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Teza rozprawy

Mozliwe jest rozszerzenie modelu TargetScore do postaci proponowanego w pracy modelu
biocybernetycznego biTargetScore, zbudowanie takiego modelu oraz jego walidacja na podstawie
danych eksperymentalnych dotyczqcych sekwencji genomu cztowieka uzyskanych z materiatu
klinicznego



1 Wstep

1.1 Omowienie podejmowanej tematyki rozprawy

Aktualny stopien zaawansowania nauki pozwala miedzy innymi na eksploracje przyrody na
poziomie molekularnym. Znaczacym i frapujagcym staje sie przede wszystkim zagadnienie
poznawania przyrody ozywionej, ktéra po pierwsze stanowi nieskoiAczenie bardziej
skomplikowany, heterogeniczny system organizacji materii, a po drugie badacz odkrywajgc
procesy zyciowe niejako poznaje siebie samego. Jednak naukowg informacje, jakg uzyskujemy w
wyniku przeprowadzanych eksperymentéw biologicznych, charakteryzuje kolektywnosé,
usrednienie. Procedura eksperymentu najczesciej przebiega w kierunku analitycznym, od
ztozonosci do uproszczenia. Odwrotny kierunek, czyli ogdlny opis i wyjasnianie poznanych zjawisk
szczegbétowych jest juz domeng abstrakcyjng, wyobrazeniowg. W jej wyniku powstaje synteza i
whioskowanie o funkcji catosci.

Chronologicznie w toku ewolucji wspdtczesnej nauki podejmowana w rozprawie tematyka
miescita sie kolejno w obrebie przyrody, biologii, genetyki, genetyki molekularnej, a obecnie w
dyscyplinie granicznej, okreslanej pojeciem bioinformatyki. Pojecie to definiuje sie, jako
interdyscyplinarng dziedzine nauki tgczaca [77]:

e rozwdj metod obliczeniowych stuzgcych do badania struktury, funkcji i ewolucji gendw,
biatek i catych genoméw,

e rozwdj metod do zarzadzania i analizy informacji biologicznej, gromadzonej w toku
badan genomicznych, oraz badan prowadzonych z zastosowaniem
wysokoprzepustowych technik eksperymentalnych.

Uzyte w definicji bioinformatyki okreslenie interdyscyplinarnosc z jednej strony potwierdza teze o
wspdolnym materialnym i organizacyjnym budulcu wszechswiata i zywych organizmow, z drugiej
interdyscyplinarno$¢ wymusza akceptacje nowych idei przez dziedziny nauki na nig sie sktadajace.
Przyktadem moze by¢ wykorzystanie teorii informacji i teorii kodowania, czyli dyscyplin
technicznych wiedzy w biologii, ktére obserwujemy w tzw. centralnym dogmacie biologii
molekularnej demonstrujgcym przeptyw informacji z wykorzystaniem kodu genetycznego.
Odkrycie kodowania za pomocg gendéw nie dokonato sie ad hoc. W 1869 roku F. Miescher dokonat
pierwszej izolacji DNA z komoérki, a dopiero po 100 latach R.W. Holley, H.G. Khorana, H. Matthaei i
M.W. Nirenberg rozszyfrowali kod genetyczny, ktéry wyjasnia podstawowe reguty syntaktyczne i
semantyczne interpretatora kodu Zrédiowego — sekwencji kodujacej DNA. Miato to miejsce
dopiero po zdefiniowaniu komputera przez Alana Turinga i John von Neumanna.

Jezeli pojecie bioinformatyki stanowi ogdlne okreslenie technicznego podtoza realizacji
modelowania, symulacji i obliczen stuzgcych analizie informacji biologicznej, gromadzonej w toku
badan genomicznych, to chronologicznie troche starsze pojecie cybernetyki precyzyjniej definiuje,
jaki te realizacje maja charakter.

Teoria informacji, teoria maszyn cyfrowych, teoria kodowania i inne pokrewne dyscypliny
naukowe potgczone razem stanowig podstawe utworzonej w 1946 roku przez Norberta Wienera
nowej interdyscyplinarnej dyscypliny naukowej — cybernetyki. Jej biologiczne aplikacje okresla sie
mianem biocybernetyki.



Przeptyw informacji biologicznej oraz jego modele nie bytyby petne, gdyby nie uwzglednié
problematyki regulacji, ktéra stanowi forme organizacji informacji i jej znaczenia. Profesor Jan
Trabka w ten sposdb komentowat osiggniecia N. Wienera [170]:

"Informacja wystepuje zawsze z regulacjg. Cybernetyka uznawata role celu zadanego z goéry i
pochodzacego spoza uktadu, takze ze swiadomosci ludzkiej. To odwotanie sie do teleologicznej
Swiadomosci stanowi pierwszy wytom w gmachu scjentyzmu i posiada wrecz nieprzewidywalne
konsekwencje, poniewaz pozwala na stawianie pytan: Dlaczego tak, a nie inaczej wybralismy cel?,
a zwfaszcza zapewnia odpowiedZ etyczng na indagacje o moralnym imperatywie, w ktérej
pionierem byt genialny Kant. Cybernetyka to cenny nabytek intelektu, skoro potrafita tak
perfekcyjnie sugerowad i prowadzi¢ postep techniczno-cywilizacyjny, ze wzbudzita obawy przed
zastgpieniem umystu ludzkiego przez maszyny matematyczne."

Na tle tego cytatu mozna sformutowacd nastepujgce pytania: Czy modelowanie to nasladowanie,
kopiowanie, czy tez twdrcze poszukiwanie nieznanych mechanizmdéw natury? Czy inspiracja
technicznymi realizacjami cybernetyki pozwoli wykaza¢ podobiefnstwo mechanizmdéw natury do
systemow maszyn liczacych, teorii informacji, kodowania czy komunikacji?

Tresc tej pracy bedzie posrednio stanowita prébe odpowiedzi na te pytania.

Wiedza o molekularnych podstawach zycia ujawnita system informacji genetycznej. System ten,
rozwazany w kolejnosci od najszerszych ram czasowych obejmuje kolejno: ewolucje (filogeneze),
dziedziczenie cech (fenotypow), i ostatecznie rozwdj osobniczy (ontogeneze). Kazdy z tych
poziomow zostat zamodelowany na poziomie molekularnym. System informacji genetycznej
cechuje uporzadkowanie, linearnosc i cyfryzacja. Idac dalej tym technicznym tropem dostrzegamy
w nim elementy uporzgdkowania hierarchicznego, wielopoziomowego czyli najlepiej bytoby
okresli¢ jego ztozonosé (biologiczng) jako obiektowos¢ (informatyczng). Przedstawiona w
rozprawie tematyka generalnie koncentruje sie na mechanizmach i procesach regulacji gendw, a
w szczegdlnosci na stosunkowo niedawno odkrytym procesie interferencji RNA (RNAI).
Mechanizm ten zostat opisany na poziomie molekularnym i zostat poparty eksperymentami, ktére
a priori zaktadaty nadrzedny sposdb tej regulacji z jej podstawowym efektem tgczenia sie w pary
czasteczki miRNA i odpowiedniego komplementarnego odcinka transkryptu. To faczenie sie, czyli
hybrydyzacja, doprowadza réznymi metodami do degradacji transkryptu, realizujgc w ten sposéb
ujemne sprzezenie zwrotne korygujace ilos¢ i stezenie odpowiednich transkryptéw w cytoplazmie.

Jednak pewien niepokdj powstat, gdy zaczeto doktadniej analizowac ten proces. Przedstawiona
idea tego procesu zaktada bowiem nieprecyzyjnosé¢ dziatania czynnikéw transkrypcyjnych w
kwestii bilansowania podazy i popytu na transkrypty. Czynniki transkrypcyjne stanowig
podstawowy element regulacji procesu transkrypcji. Mechanizm interferencji RNA nie rozstrzyga,
czy owa nadprodukcja transkryptow podyktowana zostata czynnikiem patogennym, czy jest
niedoskonatoscia samg w sobie wczesniejszych etapdw regulacji gendw. Zaktdcenia — pojecie
techniczne, pojawiajgce sie w torze — Sciezce transmisji informacji genetycznej na jej nosniku —
transkrypcie w takiej sytuacji powinno sie zakwalifikowaé do czynnikdw patogennych. Znane sg
pewne mechanizmy detekcji i kontroli tych zaktdcen, ale gtdéwny ciezar oceny jakosci transkryptu
przypisuje sie organelli komdrkowej - retikulum endoplazmatycznemu. Dopiero tam, po translacji i
etapach fatdowania biatka, odpowiedni mechanizm kontroluje jako$¢ dostarczonego sygnatu -
transkryptu. Naturalnym wydaje sie, ze kazdy rodzaj regulacji gendw wystepujacy w torze
transmisji i znajdujacy sie dalej od matrycy DNA (Zrédfa) stanowi tak naprawde mechanizm



kontroli jakosci sygnatu. A oczywistym jest, ze jakos¢ tego sygnatu pogarsza sie wraz odlegtoscia
od Zzrédta (matrycy DNA).

Kolejna refleksja potwierdzajgca niejasnos¢ mechanizmu interferencji RNA zwigzana jest z
zaskakujgcymi rezultatami analiz przeprowadzonych w ramach tzw. dynamiki molekularnej
badajgce] stabilnos¢ duplekséw miRNA/transkrypt. Wykazano, ze nie jest preferowana wysoka
komplementarnos¢ sekwencji czasteczek dupleksu, jak réwniez nie nadrabia tego deficytu
relatywnie niska wartos$¢ jego energii swobodnej.

Przedstawione dylematy dajg podstawe do weryfikacji i modyfikacji obecnego modelu regulacji,
jaka ma miejsce w ramach procesu interferencji RNA. Taka probe weryfikacji i modyfikacji stanowi
ta praca.

Uzasadnienie prowadzenia badan w tym kierunku stanowi che¢ poszerzenia mozliwosci
sterowania i manipulacji fenotypowej za pomoca kodujgcych sekwencji. Trudnos¢ w ocenie
uwarunkowan genetycznych organizmu, czy w zdefiniowaniu poligenicznosci uzasadnia potrzebe
poszerzenia znaczenia i interpretacji sekwencji genomu zlokalizowanych poza samymi rejonami
kodujgcymi.

W zaproponowanym modelu typowania par miRNA/mRNA wykorzystano biblioteke TargetScore
implementujgcg probabilistyczny model Bayesa pofgczony z wnioskowaniem wariacyjnym
wystepujacy pod nazwa Variational Bayesian-Gaussian Mixture Model (VB-GMM)[15].

1.2 Celizakres pracy

Podczas analizowania publikacji dotyczacych zagadnienia regulacji w strukturach zywych
najbardziej uderza kontrast rozwinietej, uporzagdkowanej i zastosowanej wiedzy abstrakcyjno-
matematycznej w pordownaniu do sprawiajgcej wrazenie chaotycznie zorganizowanej wiedzy
dotyczacej tej materii w zywych strukturach, trzymanej jedynie w ryzach z wykorzystaniem kilku
poznanych regut. Nie mozna jednak zapominaé, ze ta rozwinieta uporzagdkowana abstrakcja
matematyczna jako taka jest wytworem owe] poznawanej, pozornie chaotycznej, struktury
biologicznej.

Wykorzystujagc wiedze na temat struktury czasteczki nie jesteSmy w stanie przewidzieé jej
funkcjonalnosci. W rozwigzaniu problemu pomaga podejscie biocybernetyczne, ktére proponuje
szersze spojrzenie na proces kontroli i regulacji. Dlatego celem rozprawy jest:

1. Interpretacja wybranego mechanizmu regulacji gendéw w ujeciu biocybernetycznym.
2. Rozwiniecie modelu TargetScore predykcji par interakcji miRNA/mRNA.

Autor niniejszego opracowania uwaza, ze poprawa jakosci predykcji par interakcji miRNA/mRNA
metodami obliczeniowymi, poprzez rozwiniecie jego biocybernetycznego modelu, zblizy nas do
poznania faktycznego mechanizmu interferencji RNA.

Celem pracy jest zaréwno teoretyczne opracowanie jak i praktyczna realizacja narzedzia
bioinformatycznego. Dysertacja ma za zadanie zebranie aktualnej wiedzy na temat procesu
regulacji genow. Wiedze te bedziemy zbieraé zwracajgc szczegdlng uwage na najnowsze
osiggniecia w tej dziedzinie, ale takze na stawianie odpowiednich pytan. Natomiast projekt i
realizacja informatyczna modelu beda miaty charakter praktyczny. Mozna o nich méwié jako o
korzysci z przeprowadzonych naukowych eksploracji. Model ma wspiera¢ identyfikacje



(rozpoznawanie) duplekséw: transkryptéw oraz miRNA - czgsteczek nukleotydowych w
konkretnym biologicznym procesie regulacji genéw na podstawie danych eksperymentalnych
pochodzacych z wysokoprzepustowych technik eksperymentalnych.

Do analizowanych danych eksperymentalnych zastosowano dwa podejscia: sekwencyjne i
biocybernetyczne. Podejscie sekwencyjne polega na przeprowadzeniu a priori zdefiniowanej
sekwencji obliczeniowe]. Zaktada ona, ze rozpoznanie duplekséw mozna dokona¢ jedynie na
podstawie informacji uzyskanej z wczesniejszego etapu, startujac od informacji o sekwencji
nukleotydowej. Drugie podejscie, nazwane biocybernetycznym, prébuje wykorzystaé¢ sygnat
wyjsciowy, czyli w tym przypadku poziom ekspresji regulowanych genéw, do rozbudowy
istniejgcego modelu rozpoznawania duplekséw.

Praca ma réwniez wykaza¢ mozliwosci adaptacji narzedzi i metod informatyczno-matematycznych
w oryginalny sposéb pozwalajgcy na realizacje zatozonego celu. Zaktada sie rowniez poszerzenie
wiedzy z zakresu stosowania metod bayesowskich, szczegélnie Variational Bayesian-Gaussian
Mixture Model (VB-GMM), ktdry zostat wykorzystany w modelu.

Czesc eksperymentalna projektu ma na celu dostarczenie danych do weryfikacji opracowanego
modelu. Przeprowadzenie analizy tych danych pozwoli na zapoznanie sie z metodami
obliczeniowymi operowania na surowych danych, bezposrednio uzyskanych z mikromacierzy DNA.

Teza rozprawy zostata sformutowana nastepujgco: Mozliwe jest rozszerzenie modelu TargetScore
do postaci proponowanego w pracy modelu biocybernetycznego biTargetScore, zbudowanie
takiego modelu oraz jego walidacja na podstawie danych eksperymentalnych dotyczgcych
sekwencji genomu cztowieka uzyskanych z materiatu klinicznego.

1.3 Struktura rozprawy

Rozprawa wychodzac od przedstawienia zagadnienia biologicznego w rozdziale 2 "Biologiczne
podstawy regulacji gendw", zmierza do przedstawienia jednej z eksperymentalnych technik
wysokoprzepustowych oraz wskazania nowych kierunkéw poszukiwan. Owo poszukiwanie bedzie
wiodto poprzez demonstracje przyktadowych, istniejgcych rozwigzan bioinformatycznych
stuzacych do analizy zagadnienia, a zmierza¢ bedzie do zastosowania wnioskowania Bayesa. W
rozdziale 3 "Modele w analizie interakcji miRNA/mRNA" dochodzi do prezentacji autorskiego
rozwigzania, poprawiajgcego jakosé¢ predykcji procesu regulacji. Owo autorskie rozwigzanie
przedstawione bedzie od strony koncepcyjnej w rozdziale 4 "Definiowanie modelu
biocybernetycznego". Z kolei rozdziat 5 "Opis implementacji" zawiera zaplecze informatyczne
wykorzystane w analizie i przeprowadzonym wnioskowaniu. Rozdziat 6 "Walidacja opracowanego
modelu" opisuje testowanie wprowadzonego rozwigzania i pordwnanie go z innymi narzedziami.
Rozdziat 7 "Podsumowanie" zawiera wnioski z przeprowadzonych badan i perspektywy rozwoju
poruszanego w rozprawie tematu.



2 Biologiczne podstawy regulacji genow
2.1 Wprowadzenie

Biologia molekularna, jako poddziedzina biologii, poszukuje molekularnych podstaw zycia. W
biochemii poznajemy funkcje biatek sktadajacych sie na zespdt cech organizmu —fenotyp, a dzieki
genetyce poznajemy zwigzek gendw z fenotypem. W takim schemacie nie wolno zapominaé o
posredniku tych zaleznosci - czgsteczkach RNA, ktdrych rola jest informacyjna i regulacyjna, a by¢
moze (jak zaktadajg niektére teorie) nawet pierwotna w interakcji zywego tworu ze sSrodowiskiem
[4].

Jak ogdlnie wiadomo, informacja genetyczna przechowywana jest w jagdrze komérkowym na
nosniku w postaci podwdjnej helisy DNA. Informacja zostata tam zakodowana postugujgc sie
alfabetem czteroliterowym, gdzie kazdej literze odpowiada jeden z czterech nukleotyddw.
Dowolnos$¢ przechowywania informacji i jej odpornos¢ na zaktdcenia gwarantuje dwuniciowa
czgsteczka DNA powstata przez potgczenie (hybrydyzacje) dwodch ni¢é na zasadzie
komplementarnosci odpowiednich nukleotydéw. Znajac sekwencje jednego taricucha mozna
okresli¢ sekwencje drugiego przez zastosowanie regut tworzenia par zasad azotowych. Wtasnie ta
wtasnosc¢ zostata wykorzystana w procesach regulacji i kontroli proceséw przetwarzania informacji
biologicznej.

Przeptyw informacji biologicznej (Rys. 2.1.) opisuje tak zwany centralny dogmat biologii.
Przedstawia on sformalizowany schemat transmisji informacji miedzy jej nosnikiem - zrodtem i jej
interpretatorem. Pierwszy zarys tego schematu ustanowit Francis Crick w 1956 r. [32]. Wraz z
rozwojem wiedzy jest on stale uzupetniany. Obecnie oprdcz kanonicznego kierunku przeptywu
informacji od DNA przez RNA do biatka, uzupetniono go o niekanoniczne elementy np.
retrotranskrypcje oraz przede wszystkim o elementy regulacji i kontroli, o czym bedzie mowa w
dalszej czesci. Najprostszy schemat przeptywu informacji stanowi model jednokierunkowego
kanatu transmisji danych z wyrdznionymi procesami transkrypcji i translacji.

replikacja

h

transkrypcja
RNA )
sy translacja
replikacja (

\ translacja

Rys. 2.1. Centralny dogmat biologii molekularnej. Niebieski kolor — kanoniczny przeptyw informacji, z6tty -
niekanoniczny i czarny — przeptyw informacji uzyskany jedynie laboratoryjnie.
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Genetyka molekularna wprowadza szereg termindw dotyczgcych nazw przedmiotdéw, proceséw
czy funkcjonalnosci biologicznych. Najwazniejsze pojecie — gen - zidentyfikowano jako informacje
o budowie odpowiedniego biatka zapisang na polimerze kwaséw nukleinowych (DNA), ktory ze
wzgledu na swoje witasciwosci fizyko-chemiczne funkcjonuje jako nosnik informacji. Analiza
odpowiedniego regionu DNA zawierajgcego gen dostarczyta informacji o jego strukturze
sekwencyjnej, ktéra, jak wykazano, ma istotny zwigzek z procesami odczytu tej informacji.
Strukture genu najlepiej wyjasnia schemat przetwarzania informacji genetycznej, przedstawiony
na rysunku Rys. 2.2.

promotor

5 Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 2 3
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DNA

Czynnik gt ag gt ag

transkrypcyjny
TATA box
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Spllcm g ztamania
= B'UTR™., : - S S3UTR
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mRNA
Translacja
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)

Rys. 2.2. Struktura genu na schemacie przeptywu informacji biologicznej

Wyrdzniamy tutaj trzy podstawowe procesy: transkrypcja — odczyt informacji z DNA, splicing —
ztozenie informacji o sekwencji aminokwasowej zakodowanego w genie biatka, translacja —
synteza na matrycy RNA czasteczki biatka. Na rysunku pojawiajg sie szczegétowe informacje o
strukturze i terminologii genu w kontekscie jego przetwarzania: promotor, czynniki
transkrypcyjne, ekson, intron, ORF, mRNA, 5’UTR, CDS, 3'UTR.

Pojeciem "regulacja gendéw" okresla sie czasowq i lokalizacyjng kontrole ekspresji i jakosci genow.
Z kolei pojecie "kontroli gendw" wykorzystuje sie wobec proceséw rozpoznawania btedow
zaistniatych w procesach przetwarzania i transmisji informacji biologicznej. Analogicznie jak w
rozwigzaniach technicznych wystepuje pewna prawidtowos¢ — najtatwiej mozna kontrolowac
jakos¢ informacji na podstawie jej finalnego produktu. Mozna tez powiedzie¢, ze jakos¢ regulacji
jest tym wieksza im blizej zrédta zaktdcenia nastepuje korekta informacji. Na przyktad weryfikacja
niepozgdanych transkryptéw na etapie potranslacyjnym powinna wptywacé regulujgco na etapy
wczesniejsze, a nie tylko ograniczad regulacji do destrukcji gotowego produktu.
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Umiejscowienie procesdw regulacyjnych na schemacie przeptywu informacji biologicznej (Rys.
2.3) pozwala wyréznic regulacje transkrypcyjng i potranskrypcyjng genow.

Regulacja i kontrola ekspresji gendw moze by¢ realizowana na kazdym etapie transmisji informacji
biologicznej. Czas, miejsce, intensywnos¢ wykorzystania danego genu - kontrola transkrypcji,
sktadanie (splicing) i dojrzewania (processing) pierwotnego transkryptu, redagowanie [10],
kontrola transportu do cytoplazmy, system degradacji mRNA (mRNA surveillance) [83]: kontrola
wiernosci i jakosci transkryptéw - kontrola potranskrypcyjnej, kontrola translacji i kontrola
potranslacyjna, kontrola aktywnosci biatka. Pomimo wielu poziomdéw i etapéw regulacji
podstawowa regulacja gendw dotyczy kontroli transkrypcji przez czynniki transkrypcyjne,
poniewaz jakos¢ tego procesu niweluje zbytecznosé nadmiarowych lub w ogdle niepozadanych

transkryptow.
i oo i taies aaion Sz b oo St s S s S S 1
| Regulacja potranskrypcyjna |
| |
[} | kontrola: :
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o transkrypcji I - stablino&é transportu ) |  potranslacyjna aktywnosci
Q I |
| |
' I
|
wezesne biatko nieaktywne
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>
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Rys. 2.3. Schemat przeptywu informacji i regulacji gendéw. Kolor z6tty — regulacja transkrypcji, kolor niebieski —
regulacja potranskrypcyjna, zielony — regulacja potranslacyjna.

Przedstawiony rysunek (Rys. 2.3) dotyczy regulacji genu kodujacego, czyli takiego, ktérego
finalnym produktem jest biatko. Symbolicznie przedstawiona strzatkami regulacja zawiera
sprzezenia zwrotne zaréwno dodatnie jak i ujemne. Ujemne pozwala utrzymywac odpowiedni
poziom np. ekspresji genu. Przyktadem dodatniego sprzezenia zwrotnego jest to, jak biatko
regulatorowe aktywuje transkrypcje wtasnego genu.

Regulacje i kontrole, ktore wystepuja w dalszych etapach transmisji informac;ji biologicznej, staja
sie bardziej zrozumiate, jesli porownamy przedstawiony schemat do modelu transmisji informacji
w telekomunikacji. Wymienione powyzej potranskrypcyjne metody kontroli przez analogie moga
by¢ poréwnane do technicznych rozwigzan stuzacych do weryfikacji informacji w odbiorniku.
Przesyt informacji i tej biologicznej i technicznej wigze sie z wptywem zaktdcen i przektaman toru
transmisji lub wrecz z pojawieniem sie patologicznego sygnatu. W tym kontekscie rozpatrzona
zostanie tzw. regulacja potranskrypcyjna, ktérej niektére elementy zostaty juz poznane.
Zaktécenia biologiczne ogdlnie zdefiniowane dotyczg reakcji niedostosowania sie organizmu
wobec zmieniajgcych sie warunkéw srodowiskowych. Regulacja potranskrypcyjna obejmuje:
kontrole dojrzewania transkryptu, jego redagowanie, zapewnienie jego stabilnosci oraz system
degradacji patologicznego transkryptu (mRNA surveillance), ktéry z kolei obejmuje: wykrywanie
przedwczesnego kodonu stopu (Nonsense Mediated mRNA decay pathway), detekcje braku
kodonu stopu (Nonstop Mediated mRNA decay pathways) oraz blokowanie translacji (No-go
Mediated mRNA decay pathway)[44]. Wreszcie ostatni element regulacji potranskrypcyjnej,
bedacy przedmiotem doktadniejszej analizy w tej rozprawie, stanowi interferencja RNA.
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Organizmy proste - w poréwnaniu do ztozonych - majg podobng liczbe gendw kodujgcych. Rdéznice
miedzy nimi wykazuje natomiast ztozono$¢ uktadéw regulacji, ktére pozwalajg w bardziej
réoznorodny sposéb wykorzystaé tg podobng pule gendw. Elementy tego ukfadu regulacji stanowig
takze czasteczki mikro-RNA (miRNAs). Liczba wykrytych do tej pory miRNAs koreluje ze
ztozonoscig organizmu [92]. Wykorzystujagc dostepne publiczne zasoby zarejestrowanych
czagsteczek RNA przeprowadzono prébe oszacowania catkowitej liczby miRNAs u cztowieka [57].
Zrealizowano ten cel selekcjonujgc z catkowitej puli krétkich RNA odpowiednie pary
komplementarne stanowigce fragmenty odpowiedniej struktury zgodnie z klasycznym
przebiegiem biogenezy miRNAs. Odnaleziono okoto 1000 nowych miRNAs w uzupetnieniu do 1500
uprzednio poznanych. Czes¢ z nich, pomimo matego poziomu usrednionej ekspresji, moze
podlegac duzej ekspresji, ale na poziomie pojedynczej komarki.

2.2 Mechanizm interferencji RNA

Interferencja RNA[74] (RNAIi) to jeden z nowo poznanych proceséw regulacji, zachodzacych w
zywej komorce. Proces ten nazwano tak, ze wzgledu na jego efekt modulacji poziomu ekspresji
genu, przez analogie do wzmacniania i ostabiania fal w fizyce. Do celu rozpoznania i tym samym
regulacji konkretnego transkryptu wykorzystywane sg krdtkie czasteczki RNA, wykazujgce
komplementarno$¢ wzgledem docelowego transkryptu, z ktéorym {3czg sie parujac
komplementarne zasady.

Przyjmuje sie, ze mechanizm RNAi wystepuje we wszystkich systemach biologicznych, chociaz sg
pewne wyjatki [143][2]. Powszechnos$¢ tego mechanizmu potwierdza zatem jego istotnos¢
ewolucyjna. W poréwnaniu do eukariotycznego RNAIi réwniez i prokarioty posiadajg funkcjonalny
analog nazwany Clustered regularly interspaced short palindromic repeats, ktory
najprawdopodobniej ewoluowat niezaleznie [152]. Jego podobienstwo do eukariotycznego RNAi
polega na specyficznosci sekwencyjnej krétkiej czgsteczki RNA oraz efekcie dziatania wyciszania
transkryptow.

W publikacjach przedstawiajgcych proces interferencji RNA u zwierzat mozemy wyrdzni¢ dwa
zasadnicze podejscia. Pierwsze koncentruje sie na tezie przedstawiajgcej proces interferencji RNA,
jako metode fizjologicznej regulacji gendw wtdrnej wobec regulacji transkrypcyjnej, jaka sie
odbywa przed lub w trakcie procesu translacji. Jej gtéwnym celem jest kontrola poziomu ekspresji
transkryptéw. Drugie podejscie traktuje ten proces, jako poszerzenie mechanizmow
immunologicznych w organizmie na procesy wewngatrzkomdrkowe, umozliwiajagce rozpoznanie
patologicznej czasteczki transkryptu. Sg to wiec procesy zmierzajgce w kierunku kontroli jakosci i
wiernosci transkryptu, nawigzujgce tym samym do takich proceséw zachodzacych u roslin i u
prokariotéow, jak réwniez do pierwotnego znaczenia ewolucyjnego RNAI.

Podstawowy mechanizm RNAi (Rys. 2.4) polega na wykorzystaniu krétkiej czasteczki RNA do
identyfikacji - na zasadzie komplementarnosci - docelowego transkryptu. Krétkie czgsteczki RNA o
charakterystycznej sekwencji stanowia element rozpoznawczy w ukfadach regulacji. Interakcja
funkcyjnej czgsteczki RNA z transkryptem odbywa sie zgodnie regutami termodynamiki. Dwie
czasteczki polinukleotydowe, jednoniciowe odnajdg takie wzajemne potozenie, ktére gwarantuje
najwiekszg ilos¢ tworzacych sie tam par Watsona-Cricka. Zatem krétka czgsteczka
polinukleotydowa ,sama” odnajduje miejsce wigzania (target site) w dtugim polimerze
nukleotydowym, tworzgc z nim dupleks miRNA/mRNA. Funkcjonalno$¢ tej czgsteczki RNA
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wspomagana jest przez kompleks biatkowy RNA-induced silencing complex (RISC). Niemniej
nieznany jest sam mechanizm lokalizacji targetu przez ten kompleks [150].
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Rys. 2.4. Mechanizm interferencji RNA. (Rysunek zaczerpniety z ilustracji RNAi Pathway (www.giagen.com))

Zaréwno w obrebie jednego organizmu, jaki i w réznych gatunkach, wystepuje wiele wariantéw
procesu RNAI. Ten fakt jest zwigzany z pochodzeniem danej funkcyjnej czasteczki RNA oraz
réznych metod degradacji powstajgcego dupleksu RNA/mRNA. Ze wzgledu na pochodzenie tych
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czasteczek endogenne lub egzogenne komdrkowe RNAi wykazuje odmienne dziatanie wynikajgce
bezposrednio ze sposobu ich pozyskania. Wyrdzniono nastepujgce czasteczki RNA uczestniczace w
mechanizmie RNAI:

e mikroRNA (miRNA),
e small interfering RNA(siRNA),
e piwi-interacting (piRNA).

Przetwarzanie, stabilnosc i trwatos¢ tych czasteczek w cytoplazmie zapewnia kompleks biatkowy
RNA-induced silencing complex (RISC). Kompleks biatkowo-nukleotydowy zawierajgcy czasteczke
miRNA okresla sie skrotem: miRISC (miRNA-RISC) lub miRNP (microribonucleoprotein). Przyktadem
egzogennego pochodzenia czgsteczki RNA jest penetracja komodrki przez wirusa (w wyniku fuzji,
wiropeksji, bezposredniej penetracji) w procesie replikacji wirusa.

Endogenne czasteczki RNA posiadajg wtasne geny w jadrze lub w mitochondriach komorki
gospodarza. Endogenne geny takze mogg by¢ przyczyng patogenezy (wbudowane w genom ludzki
geny wirusowe, nieprawidtowe sygnaty ekspresji genow, etc.).

Endogenna lub egzogenna dwuniciowa czgsteczka double — strand RNA (dsRNA) poddana zostaje
przecieciu (przetamaniu) na odpowiedniej diugosci czasteczke (od 16- 28 nt) i nastepnie
rozdzieleniu (rozwinieciu) przez kompleks biatkowy DICER. Nastepnie, wiodgca ni¢, ktdéra zostaje
rozpoznana na podstawie stabiej zwigzanego konica [94], zostaje ulokowana w kompleksie biatek
RISC. Mocujgce czasteczke RNA domeny biatka Argonaut narzucaja przyjecie pewnych
konformacji, ktdre powstajg po zwigzaniu sie czgsteczki z transkryptem.

RISC jest kompleksem rybonukleoproteinowym z zamocowang jednoniciowg czgsteczkg RNA.
Zamocowane w RISC'u stuzg jako wzorzec do rozpoznania specyficznego komplementarnego
miejsca w rejonie transkryptu [75]. Petny sktad i warianty tego kompleksu nie sg jeszcze poznane
[156]. Podstawowe biatka w kompleksie to Dicer — o aktywnosci rybonukleazy przetamuje dsRNA
tworzac okofo 21 nukleotydowy jego fragment [185], biatko Argonaut - aktywuje kompleks
rozplatajgc dsRNA i wybierajagc jedng z czagsteczek tzw. wiodaca (sensowng): jego domena PAZ
wigze koniec 3' miRNA, domena PIWI —wigze 5' miRNA.

Analiza inhibicji dziatania kompleksu RISC poprzez sprowokowane niedopasowania korncow
czgsteczki RNA czy to 5' czy 3' wykazata, ze koniec 5' jest odpowiedzialny za dopasowanie i
zwigzanie targetu, podczas gdy koniec 3' jest odpowiedzialny za fizyczng aranzacje targetu
utatwiajgcy przetamanie dupleksu w RISC'u [73].

Grupa fosforanowa wystepujgca od strony 5' miRNA jest istotna przy pozycjonowaniu (wigzaniu)
dojrzatego miRNA w biatku Argonaut kompleksu RISC [56]. Stwierdzono jednak, ze w obecnosci
fosfatazy nastepuje defosforylacja korica 5' miRNA, ktdéra prowadzi do wystepowania w tej samej
komérce mieszaniny obu postaci miRNA: ufosforylowanej i pozbawionej 5’-fosforanu [98]. Od
strony 5' miRNA pojawiajg sie zatem rdzne izoformy jako konsekwencja rdznic fosforylacji. Fakt
ten jest istotny ze wzgledu na to, ze wiekszos¢ technologii okreslania profilu miRNAs w komérce
nie jest wrazliwa na obecnos¢ lub brak tej wtasnie grupy fosforanowej i jednakowo traktuje rézne
formy miRNAs. Zatem ws$rdd metod okreslajgcych profile miRNA trzeba zwrdéci¢ uwage na te,
ktore uwzgledniajg ten czynnik poprzez wprowadzenie etapu ligacji, ktory jest wrazliwy na
wystepowanie tej grupy fosforanowej na koricu 5' miRNA.
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Zwigzanie sie czgsteczki RNA z transkryptem, doktadnie - w jego czesci nazwanej target site
wywotuje jedng z kilku poznanych metod represji procesu translacji. Poczgwszy od degradacji
transkryptu a skonczywszy na blokowaniu translacji. Degradacja transkryptu nastepuje po
przetamaniu transkryptu przez AGO2 [85] — jedno z najwazniejszych biatek kompleksu RISC.
Przetamanie zachodzi w przypadkach petnej komplementarnosci miedzy czasteczkg RNA a
transkryptem. W przypadku niepetnej komplementarnosci dupleksu zachodzi blokowanie
translacji [109]. Niepetna komplementarnos¢ moze doprowadza¢ do deadenylacji konca
transkryptu i w ten sposdb przy$pieszac jego degradacje [50]. Inny mechanizm doprowadza do
zaktdcenie inicjacji translacji [42].

