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Materiaty uzupetniajgce do wyktadu 4: dopasowanie sekwencji

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

Dopasowanie sekwencji, dla dwéch sekwencji, polega na takim zestawieniu znakdéw jednej i drugiej
sekwencji, ze maksymalizowana jest catkowita wartos¢ takiego dopasowania rozumiana jako suma
wartosci dla poszczegdlnych par zestawionych znakéw. Mozna takze zestawi¢ znak ze spacja
wstawiong w jedng badz drugg sekwencje. W najprostszym schemacie punktacji wartos¢ dla pary
znakéw okreslana jest jako +1 za zgodnos$é pary znakdw, -1 za niezgodnos$¢ takiej pary i -1 za
zestawienie znaku ze spacjg. Mozna dopasowywaé sekwencje na catych ich dtugosciach
(dopasowanie globalne) lub tylko dla ich fragmentéw (dopasowanie lokalne, dopasowanie
semiglobalne). Przyktadowo, dla powyzszej punktacji optymalne dopasowanie globalne dla pary
sekwencji nukleotydowych CCGATACGT i CGATTACGAA to:

CCGAT-ACGT-

C-GATTACGAA
o wartosci 3. Sekwencje dopasowuje sie celem okreslenia stopnia podobienstwa sekwencji (w sensie
wartosci dopasowania), wyszukania réznic pomiedzy sekwencjami (gdy porownywane sg sekwencje
podobne) albo wyszukania fragmentéw podobnych (gdy sekwencje s3 raczej réine). Rdinice
pomiedzy w miare podobnymi sekwencjami pochodzenia biologicznego (nukleotydowymi,
aminokwasowymi) wynika¢é mogg ze zmian na drodze ewolucji lub z niedoktadnego rozpoznania
sekwencji. W biologii obliczeniowe] niezgodnos¢ pomiedzy parg nukleotydéw badz aminokwaséw
okresla sie mianem substytucji (zamiany), zestawienie znaku ze spacjg mianem insercji/delecji.

SLAJD 3

Odlegtos¢ Levenshteina dla dopasowania pary sekwencji jak wyzej wynosi 4. Gdy dopasowujemy
sekwencje globalnie, wartos¢ dopasowania i odlegtos¢ Levenshteina s3 w pewnym sensie
komplementarne, réwnie dobrze okres$lajg podobierstwo/réznice pomiedzy sekwencjami. Jednak
gdy dtugos¢ dopasowania nie jest ustalona, wartos¢ dopasowania sprawdza sie lepiej, gdyz premiuje
zgodne odcinki dopasowania.

SLAID 4

Dla réinych schematéw punktacji otrzymamy rdine optymalne dopasowania sekwencji, zatem
ustalenie tej punktacji ma istotny wptyw na wynik i zalezy od celu, ktéry chcemy osiggna¢. Gdy
poréwnywane sekwencje sg w miare podobne i chcemy, zeby rdznice miaty wiekszy wptyw na oceneg,
mozemy przyznac¢ im wiekszg liczbe punktéw ujemnych. Jesli spodziewamy sie przewagi jednego
rodzaju btedéw eksperymentalnych nad innymi (wynikajacej np. z metody uzytej do odczytu
sekwencji), mozemy to uwzgledni¢, rdznicujgc punktacje za substytucje i insercje/delecje. Gdy
poréwnywane sekwencje sg krétkie, mozemy zechcie¢ bardziej ukara¢ niedopasowania niz w
przypadku sekwencji dtugich. Znaczenie ma tez rozmiar alfabetu (4 dla sekwencji nukleotydowych, 20
dla aminokwasowych), w sekwencjach nukleotydowych tatwiej o zgodnos$¢ pary znakéw, chociazby
przypadkowa.

SLAID 5

Prawdopodobnie najpowszechniej stosowany algorytm w biologii obliczeniowej (w rdznych
wariantach), w tej wersji realizujgcy dopasowanie globalne pary sekwencji. W przyktadzie przyjeto
punktacje -1 za wstawienie spacji (oznaczona literg g od gap), -1 za niezgodnos¢ pary znakdéw i +1 za
zgodnos¢ (funkcja poréwnania znakdw S(i,j)). Po wypetnieniu catej macierzy o n+1 wierszach i m+1
kolumnach, gdzie n i m to dtugosci sekwencji, wynikowa warto$é dopasowania znajduje sie w skrajnie



