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SEKWENCJONOWANIE I ASEMBLACJA DNA — PODEJSCIA, MODELE GRAFOWE,
ALGORYTMY

WPROWADZENIE

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest
czasteczka kodujaca informacje genetyczna
organizmu, zlozona z dwoch nici potaczo-
nych ze soba za pomoca wiazan wodoro-
wych (tzw. helisa DNA). Kazda ni¢ to tan-
cuch nukleotydow, ktorych kolejnoSC stano-
wi te informacje, zapisywanych symbolicznie
jako ‘A’, ‘C, ‘G’, “T". ‘A’ oznacza nukleotyd z
zasada azotowa adenina, ‘C’ z cytozyna, ‘G’ z
guanina, ‘I” z tymina. Nukleotyd A z jednej
nici helisy taczy si¢ za pomoca wiazania wo-
dorowego z nukleotydem T potozonym na
przeciwko niego w drugiej nici, natomiast
nukleotyd G laczy si¢ z C. Ta zasada wyste-
powania w parach A z T oraz G z C nazywa-
na jest zasada komplementarnosSci. Dzi¢ki tej
wlaSciwosci, znajac fragment jednej nici, mo-
zemy odtworzy¢ komplementarna do niego
sekwencje nukleotydow w drugiej nici. Krot-
ki fragment jednoniciowego DNA nazywany
jest oligonukleotydem.

Odczytywanie kolejnosci nukleotydow w
sekwencji DNA (czyli rozpoznanie informacji
genetycznej organizmu) odbywa sie w kilku
etapach. W pierwszym etapie, sekwencjono-
waniu, odczytywane sa sekwencje DNA o
dlugosci zazwyczaj kilkuset nukleotydow. W
kolejnym etapie, asemblacji, seckwencje te sa
laczone w dluzsze odcinki, w wyniku czego
otrzymujemy sekwencje o dlugosci nawet
do miliona nukleotydow. Dla krotkich geno-
mow, np. wirusOw lub bakterii, te dwa etapy

czesto wystarcza, aby odczyta¢ caly genom.
Dla dtuzszych, potrzebny jest trzeci etap, ma-
powanie, polegajacy na wlasciwym uszerego-
waniu wzgledem siebie zasemblowanych se-
kwencji. W tym celu stosuje si¢ inne niz w
poprzednich etapach podejScia biochemicz-
ne, np. z uzyciem enzymow restrykcyjnych
(mapowanie restrykcyjne, patrz np. BLAZE-
WICZ i wspotaut. 2001).

Etap sekwencjonowania moze byC reali-
zowany na kilka sposobow. Najbardziej po-
pularna metoda do niedawna bytla elektrofo-
reza zelowa (MAXAM i GILBERT 1977, SANGER
i wspotaut. 1977), ktora generuje sekwencje
o dtugosci kilkuset nukleotydow. Metoda ta
ogranicza si¢ do etapu laboratoryjnego (eks-
peryment biochemiczny) i nie wymaga etapu
algorytmicznego (przetwarzanie danych), co
z jednej strony czyni ja prosta i przystepna,
z drugiej strony jednak nieodporna na btedy
eksperymentalne.

Bardziej zaawansowanym technologicznie
i koncepcyjnie podejsciem jest sekwencjono-
wanie przez hybrydyzacje (SBH), w wyniku
ktorego otrzymujemy sekwencje o dhugosci
do tysiaca nukleotydow, ale w tym przypad-
ku potrzebne sa metody algorytmiczne do
przetwarzania danych eksperymentalnych
(SOUTHERN 1988). Na mikromacierz DNA na-
nosi si¢ biblioteke oligonukleotydow, czyli
zbior krotkich, jednoniciowych fragmentow
tancucha DNA (np. wszystkie 4’ oligonukle-
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otydy o zadanej dlugosci /). Podczas ekspe-
rymentu hybrydyzacyjnego badana sekwen-
cja DNA przykleja sie do komplementarnych
oligonukleotydow na mikromacierzy. W jego
wyniku znajdowany jest zbior § (spektrum)
fragmentow, ktore zawarte sa w oryginal-
nej sekwencji (szerszy opis eksperymentu z
mikromacierza DNA zawarty jest np. w (SO-
UTHERN i wspotaut. 1992)). Celem czesci obli-
czeniowej SBH jest rekonstrukcja oryginalnej
sekwencji o znanej dlugosci n z elementow
spektrum. Rekonstrukcja polega na takim
uszeregowaniu wszystkich elementow spek-
trum, aby kolejne oligonukleotydy w rozwia-
zaniu nakladaty sie na siebie z przesunieciem
rownym 1 (przy zatozeniu braku btedow eks-
perymentalnych, patrz Ryc. 1).

AGGACG  sekwencja DNA
FICICE
EIEY:Y elementy
(A spektrum
ACG
pokrycie

przesunigcie

Ryc. 1. Rekonstrukcja sekwencji AGGACG ze
spektrum S={ACG, AGG, GAC, GGA}.

Kolejne oligonukleotydy naktadaja si¢ na siebie z
przesuni¢ciem rownym 1. Pokrycie kazdej pozycji w
sekwencji wyznacza liczba oligonukleotydow, ktore
naktadaja sie¢ w tym miejscu na sekwencje, np. po-
krycie czwartego nukleotydu w sekwencji wynosi 3.

Znalezienie rozwiazania (sekwencji) jest
problemem fatwym obliczeniowo, o ile w
spektrum nie pojawia si¢ bledy (PEVZNER
1989). Jednakze w rzeczywistym ekspery-
mencie pojawiaja si¢ btedy i moga by¢ one
dwojakiego rodzaju: bledy negatywne — je-
Sli brakuje jakiego$ oligonukleotydu w spek-
trum, pomimo ze wystepuje on w badanej
sekwencji — oraz btedy pozytywne, gdy w
spektrum znajduje si¢ nadmiarowy oligonu-
kleotyd, ktory nie wystepuje w sekwencji. W
przypadku, gdy w spektrum wystepuja biedy,
podczas rekonstrukcji badanej sekwencji za-
klada sie, ze przesuniecie pomiedzy kolejny-
mi elementami spektrum moze by¢ wicksze
niz 1 (co odpowiada btedom negatywnym),
a niektore oligonukleotydy nie znajda si¢ w
ogole w rozwiazaniu (bledy pozytywne). Pro-
blem ten jest wowczas obliczeniowo trudny
(Brazewicz i KASPRZAK 2003). Szczegdlnym

rodzajem bledow negatywnych sa powtorze-
nia fragmentOw sekwencji DNA, ktore sa co
najmniej tak dlugie jak oligonukleotydy uzyte
w eksperymencie. Jesli oligonukleotyd wyste-
puje kilkakrotnie w sekwencji, w spektrum
pojawia sie on tylko raz. Odtworzenie se-
kwencji oryginalnej w przypadku powtorzef
jest trudniejsze ze wzgledu na wiele mozliwo-
Sci optymalnego (z obliczeniowego punktu
widzenia) dopasowania fragmentow. W celu
zminimalizowania liczby btedow pochodza-
cych z eksperymentu zaproponowane zostaly
nowe podejscia, ktore w trakcie hybrydyzacji
zamiast oligonukleotydow o réwnej diugosci
wykorzystuja oligonukleotydy, dla ktorych
temperatura zajScia idealnej hybrydyzacji jest
taka sama, albo oligonukleotydy zawierajace
zasady uniwersalne mogace laczy¢ sie z do-
wolna zasada azotowa. Algorytmy do rekon-
strukcji oryginalnej sekwencji dla kazdego z
tych podejs¢ (z oligonukleotydami o réwnej
dlugosci, o rOwnej temperaturze oraz zawie-
rajacymi zasady uniwersalne) zostana przed-
stawione w czeSci ,Sekwencjonowanie”.

