שימוש בשיטות של עיבוד תמונה לאפיון וניתוח מבנה שניוני ב-RNA
פרויקט בקורס מבוא לראייה ביולוגית וחישובית
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1. הקדמה

1.1. מולקולת ה-RNA (Ribonucleic acid)
מולקולת ה-RNA הינה רצף של חומצות גרעין המבוססות על המולקולה הטבעתית ריבוז (Ribose) ומחוברות זו לזו בקשרים קוולנטים. חומצות הגרעין המרכיבות את מולקולות ה-RNA מסומנות באותיות: A, U, G ו-C . כך לדוגמא מולקולת RNA המסומנת כ: AAACGGCCUUC, הינה רצף של 3 חומצות A, 4 חומצות C 2 חומצות G ו-2 חומצות U, המחוברות זו לזו לפי הסדר המתואר בסימון.
מולקולת ה-RNA לוקחת חלק בתהליכים ביוכימיים רבים בקרב מגוון רחב של אורגניזמים. תפקידיו של ה-RNA משתנים בהתאם לאורגניזם, וכוללים, בין השאר:
· נשיאת תוכן הקוד הגנטי מה-DNA שבגרעין התא: מולקולת ה-messanger RNA מהווה העתק כמעט מדויק של מקטע מתוך ה-DNA הנישא מתוך התא לעבר הריבוזום, לצורך ייצור החלבונים.

· ייצור חלבונים מתוך ה-messanger-RNA ע"י rRNA (ריבוזום) ו-transfer-RNA.
· סיוע ובקרה לתהליכים שונים בתא, ובכלל זה חיתוך ה- messanger RNA ע"י מולקולות ה-snRNA.
· נשיאת המידע הגנטי עצמו אצל יצורים נחותים שונים (חלק מזני הוירוסים).
1.2. המבנה המולקולרי של מולקולות ה-RNA
המבנה המולקולרי של מולקולת ה-RNA מהווה מרכיב מרכזי במחקר הביולוגי שלה. מבנה זה הינו לרוב המפתח להבנת התפקידים אותם לוקחת מולקולת ה-RNA במסגרת התהליכים הביוכימיים השונים בתא.
בבואם לנתח את המבנה המולקולרי מתייחסים המדענים לשלוש רמות של מבנה:

מבנה ראשוני: רצף חומצות הגרעין המחוברות זו לזו. לדוגמא, המבנה הראשוני של מולקולת P5abc- subdomain הוא: 

GGCAGUACCAAGUCGCGAAAGCGAUGGCCUUGCAAAGGGUAUGGUAAUAAGCUGCC
מבנה שניוני: תיאור מבנה המולקולה על פי אוסף סופי של מוטיבים מבניים אפשריים, המושמים לכל אחת מחומצות הגרעין. את המבנה השניוני של מולקולה ניתן לתאר במישור הדו-מימדי, כפי שמודגם באיור 1.[image: image1.jpg]d6 = -26.3 [initially -25.61  O0BFebl9-15-49-02




איור 1: המבנה השניוני של המולקולה P5abc-subdomain.
מבנה שלישוני: תיאור מבנה המולקולה כפי שהיא מאורגנת במרחב התלת מימדי. בעבודה זו לא נעסוק כלל בנושאים הקשורים במבנה השלישוני של RNA.
1.3. כלים למציאת המבנה המולקולרי של ה-RNA
השיטות הטובות ביותר (מבחינת אמיתות התוצאות) לקביעת המבנה של מולקולות RNA, נעשות, מטבע הדברים, במעבדה הביולוגית. אם זאת, בעוד מציאת המבנה הראשוני של מולקולות RNA הוא לרוב פשוט ומהיר במעבדה, מציאת המבנה השניוני והשלישוני הוא מורכב ודורש משאבים רבים. לאורך השנים פותחו מספר כלים חישוביים למציאת המבנה השניוני של מולקולות ה-RNA. הבולטים שבהם, משתמשים בעובדה שהמולקולות בטבע נוטות להתכנס למבנה בו הן מצויות ברמה האנרגטית הנמוכה ביותר [1][2]. כלים אלו מנסים למצוא את המבנה השניוני שבו המולקולה תהיה ברמה האנרגטית הנמוכה ביותר. מטבע הדברים, ככל שהמולקולות ארוכות יותר, אמינות הכלים החישוביים נמוכה יותר, שכן הטעות המצטברת במבנה עלולה להיות גבוהה ביותר. לפיכך, עבודה זו תבחן אך ורק מולקולות RNA קצרות יחסית (50 – 60 חומצות גרעין).

