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Poznawanie sekwencji genomowe;j

m  Poznawanie sekwencji genomow na trzech poziomach

B R mapowanie

ﬁ

ﬁ

- - - AATAGCCTAGATGTGCATTAT - - - sekwencjonowanie

asemblacja

Sekwencjonowanie przez hybrydyzacje

m  Eksperyment z biblioteka oligonukleotydéw o statej dlugosci

O\

mikromacierz




Sekwencjonowanie DNA

badana sekwencja: CAGTCAGAGTA
dhugos¢ oligonukleotydow: 4
sekwencjonowanie bez btedow:

{AGAG,AGTA,AGTC,CAGA,
CAGT ,GAGT,GTCA, TCAG}

rozwigzania:

CAGTCAGAGTA CAGAGTCAGTA

CAGT
AGTC
GTC
TC
C

Sekwencjonowanie DNA

A
AG
AGA
AGAG
GAGT
AGTA

[Y.P. Lysov i in., Doklady Akad. Nauk SSSR 303 (1988) 1508-1511]

CAGA
AGAG
GAGT
AGTC
GTCA
TCAG
CAGT
AGTA

m  Pierwszy algorytm odwotujacy si¢ do znanego problemu

z teorii grafow

m  Zalozenie o braku bledow w instancji

m  Poszukiwanie $ciezki Hamiltona w grafie skierowanym,
w ktorym oligonukleotydy odpowiadajag wierzchotkom

S = {AGAG,AGTA,AGTC,CAGA,CAGT ,GAGT ,GTCA, TCAG}

Rozwigzania: A
CAGTCAGAGTA CAGT AGTC GTCA TCAG

CAGAGTCAGTA

|

|

AGTA

GAGT

AGAG

CAGA
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Sekwencjonowanie DNA

[P.A. Pevzner, J. Biomol. Struct. Dyn. 7 (1989) 63—73]

m  Pierwszy algorytm rozwiazujacy problem sekwencjonowania
bez btedow w instancji w czasie wielomianowym

m  Poszukiwanie $ciezki Eulera w grafie skierowanym,
w ktorym oligonukleotydy odpowiadaja tukom

S = {AGAG,AGTA,AGTC,CAGA,CAGT ,GAGT ,GTCA, TCAG}
Rozwigzania:
CAGTCAGAGTA

CAGAGTCAGTA AT
GAG AGT GTC GTA

Grafy DNA

[J. Btazewicz i in., Discrete Appl. Math. 98 (1999) 1-19]

m  Roéwnowaznos$é problemow modelowanych grafami z metod
Lysova i in. oraz Pevznera stata si¢ inspiracjg do dalszych
badan nad powigzaniami pomiedzy podobnymi klasami grafow

m  Grafy z metody Lysova i in. (tzw. grafy DNA) naleza do klasy
grafow liniowych (krawgdziowych) skierowanych, dla ktérych
problem poszukiwania §ciezki Hamiltona rozwigzywany jest
w czasie wielomianowym. Ich grafami oryginalnymi sa grafy
z metody Pevznera

m  Wierzchotki grafu liniowego G=(V.,4) reprezentuja tuki grafu
oryginalnego H=(U,V), luki w G tacza wierzchotek x z y,
jesli w H koniec tuku x pokrywa si¢ z poczatkiem tuku y



Grafy DNA

[J. Btazewicz i in., Discrete Appl. Math. 98 (1999) 1-19] — cd.

W grafie liniowym (ktory jest skierowanym 1-grafem)
zachodzi nastgpujaca wtasnos¢ dla kazdej pary x,y € V

MiGdin Miovi=a = N1 () = Mie) A
N~ (x)NN~(y) =0

Graf sprzezony (ktory jest skierowanym 1-grafem) to graf,
w ktorym zachodzi dla kazdej pary x,y € V wlasnos¢

Nifl(x) n Vi) = @ == INCE () = VG

Grafy quasi-sprz¢zone

[J. Btazewicz i in., Discrete Appl. Math. 156 (2008) 2573-2580]

Poszukiwanie szerszej klasy grafow, dla ktorych podobna
transformacja bytaby mozliwa, zainspirowane problemem
izotermicznego sekwencjonowania przez hybrydyzacje

Graf quasi-sprzezony to skierowany graf, w ktorym zachodzi
nastepujaca wlasnos¢ dla kazdej pary x,y € V

NMion MTOY =19 = Nt (2} 5 MoV 1]
RERES R =Eiy GO
N*(y) € N*(x)
Problem poszukiwania §ciezki/cyklu Hamiltona rozwigzywany

jest w takich grafach w czasie wielomianowym
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Grafy quasi-sprz¢zone

