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Organizacja nukleosoméw

@ Rdzen kazdego nukleosomu jest kompleksem o$miu biatek
histonowych.

@ Nawija sie nan fragment podwdjnej helisy DNA dtugosci 147
par zasad (bp).

@ Symetryczna struktura rdzenia wymusza bardzo regularny
i zasadniczo powtarzajacy sie uktad nukleosoméw.

@ Nukleosomy wystepuja na przemian z ,tacznikowymi”
fragmentami DNA dtugosci 5-80 bp, zazwyczaj okoto 50 bp.
Struktura zbudowana z nukleosoméw i tacznikéw bywa
nazywana ,koralami na nici".

@ Organizacja nukleosoméw jest Scisle zwigzana z regulacja
transkrypcji genéw, pozwalajac na fatwiejszy dostep
do regiondéw petniacych funkcje regulatorowe.

@ Struktura nukleosoméw jest niemal identyczna u wszystkich
eukariotéw zyjacych na Ziemi.
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A NUCLEOSOME

DNA double helix 1-3/4 turns
(146 base pairs)
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Zrédto: http://bio.research.ucsc.edu/people/boeger/Researchinterests.htm
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The DNA-encoded nucleosome organization of a

eukaryotic genome

Noam Kaplanj*, Irene K. Moore™*, Yvunr_we Fondufe-Mittendorf’, Andrea J. Gossett®, Desiree Tillo®, Yair Field',
Emily M. LeProust®, Timothy R. Hughes”# Jason D. Lieb*, Jonathan Widom® & Eran Segal'~

Nucleosome organization is critical for gene regulation’. In living
cells this organization is determined by multiple factors, including
the action of chromatin remodellers?, competition with site-
specific DNA-binding proteins’, and the DNA sequence prefer-
ences of the nucleosomes themselves**. However, it has been dif-
ficult to estimate the relative importance of each of these
mechanisms in vivo’*'', because in vivo nucleosome maps reflect
the combined action of all influencing factors. Here we determine
the importance of nucleosome DNA sequence preferences experi-
mentally by measuring the genome-wide occupancy of nucleo-
somes assembled on purified yeast genomic DNA. The resulting
map, in which nucleosome occupancy is governed only by the
Pyl . P i il to e v

pair and the genome-wide average coverage per base pair (see
Methods).

The nucleosome organizations of the in vitroand in vivo maps are
notably similar, although not identical (Fig. 1), with a correlation of
0.74 between the nucleosome occupancy per base pair (Fig. 2a). On
the scale of individual nucleosomes, the in vitre data separate regions
that are enriched in nucleosomes in vive from regions depleted of
nucleosomes with high accuracy (Supplementary Fig. 1). Similarly,
we found a significant correspondence between the positions of
stable nucleosomes in the two maps (Supplementary Fig. 2). This
high degree of similarity between the maps indicates that nucleosome
sequence preferences have a dominant role in determining in vivo

. o
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Dostepne dane

@ W roku 2009, Kaplan i wsp. uzyskali pierwsze mapy pokrycia
catego genomu drozdzy nukleosomami in vitro i in vivo.

@ Celem ich eksperymentu byto zbadanie pokrycia
nukleosomami in vitro, zaleznego tylko od powinowactwa
nukleosoméw do sekwencji DNA.

e Wigzanie nukleosoméw in vitro nie jest zaburzone przez
konkurencje czynnikéw transkrypcyjnych i innych czynnikéw
wigzacych sie z DNA.

@ Do moich obliczen uzywatem mapy pokrycia nukleosomami
in vitro, uzyskanej z 9.3M odczytéw sekwencji zwigzanych
z nukleosomami, dajacych sie jednoznacznie zmapowaé
na genom drozdzy. Wéréd odczytéw byto 5.3M réznych
fragmentéw sekwencji.
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Model wigzania nukleosoméw

@ Budujemy model probabilistyczny, ktéry opisze powinowactwo
nukleosomu do réznych fragmentéw sekwencji DNA.

@ Naszym celem jest przypisanie kazdej sekwencji genomowej
o dtugosci 147 pewnej liczby rzeczywistej, opisujacej
dopasowanie tej sekwencji do nukleosomu.

@ Skfadowa pozycyjna opisuje powinowactwo pary nukleotydéw
na ustalonej pozycji na nukleosomie do nukleosomu.

