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Materiaty uzupetniajace do wyktadu 2: sekwencjonowanie cz. 1.

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

Wyznaczanie sekwencji genomowej organizméw mozna podzieli¢ na trzy etapy w zaleznosci od
dtugosci analizowanej sekwencji: sekwencjonowanie — rozpoznawanie sekwencji nukleotydéw we
fragmencie genomu o dtugosci zwykle od kilkudziesieciu do kilkuset nukleotydéw (mowa o
sekwencjonowaniu tradycyjnym i nowej generacji krétkimi odczytami), asemblacja — skfadanie
zsekwencjonowanych fragmentéw w diuzsze odcinki (nawet setki milionéw nukleotyddéw), oraz
mapowanie — uszeregowanie zasemblowanych sekwencji w obrebie chromosomu lub genomu.
Obecnie etap mapowania moze by¢ pomijany, gdy produktem asemblacji staje sie caty genom.
Wyznaczanie sekwencji jest pierwszym krokiem prowadzgcym do poznania i zrozumienia genomoéw i
zakodowanych w nich funkcji, zajmuje zatem wazng pozycje w prowadzonych wspdtczesnie
badaniach.

SLAID 3

Metody elektroforezy zelowej oraz PCR przyblizyt na pierwszym wyktadzie prof. Formanowicz.
Laboratoryjne metody wykrywania sekwencji DNA poprzez elektroforeze w zelu uzywane byty
powszechnie przed wynalezieniem technik wysokoprzepustowych (sekwenatoréow nowej generacji).
Pozwalaty wtedy na zsekwencjonowanie czgsteczek DNA o dtugosci do ok. 100 nukleotyddw. Walter
Gilbert i Frederick Sanger otrzymali za swoje metody wyznaczania sekwencji zasad kwasow
nukleinowych Nagrode Nobla z dziedziny chemii w 1980 r.

SLAID 4

Chemiczna degradacja przeprowadzana na kopiach analizowanej czasteczki daje jej ,prefiksy” o
réznej dtugosci, w czterech grupach dla czterech osobnych reakcji. Dla podanego przyktadu, w grupie
czasteczek przerywanych po:

— A + czeSciowo G, uzyskane zostaty (w duzej liczbie kopii) fragmenty GGCA, GGCACGA,
GGCACGACA, itd., plus w mniejszej liczbie fragmenty konczace sie na G;

— G + czeSciowo A, uzyskane zostaty (w duzej liczbie kopii) fragmenty G, GG, GGCACG,
GGCACGACAG, itd., plus w mniejszej liczbie fragmenty konczace sie na A,

— C, uzyskane zostaty (w duzej liczbie kopii) fragmenty GGC, GGCAC, GGCACGAGC, itd.;

— C+ T, uzyskane zostaty (w duzej liczbie kopii) fragmenty jak dla C plus te koriczace sie na T.

Pasek widoczny na obrazie elektroforezy jest tym wyrazniejszy, im wiecej czgsteczek znajduje sie w
tym miejscu (gdyz kazda jest znakowana radioaktywnie). Stad mozna rozrézni¢, czy na danej
wysokosci na obrazie jest A czy G (A, gdy w kolumnie pierwszej jest wyraZniejszy pasek niz w drugiej)
oraz C czy T (T, gdy pasek obserwowany jest w kolumnie czwartej, ale nie w trzeciej). Czgsteczki
znakowane sg radioaktywnie tylko z jednego konca (poczatek sekwencji), zatem obserwowane na
obrazie sg tylko ,prefiksy”, ,sufikséw” nie widac. Elektroforeza zelowa powoduje przemieszczanie sie
czagsteczek w polu elektrycznym i im czgsteczka jest nizej na zatgczonym obrazie, tym jest krotsza.
Daje to mozliwos¢ odczytania sekwencji badanego fragmentu DNA, fragmenty podane powyzej utozg
sie w kolejnosci od dotu obrazu: G, GG, GGC, GGCA, GGCAC, GGCACG, itd., co daje poczatek
sekwencji wynikowej GGCACG.

