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Rozdziat 1

Wprowadzenie

1.1 Uzasadnienie tematu badawczego

Bardzo trudno jest wyznaczy¢ precyzyjne daty, o ktérych mozna bez zadnych watpliwosci
stwierdzié¢, ze rzeczywiscie zapoczatkowaly ktoras z nauk rozwijanych we wspotczesnym
Swiecie. Latwiejszym jest podanie momentéow odkryé czy publikacji, ktore okazaly sie
kamieniami milowymi dla rozwoju wielu gatezi nauki. Taka przetomowsg data dla biolo-
gii molekularnej bylo na pewno pojawienie sie publikacji dotyczacej odkrycia struktury
kwasu deoksyrybonukleinowego przez Jamesa Watsona i Francisa Cricka w czasopismie
Nature w 1953 [53]. Dzieki tej i kolejnym publikacjom rozwinely sie zupelnie nowe galtezie
nauki wywodzace sie zaréwno z biologii jak i z matematyki oraz nieco pdzniej z infor-
matyki. Biologia molekularna, biologia obliczeniowa, bioinformatyka oraz cate spektrum
specjalizacji stanowia jasny dowdd na rozwdj tych dziedzin nauki, dla ktorych odkrycie
z 1953 bylo jednym z kluczowych.

Odkrycie struktury kwasu deoksyrybonukleinowego, oznaczanego o wiele lepiej rozpo-
znawalnym skrétem - DNA, umozliwilo znaczne poszerzenie mozliwosci w sferze badan
nad organizmami zywymi. Centralny dogmat biologii molekularnej [13, 14], o ktérym be-
dzie szerzej mowa w nastepnym rozdziale dotyczacym aspektéw biologicznych niniejszej
rozprawy, méwiac w uproszczeniu pokazuje przejscie informacji od DNA do biatek, be-
dacych gtéwnymi ’cegietkami’ budujacymi wszystkie znane zywe organizmy. Samo DNA
jest w biologii, w zaleznosci od potrzeby, dzielone na mniejsze jednostki jak regiony,
chromosomy, geny, sekwencje kodujace, DNA ’$mieciowe’ (ang. junk DNA) itd.

Jakkolwiek zaawansowane i nowatorskie sg jednak dziedziny nauki zwigzane z analizg
funkcji genéw, mapowaniem genoméw, genomika porownawcza, strukturami wyzszych
rzedéw jak biatka i ich modele przestrzenne, a nawet wzajemne interakcje catych grup

genéw oddzialujacych w zywych organizmach, u podstaw tych oraz wielu innych pél
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zainteresowan biologii lezy poznanie sekwencji DNA. Odkrycie DNA otwarto wiec nowy
problem badawczy jakim staly sie préby odczytania sekwencji DNA pochodzacej z tychze
organizméw.

Proces odczytu DNA nosi nazwe sekwencjonowania, czyli innymi stowy precyzyjnego
okreslenia sekwencji czterech rodzajéw nukleotydéw budujacych kwas deoksyrybonukle-
inowy. Dopiero od momentu poznania tejze sekwencji mozna podejmowaé inne badania,
ktorych celem jest zrozumienie informacji zapisanej w DNA. Jest zatem oczywiste, ze
sukces w tym pierwszym i elementarnym kroku musi zosta¢ osiagniety, aby mozliwe stato
sie prowadzenie dalszych badan.

Istnieje wiele réznych metod sekwencjonowania, poczynajac od historycznych, nie uzy-
wanych juz w szerszym zakresie badan, po najnowsze, za pomoca ktérych mozna szybko
i tanio odczytaé tancuchy DNA o dlugosciach niewyobrazalnych w pionierskich latach
odkryé¢ dotyczacych struktur DNA. Wszystkie metody majg swoje wady i zalety, pod-
legaja nieustannym modyfikacjom i ulepszeniom, a wiele z nich jest nadal stosowanych
pomimo lat, ktére minety od ich opisania w literaturze naukowej. Mozna powiedzieé,
ze wiele z nich znajduje swojg nisze zastosowan, w ktorej przy okreslonych warunkach
stanowia dobra alternatywe nawet wobec najnowszych rozwiazan w dziedzinie sekwen-
cjonowania.

Metoda, ktéra stanowi gléwny przedmiot niniejszej rozprawy doktorskiej jest sekwen-
cjonowanie przez hybrydyzacje (ang. Sequencing by Hybrydization, SBH). Metoda ta
wykorzystuje jedna z podstawowych cech DNA - komplementarnosé. Jest to reguta, w
my$l ktorej kazdy z czterech rodzajéw nukleotydéw budujacych DNA ma swéj precyzyj-
nie okreslony odpowiednik w drugiej nici z dwéch budujacych tzw. podwdjna helise DNA.
W wyniku klasycznego eksperymentu hybrydyzacyjnego sklonowane, jednoniciowe DNA
taczy sie z chipem DNA. Na jego powierzchni znajduja sie wszystkie sekwencje oligonu-
kleotydéw o zadanej dlugosci, w wyniku czego teoretycznie mozliwa jest do uzyskania
informacja o wszystkich podtancuchach o danej dlugosci tworzacych badana czasteczke
DNA. W mysl teorii, w przypadku idealnym informacja ta powinna byé¢ kompletna.
Wykorzystujac algorytmy kombinatoryczne mozliwe staje si¢ odtworzenie precyzyjnej i
doktadnej struktury badanego DNA, co stanowi wlasnie gléwny cel sekwencjonowania.
Jak tatwo zauwazy¢ metoda sekwencjonowania przez hybrydyzacje sktada sie z dwdch
faz — biochemicznej oraz obliczeniowej. Eksperyment biochemiczny (hybrydyzacyjny)
niezbedny jest do uzyskania zbioru podciagéw badanego DNA. Zbior ten bedzie dalej
w pracy nazywany spektrum DNA. Stanowi ono dane wejsciowe dla fazy obliczeniowe;j.
Od tego momentu wymagane jest uzycie metod kombinatorycznych, aby odtworzy¢ ko-
lejnos¢ nukleotydow w badanej czasteczce DNA.

Jak wida¢ z powyzszego opisu, metoda sekwencjonowania przez hybrydyzacje taczy

w sobie zagadnienia biologiczne oraz informatyczne. To potaczenie wystepujace takze
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w wielu innych problemach badawczych, w ramach szeroko pojetej biologii molekular-
nej, stanowi jeden z powoddéw nazywania nauki zajmujacej sie rozwiazywaniem takich
zagadnienn mianem biologii obliczeniowej. Biologia obliczeniowa jest interdyscyplinarna
galezia nauki taczaca zaréwno biologie i informatyke, jak réwniez statystyke, czy w ogol-
nosci matematyke w celu rozwiazywania probleméw biologicznych o wysokim poziomie
zlozonosci.

Jak juz wspomniano, kazda metoda sekwencjonowania ma wady i zalety. Wspotcze-
sne, szybkie i nowoczesne sekwenatory DNA bazujace na przykiad na metodzie piro-
sekwencjonowania (jak metoda potocznie zwana sekwencjonowaniem 454 [34]), réwniez
nie rozwiazuja wszystkich probleméw. W omawianym przypadku problem pojawia sie
w momencie wystapienia duzej liczby powtorzen tych samych nukleotydéw w pewnym
fragmencie DNA, co moze prowadzié¢ do braku precyzji w okresleniu ich liczby. Zapropo-
nowane przez naukowcow metody sekwencjonowania DNA sg bardzo czesto modyfiko-
wane. Nie inaczej jest z SBH. Metoda sekwencjonowania przez hybrydyzacje liczy sobie
juz ponad 20 lat, jednak nadal jest intensywnie badana i rozwijana, co ma odzwierciedle-
nie w liczbie nowych publikacji na jej temat pojawiajacych sie kazdego roku w literaturze
naukowej. Od konca lat 80-tych, kiedy zostala opublikowana doczekata sie ona bardzo
licznych ulepszen, jak uzycie jej w ramach nastepujacych po sobie rund hybrydyzacji
[22, 33, 49] czy uzywania dodatkowej informacji poza samym spektrum DNA, jak na
przyklad przyblizone polozenie oligonukleotydéw w calej sekwencji [2, 24, 56]. Warto
takze wymieni¢ takie podejscia jak uzycie izotermicznych bibliotek oligonukleotydéw na
powierzchni chipu DNA [5, 6, 8] czy znajomo$¢ informacji o powtérzeniach [21, 28].
Wiele réznych metod sekwencjonowania DNA, w tym metoda SBH zostanie doktadniej
opisanych w kolejnych rozdzialach niniejszej rozprawy.

Podsumowujac, mozna powiedzieé, ze metoda SBH jest precyzyjnym sposobem okre-
$lenia sekwencji DNA, jednakze jest ograniczona dlugosciag badanych sekwencji jak i
pojemno$cia chipu, a wiec technologia wytwarzania mikromacierzy DNA w niej wy-
korzystywanych. Niniejsza rozprawa doktorska koncentruje sie na jednym ze sposobdéw
usprawnienia tejze metody poprzez wykorzystanie nieklasycznych chipéw DNA w fazie
biochemicznej SBH. Pociaga to za soba konieczno$¢ sformutowania i analizy odpowied-
nich probleméw kombinatorycznych, ktére nalezy rozwazyé w fazie obliczeniowej, oraz

konstrukcji algorytméw rozwigzujacych te problemy.

1.2 Cel i zakres pracy

Bazujac na powyzszej wiedzy mozna okresli¢ zalozenia dla dalszej pracy, zwiazane z

cechami charakterystycznymi metody sekwencjonowania przez hybrydyzacje:
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1. Sekwencjonowanie przez hybrydyzacje umozliwia doktadne i precyzyjne odczyty-
wanie dlugich sekwencji DNA. Nalezy podkresli¢ potrzebe precyzji, zwlaszcza w
kontekscie czesci obliczeniowej SBH. Czesto pojawia sie tutaj problem tzw. roz-
wigzan niejednoznacznych, to znaczy wielu réwnorzednych sekwencji DNA spel-
niajacych wszystkie warunki stawiane dla rozwiazan rozpatrywanego problemu
obliczeniowego. Stanowi to istotna wade, poniewaz nie mozna bez dodatkowych
badan ustalié¢, ktora z otrzymanych sekwencji DNA jest ta badana w danym eks-

perymencie hybrydyzacyjnym.

2. Gléwnym ograniczeniem efektywnoéci sa bledy hybrydyzacji oraz ztozono$é ob-
liczeniowa podejscia klasycznego. W przypadku braku bledéw hybrydyzacji pro-
blem ten jest prosty [39]. Jedli jednak wystepuja one w spektrum, to problem
sekwencjonowania przez hybrydyzacje staje sie trudny z punktu widzenia ztozono-
Sci obliczeniowej [10]. W swojej klasycznej formie problem sekwencjonowania przez
hybrydyzacje z btedami nalezy do klasy problemoéw silnie NP-trudnych, tj. nie ist-
nieje dla niego doktadny algorytm wielomianowy, o ile P # N P. Ograniczanie
dtugosci badanej sekwencji ma na celu zmniejszenie liczby bledéw hybrydyzacji, a

co za tym idzie minimalizacje liczby rozwiazan niejednoznacznych.

3. Btedy hybrydyzacji wptywaja na liczbe rozwigzan niejednoznacznych, czyli réz-
nych rekonstrukcji badanego DNA przy braku wiedzy, ktéra z otrzymanych se-

kwencji jest prawdziwym analizowanym DNA.

4. Szybkie, precyzyjne i jednoznaczne sekwencjonowanie tancuchéw DNA umozliwia
dalsze badania nad Zywymi organizmami, przez co stanowi w pewien sposéb ich
podstawe. Aby zapewni¢ wysoka jakosé takich badan nalezy dolozyé staran, aby
otrzymane za pomocg SBH sekwencje DNA byly pozbawione btedéw wynikajacych

ze wspomnianego juz problemu rozwigzan niejednoznacznych.

Celem niniejszej pracy jest analiza problemu sekwencjonowania DNA przez hybrydy-
zacje w wersji nieklasycznej, czyli dosé¢ odmiennej od podstawowej wersji metody SBH
zaproponowanej w latach 1989-1990. Praca niniejsza bazuje miedzy innymi na zapropo-
nowanej w 1994 roku koncepcji zastosowania jednego z trzech rodzajow nieklasycznych
chipéw DNA [40]. Chipy takie zawieraja sondy, ktére w przeciwienstwie do podejscia
klasycznego sktadaja sie nie z jednego konkretnego typu oligonukleotydu, lecz z pewnego
ich zbioru. Spektra DNA uzyskane w eksperymencie hybrydyzacyjnym przy uzyciu tego
rodzaju chipéw znacznie réznia sie od tych uzyskanych we wczesniej wspomnianym po-
dejsciu klasycznym. W spektrum klasycznym mamy do czynienia z podciagami o danej
dhugosci z sekwencji DNA, w rozpatrywanym podejsciu nieklasycznym element spektrum

reprezentuje pewien zbiér podciggéw. Z uzyskanych danych mozliwe jest odtworzenie
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badanego DNA, lecz do tego celu wymagane sg zupelnie nowe algorytmy rekonstrukeji,
dedykowane dla kazdego chipu osobno. Jednakze nawet w najprostszej wersji algorytmy
stworzone w ramach poprzednich prac [45] wykazuja o wiele lepsza skutecznos$é niz czy-
ste podejscie klasyczne. Gloéwne cele i zadania niniejszej pracy doktorskiej sa okresélone

nastepujaco:

1. Opracowanie precyzyjnych matematycznych definicji probleméw nieklasycznego

sekwencjonowania przez hybrydyzacje oraz okreslenie ich zlozonosci obliczeniowe;j.

2. Opracowanie dowodow ztozonoéci rozpatrywanych probleméw sekwencjonowania
nieklasycznego. Problemy kombinatoryczne badane sa zaréwno w podstawowej
wersji z wylaczeniem bledéw hybrydyzacji jak i z uwzglednieniem btedow typu
negatywnego i pozytywnego, ktére wplywaja na precyzje danych zawartych w spek-
trum DNA. Klasyczne podejécie do SBH z uwzglednieniem bledéw hybrydyzacji
zostato jednoznacznie okreslone jako problem silnie NP-trudny. Przynaleznosé do
klas zlozonosci rozpatrywanych tutaj probleméw w wersji z bledami nie zostala do

tej pory przebadana.

3. Stworzone zostaly juz algorytmy dla trzech nieklasycznych chipéw DNA radzace
sobie tylko z wystepowaniem w spektrum bledéw negatywnych wynikajacych z
powtérzen [45]. Kolejnym celem pracy jest wiec opracowanie nowych algorytméw
zdolnych rekonstruowaé¢ DNA w warunkach wystepowania btedéw pozytywnych i
negatywnych hybrydyzacji. Jest to uzasadnione realistycznym zalozeniem, ze nie
jest w pelni mozliwe unikniecie btedéw hybrydyzacji podczas fazy biochemicznej
SBH. Praktycznie przydatne algorytmy muszg wiec uwzgledniaé ich wystepowanie
oraz radzi¢ sobie z nimi w najlepszy mozliwy sposéb. Podejscie klasyczne przy
uwzglednieniu btedéw hybrydyzacji narazone jest na wystepowanie licznych roz-
wigzan niejednoznacznych, tak wigc jednym z celéw opracowania algorytméw dla
podejscia nieklasycznego jest redukowanie liczby takich rozwiazan w czasie rekon-

strukcji DNA z informacji ze spektrum obarczonego btedami hybrydyzacji.

4. Celem opracowywanych algorytméw jest nie tylko sekwencjonowanie DNA przy
uzyciu nieklasycznego podejscia do SBH, ale takze uzyskanie jak najwiekszej pre-
cyzji otrzymanych rozwiazan poprzez jak najefektywniejsze wykorzystanie infor-
macji ze spektrum. Innymi stowy, celem jest wiec otrzymywanie rozwigzan jed-
noznacznych dla badanego DNA oraz okreslenie optymalnych parametréow chipéw

nieklasycznych, dla DNA o zadanym zakresie dlugosci.

5. Opracowanie precyzyjnych testéw i poréwnan trzech rozpatrywanych chipéw DNA
ze soba oraz z wynikami uzyskanymi przy uzyciu podejscia klasycznego do SBH.

Wiedza plynaca z takich testéw stanowitaby istotny wklad w ulatwienie wyboru
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najlepszego podejécia, w zaleznosci od problemu sekwencjonowania DNA, z ktérym

w danej chwili nalezy sie zmierzy¢.

Niniejsza rozprawa doktorska sktada sie z dziewieciu rozdzialéow, ktorych zawartosé

jest nastepujaca:

W rozdziale I przedstawiono problem podejscia sekwencjonowania przez hybrydy-

zacje oraz gtéwne zalozenia przeprowadzonych badan opisanych w niniejszej pracy.

W rozdziale I przedstawione zostana podstawowe zagadnienia informatyki teo-
retycznej niezbedne do pelnego zrozumienia zawartosci dalszych rozdziatéw, w
szczegbdlnosci czesci poswieconych zlozonosci obliczeniowej probleméw kombinato-

rycznych.

W rozdziale III opisane zostaly podstawy chemii bioorganicznej, w szczegdlnosci

dokladny i precyzyjny opis budowy DNA.

Rozdziat IV pracy dotyczy opisu wazniejszych metod sekwencjonowania, zaréwno
najwczesniejszych jak i wspélczesnych, opartych na sekwenatorach DNA. Szcze-
gbélng uwage poswiecono zagadnieniu sekwencjonowania przez hybrydyzacje wraz
z opisem réznych podej$é stosowanych od czasu opublikowania calej idei, bedacej

dalej w pracy nazywanej podejéciem klasycznym.

W rozdziatach V, VI oraz VII zostaly przedstawione trzy chipy nieklasyczne: Gap-
ped Chip, Alternating Chip, Binary Chip, zagadnienia zlozono$ci obliczeniowej
oraz algorytmy dla nich. Podstawowa struktura tych rozdzialéw jest taka sama
dla kazdego chipu. Na wstepie opisana jest budowa danego chipu oraz jego cechy
charakterystyczne. Nastepnie rozdzial zawiera sformutowania probleméw kombina-
torycznych z uwzglednieniem wystepowania btedéw hybrydyzacji. Po formalnych
definicjach probleméw nastepuje czesé rozdziatu dotyczaca ztozonosci problemdw
kombinatorycznych. Ostatni podrozdziat zawiera doktadny opis konstrukcji i dzia-

tania algorytmu opracowanego dla danego chipu.

W rozdziale VIII na wstepie przedstawione zostang gtéwne zalozenia testéw dla
opracowanych algorytméw, sposoby poréwnywania wynikow oraz zrédla sekwencji
testowych. Nastepnie rozdzial ten zawiera dokladne wyniki testéw przeprowadzo-

nych dla algorytméw oraz wnioski z nich wyptywajace.

Rozdziat IX stanowi zakonczenie niniejszej rozprawy doktorskiej, w formie sze-
rokiego podsumowania osiagnietych wynikéw. Podsumowano w nim opracowane
algorytmy i dowody zlozonosci probleméw z uzyciem chipéw nieklasycznych. Zna-
lazto sie w nim réwniez zwiezte podsumowanie przeprowadzonych testow dla odpo-

wiednich algorytmoéw oraz otwierajace sie mozliwosci przysztych prac badawczych.
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Zagadnienia zlozonosci
obliczeniowej, teorii algorytmow

oraz teorii grafow

2.1 Alfabet, slowa, jezyki

W tym i w dalszych rozdziatach niniejszej rozprawy bedzie mowa o ciaggach znakéw oraz
operacjach na nich wykonywanych. Zasadne jest wiec okreslenie odpowiednich definicji

najbardziej podstawowych pojec.

Def. 2.1.1. Alfabet jest skonczonym zbiorem symboli lub znakéw, oznaczanym dalej

przez X.

Przykladem moze by¢ alfabet binarny oznaczony jako ¥ = {0, 1}. Przez ¥* oznaczaé
bedziemy zbiér wszystkich skonczonych ciagéw dajacych sie wyrazié¢ za pomoca alfabetu
3.

Def. 2.1.2. Stowo zbudowane nad alfabetem > jest to uporzadkowany zbiér znakdw
tego alfabetu majacy pewng dlugosé. Stowa beda dalej zamiennie okreslane mianem

ciggow, lub ciggow znakow.

Ciagami zbudowanymi nad przyktadowym alfabetem binarnym (tj. stowami zbudo-
wanymi nad tym alfabetem) beda wiec 0, 01, 10, 1101101, itd. Jezeli przez s oznaczymy
pewien ciag, wtedy |s| oznaczaé bedzie jego dlugosé, przyktadowo s = 00101, |s| = 5.

7
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Majac dane ciagi s oraz z, przez s - z oznaczaé bedziemy konkatenacje tych ciagdéw,
czyli nowy ciag t o dlugosci |t| = |s| + |z| skladajacy sie z kolejno wystepujacych liter
ciagu s a nastepnie kolejno wystepujacych liter ciggu z.

Def. 2.1.3. Dwa ciagi s i z nakladajag sie na siebie na k znakach, jezeli istnieja takie

ciagi a, b, ¢, ze |b| =k oraz s=a-biz=b-c.

W podanej definicji ciag b jest wspolnym podciagiem ciagéw s oraz z, czyli jak dalej

bedzie to okreslane: ich wspdélnym natozeniem.

2.2 Teoria graféow

Poniewaz w pracy pojawiaé¢ sie beda zagadnienia dotyczace graféw, zaréwno w sek-
cjach dotyczacych ztozonosci omawianych probleméw jak i w czeéciach poswieconych
opracowanym algorytmom, zasadne jest choé¢ krétkie wprowadzenie wazniejszych pojeé
i definicji zwiazanych z teorig grafow.

Graf opisujemy poprzez zdefiniowanie zbioru wierzchotkéw oraz zbioru krawedzi / tu-

kéw.

Def. 2.2.1. Graf nieskierowany G jest uporzadkowana para zbioréw G = (V, E), gdzie

V oznacza zbiér wierzchotkéw, E zbidr krawedzi.

Zbiér E jest wiec podzbiorem zbioru wszystkich par {{v,w} : v,w € V}.

Def. 2.2.2. Graf skierowany G jest uporzadkowana para zbioréw G = (V, A), gdzie V

oznacza zbiér wierzchotkéw, A zbidr tukéw.

Zbior A jest wiec podzbiorem zbioru wszystkich par {{v,w} : v,w € V'}. Méwimy, ze
z wierzcholka v do wierzchotka w prowadzi tuk, jezeli para (v, w) nalezy do zbioru A. Z

wierzchotka w do wierzchotka v prowadzi tuk, jezeli (w,v) € A.

Sciezka w grafie to uporzadkowany zbiér wierzcholkéw ze zbioru V taki, ze kazda
kolejna para wierzchotkéw tego zbioru nalezy do zbioru krawedzi E lub tukéw A grafu
oraz wszystkie kolejne pary majg wspolny odpowiednio ostatni i pierwszy wierzcholek
nalezacy do V. Na przyklad dwie uporzadkowane pary krawedzi (v, w) i (w, 2) sa frag-
mentem $ciezki w grafie G = (V, E) jezeli v,w,z € V : (v,w), (w,2) € E.
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Cyklem w grafie nazywaé bedziemy taka Sciezke, w ktérej wierzcholek poczatkowy jest
réwny wierzchotkowi koncowemu $ciezki. Dwie Sciezki / cykle w teorii graféw o ktérych

bedzie mowa w dalszych rozdziatach to $ciezka/cykl Eulera oraz Sciezka/cykl Hamiltona.

Def. 2.2.3. Sciezka Eulera w grafie G = (V, E) to taka Sciezka, ktéra przechodzi przez
kazda krawedz e € E dokladnie raz.

Def. 2.2.4. Sciezka Hamiltona w grafie G = (V, E) to taka $ciezka, ktora przechodzi

przez kazdy wierzchotek v € V' dokladnie raz.

Odpowiednio cykle Eulera i Hamiltona to takie Sciezki, w ktérych wierzchotek poczat-
kowy s jest réwny wierzchotkowi koncowemu ¢ $ciezki.
Grafy mozna podzieli¢ na bardzo wiele kategorii. W dalszych rozwazaniach rozprawy

zaktadane bedzie istnienie w odpowiednich instancjach probleméw tzw. graféw spdjnych.

Def. 2.2.5. Graf jest okreslany jako spdjny, jezeli miedzy dowolna para wierzchotkéw

v,w € V istnieje Sciezka.

Liczno$¢ zbioréw wierzchotkow oraz krawedzi bedziemy dalej okresla¢ odpowiednio
przez |V| oraz |E|. Przydatnym okaze si¢ tez pojecie stopnia wierzchotka grafu. Stop-
niem wierzchotka v oznaczanym jako dv nazywamy liczbe krawedzi z nim sasiadujacych,
tj. takich, ktore wystepuja w zbiorze krawedzi E grafu, majac ten wierzchotek na pierw-
szym lub drugim miejscu w parze okreslajacej krawedz.

W przypadku grafu skierowanego G = (V, A) stopien moze okreslaé¢ zaréwno tuki przy-
chodzace, jak i wychodzace z wierzchotka. W tym wypadku méwi¢ mozemy tez o liczbie
nastepnikéw i poprzednikéw wierzchotka. Liczba nastepnikéw wierzchotka v to liczba
wierzchotkéw, do ktérych w zbiorze tukéw A istnieja tuki wychodzace z wierzchotka
v. Analogicznie liczba poprzednikéw wierzchotka v to liczba wierzcholkow, z ktérych

istnieja tuki w zbiorze A prowadzace bezposérednio do v.

2.3 Podstawowe zagadnienia zlozonosci obliczeniowej

Problem sekwencjonowania przez hybrydyzacje nalezy przedstawi¢ w formalny, mate-
matyczny sposdb, aby mozliwa byla analiza jego zlozonosci oraz zaprojektowanie roz-
wiazujacych go algorytmoéw. Zanim w kolejnych rozdziatach pracy zostana wprowadzone
definicje oraz odmiany rozpatrywanych probleméw sekwencjonowania w oparciu o po-
dejscie nieklasyczne, w niniejszym rozdziale przedstawiona zostanie niezbedna teoria

stojaca za dalszymi badaniami.
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Def. 2.3.1. Przez problem II oznaczac¢ dalej bedziemy uporzadkowana pare ciagdéw typu

(I, A), gdzie I to instancja problemu II, A stanowi za$ odpowiedz dla tej instancji.

Problem okreslony zostaje poprzez zbiér jego parametréw lub zmiennych sktadajacych
sie nan, oraz co réwnie wazne - poprzez zdefiniowanie wszystkich warunkéw jakie musi
spelniaé jego rozwiazanie. Instancja I problemu powstaje poprzez precyzyjne okreslenie
wszystkich wartosci parametrow dla problemu. Dla przykladu problemem jest tzw. pro-
blem komiwojazera (ang. Travelling Salesman Problem, TSP), ktéry okresla sie poprzez
liste miast oraz odleglosci pomiedzy kazda ich para. Rozwigzaniem problemu komiwoja-
zera jest uszeregowana lista miast o pewnym koszcie przejscia (tutaj: sumie odlegltosci).
Konkretna instancja TSP zawiera wiec okredlony zbiér miast C, tabele z wartoSciami
odleglodci pomiedzy miastami w formie: d(c,,c,) = w oznaczajaca odleglto$¢ z miasta
¢z do ¢y réwng w. Dana jest pewna wartoS¢ W,., okreslajaca rozwigzanie dopusz-
czalne, czyli takie, w ktérym uporzadkowana lista miast, z ktéra zwiazany jest pewien
sumaryczny koszt przejscia wsg, od pierwszego do ostatniego miasta na liscie, spelnia
warunek wgy < Wie. W problemie przyjmowany jest warunek odwiedzenia kazdego
miasta przynajmniej raz.

Problemy podzieli¢ mozna na decyzyjne, optymalizacyjne oraz problem przeszukiwa-

nia.

Def. 2.3.2. Problem decyzyjny, [4]
Problemem decyzyjnym II okredlamy taki problem, dla ktérego zdefiniowano pytanie na

ktore nalezy da¢ odpowiedZz TAK lub NIE.

Przyktadem moze tutaj by¢ problem wspdlnego superciggu, w ktorym instancja jest
zbiér stéw, a odpowiedz brzmi TAK wtedy i tylko wtedy, jesli dla wszystkich stow in-
stancji istnieje superciag bedacy ich ztozeniem, réwny lub mniejszy pewnej wartosci n

okreslajacej jego dtugosé, danej w instancji problemu.

Def. 2.3.3. Problem optymalizacyjny, [4]
Problemem optymalizacyjnym II okreslamy taki problem, dla ktérego wymagana jest

ekstremalizacja pewnej funkcji celu.

Def. 2.3.4. Problem przeszukiwania
Problemem przeszukiwania I okreslamy taki problem, dla ktérego nalezy odszukaé kom-
pletne rozwiazanie dla zadanych parametréw lub podaé odpowiedz NIE jezeli ono nie

istnieje.

Przyktadem moze by¢ odszukanie wspdlnego superciagu mniejszego lub rownego war-

tosci parametru okreslonego w instancji problemu.
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Klasy probleméw decyzyjnych oraz optymalizacyjnych sa ze soba powigzanie w kon-
tekscie ztozonosci obliczeniowej. Jedli z jakims problemem optymalizacyjnym, tj. wyma-
gajacym ekstremalizacji pewnej funkcji celu zwiazemy odpowiadajacy mu problem de-
cyzyjny, w ktorym pytamy o istnienie rozwigzania spelniajacego dane warunki podane w
instancji tego problemu, wtedy taki problem decyzyjny nie jest obliczeniowo trudniejszy
niz jego odpowiednik optymalizacyjny [4], [38]. Uzasadnienie jest do$¢ oczywiste: jezeli
w krotkim czasie jesteSmy w stanie rozwiazaé¢ problem optymalizacyjny, odpowiedz na
pytanie problemu decyzyjnego jest w tym momencie réwnie prosta. Z drugiej strony,
jezeli problem decyzyjny jest ”trudny”do rozwiazania (poniewaz np. udowodniono jego
NP-zupelno$é), to odpowiadajacy mu problem optymalizacyjny jest co najmniej réwnie
trudny. Implikacja tych zaleznosci determinuje mozliwe podejécie do wykazywania stop-
nia ztozonosci problemoéw: aby wykazaé tatwos¢ problemu decyzyjnego wystarczy wyka-
za¢ tatwosé rozwigzania jego wersji optymalizacyjnej, jesli zas chcemy wykazaé trudnosé
problemu optymalizacyjnego, wystarczy wykazaé trudnosé¢ jego wersji decyzyjnej.

7 tematyka problemoéw obliczeniowych zwiazane sg tez zasady zapisywania ich instan-
cji, czyli tak zwane reguly kodowania. Dane konkretnej instancji I problemu II nalezacej
do zbioru wszystkich instancji omawianego problemu Dy co oznaczamy I € Dy koduje
sie za pomoca skonczonego tancucha x(I) symboli nalezacych do z géry okreslonego al-
fabetu 3 zgodnie z ustalona regula kodowania. Rozmiar konkretnego problemu N(I)
to dlugosé tancucha danych z(I) [4]. Przyja¢ dalej nalezy tak zwana rozsqgdng regule
kodowania spelniajaca dwa podstawowe warunki. Po pierwsze w tancuchu kodujacym
dane nie moze byé¢ symboli nadmiarowych, po drugie liczby powinny by¢ zapisywane
przy podstawie zliczania wigkszej niz 1, np. binarnie.

Idac dalej, algorytmem nazywaé bedziemy liste rozkazéw (elementarnych krokéw) do
wykonania, ktora w rezultacie pozwala otrzymac rozwigzanie pewnego problemu. Algo-
rytm A rozwigzuje problem II, jezeli mozna go zastosowaé do kazdej instancji I problemu
IT ( I € Dy ) w celu otrzymania rozwiazania tej instancji. Algorytm dla problemu cha-
rakteryzuje sie generalnie trzema gléwnymi kryteriami, ktorych spelnienie decyduje o
jego poprawnosci - sg to jednoznaczno$é, skonczonosé oraz kompletnosé. Jednoznacznos$é
oznacza, ze algorytm dla tych samych danych bedzie generowaé te same wyniki. Skon-
czono$¢ wymaga aby algorytm byl w stanie stworzyé rozwiazanie problemu w pewnej
skonczonej liczbie krokéw. Kompletnosé algorytmu oznacza, ze jest on w stanie rozwig-
za¢ kazda instancje I problemu II taka, ze I € Dr.

Majac dany pewien algorytm musimy dysponowaé¢ narzedziem do jego oceny z punktu
widzenia teorii ztozonosci obliczeniowej. Kolejne definicje umozliwia skonstruowanie ta-

kiego narzedzia.

Def. 2.3.5. Rzad funkcji, [4]
Funkcja f(k) jest rzedu g(k), co zapisujemy O(g(k)), jezeli istnieje taka stala c, ze
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|f(k)| < c|lg(k)| dla prawie wszystkich wartosci k

Def. 2.3.6. Funkcja zlozonosci obliczeniowej, [4]

Funkcja ztozonosci obliczeniowej algorytmu A rozwiazujacego problem II przyporzadko-
wuje kazdej wartosci rozmiaru konkretnego problemu I € Dy maksymalng liczbe krokéw
potrzebnych do rozwiazania za pomoca algorytmu A instancji problemu II o tym roz-
miarze, to znaczy:

fa(n) = max{t : t jest liczba elementarnych krokéw maszyny cyfrowej niezbedna do

rozwiazania problemu I € Dy An = N(I)}.

Majac zdefiniowana funkcje zlozonosci obliczeniowej mozna podzieli¢ algorytmy na
odpowiednie klasy. Popularny podzial, ktérego implikacje beda wykorzystywane w ni-

niejszej pracy to podzial na algorytmy wielomianowe oraz algorytmy wykladnicze.

Def. 2.3.7. Podstawowy podzial algorytmoéw, [4]

Algorytmem wielomianowym nazywamy algorytm, ktérego funkcja zltozonoéci oblicze-
niowej jest O(p(k)), przy czym p jest pewnym wielomianem, a k rozmiarem konkretnego
rozwigzywanego problemu. Kazdy inny algorytm, ktérego funkcja ztozonoéci obliczenio-
wej nie moze by¢ w ten sposéb ograniczona nazywaé¢ bedziemy algorytmem wykladni-

czym.

W dalszych rozwazaniach wprowadzony zostanie pewien abstrakcyjny model maszyny
cyfrowej. Celem jest uniezaleznienie si¢ od jakiegokolwiek typu komputera. Ponizej jako
model obliczen przedstawione zostang dwie maszyny Turinga: deterministyczna oraz

niedeterministyczna.

Deterministyczna maszyna Turinga (DTM) moze by¢ opisana jako 'urzadzenie’ skla-
dajace sie z nieskonczenie dtugiej tasmy, na ktérej zapisywane lub odczytywane sg sym-
bole, z gltowicy odpowiedzialnej za zapis i odczyt mogacej poruszaé sie po tasmie oraz
systemu sterujacego gltowica, w zaleznosci od okreslonego w danej chwili stanu maszyny.

Maszyne Turinga dla pewnego programu okresla sie poprzez podanie:

1) skonczonego zbioru symboli I' zawierajacego podzbiér ¥ C I' tak zwanych symboli

wejsciowych oraz symbol pusty b € I' — X,

2) skoniczonego zbioru stanéw @, zawierajacego wyrdzniony stan poczatkowy gg oraz

dwa stany koncowe qy oraz qu,

3) funkcje przejsé § : (Q — {qv,qn}) x T — Q x I' x {—1,+1}.

Zaczynajac w stanie poczatkowym gg deterministyczna maszyna Turinga porusza glo-

wicg zgodnie z regutami zdefiniowanymi przez funkcje przejé¢ w zaleznoéci od tego, w
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jakim jest w danym momencie stanie oraz na jakim symbolu znajduje si¢ glowica. Wy-
konywanie programu trwa do chwili, w ktérej DTM osiagnie jeden ze standéw koncowych
gy lub gn, przy czym odpowiednio odpowiedz brzmi wtedy TAK lub NIE.

Deterministyczna maszyna Turinga rozwigzuje problem decyzyjny II przy kodowaniu
e, jezeli zatrzymuje sie dla wszystkich tancuchéw wejsciowych i konczy obliczenia w sta-
nie gy dla wszystkich instancji rozpatrywanego problemu nalezacych do zbioru instancji
dla ktérych odpowiedz brzmi TAK i tylko dla nich [4]. Jak widaé jest to dzialanie majace
na celu rozwiazanie problemu decyzyjnego, ktéry z definicji takiej witadnie odpowiedzi
wymaga jako swojego rozwigzania.

Konczac wywdd dotyczacy maszyny deterministycznej, nalezy takze wspomnie¢ o ist-
nieniu modelu tzw. k-tasmowej deterministycznej maszyny Turinga, ktéra jak tatwo sie
domyséli¢ posiada k tasm (oraz k glowic pracujacych na odpowiednich tasmach). Model
ten w niniejszej rozprawie nie bedzie jednak dalej wykorzystywany.

Kolejnym przedstawionym modelem obliczen bedzie niedeterministyczna maszyna Tu-
ringa (NDTM), ktéra mozna sobie wyobrazié¢ jako DTM wyposazona w modul generu-
jacy. W pierwszym etapie modul ten generuje catkowicie losowo tancuch S symboli ze
zbioru I'. W drugim etapie maszyna zachowuje sie jak DTM, sprawdzajac czy wygenero-
wany tancuch spelnia warunki okreslone w pytaniu dla problemu. Niedeterministyczna
maszyna Turinga rozwigzuje pewien problem decyzyjny II, jezeli dla kazdego I € Dy

spetnione sa warunki:

1) jesli odpowiedZ brzmi TAK, to zostanie wygenerowany tancuch S, ktéry spowoduje,

ze po wykonaniu programu NDTM zakonczy prace w stanie gy,

2) jedli odpowiedZz brzmi NIE wtedy NDTM dla kazdego wygenerowane tancucha

osiaga stan qy lub nie zakonczy pracy w skoficzonym czasie.

Podobnie jak poprzednio istnieje takze model k-tasmowej NDTM, nie bedzie on jed-
nak dalej rozwazany. Ponizsze twierdzenie pokazuje zwigzek miedzy DTM a NDTM w

kontekscie ztozonosci probleméw:

Twierdzenie 2.3.1. [4]
Jezeli jednotasmowa niedeterministyczna maszyna Turinga rozwiazuje problem decy-
zyjny ™ w czasie wielomianowym, to istnieje wielomian p taki, ze jednotasmowa deter-

ministyczna maszyna Turinga rozwigzuje ten problem w czasie O(2P(N(D)) gdzie I € D.

Klasy ztozonoéci obliczeniowej umozliwiajg klasyfikacje probleméw decyzyjnych. Klase
P tworza wszystkie problemy decyzyjne, ktére deterministyczna maszyna Turinga roz-

wigzuje w co najwyzej wielomianowym czasie. Klase NP tworza natomiast wszystkie
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problemy decyzyjne ktére w co najwyzej wielomianowym czasie rozwiazuje niedetermi-
nistyczna maszyna Turinga.

Problem zaleznosci miedzy tymi dwoma klasami pozostaje do dzi§ nierozstrzygniety,
z przyczyn majacych jak najbardziej praktyczne zastosowanie przyjmuje sie jednak, ze
P # NP. Z powyzszego zalozenia wynika wiec, ze problemy nalezace do NP, lecz nie
nalezace do klasy P charakteryzujg sie tym, ze o ile ich rozwiazania sa weryfikowalne w
czasie wielomianowym, to nie wiadomo czy istnieja dla takich probleméw wielomianowe
algorytmy, ktore bylyby w stanie te problemy rozwiazac. Jesli o problemie wiadomo wigec
tylko tyle, ze nalezy do NP, to oznacza to, ze problem ten moze rozwiaza¢ w czasie wy-
ktadniczym niedeterministyczna maszyna Turinga. Deterministyczna maszyna Turinga
moze co najwyzej w wielomianowym czasie zweryfikowaé rozwiazanie.

Jezeli przyjmujemy wtasnos¢ P C NP, oznacza to, ze do klasy NP nalezg problemy
zaréwno ”latwe” (rozwiazywane przez algorytmy wielomianowe) jak i ”trudne” (dla kté-
rych algorytmy wielomianowe moga nie istnie¢). Do dalszych rozwazan potrzebne jest

zdefiniowanie tzw. transformacji wielomianowey.

Def. 2.3.8. Transformacja wielomianowa, [4]
Transformacjq wielomianowg problemu II; do problemu ITp (II; o II3) nazywamy funk-

cje f : Dy, — D, spelniajaca warunki:

1) dla kazdego Ic Dy, odpowiedz brzmi TAK wtedy i tylko wtedy, gdy dla f(I) od-

powiedz brzmi réwniez TAK.

2) czas obliczania funkcji f przez DTM dla kazdego I € Diy, jest ograniczony od géry

przez wielomian od N(I).

Problem decyzyjny Ils jest NP—zupelny, jezeli IIo € NP i dla kazdego problemu de-
cyzyjnego II; € NP, II; o Iy [4]. Z powyzszej definicji nasuwa sie wniosek, ze gdyby
istnial algorytm wielomianowy rozwiazujacy jakikolwiek problem NP-zupelny, to kazdy
problem z klasy NP (a wiec takze wszystkie problemy NP-zupelne) mozna by rozwiazaé
wielomianowo. Z definicji transformacji wielomianowej wynika tez drugi wniosek, tym
razem bezposrednio zwiazany z udowadnianiem NP-zupelnosci probleméw decyzyjnych.
Aby wykaza¢ NP-zupelosé jakiego$ problemu decyzyjnego, nalezy transformowaé do
niego wielomianowo jakis inny, znany problem NP-zupelny. Podejscie to zaktada znajo-
mosé pewnego podstawowego problemu NP-zupelnego, transformujacego sie do innych
znanych probleméw z tej klasy. Taki problem to problem spelnialnosci wyrazen boolow-
skich (SAT), ktérego dowdd zlozonosci, tj. precyzyjniej: jego przynaleznosé do klasy
probleméw NP—zupelnych przedstawil Stephen Cook w pracy [12].

Ostatnia klasg ztozonosci wazna dla niniejszej rozprawy, ktora zostanie teraz omé-

wiona jest klasa problemoéw silnie NP-zupeinych. Wymaga ona wprowadzenia definicji
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algorytmu pseudowielomianowego.

Def. 2.3.9. Algorytm pseudowielomianowy, [4]
Algorytmem pseudowielomianowym nazywamy taki algorytm, ktérego funkcja ztozonoéci
obliczeniowej jest ograniczona od goéry przez wielomian zalezny od rozmiaru konkretnego

problemu N(I) oraz najwiekszej liczby Max(I) wystepujacej w jego instancji.

Korzyéé ze stosowania tego typu algorytméw wynika z faktu, ze warto$é¢ najwiek-
szej liczby w instancji nie jest w niektérych praktycznych problemach na tyle duza, aby
znaczaco wplynaé¢ na realistyczny czas obliczen. Algorytm pseudowielomianowy mozna
skonstruowaé tylko dla probleméw decyzyjnych liczbowych II, to znaczy takich, dla kto-
rych nie istnieje wielomian p taki, ze Max(I) < p(N(I)) dla kazdego I € D,. Mozna

teraz przytoczy¢ dwie definicje, pozwalaja doprecyzowaé idee silnej NP-zupelnosci.

Def. 2.3.10. [4]

Dla dowolnego problemu decyzyjnego II i dowolnego wielomianu p okreslonego dla liczb
catkowitych, niech II,, oznacza podproblem II otrzymany przez ograniczenie Dy tylko
do tych instancji, dla ktérych Max(I) < p(N(I)). Zatem taki podproblem II, nie jest

problemem liczbowym.

Def. 2.3.11. Silna NP-zupelno$é probleméw decyzyjnych, [4]
Problem decyzyjny II jest silnie NP-zupelny, jesli nalezy do NP i istnieje wielomian p
okreslony dla liczb catkowitych, dla ktérego 11, jest NP-zupelny.

Taka definicja silnej NP-zupelnosci wymaga znalezienia wielomianu p o ktorym wciaz
mowa. Dlatego zamiast tej drogi, mozna w udowadnianiu silnej NP-zupelnosci postugi-

wa( sie transformacja pseudowielomianowa:

Def. 2.3.12. Transformacja pseudowielomianowa, [4]
Pseudowielomianowq transformacjg problemu IIy do problemu Ils nazywamy funkcje

f+Dn, — Dr,, taka, ze:
1) dla kazdego konkretnego problemu I € Dy, odpowiedZ brzmi TAK wtedy i tylko
wtedy, gdy dla f(I) odpowiedz takze brzmi TAK;

2) funkcja f moze by¢ obliczona przez DTM w czasie ograniczonym od gory przez

wielomian zalezny od dwo6ch zmiennych: Maxz(I) 1 N(I);

3) istnieje wielomian g, taki, ze dla kazdego I € Dry,:
a(N(f(1))) = N(I))
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4) istnieje wielomian dwéch zmiennych go, taki, ze dla kazdego I € Dy, zachodzi:
Maz(f(I)) < q2(Max(I), N(I)) .

W zamian za oslabienie warunku wielomianowego czasu realizacji (por. transformacja
wielomianowa) wymagane jest aby rozmiar konkretnego problemu nie zmalal wykladni-

czo, oraz aby wykltadniczo nie wzrosta najwieksza wartosé liczbowa zawarta w danych
[4].

Def. 2.3.13. Silna NP-zupelnosé problemu, [20], [4]
Problem II jest silnie NP-zupelny jezeli nalezy do klasy NP i istnieje inny problem silnie

NP-zupelny, ktéry pseudowielomianowo transformuje sie do problemu II.

Na zakoniczenie nalezy wprowadzi¢ zagadnienie NP-trudnosci oraz silnej NP-trudnosci.

Def. 2.3.14. Silna NP-zupelnosé¢ problemu, [20], [4]

Wielomianowsg transformacja Turinga problemu przeszukiwania II; do problemu prze-
szukiwania Ils nazywamy algorytm A rozwigzujacy problem II; oraz uzywajacy pewnej
hipotetycznej procedury S rozwiazujacej Ilo w ten sposédb, ze jezeli S bytby algoryt-
mem wielomianowym dla rozwiazania Ily, wtedy A bylby wielomianowym algorytmem

do rozwiazywania problemu II;.

Podobnie wiec jak przy poprzedniej definicji silnej NP-zupelno$ci problemu, mozemy

sformutowaé definicje nastepujaca.

Def. 2.3.15. NP-trudnosé¢ problemu, [20], [4]

Problem przeszukiwania Il jest NP-trudny jezeli istnieje NP-zupelny problem II; dla
ktorego mozna uzyé¢ wielomianowej transformacji Turinga w celu otrzymania problemu
1I,.

7 definicji wynika wiec, ze kazdy problem NP-zupelny jest réwnoczesnie NP-trudny
[20]. Jezeli chodzi o silna NP-trudno$¢, to jej dowodzenie jest podobne z ta oczywista

réznica, ze transformacja musi uzy¢ problemu silnie NP-zupelnego.
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Podstawowe zagadnienia biologii

molekularnej

3.1 Budowa DNA

W niniejszym rozdziale przedstawione zostana zagadnienia dotyczace budowy nukleoty-
dow, istotne z punktu widzenia calej pracy. Najwazniejszym tematem, ktéry zostanie w
tej sekcji precyzyjnie przedstawiony jest budowa kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA).
Jak napisano na wstepie, struktura DNA zostala po raz pierwszy opisana w czasopidmie
Nature w roku 1953 [53]. Autorami tej pracy byli James D. Watson oraz Francis Crick.
Wiedza ptynaca z opublikowanego w artykule odkrycia okazala sie¢ prawdziwie przeto-
mowa, gdyz umozliwita dalszy rozwdj nauk majacych na celu poznanie budowy DNA.

Obok DNA przechowujacego informacje genetyczna w zywych organizmach wystepuje
takze czasteczka bardzo don podobna - kwas rybonukleinowy (RNA). Pomimo pewnych
podobienstw jest on osobna jednostka w komoérkach. Réznice sa widoczne miedzy innymi
w samej budowie obu kwaséw. Podczas gdy DNA wystepuje jako podwdjna helisa, RNA
jest zazwyczaj jednoniciowe. Jesli w uproszczeniu okreslimy DNA jako uporzadkowana
sekwencje genéw niczym encyklopedie z kolejnymi hastami, wtedy RNA mozna nazwaé
roboczymi notatkami niezbednymi do wykorzystania wiedzy z przytoczonej tu w przy-
ktadzie encyklopedii (DNA). RNA jest miedzy innymi odpowiedzialne za przekazywanie
informacji z DNA niezbednych w procesie tworzenia nowych biatek, funkcje regulujace
prace komorki jak np. ekspresja genow. W tematyce RNA w ostatnich latach nastepuje
wiele znaczacych odkryé. RNA pelni w komérkach o wiele wiecej funkeji niz pierwot-
nie zakladano, a badania nad réznymi jego podtypami jak na przyktad microRNA czy
siRNA sa wspoélczednie intensywnie rozwijane.

Zaréwno DNA jak i RNA sg polimerami, ktore zbudowane sa z mniejszych jednostek

17
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zwanych nukleotydami. W nukleotydach mozna wyréznié trzy czesci — zwiazki chemiczne
o konkretnych wtasciwosciach: zasade azotowa, cukier zwany rybozg lub deoksyroboza
zaleznie czy nukleotyd jest czeScia RNA czy DNA oraz grupe fosforanowa.

Zasady azotowe spotykane w nukleotydach sa pochodnymi puryny lub pirymidyny —
zwiazkéw heterocyklicznych. Same zwiazki heterocykliczne to takie, ktérych pierscienie
zbudowane sa oprécz wegla takze z atomoéw innych pierwiastkéw. Tak doktadny opis bu-
dowy zawarty w niniejszym rozdziale okaze sie przydatny w dalszej czesci pracy, kiedy
poszczegbdlne nukleotydy beda grupowane do pewnych zbioréw ze wzgledu na swoje wla-
$ciwoéci w procesach sekwencjonowania DNA. Ich wlasciwoéci biorg sie wlasnie z przed-
stawianej tutaj budowy molekularnej. Podzial ze wzgledu na zasady azotowe budujace

czed¢ struktury nukleotydu w kwasie deoksyrobonukleinowym przedstawia Rysunek 3.1:
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RYSUNEK 3.1: Zasady azotowe nukleotyddw

Kolejnym skladnikiem nukleotydéw sa cukry. W kwasach nukleinowych spotyka sie
ich dwa rodzaje: beta-d-ryboze oraz beta-d-2-deoksyryboze. W zaleznosci od rodzaju
cukru mamy doczynienia z RNA (ryboza) lub DNA (deoksyryboza). Cukry te pokazano
na Rysunku 3.2.

Trzecim skladnikiem budujacym nukleotydy sa fosforany. Wystepuja one w wielu
zwigzkach chemicznych, miedzy innymi jako monofosforany, difosforany lub trifosforany.
Nukleotydy budujace DNA i RNA zawieraja w sobie monofosforany nalezace do grupy

fosforanowej, ktorej elementy zostaly pokazane Rysunku 3.3.

Oméwione tutaj elementy sktadowe buduja 4 podstawowe nukleotydy w DNA kté-
rych typ zalezy od zasady azotowej: nukleotyd A (adenina), nukleotyd C (cytozyna),
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OH H
beta-D-ryboza beta-D-2-deoksyryboza

RYSUNEK 3.2: Cukry
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RYSUNEK 3.3: Fosforany

nukleotyd G (guanina) oraz nukleotyd T (tymina). Naczelnym tematem pracy jest ba-

danie sekwencji DNA, jednak wypada w tym miejscu nadmienié, ze réznica w budowie

molekularnej miedzy DNA a RNA jest rowniez taka, ze w tym drugim zamiast tyniny

znajduje sie inna zasada azotowa - uracyl (nukleotyd U, zbudowany na bazie pirymi-

dyny). Na Rysunku 3.4 przedstawiono przykladowo pelny schemat budowy nukleotydu

typu A czyli polaczenia zasady azotowej z cukrem (tworzacych tzw. nukleozyd) oraz

fosforanu.
H,N
N =N
QN
HO—P—0 N
I 0
OH
fosforan OHOH

adenazynomonofosforan (AMP)

RysuNEK 3.4: Nukleotyd A
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Kolejnym zagadnieniem, majacym istotne znaczenie, miedzy innymi dla sekwencjono-

wania przez hybrydyzacje, jest komplementarno$é nukleotydéw. Jak napisane zostato we
wstepie, zbudowane z dwéch tancuchéw DNA ma ksztalt tak zwanej podwdjnej helisy.
Jej konstrukcja z punktu widzenia potaczen miedzy dwoma taficuchami jest niezmiernie
prosta: jesli w pewnym miejscu znajduje sie nukleotyd A, na drugim tancuchu znajduje
sie nukleotyd T. Jesli méwimy o nukleotydzie C wtedy komplementarnym do niego jest
nukleotyd G. Komplementarnosé zalezy od rodzaju wigzania miedzy dwoma nukleoty-
dami znajdujacymi sie na dwoch niciach. Wiazania te sa na tyle silne, ze w przypadku
rozdzielenia tancuchéw beda one mogly zlaczyé sie ponownie, jesli tylko zapewnione
zostana odpowiednie warunki temperatury i zasolenia roztworu z DNA. Precyzyjniej,
wigzanie o ktérym tutaj mowa nosi nazwe wigzania wodorowego. Adenina z tyming
potaczone sa podwdjnym mostkiem wodorowym, cytozyna z guaning - potrojnym. To
rozrdznienie jest powodem przyjetego w dziedzinie badan nad DNA podziatu wiazan na
stabe (A-T) oraz silne (C-G), co réwniez ma istotne znaczenie w metodach sekwencjo-
nowania.
Drugim waznym rodzajem wigzan sa tzw. wiazania fosfodiestrowe. Takie wigzania tacza
kolejne nukleotydy w ramach jednej nici. Numerujac atomy wegla w opisanych zwiazkach
cyklicznych w wiazaniach tych biora udzial trzeci atom jednego nukleotydu oznaczany
przez 3’ (precyzyjnie: atom zwiazku heterocyklicznego nukleotydu) oraz piaty drugiego -
5’ (biorac pod uwage pewna polaczona pare nukleotydéw). Na jednym korficu pelnej nici
DNA znajduje si¢ wiec niewykorzystane wigzanie 3’, a na drugim 5’, co jest powodem
istnienia tzw. polarnoéci nici DNA. Nalezy tu takze nadmienié, ze w podwdjnej nici two-
rzacej jedna czastke DNA nici te sg skierowane w przeciwne strony z punktu widzenia
ustawienia wiazan 3’ oraz 5. Na Rysunku 3.5 przedstawiono strukture przykladowej
czasteczki DNA.

Kolejnym i ostatnim omawianym tutaj zagadnieniem jest tak zwany centralny do-
gmat biologit molekularnej opublikowany w [13, 14]. Jego implikacje nie dotycza bezpo-
$rednio metody sekwencjonowania bedacej przedmiotem niniejszej rozprawy, stanowia
jednak uzasadnienie wazno$ci zagadnienia sekwencjonowania DNA jako takiego. Trescig
centralnego dogmatu jest transfer informacji genetycznej. Dalej transfer ten pomiedzy
DNA, RNA a biatkiem nazywaé bedziemy przej$ciem. Na Rysunku 3.6 oznaczony zostal

przez zotte i zielone strzatki.

Informacje zawarte w DNA sa przepisywane w jednoniciowe RNA (w procesie trans-
krypcji przy udziale enzymu tzw. polimerazy RNA). RNA stanowi nastepnie baze do
budowy biatek w procesie translacji z udzialem rybosoméw. Poza tymi dwoma przej-
$ciami istnieje jeszcze proces tak zwanej replikacji DNA, w ktérym przy udziale enzymu
polimerazy DNA, czasteczka DNA moze sie powielié, co ma fundamentalne znaczenie

dla rozmnazania komérek i organizméw.
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RYSUNEK 3.5: Przykladowa czasteczka DNA, [31]

Te trzy przejscia / transfery informacji genetycznej wystepuja w komérkach w natu-
ralnych procesach zyciowych. Istnieja kolejne trzy, ktére moga wystapi¢ w specjalnych
okoliczno$ciach i sa to: odwrotna transkrypcja (RNA w DNA), replikacja RNA (RNA w
RNA) oraz bezposrednia translacja informacji zawartej w DNA w biatko z pominigciem
fazy transkrypcji DNA w RNA. Pierwsze dwa sposoby transferu informacji wystepuja
w wirusach, trzeci okazal sie mozliwy w badaniach laboratoryjnych z pominieciem ko-
morek organizmoéw [36], [52]. Jak dotad nigdzie w naturze nie zaobserwowano przejscia
biatek w DNA czy RNA, co wedhug centralnego dogmatu uznawane jest za niemozliwe.
Co do przejscia informacji z biatlek w biatka, mozna ostroznie powiedzieé, ze jest to ra-
czej mato prawdopodobne, aczkolwiek problem jest nierozstrzygniety. Odpowiadaja za
to biatka infekcyjne zwane prionami, co do ktorych istnieja hipotezy mowiace, ze moga
one by¢ pierwszym znanym czynnikiem infekcyjnym, ktéry dziata bez udziatu kwaséw

nukleinowych.
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RYSUNEK 3.6: Przejscia w Centralnym Dogmacie biologii molekularnej, [25]
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Sposoby sekwencjonowania DINA,
sekwencjonowanie przez

hybrydyzacje

4.1 Wybrane metody sekwencjonowania DNA

4.1.1 Metoda Sangera, sekwencjonowanie dideoxowe

Metoda ta opracowana zostata przez Fredericka Sangera, za ktora w roku 1980 otrzymat
on nagrode Nobla. Jej liczne modyfikacje sprawiaja, ze do dnia dzisiejszego jest uzywana
w procesie sekwencjonowania [46], [47].

Metoda ta wykorzystuje nukleotydy dideoksyrybonukleinowe, zwane dalej dideoksy-
nukleotydami (ddNTP). Mozliwe jest uzyskanie dideoksynukleotydu dla kazdego nukle-
otydu standardowego A, C, G, T wystepujacego w kwasie DNA. Zasadnicza réznica
pomiedzy dANTP a normalnym nukleotydem polega na posiadaniu przez te pierwsze
grupy hydrogenowej na koncu 3’ zamiast standardowej grupy -OH. Ta modyfikacja po-
woduje, ze niemozliwe staje si¢ dotaczenie kolejnego nukleotydu do nukleotydu typu
ddNTP, co konczy reakcje syntezy DNA przy ich uzyciu.

Przed rozpoczeciem sekwencjonowania DNA opisywang metodg nalezy przygotowaé
wzorzec DNA, czyli jednoniciowe DNA, ktérego kolejnoéé nukleotydéw chcemy poznac.
Do wzorca dotaczany jest starter DNA w miejscu, od ktérego chcemy zaczaé sekwen-
cjonowanie. Proces syntezy, czyli tworzenia DNA przy uzyciu wzorca jest dokonywany
niezaleznie od siebie w 4 wersjach, rézniagcych sie typem dideoksynukleotydu zawartego
w roztworze. Sktad chemiczny czterech 'probowek’ uzywanych do syntezy mozna przed-

stawié¢ nastepujaco:

23
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[u—y

. typ 7A”: 4 normalne nukleotydy, ddATP, polimeraza DNA;

\V]

. typ 7C”: 4 normalne nukleotydy, ddCTP, polimeraza DNA;
3. typ ”G”: 4 normalne nukleotydy, ddGTP, polimeraza DNA;

4. typ 717 4 normalne nukleotydy, ddTTP, polimeraza DNA.

Przyjmuje sie, ze stosunek koncentracji nukleotydow ddNTP do ich 'naturalnych’ od-
powiednikéw w roztworze to 1:100. Dzieki temu przy stosowaniu metody nie powstaje
mnoéstwo najkrétszych mozliwych fragmentéw DNA, zsyntetyzowanych wedlug danej
matrycy, konczacych sie pierwszym wystapieniem odpowiedniego typu nukleotydu, kto-
rego ’terminator’ jest w roztworze. W efekcie powstaje za to duza liczba fragmentow
DNA o réznej dhugosci, zaleznie od tego, kiedy nukleotyd ddNTP zostal doczepiony do
tancucha, konczac dalsza synteze. Z uwagi na wysokie prawdopodobienstwo btedéw, w
metodzie odrzuca sie najdtuzsze otrzymane tancuchy DNA.

Ponizszy przyktad pokazuje mozliwe wyniki reakcji syntezy w pewnej probéwce typu
G

5" -GAATGTCCTTTCTCTAAGTCCTAAG
3" -GGAGACT TACAGGAAAGAGAT TCAGGAT TCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5"

5'-GAATGTCC CTCTAAGTCCTAAGTCCTCCG
3 ' -GGAGACTTACAGGAAAGAGAT TCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5"

5" -GAATGTCC CTCTAAGTCCTAAGTCCTCCGG
3' -GGAGACTTACAGGAAAGAGAT TCAGGAT TCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5"

5'-GAATGTCC CTCTAAGTCCTAAGTCCTCCGGATG
3 ' -GGAGACTTACAGGAAAGAGAT TCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5"

5" -GAATGTCC CTCTAAGTCCTAAGTCCTCCGGATGG
3' -GGAGACTTACAGGAAAGAGAT TCAGGAT TCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5"

5'-GAATGTCC CTCTAAGTCCTAAGTCCTCCGQGATGGTACTTCTAG
3 ' -GGAGACTTACAGGAAAGAGAT TCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5"

RYSUNEK 4.1: Przyklad syntezy w metodzie Sangera

W momencie, kiedy reakcje ze wszystkich czterech probek zostaja zakoniczone, ich
produkty sa przygotowywane do elekroforezy zelowej. Zawarto$é¢ kazdej z probowek jest
umieszczana na zelu, aby oddzieli¢ od siebie fragmenty o réznych diugosciach. Uzy-
cie wysokorozdzielczej elektroforezy zelowej umozliwia oddzielenie od siebie fragmentow
rozniacych sie dlugoscig z dokladnoscig do jednego nukleotydu. Nastepnie zel jest na-
$wietlany promieniami UV lub Rontgena w zaleznosci od metody znakowania DNA z
pierwszego kroku metody, kiedy to przygotowywana byla matryca sekwencji. W tej fa-

zie mozliwe jest juz uzyskanie obrazu pokazujacego oznakowane wcze$niej nukleotydy
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ddNTP - terminatory reakcji syntezy DNA, w réznych odlegtosciach od poczatku se-
kwencji (tj. startera). Dzigki tego uzyskiwany jest autoradiogram, czyli obraz wystepo-
wania kolejnosci nukleotydéw w badanym DNA. Jego odczytanie jest koncowym krokiem
metody, dzieki czemu poznawana jest kolejno$¢ wystepowania nukleotydéw w badanej
sekwencji DNA.

