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Applications”, InTech, pp.3-20, 2017
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“DNA sequence assembly involving an acyclic graph model”, Foundations of Computing and
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[P7] J. Blazewicz, E.K. Burke, G. Kendall, W. Mruczkiewicz, C. Oguz, A. Swiercz, “A hyper-heuristic

approach to sequencing by hybridization of DNA sequences”, Annals of Operations Research
207(1), 2013, pp. 27-41.

[P8] . Blazewicz, M. Bryja, M. Figlerowicz, P. Gawron, M. Kasprzak, E. Kirton, D. Platt, J. Przybytek, A.

Swiercz, L. Szajkowski, ,,Whole genome assembly from 454 sequencing output via modified DNA
graph concept”, Computational Biology and Chemistry 33, 2009, 224-230.

[P9] M. Kasprzak, A. Swiercz, ,Sekwencjonowanie i asemblacja DNA - podejscia, modele grafowe,
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Omowienie celu osiggniecia naukowego w/w prac oraz osiggnietych wynikow wraz
z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

Od wielu lat ludzie prébowali rozwiktaé zagadke, jaki czynnik jest odpowiedzialny za to w jaki sposdb
funkcjonujg organizmy, za to ze ludzie rdznig sie od siebie oraz od innych zywych organizméw. Odkrycie
kodu genetycznego zapisanego pod postacia  dwuniciowej helisy DNA  (kwasu
deoksyrybonukleinowego) w 1953 roku przez Jamesa Watsona i Francisa Cricka [WC53] przyblizyto
rozwiktanie tejze zagadki i doprowadzito do rozwoju metod rozszyfrowywania kodu. Niestety obecnie
nie istnieje zadna technologia, dzieki ktérej mozna by przeczyta¢ od razu caty genom, czyli poznac
kolejnos¢ nukleotyddéw w helisie DNA reprezentowanych w sekwencji jako litery: A,C,G,T. Mozliwe jest
jedynie odczytywanie krétszych fragmentéw, ztozonych z kilkuset do kilku tysiecy liter, a nastepnie
ztozenie ich w dtugg sekwencje genomu. Ze wzgledu na niestychang ztozonos¢ oraz dtugosé genoméw
organizméw zywych okazato sie szybko, Ze reczne sktadanie takich fragmentéw jest czasowo
nieosiggalne, udowodniono ze problem ten (a witasciwie jego podproblem znalezienia najkrétszej
wspolnej nadsekwencji danego zbioru sekwencji) jest NP-trudny [GMA80]. Dla przyktadu genom
cztowieka jest zbudowany z okoto 3 miliardéw nukleotyddw, podzielonych na 23 fragmenty zwane
chromosomami. Odczytywanie genomu zapoczatkowato rozwdj metod matematycznych oraz
informatycznych wspomagajgcych proces przetwarzania wielomilionowych zbioréw krétkich
sekwencji.

Odczytywanie genomu mozna podzielic na kilka etapow: sekwencjonowanie, asemblacje oraz
wykanczanie genomu. Sekwencjonowanie polega na bezposrednim czytaniu fragmentéw sekwencji.
Dwie pierwsze chronologicznie metody polegaty na wykorzystaniu metod zelowych, znane jako
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metoda Sangera [SNC77] oraz metoda Maxama-Gilberta [MG77]. Kolejng byta metoda Southerna
[Sou88], znana pod nazwg sekwencjonowanie przez hybrydyzacje (SBH). Wszystkie wymienione
metody odczytywaly jednorazowo sekwencje o dtugosci kilkuset nukleotyddw, choé trzecia z nich
wymagata jeszcze dodatkowo fazy obliczeniowej w celu potgczenia kilkunukleotydowych fragmentéw
sekwencji w dtuzszy taricuch. Metody, choé bardzo kosztowne i czasochtonne, przyczynity sie miedzy
innymi do poznania genomu ludzkiego w projekcie Human Genome Project [IHGSCO1,HGPO03]. Z
poczatkiem XXI wieku nastgpit rozwdj metod sekwencjonowania tzw. nowej generacji, ktére znaczgco
przyspieszajg odczyt, zmniejszajg koszt oraz pozwalajg na odczytanie jednoczesnie wiele milionéw
sekwencji o dtugosci do kilkuset nukleotydéw. W chwili obecnej obserwujemy rozwéj metod trzeciej
generacji polegajacych na odczytywaniu jednorazowo sekwencji o dtugosci do kilkunastu tysiecy
nukleotyddéw, lecz zawierajgce znacznie wiecej btedéw niz w przypadku poprzednich metod.

W drugim etapie odczytywania genoméw - asemblacji, tgczone sg sekwencje otrzymane w trakcie
sekwencjonowania. Informatyczne metody asemblacji, tzw. asemblery, powinny w efektywny sposdb
przetworzy¢ miliony sekwencji, zbada¢ ich podobienstwo i stopien natozenia oraz utworzy¢ diugi cigg
znakdéw, zwany kontigiem, zawierajacy jako podsekwencje wszystkie sekwencje wejsciowe. Ze wzgledu
na trudnos$¢ problemu, asemblery nie s3 w stanie odtworzy¢ jednej dtugiej, oryginalnej sekwencji
genomu, co w powoduje powstanie wielu kontigdw wynikowych. Stagd wynika koniecznos¢ kolejnego
etapu — wykariczania, w ktorym to porzgdkowane sg kontigi, ustalana jest odlegto$¢ miedzy nimi i
pozycjonowanie na odpowiednim chromosomie. Wykorzystywane sg w tym celu rézne metody,
najczesciej biochemiczne, takie jak na przyktad znakowanie czy mapy optyczne.

W ramach prezentowanych w cyklu habilitacyjnym wynikéw zamodelowatam metody hiper-
heurystyczne dla problemu sekwencjonowania przez hybrydyzacje; byta to kontynuacja badan
podjetych na etapie doktoratu [A6, A7, A8]. Rozwigzanie problemdw sekwencjonowania w matej skali,
umozliwito nastepnie rozwigzanie problemu sekwencjonowania w duzej skali, z wielokrotnie wiekszg
liczbg dtuzszych niz w przypadku SBH sekwencji, ktére nalezy ze sobg pofaczyé, czyli problemu
asemblacji DNA. Prowadzitam rdéwniez badania nad specyfika grafow wykorzystywanych do
zamodelowania obu probleméw. Bytam kierownikiem grantéw, dotyczacych sekwencjonowania w
duzej skali, oraz integracji danych z sekwencjonowania z informacjg zawartg w innych bazach danych
(ekspresja genow, ontologia gendw, interakcji biatko-biatko). Ponadto bratam udziat w wielu
projektach, w ktérych jako ekspert bioinformatyczny przeprowadzatam analize danych z
sekwenatorow, co zaowocowato kilkoma publikacjami [A1, A2, A3, A4] oraz zgtoszeniem patentu [C1].
Zdobyta w trakcie prowadzonych badan wiedza, dotyczgca specyfiki danych z sekwencjonowania oraz
rodzaju btedéw w sekwencjach, zostata wykorzystana podczas konstrukcji algorytméw asemblacji de
novo.

Omowienie gtdwnych celdow i wynikdéw naukowych wszystkich prac sktadajgcych sie na prezentowany
cykl zostanie podzielony na cztery komplementarne czesci, grupujgce uzyskane wyniki:

i Problem sekwencjonowania przez hybrydyzacje. Przedstawienie roznych modeli grafowych
wykorzystywanych w kontekscie odczytywania genomu oraz zaleznoSci pomiedzy nimi
[P3,P9].

ii. Przedstawienie klasyfikacji hiper-heurystyk ze wzgledu na sposéb konstrukcji rozwigzania
oraz sposoOb uczenia [P1l], opracowanie modelu hiper-heurystyki dla problemu
sekwencjonowania przez hybrydyzacje [P7] oraz modelu jednorodnego kodowania dla
roznych probleméw kombinatorycznych i przeniesienia bariery domenowej w hiper-
heurystyce [P4].

iii. Opracowanie réznych algorytmoéw do asemblacji DNA: z wykorzystaniem obliczen na kartach
graficznych [P2], z grafem acyklicznym [P6], oraz przy uzyciu modelu zmodyfikowanego grafu
DNA [P8]. Zastosowanie hiper-heurystyki w problemie asemblacji DNA [P1,P2].

iv. Kompresja danych z sekwencjonowania w celu usprawnienia dziatania algorytméw
asemblacji oraz transferu danych na serwer [P5].
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4.3.2. Sekwencjonowanie przez hybrydyzacje

