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Zrédta

@ Yao Z, Barrick J, Weinberg Z, Neph S, Breaker R, et al.
(2007) A Computational Pipeline for High-Throughput
Discovery of cis-Regulatory Noncoding RNA in Prokaryotes.
PLoS Comput Biol 3(7): €126

e Blanchette M, Tompa M (2002) Discovery of Regulatory
Elements by a Computational Method for Phylogenetic
Footprinting. Genome Res. 12: 739-748.

e Zasha W, Walter LR (2006) Sequence-based heuristics for

faster annotation of non-coding RNA families. Bioinformatics
22(1): 35-39
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Ryboprzetaczniki

@ Ryboprzetacznik (przetacznik RNA) to to fragment tancucha
mRNA, dtugosci ok. 200 par zasad, ktéry reguluje ekspresje
kodowanego przez ten tancuch biatka.

@ Zazwyczaj sktada sie on z dwbch czescei:

e aptameru wigzacego metabolit

e platformy ekspresyjnej, ktéra po zwigzaniu metabolitu
z aptamerem zmienia swojg strukture przestrzenna, wptywajac
w ten sposéb na ekspresje genu.

@ Zwiagzanie metabolitu powoduje zmiane ekspresji genu
(zahamowanie lub pobudzenie).

@ Istnienie ryboprzetacznikdéw w organizmach zywych zostato
doswiadczalnie potwierdzone dopiero w 2002 roku.

o Najwiecej ryboprzetacznikdédw odnaleziono jak dotad u bakterii.
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Ryboprzetaczniki

@ Zmiana struktury przestrzennej platformy ekspresyjnej moze
miec rézne konsekwencje:

e zamaskowanie lub odstoniecie miejsca wigzania rybosomu (jak
ponizej)

e utworzenie struktury ,szpilki do wtoséw", ktérej obecnosé
wymusza zakonczenie translacji

e samoprzeciecie tancucha RNA.

Ribosome Binding Site Paired, ¥
CheZ Not Expressed, Cells Tumble e Ribosome Binding
. RBS + 99 f Site Unpaired,
§ oo e N o (CHZD  — CheZ Expressed,
':'e'*m-g-o"q‘"'q'u"“lic. u-_.c.c.u*e . U‘A Cells Run and Tumble
Aptamer & 5
g Fa
5 CCOCUGCAAGACABCRRBAUG  Chel

Zrédto: http://www.osel.cz/index.php?zprava=205
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| Identify CDD group members | <10cpu days

| 2046 CDD groups

| Retrieve upstream sequences |

Footprinter ranking |

CMfinder |

| 35975 motifs

Motif postprocessing

¢ 1740 motifs

RaveNnA |

v

CMfinder refinement |

Motif postprocessing

1466 motifs

<10 CPU days

1~ 2 CPU months

10 CPU months

<1 CPU month

Zrédto: Yao et al., A Computational Pipeline for High-Throughput Discovery

of cis-Regulatory Noncoding RNA in Prokaryotes.
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Filogenetyczny footprinting

o Filogenetyczny footprinting jest technika uzywana do
znajdowania miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych
w blisko spokrewnionych gatunkach.

@ Pomyst opiera sie na dwéch spostrzezeniach:

e Dziatanie czynnikéw transkrypcyjnych u réznych, ale blisko
spokrewnionych gatunkéw, jest bardzo podobne.
W szczegdlnosci dotyczy to ich sposobu wigzania.

o Miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych, jako istotne
fragmenty niekodujacego DNA, s3 mocno konserwatywne
i ulegaja wolniejszym zmianom ewolucyjnym niz inne czesci
kodu genetycznego.

@ Przedmiotem analizy sa sekwencje homologiczne, czyli
pochodzace od wspdlnego przodka.
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Filogenetyczny footprinting — wejscie i wyjscie

o Wejscie:

n homologicznych sekwencji: Sy,..., S,

drzewo filogenetyczne T opisujace pochodzenie sekwencji
dtugos¢ poszukiwanych motywéw k

maksymalna dopuszczalna wielko$¢ kary d.

o Wyjscie:
e zbidr rozwigzan, w ktérym kazde rozwigzanie jest okreslone
przez wskazanie motywu dtugosci k w kazdej z sekwencji

Si,...,S,.
@ Oznaczenia:

o C(u) — zbiér synéw wierzchotka u w drzewie T
e h(s,t) — liczba pozycji, na ktérych réznia sie k-mery s i t
o Y ={AC,G, T}
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Filogenetyczny footprinting — algorytm

@ Przechodzimy przez drzewo filogenetyczne T od lisci do
korzenia.

