
Gruppengrofle gewichtet wird.

Das zuvor beschriebene Verfahren wird durch das folgende Beispiel verdeutlicht. Dabei sind
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die folgenden Constraints zwischen zwei Contigs a und b gegeben:

a b 100
a b 11000
b a 50
b a 60000
a b 70
a b 300
a b 10950
a b 11050
a b 20
a b 600
b a 200

Die sortierten Distanzwerte:

—60000 —200 —50 20 70 100 300 600 10950 11000 11050
Gruppen bilden bei Abstdnden iiber 500:

—60000|—200 —50 20 70 100 300 600|10950 11000 11050

Es resultieren diese drei Kanten in G,:

Lange = 11000, Gewicht = 3

Linge = 70, Gewicht = 7

Lange = 60000, Gewicht = 1

Unser Ziel ist es, einen Pfad durch G vom ersten bis zum letzten Contig zu finden, der
moglichst viele Contigs beinhaltet. Dafiir werden wir beim ersten Contig anfangen und uns
schrittweise vorarbeiten. Sollte sich der Graph aufteilen, so versuchen wir zuerst mit Hilfe von
Heuristiken zu bestimmen, welcher Pfad der Richtige ist. Sollte dies nicht moglich sein, werden
alle Pfade ausprobiert.

Da das LP den Anfangs- und Endbereich gut 16sen konnte, konnen wir den ersten und letz-
tem Contig aus der Losung ablesen. Dies sind Contig 2345APD und Contig 2080APD. Al-
le Contigs die nicht von 2345APD erreichbar sind oder die selbst 2080APD nicht erreichen
konnen, werden fiir diese Phase nicht mehr betrachtet. Dies betrifft 21 der 2 138 Contigs.

17
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Wir beginnen also mit Contig 2345APD an Position 0. Fiir jede auslaufende Kante e aus
2345APD wird zu dem Endknoten von e die Linge der Kante in einer Liste gespeichert. Die

Listen der ersten 10 Contigs sehen so aus:

1483APD: 6632 6662 6662

1395APD: 6877 6943 6977 6979 6980 6982 6985 6993 6998 6999 7002
1596APD: 9809 9867 9903 9931 9939 9942 9951 9978

2235APD: 14013 14070 14179 14219 14263 14290 14304

1534APD: 14687 14732 14841 14930 14957 14972

546APD: 16242 16254 16372 16470 16550

577APD: 18659 18782 18967 19040 19081

998APD: 32244 32453

209APD: 34061 34257

1635APD: 43666

Es folgen noch 101 weitere Contigs mit jeweils nur einem Eintrag. Fiir alle weiteren Contigs
wird eine leere Liste erstellt. Diese Werte werden analog zu der Erstellung des reduzierten Gra-
phens listenweise gruppiert. Dann wird der Median der groten Gruppe dem Contig vorldufig
als Position zugeordnet.

Die Positionierung des Contigs mit der niedrigsten vorldufigen Position wird daraufhin fest
gesetzt.

Dies ist in diesem Fall Contig 1483APD an Position 6662. Auch von 1483APD werden
die Distanzwerte der auslaufenden Kanten genommen. Um absolute Positionen (also relativ
des Startcontigs) zu erhalten, addieren wir die Positionierung von 1483APD auf die Distanzen.
Darauthin werden diese neuen Positionen in den Listen ergidnzt. Analog zum vorherigen Schritt
werden nun wieder Gruppen und Mediane gebildet und schlieBlich eine weiter Positionierung

eines Contigs fest gesetzt.
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1395APD: 6877 6943 6977 6979 6980 6982 6985 6993 6998 6999 7002 6982 6989 6994
1596APD: 9809 9867 9903 9931 9939 9942 9951 9978 9906 9946

