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PARADIGMA — SITE INTERAKCT

REKONSTRUKCE GENOVYCH INTERAKCNICH SITI

Pribeh vyzkumu v systémové biologit

rekonstrukce siti

databaze biol. znalosti + literatura
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hmotnostni spektrometrie, ...

Bacterial DNA Plasmids

biologicka sit
—-

——-
hypotézy

objevené vlastnosti
A—

——-
dotazy na model

specifikace modelu

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

Owaom
izt r w200 Lz
OO 1+Omor
LS
S O
GO
FEL_ _tutelis] + ko] + kaies) OO Je—Orm
o 25109 22070
JiEs)
KE)IS] — klES] — kolES Oaor
£ G E5] ~ kilES] O
ap)
k€S
@ BE

analyza modelu

staticka analyza, numerické simulace,
analytické metody, model checking
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vyvozeni novych hypotéz
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Metody systémového mereni

komponentova biologie systémova biologie

high-througput tenchologie integrativni analyza

genomika bionformatika

proteomika modely (in silico)
simulace
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Koncept hierarchie

Small-scale
modules

Phenotype
(physiology)
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Biochemické procesy v burice

e molekularni komponenty — proteiny, DNA, RNA,. ..
e interakce na riiznych drovnich (transkripce, metabolismus,. .. )
e pfijem signdll a Zivin (nutrientd) na membran&
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Priklad geneticky rizené metabolické drdahy
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Priklad modulu genetické requlace v E. Coli
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Kompletni transkripénd sit E. Coli
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Biologickd sit jako obecny graf

Definition
Necht V je kone&nd mnoZina uzlii 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 vV 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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Biologické sité — vypocetni problémy

e (re)konstrukce siti
o identifikace interakci
= z experimentdlnich 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 motivd, . ..
e porovnani siti
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Ontologie geni a genovych produkti

e nutnost systematicky uchopit genom, genové produkty a
funkce (interaktom)
e akumulace biologickych dat

o decentralizovany proces
e paralelni proces

e problém: nejednoznané popisy téhoZ objektu, procesu
e napf. proteolyza vs. (¥izend degradace protein(i)
e od roku 1998 vyvoj Gene Ontology
= http://geneontology.org


http://geneontology.org
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Gene Ontology

e cilem je uceleny systematicky popis genovych produktl a
jejich funkci
e ontologie ptedstavuje systematicky slovnik pojmi
e hierarchicky pohled na data vZetn& vazeb mezi nimi (DAG)
e zachyceni synonym
e GO obsahuje 3 kategorie (DAGy):
e biological process

e cellular component
e molecular function
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Gene Ontology

e respektuje standard OBO a OWL (W3C) pro strukturu a
reprezentaci ontologii

e http://obofoundry.org/
e http://wuw.w3.org/TR/owl-features/
e kazdy uzel pFedstavuje jednozna¥ny pojem (mnoZinu synonym)
= jednozna¥né reprezentovan ID (tzv. GO termem)
e rizné typy relaci mezi uzly:

e part_of, is_a, located_in, derived_from, ...
e viz http://obofoundry.org/ro/


http://obofoundry.org/
http://www.w3.org/TR/owl-features/
http://obofoundry.org/ro/
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Gene Ontology
Priklad podgrafu GO

regulates isa

GOC0078)
regulation of
biological process

s 1 Tegulates s u

GO:0050794
regulation of
cellular process

sa Tegulates fsa o

GO:0051302
regulation of cell
division

GO:0032465
regulation of
cytokinesis

GENOVYCH INTERAKCNICH SITI
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Ndstroje pro Gene Ontology

on-line i off-line vyhleddvae v GO

statistické testy na overreprezentaci dané mnoZiny genl v
pojmech GO
e GOstat —
http://gostat.wehi.edu.au/cgi-bin/goStat.pl
e DAVID — http://david.abcc.ncifcrf.gov/
e BiNGO —
http://www.psb.ugent.be/cbd/papers/BiNGO/Home.html
e mapovani microarray dat na ontologicky strom
e eGOn — http://www.genetools.no/
e High-Throughput GoMiner —
http://discover.nci.nih.gov/gominer/htgm. jsp
e Meta Gene Profiler (MetaGP) — http://metagp.ism.ac.jp/