SLAID 5

Syntetyzowanie drugiej nici analizowanego fragmentu DNA na pierwszej, ktora stuzy jako matryca, z
uzyciem nukleotydéw zwyktych i nukleotydéw zmodyfikowanych (uniemozliwiajgcych dalsze
przytaczanie kolejnych nukleotyddw) powoduje przerwanie w losowym miejscu procesu odtwarzania



drugiej nici, a w efekcie po catym takim eksperymencie wiele kopii ,prefikséw” o réznej dtugosci.
Szeregowane s one nastepnie w reakcji elektroforezy zelowej i, podobnie jak na poprzednim
slajdzie, najkrétsze fragmenty usytuowane sg na dole obrazu. Cztery kolumny odpowiadajg czterem
reakcjom przeprowadzanym z wszystkimi zwyktymi nukleotydami i jednym tylko rodzajem
nukleotydu zmodyfikowanego, tutaj odpowiednio G, A, T lub C.

SLAID 6

Metoda sekwencjonowania przez hybrydyzacje akceptuje czgsteczki nawet parokrotnie dtuzsze niz
metody sekwencjonowania na zelu, wymaga za to wspomagania algorytmicznego. Ona réwniez
zostata wyparta przez sekwenatory nowej generacji. Jest dla nas interesujgca z tego wzgledu, ze po
etapie laboratoryjnym wchodzi etap obliczeniowy, dane wyjsciowe z eksperymentu biochemicznego
muszg zostac¢ ztozone algorytmem w celu uzyskania sekwencji wynikowej. Chociaz metoda ta nie jest
juz wykorzystywana, modele obliczeniowe dla niej opracowane zostaty zaadaptowane na etapie
asemblacji i s obecnie w powszechnym uzyciu.

SLAID 7

W eksperymencie hybrydyzacyjnym przeprowadzanym w pierwszej fazie procesu sekwencjonowania
przez hybrydyzacje, w klasycznej jego realizacji, celem jest wykrycie wszystkich oligonukleotydéw o
zadanej dtugosci (w praktycznych realizacjach 8—12 nukleotydow) sktadajgcych sie na badany tancuch
DNA (kilkaset nukleotydow). W tym celu generowana jest biblioteka oligonukleotyddéw sktadajaca sie
ze wszystkich mozliwych jednoniciowych fragmentéw DNA o zadanej dtugosci (kazdy z nich w wielu
kopiach). Dla oligonukleotydéw o dtugosci | biblioteka taka bedzie sktadata sie z 4 réznych
elementdéw. Biblioteka jest syntetyzowana w sposdb systematyczny na plytce o specjalnie
przygotowanym podfozu w celu utworzenia mikromacierzy DNA. Kopie tego samego oligonukleotydu
umieszczane sg w jednym polu mikromacierzy i wspotrzedne pola dla kazdego oligonukleotydu sg
znane. Kazde pole ma wymiary okofo 25 pum x 25 um, rozmiar biblioteki wptywa na rozmiar
mikromacierzy i jest to przyczyng, dla ktorej | nie mogto by¢é wieksze. Nastepnie mikromacierz
wprowadzana jest do roztworu z jedng z nici badanego taricucha DNA powielong w reakcji PCR i
oznakowang fluorescencyjnie lub radioaktywnie. Dzieki sprzyjajagcym warunkom (temperatura, inne
parametry roztworu) zajdzie reakcja hybrydyzacji pomiedzy jednoniciowymi krétkimi fragmentami
DNA przytwierdzonymi do mikromacierzy i dtugimi, wolno ptywajgcymi w roztworze jednoniciowymi
kopiami badanego DNA — komplementarne fragmenty potfaczg sie w dwuniciowe kompleksy. W
ogdblnosci, im dtuzsze sg takie komplementarne fragmenty, tym wieksza sita ich przyciggania i wieksza
liczba kopii utworzonych dwuniciowych komplekséw. Po reakcji mikromacierz jest przeptukiwana w
celu usuniecia niezwigzanych kopii badanego DNA, pozostang jedynie te zwigzane z
oligonukleotydami przytwierdzonymi do mikromacierzy. Obraz fluorescencyjny (radioaktywny)
mikromacierzy wykaze Swiecgce punkty, tym jasniejsze, im wiecej kopii oligonukleotydu w danym
polu przytaczyto sie do kopii badanego DNA. Najbardziej jasne punkty z obrazu odpowiadajg z
grubsza oligonukleotydom przytgczonym do badanego tancucha na catej ich dtugosci. Wiele kopii
oligonukleotydu w kazdym polu zwieksza szanse na poprawne wyniki eksperymentalne poprzez
statystyczng eliminacje niewtasciwych lub niepetnych pofaczen. Na podstawie wspétrzednych
najjasniejszych punktéw ustalany jest zbiér odpowiadajgcych im oligonukleotydéw, co do ktdrych
mozemy zatozyé¢, ze ich odwrotnie komplementarne odpowiedniki wchodzg w sktad badanego
fragmentu DNA. Te odwrotnie komplementarne odpowiedniki zapisane jako sekwencje nad
alfabetem {A, C, G, T} tworzg zbiér (nazywany spektrum) przekazywany do etapu obliczeniowego.
Przyktadowo, kopie badanej sekwencji CCGACGT przytgczytyby sie do nastepujacych
oligonukleotyddw z biblioteki o parametrze 1=3: ACG, CGG, CGT, GTC, TCG, co datoby spektrum
postaci {ACG, CCG, CGA, CGT, GAC}.