Podaje sie nastepujgce metody wyciszania transkryptéw [126]:

=

Hamownie transkrypcji przez reorganizacje chromatyny zaleznej od miRNA
Przetamywanie mRNA

Hamowanie inicjacji translacji

Hamowanie tworzenia kompleksu rybosomalnego

Hamowanie elongacji

Izolacja transkryptow w ciatkach P

Odtaczenie rybosomu

Wspébtudziat w degradacji biatka

Destabilizacja mRNA

Lo N kR WN

Uznaje sie, ze podstawowg funkcjg RNAi u przodkdw ewolucyjnych byta ochrona immunologiczna
przed egzogennym materiatem genetycznym takim jak transpozony i genomy wiruséw [25][20].
Przypuszcza sie, ze modyfikacja histondw réwniez byta obecna u przodkéw, ale regulacje rozwoju
organizmu przez RNAI uznaje sie za nowy ewolucyjny nabytek [25].

Rola RNAi u ssakéw w odpornosci wrodzonej jest stabo poznana. Hipoteza o zaleznosci RNAi i
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej jest wspierana poprzez wskazanie genéw wirusowych,
ktorych aktywnosé ttumi mechanizm RNAi [13]{149][118][105][147]. Ta hipoteza znajduje takze
swoich przeciwnikow [33].

Najwieksza réznice w funkcji biologicznej RNAi zaobserwowano miedzy roslinami a zwierzetami. U
rod$lin mechanizm ten stanowi istotny element odpowiedzi immunologicznej; reakcja
wewnatrzkomérkowa na obcy materiat genetyczny — np. pochodzenia wirusowego [17]. U roslin
miRNAs zasadniczo regulujg czynniki transkrypcyjne [187]. Natomiast u zwierzat wykazano, ze
wyciszanie gendw jako podstawowa funkcje miRNAs zachodzi w regulacji morfogenezy w tym
takze w komérkach macierzystych [158][24], réznicowaniu [154], namnazaniu komédrek [21] i
apoptozie [86].

Znane sg przyktady zwierzat, u ktérych RNAi stanowi przykfad reakcji antywirusowej. Na przykfad
u muszki owocowej mechanizm RNAi stanowi element nieswoistej odpowiedzi immunologicznej,
ktora zostaje aktywowana przez patogeny [184]. Podobnie u nicieni stwierdzono nadmiar biatek
Argonaut w odpowiedzi na infekcje. Wtedy nastepuje nadekspresja sktadnikéw szlaku RNAi [177].

RNAi jako komponent antywirusowego wrodzonego systemu immunologicznego u wielu
eukariontow koewoluowat razem z wirusami. Niektore wirusy rozwinety mechanizm supresji
odpowiedzi RNAi w komdrkach gospodarza, szczegdlnie u wiruséw roslinnych [115].
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Poréwnanie funkcjonowania RNAi u zwierzat i roslin pozwala lepiej go zrozumieé. Najwazniejsza
roznica dotyczy znaczgco rdzinego stopnia komplementarnosci czasteczek miRNAs wzgledem
targetow. U zwierzat stwierdzono tylko czesciowa, okoto 7 nukleotydowa komplementarnosc z
miejscem wigzania w transkrypcie. Te siedem nukleotydéw jest zlokalizowane na poczatku 5’
miRNA. Znaczenie pozostatych ok 15 nukleotyddw nadal nie jest poznane. Miedzygatunkowa
analiza pordwnawcza w obrebie krélestwa zwierzat wskazuje na konserwatywnos¢ catej czasteczki
miRNA: czesci komplementarnej i tej nie-komplementarnej [89]. Badanie konserwatywnosci
przeprowadzano takze dla prekursoréw miRNA (pre-miRNA) jak i pierwotnej formy miRNA (pri-
mMiRNA). Wspdlny mechanizm RNAI dla kazdego miRNA, oraz réznorodnosé sekwencyjna w zbiorze
miRNAs stanowi podstawe takze dla statystycznego i catosciowego opisu zbioru miRNA z
uwzglednieniem relacji miedzy elementami tego zbioru.

Niejasnos¢ mechanizméw RNAi staje sie podstawg wielu hipotez. Przyktadowe hipotezy
wyjasniajgce mechanizm interferencji RNA u zwierzat sg nastepujace:

1. teza o regulacji tropizmu tkankowego patogennych ludzkich wiruséw poprzez czasteczki
miRNA i wptywie miRNA na ewolucje wiruséw [35], maksymalizacja replikacji wirionu [34];
czasteczki miRNA miaty znaczacy wptyw na ewolucje transkryptéw mRNA [157][55];
wirusy RNA, jak réowniez pokswirusy (rodzina cytoplazmatycznych wiruséw DNA)
prawdopodobnie nie koduje wirusowych miRNA [35];

4. wystepowanie aktywujgcego mechanizmu regulacji potranskrypcyjnej komplementarnego
do mechanizmu interferencji RNA [183];

5. czesciowg komplementarno$¢ miRNA z regulowanym transkryptem powoduje:
sekwestracja transkryptow w ciatkach P (processing bodies), obnizony wspotczynnik
elongacji podczas translacji, wyzwalanie deadenylacji docelowego transkryptu [134].

2.3 Funkcyjne czasteczki RNA

Zaledwie 2% ludzkiego genomu poddane zostaje przepisaniu na RNA kodujace biatko, podczas gdy
60-70% DNA jest przepisywane na niekodujgce RNA [121]. Okoto 3% wszystkich ludzkich genéw
koduje miRNA i szacuje sie, ze ok 60% ludzkich gendw jest targetami miRNAs [64].

W ramach interferencji RNA wyrdzniono kilka typdw czasteczek funkcyjnych RNA. S3 to small
interfering RNA (siRNA), micro RNA (miRNA) i piwi-interacting RNA (piRNA). Ich poréwnanie [117]
pozwala wykazac réznice w ich funkcjonowaniu (Tabela 1).

Pierwsze miRNA odkryto u nicieni Caenorhabditis elegans [99]. Ich funkcyjnos¢ w nowym,
odrebnym mechanizmie pare lat pézniej [140][132].

Sposréd wymienionych czgsteczek RNA w mechanizmie RNAi u cztowieka czgsteczki miRNAs staty
sie gtéwnym obiektem zainteresowan naukowcéw ze wzgledu na ich niskg specyficznos¢ w
rozpoznawaniu targetéow i zagadkowy mechanizm regulacji fizjologicznej, ktéry postuguje sie
takimi czasteczkami. Ten zaskakujacy zwrot ewolucji RNAi dotyczyt przejscia od
wewnatrzkomérkowe] nieswoistej odpowiedzi immunologicznej wykorzystujacej petng
komplementarnos$¢é siRNA wzgledem targetéw na mechanizm kontroli poziomu ekspresji gendow z
czesciowa komplementarnoscig par miRNA/mRNA.
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Tabela 1. Zestawienie funkcyjnych czasteczek RNA lokujacych sie w kompleksie RISC

miRNA SiRNA piRNA
wystepowanie rosliny i rosliny i nizsze zwierzeta, u komorki ptciowe
zwierzeta ssakow — jeszcze nie zwierzat

rozstrzygnieto

struktura pojedyncza ni¢ podwadjna ni¢ pojedyncza ni¢
dtugosc 17-25 nt 21-22 nt 25-31 nt
stopien czesciowa, prawie 100% dopasowanie, wysoki [119]
komplementarnosci | dlatego blokowanie specyficznych

pojedynczy MRNA, z minimalnym efektem

miRNA posiada
setki targetow

off-target

biogeneza wiasne geny, regulacja tego samego genuz | tylko niektére loci,
introny, regulujg | ktérego pochodzi [101], pseudogeny [163]
geny inne niz te z | wykorzystane w sygnalizacji
ktorych miedzykomédrkowej (wéwczas
pochodzg egzogenne)

dziatanie hamowanie przetamywanie mRNA
translacji mRNA

funkcja regulacja wyciszanie genu u roslin i wyciszanie
poziomu mRNA zwierzat pozbawionych retrotranspozonéw

przeciwciat lub komdrkowo

zaleznej immunologii

Biogeneza czgsteczek miRNAs odbywa sie w jadrze i cytoplazmie. Jak kazda endogenna czgsteczka
RNA posiada swoj gen. Geny miRNA sg transkrybowane za pomoca polimerazy RNA typu 2 [100].
Polimeraza czesto wigze sie z promotorem ulokowanym blisko sekwencji, ktdra po transkrypcji
przyjmuje strukture spinki, czyli prekursora miRNA (pre-miRNA). Kilkuset nukleotydowy transkrypt
primary miRNA (pri-miRNA) tworzy jedng lub wiele struktur spinek, z ktérych kazda moze stac sie
na pre-miRNA.

Etapy transkrypcji zalezne sg od kontekstu lokalizacji tego genu. Na podstawie bazy predykcji pri-
miRNA [137] utworzonej w Division of Molecular Pathophysiology Biocenter, Innsbruck Medical
University autor rozprawy przeprowadzit zestawienie przynaleznosci gendw miRNAs (Tabela 2).

Dominujacg grupe gendw miRNA stanowig introny gendw kodujgcych, nastepnie witasne geny
miRNA oraz geny, ktérych produkt zostaje poddany degradacji w mechanizmie nonsenese
mediated decay.

Regulacja gendw miRNA zwigzana jest z ich lokalizacjg. Geny miRNA wewnatrz intronéw podlegaja
»automatycznej” translacji podczas aktywacji genu gospodarza. Samodzielne geny albo bardzo
czesto ich zgrupowanie powinny posiadaé¢ witasne sekwencje promotoréw oraz wtasne czynniki
transkrypcyjne. Rozpoznanie tych gendw stanowi wiekszg trudnosc bioinformatyczng ze wzgledu
na brak charakterystycznej struktury w jaka sg wyposazone geny kodujace.
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Tabela 2. Zestawienie genow miRNA. Typ transkryptu, potozenie miRNA w stukturze transkryptu: egzon, intron.
Znaczenie typow transkryptow: antisense — transkrypt pochodzi z komplementarnej wzgledem kodujgcej nici DNA,
miRNA - wiasny gen, protein coding — pri-miRNA pochodzi z fragmentu transkryptu kodujacego, nonsense mediated
decay — transkrypt kodujacy wywotujacy proces kontroli przedwczesnych kodonéw stopu, Processed transcript —
transkrypt nie zawierajacy sekwencji kodujacej ani tez nie jest sekwencjg intronu, Retained intron — transkrypt
zawierajacy sekwencje kodujaca zawierajacg takze zachowany intron, ambigous orf - Ambiguous Open Reading
Frame - niekodujacy transkrypt potencjalnie kodujgcy biatko, z wiecej niz jedng ramka odczytu, Processed
pseudogene — przetworzony transkrypt pseudogenu, lincRNA - long intergenic non-coding RNA, sense intronic —
niekodujacy transkrypt wewnatrz intronu, snoRNA - mate jaderkowe RNA, unprocessed pseudogene -
nieprzetworzone pseudogeny, non coding — niekodujgce RNA, unitary pseudogene - rodzaj pseudogenu, ncrna host —
klaster niekodujacych RNA, sense overlapping — niekodujacy transkrypt zawierajacy gen kodujacy biatko wewnatrz
jego sekwencji intronicznej na tej samej nici, nie zachodzacej na sekwencje egzonu, Transcribed unprocessed
pseudogene - rodzaj pseudogenu pochodzacego z nieprzetworzonego transkryptu, transcribed processed
pseudogene — rodzaj pesudogenu z przetworzonego transkryptu, IG V gene — sktadowe geny immunoglobuliny.

typ transkryptu I. premirna_id |l. pri-miRNA | exonic intronic
antisense 25 43 2 24
miRNA 695 696 686 0
protein_coding 707 2666 58 659
nonsense_mediated_decay 191 319 6 180
processed_transcript 317 660 19 300
retained_intron 142 204 21 123
ambiguous_orf 1 1 0 1
processed_pseudogene 5 7 5 0
lincRNA 43 94 7 37
sense_intronic 1 4
snoRNA 1 0
unprocessed_pseudogene 5 0 5
non_coding 17 23 8 11
unitary_pseudogene 2 2 0 2
ncrna_host 5 5 5 0
sense_overlapping 1 11 0 1
transcribed_unprocessed_pseudogene 4 7 0 4
transcribed_processed_pseudogene 1 1 1 0
IG_V_gene 1 1 0 0
SUMA 2174 4757 820 1351
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Rys. 2.5. Proces biogenezy czasteczek miRNA dla trzech réznych typow gendw. a) Wiasny gen transkrybowany przez
polimeraze RNA Il. pri-miRNA zostaje przetworzone przez kompleks Drosha(RNase 11l) i DGCR8 w pre-imRNA, ktéry
nastepnie zostaje transportowany do cytoplazmy przez Exportin 5. b) Gen introniczny. Zestaw biatek spliceosom
realizujgcy wycinanie intronéw realizuje takze wycigcie pre-miRNA. Po rozpoznaniu przez Exportin 5 zostaje
przetworzone przez kompleks DICER. c) Wycinanie pre-miRNA za pomocg kompleksu Drosha bezposredno pre-
miRNA. (Rysunek wzorowany na ilustracji z pozycji [49]).

Uzyskany na podstawie genu transkrypt pri-miRNA poddany zostaje przetworzeniu do postaci
pojedynczej spinki do wtoséw (hairpin), czyli pre-miRNA. W tej formie zostaje on
przetransportowany do cytoplazmy, gdzie zostaje poddany dalszej obrdbce przez kompleks
biatkowy RISC. Kompleks DICER rozpoznaje czasteczka dominujacg, ktéra po wydzieleniu z dsRNA
zostaje zamocowana w kompleksie RISC (Rys. 2.5).

Matryca genowa nie determinuje jednak ostatecznej struktury sekwencji miRNA. Szacuje sie, ze ok
6% ludzkiego miRNA podlega procesowi edycji RNA [124]. Konsekwencjg tej edycji jest
przyporzadkowanie wielu réznych miRNA temu samemu prekursorowi.

2.4 Interakcja miRNA/mRNA

Réznica miedzy roslinnym i zwierzecym mechanizmem RNAi dostarcza istotnych faktéw
dotyczacych mechanizmu interakcji miRNA z docelowym transkryptem. Do jej zrozumienia
potrzebna jest znajomos$¢ struktury miRNA i powstania jej w ramach filogenezy. U roslin
najczesciej nastepuje degradacja transkryptéw docelowych — targetéw z powodu niepetnej
komplementarnosci pomiedzy miRNA a sekwencjg jego targetu. Ewolucyjnie duplikacja regionu
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antysensownej nici genu targetu stanowi podstawe dla powstania genu miRNA. Transkrypcja tego
regionu i przetworzenie transkryptu przez RNAi na czasteczke siRNA w efekcie daje
komplementarng sekwencje do odpowiedniego genu. Czasteczki o takiej genezie dysponujg
jednym lub kilkoma targetami. Konsekwencjg jednak takiej genezy genu miRNA jest koniecznos¢
koewolucji pary miRNA-mRNA.

U zwierzat ze wzgledu na maty stopien komplementarnosci stwierdzono, ze parowanie zasad
wystepujacych u funkcyjnych RNA dotyczy przede wszystkim pierwszych 7-8 nukleotydéw od
strony 5'. Ten fragment miRNA nazwano seed. Poniewaz specyficzno$¢ seed jest bardzo niska,
fatwo przewidzie¢, ze potencjalnych targetéw dla danego miRNA moze by¢ wiele. Oprdocz tego w
obrebie seed stwierdzono takie pewne odstepstwa od petnej komplementarnosci, ktoére
powodujg wybrzuszenia zauwazalne na poziomie strukturalnym. Ta czesciowa komplementarnos¢
swiadczy o konformacyjnym dopasowaniu, a nie tylko "sekwencyjnym" powstajgcego dupleksu
[7]. Dalsze prace dotyczace rozpoznania miejsca lub miejsc wigzan w obrebie transkryptu
dostarczyty szereg dodatkowych czynnikéw, ktdre wspdtwystepujg w miejscach wigzan sie RISC'u
z targetem. S3 to:

1. klasyfikacja rodzajow seeds (8mer, 7mer-m8, 7mer-1A) i wynikajgca z nich: seed-
pairing stability (SPS), ktéra jest funkcjg koncentracji nukleotydéw: adeniny i uracylu
[62];

filogenetyczny konserwatyzm lub jego brak czgsteczek miRNA [59];

filogenetyczny konserwatyzm lub jego brak miejsc wigzania (target sites);

wktad regionu 3' miRNA w stabilnos¢ dupleksu [71];

wktad par AU (w otoczeniu dupleksu) na nici transkryptu [102];

ilo$¢ miejsc wigzania w obrebie transkryptu;

N o vk wnN

udziat pozycji miejsca wigzania: odlegtos¢ do najblizszego korica oznaczonego UTR
targetu.

Obecnie nie wiadomo, jaka czes¢ interakcji miRNA/mRNA stosuje sie do wymienionych regut,
szczegodlnie, jesli miejsce wigzania wypada poza rejonem 3'UTR. Pewne prace [166][130][139]
potwierdzity wystepowanie miejsc wigzania poza obszarem 3'UTR: w rejonie kodujgcym — CDS
(ktére jest charakterystyczne dla roslin) oraz w rejonie 5'UTR. Narzedzia bioinformatyczne
wykorzystujgc podane reguty wprowadzajg ograniczenia na predykcje targetdw i nie s pomocne
przy odkrywaniu nowych targetédw, ktére by¢ moze podlegajg innym ograniczeniom czy
wymogom.

Ztozonos$¢ problemu interakcji miRNA/mRNA wynika z mozliwosci uczestnictwa RNAi w
nastepujacych procesach:

1. degradacja transkryptdw mRNA zachodzgca w sposéb niepozadany, nadmiarowy,
podobnie jak przy reakcji komaorki na egzogenne (np. wirusowe) czgsteczki RNA;

2. nadmiarowos¢ transkryptow mRNA wywotana przez zaburzenia ich regulacji
transkrypcyjnej, czy tez stabo poznane procesy ich degradacji;

3. mozliwosc¢ interakcji kompetycyjnej (rywalizacji) miedzy miRNA a egzogennymi RNA;

4. nieprawidtowosci w mechanizmie regulacji wywotane przez niekorzystng mutacje
sekwencji albo niekorzystng konformacje biatka kompleksu Drosha lub RISC;
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5. fizjologiczna regulacja potranskrypcyjna genu miRNA poprzez inhibitory translacji
MRNA w réznych stadiach rozwoju i réznicowania organizmu.

2.5 Mikromacierze DNA

Wyznaczenie profilu ekspresji miRNAs w komoérce jest czesto podejmowanym badaniem ze
wzgledu na wspdtudziat czasteczek miRNAs w wielu istotnych procesach Zzyciowych. Mozna
wyroznic trzy metody wykorzystywane w celu wyznaczenia profilu: iloSciowg reakcje PCR czasu
rzeczywistego - real-time quantitative PCR (gqRT-PCR) [27], metody bazujgce na hybrydyzacji
(mikromacierze DNA) [111]{103] i metody wykorzystujgce sekwencjonowanie nowej generacji
(rébwnolegte): next-generation sequencing (NGS) [127] Ilub RNA-seq. Sposréd nich w
przeprowadzonych dalej obliczeniach w tej rozprawie wykorzystano dane pochodzace z
eksperymentu mikromacierzowego DNA. Mikromacierze DNA wykorzystywane sg do identyfikacji
genodw powigzanych z chorobg, oceny zmiennosci ekspresji w grupach gendéw w odpowiedzi
komaérkowej na lek, infekcje czy egzogenny materiat genetyczny.

Technika mikromacierzy DNA pozwala na rdwnoczesny (przy uzyciu jednej mikromacierzy) pomiar
ekspresji catego zbioru ludzkich (lub zwierzecych) miRNAs, ze wzgledu na relatywnie niska liczbe
roznych miRNAs (ok 2500) w porédwnaniu do réznorodnosci mRNAs (ok 30000). Aktualnie
oferowane sg nastepujgce platformy mikromacierzy miRNA: Affymetrix, Agilent, Exiqon, Life
Technology i lllumina. Macierze te obejmujg juz wiekszos¢ albo wszystkie formalnie uznane
miRNAs (na podstawie bazy miRBase) wielu biologicznych gatunkéw w tym oczywiscie i ludzkie.
Oprécz dojrzatych miRNAs oferowane sg tez pola (spots) na mikromacierzach wykrywajgce
prekursory pre-miRNAs. Pionierskg metode udoskonalenia mikromacierzy miRNAs oferuje firma
Exiqon. Zastosowana tam mikromacierz CURY LNA wykazuje wysoka czuto$é i swoistos¢ nawet dla
miRNA bogatych w adeniny i tyminy, jak rowniez duzg powtarzalnos¢ na poziomie 99% korelacji
miedzy macierzami [51]. Wynika to z zastosowania modyfikowanych chemicznie nukleotydéw
(locked nucleotides - LNA), ktérych hybrydyzacja charakteryzuje sie wiekszg stabilnosScig
termodynamiczng.

Do oceny ilosciowej zawartosci miRNAs w prébce metoda wykorzystuje hybrydyzacje miRNA,
poddanych uprzednio odwrotnej transkrypcji do ich deoksynukleotydowych odpowiednikdw, z
selektywnie rozpoznanym fragmentem nukleotydowym, jednym z posréd wielu rdznych
znajdujacych sie na ptytce mikromacierzy.

Eksperymenty z uzyciem mikromacierzy postuguja sie ptytkami, matrycami — regularng siatka
zawierajgcg pola (spots). Kazde takie pole zawiera wiele czgsteczek nukleotydowych o takiej samej
sekwencji - sondy hybrydyzujgce (probe) np. oligonukleotyd DNA, ktdry jest starannie dobrany w
ten sposdb, aby hybrydyzowat wytgcznie z konkretng czasteczkg RNA.

Mikromacierze DNA ze wzgledu na metode poréwnywania préb biologicznych dzielimy na
dwukanatowe (dwukolorowe) i jednokanatowe (jednokolorowe). Ze wzgledu na niska
powtarzalno$¢ produkcji mikromacierzy (szczegdlnie mikromacierzy cDNA) nie jest mozliwe
porownywanie bezwzglednych wartosci zmierzonego natezenia fluorescencji. Dlatego
wprowadzono metode dwukolorowego znakowania fluorescencyjnego. Wowczas kazide pole
macierzy hybrydyzuje z dwoma prdébami: referencyjng oraz poréwnywang. Uzyskane dwie
wartosci natezenia pozwalajg wyznaczy¢ warto$¢ wzgledng poziomu ekspresji, jako iloraz
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natezenia fluorescencji. Wartos¢ ta nie powinna zaleze¢ od wielkosci pola mikromacierzy, czyli
liczby zwigzanych tam sond.

Przyktadowy schemat przeprowadzenia eksperymentu dwukanatowego przedstawiono na Rys.
2.6. Metoda dwukanatowa pozwala od razu na jednej mikromacierzy DNA uzyskaé wzgledne
wartosci ekspresji porownywanych préb. Wykorzystuje ona dwa rodzaje barwnikdéw: czerwony
Cyanina Cy3 lub jego odpowiednik Hy3 oraz zielony - Cyanina Cy5 lub Hy5 do znakowania
fluoroscencyjnego préb. Wyekstrahowane z obu préb RNA jest przetwarzane osobno po to, aby
wykorzysta¢ barwniki niezaleznie. Préba referencyjna jest znakowana podczas odwrotnej
transkrypcji przy pomocy Cy3, a druga - eksperymentalna Cy5. Po wymieszaniu oznakowanych
prob nastepuje ich hybrydyzacja do mikromacierzy. Po jej zakorczeniu mierzy sie poziom
fluorescencji po uprzednim naswietleniu (pobudzeniu) laserem. lloraz zmierzonych intensywnosci
promieniowania powinien byé niezalezny od ilosci sond mieszczacych sie na polu.

Komoérki Komérki normalne
eksperymentalne (referencyjne)

Izolacja RNA
RNA RNA Spike-in

znakowanie

Oznakowane RNA Oznakowane RNA
Hy3™ Hy5™
mieszanie
Hybrydyzacja do
mikromacierzy
LNA

Rys. 2.6. Uproszczona procedura eksperymentu z mikromacierza DNA oligonukleotydowg, dwukanatowg miRCURY
LNA™ microRNA Array (7th Gen)

Populacja czgsteczek miRNA pochodzacych z proby moze zostaé zaktdcona przez hybrydyzacje
miRNA z czasteczkami cDNA lub ni¢ sensowng powstatg podczas amplifikacji PCR
przeprowadzonej na miRNAs. Powodem jest enzymatyczna witasno$¢ odwrotne] transkrypcji lub
amplifikacji [28]. Liniowg zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji w funkcji koncentracji miRNA
obserwuje sie w przedziale dwdch rzedéw wielkosci ekspresji, co wystarcza do wyznaczania profili
ekspresji miRNA, natomiast nie jest wystarczajgca do poréwnywania poziomu ekspresji réznych
miRNA w obrebie jednej préby. Stuzy to wiec jedynie do porownywania ekspresji miedzy probami
w réznych warunkach fizjologicznych. Jest to spowodowane efektywnoscig wigzania sie miRNA z
jego sondami DNA [108].
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Trudnos¢ analizy miRNA na mikromacierzach zwigzana jest z niskg masg czgsteczkowg w
poréwnaniu do mRNA, ich matg dtugoscig i wysoka heterogenicznoscia - wysoka wariancja par GC.
Ta heterogenicznos¢ prowadzi do hybrydyzacji o réznym stopniu efektywnosci u réznych miRNA.
Stanowi to utrudnienie przy réwnoczesnym pomiarze stezenia catej populacji miRNAs na jednej
mikromacierzy.

Oligonukleotydowe mikromacierze wykorzystujg tez metody utatwiajgce normalizacje uzyskanych
wynikdw swojej analizy. Specjalna pula krétkich czgsteczek RNA o znanych sekwencjach oraz
znanej liczebnosci tzw. RNA spike-ins dodawana jest do wymieszanych préb. Zmierzony poziom
hybrydyzacji tych czgsteczek z polami kontrolnymi pozwala na ustalenie rzeczywistego poziomu
stezenia RNA w prdébach.

Metoda jednokanatowa wymaga osobnych mikromacierzy w celu wyznaczenia wzglednych
poziomow ekspresji. W tej technice wykorzystuje sie tylko jeden znacznik. Zalety jakie sie podaje
dla tej metody to: brak wptywu fizycznego i chemicznego na etapie hybrydyzacji miedzy
porownywanymi prébami, prostsze porownywanie wynikow z réznych eksperymentdw, dla duzej
liczby préb biologicznych — potrzeba mniejszej liczby mikromacierzy.

Podaje sie nastepujgce problemy techniczne stosowania mikromacierzy [52]: rdzny stopien
intensywnosci fluorescencji zalezny od uzytego barwnika w metodzie dwukanatowej, rézna
efektywnos$¢ oznaczania réznych miRNA zalezna od jego sekwencji, ograniczenie stosowania
mikromacierzy tylko do poréwnywania czesciowo rdznigcych sie prob ze wzgledu na utrudniong
procedure normalizacji, nukleotydy hybrydyzujacych czasteczki faczg sie takie w inne oprocz
Watsona-Cricka pary, duze odchylenie standardowe temperatury topnienia dwuniciowych DNA.

Podana problematyka oraz btedy techniczne powodujg, ze opracowanie danych
mikromacierzowych wymaga wykorzystania metod statystycznych przy normalizacji, korekcji tta,
itd., ale tez odpowiedniego podejscia eksperymentalnego: wielokrotne préby tej samego
materiatu biologicznego, czy takze stosowanie innych technik kontrolujgcych uzyskane wyniki.

2.6 Metody walidacji par miRNA/mRNA

Od czasu stwierdzenia zaledwie czesciowej komplementarnosci sekwencyjnej czasteczek dupleksu
miRNA i targetu, predykcja par miRNA/mRNA za pomocg narzedzi bioinformatycznych powinna
zostaé potwierdzona eksperymentalnie, aby unikngé fatszywie pozytywnych predykcji, ktore
wynikajg wtasnie z tego braku jednoznacznosci hybrydyzacji dwdch polinukleotyddéw.

Przed procedurg eksperymentalnej walidacji wykorzystuje sie szereg programow predykcji miejsc
wigzania w obrebie targetu — mRNA. Dopiero wdéwczas dupleksy miRNA/mRNA zostaja
potwierdzane eksperymentalnie [131][168]. Podstawowe stosowane metody to oznaczenie
kodowanych biatek metodami reporter assays [38] i western blot [78]. Metoda reporter assays
opiera sie na stwierdzeniu, ze miRNA wigzac sie do miejsca wigzania specyficznego mRNA
powoduje represje produkcji biatka reporterowego, ktérego poziom moze by¢ fatwo poréwnany z
probg kontrolng. W tej metodzie przygotowuje sie specjalny konstrukt przeznaczony do
wprowadzenia do komérki (transfekcji), jako fuzje regionu targetu lub tylko jego miejsca wigzania
z wektorem (reporter). Metoda pozwala na ocene iloSciowq targetu przez pomiar aktywnosci
reportera. Jako reportery najczesciej wybierane sg: lucyferaza, GFP [26], YFP, lacz/ B-
galactosidase.
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Podejscie umozliwiajagce analize funkcjonalng par miRNA/mRNA polega na wywotaniu
przejSciowej nadekspresji poprzez podstawienie "sobowtdra" (mimic) danego miRNA w komorce,
ktdra represjonuje produkt domniemanego targetu. Nastepnie zostaje to potwierdzone analizg
immunoblotu - western blot [22], w ktérej po rozdzieleniu w elektroforezie zelowej proteomu,
rozpoznanie biatka na membranie po jego przeniesieniu z zelu dokonuje sie przy uzyciu swoistego
przeciwciata.

Eksperymenty takie jak northern blot [169], quantitative real-time PCR (qRT-PCR) oszacowujg ilos¢
catkowitego RNA wyizolowanego z préby i weryfikujg koekspresje miRNA i mRNA. Eksperymenty
skanujgce caty transkryptom wykorzystujg takze mikromacierze DNA z nadeksperesjg lub
blokowaniem miRNA, znakowaniem izotopem aminokwaséw w hodowli (SILAC) lub Pulsed SILAC
(pSILAC) (stable-isotope labeling by amino acids in cultured cells) [72].

Metody eksperymentalne opierajg sie na analizie transkryptomu, analizie biochemicznej i analizie
proteomu. Jedno z kryterium wyboru odpowiedniej metody zwigzane jest ze spodziewang
liczebnoscig analizowanych targetéw. Dla ich duzej liczby wybiera sie metody transkryptomiczne
lub proteomiczne, ktdre rejestrujg stan komérkowy po neutralizacji konkretnego miRNA lub po
wywotaniu jego nadekspresji. Wadg takiego podejscia jest trudnos$é rozrdzinienia miedzy
bezposrednim lub posrednim wptywem danego miRNA na ekspresje danego targetu. Aby
zlikwidowaé¢ mozliwos¢ posredniego wptywu miRNA w metodzie rejestrowania targetéw stosuje
sie metode immunoprecipacji AGO lub RISC w potgczeniu z metodami mikromacierzowymi lub
deep sequence analysis catkowitego RNA wyizolowanego z immunoprecipacji w obecnosci i
podczas nieobecnosci danego miRNA.

Weryfikacja interakcji miRNA-target odbywa sie przez eksperymentalng manipulacje poziomem
miRNA czy to przez jego nadekspresje, brak ekspresji czy podeksprejsje w liniach komdérkowych
lub fragmentach tkanek. Tego typu materiat biologiczny juz na wstepie mozna przyjac, ze nie
podlega kontroli catosciowej fizjologicznej, sygnalizacyjnej miedzykomérkowej, wiec moze
wykazywac niefizjologiczng regulacje takze (albo przede wszystkim) na poziomie interferencji RNA
(zmieniony profil miRNA). Prawdopodobnie tez stgd bierze sie tatwos$¢ uzasadnienia w
metodologii biologicznej znaczenia aktywnosci niektédrych miRNA w rozwoju organizmu.

Metody eksperymentalne weryfikacji targetéw nie udzielajg bezposredniej odpowiedzi na
pytanie, ktére z posrdd potwierdzonych interakcji miRNA/mRNA wystepujg w endogennych,
fizjologicznych czy patologicznych warunkach catego organizmu. Podobnie jak w procesie regulacji
gendéw przez czynniki transkrypcyjne, endogenne miRNA mogg wymaga¢ odpowiednich
komérkowych czynnikéw do wigzania i regulacji swoich targetdw. Tymczasem te czynniki nie
muszg by¢ zapewnione w warunkach eksperymentalnych weryfikacji [138]. Majgc Swiadomos¢ tej
problematyki, ograniczonosci stosowanej metodologii autorzy jednej z baz [181] wprowadzili
kategorie rdzinicujgce eksperymenty wg rdoinych kryteriow. Dokonujgc metaanalizy publikacji
odnoszacych sie do eksperymentdw walidacyjnych rozrézniono tzw. endogenne oraz egzogenne
eksperymenty miRNA.

