Algorytmy kombinatoryczne w bioinformatyce, wyktadowca prof. Marta Kasprzak

Materiaty uzupetniajace do wyktadu 6: mapowanie.

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.

SLAJD 2
W ramach tego wyktadu skupimy sie na punkcie pierwszym i czwartym.
SLAJD 3

Mapowanie jako etap procesu sktadania sekwencji genomowej tym rézni sie od pierwszych dwéch
etapow (sekwencjonowania i asemblacji), ze nie porzadkuje sekwencji przez poréwnanie ich ciggéw
nukleotydowych, tylko na podstawie innych wynikéw eksperymentalnych. Robi sie tak miedzy innymi
dlatego, ze czasami uporzgdkowa¢ chcemy odcinki genomu, a potem na podstawie tego wytuskaé
niektére z nich do dalszych badan, kiedy jeszcze ich sekwencji nukleotydowych nie znamy. Obecnie
etap mapowania czesto jest pomijany w procesie sktadania sekwencji genomowej, gdyz za pomoca
masowego sekwencjonowania nowej generacji i pdzniejszej asemblacji z uzyciem nowoczesnych
komputeréw rozpoznawane sg nawet cate genomy.

SLAID 4

W podejsciu mapowania przez hybrydyzacje wykorzystuje sie znang nam juz z sekwencjonowania
sktonnos¢ jednoniciowych fragmentéw DNA do wigzania sie w dwuniciowe kompleksy (hybrydyzacje)
z komplementarnymi do nich odcinkami drugiej nici DNA. Jedli zestawimy w ten sposéb krétka
jednoniciowg prébke, ktdéra z duzym prawdopodobieistwem ma unikalng w skali badanego wycinka
genomu sekwencje nukleotydéw, ze zbiorem dtuzszych jednoniciowych fragmentéw DNA, to
informacja o tym, ze dwa lub wiecej fragmentdw zwigzato sie z dang prdobka daje podstawy
przypuszczaé, ze pokrywajg one to samo miejsce w genomie, zatem naktadajg sie na siebie.
Eksperyment z wieloma rdéznymi unikalnymi (przypuszczalnie) probkami pozwala uszeregowad
wzgledem siebie caty zbiér fragmentow.

SLAID 5

Jest to wariant teoretyczny problemu, gdzie zaktada sie brak btedéw hybrydyzacji oraz unikalnosé
prébek w ramach badanego wycinka genomu.

SLAJD 6

Wtasnos¢ consecutive ones w wierszach macierzy oznacza, ze da sie tak poprzestawiaé kolumny
macierzy, zeby uzyskac dla wszystkich wierszy efekt wystepowania jedynek w co najwyzej jednym
spojnym bloku pod rzad. Taka wiasnos¢ ma kazda macierz reprezentujgca bezbtedng informacje o
hybrydyzacji w tym wariancie problemu (dla tego przyktadu jest nig macierz ze slajdu 5). Na slajdzie
pokazana jest macierz z odpowiednio poprzestawianymi kolumnami i zwizualizowane na jej
podstawie uporzgdkowanie wzgledem siebie fragmentéw, ktére wprost mozna odczyta¢ w macierzy
z ciggow jedynek. Dwa wyrdznione punkty odpowiadajg dwdm niebieskim elementom macierzy.
Kolejnos¢ kolumn odpowiadajgcych prébkom (b, d, a, c) to przypuszczalna kolejno$¢ wystepowania
probek w badanym wycinku genomu. Informacja z macierzy nie daje nam podstaw do ustalenia,
gdzie dokfadnie koriczg sie poszczegdlne fragmenty, rysunek jest pewnym przyblizeniem. Wiadomo
na przyktad, ze fragmenty 1 i 2 pokrywajg dwie pierwsze probki i ze fragment 2 rozcigga sie dalej na
prawo poza fragmentem 1, ale fragment 1 moze zaczynaé sie w genomie zaréwno przed poczatkiem
fragmentu 2, jak i po nim. Odtworzenie witasciwej kolejnosci kolumn dla macierzy posiadajacej
wtasnos¢ consecutive ones w wierszach jest problemem tatwym obliczeniowo (algorytm Bootha i
Luekera). Uporzadkowanie fragmentéw mozna tez (cho¢ nie zawsze) ustali¢ na drodze rozwigzania
problemu poszukiwania $ciezki Hamiltona w grafie interwatowym (problem ten jest rozwigzywalny w



czasie wielomianowym w grafach interwatowych). Graf interwatowy pokazany na slajdzie
skonstruowany zostat dla macierzy ze slajdu 5, wierzchotki odpowiadajg fragmentom, a krawedzie
tacza dwa wierzchotki, jeéli odpowiednie dwa fragmenty naktadaja sie (wspotdzielg prébke). Sciezka
Hamiltona w takim grafie, o ile istnieje, odpowiada z grubsza jednemu z mozliwych rozwigzan tego
problemu. W przyktadowym grafie sg dwie $ciezki Hamiltona, (1, 3, 2, 4) i (3, 1, 2, 4), pierwsza z nich
moze odpowiadaé rozwigzaniu jak na slajdzie, druga sekwencji kolumn (a, d, b, c). Instancje
problemu, dla ktdrej istnieje rozwigzanie, ale nie istnieje sciezka Hamiltona w utworzonym na jej
podstawie grafie interwatowym, mozna uzyskac poprzez zamiane 1 na 0 w przyktadowej macierzy w
polu [1, d].