2235APD: 14013 14070 14179 14219 14263 14290 14304 14109 14308

1534APD: 14687 14732 14841 14930 14957 14972 14771 14976

546APD: 16242 16254 16372 16470 16550 16293 16554

STTAPD: 18659 18782 18967 19040 19081 18698 19044

998APD: 32244 32453 32248

209APD: 34061 34257 34065

1635APD: 43666

So wird der Strang Contig fiir Contig aufgebaut. Wir sammeln die bereits fest positionierten
Contigs in einer Menge P und die vorldufig positionierten Contigs in einer Menge F,. Den
zuletzt in P hinzugefiigten Contig bezeichnen wir mit a*. Die Nachfolger von a*, die bereits in P
sind, werden nur erneut aufgenommen, wenn die neue Position mehr als 10 000 Basenpaare von
der alten entfernt ist und die zugehorige Kante von a* zum Nachfolger im reduzierten Graphen
mindestens ein Gewicht von drei aufweist. Weiterhin darf a¢* nicht selbst ein Repeat sein, um
Endlosschleifen zu vermeiden. Es ist nicht notig, alle Repeats in dieser Phase zu finden und
positionieren. Liicken in den Contigs werden in der nidchsten Phase erkannt und dann gefiillt.

Weiterhin mochten wir auch vermeiden, dass Contigs féalschlicherweise aufgrund eines falschen
Constraints zu friih positioniert werden. Daher wird ein Contig nicht in P aufgenommen, wenn
er drei oder mehr Vorginger besitzt, welche nicht in P sind und von keinem Knoten aus P eine
einlaufende Kante in G, mit einem Gewicht groBer als eins besitzt.

Und wie wird erkannt, dass der Pfad sich aufspaltet? Dafiir wird Py niher untersucht. Es
wird ein Teilgraph H von dem reduzierten Graphen G, gebildet. Dessen Knotenmenge besteht
aus allen vorldufig positionierten Contigs Py . Es werden nur Kanten iibernommen, deren Fehler
kleiner als 1000 sind. Sobald in H mehr als ein Contig keine einlaufenden Kanten besitzt, wird
genauer untersucht, mit welchem dieser Contigs weitergearbeitet wird.

Sei Sy die Menge der Contigs ohne einlaufende Kanten. Sollte es zu einem Contig s aus Sp
keine zur Vorpositionierung passende Kante ausgehend von dem aktuell positionierten Contig
geben, wird s aus Sy entfernt. Damit wird sichergestellt, dass die Losung ein Pfad wird.

Als erstes behandeln wir Fille, wie den in Abbilung dargestellten Fall. Der abgebildete
Graph ist aus der im letzten Kapitel erlduterten Methode entstanden. Die roten Knoten sind
die Contigs aus Py, die schwarzen Knoten sind die Contigs P, welche Constraints nach Py

aufweisen. Die Knoten wurden nach ihrer Position durchnummeriert und entsprechend benannt.
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Abbildung 5.1: Erster Fall beim Strangaufbau

Abbildung 5.2: Beispiel fiir einen weiter Situation, die beim Strangaufbau auftreten kann

Die griinen Kanten stellen auch hier wieder die nicht verldngerbaren Kanten dar.

So besteht aus den beiden Contigs 7 und 8. Fiir ein Grundgeriist der DNA ist es egal, mit
welchem der beiden Contigs weitergearbeitet wird. Daher werden in einem Fall, bei denen von
zwei Contigs aus Sy die gleichen Contigs erreicht werden konnen, immer der Contig aus Sy
entfernt, welcher mit den meisten fest positionierten Contigs erfiillte Constraints aufweist. In
diesem Fall féllt die Wahl auf Contig 7, denn Contig 8 besitzt insgesamt nur eine einlaufen-
de Kante (ansonsten wiren in dem Graphen mindestens zwei Kanten sichtbar eingezeichnet),
wihrend Contig 7 mindestens zwei einlaufende Kanten besitzt. Dabei ist zu beachten, dass in
unserer Darstellungsform nicht alle vorhandenen Constraints eingezeichnet werden, um eine
Ubersichtlichkeit zu erméglichen. Damit konnen fiir Contig 7 noch weitere Kanten existieren,
die ebenfalls hier beriicksichtigt werden.

