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Rozdziat 1

Wprowadzenie

1.1 Wstep

W drugiej polowie XX wieku rozpoczal si¢ ogromny postep we wszystkich dziedzinach
biologii molekularnej. Powstaly i rozwinetly sie zupelnie nowe gatezie nauki na pograni-
czu matematyki, biologii oraz nieco pdzniej informatyki. Przykladami nowych, szybko
rozwijajacych si¢ nauk jest bioinformatyka czy biologia obliczeniowa.

W biologii obliczeniowej z powodzeniem stosuje sie skomplikowane modele matema-
tyczne, by przedstawi¢ zachodzace w przyrodzie procesy lub wspoméc przetwarzanie
ogromnej ilosci informacji.

Teoria grafow jest jednym z dzialéw matematyki czesto wykorzystywanych do modelo-
wania zjawisk biologicznych. Warto by tu wspomnie¢ modele grafowe wykorzystywane w
sekwencjonowaniu DNA [8], modelowaniu drzew filogenetycznych [9], czy przewidywaniu
funkcji biatek [15].

Autor niniejszej rozprawy skupia sie na analizie sekwencji bialek i DNA oraz proponuje
wtasne modele grafowe do rozwiazania zagadnien zwiazanych z sekwencjami: rekonstruk-
cji sekwencji biatkowych na podstawie eksperymentéw chemicznych oraz projektowania
bibliotek sekwencji DNA o minimalnej wzajemnej zdolnosci do hybrydyzacji.

Jednym z wazniejszych probleméw biologii obliczeniowej jest ustalanie budowy pep-
tydéw [23]. Peptydy sa to wieloczasteczkowe zwiazki sktadajace si¢ z aminokwaséw po-
taczonych w dlugie sekwencje. Diugie peptydy, ktérych sekwencje sktadajg sie z wiecej
niz 100 aminokwaséw, nazywane sa biatkami [45].

Znajomos¢ budowy bialek pozwala na przewidywanie ich funkcji w organizmie, a co
za tym idzie, moze mocno wesprzeé przemyst farmaceutyczny w projektowaniu lekow.
Pierwszym krokiem w celu okreslenia budowy bialek jest rozpoznanie sekwencji amino-
kwaséw w czasteczce.

Brak bezposrednich metod chemicznych do rozpoznania dtugich sekwencji aminokwa-
sowych rodzi naturalng potrzebe zastosowania metod informatycznych umozliwiajacych
odtworzenie tego rodzaju sekwencji. Odczytywanie krotkich tancuchow peptydowych
nazywamy sekwencjonowaniem.

Wspblczesne metody chemii analitycznej pozwalaja na okreslenie sekwencji pepty-
déw nieprzekraczajach 50 aminokwaséw (metoda Edmana) [45]. Szybko rozwijajaca sie
metoda identyfikacji zwigzkéw chemicznych, w tym ustalania sekwencji biatek, jest spek-
trometria masowa. Wynikiem dzialania spektrometru jest widmo masowe przedstawiace
statystyczny rozklad jonéw o réznej masie w oryginalnej czasteczce [32]. Jednym z po-
dejs$¢ do identyfikacji biatek na podstawie widma masowego jest przeszukiwanie baz da-
nych w poszukiwaniu tego widma. Takie podejscie pozwala na rozpoznaé¢ jedynie znane
biatko. Metody okreslania budowy biatka bazujace jedynie na widmie masowym tj. bez
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Wprowadzenie 2

odwolywania si¢ do baz danych okreslane sa jako metody de novo. W niniejszej rozprawie
analizuje sie jeden z probleméw sekwencjonowania i proponuje wielomianowy algorytm
do jego rozwiazania.

Jeden z rozdzialdéw niniejszej rozprawy poswiecony jest zagadnieniu konstruowania
bibliotek oligonukleotydéw antykomplementarnych. Sa to biblioteki tahncuchéw DNA,
ktorych globalna zdolno$¢ do hybrydyzacji miedzy soba jest minimalna. Istnieje kilka
zastosowan tego typu bibliotek. Jednym z nich sg klasyczne komputery DNA, ktére zo-
staly zaproponowane w 1994 roku przez Adlemana [3]. Czasteczki DNA koduja pewne
informacje, a obliczenia zachodza dzigki reakcjom chemicznym, w ktorych te czasteczki
uczestnicza. Adleman zaproponowal rozwigzanie problemu szukania $ciezki Hamiltona
w grafie skierowanym. W doéwiadczeniu zaproponowanym przez niego cze$é¢ tancuchéw
koduje wierzchotki grafu, pozostalta czes¢ koduje tuki miedzy wierzchotkami. Hybrydyza-
cja trzech tancuchow odpowiadajacym wierzchotkowi tukowi i kolejnemu wierzchotkowi
symbolizuje przejscie w grafie z pierwszego wierzchotka do drugiego wybranym tukiem.
Obliczenia tocza sie réwnolegle, w tym znaczeniu idea komputeré6w DNA przypomina do
pewnego stopnia idee Niedeterministycznej Maszyny Turinga. Aby zwiekszy¢ wydajnosé
reakcji zachodzacych podczas obliczen komputeréw DNA, powinno dazyé sie¢ do mini-
malizacji prawdopodobienstwa hybrydyzacji czasteczek, ktérych polaczenie nie koduje
powstania czasteczki kodujacej rozwiazanie danego problemu. W tym celu tworzy sie bi-
blioteki oligonukleotydéw antykomplementarnych. Elementy tej biblioteki umozliwiaja
kodowanie instancji za pomoca oligonukleotydéw w taki sposéb, aby minimalizowaé
prawdopodobienstwo niechcianych hybrydyzacji.

Niniejsza rozprawa doktorska sklada sie z osSmiu rozdziatéw, ktérych zawarto$é jest
nastepujaca:

- Rozdzial I zawiera uzasadnienie podjecia badan oraz wstepne zalozenia pracy na
podstawie ktérych sformutowano teze.

- Rozdziat II poéwiecony jest podstawom matematycznym oraz informatycznym nie-
zbednym do zrozumienia dalszych rozwazan przedstawionych w rozprawie.

- Rozdzial III poswiecony jest wybranym zagadnieniom biologicznym. Opisano w
nim peptydy oraz DNA, gdyz praca skupia sie¢ na rozwigzywaniu kilku proble-
moéw analizy sekwencji tych dwoéch typéw czasteczek. Przedstawiono biologiczna
motywacje do podjecia badan.

- Rozdziat IV dotyczy problemu budowania bibliotek oligonukleotydéw antykomple-
mentarnych. W rozdziale tym zdefiniowano problem i zaproponowano algorytm do
jego rozwiazania. Rozdzial ten jest rowniez krotkim wprowadzeniem do klasycz-
nych komputeréw DNA, gdyz zaproponowane metody znajduja zastosowanie przy
projektowaniu algorytmoéw przeznaczonych do wykonania za pomocg tego typu
komputerow.

- Rozdzial V dotyczy ustalania sekwencji krétkich tancuchéw peptydowych (sekwen-
cjonowania). W rozdziale tym opisano dwa popularne podejécia do sekwencjono-
wania: degradacje Edmana oraz spektrometrie masows. Przedstawiono krétka kla-
syfikacje probleméw drugiego typu. Zaproponowano algorytm sekwencjonowania
de novo do rozwigzania problemu sekwencjonowania opartego na danych pocho-
dzacych z rzeczywistego eksperymentu spektrometrycznego.

- Rozdziatl VI dotyczy metod asemblacji krotkich tancuchéw peptydowych. Opisano
eksperyment biochemiczny, ktérego wyniki postuzyty do zdefiniowania probleméw
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kombinatorycznych bedacych modelami probleméw asemblacji. Przedstawiono kla-
syfikacje probleméw asemblacji oraz zaproponowano wielomianowy doktadny algo-
rytm do rozwiazania jednego z nich. W pracy pokazano, ze przypadek asemblacji
bez bledow jest tatwy obliczeniowo. Podano formalna definicje graféw peptydo-
wych bedacych reprezentacja tego problemu. Dla problemu asemblacji trudnego
obliczeniowo zaproponowano metode GRASP oraz algorytm ewolucyjny. Przed-
stawiono réwniez heurystyke dedykowana.

- Rozdzial VII przedstawia wyniki eksperymentu obliczeniowego przeprowadzonego
dla NP-trudnego problemu asemblacji. Metody zaproponowane w rozdziale VI (al-
gorytm ewolucyjny, GRASP oraz heurystyka dedykowana) zostaly zaimplemento-
wane i przetestowane. Wyniki zostaly przedstawione w postaci tabel oraz wykre-
SOW.

- Rozdzial VIII jest podsumowaniem rozprawy. Wskazano nowe, potencjalne kie-
runki badan, ktore pojawilty sie podczas pisania tej pracy.

1.2 Uzasadnienie podjecia badan

W piatym i széstym rozdziale niniejszej rozprawy autor koncentruje sie na okresleniu se-
kwencji biatkowej. Proponowana jest metoda sekwencjonowania de novo oraz algorytmy
asemblacji pozwalajace na odtworzenie dlugich tancuchéw peptydowych na podstawie
krotszych, pochodzacych z fazy sekwencjonowania. Rozwazane sg réznego rodzaju btedy
pochodzace z fazy eksperymentu chemicznego, dzieki czemu analizowane metody lepiej
opisuja rzeczywistosc.

Znajomos¢ sekwencji biatkowych jest pierwszym krokiem do poznania ich budowy
przestrzennej oraz ich wtasnosci, co jest jednym z kluczowych zagadnien wspdtczesnej
biologii obliczeniowej. Analiza nowych eksperymentéw chemicznych, takich jak asembla-
cja przy wykorzystaniu endopeptydaz oraz sekwencjonowanie za pomoca spektrometrii
mas pociaga za sobg konieczno$é zdefiniowania nowych probleméw kombinatorycznych,
ktore nalezy rozwazy¢ w fazie obliczeniowej oraz konstrukcji algorytmoéow rozwiazujacych
te problemy.

Motywacja do podjecia badan dotyczacych bibliotek oligonukleotydéw antykomple-
mentarnych jest stworzenie wielomianowej metody, ktéra pozwoli zaproponowaé lepsze
kodowanie instancji probleméw dla komputeréw DNA.

Bazujac na powyzszych wytycznych okreslono zalozenia wstepne pracy:

- Zaprezentowane modele i metody asemblacji oraz sekwencjonowania tancuchéow
peptydowych pozwola na odtworzenie tancuchéw biatkowych na podstawie prze-
prowadzonych eksperymentéw chemicznych.

- Metoda sekwencjonowania de novo pozwoli na poznanie nowych, nieznanych se-
kwencji aminokwasowych.

- Metoda tworzenia bibliotek oligonukleotydéw antykomplementarnych pozwoli na
budowanie zbioréw oligonukleotydéw, ktérych zdolnoéé do wzajemnej hybrydyzacji
jest minimalna.

- Mozliwos¢ adaptacji wielu modeli termodynamicznych do metody tworzenia bi-
bliotek oligonukleotydéw antykomplementarnych pozwoli na tatwe dostosowanie
tej metody do konkretnych wymagan.
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- Ustalenie sekwencji peptydowych pozwoli na dalsze badania dotyczace przestrzen-
nej budowy peptydéw oraz ich funkcjonalnosci.

Postawiona na podstawie powyzszych zatozen teza brzmi:

Metoda sekwencjonowania peptydéw de novo oraz metody asemblacji dlu-
gich tancuchéw peptydowych pozwolg na kompleksowe okre$lenie budowy
pierwszorzedowej dla dlugich laincuchéw peptydowych (bialek). Zapropono-
wana w pracy metoda budowania bibliotek oligonukleotydéw antykomple-
mentarnych przyczyni sie do poprawienia efektywnosci algorytméw projek-
towanych dla klasycznych komputeré6w DNA.

Jak wspomniano, badania skupiaja sie na wybranych zagadnieniach dotyczacych ana-
lizy sekwencji: odtwarzaniu sekwencji peptydowych na podstawie danych pochodzacych
z eksperymentu chemicznego oraz projektowaniu sekwencji DNA o minimalnej wzajem-
nej zdolnosci do hybrydyzacji. Celem rozprawy jest wykorzystanie teorii graféw do za-
modelowania i rozwigzania tych problemdéw. Zaproponowano nowe modele grafowe oraz
algorytmy oparte na teorii graféw.

Glowne cele i zadania niniejszej pracy doktorskiej sa okreslone nastepujaco:

- Opracowanie modeli grafowych dla probleméw asemblacji peptydéw dla przypadku
bez btedow oraz w przypadku z btedami pochodzacymi z fazy chemiczne;j.

- Zdefiniowanie graféw bedacych reprezentacja problemu asemblacji bez btedéw. Za-
projektowanie metody rozpoznawania tych graféw oraz zbadanie ich wtasnosci.

- Zbadanie probleméw kombinatorycznych asemblacji peptydéw w tym ich ztozono-
$ci obliczeniowej, w podstawowe]j wersji bez bledéw, jak i z uwzglednieniem btedéw
pochodzacych z eksperymentu chemicznego, ze szczegdlnym uwzglednieniem ble-
dow pochodzacych z fazy trawienia peptydu.

- Opracowanie metaheurystyk dla trudnego przypadku asemblacji peptydéw oraz
przeprowadzenie eksperymentu obliczeniowego na sztucznie stworzonych oraz na
rzeczywistych sekwencjach peptydowych.

- Opracowanie metody de novo sekwencjonowania peptydéw za pomoca spektro-
metru masowego. Metoda de novo pozwala na ustalenie sekwencji aminokwaséw
bazujac na widmie masowym, moze wiec by¢ wykorzystana do rozpoznawania no-
wych peptyddw.

- Opracowanie wielomianowego algorytmu opartego na teorii graféw do tworzenia
bibliotek oligonukleotydéw antykomplementarnych, ktory pozwoli na adaptacje
réznych modeli opisujacych zdolnosé hybrydyzacji tanicuchéw DNA. Biblioteki te
moga postuzyé¢ do optymalizacji algorytméw przeznaczonych do wykonania za po-
moca komputerow DNA.

- Klasyfikacja probleméw asemblacji z uwzglednieniem réznego rodzaju informacji
oraz bledéw pochodzacych z eksperymentu chemicznego. Klasyfikacja pozwoli na
lepsze zrozumienie wplywu btedéw pochodzacych z eksperymentu chemicznego na
zlozonosé obliczeniowa tych problemoéw.



Rozdziat 2

Podstawy matematyczne i
informatyczne

2.1 Wprowadzenie

Niniejszy rozdzial stanowi wprowadzenie do zagadnien matematycznych niezbednych do
zrozumienia rozwazan przedstawionych w pozostalych rozdzialach tej rozprawy. Ponizej
przedstawiono podstawy matematyczne dotyczace:

zbioréw

- jezykéw formalnych

zlozonosci obliczeniowej probleméw kombinatorycznych

programowania dynamicznego
- teorii grafow

Rozdzial ten zawiera réwniez wprowadzenie do metaheurystyk i programowania dy-
namicznego.
Omowione szczegdlowo w niniejszym rozdziale zagadnienia to m. in.:

- algorytm znajdujacy obwdd Eulera, ktéry postuzyt do zaprojektowania algorytmu
konstruujacego biblioteke oligonukleotydéw antykomplementarnych (rozdzial 4);

- definicja graféw de Bruijna - grafy te postuzyly do zdefiniowania modelu problemu
budowy bibliotek (rozdzial 4);

- algorytm Dijkstry znajdujacy najkrotsza Sciezke w grafie, ktéry zostanie wykorzy-
stany do rozwiazania problemu sekwencjonowania de novo (rozdzial 5);

- definicja problemu plecakowego, ktéry zostanie wykorzystany do interpretacji widma
ze spektrometru masowego (rozdzial 5);

e definicje metaheurytyki GRASP oraz algorytmu ewolucyjnego; metody te zostana
wykorzystane do rozwiazania probleméw asemblacji dlugich peptydéw (rozdziat

6);

- definicje graféw sprzezonych, indukowanych, rozpinajacych, dwudzielnych; wyko-
rzystano je do skonstruowania modeli asemblacji (rozdzial 6);
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- definicje alfabetu, jezyka, stowa; definicje beda pomocne do opisania zalozen do-
tyczacych etykiet wierzchotkéw w modelach asemblacji (rozdzial 6) ;

- definicja problemu kolorowania graféw. W rozprawie wykorzystano problem kolo-
rowania grafu dwoma kolorami do opracowania algorytmu rozpoznajacego grafy
peptydowe (rozdzial 6); warto tutaj wspomnieé, ze model graféw peptydowych dla
problemu z bledami (rozdzial 6) jest oparty na przyznawaniu wierzchotkom kolo-
row; podejécie to nie bazuje jednak na klasycznym kolorowaniu wierzchotkowym.

2.2 Wprowadzenie do teorii mnogosci

Pojecie zbioru oraz pojecie nalezenia do zbioru sa pojeciami pierwotnymi teorii mno-
gosci, czyli nie definiuje sie ich jezykiem teorii, tylko podaje definicje znaczeniows.
Intuicyjnie - zbiorem mozna nazwadé nieuporzadkowany zestaw elementéw bez wyroz-
nionej kolejnodci.
Jesli pewien obiekt a nalezy do zbioru A, to zapisuje sie to jako:

a€c A

Jesli obiekt a nie nalezy do zbioru A to zapisuje si¢ to:
ag A

Okres$lenie pewnego zbioru A jest mozliwe na dwa sposoby tzn. poprzez podanie ele-
mentéw tego zbioru, np. A = {2,3,4,5} lub poprzez zdefiniowanie warunku, ktéry spel-
niaja wszystkie elementy tego zbioru (i zaden element spoza zbioru), np. A = {z : = €
NN ANz 22Nz <5}

Ponizej zdefiniowano podstawowe dziatania na zbiorach [42]:

- Suma zbioréw (A U B) to zbiér, do ktérego naleza wszystkie elementy zbioru A
oraz wszystkie elementy zbioru B i zaden inny element: a € (AU B) < [(a €
A)V (a € B)].

- Tloczyn zbioréw (A N B) to zbidér, do ktérego naleza wszystkie elementy, ktére
jednoczeénie nalezg do zbioru A oraz do zbioru B i zaden inny element: a €
(ANB) < [(a € A) A (a € B).

- Réznica zbioréw (A\B) to zbiér, do ktérego naleza elementy zbioru A, ktére jedno-
cze$nie nie naleza do zbioru B i zaden inny element: a € (A\B) < [(a € A) A (a ¢
B)].

- Roéznica symetryczna zbioréw (A @ B) to zbiér, do ktérego naleza te wszystkie te
i tylko te elementy, ktore nalezg do zbioru A lub do zbioru B, ale nie naleza do
obydwu zbioréw naraz.

Ponizej zdefiniowano pojecie inkluzji (oznaczanej symbolem C), czyli zawierania sie
zbioru w innym zbiorze [42]:

ACB<&[(ace A)= (a€ B)

Zbiér A zawiera sie¢ w zbiorze B, gdy kazdy element zbioru A nalezy do zbioru B. Zbiér
A nazywany jest podzbiorem zbioru B, natomiast zbiér B nadzbiorem zbioru A.

Jesli wszystkie rozwazane zbiory sa podzbiorami pewnego ustalonego zbioru U, to
zbiér U nazywany jest przestrzenia.
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Dopetnieniem zbioru A do zbioru U nazywany jest zbiér A = U\ A.

Zbiér, ktory nie posiada zadnego elementu nazywany jest zbiorem pustym i oznaczany
jest symbolem (). Przykladowo, jesli zbiér A jest zbiorem pustym, to mozna to zapisaé
jako A =0 [42].

2.3 Elementy teorii jezykéw formalnych

W celu zdefiniowania jezyka formalnego przytoczone zostana najpierw definicje alfabetu
oraz stowa [42].

Alfabet to skonczony niepusty zbiér ¥ zawierajacy symbole nazywane literami alfa-
betu X.

Stowem nazywa sie dowolny skonczony ciag liter ze zbioru 3.

Zbiér wszystkich stéw zbudowanych z liter alfabetu ¥ oznaczany jest przez X*.

Dowolny podzbiér zbioru ¥* nazywany jest jezykiem nad alfabetem 3.

Jezyk L(G) jest zbiorem wszystkich stéw, ktére mozna wyprowadzié z gramatyki G.

2.4 Podstawy teorii zlozonosci obliczeniowej

Problem obliczeniowy jest opisany za pomocg skoniczonego zbioru parametréow wej-
Sciowych oraz warunkow, jakie spelnia wynik. Problemy kombinatoryczne mozna po-
dzieli¢ na:

- decyzyjne
- optymalizacyjne
- przeszukiwania

Problemem decyzyjnym 7 jest skonczony zbiér parametréw oraz postawione py-
tanie, na ktére odpowiedz brzmi "TAK” albo "NIE”.

Po ustaleniu wartosci wszystkich parametréw problemu decyzyjnego otrzymuje sie
konkretny problem I, nazywany réwniez instancja. Problem decyzyjny m mozna réwniez
zdefiniowac jako zbiér D, wszystkich konkretnych probleméw oraz jego podzbiér Y,i C
D, gdzie Y, zawiera wszystkie (i tylko te) konkretne problemy, dla ktérych odpowiedz
brzmi ”tak” [13].

Problem optymalizacyjny to problem wymagajacy minimalizacji albo maksyma-
lizacji pewnej funkcji celu (ekstremalizacji).

Problem przeszukiwania 7 to zbior konkretnych probleméw D, oraz zbior rozwia-
zan Z(I) zdefiniowany dla kazdego I € D, [13]. Rozwiazaniem konkretnego problemu
przeszukiwania dla I € Dy jest dowolne rozwiazanie nalezace do zbioru Z.(I) albo
odpowiedz brzmi "NIE”, jesli Z.(I) jest pusty.

Algorytm to skonczony, uporzadkowany ciag zrozumiale zdefiniowanych czynnosci,
niezbednych do wykonania pewnego rodzaju zadan - rozwiazania problemu [33].

Waznym zagadnieniem jest zlozonos¢ obliczeniowa algorytmdw.

Funkcja zlozonoS$ci obliczeniowej algorytmu A rozwiagzujacego problem 7 to funk-
cja przyporzadkowujaca kazdej wartosci rozmiaru konkretnego problemu I € D, mak-
symalna liczbe elementarnych krokéw maszyny cyfrowej potrzebnych do rozwiazania
konkretnego problemu za pomoca algorytmu A. Do zdefiniowania tej funkcji koniecznie
jest okreslenie reguly kodowania i modelu obliczen [5].

Regula kodowania to sposéb przedstawienia konkretnego problemu I € D, za
pomoca skonczonego tancucha x(I) symboli nalezacych do okreslonego alfabetu ¥. Roz-
miarem konkretnego problemu nazywana jest dlugos$¢ tancucha z(7).
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Na potrzeby dalszych rozwazan zostanie wprowadzona notacja O: funkcja f(k) jest
rzedu g(n), co oznaczane jest jako O(g(n)), gdy istnieja takie state ng oraz ¢, ze | f(n)| <=
clg(n)| dla n > ng [5].

Jesli ztozonosé obliczeniowa pewnego algorytmu jest O(p(n)), gdzie p jest wielomia-
nem a n rozmiarem rozwiazywanego konkretnego problemu, to algorytm nazywany jest
algorytmem wielomianowym. Jesli takie ograniczenie nie istnieje, to algorytm nazywany
jest algorytmem wyktadniczym.

Zdefiniowane zostana dwa abstrakcyjne modele obliczen: deterministyczna maszyna
Turinga (DTM) ora niedeterministyczna maszyna Turinga (NDTM). Definicje te zostana
nastepnie wykorzystane do zdefiniowania klas ztozonosci probleméw.

Deterministyczng maszyne Turinga mozna przedstawi¢ jako skonczony zbiér sta-
néw ), wyrézniony stan poczatkowy Qg € Q, zbidr stanéw koncowych F', skonczony
zbidr dopuszczalnych symboli I', symbol pusty B € I', zbiér symboli wejsciowych ¥ =T
B oraz funkcje przejsé d, ktéra definiuje sie w nastepujagcy sposéb: 0 : I' x Q@ —
Q x T x {L,P,—}. DTM sklada sie z mechanizmu sterujacego, tasmy zawierajacej
nieskonczona liczbe komérek (ponumerowanych liczbami calkowitymi), oraz glowicy
odczytujaco-zapisujacej. Dane wejsciowe programu (dla funkcji przejsé) stanowi lan-
cuch symboli ze skonczonego zbioru symboli . Kazdy symbol zapisany jest w kolejnej
komoérce tasmy, rozpoczynajac od komorki 1. Na poczatku glowica znajduje sie nad
komérka 1. Pojedynczy krok programu to odczytanie zawartosci biezacej komoérki i za-
pisanie w komérce nowej wartosci oraz zmiana stanu, zgodnie z funkcja przejéé. Zgodnie
z informacjami zapisanymi w tej funkcji, moze réwniez nastapi¢ przesuniecie glowicy o
jedna komorke w lewo lub jedna w prawo. Nastepuje ponowny odczyt komorki przez
glowice. Dzialanie programu konczy sie po osiagnieciu jednego z wyrdznionych ozna-
czajacych odpowiednio odpowiedzi ”TAK” lub ”"NIE”, czyli znalezieniu rozwiazania
problemu. Jesli dla danego problemu decyzyjnego mozna zdefiniowa¢ Deterministyczna
Maszyne Turinga, ktora rozwiazuje ten problem, to mozna go réwniez rozwiazaé¢ za
pomoca rzeczywistej maszyny obliczeniowej (komputera).

Niedeterministyczna Maszyna Turinga (NDTM) [38] to DTM wyposazona w
dodatkowy modul generujacy. Program dla NDTM jest okreslany w taki sam sposéb
jak dla DTM. Wykonanie programu rézni sie jednak, gdyz sktada sie z dwoch etapow.
W pierwszym etapie dla lancucha x(I), ktéry koduje dane konkretnego problemu I,
nastepuje wygenerowanie tancucha S zbudowanego z symboli I'. Lancuch ten jest za-
pisywany na tasmie. Drugi etap jest analogiczny do wykonywania programu na DTM,
czyli sprawdza sie, czy S spetnia warunki okre$lone w pytaniu problemu decyzyjnego m
- czyli czy stan koncowy dziatania maszyny oznacza odpowiedz ” TAK” czy odpowiedz
"NIE”. NDTM rozwiazuje problem decyzyjny 7, gdy dla kazdego I €

- Jedli odpowiedz dla I brzmi " TAK”, to zostanie wygenerowany tancuch S, ktory
wraz z z(I) spowoduje, ze po zakonczeniu programu przez NDTM maszyna osia-
gnie stan koncowy odpowiadajacy odpowiedzi ” TAK”

- Jedli odpowiedz brzmi ”"NIE”, to dla kazdego wygenerowanego tanicucha S NDTM
zakonczy dzialanie w stanie odpowiadajacym odpowiedzi ”"NIE” lub sprawdzanie
nie zakonczy si¢ w skonczonym czasie.

Problem decyzyjny nalezy do klasy P, gdy istnieje deterministyczna maszyna Turinga,
ktéra rozwiazuje ten problem w co najwyzej wielomianowym czasie [37].

Problem decyzyjny nalezy do klasy NP, gdy istnieje niedeterministyczna maszyna
Turinga, ktéra rozwiazuje go w czasie co najwyzej wielomianowym [37].

Jak dotad nie podano formalnego dowodu, czy w klasie NP istnieja inne problemy niz
w klasie P (nie udowodniono, czy P # NP).
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Mozna powiedzieé, ze klasa P zawiera te problemy, dla ktérych mozna zapropono-
waé algorytm wielomianowy. Do klasy NP nalezg te problemy, dla ktérych w czasie
wielomianowym mozna zweryfikowaé¢ poprawnosé¢ znanego rozwiazania.

Ponizej zdefiniowana zostanie podklasa klasy NP, nazywana podklasa probleméw NP-
zupelnych. W tym celu wprowadzona zostanie wpierw definicja transformacji wielomia-
nowej [5].

Transformacjg wielomianowg problemu 7o do problemu 7y (7o o 1) nazywamy funk-
cje f: Dn, — Dy, ktéra spelnia nastepujace warunki:

1) dla kazdego Iy € Dr,, odpowiedz brzmi "TAK” wtedy i tylko wtedy, gdy dla f(I2)
odpowiedZ brzmi réwniez " TAK”;

2) czas obliczania funkcji f przez DTM dla kazdego I € Dy, jest ograniczony od gory
przez wielomian od N ([3).

Problem decyzyjny 7 jest NP-zupelny jezeli m; € NP i dla kazdego innego problemu
decyzyjnego o € NP, my o< 71.

7 powyzszej definicji wynika, ze wszystkie problemy klasy probleméw NP-zupelnych
wielomianowo transformujg sie do siebie nawzajem. Wynika z tego, ze aby wykaza¢ NP-
zupetnoéé¢ badanego problemu, trzeba pokazaé¢ wielomianows transformacje dowolnego
problemu NP-zupelnego do niego.

Przy zaltozeniu, ze P # NP problemy nalezace do klasy probleméw NP-zupelnych
mozna rozwigzaé przy uzyciu algorytméw wyktadniczych.

Przez N(I) oznaczony zostanie rozmiar instancji I a przez M ax(I) maksymalna liczba
wystepujaca w tej instancji.

Problem decyzyjny 7 jest problemem liczbowym, gdy nie istnieje wielomian p, taki ze
Max(I) < p(N(I)) dla kazdego I € D.

Dla niektérych liczbowych probleméw decyzyjnych mozna skonstruowaé algorytmy
pseudowielomianowe. Sa to algorytmy, ktérych funkcja ztozonosci obliczeniowej jest
ograniczona z gory przez wielomian od N(I) oraz przez Max(I).

Problem nieliczbowy m, jest takim podproblemem 7, ktéry zawiera tylko te instancje
problemu 7, dla ktorych istnieje wielomian p, taki ze Maz(I) < p(N(I).

Problem decyzyjny 7 jest silnie NP-zupelny, gdy nalezy do klasy NP oraz istnieje
pewien wielomian p zdefiniowany dla liczb catkowitych, taki ze m, jest NP-zupelny [5].

7 powyzszych definicji wynika, ze NP-zupelny problem nieliczbowy jest silnie NP-
zupelny.

Aby wykaza¢ silng NP-zupelnosé liczbowego problemu decyzyjnego 7 nalezy znalezé
wielomian p, dla ktérego 7, jest NP-zupelny. Mozna jednak postapi¢ inaczej i skorzystac
z transformacji pseudowielomianowe;j:

Pseudowielomianowg transformacja [5] problemu 7y do problemu 7 nazywa sie
funkcje f: Dy, — Dy, taka ze:

1) dla kazdej instancji problemu Iy € Dy, , odpowiedz brzmi ” TAK” wtedy i tylko wtedy,
gdy dla f(I2) brzmi takze " TAK”;

2) funkcja f moze by¢ obliczona (przez DTM) w czasie ograniczonym od géry przez
wielomian zalezny Mazo(l2) i No(Is);

3) istnieje wielomian ¢y, taki ze dla kazdego Iy € Dy, q1(N1(f(12))) = Na(I2);

4) istnieje wielomian dwoch zmiennych go, taki ze dla kazdego I» € Dr,, zachodzi
Max1(f(I2)) < g2(Maza(I2), Na(12));
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Problem m; € NP jest silnie NP-zupelny, gdy istnieje pseudowielomianowa transfor-
macja znanego problemu silnie NP-zupelnego 7 do ;.

Powyzsza definicja pozwala na wykazanie silnej NP-zupelnoéci bez znajdowania pod-
problemu 7.

Warto tutaj wspomnieé, ze poréwnujac pseudowielomianiwa transformacje i wielomia-
nowa transformacje, to w przypadku tej pierwszej ostabiony zostal warunek wielomia-
nowego czasu realizacji algorytmu realizujacego funkcje f. Dodatkowa réznicg jest fakt,
ze w przypadku pseudowielomianowej transformacji zaktada sie, ze rozmiar instancji nie
moze zmaleé¢ wykltadniczo a najwigksza wartosé liczbowa w instancji nie moze wzrosnaé
wykladniczo.

Zostanie zdefiniowana wielomianowa transformacja Turinga [5] problemu prze-
szukiwania 7; do problemu przeszukiwania my oznaczana jako w1 o mo. Jest to algo-
rytm A rozwiazujacy problem 7y z zastosowaniem hipotetycznej procedury P rozwigzu-
jacej me. Czas wykonania algorytmu A przez DTM jest wielomianowy, jesli procedura P
moze by¢ wykonana przez DTM w czasie wielomianowym.

Problem przeszukiwania 7o jest NP-trudny, jesli istnieje NP-zupelny problem pi1, taki
ze T o my [5]

Ponizej oméwiono zaleznoéci miedzy problemami decyzyjnymi, optymalizacyjnymi i
przeszukiwania.

Istnieje zwiazek pomiedzy problemami przeszukiwania a problemami optymalizacyj-
nymi. Algorytm rozwigzuje problem przeszukiwania, gdy znajduje dowolne rozwigzanie
ze zbioru rozwigzan. Problem optymalizacyjny mozna przedstawié¢ jako problem prze-
szukiwania, gdzie zbiér rozwiazan zawiera wszystkie rozwiazania, ktore ekstremalizuja
wartos¢ funkeji celu.

7 kazdym problemem optymalizacyjnym mozna powigzaé¢ problem decyzyjny. W wer-
sji optymalizacyjnej szukane jest rozwiazanie problemu o minimalnej (albo maksymalnej)
wartosci funkcji celu. W wersji decyzyjnej problemu zadane jest pytanie o istnienie roz-
wiazania, dla ktérego warto$¢ funkcji celu spelnia pewna nieréwnosé. Widaé zatem, ze
problem decyzyjny nie jest obliczeniowo trudniejszy od odpowiadajacego mu problemu
optymalizacyjnego.

Wiadomo, ze jesli problem decyzyjny jest NP-zupelny to odpowiadajacy mu problem
przeszukiwania jest NP-trudny. Podobnie, jesli problem decyzyjny jest silnie NP-zupelny,
to odpowiadajacy mu problem przeszukiwania jest silnie NP-trudny [37].

Na zakonczenie tego podrozdzialu warto dodaé, iz aby udowodnié, ze problem jest
tatwy obliczeniowo nalezy pokaza¢ wielomianowy algorytm, ktéry go rozwiazuje. Zo-
stalo to podkreslone, gdyz rozprawie zostanie przedstawiony taki dowdd dla jednego z
probleméw asemblacji.

2.5 Wybrane zagadnienia teorii grafow

2.5.1 Wprowadzenie

Teoria graféw to dzial matematyki zajmujacy sie badaniem wtasnosci grafow. Za pierw-
szg prace w tej dziedzinie uwaza si¢ prace Leonharda Eulera z 1736 roku dotyczaca
zagadnienia mostéw krélewieckich [25]. Problem, ktéry rozwazal Euler jest nastepujacy:
czy mozna przejs¢ przez wszystkie siedem mostéw znajdujacych sie na rzece Przegota w
Krélewcu w ten sposéb, aby przez kazdy most przejsé tylko raz i zakonczyé¢ podréz w
tym samym miejscu, gdzie zostala rozpoczeta.
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Grafy pozwalaja na przedstawienie informacji w zorganizowany sposéb. Moga zostaé
wykorzystane do modelowania informacji geograficznej: opisu map, planowania optymal-
nych drég, obliczania odleglosci. Teoria graféw znajduje réwniez swoje zastosowanie w
wielu innych dziedzinach, takich jak fizyka, analiza i projektowanie oddziatlywan spo-
tecznych czy bioinformatyka. Zdefiniowane w tym rozdziale podstawowe pojecia z teorii
graféw mozna znalezé w pracy [12].

