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Introdug ao

e Todo organismo vivo armazena sua informacao biologica na forma de
moléculas de DNA duplamente ligadas formadas por nucleotideos.

e Sa0 4 os tipos de bases: Adenina (A), Citocina (C), Guanina (G) e
Timina (T).

e O DNA é representado como uma fita dupla complementar e antiparalela.

>

5 ...AT-GCGGAGCGGT-GT-T-T-AT-GCGGAG..3%
T I A o e A

3 ...TFAGCGCGT-GGCAGAAAT-AGCGGT-C..5

<




Introdug ao

Replicacgdo
Um gene € uma regiéo gue expressa 5 /\4 3’
ou controla uma prote’lna. Inter-genica
DNA
Sub-regioes: Transcrigdo
De reconhecimento (promotora); F—— ._

De transcricéao;

Regido ndo-traduzida 5';

De inicio de traducéo (start codon);

Regiao para a codifica¢c ao de proteina (CDS) ;
De traducao (stop codon);

Regido ndo-traduzida 3';

De poliadenilacao (polyA, eucariotos);

De transcricao. < . >< Ser> Ala <Val >< . >

Proteina

Retirada dos introns

Tradugao
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Introdug ao

Um topico importante na analise de sequéncias biologicas € a busca de
genes (identificacao de regioes codificantes de proteina).

Metodologias computacionais para identificar genes e outras regioes fun-
cionais foram desenvolvidas nos ultimos 20 anos.

Os métodos de processamento digital de sinais  (DSP) tém um papel im-
portante nesse contexto.

Os métodos de DSP fornecem uma base robusta para a identificacao de
regioes codificantes de proteina (CDSSs).



Objetivos

e Desenvolvimento de um pipeline bioinformatico para o Laboratorio de Bio-
tecnologia Agricola, ESALQ-USP.

e Estudo dos métodos de DSP para a identificacao de regides codificantes de
proteinas.



Pipeline Bioinform atico

Considerado como uma sequ éncia de unidades funcionais que realizam uma
tarefa gendmica em passos biologicos e/ou computacionais.

- iiigno = EEIGTCAL
Laboratérios de NS —
SequenCIamentO ETTTITITITY ’ Ident|f|ca9a0 ELTTITITITY » Montagem dO
de DNA Leituras de Bases Leituras Genoma
analdgicas digitalizadas
Sequéncia
i, s montada
iiene At I GTCGGA
EH H £ CAATGG
H H = GGTTAT=
w?:?.”.??ﬁé ~ i.'.". ....... .§ Edi(;éo das
Genoma anotado Anotacéo do :
< Mapa do Genoma < Sequéncia > Leituras
genoma montada




Pipeline Bioinform atico Desenvolvido

O |E | Pipeline - IME - ESALD - USP - Mozilla Firefox

Arquivo Editar Exibir Ir Fawvoritos Ferramentas Ajuda

& -5 - " ) [ nttp://malariadb.ime Usp.br:8026/pipeline/index.htmi :' ©r [,
Home
Projects TSP Bioinformatic Pipeline EsarQ)
+ E. grandis Sl
o Plates 5 .
o Status
< Graphics
o Reads
© Singlets
< Contigs

o Alignments
+ P. agglomerans

< Plates
o Status
< Graphics
< Reads
o Singlets
o Contigs O seqilenciamento de cloroplasto de eucalipto Eucalyptus
< Alighments grandis e analise de ESTs da bactéria Pantoea agglomerans
atualmente esta sendo realizado pelo Laboratorio de
Upload files Bictecnologia Agricola (CEBTEC) - ESALQ - USP.
Statistics Pipeline bicinformatico desenvolvido por Jesus P. Mena-Chalco,
e sob a diregao dos professores:

¢ Dr. Boberto Marcondes Cesar Jr.

+ Dra. Helaine Carrer.




Arquitectura do Pipeline Bioinform atico
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O Problema: Identificac ao de Genes

Categorias gue agrupam as abordagens para sua solucao:

1. Métodos baseados em reconhecimento de padrdes:

e Busca por sitios: procura-se a presenca ou auséncia de uma sequéncia
especifica, padrao ou consenso associado a expressao génica;

e Busca por conteudo : procura-se por segmentos com propriedades es-
pecificas.

