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Materiaty uzupetniajace do wyktadu 3: sekwencjonowanie cz. 2.

Na czesci slajdéw podane sg namiary na artykut Zrédtowy opisujgcy dang metode. Zachecam do
dalszej lektury osoby, ktére chciatyby pogtebié swojg wiedze nt. danej metody.

SLAID 2

W sekwencjonowaniu przez hybrydyzacje istotnym problemem jest niejednoznacznos¢ rozwigzania
mozliwego do ztozenia na podstawie spektrum, czyli gdy wiecej niz jedna sekwencja wynikowa
réownie dobrze reprezentuje wyniki eksperymentu hybrydyzacyjnego. Przyktadowo, dla spektrum z
przyktadu ze slajdu 15 wyktadu 2 mozna uzyska¢ dwie sciezki Hamiltona w grafie Lysova lub dwie
Sciezki Eulera w grafie Pevznera; bez dodatkowej informacji (nieobecnej w instancji problemu) nie
sposdb wskaza¢, ktéra z sekwencji wynikowych jest tg wtasciwg, badang sekwencjg DNA. Problem
identyfikacji sekwencji poprawnej z punktu widzenia biologicznego prébowano rozwigza¢ na rdzne
sposoby, poprzez dostarczanie dodatkowej informacji umozliwiajgcej wytonienie najbardziej
prawdopodobnego rozwigzania. Wieloetapowe sekwencjonowanie przez hybrydyzacje jest jednym z
takich podejs¢, eksperyment hybrydyzacyjny identyczny jak w klasycznym podejsciu SBH uzupetniany
jest o serie pojedynczych reakcji hybrydyzacji przeprowadzanych pod konkretny graf uzyskany dla
danego spektrum. Jesli w grafie istniejg rozwidlenia, w ktérych mozna obrac¢ rézne drogi i w efekcie
uzyska¢ rézne sekwencje wynikowe, rozwidlenia takie po kolei sg rozwigzywane poprzez
konstruowanie oligonukleotydéow o dtugosci wiekszej niz | i zestawianie ich z badanym
jednoniciowym DNA. Przyktadowo, dwa tuki (TGTA, GTAC) i (TGTA, GTAG) przektadajg sie na
rozwidlenie w wierzchotku TGTA; poprawng droge moze wskaza¢ wynik hybrydyzacji badanej
czasteczki DNA z fragmentem komplementarnym do TGTAC (czyli GTACA), jesli bytby on negatywny,
to wiasciwym przejsciem w grafie bedzie (TGTA, GTAG) i tuk (TGTA, GTAC) moze zostac usuniety.

SLAID 3

Im wieksza dtugos¢ oligonukleotyddw zamieszczonych na mikromacierzy DNA, tym bardziej
jednoznaczne rozwigzanie. Dtuisze stowa, ktérymi préobkujemy sekwencje, majg wiekszg szanse
wystgpic¢ jednokrotnie w tej sekwencji (eliminacja btedéw negatywnych wynikajgcych z powtdrzen,
mniej zapetlen w grafie), dtuzsze oligonukleotydy wspéttworza tez dtuzsze dwuniciowe kompleksy,
czyli hybrydyzacja jest silniejsza (mniej btedéw negatywnych eksperymentalnych). (Moze wzrosngc
liczba btedéw pozytywnych, ale btedy pozytywne w duzo mniejszym stopniu niz negatywne
utrudniajg  znalezienie rozwigzania.) Jednak ze wzgledu na ograniczenia technologii
mikromacierzowej kompletna biblioteka oligonukleotydéw nie mogta byé generowana dla
wystarczajgco duzego |. Podejscie wieloetapowe byto bardzo pracochtonne, proponowane wiec byty
inne podejscia, ktore zwiekszaty jednoznacznos¢ rozwigzania przy niezwiekszaniu rozmiaru biblioteki,
omoéwione na kolejnych slajdach.