2.5.2 Definicje

Na poczatku zdefiniowane zostana dwa typy graféw:

Def. 2.5.1. Graf skierowany

Niech V' bedzie niepustym zbiorem, natomiast A C V x V. Pare G = (V, A) nazywamy
grafem skierowanym lub digrafem, przy czym V jest zbiorem wierzchotkéw natomiast A
jest zbiorem tukow.

Def. 2.5.2. Graf nieskierowany

Niech V' bedzie niepustym zbiorem, natomiast E C {{v;,v;} : v; € V Av; € V}
Pare G = (V, FE) nazywamy grafem nieskierowanym, gdzie V' jest zbiorem wierzchotkéw
natomiast F jest zbiorem krawedzi.

Ponizej wprowadzono pojecie incydencji:

Def. 2.5.3. Incydentno$é¢ tukéw i krawedzi

W przypadku grafu skierowanego tuk (v;, vj) € A jest incydentny z wierzcholkiem v; oraz
wierzchotkiem v;. Analogicznie w przypadku grafu nieskierowanego krawedz v;,v; € E
jest incydentna z wierzchotkami v; i v;.

W kontekécie analizy graféw czesto rozwaza sie pewne sekwencje wierzchotkéw i kra-
wedzi. Ponizej zdefiniowano najbardziej podstawowe sekwencje dla graféw nieskierowa-
nych:

Def. 2.5.4. Lancuch, dtugosé tancucha, tancuch zamkniety, Sciezka, droga, cykl, obwdd
w grafie nieskierowanym

Dany jest graf nieskierowany G = (V,E). Lancuchem = — y w grafie G jest sekwencja:
T = Vg, €1,V1,€2,V2, ..., €,V = Yy gdzie e; = (vi—1,v;) € E dla i = 1,2,...,n. Dlugosé
tancucha n to liczba zawartych w nim krawedzi. Jesli x = y oraz n > 1 to lancuch
nazywany jest zamknietym. W przeciwnym wypadku jest to tancuch otwarty. Jesli zadna
krawedz nie powtarza sie w tancuchu wiecej niz 1 raz, to taki tancuch nazywany jest droga
pomiedzy z i y. Zamkniety tancuch bedacy droga nazywany jest obwodem. Lancuch
otwarty, w ktérym nie powtarza sie zaden wierzchotek wiecej niz raz nazywany jest
$ciezka. Zamknieta $ciezka nazywana jest cyklem.

Powyzsze pojecia mozna analogicznie zdefiniowa¢ dla graféw skierowanych:

Def. 2.5.5. Lancuch, dtugos¢ tancucha, tancuch zamkniety, Sciezka, droga, cykl, obwdd
w grafie skierowanym

Dany jest graf skierowany G = (V,A). Lancuchem =z — y w grafie G jest sekwencja:
T = Vg, a1, V1, 02,V2, ..., A, Uy, = Yy gdzie a; = (vi_1,v;) € A dla i = 1,2,...,n. Dlugos¢
tancucha n to liczba zawartych w nim tukéw. Jedli z = y oraz n > 1 to tancuch na-
zywany jest zamknietym. W przeciwnym wypadku jest to tancuch otwarty. Jesli zaden
tuk nie powtarza sie w lancuchu wiecej niz 1 raz, to taki tancuch nazywany jest skie-
rowang droga pomiedzy x i y. Zamkniety tancuch bedacy skierowana droga nazywany
jest skierowanym obwodem. Lancuch otwarty, w ktérym nie powtarza sie zaden wierz-
cholek wiecej niz raz nazywany jest skierowana Sciezka. Zamknieta skierowana Sciezka
nazywana jest skierowanym cyklem.
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W kontekscie badan zawartych w tej rozprawie, dwa rodzaje sekwencji grafowych
zastuguje na szczegdlne wyrodznienie: jest to cykl Hamiltona i obwéd Eulera. Ponizsze
definicje wprowadzaja oba pojecia:

Def. 2.5.6. Obwo6d Eulera

Niech G = (V,E) bedzie grafem nieskierowanym. Obw6d Eulera w grafie G to obwdd,
ktory przechodzi przez kazda krawedZ w grafie G dokladnie raz. Natomiast droga Eu-
lera dla grafu nieskierowanego to droga przechodzaca przez kazda krawedz w grafie G
doktadnie raz.

Def. 2.5.7. Droga Eulera
Niech G = (V,E) bedzie grafem nieskierowanym. Droga Eulera w grafie G to droga,
ktéra przechodzi przez kazda krawedz w grafie G doktadnie raz.

Analogicznie definicja dla grafu skierowanego:

Def. 2.5.8. Skierowany obwdd Eulera

Niech G = (V,A) bedzie skierowanym grafem. Skierowany obwodéw Eulera w skiero-
wanym grafie G to skierowany obwdd, ktory przechodzi przez kazdy tuk w grafie G
doktadnie raz.

Def. 2.5.9. Skierowana droga Eulera
Niech G = (V,A) bedzie skierowanym grafem. Droga Eulera dla grafu skierowanego to
droga przechodzaca przez wszystkie huki w grafie G doktadnie raz.

Kolejne definicje dotycza cyklu Hamiltona:

Def. 2.5.10. Skierowany cykl Hamiltona
Niech G = (V, A) bedzie skierowanym grafem. Skierowany cykl Hamiltona w grafie G to
skierowany cykl, ktéry przechodzi przez wszystkie wierzchotki grafu doktadnie raz.

Def. 2.5.11. Skierowana Sciezka Hamiltona
Niech G = (V, A) bedzie skierowanym grafem. Skierowana $ciezka Hamiltona to Sciezka,
ktora przechodzi przez wszystkie wierzchotki grafu doktadnie raz.

Analogicznie dla grafu nieskierowanego mozna zdefiniowaé:

Def. 2.5.12. Cykl Hamiltona
Niech G = (V, E) bedzie nieskierowanym grafem. Cykl Hamiltona to cykl przechodzacy
przez wszystkie wierzchotki grafu doktadnie raz.

Def. 2.5.13. Sciezka Hamiltona
Niech G = (V, E) bedzie nieskierowanym grafem. Sciezka Hamiltona to Sciezka przecho-
dzaca przez wszystkie wierzcholki grafu doktadnie raz.

Znalezienie cyklu (lub $ciezki) Hamiltona jest problemem silnie NP-trudnym. Oznacza
to, ze przy zalozeniu, ze P # NP, nie istnieje algorytm wielomianowy rozwiagzujacy ten
problem.

Ponizej, po zdefiniowaniu niezbednych pojeé, zostanie podany wielomianowy algorytm
znajdujacy obwdd (albo droge) Eulera w grafie.

Na potrzeby dalszych rozwazan, wprowadzone zostanie pojecie grafu spdjnego:

Def. 2.5.14. Spdjnoséé grafu nieskierowanego
Graf nieskierowany G = (V, E) jest spéjny, jesli kazda para wierzchotkéw tego grafu jest
potaczona $ciezks.
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Def. 2.5.15. Spéjnosé grafu skierowanego

Graf skierowany G = (V, A) jest spéjny, jesli skojarzony z nim graf nieskierowany, otrzy-
many przez usuniecie zwrotéw lukdéw jest spdjny. Przy czym w przypadku gdy para
wierzchotkéw jesli x € V iy € V jest polaczona dwoma tukami (z,y) oraz (y,x) to w
skojarzonym grafie jest tylko jedna krawedz laczaca te wierzcholki.

Zdefiniowane zostanie pojecie stopnia wierzchotka:

Def. 2.5.16. Stopien wierzcholka (graf nieskierowany)
Stopniem wierzchotka deg(x) grafu nieskierowanego G = (V, E) nazywamy liczbe incy-
dentnych z wierzchotkiem = krawedzi.

Def. 2.5.17. Stopien wejéciowy i stopien wyjéciowy wierzchotka

Dla grafu skierowanego G = (V, A) definiuje sie stopien wejsciowy in(x) wierzchotka x
jako liczbe tukéw wchodzacych do wierzchotka z, czyli liczbe tukéw (v, z) € A. Stopien
wyjsciowy out(z) wierzchotka z to liczba tukéw wychodzacych z wierzchotka x, czyli
tukéw postaci (z,v) € A.

Ponizej zdefiniowano warunek konieczny i wystarczajacy istnienie obwodu Eulera:

Twierdzenie 2.5.1. Graf nieskierowany G = (V, E') zawiera skierowany obwéd Eulera
wtedy i tylko wtedy, gdy jest spojny i kazdy wierzchotek tego grafu ma parzysty stopien.
Graf G zawiera skierowana droge Eulera, gdy jest spdjny i dokladnie dwa wierzchotki
tego grafu maja stopien nieparzysty.

Twierdzenie 2.5.2. Graf skierowany G = (V, A) zawiera skierowany obw6d Eulera
wtedy i tylko wtedy, gdy jest spéjny a stopien wejsciowy kazdego wierzchotka jest réwny
stopniu wyj$ciowemu kazdego wierzcholka: V,ecy in(v) = out(v). Graf G zawiera skie-
rowang droge Eulera, gdy jest spdjny i dokladnie dla jednego wierzcholka tego grafu
in(v) — out(v) = 1, dla jednego wierzcholka grafu out(v) — in(v) = 1 a dla pozostaltych
n — 2 wierzchotkéw grafu in(v) = out(v).

Graf G = (V, E), ktéry posiada obwod Eulera, nazywany jest grafem Eulera. Ponizszy
algorytm znajduje obwéd Eulera w grafie Eulera G-
Algorytm

1. Wybranie dowolnego wierzchotka v grafu G jako ”wierzchotka startowego”.

2. Znalezienie dowolnego obwodu rozpoczynajacego si¢ wierzchotkiem startowym.
Obwod ten nazywany bedzie ”aktualnym obwodem”.

3. Zaznaczenie wszystkich krawedzi wchodzacych w sktad tego obwodu.

4. Jesli wszystkie krawedzie w G zostaly zaznaczone, to obwdod Eulera zostal znale-
ziony; w przeciwnym wypadku nalezy znalezé obwdd rozpoczynajacy sie w wierz-
chotku incydentnym do niezaznaczonej krawedzi.

5. Zaznaczenie wszystkich krawedzi wchodzacych w sktad tego obwodu i potaczenie
znalezionego obwodu z ”aktualnym obwodem”.

6. Przejscie do 4. kroku algorytmu.

Algorytm mozna analogicznie zdefiniowaé¢ dla graféw skierowanych.
Zostanie wprowadzona nastepujaca definicja:
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Def. 2.5.18. p-graf
Skierowany graf G = (V, A) jest skierowanym p-grafem, jesli dla dowolnej pary wierz-
chotkéw tego grafu (v;,v;) istnieje co najwyzej p tukéw z v; do vj.

Ze wzgledu na liczbe tukéw, ktore sa incydentne z tg samg parg wierzchotkéw, mozna
wprowadzi¢ nastepujacy podzial grafow:

1) 1-grafy, ktore zawierajace co najwyzej 1 tuk pomiedzy dowolna para wierzchotkéw;

2) multigrafy, w ktorych zezwala sie na istnienie wiecej niz jednego polaczenia miedzy
ta sama para wierzchotkéw (p-grafy, dla ktoérych p > 1).

Zostanie wprowadzona definicja podgrafu, a nastepnie definicje podgrafu rozpinaja-
cego i podgrafu indukowanego:

Def. 2.5.19. Podgraf grafu

Dany jest graf nieskierowany G = (V, E). JeSli Vi # (0 oraz Vi € V oraz E; € E,
gdzie kazda krawedz ze zbioru E; jest incydentna z wierzchotkami ze zbioru V; to graf
G1 = (V1, E1) jest podgrafem grafu G.

Def. 2.5.20. Podgraf rozpinajacy
Dany jest graf nieskierowany G = (V, E). Niech G; = (Vi, E1) bedzie podgrafem grafu
G. Jedli Vi =V, to G1 nazywany jest podgrafem rozpinajacym grafu G.

Def. 2.5.21. Podgraf indukowany

Dany jest graf nieskierowany G = (V, E). Jesli V5 # () oraz Vo € V oraz Ey € E to
graf Gy = (V3, F3) nazywany jest grafem indukowanym grafu G, gdy zbiér Es zawiera
wszystkie krawedzie (x,y) € F, dla ktérych =,y € V.

Dla grafu skierowanego powyzsze definicje sg analogiczne.
Zbiér nastepnikow wierzchotka oraz zbiér poprzednikow wierzchotka w grafie nieskie-
rowanym definiuje sie nastepujaco:

Def. 2.5.22. Zbiér nastepnikéw

Niech bedzie dany graf skierowany G = (V, A), zbiér nastepnikéw N (v) wierzcholka v
to wszystkie wierzchotki z; takie, ze istnieje tuk (v, ;) € A, czyli:

Nt(w)={z; € V: (v,2;) € A}

Def. 2.5.23. Zbiér poprzednikéw

Niech bedzie dany graf skierowany G = (V, A), zbiér poprzednikéw N~ (v) wierzchotka
v to wszystkie wierzchotki x; takie, ze istnieje tuk (z;,v) € A, czyli:

N=(v) ={z; € V : (z4,v) € A}

Klasa graféw to zbiér wszystkich grafow spetniajacych pewne warunki. Pewne wia-
snosci problemu z teorii graféw, przyktadowo jego zlozonosé obliczeniowa, moga zalezeé
od klasy graféw, dla ktérej ten problem jest rozwazany. Z tego powodu analize czesto
zaweza sie do konkretnych klas.

Klasy graféw i twierdzenia wybrane ponizej znajduja zastosowanie w modelowaniu
zagadnien biologicznych opisanych w niniejszej rozprawie.

Def. 2.5.24. Graf sprzezony [12]

Graf sprzezony H = (A, U) skierowanego grafu G = (V, A) jest 1-grafem ze zbiorem
wierzchotkow A. W grafie H istnieje tuk (a;,a;) wtedy i tylko wtedy, gdy wierzcholek
do ktérego wchodzi tuk a; w grafie G jest wierzchotkiem, z ktérego wychodzi tuk a;.
Skierowany graf H jest grafem sprzezonym, jesli istnieje pewien graf G, taki ze H jest
grafem sprzezonym G.
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Def. 2.5.25. Skierowany graf liniowy [8]
Skierowany graf jest skierowanym grafem liniowym, wtedy i tylko wtedy gdy jest grafem
sprzezonym pewnego 1-grafu.

Twierdzenie 2.5.3. [8] Jesli graf H jest grafem sprzezonym skierowanego grafu G, to
istnieje skierowany obwdd Eulera w G wtedy i tylko wtedy, gdy istnieje skierowany cykl
Hamiltona w H.

Whiosek:
Jedli graf H jest skierowanym grafem liniowym 1-grafu GG, to istnieje skierowany obwod
Eulera w GG wtedy i tylko wtedy, gdy istnieje skierowany cykl Hamiltona w H. Dla graféw
sprzezonych istnieje zatem mozliwosé rozwiazania problemu cyklu Hamiltona w czasie
wielomianowym. W pracy [14] pokazano takze, ze w czasie wielomianowym mozliwe jest
rozwigzanie problemu cyklu Hamiltona w nadklasie graféw sprzezonych zwanej grafami
quasi-sprzezonymi.

Twierdzenie 2.5.4. 1-Graf G = (V, A) jest grafem sprzezonym wtedy i tylko wtedy,
gdy dla kazdej pary wierzchotkéw x;,z; € V' gdzie spelniona jest nastepujaca implikacja
logiczna: N (z;) "N NT(z;) #0 = N*(z;) = Nt (z;).

Twierdzenie 2.5.5. [8] 1-graf G = (V, A) jest skierowanym grafem liniowym wtedy
i tylko wtedy,gdy dla kazdej pary wierzchotkéw x;,z; € V gdzie i # j spelniona jest
nastepujaca implikacja:

(2 # 25 ANT(20) VN (@) #0) = (NH (@) = N+ (@) AN~ (@) NN (25) = 0)
Ponizej przedstawiono kolejne dwie definicje klas graféw wykorzystanych w rozprawie:

Def. 2.5.26. Nieskierowany graf dwudzielny
Nieskierowany graf G = (V, E) jest nazywany grafem dwudzielnym, jesli V = V; U V43,
Vi NV, = () oraz dla kazdej krawedzi v;, v; € B, v, € Vi Avj € Va.

Def. 2.5.27. Nieskierowany graf p-dzielny (wielodzielny)

Nieskierowany graf G = (V| E) jest nazywany grafem P-dzielnym, jesli V = V3 U Vo U
..UV, VNV, =0 dla kazdego a # b oraz dla kazdej krawedzi {v;,v;} € E, wierzcholek
v; nalezy do innego podzbioru niz wierzchotek v;.

Analogiczne definicje dot. grafu dwudzielnego i grafu p-dzielnego mozna podaé dla
graféw skierowanych.
W teorii graféw wprowadza sie pojecie grafu wazonego:

Def. 2.5.28. Graf wazony
Graf wazony to graf, w ktérym kazdej krawedzi lub tukowi przyporzadkowano pewna

wage.

Wagi sa zwykle liczbami rzeczywistymi, moga zostaé¢ jednak ograniczone do liczb
wymiernych lub catkowitych. W tej pracy proponuje sie réwniez przyporzadkowanie
krawedziom (tukom) wektoréw liczb rzeczywistych.

Jednym z istotnych probleméw dla skierowanych graféw wazonych jest problem naj-
krétszej skierowanej Sciezki miedzy dwoma wyrdznionymi wierzchotkami grafu (wierz-
chotkiem startowym ,s” oraz wierzchotkiem koncowym ,t”). Najkrétsza skierowana
Sciezka pomiedzy dwoma wierzcholkami to ta, ktérej suma wag tukéw (krawedzi) weho-
dzacych w jej sktad jest minimalna.
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Sposrod algorytméw rozwiazujacych problem najkrotszej skierowanej Sciezki w grafie,
zostanie przytoczony algorytm Dijkstry [22][42], gdyz byl on inspiracja do rozwiazania
jednego z biologicznych zagadnien rozwazanych w tej pracy. Ponizej podana zostala
definicja problemu (analogiczna definicje mozna podaé¢ dla grafu nieskierowanego):

Def. 2.5.29. Problem najkrétszej skierowanej Sciezki w grafie

Instancja:

Skierowany graf wazony G = (V, A).

Odpowiedz:

Najkroétsza skierowana $ciezka pomiedzy wierzchotkiem ,s” a wierzchotkiem ,t”.

Algorytm Dijkstry znajdujacy najkrotsza skierowang Sciezke w grafie G ma nastepu-
jaca postac:

1. Utworzenie tablicy odlegtosci. Odlegtosé do zZrédta,s” wynosi 0. Odlegtosé do
wszystkich pozostalych wierzchotkéw wynosi nieskonczonosé. Utworzenie zbioru
zawierajacego nieodwiedzone wierzchotki. Zbiér ten zawiera wszystkie wierzchotki
grafu. Utworzenie tablicy poprzednikéw. Jako poprzednik kazdego wierzchotka
ustawia sie warto$¢ ,brak poprzednika”.

2. Jako wierzchotek aktualny przyjmuje sie wierzchotek ,s”.

3. Obliczenie tymczasowych odlegtosci do wszystkich nieodwiedzonych bezposérednich
nastepnikéw aktualnego wierzchotka. Dla kazdego wierzchotka, dla ktorego obli-
czona odleglos¢ tymczasowa jest mniejsza niz dotychczas zapisana odlegtosé, za
nowa odleglosé do tego wierzchotka przyjmuje sie obliczong odlegtos¢ tymczasows.

4. Usuniecie wierzchotka aktualnego z listy nieodwiedzonych wierzchotkéw.

5. Jako wierzcholek aktualny przyjmuje si¢ nieodwiedzony wierzcholek, do ktérego
obliczona odlegtosé tymczasowa jest najmniejsza. Jako poprzednika nowego wierz-
chotka aktualnego przyjmuje sie poprzedni wierzchotek aktualny.

6. Jedli zbiér nieodwiedzonych wierzchotkéw jest pusty, nalezy zakonczyé algorytm.
W przeciwnym wypadku jako wierzchotek aktualny ustawia sie ten sposréd nie-
odwiedzonych wierzchotkéw, dla ktérego obliczona odlegtosé jest najmniejsza. Na-
lezy przejs$é¢ do punktu 3. algorytmu.

Powyzsza procedure mozna przerwaé, gdy wierzcholek ,t” zostanie zdjety z listy nie-
odwiedzonych wierzchotkéw. Jesli algorytm nie zostanie wczesniej przerwany, to zakon-
czy sie, gdy lista nieodwiedzonych wierzchotkéw bedzie pusta. Aby bylto mozliwe obli-
czenie minimalnej odlegtosci pomiedzy wierzchotkami, graf nie moze zawiera¢ cykli o
ujemnej sumie wag. W takim wypadku kazde przejscie tym cyklem obnizatoby diugos$é
aktualnie znalezionej Sciezki.

W teorii grafow wprowadza sie pojecie etykiety. Z danym wierzchotkiem, tukiem lub
krawedzig mozna powiazac¢ etykiete - stowo zbudowane nad pewnym alfabetem. Ponizej
podano definicje dwoch klas graféw posiadajacych etykiety. Wybrano Grafy de Bruijna
[21], gdyz zostana wykorzystane w rozdziale 4., oraz grafy DNA [8], jako ze stanowia
ciekawa reprezentacje dla niektérych probleméw dotyczacych sekwencji biologicznych.

Def. 2.5.30. Graf de Bruijna [21]

Graf de Bruijna B(d,k) jest grafem skierowanym, ktérego wierzchotki odpowiadaja wszyst-
kim stowom o dlugosci k nad pewnym alfabetem ¥ rozmiaru d. Luki w grafie B(d k)
zdefiniowane sa nastepujaco: z wierzchotka zaetykietowanego (x1, 2, ..., i) prowadzi tuk
do wierzcholka zaetykietowanego (xg, x3, ..., Tk, y), gdzie v € 3.
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Na podstawie definicji mozna stwierdzié, ze graf B(d, k) zawiera d* wierzchotkéw.
Dodatkowo, stopieni wejsciowy i wyjsciowy kazdego wierzchotka grafu B(d, k) jest réwny
d.

Na potrzebe podania definicji graféw DNA, zostang wprowadzone definicje pomocni-
cze.

Def. 2.5.31. Graf («, k)-etykietowalny [8]

Niech £ > 1, > 0 beda liczbami calkowitymi. Wtedy 1-graf G = (V, A) jest grafem
(o, k)-etykietowalnym, jesli mozliwe jest przyporzadkowanie kazdemu wierzchotkowi x €
V etykiety (l1(z),l2(x), ..., lk(x)) o dlugosci k takiej, ze:

1. ViVe € V : [i(z) € {1,...,a},
2. wszystkie etykiety sa rézne, tj. Vo # y: (I1(x),..., k(x)) # (1(y),- .., k(y)),

3. istnieje tuk miedzy (z,y) € A wtedy i tylko wtedy, gdy k — 1 koncowych liter ety-
kiety wierzchotka x jest réwnych k — 1 poczatkowym literom etykiety wierzchotka
Yy, tj.:
(,y) € A (I2(2), ... I(x) = (L(y), - le—1(y))

Def. 2.5.32. Niech k > 1,a > 0 — wtedy .Z* oznacza klase 1-graféow, ktére sa (a, k)-
etykietowalne.

Def. 2.5.33. [8] Graf H jest grafem DNA wtedy i tylko wtedy, gdy 3k > 1 takie, ze
He 4

Kolejne definicje dotycza kolorowania grafu:

Def. 2.5.34. Kolorowanie grafu [17]
Kolorowaniem grafu nieskierowanego G' = (V, F) nazywamy kazda funkcje C : V — N
taka, ze jesli C'(u) = C(v) to (u,v) ¢ E, dla wszystkich u,v € V

Zgodnie z definicja, kolorowanie grafu polega na przyporzadkowaniu wszystkim wierz-
chotkom grafu koloréw, w taki sposob, zeby zadne dwa wierzcholtki incydentne z tg sama
krawedzia nie miaty tego samego koloru.

Liczba chromatyczna grafu to minimalna liczba koloréw niezbedna do jego pokoloro-
wania. Problem znajdowania liczby chromatycznej jest silnie NP-trudny.

Warto zaznaczy¢, ze jesli liczba chromatyczna grafu wynosi 2, to kolorowanie takiego
grafu mozna znalezé w czasie wielomianowym.

2.6 Programowanie dynamiczne

Programowanie dynamiczne [11] jest jedna z technik rozwiazywania probleméw
optymalizacji.

Podejscie to mozna wykorzystaé, jesli problem posiada wtasnosé optymalnej podstruk-
tury. Wlasnoéé ta oznacza, ze optymalne rozwiazanie problemu jest funkcja optymalnych
rozwigzan podprobleméw, a co za tym idzie funkcje celu mozna opisa¢ réwnaniem re-
kurencyjnym. Rozwiazujac problem za pomoca programowania dynamicznego, kazdy
podproblem wystarczy rozwigzaé tylko raz.

Programowanie dynamiczne mozna wykorzysta¢ do rozwigzania niektérych liczbo-
wych probleméw NP-zupelnych.

Funkcja zlozonosci obliczeniowej algorytmoéw opartych na programowaniu dynamicz-
nym jest wielomianem zaleznym od co najmniej dwéch zmiennych - rozmiaru problemu
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N(I) oraz maksymalnej wartosci pewnego parametru problemu Maz([). Jedli nie ist-
nieje wielomian p, taki ze Max(I) < p(N(I), to algorytm programowania dynamicznego
ma ztozonos$¢ pseudowielomianows.

Ponizej zdefiniowano problem plecakowy, ktéry mozna rozwiazaé¢ stosujac programo-
wanie dynamiczne [5]:
Instancja:
Pojemnosé plecaka b, zbiér elementéw A = {a1,aq,...,a,}, rozmiar s(a;) kazdego ele-
mentu a; € A, warto$¢ w(a;) kazdego elementu a; € A
Odpowiedz:
Podzbiér A’ C A, taki ze:

ZaieA’ s(a;) < b

gdzie maksymalizuje sie laczna warto$é¢ elementéw:

ZaiEA/ w(ai)

Ztozono$¢ obliczeniowa problemu plecakowego jest O(n-b), gdzie n jest liczba elemen-
tow a b pojemnoscia plecaka.

2.7 Metaheurystyki

W przypadku probleméw optymalizacyjnych trudnych obliczeniowo, znalezienie rozwia-
zania jest zwykle bardzo czasochtonne. W praktyce zdarza sie, ze wystarcza zapropono-
wacé rozwigzanie przyblizone, ktére moze zostaé znalezione w znacznie krétszym czasie.

Heurystyka jest metoda znajdowania rozwiazania problemu. Podejscie to nie gwa-
rantuje znalezienia rozwiazania optymalnego.

Metaheurystyki [36] to tzw. heurystyki nadrzedne, ktére steruja w procesie itera-
cyjnego przeszukiwania heurystykami nizszego rzedu. Zaprojektowanie algorytmu me-
taheurystycznego dla badanego problemu wymaga doprecyzowania pewnych ogélnych
pojeé¢ zwigzanych z dang metaheurystyka. Czesto metody te sg inspirowane zjawiskami
biologicznymi lub fizycznymi.

Przyktadowe metaheurystyki to:

Algorytm Ewolucyjny
Metoda GRASP

- Metoda Tabu

Algorytmy mréwkowe

Symulowane Wyzarzanie

Algorytm ewolucyjny [4] to metaheurystyka, w ktérej sposob przeszukiwania prze-
strzeni rozwigzan nasladuje procesy naturalne: dziedziczenie genetyczne i darwinowska
metode walki o przezycie. Algorytm przetwarza populacje osobnikéw. Osobnik to poje-
dyncze rozwiazanie problemu. Kazdy osobnik posiada genotyp, ktory okresla fenotyp,
podlegajacy ocenie Srodowiska. Srodowisko opisane jest za pomoca funkcji przystoso-
wania: kazdemu osobnikowi przyporzadkowuje si¢ wartosé liczbowsg okreslajaca przysto-
sowanie jego fenotypu do $rodowiska. Zaadaptowanie idei algorytmu ewolucyjnego do
rozwigzania konkretnego problemu polega na zdefiniowaniu:

- sposobu kodowania
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- $rodowiska (funkcji przystosowania)
- operatoréw genetycznych
- schematu algorytmu

GRASP [41] to akronim Greedy Randomized Adaptive Search Procedure, jest me-
toda lokalnego przeszukiwania. Gtéwna ideg jest stworzenie dobrego rozwiazania poczat-
kowego, a nastepnie jego lokalna optymalizacja. Do budowy rozwigzania poczatkowego
uzywa sie w GRASP specjalnej listy RLC (Restricted Candidate List - ograniczona lista
kandydatéw). RLC to lista elementéw, ktére w danym momencie mozna wykorzystaé
do budowy rozwigzania. RLC posiada tylko najlepsze w danym momencie elementy.
Na kazdym etapie budowania rozwigzania lista RLC jest uaktualniana, w zaleznoéci od
istniejacego czastkowego rozwigzania poczatkowego. Nastepnie z listy RLC jest wybie-
rany jeden element i dodawany do czeSciowego rozwiazania poczatkowego. Stosowane
kryterium ograniczajace liczbe kandydatéw na liscie RLC to przyktadowo:

- wybor k najlepszych kandydatow;

- wybor wszystkich kandydatow spelniajacych postawione kryteria dotyczace jakosci
ich dopasowania do czeSciowego rozwigzania.

Zaadaptowanie tego podejécia do rozwigzania badanego problemu wymaga zdefiniowa-
nia:

- listy RLC
- sposobu kodowania

- metody lokalnego przeszukiwania



Rozdziat 3

Podstawowe zagadnienia biologii
molekularnej i chemii

3.1 Wprowadzenie

W rozdziale tym przedstawione zostana podstawy biologii molekularnej i chemii nie-
zbedne do zrozumienia istoty i znaczenia badanych probleméw kombinatorycznych.

W rozprawie oméwiono kompleksowe podejicie do ustalania sekwencji peptydéw: se-
kwencjonowanie i asemblacje. Ten rozdzial wprowadza czytelnika w zagadnienia doty-
czace peptydow. Zostaje nakreslona ich budowa oraz te wilasciwoéci chemiczne, ktore
zostang wykorzystane w eksperymencie chemicznym oraz przy definiowaniu probleméw
kombinatorycznych.

Analizowany w niniejszej pracy problem kombinatoryczny budowy bibliotek oligonu-
kleotydow zwiazany jest z komplementarnoscia tancuchéw DNA. W rozdziale krétko
przedstawiono budowe czasteczek DNA oraz ich najwazniejsze wtasnosci chemiczne,
ktore sa niezbedne do zrozumienia motywacji oraz zaproponowanych metod. Warto tu-
taj zaznaczyé, ze rozwazany w pracy problem zwiazany z DNA (rozdzial 4.) nie dotyczy
bezposrednio biologii molekularnej - nie jest zwigzany z ustalaniem budowy czasteczek,
ich funkcji ani analiza i projektowaniem systeméw biologicznych. Przedstawione metody
moga zosta¢ wykorzystane w celu optymalizacji algorytméw na klasyczne komputery
DNA.

W rozdziale opisano rowniez centralny dogmat biologii molekularnej, ktory pozwoli
wyjasni¢ znaczenie biologiczne badan dotyczacych ustalenia budowy sekwencji pepty-
dow.

Ze wzgledu na charakter tej pracy, ktéra jest rozprawa doktorska z nauk technicz-
nych, wprowadzenie biologiczne napisane jest mozliwie przystepnym jezykiem. Gdy jest
to niezbedne, wprowadza sie definicje zagadnien z dziedziny (np. jonizacja, pH). Gléw-
nym zamierzeniem autora jest, aby podane tutaj informacje byly w pelni zrozumiale
i wyczerpujace dla oséb, ktére nie posiadaja wyksztalcenia chemicznego. Biologiczne
wprowadzenie do komputerow DNA, sekwencjonowania oraz asemblacji zostato umiesz-
czone odpowiednio w rozdziatach 4-6.

3.2 Peptydy, bialka i aminokwasy
Bialka skladaja sie z 20 typéw aminokwaséw. Aminokwasy to zwiazki chemiczne, ktore

zawieraja grupe aminowa (-NHg) oraz grupe karboksylowa (-COOH)[23]. Ogdlny wzor
aminokwasu przedstawia rysunek 3.1. W zaleznosci od budowy tancucha bocznego R,

20
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mozna wyrézni¢ 19 aminokwaséw. Dodatkowy dwudziesty aminokwas, prolina, zawiera
pieciocztonowy pierscien i zostal przedstawiony na rysunku 3.2.

RYSUNEK 3.1: Ogélny wzér aminokwasu (zrodto: Wikipedia)

£
.I"J-I'

OH

Iz

O

RYSUNEK 3.2: Prolina (zrédlo: Wikipedia)

Wszystkie aminokwasy zestawiono w tabeli. Bardzo czesto korzysta sie z trzylitero-
wego albo jednoliterowego skrétu nazw. Na potrzeby tej pracy proponuje sie wykorzy-
stanie jednoliterowego skrotu FASTA [zalacznik A].

Aminokwasy mozna postrzegaé jako czasteczki z czterema podstawnikami przy weglu
a. Trzy z nich sg takie same dla wszystkich aminokwaséw: gruba karboksylowa, grupa
aminowa i atom wegla. Wtasnosci fizykochemiczne aminokwaséw, szczegdlnie wlasnosci
kwasowo-zasadowe, zaleza od tancucha bocznego R.

Na potrzeby dalszych definicji wprowadzone zostanie pojecie substratu i produktu.

Substrat to zwiazek chemiczny, ktéry ulega przemianie w reakcji chemicznej, ktérej
wynikiem jest powstanie produktu.

Reakcja kondensacji to polaczenie substratéw ze soba, ktorego wynikiem jest utwo-
rzenie wiekszej czasteczki produktu gtéwnego, z dodatkowym wydzieleniem produktu
ubocznego.

Dwa aminokwasy lacza sie ze soba za w reakcji kondensacji. Potaczeniu ulega grupa
karboksylowa jednego aminokwasu z grupa aminowg drugiego. Wiazanie, ktore powstaje
nazywane jest wigzaniem peptydowym. Wynikiem reakcji jest powstanie dipeptydu
oraz wydzielenie sie czasteczki wody. Schemat tej reakcji przedstawiono na rysunku3.3.