4.1.2 Metoda Maxama-Gilberta

Metoda Maxama-Gilberta zostata odkryta w latach 1976-1977 przez Allana Maxama i
Waltera Gilberta [35], zwana jest takze w literaturze jako sekwencjonowanie chemiczne.
Wspblcezesnie jest to metoda rzadko stosowana gléwnie z powodu skali trudnoéci jej prze-
prowadzenia, co pociaga za soba koszty powstale w wyniku uzywania mato bezpiecznych
zwiazkéw chemicznych. Metode te trudno uzywacé do sekwencjonowania dtuzszych frag-
mentéw DNA.

Metoda ta wykorzystuje specjalnie dobrane zwigzki chemiczne do przeprowadzania
cie¢ odpowiedniego typu (G, A+G, T+C, C), dzigki czemu otrzymywane sg fragmenty
badanego DNA konczace sie odpowiednim, znanym typem nukleotydu. W przypadku
reakcji A+G oraz T+C, oprbcz oczekiwanych produktéw ciecia A i T powstaja takze
odciete fragmenty poprzez reakcje G (w A+G) i C (w T+C).

W ramach przygotowan do przeprowadzenia sekwencjonowania opisywana metoda na-
lezy przygotowaé kopie tancuchow DNA oznaczajac je markerem na koncu 5’, zazwyczaj
za pomocy radioaktywnego fosforu. Nastepnie tak przygotowane fragmenty badanego
DNA s3 wystawiane na dzialanie zwiazkéw chemicznych powodujacych dany typ ciecia
z czterech wczesniej wymienionych. W efekcie nastepuja odciecia w danych fragmen-
tach DNA, gdzie wystepowal odpowiedni dla danej reakcji typ nukleotydu. Pod koniec
eksperymentu dla wszystkich czterech reakcji otrzymujemy zbiér pocietych fragmentéw
DNA o réznej dlugosci, ktore mozna uszeregowac¢ jak w poprzednio opisanej metodzie,
za pomocy elektroforezy zelowej. Dzigki temu mozliwe jest ich 'ustawienie’ w zaleznosci
od dtugosci. Poprzez naswietlanie zelu za pomoca promieniowania rentgenowskiego uzy-
skiwany jest autoradiograf. Paski na nim pozwalajg odczytaé kolejnos¢ wystepowania
odpowiednich typéw nukleotydéw wzgledem siebie, co efektywnie prowadzi do pozna-
nia kolejnosci, czyli sekwencji nukleotydéw w DNA. Rysunek 4.2 przedstawia produkty
odpowiednich reakcji dla przyktadowego fragmentu DNA. W reakcjach A+G oraz T+C
podkreslone zostaty produkty cieé, odpowiednio G oraz C. Poréwnujac te zbiory z pro-
duktami ”czystych” reakcji typu G i C (pierwsza i ostatnia na rysunku) mozliwe jest

ustalenie produktéw cigé¢ A oraz T.

Gléwna réznica pomiedzy metoda Sangera a metoda Maxama-Grahama polega na

tym, ze w przypadku tej pierwszy DNA jest syntetyzowane przy uzyciu odpowiedniego
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5-ATTGACTTAGCC -3

Reakcja G Reakcja

ATTGAC
ATTGACTTA
ATT

A+G Reakcja T+C Reakcja C

T TGACT TAGCC

RYSUNEK 4.2: Przyklad cig¢ w metodzie Maxama-Gilberta

wzorca DNA, natomiast w przypadku opisywanej metody DNA jest przycinane w da-
nych fragmentach, gdzie wystepuje nukleotyd zwiazany z odpowiednim typem reakcji
tnacej. Obie metody maja zasadnicza wade ujawniajaca si¢ przy odczycie pocigtych
sekwencji. Fragmenty DNA, w ktorych wystepuje duza liczba powtérzen tego samego
nukleotydu sa trudne do odczytania z uwagi na problem okreslenia precyzyjnej liczby
takich powtarzajacych sie nukleotydéw, zanim pojawi si¢ za nimi nukleotyd innego typu.
Problem duzej liczby powtérzen tego samego nukleotydu w sekwencji DNA nie dotyczy
tylko opisanych tutaj dwoch metod. Pojawia sie on nawet w najnowszych podejsciach

do sekwencjonowania.

4.1.3 Pirosekwencjonowanie, 454

Jest to metoda sekwencjonowania DNA bazujaca na sekwencjonowaniu przez synteze,
tak jak opisana wczesniej metoda Sangera. W pirosekwencjonowaniu jednak nie poréw-
nuje sie dlugosci zbudowanych fragmentow przez elektroforeze zelowa i autoradiogram,
lecz wykrywany jest sam moment dotaczenia kolejnego nukleotydu do sekwencji w czasie
jej konstruowania wedlug wzorca badanego DNA [34, 54]. W metodzie Sangera wykry-
wany jest dideoksynukleotyd koniczacy budowana sekwencje. W metodzie pirosekwen-
cjonowania wykrywane sg pirofosforany wyzwalane w reakcji dotaczania ”nukleotydéw”
(precyzyjniej: trifosforanéw deoksynukleotydéw) do budowanej sekwencji.

Jednym z przykladéw uzycia tego podejscia jest jego zastosowanie w sekwenatorach
DNA firmy 454 Life Science. W procesie wstepnym badane DNA jest ciete na czesci a
nastepnie dotaczane do tak zwanych koralikowych ptaszczy streptawidynowych. Jedno-
niciowy wzorzec DNA (single-stranded template of DNA, sstDNA) jest unieruchamiany
na wspomnianym koraliku, a nastepnie calo$¢ poddawana jest reakcji PCR do wytwo-
rzenia na nim kopii wzorca.

Koraliki te (kazdy zawierajacy kopie innego fragmentu pocietego DNA) sa nastepnie
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umieszczane w tak zwanych studniach na specjalnym urzadzeniu. W czasie trwania eks-
perymentu dostarczane sa cyklicznie wszystkie nukleotydy potrzebne do syntezy DNA
wedlug danego w studni wzorca. Jednym z enzyméw katalizujacych opisywang reakcje
jest lucyferaza znana ze zjawiska bioluminescencji. Dzieki temu w momencie dotacze-
nia odpowiedniego nukleotydu do syntetyzowanej wedtug wzorca sekwencji na koraliku,
specjalna kamera jest w stanie wykry¢ dane dotaczenie, rejestrujac je i zapisujac, dzieki
czemu mozliwe staje sie odczytanie sekwencji DNA. Poniewaz kolejne nukleotydy sa
dostarczane cyklicznie, w danym kroku reakcja syntezy moze by¢ jednoznacznie ziden-

tyfikowana, tj. nukleotyd, ktory w danym koraliku ja spowodowal.

4.1.4 Sekwenator firmy Illumina/Solexa

Metoda sekwencjonowania zastosowana w sekwenatorze firmy Illumina to w ogdlno-
$ci sekwencjonowanie przez synteze. Na specjalnie przygotowanej plytce umieszczane
sa jednoniciowe fragmenty DNA, ktére nastepnie sa zaginane w mostek. Mostek ten
jest przyltaczony do powierzchni za pomocy przygotowanych starteréw dotaczonych do
fragmentéw DNA. Nastepnie nastepuje powielanie fragmentéw DNA w celu otrzymania
takiej ich liczby w klastrach (grupach) dwuniciowych fragmentéw DNA, ktéra umozliwi
otrzymanie sygnalu o odpowiedniej sile w dalszej fazie sekwencjonowania. Sita sygnatu
jest istotng kwestia, kiedy nastepowaé bedzie dobudowywanie sekwencji komplementar-
nych do tych dotaczonych juz do powierzchni. Dobudowanie to musi zostaé¢ poprawnie
zarejestrowane przez odpowiednie kamery sekwenatora. Sam proces sekwencjonowania,
czyli odczytywania fragmentéw DNA w sekwenatorze odbywa sie w kolejno nastepuja-
cych po sobie fazach. W kazdej fazie na powierzchnie z fragmentami DNA doprowadzany
jest roztwoér wszystkich czterech nukleotydéw, z czego kazdy z nich ma dolaczony od-
powiedni znacznik, zalezny od rodzaju nukleotydu. Dzieki zastosowaniu znacznikow, w
momencie, w ktérym nukleotyd danego typu dotacza sie do przyczepionego na plytce
DNA budujac fragment komplementarny, zdarzenie takie jest wykrywane w czasie foto-
grafowania ptytki. Nastepnie wprowadzany jest zwiazek chemiczny wymywajacy uzyte
znaczniki. Po tym nastepuje kolejna faza wprowadzania roztworu nukleotydéw, w ktorej
dobudowywane one sg do klastréw nici DNA. W momencie, w ktérym nastepuje przy-
laczanie odpowiednich nukleotydéw w klastrach, tworzone sa kolejne fotografie. Zawie-
raja one obraz identyfikujacy konkretne nukleotydy w danych klastrach. Zbiér fotografii
rejestrujacych synteze z kolejnych faz, pozwala odtwarza¢ badane sekwencje DNA w

sekwenatorze [32].
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4.2 Sekwencjonowanie przez hybrydyzacje - opis metody

oraz wybrane podejsScia do problemu

4.2.1 Podejscie klasyczne

Klasyczne sekwencjonowanie przez hybrydyzacje zostalo przedstawione pod koniec lat
80tych, w pracach [1, 16, 27, 39]. Metoda ta wykorzystuje komplementarno$¢ nukleoty-
déw budujacych podwdjng helise DNA. Jak zostato juz opisane w rozdziale dotyczacym
zagadnien biochemicznych, cztery nukleotydy: A, C, G oraz T budujace DNA laczg dwie
jego nici tylko poprzez pary A-T oraz C-G. Jezeli na przyklad w jednej nici znajduje
sie nukleotyd A, po drugiej stronie polaczy¢ sie on moze tylko z nukleotydem T (oraz
odwrotnie, T z A). Ta cecha charakterystyczna DNA stoi za niemal calym podej$ciem
sekwencjonowania przez hybrydyzacje. Metoda sekwencjonowania przez hybrydyzacje w
ogblnodci sktada sie z dwéch faz: fazy biochemicznej oraz obliczeniowej. W fazie bio-
chemicznej wykorzystuje sie tak zwany chip DNA specjalnie przygotowany do ekspery-
mentu, aby w procesie dotaczania don sklonowanych jednoniciowych fragmentéw DNA
mozliwe bylo wykrycie jakie I-mery (oligonukleotydy o pewnej ustalonej dlugosci) two-
rzg analizowane DNA. Sg one péZniej zawarte w tak zwanym spektrum DNA.

Chip DNA mozna sobie wyobrazi¢ jako pewna powierzchnie, na ktérej w wydzielonych
sektorach (ktére dalej beda okreslane jako sondy) znajduja sie oligonukleotydy. Oligonu-
kleotydem nazywamy pewna niewielka jednoniciowa sekwencje, zazwyczaj o dtugosci od
kilku do kilkunastu nukleotydéw. W podejsciu klasycznym w jednej sondzie znajduje si¢
jeden, konkretny typ oligonukleotydu. Jest on powielony w wielu kopiach, aby zapewni¢
odpowiednia site sygnatu hybrydyzacyjnego.

W czysto klasycznym podejéciu chip DNA zawiera wszystkie oligonukleotydy o wy-
znaczonej dtugosci . Jezeli na przyklad przyjmiemy, ze | = 10, wtedy liczba wszystkich
mozliwych oligonukleotydéw wynosi 4! = 1048576. Tyle tez sond na swojej powierzchni
musi zawieraé¢ wtedy klasyczny chip DNA.

W eksperymencie hybrydyzacyjnym sklonowane kopie jednoniciowego badanego DNA
sg doprowadzane na powierzchnie chipu. Jezeli sonda sktada sie¢ z oligonukleotydow,
ktore sa w pelni komplementarne do jakiegos fragmentu badanego DNA, nastepuje hy-
brydyzacja, tj. polaczenie jednoniciowego DNA z dang sonda. Po takim eksperymencie
biochemicznym sondy, ktére hybrydyzowaly z DNA tworza tak zwane spektrum DNA.
Przyjmuje sie, ze spektrum zawiera tylko komplementarne do sond podlancuchy DNA.
Dzieki takiemu podejéciu mozna je takze potraktowac jako zbiér wszystkich podciggdéw
pewnej dtugosci tworzacych badane DNA.

W tym miejscu nalezy zwréci¢ uwage na problem bledéw hybrydyzacji. Moga one by¢
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w ogolnosci dwojakiego rodzaju, z czego jeden z nich dzieli sie dalej ze wzgledu na zro-
dto swego pochodzenia. Bledy pozytywne hybrydyzacji to dodatkowe, falszywe elementy
spektrum, czyli podtancuchy, ktore w rzeczywistosci nie wystepuja w badanym DNA.
W wyniku niedoskonatosci metody biochemicznej moze zajs¢é czedciowa hybrydyzacja
z sondami, ktére teoretycznie hybrydyzowaé nie powinny. Takze intensywnosé sygnatu
sondy moze powodowaé fatszywe odczyty a co za tym idzie wystapienie falszywych nad-
miarowych elementow w spektrum. Ten rodzaj bltedow jest uzalezniony od technologii
wykorzystywanej w eksperymencie hybrydyzacyjnym. Poprzez udoskonalanie tego pro-
cesu mozna wplywacé na ich minimalizacje w spektrum

Drugim rodzajem btedéw sa bledy negatywne. Jak mozna sie domy$li¢ stanowia one
przeciwienstwo btedéw pozytywnych - brak pewnych elementéw w spektrum DNA, czyli
brak pewnych tancuchéw, ktére w rzeczywistosci stanowia czesé badanego DNA. Ten ro-
dzaj btedéw moze mie¢ dwojakie pochodzenie, z czego jedno z nich nie moze by¢ niestety
nigdy wykluczone. Pierwszym zZrédlem tych bledéw moze by¢, jak poprzednio, niedo-
skonatos¢ samego technicznego procesu fazy biochemicznej sekwencjonowania przez hy-
brydyzacje. Teoretycznie mogtby by¢ on wyeliminowany, tak jak opisano powyzej, czyli
poprzez udoskonalanie technologii wykonywania eksperymentu hybrydyzacyjnego. Nie-
stety, jest tez drugie Zrédlo tego rodzaju bledéw, wynikajace z mozliwej budowy samego
analizowanego DNA. Jezeli w badanej sekwencji znajduja sie identyczne podtancuchy o
dhugosci I, lecz w réznych miejscach nici DNA| przylacza sie one do tej samej sondy w
fazie biochemicznej, jednak precyzyjna informacja ile razy to nastapito jest niedostepna.
Mozliwe jest okreslenie z pewnym prawdopodobienstwem czy podtancuch DNA wyste-
puje w nim raz czy wiecej niz raz, ale generalnie przyjmuje si¢, ze informacja z chipu
pozostaje binarna: hybrydyzacja nastapilta lub nie. Z tego powodu bledy negatywne nie
sa nigdy catkowicie mozliwe do wyeliminowania.

Majac do dyspozycji dane w postaci spektrum DNA mozna odtworzyé¢ badane DNA
uzywajac odpowiednich algorytméw, co ma miejsce w drugiej fazie metody sekwencjo-
nowania przez hybrydyzacje - w fazie obliczeniowej. Obecno$¢ btedéw hybrydyzacji w
spektrum sprawia, ze sam problem obliczeniowy jest trudny. Kolejnym problemem sa roz-
wigzania niejednoznaczne. Dla instancji odpowiedniego problemu kombinatorycznego, z
badanym DNA o dtugosci n oraz [ jako dtugosci ciggéw w spektrum, moze istnie¢ wiecej
niz jedno rozwiazanie dopuszczalne. Algorytm zwraca wtedy wiecej niz jedna sekwencje
DNA, przy czym nie jest mozliwe okreslenie, ktéra z nich jest ta prawidtowa, ktéra brata

udzial w eksperymencie hybrydyzacyjnym fazy biochemicznej SBH.
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4.2.2 Izotermiczne sekwencjonowanie przez hybrydyzacje

Istnieje wiele odmian metody sekwencjonowania przez hybrydyzacje, ktére w przeciwien-
stwie do swojej wersji klasycznej nie wymagaja uzywania wszystkich oligonukleotydéw o
ustalonej wczesniej dhugosci. Jednym z nich jest izotermiczne SBH, gdzie brana jest pod
uwage temperatura duplekséw C/G oraz A/T [6], [8], [5], [21]. Jak wspomniano wcze-
$niej, jednym z gtéwnych powoddow ztozonosci obliczeniowej opisywanej metody sg btedy
hybrydyzacji. Czesci z nich nie daje si¢ uniknaé, jak na przyktad btedéw negatywnych
wynikajacych z powtérzen, jednak inne mogag byé zredukowane poprzez odpowiednie
podejscia do procesu hybrydyzacji. Jakos¢é reakcji zachodzacych w procesie hybrydyza-
cyjnym jest zalezna od rodzaju nukleotydéw budujacych podiancuchy DNA. Wiazania
miedzy nukleotydami C/G sa ogdlnie stabilniejsze niz wiazania A /T, co zostalo juz wy-
jasnione w rozdziale dotyczacym zagadnien biochemicznych zwiazanych z budowa DNA.
Podejscie izotermiczne wykorzystuje oligonukleotydy, w ktérych stata jest nie dtugosé,
lecz pewien parametr temperatury topnienia dla catego oligonukleotydu. Biblioteka izo-
termiczna sklada sie wiec ze wszystkich oligonukleotydéw o pewnej temperaturze T, na
ktorag w danym dupleksie sktadaja sie sumy stopni wszystkich tworzacych go par nukle-
otydéw. Przyjeto model, w ktérym pary nukleotydéw A /T dodaja 2 stopnie do lacznej
temperatury topnienia dupleksu, pary C/G natomiast dodaja 4 stopnie. Bez wchodzenia
w szczegbly mozna przyjaé zalozenie, ze sekwencje DNA zawsze mozna odtworzyé na
podstawie spektrum otrzymanego przy wykorzystaniu dwéch bibliotek izotermicznych
rozniacych sie o temperatura o 2 stopnie Celsjusza. Podejécie to okazalo skuteczniejsze
od klasycznego, szczegdlnie w przypadku wystepowania w spektrum bledéw negatyw-

nych.

4.2.3 Specyficzny dobdr oligonukleotydéw na chipie DNA

Innym sposobem podejécia do nieklasycznego SBH jest uzywanie tylko wybranych oli-
gonukleotydéw do bibliotek tworzacych chipy DNA [18]. W tym podejsciu wybér odpo-
wiednich oligonukleotydéw do sond chipu bazuje na wiedzy jaki rodzaj genu czy chromo-
somu bedzie poddawany hybrydyzacji. Dzicki temu mozliwe jest opracowaniu relatywnie
dlugich oligonukleotydéw (miedzy 10 a 30 par zasad), ktére nastepnie znajda si¢ na po-
wierzchni chipu. W zaleznosci od rodzaju badanego DNA odrzucany jest duzy podzbiér
oligonukleotydéw, co oznacza, ze nie beda one braly udzialu w procesie hybrydyzacji. Ta
metoda sprawdza sie bardzo dobrze przy sekwencjonowaniu lancuchéw DNA, co do kto-
rych istnieje pewna wiedza poczatkowa o ich budowie. Dzigki temu zapewniona jest duza
precyzja procesu hybrydyzacji a co za tym idzie bardzo duza efektywnosé¢ czesci oblicze-

niowej oraz wysoka jakos¢ otrzymywanych rozwigzan - sekwencjonowanych tancuchéw
DNA.
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4.2.4 Sekwencjonowanie wielofazowe

Kolejnym podejéciem do sekwencjonowania przez hybrydyzacje sa tak zwane protokoly
interaktywne funkcjonujace tez pod nazwa sekwencjonowania w rundach [22, 33, 49]. Po-
myst polega tutaj na przeprowadzaniu hybrydyzacji w kolejnych fazach, gdzie poczawszy
od drugiej, przygotowanie kolejnej fazy odbywa sie na podstawie danych uzyskanych z
przeprowadzenia fazy poprzedniej. Chodzi tutaj przede wszystkim o konstrukcje odpo-
wiednich oligonukleotydéw w sondach mikromacierzy DNA. W artykule [33] przedsta-
wiajacym takie podejécie autorzy prezentuja wyniki eksperymentéw, ktére dowodza, ze
suma sond zaprojektowanych w kolejnych rundach jest znaczaco nizsza niz ich liczba
potrzebna do przeprowadzenia eksperymentu w jednym podejéciu klasycznym. Autorzy
przedstawiaja takze algorytmy zaprojektowane do takiego podejscia do SBH oraz wy-
niki ich wykorzystania. Praca bazuje miedzy innymi na opisie problemu rekonstrukcji
superciagu w rundach na podstawie danych uzyskanych z zapytan dotyczacych jego pod-
ciagéw, ktéry to problem zostal przedstawiony w [48].

Dalszy postep w tym podejsciu zostal przedstawiony w pracy [22]. Gléwna teza sta-
wiana przez autoréw jest taka, ze z wysokim prawdopodobienstwem cigg DNA o dtugosci
s pochodzacy ze zbioru n ciagdw, moze by¢ z sukcesem odtworzony w siedmiu fazach
hybrydyzacji, w ktérych w kazdej z nich chip uzyty do eksperymentu zawieraé¢ bedzie nie
wiecej niz O(n) podciagéw. Kolejnym rozwinieciem metody jest artykul z 2003 roku [49],
w ktérym przedstawione jest podejscie rekonstruujace dany ciag poprzez przeprowadza-
nie kolejnych faz zapytan, bazujacych na ogélnym pytaniu ”czy podciag A wystepuje w
(badanym) S77.

Pomyst sekwencjonowania DNA w kolejnych fazach hybrydyzacji przedstawiony zo-
stal réwniez w pracy [5], w ktérej potaczono pomyst wielu rund hybrydyzacji z uzyciem
izotermicznych bibliotek oligonukleotydéw. To polaczenie okazalo sie skuteczniejsze niz
obie metody stosowane osobno, przede wszystkim w kontekScie problemu, w ktérym

wystepuja bledy hybrydyzacji.

4.2.5 Dodatkowa informacja o lokalizacji

Ciekawa i efektywna odmiana metody SBH przedstawiona zostala w pracach [2, 24, 56],
w ktorych badany byt wariant problemu, gdzie z kazdym elementem spektrum zwiazana
jest przyblizona informacja o jego lokalizacji w oryginalnej badanej sekwencji DNA. W
pracy [24] udowodniona zostala NP-zupelno$¢ problemu znajdowania tzw. pozycyjnej
Sciezki Fulera w grafie, gdzie potozenie kazdej krawedzi jest dane jako staly zakres pozycji
w calym rozwigzaniu. Przedstawiono réwniez algorytmy rozwiazujace problem sekwen-

cjonowania z wykorzystaniem takiej informacji. W pracy [2] z roku 2001 przedstawiony
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zostal algorytm rozwigzujacy problem sekwencjonowania przez hybrydyzacje z informa-
c¢ja o potozeniu, w formie maksymalnie trzech dozwolonych lokalizacji kazdego elementu
Sciezki. W ostatnim z przytoczonych na wstepie artykuléw ([56]), przedstawiony zostal
model pozycyjnego SBH uwzgledniajacy btedy hybrydyzacji, zaréwno pozytywne jak i

negatywne.

4.2.6 Sekwencjonowanie rownoleglte wielu podtancuchéw DNA

W kontekscie liczby btedow hybrydyzacji, istnieje zaleznos¢ miedzy dlugoscia DNA n
oraz dlugoécia uzywanych w procesie sekwencjonowania oligonukleotydow [, ktérej bez-
posrednim skutkiem jest jako$¢ otrzymanego rozwiazania. Mozliwe jest jednak 'pociecie’
DNA przed eksperymentem, aby méc efektywnie wykorzystywaé do hybrydyzacji oligo-
nukleotydy o niewielkiej dtugosci, np. rzedu 5 par zasad. Istnieje wiele réznych wersji
tego podejécia. Ogdlna zasada polega na podzieleniu badanego DNA na fragmenty o
wielkosci rzedu 200-300 par zasad, aby do hybrydyzacji mogly by¢ uzywane oligonukle-
otydy o niewielkiej dtugosci. Jedna z najnowszych metod [29] uzywajaca tego podejscia
polega na przyczepianiu pocietych fragmentéw DNA do pewnej powierzchni, a nastepnie
hybrydyzacji przy uzyciu oznakowanych oligonukleotydéw (pentameréw w opisywanym
przykladzie). Dzieki temu mozliwe jest otrzymanie informacji o przylaczeniu danego
konkretnego pentameru do kazdego unieruchomionego tancucha DNA. Proces ten jest
wykonywany cyklicznie i réwnolegle na wszystkich fragmentach, jego koncowym efek-
tem jest zestaw spektr, dzieki ktérym mozliwa jest rekonstrukcja kazdego z fragmentéw

DNA, a nastepnie odtworzenie calej sekwencji.

4.2.7 Sekwencjonowanie z informacja o powtoérzeniach

Bledy negatywne moga wynikaé¢ nie tylko z niedoskonatosci procesu hybrydyzacji, lecz
takze z powodu powtorzen w sekwencji DNA. Tego rodzaju btedéw nie mozna unik-
naé¢ w klasycznej wersji metody sekwencjonowania przez hybrydyzacje. Prowadzone sa
jednak badania nad mozliwo$ciami wykrywania tego rodzaju bledéw [19], [28]. Wplyw
dodatkowej wiedzy - o liczbie powtoérzen, jest ciekawym zagadnieniem, ktére réwniez
jest analizowane. W artykule [28] opisane zostaly badania, w ktérych zalozono posia-
danie wiedzy o tym, czy dana sonda hybrydyzowala zawsze z tym samym fragmentem
badanego DNA, czy z wieloma, majacymi w sekwencji badanej rézne polozenie. Nawet
taka czeSciowa wiedza o powtdrzeniach ma wplyw na jakosé rozwiazan zwracanych przez
algorytmy dla problemu SBH, co w zacytowanej pracy zostalo pokazane na podstawie

wynikow przeprowadzonych eksperymentéw obliczeniowych.
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4.2.8 Podejscia algorytmiczne do klasycznej odmiany SBH

Wiele opisanych tutaj modyfikacji oryginalnej metody sekwencjonowania przez hybrydy-
zacje dotyczy zmian w sposobie przeprowadzania eksperymentu hybrydyzacyjnego, np.
poprzez dodatkowe eksperymenty, ktérych celem jest otrzymanie nowych danych pomoc-
nych w optymalnej rekonstrukcji analizowanej sekwencji. Istnieje jednak wiele publikacji
koncentrujacych sie na opracowywaniu i badaniu charakterystyk algorytméw odtwarza-
jacych DNA ze spektrum. Prace te koncentrujg sie na réznych wariantach algorytméw
radzacych sobie z wystepowaniem w spektrum bledéw hybrydyzacji obu typow. Sa to
algorytmy przyblizone, poniewaz przestrzen rozwiazan w przypadku problemu SBH z
bledami jest zbyt wielka, aby rozwazaé¢ algorytm dokladny jako realistyczne podejscie.
Z uwagi na iloé¢ prac tylko kilka zostanie tutaj przytoczonych, prezentujacych jednak
ciekawe podejscia do obliczeniowej czeéci metody SBH.

W pracy [7] problem sekwencjonowania przez hybrydyzacje zostal okreslony jako wa-
riant problemu komiwojazera. Zaproponowany zostal tam algorytm, zdolny radzié sobie
z btedami negatywnymi oraz pozytywnymi w spektrum. W artykule zaprezentowano wy-
niki testow dla bardzo réznych wariantéw wystepowania tych btedow, takze w uwzgled-
nieniem btedéw negatywnych wynikajacych z powtérzen.

Artykut [55] opisuje algorytm radzacy sobie z obydwoma rodzajami bledéw. Dla zba-
danych sekwencji DNA (pobranych z bazy danych GenBank) zaproponowany algorytm
wykazuje znaczna skuteczno$é¢ w przypadku nawet duzej liczby btedéw pozytywnych oraz
przy wystepowaniu (nawet razem z pozytywnymi) podtypu bledéw negatywnych wyni-
kajacych z powtorzen podsekwencji o dtugosci oligonukleotydéow w testowanym DNA.
W artykule [37] autorzy proponuja algorytm akceptacji progu (ang. Threshold Accep-
ting, TA) bedacy modyfikacja podejscia Simulated Annealing, (SA) do rozwiazania
problemu asymetrycznego problemu komiwojazera. Zanim jednak algorytm rozpocznie
prace, nad danym spektrum DNA stosowana jest interesujaca procedura, majaca na
celu usunieciu jak najwiekszej czedci bledéw pozytywnych. Elementy idealnego spek-
trum DNA sa ze soba powigzane w ten sposob, ze kazdy element poza poczatkowym
i koncowym (sekwencji) naklada sie maksymalnie na dlugosci | — 1 z dwoma innymi
elementami spektrum. W przypadku btedéw negatywnych i pozytywnych jest to zabu-
rzone, jednak mozliwe jest testowanie kazdego elementu w jakim stopniu jego obecno$é w
spektrum moze by¢ ”zweryfikowana” poprzez stopien natozenia z innymi elementami. W
ten sposéb eliminowane sg elementy nakladajace sie na inne w spektrum w minimalnym
przyjetym (odgérnie) stopniu - charakterystyka ta pasuje do bledéw pozytywnych, czyli
falszywych elementéw nie bedacych w rzeczywistosci czesciag badanej sekwencji DNA.

W pracy [17] zaproponowano algorytm genetyczny przy sformutowaniu problemu SBH

jako wersji problemu komiwojazera. Algorytm ten, czego dowodza wyniki prezentowane
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w artykule, dobrze radzi sobie ze spektrami DNA obcigzonymi obecnoscia btedéw hybry-
dyzacji. W pracy przedstawiono réwniez pomyst czyszczenia spektrum poprzez redukcje
bledéw pozytywnych jako elementéw, ktére mozna zidentyfikowaé jako niepasujace (w
czedei) do reszty spektrum. Wyniki przedstawiaja efektywnosé podejécia zaréwno przy
zastosowaniu jak i niestosowaniu tego procesu.

Jeszcze innym podejéciem do rozwiazywania problemu SBH jest zastosowanie podej-
Scia nazwanego Ant Colony Optimization [11]. Algorytm ten bazuje na pracy z roku
2004 [15] i jest wykorzystany w procesie odtwarzania sekwencji DNA ze spektrum. Jest
to algorytm stochastycznego przeszukiwania, ktory iteracyjnie w kolejnym kroku bu-
duje rozwiazanie bazujace na tak zwanym modelu feromonowym. Model ten jest zbio-
rem wartosci numerycznych bedacym odzwierciedleniem aktualnej wiedzy algorytmu w
jaki sposéb budowaé rozwiagzania w kolejnych iteracjach. Po kazdej z nich wybierane
sa najlepsze rozwiazania, ktoére nastepnie stuza do uaktualniania modelu. W kolejnych
iteracjach jest to powtarzane w celu ulepszania sposobu konstrukeji rozwigzania. Algo-
rytm jest w stanie rekonstruowac¢ dtugie sekwencje DNA w oparciu o spektrum, z dosé
wysokim wspotczynnikiem podobienstwa wzgledem sekwencji badanej w danym ekspe-
rymencie SBH.

Algorytmy tutaj przedstawione stanowig przyktad ciaglego rozwoju metodologii se-
kwencjonowania w oparciu o podejécie SBH. Sg to tylko wybrane przyktady pokazujace
ciagly rozwdj tej metody, nawet w obliczu tak powaznej alternatywy jaka stanowia no-

woczesne sekwenatory DNA.

4.2.9 Uniwersalne nukleotydy w metodzie SBH

Zaproponowane w niniejszej rozprawie algorytmy bazuja na chipach DNA z pracy [40],
w ktorej do konstrukcji oligonukleotydéw w sondach tychze chipéw uzyto idei nukle-
otydu uniwersalnego. Doktadny opis chipéw i konsekwencji ich uzycia zostanie szczego-
towo przedstawiony w dalszej czesci pracy. W biezacym podrozdziale w skrécie zostang
przedstawione prace réznych autoréw, bazujace na pomysle uzycia tzw. nukleotyddw
uniwersalnych do tworzenia sond chipu DNA.

W poprzednich podrozdziatach opisujacych rézne podejécia do metody SBH sto-
sowana byta podstawowa zasada, w my$l ktorej w jednej sondzie chipu znajduje sie
konkretny typ oligonukleotydu. Liczba wszystkich réznych oligonukleotydéw o dtugosci
! = 10 wymaga ponad miliona sond. W literaturze po$wieconej sekwencjonowaniu przez
hybrydyzacje nie spotyka sie prac postulujacych zwiekszanie tej ilosci w podejsciu kla-
sycznym do SBH.
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Po opublikowaniu klasycznej odmiany SBH, zaczeto zadawaé sobie pytanie o mozli-
wosci uzyskania oligonukleotydow, w ktorych jeden lub kilka nukleotydow zostatoby za-
stapionych innym zwigzkiem chemicznym. Zwiazek taki symulowalby nukleotyd majacy
wlasciwo$¢ komplementarnosci do wszystkich nukleotydéw naturalnych. W literaturze
spotyka sie okreslenie tzw. nukleotydu uniwersalnego (ang. universal base). Sonda za-
wierajaca takie oligonukleotydy (tj. majace w sobie nukleotydy uniwersalne) mogtaby
hybrydyzowaé do wielu réznych fragmentéw DNA. Znajac jednak dokladne wlasciwo-
$ci takiego zwigzku mozna okresli¢ zbior oligonukleotydéw komplementarnych do sondy.
Innym przypadkiem jest zwiazek chemiczny wykazujacy wlasciwo$é komplementarnosci
w stosunku do wiecej niz jednego naturalnego nukleotydu, lecz nie do wszystkich. W li-
teraturze spotyka sie wtedy nazwe nukleotydu zdegenerowanego (ang. degenerate base).
Od czasu pierwszych pomystéw i propozycji uptyneto juz sporo czasu, a nukleotydy, o
ktorych mowa istnieja i sa uzywane w réznych badaniach, o czym $wiadcza publikacje
jak na przyklad [30], [58], [3] w ktérych zespoly naukowcéw proponuja rézne zwiazki
chemiczne jako nukleotydy uniwersalne. Kolejne prace warte wymienienia to [57], [23],
[50], w ktorych opisywane sa wlasciwosci proponowanych zwiazkéw chemicznych, a takze
ich wplyw na rézne procesy chemiczne, w tym hybrydyzacje stosowana w metodzie SBH.

Wtasciwosci opisanych nukleotydéw moga byé symulowane takze poprzez umieszcza-
nie w jednej sondzie zbioru réznych oligonukleotydéw. Jesli na przykltad przyjmiemy, ze
w opisie sondy jeden nukleotyd ma by¢ uniwersalny, tj. komplementarny do wszystkich
czterech podstawowych, mozna to osiagnaé takze poprzez umieszczenie w sondzie czte-
rech réznych wersji oligonukleotydéw. Kazda wersja zawiera wtedy zamiast nukleotydu
uniwersalnego jeden z nukleotydéw naturalnych.

Opisane tu podejscia majg swoje wady i zalety. Umieszczanie roznych wersji oligonu-
kleotydéw w jednej sondzie ma te zalete nad uzyciem nukleotydéw uniwersalnych, ze sa
one naturalne przez co ich uzyskanie je tatwiejsze. Nukleotydy uniwersalne sg zwiazkami
réznymi od nukleotydéw standardowych, co ma wptyw na caloéé reakcji chemicznych w
procesie hybrydyzacji. Wada jednak uzywania wielu réznych oligonukleotydéw w jednej
sondzie jest ostabianie sity sygnatu sondy po hybrydyzacji. Im wiecej réznych oligonukle-
otydéw, tym trudniejsze moze by¢ wykrycie hybrydyzacji tylko jednego z nich. Z drugiej
strony, do takiej sondy hybrydyzowaé¢ moze (lecz nie musi) wiecej réznych podtancuchéw
sekwencji DNA. Badania nad réznymi podejsciami w sferze zastosowan dla metody SBH
sa prowadzone, czego przykladem moga by¢ publikacje [41], [42], [43], [44], [51].

7 punktu widzenia algorytmoéw opisanych w niniejszej rozprawie, realizacja bioche-
miczna idei nukleotydu uniwersalnego nie ma znaczenia - czy to poprzez jeden zwiazek
chemiczny, czy przez uzycie zbioru oligonukleotydéw w jednej sondzie. Dane wejsciowe
dla algorytmoéw stanowi nieklasyczne spektrum, w ktérym cze$é lub wszystkie jego ele-
menty traktowane sg jako ciagi znakéw zbudowane nad pewnym alfabetem. Niektore

znaki tego alfabetu sa traktowane jako opisane tutaj nukleotydy rézne od naturalnych,
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lecz sposob realizacji fazy biochemicznej SBH, ktéra doprowadzita do powstanie spek-

trum, nie jest dla algorytmu istotny.



Rozdziat 5

Gapped Chip

5.1 Wstep

Trescia niniejszego rozdziatu beda problemy zwiagzane z sekwencjonowaniem przy uzyciu
chipu typu Gapped oraz zaproponowany algorytm, rozwiazujacy problem sekwencjono-
wania na bazie spektrum z bltedami hybrydyzacji. Jak wspomniano juz na wstepie ni-
niejszej rozprawy, zaproponowane w niej algorytmy bazuja na konstrukcji chipéw DNA,
zawarte] w artykule z 1994 roku, autorstwa Pavla Pevznera i Roberta Lipshutza [40].
Trzy nieklasyczne projekty budowy chipow DNA stuzacych do sekwencjonowania przez
hybrydyzacje zostaly przedstawione w cytowanym artykule i sa to odpowiednio: Gap-
ped Chip, Alternating Chip oraz Binary Chip. Ten i nastepne dwa rozdzialy niniejszej
rozprawy poswiecone sa badaniu ztozonosci problemu SBH z udzialem tych chipéw, a
takze dokladnemu opisowi algorytméw do sekwencjonowania opracowanych specjalnie
dla tychze chipéw. Do tej pory w literaturze naukowej nie pojawity sie algorytmy zdolne
praktycznie wykorzystywac¢ spektrum z powyzszych chipow.

W niniejszym rozdziale przedstawiony zostanie opis chipu nieklasycznego typu Gap-
ped. Przedstawiona zostanie jego pelna charakterystyka, problemy kombinatoryczne
zwigzane z sekwencjonowaniem za jego pomocg oraz zagadnienie ich ztozonoéci obli-
czeniowej. W ostatnim podrozdziale przedstawiony zostanie opracowany algorytm dla
chipu typu Gapped, zdolny radzi¢ sobie z problemem sekwencjonowania DNA, zaréwno
przy wystepowaniu bledéw negatywnych hybrydyzacji, bledéw pozytywnych oraz obu

tych typoéw bledéw jednocze$nie w spektrum.

37
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5.2 Konstrukcja i charakterystyka chipu typu Gapped

W odniesieniu do podejscia klasycznego, rozpatrywane tutaj podejécie nieklasyczne rézni
sig przede wszystkim liczba oligonukleotydéw w jednej sondzie chipu DNA. Jak opisano
w poprzednim rozdziale, w podejéciu klasycznym sonde tworzy tylko jeden rodzaj oli-
gonukleotydu. W omawianym tutaj podejsciu sonda opisywana jest pewnym wzorem,
okredlajacym zbior typow oligonukleotydow, ktory jest w niej zawarty. Gapped Chip
bedacy gtéwnym tematem tego rozdziatu, wykorzystuje dodatkowy znak X ponad stan-
dardowy 4-literowy alfabet {A, C, G, T} reprezentujacy cztery naturalne nukleotydy
DNA. Ta litera jest pewnym ”symbolem uniwersalnym”. Oznacza to, ze nalezy ja trak-
towa¢ jako komplementarna do dowolnego nukleotydu ze zbioru {A, C, G, T}. Innymi
stowy reprezentuje ona nukleotyd uniwersalny opisany w poprzednim rozdziale rozprawy.

Chip typu Gapped sktada sie z dwdch czesci - klasycznej oraz nieklasycznej. W czedci
klasycznej, wzor opisujacy kazdg sonde definiuje jeden, konkretny typ oligonukleotydu
o zadanej dlugosci. Wzér ten opiera sie na standardowym 4-literowym alfabecie {A,
C, G, T}. Cze$é¢ druga chipu zawiera sondy, ktorych opis jest tworzony nad alfabetem
5-literowym {A, C, G, T, X}. Podstawowym parametrem okreslajacym chip typu Gap-
ped jest parametr k, ktéry odpowiada za dhugosé oligonukleotydéw oraz rozmiar samego
chipu. Mozna powiedzieé, ze chip typu Gapped sklada sie z sond dwéch rodzajéw, zde-

finiowanych nastepujaco:

N1N2...Nk oraz N1N2...Nk;_1 XX .. X Nk
k—1

Dtugosé oligonukleotydéw w sondach czesci klasycznej jest réwna [y = k, dlugosé
oligonukleotydéw zawartych w sondach czesci nieklasycznej to lo = 2 - k — 1. Kolejnym
parametrem opisujacym chip jest jego pojemnosé (ang. capacity), czyli catkowita liczba
sond na jego powierzchni. Pojemnosé opisywanego chipu to |Cyqp(k)| = 2 - 4. Chip
sktada sie wiec z dwbch czedci - klasycznej i nieklasycznej, majacych taka sama pojem-
noéé sond, réwna 4*.

Wzér sond z czesci nieklasycznej definiuje pewien zbior oligonukleotydéw. Dla przy-
ktadu, jezeli pewna sonda bylaby opisana wzorem AC G, w sondzie tej znalezé sie
musi (w przypadku nie stosowania nukleotydéw uniwersalnych) 16 réznych oligonukle-
otydéw klasycznych, aby 'zasymulowaé’ dzialanie symbolu X jako uniwersalnego, albo
innymi stowy, komplementarnego do kazdego nukleotydu z {A, C, G, T}. Te 16 oligonu-
kleotydéw z przyktadu to:

ACAAG ; ACACG ; ACAGG ; ACATG
ACCAG ; ACCCG ; ACCGG ; ACCTG
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ACGAG ; ACGCG ; ACGGG ; ACGTG
ACTAG ; ACTCG ; ACTGG ; ACTTG

Oczywiscie, jak opisane zostato juz w rozdziale 4, sonda taka moze by¢ zbudowana z
uzyciem nukleotydéw uniwersalnych. Co wazne, jak doktadnie bedzie to realizowane w fa-
zie biochemicznej SBH, nie jest istotne z punktu widzenia zaproponowanego algorytmu.
Spektrum DNA bedace wynikiem eksperymentu hybrydyzacyjnego przeprowadzonego
za pomoca chipu typu Gapped, w czesci sklada sie z ciagéw o diugosci [; bedacych
podciagami badanego DNA, w czeéci za$ z ciagdw o dlugosci I bedacych oznaczeniami
zbioréw oligonukleotydéw komplementarnych do sond nieklasycznych, ktére w ekspery-
mencie hybrydyzowaly. Ta druga cze$é¢ spektrum, jak zostanie w dalszej czeéci rozdziatu
opisane, odpowiada za weryfikacje kazdego kroku algorytmu, ktéry rekonstruuje DNA
z elementow czesci klasycznej. Nalezy tutaj podkresli¢, ze o ile sam chip sktada si¢ z
dwéch czesci o jednakowej liczbie sond, spektrum DNA zawiera elementy klasyczne i
nieklasyczne, ktérych liczba najczesciej jest rozna. Wynika to z réznic w dtugoéci oligo-
nukleotydéw obu potéwek chipu, ale przede wszystkim z mozliwosci wystapienia btedéw
hybrydyzacji. Przy teoretycznym braku jakichkolwiek btedéw, elementéw klasycznych w

spektrum jest dokladnie o £ — 1 wiecej niz elementéw nieklasycznych.

5.3 Zagadnienia prawdopodobienstwa rozgalezien

W pracy [40] zostaly przedstawione podstawy obliczen, stuzacych do klasyfikacji chipéw
DNA. W tym podrozdziale zostang one w caloéci przytoczone, poniewaz stanowig uzu-
pelnienie tematyki wlasciwosci chipu typu Gapped. Wyliczenia te, co nalezy podkresli¢,
zostaly przeprowadzone dla przypadku, w ktéorym nie wystepuja bledy hybrydyzacji.
Nawet jednak bez obecnosci bledéw, problem bazujacy na takim idealnym spektrum
moze mieé¢ rozwigzania niejednoznaczne. Oznacza to, ze nie mozna okresli¢, ktéra z
otrzymanych sekwencji jest w rzeczywistosci badanym DNA w metodzie SBH. Z danym
chipem DNA zwiazane jest wiec pewne prawdopodobienstwo otrzymania rozwiazania
jednoznacznego (tzw. sila rozstrzygania chipu) oraz prawdopodobieristwo rozgalezien.

Sita rozstrzygania chipu C moze by¢ przykladowo okreslona wzorem:

(5.1)

Oznaczenie p,(C) to prawdopodobienstwo odczytania losowe]j sekwencji o dtugosci n
za pomoca chipu C, D, (C) to liczba wszystkich sekwencji o dlugosci n, ktére moga by¢
niejednoznacznie odczytane za pomocg chipu C. Oznacza to, ze z takiego chipu moga

powstawaé spektra, z ktorych mozliwe jest odtworzenie wiecej niz jednego rozwiazania.
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Niestety, za pomoca wzoru 5.1 trudno jest wyznaczy¢ wartoscé sity rozstrzygania, dlatego
autorzy pracy [40] proponuja w zamian inne podejscie.

Wywdéd zawarty w [40] zostanie tutaj przytoczony w calosci, gdyz stanowi on pod-
stawe czedci testéw, ktérym poddano opracowane algorytmy. Na poczatku przedstawione
zostana obliczenia odpowiednich wartosci charakteryzujacych chip klasyczny, nastepnie

obliczenia dla chipu typu Gapped.

Na poczatku rozpatrzmy sekwencje F' = N1No...Np_1 Ny Ny 1...Ny,, oraz zalézmy
znajomo$¢ pierwszych m nukleotydéw. Jezeli przyjmiemy ogélnie, ze spektrum sekwencji

F otrzymane za pomocg chipu C mozna zapisa¢ jako:
S(C,F) = {p € C : sonda p zawiera oligonukleotyd wystepujacy w sekwencji F'} (5.2)

gdzie F oznacza sekwencje komplementarna do F. Wtedy F}, oznaczaé¢ bedzie mozliwa

rekonstrukcje pierwszych m nukleotydéw sekwencji F'. Tak wiec:
S(C,F,,) C S(C, F) (5.3)

Istnieja cztery sposoby rozszerzenia sekwencji F},, o jeden nukleotyd, okreslone przez
F,A, F,,C, F,,G oraz F,,T. Rozszerzenie sekwencji Fj, jest mozliwe o nukleotyd N
jezeli:

S(C, FuN) C S(C, F) (5.4)

Zdefiniujmy teraz:

() Fom) 0 jezeli warunek (5.4) jest prawdziwy tylko dla jednego z nukleotydéw
e(C,F,m) =
1 w przeciwnym wypadku

(5.5)
Sekwencje F' nazwiemy jednoznacznie rozszerzalna po m-tym nukleotydzie, jezeli
e(C, F,m) = 0, w przeciwnym wypadku sekwencja F' jest niejednoznacznie rozszerzalna.
W tym momencie mozemy juz zdefiniowaé¢ prawdopodobienstwo rozgalezien p(C,n, m),
jako prawdopodobienstwo rozszerzenia losowej sekwencji o dlugoéci n po m—tym nukle-

otydzie w czasie rekonstrukcji za pomoca chipu C'

p(Cyn,m) = 4% Z e(C, F,m) (5.6)
F

gdzie suma dotyczy wszystkich 4" sekwencji F' o dlugosci n. Na potrzeby dalszych rozwa-
zan przyjmijmy p(C,n) = p(C,n,m). p(C,n) jako funkcja rosnie wraz z n. Dla pewnego

ustalonego prawdopodobienstwa rozgalezien ¢, maksymalne n spelniajace nieréwnoécé:

p(C,n) <t (5.7)
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wyznacza diugoéé sekwencji DNA, ktora mozna jednoznacznie zrekonstruowaé z danym

prawdopodobienstwem rozgalezien t.

Ponizej przedstawione zostana dwa schematy obliczen z [40]. Pierwszy dotyczy¢ be-
dzie prawdopodobienstwa rozgalezien dla chipu klasycznego, drugi zas schemat dotyczy¢
bedzie omawianego prawdopodobienstwa dla chipu typu Gapped.

Rozpatrzmy po raz kolejny sekwencje F' = N1 No...Nyp—1 Ny Nppg1... Ny, Dla uprosz-
czenia oznaczmy sekwencje k — 1 ostatnich nukleotydéw podsekwencji N1 Ns...N,, jako
V, czyli precyzyjnie: V.= Ny,_pio2...Npm. Zatézmy, ze m > k oraz k < n < 4%, gdzie
4% = |C (k)| jest pojemnoscia chipu klasycznego dla ustalonej dtugoéci oligonukleotydéw
k. Niech VYs, VY3 oraz VY, beda mozliwymi alternatywnymi rozszerzeniami sekwencji
V', w stosunku do znanej sekwencji V N,,+1. Sekwencja V wraz z danym, rozszerzaja-
cym ja nukleotydem ma wtedy dtugoéé¢ k. Zatézmy, ze prawdopodobienstwo znalezienia

danego podciggu o dlugosci k£ na danej pozycji w sekwencji F' jest rowne:

1
- (5.8)
Z drugiej strony prawdopodobienistwo, ze taki podciag nie znajduje sie na tej pozycji

jest roéwne:

1
1- (5.9)

Prawdopodobienstwo, ze taki tancuch nie znajduje sie na zadnej pozycji w F' to:

(1- 4%)"”““ (5.10)

Poniewaz interesuje nas prawdopodobienstwo zdarzenia, ze zaden z ciagéw VYs, VY3,

V'Y, nie wystepuje w F, otrzymujemy:

(1= o)’ (5.11)

Teraz mozliwe jest okreslenie prawdopodobienstwa rozgatezien dla chipu klasycznego
oznaczanego dalej jako C(k) oraz sekwencji o dtugosci n, czyli prawdopodobienstwa

znalezienia przynajmniej jednego z podciagéw VYs, VY3, VY. Jest ono réwne:

i)n—k—f—l)i’) ~ 3£ _ 3n (5‘12)

p(C(k),n) =1—((1- 4 C(k)]
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Stad mozliwe jest okreslenie maksymalnej dtugosci sekwencji n,q.(C(k), p), ktéra moze

by¢ z danym prawdopodobienstwem jednoznacznie przetworzona przy uzyciu chipu:

-|C(k)|p (5.13)

Wl =

Nmaz(C(k), p) ~

Na koniec rozpatrzmy parametry dla chipu typu Gapped przedstawione w [40]. Niech
m > 2k — 1 oraz n < |Cyap(k)|. Niech U = Np,—op14... Npp—jpy2 0raz V= Ny _py0...Np,.
Niejednoznacznos$¢ wystepuje tutaj, jezeli spektrum zawiera zaréwno element klasyczny

VY, oraz nieklasyczny U X X ... X Y;, przy czym Y; # Np,11. Prawdopodobienstwa
E—1
dla elementéw klasycznych sa takie same jak okreslono w réwnaniach (5.8- 5.11). Praw-

dopodobienstwo, ze spektrum nie zawiera elementu (jednego) nieklasycznego opisanego

wyzej to w przyblizeniu:

(1 . 7)n—(2k—1)+1 (5.14)

Prawdopodobienstwo sytuacji odwrotnej, tj. tego, ze spektrum zawiera element nie-

klasyczny:

L\ (@k—1)+1
1_O_Zﬁn( )+ (5.15)
Wzér okreslajacy przyblizone prawdopodobienstwo znalezienia obu elementéw - kla-

sycznego i nieklasycznego w sekwencji F' to:

1 ki1 L\ n—okto n?
(1_(1_E) )'(1—(1—47) )%4k_4k

(5.16)
Zaktadajac, ze p(Cyap(k),n) = P{VY; € S(Cyap(k), F') oraz UY; € S(Cyap(k), F)}

n? n n 12n2

p(cgap(k)’n) ~1-— (1 - 7)3 ~3- 47 . 47 - W (5.17)

4k . 4k

Stad mozna okresli¢ maksymalng dtugoéé DNA, ktorag z danym prawdopodobiehstwem

p mozna jednoznacznie odczytaé za pomoca spektrum Cyqp(k):

P (Coap(k), p) jﬁ |Cyap(R) /P (5.18)
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5.4 Problemy oraz ich zlozono$¢ obliczeniowa

5.4.1 Podstawowe definicje

Def. 5.4.1. Ciagi typu Gapped
Zbior S zawiera wszystkie elementy zbudowane nad alfabetem {A, C, G, T} o dlugosci
l1 = k. Zbiér Sge zawiera wszystkie elementy zbudowane nad alfabetem {A, C, G, T,

X} o dlugosci la = 2k — 1 spelniajace warunki:
1) litery A, C, G lub T alfabetu wystepuja tylko na pozycjach od 1 do k — 1 oraz na
pozycji 2k — 1;

2) litera X alfabetu wystepuje tylko na pozycjach od k do 2k — 2.

Ciagi typu Gapped sa elementami zbioru Sgi U Sga

Def. 5.4.2. Nakladanie ciagéw typu Gapped

Ciagi p o dlugosci I, oraz ¢ o dlugoéci l; zbudowane nad alfabetem {A, C, G, T, X}
nakladaja si¢ na pewnej dlugosci r < min(lp,1,) jezeli dla dwéch ich podciagdéw pa
oraz qp+; gdzie a i b to indeks pierwszego znaku podciagu w nalozeniu, odpowiednio dla

pig,t=0,1,....,7r — 1, spelnione sa warunki:

1) jezeli na pozycji i w pierwszym podciagu znajduje sie litera z {A, C, G, T}, na tej
samej pozycji w drugim podciagu znajduje sie identyczna litera z tego alfabetu,

czyli pavi = Qo4

2) jezeli na pozycji ¢ w jednym podciagu znajduje sie litera X, na pozycji i w drugim

podciagu moze znajdowaé sie dowolna litera z {A, C, G, T, X};
3) jeden z indekséw: a lub b musi by¢ réwny 1 co oznacza, ze jeden z podciagdéw pgi

lub gpy; utworzony jest z poczatkowych r liter ciagu, od ktérego pochodzi.

Efektem natozenia si¢ p i g jest superciag t ciagdéw p i ¢, w ktérym kazdy znak €44 p4i—1
(tj. znak czesci wspélnej p i ¢ w t) stworzony jest nastepujaco:

1) jezeli pavi = qpyi, Wtedy tarbrio1 = Pati = Qotis

2) Jezeh Pa+i = X oraz Qb+i € {A7 Ca GvT}7 Wtedy ta+b+i—1 = qb+is

3) .]ezeh qb+i = X oraz Da+i € {A7 Cv G7 T}7 Wtedy ta+b+i71 = Pa+i-
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Def. 5.4.3. Uogdlniony superciag typu Gapped

Dla danego zbioru Sg ciggéw typu Gapped, uogédlnionym superciagiem o dlugosci n
typu Gapped jest taki superciag, ktéry sktada sie ze wszystkich elementéw zbioru Sg
naktadajacych sie zgodnie z definicja naktadania ciagéw typu Gapped.

Ponizsze definicje odnosza si¢ do klasycznej wersji metody SBH. Beda one dalej mo-
dyfikowane w celu dostosowania do odpowiednich chipéw i probleméw, w niniejszym

rozdziale oraz w dwdéch kolejnych, dotyczacych chipéw typu Alternating i Binary.

Def. 5.4.4. Spektrum DNA
Przez spektrum DNA definiujemy zbiér S ciggéw o dlugosci [ pochodzacych z fazy
biochemicznej metody SBH, gdzie badano sekwencje DNA o dtugoéci n.

Def. 5.4.5. Idealne spektrum DNA
Idealne spektrum DNA S% sktada sie ze wszystkich ciagéw o dtugosciach [ bez powto-

rzen, pochodzacych z sekwencji DNA o dtugosci n.

Def. 5.4.6. Idealne multispektrum DNA

Idealne multispektrum DNA S“" sklada sie ze wszystkich ciagéw o dtugoéciach [, po-
chodzacych z sekwencji DNA o dlugosci n. Kazdy element idealnego multispektrum
powtarza sie tyle razy, ile odpowiadajacy mu podciagg w sekwencji DNA. Licznosé ide-

alnego multispektrum dana jest wzorem |S™"| =n — [ + 1.

5.4.2 Gapped SBH bez bledéw hybrydyzacji

Def. 5.4.7. Idealne spektrum problemu Gapped SBH(GSBH)

Idealne spektrum sktada sie ze wszystkich ciggéow typu Gapped bez powtérzen, o diu-
gosciach l; = k oraz Iy = 2k — 1 sekwencji DNA o dlugosci n. W przypadku spektrum
idealnego moce zbioréw Sgi) oraz Sg;)

1S9 < — 1y + 1.

spelniaja nieréwnosci |Sgi)| <n-—1I;+1 oraz

Wszystkie ciagi ze zbioru Sgg) (zbudowane nad alfabetem 5-literowym) naktadaja sie
catkowicie na ciagi o dtugosci I z badanej sekwencji DNA zgodnie z definicja naktadania

sie ciagow typu Gapped.

Problem 5.4.1. Problem Gapped SBH bez bledéw w wersji decyzyjnej (GSBH-efd,
error-free, decision)

Instancja: zbior Sg = Sg1 U Sge taki, ze Sg1 = ng) oraz Sgo = Sg;) , bedacy idealnym
spektrum GSBH, dlugosé n sekwencji DNA, |Sgi1| =n — {1 + 1 oraz [Sge| =n — I + 1.
Odpowiedz: TAK jezeli istnieje uogdlniony superciag typu Gapped o dtugosci n zawie-
rajacy wszystkie elementy zbioréw Sgi oraz Sgo zgodnie z definicja nakladania ciagow
typu Gapped, skladajacy sie tylko z liter z alfabetu {A, C, G, T}, NIE w przeciwnym

wypadku.
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W tym wypadku problem decyzyjny jest tatwy obliczeniowo - wiadomo, ze istnieje
jego rozwiazanie, zwazywszy na zalozenie, ze instancja sktada sie ze spektrum idealnego
czyli zawierajacego wszystkie fragmenty / podciagi badanego DNA. Oznacza to, ze zbiér
jest réwny zbiorowi wszystkich instancji pro-

wszystkich instancji problemu Driggpy g

blemu, dla ktérych odpowiedZ brzmi TAK: Dy gy,

efd — YHGSBH—efd'

Problem 5.4.2. Problem Gapped SBH bez bledéw w wersji przeszukiwania (GSBH-efs,
error-free, search)

Instancja: zbior Sg = Sg1 U Sge taki, ze Sg1 = ng) oraz Sgo = Sgg), bedacy idealnym
spektrum GSBH, diugos$é n sekwencji DNA, |Sgi| =n — {1 + 1 oraz |Sga| =n —la + 1.
Odpowiedz: uogélniony superciag typu Gapped o dlugosci n zawierajacy wszystkie ele-
menty zbioréw Sgi oraz Sgo zgodnie z definicja naktadania ciggéw typu Gapped, skla-

dajacy sie tylko liter z alfabetu {A, C, G, T}.

5.4.3 Gapped SBH z bledami negatywnymi

Bledy negatywne maja dwa zrodta: brak pewnych elementéw ze spektrum idealnego lub
powtarzanie sie pewnych fragmentéw w DNA majacych dtugoéé elementéw uzytych do
utworzenia spektrum. Aby uwzglednié¢ takze ten drugi rodzaj bledéw, konieczna jest

definicja idealnego multispektrum:

Def. 5.4.8. Idealne multispektrum problemu Gapped SBH(GSBH)

Idealne multispektrum sktada sie ze wszystkich ciagéw typu Gapped o dhugosciach I; = k

oraz ly = 2k — 1 sekwencji DNA o dlugosci n. W przypadku multispektrum idealnego
(im)

moce multizbioréw Sc?lﬂ oraz Sg? ) sa rowne odpowiednio: |Sg;n)| =n—1; +1 oraz
\Sg;n)\ =n — s + 1. Kazdy element w multispektrum powtarza sie tyle razy ile odpo-
wiadajacy mu podciag w DNA.

Kazdy ciag egs ze zbioru Sg;n) (zbudowany nad alfabetem 5-literowym) powtarza sie
w spektrum tyle razy, ile razy powtarza sie w sekwencji podciag o dtugosci ls, na ktéry

ciag ego naklada sie zgodnie z definicja naktadania dla ciagéw typu Gapped.

Problem 5.4.3. Problem Gapped SBH z bledami negatywnymi w wersji decyzyjnej
(GSBH-ned, negative errors, decision)

)

() hedacy pod-

Instancja: zbiér Sg = Sg1 U Sge taki, ze Sg1 C Sg;n oraz Sg2 C Sg
zbiorem bez powtérzen idealnego multispektrum GSBH, dlugoéé n sekwencji DNA.

Odpowiedz: TAK jezeli istnieje uogdlniony supercigg zbudowany tylko nad alfabetem
{A, C, G, T} o dlugosci mniejszej lub réownej n zawierajacy wszystkie elementy zbioréw

Sa1 oraz Sge zgodnie z definicjg naktadania ciagdéw typu Gapped.
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Zbiér wszystkich instancji powyzszego problemu nie jest réwny zbiorowi instancji, dla
ktorych odpowiedz brzmi TAK. Spektrum problemu jest podzbiorem idealnego multi-
spektrum pochodzgcego z podzielenia sekwencji DNA na mniejsze podciagi, jednakze
charakter poszukiwanego rozwigzania sprawia, ze istnieja takie instancje, ktére nie maja
rozwiazania (tj. odnaleziony superciag o zadanej dlugosci < n nie bedzie zbudowany
tylko nad alfabetem {A, C, G, T} lecz nad {A, C, G, T, X}). Przykladem jest na przy-
ktad instancja ze znaczaca przewaga elementéw drugiego ze zbioréw - Sgo. W takim
wypadku moze nie by¢ mozliwe odtworzenie uogdlnionego superciggu sktadajacego sie
wedlug definicji z liter ze zbioru {A, C, G, T}, nawet jesli jest ona podzbiorem zbioru
instancji idealnego multispektrum. Zbiér wszystkich instancji problemu GSBH-ned jest
réowny sumie zbiorow odpowiednio wszystkich instancji z odpowiedzig TAK i wszystkich

instancji z odpowiedzig NIE: Dri oy vos = Yasr nea Y Nasnm ned

Problem 5.4.4. Problem Gapped SBH z bledami negatywnymi w wersji przeszukiwa-
nia, (GSBH-nes, negative errors, search)

(im)

Instancja: zbiér Sg = Sg1 U Sg2 taki, ze Sg1 C S5, oraz Sgz C Sg;n)

; bedacy pod-
zbiorem bez powtérzen idealnego multispektrum GSBH, dtugoéé n sekwencji DNA.

