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PROJEKT — ZALICZENIE - ZASADY

e  Praca w zespole dwuosobowym.
e Sprawozdanie z projektu:
o Opis projektu: problem, algorytmy, testy.
o Woyniki testow w formie tabel i wykreséw.
o Termin: koniec semestru (informacje na stronie).

e Sprawozdania mozna wysyta¢ mailem, nalezy tez dostarczy¢ petny kod projektu (tez w mailu, jezeli sg

problemy z przestaniem, mozna wystac link do repo).
e Jezyk programowania: (prawie) dowolny, preferowane: C++, C#, Java, Python.

PROBLEMY

Problem rekonstrukcji DNA ze spektrum pochodzacym z eksperymentu SBH moze mie¢ wiele wers;ji i nie chodzi
tutaj tylko o btedy pozytywne i negatywne. Ponizej trzy proponowane wersje probleméw do wyboru, z

komentarzem:

Dane:

Nazwa problemu:




Podzielmy to na nastepujgce formuty probleméw do wyboru dla grup laboratoryjnych:

3. Problem SBH z informacjg o powtdrzeniach oraz wszystkimi rodzajami btedow.

Algorytmy dla problemu nr 2 i 3 majg przynajmniej hipotetycznie szanse dziata¢ lepiej niz dla problemu nr 1 ze
wzgledu na dodatkowo informacje zawarte w danych wejsciowych (instancji problemu SBH). Ta dodatkowa
informacja, nawet w formie: albo raz albo dwa razy albo wiele razy (powtdérzenia) pozwala przynajmniej
teoretycznie, efektywniej rekonstruowac sekwencje. W tym przypadku wiadomo, ze wszystkie elementy
spektrum muszg zostac uzyte (a przynajmniej powinny — o tym dalej, w rdznicach pomiedzy algorytmami do
zastosowania).

DANE WEJSCIOWE

Aby miec lepsze wyobrazenie o skali problemu i koniecznosci wyboru odpowiedniego algorytmu (i jego dobre;j
implementacji) ustalmy tutaj ,,typowg” instancje (konkretng liczbowa reprezentacje) problemu.

Typowa instancja do badania powinna charakteryzowac sie:

e DNA do rekonstrukcji ma dtugos¢ przynajmniej 300 i mniej niz 1000. Ale i tak wszystko powyzej 700 dla
problemu 1 to juz ekstrema i nie nalezy oczekiwa¢ dobrych wynikéw rekonstrukcji.

e Jezeli chodzi o dtugosé oligonukleotyddw w czasie symulowania eksperymentu SBH (czyli generowania
fragmentow spektrum), to stosujemy przedziat: przynajmniej 7, nie wiecej niz 10. W przypadku
prawdziwych mikromacierzy do SBH oznaczatoby to odpowiednio: 47 = 31768 komérek mikromacierzy
DNA, 4° = 262144 komorek, 41° = 1048576. Jak sie mozna domysli¢, wiekszych mikrochipéw sie raczej nie
stosowato, bo upchniecie na matej ptytce ponad miliona komérek kazda z innym oligonukleotydem
przestawato by¢ zabawne, a méwigc powazniej: optacalne / realistycznie.

e Informacja, ile jest bteddw i jakich. Algorytm ma prawo zna¢ doktadng liczbe btedéw negatywnych i
doktadng liczbe btedéw pozytywnych. W przypadku istnienia w zbiorze btedéw negatywnych bfedow
negatywnych wynikajqgcych z powtdrzer algorytm moze miec¢ o tym informacje (ze sa takie), ale oczywiscie
nie wie ktére to i ile ich jest.

o Chyba, ze w instancji nie miato by¢ btedéw negatywnych ktdre polegajg na usuwaniu pewnych
elementdéw spektrum, ale s3 tylko te wynikajgce z powtdrzen. To wtedy wiemy, ile ich jest, bedzie
to rdznica pomiedzy n-k+1 a licznoscig spektrum. Oczywiscie zaktadamy, ze nie ma wtedy btedow
pozytywnych. Bo jesli sg, to wzdr n-k+1 juz do niczego sie nie przydaje — wiemy, ze sg btedy
wynikajace z powtdrzen, ale znowu nie wiadomo, ile ich jest, bo doszty fatszywki, czyli btedy
pozytywne.