Nun nehmen wir uns die restlichen Fille vor, bei denen eine falsche Entscheidung gravie-
rende Auswirkungen haben konnte. Ein Standardbeispiel ist in Abbildung dargestellt. Die
Menge aus Contig 7, 10 und 11, hat ausschlieBlich eine Kante zu Contig 6, wihrend die Menge
aus 8, 9 und 12 zu sdmtlichen vorhergehenden Contigs Kanten hat. Dies ist auch anhand der
Abbildung ersichtlich. Zwar sind nicht alle besagten Kanten eingezeichnet, jedoch ist bekannt,
dass alle schwarzen Contigs zu mindestens einem roten Contig eine Kante besitzen. Anhand
der griinen, also nicht verldngerbaren Kante von Contig 6 zu Contig 11 und dem Fehlen weitere

einlaufender, griiner Kanten in die Menge {7,10, 11} sieht man, dass es keine weiteren Kan-
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Abbildung 5.3: Repeat in den Daten

ten ausgehend von den schwarzen Contigs geben kann. Ansonsten miisste eine weitere nicht
verldngerbare Kante vorhanden sein. Per Ausschlussprinzip folgt so ebenfalls, dass die verblei-
benden schwarzen Contigs mindestens eine in die Menge {8,9, 12} einlaufende Kante besitzen.

Die typische Situation bei einem Repeat ist, dass es aus der Repeat-Region, die auch aus
mehr als einem Contig bestehen kann, Constraints zu allen Abzweigungen gibt. Aber nur zu
einer Abzweigung gibt es Constraints, die vom Abschnitt vor der Repeat-Region kommen. Dies
untersuchen wir als erstes.

Wir ordnen jedem Element s aus Sy jene Knoten aus H zu, welche ausschlieBlich von s
erreicht werden konnen und bezeichnen die Menge dieser Knoten mit V (es gilt stets s € Vj).
Nun erstellen wir fiir jedes s aus Sy eine Menge P aus Contigs in P, welche Constraints in Vj
aufweisen. Die P; Mengen schneiden wir (der Schnitt ist nicht leer da a* immer enthalten ist)
und ermitteln den Contig / mit der niedrigsten Position aus dem Schnitt. Schlielich berechnen
wir fiir jedes s € S die Anzahl k; der Contigs aus P, welche vor [ liegen. Sollte fiir ein § aus
So gelten, dass kg > 2k, + 1 fiir alle anderen s € Sy gilt, so ist dies ein deutliches Zeichen, dass
§ der nédchste Contig ist.

Sollte dies nicht der Fall sein, so wird noch ein zweiter Aspekt betrachet. Wie in Abbildung
[5] angedeutet, erzeugt ein Repeat in den Daten einen Kreis in dem dazugehorigen Graphen.
Befinden wir uns gerade im roten Abschnitt und haben den Kreis noch nicht durchlaufen, so
sollten wir zuerst dem Kreis folgen. Wenn wir den Kreis durchlaufen haben, konnen wir immer
noch den anderen Abzweig nehmen.

Leider sind diese Kreise nicht so eindeutig zu identifizieren. Ein Problem tritt auf, falls ein
Constraint von einem der letzten Contigs im Strang zu einem der ersten Contigs im Stang geht
und damit jeder Contig von jedem anderen aus erreichbar ist. Somit kann man nicht einfach
nach einem Kreis in G suchen. Daher schrinken wir G auf die Knoten ein, die nicht in P liegen
und suchen dann 51,52 € Sp, sodass es einen Weg von s; nach s, gibt, aber keinen Weg von s,

nach s;. In so einem Fall entfernen wir s, aus Sp.
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Sollten wir es geschafft haben, uns auf einen Pfad festzulegen, so wird dieser gewihlt, an-
sonsten werden alle Pfade, die noch nicht ausgeschlossen werden konnten, nacheinander aus-
probiert und deren Losungen gesammelt zuriickgegeben.

Wenn es keine weiteren Contigs gibt und die Linge von dem Strang im erlaubten Bereich
ist, so wird die Losung zuriickgegeben.

Gibt es mehr als eine Losung, so werden die Losungen anhand der Anzahl der verwendeten
Contigs verglichen.