Odpowiedz: uogélniony superciag typu Gapped zbudowany tylko nad alfabetem {A, C,
G, T} o dlugosci mniejszej lub réwnej n zawierajacy wszystkie elementy zbioréw Sgq

oraz Sgo zgodnie z definicja nakladania ciagéw typu Gapped.

Twierdzenie 5.4.1. Problem GSBH-nes jest silnie NP-trudny.

Dowéd

Zbior wszystkich instancji problemu GSBH-nes jest réwny zbiorowi wszystkich instancji
problemu decyzyjnego GSBH-ned, tj. Dii,spy nes = Pligspnneq- Nalezy zauwazy¢, ze
szczegllnym przypadkiem problemu GSBH-nes jest problem klasycznego sekwencjono-
wania metoda SBH z bledami negatywnymi, czyli problem, ktorego silna NP-trudnosé
zostata udowodniona w pracy [10]. Jesli wyobrazimy sobie podproblem problemu GSBH-
nes, w ktérym bledy negatywne powodujg brak wszystkich elementéw zbioru Sgeo, otrzy-
mujemy instancje problemu SBH z bledami negatywnymi. Taki szczegdlny przypadek
wciaz tworzy pelnoprawng instancje ze zbioru instancji problemu GSBH-nes. Co dosé
oczywiste, "uogélniony superciag” bedacy rozwiazaniem zawsze sktadaé sie bedzie z liter
alfabetu {A, C, G, T}, poniewaz w takim szczegélnym przypadku znak X w spektrum
nie wystepuje.

Zbiér wszystkich takich instancji problemu GSBH-nes, w ktérych nie wystepuja w ogdle
ciagi nieklasyczne (tj. Sgo jest wtedy zbiorem pustym), stanowi zbiér wszystkich instan-
cji problemu klasycznego SBH z bledami negatywnymi w wersji przeszukiwania. Ponie-
waz jest to problem silnie NP-trudny, a jednoczesnie jest on podproblemem GSBH-nes,

ten ostatni jest réwniez problemem silnie NP-trudnym. [J
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5.4.4 Gapped SBH z btedami pozytywnymi

Definicje probleméw sformutowane ponizej wykorzystuja definicje idealnego spektrum
GSBH 5.4.7 oraz idealnego multispektrum dla GSBH 5.4.8.

Problem 5.4.5. Problem GSBH z bledami pozytywnymi w wersji decyzyjnej (GSBH-
ped, positive errors, decision)

Instancja: zbiér Sg = Sg1 U Sgeo taki, ze Sgi) = gln) C S oraz Sg‘;) = g;n) C Sqo,
zawierajace w sobie idealne spektrum GSBH, dlugosé n sekwencji DNA.

Odpowiedz: TAK jezeli istnieje uogélniony superciag typu Gapped zbudowany tylko nad
alfabetem {A, C, G, T} o dlugosci n zawierajacy |Sg‘;)| réznych elementéw ze zbioru
Sc1 oraz |S(GZ;)| réznych elementéw ze zbioru Sgo zgodnie z definicja nakladania ciagdéw

typu Gapped.

Zbiér wszystkich instancji powyzszego problemu jest réwny zbiorowi instancji, dla kto-
rych odpowiedz brzmi TAK: Drigsppy_eq = Yligspi—peq- 1dealne spektrum dla GSBH jest
tutaj takze podzbiorem spektrum problemu powyzszego. Wiadomo, ze w idealnym spek-
trum GSBH istnieje uogdlniony superciag o dlugosci n zbudowany tylko nad alfabetem
{A, C, G, T}, tak wiec zlozonosé powyzszego problemu decyzyjnego jest wielomianowa:

odpowiedz zawsze brzmi TAK.

Problem 5.4.6. Problem GSBH z bledami pozytywnymi w wersji przeszukiwania,
(GSBH-pes, positive errors, search)

Instancja: zbiér Sg = Sa1 U Sge taki, ze Sg‘lg) = Sg;n) C S oraz Sg;) = ggn) C Sago,
zawierajace w sobie idealne spektrum GSBH, dlugosé n sekwencji DNA.

Odpowiedz: uogélniony superciag typu Gapped zbudowany tylko nad alfabetem {A, C,
G, T} o dlugosci n zawierajacy |Sg“1§)| réznych elementéw ze zbioru Sgi oraz |Sg;)|

roznych elementow ze zbioru Sgo zgodnie z definicja nakladania ciagéw typu Gapped.

Zbiér wszystkich instancji powyzszego problemu jest réwny zbiorowi instancji pro-

blemu decyzyjnego Diiggpe_pes Nalezy dodacé, ze jest on przez to réwny

= ‘DHGSBpred'

zbiorowi instancji z odpowiedzia TAK dla problemu decyzyjnego

: DHGSBG—pes = YHGSBpred‘

Problem 5.4.7. Problem quasi-pozytywnego GSBH w wersji decyzyjnej (¢qGSBH-ped,
quasi, positive errors, decision)

Instancja: zbiér Sg¢ = Sg1 U Sge zawierajacy ciagi typu Gapped o dlugosciach [ i o,
dhugosé n badanej sekwencji DNA.

Odpowiedz: TAK jezeli istnieje uogélniony superciag typu Gapped zbudowany tylko nad

alfabetem {A, C, G, T} o dlugosci n zawierajacy n — 1 + 1 réznych elementéw ze zbioru
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Sa, oraz n—la+1 réznych elementéw ze zbioru Sgo zgodnie z reguty naktadania ciagéw

typu Gapped.

Zbidr wszystkich instancji z odpowiedzig TAK problemu qGSBH-ped jest réwny zbio-
rowi wszystkich instancji z odpowiedzia TAK dla problemu GSBH-ped. Zbiér ogdlnie
wszystkich instancji GSBH-ped jest jednak podzbiorem zbioru wszystkich instancji pro-
blemu qGSBH-ped, poniewaz ten drugi zawiera takze instancje, dla ktorych odpowiedz

brzmi NIE, YHqGSBpred = YHGSBpretﬁ DHGSBpred - DHqGSBpred

Twierdzenie 5.4.2. Problem qGSBH-ped jest silnie NP-zupelny.

Dowdd

W tej czesci podrozdziatu przedstawiony zostanie dowdd silnej NP-zupetnosci problemu
qGSBH-ped. Punktem wyjscia zaproponowanego podejscia jest transformacja proble-
moéw klasycznego SBH z artykulu [10]. W artykule tym omdwiona zostala zlozonos$é
obliczeniowa problemu SBH z bledami pozytywnymi w wersji przeszukiwania. Doko-
nano tego posrednio, poprzez transformacje od problemu skierowanej Sciezki Hamil-
tona miedzy dwoma wierzchotkami (Directed Hamiltonian Path Between Two Vertices,
DHPBTW) do problemu pozytywnego quasi-sekwencjonowania. Podobne podejscie zo-

stanie zastosowane w niniejszej rozprawie.

Problem 5.4.8. Skierowana Sciezka Hamiltona migdzy dwoma wierzchotkami, DHPBTW
Instancja: graf skierowany H = (V, A), z zaznaczonym wierzcholkiem poczatkowym i
koncowym s i t.

Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje $ciezka Hamiltona pomiedzy s i t.

Ponizej opisana zostanie zmodyfikowana transformacja z [10]. Modyfikacja dodaje do-
datkowy znak T na koncu kazdego odpowiednika wierzchotka grafu. Zmiana ta powoduje
dalsze zmiany w budowie kolejnych ciagéw, bedacych odpowiednikami struktury grafu
z instancji problemu DHPBTW. Przebiega ona nastepujaco:

Majac dana instancje DHPBTV postepujemy nastepujaco :

1) kazdemu wierzchotkowi v € V przydzielamy unikalna nazwe e(v) o dtugosci [loga|V]]
nad alfabetem {A, C};
2) definiujemy I = 2[logs|V|] + 3 jako dlugosé wszystkich elementéw w S}

3) budujemy zbiér S tak, ze dla kazdego wierzchotka v € V budujemy jeden oli-
gonukleotyd w formie e(v) - G - e(v) - TT (- oznacza konkatenacje, G oraz T' to
nukleotydy);
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4) do S dodajemy [—1 oligonukleotydéw dla kazdego tuku (u,v) € A, oligonukleotydy
w formie U U3 "+ UV, U3 Ug"* " *V1°V2y ... , U V1" * V]2V -1 (gdzie UL -uU-- Uy to
oligonukleotyd oznaczajacy wierzcholek u). Kazdy podzbiér elementéw bedacych

odpowiednikiem tuku bedzie nazywany Sciezka tukows;

5) do S dodajemy [ oligonukleotydéw startowych w formie ¢t1-go----- Ji—1,92°93- "
Gl 81y Gl 81 """ Si—o-81-1 (gdzie t1 =T, =G,2<i<lorazs;-sg---- s

to oligonukleotyd reprezentujacy wierzcholek startowy s);

6) do S dodajemy [ oligonukleotydéw koncowych w formie to-tg----- ty-ky,tgtg-----
y-ko, ..ty ke ko ki1, k1 ko ky kokg k1 G ks kg koG- T
(gdzie k; = T,1 < i< l—1oraz t;-tg---- -t to oligonukleotyd reprezentujacy

wierzchotek koncowy t).

Powyzsza transformacja umozliwia utworzenie instancji problemu SBH z btedami po-
zytywnymi. Zbiér bedacy spektrum instancji problemu SBH z bledami powstaje poprzez
wlozenie don tylko nie powtarzajacych sie tancuchéw powstalych po transformacji. Po-
wtérzenia moga wystapic tylko wtedy, jesli z danego wierzchotka wychodzg tuki do dwoéch
lub wiecej wierzchotkéw, lub wiecej niz jeden tuk wchodzi do jednego wierzchotka. Aby
udowodnié¢ prawidlowosé transformacji zostalo w [10] wykazane, ze wspomniana wcze-
$niej $ciezka Hamiltona istnieje wtedy i tylko wtedy, gdy istnieje sekwencja utworzona
z elementéw zbioru S, o dlugosci n = I(|V| + 2), zawierajaca I(|]V]| + 1) + 1 réznych
elementéw. Oczywiscie jak juz napisano wczesniej, oryginalna transformacja operuje na
ciggach, w ktérych odpowiedniki wierzchotkéw maja jedna litere T' na koncu. Ta zmiana
nie ma wplywu na liczbe elementéw zbioru potrzebnych do uzyskania prawidtowego
rozwigzania. Dlugos$¢ potrzebnego superciagu zwicksza sie, lecz wzor na nia pozostaje
niezmieniony (n = {(|V] + 2)). Zmiana w transformacji, o czym bedzie jeszcze mowa,
ma na celu zapewnie, ze tak jak w oryginalnej transformacji, w rozwigzaniu problemu
nie powtarza sie zaden podciag o dlugosci [, tak po modyfikacji, nie powtarza sie w nim
rowniez zaden podciag o dtugosci | — 1.

Aby przejs¢ od problemu DHPBTW do problemu quasi-Gapped, nalezy wprowadzi¢
dalsze kroki transformacji. W tym miejscu zostanie rozpisany przyktad dla grafu danego

na rysunku 5.1:
Po przeprowadzeniu krokéw zmodyfikowanej transformacji dla danego grafu, powstang

nastepujace ciagi (elementy zbioru S):

1) Odpowiedniki wierzchotkéw (kolejno s 1 2 ¢:)
AAGAATT, ACGACTT, CAGCATT, CCGCCTT
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9V Nt

2)

RYSUNEK 5.1: Graf z instancji problemu DHPBTW [10]

Elementy prowadzace do wierzchotka s:
TGGGGGG, GGGGGGA, GGGGGAA, GGGGAAG, GGGAAGA, GGAAGAA,
GAAGAAT

Elementy wychodzace z wierzchotka ¢:
ceGeerrr, GgecerTtTT, corrrrT, cTrTITITT, TTTTTTT, TTTTTTG,
TTTTTGT

Elementy tworzace tuki grafu ($ciezki tukowe):

(s,1) - AGAATTA, GAATTAC, AATTACG, ATTACGA, TTACGAC,
TACGACT

(1,2) - CGACTTC, GACTTCA, ACTTCAG, CTTCAGC, TTCAGCA,
TCAGCAT

(1,t) - CGACTTC, GACTTCC, ACTTCCG, CTTCCGC, TTCCGCC,
TCCGCCT

(2,8) - AGCATTA, GCATTAA, CATTAAG, ATTAAGA, TTAAGAA,
TAAGAAT

(2,t) - AGCATTC, GCATTCC, CATTCCG, ATTCCGC, TTCCGCC,
TCCGCCT

Jak napisano juz w samym opisie transformacji, elementy bedace odpowiednikami

tukéw w grafie (I — 1 elementéw na tuk) nazywane beda dalej ”$ciezkami tukowymi”.

Takze elementy prowadzace do wierzchotka s oraz wychodzace z t beda dalej okreslane

tym mianem.

Do tego momentu utworzono zbior S, ktéry po usunieciu powtorzen tworzy zbioér Sgq

instancji problemu qGSBH-ned. Aby utworzy¢ zbiér Sge z elementami o dtugosci 21 — 1,

nalezy sprawdzié¢, dokad prowadza dostepne $ciezki tukowe od kazdego elementu zbioru

S

1.

Kazdy element zbioru S skracamy do dtugosci [ — 1, biorac pod uwage tylko pierw-
sze [ — 1 liter. Tworzymy w ten sposob pierwsze [ — 1 znakéw elementu nieklasycz-

nego. Kolejne [ — 1 znakéw to znaki X.
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2. Sprawdzamy, do jakich elementéw prowadza dostepne Sciezki tukowe (rozpisane juz
w zbiorze S) [ —1 krokéw dalej. Krokiem jest naktadanie na [ — 1 znakach kolejnych
ciggow na Sciezce tukowej. Ostatnia litera elementu osiggnietego po wyznaczonej
liczbie krokéw (I-tego liczac od elementu rozpatrywanego w punkcie 1), stanowi

ostatnia litere elementu nieklasycznego.

3. Jedli, idac po kolejnych ciggach $ciezki tukowej, natrafiamy na element bedacy od-
powiednikiem wierzchotka w grafie G, musimy rozpatrzy¢ wszystkie mozliwe Sciezki
tukowe w S, ktore od niego prowadza. Jesli prowadza one do ciagéw konczacych
sie na rézne litery, wtedy powstanie odpowiednio wiecej elementéw nieklasycznych,
majacych te same pierwsze [ — 1 znakow (punkt 1) ). Jesli rézne Sciezki tukowe
prowadza do utworzenia tych samych elementéw, wtedy w spektrum umieszczany

jest tylko jeden.

Na przyklad, dla elementu AAGAATT (odpowiednik wierzchotka s), jedyna $ciezka
tukowa, ktéra mozna p6jsé to (s,1). Dokladnie (I — 1 = 6) krokéw dalej znajduje sie
jej ostatni element: TACGACT. Jego ostatnia litera, a takze 6 pierwszych liter odpo-
wiednika wierzchotka s, od ktorego zaczeto szukanie Sciezki w tym przykltadzie, tworzy
element nieklasyczny, z literami X na pozostatych pozycjach: AAGAAT XX XXXX T.

Przyklad 2: trzeci element $ciezki tukowej (s,1) to AATTACG. Idac od niego do-
chodzimy w 4 kroku do elementu bedacego odpowiednikiem wierzchotka ”1” w gra-
fie (ACGACTT, poniewaz do niego prowadzi Sciezka (s,1)). W tym miejscu musimy
przejsé jeszcze 2 kroki. Z elementu ACGACTT prowadza dwie Sciezki tukowe - (1,2)
oraz (1,t), poniewaz jest on odpowiednikiem wierzchotka s, z ktérego prowadza dwa
odpowiadajace im tuki. W obu tych Sciezkach tukowych musimy pobraé¢ ostatnig litere
ich drugich elementéw (drugi element Sciezki (1,2) to GACTTC A, natomiast w (1,t)
to element GACTTCC). Liczac od ciagu, od ktérego rozpoczeto przemarsz $ciezkami
tukowymi, obydwa poszukiwane ciagi znajduja si¢ 6 krokéw dalej od ciagu startowego:
3 ciagi nastepujace po nim na $ciezce tukowej (s,1), jeden ciag do ktorego Sciezka ta
prowadzi (odpowiednik wierzchotka ”17), pierwsze ciagi $ciezek (1,2) i (1,t) to krok 5.
Drugie elementy tych $ciezek, w ostatnim kroku (6), to te, o ktérych mowa w przykta-
dzie - z nich pobieramy ostatni znak do budowy elementu nieklasycznego. Ostatnie ich
znaki to A oraz T, tak wiec z elementu AATTACG, od ktérego zaczeto w tym przykta-
dzie przemarsz, powstang dwa elementy nieklasyczne: AATTAC XXXXXX A oraz
AATTAC XXX XXX T. Obydwa elementy sa umieszczane w zbiorze Sgs o ile jeszcze
w nim nie wystepuja (co jednak nie moze si¢ zdarzy¢, jezeli w danej chwili rozpatrywana
jest Sciezka bedaca czescia poprawnego rozwiazania - o tym bedzie mowa dalej).

Nalezy zauwazy¢, ze dla zbioru elementéw koncowych ze zbioru S (sa to elementy

wychodzace z wierzchotka ¢:
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CGCCTTT GCCTTTT CCTTTTT CTTTTTT TTTTTTT TTTTTTG TTTTTGT),
element nieklasyczny jest mozliwy do utworzenia tylko z elementu CGCCTTT i jest
to zawsze CGCCTT XXXXXX T. Tym elementem musi sie tez konczyé superciag
wynikowy (zgodnie z regutami nakladania). Ponizej rozpisane elementy nieklasyczne
wg. powyzszej transformacji (element x (male) oznacza w rzeczywistosci ciag znakéw
XXXXXX, oznaczenie ACTTC Az A/C to uproszczony zapis dwoch elementéw: ACTTC Az A
oraz ACTTC AzC, poniewaz r6znig sie ostatnim znakiem, obydwa znajda sie w spek-

trum)

1) Dla zbioru ciagéw poczatkowych:
TGGGGGxT, GGGGGGxT, GGGGGAxzA, GGGGAAzC, GGGAAGzG,
GGAAGAxzA, GAAGAAxC

2) Dla odpowiednika wierzchotka s w zbiorze S:
AAGAATzT

3) Dla sciezki (s,1):
AGAATT2T, GAATTAxzC/C, AATTACzA/C ATTACGzG/G,
TTACGAzC/C, TACGACzA/C

4) Dla odpowiednika wierzchotka 1 w zbiorze S: ACGACT 2T /T

5) Dla $ciezki (1,2):
CGACTT=xT, GACTTCxzA/C, ACTTCAzA/C, CTTCAGxG/G,
TTCAGCzA/C, TCAGCAzA/C

6) Dla odpowiednika wierzchotka 2 w zbiorze S:
CAGCATxT/T

7) Dla éciezki (1,t):
CGACTTzxT, GACTTCaxT, ACTTCCz2T, CTTCCGzT, TTCCGCzT,
TCCGCCxT

8) Dla odpowiednika wierzchotka ¢ w zbiorze S:
CCGCCTzG

9) Dla Sciezki (2,s):
AGCATT AxT, GCATT Az A, CATTAAzC, ATTAAGzG, TTAAGAzA,
TAAGAAzC

10) Dla Sciezki (2,t):
AGCATT =T, GCATTCxT, CATTCCzT, ATTCCG2T, TTCCGC=T,
TCCGCCxT
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11) Odpowiedniki elementéw koniczacych superciag ze zbioru S to:
ceGeerrr, GgeerTtTT, cocrrrrT, CcTrTTITT, TTTTTTT, TTTTTTG,
TTTTTGT. Tylko pierwszy element - CGCCTTT pomoze utworzy¢ element nie-
klasyczny: CGCCTT XXX XXX T. Dla pozostatych wymienionych w tym pod-
punkcie elementéw nie jest to mozliwe, ani do czegokolwiek wymagane. Wynika to
stad, ze jeden element nieklasyczny tutaj utworzony nakladac¢ sie bedzie na sam

koniec superciggu bedacego rozwigzaniem.

Elementy bedace bledami pozytywnymi tworzone sa tylko, jesli z danego wierzchotka
grafu G wychodzi wiecej niz jeden tuk. Jesli chodzi o prawidlowe rozwiazanie, ma ono
usystematyzowana postaé: ciag TGGGGGG na poczatku, za nim odpowiednik wierz-
chotka s: AAGAATT, TTTTTGT na koncu a przed nim odpowiednik wierzchotka t:
CCGCCTT. W srodku obok siebie znajduja sie odpowiedniki (takze 7-literowe w przy-
kladzie) wierzchotkéw grafu, w kolejnosci, ktéra tworzy w tym grafie ciezke Hamiltona
pomiedzy wierzchotkami s i t. Przy uzyciu pokazanej transformacji umozliwiajacej kon-
strukcje zbioru Sg1, nie jest mozliwe powtdérzenie si¢ elementéw nieklasycznych w su-
perciagu bedacym odpowiednikiem Sciezki Hamiltona. Przy takiej budowie elementéw
zbioru Sg1 o dhugosci [, zaden podciag [ — 1 literowy w rozwiazaniu nie powtarza sie.
Poniewaz tyle doktadnie znakow tworzy poczatek kazdego ciagu nieklasycznego z Sgo,
nie zabraknie nigdy jego elementéw do utworzenia prawidlowego rozwiazania. Liczba po-
trzebnych elementéw zbioru Sga jest okre$lona ponizszym wzorem, gdzie n = [(|V|+2),

I =20 —1, [ to dlugosé¢ elementéw z Saq:

n—ly+1=1V|+2) =@ -D+1=1V|+2-20+1+1=1V|+2 (5.19)

Jest to liczba elementéw nieklasycznych koniecznych do uzyskania superciagu iden-
tycznego z tym, ktéry zbuduje podzbidr elementéw z Saq, o ile istnieje Sciezka Hamil-
tona w grafie G miedzy wierzchotkami s i t. W przykladzie tutaj rozpisanym jest to
7-4+ 2 =30 elementéw z Sqo.

Elementy nieklasyczne budujace taki superciag nie powtarzaja sie, poniewaz dzigki
uzytej transformacji, w superciagu bedacym rozwiagzaniem problemu DHPBTYV nie
powtarzaja sie nie tylko elementy ze zbioru Sg1 o dlugosci [, lecz takze krétsze podciagi
o dlugosci I — 1, od ktorych zaczynaja sie elementy nieklasyczne.

Zbiér Sg1 rozmi sig nieco pod wzgledem budowy elementéow od zbioru w cytowanym
artykule, lecz spelnione sa dla niego wszystkie warunki poprawnosci transformacji tam
przedstawione. Zal6zmy, ze Sciezka w grafie istnieje miedzy wierzchotkiem s a t. Jeden
element Sg1 odpowiada kazdemu wierzchotkowi, a kazde [ —1 elementéw S odpowiada

kazdemu tukowi w grafie. Konstrukcja elementéw pozwala otrzymac ciag [|V] liter (jezeli
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wszystkie [(|[V| — 1) + 1 elementéw jest maksymalnie na siebie nalozonych w odpowied-
niej kolejnosci). Po dodaniu wszystkich elementéw startowych i konicowych otrzymujemy
ciag [(|V] + 1) + 1 réznych elementéw spektrum. Dlugosé superciagu to teraz I(|V| + 2)
znakéw [10].

Zalézmy teraz, ze superciag o dlugosci [(|V| + 2) znakéw istnieje i zostal zbudowany
z I([V] + 1) + 1 réznych elementéw spektrum. Elementy musza byé¢ na siebie maksy-
malnie natozone, tj. na dtugosci [ — 1. Jest to mozliwe tylko wtedy, jesli miedzy kazda
para elementéw bedacych odpowiednikami wierzchotkéw, istnieje I — 1 elementéw od-
powiadajacych tukowi miedzy takimi wierzchotkami w grafie. Gdyby prébowaé utwo-
rzy¢ superciag tylko z odpowiednikow wierzchotkéw i tukéw, jego dlugoséé bytaby réwna
[V]+ (JV]+1)(I — 1) poniewaz jest tylko |V | wierzcholkéw. Taka rekonstrukcja mialaby
mniej elementéw niz jest to wymagane. Dlatego wprowadzone zostaly elementy startowe
i koficowe superciagu. Zmuszaja one pierwszy odpowiednik wierzchotka w rozwiazaniu,
do bycia odpowiednikiem wierzchotka s, natomiast ostatni - t. Wszystkie pozostalte ele-
menty o dlugosci | pomiedzy nimi w superciggu, odpowiadajg innym wierzchotkom grafu

pomiedzy s a t [10]. Analizowana sekwencja ma wiec $cisle okreslona budowe:

[ elementéw ”startowych”

element bedacy odpowiednikiem s

[ — 1 elementow odpowiadajacych tukowi wychodzacemu z s
inne elementy reprezentujace wierzchotki i tuki w grafie

[ — 1 elementéw odpowiadajacych tukowi wchodzacemu do ¢
element bedacy odpowiednikiem wierzchotka ¢

[ elementéw ”koncowych”

Uporzadkowanie elementow superciggu odpowiada Sciezce Hamiltona w problemie
DHPBTYV. Okreslono doktadna liczbe elementéw ze zbioru Sgo potrzebna do rekon-
strukcji tego samego superciggu jak wyzej. Nie maja one jednak wplywu na zlozo-
no$é¢ problemu, poniewaz superciag opisany przed chwila jest sam warunkiem istnienia
rozwigzania problemu DHPBTYV. Po tak okreslonej transformacji nie zabraknie jednak
elementéw nieklasycznych, poniewaz w procesie ich tworzenia uwzgledniono wszystkie
mozliwe rozgalezienia wierzchotkdéw i tukow w grafie. Dlatego w koficowym otrzymanym
spektrum instancji problemu qGSBH-ped, wszystkie niezbedne elementy nieklasyczne
sa obecne w Sgo (plus bledy pozytywne).

Prowadzi to do udowodnienia silnej NP-zupelnosci problemu qGSBH-ped.[]
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Twierdzenie 5.4.3. Problem GSBH-pes (w wersji przeszukiwania) jest silnie NP-

trudny.

Dowdd

Uzasadnienie powyzszego twierdzenia wynika z faktu, ze gdyby dla problemu przeszu-
kiwania GSBH-pes istnial algorytm wielomianowy, to mozna by go wykorzystaé¢ do roz-
wiazania w wielomianowym czasie problemu quasiGSBH-ped [26]. Byloby tak dlatego,
ze zbidr wszystkich instancji problemu przeszukiwania stanowi zbiér wszystkich instancji
z odpowiedzig TAK problemu qGSBH-ped. Z tego powodu mozna by uzy¢ tego algo-
rytmu dla kazdej instancji problemu quasi. Jezeli w wielomianowym czasie algorytm nie
znajdzie rozwiazania, odpowiedz dla qGSBH-ped brzmiataby NIE, TAK w przeciwnym

wypadku. W $wietle teorii ztozonoéci oraz zalozenia, ze P # N P nie jest to mozliwe. [J

5.5 Algorytm dla chipu typu Gapped

5.5.1 Dane wejsciowe

Celem algorytmu jest rekonstrukcja sekwencji DNA o znanej dlugosci n ze spektrum
DNA otrzymanego z czesci biochemicznej metody SBH, przy uzyciu nieklasycznego chipu
typu Gapped. Opracowany algorytm radzi sobie z wystepowaniem wszystkich rodzajow
bledow hybrydyzacji w spektrum, tj. btedéw pozytywnych oraz btedéw negatywnych. Te
ostatnie mogg wynikaé zaréwno z pomytek w procesie odczytu sond chipu, jak i z powodu
powtorzen podtancuchéw w badanym DNA. Dane wejSciowe algorytmu sa wymienione

na ponizszej lidcie:

1) spektrum DNA z eksperymentu hybrydyzacyjnego zawierajace elementy pocho-

dzace z obu potéwek chipu typu Gapped;

2) dlugosé n badanego fragmentu DNA;

3) parametr k okreslajacy miedzy innymi dlugosé oligonukleotydéw chipu;

4) informacja o poczatkowym fragmencie DNA o dlugosci k.

Parametry n oraz k pozwalajg obliczyé wiele dodatkowych wartosci niezbednych dla
dalszej pracy algorytmu. Parametr k pozwala okresli¢ dlugosé oligonukleotydéw w son-
dach klasycznych i nieklasycznych, tj. odpowiednio I; = k oraz lo = 2k — 1. Majac dang

dhugosé DNA n, mozliwe jest okreslenie hipotetycznej liczby elementéw obu typdéw, ktéra

zawieraloby spektrum idealne. Jesli przez Sg”’l okreslimy zbiér elementéow klasycznych
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w spektrum idealnym, a przez SiGSQ zbiér elementéw nieklasycznych spektrum idealnego,
ich liczba w takim wypadku bylaby réwna |S&,| =n — k + 1 oraz |S&,| = n — 2k + 2.

Gdyby mozliwe byto wykluczenie ktéregokolwiek rodzaju btedow hybrydyzacji, wtedy
mozliwe byltoby okreslenie doktadnej liczby btedéw hybrydyzacji w spektrum danym. W
innym wypadku algorytm musi okresla¢ te liczbe w przyblizeniu. Jest to wymagane aby
ograniczy¢ przestrzen rozwigzan, ktéra algorytm przeszukuje, jak zostanie wyjasnione w
dalszej czesci tego rozdziatu.

Spektrum DNA jest podzielone na dwa zbiory: zbiér Sg1 zawierajacy elementy kla-
syczne (podciagi budujace badane DNA) oraz zbiér Sge, zawierajacy dluzsze elementy
zbudowane nad 5-literowym alfabetem. Zbiér Sg1 jest uzywany do budowy grafu skie-

rowanego. Zasada dziatania tej procedury jest nastepujaca:

1) wszystkie elementy zbioru S o dlugosci k, opisane nad alfabetem 4-literowym,

sg traktowane jako wierzchotki grafu;

2) tuki w grafie tworzone sa na bazie nakladania na siebie postfixu i prefixu dwoch

ciaggdéw - odpowiednikéw wierzchotkéw na diugosci od 1 do k£ — 1.

Postfizem o dlugodci lyos ciagu e nazywamy podciag jego ostatnich [, liter. Na
przyktad postfixem o ditugoéci 5 ciggu opisanego jako A C' T C' G T A jest podciag
TCGT A.

Prefizem o dtugosci [, ciaggu e nazywamy podciag jego poczatkowych [, liter. Na
przyktad prefixem o dtugoséci 5 ciggu opisanego jako G C A A C T G jest podciag
GCAAC.

Dwa ciagi e; i es naktadaja sie na siebie na dlugosci r, jezeli postfix wierzchotka e; o

dtugosci r jest identyczny z prefixem wierzchotka es o tej samej dlugoéci.

Dalej w pracy wyrazenia ”ciag” i ”wierzcholek” beda uzywane zamiennie, gdyz kazdy
wierzcholek grafu opisany jest pewnym ciagiem znakéw nad alfabetem {A,C,G,T}. Dla
kazdego ciagu e ze zbioru e € S algorytm testuje wystepowanie wspélnych postfixéw /
prefixéw z kazdym innym ciagiem z Sg1. W efekcie powstaje graf skierowany, w ktérym
polaczone sa ze soba wierzcholki majace cho¢ minimalne, jednoznakowe nalozenie. Z
kazdym tukiem zwiazana jest pewna warto$¢ ”"wagi”, okreslajaca liczbe znakéw, ktérymi
nie nakladaja sie na siebie dwa wierzcholki. Algorytm przyjmuje, ze waga polaczenia
jest réwna 1, jezeli dwa wierzchotki natozyly sie na [y — 1 liter, 2 jezeli byto to I; —2 liter,
itd. W procesie rekonstrukcji DNA, czyli poszukiwania Sciezki w grafie, preferowane sg
huki z jak najnizszymi wagami.

Przyjmowane jest zalozenie, ze bledy negatywne polegajace na zagubieniu pewnych
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elementéw potrzebnych do rekonstrukeji DNA nie wystapia jeden obok drugiego tworzac
"wyrwe” o dhugoséci wiekszej niz I; — 1. Taka sytuacja uniemozliwi wtedy rekonstrukcje
badanego DNA, lecz jest ona mato prawdopodobna. Druga czeéé¢ spektrum to zbiér Sgo,
zawierajacy elementy zbudowane nad alfabetem 5-literowym. Jest on traktowany jako
pewna lista, ktéra postuzy do weryfikacji kolejno wybieranych do $ciezki wierzchotkéw
w grafie (pochodzacych ze zbioru Sg1).

Ostatnia wazna dana wejéciowg jest znajomosé pierwszych k liter badanego tancucha
DNA. Pozwala ona na wiedze o pierwszym wierzchotku eg grafu, od ktoérego algorytm

rozpocznie poszukiwanie Sciezki, bedacej odpowiednikiem rekonstrukeji sekwencji DNA.

5.5.2 Zasada dzialtania algorytmu

W ogélnosci opracowany algorytm jest algorytmem dokladnym, ktéry z uwagi na ogra-
niczenia jak np. czas obliczen zazwyczaj nie jest w stanie przeszukaé calej przestrzeni
rozwigzan. Algorytm poza najwazniejszymi danymi wejSciowymi bioracymi poczatek
bezposrednio z eksperymentu hybrydyzacyjnego, posiada takze szereg parametréw re-
gulujacych jego prace. Mozliwe jest takie ich ustawienie, aby przeszukiwal on calg do-
stepna przestrzen rozwiazan, z uwagi jednak na jej ogromny rozmiar, algorytm ogranicza
przeszukiwanie dla pewnego dostepnego czasu obliczen, liczby wewnetrznych iteracji czy
znalezionych rozwiazan niejednoznacznych w wyznaczonym czasie. Zostanie to szczego-
towe opisano w dalszej czesci tego podrozdziatu.

W ogdlnosci algorytm poszukuje $ciezki w grafie, pozwalajacej zrekonstruowaé¢ DNA
o znanej dlugosci n. Zaczynajac od pierwszego wierzchotka eg, algorytm sprawdza li-
ste tukéw prowadzacych do jego nastepnikéw. Lista ta jest dalej okreslana jako lista
kandydatow Candidates i jest zapamietywana dla kazdego do tej pory odwiedzonego
wierzchotka. Waga wybranego tuku okresla tez liczbe znakéw, ktore algorytm dodaje do
rekonstruowanego tancucha DNA. Wybranie tuku o wadze wiekszej niz 1 jest traktowane
jako ”zabudowanie” pewnej liczby hipotetycznych bltedéw negatywnych, o liczbie row-
nej wadze pomniejszonej o 1. Po zrekonstruowaniu sekwencji DNA o ustalonej dtugosci
n, rozwigzanie takie jest dodawane do zbioru Solutions, algorytm zas wycofuje si¢ do
poprzednich wierzchotkow aby sprawdzi¢ mozliwoéé rekonstrukeji innej Sciezki, z inna

mozliwa kombinacja wierzchotkéw.

Ogdélny schemat dzialania glownej petli algorytmu w formie pseudokodu przedsta-

wiony jest w formie Algorytmu 1.

Powyzszy Algorytm 1 pokazuje gtéwng petle, ktérej jedno wykonanie ma na celu do-
danie jednego nowego wierzchotka do budowanej Sciezki. Ponizej zostanie on opisany,

natomiast wazniejsze procedury widoczne w powyzszym pseudokodzie jako pojedyncze
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Algorithm 1 Pseudokod gléwnej petli algorytmu dla chipu typu Gapped.

1: while (Time < Limit AND s_space # empty AND Stop = FALSE) do
2 Candidates «— addOutgoingVerticesToList(Current_Verter)

3 Success_Flag «+ addNewVertexToSolution(Candidates);

4 if Success_Flag = FALSE then

5: if Path_Length = MaxValue then

6 Ok = testSolution(Solution);

7 if Ok = TRUE then

8 addToSolutionList(Solution)

9

reverseSteps(Solution)

10: else

11: reverseSteps(Solution)
12: end if

13: else

14: reverseSteps(Solution)

15: end if

16: end if

17: end while

linie polecen zostang dalej przedstawione w sposéb dokladniejszy, z dodatkowymi sek-
cjami pseudokodu obrazujacymi ich dzialanie w szczegdtach.

Jeden krok algorytmu to proces dodania do aktualnie budowanej Sciezki (wektor wierz-
chotkéw Solution) kolejnego wierzchotka. Algorytm stara sie dodawaé kolejne nastepniki
tak dlugo, jak jest to mozliwe. W pierwszej linii zaimplementowano podstawowe warunki
sprawdzane po dodaniu kazdego wierzchotka do $ciezki. Algorytm sprawdza czas, jaki
uplynat od momentu rozpoczecia pracy i poréwnuje go z nalozonym limitem. Praca
przerywana jest takze po wyczerpaniu sie przestrzeni rozwigzan, ktéry to warunek ma
znaczenie tylko przy stosunkowo niewielkich instancjach problemu. Zmienna Stop w
pseudokodzie odpowiada za kilka innych warunkéw, ktére moga by¢é nalozone na algo-
rytm i sa sprawdzane / uaktualniane takze w innych jego sekcjach, jak na przyktad
limit znalezionych rozwiazan czy limit nieprawidtowych rekonstrukcji majacych dtugosé
badanego DNA, lecz niespelniajacych pewnych warunkéw weryfikacji. Lista wszystkich

warunkéw zatrzymania gltéwnej petli to:

1) sprawdzono cala przestrzen rozwiazan,
2) osiagniety limit czasu przeszukiwania;

3) osiagniety limit rozwiazan dodanych do listy rozwiazan (tzw. limit rozwiazan nie-

jednoznacznych);
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4) osiagniety limit iteracji polegajacy na zbudowaniu rekonstrukcji DNA o zadanej
dtugosci, ktore nastepnie zostaly odrzucone przez procedure weryfikacji rozwigza-

nia.

Procedura budowania listy kandydatéw Candidates, czyli nastepnikéw aktualnie od-
wiedzone wierzchotka, jest zapisana w linii 2. W tej fazie algorytm tworzy liste mozliwych
kandydatow na nastepnikéw aktualnie przetwarzanego wierzchotka, czyli tego, ktory jako
ostatni zostal dodany do budowanej $ciezki w grafie. W tej czesci nastepuje takze we-
ryfikacja potencjalnych nowych wierzchotkéw, poprzez liste elementéw z nieklasycznej
czedci spektrum, tj. ze zbioru Sgo.

Po przygotowaniu listy potencjalnych nastepnikéw, kolejna procedura algorytmu od-
powiada za prébe dodania go $ciezki (linia 3). Procedura ta jest naturalnym rozszerze-
niem polecenia w linii 2, czyli przygotowania listy nastepnikéw, dla zachowania jednak
pewnej prostoty kodu zostata wydzielona jako osobna sekcja. W tej czeSci algorytm
sprawdza wiele warunkow, ktore wierzcholek z listy nastepnikéw musi spetnié¢, aby moégt
by¢ dodany do budowanej Sciezki. Zostang one przedstawione dalej, w opisie procedury
rozszerzania Sciezki.

W nastepnych liniach przedstawiono sprawdzanie zestawu warunkéw, majacych na
celu okreslenie dalszego toku pracy. Jezeli wierzchotek zostatl dodany poprawnie, iteracja
petli gléwnej konczy sie, po czym o ile stan warunkéw petli while nie zakonczy poszuki-
wan, algorytm buduje nowa liste kandydatow na nastepnikéw, tym razem od wierzchotka
wlasnie dodanego. Jesli nowy wierzchotek nie zostal dodany w linii 3, sprawdzane sa
tego powody. Jezeli algorytm wykryje, ze ostatnio dodany wierzchotek konczy Sciezke
o wielko$ci umozliwiajacej odtworzenie DNA o odpowiedniej dtugoéci, sprawdzane jest
czy $ciezka spelnia odpowiednie warunki, aby zosta¢ zaakceptowang jako potencjalne
rozwiazanie (linia 6). Jesli tak, algorytm dodaje ja do listy rozwiazan, po czym kontynu-
uje gtéwna petle, w kolejnych iteracjach dodajac inne wierzchotki. Po dodaniu nowego
rozwigzania, a takze w przypadku niemoznoéci zaakceptowania jakiegokolwiek nowego
wierzchotka z listy kandydatow, algorytm w liniach 9, 11 i 14 pseudokodu przechodzi do
wydzielonej procedury majacej na celu powrét do wierzchotka, z ktérego mozliwy byt
krok prowadzacy do innych nieodwiedzonych jeszcze nastepnikéw. Jesli taki wierzchotek
nie zostanie znaleziony, oznacza to wyczerpanie si¢ przestrzeni rozwiazan, co implikuje

koniec pracy i przejécie do sekcji wygenerowania wynikéw rekonstrukeji DNA.

Nastepna procedura algorytmu, ktora zostanie teraz opisana, odpowiada za budowanie
zbioru kandydatow na nastepnikéw aktualnie odwiedzonego wierzchotka. Przedstawia ja

Algorytm 2:

W linii 1 zawarta jest gtéwna petla catej procedury, ktora sprawdza wszystkie istnie-

jace polaczenia wychodzace z aktualnie dodanego do Sciezki wierzchotka. Sprawdzane
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Algorithm 2 Pseudokod procedury tworzenia listy kandydatéw na nastepnikéw.

1. for (Vertex IN AllOutgoingVerticesSet) do

2 if (checklI fUnused(vertexr) = TRUE) then

3 if (SolutionPath > MinLength AND Verification = TRUE) then
4 Verified = verifyVertex(vertex, Sga)

5: if (Verified = TRUE) then

6 addV ertex AsCandidate(vertex, Candidates)
7 end if

8 else

9 addV ertex AsCandidate(vertex, Candidates)

10: end if

11: end if

12: end for

sa one w kolejnosci od najwickszego do najmniejszego nalozenia, tj. najpierw algorytm
sprawdza nastepniki o maksymalnym nalozeniu réwnym [; — 1 o wadze woperiap = 1,
nastepnie te nakladajgce sie na [y — 2 znakach i wadze woperiap = 2, itd. Taka kolejnosc
sprawdzania i dodawania do listy kandydatéw wspiera zalozenie preferowania przez al-
gorytm jak najwiekszych natozen elementéw ze spektrum.

7 kazdym wierzchotkiem zwiazana jest pewna wartosé, ktéra okresla czy zostal on juz
wykorzystany w konstrukcji $ciezki. Oczywiscie celem jest zbudowanie $ciezki, w ktorej
wierzcholki sie nie powtarzaja, dlatego tylko te jeszcze nie odwiedzone moga zostaé¢ do-
dane do listy kandydatow, co sprawdza warunek w linii 2.

Teraz nastepuje sekcja kodu w liniach 3 — 5, w ktérej przeprowadzana jest weryfikacja
potencjalnych nastepnikéw, poprzez uzycie elementéw nieklasycznych spektrum - zbioru
Saeo. Pierwszym niezbednym warunkiem weryfikacji jest osiagniecie minimalnej dtugosci
rekonstruowanego DNA. Sekwencja ta jest na biezaco budowana, wraz z wydhizaniem
Sciezki w grafie. Jak wyjasniono w czesci rozdziatu poswigconej budowie chipu typu Gap-
ped, dlugo$¢ elementéw nieklasycznych to lo = 2k — 1 znakéw. Taka lub wieksza musi
by¢ suma liter do tej chwili zrekonstruowanego DNA oraz liter, ktore zostalyby dodane,
jesli aktualnie analizowany nastepnik zostatby wybrany do Sciezki.

Dla przykladu, jesli przyjaé, ze lo = 2k — 1 = 13 (dla k = 7), oraz aktualnie od-
tworzony tancuch DNA ma Ipya = 12 znakéw, kazdy wierzcholek od tego momentu
moze byé weryfikowany. Jesli, trzymajac sie przykladu, odtworzone DNA ma dlugosé
Ipna = 11 znakdéw, weryfikacji poddane moga by¢ tylko te nastepniki, ktére maja wage
minimum Weperlap = 2, czyli w razie ich uzycia dodadza przynajmniej 2 nowe litery
do rekonstruowanej sekwencji. W tym wypadku jednak zweryfikowany moze by¢é tylko
ostatni nukleotyd w takim nalozeniu. Bedzie o tym mowa dalej.

Jeszcze jeden warunek jest sprawdzany w linii 3, mianowicie, czy sam mechanizm
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weryfikacji jest aktywny. Nalezy o tym wspomnieé z tego powodu, ze w razie jego wy-
taczenia algorytm staje sie czysto klasyczny, tj. operuje na danych tylko z klasycznej
czesci spektrum. Algorytmy prezentowane w tym i dwoch nastepnych rozdziatach beda
miedzy innymi poréwnywane z podejéciem klasycznym opartym na opisywanym tutaj
algorytmie, jednak z catkowicie wylaczona weryfikacja.

W linii 4 pseudokodu przedstawiono krotki zapis ustawienia flagi Verified w kodzie,
okredlajacej, czy wierzchotek vertex zostal poprawnie zweryfikowany przez uzycie in-
formacji ze zbioru elementéw nieklasycznych Sgo. Procedura ta zostanie tutaj opisana
w przyktadach od najprostszego, zakladajacego brak btedéw hybrydyzacji, do najtrud-
niejszego, czyli przy ich wystepowaniu. Wplyw bledéw pozytywnych objawiaé sie bedzie

posrednio, co réwniez zostanie wyjasnione dalej. Rysunek 5.2 pomaga zrozumieé¢ caly

mechanizm.
Zrekonst DNA.: MNastepniki:
rekonstruowane : GCGCTA
ACGGTACTGCGCT GCGCTC

\ / GCGCTG

\/ Wystepuje w spektrum?
GTACTXXXXXA TAK
GTACTXXXXXC NIE
GTACTXXXXXG TAK

Elementy nieklasyczne stworzone w celu weryfikacji
nastepnikdw poprzez sprawdzenie ich obecnosciw
zbiorze elementdw nieklasycznych spektrum wejsciowego.

RYSUNEK 5.2: Weryfikacja w Gapped Chip przyktad 1

W przyktadzie z rysunku wystepuje sytuacja, w ktérej trzy mozliwe nastepniki na-
kladaja sie maksymalnie, na dlugosci 1 — 1, z ostatnio dodanym wierzchotkiem. Zre-
konstruowane do tej pory DNA jest dluzsze niz elementy nieklasyczne, weryfikacja jest
wiec mozliwa. Jak pokazuje rysunek, przy uzyciu liter do tej pory zrekonstruowanego
tancucha DNA oraz ostatniego nukleotydu kazdego nastepnika tworzone sg hipotetyczne
elementy pasujace pod wzgledem budowy do zbioru elementéw nieklasycznych spek-
trum. Kazdy z nich jest zwigzany z jednym rozpatrywanym nastepnikiem, po czym
nastepuje sprawdzenie, ktére z tych elementéw rzeczywiscie znajduja sie w zbiorze ele-
mentoéw nieklasycznych Sgo. Tylko te nastepniki, ktérych nieklasyczne ” odpowiedniki”

przedstawione na przykladzie rzeczywiscie znajduja sie w tym podzbiorze spektrum,
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moga by¢ brane pod uwage. Dodawane sa one wtedy do listy potencjalnych kandyda-
tow. Wierzchotek G C' G C' T C nie moze by¢ nastepnikiem, poniewaz jego dodanie do
$ciezki spowodowaloby od tej chwili rekonstrukcje nieprawidtowego DNA - z uwagi na
brak elementu nieklasycznego w spektrum, ktéry méglby zostaé w tym miejscu natozony
na rekonstruowany tancuch.

Sytuacja komplikuje sie, jesli w spektrum wystepuja btedy negatywne. Jest to proble-
matyczne zwlaszcza wtedy, gdy brak jest pewnych elementow nieklasycznych stuzacych
do weryfikacji. W sytuacji takiej prawidlowe (z punktu widzenia badanej sekwencji DNA)
nastepniki w grafie moga zostaé¢ odrzucone. Aby temu zaradzi¢ przyjeto zasade, w my$l
ktorej algorytm weryfikuje tylko ostatni nukleotyd nastepnika. W takiej sytuacji moz-
liwe jest co prawda odrzucenie wierzchotka z tego samego powodu co wlasnie opisany,
jednak istnieje duza szansa, ze nukleotyd (lub nukleotydy) dodawany przez taki odrzu-
cony nastepnik znajdzie sie w rozwiazaniu z powodu zaistnienia w innym nastepniku.
Uniemozliwi¢ ten mechanizm mogtoby tylko nagromadzenie si¢ btedéw negatywnych w

jednym fragmencie calej badanej sekwencji DNA. Ilustruje to przyktad na rysunku 5.3.

Nastepnik (waga=1,

Zrekonstruowane DNA: 105 enie na k-1 literach):

ACGGTACTGCGCT GCGCTA

\X Z/ Wystepuje wspektrum?
GTACTXXXXXA NE

Brak elementu nieklasycznego z powodu bleddw negatywnych

Nastepnik (waga = 2,
naloZenie na k-2 literach):

ACGGTACTGCGCT CGCTAG

Zrekonstruowane DNA:

\\ !’/ Wystepuje w spektrum?
TACTGXXXXXG TAK

Dodanie elementu do ciggu, pomimo bledow negatywnych

RYSUNEK 5.3: Weryfikacja w Gapped Chip przyktad 2

Jak wida¢ z przykladu na rysunku, zasady weryfikacji pozwalaja uzyskaé¢ prawidtows
rekonstrukcje pomimo bledéw negatywnych uniemozliwiajacych poprawna weryfikacje
pewnych wierzchotkéw. Nalezy jednak zwrédcié uwage, ze kazdy blad negatywny w zbio-
rze Sgo przeklada sie na odrzucenie jakiego$ elementu ze zbioru Sg1. Oznacza to, ze kon-
cowa, prawidlowa rekonstrukcja uzywa mniej elementéw z Sg1 niz wynositaby licznosé
zbioru Sg1. Wartoéé ta jest wiec pomniejszona o liczbe bledéw negatywnych w zbiorze

Sao. Tutaj pojawia sie trudnosé, ktorg posrednio powoduje wystepowanie w spektrum
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bledéw pozytywnych obok negatywnych. Ponizsza lista przedstawia przypadki wyste-

powania btedéw w spektrum oraz ich wplyw na weryfikacje poszczegdlnych elementéw

oraz calego rozwiazania (superciagu):

1)

Brak bledéw w spektrum. Mozliwa jest precyzyjna weryfikacja, tj. wiadomo, ze
wszystkie elementy z Sg1 musza wystapi¢ w rozwigzaniu oraz zbidr Sgo poprawnie

zweryfikuje kazdy prawidlowy nastepnik.

Tylko bledy negatywne wynikajace z powtorzen wystepuja w spektrum. Ten rodzaj
bledéw negatywnych nie ma wplywu na dziatanie procesu weryfikacji, tj. zbiér
Sa2 moze poprawnie zweryfikowaé kazdy nastepnik z Sgi. Ten rodzaj btedéow ma
wplyw tylko na rekonstrukcje $ciezki w grafie elementami z Sgi, poniewaz jest
ich mniej niz powinno. Zmusza to algorytm do uzycia wierzchotkéw z natozeniami
mniejszymi niz maksymalne, réwne [; — 1. Wszystkie elementy ze zbioru Sg1 musza

zostaé¢ uzyte w rekonstrukcji DNA.

Btedy negatywne ogdlnego rodzaju. Wpltyw tego rodzaju bledéw zostal przedsta-
wiony na przyktadzie z rysunku 5.3. W tym przypadku mozliwe jest mniej precy-
zyjne okreslenie, ile elementéw ze zbioru Sgi musi zostaé uzytych. Liczba ta musi
by¢ rowna lub wieksza jego licznosci, pomniejszonej o liczbe bleddéw negatywnych
w zbiorze Sgo. Liczba bltedéw negatywnych w Sge jest mozliwa do wyliczenia po-
rownujac jego licznosé ze zbiorem idealnym. Jesli minimalng liczbe elementow z
Sa1, ktore musza by¢ uzyte oznaczymy jako mingi, to rozwiazanie moze zawieraé
wiecej elementéw niz wskazuje ta wartos¢. Na ming; skladajg sie bowiem bledy
negatywne w zbiorze Sgo (ktére maja wplyw na odrzucanie prawidlowych elemen-
téw z Sg1 w procesie weryfikacji), oraz bledy negatywne wynikajace z powtérzen
w Sgo. Te ostatnie takiego odrzucania nie powoduja, ale sa odpowiedzialne za
zmniejszenie rozmiaru zbioru Sge, przy czym sa nie do odréznienia od ”normal-

nych” bledéw negatywnych.

Bledy negatywne oraz pozytywne w spektrum. Ten przypadek jest najtrudniejszy,
lecz niestety to on wlasnie jest przypadkiem realistycznym. Niemozliwe jest tutaj
okredlenie, ile elementow ze zbioru Sg1 musi znalezé sie w $ciezce budowanej przez
algorytm. Warto$¢ ta musi by¢ przyblizona, aby dla potrzeb efektywnosci obli-
czen okredli¢, kiedy przestaé¢ korzystaé¢ z elementéw zbioru Sgi, ktére naktadaja
sie na mniej niz [; — 1 znakach. Kazde takie natozenie to "naprawa” odpowiedniej
liczby ”dziur” w sekwencji rekonstruowanej. Ich uzycie zwieksza jednak znacz-
nie przestrzen rozwigzan. Dlatego od pewnego momentu algorytm stwierdza, ze
liczba btedéw negatywnych, ktore zostaly z pomoca takich elementéow ”zaklejone”

musiata osiagnaé¢ pewne maksimum, po ktérym dalsze rozpatrywanie elementéw
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naktadajacych sie na mniejszej iloéci liter przestaje by¢ potrzebne oraz prowadzi do
przeszukiwania niepotrzebnych obszaréw przestrzeni rozwiazan. Nawet zalozenie
wystepowania 10% czy 20% bledéw negatywnych w calym spektrum jest lepsze,
niz zakladanie nieograniczonej ich liczby. Jak jednak juz napisano, obecno$é¢ btle-
dow pozytywnych uniemozliwia precyzyjne okreslenie bledéw negatywnych w obu
zbiorach spektrum. Dlatego tez btedy pozytywne w zbiorze Sga, oprocz oczywistej
pozytywnej - nieprawidlowej weryfikacji powoduja opisane tutaj utrudnienia dla

efektywnosci algorytmu.

Okreslenie liczby bledéw negatywnych wystepujacych w spektrum na zasadnicze zna-
czenie dla efektywnosci przeszukiwania przestrzeni rozwiazan. Nowy nastepnik jest doda-
wany do Sciezki z listy kandydatow. Jezeli jego naltozenie z ostatnim wierzchotkiem $ciezki
jest mniejsze niz [; — 1 liter oznacza to, ze pomaga on w naprawie efektu wystapienia
hipotetycznego btedu negatywnego, ktory uniemozliwitl natozenie maksymalne. Branie
pod uwage wierzchotkéw o nalozeniu mniejszym niz l; — 1 (teoretycznie az do nalozenia
na jednym, ostatnim/pierwszym znaku dwéch wierzchotkéw) powieksza przestrzen roz-
wigzan w omawianym problemie. Gdy mozliwe jest precyzyjne okreslenie liczby btedéw
negatywnych, tj. w przypadku gdy nie ma btedéw pozytywnych, algorytm wiedzac, ze
”naprawil” juz odpowiednig liczbe btedéw w spektrum, przestaje bra¢ pod uwage wierz-
chotki z natozeniem mniejszym niz k — 1 znakoéw, co bardzo poprawia jego efektywnosé.
Niestety, najbardziej realistyczny przypadek pracy to ten, w ktoérym wystepuja wszyst-
kie rodzaje btedéw. Jak opisano powyzej, niemozliwe jest wtedy precyzyjne okreslenie
liczby btedéw negatywnych. Algorytm dla zachowania efektywnosci przyjmuje wartosé
przyblizona, zaktadajac na przyklad istnienie maksymalnie 20% bledéw negatywnych w
spektrum. Oznacza to miedzy innymi akceptacje rozwiazan, ktoére wykorzystaly przy-
najmniej 80% liczby elementéw spektrum idealnego w danym przykladzie. Poréwnanie
skutecznosci miedzy takim podejsciem, a znajomoscia precyzyjnej ilosci btedéow nega-
tywnych zostanie przedstawione w rozdziale z wynikami eksperymentéw obliczeniowych

algorytmu.

Wracajac do pseudokodu procedury algorytmu, w ktoérej do listy kandydatéw na na-
stepnikow dodawany jest kolejny wierzchotek, w liniach 5 oraz 6 jest on dodawany do listy
wtedy, gdy weryfikacja zakonczyla sie pomyslnie. Linia 9 odpowiada za dodanie wierz-
cholka do listy kandydatéw jezeli weryfikacja jest wylaczona (co oznacza, ze algorytm
pracuje w trybie problemu sekwencjonowania klasycznego) oraz jezeli zrekonstruowany
tancuch DNA nie osiggnat jeszcze wymaganej do weryfikacji dlugosci. Ma to miejsce w
kilku pierwszych krokach algorytmu, w ktérych kazdy nastepnik jest traktowany jako
potencjalny prawidtowy wierzchotek Sciezki.

W sposéb tutaj opisany sprawdzany jest kazdy wierzcholek (poza poczatkowymi), co
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stanowi o sile samego podejscia sekwencjonowania nieklasycznego. Ta dodatkowa infor-

macja znacznie zmniejsza rozmiar przestrzeni rozwiazan do przeszukania.

Opisujac zaproponowany algorytm, nalezy precyzyjniej opisaé jeszcze dwie jego sek-
cje: powrdt do poprzednich wierzchotkow w celu zbadania innych rozgatezien przestrzeni
rozwiazan, a takze dodanie $ciezki do listy rozwiazan. W tym ostatnim przypadku cho-
dzi o koncowa weryfikacje parametréw problemu sekwencjonowania, przed akceptacja
rozwigzania jako dopuszczalnego.

W liniach 9, 11 i 14 Algorytmu 1 znajduje si¢ polecenie powrotu do poprzednich

wierzchotkow. Jest ono wywolywane w nastepujacych przypadkach:

1) zostalo dodane nowe rozwiazanie do listy;

2) rozwiazanie zostalo odrzucone przez procedure weryfikacji $ciezki (ktéra zostanie

opisana dalej);

3) nie powiodla si¢ préba dodania nowego wierzchotka z listy kandydatéw na nastep-

nikow.

Dwa pierwsze przypadki mozna traktowa¢ jednakowo. Niezaleznie od tego czy roz-
wigzanie zostalo zaakceptowane, ta sekcja algorytmu jest rozpatrywana tylko wtedy,
gdy $ciezka osiggnela wystarczajaca dlugoéé, okreslong przez rozmiar sekwencjonowa-
nego DNA. Trzeci przypadek moze by¢ spowodowany przez wiele powodéw stojacych za
niemoznoscig dodania wierzchotka do $éciezki. Lista kandydatéw nastepnikéw moze byé
pusta, wierzchotki na niej zostaly juz uzyte w $ciezce lub jedyne dostepne wierzchotki
na liscie kandydatéw rozszerzaja $ciezke do rozmiaru, ktéry powoduje przekroczenie roz-
miaru badanego DNA. Jaki by nie byl pow6d niemoznosci dodania nowego wierzchotka
do konstruowanej $ciezki, opisywana teraz procedura algorytmu odpowiada za wycofanie
sie do wierzcholka, z ktérego jest mozliwe rozszerzenie Sciezki niewykorzystanymi jeszcze
w danej kolejnosci wierzchotkami.

Sama zasada dzialania tej czeSci algorytmu jest dos¢ prosta. Majac dane o aktual-
nie zbudowanej $ciezce oraz listy kandydatow na nastepnikéw dla kazdego dodanego
do tej pory wierzchotka, algorytm wycofuje sie do miejsca, gdzie mozliwy jest wybor
innego wierzchotka z list kandydatéw. Jest tylko jeden wyjatek, ktory jest tutaj takze
obstugiwany: dodano wierzcholek rekonstruujacy $éciezke o zadanej dlugosci DNA. W
tym wypadku, niezaleznie czy rozwiazanie zostalo zaakceptowane czy nie (przypadki 1)
oraz 2) ), algorytm przed wycofaniem sie do poprzedniego wierzchotka sprawdza, czy na
ostatniej stworzonej licie kandydatéw znajduje sie wierzchotek, ktory mozna podmienié
z aktualnie uzytym tak, aby zachowaé¢ wymagana dlugosé $ciezki (czyli musi on mieé¢ ten

sam rozmiar nalozenia co ostatnio dodany). Teoretycznie moga wystapi¢ maksymalnie
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4 rézne nastepniki konczace $ciezke, w zaleznoéci od weryfikacji oraz ich wystapienia
w czesci Sg1 spektrum DNA (w przypadku spektrum z bledami hybrydyzacji). Jesli
podmiana si¢ uda, procedura powrotu konczy prace, a algorytm wraca do gtéwnej petli,
w ktérej w nastepnej iteracji nie doda nowego wierzcholka (poniewaz $ciezka weiaz ma
maksymalny rozmiar), lecz sprawdzi, czy nowe rozwigzanie moze by¢ dodane do listy.
Jezeli nie mozna zamieni¢ ostatniego wierzchotka z innymi na aktualnej liscie kan-
dydatatéw, algorytm wraca do poprzedniego odwiedzonego wierzchotka Sciezki. W tym
kroku zerowane sa odpowiednie wartosci zwiazane z ostatnio uzytym wierzchotkiem, jak
na przykltad status jego uzycia w $ciezce. Rekonstruowany tanicuch DNA réwniez jest
skracany o liczbe liter réwna dodanej przez wycofany wierzchotek. Jezeli wierzchotek
naktadal sie na mniejszej ilo$ci znakéw niz I — 1, zmniejszany jest wewnetrzny licznik
"naprawionych” skutkéw bledéw negatywnych hybrydyzacji. Po powrocie do poprzed-
nika usunietego wierzchotka algorytm sprawdza, czy na licie kandydatow, na ktoérej on
figurowal znajduje sie inny wierzchotek, ktéry moze zostaé teraz uzyty oraz jego doda-
nie jest mozliwe (np. z uwagi na ilo$é znakéw ktore doda do budowanego DNA). Jesli
spelnia on wszystkie warunki, jest dodawany jako nastepnik, procedura powrotu kon-
czy prace a algorytm powraca do wykonywania kolejnej iteracji petli gtéwnej. W innym
wypadku algorytm wycofuje sie dalej, az do poczatkéw $ciezki. Jesli procedura powrotu
wykryje, ze skonczyla sie lista kandydatéw na pierwszej liscie kandydatéw (zwiazanej z
wierzchotkiem poczatkowym $ciezki), wtedy do petli gléwnej algorytmu wysylana jest

informacja o przeszukaniu przestrzeni rozwigzan.