Reakcja ta moze zachodzi¢ wielokrotnie, zawsze wedtug powyzszego schematu, gdzie
uwspolnieniu ulega wolna grupa karboksylowa i wolna grupa aminowa. Zwiazek powstaly
z polaczenia w ten sposoéb wielu aminokwaséw nazywany jest peptydem. W ten sposéb
powstaja tancuchy, ktore nie sktadaja sie jednak z calych aminokwasow, gdyz w reakcji
wydziela sie¢ woda. Fragmenty aminokwaséw wchodzace w sktad peptydéw noszg nazwe
reszt aminokwasowych. Wsrod peptydéw wyrdznia sie:

- Oligopeptydy, ktore zawieraja kilka do kilkunastu reszt aminokwasowych
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Aminokwas (1) w Aminokwas (2) w

Wiazanie
peptydowe

Dipeptyd Woda

RYSUNEK 3.3: Dipeptyd - rysunek pogladowy (zrédto: Wikipedia)

- Polipeptydy zawierajace kilkadziesiat reszt aminokwasowych
- Bialka, sa to bardzo dlugie czasteczki

Peptydy sa polimerami [1], czyli czasteczkami w ktérych wielokrotnie powtarzaja
sie te same jednostki zwane merami (w przypadku peptydéw sa to aminokwasy).

Ré6znica miedzy polipeptydem a biatkiem nie jest jednoznacznie sprecyzowana. Roz-
réznienie bazuje na masie czasteczki rozwazanego zwiazku. Peptydy zawierajace wiecej
niz 100 reszt aminokwasowych nosza nazwe biatek[45].

Aminokwasy taczac sie ze soba tworzg tzw, tancuch gtéwny. Na tancuch gtowny skta-
daja sie wegle «, przy ktérych znajduja sie pozostate podstawniki. Wazna cecha pepty-
dow jest to, ze aminokwasy prawie zawsze tacza sie w jeden gltéwny tancuch, nie tworzac
rozgalezien. Nawet jesli tancuchy boczne peptydéw zawieraja grupy karboksylowe, to
bardzo rzadko zachodzi reakcja kondensacji z ich udzialem. Znane sa peptydy, ktére po-
siadaja rozgalezienia, na przyklad glutation. Peptyd ten nie powstaje jednak w typowej
dla wigkszosci tych zwiazkéw biosyntezie [23].

W czasteczkach peptyddéw mozna wyrézni¢ dwa aminokwasy. Aminokwas, ktéry po-
siada wolna grupe aminowa, nazywany jest N-koncowym oraz aminokwas zawierajacy
wolng grupe karboksylowa, nazywany C-koncowym.

Powiedziano, ze peptydy to polaczone jedna za druga reszty aminokwasowe w diugi
lancuch. Kolejnos¢é aminokwaséw w czasteczce (sekwencja), ustalana poczawszy od ami-
nokwasu N-koncowego, nazywana jest strukturg pierwszorzedows.

W tej pracy skupiono sie na badaniu struktury pierwszorzedowej peptydow, stad
uzywane w kolejnych rozdzialach pojecia: struktura pierwszorzedowa, lancuch amino-
kwasowy, dtugi peptyd, sekwencja aminokwasow, czasteczka peptydu sa réwnoznaczne.

Warto jeszcze dodaé, ze poznanie sekwencji aminokwaséw, jakkolwiek bardzo wazne,
jest wstepem do dalszych badan dotyczacych peptydéw. Ze wzgledu na skale prze-
strzenna, mozna wyrdznié¢ cztery poziomy opisu diugich peptydéw (biatek) [2]:

- Struktura pierwszorzedowa
- Struktura drugorzedowa - przestrzenne utozenie tancuchow

- Struktura trzeciorzedowa - wzajemne polozenie elementéow struktury drugorzedo-
wej
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- Struktura czwartorzedowa - wzajemne potozenie tancuchéw i ewentualnych struk-
tur niebiatkowych

W rozdziale 6. zaproponowano eksperyment chemiczny, ktorego czescia jest rozdzie-
lenie mieszaniny krétkich peptydéw. Ponizej opisano wlasnoéé punktu izoelektrycznego
peptydow i jego wykorzystania w elektroforezie, ktéra pozwala rozdzieli¢ taks miesza-
nine. Wymaga to wprowadzenia pomocniczych definicji dotyczacych jonizacji peptydéow
i pH.

Jonizacja to zjawisko powstania jonu z obojetnej czasteczki zwiazku. Jonizacja cza-
steczki peptydu moze zachodzié¢ poprzez dolaczenie sie protonu do grupy aminowej (po-
wstaje grupa NH;) lub poprzez odlaczenie sie atomu wegla z grupy karboksylowej (po-
wstaje grupa COO™).

PH to iloéciowa skala kwasowosci i zasadowosci roztworéow wodnych zwiazkéw. Przyj-
muje wartosci od 0 (najbardziej kwasowy) do 14 (najbardziej zasadowy). Wartosé 7
oznacza roztwor obojetny.

W sekwencjach aminokwasowych wiekszos¢ grup NHs oraz COOH bierze udziat w
tworzeniu wiazan peptydowych. Czeé¢ aminokwasow posiada jednak zasadowy charakter
tancuchéw bocznych (jak lizyna czy arginina). Cze$¢ posiada dodatkowe gruby karboksy-
lowe (np. kwas asparaginowy). Badajac peptydy w roztworze wodnym nalezy wziaé¢ pod
uwage pH roztworu, ktére wplywa na tadunek, jakim zostanie obdarzona czasteczka. W
roztworach o niskim pH dodatkowe grupy aminowe moga ulec protonowaniu do formy
NH;, natomiast w roztworach o wysokim pH grupy karboksylowe moga ulec jonizacji
do CO, . Dla kazdego peptydu istnieje taka warto$¢ pH, przy ktérej tadunek czasteczki
jest réwny 0. Wartosé ta nazywana jest punktem izoelektrycznym (PI). Na wartosé
ta wplywa nie tylko liczba grup o charakterze kwasowym i zasadowym, ale réwniez ich
polozenie w sekwencji [23].

Jesli pH roztworu jest ponizej PI, to peptyd ma tadunek dodatni, jesli powyzej, to
peptyd ma tadunek ujemny. Zostato to wykorzystane w procesie elektroferezy.

Elektrofereza opiera sie na obserwacji, iz przebyta droga czasteczki peptydu w polu
elektrycznym zalezy od PI oraz masy tej czasteczki. Dzieki temu mieszanina wielu krét-
kich peptydéw moze zostaé rozdzielona na jednakowe frakcje [40].

3.3 Kwasy nukleinowe

Kwasy nukleinowe to polimery zbudowane z nukleotydéw. Sa to czasteczki liniowe i
pozbawione rozgalezien. Mozna wyroéznié¢ 2 typy kwaséw nukleinowych:

- Deoksyrybonukleinowe (DNA)
- Rybonukleinowe (RNA)

Nukleotydy zbudowane sa z reszty cukrowej 3.4, zasady azotowej 3.5 oraz reszty
fosforanowej. Przyktadowy nukleotyd przedstawiono na 3.6.

Cukier to ryboza w przypadku RNA albo deoksyryboza (w DNA).

W DNA wystepuja 4 rézne zasady azotowe:

- adenina (A)

cytozyna (C)

guanina (G)

tymina (T)
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OH H
beta-D-ryboza beta-D-2-deoksyryboza

RYSUNEK 3.4: Cukry (7rédlo: Wikipedia)
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RYSUNEK 3.5: Zasady azotowe nukleotydéw (Zrédlo: Wikipedia)

W RNA tymina zostaje zastapiona przez uracyl. Nukleotydy sa rozpoznawane na
podstawie zasady azotowej, ktérg zawieraja.

Nukleotydy maja zdolno$é¢ taczenia sie ze soba wigzaniem fosfodiestrowym. W ten
sposéb tworzg, sie dtuzsze czasteczki. tancuchy zawierajace od kilkunastu do kilkudzie-
sieciu nukleotydéw nosza nazwe oligonukleotydow.

Lancuchy DNA nie sa symetryczne. Kazda z nici ma z jednej strony wolng grupe
fosforanowa (tzw. koniec 5°) a z drugiej strony wolna grupe hydroksylowa deoksyrybozy
(tzw. koniec 37).

Zasady azotowe wchodzace w sktad nukleotydéw maja zdolnosé taczenia si¢ ze soba
za, pomoca wigzania wodorowego, przy czym cytozyna moze sie polaczy¢ jedynie z gu-
aing (C-G), natomiast adenina z tymina albo uracylem w przypadku RNA (A-T, A-U).
Regulta ta nosi nazwe zasady komplementarnosci.

Czasteczki DNA wystepuja zwykle w postaci dwdoch nici potozonych antyréwnolegle
wzgledem siebie - koniec 3’ jednej jest potozony nad konicem 5. Odpowiadajace sobie w
tancuchach kolejne nukleotydy sa komplementarne i potaczone wigzaniem wodorowym.
FLancuchy owijaja sie wokél wspoélnej osi tworzac tak zwang podwdojng helise.

Ponizej podano przyktad dwéch komplementarnych nici DNA:



Podstawowe zagadnienia biologii molekularnej i chemii 25

H,N
=N

®) N
I U \ N)
HO—P—o0 N

fosforan OHOH

adenazynomonofosforan (AMP)

RYSUNEK 3.6: Nukleotyd A (Zrédlo: Wikipedia)

5-CCTAGATGTGA-3
3-GGATCTACACT-5

3.3.1 Znaczenie biologiczne podjetych badan

Geny kazdego organizmu zywego zawieraja informacje jak ,zbudowaé¢” ten organizm.
Caly material genetyczny organizmu nosi nazwe genomu. Jednym z najwiekszych osia-
gnie¢ ostatnich kilkunastu lat jest ustalenie budowy genomu cztowieka.

Wedlug centralnego dogmatu biologii molekularnej [19], informacja zawarta
w genach (DNA) przyjmuje ostatecznie fizyczng postaé fenotypu (biatka). Informacja
zapisana w DNA w procesie transkrypcji jest przepisywana na jednoniciowe RNA. Na-
stepnie w procesie translacji, z udzialem rybosoméw, z RNA powstaje biatko 3.7. Kazde
3 kolejne nukleotydy w tancuchu DNA jednoznacznie okreslaja 1 aminokwas w biatku.
Wynika z tego, ze poznanie genomu ludzkiego jest kluczowe, aby okresli¢ ekspresje biatek
w organizmie. Cechy organizméw, takie jak ich budowa, fizjologia czy nawet zachowanie
(instynkty zwierzece, ludzkie talenty i sklonnosci) sa wynikiem wystepowania w komor-
kach odpowiednich biatek.

Ponizej przedstawiono wybrane funkcje bialek w organizmie [23]:

- katalizuja reakcje (enzymy)

transportuja inne czasteczki w organizmie (np. hemoglobina transportujaca tlen)

reguluja procesy transkrypcji i ekspresji poszczegdlnych gendow

wykonuja prace zwiazang ze skurczem miesni

Wazna dla oméwionego procesu jest replikacja DNA w trakcie ktérej, przy udziale
enzymu zwanego polimerazg DNA, nastepuje powielenie tancuchéw.

Warto réwniez wspomnieé, ze w wirusach zaobserwowano dwa inne przejscia: od-
wrotna transkrypcja (RNA w DNA) oraz replikacja RNA. Dodatkowo w warunkach
laboratoryjnych udalo sie wykonaé¢ bezposrednia translacje DNA do biatka [48].
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RYSUNEK 3.7: Centralny dogmat biologii molekularnej (Zrédto: Wikipedia)

Okreslenie budowy genomu pozwala na okreslenie bialek, ktére powstaja w proce-
sie transkrypcji, a nastepnie translacji. W praktyce jednak, po procesie translacji, w
biatkach moze wystapi¢ wiele modyfikacji potranslacyjnych, ktére maja wplyw na
budowe bialek, a co za tym idzie na ich funkcje. Oznacza to, ze analiza genomu nie jest
wystarczajaca, aby okresli¢ fenotyp (bialtko). Jak pokazuje tabela (Zalacznik A.2) zna-
nych jest ponad 150 modyfikacji bialek. Istnieje zatem potrzeba skonstruowania metod,
ktore pozwolg na okreslenie sekwencji biatek.



Rozdziat 4

Biblioteki oligonukleotydow
antykomplementarnych

4.1 Wprowadzenie i motywacja

Biblioteki DNA sa zbiorami tancuchéw DNA o pewnych wtasnosciach. Zwykle repre-
zentuja one material genetyczny pochodzacy z zywych organizméw i otrzymywane sa
z eksperymentéw biochemicznych [50]. Stosowane sa np. do okreslania ekspresji genéw
(w przypadku bibliotek ¢cDNA, sktadajacych sie z tancuchéw DNA po odwrotnej trans-
krypcji z mRNA).

Rozwazane w niniejszym rozdziale biblioteki maja odmienne wlasnosci i zastosowanie,
ktére wywodzi sie z koncepcji komputeréw DNA. Model obliczenn nazwany ,DNA com-
puting”, ktéry oparty jest o reakcje chemiczne, zostat zaprezentowany w 1994 roku przez
Adlemana [3]. Zaproponowane zostalo rozwiazanie problemu $ciezki Hamiltona w grafie
przy wykorzystaniu podstawowych operacji biochemicznych oraz metod laboratoryjnych
takich jak:

- hybrydyzacja DNA,
- ligacja - taczenie tanicuchow DNA migdzy koncem 3’ a koncem 5’ |
- lancuchowa reakcja polimeryzacji (PCR) - powielanie czasteczek DNA,

- system kulek magnetycznych - wyodrebnianie tancuchéw z roztworu, ktére zawie-
raja dang sekwencje,

- elektroforeza na zelu - okreslenie dtugoéci tancuchéw DNA.

Reprezentacja grafu G = (V, A) opiera sie na losowo generowanych tancuchach DNA
o parzystej dtugosci [ dla kazdego wierzchotka z V. Luki sa reprezentowane réwniez
jako tancuchy DNA o dtugoéci [, jednak ich sekwencja jest zdeterminowana przez moz-
liwosé hybrydyzacji do odpowiednich wierzchotkéw. Jesli x,y € V oraz (z,y) € A, to
tuk jest fizycznie tworzony przez hybrydyzacje drugiej potowy nukleotydéw tancucha
reprezentujacego wierzcholek x z pierwsza potowg nukleotydéw tancucha reprezentuja-
cego tuk (z,y). Podobnie, jego druga potowa hybrydyzuje z pierwsza polowa tancucha
reprezentujacego wierzcholek y. Ponizszy przykiad ilustruje ten proces:

x = ACTTGTGCCG
y = GTGCGAACGT
(x,y) = ACGGCCACGC

27
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ACGGCCACGC
ACTTGTGCCGGTGCGAACGT

FLancuchy reprezentujace tuki oraz wierzcholki sg nierozréznialne pod wzgledem bio-
chemicznym, co powoduje ze mozliwa jest niechciana hybrydyzacja miedzy wierzchol-
kami lub miedzy lukami. Taka hybrydyzacja powoduje utrate materialu DNA przez
co obniza prawdopodobienstwo znalezienia prawidlowego rozwiazania. Ograniczenie ta-
kiej hybrydyzacji moze nastapi¢ wiec poprzez wykorzystanie do kodowania wierzchol-
kéw zbioru tancuchow, ktére maja zminimalizowane prawdopodobienistwo hybrydyzacji
miedzy soba. Losowy sposéb generowania tych tanicuchéw nie minimalizuje tego praw-
dopodobienstwa, gdyz dopuszczalne jest wylosowanie tancuchow, ktore sa w catosci
komplementarne. Aby ograniczy¢ prawdopodobienstwo hybrydyzacji w zbiorze tancu-
chéw DNA, zaproponowany zostal algorytm budowy biblioteki oligonukleotydéw (opi-
sany takze w [34]), ktére maja mozliwie niewielka tendencje do hybrydyzacji miedzy
soba. Wykorzystanie algorytmu optymalizuje wiec sposéb kodowania instancji problemu
$ciezki Hamiltona dla komputeréw DNA.

4.2 Definicja problemu i metoda rozwigzania

4.2.1 Reprezentacja

Zgodnie z powyzszymi rozwazaniami, optymalizacja sposobu kodowania instancji dla
problemu $ciezki Hamiltona wymaga utworzona biblioteki oligonukleotydéw, dla ktorej
prawdopodobienstwo hybrydyzacji miedzy dowolna para oligonukleotydéw jest minima-
lizowane.

DNA moze by¢ reprezentowane jako czteroliterowy alfabet, ale sam algorytm mozna
uog6lni¢ na dowolny alfabet o parzystej liczbie symboli. Wymagane jest, zeby alfabet
mial parzysta liczbe symboli, gdyz tylko wtedy mozna zdefiniowaé¢ analogiczna do DNA
binarng relacje komplementarnosci. Z uwagi na generalizacje mocy alfabetu ele-
menty biblioteki beda zwane dalej tancuchami.

Wiszystkie wierzchotki w eksperymencie sg reprezentowane przez tanicuchy DNA o tej
samej dtugosci. Parametry takiej biblioteki mozna wiec ograniczyé¢ do dwdch zmiennych:

- [ - dlugo$é pojedynczego tancucha
- n - liczba tancuchéw

Zaproponowany algorytm opiera sie na zalozeniu, ze uzyskanie réwnego prawdopodo-
biefistwa hybrydyzacji miedzy dowolna para elementéw biblioteki moze by¢ otrzymane
poprzez budowe jednego tancucha o dlugosci przynajmniej réwnej nl, ktérego sekwencja
nukleotydéw jest skonstruowana w taki sposob, ze jego dowolne podtancuchy o ustalonej
dlugosci maja te same zminimalizowane prawdopodobienstwa hybrydyzacji. Lancuch o
takich wlasnoéciach moze by¢ nastepnie pociety na n czesci o dlugosci | tworzacych
wynikowa biblioteke.

Nalezy ponadto zdefiniowaé¢ kryterium wg. ktérego dwa tancuchy kwalifikowane sa
jako niekomplementarne. Przyjete zostato naturalne kryterium, ze dwa tancuchy o tej
samej dtugosci sa niekomplementarne, jedli nie sa w pelni komplementarne tj. przynaj-
mniej na jednej pozycji nie zachodzi hybrydyzacja — méwimy wtedy, ze takie tancuchy
sg antykomplementarne. Mozna zauwazy¢, ze dla tancucha DNA o dlugosci k istnieje
4% —1 tancuchéw antykomplementarnych (gdyz tylko jeden jest komplementarny spoéréd
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4% mozliwych sekwencji). Zaproponowany algorytm budowy biblioteki daje pewng swo-
bode w wyborze pomiedzy tancuchami antykomplementarnymi, wiec spetnienie warunku
antykomplementarnosci moze by¢ punktem wyjéciowym dla metody wyboru konkretnego
tanicucha (opartej np. o termodynamiczny model sily wiazan).

Mozna zauwazy¢, ze konstrukcja biblioteki przy uzyciu wylacznie liter, ktére nie sa
komplementarne prowadzi do catkowitego wyeliminowania hybrydyzacji miedzy jej ele-
mentami. Jest to jednak przypadek trywialny, ktéry nie wymaga stosowania skompliko-
wanego algorytmu, a ponadto ma nastepujace wady z punktu widzenia zastosowania do
kodowania instancji w komputerze DNA:

- powoduje koniecznos$é¢ wydtuzenia tancucha dla konstrukcji tej samej liczby tancu-
chéw z uwagi na uzycie o potowe mniejszego alfabetu,

- powoduje zwigkszenie prawdopodobienstwa blednych hybrydyzacji tukéw, gdyz
z uwagi na mniejszy alfabet podlancuchy o tej samej dlugosci beda sie powta-
rzaé¢ czeSciej miedzy réznymi elementami biblioteki (np. wierzchotki ACCCCC i
CCCCCA maja wsp6lny podtancuch CCCCC — przykltadowy luk GGGGGT moze
hybrydyzowa¢ z wierzchotkiem CCCCCA w sposéb petny i prawidtowy lub sposéb
czesciowy i bledny z wierzchotkiem ACCCCC).

Powyzsze wady maja szczegdlne znaczenie dla alfabetu czteroliterowego, na ktorym
bazuje DNA, gdyz w tym przypadku zmniejszenie mocy alfabetu o polowe spowoduje
nawet dwukrotny wzrost dlugosci tancucha przy zachowaniu takiej samej liczby elemen-
téw biblioteki — wynika to z faktu, ze [log, b] jest dlugoscia, ktéra jest potrzebna do
zakodowania b réznych tancuchéw nad alfabetem o mocy a, wiec dla DNA i liczby tan-
cuchow n widaé, ze zmniejszenie alfabetu o potowe powoduje dwukrotne wydtuzenie

lancucha:
log, n_‘ B PogQ n"
logo 4| 2

flogyn] = |

Z uwagi na powyzsze fakty, zaktada sie, ze elementy biblioteki mogg sie sktadac z liter
calego alfabetu i kazda litera ma réwne prawdopodobienstwo wystapienia.
4.2.2 Definicja problemu

W celu formalnego zdefiniowania problemu konstrukeji biblioteki oligonukleotydéw an-
tykomplementarnych wprowadzone zostana nastepujace oznaczenia:

Notacja. Niech ¥ bedzie alfabetem oraz a,b € ¥* beda dowolnymi stowami nad tym
alfabetem. Wtedy:

- |a] jest dtugoscia stowa a,
- lg(a) jest k-ta litera stowa a, tym samym a = (ll(a), e l|a|(a)>,
- a C b oznacza, ze stowo b zawiera slowo a.

Podsumowujac powyzsze rozwazania, problem konstrukcji biblioteki oligonukleotydow
antykomplementarnych mozna zdefiniowaé¢ formalnie w nastepujacy sposob:
INSTANCJA:

- liczba elementéw biblioteki n oraz dlugo$é kazdego elementu I,
- alfabet ¥, |[¥|=a, 2|a,

- relacja komplementarnosci ~ w zbiorze niepustych stéw nad alfabetem X, tj. w
zbiorze U = ¥*\{\}, o nastepujacych wlasnosciach:
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1) dla liter alfabetu X:
a) jest symetryczna, tj. Vopex a ~b=0b~a
b) jest przeciwzwrotna, tj. Vopex a ~b=a # b
c¢) kazdy element ze zbioru ¥ ma dokladnie jeden element komplementarny
t].
Vaex {b:0€XNa~Db} =1

2) slowa (przynajmniej dwuliterowe, tj. ze zbioru U\X) sa komplementarne, jesli
sg tej samej dlugosci oraz litery na odpowiednich przeciwleglych pozycjach
sa komplementarne tj.

va:(ll(a),...,l‘a‘(a)),b:(ll(b),...,l|b|(b))EU\E
a~bslal =[b] A Vicq,. japy li(a) ~ lgj—i41(D)

(mozna zauwazy¢, ze sposob zdefiniowania relacji komplementarnosci stéw
powoduje zachowanie wlasnosci la-1c dla pojedynczych liter)

3) jesli stowa o tej samej dlugosci nie sa komplementarne, to nazywamy je an-
tykomplementarnymi i méwimy, ze zachodzi miedzy nimi relacja # :

va:(ll(a),...,l‘ﬂ(a)),b:(ll(b) ..... Ly (b)) €U
atbelal=b] A —(a~Db)

ODPOWIEDZ: Stowo P o dlugoéci |P| > p = nl nad alfabetem ¥ takie, ze dowolne
jego podstowa o dtugosci j = f(p) (gdzie f jest funkcja wyznaczajaca minimalna wartosé
j w zaleznosci od p) beda antykomplementarne:

Vabe P A Jal=|p|=j @ # b (4.1)
Ponadto, wymagane jest, aby kazda litera alfabetu ¥ miata réwne prawdopodobienstwo
wystepowania w P.
4.2.3 Algorytm
Dla problemu opisanego powyzej zaproponowano nastepujacy algorytm:

1. Utwoérz graf de Bruijna By = (V, A) (posiada of wierzchotkéw oraz o*+1 tukéw),
gdzie k = j—1 = f(p) —1 oraz p = nl (postaé funkcji f bedzie zdefiniowana dalej)
oraz:

- dla kazdego wierzcholtka x € V niech [z] oznacza jego etykiete, ktéra jest
stowem ze zbioru X* zgodnie z definicja grafu de Bruijna,

- dla kazdego tuku a = (z,y) € A niech [a] oznacza jego etykiete, ktéra jest po-
laczeniem etykiety poprzednika i nastepnika z jednokrotnym uwzglednieniem
naktadajacej sie czesci tj.

a=(z,y) € A= [a] = ([2], k(y)) = (L (2), [y]) = la] € 7
2. Dla kazdej komplementarnej pary tukéw a1, as € A, tj. takiej, ze:
[a1] ~ [a]

usun a; lub ay. Metoda usuwania (opisana w dalszej czesci) musi zapewniaé, ze
otrzymany graf C = (V, A’) bedzie grafem Eulera.
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3. Znajdz obwé6d Eulera E = (a1, a9,as, ..., a,) w grafie C = (V, A)
|A] oci)
=)

(gdzie vie{l,...,m} a; € Al ’AI| =m=5 =

4. Zbuduj wynikowy tancuch P przy uzyciu znalezionego obwodu Eulera F = (a1, az, as, . ..

z kolejno dotaczanych ostatnich liter etykiet tukéw tj.:

P = (Ij(a1), lj(ag), . . ., Lj(@m-1), 1 (am))

5. Podziel lanicuch P na n cze$ci o dlugosci . Z uwagi na fakt, ze |P| > p = nl
(wyjasnienie przy definicji funkcji f(p)) nalezy pominaé¢ ewentualny nadmiarowy
fragment lancucha.

Algorytm gwarantuje, ze kazda para s1, so podlancuchéw P o dtugosci |s1| = [s2| = j
bedzie spelniata zaleznosé:

51 7 82

Wynika to z faktu, ze kazdy taki podlancuch jest obrazem pewnego tuku, dla ktérego
zostal usuniety tuk komplementarny.
Nalezy wyjaénié jeszcze dwa zagadnienia:

a) obliczenie parametru j,

b) metode usuwania tukéw komplementarnych gwarantujaca zachowanie obwodu Eulera.

4.2.4 Wyznaczanie parametrow grafu

Aby elementy biblioteki mialy minimalng tendencje do hybrydyzacji, relacja s o4 so
powinna si¢ opiera¢ na mozliwie najkrétszych tancuchach, czyli nalezy znalez¢ minimalna
wartos¢ j (a zatem tez k), dla ktérej mozliwe jest utworzenie wynikowego tancucha o
dtugosci p.

Sposéb budowy tancucha wynikowego z obwodu Eulera powoduje, ze tancuch ma taka
sama dtugosé, co liczba tukow, czyli:

J )
|P| =m = % = o/ =2|P| = j=log,2|P|
Fancuch P ma mieé dtugosé jak najblizsza parametrowi p = nl, nalezy wiec podstawié

p w miejsce | P| i zaokragli¢ wynik logarytmu w gore, gdyz wartos$é 2p nie musi by¢ potega
a, a dlugosé etykiety musi by¢ liczba catkowita:

j =log, 2|P| = [log, 2p]| = [log, 2nl] (4.2)

Zatem k = j — 1 = [log,2nl] — 1, przy czym zaokraglenie w gére powoduje, ze
wynikowy tancuch P moze mie¢ nadmiarowa dlugosé.

4.2.5 Metoda usuwania tukéw komplementarnych

W tym podrozdziale oméwiona jest metoda usuwania tukéw z grafu de Bruijna B(a, k) =
(V, A) w taki sposdb, ze otrzymany graf C' = (V, A’) jest grafem Eulera, a zbiér A’ nie
zawiera tukéw komplementarnych. W celu wyjasnienia tej metody zostanie wprowadzona
nastepujaca notacja:

va:(vl,vg)eA:
- baza tuku a: base(a) = (l2(v1), ..., lk(v1)) = (I1(v2), ..., lk—1(v2))

Q)
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- swoboda lewostronna tuku a: left(a) = 11 (v1)
- swoboda prawostronna tuku a: right(a) = lx(v2)

Mozna zauwazy¢, ze zbiér wszystkich mozliwych wartosci baz tukéw w grafie B(a, k),
jest réwny YF! (gdzie ¥ jest alfabetem o mocy «). Kazdy element tego zbioru za-
wiera wiec swéj element komplementarny. Pozwala to na podziat zbioru ¥¥~! na dwa
podzbiory @ i W, wewnatrz ktérych zadne dwa elementy nie sa komplementarne tj.

{base(a):a € A} =¥F1=QuUW
oraz Yy, poe@ b1 # b2 A Vi, poew b1 % bo

zbiory @ 1 W maja wiec nastepujace wlasnoéci:

k—1
pu— pu—
Q==

Mozna zauwazy¢ takze, ze graf B(a, k) = (V, A) ma nastepujace wlasnosci:

QNW =10

1) kazdy wierzcholek ma taki sam stopien wejsciowy i wyjéciowy, réwny mocy alfabetu
tj. Vyevout(v) = in(v) = «,

2) dla kazdej bazy tuku zbiér utworzony ze swobdd lewo/prawostronnych tukéw opar-
tych na tej bazie jest identyczny i réwny alfabetowi, tj.

Vyesie-1 {left(a) :a € A N base (a) = b} = {right (a) :a € A A base(a) =b} =X

Powyzsze wlasnoéci pokazujg bardzo silng symetrie grafu, ktéra pozwoli na globalne
podejscie do sposobu usuwania komplementarnych tukéw w taki sposéb, aby zachowaé
obwdd Eulera.

Dysponujac zbiorami () oraz W nalezy wybraé jeden z nich, np. @ i nastepnie dla
niego dokonywaé¢ wyboru, czy tuki o danej bazie i wybranych swobodach lewo/prawo-
stronnych zostaja w grafie, czy nie — dokonanie wyboru dla zbioru ) implikuje dokonanie
przeciwnego wyboru dla tuku komplementarnego opartego na bazie ze zbioru W.

Aby zachowaé¢ wiasno$é obwodu Eulera, nalezy dla kazdego wierzchotka zawsze usu-
naé¢ taka sama liczbe tukéw wchodzacych co tukéw wychodzacych. Mozna to zagwa-
rantowaé przy uzyciu schematu decyzyjnego wspoélnego dla wszystkich tukéw opartych
na wybranym zbiorze baz (@ lub W), ktéry oparty bylby na wyzej opisanej wlasnosci
identycznosci zbioru swobodd dla kazdej bazy tuku. Swobody lewostronne to elementy,
ktore odrozniaja etykiety poprzednikéw w tukach opartych na danej bazie, natomiast
swobody prawostronne to elementy, ktore odrézniaja etykiety nastepnikow. Jesli dla kaz-
dej bazy tuku zbiér swobdd lewo- i prawostronnych jest identyczny, to fakt ten moze
by¢ uzyty do globalnego podejécia do podejmowania decyzji o usunieciu/pozostawieniu
tuku w grafie. Wystarczy bowiem, ze dla kazdej bazy z wybranego zbioru (@ lub W)
podejmiemy decyzje o usunieciu doktadnie potowy tukéw wchodzacych i potowy tukéw
wychodzacych — zachowamy wtedy warunek istnienia obwodu Eulera. Jednoczesnie, do-
konanie wyboru dla bazy z wybranego zbioru powoduje dokonanie przeciwnego wyboru
dla komplementarnej bazy z drugiego zbioru.

Schemat postepowania moze wiec by¢ zapisany nastepujaco:

1. Podziel zbiér wszystkich baz tukéw na dwa podzbiory @ i W takie, ze wewnatrz
kazdego z nich nie istnieja dwie bazy komplementarne.



Biblioteki oligonukleotydéw antykomplementarnych 33

2. Zbuduj tablice decyzyjng t o rozmiarach a x a w ktorej kolumny odpowiadaja
mozliwym wartosciom swobdd prawostronnych, a wierszach odpowiadaja mozli-
wym wartosciom swobdd lewostronnych (kazda komoérka tablicy reprezentuje wiec
decyzje dotyczaca usuniecia tuku o danej swobodzie lewo- i prawostronnej). Wy-
bierz w tej tablicy komérki w taki sposéb, aby w kazdym wierszu i w kazdej ko-
lumnie wybrana byta doktadnie potowa komorek. Tablice ta mozna zatem opisaé
jako funkcje o nastepujacych wtasnosciach:

. « . (%
t222—>{0,1} vrexzt(l,r)za Vrezzt(r,l)=§
€N €D

Kazda konkretna funkcja spelniajaca powyzszg wiasnos$é jest poprawna, a sposob
jej doboru dla DNA moze by¢ przedmiotem badan dotyczacych minimalizacji sity
wigzan opartych na termodynamicznych modelach DNA.

3. Wybierz zbiér, dla ktérego beda podejmowane decyzje na podstawie tablicy ¢. Bez
szkody dla ogdlnosci rozumowania mozna zalozy¢, ze to bedzie zbiér Q.

4. Usun z grafu B(a, k) = (V, A) tuki, ktore posiadaja nastepujace wlasnosci:

a€ AN
((base (a) € Q A t(left(a),right(a)) =1) V
(base (a) € @ A t(left(a),right(a)) =0))

gdzie a oznacza tuk komplementarny do a.

Dla wyjasnienia dziatania algorytmu zostanie oméwiony przyktad:

Nalezy zbudowaé biblioteke oligonukleotydéw antykomplementarnych sktadajaca sie
z n = 6 tancuchéw o dtugosci I = 5 nukleotyddw.

7 tresci zadania mozna wyznaczy¢ parametry:

1) p=mnl =30,
2) alfabetem jest DNA, czyli:
- a=4,
- Y ={A,C,T,G}
- relacja ~ jest zdefiniowana jako A ~ T oraz C' ~ G
3) j = [log, 2p| = [log, 60] =3
) k=j—-1=2
Zgodnie z kolejnymi krokami algorytmu:

1. Budowany jest graf de Bruijna B(4,2) = (V, A). Macierz sasiedztwa tego grafu
pokazana jest w tabeli 4.2.

2. Usuwane sa tuki komplementarne z B(4,2) z zachowaniem obwodu Eulera w celu
uzyskania grafu C' = (V; A"). W tym celu wykonywane sa nastepujace kroki:

a) wyznaczane sg zbiory Q,W € 21 czyli np. Q = {T,C}, W = {A, G},
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Bazy tukéw Zbiory usuwanych tukéw (zbiory podkreslone falg zawieraja tuki
komplementarne do usuwanych i sg wypisane w celach pomoc-
niczych)

base(a) =T € Q: | {a € A:base(a) =T A t(left(a),right(a)) =1} =
{ATA,ATC,CTA,CTC,TTT,TTG,GTT,GTG}
base(a) =C € Q: | {a € A:base(a) =C A t(left(a),right(a)) =1} =
{ACA, ACC,CCA,CCC, TCT, TCG,GCT,GCG}
basel@ =T € Q| {i€ A basela) =T 1 (efia) righi(@) =0) =

4
{TTATTC,GTA GTC,ATT.CTT,CTG, ATG}

¥
base(a) = Ae W: | {a € A:base(a) =A N t(left(a),right(a)) =0} =
{TAA,GAA, TAC,GAC, AAT, AAG,CAG,CAT}
basel@) = O € Q| (i e A baseld) = C A LUe 1@, rightta) = 0] =

4
{TCA,TCC,GCA,GCC,ACT, CCT,CCG, ACG)

I
base(a) =G € W: | {a € A:base(a) =G A t(left(a),right(a)) =0} =
{TGA,GGA,TGC,GGC, AGT, AGG,CGG,CGT}

TABELA 4.1: Decyzje o usunieciu tukéw w zaleznosci od bazy tuku oraz wartosci w
tabeli decyzyjnej.

b) wyznaczana jest dowolna tablica decyzyjna t : X2 — {0,1}, w ktérej suma
wartosci w dowolnym wierszu i dowolnej kolumnie bedzie réwna § = 2, np.:

AlC|T|G
Aj1]|1|0/|0
cj1|(1]01]0
T|0]0|1]1
G|O0O|]O|1]|1

c) usuwane sa tuki z A zgodnie z formula:

a€ AN
((base (a) € Q@ A t(left(a),right(a)) =1) V
(base (a) € Q A t(left(a),right(a)) =0))

Wynikiem tego dzialania jest graf C' = (V, A’) o macierzy sasiedztwa przedsta-
wionej w tabeli 4.3. Tabela 4.1 przedstawia decyzje o usunieciu tukéw podjete
zgodnie z powyzszym schematem.

