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SYSTEMOVE PARADIGMA — SITE INTERAKC

IDENTIFIKACE GENOVYCH INTERAKCI

Pribeh vyzkumu v systémové biologii

rekonstrukce siti

databaze biol. znalosti + literatura

validace modelu

genové reportéry, DNA microarray,
hmotnostni spektrometrie, ...

Bacterial DNA Plasids

biologicka sit
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hypotézy

objevené vlastnosti
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dotazy na model

ANALYZA GENOVE EXPRESE

specifikace modelu

SBML, diferencialni rovnice,
boolovska sit, Petriho sit, ...
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analyza modelu

staticka analyza, numericka simulace,
analytické metody, model checking

Fetarate © ©
verifikace hypotéz, detekce vlastnosti
vyvozeni novych hypotéz
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Od redukcionismu k integrativnimu pristupu

komponentova biologie systémova biologie

high-througput tenchologie integrativni analyza

genomika bionformatika

proteomika modely (in silico)
simulace
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IDENTIFIKACE GENOVYCH INTERAKC

Koncept hierarchie
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Biochemické procesy v burice

e molekuldrni komponenty — proteiny, DNA, RNA,. ..
e interakce na riznych drovnich (transkripce, metabolismus,. .. )
e prijem signald a zivin (nutrientd) na membrané



SYSTEMOVE PARADIGMA — SITE INTERAKC IDENTIFIKACE GENOVYCH INTERAKC ANALYZA GENOVE EXPRESE
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Priklad geneticky rizené metabolické drahy
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ANALYZA GENOVE EXPRESE

Priklad modulu genetické requlace v E. Coli
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Kompletni transkripéni sit E. Coli
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Biologickd sit jako obecny graf

Definition
Necht V je kone¢nd mnozina uzli a E C V x V relace.

Biologickou siti nazveme graf G reprezentovany usporadanou
dvojici G = (V, E).

e Pokud V(a,b) € E.(a,b) € E — (b,a) € E, G nazyvdme
neorientovany.

e V ostatnich pfipadech hovofime o orientovaném grafu.

typ sité %4 E G
genové geny (resp. proteiny) regulace exprese or.
proteinové proteiny proteinové interakce | neor.
metabolické | metabolity, enzymy enzymové reakce or.
signalni molekuly aktivace/deaktivace | or.
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Biologicke sité — vypocetni problémy

e (re)konstrukce siti
o identifikace interakci
= z experimentalnich dat
= integraci dat z databazi znalosti
e zpracovani siti
e vizualizace
e integrace atributl uzld, hran
e analyza siti
e analyza statistickych vlastnosti
= rozlozeni konektivity, detekce motivi, . ..
e porovnani siti
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Biologicke sité — nastroje

e Cytoscape
http://www.cytoscape.org

e vizualiza¢ni layouty
e mapper vizudlnich prvkd na data
o filtry
e pluginy pro praci s biologickymi sitémi
e VisANT
http://visant.bu.edu/

o prakticky tatdz funkénost jako Cytoscape

e podpora hierarchického zanofovani (MetaNodes)
e méné flexibilni prostredi

e vice biologicky-relevantnich funkci


http://www.cytoscape.org
http://visant.bu.edu/
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Identifikace struktury promotori

IDENTIFIKACE GENOVYCH INTERAKCI

ANALYZA GENOVE EXPRESE

e podobnost vici koncenzové sekvenci “typického” promotoru:
= promotory vétsinou zahrnuji sekvenci podobnou s:

5'-TATAA-3' (tzv. TATA-box)

e koncenzova sekvence typicky zapsana ve formatu IUPAC —

vyjadfuje nejednoznacnosti v sekvenci

C

[l I e I

</4=44H40n

SIS NS NI NG NG

oo o

~4 = =>



SYSTEMOVE PARADIGMA — SITE INTERAKC] IDENTIFIKACE GENOVYCH INTERAKC ANALYZA GENOVE EXPRESE

Identifikace struktury promotori

detekce vazebnych mist transkripénich faktort (TFBS)
o typicka délka 5-25 bazi
e pomérné velka tolerance k variabilité sekvenci
e u prokaryot TFBSs pobliz TSS (transcription starting site)
= kratké sekvence na pozicich —10 a —35
= TFBS mohou byt vzdélena i nékolik kilobazi od TSS (ve
sméru 3’ — %)
promotory se strukturné identifikuji ve sledu:
TFBSs — kombinované TFBSs — cely promotor
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Identifikace struktury promotori