Od niedawna stosuje si¢ wysoce zautoma-
tyzowane podejscia do sekwencjonowania,
ktore w stosunkowo krotkim czasie generuja
miliony sekwencji o dlugosci kilkudziesieciu
(technologie Solexa i SOLID) Iub kilkuset
nukleotydow (metoda 454). Kazdy z tych
systemOw posiada inna strategic generowa-
nia wysokiej jakosci danych. Metoda 454
firmy Roche (MARGULIES i wspotaut. 2005)
polega na sekwencjonowaniu przez synteze
fragmentow DNA, ktore przyczepiane sa do
matych koralikow, a nastepnie klonowane w
emulsji wodno-oleistej. Kolejne nukleotydy sa
syntetyzowane do fragmentow DNA w wyni-
ku szeregu reakcji chemicznych. W jednym
kroku moze sie przyklei¢ nawet kilka nukle-
otydow tego samego typu. Podczas sekwen-
cjonowania metoda Solexa firmy Illumina
(BENNETT 2004) sekwencja jest przyczepiana
do powierzchni plytki. Do sekwencji kolejno
syntetyzowane sa specjalnie zaprojektowane,
znakowane kolorem nukleotydy, ktére kazdo-
razowo koncza synteze DNA, a nastepnie (po
odczytaniu koloru) za pomoca enzymow sa
odblokowywane. W metodzie SOLID firmy
Applied Biosystems (Fu i wspotaut. 2008),
zamiast pojedynczych nukleotydoéw, przycze-
piane sa znakowane kolorem oligonukleoty-
dy, w ktorych znane sa pierwsze dwa nukle-
otydy. W kolejnych cyklach znajdowane sa
nastepne dwu-nukleotydy tak, ze w sumie
otrzymujemy podwojne pokrycie kazdej po-
zycji w sekwencji.
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Drugi etap odczytywania sekwencji DNA,
asemblacja, polega na polaczeniu fragmen-
tow DNA pochodzacych z etapu sekwencjo-
nowania w dhuzsze odcinki. Sposréod wielu
algorytmow, ktore rozwiazuja problem asem-
blacji, kilka z nich zostanie omoéwionych
tutaj ze wzgledu na interesujace podejscia

grafowe. Sa wsrdd nich zaro6wno algorytmy
skonstruowane dla dluzszych fragmentow
wejsciowych (klasyczna asemblacja), jak i dla
krotszych, pochodzacych z nowych metod
sekwencjonowania. Wszystkie one zostang
przedstawione w czeSci ,Asemblacja”.

SEKWENCJONOWANIE

Pierwszy algorytm do rekonstrukcji ory-
ginalnej sekwencji na podstawie wynikow
eksperymentu hybrydyzacyjnego z mikroma-
cierza DNA zostal zaproponowany w (BAINS
i SMITH 1988). Autorzy zatozyli brak btedow
w spektrum. Algorytm buduje drzewo, w
ktorym wierzchotkami sa elementy spek-
trum, natomiast tuki tacza wierzcholki, jesli
I-'1 ostatnich liter poprzednika naklada sie
na /-1 pierwsze litery nastepnika. Rozwigza-
niem jest sekwencja odpowiadajaca Sciezce
w tym drzewie od korzenia do liScia zawiera-
jacej wszystkie elementy spektrum dokladnie
jeden raz (Przykiad 1). Jako korzen drzewa
wybierany jest ten element, ktory jest poczat-
kiem badanej sekwencji. Jesli natomiast nie
jest on znany, algorytm musi skonstruowac
|S| drzew z kazdym kolejnym elementem
spektrum jako korzeniem.

Lysov i wspotaut. (1988) zauwazyli, ze
problem SBH bez btedow w spektrum moz-
na sprowadzi¢ do znanego problemu poszu-
kiwania Sciezki Hamiltona w pewnym grafie.
Skierowany graf H konstruowany jest w na-
stepujacy sposob. Kazdy wierzchotek grafu
odpowiada innemu elementowi spektrum.
Lbuk (u,v) taczy wierzchotek u z wierzchot-
kiem v jeSli /-1 ostatnich liter etykiety wierz-
chotka u naktada si¢ na -1 pierwsze litery
etykiety v. W takim grafie poszukiwana jest
Sciezka przechodzaca przez wszystkie wierz-
chotki dokladnie jeden raz (Sciezka Hamilto-
na) (Przyktad 1).

PRZYKLAD 1

Zatozmy, ze dla badanej sekwencji nu-
kleotydow AGGACGAT eksperyment hybry-
dyzacji przebiegt bez btedow, w wyniku
czego otrzymano spektrum: § = {ACG, AGG,
CGA, GAC, GAT, GGA}. Dlugosc¢ badanej se-
kwencji n = 8, dtugos¢ oligonukleotydow [
= 3, natomiast |§| = n-/+1. Dla uproszczenia
przyktadu zal6zmy, ze znany jest pierwszy
oligonukleotyd (AGG). Metoda Bainsa i Smi-
tha tworzy drzewo dodajac kolejne elementy
o ile nie znajduja si¢ juz w biezacej Sciez-

ce (Ryc. 2). Tylko dolna Sciezka przechodzi
przez wszystkie elementy spektrum. Odczy-
tujac kolejne etykiety mozna zrekonstruowac
sekwencje oryginalna.

”
ons o) oo (on)

Ryc. 2. Drzewo dla metody zaproponowanej
przez BAINSA i SMITHA (1988).

Metoda LysovA i wspotaut. (1988) utwo-
rzy na podstawie tego samego spektrum graf,
ktory zaprezentowany jest na Ryc. 3. W gra-
fie istnieje dokladnie jedna Sciezka Hamilto-
na, ktora odpowiada badanej sekwencji.

Ryc. 3. Graf dla metody zaproponowanej przez
LYSOVA i wspotaut. (1988).

Powyzsze metody dzialaja tylko dla ide-
alnego, bezblednego spektrum, jednakze ich
ztozono$¢ obliczeniowa jest wykladnicza
(tzn. liczbe elementarnych operacji algoryt-
mu mozna wyrazi¢ funkcja wykladnicza, w
ktorej rozmiar instancji rozwiazywanego pro-
blemu jest wyktadnikiem potegi). Algorytm
o wielomianowej zlozonoSci czasowej (tzn.
w ktorym liczba operacji jest wyrazona funk-
cja wielomianowa) dla problemu SBH zostat
zaproponowany przez PEVZNERA (1989), co
dowodzi, ze problem nalezy do klasy pro-
blemow tatwych obliczeniowo. Algorytm ten
szuka Sciezki przechodzacej przez wszystkie
tuki w grafie skierowanym dokladnie raz (tj.
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Sciezki Eulera). Tym razem elementy spek-
trum odpowiadaja lukom, a kazdy z tukow
wychodzi z wierzchotka, ktory jest zaetykie-
towany /-1-literowym prefiksem etykiety tuku
i wchodzi do wierzchotka zaetykietowanego
I-1-literowym sufiksem (Przyktad 2).