SLAID 7

Chimera oznacza tutaj rodzaj btedu, kiedy dwa jednoniciowe odlegte fragmenty sklejg sie ze sobg
przypadkowo w jeden kompleks, przetozy sie to na wiersz macierzy z dwoma roztgcznymi blokami
jedynek w optymalnym ustawieniu. Btad negatywny to brak sygnatu hybrydyzacji, choé¢ powinien
wystgpi¢ (0 w macierzy w miejsce 1), btad pozytywny to btedny sygnat hybrydyzacji (1 w miejsce 0).
Problem mapowania przez hybrydyzacje z dopuszczeniem bteddw eksperymentalnych jest juz trudny
obliczeniowo. Zaprezentowana przyktadowa macierz jest macierzg ze slajdu 5 z dwoma btedami (na
niebiesko), cho¢ tylko jeden z nich wprowadza zaburzenie we wtasnosci consecutive ones.

SLAJD 8

Autorzy sprowadzajg problem do poszukiwania cyklu komiwojazera, a ze w pierwotnym problemie
mamy uszeregowanie liniowe kolumn, domykajg je, wprowadzajgc dodatkowg sztuczng kolumne X
wypetniong samymi zerami. Kolumny odpowiadajg wierzchotkom w grafie petnym, odlegtos¢
pomiedzy nimi to odlegtos¢ Hamminga pomiedzy kolumnami. Cykl komiwojazera minimalizuje liczbe
niezgodnosci pomiedzy sasiednimi kolumnami, a tego spodziewamy sie w optymalnym
uszeregowaniu. Cykl przerywany jest w wierzchotku X i otrzymujemy wynikowe uszeregowanie
kolumn (czytane od dowolnej strony), na rysunku takie samo jak na slajdach wczesniejszych.
Podejscie jest heurystyczne juz na etapie transformacji problemu, gdyz optymalny cykl utworzony z
uwzglednieniem odlegtosci do wektora X (niezaleznie od jego zawartosci) nie musi przektadad sie na
optymalng sciezke po przerwaniu cyklu w tym miejscu.

SLAJD 9

Odlegtos¢ Hamminga wyliczona dla kolumn przyktadowej macierzy oraz jeden z optymalnych cykli
komiwojazera:
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Wynikowe uszeregowanie kolumn macierzy po przerwaniu cyklu w miejscu x: (e, a, d, b, ¢, f, g).



Macierz z kolumnami w powyzszym ustawieniu:
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SLAID 11

W problemie zatozono brak bteddw eksperymentalnych, natomiast prébki juz nie muszg by¢
unikalne. Podany przyktad jest niewygodny w rozwigzywaniu z tego wzgledu, ze jest mato prébek,
czesto powtarzajg sie w badanym wycinku ,genomu” i dajg w ten sposéb przypadkowe
podobienstwo wektoréw odpowiadajgcych odlegtym fragmentom (np. fragmenty 1 5).

SLAJD 12

Przyktad zastosowania heurystyki zachtannej do rozwigzania problemu. W pary tgczone sg albo
pojedyncze fragmenty, albo fragment z juz ztgczong wczesniej grupg — ,kontigiem” (zapisang w
przyktadzie jako indeksy w nawiasie), albo dwie grupy. Heurystyka zwrdcita rozwigzanie troche inne
niz oczekiwane (tu w szarym kolorze dla poréwnania), nalezy je czyta¢: fragmenty 6 i 7 z jednego
konca czasteczki, pozostate pogrupowane w kolejnosci przytaczania, czyli (((1+5)+4)+2)+3).