Sekwencjonowanie przez hybrydyzacje jest metodg odczytywania krotkich fragmentéw DNA, ktdra sie
sktada z eksperymentu biochemicznego oraz fazy obliczeniowej. W pierwszej czesci tworzona jest
mikromacierz, na ktdrej umieszczone sg wszystkie sekwencje o zadanej dtugosci k (k-mery), np. k=8.Z
drugiej strony przygotowywana jest, bedaca celem odczytu, kilkusetnukleotydowa sekwencja DNA,
namnozona w wielu milionach kopii, oznakowana fluorescencyjnie. W trakcie eksperymentu
biochemicznego sekwencja DNA przyczepia sie (hybrydyzuje) do komplementarnych k-meréw na
mikromacierzy, a skanowanie obrazu mikromacierzy pozwala na detekcje swiecacych fluorescencyjnie
punktéw, w ktdrych nastgpita hybrydyzacja. Znajgc pozycje poszczegdlnych k-merdw jestesmy w stanie
odtworzy¢ zbidor wszystkich k-merdw, ktére sg podsekwencjami badanej sekwencji DNA. Zbiér ten
nazywa sie spektrum (por. Rys. 1). W kolejnym etapie nalezy odtworzy¢ sekwencje DNA z k-meréw
sprawdzajac ich naktadanie sie. Wiekszo$¢ zaproponowanych w literaturze metod korzysta z dwéch
rodzajow graféw. W zaproponowanym przez Lysova [LFK+88] grafie G, kazdy z k-merdéw jest
wierzchotkiem, a tuki tgczg wierzchotki, ktdrych etykiety naktadajg sie na siebie z przesunieciem o 1.
Rozwigzaniem jest $ciezka Hamiltona. W roku 1989 Pevzner [Pev89] zaproponowat graf H, w ktdrym k-
mery sg tukami faczacymi wierzchotki o dtugosci k-1, ktére sg sufiksem i prefiksem etykiety tuku.
Rozwigzaniem problemu SBH w grafie H jest Sciezka Eulera. Zwigzek miedzy grafami H oraz G zostat
wyjasniony w 1999 roku [BHK+99], a podsumowanie zagadnienia dotyczgcego tychze grafow i ich
wykorzystania w kontekscie poznawania genomu zostato zawarte w pracy [P3].

Eksperyment biologiczny

Eksperyment obliczeniowy

Sekwencja DNA
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Rys. 1. SBH skfada sie z biologicznego i obliczeniowego eksperymentu. W pierwszym (a) na podstawie
mikromacierzy znajdowane sg wszystkie k-mery bedgce podsekwencjami sekwencji DNA. W drugiej czesci
kazdy element spektrum staje sie wierzchotkiem w grafie (b) tuki z petng kreskg wskazujg na naktadanie sie
potaczonych wierzchotkdw z przesunieciem o 1, natomiast zakropkowane tuki z przesunieciem o 2
(wiekszos¢ z tych tukdw zostata pominieta, aby zachowacé czytelnosc¢ rysunku). Po znalezieniu $ciezki
Hamiltona w grafie jesteSmy w stanie odtworzy¢ sekwencje DNA. Z uwagi na btagd negatywny ACA mozna
uzyskad rowniez krétsze rozwigzanie utworzone z takiej samej liczby k-merdéw rozpoczynajace sie od CAGG...

Grafy Lysova G, nazywane takze grafami DNA, nalezg do grafow skierowanych etykietowanych. Sg one
takze liniowymi grafami skierowanymi, dla ktérych istnieje wielomianowe rozwigzanie poszukiwania
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Sciezki Hamiltona. Jest to mozliwe dzieki transformacji liniowego grafu skierowanego do jego grafu
oryginalnego (graf Pevznera) i szukaniu $ciezki Eulera w tym drugim grafie. Liniowy graf skierowany G
oraz jego graf oryginalny H sg potaczone ze sobg w nastepujacy sposéb:
e wierzchotki w grafie G odpowiadajg tukom w grafie H
e istnieje tuk (ij) w G wtedy i tylko wtedy, gdy w grafie H koricowy wierzchotek tuku i jest
rowniez wierzchotkiem poczatkowym tuku j
Istnienie Sciezki Eulera w H jest rownowazne istnieniu Sciezki Hamiltona w G.

W kontekscie poznawania genomu czesto uzywa sie, niestusznie, nazwy grafy de Bruijna. Grafy te sg
rowniez etykietowane, utworzone ze wszystkich mozliwych etykiet o zadanej dtugosci k, nad pewnym
alfabetem, w przypadku DNA — cztero-literowym {A,C,G,T}. Zatem w grafie mamy 4 wierzchotkéw z
roznymi etykietami. tuk tgczy wierzchotki, jesli sufiks poprzednika o dfugosci k-1 pokrywa sie z
prefiksem nastepnika [B46]. Grafy DNA sg indukowanymi wierzchotkowo (vertex-induced) podgrafami
grafow de Bruijna. Natomiast grafy Pevznera sg podgrafami graféw DNA, sg zatem niejako podgrafami
grafow de Bruijna. Nie sg natomiast grafami de Bruijna, gdyz nie zawierajg wszystkich tukéw, w ktdrych
etykiety naktadajg sie ze soba. Podgrafy graféw de Bruijna (w czesci 4.3.4 nazywane grafami
dekompozycji) wykorzystywane sg jako jedno z podejs¢ do asemblacji genomow.

Grafy Lysova oraz grafy Pevznera zaproponowane zostaty dla rozwigzania problemu SBH w przypadku
idealnym, ktory jak powyzej wyjasniono jest problemem rozwigzywalnym w czasie wielomianowym.
Jednakze w przypadku btedéw w spektrum, zaréwno btedéw pozytywnych (dodatkowe k-mery w
spektrum, ktére nie sg podsekwencjg badanej sekwencji DNA), jak i btedéw negatywnych (brak k-
merow w spektrum) problem jest silnie NP-trudny [BKO3]. W prowadzonych badaniach przyjeto
nastepujgcg definicje problemu SBH [P7]:

Parametry: Spektrum S, czyli zbidr fragmentéw DNA o réwnej dtugosci k (k-mery) oraz
dtugosc n badanej sekwencji

OdpowiedZ: Sekwencja o dtugosci < n sktadajgca sie z maksymalnej liczby elementéw z S.

W podanej definicji dopuszcza sie oba typy btedéw w spektrum, stad tez w rozwigzaniu nie trzeba
wykorzystaé wszystkich k-meréw (ze wzgledu na btedy pozytywne) oraz przesuniecie miedzy
sgsiadujgcymi k-merami w rozwigzaniu moze by¢ wieksze niz 1 (ze wzgledu na btedy negatywne).
Warto zauwazy¢ tutaj iz powtérzenie k-meru w sekwencji spowoduje btad negatywny, gdyz kazdy k-
mer moze pojawic sie w spektrum tylko jeden raz. Problem sekwencjonowania przez hybrydyzacje z
btedami zostat sformutowany jako komiwojazera z nagrodami [BFK+99a], w ktérym wierzchotki w
petnym grafie sg zaetykietowane k-merami, a do tukdéw przypisany jest koszt réwny przesunieciu
pomiedzy etykietami sgsiadujgcych wierzchotkéw. Odwiedzenie kazdego z wierzchotkow zwieksza zysk
na trasie o 1. W takim grafie poszukiwana jest Sciezka prosta o najwiekszym zysku, a koszcie nie
wiekszym niz n — k.

W pracy [P9] przedstawiono i poréwnano rézne podejscia i modele grafowe dla problemu SBH. W
klasycznym ujeciu do SBH uzywa sie fragmentdéw o réwnej dtugosci k. Ze wzgledu na sporg liczbe
btedéw w trakcie eksperymentu biochemicznego zaproponowane zostaty inne podejscia do SBH.
Preparataiin. [PFU99, PUO1] zaproponowali wykorzystanie dtuzszych k-merdéw, ale ze wzgledu na to,
iz liczba réznych k-merdw, ktére musiaty by sie zmiesci¢ na mikromacierzy, wzrasta wyktadniczo wraz
ze wzrostem k, nukleotydy przeplatane bytyby na zmiane z zasadami uniwersalnymi, co pozwolitoby
wydtuzyé sekwencje bez wzrostu ich licznosci. Zasady uniwersalne sg to takie czasteczki chemiczne,
ktére moga sie przyklei¢ do dowolnego ze standardowych nukleotydéw stojgcego po drugiej stronie
helisy DNA. Jeden ze specjalnych wzorcéw sekwencji (ang. gapped probe) wyglagda w nastepujacy
sposéb GP(s,r) = X5(USIX)", gdzie X jest normalng zasadg, a U uniwersalng. Dla przyktadu wzorzec
GP(3,2) wyglada tak: XXXUUXUUX, a sekwencja o takim wzorcu, np. GAAUUTUUG. W ten sposob
mozna uzyskac znacznie dtuzsze fragmenty DNA niz o dtugosci k, przy statym rozmiarze mikromacierzy.
Pozwala to unikng¢ btedéw negatywnych pochodzacych z powtdrzen krétkich fragmentéw DNA. Inne
podejscie z wykorzystaniem bibliotek izotermicznych fragmentow DNA ma na celu zmniejszenie
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bteddw z eksperymentu biochemicznego poprzez wyréwnanie temperatury hybrydyzacji fragmentow.
Zauwazono, ze nie wszystkie wigzania w helisie DNA sg réwnie silne, przyjeto zatozenie, ze sita wigzania
G/C dwukrotnie przewyzsza wigzanie A/T [WJH+81]. Ten model pozwolit zrekompensowaé nizsza
stabilno$¢ dwuniciowych fragmentéw DNA bogatych w pary A/T. Aby wyznaczyé temperature
fragmentu DNA przyjmuje sie ze kazdy nukleotyd G lub C zwieksza jego temperature o 4 stopnie, a A
oraz T o 2 stopnie. Dla przyktadu fragmentem DNA o temperaturze 12 stopni mogg by¢ nastepujace
sekwencje: ATATATAT, GGC oraz GATC. Pokazano, iz aby pokry¢ wszystkie sekwencje DNA podczas
eksperymentu hybrydyzacji potrzebne sg dwie biblioteki fragmentdw z temperaturami réznigcymi sie
0 2 stopnie [BFK+99b]. Dla podejscia izotermicznego zaproponowane zostaty metody heurystyczne
[A6, A7, A8], sktadajagce sie na mojg prace doktorska.