@ Dla kazdego wierzchotka u z drzewa T wyznaczamy tablice
W, zawierajaca 4% elementéw.

@ Dla kazdego k-meru s, warto$¢ W, [s] bedzie najmniejsza kara
osiggang dla poddrzewa zaczepionego w u, przy zatozeniu, ze
motyw dla wspdlnego przodka u ma postaé s.

o Tablice W, wypetniamy rekurencyjnie:

0, gdy u jest lisciem i s jest podstowem S,
Wi [s] = < 400, gdy u jest lisciem i s nie jest podstowem S,
>ovec(u) Mingesk {Wy[t] + h(s, t)}, gdy u nie jest lisciem.
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Filogenetyczny footprinting — algorytm

@ Niech r bedzie korzeniem drzewa T.

o Kazda wartos¢ tablicy W, nie wieksza niz d prowadzi do
jednego lub wielu rozwiazan.

@ Pojedyncze rozwigzanie jest okreslone przez wskazanie
motywu dtugosci k w kazdej z sekwencji Si,...,S,.

@ Algorytm wydaje sie by¢ bardzo ztozonym obliczeniowo, ale
w typowych zastosowaniach jest wystarczajaco szybki.
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Filogenetyczny footprinting — stabosci

@ Nie wszystkie miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych sa
znajdowane.

o Niektére z nich sa specyficzne tylko dla niewielkiej grupy
gatunkdw.

e Bardzo krétkie motywy moga wystepowad przypadkowo.

o Niektére czynniki transkrypcyjne sa mniej wrazliwe na mutacje
w miejscach wigzania.

@ Aby uniknaé fatszywych wynikéw pozytywnych, nalezy sie
upewnié, ze znalezione motywy maja istotnie mniejsza
czestos$¢ wystepowania mutacji niz otaczajace je fragmenty
sekwencji.
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CMfinder

e CMfinder jest iteracyjnym algorytmem opierajacym sie na
modelu kowariancji.

@ Algorytm jednoczesnie poprawia model, opisujacy
wystepowanie motywéw w ustalonym zbiorze sekwencji, oraz
koryguje oszacowanie pofozenia motywéw w tych sekwencjach.

@ Dwie fazy, wykonywane przemiennie:

o (krok E) poprawienie oszacowania wystepowania motywdw w
sekwencjach i potozenia kandydatéw na motywy

o (krok M) uaktualnienie motywu, przez rozwazenie mozliwych
ztaczen dwéch nici RNA i zastosowanie modelu
termodynamicznego.
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RaveNnA

@ RaveNnA jest heurystycznym algorytmem wyszukiwania
fragmentéw niekodujacego RNA, homologicznych do
podanego, w duzych genomach.

@ Jest on znacznie szybszy od algorytmdéw wykorzystujacych
modele kowariancji.

@ Idea polega na dobraniu odpowiedniego do sekwencji
wejsciowej ukrytego modelu Markowa.

@ Jego uzycie do znajdowania motywdw bedzie miato charakter
uzupetniajacy.
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Zrédto danych

@ Do analizy wybrano Firmicutes — typ pospolitych bakterii.

e Uzyto bazy danych NCBI RefSeq, w ktérej znajduja sie 44
kompletne genomy bakterii typu Firmicutes.

@ Sekwencje opisanych biatek wystepujacych w tych gatunkach
pobrano z bazy danych NCBI Conserved Domain Database.
Sposréd nich 92% miato przypisana co najmniej jedna grupe
CCD.

@ Grupa CCD zawiera homologiczne biatka, w ktérych znajduje
sie dobrze zachowana wspélna domena, czyli fragment
czasteczki zdolny do samodzielnego zachowania ksztattu.

