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SEKWENCJONOWANIE DNA Z BLEDAMI NEGATYWNYMI
ORAZ INFORMACJA. O POWTORZENIACH

Streszczenie. W pracy przedstawiony jest algorytm typu podziatu i ograniczen
dla problemu sekwencjonowania przez hybrydyzacje z btedami negatywnymi
oraz cze$ciowgq informacjg o powtdrzeniach. Uwzglednienie tego rodzaju infor-
macji mozliwe jest ze wzgledu na rozwoj technologii stosowanej w eksperymen-
cie hybrydyzacyjnym. Prowadzi ono do rozszerzenia standardowej wersji meto-
dy sekwencjonowania przez hybrydyzacje oraz do polepszenia jakosci uzyskiwa-
nych rozwiagzan.

DNA SEQUENCING WITH NEGATIVE ERRORS AND INFORMATION
ABOUT REPETITIONS

Summary. In this paper a branch and bound algorithm for sequencing by hybri-
dization problem with negative errors and partial information about repetitions
is presented. Taking into account information of this type is possible because of
the development of the technology used in the hybridization experiment. It leads
to an extension of the standard sequencing by hybridization method and to an
improvement of the quality of the obtained results.

1. Wstep

Jedng z metod sekwencjonowania DNA jest sekwencjonowanie przez hybrydyza-
cje [1,5], Metoda ta sktada sie z dwoch faz: biochemicznej i obliczeniowej. W pierwszej
z nich przeprowadzany jest eksperyment hybrydyzacyjny z petna biblioteka oligonukle-
otydow o pewnej ustalonej dtugosci Z nazywanych /-merami. W wyniku przeprowadze-
nia tego eksperymentu otrzymuje sie zbiér, nazywany spektrum, ktéry zawiera wszystkie
podciagi o dtugosci Zmozliwe do wyrdznienia w analizowanej sekwencji DNA. Tak jest
w przypadku idealnym, ktéry jednak nie musi zachodzi¢ w praktyce. W rzeczywistym
eksperymencie hybrydyzacyjnym moga bowiem wystgpi¢ btedy dwojakiego rodzaju:
negatywne i pozytywne. Spowodowane sg one niedoskonato$cig procesu hybrydyzacji.
W przypadku bteddw negatywnych spektrum nie zawiera pewnych Z-meréw, mimo ze
wystepujg one w badanej sekwencji, natomiast btedy pozytywne oznaczajg, ze spektrum
zawiera Z-mery, ktérych w badanej sekwencji nie ma. Istnieje jeszcze jeden rodzaj bie-
déw - sgto rowniez btedy negatywne, lecz wynikajgce z powtorzen pewnych podciggéw
o dtugosci co najmniej Zw analizowanej sekwencji DNA. Wystepowanie tych bteddéw
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wynika z ograniczen technologicznych, ktore sprawiajg, ze w eksperymencie hybrydy-
zacyjnym nie mozna odczytac, ile razy dany fragment o dtugosci / wystapit w badanej
czasteczce DNA. W fazie obliczeniowej metody sekwencjonowania przez hybrydyzacje
na podstawie elementéw spektrum nalezy zrekonstruowac analizowang sekwencje.

Rozwdj technologii chipdw (mikromacierzy) DNA sprawit, ze staje sie mozli-
we uzyskanie przynajmniej czeSciowej informacji o powtdrzeniach. Informacja ta w
praktyce jest nieprecyzyjna, pozwala jednak polepszy¢ jakos$¢ uzyskiwanych rozwia-
zan [3, 4], W niniejszej pracy przedstawiony zostanie algorytm rozwigzujacy problem
sekwencjonowania przez hybrydyzacje z btedami negatywnymi obu wspomnianych po-
wyzej rodzajow oraz informacjg o powtdrzeniach. Przyjety zostanie najprostszy model
tego rodzaju informacji, zgodnie z ktorym wiadomo tylko, czy dany /-mer wystapit raz
w analizowanej sekwencji DNA, czy tez wystapit w niej wiecej razy. Rozwazany w
niniejszej pracy problem zostat opisany w pracach [3, 4], gdzie sformutowano rézne
warianty problemu sekwencjonowania z informacjg o powtdérzeniach oraz przeanalizo-
wano ich ztozono$¢ obliczeniowa, natomiast przedstawiony tu algorytm jest pierwszym
algorytmem dla tego rodzaju problemdéw sekwencjonowania.