Wir schauen nun, wie die Losung bislang aussieht. An 81 Stellen haben sich die Contigs
aufgeteilt. In allen Féllen konnten die Heuristiken aber einen eindeutigen Pfad identifizieren.
Das Ergebnis ist 4902 942 Basenpaare lang und beinhaltet 2106 von 2117 Contigs. Es wur-
den dabei 55 Repeats vergeben. Diese erfiillen teilweise nicht die Anforderungen an Repeats,
welche wir in der Formalisierung festgelegt haben und werden in der nichsten Phase griindlich

tiberpriift.
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Kapitel 6

Algorithmus Phase 2: Losung mithilfe vom

LP verfeinern

Wir haben jetzt bereits einen groben Aufbau und wollen diesen verbessern. Dazu werden wir
einen Teil der Contigs mithilfe des LPs setzen, wihrend der andere Teil fixiert bleibt. Schlielich
werden wir fiir jeden Contig schauen, wie er umpositioniert werden miisste, um seine Cons-
traints gut zu erfiillen und wir ermitteln mithilfe einer Giitefunktion, ob und wo der Contig
Repeats hat. Dieser Prozess wird mehrfach wiederholt, bis alle Kriterien an eine guten Losung
erfiillt sind.

Wir betrachten zunéchst den Graphen, der durch die Interpretation der Contigs als Knoten
und der Constrainst als gerichtete Kanten ensteht. In diesem werden die schwachen Zusam-
menhangskomponenten und deren Kardinalitit bestimmt und darauthin alle Contigs geloscht,
die nicht zur groBten Komponente zihlen. Weiterhin werden Constraints aus den Daten entfernt,
wenn sie zwei gleiche Contigs beinhalten und die Distanz kleiner als 1 000 ist, da wir aufgrund
der Toleranz von 500 Basenpaaren keine Repeats auf so kleiner Entfernung finden konnen.

Um unsere Losung aus dem vorherigen Teil verwenden zu konnen, miissen wir das Lineare
Programm anpassen. Dafiir modifizieren wir die Positionen leicht und erstellen eine Menge
aus Contigs, deren Positionierung als richtig angenommen werden kann. Dies funktioniert wie
folgt:

Fiir die Neupositionierung benutzen wir ein dhnliches Verfahren wie beim letzten Kapitel.
Wir erstellen zuerst fiir jeden Contig eine leere Liste und fiigen fiir jeden Constraints (a,b,d)
den Wert pos(a) +d in die Liste von b und den Wert pos(b) — d in die Liste von a ein. Sollte
Contig a als ein Repeat mit Versionen ay, ay, ..., a, vorgemerkt sein, so werden fiir Contig
b die Werte pos(a;) +d, pos(az) +d, ..., pos(a,) + d gespeichert und es wird vermerkt, dass

diese Positionen von einem Repeat stammt. Zu Beginn stammen potentiellen Repeats aus dem
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Verfahren des vorherigen Kapitels. Ist Contig b ein Repeat, so wird analog verfahren. Zusitzlich
wird zu jeder Position in den Listen noch der jeweils andere Contig aus dem korrespondierenden
Constraint und die Information, ob dieser Constraint einlaufend oder auslaufend ist, gespeichert.

Die Positionen werden gruppiert, indem Positionen, welche weniger als 500 Basenpaare
auseinanderliegen, zusammengefasst werden und dann der Median berechnet wird. Die Media-
ne werden nun mit zwei Giiten ausgestattet.

Diese Giiten berechnen sich aus den folgenden Werten:

i 1, falls Constraints mit den potentiellen unmittelbaren Nachbarn vorhanden sind.

h: das Vorkommen des am héufigsten auftretenden Contigs;
a: die Anzahl an Positionen;
p: 150/(100+ s), wobei s die Standardabweichung ist.

Mithilfe der ersten Giite gg soll entschieden werden, an welchem Ort sich der Contig befin-

det. Sie berechnet sich durch
go =a (logy(h)+0.5) (0.5i+0.5) p.