e alternativni variantou k popisu vazby TF k DNA je pozi¢ni
matice (Positional Weight Matrix — PWM)
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e PWM zachycuje frekvenci vyskytu nukleotididl na prislusné
pozici TFBS afinni pro dany TF
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Nastroje pro vyhledavani promotorovych sekvenci

e TRANSFAC
http://wuw.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/databases/transfac/
obsahuje data transkripénich faktord, regulacnich sekvenci,

véetné PWM
e nastroje pro vyhledavani v TRANSFAC
o MATCH - vyhledavd TFBSs v sekvencich, dostupny z
TRANSFAC
e PromoterScan
http://zeon.well.ox.ac.uk/git-bin/proscan
vyhledavani globalnich promotorovych sekvenci v dodané
sekvenci
e TRANSCompel
http:
//www.gene-regulation.com/pub/databases/transcompel/compelSM.html
vyhledavani kombinovanych regulaénich sekvenci
¢ RegulonDB promoter analysis (E. coli)

http://www.cce.unam.mx/Computational Genomics/PromoterTools/


http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/databases/transfac/
http://zeon.well.ox.ac.uk/git-bin/proscan
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transcompel/compelSM.html
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transcompel/compelSM.html
http://www.ccg.unam.mx/Computational_Genomics/PromoterTools/
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Dalsi pristupy

e vyuziti DNA mikrocipl
e identifikace geni s podobnymi profily exprese a jejich agregace
do skupin (tzv. klastri)
e prohledavani promotorovych sekvenci na pfitomnost shodnych
TFBSs
e (spésné aplikovano pro detekci genovych interakci v kvasince
e analyza promotori ortologickych genii (napfi¢ riznymi druhy)
e tzv. phylogenetic footprinting
e viz napf. http:
//bayesweb.wadsworth.org/binding_sites/index.html
(E. coli)


http://bayesweb.wadsworth.org/binding_sites/index.html
http://bayesweb.wadsworth.org/binding_sites/index.html
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Identifikace genovych interakci

Analjza genové exprese
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Meéreni genové exprese

e nejpouzivanéjsim nastrojem je technologie DNA microarray
e umoznuje tzv. high-throughput analyzu
e v daném okamziku je paralelné nasamplovana exprese vsech
genl v genomu prislusného organismu
e postaveno na relativnim srovnani minimalné dvou rlznych
vzorkd
® exprese v pfitomnosti vs. nepfitomnosti O

e exprese prfi knock-outu uréitého genu vs. normalni stav
[ ]

PrepareiCDNABIobe RrepareMicToatray,
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Reverzni transkriptdza a cDNA
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Reverzni transkriptiza a cDNA

enzym EC 2.7.7.49 (druh DNA polymerazy)
e objevena v retrovirech [Temin, Baltimore, 1970]

e prepisuje mMRNA na jednofetézcovou (komplementarni) DNA
(tzv. cDNA)

e umoznuje vytvorit knihovnu DNA
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Polymerase Chain Reaction (PCR)

e umoziiuje replikaci uréité ¢asti DNA (tzv. amplifikace)

DNA je zahratim rozdélena
asek DNA je oznalen parem oligonukleotidii (15-25 bazi)
e pri snizeni teploty hybridizace oligonukleotidi s fetézcem DNA
e doplnéni zbyvajici sekvence DNA prostfednictvim RNA
polymerazy

® http://wuw.dnalc.org/resources/animations/pcr.html

e lze vyuzit i pro mRNA: RT-PCR (reverse transcription PCR)

o reverzni transkripce mRNA do cDNA
e amplifikace cDNA (PCR)


http://www.dnalc.org/resources/animations/pcr.html
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Postup pri DNA microarray experimentu

1. konstrukce &ipu z cDNA knihovny (amplifikace a rozmisténi)
2. odbér celkové mRNA z experimentélnich vzorkd (typicky 2)

3. reverzni transkripce do cDNA asociované s fluorescenénim
barvivem

hybridizace odebrané cDNA s cDNA na cipu
omyti Cipu a oskenovani vysledku

analyza dat

NS S

komercni Cipy pouzivaji misto cDNA knihovny skupinu
oligonukleotidli pro kazdy gen