Zgtebienie tematyki réznych podejsé, modeli grafowych i algorytmdéw dla problemu SBH zaowocowato
w pdiniejszym czasie rozwijaniem nowych podejs¢ w kolejnym etapie poznawania genomu, czyli
asemblacji (por. sekcja 4.3.4).

Badania prowadzone przed uzyskaniem stopnia doktora skupity sie na konstrukcji metod
metaheurystycznych dla klasycznego i izotermicznego problemu SBH [A6,A7,A8]. W badaniach
przedstawionych w sekcji 4.3.3 skupiono sie na metodach hiper-heurystycznych, oraz poréwnaniu z
najlepszymi metodami rozwigzujgcymi problem SBH.

4.3.3. Zastosowanie hiper-heurystyk w problemie sekwencjonowania przez hybrydyzacje

Termin hiper-heurystyka pierwszy raz zostat uzyty przez Cowlinga i in. w 2001 [CKS01] w odniesieniu
do metody, ktéra nie wykorzystuje wiedzy dotyczacej rozwigzywanego problemu, lecz korzysta z
prostych, fatwych do zaimplementowania heurystyk. Pomiedzy zbiorem prostych heurystyk niskiego
poziomu a heurystykg wysokiego poziomu istnieje bariera domenowa, ktdra nie pozwala na
przesytanie informacji o domenie problemu. Schemat dziatania hiper-heurystyki przedstawia Rys. 2.
Hiper-heurystyka na podstawie wskaznikow jak zachowywaty sie heurystyki niskiego poziomu powinna
zdecydowac ktdra heurystyka powinna zosta¢ wywotana w danym punkcie czasowym, aby znalez¢ jak
najlepsze rozwigzanie. Celem dziatania hiper-heurystyki jest znalezienie dobrego rozwigzania niskim
naktadem kosztow (tworzenie mato skomplikowanych heurystyk) oraz czasu (obliczenia mozna
przerwac w razie koniecznosci i zwracane jest najlepsze rozwigzanie sposrod znalezionych do tej pory).
Dla niektorych problemdéw kluczowe jest jednak znalezienie optymalnego rozwigzania. Woéweczas
konstruowane sg metaheurystyki, szyte na miare” dla konkretnego problemu, ktére pozwalajg znalei¢
czesto lepsze rozwigzanie jednakze odbywa sie to zdecydowanie wiekszym kosztem.

Bariera

domenowa heurystyki niskiego poziomu

przestrzen

@ @ rozwigzan

Hiper-
heurystyka

uaktua.’nu A//

Rys. 2. Sposdb dziatania hiper-heurystyki

Przeglagd metod hiper-heurystycznych oraz ich sposdb dziatania opublikowany zostat na przyktad w
[BGH+13, POH+14] oraz w [P1]. W pracy [P1] hiper-heurystyki przedstawione byty w kontekscie
przenikania wiedzy miedzy réznymi dziedzinami nauk: informatyki, biologii oraz badan operacyjnych.
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Ogodlnie przyjety podziat metod hiper-heurystycznych przedstawia schemat na Rys.3. Z jednej strony
mamy sposéb przeszukiwania przestrzeni, z drugiej sposéb uczenia sie metody. Jesli chodzi o sposdb
przeszukiwania przestrzeni, a zwrdcic¢ tu trzeba w szczegdlnos$ci uwage na to iz nie przeszukujemy
przestrzeni rozwigzan lecz przestrzen heurystyk niskiego poziomu (ktére z kolei przeszukujg przestrzen
rozwigzan), to dzielimy metody na takie, ktore:

e wybierajqg jedng z istniejgcych juz heurystyk

e generujq heurystyki z mniejszych, istniejacych juz komponentéw.

. nature of search space
learning
Y

constructive

> method
—

perturbative
method

~—

Y

constructive
generate method

heuristic ' pE—

perturbative
method

R

N
select

heuristic

online

N~/

Hyper-
heuristics

0

Y

offline

Y

Rys. 3. Podziat hiper-heurystyk ze wzgledu na sposéb uczenia sie oraz sposdb przeszukiwania przestrzeni heurystyk
niskiego poziomu oraz rozwigzar (na podstawie [P1])

Drugi podziat jest ze wzgledu na sposdb tworzenia rozwigzania przez heurystyki niskiego poziomu:
e konstruujgce — poczatkowe czesciowo utworzone rozwigzanie jest rozbudowywane w
kolejnych iteracjach o nowe elementy do momentu uzyskania koricowego rozwigzania
e zaburzajgce (perturbative) - petne rozwigzanie poczgtkowe jest modyfikowane w kolejnych
iteracjach i poszczegdlne komponenty rozwigzania mogg by¢ przestawione, usuniete itp.

Ostatni podziat hiper-heurystyk dotyczy sposobu uczenia sie:
e online — zdobywanie wiedzy odbywa sie w trakcie rozwigzywania konkretnej instancji
problemu
e offline — wiedza w postaci regut albo programéw zgromadzona jest na poczatku na
podstawie wstepnie przeprowadzonych testéw a nastepnie wykorzystana jest do
rozwigzania nowych instancji.

Kolejnym waznym elementem jest sposdb akceptacji rozwigzania. Czy kazde rozwigzanie jest
akceptowalne, czy tez prawdopodobienstwo akceptacji zalezne jest np. od liczby iteracji? Hiper-
heurystyki z bardzo dobrym rezultatem wykorzystuje sie do rozwigzania réznych probleméw
kombinatorycznych: szeregowania [CRB10, Pil09], ustawiania harmonogramdéw pracowniczych
[BMM+07, SAQ+12], routingu [PRO7] czy tez w problemach komiwojazera [KPO7, Run09]. Jednakze
niektére metody nie wpasowujg sie w ogdlnie przyjety schemat i w swoim dziataniu obejmujg kilka
kategorii, na przyktad wykorzystujg jednoczesnie metody konstruujgce i zaburzajace rozwigzanie
[GR10], albo jednoczesnie metody wybierajace i generujgce heurystyki [KG04].

Ponadto w pracy [P1] przedstawitam hiper-heurystyki, ktére z powodzeniem zostaty uzyte do
rozwigzania probleméw biologicznych: sekwencjonowania przez hybrydyzacje [P4, P7] oraz w
problemie znajdowania najdtuzszej wspdlnej podsekwencji [TM12], ktéry wykorzystywany jest np. przy
poréwnywaniu sekwencji DNA lub RNA. Dodatkowo przedstawitam réwniez koncepcje zastosowania
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hiper-heurystyki w problemie sekwencjonowania w duzej skali, czyli asemblacji de novo, co zostanie
szerzej omowione w sekcji 4.3.4.