2. Métodos baseados em comparacdes por homologia com proteinas.

3. Métodos baseados no uso de expressed sequence tags (ESTs).



Periodicidade nas Regi 0es Codificantes

As CDSs, tipicamente exibem uma organiza¢ ao peri 6dica de trés bases
(TBP, three-base periodicity) nao uniforme (latente) que nao é encontrada
em outras regioes [EEKR04].

Essa propriedade tem sido analisada para explicar sua causa e quantifica-
la [SL86].

As frequéncias nao uniformes do codon usage determinam a peri-
odicidade. O cddigo gen ético €& responsavel pelo comprimento do
periodo [EEKRO4].
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Mapeamento Num érico de Nucleotideos

Analise dos dados simbolicos de seqiiéncias de DNA para serem tratados

como seqiéncias numericas.

e Mapeamento fixo .

Regra

Atribuicao
C G

Ligacdes de hidrogénio

Purina/pirimidina

Hibrida

Base A

Base C

Base G

N OO W

Base T

Ol OOl || —|O] >

O|O| | OOl
Ol O|O|O| |k

allelleol o]l o] ol Nol | B

e Mapeamento baseados em critérios de otimizacao.
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Mapeamento Fixo Bin ario

Seja a, ¢, g e t valores numeéricos arbitrarios correspondentes as bases de uma
sequénciade DNA A, C,GeT.

Uma sequéncia s de DNA de tamanho N pode ser representada como
slb] = a.ua[b] + cuc|b] + g.ug|b] + t.ur|b], b=0,1,...,N —1

em que ux[n] representa a seqiiéncia binaria associada a sequéncia s.

Esta representacéo permite que u|b] + uc[b] + ug[b] + urlb] =1

12



Analise de Fourier

A transformada de Fourier possibilita decompor um sinal em componentes
gue representem frequéncias.

Dado um sinal f(t) a transformada de Fourier & definida como

F(w) = /_OO f(t)e I«tdt

A transformada de Fourier de tempo reduzido é definida como

oo

STFT(b,w) = / g (t —b)f(t)e I¥tdt

— OO

13



Espectro de Freqgl éncia de DNA

A Transformada Discreta de Fourier da seqiiéncia s € definida como [Ana0O1]

N-—1
=) sble N k=0,1,...,.N—1
b=0

s|b] = a.ualb] + cuclb] + g.ua|b] + t.ur|b]

Slk] = a.Ualk] 4+ c.Uclk] 4+ g.Uglk] + t.Ur|K]

O espectro de frequéncia total é representado por

Elk] = [Ua[k]]* + [Uc[k]|* + |UclK]]* + [Ur k]

14



Energia

Espectro de Fregli éncia

Arabidopsis thailana

7><104
7000
er 6000
ST 5000 H
al 40000
sr 7 U:Jsooo—
2r 7 2000 H
1 1000
0 1‘098;;3 é 4‘1 é ‘2 0 098 7 6 5 4 3
Frequéncia Frequéncia
Regiao codificante (CDS) Regiao inter-génica
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Métodos de Fourier e DNA

Em [TRB'97] define-se 4 coeficientes normalizados na frequiéncia trés (3),
como

1 N 1 N
A——UA[—], C_NUC[§]7

N 3
1 N 1 N
G=xels) 7wl

e o identificador de CDSs como

W =[AP +|C]* +|G]* + |T[°

~

16
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Métodos de Fourier e DNA
Em [Ana01l] define-se

W =la.A+c.C+g.G+t.T)

onde a, t, ¢ € g SA0 nimeros complexos arbitrariostalque A+T +C + G = 0.

(@.g.4) = ZlaA+ LT+ g.Gl} — E{la.Ar + 1T + 9.Grl}
PSP T std(la A+ tT + g.G)) + std(ja.Ag + t.Tr + 9.G )

Para os genes do cromossomo XVI de S. cerevisiae

a=010+012j ¢=0 ¢g=045-0.195 t=—0.30—0.207
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Coeficiente

[ N

o

Métodos de Fourier e DNA

x107°

Baseado no trabalho [AnaO1]

Gene F56F11 de C. elegans

| Posicdo relativa | Tamanho |

i 928-1039 112

2528-2857 330

4114-4377 264

- 5465-5644 180

M 7255-7605 351
VLTINS ‘ ‘ ‘ ‘

|
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
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Filtros Digitais no DNA

C. Elegans
’ |
241
Y |
|
5 1.8
=5 =
= =
,8- F .81.2-
2_
% 2000 4000 6000 8000 % 2000 4000 6000 8000
relative base location n relative base location n
Filtro passa-banda Filtro multistage
[VYO04]
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Analise em Wavelets

A transformada em wavelets permite uma analise tempo-escala de um sinal
em termos de sinais simples (wavelet).