http://gostat.wehi.edu.au/cgi-bin/goStat.pl
http://david.abcc.ncifcrf.gov/
http://www.psb.ugent.be/cbd/papers/BiNGO/Home.html
http://www.genetools.no/
http://discover.nci.nih.gov/gominer/htgm.jsp
http://metagp.ism.ac.jp/
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KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

e integrativni databaze genovych produkti

e genovy prostor
= GENES, GENOME, ORTHOLOGY, Organisms

e chemicky prostor
= COMPOUND, GLYCAN, REACTION, ENZYME, LIGAND

e systémovy prostor
= PATHWAY, BRITE, DISEASE, DRUG

e kaZzdy pojem ma jednoznaéné ID
e zachycena ortologie (podobnost) genti

e genovy prostor Cerpa aktudln& z né&kolika zdroji
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Cviceni

UvaZujme sekvenci aminokyselin (FASTA format):
SVVEEHGQLSISNGELVNERGEQVQLKGMSSHGLQWYGQ
FVNYESMKWLRDDWGINVFRAAMYTSSGGYIDDPS
VKEKVKEAVEAAIDLDIYVIIDWHILSDNDPNIYK
EEAKDFFDEMSELYGDYPNVIYEIANEPNGSDVTW
GNQIKPYAEEVIPIIRNNDPNNIIIVGTGTWSQDV
HHAADNQLADPNVMYAFHFYAGTHGQNLRDQVDYA
LDQGAAIFVSEWGTSAATGDGGVFLDEAQVWIDFM
DERNLSWANWSLTHKDESSAALMPGANPTGGWTEA
ELSPSGTFVREKIRES

e najdéte na http://www.ebi.ac.uk/intenz/

e prozkumejte relevantni drahy na
http://www.genome. jp/kegg/


http://www.ebi.ac.uk/intenz/
http://www.genome.jp/kegg/
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Reactome

Reactome - a curated knowledgebase of biological pathways

Reaction Experimentally confirmed reaction—> | Manually inferred reaction——> | Electronically inferred reaction— | Linked reactions

Biological oxidations

Respiratory el
DA Repair synthesis by
heat produ

ctron transport, ATP
e oupling, and
on by uncoupling proteins.

Gene Expression Hemostasis

Integration of energy metabolism

of ca dra M

Wetaholism of amino acids and - [ — [
i a ds and a

Metabiolism of nuc|

ides Metabalism of porphyrins WMetabalism of proteins

Regulation of het

Signaling in Immune system

http://www.reactome.org/


http://www.reactome.org/
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Specificky zamerené zdroje dat

EcoCyc — http://ecocyc.org - E. coli K12

SGD — http://www.yeastgenome.org/

WORMBASE — http:
//www.sanger.ac.uk/Projects/C_elegans/WORMBASE/

FlyBase — http://flybase.org/


http://ecocyc.org
http://www.yeastgenome.org/
http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_elegans/WORMBASE/
http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_elegans/WORMBASE/
http://flybase.org/
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Nastroje pro analyzu biologickych siti

e Cytoscape
http://www.cytoscape.org

e vizualiza&ni layouty

e mapper vizudlnich prvki na data

o filtry

e pluginy pro praci s biologickymi sitémi

e VisANT
http://visant.bu.edu/

prakticky tatdZ funk¢nost jako Cytoscape
podpora hierarchického zano¥ovani (MetaNodes)
méné flexibilni prost¥edi

]
)
L)
e vice biologicky-relevantnich funkci


http://www.cytoscape.org
http://visant.bu.edu/
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Cytoscape

e analyzator komplexnich interakénich siti

e puvodné zaméfeny na bioinformaticka data
e pristup k webovym sluzbadm (databdze)

e funkce pro integraci dat

e platforma pro pluginy

e open source politika
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Cytoscape — format dat