Dies erklart sich wie folgt: Die Gruppengrofe, also die Anzahl an Constraints, die den Contig
an dieser Position sehen, ist der wichtigste Indikator. Es konnen aber mehrere Constaints aus
dem selben Long-Read stammen. Wenn dieser fehlerhaft ist, so wiren eventuell alle Constraints
aus diesem Read falsch. Der Wert h gibt an, von wie vielen verschiedenen Long-Reads die
Constraints mindestens stammen. Daher bestrafen wir die Positionen mit # = 1 und belohnen
Positionen, fiir die & grof} ist. Weiterhin ist eine Position zu bevorzugen, bei der ein Contig
sich in die Nachbarschafft einbindet. Zuletzt deutet eine kleinere Standardabweichung auf eine
groBere Sicherheit der Position hin.

Mittels zweiten Giite g, soll entschieden werden, an welchen Stellen der Contig einen Re-
peat besitzt. Die zweite Giite beachtet also die strengeren Anforderungen an einem Repeat. Sie
berechnet sich wie folgt:

] 0 falls h <2
8= { a logy(h) i p sonst.

Es wird sichergestellt, dass der Contig zu seinen Nachbarn Constraints haben muss und
mindestens ein dreifach abgesicherter Constraint dabei ist. Dadurch werden die Anforderungen

der Formalisierung beachtet.
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Nach der Berechnung der Giitewerte wird jedem Contig die Position mit dem gréften gg
zugeordnet, auller es gibt Positionen bei denen g, groBer als ein Schwellwert ist, welcher zu
Anfang bei 300 liegt. In diesem Fall wird fiir jede Position mit g, > 300 eine Version des
Contigs erstellt.

Jeder Contig mit gg > 50 gilt als sicher. Bei diesen Contigs wird die Position als Konstante
in den Bedingungen des LPs gesetzt und es werden nur die Positionen der als unsicher geltenden
Contigs durch das LP bestimmt, sowie der Contigs, die in Phase 1 nicht positioniert wurden.
Bevor das LP ausgefiihrt wird, miissen noch die Constraints auf die Repeat-Versionen verteilt
werden. Dabei wird ein Constraint (a,b,d) all jenen Repeat-Versionen zugeordnet, fiir die der
Constraint erfiillt ist. Wird ein Constraint von keinem Repeat erfiillt oder wurde einer der beiden
Contigs im Repeat noch nicht positioniert, so wird der Constraint allen Versionen zugeordnet.

Fiir die Feinpositionierung lassen wir ein zweites LP mit den glaubwiirdigsten Constraints
laufen. Dabei wird ein dhnlicher Graph wie bei Plotten erzeugt. Die ersten drei Punkte sind

identisch, aber es werden andere Kanten verwendet:

» Zunichst werden alle Constraints geloscht, deren Fehler in der vorgegebenen Positionie-

rung groBer als 2 000 ist.

* Ferner werden mehrfach auftretende Constraints zusammengefasst und alle Schleifen,

also alle Constraints der Form (a,a,d) geloscht.

e Sei nun N, die Menge aller Contigs, die zusammen mit a in einem verbliebenden Cons-
traint enthalten sind. Nun werden die Contigs in N, und a selbst beziiglich ihrer Positio-

nierung sortiert.

* SchlieBlich erhilt jeder Contig fiinf auslaufende Kanten zu den Nachfolgern, die am meis-
ten gemeinsame Constraints mit ihm aufweisen. Sollte ein Gleichstand auftreten, wird die
Sortierung aus dem vorherigen Unterpunkt beachtet und nahliegende Contigs werden be-
vorzugt. Analog erhilt der Contig fiinf einlaufende Kanten ausgehend von fiinf seiner
Vorginger.

Nun werden alle Constraints gesammelt, die eine Kante in dem Graphen darstellen und aus-
schlieBlich diese Constraints werden als Bedingungen in dem LP verwendet. Zusitzlich werden
die Contigs nach ihrer aktuellen Position sortiert. Fiir je zwei benachbarte Contigs (geméil der
Sortierung) fiigen wir einen weiteren Constraint ein, welcher als Distanz die aktuelle Entfernung
der Contigs besitzt. Dadurch soll sichergestellt werden, dass die Daten noch zusammenhédngend

sind.
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Leider kann es passieren, dass das LP groBere Schwierigkeiten hat, eine Losung zu finden.
Dies passiert, wenn Bereiche der Daten durch nur sehr wenige Constraints verbunden sind und
macht sich bemerkbar durch die folgende Meldung von Gurobi:

JNumerical trouble encountered

Model may be infeasible or unbounded. Consider using the
homogeneous algorithm (through parameter 'BarHomogeneous’)“

Daher wurden noch zusétzliche Constraints eingefiigt, die den Losungsraum auf einen sinn-
vollen Bereich einschrianken. Dies geschieht, indem jeder Fehler um maximal 2 000 Basenpaare
abweichen darf. Eine stirkere Abweichung ist unrealisch, wenn davon ausgegangen wird, dass
die bisherige Losung nicht komplett falsch ist.