Transformacja grafu, w ktoérym poszuki-
wana jest Sciezka Hamiltona w graf, w kto-
rym poszukiwana jest Sciezka Eulera, zmienia
ztozonos¢ obliczeniowa problemu. Klasa gra-
fow etykietowalnych, dla ktorych taka trans-
formacja jest mozliwa, zostala szeroko omo-
wiona przez BEAZEWICZA i wspolaut. (1999c¢).
Grafy budowane na podstawie spektrum w
metodzie LYSOVA i wspotaut. (1988), nazwa-
ne grafami DNA, naleza do klasy grafow ety-
kietowalnych. Grafy skonstruowane na pod-
stawie metody LYSOVA i wspotaut. (1988) sa
grafami liniowymi graféw PEVZNERA (1989).
Dla takiej pary graféw poszukiwanie Sciezek
Hamiltona i Eulera jest rOwnowazne (patrz
BrAZEWICZ i wspotaut. 1999c¢).

Kolejny algorytm zaprezentowany przez
PEVZNERA (1989) dopuszczal btedy negatyw-
ne w spektrum. ZlozonoS¢ czasowa algo-
rytmu jest wielomianowa, jednakze nie w
kazdym przypadku algorytm potrafi znalezcé
rozwiazanie, wiec nie moze by¢ traktowany
jako algorytm dokladny. W tej metodzie naj-
pierw wyznaczana jest liczba brakujacych oli-
gonukleotydow, réwna n-/+1-|§|, a nastepnie
oligonukleotydy te sa znajdowane poprzez
transformacje problemu sekwencjonowania
do problemu poszukiwania przeplywu w
sieci zbudowanej na podstawie grafu dwu-
dzielnego K, . Graf dwudzielny zbudowany
jest z wierzchotkow grafu Pevznera, ktore
posiadaja rozna liczbe tukow wchodzacych
i wychodzacych. Jesli réznica ta jest wicksza
niz 1 dla pewnego wierzcholka, liczba jego
wystapien jest odpowiednio zwi¢kszana. Po
lewej stronie grafu dwudzielnego umiesz-
czane s3 wierzcholki z wieksza liczbg tukéw
wchodzacych, a po prawej z wicksza liczba
tukéw wychodzacych. Liczba wierzcholkow
z lewej strony rOwna jest liczbie wierzchol-
kOow z prawej strony i wynosi m. Z kazdego
wierzchotka z lewej strony wychodzi tuk do
kazdego wierzcholka z prawej strony. Koszt
tuku jest rOwny najmniejszemu przesunieciu
wzgledem siebie etykiet wierzchotkOw minus
1. Zatem koszt jest rowny 1, jeSli nalozenie
etykiet jest rowne /-2, natomiast jesli etykie-
ty w ogole si¢ na siebie nie nakladaja koszt
rowny jest -1 (koszt luku oznacza ile wierz-
chotkow/oligonukleotydow brakowaloby w
grafie Pevznera, gdybySmy chcieli dany tuk

wykorzystac¢). Dodatkowo do grafu dwudziel-
nego dodawane jest zrodlo s, z ktorego wy-
chodza tuki do kazdego wierzchotka z lewej
strony, oraz ujScie ¢, do ktorego dochodza
tuki od kazdego wierzchotka z prawej strony.
W tak skonstruowanej sieci, gdzie wszystkie
tuki maja pojemnosS¢ rowna 1, poszukiwany
jest przeptyw o wartoSci m-1 i o minimal-
nym koszcie. Jesli koszt okazalby sie réwny
liczbie brakujacych oligonukleotydow (czyli
n-l+1-|S]), woéwczas graf Pevznera zostalby
uzupetniony o brakujace tuki (lub Sciezki) i
mozna by w nim poszukiwac Sciezki Eulera
(Przykiad 2).

PRZYKLAD 2

Rozwazmy t¢ sama sekwencje¢ jak w Przy-
ktadzie 1. Spektrum idealne § = {ACG, AGG,
CGA, GAC, GAT, GGA)}. Graf Pevznera zostal
przedstawiony na Ryc. 4.

Ryc. 4. Graf dla metody PEVZNERA (1989).

Sciezka Eulera w tym grafie odpowiada
badanej sekwencji AGGACGAT. Zal6zmy te-
raz, ze podczas eksperymentu hybrydyzacji
wystapily bledy i w spektrum brakuje ele-
mentu CGA (blad negatywny). Aby utworzy¢
kompletny graf Pevznera nalezy wyznaczyc
liczbe brakujacych oligonukleotydow #n-I+1-
[S] = 1 (przeptywu o takim koszcie bedzie-
my szukad) a nastepnie skonstruowac sie¢ z
wierzcholkOw o roznej liczbie tukow wcho-
dzacych i wychodzacych w grafie z Ryc. 4
pozbawionego tuku CGA (Ryc. 5).

) >2<@

Ryc. 5. Sie¢ dla metody PEVZNERA (1989).

Koszty na tukach sa rowne przesunieciom
pomiedzy etykietami wierzchotkow przy zato-
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zeniu doktadnego nalozenia prefiksu lewego
wierzchotka z sufiksem prawego wierzchotka.
W takiej sieci szukamy przeplywu o wartosci
m-1=1 i o koszcie rownym 1. Istnieje tylko
jeden taki przeplyw zawierajacy wierzchotki
(CG, GA), co odpowiada brakujacemu oligo-
nukleotydowi CGA. Po dodaniu tego tuku do
grafu Pevznera mozemy poszukiwacé Sciezki
Eulera.
Pierwszy algorytm dokladny, ktory do-
puszcza wystepowanie bledow zar6wno po-
zytywnych jak i negatywnych w spektrum i
nie wymaga zadnej dodatkowej informacji
o elementach spektrum zostat zapropono-
wany przez BEAZEWICZA i wspotaut. (1999a).
Problem sekwencjonowania zostal sformuto-
wany jako wariant problemu komiwojazera
(ang. selective traveling salesman problem).
Tworzony jest graf skierowany pelny, w kto-
rym wierzchotki sa zaetykietowane oligo-
nukleotydami a koszt luku pomiedzy dwo-
ma wierzcholtkami jest rOwny minimalnemu
przesunieciu odpowiednich etykiet przy za-
lozeniu ich dokladnego nalozenia. Z kazdym
wierzchotkiem skojarzony jest zysk o warto-
Sci 1. W takim grafie poszukiwana jest Sciez-
ka o najwickszym sumarycznym zysku i kosz-
cie nie przekraczajacym n-/, ktora jest rOwno-
wazna sekwencji o dlugosci nie wi¢kszej niz
n utworzonej z maksymalnej liczby oligonu-
kleotydow ze spektrum (Przyktad 3).

PRZYKLAD 3

Zatozmy, ze dla sekwencji AGGACGAT spek-
trum z bledami negatywnymi i pozytywnymi
wyglada nastepujaco: § = {ACG, AGG, CAC,
GAC, GAT, GGA}). W spektrum, oprocz bitedu
negatywnego CGA, pojawil si¢ jeden blad po-
zytywny CAC. Graf pelny skonstruowany dla tej
metody (BEAZEWICZ i wspolaut. 1999a) zawieral-
by tuki o kosztach przedstawionych Tabela 1.