Przed dodaniem nowego rozwigzania do listy, jest ono weryfikowane. Ta procedura jest
zalezna od przypadku wystepowania lub nie dwéch gtéwnych typéw bltedéw hybrydyza-
cji. W przypadku, gdy bledy te nie wystepuja razem, mozna precyzyjnie okresli¢ liczbe
elementéw spektrum DNA, ktore musza zosta¢ wykorzystane. Niestety, jak zostalo juz
wczesniej podkreslone, realistyczny przypadek to ten, w ktérym wystepuja wszystkie ro-
dzaje bledéw hybrydyzacji w spektrum danym na wejéciu. Algorytm postuguje sie wtedy
przyblizona ich wartoscia, domyslnie akceptujac rozwiazanie, ktére np. zuzyto minimum
80% liczby elementéw spektrum idealnego, a precyzyjniej, 80% liczby elementéw zbioru

elementéw klasycznych w spektrum idealnym.
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Alternating Chip

6.1 Wstep

Trescia niniejszego rozdzialu beda problemy zwigzane z sekwencjonowaniem przy uzyciu
chipu typu Alternating oraz zaproponowany algorytm, rozwiazujacy problem sekwencjo-
nowania na bazie spektrum z bledami hybrydyzacji. Drugi przedstawiony w pracy [40]
chip do nieklasycznego sekwencjonowania przez hybrydyzacje nosi nazwe Alternating
Chip. On réwniez uzywa nieokreslonych nukleotydéw (tj. nukleotydéw uniwersalnych)
oznaczanych znakiem X we wzorze opisujacym sondy. Podstawowa réznica pomiedzy
nim a chipem typu Gapped zawiera sie w sposobie budowy sond. O ile chip typu Gap-
ped mozna bylo traktowaé jako pewna hybryde pomiedzy podejsciem klasycznym (zbiér
Sc1 spektrum GSBH) a nieklasycznym (zbiér Sge), Alternating Chip sklada sie w ca-
tosci z nieklasycznych sond. Ich budowa réwniez dzieli chip na dwie czedci, jednakze w
kazdej potowie chipu kazda sonda jest opisana wzorem nad alfabetem 5-literowym {A,

C, G, T, X}, ktéry to wzor okresla zbiér oligonukleotydéw w niej zawartych.

6.2 Konstrukcja i charakterystyka chipu Alternating

W alfabecie opisujacym sondy chipu Alternating wystepuje litera X majaca takie samo
znaczenie jak w przypadku chipu typu Gapped. W procesie nakladania sie dwéch cig-
gbéw znakow reprezentuje ona hipotetyczny nukleotyd, do ktérego komplementarny jest
kazdy nukleotyd naturalny ze zbioru {A, C, G, T}. W przeciwiefistwie jednak do chipu
typu Gapped, obie potowy, na ktore dzieli sie powierzchnia chipu Alternating, posiadaja
sondy opisywane w sposob nieklasyczny, tj. kazda sonda chipu reprezentuje pewien zbiér
oligonukleotydow opisany wzorem. Zasady konstrukcji tych wzorow w dwdch potowach

chipu sa nastepujace:
67
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NlXNQX...XNk_lXNk oraz NlXNQX...XNk_lNk

Zbiér spektrum zawierajacy sondy opisane pierwszym wzorem bedzie dalej w pracy

okredlany zbiorem S41, drugi zbiér to S4o. Elementy w zbiorach maja dlugosé:
li =2k —1oraz ly =2k —2 (6.1)

W przypadku braku jakichkolwiek btedéw hybrydyzacji, mamy do czynienia ze spek-
trum idealnym. Dla dlugosci DNA réwnej n, oraz ustalonego parametru k dla chipu,

moce obu zbioréw to:

1S =n—(2k—1)+1=n—2k+2 (6.2)
1S5 =n—(2k—2)+1=n—2k+3 (6.3)

Poniewaz obie czesci chipu maja te samg liczbe naturalnych nukleotydéw, pojemnosé
chipu typu Alternating jest tak samo zalezna od parametru k, jak w przypadku chipu
typu Gapped:

|Cate (k)| = 2 - 4* (6.4)

Dla przykladu rozpisane zostang teraz przykladowe wzory sond chipu z parametrem
k = 3, gdzie pierwsza sonda jest opisana wzorem AX AX A, druga natomiast to AX AA.

Sonda pierwsza zawiera¢ w sobie moze 16 réznych oligonukleotyddw, precyzyjnie:

AAAAA; AAACA ;AAAGA; AAAT A
ACAAA; ACACA ;ACAGA;ACAT A
AGAAA; AGACA ;AGAGA;AGAT A
ATAAAATACA ;ATAGA;ATATA

druga z sond, opisana przez AX AA zawiera¢ moze cztery rézne oligonukleotydy:
AAAA ; ACAA ; AGAA ; ATAA

Pomimo tego, ze caly chip sktada sie z nieklasycznie skonstruowanych sond, elementy
ze zbioru Sx9 stuza do weryfikacji nastepnikow wierzchotkéw grafu stworzonych na pod-
stawie zbioru S4; spektrum, czyli podobnie jak w przypadku algorytmu dla chipu typu
Gapped. Procedura tworzenia grafu oraz samej weryfikacji zostanie opisana w dalszej

czesci rozdziatu, dotyczacej algorytmu zaproponowanego dla chipu Alternating.
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6.3 Zagadnienia prawdopodobienstwa rozgalezien

Tak jak w sekcji dotyczacej prawdopodobienstwa zwiazanego z chipem typu Gapped, tu-
taj koncowe wzory opisujace charakterystyke chipu typu Alternating sg identyczne, jak
w odpowiednim podrozdziale rozdziatu piatego. Dwa koncowe wzory opisujace prawdo-
podobienstwo podania rozwiazania jednoznacznego oraz maksymalna dtugosé tancuchéw

DNA, dla ktérych chip daje odpowiedz jednoznaczng to:

n? n n 12n2
P(Cair(k)yn) ~ 1= (1= ) 3 35 6 = G (65)
1
max Ca ]{i, N Ca k 66
Nmaz (Cat(k), p) i |Care(K)|/P (6.6)

6.4 Problemy oraz ich zlozonosé obliczeniowa

6.4.1 Podstawowe definicje

Def. 6.4.1. Ciagi typu Alternating

Ciagi typu Alternating zbudowane sa nad alfabetem {A, C, G, T, X} i naleza do jednego
z dwbch zbioréw: zbiér Sy zawiera wszystkie ciagi o dlugosci 1 = 2k — 1, zbior Sgo
zawiera wszystkie ciagi o dlugosci lo = 2k — 2, gdzie k > 3, a elementy w obu zbiorach

spelniaja warunki:

1) litera X znajduje si¢ wylacznie na parzystych pozycjach ¢ = 2,4, ..., gdzie i = 1
oznacza pierwszy znak ciagu, r = 2k — 2 w przypadku zbioru Sy oraz r = 2k — 4

w przypadku zbioru Sx9;

2) na pozostalych pozycjach w elementach obu zbioréw wystepuja tylko litery z po-
dalfabetu {A, C, G, T}.

Ciagi typu Alternating sg elementami zbioru 57 U S

Def. 6.4.2. Nakladanie ciaggdéw typu Alternating

Ciagi p o diugosci [, oraz ¢ o dlugoéci I, zbudowane nad alfabetem {A, C, G, T, X}
nakladaja sie na pewnej dlugosci r < min(l,,ly) jezeli dla dwéch ich podciagdw pg4i
oraz qpy; gdzie a i b to indeks pierwszego znaku podciagu w natozeniu odpowiednio dla

piq,i=0,1,...,7 — 1, spelnione sg warunki:
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1) jezeli na pozycji i w pierwszym podciagu znajduje sie litera z {A, C, G, T}, na tej
samej pozycji w drugim podciagu znajduje sie identyczna litera z tego alfabetu,

czyli payi = Qo4

2) jezeli na pozycji ¢ w jednym podciagu znajduje sie litera X, na pozycji i w drugim

podciagu moze znajdowaé sie dowolna litera z {A, C, G, T, X};

3) indeks a lub b musi byé¢ réwny 1 co oznacza, ze jeden z podciagdw pg+i lub gy

utworzony jest z poczatkowych r liter ciagu, od ktérego pochodzi.

Efektem nalozenia sie p i q jest superciag t ciagéw p i g, w ktérym kazdy znak ;44451

(tj. znak czesci wspdlnej p i ¢ w t) stworzony jest nastepujaco:

1) jezeli payi = quti, Wtedy taybrio1 = Pati = Qoti;
2) jezeli poyi = X oraz qpii € {A,C, G, T}, wtedy tatpri-1 = Qotis
3) jezeli gpri = X oraz pati € {A,C,G, T}, wtedy taypri-1 = Pai-

Def. 6.4.3. Uogélniony superciag typu Alternating

Dla danego zbioru S4 ciagéw typu Alternating, uogélnionym superciagiem o dtugosci n
typu Alternating jest taki superciag, ktéry sktada sie ze wszystkich elementéw zbioru S 4
naktadajacych sie zgodnie ze zdefiniowang wczesniej definicja naktadania ciagéw typu

Alternating.

6.4.2 Alternating SBH bez bledéw hybrydyzacji

Def. 6.4.4. Idealne spektrum problemu Alternating SBH (ASBH)

Idealne spektrum sklada sie ze wszystkich ciggdéw typu Alternating o dtugosciach [y =

2k — 1 oraz lo = 2k — 2 sekwencji DNA o dtugosci n bez powtérzen. W takim wypadku
(is)

. g 18
moce zbioréw S

n—Iy+ 1.

oraz Sg;) spelniaja nieréwnosci: \S’Xf)\ <n-—1I;+1 oraz |SX§)| <

Wszystkie ciagi ze zbiorow SI(E) i SI(Z;) naktadaja sie catkowicie na podciagi sekwencji
DNA o dlugosciach odpowiednio l; i I3, zgodnie z definicja nakladania dla ciggéw typu
Alternating.

Problem 6.4.1. Problem ASBH bez bledéw, w wersji decyzyjnej (ASBH-efd, error-free,
decision)

Instancja: zbiér S = Saq U Sa taki, ze Sap = S oraz Sxp = S5

, bedacy idealnym
spektrum ASBH, dlugosé n sekwencji DNA, |Sai| =n — 11 + 1 oraz |Sae| =n —la + 1.
Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje uogdlniony superciag typu Alternating o dlugosci n
zbudowany tylko nad alfabetem {A, C, G, T}, zawierajacy wszystkie elementy zbioréw

Sa1 oraz Sy zgodnie z definicja naktadania ciagéw typu Alternating.
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W tym wypadku problem decyzyjny jest obliczeniowo tatwy - wiemy, ze istnieje jego
rozwiazanie, z uwagi na zalozenie, ze instancja problemu ASBH-efd sklada sie ze spek-
trum idealnego, czyli zawierajacego wszystkie fragmenty DNA. Oznacza to, ze zbior

wszystkich instancji problemu Dy, g5y ., jest réwny zbiorowi instancji problemu, dla

efd

ktorych odpowiedz brzmi TAK, Drygpy opq

= YHASBH—efd'

Problem 6.4.2. Problem ASBH bez bledéw, w wersji przeszukiwania (ASBH-efs, error-
free, search)

Instancja: zbiér S = Saq U Sa taki, ze Sa = S oraz Sxp = S5

, bedacy idealnym
spektrum ASBH, dlugosé n sekwencji DNA, |Sai| =n — 11 + 1 oraz |Saz| =n —la + 1.
Odpowiedz: uogélniony superciag typu Alternating o dtugoéci n zbudowany tylko nad
alfabetem {A, C, G, T}, zawierajacy wszystkie elementy zbioréw Sa; oraz S49 zgodnie

z definicja naktadania ciagdéw typu Alternating.

6.4.3 Alternating SBH z bledami negatywnymi

Def. 6.4.5. Idealne multispektrum problemu Alternating SBH

Idealne multispektrum skiada sie ze wszystkich ciggéw typu Alternating o dlugosciach

Iy = 2k — 1 oraz ls = 2k — 2 z sekwencji DNA o dlugoéci n. W przypadku idealnego
(im)

multispektrum moce multizbioréw S Al;n im)

oraz S%n ) sa réwne odpowiednio: ]51(41 | =
n—1Iy + 1 oraz \S%n)\ =n — Iy + 1. Kazdy element w multispektrum powtarza si¢ tyle
razy, ile odpowiadajacy mu podciag w DNA.

Wszystkie ciagi ze zbioréw Sﬁﬁn) oraz SX;” ) zbudowane nad alfabetem 5-literowym,
naktadaja sie catkowicie na odpowiednie podciagi o dtugoéci I i ls z badanej sekwencji

DNA, zgodnie z definicjg naktadania sie ciagdw typu Alternating.

Problem 6.4.3. Problem ASBH z bledami negatywnymi w wersji decyzyjnej (ASBH-
ned, negative error, decision)

Instancja: zbiér S4 = Sa1 U S0 taki, ze Sa1 C SXT) oraz Sgo C SX;@) bedacy podzbio-
rem bez powtérzen idealnego multispektrum ASBH, dlugosé n sekwencji DNA.
Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje uogélniony superciagg o dlugosci mniejszej lub réwnej
n skladajacy sie tylko liter z alfabetu {A, C, G, T}, zawierajacy wszystkie elementy

zbioréow S41 oraz S49 zgodnie z definicja nakladania ciggéw typu Alternating.

Zbiér wszystkich instancji powyzszego problemu nie jest réwny zbiorowi instancji, dla
ktérych odpowiedz brzmi TAK. Spektrum problemu jest podzbiorem idealnego multi-
spektrum pochodzacego z podzielenia sekwencji DNA na mniejsze podciagi, jednakze
charakter poszukiwanego rozwigzania sprawia, ze istnieja takie instancje, ktére nie maja
rozwiazania, nawet jesli sa podzbiorem multispektrum idealnego. (Na przyktad: sekwen-
cjaCGATGG A G, spektrum: CxAxG, TxGxG, CxAT - nie istnieje takie rozwigzanie,
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dla ktérego wszystkie znaki X mialyby odpowiedniki w alfabecie {A, C, G, T}. Zbiér
wszystkich instancji problemu ASBH-ned to Dri,cpy ned = Yasng ned Y Nasnn neds
gdzie Y11,45 n.q tO zbior wszystkich instancji, dla ktérych odpowiedZ brzmi TAK,

Nt 555 neq 0 zbidr wszystkich instancji, dla ktérych odpowiedZ brzmi NIE.

Problem 6.4.4. Problem Alternating SBH z bledami negatywnymi w wersji przeszu-
kiwania (ASBH-nes, negative error, search)
Instancja: zbior S4 = S41 US40 taki, ze S41 C S%n) oraz Sao C Sj(jgl) bedacy podzbio-
rem bez powtérzen idealnego multispektrum ASBH, dlugosé n sekwencji DNA.
Odpowiedz: uogdlniony superciag typu Alternating o dlugosci mniejszej lub réownej n
sktadajacy sie tylko liter z alfabetu {A, C, G, T}, zawierajacy wszystkie elementy zbio-

row S41 oraz Sa9 zgodnie z definicja nakladania ciggéw typu Alternating.

Zbiér wszystkich instancji powyzszego problemu jest réwny zbiorowi wszystkich in-

stancji problemu decyzyjnego Dii,cpy nee = Dllaspir med

6.4.4 Alternating SBH z bledami pozytywnymi

Definicje probleméw sformutowane ponizej wykorzystuja definicje idealnego spektrum
ASBH 6.4.4 oraz idealnego multispektrum dla ASBH 6.4.5.

Problem 6.4.5. Problem Alternating SBH z btedami pozytywnymi, w wersji decyzyjnej
(ASBH-ped, positive error, decision)

Instancja: zbiér S4 = Sa1 U Sao taki, ze Sl(éff) = SXT) C S4q oraz Sﬁf;) = %n) C Sa9
zawierajace w sobie idealne spektrum ASBH, dtugo$é n sekwencji DNA.

Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje uogdlniony superciag zbudowany tylko nad alfabetem
{A, C, G, T} o dlugosci n zawierajacy ]Sj(ﬁ)] roznych elementéw ze zbioru S41 oraz

|SX;)| réznych elementéw ze zbioru Sao.

Zbiér wszystkich instancji powyzszego problemu jest rowny zbiorowi instancji, dla

ktorych odpowiedz brzmi TAK: Drygpy ey Idealne spektrum problemu

= YHASBH—ped'
ASBH jest podzbiorem spektrum powyzszego problemu. Wiadomo, ze w idealnym spek-
trum ASBH istnieje uogdlniony superciag o dlugosci n zbudowany nad alfabetem {A,
C, G, T}, tak wiec zlozonosé powyzszego problemu decyzyjnego jest wielomianowa: od-

powiedz zawsze brzmi TAK.

Problem 6.4.6. Problem ASBH z bledami pozytywnymi w wersji przeszukiwania (ASBH-
pes, positive error, search)
Instancja: zbiér S4 = Sa1 U Sao taki, ze Sl(éff) = SXT) C Sy oraz Sﬁfg) = %n) C Sa9

zawierajace w sobie idealne spektrum ASBH, dtugo$é n sekwencji DNA.
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Odpowiedz: uogélniony superciag zbudowany tylko nad alfabetem {A, C, G, T} o dlugo-
$ci n zawierajacy |5Xf)| réznych elementéw ze zbioru S 41 oraz |SX§)| réznych elementow

ze zbioru Sgs.

Zbiér wszystkich instancji tego problemu jest réwny zbiorowi instancji problemu de-
cyzyjnego: Dy spg_pes = Pllaspn_peq- Nalezy dodad, ze jest on przez to rowny zbiorowi

instancji z odpowiedzig TAK dla problemu decyzyjnego: D1, gpc ..

= YHASBH—ped'

Problem 6.4.7. Problem quasi-pozytywnego ASBH w wersji decyzyjnej (qASBH-ped,
positive errors, decision)

Instancja: zbiory S41 i Sa2 bedace spektrum ASBH, zawierajace tylko ciagi typu Alter-
nating o dtugodciach [y i I, dlugos¢ n badanej sekwencji DNA.

Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje uogdlniony superciag zbudowany tylko nad alfabetem
{A, C, G, T} o dlugosci n zawierajacy |SX‘19)| roznych elementéw ze zbioru Sa1 oraz
\SX;)\ réznych elementéw ze zbioru Sgas, gdzie |Sl(4i‘19)| =n—l+1i ]SX;)] =n—1Iy+1

to licznosé podzbioréw idealnego spektrum ASBH.

Zbior wszystkich instancji z odpowiedzia TAK problemu qASBH-ped jest réwny zbio-
rowi wszystkich instancji z odpowiedzig TAK dla problemu ASBH-ped. Zbiér wszyst-
kich instancji ASBH-ped jest jednak podzbiorem zbioru wszystkich instancji problemu
qASBH-ped, poniewaz ten drugi zawiera takze instancje, dla ktérych odpowiedZ brzmi

NIE, Yii

GASBH—ped YHASBH—ped’ DHASBH—ped - DHqASBH—ped

Twierdzenie 6.4.1. Problem qASBH-ped jest silnie NP-zupelny.

Dowéd

Punktem wyjscia w dowodzie powyzszego twierdzenia bedzie wykorzystanie zmodyfiko-
wanej transformacji dla problemu chipu typu Gapped z bltedami pozytywnymi. Modyfi-
kowana jest wiec tutaj po raz kolejny transformacja z artykutu [10].

W pierwszej kolejnosci nalezy jednak sformutowaé problem poczatkowy, dla ktérego

transformacja ta bedzie stosowana.

Problem 6.4.8. Problem $ciezek Hamiltona w dwéch grafach skierowanych (DHP, Do-
uble Hamiltonian Paths)

Instancja: dane sa dwa skierowane grafy G; = (Vi, A1) i Go = (Va, A2) majace taka
sama liczbe wierzchotkéw, w obu grafach okreslone sg wierzcholki startowe s; i so oraz
koncowe t1 i to.

Odpowiedz: TAK, jezeli w grafie pierwszym i drugim istnieja Sciezki Hamiltona pomigdzy

okreslonymi w nich wierzchotkami startowymi i koncowymi.
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Specyficzna wersja tego problemu jest silnie NP-zupelny problem odnalezienia skie-
rowanej $ciezki Hamiltona pomiedzy dwoma wierzchotkami (DHPBTYV), stosowany juz

wczesniej w poprzednim rozdziale.

Problem 6.4.9. Skierowana Sciezka Hamiltona migdzy dwoma wierzchotkami, DHPBTW
Instancja: graf skierowany H = (V, A), z zaznaczonym wierzchotkiem poczatkowym i
konicowym s i t.

Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje $ciezka Hamiltona pomiedzy s i t.

Jedynym przejetym zalozeniem jest to, aby grafy mialy te sama liczbe wierzchotkéw, a
co za tym idzie sciezki Hamiltona o rownej dtugosci. Poza tym jednym ograniczeniem nic
nie taczy obu graféw. Oczywistym jest, ze takie zalozenie nie ma wplywu na ztozonosé
nowego problemu. Do zakodowania wierzchotkéw i Sciezek w grafach zostanie uzyta po-
dobna transformacja, co opisana dla problemu Gapped SBH z btedami pozytywnymi. Ma
ona pewng ceche charakterystyczna, ktéra umozliwi poprawne odtworzenie podzbioru
S 49 spektrum problemu qASBH-ped. Cecha ta polega na tym, ze superciag wynikowy
(utworzony jako odpowiednik prawidlowego rozwiazania problemu $ciezek Hamiltona)
zbudowany jest z elementéow o dtugosci [, to nie powtarzaja sie¢ w nim podciagi krotsze
- o dtugosci | — 1. Bedzie to istotne w kontekscie tworzenia podzbioru S 49 dla spektrum
qASBH-ped.

Transformacja o ktérej mowa (zmodyfikowana transformacja z [10] dla problemu chipu
Gapped z bledami pozytywnymi) zostanie tutaj uzyta dwa razy, za drugim razem w
zmienionej formie do zakodowania drugiego grafu. Najpierw jednak, ponizej, zaprezen-
towana zostala transformacja dla problemu chipu Gapped z btedami pozytywnymi, ktéra
zakoduje pierwszy graf instancji problemu wyjsciowego.

Majac dana instancje DHPBTV (Directed Hamiltonian Path Between Two Vertices)
postepujemy nastepujaco:

1) kazdemu wierzchotkowi v € V przydzielamy unikalna nazwe e(v) o dtugosci [loga| V]
nad alfabetem {A, C};

2) definiujemy [ = 2[logz|V|] + 3 jako dlugo$é wszystkich elementéw w S|

3) budujemy zbiér S tak, ze dla kazdego wierzchotka v € V tworzony jest jeden
odpowiadajacy mu ciag znakéw e(v) -G -e(v)-TT (- oznacza konkatenacje, G oraz

T to nukleotydy);

4) do S dodajemy [ —1 oligonukleotydéw dla kazdego tuku (u,v) € A, oligonukleotydy
te to ciagi znakOw: ug - Uz -+ -+ - UV, U - Ug =+ -V V2o, Up - V] » v v » Vj_2 - Vj_1

(gdzie ug - ug - -+ - u; to oligonukleotyd oznaczajacy wierzcholek u);
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5) do S dodajemy [ oligonukleotydéw startowych w formie ciagdéw znakéw: ¢ - go -
e gi-1,92793 Gi 815, g1 81 si—2-s1-1 (gdzie th = T,9; = G,2 <i <

oraz s1 - Sg - -+ - 8 to oligonukleotyd reprezentujacy wierzcholek startowy s);

6) do S dodajemy [ oligonukleotydéw koncowych w formie ciagéw znakoéw: to - t3 -
ooty ok tg oty kg kgt ke kj—o - kj_1,ky kg ki ko kg
ki_1-Gks kg ko G-T (gdzie by =T, 1 <i<l—1orazty -ty----- t; to

oligonukleotyd reprezentujacy wierzchotek koncowy t).

Powyzsza transformacja umozliwia utworzenie instancji problemu klasycznego SBH
z bledami pozytywnymi. Zbior bedacy spektrum instancji takiego problemu powstaje
poprzez umieszczenie w nim tylko niepowtarzajacych sie tancuchéw znakéow powstatych
po transformacji. Powtérzenia moga wystapi¢ tylko wtedy, jesli z danego wierzchotka
wychodza tuki do dwdch lub wiecej wierzchotkéw lub wiecej niz jeden tuk wchodzi do
jednego wierzchotka. Aby udowodni¢ prawidlowosé transformacji zostalo w [10] wyka-
zane, ze wspomniana wczesniej Sciezka Hamiltona istnieje wtedy i tylko wtedy, gdy
istnieje sekwencja (superciag) o diugosci n = [(|V| + 2) utworzona z elementéw spek-
trum, zawierajaca [(|V|+1)+1 jego réznych elementéw. Jak wyjasniono juz w rozdziale
poprzednim, jedyna do tego momentu modyfikacja, polegajaca na dodaniu dodatkowego
znaku pod koniec kazdego ciggu kodujacego wierzchotki grafu, nie ma wptywu na po-
prawno$é przytoczonego podejscia. Przyjmijmy przykladowy graf z pracy [10] dany na

rysunku 6.1:

S s 21

9V R

RYSUNEK 6.1: Graf z instancji problemu DHPBTW [10]

Dla takiego grafu powstaje nastepujacy zbior S elementow:

1) Odpowiedniki wierzchotkéw (kolejno s, 1, 2, t):
AAGAATT, ACGACTT, CAGCATT, CCGCCTT

2) Elementy prowadzace do wierzcholka s:
TGGGGGGE, GGGGGGA, GGGGGAA, GGGGAAG, GGGAAGA,
GGAAGAA, GAAGAAT (podzbiér startowy)
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3) Elementy wychodzace z wierzcholka t:
cCGCorTTr, GeecrTTT, CCTTTTT, CTTTTTT, TTTTTTT, TTTTTTG,
TTTTTGT (podzbiér koncowy)

4) Elementy tworzace tuki w grafie (Sciezki tukowe):
(s,1) - AGAATTA, GAATTAC, AATTACG, ATTACGA, TTACGAC,
TACGACT
(1,2) - CGACTTC, GACTTCA, ACTTCAG, CTTCAGC, TTCAGCA,
TCAGCAT
(1,t) - CGACTTC, GACTTCC, ACTTCCG, CTTCCGC, TTCCGCC,
TCCGCCT
(2,8) - AGCATTA, GCATTAA, CATTAAG, ATTAAGA, TTAAGAA,
TAAGAAT
(2,t) - AGCATTC, GCATTCC, CATTCCG, ATTCCGC, TTCCGCC,
TcCcGeeT

W instancji problemu 6.4.8 mowa jest o dwbch grafach skierowanych. Drugi graf musi
mieé te samg liczbe wierzchotkéw co pierwszy i jest to jedyny warunek ”taczacy” grafy.
W przyktadzie rozwijanym w tej sekcji przyjmijmy dwa identyczne grafy, tj. z ta sama
Sciezka Hamiltona. Paradoksalnie nie zmieni to niczego, poniewaz juz jednokrotne zna-
lezienie Sciezki Hamiltona w dowolnym omawianym tutaj grafie jest trudne, nie ma wiec
dla potrzeb przykladu réznicy czy graf drugi jest identyczny czy nie. Dzieki takiemu
podejsciu tatwiej bedzie pokazaé, dlaczego przy wspomnianej juz modyfikacji powyzszej
transformacji dowolny drugi graf (nawet identyczny z pierwszym) zostaje zakodowany
w formie ciggdéw liter w sposéb caltkowicie rézny od pierwszego. Innymi stowy zbiory
ciagbéw znakéw dla obu graféw pozostaja roztaczne, pomimo zapisu na tym samym al-
fabecie. Zmiana sposobu kodowania polega na zastapieniu w powyzszej transformacji

kazdej litery wedlug schematu:

1) Ana G
2) CnaT
3) Gna A
4) T na C

Efektem jest ponizsza transformacja dla drugiego grafu. Majac dany drugi z graféow

problemu 6.4.8 postepujemy nastepujaco:

1) kazdemu wierzchotkowiv € V przydzielamy unikalng nazwe e(v) o dlugosci [loga|V|]
nad alfabetem {G, T};
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2) definiujemy I = 2[logs|V|] + 3 jako dlugosé wszystkich elementéw w S

3) budujemy zbidér S tak, ze dla kazdego wierzchotka v € V' budujemy jeden odpo-
wiadajacy mu ciag znakéw e(v) - A - e(v) - CC (- oznacza konkatenacje, A oraz C

to nukleotydy);

4) do S dodajemy [—1 oligonukleotydéw dla kazdego tuku (u,v) € A, oligonukleotydy
te to ciagi znakéw wug - uz - - WV, U UL V] V2, ., U VL Vpg s Ul

(gdzie uy - ug - -+ - u; to oligonukleotyd oznaczajacy wierzcholek u);

5) do S dodajemy [ oligonukleotydéw startowych w formie ciagdéw znakéw: ¢ - go -
e gl-1,92793 Gie 81y gLrS1 si—2-s1-1 (gdzie t1 = C, g = A,2<i <

oraz $1 - Sz - --- - 8§ to oligonukleotyd reprezentujacy wierzcholek startowy s);

6) do S dodajemy I oligonukleotydéw konicowych w formie ciagéw znakéw to -tz - - -
b Ky, tg g ki-koy ...ty ky---- ki—o ki1, ky-ko-- - ki ko kg kj_q1-A ks
kg v+ ki—o-A-C (gdzie k; =C,1<i<l—1orazt;-tg----- t; to oligonukleotyd

reprezentujacy wierzcholek koncowy t).

Przyktad transformacji dla tego samego grafu rozpisany zostal ponizej, jako zbiér Ss:

1) odpowiedniki wierzchotkéw (kolejno s, 1, 2, ¢):
GGAGGCC, GTAGTCC, TGATGCC, TTATTCC

2) elementy prowadzace do wierzcholka s:
CAAAAAA, AAAAAAG, AAAAAGG, AAAAGGA, AAAGGAG, AAGGAGG,
AGGAGGC (podzbiér startowy)

3) elementy wychodzace z wierzchotka t:
TATTCCC, ATTCCCC, TTCCCCC, TCCCCCC, ccccocco, ccccclA,
CCCCCAC (podzbiér koncowy)

4) elementy tworzace luki grafu (Sciezki tukowe):

(s,1) - GAGGCCG, AGGCCGT, GGCCGTA, GCCGTAG, CCGTAGT,
CGTAGTC

(1,2) - TAGTCCT, AGTCCTG, GTCCTGA, TCCTGAT, CCTGATG,
CTGATGC

(1t) - TAGTCCT, AGTCCTT, GTCCTTA, TCCTTAT, CCTTATT,
CTTATTC

(2,8) - GATGCCG, ATGCCGG, TGCCGGA, GCCGGAG, CCGGAGG,
CGGAGGC

(2,t) - GATGCCT, ATGCCTT, TGCCTTA, GCCTTAT, CCTTATT,
CTTATTC
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Roéznica w stosunku do zbioru S7 bedzie widoczna, gdy dla uzytego przyktadu grafu
skierowanego zostang rozpisane dwa superciagi stanowiace rozwiazania (sekwencja wierz-

cholkéw: -starter- -s- -1- -2- -t- -koniec-):

TGGGGGG AAGAATT ACGACTT CAGCATT CCGCCTT TTTTTGT (superciag I)
CAAAAAA GGAGGCC GTAGTCC TGATGCC TTATTCC CCCCCAC (superciagg II)

Pomimo, ze ciggi znakéw wydluza sie w przypadku wiekszych graféw, a takze mimo
tego, ze w obu grafach Sciezki Hamiltona moga przebiega¢ w dowolny sposéb, zostaje
wciaz zachowanych kilka zasad okreslajacych tworzenie dowolnych podciagéw o dtugosci
I w obu superciagach. Przede wszystkim w przypadku pierwszego kodowania litery G
oraz 1" wystapia obok siebie tylko w dwdch miejscach, dla dowolnych mozliwych odpo-
wiednikow $ciezek Hamiltona zawsze w tych samych: na samym poczatku pierwszego
elementu superciaggu oraz na samym koncu jego ostatniego elementu. We wszystkich
innych miejsach litery te nigdy nie wystepuja obok siebie, oraz dzieli jest zawsze &ci-
$le okreslona odlegtosé. W opisie drugiego grafu zasada ta dotyczy liter A oraz C. Jak
wida¢, dwa ciggi zbudowane na tych przeciwstawnych zasadach, nie majg elementéw
wspolnych o dlugoéci I. Tak samo zachowana jest zasada wynikajaca z pierwotnej mody-
fikacji transformacji, wprowadzonej juz w poprzednim rozdziale. Mianowicie, podciagi
o dtugosci I — 1 nie powtarzaja sie ani w ramach jednego superciagu, ani we wspolnym
zbiorze elementéw.

Zamiana zbioru S = S1 U Sy ciagéw [ literowych (I = 7 dla omawianego przyktadu)
na zbiér S4; spektrum jest bardzo prosta. Kazdy element zbioru S jest zamieniany
na element typu Alternating o dlugosci 1 = 2] — 1 poprzez wstawienie znakéw X
pomiedzy kazda pare liter tworzacych dany ciag. Dla przyktadu odpowiednik wierz-
chotka s w pierwszym zbiorze (grafie) to AAGAATT, po zamianie przyjmuje on forme
AXAXGXAXAXTXT. W zbiorach 57 i So mogly wystapi¢ powtérzenia z doktadnie
tych samych powodéw, jak opisano w poprzednim rozdziale. Powodem moze by¢ wiecej
niz jeden tuk wchodzacy lub wychodzacy z wierzchotkéow grafu. Transformacja zapewnia
jednak, ze superciag wynikowy nie bedzie miat powtérzen swoich podciagéw o dtugosci
2] —1 (poniewaz dodanie znakéw X niczego tu nie zmienia). Wystarczy wiec usunaé po-
wtarzajace sie elementy w zbiorze S = S1 U .Ss, aby otrzymaé jeden zbiér Sy spektrum
problemu ASBH-pes.

Elementy o dtugosci I1 z Sa1, kodujace oba grafy, sa od siebie rézne pod wzgledem
budowy. Takze elementy krétsze, o dlugosci i1 — 2, nie powtarzaja sie w superciagach.
Niemozliwe jest wiec nalozenie dwéch elementéw pochodzacych z réznych graféw (po
transformacji opisanej wyzej) na l; — 2 znakach. Oczywiscie dwa elementy moga sie
wtedy nalozy¢ na znakach X (nalozenie na l; — 1 znakach) zgodnie z reguta nakltadania.

Jedli jednak nastapi to dla elementow kodujacych tylko jeden graf, niemozliwe stanie si¢
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uzyskanie superciagu o odpowiedniej dlugosci dla tego grafu (bedzie to dokladnie wyja-
$nione dalej). Z drugiej strony, elementy pochodzace z dwoch réznych graféw, moga sie
w rozwigzaniu prawidtowym natozy¢ tylko na znakach X, jak np. AXAXAzCXCXC
tworzace ACAC AC. Takie dwa elementy (pochodzace z transformacji z dwéch graféw,
nie z tego samego) nie moga sie nalozy¢ maksymalnie, tj. na l; — 2 literach (tj. quasi-
maksymalnie: uwzgledniajac rozdzielajace X)), poniewaz podciagi o takiej dtugosci nie
wystapia w elementach dwéch wersji transformacji (z zamiang liter kodujacych dla dru-
giego grafu). Oznacza to, ze pomimo wymieszania w zbiorze S4; spektrum problemu
ASBH elementéw kodujacych pierwszy i drugi graf, ich nalozenie ze soba (tj. nalozenie

quasi-maksymalne) nie bedzie mozliwe.

Cala powyzsza cze$¢ transformacji koniczy sie potaczeniem dwdch zbioréw Sy i Se w
jeden, dodaniem rozdzielajacych znakéw X pomiedzy litery z {A,C,G,T} jego elementéw
oraz usunieciem powtorzen. Efektem jest wtedy zbidr S41. Powtérzenia elementéw w Sq
i Sy (niezaleznie w kazdym zbiorze) sa efektem tylko i wylacznie tego, ze w grafach z
wierzchotkéw moze wychodzié¢ wigcej niz jeden tuk, a takze wiecej niz jeden tuk moze
kierowaé do jednego wierzchotka. Nie sg one w stanie wystapic¢ na Sciezce bedacej $ciezka
Hamiltona (poniewaz odwiedza ona dany wierzcholek tylko raz) ani w jednym, ani w
drugim grafie. Powtérzenia z powodu kodowania dwoch graféw nie sa mozliwe, co zostato
juz opisane. Innymi stowy po potaczeniu zbioréw oraz usunieciu jedynych dopuszczalnych

powtérzen ciagéw powstaje zbidr S41 instancji problemu pozytywnego quasi-ASBH.

Aby otrzymaé pelng instancje problemu qASBH-ned, nalezy jeszcze zbudowaé jej

podzbidr S4s. Jego elementy tworzone sa w nastepujacy sposob:

1) brane jest zawsze pierwsze I — 2 liter kazdego elementu e ze zbioru Sy4; - powstaje

podciag str;

2) dla kazdego podciagu str tworzone sa cztery rézne ciagi poprzez dodanie do str
kolejno liter A, C', G oraz T}

3) wszystkie cztery ciagi utworzone w poprzednim punkcie sa dodawane do zbioru
S49.

Modyfikacja transformacji wprowadzona juz dla chipu typu Gapped w poprzednim
rozdziale, zapewnia niepowtarzalnosé¢ w superciagu-rozwigzaniu elementéw krétszych o
dwa znaki w stosunku do pelnej dtugoéci elementéw S41. W poprzedniej transformacji
(problemu quasi-GSBH-ped) nie powtarzaly sie podciagi | — 1 pierwszych znakéw. W
przypadku omawianej instancji problemu qASBH-ped, ktérej elementy zawieraja roz-

dzielajacy znak X, nie powtarzajg sie elementy o dlugosci Iy — 2, gdzie |; to dlugosé
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ciagéow zbioru S41. Dzigki temu kolejne utworzone elementy ze zbioru Sss zgodnie z

powyzszymi zasadami rowniez pozostaja unikalne w swoim zbiorze.

Pod koniec wszystkich przeksztalcen otrzymujemy spektrum problemu qASBH-ned z
btedami pozytywnymi. Poniewaz w S41 znajduja sie ciagi kodujace dwa grafy, oraz jak
wyjasniono wezedniej, elementy kodujace nie powtarzaja sie miedzy soba, mozliwe bytoby
uzyskanie ze zbioru S4; dwdch superciagéw o rownej dtugosci. Bylyby one odpowied-
nikami $ciezek Hamiltona w grafie, o ile te istnieja. W rzeczywistosci reguta naktadania
zapewnia podobny efekt, z tym, ze znaki X stuzg do nalozenia sie dwoch superciagdéw na
siebie. Powstaje wtedy superciag, w ktérym nieparzyste i parzyste znaki odczytywane
kolejno koduja dwa superciagi sktadowe, bedace odpowiednikami $ciezek Hamiltona z
wyjéciowego problemu.

Rozwigzaniem problemu qASBH-ped jest pewien uogdlniony superciag, zbudowany

zgodnie z regutami naktadania dla chipéw typu Alternating, sktadajacy sie:

1) (V] 4+ 2) + |[V] 4+ 2 znakéw (tylko alfabetu {A, C, G, T}, co zapewnia regula

nakladania);
2) (L+1)(|V|+1)+2) elementéw z czedci Sa1 spektrum;

3) (Il +2)(|]V]+ 1)+ 3 elementéw z czedci Syo spektrum.

Rozwigzaniem problemu po transformacji jest jeden uogdlniony superciag o dtugosci
L(|V|+2)+ |V]+ 1+ 1 znakéw. Aby latwiej zrozumieé jego geneze, w przykladzie byl
traktowany jak dwa superciagi sktadowe, razem okreslajace jego litery nieparzyste i pa-
rzyste. Kazdy z tych dwoch superciagdéw okresla Sciezke Hamiltona dla odpowiedniego
grafu. Kolejno sa w nich wiec potozone: ciag-starter, odpowiednik wierzchotka s, kolejne
wierzcholki grafu, odpowiednik wierzcholka ¢ oraz element koncowy. Graf ma |V| wierz-
chotkéw, ich odpowiedniki z S 41 majg dtugosé I; po transformacji. Razem z elementem
startowym i koncowym daje to dtugosé 1 (|V|4+2) znakéw. Do tego dochodza znaki X po-
miedzy sze$cioma wymienionymi (dla uzywanego przyktadu) elementami, jest ich zawsze
|[V| 4+ 1. Ostatni skladnik sumy, czyli ostatnia dodana we wzorze I (|V|+2)+|V|+1+1
liczba 1 uwzglednia dlugo$é uogdlnionego superciggu, gdy jego dwa superciagi skla-
dowe naloza sie na swoich znakach X (w czysto teoretycznym przypadku budowania ich

osobno).

(lh+1)(JV] 4+ 1) + 2 to liczba elementéw z czeSci Sa; spektrum, powstala z uzycia
wzoru n—[+1 na liczbe podciagéw, przy zalozeniu, ze n ma dtugosé 1 (|V|+2)+|V]+2.
Nie ma mozliwoéci nalozenia sie na [ — 2 znakach jakiejkolwiek pary elementéw kodu-
jacych dwa grafy z instancji problemu DH P. Innymi stowy mozna stworzy¢ dwa nie-

zalezne superciagi, sktadajace sie z potowy podanej liczby elementéw kazdy, w ktorych
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kazda litera z {A, C, G, T} jest rozdzielona litera X . Nalozenie tych dwoch superciagéw
na siebie na znakach X stworzy jeden uogolniony superciagg o dlugosci o jeden wiek-
szej niz dlugos$é¢ superciaggéw sktadowych. Na przyktad, dwa superciggi AvrAzAxA oraz
CxCxCxC o dlugosci 7 znakéw kazdy tworza 8-znakowy superciag ACACACAC (lub
CACACACA) bedacy odpowiednikiem Sciezek Hamiltona w obu grafach, zaleznie czy

odczytujemy litery parzyste czy nieparzyste.

Kwestia elementéw ze zbioru S 40 spektrum jest nieco bardziej skomplikowana. Musza
one by¢ w stanie natozy¢ sie¢ na ten sam, uogdlniony superciag opisany wyzej, w liczbie
(la +2)(|[V| + 1) + 3 elementéw zbioru S492. Poniewaz liczba wszystkich podciagéw o
dhugosci | pewnego superciagu o dtugosci n naktadajacych sie maksymalnie to n — 1+ 1,

podstawiajac: n = 1 (|V]|4+2)+|V|+2, [ = o, oraz l; = 2k —1, Iy = 2k —2 otrzymujemy:

2%(|V| 4+ 1) + 3, czyli (I + 2)([V]| + 1) + 3

Suma o ktérej tu mowa, to liczba elementéw z S 40, ktére z natozeniem co jeden znak

nalezy natozy¢ na uogdlniony superciag zgodnie z reguta naktadania typu Alternating.

Podsumowujac catos¢ zagadnien, mozemy wymieni¢ cechy charakterystyczne trans-

formacji:

1) Koduje ona na tym samym alfabecie {A, C, G, T, X} dwa grafy z instancji pro-
blemu wyjsciowego, na ciagi znakéw zbioru S41 w taki sposob, ze nie powtarzaja
sie zadne ciggi pomiedzy dwoma zbiorami kodujacymi grafy. Poprzez modyfikacje
znakéw alfabetu dla transformacji jednego i drugiego grafu, jedyne powtérzenia
jakie moga sie pojawi¢, wystepuja w obrebie kazdego z podzbioréw. Moze by¢ to

spowodowane strukturg potaczen w grafie o czym byla juz mowa.

2) Niezaleznie od liczby §ciezek Hamiltona w obu grafach, elementy ze zbioru S za-
wsze naloza sie (w odpowiedniej, okreslonej liczbie) na jeden uogdlniony superciag

wynikowy, kodujacy dwie Sciezki Hamiltona w dwéch grafach.

3) Liczba elementéw z S41 iz Sa9 potrzebnych do pelnego nalozenia sie ich na pra-
widlowy superciag wynikowy jest Scidle okreslona. Dlugos$é superciagu bedacego

odpowiednikiem Sciezek Hamiltona jest rowniez okreslona.

Widaé z powyzszego wywodu, ze elementy ze zbioru S49 nie sa w zasadzie potrzebne
do budowy superciagu - weryfikuja go tylko poprzez pelne nalozenie sie na calej jego
dhugosci zgodnie z regutami nakladania ciggéw typu Alternating, w $cisle okreslone;j licz-
bie. Poprawno$é transformacji (odwzorowanie rozwiazan Sciezek Hamiltona w grafach)

lezy wiec w zasadach uzycia elementow ze zbioru S4;.
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Dla tego samego grafu uzytego w przyktadzie, kodowanego raz jednym, raz drugim

sposobem, superciagi sktadowe wraz ze zlozeniem (w uogélniony superciag) to:

TxGxGxGxGxXGxGxAXAXGXAXAXTXxTxAXCxGxAXCxT. . .CxCxGxCxCxTxTxTxTxTxTxTxGxT
CxAxAxAxAxAxXAXGXGXAXGXGXCxCxGxXTxAXGXT. . .CxTxTxAxTxTxCxCxCxCxCxCxCxAxC
TCGAGAGAGAGAGAAGAGGAAGAGTCTCAGCTGAAGCTT. . .CTCTGACTCTTCTCTCTCTCTCTCGATC

TxGxGxGxGxGxG (cigg zbioru S(A1) kodujacy 1 graf)
CxAxAxAxAxAxA (cigg zbioru S(A1l) kodujacy 2 graf)
GxGxGxGxGxGxA (ciag zbioru S(A1) kodujacy 1 graf)
AxAxAxAxAxAxG (ciag zbioru S(A1) kodujacy 2 graf)
GxGxGxGxGxAxA (ciag zbioru S(A1) kodujacy 1 graf)

TxGxGxGxGxGA (ciag zbioru S(A2) kodujacy 1 graf)
CxAxAxAxAxAG (ciag zbioru S(A2) kodujacy 2 graf)
GxGxGxGxGxGA (ciag zbioru S(A2) kodujacy 1 graf)
AxAxAxAxAxAA (ciag zbioru S(A2) kodujacy 2 graf)
GxGxGxGxGxAG (ciag zbioru S(A2) kodujacy 1 graf)
AxAxAxAxAxGA (ciag zbioru S(A2) kodujacy 2 graf)

(ciagg zbioru S(A2) kodujacy 1 graf:) CxCxCxCxCxAT
(ciag zbioru S(A2) kodujacy 2 graf:) TxTxTxTxGxTC

W uogélnionym superciggu kolejne litery nieparzyste to odpowiedniki elementéw
Sciezki Hamiltona w pierwszym grafie, litery parzyste - w drugim. Odpowiedniki te
tatwo odtworzy¢ na ciagi typu Alternating, rozdzielajac litery z {A, C, G, T} (odpo-
wiednio parzyste lub nieparzyste) znakami X, aby otrzymaé dwa superciagi sktadowe z
superciaggu uogolnionego.

Obydwa sktadowe superciagi budowane dla elementéw S 41 maja taka sama usystema-

tyzowang strukture jak opisano juz dla problemu chipu Gapped z btedami pozytywnymi:
l1 elementow ”startowych”, poczynajac od TeGexGaeGrGrGxG w pierwszym su-
perciagu przyktadu i CxAxArAzrAzArA w drugim.

element bedacy odpowiednikiem s - odpowiednio: Az AxGrAxAxTxT oraz
GrGrxAxGrxGxCxC

l1 — 1 elementéw odpowiadajacych tukowi wychodzacemu z s

inne elementy reprezentujace wierzchotki i tuki w grafie
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l1 — 1 elementéw odpowiadajacych tukowi wchodzacemu do ¢
element bedacy odpowiednikiem wierzchotka ¢

[y elementéw ”koncowych” konczac na TaTaxTxTxTxGxT w pierwszym super-

ciagu sktadowym oraz CxCxCxCxCxAxC w drugim.

Superciagi sktadowe zbudowane z precyzyjnie okreslonej liczby elementéw z S4; ist-
nieja tylko, jezeli podciagi z tego zbioru nakladaja sie maksymalnie, wtedy i tylko wtedy
gdy istnieje przynajmniej jedna Sciezka Hamiltona w kazdym grafie instancji wyjsciowe;j.
Na uogolniony superciag bedacy ich zlozeniem naklada sie precyzyjnie okreslona liczba
elementéw S 0. Jezeli grafy maja wiecej niz jedng $ciezke Hamiltona, prowadzi to do
mozliwoéci zbudowania wigkszej liczby superciagéw sktadowych, a co za tym idzie ist-
nieje wtedy wiecej uogélnionych superciggéw w danej instancji problemu qASBH-ped.
Jezeli cho¢ jeden z grafoéw nie bedzie mieé¢ $ciezki Hamiltona, jeden z superciggow skla-
dowych nie bedzie mégt by¢ utworzony z okreslonej liczby elementéw podzbioru Saq,
aby mie¢ wymagana dlugo$é (przy koniecznosci maksymalnych nalozen). Przez to nie
bedzie mozliwe zlozenie go z drugim superciagiem w jeden uogdlniony superciag, aby
ten mial wymagana dlugo$é. Diugosé ta to I (|V|+2) + |V| + 2 znakéw alfabetu {A, C,
G, T}, co stanowi tez rozwiazanie problemu qASBH-ped. O

Twierdzenie 6.4.2. Problem ASBH-pes (w wersji przeszukiwania) jest silnie NP-trudny.

Dowéd

Jak w poprzednim rozdziale, uzasadnienie powyzszego twierdzenia wynika z faktu, ze
gdyby dla problemu przeszukiwania ASBH-pes istnial algorytm wielomianowy, to mozna
by go wykorzystaé¢ do rozwigzania w wielomianowym czasie problemu quasiASBH-ped
[26]. Byloby tak dlatego, ze zbiér wszystkich instancji problemu przeszukiwania stanowi
zbiér wszystkich instancji z odpowiedziag TAK problemu qASBH-ped. Z tego powodu
mozna by uzy¢ tego algorytmu dla kazdej instancji problemu qASBH-ped. Jezeli w wie-
lomianowym czasie algorytm nie znajdzie rozwiazania, odpowiedz dla qASBH-ped brzmi
NIE, TAK w przeciwnym wypadku, tj. jesli w wielomianowym czasie algorytm znajdzie

rozwigzanie. W $wietle teorii ztozonoéci oraz zalozenia, ze P # N P nie jest to mozliwe.

O
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6.5 Algorytm dla chipu typu Alternating

6.5.1 Dane wejSciowe

Celem algorytmu jest rekonstrukcja sekwencji DNA o znanej dlugosci n ze spektrum
DNA otrzymanego przy uzyciu nieklasycznego chipu typu Alternating. Opracowany al-
gorytm radzi sobie z wystepowaniem wszystkich rodzajéw btedéw hybrydyzacji: btedéw
pozytywnych oraz bledéw negatywnych. Te drugie wynikaé¢ mogg zaréwno z powodu ble-
déw procesu odczytu chipu, a takze z powodu powtérzen podciagéw w sekwencji DNA.

Dane wejsciowe algorytmu sa wymienione na ponizszej liscie:

1) spektrum DNA zawierajace elementy pochodzace z obu poléwek chipu typu Al-

ternating, sktadajace sie ze zbioréw S41 oraz Sas;
2) dlugos$¢ n badanego fragmentu DNA;
3) parametr k okreslajacy dlugosé oligonukleotydéw chipu.;

4) informacja o elemencie ze zbioru S4; oraz S4s, ktére hybrydyzowaly z pierwszymi
dwoma podtancuchami DNA o dlugosdci 2k — 1 nukleotydéw kazdy. Te dwa ciagi
/ wzory sond, okreslaja wigc pierwsze 2k nukleotydéw badanego DNA (przy mak-

symalnym nalozeniu na siebie na [; — 1 znakach).

Parametry n oraz k pozwalaja obliczy¢ dodatkowe wartosci liczbowe, niezbedne dla
dalszej pracy algorytmu. Parametr k pozwala okresli¢ dtugosé oligonukleotydéw w son-
dach klasycznych i nieklasycznych (6.1). Majac dana dlugos¢ DNA n, mozliwe jest okre-
Slenie hipotetycznej liczby elementéw obu zbioréw, ktéra zawieratoby spektrum idealne
(6.2). Gdyby mozliwe bylo wykluczenie ktéregokolwiek z rodzajéw bledéw hybrydyzacji,
mozliwe staloby si¢ precyzyjne okreslenie liczby bltedéw w spektrum danym. W innym
wypadku algorytm okresla te liczbe w sposoéb przyblizony. Jak zostanie wyjasnione w
dalszej czesci rozdzialu, jest to wymagane, aby ograniczyé przestrzen rozwigzan, ktéra
algorytm przeszukuje.

Spektrum DNA jest podzielone na dwa zbiory: zbiér S4; oraz zbiér S42. Oba za-
wieraja elementy zbudowane nad wspdlnym 5-literowym alfabetem, réznig si¢ jednak
dhugoscia elementéw. Zbiér S41 jest uzywany do budowy grafu skierowanego. Zasada

dziatania procedury tworzenia takiego grafu jest nastepujaca:

1) wszystkie elementy zbioru Sa; sa traktowane jako wierzcholki grafu, opisane nad

alfabetem 5-literowym, kazdy o dtugosci Iy;
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2) tuki w grafie tworzone sa na bazie nakladania na siebie postfixu i prefixu dwoch

wierzchotkéw na dlugosci od 1 do 3 — 2 (z krokiem co 2 znaki).

Innymi stowy mozna naktadania to opisaé jako takie, w ktorym nie obowiazuje reguta
nakladania ciggdéw typu Alternating, tzn. litera X naklada sie tutaj tylko na samga siebie.
Ta odmienna zasada obowiazuje tylko w czasie tworzenia grafu.

W dalszej czesci rozdziatu okreslenia ”ciag” i ”wierzcholek” (a takze ”nastepnik”) uzy-
wane beda zamiennie, poniewaz kazdy wierzcholek grafu jest opisany przez pewien usta-

lony ciag znakéw, tj. cigg typu Alternating, ze zbioru S4;.

Postfirem o dtugosci l,est ciagu e nazywamy podciag jego ostatnich [, liter, przy
czym diugo$¢ maksymalna postfixu jest réwna lpos(maz) = lpost — 2 ostatnich liter,
minimalna dlugosé to 1 (ostatnia litera), z krokiem co 2 litery. Na przyklad, postfi-
xem maksymalnym o dtugosci 5 wierzchotka opisanego jako AXTXGX A, jest podciag
TXGX A, kolejny, krétszy postfix o dtugosci 3 to w przykladzie GX A, postfix minimalny
to A.

Prefizem o diugosci lp..; ciggu e nazywamy podciag jego poczatkowych [,..5 liter,
przy czym diugo$é maksymalna prefixu jest réwna Iy, r(max) = lyrey — 2 poczatkowych
liter, minimalna dlugo$¢ to 1 (pierwsza litera) z krokiem co 2 litery. Na przyklad, prefi-
xem maksymalnym o dtugosci 5 wierzchotka opisanego jako AXTXGX A, jest podciag
AXTXG, kolejny krotszy prefix o dtugosci 3 to AXG, prefix minimalny to A.

Dwa ciagi e; i es nakltadaja sie na siebie na dlugosci r, jezeli postfix ciagu e; o
dhugosci r jest identyczny z prefixem es o tej samej dtugoéci. Podane tutaj definicje

ilustruje Rysunek 6.2:

przykitadowy wierzchotek:
e: AXTXGXA
postfix:
TXGXA I=2%-3
[=2k-5
GXA |-k v AXTXCXTXA Luk:
o A I=2-7 —— :
prefix: v TXCXTXAXG ViV
AXTXG I=2-3 T (o)
AXT [=2k-5
A [=2k-7

RYSUNEK 6.2: Prefix, postfix oraz tworzenie luku w grafie

Dla kazdego wierzchotka e ze zbioru S4; algorytm testuje wystepowanie wspoélnych
postfixéw / prefixéw z kazdym innym wierzchotkiem z S41. W efekcie powstaje graf

skierowany, w ktérym polaczone sa ze soba wszystkie wierzchotki. Z kazdym tukiem
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zwigzana jest pewna warto$¢ "wagi”. Zalezna jest ona od liczby znakéw, na ktérych na-
kladaja sie na siebie dwa ciagi / wierzchotki. Algorytm przyjmuje, ze waga polaczenia
jest réwna 1, jezeli dwa wierzcholki nalozyly sie na l; — 2 znakach (czyli maksymalnie),
2 jezeli bylo to [y — 4 liter, itd. Oczywiscie w procesie rekonstrukcji DNA, czyli poszu-
kiwania $ciezki w grafie, preferowane sa tuki z jak najnizszymi wagami.

Przyjeto zatozenie, ze bledy negatywne polegajace na zagubieniu pewnych elementoéw
wymaganych do rekonstrukcji DNA, maja niskie prawdopodobienstwo wystapienia obok
siebie tworzac "wyrwe” w elementach sktadowych o dlugosci wigkszej niz k nukleotydéw
z krokiem co dwa. Na przyktad k kolejnych nieparzystych lub parzystych nukleotyddw
w sekwencji reprezentowanych przez elementy z S4; nie bedzie mozliwych do rekon-
strukeji, jezeli wymienione tu k kolejnych elementéw S 41 zostato zagubionych w wyniku
btedéw negatywnych. Taka sytuacja uniemozliwi rekonstrukcje prawdziwego badanego
DNA, lecz jest bardzo malo prawdopodobna, szczegdlnie w przypadku przyjecia najniz-
szej uzywanej wartosci parametru k réwnej 8.

Druga cze$¢ spektrum to zbiér S4o. Jest on traktowany jako lista, ktéra postuzy do
weryfikacji kolejno wybieranych do $ciezki wierzchotkéw ze zbioru Sy .

Ostatnia wazng dang wejsciowa jest wiedza o pierwszych 2k znakach badanego tancu-
cha DNA. Jest tutaj pewna istotna réznica w poréwnaniu z poprzednim zaproponowa-
nym algorytmem (tj. dla chipu Gapped). Znajomo$¢ tylu liter DNA pozwala na wiedze
nie tylko o pierwszym wierzchotku ey grafu, lecz takze o drugim wierzchotku ego, gdzie
oba maja dlugos$é¢ I; = 2k — 1. Oba sg traktowane jako wierzcholki startowe, co zosta-
nie dokladniej wyjasnione w dalszej czesci rozdziatu. Analizowane DNA hybrydyzowalo
za pomoca odpowiednio k pierwszych nieparzystych nukleotydéw, oraz k pierwszych
parzystych nukleotydow do sond opisanych wzorem pierwszego i drugiego wierzchotka
danego. Wierzchotki te "naktadaja” sie na siebie w ten sposéb, ze tam gdzie pierwszy
ma w swoim opisie nukleotydy z {A, C, G, T}, drugi ma znak X i odwrotnie. Pojawia
sie tutaj zasadniczy problem dla dalszego przeszukiwania - jak dopasowaé wierzchotki
do siebie aby rekonstruowa¢ badane DNA, skoro do symbolu X pasuje jakikolwiek na-
turalny nukleotyd w procesie naktadania.

Dzigki znajomosci dwéch pierwszych wierzchotkéw, bedacych odpowiednikami k pierw-
szych nieparzystych nukleotydéw i k pierwszych parzystych nukleotydéw, utworzony ze
zbioru S 41 graf ma dwa wierzchotki ”startowe”. Od nich $ciezki sa rekonstruowane kro-
kowo, co jeden nowy wierzcholek raz dla czesci "nieparzystej” rekonstruowanej sekwencji,
nastepnie dla czesci "parzystej”, itd. Za zachowanie spdjnosci rozwiazania, tj. zapew-
nienie, ze nukleotydy nieparzyste i parzyste rekonstruuja wcigz to samo badane DNA,
odpowiada weryfikacja nastepnikéw za pomoca elementow zbioru Sao. W tej sytuacji
mamy do czynienia z jednym grafem, dla ktérego symultanicznie szukamy dwdch $ciezek,
przy czym algorytm zachowuje dlugosé obu $ciezek (tj. liczbe rekonstruowanych niepa-

rzystych i parzystych znakéw DNA) w kazdym kroku poprzez wstrzymanie rekonstrukeji
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jednej z nich, jedli jest to wymagane. Przykladowo, jesli dotozony fragment rozszerzyt
jedna Sciezke poprzez np. mniejsze niz maksymalne nalozenie z ostatnim wierzchot-
kiem, jej dalsze rozszerzanie jest wstrzymywane do czasu, az druga rekonstruowana
Sciezka ”dogoni” pierwsza (z uwagi na liczbe zrekonstruowanych dotad nukleotydéw).
Ma to miejsce w efekcie dodania do niej odpowiedniej liczby pasujacych wierzchotkéw.
W kazdym kroku nastepuje weryfikacja nastepnika elementem ze zbioru S49 tak, aby w
kazdej chwili rekonstruowano poprawne rozwiazanie, tj. spelniajace warunki postawio-
nego problemu. Ten mechanizm zostanie doktadnie opisany w nastepnym podrozdziale,

po$wieconym konstrukecji i zasadzie dziatania algorytmu.

6.5.2 Zasada dzialania algorytmu

Opracowany zostal algorytm dokladny, ktory stara sie przeszukaé cala przestrzen roz-
wigzan. Z uwagi na wbudowane parametry ogranicza on poszukiwania do pewnej jej
czedci. Jest to spowodowane ograniczeniem czasu obliczen oraz innymi parametrami,
ktore zostana dalej wyjasnione. Algorytm poza najwazniejszymi danymi wejSciowymi,
bioracymi swoj poczatek w eksperymencie hybrydyzacyjnym, posiada tez inne parame-
try regulujace jego prace. Mozliwe jest takie ich ustawienie, aby przeszukiwal on cala
dostepna przestrzen rozwiazan. Z uwagi na jej ogromny rozmiar, algorytm ogranicza
jednak przeszukiwanie dla pewnego dostepnego czasu obliczen, liczby wewnetrznych ite-
racji czy znalezionych rozwiazan niejednoznacznych w wyznaczonym czasie. Parametry
te zostang opisane w czesci dotyczacej warunkéw zatrzymania przeszukiwania.
Algorytm poszukuje dwbch $ciezek w grafie, pozwalajacych zrekonstruowaé DNA o
ustalonej dlugosci n. Pierwsza rekonstruowana $ciezka algorytmu, z wierzchotkiem star-
towym ez odpowiada za kolejnosé nukleotydéw nieparzystych DNA P44, druga rekon-
struowana Sciezka P,,e, rozpoczynajaca sie w wierzchotka ego odpowiada za kolejnosé
nukleotydéw parzystych w poszukanej sekwencji. Wierzcholek grafu moze znalezé sie na
ktorejkolwiek Sciezce tylko raz, tj. jesli dany wierzchotek zostal uzyty w $éciezce Peyen,
od tego momentu nie moze on zosta¢ dodany do Sciezki P,gzq. Algorytm doktada ko-
lejne wierzchotki krokowo, raz do jednej, nastepnie do drugiej Sciezki. W momencie, w
ktorym dwie $ciezki osiagna dtugoéé odpowiednia, aby po nalozeniu ich na siebie od-
tworzy¢ calg sekwencje DNA, takie rozwiazanie jest dodawane do listy rozwiazan, po
sprawdzeniu odpowiednich warunkéw poprawnosci opisanych dalej. Algorytm nastepnie
wycofuje si¢ do wezedniej uzytych wierzchotkéw, sprawdzajac ich inne osiggalne nastep-
niki. Ogdlny schemat dzialania mozna przedstawi¢ w formie nastepujacego Algorytmu

3 zapisanego jako pseudokod odpowiednich polecen.