[M. Kasprzak, Discrete Appl. Math. 234 (2018) 86-92]

m.in. modele sieci . _,/’) grafy alphabet overlap .

komunikacyjnych \

grafy Pevznera —
zwykte podgrafy
graféow DNA

grafy Lysovaii in.
—indukowane

podgrafy grafow
de Bruijna (a=4)

grafy modelujace 4

sekwencjonowanie e
izotermiczne

[ /e grafy de Bruijna ™\
( /Te grafybna

N\ _ grafy etykietowalne / grafy liniowe /

grafy z nieunikalnymi etykietami / grafy sprzezone ! /

grafy quasi-sprzezone
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Sekwencjonowanie DNA z btedami

m  Przyklady bledow eksperymentalnych

rodzaj bledu sekwencja

zbior oligonukleotydow S

negatywny TTACATTCT

NegAYWNY  TTACATTAC
Z powtdrzen

pozytywny TTACATT

{ACAT ,ATTC,TACA,TTAC,TTCT}
{ACAT ,ATTA,CATT, TACA,TTAC}

{ACAT,CATT,TACA, TTAC, TTAT}
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Sekwencjonowanie DNA z btedami

badana sekwencja: CAGTCAGAGTA
dhugosc¢ sekwencjin =11

dhugos¢ oligonukleotydow / = 4
sekwencjonowanie bez btedow:

{AGAG,AGTA,AGTC,CAGA,
CAGT ,GAGT ,GTCA, TCAG}

btedy negatywne: AGAG, AGTC
btad pozytywny: TCAC
sekwencjonowanie z btedami:

{AGTA,CAGA,CAGT,GAGT,
GTCA,TCAC,TCAG}

Sie¢ przeplywowa

przyktadowe rozwigzania:

CAGTCAGAGTA CAGAGTCAGTA

CAGT CAGA
GTCA GAGT
TCAG GTCA
CAGA TCAG
GAGT CAGT
AGTA AGTA
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m  Sie¢ przeplywowa jest grafem skierowanym bez petli wiasnych
wierzchotkow z wyrdznionymi dwoma wierzchotkami:
zrodtem s 1 uj$ciem ¢, takimi ze in(s) = 0 1 out(t) = 0

m  Kazdy luk takiej sieci ma okreslong nieujemna pojemnos¢

m  Przephyw w sieci to funkcja ¢ przypisujaca tukom taka wartosé
nieujemna, ze nie przewyzsza ona pojemnosci tuku i spetnione
jest prawo zachowania przeptywu:

VxEV\{s,t} Z(y,x)eA oy, x) = Z(x,y)EA o(x,y)

7 =12 | < pojemnosé
L )_,;. +
1 £
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Sie¢ przeptywowa

m  Calkowita warto$¢ przeptywu w sieci wyrazona jest wzorem
Y(sx)ea ©(s,x). Przeptyw o maksymalnej warto$ci moze by¢
znaleziony np. algorytmem Forda-Fulkersona

m W sieci mogg by¢ zdefiniowane takze inne wagi, np.:

»  koszty jednostkowego przeptywu w tukach; odpowiedni
problem moze polegac na znalezieniu przeptywu
o zadanej warto$ci i minimalnym koszcie

» dolne ograniczenia na przeptyw w tukach; problem polega
na znalezieniu przeptywu spetniajacego oba ograniczenia

m  Powyzsze problemy rozwiazywane sa w wielomianowym
czasie
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Sekwencjonowanie DNA z btedami

GAG

[P.A. Pevzner, J. Biomol. Struct. Dyn. 7 (1989) 63—73]
m  Zalozenie o obecnosci bledow negatywnych w instancji

m  Poszukiwanie brakujacych oligonukleotydow jako przeptywu
o wartosci m—1 1 minimalnym koszcie w sieci opartej na grafie

dwudzielnym K, ,,

AGA

S = {AGTA,CAGA,CAGT ,GAGT ,GTCA,TCAG},n=11,1=4
v S

AGA, 1 - « GAG

BESa TN gt N

AGT GTC GTA ; A
y T 35\ S\ cae
S 2N 2, et
1
¥, 2 w tukach koszty, A8
i 1 pojemnosé ~ L4 )
Jednostkowa CTA N a * GTC i




Sekwencjonowanie DNA z btedami

[P.A. Pevzner, J. Biomol. Struct. Dyn. 7 (1989) 63—73] — cd.
m  Algorytm heurystyczny wielomianowy
m  Niepowodzenie, gdy:

