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PARADIGMA — SITE INTERAKCT

REKONSTRUKCE GENOVYCH INTERAKCNICH SITI
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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

L-aspartate
O———
aspartats kinsse Whomoasrine dehydrogenase I 1 ATP
‘. ==
) ADP
e O L-Aspariate-4-F

5_|M__’ — Cessind | 1‘111|::O Nm"m:H .
T LAsperia‘e aembldanyﬂe
C“——’ Iysing biosynth.
G CE5E

NADP:
L-Homosering B
mets yitranstarass L
i - T
T ' O _Hscos
) apiha-swccinyl-L-Homossring
- L‘yl?iﬂlhlnnll:;ﬂﬂmm-a?umm N ;1»; o T
T ™O Succinate
matc cystathionine-bets-tyase O C,'atstnlnmne

T

v

L"Fo Pyruuale MH4s

Homocystaing

L-MG(I’IJIQI\IHS
—O AP
3 PLPA

o
L-adenosyl-L-Methloning




SYSTEMOVE PARADIGMA — SITE INTERAKCI REKONSTRUKCE GENOVYCH INTERAKCNICH SiT{

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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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)
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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,
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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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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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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
baliky R a Python (BioPython)

® STEM - pfiklad kombinované techniky
http://www.cs.cmu.edu/~jernst/stem/


http://www.cs.cmu.edu/~jernst/stem/
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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
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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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