Zysk za odwiedzenie kazdego wierzchot-
ka jest roOwny 1. Algorytm szuka Sciezki prze-
chodzacej co najwyzej jeden raz przez kazdy
wierzchotek, o maksymalnym zysku i koszcie,

Tabela 1. Koszty tukow dla metody wg BELAZE-
WICZA i wspotaut. (1999a).

ACG AGG CAC GAC GAT GGA
ACG - 3 3 2 2 2
AGG 3 - 3 2 2 1
CAC 1 3 - 3 3 3
GAC 1 3 2 3 3
GAT 3 3 3 - 3
GGA 2 2 3 1 1 -

nie wi¢kszym niz n-/=5. Jako rezultat otrzy-
mujemy dwie Sciezki, ktore przechodza przez
5 wierzcholkéw i o koszcie réwnym 5. Od-
czytujac etykiety wierzcholkOw otrzymamy
rozwiazania: AGGACGAT oraz AGGACACG.

Problem SBH w przypadku, gdy wyste-
puja biedy, nawet bledy tylko jednego typu
(pozytywne lub negatywne), jest problemem
silnie NP-trudnym (tzn. prawdopodobnie nie
moze dla niego zosta¢ skonstruowany algo-
rytm o wielomianowej zlozonosci czasowej).
Zatem algorytm doktadny dla wieckszych in-
stancji problemu moze nie zakonczyC dzia-
lania w sensownym czasie. W efekcie wick-
szoS¢ zaproponowanych dla tego problemu
algorytmow to heurystyki, ktore w znacznej
mierze przyspieszaja przeszukanie przestrze-
ni rozwiazaf, jednoczesSnie nie gwarantujac,
ze znalezione rozwiazanie jest optymalne.

KRUGLYAK (1998) zaproponowal wielo-
stopniowe podejscie do SBH. Kolejno wyko-
nywane sa eksperymenty z oligonukleotyda-
mi o zwiekszanej dlugoSci. Pierwszy ekspe-
ryment przeprowadzany jest dla kompletnej
biblioteki oligonukleotydéow o dlugosci /. W
kolejnych eksperymentach biblioteka oligo-
nukleotydow sklada sie z potaczonych ze
soba oligonukleotydow, ktore znalazly sie¢ w
spektrum po poprzednim eksperymencie,
przy zalozeniu jak najwiekszego mozliwego
nalozenia. Ustawienie progu dla minimalnej
liczby naktadajacych sie nukleotydow na war-
tos¢ wieksza niz 0 (0 oznacza konkatenacje
pary oligonukleotydow) zmniejsza znaczaco
rozmiar biblioteki generowanej dla nastepne-
go eksperymentu. Zaleta tego podejScia jest
redukcja bledow wynikajacych z powtorzen
ciagu nukleotydow w sekwencji oryginalnej,
jednakze inne bledy negatywne oraz bledy
pozytywne beda propagowane w kolejnych
krokach tej metody.

Interaktywne podejscie do SBH zapropo-
nowali PHAN i SKIENA (2001). Zwykly ekspe-
ryment hybrydyzacji wzbogacony jest o do-
datkowe eksperymenty, ktore maja na celu
rozwianie ~ wszelkich  niejednoznacznosci
podczas rekonstrukcji oryginalnej sekwen-
cji. Metoda ta konstruuje graf, taki sam jak
w przypadku metody Lysova i wspoétaut.
(1988), gdzie oligonukleotydy sa etykietami
wierzcholkow a tuki 1acza wierzcholki, kto-
rych etykiety przesunicte sa wzgledem siebie
o jedna pozycje. Seria dodatkowych zapytan
(eksperymentow biochemicznych) z oligonu-
kleotydami o zwickszanej dlugoSci pozwala
na wyeliminowanie niepotrzebnych wierz-
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chotkow (btedy pozytywne), lub dodanie bra-
kujacych (btedy negatywne). Kiedy wszystkie
rozgalezienia w grafie sa rozstrzygnicte (graf
staje si¢ Sciezka prosta), algorytm konczy za-
pytania i jako wynik zwraca jedyna Sciezke
Hamiltona w grafie.

Metoda zaprezentowana przez BUI i
YOUSSEFA (2004), to algorytm genetyczny.
W poczatkowej fazie algorytmu oligonu-
kleotydy, ktore nakladaja si¢ na siebie na /-
1 pozycjach, laczone sa na stale w dluisze
fragmenty. Jesli jest wiecej niz jedna moz-
liwos$¢ polaczenia oligonukleotydow, wow-
czas takie oligonukleotydy nie sa taczone. W
dalszej czeSci algorytm operuje na dhuzszych
fragmentach zamiast na oligonukleotydach.
Kazdy osobnik w algorytmie genetycznym
reprezentowany jest jako permutacja wszyst-
kich fragmentow. Liczba osobnikéw w popu-
lacji pozostaje caly czas stala. Dopasowanie
osobnika jest obliczane na podstawie liczby
naktadajacych sie pozycji pomiedzy sasied-
nimi fragmentami oraz dlugosci sekwencji.
Rodzice nastepnego pokolenia w populacji
wybierani sa proporcjonalnie do ich dopaso-
wania. Nastepnie rodzice przekazuja cechy
swojemu potomstwu przy uzyciu operato-
row krzyzowania oraz mutacji. Podczas krzy-
zowania wyznaczane sa 3 miejsca podzialu u
rodzicOw a nastepnie ich potomstwo wybie-
ra rézne czesSci od rodzicOw. Przy takim po-
dziale niektore fragmenty moga zostaé zdu-
plikowane u potomstwa, wiec mechanizm
naprawczy usuwa zduplikowane fragmenty
a dodaje fragmenty, ktore zostaly pominicte.
Dodatkowo mechanizm naprawczy ulepsza
rozwiazanie poprzez lokalne przeszukanie
sasiedztwa w zbiorze rozwigzan. W nowo
utworzonym potomstwie mutacja zachodzi
z 10% prawdopodobienstwem, zamieniajac
miejscami losowo wybrane fragmenty. Po-
tomstwo zastepuje najgorszych osobnikow
w pokoleniu rodzicow. Algorytm konczy
dziatanie, gdy nie uda si¢ polepszy¢ rozwia-
zania.