@ Ograniczono sie do 145 grup CCD zawierajacych od 5 do 70
elementow.
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Przygotowanie danych

@ Dla kazdego genu z bazy, pobrano jego sekwencje 5' upstream
o dtugosci nie wiekszej, niz 600 nukleotyddw.

o Niektére geny wystepuja w operonach, co powoduje, ze
czynniki regulacyjne nie znajduja sie bezposrednio przed
genem, ale przed catym operonem.

o Jesli nastepny region kodujacy w kierunku upstream znajdowat
sie mniej niz 100 nukleotydéw dalej i byt zorientowany w ta
sama strone, to faczono go z wybranym genem.

@ Zbidr sekwencji upstream zwigzany z biatkami z jednej grupy
CCD nazywa¢ bedziemy zestawem danych.

@ W celu zwiekszenia czutosci, usuwano przy uzyciu BLASTa
grupy bardzo podobnych sekwencji, oraz usunieto sekwencje
kodujace tRNA i rRNA.
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Analiza filogenetyczna

@ Uzyto filogentycznego footprintingu, aby wybraé zestawy
danych, w ktérych najprawdopodobniej znajduja sie miejsca
wystepowania motywow.

@ Potrzebne do tego drzewo filogenetyczne przyblizono przez
analize sekwencji biatek, ktérych sekwencje upstream
rozwazamy.

@ Funkcjonalne RNA, takie jak ryboprzetaczniki, ma niska
zachowawczo$é, ale zazwyczaj zawiera kawatki, ktére ulegaja
bardzo matej zmiennosci.

@ Zauwazmy, ze do tej pory wykorzystywano tylko informacje
o zachowawczosci sekwencji RNA.
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Uzycie CMfindera

@ Przy uzyciu CMfindera wyszukujemy motywy w kazdym
z zestawdéw danych.

o CMfinder jest zorientowany na strukture, jaka tworzy ni¢ RNA.

@ Do oceniania motywdw uzyto funkcji oceniajacej postaci
r=sp-1/lc-bp/sid - (14 log(mc)),

e sp — liczba gatunkéw, w ktérych motyw wystepuje

mc — $rednia liczba wystapien motywu na gatunek

bp — (wazona) liczba par zasad w strukturze konsensusowe;j
Ic — lokalna zachowawczos$¢ sekwencji

sid — $rednie (parami) podobiefstwo sekwencji.

gdzie
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Szukanie dodatkowych wystapien motywoéw

@ Jedna z zalet omawianej metody jest potaczenie odkrywania
motywoéw z ich wyszukiwaniem.

o Wyszukiwanie motywdw jest skupione na grupach CCD, gdyz
sekwencje upstream zblizonych biatek najprawdopodobnie;j
beda miaty wspélne cis-regulatorowe RNA.

@ Okazuje sie jednak, ze wiele cis-regulatorowych elementéw,
takich jak ryboprzetaczniki, mozna znalez¢é w poblizu réznych
operondw, regulujacych powigzane procesy.

@ Dlatego tez potrzebne jest dodatkowe wyszukiwanie wystapien
motywéw w catym genomie. Nastepuje po nim kolejny
przebieg CMfindera, aby uaktualni¢ oceny motywoéw.
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Identyfikacja znanych motywoéw

@ Przewidywane motywy zostaty poréwnane z motywami
wystepujacymi w RNA Family Database (Rfam).

@ W bazie Rfam znajduje sie 21 rodzin niekodujacego RNA
wystepujacego w Bacillus subtilis, sposrdd nich cztery zostaty
wygaszone na etapie przygotowywania danych.

@ Spoérdd 17 pozostatych rodzin, 13 wystepowato wéréd 50
najlepiej ocenionych kandydatéw na motywy.
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Nowe, nieznane dotad motywy

@ Ze szczegblng uwagay przebadano 200 najlepiej ocenionych
motywow.

@ Dla 116 nie udato sie utrzymac hipotezy stwierdzajacej, ze
stanowiag one cis-regulatorowe RNA.

@ Sposrdéd pozostatych 84, 20 odpowiada istniejacym w Rfam
rodzinom, a 11 najprawdopodobniej powstato wskutek
transpozycji.

