PRZEDMIOT OBIERALNY:
BIOINFORMATYKA, LABORATORIUM

Wersja pliku: v 1.5.0, 16 marca 2025
Autor: dr inz. Marcin Radom

PODSTAWOWE TERMINY | DEFINICJE

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy.

W ogélnosci, zbudowany z 4 rodzajow nukleotyddéw: adeniny, cytozyny, guaniny, tyniny.

Informatyczno-matematycznie: DNA mozemy traktowac jako cigg znakéw o dtugosci n zbudowany nad alfabetem

ona={A, C, G, T}

Dodatkowy komentarz: RNA (kwasem rybonukleinowym) nie bedziemy sie w ogdle przejmowac. Z punktu widzenia
budowy obowiqzujq te same reguty z jednym wyjqtkiem: zamiast tyniny (T) ktora buduje DNA, w czgsteczkach RNA

zamiast niej jest uracyl (U).

KOMPLEMENTARNOSC.

DNA ma ksztatt podwdjnej helisy, a innymi stowy zbudowany jest z dwdch nitek wzajemnie wokét siebie
zawinietych. Jezeli na ten samej pozycji po jednej stronie jest litera A (adenina), wtedy po drugiej stronie musi
znajdowac sie T (tynina). Jezeli po jednej stronie jest litera C (cytozyna) — wtedy po drugiej G (guanina). Jest to
spowodowane wigzaniami chemicznymi — adenina tgczy sie z tyning, cytozyna z guaning. Jezeli po jednej stronie
jest np. adenina a po drugiej z jakiego$ powodu znalaztaby sie cytozyna (zamiast tyniny, czyli mamy wigzanie A-C)
to ono oczywiscie jest mozliwe, ale jest ono bardzo bardzo stabe, a co wazniejsze — jest btedem z naszego punktu

widzenia (z punktu widzenia biatek odpowiedzialnych za naprawy DNA w komérkach — tez)

Przyktad: dla tancucha (pojedynczej nitki DNA) o strukturze A-T-C-T-T-G-A-C-C, po drugiej stronie powinna by¢

wokét niego zawinieta nitka o budowie: T-A-G-A-A-C-T-G-G, co daje taki mniej wiecej obrazek:

AT CTT A C C

T A A A C T

Gdzie kreski oznaczajg wigzania pomiedzy nukleotydami. Cato$¢ wyglada mniej wiecej tak malowniczo:



reszta kwasu zasada wigzania
fosforowego azotowa wodorowe deoksyryboza

[

nukleotyd nukleotyd
cytozynowy guaninowy

Zrédto: Dariusz Adryan, licencja: CC BY 3.0.

Cecha ta (komplementarnosé) jest podstawg dziatania dla wielu proceséw zwigzanych z DNA, np. jego replikacjg
(reakcja PCR — polymerase chain reaction, reakcja taricuchowa polimerazy umozliwiajaca powielenie fragmentow
DNA) czy naprawg odbywajgcg sie w zasadzie non stop w kazdym jagdrze komorkowym, bo tam tez w ramach

komaorki DNA przebywa.

Tyle o budowie DNA w wersji skroconej i podstawowej. Kolejne definicje, mimo ze bedg co chwila ociera¢ sie o
budowe DNA, wchodza juz w sktad stownika metody Sekwencjonowania przez Hybrydyzacje (Sequencing by
hybridization). Metoda ta nie jest wspdtczesnie juz tak popularna jak byta kiedy$ (np. nie nadaje sie do
sekwencjonowania catych genomdw), tym niemniej jest wcigz bardzo interesujgca z informatycznego punktu

widzenia.



SEKWENCJONOWANIE PRZEZ HYBRYDYZACIJE (SBH)

OLIGONUKLEOTYD

Oligonukleotyd to kroétki, jednoniciowy fragment DNA o dtugosci k, zazwyczaj od kilku do kilkunastu nukleotyddw.

Przyktad: A T C G G T jest oligonukleotydem o dtugosci 6, jest to wtasnie krétki, jednoniciowy fragment DNA

(zazwyczaj sztucznie utworzony do jakiegos celu).