SLAJID 4

Nukleotyd uniwersalny byt sztucznym tworem, ktéry mogt byé wplatany w tancuchy nukleotydowe ze
zwyktymi nukleotydami i mégt w dwuniciowych kompleksach wystepowaé naprzeciwko dowolnego
nukleotydu (,tgczy¢” sie z nim). Zastosowanie go w bibliotece oligonukleotydéw pozwolito zwiekszy¢
dtugosc¢ oligonukleotyddw przy niezwiekszaniu rozmiaru biblioteki. Wezmy dla przyktadu biblioteke

tetranukleotydéw (oligonukleotydéw o diugosci 4), w klasycznej realizacji mamy ich 4%. W realizacji z
nukleotydami uniwersalnymi doktadnie tyle samo; dla schematu (2,2)-probes zamiast np. TTAG
mielibysmy TTUAUG, ktéry to oligonukleotyd dostarcza informacje o wystgpieniu w badanym
tancuchu DNA nadal tylko czterech nukleotyddéw, z tym Zze przeplatanych ,spacjami”: TT_A G.
Pozornie ilo$¢ informacji uzyskiwanej z takiej biblioteki pozostaje niezmieniona, jednak w
rzeczywistosci wydtuzone oligonukleotydy pozwalajg siegna¢ dalej i tatwiej rozwigzad rozgatezienia w



grafie (podobny efekt obserwujemy obecnie na etapie asemblacji na podstawie sparowanych
odczytéw, tam tez im wiekszy odstep pomiedzy odcinkami informacji, tym bardziej jednoznaczne
rozwigzanie).

SLAID 5

Autorzy nie konstruowali grafu w swoim algorytmie, tutaj dla wygody i poréwnania z wczesniejszym
podejsciem tak ta instancja zostata zwizualizowana. Teraz rozwigzaniem nie jest kazda Sciezka Eulera,
tylko taka, ktéra na catej swojej dtugosci nie powoduje konfliktdw w natozeniach oligonukleotydéw
(tzn. dwa niepasujace nukleotydy w tej samej kolumnie dopasowania, gdzie U pasuje do wszystkich).
Taka $ciezka Eulera nie jest juz znajdowana w czasie wielomianowym.

SLAJD 6

Nukleotydy uniwersalne z czasem okazaty sie niewystarczajgco praktyczne w uzyciu. Jeden z autoréow
tamtego podejscia kontynuowat badania w tym kierunku i zaproponowat podejscie alternatywne,
tatwiejsze w realizacji, ktére z informacyjnego punktu widzenia byto prawie réwnowazne. W jednym
polu mikromacierzy umieszczane byly wszystkie oligonukleotydy pasujace do schematu danej
»gapped probe”, czyli np. TT_A_G, tylko w miejscach spacji zamiast nukleotydéw uniwersalnych byty
wstawiane wszystkie kombinacje nukleotydéw standardowych. Czyli w polu dla powyzszej prébki
bytyby umieszczone oligonukleotydy (w wielu kopiach): TTAAAG, TTAACG, TTCACG, TTTATG, itd.
Swiecacy punkt na obrazie fluorescencyjnym mikromacierzy oznacza tutaj, ze badany taricuch DNA
zawiera w sobie odcinek komplementarny do ktéregos oligonukleotydu z powyzszego zestawu, nie
wiadomo, do ktdrego, ale z pewnoscig mozna powiedzieé, ze do ktoregos w schemacie TT_A_G.
Jednak takie podejscie miato z kolei inng wade, normalnie w polu mikromacierzy mielibysmy X kopii
tego samego oligonukleotydu, dla powyzszego przyktadu mamy 16 rdinych oligonukleotydéw w
jednym polu w liczbie X/16 kazdy. Sita hybrydyzacji i sygnat fluorescencyjny drastycznie malejg z
liczbg spacji we wzorcu, co pozwala wstawi¢ bardzo matg ich liczbe i przektada sie na zwiekszenie
liczby btedow eksperymentalnych. Dodatkowo sita wigzania w dwuniciowych kompleksach pary
nukleotydéw C i G (trzy wigzania wodorowe) nie jest taka sama jak pary A i T (dwa wigzania), co tez
wptywa na reakcje hybrydyzacji. Korekta tego podejscia (ostatni punkt na slajdzie) polegata na
umieszczeniu w jednym polu mikromacierzy na danej pozycji zdegenerowanej tylko jednego z dwdch
nukleotydéw, albo A/T, albo C/G. Jednak wtedy liczba pdl mikromacierzy wzrasta wzgledem
klasycznego podejscia.

