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Streszczenie. Dtlugie peptydy nazywane sa bialkami i petnig wiele funkcji w
ludzkim organizmie m.in sg katalizatorami, transportuja inne substancje, chronig
przed antygenami. Peptydy zbudowane sa z 20 typoéw aminokwasow potaczonych
w dlugie nierozgatgzione tancuchy (sekwencje). Znajomos¢ sekwencji to pierw-
szy krok do poznania funkcji biatka. Znane metody pozwalaja na okreslenie ko-
lejnosci aminokwasow (sekwencjonowanie) jedynie krétkich tancuchéw. Diugie
peptydy sa czgsciowo trawione do wielu krotkich sekwencji, ktére sa nastgpnie
sekwencjonowane. W dalszej kolejnosci wykorzystuje si¢ metody asemblacyjne
do rekonstrukcji badanego biatka. W pracy przedstawiono dwa problemy asem-
blacji. Zaproponowany zostat nowy model grafowy jako reprezentacja jednego z
tych probleméw.

PEPTIDES ASSEMBLY METHODS AND THEIR COMPUTATIONAL COM-
PLEXITY

Summary. Peptides are important chemical compounds. Long peptides are called
proteins. They have many important functions in human body e.g. catalyzing re-
actions, transporting other substances, defending body against antigens. They are
built of 20 types of amino acid arranged into long chain. Determining an order of
aminoacids is an important step in determination of proteins 3D structure. Known
methods allow to determine only short sequences. Long sequence is digested into
short pieces. Each short piece is sequenced and the assembly method is used to
discover the target sequence. In this paper two assembly problems are presented
and the new graph model for one of the problems is also proposed.

1. Wprowadzenie

Peptydy to zwiazki chemiczne sktadajace si¢ z aminokwasow tworzacych dtugie
nierozgatezione tancuchy [9]. Kazde dwa sasiednie aminokwasy potaczone sa specjal-
nym wiazaniem nazywanym wigzaniem peptydowym. W skiad peptydéw wchodzi 20
typéw aminokwaséw. Dlugie peptydy o masie przekraczajacej 10000 Daltonéw nazy-
wane sa biatkami. OkreSlenie kolejno$ci aminokwaséw w czasteczce nosi nazwe se-
kwencjonowania i1 stanowi wazny krok na drodze do poznania przestrzennej budowy
biatka i jego funkcji. Mozna wyr6zni€ nastgpujace poziomy opisu bialek [2]:

- struktura pierwszorzgdowa - kolejno$¢ aminokwaséw

- struktura drugorzgdowa - przestrzenne utozenie fancuchéw aminokwaséw
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- struktura trzeciorzgdowa - wzajemne potozenie elementow struktury drugorzedo-
wej

- struktura czwartorzgdowa - okreSla sposéb agregacji czasteczek i ewentualnych
struktur niebiatkowych