Drugi rozdziat niniejszej pracy skiada sie z dwoch czesci. W pierwszej z nich
znajduje sie sformutowanie analizowanego problemu, natomiast w drugiej zamieszczo-
no opis zaproponowanego algorytmu typu podziatu i ograniczen. Rozdziat trzeci zawiera
wyniki eksperymentu obliczeniowego. Prace konczy podsumowanie w rozdziale czwar-
tym.

2. Algorytm

W rozdziale tym przedstawione zostanie sformutowanie problemu sekwencjo-
nowania przy zatozeniu wystepowania btedéw negatywnych oraz informacji na temat /-
merow (oligonukleotydow, sond chipu DNA), ktore hybrydyzowaty wiecej niz z jednym
fragmentem analizowanej sekwencji. Nastepnie opisany zostanie algorytm rozwigzujacy
tak postawiony problem.

2.1. Sformulowanie problemu

Opisany we wstepie niniejszego artykutu problem kombinatoryczny mozna for-
malnie opisa¢ w nastepujacy sposéb (por. [3, 4]). Majac dane spektrum (bedace zbio-
rem /-merdw, ktére hybrydyzowaty do analizowanej sekwencji S oraz dtugos$é n se-
kwencji Q, nalezy zrekonstruowac poszukiwang sekwencje. W omawianym przypadku
spektrum moze zawiera¢ tylko bledy negatywne wynikajgce zaréwno z powtérzen, jak
i btedow odczytu chipu DNA (btedy hybrydyzacji). Dodatkowo jednak znana jest in-
formacja o /-merach, do ktérych sekwencja Q hybrydyzowata wiecej niz raz (tj. powto-
rzeniach tychze /-meréw w Q). Dla kazdego /-meru w idealnym przypadku posiadamy
wiec informacje, czy wystepuje on wiecej razy, czy doktadnie jeden raz w sekwencji Q.
Informacja ta moze jednak by¢ znieksztatcona, co oznacza, ze /-mer, z ktérym zwigzana
jest informacja o jego jednokrotnym wystgpieniu w analizowanej sekwencji, wystgpit
W niej w rzeczywistosci wiecej razy (znieksztatcenie to spowodowane jest przez bigd
hybrydyzacji).
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2.2. Opis algorytmu

Powyzej sformutowany problem moze by¢ rozwazany jako wariant problemu ko-
miwojazera. W problemie tym mamy do czynienia z grafem skierowanym lub nieskie-
rowanym, przy czym do kazdego tuku (krawedzi) przydzielony jest koszt jego przejscia.
Zadaniem algorytmu jest odwiedzenie kazdego wierzchotka doktadnie jeden raz oraz
powrdt do wierzchotka startowego przy réwnoczesnej minimalizacji kosztow przejscia
catego cyklu. Przy modyfikacji powyzszego problemu, ktéra znosi ograniczenie petne-
go cyklu, tj. wierzchotek poczgtkowy nie jest rowny wierzchotkowi koncowemu (czy-
li poszukiwana jest najkrotsza sciezka Hamiltona), oraz zaktadajac, ze graf wejsciowy
jest skierowany, tak postawiony nowy problem stanowi odpowiednik problemu sekwen-
cjonowania DNA. Biologiczny problem sekwencjonowania DNA odpowiada kombina-
torycznemu problemowi poszukiwania najkrdtszej $ciezki odwiedzajacej kazdy wierz-
chotek w grafie skierowanym, w ktorym wierzchotki odpowiadajg elementom spektrum
analizowanej sekwencji DNA (por. [2]).

W grafie tym kazdy tuk pomiedzy dwoma wierzchotkami posiada koszt odpowia-
dajacy natozeniu sie dwoch /-merdw. Na przykiad, koszt przejScia pomiedzy wierzchot-
kami CGCTTA oraz GCTTAT wynosi 1, poniewaz nakladajg sie one dzieki podsekwen-
cji GCTTA o 1symbol mniejszej niz dtugos¢ kazdego z /-merdw. Tenze koszt przejscia
miedzy wierzchotkami CGCTTA oraz ATTCCC wynosi 5, jesli przyja¢ mozliwe nato-
zenie przez nukleotyd A.