SLAID 7

Rézna sita wigzania w dwuniciowych kompleksach (dupleksach) pary C/G i pary A/T powoduje btedy
w hybrydyzacji takze w klasycznej realizacji podejscia SBH. Bierze sie to stad, ze inne s3 idealne
warunki zajscia hybrydyzacji (gtéwnie chodzi o temperature) pomiedzy parg jednoniciowych DNA,
gdy majg one wiekszy odsetek nukleotydéw C/G vs. A/T (w pierwszym przypadku jest wiecej
pojedynczych wigzan wodorowych przypadajacych na odcinek o tej samej liczbie nukleotyddw).
Reakcja z mikromacierzg przeprowadzana jest w pewnej temperaturze, wspdlnej dla catej
mikromacierzy, ktéra nie moze byé optymalna dla wszystkich oligonukleotyddéw z biblioteki. Wczesne
modele przyjmowaty uproszczone przyblizenie (z grubsza poprawne w pewnym zakresie dtugosci
oligonukleotyddéw), ze kazda para C/G wnosi do cato$ciowej optymalnej temperatury zajscia
hybrydyzacji cztery stopnie, kazda para A/T dwa stopnie. (W rzeczywisto$ci na optymalng
temperature ma wptyw wieksza liczba czynnikdw, m.in. najblizsi sgsiedzi danego nukleotydu w nici.)
Temperatura ta zwana jest takze temperaturg topnienia duplekséw nukleotydowych, gdyz jest ona
graniczna dla procesu tgczenia/rozdzielania nici dupleksu. Propozycja zastosowania izotermicznej
biblioteki oligonukleotydéw uwzglednia te okolicznos¢ i polega na ujeciu w ramach jednej biblioteki
wszystkich mozliwych oligonukleotyddéw, ktdére posiadajg te samg temperature wyliczong wg
powyzszego przyblizenia. Bedg sie one wtedy réznié znacznie dtugoscia, najkrétsze oligonukleotydy z
biblioteki bedg dwa razy krétsze niz te najdtuzsze.



SLAJD 9

Przyktadowo, biblioteka o temperaturze 10 stopni bedzie zawierata oligonukleotydy posiadajgce
zawsze co najmniej jeden nukleotyd A/T. Dtuiszy cigg wystgpien samych nukleotydéw C/G w
badanym tancuchu DNA nie zostanie pokryty zadnym oligonukleotydem z takiej biblioteki. Do
zsekwencjonowania dowolnego faricucha potrzebne sg dwie biblioteki o ,sgsiednich” temperaturach
i uzycie takiej pary bibliotek zatozone jest w izotermicznym podejsciu SBH.

SLAID 10

W problemie izotermicznego sekwencjonowania przez hybrydyzacje, z racji uzycia dwéch bibliotek o
,sasiednich” temperaturach, niektére elementy spektrum bedg zawieraty sie w innych (przesuniete
do lewej lub prawej ich strony), w zwigzku z czym sekwencje rekonstruowacé nalezy z zatozeniem, ze
sgsiednie elementy spektrum w uszeregowaniu naktadaja sie z przesunieciem (offsetem) o 0 znakdw,
o 1 znak, lub w razie wystgpienia btedéw negatywnych o wiekszg liczbe znakéw.