Wozrastajgca liczba badan eksperymentalnych dostarcza informacje o endogennych interakcjach
mMiRNA-mRNA [41][4]. Wykorzystujg one np. fuzje regionu 3'UTR domniemanego targetu z innym
genem, ktory pdiniej w obecnosci ekspresji endogennego miRNA zostaje poddany (lub nie)
represji.
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Egzogenne miRNA eksperymenty mogg by¢ ogdlnie podzielone na dwie kategorie opierajac sie na
metodach manipulacji poziomem miRNA: nadekspresja miRNA lub brak ekspresji, oraz
eksperymentéw podekspresji. Te pierwsze wykorzystujg transfekcje dojrzatym miRNA [87],
transfekcje prekursorem miRNA [61], posrednio indukowang nadekspresjag miRNA(uzywajac DNA
demethylating agent 5-Aza-Deoxycytidine) [116], lub inhibitor deacetylazy histonowej — kwas
fenylomastowy - phenylbutyrate (PBA) [145]. Techniki wywotujgce podekspresje miRNA obejmujg
zablokowanie miRNA (knock-down) przez siRNAs [128], zablokowanie miRNA przez antysensowny
modyfikowany oligonekleotyd [179], locked nucleic acids (LNAs) [47], lub 2’-O-Me oligonucleotides
[97] oraz blokowanie genu miRNA [171].

Wprowadzona kategoria eksperymentéw oznacza, ze kiedy element wykonawczy oddziatuje
bezposrednio i celowo na poziom ekspresji miRNA mamy eksperyment egzogenny. Endogenny -
gdy manipulujemy bezposrednio targetami.

Inna przedstawiana w literaturze klasyfikacja przydziela eksperyment do jednej z trzech grup:
poziom genowy (target gene level), poziom rejonowy (target region level)i poziom miejsca
wigzania (target site level). Kiedy eksperyment wykazuje, ze poziom petnej dtugosci produkt genu
(mRNA lub biatko) domniemanego targetu ulegt redukcji w nastepstwie nad lub braku ekspresiji
miRNA, lub gdy petnej dtugosci produkt genu akumulowat sie po podekspresji miRNA, wtedy
uznawany jest eksperyment poziomu genowego. Ta kategoria przede wszystkim obejmuje
eksperymenty egzogenne, poniewaz tam poszukujemy ujemnej korelacji pomiedzy poziomem
manipulowanego miRNA a petnej dtugosci produktami domniemanego targetu. Jest ona czesto
uwazana za posredni dowdd interakcji miRNA/mRNA, poniewaz poziom produktu genu moze
zmienia¢ sie z innych powoddéw np. zmian w ekspresji innych biatek, ktére sg rzeczywistymi
targetami danego miRNA.

Poziom regionu przypisujemy dla przypadkéw, kiedy region mRNA domniemanego targetu
(krétszy niz petnej dtugosci transkrypt) jest odpowiedzialny za interakcje miRNA-target. Wiekszos$¢
tego typu eksperymentéw jest przeprowadzanych z wykorzystaniem fuzji regionu 3'UTR
domniemanego targetu oraz odpowiedniego reportera, w nastepstwie czego obserwuje sie, ze
ekspresja reportera zmniejsza sie, lub zwieksza w odpowiedzi na nadekspresje miRNA,
podekspresje miRNA lub jej brak.

Kategoria target site level dotyczy bardzo krétkich fragmentéw mRNA (o poréownywalnej dtugosci
z miRNA). Eksperymenty reporter assays wykorzystujg fuzje konstruktéw zrobionych z bardzo
krétkich sekwencji miejsc wigzania oraz zmutowanych miejsc wigzania.

Kolejna kategoria rozréznia eksperymenty ze wzgledu na przedmiot pomiaréw poziomu ekspresji
domniemanych targetow: reporter assays, pomiar poziomu mMRNA (PT-PCR, Northern blot,
5'RACE, mikromacierze DNA, ribonuclease protection assay, Branched DNA probe assay [29]),
pomiar poziomu biatka (western blot, ELISA, immunocytochemia) i inne metody analizy ekspresji
targetow, np.: analiza fenotypowa, metoda TRAP[23] wykorzystujgca dominujgcg negatywna
mutacje podjednostki RISC, nastepnie wychwytywanie par miRNA/mRNA i ograniczenie dalszego
ich przetwarzania. Zapewnia ona, ze nawet mate poziomy par miRNA i targetow zostang
wytrgcone podczas immunoprecypacji RISC. Nastepnie zastosowanie metody NGS pozwala
zidentyfikowac nieznane targety, a metody qRT-PCR — potwierdzi¢ te znane.

Metoda 3'LIFE (Luminescence-based Identification of Functional Elements in 3'UTRs) [178] metoda
wysokoprzepustowa mapowania elementu regulatorowego w 3'UTR. Wykorzystuje lucirerase
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reporter assays "przeskalowany" na metode wielkoprzepustows. Jest ona rodzajem funkcjonalnej
analizy, poniewaz detekcja i walidacja elementéw zachodzi w tym samym czasie.

W obrebie miejsc wigzania wprowadza sie takze mutacje punktowe. Jesli efektem tych mutacji
jest zniesienie regulacji miRNA, miejsce wigzania jest potwierdzeniem weryfikacji targetu. Ta sama
metoda znajduje zastosowanie w badaniu znaczenia generalnych cech wptywajacych na interakcje
miRNA/target. Na przyktad analizy znaczenia regionu 5' seed dla rozpoznawania targetu [43], czy
jego dostepnosci [88].
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3 Modele w analizie interakcji miRNA/mRNA

3.1 Wprowadzenie

Mechanizm regulacji gendw w procesie RNAi przedstawiony w rozdziale "Biologiczne podstawy
regulacji gendw" jest analizowany i modelowany technikami eksperymentalnymi oraz metodami
bioinformatycznymi. Proces regulacji gendéw charakteryzujgcy sie niskg specyficznoscia
(swoistoscig) w rozpoznawaniu regulowanych transkryptéw staje sie inspiracjg w modelowaniu
procesu RNAi u zwierzat. Podstawowe dwie grupy istniejgcych rozwigzan bioinformatycznych
dotyczg metod rozpoznawania gendw miRNAs na sekwencjach chromosomowych oraz metod
identyfikacji par interakcji miRNA/mRNA. Rozpoznanie gendw miRNAs, ich kontekst i potozenie w
stosunku do gendéw kodujacych oraz wzajemne ich potozenia pozwala przewidywac ich aktywnos¢
i interakcje zachodzgce miedzy genami. Metody rozpoznawani genéw miRNAs opierajg sie na
badaniu homologii lub stosowaniu metod nauczania maszynowego. Metody homologiczne
(wysoki stopienn podobienstwa sekwencji miRNA z sekwencjg zlokalizowang w genomie)
wykorzystujg istniejgcy zbiér miRNAs odpowiedni dla danego organizmu. Nie pozwalajg one
jednak identyfikowa¢ gendw niepoznanych jeszcze miRNAs. Takze wtedy, kiedy chcemy
wykorzystaé¢ zbior miRNAs pokrewnego gatunku biologicznego, co jest spowodowane szybkg
ewolucjg miRNAs [54], metody te okazujg sie nieprzydatne. Metoda nauczania maszynowego
wykorzystuje przyktadowe znane geny, ktére pochodzg z genomu badanego organizmu. Na ich
podstawie przeprowadza sie predykcje struktury Il rzedowej, ktéra jest podstawowym kryterium
poprawnego przetworzenia genu miRNA na funkcyjne miRNA [11].

Funkcjonalnos¢ miRNA zalezy od precyzyjnie rozpoznanych targetéw. Narzedzia in computo
stuzagce do rozpoznania targetéw opierajg sie na komplementarnosci, filogenetycznej
konserwatywnosci zaréwno miRNA jak i mRNA, oszacowaniu energii swobodnej dupleksu
miRNA/mRNA oraz ocenie dostepnosci regionu transkryptu. Stosunkowo niedawno powstaty
narzedzia integrujgce takze ekspresje mRNA i miRNA w celu charakterystyki funkcyjnej in situ
interferencji RNA [79][114].

Hybrydyzacja krétkiego 7-8 nukleotydowego fragmentu czasteczki miRNA (seed) z targetem
najczesciej zachodzi w rejonie 3'UTR. Ta krétka komplementarnosci stanowi znaczacg trudnosé
prawidtowego rozpoznania targetu. Poniewaz specyficznos¢ 7-8nt jest bardzo niska, mozna
powiedzie¢, ze prawie kazda para miRNA/mRNA przy zatozeniu takiej komplementarnosci moze
interferowac. W obrebie seed stwierdzono i potem uwzgledniono w predykcjach takze pewne
odstepstwa od petnej komplementarnosci. Tzw. gapy w tym rejonie $wiadczg o konformacyjnym
dopasowaniu, a nie tylko "sekwencyjnym" powstajacego dupleksu.

Ten problem niejednoznacznosci w okresleniu par miRNA/mRNA moze $wiadczy¢é o ztozonosci
mechanizmu kryjgcego sie pod hastem "interferencji RNA", poniewaz przypuszcza¢ tu mozna
wystepowanie innych czynnikéw regulacyjnych, ktére in situ dokonujg ostatecznej decyzji o
hybrydyzacji i degradacji transkryptu. Moze to byé mechanizm kontroli jakosci transkryptow, na
co wskazuje ewolucyjne pochodzenie tego mechanizmu. Nieokreslono$¢ tego mechanizmu
sugeruje ostrozne wnioskowanie z przeprowadzanych eksperymentéw weryfikujgcych
wytypowane targety, ktére w swojej istocie dotyczg badania komoérkowych mechanizméw
regulacyjnych w stanie patologii indukowanej czy sztucznej. Nalezy przypuszczac, ze obecne bazy
informacji potwierdzonych eksperymentalnie interferujgcych ze sobg miRNA i mRNA dotyczg
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samoregulacji bedgcej reakcjg na skrajne, patologiczne zaktdcenia funkcjonowania komarki, a nie
wnoszg wiedzy o homeostatycznej kontroli rozwoju komorki w jednym z wielu mechanizmoéw
regulacji, jakim podlega produkcja biatek.

Zrdznicowanie sekwencyjne czgsteczek miRNAs pokrywa catg przestrzen mozliwych kombinacji
sekwencyjnych. Dobér przez komodrke odpowiednich, aktywnych w danym momencie
endogennych miRNA w cytoplazmie uwzglednia kontrole catego transkryptomu, pozostawiajgc w
dziataniu tylko te transkrypty, ktére nie wykazujg ani zbyt matej ani zbyt duzej komplementarnosci
sekwencji par miRNA/mRNA. W takiej sytuacji wprowadzenie w eksperymentalnych technikach
egzogennego MiRNA do cytoplazmy stanowi zaburzenie catego misternego schematu interakcji
wzajemnej puli miRNAs.

Trudnosci we wnioskowaniu rzeczywistych interakcji miRNA z mRNA znalazty przynajmniej
czesciowe rozwigzanie poprzez wyodrebnienie skorelowanych "sygnatéw". Rozpoznano i
scharakteryzowano szereg dodatkowych czynnikdéw, ktérych uwzglednienie poprawia jakosé
predykcji interakcji, przynajmniej tych eksperymentalnie przeanalizowanych (patrz rozdziat 2.4).

Uwzglednienie przedstawionych czynnikow we wnioskowaniu na temat interakcji miRNA/mRNA
oraz zaproponowana przez autora tej pracy integracja informacji o ekspresji czasteczek miRNA z
pozostatymi parametrami moze byc¢ istotnym elementem poprawy identyfikacji targetow,
szczegblnie przy ograniczonej ilosci przeprowadzanych préb w ramach eksperymentéw
mikromacierzowych. Znaczenie integracji informacji powinno by¢ odpowiednim kierunkiem
rozwoju poznawania rzeczywistosci w celu uzyskania obiektywnej informacji na temat
mechanizmdw interferencji miRNA.

3.2 Dane i zasoby informacji

Modele i metody analizy interakcji miRNA/mRNA wykorzystujg rézne dane wejSciowe dla
przeprowadzenia predykcji. Stosowane sg techniki wysokoprzepustowe: iloSciowa reakcja
tancuchowa polimerazy DNA (gRT-PCR) [27], technologia mikromacierzowa (DNA microarrays)
[111], réwnolegte sekwencjonowanie DNA (NGS) [127], oraz technike RNA-seq. Ta ostatnia
technika wykorzystujagc NGS pozwala na wyznaczenie transkryptomu oraz jego sekwencje w
wybranym momencie zycia komorki [125] dostarczajgc informacji o ekspresji transkryptéw.

Informacje o znanych i scharakteryzowanych miRNAs: struktura czgsteczki, prekursory, ich geny,
rodziny — pogrupowaniach wg rdéznych kluczy, przechowujg réinego rodzaju bazy danych:
miRBase, TargetScan, microRNA. Standardy odnosnie ustalania struktury nukleotydéw zajmuje sie
International Structural Genomics Organization [81][167], jednak informacje z eksperymentéw
dotyczacych badania struktury miRNAs sg w matym stopniu rozwiniete [96]. Znajomos¢ struktury
niekodujgcych RNA jest istotna dla zrozumienia podstawowych mechanizméw regulacji
potranskrypcyjnej w sytuacji niskiej komplementarnosci dupleksu miRNA/mRNA. Przyktadowe
bazy struktur RNA to: Nucleic acid database [14], RNA base-pair structure [182], NCBI structure
[174], SCOR database [90], RNA strand [1].

Informacje o transkryptach (analizowanych pdzniej, jako docelowych targetow miRNAs) mozna
uzyska¢ z NCBI. Wykorzystany w tej pracy zbidr transkryptéow pochodzi z Reference Sequence
(RefSeq) (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/refseq/H sapiens/mRNA Prot/). Stanowi on zbiér petnych,
sformatowanych, nieredundantnych sekwencji naturalnie wystepujgcych czasteczek transkryptéw

[136]. Wykorzystywany czesto, jako zbidr referencyjny. Powstat on z sekwencji zgromadzonych w
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ramach International Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC). Informacje zawarte w
rekordzie kazdego transkryptu dotyczg sekwencji w tym takze réznych wariantéw, adnotacji, a
takze fizycznej lokalizacji genomowej. Zasdb zawiera ortologi, paralogi i alternatywne haplotypy
(dla niektdrych organizmoéw) a takze transkrypty z alternatywnych splicingdw kodujgcych te same
biatka lub jego odmienne formy izomeryczne. Sg to: mRNA, mRNA hipotetycznych biatek,
niekodujace RNA, pseudogeny, miscRNA (mate RNA o réznorodnej funkcji), small nucleolar RNA,
miRNA. Zbiér RefSeq dostepny jest w formacie FASTA lub petne rekordy w formacie GenBank.

3.2.1 Baza miRBase

MicroRNAs registry [68] wprowadza nomenklature (nazewnictwo) miRNAs. Baza pozwala uzyskac
prekursorowe i dojrzate miRNAs. Jest podstawowg, specjalistyczng baza rejestrujacg informacje o
czgsteczkach miRNAs. Zawiera sekwencje miRNAs wystepujgcg u réznych gatunkéw, w
konkretnych tkankach lub liniach komérkowych. Oprdcz sekwencji miRNA dostepne sg sekwencje
prekursoréw miRNA (pre-miRNA). Baza podaje tez "stopnien zaufania" danej czasteczki, ktory
potwierdza realnos$¢ jej wystepowania. "Stopien zaufania" (confindence) oparty jest na krotnosci
odczytywania danego nukleotydu na danej pozycji podczas sekwencjonowania (deep sequencing).

Baza podaje tez informacje o pochodzeniu danej czgsteczki: introniczne lub/i egzoniczne miRNA.
Mozliwo$¢ wyszukiwania miRNAs wg rodzin. Nazwa, identyfikator miRNA koduje informacje o
rodzinie — rodzina tutaj zdefiniowana oznacza zbiér czasteczek o podobnej sekwencji, ale zaséb
nie podaje precyzyjnej definicji. Rodziny oznaczane sg poprzez wspdlny cyfrowy prefiks np.: ggo-
mir34c, hme-mir-34-1, hsa-mir-34a. Natomiast pojecie klastra odnosi sie do genomowe;j
lokalizacji. Geny miRNA pochodzgce z tej samej lokalizacji na chromosomie najprawdopodobniej
ulegajg rownoczesnej transkrypcji i przynalezg do tego samego klastru (Rys. 3.1). Pierwotne
transkrypty tzw. policistronowe, czyli obejmujace kilka gendéw, z reguty sg dtugie na dziesigtki
tysiecy nukleotyddw (u ssakéw) [8].

30



Stem-loop sequence hsa-mir-34b
Accession QilseerE

Symbol Wieles)i e
BTy el Homo sapiens mik-34b stem-loop

(e R E Y MIFFOO00039; mir-34

This text iz a summary paragraph taken from the Wikipedia entey entitled mir-34 rickoRM8 precursor Farnily, miREaze an

The mir-34 microRMA precursor family are non-coding RMNA molecules that, in mammals, ¢
Wi sl computationally and later verified experimentally. The precursor miRNA stem-loop is proce
e gl 2 5 arm of the hairpin. The matre miR-34a is a part of the p53 tumor suppressor netn
SOMe Cancers,

Show Wikipedia entry [l View @ Wikipedia @ Edit Wikipedia entry

oo —-gua uca g - g
S' gugou  guun gUCcaguy  uuag ugauugua cu U
IEErr 1l [EEETL L I Y =
3' cacgy caaa cogucac aauc acuaacau gg oo
aa acua cuc - u u

Stem-loop

Get sequence

2024 reads, 792 reads per milion, 41 experiments

Deep g
GUGCUCHOUUGUAGCAGLUGUCAUUAGCUGAULGURCUGUG GUGGUUACARUCACUNACUC CACUGCCAC ARnnCRnGGORG
Confidenc Annotation confidence: high
LSRRl Focoback : Do you believe this mikMA is real? Yeg (+H) | Mo (-0 | Leave comment |

Rys. 3.1. Fragment wyniku wyszukiwania prekursora  hsa-mir-34b  (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=MI10000742). Pokazana jest rodzina do ktérej nalezy gen, predykcja struktury drugorzedowej
oraz ocena wiarygodnosci czasteczki (deep sequencing)

3.2.2 Interpretacja wynikéw mikromacierzy ekspresji miRNA

Uzyskane surowe dane z mikromacierzy dotyczg intensywnosci fluorescencji, ktére ze wzgledu na
ograniczenia techniczne metody muszg zostaé odpowiednio przetworzone w ramach tzw. analizy
niskiego poziomu [65]. Obejmuje ona korekcje tta, logarytmizacje ilorazu intensywnosci
zmierzonych pozioméw fluorescencji i normalizacje. Analiza wysokiego poziomu obejmuje
wyznaczenie gendw o istotnej ekspresji rédznicowej przy pomocy np. testu t, modelu regresji,
modelu mieszanego, empirycznej metody Bayesa albo SAM.

Btedy zawarte w danych surowych wynikajg z procedury przygotowania proby mRNA, procesu
amplifikacji materiatu préby. Intensywnos¢ fluorescencji zalezna jest takze od stopnia hybrydyzacji
dupleksédw. Omoéwimy teraz kolejne kroki wykonywane w ramach analizy niskiego poziomu.

Korekcja tta — pierwszy krok w przetwarzaniu danych surowych, dzieki ktéremu mozna
porownywac dane z réznych mikromacierzy. Ten etap koryguje iloraz intensywnosci i chroni go
przed niedoszacowaniem. Najprostsza metoda korekcji polega na odjeciu wartosci lokalnego tta
(Srednia lub mediana) otaczajgcego pole od sygnatu samego pola. Konsekwencjg tej procedury
jest redukcja wysokich wartosci na mniejsze. Negatywnym aspektem jest uzyskanie w wyniku tej
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korekcji dla pewnych pdl wartosci ujemnych (gdy wartos¢ oryginalna jest mniejsza od wartosci
$redniej lub mediany), a wiec takich, ktére dalej nie mogg zosta¢ przetwarzane. Dlatego
wprowadza sie szereg innych metod wyznaczajgcych lokalne tto w celu obejscia powyziszego
problemu. Wéwczas wartos¢ odejmowana pochodzi z matematycznych modeli, nieliniowych
filtréw, jak rowniez metod wyznaczania intensywnosci sygnatu, ktdére nie wykorzystuja
odejmowania, aby uzyskac¢ korekcje tta (Kooperberg [91], Edwards [46], Normexp [142], VSN).

Metoda Kooperberga oparta jest na bayesowskim modelu wykorzystujgcym splot rozktadéw
normalnych do korekcji sygnatem tta kazdego pola. Wartosci sredniej i odchylania standartowego
wyznaczane sg dla 3-4 sgsiednich pdél wchodzacych w sktad kanatu. Aby uzyskaé wartosé
oczekiwang rzeczywistego sygnatu kazdego pola wyliczana jest catka numeryczna. Metoda
Edwards'a z kolei ustala prdg i stosuje interpolacje funkcjag monotoniczng. Odejmowanie tta jest
przeprowadzane tylko dla sygnatéw pochodzacych z pdl, gdzie réznica miedzy sygnatem i ttem
przekracza wartos¢ progowa. Dla pozostatych sygnatdw zostaje wykorzystana funkcja
interpolujgca. Normexp opiera sie na algorytmie RMA [82]. Model ten zaktada, ze sygnat tta
podlega rozktadowi normalnemu, podczas gdy sygnat préby rozktadowi wykfadniczemu. W
odrdznieniu od RMA, algorytm Normexp dokonuje separacji pdl i uzywa funkcji wiarygodnosci.

Transformacja logarytmiczna — poziom ekspresji przedstawiany jest jako iloraz intensywnosci

fluorescencji dwdch znacznikéw obliczana dla kazdego pola. Wieksze poziomy ekspresji uzyskuja

wartosci od 1 do nieskoiczonosci, mniejsze miedzy 0 a 1. W celu zbalansowania tej rdznicy

wprowadza sie przeksztatcenie logarytmiczne. Zastosowanie logarytmu o podstawie 2 powoduje,

ze dwukrotny przyrost poziomu ekspresji odpowiada poziomowi ekspresji Ejope; = 1, a dwukrotny

spadek - Ej.,e; = —1. Gtéwna zaleta tej transformacji jest uzyskanie poréwnywalnych pozioméw

ekspresji. Wartos¢ E.,.; Wyznaczana jest ze wzoru:
Rrg — Ryg (3-1)

Elever = logs Cro— Gy
gdzie:
Ejope1— poziom ekspresji genu;

Rig, Rpg, Grg, Gpg - intensywnos¢ promieniowania czerwonego i zielonego tta (background) i
sygnatu (foreground).

Normalizacja — jest procedurg obliczeniowg korygujaca btedy spowodowane réznymi
parametrami barwnikow zastsowanych w tym samym eksperymencie, réznym stopniem
efektywnosci znakowania, hybrydyzacji i skanowania, ktére wystepujg podczas eksperymentu
mikromacierzowego. Celem normalizacji jest uzyskanie danych poréwnywalnych z wynikami z
innych mikromacierzy w taki sposdb, aby jednoczesnie nie utraci¢ istotnych wartosci
biologicznych. Proces obejmuje normalizacje sygnatu intensywnosci ze wszystkich pol wzgledem
wspdlnego czynnika. Czynnik ten moze opiera¢ sie na statystycznych parametrach takich jak
intensywnos¢ wszystkich sygnatow lub sredni sygnat catego zbioru (globalna normalizacja) lub na
kontroli sygnatu tak zwanych housekeeping genes, dla ktérych przyjmuje sie statg wartosé¢ miedzy
réznymi probami (wewnetrzna normalizacja), lub dodatkowo — na kontroli sygnatu z sond spike-in
(normalizacja zewnetrzna).

Chociaz metody normalizacji zostaty opracowane dla mikromacierzy z duzg liczbg pdl i opierajg sie
na podstawach statystycznych, ich zastosowanie dla mikromacierzy miRNA powinno zostaé
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zweryfikowane. Jest to spowodowane relatywnie matg liczbg pdl na ptytce mikromacierzy miRNA
oraz faktem, ze inaczej niz dla ekspresji mRNA, poziom miRNAs moze zmienia¢ sie znaczgco
pomiedzy probami. Dodatkowo na razie nie stwierdzono w puli miRNAs odpowiednikéw
housekeeping genes.

Dlatego uwage przywigzuje sie tutaj do metody spike-ins, czyli sztucznych RNA, dodanych do
proby przed jej znakowaniem. Sygnat ze znakowanych spike-in jest uzyskiwany po ich hybrydyzacji
do odpowiednich pdl obecnych na macierzy. Dopiero detekcja prawidtowych sygnatéw
pochodzacych z tych pdl umozliwia wykorzystanie ich do normalizacji.

Normalizacja, ktéra umozliwia poréwnywanie danych z réznych mikromacierzy stosowana jest po
to, aby zlikwidowa¢ réznice techniczne, rdéznice znakowania, hybrydyzacji i skanowania.
Przeprowadza sie jg na podstawie parametréw, ktére przyjmuje sie, jako state i niezalezne od
macierzy. W metodach normalizacji wiekszos¢ intensywnosci sygnatu pozostaje nieruszona, wiec
statystyka ma na celu oddzielenie istotnego sygnatu od wiekszosci niezmienionego sygnatu. To
podejscie nie zdaje egzaminu, kiedy rdinice miedzy préobami sg duze i ilo$¢ niezmienionego
sygnatu do normalizacji jest zredukowana. Uwaza sie, ze je$li w eksperymentach na
transkryptomach jest to rzadkie zjawisko, to jednak czeste dla macierzy analizujgcych miRNAs.

Przyktadowe metody normalizacji:

1. Skalowanie [113] — przeprowadzane na liniowej skali, przed logarytmowaniem,
koryguje intensywnosci sygnatu na podstawie wartosci Sredniej lub mediany. Uzyskany
faktor dla kazdej macierzy jest uzywany wielokrotnie na kazdym polu macierzy.
Poniewaz macierze miRNA majg matg gestos¢, skalowanie moze nie by¢ wiasciwg
metoda.

2. Metoda kwantylowa [18] — opiera sie na zatozeniu, ze dwa zbiory z dwéch préb
powigzanych ze sobg danych powinny uformowacd liniowg (diagonalng) zaleznosc,
kiedy dane zostang ustawione przeciwko sobie. Powoduje ona réwny rozkfad
intensywnosci.

3. Locally Weighted Scatterplot Smoothing (Lowess) [12] — lokalna regresja do
wygtadzenia wykresu: ilorazu M/A (log ratio/log mean) w funkcji linearnego rozktadu.
Zaktada sie, ze wiekszo$¢ sygnatow miedzy prébami sie nie zmieniam Metoda forsuje
rowng Srednig. Pozwala na korekcje systematycznego odchylenia na wykresie MA,
korygujac MA do Inie proste;j.

4. Variance stabilization and normalization (VSN) [80] — taczy korekcje tta, addytywng i
muliplikatywng korekcje. Stabilizacja wariancji jest uzywana, aby zredukowac zaleznos¢
wariancji i intensywnosci sygnatu.

Analiza rdéznicowej ekspresji wchodzi w skfad analizy wysokiego poziomu. Jednym z
podstawowych zadan analizy statystycznej danych mikromacierzowych jest wytypowanie gendw
charakteryzujacych sie istotnie réznigca sie ekspresja, jako konsekwencje poréwnywania ekspresji
w réznych grupach pacjentéw, tkanek, komérkach czy rdinych biologicznych warunkach.
Wykrycie gendw o rdznicowe] ekspresji pomaga w zrozumieniu funkcji gendw, mechanizmach
regulacji i procesow komoérkowych. Analiza ta poprzedza wieloczynnikowe analizy klasteryzacji,
klasyfikacji czy analize wzbogacania gendw (gene set enrichment). Dane mikromacierzowe sg
wartosciami ciggtymi, ktére przed analizg rédznicowg musi poprzedzi¢ wstepna analiza. Uzyskane
wartosci istotnosci sg korygowane procedurami jednoczesnego testowania wielu hipotez.
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Metody parametryczne stosowane w wykrywaniu réznicowej ekspresji genow:

1. Analiza stopnia zmiany (fold change) — polega na wyliczenie parametru FC (fold change)
Wg. WZoru:

X; (3-2)
FC; = log, )?l

L
=log,%; — log,¥y;

gdzie: X;,y; wartosci $rednie poziomu ekspresji i — tego genu odpowiednio w grupie
kontrolnej i badanej. Wyznaczenie tych wartosci dla wszystkich genéw pozwala na
ustalenie wartosci progowej rozdzielajgcej geny o niezmienionej i zmienionej ekspresji.

2. Test t — najczesciej stosowany do wyznaczenia gendéw o réznicowej ekspresji. Definiujemy
statystyke dla dwdch préb:

X — i (3-3)

gdzie: s; - btad standardowy i-tego genu. Po wyznaczeniu statystyki t wartos¢ p zostaje
obliczona na podstawie rozktadu t. Dla przyjetej wartosci progowej — alfa (np. a=0,05)
mozna dokonaé wydzielenie gendw o istotnie zmienionej ekspresji.

3. Significance Analysis of Microarrays (SAM). Metoda ta zostata wprowadzona w celu
poprawy oszacowania btedu wariancji w przypadku matej ilosci powtdrzonych préb
danego eksperymentu. W tej metodzie zmodyfikowano test t poprzez dodanie statej matej
wartosci w mianowniku statystyki. Dzieki tej modyfikacji geny z matg krotnoscig zmian
ekspresji nie zostang zaszeregowane do tych o zmiennej ekspresji.

Ay @4)

Yosets
Oprdcz niewatpliwych korzysci zastosowania metody SAM (np. najlepiej radzi sobie z
wytypowaniem najmniejszej liczby gendw o rdznicowej ekspresji) nalezy pamieta¢, ze
wprowadza ona pewne zatozenia dotyczace rozktadu wartosci mierzonych, ktére s3
trudne do weryfikacji szczegélnie w przypadku dysponowania niewieloma macierzami
(prébami). SAM zaktada symetryczny rozktad btedéw przypadkowych wspdlny dla
wszystkich gendw. Konsekwentnie wariancja dla matej ilosci prob moze by¢ zaszumiona,
geny statystycznie istotne, charakteryzujgce sie matg zmiang poziomu ekspresji moga nie
by¢ istotnie biologicznie, itd.

4. Test Cyber-t. Modyfikacja testu t, ktéra uwzglednia globalng usredniong wariancje.

Limma — kolejna modyfikacja testu t podobna do SAM, ale wykorzystujaca podejscie
Bayesa do wyznaczenia testu t. Kazda wariancja genu jest obliczana, jako $rednia wazona
wariancji dla konkretnego genu i globalnej wariancji [155].

Niezaleznie od rachunkowej analizy przeprowadza sie takize graficzng prezentacje ekspresji
gendw. Do oceny rdéznicy ekspresji gendw na podstawie sygnatu fluoroscencyjnego zielonego i
czerwonego tworzy sie wykres MA [16], jako logarytm ilorazu promieniowania czerwonego i
zielonego (M) w funkcji $redniej geometrycznej (A).
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R (3-5)
M = log,()
A =log,VRG

Wykres MA pozwala takze na ocene bteddow statych i systematycznych.

Zmiennos¢ ekspresji miedzy testowym i referencyjnym zbiorem transkryptéw ocenia sie na
podstawie tzw. wykresu wulkanicznego (volcano plot). Wykres zestawia istotno$¢ zmiennosci
ekspresji dla kazdego genu (p-value) w funkcji krotnosci zmian poziomu ekspres;ji (log2(change
fold)). Przyktadowy wykres wulkaniczny przedstawiono na Rys. 3.2 [173]. Na wykresie
wprowadzono linie pomocnicze: wszystkie punkty (geny) powyzej czerwonej linii poziomej
posiadajg wartosci istotnosci mniejsze od 0,05, punkty na lewo i na prawo od odpowiednich
niebieskiej lewej i prawej linii pionowej charakteryzuje wieksza niz dwukrotna zmiana poziomu

ekspres;ji.
TEST T - wykres wulkaniczny
=} o Q
=
@
o]

-log10(p-value)
0.4
|

0.0

log2(change fold)

Rys. 3.2. Wykres typu wulkanicznego: NHDF PK15 (porcine endogenous retroviruses) poréownane z NHDF (human
dermal fibroblasts)

Gtéwnym problemem analizy profilu miRNA jest to, ze ekspresja genu moze podlegaé czynnikom
zaktdcajgcym wyniktym z przestrzennej niejednorodnosci lub nasycenia sygnatu [39]. Czynniki te
majg wplyw na caty badany profil w eksperymencie. Prowadzi to do sytuacji, kiedy uzyskuje sie
nadmiarowg liczbe gendéw klasyfikowanych jako o réznicowej ekspresji. Sg to wyniki fatszywie
dodatnie. Stosuje sie woéwczas nastepujgce rozwigzania [135]:
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1. Standaryzowany test t.
2. Test statistitics null distribution.
3. Metode bootstrapu.