Powyzszy pseudokod przedstawia gléowna petle algorytmu. Jest ona identyczna jak

w przypadku poprzedniego algorytmu opracowanego dla chipu typu Gapped. Zostanie
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Algorithm 3 Pseudokod gléwnej petli algorytmu dla chipu typu Alternating.

1: while (Time < Limit AND s_space # empty AND Stop = FALSE) do
2 Candidates «— addOutgoingVerticesToList(Current_Verter)

3 Success_Flag «+ addNewVertexToSolution(Candidates);

4 if (Success_Flag = FALSE) then

5: if (Path_Length = MaxValue) then

6 Ok = testSolution(Solution);

7 if (Ok = TRUE) then

8 addToSolutionList(Solution)

9

reverseSteps(Solution)

10: else

11: reverseSteps(Solution)
12: end if

13: else

14: reverseSteps(Solution)

15: end if

16: end if

17: end while

jednak tutaj omdéwiona, w celu przyblizenia ogblnej zasady dzialania. Réznice miedzy
algorytmami zawarte sa ”glebiej” w kodzie, przede wszystkim w procesie doboru ko-
lejnego wierzchotka oraz w czesci odpowiedzialnej za weryfikacje kolejnych elementow
Sciezek. Zostang one doktadnie omoéwione w dalszej czesci tego podrozdziatu.

W kazdym kroku petli gtéwnej do aktualnie rozpatrywanej $ciezki dodawany jest nowy
wierzchotlek. Na tym etapie nie ma jeszcze znaczenia, czy jest to $ciezka P,gq czy Peyen.
Na poczatku kazdego kroku petli, w linii 1 algorytm poréwnuje czas, ktéry uptynal od
rozpoczecia pracy, z limitem podanym jako calosciowy dostepny czas przeszukiwania.
Praca przerywana jest takze po przeszukaniu calej przestrzeni rozwigzan. Zmienna Stop
w pseudokodzie odpowiada za inne warunki, ktére moga by¢ nalozone na algorytm, jak
na przyklad limit znalezionych rozwiazan czy limit nieprawidtowych rekonstrukcji o dtu-
gosci n niespelniajacych warunkow weryfikacji sprawdzanych w linii 6. Lista wszystkich

warunkéw zatrzymania petli to:
1) sprawdzono cala przestrzen rozwiazan;

2) osiagnieto limit czasu na przeszukiwanie;

3) osiagnieto limit rozwiazan dodanych do listy rozwiazan (limit rozwiazan niejedno-

znacznych);
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4) osiagnieto limit rekonstrukeji par Sciezek o zadanej dlugosci, ktére nastepnie zo-

staly odrzucone przez procedure weryfikacji rozwigzan.

Procedura budowania listy kandydatow Candidates, czyli nastepnikow aktualnie od-
wiedzonego wierzchotka jest wywolywana w linii 2. W tej czesci kodu nastepuje takze
weryfikacja potencjalnych nowych nastepnikow przy uzyciu elementéw zbioru Sge, w
celu zapewnienia odpowiedniego dopasowania nukleotydéw nieparzystych i parzystych
rekonstruowanych przez obie Sciezki.

Po przygotowaniu listy potencjalnych nastepnikéw, kolejna procedura algorytmu od-
powiada za prébe dodania nowego wierzchotka (nastepnika) do $ciezki (linia 3). W tej
czesci algorytm sprawdza warunki, ktére wierzchotek z listy kandydatéw musi spelnié,
aby mégl by¢ dodany jako nastepnik. Nastepnie sprawdzany jest zestaw warunkéw maja-
cych na celu okreslenie dalszego toku pracy. Jezeli wierzchotek zostal dodany poprawnie,
iteracja petli gtéwnej konczy sie, po czym o ile stan warunkow petli while nie powoduje
zakonczenia poszukiwan, algorytm buduje nowsg liste kandydatéw na nastepnikéw, od
ostatniego wierzchotka ” parzystego” jesli poprzednio dodano ”nieparzysty” i odwrotnie.
Jezeli nowy wierzcholek nie zostal dodany w linii 3, sprawdzane sa tego powody (linia 4 i
kolejne). Jezeli algorytm wykryje, ze ostatnio dodany wierzcholek konczy $ciezke o wiel-
kosci umozliwiajacej odtworzenie DNA o odpowiedniej dlugo$ci, przy czym druga Sciezka
taka wielkos¢ juz osiagneta w poprzednim kroku, sprawdzane jest, czy Sciezki spelniaja
warunki aby zostaé zaakceptowane. Jedli tak, odtwarzany jest z nich uogdlniony super-
ciag (linia 6). Algorytm dodaje takie DNA w formie superciagu do listy rozwiazan, po
czym kontynuuje gtéwna petle, w kolejnych iteracjach dodajac inne wierzchotki po wcze-
$niejszych wycofaniu sie odpowiednig liczbe krokéw. Po dodaniu nowego rozwiazania,
a takze w przypadku niemoznosci zaakceptowania jakiegokolwiek nowego wierzchotka z
listy kandydatow, algorytm w sekcjach w liniach 9, 11 i 14 przechodzi do wydzielonej pro-
cedury majacej na celu powrét do wierzchotka, z ktérego mozliwy byt krok prowadzacy
do innych nieodwiedzonych jeszcze nastepnikéw. Procedura ta probuje dodaé kolejny
wierzcholek do listy, jesli jest to mozliwe. Jesli sie to uda, nastepuje kolejne wykonanie
petli gléwnej algorytmu. Jesli nie, oznacza to wyczerpanie sie przestrzeni rozwigzan,
ktora algorytm przeszukiwal. Jest to koniec pracy gléwnej petli algorytmu, po czym

nastepuje przejscie do sekcji wygenerowania wynikéw rekonstrukeji DNA.

Nastepna procedura calego algorytmu, ktora zostanie przedstawiona, jest odpowie-
dzialna za tworzenie zbioru kandydatéw na nastepnikéow aktualnie odwiedzonego wierz-

chotka. Tlustruje ja ponizszy Algorytm 4:

Procedura ta jest podobna do przedstawionej dla chipu typu Gapped, ma jednak bar-
dzo istotng réznice, o ktorej bedzie mowa dalej. W linii 1 zawarta jest gléwna petla,

ktora sprawdza wszystkie istniejace polaczenia wychodzace z aktualnie dodanego do
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Algorithm 4 Pseudokod procedury tworzenia listy kandydatéw na nastepnikéw.

1: for Vertex IN AllOutgoingVerticesSet do

2 if (current_path » last_path) then

3 break;

4 else

5: if (checkI fUnused(vertex) = TRUE) then
6 Verified = verifyVertex(vertex, Ss2);
7 if (Verified = TRUE) then

8 addV ertex AsCandidate(vertex, Candidates)
9 end if

10: end if

11: end if

12: end for

Sciezki wierzchotka. Sprawdzane sg one w kolejnosci od najwickszego do najmniejszego
nalozenia, tj. najpierw algorytm sprawdza nastepniki o maksymalnym natozeniu réw-
nym Iy — 2 oraz wadze Woperiqp = 1, nastepnie te nakladajace sie na Iy — 4 znakach o
wadze Woperiap = 2, itd.

W linii 2 okreslony jest warunek, ktéry odréznia te procedure od opisanej w po-
przednim rozdziale pracy. Jesli chodzi o te réznice, nalezy pamietaé¢ o dwoch rzeczach.
Po pierwsze omawiany algorytm pracuje na dwéch Sciezkach, w kolejnych krokach petli
gtéwnej powigkszajac raz jedna, raz druga. Po drugie, w wyniku pojawienia sie btedéw
negatywnych w zbiorze S41, konieczne stanie si¢ wybranie w pewnym momencie wierz-
chotkéw o nalozeniu mniejszym niz maksymalne. Budowanie dwéch Sciezek w jednym
grafie moze tez powodowaé, ze jezeli pewien wierzcholek z S41 powtérzy sie w DNA
na nukleotydach parzystych i nieparzystych (zgodnie z regula kodowania Alternating),
powstanie bardzo specyficzny rodzaj btedu negatywnego wynikajacego z powtérzen.
Wtedy réwniez bedzie potrzeba wykorzystania naktadania mniejszego niz maksymalne
(tj. mniejsze niz na [; — 2 znakach). W pewnym momencie jedna ze $ciezek moze ”wy-
biec” do przodu w stosunku do drugiej. Kiedy taka sytuacja zostaje wykryta, procedura
konstruowania listy nastepnikow dla takiej Sciezki jest wstrzymywana. Do petli gtéwnej
wysyltana jest informacja, aby pomimo tego, ze lista kandydatéw nie zostata utworzona
(a co za tym idzie zaden nowy nastepnik nie zostanie dodany) nie nalezy wykonywaé
powrotu do poprzednich wierzchotkéw, ale pominaé caly aktualny krok (w nadmiernie
rozszerzonej Sciezce) i przejsé do kroku nastepnego - tj. powiekszania $ciezki krétszej.

Tlustruje to ponizszy przyktad na rysunku 6.3:

Na powyzszym rysunku przedstawiono sytuacje, w ktérej w trzecim kroku algorytm

uzyl wierzcholtka z minimalnym natozeniem, czyli takim, ktére maksymalnie rozszerza
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170 NXNXNXN

2 NXNXNXN

3: NXNXNXN = Nadmierne wydtuzenie

4 NXNXNXN sciezki nukleotydow
nieparzystych

5 *

1

Krok 5, w ktorym procedura budowy
listy kandydatow jest przerywana

RYSUNEK 6.3: Przyklad nadmiernego poszerzenia jednej ze $ciezek

Sciezke. W kroku czwartym algorytm dodaje wierzchotek ”parzysty”, tj. z maksymalnym
dopuszczalnym natozeniem. Opisywana sytuacja zatrzymania wykonywania listy kandy-
datéw ma miejsce w kroku pigtym. Algorytm wykrywa, ze Sciezka nieparzysta jest juz
nadmiernie rozszerzona w stosunku do parzystej. Wykonanie procedury jest zatrzymy-
wane, algorytm zas dostaje polecenie przejscia od razu do drugiej $ciezki. Jesli ten krok
nadal nie rozszerzy Sciezki parzystej ponad nieparzysta (w przykladzie), takze nastepny
krok dla Sciezki dtuzszej zostanie przerwany w ten sam sposob.

Jesli opisane przerwanie nie nastapi, reszta procedury wykonuje sie¢ podobnie jak w
przypadku poprzedniego algorytmu. W linii 5 algorytmu 4 sprawdzana jest informa-
cja, czy wierzchotek brany pod uwage jako nastepnik nie zostal jeszcze uzyty. Linia 6
omawianego pseudokodu odpowiada za wykonanie procedury weryfikacji potencjalnego
nastepnika. Nie ma tutaj warunku na odpowiednig dlugos$¢ rekonstruowanych $ciezek -
procedura ta dziala od pierwszego do ostatniego kroku algorytmu, poniewaz zakladajac
znajomosci dwoch pierwszych wierzchotkéw (startowych) jest ona od razu mozliwa do
przeprowadzenia. Jezeli weryfikacja sie powiedzie, co jest sprawdzane w warunku z linii
7, wierzchotek jest dodawany do listy potencjalnych kandydatéw (linia 8). Petla trwa tak
dlugo, az sprawdzone (zweryfikowane) zostana wszystkie nastepniki aktualnie dodanego

wierzcholka.

Kolejng procedura, ktora zostanie teraz oméwiona jest weryfikacja nastepnika, zanim
zostanie on dodany do listy kandydatow. Jest ona niezbedna w omawianym podejsciu,
poniewaz to ona zapewnia zgodnos¢ rekonstrukcji nukleotydéw nieparzystych i parzy-
stych dla poszukiwanej sekwencji. Zanim zostanie jednak opisany jej pseudokod, przed-
stawione zostang przypadki weryfikacji, ktére moga wystapi¢ w czasie pracy algorytmu.
Utatwi to zrozumienie pseudokodu samej procedury weryfikacji, ktéry zostanie przed-
stawiony za przyktadami.

Pierwszy przypadek weryfikacji, w ramach ktérego objasniony zostanie ten mecha-
nizm, pokazano na rysunku 6.4:

Wierzchotek podkreslony na zielono: CXCXTXTXTX A zostal dodany krok wceze-

snie O SCl1ezK1 nieparzystej). Iz adzie, algor m znajduje sie w stanie, w
Sniej, do Sciezki P,qq (nieparzystej). W przykladzie, algoryt jduje sie w stanie,
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Ostatnio dodany wierzchotek "parzysty" oraz lista jego nastepnikdw:

TXGXGXTXAXC

AXTXGXGXTXA / TXGXGXTXAXG

\ TXGXGXTXAXT

Ostatnio dodany wierzchotek "nieparzysty"” oraz utworzone elementy weryfikacyjne
z jego -2 ostatnich znakdw oraz ostatnich liter nastepnikdéw wierzchotka "parzystego™:

Wystepujew 5,, 7
CXTXTXTXAC TAK
CXCXTXTXTXA —> CXTXTXTXAG NIE
CXTXTXTXAT NIE

DMA zrekonstruowane i rozszerzone o nowy znak:

NN._ . NNACTCGTGTTTAAC
CXTXTXT XA C (tarficuch weryfikujacy)

RYSUNEK 6.4: Alternating Chip - przyktadowy schemat weryfikacji

ktorym musi zweryfikowaé¢ 3 potencjalne nastepniki dla ostatnio dodanego do $ciezki
Pe.yen wierzchotka AXTXGXGXTXA. Sa to wierzchotki:
TXGXGXTXAXC, TXGXGXTXAXG oraz TXGXGXTXAXT.

Whszystkie trzy nakltadaja sie maksymalnie na ostatnio dodany. Wybranie ktéregokol-
wiek z nich jako nastepnika rozszerzy Sciezke parzysta o jeden dodatkowy nukleotyd z
{A, C, G, T}. Weryfikacja kazdego potencjalnego nastepnika polega na stworzeniu ele-
mentu, o budowie pasujacej do zbioru Sss spektrum oraz sprawdzeniu jego obecnosci
w S49. Element weryfikacyjny sktada sie z testowanego, ostatniego nukleotydu nastep-
nika oraz postfixu ostatnio dodanego wierzchotka drugiej $ciezki (w tym wypadku ze
Sciezki nieparzystej, gdyz nastepniki dotycza wierzchotkéw $ciezki parzystej). Do listy
potencjalnych nastepnikéw zostang dodane tylko te wierzchotki, ktérych elementy wery-
fikacyjne istniejg w zbiorze S 40 spektrum. Podejscie to, w catoéci wynikajace ze specyfiki
chipu typu Alternating, petni tutaj dwojaka funkcje. Po pierwsze, tak jak realizowano
weryfikacje poprzednim algorytmie, ogranicza ono tutaj liczbe mozliwych nastepnikow
wierzchotka. Wazniejsza funkcjg weryfikacji jest jednak zapewnienie ”potaczenia” mie-
dzy rekonstruowanymi éciezkami, poprzez zapewnienie, ze z obydwu rekonstruowane jest

DNA spelniajace kryteria rozwigzania.

Rysunek 6.5 przedstawia weryfikacje elementu, w ktérym nie wszystkie nowe nukle-

otydy moga zostaé zweryfikowane.
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Dotychczasowa rekonstrukeja:

1. AXTXGXGXA
2 TXTXAXGXC
3 GXGXAXTXA

V

1) Weryfikacja nukleotydu T mozliwa poprzez:
{prawidtowy element ze zbioru S,
TXAXGXCT moiliwy do utworzenia)
2) Weryfikacja nukleotydu A niemoiliwa:
o ( element ze zbioru S,, spektrum
AXGXCX - A nie jest moizliwy do zbudowania
z dostepnych liter rekonstruowanego
tarficucha DMA)

RYSUNEK 6.5: Alternating Chip - schemat niepelnej weryfikacji

Przedstawiony na rysunku przyktad prezentuje sytuacje, w ktérej nowy potencjalny
nastepnik naktada si¢ na prefixie krétszym niz maksymalny mozliwy (na rysunku jego
dtugod¢ to l,,er = 2k — 5 gdzie k = 5, przy maksymalnym teoretycznym nalozeniu ma-
jacym dlugosé prefimae = 2k — 3). Weryfikacja nukleotydu T  (pierwszy dodany) jest
mozliwa. Niemozliwa jest jednak weryfikacja ostatniego nukleotydu (tj. A), poniewaz
ostatni element drugiej $ciezki (dodany w poprzednim kroku petli gléwnej) nie rozszerzyt
tejze $ciezki do dtugosci niezbednej do zbudowania pelnego elementu weryfikacyjnego.
W takim wypadku nastepnik zostanie dodany wtedy, gdy element TXAXGXCXT zo-
stanie odnaleziony w spektrum w zbiorze S4o. Pojawia sie tutaj pytanie co sie stanie,
jezeli niezweryfikowany nukleotyd nie jest prawidlowy z punktu widzenia optymalnej
sekwencji DNA (tj. caly wierzcholek dodajacy go tutaj taki nie jest). Mozliwe sa dwie
sytuacje. W pierwszej, bardziej prawdopodobnej, nieprawidtowy nukleotyd sam unie-
mozliwi pewng weryfikacje w dalszych krokach algorytmu, co spowoduje, ze w pewnym
momencie algorytm wycofa sie do tego miejsca i sprébuje zastapi¢ nieprawidlowy wierz-
chotek innym. Mniej prawdopodobna choé wcigz mozliwa jest sytuacja powstania se-
kwencji DNA, ktéra spelnia warunki rozwiazania dla problemu, lecz bedzie powodowata
powstanie rozwigzania niejednoznacznego po zakonczeniu przez algorytm przeszukiwan
przestrzeni rozwigzan. Takze z tego powodu koncowe rozwiazanie, czyli zrekonstruowane
z dwbch odpowiedniej dtugoéci Sciezek DNA, jest ponownie weryfikowane elementami ze
zbioru Sy, zanim zostanie dodane do zbioru rozwigzan dopuszczalnych. Bedzie o tym

dalej mowa przy omawianiu odpowiedniej procedury algorytmu.

Kolejny przyktad, na rysunku 6.6 przedstawia sytuacje, w ktérej weryfikacja wymaga

dwdch ostatnich wierzchotkéw drugiej Sciezki (w stosunku do aktualnie przetwarzanej).

Przyktad na rysunku pokazuje stan, w ktérym algorytm dodal juz kilka wierzchotkéw

do $ciezek (kroki 1 - 3). Poniewaz jednak wczesniej nastapito przediuzenie jednej z nich
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Kroki 1-3 przedstawiajg dotychczasows rekonstrukcje scieiek, w
kroku 4-tym algorytm dokonuje weryfikacji:

11 AXTXIXAXG

2: AXTXAXGXA

3 AXGXGXAXC

4. TXAXGXAXT {dwa mozliwe nastepniki
4; TXAXGXAXA wkrokud-tym)

Elementy weryfikacyjne mogg byc zbudowane tylko przy uzyciu
dwdch ostatnich wierzchotkdw z krokdw nieparzystych:

TXAXGXGT
TXAXGXGA

RYSUNEK 6.6: Alternating Chip - schemat weryfikacji dwoma wierzchotkami

z uzyciem nalozenia mniejszego niz maksymalne (krok 3 na rysunku), aby zweryfikowaé
potencjalne nastepniki aktualnego wierzchotka (w kroku 4), nalezy zlozy¢ element wery-
fikacyjny z wiecej niz jednego elementu sktadowego, tj. wierzchotka poprzedniej $ciezki.
Na rysunku na czarno podkreslony zostal fragment, ktory zostal pobrany z przedostatnio

dodanego wierzchotka poprzedniej Sciezki.

Ostatni przyktad weryfikacji pokazuje pewien dylemat wystepujacy wtedy, kiedy teo-
retycznie wszystkie nowe nukleotydy dodawane przez testowany nastepnik moga zostac

zweryfikowane. Pokazany jest on na rysunku 6.7.

Kroki 1-3 przedstawiajg dotychczasowsg rekonstrukcje sciezek, w
kroku 4-tym algorytm dokonuje weryfikacji:

1. AXTXIXAXG

2: AXTXAXGXA

3: AXGXGXAXC

4: AXGXAXTXA
Teoretycznie mozliwa jest weryfikacji obu nukleotyddw, ktdre w

przypadlku dodania wierzchotka do sciezki rozszerza j3. Elementy
weryfikujgce nukleotydy T oraz A to:

TXAXGXGT
AXGXGXAA

RYSUNEK 6.7: Alternating Chip - schemat weryfikacji z mozliwoscia testowania wszyst-
kich nowych nukleotyddéw

W przyktadzie nowy nastepnik w przypadku dodania go do $ciezki, doda do niej dwa
nowe nukleotydy: T" oraz A. Oba mogg zostaé zweryfikowane, poniewaz w przeciwien-

stwie do przyktadu z rysunku 6.5 poprzednio rozpatrywana przez algorytm Sciezka ma
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odpowiedniag dtugosé. Zastosowanie takiej doktadnej weryfikacji, tj. wszystkich dodat-
kowych nukleotydéw jesli jest to mozliwe, jest uzaleznione w algorytmie od tego, jakie
rodzaje bledéw wystepuja w spektrum. Jezeli wystepuja w spektrum btedy negatywne,
weryfikowanie wszystkich nowych nukleotydéw moze doprowadzi¢ do sytuacji, w ktorej
prawidlowe (z punktu widzenia prawidlowego rozwiazania) w danym miejscu wierzchotki
ze zbioru S 41 zostana odrzucone tylko dlatego, ze czes¢ ”ich” elementéw weryfikacyjnych
nie bedzie obecna w S 40. Dlatego taka pelna weryfikacja odbywa sie tylko w przypadku
braku btedéw negatywnych w spektrum. Weryfikacja jest wtedy dokladniejsza, niestety
nie mozna takiej sytuacji zaktadaé po realnym eksperymencie w metodzie ASBH, gdzie
spektrum moze zawiera¢ bledy negatywne.

Drugi problem wynika posrednio z sytuacji przedstawionej na rysunku 6.5. Nawet
przy braku bledéw negatywnych wynikajacych z zagubienia elementéw w spektrum,
moze wystapié sytuacja, dla ktérej niektérych dodatkowych dla éciezki nukleotydéw nie
da sie zweryfikowaé, przy czym z punktu widzenia calego badanego DNA nie beda one
na prawidlowych pozycjach. Mowa tu o ostatnich nukleotydach nowego wierzchotka,
ktorych weryfikacja jest niemozliwa, poniewaz poprzednio rozszerzona Sciezka wciaz jest
zbyt krétka, aby utworzy¢ element weryfikacyjny. Jedli taki wierzchotek zostanie dodany
do $ciezki (poniewaz byta mozliwa weryfikacja pierwszego nowego dla $ciezki nukleotydu
i tylko jego), dalsze, nieprawidlowe nukleotydy wplyna na prawidlowosé dalszych faz
weryfikacji. W tym wypadku elementy weryfikacyjne z ich wykorzystaniem (tj. niepra-
widlowych nukleotydéw) réwniez beda nieprawidlowe i prawdopodobnie nie wystapia w
zbiorze Sao. W tej sytuacji algorytm w pewnym momencie wréci do punktu, w ktérym
zamieni nieprawidtowy wierzcholek na prawidtowy, lecz odbedzie si¢ to kosztem zasobdw
zuzytych na przeszukanie czedci przestrzeni rozwiazan. W konstrukeji algorytmu przy-
jeto, ze weryfikacja wszystkich nowych nukleotydéw odbywa sie tylko w teoretycznym
przypadku nie wystepowania bledéw negatywnych. Algorytm w realistycznym trybie
pracy (zakladajacym istnienie wszystkich rodzajéw bledéw w spektrum), weryfikuje za-
wsze tylko jeden nukleotyd nastepnika - ten, ktory jako pierwszy rozszerza Sciezke ponad

jej aktualng dlugosc.
Teraz mozna przejsé do opisu procedury algorytmu 5 odpowiedzialnej za weryfikacje.

W pierwszym kroku w linii 1 algorytm sprawdza, czy aktualnie weryfikowany wierz-
chotek rozszerzy $ciezke o wiecej nukleotydow, niz posiada $ciezka poprzednia. Na przy-
ktad, czy nowy wierzcholek w $ciezce nieparzystej, ktora jest wlasnie rozszerzana, w
razie dodania go jako nastepnika rozszerzy ta Sciezke nieparzysta bardziej, niz wynosi
dtugosé Sciezki poprzedniej - parzystej. Jesli nie, oznacza to, ze teoretycznie mozliwe
jest sprawdzenie wszystkich nukleotydéw, ktére rozszerzajg $ciezke, poniewaz dla kaz-

dego da sie zbudowaé element weryfikacyjny. Drugim warunkiem (linia 5) jest jednak
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Algorithm 5 Weryfikacja nowego nastepnika.

1. if (CurrentPath + NewVertex < PreviousPath) then

2 if (NegativeErrors = TRUE) then

3 VerificationVertex < create(use_first_expanding-nucleotide)
4 Result «— verify(NewVertex, VerificationVertex)

5 else

6: for every_extending_nucleotide do

7 VerificationVertex «— create(use_expanding_nucleotide)

8 Result «— verify(NewVertex, VerificationVertex)

9 end for

10: end if

11: else

12: if (CurrentPath + NewVerter > PreviousPath) then

13: VerificationVertex «— create(use_first_expanding-nucleotide)
14: Result «— verify(NewVertex, VerificationVertex)

15: end if

16: end if

17: return Result;

brak btedéw negatywnych. Tylko wtedy nastapi weryfikacja wszystkich nowych nukle-
otydow nastepnika, jak pokazano na rysunku 6.7. Weryfikacja nastepuje w liniach 3 oraz
4 kodu. Jezeli zaktada sie brak btedéw negatywnych, linia 6 zawiera petle, ktéra wery-
fikuje kazdy nadmiarowy nukleotyd nastepnika, co ma miejsce w liniach 7 i 8.

Ostatni wariant procedury w linii 12, to przeciwienstwo warunku z linii 1 - jest on
stosowany, jezeli weryfikowany wierzchotek rozszerza $ciezke powyzej dlugosci $ciezki
poprzedniej. W takim wypadku niemozliwe bedzie sprawdzenie wigcej niz pierwszego
nowego nukleotydu dodawanego przez badany wierzcholek, czyli sytuacja opisana na
rysunku 6.5.

Pod koniec procedura zwraca wyniki weryfikacji (linia 17). Zmienne logiczne TRUE
i FALSE oznaczaja dla algorytmu odpowiednio pozytywna lub negatywna weryfika-
cje. W tym drugim przypadku wierzchotek nie bedzie brany do listy kandydatow na

nastepnikdw.

Kilka procedur gltéwnej petli algorytmu wciaz wymaga szerszego omdwienia. Proce-
dura dodania nowego wierzchotka do $ciezki jest podobna jak w przypadku algorytmu
dla chipu typu Gapped. Warunki dodania wierzchotka, ktére sa sprawdzane, to np.
ograniczenie na maksymalna dtugosé éciezki. Pod koniec przeszukiwania niektére wierz-
chotki nakladajace sie na mniejszej niz maksymalna liczbie znakéw, nie beda brane pod
uwage, jesli rozszerzaja Sciezke bardziej niz potrzeba dla zrekonstruowania z jej pomoca

DNA o okreslonej dtugosci. Wazniejszym warunkiem jest jednak ograniczenie liczby
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uzytych wierzchotkéw naktadajacych sie na dlugosci lyperiap mniejszej niz maksymalna
lovertap < MAToperiap dzie MaToperiap = 11 — 2. Przestrzen rozwigzan do przeszukania
przez algorytm jest w oczywisty sposob zalezna od ilosci potaczen miedzy wierzchotkami.
Przy maksymalnym natozeniu, kazdy wierzchotek moze mie¢ do czterech nastepnikéw.
Nalozenie o stopien mniejsze powoduje podwyzszenie tego teoretycznego maksimum do
16, itd. Dlatego tez istnieje pewien limit, ile razy w rekonstrukcji Sciezek mozna uzy¢
takich natozen (tj. mniejszych niz maksymalne). Jest on catkowicie zalezny od liczby ble-
dow hybrydyzacji, dlatego w tym miejscu pojawia sie problem jego obliczenia. Wplyw
réznych rodzajow bltedéw na okreslanie tej wartosci, a co za tym idzie na dzialanie catego

algorytmu, podsumowuja nastepujace wymienione przypadki:

1) Brak bledéw w spektrum. Mozliwa jest precyzyjna weryfikacja, tj. wiadomo, ze
wszystkie elementy DNA sg obecne w zbiorze S 41, oraz zawsze beda mogty by¢ pra-
widlowo zweryfikowane przez zbior S 4. Limit wierzchotkéw nienaktadajacych sie
maksymalnie jest réwny zero. Niestety, jest to skrajnie nierealistyczny przypadek.
Nawet po wyeliminowaniu jakichkolwiek nieprecyzyjnosci procesu hybrydyzacji i
detekcji sond, pozostaje problem bledéw negatywnych wynikajacych z powtorzen,
ktére sa zalezne jedynie od struktury badanego DNA. Wymagane byloby tutaj
bezbtedne okreslenie liczby powtorzen kazdego elementu, czego na chwile obecng

nie sposéb wymagacd.

2) W spektrum wystepuja tylko bledy negatywne wynikajace z powtérzen. Ten ro-
dzaj bledow negatywnych nie ma wplywu na dzialanie procesu weryfikacji, tj.
zbiér S4o moze poprawnie zweryfikowaé kazdy nastepnik. Bledy te maja wplyw
na tworzenie $ciezek, gdyz aby rozszerzy¢ fragment $ciezki, gdzie dany wierzchotek
nie moze zostaé¢ uzyty poniewaz wykorzystano go wcze$niej, nalezy uzyé¢ nastep-
nika z mniejszym stopniem nalozenia. Liczba takich sytuacji moze by¢ jednak
precyzyjnie okreslona przez réznice miedzy liczba elementéw spektrum danego, a
wartos$ciami opisujacymi spektrum idealne. Jest to limit ich uzycia, o ktérym byla
mowa wczesniej. Ogranicza on przestrzen rozwiazan, nie pozwalajac na przeszu-
kiwanie obszaréw, w ktérych z cala pewnoscia nie ma rozwiazan dopuszczalnych
dla danego spektrum. W omawianych przypadku wiadomo réwniez, ze wszystkie

elementy zbioru S41 musza zostaé uzyte w procesie budowy dwoch $ciezek grafu.

3) Bledy negatywne ogdlnego rodzaju (wynikajace z powtérzen oraz nieprecyzyjnosci
procesu hybrydyzacji). W tym wypadku znany jest limit wykorzystania nalozen
mniejszych niz maksymalne - jest to jak napisano wyzej, roznica w ilosci elementow
spektrum danego i spektrum idealnym. Pojawia si¢ tutaj problem braku precyzji

w okresleniu, ile doktadnie elementéw zbioru S 41 musi zostaé uzytych. Znana jest
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tylko minimalna liczba, rowna licznosci zbioru S4; pomniejszonej o liczbe bledéw

negatywnych w zbiorze S4s:
min_useds,, = |Sa1l — (|S5,| — [Sazl)

gdzie \Sff2| oznacza liczbe elementéw zbioru S%, spektrum idealnego. Wynika stad,
ze btedy negatywne w zbiorze S 42 moga doprowadzi¢ do odrzucenia pewnych ele-
mentéw ze zbioru S41. Aby to ograniczyé¢, sprawdzany jest tylko pierwszy nowy
dla $ciezki nukleotyd dodawany przez weryfikowany nastepnik (przyktad z rysunku
6.7). Poniewaz jednak taka sytuacja moze si¢ zdazy¢, okreslona jest minimalna
liczba wierzchotkéw do wykorzystania z S 41, tak aby rozwiazanie zostato zaakcep-

towane.

4) Bledy negatywne oraz pozytywne w spektrum. Jest to najtrudniejszy przypadek,
jednak najbardziej realistyczny. Zasady weryfikacji sg takie same jak poprzednio -
tj. tylko pierwszy nowy nukleotyd w nastepniku jest sprawdzany przez element ze
zbioru S 49. Niemozliwe jest tutaj okreslenie, ile elementow ze zbioru S 41 musi zna-
lez¢ sie w $ciezkach budowanych przez algorytm. Obecno$é¢ btedow pozytywnych
w nieznanej iloéci obok bledéw negatywnych uniemozliwia precyzyjne obliczenia.
Wartoéé ta jest okreslana w przyblizeniu, w rozdziale ésmym zostana przedsta-
wione wyniki testéw dla wartoéci limitu réwnej 10%, 15% i 20% przyjetych ble-
dow negatywnych. Przypadki te zostana takze poréwnane z jakoscia rozwiazan
przy doktadnej znajomosci liczby tych btedéw. Sama idea limitu jest podobna jak
w poprzednim algorytmie - nawet zalozenie wystepowania 15% czy 20% bledoéw
negatywnych w calym spektrum jest lepsze z punktu widzenia efektywnosci stoso-

wanego podejécia, niz rozpatrywanie nieograniczonej ich liczby.

Podsumowujac temat btedéw oraz ich wplywu na algorytm, okreslenie liczby bte-
déw negatywnych wystepujacych w spektrum ma zasadnicze znaczenie dla efektywnosci
przeszukiwania przestrzeni rozwiazan. Jezeli nalozenie nowego nastepnika z ostatnim
wierzchotkiem Sciezki jest mniejsze niz maksymalne, oznacza to, ze pomaga on w napra-
wie efektu wystapienia pewnego btedu negatywnego, ktéry uniemozliwil natozenie na
rO6WNo Maoperlap = (1 — 2 znakach w tym miejscu. Branie pod uwage wierzchotkéw o
nalozeniu mniejszym niz mawperiap, Znacznie powieksza przestrzen rozwigzan w oma-
wianym problemie. Jezeli mozliwe jest precyzyjne okreslenie liczby btedéw negatywnych

"naprawit”

(tj. w przypadku gdy nie ma bledéw pozytywnych), algorytm wiedzac, ze
juz odpowiednig liczbe btedéw negatywnych, przestaje bra¢ pod uwage wierzchotki z
nalozeniem mniejszym niz mazoyeriap, €O poprawia jego dalsza efektywnos¢. Niestety,
najbardziej realistyczny przypadek to ten, w ktérym wystepuja wszystkie rodzaje ble-

dow. Jak juz wyjasniono, niemozliwe jest wtedy precyzyjne okreslenie liczby bledow
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negatywnych. Algorytm dla zachowania efektywnosci przybliza te wartosé¢, w domysl-
nym przypadku zakladajac istnienie maksymalnie 20% bledéw negatywnych. Oznacza
to miedzy innymi akceptacje rozwiazan, ktére majac ustalony rozmiar poszukiwanego
DNA wykorzystaly przynajmniej 80% liczby elementéw spektrum idealnego. Poréwna-
nie skutecznos$ci miedzy takim podej$ciem (oraz takze wartoscia limitu réwna 10% i 15%
bledéw), a podejsciem ze znajomoscia precyzyjnej liczby bltedéw negatywnych zostanie

przedstawione w rozdziale z wynikami testow dla algorytmu.

Jesli chodzi o pseudokod gléwnej petli algorytmu, nalezy dokladnie opisaé jeszcze
dwie jego sekcje: powrdt do poprzednich wierzchotkéw w celu zbadania innych rozga-
lezien przestrzeni rozwigzan oraz dodanie rekonstrukcji DNA do listy rozwigzan. To
ostatnie zagadnienie wiaze sie zaréwno z jej odtworzeniem z dwéch Sciezek dla nukle-
otydow nieparzystych i parzystych, jak i z weryfikacja koncowa takiego superciagu przez
elementy zbioru S s.

Procedura powrotu do poprzednich wierzchotkéw wywolywana jest w liniach 9, 11 i

14 gtéwnej petli algorytmu 3. Jest ona wywolywana w przypadku gdy:

1) nowa rekonstrukcja zostala utworzona ze Sciezek o odpowiedniej diugosci;

2) nie powiodla si¢ préba dodania nowego wierzchotka z listy kandydatéw na nastep-

nikéw.

Niezaleznie od tego, czy rozwiazanie zostalo zaakceptowane czy nie, wywolywany jest
przypadek 1). Drugi przypadek moze wystapi¢ z wielu powodéw, ktére stoja za niemoz-
noscig dodania wierzchotka do Sciezki. Dla przykladu, lista kandydatéw nastepnikéw
moze by¢ pusta, wierzchotki na niej zostaly juz uzyte wczesniej lub jedyne dostepne
wierzchotki na lidcie kandydatéw rozszerzaja Sciezke do rozmiaru, ktéry powoduje prze-
kroczenie rozmiaru badanego DNA. Jaki by nie byt powdd niemozliwosci dodania nowego
wierzchotka do konstruowanego rozwiazania, opisywana teraz sekcja algorytmu odpo-
wiada za wycofanie sie do wierzcholtka, z ktérego jest mozliwe rozszerzenie ktérejkolwiek
$ciezki w innym "kierunku” w przestrzeni rozwigzan.

Sama zasada dzialania tej sekcji algorytmu jest nastepujaca: majac dane o aktualnie
zbudowanych $ciezkach, oraz listy kandydatéw na nastepnikéow dla kazdego dodanego
wierzchotka, algorytm wycofuje sie do miejsca, gdzie mozliwy jest wybor innego wierz-
chotka z listy. Jest tylko jeden wyjatek, ktory jest takze tutaj obstugiwany: dodano
ostatni wierzchotek rekonstruujacy $ciezke o maksymalnej dopuszczalnej dhugosci, na-
tomiast druga $ciezka osiagneta juz taka diugosé w poprzednim kroku petli gtéwnej.
W tym wypadku, niezaleznie czy rozwiazanie zostalo zaakceptowane czy nie, algorytm
przed wycofaniem sie do poprzedniego wierzchotka sprawdza, czy na ostatniej stworzonej

liscie kandydatéow znajduje sie wierzcholek, ktéry mozna podmieni¢ z aktualnie uzytym
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tak, aby zachowaé¢ wymagana dlugo$¢ Sciezki (czyli musi on mieé¢ ten sam rozmiar nato-
zenia co wierzcholek, ktéry spowodowal wydluzenie $ciezki do maksymalnego rozmiaru).
Teoretycznie, w przypadku z btedami, maksymalnie moga wystapi¢ 4 rézne nastepniki
konczace $ciezke, w zaleznosci od weryfikacji oraz ich wystapienia w czeSci Sa1 spek-
trum. Jesli taka podmiana si¢ uda, procedura powrotu konczy prace, a algorytm wraca
do gléwnej petli, w ktérej w nastepnej iteracji nie doda nowego wierzchotka (poniewaz
Sciezka wciaz ma maksymalny rozmiar), lecz sprawdzi, czy nowa Sciezka tworzy wraz z
druga nowy tancuch DNA, ktéry mozna dodaé do listy rozwigzan.

Jezeli nie mozna zamieni¢ ostatniego wierzchotka tak, aby pasowal (tj. spelnial opi-
sane wezesniej wymagania w stosunku do nastepnika), algorytm wraca do poprzedniego
odwiedzonego wierzchotka sciezki. W tym kroku zerowane sa odpowiednie wartosci zwia-
zane z usunietym wtasnie ze Sciezki wierzcholtkiem - np. status jego uzycia w $ciezce.
Nastepnie procedura stara sie¢ znalez¢é inny nastepnik z wciaz dostepnej listy nastepni-
kéw, ktéry mozna podstawié¢ na miejsce wlasnie usunietego. Jezeli nie jest to mozliwe,
nastepuje przejécie do ostatnio dodanego wierzchotka z drugiej Sciezki, poniewaz sa one
dodawane naprzemiennie. Kazdy wierzcholek, z ktorego listy nastepnikow nie mozna
dodaé¢ nowego wierzchotka na miejsce usunietego jest réwniez usuwany ze Sciezki, przy
odpowiedniej aktualizacji parametréow rozwiazania. Sg to: status uzycia wierzchotka w
Sciezce oraz aktualny poziom ”naprawionych” bledéw negatywnych. Calosé procedury
jest powtarzana tak dhugo, az uda sie dodaé¢ nowy nieuzywany dotad nastepnik na miej-
sce ostatnio usunietego. Jesli procedura powrotu wykryje, ze skonczylta sie lista kandy-
datéw na nastepnikow w pierwszej lidcie kandydatow, czyli zwiazanej z wierzchotkiem
poczatkowym $ciezki, do petli gtéwnej algorytmu wysytana jest informacja o wyczerpa-

niu przestrzeni rozwiazan.

Rekonstrukcja DNA jest sprawg prosta. Dwie $ciezki rekonstruuja odpowiednio nukle-
otydy nieparzyste i parzyste, wystarczy je wiec naprzemiennie odczytaé aby odtworzy¢
sekwencje DNA. ”Zgodnos$¢” obu $ciezek zostala zapewniona przez procedure weryfika-
¢ji. Przed dodaniem nowego tancucha DNA do listy jest ono weryfikowane ponownie.
Ta procedura jest zalezna od przypadku wystepowania dwoch gtéwnych typéw bledow
hybrydyzacji. W przypadku, gdy bledy te nie wystepuja, lub wystepuja tylko btedy ne-
gatywne wynikajace z powtérzen, mozna precyzyjnie okredlié¢ liczbe elementéw spektrum
DNA, ktére muszg zostaé wykorzystane. Przy obu rodzajach bltedéw wartosé minimalnej
liczby elementéw, ktore nalezato uzyé z Sa; jest ustalona w przyblizeniu.

Ponowna weryfikacja spelnia dwie funkcje. Jezeli nie wystepuja bledy pozytywne, jest
ona w stanie sprawdzi¢ rozwigzanie wszystkimi elementami z S45. Tutaj dziata ona w
przeciwienstwie do przypadku, w ktérym weryfikacja w kazdym kroku sprowadzala sie
do sprawdzenia tylko pierwszego nukleotydu rozszerzajacego dana Sciezke. Po drugie,

w przypadku gdy wystepuja oba rodzaje bledéw i czesé elementéw wciaz nie moze byé
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potwierdzona z uwagi na bledy negatywne, weryfikacja ta dostarcza informacje o ilosci
elementéw weryfikacyjnych, ktére wystepuja w rozwiazaniu (tj. nakladaja sie na jego
fragmenty zgodnie z zasadami naktadania dla ciagéw typu Alternating). W przypadku
rozwigzan niejednoznacznych stanowi to dodatkowa informacje umozliwiajaca uszerego-

wanie rozwigzan otrzymanych w procesie przeszukiwania przestrzeni rozwigzan.
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Binary Chip

7.1 Wstep

Trzecim chipem do sekwencjonowania przez hybrydyzacje, ktéry zostanie w niniejszym
rozdziale opisany wraz z zaproponowanym dla niego algorytmem jest chip typu Binary.
Sposéb jego budowy zostal pokazany w artykule [40]. Chip ten wykorzystuje inny alfabet
znakéw do zapisu sond, niz dotychczas stosowany 5-literowy {A, C, G, T, X}. Jest to
alfabet 8-literowy {W, S, R, Y, A, C, G, T}, ktéry prosciej bedzie juz teraz podzieli¢
na dwa 6-literowe alfabety: {W, S, A, C, G, T} oraz {R, Y, A, C, G, T}. Dalej beda
one nazywane alfabetami typu Binary. Litery W, S, RiY sg w rzeczywistosci zbiorami
2-elementowymi, podobnie jak w poprzednich dwéch omawianych chipach znak X byt
zbiorem 4-elementowym. Szczegdly konstrukeji zaproponowanego w [40] chipu Binary
prezentuje nastepny podrozdzial, poswiecony przede wszystkim dokladnej budowie jego

sond.

7.2 Konstrukcja i charakterystyka chipu do sekwencjono-

wania

Zanim zostanie opisana budowa elementéw chipu, zostang teraz opisane wszystkie zbiory
alfabetéw niezbedne do zrozumienia idei stojacej za konstrukcja chipu typu Binary.
Chip sktada sie z dwoch czesci, z ktérych w kazdej elementy zbudowane sa na bazie

alfabetéw 6-literowych:

{W,S;A,C,G, T}oraz{R,Y,A,C,G, T}

102
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Jak wida¢, podzbiér N = {A,C,G,T} jest wspdélnym alfabetem opisujacym ”nor-
malne” nukleotydy w obu alfabetach 6-znakowych. Symbole W, S, RiY to w rzeczy-
wistosci zbiory 2-elementowe, zawierajace rézne pary liter alfabetu N. Ponizej przedsta-
wiono wszystkie zbiory:

W = {A, T} ; zbiér ten reprezentuje nukleotydy stabe
S ={C, G } ; zbiér ten reprezentuje nukleotydy silne
R ={A, G } ; zbidr ten reprezentuje puryny

Y = {C, T } ; zbiér ten reprezentuje pirymidyny

Teraz mozna juz opisa¢ sam chip. Sktada sie on z dwbch czedci, ktérych elementy sa

kodowane nastepujaco:

(W, S}, {W, S}, ....{W, S}, N oraz {R,Y},{R,Y},..{R, Y}, N
k k

Pojemnosé kazdej potowy chipu, przy zatozeniu wystepowania wszystkich kombinacji

liter alfabetéw 6-literowych dla elementéw o dtugoéciach:

lpin =k +1 (7.1)

to 2F - 4, tak wiec pojemnoéé catego chipu typu Binary dana jest wzorem:

|Chin(k)| =227 - 4 (7.2)

Dla danych wartosci parametréw n i k, okreslajacych odpowiednio dtugosé badanego
DNA oraz dlugosé elementéw chipu (oraz jego pojemnosé) spektrum idealne bez powtod-

rzen posiada dwa podzbiory o pojemnosciach:

IS8 | =n—(k4+1)+1=n—Fkoraz [S8y|=n—(k+1)+1=n—k (7.3)

Rozpatrywany dalej algorytm zakltada, ze spektrum pochodzi z eksperymentu hybry-
dyzacyjnego z udzialem chipu typu Binary posiadajacego wszystkie sondy dla wzoréw
o zadaj dlugoéci ly;,. Na przyktad chip dla ktérego k = 2 bedzie posiadaé |Cy, (k)| =
2.2F.4 =8.2%2 = 32 sond. Polowy chipu skladaé sie beda z 16 sond. Pierwsza z nich

zawiera¢ bedzie sondy:
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WWA, WSA;SWA;SSA
WWC;wWSsSC;SwWcC;SSC
WWG;WSG;SWG;SSG
WWT, WST;SWT;SST

Zbiér drugiej polowy sond posiada nastepujace elementy:

RRA;RYA;YRA;YY A
RRC;RYC;YRC;YYC
RRG;RYG;YRG;YYG
RRT;RYT;YRT:;YYT

Liczba oligonukleotydéw w kazdej nieklasycznej sondzie chipu jest rowniez zalezna od

parametru k:

Notigo = 2 (7.4)

Dla przyktadu, dla k = 4 w kazdej sondzie znalezé sie moze 16 oligonukleotydow zbu-
dowanych nad naturalnym alfabetem {A, C, G, T}, jezeli podejscie nie bedzie wykorzy-
stywaé¢ nukleotydéw zdegenerowanych opisanych w rozdziale 4 rozprawy. Hipotetyczna

sonda opisana wzorem W.SW.SA musi posiada¢ wtedy nastepujace oligonukleotydy:

ACACA:ACAGA;ACTCA;ACTG A
AGACA:AGAGA;AGTCA;AGTG A
TCACA;TCAGA;TCTCA;TCTGA
TGACA:TGAGA ., TGTCA;TGTG A

Nalezy nadmienié, ze tak jak poprzednio, realizacja budowy chipu nie jest wazna dla
zaproponowanego algorytmu. Sposéb powyzszy zostal tu przykladowo opisany celem
wyjasnienia podstawowych charakterystyk chipu i spektrum. Jezeli mozliwe bytoby zbu-
dowanie chipu przy uzyciu nukleotydéw zdegenerowanych, spektrum dane na wejsciu
algorytmu wciaz zawieratoby identyczng informacje o sondach, tj. wzor kazdej sondy,
ktéra hybrydyzowala.

W opisywanych chipie nie ma dedykowanych elementéw weryfikacyjnych, jak miato
to miejsce dla chipow typu Gapped i Alternating. Z obu czeéci spektrum powstaja dwa
grafy, w ktérych mechanizm weryfikacji rozwiazany jest inaczej niz poprzednio, a jego
doktadny opis znajduje sie w czesci rozdziatu poswieconej opisowi algorytmu.

Nalezy opisaé jeszcze jedng ceche sond chipu, mianowicie sposéb uzyskania elementu
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zbudowanego nad alfabetem 4-literowym {A, C, G, T}, z dwéch elementéw stworzo-
nych na bazie réznych alfabetéw typu Binary. Zbiory W oraz S maja tylko po jednym

elemencie wspolnym ze zbiorami R i Y. Elementy te zostaly rozpisane ponizej:

WUR=A
WuY =T
SUR=G
SUuY =C

Dla przyktadu, majac dwa elementy: W S W W S Aoraz R RY Y Y A, mozna
nalozy¢ je calkowicie na siebie, otrzymujac fragment DNA opisany ciggiem znakéw:
AGTTCA

7.3 Zagadnienia prawdopodobienstwa rozgatezien

W niniejszym podrozdziale przedstawione zostana teoretyczne obliczenia zwiazane z cha-
rakterystyka chipu typu Binary, pochodzace z pracy [40].

Poszukujemy prawdopodobiefistwa okreslanego dalej jako p(Chin(k),n). Jak poprzed-
nio, rozwazmy sekwencje F', dla ktérej w momencie dodania nukleotydu na pozycji m
pojawia sie wiecej niz jedno mozliwe rozszerzenie. Sa to odpowiednio: nukleotyd N,
oraz pewien inny nukleotyd Y. Zalézmy, ze m > k oraz k < n < |Cyin(k)|. Niech
F =Ny Ny... Ny, V= Npp—gy2...Np—1, a clag VY bedzie rozszerzeniem sekwencji
V, innym niz V' N,,,. Prawdopodobienstwo znalezienie kazdego takiego elementu w chipie
Chin(k) tor

1

1ok (7.5)

Kolejne prawdopodobienstwo (przyblizone) okresla sytuacje, w ktérej spektrum se-

kwencji F o dlugosci n nie posiada elementu VY (lyin =k + 1):

1
1—
( 4.2k

i (7.6)

Poniewaz w przypadku omawianego chipu mamy do czynienia z dwoma elementami
o réwnej dlugosci, zbudowanych na dwéch réznych, 6-literowych alfabetach, lecz opisu-
jacych jeden podiancuch DNA, prawdopodobienstwo, ze spektrum F' zawiera obydwa

to:
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TL2
(1= (= ™) (1= (= )" ™M~ o (77)

Zakladajac, ze p(Cpin(k),n) = P{V'Y; € S(Chin(k), F) oraz V"Y; € S(Cyin(k), F)},
gdzie V' oznacza sekwencje nad alfabetem {W, S, A, C, G, T}, natomiast V" sekwencje
nad alfabetem {R, Y, A, C, G, T} otrzymujemy:

2 2
‘ 1 (1 n 3. M N 12n
p(Chin(k),n) = 1 — (1 4-2’<-4-2k) ~3 4.2k 4.2k | Chin (k)2 (78)
Stad:
1
mamCinka %70”1]{; 7.9
e (Coin (K).7) & 7= - Chn(R)I V5 (79)

7.4 Problemy oraz ich zlozono$¢ obliczeniowa

7.4.1 Podstawowe definicje

Def. 7.4.1. Ciagi typu Binary

Zbior Sp1 zawiera wszystkie elementy zbudowane nad alfabetem {W, S, A, C, G, T} o
dtugosci | = k + 1.

Zbioér Spo zawiera wszystkie elementy zbudowane nad alfabetem {R, Y, A, C, G, T}
o dhugosci [ = k£ + 1. Elementy obu zbioréw spelniaja warunek, w mysl ktorego litera
nalezaca do wspdlnego podalfabetu {A, C, G, T} i tylko ona, znajduje sie na ostatniej
pozycji kazdego elementu

Ciagi typu Binary sg elementami zbioru Sy U So

Def. 7.4.2. Nakladanie ciaggéw typu Binary

Ciagi p o dlugosci I, oraz ¢ o dlugosci I, zbudowane nad alfabetami {W, S, A, C, G,
T} lub {R, Y, A, C, G, T} nakladaja sie na pewnej dlugosci r < min(lp,l;), jezeli dla
dwoch ich podciagdéw o dtugosci r, p,+i oraz qp; dla kazdego : = 0,1, ...,7 — 1 spelniony

jest ktérys z warunkow:

1) jezeli payi = W, to qpis € {A, T, W, R, Y}
2) jezeli poyi = S, to gpyi € {C, G, S, R, Y}

3) jezeli Pat+i = R, to Qv+i € {A7 G, R, W, S}
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4) jezeli pari =Y, to qpis € {C, T, Y, W, S}

5) jezeli poyi = A, to v € {A, W, R}

6) jezeli poyi = C, to gpis € {C, S, Y}

7) jezeli poyi = G, to qprs € {G, S, R}

8) jezeli pati =T, to qp+i € {T, W, Y}
Zmienne a i b to indeksy pierwszego znaku podciggdéw w ciggach, odpowiednio p i q.
Jeden z indekséw (a lub b) musi byé réwny 1, co zapewnia, ze jeden z podciagéw o
ktorych tutaj mowa stanowi poczatek ciggu p lub ¢, od ktérego pochodzi. Efektem
nalozenia sie p i g jest superciag t ciagéw p i ¢, w ktérym kazdy znak t,1p4;—1 (tj. znak
czedci wspélnej p i g w t) stworzony jest nastepujaco:

1) jezeli pati = qori, Wtedy taybri—1 = Pati = Qb

2) jezeli poyi = W i qpyi = R (lub odwrotnie), wtedy t41p+i—1 = A

3) jezeli poyi = Wi qpys =Y (lub odwrotnie), wtedy toqppi—1 =T

4) jezeli payi = S 1 qpri = R (lub odwrotnie), wtedy toqp1i-1 = G

5) jezeli pgyi =S 1 qpri =Y (lub odwrotnie), wtedy tqypri—1 = C

6) jezeli ppr; = W oraz qu4; € {A, T} (lub odwrotnie), wtedy tqip+i—1 = Ga+i

7) jezeli ppy; = S oraz qq4; € {C, G} (lub odwrotnie), wtedy tqipri—1 = Qati

8) jezeli ppi; = R oraz qq+i € {A, G} (lub odwrotnie), wtedy ta1p+i—1 = Ga+i

6) jezeli ppr; =Y oraz qu4; € {C, T} (lub odwrotnie), wtedy tqipri—1 = qati

Jedli na przyktad naktadamy na siebie ciagi SWWWW A oraz WWWWW G (podciag

WWWW A to postfix w SWWWW A, ktéry nakltada sie z WWWWW czyli prefixem
z WIWWWWG@G), ciag wynikowy ma postaé: SWWWW AG.

Def. 7.4.3. Uogdlniony superciag typu Binary
Dla danego zbioru Sp ciagdéw typu Binary, uogdlnionym superciagiem o dtugosci n typu
Binary jest taki superciag, ktory sktada sie ze wszystkich elementéw zbioru Sp nakta-

dajacych sie na siebie zgodnie z definicja nakladania ciggdéw typu Binary.
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7.4.2 Problem Binary SBH bez bledéw hybrydyzacji

Def. 7.4.4. Idealne spektrum problemu Binary SBH (BSBH)

Idealne spektrum sktada sie ze wszystkich ciagéw typu Binary o dtugosciach [ = k + 1
sekwencji DNA o dtugosci n. W takim wypadku moce zbioréw Sgi) oraz Sgg) spelniaja
nieré6wnosé: \Sgi)\ <n—1+1, |Sg;)| <n—I1+1

W spektrum idealnym kazdy element naktada si¢ na podciag o dtugosci [ sekwencji DNA
zgodnie z definicja naktadania si¢ ciagéw typu Binary. Na przyktad element WSW S A
naklada si¢ na podciag ACAG A sekwencji DNA.

Problem 7.4.1. Problem BSBH bez btedéw w wersji decyzyjnej (BSBH-efd, error-free,
decision)

Instancja: zbior Sp = Sp1 U Sps taki, ze Sp1 = Sgi) oraz Sgy = Sgg), bedacy idealnym
spektrum BSBH, dlugo$¢ n sekwencji DNA, |Spi|=n—1+41, [Spa| =n -1+ 1.
Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje uogdlniony superciag typu Binary o dtugosci n zbudo-
wany nad alfabetem {A, C, G, T}, utworzony ze wszystkich elementéw zbioréw Sp; i
SBa.

W przypadku idealnego spektrum BSBH problem jest tatwy obliczeniowo. Musi ist-
nie¢ przynajmniej jeden taki superciag, tak wiec zbiér wszystkich instancji problemu

BSBH jest rowny zbiorowi instancji tego problemu, dla ktérych odpowiedz brzmi TAK,

DHBSBH—efd = YHBSBH—efd'

Problem 7.4.2. Problem BSBH bez bledéw w wersji przeszukiwania (BSBH-efs, error-
free, search)

) oraz S By = Sg;), bedacy idealnym

Instancja: zbiér Sp = Sp1 U Sps taki, ze Sp1 = Sj(gii
spektrum BSBH, dlugos$¢ n sekwencji DNA, |Spi|=n—1+1, |Sp2|=n—1+1.
Odpowiedz: uogdlniony supercigg typu Binary o dlugosci n zbudowany nad alfabetem

{A, C, G, T}, utworzony ze wszystkich elementéw zbioréw Spy i Sps.

7.4.3 Binary SBH z bledami negatywnymi

Def. 7.4.5. Idealne multispektrum problemu Binary SBH
Idealne multispektrum sktada sie ze wszystkich ciagdéw typu Binary o dtugosciach I = k+

1 z mozliwoscig powtorzen. W przypadku multispektrum idealnego moce multizbiorow

SgT) oraz 5532 sg réwne |Sg71n)| = |Sg;n)| =n — 1+ 1 gdzie n jest dlugo$ciag DNA.

Kazdy ciag e ze zbioru S = SgT) U Sg;n) powtarza sie w spektrum tyle razy, ile razy
wystepuje w sekwencji DNA jej podciag o dtugosci [, na ktéry ciag e naklada sie zgodnie

z definicja naktadania dla ciggéw typu Binary.
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Problem 7.4.3. Problem BSBH z bledami negatywnymi w wersji decyzyjnej (BSBH-

ned, negative errors, decision)

) )

Instancja: zbiér Sp = Sp1 U Spy taki, ze Sp; C S](;T oraz Spy C Sg;l , bedacy pod-
zbiorem bez powtérzen idealnego multispektrum BSBH, diugosé n sekwencji DNA.

Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje uogdlniony superciag typu Binary zbudowany nad al-
fabetem {A, C, G, T} o dlugosci mniejszej lub réwnej n, utworzony ze wszystkich ele-

mentow zbioréw Sp1 i Spo.

Zbiér wszystkich instancji powyzszego problemu nie jest rowny zbiorowi instancji,
dla ktérych odpowiedz brzmi TAK. Zakladajac warunek, ze uogdlniony superciagg musi
by¢ zbudowany nad alfabetem {A, C, G, T}, moga istnie¢ instancje bedace pozbiorem
idealnego multispektrum, dla ktérych niemozliwe jest zrekonstruowanie superciagu skta-
dajacego sie z liter z alfabetu {A, C, G, T} (np. znaczna réznica w liczbie elementéw
jednego z dwoch podzbioréw spektrum BSBH). Dlatego tez zbiér wszystkich instancji
tego problemu sktada sie z instancji, dla ktérych odpowiedz brzmi TAK oraz instancji,

dla ktorych odpowiedZ brzmi NIE: Drgepy o0 = Ygenn nea O NV psnn nea-

Problem 7.4.4. Problem BSBH z bledami negatywnymi w wersji przeszukiwania (BSBH-
nes, negative errors, search)

Instancja: zbior Sp = Sp1 U Spo taki, ze Sp1 C Sggn) oraz Sy C Sg?), bedacy pod-
zbiorem bez powtérzen idealnego multispektrum BSBH, diugosé n sekwencji DNA.
Odpowiedz: uogdlniony superciag typu Binary zbudowany nad alfabetem {A, C, G, T}
o dtugosci mniejszej lub réwnej n, utworzony ze wszystkich elementéw zbioréw Spi i

Spa.

Zbiér wszystkich instancji problemu przeszukiwania jest réwny zbiorowi wszystkich

instancji problemu decyzyjnego: Diigcpy nee = Plipspi med-

7.4.4 Binary SBH z bledami pozytywnymi

Definicje probleméw sformutowane ponizej wykorzystuja definicje idealnego spektrum
BSBH 7.4.4 oraz idealnego multispektrum dla BSBH 7.4.5.

Problem 7.4.5. Problem BSBH z bledami pozytywnymi w wersji decyzyjnej (BSBH-
ped, positive errors, decision)

Instancja: zbiér Sp = Sp1 U Sps taki, ze Sgi) = Sggn) C Spj oraz Sgg) = Sggn) C Spo,
zawierajacy jako podzbiér spektrum idealne BSBH, dtugosé n sekwencji DNA.
Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje uogdlniony superciagg typu Binary o dtugosci n zbudo-
wany nad alfabetem {A, C, G, T}, utworzony z |S](3i“1§)| element6w podzbioru Sp; oraz

\S](;i)\ elementéw podzbioru Spo.



Rozdzial 7. 110

Zbiér wszystkich instancji powyzszego problemu jest réwny zbiorowi instancji, dla kté-
rych odpowiedz brzmi TAK. Idealne spektrum problemu BSBH jest podzbiorem spek-
trum problemu BSBH-ned. Wiadomo, ze z idealnego spektrum BSBH mozna otrzymacé
uogOlniony superciagg o dlugosci n, tak wiec ztozonoéé powyzszego problemu decyzyj-
nego jest wielomianowa: odpowiedz zawsze brzmi TAK. Zbiér wszystkich instancji po-

wyzszego problemu jest réwny zbiorowi instancji, dla ktérych odpowiedz brzmi TAK:
DHBSHB—ped = YHBSBH—ped'

Problem 7.4.6. Problem BSBH z bledami pozytywnymi w wersji przeszukiwania,
(BSBH-pes, positive errors, search)

Instancja: zbiér Sp = Sp1 U Sps taki, ze Sgi) = Sg;n) C Spj oraz Sg;) = ](3”2”) C Spa,
zawierajacy jako podzbiér spektrum idealne BSBH, dtugosé n sekwencji DNA.
Odpowiedz: uogdélniony supercigg typu Binary o dlugosci n zbudowany nad alfabetem
{A, C, G, T}, utworzony z |Sgi)| elementéw podzbioru Sp; oraz |Sgi)| elementéw pod-

zbioru Sps.