prawym polu ostatniego wiersza macierzy. Samo dopasowanie (zestawienie par znakdéw) odczytuje
sie, poczagwszy od tego pola, poprzez cofanie sie az do pola [0,0] na podstawie tego, skad
wyprowadzona zostata wartos¢ danego pola. Kazde pole moze by¢ wyliczone na podstawie trzech pdl
sgsiadujacych z nim: lewego, z lewego gornego naroznika, lub gérnego, w zaleznosci od tego, ktore
da wartos¢ maksymalng dla wzoru na wypetnienie macierzy programowania dynamicznego. Czestg
sytuacjg jest uzyskanie wartosci maksymalnej dla wiecej niz jednego pola sgsiadujgcego, wtedy przy
cofaniu sie mozna wybrac¢ dowolne z takich pdl. W istocie macierz ta zawiera wszystkie rozwigzania
optymalne (nawet wyktadniczg ich liczbe) i moglibySmy je odtworzy¢, podazajagc wszystkimi
mozliwymi sciezkami od pola [n,m]. W praktyce jednak generuje sie jedng taka Sciezke, na rysunku
oznaczong kolorem czerwonym. Odpowiada jej dopasowanie sekwencji pokazane na dole slajdu po
lewej. Przejscie w macierzy Sciezkg z géry na dét oznacza zatrzymanie sie na znaku sekwencji
niebieskiej i dodanie nowego znaku sekwencji zielonej, czyli wstawienie spacji w sekwencje
niebieskg. Przejscie w poziomie na prawo oznacza odpowiednio wstawienie spacji w sekwencje
zielong. Przejscie po skosie to zestawienie kolejnego znaku sekwencji zielonej z kolejnym znakiem
niebieskiej. Przyktad alternatywnej sciezki: na slajdzie wartos¢ w polu [3,2] macierzy mogta zostaé
uzyskana z wyliczenia M[2,1]+s(3,2) (co daje 0-1, bo znaki C i G s3g rézne) albo M[2,2]+g (co réwniez
daje 0-1). Wybrana zostata ta druga opcja, ale rownie dobrze mogta zosta¢ wybrana pierwsza, co
zmienitoby poczatek dopasowania na ATC z A-G.

SLAJD 6

Problem dopasowania lokalnego tym rézni sie od globalnego, ze nie musimy uwzgledniaé catych
sekwencji. Wybierany jest podcigg jednej sekwencji i podcigg drugiej dajgce maksymalng wartos¢
dopasowania i reszta sekwencji nie jest obarczana karg za niedopasowanie. Zmienia to wzoér na
wypetnienie macierzy w taki sposdb, ze w przypadku wejscia w zakres ujemnych wartosci
dopasowania mozemy takie dopasowanie porzuci¢ i rozpoczaé od poczatku, wybierajac O jako
warto$¢ w danym polu. Po wypetnieniu macierzy optymalne dopasowanie lokalne odtwarzamy,
wybierajgc maksymalng warto$¢ w macierzy (to wartos¢ tego dopasowania) i identyfikujgc $ciezke
wyprowadzania wartosci pél, az do osiggniecia pola z wartosciag 0. W macierzy na slajdzie jest kilka
wartosci 3, kazda z nich mogtaby staé sie poczatkiem rekonstruowanego rozwigzania optymalnego.
Sciezka zaznaczona na czerwono odpowiada dopasowaniu ukazanemu w lewej dolnej czeéci slajdu.

SLAID 7

Dopasowanie semiglobalne pary sekwencji stanowi podstawe procesu rekonstrukcji sekwencji
genomowej na etapie asemblacji. Polega na tym, ze oceniane sg nachodzace na siebie fragmenty obu
sekwencji na catej dtugosci takiego natozenia, ale nieoceniane sg odcinki sekwencji wystajgce poza
natozenie, czyli te kolumny dopasowania, gdzie wystepuje tylko jedna sekwencja. Na slajdzie przykfad
natozenia sufiksu jednej sekwencji z prefiksem drugiej, oceniany jest tylko kolorowy fragment. Innym
przyktadem moga by¢ dwie sekwencje, z ktdérych jedna zawiera sie w drugiej: dla AAATCGCCAA i
ATGC ocenione zostanie dopasowanie catej sekwencji krétszej z fragmentem diuzszej ATCGC,
nieobarczone karg pozostang wystajgce konce sekwencji dtuzszej AA oraz CAA. Wszystkie warianty
dopasowania semiglobalnego: sufiks pierwszej sekwencji z prefiksem drugiej, odpowiednio prefiks z
sufiksem, zawieranie pierwszej w drugiej i odwrotnie, przeliczane sg poprzez jednokrotne
wypetnienie macierzy z uzyciem podanego wzoru. Mamy tu inng przyktadowg punktacje za spacje (-2
punkty). Po wypetnieniu macierzy optymalng wartos¢ dopasowania wyszukuje sie w catym ostatnim
wierszu i w ostatniej kolumnie (tu: 2 i jest tylko jedna taka wartosc) i rozwigzanie odczytuje sie,
poczagwszy od tego pola, odtwarzajac droge wypetniania pél macierzy az do dotarcia do pierwszego
wiersza lub pierwszej kolumny macierzy. Sciezka prowadzaca od ostatniego wiersza do pierwszej
kolumny (jak w przykfadzie) oznacza dopasowanie sufiksu sekwencji zielonej z prefiksem niebieskiej.
Sciezka od ostatniej kolumny do pierwszego wiersza oznaczataby dopasowanie sufiksu sekwencji
niebieskiej z prefiksem zielonej. Sciezka od ostatniego wiersza do pierwszego wiersza to zawieranie
sekwencji zielonej w niebieskiej, od ostatniej kolumny do pierwszej kolumny to zawieranie sekwencji
niebieskiej w zielonej.