SLAJD 8

Obliczeniowa czes¢ procesu sekwencjonowania polega na rekonstrukcji sekwencji nukleotyddéw
badanego taricucha DNA na podstawie spektrum. W klasycznym ujeciu problemu spektrum jest



zbiorem bez powtdrzen. Gdy zaktada sie wyidealizowany wariant problemu bez jakichkolwiek btedéw
eksperymentalnych, o spektrum mozna powiedzie¢, ze zawiera wszystkie podciagi badanej sekwencji
o dtugosci | i nic wiecej. Wtedy dtugo$¢ badanej sekwencji (oznaczana n) nie jest potrzebna do
wygenerowania rozwigzania, nalezy uzy¢ kazdy element spektrum doktadnie raz, sgsiednie elementy
muszg pokrywac sie sufiksem/prefiksem o dtugosci I-1, co w efekcie da zawsze sekwencje o dtugosci
n, gdyz bezbtedne (idealne) spektrum zawiera n-I+1 elementéw. Jednak nawet w wariancie bez
btedéw z danego spektrum mozna uzyska¢ tym sposobem wiecej niz jedng sekwencje wynikows, z
informatycznego punktu widzenia wszystkie takie rozwigzania sg réwnie dobre, ale z biologicznego
nie, gdyz tylko jedna z tych sekwencji ma znaczenie biologiczne. Ustalenie, ktére z wielu rozwigzan
jest tym wtasciwym wymaga dostarczenia dodatkowe] informacji, np. poprzez przeprowadzenie
dodatkowego eksperymentu z badang czgsteczka.

SLAJD 9

Taki wyidealizowany model eksperymentu hybrydyzacyjnego nie jest jednak realizowalny w praktyce.
Jak kazdy eksperyment biologiczny, takze i ten nie jest wolny od btedéw. W sekwencjonowaniu przez
hybrydyzacje wyrdzniamy dwa gtéwne typy btedow: btedy negatywne, czyli brakujaca informacja w
spektrum, oraz btedy pozytywne, czyli niewtasciwa informacja obecna w spektrum.

SLAID 10

Wiersze a—d zawierajg odpowiednio przyktady bteddéw opisanych literami a—d na poprzednim
slajdzie. W klasycznym modelu SBH (tak jak pierwotnie byt ujety w literaturze) przyjmuje sie, ze
eksperyment z mikromacierzg daje tylko informacje o zawieraniu danego oligonukleotydu w badanej
sekwencji i ze nie mozina stwierdzi¢, ile razy w niej wystgpit (jasno$¢ punktu na obrazie
fluorescencyjnym przekracza pewien zatozony prog badz nie). Dlatego nawet w razie braku btedéw
typowo eksperymentalnych moze w spektrum pojawic¢ sie btad wynikajgcy ze sktadu badanego
tancucha DNA (wiersz a). Taki model jest zatozony w tym wyktadzie. W pdzniejszych pracach przyjeto,
ze do pewnego stopnia mozna okresli¢, ile razy dany oligonukleotyd wystgpit w sekwencji (np. model
1-2-wiele) na podstawie tego, ze sposréd punktdéw o jasnosci przekraczajgcej zatozony prég niektére
Swiecg wyraznie mocniej niz inne.