3. W grafie C = (V, A") wyszukiwany jest obw6d Eulera np.

FE =

AA —- AA - AC—-CT —-TT —-TC —-CA— AC —- CG —
GC—-CC—-CT—-TG—-GI —-TC—-CC—-CG—GA—
AT - TT - TA—- AT - TG —- GG -GG —-GT —-TA —
AG - GA — AG - GC — CA — AA

4. Na podstawie obwodu E budowany jest tancuch wynikowy P zgodnie z formula:
P = (lj(a1),1j(a2), .. ., lj(am-1),1j(am))

czyli P = ACTTCACGCCTGTCCGATTATGGGTAGAGCAA



35

Biblioteki oligonukleotydéw antykomplementarnych

AA | AC| AT | AG | CA | CC | CT | CG | TA | TC | TT | TG | GA | GC | GT | GG

AA

AC

AT
AG

CA
CC
CT
CG
TA
TC
TT
TG
GA

GC

GT
GG

TABELA 4.2: Macierz sasiedztwa dla grafu B(4,2) = (V, A)

AA | AC| AT | AG|CA | CC | CT | CG | TA | TC | TT | TG | GA | GC | GT | GG

AA
AC

AT

AG
CA
cC
CT
CG
TA
TC
TT

TG
GA

GC

GT

GG

(V, A’). Symbolem @ oznaczone sa

TABELA 4.3: Macierz sasiedztwa dla grafu C

usuniete tuki.

5. Lancuch P jest ciety na n = 6 tancuchéw o dtugoéci [ = 5 z pominieciem nadmia-
rowych dwéch nukleotydéw. Otrzymana biblioteka ma zatem postaé:

{ACTTC, ACGCC, TGTCC,GATTA, TGGGT, AGAGC}



Rozdziat 5

Sekwencjonowanie tancuchéw
peptydowych

5.1 Wstep

Jak wspomniano wczesniej, peptydy to zwiazki sktadajace sie z 20 typow aminokwasow
potaczonych wiazaniami peptydowymi w dlugie tancuchy. Ustalanie kolejnosci amino-
kwaséw w czasteczce nosi nazwe sekwencjonowania. Dwie najbardziej popularne metody
degradacja Edmana i spektrometria masowa.

Degradacja Edmana jest metoda analityczna, ktéra pozwala poznaé¢ N-terminalny
aminokwas w badanej sekwencji. Aby uzyskaé informacje o sekwencji aminokwaséw,
reakcje te przeprowadza sie cyklicznie. Wynikiem pojedynczej reakcji jest utworzenie
zwigzku zawierajacego N-terminalny aminokwas. Zwiazek ten poddawany jest dodatko-
wej analizie w celu okreslenia rodzaju aminokwasu (np. za pomoca elektroforezy). W
praktyce metode te mozna wykorzystaé¢ do okreslenia jedynie krotkich sekwencji. Do-
datkowo do analizy wymagana jest relatywnie duza ilo$é oczyszczonego peptydu.

W eksperymencie nie sg generowane zadne dodatkowe informacje wymagajace prze-
tworzenia lub interpretacji. Degradacja Edmana nie jest wiec inspiracja do powstania
modelu matematycznego ani algorytméw. Mechanizm tej reakcji zostanie jednak omo-
wiony w tym rozdziale, gdyz wyniki eksperymentu z wykorzystaniem degradacji Ed-
mana, podobnie jak wyniki eksperymentu przeprowadzonego za pomoca spektrometru,
moga stanowi¢ dane wejsciowe dla problemu asemblacji oméwionego w kolejnym roz-
dziale.

Spektrometria masowa to technika polegajaca na jonizacji i fragmentacji czasteczki w
spektrometrze masowym, a nastepnie na rozdzieleniu jonéow fragmentarycznych wedtug
stosunku ich masy do ladunku (m/z) i analizie tak powstalej informacji. Wyniki ze
spektrometru sa przedstawiane w postaci tzw. widma masowego.

Zasadnicza zaleta tej metody w stosunku do degradacji Edmana jest mniejsze wyma-
ganie odnosnie wielkosci badanej probki. Widmo masowe jest jednak informacja stosun-
kowo ztozona i wymaga dodatkowej interpretacji. Mozna je wykorzysta¢ do rozpoznania
znanych sekwencji lub do odkrywania nowych biatek.

W pierwszym przypadku otrzymane widmo moze zosta¢ poréwnane z widmami znaj-
dujacymi sie w bazie danych. Mocno upraszczajac, widmo masowe kazdej czasteczki jest
unikalne i metaforycznie mozna je traktowaé jako ,odcisk palca” tego zwiazku chemicz-
nego.

W drugim przypadku, w celu poznania sekwencji aminokwasowej, bazuje sie jedy-
nie na otrzymanym widmie masowym. Z punktu widzenia tematyki tej rozprawy, ten
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przypadek jest ciekawszy. Analiza widm masowych powstalych w réznych eksperymen-
tach jest motywacja do stworzenia modeli matematycznych i sformutowania probleméw
kombinatorycznych.

W tym rozdziale zaprezentowano krotka klasyfikacje probleméw sekwencjonowania za
pomoca spektrometrii mas. Klasyfikacje te wraz ze sformutowaniem probleméw kom-
binatorycznych probleméw kombinatorycznych autor rozprawy przedstawil w pracach
[28, 29, 35]. W niniejszym rozdziale zaproponowano réwniez wielomianowy algorytm
sekwencjonowania de novo.

5.2 Metody

5.2.1 Degradacja Edmana

Degradacja Edmana [45] to reakcja izocyjanku fenylu z grupa -NHs N-terminalnego
aminokwasu. Ta czes$¢ reakcji zachodzi w srodowisku zasadowym i jej produktem jest
pochodna tiomocznika - karbamyl.

W kolejnym etapie karbamyl w $rodowisku kwasnym przeksztalca sie w zwiazek cy-
kliczny, a nastepnie rozpada do fenylotiohydantoinowej pochodnej aminokwasu ( PTH-
aminokwasu).

Wynikiem reakcji jest wigc pochodna aminokwasu oraz tancuch peptydowy skrécony
o ten jeden (N-terminalny) aminokwas. Powstaly PTH-aminokwas mozna nastepnie zi-
dentyfikowaé w procesie elektroforezy.

Tteracyjne zastosowanie metody Edmana pozwala na poznanie kolejnych aminokwa-
s6w w czasteczce. Ze wzgledu na brak 100% wydajnosci degradacji Edmana moze zostaé
wykorzystana do sekwencjonowania krétkich tancuchéw, ktére nie przekraczaja 50 ami-
nokwaséw.

5.2.2 Spektrometria masowa

Gdy obojetna czasteczka P ulega jonizacji tworzy sie jon molekularny o dodatnim ta-
dunku M™. Jon ten moze si¢ rozpasé i utworzyé pewien jon fragmentacyjny A*. Jon
AT moze sie ponownie rozpas$é tworzac kolejny jon fragmentacyjny BT. Rozpady ta-
kie moga zachodzié¢ tak dlugo, dopdki jon zawiera wystarczajaco duzo energii, aby sie
rozpas¢. Ciag takich rozpadéw nazywany jest droga fragmentacji.

Rozpad jonow fragmentacyjnych moze zachodzi¢ w réznych miejscach czasteczki, moze
wiec istnie¢ wiele roznych drog fragmentacji dla analizowanego peptydu. Zbiér mozliwych
drég fragmentacji nazywa si¢ schematem fragmentacji. Schemat fragmentacji jest
cechg charakterystyczna dla zwiazku chemicznego.

PRZYKLAD: cztery przyktadowe drogi fragmentacyjne dla hipotetycznej czasteczki
skladajacej sie z 3 atoméw (ABC):

e ABC — ABCT

e ABC — A" + BC

e ABC — AB+CT

e ABC - AB*+C —- AT+ B+C

Jony powstate w schemacie fragmentacji mozna rozdzieli¢ wg stosunku ich masy do
tadunku (m/e). Wykres, ktéry na osi X przedstawia stosunek masy do tadunku (m/e) a
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na osi Y stezenie odpowiednich jonéw, w postaci tak zwanych pikéw, nazywa sie wid-
mem masowym. Przykltadowe widmo tego rodzaju zostalo przedstawione na rysunku

5.1.

Przebieg fragmentacji zalezy od takich czynnikow jak dostarczona energia, czas prze-
prowadzania eksperymentu, wlasnosci fizyczne aparatu oraz czasu po jakim jony sg re-
jestrowane. Dokladne odtworzenie tych samych warunkéw laboratoryjnych jest bardzo
trudne, z tego powodu widma tego samego zwigzku uzyskane w wyniku przeprowadzenia
roznych eksperymentéw mogg sie nieco réznic.

HTEaR

RYSUNEK 5.1: Przyklad widma masowego

Urzadzenie, ktére przeprowadza opisany eksperyment chemiczny nazywane jest spek-
trometrem masowym [30]. Sktada sie ono z nastepujacych elementéw:

Uktadu wlotowy, ktory stuzy do wprowadzania prébki; jego budowa zalezy zwy-
kle od tatwosci parowania badanych substancji; gazy i substancje bardzo lotne
posiadaja zimny wlot do urzadzenia natomiast substancje, ktére trzeba ogrzaé
do wyzszej temperatury w celu ich przejscia do stanu gazowego, posiadaja wlot
goracy, ktéry mozna ogrza¢ do odpowiedniej temperatury.

Zrédla jonéw (jonizatora), bedacego miejscem, gdzie badana substancja jest jo-
nizowana; istnieja rézne metody jonizacji prébki: krétkofalowe promieniowanie o
duzym natezeniu, przyé$pieszone elektrony, pole elektryczne, jonizacja chemiczna
lub laserowa.

Analizatora, ktéry stuzy do rozdzielenia jonéw zgodnie z ich stosunkiem m/e; od-
dzielenie jonéw wykonuje sie przykladowo za pomoca pola elektrycznego, pola
magnetycznego lub za pomoca badania czasu przelotu jonu.

Detektora, ktory zlicza jony o danym stosunku m/e naplywajace z analizatora.

Rejestratora danych (komputera), ktéry na podstawie sygnalu elektrycznego z
detektora zapisuje widmo masowe.

W procesie fragmentacji jonu (molekularnego lub fragmentacyjnego) peptydu, naste-
puje rozerwanie pewnego wiazania peptydowego, przy czym proces ten jest calkowicie
losowy i nie mozna okresli¢, ktére wiazanie peptydowe zostanie przerwane.
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W wyniku rozerwania wiazania peptydowego w analizowanej czasteczce tadunek do-
datni moze pozostaé¢ po N-koncowej albo po C-konicowej stronie tancucha. Dodatkowo,
mozna wyrdzni¢ trzy miejsca w wiazaniu peptydowym, gdzie moze zaj$¢ fragmentacja.
W zaleznosci od miejsca rozerwania czasteczki oraz strony po ktérej pozostal tadunek,
wyrdznia sie szes¢ typdw jondéw przedstawionych na rysunku 5.2. Na potrzeby dalszych
rozwazan te 6 typéw jonow okreslane beda jako jony zewnetrzne.

X Y Z

A
_C._N_ _(l'_:_

F

RYSUNEK 5.2: Typy jonéw podczas rozpadu wiazania peptydowego (Zrédlo: rysunek
wlasny)

Nalezy podkredli¢, ze probka poddana eksperymentowi w spektrometrze sktada sie z
wielu takich samych czasteczek i dla kazdej z nich nastepuje fragmentacja. Dla kazdego
jonu proces ten moze zakonczy¢ sie w dowolnym momencie (fragment przestaje ulegaé
dalszemu rozpadowi). Zalezy to od energii, ktéra zostata dostarczona temu jonowi, czasu
jaki trwa eksperyment i czynnikéw losowych.

Teoretycznie, gdy prébka zawiera dostatecznie wiele czasteczek oraz zapewnione zo-
staly odpowiednie warunki eksperymentu tj. dostarczono odpowiednig ilo$¢ energii oraz
przeznaczono na niego wystarczajaco duzo czasu, to czasteczki analizowanego peptydu
powinny przejs¢ wszystkie drogi fragmentacji. Dodatkowo powinny powstaé wszystkie
mozliwe do uzyskania jony fragmentacyjne.

W rzeczywistym przypadku w trakcie eksperymentu moga pojawic sie bledy:

- Bledem pozytywnym okresla sie zarejestrowanie jonu, ktéry nie wynika ze sche-
matu fragmentacyjnego czasteczki; taki jon moze pochodzié¢ z jonizacji zanieczysz-
czen.

- Bledem negatywnym nazywa si¢ niezarejestrowanie jonu, ktory nalezy do sche-
matu fragmentacyjnego; zdarza sie to, gdy podczas fragmentacji ten jon nie pojawit
sie lub w sytuacji, gdy ulegt dalszej fragmentacji przed zarejestrowaniem.

W analizie wynikow spektrometrii masowej peptyddéw pojawiaja sie dodatkowe utrud-
nienia, ktore nalezy uwzgledni¢, do ktérych naleza modyfikacje potranslacyjne oraz wy-
jatki.

Modyfikacje potranslacyjne biatka to zmiany, ktére nastepuja juz po translacji.
Maja one wplyw na witasnosci fizyczne i chemiczne, aktywnos¢ czasteczki jak réwniez
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na jej mase. Wplywaja wiec na posta¢ widma czasteczki. Znane modyfikacje zostaly
przedstawione w zataczniku A-2.

Wyjatki sa to pewne nietypowe sytuacje, ktére wplywaja na mase jonéw i ktére
trzeba z tego wzgledu wzia¢ pod uwage analizujac widmo. Przyktadowo, w niektérych
sytuacjach w trakcie fragmentacji z jonu moze sie wydzieli¢ amoniak lub woda.

5.3 Klasyfikacja probleméw sekwencjonowania za pomoca
spektrometrii masowej

Mozna wyréznié kilka podejéé do problemu sekwencjonowania:

przeszukiwanie baz danych

markery sekwencji

sekwencjonowanie de novo
- podejécie mieszane

Przeszukiwanie baz danych polega na wyszukaniu w bazie widma, ktére odpowiada
temu uzyskanemu w spektrometrze masowym. Jak wspomniano, bardzo trudne jest od-
tworzenie warunkéw eksperymentu i widmo tego samego zwigzku, wykonane nawet przy
tej samej konfiguracji sprzetu, moze sie nieco roézni¢. Algorytmy przeszukiwania baz
danych powinny uwzgledniaé ten fakt. Przeszukanie bazy polega na znalezieniu najlep-
szego dopasowania. Popularne algorytmy przeszukujace bazy danych to m.in. Mascot
[39], Tandem [18], Sequest|[24]. Gléwna wada tego podejscia jest to, ze umozliwia ono
rozpoznanie tylko znanych czasteczek peptydow.

Podejscie oparte na markerach sekwencji polega na wyborze ze spektrum tylko wy-
branych pikéw i poszukiwaniu w bazie danych sekwencji, ktére pasuja do tych pikéw.
Wynikiem przeszukania baz danych moze by¢ zbiér sekwencji, ktéry powinien zostaé
poddany dodatkowej ocenie w celu znalezienia najlepszego dopasowania. Zasadniczg za-
leta tego podejécia w stosunku do zwyklego przeszukiwania baz danych jest mozliwo$é
znalezienia sekwencji o nieznanych modyfikacjach potranslacyjnych. Dzigki rozpoznaniu
kluczowych pikéw mozna odnalezé w bazie danych peptyd przed modyfikacja potran-
slacyjna i przeprowadzi¢ dodatkowa analize w celu stwierdzenia jaka modyfikacja sie
pojawita. Podejscie to nie pozwala na ustalenie budowy pierwszorzedowej nieznanych
peptydow. Algorytmy, ktérych dzialanie oparte jest na markerach sekwencji to m.in.
GutenTag [20], SPIDER [49], OpenSea [44].

Metody sekwencjonowanie de novo bazujg jedynie na widmie masowym i nie korzy-
staja z dodatkowych informacji. Oczywista zaleta takiego podejscia jest mozliwos¢ okre-
$lenia sekwencji nieznanych aminokwaséw.

Na potrzeby dalszych rozwazan zostanie zdefiniowany pojedynczy pik z widma maso-
wego jako uporzadkowana dwojka (a,b), gdzie a to wartosé na osi X dla tego (m/z), a b
to warto$é na osi Y (intensywno$é¢) dla tego piku. Widmo masowe W mozna przedstawié
jako zbioér takich uporzadkowanych dwdéjek.

Jedli fragmentacji ulegaja jedynie obojetne czasteczki biatek, to powstate w ten sposéb
jony odpowiadaja prefiksom albo sufiksom czasteczki. Sa to oczywiscie jony wszystkich
6 typow, ktore zostaly przedstawione na rysunku 5.2. Jesli widmo masowe pewnej cza-
steczki zawiera piki odpowiadajace wszystkim jonom ,a”, ,b”, . c¢”, . x", ,y” oraz ,z”
mozliwym do uzyskania z fragmentacji tej czasteczki oraz nie zawiera zadnych innych
jonéw to nazywane jest widmem idealnym i oznaczone Wabeyz,
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Zostana wyrdznione podzbiory widma idealnego, ktore zawieraja wszystkie piki po-
chodzace od cie¢ jednego lub kilku wybranych typow i nie zawieraja zadnych innych
pikéw np. W zawiera wszystkie i tylko te piki, ktore pochodza z jonéw typu ,,a”, nato-
miast W%%? zawiera wszystkie piki pochodzace od jonéw ,a”, .x” oraz ,z” i nie zawiera
innych pikéw.

Jedli jon fragmentacyjny ulega dalszej fragmentacji, to powstaly po fragmentacji jon
moze odpowiada¢ wewnetrznemu fragmentowi czasteczki. Takie jony nazywane sa jo-
nami wewnetrznymi. Widmo, ktore zawiera wszystkie mozliwe do uzyskania piki, réw-
niez te odpowiadajace wewnetrznym fragmentom czasteczki, zwane jest widmem pelnym
i oznaczone W*. Nalezy zauwazy¢, ze Weeyz C 1W*,

Ogdlny problem sekwencjonowania de novo mozna sformutowaé nastepujaco:

Problem 5.1.

Instancja:

Uporzadkowana tréjka (W,d,f), gdzie W to widmo masowe, m masa analizowanego
peptydu a f to funkcja oceniajaca trafno$é¢ znalezionej sekwencji do widma masowego
w.

Odpowiedz:

Sekwencja aminokwasowa o masie m maksymalizujaca wartosé funkcji f.

Ztozonoéé obliczeniowa konkretnego problemu sekwencjonowania de novo zalezy od
dodatkowych czynnikéw, takich jak bledy eksperymentalne, modyfikacje potranslacyjne
czasteczki i wyjatki. Istotnym czynnikiem, ktory decyduje o klasie ztozonosci problemu,
jest zbior typéw jonow A.

Na wyroznienie zastuguje przypadek, gdy w schemacie fragmentacji pojawiaja sie je-
dynie jony odpowiadajace prefiksom i sufiksom sekwencji. Dzieje sie tak, gdy obojetna
czasteczka peptydu ulega tylko jednokrotnemu zjonizowaniu i podzialowi (otrzymany
jon nie przechodzi dalszej fragmentacji). Odpowiada to sytuacji, gdy do uktadu dostar-
czono relatywnie mato energii, niewystarczajaco do przeprowadzenia dalszych podziatow.
W literaturze przedstawiono kilka wielomianowych algorytmoéw rozwiazujacych niektére
takie sytuacje. Wigkszosé metod bazuje na idei programowania dynamicznego. Ponizej
omowiono kilka przypadkéw z takimi typami jonéw.

W pierwszym przypadku fragmentacji podlega tylko obojetna czasteczka i zawsze two-
rzy si¢ jon jednego ustalonego typu. W rejestratorze odnotowano wszystkie mozliwe jony
fragmentacyjne. W tym wypadku droge fragmentacyjna mozna przedstawi¢ w postaci
jednego réwnania:

P=M"+m

gdzie P jest czasteczka peptydu, M jest to dowolny jon ustalonego typu a m to pozo-
staly, niezjonizowany fragment sekwencji. Dodatkowo zaklada sie, ze nie zarejestrowano
jonéw, ktore pochodzityby z jonizacji zanieczyszczen. Czasteczka biatka nie przeszla
zadnych modyfikacji potranslacyjnych i nie wystapily zadne wyjatki.

Gdy jonizacji podlegal N-konicowy fragment czasteczki (zachodzily ciecia typu ,a”
albo ,b” albo ,¢”) to na widmie pojawia sie masy wszystkich N-konicowych jonéw frag-
mentacyjnych. W takiej sytuacji réznica mas pomiedzy k — tym a (k — 1) — szym pi-
kiem odpowiada masie k — tej reszty aminokwasowej liczac od N-konca. Natomiast gdy
w eksperymencie zachodzily ciecia typu ,x” albo ,y” albo ,z”, to réznica pomiedzy
k —tym a (k — 1)-szym pikiem odpowiada masie k — tej reszty aminokwasowej liczac
od C-konica. Przyktadowo - réznica mas pomiedzy drugim a pierwszym pikiem odpo-
wiada masie ostatniego aminokwasu w sekwencji. Przedstawionej sytuacji odpowiada
nastepujacy problem kombinatoryczny:
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Problem 5.2.

Instancja:

Uporzadkowana trojka (W,d,f), gdzie W € {We, WP, We, W= WY W?}, m masa ana-
lizowanego peptydu a f to funkcja oceniajaca trafnos¢ znalezionej sekwencji do widma
masowego W.

Odpowiedz:

Sekwencja aminokwasowa o masie m maksymalizujaca wartosé funkeji f.

Rozwiazanie tego problemu polega na obliczeniu réznicy pomiedzy kolejnymi pikami,
kazda taka réznica determinuje kolejny (lub poprzedni) aminokwas w sekwencji. Problem
ten mozna rozwigzaé¢ w czasie liniowym. Sytuacja taka jest jednak dosé teoretyczna, gdyz
trudno wymusi¢ taki schemat fragmentacji czasteczki.

W drugim przypadku w drodze fragmentacji tworzg sie jony zewnetrzne odpowiada-
jace fragmentom czasteczki pochodzacym tylko z C-konica albo tylko z N-kornica. Dodat-
kowo zaklada sie, ze powstaja jony dwoch albo trzech typéw, nie zarejestrowano zanie-
czyszczen oraz powstaja wszystkie mozliwe jony fragmentacyjne spelniajace te warunki.
Problem kombinatoryczny zwigzany z ta sytuacja mozna zdefiniowaé¢ nastepujaco:

Problem 5.3.

Instancja:

Uporzadkowana tréjka (W,d,f), gdzie W € {We Wab Wae Wbl m masa analizo-
wanego peptydu a f to funkcja oceniajaca trafnos¢ znalezionej sekwencji do widma
masowego W.

Odpowiedz:

Sekwencja aminokwasowa o masie m maksymalizujaca wartosé funkcji f.

Rozwigzanie problemu 3. mozna znalezé przy wykorzystaniu podobnej metody jak
dla problemu 2., rozpoznajac wczesniej typy jondw po charakterystycznej réznicy mas
pomiedzy odpowiadajacymi im pikom (przyktadowo: réznica mas pomiedzy jonem typu
»C a jonem typu ,b” pochodzacymi z przerwania tego samego wigzania peptydowego
jest stala i odpowiada masie grupy CO).

W wyniku fragmentacji powsta¢ moze tylko jon prefiksowy typu ,b” oraz jon sufik-
sowy typu ,,y”. Sytuacja ta odpowiada rzeczywistemu eksperymentowi spektrometrycz-
nemu - dostarczajac do uktadu niewielka energie, mozna w przyblizeniu uzyska¢ wtasnie
taka sytuacje. Pokazano, ze problemy kombinatoryczne zwiazane z takim eksperymen-
tem spektrometrycznym sa tatwe obliczeniowo[47]:

- w przypadku idealnym (problem 4)

w przypadku bledéw pozytywnych (problem 5)

w przypadku bledéw negatywnych (problem 6)

- w przypadku, gdy wystepuje jedna modyfikacja potranslacyjna (problem 7)

Ponizej zdefiniowano problemy kombinatoryczne odpowiadajace tym sytuacjom:

Problem 5.4.

Instancja:

Uporzadkowana tréjka (W,d,f), gdzie W = WY m masa analizowanego peptydu a f
to funkcja oceniajaca trafnosé znalezionej sekwencji do widma masowego W.
Odpowiedz:

Sekwencja aminokwasowa o masie m maksymalizujaca wartosé¢ funkeji f.

Problem 5.5.
Instancja:
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Uporzadkowana trojka (W.d,f), gdzie WY C W, m masa analizowanego peptydu a f
to funkcja oceniajaca trafnos¢ znalezionej sekwencji do widma masowego W.
Odpowiedz:

Sekwencja aminokwasowa o masie m maksymalizujaca wartosé funkcji f.

Problem 5.6.

Instancja:

Uporzadkowana trojka (W.d,f), gdzie W C WY m masa analizowanego peptydu a f
to funkcja oceniajaca trafnos¢ znalezionej sekwencji do widma masowego W.
Odpowiedz:

Sekwencja aminokwasowa o masie m maksymalizujaca wartosé funkeji f.

Problem 5.7.

Instancja:

Uporzadkowana tréjka (W.d,f), gdzie ( b)v W(a, b) € WYV (a—c,b) € WYV (a+c,b) €
a,

WY gdzie ¢ oznacza mase modyfikacji potranslacyjnej , m masa analizowanego peptydu

a f to funkcja oceniajaca trafnos¢ znalezionej sekwencji do widma masowego W.

Odpowiedz:

Sekwencja aminokwasowa o masie m maksymalizujaca wartosé funkcji f.

Udowodniono, ze problem sekwencjonowania z jonami wewnetrznymi, niezaleznie od
bledéw eksperymentalnych, jest problemem trudnym obliczeniowo [16]. Problem ten
mozna zdefiniowaé¢ w nastepujacy sposob:

Problem 5.8.
Instancja:
Uporzadkowana tréjka (W,d, f), gdzie W C W* AW ¢ W¥* m masa analizowanego
peptydu a f to funkcja oceniajaca trafno$é znalezionej sekwencji do widma masowego
wW.
Odpowiedz:
Sekwencja aminokwasowa o masie m maksymalizujaca wartosé¢ funkeji f.

Ostatnim sposobem ustalania sekwencji peptydow jest podejscie mieszane. Laczy ono
omoéwione w tym rozdziale trzy podejscia.

5.4 Algorytm sekwencjonowania peptydéw de novo

W tym podrozdziale zostanie przedstawiony wielomianowy algorytm rozwiazujacy pro-
blem sekwencjonowania de novo, gdy w widmie powstaja 4 rodzaje jonéw (,a”, .c”, ,y”
oraz ,z"). Dodatkowo zezwala sie na wystepowanie bledéw negatywnych jak i pozytyw-
nych. Problem ten mozna zdefiniowaé nastepujaco:

Problem 5.9.

Instancja:

Uporzadkowana trojka (W,d), gdzie X C W**¥* X C W, m masa analizowanego
peptydu a W to widmo masowe.

Odpowiedz:

Sekwencja aminokwasowa o masie m do ktérej pasuje maksymalnie wiele pikéw typu ,,c”
z widma W. Jesli istnieje wiele takich sekwencji to ta sposréd nich do ktérych pasuje
mozliwie duzo wszystkich plikéw z widma W.

Jak wspomniano, w literaturze mozna znalezé kilka wielomianowych algorytméw do
rozwigzania probleméw, gdy w spektrum pojawiaja sie jony odpowiadajace N-koncowym
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i (lub) C-kohcowym fragmentom czasteczki. Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku wystepo-
wania bledéw negatywnych lub pozytywnych moze zostaé znalezionych wiele rozwigzan,
ktére pasuja do widma masowego. Zatozono, ze znalezione rozwigzanie

- powinno uwzglednia¢ maksymalng liczbe pikéw z widma masowego,

- powinno uwzglednia¢ maksymalna liczbe tych pikow, dla ktérych istnieje mozliwosé
weryfikacji typu.

Przedstawiony w tym rozdziale algorytm spelnia oba powyzsze zalozenia. Ponizej uza-
sadniono stusznosé tych zalozen.

W przypadku bez bledéw réznica pomiedzy sasiadujacymi pikami odpowiada masie
pewnej reszty aminokwasowej. W przypadku btedoéw negatywnych, réznica mas pomie-
dzy dwoma pikami moze odpowiada¢ masie kilku reszt aminokwasowych. Dodatkowo,
jesli dochodza bledy pozytywne, moze sie zdarzy¢, ze jako czesé wlasciwego rozwiazania
zostanie zakwalifikowane zanieczyszczenie, gdy réznica mas miedzy odpowiadajacym mu
pikiem a innym pikiem pochodzacym z widma odpowiada masie jednej lub kilku reszt
aminokwasowej. Takich sytuacji nie mozna wykluczy¢ i jednoznacznie stwierdzi¢, czy
dany pik pochodzi z zanieczyszczenia, czy z jonu badanej czasteczki. Jednakze bardziej
prawdopodobna jest sytuacja, gdy ta réznica mas rzeczywidcie odpowiada wystepowa-
niu tych reszt aminokwasowych w analizowanej czasteczce. Przypadkowe dopasowanie
zanieczyszczen jest mato prawdopodobne. Przyktadowo jesli mozna znalezé dwa rozwia-
zania problemu sekwencjonowania: jedno dopasowuje 8 pikéw a drugie 9 pikéw widma,
to rozwiazanie zawierajace 9 pikow powinno by¢ lepsze. Przedstawiona metoda bedzie
maksymalizowaé liczbe dopasowanych pikéw.

Dwa piki, pomiedzy ktérymi obliczana jest réznica mas, powinny odzwierciedla¢ jony
fragmentacyjne z tej samej strony czasteczki (oba prefiksy lub oba sufiksy sekwencji). Je-
$li przykladowo zdarzy sie sytuacja, ze réznica pomiedzy pikiem jonu typu ,a” oraz jonu
typu ,z” bedzie odpowiada¢ masie pewnych reszt aminokwasowych, to wykorzystanie
tej informacji przy dopasowaniu sekwencji jest oczywiscie btedne, bo jony te pochodza
z przeciwnych koncow czasteczki. Jedynie réznica mas pomiedzy jonami pochodzacymi
z tej] samej strony czasteczki moze poprawnie identyfikowaé reszty aminokwasowe w
sekwencjonowanej czasteczce.

Zaproponowane podejscie jest nastepujace: skoro nie mozna stwierdzié¢, ktére piki od-
powiadaja ktorym typom jondéw, to wszystkie jony zostang potraktowane jako jony typu
»,C¢" - tych jonéw w doswiadczeniu jest najwiecej. Odtwarzajac sekwencje mozna jednak
rozpoznaé niektére jony typu ,c”. Jedli w jednej czasteczce nastapito przerwanie pew-
nego wigzania peptydowego i utworzyt sie jon typu ,,c”, a w drugiej czasteczce przerwano
to same wiazanie i utworzyt sie jon typu ,,a”, to na widmie pojawig sie piki, ktorych roz-
nica mas odpowiada masie grupy NHCO. O mase tej grupy roéznia sie bowiem oba jony
(5.2). Fakt ten mozna wykorzysta¢ do dodatkowej weryfikacji jonéw typu ,c”: sa to piki,
dla ktorych istnieja w widmie piki 1zejsze o mase grupy NHCO. Informacja jest dostepna
tylko dla niektérych pikéw. Rozwiazania maksymalizujace liczbe ,zweryfikowanych” jo-
noéow typu ,.c”’ powinny minimalizowaé liczbe pomytek: zakwalifikowania do rozwiazania
zanieczyszczen i jonéw innego typu. Dodatkowo zalozono, ze drugie zatozenie jest silniej-
sze, gdyz prowadzi do maksymalizacji w rozwigzaniu liczby jonéw odpowiedniego typu.
Przedstawiony w tym podrozdziale algorytm:

- zwraca jako rozwiazanie czasteczke, ktora zawiera jak najwiecej jonéw typu ,.c”,

- jesli istnieje wiele takich rozwiazan, to algorytm wybierze to o maksymalnej liczbie
wszystkich jonow.
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Widmo masowe mozna przedstawi¢ w postaci grafu skierowanego G = (V, A), gdzie
kazdy pik odpowiada wierzchotkowi tego grafu. W grafie istnieje tuk (v;,v;) € A wtedy
i tylko wtedy, gdy réznica mas pomiedzy pikiem odpowiadajacym wierzchotkowi v; a
pikiem odpowiadajacym wierzchotkowi v; jest rowna masie dowolnych k reszt amino-
kwasowych. Waga tego tuku jest k. Tak zdefiniowany graf jest acyklicznym grafem skie-
rowanym.

Z kazdym wierzchotkiem v w grafie G powiazana zostanie wartos¢ m(v) bedaca
wzgledng masa jonu uzyskang z widma masowego. Jedli istnieje tuk (v;,v;) € A, to
m(v;) — m(v;) = C, gdzie Cj, jest sumaryczna masa k reszt aminokwasowych. Aby
znalez¢ k reszt aminokwasowych odpowiadajacych masie C mozna skorzystac z naste-
pujacej zaleznosci rekurencyjnej:

Cr = Ck-1+ Rz

oraz

ClZRz

gdzie R, jest masa dowolnej reszty aminokwasowej.

Aby zdecydowaé, czy istnieje tuk (v, v;j) € A, nalezy znalezé rozwiazanie powyzszego
réwnania rekurencyjnego. W tym celu mozna rozwigzaé ponizszy wariant decyzyjnego
problemu plecakowego (problem 10). Problem ten zostal nazwany wielomianowym
decyzyjnym problemem plecakowym.

Problem 5.10.
Instancja:

- pojemnos$¢ plecaka b = m(v;) — m(v;),

- Zbi()l‘ elementéw 7 = {Rl,lv RLQ, veey RLkl y Rg’l, R272’ ceny R27k2, ceny RQO,I; R2072, cony Rgo,km},

gdzie R, , odpowiada masie reszty aminokwasowej R,

rozmiar s(R; ) kazdego elementu R, , € Z spelniajacy réwnanie s(R, ) = Ry,
- warto$¢ w(Ry,) kazdego elementu R, , € Z spelniajacy réwnanie w(R;,) = R,.