MACIERZ HYBRYDYZACII

Inne nazwy: mikromacierz, mikrochip — upraszczajac zagadnienie: mozemy sobie jg wyobrazi¢ jako pewng ptytke, na
ktorej w oddzielnych komédrkach znajdujg sie wielokrotnie sklonowane oligonukleotydy. WSZYSTKIE mozliwe o
danej dtugosci zbudowane nad alfabetem Xpna = {A, C, G, T}, czyli dla k=1 sg tylko 4 takie komérki, chociaz ciezko

mowié, ze pojedynczy nukleotyd jest oligonukleotydem (oligo: kilka, troche), dla k=2 — 16 komérek, czyli 42, itd.

Na przyktad dla k = 3, macierz ta zawiera [S/ = 43 = 64 komorki, wszystkie kombinacje oligonukleotydéw od AAA do
TTT rozdzielone po osobnych komdrkach macierzy. Tutaj pewien komentarz rozdzielajgcy rzeczywistosc biologiczng
od informatycznej: w tej pierwszej - biologicznej, w kazdej komdrce, np. tej o ktorej wiemy, Zze ma byc¢ tam ‘TCA’,
bytyby miliony kopii TCA, a nie tylko jedna, samotna czgsteczka TCA. Wynika to z tego, Ze nie bylibysmy w stanie
wykry¢ faktu przytgczenia sie jednej jedynej czgstki do innej nici DNA. Gdy kopie tego samego olionukleotydu w
komdrce macierzy liczone sq w milionach, wtedy sygnaf pochodzqcych z faktu ich przytgczania sie do jakies nici DNA
jest mozliwy do wykrycia (po co cate to przytgczanie i sygnaty — o tym bedzie dalej). Natomiast w naszej
rzeczywistosci informatycznej, macierz hybrydyzacji dla k=3 mozna sobie wyobrazi¢ jako macierz (wektor wtasciwie)

64 pdl, z ktérych kazde odpowiada za 1 nukleotyd: od AAA do TTT.

SBH — SCHEMAT EKSPERYMENTU HYBRYDYZACYJNEGO

Sekwencjonowanie przez hybrydyzacje — jest to metoda odczytu DNA. W uproszczeniu dziata to tak: sklonowane
(wspomniana reakcja PCR) jednoniciowe DNA jest ,wrzucane” (wlewane/whatever) na macierz hybrydyzacji.
Pewne komoérki macierzy przyczepiaja do siebie fragmenty DNA, w idealnej sytuacji: tylko te komdrki w ktérych
znajduja sie odpowiednie, czyli komplementarne oligonukleotydy. Do czego komplementarne? Ano do fragmentéw

tego sklonowanego i analizowanego DNA.

Przyktad: jednoniciowe DNA o strukturze: ATTAGTAT ,przyczepi sie” (zazwyczaj, o tym — za chwile) do komérki
chipu zawierajgcej oligonukleotyd , poniewaz (na ptytce) jest komplementarnym tancuchem do

podtanicucha TTAGT (w wejsciowym DNA).



SPEKTRUM DNA

Spektrum DNA jest to lista tych komdrek mikrochipu SBH (patrz: macierz hybrydyzacji) ktére w wyniku

eksperymentu hybrydyzacyjnego przyczepity sie do fragmentdéw DNA, ktére ,wylaliSmy” na mikrochip.

Bardziej naukowo: spektrum okreslamy jako zbiér S — oligonukleotyddéw (z komérek mikrochipu ktére przyczepity
sie do DNA) z ktérych kazdy z nich jest o dtugosci k. Licznos¢ spektrum to moc zbioru S, czyli: |S|. Elementy
spektrum stanowig zbiér danych do budowy grafu, na podstawie ktérego bedziemy prébowali zrekonstruowac

DNA.

Komentarz: to jest wtasnie projekt do zrobienia. Algorytm, ktéry z fragmentéw DNA odtworzy jak najdoktadniej
oryginalne DNA. Oczywiscie jedng nitke, bo druga — komplementarna jest trywialna do odtworzenia (patrz: zasada

komplementarnosci).