Wedlug ZHANGA i wspotaut. (2003) algo-
rytm zaktada ograniczenie na liczbe brakuja-
cych kolejnych oligonukleotydow w sekwen-
¢ji. Autorzy zauwazyli, ze limit btedu A (licz-
ba brakujacych kolejnych oligonukleotydow)
moze by¢ rowny 1 < A <[ JeSli A > I, wow-
czas brakowaloby informacji do rekonstruk-
¢ji sekwencji oryginalnej. Autorzy najpierw
przetransformowali problem sekwencjono-
wania z btedami negatywnymi i pozytywny-
mi do problemu z bledami tylko pozytywny-
mi. Dla kazdej pary elementow u, v ze spek-

trum S, dla ktorej przesuniecie pomiedzy u
a v jest rowne ¢, 1 < ¢t < A+1, wyznaczana
jest Sciezka ztozona z t-1 oligonukleotydow
wypetniajacych luke miedzy u i v. Wszystkie
elementy ze Sciezki, ktorych nie ma w spek-
trum, dodawane sa do rozszerzonego spek-
trum §”. Jesli A jest zbyt duze, spowoduje to
dodanie zbyt duzej liczby elementow do §’
(zatozono, ze A < 3). Po tej wstepnej trans-
formacji w §” moga si¢ pojawic¢ tylko btedy
pozytywne (przy zalozeniu, ze limit A jest po-
prawny). Nastepnie algorytm tworzy macierz
sasiedztwa A o rozmiarze |§’|x|S’|, w ktorej
‘1’ oznacza, ze dwa elementy nakladaja sie na
I-1 pozycjach, a ‘0’ przeciwny przypadek. W
dalszej kolejnosci obliczane sa macierze 4% |
w ktorych na pozycji a*,, znajduje si¢ liczba
Sciezek o dhugosci & pomiedzy elementem
s, oraz s, Celem algorytmu jest maksymaliza-
cja k, czyli wydtuzanie Sciezki, a tym samym
zwickszanie liczby elementéw ze spektrum,
przez ktore przechodzi. Jednoczesnie & < n-1,
gdyz dlugos$¢ rozwiazania nie moze przekro-
czyC n. Jako rozwiazanie zwracane sa wszyst-
kie Sciezki o maksymalnej wartoSci k.

Algorytm zaproponowany przez BLAZE-
WICZA i wspotaut. (2004) jest polaczeniem
dwoch heurystyk — przeszukiwania tabu i
scatter. Celem przeszukiwania tabu jest mak-
symalizacja liczby elementow ze spektrum
wykorzystanych w rozwiazaniu, natomiast
zadaniem drugiej heurystyki jest wprowa-
dzenie roznorodno$ci w przeszukiwaniu
przestrzeni rozwiazan. Najlepsze rozwiazania
znalezione w trakcie przeszukiwania tabu sa
zapamictywane a nastepnie wykorzystywa-
ne przy tworzeniu kolejnego rozwiazania
poczatkowego i caly proces przeszukiwania
tabu rozpoczyna si¢ od nowa. Algorytm kon-
czy dziatanie po kilku powtdrzeniach calego
cyklu i zwraca najlepsze znalezione rozwia-
zanie.

Wszystkie zaprezentowane powyzej algo-
rytmy dzialaja dla spektrum, w ktorym oligo-
nukleotydy sa rownej dlugosci. Czasami jed-
nak z powodu bledow w spektrum nie jest
mozliwa jednoznaczna rekonstrukcja sekwen-
cji. Zaproponowane zostalo nowe podejscie
(PREPARATA 1 wspolaut. 1999, PREPARATA i
UpFAL 2001), ktére ma na celu wydluzenie
oligonukleotydow przy jednoczesnym zacho-
waniu rozmiaru biblioteki. Wydtuzone oligo-
nukleotydy zawieraja zasady uniwersalne, tj.
takie czasteczki chemiczne, ktore przyklejaja
si¢ do kazdej ze standardowych zasad azoto-
wych (A, C, G, T). Taka uniwersalna zasada
mogtby by¢ np. 5-nitroindol (LOAKES i BROWN
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1994) lub 3-nitropyrrole (BERGSTROM i wspot-
aut. 1995).

Oligonukleotydy musza by¢ utworzo-
ne wedlug specjalnego wzorca nazwanego
GP(s,») (ang. gapped probe). Dla ustalonych
parametrOw 7 i s, wzorzec wyglada nastepu-
jaco: Xs(U*'X)", gdzie X oznacza nukleotyd z
jedna ze standardowych zasad (A, C, G, T), a
U nukleotyd z zasada uniwersalna. Dla przy-
ktadu, wzorzec GP(3,2) wyglada nastepujaco:
XXXUUXUUX, a oligonukleotyd pasujacy do
wzorca to np. GACUUCUUT. Algorytm za-
proponowany przez PREPARATE i wspotaut.
(1999) jest prosta heurystyka. Rozpoczyna
poszukiwanie rozwiazania od znanego pre-
fiksu sekwencji o dlugosci s(r+1). Z kazda
iteracja probuje wydluzy¢ sekwencje o 1
nukleotyd, poprzez dopasowanie ze spek-
trum elementéw, ktorych (s(r+1)-1)-prefiks
nakltada sie na (s(r+1)-1)-sufiks tworzonej
sekwencji (uniwersalne zasady moga si¢ a-
czy¢ z dowolna inna). Jezeli wi¢cej niz jeden
element pasuje jako rozwiniecie, tworzonych
jest kilka rownoleglych Sciezek. Algorytm za-
ktada, ze spektrum wejSciowe zawiera tylko
bardzo niewielki odsetek btedow ekspery-
mentalnych.

Kolejny algorytm (HEATH i wspotaut.
2003) operuje na dwoch spektrach taczo-
nych, ktore sktadaja sie ze zwyklych oligonu-
kleotydow oraz oligonukleotydow odwroco-
nych. Zwykte oligonukleotydy sa utworzone
na podstawie wzorca uzywanego przez PRE-
PARATE i wspotaut. (1999): Xs(U*'X)", natomiast
odwrocone na podstawie wzorca (XU™!)" X.
Uzycie spektrow obu typow ulatwia rekon-
strukcje sekwencji w przypadku blednych
elementow w spektrum.

HALPERIN i wspotaut. (2003) zapropono-
wali utworzenie mikromacierzy, ktora za-
miast elementéw tworzonych wedtug deter-
ministycznego wzorca bedzie skladala sie z
elementow, w ktorych pozycje ze znanymi
zasadami (A, C, G, T) beda wybierane loso-
wo. Elementy sa tworzone w nastepujacy
sposob. Dlugos¢ kazdego elementu jest row-
na l = ck+1, gdzie c jest zazwyczaj miedzy 3
a 10, natomiast R jest liczba znanych nukle-
otydow. Nastepnie generowane sa zbiory A,
gdzie i=1..pk, a B zalezy od liczby biledow.
Dla kazdego zbioru A, wybierany jest losowo
zbior k pozycji z (1, 2,.., ck} i tworzone sa
wszystkie mozliwe 4*! oligonukleotydy ze
znanymi zasadami na 2 wybranych oraz na
ostatniej pozycji, a reszta zasad jest uniwer-
salna. Wszystkich elementow uzytych w eks-
perymencie jest fR4*'! i jest to suma zbiorow

A, Zrekonstruowanie sekwengji jest mozliwe
z duzym prawdopodobienstwem, nawet dla
spektrow z btedami negatywnymi i pozytyw-
nymi.

Chociaz udalo si¢ juz wyprodukowac za-
sady uniwersalne w laboratorium (LOAKES i
BROWN 1994, BERGSTROM i wspoétaut. 1995),
to jednak nadal sa one jedynie rozwazane
teoretycznie i nie wiadomo, czy beda mogtly
skutecznie bra¢ udzial w eksperymencie hy-
brydyzacji.