Odpowiedz:
Czy istnieje podzbiér Z' C Z, taki ze:

ZRm,yGZ’ $(Ryy) =b

oraz:
ZRm,yEA/ w(Rr,y) =b

Komentarza wymaga sposéb tworzenia zbioru Z. Element R, , odpowiada reszcie ami-
nokwasowej R,. Nalezy zauwazy¢, ze tak zdefiniowany plecak moze zosta¢ wypetniony
kilkoma elementami o takim samym rozmiarze i wartosci - co odpowiada sytuacji, gdy
pomiedzy dwoma pikami na widmie istnieje kilka takich samych reszt aminokwasowych.
W celu zamodelowania tej sytuacji wprowadzono kopie elementéw, ktdre opisuja ta sama
reszte aminokwasowa. Liczbe elementéw k, odpowiadajacych reszcie aminokwasowej R,
mozna obliczy¢ z ponizszego wzoru:

Ck
he = {RIJ

W ogélnosci, ztozonosé problemu plecakowego wynosi O(a - b) gdzie a to liczba ele-
mentéw a b to pojemnosé plecaka. W zdefiniowanym tutaj problemie pojemnosé plecaka
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oraz liczba przedmiotéw sa ograniczone przez wartos¢ Cy = m(v;) — m(v;). Zlozonoéé
tego wariantu problemu plecakowego wynosi wiec O(C}?). Nalezy zauwazyé, ze skoro
najwieksza liczba w instancji tej wersji plecaka to Cy, dodatkowo liczba elementéw

C: Ce

Ck
|Z| = LEJ + 5+ + LR2O

Ry |

jest ograniczona wielomianowo od Cj, to przedstawiony algorytm jest wielomianowy.

Pokazano, ze w czasie O(Cj?) mozna zweryfikowaé, czy miedzy dwoma wierzchotkami
grafu istnieje tuk. Nalezy zauwazy¢, ze C mozna ograniczy¢ odgérnie stata m, gdzie m
jest masa calej czasteczki. Sprawdzenie istnienia tukéw pomiedzy kazda para wierzchot-
kéw w grafie mozna wiec wykonaé w czasie O(n? - m), gdzie n = |V|. Nalezy zauwazy¢,
ze liczba wierzchotkéw grafu n, ktéra odpowiada liczbie pikéw w widmie jest liniowo
zalezna od masy czasteczki m, stad ostatecznie ztozonos¢ obliczeniowa tego kroku algo-
rytmu to O(m?). Skoro liczba elementéw w instancji n jak i najwieksza liczba w instancji
maz(Cy) sa ograniczone wielomianowo od m, to sprawdzenie istnienia tukéw pomiedzy
kazda para wierzchotkéw w tym grafie mozna przeprowadzi¢ w czasie wielomianowym.

Ten krok algorytmu mozna znaczaco zoptymalizowaé. W tym celu wszystkie problemy
plecakowe, jakie nalezy rozwigzaé, wystarczy posortowac¢ rosngco wzgledem b. Rozwig-
zujac kolejny problem mozna skorzystaé z tablicy poprzedniego problemu. Sprowadza sie
to do rozwiazania jednego problemu plecakowego, dla najwyzszej wartosci C. Ztozonosé
tego kroku zostala wiec zredukowana do O(m?).

Przedstawiono w tym podrozdziale wariant problemu plecakowego nalezy uogdlnié,
aby uwzgledni¢ modyfikacje i wyjatki. Kazda modyfikacja i wyjatek wymagaja indy-
widualnego podejécia. W ogélnosci, wiele takich przypadkow mozna zamodelowaé po-
wiekszajac zbiér Z o dodatkowe elementy odpowiadajace masie zmodyfikowanych reszt
aminokwasowych. Ze wzgledu na potrzebe indywidualnego podejscia do kazdej mody-
fikacji 1 wyjatku, w tej pracy przedstawiono jedynie ogdlna posta¢ wielomianowego
decyzyjnego problemu plecakowego.

Waga wszystkich tukow wchodzacych do wierzchotkow, ktére odpowiadaja zweryfiko-
wanym jonom typu ,.c”, zostaje obnizona o 1. Mozna zatem zauwazy¢, ze w przypadku
idealnym, gdy widmo zawiera piki wszystkich jonéw, to wierzchotki odpowiadajace pi-
kom typu ,,c” jako jedyne beda mialy wszystkie tuki wchodzace o wadze réwnej 0.

W tak zmodyfikowanym grafie nalezy znalez¢ najkrotsza skierowana Sciezke zawie-
rajaca dodatkowo mozliwie najwieksza liczbe wierzcholkéw. Sciezka ta jest zwiazana z
sekwencjami aminokwaséw (gdyz moze by¢ ich wiele), ktére stanowia rozwiazanie pro-
blemu. Najkrétsza Sciezka gwarantuje wykorzystanie do znalezienia rozwigzania mak-
symalnie wiele pikéw z widma o ktérych wiadomo, ze sg pikami typu ,,c”. Wybdr tej
sposréd najkrétszych Sciezek, ktora zawiera najwiecej wierzchotkéow gwarantuje wyko-
rzystanie do rozwigzania maksymalnie wiele pikow z widma.

Do rozwigzania problemu proponuje sie lekko zmodyfikowany algorytm Dijkstry znaj-
dowania najkrotszej skierowanej Sciezki w grafie:

1. Utworzenie tablicy odleglosci. Odleglosé do zrddia,s” wynosi 0. Odleglosé do
wszystkich pozostalych wierzchotkéw wynosi nieskonczonosé. Utworzenie zbioru
zawierajacego nieodwiedzone wierzchotki. Zbiér ten zawiera wszystkie wierzchotki
grafu. Utworzenie tablicy poprzednikéw. Jako poprzednik kazdego wierzchotka
ustawia sie warto$¢ ,brak poprzednika”.

2. Jako wierzchotek aktualny przyjmuje sie wierzchotek ,s”.
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3. Obliczenie tymczasowych odleglosci do wszystkich nieodwiedzonych bezposred-
nich nastepnikéw aktualnego wierzchotka. Dla kazdego wierzchotka, dla ktorego
obliczona odleglo$é¢ tymczasowa jest mniejsza lub réwna niz dotychczas zapisana
odlegtoéé¢, za nowa odlegtoéé¢ do tego wierzchotka przyjmuje sie obliczona odleglosé
tymczasows.

4. Usuniecie wierzchotka aktualnego z listy nieodwiedzonych wierzchotkéw.

5. Jako wierzcholek aktualny przyjmuje sie nieodwiedzony wierzchotek, do ktérego
obliczona odleglosé tymczasowa jest najmniejsza. Jako poprzednika nowego wierz-
chotka aktualnego przyjmuje sie poprzedni wierzchotek aktualny.

6. Jedli zbiér nieodwiedzonych wierzchotkéw jest pusty, nalezy zakonczyé algorytm.
W przeciwnym wypadku jako wierzchotek aktualny ustawia sie ten sposréd nie-
odwiedzonych wierzchotkéw, dla ktérego obliczona odlegtos$é jest najmniejsza. Na-
lezy przejsé¢ do punktu 3. algorytmu.

Komentarza wymaga sposéb wyboru i podejscie do wierzchotkéw ,s” oraz ,t”:

- Wierzchotek ,t” odpowiada pikowi o najwyzszej masie, ktéry reprezentuje zjoni-
zowana czasteczke; m(t) zostalo pomniejszone o mase grupy funkcyjnej -COOH,
aby dla dowolnego wierzchotka v opisujacego jon typu ,c” réznica m(t) — m(v)
odpowiadata masie reszt aminokwasowych bez grupy funkcyjne;j.

- Wierzchotek ,s” odpowiada masie grupy NHs, aby dla dowolnego wierzchotka v
opisujacego jon typu ,c” réznica m(v) — m(s) odpowiada masie reszt aminokwa-
sowych bez grupy funkcyjnej. Jest to sztuczny wierzchotek niezwigzany z zadnym
pikiem.

Ztozono$¢ tego kroku algorytmu zalezy od implementacji algorytmu Dijkstry i wynosi
O(n?) w przypadku, gdy zbiér potencjalnych wierzchotkéw do wyboru jest zaimple-
mentowany w postaci listy. W przypadku wykorzystania kopca zamiast listy ztozonosé
algorytmu mozna poprawié¢ uzyskujac O(n - log(n)) [42]. Zlozonoéé obliczeniowa tego
kroku algorytmu mozna ograniczyé O(m?).

Aby otrzymaé $ciezke wierzchotkéw tworzacych rozwigzanie, to rozpoczynajac od
wierzchotka ,t” nalezy poruszaé sie do poprzednika, az do osiggniecia wierzchotka ,s”.
Ztozonosé tego kroku algorytmu wynosi O(n) i mozna ja ograniczy¢ odgérnie O(m).

Podsumowujac rozwazania, zlozonoéé calego algorytmu wynosi O(m?), gdzie m jest
masa analizowanej czasteczki. Nalezy przypomnieé, ze instancja problemu jest widmo
masowe W oraz masa peptydu m. W mozna przedstawié¢ jako zbiér wierzchotkéw V
grafu G. Liczba tych wierzchotkéw jest ograniczona wielomianowo od m a najwicksza
liczba w instancji to m, przedstawiony algorytm jest wiec wielomianowy.

5.5 Whnioski

W rozdziale przestawiono metody ustalania krotkich sekwencji tancuchéw peptydowych.
Pierwsza metoda to degradacja Edmana. Jest to metoda analityczna, ktéra pozwala
na ustalenie kolejnosci do 50 aminokwaséw w czasteczce. Wada tego podejscia jest to,
ze wymaga relatywnie duzej iloéci oczyszczonego biatka do eksperymentu.
Nowsza i skuteczniejsza metoda, jest spektrometria masowa. Wynikiem eksperymentu
w spektrometrze jest tzw. widmo masowe, ktore jest charakterystyczne dla badanej
czasteczki. W celu ustalenia sekwencji znanego biatka, bazujac na jego widmie masowym,
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mozna przeszukaé¢ baze danych w celu dopasowania widm. W przypadku nowego biatka
stosuje sie metody de novo.

W przypadku ogdlnym, dla dowolnego schematu fragmentacji czasteczki, problem
sekwencjonowania de novo jest trudny obliczeniowo. Znane sa jednak wielomianowe
algorytmy dla niektorych wersji probleméw, gdy w wyniku fragmentacji powstaja je-
dynie jony odpowiadajace prefiksom lub (oraz) sufiksom czasteczki. Wkladem autora
w dziedzine jest wielomianowy algorytm de novo, ktéry rozwiazuje jeden z probleméw
sekwencjonowania.

Zaréwno degradacja Edmana jak i spektrometria masowa pozwalaja jedynie na po-
znanie krotkich sekwencji. Potrzebne sg metody obliczeniowe, ktére pozwola na ustalenie
kolejnosci aminokwaséw w dlugich czasteczkach. Zostana one opisane w kolejnym roz-
dziale pracy.



Rozdziat 6

Asemblacja lancuchéw
peptydowych

6.1 Wstep

Brak bezposrednich metod ustalania sekwencji dtugich tancuchéw peptydowych powo-
duje, ze potrzebne sa metody asemblacyjne, ktore pozwola posklada¢ krétkie tancuchy
peptydowe w wicksza cato§é. W ponizszym rozdziale rozwaza si¢ eksperyment bioche-
miczny, ktérego wyniki postuza do zdefiniowania probleméw asemblacji tancuchéw pep-
tydowych.

W rozdziale tym omawia si¢ przypadek idealny, tj. gdy w eksperymencie nie poja-
wiaja sie zadne btedy. Sytuacja taka jest jednak malo prawdopodobna. W literaturze
zdefiniowano model grafowy, ktory opisuje wyniki takiego eksperymentu[6][26]. Przed-
stawiony matematyczny model zostal formalnie w tym rozdziale zdefiniowany oraz poka-
zano metode rozpoznawania zaproponowanych graféw. W rozdziale okreélono ztozonosé
obliczeniowa problemu asemblacji peptydéw w przypadku bez btedéw, gdy dany jest
dodatkowo rozktad aminokwaséow.

W rozdziale niniejszym rozwaza si¢ rowniez przypadek z bledami wynikajacymi z eks-
perymentu biochemicznego. Proponuje sie model grafowy do przedstawienia wynikéw tej
wersji eksperymentu biochemicznego. W literaturze udowodniono, ze rozwazany problem
z bledami jest silnie NP-trudny [27]. Przeprowadzono badania majace na celu zaprojek-
towanie i przetestowanie réznych podej$¢ metaheurystycznych dla tego problemu. W
rozdziale tym zaprezentowano dwa nowe podejScia metaheurystyczne i przeprowadzono
poréwnanie tych metod z metoda Tabu opisana w literaturze. W rozdzialem tym zapro-
ponowano heurystyke dedykowana, ktéra daje bardzo dobre wyniki.

Ponadto przedstawiono tutaj klasyfikacje probleméw asemblacji.

Warto zaznaczy¢, ze wszystkie rozwazania dotyczace graféw, ktore zostaly przedsta-
wione w tym rozdziale, dotycza graféw skierowanych.

6.2 Eksperyment biochemiczny

Wynikiem sekwencjonowania jest poznanie jedynie krétkich tancuchéw peptydowych.
Naturalnym podejéciem, ktore pozwoli na wyznaczenie dtuzszych sekwencji, jest pociecie
dtugich tancuchéw na krotsze i zsekwencjonowanie tych krétkich tancuchéw. Problemem,
ktéry powstaje przy takim podejsciu, jest odtworzenie kolejnosci krétkich tancuchéw w
oryginalnej czasteczce.

49
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W celu uzyskania krétkich tancuchéow aminokwaséw i otrzymania informacji, ktéra
pozwoli odtworzy¢ ich kolejno$¢ w oryginalnej czasteczce proponuje sie eksperyment
biochemiczny z wykorzystaniem endopeptydaz [31].

Endopeptydaza jest zwigzkiem, ktéry tnie tancuch peptydowy w dobrze okreslonym
miejscu - po wystapieniu w tancuchu konkretnych aminokwaséw. Endopeptydaze mozna
wiec zdefiniowaé przez zbior aminokwasow, ktére rozpoznaje i po ktérych przeprowadza
ciecie. Na potrzeby tego eksperymentu zaproponowano wykorzystanie dwoéch endopep-
tydaz, dla ktorych zbiory aminokwaséw po ktérych przeprowadzaja ciecie sa rozlaczne.
Badany peptyd rozdziela si¢ do dwéch naczyn. W kazdym z naczyn przeprowadza sie
reakcje z inng peptydaza. W doswiadczeniu mozna przyktadowo wykorzystaé trypsyne
i chymotrypsyne:

- trypsyna tnie tancuch aminokwaséw po wystapieniu argininy lub lizyny;
- chymotrypsyna rozpoznaje natomiast tryptofan, fenyloaniline i tyrozyne.

Otrzymana mieszanine krotkich peptydéw rozdziela sie¢ wykorzystujac do elektrofe-
reze, a nastepnie sekwencjonuje sie krétkie tancuchy.

W reakcji trawienia tancucha peptydowego endopeptydaza miejsca w tancuchu, gdzie
powinny zaj$¢ ciecia sg doktadnie okreslone. Przypadek idealny to sytuacja, gdy wszyst-
kie oczekiwane ciecia zachodza.

Eksperyment chemiczny moze by¢ zrédltem réznego rodzaju btedéw. Tradycyjnie w
problemach rozpoznawania sekwencji biologicznych wprowadza sie klasyfikacje bledéw
na pozytywne oraz negatywne.

Bledem pozytywnym wystapienie tancucha, ktéry nie jest rzeczywistym wynikiem eks-
perymentu biologicznego lub biochemicznego. Moze on powsta¢ w wyniku przeklamania
metody odczytujacej krotkie sekwencje lub w wyniku zanieczyszczen badanej probki.

Bledem negatywnym jest niewystgpienie w zbiorze sekwencji, ktora powinna. Taka
sytuacja moze mieé¢ miejsce, gdy pewna krétka sekwencja zostala zagubiona. Zrédlem
bledow negatywnych moze by¢ rowniez brak informacji o powtorzeniach krétkich tancu-
chéw (w przypadku, gdy analiza chemiczna mieszaniny nie pozwala na otrzymanie takiej
informacji).

Zrédlem bledéw w zaproponowanym eksperymencie biochemicznym jest proces tra-
wienia. Bledem jest sytuacja, gdy nie zachodza wszystkie ciecia, ktore wynikalyby z
mechanizmu dziatania endopeptydazy. Taka sytuacja zdarza sie w praktyce dos¢ czesto.

Istnieje mozliwos¢ poznania rozkladu aminokwaséw w badanej czasteczce. W tym
celu mozna przeprowadzié¢ calkowite trawienie czasteczki do aminokwasow a nastepnie
zbadaé stezenie tych aminokwaséw w roztworze. Na tej podstawie mozna ustali¢ rozktad
aminokwaséw w oryginalnym peptydzie. W pracy rozwaza si¢ zaréwno problemy, gdy ta
dodatkowa informacja o rozkladzie aminokwaséw jest dana oraz przypadki, gdy rozktad
jest nieznany.

6.3 Przypadek idealny

Przypadek idealny to sytuacja, gdy zachodza wszystkie ciecia w procesie trawienia endo-
peptydazami [27][6][26]. Dodatkowo w przypadku idealnym zaklada brak bledéw nega-
tywnych wynikajacych z powtorzen. Rysunek 6.1 przedstawia przyktadowy eksperyment
asemblacji dla przypadku idealnego.

Zauwazmy, ze po przeprowadzeniu eksperymentu biochemicznego istnieje mozliwosé
weryfikacji, czy eksperyment byl pozbawiony bledéw negatywnych (np. wynikajacych
z braku informacji o powtérzeniach). W tym celu mozna przeprowadzié¢ catkowite tra-
wienie, aby ustali¢ liczbe wystapien aminokwaséw (rozklad) w szukanej czasteczce i
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poréwnaé go z sumaryczng liczba wystapien aminokwaséw w krétkich peptydach w obu
naczyniach. Jesli rozktady te sg réwne, to eksperyment biochemiczny jest wolny od ble-
doéw negatywnych.

Pewna informacje czy w wyniku eksperymentu biochemicznego pojawily sie btedy
negatywne daje poréwnanie rozktadu aminokwaséw w krétkich peptydach w pierwszym
naczyniu z rozkladem aminokwaséw w kroétkich peptydach w drugim naczyniu. Infor-
macja ta jednak nie jest kompletna. W przypadku, gdy te rozklady réznig sie, to jest to
informacja, ze pojawity sie¢ btedy negatywne. W przypadku, gdy rozktady aminokwaséw
sa takie same to nie ma jednak pewnosci, ze nie pojawily sie btedy negatywne. Bledy te
mogly sie pojawié, jednak rozklad aminokwaséw z zagubionych peptydéw w pierwszym
i drugim naczyniu byt taki sam.

Jak wspomniano, w rzeczywistym eksperymencie biochemicznym sytuacja idealna jest
mato prawdopodobna. Stanowi jednak dobry punkt wyjsciowy w badaniach metod asem-
blacyjnych.

Wynikiem eksperymentu biochemicznego sa dwa zbiory krétkich peptydow. Na po-
trzebe eksperymentu wykorzystano enzymy tnace sekwencje w réznych miejscach, dzieki
temu udalo sie zachowaé¢ pewng informacje o kolejnosci krétkich tancuchow w oryginalnej
czasteczce. Czedciowym nakladaniem tancuchéw nazywamy sytuacje, gdy ciag amino-
kwasow, ktorym konczy sie jedna krotka sekwencja, jest taki sam jak ciag aminokwasow,
ktorym zaczyna sie kolejna sekwencja. W celu odtworzenia oryginalnej czasteczki nalezy
znalezé¢ takg permutacje tancuchow, gdzie kazda kolejna sekwencja czeSciowo pokrywa
sie z poprzednia. Specyfika eksperymentu wymaga dodatkowo, aby kazde dwa kolejne
lancuchy w permutacji pochodzily z eksperymentu z inng endopeptydaza.

Oryginalna sekwencia

Krotkie peptyiy, trawienie pienwszg endopeptydaza
S Sz S . S

Kritkie peptydy, trawienie drugg endopeptydazg

S Sas 521 . Szt
521
b S5y
Sa
5, .
Sz
513
Has
Sys

RYSUNEK 6.1: Asemblacja (przypadek bez bledéw) - rysunek pogladowy (rysunek wila-
sny)

W pracach [26][6] zdefiniowano graf skierowany G = (V, A) opisujacy wyniki zapro-
ponowanego eksperymentu.

Kazdemu aminokwasowi przyporzadkowuje si¢ jedna litere. Dla porzadku i przejrzy-
stosci rozwazan przedstawionych w tej pracy proponuje si¢ wykorzystanie formatu FA-
STA przedstawionego w zalaczniku A.3. Niech alfabet ¥ bedzie zbiorem symboli repre-
zentujacych wszystkie aminokwasy biatkowe (|3| = 20). Krétkie tanicuchy aminokwaséw
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mozna przedstawié¢ jako slowa zbudowane nad tym alfabetem.

Kazdemu stowu odpowiada wierzcholek tego grafu. Graf G jest grafem dwudzielny,
wierzcholki dzieli sie¢ na dwa zbiory Vi oraz V5 i kazdy zbiér zawiera wierzchotki od-
powiadajace sekwencjom otrzymanym w reakcji z inna endopeptydaza. Wierzchotki sa
zaetykietowane przez zwigzane z nimi stowa.

Pomiedzy parg wierzchotkéw pochodzacych z réznych zbioréw istnieje tuk, gdy sufiks
etykiety poprzednika jest rowny prefiksowi etykiety nastepnika. Dtugo$é tego prefiksu
(sufiksu) jest waga odpowiadajacego mu tuku. Odnoszac sie do eksperymentu bioche-
micznego, dtugosé tuku determinuje wzajemne potozenie dwoch sasiednich krétkich pep-
tydow w odtwarzanej czasteczce.

Rozwigzanie problemu asemblacji jest permutacja krétkich tancuchéw, w naturalny
sposob przektada sie na permutacje wierzchotkéw w grafie. Kazde dwa sasiadujace wierz-
chotki nalezg do réznych zbioréw oraz sufiks etykiety wierzchotka stojacego na wcze-
$niejszym miejscu w permutacji jest taki sam jak prefiks etykiety wierzchotka stojacego
bezposrednio za nim. Skoro kazda kolejna krotka sekwencja w rozwigzaniu czesciowo
pokrywa sie z poprzednia, to jedynie niezerowe naltozenia pomiedzy etykietami sasiadu-
jacych wierzchotkéw majg uzasadnienie biologiczne. Pewien wierzchotek v; moze poprze-
dzaé¢ w rozwiazaniu wierzcholek v;, wtedy i tylko wtedy, gdy (vs,v;) € A.

Ze zbioréw Vi oraz Vo mozna usunaé wszystkie te wierzchotki, ktérych etykieta catko-
wicie zawieraja sie w dowolnej etykiecie wierzchotka z drugiego zbioru. Takie wierzchotki
nie wnoszg zadnych informacji do rozwiagzania. Interesujace z perspektywy informacji o
budowie oryginalnego peptydu, sa jedynie wierzcholki, ktérych etykieta tylko czesciowo
pokrywa sie z etykiety innego wierzchotka. Fragment etykiety wykraczajacy poza to po-
krycie dostarcza informacje o kolejnym fragmencie sekwencji w oryginalnym tancuchu.

Na rysunku 6.2 przedstawiono graf dla sekwencji z rysunku 6.1. Wierzchotki od v; do
vg odpowiadaja kolejno sekwencjom: Ss1, S11, So2, Si2, S23, S13, S24, S14.

L (D—s(D)—(n

’ Vo < G;\{ Vs
O

RYSUNEK 6.2: Graf dla przypadku bez bledéw - rysunek pogladowy

Zdefiniowany w ten sposob graf jest wiec grafem sprzezonym.
Dla dowolnego tuku (v;, vj) w grafie G, gdzie (v; € Vi Avj € Vo) V (v; € Va Avj € Vi),
waga tuku spelnia réwnanie:
w: A— NN, w(v;,vj) =p
gdzie p spelnia nastepujacy warunek:
Vee(1,2,..py Silk — 1+ q) = s5(q)

dodatkowo musi by¢ spelniony warunek:

Si(/{? — 1) S (Cl U CQ)
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gdzie s;(q) oznacza g-ta litere etykiety wierzchotka v;, C to zbidr liter odpowiadajacy
aminokwasom po ktérych nastepuje ciecie w pierwszym eksperymencie, natomiast Co
to zbiér liter odpowiadajacy aminokwasom po ktoérych moglo zajsé ciecie w drugim
eksperymencie. Litera poprzedzajaca natozenie odpowiada aminokwasowi, po ktérym
moglo zajs$¢ ciecie.

Powyzszy warunek mozna wykorzysta¢ do sprawdzenia, czy istnieje tuk pomiedzy
wskazang para wierzchotkéw, a co za tym idzie do utworzenia wszystkich tukéw bazujac
na danym zbiorze wierzchotkéw.

Ponizej przedstawiono metode budowania grafu w oparciu o wyniki eksperymentu
obliczeniowego:

METODA BUDOWANIA GRAFU PEPTYDOWEGO G = (V, A)

1. Utworzenie zbioru wierzchotkéw V7, kazdy wierzcholek odpowiada krotkiej sekwen-
cji powstalej z trawienia dlugiego peptydu pierwsza endopeptydaza

2. Utworzenie zbioru wierzchotkéw Vs, kazdy wierzchotek odpowiada krétkiej sekwen-
cji powstalej z trawienia dlugiego peptydu druga endopeptydaza

3. Kazdemu wierzchotkowi v € V, gdzie V = V; U Vs, zostaje przyporzadkowana
etykieta e(v). Etykieta wierzcholka jest stowem nad alfabetem X. Stowo to repre-
zentuje peptyd powiazany z tym wierzchotkiem.

4. Utworzenie tukéw (v;,v;), gdzie (v; € Vi Av; € Vo) V (v; € Vo Avj € Vi) oraz
€(v;) zakoniczona jest litera ze zioru Cy (gdy v; € Vi) lub litera ze zbioru Cy (w
przeciwnym wypadku). Warunkiem utworzenia tuku jest istnienie takiego p > 0,
ze spetniony jest warunek: Vocri o 5y Si(k—1+¢q) = s;(q). Dodatkowo wymagane
jest aby s;(k — 1) € (C1 U Cy). Lukowi przyporzadkowuje sie wage p.

Skonstruowany za pomoca zaproponowanego algorytmu graf jest dwudzielny i sprze-
zony. Klase graféow, ktora przedstawia wyniki eksperymentu obliczeniowego, nazwano
grafami peptydowymi. Ponizej formalna definicja tej klasy graféw:

Def. 6.3.1. Niech ¥ bedzie alfabetem takim, ze |3| = 20. Niech C i Cy beda roztacz-
nymi podzbiorami ¥, takimi ze |C7 U Cy| < 20. Dwudzielny Graf sprzezony G = (V, A)
nazywamy grafem peptydowym, jesli mozliwe jest przypisanie kazdemu wierzchotkowi v
tego grafu etykiety e(v) = ((I1(v),l2(v), ..., ly(y) (v)) dlugodci k(v) 1 takiej, ze:

1. k(v) > 2

2. VoevVieq 2, kwpli(v) €

3. (v1,v2) € A& Fpsonp<minfh(or)k(va)} Vie{1,2,...p3li (V2) = l(or)—pri(V1)
4. (Ficpnli(vi) € C1 Al € C2) V (Fickw)li(vi) € Ca Alggoy) € Ch)

Rozwiazaniem problemu asemblacji bez bledéw w grafie peptydowym G = (V, A) jest
skierowana $ciezka przechodzaca przez kazdy wierzcholek tego grafu dokltadnie raz, czyli
skierowana $ciezka Hamiltona w grafie G. Pokazano, ze graf ten jest grafem sprzezonym
[26][6]. Problem znalezienia skierowanej Sciezki Hamiltona w grafie sprzezonym mozna
sprowadzi¢ do znalezienia skierowanej drogi Eulera w innym grafie. Znane sa wielomia-
nowe algorytmy znajdowania skierowanej drogi Eulera, wiec rozwazany problem jest
latwy obliczeniowo.

Zostanie wykazane, ze grafy peptydowe sg izomorficzne z klasg dwudzielnych graféw
sprzezonych. Pokazano, ze kazdy graf peptydowy jest dwudzielnym grafem sprzezonym
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[26][6]. Nalezy jeszcze pokazaé, ze kazdy dwudzielny graf sprzezony moze zostaé zaety-
kietowany w taki sposob, aby spelnial wymogi formalnej definicji graféw peptydowych.

Na potrzeby dowodu zostanie wprowadzona pomocnicza klasa uproszczonych graféow
peptydowych:

Def. 6.3.2. Niech ¥ bedzie alfabetem takim, ze |X| = 3. Niech C 1 Cy beda roztacznymi
podzbiorami 3, takimi ze |C| = 1 oraz |Cy| = 1. Dwudzielny graf sprzezony G = (V, A)
nazywamy uproszczonym grafem peptydowym, jesli mozliwe jest przypisanie kazdemu
wierzchotkowi v tego grafu etykiety e(v) = ((I1(v),l2(v), ..., Ik (v)) (gdzie k(v) to dlugosé
etykiety €(v)), takiej ze:

1. k(v) > 2

2. VoevVieq12,. kwpli(v) € X

3. (v1,v2) € A Ty onpemin{k(oy) k(v2)} Vie(1,2,...p1i (V2) = le(oy)—pri(V1)
4. (Ficpnli(vi) € C1 Nl € C2) V (Fickw)li(vi) € Ca Alggoy) € Ch)

Ponizej podano algorytm, ktéry przyporzadkowuje wierzchotkom dwudzielnego grafu
sprzezonego etykiety w taki sposéb, ze powstaty graf jest uproszczonym grafem pepty-
dowym:

1. Wierzchotki grafu G zostaja rozdzielone na podzbiory p1 Ups U ... Up, =V, takie
ze p; N p; = () dla kazdego ¢ # j. Do kazdego zbioru naleza tylko te wierzcholki,
ktorych lista nastepnikow jest taka sama.

2. Kazdemu zbiorowi p; przyporzadkowuje sie liczbe .

3. Wierzcholki grafu G zostaja rozdzielone na podzbiory r;1 Ura U ...Ur, =V, takie
ze r; Nr; = O dla kazdego i # j. Do kazdego zbioru naleza tylko te wierzcholki,
ktorych lista poprzednikéw jest taka sama.

4. Kazdemu zbiorowi r; przyporzadkowuje si¢ pewna liczbe naturalna:

i. jedli istnieje tuk (vg,vp), taki ze vy € rp oraz v, € pj, to przyporzadkuj
zbiorowi rj ta sama liczbe, ktéra przyporzadkowano zbiorowi p;.

ii. jesli zaden tuk nie spelnia powyzszego warunku, to przyporzadkuj zbiorowi
r; najnizszy unikalny numer (najmniejsza liczba naturalna, ktora nie jest
zwiazana z zadnym zbiorem p; ani ze zbiorem 7;).

5. Zgodnie z zasada dwudzielnosci, wierzchotki grafu sa podzielone na dwa zbiory
V=Vuls.

6. Etykiety sa stowami nad alfabetem L; = a,b, c. Etykiety przyporzadkowuje sie
wszystkim wierzchotkom ze zbioru V' w nastepujacy sposob:

i. kazdemu wierzchotkowi v; € Vj przyporzadkowuje sie etykiete I(v;) =, ,b";

ii. kazdemu wierzchotkowi v; € Vo przyporzadkowuje sie etykiete I(v;) =, ,a”;

iii. Niech S bedzie zbiorem stéw nad alfabetem L; takich, ze S = ¢*. dla kazdego
wierzchotka v; € V, gdzie v; € pj wybierz stowo s € S, takie ze length(s) = p;.
Przyporzadkuj I(v;) = L(v;) + s, gdzie ,+” jest operacja konkatenacji;

iv. dla kazdego wierzchotka v; € V, gdzie v; € rj, wybierz stowo s € §, takie
ze length(s) = rj. Przyporzadkuj l(v;) = s + L(v;), gdzie .+ jest operacja
konkatenacji;
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v. etykiecie kazdego wierzchotka v; € V) przyporzadkuj: [(v;) = (v;)+, ,d”, gdzie
.17 jest operacja konkatenacji;

vi. etykiecie kazdego wierzchotka v; € Vo przyporzadkuj: [(v;) = (v;)+,, 0", gdzie
-1 jest operacja konkatenacji;

Graf zaetykietowany wedtug powyzszej procedury moze reprezentowaé¢ wyniki rozwa-
zanego eksperymentu biochemicznego. Litera ,a” reprezentuje aminokwas, po ktérym
nastepuje cigcie w eksperymencie z wykorzystaniem pierwszej endopeptydazy a litera
b7 reprezentuje aminokwas, po ktérym nastepuje ciecie w eksperymencie z wykorzy-
staniem drugiej endopeptydazy.

Do zaetykietowania grafu wykorzystano 3 litery otrzymujac uproszczony graf pep-
tydowy. Mozna pokazaé, ze graf zaetykietowany wedlug zaproponowanej procedury za
pomoca k—literowego alfabetu, mozna réwniez zaetykietowaé¢ za pomoca k + 1 litero-
wego alfabetu. W tym celu alfabet L; rozszerza sie o dodatkows litere u i wykonuje sie
dowolny z ponizszych krokéw:

- Do zbioru liter symbolizujacych aminokwasy, po ktérych tnie endopeptydaza w
pierwszym eksperymencie dodaje sie ,u”, losowe wystapienia litery ,a” zostaja
zastgpione literg ,u”.

- Do zbioru liter symbolizujacych aminokwasy, po ktérych tnie endopeptydaza w
drugim eksperymencie dodaje sie ,,u”, losowe wystapienia litery ,,b” zostaja zasta-
pione litera ,,u”.

- Dla wszystkich wierzchotkéw z wybranego zbioru p; sufiks etykiety c*a zostaje
zamieniony na ua. Analogiczng zmiane przeprowadza sie dla prefikséw wszystkich
wierzchotkéw ze zbioru 7, ktéry ma przyporzadkowang ta sama liczbe co zbidr p;.

W ten sposéb etykiety zbudowane nad alfabetem 3-literowym mozna rozszerzy¢ do
etykiet zbudowanych nad alfabetem 20-literowym, uzyskujac graf peptydowy. Aby otrzy-
many graf reprezentowal rzeczywisty wynik eksperymentu biochemicznego, wymagane
jest uwzglednienie jeszcze jednej uwagi.

W wyniku dziatania zaproponowanej metody etykietujacej moze si¢ zdarzyé, ze dwa
wierzcholtki beda mialty taka sama etykiete. Sytuacja taka ma miejsce, gdy lista nastepni-
kéw tych dwoch wierzchotkéw jest taka sama oraz lista poprzednikéw tych wierzchotkéw
jest taka sama.