Na tym jednak historia sie nie koriczy. S3 dwa rodzaje spektrum: idealne oraz z btedami. Btedéw s3 dwa rodzaje
(pozytywne i negatywne), z czego jeden rodzaj (negatywne) dzieli sie dalej na dwa potencjalne ,zrédta” tychze

btedéw (z hybrydyzacji i z powtdrzen). Kontynuujemy tg jakze fascynujacg lekture dalej.

IDEALNE SPEKTRUM DNA

Jest to spektrum bez btedow hybrydyzacji (czymkolwiek sg, o tym dalej). Dla takiego przypadku, tj., jezeli wiemy, ze
faktycznie dysponujemy idealnym spektrum, wiemy, ze do rekonstrukcji musimy uzy¢ wszystkich jego elementéw.
Wiemy tez, ile ich jest. Jezeli dtugo$¢ DNA to n, a dtugos¢ oligonukleotyddw z ktorych spektrum musi sie sktadac do

k, wtedy liczno$¢ spektrum idealnegoto |S| =n-k+1

Przyktad: dla DNA o dtugosci n=7: A T C T G T A tancuch komplementarny to T A G A C A T. Dla dtugosci
oligonukleotydéw k = 3, idealne spektrum dla tego fragmentu DNA zawiera komdrki z macierzy hybrydyzacji
oznaczone jako TAG, AGA, GAC, ACA, CAT, czyli s3 to komplementarne oligonukleotydy do fragmentéw
oryginalnego DNA, odpowiednio do: ATC, TCT, CTG, TGT, GTA.

Licznosc¢ idealnego spektrumto /[S[ =n—k+ 1, czylidlan =7, k=3 mamy wiec: |[S[=7-3+1=5.

Uwaga praktyczna: z punktu widzenia projektu do zrobienia, to czy algorytm odtwarza oryginalne DNA czy
komplementarng do niego ni¢ bezposrednio z elementow spektrum — nie ma to znaczenia. Jak mamy jedng nitke
DNA, drugg odtworzymy w trywialny sposdb z czasie liniowo zaleznym od wielkosSci n (dtugosci DNA) — zgodnie z

regutg komplementarnosci.



BtEDY HYBRYDYZACII

Btedy negatywne (brak czego$ w spektrum, precyzyjnie: niektérych fragmentdw naszego badanego DNA)
wynikajace z powtdrzen w samym DNA
wynikajace z niedostatkow technologicznych eksperymentu hybrydyzacyjnego

Btedy pozytywne (dodatkowe, fatszywe elementy w spektrum)

wynikajace z niedostatkow technologicznych eksperymentu hybrydyzacyjnego

Najpierw oméwimy btedy negatywne wynikajace z powtdrzen. Chodzi tutaj o powtdrzenia tych samych
fragmentéw pewnego taricucha DNA w réinych miejscach tego taicucha. Na przyktad we fragmencie:
ATCTTAGTCTik=3 powtarza sie fragment TCT na dwdch réznych pozycjach. Im dtuzsze DNA (n) i im mniejsze k
(dtugosc¢ oligonukleotyddéw uzytych w macierzy hybrydyzacji w SBH) tym wiecej tego typu powtdrzen bedzie sie
zdarza¢. Nawet w najbardziej podstawowej wersji algorytm sekwencjonujagcy DNA na postawie informacji z
macierzy/spektrum DNA (patrz punkt nizej) musi sobie z tym poradzi¢. A dlaczego w ogole jest to btgd negatywny
(wynikajacy z powtdrzen)? Dlatego, ze spektrum NIE JEST multizbiorem, tylko zwyktym zbiorem. To, ze jedna
komarka mikrochipu SBH przytaczyta DNA na dwdch lub wiecej pozycjach nie jest wykrywane. W zwigzku z tym w
spektrum dostajemy tylko jeden oligonukleotyd komplementarny to TCT (czyli bedzie to AGA). Nie wiemy niestety
tego, ze gdy juz ze spektrum zrobimy graf (o tym dalej), to ten wierzchotek musi by¢ odwiedzony dwa razy (albo
jesli nawet odwiedzimy go raz, to w inny sposéb musimy skompensowac to, ze odpowiada on za jeszcze inny, dalszy

fragment rekonstruowanego DNA).