= pouze jeden vzorek mRNA je analyzovan na jednom Cipu
(porovnani vice identicky pfipravenych Cipii)

http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/chip/chip.html


http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/chip/chip.html
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Workflow produkce vysledki DNA microarray
experimentu

microarray platform

image analysis

normalization

intensity signals
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Validace a zpracovdani vysledki

e validace dat separdtnim mérenim koncentraci mRNA nepfimo
(pomoci RT-PCR)

e RT-PCR spusténa pro oba vzorky (shodny pocet krokii PCR)
e porovnani koncentraci prislusnych cDNA

e klastrovani dat
e zjiStovani podobnosti mezi datovymi vektory
e agregace do specifickych skupin (klastr()
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Databdze microarray dat

e Stanford Microarray Database — riizné pohledy na data,
filtrace
http://smd.stanford.edu/cgi-bin/cluster/drpGetData.pl

o ArrayExpress — statisticky zpracovana data
http://wuw.ebi.ac.uk/gxa/

e Gene Expression Omnibus (GEO)
http://www.ncbi.nih.gov/geo/

e MUSC DNA Microarray Database
http://proteogenomics.musc.edu/ma/

e GenExpDB (E. Coli specificka data)

http://genexpdb.ou.edu/


http://smd.stanford.edu/cgi-bin/cluster/drpGetData.pl
http://www.ebi.ac.uk/gxa/
http://www.ncbi.nih.gov/geo/
http://proteogenomics.musc.edu/ma/
http://genexpdb.ou.edu/
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Klastrovani microarray dat

e predpokladejme matici se sondami pro n geni

e uvazujme sadu p experiment(

e pro kazdy gen i dostavame vektor x; = (X1, ..., Xjp) zachycujici
posloupnost vysledki (tzv. expresni profil)

o definujeme miru vzdalenosti d : RP x RP — R:

p
1
d(%n, Xm) = (O |Xni — Xmi| %)

i=1

e pro g = 2 dostavame Euklidovskou vzdalenost
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Klastrovani microarray dat

e existuji dva hlavni pfistupy ke klastrovani
e partitioning — cilem je najit jedno nejvhodné&jsi rozdéleni do
klastrti (parametrem je pocet pozadovanych klastrii)
= Self-organizing maps, K-means
e hierarchické metody — vytvoren cely strom hierarchie
= koren — klastr obsahujici vSechny experimenty, v listech
= listy — jednoprvkovy klastr pro kazdy experiment

e klastry mohou byt identifikovany i pro vektory tvaru
Xj/ = (le, ...,X,,j)


nejvhodn�j��
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Algoritmus pro hierarchické klastrovani

e nejpouzivanéj$i metoda je tzv. aglomerativni (zdola-nahoru)

e parametrem je mira podobnosti hodnot d(x;, X;)
e postup (t znadi aktudlni Groven):
1. t = n = inicializuj pro kazdy gen i < n: (' = {x;}
. spoj dva klastery Cf a C} s minimalni vzdalenosti D(C[, C})
update D dle nového rozdéleni
t:=t—1
iteruj (2-4) dokud t > 1

SENEREN
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Algoritmus pro hierarchické klastrovani

P¥i aglomeraci se pouzivd mira podobnosti dvou klastrii na téze
arovni t:

o D(C{, Cf) = mingcct ecrd(xi, x;) (single linkage)
o D(C;, Cf) = maxgect gecrd(xi, xj) (complete linkage)

e D(CL,CH = Wllcfl Y wect xect d(xi xj) (average linkage)



SYSTEMOVE PARADIGMA SITE INTERAKCI IDENTIFIKACE GENOVYCH INTERAKCI ANALYZA GENOVE EXPRESE

Algoritmus pro hierarchické klastrovani

update miry vzdélenosti (krok (3)):

D(CEL, CEU CF) = auD(CE,, CE) + ayD(CE,, CE)
+7ID(Ch, Cf) — D(Ch,, C)

single linkage: ay = a; =0.5, v = —-0.5

complete linkage: ay = ay =0.5, vy =10.5
il

average linkage: a; = \Cllchl’ ie{k I}, v=0
k 1
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Metoda K-means

e zalozeno na optimalizaci odchylky mezi expresnimi profily
vzhledem ke stfedu (pramérnému profilu) klastru

e nejCastéji je tato optimalizace reprezentovana minimalizaci

e pevné dan pocet pozadovanych klastr(

e nahodné se inicializuji stfedni profily

e metoda je presnéjsi pri vétsim poctu pokusl

e klastry jsou pribézné modifikovany pfi minimalizaci odchylek

(Euklidovské vzdalenosti) od stfedovych profild
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Metoda K-means

e algoritmus K-means ma dvé zakladni faze
e vypocet vzdalenosti jednotlivych vektor( od vektoru stredovych
hodnot
e update vzhledem k optimaliza¢ni funkci
e nejpouzivanéjsi metrikou je Euklidovska vzdalenost