Rozwazany grafjest multigrafem, w ktdrym kazda para wierzchotkéw potgczona
jest co najmniej dwoma tukami przeciwnie skierowanymi. £ukoéw tych moze by¢ wiecej,
jezeli odpowiadajgce danym wierzchotkom sekwencje nakfadajg sie na siebie na wie-
le sposobow. Zauwazmy, ze w przypadku sekwencji, ktore nie naktadajg sie na siebie
w opisanym powyzej sensie, miedzy odpowiadajacymi im wierzchotkami istnieje tuk
0 koszcie rownym dtugosci sekwencji. Dodatkowa infomacja na temat wierzchotkow,
ktére muszg zosta¢ odwiedzone wiecej niz jeden raz, pozwala na dodatkowg weryfika-
cje niejednoznacznego zrekonstruowania sekwencji spetniajgcych podstawowe zatoze-
nia problemu (odwiedzono wszystkie wierzchotki grafu oraz dtugos¢ zrekonstruowanej
sekwencji wynosi n).

Og6lna zasada dziatania algorytmu moze by¢ opisana w nastepujacy sposdb:

1. Zbuduj graf skierowany na podstawie spektrum analizowanej sekwencji DNA.

2. Wykorzystujac algorytm typu podziatu i ograniczen dla problemu najkrotszej
Sciezki Hamiltona, znajdZ kazdg takg Sciezke i dodaj ja do zbioru rozwigzan Z.

3. Dla wszystkich sekwencji ze zbioru Z o dtugosci mniejszej niz n zastosuj rozcig-
ganie sekwencji.

4. Dla wszystkich sekwencji o dtugosci n ze zbioru Z powstatego po wykonaniu
punktéw 2. i 3. przeprowadZ weryfikacje rozwigzan, wykorzystujac informacje o
wierzchotkach, dla ktérych wymagane jest ich wielokrotne odwiedzenie.

Zastosowany algorytm przeszukuje wszystkie mozliwe rozwigzania; zaczynajac
od pierwszego znanego wierzchotka (Z-meru), przechodzi przez wszystkie wierzchotki
grafu. Jesli zostaty odwiedzone wszystkie wierzchotki grafu oraz koszt rekonstrukcji
jest mniejszy lub réwny n, dana sekwencja jest dodawana do zbioru rozwigzan. Je-
$li koszt przejscia do nastepnego wierzchotka przekroczy ustalony koszt dopuszczalny,
dalsze przeszukiwanie aktualng drogg jest niemozliwe. Je$li aktualny wierzchotek nie
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przekracza kosztu maksymalnego, ale péjscie nim nie da akceptowalnego rozwiagzania,
taki wierzchotek nie jest brany pod uwage w przeszukiwaniu. Weryfikacja nastepuje na
podstawie okre$lania minimalnego kosztu dotgczenia nieodwiedzonych wierzchotkéw
do aktualnego rozwigzania. Nastepnicy danego wierzchotka sag ustalani wedtug niema-
lejacego kosztu. Jesli dodanie jednego z nich nie daje akceptowalnego rozwigzania z
powodu przekroczenia maksymalnego kosztu $ciezki, kolejni nastepnicy muszg takze
zosta¢ odrzuceni.

Po pelnym przeszukaniu $ciezek w grafie (przy zastosowaniu opisanych ogra-
niczen) algorytm dysponuje zbiorem sekwencji o koszcie mniejszym lub rownym n,
zbudowanych ze wszystkich ¢-meréw ze spektrum. Nastepnie zbior ten jest poddawany
rozcigganiu wszystkich sekwencji o koszcie mniejszym od n. Dla kazdego tuku tgczgce-
go dwa wierzchotki ig oraz v2 o koszcie rownym 1 moga istnie¢ takze tuki prowadzace z
ui do V2 o kosztach od 2 do I. Obliczana jest r6znica miedzy dtugoscia rozcigganej $ciez-
ki a dtugosciag n badanej sekwencji. Nastepnie przeszukiwana jest cata przestrzen mozli-
wych rozciggnie¢, na biezgco weryfikujgc dtugosé rozcigganej sekwencji. W momencie
osiggniecia zadanej dtugosci dalsze rozcigganie sekwencji nie jest kontynuowane, nawet
jesli jest wcigz mozliwe.