Ogdlne btedy hybrydyzacji:

1. Bfedy negatywne - w spektrum brakuje pewnych elementéw, ktére w teorii sktadajg sie na prawdziwe,
poszukiwane DNA. Nie wynika to z powtorzen, ale btednego ,,odczytania” komorki chipu, ktéra na przyktad
w teorii powinna przytgczy¢ sie do DNA (bo jest komplementarna, tj. oligonukleotydy w tej komadrce s3),
ale w praktyce nie zostato to wykryte w eksperymencie hybrydyzacyjnym. By¢é moze faktycznie do
przytaczenia nie doszto albo z jakichs powoddw byto ich za mato, sygnat z tej komdrki byt za staby i nie
zostat wykryty. Powody nas nie interesujg, tylko efekt: w spektrum brakuje pewnych oligonukleotydéw,
ktore bytyby tam w przypadku spektrum idealnego.

2. Btedy pozytywne - spektrum zawiera pewne dodatkowe oligonukleotydy, ktére jednak nie wystepuja w
badanym (sekwencjonowanym) DNA. Innymi stowy badane DNA w teorii nie powinno przytaczy¢ sie do
pewnej komorki (reguta komplementarnosci), ale z jakich§ powoddw komédrka mikrochipu zostata

uwzgledniona jako czes¢ spektrum DNA.

W przypadku tylko btedow negatywnych (dowolnego typu), liczno$¢ spektrum dana jest nieréwnoscia:
S| < n—k+ 1 (czyli wiemy, ze brakuje w nim elementéw w stosunku do spektrum idealnego). W przypadku tylko

bteddw pozytywnych licznos¢ spektrum dana jest nieréwnoscia: |S| > n—k + 1.



W przypadku obu rodzaju btedédw na raz, jak mozna sie domysli¢, rozpoczyna sie prawdziwa ,,zabawa” w sktadanie
DNA. | jak rowniez mozna sie domysli¢, to ten przypadek jest tym realnym, z ktorym nasze algorytmy beda musiaty

sie mierzy¢.

GRAF ZE SPEKTRUM DNA.

Elementy spektrum to wierzchotki grafu — innymi stowy oligonukleotydy ze spektrum (albo ich komplementarne
odpowiedniki, wszystko jedno, byle sie na ktérgs wersje zdecydowad) i ich liczno$¢ odpowiadajg za zbidr |V|

wierzchotkow grafu, ktdry postuzy algorytmom do rekonstrukcji DNA.

UWAGA PRAKTYCZNA / INFORMATYCZNA. Eksperyment hybrydyzacyjny trzeba jako$ odtworzy¢ na komputerze.
Jest to w sumie proste. Jesli chcemy spektrum idealne, bierzemy DNA o dtugosci n i tniemy je na wszystkie mozliwe
kawatki o dtugosci k, bedzie ich w sumie n — k + 1 jak wynika ze wzoru na spektrum idealne. Otrzymujemy z takiego
prostego algorytmu sekwencje wszystkich kawatkdow DNA - stety-niestety: UPORZADKOWANA. Problem
rekonstrukcji z grafu w zasadzie nie istnieje, bo przeciez znamy kolejnos¢ wierzchotkéw. NIE TAK TO WYGLADA w
eksperymencie SBH — tam dostajemy (nawet w przypadku spektrum idealnego) zbiér oligonukleotydodw, ale ktéry z
nich jest pierwszy, ktéry ostatni w DNA i jaka kolejnosc¢ jest pomiedzy — nie mamy pojecia i na tym wtasnie polega
problem do rozwigzania. Dlatego jest chyba oczywiste, ze w Panstwa projekcie po ,pocieciu” DNA na kawatki
symulujgce efekty prawdziwego SBH w laboratorium biologicznym, musimy te fragmenty losowo wymiesza¢ w

naszym spektrum. Inaczej nie ma w ogdle czego obliczac...

tuki grafu sg z wagg oznaczajaca ilos¢ naktadajacych sie liter podczas przechodzenia z wierzchotka do wierzchotka.