3.2.3 Baza - TargetScan punktacja kontekstowa i konserwatywnos¢

Zasob TargetScan udostepnia dane dotyczace efektywnosci represji transkryptow CS (Context
Score) oraz konserwatywnosci targetu Pcr (Probability of Conserved Targeting). W niniejszej pracy
wykorzystano  zbiory  znajdujgce sie pod adresem  http://www.targetscan.org/cgi-

bin/targetscan/data_download.cgi?db=vert 61. Zbiory te w formacie tekstowym CSV (Comma-

Separated Values) zawierajg tabelaryczne dane i pozwalajg uzyska¢ wartosci CS i Pqr dla
konkretnego genu, transkryptu i miRNA. Zawartos¢ zbiordw jest nastepujgca (Tabela 3):

Tabela 3. Wybrane zasoby bazy TargetScan

"miR_Family_Info.txt" zawiera sekwencje miRNA i przynalezng
rodzine(miR_family, seed_m8, species_ID,
miRBase_ID, mature_sequence, family_Conservation,
miRBase_Accession);

"Conserved_Site_Context_Scores.txt" wartosci CS oraz powigzane parametry (gene_ID,

"Nonconserved_Site_Context_Scores_Human.txt" | gene_Symbol, transcript_ID, gene_Tax_ID, miRNA,
site_Type, uTR_start, uTR_end, prime3_pairing,
local_AU, position, tA, sPS, context_score,
context_score_percentile)

"Summary_Counts.txt" podsumowanie dla kazdej pary gen/rodzina miRNA
(transcript_ID, gene_Symbol, miRNA_family,
species_ID, total_num_conserved_sites,
number_of_conserved_8mer_sites,
number_of_conserved_7mer_m8_sites,
number_of_conserved_7mer_1a_sites,
total_num_nonconserved_sites,
number_of_nonconserved_8mer_sites,
number_of_nonconserved_7mer_m8_sites,
number_of_nonconserved_7mer_1a_sites,
representative_miRNA, total_context_score,
aggregate_PCT)

Zasob TargetScan wprowadza wtfasne pojecia seed oraz rodzin miRNAs, ktére wigzg sie
bezposrednio z pierwszymi 7 nukleotydami od strony 5':

o '"seed" - fragment sekwencji miRNA zawierajacy od 2-7 nukleotydu od strony 5';
e "seed+m8" — seed z kolejnym (6smym) nukleotydem.

Rodzina czasteczek miRNAs- definiowana jest, jako podzbiér miRNAs posiadajgcych taki sam
region "seed+8m".

Warto$¢ CS powstata, jako integracja wiedzy kontekstowej, czyli specyficznosci charakterystyki
sekwencji targetu powyzej i ponizej regionu wigzania targetu. Stanowi ona sume szesciu punktacji
(Tabela 4):
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Tabela 4. Parametry punktacji kontekstu sekwencji transkryptow. Rodzaje miejsc wigzania uszeregowane wg ich
efektywnosci
parametr opis wersja

1 rodzaj site 7mer-1a (1), 7mer-m8(2), 8mer (3), 6mer (4) f::: §

2 3'pairing contribution wartos¢ oceniajgca stopien komplementarnosci pary r'_>r<>" §
miRNA/target w regionie poza seed. o b

3 local AU contribution wartos¢ odpowiadajaca koncentracji adenin i uracyli § §
powyzej i ponizej przewidywanego miejsca wigzania. r,f, I

4 position contribution odlegtos¢ miejsca wigzania od najblizszego korica UTR § §
targetu. =

5 TA (TargetSite
AbundanceContribution)

wartos¢ odpowiadajgca liczebnosci miejsc wigzania dla
catej rodziny miRNA w obrebie wydzielonych regiondéw
3'UTR transkryptow.

6 SPS (Seed-Pairing Stability
Contribution)

warto$¢ oceniajgca stabilno$é dupleksu miRNA/target jako
funkcji koncentracji par A-U w regionie seed.

Wprowadzone przez TargetScan rodzaje miejsc wigzania, ktére wptywajg na stabilnos¢ dupleksu

(Rys. 3.3.):

e "7mer-1a" -site ktére wigze sie z dojrzatym miRNA

wystepujacych po adyninie.

e "7mer-m8" - site ktory wigze sie z dojrzatym miRNA na jego pozycjach (5') 2-8.
e "8mer" - site ktéory wigze sie z dojrzatym miRNA

wystepujacych po adyninie.

e "6mer" - site ktéry wigze sie z dojrzatym miRNA na jego pozycjach (5') 2-7.

.............

Seed
match

—

6mer site

na jego pozycjach (5') 2-7

na jego pozycjach (5') 2-8,

Offset 6mer site

e

vesessssnasnsassss NNNNNNN...

...NNNNNNA.. ... Poly(A)

....Poly(A)
veeeeeaea.. NNNNNNNA..... Poly(A)

S

7mer-A1 site
7mer-ma38 site

8mer site

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN - 5"miRNA

e

Seed

Rys. 3.3. Kanoniczne rodzaje miejsc wigzania.

Wprowadzonym rodzajom miejsc wigzania przypisuje sie wartosci konserwatywnosci, ktéra
zalezna jest od dtugosci gatezi drzewa filogenetycznego. Dla kazdego rodzaju miejsca wigzania
wprowadza sie rézne progi konserwatywnosci:

e 8mer>=0.8,
e 7mer-m8>=1.3,
e 7mer-1A>=1.6,
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e 6mer - brak konserwatywnosci.

Dla gendéw z wielokrotnymi miejscami wigzania dla jednej rodziny miRNA, catkowita wartos$¢ CS
jest wartoscig wyznaczong dla "najlepszego” miRNA w rodzinie (tzw. reprezentatywny miRNA).

Wartos¢ Pcr  (probability of preferentially conserved targeting) jest wynikiem analizy
komparatywnej ortologicznych genéw (lub mRNA). Termin ortologiczne geny oznacza rodzine
zduplikowanych gendéw, ktére pojawity sie u réznych gatunkéw w wyniku specjacji, czyli
rozdzielenia sie gatunkéw. Jesli spokrewnione geny wystepujg w obrebie tego samego organizmu
woéwczas nazywamy je paralogami. Stwierdzenie ortologicznosci gendéw albo ich fragmentéw
obywa sie na podstawie oszacowania podobienstw gendw u rdinych obecnie 2zyjacych
organizméw "pouktadanych" na drzewie filogenetycznym. Odnalezione wspdlne, podobne
sekwencje w réznych genomach poddaje sie badaniu konserwatywnosci. Konserwatywnos¢ jest
miarg nie tylko podobienstwa lub identycznosci (homologii) sekwencji nukleotydowych
wystepujacych u rdéznych gatunkéw (ortologiczne sekwencje), ale przede wszystkim miarg
zachowania ich funkcyjnosci w ewolucji. Szczegdlnie widoczne to doprecyzowanie jest w
przypadku badania konserwatywnosci krétkich sekwencji, ktdrych konserwatywnos¢ — rozumiana,
jako homologicznosé¢ sekwencji, moze by¢ przypadkowa a nie wynikiem doboru naturalnego.
Homologiczno$¢ dtugich sekwencji u rdéznych gatunkéw oznacza ich konserwatywnos¢ z racji
matego prawdopodobienstwa przypadkowosci zachowania ich homologii.

Konserwatywnos¢ sekwencji podkresla ich znaczenie funkcyjne. Mutacje w regionach
chromosomowych o wysokiej konserwatywnosci prowadzg z reguty do powstania formy
niezdolnej do zycia lub takiej, ktéra zostaje wyeliminowana przez naturalng selekcje. W
mechanizmie RNAi hybrydyzacja miRNA i mRNA dotyczy przede wszystkim rejonu seed. W tym
przypadku analize komparatywng przeprowadza sie dla regiondw gendéw 3'UTR ze szczegdlnym
akcentem stawianym na regiony miejsc wigzania, ktére odnajdujemy w UTRs réznych gatunkow.

Oznaczenie konserwatywnosci krotkich sekwencji 6-8meréw (sites), ktdre stanowig wynik
dopasowania seeds miRNAs [19] jest wykorzystywane w predykcji targetow. Uwaza sie, ze
uwzglednienie konserwatywnosci regiondw miejsc wigzania powinno poprawic jakos¢ predykcji
par miRNA/mRNA i zmniejszy¢ ilo$¢ wynikdw fatszywie pozytywnych, ze wzgledu na "podpowiedz"
jaka udziela natura.

Ocena konserwatywnosci sekwencji jest bardzo ztozong, wieloetapowa procedurg obliczeniowa.
Wykorzystuje sie w niej szereg metod:

e wielosekwencyjne uliniowienie (multialignment) stuzgce do uzyskania ortologéw,
e do tworzenia drzew filogenetycznych,

e do wyznaczania dtugosci gatezi drzew filogenetycznych,

e do wyznaczania lokalnej konserwatywnosci,

e obliczania statystycznej istotnosci uzyskanych rezultatéw.

Na uzytek zasobdéw TargetScan wprowadzono parametr Pc. Procedura obliczeniowa tego
parametru analizuje konserwatywnos¢ 6-8 merdw traktowanych jako potencjalne miejsca
wigzania. W wyniku tej analizy uzyskano ponad 45 000 konserwatywnych site'éw wewnatrz
ludzkich regionéw 3'UTRs oraz przeszto 60% ludzkich genéw kodujacych, ktérych regiony 3'UTR
podlegajg selekcji naturalnej taczenia sie w pary z miRNAs [58].
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Badanie konserwatywnosci 6-8merowych miejsc wigzania przeprowadzono dla okreslonego
podzbioru miRNAs [58]. Miejsca wigzania powstajg wéwczas, jako wynik dopasowania seeds
miRNAs do wstepnie wyselekcjonowanych, ortologicznych regionéw 3'UTR. Zbiér miRNA
podzielony zostat na trzy klasy:

1. szeroko konserwatywne (2) — konserwatywnos$¢ u wiekszosci kregowcow, zwykle po
danio pregowany (zebrafish);

2. konserwatywne (1) — konserwatywno$¢ u wiekszosci ssakéw, ale zwykle nie dalej niz po
ssaki tozyskowe;

3. wasko konserwatywne (0) — wszystkie pozostate.

W Tabela 5 przedstawiono zrealizowane podsumowanie zawartosci zbioru miRNAs

Tabela 5. Zestawienie liczebnosci tych klas w zbiorze miRNAs (biosql_test.mirna)

NULL | O 1 2 suma
miRNA | 861 1255 | 91 | 186 | 2393

Poniewaz mutacje, konwersja gendw, crossover sg réine dla rdéinych regionéw genomu,
konsekwentnie rézine UTRs majg rézny podstawowy poziom konserwatywnosci. Oprdocz
podstawowego poziomu konserwatywnosci, ktéry nalezy uwzgledni¢ w obliczeniach, sekwencje
UTRs poza zaangazowaniem w mechanizm RNAi wykazujg takze inng funkcyjnos¢, ktéra we
wtasnym zakresie "dba" o konserwatywnos$¢. Dlatego miejsca wigzania, ktdre znajdujg sie
wewnatrz UTRs z wysokim poziomem konserwacji sg mniej prawdopodobne, by byly
konserwatywnymi w mechanizmie RNAI, niz te ulokowane w szybko ewolucyjnie zmieniajgcych sie
UTRs.

Do wyznaczenia konserwatywnosci ortologiczne geny uzyskano przez wielosekwencyjne
uliniowienia (multialignment) znanych lokalizacji 3'UTR dla 28 genoméw kregowcow. Na
podstawie usrednionych odlegtosci miedzy dopasowaniami utworzono drzewo filogenetyczne, dla
ktérego w nastepnym kroku wyznaczono dtugosci gatezi w sposdb uwzgledniajgcy indywidualny
poziom podstawowy konserwatywnosci. Aby w dalszych obliczeniach uwzgledniaé indywidualny
stopien konserwatywnosci danej grupy UTRs podzielono caty zbiér UTRs na 10 podzbioréw od
najmniej po najbardziej konserwatywne. Dla kazdego podzbioru wyznaczono drzewo
filogenetyczne, ktére majg identyczny uktad gatezi, mimo Zze rdznig sie ich dtugosciami.
Konserwatywnos¢ danej sekwencji — jednego z miejsc wigzania danego miRNA jest wtedy
oceniana, jako suma dtugosci wszystkich gatezi na drzewie faczacych podzbiér gatunkéow
posiadajgcych perfekcyjnie dopasowang tg sekwencje. Dtugosci do obliczen wybiera sie z
odpowiedniego drzewa, ktére reprezentuje dany podzbiér zawierajagcy dany UTR o znanym
wspotczynniku konserwatywnosci tta. Miejsca wigzania, ktére znajdujg sie w podzbiorach bardziej
zréznicowanych UTRs charakteryzujgcych sie mniejszg konserwatywnoscia, wystarczy, ze beda
konserwatywne w mniejszej liczbie ortologéw, aby osiggngc¢ takg samg sumaryczng dtugosc.
Wynika to z tego, ze dtugosci gatezi w takim drzewie reprezentujg bardziej zréznicowane UTRs i sg
one dtuzsze niz te w podzbiorze i drzewie bedgcym bardziej konserwatywnym.

Na podstawie wielosekwencyjnych uliniowien miejsca wigzania uznanawane s3 za
konserwatywne, je$li pozostajg zachowane we wszystkich genomach w ortologicznych
lokalizacjach. Natomiast niekonserwatywne lub stabo konserwatywne, gdy nie wystepujg lub majg
zmiany w jednym z genomoéw. W przypadku, gdy w analizie wykorzystano az 28 genomdw
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kregowcdw powyzszy warunek bytby zbyt surowy. Powodowatby on odrzucenie takze
konserwatywnych miejsc wigzan, ktére wystepujg u wiekszosci, ale nie we wszystkich genomach.
Moze to by¢ spowodowane specyficznoscig, odmiennoscig genetyczng, lub nawet btedami
sekwencjonowania lub przeprowadzanych uliniowien. Aby zatem uwzgledni¢ takie te
konserwatywne miejsca wigzania opracowano specjalng metode ilosciowa. Polega ona na
zsumowaniu wszystkich gatezi drzewa filogenetycznego z danym konserwatywnym miejscem.
Drzewo filogenetyczne musi oczywiscie obejmowac analizowane gatunki. Wyznaczona wartosé
powinna dopowiadaé¢ ewolucyjnemu czasowi, jaki dzieli miejsca wigzania u uwzglednionych
gatunkdow. Wartos¢ progowa moze by¢ ustalona w przedziale od zera do sumy wszystkich dtugosci
gatezi, stanowigc kompromis miedzy wysoka czutoscia a swoistoscia.

Nastepnym krokiem po identyfikacji konserwatywnych miejsc wigzan w ortologicznych
lokalizacjach gendw jest rozréznienie tych miejsc, ktére zostaty zachowane w wyniku doboru
naturalnego od tych, ktdore przypadkowo zachowaty sie niezmienione. Tutaj majg zastosowanie
statystyki:

e /-score,
e metody bootstrapu — generacja grupy reprezentatywnych sekwencji podobnych do
miRNAs (kohorty).

Metody te jednak nie uwzgledniaja: lokalnych sktonnosci mutacyjnych, wspdtczynnika
konserwatywnosci dinukleotyddw [60] i lokalnego wspdtczynnika konserwatywnosci.

Autorzy parametru Pcr zaproponowali trzy innowacje w celu uniezaleznienia sie od przypadkowej
konserwatywnosci lub spowodowania jej inng funkcyjnoscig. Dopasowanie k-merow uwzglednia
ich zawartos¢ GC i oczekiwang konserwacje wynikajacg z jego struktury dinukleotydowej.
Zrdznicowanie rodzajow miejsc wigzan i odjecie poziomu sygnatu i tta dtuzszych miejsc wigzan od
tych krétszych, ktére mogg by¢ zawarte wewnatrz nich.

Dla kazdego miejsca wigzania z dopasowania seed zostat wyliczony sygnat konserwatywnosci
(sygnat) oraz konserwatywnos$¢ podstawowa (szum). Warto$¢ Pc; obliczana jest na podstawie

wzoru:
S/p—1 (3-6)
Per = S/B
~ 0dla S/B <1
gdzie:

S— sygnat, czyli wspdtczynnik konserwatywnosci powstaje przez sumowanie wszystkich dtugosci
gatezi, ktére zawierajg konserwatywne miejsce wigzania;

B— poziom podstawowy (szum) srednia warto$¢ wspdtczynnika konserwacji danego drzewa.

Konserwatywnos¢ miejsca wigzania: filogenetyczne diugosci gatezi wszystkich gatunkéw
zawierajgcych to miejsce.

Parametr P¢r zostat wyznaczony dla wszystkich wysoce konserwatywnych miRNAs.

Pcr=1-( (1-Pcrsir X (L-Perdsiee X (1 -Persites - ) (3-7)
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3.2.4 Bazy potwierdzonych targetow

Do przeprowadzenia walidacji testowanego w ramach opracowania wtasnego modelu predykcji
targetow niezbedne jest uzyskanie danych wzorcowych, ktére pozwolg na jego weryfikacje.
Posréd zasobdw otwartych, ktére mozna uzy¢ w tym celu, mozna wymienié nastepujgce:

1. miRTarBase
http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw

Baza mirTarBase zawiera publicznie dostepne dane zweryfikowane eksperymentalnie. Zawiera
ona informacje o interakcjach miRNA/mRNA. Powstata na podstawie manualnej eksploracji
danych literaturowych dot. studiéw nad funkcjonowaniem miRNA po uprzednio przeprowadzone;j
procedurze data mining. Informacje zawarte w udostepnianych zasobach to: identyfikator miRNA,
gatunek biologiczny: miRNA i genu, symbol genu, rodzaj eksperymentu. Metody walidacji:
western blot, Luciferase assay, pSILAC, Microarray, NGS.

2. TarBase (Papadopoulos GL et al., Nucleic Acids Res. 2009)
http://diana.cslab.ece.ntua.gr/tarbase/

Aktualnie TarBase v7.0 okresla sie, jako najwieksza manualnie przetwarzana baza targetow.
Informacje te uzyskane sg ze specyficznych analiz, wielkoprzepustowych typu mikromacierzowego
i proteomicznych. Szczegdlng uwage zwrdcono na targety pochodzace z eksperymentu
sekwencjonowania takich jak HITS-CLIP i PAR-CLIP. Informacje zawarte w udostepnianych
zasobach: identyfikator miRNA, symbol genu, rodzaj eksperymentu (reporter gene, nothern blot,
western blot, qPCR, proteomic, microarray, sequencing, degradome seq, inne).

3. miRecords (Xiao F et al., Nucleic Acids Res. 2009)
http://cl.accurascience.com/miRecords

miRecords zawiera eksperymentalnie potwierdzone targety pochodzacych ze skrupulatnej analizy
literatury. Cechg charakterystyczng tego zestawienia jest rdznorodnos¢ dostarczanej informacji
zwigzanej z metodg eksperymentalng walidacji. Jako jedyna podaje ona miejsce przytgczania sie
pierwszego nukleotydu miRNA (target_site_position). W jej ramach przeprowadzono takze
metanalize eksperymentalnych metod walidacji. Niestety zaséb zawiera liczne btedy wytapane
przy analizie danych: btedy literowe w oznaczeniach, btedy w adresacji miejsc wigzan, szereg
lokalizacji wskazuje na potozenie target site position lezgce poza obszarem transkryptu.
Stwierdzono to na podstawie przeprowadzonej wyrywkowej weryfikacji danych.

4. miR2Disease (Jiang Q. et al, Nucleic Acids Res. 2009)
http://www.mir2disease.org/

miR2Disease jest manualnie uzyskiwanymi informacjami o interakcjach miRNA/mRNA, szczegdlnie
regulacji RNAi zachodzacej w stanach patologicznych. Dostarcza ona informacji o korelacjach
mMiRNAs z niektérymi jednostkami chorobowymi.

3.3 Realizacje bioinformatyczne

Implementacje algorytméw predykcji targetow stanowig istotne narzedzie w pracy badacza
zajmujgcego sie genetyka. Bioinformatyczne narzedzia stworzone do tego celu zostaty uznane za
niezbedne na etapie poprzedzajagcym eksperymentalne potwierdzenie uzyskanych wynikéw.
Dzieki tym narzedziom uzyskuje sie zbidr par miRNA/target uporzadkowanych wg odpowiednich
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rang, wokot ktdrych jesli w ogdle, koncentruje sie weryfikacja par na poziomie eksperymentalnym.
Algorytmy te znaczaco redukujg liczbe potencjalnych duplekséw i odrzucajg te najmniej
prawdopodobne. Korzyscig ich zastosowania jest wiec znaczaco mniejsza pula duplekséw do
dalszej weryfikacji.

Najistotniejsza zdaniem autora niniejszej pracy kategoryzacja narzedzi predykcji targetéw
dokonuje sie w domenie funkcyjnosci. Narzedzia mozemy wowczas podzieli¢ na dwie kategorie:
predykcja targetéw w ogdle i predykcja funkcyjnych targetéw. Narzedzia z pierwszej kategorii na
podstawie danej grupy miRNAs oraz puli transkryptéw typujg wszystkie prawdopodobne targety.
Druga kategoria obejmuje narzedzia, ktdre w konkretnym eksperymencie wskazujg najbardziej
prawdopodobne targety na podstawie informacji precyzujacej dane doswiadczenie. Uzyskane w
niej predykcje powinny zatem stanowi¢ podzbidr predykcji uzyskanych przy uzyciu narzedzi
zaliczanych do kategorii pierwszej. Informacje precyzujgce dane doswiadczenie to przede
wszystkim poziom ekspresji gendw, specyficznos¢ tkankowa, wptyw czynnikdw uzytych w
doswiadczeniu na czynniki transkrypcyjne, rodzaj wprowadzonego czynnika do komorek, itd. W
celu jego realizacji wykorzystuje sie dane pochodzgce z technik wysokoprzepustowych
(mikromacierze DNA, NGS) oraz rezultaty narzedzi pierwszej kategorii.

Etap eksperymentalny analizy polega na weryfikacji uzyskanych targetdw i pozwala unikngé
ograniczen, czy bteddow, jakie wprowadzajg metody wysokoprzepustowe. Do tych ograniczen
naleza: brak uwzglednienia regulacji potranslacyjnej gendw oraz inne regulacje poza interferencja
RNA, koregulacje gendw, zaleznosci wystepujgce w sieci powigzan wzajemnych miRNAs.

W predykcji targetow w ogéle algorytmy analizujg komplementarno$¢ catego miRNA z
odpowiednim rejonem transkryptu. Ich celem jest predykcja i wytypowanie miejsc wigzan, ktére
potencjalnie mogg stanowic region funkcyjny. Najczesciej brane sg pod uwage regiony 3'UTR
transkryptu. W drugim etapie w celu poprawy predykcji w obliczeniach uwzglednia sie jeden lub
wiecej czynnikdw: site wigzania sie dupleksu, liczbe par Watson-Cricka w obrebie seed, stopien
komplementarnosci fragmentu 3' miRNA, stopien konserwatywnosci miejsc wigzan i/lub
oszacowanie energii swobodnej powstatego dupleksu.

Przyktadowe realizacje narzedzi tego typu zestawia Tabela 6. Kazde tam wystepujace rozwigzanie
proponuje odmienne algorytmy dziatania oraz odmienne metody klasyfikacji transkryptéw.
Definiujg one wtasny wspdtczynnik fatszywie pozytywnych i fatszywie negatywnych predykcji.
Przedstawione metody dostarczajg rdznigce sie miedzy sobg predykcje. Stopier pokrywania sie
ich zbioréw wynikowych jest zmienny i czasami bywa maty lub nawet zaden [151].
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Tabela 6. Wybrane, charakterystyczne algorytmy predykcji targetow

Dostep
Metoda Rodzaj metody Ref nos¢ Adres ustugi
DIANA kontekstowos¢ (Kirakidou et
microT konserwatyzm al., 2004) online | http://diana.cslab.ece.ntua.gr/
komplementarnos¢ | (John et al.,
miRanda termodynamika 2004) lokalnie | http://www.microrna.org
Kertesz et al., http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mi
PITA termodynamika 2007 r07/mir07 dyn data.html
Support Vector (Wang and El
MiRtarget2 | Machine (SVM) Naga, 2008) online | http://mirdb.org
http://www.umm.uni-
miRWalk | algorytm szukajagcy |Dweep, H et al. heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/ind
2.0 seeds 2015 online |ex.html
(Krek et al.,
PicTar termodynamika 2005) http://pictar.mdc-berlin.de/
termodynamika i (Rehmsmeier http://bibiserv.techfak.uni-
RNAHybrid | model statystyczny |et al., 2004) lokalnie | bielefeld.de/rnahybrid
Target komplementarnosé | (Lewis et al.,
Scan seeds 2005) online |http://www.targetscan.org
Betel D. et all
mirSVR model regres;ji 2010 http://www.microRNA.org
C. Coronnello http://www.benoslab.pitt.edu/comir
ComiR SVM et all 2012 online |/
Miranda, KC et https://cm.jefferson.edu/rna22/Inter
RNA22 pattern recognition | al 2006) online |active/

Krotka charakterystyka wybranych narzedzi predykcji targetéw z pierwszej kategorii:

1.

2.

Program miRanda realizuje wyszukiwanie w dwdch etapach: uliniowienia sekwencji
czasteczek miRNA i mRNA metodg programowania dynamicznego. Stopier dopasowania
sekwencji oceniany jest na podstawie stopnia komplementarnosci lokalnego
dopasowania. Punktacja uwzglednia rézne rodzaje komplementarnosci par nukleotydéw
oraz rozbudowany system oceny dopasowania: kara za poczatek gapu, jego wydtuzenie,
punktacja za dopasowanie, stopien znaczenia dopasowania w rejonie seed. Oprocz par
Watson-Cricka uwzglednia pary niekomplementarne (wobble) G:U.Drugi etap dziatania
programu polega na oszacowaniu stabilnosci termodynamicznej lokalnego dopasowania.
Wyznaczenie energii swobodnej odbywa sie na podstawie wygenerowanej fikcyjnej
jednoniciowej sekwencji i obliczeniu struktury w pakiecie ViennaRNA [112].

Algorytm PITA koncentruje sie na strukturze przyjmowanej przez parujgce sie czasteczki

i wynikajgcg z nich fizyczng dostepnosé do regionu miejsca wigzania. Najpierw wiec
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okresla strukture drugorzedowg czasteczki mRNA a szczegdlnie jej korca 3'UTR. W
metodzie wprowadzono model parameter-free model, ktéry dotyczy interakcji
miRNA/mMRNA, i ktéry oblicza réznice pomiedzy energia swobodng uzyskiwang przez
dupleks i kosztami energetycznymi "rozprostowania" regionu miejsca wigzania wifasnie
w celu jego dostepnosci (Rys. 3.4).
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Rys. 3.4. llustracja interakcji miRNA/mRNA. Punktacja AAG obliczana jako energia swobodna uzyskana przy przejsciu
ze stanu w ktérym miRNA i mRNA s3 zwiniete (lewa strona rysunku) i stanem w ktérym miRNA jest zwigzany z jego
targetem (prawa strona). (Rysunek wzorowany na ilustracji z bibliografii [31]).

Program PITA przeprowadza obliczenia dla wskazanego mMRNA i sekwencji
odpowiadajgcego mu regionu 3'UTR oraz zbioru miRNAs. Najpierw region 3'UTR zostaje
przeskanowany w poszukiwaniu potencjalnych miejsc wigzan korzystajgc z parametrow:
dtugosci seed, stopnia niedopasowania w rejonie seed, kontekstu seed. Nastepnie dla
tych regiondw przeliczana jest punktacja podstawowym algorytmem PITA [88].

3. TargetScan predykcje opiera na poszukiwaniu rdéznych rodzajow miejsc wigzan w
obrebie 3'UTR transkryptéw, ktdre wigzg region seeds miRNA. Konserwatywnos¢ tych
miejsc wigzan uprzednio zostata wyznaczona (patrz rozdziat 3.2.3). Przerwy (gaps) w
dopasowaniu seed mogg by¢ skompensowane przez konserwatywnos$¢ pozostatych
fragmentéw miRNA: 3' oraz srodkowej czesci. Ranking uzyskanych wynikéw uwzglednia
informacje kontekstowg (metoda context++ scores) oraz, jesli taka opcja zostanie
wybrana, takze konserwatywnos¢ targetow.

4. Metoda miRWalk stanowi wtasciwie baze interakcji miRNA/mRNA opracowang na
podstawie wfasnego algorytmu miRWalk do przewidywania miejsc wigzan na
kompletnej sekwencji genéw (takze mitochondrialnych) poréwnujac je z wynikami
innych 12 programéw. Dodatkowo zawiera informacje o 449 Sciezkach biologicznych i
2356 zaburzeniach zdrowotnych z bazy OMIM - Online Mendelian Inheritance in Men).
Nastepnie informacje o potwierdzonych interakcjach miRNA/mRNA w potgczeniu do
gendw, sciezek, chordb, organdw, zaburzern OMIM, linii komdrkowych. Algorytm podaza
wzdtuz sekwencji transkryptu wytapujac heptamery perfekcyjnie komplementarne do
regionu seed. Po znalezieniu dopasowania poszerza dtugo$¢ dopasowania az do
uzyskania pierwszego braku dopasowania. W efekcie tego spaceru algorytm zwraca
wszystkie mozliwie dopasowania o dtugosci 7 lub wiecej nukleotyddéw. Nastepnie
uzyskane dopasowania sg rozdzielane wg regionu potozenia: promotor, 5'UTR, CDS,
3'UTR, mitochondrialny. Rozkitad prawdopodobienstwa losowych dopasowan
subsekwencji w analizowanej sekwencji jest obliczana na podstawie rozktadu Poissona.
Nalezy oczekiwacd, ze dtuisza perfekcyjna komplementarnos¢ seed jest powigzana z
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nizszym prawdopodobiedstwem. Normalizacja punktacji za dopasowanie wzgledem
dtugosci targetu i miRNA.

5. Algorytm RNA22 oparty jest na opracowanym wzorcu miejsc wigzan, ktéry stuzy do
wyszukiwania targetéw w sekwencji, a dopiero w dalszej kolejnosci dopasowania do
danego targetu miRNA. Na podstawie analizy sekwencji znanych miRNAs algorytmem
Teiresias, uzyskano wzorzec, ktéry nastepnie przetworzono na odwrotnie
komplementarny, umozliwiajgcy zastosowanie go na sekwencjach transkryptéw. Dzieki
takiemu podejsciu w tej metodzie mozliwe jest uzyskanie miejsc wigzan, ktére "naleza"
do jeszcze nieodkrytych czgsteczek miRNAs. Pozwala ustawi¢ prég czutosci i swoistosci,
rodzaj miejsca wigzania, liczbe sparowanych zasad, energie wigzania, pary G:U w
obrebie miejsca wigzania.

6. ComiR (Combinatorial miRNA targeting) sprawdza, jakich miRNAs targetem jest dany
mRNA. W tym celu wykorzystuje informacje o ekspresji miRNA s oraz rezultaty predykcji
czterech algorytmoéw: miRanda, PITA, TargetScan, mirSVR. Uzyskane punktacje z tych
czterech algorytmow sg wykorzystane, jako sktadowe do klasyfikacji metodg support
vector machine (SVM) w celu okreslenia targetéw [30].

7. Narzedzie RNAhybrid jest dostepny on line http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/rnahybrid. Pozwala na ustawianie réznych uzytecznych opcji np. odrzucania

par G:U w regionie seed lub opcje forsowania dtugosci seed. Podstawowy algorytm jest
pewng wariacjg algorytméw predykcji Il rzedowej struktury. Jednak przeciwienstwie do
innych rozwigzan okresla on najbardziej preferowang hybrydyzacje obu parowanych
czasteczek.

Druga kategoria narzedzi poprawia jakos¢ predykcji oraz dokonuje oceny funkcyjnosci miRNAs
wiasnie przez doprecyzowanie warunkéw eksperymentalnych. Metody z tej kategorii opierajg sie
na hipotezie, ze regulacyjna aktywno$¢ miRNAs moze mie¢ wyraz w zmianach ekspresji
transkryptéw bedacych ich targetami. Weryfikacja tej hipotezy opiera sie na pomiarze zmian
ekspresji gendw w komérkach po transfekcji lub inhibicji konkretnych miRNAs [109][5].

Informacja o poziomie ekspresji transkryptow uzyskana z rdinych wielkoskalowych technik
wymaga wstepnego przetworzenia. Dlatego petna realizacje rozpoznawania transkryptow przez te
narzedzia mozna przeprowadzac poprzez platformy webowe oferujgce przejscie poprzez kolejne
etapy az po bezposrednig metode integracji danych o ekspresji. Mozna tu wskazac takie platformy
jak:

e Babelomics (http://www.babelomics.org/),

e GeneSpring GX (http://www.silicongenetics.com/),

e Platforma Integromicznych Analiz Danych z Mikromacierzy DNA
https://lifescience.plgrid.pl/pl/users/sign in.

Przyktady narzedzi, ktére "same" integrujg dane o ekspresji, czyli umozliwiajg funkcjonalng
interpretacje ekspresji mRNA i miRNA zawiera

Tabela 7. Wykorzystanie profildw ekspresji miRNA i transkryptow pozwala na predykcje par
miRNA/mRNA przez identyfikacje par o odwrotnej korelacji ich ekspres;ji.
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Tabela 7. Metody integracji danych o ekspresji w predykcji targetow

Metoda Rodzaj metody | Ref Dostepnosc¢ | Adres ustugi

TopKCEMC | Cross entropy | Lin and http://www.stat.osu.edu/~statgen/SOF
Monte Carlo Ding 2009 | lokalnie TWARE/TopKCEMC/

SigTerms asocjacja klas | Creighton |lokalnie
genow et al. 2008 | (MS Excel) | http://sigterms.sourceforge.net/

miRGen++ whnioskowanie |Huang et |lokalnie

Bayesa al.,, 2007b |(Matlab) http://www.psi.toronto.edu/genmir
TargetScore |wnioskowanie |Li Y. et all http://www.bioconductor.org/packages

Bayesa 2014 lokalnie /release/bioc/html/TargetScore.html
Roleswitch | algorytm Li Y. et all http://www.bioconductor.org/packages

iteracyjny 2014 lokalnie /[release/bioc/html/Roleswitch.html

Krotka charakterystyka wybranych narzedzi predykcji targetéw w drugiej kategorii:

1. Metoda  TopKCEMC  (http://www.stat.osu.edu/~statgen/SOFTWARE/TopKCEMC/)
integruje rezultaty pochodzace z rdéinych analiz tych samych danych. Kazdy
reprezentowany jest przez liste rankingowg. Algorytm globalnej optymalizacji (Crosss
Entropy Monte Carlo) znajduje jedng optymalng liste tgczacg wszystkie pozostate [110].

