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Mapowanie

Pojecie ,,mapowanie” odnosi si¢ do réznych problemow
m  Trzeci etap sktadania sekwencji genomowej de novo

m  Przypisywanie genéw do odpowiednich miejsc chromosomow
na podstawie efektow rekombinacji

m  Dopasowywanie odczytéw z sekwenatora do genomu
referencyjnego, tzw. resekwencjonowanie

m  Porownywanie wynikéw eksperymentalnych dla fragmentow
dwoch genomoéw, tzw. fingerprinting
Dopasowywanie struktur przestrzennych bialek i RNA
Inne



Mapowanie

W trzecim (chronologicznie pierwszym) etapie sktadania
sekwencji genomowej nalezy odtworzy¢ oryginalne
uporzadkowanie dtugich, naktadajacych si¢ na siebie
fragmentéw DNA bez znajomosci ich sekwencji.
Sekwencje nukleotydowe fragmentow rozpoznawane sg
niezaleznie w procesie sekwencjonowania i asemblacji

Dane wejsSciowe stanowia multizbiory dtugosci fragmentow

(w mapowaniu restrykcyjnym, np. w problemach pojedynczego
lub podwojnego trawienia) lub wyniki eksperymentu
hybrydyzacyjnego na zbiorach fragmentoéw i unikalnych
probek (markerow)

Mapowanie przez hybrydyzacje

[S. Benzer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 45 (1959)]

Metoda stuzaca identyfikacji topologii zapisu informacji
genetycznej bakteriofaga. Wynik eksperymentu wskazat
na jej linearng strukturg

Podobna zasada porzadkowania fragmentéw stosowana
jest obecnie w mapowaniu przez hybrydyzacje za pomoca
unikalnych probek. Bezbledna macierz hybrydyzacji moze
by¢ reprezentowana poprzez graf interwalowy

Grafy interwalowe odzwierciedlaja relacje naktadania sig¢
interwatow w przestrzeni liniowej. Dwa wierzchotki
odpowiadajace interwatom s3 potaczone krawedzia,

jesli interwaly przecinaja si¢



Mapowanie przez hybrydyzacje

®  Mapowanie za pomocg unikalnych probek (bez btedow)

® W wyniku eksperymentu hybrydyzacji dtuzszych fragmentow
DNA o nieznanych sekwencjach z krotkimi unikalnymi
probkami otrzymujemy informacje¢ o ich zawieraniu
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Mapowanie przez hybrydyzacje

m W przypadku eksperymentu bez btedow

macierz hybrydyzacji posiada w wierszach prébki
wlasno$¢ consecutive ones bdac
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m  Graf skonstruowany na podstawie bezblednej
macierzy hybrydyzacji jest grafem interwatlowym
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Mapowanie przez hybrydyzacje

[F. Alizadeh i in., J. Comput. Biol. 2 (1995)]

m  Bledy hybrydyzacji: chimery, btedy negatywne i pozytywne

m  Macierz hybrydyzacji z bledami nie posiada juz whasnosci
consecutive ones. Celem jest znalezienie takiego
uporzadkowania kolumn, dla ktérego liczba btgdow w macierzy
(czyli liczba przerw w ciggach jedynek) jest minimalna

prébki probki
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Mapowanie przez hybrydyzacje

[F. Alizadeh i in., J. Comput. Biol. 2 (1995)] — cd.

m  Poszukiwanie minimalnej liczby przerw w macierzy
odpowiada poszukiwaniu cyklu komiwojazera w grafie

(metoda heurystyczna)

m  Wagi krawedzi to odlegtos¢ Hamminga pomigdzy probkami
probki odleglos¢ Hamminga cykl optymalny (1 z 4)
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Mapowanie przez hybrydyzacje