Woyjasniajg to ponizsze przyktady, ale najpierw przyjeta w dalszym opisie notacja (do tematu wréce pod koniec)

waga tuku = dtugosc_oligonukleotydow - liczba_liter_ich_natozenia

Przyktad: z wierzchotka ATGT prowadzi tuk o wadze 1 (w = 4 — 3 = 1) do wierzchotka o nazwie TGTC, poniewaz
fragment TGT naktada sie na siebie przy ztozeniu ATGT i TGTC: oba wierzchotki (kazdy o k=4) tworzg wtedy tancuch
5-literowy ATGTC. Dodatkowo z tego samego ATGT do TGTC prowadzi tez drugi, rownolegty tuk o wadze 3
(w = 4 — 1 = 3), poniewaz natozenie mozna wykonaé tylko na ostatnim nukleotydzie w ATGT i pierwszym

nukleotydzie w TGTC. Otrzymamy wtedy ATGTGTC, czyli tancuch 7-elementowy.

W ogdlnosci, jezeli dtugos¢ oligonukleotydu definiujgcego nazwe wierzchotka to k, wtedy maksymalne natozenie
mozliwe jest na k-1 ostatnich/pierwszych liter dwdch wierzchotkéw i wage takiego tuku okreslamy jako 1
(rozumiemy przez to, ze w wyniku takiego przejscia tym fukiem nowy tancuch rekonstruowanego DNA powiekszy
sie tylko o 1 nukleotyd). Minimalne mozliwe natozenie mozliwe jest przez tuk o wadze k-1, wtedy po przejsciu takim
tukiem rekonstruowane DNA powiekszy sie doktadnie o k-1 nowych liter (odpowiada ono natozeniu dwdch
oligonukleotyddéw na siebie na jednej literze: odpowiednio ostatniej pierwszego i pierwszej drugiego) — tak jak w

prostym przyktadzie powyzej.



Inny przyktad: z wierzchotka TAAAA do AAAAC prowadza 4 tuki, o wagach: 1 (AAAA), 2 (AAA), 3(AA) oraz 4(A) —
gdzie w nawiasie jest podany potencjalny naktadajacy sie na siebie podtancuch obu wierzchotkéw (odpowiednio:
podtarnicuch korncowy dla TAAAA oraz poczatkowy dla AAAAC). Minimalna waga tukéw, czyli maksymalne natozenie
na k-1 literach alfabetu Zona (innymi stowy: chodzenie w grafie tylko po tukach o wadze 1) jest mozliwa do
stosowania tylko w przypadku, gdy brak jakichkolwiek btedéw, nawet tych wynikajacych z powtdrzen. Czyli
praktycznie niemal nigdy — takie przypadki SBH gdzie spektrum jest idealne sg niezwykle rzadkie i zaktadanie, ze z

takim mamy do czynienia nalezy traktowac jako skrajnie wyjatkowy scenariusz.

Wagi raz jeszcze: mozliwa jest oczywiscie inne wyliczanie wagi, wedtug wzoru:

waga_tuku = liczba_liter_natozenia_oligonukleotydow

Wtedy np. tuk pomiedzy ATGT a TGTC ma wage 3. Jest to w zasadzie kwestia techniczna, to, jak to dokfadnie bedzie
wyglada¢ w projekcie zalezy od tego co sami Panstwo zdecydujg — celem algorytmu jest rekonstrukcja DNA,

jakkolwiek to robi (cho¢ specyfikacja jaki to powinien by¢ algorytm bedzie tematem dalszych materiatow).

Przyktad raz jeszcze: dla DNA o dtugosci n=7: AT CT G T A tancuch komplementarny to TA G A C A T. Dla dtugosci
oligonukleotydéw k = 3, idealne spektrum dla tego fragmentu DNA zawiera komodrki z macierzy hybrydyzacji
oznaczone jako TAG, AGA, GAC, ACA, CAT, czyli s3 to komplementarne oligonukleotydy do fragmentéw
oryginalnego DNA, odpowiednio do: ATC, TCT, CTG, TGT, GTA.