Ostatnim krokiem algorytmu jest weryfikacja znalezionych rozwigzah w zbiorze
Z o diugosci n. Poniewaz w zatozeniach omawianego problemu byta mowa o ¢-merach
ze spektrum, co do ktérych posiadamy wiedze o koniecznosci ich wystgpienia w roz-
wigzaniu wiecej niz raz, dzieki tym danym mozliwe jest znaczne ograniczenie zbioru
rozwigzan dopuszczalnych. Do finalnego zbioru rozwigzan znajdowanego przez algo-
rytm brane sg tylko sekwencje, ktére spetniaty warunki odpowiedniej liczby powtdrzen
pewnych elementéw spektrum.

3. Eksperyment obliczeniowy

Opisany algorytm byt testowany na sekwencjach DNA uzyskanych z GenBanku
(NCBI). Uzyto sekwencji ludzkiego DNA, ktére podzielono na odpowiednie fragmenty
od 107 do 507 nukleotyddw.

Dane do eksperymentu zostaly przygotowane przez pociecie sekwencji na frag-
menty odpowiedniej dtugosci, po czym zasymulowano eksperyment hybrydyzacyjny
czytajac oligonukleotydy o dtugosci 8. Dtugos¢ taka gwarantowata odnalezienie se-
kwencji o odpowiedniej liczbie btedéw negatywnych wynikajgcych z powtorzen dla
ustalonej dtugosci sekwencji. Dodatkowo po otrzymaniu spektrum z powt6rzeniami usu-
wano z niego odpowiedni procent oligonukleotydow celem zasymulowania btedéw ne-
gatywnych wynikajacych z btednego odczytu mikromacierzy w prawdziwych ekspery-
mentach hybrydyzacyjnych.

Do eksperymentéow wybrano sekwencje o ustalonej diugosci oraz o dokfadnie
okreslonej liczbie btedéw negatywnych wynikajacych z powtérzen. W tabelach za-
mieszczonych ponizej przyjeto nastepujacy sposob opisu kolumn. Zapis 200-10% ozna-
cza sekwencje, w ktérej od idealnego spektrum wynoszacego 200 oligonukleotydéw
(dla sekwencji o dtugosci 207nt oraz ¢-meréw dtugosci 8) odjeto pewien procent oli-
gonukleotyddw jako btedy negatywne wynikajgce z odczytu, zalezny od liczby btedow
wynikajacych z powt6rzen, tak aby sumaryczny procent btedéw wynosit 10%. Komoérka
znajdujgca sie w kolumnie oznaczonej 2% oraz wierszu 200-10% odpowiada spektrum,
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Tabela 1
Sredni czas obliczen dla danej wielkosci sekwencji
oraz 10% btedéw negatywnych wynikajacych z usuniecia
infonnacji ze spektrum (czas podano w sekundach)

Spektrum
100-10% 200-10% 300-10% 400-10% 500-10%
0.03 0.28 2.07 20.82 249.67

Tabela 2
Srednia liczba rozwiazan znalezionych przez algorytm
dla instancji zawierajacych 10% bteddw negatywnych
bez powtorzen ¢-meréw

Spektrum
100-10% 200-10% 300-10% 400-10% 500-10%
1.00 1.00 2.40 3.40 9.33

w ktérym 2% bledéw wynikato z powtérzen oraz 8% z symulacji btednego odczytu
danych z mikromacierzy.

W tabeli 1 przedstawiono czasy obliczen dla instancji, ktore zawieraty 10% bite-
doéw negatywnych.