[D. Greenberg i S. Istrail, J. Comput. Biol. 2 (1995)]
m  Nagradzanie zgodno$ci zamiast karania niezgodnosci

m  Wierzcholki reprezentuja probki, a krawedzie opisane sg liczba
fragmentow, ktore zawieraja obie probki. Rozwigzaniem jest
cykl Hamiltona o najwyzszej wadze
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Mapowanie przez hybrydyzacje

m  Jesli probki nie sa unikalne w obrebie badanego fragmentu
genomu, nie mozna oczekiwac wlasnosci consecutive ones
macierzy hybrydyzacji. W macierzy nadal jednej probce
odpowiada jedna kolumna, tym razem jednak stowarzyszone
z nig fragmenty nie musza wystapi¢ obok siebie w genomie

m  Zestaw probek hybrydyzujacych z fragmentem tworzy jego
profil (ang. fingerprint). Uszeregowanie fragmentow mozna
odtworzy¢, opierajac si¢ na przypuszczeniu, ze im wigksze jest
ich wzajemne natozenie, tym bardziej podobne sg ich profile
(tym wieksza liczbe probek maja wspolnag)
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Mapowanie przez hybrydyzacje

[D. Gusfield, Algorithms on Strings, Trees, and Sequences (1997)]

Problem mapowania przez hybrydyzacje z nieunikalnymi
probkami jest trudny obliczeniowo, rozwigzany
zostal m.in. heurystyka zachtanna
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Mapowanie przez hybrydyzacje

[D. Gusfield, Algorithms on Strings, Trees, and Sequences (1997)]

W kolejnych krokach dobierane sg w pary i taczone w kontig
dwa fragmenty o najbardziej pasujacych profilach

145, 6+7, (1+5)+4, (1+5+4)+2,

(1+5+4+2)+3, (6+7)+(1+5+4+2+3)
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Mapowanie restrykcyjne

m  Innym rodzajem mapowania jest podejscie bez markerow,
z uzyciem tylko enzyméw restrykcyjnych (np. jednego lub
dwach), ktore trawig badany fragment dwuniciowego DNA.
Multizbiory dtugosci odcinkéw wynikowych wystarczajg
do odtworzenia oryginalnego uporzadkowania odcinkow

m  Wsrdod kombinatorycznych modeli probleméw mapowania
restrykcyjnego mozna wymieni¢ problem podwdjnego
trawienia, problem czgsciowego trawienia, uproszczony
problem cze$ciowego trawienia
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Mapowanie restrykcyjne

m  Problem mapowania za pomocg dwoch enzymow
restrykcyjnych — problem podwojnego trawienia
(ang. double digest problem, DDP)

Instancja: Multizbiory 4, B 1 AB dhugosci odcinkéw pochodzacych

z trawienia kopii fragmentu DNA dwoma enzymami restrykcyjnymi.
Rozwigzanie: Mapa miejsc restrykcyjnych w badanym fragmencie,
tzn. takie uszeregowanie elementow multizbioru 4B, ktoére umozliwi
pokrycie wskazanych miejsc ciecia poprzez uszeregowanie
elementow multizbiorow 4 i B.

NS

14



Mapowanie restrykcyjne

s DDP — przykiad
A=1{3,4,6},B={1,5,7},4B={1,2,3,3,4}

Rozwigzanie:
4 6 3
| | 4
7 1 5
— B
4 3 1 2 3
| ety 4B

m Problem ten nawet przy zatozeniu braku btedow w instancji
jest trudny obliczeniowo

Mapowanie restrykcyjne

[K. Danna i D. Nathans, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 68 (1971)]

m  Problem mapowania za pomoca jednego enzymu
restrykcyjnego — problem cze$ciowego trawienia
(ang. partial digest problem, PDP)

Instancja: Multizbior 4 dtugo$ci odcinkéw pochodzacych

z trawienia kopii fragmentu DNA jednym enzymem restrykcyjnym
w réznych przedziatach czasowych.

Rozwigzanie: Mapa miejsc restrykcyjnych w badanym fragmencie
taka, ze odleglo$ci pomigdzy wszystkimi parami miejsc (rowniez
koncami fragmentu) pokryja si¢ z multizbiorem 4.