PREPARATA i OLIVER (2004) ponownie za-
jeli sie problemem sekwencjonowania przy
uzyciu zasad uniwersalnych, ale tym razem
zamiast nieosiagalnych idealnych zasad uni-
wersalnych zastosowali zasady zdegenerowa-
ne, ktére sa jednolita mieszanina czterech
naturalnych zasad. Liczba zasad zdegenero-
wanych w oligonukleotydzie jest ograniczo-
na, gdyz kazda taka zasada pogarsza sygnat
hybrydyzacji na mikromacierzy. W standar-
dowym modelu hybrydyzacji zaklada sie, ze
kazda para zasad komplementarnych gene-
ruje sygnal hybrydyzacji o takiej samej sile.
Jednakze sila sygnalu zalezy od zawartoSci
zasad G/C i A/T (para G/C laczy sie¢ silniej-
szym wiazaniem niz para A/T, co przeklada
sie na site sygnalu w trakcie eksperymentu)
oraz od pozycji nukleotydu w oligonukleoty-
dzie. Autorzy wywnioskowali, ze pozycja za-
sady zdegenerowanej ma znaczacy wplyw na
site sygnatu hybrydyzacji. Ustalona zostala za-
tem minimalna warto$¢ energii wigzania oraz
zbior pozycji, na ktorych moze si¢ pojawic
zasada zdegenerowana. Wykazano, ze rozrzut
wartoSci energii wiazacej dupleks jest zbyt
duzy, co czyni zasady zdegenerowane nieuni-
wersalnymi. Jako praktyczna realizacje zasad
uniwersalnych autorzy zaproponowali dwa
zbiory zasad czeSciowo zdegenerowanych,
zbiory A/T (stabo-wiazace) oraz G/C (mocno-
wigzace).

Rozwazania na temat r6znic w sile sygna-
tow hybrydyzacji, majace na celu zmniejsze-
nie bledow hybrydyzacji, doprowadzily do
zaproponowania nowego, izotermicznego
podejscia do sekwencjonowania (BLAZEWICZ
i wspotaut. 1999b). Podczas eksperymentu
hybrydyzacji, zamiast oligonukleotydow o
rownej dlugosci wykorzystywane sa oligo-
nukleotydy o rownej temperaturze zajScia
idealnej hybrydyzacji, co ma na celu ujed-
nolici¢ warunki, w ktorej oligonukleotydy
beda hybrydyzowaly do badanej sekwencji.
W przyblizeniu zaklada sie, ze wiazanie pary
G/C jest dwa razy silniejsze niz wiazanie
pary A/T (WALLACE i wspoétaut. 1981). Ten
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model, chociaz przyblizony, pozwala zre-
kompensowac nizsza stabilno$¢ dupleksow
(fragmentow dwuniciowego DNA) bogatych
w pary A/T poprzez zwickszenie ich dhugo-
Sci. Aby zatem wyznaczy¢ temperature dla
oligonukleotydu zaktada sie, ze kazdy nu-
kleotyd G lub C zwigksza temperatur¢ oli-
gonukleotydu o 4 stopnie, natomiast kazdy
nukleotyd A lub T o 2 stopnie. Wszystkie
oligonukleotydy o tej samej temperaturze
zajScia idealnej hybrydyzacji tworza bibliote-
ke izotermiczna.

Uzycie tylko jednej biblioteki izotermicz-
nej nie jest wystarczajace. Na przyklad nie
jest mozliwe pokrycie fragmentu sekwencji
DNA sktadajacej si¢ tylko z nukleotydow G
i C za pomoca oligonukleotydow o tempe-
raturze niepodzielnej przez 4. Biblioteka oli-
gonukleotydow o temperaturze podzielnej
przez 4 nie pokryje natomiast sekwencji, w
ktorej wystepuje pojedynczy nukleotyd A lub
T otoczony nukleotydami G lub C. Z drugiej
strony dwie biblioteki izotermiczne o tempe-
raturach rézniacych sie o 2 stopnie (tempe-
ratura nukleotydu A lub T) moga pokry¢ kaz-
da sekwencje DNA, co wigcej, przesuniecie
pomiedzy oligonukleotydami z tych bibliotek
pokrywajacymi sekwencje DNA bedzie nie
wieksze niz 1.

Problem sekwencjonowania przez hybry-
dyzacje przy uzyciu bibliotek izotermicznych
jest problemem latwym w przypadku, gdy w
spektrum nie ma btedéw. JesSli natomiast w
spektrum pojawia si¢ bledy negatywne lub
pozytywne, lub btedy obu rodzajow, wow-
czas problem jest problemem silnie NP-trud-
nym (trudnym obliczeniowo) (BEAZEWICZ i
KASPRZAK 2006).

BrAZEWICZ i KASPRZAK (2006) zapropo-
nowali algorytm (wielomianowy) doktad-
ny dla przypadku spektrum idealnego (bez
btedow). Na podstawie spektrum tworzo-
ny jest skierowany graf G, w ktorym po
pewnych transformacjach  poszukiwana
jest Sciezka. Oligonukleotydy sa etykietami
wierzcholkow, a tuki tacza wierzcholki, kto6-
rych etykiety sa rOwnej dlugosci i naktadaja
sie z przesunieciem o jedna litere (o ile nie
spowoduje to btedu negatywnego). Jesli oli-
gonukleotyd o, jest zawarty w o, i dosunie-
ty do lewej ]ego strony, WOWCzas wszystkie
huki wchodzace do o, i wychodzace z o, sa
usuwane, a dodany Zzostaje tuk z o, do’ o,
Z drug1e] strony, jesli o, jest zawarty w o
i dosuniety do prawej ]ego strony, WoW-
czas wszystkie tuki wchodzace do o, i wy-
chodzace z 0, 53 usuwane, a dodany zostaje

huk z 0, do o, Wszystkie tuki wchodzace do
plerwszego ‘wierzchotka lub wychodzace
z ostatniego wierzchotka sa usuwane. Na-
stepnie tuki, ktére z pewnoScia nie zostana
wykorzystane do tworzenia Sciezki sa usu-
wane, a niektore tuki sa tymczasowo wsta-
wiane tak, ze graf G staje si¢ grafem linio-
wym. Graf G zostaje przetransformowany
do swojego grafu oryginalnego H i odtad
oligonukleotydy sa etykietami lukéw w gra-
fie H. Algorytm moze poszukiwacé Sciezki
Eulera w grafie H pomijajac przy tym pola-
czenia odpowiadajace tymczasowym lukom
w grafie G.

BrazEwicz i FORMANOWICZ (2005) przed-
stawili metode rozwiazujaca problem SBH,
ktora taczy w sobie podejscie wielostopnio-
we z izotermicznym. PodejScie wielostop-
niowe (KRUGLYAK 1998) omoéwione zostalo
wczesniej przy zastosowaniu bibliotek z oli-
gonukleotydami o rownej dtugosci, jest ono
jednak wrazliwe na bledy eksperymentalne.
Polaczenie podejScia wielostopniowego z
izotermicznym ma na celu zmniejszenie
liczby btedow, szczegolnie negatywnych.