W pracy [P7] przeprowadzitam wraz z zespotem obszerne badania nad wptywem mechanizmu
uczacego w algorytmie hiper-heurystycznym, a zbieznoscia do rozwigzania optymalnego. Ogdlny
schemat kazdej hiper-heurystyki zgodny jest z Rys.2 i moze zosta¢ zapisany pod postacig pseudokodu:

HYPERHEURISTICSEARCH(H, wo)

1t<0

2 while termination conditions are not satisfied
3 do h « SELECTHEURISTIC(H)

4 if AcCEPTHEURISTIC(h) = TRUE

5 then w; « h(w.1)

6 else w; <« w1

7 te<t+l

W omawianej pracy w algorytmie HYPERHEURISTICSEARCH zbidr heurystyk niskiego poziomu H oraz
rozwigzanie poczatkowe wo sg danymi wejsciowymi do programu. Rozwigzanie poczgtkowe tworzone
jest z losowo utozonej listy k-meréw ze spektrum nie przekraczajgcej dtugosci n oraz zbioru
niewykorzystanych k-merow. W kazdej iteracji t wybierana jest jedna heurystyka h; i jesli zostanie
zaakceptowana, to przyjmowane jest nowe rozwigzanie w:, w: = h(we1). W przeciwnym wypadku,
rozwigzanie pozostaje niezmienione. Funkcja celu jest maksymalizacja liczby k-meréw w rozwigzaniu,
wiec funkcja, ktdra ocenia nowe rozwigzanie, sprawdza liczbe elementéw w rozwigzaniu i poréwnuje
z poprzednia.

W fazie wyboru SELECTHEURISTIC zaimplementowane zostaty trzy algorytmy: funkcja wyboru (choice
function), przeszukiwanie tabu oraz symulowane wyzarzanie. Funkcja wyboru [CKSO01] wykorzystuje
trzy funkcje pomocnicze, ktére oceniajg heurystyki niskiego poziomu:

F(t,h) = afi(t,h)+ 6f:(t,h) +vfs(t,h)

Dla kazdej heurystyki h wyznaczana jest informacja dotyczaca jej efektywnosci w ostatnim czasie (f1),
informacja dotyczaca jej ostatniej efektywnosci w kontekscie uzycia pary heurystyk, jedna po drugiej
(f2), oraz informacja o tym kiedy ostatnio heurystyka byta wybrana (fs). Funkcje fi oraz f, majg za
zadanie zintensyfikowaé wybdr najlepszej heurystyki, natomiast f; wprowadzi¢ urozmaicenie poprzez
uzycie heurystyki dawno nie wybieranej. Funkcja wyboru tworzy ranking wszystkich heurystyk niskiego
poziomu i na podstawie jednej z czterech strategii wybiera jedng z nich:
e STRAIGHTC — algorytm wybiera heurystyke z najlepszg wartoscia F
e RANKEDC —wyznaczane jest m najlepszych w rankingu heurystyk i wybierana jest heurystyka
z najlepszym wynikiem funkcji celu
e DecompC — wybierana jest heurystyka z najlepszym wynikiem funkcji celu sposrdd tych z
najlepszg wartoscig F, fi, f> lub f3
e ROULETTEC — wybierana jest heurystyka z prawdopodobienstwem proporcjonalnym do
wartosci F

Kolejng zamodelowang w pracy [P7] hiper-heurystykg byto przeszukiwanie tabu TABUS. Kazda
heurystyka poczatkowo ma przypisang wage rowng 0. W czasie kazdej iteracji heurystyka z najwyzszg
wagg jest wybieranai jesli poprawia funkcje celu to jej waga jest zwiekszana o 1. Jesli natomiast funkcja
celu pogorszy sie to waga jest zmniejszana, a heurystyka wrzucana jest na liste tabu i nie moze zostaé
wybrana przez m iteracji. Dla wymienionych wyzej hiper-heurystyk wybrana heurystyka jest zawsze
akceptowana (w linii 4 pseudokodu).

W podobny sposéb heurystykom niskiego poziomu przypisywane sg wagi w ostatniej zaprojektowanej
hiper-heurystyce — symulowanym wyzarzaniu SIMANN. Algorytm wybiera heurystyke z wazonym
prawdopodobienistwem, proporcjonalnym do przypisanej jej wagi. Mechanizm akceptacji jest w tym
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przypadku inny, nazywa sie MONTECARLO. Jesli rozwigzanie jest lepsze niz dotychczas znalezione, to
zawsze jest akceptowane. W przeciwnym wypadku moze zosta¢ odrzucone z pewnym

prawdopodobienistwem zaleznym od czasu dotychczasowych obliczen exp(A/a(t)), gdzie A

przedstawia réznice funkcji celu nowego i poprzedniego rozwigzania, natomiast temperatura 6 (t) jest
zdefiniowana jako

5 = Blog™*(|/m] +2)

gdzie t jest to czas ktdry uptynat od poczatku, a m jest liczbg iteracji, w czasie ktérych temperatura jest
stata w procesie wychfadzania. Interpretacja mechanizmu MONTECARLO jest nastepujgca: w miare
uptywu czasu temperatura wychtadza sie i hiper-heurystyka jest mniej skfonna do akceptowania
heurystyk pogarszajgcych rozwigzanie.

Wszystkie hiper-heurystyki byly testowane dla dwdch zbioréow heurystyk niskiego poziomu:
pierwszego, ktéry oferowat tylko proste kroki, np. wstawienie k-meru do rozwigzania, przesuniecie lub
usuniecie k-meru; drugi zbiér obejmowat dodatkowo operacje na kilku sgsiadujgcych ze sobg w
rozwigzaniu k-merach, ktére byly wzgledem siebie przesuniete nie wiecej niz | nukleotyddw. Wyniki
przeprowadzonych testéw eksperymentalnych pokazaty, ze bardzo wazne jest zaimplementowanie
dobrego algorytmu uczacego, (ROULETTEC czesto nie potrafit znalezé dobrego rozwigzania). Istotny
wplyw na wynik rozwigzania miat takze witasciwy dobdr heurystyk niskiego poziomu. Dla dobrze
dobranego zbioru heurystyk wszystkie algorytmy potrafity znalez¢é dobre rozwigzanie, natomiast przy
ztym wyborze przesuniecia | tylko SIMANN oraz RANKEDC osiggaty dobry rezultat. Dla testéw na
rzeczywistych instancjach ponownie SIMANN okazat sie najlepszym algorytmem razem z ROULETTEC.
Dobry, aczkolwiek niespodziewany wynik metody, ktéra dziata na zasadzie ruletki spowodowany byt
faktem, iz wiekszo$¢ algorytmow wpadata w lokalne optimum, a ROULETTEC burzyt aktualne rozwigzanie
i byt w stanie przeskoczy¢ w inne miejsce przestrzeni rozwigzan.

W kolejnych badaniach nad hiper-heurystykami - [P4], zaproponowany zostat nowy model hiper-
heurystyki wykorzystujacy jednorodny sposdb kodowania rozwigzania dla rdéinych problemoéw
kombinatorycznych. Pozwolito to na zdefiniowanie jednego zbioru heurystyk niskiego poziomu, ktére
mogty rozwigzywac problemy z réznych dziedzin. Heurystyki sg teraz niezalezne od problemu, zatem
bariera domenowa jest przeniesiona ponizej zbioru heurystyk (Rys. 4). W standardowym podejsciu
majac zbidr heurystyk niskiego poziomu specyficznych dla danego problemu oraz funkcje oceny mozna
rozwigzac problem P uzywajac jednej z istniejgcych hiper-heurystyk. W zaproponowanym podejsciu
majac zakodowane rozwigzanie oraz funkcje oceny rozwigzania moziemy rozwigza¢ problem P
wykorzystujgc istniejacg hiper-heurystyke oraz zbiér ogdlnych heurystyk niskiego poziomu
operujacych na zdefiniowanym wczesniej kodowaniu rozwigzania, co znaczgco moze zmniejszy¢ naktad
pracy. Jako hiper-heurystyki wykorzystane zostaty algorytmy zaproponowane w pracy [P7]: RANKEDC,
DecompC, STRAIGHTC, ROULETTEC, TABUS i SIMANN.
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Rys. 4. Schemat przedstawiajgcy przeniesienie bariery domenowej poza obszar heurystyk niskiego poziomu, co

byto mozliwe dzieki jednorodnemu kodowaniu rozwigzan réznych problemow.