Para um sinal u a transformada em wavelets continua € dada por:

U(b,a) = % /_ o:o u(t)y* <t = b) dt

a > 0 coeficiente de escala.

b coeficiente de translacéo através do eixo do tempo (ou posi¢ao).
W (t) funcdo de anélise wavelet.
% fator de normalizacao da energia.

21



Func ao de An alise de Morlet

Apropriada para a analise de padrbes periddicos locais, pois € bem localizada
no dominio do tempo e da frequéncia.

. 2
Yo (t) = elotez

T T
— Real
— — Imaginaria

0.8
0.6
0.4f

0.2

Amplitude
o

-0.2

-0.4

-0.6

-0.8
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Diferencas entre as Fun¢g 0Oes de An alise

vvvvvv

Morlet “Gaborettes”

2 2

| : ¢
Yu(t) = eiwote =z G(t,a) = e 2
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Transformada Modificada de Morlet (MMT)

Da funcao de analise de Morlet temos que

b2
" (t r b) _ oottt 5

a

1 > . t=b (%)2
U(b,a) = %/ u(t)e! o e~z dt

Usamos o parametro de escala a para manter constante a frequéncia

(t—b)*

1 > : _
U(b’ a) — %/ u(t)e.]wO(t—b)e 2a.2 dt
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Func ao de An alise da MMT

Apropriada para a analise de padroes periodicos locais de frequéncia fixa, e
de escala variavel.

Amplitude

25



Diferencas entre as Fun¢g 0Oes de An alise

Morlet modificado Morlet “Gaborettes”
N . +2 . 42
Y (t, a) = e’“0'e 242 Pu(t) = e’0'e™2 G(t,a) = e"e™ 2
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Novo M etodo para ldentificac ao de CDSs

Coeficientes
da transformacgdo
normalizados

v

Seqﬁéncia__> Mapeamento
de DNA fixo Sequéncias
binarias
CDSs com L N
TBP latente'<F_ Limiarizacao 4
Coeficientes

da Projecgao

Projecdo no
eixo das posicdes
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Mapeamento de Bases

Utiliza-se 4 regras do mapeamento fixo binario (u4, uc, ug, € ur).

—» 1000101...0110000 —

» 0010000...0000101 >

ATCGACA...TAAGCTC

y

—
Seqiiéncia de DNA 0001000...0001000

—» 0100000...1000010 P>

Sequiéncias binarias



Y COM wy

Aplicac ao da MMT

Calcula-se a MMT das sequéncias binarias, para um tamanho N arbitrario de

— % e diferentes escalas.

o) =7z [ s
ctb.0) =7z [ _ue
clb.0) =7z [ o
00 =7z [ ur

() Ynr(t

(O Ynra(t

) Yarn(t

() Ynrau(t

— b, a)dt
— b, a)dt
— b, a)dt

— b,a)dt
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Normaliza¢ ao dos Coeficientes

Os coeficiente sao normalizados a fim de manter uma medida compar avel
em todas as escalas.

mA(b, CL) = a UA(b, a)
me(b, a) = a|Uc(b, a)|”
ma(b,a) = a|Ua(b, )|’

A medida normalizada total da sequiéncia de DNA é dada por:

M(b,a) = ma(b,a) + me(b,a) + ma(b,a) + mp(b, a)

30



Projec ao dos Coeficientes

Os coeficientes da MMT sao projetados no eixo das posicoes, a fim de repre-
sentar as possiveis CDSs .

My(b) =) M(ba), 1<b<N

As projecOes no eixo das escalas revelam qual delas mantém maior energia
através das posicoes

31



Limiariza¢c ao dos Coeficientes de Proje¢c ao

O processo da limiarizacao corresponde a uma tentativa de estabelecer as
fronteiras entre as CDSs.