Na potrzeby dalszych rozwazan nalezy wspomnieé, ze tancuchy peptydowe nie sg sy-
metryczne, z jednej strony zakoriczone sg grupa —C' OO H (C-koniec), a z drugiej grupa
— N Hy (N-koniec). Jedng z najbardziej popularnych metod sekwencjonowania jest de-
gradacja Edmana. Jest to reakcja chemiczna, podczas ktérej zwiazek chemiczny PTH
reaguje z N-koncowym aminokwasem. Wynikiem tej reakcji jest fancuch skrécony o
aminokwas N-koncowy oraz zwiazek powstaty przez potaczenie PTH i odcigtego ami-
nokwasu. Do ustalenia aminokwasu wykorzystuje si¢ chromatografi¢ lub elektroforezg.
Chromatografia to technika analityczna, w ktérej wykonuje si¢ detekcje sktadnikéw ba-
zujac na wielkosci czasteczek albo ich zdolnosSci do adsorpcji. Elektroforeza to rozpo-
znanie czasteczki w oparciu o jej tadunek elektryczny: przebyta przez substancj¢ droga
w polu elektrycznym pozwala na identyfikacje. Wykonanie degradacji Edmana umoz-
liwia poznanie jednego aminokwasu, aby poznac kolejne wykonuje si¢ degradacj¢ cy-
klicznie. Po kazdej iteracji pochodna PTH jest poddawana identyfikacji. Po kazdej ite-
racji metody w roztworze pozostaja zanieczyszczenia - pochodne z poprzednich iteracji
oraz tafncuchy w ktérych nie nastapito odcigcie aminokwasu N-konficowego. W praktyce
uniemozliwiaja one sekwencjonowanie tancuchow przekraczajacych 50 aminokwasow
[9]. Inng metoda sekwencjonowania jest spektrometria masowa [1]. Oboje¢tne czasteczki
biatka ulegaja w spektrometrze masowym jonizacji i fragmentacji tworzac tak zwane
jony fragmentacyjne. Wynikiem eksperymentu przeprowadzonego za pomoca spektro-
metru masowego jest tzw. widmo masowe - wykres dwuwymiarowy, ktory przedstawia
na osi X stosunek masy do tadunku (m/z) kazdego z uzyskanych jonéw fragmentacyj-
nych oraz ich wzgledne stgzenie w mieszaninie na osi Y. Widmo masowe mozna trak-
towac jako "odcisk palca" zwiazku chemicznego i jego analiza pozwala na rozpoznanie
tej substancji. W praktyce analiza widma jest ztozonym procesem wymagajacym cze-
sto zaangazowania skomplikowanych metod kombinatorycznych i moze by¢ przepro-
wadzona z powodzeniem tylko dla krotkich peptydow. Obie wspomniane metody po-
siadaja ograniczenie co do dtugosci sekwencjonowanego tancucha. Rzeczywiste biatka
czesto przekraczaja kilkaset aminokwasow, stad metody te sa niewystarczajace. Natural-
nym rozwiazaniem jest podzielenie analizowanego biatka na wiele krétkich tancuchéw,
ustalenie ich sekwencji a nastgpnie asemblacja tych fragmentéw w celu rekonstrukcji
oryginalnego tancucha. W niniejszej pracy zestawiono znane problemy asemblacji oraz
kilka metod ich rozwigzania. Proponuje si¢ rowniez nowy model grafowy dla jednego z
przedstawionych problemdw.

2. Eksperyment chemiczny

W celu przygotowania danych wejSciowych dla metody asemblacyjnej, wyko-
rzystuje si¢ endopeptydazy [9]. Sa to enzymy, ktére tng biatko wewnatrz czasteczki, po
rozpoznaniu odpowiedniego aminokwasu. Przyktadowe endopeptydazy to:

- trypsyna, ktdra tnie taficuch aminokwaséw po argininie oraz lizynie,

- chymotrypsyna, ktéra rozpoznaje natomiast tryptofan, fenyloaniling i1 tyrozyne.
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W eksperymencie dzieli si¢ roztwor zawierajacy badane biatka na dwa naczynia i prze-
prowadza w kazdym z naczyn trawienie (cigcie) inng endopeptydaza. Wynikiem ekspe-
rymentu sg dwa zestawy krotkich taiicuchéw. Eksperyment moze by¢ Zrédtem btedow.
Btgedem pozytywnym okreSla si¢ sytuacje, gdy w zbiorze krétkich sekwencji pojawia sig¢
fancuch, ktory nie jest rzeczywistym wynikiem eksperymentu chemicznego. Moze by¢
to na przyktad zanieczyszczenie zewngtrzne albo fragment endopeptydazy, ktéra row-
niez jest peptydem. Btedem negatywnym jest sytuacja, gdy nie zaobserwowano sekwen-
cji, ktére powinny si¢ pojawic. Taka sytuacja zdarza si¢, gdy tancuch zostanie zagubiony.
Bledy negatywne moga rowniez wynika¢ z braku informacji o powtdrzeniach krétkich
taficuchéw (gdy taka informacja jest gubiona w procesie analizy prébki). Bigdem jest
réwniez sytuacja, gdy nie zachodza wszystkie cigcia, ktérych mozna si¢ spodziewac
biorac pod uwage mechanizm dziatania danej endopeptydazy. Nalezy zauwazy¢, ze kla-
syfikacja tego btedu nie jest oczywista. W wyniku braku cigcia w spektrum pojawia si¢
dodatkowy tancuch, ktéry pochodzi jednak z asemblowanego taficucha, nie jest wigc bte-
dem pozytywnym. Trzeba pamigtaé, ze w roztworze znajduje si¢ wiele takich samych
czasteczek biatka. Brak cigcia w jednej czasteczce, a co za tym idzie brak pewnego
krétkiego fragmentu pochodzacego z trawienia tej czasteczki, nie oznacza, ze w innej
czasteczce to cigcie nie zaszto, czyli krétki fragment pomimo wszystko moze pojawic
si¢ w spektrum. Brak cigcia nie gwarantuje wigc zagubienia krétkiego fragmentu, a co
za tym idzie nie jest bledem negatywnym.