Zbiér wszystkich instancji tego problemu jest réwny zbiorowi wszystkich instancji
problemu decyzyjnego: Diiggyp_pe. = Dligspy_peq- 10nymi stowy jest to zbior wszystkich

instancji z odpowiedzia TAK.

Problem 7.4.7. Problem quasi-pozytywnego BSBH w wersji decyzyjnej (¢qBSBH-ped,
positive errors, decision)
Instancja: zbior Sp = Sp1 U Spe, zawierajacy ciagi typu Binary o dtugosci [, dhugosé n
badanej sekwencji DNA.
Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje uogdlniony superciag typu Binary o dtugosci n zbudo-
wany nad alfabetem {A, C, G, T}, utworzony z n — [ + 1 elementéw zbioru Sp; oraz

n — 1 + 1 elementéw zbioru Sgo.

Zbidr wszystkich instancji z odpowiedzia TAK problemu qBSBH-ped jest réwny zbio-
rowi wszystkich instancji z odpowiedzia TAK dla problemu BSBH-ped. Zbiér wszystkich
instancji BSBH-ped jest jednak podzbiorem wtasciwym zbioru wszystkich instancji pro-
blemu qBSBH-ped, poniewaz ten drugi zawiera takze instancje, dla ktérych odpowiedz
brzmi NIE, Yy

¢BSBH—ped YHBSBH—ped’ DHBSBH—ped - DHqBSBH—ped

Twierdzenie 7.4.1. Problem qBSBH-ped jest silnie NP-zupelny.

Dowédd Instancja problemu qBSBH-pes z bledami pozytywnymi zostanie transformo-
wana z instancji problemu skierowanej $ciezki Hamiltona pomiedzy dwoma wierzchol-
kami (DHPBTV), podobnie jak w dowodzie [10] dla problemu klasycznego sekwencjo-
nowania przez hybrydyzacje z btedami pozytywnymi. Transformacja z artykulu zostanie

tutaj przytoczona w catodci, poniewaz jest punktem wyjécia do dalszej transformacji
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majacej na celu otrzymanie instancji problemu qBSBH-ped. Transformacja oryginalna
z [10] jest w nieznacznym stopniu zmodyfikowana, a zmiana dotyczy ostatnich dwéch
elementéw, ktére buduja supercigg bedacy odpowiednikiem $ciezki Hamiltona w grafie.
W artykule superciag taki musi konczy sie fragmentem ...TTTT G, natomiast po mody-
fikacji superciag konczy¢ si¢ bedzie fragmentem .. TTTGG. Transformacja z artykutu

po wspomnianej modyfikacji przedstawia sie nastepujaco:

Problem 7.4.8. Skierowana Sciezka Hamiltona migdzy dwoma wierzchotkami, DHPBTW
Instancja: graf skierowany H = (V, A), z zaznaczonym wierzchotkiem poczatkowym i
koncowym s i t.

Odpowiedz: TAK, jezeli istnieje $ciezka Hamiltona pomiedzy s i .
Majac dang instancje DHPBTV postepujemy nastepujaco:
1) kazdemu wierzchotkowi v € V przydzielamy unikalna nazwe e(v) o dtugosci [loga|V|]
nad alfabetem {A, C};
2) definiujemy [ = 2[logs|V'|] + 2 jako dlugos$é¢ wszystkich elementéw w S;

3) budujemy zbior S tak, ze dla kazdego wierzchotka v € V budujemy jeden oligonu-
kleotyd w formie e(v)-G-e(v)-T (- oznacza konkatenacje, G oraz T to nukleotydy);

4) do S dodajemy [—1 oligonukleotydéw dla kazdego tuku (u,v) € X, oligonukleotydy
w formie ug-ug - v, U UL VLV, UV g0 (gdzie upcug ey

to oligonukleotyd oznaczajacy wierzcholek u);

5) do S dodajemy [ oligonukleotydéw startowych w formie g1 - g2 -+ - g1—1,92 - g3 -
R PN R SRR Si_o-81-1 (gdzie g; = G, 1 <i<loraz s1-82-----5 to

oligonukleotyd reprezentujacy wierzcholek startowy s);

6) do S dodajemy [ oligonukleotydéw koncowych w formie tg - t3 - - - t; - ky,ts - tyg -
cooky ko bk kg kg ke kg ki1 - Gy oo kg - G- G
(gdzie k; = T,1 < i <1 —1oraz t; -tg-----t; to oligonukleotyd reprezentujacy

wierzchotek kohcowy t).

Jak poprzednio, rysunek 7.1 z pracy [10] postuzy jako przyklad grafu, dla ktérego
wykonywane beda kolejne kroki transformacji:
Efektem transformacji jest nastepujacy zbior S ciagdw:

1) Odpowiedniki wierzchotkéw (kolejno s 1 2 ¢):
AAGAAT ACGACT CAGCAT CCGCCT
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9V Nt

RYSUNEK 7.1: Graf z instancji problemu DHPBTW [10]

2) Elementy prowadzace do wierzcholka s (startowa Sciezka tukowa):

GGGGGGE GGGGGA GGGGAA GGGAAG GGAAGA GAAGAA

3) Elementy wychodzace z wierzchotka t (koncowa $ciezka tukowa):
CGCCTT GCCTTT CCTTTT CTTTTT TTTTTG TTTTGG

4) Elementy tworzace tuki grafu ($ciezki tukowe):

Majac dany zbiér S transformowany bedzie on do zbioréw bedacych instancja pro-
blemu pozytywnego-qBSBH. Jej elementy przy maksymalnym nalozeniu na siebie, beda
mogtly utworzyé¢ uogdlniony superciag, bedacy rozwiazaniem dla problemu DHPBTW.
Wszystkie elementy zbioru S zostaja zamienione na dwa nowe ciagi znakéw kazdy, we-

dtug schematu:

1) Dla kazdej litery na pozycji i = 1,2,...,0 — 1 w elemencie e € S, gdzie [ jest
jego dtugoécia, litery w kazdym elemencie e sg odwzorowywane w dwéch nowych
elementach wedlug schematu:

litera A zmieniana jest na WW i RR
litera C' zmieniana jest na W.S i RY
litera G zmieniana jest na SS i1 YR

litera T' zmieniana jest na SW iYY
2) litera na pozycji i = [ w elemencie e jest zamieniana wedlug schematu:

litera A zmieniana jest na WA i RA

litera C' zmieniana jest na WC' i RC
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W efekcie powstanie zbiér Z elementéw o nastepujacej strukturze (pre-S oznacza

elementy poczatkowe, post-T elementy koncowe, reszta oznaczen tak jak w poprzednim

litera G zmieniana jest na SG i YG

litera T zmieniana jest na ST i YT

przykladzie):

Odpowiedniki wierzchoikéw:

s :WWWWSSWWWWST 1:WWWSSSWWWSST 2:WSWWSSWSWWST t:WSWSSSWSWSST
RRRRYRRRRRYT

Sciezki tukowe:

pre-S:

post-t:

(s,1):

(1,2):

(1,t):

(2,s):

SSSSSSSSS8S8SG,
YRYRYRYRYRYG,
SSSSSSWWWWSG,
YRYRYRRRRRYG,

WSSSWSWSSWST,
RYYRRYRYYYYT,
WSSWSWSWSWST,
RYYYYYYYYYYT,

WWSSWWWWSWWA ,
RRYRRRRRYYRA,
WWSWWWWSSSWA,
RRYYRRRYYRRA,

WSSSWWWSSWWC,
RYYRRRRYYYRC,
WSSWWSWWSSWC,
RYYYRYRRYRRC,

WSSSWWWSSWWC,
RYYRRRRYYYRC,
WSSWWSWSSSWC,
RYYYRYRYYRRC,

WWSSWSWWSWWA,
RRYRRYRRYYRA,

RRRYYRRRRYYT

SSSSSSSSSSWA,
YRYRYRYRYRRA,
SSSSWWWWSSWA,
YRYRRRRRYRRA,

SSWSWSSWSWST,
YRRYRYYYYYYT,
SWSWSWSWSWSG,
YYYYYYYYYYYG,

SSWWWWSWWWWC,
YRRRRRYYRRRC,
SWWWWSSSWWWC
YYRRRYYRRRRC

SSWWWSSWWSWA,
YRRRRYYYRYRA,
SWWSWWSSWSWA
YYRYRRYRRYRA

SSWWWSSWWSWC,
YRRRRYYYRYRC,
SWWSWSSSWSWC
YYRYRYYRRYRC

SSWSWWSWWWWA ,
YRRYRRYYRRRA,

RYRRYRRYRRYT

SSSSSSSSWWWA
YRYRYRYRRRRA,
SSWWWWSSWWWA
YRRRRRYRRRRA

WSWSSWSWSWST,
RYRYYYYYYYYT,
SWSWSWSWSSSG
YYYYYYYYYRYG

WWWWSWWWWSSG,
RRRRYYRRRYYG,

WWWSSWWSWWSG,
RRRYYYRYRRYG,

WWWSSWWSWSSG,
RRRYYYRYRYYG

WSWWSWWWWWSG,
RYRRYYRRRRYG,

RYRYYRRYRYYT
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WWSWWWWWSSWA, SWWWWWSSWWWA
RRYYRRRRYRRA, YYRRRRYRRRRA

(2,t): WWSSWSWWSWWC, SSWSWWSWWSWC, WSWWSWWSWSSG,
RRYRRYRRYYRC, YRRYRRYYRYRC, RYRRYYRYRYYG,
WWSWWSWSSSWC, SWWSWSSSWSWC
RRYYRYRYYRRC, YYRYRYYRRYRC

Zbiér Z posiada wszystkie niezbedne elementy, aby zbudowaé superciag o dlugosci
2n, jednak tylko z nalozeniem zawsze na | — 2 znakach. Oznacza to, ze jest to wciaz
zbiér takze z bledami negatywnymi z punktu widzenia BSBH. Nalezy wiec rozszerzy¢
go o elementy umozliwiajace natozenia | — 1 pomiedzy elementami na $ciezkach tuko-
wych. Na wszystkich Sciezkach tukowych nalezy utworzy¢ ”1aczniki” tj. elementy laczace
kazda pare elementéw na takiej Sciezce, z nalozeniem na [ —1 znakach. Pierwsze i ostatnie
elementy kazdej Sciezki tukowej potrzebuja tacznikéw do odpowiednikéw wierzchotkdw
grafu, np. na $ciezce tukowej (s,1) jej pierwszy element poza lacznikiem z elementem
drugim, potrzebuje potaczenia z odpowiednikiem wierzchotka s. Ostatni element Sciezki
tukowej (s,1) poza polaczeniem z elementem przedostatnim, tworzy takze tacznik z od-
powiednikiem wierzchotka 1. Zasada ta nie dotyczy tylko pierwszego elementu na $ciezce
pre — S oraz ostatniego na Sciezce post — t. Ostatni elementy pre — S tworzy tacznik z
odpowiednikiem wierzchotka s, pierwszy element post — t tworzy tacznik z odpowiedni-
kiem wierzchotka t (oraz oczywiscie nastepnym, tj drugim elementem na post — t).

Zasada tworzenia tych elementéw jest stosunkowo prosta. Zostanie ona tez zobrazo-
wana na przykltadzie dalej w podrozdziale. Dla dwdch kolejnych elementéow na $ciezce
tukowej, oraz ostatniego/pierwszego jej elementu z odpowiednikiem wierzchotka, do kto-
rej ta Sciezka prowadzi/wychodzi nalezy utworzy¢ element taczacy. Dwa ciagi majace go
utworzy¢ naktadaja sie na [—2 znakach. Efektem natozenia jest ciag w o dtugosci r = 142
znakéw. Lacznikiem, umozliwiajacym nalozenie trzem elementom (czyli razem z nim sa-
mym) na [—1 znakach jest podciag z w, zawierajacy wszystkie jego znaki poza pierwszym
i ostatnim. Ostatni znak takiego lacznika jest zamieniany na odpowiednia litere z {A,
C, G, T}. Laczniki te sa tworzone tak, aby zapewni¢ nalozenia zgodnie ze zdefiniowana
reguta nakladania. Po zastosowaniu wspomnianych przeksztalcen otrzymujemy nowy,
powigkszony zbiér elementéw Z (przyktad przeksztalcen podany zostanie pod zbiorem
Z):

Odpowiedniki wierzchoikéw:
s :WWWWSSWWWWST 1:WWWSSSWWWSST 2:WSWWSSWSWWST t:WSWSSSWSWSST
RRRRYRRRRRYT =~ RRRYYRRRRYYT = RYRRYRRYRRYT = RYRYYRRYRYYT
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pre-S:

S8S5SSS585SSG, SSSSSSSSSSSA,SSSSSSSSSSWA , SSSSSSSSSWWA , SSSSSSSSWWWA,
YRYRYRYRYRYG,RYRYRYRYRYRA, YRYRYRYRYRRA ,RYRYRYRYRRRA , YRYRYRYRRRRA,
SSSSSSSWWWWC , SSSSSSWWWWSG , SSSSSWWWWSSA , SSSSWWWWSSWA , SSSWWWWSSWWA ,
RYRYRYRRRRRC, YRYRYRRRRRYG ,RYRYRRRRRYRA , YRYRRRRRYRRA ,RYRRRRRYRRRA,
SSWWWWSSWWWA , SWWWWSSWWWWC

YRRRRRYRRRRA ,RRRRRYRRRRRC

post-t:

SWSSSWSWSSWC , WSSSWSWSSWST , SSSWSWSSWSWC , SSWSWSSWSWST , SWSWSSWSWSWC,
YRYYRRYRYYYC,RYYRRYRYYYYT, YYRRYRYYYYYC, YRRYRYYYYYYT ,RRYRYYYYYYYC,
WSWSSWSWSWST , SWSSWSWSWSWC , WSSWSWSWSWST , SSWSWSWSWSWC , SWSWSWSWSWSG,
RYRYYYYYYYYT, YRYYYYYYYYYC,RYYYYYYYYYYT, YYYYYYYYYYYC, YYYYYYYYYYYG,
WSWSWSWSWSSC, SWSWSWSWSSSG

YYYYYYYYYYRC, YYYYYYYYYRYG

(s,1):

WWWSSWWWWSWA , WWSSWWWWSWWA , WSSWWWWSWWWA , SSWWWWSWWWWC , SWWWWSWWWWSC,
RRRYRRRRRYYA ,RRYRRRRRYYRA ,RYRRRRRYYRRA , YRRRRRYYRRRC , RRRRRYYRRRYC,
WWWWSWWWWSSG , WWWSWWWWSSSA , WWSWWWWSSSWA , WSWWWWSSSWWA , SWWWWSSSWWWC,
RRRRYYRRRYYG,RRRYYRRRYYRA ,RRYYRRRYYRRA ,RYYRRRYYRRRA , YYRRRYYRRRRC,
WWWWSSSWWWSC

YRRRYYRRRRYC

(1,2):

WWSSSWWWSSWA , WSSSWWWSSWWC , SSSWWWSSWWSA , SSWWWSSWWSWA , SWWWSSWWSWWC,
RRYYRRRRYYYA,RYYRRRRYYYRC, YYRRRRYYYRYA, YRRRRYYYRYRA ,RRRRYYYRYRRC,
WWWSSWWSWWSG , WWSSWWSWWSSA , WSSWWSWWSSWC , SSWWSWWSSWSA , SWWSWWSSWSWA ,
RRRYYYRYRRYG,RRYYYRYRRYRA,RYYYRYRRYRRC, YYYRYRRYRRYA, YYRYRRYRRYRA,
WWSWWSSWSWWC

YRYRRYRRYRRC

(1,%):

WSSSWWWSSWWG , WSSSWWWSSWWC , SSSWWWSSWWSA , SSWWWSSWWSWC , SWWWSSWWSWSC,
RRYYRRRRYYYG,RYYRRRRYYYRC, YYRRRRYYYRYA, YRRRRYYYRYRC,RRRRYYYRYRYC,
WWWSSWWSWSSG, WWSSWWSWSSSA , WSSWWSWSSSWC , SSWWSWSSSWSA , SWWSWSSSWSWC,
RRRYYYRYRYYG,RRYYYRYRYYRA,RYYYRYRYYRRC, YYYRYRYYRRYA, YYRYRYYRRYRC,
WWSWSSSWSWSC,

YRYRYYRRYRYC,

(2,8):
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WWWSSWSWWSWA , WWSSWSWWSWWA , WSSWSWWSWWWA , SSWSWWSWWWWA , SWSWWSWWWWWC,
YRRYRRYRRYYA ,RRYRRYRRYYRA ,RYRRYRRYYRRA, YRRYRRYYRRRA ,RRYRRYYRRRRC,
WSWWSWWWWWSG , SWWSWWWWWSSA , WWSWWWWWSSWA , WSWWWWWSSWWA , SWWWWWSSWWWA ,
RYRRYYRRRRYG, YRRYYRRRRYRA ,RRYYRRRRYRRA ,RYYRRRRYRRRA, YYRRRRYRRRRA,
WWWWWSSWWWWC
YRRRRYRRRRRC

(2,t):

SWWSSWSWWSWA , WWSSWSWWSWWC , WSSWSWWSWWSA , SSWSWWSWWSWC , SWSWWSWWSWSC,
YRRYRRYRRYYA,RRYRRYRRYYRC,RYRRYRRYYRYC, YRRYRRYYRYRC,RRYRRYYRYRYC,
WSWWSWWSWSSG, SWWSWWSWSSSA , WWSWWSWSSSWC , WSWWSWSSSWSA , SWWSWSSSWSWC,
RYRRYYRYRYYG,YRRYYRYRYYRA ,RRYYRYRYYRRC,RYYRYRYYRRYA, YYRYRYYRRYRC,
WWSWSSSWSWSC

YRYRYYRRYRYC

Poniewaz rownoczesnie tworzone sa ciagi nad alfabetem z literami W, .S oraz R,Y,
bardzo tatwo jest przypisa¢ poprawng ostatnia litere kazdego nowo utworzonego tacznika,

wedlug schematu:

W oraz R= A
SorazY =C
Soraz R=G

WorazY =T

Na przyktad, zanim rozszerzono elementy zbioru Z tworzac taczniki, pierwsze ciagi
Sciezki tukowej (s,1) to odpowiednio:
e1 = WWSSWWWWSWW A oraz es = RRY RRRRRY'Y RA. Laczniki miedzy odpo-
wiednikiem wierzchotka s (WWWWSSWWWW ST /| RRRRY RRRRRYT), z ktorego
ta éciezka wychodzi, a nimi, to WWWSSWWWWSWW oraz RRRY RRRRRYY R
(stworzone zostaly one poprzez skopiowanie srodkowych [ — 2 liter wierzchotka s
(WWWSSWWWWS oraz RRRY RRRRRY oraz dolaczenia do nich trzeciej i dru-
giej litery od konca ciagdw ey i es : WW oraz Y R. Teraz pozostaje jeszcze zamiana
ostatnich liter w obu ciggach. Wiadomo, ze sa one odpowiednikiem tego samego tacz-
nika zapisanego nad réznymi alfabetami. Z powyzszej reguly widaé, ze kombinacja li-
ter W oraz R daje litere A, tak wiec otrzymujemy: WIWWSSWWWW SW A oraz
RRRY RRRRRYY A. Aby otrzymaé instancje problemu BSBH-nes nalezy tylko usu-
naé¢ powtarzajace sie elementy w rozszerzonym zbiorze Z.

Dwa ciagi W/S i R/Y podane ponizej sa tylko hipotetycznymi superciagami sklado-

wymi uogdlnionego superciggu, utatwiajacymi zrozumienie przyktadu. Stosowanie reguty
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naktadania Binary powoduje redukcje liter W, S, R, Y do alfabetu {A, C, G, T} w pro-
cesie konstrukcji jednego uogélnionego superciagu. Tutaj jednak zostaly one rozpisane

osobno:

SSSSSSSSSSSG WWWWSSWWWWST WWWSSSWWWSST WSWWSSWSWWST WSWSSSWSWSST SWSWSWSWSSSG
YRYRYRYRYRYG RRRRYRRRRRYT RRRYYRRRRYYT RYRRYRRYRRYT RYRYYRRYRYYT YYYYYYYYYRYG

CGCGCGCGCGCG AAAACGAAAACT AAACCGAAACCT ACAACGACAACT ACACCGACACCT CTCTCTCTCGCG
GGGGGG AAGAAT ACGACT CAGCAT CCGCCT TTTTGG

Superciag wypisany najnizej w przykladzie stanowi rozwigzanie dla przyktadu grafu
rozpatrywanego w tej sekcji. Zbudowany jest on tylko z liter na parzystych pozycjach
w uogdlnionym superciagu bedacym rozwiazaniem dla qBSBH-ped (trzeci od géry na
przykladzie). Ten z kolei uogdlniony superciag jest wynikiem nalozenia sie na siebie
superciagéw pierwszego i drugiego w przykladzie, zgodnie z definicja nakladania dla
ciagébw Binary (w rzeczywistosci jest tworzony z kolejnych elementéw od razu, tylko
na potrzeby przykladu pokazano jego oddzielne dwa superciagi Binary). Kolejne |V|
elementéw liczac od drugiego (dla ostatniego pokazanego w przykladzie superciagu),
wszystkie o dlugosci I, stanowi odpowiedniki wierzchotkéw grafu, ktore koduja w nim
Sciezke Hamiltona. A A G A A T stanowi odpowiednik wierzchotka s, A C G A C T
odpowiednik wierzchotka 1, itd. Caly superciag jest odpowiednikiem $ciezki Hamiltona
z przyktadu.

Nalezy si¢ teraz zastanowié¢ nad warunkami poprawnosci catej transformacji. Po-

dzielmy ja dla utatwienia na trzy fazy:

1. Faza tworzenia odpowiednikéw wierzchotkéw i tukéow w grafie oraz ciagéw dodat-

kowych (poczatkowych i koncowych), zbudowanych nad alfabetem {A, C, G, T}.

2. Faza kodowania powyzszych ciagéw na alfabety {W, S, A, C, G, T} oraz {R, Y,
A, C, G, T}, w celu otrzymania ciagéw typu Binary.

3. Faza tworzenia lacznikéw ciagéw typu Binary, w celu otrzymania instancji pro-

blemu pozytywnego qBSBH-ned.

Rozwazmy najpierw faze pierwsza. Zostanie tutaj przytoczony wywod logiczny z ar-
tykutu [10], uzasadniajacy poprawnosé¢ transformacji dla problemu klasycznego SBH z
btedami pozytywnymi. Faza pierwsza jest bowiem tg wlasnie cytowana w rozprawie
transformacja z powyzszego artykulu (z drobng zmiang ostatniej litery superciagu).
Elementy bedace bledami pozytywnymi tworzone sa w tej fazie tylko, jesli z danego od-
powiednika wierzchotka grafu G wychodzi wiecej niz jedna Sciezka (luk w grafie G). Jesli

chodzi o prawidtowe rozwiazanie to ma ono doé¢ usystematyzowang postaé¢: GGGGGG
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na poczatku, za nim odpowiednik wierzchotka s: AAGAAT, TTTTGT na konhcu super-
ciagu, przed nim odpowiednik wierzchotka t: CCGCCT. Pomiedzy odpowiednikami s i
t znajduja sie odpowiedniki 6-literowe (w przykladzie) dla wierzchotkéw grafu w kolej-
nosci, ktora tworzy w tym grafie Sciezke Hamiltona pomiedzy wierzchotkami s i t.

Zal6zmy w tym momencie (w fazie I), ze Sciezka w grafie istnieje miedzy wierzchotl-
kiem s a t. Jeden element odpowiadatby kazdemu wierzchotkowi w grafie, a kazde [ — 1
elementéw odpowiadatoby kazdemu tukowi pomiedzy wierzchotkami grafu (tzw. $ciezki
lukowe). Konstrukcja elementéw pozwala otrzymaé ciag I|V] liter (jezeli I(|[V|—1) +1
ciagdéw jest maksymalnie na siebie nalozonych w odpowiedniej kolejnosci). Po dodaniu
wszystkich elementéw startowych i kohcowych otrzymujemy ciag {(|V|+ 1) + 1 réznych
elementéw, dlugosé superciagu to [(|V|+2) znakéw [10]. Tyle tez wynosi dlugosé super-
ciagu pokazanego jako najnizszy z czterech w przykladzie wypisanym powyzej.

Teraz zalézmy, ze superciag o dtugosci [(|V| 4 2) znakéw istnieje i zostal zbudowany
z I(JV] + 1) + 1 réznych elementéw spektrum fazy pierwszej transformacji. Elementy
musza by¢ na siebie maksymalnie natozone na diugosci [ — 1. Jest to mozliwe tylko
wtedy, jezeli miedzy kazda para elementow bedacych odpowiednikami wierzcholtkow ist-
nieje [ — 1 elementéw odpowiadajacych tukowi miedzy takimi wierzchotkami w grafie.
Gdyby probowaé utworzy¢ superciag tylko z odpowiednikéw wierzchotkow i tukow, jego
dlugosé bytaby réwna |V|+ (|[V|+ 1)(I — 1) poniewaz jest tylko |V| wierzcholtkéw. Taka
rekonstrukcja miataby mniej elementéw niz jest to wymagane. Dlatego wprowadzone
zostaly elementy startowe i konicowe superciggu. Zmuszaja one pierwszy odpowiednik
wierzchotka do bycia odpowiednikiem wierzcholka startowego s, natomiast ostatni - t.
Wszystkie pozostale elementy o dltugosci | w superciagu odpowiadajg innym wierzchol-

kom grafu pomiedzy s a t [10]. Analizowana prawidlowa sekwencja ma budowe:
[ elementéw ”startowych”;
element bedacy odpowiednikiem s;
[ — 1 elementow odpowiadajacych tukowi wychodzacemu z s;
inne elementy reprezentujace wierzchotki i tuki w grafie;
[ — 1 elementéw odpowiadajacych tukowi wchodzacemu do ¢;
element bedacy odpowiednikiem wierzchotka ¢;
[ elementéw ”koncowych”.

Uporzadkowanie elementow superciagu, ktory mozna utworzy¢ ze spektrum tylko z

fazy pierwszej calej transformacji odpowiada Sciezce Hamiltona w problemie DHPBTV.
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Jak tatwo zauwazy¢, cala faza pierwsza jest podobna do transformacji uzytej dla pro-
blemu chipu typu Gapped z bledami pozytywnymi (z wylaczeniem tamtejszych elemen-
téw nieklasycznych). Jest to prawie idealnie przytoczona transformacja z artykutu [10],
poniewaz stanowi ona punkt wyjscia dla dalszych faz.

Celem faz kolejnych: IT i 111 jest otrzymanie instancji dla problemu Binary.

Superciag zbudowany z elementéw takiej w pelni juz przetransformowanej instancji
problemu qBSBH-ped istnieje wtedy i tylko wtedy, gdy istnieje $ciezka Hamiltona w
grafie z instancji problemu DHPBTYV. Z superciggu takiego bedzie mozna otrzymaé su-
perciag opisany przed chwila tylko dla fazy I, a co za tym idzie - bedzie on rozwigzaniem
dla problemu $ciezki Hamiltona. Nalezy uzasadnié, dlaczego I1 i I11 faza transformacji
nie zmieniajg warunkow poprawnosci.

Jezeli chodzi o faze 11 sytuacja jest do$¢ jasna. Kodowanie binarne tworzy dwa zestawy
ciggbébw znakéw dla zbiorow Spi 1 Spa, o dlugosciach elementéw dwukrotnie wiekszych
niz elementy z fazy I. Sa to jednak wcigz unikalne odpowiedniki elementow fazy I, po-
wtarzaja sie wtedy i tylko wtedy, jedli powtarzajg sie elementy w tejze pierwszej fazie.
Aby mogly zbudowaé superciag bedacy odpowiednikiem tego przed chwilg opisanego,
nalezatoby wymusi¢ na algorytmie naktadanie tylko i wylacznie na lo — 2 znakach, gdzie
Il = 2l to dlugosé elementéw po przekodowaniu w fazie I1. Poszukiwany superciag mu-
siatby mieé¢ dtugosé lo(|V| + 2) znakéw (lub 2((|V| + 2)), skladalby sie z [(]V]| + 1) + 1
elementéw zbioru Spi i tylu samo elementéw Sps (zbiory te tworzylyby wtedy pewne
spektrum po usunieciu powtérzen ze zbioru Z). Naktadanie elementéw odbywaloby sie
zgodnie z regula nakladania dla ciagéw typu Binary.

Po fazie 11 wciaz nie dysponujemy jednak spektrum dla btedéw pozytywnych. Brak
wspomnianych w transformacji ”tacznikéw” powoduje, ze w tym momencie dysponu-
jemy pewnym spektrum przejéciowym, z obydwoma rodzajami btedéw. Dlatego w fazie
117 transformacji tworzone sa taczniki, ktérych obecnosé eliminuje catkowicie btedy ne-
gatywne, pozwalajac otrzymacé pelng instancje z bledami pozytywnymi. Aby zakonczy¢

wywod o poprawnosci transformacji nalezy okresli¢ dwie zasadnicze rzeczy:

1) liczbe elementéw potrzebna do rekonstrukeji uogélnionego superciagu z obu zbio-

row Binary;

2) warunek, w my$l ktérego tworzone laczniki nie beda sie powtarzaé¢ w rozwiazaniu,

tj. uogdlnionym superciggu.

Okreslenie liczby elementéw pelnego spektrum (z tacznikami, po usunieciu powtérzen
ze zbioru Z) jest sprawa prosta. Nalezy zrekonstruowaé ciag o diugosci n = lao(|V| + 2)
znakéw, uzywajac elementéw o dlugosci ls z maksymalnym nalozeniem. Z rozwiniecia
wzoru n — la + 1 otrzymujemy lo(|V]| + 1) + 1 elementéw dla zbioru Sp; i tyle samo dla
Spo.
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Bardziej skomplikowane jest wykazanie, ze laczniki nie powtarzaja sie w ramach swo-
jego podzbioru, oraz zaden z nich nie powtarza si¢ z elementami budujacymi superciag-
rozwiazanie otrzymanymi zaraz po I1 fazie transformacji. Rozwazmy ponizszy superciag

sktadowy:

SSS888SSSSSS WWWWSSWWWWSW WWWSSSWWWSSW WSWWSSWSWWSW WSWSSSWSWSSW SWSWSWSWSSSS
GGGGGG AAGAAT ACGACT CAGCAT CCGCCT TTTTGG
G T G T G T G T (motyw)

Jak napisano w opisie I fazy transformacji, litery z {A, C, G, T} kodowane sa wedlug

zasad:

litera A zmieniana jest na WW i RR
litera C' zmieniana jest na W.S i RY
litera G zmieniana jest na SS i1 YR

litera T zmieniana jest na SW iYY

Jak wida¢ odpowiednik wierzchotka s czyli A A G A A T zakodowany zostal jako
WWWWSSWWWWST. O ile na alfabecie binarnym trudno dostrzec jakie$ specy-
ficzne wzorce, o wiele latwiej jest je zauwazy¢ na stowach alfabetu {A, C, G, T}. Poza
pierwszym i ostatnim elementem, ktére naleza do specyficznego podzbioru elementéw
startowych i koncowych (GGGGGG i TTTTGG), litery G i T nigdy nie wystepuja obok
siebie. Dodatkowo sa one zawsze oddalone od siebie o stala dtugosé (dwéch liter w po-
wyzszym przyktadzie). Warunek ten spelniaja dowolne przesuniecia ”okna” o rozmiarze
6 celem analizy wszystkich ciagéw 6-literowych zaczynajac od odpowiednika wierzchotka
s, konczac na odpowiedniku ¢. Na przykiad element A A T A C' G powstaly z trzech
ostatnich liter odpowiednika wierzchotka s i trzech pierwszych liter odpowiednika wierz-
chotka 1 (odpowiednio: A A G A AT oraz A C G A C T) posiada tylko jedna litere T i
tylko jedna G, ktére sa oddalone od siebie o 2 znaki. Dla dowolnego przesuniecia (poza
elementem startowym i koncowym GGGGGG i TTTTGQ) regula ta jest spelniona.

Rozpatrzmy teraz jaki ciag powstanie z ”tacznikéw” otrzymanych w [11 fazie trans-
formacji. W tym celu usuniemy pierwsza liter¢ S superciagu powyzszego i jego ostat-
nig litere S. Otrzymamy superciag krotszy o 2 znaki, ktéry dekodujemy na alfabet
4-literowy:

SSSSSSSSSSSW WWWSSWWWWSWW WWSSSWWWSSWW SWWSSWSWWSWW SWSSSWSWSSWS WSWSWSWSSS

GGGGGT ACTACA AGTAGA TCTTCA TGTTGC CCCCG
T A T A T A T C (motyw)
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Jak widaé¢ zmienil si¢ motyw elementéw: zamiast kombinacji G-T, mamy teraz kom-
binacje T-A. Jest ona stala, tj. dla dowolnego grafu, dowolnej $ciezki Hamiltona zawsze
powstanie, majac stalg dtugosé rozdzielenia liter motywu - przykltadzie rozpatrywanym
sa to 2 znaki. Dzieje sie tak, poniewaz za jej tworzenie odpowiada kombinacja dwdch
liter W/S alfabetu binarnego kodujacego litery motywu G i T' z poprzedniego super-
ciagu (cze$ciowo, poniewaz méwimy o superciagu przesunietym o 1 znak). Uniemozliwia
ona powtarzalnosé elementéw ”tacznikow” ze sobg i z innymi elementami superciggu-
rozwigzania. Dowolny element 6-literowy tego superciagu tacznikow nie bedzie w stanie
utworzy¢ motywu G-1T' wystepujacego tylko raz, poniewaz zawsze po stalej liczbie zna-
kéw po T wystepowaé bedzie litera A. Nawet jesli motyw G-T bylby w stanie powstaé
z innych 2-literowych kodéw znakéw, oznaczaé to bedzie min. 2 litery T' w 6-znakowym
stowie. A takie stlowo nie moze przeciez wystapi¢ w superciagu opisanym przy I fazie
transformacji pomiedzy odpowiednikami wierzchotkéw s i t. Stad widaé, ze utworze-
nie lacznikéw dla alfabetu W/S zachowuje unikalno$é elementéw przy zalozeniu ich
obecnosci w prawidlowym superciagu-rozwiazaniu. Dla alfabetu R/Y sytuacja wyglada
nastepujaco:

RYRYRYRYRYRR RRRYRRRRRYYR RRYYRRRRYYYR YRRYRRYRRYYR YRYYRRYRYYYY YYYYYYYYRY

CCCCCA ACAACG ATAATG GCAGCG GTAGTT TTTTC
A G A G A G A T (motyw)

Tutaj motyw elementéw odpowiednikéw $ciezki od s do ¢t to A-G. Podobnie jak po-
przednio, jego obecno$é¢ uniemozliwia utworzenie elementéw na alfabecie R/Y ktére mia-
tyby motyw oryginalny G-T'. Nawet jesli pojawi sie on w 6-literowym stowie, bedzie ono
wtedy zawierato minimum 2 litery G, czyli bedzie to stowo niemozliwe do uzyskania w
oryginalnym superciagu (z I fazy transformacji) pomiedzy odpowiednikami wierzchol-
kéw s i t. To wykazanie unikalnosci ”tacznikéw” (po zakodowaniu ich oczywiscie na od-
powiednie alfabety binarne) konczy ostatnia cze$¢ poprawnosci transformacji. Laczniki
nie powtarzaja sie tez przy tworzeniu ich dla elementéw startowych i koncowych (przed
s1ipot) - te elementy sa tworzone w specyficzny sposob i sa catkowicie niezalezne od
struktury Sciezki Hamiltona w dowolnym grafie. Z powyzszych dwéch przyktadowych
obrazkéw widaé, ze taczniki zachodzace na te elementy tworzg 6-literowe stowa ktére
rowniez nie wystepuja w superciagu fazy I.

Podsumowujac mozna powiedzieé, ze:

1. Pierwsza faza transformacji spetnia wszystkie wymogi poprawnosci opisane w ar-
tykule [10] (w rzeczywistosci jest to bowiem uzyta tam wlasnie transformacja dla

problemu nazwanego ¢SBH — epd).

2. Faza druga przekodowuje ciagi znakéw z fazy I nad alfabetami problemu Binary,

zachowujac unikalno$é elementow.



Rozdzial 7. 122

3. Faza trzecia eliminuje bledy negatywne, umozliwiajac powstanie spektrum pro-
blemu pozytywnego quasi-BSBH. Nie powoduje ona powstania powtarzajacych sie
elementéw wchodzacych w sktad rozwiazania, tj. uogdlnionego superciagu o wy-

znaczonej dlugosci.

4. Uogoblniony superciag zbudowany z precyzyjnie okreslonej liczby elementéw zbio-
row Spi1 i1 .Spe umozliwia odczytanie sekwencji znakéw, ktora koduje odpowiedniki
Sciezki Hamiltona na alfabecie 4-literowym wtedy i tylko wtedy, jesli taka Sciezka

istnieje w grafie istancji problemu DHPBTYV od ktérego transformacje rozpoczeto.

Prowadzi to do udowodnienia silnej NP-zupelnosci problemu gBSBH-ped.

Twierdzenie 7.4.2. Problem BSBH-pes (w wersji przeszukiwania) jest silnie NP-trudny.

Dowéd

Doktadnie tak samo jak w dwdch poprzednich rozdzialach, uzasadnienie powyzszego
twierdzenia wynika z faktu, ze gdyby dla problemu przeszukiwania BSBH-pes istniat
algorytm wielomianowy, to mozna by go wykorzysta¢ do rozwiazania w wielomianowym
czasie problemu quasiBSBH-ped. Bytoby tak dlatego, ze zbiér wszystkich instancji pro-
blemu przeszukiwania stanowi zbiér wszystkich instancji z odpowiedziag TAK problemu
qBSBH-ped. Z tego powodu mozna by uzy¢ tego algorytmu dla kazdej instancji problemu
quasi. Jezeli w wielomianowym czasie algorytm nie znajdzie rozwigzania, odpowiedz dla
gBSBH-ped brzmialaby NIE, w przeciwnym wypadku bylaby to odpowiedZ TAK (jesli
algorytm znajdzie rozwiazanie w wielomianowym czasie). W $wietle teorii zlozonosci

oraz zalozenia, ze P # N P nie jest to mozliwe. [

7.5 Algorytm dla chipu typu Binary

W tej czesci niniejszego rozdziatu zostanie opisany zaproponowany algorytm dla chipu
typu Binary. W pierwszej kolejnosci zostang omdwione cele jakie przyswiecaly konstruk-
¢ji algorytmu, a takze dane wejsciowe. Opis ten uwzglednia takze proces tworzenia graféw
z elementéw spektrum. Opis algorytmu wraz z przyktadami oraz pseudokodem ilustruja-
cym poszczegdlne jego procedury znajdzie sie w kolejnym podrozdziale. W celu latwiej-
szego przedstawienia zaproponowanego algorytmu zbiory Sp1 i Sp2 (notacja uzywana w
sekcji dotyczacej ztozonosci obliczeniowej) beda zastepowane odpowiednio oznaczeniami
Sws oraz Spy. Jak latwo sie domysli¢, oznaczaja one zbiory spektrum z elementami
zbudowanymi odpowiednio nad alfabetem {W, S, A, C, G, T} oraz alfabetem {R, Y, A,
C, G, T}.
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7.5.1 Dane wejsciowe

Celem algorytmu jest rekonstrukcja sekwencji DNA o okreslonej dtugosci n ze spektrum
DNA otrzymanego przy uzyciu nieklasycznego chipu typu Binary. Opracowany algorytm
radzi sobie z wystepowaniem wszystkich rodzajéw bltedéw hybrydyzacji, zaréwno pozy-
tywnych jak i negatywnych. W przypadku tych drugich, moga wynika¢ one zaréwno z
btedéw procesu odezytu sond chipu, jak i z powtérzen podtancuchéow w sekwencji DNA.

Dane wejsciowe algorytmu sa nastepujace:

1) spektrum DNA z eksperymentu hybrydyzacyjnego, zawierajace elementy pocho-
dzace z obu potéwek chipu typu Binary: Sy g oraz Spy;

2) dlugosé n badanego fragmentu DNA;
3) parametr k, okreslajacy dlugosé oligonukleotydéw chipu;

4) informacja o sondzie w kazdej z dwdch czesci chipu, ktéra hybrydyzowala z po-

czatkowym fragmentem DNA (o diugosci k£ + 1 nukleotydéw).

Parametry n oraz k pozwalaja obliczy¢ wiele wartosci liczbowych niezbednych dla dal-
szej pracy algorytmu. Parametr k okresla dlugos¢ oligonukleotydéw w sondach, zgodnie
ze wzorem (7.1). Majac dana dlugo$é DNA n, mozliwe jest okreslenie liczby elementéw
obu zbioréw tworzacych spektrum idealne (wzoér (7.3)). Gdyby mozliwe bylo wyklu-
czenie ktoéregos z typoéw bledow hybrydyzacji, mozliwe staloby sie dokladne okreslenie
liczby btedéw hybrydyzacji w danym spektrum. W innym wypadku algorytm okresla te
liczbe w sposob przyblizony, tak jak bylo to realizowane dla algorytméw z poprzednich

rozdzialéw.

Spektrum DNA jest podzielone na dwa zbiory: zbiér Sy g oraz zbiér Sgy, zawierajace
elementy zbudowane nad 6-literowymi alfabetami, odpowiednio {W, S, A, C, G, T} oraz
{R, Y, A, C, G, T}, ktére postuza do budowy dwéch graféw skierowanych. W dalszej
czedei rozdziatu okreslenia ”ciag” i ”wierzcholek” (a takze ”nastepnik”) uzywane beda
zamiennie, poniewaz kazdy wierzchotek grafu jest opisany przez pewien ustalony ciag
znakéw, tj. ciag typu Binary. Zbiory spektrum stuza do budowy dwéch réznych grafow,

zgodnie z zasadami danymi ponizej:

1) wszystkie elementy zbioréw Sy oraz Sry sa traktowane jako wierzcholki graféw.

2) tuki w kazdym grafie tworzone sa na bazie nakladania na siebie postfixu i prefixu

dwoch wierzchotkéw na diugosci od 1 do k znakdw.
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Postfizem o dlugosci l,st ciggu e nazywamy podciag jego ostatnich I, liter, przy
czym dlugo$é maksymalna postfixu jest réwna lyos(max) = k ostatnich liter, a mini-

malna dtugosé to 1.

Prefizem o dlugosci lp..; ciggu e nazywamy podciag jego poczatkowych [,..r liter,
przy czym diugo$¢ maksymalna prefixu jest réwna lp,.r(maz) = k poczatkowych liter,

a minimalna dlugoéé to 1.

Dwa ciagi e i e2 nakltadaja sie na siebie na dtugosci r, jezeli postfix ciggu e; o dtugosci
7 jest identyczny z prefixem ciagu ez o tej samej dtugosci (zgodnie z regutami nakladanie
sie ciagéw typu Binary)). Podane tutaj definicje ilustruje przyktad z rysunku 7.2:

Tymczasowa podmiana ostatnich nukleotydow
wwierzchotkach na edpowiedniki alfabetu {W, 5}

WWSWA > WWSWW

WsWWc = WSWWS
Test naktadania Eostfix - Erefix:

Ww MNatozenie na k znakach
WSWW S {maksymalne)
WWwWsWwWWw Natozenie nieprawidiowe
WSWWS -fuk nie istnigje
WwWSsSWWwW Natozenie nieprawidiowe
WsWWSs -tuk nie istnigje
WwSsSww MNatozenie nak-3 =1 znaku

WS W W S (minimalne)

RyYSUNEK 7.2: Przyklad podmiany ostatniego elementu oraz wszystkie istniejace pra-
widlowe i nieprawidlowe naltozenia wierzchotkéw

W czesci dotyczacej ztozonoéci obliczeniowej probleméw dla chipu typu Binary, okre-
$lono juz regute nakladania sie ciagéw typu Binary. Regula ta zostala w przyktadzie
zastapiona tymczasowa podmiang ostatniego znaku opisujacego sonde. Na rysunku 7.2
przedstawiono przyktad dla grafu budowanego z elementéw Sy g, analogicznie przebiega
procedura dla grafu z elementow zbioru Sry. Jak wiadomo z opisu chipu, na koncu kaz-
dego elementu spektrum znajduje sie litera z alfabetu {A, C, G, T}. Na rysunku wierz-
chotki ze zbioru Sy g zostaja czasowo podmienione na swoje odpowiedniki, z alfabetu
binarnego {W, S}. Dzieki temu o wiele prosciej poréwnaé ze soba prefix i postfix dwdch
wierzchotkOow w procesie wyszukiwania tukéw miedzy nimi.

Podmiana ostatniego elementu jest tymczasowa i dotyczy tylko procedury budowania
tukéw w grafie. Algorytm szukajacy $ciezki z wierzchotkéw grafu ma pelne informacje o
danym wierzchotku, tj. takze o tym, jaki naturalny nukleotyd wystepuje na koncu lan-

cucha opisujacego dany wierzcholek. Jest to niezbedne do ”synchronizacji” obu graféw
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(zbudowanych z elementéw dwéch zbioréw spektrum BSBH) w procesie przeszukiwania.
Idea tego mechanizmu przypomina laczenie w poprzednim rozdziale, dla chipu Alter-
nating, Sciezek nukleotydéw nieparzystych i parzystych przez elementy drugiego zbioru
spektrum ASBH. Luki tworzone sa tylko w wypadku prawidtowych natozen, na przykta-
dzie z rysunku 7.2 sa to: nalozenie maksymalne (loyeriap = kK = 4, waga tuku w(k) = 1),
oraz minimalne (lopperiap = k —3 =1 dla k = 4, waga tuku w(k) = 4).

Procedura tworzenia drugiego grafu jest identyczna, poniewaz jedyng zmiana jest

uzycie w 6-literowym alfabecie znakow R 1Y zamiast W i S.

7.5.2 Zasada dziatania algorytmu

Opracowany algorytm jest algorytmem dokladnym, starajacym sie przeszukaé caty prze-
strzen rozwiazan. 7Z uwagi jednak na aspekty praktyczne, jak przede wszystkich czas
obliczen, dziatanie algorytmu sprowadza sie do przeszukania tylko jej czesci. Algorytm,
poza najwazniejszymi danymi wejéciowymi z eksperymentu hybrydyzacyjnego, posiada
pewne regulowane wartosci parametrow swojej pracy. Mozliwe jest takie ich ustawienie,
aby algorytm przeszukiwal cata dostepna przestrzen rozwiazan. Z uwagi na jej rozmiar w
przypadku wiekszosci praktycznie wystepujacych spektr dla problemu BSBH, algorytm
ogranicza jednak przeszukiwanie tylko dla pewnego dostepnego czasu obliczen, liczby
wewnetrznych iteracji czy znalezionych rozwiazan niejednoznacznych w wyznaczonym
czasie. Parametry te zostang opisane dalej w niniejszym podrozdziale, w czeéci dotycza-
cej warunkéw zatrzymania przeszukiwania.

Podobnie jak w poprzednim rozdziale (tj. w przypadku algorytmu chipu typu Al-
ternating), tutaj réwniez dzialanie algorytmu polega na budowaniu $ciezek w dwdch
grafach. Jednakze w przeciwienstwie do podejscia stosowanego dla poprzedniego chipu,
jeden krok elementarny gléwnej petli powieksza Sciezki poprzez dodanie nowego wierz-
chotka réwnoczesnie w obu grafach. Jest to podyktowane potrzeba wzajemnej weryfi-
kacji wierzchotkow wzgledem siebie, tj. zgodnosci ostatniego nukleotydu. Na potrzeby
dalszych rozwazan przyjmowane jest, ze Sciezka na grafie o wierzchotkach zbudowanych
nad alfabetem {W, S, A, C, G, T} bedzie oznaczana przez Py g, druga $ciezka natomiast
przez Pry.

Pseudokod gléwnej petli algorytmu przedstawia sie nastepujaco 6:

Gloéwna petla algorytmu pozostaje niezmienna niezaleznie od rodzaju uzytego chipu.
Procedury przygotowania graféw sg rézne w zaleznosci od uzytego chipu, a wewnetrzne
mechanizmy kontrolujace zachowanie calego algorytmu réwniez maja rézne wartosci,
w zaleznosci od zastosowanego podejécia (Gapped, Alternating, Binary). Petla gléwna
zostanie tutaj przypomniana, natomiast dalej, szczegétowo opisane zostana procedury

przez nig wywolywane, specyficzne dla omawianego algorytmu i problemu przez niego
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Algorithm 6 Pseudokod gléwnej petli algorytmu dla chipu typu Binary.

1: while (Time < Limit AND s_space # empty AND Stop = FALSE) do
2 Candidates «— addOutgoingVerticesToList(Current_Verter)

3 Success_Flag «+ addNewVertexToSolution(Candidates);

4 if (Success_Flag = FALSE) then

5: if (Path_Length = MaxValue) then

6 Ok = testSolution(Solution);

7 if (Ok = TRUE) then

8 addToSolutionList(Solution)

9

reverseSteps(Solution)

10: else

11: reverseSteps(Solution)
12: end if

13: else

14: reverseSteps(Solution)

15: end if

16: end if

17: end while

rozwiazywanego.

W linii 1 sprawdzane sg trzy gtowne warunki zatrzymania pracy algorytmu. Sa to ko-
lejno: limit czasu pracy, wyczerpanie sie przestrzeni rozwigzan oraz ogdlna flaga stopu,
ustawiana w zaleznoéci od stanéw koncowych poszczegdlnych dalszych procedur algo-

rytmu. Warunki zatrzymania przeszukiwania graféw sg nastepujace:

1) sprawdzono cala przestrzen rozwiazan,
2) koniec przestrzeni rozwigzan;
3) osiagnieto limit rozwiazan dodanych do listy (limit rozwiazan niejednoznacznych);

4) osiagnieto limit rekonstrukeji par Sciezek o zadanej dlugosci, ktére nastepnie zo-

staly odrzucone przez procedure weryfikacji rozwigzan.

Celem kazdego kroku petli jest dodanie kolejnej pary nastepnikéw, po jednym dla
kazdego grafu. Wybodr par kandydatow na nastepnikéw odbywa sie w linii 2, sg one
umieszczane na liScie Candidates. W linii 3 algorytm stara si¢ dodaé pierwsza wolna
(z listy) pare wierzcholkéw do $ciezek w grafach. Jedli sie to nie uda, sprawdzane sa
powody. Jezeli powstaly juz Sciezki o wielkosci umozliwiajacej rekonstrukcje DNA o
dtugosci n, jest ono odtwarzane ze zlozenia obu $ciezek, sposobem ktory opisano na

poczatku niniejszego rozdzialu. Rozwiazanie jest tez weryfikowane pod wzgledem liczby
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wierzcholtkow uzytych z obu czesci spektrum z uwzglednieniem wptywu bltedéw hybry-
dyzacji. Zaakceptowane rozwiazania s dodawane do listy rozwiazan. Linie 9, 11 oraz
14 wywolujg procedure powrotu do wierzchotkéw poprzednich, celem konstrukeji innych
Sciezek. Nastepuje to odpowiednio, w przypadku dodania rozwiazania do listy (linia 9),
odrzucenia danej pary Sciezek jako rozwiazania dopuszczalnego (linia 11), a takze w
przypadku, w ktérym algorytm musi sie wycofaé, poniewaz z danej pary wierzchotkéw

nie ma mozliwosci przejscia do akceptowalnej pary nastepnikéw (linia 14).

Teraz omoéwiona zostanie procedura z linii 2 gléwnej petli algorytmu, odpowiedzialna
za tworzenie listy par potencjalnych kandydatéw na nastepniki w obu grafach. Szcze-
gblna uwaga bedzie po$wiecona zawartemu w niej mechanizmowi wzajemnej weryfikacji

wierzchotkow obu graféw. Psedokod tej czesci algorytmu jest nastepujacy:

Algorithm 7 Pseudokod poszukiwania par nastepnikéw dla $ciezek w grafach WS/RY.

1. for (all_overlap_values_starting_from maximum) do

2 for (VertexWS «— OverlapSet) do

3 for (VertexRY «— OwverlapSet) do

4 if (sameLastNucleotide(VertexW S, VertexRY) = TRUE) then
5: Candidates <« addPair(VertexW S, VertexRY);

6 end if

7 end for

8 end for

9:

end for

Na poczatku algorytmu 7 znajduja sie¢ trzy petle. Pierwsza z nich ustala aktualnie
testowany rozmiar nakladania, zaczynajac od maksymalnego, czyli na k znakach (linia
1). W linii 2 procedura wybiera pierwszy nastepnik dla ostatnio dodanego wierzchotka
$ciezki Pyrg, ktéry naktada sie na nim na dokladnie tylu znakach, ile ustalono w da-
nym kroku pierwszej petli. W linii 3 wybierany jest pierwszy nastepnik o ustalonej w 1
linii dtugosci natozenia na ostatni wierzchotek $ciezki Pry. W linii 4 para nastepnikéw
jest sprawdzana. Testowana jest identycznos¢ ostatnich nukleotydéw bedacych literami z
alfabetu {A, C, G, T} w obu wybranych nastepnikach. Jezeli sa one takie same, para na-
stepnikéow dodawana jest do listy (linia 5). Nastepnie rozpatrywana jest para skladajaca
sie z kolejnego nastepnika Sciezki Pry (o ile istnieje) oraz (nadal) z pierwszego nastepnika
Sciezki Py g, ustalonego w linii 2. Procedura jest kontynuowana dla wszystkich kombi-
nacji par wierzchotkéw (tj. nastepnikéw) o ustalonym maksymalnym nalozeniu, ktére
nastepnie jest w linii 1 zastepowane wartoscia natozenia o 1 mniejszg podczas kolejnego
kroku tej petli. Nastepnie wybierane i sprawdzane sg wszystkie kolejne pary istniejacych
nastepnikéw dla danego, nowego natozenia. W procedurze tworzenia listy par nastep-

nikéw zawarta jest wiec jedyna dostepna w tym chipie forma weryfikacji wierzchotkéw.
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Zapewnia ona, ze w obu grafach znaleziona $ciezka odpowiada¢ bedzie identycznemu
fragmentowi DNA.

Przyktad dla wierzchotkéw o maksymalnym nalozeniu w obu grafach pokazuje rysu-
nek 7.3.

Ostatnio dedany wierzchotek . o
Lista nastepnilow:

grafu Ws:
WSWWSWA
WWSWWSA WSWWSWC
WSWWSWT

Ostatnio dodany wierzchotek
grafu RY: Lista nastepnikéw:

RRRYYRA
RRRRYYA~<::
RRRYYRT

RYSUNEK 7.3: Przyklad tworzenia par potencjalnych nastepnikéw wraz z weryfikacja

Na przyktadzie z rysunku 7.3, z ostatniego wierzchotka Sciezki grafu W.S prowadza
tuki do trzech mozliwych nastepnikéw, natomiast tylko do dwdch w éciezce dla grafu RY .
Tylko dwie pary nastepnikéw moga byé¢ brane pod uwage w takim wypadku, poniewaz
nastepnik WSWW SW C nie posiada odpowiednika na liscie nastepnikow w RY", ktéry
mialby ten sam ostatni nukleotyd. Podobnie tworzy sie pary nastepnikéw z mniejszym

naltozeniem.

W petli gléwnej po utworzeniu listy par kandydatéw, wywotywana jest procedura do-
dawania nowych wierzchotkéw do éciezek z listy par nastepnikéw. Warunki dodania par
wierzchotkow sa podobne jak w poprzednich algorytmach. Dwa najwazniejsze to spraw-
dzenie, czy rozszerzone Sciezki nie przekroczg maksymalnej dopuszczalnej dtugosci oraz
czy w przypadku nalozenia mniejszego niz maksymalne, powieckszony o odpowiednig
wartosé licznik takich natozen wciaz znajduje sie ponizej limitu ustalonego dla poszuki-
wanego rozwiazania.

Rozmiar przestrzeni rozwigzan jest zalezny od dlugo$ci DNA (przekladajacej sie na
liczbe wierzcholkéw grafu) oraz liczby polaczen (lukéw) miedzy wierzchotkami. Przy
maksymalnym nalozeniu, kazdy wierzchotek moze mie¢ do czterech nastepnikéw. Na-
lozenia mniejsze powoduja podwyzszanie tej wartosci. W algorytmie zawarty jest wiec
limit tego, ile razy w rekonstrukcji sciezek mozna uzy¢ natozen mniejszych niz maksy-
malne. Jest on catkowicie zalezny od liczby btedéw negatywnych w spektrum. W tym
miejscu pojawia sie jednak problem jego obliczenia. Wplyw réznych rodzajéw bledéw
na okredlanie tej wartosci, a co za tym idzie na dzialanie catego algorytmu podsumowuja

nastepujace wymienione przypadki:
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1. Brak bledéw hybrydyzacji w spektrum. Mozliwa jest precyzyjna weryfikacja na-
stepnikow, tj. wiadomo, ze wszystkie elementy z Syrg sa obecne oraz majg odpo-
wiadajace im pary w czesci Spy spektrum. Limit wierzchotkéw nienaktadajacych
sie¢ maksymalnie jest réwny zero. Jest to niestety dos¢ nierealistyczny przypadek.
Nawet po wyeliminowaniu jakichkolwiek nieprecyzyjnosci procesu hybrydyzacji i
detekcji sond, pozostaje problem bledéw negatywnych wynikajacych z powtérzen.
Sa one zalezne tylko od budowy badanego tancucha DNA. Wymagane byloby tu-
taj bezbledne okreslenie liczby powtérzen kazdego elementu spektrum w sekwencji,

czego obecnie nie daje sie precyzyjnie wykonac.

2. W spektrum wystepuja tylko btedy negatywne wynikajace z powtorzen. W prze-
ciwienstwie do poprzednich algorytméw, ten rodzaj bledéw ma juz pewien wplyw
na proces rekonstrukcji oraz doboru par nastepnikéw. Kazdy taki btad powoduje,
ze w czesciach spektrum znajduje sie mniej elementow. Z tego powodu nalezy
uzywaé nalozen mniejszych niz maksymalne. Dochodzi tutaj jednak pewna do-
datkowa cecha charakterystyczna zaproponowanego algorytmu dla chipu Binary.
Kazdy mianowicie btad negatywny (dowolnego rodzaju) w jednej czesci spektrum,
pociaga za soba niemoznos$é¢ uzycia odpowiadajacego mu elementu z drugiej czesci
spektrum. Tylko para nastepnikéw moze by¢ brana pod uwage, tak wiec w prze-
ciwienstwie do podejécia opisanego dla dwoch poprzednich chipéw, gdzie bledy
negatywne tego rodzaju mialy wplyw gléwnie na mechanizm weryfikacji, tutaj
istotna jest ich suma z obu czesciach spektrum przy ustalaniu liczby elementow,
ktére musi zawieraé rozwigzanie dopuszczalne. Oczywiscie zdarza sie, ze ze spek-
trum odpadna oba elementy tej samej pary, lecz taka sytuacja jest na tyle rzadka,
ze nie jest brana pod uwage w probach ustalenia liczby btedéw. W tym przypadku
za rozwigzanie dopuszczalne uwaza sie to, w ktérym ze zbioru Sy g uzyto przynaj-
mniej liczby elementéw réwnej licznoéci tego zbioru pomniejszonej o liczbe btedow
negatywnych z drugiego zbioru (Sgy ) oraz odwrotnie: minimalna liczba elementéw
ktora nalezy uzy¢ ze zbioru Spy, to jego liczebnos¢ pomniejszona o liczbe bledéw
negatywnych w Syyg. Obliczenie liczby bltedéw negatywnych w tym i nastepnym
przypadku nie nastrecza jednak wigkszych probleméw. Dla kazdego zbioru jest ona
réznicg miedzy licznoscig zbioru danego w spektrum a licznoécia zbioru spektrum

idealnego.

3. Btedy negatywne ogdlnego rodzaju, wynikajace z powtorzen oraz nieprecyzyjnosci
w procesie hybrydyzacji. Przypadek ten w przeciwienstwie do dwéch poprzednich
podejsé (chipy Gapped i Alternating) jest identyczny z poprzednim opisanym tutaj
dla chipu Binary. Jezeli przez liczbe btedéw negatywnych obu czeéci spektrum
oznaczymy réznice pomiedzy liczba ich elementéw a liczba elementéw w spektrum

idealnym:
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errys = |S%}f,5\ — |Sws| oraz errpy = |S§y| — |Sgy]| (7.10)

gdzie |S{¥g| i |S%y| to liczba elementéw obu zbioréw spektrum idealnego, wtedy
minimalna liczba elementéw w obu zbiorach spektrum danego, ktora nalezy wy-

korzystaé, jest réwna:

minws = |Sws| — errry oraz mingy = |Sgry| — errws (7.11)

Podsumowujac przypadki 2. i 3. mozna powiedzie¢, ze w przeciwienstwie do po-
zostatych chipéw, sa one tak samo trudne. Geneza bledu negatywnego nie ma

znaczenia dla zaproponowanego algorytmu chipu Binary.

4. Bledy negatywne oraz pozytywne w spektrum. Jest to najtrudniejszy przypadek,
jednak najbardziej realistyczny. Nie jest mozliwe okreslenie liczby btedéw negatyw-
nych, przez co nie mozna precyzyjnie okresli¢ minimalnej liczby elementéw, ktoére
buduja rozwigzania dopuszczalne z obu czesci spektrum. Liczba ta jest ustalana
w przyblizeniu, zaréwno aby okresli¢ limit wierzchotkéw z nalozeniem mniejszym
niz maksymalne w rozwigzaniu oraz, aby jak poprzednio okredli¢ ile elementéw
z kazdego zbioru spektrum musi zosta¢ (minimalnie) wykorzystana. Przy zaloze-
niu np. 10% bledéw w calym spektrum (te wartosci beda zmieniane i testowane
dalej w pracy w ramach eksperymentéw obliczeniowych) przyjmuje sie, ze liczba
réwna 10% wielkosci spektrum idealnego to limit wykorzystania wierzchotkéw z

nalozeniem ponizej maksymalnego.

Podsumowujac tematyke bledéw hybrydyzacji, okreslenie liczby bledéw negatywnych
wystepujacych w spektrum ma zasadnicze znaczenie dla efektywnosci przeszukiwania
przestrzeni rozwigzan. Jezeli nalozenie nowego nastepnika z ostatnim wierzchotkiem jest
mniejsze niz maksymalne oznacza to, ze pomaga on w "naprawie” efektu wystapienia
bledu negatywnego, ktéry uniemozliwil natozenie na réwno mazperiap = k znakach w
tym miejscu. Branie pod uwage wierzchotkéw o nalozeniu mniejszym niz maxoveriap
znacznie powigksza przestrzen rozwiazan omawianego problemu. Gdy mozliwe jest pre-
cyzyjne okreslenie liczby bledéw negatywnych (tj. w przypadku, gdy nie ma bledéw po-
zytywnych), algorytm wiedzac, ze "naprawil” juz odpowiednia liczbe bledéw, przestaje
bra¢ pod uwage wierzchotki z natozeniem mniejszym niz maxgperiqp znakéw. Niestety,
najbardziej realistyczny przypadek pracy to ten, w ktérym wystepuja wszystkie rodzaje
bledéw. Jak juz wyjasniono, w tym przypadku niemozliwe jest precyzyjne okreslenie
liczby btedéw negatywnych. Algorytm dla zachowania efektywnosci przyjmuje przybli-

zong warto$é, np. zakladajac istnienie maksymalnie 10% bledéw negatywnych w obu
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zbiorach spektrum. Oznacza to miedzy innymi akceptacje rozwiazan, ktére majac usta-
lony rozmiar poszukiwanego DNA wykorzystaly przynajmniej 80% liczby elementéw
spektrum idealnego. Poréwnanie skutecznosci miedzy takim podejéciem z warto$ciami
limitu réwnymi takze 15% i 20%, a podejéciem ze znajomoscia precyzyjnej liczby bledéw

negatywnych zostanie przedstawione dalej, w rozdziale z wynikami testéw dla algorytmu.