Uma das formas é mediante Wavelet shrinkage, no qual coeficientes abaixo
de um limite (“erro maximo”) sao substituidos por zero

E considerado um limiar percentual nas magnitudes dos coeficientes de
projecao.
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A Import ancia da Escala

Com 20 escalas a exponencialmente espacadas no intervalo [0.25, 0.5]

Coeficientes da Transformacao Coeficientes de Projecao

B T NV IRRRANIR
R
B WY RN
B U] R
LAl

Posicao Posicao

Gene BTU02285 (Bos taurus) de 6396bp com 6 CDSs.
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A Import ancia da Escala

Com 20 escalas a exponencialmente espac¢adas no intervalo [0.025, 0.5]

Coeficientes da Transformacao Coeficientes de Projecao

- DML LIRS . 1 e
. SRR o
R
A _l- WML

Posicao Posicao

Gene BTU02285 (Bos taurus) de 6396bp com 6 CDSs.
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A Import ancia da Escala

Com 20 escalas a exponencialmente espac¢adas no intervalo [0.001, 0.5]

Coeficientes da Transformacao

@

Uniao
Posicao

Coeficientes de Projecao

i

i

L gL NI T
NI Y IR R Y SN TA s LA VAL T [ RETTY R

Ap A
Fif g

: P A :
Vg EIC Y T PR ed b
TN LI L FYI PR (WLVLY

4

U

RPN NV W BTt R LY RV RTL P
Posicao

Gene BTU02285 (Bos taurus) de 6396bp com 6 CDSs.
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A Import ancia da Escala
Com 20 escalas a exponencialmente espag¢adas no intervalo [0.05, 0.5]
Coeficientes da Transformacao Coeficientes de Projecao

A _l- WW
B W
Uniao

Posicao Posicao

Gene BTU02285 (Bos taurus) de 6396bp com 6 CDSs.
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Para 20 escalas a exponencialmente espag¢adas no intervalo [0.05, 0.5]

Unido

A Import ancia da Projec ao

Coeficientes de Projecao

AL
\

I

AN

e W

.. 3663 4221 4779 5285
Posicéo

r0.89

AtV W,

r3.46

1.39

r3.17

7.99
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A Import ancia da Limiariza¢ ao

Para 20 escalas a exponencialmente espag¢adas no intervalo [0.05, 0.5]

Coeficientes de Projecao da Uniao

/\1\ n\ ﬂ - 7.99

| \J |

N Ifl
f’ﬁ\_n___——m____,,_/\\//\\-x___/"*ﬂ*'a_ M—ﬂ\ﬁ/‘\—/l ll\u \'U'I/\V} "-J —_—

Posigcdo 3663 4221 4779 5285




A Import ancia da Limiariza¢ ao

Para 20 escalas a exponencialmente espag¢adas no intervalo [0.05, 0.5]

Coeficientes de Projecao da Uniao

| \
- xﬂ‘a f \ ’ a'f \ / \ ™

A

\

Posigdo

Limiarizacao arbitraria

3663

4221

4779  B2B5

- 7.99
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A Import ancia da Limiariza¢ ao

Para 20 escalas a exponencialmente espag¢adas no intervalo [0.05, 0.5]

Coeficientes de Projecao da Uniao

. A il

Posicdo 4??9 5285

Limiarizacao arbitraria
Possiveis CDSs
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Sequéncias de Teste

e Seqgliéncias sintéticas.

e Seqliéncias reais.

Conjunto Regiao Quantidade Bases Comprimento
Média | Desvio
Exons 2649 | 444498 (15.4%) 168 222
A Introns 2079 | 1310452 (45.3%) 630 909
(570 segs.) | Inter-génicas 1132 | 1137199 (39.3%) 1004 1464
Exons 948 | 199176 (14.4%) 210 271
B Introns 753 | 642788 (46.4%) 854 130
(195 segs.) | Inter-génicas 390 544044 (39.2%) 1395 2261
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Testes Preliminares

Coeficientes da STFT gene BTU02285

3663 4221 4779 5285
Posicao

Janela de 200bp

r1.05

r3.19

A P

L I T R S

(=]
©
:M\‘\'\/\/\W‘_\

3663 4221 4779 5285

Posicao

Janela de 400bp

r1.03

F1.90

r2.68

7.45
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Testes Preliminares

Gene BTU02285

3663 4221 4779 5285

Coeficientes MMT normalizados

NI

A\ WA/\M

.. 3663 4221 4779 5285
Posicéo

Coeficientes de projecao

r0.89

r3.46

r3.17

r7.99
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Medidas de Acur acia

As medidas de acuracia no nivel dos nucleotideos [BG96], propdem uma

forma de compara¢c ao de regioes identificadas com CDSs conhecidas bio-
logicamente.