2. מטרת הפרויקט
מטרת הפרויקט הינה להשתמש בשיטות של עיבוד תמונה על מנת לאפיין באופן אוטומטי מוטיבים מרכזיים במבנה השניוני של מולקולות RNA כפי שנתקבל מהכלים החישוביים הסטנדרטים [1][2].
3. כלים ושיטות

לצורך הפרויקט פותחה מערכת שפועלת במספר שלבים:

שלב 1: בחירת מולקולת RNA, אשר ידוע המבנה הראשוני שלה.

שלב 2: חישוב המבנה השניוני של המולקולה ע"י מערכת mfold [1].
שלב 3: ייצוג המבנה השניוני ע"י גרף לא מכוון, המיושם באמצעות מטריצת שכנויות.
שלב 4: זיהוי ואפיון המבנה השניוני של מולקולת ה-RNA ע"י עיבוד תמונה על המטריצה (מתייחסים אל המטריצה כאל תמונה).
שלב 1 הינו בחירה פשוטה, ושלב 2 נעשה ע"י כלי חישובי סטנדרטי. לפיכך בהמשך הסעיף נותר לתאר את שלבים 3 ו-4.
3.1. ייצוג המבנה השניוני ע"י גרף לא מכוון, המיושם באמצעות מטריצת שכנויות (שלב 3)
3.1.1. בניית הגרף שמתאר את מבנה ה-RNA
הפלט של מערכת mfold הינו קובץ המכונה ct-file. קובץ זה הינו רשימה של הקשרים שיש בין חומצות הגרעין במולקולת ה-RNA. הכלי שפותח קורא את ה-ct-file ומתרגם אותו לגרף. הגרף יהיה מיוצג ע"י מטריצה דו-ממדית שהיא למעשה ה"תמונה" אותה אלגוריתם עיבוד התמונה ינסה לפענח, על מנת לזהות מוטיבים במבנה ה-RNA המיוצג ע"י הגרף.

3.1.2. שיטת Waterman לייצוג מבנה שניוני ע"י גרף

קיימים מספר ייצוגים שונים ע"י כלים של תורת הגרפים המשמשים לתיאור המבנה השניוני של מולקולות ה-RNA, ובפרט ע"י עצים מסוגים שונים [4]. מבנים אלו שימושיים בעיקר לאור הפעולות האלגבריות אותן הם מאפשרים, לדוגמא, שימוש בערכים עצמיים של מטריצות על מנת להעריך את מידת ה"קומפקטיות" של המבנה [5][6][7]. 
הגרף אותו נבנה מבוסס על ייצוג שהציע Michael S. Waterman כבר בשנת 1978 [3] למבנה שניוני של RNA. הגרף שמציע Waterman מייצג את המבנה השניוני של מולקולת ה-RNA בצורה המדויקת ביותר האפשרית, במובן הזה שכל שינוי במבנה השניוני מובע בייצוג הגרף של מבנה זה. במילים אחרות, הייצוג המוצע יוצר התאמה חד-חד ערכית מקבוצת המבנים השניויניים האפשריים למולקולות ה-RNA לקבוצת כל הגרפים האפשריים [3].

ייצוג Waterman יוצר גרף קשיר לא מכוון באופן הבא:
· כל חומצת גרעין ממולקולת ה-RNA היא צומת בגרף.

· בין צומת i יש קשת לצומת i+1 ולצומת i-1, לכל i שאינו 1 או n (n הוא מספר הצמתים = מספר חומצות הגרעין במולקולת ה-RNA). הדבר נועד לייצג את העובדה שמולקולת ה-RNA היא שרשרת של חומצות גרעין.
· בין צומת i לצומת j יש קשת אם בין חומצות הגרעין המתאימות יש קשר.
לדוגמא, ניקח את מולקולת ה-RNA שהמבנה הראשוני שלה (רצף חומצות הגרעין שלה) הוא:CCCCUUUUGGGG .