Dieser Vorgang wird nun wiederholt. Es werden fiir alle Contigs Positionen mit Giitewerten
berechnet, abhédngig von der Giite Repeats erzeugt und mithilfe der beiden LPs die Positionen
angepasst. Dabei konnen auch schon zuvor erstellte Repeats wieder entfernt werden. Bei jedem
Durchlauf wird der Schwellwert fiir g, verringert, sodass schrittweise mehr Repeats zugelassen
werden. Wie stark die Grenze reduziert wird, hingt von der Anzahl an gefundenen Repeats
ab. Wurden viele Repeats gefunden, so wird die Grenze gar nicht bis kaum verindert. Werden
jedoch keine Repeats gefunden, so wird die Grenze stark reduziert. Es sei n die Anzahl der neu
hinzugekommenen Repeats und sq die alte Schranke. Dann berechnet sich die neue Schranke s

durch:
50

5] = —————
LT 14025

Das Program wird beendet, sobald die Schranke unter 10 fillt.
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Kapitel 7
Auswertung der Ergebnisse

An dieser Stelle wollen wir nun kurz die Ergebnisse unserer Arbeit zusammenfassen. Zu Be-
ginn hatten wir einen Losungsversuch gestartet, bei dem nur ein einziges lineares Programm
verwendet wurde. Dieses hat jedoch noch keine Repeats beriicksichtigt, was in einem teilweise
ineinander verflochtenem Losungsstrang resultierte.

Daraufhin wurde ein neuer Ansatz verwendet. Die Idee war es, in zwei Phasen zu arbei-
ten. In der ersten Phase kam noch kein lineares Programm zum Einsatz. Stattdessen wurde
zundchst ein Grundgeriist in Form eines Pfades konstruiert, bei dem Repeats bereits zum Teil
beriicksichtigt wurden. Teilweise erfiillen diese Repeats unsere Anforderungen aber nicht. In
der zweiten Phase wird dies genauer unter die Lupe genommen. Mittels selbst konstruierter
Giitefunktionen werden hier neue Repeats gesetzt, ,,unsichere* Repeats geloscht und weiter
Contigs in den Strang eingefiigt. Das Positionieren der Contigs und der Repeats ilibernehmen
zwei lineare Programme. Die Idee hinter dem ersten Programm war es, falsch positionierte
Contigs neu zu setzen, indem man ,,sichere positionierte Contigs in dem Programm fixiert.
Das zweite Programm diente der Feinpositionierung. Hier wurde die Anzahl Bedingungen re-
duziert, indem ,,unsichere* Constraints verworfen wurden. Eine Grafik von dem zugehorigen
Graphen des Ergebnisses nach der zweiten Phase findet man in dem zugehérigen Githup Repo-
sitory unter dem Namen ,,16sung.png*.

Nun werden wir uns kritisch mit dieser Losung auseinander setzen. Zunichst einmal posi-
tiv anzumerken ist, dass die starken Verflechtungen aus dem ersten Ansatz eliminiert werden
konnten.

Die finale Stranglidnge betrdgt 4 902 231 Basenpaare und passt somit zu der erwarteten Ge-
samtlidnge, sodass der vierte Anforderungspunkt erfiillt ist. Der erste Anforderungspunkt an
unsere Losung besagt, dass abgesicherte Constraints moglichst alle beachtet werden sollten.