SLAJD 11

W wariancie problemu zaktadajgcym btedy negatywne w spektrum nalezy dopusci¢, ze sagsiednie
stowa w rekonstruowanym uszeregowaniu nie muszg juz naktadac sie sufiksem/prefiksem o dtugosci
I-1, moga krétszymi odcinkami, w skrajnym przypadku wcale (gdy pomiedzy nimi wystgpi |-1 btedéw
negatywnych pod rzad). Nadal jednak naktadajgce sie odcinki muszg sie idealnie pokrywac. Z kolei
zatozenie obecnosci btedéw pozytywnych daje podstawe do pominiecia w rekonstrukcji niektdérych
elementow spektrum. Zatozenie obu rodzajow bteddéw naraz, czyli model najbardziej ogdlny i
pasujgcy do rzeczywistosci, to dopuszczenie obu tych sytuacji. Teraz juz znajomos¢ dtugosci badanej
sekwencji n staje sie konieczna, zeby dopasowac liczbe odrzucanych stéw do oczekiwanej dtugosci
rozwigzania.

SLAJD 12

Bez kryterium optymalizacji problem sekwencjonowania przez hybrydyzacje z btedami negatywnymi i
pozytywnymi mogtby przetozyé sie na rozwigzanie ztozone z jednego elementu spektrum albo z serii
elementow skonkatenowanych ze sobg do diugosci n. Nie o takie rozwigzanie nam chodzi, a o
rozwigzanie w najwiekszym stopniu wykorzystujgce informacje ze spektrum. Taki efekt uzyskamy,
stosujgc kryterium maksymalizacji liczby elementéow spektrum uzytych do budowy rozwigzania o
dtugosci nie wiekszej niz n (rozwigzanie moze by¢ krétsze ze wzgledu na btedy negatywne na koricach
sekwencji).



SLAJD 14

Czasami da sie ustali¢, ktéry element spektrum powinien wystgpic¢ jako pierwszy w rozwigzaniu — na
podstawie startera uzywanego wczesniej w reakcji PCR albo sekwencji rozpoznawanej przez enzym
restrykcyjny uzyty wczesniej do wyciecia badanego fragmentu DNA. W ogdlnosci jednak, gdy tej
wiedzy nie posiadamy, rozrysowane drzewko nalezy uzupetni¢ o dodatkowy poziom ,zerowy”, tutaj
pominiety ze wzgledu na brak miejsca. W tym algorytmie do biezgcego elementu dokfadany jest
kolejny jeszcze nieuzyty w danej $ciezce, o ile naktada sie na biezacy na I-1 znakach. Algorytm koriczy
prace, jesli osiaggnie sciezke o dtugosci n-l1+1. Sekwencja nukleotydowa bedaca rozwigzaniem
problemu odczytywana jest poprzez taczenie etykiet w wynikowej S$ciezce z zatozeniem
odpowiedniego pokrycia sufikséw/prefiksow (podobnie w innych omawianych algorytmach).

SLAJD 15

W tym grafie wierzchotki u i v tgczymy tukiem (u,v), gdy sufiks o dtugosci I-1 etykiety
(oligonukleotydu) wierzchotka u pokrywa sie z prefiksem etykiety wierzchotka v. Kazda sciezka
Hamiltona w takim grafie to mozliwe rozwigzanie problemu (po przettumaczeniu na sekwencje
nukleotydows), gdyz kazdy element spektrum jest wtedy uzyty doktadnie raz i sgsiednie elementy w
rozwigzaniu naktadajg sie na I-1 znakach.

SLAID 16

Graf ten tworzymy w ten sposéb, ze kazdy element spektrum staje sie tukiem poprowadzonym od
prefiksu tego elementu o dtugosci I-1 do jego sufiksu o tej samej dtugosci. Jesli wierzchotek jest juz
obecny w grafie, przy wstawianiu nastepnych tukéw wykorzystujemy go i nie tworzymy jego kopii. W
tym grafie mogg by¢ wierzchotki niepotgczone tukiem, chociaz ich sufiksy/prefiksy naktadajg sie na I-2
znakach (bo fukéw jest tylko tyle, ile elementéow spektrum). Kazda s$ciezka Eulera jest tu
rozwigzaniem problemu sekwencjonowania (po przettumaczeniu na sekwencje nukleotydows).