המבנה השניוני של מולקולה זו כפי שנמצא ע"י mfold מוצג באיור 2. הגרף המתאים לפי שיטת Waterman לייצוג המולקולה מוצג באיור 3, ומטריצת השכנויות עבור גרף זה מוצגת באיור 4.
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איור 2: המבנה השניוני של המולקולה CCCCUUUUGGGG כפי שנמצא ע"י mfold
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איור 3: הגרף לפי שיטת Waterman לייצוג המבנה השניוני של המולקולה CCCCUUUUGGGG
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איור 4: מטריצת שכנויות לייצוג גרף Waterman עבור המבנה השניוני של המולקולה CCCCUUUUGGGG. הסימון * במטריצה מתאר קשת.
3.1.3. שיטת Waterman' מופחת' , בה נשתמש לייצוג מבנה שניוני ע"י גרף
אחד מהמאפיינים הבולטים בשיטת Waterman הוא בכך שיש קשת בין כל צומת לצומת הבא אחריו ולזה שלפניו. כלומר, חלק גדול מקשתות הגרף כבר ידועות עוד לפני החישוב של המבנה השניוני. דבר זה מתבטא במטריצה המייצגת את הגרף בתאים רבים המכילים את הספרה 1 שאינם מלמדים דבר על המבנה השניוני, ועלולים לגרום ל"רעש" באלגוריתמי עיבוד התמונה שינתחו את המטריצה. לפיכך בפרויקט זה, נייצג את המבנה השניוני של מולקולת RNA ע"י גרף הזהה לזה של Waterman, אלא שמופחתות ממנו הקשתות שבין כל צומת לצומת הבאה ולצומת הקודמת. ייצוג זה יקרא להלן "Waterman מופחת". נשים לב שהגרף המתקבל משיטת Waterman מופחת אינו קשיר, והוא כולל מרכיבי קשירות כמספר הקשרים שיש במולקולה בין חומצות גרעין שאינן שכנות.
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איור 5: מטריצת שכנויות לייצוג גרף "Waterman מופחת" עבור המבנה השניוני של המולקולה CCCCUUUUGGGG. הסימון * במטריצה מתאר קשת. מטריצה מסוג זה משמשת עבורנו כתמונה אותה ננתח באמצעות שיטות של עיבוד תמונה, על מנת לזהות מתוכה מוטיבים במבנה מולקולת ה-RNA.
3.2. ניתוח מטריצת השכנויות של הגרף על מנת לזהות מוטיבים במבנה השניוני של הגרף (שלב 4)
בשלב זה של העבודה נותרנו עם מטריצה, אותה ננסה לנתח על מנת לזהות מוטיבים במבנה השניוני. בשלב ראשון נתייחס לשלושה מוטיבים מרכזיים המתארים את המבנה השניוני:
Hairpin, Bulge ו-Internal-Loop. צורתם של מוטיבים אלו, והמטריצה המתאימה להם מופיעים בשרטוטים הבאים.
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איור 6: hairpin , מימין המטריצה המתארת אותו, ומשמאל, המבנה השניוני.
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איור 7:bulge (קטוע מתוך מבנה גדול יותר), מימין מקטע המטריצה המתאר אותו, ומשמאל, המבנה השניוני.
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איור 8: Internal-loop (קטוע מתוך מבנה גדול יותר), למעלה מקטע המטריצה המתאר אותו
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איור 9: סוג שני של Internal-loop (קטוע מתוך מבנה גדול יותר). למעלה מקטע המטריצה המתאר אותו.
3.2.1. זיהוי המוטיבים באמצעות Relaxation-labeling גישה ראשונה
הגישה הראשונית לזיהוי המוטיבים המבניים באמצעות ניתוח התמונה הייתה להשתמש בRelaxation-labeling . בהתאם לשיטה זו התייחסתי לישויות הבאות:
האובייקטים(Objects) : מקטעי הקווים האלכסוניים בתמונה (כל מקטע כזה זוהה ע"י מעבר יחיד על המטריצה וסומן כאובייקט).