Ponizej pokazano jak mozna zmodyfikowaé metode, aby uniknaé powtarzania sie ety-
kiet. Graf nie zawierajacy powtarzajacych sie etykiet moze reprezentowaé sytuacje, gdy
eksperyment chemiczny nie dostarcza informacji o powtérzeniach. Jesli w wyniku proce-
dury przyporzadkowujacej etykiety, istnieje zbiér wierzchotkéw o takiej samej etykiecie,
to:

- Gdy wierzcholki nalezg do zbioru Vi, to litere b we wszystkich etykietach nalezy
zastapi¢ przez stowo, ktérego pierwsza i ostatnia litera to ,,b” i stowo to nie zawiera
zadnej innej litery ,b”, tak aby wybrane stowo bylo unikalne dla kazdego z tych
wierzchotkow.

- Gdy wierzchotki nalezg do zbioru V5, to litere a we wszystkich etykietach nalezy
zastapi¢ przez stowo, ktorego pierwsza i ostatnia litera to ,,a” i stowo to nie zawiera
zadnej innej litery ,a”, tak aby wybrane stowo bylo unikalne dla kazdego z tych
wierzchotkow.

Podsumowujac, dla dowolnej etykiety €(v) mozna wyrézni¢ 3 podlancuchy:
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- prefiks, ktéry determinuje tuki wchodzace do wierzchotka v,
- sufiks, ktéry determinuje tuki wychodzace z wierzchotka v,

- czes¢ pomiedzy prefiksem a sufiksem, ktéra moze zapewnié¢ unikalno$é wszystkich
etykiet.

Pokazano, ze kazdy dwudzielny graf sprzezony jest grafem peptydowym [26][6]. Aby
dla dowolnego grafu stwierdzi¢ czy jest grafem peptydowym, nalezy sprawdzi¢ czy jest
spéjnym grafem dwudzielnym i jednoczesnie sprzezonym.

Sprawdzenie, czy dany graf jest grafem sprzezonym, mozna przeprowadzi¢ w czasie
wielomianowym. Dla kazdej pary wierzchotkéw grafu przeprowadzane jest poréwnanie
zbioru nastepnikéow tych wierzchotkéw. Aby graf byl grafem sprzezonym, to dla kaz-
dej pary wierzchotkéw zbiér nastepnikéw musi by¢ taki sam albo ich iloczyn musi by¢
zbiorem pustym. Sprawdzenie to mozna przeprowadzi¢ w czasie O(n?), gdzie n ozna-
cza liczbe wierzchotkéw grafu. Algorytm 1 sprawdza, czy graf jest grafem sprzezonym,
przy zalozeniu, ze reprezentacja grafu jest macierz sasiedztwa. Istnieniu tuku pomie-
dzy dwoma wierzchotkami odpowiada w macierzy wartos¢ 1, w przeciwnym wypadku
warto$¢ w macierzy to 0. Po wykonaniu algorytmu zmienna ,sprzezony” przechowuje
iformacje, czy graf jest grafem sprzezonym.

Algorithm 1 Algorytm sprawdzajacy czy graf jest grafem sprzezonym

1: sprzezony = true;
2: for i:=1 ton do

3: for j:=i ton do

4: wspolny = false;

5: rozny = false;

6: for k:=1 to n do do

T: if M[i][k] == M[j][k] then
8: wspolny = true

9: end if

10: if M[i][k] '= M[j][k] then
11: rozny = true;

12: end if

13: end for

14: if wspolny AND rozny then
15: sprzezony:=false;

16: end if

17: end for

18: end for

Sprawdzenie czy graf jest dwudzielny mozna sprowadzi¢ do kolorowania wierzchot-
kowego grafu dwoma kolorami. Jesli istnieje takie pokolorowanie grafu to jest on dwu-
dzielny. Problem kolorowania grafu dwoma kolorami jest tatwy obliczeniowo. Algorytm 2
sprawdza mozliwo$¢ wierzchotkowego pokolorowania grafu dwoma kolorami i jego spoj-
nosé¢ w czasie liniowym. Algorytm ten nalezy wykonaé dla nieskierowanej wersji grafu. Po
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zakonczeniu dzialania algorytmu zmienna ,spojny” oraz zmienna ,kolorowalny” prze-
chowuja informacje kolejno o tym czy graf jest spdjny oraz czy daje sie pokolorowaé
wierzchotkowo dwoma kolorami.

Algorithm 2 Procedura sprawdzajaca, czy graf jest spdjny i mozna go pokolorowaé
dwoma kolorami

procedure KOLORUJ(v, kolor)

kolor(v) = kolor;
if kolor = bialy then
kolor2 = czarny
else
kolor2 = bialy
end if
for all nastepnik(v) do
if kolor(nastepnik(v)) == kolor then
kolorowalny := false;
end if
if kolor(nastepnik(v)) == brak then
koloruj(nastepnik(v),kolor2)
end if
end for
end procedure
dwudzielny = true
spojny = true
koloruj(vy,czarny)
for all v do
if kolor(v) == brak then
spojny = false;
end if

end for

Podsumowujac, sprawdzenie dla dowolnego grafu, czy jest grafem peptydowym jest
problemem tatwym obliczeniowo. W pracy przedstawiono algorytm, ktory rozwiazuje to
zagadnienie w czasie O(n?3).

6.4 Przypadek bez bledéw z dodatkowg informacja o roz-
ktadzie aminokwaséw

Rozwazany jest eksperyment biochemiczny bez btedéw, gdzie dodatkowo przeprowa-
dzono pelne trawienie w celu otrzymania informacji o licznosci (rozkladzie) poszcze-
gblnych aminokwaséw w oryginalnej czasteczce. Zostanie zaproponowany wielomianowy
algorytm dokladny rozwigzujacy ten przypadek. Zostalo pokazane, ze przypadek bez
bledéw i bez informacji o rozkladzie aminokwaséw jest tatwy obliczeniowo [26][6]. Ana-
lize mozna wiec sprowadzi¢ do odpowiedzi na pytanie czy dodanie dodatkowej informacji
ma wplywa na ztozono$¢ obliczeniows tak zmodyfikowanego problemu.
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Rozwiagzaniem w przypadku sytuacji idealnej jest dowolna skierowana $ciezka Hamil-
tona w grafie peptydowym. W przypadku, gdy dana jest informacja o licznoéci amino-
kwaséw, rozwigzaniem problemu jest taka skierowana $ciezka Hamiltona w grafie, dla
ktorej powiazany z nia tancuch znakéw posiada oczekiwany rozktad liter.

Zostanie wprowadzony graf G’ = (V, A"), ktéry jest modyfikacja grafu peptydowego
G = (V,A). W G’ wprowadza si¢ tuki pomiedzy wierzchotkiem odpowiadajacym ostat-
niej krotkiej sekwencji a kazdym innym wierzchotkiem tego grafu. Nowe huki maja diu-
gos¢ 0. Skoro istnieje skierowana $ciezka Hamiltona w G, to musi istnie¢ skierowany cykl
Hamiltona w G’.

Trzeba zauwazy¢, ze suma wag tukéw kazdego skierowanego cyklu Hamiltona w G’
jest taka sama. Wynika to z faktu, Zze niezaleznie od polozenia wierzchotka w permu-
tacji, zawsze wychodzi i wchodzi do tego wierzchotka tuk o tej samej wadze. Usuwajac
jeden dowolny tuk ze skierowanego cyklu Hamiltona, otrzymuje sie skierowana $ciezke
Hamiltona. Suma wag tej skierowanej $ciezki jest rowna sumie wag skierowanego cyklu,
pomniejszonej o wage usunietego tuku.

Zostanie rozwazony przypadek pesymistyczny, gdy graf G’ jest dwudzielnym grafem
pelnym - ma %2 tukéw. Skoro kazdy skierowany cykl Hamiltona w G’ ma tg samg sume
wag (dlugosé), to moze istnie¢ co najwyzej % réznych dlugosci skierowanych $ciezek
Hamiltona w G’, w zalezno$ci ktéry tuk zostanie usuniety. Pomimo, ze liczba skiero-
wanych $ciezek Hamiltona w G’ moze by¢ wykladnicza wzgledem liczby wierzchotkéw,
to liczba mozliwych dlugosci tych skierowanych Sciezek jest wielomianowo ograniczona
wzgledem liczby wierzchotkéw. Trzeba zauwazyé, ze spostrzezenie to przeklada si¢ na
liczbe mozliwych do uzyskania dlugich sekwencji zwiazanych z tymi $ciezkami. Pomimo,
ze liczba uzyskanych skierowanych Sciezek Hamiltona moze by¢ wyktadnicza wzgledem
liczby wierzcholkéw |V|, to istnieje co najwyzej %2 mozliwych do uzyskania sekwencji.

Usuniecie tuku ze skierowanego cyklu Hamiltona mozna sprowadzi¢ do wskazania,
ktory wierzchotek grafu bedzie pierwszy, a ktory wierzchotek bedzie ostatni w uzyskanej
skierowanej $ciezce Hamiltona. Zaktadajac, ze z cyklu usunieto tuk (vj,v;), uzyskana
skierowana Sciezka Hamiltona rozpoczyna si¢ wierzchotkiem v;, a ostatnim wierzchol-
kiem tej Sciezki jest v;. Podsumowujac, wybor dwdch wierzchotkéw grafu jako wierz-
chotka rozpoczynajacego i koniczacego skierowang Sciezke Hamiltona w grafie jest réw-
noznaczny z wyborem dlugosci $ciezki Hamiltona w G’ - kazda skierowana $ciezka Ha-
miltona pomiedzy tymi dwoma wierzchotkami ma taka sama dtugosé, a co za tym idzie,
kazda sekwencja uzyskana na podstawie tego rozwigzania ma taki sam rozklad amino-
kwasow.

Znalezienie skierowanej $ciezki Hamiltona w grafie G’ jest problemem latwym - spro-
wadza sie do rozwiazania problemu asemblacji bez btedéw, ktory zostal przedstawiony
w poprzednim podrozdziale. Rozwiazanie rozwazanego w tym podrozdziale problemu
sprowadza sie do znalezienia n? réznych skierowanych éciezek Hamiltona w G’ (pomie-
dzy kazda para wierzcholkéw tego grafu) oraz wybraniu tej skierowanej Sciezki, dla
ktorej uzyskana sekwencja spelnia wymaganie dotyczace rozktadu aminokwaséw. Pro-
blem asemblacji bez bledéw z dodatkowa informacja o rozkladzie aminokwaséw jest wiec
latwy obliczeniowo.

6.5 Przypadek bez wszystkich cieé¢

6.5.1 Definicja problemu i model matematyczny

W przypadku braku wszystkich cieé¢ sytuacja jest znacznie bardziej skomplikowana.
Gléwna réznica polega na tym, ze nie mozna zaklada¢ maksymalnego nalozenia sie
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dwéch tancuchéw. Nalezy rozwazyé kazde mozliwe nalozenie dwoch tancuchéow, ktére
poprzedzone jest aminokwasem, po ktérym mogto nastapi¢ ciecie.

W przypadku idealnym, gdy zachodza wszystkie ciecia i nie ma powtérzen, to kazde
miejsce w oryginalnej czasteczce jest pokryte krétkimi tancuchami doktadnie dwukrot-
nie - raz w kazdym zbiorze peptydéw. Gdy nie ma wszystkich cie¢ to moze wystapié
wielokrotne pokrycie oryginalnej czasteczki krotkimi peptydami. Nie jest zatem mozliwe
odgérne stwierdzenie czy pewna sekwencja, ktora jest podsekwencjg innej, rzeczywiscie
pokrywa ten sam fragment oryginalnej czasteczki a co za tym idzie moze by¢ usunieta z
dalszych rozwazan.

Podsumowujac, dwie zasadnicze zmiany w stosunku do sytuacji idealnej to:

- Moga istnie¢ dowolne natozenia dwdch sekwencji z innych zbioréw, ktére sa po-
przedzone aminokwasami, po ktérych moglo zajéé ciecie.

- Jesli dana sekwencja zawiera si¢ w pewnej sekwencji z innego zbioru, to nie jest to

wystarczajaca przestanka, aby usunaé¢ ta sekwencje.

ORYGINALNA SEKWENCIA

[clofafefefcfolafelrla]c]
Krotkie peptydy trawione endopeptydaza I (ciecie po "A")
su[c[o[ale[r[cTo]A]  s.[efe[e]c]
Krotkie peptydy trawione endopeptydaza II (ciecie po "F")
Su[cIoTATeTFfcTolaelF]  sp[e]c]

Natozenie 1:

splclolafefefc]o]A]

sufclolalefrfcfofa]e]F]
s [elFle]c]
s[6]c]

Matozenie 2:

s[cfoTalefe[c]o] A]

sulclola[e]r]c]o]a]e]F]

Suf e[ Fle]c]

RYSUNEK 6.3: Przykladowa sekwencja i jej asemblacja dla problemu bez wszystkich
cigé¢ (rysunek wlasny)

W rozprawie rozwaza sie problem, ktéry mozliwie najlepiej opisuje rzeczywista sytu-
acje. Zaklada sie, ze mogg istnie¢ btedy negatywne wynikajace z powtorzen. Dodatkowo
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znany jest rozklad aminokwaséw asemblowanej czasteczki, ktéry mozna uzyskaé prze-
prowadzajac pelne trawienie.

Podobnie, jak wczeéniej, krétkim peptydom przyporzadkowuje sie odpowiadajace im
stowa zbudowane nad 20-literowym alfabetem .. Problem mozna zdefiniowaé¢ nastepu-
jaco:

Problem 6.1.

Instancja: Multizbiér S ciagdéw znakéw nad alfabetem ¥ (X-zbiér wszystkich symboli
reprezentujacych poszczegdlne aminokwasy), rozklad D symboli z alfabetu X, np. zbiér
par (z,1) dla wszystkich symboli = z alfabetu X, gdzie i jest liczba calkowita dodatnia.
Odpowiedz: Superciag dla multizbioru ciaggdéw S, spelniajacy rozktad D.

Rozwazany problem jest silnie NP-trudny [27]. Nie istnieja wielomianowe algorytmy
rozwiazujace ten problem, jesli P # NP.

Wiyniki tej wersji eksperymentu biochemicznego mozna przedstawié¢ za pomocsa grafu
G" = (V" A"). Wierzchotki V" tego grafu odpowiadaja krétkim peptydom. Przyporzad-
kowuje sie im etykiety - stowa utworzone nad alfabetem 3 i reprezentujace te peptydy.
Podobnie, jak w przypadku idealnym, zbiér V" jest podzielony zgodnie z zasada dwu-
dzielnosci: V" = V' U VY oraz V" N Vy = (. Kazdy ze zbioréw V{’, V4’ odpowiada
wynikom trawienia dtugiego tancucha inng endopeptydazg.

Istnieje tuk (vi,v,7) w G”, gdzie (v; € Vi Avj € Vo) V (v; € Va Awj € Vi), gdy istnieje
p > 0, takie ze spelnione sa nastepujace warunki:

- Veeq1,2,..py Silk — 14 ¢q) = s;(q)-
- Si(k — 1) e CoNv; € Vlll) V (Sz(k — 1) e CiANv; € V2”)

Wartos¢ p, dla ktorej spetnione sg powyzsze warunki, to dtugo$¢ poprawnego natozenia
sie etykiet dwoch wierzcholkéw. Dla pary wierzchotkéw (v;,v;) moze istnie¢ wiecej niz
jedna taka warto$¢, czyli wiecej niz jedno mozliwe natozenie ich etykiet. Przedstawiony
graf jest wiec multigrafem.

Kazdemu tukowi przyporzadkowuje siec wage. Waga w; kazdego tuku a; € A zdefi-
niowano jako zbiér par (z,n) dla wszystkich symboli z; € ¥, gdzie n oznacza liczbe
wystapien odpowiedniej litery w tym fragmencie etykiety, ktory bierze udzial w nato-
zeniu. w; nie reprezentuje wiec pojedynczej wartosci (dlugosci nalozenia), jak to mialo
miejsce w przypadku grafu modelujacego sytuacje idealna, tylko reprezentuje rozktad
wszystkich aminokwaséw w tym nalozeniu. Podobnie definiuje sie wagi w(v) dla wszyst-
kich wierzchotkéw v € V", jako zbiér par (z,n) dla wszystkich symboli x; € ¥, gdzie n
to liczba wystapien danej litery w etykiecie wierzchotka v. Na potrzeby dalszych rozwa-
zan przydatne bedzie réwniez zdefiniowanie dlugosci tuku. Diugosé tuku to liczba liter
prefiksu nastepnika (poprzednika), ktéry determinuje istnienie tego tuku.

W sytuacji gdy dane sa wszystkie ciecia, to kazdy fragment asemblowanego tancucha
jest pokryty dokltadnie dwa razy - raz w kazdym zbiorze krotkich peptydéow. W tym
wypadku mozna usunaé peptydy, ktére zawieraja sie w sekwencjach z drugiego zbioru.
Po usunieciu takiego peptydu, dany fragment tancucha nadal jest jednokrotnie pokryty.
W sytuacji, gdy nie ma wszystkich cie¢, dany fragment tancucha moze byé pokryty
w spektrum wielokrotnie. Aby odtworzy¢ kolejno$é krétkich tancuchéw wystarcza, aby
kazde miejsce w gléwnym tancuchu bylo pokryte co najwyzej dwukrotnie. Pozostale
fragmenty mozna usunac.

Celem ponizszych rozwazan jest sprowadzenie problemu do sytuacji, gdzie kazde miej-
sce w oryginalnej czasteczce bedzie pokryte co najwyzej przez dwie krotkie sekwencje.
Dla kazdego takiego wierzchotka dokonuje sie wiec decyzji, czy nalezy go usunaé czy
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zachowaé. Jedli graf G” zawiera |V| = n wierzcholkéw, to istnieje 2" réznych podzbio-
row wierzchotkéw, ktore mozna otrzymaé w procesie decyzyjnym. Rodzina podgraféw
indukowanych grafu G” zawiera 2" graféw. Musi istnie¢ co najmniej jeden graf o nale-
zacy do tej rodziny, taki ze peptydy odpowiadajace wierzchotkom tego grafu pokrywaja
co najwyzej dwukrotnie dowolny fragment szukanej czasteczki. Rozwigzanie problemu
asemblacji zdefiniowane w teorii graféw polega na znalezieniu « oraz znalezienie takiej
$ciezki Hamiltona w tym grafie, dla ktorej zwigzana z ta Sciezkg sekwencja aminokwa-
séw posiada szukany rozklad. Niech D , W; oraz @ (v;) beda 20-wymiarowymi wektorami
zwiazanymi z odpowiadajacymi im parami (x,n). Aby przeprowadzi¢ konwersje par do
wektorow, zaklada sie ze pary zostaly uporzadkowane rosnagco alfabetycznie wzgledem
litery . Kazdy wymiar zostal oznaczony odpowiednia literg x. Warto$é¢ w tym wymiarze
to odpowiadajace n. Majac zdefiniowane wektory mozna wprowadzi¢ wzor wyznaczajacy
rozklad liter dla dowolnej $ciezki Hamiltona:

E = Zvvea w(v) ~ vaieR Wi

gdzie R to zbiér tukéw nalezacych do Sciezki Hamiltona.

GRAF G" = (V",A")

RYSUNEK 6.4: Graf G” dla przykladowej sekwencji z rysunku 6.3 (rysunek wlasny)

Opis grafu dla przyktadu:

[A,B,C,D,E,F,G,...]

v - w(v1) = [2,0,2,2,1,1,0,...]
etykieta = "CDAEFCDA"
vy - w(ve) = [2,0,2,2,2,2,0,...]
etykieta = "CDAEFCDAEF"
vy - w(vs) = [0,1,0,0,1,1,1,...]
etykieta = "EFBG"
vy - w(vg) = [0,1,0,0,0,0,1,...]
etykieta = "BG"
u(al) = [2,0,2,2,1,1,0,...]
w(az) = [1,0,1,1,0,0,0,...]
w(as) = [0,1,0,0,1,1,0,...]
w(as) = [0,1,0,0,0,0,1,...]
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Warto przypomnieé twierdzenie ,no free lunch”. Zgodnie z nim, dla dowolnej funkcji
celu nie da sie okresli¢, ktory algorytm optymalizacji jest najlepszy. Aby wybraé najlep-
szy algorytm optymalizacji dla konkretnej sytuacji, potrzeba dodatkowych zatozen do-
tyczacych wystepowania pewnych regularnosci w optymalizowanej funkcji. W praktyce
wynika z tego twierdzenia, ze warto zaimplementowaé kilka metod optymalizacyjnych,
aby sprawdzi¢, ktora metoda najlepiej sie sprawdzi w przypadku konkretnej funkcji celu.

W literaturze zaprezentowano dwie metody Tabu [10][7], ktére rozwiazuja trudna
wersja problemu asemblacji. Dla rozwazanego w pracy NP-trudnego problemu asembla-
cji, przedstawiony zostanie algorytm ewolucyjny oraz metaheurystyka GRASP. Bazujac
na wynikach eksperymentu oraz wtasciwosciach badanego problemu, w niniejszej pracy
zaproponowano heurystyke dedykowana.

6.5.2 Algorytm Ewolucyjny

Jak wspomniano, zaadaptowanie idei algorytmu ewolucyjnego do rozwiazania konkret-
nego problemu polega na zdefiniowaniu:

- sposobu kodowania

- érodowiska (funkcji przystosowania)
- operatoréw genetycznych

- schematu algorytmu

Sposéb kodowania okresla w jaki sposdéb zakodowane beda rozwiazania problemu,
czyli osobniki oraz ich genotypy. Trzeba przypomnieé, ze rozwiazaniem problemu jest
skierowana $ciezka Hamiltona pewnym podgrafie indukowanym grafu G”, ktéra spelnia
rownanie dotyczace rozktadu liter. Osobnikiem jest dowolna $ciezka w dowolnym grafie
indukowanym grafu G”. Nalezy wprowadzi¢ jednak pewne ulatwienie, aby znajdowa-
nie rozwiazan dopuszczalnych (generowanie osobnikéw) byto problemem latwym. Graf
H = (V" A") powstaje z grafu G” w ten sposéb, ze miedzy kazda para wierzchotkéw,
pomiedzy ktérymi nie ma zadnego tuku w G”, wprowadza si¢ tuk o wektorze zerowym w
H. Luk ten reprezentuje brak naltozenia i polozenie jednego kroétkiego tancucha za dru-
gim. Dzieki tej modyfikacji graf H jest grafem pelnym. Znalezienie dowolnej skierowanej
$ciezki Hamiltona w grafie pelnym jest problemem tatwym - jest to dowolna permutacja
wierzcholtkow tego grafu. Podsumowujac, rozwigzanie zostalo zakodowane jako cigg na-
przemiennie wystepujacych wierzchotkéw i tukéw w dowolnym podgrafie indukowanym
grafu H [7].

Funkcjg przystosowania osobnika o; do srodowiska jest réznica w rozkladzie liter po-
miedzy szukanym rozkladem a rozkladem liter w sekwencji zwiazanej z ta $ciezka Ha-
miltona, ktora okresla genotyp osobnika o;:

f(o:) = |D - E|

Funkcja ta jest minimalizowana.

W gtéwnej petli algorytmu ewolucyjnego wykonuje si¢ kolejno reprodukcje, operatory
genetyczne oraz sukcesje. Reprodukcja oraz sukcesja sg wspolnie okreslane jako selek-
cja. Reprodukcja jest mechanizmem polegajacym na doborze osobnikéw do krzyzowania i
mutacji w celu stworzenia nowej populacji. Osobniki o lepszym przystosowaniu sa wybie-
rane do procesu reprodukcji z wiekszym prawdopodobienstwem. Do wyboru osobnikéw
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do procesu reprodukcji wykorzystano metode ruletkowa, prawdopodobienstwo wyboru
osobnika jest odwrotnie proporcjonalne do wartosci jego funkcji przystosowania:

fmax 7f(0i)
Zm (fmax _f(m))

W procesie reprodukcji wybierane sg dokladnie dwa osobniki. Sukcesja okresla sposéb
utworzenia nowego pokolenia osobnikow. Jesli, uzyskany w wyniku dziatania operatoréw
genetycznych, nowy osobnik jest lepiej przystosowany do srodowiska niz osobnik najsta-
biej przystosowany osobnik populacji, to nowy osobnik zastepuje tego osobnika i w ten
spos6b zostaje utworzone nowe pokolenie.

Operatory genetyczne to krzyzowanie oraz mutacja. Krzyzowanie pozwala na wymiane
informacji pomiedzy osobnikami. W ramach eksperymentu obliczeniowego przetestowano
dwa znane operatory krzyzowania: PX oraz LOX. Jednak najlepsze wyniki uzyskano dla
operatora krzyzowania, ktérego dzialania przedstawia 3 [7].

ploi) =

Algorithm 3 Operator krzyzowania

Wybierz 2 osobniki X; oraz X; do krzyzowania wedlug zasad selekcji ruletkowe;j
S := wszystkie wspélne podciagi X; i X
NewSolution = pobierz losowo element z S
for i:=2 to rozmiar(S) do
NewSolution = NULL;

Pobierz losowo element z S

Wstaw go na takiej losowej pozycji j w NewSolution, ze element NewSolution(j-
1) zawiera niezerowe nalozenie z elementem NewSolution(j) oraz element NewSolu-
tion(j) zawiera niezerowe nalozenie z elementem NewSolution(j+1)
8: Jedli bylo to niemozliwe, to wstaw go na takiej losowej pozycji NewSolution(j),
ze istnieje niezerowe naltozenie z NewSolution(j-1) lub NewSolution(j+1)
9: Jedli to niemozliwe to wstaw go na losowej pozycji w NewSolution
10: end for

Jako niezerowe natozenie rozumie sie tuk o niezerowej wadze pomiedzy ostatnim wierz-
chotkiem jednej podsciezki a pierwszym wierzchotkiem drugiej podsciezki. Dla dwdch
wybranych do krzyzowania osobnikéw X; oraz X, tworzony jest zbiér S zawierajacy
wszystki wspolne podsciezki dla tych rozwigzan. Ponizszy przyktad prezentuje sposob
budowania S:

Xi=1"v1€10V2€20U3€3V5€E4 04

Xj = V1 e1v2€e2V3€304 €55

Zbior S = {vy e; vg eg V3, vy, U5}

Nowe rozwiazanie jest budowane w oparciu o zbiér wspdlnych podsciezek S. Dopdki
S nie jest pusty, losowo wybierana jest podéciezka, ktéra usuwa sie ze zbioru i umieszcza
w tymczasowym rozwiazaniu NewSolution. NewSolution to ciag wspdlnych podsciezek
potaczonych tukami. Dodajac nowa podéciezke do rozwiazania rozwaza sie jej dodanie w
dowolnym miejscu tego ciagu (na poczatku, na koncu lub pomiedzy dwoma innymi pod-
Sciezkami w $rodku ciagu). Dla kazdego miejsca w podciagu, gdzie moze zosta¢ umiesz-
czona podsciezka, nalezy rozwazy¢ wszystkie mozliwe tuki pomiedzy wierzchotkami tej
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podsciezki a wierzchotkami $ciezek sasiednich a nastepnie:

- Jedli istnieja takie potozenia podsciezki w ciagu, ze do pierwszego wierzchotka pod-
Sciezki wchodzi niezerowy tuk ORAZ z ostatniego wierzchotka podsciezki wychodzi
niezerowy tuk, to jako poprawne naltozenie wybierane jest z réwnym prawdopodo-
bienistwem jedno z takich nalozen wraz z tymi tukami; w przeciwnym wypadku

- Jedli istnieja takie potozenia podsciezki w ciagu, ze do pierwszego wierzchotka pod-
Sciezki wchodzi niezerowy tuk ALBO z ostatniego wierzchotka podsciezki wychodzi
niezerowy tuk, to jako poprawne naltozenie wybierane jest z réwnym prawdopodo-
biefistwem jedno z takich nalozen wraz z tymi tukami; w przeciwnym wypadku:

- Wybierane jest z réwnym prawdopodobienstwem dowolne natozenie wraz z tukami
zerowymi

Zaproponowany probabilistyczny operator krzyzowania daje znacznie lepsze wyniki
niz dwa popularne operatory krzyzowania.

Mutacja to wymiana fragmentéw kodu w jednym osobniku. Prawdopodobienstwo mu-
tacji zostalo okreslone eksperymentalnie i wynosi p = 0.05. Pseudokod 4 pokazuje dzia-
tanie mutacji dla pewnego osobnika Xj.

Algorithm 4 Pseudokod mutacji

1: procedure MUTACJA(X})

2 Wybranie losowo 2 wierzchotkéw v; oraz v; w rozwigzaniu Xy,

3: zamiana wierzchotkéw miejscami

4 Wybranie losowo (jesli istnieja) niezerowych tukéw pomiedzy wstawionymi wierz-
chotkami a ich sasiadami

5: Wybranie tukéw o wartoéci ”0”miedzy tymi wstawionymi wierzchotkami a ich
sasiadami, pomiedzy ktorymi nie istnieja tuki niezerowe

6: end procedure

Zaproponowany operator krzyzowania, ktory preferuje rozwigzania o niezerowych tu-
kach, uzyskal najlepsze wyniki podczas eksperymentu obliczeniowego. Mozna to wyttu-
maczy¢ tym, ze korzysta on z dodatkowej wiedzy dotyczacej problemu - kiedy to mozliwe
wybiera niezerowe tuki. Tylko takie tuki moga modelowaé rzeczywiste czesciowe naltoze-
nie dwoch krétkich peptydéw.

Nalezy zwrocié¢ uwage, ze preferowanie tukow o wyzszych wartosciach powinno prowa-
dzi¢ do lepszego rozwigzania. Istnienie tuku pomiedzy dwoma wierzchotkami modeluje
jedna z dwdéch ponizszych sytuacji:

- Odpowiadajace im peptydy rzeczywiscie pokrywaja ten sam fragment czasteczki,
a co za tym idzie cze$ciowo sie pokrywaja nawzajem,

- Odpowiadajace im peptydy pokrywaja catkowicie inne fragmenty oryginalnej cza-
steczki, jednak prefiks etykiety drugiego wierzchotka jest réwny sufiksowi etykiety
pierwszego wierzchotka.

Druga sytuacja oznacza, ze w rzeczywistym eksperymencie drugi krétki peptyd nie
wystepuje bezposrednio za pierwszym, jednak istnieje miedzy nimi tuk, ktéry modeluje
takie niepoprawne biologicznie nalozenie sie¢ dwoch sekwencji. Prawdopodobienstwo, ze
wystapi tuk o dlugosci k, ktory nie opisuje rzeczywistego nalozenia sie dwdch sekwencji
Wynosi:
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k
pllolei, o) = ) = (55)

Jest to prawdopodobienstwo, ze pierwsze k liter etykiety nastepnika jest takie samo
jak [ ostatnich liter poprzednika. Przy zalozeniu, ze natozenie tych etykiet nie mo-
deluje rzeczywistej sytuacji biologicznej, tzn. krotkie peptydy nie pokrywaja tego sa-
mego fragmentu czasteczki. Z powyzszego wzoru wynika przyktadowo, ze istnienie tuku
o dlugosci 2, ktéry nie modeluje rzeczywistego naltozenia sie dwéch peptyddéw wynosi
p = 0.0025, podczas gdy istnienie takiego tuku o dlugosci 4 okresla prawdopodobien-
stwo p = 0.00000625. Podsumowujac - prawdopodobienstwo wystepowania tukéw, ktére
nie modeluja rzeczywistych natozen dwoéch peptydéw maleje wyktadniczo z dlugoécia
tuku.

Obserwacja ta zostata wykorzystana podczas projektowania algorytmu ewolucyjnego.
Trzeba przypomnieé, ze dla wszystkich wierzchotkéw nalezy rozwazy¢ ich usuniecie z
grafu. Prawdopodobienstwo, ze pewne dwie sekwencje sl oraz s2, gdzie sl jest podse-
kwencja s2, nie pokrywaja tego samego fragmentu oryginalnego peptydu mozna wyrazic¢
takim samym wzorem jak powyzej, gdzie k jest dlugoscia etykiety wierzcholka zwiaza-
nego z sl. Mozna zatem zauwazy¢, ze prawdopodobienstwo to jest bardzo niskie.

Rozwigzania poszukuje si¢ w pewnym podgrafie indukowanym H’ grafu H. Dla kaz-
dego wierzchotka mozna rozwazy¢ jego usuniecie z H. Wierzchotkom grafu H nadaje sie
kolory. Podejscie to zostalo to réwniez przedstawione w pracy [29]:

- kazdemu wierzchotkowi, ktérego etykieta zawiera sie w etykiecie innego wierzchotka
przyporzadkuj kolor czarny,

- wierzchotkom, ktorym nie przydzielono dotychczas koloru, przyporzadkuj kolor
bialy.

Podgraf indukowany H' grafu H, ktéry zawiera wszystkie biate i tyle te wierzcholki jest
grafem wej$ciowym do dziatania algorytmu ewolucyjnego, ktérego dzialanie przedstawia
pseudokod 5. Z wierzchotkami w kolorze czarnym zwigzane sg te sekwencje, ktére z
duzym prawdopodobienstwem zawieraja si¢ w innych, dtuzszych sekwencjach. Sekwencje
takie mozna wiec usunaé z dalszych rozwazan.

Zmienna ,rozwigzanie” zawiera osobnika o najlepszej wartosci funkcji przystosowania.
P, to n-te pokolenie (populacja) osobnikéw. T}, to populacja tymczasowa na ktorej prze-
prowadza sie dzialania operacji genetycznych. Zmienna ,liczba_przegladanych_grafow”
oznacza liczbe graféw rozpinajacych grafu H, bazujac na ktérych zostang utworzone
populacje natomiast zmienna liczba_iteracji okresla liczbe generacji (pokolen populacji),
ktore zostana utworzone dla kazdego grafu indukowanego. Wartosci tych dwdch zmien-
nych zostaly dobrane w eksperymencie obliczeniowym.

6.5.3 Algorytm GRASP

Pokazano, ze preferowanie dlugich tukéw w grafie H moze prowadzi¢ do znajdowania lep-
szych rozwiazan. Prowadzi to do wniosku, ze wybranie jako punkt startowy dla metody
optymalizacyjnej rozwiazania zawierajacego mozliwie dtugie tuki i dalsza optymalizacja
takiego rozwigzania powinno prowadzi¢ do znalezienia dobrego rozwiazania. Obserwacje
te doprowadzily do wyboru metaheurystyki GRASP. Gtéwna idea GRASP jest stworze-
nie dobrego rozwiazania poczatkowego, a nastepnie jego lokalna optymalizacja. Ekspe-
ryment obliczeniowy przeprowadzony dla algorytmu ewolucyjnego pokazal, ze w ponad
90% przypadkéw najlepsze rozwigzanie znajdowano w tym podgrafie indukowanym H’,
ktory zawiera wszystkie biate wierzchotki H i nie zawiera zadnego czarnego wierzchotka.
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Algorithm 5 Algorytm ewolucyjny

1: H’ = podgraf indukowany grafu H zawierajacy tylko biale wierzchotki

2: rozwiazanie = dowolny losowy osobnik;

3: for m=1 to liczba_przegladanych_grafow do

4: inicjacja Py > zainicjuj populacje w oparciu o graf H
5 for n=1 to liczba_iteracji do

6 New = Krzyzowanie(FP,)

7: T, = P,

8 if f(New) < f(X;) OR f(New) jf(X;) then
9 if f(X;) < f(X;) then

10: T, = zastap w populacji P, osobnika X; przez New

11: else

12: T, = zastap w populacji P,, osobnika X; przez New

13: end if

14: end if

15: T,, = Mutacja w populacji T}, (zachodzi z prawdopodobienstwem 5%)
16: P =T,

17: end for

18: if Najleszpy osobnik P, jest lepszy od rozwiazanie then

19: rozwiazanie = najlepszy osobnik P,

20: end if

21: H' = podgraf indukowany grafu H, z ktérego usunieto losowo jeden wierzchotek
22: end for

Zdecydowano, ze takie wyniki w przypadku projektowania metaheurystyki pozwalaja
ograniczy¢ rozwazania tylko do tego grafu i w ten sposéb skrécié czas obliczen.