Wyniki zamieszczone w tej tabeli wyraznie wskazujg, ze czas obliczen jest silnie
zalezny od dtugosci badanej sekwencji. W powyzszym eksperymencie uzyto sekwencji
o0 diugosci od 107 do 507 nukleotyddéw, aby dla oligonukleotydéw o dtugosci | rownej 8
w idealnym przypadku spektrum wynosito od 100 do 500 Z-meréw. Sekwencje uzyte w
eksperymencie zostaty sprawdzone pod katem biedéw wynikajgcych z powtarzania sie
Z-meréw, tak by bledy te nie wystepowaty. Czasy podane w powyzszej tabeli sg warto-
Sciami $rednimi dla 10 instancji dla kazdej dtugosci sekwencji, z wyjatkiem sekwencji
o dtugosci 507nt, dla ktérych ze wzgledu na przyjety limit czasu obliczehh (10 min) wy-
liczonych zostato 6 instancji.

W tabeli 2 przedstawiono $rednig liczbe rozwigzan znajdowanych przez algo-
rytm w zaleznosci od dtugos$ci analizowanej sekwencji dla instancji zawierajgcych 10%
btedow, ktore nie wynikaty z powtorzen Z-merdw.

Jak widac¢, algorytm byt w stanie podac jednoznaczne rozwigzanie tylko dla se-
kwencji do dtugosci 207nt. Przy dtuzszych sekwencjach zauwazamy wzrost liczby nie-
jednoznacznych rozwiazan, ktorych liczba dla badanych instacji o dtugosci 507nt wa-
hata sie od 2 do 19. Podobnie jak w przypadku tabeli 1, wyniki zamieszczone w tabeli
2 sg wynikami $rednimi dla 10 instancji, z wyjatkiem sekwencji o dtugosci 507nt, dla
ktérych obliczenia zakonczono dla 6 instancji.

Wyniki te moga sie wydawac nieco zaskakujgce, sg jednak zgodne z przewidy-
waniami teoretycznymi (por. np. [6]). Nalezy rowniez zauwazy¢, ze liczby rozwigzan
dla poszczegdblnych instancji nie wynikajg ze sposobu dziatania algorytmu, lecz z natury
analizowanych sekwencji. Omawiany algorytm, jako metoda doktadna, znajduje wszyst-
kie optymalne rozwigzania kombinatorycznego problemu sekwencjonowania, ale tylko
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Tabela 3
Sredni czas obliczer w zaleznosci od liczby btedéw wynikajacych z powtérzen
(czas podano w sekundach)

Biedy negatywne w spektrum wynikajgce z powtdrzen
Spektrum 1% bledéw 2% bledéw 3% bledéw 4% bledéw 5% bledoéw
100-10% 004 007 042 L40 44456
200-10% 4.03 35.57 208.38 301.11

Tabela 4
Liczba instancji rozwigzanych w ciaggu 10 min stanowigcych podstawe do obliczenia
Srednich czasdw zamieszczonych w tabeli 3

Biedy negatywne w spektrum wynikajgce z powtorzen
Spektrum 1% bieddéw 2% bledow 3% biedow 4% biedéw 5% bledow
100-10% 10 To T0 10 10
200- 10% 10 10 8 2 0

jedno z nich odpowiada rozwigzaniu problemu biologicznego. Do zidentyfikowania te-
go rozwigzania bytby potrzebny jednak dodatkowy eksperyment biochemiczny. Liczbe
rozwigzan problemu kombinatorycznego problemu sekwencjonowania mozna zmniej-
szy¢, zwiekszajgc dtugosé /-merdw, jednak ze wzgledu na ograniczenia technologiczne
obecnie mozliwe jest zastosowanie w eksperymencie hybrydyzacyjnym petnych biblio-
tek oligonukleotyddéw zawierajacych /-mery o dtugosci co najwyzej 10nt.

W tabeli 3 zamieszczono $rednie czasy obliczen dla instancji odpowiadajgcych
sekwencjom o dtugosci 107 i 207 nukleotydéw zawierajacych 10% biedéw negatyw-
nych, przy czym liczba btedéw wynikajgcych z powt6rzen waha sie od 1% do 5%.