Uberpriift man in der Losung alle abgesicherten Constraints, so findet man 35 Constraints, die
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in der Losung nicht erfiillt sind. Die genaue Anzahl hingt aber aber auch von der Toleranz ab,
die man verwendet (hier 1000). Wenn man diese etwas lockert (auf 3000), werden noch 27 nicht
erfiillte, abgesicherte Constraints gefunden. Dabei werden Dopplungen nicht mit einberechnet.
Es gibt jedoch vier Contigs, von denen jeweils mindestens ein Contig in den 27 Constraints
involviert ist.

Eine Moglichkeit wire das Hinzufiigen weiterer Repeats fiir diese Contigs.

(Von den insgesamt 143 630 Constraints sind 75 774 nicht abgesichert (mit Dopplungen).)

Insgesamt sind rund 97,87% der Constraints erfiillt. Offenbar ist somit also gemil3 des zwei-
ten Anforderungspunkt auch ein GroBteil der verbleibenden, nicht abgesicherten Constraints
erfiillt.

Ferner wollten wir, dass es vermieden wird, Contigs ohne gemeinsame Constraints nah bei-
einander zu positionieren.

Wir betrachten nun die finale Losung, schauen uns alle Paare von benachbarten Contigs an
und zédhlen die Anzahl an Paare, die keinen gemeinsamen Constraint besitzen.

Insgesamt findet man so 14 Paare, die diese Bedingung verletzen.

Wenn man gemél der Beobachtungen beim ersten Anforderungspunkt noch weitere Repeats
hinzufiigt, steigt diese Anzahl weiter an.

Eine zukiinftige Herausforderung wire es, zu untersuchen, ob es moglich ist, diese Liicken
in den Constraints durch ein anderes Assemblierungsverfahren zu vermeiden oder ob es sich
hierbei um ein Problem in den Daten selbst handelt.

Besonders sollte man dabei die Paare beachten, die ansonsten, zum Beispiel anhand der
definierten Giite gg, gut in den Strang eingebunden sind.

Wir hatten bereits erwihnt, dass die Lange des finalen Stranges zu den Vorgaben aus dem
vierten Unterpunkt passt.

Zu erwihnen bleibt hier aber noch, dass die finale Linge abhingig davon ist, welche Cons-
traints bei der Feinpositionierung betrachtet werden.

Verwendet man hauptséchlich relativ kurze Constraints (also Constraints zwischen fast un-
mittelbaren Nachbarn), so wird die Gesamtliange groBer und es kann in Kombination mit dem
restlichen Programm passieren, dass der Strang auseinander reifit. Verwendet man sehr lan-
ge Constraints, so wird der Strang etwas kiirzer. Auch hier kann es passieren, dass der Strang
auseinander reilt. Eine weitere Herausforderung wire es, dies genauer zu untersuchen. Eine
mogliche Ursache wire ein systematischer Fehler in den Daten.

SchlieBlich bleibt noch der letzte Unterpunkt der Anforderungen, welcher besagt, dass eine
Aufteilung des Ergebnisses in ,,sichere* und ,,unsichere* Gebiete erwiinscht sei.

Hier kann man beispielsweise die Giitefunktionen zu Rate ziehen.

Insgesamt gibt es 53 Contigs mit g, = 0.
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Davon haben 22 Contigs eine Giite g, die kleiner als 10 ist.

Diese sind offenbar sehr unsicher und es ist wahrscheinlich nicht sinnvoll, sie in eine Lésung
mit aufzunehmen.

Die verbleibenden 31 Contigs mit gg > 10 passen mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls
nicht so gut in ihre Nachbarschaft. Ein Grund dafiir konnte jedoch auch die Nachbarschaft
selbst sein, wodurch die Bereiche rund um diese Contigs zu unsicheren Gebieten zdhlen und
niher betrachtet werden sollten.

Ahnlich lassen sich so auch ,sicher* Gebiete lokalisieren.

Die Forderung g, > 50 wird von rund 92,7% der Contigs erfiillt. Diese wiirden wir zu den

tendenziell sicheren Gebieten zdhlen.
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Kapitel 8
Diskussion

Die LPs haben in diesem Verfahren nur eine untergeordnete Aufgabe. Mithilfe von ILPs konnte
man auch versuchen, die erste Phase zu 16sen. So konnte man einen Weg von dem Anfang des
Strangs bis zum Ende suchen, der moglichste viele Constraints erfiillt. Dies konnte so aussehen:

Sei D die Menge der Contig-Paare, welche einen gemeinsamen Constraint besitzen.