Niech zbiér U bedzie zbiorem wszystkich biatych wierzchotkéw grafu H. W kazdym
kroku algorytmu wybierany jest wierzchotek z U, ktéry jest dodawany do NewSolution
i usuwany z U. Mozliwosci wyboru wierzchotka z U sa ograniczone. Funkcja oceny heu-
rystycznej f’ jest funkcja obliczajaca dlugos$é biezacej Sciezki rozwiazania NewSolution.
Dla wszystkich wierzchotkéw z U na kazdym kroku sprawdzane sa mozliwe sposoby
(mozliwe tuki) dotaczenia ich na poczatku lub na koncu NewSolution. W kazdym kroku
dzialania algorytmu tworzy sie liste kandydatéw RLC (Restricted Candidate List), ktéra
zawiera tylko te elementy (para wierzcholek + tuk), ktére powoduja najwyzszy przyrost
wartosci funkeji celu f’. Prawdopodobienistwo wyboru dowolnego elementu z RLC jest
takie same. RLC zawiera wybory nie gorsze o wiecej niz 35% od optymalnego wyboru
w danym kroku algorytmu, jednak nie wiecej niz 30% wszystkich par wierzchotek+1tuk.
Wartosci tych dwoch parametréw zostaly dobrane w eksperymencie obliczeniowym.

Algorytm 6 prezentuje tworzenie rozwiazania poczatkowego [46].

Uzyskane rozwigzanie poczatkowe NewSolution jest nastepnie optymalizowane. Jako
sasiedztwo rozwiazania zdefiniowano te rozwigzania, ktére moga powstaé¢ po zamianie
miejscami dwbch wierzchotkéw i wybraniu dowolnych tukéw miedzy tymi wierzchotkami
a ich sasiadami. Rozwigzania ocenia si¢ za pomocs funkcji celu f obliczajaca réznice
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Algorithm 6 I etap metody GRASP: tworzenie rozwigzania poczatkowego

1: U = wszystkie biate wierzchotki grafu H

2: NewSolution = NULL

3: while U zawiera wierzcholtki do

4 Utworzenie listy RLC

5: Losowe wybranie elementu (pary wierzchotek + tuk) z RLC
6 Usuniecie wybranego wierzchotka z U

7 Dodanie wybranego elementu do NewSolution

8

. end while

pomiedzy licznoscia liter w znalezionym rozwiazaniu a szukanym rozkltadem. W proce-
sie optymalizacji losowo wybierane jest rozwiazanie sasiednie o nizszej wartosci funkcji
celu. Prawdopodobienistwo wyboru danego rozwiazania jest wprost proporcjonalne do
wartosci o jaka zostanie polepszona wartosé funkcji celu f. Dla danego rozwigzania X;
i zbioru jego sasiadéw X prawdopodobiefistwo przejscia do rozwigzania X; € X, gdzie
f(X;) < f(X3), jest wyrazone wzorem:

f(Xi) — fX;5)
P(X;) =
(X5) Doy xreXif ()< fx) f(Xi) — 9(Xk))

Optymalizacja jest wykonywana tak dtugo, dopoki dla aktualnego rozwiazania zbior
jego sasiadow o lepszej wartosci funkcji f jest niepusty.

6.5.4 Heurystyka dedykowana

Pokazano, ze istnienie tukéw, ktére nie odzwierciedlaja prawdziwego nalozenia sie dwbch
sekwencji, jest mato prawdopodobne. Prawdopodobienstwo to maleje wyktadniczo wraz
ze wzrostem dlugosci tuku [. Prowadzi to do obserwacji, ze graf G” jest do$¢ rzadki - po-
siada |V| — 1 tukéw odzwierciedlajacych rzeczywiste nakladanie sie krétkich sekwencji a
istnienie innych tukéw jest mozliwe, lecz malo prawdopodobne. Mozna powiedzieé, ze dla
losowych danych liczba tukéw jest rzedu |V|. Uwaga ta jest prawdziwa dla rzeczywistych
sekwencji, gdzie rozklad aminokwaséw jest w pelni losowy.

Zaproponowana w tym rozdziale heurystyka dedykowana bazuje na powyzszej obser-
wacji a co za tym idzie jest przeznaczona gtéwnie do asemblacji rzeczywistych sekwencji
peptydowych.

Przedstawione uprzednio rozwiazania problemu asemblacji opieraja si¢ na przeszuki-
waniu przestrzeni rozwigzan, ktéra zawiera podgrafy indukowane grafu G”. W kazdym
takim grafie rozwiazaniem dopuszczalnym jest dowolna permutacja wierzchotkow.

Uogodlniajac, w przypadku metaheurystyk rozwigzanie polega na znalezieniu w gra-
fie takiej Sciezki w H, z ktéra zwiazana jest sekwencja spelniajaca warunek dotyczacy
rozkladu aminokwaséw. Dwa sasiednie peptydy w rozwiagzaniu zawsze powinny sie cze-
Sciowo naktadaé. Nalezy wiec zauwazy¢, ze znalezione rozwiazania, ktére zawierajg tuki o
wadze zero, z pewnoscia nie odzwierciedlaja poprawnego natozenia dwéch sasiadujacych
ze sobg, peptydow.

Zostanie zaproponowane podejscie alternatywne. Przedmiotem rozwazan bedzie ro-
dzina wszystkich podgraféw indukowanych grafu R;(G”). Dla kazdego wierzchotka do-
wolnego grafu I € Ry(G") podjete zostaja dwie decyzje: zostaje wybrana tylko jedna
dhugosé tukéw wehodzacych i wychodzacych do tego wierzchotka. Otrzymany graf bedzie
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grafem sprzezonym, gdyz podobnie jak w przypadku idealnym, dla kazdej etykiety okre-
Slona zostanie okreslona jedna diugosé prefiksu i jedna diugosé sufiksu determinujaca
tuk.

Jesli dla kazdego wierzchotka pewnego grafu I € Ry(G”) decyzja dotyczaca diugo-
$ci tukéw wchodzacych oraz wychodzacych bedzie podejmowana tylko sposréd diugosci
tukéw, ktoére rzeczywiscie wchodza i wychodza z tego wierzchotka, to podjecie tych de-
cyzji dla wszystkich wierzchotkéw grafu, spowoduje powstanie grafu sprzezonego, ktory
dodatkowo jest podgrafem rozpinajacym grafu I. Rodzina wszystkich tych podgraféw
rozpinajacych grafu I, ktére mozna otrzymaé w ten sposéb zostanie oznaczona Ra(I).

W ten sposéb mozna skonstruowaé¢ podgraf rozpinajacy J podgrafu indukowanego [
grafu G”. J zawiera wszystkie te tuki, ktére opisuja rzeczywiste cze$ciowe nakladanie
sie sekwencji. Znalezienie skierowanej Sciezki Hamiltona w grafie J jest rozwigzaniem
problemu asemblacji. Nalezy przypomnieé, ze znalezienie $ciezki Hamiltona w grafie
sprzezonym jest problemem latwym obliczeniowo.

Niech R;(G") bedzie rodzing wszystkich indukowanych podgraféw pewnego grafu G” a
Ry(I) rodzina wszystkich sprzezonych rozpinajacych graféw pewnego grafu I € Ri(G”).
Spos6b dziatania metaheurystyki przedstawia algorytm .

Algorithm 7 Heurystyka dedykowana

1: for all T € R;(G”) do
2 for all J € Ry(I) do
3 Wygenerowanie grafu O, dla ktorego J jest grafem sprzezonym
4 if O zawiera droge FEulera then
5: Wygenerowanie sekwencji aminokwasowej s zwiazanej z grafem J
6 if s spelnia zadany rozktad aminokwaséw then
7 Przyjecie s jako rozwigzania problemu
8 Zakonczenie dzialania algorytmu
9 else
10: Préba przywrocenia wlasnosci grafu eulerowskiego dla grafu O
11: if O zawiera droge Eulera then
12: Wygenerowanie sekwencji aminokwasowej s zwiazanej z grafem J
13: if s spelnia zadany rozktad aminokwaséw then
14: Przyjecie s jako rozwiagzania problemu
15: Zakonczenie dziatania algorytmu
16: end if
17: end if
18: end if
19: end if
20: end for
21: end for

Komentarza wymaga sytuacja, gdy graf O nie jest grafem eulerowskim. Nastepuje
wtedy préba przywrdcenia wlasnosci grafu eulerowskiego dla grafu O.
m

graf 0 - oryginalny J - sprzezony !!!
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Przypadkiem pesymistycznym dla powyzszego algorytmu jest sytuacja, gdy graf G”
jest grafem pelnym i kazdy tuk wchodzacy i wychodzacy z wierzchotka ma inng dlugosé.
Jesli |V| = n to dla kazdego wierzchotka mozliwych jest n réznych decyzji dotyczacych
dtugoéci tuku wehodzacego i wychodzacego. W tej sytuacji istnieje (n?) mozliwoéci dla
jednego wierzchotka i (n?)" graféw J.

Biorac pod uwage, ze grafy przedstawiajace wyniki eksperymentu sa bardzo rzadkie,
liczba sprzezonych podgraféw rozpinajacych grafu I powinna byé¢ niewielka. W ogdlnosci
wynosi ona: P = |ing]| - |ing| - ... - |ing| - |out1| - |outs| - ... - |out,,|, gdzie in; i out; jest
liczba odpowiednio tukéw wchodzacych i wychodzacych z wierzchotka v; a m to liczba
wierzcholkow tego grafu.

Podsumowujac, we wszystkich przedstawionych podejsciach nalezy rozpatrzy¢ wszyst-
kie grafy indukowane grafu G”. W przypadku przedstawionych metaheurystyk nalezy
przejrzeé¢ wszystkie permutacje wierzchotkéw kazdego takiego grafu, natomiast w heu-
rystyce dedykowanej wszystkie sprzezone podgrafy rozpinajace kazdego takiego grafu.
Heurystyka dedykowana opiera si¢ na zatozeniu, ze w przypadku graféw opisujace rze-
czywiste sekwencje aminokwaséw P << ml!.

Dodatkowo, punktem startowym heurystyki jest graf indukowany, ktéry zawiera wszyst-
kie wierzchotki biale i zadnego czarnego, gdyz pokazano, ze prawdopodobienstwo ze
pewna etykieta zawiera sie w innej etykiecie i nie odzwierciedla to prawdziwego nakla-
dania sie tych dwoch fragmentéw sekwencji jest bardzo male.

6.6 Klasyfikacja probleméw asemblacji

W rozdziale tym zestawiono problemy asemblacji. Na potrzeby definicji probleméw asem-
blacji zostanie zdefiniowane widmo idealne oraz widmo pelne [35].

W przypadku, gdy zachodza wszystkie ciecia, ktore wynikaja z dziatania endopepty-
dazy, powstale spektrum nosi nazwe spektrum idealnego i jest oznaczone P?.

Nalezy rozpatrzy¢ sytuacje, gdy nie wszystkie ciecia zachodza. Zalézmy, ze czasteczka
posiada k aminokwaséw, po ktérych moze nastapié¢ ciecie. Podejmujac dla kazdego z
aminokwasow decyzje, czy nastapi po nim ciecie czy nie, otrzymuje sie pewien multizbior
krotkich fragmentéw tego lancucha. Nalezy zauwazyé, ze istnieje 2% réznych proceséw
decyzyjnych prowadzacych do réznego pociecia sekwencji i powstania innych krétkich
sekwencji. Zalézmy dodatkowo, ze na kazdej czasteczce w roztworze przeprowadzono
inny proces decyzyjny (uzyskano inne fragmenty z jej pociecia) a w roztworze znajduje
sie na tyle duzo czasteczek, aby przeprowadzi¢ wszystkie mozliwe procesy decyzyjne (co
najmniej 2¥ czasteczek). Wynikiem takiego trawienia jest uzyskanie petnego widma, czyli
widma ktére zawiera wszystkie mozliwe do uzyskania krétkie sekwencje. Pelne widmo
oznaczone zostanie PP.

Ze spektrum P? zostanie powigzany odpowiadajacy mu zbiér stéw S, natomiast ze
PP powigzany jest zbior stéw SP.

Problem 6.2 opisuje przypadek idealny, gdy zachodza wszystkie ciecia. Pokazano, ze w
tym wypadku rozwiazaniem jest Sciezka Hamiltona w grafie sprzezonym [6][26]. Problem
tej jest tatwy obliczeniowo.

Problem 6.2.
Instancja: Multizbiér stéw S; nad alfabetem > Odpowiedz:
Superciag dla zbioru stéw S;

Przypadek opisany w rozprawie, gdy nie zachodzg wszystkie ciecia i dany jest rozktad
aminokwaséw (problem 6.1) nalezy do klasy probleméw silnie NP-trudnych [27]. W
rozprawie zaproponowano trzy metody przyblizone do jego rozwiazania.
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Problem 6.3 jest zwiazany z sytuacja, gdy nie zachodza wszystkie cigcia, ale otrzymane
spektrum jest nadzbiorem spektrum idealnego. Problem ten jest tatwy obliczeniowo [27].
Aby znalezé rozwigzanie tego problemu w czasie wielomianowym, nalezy wskazaé w
zbiorze stow wszystkie te stowa, ktére odpowiadaja fragmentom pochodzacym z pelnego
trawienia a nastepnie wykorzystaé algorytm zaproponowany dla przypadku idealnego.
Stowa odpowiadajace fragmentom pochodzacym z procesu pelnego trawienia mozna
rozpoznaé¢ po tym, ze zawieraja co najwyzej jedna litere odpowiadajaca aminokwasowi
po ktérym nastepuje ciecie. Jest to ostatnia litera w tych stowach.

Problem 6.3.
Instancja: Multizbiér stéw S nad alfabetem X, taki ze S C S, oraz S; C S. Odpo-
wiedz:
Superciag dla zbioru stéw S.

Problem 6.4 opisuje sytuacje, gdy zachodza wszystkie ciecia i dodatkowo dany jest
rozktad aminokwaséw. W rozprawie pokazano, ze dodanie rozkladu aminokwasu nie
powoduje zmiany klasy ztozonosci. Problem jest latwy obliczeniowo.

Problem 6.4.

Instancja: Multizbiér stéw S; nad alfabetem 3J; rozktad D symboli z alfabetu X tj. zbior
par (x,1) dla wszystkich symboli z z alfabetu 3, gdzie i jest liczba calkowita dodatnia.
Odpowiedz:

Superciag dla zbioru stéw S; spelniajacy rozktad D

Problem 1 to sytuacja bez wszystkich cie¢, gdy nie ma dodatkowej informacji doty-
czacej rozkladu aminokwaséw. Problem nalezy do klasy probleméw NP-trudnych [27].

Problem 1.
Instancja: Multizbiér stéw S € S, nad alfabetem ¥. Odpowiedz:
Superciag dla zbioru stéw S.

6.7 Wnioski

Z punktu widzenia rozwazan matematycznych, celem badan w dziedzinie asemblacji
bylto zdefiniowanie modeli grafowych dla przypadku idealnego oraz dla przypadku z
bledami mogacymi wystapi¢ w eksperymencie biochemicznym. Formalne zdefiniowanie
klasy graféw peptydowych, ktére moga reprezentowaé¢ wyniki eksperymentu biochemicz-
nego, pozwala na skupieniu sie na badaniu wlasnosci graféw i oddzieleniu tych rozwazan
od analizy wtasnosci problemu biologicznego. Pokazanie izomorfizmu klasy graféw pep-
tydowych z klasg dwudzielnych graféw sprzezonych pozwala na zastosowanie wszystkich
twierdzen dotyczacych tych drugich przy badaniu wtasnosci graféw peptydowych. Jest
to o tyle wazne, ze grafy sprzezone byly analizowane w literaturze nie tylko w kontekscie
modelowania wynikéw eksperymentéw biologicznych.

W pracy udowodniono, ze problem gdy powstaja wszystkie ciecia i znany jest roz-
ktad aminokwaséw jest tatwy obliczeniowo. Zestawienie probleméw asemblacji pozwala
wyciagna¢ wniosek, ze dodatkowa informacja o rozktadzie aminokwasow w szukanej
czasteczce nie powoduje zmiany klasy obliczeniowej takiego problemu w poréwnaniu do
odpowiadajacej mu wersji bez tej dodatkowej informacji. Jest to cenna informacja dla
biologéw, ze dodanie rozktadu nie powoduje istotnego wydluzenia czasu obliczen, moze
natomiast stanowi¢ dodatkowa metode sprawdzenia poprawnosci otrzymanych rozwia-
zan. Informacje o licznosci aminokwaséw mozna tatwo uzyskaé poprzez pelne trawienie

peptydu.



Asemblacja tancuchéw peptydowych 71

Analizujac wersje NP-trudng problemu asemblacji bez wszystkich cieé i ze znanym
rozktadem przebadano mozliwos¢ wykorzystania roznych metaheurystyk. Zaimplemen-
towano i przetestowano algorytm ewolucyjny oraz metode GRASP. Wyniki poréwnano z
wynikami metody Tabu w literaturze. Dzigki implementacji kilku metod mozna byto wy-
ciagnaé wnioski, ze algorytm ewolucyjny w przypadku rozwazanego problemu sprawdza
sie najlepiej.

Praca nad metodami metaheurystycznymi doprowadzita do dwéch innych istotnych
wnioskéw: rozwazane grafy peptydowe w przypadku asemblacji z btedami sa relatywnie
rzadkie, dodatkowo preferowanie w rozwiazaniu tukéw o najwyzszych wagach czesto pro-
wadzi do znalezienia dobrej jako$ci rozwigzan. Te dwa wnioski pozwolity na zaprojekto-
wanie dedykowanej heurystyki, ktéra pozwala na uzyskanie znacznie lepszych wynikéw.

Podsumowujac, otrzymane wyniki stanowig nie tylko ciekawe przemyslenia z punktu
widzenia rozwazan teoretycznych, ale dzieki zaprojektowanym narzedziom i przedstawio-
nym obserwacjom moga przyczynic sie do rozpowszechnienia zaproponowanego podejscia
do ustalenia pierwszorzedowej budowy peptydow.



Rozdziat 7

Wyniki eksperymentéw
obliczeniowych

7.1 Wstep

Pokazano, ze problem asemblacji bez wszystkich cieé¢ i z dodatkowa informacja o rozkta-
dzie aminokwasow jest trudny obliczeniowo. Oznacza to, ze nie istnieja wielomianowe
algorytmy rozwiazujace ten problem jezeli P # N P. Mozna jednak zaproponowaé¢ me-
tody, ktore znajduja przyblizone rozwiazanie w rozsadnym czasie. W praktyce wyniki
metod przyblizonych sa czesto wystarczajace.

Celem eksperymentu obliczeniowego, ktérego wyniki przedstawione sa w niniejszym
rozdziale bylo sprawdzenie skuteczno$ci zaproponowanych metod. Aby umozliwi¢ ich
poréwnanie, testy wszystkich algorytmoéw zostaly przeprowadzone na tych samych in-
stancjach i w tym samym $rodowisku. Stworzono te same warunki co dla metody Tabu
opisanej w literaturze [7]. Umozliwi to poréwnanie nowych algorytméw ze wspomniana
metoda Tabu.

7.2 Parametry algorytmow

Parametry wszystkich algorytméw dobrano eksperymentalnie w pierwszej fazie ekspe-
rymentu obliczeniowego.
Dla algorytmu ewolucyjnego:

- wielkos¢é populacji 10000,

liczba iteracji 10000,
- liczba przeszukiwanych graféw 30,
- prawdopodobienstwo mutacji 0.05.
Dla metody GRASP:
- RLC zawiera rozwigzania nie gorsze o wiecej niz 35% od rozwigzania optymalnego,

- RLC zawiera nie wiecej niz 30 % wszystkich rozwiazan.

72
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7.3 Poréwnanie metaheurystyk

Wszystkie algorytmy zostaly zaimplementowane w jezyku Java 1.5 i przetestowane na
komputerze klasy PC z procesorem Intel 2xXenon 3.6 GHz z 4 GB RAM. Testy zostaly
wykonane w $rodowisku Linux. Na potrzeby eksperymentu utworzono 3 zbiory sekwencji.

Pierwszy zbior zawiera peptydy o losowej sekwencji aminokwaséw, gdzie kazdy amino-
kwas ma réwne prawdopodobienstwo (p = 0.05) wystapienia. Zbiér 450 sekwencji zostal
podzielony na 45 podzbioréw, w zaleznosci od dtugosci sekwencji, liczby aminokwaséw
(miejsc w sekwencji), po ktérych powinny wystapié cigcia oraz procentu blednych sytu-
acji, gdy ciecia nie zaszty. W kazdym podzbiorze umieszczono 10 sekwencji. Tabela 7.1
przedstawia podzial pierwszego zbioru peptydéw na podzbiory:

TABELA 7.1: Podzial pierwszego zbioru peptydéw na podzbiory.

Lp. | Dlugos¢ | Miejsca | Liczba
sekwencji cigé bledéw
1 100 10 10%
2 100 10 20%
3 100 10 30%
4 100 15 10%
5 100 15 20%
6 100 15 30%
7 100 20 10%
8 100 20 20%
9 100 20 30%
10 150 10 10%
11 150 10 20%
12 150 10 30%
13 150 15 10%
14 150 15 20%
15 150 15 30%
16 150 20 10%
17 150 20 20%
18 150 20 30%
19 200 10 10%
20 200 10 20%
21 200 10 30%
22 200 15 10%
23 200 15 20%
24 200 15 30%
25 200 20 10%
26 200 20 20%
27 200 20 30%
28 250 10 10%
29 250 10 20%
30 250 10 30%
31 250 15 10%
32 250 15 20%
33 250 15 30%
34 250 20 10%
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Lp. | Dlugoéé¢ | Miejsca | Liczba
sekwencji cigé bledow
35 250 20 20%
36 250 20 30%
37 300 10 10%
38 300 10 20%
39 300 10 30%
40 300 15 10%
41 300 15 20%
42 300 15 30%
43 300 20 10%
44 300 20 20%
45 300 20 30%

Drugi zbiér réwniez zawiera losowe sekwencje aminokwasow. Roznica w sposobie przy-
gotowania danych polega na tym, ze w pierwszym zbiorze lista miejsc, w ktérych zacho-
dza ciecia, zostata z gory okreslona natomiast w drugim wykorzystano dwie sztuczne
endopeptydazy: jedna rozpoznaje kwas asparaginowy, a druga proline. Drugi zbiér za-
wiera 150 sekwencji, ktére zostaly podzielone na podzbiory zawierajace po 10 sekwencji,

zgodnie z tabelg 7.2.

TABELA 7.2: Podzial drugiego zbioru peptydéw na podzbiory.

Lp. | Dtugosé | Liczba

sekwencji | bledéw
1 100 1
2 100 2
3 100 3
4 150 1
) 150 2
6 150 3
7 200 1
8 200 2
9 200 3
10 250 1
11 250 2
12 250 3
13 300 1
14 300 2
15 300 3

W trzecim zbiorze umieszczono fragmenty rzeczywistych sekwencji pobranych z Gen-
Banku. Liste peptydéw, ktore postuzyly do przygotowania danych, wraz z ich nume-
rem w bazie GenBank, mozna znalezé w zalaczniku A. W tym wypadku wykorzystano
dwie rzeczywiste endopeptydazy: endoproteinase Lys-C, ktéra rozpoznaje lizyne oraz
rozcienczony kwas, ktory przeprowadza ciecie po wystapieniu asparaginy. W oparciu o
rzeczywiste dane utworzono 15 podzbioréw sekwencji, z ktorych kazdy zawiera 10 z nich.
Sekwencje zostaly podzielone zgodnie z tabelg 7.3.
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TABELA 7.3: Podzial trzeciego zbioru peptydéw na podzbiory.

Lp. | Dtugos¢ | Liczba

sekwencji | bledéw
1 100 1
2 100 2
3 100 3
4 150 1
5 150 2
6 150 3
7 200 1
8 200 2
9 200 3
10 250 1
11 250 2
12 250 3
13 300 1
14 300 2
15 300 3

Dla wszystkich sekwencji przeprowadzono symulacje eksperymentu chemicznego.
Zostalo powiedziane, ze brak ciecia nie jest zrédlem typowego bledu pozytywnego lub
negatywnego. Trawienie jest przeprowadzane na wielu czasteczkach w roztworze réwnole-
gle. Brak ciecia w jednej takiej czasteczce generuje dodatkows sekwencje, ktéra pokrywa
pewien fragment tancucha. Brak tego samego ciecia we wszystkich czasteczkach w roz-
tworze generuje brak pewnej krétkiej sekwencji w spektrum.

Pierwsza bledna sytuacja, czyli powstanie dodatkowych tancuchow, jest bardziej praw-
dopodobna, gdyz do powstania takiego tancucha wystarczy jedynie, aby nie zaszlo ciecie
w dowolnej czasteczce w roztworze.

Druga btedna sytuacja, czyli brak krétkich fragmentéw jest bardzo malo prawdopo-
dobna. Wymaga, aby to samo ciecie nie zaszto we wszystkich tancuchach w roztworze.
Na podstawie powyzszych przemyslen ustalono, ze brak cigcia bedzie si¢ objawial w
symulacji powstaniem dodatkowych sekwencji, bardzo rzadko powodujac utrate sekwen-
cji, ktére powstaja w przypadku idealnym (1% sytuacji). W pierwszym zbiorze instancji
okresla sie liczbe podstawien w sekwencji sztucznych aminokwaséw, ktére sa rozpo-
znawalne przez endopeptydaze.

W drugim i trzecim zbiorze instancji podaje si¢ procent bledéw. Parametr ten okresla
ile procent dodatkowych sekwencji powstaje w eksperymencie w stosunku do przypadku
idealnego. Nalezy podkresli¢, ze nawet w przypadku, gdy bledéw jest 10% (czyli pojawia
sie 10% dodatkowych wierzchotkéw w stosunku do przypadku idealnego), rozwazane
instancje sa bardzo trudne, poniewaz poza dodatkowymi wierzchotkami trzeba rozwazy¢
wiele réznych natozen pomiedzy kazda para sekwencji.

Komentarza moze wymagaé réwniez wprowadzenie 1% sytuacji, w ktorych nie pojawia
sie pewna krétka sekwencja w spektrum. Trzeba zauwazyé, ze wprowadzenie mozliwosci
zagubienia krotkich sekwencji w spektrum bylo niezbedne, aby instancje nie odpowiadaly
problemowi ,,1.5”, ktory jest latwy obliczeniowo [27].

Wyniki symulacji eksperymentu chemicznego wraz z rozktadem aminokwaséw w szu-
kanej czasteczce postuzyly jako dane wejSciowe dla testowanych algorytméw. Zapro-
ponowane algorytmy sg metodami probabilistycznymi. Algorytm ewolucyjny zawiera
probabilistyczny operator krzyzowania oraz w losowy sposéb dobierane sa osobniki w
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procesie selekcji. W metodzie GRASP w losowy sposéb dobierany jest wierzchotek z
listy RLC oraz w losowy sposob przeszukiwane jest sasiedztwo w procesie optymalizacji
znalezionego rozwigzania poczatkowego. Algorytm Tabu réwniez posiada elementy pro-
babilistyczne. Z tego powodu kazdy test zostal wykonany 10-krotnie a wyniki zostaly
usrednione.

Przedstawione algorytmy bazuja na tej samej funkcji oceny heurystycznej, minimali-
zujacej réznice pomiedzy szukanym rozkladem aminokwaséw a rozkladem uzyskanym.
Ocena jakosci rozwiazania nie zostala jednak przeprowadzona w oparciu o uzyskane
wartosci funkcji oceny heurystycznej, tylko w oparciu o podobienstwo sekwencji uzy-
skanej do oryginalnej czasteczki. Uzyskana warto$¢ funkcji celu nie jest wystarczajaca
informacjg na temat rzeczywistego podobienstwa do sekwencji oryginalnego tancucha,
gdyz dwa rozwiazania o tej samej wartosci funkcji moga by¢ reprezentowane przez rézne
sekwencje.

Do poréwnania dwdch sekwencji wykorzystano algorytm Needlemana-Wunscha [43].
Algorytm oblicza podobienistwo sekwencji zgodnie z ponizszym wzorem:

o= 10()@
X—v
gdzie § to ocena dla dwoch sekwencji, ktéra jest suma punktéw we wszystkich kolumnach
dla optymalnego ustawienia sekwencji wzgledem siebie (1 punkt jest przyznawany, gdy
litery w kolumnie sa takie same, -1 gdy litery si¢ r6znia lub jest luka). Ponizej podany
jest wzér na i oraz x:

= { (so)d + (I(st) — 1(s0))g gdy U(s¢) > U(s0)
I(s)d+ (I(so) — l(st))g w przeciwnym wypadku

y = { I(se)m gdy I(s¢) > 1(so)

l(so)m w przeciwnym wypadku

gdzie [(s;) oraz I(s,) to dlugosci sekwencji s; and s,, m=1,d = —1, g = —1.

W tabelach 7.4 — 7.6 przedstawiono wyniki eksperymentu obliczeniowego dla metody
GRASP [46] oraz algorytmu ewolucyjnego [7]. Dla kazdego przypadku podano usred-
niony wynik. Dopasowanie jest procentowym podobienstwem otrzymania sekwencji do
sekwencji rzeczywistej, natomiast czas wykonywania to uéredniony czas zwrdcenia przez
algorytm wyniku dla danego podzbioru instancji. Wyniki skuteczniejszego algorytmu
(ewolucyjnego) zestawiono z wynikami metody Tabu w tabelach 7.7 — 7.9.

TABELA 7.4: Wyniki algorytmu GRASP oraz algorytmu ewolucyjnego dla pierwszego
zbioru instancji.

Dtugos¢ | Miejsca | Bledy GRASP Algorytm Ewolucyjny
sekwencji cieé Podobienstwo [%] Czas [s] | Podobienstwo [%] Czas [s]
100 10 10% 72.50 1.17 98.15 0.98
100 10 20% 75.82 1.09 97.39 0.94
100 10 30% 81.83 1.09 96.86 1.08
100 15 10% 70.83 1.23 90.00 1.08
100 15 20% 70.15 1.09 90.46 1.10
100 15 30% 82.89 1.10 86.75 0.98
100 20 10% 90.16 1.04 78.33 0.94
100 20 20% 71.09 1.02 74.60 1.08
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Dtugos¢ | Miejsca | Bledy GRASP Algorytm Ewolucyjny
sekwencji cieé Podobienstwo [%] Czas [s] | Podobienstwo [%] Czas [s]
100 20 [ 30% | 78.13 1.09 | 78.26 1.09
150 10 10% 90.09 1.10 93.45 0.96
150 10 20% 77.09 1.02 88.83 1.08
150 10 30% 71.15 1 98.86 1.10
150 15 10% 82.16 1.01 90.45 1.20
150 15 20% 73.76 1.05 92.79 1.02
150 15 30% 70.02 1.11 90.76 1.06
150 20 10% 70.01 1.10 89.05 1.14
150 20 20% 69.19 1.23 91.33 1.06
150 20 30% 65.59 0.97 91.67 1.05
200 10 10% 71.89 1.01 98.10 1.12
200 10 20% 84.89 1.02 98.47 1.09
200 10 30% 94.13 1.12 100.00 1.09
200 15 10% 72.08 1.21 88.52 1.05
200 15 20% 61.13 1.20 91.68 1.09
200 15 30% 73.45 1.20 92.66 1.06
200 20 10% 74.87 1.19 91.01 1.27
200 20 20% 66.72 1.32 91.38 1.15
200 20 30% 81.13 1.08 93.96 1.00
250 10 10% 78.15 1.22 100.00 1.33
250 10 20% 75.6 1.1 93.40 1.05
250 10 30% 87.91 1.09 97.50 1.01
250 15 10% 72.48 1.10 92.09 1.18
250 15 20% 72.74 1.10 89.58 1.11
250 15 30% 80.01 1.26 99.47 1.03
250 20 10% 75.28 1.14 82.35 1.09
250 20 20% 72.16 1.09 90.73 1.16
250 20 30% 69.08 1.21 98.00 1.16
300 10 10% 81.03 1.20 92.77 1.24
300 10 20% 80.98 1.17 100.00 1.08
300 10 30% 83.34 1.45 98.98 1.25
300 15 10% 67.70 1.18 96.59 1.19
300 15 20% 64.18 1.41 95.30 1.01
300 15 30% 73.17 1.66 96.37 1.10
300 20 10% 78.24 1.70 90.52 1.28
300 20 20% 76.10 1.84 95.32 1.06
300 20 30% 73.22 1.77 95.26 1.09

TABELA 7.5: Wyniki algorytmu GRASP oraz algorytmu ewolucyjnego dla drugiego
zbioru instancji.

Dhugosé¢ | Liczba GRASP Algorytm Ewolucyjny

sekwencji | bledéow | Podobienstwo [%] Czas [s] | Podobienstwo [%] czas [s]
100 1 70.13 0.99 86.46 1.92
100 2 64.48 1.02 88.18 2.29
100 3 63.16 1.05 92.36 2.68
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Dtugos¢ | Liczba GRASP Algorytm Ewolucyjny

sekwencji | bledéw | Podobienstwo [%] Czas [s] | Podobienstwo [%] czas [s]
150 1 66.40 1.20 80.58 2.58
150 2 69.11 0.98 84.70 2.44
150 3 64.24 1.01 87.62 2.12
200 1 62.27 1.13 80.16 2.93
200 2 68.11 1.08 79.78 1.76
200 3 61.02 1.08 81.53 2.97
250 1 63.1 1.093 79.13 2.07
250 2 62.75 0.92 80.24 1.76
250 3 59.99 1.14 81.60 2.18
300 1 59.44 1.18 81.05 3.00
300 2 63.19 1.7 78.86 2.93
300 3 58.15 1.2 80.46 2.69

TABELA 7.6: Wyniki algorytmu GRASP oraz algorytmu ewolucyjnego dla trzeciego
zbioru instancji.