@ Skfadowa niezalezna od pozycji opisuje usrednione
powinowactwo sekwencji dtugosci 5 do nukleosomu.

@ Nazewnictwo:

e sekwencja dtugosci k = k-mer
(np. sekwencja dtugosci 5 = 5-mer)
e para nukleotydéw = 2-mer = dinukleotyd

Aleksander Jankowski (Uniwersytet Warszawski) Przewidywanie miejsc wigzania nukleosoméw
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Sktadowa pozycyjna

@ Zatbézmy, ze mamy ustalone wagi N;(pq) dla kazdych
1<i <146, p,ge L ={A,C,G, T}.
e Bedziemy interpretowaé N;(pq) jako prawdopodobienstwo
napotkania dinukleotydu pg na i-tej pozycji nukleosomu.
W szczegdlnosci N;(-) jest rozktadem prawdopodobienstwa.
@ Mozemy uogélni¢ definicje N; aby uwzgledni¢ pojedyncze
nukleotydy.
o Dlal<i <146ip€ ¥, kfadziemy Ni(p) = >_ 5 Ni(pq).

@ Zatézmy, ze S jest sekwencja genomowg dtugosci 147.
Woéwczas definiujemy sktadowa pozycyjna N nastepujaco:

146 146
N(S) = () TT Mres = misisa) TT Ve
i=1 i=2 T
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Sktadowa pozycyjna

Niech i bedzie pozycja na nukleosomie, za$ p, g nukleotydami.

Wagi N;(pq) zostaty wyliczone na podstawie odczytéw
sekwencji zwigzanych z nukleosomami in vitro.

Aby zapobiec efektom brzegowym w miejscach ciecia przez
nukleaze mikrokokalng, uzywamy tylko srodkowych 127 bp
z sekwencji zwigzanych z nukleosomami.

Whbudowujemy symetrie w model: N;i(pg) = Nias—i(pq).
Rozwazamy trzy warianty:

e Double-normalised variant (D): n;(pg) = %.
j=17J

o Relative variant (R): n;(pq) = %7 gdzie Overall(-) jest
rozktadem prawdopodobienstwa dinukleotydéw w catym
genomie.

o Null variant (Z).

Aleksander Jankowski (Uniwersytet Warszawski) Przewidywanie miejsc wigzania nukleosoméw
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owa niezalezna od pozycji

Zatézmy, ze mamy ustalone wagi L(p1 ... ps) dla kazdego
5-meru p1,...,ps € X.
Bedziemy interpretowac L(p; ... ps) jako prawdopodobienstwo
napotkania 5-meru p; ... ps w sekwencji zwigzanej
z nukleosomem. W szczegdlnosci L(-) jest rozktadem
prawdopodobienstwa.
Podobnie jak dla sktadowej pozycyjnej, mozemy uogdlnié
definicje L aby uwzgledni¢ 4-mery.
Dla py,...,ps € X, ktadziemy
L(p1-..pa) =2 ges L(p1-- - Paq).
Zatézmy, ze S jest sekwencja genomowa dtugosci 147.
Woéwczas definiujemy sktadowa niezalezng od pozycji £
nastepujaco:
143, )
I
E(S) H L /+3
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Sktadowa niezalezna od pozycji

@ Niech pj ... ps bedzie 5-merem (sekwencja nukleotydéw
dtugosci 5).
@ Wagi L(p1 ... ps) zostaty wyliczone na podstawie odczytéw
sekwencji zwigzanych z nukleosomami in vitro.
@ Aby zapobiec efektom brzegowym w miejscach ciecia przez
nukleaze mikrokokalng, uzywamy tylko srodkowych 127 bp
z sekwencji zwigzanych z nukleosomami.
@ Rozwazamy trzy warianty:
o Natural (N): L(py...ps) = qu,__i(::;%%l...qs)'
o Relative (R):

Overall(p;...ps)

_ #(p1...ps)
L(pl e P5) B Z Over3||(q1...q5) ’
q1,,qs€L  #(q1...q5)

o Null (Z): L(py...ps) = (3)°.
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o Zatézmy, ze S jest sekwencja genomowg dtugosci 147.
@ taczna miara dopasowania jest wyliczana jako
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Termodynamiczny model wigzania nukleosoméw

@ Zatézmy teraz, ze S jest sekwencja genomowa catego
chromosomu.

o Niech C bedzie przestrzenig wszystkich dopuszczalnych
konfiguracji nukleosoméw na sekwencji S. Dopuszczalng
konfiguracja jest taki zbiér nukleosomoéw dtugosci 147 bp
(reprezentowanych przez ich pozycje poczatkowe na S), ze
zadne dwa nukleosomy na siebie nie zachodza.