W zaproponowanym podejsciu rozwigzanie jest reprezentowane jako sekwencja S unikalnych liczb od
1 do n. Kazda instancja jest reprezentowana przez petny graf skierowany G z n wierzchotkami i tukami
z wagami. D;; oznacza wage fuku pomiedzy wierzchotkiem i oraz j. Graf nie musi byé symetryczny, czyli
D;; moze by¢ réine od Dj.. Z kazdym wierzchotkiem skojarzona jest nagroda Pr; oraz kara Pe;.
Dodatkowo jest zdefiniowane ograniczenie Q. Rozpatrywano 5 réznych problemodw:

Sekwencjonowanie przez hybrydyzacje. Wagi D;; zdefiniowane sg jako przesuniecie pomiedzy k-
merami i orazj. Q jest maksymalng dtugoscia Sciezki. Wartosci Pr; oraz Pe; ustawione sg na 0 jako
nieuzywane. Problem jest zdefiniowany nastepujgco:

maksymalizuj | S|
Przy ograniczeniu:

IS]-1
z Dsir5i+1 =q
i=1

Ze wzgledu na to iz funkcja celu nie rozrézniata rozwigzan z takg samg liczbg elementdéw ale
réznigcy sie dtugoscig Sciezki (czyli dtugoscia sekwencji DNA) wprowadzono alternatywng funkcje
celu:
maksymalizuj (|S| + 1) X factor — length

gdzie factor jest liczbg znaczaco wiekszg niz dtugosc Sciezki, a length jest dtugoscig Sciezki
wyrazong jako lewa czes¢ ograniczenia.
Problem komiwojazera. Wagi D;; przechowujg odlegtosci pomiedzy miastami, a pozostate
zmienne ustawione sg na 0. Problem jest sformutowany jako:

|S]

minimalizujz Ds,5¢ moanyss = @
i=1

przy ograniczeniu: Rozwigzanie musi zawiera¢ doktadnie n elementow |S|=n
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e Problem komiwojazera z waskim gardtem. Zmienne sg zdefiniowane w taki sam sposéb jak w
problemie komiwojazera. Natomiast sam problem jest zdefiniowany:

minimalizuj max Ds. ¢ .
]1SiS|S| Sle(lmOdTL)+1

przy ograniczeniu: Rozwigzanie musi zawiera¢ doktadnie n elementéow |S|=n

e Problem komiwojazera z nagrodami. Ten problem w petni wykorzystuje wszystkie zmienne
przewidziane dla reprezentacji problemu. Zadaniem jest:

|S|
minimalizuj Z DSirS(imod sper T Z Pe,
i=1 V¢S
przy ograniczeniu:
Z Pr, =2 Q
VES

e Problem plecakowy. Pr; wykorzystywane jest do przechowania wartosci elementéw, natomiast
Pe; do przechowania ich wagi. Ograniczenie Q jest maksymalng dopuszczalng waga elementéw w
plecaku. Macierz D nie jest wykorzystywana w tym problemie. Rozwigzanie S przechowuje
elementy w plecaku. Zadaniem jest:

IS
maksymalizuj Z Pr,

i=1
przy ograniczeniu:

S|
Zpesi < Q
i=1

Zbidér heurystyk niskiego poziomu zaproponowanych dla zdefiniowanego powyzej jednorodnego
kodowania rozwigzania sktadat sie z prostych heurystyk, np. wstawienie elementu do rozwigzania,
usuniecie, przesuniecie elementu, przesuniecie lub odwrdcenie kolejnosci kilku kolejnych elementéw
W rozwigzaniu, oraz usuniecie najwiekszej odlegtosci pomiedzy sasiadujgcymi elementami w
rozwigzaniu. Warto zwréci¢ uwage na to, iz niektére heurystyki sg zupetnie bezuzyteczne dla
testowanych probleméw, np. ostatnia z heurystyk nie znajdzie najwiekszego potfaczenia pomiedzy
sgsiadujacymi elementami w problemie plecakowym, gdyz macierz D nie jest w ogdle wykorzystywana.
Przeprowadzone testy eksperymentalne pokazaty, ze rzeczywiscie wiekszos¢ hiper-heurystyk nauczyta
sie, ktére heurystyki sg nieuzyteczne dla rozwigzywanego problemu i nie wykorzystywata ich w trakcie
obliczen. Dla trzech sposrdd testowanych problemoéw uzyskane wyniki byty bliskie optymalnym, przy
czym najlepsze rezultaty osiggnety hiper-heurystyki RANKED, DECOMPC oraz SIMMANN. Dla probleméw
komiwojazera z nagrodami oraz z waskim gardtem niestety nie udato sie uzyskac satysfakcjonujgcych
wynikéw w trakcie zatozonego czasu. Moze to wynikac z faktu, iz funkcja celu nie jest ciggta i jest wiele
rozwigzan z takg samg wartoscia funkcji, ktore sg trudno rozréznialne (komiwojazer z waskim gardtem)
lub tez zbidér testowanych heurystyk niskiego poziomu byt niewystarczajgcy do przeszukania wiekszej
czesci przestrzeni rozwigzan (komiwojazer z nagrodami). Jednakze uzyskane wyniki sg bardzo
obiecujace i by¢ moze przy wykorzystaniu innego zbioru heurystyk uda sie uzyskaé lepszy rezultat dla
wszystkich testowanych problemoéw, a takze dla innych problemoéw kombinatorycznych, ktdrych
rozwigzanie bedzie mozna zakodowac w powyzej przedstawiony sposob.

434, Metody dla problemu asemblacji

Asemblacja DNA to proces sktadania krdtkich sekwencji w dtuzsze fragmenty. Sam proces sktadania
podobny jest do problemu sekwencjonowania przez hybrydyzacje, z tym ze rdzni sie skalg problemu.
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W SBH do ztozenia jest kilkaset krotkich sekwencji o dtugosci od kilku do kilkunastu nukleotyddw,
natomiast w procesie asemblacji kazda z sekwencji sktada sie z kilkuset nukleotyddéw, a liczba
sekwenciji, zalezna od dtugosci badanego genomu i gtebokosci pokrycia, moze siegaé¢ nawet miliardéw.
Sekwencje moga rowniez zawierac btedy kilku nukleotydowe, np. wstawienia dodatkowych liter, brak
litery, czy zamiana na inng litere. Dodatkowo sekwencje mogg pochodzié¢ z obu nici helisy DNA, wiec
trzeba zduplikowaé ich liczbe o sekwencje odwrotnie komplementarne, a w trakcie rekonstrukcji
wykorzystac tylko jedng z pary sekwencji.

W literaturze wykorzystywane sg najczesciej dwa podejscia do rozwigzania problemu asemblacji: grafy
natozen OLC (overlap layout consensus) oraz grafy dekompozycji DBG (decomposition graphs, de Bruijn
graphs).

Grafy natozen, podobnie jak grafy Lysova dla SBH w wierzchotkach przechowujg sekwencje. tukitgczag
wierzchotki, ktdrych sekwencje nachodzg na siebie, przy czym dopuszcza sie niedoktadne dopasowanie
ze wzgledu na btedy w sekwencjach. Minimalna dtugos¢ zachodzenia na siebie sekwencji oraz
dopuszczalna liczba bteddéw jest czesto sparametryzowana. Informacja o dtugosci naktadania sie
sekwencji i liczbie btedow w dopasowaniu jest przechowywana w fuku i jest wykorzystywana do
wyboru wtasciwej $ciezki. Podobnie jak w modelu Lysova dla SBH, w grafie natozen moglibysmy szukac
Sciezki Hamiltona, jednak ze wzgledu na wagi na tukach musielibysmy szuka¢ sciezki o najmniejszej
liczbie btedéw lub o najwiekszym zysku. W praktyce jednak brak réwnomiernego pokrycia
fragmentami DNA badanej sekwencji nie pozwala na znalezienie jednej Sciezki. Ponadto powtarzajgce
sie fragmenty sekwencji genomu powodujg ze w grafie sg rozgatezienia i trudno jednoznacznie wybrac
wiasciwg sciezke. W efekcie uzyskujemy wiele roztacznych sciezek, ktére nastepnie zamieniane sg na
sekwencje konsensusowe, tzw kontigi, ktére sg ztozeniem sekwencji uporzgdkowanych przez sciezke.

W grafach dekompozycji, podobnych do graféw Pevznera z SBH, kazda sekwencja dekomponowana
jest na k-mery, ktére sg przechowywane w tukach (w wierzchotkach mamy zatem (k-1)-mery bedace
sufiksem i prefiksem k-meréw). Kazda sekwencja jest zatem $ciezkg w grafie przechodzacy przez
kolejne k-mery przesuniete wzgledem siebie o jeden nukleotyd. W pierwszej fazie graf jest naprawiany
w celu usuniecia rzadko wystepujacych k-merdw, ktdre sg najczesciej efektem btedéw w sekwencjach.
Nastepnie w grafie poszukiwane sg Sciezki zawierajgce wszystkie tuki. Kazda sciezka jest automatycznie
zamieniana na kontig. Rdwniez w tym podejsciu bardzo waznym elementem jest wychwycenie sytuacji,
w ktérej sciezka w grafie ulega rozgatezieniu, najczesciej na skutek powtérzen w badanych
sekwencjach genomu. Nie wykrycie rozgatezienia i kontynuacja przechodzenia $ciezkg moze sie wigzac
z niepoprawnym odtworzeniem sekwencji genomu.

Rdzne modele i algorytmy dla problemu asemblacji zostaty szerzej opisane i poréwnane przeze mnie
oraz wspotautoréw moich prac w artykutach [P3] oraz [P9]. Oba podejscia majg swoje wady i zalety.
Wad3 podejscia OLC jest duza ztozonos$¢ pamieciowa w celu przechowywania grafu natozen w pamieci,
oraz ztozono$¢ czasowa wyznaczenia nakfadania sie sekwencji. Natomiast wadg podejscia DBG jest
utrata informacji podczas dekomponowania odczytéw na k-mery i wieksza w zwigzku z tym wrazliwos¢
na powtdrzenia krétkich fragmentéw DNA w sekwencji.