W eksperymencie mozliwy jest do uzyskania rozktad wszystkich aminokwaséw
w czasteczce. W tym celu przeprowadza si¢ calkowite trawienie czasteczki do amino-
kwasOow 1 mierzy ich st¢zenie w roztworze.

3. Problemy kombinatoryczne

W idealnym przypadku wyniki eksperymentu nie zawieraja bledow pozytywnych
ani negatywnych, a w procesie chemicznym zaszly wszystkie mozliwe cigcia. Problem
asemblacji w takim przypadku moze byC reprezentowany przez szczegdlny model gra-
fowy [3]. Wszystkie wierzchotki grafu odpowiadaja krétkim sekwencjom pochodzacym
z trawienia obiema endopeptydazami i s zaetykietowane przez odpowiadajace tym se-
kwencjom tancuchy znakéw nad 20 literowym alfabetem >.. W grafie tym istnieje tuk
pomigdzy dwoma wybranymi wierzchotkami, gdy zachodzi niezerowe natozenie kon-
cowych liter etykiety poprzednika z poczatkowymi literami etykiety nastgpnika. Mozna
zauwazyc, ze tego rodzaju graf jest grafem dwudzielnym, gdyz takie nalozenie moze
istnie¢ tylko migdzy tainicuchami pochodzacymi z trawienia ré6znymi endopeptydazami.
W przypadku, gdy zakladamy wystapienie wszystkich cig¢, mozna zauwazy¢ réwniez,
ze jedynie najdtuzsze mozliwe nalozenie jest poprawne, wiec taki graf jest 1-grafem.
Rozwiazanie problemu asemblacji stanowi $ciezka Hamiltona w tym grafie, ktéra odpo-
wiada trawionemu tancuchowi.

Graf uzyskany z takiego eksperymentu w przypadku idealnym nazywany jest
grafem peptydowym. Mozna pokazaé, ze graf peptydowy jest grafem sprz¢zonym. Graf
sprz¢zony mozna traktowac jako pewng transformacj¢ innego grafu (grafu oryginalne-
g0), ktéra polega na zamianie zbioru tukéw w zbior wierzchotkéw 1 poprowadzenie tu-
kéw migdzy takimi wierzchotkami, dla ktérych w grafie oryginalnym istnieje mozliwos¢
bezposredniego przejsScia przez wspdlny wierzchotek:
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Rys. 1. Para wierzchotkoéw z, z w grafie peptydowym, dla ktérej zbiory nastgpnikow nie
saroztaczne tj. N*(z) N NT(2) = {y}

Definicja 1. [10] 1-graf skierowany H = (A, U) jest grafem sprzezonym grafu G =
(V, A) o zbiorze wierzcholtkéw A i takim zbiorze tukéw U, ze miedzy wierzchotkami
zr,y € A w grafie H wystepuje tuk (z,y) wtedy i tylko wtedy, gdy wierzchotek
koncowy tuku x w grafie G jest wierzchotkiem poczatkowym tuku y w grafie G.