15
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Mapowanie restrykcyjne

PDP — przyktad
A4=1{1,2,3,3,3,4,4,5,6,6,7,8,9,10, 13}
Rozwigzanie:

4 3 1 2 3

Mapowanie metoda czgsciowego trawienia jest trudne
w realizacji ze wzgledu na liczbe przeprowadzanych
eksperymentow laboratoryjnych i problem z doborem
wlasciwego czasu trwania reakcji

Problem przy zatozeniu braku btedow w instancji

jest otwarty z punktu widzenia ztozonosci obliczeniowej
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Mapowanie restrykcyjne

[J. Blazewicz i in., Bioinformatics 17 (2001)]

Uproszczony problem czeSciowego trawienia
(ang. simplified partial digest problem, SPDP)

Instancja: Multizbiory 4 i B dlugosci odcinkéw pochodzacych
odpowiednio z krotkiego i1 dtugiego trawienia kopii fragmentu DNA
jednym enzymem restrykcyjnym.

Rozwigzanie: Mapa miejsc restrykcyjnych w badanym fragmencie, tzn.
takie uszeregowanie elementow multizbioru B, ktore umozliwi pokrycie
wskazanych miejsc cigcia poprzez uszeregowanie par elementow z 4.

\ | ] I
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Mapowanie restrykcyjne

SPDP — przyktad
A T {3, 4’ 57 67 7, 8) 9) 10}’ B: {15 27 39 3’ 4}

Rozwigzanie:
4 , 9
7 , 6
8 I i 5 A
10 | 1113
4 3 1 2 | 3

&

m Problem przy zalozeniu braku btgdow w instancji jest

trudny obliczeniowo
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Mapowanie restrykcyjne

Mapowanie restrykcyjne moze by¢ takze rozumiane jako
dopasowywanie do siebie dwoch fragmentow genomu

na podstawie ich profili ci¢¢ enzymami restrykcyjnymi
(fingerprinting). Podobne fragmenty poddane trawieniu

tych samych enzymow dadza w efekcie podobny obraz
dhugosci uzyskanych odcinkow

Dopasowanie takie moze by¢ uzyskane algorytmem
programowania dynamicznego w podobny sposob jak

w problemie dopasowania dwoch sekwencji. Dane o trawieniu
zapisuje si¢ w postaci sekwencji naprzemiennie identyfikatorow
enzymoOw oraz odlegtosci odcinkow od znakowanego konca
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Mapowanie restrykcyjne

[M. Waterman i in., Nucleic Acids Res. 12 (1984)]

Dwa dopasowywane profile ci¢¢ reprezentowane sg przez
sekwencje A 1 B odpowiednio z 1 m miejsc restrykcyjnych:
A= (1o, Po> 71> P1s -+ o> Tui1s Prvt)>

B = (S0, 90> S1> 1> -5 S 1> Amr1)>
w ktorych r, oraz s, to identyfikatory enzymow, a p, oraz g, to

odleglosci odcinkéw od znakowanego konca, przy: r,=s,=a,
pOZqOZO’ rn+1:Sm+1:B’ pn+1:N9 qm+1:M’ gdZie a i B to kOﬁCC
sekwencji a N i M to dtugosci fragmentow

Celem algorytmu jest przeksztalcenie jednego profilu w drugi
przy najmniejszym koszcie
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Mapowanie restrykcyjne

[M. Waterman i in., Nucleic Acids Res. 12 (1984)] — cd.

W rozwigzywanym problemie dopuszczone sg wstawienia
badz usuniecia miejsc restrykcyjnych, takze zmiana dlugosci
odcinkdéw, natomiast wyklucza si¢ zmiane identyfikatorow
enzymow restrykcyjnych

Koszt wstawienia lub usunig¢cia miejsca zwigzany jest

ze zmienng A, koszt zmiany dtugosci odcinka ze zmienng g,
gdzie u = wytx-w, a x tordznica w dlugosci wyrazona

w kbp (tysigcach par zasad). Jesli x jest mate (x < A),
przyjmuje si¢ brak kary za zmiane dtugosci (u=0)
Przyktadowe wartosci z artykutu: A = 0,5 kbp, A=1, wy=w,=0,5
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Mapowanie restrykcyjne