¢ SIF — Simple Interaction Format (interni format)
e GML — Graph Modelling Language (obecny format pro popis
grafu, zahrnuje i vizudIni informace)

e XGMML — eXtensible Graph Markup and Modeling Language
(moZnost anotaci uzlii a hran daty)

e BioPAX — format vyuzivajici OWL (standard pro popis
ontologif)

e SBML - standard pro popis dynamickych model(

e dile OBO, text format CSV, MS Excel XLS format, ...
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Cytoscape — zdkladni principy

sit& organizovany v tzv. sessions (format cys)

e v ramci session lIze spravovat nékolik siti

data o uzlech/hranéch jsou sdilena v rdmci session

e session zahrnuje téZ vizualni data véetné nastaveni styld,
vnit¥ni stavy nékterych plugini
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Cytoscape — zdkladni principy

e moznost vyhledavani a filtrace dat

datovy panel zobrazuje filtrovana/vyhledand data

jednoduse Ize vytvorit podsit z aktudln& vybranych uzli

e moZnost topologickych filtri



Systémové paradigma — sité interakci

Rekonstrukce genovijch interakénich siti
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Detekce requlacnich interakci

e vyuZiti databazi promotorovych sekvenci
e prohledavani promotorovych sekvenci na p¥itomnost znamych
TFBSs
e TRANSFAC, MATCH, PromoterScan, RegulonDB promoter
analysis, ...
o vyuziti DNA mikro&ipi
o identifikace genli s podobnymi profily exprese a jejich agregace
do skupin (tzv. klastri)
e analyza promotori ortologickych genti (nap¥#i€ riznymi druhy)
e tzv. phylogenetic footprinting

® viz napF. http://bayesweb.wadsworth.org/binding_sites/index.html (E. coli)


http://bayesweb.wadsworth.org/binding_sites/index.html
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M v oV 7/ 7/
ETENT genove exrprese

e nejpouzivangj$im nastrojem je technologie DNA microarray
e umoZziiuje tzv. high-throughput analyzu
e v daném okamZiku je paralelné nasamplovana exprese viech
genl v genomu prislusného organismu
e postaveno na relativnim srovnani minimalné dvou rdznych
vzorki
® exprese v pfitomnosti vs. nepfitomnosti O,

e exprese p¥i knock-outu ur&itého genu vs. normalni stav
[ ]

PrepareiCDNABIobe RrepareMicToatray,




SYSTEMOVE PARADIGMA — SITE INTERAKCI REKONSTRUKCE GENOVYCH INTERAKCNICH sfTf

Reverzni transkriptiza a cDNA

Isolate and sollect mRMA Reverse

transcriptase

Inzert info
bacterial
plasmids
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Reverzni transkriptdiza a cDNA

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

e prepisuje mMRNA na jednofet&zcovou (komplementérni) DNA
(tzv. cDNA)

e umoziuje vytvofit knihovnu DNA
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Polymerase Chain Reaction (PCR)

e umoziiuje replikaci ur&ité &asti DNA (tzv. amplifikace)
DNA je zah¥atim rozdélena
isek DNA je oznaen parem oligonukleotidi (15-25 bazi)

e pfi sniZeni teploty hybridizace oligonukleotidli s fetézcem DNA
o doplnéni zbyvajici sekvence DNA prostfednictvim RNA

polymerazy

® http://www.dnalc.org/resources/animations/pcr.html
Ize vyuZit i pro mRNA: RT-PCR (reverse transcription PCR)

e 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 rozmist&ni)
2. odbé&r celkové mRNA z experimentdlnich vzorkd (typicky 2)

co

reverzni transkripce do cDNA asociované s fluorescenénim
barvivem

hybridizace odebrané cDNA s cDNA na Z&ipu

omyti Cipu a oskenovani vysledku

~.R

analyza dat

2 S

komer&ni &ipy pouZzivaji misto cDNA knihovny skupinu
oligonukleotidli pro kazdy gen