»  przeptyw o minimalnym koszcie okaze si¢ mie¢ koszt
inny niz liczba brakujacych oligonukleotydow
uzupetniony graf okaze si¢ niespdjny
wierzchotek z brakujacymi incydentnymi tukami

nie zostanie wstawiony do grafu dwudzielnego
(nie zawsze zrodio niepowodzenia)
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Sekwencjonowanie DNA z btedami

m Sformutowanie problemu klasycznego sekwencjonowania DNA
przez hybrydyzacj¢ z btedami — wersja optymalizacyjna
Instancja: Zbior oligonukleotydoéw o jednakowej dlugosci /,
dtugosc¢ sekwencji oryginalnej n.
Odpowiedz: Sekwencja o dtugo$ci < n zawierajaca maksymalng
liczbe oligonukleotydow ze zbioru.
m Problem sekwencjonowania jest silnie NP-trudny, nawet
po ograniczeniu btedéw do tylko negatywnych lub tylko
pozytywnych
m Nawet przy zalozeniu wiedzy o istnieniu unikalnego rozwiazania
w instancji oba podproblemy pozostaja trudne obliczeniowo
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Sekwencjonowanie DNA z btedami

[J. Btazewicz i in., J. Comput. Biol. 6 (1999) 113-123]

Pierwszy algorytm rozwigzujacy problem z dowolnymi btedami

negatywnymi i pozytywnymi w instancji

Stormutowanie wariantu problemu selektywnego komiwojazera

w grafie skierowanym petnym

AGTA
CAGA
CAGT
GAGT
GTCA
TCAC
TCAG

AGTA CAGA CAGT GAGT GTCA TCAC TCAG

4 4
3 4
1 4
1 4 4
3 2 2
4 3 3
2 1 1

o = =

ro

NI IR

e U ST

Asemblacja DNA

n=11,/=4

maks. zysk
koszt <n—I

rozwigzania:
CAGTCAGAGTA
CAGAGTCAGTA
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Asemblacja jest kolejnym po sekwencjonowaniu etapem
sktadania sekwencji genomowej. Jest problemem trudnym

obliczeniowo

Na skomplikowanie problemu asemblacji wptywaja liczba
i r6znorodnos¢ bledow wystepujacych w instancji, a takze

jej znaczny rozmiar

1 <

T

kontigi

sekwencje
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Asemblacja DNA

m  Sckwencje moga pochodzi¢ z obu nici DNA i ich orientacja
nie jest znana. Nukleotydy komplementarne: C—G, AT

m  Zawierajg przektamania przeniesione z etapu
sekwencjonowania: insercje, delecje i zamiany nukleotydow

Fragmenty sktadowe:

TATGC, ATCAGCAC, GACTC, GTAGA, GCATCA

Jedno z mozliwych rozwiazan:

TATGCAGCACTCTAC GTAGA
Tl
TANGC [GLACTD CATCT
COATCA | TEmad
MIHOAGCAC
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Asemblacja DNA

m  Trzy modele grafowe problemu asemblacji DNA
»  model trojetapowy overlap-layout-consensus
— sekwencje w wierzchotkach
»  model grafu dekompozycji — sekwencje w seriach
hukow o naktadajacych si¢ etykietach
»  model string graphs — sekwencje w seriach tukow
o roztacznych etykietach

m  Niezaleznie od modelu, ze wzgledu na nieznang orientacje,
sekwencje wejsciowe sg na wstepie dublowane w sensie
odwrotnie komplementarnych odpowiednikéw

{TATGC, ATCAGCAC, GACTC, GTAGA, GCATCA,
GCATA, GTGCTGAT, GAGTC, TCTAC, TGATGC}
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Model overlap-layout-consensus

m  Przypomina model grafowy z metody Lysova i in., lecz tuki
maja wagi

m  Wagi opisuja stopien dopasowania sekwencji w wierzchotkach,
zwykle dlugos¢ oraz warto$¢ dopasowania

m  Dopuszczenie niedoktadnych i/lub nieréwnej dlugosci natozen
sekwencji sprawia, ze graf taki nie jest juz w ogdlnosci grafem
liniowym, nie jest nawet grafem quasi-sprzezonym

., GACATA . GATATA
TGATAT < TGATAT —

_+ AATATA L ATATTA
GEATAT COMTIATE 1

* CAAATT » CATATT
natozenia niedoktadne i rowne | nalozenia doktadne i nierowne ‘

— dopuszczony jeden blgd
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Model grafu dekompozycji

m  Po wstepnej dekompozycji sekwencji na krotsze, naktadajace
si¢ oligonukleotydy o réwnej dtugosci konstruowany jest graf
jak w metodzie Pevznera (czgsciowa utrata informacji)

m  Luki moga mie¢ wage reprezentujaca liczbe sekwencji
zawierajacych dany oligonukleotyd

m  Bledy sekwencjonowania objawiaja si¢ charakterystycznymi
strukturami w grafie o niskiej wadze, cze§ciowo korygowanymi