SLAID 11

Minimalizacja liczby btedéw w rozwigzaniu z grubsza odpowiada maksymalizacji liczby elementéw
spektrum uzytych do konstrukcji rozwigzania, czyli kryterium przyjetym w klasycznym SBH. Ztozonos$¢
obliczeniowa odpowiednich wariantéw problemu jest taka, jak w klasycznym SBH.

SLAID 12

Algorytm dla wariantu bez btedéw w spektrum stosuje transformacje grafu z postaci, w ktdrej
poszukiwana jest S$ciezka Hamiltona do postaci, w ktérej poszukiwana jest Sciezka Eulera
(transformacja grafu liniowego do jego grafu oryginalnego), czyli co$S co znamy z poprzedniego
wyktadu. Tym razem jednak nie jest to tak proste jak w przypadku podejs¢ Lysova i in. i Pevznera.
Graf konstruowany jest inaczej i nie jest z poczatku grafem liniowym, nalezy go doprowadzi¢ do tej
postaci i dopiero wtedy mozina przeprowadzi¢ transformacje. Wierzchotki grafu reprezentuja
elementy spektrum. Jesli jeden element zawarty jest w innym, tgczone sg na zasadzie wytgcznosci:
tukiem od krétszego do dtuzszego, jesli zawarty jest do lewej jego strony, od dtuzszego do krétszego,
jesli do prawej, i nie sg w grafie dopuszczone juz zadne inne alternatywne potgczenia dla tych dwéch
wierzchotkéw (odpowiednio wychodzace bgdz dochodzgce). Pozostate wierzchotki sg tagczone, jesli
ich etykiety majg te samg dtugosc¢ i naktadajg sie na siebie z przesunieciem o 1 znak, pod warunkiem
jednak, ze takie potfaczenie nie generuje btedéw w rozwigzaniu. Takie btedne potgczenie zaznaczone
jest na rysunku na czerwono, ACG i CGT naktadajg sie na siebie z przesunieciem o 1 znak, jednak takie
pofaczenie datoby w sekwencji wynikowej fragment ACGT, ktéry przynalezy do biblioteki o
temperaturze 12 stopni (uzytej w tym przyktadzie) i w bezbtednym wariancie problemu musiatby by¢
obecny w spektrum (a nie jest). Skonstruowany graf, ze wzgledu na pdiniejsze etapy algorytmu, nie
moze mie¢ zadnych tukéw dochodzgcych do pierwszego elementu w rozwigzaniu i zadnych
wychodzacych z ostatniego elementu, a ze nie znamy w ogdlnosci korcdw rozwigzania, za takie
przyjmujemy po kolei wszystkie pary i procedure uruchamiamy O(n?) razy.

SLAID 13

Niektore tuki w utworzonym grafie na pewno nie wejdg w sktad zadnego rozwigzania, a stojg na
drodze do uczynienia grafu liniowym. Na rysunku zaznaczone sg takie przypadki liniami
przerywanymi. Gdyby ktérys z tych tukéw zostat wybrany, nie udatoby sie poprowadzi¢ sciezki
taczacej wszystkie elementy rozwigzania, dlatego wszystkie takie tuki usuwamy. Zastosowany
wzorzec opisu oligonukleotydu 4°(5-2) nalezy czyta¢ jako kazdy oligonukleotyd rozpoczynajacy sie
nukleotydem czterostopniowym (czyli C lub G), po ktérym nastepuje dalsza cze$¢ o temperaturze 5-2
(tu 8 stopni).