Idealna wielkos¢ spektrum to [S/ =n—k+1,czylidlan=7, k=3, |S| = 7-3+1 = 5. W takim wypadku wida¢, ze nie
ma tutaj zadnych btedéw, nawet negatywnych wynikajgcych w powtdrzen. Gdyby takie istniaty, to [S/ <n —k + 1.
W przypadku, gdyby byty TYLKO btedy pozytywne hybrydyzacji, wtedy [/S/ > n — k + 1. W obu wypadkach nalezy

odwiedzi¢ odpowiednig liczbe wierzchotkéw, aby zrekonstruowa¢ DNA o dtugosci n.

a. Jaka to odpowiednia liczba? Przy braku btedow: [S/, czyli wszystkie ze spektrum.

b. Przy btedach negatywnych wynikajgcych z powtdrzen: [S/ czyli wszystkie ze spektrum, przy czym w
tym wypadku niektére wierzchotki odwiedzamy wiecej niz raz. Ale wcigz przyjmujemy, ze odwiedzamy
wszystkie, i wtedy wcigz mozemy budowacé graf o wagach 1 (maksymalne natozenie wierzchotkow na k-
1 literach).

c. Przy ogdinych btedach pozytywnych (i tylko takich): n — k + 1 wierzchotkéw, bo samo spektrum ma
wtedy wiecej elementow: [S] >n —k + 1. Jest chyba absolutnie oczywiste, ze graf dla takiego przypadku
musi juz uwzglednia¢ wszystkie mozliwe do stworzenia tuki pomiedzy kazdg parg wierzchotkdw, czyli ich
wagi bedg od 1 do k-1.

d. Przy btedach pozytywnych i negatywnych réwnoczesnie (inne sformutowanie: w spektrum brakuje

prawdziwych elementow DNA i jednoczesnie mamy w nim fatszywki: jak zy¢? jak zyé?? (=)



przechodzimy przez tyle wierzchotkéw, aby zrekonstruowac DNA o dtugosci n. Niestety przy tak ogélnym

sformutowaniu tej liczby, wyniki, czyli uzyskane DNA najbardziej bedg odstawac od oryginatu.

Istnieje tez problem rozwigzan niejednoznacznych, tj. graf mozie mie¢ wiele Sciezek bedacych pewnymi

rekonstrukcjami DNA, i nie wiemy w sumie ktére z nich to oryginat (gdybysmy go nie znali). Ten problem

wystepowac moze w kazdym przypadku, nawet wtedy, gdy spektrum jest idealne!

Podsumowujac, potrzebujemy algorytm, ktéry dla dowolnego spektrum, takze tego z btedami, bedzie nam

rekonstruowa¢ DNA z kawatkow (oligonukleotyddéw), czyli szukac $ciezki w grafie ze spektrum o odpowiednigj

dtugosci (odpowiedniej, czyli takiej, ktora odtworzy DNA o dtugosci n).

ALGORYTM MA NASTEPUJACE DANE WEJSCIOWE:

Dtugos¢ DNA —n

Dtugosc oligonukleotydow — k

Spektrum DNA, czyli lista oligonukleotyddw, z btedami jezeli sa:

Informacje jakie btedy sg w spektrum, tj. doktadnie, ile pozytywnych i ile negatywnych. Jak s3 negatywne
wynikajace z powtdrzen w catym zbiorze btedéw negatywnych, mozna ten zero-jedynkowy fakt tez
odnotowad w danych wejsciowych: czyli algorytm wie, ze sg powtdrzenia, ale nie wie ktére i ile.
Poczatkowy oligonukleotyd — wierzchotek poczatkowy dla $ciezki w grafie (to ostatnie nie jest zadnym
szczegdlnym oszustwem czy jakims$ wielkim utatwieniem, w normalnych eksperymentach SBH tez

wiedzieliémy od czego startujemy, wynika to z innych cech eksperymentu hybrydyzacyjnego).