Btedy pozytywne

Teraz dos¢ wazny watek. Jak tworzy¢ SENSOWNE btedy pozytywne? Pierwsze podejscie, na ktére kazdy moze
wpasé, to po prostu wygenerowanie odpowiedniej liczby fatszywych oligonukleotyddw o dtugosci k (tylu, ile ma
by¢ btedéw pozytywnych) i wrzucenie ich do spektrum. Problem z tym podejsciem jest taki, ze tak
wygenerowane fatszywki bedg mie¢ nikty wptyw na rekonstrukcje. Dlaczego? Ano dlatego, ze bardzo rzadko
bedg tworzy¢ tuki z prawdziwymi elementami spektrum, bo nie bedg sie z nimi naktadaé korncéwkami. A juz
niemal na pewno beda mie¢ bardzo mato, jezeli w ogdle, tuki o wadze ,, 1”. W konicu zostaty wygenerowane
sztucznie, to czego oczekiwac?



Dlatego tez btedy pozytywne powinny byé tworzone sensowniej, to jest tak, aby wykazywaty pewne
podobienstwo z juz istniejgcymi elementami spektrum. Jak to zrobic?

1. Algorytm bierze jaki$ element ze spektrum, taki, ktéry nie jest sam btedem pozytywnym. Dla przyktadu
zatdzmy, ze bedzie to np. AGTCGTCG (czyli elementy w spektrum maja k=8 liter).

2. Nastepnie tworzymy dwie kopie tego elementu. Kopie! Czyli oryginat zostawiamy w spokoju w
spektrum skad go skopiowalismy, stuzyt nam on tu tylko jako matryca do stworzenia na jego bazie
dwdch btedéw pozytywnych w punkcie 3.

3. W jednej kopii zmienia ostatni nukleotyd oraz (osobno w drugiej kopii) Srodkowy.

a. Dla pierwszego: majagc AGTCGTCG, zamieniamy to ostatnie G na co$ innego, na A lub Club T.
W przyktadzie dla AGTCGTCG powiedzmy, ze powstat na jego bazie AGTCGTCA jako
pozytywny bfad.

b. Druga kopia: bierzemy oryginalny AGTCGTCG i zmieniamy w nim albo srodkowe C albo G na
jakas inng litere z alfebetu {A, C, G, T}. W tym przypadku musimy sie zdecydowac, czy
zmienimy srodowe C lub G, poniewaz k=8 jest parzyste. Gdyby np. byto k=9, czyli nieparzysta
liczba liter, a mieliby$Smy element CAGTCGTCG (ze spektrum, ta matryca do tworzenia
bteddéw), to wiadomo, ze sSrodkowa litera jest wtedy tylko jedna, jest to C, i to jg musimy
zmieni¢ na A lub G lub T zeby powstat drugi btagd pozytywny.

4. Schemat z 1-3 powtarzamy tak dtugo, az otrzymamy odpowiednig liczbe bteddw pozytywnych. Czyli jak
juz mamy dwa pierwsze btedy pozytywne z przyktadu, to losowo wybieramy kolejny (inny) element z
oryginalnego spektrum DNA, tworzymy jego dwie kopie, itd. Jak opisatem w puntach 2 i 3 powyzej.

ALGORYTMY

Biorgc to wszystko pod uwage widzimy, ze graf bedzie mie¢ kilkaset wierzchotkdéw i catg mase tukéw z wagami
1, 2i 3. W ogolnosci proba stosowania algorytmu doktadnego (i/lub brute force) skonczy sie tym, ze dla
niewielkich fragmentéw DNA (< 300nt) i najwiekszych bibliotek oligonukleotyddw (czyli k=10) dostaniemy
zapewne rozwigzanie przy zatozeniu, ze w spektrum nie bedzie btedéw, bedzie ich naprawde naprawde mato,
albo bedg to tylko btedy pozytywne (one, jezeli nie towarzyszg im btedy negatywne, nie majg az tak ztego
wptywu na jakosc¢ rekonstrukgji, o ile oczywiscie nie bedzie ich naprawde duzo).