Wyniki te wyraznie wskazuja, ze czas pracy algorytmu rosnie bardzo szybko wraz
ze wzrostem liczby bieddw wynikajacych z powtdrzeh. O ile dla 5% biedéw tego typu
oraz dodatkowych 5% bteddw hybrydyzacji $redni czas pracy wynosit okoto 14 sekund,
o tyle dla 4% btedow wynikajacych z powtdrzen i 6% btedow hybrydyzacji, dla sekwen-
cji o dtugosciach 207nt czas pracy algorytmu wynosit juz ok. 5 minut. Czasy zamiesz-
czone w tabeli 3 sg Srednimi czasami obliczen. Liczby instancji stanowigcych podstawe
do obliczenia $rednich czaséw zamieszczone sa w tabeli 4.

W tabeli 5 przedstawiono wptyw informacji o powtdérzeniach /-meréw w bada-
nych sekwencjach na liczbe znalezionych rozwigzan.

Wyniki zamieszczone w tej tabeli wskazujg na istotng redukcje liczby rozwigzan
optymalnych dla problemu, w ktérym dostepna jest czeSciowa informacja o powtdrze-
niach /-meréw w stosunku do liczby takich rozwigzan dla analogicznego problemu bez
tego rodzaju informacji. Wptyw ten wynika z faktu, ze rozwigzanie problemu, ktére-
go instancje nie zawierajg informacji o powtarzajgcych sie /-merach, moze zawierac
powtodrzenia dowolnych (prawie) /-meréw (oczywiscie, ograniczone ich sekwencjg nu-
kleotydow, dtugoscig badanej sekwencji DNA oraz licznoscig spektrum), natomiast roz-
wigzanie problemu, w ktdrego instancjach informacja o powt6rzeniach wystepuje, musi
zawiera¢ powtoOrzenia Scisle okreslonych /-merdw. Zatem zbi6r rozwigzan problemu z
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Tabela 5
Pordwnanie liczby otrzymanych rozwigzat dla sekwencji o dtugosci 107bp przed
oraz po weryfikacji na podstawie danych o powtarzajacych sie /-merach

Biedy negatywne w spektrum wynikajace z powtérzen
weryfikacja 1% btedéw 2% btedéw 3% biedéw 4% biedéw 5% biedow
przed 11 3.8 8.6 38.9 148.7
po 1.0 14 1.6 10.6 19.8

informacjg o wielokrotnosciach jest podzbiorem zbioru rozwiazan odpowiadajgcego mu
problemu bez takiej informacji (cho¢ nie zawsze musi to by¢ podzbidér wtasciwy).

4. Podsumowanie

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki wstepnej fazy badan problemow se-
kwencjonowania przez hybrydyzacje w przypadku, gdy dostepna jest czeSciowa infor-
macja o powtorzeniach wystepujacych w analizowanej sekwencji DNA. Rozpatrywano
tu najprostszy, ale jednocze$nie najbardziej realistyczny model tego typu informacji,
zgodnie z ktéorym w instancji problemu z kazdym elementem spektrum skojarzona jest
informacja o tym, czy dany /-mer wystepuje w badanej sekwencji raz, czy wiecej razy.
Jest to, oczywiscie, informacja niezbyt precyzyjna, lecz nawet ona pozwala na zmniej-
szenie liczby rozigzan, co ma duze znaczenie dla ewentualnych praktycznych zastoso-
wan metody sekwencjonowania przez hybrydyzacje. Mozna, oczywiscie, rozwazac pro-
blemy, w ktérych informacja o powtodrzeniach jest bardziej doktadna [3, 4], co stanowi
przedmiot kolejnych planowanych badan. Warto jednak mie¢ na uwadze ograniczenia
technologiczne obecnie stosowanej technologii chipéw DNA, ktore sprawiajg, ze roz-
wazanie probleméw, w ktérych dostepna jest doktadna informacja o powtdérzeniach, nie
ma na razie bezposredniego przetozenia na zastosowania praktyczne (co, oczywiscie,
nie oznacza, ze jest bezwartosciowe).
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Abstract

In this paper an algorithm for some variant of sequencing by hybridization me-
thod is presented. In the standard version of the method information about repetitions
is not available. In the paper it is assumed that partial information of this type is a part
of the problem instance. Here a simple but realistic model of this information is assu-
med, i.e. it is known if any element of spectrum appears in the target sequence once or
more that once. The proposed algorithm of branch and bound type solves the variant
of the problem with negative errors. Results of computational experiment are reported
which, among others, confirm that the additional information leads to improvement of
the obtained solutions.