e vektor stfedovych hodnot je vypocitan jako aritmeticky
pramér vektord aktudlné prifazenych danému klasteru
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Algoritmus K-means

e vstup: pocet iteraci (inicializaci), pocet klastri K, prah
presnosti €

e nahodné inicializuj rozdéleni do klastra Ci, C,l< se stredy
ci, ..., c} a vypotitej hodnotu optimaliza&ni funkce W1
e v j-tém kroku proved:
e vypocet C{+1, e C,":rl — prifad kazdy datovy vektor x ke
klastru s nejmensi vzdalenosti stfedového vektoru od x
e prepocitej stfedové vektory c’Jr1 c,’jl a minimalizuj Wi+t
e dokud 3k, |ci — H'1| > ¢, iteruj
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Nastroje pro cluster-based analyzu

e klastrovani lze vyuzit pro detekci skupin shodné regulovanych
gendl
e kombinace klastrovdni dle genil a experimentfi
e odhady regulatori jednotlivych klastrd
e odhady programi regulace
e nastroje
e Genomica (dfive GeneXPress)
http://genomica.weizmann.ac.il/
o FunCluster (balik pro R)
http://cran.r-project.org/web/packages/FunCluster/index.html
e STEM
http://www.cs.cmu.edu/~ jernst/stem/
e Eisenlab tools
http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm


http://genomica.weizmann.ac.il/
http://cran.r-project.org/web/packages/FunCluster/index.html
http://www.cs.cmu.edu/~jernst/stem/
http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm
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Predpovéd (reinZenyring) requlacnich siti

e reguladni sité lze predpovidat z microarray dat
e predpovéd struktury sité
o detekce podminénych zavislosti proménnych
e charakter korelace proménnych
e predpovéd dynamiky proménnych
e fitovani naméfenych dat na (spojity) model
e pravdépodobnostni rozlozeni diskrétnich hodnot



SYSTEMOVE PARADIGMA — SITE INTERAKCH IDENTIFIKACE GENOVYCH INTERAKCI ANALYZA GENOVE EXPRESE

Predpovéd (reinZenyring) requlacnich siti
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Predpovéd (reinZenyring) requlacnich siti

Boolovské vs. Bayesovskeé sité

Ky <

crp(t + 1) = —erp(t) A —cya(t) P(Xerp)

cya(t + 1) = —cya(t) A —erp(t) P(Xeya)

fis(t +1) = —crp(t) A —cya(t) P (Xis| Xerps Xeya)
tRNA(t + 1) = fiS(t) P(XtRNA’Xﬁs)
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Predpovéd (reinZenyring) requlacnich siti

Bayesovské site

P(V|W) = P,(D‘(/’ V;/)
pwiv) = PW. V)

(V)
P(V,W)=P(W,V)=PVIW) - P(W)=PW|V)-P(V)
Bayeslv vzorec:
WiV) - P(V)
P(W)
Obecné pro pravdépodobnost souc¢asnych jevi plati fetézové
pravidlo:

p(viw) = 2

P(V,W,Y)=P(V|W,Y)-P(W,Y
=P(V|W,Y) P
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Predpovéd (reinZenyring) requlacnich siti

Algoritmy pro bayesovské sité

e strojové uceni z experimentalnich dat:
e algoritmy udeni struktury
e algoritmy uceni pravdépodobnostniho rozlozZeni
nap¥. Expectation Maximization (EM) — iterativni metoda
maximalizujici P(data|model)
e kombinované algoritmy

e pro Uspésny vysledek vyzadovana rozsahld sada dat
e nastroje:

e Hugin (http://www.hugin.com/)
e Genomica (http://genomica.weizmann.ac.il/)


http://www.hugin.com/
http://genomica.weizmann.ac.il/
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Predpovéd (reinZenyring) requlacnich siti

Algoritmy pro bayesouvské sité

e problémem jsou zpétné vazby (cykly v siti)

e tesenim je unfolding v diskrétnim case:

Q)

(A—(A)r—(Ar—(A

Alt) | B@®) ‘P(A(N'1)=1

fé,ﬁ >< ><' >(' o[ o] oo
L A e e o | 1| o8

[ / B (8

(B) 100 | o84

= 1

t=1 t=2 t=3 t=4 3 o

e plvodni sit s n uzly je nahrazena siti s 2n uzly

e tabulka podminénych pravdépodobnosti charakterizuje
pravdépodobnost prechodl mezi jednotlivymi konfiguracemi
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