Pomyst na algorytm (jeden z tysiecy albo wiecej mozliwych, wiec jest tu ogromne pole dla waszej inwencji
tworczej) ktory podaje na laboratorium jest nastepujacy (z grubsza):

1. Majacjuz graf i oznaczony wierzchotek poczatkowy, przechodzimy tukami o wadze 1 z wierzchotka do
wierzchotka tak daleko jak sie da. A precyzyjniej: zatrzymujemy sie z tym szybkim i radosnym
odwiedzaniem wierzchotkdw, gdy:

a. Nie ma w wierzchotku, do ktérego dotarliémy, zadnego tuku o wadze 1.
b. Jest jakis, ale prowadzi do wierzchotka juz odwiedzonego.

i. *ktory jednak mozemy odwiedzi¢ takim tukiem o wadze 1 tylko jezeli wybraliSmy
problem nr 3, tj. ten z informacja o powtdrzeniach i wiemy, ze ten akurat nowy
wierzchotek docelowy moze by¢ odwiedzony wiecej niz raz. To wtedy wcigz mozna
kontynuowaé podroz takim tukiem o wadze 1. W innym wypadku: stop i patrzymy
dalej na ten pseudokod, ktory wtasnie czytacie.

c. Na potrzeby dalszego opisu nazwijmy sobie taki wierzchotek wierzchotkiem X, tj. ten w
ktorym sie wtasnie zatrzymalismy, bo z jakiegos powodu brak dobrych tukéw o wadze 1.

2. Jaksie juz zatrzymalismy z powoddw opisanych w punkcie 1 powyzej, to wtedy:

a. Robimy liste 5-10 (jest to pewne zmienna, parametr naszego algorytmu) wierzchotkéw grafu
spetniajgcych dwa kryteria:



i. Po pierwsze dany wierzchotek nie zostat jeszcze odwiedzony.

ii. Podrugie jego najblizsze sgsiedztwo, czyli wszystkie wierzchotki do ktorych
prowadzg z niego tuki (o dowolnej wadze: 1, 2 lub 3, nieistotne) tez nie zostaty
jeszcze odwiedzone.

iii. Jak napisatem w podpunkcie a) powyzej, takich wierzchotkéw szukamy kilka, np. 5 do
10. Nie trzeba skanowac tak w tym kroku catego grafu, jak juz znalezlismy kilka
spetniajgcych powyisze kryteria.

To teraz mamy nastepujgce dane: wierzchotek X w ktorym sie zatrzymaliSmy (punkt 1 tego
pseudokodu) oraz kilka potencjalnych wierzchotkéw w grafie w ktérych: ,fajnie bytoby sie
znalezé, poniewaz wtedy moglibysmy znowu is¢ sciezkq zbudowanq z tukéw o wadze 1”. Te
wierzchotki nazwe tutaj wspdlnie: zbiorem Y.

Uruchomiamy algorytm pomocniczy (np. alg. Dijkstry czy jakiekolwiek inny podobny) i kazemy
mu odnalez¢ sciezki od wierzchotka X do kazdego z wierzchotkdw ze zbioru Y.

i. Wybieramy najkrotszg ze znalezionych sciezek, aktualizujemy naszg sciezke od
wierzchotka poczatkowego grafu o wiasnie znaleziong podsciezke z X do ktoérej z
wierzchotkow ze zbioru Y, i wracamy do punktu 1 pseudokodu, kontynuujac podroz
tukami o wadze 1.