הלייבלים(Labels) : הזיהוי של מקטע קווי ככזה התוחם מוטיב. כל לייבל הינו מוטיב מסוים, ולכן ישנם 3 לייבלים אפשריים (hair-pin, bulge, internal-loop). נדגיש שבמקרה הזה אובייקט יכול לקבל שני לייבלים בעת ובעונה אחת מכיוון שהוא יכול לתחום שני מוטיבים (אחד מעליו ואחד מתחתיו).

מדד ההתאמה(Compatibility) : מדד ההתאמה במקרה זה מורכב ממספר מקרים בהתאם למספר האפשרויות של הקווים בתמונה להתייחס זה אל זה. מדד ההתאמה יתייחס לאילוצים במבנה ה-RNA המשפיעים על היכולות של מוטיבים מסוגים שונים להימצא באזורים מסוימים בתמונה. לדוגמא: מדד התאמה גבוהה מאוד יינתן בין השמת הלייבל 'internal-loop' לקו אלכסוני והשמת הלייבל  'internal-loop' לקו אלכסוני המהווה המשך שלו (עד כדי קבוע) אך לא עובר את האלכסון הראשי (ראה איור 9).
3.2.2. זיהוי המוטיבים באמצעות Relaxation-labeling גישה שנייה

החיסרון הבולט בשיטה הקודמת הוא בכך שחלק מהאוביקטים עשויים לקבל שני לייבלים במסגרת השמה חוקית, ולכן ייוצרו מקרים רבים בהם האלגוריתם לא ידע האם הקו אכן תוחם שני מוטיבים או שמה הוא תוחם מוטיב יחיד, אך ישנן מספר אפשרויות לגבי מוטיב זה.
לפיכך שיניתי את הישויות אליהן מתייחס האלגוריתם באופן הבא:
האובייקטים(Objects) : המוטיבים עצמם. כלומר המקטע הריק בתמונה בין שני קווים, המייצג מוטיב אחד ויחיד במבנה השניוני של המולקולה (לדוגמא הקטע הריק שבי שני הקווים באיור 9, הוא האובייקט, ולא הקווים עצמם).
הלייבלים(Labels) : כמו בגישה הראשונה, אלא שכעת בהשמה חוקית, לכל אובייקט יש לייבל אחד ויחיד.
מדד ההתאמה(Compatibility) : השפעת השמת סוג מוטיב כלשהוא לאובייקט מסוים, על השמת סוג מוטיב כלשהוא לאובייקט אחר בתמונה.
בבואי ליישם שיטה זו התברר לי שכאשר האובייקטים מוגדרים כמוטיבים עצמם, כמעט ואין השפעה לסוגי המוטיבים השונים בתמונה זה על זה. כלומר למדד ההתאמה ישנה השפעה נמוכה מאוד, וכמעט זניחה על ההתאמה הנכונה של הלייבלים לאובייקטים, והתאמה זו נקבעת בעיקר ע"י צורתו ותכונותיו של כל אובייקט ואובייקט כשהוא עומד בפני עצמו.
3.2.3. זיהוי המוטיבים באמצעות תכונות המטריצה
לאור המסקנה מהסעיף הקודם, ניסיתי לאפיין עבור כל מוטיב אילו תכונות בצורה המקומית שלו, כפי שהוא מופיע במטריצה, עשויות להסגיר את סוגו. עבודת הבדיקה כללה ניתוח מספר מטריצות של מבנים שניוניים, שהביאו אותי לארבע הנחות יסוד שישמשו לבחינת המטריצה:
1. מכיוון שהמטריצה מתארת גרף לא מכוון, זו תהיה תמיד מטריצה סימטרית. לכן מספיק לנתח רק חצי ממנה (כאן ננתח את החצי שמעל האלכסון הראשי).
2. עבור hair-pin : צורתו תהיה תמיד שני קווים, כאשר האחד מהווה המשך של השני לאחר הפסקה שאורכה כמספר חומצות הגרעין הלא מקושרות ב-hairpin. הקו השני יהיה תמיד מתחת לאלכסון הראשי (ראה איור 6).
3. עבור bulge: צורתו תהיה תמיד שני קווים, מעל האלכסון הראשי, כאשר בהינתן מיקום הנקודה התחתונה ביותר בקו העליון (i,j), הנקודה העליונה ביותר בקו התחתון תהיה (i+1,j+k)  או (i+k,j+1) , כאשר k הינו מספר חומצות הגרעין הלא מקושרות במסגרת ה-bulge (ראה איור 7).
4. עבור internal-loop:  הצורה שלו תהיה אחת מהשתיים:
a. שני קווים, אחד אחרי השני, שניהם מעל האלכסון הראשי (הקו השני הוא לא בהכרח המשך של הקו הראשון), שלא עונים להגדרה של bulge.
b. רווח לפני הקו הראשון (הקו הראשון אינו מתחיל בנקודה הכי ימנית עליונה במטריצה).
4. תוצאות
האלגוריתם שפותח לזיהוי 3 המוטיבים הוא דטרמיניסטי, ולכן מזהה את המוטיבים בכל מקרה בו הם מופיעים במבנה השניוני. לדוגמא מובאים כאן 3 מבנים, המטריצות המייצגות אותם וזיהוי המוטיבים ע"י האלגוריתם.