SLAID 17

Zamiana problemu poszukiwania $ciezki Hamiltona w grafie na problem poszukiwania Sciezki Eulera,
bez straty na doktadnosci rozwigzania, nie jest przypadkiem, obok ktérego mozna przejs¢ obojetnie.
Gdyby taka wielomianowa transformacja z zachowaniem poprawnosci rozwigzania byta mozliwa dla
dowolnego grafu, problem $ciezki Hamiltona statby sie rozwigzywalny w czasie wielomianowym, a ze
nalezy do klasy probleméw NP-trudnych (jego wariant decyzyjny do klasy problemdéw NP-zupetnych),
udowodnione zostatoby, ze P=NP (czyli wszystkie problemy NP-zupetne bytyby rozwigzywalne w
czasie wielomianowym). Okazato sie jednak, ze transformacja ta dziata tylko dla pewnej podklasy
grafow skierowanych, obejmujgcej m.in. wyszczegdlnione tu grafy liniowe. Do graféw liniowych
(zwanych takze krawedziowymi) czesto odwotujemy sie poprzez nawigzanie do ich grafowych
odpowiednikéw (nazwanych tu grafami oryginalnymi), gdyz wierzchotek grafu liniowego reprezentuje
krawedz (tuk) tego drugiego grafu z zachowaniem zasady, ze bezposrednie przejscie w grafie
liniowym pomiedzy wierzchotkami jest obecne wtedy i tylko wtedy, gdy w jego grafie oryginalnym
jest obecne bezposrednie przejscie pomiedzy odpowiednimi krawedziami (tukami). Grafy liniowe s3
takze definiowane w oderwaniu od ich graféw oryginalnych (gtéwnym warunkiem jest posiadanie,
dla kazdej pary wierzchotkéw, identycznych Iub roztgcznych zbioréw ich nastepnikdw;
zainteresowanych odsytam do literatury, np. do artykutu podanego na slajdzie). W ten sposéb mozna
tatwo stwierdzié, czy dowolny graf skierowany jest grafem liniowym, zatem czy mozna rozwigza¢ w
nim problem $ciezki Hamiltona w czasie wielomianowym. Graf z metody Lysova i in. jest grafem
linlowym grafu z metody Pevznera skonstruowanego dla tego samego spektrum.



SLAJD 18

Graf Lysova dla podanego spektrum:
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W grafie tym sg dwie $ciezki Hamiltona, ktére przektadajg sie na dwa rozwigzania problemu
sekwencjonowania: AGTAGTGTACC, AGTGTAGTACC. Graf Pevznera dla tego samego spektrum:
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Przyktadowo, tuk (AGT, GTA) odpowiada elementowi spektrum AGTA. W tym grafie sg dwie Sciezki
Eulera, ktére przektadajg sie na dwie takie same sekwencje jak powyzej.

Gdy wierzchotki sg zaetykietowane, transformacja z jednej postaci grafu do drugiej (w dowolng
strone) staje sie bardziej czytelna. Ale grafy bez etykiet tez w prosty sposdb mozna
przetransformowac¢ w dowolng strone. Graf liniowy z grafu oryginalnego tworzymy na podstawie
definicji z poprzedniego slajdu: dla kazdego tuku grafu oryginalnego tworzymy osobny wierzchotek w
grafie liniowym i odtwarzamy potaczenia na zasadzie 1-1. Transformacja w drugg strone odbywa sie
przez odwrdcenie tych operacji: dla kazdego wierzchotka grafu liniowego tworzymy tuk w grafie
oryginalnym, dbajac o to, zeby tak je zaczepié¢ w wierzchotkach, aby odtworzy¢ wszystkie potgczenia z
grafu liniowego (ze wzgledu na jego postac jest to zawsze mozliwe).