Ponizej opisane zostang trzy metody opracowane przeze mnie wraz z zespotem, wykorzystujgce
podejscie OLC: zmodyfikowany graf DNA [P8], graf acykliczny [P6] oraz hybrydowy algorytm z grafem
natozen, w ktérym dopasowania wyznaczane sg przy pomocy obliczen na kartach graficznych [P2].

Pierwsza metoda [P8] opiera sie na zmodyfikowanym grafie DNA zaproponowanym przez Lysova dla
SBH. Ze wzgledu na duzg liczbe sekwencji wejsciowych i niewykonalne czasowo zadanie poréwnania
wszystkich par sekwencji ze sobg, w trakcie budowy grafu natozen, zastosowano heurystyke, ktéra
pozwoli na stosunkowo szybkie znalezienie par sekwencji obiecujgcych, ktére z duzym
prawdopodobienstwem beda sie ze sobg naktadac. Heurystyka ta wyznacza dla kazdej sekwencji zbiér
okien, czyli kilkunukleotydowych fragmentdéw, przesunietych wzgledem siebie o 1. Zatéimy ze
wyznaczane jest prawdopodobiefstwo nakfadania sie ze sobg sekwencji A oraz B. Oznaczmy jako Wa
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zbidér wszystkich okien w sekwencji A. Wg bedzie zbiorem wszystkich okien ze zbioru Wa, ktére sg
jednoczesnie w B. Nastepnie sprawdzamy, ktére okna wystepuja w takiej samej kolejnosci dla Ai B:

Wag = {s € Wg:posa(predg(s)) < posa(s)}

gdzie posa(s) jest pozycjg, w ktorej okno s zaczyna sie w sekwencji A, preds(s) jest oknem
poprzedzajgcym s w sekwencji B. Wéwczas miara p ocenia, ktéra z par sekwencji oznaczona bedzie
jako obiecujaca

_ |[Wagl + 1
W

Dla wszystkich par obiecujgcych wyznaczone jest doktadne dopasowanie algorytmem Smitha-
Watermana i jesli jest ono akceptowalne, dodawany jest tuk w grafie miedzy wierzchotkami A i B.
Dalsza czes¢ algorytmu opiera sie w duzej mierze na strategii dla modelu OLC. Ze wzgledu na duze
zuzycie pamieci oraz czasochtonne obliczenia, przy uzyciu tego algorytmu udato sie zasemblowac
genom bakterii o dtugosci ok 1,8 miliondéw nukleotydéw, na podstawie zbioru ztozonego z 300 tys.
sekwencji.

W kolejnej pracy [P6] zaproponowatam wraz zespotem inny algorytm dla problemu asemblacji de novo,
ktory transformuje graf natozen, do grafu acyklicznego, a nastepnie szuka w takim grafie Sciezek.
Problem znalezienia roztgcznych Sciezek jest podobny do problemu minimalnego pokrycia sciezkami,
ktory jest w ogdlnym przypadku NP-trudny, jednak w przypadku grafu acyklicznego — tatwy
obliczeniowo. Jednakze, aby wykorzystaé zalety problemu minimalnego pokrycia $ciezkami dla grafu
skierowanego, acyklicznego (directed acyclic graph) nalezy uporac sie z dwiema trudnosciami: (i) graf
natozen zawiera cykle oraz (ii) kazdy wierzchotek w grafie jest podwdjny (sktada sie z sekwencji
oryginalnej oraz drugiej, odwrotnie komplementarnej). Jesli wyznaczone bytoby dopasowanie kazdej
pary sekwencji, to graf bytby petny. Jednak nie jest to konieczne (oraz nie wykonalne czasowo ze
wzgledu na duzg liczbe sekwencji), gdyz wiadomo, ze nie wszystkie sekwencje naktadaja sie na siebie.
Przy pomocy heurystyki wybierane sg pary sekwencji do poréwnania, i jesli wyznaczone dopasowanie
sekwencji nie przekracza dopuszczalnego progu na liczbe bteddw, taki fuk jest dodawany do grafu
natozen. Nastepnie wszystkie silnie spojne sktadowe grafu sg oddzielnie transformowane do
acyklicznej formy.

W celu rozwigzania problemu (i), czyli przerwania cykli w Scisle spdjnych sktadowych grafu,
zaproponowane zostaty dwie heurystyki: pierwsza usuwa ze sktadowej grafu najgorszy tuk, tak dtugo
dopdki wystepuje cykl. Druga, bardziej skomplikowana heurystyka dla kazdej spéjnej sktadowej grafu
wybiera wierzchotek, ktéry dzielony jest dwa, vs potgczony ze wszystkimi fukami wychodzgcymi z
wybranego wierzchotka, oraz v: potgczony ze wszystkimi wchodzgcymi wierzchotkami. Nastepnie
wykorzystywany jest algorytm wyznaczania maksymalnego przeptywu (max-flow min-cut) w celu
znalezienia najmniejszego przeciecia potrzebnego do roztgczenia zrddta vi od ujscia vi.. W podobny
sposéb (przy uzyciu algorytmu wyznaczania maksymalnego przeptywu) rozwigzywany jest problem
podwadjnych wierzchotkéw (ii). Dla kazdej pary wierzchotkdw, dla ktdrej istnieje tuk, istnieje réwniez
tuk skierowany w drugg strone dla ich odwrotnie komplementarnych odpowiednikéw. Poniewaz w
trakcie przechodzenia grafu mozemy wykorzystaé tylko jedng sekwencje z wierzchotka, wiec bedzie
mozna wykorzystaé¢ réwniez tylko jeden tuk. Po transformacji grafu natozen do grafu acyklicznego
algorytm minimalnego pokrycia $ciezkami wyznaczat $ciezki od najdiuzszej do najkrétszej.
Eksperyment obliczeniowy przeprowadzony dla zestawu danych z sekwencjonowania genomu bakterii
z pracy [P8] pozwolit na uzyskanie dtugich kontigdw czesto dtuzszych niz w przypadku innych metod.

Ze wzgledu na to, iz metody zaproponowane w pracach [P8] oraz [P6] dziataty tylko na mniejszych
zestawach danych, np. dla genomu bakterii, gdy liczba sekwencji nie przekraczata kilkuset tysiecy,
rozpoczeliSmy wraz z zespotem prace nad asemblerem, ktory w efektywny sposéb przetworzy
wielomilionowe zbiory sekwencji, w niedtugim czasie wyznaczy dopasowania par sekwencji i znajdzie
kontigi, ktore beda reprezentowaty badany genom (to znaczy bedzie mozna dopasowac je w catosci do
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genomu). ProwadziliSmy badania nad wstepnym przetwarzaniem danych z sekwencjonowania w celu
zmniejszenia zbiordw wejsciowych i kompresji sekwencji [P5], co zostanie szerzej opisane w sekcji
4.3.5. Kilkuletnia praca nad nowym algorytmem zaowocowata narzedziem GRASShopPER
opublikowanym w [P2]. Asembler korzysta z podejscia OLC, podobnie jak poprzednie dwie metody.
Ogdlny schemat dziatania przedstawia Rys. 5.

e ™ 5,
™, / i i
Overlap graph { Contlgs correction \
construction | Graph traversal * cutting contigs in case of
- anomalies in paired-end reads
* k-mer characteristics of reads P * paths find ’ -
. e . P meind mapping b
* ordering over characteristics * detection of forks * ¢ i f overlapnl contias read)
| * alignment on GPU | OVernap| + consensus alignment contigs r||.'nrn|r|g o o»erdpp?ng OIS T ..u
I i contig ends - preparation | far scaffolding
. / graph /] 1] g

for scaffolding (optional)

Rys. 5. Ogodlny schemat dziatania assemblera GRASShopPER.

W pierwszej czesci tworzony jest graf natozen. Pary sekwencji, ktére sg do siebie podobne, wybierane
sg dzieki charakterystykom k-merowym. Z kazdego odczytu wyekstrahowane sg wszystkie
podsekwencje o dtugosci k, a nastepnie zliczana jest liczba wystgpien kazdego k-meru. Charakterystyki
k-merowe sortowane s3 w pierwszej kolejnosci wzgledem licznosci k-merdw, a nastepnie
leksykograficznie. Sekwencje, ktérych charakterystyki lezg blisko siebie po posortowaniu, sprawdzane
sg dalej algorytmem Needelmana-Wunscha (NW) do wyznaczania optymalnego dopasowania.
Implementacja algorytmu NW zostata zaimplementowana na kartach graficznych [FKB+13]. Jesli wynik
dopasowania pary sekwencji jest dopuszczalny (pod uwage brane sg przesuniecie sekwencji wzgledem
siebie oraz liczba btedow) dodawany jest tuk pomiedzy odpowiadajgcg im parg wierzchotkéw w grafie
natozen. Podczas tworzenia grafu wykonywanych jest wiele dodatkowych krokéw, aby wstawione
zostaty wszystkie tuki, dla ktérych sekwencje naktadajg sie na siebie (doktadna metoda szerzej opisana
w [P2]).