Wracajac do pseudokodu gtéwnej petli algorytmu, nalezy wciaz opisa¢ dwie jego wazne
procedury: powrdt do poprzednich wierzchotkéw w celu zbadania innych rozgalezien w
grafach oraz dodanie rekonstrukcji DNA do listy rozwigzan. To ostatnie wiaze sie z jej

odtworzeniem z dwdch Sciezek Py g oraz Pry.

Realizacja powrotu do poprzednich wierzchotkéw jest taka sama jak w poprzednich
przedstawionych algorytmach z uwzglednieniem oczywiscie faktu jednoczesnej operacji
na wierzchotkach dwoch graféw. Procedura ta jest wywolywana w liniach 9, 11 i 14

pseudokodu gtéwnej petli algorytmu, w przypadkach gdy:

1) nowa rekonstrukcja zostala utworzona ze Sciezek o odpowiedniej diugosci;

2) nie powiodla si¢ préba dodania nowego wierzchotka z listy kandydatéw na nastep-

nikow.

W takich wypadkach algorytm wraca do poprzednich wierzchotkéw, co jest realizo-
wane w ten sam sposob jak w poprzednich podejsciach. Jedyna réznica dotyczy tego,
ze w przypadku omawianego tutaj algorytmu dla chipu typu Binary wycofywana jest
aktualna para wierzchotkéw w obu grafach. Pozostale polecenia dotyczace resetowania
ustawien przeszukiwania czy skracana Sciezek sg identyczne jak w poprzednio opisanych

algorytmach.

Przed dodaniem znalezionej sekwencji do zbioru rozwigzan musi ona zosta¢ odtwo-
rzona w postaci ciagu nad alfabetem 4-literowym {A, C, G, T} oraz zweryfikowana. Jak
zostalo juz napisane, zlozenia liter z {W, S} oraz z {R, Y} jednoznacznie identyfikuja
konkretny nukleotyd ze zbioru {A, C, G, T}. Poniewaz oba ciagi znakéw (odpowiedniki
Sciezek) sa jednakowej dlugosci, w liniowym czasie po ich zlozeniu algorytm odtwarza
sekwencje DNA.

Przed dodaniem nowego rozwigzania do listy rozwiazan musi by¢ ono zweryfikowane.
Proces ten polega na testowaniu wystepowania elementéw spektrum w zrekonstruowanej
sekwencji, zgodnie z zasadami reguty nakladania dla ciagéw typu Binary. Procedura ta
jest zalezna od przypadku wystepowania lub nie dwoéch typow btedéw hybrydyzacji. W
przypadku, gdy bledy negatywne i pozytywne nie wystepuja razem, mozna precyzyjnie
okresli¢ liczbe elementéw spektrum DNA | ktére musza zostaé wykorzystane. Niestety re-

alistyczny przypadek to ten, w ktorym wystepuja wszystkie rodzaje btedéw hybrydyzacji
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w spektrum danym na wejéciu. Algorytm postuguje sie wtedy przyblizona minimalng
liczba elementow, akceptujac rozwiazania, ktére w procesie tworzenia $ciezek zuzyly

liczbe elementéw spektrum zalezng od przyjetego limitu.



Rozdziat 8

Wyniki eksperymentow

obliczeniowych

8.1 Wstep

W rozdziale tym zostang przedstawione wyniki eksperymentéw obliczeniowych, prze-
prowadzonych dla algorytméw zaproponowanych dla trzech opisanych w pracy chipéw
nieklasycznych. Dla poréwnania przedstawione beda takze wyniki algorytmu, ktory sy-
muluje ten sam schemat postepowania co trzy nieklasyczne algorytmy, lecz w oparciu o
podejdcie klasyczne. Jest to precyzyjnie rzecz ujmujac algorytm dla chipu typu Gapped
z catkowicie wyltaczong weryfikacja. Spektrum wejSciowe nie zawiera wtedy jakichkol-
wiek elementéw nieklasycznych. W dalszej czesci rozdziatu przedstawione zostang takze
poréwnania wynikéw otrzymanych w oparciu o opracowane algorytmy z wynikami opu-
blikowanymi w artykulach dotyczacych innych algorytméw dla klasycznego lub tez i
nieklasycznego sekwencjonowania przez hybrydyzacje.

Zanim przedstawione zostang pierwsze wyniki eksperymentéw, w nastepnym podroz-

dziale opisane zostana parametry, ktore zastosowano dla poszczegdlnych algorytméw.

8.2 Parametry, zbiér testowy

Jak zostalo juz w pewnej mierze opisano wczeéniej w rozdziatach poswieconych doktad-
nej konstrukcji zaproponowanych algorytmoéw, istnieje kilka podstawowych parametrow,
wedlug ktorych symulowany jest eksperyment hybrydyzacyjny, jak i regulujacych prace
samego algorytmu rekonstrukeji sekwencji DNA. Zostang one teraz wymienione oraz

opisane doktadniej.

133



Rozdzial 8. 134

1. k - parametr odpowiedzialny za dlugos$é¢ oligonukleotydéw dla omawianych chi-
péw. Okresla on tez pojemno$é¢ chipu, a z punktu widzenia algorytmu - dtugosé
elementéw w dwoéch czesciach spektrum. W eksperymentach przyjmowane beda
trzy wartosci, dla ktérych testowane byly algorytmy dla chipéw typu Gapped i
Alternating: 8, 9 i 10. Odpowiednio dla tych wartosci chipy zawieratyby wtedy
131072, 524288 oraz 2097152 sond (suma dwdch poléwek chipéw), chip klasyczny
dla tych samych wartosci k zawiera odpowiednio 65536, 262144 i 1048576 sond
na powierzchni. Jesli chodzi o chip typu Binary, parametr k£ w jego wypadku byt
rowny odpowiednio 14, 16 oraz 18, co przekladato sie na dluzsze oligonukleotydy,
lecz ich catkowita liczba na chipie DNA byta taka sama jak w przypadku odpo-
wiednich wartoéci k dla chipéw typu Gapped i Alternating. Dokladne zestawienie
charakterystyk chipéow dla parametru k przedstawia tabela 8.1.

TABLICA 8.1: Zestawienie podstawowych parametréw chipéw uzywanych w oblicze-

niach, [y i ls - dlugosci oligonukleotydéw w czesciach chipu, S i Sy - liczba sond z
oligonukleotydami o danej dtugoéci, S - calkowita pojemnos$é chipu

k Iy o S1 So S
Chip klasyczny
n.d. 65536 n.d. 65536
n.d. 262144 n.d. 262144
10 10 n.d. 1048576 n.d. 1048576
Gapped Chip
15 65536 65536 131072
17 262144 262144 524288
10 10 19 1048576 1048576 2097152
Alternating Chip
15 65536 65536 131072
17 262144 262144 524288
10 10 19 1048576 1048576 2097152
Binary Chip
14 14 14 65536 65536 262144
16 16 16 262144 262144 524288
18 18 18 1048576 1048576 2097152

Jak widaé z tabeli, dla kazdego testowanego chipu istniejg jego trzy ”wersje” r6z-
nigce sie od siebie wielko$cia, zaleznie od wartosci parametru k. Na potrzeby czy-
telnosci dalszych czesci tego rozdzialu pracy przyjeto, ze dla kazdego chipu jego
trzy podstawowe wersje oznaczane beda rzymskimi cyframi I, IT oraz II1. Chipy

typu I to najmniejsze wersje (parametr k& w kolejnosci wystepowania chipéw w
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tabeli 8.1 to 8, 8, 8 oraz 14), natomiast 1] typ oznacza najwigksze chipy, z naj-
wyzsza liczba sond, dla parametru k réwnego kolejno 10, 10, 10 oraz 18. O ile nie
zostanie napisane inaczej, wyniki dla ré6znych nastepnych parametréw tutaj opisy-
wanych beda przedstawiane w kolejnosci od najmniejszych do najwiekszych wersji

chipow.

2. Obecnos¢ btedéw hybrydyzacji w spektrum jest kolejnym parametrem rozpatry-
wanym w symulacji nieklasycznego sekwencjonowania DNA. Sa mozliwe cztery
przypadki, w ktorych testowano zaproponowane algorytmy. Pierwszy to brak ja-
kichkolwiek btedéw hybrydyzacji, nastepnie przypadek z btedami pozytywnymi,
z bledami negatywnymi (ogélnego rodzaju) oraz ostatni przypadek, w ktérym w

spektrum wystepuja wszystkie rodzaje btedow.

3. Przyblizona liczba bltedéw w spektrum. Ten parametr dotyczy tylko przypadku,
w ktérym wystepuja oba rodzaje bledéw hybrydyzacji. Niemozliwe jest wtedy
precyzyjne okreslenie ich liczby, dlatego przyjmowana jest warto$é¢ dokladna (nie-
realistyczna) oraz wartosci przyblizone. W przedstawionych wynikach pokazano
rezultaty zarowno przy, jak juz powiedziano - nierealistycznej wiedzy na temat
liczby obu rodzajéw bledéw oddzielnie, oraz dla przyblizonych wartosci 10%, 15%
i 20% bledéw w spektrum (realna liczba bledéw bedzie mniejsza).

4. Cgzas obliczen w ogromnej wigckszosci eksperymentow wynosit 60 sekund. Jest to
bardzo maly zakres czasu, zwazywszy na ogrom przestrzeni rozwiazan przy dtugich
sekwencjach DNA i niemoznoéci okreélenia doktadnej liczby btedéw. Wystarczat
on jednak na przeprowadzenie testéw pokazujacych skutecznosé zaproponowanych

rozwigzan.

Jesli chodzi o zbidr testowy, z bazy danych GenBank pobrano kilka bardzo dtugich
sekwencji DNA (sekwencje kodujace), ktore potaczone zostaly w jeden, bardzo dlugi
tancuch DNA liczacy okoto miliona par zasad. Z tej sekwencji przy kazdej prébie loso-
wana byla podsekwencja o pewnej okreslonej dtugosci, ktéra nastepnie byla pobierana
jako tancuch DNA, ktéry musi by¢é zrekonstruowany przez dany algorytm przy okreslo-
nym spektrum pochodzacym z symulacji eksperymentu hybrydyzacyjnego. Sekwencje
pobrane z GenBanku mialty dtugo$é¢ okoto kilkudziesieciu tysiecy par zasad kazda. Wy-

mienione sg one ponizej, wraz z adresem internetowym, pod ktérym sg dostepne:
1) http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AC243774.1 Homo sapiens FOSMID clone
ABC27-711114 from chromosome 1, complete sequence

2) http : //www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AC243632.2 Homo sapiens chromosome
10 clone ABC12-46887700F22, WORKING DRAFT SEQUENCE
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3)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

http : /Jwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AC243631.2 Homo sapiens chromosome
16 clone ABC10-44585000K16, WORKING DRAFT SEQUENCE

http : / Jwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AC243756.2 Homo sapiens chromosome
UNK clone CH17-385C13, WORKING DRAFT SEQUENCE, 3 unordered pieces

http : | Jwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_028089.1 Homo sapiens protein pho-
sphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 3B (PPP1R3B), RefSeqGene on chro-

mosome 8

http : //www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG-028088.1 Homo sapiens G-protein
signaling modulator 1 (GPSM1), RefSeqGene on chromosome 9

http : / Jwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_028087.1 Homo sapiens toll-like re-
ceptor 6 (TLR6), RefSeqGene on chromosome 4

http : | Jwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_028084.1 Homo sapiens SH3-domain
GRB2-like 1 (SH3GL1), RefSeqGene on chromosome 19

hitp : / /www.ncbi.nlm.nih.gov /nuccore/NG _028083.1 Homo sapiens dynein, axo-
nemal, light chain 1 (DNAL1), RefSeqGene on chromosome 14

hitp : / /www.ncbi.nlm.nih.gov /nuccore/ NG _016429.1 Homo sapiens prolyl endo-
peptidase like (PREPL), RefSeqGene on chromosome 2

http : //www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_008212 Homo sapiens von Hippel-

Lindau tumor suppressor (VHL), RefSeqGene on chromosome 3

http : / Jwww.ncbi.nlm.nih.gov /nuccore/NG_000013.3 Homo sapiens MHC class
IIT complement gene cluster, monomodular haplotype (MCGC@) on chromosome
6

http : / Jwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_028086.1 Homo sapiens premelano-
some protein (PMEL), RefSeqGene on chromosome 12

hitp : / /www.ncbi.nlm.nih.gov /nuccore/NG_011630 Homo sapiens endothelin re-
ceptor type B (EDNRB), RefSeqGene on chromosome 13

http : | Jwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/F P700187.20 Homo sapiens chromosome
18 clone CH17-22105, WORKING DRAFT SEQUENCE, 16 unordered pieces

http : //www.necbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_-012089.1 Homo sapiens interleukin
10 receptor, beta (ILI0RB), RefSeqGene on chromosome 21
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Dane wejsciowe algorytmow zostaly juz wczedniej opisane, jednak nalezy jeszcze dopre-
cyzowad, w jakiej formie algorytm uzyskuje spektrum DNA. Przed rozpoczeciem pracy
algorytmu, odpowiednie procedury generujg zbiér sond, ktére hybrydyzowalyby w ideal-
nym przypadku z testowana sekwencja DNA. Powstaje wiec spektrum idealne. Z uwagi
jednak na specyfike takiego podejscia, podane sondy sa utozone w kolejnosci, w kté-
rej moga budowaé prawidtows sekwencje. Poniewaz powodowaloby to nieprawidlowosé
wynikéw (algorytm mialtby bardzo ulatwione zadane, zaczynajac zawsze od pierwszego
wierzchotka niezaleznie od chipu), musza one zosta¢ wymieszane, tj. ich kolejno$¢ musi
byé losowa, nie powiazana z budowa badanego DNA. Zbiory obu poléwek spektrum
dla chipéw nieklasycznych (lub jeden zbiér w przypadku chipu klasycznego) podlegaja

losowemu wymieszaniu w nastepujacy sposob:

1) algorytm losuje dwie rézne lokalizacje elementéw w zbiorze, ktory aktualnie miesza;

2) jesli wartosci te sa réwne, lub choé jedna dotyczy elementu pierwszego, losowanie

1) jest powtarzane;
3) para wylosowanych elementéw jest w zbiorze zamieniana miejscami;

4) kroki 1) - 3) sa powtarzane tyle razy, ile wynosi trzykrotna liczba elementéw zbioru.

Jezeli w spektrum maja wystepowaé bledy negatywne, wymagana liczba elementéw
jest losowo usuwana z odpowiednich list. Nastepnie, jedli jest to wymagane, do listy do-
dawane sg losowe elementy, ktérych liczba jest réwna wymaganej liczbie bledow pozy-
tywnych. Element jest traktowany jako btad pozytywny tylko, jezeli wczesniej w zbiorze
oryginalnym nie wystepowal, (tj. nie wystepowal w zbiorze przed usunigciem elementéw
jako bledéw negatywnych). Tak przygotowana lista mieszana jest po raz ostatni, zgodnie
z podanym schematem. Podejécie to zapewnia, ze algorytm ukladajac w czasie pracy

listy kolejnych nastepnikéw do odwiedzenia nie preferuje zadnych wierzchotkow.
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8.3 Brak btedéw hybrydyzacji

Jako pierwszy zostanie przedstawiony przypadek bez bledéw hybrydyzacji. Jak napi-
sano juz wczeéniej, jest on do$é nierealistyczny, poniewaz btedy hybrydyzacji sa bardzo
trudne do unikniecia nawet przy zastosowaniu bardzo precyzyjnych technik w fazie bio-
chemicznej SBH. Bledy negatywne wynikajace z powtérzen sg praktycznie niemozliwe
do wyeliminowania, poniewaz zaleza one od budowy danego DNA. Teoretycznie mozna
zmniejszaé ich liczbe stosujac dtuzsze oligonukleotydy w procesie produkcji chipu. Ogra-
niczeniem jest jednak pojemnos$é chipu (a raczej zwiazania z nia technologia wytwarza-
nia), dlatego najwieksze realistyczne chipy raczej nie przekraczaja miliona sond, a i to w
skrajnych przypadkach. Chip klasyczny stuzy gtéwnie jako poréwnanie dla algorytméw
nieklasycznych, ktére operujac na danych nawet z mniejszych chipéw maja lepsza lub
chocby zblizona skutecznosé jesli chodzi o jednoznaczne sekwencjonowanie DNA.
Tabela 8.2 zawiera pierwsze wyniki eksperymentow dla réznych dtugosci DNA przy
zerowej liczbie bledéw, dla najmniejszych badanych w pracu chipéw kazdego rodzaju.

TABLICA 8.2: Liczba uruchomien algorytméw dla chipéw I typu na 100, dla ktérych
algorytm zwrécil przynajmniej jedno rozwigzanie w czasie 60 sekund.

Dtugosé DNA
Chip | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700
Chip klasyczny 100 | 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 | 100
Gapped chip 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Alternating chip 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Binary chip 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

W znakomitej wigkszodci kolejne podrozdzialy beda zawieraé tabele o podobnej kon-
strukcji, gdzie zmiany dotyczy¢ beda rodzaju btedéow wystepujacych w spektrum czy in-
nych parametréw okreélanych na potrzeby testu. Bedzie to oczywiscie wyraznie opisane
przed podaniem wynikow w kolejnych tabelach. W tego rodzaju tabeli kazda komérka
zawiera liczbe uruchomien algorytmu dla réznych tancuchéw DNA (lecz o tej samej diu-
gosci), dla ktorych algorytm w zadanym czasie 1 minuty podatl jakiekolwiek rozwiazanie.
Powyzsza tabela jest pod wzgledem réznorodnosci wynikéw do$é uboga, poniewaz na-
wet dla najwiekszych testowanych DNA algorytm w ciggu 60 sekund byt w stanie podaé
przynajmniej jedno rozwigzanie dla kazdej ze 100 réznych losowanych sekwencji DNA.
Dla chipéw I i I11 typu nie beda juz podawana kolejne wyniki, poniewaz jak mozna
sie domy$li¢ sa one identyczne. Poniewaz maksymalna liczba prob dla danego DNA to
100, wyniki te réwnie dobrze mozna interpretowaé jako procentows szanse otrzymania
rozwigzania w zadanym czasie.

Ciekawsze sg dwie nastepne tabele - 8.3 oraz 8.4, prezentujace liczbe uruchomien, dla
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ktorych w 60 sekund algorytm byl w stanie podaé¢ dokladnie jedno rozwigzanie oraz

$rednig liczbe rozwiazan w kazdej ze 100 préb na réznych sekwencjach.

TABLICA 8.3: Liczba uruchomien algorytméw dla chipéw I typu, dla ktérych algorytm
zwrécit doktadnie jedno rozwiazanie w czasie 60 sekund.

| Dtugosé DNA
Chip | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700
Chip klasyczny 9 | 77 | 39 | 21 2 0 0
Gapped chip 100 | 100 | 100 | 99 | 93 | 98 | 93
Alternating chip 100 | 100 | 100 | 99 | 100 | 100 | 100
Binary chip 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

TABLICA 8.4: Srednia liczba rozwigzan algorytméw dla chipéow I typu w czasie 60

sekund.
Dlugo$é DNA
Chip | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700
Chip klasyczny 1.04 | 1.83 | 3.71 [ 23.20 | 140 | 315 | 1331
Gapped chip 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.07 | 1.02 | 1.07
Alternating chip 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.00 | 1.00 | 1.00
Binary chip 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00

Wyraznie widaé¢, ze dla chipu klasycznego wraz ze wzrostem diugosci badanej se-
kwencji DNA, drastycznie rosnie liczba rozwigzan niejednoznacznych. Chip typu Gap-
ped, ktory od klasycznego rézni sie teoretycznie najmniej, ma jednak o wiele lepsza
skuteczno$é w tym wzgledzie dzieki weryfikacji kolejnych wierzchotkéw dodawanych do
rozwigzania, jak zostato to juz dokltadnie opisane w Rozdziale 5. Chipy typu Alternating
i Binary radza sobie do$¢ dobrze, bedac w stanie precyzyjnie podawaé jedno rozwiaza-
nie w zadanym czasie. Nalezy tutaj jednak zwréci¢ uwage na niezmiernie wazna rzecz:
ograniczenie czasowe. Nie jest powiedziane, ze algorytmy dla tych chipéw majac nie-
ograniczony czas obliczen nie bylyby w stanie poda¢ wiecej niz jednego rozwigzania do-
puszczalnego. Problem w tego typu badaniach dotyczy wielkoéci przestrzeni rozwigzan.
Dla malych instancji problemu (dlugosci DNA) zostana dalej w tym rozdziale przed-
stawione osobne wyniki dotyczace catkowitej liczby rozwiazan dopuszczalnych. Niestety
dla DNA o diugosci 400 czy wiecej par zasad czas obliczen wzrasta do poziomu, ktéry
uniemozliwia efektywne przeprowadzenie wielu testow dla réznych fragmentéw DNA.
Dla najdtuzszych badanych sekwencji czas obliczen ro$nie do dni lub nawet tygodni, w
zaleznosci od danej sekwencji DNA.

Nalezy réwniez dodaé, ze wyniki prezentowane w tabeli 8.2 dla chipéw nieklasycz-

nych pokrywaja sie w calosci z liczba préb, w ktorych odnaleziono prawidiowe DNA.
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Dla chipu klasycznego tylko w przypadku DNA o dtugosci 700 par zasad, w 94 przypad-
kach zbiér rozwiazan zawieral rozwiazanie prawidtowe. Dla krotszych sekwencji, zbiory
te réwniez w calosci sie pokrywaly, tak jak dla chipéw nieklasycznych.

Kolejne dwie tabele - 8.5 oraz 8.6 stanowig uzupelnienie poprzednich. Przedstawiaja
one ten sam rodzaj wynikéw, tym razem jednak dla najwickszych chipéw, czyli dla ich
111 typu.

TABLICA 8.5: Liczba uruchomien algorytmoéw dla chipow I11 typu, dla ktérych algo-
rytm zwrécil doktadnie jedno rozwiazanie w czasie 60 sekund.

Dhugo$¢ DNA
Chip | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700
Chip lasyczny 100 [ 100 [ 98 | 98 | 92 | 87 | 77
Gapped chip 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Alternating chip 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Binary chip 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

TABLICA 8.6: Srednia liczba rozwiazan algorytméw dla chipéw I11 typu w czasie 60

sekund.
| Dtugosé DNA
Chip | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700
Chip klasyczny 1.00 | 1.00 [ 1.02 [ 1.02 [ 1.15 [ 1.20 | 1.56
Gapped chip 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
Alternating chip 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
Binary chip 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00

Jak widaé z tabel 8.5 oraz 8.6, algorytmy dla chipéw nieklasycznych podaja precyzyj-
nie jedno rozwiazanie (w zadanym czasie), gdy juz po minucie algorytm pracujacy na
klasycznym spektrum generuje rozwigzania niejednoznaczne. Dla wszystkich przypad-
kéw to jedno rozwiagzanie bylo badanym DNA, w przypadku chipu klasycznego zbior

rozwiazan zawsze prawidtowe DNA zawieral.
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8.4 Btledy pozytywne w spektrum DNA

Kolejna seria testow dotyczyta wpltywu bltedow pozytywnych w spektrum na jako$é¢ wy-
nikéw zaproponowanych algorytmoéow nieklasycznych. Tabela 8.7 prezentuje wyniki dla
najmniejszych badanych w pracy wersji chipéow. Kazda komérka tabeli zawiera liczbe
uruchomien algorytmu dla réznych sekwencji DNA, w ktérych algorytm w czasie 60
sekund podal tylko jedno rozwiazanie. W tym przypadku jak juz napisano, algorytm
wciaz zna dokladna liczbe elementéw, ktére musi uzyé ze spektrum (z maksymalnym

mozliwym dla chipu nalozeniem) réwna liczbie elementéw spektrum idealnego.

W tabeli wida¢ do$¢ wyraznie, ze algorytmy dla chipéw nieklasycznych prezentuja
bardzo duza odpornosé¢ na wystepowanie btedéw pozytywnych w spektrum. Zawarty w
kazdym algorytmie nieklasycznym mechanizm weryfikacji pozwala eliminowaé niepra-
widlowe $ciezki w grafie juz na poziomie ich tworzenia z poszczegdlnych wierzchotkéw.
Oczywiscie bledy pozytywne w podzbiorze spektrum odpowiedzialnym za weryfikacje
(Gapped i Alternating Chip) moga powodowaé akceptacje nieprawidlowych rozgalezien,
jest to jednak generalnie rzadko spotykana sytuacja, co tabela 8.7 zdaje si¢ potwierdzac.

Wiyniki dla algorytmoéw nieklasycznych, w warunkach uzycia jeszcze wigkszych chi-
péw (I1 i I1I typu) nie stana sie juz generalnie lepsze, dlatego ostatnie dwie tabele,
odpowiednio 8.8 i 8.9 prezentuja wyniki tylko dla algorytmu operujacego na chipie kla-
sycznym [I1 typu (ponad milion sond na powierzchni). Tabela 8.8 przedstawia liczbe
uruchomien algorytmu (limit 100), w ktérych w ciagu minuty algorytm podat tylko jedno

rozwiazanie, a tabela 8.9 - Srednig liczbe rozwiazan niejednoznacznych.

Na podstawie tabel tych wida¢ wyraznie, ze przy sekwencjonowaniu DNA o dtugosci
powyzej 400 par zasad znacznie zwigksza si¢ prawdopodobienstwo wystapienia rozwiazan
niejednoznacznych. Wciaz nalezy pamietaé, ze méwimy tutaj o przypadkach ograniczenia
czasowego do 60 sekund, w ktérym spora czesé przestrzeni rozwigzan wciaz nie zostala
przeszukana (zwlaszcza w przypadku dluzszych fragmentéw DNA). Wartosci te wiec (tak
jak i $rednie dla algorytmoéw nieklasycznych) moga by¢ wyzsze, nie zmienia to jednak

faktu, ze wyraznie wida¢ tutaj przewage rozwiazan nieklasycznych.
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TABLICA 8.7: Liczba uruchomien algorytméw dla chipéw I typu, dla ktérych algorytm
zwrécil dokladnie jedno rozwiazanie w czasie 60 sekund (bledy pozytywne)

’ Procent btedéw pozytywnych
Dhugosé DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

Chip klasyczny
100 98 | 99 | 99 | 99 100
200 80 | 8 | 79 | &4 83
300 45 | 47 | 54 | 50 46
400 19 | 19 | 21 | 18 19
500 6 2 4 3 3
600 0
700 0 0 0 0 0

Gapped Chip
100 100 | 100 | 100 | 100 | 100
200 100 | 100 | 100 | 100 | 100
300 100 | 100 | 100 | 100 99
400 99 | 100 | 99 | 100 | 100
500 99 | 100 | 100 | 99 100
600 99 | 98 | 100 | 99 100
700 98 | 100 | 98 | 98 95

Alternating Chip
100 100 | 100 | 100 | 100 | 100
200 100 | 100 | 100 | 100 | 100
300 99 | 100 | 100 | 100 | 100
400 100 | 100 | 100 | 100 | 100
500 100 | 100 | 100 | 100 | 100
600 100 | 100 | 100 | 100 99
700 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Binary Chip

100 100 | 100 | 100 | 100 | 100
200 100 | 100 | 100 | 100 | 100
300 100 | 100 | 100 | 100 | 100
400 100 | 100 | 100 | 100 | 100
500 100 | 100 | 100 | 100 | 100
600 100 | 100 | 100 | 100 | 100
700 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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TABLICA 8.8: Liczba uruchomiefi algorytmu klasycznego (chip 117 typu), dla ktérych
algorytm zwrécil dokladnie jedno rozwiazanie w czasie 60 sekund (bledy pozytywne)

‘ Procent btedéw pozytywnych

Dhugosé DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
100 100 | 99 [ 100 [ 100 [ 99
200 99 | 98 | 100 | 100 | 99
300 08 | 99 | 96 | 98 | 99
400 96 | 97 | 96 | 93 | o7
500 89 | 90 | 90 | 95 | 92
600 88 | 84 | 93 | 80 | 88
700 75 | 75| 70 | 8| 76

TABLICA 8.9: Srednia liczba rozwigzan dla algorytmu klasycznego chipu II1 typu
(bledy pozytywne)

‘ Procent btedéw pozytywnych

Dhugosé DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

100
200
300
400
500
600
700

1.00
1.01
1.03
1.04
1.14
1.18
1.46

1.01
1.02
1.03
1.06
1.12
1.27
1.40

1.00
1.00
1.04
1.09
1.13
1.09
1.46

1.00
1.00
1.02
1.11
1.09
1.60
1.54

1.01
1.01
1.01
1.03
1.12
1.31
1.40

8.5 Bledy negatywne w spektrum DNA

Btedy negatywne w spektrum powoduja, ze niemozliwe staje sie natozenie kolejnych ele-

mentoéw Sciezki na siebie na maksymalnej dozwolonej diugoséci. W efekcie musza zostaé

uzyte potaczenia miedzy parami wierzchotkéw, charakteryzujace sie¢ mniejszym nato-

zeniem niz maksymalne. Problemem jest oczywiscie okreSlenie kiedy takie nalozenie

faktycznie powinno nastapi¢ oraz to, jaka wartosé nalozenia (jezeli nie maksymalna) ma

zosta¢ wybrana w przypadku danego wierzchotka. To co daje sie precyzyjnie okresli¢

to limit, powyzej ktorego algorytm przestaje uzywaé polaczen miedzy wierzchotkami

charakteryzujacymi sie mniejszymi nalozeniami. Wynika on z réznicy liczby elementéw

spektrum idealnego i danego. Bledy negatywne wplywajg juz dos¢ znacznie na jako$é

rozwiazan, co wykazg dalsze zestawienia wynikow testéw wszystkich badanych algoryt-

méw. W tabelach 8.10, 8.11, 8.12, 8.13 zaprezentowane zostaly wyniki dla chipéw I typu.

W kazdym polu tabeli, w zaleznoéci od dhugo$ci DNA i procentu bltedéw negatywnych,
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wartosci liczbowe okreslaja w ilu prébach na sto algorytm w ciaggu 60 sekund zwrdcit
jakiekolwiek rozwigzanie oraz ile razy w ciggu minuty bylo to tylko jedno rozwiazanie
(warto$¢ w nawiasie).

TABLICA 8.10: Liczba uruchomien dla chipu klasycznego I typu, dla ktérych algorytm
zwrocil jedno i wiele rozwiazan w czasie 60 sekund (bledy negatywne)

‘ Procent btedéw negatywnych
Dhigos¢ DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
100 100(98) | 98(93) | 99(93) | 97(95) | 95(92)
200 98(59) | 98(69) | 87(69) | 74(58) | 63(52)
300 82(35) | 56(27) | 35(27) | 40(32) | 28(22)
400 58(16) | 25(12) | 18(12) | 10(9) | 15(9)
500 35(17) | 21(4) 8(4) | 11(10) | 6(5)
600 21(9) 3(5) 8(5) 4(2) 3(0)
700 9(5) 4(1) 2(1) 2(0) 1(1)

TABLICA 8.11: Liczba uruchomien dla chipu typu Gapped I typu, dla ktérych algorytm
zwrdcil jedno i wiele rozwiazan w czasie 60 sekund (bledy negatywne)

Procent btedéw negatywnych

Dhugos¢ DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

100 100(100) | 99(94) | 96(94) | 94(93) | 87(86)
200 95(91) | 93(80) | 82(80) | 78(76) | 72(70)
300 91(86) | 79(64) | 66(64) | 64(56) | 61(57)
400 77(71) | 69(52) | 58(52) | 40(32) | 46(37)
500 72(61) | 55(32) | 46(32) | 39(24) | 30(20)
600 56(44) | 44(25) | 31(25) | 29(14) | 23(15)
700 43(30) | 36(15) | 22(15) | 24(11) | 12(9)

Wyraznie widoczna jest réznica skutecznosci chipéw nieklasycznych dla diuzszych
fragmentéw DNA, w szczegdlnoscei jesli chodzi o chip typu Binary (tabela 8.13). Ogra-
niczenie czasowe nie pozwala precyzyjnie okresli¢ ani nawet przyblizy¢, ile rozwigzan
niejednoznacznych algorytm podalby, majac wystarczajaca ilo$é¢ czasu na przeszukanie
calej przestrzeni rozwiazan. Tabela 8.14 pokazuje $rednig liczbe rozwigzan dla danego
spektrum i danych parametréw testu. Widaé ogdlna tendencje, ze w tym samym za-
kresie czasu w stu prébach dla kazdej badanej dlugo$ci DNA i dla danego procentu
bledéw negatywnych, algorytmy nieklasyczne zwracaja mniejsza liczbe rozwiagzan nie-

jednoznacznych, niz ich klasyczny odpowiednik.
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TABLICA 8.12: Liczba uruchomien dla chipu typu Alternating I typu, dla ktérych
algorytm zwrécil jedno i wiele rozwiazan w czasie 60 sekund (bledy negatywne)

Procent btedéw negatywnych
Dlugos¢ DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
100 100(100) | 97(94) | 94(94) | 94(94) | 88(85)
200 98(98) | 92(83) | 86(83) | 89(88) | 74(70)
300 91(91) | 90(77) | 80(77) | 72(66) | 52(49)
400 78(77) | 80(62) | 65(62) | 43(41) | 35(30)
500 72(69) | 61(24) | 26(24) | 14(12) | 6(6)
600 65(62) 36(9) 9(9) 7(7) 4(4)
700 48(45) 17(7) | 10(7) 2(2) 2(1)

TABLICA 8.13: Liczba uruchomien dla chipu typu Binary I typu, dla ktérych algorytm
zwrécil jedno i wiele rozwiazan w czasie 60 sekund (bledy negatywne)

Procent btedéw negatywnych

Dlugos¢ DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

100 100(99) | 97(97) | 97(97) | 91(91) | 86(86)
200 99(99) | 96(86) | 86(86) | 94(94) | 84(84)
300 96(95) | 92(86) | 87(86) | 82(82) | 80(80)
400 94(94) | 90(82) | 83(82) | 76(76) | 69(69)
500 90(89) | 76(71) | 72(71) | 61(60) | 45(43)
600 85(85) | 69(59) | 60(59) | 55(51) | 29(27)
700 76(76) | 58(42) | 43(42) | 30(30) | 20(19)

Z tabeli 8.14 oraz czterech tabel poprzednich (8.10, 8.11, 8.12, 8.13) widaé, ze wraz ze
wzrostem liczby bledéw negatywnych, oraz zwiekszaniem sie dlugosci sekwencji DNA,
rosnie prawdopodobienstwo wystapienia rozwiazan niejednoznacznych. Jest ono jednak
zasadniczo mniejsze w przypadku algorytméw operujacych na nieklasycznych spektrach,
jak zostalo juz teoretycznie przewidziane w sekcjach dotyczacych opisu odpowiednich
chipéw, oraz w opisie mechanizméw weryfikacji zawartych w samych algorytmach. Na
osobna uwage zastuguje ostatni wiersz sekcji tabeli dotyczacej chipu klasycznego. Ma
on dos$¢ niezwykle wyniki, z ktérych mogtoby wynikaé, ze przy bardzo duzych sekwen-
cjach liczba rozwiazan niejednoznacznych maleje, lub przynajmniej przestaje narastac.
Bytaby to jednak nieprawidlowa interpretacja. Powody tego typu odchylen wyjasnia ta-
bela 8.10, w ktérej przedstawiono liczbe préb zakonczonych podaniem przez algorytm
jakiegokolwiek rozwiazania oraz (warto$¢ w nawiasie) liczba préb, w ktérych w ciagu
minuty algorytm podal tylko jedno rozwiazanie. Réznica miedzy tymi wartosciami to

faktyczna liczba instancji, dla ktérych algorytm zwrécit wiecej niz jedno rozwigzanie.



Rozdzial 8.

146

TABLICA 8.14: Srednia liczba rozwiazan niejednoznacznych dla chipéw I typu (bledy

negatywne)

Procent btedéw negatywnych

Dlugos¢ DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

Chip klasyczny

100 1.02 | 1.10 | 1.10 | 1.02 | 1.07
200 1.94 | 1.50 | 1.33 | 1.39 1.25
300 3.41 1200|145 | 1.32 | 1.28
400 5.67 | 1.36 | 1.38 | 1.10 | 1.73
500 2.71 | 1.57 | 2.87 | 1.18 | 6.83
600 5.09 | 1.66 | 2.75 | 2.25 | 18.00
700 2.22 | 1.00 | 1.50 | 14.00 | 1.00
Gapped Chip
100 1.00 | 1.01 | 1.02 | 1.01 1.02
200 1.04 | 1.04 | 1.02 | 1.06 1.30
300 1.06 | 1.10 | 1.03 | 1.17 | 1.06
400 1.12 | 147 | 1.17 | 114 1.30
500 1.23 | 1.14 | 1.69 | 2.53 1.56
600 1.23 | 1.38 | 1.25 | 5.65 | 2.08
700 141 | 436 | 1.77 | 2.25 | 1.58
Alternating Chip
100 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.05
200 1.00 | 1.02 | 1.03 | 1.01 | 1.10
300 1.00 | 1.04 | 1.10 | 1.11 1.05
400 1.01 | 1.06 | 1.06 | 1.13 1.25
500 1.04 | 1.03 | 1.11 | 1.21 1.00
600 1.06 | 1.02 | 1.00 | 1.00 | 1.00
700 1.06 | 1.05 | 2.00 | 1.00 | 1.50
Binary Chip
100 1.01 | 1.02 | 1.00 | 1.00 1.00
200 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
300 1.01 | 1.00 | 1.02 | 1.00 1.00
400 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.00 | 1.00
500 1.01 | 1.01 | 1.01 | 1.01 1.04
600 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.07 | 1.13
700 1.00 | 1.01 | 1.09 | 1.00 | 1.05
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Jedli ta roznica jest niewielka, wplyw na wartos¢ sredniej jest odpowiednio mniejszy.
Widaé, ze liczba prob zakonczonych wieloma rozwigzaniami maleje wraz ze wzrostem
dhugosci DNA i liczby bledéw negatywnych. Drugim powodem, ktory odpowiada za opi-
sany wladnie fakt oraz za niezwyklosé omawianego wiersza tabeli 8.14 jest to, ze wraz ze
wzrostem tych wartosci, rosnie przestrzen rozwiazan, ktéra algorytm musi przeszukac.
Oznacza to, ze maleje prawdopodobienstwo podania jakiegokolwiek rozwiazania w tak
krotkim czasie jak 60 sekund, a jeli juz to nastepuje, trudno takie instancje z uwagi
na ich niewielka ilo§¢ w zbiorze préb uznaé za reprezentacyjne. Dlatego jest do$¢ oczy-
wistym, ze w przypadku zwiekszenia czasu obliczen liczba rozwigzan niejednoznacznych
wzrodnie.

Jak juz w niniejszym rozdziale wspominano, 60 sekund na jedna prébe algorytmu
to czas wyjatkowo krétki. Z drugiej jednak strony dla instancji z dlugim tancuchem
DNA i duza iloscia bltedéw negatywnych, czas na przeszukanie przestrzeni rozwigzan
jest trudny do okredlenia. W duzym przyblizeniu jednak mierzony nawet nie w godzi-
nach lub dniach, lecz wrecz w tygodniach ciaglego przeszukiwania. Ograniczenie tego
czasu do niewielkiego utamka ma oczywisty wplyw na jako$é prezentowanych tutaj wy-
nikéw. Rekompensowane jest to liczbg prob, co pozwala obserwowaé¢ ogdlne trendy i
zasady zachowania si¢ algorytmoéw z punktu widzenia ich efektywnosci, w zaleznosci od
danych wejsciowych. Badania dotyczace przypadkéw, w ktorych czas obliczen nie byl
tak drastycznie ograniczany zostang przedstawione dalej w pracy.

Nalezy tu zaznaczy¢ pewng istotng rzecz zwiazang z wczeséniej zdefiniowanym i opisa-
nym tzw. prawdopodobienstwem rozgatezien. Wzory i wyliczenia przytoczone z artykutu
[40] w odpowiednich podrozdziatach dotyczacych zaproponowanych algorytméw niekla-
sycznych nie dotycza przypadkéw, w ktorych wystepuja btedy hybrydyzacji. Maja one
wartos¢ teoretyczna, pozwalajaca oceniaé praktyczng skuteczno$é¢ zaproponowanych w
artykule chipéw nieklasycznych w stosunku do podejscia klasycznego. Nie okreslaja one
jednak nawet przyblizonych wartosci efektywnosci chipéw dla przypadkéw z réznymi ro-
dzajami btedéw i z réznym procentem ich wystepowania w stosunku do catego spektrum
DNA. Rozsadne jest przyjecie zatozenia, ze przy tych samych wartosciach okreslajacych
dhugosé DNA i liczbe btedow, chipy nieklasyczne beda radzié sobie lepiej niz ich kla-
syczny odpowiednik. Nie ma jednak teoretycznych obliczen dotyczacych tejze skutecz-
nosci. Mozemy o niej méwié¢ na podstawie prezentowanych w niniejszej pracy wynikow
testow.

Tabele 8.15, 8.16, 8.17 oraz 8.18 przedstawiaja wyniki testow dla chipéw II typu.
Jak poprzednio pierwsza warto$¢ pokazuje liczbe préb, w ktorych w 60 sekund algorytm
wygenerowal przynajmniej jedno rozwigzanie, w nawiasie natomiast podana jest liczba

préb, w ktorych byto to tylko jedno rozwiazanie.
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TABLICA 8.15: Liczba uruchomien na 100, dla chipu klasycznego 11 typu, dla ktérych
algorytm zwrdécil jedno i wiele rozwiazan w czasie 60 sekund (bledy negatywne)

‘ Procent btedéw negatywnych
Dhigos¢ DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
100 100(98) | 96(94) | 96(94) | 96(94) | 98(97)
200 100(94) | 97(83) | 86(83) | 80(79) | 76(72)
300 93(78) | 81(61) | 66(61) | 52(49) | 52(47)
400 78(60) | 61(38) | 39(38) | 40(38) | 28(28)
500 53(36) | 26(26) | 26(26) | 21(18) | 21(20)
600 36(25) | 19(12) | 14(12) | 12(12) | 12(11)
700 24(16) | 11(11) | 12(11) | 5(5) | 5(5)

TABLICA 8.16: Liczba uruchomien na 100, dla chipu typu Gapped I1 typu, dla ktérych
algorytm zwrdécil jedno i wiele rozwiazan w czasie 60 sekund (bledy negatywne)

Procent btedéw negatywnych

Dhigos¢ DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

100 100(99) | 99(93) | 95(93) | 95(94) | 92(91)
200 99(97) | 93(84) | 84(84) | 84(84) | 83(83)
300 94(93) | 86(77) | 77(77) | 73(72) | 80(78)
400 93(91) | 73(69) | 70(69) | 67(64) | 63(60)
500 81(81) | 80(61) | 61(61) | 59(57) | 51(49)
600 70(69) | 55(48) | 52(48) | 62(56) | 52(46)
700 71(68) | 50(39) | 44(39) | 48(46) | 38(36)

TABLICA 8.17: Liczba uruchomien na 100, dla chipu typu Alternating I typu, dla
ktorych algorytm zwrdcil jedno i wiele rozwiazan w czasie 60 sekund (bledy negatywne)

Procent btedéw negatywnych
Dhugos¢ DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
100 100(100) | 99(97) ) )
200 99(99) (89) | 89(89) | 92(89) | 85(83)
300 92(90) (85) | 85(85) | 86(84) | 74(72)
400 89(89) | 87(84) | 85(84) | 63(60) | 56(52)
(84) (69) | 70(69) | 54(53) | 45(45)
(78) (44) | 48(44) | 28(28) | 27(24)
(70) (35) | 35(35) | 32(30) | 19(19)

500 85
600 78(78
700 70(70
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TABLICA 8.18: Liczba uruchomien na 100, dla chipu typu Binary IT typu, dla ktérych
algorytm zwrécil jedno i wiele rozwiazan w czasie 60 sekund (bledy negatywne)

Procent btedéw negatywnych

Dlugos¢ DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

100 100(100) | 95(95) | 96(95) | 96(96) | 85(84)
200 99(99) | 93(93) | 93(93) | 82(81) | 88(87)
300 99(99) | 95(92) | 93(92) | 87(87) | 79(78)
400 93(91) | 95(85) | 85(85) | 83(82) | 78(78)
500 92(92) | 80(74) | 75(74) | T7(76) | T7(77)
600 87(86) | 81(76) | 77(76) | 68(67) | 66(65)
700 82(82) | 75(77) | T7(77) | 76(74) | 61(60)

Tutaj réwniez widaé przewage algorytméw nieklasycznych, a szczegdlnie widoczna jest

ona w przypadku chipu typu Binary.

8.6 Wszystkie rodzaje bledéw w spektrum DNA

W tym podrozdziale przedstawione zostang testy, w ramach ktérych w spektrach DNA
znajduja sie oba rodzaje btedéw hybrydyzacji. Jest to najtrudniejszy przypadek dla al-
gorytmu, niestety najbardziej realistyczny z punktu widzenia metody sekwencjonowania
przez hybrydyzacje. W poprzednich przypadkach, kiedy bledy negatywne i pozytywne
nie wystepuja razem, algorytm mogt precyzyjnie obliczy¢ limit wierzchotkow, ktére jesz-
cze nalezy odwiedzi¢ poprzez nalozenie mniejsze niz maksymalne tak, aby zrekonstru-
owaé¢ DNA o danej dtugoéci. W przypadku wystepowania tylko bledéw pozytywnych
nalezy uzy¢ wierzchotkéw w liczbie réwnej licznosci spektrum idealnego, przy czym tylko
wierzcholtki z maksymalnym natozeniem sa brane pod uwage. W przypadku btedéw ne-
gatywnych znany jest maksymalny limit uzycia nalozen mniejszych niz maksymalne,
aby otrzymaé¢ DNA o odpowiedniej dtugoéci. Opisywany w tym podrozdziale przypadek
obu rodzajow bledéw w spektrum jest trudny takze pod tym wzgledem, ze nie mozna
precyzyjnie okredli¢ liczby wierzchotkéw, ktére musza by¢ odwiedzone. Wartosé ta musi
byé okreslona w przyblizeniu. Bez niej przestrzen rozwiazan zwieksza sie, poniewaz al-
gorytm testuje wszystkie potaczenia wychodzace z kazdego wierzchotka, niezaleznie od
tego ile razy uzyl juz nalozen mniejszych niz maksymalne (czyli innymi stowy ile bledéw
negatywnych juz do tej pory "naprawil” w rekonstruowanej sekwencji / $ciezce). Testo-
wanie wszystkich takich potaczen bytoby wiec skrajnie nieefektywne z punktu widzenia

czasu obliczen.
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8.6.1 Skutecznosé¢ algorytmoéw dla obu rodzajow bledéw oraz porow-

nanie z przypadkiem bledéw negatywnych

W niniejszym podrozdziale przedstawione zostang tabele wynikéw, w ktérych zapre-
zentowane zostang trzy wartosci reprezentujace hipotetyczny limit bltedéw negatywnych
przyjetych przez algorytm. Wartosci te to 10%, 15% oraz 20% bledéw w stosunku do
liczby elementéw spektrum idealnego. Sg to wartosci okreslajace maksymalny limit uzy-
cia natozen mniejszych niz maksymalne dla dwéch wierzchotkow. Rzeczywista liczba
btedéw w danych przypadkach pozostaje taka sama jak w poprzednich sekcjach, zmie-
niajac sie od 1% do 5% liczby elementéw spektrum idealnego. Taka liczba elementéw
jest losowo zabierana ze spektrum, taka tez liczba nieprawidlowych elementéw (btedéw
pozytywnych) jest dodawana do spektrum zanim dany algorytm rozpocznie proces po-
szukiwania DNA. Limit, o ktérym mowa w tym podrozdziale, ma tez bezpos$redni wpltyw
na minimalna liczbe wierzchotkéw, ktéra musi zostaé uzyta, aby algorytm zaakceptowat
rozwigzanie jako dopuszczalne. Tak na przyklad dla limitu réwnego 10% algorytm ak-
ceptuje te rekonstrukcje DNA, do ktérych budowy uzyt od 90% (do maksymalnie 100%)
liczby elementow spektrum idealnego. Innymi stowy limit ten reprezentuje hipotetyczna
maksymalng liczbe bledéw negatywnych, ktéra moze lecz nie musi zawieraé¢ spektrum.

Dos¢ interesujacym wydaje sie poréwnanie wynikow dla przypadkow z wszystkimi ro-
dzajami btedéw w spektrum, przy réznych limitach ograniczajacych prace algorytmoéw,
z przypadkiem, kiedy wystepuja tylko bledy negatywne opisane w poprzedniej sekcji.
W przedstawionych tutaj tabelach podane zostang zbiorcze wyniki dla algorytmu chipu
klasycznego oraz zaproponowanych algorytmoéow dla chipow nieklasycznych.

Trzy sekcje tabeli odpowiadaja zbiorczym wynikom dla tych samych dlugosci DNA.
Kazda z nich jest podzielona na cztery wiersze, gdzie pierwszy zawsze dotyczy wynikéw
dla przypadku, w ktérym w spektrum sg tylko i wytacznie btedy negatywne. Kolejne trzy
to opisane juz przypadki, kiedy oba rodzaje btedéw wystepuja jednoczesnie. Przyjeto
dla nich trzy opisane juz limity bledow, ktére przyjmuje algorytm przed rozpoczeciem

rekonstrukcji. Kazda komoérka zawiera trzy liczby:

1) pierwsza wartosé to liczba przypadkéw na 100, w ktérych algorytm przed uplywem

60 sekund podal jakiekolwiek rozwiazanie;

2) warto$¢ druga w zwyklym nawiasie to opisywana juz wczesniej liczba przypadkéw,

w ktorych w ciagu 60 sekund algorytm podat tylko jedno rozwiazanie;

3) trzecia wartos¢ podana w nawiasie kwadratowym to liczba przypadkéw, w kto-
rych w zbiorze rozwigzan po 60 sekundach algorytm podal rozwiazanie bedace

prawidlowa sekwencja DNA.
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Trzecia wartos¢ jest mozliwa do ustalenia, poniewaz w przeciwienstwie do normalnego
laboratoryjnego sekwencjonowania DNA, dysponujemy wiedzg o oryginalnej sekwencji,
ktérg algorytm ma odtworzyé. Dzieki temu mozliwe jest ustalenie czy sekwencja lub
zbidor sekwencji, ktore podal algorytm po uplywie ustalonego czasu, jest identyczna z
badanym w danym przypadku DNA (lub czy zbiér rozwiazan je zawiera). Wartosé ta
jest szczegllnie interesujaca w kontekscie bardzo ograniczonego czasu obliczen. Pomimo
przeszukania w niektérych wypadkach niewielkiego utamka dostepnej przestrzeni roz-
wiazan, algorytm bardzo czesto natrafia na prawidlowe rozwiazanie. Druga tabela w

zestawieniach prezentowaé bedzie zbiorcze wartosci sredniej liczby rozwiazan.

8.6.1.1 Chip klasyczny

W tabelach 8.19, 8.20, 8.21 oraz 8.22 przedstawiono wyniki testow algorytmu dla DNA
o dlugosciach 300, 500 oraz 700 nukleotydéw. Tabela 8.19 prezentuje wyniki dla chipu
klasycznego I typu. Poza nawiasem podano liczbe préb na 100, w ktérych algorytm w 60
sekund znalazt dowolny tancuch DNA, w nawiasie zwyktym liczbe prob z tylko jednym
rozwigzaniem w zadanym czasie, w nawiasie kwadratowym - liczbe préb, w ktérych w
zbiorze rozwigzan dopuszczalnych znalazto si¢ prawidtowe badane DNA. Tabela 8.20

prezentuje Srednia liczbe rozwiazan znalezionych w ciagu minuty.

Jak widaé z tabel 8.19 i 8.20 najmniejszy z rozpatrywanych tutaj chipow klasycznych
nie nadaje sie do sekwencjonowania dtugich fragmentéw DNA, zakladajac obecnosé ble-
déw hybrydyzacji. Szansa na jednoznaczne rozwiagzanie jest w zasadzie zerowa, a liczba
rozwiazan niejednoznacznych juz w ciaggu minuty osiaga wartos¢ kilkudziesieciu sekwen-
cji. Dlatego tez identyczne testy przeprowadzono dla chipu I11 typu. W tabelach 8.21
i 8.22 zaprezentowano wyniki dla najwiekszego chipu klasycznego, analogicznie do juz

przedstawionych w dwoch poprzednich tabelach.

Ciekawe jest porownanie skutecznosci algorytmu dla przypadku tylko z bledami nega-
tywnymi (pierwszy wiersz kazdej z trzech sekcji) do pozostatych, w ktérych algorytm nie
wie ile btedéw rzeczywiscie wystepuje. Algorytm dla btedéw negatywnych w ciggu mi-
nuty ma mniejszg szanse podania jakiegokolwiek rozwiazania, jednak ich jakosé¢ jest zde-
cydowanie lepsza. Prawdopodobienistwo wystapienia rozwigzan niejednoznacznych jest
o wiele nizsze, poza tym nawet w tak ograniczonym czasie istnieje szansa na odszukanie

prawidtowej sekwencji.
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TaBLICA 8.19: Chip klasyczny I typu, zestawienie zbiorcze wynikéw prob z jednym,
wieloma oraz prawidlowym rozwigzaniem

‘ Procent btedéw hybrydyzacji
| Dlugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% 5%
DNA 300bp, bledy negatywne oraz limity
300 (neg) 82(35)[71] | 56(34)[38] | 35(27)[13] | 40(32)[21] 28(22)[ 4]
300 (10%) 100(1)[11] | 100(0)[7] | 100(2)[9] | 100(0)[5] 98(1)[8]
300 (15%) 100(1)[11] | 100(0)[7] | 100(2)[9] | 100(0)[5] | 100(1)[8]
300 (20%) 100(1)[7] | 100(2)[16] | 100(2)[13] | 100(0)[4] | 100(1)[12]
DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity
500 (neg) 35(17)[4] | 21(14)[1] 8(4)[0] 11(10)[0] 6(5)[0]
500 (10%) 100(0)[0] | 100(1)[0] | 100(0)[1] | 100(0)[0] 98(0)[0]
500 (15%) 100(0)[0] | 100(1)[0] | 100(0)[1] | 100(0)[0] | 100(0)[0]
500 (20%) 100(0)[0] | 100(1)[0] | 100(0)[0] | 100(1)[0] | 100(0)[0]
DNA 700bp, btedy negatywne oraz limity
700 (neg) 9(5)[0] 4(4)[0] 2(1)[0] 2(0)[0] 1(1)[o]
700 (10%) 100(0)[0] | 100(0)[0] | 100(0)[0] | 100(0)[0] 99(0)[0]
700 (15%) 100(0)[0] | 100(0)[0] | 100(0)[0] | 100(0)[0] | 100(0)[0]
700 (20%) 100(0)[0] | 100(0)[0] | 100(0)[0] | 100(0)[0] | 100(0)[0]

TABLICA 8.20: Chip klasyczny I typu, zestawienie zbiorcze $redniej liczby rozwiazan
dla réznych wartosci limitu btedéw

‘ Procent btedéw hybrydyzacji

Dlugosé DNA (limit)

| 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

DNA 300bp, btedy negatywne oraz limity

300 (neg) 34 20| 14]13] 13
300 (10%) 27.8 | 28.2 | 33.0 | 38.2 | 33.6
300 (15%) 25.3 | 31.1 | 34.7 | 50.4 | 53.9
300 (20%) 23.9 | 31.5 | 24.6 | 44.2 | 444
DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity
500 (neg) 27 | 16 | 290 | 12 | 658
500 (10%) 29.3 | 47.1 | 42.9 | 54.7 | 69.6
500 (15%) 57.8 | 39.0 | 50.4 | 58.8 | 74.8
500 (20%) 26.0 | 45.0 | 47.0 | 62.8 | 66.7
DNA 700bp, bledy negatywne oraz limity
700 (neg) 22 | 1.0 | 1.5 | 140 | 1.0
700 (10%) 32.7141.1 | 76.3 | 57.9 | 85.6
700 (15%) 34.1 | 454 | 74.6 | 80.7 | 94.2
700 (20%) 24.9 | 54.0 | 66.8 | 88.6 | 91.0
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TABLICA 8.21: Chip klasyczny 111 typu, zestawienie zbiorcze wynikéw préb z jednym,
wieloma oraz prawidlowym rozwigzaniem

’ Procent btedéw hybrydyzacji

| Diugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

DNA 300bp, bledy negatywne oraz limity

300 (neg) 95(91)[95] | 85(80)[82] | 70(68)[69] | 72(72)[71] | 71(71)[70]

300 (10%) 88(65)[67] | 78(63)[60] | 84(64)[65] | 84(58)[60] | 78(58)[55]

300 (15%) 93(64)[75] | 81(53)[59] | 86(67)[71] | 89(58)[64] | 90(68)[66]

300 (20%) 91(66)[78] | 80(54)[56] | 85(66)[61] | 78(57)[60] | 87(68)[64]
DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity

500 (neg) 63(57)[59] | 52(51)[49] | 43(40)[41] | 47(46)[45] | 40(40)[39]

500 (10%) 82(67)[41] | 78(52)[38] | 68(52)[37] | 65(46)[27] | 73(49)[43]

500 (15%) 79(49)[42] | 73(57)[44] | 80(56)[34] | 64(51)[34] | 69(51)[34]

500 (20%) 81(63)[42] | 67(45)[41] | 70(56)[36] | 72(51)[35] | 68(53)[31]
DNA 700bp, btedy negatywne oraz limity

700 (neg) 42(38)[33] | 27(26)[21] | 24(24)[19] | 24(23)[20] | 20(20)[18]

700 (10%) 76(56)[21] | 76(59)[21] | 63(43)[24] | 52(36)[15] | 59(37)[17]

700 (15%) 72(53)[25] | 67(46)[25] | 60(44)[21] | 63(46)[16] | 66(52)[19]

700 (20%) 74(55)[22] | 63(45)[24] | 58(43)[19] | 62(47)[16] | 55(38)[17]

TABLICA 8.22: Chip klasyczny 11 typu, zestawienie zbiorcze sredniej liczby rozwiazan
dla réznych wartosci limitu btedéw

Procent btedéw hybrydyzacji

| Diugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
DNA 300bp, btedy negatywne oraz limity

300 (neg) 1.05 | 1.05 | 1.020 | 1.00 | 1.00

300 (10%) 257 1.62 | 1.71 | 2.98 | 1.65

300 (15%) 1.60 | 2.12 1.51 | 2.32 | 1.63

300 (20%) 1.43 | 3.80 | 1.36 | 1.67 | 1.63
DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity

500 (neg) 1.15 | 1.010 | 2.09 | 1.02 | 1.00

500 (10%) 1.21 | 1.88 1.63 | 1.92 | 4.24

500 (15%) 2.24 | 1.34 1.71 | 1.92 | 1.55

500 (20%) 1.96 | 2.17 2.28 | 1.55 | 1.97
DNA 700bp, bledy negatywne oraz limity

700 (neg) 1.09 | 1.03 | 1.00 | 1.04 | 1.00

700 (10%) 1.48 | 1.38 | 3.36 | 1.38 | 3.35

700 (15%) 1.69 | 1.91 | 2.50 | 2.38 | 2.09

700 (20%) 1.89 | 2.53 | 3.63 | 1.72 | 1.70
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8.6.1.2 Gapped Chip

W tabeli 8.23 przedstawione zostato podobne zestawienie dla chipu typu Gapped, tak
jak poprzednio dla algorytmu chipu klasycznego. To co rzuca sie¢ w oczy to pordwna-
nie jakosci rozwigzan w przypadku tylko z bledami negatywnymi z pozostalymi, gdzie
przyjeto hipotetyczny limit btedéw z braku mozliwosci jego precyzyjnego ustalenia. Po-
niewaz algorytm dla btedéw negatywnych musi znalezé rozwiazanie zawierajace wszyst-
kie elementy spektrum, nie powinno dziwié¢, ze znajduje on w tym samym czasie mniej
rozwiazan co w innych przedstawionych przypadkach, gdzie dopuszczalnoéé znalezionych
rekonstrukeji jest o wiele mniej restrykcyjna. Kolejna réznica w stosunku do przypadkéow
z obydwoma rodzajami bltedéw jest stosunek liczby préb z rozwigzaniem, do liczby préb
z rozwigzaniem jednoznacznym. Widac¢ ze wartoéci te sa do siebie o wiele bardziej zbli-
zone wlaénie w przypadku wystepowania tylko i wylacznie btedéw negatywnych. Dosé
interesujaco prezentuje sie takze trzecia warto$¢ - liczba prob, w ktérych w zbiorze roz-
wiazan znajdowalo si¢ badane DNA. Na przyktad dla DNA o dlugosci 700 par zasad
i 1% bledéw w spektrum, w przypadku tylko bltedéw negatywnych na 43 préby z roz-
wiazaniem, 30 zakonczylo sie podaniem rozwiazan jednoznacznych (w zadanym czasie),
lecz w 41 na 43 w zbiorze rozwiazan wystepowalo oryginalne DNA. Juz dla przypadku z
najnizszym limitem 10%, kiedy w spektrum obecne sg oba rodzaje bledéw hybrydyzacji,
algorytm w ciagu minuty podal rozwiazania w co prawda az 81 przypadkach, lecz tylko
w 33 byly to rozwiazania jednoznaczne, a na 81 préb tylko w 37 w zbiorze rozwiazan
znalazto sie badane DNA. Oczywiscie rozwigzania niejednoznaczne utrudniajg szybkie
sekwencjonowania metoda SBH, lecz interesujacy jest fakt, ze dla algorytméw i chipéw
nieklasycznych w wielu przypadkach bardzo szybko mozliwe jest uzyskanie prawidlowej
sekwencji DNA, jako rozwiagzania jednoznacznego w zadanym czasie, ale takze w zbiorze
wielu rozwiazan dopuszczalnych. Oczywiscie najlepszy stosunek tychze trzech podanych
w kazdej komoérce tabeli wartosci wystepuje w przypadku tylko z btedami negatywnymi.
Druga z tabel (8.24) przedstawia srednia liczbe rozwiazan dla algorytmu chipu Gapped
I typu.