SLAJD 19

W grafie z metody Pevznera (slajd 16) zabraknie pewnych tukdéw, gdy spektrum bedzie zawierac
btedy negatywne (graf po lewej). tuki te w duzej mierze mozna uzupetni¢, stosujgc metode Pevznera

odwotujacg sie do poszukiwania przeptywu w sieci. Sie¢ ta oparta jest na grafie dwudzielnym Kmm, w
ktérej nastepniki S to wierzchotki z grafu po lewej, ktére majg wiecej tukéw wchodzgcych niz
wychodzacych (gdy rdznica pomiedzy tymi tukami jest wieksza niz 1, wierzchotek w sieci jest
powielany odpowiednig liczbe razy); z kolei poprzedniki t to wierzchotki, ktére majg wiecej tukow
wychodzacych niz wchodzacych (rdwniez powielanych, gdy rdéznica jest wieksza niz 1). tuki pomiedzy
tymi wierzchotkami zaetykietowane zostajg wartoscig minimalnego offsetu (przesuniecia) ich etykiet
w doktadnym ich natozeniu (np. ATTC i TCAG majg minimalny offset 2) i jest to réwnoczesnie liczba
tukdw, ktére nalezatoby wstawi¢ do grafu po lewej, zeby potaczyé dang pare wierzchotkdéw (np. do
potaczenia ATTC z TCAG potrzebne sg dwa tuki: od ATTC do TTCA i od TTCA do TCAG). Wartosci te to
koszty jednostkowego przeptywu w sieci, koszty pozostatych tukéw ustawiane sg na 0, pojemnosci
wszystkich tukéw ustawiane sg na 1. Nalezy wyznaczy¢ przeptyw od s do t o wartosci m-1 i o



minimalnym koszcie, ktéry wskaze doktadnie m-1 tukéw z grafu Kmm (czyli warunek na istnienie
Sciezki Eulera w grafie mowigcy o stopniach wierzchotkdw zostanie spetniony), a sumaryczny koszt
przeptywu oznaczaé bedzie liczbe tukéow wstawianych do grafu po lewej. W podanym przyktadzie
zielona $ciezka to wyznaczony przeptyw o koszcie 1, ktory wskazuje tuk (CT, TG) jako ten, ktérym
nalezy uzupetni¢ graf po lewej. W tym akurat przypadku brakujgcy tuk zrekonstruowany zostat
poprawnie (por. slajd 16).

SLAID 20

Podejscie to okazato sie heurystyka, gdyz nie zawsze zadziata zgodnie z intencjg autora. Trzeci punkt
mowi o sytuacji, gdy w wierzchotku zabraknie réwnoczesnie tuku wchodzacego i wychodzacego. Nie
zostanie on wtedy uwzgledniony w sieci przeptywowe]. Nie zawsze musi sie to zakonczyc
niepowodzeniem, gdyz czasami takie brakujgce tuki zostang odtworzone jako czes$¢ potgczenia innej
pary wierzchotkow.

SLAJD 21

W problemie komiwojazera (w ujeciu grafowym) poszukiwany jest cykl Hamiltona o minimalnym
koszcie, gdzie koszt nadawany jest krawedziom. Problem selektywnego komiwojazera pozwala
poming¢ czes¢ wierzchotkdw (miast) w cyklu. Wierzchotki majg przypisany zysk z ich odwiedzenia i
poszukiwany jest cykl maksymalizujgcy sumaryczny zysk przy ograniczeniu na jego dtugosé.
Odpowiada to sytuacji, gdy komiwojazer chce zmaksymalizowa¢ swdj oczekiwany zarobek przy
ograniczonych srodkach na podréz. Wariant tego problemu w grafie skierowanym, o ktérym mowa w
metodzie, polega na poszukiwaniu sciezki zamiast cyklu, kazdemu wierzchotkowi nadawany jest zysk
rowny 1, a koszt w tukach to minimalny offset pomiedzy etykietami wierzchotkdw (elementami
spektrum). Na rysunku po lewej kolory tukow oznaczajg rézne wartosci kosztu: czarny to 1, zielony to
2, niebieski to 3. Poszukiwana jest $ciezka o koszcie nie wiekszym niz n-1 i o maksymalnym zysku, czyli
w efekcie sekwencja nukleotydowa nie dtuisza niz n wigczajgca maksymalng liczbe elementéw
spektrum. Optymalne rozwigzanie zostato przedstawione na rysunku po prawej. W rozwigzaniu
uwzgledniony zostat bfagd pozytywny z racji pominiecia wierzchotka GCC i bfagd negatywny przez
wybodr potaczenia (TCT, TGG) o koszcie 2.