SLAID 13

Mapowanie z uzyciem enzymow restrykcyjnych (mapowanie restrykcyjne) wykorzystuje enzymy do
przeciecia kopii badanego wycinka genomu w réznych miejscach, tak by wynikowe fragmenty
pochodzgce z réznych kopii naktadaty sie na siebie. Enzymy restrykcyjne rozpoznajg specyficzne dla
siebie miejsca w dwuniciowym DNA, obejmujgce zaledwie kilka sgsiednich par zasad, i przecinajg
tancuch (trawig) w rozpoznanym miejscu lub obok niego. Enzymy rozpoznajace rzadziej wystepujgce
miejsca restrykcyjne (zwykle te dtuisze) potng genom rzadziej, inne czesSciej, konkretny rodzaj
enzymu dobierany jest do dfugosci badanego DNA i oczekiwanej liczby fragmentow, jakie sie pragnie
uzyskac. Przyktadowo, enzym Alu | rozpoznaje dwuniciowy fragment AGCT/ AGCT (tzn. AGCT w jednej
nici i jej odwrotnie komplementarny odpowiednik o tej samej sekwencji w drugiej nici) wystepujacy
czesto, enzym Not | rozpoznaje znacznie rzadziej wystepujacy fragment GCGGCCGC/GCGGCCGC.
Trawienie przeprowadzane w celu pdzniejszego mapowania fragmentdw odbywa sie najczesciej z
uzyciem dwéch enzyméw restrykcyjnych lub jednego, za to w rdéznych przedziatach czasowych.
Dtugosé tak uzyskanych fragmentdw mierzona jest za pomocy elektroforezy zelowej i multizbiér lub
multizbiory tych dtugosci stanowig instancje problemu. Mapowanie restrykcyjne tym rdzni sie od
mapowania przez hybrydyzacje, ze pozbawione jest jakiejkolwiek informacji o naktadaniu sie
fragmentéw.

SLAID 14

Multizbiér A zawiera dfugosci fragmentdéw powstatych w wyniku trawienia kopii badanej czasteczki
pierwszym enzymem. Wiekszos¢ kopii zostanie przecieta we wszystkich miejscach rozpoznawanych
przez ten enzym (na rysunku zaznaczone na niebiesko) i efekt bedzie mozliwy do zaobserwowania na
obrazie z elektroforezy. Druga reakcja przeprowadzana jest z kopiami czgsteczki i drugim enzymem,
dokona on ciecia ponownie w niemal wszystkich miejscach dla niego charakterystycznych (na rysunku
na czerwono) i dtugosci tych fragmentéw utworzg multizbior B. Multizbiér AB jest efektem trzeciej
reakcji, gdzie trawienie kopii czgsteczki dokonywane jest rownoczesnie dwoma enzymami. Elementy
w obrebie kazdego z tych multizbiorow nalezy uporzadkowac¢ w ten sposob, zeby dla wszystkich
multizbioréw uzyskac¢ catkowicie zgodne potozenie w obrebie czagsteczki zidentyfikowanych miejsc
restrykcyjnych.



SLAJD 15

Btedami w tym problemie (i w kolejnych wariantach mapowania restrykcyjnego) sg gtéwnie btedy
pomiaru dtugosci fragmentow (elektroforeza umozliwia pomiar z pewnym przyblizeniem) i btedy
negatywne, czyli braki niektérych elementéw w multizbiorach. Dtugosci fragmentdéw uzyskiwanych w
rzeczywistych eksperymentach sg znacznie wieksze niz w tym prostym przyktadzie, majg zatem
zwykle widoczng réznice w dtugosci i pewna korekta btedéw jej pomiaru jest mozliwa.

SLAID 16

Gdyby$my przeprowadzili reakcje trawienia jednym enzymem tak jak w problemie powyzszym,
uzyskalibysmy roztgczne fragmenty bez informacji umozliwiajacej ich uporzagdkowanie. Tutaj uzywany
jest jeden tylko enzym, ale przeprowadzana jest seria reakcji w réznych przedziatach czasowych. Im
dtuzszy czas reakcji, w ktérej DNA poddawane jest trawieniu, tym wieksza szansa na odszukanie i
przeciecie miejsc restrykcyjnych rozpoznawanych przez enzym. Jesli reakcja bedzie trwata
wystarczajgco dtugo, czgsteczki enzymu odszukajg zdecydowang wiekszos¢ miejsc restrykcyjnych we
wszystkich kopiach badanego wycinka DNA i dokonajg trawienia. Jesli reakcja bedzie trwata skrajnie
krotko, tylko niektére miejsca w niektdrych kopiach zdazg zosta¢ odszukane, w efekcie
zaobserwujemy kopie nieprzeciete w ani jednym miejscu, kopie przeciete w jednym, ale réine w
roznych miejscach, takze matg liczbe kopii przecieta w wiekszej liczbie miejsc naraz. Kilka reakcji
przeprowadzonych w réznym czasie — najkrétszym, najdtuzszym i posrednich — daje fragmenty
rozpiete nie tylko pomiedzy sgsiednimi miejscami restrykcyjnymi w badanym DNA, ale pomiedzy (w
optymalnej sytuacji) kazdg parg miejsc restrykcyjnych, wliczajgc w to takze oba konce czasteczki. Ze
wzgledu na wspoétdzielenie tych samych fragmentéw przez zbiory wynikowe ,sasiednich” reakcji,
dtugosci fragmentow nie sg rozdzielane na roztgczne multizbiory, tylko na wyjsciu podawany jest
jeden multizbior z wszystkimi dtugosciami. W idealnym przypadku multizbiér A zawiera doktadnie