SLAJD 8

Optymalne rozwigzanie dla dopasowania globalnego plasuje sie w okolicy przekatnej macierzy, jesli
sekwencje sg dos¢ do siebie podobne. Na slajdzie 5 wida¢, ze im dalej od przekatnej, tym nizsze
ujemne wartosci dopasowania. Zainteresowanie uzytkownikdw czesto ogranicza sie do poznania
optymalnego dopasowania dla sekwencji w miare do siebie podobnych i wtedy wystarcza
wypetnienie okolicy przekatnej o pewnej szerokosci. Wypetniane pola mozna tez ograniczy¢ dla
dopasowania semiglobalnego, jesli zaktadamy pewne warunki odnosnie naktadania sie sekwencji (np.
tylko prefiks z sufiksem lub odwrotnie i tylko dtugie natozenia).

SLAJD 9

Algorytm Crochemore’a i in. jest interesujgcym przyktadem na to, ze mozna ograniczyé ztozonosc
algorytmu programowania dynamicznego dla dopasowania pary sekwencji bez straty na doktadnosci
rozwigzania. Podana tu ztozono$¢ moze by¢ wyraznie mniejsza od O(n?), jesli sekwencje sg do$é
dtugie i po czesci skomponowane z powtarzajgcych sie fragmentow.

SLAJD 10

Faktoryzacje LZ (autorzy uzyli wersje algorytmu LZ78) przeprowadza sie osobno dla kazdej sekwencji
(uzywa sie w tym celu drzew prefiksowych, na slajdzie po prawej) w ten sposob, ze sekwencje czyta
sie od lewej do prawej i odcina stowa na takiej zasadzie, ze kazde nastepne odciete stowo ma by¢
sfowem rozpoznanym wczes$niej wydtuzonym o jeden znak. Z poczatku nie sg rozpoznane zadne
stowa, odcinane sg zatem pojedyncze znaki. Dla sekwencji TAGACTAC odcinane stowa po kolei to: T,
A, G, AC, TA, C. Nawet jesli sekwencja nie jest za bardzo repetytywna (powtarzalna), sama dtugosc
sekwencji sprawi, ze bedg odcinane coraz dtuzsze stowa. Repetytywnosé sekwencji stowa te znacznie
wydtuza. Zysk na obliczeniach przy wypetnianiu macierzy bierze sie z obserwacji, ze kolejne stowa to
zawsze stowo wystepujgce wczesniej plus jeden znak (wyjatkiem moze by¢ koniec sekwencji), a w
odniesieniu do blokéw macierzy, wystepujacy dalej blok obejmuje poréwnania dokonane dla blokéw
wczesniejszych i nowe jest tylko jedno pole. Nalezy zwrdci¢ uwage na istotng rdznice z podejsciem
tradycyjnym: tam wartosci wpisywane do macierzy byty bezwzgledne, nie mozna takich wartosci po
prostu skopiowac¢ kawatek dalej. Tutaj wykorzystaé nalezy wzgledny przyrost wartosci dopasowania
w obrebie bloku, dokonane wczesniej poréwnania takich samych podciggéw znakdw.