W nastepnej czesci metody nastepuje trawers grafu ze szczegdlnym uwzglednieniem rozgatezien w
grafie. Rozgatezienia wystepujg w grafie najczesciej na skutek powtdérzen w genomie lub z powodu
btedéw w sekwencjach wejsciowych. Aby poprawnie zrekonstruowac kontigi nalezatoby zakonczy¢
aktualnie tworzong Sciezke w grafie w momencie, gdy napotkane zostanie rozgatezienie. W celu
poprawnej rekonstrukcji badanego genomu zdefiniowaliSmy stan S = s3, s, ..., srsktadajacy sie z r
ostatnio odwiedzonych wierzchotkéw s;, oraz liste kandydatéow C, bedacymi nastepnikami
wierzchotkdw z S. C = Ul_; out(s;), gdzie out(s;) jest zbiorem nastepnikdw s;. Kazdy wierzchotek-
kandydat oceniany jest poprzez wazong sume swoich poprzednikdow ze stanu (wierzchotek ostatnio
dodany do S ma najwiekszg wage w ocenie). Kandydat z najwiekszg liczbg punktow zostaje wybrany
do stanu, wyrzucajac jednoczesnie z niego wierzchotek, ktory najwiekszg liczbe iteracji przebywat w S.
Rozgatezienie rozpoznawane jest w grafie, gdy po usunieciu z S wierzchotka tracona jest jednoczesnie
duza liczba kandydatow. Dzieje sie tak w przypadku, gdy wszystkie wierzchotki ze stanu przesunety sie
na jedng z gatezi, a usuniecie z S wierzchotka, ktdry jako jedyny miat nastepniki na innej gatezi grafu
spowodowato utrate potgczenia z wieloma kandydatami z C. W momencie stwierdzenia przez algorytm
istnienia rozgatezienia, aktualna Sciezka zostaje zakoriczona ostatnio usunietym wierzchotkiem ze
stanu. Po zakoniczeniu trawersowania grafu kazda $ciezka zmieniana jest na sekwencje konsensusowa,
czyli kontig.

Chociaz graf przegladany jest z wielkg uwagg, niestety nie wszystkie rozgatezienia w grafie zostang
znalezione. W trzecim etapie (por. Rys 5) wykorzystywana jest zatem dodatkowa informacja ze
sparowanych sekwencji (w trakcie sekwencjonowania mozliwe jest odczytanie pary sekwencji
oddalonych od siebie o okoto kilkaset nukleotydéw). Pary sekwencji, ktdre w pierwszej czesci metody
traktowane byty niezaleznie, zostajg zmapowane do kontigéw i sprawdzamy czy znajdujg sie one w
poprawnej odlegtosci od siebie. Mozemy rozréozni¢c dwa typy anomalii w mapowaniu par: (i)
niespojnos¢ w mapowaniu sie sparowanych sekwencji (por. Rys 6), (ii) znaczne przekroczenie
dopuszczalnej liczby par sekwencji, z ktérych jedna mapuje sie do sprawdzanego kontigu, a druga z
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pary do innego kontigu. Oba przypadki $wiadczg o niewykrytym rozgatezieniu, a w celu znalezienia obu
typdw anomalii zaproponowatam algorytm hiper-heurystyczny. Hiper-heurystyka jest algorytmem
zachtannym, ktdry dziata na dwdch prostych heurystykach niskiego poziomu. Pierwsza z nich wykrywa
przerwe miedzy sparowanymi odczytami, ktore kolejno sg zmapowane do kontigu (i). Druga szuka pary
sekwencji, ktére sg zmapowane w duzej odlegtosci od siebie lub na innym kontigu (ii). W przypadku
wykrycia rozgatezienia kontig dzielony jest na dwie czesci.

127800 128000 128100 128200 128300 1285 128600 128700

Rys. 6. Przyktad anomalii w mapowaniu sparowanych sekwencji do fragmentu kontigu

Testy obliczeniowe zostaty przeprowadzone na 3 zestawach danych rzeczywistych, rdznigcych sie
dtugoscig badanego genomu, liczbg sekwencji wejsciowych, pokryciem genomu oraz charakterystyka
powtdrzen. Poréwnalismy kontigi wynikowe dla réznych asembleréw przy wykorzystaniu szeroko-
rozpowszechnionego narzedzia QUAST. Biorgc pod uwage rdézne miary uzyskaliSmy wyniki
poréwnywalne z najlepszymi asemblerami dostepnymi na rynku. Nasz algorytm tworzyt kontigi, ktére
procentowo najbardziej pokrywaty badane genomy. Uzyskane przez GRASShopPERa kontigi byty
bardzo dobrej jakosci, co sprawdzalismy mapujgc kazdy z nich do badanego genomu referencyjnego.
Niektére asemblery: Velvet, SPAdes produkowaty dtuzsze kontigi, jednak ich jako$¢ czesto byta gorsza,
a suma dtugosci Zle zasemblowanych kontigdw przekraczata 1% dtugosci genomu, co czyni taki
asembler niepraktycznym.

Problem asemblacji de novo jest znacznie bardziej skomplikowany niz SBH, gtéwnie ze wzgledu na
rozmiar instancji wejsciowych, dlatego metody rozwigzujace ten problem sg specjalnie dla niego
dedykowane. Metody ogdlnego dziatania, typu hiper-heurystyki, nie sprawdzityby sie w praktyce ze
wzgledu na zbyt duzg przestrzen rozwigzan (np. utozenie kilkudziesieciu milionéw sekwencji w
odpowiednim porzadku). Hiper-heurystyka, ktéra nie znataby charakterystyki rozwigzania i korzystata
tylko z prostych heurystyk niskiego poziomu mogtaby nie znalez¢ rozwigzania bliskiego optymalnemu.
Dla problemu asemblacji zaproponowatam dwie hiper-heurystyki, ktére rozwigzujg jeden z etapow
ztozonego problemu asemblacji de novo. Pierwsza z nich, opisana powyzej oraz w [P2] i
zaimplementowana w zaproponowanym przez nas asemblerze, wyszukiwata niewykrytych na
wczesniejszym etapie rozgatezien. Druga, zaproponowana w [P1], rowniez dotyczy wyszukiwania
rozgatezien, lecz na wczesniejszym etapie — przechodzenia grafu. Hiper-heurystyka potrafitaby wykry¢
rozgatezienie np. na podstawie zmiany pokrycia. Badania musiatyby by¢ poprzedzone trenowaniem
offline na przygotowanych zestawach testowych w celu nauki rozpoznawania specyfiki budowy grafu
w poblizu rozgatezienia. Heurystyki niskiego poziomu mogtyby by¢ prostymi krokami typu ‘zakoncz
Sciezke’ oraz ‘kontynuuj przechodzenie Sciezki’, a takze heurystyki wydtuzajace $ciezke w obie strony.
Jednak ze wzgledu na koszt pomytki skrecenia w ztg sciezke w grafie i mozliwos¢ niepoprawnego
ztozenia kontigu, po wstepnych testach zdecydowaliémy sie na specjalng strategie wykrywania
rozgatezien w asemblerze z [P2].