(k;—Z) elementow, gdzie Kk jest liczbg miejsc restrykcyjnych.
SLAJD 17

Prawie zawsze bezbtedny multizbiér A umozliwia dopasowanie do niego jednej tylko mapy miejsc
restrykcyjnych, czyli takiego potozenia miejsc, zeby odlegtosci pomiedzy wszystkimi parami punktow
(miejsca restrykcyjne plus konce czasteczki) pokryty sie idealnie z wartosciami z A. Literalnie mamy
dwa rozwigzania na kazdg mape, gdyz mozna jg czyta¢ od lewej strony do prawej lub odwrotnie.
Warianty problemu z rozmaicie ograniczanymi modelami btedéw sg trudne obliczeniowo.

SLAID 18

Poniewaz eksperyment z problemu czesciowego trawienia jest ktopotliwy w przeprowadzeniu
i produkuje instancje z duzym odsetkiem btedéw negatywnych w stosunku do idealnego
multizbioru A, zaproponowany zostat uproszczony wariant tego eksperymentu. Okazato sie, ze
informacja ptynaca jedynie z dwéch reakcji, najkrétszej i najdtuzszej, czesto jest wystarczajgca nawet
do jednoznacznej rekonstrukcji mapy. W bezbtednym wariancie problemu multizbiér A zawiera
dtugosci fragmentéw bedacych rezultatem trawienia badanej czasteczki w dokfadnie jednym miejscu
(czasteczki nieprzeciete sg tatwe do odsiania na etapie elektroforezy na podstawie dtugosci, a
przeciete w wielu miejscach da sie odsia¢ na podstawie matej liczby wystgpien), multizbior B we
wszystkich miejscach naraz. Elementy multizbioru A tatwo dobierane sg w pary sumujgce sie
dtugoscig do dtugosci catej czgsteczki, problem stanowi takie ich uporzadkowanie, aby w sumie
ztozyly sie na mape zgodng z multizbiorem B. To wystarczyto, zeby problem okazat sie silnie
NP-trudny.

SLAJD 20

Odpowiadajgce sobie fragmenty genomdw pochodzace od zblizonych genetycznie osobnikéw
charakteryzujg sie podobnym profilem cie¢ enzymami restrykcyjnymi (lub, w ogdélnosci, podobnymi
rezultatami réznych innych eksperymentow biologicznych). Taki genetyczny ,odcisk palca” jest



przydatny na przyktad w identyfikacji materiatu genetycznego Iub do konstrukcji drzew
filogenetycznych oddajgcych podobienstwo rézinych organizmoéow. W omawianym tutaj podejsciu
poréwnanie dwdch prébek materiatu biologicznego dokonywane jest na podstawie zbioréw dtugosci
fragmentéw uzyskanych w trawieniu enzymami wraz z przypisanym im identyfikatorem danego
enzymu. Fragmenty pozyskiwane sg nieco inaczej niz w poprzednim zastosowaniu, tutaj wszystkie
kopie trawione] czgsteczki majg znakowany (fluorescencyjnie badz radioaktywnie) jeden, ten sam
koniec, co umozliwia wytuskanie ze wszystkich pocietych fragmentdéw tych, ktére zaczynajg sie w tym
konicu (pozostate nas nie interesujg), a to z kolei umozliwia fatwe odtozenie miejsc restrykcyjnych na
osi reprezentujacej mape.

SLAJD 21

Jak takie sekwencje A i B mogg wyglada¢, mozna zobaczy¢ na slajdzie 25 wraz z ich czgsteczkami
zrédtowymi.

SLAJD 22

Przeksztatcenie jednej sekwencji w drugg odbywa sie troche na wzdér przeksztatcenia sekwencji w
algorytmie programowania dynamicznego dla problemu dopasowania globalnego dwdch sekwencji
(wyktad 4).

SLAID 23

Fragment algorytmu w szarym kolorze nie jest tak naprawde potrzebny, gdyz realizowany jest
nastepng instrukcja.

SLAJD 24

Rozwigzanie w wypetnionej macierzy odczytujemy poprzez odtwarzanie decyzji, ktére doprowadzity
do wypetnienia skrajnie prawego pola ostatniego wiersza macierzy. Cofamy sie od tego pola do pola
[0,0], tutaj sciezka ta zostata zaznaczona na zétto. Dopasowanie profili cie¢ odpowiadajace tej Sciezce
pokazane jest na slajdzie 25.