Aleksander Jankowski (Uniwersytet Warszawski) Przewidywanie miejsc wigzania nukleosoméw
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Termodynamiczny model wigzania nukleosoméw

e Dla kazdej konfiguracji ¢ € C, sktadajacej sie z k
nukleosoméw o pozycjach poczatkowych c[1],..., c[k],
przypisujemy statystyczna wage

k
We[S] =[] 7 exp(B - Score(S[c[i] . .. c[i] + 146])),
i=1
gdzie 7 i [ s3 ustalonymi parametrami, zas S[k ... /] oznacza
podsekwencje S od pozycji k do pozycji / wtacznie.

@ Parametr 7 mozna interpretowaé jako stezenie nukleosomow,
a 3 jako odwrotnos¢ temperatury. Przyjmujac rozktad
Boltzmanna na C, mozemy okresli¢ prawdopodobienstwo
kazdej konfiguracji ¢ € C:

WelS]
ZC’GC WC’ [5] .
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Termodynamiczny model wigzania nukleosoméw

@ Znalezienie konfiguracji ¢ € C maksymalizujacej P(c|S) jest
bardzo ktopotliwe, ze wzgledu na wyktadniczy koszt
przeszukiwania catej przestrzeni kombinacji C.

@ Ponadto, przywigzywanie sie do najbardziej prawdopodobnej
konfiguracji moze by¢ zwodnicze, gdyz mozna zaniedbad
podzbiér podobnych konfiguracji o wiekszym tacznym
prawdopodobienstwie.

@ Zastosujemy inne podejscie. naszym celem bedzie policzenie,
dla kazdej pozycji na S, $redniego pokrycia tej pozycji
nukleosomami, rozumianego jako prawdopodobienstwo, ze
dana pozycja jest pokryta przez jaki$ nukleosom.

@ Aby to osiggnaé, uzyjemy programowania dynamicznego, aby
dla kazdej pozycji na S policzy¢ prawdopodobienstwo, ze jakié
nukleosom zaczyna sie wiasnie na tej pozycji.

Aleksander Jankowski (Uniwersytet Warszawski) Przewidywanie miejsc wigzania nukleosoméw
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Kroczymy naprzéd. . .

Wyliczamy ciag Fi, ..., Fp, gdzie M = |S|. Liczba F; bedzie suma
statystycznych wag wszystkich dopuszczalnych konfiguracji

na podsekwencji S1,...,5;:
Fo := 1 (dla petnosci),
FF= F_; dlal<i <146,
Fi = Fi_1+4+Fi_147-7" exp(ﬁ . SCOre(S[i —146... I]))

dla 147 <7 < M.

Ten wzér wyraza fakt, ze kazda konfiguracja ¢ na podsekwencji
S1,...,S; spetnia doktadnie jeden z ponizszych warunkéw:

@ c nie pokrywa pozycji S[i], wobec czego mozna o niej myslec
jak o konfiguracji nukleosoméw na Sq,...,5; 1

@ c zawiera nukleosom pokrywajacy pozycje S[i — 146... 1]
(a na podsekwencji Si, ..., Si—147 moze by¢ cokolwiek).

Aleksander Jankowski (Uniwersytet Warszawski) Przewidywanie miejsc wigzania nukleosoméw
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...l wstecz

Wyliczamy ciag Ry, ..., Ry, gdzie M = |S|. Liczba R; bedzie suma
statystycznych wag wszystkich dopuszczalnych konfiguracji
na podsekwencji S;, ..., Su:

Rm+1 = 1 (dla petnosci),
R,' = R,'+1 dla M — 145 < I < M,
Ri = Rit1+ Rit1a7 -7 -exp([ - Score(S[i...i+ 146]))

dla1<i <M —146.