A medicao de regides identificadas contra CDSs conhecidas é feita mediante
contagem de nucleotideos.

T™N .FN. TP A FN P N\ FP : TP i TN
| | | | | |

I I
I I I I I I I
I I I I I I I
CDSs I
conhecidas :
] I I I I ] I
| | | | | | |

Regibes
identificadas
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Medidas de Acur acia

e Sensibilidade (Sn), proporcao de nucleotideos codificantes corretamente
identificados como codificantes.

TP
S”“TP+FN

e Especificidade (Sp), proporcao de nucleotideos identificados como codifi-
cantes gue sao realmente codificantes.

TP
Sp—‘TP+FP

e Coeficiente de correlag ao (CC), medida que combina a Sn e Sp.

CC = TP.TTN—FN.FP
\/(TP—I—FN)(TN—|—FP)(TP—|—FP)(TN—|—FN)
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Resultados Preliminares

Desempenho da MMT e da STFT para o gene BTU02285

/ il
/

0.2 10} |

0.1H = MMT N
-\~ STFT (200)
©- STFT (400)

I | | | | | | |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Sp



Resultados Preliminares

Desempenho da MMT e da STFT para o gene BTU02285

1 I

—&- MMT

-~ STFT (200)
©- STFT (400) *

0.9

0.8

0.7F

o
[
T

|
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Limiar



Resultados Preliminares

Desempenho da MMT e da STFT para o conjunto A

1 1 T
—=- MMT
A~ STFT (200)
0.9k - 0.9H ©  STFT (400)
0.8 = 0.8
0.7F = 0.7F
0.6 = 0.6
505k - Sosh
0.4 = 0.4
0.3F = 0.3F
0.2 = 0.2
0.1+ = MMT B 0.1
~A~ STFT (200)
©- STFT (400)
0 I | | | | | | | 0 | | | | | | | | |
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Sp Limiar

570 sequéncias
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Resultados Preliminares

Desempenho da MMT e da STFT para conjunto Am30

- MMT

-A- STFT (200)

©- STFT (400)
T

T
—=- MMT
-~ STFT (200)
B 0.9H © STFT (400)

I I I I 0 I I I I I I

0.1 0.2

|
0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Sp Limiar

469 sequéncias. Comprimento dos éxons maiores a 30bp .
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Resultados Preliminares

Desempenho da MMT e da STFT para conjunto Am100

- MMT

-A- STFT (200)

©- STFT (400)
T

T
—=- MMT
-\~ STFT (200)
B 0.9H © STFT (400)

I I I I 0 I I I I I I

0.1 0.2

|
0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Sp Limiar

103 seqgliéncias. Comprimento dos éxons maiores a 100bp .
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0.9
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Conclus oes

e A MMT tem um desempenho superior a STFT. Um nivel de acuracia maior
é alcancado quando os comprimentos das CDSs sao maiores a 100bp.

e O método basea-se unicamente na TBP existente nas CDSs. Nao é usada
nenhuma outra informacao adicional.

e Este novo método é mais robusto a variacdo de escalas.

46



Contribui¢c Oes

e Desenvolvimento de um pipeline bioinform atico para projetos genoma.

e Definicao de uma nova transformada de analise de padrdes periddicos lo-
cais de freqtiéncia fixa.

e Introducao de um novo m étodo para a identificacao de regides codificantes
de proteina.
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Pesquisas Futuras

Outras transformadas em wavelets, como a wavelets packets, baseadas em
critérios matematicos ou de entropia estatistica podem ser pesquisadas.

Os coeficientes de projecao podem ser considerados indicadores da proba-
bilidade de regiao ser codificante.

Estudo da representacao da interacao existente entre as bases de DNA.

Estudo de medidas de acuracia nao restritas a determinacao de Sn e Sp,
considerando a distribuicao do numero de CDSs por gene, cumprimento
dos CDSs identificados.
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