@ Pozostate 53 oceniono jako kandydatéw na cis-regulatorowe
RNA.
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Wyniki

A L19 (rplS) mRNA leader
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Zrédto: Yao et al., A Computational Pipeline for High-Throughput Discovery
of cis-Regulatory Noncoding RNA in Prokaryotes.
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Zrédto: Yao et al., A Computational Pipeline for High-Throughput Discovery
of cis-Regulatory Noncoding RNA in Prokaryotes.
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Wyniki

A L13-S9 (rpIM-rpsI) mRNA leader
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Zrédto: Yao et al., A Computational Pipeline for High-Throughput Discovery
of cis-Regulatory Noncoding RNA in Prokaryotes.
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Ukryte modele Markowa

e tancuch Markowa jest okreslony przez zbiér stanéw wraz
z prawdopodobienstwami przej$é

dst = P(X,' = t|X,'_1 = S),

gdzie x; — stan w chwili czasu i.
o W ukrytym modelu Markowa mamy do czynienia z:
e m; — stanem w chwili czasu i
e x; — obserwacja w chwili czasu /.
@ Oprécz prawdopodobienstw przej$é¢, wprowadzamy
prawdopodobienstwa emisji

ek(b) = P(X,' = b|7T,' = k).

@ Przyjmijmy, ze stanem poczatkowym i koncowym modelu jest
stan 0.

Aleksander Jankowski Ukryte modele Markowa i algorytm Bauma-Welcha



Przyktad sporadycznie nieuczciwego kasyna

e Gramy z krupierem wiele razy w prosta gre:
e kazde z nas rzuca kostka
e stawke wygrywa ten, kto wyrzuci wiecej oczek.

@ Krupier sporadycznie podmienia kostke ,,uczciwg” na kostke

»0szukang" .
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6: 1/6 ' 6: 1/2
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Ukryte modele Markowa

@ W przypadku tancuchéw Markowa, zawsze wiemy, ktéremu
stanowi odpowiada kazda obserwacja.

@ Obserwujac ukryty model Markowa, sekwencja stanéw, ktéra
podazaliémy, pozostaje dla nas nieznana.

o Nawet jesli doktadnie znamy wszystkie parametry ukrytego
modelu Markowa oraz cigg obserwacji od stanu poczatkowego,
to nie jesteSmy w stanie doktadnie odtworzy¢ ciagu standw.

@ Powdd jest prozaiczny — zazwyczaj mozliwych ciaggdéw standw
jest wiele.

@ Mozliwe jest jednak znalezienie najbardziej prawdopodobnego
ciggu standéw dla ustalonej sekwencji obserwacji.
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Algorytm Viterbi'ego

@ Znamy ciag obserwacji x = (x, ..., X,). Szukamy ciagu
stanéw 7* = (77, ..., 7)) takiego, ze

7 = arg max P(x, ).
™
@ Niech v (i) — prawdopodobienstwo zajcia najbardziej

prawdopodobnego ciggu stanéw konczacego sie w stanie k
obserwacja /.

e Wiadomo, ze v(0) =1 i v(0) =0 dla k # 0.
e Prawdopodobienstwa wy(i) dla i > 0 mozna wyznaczy¢
rekurencyjnie:

V/(i) = e/(x,-) . mfx{vk(i — 1)ak/} .
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Algorytm Viterbi'ego

@ Na koniec wyliczamy
P(x,7*) = ml?x{vk(n)ako} .

@ Zapamietujac podczas przebiegu algorytmu informacje o tym,
ktére czeSciowe ciagi stanéw byty najbardziej prawdopodobne,
mozemy odtworzy¢ 7*.

@ Ze wzgledu na ograniczenia arytmetyki zmiennoprzecinkowej,
w praktyce obliczenia prowadzi sie po zlogarytmowaniu, to
znaczy wyznacza sie log vi(i) i log P(x, 7).