Realizuje on iteratywne przeszukiwanie, az do uzyskania optymalnej listy, ktéra
minimalizuje sume wazonych odlegtosci miedzy proponowang listg, a kazdg z
wejsciowych list rankingowych. Odlegtos¢ miedzy dwoma listami mierzona jest
zmodyfikowang miarg Kendall's tau oraz Spearman's footrule [53]. Znajduje
zastosowanie do analizy wynikow predykcji targetéw oraz list gendw o rdznicowe;j
ekspresji.

2. Metoda GenMIR (http://www.psi.toronto.edu/genmir/) wykorzystuje sie¢ Bayesa i

nauczanie maszynowe. Algorytm bierze pod uwage wzorce ekspresji genu uzywajgc
ekspresyjne dane miRNA i zbiér kandydatéw na targety. W efekcie zbior funkcjonalnych
targetéw uzyskujemy z danych przeliczonych algorytmem Bayesa. Za pomocg tego
modelu ekspresja transkryptéw bedacych targetami moze by¢ wyjasniona przez
regulacyjng aktywnos¢ wielu miRNAs. GenMiR++ pozwala na akuratng identyfikacje
targetéw miRNA z sekwencji i danych ekspresyjnych i pozwala uzyskac¢ istotng liczbe
eksperymentalnie zweryfikowanych targetéw.

3.4 Model probabilistyczny - wnioskowanie bayesowskie

Model statystyczny stanowi rozszerzenie modelu matematycznego na przypadki, kiedy zmienne i
parametry modelu podlegajg fluktuacjom, ktérych wartosci sg znaczace w poréwnaniu z samymi
zmiennymi. W takich sytuacjach role zmiennych przejmujg zmienne losowe, ktore
przyporzadkowujg zmiennym okreslone wartosci prawdopodobienstwa. Zmienna losowa w
wyniku  doswiadczenia lub  predykcji przyjmuje réine wartosci z  okreslonym
prawdopodobienistwem. Do takich zmiennych zaliczajg sie wykorzystywane takze w niniejszej
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pracy dane mikromacierzowe, ze wzgledu na mnogos¢ zaktdcen i artefaktéw pojawiajacych sie w
wieloetapowej procedurze eksperymentalno-obliczeniowe;j.

3.4.1 Uogolnienie twierdzenia Bayesa

Historycznie wyrdznia sie dwa podejscia okreslajgce pojecie prawdopodobienstwa. Podejscie
klasyczne - czestotliwosciowe (Abrahama de Moivre'a [37]) oznacza prawdopodobieristwo
wystgpienia zdarzenia losowego, jako czesto$¢ wystepowania tego zdarzenia w odpowiedniej
liczbie przeprowadzonych identycznych préb. Zaktada ono, ze mozemy dowolnie zwielokrotniaé
nasze doswiadczenie w celu okres$lenia prawdopodobieristwa, wiec znajduje zastosowanie tylko
dla powtarzalnych doswiadczen. Definicja czestotliwosciowa nie precyzuje, jaka liczba
doswiadczen  jest  wystarczajaca, aby uzyskany iloraz  czestosci  reprezentowat
prawdopodobienstwo.

W podejsciu klasycznym zaktadamy identycznos¢ préb i jednoczesnie mozliwosé ich dalszego
przeprowadzania. W tym podejsciu nie okre$la sie ilosci préb odpowiedniej dla danego
doswiadczenia. Ze wzgledu na niemozliwo$¢ rozréznienia préby w serii doswiadczen uzyskane
prawdopodobienstwo stanowi miare niepewnosci (lub wiarygodnosci). Wprowadzenie do
prawdopodobienistwa i prawdopodobiedstwo zmiennej losowej ciggtej zostaty wyjasnione w
Dodatku Ai B.

Thomas Bayes propagowat podejscie oceny niepewnosci, ktére pozwala na badanie zdarzenia w
kontekscie innych czynnikéw wywierajgcych wplyw na dane zdarzenie. W Swietle
przeprowadzonych  badaid  uwzglednienie  innych  czynnikdbw  zdarzenie  ocenione
prawdopodobienstwem a priori zostaje przeksztatcone w tzw. prawdopodobienistwo a posteriori.
Stad uogdlnienie twierdzenie Bayesa dotyczy oszacowania niepewnosci dla przypadkow, kiedy nie
mozemy zwielokrotnia¢ doswiadczenia. Podejscie Bayesa umozliwia: badanie zdarzen
powtarzalnych i niepowtarzalnych, predykcje zdarzenia. Opisuje niepewnos$¢ zdarzenia bez
znajomosci czynnikdow, przyczyn tej niepewnosci. Przypadkowos¢ jest traktowana, jako
ograniczono$¢ informacji, jakg posiadamy. Podejscie to uwzglednia ilo$¢ préb doswiadczenia,
odnosi sie do faktycznych danych [9]. Pozwala ono szacowa¢ niepewnos$¢ zdarzenia w postaci
prawdopodobienstwa a posteriori p(w|D) po tym jak zaobserwowaliSmy dane D.
Prawdopodobienstwo a priori zostaje skorygowane przez uwzglednienie danych D przy zatozeniu
stusznosci zdarzenia w.

funkcja wiarygodnosci

orawdopodobiefistwo prawdopodobienstwo

L. @ a priori
a posteriori :

_p@Iw)p(w) (3-8)
p(D)
A\

czynnik normalizujgcy, rozktad brzegowy

p(w|D)

funkcji  wiarygodnosci,  wiarygodnos¢
globalna, "ewidencja"

Warto$¢ p(D|w) po prawej stronie wzoru Bayesa jest szacowana dla obserwowanych danych D i
moze by¢ rozpatrywana, jako funkcja parametrow wektora w. Wyznacza ona
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prawdopodobienstwo uzyskania danych D przy zatozeniu prawdziwosci wektora w. W takiej
sytuacji czton p(D|w) nazywa sie funkcjg wiarygodnosci (likelihood function). Ta funkcja wyraza
jak prawdopodobne sg obserwowane dane dla réznych wartosci parametréw wektora w. W celu
estymacji funkcji wiarygodnosci uzywa sie metody maksymalizacji prawdopodobienstwa.
Wybierane sg woéwczas takie wartosci wektora w, aby uzyska¢ maksymalng wartos¢ tej funkcji.
p(w) - jest prawdopodobiefstwem a priori, ustalanej arbitralnie przed uzyskaniem danych D.
p(w|D) jest prawdopodobienstwem a posteriori, czyli prawdopodobieristwem p(w)
skorygowanym funkcjg wiarygnodnosci, czyli stan naszej wiedzy po uwzglednieniu danych D.
p(D) stanowi czynnik normalizujacy, niezalezny do wartosci wektora w.

3.4.2 Rozklad mieszany Gaussa

Kombinacja liniowa podstawowych rozktadéw takich jak rozktad Gaussa (patrz Dodatek C)
nazywana jest rozktadem mieszanym. Dla K rozktadéw Gaussa wzdr na wypadkowg gestosc
prawdopodobienstwa:
K (3-9)
p(x) = Z N (x| pe, Zi)

k=1

gdzie:

), - wspdtczynnik mieszania.

Kazdy sktadnik - rozktadu Gaussa N (x|uy, Zyx) zawarty we wzorze (3-9) zwany jest komponentem
modelu i charakteryzuje sie wtasng srednig p; oraz kowariancjg . Jesli scatkujemy obustronnie
to réwnanie wzgledem x przy zatozeniu, ze p(x) oraz kazdy komponent Gaussa jest
znormalizowany uzyskamy:

(3-10)

Wymaganie p(x) = 0 oraz N(x|uy, Zx) = 0 oznacza, ze m, = 0 dla wszystkich k. Uwzgledniajac
te warunki oraz (3-10) uzyskujemy:

0<m<1 (3-11)

W ten sposéb uzasadnilismy, ze wspodtczynnik mieszania spetnia warunki prawdopodobienstwa.

Rozktad brzegowy uzyskany z reguty sum oraz reguty iloczynéw jest dany wzorem:

K (3-12)
p() = ) PPl
k=1

Poréwnujac go z (3-9) uzyskujemy m;, = p(k) jako prawdopodobienstwo a priori wylosowania k-
tego komponentu oraz gesto$¢ N(x|u, Zx) = p(x|k) jako prawdopodobiernstwo x pod
warunkiem k. W takiej sytuacji prawdopodobieistwo a posteriori p(k|x) mozemy wyznaczyé z
twierdzenia Bayesa:
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p(k)p(x|k)

2ip(Dpx|])

_ m Ny, Zy) (3-13)
XN (x|, )

p(klx) =

3.4.3 Algorytm maksymalizacji wartosci oczekiwanej dla mieszanego modelu Gaussa

Algorytm maksymalizacji wartosci oczekiwane] (expectation-maximization- EM) [40] oszacowuje
parametry modelu w sposéb iteratywny, zaczynajac od pewnych przyjetych (estymowanych)
wartosci poczgtkowych. Kazda iteracja zawiera krok expectation (E), ktéry odnajduje rozktad
ukrytych zmiennych, majac znane wartosci dla zmiennych obserwowalnych i biezgce estymowane
wartosci parametréow. Krok maksymalizacji (M), ktéry reestymuje parametry tak, aby odpowiadaty
maksymalnemu prawdopodobienistwu, przy zatozeniu, ze rozktad znaleziony w kroku E jest
poprawny. Mozna wykaza¢, ze kazda taka iteracja poprawia wyznaczong warto$é
prawdopodobienstwa lub pozostawia jg bez zmian, jesli lokalne maksimum zostato osiggniete.

Algorytm EM jest zatem metodg heurystyczng pozwalajgcyg rozwigzaé¢ wyrazenia matematyczne,
ktéore ze wzgledu na zbyt duzg liczbe niewiadomych nie mozina rozwigza¢ metodami
analitycznymi. Wymaga on puli danych obserwowalnych, podania wyrazenia, funkcji pewnych
nieznanych parametréw oraz ukrytych zmiennych, ktdra podlega minimalizacji lub maksymalizacji.
Funkcje t3 moze by¢ pewna miara odlegtosci lub funkcja wiarygodnosci. Nieznane parametry
dotyczg tworzonych klastrow lub stanowig parametry rozktadéw. Zmienne ukryte stanowia
binarny wskaznik przynaleznosci do danego klastru. Znajduje on zastosowanie przy klasteryzacji,
dopasowywaniu krzywych, rozktadéw, itd.

Wykorzystanie algorytmu EM w mieszanym modelu Gaussa zmierza do wyznaczenia optymalnych
parametréw mieszanego rozktadu Gaussa (3-9). Zaktadamy, ze dane eksperymentalne pochodzj z
pewnej mieszaniny rozktadéw o znanych rodzajach, ale nieznanych parametrach tych rozktaddéw.
Jego wykorzystanie wymaga a priori podania liczby zmiennych losowych, czyli w tym przypadku
liczby rozktadéw sktadowych. Celem algorytmu jest maksymalizacja funkcji wiarygodnosci
wzgledem trzech parametréw: $rednich, kowariancji i wspétczynnikéw mieszania. Przebieg
algorytmu [15]:

Przyjecie wartosci srednich u;, kowariancji 2, i wartosci wspétczynnika mieszania m),. Wyliczenie
wartosci poczgtkowej logarytmu funkcji wiarygodnosci.

1. Krok E. Wyznaczenie odpowiedniosci y wykorzystujac biezgce parametry:

TN (%6, | e, Zi) (3-14)
;(:1 T N(x;|p;, Z))

y(znk) =

2. Krok M. Ponowne przeliczenie parametréw uzywajac biezacych wartosci y:

1 N (3-15)
”;CLEW = N_Z Y (Zni) Xn
k n=1

1 N (3-16)
T = D V() G — ) e — )T
n=1
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(3-17)

3. Wyznaczenie wartosci logarytmu funkcji wiarygodnosci.

N K (3-18)
Inp(X|p,%,m) = ) in {Z N B zk)}
n=1 k=1
4. Sprawdzenie wspotczynnika konwergencji parametréw lub logarytmu

prawdopodobienstwa. Jesli kryterium konwergencji nie jest spetnione nastepuje powrét
do p. 2.

Ws<réd ograniczenn stosowania tego algorytmu wymienia sie: konieczno$é zatozenia liczby
sktadowych rozktadéw normalnych modelu, wrazliwos¢ algorytmu na wartosci poczatkowe
parametréw, ktére mogg prowadzi¢ do odnalezienia lokalnego maksimum.

Algorytm EM moze zostac uogélniony na potrzeby wnioskowania wariacyjnego.
3.4.4 Metoda wariacyjna we wnioskowaniu Bayesa

Metoda wariacyjna zastosowana do wnioskowania Bayesa (Variational Baeysian Expectation
Maximization (VB-EM)) jest techniky aproksymacji skomplikowanych catek pojawiajgcych sie we
wzorze Bayesa (w mianowniku) gdzie model statystyczny zawiera obserwowane zmienne — dane,
nieznane parametry i ukryte zmienne. Stosuje sie jg m.in. w aproksymacji rozktadu a posteriori
zmiennych ukrytych we wnioskowaniu statystycznym. Wynikiem zastosowania tej metody jest
analityczne, lokalno-optymalne dopasowanie aproksymowanego rozktadu. Uwaza sie jg za
rozszerzenie zastosowan algorytmu EM, ktéry estymuje pojedyncze parametry rozktadu a
posteriori do petnej, bayesowskiej estymacji, ktdra oblicza, aproksymuje caty rozktad a posteriori
parametréw i ukrytych zmiennych. Podobnie jak algorytm EM, metoda ta znajduje zbidr
optymalnych parametrow modelu. Zaletg metody wariacyjnej jest unikniecie przedopasowania
(overfitting).

Operacje, ktdra kazdej funkcji pewnej przestrzeni funkcyjnej R przypisuje pewng liczbe nazywamy
funkcja funkcji lub funkcjonatem.

Fif - F(f) (3-19)

Przez analogie do operacji na funkcjach mozemy okresli¢ pochodnga funkcjonatu:
dF (3-20)
df

ktérg mozna wykorzysta¢ do wyszukiwania ekstremoéw funkcjonatu.

Najczestszg operacjg funkcjonatu jest catka oznaczona funkcji. Rachunek wariacyjny zajmuje sie
szukaniem funkcji, dla ktérych dany funkcjonat przyjmuje wartosci ekstremalne. Najczesciej
funkcjonat dany jest catkg oznaczong funkcji.

Koncepcja optymalizacji wariacyjnej w zastosowaniu do wnioskowania Bayesa zaktada, ze mamy
petny bayesowski model, w ktdrym wszystkie parametry podane sg poprzez rozktad a priori.
Model moze mieé ukryte zmienne, jak rowniez nieznane parametry. Zbidr wszystkich nieznanych
wartosci oznaczmy przez Z. Podobnie wszystkie obserwowane zmienne przez X. Na przykfad
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mamy zbiér N zmiennych niezaleznych i parametréw o identycznych rozktadach, dla ktdrych:
X ={xq,..., xy}oraz Z = {z,, ...., zy }. taczny rozktad wynosi p(Z, X).

Whioskowanie Bayesa realizowane jest na podstawie ponizszego rownania.

p(X|1Z)p(Z) (3-21)

p(Z|X) = TpX,2)dz

_ p(X,Z)
p(X)

gdzie przez Z oznaczono zmienne ukryte, a przez X dane weryfikujgce prawdopodobienstwo a
priori.

Przeksztatcenie realizuje konwersje rozktadu a priori przez funkcje wiarygodnosci na posta¢ a
posteriori. Praktycznie w ocenie rozktadu a posteriori najwiekszg trudnosé sprawia wyznaczenie
p(X) - czynnika normalizujacego lub inaczej rozktadu brzegowego funkcji wiarygodnosci, ktory
stanowi mianownik we wzorze Bayesa. Aby rozwigzaé ten problem stosuje sie dwa podejscia:
stochastyczne i analityczne (strukturalne) wykorzystujgce metode wariacyjng. W metodzie
wariacyjnej aproksymuje sie rozktad, ktéry jest maksymalnie podobny do rozktadu a posteriori.

Naszym celem jest zatem znalezienie aproksymacji dla rozktadu a posteriori p(Z|X) poprzez
wyznaczenie rozktadu brzegowego p(X). Rozktad a posteriori ukrytych zmiennych p(Z) majac
dane X jest aproksymowany przez rozktad wariacyjny q(Z):

p(Z1X) = q(Z) (3-22)

Rozktad q(Z) musi naleze¢ do rodziny rozktadoéw prostszych niz p(Z|X), wybrany tak, aby mozna
go byto dopasowaé do rozktadu a posteriori. Stopiert dopasowania rozktadéw q(Z) i p(Z|X) jest
oceniany miarg — funkcjg odlegtosci miedzy tymi dwoma rozktadami. Dlatego dobér tego rozktadu
powinien minimalizowa¢ uzytg miare. Jako miare najczesciej wykorzystuje sie dywergencje
Kullback-Leiblera. Dywergencja Kullbacka-Leiblera zwana jest tez relatywng entropig i okresla
rozbieznos¢ miedzy dwoma rozktadami prawdopodobienstwa. W teorii informacji okresla ona
srednig ilos¢ dodatkowej informacji przy transmisji wartosci x podlegajacej rozktadowi p(x) o
nieznanym rozktadzie do odbiornika za pomocy kodowania o teoretycznym rozktadzie q(x)
(wiecej na ten temat w rozdziale 5.2.3).
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Przeksztatcajgc wzor (3-21) uzyskujemy:

p(X,2) (3-23)
p(Z1X)

_ p(X,Z)
= fq(Z) In P (ZIX) dzZ

v, 2 4(2)
f () In p<Z|X)q(Z)X di
= fq(Z) (ln ‘él))()+ In —p((Z) )dZ

q(Z) ,Z)
f @) ns s dZ+ [ a f @)in? (Z) dz

Inp(X) =In

H—JH—J

KL[qllp] L(q)
odlegto$¢ miedzy kres dolny

q(Z) ap(Z|X)

Logarytm wiarygodnosci globalnej p(X) mozna zatem przedstawi¢ w postaci:

Inp(X) = KL[q|lp] + L(q) (3-24)
dywergencja kres dolny
>0 (tatwy do oszacowania

dla danego q)

Powszechng praktyka przy aproksymacji rozktadu a posteriori jest jego fragmentacja (faktoryzacja)
na niezalezne partycje wzgledem zmiennych ukrytych Z = {Z,, ..., Z,,, }:

q(Z) = ﬁ‘h(zi)

gdzie: q;(Z;) jest aproksymacja rozktadu a posteriori dla i-tego podzbioru parametréw.

(3-25)

Wodwczas:

£(q) = f (2)in (Z? dz (3-26)

=f1_[qi X (lnp(X,Z)— Zlnql)dZ

Mozna wykaza¢ uzywajgc rachunku wariacyjnego, ze najlepszy rozktad q; dla kazdego fragmentu

(partycji) uzyskujemy stosujgc wzor [15]:

oEisjlIn P(ZX)] (3-27)
q](Z]) = feEixj[lnp(X,Z)]dzj

52



gdzie:

E;.j jest wartoscig oczekiwang logarytmu rozktadu tacznego danych i zmiennych ukrytych dla
wszystkich zmiennych poza analizowanym fragmentem.

Postac logarytmiczna powyzszego wzoru:

In qj(Zj) = Ei4j[Inp(Z,X)] + constant (3-28)

Stata w powyzszym wzorze jest wartoscig normalizujgcg (mianownik wzoru (3-27)). Wykorzystujac
wiasnos¢ wartosci oczekiwanej, wyrazenie Ej ;[Inp(Z, X)] moze zosta¢ uproszczone do postaci
funkcji okreslonej przez hiperparametry rozktadu a priori i zastrzezeniu, ze ukryte zmienne nie sg
zawarte w obecnie analizowanym fragmencie. Takie podejscie tworzy wzajemng zaleznos¢
pomiedzy parametrami rozktadu zmiennych w jednym fragmencie, a zmiennymi w pozostatych
partycjach. Sugeruje to zastosowanie algorytmu iteratywnego podobnego do tego stosowanego w
EM, ale zmodyfikowanego, czy uogdlnionego w obecnej metodzie. Algorytm ten gwarantuje
zbieznos¢.

3.4.5 Model TargetScore

Przyktadem wykorzystania algorytmu VB-EM przy analizie danych mikromacierzowych jest model
TargetScore [104]. Biblioteka TargetScore oblicza prawdopodobienstwa interakcji jednego,
konkretnego miRNA z catg pulg transkryptéw. Dane wejsciowe modelu stanowig:

1. wektor zmiennosci ekspresji kazdego transkryptu o dtugosci N wyrazony jako logarytm
ilorazu poziomu ekspresji fold change (logFC) uzyskanych czy to z eksperymentu
mikromacierzowego czy RNA-seq;

2. wektor od dtugosci N punktacji kontekstowe] context score (Cs) odpowiedni dla danego
miRNA oraz transkryptow;

3. wektor prawdopodobienstwa konserwatywnosci regionu wigzania miRNA probability of
conserved targeting (Pcr) réwniez o dtugosci N.

Pojeciem "punktacja cech sekwencji" (sequence feature scores) okresla sie obydwie punktacje Cs i
Pcr. Na podstawie tych trzech wektoréw, z czego mozna powiedzie¢ dwa stanowia parametry
modelu, obliczane sg prawdopodobieristwa transkryptéw bedacych targetem danego miRNA.

Biblioteka TargetScore opiera sie na modelu Variational Bayesian —Gaussian Mixture Model (VB-
GMM), czyli zastosowaniu algorytmu VB-EM dla rozktadéw Gaussa. Wnioskowanie wariacyjne
oraz bayesowski model rozwigzujg problemy, jakie wynikaja z podejscia maksymalizacji
dopasowania rozktadu do danych wejsciowych (maximum likelihood approach). Gaussian Mixture
Model stanowi liniowg kombinacje rozktadéw gaussowskich. Metoda znalezienia rozwigzania
maksymalizacji dopasowania rozktadu dla modelu ze zmiennymi ukrytymi to algorytm EM, a
doktadnie jego generalizacja oparta na wnioskowaniu wariacyjnym. TargetScore integrujac
informacje o zmiennosci ekspresji gendw i punktacji cech sekwencji odpowiada na pytanie: jakie
transkrypty w konkretnym eksperymencie podlegajg regulacji konkretnym miRNA? Nie jest to
wiec pytanie ogdlne o wszystkie cele danego miRNA, tylko konkretne pytanie szczegétowe.
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Rys. 3.5. Schemat funkcjonowania modelu TargetScore. Znaczenia symboli: x; — dane eksperymentalne, wartosci
zniezalezne, m - wspétczynnik mieszania sktadowych rozktadéw Gaussa, t;—binarna zmienna K —wymiarowa,
przyjmujaca wartos¢ t;, = 1, a dla pozostatych wymiaréw wartosci zero (t; € {0,13}, Y t;, = 1, A - macierz precyzji
(odwrotnos¢ macierzy kowariancji) dla kazdego rozktadu Gaussa, p — wektor wartosci srednich dla kazdego rozktadu
Gaussa.

Kazda zmienna wejsciowa (wektory): logFC, Cs, P stanowi niezalezng zmienng losowg modelu
VB-GMM. Model VB-GMM jest stosowany niezaleznie dla kazdej z nich. Wyboru metody
wariacyjnej maksymalizacji dopasowywania rozktadu dokonano ze wzgledu na brak efektu
przedopasowania (overfitting) przy zastosowaniu tej metody. Zatozono dwa rodzaje podejscia
zalezne od typu zmiennej wejsciowe]. Trzy-komponentowy model VB-GMM zastosowano dla
wektora logFC. Pozwala on wyrdzni¢ transkrypty — targety charakteryzujgce sie ujemnymi
wartos$ciami logFC oraz targety o matej wartosci dodatniej. Mate wartosci dodatnie odnoszg sie do
transkryptéw podlegajacych efektowi off-target. Drugie podejscie dotyczy pozostatych dwéch
zmiennych wejsciowych, dla ktérych zastosowano model dwu-komponentowy VB-GMM. Na Rys.
3.5 przedstawiono model w postaci acyklicznego grafu skierowanego. Graficzne sposoby
przedstawienia sieci Bayesa omowiono w Dodatku D. Zaleznos¢ miedzy macierzg precyzji A a
wektorem p wynika z faktu, ze wariancja rozktadu Gaussa jest takze funkcja macierzy precyzji.
Optymalizacje parametréw modelu dopasowywania uzyskano metodg EM. Komponenty z
najwiekszg bezwzgledng Srednig wartoscig obserwowane dla ujemnych wartosci logFC lub cech
sekwencji (Cs i P¢r) sg powigzane z targetami miRNA. Dlatego nazwano je target component.
Pozostate komponenty nazwano - background component. Wnioskowanie interakcji
miRNA/mRNA przeprowadzono jako ekwiwalent rozktadu a posteriori target component dla
obserwowanych zmiennych wejsciowych. Rezultat, czyli prawdopodobienstwo liczone jest, jako
Srednia wazona przeksztatcenia sigmoidalnego logFC prawdopodobieistwa a posteriori target
component po wszystkich sktadowych wejsciowych [106].

Zaktadamy, ze mamy N gendéw, ktérym przyporzadkowujemy wektory x = (x4, ..., xy)T. Wektory
te nalezg do przedziatu x € {xf, X1 ...,xL},

gdzie x; - warto$¢ logarytmu krotnosci zmiany poziomu ekspres;ji (logFC);
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X1, -, X — punktacja sekwencji, L — liczebnos¢ grup punktacji. W analizowanym przypadku L = 2.

Oznacza to, ze kazdy gen ma przyporzadkowane L+1 rézne wektory wartosci. W celu uproszczenia
obliczen przyjmuje sie, ze x reprezentuje jeden wektor ze zmiennych niezaleznych.

W celu wnioskowania o genach bedacych targetami danego miRNA majac wartosci wektora x
nalezy uzyskaé rozktad a posteriori p(z|x) zmiennej ukrytej z € {zy, ..., zx}, gdzie K=3 gdy
wartosci x sg zarowno dodatnie i ujemne — czyli dla logFC, oraz K=2 gdy wartosci x przyjmuja tylko
wartosci dodatnie (punktacja sekwencji). Przez D oznaczmy wymiar modelu, czyli liczbe
zmiennych, danych, D = L + 1.

Model TargetScore zawiera implementacje wielowymiarowego (D > 1) modelu GMM. | dla
takiego przypadku zostat przedstawiony ponizszy model. Niemniej w przeprowadzanych
praktycznie obliczeniach dla kazdego wektora danych x zastosowany jest jednowymiarowy model
GMM (D = 1).

Zmienna ukryta z jest probkowana z czestosScig i - wspdétczynnik mieszania i przyjmuje sie dla niej
a priori rozktad Dirichleta Dir(m|@y) z parametrami &y = (@q 1, ..., @ g g ). Aby obliczy¢ relatywna
czgstos¢ targetow i nie-targetow w zbiorze gendéw przyjeto @y, = aN dla komponentu
zwigzanego z targetami, a dla pozostatych komponentéw ag, = (1 —a) X N(K — 1), gdzie
a = 0,01.

Zakfada sig dla x aprioryczny rozktad gaussowski N(x|u, A1), gdzie A - macierz precyzji, ktéra
jest odwrotnoscig macierzy kowariancji. Wektor wartosci oczekiwanych p oraz macierz precyzji A
o tacznym rozktadzie p(u, A) podlegaja rozktadowi Gaussa-Wisharta:
K (3-29)
[ [Waedmo, (5on)™) wa W, v)
k=1

gdzie jego parametry: {my, By, Wy, 0o} = {li,,1,Ip.p, D + 1}. We wzorze tym [ - wartos¢
0szacowana; v,- stopnie swobody; W - macierz skali. Niech 8 = {z, m, u, A}. Mozna dokona¢
dekompozycji logarytmu rozktadu brzegowego funkcji wiarygodnosci na dwa sktadniki:

Inp(x) = L(g) + KL(qlIp) (3-30)

p(x,0)
q(8)

q(6) (3-31)
r(6]x)

Inp(x) = fq(e) In + fq(e) In

gdzie:

KL(q||p) - dywergencja Kullbacka-Liblera;
L(q) - kres dolny;

q(6) — proponowany rozktad p(4|x).

Poniewaz In p(x) jest wartoscia stata (normalizujacg), maksymalizacja £L(q) oznacza minimalizacje
KL(qllp). Generalne optymalne rozwiazanie Ingqj(6;) jest wartoscia oczekiwang j z

uwzglednieniem innych zmiennych, E; ;[In p(x, 8)].
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W szczegdlnosci definiujemy:

q(z,m 1, A) = q(z)q(m)q(u, A) (3-32)

Wartosci oczekiwane tych trzech cztondw w skali logarytmicznej: In ¢*(z),In q* (1), In ¢* (i), maja
takg samo postac jak pierwotny rozktad (tzw. rozktady sprzezone). Nalezy dokonaé oszacowania

parametrow {z, i, u, A}, ktére zaleza od wartosci oczekiwanej dla z lub rozktadu a posteriori:
Pk (3-33)

p(anlxn: 0) = IE[xnk] = oK
j=1 pnj

gdzie:

1 D 3-34
Inp,, = E[lnm] + EIE[IHMI(H - Eln (2m) (3-34)

1
- EIEMk,Ak[(xn - :uk)TAk(xn - I‘k)]

Wewnetrzna zalezno$é miedzy wartosciami oczekiwanymi i parametrami modelu wyznaczona jest
poprzez algorytm VB-EM. Polega on na przypisaniu wartosci poczatkowych wynikajgcych z
apriorycznych rozktadéw i losowych danych o sredniej u. W i-tej iteracji oszacowaniu podlega
réwnanie (3-33) uzywajac parametréw modelu (krok VB-E), a nastepnie aktualizacja parametrow
modelu uzywajgc (krok VB — M). Iteracja zostaje zatrzymana, kiedy L(q) przyrasta w danym kroku

o wartoéé mniejsza niz ta przyjeta (default 10%°).

Wartos¢ prawdopodobieistwa, ze dany gen jest targetem danego miRNA definiowane jest
wzorem integrujgcym uzyskane prawdopodobienistwa dla poszczegdlnych zbioréw wejsciowych
(3-33) oraz bezposrednich wartosci logFC konwertowanych funkcjg sigmoidalna:

(3-35)

1
targetScore = c(—logFC)(“_—K Z p(t]x))

XE{X X101}

gdzie:

1

G(_ lOgFC) = 1+exp(logFC);

p(t/x)— prawdopodobieistwo a posteriori.

Integracja danych wejsciowych, ktére uwzgledniajg konkretny profil transkryptowy tkanki i
hodowli komoérkowej wyrazony skrotem logFC oraz zebrane i oszacowane informacje
kontekstowe miejsca wigzania targetu Cs, informacje filogenetyczne o konserwatywnosci regionu
oraz miRNA czyli P¢r, stanowi gtdwng zalete opisywanego modelu. Wg autora biblioteki
wykorzystanie tych parametrow pozwala na redukcje liczby przeprowadzanych préob w
eksperymencie. Uwzglednienie catego zbioru logFC wyklucza problem ustalania progu
statystycznie istotnej zmiennosci ekspres;ji.

Biblioteka TargetScore posiada zastosowanie przede wszystkich w eksperymentach
wykorzystujgcych transfekcje. Transfekcja jest procedurg wprowadzania obcej czasteczki
polinukleotydu tut. miRNA do komdrki eukariotycznej. Tego rodzaju eksperyment nasladuje
rodzaj sygnalizacji miedzykomdrkowe]. Rejestrowanie technikg mikromacierzy transkryptomu —
doktadniej jego zmiennosci, moze stanowi¢ weryfikacje odpowiedzi komorki na podany bodziec.
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Inaczej to wyrazajac, mozna przyjac, ze jest to forma sygnalizacji jednokierunkowej miedzy
naukowcem, a odseparowanym fragmentem tkanki biologicznej. Pojecie sygnalizacji
miedzykomérkowej ogranicza sie do czasteczkowego nosnika.

Rejestrujgc poziom ekspres;ji transkryptow przed i po transfekcji mozna wnioskowac¢ na temat
targetow danego miRNA. Z punktu widzenia technicznego wydaje sie by¢ to rozwigzanie
najkorzystniejsze przy poszukiwaniu targetéw danego miRNA. Tym bardziej, ze funkcjonowanie
TargetScore'a uwzglednia w pewnym stopniu takze efekt off-target, ktéry dotyczy nieswoistego
czy niezamierzonego blokowanie ekspresji innych gendw.
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4 Definiowanie modelu biocybernetycznego

Zastosowanie rozwigzan techniczno-matematycznych jako modeli uktadéw zywych znaczaco
poszerza naszg wiedze o Swiecie. Modele biocybernetyczne nie tylko umozliwiajg weryfikacje
wiedzy biologicznej, ale takze wprowadzajg nowa jakos¢ w rozumieniu biologicznych procesdw.
Pozwalajg (miedzy innymi) ocenia¢ i poréwnywac efektywnos$¢ rozwigzan technicznych z
analogicznymi modelami procesdw biologicznych. Biocybernetyka jako dziedzina przynalezna do
nauk przyrodniczych, biologicznych i technicznych stosuje metody jednej nauki do przedmiotu
zawartego w drugiej grupie. Zaktada wiec ona wspdélnos¢ metod i modeli w dziedzinach wiedzy
opisujgcych materie ozywiong i nieozywiong.

Pojecie modelu biocybernetycznego odnosi sie do opisu matematycznego procesu biologicznego
wyizolowanego z catego organizmu. Charakterystyczng cecha tego rodzaju modelowania jest
skupienie sie na mechanizmach regulacji, kontroli i komunikacji. Mechanizm interferencji RNA
stanowi w biologii teoretycznej modelowy przyktad kontroli i regulacji poziomu transkryptéw w
cytoplazmie komoérki biologicznej. W niniejszej pracy skupiono sie w zwigzku z tym na ilosciowym
opisie relacji miedzy danymi eksperymentalnymi dotyczacymi poziomu ekspresji transkryptéw i
miRNAs w mechanizmie interferencji RNA.