Ponizsze twierdzenie przedstawia wlasnosc, ktéra pozwala na rozpoznanie grafu
Sprze¢zonego.

Twierdzenie 1. [10] Niech H = (V, A) bedzie 1-grafem. H jest grafem sprzgZonym
wtedy i tylko wtedy, gdy:

Vayev N (@) N NT(y) # 0 = N(z) = N*(y)

Twierdzenie 2. Graf peptydowy jest grafem sprzezonym.

Dowéd. Aby udowodnié, ze graf peptydowy jest grafem sprzezonym wystarczy udo-
wodni¢ wtasnos¢ Twierdzenia 1, ze dla dowolnych dwoch wierzchotkéw zbiory ich
nastepnikow sa roztaczne lub réwne. W tym celu wystarczy rozwazy¢ pare wierz-
chotkéw w takim grafie, dla ktorej zbiory nastepnikow nie sg roztaczne i wykazaé,
ze w takim przypadku zbiory te musza by¢ rowne.

Sytuacja ta jest przedstawiona na Rysunku 1. Wierzcholki x,z nalezg
do grafu peptydowego G = (V,A). Zgodnie z ilustracja z,y,z,q € V oraz
{(z,y),(2,vy),(2,9)} € A, zbiory nastepnikéw = i z nie sa rozlaczne tj. N*(z) N
N*(z) = {y}. Symbole Xi, ..., X, reprezentuja aminokwasy po ktérych tnie pierw-
sza endopeptydaza, symbole Y7, ..., Y, reprezentuja aminokwasy po ktérych tnie
druga endopeptydaza, natomiast K, L, M, N sa podtancuchami dzielacymi wy-
stapienia tych aminokwaséw. Mozna zauwazy¢, ze istniejace tuki implikujg réw-
noé¢ Y7 = Y, = Y3 = Y, oraz zachodza implikacje (z,y) € A = K = L,
(z,y) € A = M = L oraz (2,q) € A = M = N. Implikacje te wynikaja z
faktu, ze w oryginalnym tancuchu przed fragmentami L i N musial wystapi¢ jeden
z aminokwasow, po ktorym tnie pierwsza endopeptydaza, wiec prawidtowe jest tyl-
ko nalozenie z petnymi fragmentami K /M. Wynika stad, ze K = N co implikuje
istnienie tuku (x,¢) i tym samym réwnosé zbioréw nastepnikéw Nt (z) = NT(2).
Rozumowanie prowadzi do wtasnosci opisanej w Twierdzeniu 1 charakteryzujacej
grafy sprzezone. ]

Grafy sprz¢zone maja wlasnos¢, ze cykl/Sciezka Hamiltona moze by¢ znalezio-
na za pomoca obwodu/Sciezki Eulera w grafie oryginalnym [10]. Wynika z tego, ze dla
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przypadku idealnego problem asemblacji moze by¢ rozwiazany w czasie wielomiano-
wym.

W przypadku braku niektorych cigé, gdy dodatkowo dany jest rozktad aminokwa-
sOw, sytuacja komplikuje si¢. Nalezy rozwazy¢ wszystkie mozliwe natozenia dwoch
etykiet, a nie tylko najdluzsze. Powstajacy w takim, problem asemblacji moze zosta
sformutowany nastgpujaco:

Instancja: Multizbiér S ciagdéw znakéw nad alfabetem X (2-zbidr wszystkich symboli
reprezentujacych poszczegbdlne aminokwasy), rozktad D symboli z alfabetu X tj. zbior
par (x,4) dla wszystkich symboli x z alfabetu 3, gdzie 7 jest liczba catkowita dodatnia.

Odpowiedz: Superciag dla multizbioru ciagéw S spetniajacy rozktad D.

Zostato udowodnione, ze problem ten jest silnie NP-trudny [8], co oznacza, ze nie
istnieja wielomianowe algorytmy rozwiazujace go, jesli P # N P. W literaturze przeba-
dano mozliwos¢ wykorzystania réznych metaheurystyk do rozwigzania tego problemu.
Zaimplementowano 1 przetestowano algorytm ewolucyjny [4], metodge GRASP [5] oraz
metode Tabu [6].