ii. Jezeli ktos tu wcigz nie rozumie, przyktad. Zatdzmy, ze mamy Sciezke (numery to
indeksy wierzchotkéw): 1 (wierzchotek startowy grafu) -> 56 -> 13 -> 178 -> 201 ->
189 -> X_199 (zatézmy, ze X ma numer 199). Do tego momentu wszystkie przejscia
sg po tukach o wadze 1. Teraz, Dijkstra/inny algorytm pomocniczy znalazt nam co$
takiego: X_199 -> 34 -> 301 -> 145 -> 187 ->
wierzchotek_ze_zbioru_Y_o_indeksie_96. To teraz nasza petna Sciezka wyglada tak:
1->56->13->178->201 ->189 ->X_199 -> 34 -> 301 -> 145 -> 187 -> Y_96. Od 96-
ego znowu idziemy jedynkami jak dalego sie da.

iii. Nalezy tu zaznaczyé, ze to wiasnie podswiezka X_199 -> 34 -> 301 -> 145 -> 187 ->
Y_96 ma pewnie w sobie tuki o wagach 2 lub 3 (cho¢ pewnie tez i jakie$ 1, moze).
Czyli w skrdcie: uzywanie tukéw o wyzszych wagach zostawiamy algorytmowi
pomocniczemu, szukania sciezki od X do Y. | tak by to pewnie zrobit, w koricu
zdefiniowalismy wierzchotek X jako taki, w ktorych witasnie nie ma tukéow 1 (punkt 1
algorytmu).

Kilka waznych uwag praktycznych:

1.

Szukanie wierzchotkéw do zbioru Y (punkt 2 algorytmu, czyli docelowych z problematycznego

wierzchotka X) nie mozna bedzie zapewne robi¢ w nieskoriczonos¢, tj. do samego korica poszukiwania

Sciezki w grafie. Na poczatku takich wierzchotkéw bedzie bardzo duzo, ale im dtuzsza nasza sSciezka,

tym trudniej bedzie je znalezé. Trzeba tutaj jakos to odpowiednie oprogramowad, np. zrobi¢ algorytm,

ktory, jezeli nie znajdzie juz zadnego potencjalnego wierzchotka Y, to musi sprobowa¢ dokonczy¢

budowe petnej sciezki w grafie innym sposobem.

a.

Jezeli do konca zostato jeszcze z kilkadziesigt nukleotyddw, to warto by tu pomyslec o jakims
inteligentniejszym szukaniu.

Jezeli jednak do korica petnej rekonstrukcji pozostato np. kilkanascie nukleotyddéw, to mozna
zaimplementowac to tak, ze niech nasz algorytm idzie gdziekolwiek, byle do przodu, nawet
powtarzajgc juz odwiedzone wierzchoftki, byle szybko dokonczyt rekonstrukcje DNA, a nie
marnowat minuty na kombinowanie jak tu dotrze¢ do konca.

Caty algorytm ,,chodzi” po grafie, tj. interesujg go tylko wierzchotki i tuki pomiedzy nimi. A méwigc
precyzyjnie: na etapie szukania Sciezki algorytmu nie powinny obchodzi¢ literki A, C, G, T, tylko same



wagi tukéw. Warunek stopu jest wiec taki, ze jezeli na przyktad n = 100 (docelowa dtugos¢ DNA do
znalezienia), k = 7, to znaczy, ze znamy pierwsze siedem nukleotydéw a musimy zrekonstruowac w
sumie 100. Jezeli od wierzchotka startowego poszliémy tukami o wagach kolejno: 1,1,1,1,2,1,1, 2, 3,
1, 1, to wtedy algorytm wie, ze zrekonstruowat doktadnie 7+1+1+1+1+2+1+14243+1+1 = 22
nukleotydy. Do korica zostato 78. NIE OBCHODZI GO NA TYM ETAPIE Z JAKICH LITER SKtADA SIE DNA
BEDACE ODPOWIEDNIKIEM AKTUALNIE ZREKONSTRUOWANEJ SCIEZKI. Czyli nie uzywamy na tym
etapie zadnych substring() czy innych czasochtonnych funkgji, tylko chodzimy od wierzchotka do
wierzchotka tukami o odpowiednich wagach. Dopiero gdy mamy juz catg Sciezke, tj. z sumy wszystkich
uzytych na $ciezce tukow, plus poczatkowe k liter, doszliémy do wartosci n, to wtedy algorytm wie, ze
skonczyt swoje zadanie. | wtedy dopiero zmienia catg znaleziong Sciezke na kod A, C, G, T, nie
wczesniej!