Odkrywanie wiedzy na podstawie danych biologicznych wykorzystujacych techniki eksploracji
danych ulega poprawie dzieki zastosowaniu zasad modelowania biocybernetycznego [160][162].
Biocybernetyka wprowadza kontrole i sterowanie w tworzonym modelu w taki sposéb, aby
doprowadzi¢ do jak najwiekszej jego zgodnosci z modelowang rzeczywistoscig biologiczng
[161][176]. Dla rozwazanego w tej pracy modelu dane wejsciowe zostajg w taki sposéb
przeksztatcone, aby uzyskac tg zgodnosé.

Centralny dogmat biologii, opisywany wyzej (patrz Rys. 2.1) paradoksalnie dotyczy przeptywu
informacji, ktéra do tej pory byta domeng nauk technicznych i matematycznych. Informacja
zawarta w chromosomalnych sekwencjach, poprzez odpowiedni system kodowania, zostaje
wykorzystana przy syntezie biatka (syntezie na matrycy RNA sekwencji aminokwasowe]j — proces
translacji). W technice, potgczenie hardware'u z programem (software’em) [172] dokonat twdrca
pierwszej maszyny liczacej - komputera John von Neuman przy wspétpracy Johna W. Mauchly’ego
oraz Johna Prespera Eckerta .

Odkrycie kodu genetycznego (zbior regut pozwalajgcych dowolnej kombinacji nukleotydowej
przyporzadkowaé odpowiednig sekwencje aminokwasowsg, trdjki nukleotyddéw stanowig tzw.
kodon) byto wielkim zaskoczeniem w srodowisku genetykéw i informatykéw. Wprowadzito ono na
grunt biologii idee abstrakcji programu i danych informatycznych. Zasady hierarchicznosci
(poziomy), niezaleznosci  (przenosnosci, uniwersalnosci) obowigzujgce w inzynierii
oprogramowania odkryto na poziomie organizacji fundamentéw przyrody ozywione;j.
Informacyjna wtasnos¢ zostata uzyskana poprzez wykorzystanie bardzo podobnych struktur par
nukleotydowych.

W ten sposdb, poprzez centralny dogmat biologii, a doktadniej w biologii molekularnej utworzono
furtke, przez ktéra wprowadzono do tej dyscypliny wiedzy teorie informacji Shannona, teorie
regulacji oraz teorie maszyn cyfrowych. Te trzy teorie razem potgczone stanowig podstawe
utworzonej w 1946 roku przez Norberta Wienera nowej interdyscyplinarnej dyscypliny naukowej
— cybernetyki, poniewaz informacja wystepuje zawsze z regulacja.
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Teoria informacji przedstawiona zostata w pracy "A Mathematical Theory of Communication"
autorstwa Claude Shannon i Warren Weaver. Zajmuje sie ilosciowym opisem informacji,
wprowadza pojecia bitu informacji, entropii zdefiniowanych analogicznie do poje¢ termodynamiki
(traktujacych o energii obiektéw). Z teorii informacji wywodza sie metody telekomunikacyjne,
teorie kodowania. Juz na pierwszy rzut oka widoczna jest analogia dogmatu biologicznego do
schematu transmisji sygnatu cyfrowego z elementami nadawcy — kanatu — odbiorcy. Rzecz jasna,
ze przypisanie funkcji nadawcy, kanatu, czy odbiorcy jest sprawg czysto umowng w rzeczywistych
uktadach biologicznych, ktére charakteryzuje duza ztozono$é wyrazona w hierarchicznosci,
wielopoziomowaosci i licznych petlach sprzezenia zwrotnego modelowaniu choéby tylko na samym
poziomie molekularnym.  Obiektywnie i najprosciej mozna przypisa¢ funkcje nadawcy
podmiotowi, ktéry nazwano ewolucjg, a ktéra zakodowata informacje w odpowiednich
sekwencjach chromosomowych. Kanat transmisji, ktéry charakteryzuje podatnos¢ na zaktécenia
stanowi szlak przetwarzania tej zakodowanej informacji na posta¢ zdekodowang w formie
docelowej sekwencji aminokwasowe]. Zaktécenia stanowig ,literdwki”, czyli mutacje wywotane
czynnikami mutagennymi, chociaz moga oczywiscie wystgpic takze dtuzsze zaktdcenia, na przyktad
insercje czy delecje wywotane poslizgiem w procesie duplikacji nici DNA, czy crossing over na
etapie rozdzielania chromatyny przy podziale komdérkowym.

Metody cybernetyczne polegajg na [63]:

1. mozliwie precyzyjnym opisie jakosciowym i iloSciowym mierzalnych wielkosci
wystepujgcych w procesie;

2. ustaleniu badZ zatozeniu w postaci hipotez zwigzku miedzy odpowiednimi wielkosciami;
wykorzystaniu metod matematycznych do opisu badanego zjawiska;

4. wykorzystaniu teorii sterowania, informacji, komunikacji do analizy ztozonych uktadéw z
petlami sprzezen zwrotnych.

Metoda "czarnej skrzynki" stosowana czesto w pierwszym etapie wtedy, kiedy nie jest znana
wewnetrzna struktura badanego obiektu, polega na traktowaniu obiektu jako wzglednie
odosobnionego [66]. Obiekt tego typu pozwala poprzez wyrdznione punkty brzegowe na wptyw
sygnatu zewnetrznych na procesy wewnetrzne. Oprécz nich wyrdznione sg punkty, przez ktére
nastepuje oddziatywanie obiektu na otoczenie. Sg to wejscia i wyjscia uktadu (Rys. 4.1.). Z reguty
tego typu wejscia uwzgledniajg zmienne mierzalne. Wejscia gtéwne X,, maja zasadniczy wptyw na
przebieg zjawiska. Wejscia pomocnicze Xy — sygnaty, ktore nalezy uwzgledni¢ w obliczeniach.
Zaktécenia Z — sg niemierzalne, ale mozna czasami ustali¢ ich parametry statystyczne. Zaletg
stosowanie tej metody jest brak zatozen, co do sposobu dziatania badanego mechanizmu.
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wejscia dodatkowe zakidcenia
X4 Z

WEISCIA " = wyjscie
gtéwne  * badany obiekt . Y
Xw . .
—_— —

Rys. 4.1. Metoda "czarnej skrzynki".

Zasadniczy wkfad ujecia cybernetycznego polega na ustaleniu zwigzkéw miedzy sygnatami
wejsciowymi, a wyjsciowymi. Ustalenie wpltywu sygnatéw dodatkowych czy tez zaktécen.
Poszukiwane zaleznosci mozna przedstawi¢ w ogdlnej postaci z wykorzystaniem nieznanej funkcji
F:

Y=F(X,,X,Z5) (4-1)

gdzie s — zespot parametrow charakteryzujgcych stan obiektu. Celem badan jest zatem ustalenie
postaci funkcji F. Petne, cybernetyczne podejscie do modelowania wymaga dalszych krokow
takich jak ustalenie rodzaju sprzezenia zwrotnego, ocena korzysci zastosowania uktadu
regulacyjnego (np. redukcja wptywu zaktécen sygnatdw analogowych, realizacja uktadu
$ledzacego wartos¢ zadang), badanie stabilnosci modelu.

Mechanizm interferencji RNA traktowany jako regulator poziomu transkryptéw w cytoplazmie
mozna przedstawic jako prosty model regulacyjny z petlag ujemnego sprzezenia zwrotnego (Rys.
4.2). Przyjmujac, ze mamy informacje o wartosci pozgdanej ekspresji N transkryptow oznaczong
wektorem X,, , poziom ekspresji N transkryptdw w cytoplazmie uzyskujemy w wyniku regulacji
podstawowe] sygnatem transkrypcji oraz dodatkowo przez kompleksy miRISC w mechanizmie
RNAI. Schemat nie rozstrzyga, jakie czynniki powodujg wybdér dodatkowego mechanizmu regulacji
w postaci RNAi dla wybranych gendw. Stad wektor sygnatéw btedu € jest podany na oba cztony
dopasowujace ki i k..
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Rys. 4.2 Model regulacji genéw z wyréznionym mechanizmem interferencji RNA (czesc szara)

Znaczenie symboli z Rys. 4.2:
Xw — wektor wartosci zadanych poziomdw ekspresji transkryptow;

€ — wektor sygnatdow bedacych rdéznicg wektorow wartosci zadanej X,i wartosci poziomdw
ekspresji uzyskanej y;

km, ki — wektor wspdtczynnikow proporcjonalnosci modyfikacji sygnatu btedu & na sygnat
wykonawczy odpowiednio U, i U,,;

U,, U, — wektor sygnatdw transkrypcji i procesu wytwarzania miRISC;

Y'oV'mY'mn,Y — wektor wartosci poziomdow ekspresji odpowiednio: transkryptéw, pri-miRNA,
miRISC, transkryptéw po regulaciji.

Sygnaty przedstawione na schemacie sg wartosciami zmiennymi, zaleznymi od wielu czynnikéw
"topograficznych", ontologicznych, srodowiskowych.

W przedstawionym modelu mozemy wyrézni¢é dwa wektory sygnatéw dotyczace poziomu
ekspresji, ktére to wartosci w postaci zmiennej losowe] sg dostepne, jako rezultat eksperymentu
mikromacierzowego przeprowadzonego w ustalonych warunkach. Sg to wartosci poziomu
ekspres;ji transkryptéw i miRNAs w cytoplazmie, juz po regulacji oznaczone na schemacie przez y.
Jak tatwo wywnioskowaé wartosci te sg mniejsze w stosunku do pierwotnych pozioméw
transkryptéw oznaczonych na schemacie y',y'm,Y'm. W niniejszej pracy postanowiono skupic¢ sie
na matematycznym opisie relacji ilosciowych miedzy poziomami ekspresji transkryptow i
czasteczek miRNAs.

4.1 Zalozenia modelu rozwazanego w tej pracy

Ze wzgledu na opracowania réznych rozwigzan bioinformatycznych problem wyszukiwania
targetow, czyli transkryptéw, do ktdérych odpowiednim regionie przytgcza sie konkretna
czasteczka miRNA, mozna rozwigzywaé poprzez poprawe i udoskonalenia obecnych narzedzi
bioinformatycznych. Ze wzgledu na przedstawiong wczesniej problematyke, poznania procesu
interferencji RNA w pracy skupiono sie na rozwigzaniach, ktdre uwzgledniajg najszerszy z
mozliwych zasobdéw informacji dotyczacych tego procesu. Zaawansowany matematycznie model
VB-GMM zaimplementowany w pakiecie TargetScore umozliwia stosunkowo proste go
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rozwiniecie i umozliwia uwzglednienie dodatkowej informacji, ktéra powinna poprawiaé jakos¢
analizy przy okres$laniu targetow. Ta dodatkowa informacja w stosunku do zestawu danych i
parametréw wejsciowych modelu TargetScore [106] polega na uwzglednieniu takze rzeczywistego
profilu ekspresji miRNAs w analizowanych prébach.

Zatozenia modelu:

1. model stuzy do wyszukiwania targetéw dla czgstek miRNAs na podstawie danych
mikromacierzowych,

2. zaktada sie uwzglednienie w danych wejsciowych profilu ekspresji transkryptéw oraz
miRNAs,

3. uwzglednia sie wykorzystanie informacji kontekstowej i filogenetycznej w
przeprowadzonej analizie,

4. zaktada sie, ze zmienno$¢ poziomu transkryptéw miedzy poréwnywanymi prébami
biologicznymi wywotana jest przede wszystkim potranskrypcyjng regulacja gendw.
Zaktadamy zatem, ze rejestrowane zmiany poziomu ekspresji transkryptéw sg odwrotnie
skorelowane ze zmianami poziomu czasteczek miRNA.

Wykorzystanie informacji o ekspresji pozwala na wyznaczenie funkcjonalnych targetéw miRNAs.

4.2 Model biTargetScore - rozwiniecie modelu TargetScore

Wykorzystanie przedstawionej wczesniej biblioteki TargetScore (patrz rozdziat 3.4.5) wydaje sie
by¢ mozliwe w zastosowaniu do innych sytuacji eksperymentalnych, ktére jako rezultat podajg
zmiane poziomu ekspresji gendw w odpowiedzi na niepatologiczne (normalne) czynniki, jakim
poddana zostaje hodowla komdrkowa. Mamy wdwczas do czynienia ze zmiang zamiast jednego
miRNA z eksperymentu transfekcji ze zmiang w catym profilu miRNA. Pojawia sie pytanie, w jaki
sposéb wykorzysta¢ TargetScore dla takiego przypadku? Rejestrowanie informacji o sparowanych
dwéch zbiorach: poziomu ekspresji miRNA oraz mRNA wydaje sie tez by¢ podejsciem bardziej
obiektywnym w stosunku do zatozen niezmiennosci endogennego profilu miRNA w transfekcji.

Autor niniejszej pracy proponuje uogdlnienie modelu TargetScore na przypadek uwzglednienia
wielu miRNA w miejsce jednego oraz uwzglednienia w obliczeniach takze poziomu zmiennosci
zbioru miRNA. Udoskonalony model nazwano roboczo biTargetScore. W aspekcie biologicznym
TargetScore odpowiada na pytanie, jakie jest prawdopodobienstwo interakcji kazdego z
transkryptéw z danym miRNA. W biTargetScore pytanie zadawane jest w obydwéch kierunkach:
tym samym, co powyzej oraz drugim - jakie jest prawdopodobienstwo interakcji kazdego miRNA
ze zbioru z danym targetem. Analiza przebiega dwutorowo. Najpierw przeliczany jest pierwszy,
podstawowy zbiér danych wejsciowych, czyli: logFC, Sc, Per. W drugim kroku w miejsce
transkryptéw podawany jest logFC ale dotyczacy zbioru miRNA i odpowiednie Sc i Pcr. Schemat
proponowanego rozwigzania przedstawiono na Rys. 4.3.

Proponowany model zaktada odmienne dopasowanie wartosci logFC miRNA. Stad schemat
uwzglednia czton funkcji dopasowujacej. Dla celéw testowych modelu zatozono, ze spadkowi
poziomu ekspresji transkryptéw bedacych celem miRNA towarzyszy wzrost poziomu ekspresji
miRNA. Czyli najprostszy przypadek — funkcja inwersji. Funkcja dopasowania moze zosta¢ w toku
walidacji modelu zmieniona. Najczesciej zaktada sie ujemng korelacje poziomu ekspresji miRNA i
MRNA np. obliczang metodg korelacji Pearsona. Wydaje sie, ze na doswiadczalny sposdb
wyznaczenia tej funkcji pozwalajg dobre rezultaty deklarowane przez autora TargetScore.
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Kazda komoérka organizmu wystepuje w pewnym warunkowo zaleznym stanie rdwnowagi. Czesé
transkryptow podlega translacji, a jakas cze$é podlega degradacji na wielu réznych etapach
procesu produkcji biatka. Oznacza to, ze wyznaczony w eksperymencie poziom ekspresji
transkryptéw jest mniejszy niz rzeczywista warto$¢ ekspresji. Analogicznie transkrypty
niekodujgce, ktére np. stanowig protoplaste pri-miRNA réwniez podlegajg procesom regulacji.
Zmiennos¢ ekspresji gendw podlega wreszcie modulacji czynnikami transkrypcyjnymi. W takiej
sytuacji trudno jest jednoznacznie udzieli¢ odpowiedzi, jaka jest relacja miedzy ekspresjg miRNA a
transkryptami kodujgcymi i regulowanymi przez miRNA, szczegdlnie na poziomie ogélnym?

o

G

MRNA

TargetScore

TS ° (MiRNA_TS)"

f(3wi)
TargetScore

miRNA

Rys. 4.3. Model biTargetScore. dy; — wektor logFC transkryptéw od dtugosci N, S — macierz Sc i Pc;r 0 wymiarach N x
M, Sy — wektor logFC miRNAs, Sy; — macierz SC i Py 0 wymiarach M x N. f(8,;) — funkcja dopasowujaca, TargetScore —
model podstawowy, TS — macierz prawdopodobienstw dla transkryptow N x M, miRNA_TS - macierz
prawdopodobienstw dla miRNA M x N.

W wyniku dwutorowych obliczen w modelu biTargetScore uzyskujemy dwie macierze: TS jako
wynik iteracji (dla kazdego miRNA obliczamy prawdopodobienstwo interakcji z kazdym mRNA ze
zbioru) oraz macierz miRNA_TS, jako wyniki iteracji kazdego mRNA z kazdym miRNA ze zbioru.
Kolumny tych macierzy posiadajg prawdopodobieristwa zintegrowane tzn. sg wynikiem
jednokrotnego zastosowanie modelu VB-GMM. lloczyn Hadamarda (iloczyn komodrek o tych
samych wspodtrzednych) macierzy TS oraz transpozycji macierzy miRNA_TS daje ostateczny
rezultat.

Nowatorski charakter modelu biTargetScore zaproponowanego przez autora niniejszej rozprawy
polega na wykorzystaniu biblioteki TargetScore do integracji informacji o zmiennosci ekspresji
mMRNAs jak i miRNAs w celu wyznaczenia targetow.

4.3 Ograniczenia modelu

Przedstawiony model biTargetScore skupia sie na ustaleniu relacji miedzy poziomami réznicowej
ekspresji transkryptéw i miRNAs z uwzglednieniem parametréw pomocniczych. Zaktada on
odwrotng korelacje wartosci tych pozioméw bedacg nastepstwem przyjetego modelu regulacji
RNAi. Model matematyczny VB-GMM w celu przeprowadzenia obliczen zaktada wzajemng
niezaleznos$¢ poziomdéw transkryptéw i miRNAs. To podstawowe zatozenie staje sie zarazem
ograniczeniem jego stosowania, poniewaz nie uwzglednia ona nastepujgcych standéw/sytuacji:
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1. Brak uwzglednienia rywalizacji wielu miRNA do tego samego targetu. Przytgczenie
jednego kompleksu RISC jednym miRNA moze powodowac brak dostepu dla innych
czgsteczek miRNAs.

2. Ograniczenia populacji komplekséw RISC np. bedace efektem regulacji RNAi gendéw
biatek kompleksu.

3. Pomiar ekspresji dokonywany jest zatem dwupunktowo przed wprowadzeniem czynnika
zmieniajgcego ekspresje oraz po jego wprowadzeniu. Brak zatem badania dynamiki
zmian ekspresji. Czynnik wywotujacy zmiane moze miec rézny charakter: podany lek,
symulacja infekcji, zmiana warunkéw hodowli, itd. Moze tez nim by¢ wprowadzenie w
procesie transdukcji czgsteczki miRNA. Wstepna analiza jakosciowa wptywu tych
czynnikdw na procesy wewngtrzkomorkowe wydaje sie byé bardzo istotna, szczegdlnie
gdy w jej toku stwierdzimy zmiane czynnikéw transkrypcyjnych.

4. Wzajemny wptyw miRNAs na siebie, wptyw miRNA poprzez interferencje RNA na geny
innych lub wifasne.

5. Efekt wysycenia (ttumaczenie wilasne, oryginalne dilution-effects) polegajacy na tym, ze
miRNA posiadajgcy wiele targetdw z mniejszg skutecznoscig obniza poziom ekspresji
docelowych transkryptéw w porédwnaniu do tych miRNA, ktére majg niewiele targetéw
[3].

6. Woyszukiwanie targetu tylko w obrebie regionu 3'UTR. Rozdziat 2 cytowat przypadki
wystepowania miejsc wigzan takze w obrebie 5'UTR lub CDS.

4.4 Przewidywane rezultaty

Uwzglednienie informacji o ekspresji miRNAs oraz mRNA w predykcji targetow jest metoda
identyfikacji funkcyjnych czgsteczek miRNA. Mozna zatozy¢, ze metoda ta w sposdb automatyczny
poprawi jakos¢ predykcji targetdw. Czynniki wywotujgce zmiane ekspresji stanowig jednak na tyle
ztozong siec relacji, ze kazda predykcje zawsze nalezy weryfikowac eksperymentalnie.
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5 Opis implementacji
5.1 Lokalna baza danych bioinformatycznych w oparciu o model BioSQL

Model obiektowy BioSQL (http://www.biosql.org/) zawiera uniwersalny model relacyjny
sekwencji, cech sekwencji, notacji, taksonomii i ontologii, PhyloDB (drzewa filogenetyczne), oraz
interfejs obiektowo-relacyjny zwigzany z wykorzystywanym jezykiem programowania. Pierwotnie
powstat na uzytek lokalnych zasobdw GenBank oraz jako wspdlna platforma dla Bio* projektow:
BioPerl, BioPython, BioJava, BioRuby, ktére wykorzystuja mapowanie relacyjno-obiektowe.

W modelu zastosowano wzorzec stabej typizacji, czyli systemu typow, w ktérym typ wyrazenia
moze by¢ automatycznie zmieniony, jesli kontekst tego wymaga. Staba typizacja nie wykrywa
pewnych rodzajow btedéw, natomiast podkresla sie, ze jest wygodniejsza w praktyce, w
szczegolnosci dla danych biologicznych, nie zawsze jednoznacznie zdefiniowanych. Obiekt jest
okreslony poprzez grupe predefiniowanych encji, utworzonych dla okreslania réznych typow
obiektéw. W ramach encji specjalistyczne atrybuty okreslajg typ obiektu. Zbiér typdw pochodzi ze
stownika ontologicznego, ktéry przypisuje znaczenie obiektowi (wierszu oraz atrybutom).

Lokalna implementacja BioSQL zawiera rozpakowane zasoby informacji o transkryptach ludzkich
(ftp://ncbi/refseq/H_sapiens/mRNA_Prot/human.rna.gbff) w formacie GenBank. Struktura
relacyjna BioSQL zostata na potrzeby pracy rozbudowana o tabele dedykowane do
przechowywania petnej informacji o miRNAs. Petny schemat struktury BioSQL zamieszczono w
Dodatku E.

premima_gene mirna_targe!
Pd  premima gene id P mirna target id
FK1  premima_id pubmad_id
gene_id target_gene_species_sciantific
gene_external_id target_gens_species_common
transcript_id target_gene_name
transcript_extemal_id target_gene_refseq_acc
transcript_biotype target_gene_rafseq _ver
is_exonic target_site_number
is_intronic mirmna_species
is_right_od FK1  mirna_mature |d
Is_left_of mirna_regulation
dbasa reporter_target_gene_region
premima_stan reporter_link_element
pramima_end test_method _inter
gena_start target_gens_mrna_level
gens_end original_description
chromosome_name mutation_target_region
premima_strand post_mutation method
transcript_strand original_description_mutation_region
probesets target_site_position
nr_probes target_site_sag
sequence mirna_regulation_site
axon reporter_targel_site
Intron reporter_link_element 2
ex_in test_method_inter_site
adge original_description_intar_sits
mutation_target_site
8 post_mutation_method_site
7 original_description mutation_site
1 additional_note
|
|
: Q
L 1
premirna mima_premima mima
PK prmimald | | O€ PKAK2 mirna id 11 |PE  mirna ld
L PKAKI  premima g PO H —
i ace
Spacian species
Aequshos saquence

Rys. 5.1. Fragment lokalnej struktury relacyjnej bazy evolBioSQL dotyczagcy miRNAs.
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Struktura BioSQL zostata poszerzona o dodatkowe tabele (Rys. 5.1). Informacje zapisane w tych
tabelach uzyskano na podstawie rdéinych zasobdw bioinformatycznych. Podstawowg tabele
"mirna" wypetniajg dane z referencyjnej bazy miRBase. Tabela "mirna_target" pochodzi z
zasobéw bazy miRecords. Pozostate tabele: "premirna_gene", "premirna", "mirna_premirna"
zostaty uzupetnione na podstawie predykcji pri-miRNA zrealizowanej w Biocentrum Patofizjologi
(Division of Molecular Pathophysiology Biocenter, Innsbruck Medical University) [137].

Struktura powigzania tabel (Rys. 5.1) odpowiada formalnemu wyobrazeniu przeptywu informacji
w biologii: od genu do funkcyjnej czgsteczki miRNA. Zawarte na schemacie relacje miedzy
tabelami uwzgledniajg znane relacje ilosciowe miedzy poszczegdlnymi etapami wytwarzania
dojrzatego miRNA. Tabela "mirna_premirna" uwzglednia relacje typu n:m, czyli ten sam miRNA
moze pochodzi¢ z réznych prekursoréw i odwrotnie ten sam prekursor moze by¢ macierzysty
wzgledem réznych miRNAs.

Lokalna implementacja bazy BioSQL zostata wykorzystana do uzyskanie odpowiednich sekwencji
transkryptéw, informacji o potozeniu regionéw CDS i 3'UTR i innych celow.

5.2 Analiza zbioru sekwencji miRNA

Charakterystyka aktualnego zbioru czasteczek miRNAs pozwala na jego ocene i poznanie
wtasciwosci. W ramach analizy zbioru przeprowadzono analize dtugosci sekwencji miRNAs, analize
czestosci wystepowania homologéw miRNAs w transkryptach, duplikacje homologdéw w obrebie
tego samego transkryptu oraz oceniono stopien losowosci sekwencji wyznaczajac entropie
blokowa.

Szacuje sie, ze ok 60% wszystkich ludzkich genéw podlega regulacji miRNAs [122]. Srednio podaje
sie, ze jedna rodzina miRNA posiada kilkaset targetow [59]. Liczba rodzin zdefiniowana na
podstawie miRBase wynosi 1543. Przypisanie miRNA do rodziny odbywa sie na podstawie
dojrzatego miRNA, sekwencji oraz/lub struktury pre-miRNA [92]. Geny miRNA w rodzinie moga
prezentowaé petng konserwatywnos$¢ dojrzatego miRNA, czesciowg — sekwencje seed. Warto
doda¢, ze geny z tej samej rodziny miRNAs nie sg losowo zlokalizowane, ale celowo zajmujg
pozycje wokét gendw zaangazowanych w infekcje, system immunologiczny, system sensoryczny i
neurodegeneracyjne choroby, rozwdj oraz nowotworzenie [120]. Przeprowadzono badania nad
wkomponowaniem mechanizmu RNAi w sie¢ regulacyjng gendw (gene regulatorynetwork) [36].
Siec ta kontroluje, ktdre geny sg aktywowane w odpowiedzi na sygnat biologiczny.

W wyniku przeprowadzonej przez autora analizy dtugosci sekwencji miRNAs uzyskano
nastepujace parametry rozktadu:

ilos¢ sekwencji: 1921
warto$¢ maksymalna dtugosci: 27 nt
wartos$¢ minimalna dtugosci: 15 nt
Srednia dtugosc: 21,56 nt
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oraz histogram (Rys. 5.2. ):
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Rys. 5.2. Rozktad dtugosci sekwencji miRNAs

5.2.1 Badanie czestosci homologéw miRNAs w transkryptach

Z punktu widzenia biochemicznego niestabilno$¢ wigzania sie czasteczki miRNA z docelowym
transkryptem z staje sie pretekstem do poréwnania komplementarnosci sekwencji miRNAs i
zbioru transkryptow. Relatywnie niski stopien komplementarnosci dupleksow miRNA/mRNA,
potwierdzony eksperymentalnie, podsuwa pytanie: czy w transkryptomie znajdziemy lokalne
dopasowania sekwencji miRNA lepiej do nich pasujgce? W celu odpowiedzi na to pytanie
przeprowadzono eksperyment obliczeniowy wyszukiwania dopasowan sekwencji miRNAs i
sekwencji transkryptéw.

W pierwszym kroku oceniono komplementarnos$¢ catej sekwencji miRNA i zbioru transkryptow.
Interesujgca staje sie ocena ,popularnosci” - czestosci komplementarnej sekwencji miRNA w
zbiorze transkryptédw. Analiza dotyczy, zatem komplementarnych homologéw sekwencji miRNA.
W celu jej przeprowadzenia wykorzystano gotowg implementacje algorytmu Needlemana-
Wunscha. Algorytm ten stosowany jest przy globalnych uliniowieniach z tzw. liniowg karg za
przerwy. Przyjeto trzy stopnie jakosci dopasowania: ACCEPTABLE, GOOD, PERFECT. Sposdb
obliczenia progowych wartosci punktaciji:

PERFECT: (= length * 5)
GOOD: (>=(length - 1) * 5-4) LUB (= (length - 3) * 5 - 4)
ACCEPTABLE: >=(19 * 5)

gdzie, length — dtugosé sekwencji query, tut. sekwencji miRNA.
Wyjasnienie uzytych progdéw:

e PERFECT - odnalezienie w sekwencji transkryptu dopasowania tozsamego,
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e GOOD - odnaleziona sekwencja dopasowania moze rozni¢ sie jednym albo trzema
nukleotydami w jednym ciggu (w pewnym stopniu gwarantuje to jedna kara za przerwe ,,-
&),

e ACCEPTABLE - arbitralnie ustalona minimalna dtugosé¢ dopasowania (przyjeto 19nt).

Do analizy wykorzystano program glsearch z pakietu FASTA uruchamiany z ustalonymi
parametrami:

glsearch36 -n -Q -E "5000 1.0" -m 10 query library
query to kolejne sekwencje miRNA (ftp://mirbase.org/pub/mirbase/CURRENT/mature.fa.gz)
library — sekwencje mRNA z pliku human.rna.fna (baza NCBI).

Deklaracja parametru estymacji /—E "5000 1.0"/ powoduje, ze w pliku wynikowym pojawiajg sie
takze dopasowanie suboptymalne typu HSP (high-scoring alignments)

http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta www2/fasta guide.pdf.

Uzyskane rezultaty analizy czestosci homologédw miRNAs w transkryptach przedstawia Tabela 8.

Tabela 8. Rezultaty badania czestosci homologéw.
Legenda:

Wszystkie trafienia — suma wszystkich znalezionych sekwencji podobnych poza HSP

Wszystkie HSP — suma wszystkich alternatywnych dopasowarn (HSP) wzgledem podstawowych trafien
Wszystkie trafienia + HSP - suma wszystkich trafien tacznie z alternatywnymi dopasowaniami

ACCEPTABLE , GOOD, PERFECT - trzy progi podobienstw omdéwione wczesniej

Wszystkie zaakceptowane - suma kontrolna dla progéw dopasowan

Wszystkie zaakceptowane HSP - suma kontrolna dla progéw dopasowan uwzgledniajaca tylko HSP
,0sierocone” HSP — te HSP, ktérych gtéwne hity zostaty zaakceptowane, a ktére byty za stabe, aby same
zostac zaakceptowane.

ALL FORWARD REVERSE

Wszystkie trafienia 14582675

Wszystkie HSP 11560499

Wszystkie trafienia + HSP 26143174

ACCEPTABLE 2176 1088 1088
GOOD 3710 1894 1816
PERFECT 2138 1760 378
Wszystkie zaakceptowane 8024 4742 3282
Wszystkie zaakceptowane HSP | 303 140 163
,Osierocone” HSP 3821 1956 1865

Dwa kolejne wykresy (Rys. 5.3, Rys. 5.4) przedstawiajg zaleznos¢ liczby czgsteczek miRNAs w
funkcji liczby znalezionych lokalnych dopasowan na nici transkryptéw z uwzglednieniem trzech
progéw podobienstwa. Tabelaryczne zestawienie wynikow zawarte jest w Tabela 9.
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Tabela 9 Tabelaryczne zestawienie liczby lokalnych kopi (homologéw) znalezionych na niciach komplementarnych
transkryptow.

|. kopii [. miRNA |. dopasowan
0 1716 0
1 116 116
2 37 74
3 11 33
4 2 8
5 8 40
6 3 18
7 1 7
9 4 36
10 1 10
12 2 24
13 1 13
16 1 16
22 2 44
25 3 75
26 1 26
37 1 37
47 2 94
54 1 54
56 2 112
81 1 81
215 1 215
282 1 282
403 1 403
591 1 591
873 1 873
1921 3282

5.2.2 Duplikacje homologéw w obrebie transkryptéw

Znalezione dopasowania sekwencji miRNAs i sekwencji zbiorow transkryptéw wykazujg takze
duplikacje w obrebie tego samego transkryptu. W Tabela 10 zebrano liczby miRNAs, ktore
wykazujg najwiekszg liczbe duplikatéw w obrebie transkryptéw. Na pytanie jak wiele duplikatow
znajduje sie w obrebie pewnych transkryptéw odpowiada Rys. 5.5.
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Tabela 10. Zestawienie duplikatéw dla nici REVERSE

Nazwa miRNA liczba transkryptéw
z duplikatami
1 | hsa-miR-5585-3p MIMAT0022286 2
2 | hsa-miR-1273g-3p MIMAT0022742 4
3 | hsa-miR-5096 MIMAT0020603 37
4 | hsa-miR-1273d MIMAT0015090 5
5 | hsa-miR-574-5p MIMAT0004795 88

m dwajki
W trojki

W czworki

Rys. 5.5. Poréwnanie liczby duplikatow "dwoéjek", "tréjek", "czwoérek" w obrebie tego samego transkryptu dla
REVERSE

5.2.3 Entropia blokowa

Teoria informacji znalazta takze zastosowanie w ocenie informacji genetycznej. llosciowe pojecie
informacji np. entropia Shannona H [153] i dywergencja Kullbacka-Leiblera zwana tez entropia
relatywng Dg; [95] sg definiowane nastepujaco:

H= = pilog () &1

Dau(PIIQ) = ) pilog (pi/a) &2

Gdzie P i Q s3 gestosciami prawdopodobieristwa, P = {p;} i Q@ = {q;}. Entropia H jest miarg
niepewnosci pewnego zdarzenia o prawdopodobienstwie p;, a relatywna entropia Dy, jest miarg
podobienstwa pomiedzy dwoma rozktadami zmiennej (nie jest ona prawdziwg metrykg np.
Dy (P]|Q) nie jest rowne Dg; (Q]|P) z wyjatkiem przypadku, gdy P = Q).