Algorytmy przedstawione w tych trzech pracach zaktadaty wstepny preproces-
sing 1 zawezenie przestrzeni rozwigzan na ktérej dziataja metaheurystyki. JakoS¢ uzy-
skanych przez te metaheurystyki wynikéw zalezata wigc od sposobu wykonania prepro-
cessingu. Ponizej zaproponowano model grafowy, ktory reprezentuje petna przestrzen
rozwiazan dopuszczalnych. Dany jest graf H = (V, A). Kazdy wierzchotek v € V od-
powiada pewnej krétkiej sekwencji, dodatkowo wierzchotki te sa etykietowane przez
odpowiadajace tym sekwencjom tancuchy znakéw nad 20 literowym alfabetem .. Po-
nadto dla kazdego wierzchotka v; € V wprowadza si¢ 20-wymiarowy wektor w(v;).
Kolejne wymiary tego wektora odpowiadaja alfabetycznie kolejnym literom alfabetu ..
Wartosci w kolejnych wymiarach tego wektora to licznos$ci odpowiednich liter w etykie-
cie. W grafie tym istnieje tuk pomigdzy dwoma wierzchotkami, gdy istnieje natozenie
si¢ pomigdzy opisujacymi je etykietami. W omawianym przypadku moze istnie¢ wiele
natozen dwoch etykiet, odpowiada to wielu tukom pomigdzy dwoma wierzchotkami. H
jest wige multigrafem. Kazdemu tukowi a; € A przyporzadkowuje si¢ wage w(a;) beda-
ca 20-wymiarowym wektorem, analogicznym jak w przypadku wierzchotkow. Wartosci
tego wektora w kolejnych wymiarach dotycza liczno$ci odpowiednich liter we fragmen-
cie etykiety, ktory determinuje istnienie tuku.

W analizowanej wersji problemu moze istnie¢ wiele krotkich sekwencji pokry-
wajacych ten sam fragment asemblowanej czasteczki. Jesli istnieje wiele wzajemnie
naktadajacych si¢ krétkich sekwencji, to nalezy wyrézni¢ dwie najdluzsze. Pozostate
krétsze fragmenty beda sig zawiera¢ w tych najdluzszych i powinny zostaé pominigte.
Do odtworzenia kolejnoSci krétkich sekwencji wystarczy, aby kazda pozycja z oryginal-
nej czasteczki byta odzwierciedlona w wynikach eksperymentu co najwyzej dwa razy.
W celu oznaczenia wierzchotkéw, ktére potencjalnie moga zostac usunigte z rozwazan,
przydziela si¢ im kolory:

- kazdemu wierzchotkowi, ktérego etykieta zawiera si¢ w etykiecie innego wierz-
chotka i oba wierzchotki opisuja sekwencje z doSwiadczen z r6znymi endopepty-
dazami, nalezy przydzieli¢ czarny kolor

- pozostalym wierzchotkom przydziela si¢ kolor biaty.
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Przyktadowa sekwencje¢ dla problemu asemblacji przedstawiono na rysunku 2, a
graf dla tej sekwencji zamieszczono na rysunku 3.