BrAZEWICZ i wspoétaut. (2006) zapropo-
nowali hybrydowy algorytm genetyczny.
Algorytm rozpoczyna dzialanie od utworze-
nia pierwszego pokolenia osobnikow. Kaz-
dy osobnik to permutacja wszystkich oli-
gonukleotydow ze spektrum, ktére razem
po ztozeniu tworza sekwencje¢ dluzisza niz
n. Nastepnie z kazdego osobnika wybiera-
na jest podsekwencja o dlugosci nie wiek-
szej niz n, w ktorej zawarta jest najwicksza
liczba elementow spektrum. Liczba tych
elementow jest ocena kazdego osobnika.
Osobnicy wybierani sa zgodnie z ich ocena
jako pula rodzicow. Im lepsza ocena osob-
nika, tym wiecej razy moze on zosta¢ wy-
brany jako rodzic. Nastepnie z pary rodzi-
cOw tworzony jest jeden nowy osobnik za
pomoca krzyzowania. Najlepsze potaczenia
sasiednich oligonukleotydow u rodzicow
dziedziczone sa przez potomka. Wsrod lo-
sowo wybranych rodzicow i potomkow
zachodzi takze mutacja, polegajaca na za-
mianie kolejnoSci najstabiej naktadajacych
si¢ oligonukleotydow. Najlepsi osobnicy
przetrwaja w nastepnym pokoleniu. Liczba
osobnikoOw w kolejnych pokoleniach jest
stala. Algorytm koficzy swoje dzialanie, je-
sli przez kilka pokolen nie powickszyla sie
liczba oligonukleotydow tworzacych roz-
wiazanie i jako wynik zwracane jest najlep-
sze znalezione do tej pory rozwiazanie.
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ASEMBLACJA

Asemblacja polega na potaczeniu ze soba
w dhuzsze odcinki (optymalnie w jedna spoj-
na catos¢) fragmentéw DNA (do 1000 nukle-
otydow) pochodzacych z etapu sekwencjo-
nowania (Ryc. 6). Fragmenty moga pocho-
dzi¢ z obu nici helisy DNA, przy czym nie
wiadomo, z ktorej nici jest dany fragment.
W efekcie nie wiadomo, czy do utworzenia
rozwigzania nalezy dany fragment uzy¢ czyta-
ny wprost, czy tez czytany od konca i prze-
ttumaczony na nukleotydy komplementarne
(czyli jego odwrotnie komplementarny od-
powiednik). We fragmentach moga tez po-
jawic sie bledy eksperymentalne: losowe lub
charakterystyczne dla metody sekwencjono-
wania, za pomoca ktorej otrzymane byly te
fragmenty. Celem algorytmu rozwiazujacego
problem asemblacji jest odtworzenie badanej
sekwencji, bedacej czesto calym genomem
badz dlugim wycinkiem genomu, np. poprzez
maksymalizacje dopasowania fragmentow lub
maksymalizacje liczby uzytych fragmentow.
Podczas wyznaczania dopasowania do siebie
fragmentow nalezy dopusci¢ pewien odsetek
niezgodnoSci (bledy we fragmentach) oraz
rozwaza¢ dopasowanie takze z odwrotnie
komplementarnymi odpowiednikami wszyst-
kich fragmentéw. Ze wzgledu na to, ze bada-
na sekwencja moze nie by¢ rowno pokryta
przez fragmenty, a w niektorych miejscach
moze nie by¢ pokryta przez zaden fragment,
czesto nie uda si¢ odtworzyC jednej spojnej
sekwencji, lecz tylko jej czeSC podzielona na
krotsze odcinki. Wowczas potrzebna jest do-
datkowa wiedza ekspertow oraz dodatkowy
eksperyment biochemiczny, ktory pozwoli
na rekonstrukcje calej sekwencji.

ACCTGCA_CT_CG
AcCCT cACCT

CTGCT CTTCG

a_crT_C

Ryc. 6. Na podstawie fragmentow wejSciowych
{ACCT, ACTC, CACCT, CGAAG, CTGCT} pod-
czas asemblacji udato si¢ odtworzy¢ sekwencje
ACCTGCACTCG.

Podczas rekonstrukcji uzyto fragmentoéw ze zbioru
wejSciowego lub fragmentow do nich odwrotnie
komplementarnych (zamiast CGAAG wykorzystano
CTTCG). Niektore sekwencje zawieraja bledy, dlate-
go sasiadujace fragmenty nie zawsze si¢ idealnie na-
ktadaja na siebie.

Pierwsza czeS¢ algorytmoOw przedstawio-
nych w tej sekcji moze bycC teoretycznie za-
stosowana do rozwiazania asemblacji frag-
mentéw pochodzacych ze wszystkich metod
sekwencjonowania, kolejne sa dedykowane
glownie do asemblacji krotkich fragmentow
pochodzacych z nowych metod sekwencjo-
nowania (CHAISSON i wspoétaut. 2004, ZERBI-
NO i BIRNEY, 2008). Algorytm przedstawiony
przez KECECIOGLU i MYERSA (1995) potrafi za-
semblowac (polaczy¢) fragmenty, w ktorych
moga wystepowac bledy eksperymentalne i
ktore moga pochodzi¢ z obu nici DNA. Na
poczatku algorytm dodaje do wejsciowego
zbioru fragmentow sekwencje do nich od-
wrotnie komplementarne. Nastepnie wszyst-
kie pary fragmentow s3a poroOwnywane, aby
wyznaczyC ich przyblizone nalozenie o pew-
nej istotnoSci statystycznej (wadze potacze-
nia). Utworzony zostaje graf pelny, w ktorym
wierzchotki odpowiadaja fragmentom a tuki
odpowiadaja ich natozeniom. Niektore tuki
sa usuwane ze wzgledu na niska wage, przez
co graf staje si¢ rzadszy. Wstepna orientacja
fragmentoOw jest wyznaczana przez algorytm
heurystyczny, ktory znajduje w grafie drze-
wo rozpinajace o maksymalnej wartoSci wag
(tylko potowa wierzchotkow jest brana pod
uwage — oryginalny fragment lub fragment
do niego odwrotnie komplementarny). Roz-
wiazaniem jest Sciezka Hamiltona o najwick-
szym poziomie istotnoSci (sumarycznej wa-
dze).

Metoda IDURYEGO i WATERMANA (1995)
wykorzystuje metode Pevznera do sekwencjo-
nowania przez hybrydyzacj¢ z oligonukleoty-
dami o rownych dtugosciach (PEVZNER 1989).
Kazdy fragment wejSciowy rozdzielony zo-
staje na kolekcje n-l+1 oligonukleotydow o
dhugosci /, gdzie n jest dlugoscia fragmentu.
Nastepnie na podstawie tej kolekcji tworzo-
ny jest graf Pevznera, w ktorym poszukiwana
jest Sciezka Eulera. Algorytm dziala najlepiej
gdy wartoSC [ jest duza, gdyz w ten sposob
lepiej jest zachowana informacja o fragmen-
tach wejsciowych. Metoda dziala jedynie
dla danych bezblednych i pochodzacych z
jednej nici DNA. Autorzy podaja jednak, jak
przystosowac t¢ metod¢ do rzeczywistych
warunkow. Do zbioru fragmentow wejscio-
wych dodawane sa sekwencje odwrotnie o
nich komplementarne. W rezultacie algorytm
zwraca dwa komplementarne do siebie roz-
wiazania. Ze wzgledu na bledy w danych
dopuszczane jest takze nie wykorzystywanie
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niektorych tukow (nadmiarowe fragmenty),
lub wykorzystanie ich kilka razy (btedy nega-
tywne pochodzace z powtdrzen). Wowczas
stosuje si¢ wariant problemu poszukiwania
Sciezki Eulera w podobny sposob jak w pro-
blemie selektywnego komiwojazera.