Entropia blokowa [148] stanowi pewng modyfikacje entropii Shannona. Jest ona obliczana nie dla
kazdego nukleotydu osobno, ale dla wydzielonych blokéw nukleotydowych, czyli subsekwenc;ji.
Rozwaimy jednokierunkowa, nieskoriczong sekwencje sy,S,,.., gdzie s;€{0,1,....,d — 1}. Dla
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sekwencji nukleotydowych mozemy przyja¢ d = 4. Zatézmy stochastyczny proces s;, S, ... Z
prawdopodobienstwami:

De(S1, oo Sp) = Prob{S;1q, -, Stan = Sn} (5-3)

Zaktadajac, ze rozktady sg stacjonarne mozemy usungé indeks t w py(sy, ....,Sy) i zdefiniowac
entropie blokowsa jako:

5-4
Hn = - Z p(sil ---lsn) logp(si’ ""Sn) ( )

S1,.0Sn

ktéra mierzy srednig ilos¢ informacji zawartg w stowie o dtugosci n.

Przedstawiono obliczenie tzw. blokowej entropii Shannona przeprowadzone dla catego znanego
zbioru ludzkich dojrzatych (mature) miRNAs. Obliczenia przeprowadzono wg réznych schematéw:

1. dla catego zbioru miRNA, wydzielonych podgrup ze wzgledu na pochodzenie:
intronicznych i egzonicznych miRNA, ze wzgledu na ich stopient konserwatywnosci;
obliczenia dla okna: przesuwajacego sie po 1nt lub aktualnej wielkosci bloku;
dla subsekwencji miRNA: pierwszych 8nt, srodkowych 8nt.

Zbiér miRNA stanowi 1921 sekwencji o sredniej dtugosci 21nt. Catkowita diugos¢ wszystkich
sekwencji to ok 40 000nt. Wielko$¢ wydzielanych blokéw: 1-8nt. Wyniki obliczen przestawiono na
wykresach tgcznie z obliczong maksymalng entropia:

(5-5)
Hmax = —lnF

gdzie:
x — dtugosc bloku,

oraz entropig wyliczong dla sekwencji losowej o réwnomiernym rozktadzie oraz identycznej
dtugosci z sekwencjg obliczang. Wyniki przedstawiono na wykresach na zbiorczym rysunku (Rys.
5.6, Rys. 5.7, Rys. 5.8, Rys. 5.9, Rys. 5.10, Rys. 5.11).
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Rys. 5.10. Blokowa entropia zbioru intronicznych RYS- 5.11. Blokowa entropia zbioru egzonicznych
miRNAs dla okna o dlugosci bloku. miRNAs dla okna o dlugosci bloku.

5.3 Implementacja modelu biTargetScore

Implementacja modelu biTargetScore opiera sie na skryptach napisach w jezyku R (www.r-
project.org). Jezyk R jako jezyk interpretowany, wykorzystywany jest do obliczern matematycznych
i statystycznych(takze tych czasochtonnych) poniewaz korzysta z bibliotek napisanych m.in. w
jezyku C. Posiada on olbrzymie zasoby bibliotek implementujacych techniki obliczeniowe oraz
graficzne. Gtéwnym powodem wyboru tego jezyka programowania w niniejszej pracy byt jego
zwigzek z projektem Bioconductor, ktéry zostat opary na platformie programistycznej R.
Bioconductor posiada rozwiniete zasoby operowania na danych biologicznych, w tym przede
wszystkim danych genomicznych, ktérych dostepnosé przewazyta nad innymi jezykami z rodziny
"bio".

Do poprawnego dziatania skryptu biTargetScore.R potrzebne sg zainstalowane nastepujace

sktadniki — pakiety: "Bioconductor", "TargetScore", "TargetScoreData", "gdata", "plotrix".
5.3.1 Wstepne przetworzenie danych wejsciowych

Do przeprowadzenia analizy targetéw potrzebne sg dwa pliki wejsciowe w formacie tekstowym
zawierajgce tabelaryczne dane dotyczace zmiany transkrypcji (fold change) w poréwnywalnych
probach z eksperymentu biologicznego. Jeden plik powinien dotyczy¢ zmiennosci ekspres;i
transkryptéw wraz informacjag o relacjach miedzy oznaczeniem - identyfikatorem sond a
identyfikatorami transkryptéw oraz genami. Fragment poprawnego pliku wejsciowego Rys. 5.12..
Drugi plik powinien zawieraé zmiany ekspresji miRNAs.
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1007 _s_at#T43T0S#DDELT 0.70T01201725735396 -0.0295997334523467
T1053_at#MSTIGZEHRFCET 0.0744953536832241937 0. 5405935312325006
T117_at#A5175TH#HIPAGT 0.99494635322101304 0.00166070661223028

Tl2l at#XeD693#PAXET 0.300583207372982 -0.231801710812097

TlE55 g at#LIGS61#GTCALIA™ 0,974644212660714 -0.0040350299]1 7563248
Tlz294 at#L1385240BAT7" 0.11568930997613 -0.551283301465054

Rys. 5.12. Fragment pliku wejsciowego uzyskanego po analizie réznicowej ekspresji transkryptow przeprowadzonej
testem statystycznym T. Zawiera on (czytajac od lewej): identyfikator sondy, id transkryptu, id genu, wartos¢ testu T,
zmiennosc ekspresji (fold change).

Przetworzenie surowych danych mikromacierzowych mozna przeprowadzi¢ z uzyciem réznych
narzedzi. Autor do celéw testowych wykorzystywat publicznie dostepng Platforme
integromicznych analiz danych z mikromacierzy DNA https://lifescience.plgrid.pl/pl/users/sign in.

Ta platforma aktualnie pozwala ona na analize nastepujacych typéw mikromacierzy DNA:

o Affymetrix Human Genome U133 (A, A2, B, Plus2, ST)

o Affymetrix GeneChip Mouse Genome (MOE430A, ST, ST2)
e Affymetrix GeneChip Murine Genome (MGU74Av2)

e Agilent SurePrint G3

Platforma oferuje ona dwa rodzaje analiz: niskiego poziomu -obejmujgcg normalizacje,
sumaryzacje i korekcje tta oraz przyporzadkowanie identyfikatorow transkryptéw i gendéw
odpowiednim identyfikatorom sond. W toku tej analizy dane surowe mikromacierzy zostajg
przetworzone do postaci umozliwiajgcej poréwnywanie ich miedzy sobg. Kazdy producent
mikromacierzy postuguje sie wtasnymi identyfikatorami sond. Przyporzadkowanie sondy do
transkryptu i genu mozna przeprowadzi¢ przez udostepnione biblioteki notacji oddzielne dla
kazdego producenta i rodzaju mikromacierzy:

http://www.bioconductor.org/packages/release/BiocViews.html#  AnnotationData.

Druga analiza jest tzw. wysokiego poziomu, ktéra dla poréwnywanych zbioréw danych
mikromacierzowych pozwala wyznaczy¢ istotno$¢ zmiennosci ekspresji dla kazdej sondy
(transkryptu). Mozna to przeprowadzi¢ z uzyciem testu statystycznego T lub testu SAM.

Celem analizy niskiego i wysokiego poziomu jest uzyskanie tabelarycznych danych w postaci pliku
tekstowego zawierajacego informacje o zmiennosci ekspres;ji.

Oprécz dwdch zbiorow tekstowych dotyczacych zmiennosci ekspresji potrzebne jest punktacja
cech sekwencji, czyli parametry CS oraz P.; pochodzace z bazy TargetScan [71][165]. W tym celu
wykorzystano wstepne rozpakowanie odpowiednich zbioréw pochodzgcych z TargetScan w
strukturze danych jezyka R. Umozliwia to biblioteka TargetScoreData [104]. Zgromadzone dane w
TargetScan uwzgledniajg tylko regiony 3'UTR transkryptéw.

Ze wzgledu na ciggta ewolucje liczebnosci poznawanych czasteczek miRNAs baza miRBase
wprowadzita system oznaczen wersji. Analiza danych dotyczacych miRNAs wymaga zatem
uwspdlnienia wykorzystywanej wersji miRBase. W tym celu wygenerowano zbidor tekstowy
"miRBase_conv_org.txt" na podstawie konwertera wersji miRNA Converter miRandola
(http://atlas.dmi.unict.it/mirandola) [144]. Zbiér ten umozliwia konwersje identyfikatorow
miRNAs od wersji 15 do 20.

Skrypt napisany w jezyku R realizujgcy opracowany model "biTargetScore.R" zostat przystosowany
do pracy lokalnej gdzie potrzebne parametry: sciezki do plikdéw, parametry obliczer nalezy podac
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bezposrednio w nim. Druga mozliwosé — plik wspdtpracuje z webowgq aplikacjg i oczekuje na

wywotanie z deklaracjg parametréw z zewnatrz.

Parametry wywotania skryptu sg nastepujace:

1.

Lo N kR WN

[ERy
o

11.

5.3.2

Sciezka do pliku zawierajacego identyfikatory transkryptéw, genéw oraz wartosci fold
change.

Sciezka do pliku zawierajacego identyfikatory miRNAs oraz wartosci fold change.

Nazwa katalogu plikéw wynikowych.

Identyfikator jezyk ("pl"/"en").

Wersja bazy miRBase uzywana przez mikromacierz miRNA.

Wersja bazy miRBase uzywana przez zasoby TargetScan.

Sciezka do pliku konwersji miRBase.

Parametr ograniczajacy liczbe komdérek w wynikowych tabelach prawdopodobienistwa.
Wybér poziomu przeprowadzanej analizy: transkrypt lub gen.

. Parametr modelu VBGMM. Wartos¢ progowa maksymalnej rozbieznosci algorytmu VB-

EM.
Parametr modelu VBGMM. Liczba ograniczajgca maksymalng liczbe iteracji algorytmu
Expectation-Maximalization.

Opis przebiegu skryptu

Ponizsze punkty opisujg rzeczywisty przebieg dziatania interpretowanego skryptu

"biTargetScore.R".

1.

Odczyt plikdw wejsciowych i parametrow. Parametry sg zapisane bezposrednio w pliku
lub jako parametry wywotania skryptu przez proces nadrzedny. Pliki z danymi dot.
poziomu transkrypcji (fold change) odczytywane sg przez funkcje readMulti(), ktora w
stosunku do standardowych funkcji np. read.table(), pozwala na deklarowanie wtasnych
znakdéw separatoréw tekstu.

Zatadowanie bibliotek dodatkowych: TargetScore (implementacja modelu VB-GMM),
TargetScoreData (struktury danych zawierajacych baze TargetScan), gdata (parser
formatu XLS), plotrx (biblioteka graficzna), plyr(funkcja join()).

Przygotowanie macierzy danych: macierz zmiennosci transkrypcji transkryptéw/gendw
logFC zawierajgca wartosci fold change. W tym miejscu nastepuje procedura usredniania
pozioméw transkryptow: wiele transkryptéw — jeden gen lub wiele gendéw - jeden
transkrypt.

Przygotowanie macierzy zmiennosci miRNAs. Po odczytaniu z pliku wejsciowego
odpowiednich kolumn: "miRNA id" oraz logFC, skrypt dokonuje konwersji firmowych
identyfikatorow miRNAs (probeSet ID) na identyfikatory miRBase. Nastepnie dokonuje
konwersji wersji identyfikatorow tak by byty one zgodne z wersjg wykorzystang w
TargetScan. Na tym etapie nastepuje takze odrzucenie tych miRNA, ktdre byly pominiete
w toku aktualizacji kolejnych wersji miRBase, lub w przypadku, gdy wykorzystujemy
mikromacierze z nowszg wersjg miRBase to nastepuje redukcja ilosci miRBase do tych,
jakie byty znane w wersji TargetScan.

Analiza algorytmem VB-GMM samych danych zmiennosci ekspresji. Wykorzystujac
macierze transkryptéw/gendw i miRNAs mozna bez wykorzystania informacji
kontekstowej oraz filogenetycznej przeprowadzi¢ obliczenia prawdopodobieristwa
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10.

interakcji miRNA/transkrypt. Przeprowadzenie tego obliczenia ma dwa zastosowania: w
sytuacji, gdy jakas para miRNA/transkrypt nie posiada informacji kontekstowej, wéwczas
wartos$¢ prawdopodobienstwa jest przepisywana z tego obliczenia. Drugie — uzyskana
macierz prawdopodobienstwa pozwala poréownaé wyniki i wptyw na nie informacji
kontekstowej.

Przygotowanie macierzy punktacji kontekstowej (CS). Biblioteka TargetScore pozwala na
integracje informacji z réinych zrédet. W tym przypadku nastepuje przygotowanie
macierzy danych informacji o kontekscie lokalizacji site. Macierz CS zostaje utworzona
na podstawie zasobdéw TargetScore, ktére wstepnie zostaty zatadowane w data frame
przez biblioteke TargetScoreData. Odpowiednia petla "sapply" w ciele funkcji pozwala
na odczytywanie punktacji kontekstowej dla kolejnego miRNAs pochodzgcego z
wczesniej przygotowanego zasobu. Uzycie standardowej funkcji "merge()", ktdra stuzy
do scalania obiektéw typu data frame w jedng wspdlng strukture, okazato sie
niewtasciwe. Pomimo wywotania jej z opcjg "sort=False" nie pozostawia ona domysinej
kolejnosci wierszy. Dlatego zdecydowano sie na wybdr innej funkgji tj. "join()" z pakietu
"plyr". Uzyskana macierz CS posiada wymiar: liczba gendw/transkryptéw x liczba
miRNAs.

Przygotowanie macierzy konserwatywnosci (Per). Parametry dotyczace
konserwatywnosci przechowywane w pliku "Summary_Counts.txt" odnoszg sie do
catych rodzin miRNA. Z tego wzgledu oprdcz struktury z danymi o konserwatywnosci
nalezy takze odczyta¢ zaséb "miR_Family_Info.txt", ktéry pozwoli przyporzgdkowad
warto$¢ Pqr indywidualnemu miRNA. Analogicznie jak w przypadku macierzy CS
odpowiednia petla pozwoli utworzy¢ macierz konserwatywnosci. Uzyskana macierz Pq
posiada wymiar: liczba gendw/transkryptéw x liczba miRNAs.

Zgodnie z proponowang rozbudowg modelu TargetScan analize w modelu bioTargetScan
przeprowadza sie w dwodch kierunkach: mRNA->miRNA i miRNA->mRNA. Kierunek
MmRNA->miRNA polega na tym, ze petla iterujgca odczytuje kolejne kolumny (czyli
miRNA) i dla kazdego uzyskanego miRNA uruchamiany jest model VB-GMM. Modelowi
temu jako dane wejsciowe podaje sie wartosci fold change dla wszystkich transkryptéw
oraz wartosci CS i Ps dla wszystkich gendéw/transkrytpéw i danego miRNA. Wynikiem
obliczenia jest wektor prawdopodobienstw interakcji danego miRNA z kazdym z puli
genow/transkryptow. W kazdym z przeprowadzanych iteracji sprawdzane sg wartosci
kolumn macierzy CS i P¢r. Jesli ktéras kolumna danych jest wypetniona samymi zerami to
wowczas jest ona w trakcie obliczen pominieta. W sytuacji, gdy obydwie kolumny z
macierzy CS lub P¢r majg wartosci zerowe, to wynik analizy jest brany z p.5.

Kierunek miRNA->mRNA realizowany jest analogicznie, tylko tym razem iteracja dotyczy
wierszy macierzy (czyli gendw/transkryptéw).

Uzyskane macierze prawdopodobienstw czgstkowych zostajg wymnozone iloczynem
Hadamarda dajgc ostateczng macierz prawdopodobienstw.

5.3.3 Opracowanie wynikéw analizy

Uzyskana macierz prawdopodobienstw z reguty charakteryzuje sie znacznymi wymiarami, ktére

nie pozwalajg na pogladowg interpretacje uzyskanych wynikéw. Dlatego w celu usprawnienia

oceny rezultatéw zaproponowano szereg graficznych rozwigzan. Opracowanie wynikdw powinno

utatwi¢ odpowied? na nastepujace pytania:
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1. Ktdry transkrypt/gen wykazuje najwieksze prawdopodobienstwo bycia targetem jakiegos
MiRNA?

2. Ktéry miRNA wykazuje najwieksze prawdopodobienstwo interferencji z jakims$
transkryptem?

3. Ktora para miRNA — transkrypt/gen wykazuje najwieksze prawdopodobienstwo
wzajemnej interakcji?

Wynikowe tabele prezentujg pary interakcji miRNA-transkrypt/gen, ktére uzyskujg najwiekszych
wartosci. llos¢ tych komérek zalezna jest od deklarowanego parametru wejsciowego. Dodane
histogramy pozwalajg oceni¢ stopien rozrdznienia prezentowanych topowych komérek od catej
pozostatej populacji interakcji. W przypadku deklaracji analizy na poziomie transkryptu do
kazdego z topowych transkryptéw dodawany jest kazdy inny transkrypt, jesli przynalezy do tego
samego genu niezaleznie od wartosci prawdopodobieristwa. Petny spis plikow i grafiki wynikowej:

1. lista miRNAs, ktdre nie posiadajg zadnej wartosci kontekstowych i konserwatywnych;

2. lista transkryptéw, ktdre posiadajg wiecej niz jeden gen;

3. lista topowych genéw/transkryptéw otrzymana dla samych wartosci fold change;

4. kompletny plik wynikdéw uzyskanych z analizy, zawiera petng macierz w postaci pliku
tekstowego;

4

histogram prawdopodobienstw wynikow z analizy tylko fold change;

6. tabela zawierajagca najwieksze wartosci prawdopodobienstw i odpowiadajgcy im
histogram;

7. tabela zawierajgca wiersze (transkrypty/geny) wykazujgce najwieksze sumaryczne
prawdopodobienstwo;

8. tabela zawierajgca kolumny (miRNAs) wykazujagce najwieksze sumaryczne

prawdopodobienstwo;

Opracowanie rezultatéw realizuje funkcja addMultiTrans(), ktéra uzupetnia tabele wynikéw o
transkrypty przynalezgce od tego samego genu. Funkcja hist2file() pozwala zaznaczenie podzbioru
danych wejsciowych na histogramie.

Opisywany skrypt umozliwia przeprowadzenie analizy na poziomie genu lub transkryptéw.
Wiekszo$¢ oferowanych rozwigzan analizy targetéw operuje na poziomie gendw, poprzez rézne
sposoby powigzania wielu sond mikromacierzy i obliczenie sredniej ekspresji dla réznorodnych
transkryptéw tego samego genu. W pewnych przypadkach lepszym rozwigzaniem jest
uwzglednienie kazdego rodzaju transkryptu oddzielnie. Ma to miejsce na przyktad w sytuacjach
zainteresowania izoformami danego genu lub badajac alternatywny splicing. Wybdr poziomu
transkryptéw oznacza, ze powigzane wspolnym genem transkrypty zostajg uwzglednione w
prezentowanych wynikach analizy. W sytuacji odwrotnej, gdy pojedynczy transkrypt zwigzany jest
z wieloma genami, skrypt wygeneruje zestawienie takich transkryptéw i odpowiadajgcych im
genom. Przyktadowe rezultaty obliczen przestawiono na rysunkach Rys. 5.13., Rys. 5.14, Rys. 5.15.

78



60 80 100

Counts

20

Rys. 5.13.

Histogram of sum of probabilities of transcripts

| T T T 1
0.0 0.2 04 0.6 0.8

sum of probabilities

Histogram sum prawdopodobiernstw transkryptow

79



ACWVRZA

Mh_001616
C1GALTI

MNM_020156
CDKN1A

M_000389
EIF2CA

M_012199
FZD3

MNM_017412
GNS

AWIG7793
GNS
MNM_002076

GPR56

AL554008
GPREE

M_005682
TGA4

MNM_000685
KIAACD40

M _014656
K1AADD4D

T79953
KLFg

AlE20205
KLF9

Mi_001206
MANZAZ
MM 006122
MAMNZAZ
M_016621
“MTMR3
AF233437

MTMR3

AF233436
MTMAS

M _021090
ONECUT2

MNM_004852
PI15

NM_015686
PPM1F

D86995
PPMIF

M_014634
PREAAZ
M_006252

RAB3IGAP2

AF255648
RAB3IGAP2

AKDZ21928
RAB3GAP2

BF240652
RAB3IGAP2
MNM_012414
RABEE

MM_016530
RMF38

MNM_022781
SMARCD1

AlBE9240
SMARCDA

MNM_003076

Rys. 5.14. Zestawienie transkryptow o najwiekszej sumie prawdopodobienstw
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Rys. 5.15. Fragment wyniku analizy 'wiersze z maksymalna suma'. Zaznaczenie kolorem czarnym dotyczy prezentacji
genu MAN2A2 ktory posiada dwa rézne transkrypty: NM_006122 oraz NM_018621. Mozna zwrdci¢ uwage, ze ten
drugi transkrypt nie reprezentuje wartosci prawdopodobieristwa przekraczajacej prég istotnosci.
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6 Walidacja opracowanego modelu

Weryfikacje modelu przeprowadzono poréwnujgc rezultaty uzyskane biTargetScore z
nastepujgcymi programami: TargetScore przystosowanym dla wielu miRNA oraz programem
miRanda [48].

Wybdr programoéw byt podyktowany uzyskaniem wynikédw z "sekwencyjnego" wyszukiwania
targetow wg podstawowych, uznanych parametrow wyszukiwania. Program miRanda realizuje
wyszukiwanie w dwdch etapach: uliniowienia sekwencji czgsteczek miRNA i mRNA metoda
programowania dynamicznego. Stopied dopasowania sekwencji oceniany jest na podstawie
stopnia komplementarnosci lokalnego dopasowania. Oprécz par Watson-Cricka punktacja
uwzglednia takze inne wystepujgce komplementarnosci nukleotydéw: pary wobble G:U. Drugi
etap dziatania programu polega na oszacowaniu stabilnosci termodynamicznej lokalnego
dopasowania. Wyznaczenie energii swobodnej odbywa sie na podstawie wygenerowanej fikcyjnej
jednoniciowe]j sekwencji i obliczeniu struktury w pakiecie ViennaRNA [112]. Uzyskanie informacji
o energii wigzania stajg sie szczegdlnie interesujgce takze do weryfikacji par okreslonych w bazie
walidacyjnej.

Program TargetScore wybrano ze wzgledéw naturalnych, poniewaz zostat on juz zweryfikowany
przez jego autora oraz stat sie podstawg modelu biTargetScore. Jednak zostanie on w petni
wykorzystany dopiero przy uzyskaniu danych o petnej informacji nt. ekspres;ji.

Dane walidacyjne uzyskano z hsa MTlxls mirTarBase (Hsu et al., 2011)
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw). Poréwnanie modeli dokonano przez ocene uzyskanych

krzywych ROC i wartosci pola pod krzywg AUC. Dane nt. ekspresji uzyskano z eksperymentu Astma
[84], ktdry zostat przeprowadzony m.in na uzytek obecnego opracowania.

W ramach walidacji modelu przeprowadzono:

Pozyskano dane z eksperymentu "Astma" dla potrzeb walidacji modelu.

Zbadano charakterystyke bazy walidacyjne;j.

Przeprowadzono wyszukiwanie targetow programem miRanda.

Wykonana zostata generacja i charakterystyka zbioréw Cs i Pcr..

Uruchomiono model biTargetScore dla catego zbioru miRNAs i wybranych gendw.

ok wWwNPRE

Przeprowadzono poréwnanie metod.

W dalszej czesci opracowania pytanie o prawdopodobienstwo interakcji danego miRNA z kazdym
z transkryptow z puli przyjeto nazywac kierunkiem analizy miRNA->mRNA. Analogicznie
prawdopodobienstwo interakcji danego transkryptu z kazdym miRNA z puli nazwano kierunkiem
MRNA->miRNA.

6.1 Eksperyment Astma

W Zaktadzie Biologii Molekularnej i Genetyki Klinicznej CMUJ przeprowadzono eksperyment
oszacowania wptywu eksperymentalnego zakazenia rinowirusem HRV16 komérek pierwotnych
linii nabtonka oddechowego pobranych od osdb z rozpoznang astmg oraz od osdb zdrowych [84].
Komorki byly hodowane w warunkach umozliwiajgcych ich petne réznicowanie do fenotypu
rzeskowego i kubkowego przez 3 tygodnie w specjalnych insertach na granicy faz pozywka
hodowlana- powietrze (air liquid interface — ALI) Doswiadczenie przeprowadzono dla 3 linii od
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chorych na astme (patient) i 3 linii kontrolnych (control), przy czym dla kazdej z zakazonych linii
prowadzono hodowle bez zakazenia — stanowigca sparowang kontrole do zakazenia. Po zakazeniu
rinowirusem (miano 10’ jednostek zakaznych plague forming units — PFU) i po uptywie 24 godzin
przeprowadzono izolacje catkowitego RNA ze wszystkich 12 linii eksperymentalnych. Pomiaru
profilu miRNA dokonano poprzez przeprowadzenie odwrotnej transkrypcji w obecnosci kontroli
zewnetrznej (spike-in) z wykorzystaniem kinazy polinukleotydowej, ktéra wydtuzyta czasteczki
miRNA, a nastepnie odwrotnej transkryptazy ze starterem oligo-dT, ktdra je przepisata do cDNA.
W tym etapie zostat wprowadzony réwniez znacznik fluorescencyjny dla kazdej z czgsteczek
poddanej odwrotnej transkrypcji. Uzyskano wiec 12 préb zawierajgcych odpowiednie wartosci
ekspresji miRNA. Schemat (Rys. 6.1) ilustruje przebieg eksperymentu.

( pierwotna hodowla

komoérk nabtonka

oddechowego krioprezerwacja

s

biopsja bronchoskopowa
3 chorych i 3 kontroli

«—

sytem hodowili air-liquid interface (ALI)
zakazenie HRV16

g g T

Rys. 6.1. Przebieg eksperymentu "Astma". (Publikacja za zgoda autoréw: prof. dr hab. Marek Sanak i dr Bogumit
Jakieta).

Profil miRNA oznaczono wykorzystujgc mikromacierz firmy Exigon. Hybrydyzacje przeprowadzono
na matrycy miRCURY LNA™ microRNA Array (7th Gen). Po skanowaniu macierzy uzyskane dane
zostaty znormalizowane za pomocg pakietu Lowess (Locally Weighted Scatterplot Smoothing).

Firma Exigon stosuje specjalny rodzaj macierzy miRNA, miRCURY LNA™ microRNA Array
charakteryzujacej sie wysokg czutoscig i swoistoscig nawet dla duplekséw o duzej ilosci par AT.
Sondy wykrywajgce miRNA tg technologig charakteryzuje minimalny btad niedopasowania. Sygnat
hybrydyzacji pochodzi z czgsteczek, ktdre wykazujg niewiekszg réznice komplementarnosci niz 1
nukleotyd. Ponadto macierz charakteryzuje sie duzg powtarzalnoscig, korelacja miedzy
macierzami jest na poziomie 99%. Rowniez zakres tonalny (dynamic range) jest 5 rzedow
wielko$ci  wiekszy w stosunku do innych mikromacierzy (http://www.exigon.com).

Znormalizowanie préby Tm gwarantuje réwng detekcje miRNA bez wzgledu na zawartos¢ par GC
w dupleksach.
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Dla uzyskanych z analizy zbioru danych wartosci ekspresji przeprowadzono analize korespondencji
- Principal Component Analysis (PCA). Analiza ta stosowana dla zmiennych iloSciowych pozwala na
graficzng prezentacje na wspdlnym wykresie kazdego wymiaru (tut. préby) poprzez
przeprowadzong redukcje wielowymiarowosci. Analiza wykresu (Rys. 6.2) uzyskanego w tej
metodzie pozwala na proste i intuicyjne wnioskowanie o powigzaniach zachodzacych pomiedzy
kategoriami zmiennych, czyli wymiarami.
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B10r Treatment
80_2
i 1
0 - ® 2
79 2
N @ -
&)
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2 - ¢  Control
4  Patient
f90_2 B14_%
4 -

S

0
PCA1

Rys. 6.2. Wspoétrzedne prob na wykresie dwéch wspétrzednych giéwnych. Symbole odpowiadajg kodom hodowli
komoérkowych, 1 — w warunkach bez zakazenia, 2- po zakazeniu rinowirusem HRV16.

Do dalszych obliczen wybrano zestawienie wszystkich komorek przed i po infekcji rinowirusem
(grupa 2 vs 1 -Tabela 11). Rezultaty obliczen zostaty zawarte w zbiorze "ExpAnalysis1.txt".

Tabela 11. Zestawienie grup.w eksperymencie Astma. Kolorem czerwonym oznaczono poréwnywane grupy.

Patient_1 Control_1 Patient_2 Control_2
Patient_1 ExpAnalysis2.xIsx
ExpAnalysisl.txt
Control_1
Patient_2 ExpAnalysis3.xIsx
Control_2
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Poréwnujgc ze sobg odpowiednie préby wyliczono rdznice sredniej zmiennosci i uzyskano wartosé
logFC.

Uzyskane wartosci logFC poddano testowi statystycznemu test- t na istotnos¢ zmiennosci
ekspresji przy pomocy pakietu limma [141]. Uzyskane wartosci istotnosci skorygowano poprawka
Benjamin-Hochberga. Na podstawie skorygowanych wartosci istotnosci wyselekcjonowano zbiér
30miRNAs o statystycznie istotnej ekspresji rdéznicowej. Podsumowujgc uzyskujemy wektor
wartosci logFC dla zbioru ok 500miRNAs. Catosé przedstawionych powyzej obliczenn zostata
przeprowadzona przez firme Exigon. W dalszym opracowaniu postuzono sie catym zbiorem
miRNAs i tym zawierajgcym wyselekcjonowane miRNAs — 30miRNAs.

6.2 Charakterystyka bazy walidacyjnej

Baza mirTarBase zawiera publicznie dostepne dane zweryfikowane eksperymentalnie. Podane
liczby w nawiasach dotyczg wczesniejszej wersji, na ktorej przeprowadzono analizy.

Baza zwiera 39110 (3597) rekordéw: unikalnych wartosci:

e 12104 (1959) gendw
e 596 (432) miRNA w tym: 576 (414) ludzkie i 20 (18) wirusowych: np. ebv, hcmv, kshv,
mmu, rno.

Zarejestrowane wirusowe czgsteczki miRNA wigzg sie z obecnoscig ich w hodowlach ludzkich linii
komaérkowych. Wystepujace relacje w bazie s3 wzajemne: jeden miRNA reguluje wiele gendw i na
odwrét, jeden transkrypt moze by¢ regulowany przez r6zne miRNA.

Podane liczebnosci bazy zwracajg uwage na dwa aspekty. Pierwszy, ze baza rejestruje zaledwie
cze$c¢ ok 1/2 znanych gendw, ktérych liczbe szacuje sie na ok 30 000. Bardziej natomiast uderza
fakt, ze w toku aktualizacji bazy obserwuje sie bardzo maty przyrost liczebnosci miRNAs z 432 na
596. Informacje nt. statystyki prowadzonej ewidencji mozna znaleié: http://mirtarbase.mbc.
nctu.edu.tw/php/statistics.php.

Po przeskanowaniu zbioru walidacyjnego uzyskano macierz, ktérej wiersze stanowig geny (1959),
a kolumny — miRNAs (478). Lista 478 miRNA pochodzi ze eksperymentu Astma. Stopien
wypetnienia macierzy to zaledwie 0,22%. Wymiar aktualnej macierzy (12104 x 576): 6 971 904
pozwala stwierdzi¢, ze mamy macierz wypetniong w zaledwie 0,54%. Ta informacja jest
szczegOlnie istotna przy przeprowadzaniu oceny modelu.

Drugi aspekt z zwigzany z wykorzystania tej bazy w celach walidacji modelu dotyczy redukcji puli
danych ekspres;ji tylko do tych, ktére posiadajg przynajmniej jeden rekord w bazie walidacyjnej.

Wersja notacji bazy miRBase v 20 (17). Dane w niej zawarte pochodzg z eksperymentow
przeprowadzonych réznymi technikami: Reporter assay, gPCR, Western Blot, mikromacierze DNA
i next-generation sequencing experiments.

6.3 OkresSlanie targetow programem miRanda

Do przeprowadzenia obliczen programem miRanda wykorzystano sekwencje miRNAs w wersji 19
miRBase [93][70][69][67][92]. Ze wzgledu na przeznaczenie tej analizy skupiono sie tylko na
zbiorach miRNAs i mRNA, ktére wystepujg w bazie zwalidowanej i w eksperymencie Astma. Czyli
ok 500 miRNAs i 1959 genodw.
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Pierwszy krok dotyczyt przyporzadkowania transkryptéw do gendw i uzyskania odpowiednich
sekwencji. W tym celu napisano skrypt Ruby, ktéry operuje na lokalnie zaimplementowanej
strukturze BioSQL (http://www.biosql.org) wraz zatadowanym do niej zbiorem referencyjnych

transkryptéw w formacie GenBank "human.rna.gbf" (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Na

podstawie uzyskanych z bazy BioSQL transkryptéw wraz z sekwencjami i symbolem genu
przygotowano zbidr transkryptow w formacie FASTA. Oczywiscie nalezy pamietaé, ze zbidr
uzyskanych transkryptédw posiada relacje: wiele transkryptéw — jeden gen. Przy operowaniu na
strukturze BioSQL uwzgledniono tylko kodujace transkrypty oznaczone prefiksem "NM_*" oraz
zachowano informacje o potozeniu genomowym CDS kazdego transkryptu.

Ze wzgledu na zainteresowanie tylko regionem 3'UTR transkryptéw rozwazono sprawe relacji
wiele transkryptéw-jeden gen. Wyrywkowa analiza zbioru pozwala stwierdzi¢ wystepowanie
roznych wariantéw transkryptéw danego genu, ktére charakteryzujg rézine dtugosci nie tylko
regiondéw 3'UTR, ale takze 5'UTR lub alternatywnego splicingu. Dlatego do dalszej analizy przyjeto
wszystkie warianty (Tabela 12).