Kolejna sprawa, na bazie pytan ktére zadawano mi w poprzednich latach. Zatézmy, ze z jakiegos
powodu nasz algorytm ,zakleszczy” sie w pewnym wierzchotku. Np. nie ma z niego tukéw
wyjsSciowych. Gdyby pojawit sie taki, to moze i bytby to prawdziwy wierzchotek/oligonukleotyd
koricowy DNA, ale po pierwsze tego nie wiemy (moze by¢ takich wiele w grafie), a po drugie, zapewne
nasz algorytm wszedt do tego wierzchotka zanim zrekonstruowat DNA o dtugosci n. Co dalej robic¢?
Zacznijmy od tego, czego nie robié: funkcja w projekcie pozwalajaca sie wycofac po wtasnych sladach
zazwyczaj jest fatalnym pomystem, bo algorytm czesto moze z niej korzystac i przez to nie konczy w
ogéle pracy nad jedna sciezka, bo co chwila gdzies sie wycofuje. No to co zrobi¢ w takim wypadku?

a. Proponuje stworzy¢ ,wirtualny tuk” z tego wierzchotka do jakiegos innego. Zatézmy, ze w
naszym grafie sg fuki o wagach 1, 2 i 3, ale zadnego nie ma w tym wierzchotku, ktérego
problem rozwazamy. Wtedy mozemy sprobowacd na potrzeby tego wierzchotka stworzy¢ jakis
tuk o wyzszej wadze, 4 albo jeszcze wiekszej. Po prostu np. dla wagi 4, pobieramy ostatnie 4
nukleotydy tego wierzchotka i sprawdzamy, czy gdzie$ w grafie jest (najlepiej nieodwiedzony
jeszcze) wierzchotek, ktéry zaczyna sie czterema nukleotydami takimi, jakimi ten w ktérym sie
zatrzymalismy sie konczy. Jak taki znajdziemy, to ,uciekamy” z tego zakleszczonego
wierzchotka takim tymczasowym tukiem o wasze 4 i kontynuujemy podréz po grafie. Jak nie
bedzie o wadze 4, to moze o wadze 5. W koncu jaki$ znajdziemy, i nastgpi ,ucieczka do
przodu” zamiast bardzo problematycznej zazwyczaj procedury zawracania po wtasnych
$ladach na s$ciezce w nadziei, ze wczesniej znajdziemy jakies rozgatezienie na tukach i
pojdziemy inng droga.



Potencjalne lektury wstepne:
Strona prof. Marty Kasprzak:

http://www.cs.put.poznan.pl/mkasprzak/bio/bio.html

A doktadniej wyktad Sekwencjonowanie cz. 2 ( http://www.cs.put.poznan.pl/mkasprzak/bio/Bioinfo-wA-

slajdy.pdf ) oraz materiaty uzupetniajgce do niego: ( http://www.cs.put.poznan.pl/mkasprzak/bio/Bioinfo-wB-
uzupelnienie.pdf )

Dr inz. Kamil Kwarciak, na stronie:

https://docplayer.pl/28865443-Modele-grafowe-i-algorytmy-dla-klasycznego-problemu-sekwencjonowania-

dna-przez-hybrydyzacje-oraz-dla-jego-odmiany-z-informacja-o-powtorzeniach.html

Jest dostepny doktorat Kamila Kwarciaka, oczywiscie nie trzeba czyta¢ catego (nawet tego nie sugeruje) ale
szczegoblnej uwadze polecam:

Rozdziat 6-6.1 (bez 6.2 — izotermiczne SBH)
Rozdziat 7 — sekwencjonowanie klasyczne
Rozdziat 8 — algorytm dla sekwencjonowania SBH z informacja o powtdrzeniach

Dodatkowe materiaty:

http://bix.ucsd.edu/bioalgorithms/presentations/Ch08 GraphsDNAseq.pdf

https://www.scribd.com/document/356206930/Ch08-GraphsDNAseq
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