JIANG i L1 (1996) rozpatrywali problem
asemblacji jako wariant problemu najkrotsze-
go wspolnego superciagu (ang. shortest com-
mon superstring). Fragmenty musza pocho-
dzi¢ z jednej nici DNA i kazdy moze zawie-
ra¢ nie wiecej niz & btedow. Algorytm laczy
w kazdej iteracji dwa fragmenty w dluzszy
ciag. Wybierana jest taka para elementow,
dla ktorych stosunek pomiedzy dlugoscia
ciagu i suma dlugosci fragmentow jest naj-
mniejszy. Metoda dopuszcza co najwyzej R
bledéw przy polaczeniu ciagow. W pierwszej
fazie tworzone sa krotkie ciagi z niewielkiej
liczby fragmentow bardzo SciSle ze soba po-
taczonych. W nastepnej kolejnoSci fragmenty
te taczone sa w dluzsze, a w ostatnim etapie
otrzymywany jest jeden dlugi ciag zlozony ze
wszystkich fragmentéw.

PEVZNER i wspolaut. (2001) przedstawi-
li jeszcze jedna metode poszukujaca Sciezki
Eulera w grafie Pevznera. Metoda ta potrafi
sobie poradzi¢ zaré6wno z bledami w sekwen-
cjach wejSciowych, jak i z dlugimi powtorze-
niami fragmentow w badanej sekwencji. W
pierwszym kroku algorytm probuje wyeli-
minowac¢ bledy w sekwencjach. W tym celu
wejsciowe fragmenty sa dzielone na oligo-
nukleotydy o dlugosci /, gdzie / jest znacznie
krotsze od dlugosci fragmentow. Zliczana jest
liczba wystapien kazdego oligonukleotydu i
jesli jest ona wieksza niz M (pewien ustalony
prog) dla pewnego oligonukleotydu, wowczas
oznaczany jest on jako ,silny”, w przeciwnym
przypadku jako ,staby”. Jesli jest btad na ja-
kiejS pozycji we fragmencie, wowczas kilka
kolejnych oligonukleotydow bedzie stabych.
Procedura naprawcza poprzez redukcje praw-
dopodobnych btedow zamienia stabe oligonu-
kleotydy w mocne i zmniejsza w ten sposob

licznos¢ spektrum. Nastepnie z elementow
spektrum utworzony zostaje graf podobny jak
w podejsciu Pevznera. Dla kazdego fragmentu
zapamic¢tywana jest reprezentujaca go Sciezka
w grafie. W koficowym etapie poszukiwana
jest Sciezka Eulera w grafie, ktora zawiera w
sobie wszystkie zapamietane Sciezki.

CHAISSON i wspotaut. (2004) zaprezentowa-
li metode asemblacji krotkich fragmentow wej-
sciowych (100-200 nukleotydéw). Algorytm
oparty jest na przedstawionym powyzej podej-
Sciu (PEVZNER i wspotaut. 2001). W pierwszej
fazie naprawiane sa bledy pochodzace z eks-
perymentu. Fragmenty dzielone sa na oligonu-
kleotydy o dlugosci 15-20 i oznaczane sa jako
,silne”, jesli pojawia si¢ wiecej niz M razy, lub
»stabe” w przeciwnym przypadku. Aby rozstrzy-
gna¢ bledy w sekwencjach zaproponowano al-
gorytm programowania dynamicznego. Wraz
ze wzrostem dhugosci fragmentOw wzrasta tez
niestety liczba bledow we fragmentach i prze-
strzefi rozwiazan staje si¢ zbyt duza do prze-
szukania. Po fazie naprawy bledow z oligonu-
kleotydow konstruowany jest graf, w ktorym
poszukuje si¢ Sciezki Eulera.

Metoda VELVET do asemblacji bardzo krot-
kich fragmentéw wejsciowych (ok. 35 nukle-
otydow) zostala zaproponowana w (ZERBINO i
BIRNEY 2008). Dziala ona efektywnie przy bar-
dzo duzym pokryciu sekwencji zapewnianym
przez technologie Solexa. Metoda przepro-
wadza kolejne operacje na grafie, ktory jest
zbudowany podobnie u PEVZNERA i wspolaut.
(2001). W pierwszej fazie algorytm eliminuje
btedy w sekwencjach i laczy sekwencje, kto-
re nakladaja si¢ na siebie (idealnie). W dru-
gim etapie aparat naprawczy wyszukuje po-
wtorzen, czyli fragmentéw w grafie, ktore sa
wspoldzielone przez co najmniej dwie rozne
Sciezki i rozstrzyga konflikty poprzez przeszu-
kiwanie lokalnych nalozefni sekwencji. Dodat-
kowo metoda moze wykorzystywac¢ informa-
cje o odlegtosci pomiedzy parami sekwencji
wejsciowych, co umozliwia w kolejnym eta-
pie sklejanie krotkich odcinkow w dtuzsze.

PODSUMOWANIE

Zaprezentowane metody stanowia jedy-
nie wycinek niezmiernie bogatej literatu-
ry, ktora powstala dla sekwencjonowania i
asemblacji DNA. Zostaly one wybrane pod
katem zarOwno znaczenia dla rozwoju tej
galezi badawczej (historycznie najistotniej-
sze podejsScia i algorytmy), jak i ich atrak-

cyjnoSci (interesujace modele grafowe,
efektowne rozwiazania). Znaczenie sekwen-
cjonowania i asemblacji jako pierwszego
etapu drogi do poznania i zrozumienia in-
formacji genetycznej organizmoOw gwaran-
tuje dalszy rozwoj metod biochemicznych i
coraz skuteczniejsze algorytmy.



Sekwencjonowanie i asemblacja DNA — podejscia, modele grafowe, algorytmy 27

DNA SEQUENCING AND ASSEMBLING — APPROACHES, GRAPH MODELS, AND ALGORITHMS

Summary

Reading genetic information of an organism, i.e.
reading a sequence of nucleotides of a DNA frag-
ment, can be done in two or three stages. In the first
stage, the sequencing, one can obtain sequences up
to a few hundreds of nucleotides. There are several
approaches to carry out this stage. The historically
oldest approach is gel electrophoresis, also called by
the name of the author - the Sanger method. Anoth-
er approach is sequencing by hybridization, which
is technologically more sophisticated and it involves
also algorithmic methods to process the experimen-
tal data (as opposed to the previous approach). The
novel, fully automated approaches (owned by Ro-
che, Illumina, Applied Biosystems) generate millions
of short DNA sequences in short time. Next stage in
reading a DNA sequence is the assembling: the out-
put of the sequencing stage is assembled together

into longer contigs of length up to even a few mil-
lion nucleotides. The last stage, called the mapping
or the finishing, consists in scheduling assembled
sequences in the right order.

The methods presented in the paper are only
a part of immensely rich literature, which is avail-
able for the DNA sequencing and assembling. They
were chosen both from the point of view of their
importance for the development of this research
branch (historically most important approaches and
algorithms) and for their attractiveness (interesting
graph models). The meaning of the sequencing and
the assembling as the first steps on the way of un-
derstanding genetic information of organisms, guar-
antees further development of associated biochemi-
cal and computational approaches..
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