= pouze jeden vzorek mRNA je analyzovan na jednom &ipu
(porovnani vice identicky pfipravenych &ipi)

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 visledku DNA microarray
experimentu

microarray platform

image analysis

normalization

intensity signals
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Validace a zpracovani vysledki

e validace dat separatnim méfenim koncentraci mRNA nep¥imo
(pomoci RT-PCR)

e RT-PCR spudténa pro oba vzorky (shodny potet krokii PCR)
e porovnani koncentraci pfislusnych cDNA

e klastrovani dat

e zjistovani podobnosti mezi datovymi vektory
e agregace do specifickych skupin (klastri)
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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

e 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 specifickd 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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Klastrovdani microarray dat

e predpoklddejme matici se sondami pro n geni
e uvaZujme sadu p experimenti

e pro kaZdy gen i dostavame vektor xj = (xi1, ..., Xip) zachycujici
posloupnost vysledki (tzv. expresni profil)
e definujeme miru vzddlenosti d : RP x RP — R:

P
d(xn, xm) = (3 Pt = xmil9)
i=1

e pro g = 2 dostdvame Euklidovskou vzdalenost
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Klastrovdani microarray dat

e existuji dva hlavni p¥istupy ke klastrovani
e partitioning — cilem je najit jedno nejvhodné&jsi rozdéleni do
klastrii (parametrem je pocet pozadovanych klastri)
= Self-organizing maps, K-means
e hierarchické metody — vytvofen cely strom hierarchie
= kofen — klastr obsahujici v8echny experimenty, v listech
= listy — jednoprvkovy klastr pro kazdy experiment

e klastry mohou byt identifikovany i pro vektory tvaru

Xj/ = (X]_J', ceey X,-,J')
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Algoritmus pro hierarchické klastrovdni

e nejpouZivan&j¥i metoda je tzv. aglomerativni (zdola-nahoru)
e parametrem je mira podobnosti hodnot d(x;, x;)
e postup (t zna&i aktudlni droven):

1. t = n=>inicializuj pro kazdy gen i < n: (' = {x;}

2. spoj dva klastery C} a C} s minimdlni vzdélenosti D(Cf, C}')
update D dle nového rozdéleni
t=t—-1
iteruj (2-4) dokud t > 1

SRS
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Algoritmus pro hierarchické klastrovdni

P¥i aglomeraci se pouZivd mira podobnosti dvou klastrli na téze
drovni t:

o D(C;, Cf) = minycct ecrd(xi, x) (single linkage)
o D(C, Cf) = maxgect gectd(xi, x;) (complete linkage)

e D(CL CP) = Wllcfl Zx,-eckt,xj-eqt d(xi, x;) (average linkage)
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Algoritmus pro hierarchické klastrovdni

update miry vzdalenosti (krok (3)):

D(C5L, CEU CfF) = auD(Ch, CE) + ayD(Ch, CF)
+91D(Car, €)= D(Cry C)l

e single linkage: ay = a; =0.5, v =—-0.5
e complete linkage: ay = a; =0.5, y=0.5
e average linkage: aj = i e{k,1},v=0

[CAI+Cf
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Metoda K-means

e zaloZeno na optimalizaci odchylky mezi expresnimi profily
vzhledem ke stfedu (primé&rnému profilu) klastru

e nejastéji je tato optimalizace reprezentovana minimalizaci

e pevné dan polet pozadovanych klastri

e nahodné se inicializuji stfedni profily

e metoda je presnéjsi pfi v&tsim poltu pokusli

e klastry jsou priibézné modifikovany p¥i minimalizaci odchylek

(Euklidovské vzdélenosti) od stfedovych profili
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Metoda K-means

e algoritmus K-means ma dvé zakladni faze

o vypolet vzdalenosti jednotlivych vektord od vektoru stfedovych
hodnot
e update vzhledem k optimaliza&ni funkci