@ Algorytm Viterbi'ego jest bardzo wydajny, ale niestety nie
zawsze znamy niezbedne do jego zastosowania parametry
ukrytego modelu Markowa: e/(x;) i ak.
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Algorytm Bauma-Welcha — wielkosci pomocnicze

e Oznaczmy przez fi(i) prawdopodobienstwo ciggu obserwacji
X1,...,X;, takiego ze ostatnim stanem jest k:

f(i) = P(x1...x;,m = k).

@ Mozna je wyznaczy¢ rekurencyjnie, wiedzac ze fp(0) = 1i
f(0) =0 dla k # 0.
@ Dla i > 0 zachodzi

f/(l) = G'/(X,') Z fk(l — l)ak,.

k
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Algorytm Bauma-Welcha — wielkosci pomocnicze

@ Rozwazajac sytuacje odwrotna, oznaczmy przez by (i)
prawdopodobiefstwo wystapienia ciggu obserwacji
Xit+1,-- -, Xn pod warunkiem, ze przed wyemitowaniem tego
ciggu obserwacji byliSmy w stanie k:

bi(i) = P(Xj41 ... xn|mi = k).

e Mozna je wyznaczy¢ rekurencyjnie, wiedzac ze bx(n) = axo.

o Dla i < n zachodzi

bk(i) = Z ak/e,(x,-+1)b,(i + 1).
/
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Algorytm Bauma-Welcha — wejscie i wyjscie

@ Przez 6 oznaczal bedziemy punkty w przestrzeni parametréw
ukrytego modelu Markowa, to znaczy zestawy parametréw

(aki), (ex(b)).

o Wejscie:
e N ciagdw obserwacji, nazywanych sekwencjami treningowymi:
x! xN
yeeay X
o Wyjscie:

o Punkt 6 w przestrzeni parametréw, maksymalizujacy
log P(x*,...,xN|9) = Z,N:1 log P(x/|0).
@ Innymi stowy, szukamy takiego ukrytego modelu Markowa
(o ustalonej liczbie stanéw), dla ktérego prawdopodobienstwo
zaobserwowania sekwencji treningowych jest najwieksze.
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Algorytm Bauma-Welcha — algorytm

2]

o

o

Ustal dowolnie parametry (ag), (ex(b)) dla modelu
poczatkowego.

Korzystajac z posiadanego modelu, dla kazdych stanéw k, /
wyznacz Ay — warto$¢ oczekiwang liczby przejs¢ ze stanu k

do stanu / podczas emisji sekwencji treningowych x!, ..., x".

Korzystajac z posiadanego modelu, dla kazdego stanu k

i symbolu b wyznacz Ej(b) — warto$¢ oczekiwang liczby emis;ji
symbolu b w stanie k podczas emisji sekwencji treningowych
xt XN

Re-estymuj parametry (ax), (ex(b)) modelu przy uzyciu
warto$ci oczekiwanych (Ag), (Ex(b)).

Jedli log P(x*, ..., xN|0) zauwazalnie wzrosto, to wréé

do punktu 2.
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Algorytm Bauma-Welcha — wyznaczanie Ay i Ex(b)

@ Ustalmy sekwencje treningowa x. Woéwczas

fi(Nawe(xix1)bi(i + 1)
P(x) '

@ Sumujac te wielkosci po wszystkich sekwencjach i po
wszystkich pozycjach w tych sekwencjach, stwierdzamy ze

P(mi = k,mip1 = I|x,0) =

i)ake( ,+1)bf(i+ 1)

Ak’_zz (x))

@ Analogicznie stwierdzamy, ze
y oy AGLAG)
- , P(x))
J i xI=b} ()
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o Wystarczy prosta normalizacja:

_ Al
Zm Akm’

Ex(b)
Zc Ek(c) ‘

ak| ek(b) =

«O0>» «(Fr «Z» <

it
i
u
N)
¥l
i)



Algorytm EM (expectation maximization)

@ Rozwazmy model statystyczny okreslony przez parametry 6.
@ Obserwowane wielkoSci oznaczmy przez x.

@ Prawdopodobienstwo wystapienia x jest okreslone przez
pewne ukryte dane y.

@ Dla ukrytych tancuchéw Markowa, 6 jest zestawem
parametréw (ay), (ex(b)), za$ y reprezentuje ciag standw.