SLAJD 12

Tradycyjny model punktacji w algorytmie programowania dynamicznego ocenia tak samo oba
dopasowania:

TGTACAT TGTACAT

T-T-C-T TG---AT
podczas gdy to drugie jest bardziej prawdopodobne ewolucyjnie — jedno usuniecie (badz
wstawienie) trzech nukleotydéw naraz — a to pierwsze to trzy osobne operacje. Model kar

afinicznych uwzglednia preferencje biologdéw i traktuje tagodniej serie spacji wystepujacych naraz. W
takim modelu inng karg moze by¢ obarczona pierwsza spacja z rzedu i inng kolejne, wymaga on
jednak wyliczania trzech macierzy programowania dynamicznego zamiast jedne;j.

SLAJD 13

Rézne znaki w sekwencjach aminokwasowych czasami odpowiadajg aminokwasom, ktére sg do
siebie podobne pod wzgledem funkcji (wptyw na zwijanie taricucha biatkowego) i w trakcie ewolucji
bywaty zastepowane jeden drugim. Zatem nie mozna interpretowac zerojedynkowo zgodnosci pary
znakdw w takich sekwencjach, wazny jest stopien ich podobierstwa/zastepowalnosci. Aspekt ten
uwzgledniony jest przez zastosowanie macierzy substytucji, ktéra podaje wartos$¢ podobienstwa s(i,j)
dla kazdej pary znakéw obliczong na podstawie analizy statystycznej grup mniej lub bardziej
podobnych sekwencji aminokwasowych. Przykfad takiej macierzy jest na slajdzie 14, gdzie pierwsze
20 pozycji to kody IUPAC aminokwasdw, B i Z to grupy dwuelementowe aminokwaséw (odpowiednio
DiN, EiQ), aXto dowolny aminokwas.



SLAJD 15

Dopasowanie globalne wielu sekwencji (tu czterech) wyglada np. tak:

T-AT-AGATTGA
GGATTAG-T-GT
TGATTA-ATTGT
AGAT-AGATAGA

TGAT-AGATTGA
gdzie pod kreskg podana jest sekwencja konsensusowa reprezentujgca to dopasowanie (tu
wygenerowana z zastosowaniem reguly wzglednej wiekszosci: dang kolumne dopasowania
reprezentuje znak, w tym spacja, ktéry wystepuje w tej kolumnie najwiekszg liczbe razy). Przykfad
dopasowania lokalnego wielu sekwencji i odpowiadajgca mu sekwencja konsensusowa:

TATCACCTTGA
GGATTCGCCGT
TCATCAATTGT
AGATCA-CAGA

TCACC
Obliczanie dopasowania sekwencji parami i sktadanie wyniku w cato$¢ moze by¢ traktowane jedynie
jako podejscie heurystyczne: miejsca wstawienia spacji i przyporzadkowanie znakdéw ustalone na
podstawie dopasowania par sekwencji P i R oraz R i Q mogg sie ktéci¢ z optymalnym dopasowaniem
pary sekwencji P i Q. Na slajdach 16 i 17 przedstawione sg podejscia heurystyczne bazujace na
informacji o dopasowaniu sekwencji parami.

SLAID 19

W algorytmie sekwencje wejsciowe dekomponowane sg na serie naktadajgcych sie krotszych
k-meréw, gdzie K jest parametrem metody, z ktérych budowany jest graf Pevznera jak w problemie
sekwencjonowania przez hybrydyzacje (k-mery to tamtejsze elementy spektrum), przyktad na slajdzie
20. Dodatkowo przypisywane sg wagi fukom modwigce, w ilu sekwencjach wejsciowych dany k-mer
wystgpit. Graf jest w ogdlnosci dos¢ zapetlony, aby tatwiej byto wyznaczy¢ sekwencje reprezentujgca
rozwigzanie (sekwencje konsensusowg) graf jest w sposdb heurystyczny transformowany do postaci
acyklicznej. Dzieje sie to przez powielanie niektorych wierzchotkéw i rozdzielanie tukéw z nimi
incydentnych az do osiggniecia postaci acyklicznej. Wtedy juz w sposdb prosty wyznaczana jest
najdtuzsza $ciezka w grafie w sensie wag tukéw sktadowych. Sciezka ttumaczona jest na sekwencje
wynikowg (konsensusowg) jak w oryginalnej metodzie Pevznera.

SLAID 21

Przyktadowy graf, po transformacji do postaci acyklicznej, zawiera dwie sSciezki o maksymalnej wadze
wynoszacej tu 8. Na kazdej z nich mozna zbudowaé wynikowe dopasowanie globalne sekwencji
wejsciowych. Wysoka (w ogdlnosci) waga tukéw sktadowych Sciezki pozwala przyporzadkowac
danym miejscom wiekszg liczbe sekwencji wejsciowych.