Aleksander Jankowski (Uniwersytet Warszawski) Przewidywanie miejsc wigzania nukleosoméw
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Wohierw zauwazmy, ze z definicji F; i R;,
Fvu=Ri=> W(]S].
ceC

Mozemy teraz fatwo policzy¢ prawdopodobienstwo P;[S]
umieszczenia nukleosomu zaczynajacego sie na pozycji
1<i < M — 146 sekwencji S:

Pi[S] =

Fi_1i-7-exp(f3-Score(S[i...i+ 146])) - Rit147

Ry

Srednie pokrycie nukleosomami, rozumiane jako

prawdopodobienstwo, ze dana pozycja i jest pokryta przez jakis

nukleosom, moze by¢ teraz wyliczone nastepujaco:
146

> PiIS]
k=0
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Optymalne wartosci 7 i § dla genomu drozdzy

Sktadowa pozycyjna (N)

korelacja 37.4%

korelacja 87.5%

D R Z
3 7=0.0160 7 =0.0354 7=0.0148
= 3 = 0.3415 3 = 0.2956 3 = 0.3353
9 korelacja 59.9% | korelacja 71.7% | korelacja 59.2%
3 T =0.0105 T =0.0231 T =0.0100
i 3 =0.7918 3 = 0.4524 3 = 0.7593
<_3. korelacja 90.3% | korelacja 90.8% | korelacja 89.4%
g r=2816-10"13 7 =0.0306
;_q; f=3.50-10"° £ =0.9160 -

Optymalne wartoéci 7 i 8 dla catej nierepetytywnej czesci genomu
drozdzy (10.8M bp = 89.3% genomu).
Dla tych wartosci 7 i 8 podana jest tez korelacja Pearsona miedzy
przewidywanym i obserwowanym in vitro pokryciem nukleosomami.

Aleksander Jankowski (Uniwersytet Warszawski)

Przewidywanie miejsc wigzania nukleosoméw

Podsumowanie




Woprowadzenie

00000

Model wigzania nukleosoméw
00000000

Model termodynamiczny
000000

Wyniki
[e] lele)

Przewidywania petnego modelu

Podsumowanie
fe)e}

beta

Optymalne wartosci: 7 = 0.0231, 3

2.0

05
I

087—

0.88—

089—

—
0.89
—

- 0.87 086

T T T T
0.02 0.04 0.06 0.08

tau

= 0.4524, korelacja 90.8%.

0.10

Dla poréwnania, najlepszym wynikiem uzyskanym przez Kaplana

i wsp. jest 88.0%.
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Przewidywania samej sktadowe] niezaleznej od pozycji
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Optymalne wartosci: 7 = 0.0100, 3 = 0.7593, korelacja 89.4%.

Dla poréwnania, wynikiem uzyskanym przez Kaplana i wsp.
w analogicznym przypadku (P -only model) jest 87.6%.
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Przewidywania samej sktadowej pozycyjnej
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tau

Optymalne wartosci: 7 = 0.0306, 3 = 0.9160, korelacja 87.5%.

Dla poréwnania, wynikiem uzyskanym przez Kaplana i wsp.
w analogicznym przypadku (Py-only model) jest 82.0%.
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Podsumowanie

@ Naszym celem jest stworzenie modelu dobrze opisujacego
wigzanie nukleosoméw i czynnikéw transkrypcyjnych.

@ Celem pracy magisterskiej byto powtérzenie wynikéw
uzyskanych przez Kaplana i wsp. oraz zbadanie wptywu
parametréw modelu na jego wierno$¢.

@ Opis uzytych metod w oryginalnym artykule byt bardzo
niejasny, wobec czego testowatem rézne warianty modelu
wigzania nukleosomow.

@ W najlepszych wariantach, uzyskaliSmy lepsze wyniki niz
podane w oryginalnym artykule.

Aleksander Jankowski (Uniwersytet Warszawski) Przewidywanie miejsc wigzania nukleosoméw
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Dalszy rozwd;

o Catoéciowy model wigzania nukleosoméw i czynnikéw
transkrypcyjnych.

@ Wiezy na dtugos¢ tacznikéw miedzy kolejnymi nukleosomami
(wymuszone przez interakcje miedzy nimi w skali
molekularnej).

@ Uwzglednienie potwierdzonego doswiadczalnie wspétdziatania
miedzy czynnikami transkrypcyjnymi.

Aleksander Jankowski (Uniwersytet Warszawski) Przewidywanie miejsc wigzania nukleosoméw
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