@ Naszym celem jest znalezienie modelu, ktéry maksymalizuje
logarytm szans

log P(x|6) = Iogz P(x,y|0).
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Algorytm EM (expectation maximization)

@ Zatézmy, ze mamy poprawny model #t. Chcieliby$my
estymowaé nowy, lepszy model #1+1.

e Jako ze P(x,y|0) = P(y|x,0)P(x|0), to
log P(x|0) = log P(x, y|0) — log P(y|x, ).

e Mnozac obie strony przez P(y|x,6") i sumujac po y
otrzymujemy

log P(x|6) = ZP y|x,6%) log P(x, y|0) ZP y|x, 0% log P(y|x, 6).

o Okreslmy Q(016%) = -, P(y|x,0")log P(x, y|0).
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Entropia wzgledna (odlegtos¢ Kullbacka-Leiblera)

@ Powiedzmy, ze p i g sa dwoma dyskretnymi rozktadami
prawdopodobienstwa na pewnej przestrzeni.

@ Ich entropie wzgledna okreslamy nastepujaco:
dic(p,q) = %2, p(i) log 203

o Wykorzystywac deZ|emy fakt, ze entropia wzgledna jest
nieujemna.

o Wystarczy to wykaza¢ dla logarytmu naturalnego,

wykorzystujac nieréwnosé Inx < x — 1.

e Istotnie, In :’78 28 — 1, zatem In % > 28 a wiec

> p() e >0l P = 5 )~ ) -

i
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Algorytm EM (expectation maximization)

@ Zauwazmy, ze
log P(x|0) — log P(x|6*) =
— Q0)6Y) — Q(6']6" Plylx. &)
= Q01 ~ Q1) + X2 Plylx. 0 og ST >
y
> Q(0]0") — Q(6*|6Y).

e Wybierajac 051 = arg maxy Q(6]0*), zapewniamy, ze
logarytm szans nowego modelu bedzie nie mnigjszy niz
poprzedniego.
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Dowdd poprawnosci algorytmu Bauma-Welcha

e Wystarczy wykazaé, ze sposéb wyboru #*+1 dla ustalonego 6t
spetnia warunek 61 = arg maxg Q(0)0%).
@ Dla ustalonego ciggu obserwacji oraz ustalonego ciggu stanéw

m, oznaczmy przez Ay () liczbe przejs¢ z k do /, za$ przez
Ex(b, ) liczbe emisji symbolu b w stanie k. Wéwczas

P(x, 7|0) = H Hek )Ek(b ) H H aAk/(T")

k=1 b k=1/=1

@ Zauwazmy, ze wartosci Ay i Ex(b) zdefiniowane dla algorytmu
Bauma-Welcha wyrazaja sie nastepujaco:

Ex(b) = P(m|x,0")Ex(b, ), A =Y P(r|x,0")Ax(r).
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Dowdd poprawnosci algorytmu Bauma-Welcha

e Z definicji Q, Q(0]60%) = >, P(x|x, %) log P(x, 7|@). Ponadto

M

log P(x,|0) = ZZEk (b, ) log ex(b —i—ZZAk/ ) log a.

k=1 b k=1I=1

@ Po przeksztatceniu uzyskujemy postaé

M M
Q(0|6Y) ZZEk ) log ex(b) + ZZA“ log ay;.
k=1 /=1

k=1 b

@ Pozostato do wykazania, ze @ przyjmuje maksimum dla

Al
Zm Akm’

E(b)

)= = B0y

Akl =
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Dowdd poprawnosci algorytmu Bauma-Welcha

Aw
Zm Akm

przybiera warto$é nie mniejsza niz dla dowolnych innych ay;.

@ Pokazemy, ze Z,’Y’:l Zf\il Ay log ay dla 32, =

@ Interesuje nas réznica

M M 0
33" Aglos 21 = 3"y (z Akm> £ 10g %M _
k=11=1 k=1/=1 \ m akl

M m 29
Z ZAkm> > adlog 2 > 0.
k=1 \ m =1 ki

@ Analogiczne rozumowanie przeprowadzamy dla sktadnika

Zyzl >_b Ek(b) log ex(b).
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