Dtugos¢ | Liczba GRASP Algorytm Ewolucyjny

sekwencji | bledéw | Podobienstwo [%] Czas [s] | Podobienstwo [%] Czas [s]
100 1 82.17 0.87 82.58 1.87
100 2 87.56 0.92 87.19 1.93
100 3 89.17 0.92 88.92 1.89
150 1 85.94 1.08 83.54 1.73
150 2 90.17 1.00 81.17 2.02
150 3 75.38 1.14 85.67 1.98
200 1 74.95 1.13 80.19 1.86
200 2 81.02 1.12 81.12 1.92
200 3 72.17 1.10 84.56 2.01
250 1 63.51 1.44 81.86 1.89
250 2 63.14 1.49 79.34 1.99
250 3 63.95 1.40 83.27 1.94
300 1 65.18 1.64 83.40 1.96
300 2 69.29 1.60 80.96 2.02
300 3 60.93 1.57 81.02 2.11

TABELA 7.7: Wyniki metody Tabu oraz algorytmu ewolucyjnego dla pierwszego zbioru

instancji.

Dtugosé | Miejsca | Bledy Metoda Tabu Algorytm Ewolucyjny

sekwencji cieé Podobienstwo [%] Czas [s] | Podobienstwo [%] Czas [s]
100 10 10% 77.20 2.39 98.15 0.98
100 10 20% 80.80 1.05 97.39 0.94
100 10 30% 78.70 1.29 96.86 1.08
100 15 10% 55.83 8.82 90.00 1.08
100 15 20% 56.41 5.93 90.46 1.10
100 15 30% 60.42 5.39 86.75 0.98
100 20 10% 40.41 38.01 78.33 0.94
100 20 20% 41.77 25.41 74.60 1.08
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Dtugos¢ | Miejsca | Bledy Metoda Tabu Algorytm Ewolucyjny
sekwencji cieé Podobienstwo [%] Czas [s] | Podobienstwo [%] Czas [s]
100 20 [ 30% | 49.78 14.91 | 78.26 1.09
150 10 10% 65.39 6.85 93.45 0.96
150 10 20% 73.85 4.30 88.83 1.08
150 10 30% 85.90 1.85 98.86 1.10
150 15 10% 48.11 19.11 90.45 1.20
150 15 20% 55.64 14.47 92.79 1.02
150 15 30% 53.80 10.79 90.76 1.06
150 20 10% 46.33 41.71 89.05 1.14
150 20 20% 55.00 23.99 91.33 1.06
150 20 30% 50.08 22.41 91.67 1.05
200 10 10% 66.62 4.73 98.10 1.12
200 10 20% 84.89 4.44 98.47 1.09
200 10 30% 95.44 1.40 100.00 1.09
200 15 10% 50.76 22.16 88.52 1.05
200 15 20% 57.38 10.26 91.68 1.09
200 15 30% 60.81 12.78 92.66 1.06
200 20 10% 42.90 68.99 91.01 1.27
200 20 20% 49.50 40.03 91.38 1.15
200 20 30% 52.79 22.31 93.96 1.00
250 10 10% 85.52 3.37 100.00 1.33
250 10 20% 74.30 5.62 93.40 1.05
250 10 30% 83.53 3.28 97.50 1.01
250 15 10% 59.89 14.50 92.09 1.18
250 15 20% 55.97 15.61 89.58 1.11
250 15 30% 72.20 8.63 99.47 1.03
250 20 10% 45.25 66.94 82.35 1.09
250 20 20% 43.51 62.48 90.73 1.16
250 20 30% 60.14 17.48 98.00 1.16
300 10 10% 76.67 11.69 92.77 1.24
300 10 20% 76.23 4.36 100.00 1.08
300 10 30% 84.23 3.44 98.98 1.25
300 15 10% 59.16 15.29 96.59 1.19
300 15 20% 63.19 12.88 95.30 1.01
300 15 30% 69.71 10.13 96.37 1.10
300 20 10% 48.12 56.94 90.52 1.28
300 20 20% 59.25 23.33 95.32 1.06
300 20 30% 50.93 28.62 95.26 1.09

TABELA 7.8: Wyniki metody Tabu oraz algorytmu ewolucyjnego dla drugiego zbioru

instancji.
Dtugosé | Liczba Metoda Tabu Algorytm Ewolucyjny
sekwencji | bledéw | Podobienstwo [%] Czas [s] | Podobienstwo [%] czas [s]
100 1 62,55 6.35 86.46 1.92
100 2 70.86 5.76 88.18 2.29
100 3 73.13 3.80 92.36 2.68
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Dtugos¢ | Liczba Metoda Tabu Algorytm Ewolucyjny

sekwencji | bledéw | Podobienstwo [%] Czas [s] | Podobienstwo [%] czas [s]
150 1 46.72 21.44 80.58 2.58
150 2 53.52 16.23 84.70 2.44
150 3 56.77 9.05 87.62 2.12
200 1 46.36 84.31 80.16 2.93
200 2 43.22 77.04 79.78 1.76
200 3 48.22 64.15 81.53 2.97
250 1 41.36 200.60 79.13 2.07
250 2 43.42 167.90 80.24 1.76
250 3 44.10 147.35 81.60 2.18
300 1 40.53 384.89 81.05 3.00
300 2 40.64 366.26 78.86 2.93
300 3 41.12 197.10 80.46 2.69

TABELA 7.9: Wyniki metody Tabu oraz algorytmu ewolucyjnego dla trzeciego zbioru

instancji.

Dtugos¢ | Liczba Metoda Tabu Algorytm Ewolucyjny

sekwencji | bledéw | Podobienstwo [%] Czas [s] | Podobienstwo [%] Czas [s]
100 1 81.33 6.07 82.58 1.87
100 2 85.73 1.76 87.19 1.93
100 3 65.66 2.11 88.92 1.89
150 1 70.22 15.39 83.54 1.73
150 2 73.89 14.73 81.17 2.02
150 3 74.19 12.62 85.67 1.98
200 1 56.67 86.49 80.19 1.86
200 2 58.91 58.58 81.12 1.92
200 3 62.41 51.43 84.56 2.01
250 1 49.22 150.46 81.86 1.89
250 2 49.54 154.40 79.34 1.99
250 3 54.23 93.04 83.27 1.94
300 1 45.88 289.12 83.40 1.96
300 2 47.98 289.48 80.96 2.02
300 3 44.58 250.75 81.02 2.11

Eksperyment obliczeniowy pokazuje, ze zaréwno metoda GRASP jak i algorytm za-
chtanny daja lepsze wyniki niz metoda Tabu. Usrednione warto$ci wynosza 59,7% dla
metody Tabu, 73,32% dla metody GRASP oraz 88,74% dla algorytmu ewolucyjnego.
Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw obliczeniowych zostaly zobrazowane w po-
staci wykreséw przedstawionych na rysunkach 7.1 - 7.12. Eksperyment obliczeniowy
rozpoczeto od zaimplementowania i przetestowania metody Tabu oraz algorytmu Ewo-
lucyjnego [7]. Algorytm ewolucyjny uzyskal lepsze wyniki dla prawie wszystkich testéw
niz metoda Tabu. Uzyskane przez ten algorytm sekwencje sa jest $rednio o 29.04% lepiej
dopasowane do szukanej sekwencji niz te uzyskane za pomocy metody Tabu. Powodem
tego moze by¢ fakt, ze wykorzystany przez ten algorytm ewolucyjny operator krzyzowa-
nia (Algorithm 3) znacznie preferuje te rozwiazania, ktére odpowiadaja sytuacji, kiedy
sasiadujace ze soba krotkie peptydy naktadaja sie. Odpowiada to sytuacji rzeczywistej,
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gdzie w znalezionej permutacja krétkich sekwencji kazde dwa sasiadujace sekwencje po-
winny sie na siebie czesciowo naktadac¢. Podczas gdy algorytm ewolucyjny, poprzez zasto-
sowanie operatora krzyzowania, uwzglednia ta wtasciwosé podczas budowania rozwigzan,
metoda Tabu nie korzysta z zadnych dodatkowych wtasnosci problemu. Kolejng zaim-
plementowang i przetestowana metoda byta metaheurystyka GRASP, ktérej usrednione
wyniki sa $rednio o 13.62% lepsze niz Tabu. Podczas budowania rozwiazania poczatko-
wego, metoda ta preferuje takie elementy, ktérych dodanie do czesciowego rozwiazania
odpowiada sytuacji ustawienia obok siebie w rozwiazaniu dwéch krétkich sekwencji,
ktore czesciowo sie nakladaja. Rozwiazanie poczatkowe w metodzie Tabu jest znajdo-
wane losowo i nie uwzglednia spostrzezen wykorzystanych przy projektowaniu GRASP.
Moze to w pewien sposdb ttumaczyé lepsze wyniki otrzymane przez ta druga metode.
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RYSUNEK 7.1: Usrednione wyniki algorytmu ewolucyjnego dla pierwszego zbioru in-
stancji z podziatem na liczbe bledéw
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RySUNEK 7.2: Usrednione wyniki metody GRASP dla pierwszego zbioru instancji z
podzialem na liczbe bledow
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RYSUNEK 7.3: Usrednione wyniki algorytmu ewolucyjnego dla pierwszego zbioru in-
stancji z podzialem na liczbe podstawien
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RYSUNEK 7.4: Usrednione wyniki metody GRASP dla pierwszego zbioru instancji z
podzialem na liczbe podstawien

7.3.1 Heurystyka dedykowana

Eksperyment obliczeniowy dla heurystyki dedykowanej zostal przeprowadzony dla rze-
czywistych sekwencji biatkowych. Wykorzystano trzeci zbiér sekwencji z eksperymentu
dla metaheurystyk.

W przypadku metaheurystyk liczba bledéw w procesie eksperymentu chemicznego
ma niewielki wplyw na rezultaty. Wazny jest fakt wystepowania btedow, gdyz powo-
duje, ze nie mozna skorzystaé¢ z modelu graféw peptydowych - problem staje sie trudny
obliczeniowo.

W przypadku heurystyki dedykowanej, liczba btedéw ma duze znaczenie. Dla instancji
z 1, 2 albo 3 bledami przestrzen rozwiazan dla heurystyki jest tak niewielka, ze mozna
znalez¢ optymalne rozwiazanie dla tych instancji w czasie 1 sekundy.
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RYSUNEK 7.5: Poréwnanie algorytmu ewolucyjnego i metody GRASP dla pierwszego
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RYSUNEK 7.6: Usrednione wyniki algorytmu ewolucyjnego dla drugiego zbioru instancji
z podziatem na liczbe bledéw

W celu przetestowania mozliwosci heurystyki dedykowanej w trakcie symulacji eks-
perymentu chemicznego wprowadzono kolejno 10%, 20% oraz 30% bledéw, co indukuje
dodatkowe 10 do 30 procent wierzchotkéw w grafie.

Algorytm zostatl wykonany 10-krotnie dla kazdej sekwencji, a uzyskane wyniki uéred-
niono. Czas dzialania metody zostal ograniczony do 1 sekundy. W tabeli 7.10 oraz na
rysunku 7.13 przedstawiono wyniki eksperymentu. Usrednione wyniki wynosza 96,07%
i znacznie przewyzszaja rezultaty jakiegokolwiek przypadku testowego dla metaheury-
styk. Trzeba jednak podkredlié¢, ze analiza metody Tabu oraz badania nad algorytmem
ewolucyjnym i metoda GRASP nalezy traktowaé jako kolejne kroki prowadzace do za-
proponowania tak dobrej metody dedykowane;j.

TABELA 7.10: Wyniki heurystyki dedykowane;j.
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Dlugos¢ sekwencji | Bledy | Podobienstwo [%]

Dlugoé¢ sekwencji | Bledy | Podobienstwo [%]

100 1 99.34
100 2 99.01
100 3 98.18
150 1 97.49
150 2 98.60
150 3 93.28
200 1 97.86
200 2 94.09
200 3 92.81
250 1 96.41
250 2 95.97
250 3 92.01
300 1 97.01
300 2 95.81
300 3 93.11
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RYSUNEK 7.7: Usrednione wyniki metody GRASP dla drugiego zbioru instancji z po-

dziatem na liczbe bledéw
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RYSUNEK 7.8: Poréwnanie algorytmu ewolucyjnego i metody GRASP dla drugiego

zbioru instancji
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RYSUNEK 7.9: Usrednione wyniki algorytmu ewolucyjnego dla trzeciego zbioru instancji
z podziatem na liczbe bledéw
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RYSUNEK 7.10: Us$rednione wyniki metody GRASP dla trzeciego zbioru instancji z
podzialem na liczbe btedow
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RYSUNEK 7.11: Poréwnanie algorytmu ewolucyjnego i metody GRASP dla trzeciego

zbioru instancji
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RysUNEK 7.12: Uérednione wyniki wszystkich metod
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Rozdziat 8

Podsumowanie

Ostatnie dwie dekady to okres szybkiego rozwoju nauk z pogranicza biologii, matema-
tyki i informatyki. Czesto rozwigzanie problemdéw biologicznych wymaga zaangazowania
nowoczesnych maszyn obliczeniowych i zaprojektowania specjalistycznych narzedzi in-
formatycznych. Szczegdlnie interesujace jest badanie sekwencji biologicznych: biatek i
DNA. Kwas deoksyrybonukleinowy jest no$nikiem informacji genetycznej a bialko okre-
$la fenotyp organizmu. Najwigkszym osiagnieciem ostatnich lat w biologii sekwencji jest
ustalenie sekwencji genomu ludzkiego. Nieustannie powstaja nowe podejscia, metody i
narzedzia wspomagajace ustalanie budowy, funkcji i zastosowan czasteczek biologicz-
nych. Ta praca doktorska wpasowuje sie w te trendy.

W pracy przedstawiono klasyfikacje probleméw sekwencjonowania oraz probleméw
asemblacji peptyddéw.

W pracy opisano klase graféw peptydowych, ktore sa reprezentacja problemu asem-
blacji peptydéw bez bltedéw. Zaproponowano algorytm, ktéry w wielomianowym czasie
weryfikuje czy dany graf nalezy do tej klasy. Udowodniono, ze problem asemblacji ze
wszystkimi cigciami i danym rozkladem aminokwasow jest tatwy obliczeniowo. W ten
spos6b pokazano, ze dodanie informacji o rozktadzie nie zmienia klasy ztozonosci pro-
blemu asemblacji. To wazny wniosek - wskazéwka dla biochemikéw, ze dostarczenie tej
dodatkowej informacji na wejsciu dla metody asemblacyjnej nie wptynie na znaczne
wydtuzenie czasu dziatania programu, a moze polepszy¢ jakosé otrzymanych rozwiazan.

Zaproponowano szereg metod do kompleksowego okreslenia sekwencji biatkowych.
Przedstawiono metode sekwencjonowania de novo. Dla problemu asemblacji trudnego
obliczeniowo zaproponowano i zaimplementowano trzy metody przyblizone. Przeprowa-
dzono eksperyment obliczeniowy w celu oceny tych metod. Na szczegdlng uwage za-
stuguje heurystyka dedykowana, w wyniku dzialania ktérej otrzymuje sie sekwencje,
ktérych podobienstwo do oryginalnej sekwencji przekracza 96%.

W rozprawie zaproponowano algorytm budowania bibliotek oligonukleotydéw, kto-
rych wzajemna zdolno$¢ do wzajemnej hybrydyzacji jest minimalna. Biblioteki takie
moga zosta¢ wykorzystane do optymalizacji sposobu kodowania instancji bedacych da-
nymi wejsciowymi dla algorytméw przeznaczonych do wykonania za pomoca kompute-
réw DNA.

Analizy przeprowadzone na potrzeby tej rozprawy wskazaly nowe, przyszie poten-
cjalne obszary badan:

- przeprowadzenie eksperymentu obliczeniowego w celu oceny wplywu zapropono-
wanej metody budowy bibliotek na wydajno$é algorytméw przeznaczonych do wy-
konania za pomocg komputeréw DNA;

89
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- zaproponowanie metody doktadnej dla problemu asemblacji z bledami i znanym
rozkladem,

- przeprowadzenie eksperymentu obliczeniowego dla zaproponowanej heurystyki de-
dykowanej dla dtuzszych sekwencji; dalsza optymalizacja metody,

- zaimplementowanie i przetestowanie opisanej metody sekwencjonowania de novo
w celu jej poréwnania z innymi rozwigzaniami dostepnymi w literaturze,

- okredlenie ztozonoéci obliczeniowej dla problemoéw asemblacji, w przypadku gdy
nie ma informacji o powtérzeniach.



Dodatek A

Zasoby

A.1 Lista sekwencji peptydowych wykorzystanych w eks-
perymencie obliczeniowym wraz z ich kodem doste-
powym w GenBank

A AI22861 SARMI1 protein [Homo sapiens]

A AT22867 PTPRR protein [Homo sapiens]

A AT25270 Chromosome 16 open reading frame 84 [Homo sapiens]

A AI25271 FSHR protein [Homo sapiens]

AATI25273 gi|115940697|gb| AAT25273.1]

A AI25274 ZNF497 protein [Homo sapiens]

ABI97387 ADAM metallopeptidase domain 33 [Homo sapiens]

ABI97388 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 [Homo sapiens]
ABI98401 lung specific F-box and DH domain containing protein [Homo sapiens]

ABJ09587 sodium-driven chloride bicarbonate exchanger [Homo sapiens|
A.2 Modyfikacje potranslacyjne sekwencji aminokwasowych

TABELA A.l: Zestawienie znanych modyfikacji potranslacyjnych sekwencji aminokwasowych

Modyfikacja Zmiana masy cza-
steczki [Da]
5" dephospho -79
Desmosine (from Lysine) -58
decomposed carboxymethylated Methionine -48
decarboxylation of gamma carboxy Glutamate -44
gamma-glutamyl semialdehyde (from arginine) -43
Ornithine (from Arginine) -42
Lysinoalanine (from Cysteine) -34
Lanthionine (from Cysteine) -34
Dehydroalanine (from Cysteine) -34
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Modyfikacja Zmiana masy cza-
steczki [Da]
Homoserine formed from Met by CNBr treatment -30
Oxidation of arginine (to glutamic acid) -27
Formylglycine (from cysteine) -18
Pyroglutamic Acid formed from Glutamic Acid -18
Dehydration (-H20) -18
S-gamma-Glutamyl (crosslinked to Cysteine) -18
O-gamma-Glutamyl- (Crosslink to Serine) -18
Serine to Dehydroalanine -18
Alaninohistidine (Serine crosslinked to theta or pi carbon of Hi- -18
stidine)
Misincorporation of Norleucine for Methionine -18
Succinimide formation from aspartic acid -18
Pyroglutamic Acid formed from Gln -17
N-pyrrolidone carboxyl (N terminus) -17
N alpha -(gamma-Glutamyl)-lysine -17
N-(beta-Aspartyl)-Lysine (Crosslink) -17
Succinimide formation from asparagine -17
S-carbamoylmethylcysteine cyclization (N-terminus) -17
Pyruvoyl- (Serine) -16
Crosslink between Arg and His sidechains -5
3,3",5,5-TerTyr (Crosslink) -4
Formylglycine (from serine) -2
Disulphide bond formation (Cystine) -2
S-(2-Histidyl)- (Crosslinked to Cysteine) -2
S-(3-Tyr) (Crosslinked to Cysteine) -2
3,3"-BiTyr (Crosslink) -2
IsodiTyr (Crosslink) -2
Allysine (from Lysine) -1
Amide formation (C terminus) -1
Oxidation of lysine (to aminoadipic semialdehyde) -1
Deamidation of Asparagine and Glutamine to Aspartate and Glu- 1
tamate
Citruline (from Arginine) 1
Cysteine x2, reduction of Cystine (Cys-Cys) 2
Reduction of indole double bond of Trp 2
Oxidation of Trp to kynurenine 4
Lysine epsilon amino to imine 12
Cysteine (N-term) formaldehyde adduct (Cys to Thioproline co- 12
nversion)
Formaldehyde adduct of Trp 12
Syndesine (from Lysine) 13
CM-Cys vs PAM-Cys 13
Methylation (N terminus, N epsilon of Lysine, O of Serine, Thre- 14
onine or C terminus, N of Asparagine)
CAM-Cys vs PAM-Cys 14
delta-Hydroxy-allysine (from Lysine) 15
Oxidation of lysine (to aminoadipic acid) 15
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Modyfikacja Zmiana masy cza-
steczki [Da]

Hydroxylation (of delta C of Lysine, beta C of Tryptophan, C3 or 16
C4 of Proline, beta C of Aspartate)

Oxidation of Methionine (to Sulphoxide) 16
3,4-Dihydroxy-Phenylalanine (from Tyrosine) (DOPA) 16
Oxohistidine (from histidine) 16
Sulfenic Acid (from Cysteine) 16
Oxidation of proline (to gamma-glutamyl semialdehyde) 16
Sodium 22
Ethyl 28
N,N dimethylation (of Arginine or Lysine) 28
2,4-BisTrp-6,7-dione (from Tryptophan) 28
Formylation (CHO) 28
6,7 Dione (from Tryptophan) 30
3,4,6-Trihydroxy-Phenylalanine (from Tyrosine) (TOPA) 32
3,4-Dihydroxylation (of Proline) 32
Oxidation of Methionine (to Sulphone) 32
Oxidation of proline (to glutamic acid) 32
Double oxidation of Trp 32
3-Chlorination (of Tyrosine with 35CI) 34
3-Chlorination (of Tyrosine with 37Cl) 36
Potassium 38
Acetylation (N terminus, N epsilon of Lysine, O of Serine) (Ac) 42
N-Trimethylation (of Lysine) 42
Carbamylation 43
disodium 44
Nitro (NO2) 45
beta-Methylthio-aspartic acid 46
Cysteic acid, oxidation of cysteine 48
Piperidine adduct to C-terminal Cys 51
t-butyl ester(OtBu) and t-butyl (tBu) 56
Glycyl (-G-,-Gly-) 57
Carboxamidomethyl (on Cysteine) 57
Carboxymethyl (on Cysteine) 58
sodium + potassium 60
Selenocysteine (from Serine) 64
Asp transamidation with piperidine 67
3,5-Dichlorination (of Tyrosine with 35Cl) 68
Dehydroalanine (Dha) 69
3,5-Dichlorination (of Tyrosine with mixture of 35Cl and 37Cl)) 70
Pyruvate 70
Sarcosyl 71
Alanyl (-A-, -Ala-) 71
Acetamidomethyl (Acm) 71
Propionamide or Acrylamide adduct 71
3,5-Dichlorination (of Tyrosine with 37Cl) 72
S-(sn-1-Glyceryl) (on Cysteine) 74
Glycerol Ester (on Glutamic acid side chain) 74
Glycine (G, Gly) 75
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Modyfikacja Zmiana masy cza-
steczki [Da]
Phenyl ester (OPh) (on acidic) 76
Beta mercaptoethanol adduct 76
3-Bromination (of Tyrosine with 79Br) 78
L-o-bromination of Phe with 79Br 78
L-o-bromination of Phe with 81Br 80
Sulphonation (SO3H) (of PMC group) 80
Sulphation (of O of Tyrosine) 80
Phosphorylation (O of Serine, Threonine, Tyrosine and Aspartate, 80
N epsilon of Lysine)
3-Bromination (of Tyrosine with 81Br) 80
Cyclohexyl ester (OcHex) 82
Dehydroamino butyric acid (Dhb) 83
Homoseryl lactone 83
2-Aminobutyric acid (Abu) 85
2-Aminoisobutyric acid (Aib) 85
Gamma Aminobutyryl 85
t-butyloxymethyl (Bum) 86
Diaminopropionyl 86
N-(4-NH2-2-OH-butyl)- (of Lysine) (Hypusine) 87
Seryl (-S-, -Ser-) 87
t-butylsulfenyl (StBu) 88
Alanine (A, Ala) 89
Sarcosine (Sar) 89
Anisyl 90
Benzyl (Bzl) and benzly ester (OBzl) 90
1,2-ethanedithiol (EDT) 93
Dehydroprolyl 95
Trifluoroacetyl (TFA) 96
N-hydroxysuccinimide (ONSu, OSu) 97
Prolyl (-P-, -Pro-) 97
Cysteic acid x2, oxidation of cystine 98
Tetramethylguanidinium termination by-product on amine 98
Phosphate/sulphate adduct of proteins 98
Valyl (-V-, -Val-) 99
Isovalyl (-I-,-Iva-) 99
t-Butyloxycarbonyl (tBoc) 100
Threoyl (-T-, -Thr-) 101
Homoseryl (-Hse-) 101
Cystyl (-C-, -Cys-) 103
4-Methylbenzyl (Meb) 104
Benzoyl (Bz) 104
Serine (S, Ser) 105
Pyridylethylation of cysteine 105
HMP (hydroxymethylphenyl) linker 106
Thioanisyl 106
Thiocresyl 106
2-Piperidinecarboxylic acid (Pip) 111
Pyroglutamyl 111
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Modyfikacja Zmiana masy cza-
steczki [Da]
Hydroxyprolyl (-Hyp-) 113
Isoleucyl (-I-, -Ile-) 113
Leucyl (-L-, -Leu-) 113
Norleucyl (-Nle-) 113
Asparagyl (-N-, -Asn-) 114
t-amyloxycarbonyl (Aoc) 114
Ornithyl (-Orn-) 114
Proline (P, Pro) 115
Aspartyl (-D-, -Asp-) 115
Succinyl 117
Valine (V, Val) 117
Hydroxybenzotriazole ester (HOBt) 117
Dimethylbenzyl (diMeBzl) 118
Threonine (T, Thr) 119
Cysteinylation 119
Benzyloxymethyl (Bom) 120
p-methoxybenzyl (Mob, Mbzl) 120
4-Nitrophenyl, p-Nitrophenyl (ONp) 121
Cysteine (C, Cys) 121
Chlorobenzyl (ClBzl) 125
Iodination (of Histidine[C4] or Tyrosine[C3]) 126
octanoylation 126
Glutamyl (-Q-, -Gln-) 128
Lysyl (-K-, -Lys-) 128
Glutamyl (-E-, -Glu-) 129
O-Methyl Aspartamyl 129
N alpha -(gamma-Glutamyl)-Glu 130
Norleucine (Nle) 131
Hydroxyproline (Hyp) 131
Isoleucine (I, Ile) 131
Leucine (L, Leu) 131
Methionyl (-M-, -Met-) 131
Hydroxy Aspartamyl 131
bb-dimethyl Cystenyl 131
Asparagine (N, Asn) 132
Pentoses (Ara, Rib, Xyl) 132
Aspartic Acid (D, Asp) 133
Benzyloxycarbonyl (Z) 134
Adamantyl (Ada) 134
p-Nitrobenzyl ester (ONb) 135
Histidyl (-H-, -His-) 137
N-methyl Glutamyl 142
N-methyl Lysyl 142
O-methyl Glutamyl 143
Diphthamide (from Histidine) 143
Hydroxy Lysyl (-Hyl-) 144
Methyl Methionyl 145
Glutamine (Q, Gln) 146
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Modyfikacja Zmiana masy cza-
steczki [Da]
Deoxyhexoses (Fuc, Rha) 146
Lysine (K, Lys) 146
Pentosyl 146
Aminoethyl Cysteinyl (AECys) 146
4-Glycosyloxy- (pentosyl,C5) (of Proline) 147
Glutamic Acid (E, Glu) 147
Phenylalanyl- (-F-, -Phe-) 147
Methionyl Sulfoxide 147
Pyridyl Alanyl 148
2-Nitrobenzoyl (NBz) 149
Methionine (M, Met) 149
Fluorophenylalanyl 149
Dimethoxybenzyl Trp 150
2-Nitrophenylsulphenyl (Nps) 153
4-Toluenesulphonyl (Tosyl, Tos) 154
3-nitro-2-pyridinesulfenyl (Npys) 154
Histidine (H, His) 155
3,5-Dibromination (of Tyrosine with 79Br) 156
Arginyl (-R-, -Arg-) 156
Citrulline 157
3,5-Dibromination (of Tyrosine with mixture of 79Br and 81Br) 158
Dichlorobenzyl (Dcb) 159
3,5-Dibromination (of Tyrosine with 81Br) 160
Carboxyamidomethyl Cystenyl 160
Hexosamines (GalN, GIcN) 161
Carboxymethyl cysteine (Cmc) 161
Carboxymethyl Cystenyl 161
Methylphenylalanyl 161
Inositol 162
N-Glucosy! (N terminus or N epsilon of Lysine) (Aminoketose) 162
O-Glycosyl- (to Serine or Threonine) 162
Linker attached to peptide in Fmoc peptide synthesis 162
Hexoses (Fru, Gal, Glc, Man) 162
Tyrosinyl (-Y-, -Tyr-) 163
MethionylSulphone 163
Phenylalanine (F, Phe) 165
2,4 -dinitrophenyl (Dnp) 166
Pentaflourophenyl (Pfp) 166
Diphenylmethyl (Dpm) 166
Phospho Seryl 167
2-Chlorobenzyloxycarbonyl (C1Z) 169
Napthyl acetyl 169
N-acetyl Lysyl 170
N-methyl Arginyl 170
Ethanedithiol/TFA cyclic adduct 172
Carboxy Glutamyl (Gla) 173
Arginine (R, Arg) 174
Acetamidomethyl Cystenyl 174
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Modyfikacja Zmiana masy cza-
steczki [Da]
Acrylamidyl Cystenyl 174
N-Glucuronyl (N terminus) 176
delta-Glycosyloxy- (of Lysine) or beta-Glycosyloxy- (of Phenyla- 177
lanine or Tyrosine)
4-Glycosyloxy- (hexosyl,C6) (of Proline) 177
Benzyl Seryl 177
N-methyl Tyrosinyl 177
a-N-Gluconoylation (His Tagged proteins) 178
p-Nitrobenzyloxycarbonyl (4Nz) 179
2,4,5-Trichlorophenyl 179
2,4,6-trimethyloxybenzyl (Tmob) 180
Xanthyl (Xan) 180
Tyrosine (Y, Tyr) 181
Chlorophenylalanyl 182
Mesitylene-2-sulfonyl (Mts) 182
AEBSF 183
Isopropyl Lysyl 184
Tryptophanyl (-W-, - Trp-) 186
Carboxymethyl Lysyl 186
N-Lipoyl- (on Lysine) 188
Matrix alpha cyano MH+ 190
Benzyl Threonyl 191
Benzyl Cystenyl 193
Napthyl Alanyl 197
Succinyl Aspartamyl 198
HMP (hydroxymethylphenyl)/TFA adduct 201
N-acetylhexosamines (GalNAc, GlcNAc) 203
Tryptophan (W, Trp) 204
Cystine ((Cys)2) 204
Farnesylation 204
S-Farnesyl- 206
Myristoylation-4H (2 double bonds) 206
Myristoleylation (myristoyl with one double bond) 208
Pyridylethyl Cystenyl 208
Myristoylation 210
4-Methoxy-2,3,6-trimethylbenzenesulfonyl (Mtr) 212
2-Bromobenzyloxycarbonyl (BrZ) 213
Formyl Tryptophanyl 214
Benzyl Glutamyl 219
Anisole Adducted Glutamyl 219
9-Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) 222
S-cystenyl Cystenyl 222
Biotinylation (amide bond to lysine) 226
Dimethoxybenzhydryl (Mbh) 226
N-Pyridoxyl (on Lysine) 229
Pyridoxal phosphate (Schiff Base formed to lysine) 231
Dansyl (Dns) 233
Nicotinyl Lysyl 233
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Modyfikacja Zmiana masy cza-
steczki [Da]
2-(p-biphenyl)isopropyl-oxycarbonyl (Bpoc) 238
Palmitoylation 238
Triphenylmethyl (Trityl, Trt) 242
Tyrosinyl Sulphate 243
Phospho Tyrosinyl 243
Pbf (pentamethyldihydrobenzofuransulfonyl) 252
3,5-Diiodination (of Tyrosine) 252
a-N-6-Phosphogluconoylation (His Tagged proteins) 258
N alpha -(gamma-Glutamyl)-Glu2 259
O-GleNAc-1-phosphorylation (of Serine) 266
Stearoylation 266
Pme (2,2,5,7,8- Pentamethylchroman-6-sulphonyl) 266
Geranylgeranylation 272
Monomethoxytrityl 272
S-Geranylgeranyl 276
5phos dCytidinyl 289
iodo Tyrosinyl 289
Aldohexosyl Lysyl 290
Sialyl 291
N-acetylneuraminic acid (Sialic acid, NeuAc, NANA, SA) 291
5’phos dThymidinyl 304
5’phos Cytidinyl 305
Glutathionation 305
O-Uridinylylation (of Tyrosine) 306
5’phos Uridinyl 306
N-glycolneuraminic acid (NeuGc) 307
S-farnesyl Cystenyl 307
5’phos dAdenosyl 313
O-pantetheinephosphorylation (of Serine) 324
SucPhencarb Lysyl 327
5’phos dGuanosyl 329
5’phos Adenosinyl 329
O-5’-Adenosylation ( of Tyrosine) 329
4’-Phosphopantetheine 339
S-palmityl Cystenyl 342
5’phos Guanosyl 345
Biotinyl Lysyl 354
Fluorescein labelling of peptide N-terminal using NHS ester 359
Hex-HexNAc 365
N alpha -(gamma-Glutamyl)-Glu3 388
Dioctyl Phthalate 391
PMC Lysyl 395
Aedans Cystenyl 409
Dioctyl Phthalate Sodium Adduct 413
di-iodo Tyrosinyl 415
PMC Arginyl 423
S-Coenzyme A 454
AMP Lysyl 457
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Modyfikacja Zmiana masy cza-
steczki [Dal
3,5,3’-Triiodothyronine (from Tyrosine) 470
S-(sn-1-Dipalmitoyl-glyceryl)- (on Cysteine) 524
S-(ADP-ribosyl)- (on Cysteine) 541
N-(ADP-ribosyl)- (on Arginine) 541
O-ADP-ribosylation (on Glutamate or C terminus) 541
ADP-rybosylation (from NAD) 541
S-Phycocyanobilin (on Cysteine) 587
S-Heme (on Cysteine) 617
N theta -(ADP-ribosyl) diphthamide (of Histidine) 648
NeuAc-Hex-HexNAc 657
O-8 alpha-Flavin [FAD])- (of Tyrosine) 783
S-(6-Flavin [FAD])- (on Cysteine) 784
N theta and N pi-(8alpha-Flavin) (on Histidine) 784
(Hex)3-HexNAc-HexNAc 893
(Hex)3-HexNAc-(dHex)HexNAc 1039

A.3 Lista aminokwasow

TABELA A.2: Lista aminokwaséw wraz z ich masa czasteczkowa i 1-literowym skrétem FASTA

Aminokwas Kod FASTA  Srednia masa czasteczkowa [Da]
Alanina A 71.03711
Arginina R 156.10111

Asparagina N 114.04293
Cysteina C 103.00919

Fenyloalanina F 147.06841

Glutamina Q 128.05858

Glicyna G 57.02146
Histydyna H 137.0589
Izoleucyna I 113.08406

Kwas asparaginowy D 115.02694
Kwas glutaminowy E 129.04259

Leucyna L 113.08406

Lizyna K 128.09496
Metionina M 131.04049

Prolina P 97.05276

Seryna S 87.03203

Treonina T 101.04768
Tryptofan \\Y% 186.07931
Tyrozyna Y 163.06333

Walina A% 99.06841
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