Integer-Variablen: ¢, V(a,b) € D
Zielfunktion: max Z b
(a,b)eD
Bedingungen: Z Cah = Z ep e Vb e C—{s,t}
(a,p)eD (b,c)eD
Z €as +1= Z €s.c
(a,5)eD (s,c)eD
Z €ar = Z erct 1
(aj)eD (t,c)eD

Die Bedingungen sorgen dafiir, dass sich fiir jeden Knoten die einlaufenden und auslaufen-
den Kanten ausgleichen. Damit dies ein Pfad wird, muss noch der Zusammenhang sichergestellt
werden. Dies kann mit 0-1-Variablen realisiert werden, die fiir jede Teilmenge der Knoten, die
den Startknoten s nicht enthilt, dafiir sorgen, dass wenn ein Kante innerhalb der Knotenmenge

liegt, es auch eine einlaufende Kante in die Knotenmenge gibt:
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0-1-Variablen: xy YV cC—{s}
yv YW cCcC—- {S}
Bedingungen: xy < Z eqp < |Dlxy YV cC—{s}
(a.b)eDN(VXV)
yv < Y eap < [Dlyy YW CC—{s}
(a,b)eDN(([C—V)xV)
xy <yy YV cC—{s}

Die Variable xy ist 0 genau dann, wenn es keine Kante in V' gibt. Die Variable yy ist O genau
dann, wenn es keine Kante von C —V in V gibt. Dies sind viel zu viele Bedingungen, um sie
alle zu definieren. Man kann aber das Program ohne diese Bedingungen durchlaufen lassen und
schrittweise Bedingungen hinzufiigen, welche in der Losung verletzt wurden und das ILP neu
ausfiihren.

Weiterhin wiirden viel zu viele Schleifen eingfiigt werden, wenn alle Constraints beachtet
werden wiirden, daher wird eine transitive Reduktion durchgefiihrt, welche die Distanzwerte
beachtet. Eine Kante wird also entfernt, wenn es einen Weg vom Start zum Endknoten aus
kiirzeren Kanten gibt, deren Distanzen sich auf die Distanz der lingeren Kante aufsummieren
(natiirlich wieder mit Beachtung einer Fehlertoleranz).

Diese Kantenreduktion entspricht im Prinzip einer minimalisierten Version des Anfangspro-
blems, wenn wir einen Constraint vom ersten zum letzten Contig im DNA Strang hinzufiigen
mit der ungefdhren Distanz von 4 900 000 Basenpaaren. Aber wie auch bei den griinen Kanten
in der Graphdarstellung, reicht es fiir gewohnlich aus, Wege der Linge 2 zu iiberpriifen.

Ein weiteres Problem ist das Ablesen der Losung aus dem LP. Im Grunde liefert das LP
nur eine reduzierte Version des Graphens. Um die Losung zu erhalten, muss noch ein Eulerweg
durch den Graphen gefunden werden. Dies ist aber kein schweres Problem und networkx bietet
einen Algorithmus fiir Eulerkreise.

Es bleibt aber das Problem, dass es fiir das LP besser ist, 1 000 Repeats zu erzeugen, wenn
dadurch nur eine Kante zusitzlich aufgenommen werden kann. Daher miisste man Repeats
bestrafen.

Dies konnte man machen, indem eine einfache Kante belohnt, eine Mehrfachkante aber
bestraft. Denkbar wire eine Realisierung mittels zusétzlicher 0-1-Variablen, die den Wert 1

besitzen, sobald eine Kante einmal verwendet wird:
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0-1-Variablen: e, V(a,b) € D
Bedingungen: e, < eqp V(a,b) € D
neue Zielfunktion: max Y (5e;,—e€qp)

(a,b)eD

Theoretisch ist ein solches ILP interessant, jedoch ist die Laufzeit der entscheidende Nach-
teil. Aufgrund der Vielzahl an Bedingungen und der ohnehin schon langen Laufzeit pro Durch-

lauf ist die Realisierung nicht sehr praktikabel.
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