7 tabeli 8.25 do$¢ wyraznie widaé¢, ze réznica miedzy prébami z jakimkolwiek roz-
wigzaniem a rozwigzaniami niejednoznacznymi jest bardzo niewielka, przynajmniej w
czasie pierwszych 60 sekund. Wartosci Sredniej liczby rozwiazan (tabela 8.26) dla chipu
typu Gapped w omawianym tescie oscyluja miedzy 1.00 a 1.50, przy czym wplyw limitu
na ich wielko$¢ jest raczej trudny do ustalenia z uwagi na znaczny wplyw ograniczenia
czasowego. Dla 60 sekund powoduje on, ze algorytm nie ma czasu na wyszukanie wielu
rozwiazan niejednoznacznych (jesli w ogéle jakies podaje w zadanym czasie). Poréwnujac
z analogiczng tabelg dla chipu klasycznego (tabela 8.22) widaé¢ do$é wyraznie, ze w tym

samym czasie liczba prob z rozwigzaniami niejednoznacznymi w stosunku do wszystkich
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TABLICA 8.23: Chip typu Gapped I typu, zestawienie zbiorcze wynikoéw prob z jednym,
wieloma oraz prawidlowym rozwigzaniem

‘ Procent btedéw hybrydyzacji

| Dlugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

DNA 300bp, bledy negatywne oraz limity

300 (neg) 91(86)[91] | 79(72)[79] 66(64) [66] | 64(56)[63] | 61(57)[59]

300 (10%) 91(58)[76] | 82(54)[75] | 73(37)[59] | 67(33)[62] | 58(44)[54]

300 (15%) 98(57)[88] | 84(41)[69] | 81(35)[57] | 72(46)[57] | 74(44)[54]

300 (20%) 100(47)[82] | 91(51)[78] | 84(48)[64] | 80(45)[51] | 77(39)[52]
DNA 500bp, btedy negatywne oraz limity

500 (neg) 72(61)[71] | 55(48)[52] | 46(32)[41] | 39(24)[37] | 30(20)[28]

500 (10%) 87(54)[55] | 71(39)[46] | 61(33)[39] | 48(29)[34] | 29(16)[24]

500 (15%) 82(46)[55] | 75(32)[39] | 72(32)[36] | 75(37)[29] | 55(29)[25]

500 (20%) 95(56)[69] | 80(44)[44] | 79(28)[31] | 78(33)[35] | 71(30)[20]
DNA 700bp, btedy negatywne oraz limity

700 (neg) 43(30)[41] | 36(21)[36] | 22(15)[16] | 24(11)[14] | 12(9)]6]

700 (10%) 81(33)[37] 1(30)[26] (14)[14] 40(16)[17] | 10(5)[6]

700 (15%) 82(44)[40] | 85(38)[20] | 84(29)[21] | 59(24)[14] | 48(21)[11]

700 (20%) 91(42)[37] | 83(31)[25] | 87(31)[27] | 82(23)[16] | 73(16)[8]

TABLICA 8.24: Chip typu Gapped I typu, zestawienie zbiorcze Sredniej liczby rozwiazan
dla réznych wartosci limitu btedéw

Procent btedéw hybrydyzacji
| Diugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
DNA 300bp, btedy negatywne oraz limity
300 (neg) 1.06 | 1.10 | 1.03 | 1.17 | 1.06
300 (10%) 1.63 | 1.52 | 1.93 | 2.00 | 4.58
300 (15%) 4.55 1 3.21 | 344 | 2.01 | 1.74
300 (20%) 2.26 | 2.06 | 3.26 | 10.6 | 6.02
DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity
500 (neg) 1.23 | 1.14 | 1.69 | 2.53 | 1.56
500 (10%) 5.03 | 2.36 | 2.81 | 2.85 | 2.62
500 (15%) 1.98 | 5.64 | 4.97 | 3.96 | 6.32
500 (20%) 3.30 | 4.33 | 4.30 | 6.66 | 7.19
DNA 700bp, bledy negatywne oraz limity
700 (neg) 1.41 | 4.36 | 1.77 | 2.25 | 1.58
700 (10%) 3.74 | 2.09 | 2.97 | 3.60 | 1.70
700 (15%) 2.32 1 4.04 | 4.57 | 4.06 | 4.39
700 (20%) 3.18 | 5.50 | 8.21 | 6.95 | 12.00
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préb zakonczonych znalezieniem choé¢ jednego DNA jest jednak znacznie mniejsza dla
chipu Gapped. Innymi stowy w ciagu 60 sekund niekoniecznie mozna poznaé rozwia-
zanie, jednak jesli juz to nastepuje jest to prawdopodobnie rozwiazanie jednoznaczne,
z prawidlowa sekwencja DNA podang jako wynik. Tak szybkie odnajdywanie prawi-
dlowej sekwencji jest zastuga konstrukeji chipu nieklasycznego, a dzieki niej mozliwosci
weryfikowania wierzcholtkéw na etapie tworzenia $ciezki. Dzieki temu nieprawidtowe roz-
galezienia sa unikane, lub bardzo szybko algorytm wraca z nich na Sciezke ” prawidtows”.
Poniewaz kolejno$é¢ utozenia wierzchotkéw w zbiorze ma wplyw na kolejno$¢ uktadania
listy wierzchotkéw do odwiedzenia w danym kroku, dla jakosci prezentowanych rozwig-
zan bardzo wazne byto jak najdokladniejsze wymieszanie elementéw spektrum przed, a
takze po uwzglednieniu danego limitu btedéw. Zostalo to juz podkreslone wczedniej, w
podrozdziale opisujacym szczegdly przeprowadzania testow.

TaBLICA 8.25: Chip typu Gapped III typu, zestawienie zbiorcze wynikow préb z
jednym, wieloma oraz prawidlowym rozwiazaniem

‘ Procent btedéw hybrydyzacji

Dlugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

DNA 300bp, btedy negatywne oraz limity

300 (neg) 95(94)[95] | 86(84)[86] | 86(85)[85] | 83(81)[83] | 81(80)[81]
300 (10%) 94(91)[92] | 86(80)[85] | 81(76)[80] | 88(85)[87] | 70(67)[70]
300 (15%) 92(89)[92] | 86(80)[85] | 93(83)[92] | 80(76)[76] | 69(65)[67]
300 (20%) 88(84)[87] | 91(88)[90] | 87(82)[86] | 83(77)[82] | 75(66)[74]
DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity
500 (neg) 92(91)[92] | 77(7TT)[77] | T4(74)[74] | 66(65)[64] | 68(68)[68]
500 (10%) 89(85)[88] | 76(74)[76] | 66(60)[64] | 70(68)[68] | 67(65)[63]
500 (15%) 90(88)[88] | 84(82)[82] | 69(64)[68] | 72(69)[70] | 64(63)[61]
500 (20%) 86(83)[86] | 78(73)[76] | 72(71)[69] | 69(63)[68] | 65(61)[64]
DNA 700bp, bledy negatywne oraz limity
700 (neg) 85(83)[85] | 70(70)[70] | 58(58)[58] | 59(56)[58] | 58(58)[57]
700 (10%) 67(63)[66] | 69(66)[68] | 65(63)[64] | 63(58)[61] | 60(58)[60]
700 (15%) 74(63)[72] | 65(61)[65] | 63(60)[62] | 60(57)[58] | 58(54)[56]
700 (20%) 71(67)[70] | 63(55)[59] | 62(60)[62] | 56(54)[56] | 50(47)[46]
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TaBLICA 8.26: Chip typu Gapped 1] typu, zestawienie zbiorcze $redniej liczby roz-
wigzan dla réznych wartosci limitu btedéw

Procent btedow hybrydyzacji
| Diugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
DNA 300bp, btedy negatywne oraz limity

300 (neg) 1.01 | 1.02 | 1.01 | 1.04 | 1.01
300 (10%) 1.03 | 1.12 | 1.23 | 1.37 | 1.48
300 (15%) 1.03 | 1.10 | 1.68 | 1.05 | 1.10
300 (20%) 1.10 | 1.04 | 1.09 | 1.10 | 1.17

DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity

500 (neg) 1.02 | 1.00 | 1.00 | 1.25 | 1.00
500 (10%) 1.04 | 1.05 | 1.22 | 1.20 | 1.85
500 (15%) 1.02 | 1.04 | 1.21 | 1.05 | 1.01
500 (20%) 1.03 | 1.06 | 1.01 | 1.24 | 1.07
DNA 700bp, bledy negatywne oraz limity
700 (neg) 1.04 | 1.05 | 1.00 | 1.11 | 1.00
700 (10%) 1.05 | 1.05 | 1.07 | 1.11 | 1.03
700 (15%) 1.20 | 1.12 | 1.15 | 1.08 | 1.07
700 (20%) 1.05 | 1.52 | 1.03 | 1.03 | 1.08

8.6.1.3 Alternating Chip

Kolejnym badanym chipem jest chip typu Alternating. Dwie pierwsze tabele, tj. 8.27
i 8.28 sa analogiczne jak poprzednio, przedstawiaja liczby préb z rozwiazaniami oraz
$rednig liczbe rozwigzan niejednoznacznych dla zaproponowanego w pracy algorytmu

typu Alternating.

7 tabeli 8.27 i 8.28 widaé, ze algorytm dla spektrum pochodzacego z najmniejszego
badanego w pracy rodzaju chipu typu Alternating ma duze trudno$ci ze znalezieniem
rozwigzan w zadanym czasie. Co prawda kiedy rozwiazanie jest w ciaggu minuty po-
dawane, jest ono najczesciej jednoznaczne oraz co wazniejsze, dla krotszych sekwencji
niemal zawsze jest to prawidlowe badane DNA. Wida¢ jednak, ze mechanizm weryfikacji
jest tutaj na tyle restrykcyjny, ze w zadanym czasie algorytm ma jednak trudnosci z po-
daniem rozwigzania dla diuzszych fragmentéw DNA. Trudno precyzyjnie wyrokowaé o
ilodci éredniej liczby rozwiazan niejednoznacznych w poréwnaniu z dwoma poprzednimi
chipami (8.20 i 8.24), poniewaz w omawianym przypadku bardzo niewiele prob konczyto
sie takim niejednoznacznym wynikiem - stad podane wartoéci érednie nalezy trakto-
waé ostroznie. Widaé¢ jednak wcigz ogromna przewage nad podejsciem klasycznym, oraz

pewne podobienstwo do wynikéw algorytmu dla chipu typu Gapped.
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TABLICA 8.27: Chip typu Alternating I typu, zestawienie zbiorcze wynikéw prob z
jednym, wieloma oraz prawidlowym rozwiazaniem

|

Procent btedéw hybrydyzacji

| Dlugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% 3% | 4% 5%

DNA 300bp, bledy negatywne oraz limity

300 (neg) 91(91)[91] | 90(88)[89] | 80(77)[80] | 72(66)[70] | 52(49)[52]

300 (10%) 75(66)[75] | 65(50)[62] | 64(54)[60] | 55(47)[52] | 58(53)[57]

300 (15%) 81(76)[81] | 72(63)[69] | 60(50)[59] | 46(32)[40] | 42(30)[40]

300 (20%) 77(67)[74] | 59(41)[46] | 57(39)[52] | 56(38)[45] | 40(26)[33]
DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity

500 (neg) 72(69)[72] | 61(59)[60] | 26(24)[26] | 14(12)[14] 6(6)[6]

500 (10%) 49(43)[49] | 31(25)[30] | 22(17)[20] | 12(10)[12] 6(6)[6]

500 (15%) 48(39)[46] | 26(19)[21] | 16(10)[14] | 14(13)[14] 8(5)[4]

500 (20%) 55(49)[54] | 45(26)[34] | 30(15)[22] | 18(8)[13] 10(6)[8]
DNA 700bp, btedy negatywne oraz limity

700 (neg) 48(45)[48] | 17(16)[17] | 10(7)[10] 2(2)[2] 2(1)[2]

700 (10%) 4(23)[23] | 13(11)[12] 2(1)[2] 4(1)[3] 1(0)[1]

700 (15%) 23(18)[19] | 20(14)[15] 8(8)[5] 3(1)[2] 0(0)[0]

700 (20%) 23(21)[22] | 17(8)[9] 6(1)[3] 2(1)[0] 3(0)[2]

TABLICA 8.28: Chip typu Alternating I typu, zestawienie zbiorcze Sredniej liczby roz-
wigzan dla réznych wartosci limitu btedéw

Procent btedéw hybrydyzacji
| Diugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
DNA 300bp, btedy negatywne oraz limity
300 (neg) 1.00 | 1.01 | 1.04 | 1.08 | 1.13
300 (10%) 1.44 | 1.44 | 1.53 | 1.23 | 1.08
300 (15%) 1.09 | 1.33 | 1.31 | 1.67 | 1.57
300 (20%) 1.72 | 1.45 | 2.00 | 2.62 | 2.37
DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity
500 (neg) 1.01 | 1.44 | 1.33 | 1.04 | 20.0
500 (10%) 1.28 | 1.19 | 1.50 | 1.25 | 1.00
500 (15%) 1.52 | 1.65 | 1.93 | 1.07 | 2.25
500 (20%) 1.21 | 4.04 | 7.90 | 6.94 | 5.40
DNA 700bp, bledy negatywne oraz limity
700 (neg) 1.02 | 1.05 | 1.16 | 1.00 | 1.50
700 (10%) 1.04 | 2.38 | 1.50 | 1.75 | 3.00
700 (15%) 1.65 | 1.85 | 1.00 | 2.00 | 0.00
700 (20%) 1.08 | 2.52 | 8.00 | 1.50 | 22.60
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Kolejna tabela - 8.29 przedstawia analogiczne wyniki testéw dla chipu Alternating
11T typu. Tabela 8.30 natomiast prezentuje, podobnie jak poprzednio, Srednig liczbe

rozwigzan.

TABLICA 8.29: Chip typu Alternating I11 typu, zestawienie zbiorcze wynikéw prob z
jednym, wieloma oraz prawidlowym rozwiazaniem

‘ Procent btedéw hybrydyzacji

| Diugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

DNA 300bp, bledy negatywne oraz limity

300 (neg) 96(96)[96] | 97(97)[97] | 90(90)[89] | 85(84)[85] | 77(76)[77]

300 (10%) 84(79)[84] | 92(86)[90] | 85(81)[85] | 87(84)[83] | 84(83)[83]

300 (15%) 92(89)[92] | 86(85)[86] | 83(79)[83] | 84(81)[82] | 74(71)[73]

300 (20%) 89(86)[89] | 86(81)[86] | 84(80)[84] | 81(79)[78] | 70(69)[69]
DNA 500bp, btedy negatywne oraz limity

500 (neg) 85(84)[85] | 85(84)[84] | 79(78)[78] | 68(65)[67] | 63(59)[63]

500 (10%) 84(80)[84] | 79(74)[79] | 74(73)[72] | 64(61)[63] | 70(68)[70]

500 (15%) 83(83)[82] | 77(75)[77] | 73(71)[72] | 64(59)[63] | 53(52)[53]

500 (20%) 84(81)[84] | 74(68)[73] | 67(65)[67] | 60(57)[60] | 47(45)[47]
DNA 700bp, bledy negatywne oraz limity

700 (neg) 84(84)[83] | 64(64)[63] | 58(58)[58] | 49(48)[49] | 47(46)[47]

700 (10%) 74(74)[74] | 57(55)[57] | 51(48)[51] | 42(41)[42] | 40(37)[40]

700 (15%) 69(65)[66] | 63(57)[62] | 61(58)[58] | 56(53)[54] | 43(42)[43]

700 (20%) 70(66)[69] | 68(65)[65] | 53(49)[52] | 53(52)[53] | 52(49)[51]

Wyniki przedstawione w tabelach 8.29 oraz 8.30 sa do$¢ podobne do tych, ktére za-
prezentowano dla algorytmu chipu Gapped III typu (8.25 oraz 8.26). Srednie liczby
rozwigzan sa do siebie bardzo zblizone, jesli natomiast méwimy o liczbie préb w za-
danym czasie zakonczonych sukcesem widaé¢, ze algorytm dla chipu typu Alternating
znajduje ich troche mniej niz poprzednik. Ich jakoéé jest jednak zblizona i utrzymujaca
sie na bardzo wysokim poziomie. R6znica pomiedzy prébami z rozwigzaniem, a rozwia-
zaniem jednoznacznym jest minimalna, a prawdopodobienistwo, ze nawet w ciagu minuty

algorytm poda prawidlowa sekwencje jest bardzo wysokie.

8.6.1.4 Binary Chip

Podrozdzial ten dotyczy ostatniego, trzeciego nieklasycznego chipu - typu Binary. Po-
dobnie jak poprzednio przedstawione zostana wyniki dla jego I i 111 typu. Tabele 8.31,
8.32, 8.33 oraz 8.34 prezentuja wyniki w analogicznej kolejnosci jak dla poprzednich

trzech algorytméw dla chipéw: klasycznego, Gapped oraz Alternating.
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TABLICA 8.30: Chip typu Alternating II] typu, zestawienie zbiorcze $redniej liczby
rozwigzan dla réznych wartosci limitu btedow

Procent btedow hybrydyzacji
| Diugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
DNA 300bp, btedy negatywne oraz limity

300 (neg) 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.10 | 1.02
300 (10%) 1.07 | 1.06 | 1.04 | 1.05 | 1.02
300 (15%) 1.05 | 1.01 | 1.16 | 1.23 | 1.04
300 (20%) 1.03 | 1.10 | 1.17 | 1.03 | 1.04

DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity

500 (neg) 1.01 | 1.01 | 1.01 | 1.08 | 1.20
500 (10%) 1.08 | 1.25 | 1.01 | 1.06 | 1.07
500 (15%) 1.00 | 1.03 | 1.02 | 1.15 | 1.01
500 (20%) 1.03 | 1.10 | 1.02 | 1.05 | 1.04
DNA 700bp, bledy negatywne oraz limity
700 (neg) 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.04 | 1.02
700 (10%) 1.00 | 1.07 | 1.11 | 1.02 | 1.12
700 (15%) 111 | 1.19 | 1.14 | 1.05 | 1.04
700 (20%) 1.05 | 1.04 | 1.39 | 1.01 | 1.40

Poréwnujac pierwsze dwie tabele odnoszace sie do chipu Binary I typu (tabele 8.31,
8.32) z odpowiednikami dla chipéw Gapped (tabele 8.23, 8.24) i Alternating(8.27, 8.28),
widaé¢ ogromna réznice na korzys$é tego pierwszego. Algorytm dla chipu typu Binary w
ciagu minuty jest w stanie z o wiele wiekszym prawdopodobienstwem podaé rozwigzanie,
bardzo czesto jednoznaczne oraz niemal zawsze w zbiorze rozwiazan znajdzie si¢ prawi-
dlowa sekwencja. Szczegdlnie uderzajace jest poréwnanie z najwiekszymi sekwencjami,
zwlaszcza biorac pod uwage, ze opisywane tabele dotycza chipu najmniejszego (I typu).
Algorytm dla chipu typu Gapped podaje wtedy wiecej rozwiazan niejednoznacznych, z
réznym prawdopodobienstwem znalezienia w nich prawidlowej sekwencji w zalezno$ci
od parametréw testow. Dla najdtuzszego testowanego DNA oraz najwiekszej liczby ble-
déw w spektrum, w 60 sekund algorytm dla chipu typu Binary w okolo 20% préb podat
rozwigzanie, najczesciej byto to pojedyncze rozwiazanie jednoznaczne. Widac takze, ze
réznica miedzy liczba préb z jakimkolwiek rozwiagzaniem, a liczbg prob w ktorych w
rozwiazaniu byla badana sekwencja (a najczesciej tylko ona), jest bardzo niewielka.

Jak wyjasniono wezeéniej, mechanizm weryfikacji wierzchotkéw dla chipu typu Binary
zawarty jest niejako w samej strukturze wszystkich sond na powierzchni chipu, a nie jak
w pozostalych przypadkach, tylko w jednej z jego potéwek. Mechanizm ten jest tutaj

o wiele precyzyjniejszy niz w chipach typu Alternating i Gapped, co tatwo zauwazy¢
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porownujac wyniki. Co ciekawe dla przeprowadzonych testéw algorytm typu Binary jest
o wiele mniej podatny na wystepowanie obu rodzajéw btedéw hybrydyzacji jednocze-
$nie. W przypadku krétszych sekwencji, liczba prob z rozwigzaniem nie wzrasta wraz
z limitem bledow, jak w poprzednich przypadkach dla algorytméw: klasycznego oraz
typu Gapped (poza testami z sekwencja najdtuzsza, majaca 700 par zasad). Widaé, ze
im wiekszy przyjety limit, tym wieksze ryzyko wystgpienia rozwigzan niejednoznacz-
nych, jednak co ciekawe, nie zmienia sie stosunek znalezionych prawidtowych sekwencji
do liczby wszystkich préob z rozwigzaniem. Wciaz pozostaje on zblizony do liczby proéb,
ktore w ciggu minuty byly w stanie podaé jakiekolwiek rozwigzanie.

W tabelach 8.33 oraz 8.34 przedstawiajacych wyniki dla najwickszego testowanego
chipu Binary wida¢ wyraznie jego przewage, gdyby poréwnaé¢ z innymi nieklasycznymi
algorytmami. Generalnie istnieje bardzo wysokie prawdopodobienstwo otrzymania po-
szukiwanej sekwencji juz w ciggu minuty obliczen, niemal zawsze jednoznacznie. Prze-
stawiono tutaj takze tabele z warto$ciami $rednimi liczby rozwigzan niejednoznacznych
dla caltego zbioru préb, nalezy jednak podchodzié¢ do nich bardzo ostroznie. Z réznic w
liczbie préb z rozwiazaniem i rozwigzaniami jednoznacznymi widaé, ze bardzo niewiele
konczylo sie podaniem rozwiazan niejednoznacznych. Dlatego wyniki te moglyby sie roz-
ni¢ od przedstawionych, gdyby algorytm mial wystarczajaco wiele czasu na przeszukanie
calej przestrzeni rozwigzan.

TABLICA 8.31: Chip typu Binary I typu, zestawienie zbiorcze wynikow préb z jednym,
wieloma oraz prawidlowym rozwiazaniem

‘ Procent btedéw hybrydyzacji

Dlugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%

DNA 300bp, bledy negatywne oraz limity

300 (neg) 96(95)[96] | 92(92)[92] | 87(86)[87] | 82(82)[82] | 80(80)[79]
300 (10%) 95(85)[93] | 81(71)[79] | 79(71)[78] | 86(77)[83] | 77(75)[77]
300 (15%) 94(85)[93] | 85(75)[81] | 85(74)[81] | 79(70)[78] | 75(67)[75]
300 (20%) 89(73)[88] | 88(77)[88] | 76(66)[76] | 76(68)[75] | 67(61)[64]
DNA 500bp, btedy negatywne oraz limity
500 (neg) 90(89)[90] | 76(75)[76] | 72(71)[72] | 61(60)[60] | 45(43)[43]
500 (10%) 75(67)[71] | 60(54)[58] | 53(50)[52] | 46(38)[46] | 46(43)[45]
500 (15%) 76(74)[74] | 68(66)[67] | 55(48)[55] | 59(51)[53] | 51(45)[50]
500 (20%) 79(71)[79] | 66(58)[60] | 57(54)[53] | 49(45)[46] | 39(30)[39]
DNA 700bp, btedy negatywne oraz limity
700 (neg) 76(76)[76] | 58(57)[58] | 43(42)[43] | 30(30)[30] | 20(19)[20]
700 (10%) 66(61)[64] | 37(32)[35] | 25(25)[24] | 25(22)[22] | 21(16)[21]
700 (15%) 58(53)[58] | 35(30)[35] | 37(29)[37] | 29(25)[25] | 21(16)[19]
700 (20%) 58(51)[58] | 39(39)[36] | 27(22)[24] | 30(28)[30] | 25(25)[24]
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TABLICA 8.32: Chip typu Binary I typu, zestawienie zbiorcze sredniej liczby rozwiazan
dla réznych wartosci limitu bledéw

‘ Procent btedéw hybrydyzacji

Dlugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
DNA 300bp, bledy negatywne oraz limity

300 (neg) 1.01 | 1.00 | 1.02 | 1.00 | 1.00

300 (10%) 1.15 | 1.17 | 1.20 | 1.16 | 1.05

300 (15%) 1.12 | 1.14 | 1.21 | 1.13 | 1.13

300 (20%) 1.26 | 1.18 | 1.14 | 1.11 | 1.13
DNA 500bp, btedy negatywne oraz limity

500 (neg) 1.01 | 1.01 | 1.01 | 1.01 | 1.04

500 (10%) 1.12 | 1.10 | 1.05 | 1.17 | 1.06

500 (15%) 1.03 | 1.02 | 1.14 | 1.16 | 1.15

500 (20%) 1.11 | 1.21 | 1.05 | 1.10 | 1.46
DNA 700bp, btedy negatywne oraz limity

700 (neg) 1.00 | 1.01 | 1.09 | 1.00 | 1.05

700 (10%) 1.15 | 1.21 | 1.00 | 1.20 | 1.33

700 (15%) 1.12 | 1.14 | 1.24 | 1.93 | 1.23

700 (20%) 1.22 | 1.00 | 1.29 | 1.10 | 1.00

TABLICA 8.33: Chip typu Binary I1] typu, zestawienie zbiorcze wynikéw préb z jed-
nym, wieloma oraz prawidlowym rozwiazaniem

Procent bledéw hybrydyzacji

| Dlugos¢ DNA (lmit) | 1% | 2% | 3% | 4% 5%

DNA 300bp, btedy negatywne oraz limity

300 (neg) 97(97)[97] | 97(97)[97] | 91(91)[90] | 90(90)[90] | 90(90)[90]

300 (10%) 99(98)[99] | 92(89)[91] | 93(91)[91] | 88(86)[88] | 89(89)[88]

300 (15%) 99(99)[99] | 93(93)[92] | 91(90)[91] | 89(87)[89] | 81(78)[79]

300 (20%) 100(99)[100] | 97(94)[97] | 92(89)[92] | 90(88)[90] | 90(89)[89]
DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity

500 (neg) 95(95)[95] | 90(89)[90] | 82(82)[82] | 82(81)[82] | 72(70)[72]

500 (10%) 96(95)[96] | 79(77)[79] | 86(84)[85] | 83(81)[82] | 81(80)[81]

500 (15%) 97(97)[96] | 85(83)[83] | 89(87)[89] | 79(78)[77] | 79(78)[78]

500 (20%) 92(90)[91] | 87(84)[85] | 79(78)[77] | 86(84)[84] | 83(81)[79]
DNA 700bp, bledy negatywne oraz limity

700 (neg) 92(92)[92] | 84(83)[84] | 77(77)[77] | T2(71)[72] | 68(67)[68]

700 (10%) 86(86)[84] | 85(83)[84] | 87(85)[85] | 80(79)[77] | 65(64)[65]

700 (15%) 84(83)[83] | 81(81)[78] | 75(74)[74] | 72(72)[71] | 73(70)[70]

700 (20%) 87(86)[86] | 81(78)[79] | 77(75)[75] | 72(68)[71] | T4(71)[71]
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TaBLICA 8.34: Chip typu Binary 111 typu, zestawienie zbiorcze éredniej liczby rozwia-
zan dla réznych wartosci limitu btedéw

Procent btedow hybrydyzacji
| Diugos¢ DNA (limit) | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
DNA 300bp, btedy negatywne oraz limity

300 (neg) 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
300 (10%) 1.04 | 1.03 | 1.03 | 1.02 | 1.00
300 (15%) 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.04 | 1.08
300 (20%) 1.01 | 1.06 | 1.06 | 1.02 | 1.03

DNA 500bp, bledy negatywne oraz limity

500 (neg) 1.00 | 1.01 | 1.00 | 1.01 | 1.02
500 (10%) 1.01 | 1.02 | 1.08 | 1.02 | 1.01
500 (15%) 1.00 | 1.08 | 1.05 | 1.01 | 1.01
500 (20%) 1.03 | 1.03 | 1.01 | 1.03 | 1.02
DNA 700bp, bledy negatywne oraz limity
700 (neg) 1.00 | 1.01 | 1.00 | 1.01 | 1.01
700 (10%) 1.00 | 1.04 | 1.05 | 1.01 | 1.04
700 (15%) 1.01 | 1.00 | 1.02 | 1.00 | 1.05
700 (20%) 1.01 | 1.03 | 1.06 | 1.11 | 1.09

Poréwnujac wyniki z algorytmami typu Gapped i Alternating (nie wspominajac juz o
zdecydowanie odstajacym od nich podejs$ciu klasycznym) wida¢ wyraznie przewage chipu
typu Binary. Srednia liczba rozwiazan niejednoznacznych jest zauwazalnie mniejsza, na-
tomiast co do ogblnej liczby préb zakonczonych znalezieniem sekwencji DNA widaé, ze
juz dla najmniejszego testowanego chipu I typu algorytm jest w stanie czesciej podaé

rozwigzanie niz jego odpowiedniki typu Gapped i Alternating.

8.6.2 Przypadek dokltadnej wiedzy o liczbie bledéw hybrydyzacji w

spektrum

W calym poprzednim podrozdziale dotyczacym wystepowania w spektrum obu rodza-
jow bledéw na raz testowane byly trzy rézne limity, ktore informowaly algorytmy ile
razy wolno im uzy¢ wierzchotkéw naktadajacych sie z poprzednikiem na dtugosci mniej-
szej niz maksymalna dopuszczalna w kazdym chipie. Limit ten, jak juz napisano, ma
bezposredni wplyw na minimalna liczbe elementéw spektrum, ktore algorytm musi uzyé
do rekonstrukcji DNA o zadanej dlugosci, aby taka rekonstrukcje zaakceptowaé jako
rozwiazanie dopuszczalne. Wyniki zaprezentowane w poprzednich tabelach wykazaly

znaczng przewage podejscia nieklasycznego, ktére nawet przy wyjatkowo rozszerzonym
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limicie bledéw jest w stanie podaé poprawne rozwiazania w bardzo kréotkim czasie, a
liczba rozwigzan niejednoznacznych jest znacznie mniejsza niz w przypadku podejécia
klasycznego.

W ramach uzupelnienia podrozdziatu dotyczacego btedow hybrydyzacji wystepuja-
cych réwnoczesnie, ponizej zaprezentowane zostaly tabele wynikéw dla chipéw I11 typu,
w ktérych dana byla wiedza o doktadnej liczbie btedéw negatywnych. Algorytm wiedziat
wiec z ilu precyzyjnie wierzchotkéw musi sktadaé si¢ rekonstrukcja DNA o danej dlu-
gosci. Bledy pozytywne wystepowaly tak jak poprzednio. Tabela 8.35 prezentuje liczbe

préb, w ktorych algorytmy odnalazty rozwigzanie.
W tabeli 8.36 podano wartosci sredniej liczby rozwiazan dla tych samych testéw:

Nalezy zaznaczy¢, ze do wynikow tabeli 8.36 nalezy podchodzi¢ bardzo ostroznie.
Jak widaé z poprzedniej tabeli 8.35 niemal kazda préba, ktéra konczyla sie podaniem
rozwigzania w 60 sekund nie generowala w tak krétkim czasie rozwiazan niejednoznacz-
nych. Oznacza to, ze podane Srednie dla wszystkich prob wieksze od 1.00 sg rezultatem
zazwycza] jednej proby, ktéra podawala pewna liczbe (niewielka, do maks 2 - 3) rozwia-
zan niejednoznacznych. Trudno wiec na ich podstawie wyrokowaé o skutecznoéci. Taki
przypadek (ze znajomoscia liczby bledéw) lepiej przedstawia tabela 8.35, gdyz poréwnu-
jac ja z wynikami algorytméw dla chipow prezentowanych wczesniej - dla przyblizonego
limitu, zawsze wiekszego niz realna liczba bledéw wystepujacych w spektrum - widaé
do$¢ wyraznie, ze taka hipotetyczna wiedza miataby wplyw na jako$¢ dziatania zapro-

ponowanych algorytméw.

8.6.3 Wplyw czasu obliczen na efektywnosé algorytmoéow

Wiele razy w poprzednich podrozdzialach poruszano kwestie czasu obliczen. 60 sekund
jest bardzo niewielkim limitem, jednak jak sie okazuje, zaproponowane algorytmy na-
wet przy tak ekstremalnie ograniczonym czasie (biorac pod uwage rozmiary przestrzeni
rozwiazan) byly w stanie efektywnie radzi¢ sobie z zadaniem sekwencjonowania nawet
dtuzszych sekwencji w obecnoéci btedéw hybrydyzacji.

W niniejszym podrozdziale zaprezentowano wyniki testéw dla algorytméw chipow
I typu, ktérym wydluzono dopuszczalny czas obliczen do jednej godziny. Celem bylo
sprawdzenie, jak zmienia sie skutecznos¢ algorytméw w kontekscie zwiekszania sie liczby
rozwiazan czy Sredniej liczby rozwiagzan niejednoznacznych. Sprawdzana takze byta obec-
nosé¢ rozwiagzania prawidlowego (tj. badanej w danym teécie sekwencji) w zbiorze roz-
wigzan wygenerowanych przez zaproponowane algorytmy.

Tabela 8.37 przedstawia wyniki testéw w przypadku wystepowania obu rodzajow bte-

dow hybrydyzacji.
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TABLICA 8.35: Liczba prob z rekonstrukcja DNA dla chipéw przy wiedzy o liczbie

bledéw negatywnych (bledy negatywne i pozytywne)

Procent bledéw hybrydyzacji

5%

4%

3%
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1%
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TABLICA 8.36: Srednia liczba rozwigzan dla chipéw przy wiedzy o liczbie bledéw ne-

gatywnych (bledy negatywne i pozytywne)

Procent btedéw hybrydyzacji

DNA | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
Chip klasyczny I i I11 typu
300 7.29 | 1.61 | 1.53 | 1.63 | 1.40
500 1.66 | 1.38 | 2.50 | 2.25 | 7.80
700 1.30 | 1.33 | 1.25 | 5.00 | 8.75
300 1.10 | 1.03 | 1.02 | 1.05 | 1.01
500 1.08 | 1.06 | 1.02 | 1.00 | 1.02
700 1.02 | 1.06 | 1.03 | 1.00 | 1.03
Gapped Chip I i I11 typu
300 1.05 | 1.10 | 2.27 | 1.09 | 1.34
500 1.18 | 1.18 | 1.54 | 1.30 | 1.32
700 1.20 | 1.22 | 1.36 | 1.33 | 1.14
300 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.05
500 1.00 | 1.01 | 1.00 | 1.01 | 1.08
700 1.00 | 1.04 | 1.01 | 1.00 | 1.00
Alternating Chip I i 111 typu
300 1.00 | 1.01 | 1.04 | 1.08 | 1.13
500 1.01 | 1.44 | 1.33 | 1.04 | 1.00
700 1.02 | 1.05 | 1.16 | 1.00 | 1.00
300 1.01 | 1.03 | 1.01 | 1.01 | 1.11
500 1.01 | 1.05 | 1.11 | 1.07 | 1.20
700 1.02 | 1.00 | 1.03 | 1.04 | 1.03
Binary Chip I'i I11 typu
300 1.00 | 1.01 | 1.00 | 1.00 | 1.02
500 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.00 | 1.01
700 1.03 | 1.03 | 1.05 | 1.01 | 1.06
300 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.01 | 1.00
500 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.02 | 1.05
700 1.00 | 1.00 | 1.02 | 1.00 | 1.00




Rozdzial 8. 167

TABLICA 8.37: Zmiany liczby rozwiazan przy zwigkszonym czasie przeszukiwania
(wszystkie typy bledéw)

’ Typ ‘ > ‘ = ‘ DNA? ‘ $rednio. H Typ ‘ > ‘ = ‘ DNA? ‘ $rednio. ‘
Gapped Chip Alternating Chip

0 rozw. | 40% | 60% | 30% 2.50 0 rozw. | 30% | 70% 30% 1.00

1 rozw. | 20% | 80% | 80% 2.00 lrozw. | 0% | 100% | 100% 1.00
wiele | 50% | 50% | 70% 3.50 wiele 20% | 80% 20% 3.00

Binary Chip Chip klasyczny

0 rozw. | 40% | 60% | 40% 1.00 0 rozw. | 100% | 0% 10% 98.40
1 rozw. | 10% | 90% | 100% 2.00 1 rozw. | 100% | 0% 10% 101.40
wiele | 20% | 80% | 100% 2.50 wiele | 100% | 0% 20% 133.50

Parametry testéw, ktérych wyniki przedstawia wspomniana tabela sg nastepujace:

1) dlugosé DNA réwna 300 par zasad;
2) od 1% do 3% bledéw w spektrum;
3) chipy I typu;

4) oba rodzaje bledéw hybrydyzacji;

5) przyjety przyblizony limit bledéw réwny 15% liczby elementéw spektrum ideal-

nego;

6) czas obliczen réwny 3600 sekund.

Dla kazdego chipu wybrano losowo 30 instancji, ktore wezeéniej braty udziat w badaniach
opisanych w poprzednich podrozdziatach, dotyczacych obu rodzajéow btedéw. Instancje
te dzielity sie¢ na trzy réwne grupy po 10, w zaleznosci od wynikéw opisanych poprzednio.
Pierwsza grupa dawata wczesniej w czasie 60 sekund zero rozwigzan, druga - tylko jedno,
trzecia natomiast grupa to taka, dla ktorej algorytmy w poprzednich testach generowaly
rozwiazania niejednoznaczne. Nastepnie algorytmy z nowym limitem czasu byty testo-
wane dla tych wybranych instancji, zgodnie z parametrami testéw danymi powyzej.
Prezentowana tabela 8.37 dzieli si¢ na 4 ¢wiartki, kazda dla odpowiedniego chipu. W
kazdej ¢wiartce znajdujg sie 3 wiersze oraz 5 kolumn. Wiersze te dotycza trzech opi-
sanych juz grup instancji pobranych z poprzednich testéw. Pierwsza kolumna opisuje
grupe dziesieciu fragmentéw DNA. Druga i trzecia kolumna to procent odpowiednio:
liczby proéb, ktére daly wiecej rozwiazan przy powickszonym czasie obliczen oraz pro-

cent préb, dla ktérych w ciggu godziny liczba rozwiazan podanych przez algorytm nie
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zmienila sie. Czwarta kolumna to procent préb (zawsze z dziesigciu), w ktérych w zbio-
rze rozwigzan znalazto sie prawidtowe DNA. Ostatnia, pigta kolumna dla danego chipu
pokazuje érednia liczbe rozwiazan tych prob, ktore generowaly rozwiazania niejedno-
znaczne.

Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku instancji, ktore wczesniej generowaty tylko jedno
rozwigzanie, trzy algorytmy dla chipéw nieklasycznych po godzinie konczyly prace z
ta sama liczba rozwiazan. Dla chipu typu Binary tylko jedna instancja zakonczyla sie
podaniem rozwigzan niejednoznacznych, dwie dla algorytmu chipu Gapped, zero w przy-
padku chipu Alternating. Jesli chodzi o algorytm klasyczny, zawsze po godzinie konczyt
on prace podajac rozwigzania niejednoznaczne. Lepiej w tym zestawieniu wypadly algo-
rytmy dla chipéw Alternating i Binary. Zwlaszcza ten ostatni ma bardzo wysoki procent
prob, w ktérych w zbiorze rozwigzan znajdowalo sie badane DNA. Dla instancji te-
stowych z jednym rozwigzaniem dobrze prezentuje sie algorytm chipu Alternating. Jak
widac z tabeli, nawet w ciagu godziny nie zaczal on generowaé rozwiagzan niejednoznacz-
nych. Nalezy tutaj podkresli¢, ze omawiany jest przypadek, w ktorym przyblizony limit
bledéw wynosi 15%, co oznacza, ze rozwigzania akceptowalne musza wykorzystaé tylko
85% liczby elementéw spektrum idealnego. Nawet wtedy mechanizm weryfikacji jest na

tyle restrykcyjny, ze nie dopuszczal do generowania takich rozwigzan.
Druga zaprezentowana tabela - 8.38, rézni sie tylko jednym parametrem testéw od
poprzedniej. W tym wypadku brano pod uwage tylko instancje z bledami negatywnymi.

TABLICA 8.38: Zmiany liczby rozwiazan przy zwigkszonym czasie przeszukiwania (tylko
bledy negatywne)

| Typ | > | = |[DNA? |[dednio | Typ | > | = |DNA? | érednio |
Gapped Chip Alternating Chip
0 rozw. | 40% | 60% | 30% 1.00 0 rozw. | 40% | 60% | 40% 1.25
1 rozw. | 0% | 100% | 100% 1.00 1rozw. | 0% | 100% | 100% 1.00
wiele | 20% | 80% 80% 2.10 wiele 10% 90% 100% 2.80
Binary Chip Chip klasyczny
0 rozw. | 60% | 40% 60% 1.00 0 rozw. | 40% 60% 40% 1.60
1 rozw. | 0% | 100% | 100% 1.00 1 rozw. | 70% | 30% 10% 1.40
wiele | 20% | 80% 100% 2.50 wiele 100% 0% 60% 5.40

Jak wida¢ z prezentowanych w niej wynikow, wzrosta liczba przypadkow, dla ktérych
algorytmy dla chipéw nieklasycznych Alternating i Binary generowaly rozwiazanie, gdy
w 60 sekundach nie byly w stanie tego zrobié¢. Zauwazalnie spadla tez Srednia liczba

rozwigzan niejednoznacznych w poréwnaniu z przypadkiem obu rodzajéw bledéw w
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spektrum. W tym zestawieniu wciaz najlepiej prezentuja sie¢ wyniki dla algorytméw

Alternating i Binary.

8.6.4 Pordéwnanie efektywnosci algorytméw z innymi podejsciami do
metody SBH

W tym podrozdziale zostana przedstawione wyniki testow, ktore przeprowadzono w celu
wykazania skutecznosci zaprojektowanych algorytmoéow, w poréwnaniu z innymi meto-
dami opublikowanymi w literaturze naukowej, na zbiorze tych samych sekwencji. Ponizej
przytoczono cze$¢ tabeli wynikéw z artykutu [9], w ktérym testowano miedzy innymi
hybrydowy algorytm genetyczny do problemu klasycznego SBH z btedami. Uzyto w tym
celu zbioru 40 sekwencji, ktore autorzy udostepnili do dalszych badan i testéw. Pierwsza
czedé tabeli 8.39 zawiera wyniki algorytmu genetycznego, jej druga czeéé¢ to wyniki z pu-
blikacji [8], w ktérej testowano algorytm poszukiwania tabu (ang. Tabu Search) oparty
na sekwencjonowaniu z uzyciem izotermicznych bibliotek oligonukleotydéw. Podejécie to

zostalo pokroétce przedstawione w rozdziale poswieconym réznym wersjom metody SBH.

TABLICA 8.39: Wyniki algorytméw przyblizonych

Dtugo$¢ DNA
200 400 600
Procent btedow hybrydyzacji
5% 20% 5% 20% 5%  20%
PC Pentium 4, 2.0 GHz, 512MB RAM
Poprawiony hybrydowy algorytm genetyczny [9]
Wykorzystanie sond % 100 100 100 100 100 99.98

Podobienstwo % 100  99.88 100 100 100 99.98
Liczba rozwiazan optym. 40/40 39/40 40/40 40/40 40/40 37/40
Czas obliczen 4.30 6.32 11.90 20.46 25.69 44.19

Algorytm Tabu Search [8]
Wykorzystanie sond % 99.93 99.93 99.90 99.67 99.84 99.36

Podobienstwo % 99.87 98.44 98.96 95.70 95.82 88.50
Liczba rozwiazan optym. 39/40 38/40 37/40 28/40 32/40 19/40
Czas obliczen 5.62 8.99 43.38 68.50 127.57 186.26

Jak widaé z tabeli 8.39, algorytmy generuja rozwiazania o pewnym stopniu podobiei-
stwa do sekwencji badanej. Kryterium rozwiazania jest tez procent uzycia elementéw ze
spektrum. Dla tego samego zbioru 40 sekwencji, o dtugosciach 200, 400 i 600 par zasad
przeprowadzono testy z uzyciem zaprojektowanych i opisanych w rozprawie algorytmow.

Przyjeto podejscie oparte na chipach I11 typu. Testy, ktérych wyniki zaprezentowano
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w tabeli 8.39 przeprowadzono dla oligonukleotydéw o dtugosci [ = 10 w przypadku al-
gorytmu genetycznego (odpowiednik wiasnie chipu nieklasycznego 111 typu wg. notacji
stosowanej w niniejszej rozprawie). Algorytm przeszukiwania tabu wykorzystywal po-
dejécie oparte na bibliotekach oligonukleotydéw izotermicznych, o parametrach tempe-
ratury: t = 26 i t4+2 = 28. Wyniki dla algorytméw dedykowanych chipom nieklasycznym
przedstawia tabela 8.40.

TABLICA 8.40: Wyniki algorytméw dla chipéw nieklasycznych

Dlugosé DNA

200 400 600

Procent btedéw hybrydyzacji

5% 10%  20% 5% 10%  20% 5% 10%  20%

Gapped Chip

Prawidlowe: 36/40 34/40 12/40 35/40 31/40 5/40 36/40 28/40 4/40
1 rozwiaz.:  35/40 30/40 12/40 34/40 30/40 5/40 34/40 26/40 4/40
Wiele 1/40  4/40 0/40 1/40 1/40 1/40 2/40 2/40 0/40
Czas [s] 60 300 300 60 300 300 60 300 300

Alternating Chip

Prawidlowe: 36/40 24/40 7/40 32/40 23/40 2/40 32/40 14/40 0/40
1 rozwiaz.:  35/40 24/40 6/40 32/40 23/40 2/40 32/40 14/40 0/40
Wiele 1/40  0/40 1/40 1/40 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40
Czas [s] 60 300 300 60 300 300 60 300 300

Binary Chip

Prawidlowe: 37/40 30/40 16/40 37/40 30/40 18/40 34/40 33/40 6/40
1 rozwiaz.:  37/40 30/40 16/40 37/40 30/40 18/40 34/40 32/40 6/40
Wiele : 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40 1/40 0/40
Czas [s] 60 300 300 60 300 300 60 300 300

Dla testéw z 20% bledéw negatywnych i pozytywnych w spektrum, limit przyjmo-
wany przez algorytm zostal rozszerzony do 50%. Niestety tak ”zabrudzone” bledami
spektra okazaly sie bardzo trudnymi przypadkami dla zaproponowanych algorytméw.
Algorytmy nie byly w stanie w ciaggu 5 minut podaé rozwigzania dla wielu sekwencji
testowych. Tak wysoka liczba bledéw powoduje, ze przestrzen rozwigzan staje sie po
prostu zbyt duza, a zaproponowane podejécie przestaje by¢ efektywne, nawet z uzyciem
chipéw nieklasycznych.

7 poréwnania tabel 8.39 i 8.40 widaé¢ jednak, ze podejécie stosowane w zaprojekto-
wanych algorytmach dla chipéw nieklasycznych prezentuje sic dosé dobrze jezeli liczba
bledéw (oddzielnie dla obu poléwek chipu) nie przekracza 10%. Calkowita liczba in-
stancji z rozwiazaniem jest mniejsza, niz w przypadku algorytmu genetycznego, lecz

mowa tutaj o precyzyjnie zrekonstruowanej sekwencji. Nie ma tutaj mowy o stopniu
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podobienstwa do badanego DNA, poniewaz dla 5% bledéw w spektrum zdecydowana
wiekszo$¢ testéw podawata w ciagu 300 sekund jednoznaczne rozwiazanie, ktére okazy-
walo sie badanym DNA. Liczba prob z rozwigzaniem niejednoznacznym okazala sie by¢
minimalna, i tylko ta warto$¢ mogtaby tutaj odpowiadaé za pojawianie sie sekwencji
”podobnych” do badanego DNA. W przypadku zwiekszenia liczby btedéw, zaprojekto-
wane algorytmy wciaz sa w stanie pracowaé z dobrg skutecznoscia. Jej miara jest liczba

rozwiazan jednoznacznych oraz obecno$é¢ w zbiorze rozwigzan poszukiwanej sekwencji.

Dla zbioru wymienionych 40 sekwencji przeprowadzono takze specjalne, oddzielne te-
sty, w ktérych w spektrum 5%, 10% i 20% bledéw hybrydyzacji wystepuje oddzielnie,
tj. na raz tylko jeden typ bledéw byl obecny. Wyniki zaprezentowano w tabeli 8.41.
Wyraznie widaé, ze btedy pozytywne nie maja wplywu na efektywnosé algorytmow.
Nalezy dodaé, ze dla dwdch instancji, w ktérych algorytm dla chipu Alternating nie byt
w stanie wyszukaé rozwiazania, pojawily sie nieliczne bledy negatywne wynikajace z
powtérzen. Sekwencje tutaj uzywane byly przed autorow wczesniejszych wymienionych
publikacji wybrane jako nie posiadajace tego rodzaju btedéow w podejsciu klasycznym.
Poniewaz budowa sond w chipach nieklasycznych omawianych w rozprawie znacznie sie
od tego podejscia rézni, btedy wynikajace z powtdérzen wciagz mogly wystapi¢. W dwéch
przypadkach (prébach z 40) dla algorytmu chipu typu Alternating taka sytuacja miata
miejsce, stad wynik 38/40 préb zakonczonych sukcesem. Co do bledéw negatywnych,
wida¢ wyraznie, jak duzy wplyw ma ich liczba na efektywnos¢ algorytmoéw. Dla ich
liczby réwnej 20% w zasadzie tylko algorytm dla chipu typu Binary byl w stanie w pew-
nej czedci préb wygenerowaé rozwiazanie. W przypadku algorytméw dla chipéw typu
Gapped i Alternating, odpowiednio dwie i jedna préba na zbiorze sekwencji zakonczyty
si¢ znalezieniem badanego DNA. W poréwnaniu z poprzednia tabela widaé¢ catkowity
brak rozwigzan niejednoznacznych (w zadanym czasie). O ile w tabeli 8.40 wystepowaly
one niezmiernie rzadko, tak w przypadku, gdy wystepowat tylko jeden rodzaj btedow nie
pojawily sie one w przypadku pracy nad zadng sekwencjg testowa. Wynika to z mozliwo-
$ci precyzyjnego okreslenia liczby elementéw ze spektrum potrzebnych do rekonstrukceji
DNA.

8.6.5 Podsumowanie wynikéw testéw obliczeniowych

Wszystkie przeprowadzone testy zdaja sie potwierdzaé potencjat zawarty w nieklasycznej
budowie rozpatrywanych w rozprawie chipéw do sekwencjonowania przez hybrydyzacje.
Opracowane algorytmy radza sobie dobrze, nawet pracujac na instancjach (spektrach)
obarczonych wysoka liczba btedéw hybrydyzacji. Oba rodzaje tych btedow wystepuja-
cych jednoczeénie w spektrum maja oczywiscie negatywny wplyw na jako$é¢ wynikéw,

jednak wciaz sa one wystarczajaco dobre aby uzasadnia¢ uzycie takiego podejscia do
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TABLICA 8.41: Wyniki algorytmoéw dla chipéw nieklasycznych, z bledami wystepuja-

cymi oddzielnie

Dtugoéé DNA

600 600 600
Procent btedow hybrydyzacji

+5%  —5% +10% —10% +20% —20%
Gapped Chip
Znaleziono prawidlowe DNA 40/40 36/40 40/40 29/40 40/40 2/40
Tylko 1 rozwiazanie 40/40 36/40 40/40 29/40 40/40 2/40
Wiele rozwiazan w zbiorze 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40
Czas obliczen [s] 60 120 60 300 60 300
Znaleziono prawidlowe DNA 38/40 33/40 38/40 17/40 38/40 1/40
Tylko 1 rozwigzanie 38/40 33/40 38/40 17/40 38/40 1/40
Wiele rozwiazan w zbiorze 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40
Czas obliczen ] 60 120 60 300 60 300
Znaleziono prawidlowe DNA 40/40 37/40 40/40 33/40 40/40 16/40
Tylko 1 rozwiazanie 40/40 37/40 40/40 33/40 40/40 16/40
Wiele rozwiazan w zbiorze 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40 0/40
Czas obliczen [s] 60 120 60 300 60 300

problemu sekwencjonowania. Poréwnujac zaproponowane algorytmy z innymi, opubli-

kowanymi w literaturze naukowej widaé, ze radza sobie jak najbardziej zadowalajaco,

bardzo czesto generujac w krétkim czasie rozwiazanie jednoznaczne, bedace badanym

DNA. Liczba rozwiazan niejednoznacznych jest niewielka, natomiast liczba préb, w kté-

rych w zadanym czasie opracowane algorytmy nie generowaly prawidtowego DNA jest

minimalna, w stosunku do liczby préob z rozwigzaniem.
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Podsumowanie

Sekwencjonowanie DNA stanowi podstawowy problem, ktéry musi byé rozwiazywany
w ramach wielu wspoélczesnie prowadzonych badan nad organizmami zywymi. Pozna-
nie sekwencji DNA danego organizmu stanowi zawsze poczatek dalszych prac w biologii
molekularnej, genetyce oraz w wielu innych wspotczesnie przeprowadzanych badaniach
zmierzajacych do poznania proceséw zachodzacych w zywych komorkach. Istnieje wiele
metod poznania struktury DNA, od najstarszych, wcigz gdzieniegdzie stosowanych, wy-
magajacych czasu i skomplikowanych przygotowan, po najnowsze osiagniecia w dziedzi-
nie sekwencjonowania jak sekwenatory DNA precyzyjnie wykrywajace dotaczenie kolej-
nych nukleotydéw w analizowanej sekwencji.

Metoda sekwencjonowania przez hybrydyzacje stanowi odmiane sekwencjonowania,
laczaca w sobie zaréwno podejscie biochemiczne, tj. eksperyment hybrydyzacyjny z
udzialem chipu DNA, z podej$ciem obliczeniowym, zwiazanym z konstrukcja algorytmu
pracujacego na spektrum DNA czesto obarczonym bledami. Metoda ta liczy sobie juz po-
nad 20 lat, lecz pomimo obecnosci nowszych podejsé, nadal jest badana i udoskonalana,
czego dowodem moga by¢ wymienione w rozdziale 4 jej liczne odmiany. Stosowane sg
rozne podejscia majace na celu udoskonalenie metody SBH. Czesé z nich koncentruje si¢
na zmianach w konstrukeji chipu DNA, jak np. uzywanie nie wszystkich, lecz wyselekcjo-
nowanych oligonukleotydéw w sondach. Inne polegaja np. dodatkowych eksperymentach
majacych na celu uzyskanie danych o przyblizonej lokalizacji w DNA podciggu, ktéry
hybrydyzowal z dana sonda. Jeszcze inne z kolei podejscia dotycza czesci obliczeniowe]
metody. Powstaja wciaz nowe algorytmy przyblizone, mogace w bardzo krétkim czasie
rekonstruowaé sekwencje DNA ze spektr obarczonych nawet bardzo duzym procentem
bledéw hybrydyzacji. Wada takiego podejscia jest jednak to, ze w przypadku dtuzszych
fragmentéw badanego DNA czesto otrzymujemy rekonstrukcje przyblizona, nie bedaca
identyczng z badanym DNA.

Badane w niniejszej rozprawie doktorskiej podejscie taczy w sobie zaréwno zmiany
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w sposobie konstrukeji chipu DNA, jak i konieczno$é opracowania calkowicie nowych
algorytméw, ktére operowaé¢ musza na spektrum znacznie rézniacym sie od tego z po-
dejscia klasycznego. Zmiany w fazie biochemicznej SBH wymagaja stosowania nowych
zwigzkoéw chemicznych, jak np. opisane juz wczesniej nukleotydy uniwersalne czy tak
zwane nukleotydy zdegenerowane. Z drugiej strony, mozna obej$¢ ten wymog stosujac
wszystkie kombinacje oligonukleotydéw w sondzie, ktére pasuja do wzoru ja opisujacego.
Takie podejscie stosowaé mozna tylko do pewnego stopnia, poniewaz ma ono wpltyw na
zmniejszanie sity sygnatu hybrydyzacji, czyli ”$ladu” po potaczeniu DNA z sonda, ktéry
odpowiada za mozliwo$¢ wyselekcjonowania sond chipu po eksperymencie do ostatecz-
nego spektrum DNA.

Znaczna cze$¢ niniejszej rozprawy poswiecona zostala zaproponowanym algorytmom.
Ich idea zblizona jest do wyszukiwania dokladnego, jednak wykorzystuje ona takze do-
datkowe informacje, umozliwiajace skuteczng weryfikacje kolejnych krokéw rekonstrukeji
DNA. Algorytmy te sa tez do pewnego stopnia odporne na btedy hybrydyzacji. Cieka-
wym przykladem jest spektrum pochodzace z chipu typu Binary. Kazda sonda chipu
moze by¢ traktowana jako zbidr oligonukleotydéw, do kazdej sondy w eksperymencie
hybrydyzacyjnym moze hybrydyzowaé wiele réznych fragmentéw badanego DNA. Zapro-
ponowany algorytm radzi sobie z tym nad wyraz dobrze, co wykazaly liczne przeprowa-
dzone testy. Weryfikacja potaczona tutaj z warunkiem zgodnosci ostatniego nukleotydu
nastepnikéw w Sciezkach graféw pochodzacych z dwoch potéwek spektrum sprawuje sie
wyjatkowo dobrze. Pozwala ona z duzym prawdopodobienstwem sekwencjonowaé¢ diuz-
sze fragmenty DNA, nawet ze spektrum obarczonego tez innymi rodzajami bledéw.

W przypadku zaproponowanych dla omawianych chipéw algorytmoéw mozliwe sa dal-
sze usprawnienia, w toku przysztych prac. Jedna z mozliwosci jest wykorzystanie podej-
Scia z cytowanej w rozdziale 4. literatury, polegajacego na cze$ciowym usuwaniu btedéw
pozytywnych w spektrum. Pomimo uzywania tutaj podejécia nieklasycznego do projek-
towania chipéw, elementy spektrum sa od siebie zalezne w zwiazku z wzajemnym nakta-
daniem. Dlatego wciaz istnieje mozliwo$é¢ wykorzystania tego faktu w procesie usuwania
choéby czesci bledow pozytywnych. Zaproponowane tu podejscie do konstrukcji algo-
rytmu wykazalo w testach swoja skutecznosé, jednak wcigz nie ulega watpliwosci, ze
jest to rozwiazanie bazujace na czeSciowym przeszukiwaniu calej przestrzeni rozwigzan.
Mozliwe do realizacji sa takze inne podejscia i typy algorytmoéw, starajace sie jeszcze
efektywniej wykorzystywaé informacje dane w odpowiednich spektrach.

Podsumowujac temat algorytmoéw dla omawianych chipéw mozna wspomnieé¢ o wcze-
$niejszych prébach ich zaprojektowania, tym razem w wariancie tylko z btedami nega-
tywnymi wynikajacymi z powtérzen. W pracy [45] opisano algorytmy dla chipéw typu
Gapped i Binary, pracujace na spektrach tylko z takimi btedami. Wyniki okazaly si¢
bardzo obiecujace, poniewaz algorytmy byty w stanie precyzyjnie sekwencjonowaé DNA

nawet o dlugosciach przekraczajacych cztery tysiace par zasad. Co jeszcze ciekawsze,
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wyniki pokazaly skutecznosé algorytmoéw dla spektrum z chipu typu Binary, posiada-
jacego o jeszcze jeden stopienn mniej sond niz testowany tu najmniejszy chip I typu,
precyzyjniej chipu dwukrotnie mniejszego. Stosujac przyjety w niniejszej pracy podzial,
dla chipéw I typu oba opisane w cytowanej pracy algorytmy mialy niemal 100% sku-
teczno$¢ w jednoznacznej rekonstrukeji DNA o dhugosci dochodzacej do 5000 par zasad.
Nalezy jednak podkresli¢, ze algorytmy te pracowaly dla hipotetycznego spektrum, w
ktorym jedyne bledy negatywne wynikaly z samej budowy DNA. Zalozono wiec teore-
tyczna, perfekcyjna jakos¢é procesu hybrydyzacji, ktory nie generuje w trakcie trwania
zadnych nowych btedéw. Badania z niniejszej rozprawy oraz te opisane w przytoczonym
artykule dowodza ogromnego potencjalu omawianych tutaj chipéw.

Kolejnym zagadnieniem, ktéremu poswiecono wiele miejsca w niniejszej rozprawie
doktorskiej jest ztozonosé obliczeniowa probleméw zwigzanych z chipami nieklasycznymi
oraz odpowiednimi typami btedéw. Do tej pory w literaturze znana jest przynaleznos$é
sekwencjonowania przez hybrydyzacje w wersji klasycznej z btedami, do klasy probleméw
silnie NP-trudnych [10]. W rozdziale omawiajacym rézne podejécia do SBH wymieniono
takze publikacje zwiazane z tzw. pozycyjnym SBH, ktérego ztozonosé obliczeniowa w
kilku wariantach réwniez zostala ustalona ([24], [2]). Do tej pory omawiane chipy bytly
stosunkowo rzadko rozpatrywane w literaturze, za$ sama idea nukleotydu uniwersal-
nego (znak X w chipach) byla rozpatrywana gléwnie z punktu widzenia algorytméw
lub innych sposobéw jego wykorzystania do konstrukcji sond, niz te przyjete w chipach
Gapped i Alternating. W niniejszej rozprawie sformutowano problemy decyzyjne oraz
przeszukiwania dla wszystkich trzech chipéw, w wersjach bez bledéw hybrydyzacji, z
bledami negatywnymi oraz bledami pozytywnymi. Praca zawiera takze dowody zlozo-
nosci obliczeniowej dla probleméw z bledami pozytywnymi, dla wszystkich badanych
chipéw. Moze stanowi¢ to dobry punkt wyjscia dla badan nad ztozonoscig obliczeniows
tych wariantéw probleméw, ktorych ztozonosé nie zostalta jeszcze okreslona.

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie dowodza duzego potencjatu omawianych
tu chipéw nieklasycznych, przede wszystkim zwiazanego z nimi mechanizmu weryfika-
¢ji nastepnikéow w toku pracy odpowiednich, dedykowanych im algorytméw. Mechanizm
ten pozwala uzyskac¢ rozwiazanie z duzym prawdopodobienistwem, ze jest to rozwigzanie
oczekiwane (tj. prawdziwa badana sekwencja DNA), nawet w krétkim czasie. Opraco-
wane algorytmy wykazuja tez odpornos¢ na rézne bledy hybrydyzacji w spektrum. Przy
wystapieniu wszystkich ich rodzajéw jednoczesnie wyniki wciaz sa satysfakcjonujace,
zwlaszcza w przypadku chipu typu Binary. Modyfikacje algorytméw lub opracowanie
ich w wersji przyblizonej moga doprowadzi¢ do lepszych rezultatéw, a na pewno stano-

wig bardzo ciekawy przedmiot dalszych badan.
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