N4

e nejpouzivangjsi metrikou je Euklidovska vzdalenost

e vektor stfedovych hodnot je vypoditan jako aritmeticky
primér vektord aktudlné p¥ifazenych danému klasteru
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Algoritmus K-means

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

ndhodné inicializuj rozd&leni do klastrii C},...C} se stfedy
i, .. c}< a vypotitej hodnotu optimaliza&ni funkce W
v i-tém kroku proved:

o vypotet Ci™, ..., Ci™ — ptitad kazdy datovy vektor x ke

klastru s nejmensi vzdélenosti stfedového vektoru od x

e prepolitej stfedové vektory c’+1 c;;rl a minimalizuj Wit!

dokud 3k, |c] — ¢, > ¢, iteryj
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Nastroje pro cluster-based analijzu

e klastrovani Ize vyuZit pro detekci skupin shodné regulovanych
gendl
e kombinace klastrovani dle genti a experimentli
e odhady regulatori jednotlivych klastri
e odhady programii regulace
e nastroje
e Genomica (dfive GeneXPress)
http://genomica.weizmann.ac.il/
e 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

SYSTEMOVE PARADIGMA — SITE INTERAKCT REKONSTRUKCE GENOVYCH INTERAKCNICH SfTf

Predpovéd (reinZengring) requlacnich siti

e reguladni sité Ize pfedpovidat z microarray dat
e predpovid struktury sité
o detekce podminé&nych zavislosti proménnych
e charakter korelace proménnych
e predpovéd dynamiky prom&nnych
e fitovdni namé&Fenych dat na (spojity) model
e pravdépodobnostni rozloZeni diskrétnich hodnot
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Predpovéd (reinzengring) requlacnich siti

i —
P fis >

‘ P1-P't P2 cya
@ Fis v

& CYA
-
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~

& CRP




SYSTEMOVE PARADIGMA — SITE INTERAKCT REKONSTRUKCE GENOVYCH INTERAKCNICH SfTf

Predpovéd (reinZengring) requlacnich siti

Boolovské vs. Bayesovské sité

Ky <

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

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

ﬁS(t + 1) = _'C"p(t) A _'Cya(t) P(Xﬁs‘Xcrpy cha)
l’RNA(t + ].) = f/S(t) P(XtRNA’Xﬁs)
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Predpovéd (reinZengring) requlacnich siti

Bayesovské site

P(V|W) = PS(/’ V;/)
pwiv) = P V)

(V)
P(V,W) = P(W,V) = P(V|W)-P(W)=P(W|V) - P(V)

Bayeslv vzorec:

P(W|V) - P(V)
P(VIW) =
(VW) = =5
Obecné pro pravd&podobnost soutasnych jevi plati fetézové

pravidlo:

P(V,W,Y)=P(VIW,Y) P(W,Y)
—P(V|W,Y)-P(W|Y)-P(Y)
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Predpovéd (reinZengring) requlacnich siti

Algoritmy pro bayesovské sité

e strojové uceni z experimentalnich dat:
e algoritmy uleni struktury
e algoritmy ueni pravdépodobnostniho rozloZeni
napt. Expectation Maximization (EM) — iterativni metoda
maximalizujici P(data|model)
e kombinované algoritmy
e pro Uspé&sny vysledek vyZadovana rozsihla 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 (reinZengring) requlacnich siti

Algoritmy pro bayesovské sité

e problémem jsou zpé&tné vazby (cykly v siti)
e feSenim je unfolding v diskrétnim ase:

O A — B — B —) Att) [ B(t) ‘P(A(tﬂ)ﬂ
{ é)‘ >< ><' >< 0| o0 0.07
< e B 0o | 1 0.86

_q/ ® ® @® ®
(B 1 0 0.84

t=1 t=2 t=3 t=4 759 0.95

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

e tabulka podminénych pravdépodobnosti charakterizuje
pravdépodobnost pfechodl mezi jednotlivymi konfiguracemi
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