SLAJD 14

Jedyng przeszkody, ktdra stoi na drodze do uczynienia grafu liniowym i przeprowadzenia
transformacji, jest brak tuku od 2°(5-2) do {J-2)2° w podgrafie z kroku 3 (o ile taki podgraf w ogdle
wystepuje w danym grafie). Dodajemy wiec taki tuk do grafu. W ogdlnosci dodanie fuku moze zmienic
postaé rozwigzania, gdyz umozliwiamy potfagczenie, ktérego w instancji wczesniej nie byto. Tutaj
jednak mozemy zagwarantowaé, ze tak dodany tuk nigdy nie zostanie uzyty i pozostaniemy przy
wielomianowe] ztozonosci algorytmu. Mamy juz graf liniowy i przeprowadzamy transformacje w ten
sposdb, ze kazdy wierzchotek tego grafu staje sie tukiem po transformacji i w nowym grafie istnieje
przejscie od tuku a do tuku b wtedy i tylko wtedy, gdy w grafie sprzed transformacji istnieje przejscie
od wierzchotka a do b. Mozemy juz poszukiwaé $ciezki Eulera w nowym grafie. Podgraf z rysunku po
lewe]j po transformacji staje sie podgrafem z prawej strony, w ktérym nalezy zawsze pamietaé o tym,
zeby nie wykorzystywac¢ wykropkowanego potaczenia. Jest to tatwo osiggalne, po wejsciu po raz
pierwszy do wierzchotka centralnego tego podgrafu od strony tuku 2°(5-2) nalezy wybraé ktorys z
tukéw (5-2)4°, jesli z kolei pierwszy raz wchodzimy od strony 4°(5-2), nalezy wyjs¢ tukiem (J-2)2°.

SLAJD 15

Wczesniejsze techniki sekwencjonowania, laboratoryjne na zelu i SBH w réznych odmianach, zostaty
wyparte przez sekwencjonowanie nowej generacji, zautomatyzowane, wysokoprzepustowe i
niewymagajgce etapu algorytmicznego. Pirosekwencjonowanie zaproponowane w 1996 r. stato sie
podstawg pierwszej technologii sekwencjonowania wysokoprzepustowego, tzw. sekwencjonowania
454 (od nazwy firmy 454 Life Sciences) uruchomionego w 2005 r. Obecnie juz ta technologia nie jest
wspierana.

SLAJD 16

Na rysunku jasno$¢ znaku ma obrazowaé mniejszg badz wiekszg emisje Swiatta. Na podstawie
obserwowanej w eksperymencie jasnosci mozna w przyblizeniu wywnioskowaé, ile nukleotyddéw
danego rodzaju pod rzad przytaczyto sie w danym kroku.

SLAJD 18

Pokazany fragment sekwencji i wiarygodnosci poszczegélnych nukleotydéw to fragment wyjscia z
sekwenatora 454 z rzeczywistego eksperymentu. O ile pojedyncze nukleotydy danego rodzaju maja
dos¢ wysokie wartosci wiarygodnosci odczytu, to niejasne sg niskie wartosci pierwszych nukleotydéw
A z serii szeSciu — skoro emisja swiatta byta na tyle duza, zeby przyja¢ wystgpienie w tym miejscu
szesciu albo pieciu nukleotydéw pod rzad (gdyz szdésty ma znikomg wiarygodnos$¢ odczytu), to tym
bardziej pewne staje sie wystgpienie np. pierwszych trzech (tutaj wycenionych tylko na 18-19).

SLAJD 19

Odczytem jest nazywana pojedyncza sekwencja odczytana przez sekwenator. Odczyty z sekwenatora
wchodzg na wejscie algorytmdéw asemblacji (omawianych w ramach wyktadu 5) wraz z
wiarygodnosciami, ktére mogg postuzy¢ do odsiania odczytéw gorszej jakosci lub do ich korekcji w
stabszych miejscach. Obecnie najczesciej stosuje sie protokoty sekwencjonowania z odczytami
sparowanymi, gdzie na wyjsciu sekwenatora podawane sg pary odczytéow, o ktdrych mozna
powiedzie¢, ze sg od siebie oddalone w badanym fragmencie DNA o odstep okreslony w przyblizeniu
jako pewien zakres wartosci (np. dwa odczyty o dtugosci 100 nukleotydow kazdy oddalone od siebie
0 50-150 nukleotyddw), od czego sg odstepstwa na skutek btedéw eksperymentalnych.