עבור P5abc-subdomain:
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איור 10: מבנה שניוני של P5abc-subdomain
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איור 11: מטריצה המייצגת את המבנה השניוני של P5abc-subdomain בצורת Waterman מופחת
תוצאות האלגוריתם: זיהה את ארבעת המוטיבים בתמונה.
Motif 1: up
: (6, 51) down: (7, 45) type: BULGE
Motif 2: up: (10, 42)down: (12, 25)type: INTERNAL
Motif 3: up: (16, 21)down: (0, 0)type: HAIRPIN
Motif 4: up: (31, 36)down: (0, 0)type: HAIRPIN
עבור U27C-collosoma
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איור 12: מבנה שניוני של collosomaU27C
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איור 13: מטריצה המייצגת את המבנה השניוני של collosomaU27C בצורת Waterman מופחת
תוצאות האלגוריתם: זיהה את שלושת המוטיבים בתמונה
Motif 1: up: (0, 57)  down: (24, 54) type: INTERNAL
Motif 2: up: (30, 48) down: (31, 45) type: BULGE
Motif 3: up: (35, 41) down: (0, 0) type: HAIRPIN
P5abcG15
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תוצאות האלגוריתם: זיהה את ארבעת המוטיבים בתמונה.

Motif 1: up: (6, 51) down: (7, 45) type: BULGE
Motif 2: up: (10, 42) down: (14, 39) type: INTERNAL
Motif 3: up: (16, 37) down: (21, 33) type: INTERNAL
Motif 4: up: (24, 30) down: (0, 0) type: HAIRPIN
5. מסקנות

באמצעות ארבעת הנחות היסוד שפורטו להלן, ניתן לזהות באופן דטרמניסטי את כל שלושת המוטיבים המאפיינים את המבנה השניוני של מולקולות ה-RNA, ע"י ניתוח תמונת המטריצה המתארת מבנה זה.
הגישה המקורית לפתרון הבעיה הייתה זיהוי המוטיבים ע"י Relaxation labeling, אלא שבמהלך התקדמות העבודה, ובפרט תוך כדי בניית ה-compatibility התברר שניתן באמצעות 4 תכונות קבועות של המטריצה ביחס למבנה השניוני, לפתח אלגוריתם יחסית פשוט שנותן תוצאות חד משמעיות.
6. המשך עבודה אפשרי – טיפול במוטיב pseudo-knote
קיים מוטיב נוסף, שהתגלה רק ב-1985, (ואינו מזוהה ע"י הכלים החישוביים שהוצגו כאן) המופיע לעיתים נדירות במבנה השניוני של מולקולות RNA. מוטיב זה, המכונה pseudo-knote נראה במטריצה כמו שני hair-pin. ניתן להרחיב את האלגוריתם שפותח בפרויקט זה כך שבהינתן קטגוריזציה של המוטיבים לשלושת הסוגים דנן, האלגוריתם יבחן האם ישנם זוגות של hair-pin אשר מהווים למעשה pseudo-knote [8].
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איור 14:pseudo-knote.
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� UP מתייחס לנקודה שתוחמת את המוטיב בצידו הימני העליון במטריצה.


  DOWN מתייחס לנקודה שתוחמת את המוטיב בצידו השמאלי התחתון במטריצה. 