- .GATCTGCAC- - PrcA LA NEROAICAC) § | RECR
A8 GATCAGCAC - - 11
MGATCTGCAG- -

.—V‘/—V.—V.—V.—Vi—b.
GATC | ATCT ® TCTG! [CNGC § TGCA |} IGCAC
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Model string graphs

[E.W. Myers, Bioinformatics 21 suppl. 2 (2005) i179—ii85]

Model string graphs

Dopasowanie sekwencji jak w modelu troéjetapowym, wystajace
odcinki z dopasowania kazdej pary sekwencji tworzg tuki.
Wierzchotki odpowiadajg punktom poczatkowym i koncowym
odcinkow i nie sg zwigzane z zadnymi ciggami znakow

a [BTCAGEAAC N
b [GACEG| v

b |[BECTC AN
a [(ATCAGCRAC v

a.E e

b.E
L]

I).B. _ _GCTGAT
*a.B

.
_——\\" b.E

AGCAAC
*aE

a.B 1HG;
.
*hH B

Srodkowe odcinki dopasowania reprezentowane sg serig innych

wystajacych odcinkow
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[E.W. Myers, Bioinformatics 21 suppl. 2 (2005) 1179—ii85] — cd.
Graf upraszczany jest przez usunigcie tukow ,,nadrzednych”
reprezentowanych przez inne huki sktadowe. Sciezki proste

bez rozgalezien sa kompresowane do pojedynczych tukow
Komplementarne odcinki genomu uktadajg si¢ w grafie w tuki
przeciwrownolegle i zastgpowane sg dwukierunkowsg krawedzia

a.E______\‘ I:.B'
*h.E *q.B
C‘B.____\‘ d'B'_—\\
*d.E scE
¢ E. ‘f'.E.
h\"le hﬁ\" e.B
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Model string graphs

[E.W. Myers, Bioinformatics 21 suppl. 2 (2005) 1179-ii85] — cd.

m W trakcie konstrukcji rozwigzania przechodzi¢ przez
wierzchotek mozna w obie strony, jednak z zachowaniem
zasady, zeby zwrot przy wychodzeniu byt przeciwny do zwrotu
zaobserwowanego przy wchodzeniu do wierzchotka

| Przyktad zawiera kilka
a® : mozliwych rozwigzan,
wszystkie oparte na

| uszeregowaniu a—b—c
( | o réznych orientacjach
\ / sekwencji.

T el W tym przypadku nie ma
.'— potrzeby wielokrotnego

AN Fiwwei przechodzenia krawedzi.
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Model string graphs

[E.W. Myers, Bioinformatics 21 suppl. 2 (2005) ii79—ii85] — cd.
m  Oszacowanie, ile razy nalezy przej$¢ dang krawedz, odbywa si¢

na podstawie jej dlugosci oraz pochodzenia. Odwzorowane jest
wagami w grafie:

»  dokladnie 1, gdy krawedz ma odpowiednio dlugg etykiete
w odniesieniu do rozmiaru catej instancji

» >0, gdy krawedz nie powstata na drodze kompresji tukow
ani nie jest potwierdzona relacjg zawierania sekwencji

» >1wpp.
m  Sekwencje wejsciowe zawarte w innych nie biorg udziatu

w konstrukcji grafu, maja jednak wptyw na oszacowanie
wwym. wag
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Model string graphs

[E.W. Myers, Bioinformatics 21 suppl. 2 (2005) i179—ii85] — cd.

m  Przez rozwigzanie problemu przeptywu w sieci ustala sig,
ktore krawedzie powinny by¢ wlaczone wigcej niz raz

m  Przeptyw ma spehiac dolne i gérne ograniczenia na jego
warto$¢ okreslone w poprzednim kroku i charakteryzowac si¢
minimalnym kosztem, gdzie kazda krawedz ma koszt rowny 1

m  Dodawany jest wierzchotek s polaczony przeciwrownoleglymi
lukami o nieograniczonej pojemnosci i koszcie rownym 1
ze wszystkimi wierzchotkami grafu

m  Kazdy jednostkowy przeptyw przez s interpretowany jest jako
rozpoczgcie sktadania nowego kontigu
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Model string graphs

[E.W. Myers, Bioinformatics 21 suppl. 2 (2005) 1179—ii85] — cd.

d ®, s % b
=1 AEE
Jeden wierzchotek s mozna Przeptyw o minimalnym koszcie
zastgpic parg s, t z tukami zgodny ze zwrotami krawedzi

skierowanymi w jedna strone
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