[M. Waterman i in., Nucleic Acids Res. 12 (1984)] — cd.

m  Algorytm programowania dynamicznego wypehia tablice
odlegtosci D o n+2 wierszach i m+2 kolumnach

D(0,0) =0,

jesli r; # 5;
D(iy) =,
wpp.dla 0<k<i 0</<j:
D(iy) = min[D(i—kj—1) + A(k+1=2) + wotwy|p;—pis—4;ql]-

m  Wynik odezytywany jest w D(n+1,m+1). Ztozono$¢ O(n>m?)
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Mapowanie restrykcyjne

m  Przyklad (wartosci p;, g¢; 1 A w kbp)
A=(0,0,E, 84, E, 152, E,, 19.0, B, 24.0)
B=(a,0,E,, 7.7,E,, 9.5, E,, 14.8, E,, 20.3, B, 25.0)
n=3, m=4, A=0.5, A=1, wy=w,=0.5

(J) 1 2 3 4 5
i 0 0 o | o | o | 0 [
1 oo [085| o | 0 [945|
2 o | o [3.85[1.85| o | o
3 o 815 o o [3.20| «
4 00 o0 00 00 o |3.20
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Mapowanie restrykcyjne

Przyktad — cd.

A=(a,0,E, 84,E,, 15.2,E,, 19.0, B, 24.0)
B=(a,0,E, 7.7,E,, 9.5, E,, 14.8, E,, 20.3, B, 25.0)
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Mapowanie optyczne

[D. Schwartz i in., Science 262 (1993)]

Mapowanie optyczne z uzyciem enzymu restrykcyjnego

Badana czasteczka jest oznaczana fluorescencyjnie
1 usztywniana, reakcja trawienia obserwowana jest pod
mikroskopem

Obraz rejestrowany co 20 sek. umozliwia zaobserwowanie
podziatu i ustalenie kolejnosci poszczegolnych fragmentow
w czasteczce. Dhugosci fragmentéw szacowane sa na drodze
wizualnego poréwnania ze wzorcem — ocena jasnosci i/lub
dtugosci
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Mapowanie optyczne

[D. Schwartz i in., Science 262 (1993)] — cd.
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Mapowanie optyczne

[M. Xiao i in., Nucleic Acids Res. 35 (2007)]

Mapowanie optyczne w celu zidentyfikowania pozycji
probek (fingerprinting)

Badana czgsteczka jest oznaczana innym barwnikiem niz
znacznik, ktory przytacza si¢ do czasteczki w miejscach
wczesniej uszkodzonych odpowiadajacych probee.

Obraz calosci analizowany jest pod mikroskopem
Podejscie moze stuzy¢ takze w trzecim etapie sktadania
sekwencji genomowej. Aby uzyska¢ bardziej jednoznaczny
wynik eksperymentu, mozna uzy¢ wigcej niz jeden rodzaj
probek
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Mapowanie optyczne

[M. Xiao i in., Nucleic Acids Res. 35 (2007)] — cd.

12.7kb 17.6kb 30.3kb
Nicking at first strand L
GCTGAGG GCTGAGG GCTGAGG
GGAGICG GGAGTCG GGAGTCG
Nicking at second strand ? ]
17.3kb 0kb 40.5kb
16.7kb
Site1 Site 2,34 Site 5,6 Site 7

Pozycje prébek w badanej czasteczce — stan rzeczywisty.
Naciecia dokonywane sg enzymem rozpoznajgcym odpowiedni fragment.
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Mapowanie optyczne

[M. Xiao i in., Nucleic Acids Res. 35 (2007)] — cd.

a5
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—— Gaussian fitting
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Obraz ,uliniowionego” materiatu po eksperymencie (po lewej)

oraz wykres uzyskany przez natozenie wynikéw dla 81 molekut (po prawej). 30