4.3.5. Kompresja danych i transfer

Ostatnie zagadnienie, ktérym zajmowatam sie w prezentowanym cyklu habilitacyjnym, zwigzane jest
ze wstepnym przetwarzaniem i kompresjg danych pochodzacych z sekwenatora i transferem ich na
dedykowany serwer zewnetrzny. Zagadnienie to byto jednym z zadan w kierowanym przeze mnie
grancie Narodowego Centrum Nauki ,,Wysoko wydajne obliczenia dla sekwencjonowania DNA nowej
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generacji”. W Europejskim Centrum Bioinformatyki i Genomiki zlokalizowanym na terenie Instytutu
Informatyki Politechniki Poznanskiej jesteSmy w posiadaniu sekwenatora Illluminy Genome Analyzer
lIx. Z uwagi na szybko rosngcg ilos¢ danych, dos¢ szybko okazato sie konieczne sktadowanie wynikow
sekwencjonowania na zewnetrznym serwerze. W pracy [P5] przedstawiliémy wyniki optymalizacji
sposobu kompresji danych z surowych eksperymentdw oraz porédwnanie szybkosci transferu danych
na serwer w PLATON-U4 przy wykorzystaniu protokotéw SFTP oraz GridFTP. Tamze, zaproponowalismy
rowniez alternatywny sposdb wstepnej obrobki (preprocessing) danych z sekwencjonowania przed
asemblacjg de novo. Sekwencja operacji ktdre nalezy wykonaé sktadata sie z krokéw:

a) odrzucenie sekwencji z niezidentyfikowanymi nukleotydami (N)

b) dodanie odczytéw odwrotnie komplementarnych

c) kompresja danych — kazdy nukleotyd zapisany jest na dwdch bitach

d) sortowanie leksykograficzne i usuniecie duplikatéw

e) utworzenie A-sekwencji i ponowne sortowanie. A-sekwencje sg wariantami sekwencji z

dopuszczalnym przesunieciem A. Dla jednej sekwencji mozna skonstruowac A+1 jej A-sekwencji,

ktdre sg sufiksami rozpoczynajgcymi sie od i-tego nukleotydu, i € (1,A + 1)

f) analiza naktadania sie sekwencji — para A-sekwencji, dla ktérych jeden element jest prefiksem

drugiego z przesunieciem=0 odpowiada parze sekwencji naktadajgcych sie na siebie z

przesunieciem miedzy 1 a A. Implementacja sortowania na kartach GPU z wykorzystaniem

algorytmu SRTS.

g) wybdr par obiecujacych i wstepne tgczenie kontigdw, dla ktorych nie wykryto rozgatezienia

Wykorzystanie powyzszych krokéw na dwdch zestawach danych rzeczywistych dla genoméw E. coli
oraz C. elegans pozwolito zredukowa¢ dane wejsciowe dla problemu asemblacji do odpowiednio 14%
i 27% poczatkowej liczby sekwencji (dla A=10). Pomimo tak obiecujgcych wynikow, nie udato sie
wigczy¢ tejze procedury do narzedzia GRASShopPER, gtdwnie ze wzgledu na utrate informacji o
sekwencjach sparowanych.

4.3.6. Podsumowanie

Badania zaprezentowane w niniejszej sekcji, wykorzystujagc metody informatyczne, wnoszg istotny
wkfad w dziedzine biologii obliczeniowej i bioinformatyki w kontekscie poznawania genoméw. O ile
odczytywanie genomu w matej skali (sekwencjonowanie przez hybrydyzacje) dla niewielkich instancji
mogtoby zostac zrealizowane ,recznie”, to juz sekwencjonowanie w duzej skali niestety nie, z uwagi na
rozmiar instancji i dodatkowe trudnosci w problemie asemblacji de novo. Badania obejmowaty szerokg
analize metod hiper-heurystycznych nie tylko w kontekscie rozwigzywania problemu SBH, lecz takze
zaowocowaty zaproponowaniem nowego podejscia do hiper-heurystyk z jednorodnym kodowaniem,
co umozliwia na wykorzystanie zarowno jednej hiper-heurystyki, jak i zbioru heurystyk niskiego
poziomu do rozwigzania kilku probleméw kombinatorycznych [P1,P4,P7]. Dokonano rdwniez
usystematyzowania wiedzy dotyczacej graféw wykorzystywanych do modelowania i rozwigzywania
probleméw sekwencjonowania w matej i duzej skali [P3,P9]. Zaproponowano rézne modele i metody
do asemblacji de novo [P1,P2,P6,P8] oraz wstepnego przetwarzania danych z sekwencjonowania [P5].
Rozpoznawalnos¢ zespotu w kontekscie procesu czytania genoméw (gtéwnie dla rozwigzywania
problemu asemblacji de novo) zaowocowata uczestnictwem w projekcie genomicznej mapy Polaka,
ktdry ma na celu stworzenie bazy z réznicami charakterystycznymi dla populacji Polakdw, a takze grup
etnicznych mieszkajgcych na terenie Polski. Jednym z zadaid jest tez utworzenie genomu
referencyjnego na bazie zsekwencjowanych genomoéw, co w efekcie moze przynies¢ korzys¢ w postaci
wypetnienia luk istniejgcych w obecnej wersji genomu referencyjnego w bazie GenBank.

[5] Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Lista prac — pozostate osiaggniecia

Numeracja listy publikacji jest zgodna z Zatgcznikiem 3 — wykaz dorobku naukowego.
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[A7] J.Btazewicz, C. Oguz, A. Swiercz, J. Weglarz "DNA sequencing by hybridization via genetic search"
Operations Research 54, no. 6, 2006, pp. 1185-1192. Pkt MNiSW(2010)=32; IF(2006)=1.234

[A8] . Btazewicz, P. Formanowicz, M. Kasprzak, W. T. Markiewicz, A. Swiercz "Tabu search algorithm
for DNA sequencing by hybridization with isothermic libraries" Computational Biology and
Chemistry 28, 2004, pp. 11-19. Pkt MNiSW(2010)=32; IF(2004)=1.655

[C1] Zgtoszenie patentowego wynalazku w Urzedzie Patentowym Rzeczypospolitej Polskiej w dniu
26.01.2017, nr zgtoszenia P. 420318. ,Model komdrkowy ludzkiego raka jajnika w hodowli o
zaindukowanej paklitakselem odwrotnej opornosci na paklitaksel i cisplatyne oraz zastosowanie
tego modelu”.

5.2. Omoéwienie pozostatych osiggniec

Badania przedstawione w punktach 4.3.2 - 4.3.5 byly realizowane réwnolegle z projektami, w ktdrych
miedzy innymi przeprowadzatam analize bioinformatyczng danych  pochodzacych z
sekwencjonowania. W trakcie realizacji zadan w projektach zdobywatam wiedze na temat specyfiki
danych, btedéw charakterystycznych dla réznych sekwenatoréw oraz réznic w sekwencjach genoméw
organizméw (np. réznica w ilosci i typie wystepujgcych powtdrzen). Pozwolito to na doktadniejsze
zaprojektowanie algorytmu asemblacji, a takze na okreslenie ze nie jest mozliwe 100% dopasowanie
kontigdw do genomu referencyjnego na przyktad ze wzgledu na réznice na pojedynczych pozycjach
(tzw. SNP, Single Nucleotide Polymorphism), oraz réznice pomiedzy sekwencjami dwoch kopii tego
samego chromosomu w jednym organizmie. Projekty w ktorych bratam udziat i zakonczyly sie
powstaniem publikacji dotyczyty:

e [A4] analizy réznic miedzy niekodujgcymi krétkimi sekwencjami RNA w gonadach meskich i
zenskich organizmu Sus scrofa

strona 17



e [A3] integracji danych ekspresji gendw pochodzacych z eksperymentdw na mikromacierzach lub
z sekwencjonowania transkryptomow oraz danych z bazy interakcji biatkowych (Protein-Protein
Interaction network) dla organizmu Arabidopsis thaliana

e [A2] oceny efektywnosci wzbogacania préobek przy sekwencjonowaniu egzomdw na przyktadzie
organizmu Homo sapiens

e [Al] zaprojektowania sond na mikromacierzy dla organizmu Nicotiana benthamiana na podstawie
danych z sekwencjonownia transkryptoméw

Oprécz tego wykonywatam analize bioinformatyczng badania ekspresji réznicowej dla hodowli
komoérek rakowych traktowanych réznymi stezeniami srodkéw chemicznych, analizowatam wyniki oraz
zaproponowatam wybdr najciekawszych gendéw z réznymi wzorcami ekspresji. W styczniu 2017
dokonalismy zgtoszenia patentowego [C1], a obecnie trwajg prace nad publikacjg oraz komercjalizacja
hodowli komérek rakowych opornych na dziatanie lekow.

Ponadto bratam udziat w projektach zajmujgcych sie znajdowaniem fragmentéw z rézng liczba kopii
(CNV) dla genomu jedwabnika, badaniem réznicowej ekspresji krétkich RNA dla genomu ziemniaka
zainfekowanego wirusem Y (praca doktorska dr Karoliny Morgiewicz, IBB PAN), badaniem ekspresji
roznicowej komoérek cztowieka ze szczegdlnym uwzglednieniem biatek PUMILIO i MAELSTROM
(publikacja w przygotowaniu). Obecnie nadzoruje nad pracg studentow, ktérzy wykorzystajg narzedzie
GRASShopPER w celu znalezienia réznych wariantéw strukturalnych de novo.

Moje doswiadczenie z obrébka bioinformatyczng danych z eksperymentéw z udziatem sekwenatora
oraz mikromacierzy wykorzystatam do przygotowania autorskich cyklow wyktadow i zajec
laboratoryjnych ,Analiza danych wysokoprzepustowych” oraz ,Mikromacierze” prowadzonych na
makrokierunku Bioinformatyka (Politechnika Poznanska oraz Uniwersytet Adama Mickiewicza).
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