Dla kazdego wierzchotka w kolorze czarnym nalezy rozwazy¢ dwie sytuacje:
gdy odpowiadajacy wierzchotkowi krétki peptyd jest rzeczywiscie podsekwencja inne-
go krétkiego peptydu lub gdy odpowiada innemu fragmentowi oryginalnej czasteczki.
Dla kazdego czarnego wierzchotka nalezy wigc podjaé decyzje, czy uwzgledni¢ go w
rozwiazaniu, czy pominaC. Jesli graf H posiada k czarnych wierzchotkéw, to istnieje
2F réznych wynikéw procesu decyzyjnego. Jesli wszystkie k decyzji zostanie podje-
tych poprawnie, czyli pominigte zostang tylko wierzchotki opisujace sekwencje, ktére
rzeczywiscie zawieraja si¢ w innych sekwencjach, to krotkie sekwencje odpowiadaja-
ce pozostatym wierzchotkom pokrywaja asemblowany taiicuch w kazdym miejscu co
najwyzej dwukrotnie. Rozwiagzaniem problemu asemblacji jest znalezienie Sciezki prze-
chodzacej przez wszystkie biate wierzchotki doktadnie raz i przez czarne wierzchotki co
najwyzej raz. Dodatkowo sekwencja zwiazana z ta Sciezka powinna posiadaé uzyskany
rozklad aminokwasGw. Do obliczenia rozkladu aminokwaséw (wektor E) w uzyskanej
sekwencji moze postuzy¢ ponizszy wzor:

E=Y ()~ Y )

veo QE(CLI)GR

gdzie R to zbior lukéw nalezacych do znalezionej Sciezki, o C V' to zbidr wszystkich
wierzchotkéw nalezacych do tej Sciezki.

ORYGINALNA S5EKWENCIA

[clolalefefcfola]elre]c]
Krdtkie peptydy trawione endopeptydaza I (ciecie po "A")
Su[clofaTefefcTo]~]  s.[ele]e]c]
Krdtkie peptydy trawione endopeptydaza II (ciecie po "F")

Sulclofale]rfc]o]a]efr] s, [8]c]

NatoZenie 1:

sulclofafefrfcfof]

sulclofalefrfcfolafe]F]
s|efFle]c]
S[s]c]

Natozenie 2:

su[cIoTaTer[c]o] 4]

sulclofa[efefc]o]ale]F]
Su|e| Fls o]

Rys. 2. Przykladowa sekwencja i jej asemblacja dla problemu bez niektérych cigé

Opis grafu dla przyktadu:
[A,B,C,D,E,F,G,...]
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Sll S21
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Rys. 3. Graf H dla przyktadowej sekwencji

vy - czarny, W(v1) = [2,0,2,2,1,1,0,...]
etykieta = " CDAEFCDA”

ve - bialy, W(ve) = [2,0,2,2,2,2,0,...]
etykieta = "CDAEFCDAEF”

v - biaty, w(v3) = [0,1,0,0,1,1,1,...]
etykieta = "EFBG”

vy - czarny, w(vy) = [0,1,0,0,0,0,1,...]
etykieta = "BG”
T (@) = [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,...]

4. Podsumowanie

W pracy przedstawiono rézne metody asemblacji peptydow. Zaprezentowano
model grafowy dla przypadku, gdy nie ma bledow 1 zachodza wszystkie spodziewa-
ne cigcia. Udowodniono, ze przedstawiony graf jest grafem sprz¢zonym. Rozwiazaniem
tego problemu asemblacji jest Sciezka Hamiltona. Szukanie Sciezki Hamiltona w gra-
fie sprzgzonym mozna sprowadzi¢ do szukania drogi Eulera w innym grafie. Znane sa
wielomianowe algorytmy znajdujace droge Eulera, przedstawiony problem jest wigc ob-
liczeniowo latwy.

W przypadku, gdy nie ma wszystkich cig¢ problem jest obliczeniowo trudny. W
pracy przytoczono definicj¢ tego problemu oraz zaproponowano model grafowy do jego
zaprezentowania. Jest to pierwszy model matematyczny w literaturze, ktéry umozliwia
znalezienie dowolnego rozwiazania dopuszczalnego, dotychczas gtdwnie bazowano na
dos¢ uproszczonych i przyblizonych modelach wykorzystywanych przez metaheurysty-
ki. Przedstawiony model moze zosta¢ z powodzeniem wykorzystany do projektowania
rozwigzan dokladnych. Rozwigzaniem problemu jest $ciezka Hamiltona w jednym z
podgraféow indukowanych zaproponowanego grafu. Dodatkowo sekwencja zwigzana z
ta Sciezka musi spelniaé zalozenie o rozktadzie aminokwasow.
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