Tabela 12. Przyktadowe warianty transkryptow

accession version | length | start_pos | end_pos | gene

NM_001136042 2 2184 347 2107 AARSD1
NM_001142653 1 1923 347 847 AARSD1
NM_001142654 1 1908 347 832 AARSD1
NM_025267 3 1800 146 1723 AARSD1

Drugi krok dotyczy parametrow procedury wywotania programu miRanda. Napisano skrypt Ruby,

wywotujacy program zewnetrzny miranda z parametrem "—strict", ktéry oznacza wymuszenie
wystepowania w miejscu wigzania tzw. regionu seed (pozycja 2-8 miRNA). Parametr ten wymusza
odrzucenie lokalnych dopasowan, ktére na pozycji 2-8 nukleotyddw zawierajg przerwy w

dopasowaniu (gaps) lub niekanoniczne pary zasad.

Rezultaty uzyskane z analizy miRanda przeskanowano wyciggajac informacje o potozeniu miejsca
dopasowania, energii swobodnej, dtugosci dopasowania, procentowego pokrycia i co istotne
potozeniu miejsca wigzania w jednym z obszaréw: 5'UTR, CDS lub 3'UTR. Uzyskano 657 280
rekordy, ktére nastepnie konwertowano na tabele (macierz) o wymiarze 478 miRNA x 1959
genow.

Konwersje na macierz dokonano pozostawiajac rekordy zawierajgce lokalizacje zgodng z regionem
3'UTR. Nastepnie dokonano agregacji rekordéw z przeliczeniem energii na prawdopodobienstwa
miejsca wigzania i przejsciem z multitranskryptéw na jeden gen. To przejscie zrealizowano
wybierajagc wszystkie niepokrywajgce sie miejsca wigzan w obrebie wszystkich wariantow
transkryptéw danego genu. Energie wigzania przeliczono na prawdopodobienstwo wg wzoru:

€ (6-1)

Pi= max (le])

gdzie:
e; — energia wigzania danego dupleksu;
max(|e|) — maksymalna warto$¢ bezwzglednej energii w catym zbiorze potencjalnych duplekséw.

Agregacje wielu miejsc wigzan dla danego genu uzyskano stosujgc wzér generatywny kumulujgcy
wiele miejsc wigzan w obrebie tego samego genu:
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Pror = 1= (1 —=p)(A —pz) ... 1 —pp) (6-2)
gdzie:
Ptot — Skumulowane prawdopodobierstwo;
D1, ---,Pn — Prawdopodobienstwa wszystkich miejsc wigzan w obrebie jednego genu.

Pewnga kontrole przeprowadzanych obliczen stanowig zatgczone histogramy wartosci energii i
prawdopodobienistwa (Rys. 6.3., Rys. 6.4., Rys. 6.5. ).

Histogram of as.numeric(m[, “energy"])
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Rys. 6.3. Rozktad energii swobodnej kompleksu dla wszystkich miejsc wigzan

Histogram of as.numeric(m2[, "energy"])
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Rys. 6.4. Rozktad energii swobodnej kompleksu dla miejsc wigzan z regionéw 3'UTR
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Rys. 6.5. Rozktad prawdopodobieristwa po agregacji
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Fragment uzyskanych rezultatow przedstawia Rys. 6.6..

Interaction max probabilities
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Rys. 6.6. Rezultat miRanda. Pierwsze 20 najbardziej prawdopodobnych interakcji

6.4 Charakterystyka zbioréw punktacji kontekstowej i punktacji
konserwatywnosci

Celem tych obliczen jest uzyskanie dwdch macierzy mCs i mPCT, ktére zawieraja odpowiednio
wartosci odnoszgce sie do kontekstu potozenia miejsca wigzania oraz do konserwatywnosci
regionu potozenia tego miejsca. Wymiar macierzy zostat wczesniej zdefiniowany na podstawie
bazy walidacyjnej i wynosi 478miRNAs x 1959 gendw. Niezaleznie od kierunku analizy miRNA->
MRNA czy mRNA>mIiRNA potrzebne jest uzyskanie tych samych macierzy. Rdznica kierunku analizy
bedzie dopiero uwzgledniona na etapie wywotywania biblioteki TargetScan, kiedy odpowiednio
zamiast kolumn bedg uzyte wiersze tych macierzy.

Biblioteka TargetScoreData zawiera wstepnie zatadowane zasoby dotyczgce punktacji cech
sekwencji pochodzgce z bazy TargetScanHuman 6.1. Zawierajg one punktacje kontekstu sekwencji
miejsca wigzania Cs i prawdopodobienstwa konserwatywnosci targetéw dla kazdej pary
mMiRNA/mMRNA (Pcr).

Uzyskanie macierzy mCs polega zatem na selekcji interesujgcych nas par miRNA/gen. Przy czym
agregacje multitranskrytpéw zrealizowano wybierajgc najmniejszg wartos$¢ punktacji wariantéw
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transkryptowych gendéw. Najmniejsza wartos$é oznacza najwieksze prawdopodobienstwo interakgji
mMiRNA/mRNA.

Uzyskany zakres wartosci macierzy mCs € {-0,69...0}. Liczba wartosci mniejszych od zera:
168650/933402 ok 18%. Rozktad punktacji Rys. 6.7. Fragment tej macierzy Rys. 6.8.
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Rys. 6.7. Rozktad wartosci macierzy mCs
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Rys. 6.8. Macierz mCs dla pierwszych 20 dopasowan
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Uzyskanie macierzy mPCT chociaz przebiega bardzo podobnie jak macierzy mCs wymaga jednak
jednego dodatkowego kroku. Parametr P¢r w bazie TargetScan podawany jest wzgledem rodzin
miRNA. TargetScan wprowadzit wtasne pojecie rodzin miRNA ktdre bazuje na identycznosci
regionu seed 2-8 pozycja w dojrzatym miRNA [164]. Kazda rodzina ma przypisany stopien
konserwatywnosci:

e szeroko konserwatywne (2) — konserwatywnos¢ u kregowcdw, zwykle az do zebrafish
e konserwatywne (1)— konserwatywnos$c¢ u ssakdw, zwykle do ssakdw tozyskowych
e stabo konserwatywne (0) — pozostate.

Parametr P obliczany jest tylko dla rodzin o szerokiej (duzej) konserwatywnosci [59]. Macierz
mPCT uzyskano zatem przypisujgc wszystkim cztonkom w obrebie rodziny miRNA tg samg wartos¢
PCT.

Zakres wartosci macierzy mPCT e {-0,99...0}. Liczba wartosci mniejszych od zera: 45230/933402 ok
4,8%. Rozktad wartosci Rys. 6.9. Przyktadowe wartosci macierzy Rys. 6.10.
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Rys. 6.9. Rozktad wartosci macierzy mPCT
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Interaction max probabilities
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BCATT 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CAEP3 7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

IGF2BP1 7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

OMECUTZ 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

FLEKHAZ —

=
=
-
—
=
-
-
—
—
-

miR-4500 <
let-Te-5p
let-7h-ap
let-7d-ap
let-Ta-5p
miR-98-5p 7
let-7o-a9p
let7i-ap
let-71-5p —
let-7o

Rys. 6.10. Macierz mPCT dla pierwszych 20 najlepszych interakcji
6.5 Analiza biTargetScore

Wyszukiwanie interakcji miRNA/mRNA w przypadku biblioteki TargetScore przeprowadzono
zadajac pytanie, ktéry miRNA wigze sie z danym targetem. Odwrotny kierunek, czyli jaki target
wigze sie z danym miRNA wymagatby dysponowania danymi o zmiennosci ekspresji gendw. Ze
wzgledu na brak tej informacji mozliwa jest analiza tylko w jednym kierunku.

Modelem biTargetScore przeanalizowano zbiér zwalidowanych targetéw (1959) i zbidr ok
500miRNA powigzanymi z wartosciami poziomu ekspresji. W analizie uwzgledniono wszystkie
geny ze zbioru "hsa_MTl.xIs", czyli takie, ze kazdy z nich posiada przynajmniej jeden zwalidowany
target. Zbiér miRNAs pochodzi ze zbioru "ExpAnalysis1.txt".

Tabela 13 przedstawia najwazniejsze zbiory uzyskane z analizy biTargetScore oraz wczesniejszych
analiz. Rys. 6.11. i Rys. 6.12. odpowiednio rozktad i rezultat biTargetScore.
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Tabela 13. Zestawienie uzyskanych macierzy danych

macierz wymiar opis
prawdopodobienstw
tSFCmiRNA 478x1 wynik biTargetScore uzyskany tylko na podstawie fold
change miRNA
mValid 1959 x 478 | macierz zwalidowana, okrojona do zmiennych istotnych w
poréwnaniu
mRiRanda 1959 x 478 | macierz wynikdw z analizy miRanda
mTarScMirna 1959 x 478 | macierz wynikdw biTargetScore
mPCT 1959 x 478 | macierz wynikow z TargetScan
mCs 1959 x 478 | macierz wynikow z TargetScan
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Rys. 6.11. Rozktad rezultatéw biTargetScore
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Interaction max probabilities
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Rys. 6.12. Rezultat biTargetScore dla pierwszych 20 najbardziej prawdopodobnych interakcji

6.6 Porownywanie metod

Ze wzgledu na kierunek mRNA->miRNA przeprowadzonych analiz, dalsza cze$¢ pracy wymagata
selekcji odpowiednich transkryptéw. Preselekcja odpowiednich transkryptéw podyktowana jest
potrzebg wskazania, dla ktérego transkryptu zaobserwowano wektor wartosci logFC miRNA. Nie
dysponujemy odpowiednig informacjg o logFC transkryptéw. Drugi powdd preselekcji
transkryptéw zwigzany jest ze stosunkowo matg iloscig zwalidowanych par miRNA/mRNA, jak
rowniez relatywnie niskg iloscig szacunkowych wartosci w bazach Cs i P¢cr. Mozna przypuszcza¢, ze
baza zwalidowana zawiera znaczg liczbe fatszywie negatywnych wynikéow, co wynika z
zarejestrowanego progresu tej bazy.

Arbitralnej preselekcji gendw mozna dokonac na podstawie:

1. Bazy walidacyjnej - wybieramy geny, ktére majg najwieksze prawdopodobienstwo
interakcji z pulg miRNAs, ktéra istotnie zréznicowata (30miRNA).

2. Wybieramy geny z najwiekszym prawdopodobiedstwem uzyskanym w analizie
biTargetScore.
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3. Whykorzystujgc strukture Gene Ontology, ktéra na podstawie selekcji procesu
biologicznego wskaze nam pule istotnych gendw.

Zdecydowano sie wykorzysta¢ baze zwalidowanych targetéw i wybraé transkrypty, ktore
posiadajg co najmniej jeden miRNA zawarty w puli 30 miRNAs, wykazujacej istotnosé statystyczng
zmiennosci poziomu transkrypcji.

Z 478 miRNAs z eksperymentu Astma w bazie walidacyjnej 134 posiada co najmniej jedno miejsce
wigzania. Z tych 134 miRNA tylko 11 stanowi cze$¢ wspdlng ze zbiorem 30miRNAs. Lista tych 11
miRNA zwiera Tabela 14.

Tabela 14. Lista 11 miRNAs, ktore posiadaja co najmniej jeden target w bazie miRBase oraz zawarte s3 w zbiorze

istotnie zréznicowanych miRNA w eksperymencie Astma oraz odpowiadajgce im targety z bazy miRBase.
Jednakowymi kolorami zaznaczono wspétwystepujace te same geny dla réznych miRNAs.

miRNA Target
1 hsa-miR-1285-3p TP53
2 | hsa-miR-15b-5p BCL2 CCND1 CCNE1 EIFAA1 RECK
3 | hsa-miR-193a-3p E2F6 MCL1 PTK2 PRAP1
4 hsa-miR-23a-3p IL6R HES1 POU4F2 ATAT1 CXCL12
5 hsa-miR-23b-3p E2F1 MET RB1 PLAU
6 | hsa-miR-339-5p BCL6
7 hsa-miR-34b-3p MYC CDK6 MET CDK4 ZAP70
8 hsa-miR-34b-5p BCL2 MYC CDK6 MET CREB1 CAV1 MYB CDK4 CCNE2 SRSF2
9 hsa-miR-378a-3p MYC VEGFA GALNT7 TOB2 NPNT
10 | hsa-miR-423-3p CDKN1A
11 | hsa-miR-92b-3p PRMT5 CDKN1C SLC15A1

Baza zwalidowana dla listy 11 miRNAs wskazuje 37 geny. Kazdy z tych gendw posiada rozpoznany
przynajmniej jeden miRNA odpowiednio w zbiorze mCs i mPCT. Z powyzszej tabeli wybieramy
geny wskazujgce w bazie zwalidowanej na najwiekszg ilos¢ miRNA. Otrzymujemy 6 gendw w tabeli
ponizej.

Jest interesujace, ze 5 sposrdd 6 gendw uczestniczy w regulacji cyklu komdrkowego. CDK4 i CDK6
kodujg kinazy zalezne od cyklin, niezbedne dla rozpoczecia fazy replikacji DNA poprzedzajacej
podziat komdrki. MYC jest czynnikiem transkrypcyjnym uczestniczagcym w pobudzeniu proliferacji
komérki pod wptywem bodZcéw zewnetrznych i hamujgcym jej rdinicowanie, MET jest
receptorem i czynnikiem transkrypcyjnym pobudzanym przez czynnik wzrostu komorek watroby
(HGF), natomiast produktem BCL-2 jest antyapoptotyczne biatko o tej samej nazwie. VEGF jest
cytoking powodujgca powstawanie nowych naczyn krwionos$nych — angiogeneze. Hamowanie tych
transkryptéw pod wptywem zidentyfikowanych miRNA powoduje zatem jednokierunkowg
odpowiedz komodrek pod wptywem zakazenia HRV16 manifestujgcg sie zmniejszeniem ich
proliferacji, apoptozag i potencjalnym hamowaniem indukcji nowotworzonych naczyn
wtosowatych w btonie $luzowej oskrzela u chorych na astme.
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Tabela 15. Zestawienie wybranych 6 genéw, ktore wykazuja najwieksza pule regulujagcych je miRNAs. Kolorami
zaznaczono te miRNA, ktore wystepujg w puli 30miRNAs.

gen miRNA
1 hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-34b-5p, hsa-miR-34c-5p, hsa-miR-449a, hsa-miR-
20a-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-630, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-29b-3p, hsa-

BCL2 miR-16-5p, hsa-let-7a-5p, hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-181d, hsa-miR-21-5p,
hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-29¢c-3p
2 cDK4 hsa-miR-34b-5p, hsa-miR-34b-3p, hsa-miR-34c-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-
302a-3p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-124-3p, hsa-miR-145-5p
3 hsa-miR-34b-5p, hsa-miR-34b-3p, hsa-miR-449a, hsa-miR-34a-5p, hsa-let-7b-

CDK6 5p, hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-203a, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-
424-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-124-3p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-29¢c-3p

4 MET hsa-miR-23b-3p, hsa-miR-34b-5p, hsa-miR-34b-3p, hsa-miR-34c-5p, hsa-miR-
4493, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-206, hsa-miR-340-5p
5 , , , hsa-miR-34c¢-5p, hsa-

miR-20a-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-24-
3p, hsa-let-7a-5p, hsa-miR-98-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-145-5p, hsa-miR-21-
5p, hsa-let-7c

6 , , , hsa-miR-93-5p, hsa-miR-
125a-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-302d-3p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-34a-5p,
VEGFA | hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-
miR-16-5p, hsa-miR-205-5p, hsa-miR-150-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-15a-5p,
hsa-miR-147a

MYC

Dalsze analizy bedg wykorzystywac obie grupy wybranych gendw: szerszg 37 gendéw i tg mniejsza
6 gendw.

Ocene wartosci metod wyszukiwania targetéw dokonano wyznaczajac dla kazdego pordéwnania
wartos¢ pola powierzchni pod krzywg ROC — AUC i nastepnie wykreslajgc krzywe ROC.

Pole powierzchni pod krzywg dla kazdej metody i dla kazdego genu z puli 37 gendw przedstawia
Rys. 6.13. Rzucajgce sie w oczy dwie odstajgce wartosci AUC dotyczg gendw: CREB1, SLC15A1.
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Rys. 6.13. Zestawienie wartosci AUC uzyskanych réznymi metodami dla puli 37 genéw
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Rys. 6.14. Krzywe ROC dla wybranej puli 6 genéw. Metody: biTS — biTargetScore, logFC — TargetScore wyznaczony
tylko dla logFC miRNA, miRanda.
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Rys. 6.14. przedstawia zestawienie krzywych ROC dla kazdego genu z puli 6 genéw. Rys. 6.15.
przedstawia zestawienie wartosci wejSciowych modelu biTargetScore z wartoscig wyjsciowg —
prawdopodobienstwem dla 10 par o najwiekszych wartosciach prawdopodobienstwa
miRNA/mRNA, ktére réwnoczesnie wystepujag w bazie zwalidowanej. Przedstawiony diagram
Hintona ma na celu kontrole przeprowadzonych obliczen. Kolor reprezentuje znak sygnatu,
wielkos$¢ prostokata relatywng jego wielkos¢.

Hinton diagram (green +, red -)

malid

ors TOO0ORO0O0 Dt 000000 voov oo fovnnnny

logFC

=1 |II|“"""" B

Rys. 6.15. Diagram Hintona dla pierwszych 10 "najwiekszych" wartosci, kolejno: biTS, Cs, P¢cr. Oznaczenia: mValid —
wartos$é dodatnia (kolor zielony) wskazuje na wystepowanie tej pary miRNA/mRNA w bazie zwalidowanej, biTS —
rezultat metody biTargetScore, logFC, Cs, Pc; — wektory danych wejsciowych dla modelu biTargetScore.

Pt —

Uzyskane w toku analizy dane pozwalajg na weryfikacje wartosci energii swobodnej powstajgcych
duplekséw miRNA/mRNA. Szczegdlnie ciekawym wydaje sie sprawdzenie tej energii w puli
zwalidowanych par. Oficjalnie podaje sie ze wzgledu na maty stopien komplementarnosci
sekwencji duplekséw relatywnie niskg wartos¢ tej energii. Przeprowadzajgc rozpoznawanie
targetow metoda miRanda uzyskalismy informacje o szacunkowej energii swobodnej znalezionych
dopasowan. Na pytanie, jaka jest relacja miedzy energia wigzania zwalidowanych par
miRNA/mRNA oraz wszystkich rozpoznanych par przez miRanda odpowiadajg dwa histogramy
(Rys. 6.16., Rys. 6.17.).
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Rys. 6.17. Rozktad energii miRanda wszystkich uzyskanych
par miRNA/mRNA.
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Rys. 6.16. Rozkfad energii miRanda dla puli zwalidowanych
par miRNA/mRNA.

Przedstawione rozktady potwierdzajg dominacje relatywnie niskiej energii dla wiekszosci

zwalidowanych par: ok 30% maksymalnej wartosci modutu energii dopasowania. Wysokie

pierwsze stupki wskazujg jednoczesnie na brak rozpoznania wielu par wystepujgcych w bazie

zwalidowane;j.
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7 Podsumowanie
7.1 Dyskusja osiagnietych wynikow

Zaréwno dopasowywanie modelu, jak i jego wybér w swietle badanego zjawiska, ograniczajg w
sumie rozpatrywany poziom zjawiska. Zwykle uznaje sie, ze im mniejsza skala analizy zjawiska,
tym gtebsze wnikniecie w istote i strukture wyjasnianego obiektu i wieksza moc jego wyjasniania.
Idac tym tropem, prawa chemii kwantowej majg wiekszy priorytet nieomylnosci niz "empiryczne
formuty" reakcji chemicznych [129]. Inne modele adoptujemy dla poziomu molekularnego, inne
dla submolekularnego i wreszcie inne dla systemowego ujecia (sieciowego, zbiorowego).
Ztozonos¢ mechanizmu interferencji RNA jak i wielu innych wspominanych w kontekscie
centralnego dogmatu w biologii molekularnej (patrz rozdziat 2. Biologiczne podstawy regulacji
genow) "zmusity" biologéw do uznania matematycznych i technicznych idei w biologii. Podobnie
jak kiedy$ miato miejsce potfaczenie "niezywionej" chemii z biologia we wspdlng kooperacje —
biochemie.

Technika w odniesieniu do uktadéw mechanicznych, pneumatycznych czy elektronicznych
postuguje sie pojeciem sprawnosci, rozumianym, dla uktadéw pasywnych, jako efektywnosc
przeksztatcania energii wejSciowej w wyjsciowa. Ze wzgledu na przyjety jakoSciowy sposdb
interpretacji mechanizmu RNAI bardziej trafne bedzie uzy¢ pojecia z ekonomii i zarzadzania, ktére
sprawnos¢ w procesie produkcji okreslajg przez jakosc i efektywnos¢ opisanych relacjg uzyskanych
efektdw do poniesionych naktadéw. Rzeczywisty mechanizm biologiczny mozna oceniac tylko
poprzez parametryzowanie przyjetego modelu. Nie chodzi tutaj o ocene stopnia dopasowania
modelu do rzeczywistosci, tylko o sprawnosé rozwigzan, mechanizméw biologicznych. Okazuje sie
wtedy, ze dobdr konkretnego modelu narzuca nam z géry pewng jego jakos¢. Przyjmujac model
regulacyjny mechanizmu RNAi, a priori nisko oceniamy rzeczywisty mechanizm w kategorii
sprawnosci i efektywnosci. Nic dziwnego, ze budzi to pewien sprzeciw i refleksje u humanistow.

Pojawia sie pytanie, jakimi mechanizmami w stanie fizjologicznym postuguje sie biologia?
Poprowadzenie granicy rozdzielajgcej patologie od fizjologii stanowi wyzwanie dla nauki, zwigzane
z metodologiczng umiejetnoscig analiz gtéwnie standw patologicznych, ktére sg konsekwencjg
inwazyjnosci metod i ich analitycznego kierunku (brak mozliwosci rekonstytuowania catosci z
otrzymanych w toku analizy sktadnikéw, tzn. uprzednio rozdzielonych na jednostki nizszego rzedu,
a poziniej ponownie odtworzonej catosci z tych jednostek [188]). Dopiero wtdrnie, czesto
autorytatywnie czy arbitralnie, czes¢ mechanizméw funkcjonujgcych w patologii uznaje sie za
normalne- fizjologiczne.

Zaprezentowany model nie jest stricte modelem mechanizmu rozpoznawania targetéw przez
kompleks miRNA-RISC. Stanowi on S$wiadome, probabilistyczne — jako ograniczenie
eksperymentalne - ujecie zagadnienia rozpoznawania targetéw, uwzgledniajace czynniki
bezposrednie (komplementarnosé) i posrednie (filogeneza). Czynniki okreslane tutaj jako
posrednie nie wystepujg w rzeczywistej sytuacji w obrebie organizmu. W przeciwienstwie do
czynnikdw bezposrednich, ktére w potfaczeniu z kontekstowoscig oraz prawdopodobnie
dodatkowymi czynnikami sterujgcymi tym procesem realizujg stabilne potgczenie czesciowo
komplementarnego dupleksu miRNA/RNA. To antynomiczne stwierdzenie, nierozwigzywalne na
razie na gruncie biochemii, by¢ moze stanie sie okazja do odkrycia nowych wtasnosci natury -
umiejetnosci operowania immunologii na poziomie czgsteczek RNA. Jakie to sg te czynniki, ktore
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nadrabiajg ten niski stopien komplementarnosci? Czyli, w jaki sposéb nastepuje rzeczywiste
rozpoznanie targetéw? Poszukiwania w tym kierunku caty czas trwaja.

Kolejna refleksja pojawia w zwigzku ze sposobem oceny modeli, narzedzi bioinformatycznych
stuzagcych do rozpoznawania targetdw. Ocene tg dokonuje sie na podstawie danych
eksperymentalnych, podczas gdy te same dane zostaty wczesniej wykorzystane do usprawnienia
wilasnego modelu, albo do lepszej parametryzacji obiektu. Na przyktad model TargetScore w
swoim dziataniu wykorzystuje parametry kontekstowe sekwencji pochodzace z zasobdéw
TargetScan. TargetScan z kolei swoje parametry wyznaczyt na podstawie danych potwierdzonych
eksperymentalnie, ktdre z kolei stuzyty do walidacji TargetScore'a. Analogicznie sytuacja wyglada z
parametrami filogenetycznymi, ktére w celu poprawy swojej jakosci wykorzystujg informacje
uzyskang z bazy danych eksperymentalnych dotyczacych kontekstowosci. Ten problem
metodologiczny pojawia sie wtedy, gdy dysponujemy ograniczong pulg metod i technik weryfikacji
uzyskanych danych. Nie ominat on takze obecnego rozwigzania. Konsekwencjg takiej metodologii
moze by¢ powielanie btedéw lub zatozen poczynionych w przesztosci, jesli one wystepuja.

Na podstawie wynikdw walidacji mozna stwierdzié, ze zaproponowany w pracy model ma
nastepujgce zalety:

1. Uwzglednia profil ekspresji transkryptow oraz miRNAs.

2. Integruje dane kontekstowe i filogenetyczne.

3. Wykazuje przewage pod wzgledem czutosci i swoistosci wzgledem poréwnywanych
innych rozwigzan.

Predykcja funkcjonalnosci czasteczek miRNAs zmaga sie z probg modelowania ztozonego i nie w
petni poznanego mechanizmu regulacji gendw. Do wyjasnienia mechanizmu RNAi u zwierzat
oprdécz modelu biochemicznego, wykorzystuje sie takze metody z teorii graféw do wyjasnienia
wzajemnych relacji miedzy elementami catego zbioru miRNAs. Hipoteza o kontroli jakosci
transkryptéw w RNAI sugeruje przez analogie do technicznych modeli poszukiwanie rozwigzan na
nizszym poziomie organizacji materii. Skoro nizszy poziom wyjasniania mechanizméw uznaje sie
za bardziej podstawowy i jednoczesnie bardziej "tolerancyjny", oznacza to, ze kazde ttumaczenie
na wyzszym poziomie powinno prowadzi¢ do pewnych niewiadomych i niejasnosci, ktére wyjasnia
dopiero ten nizszy poziom. Obecnie przyjety model procesu interferencji RNA, jako mechanizmu
selektywnej regulacji poziomu ekspresji transkryptow, budzi pewne watpliwosci wynikajgce
chocby z usytuowania go pomiedzy réznymi mechanizmami kontroli jakosci transkryptéw lub
kontroli potranslacyjnej (Rys. 2.3), ktére rozlokowuje sie na poszczegélnych etapach produkcji
biatka. Destrukcja potproduktow, jaka zachodzi w mechanizmie RNAi jest z punktu widzenia
procedury produkcji najgorszym z mozliwych realizacji regulacji poziomu transkryptéw w
cytoplazmie. Aktywnos$¢ regulacji RNAi moze miec uzasadnienie przy zaburzeniach procesu
transkrypcji lub zaktéceniach toru transmisji informacji. T3 watpliwos$¢ poruszono juz w rozdziale
"Biologiczne podstawy regulacji gendw". Nawet odmienne parametry dynamiki mechanizmu RNAi
w porédwnaniu do regulacji transkrypcyjnej nie uzasadniajg uznania tego mechanizmu za
fizjologiczny element regulacyjnosci. W dziedzinie czasu regulacja RNAi moze wykazywaé pewng
przewage nad regulacjg transkrypcyjna: np. reakcji komaorki na nagte zmiany srodowiskowe.

W wyjasnianiu mechanizmu RNAi nie mozna takze wykluczy¢ potranslacyjnych mechanizméw,
ktore mogg oddziatywac¢ i wykorzystywa¢ mechanizm RNAi. Nieprawidtowosci wynikajgce z
zaburzen transkrypcyjnych stwierdzane na etapie filtracji biatek, podczas kontroli ich

100



pofatdowania powinny by¢ korygowane, jesli nie bezposrednio u zrddta to przynajmniej na etapie
RNAI. Bedzie to mozliwe tylko wtedy, jesli "punkt pracy" RNAi bedzie sie znajdowat pomiedzy
petng komplementarnoscia a catkowitym brakiem komplementarnosci umozliwiajacej
sterowalnos¢ in situ tego procesu. Cechy mechanizmu RNAI, ktdre potwierdzajg ztozonos¢ tego
mechanizmu:

1. Brak petnej komplementarnosci miedzy miRNA i jego targetem wprowadza
niejednoznacznos$¢ wigzania sie par miRNA/mRNA, czyli umozliwia modulacje poziomu
duplekséw miRNA/mRNA innymi czynnikami. (Przez analogie do fizycznych wtasciwosci
potprzewodnikdw, ktérych przewodnos¢ lokuje sie pomiedzy izolatorami i
przewodnikami. Organizacja przestrzenna poétprzewodnikdw w uktad np. tranzystora
pozwala nawet na polowg regulacje jego przewodnosci np. w tranzystorach typu CMOS.)

2. Brak petnej komplementarnosci miedzy miRNA a mRNA pozwala na regulacje jednym
miRNA wielu réznych transkryptéw, ale jak to zostato wykazane dla podzbioréw miRNAs
o tym samym seed. Mechanizm RNAi u kregowcéw wprowadza mniejszg specyficznosc
rozpoznawania targetéw w porédwnaniu do roslinnego mechanizmu RNAi. Ten fakt
trudno uzna¢ za gradacje jakosci dziatania RNAI, raczej nalezy uzna¢ niepetnos¢ wiedzy o
tym mechanizmie i jego znaczeniu w duzym przeskoku jakosciowym jaki sie ujawnia w
immunologii zwierzat.

3. Generalnie nie wystepujg sytuacje petnej komplementarnosci (patrz Rys. 6.17., Rys.
6.16.), sugeruje to, ze petna komplementarnosé¢ jest zabroniona, poniewaz sama
wprowadza jednoznaczng hybrydyzacje, a tym samym nie pozwala na regulacje poprzez
dodatkowe, hipotetyczne czynniki.

4. Konsekwencjg relacji wiele do wielu miedzy miRNAs i zbiorem transkryptow jest to, ze
sekwencje czesci poza seed, od strony 3' miRNA roboczo nazwane 15'tkg (od $redniej ich
dtugosci) musi sie znajdowa¢ w odlegtosci "bezpiecznej" pomiedzy wszystkimi jej
targetami — doktadnie ich czesci poza miejscem wigzania. Pojecie odlegtosci dotyczy
stopnia podobieristwa miedzy sekwencjami.

Analiza dtugosci sekwencji miRNA (5.2 Analiza zbioru sekwencji miRNA) wskazuje na
podobieristwo rozktadu tych dtugosci do rozktadu normalnego (Rys. 5.2. ). Srednia warto$¢
dtugosci to ok 21nt. Zbiér sekwencji miRNAs charakteryzuje zatem w miare jednolita dtugos¢. Nie
jest znana odpowiedz na pytanie, jakie czynniki decydujg o rozrzucie dtugosci. W miare jednolita
dtugos¢ moze sSwiadczy¢ o trafnej klasyfikacji tych czasteczek RNA do wspdlnej grupy, jak réwniez
o wspdlnym mechanizmie ich genezy i funkcyjnosci. Dalsze przypuszczalne znaczenie dtugosci
omowione zostato w rozdziale 7.2 Plan dalszych prac.

Badanie wystepowania czestosci homologdw miRNA w sekwencjach transkryptéw wydaje sie by¢
interesujgce ze wzgledu na specyfike wigzania sie miRNA z targetem. W obrebie transkryptow
przy relatywnie wysokim progu podobieristwa z miRNA na nici komplementarnej nie znaleziono
wiekszosci dopasowan (Tabela 8). Komplementarnych homologéw miRNAs na sekwencjach
transkryptéw znaleziono jedynie 378. Wartos¢ ta odstaje i jest znaczagco mniejsza od liczby
znalezionych homologéw (1760). Zestawione wynik (Tabela 8) potwierdzajg specyfike dziatania
RNAi opartg na czesciowej komplementarnosci tworzonych duplekséw. Rownoczesnie stanowg
one wskazéwke, jak moze wyglagda¢ kompozycja nukleotydowa niepoznanych jeszcze czgsteczek
miRNAs. Wiekszg liczbe dopasowan identycznosci - homologéw (1760) mozna ttumaczy¢ tym, ze
te lokalne dopasowania dotyczg gendw czgsteczek miRNAs.
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Jaka jest zaleznos¢ miedzy liczbg miRNAs, a liczbg odpowiadajgcych im transkryptéw? Na to
pytanie odpowiadajg Rys. 5.3. i Rys. 5.4. Zgodnie z oczekiwaniami obserwujemy szybki spadek
liczby miRNAs dla zwiekszajgcej sie liczby transkryptéow dla homologédw. Mniejszy dla grupy
czesciowych dopasowan sekwencji. Tabela 9 zwraca uwage te miRNAs, ktére posiadajg duzg liczbe
komplementarnych duplikatéw np. jeden miRNA posiada 873 odpowiednikdow na nici
komplementarnej. Te wysokie wartosci odpowiednikdéw wynikajg z faktu, ze wykorzystany w
badaniu zbiér referencyjnych transkryptéw zawiera takze transkrypty z alternatywnych splicingéw
oraz paralogi (patrz rozdziat 3.2. Dane i zasoby informacji).

Jedynie 205 na 1921 miRNAs posiada relatywnie dobre dopasowanie na nici komplementarnej. Z
drugiej strony analiza specjalistycznym narzedziem miRanda (Rozdziat 6.3. Okreslanie targetéw
programem miRanda) znajduje potencjalnych dopasowan znacznie wiecej. Mozna, zatem
whnioskowaé, ze zbiér miRNAs charakteryzuje generalnie maty stopied komplementarnosci
wzgledem sekwencji transkryptow, by¢ moze w ten sposdb zabezpieczajgc mechanizm RNAI przed
mozliwoscig jednoznacznego wigzania sie kazdego miRNA z jakim$ transkryptem. Sekwencje
miRNAs prawdopodobnie sg tak dobrane, aby nie "kolidowaty" ze sekwencjami transkryptow.
Wykorzystany zbidér transkryptow ok 46 tys. sekwencji zawiera kodujgce i niekodujgce RNA.
Znalezione dopasowania dla nici dominujgcej mogg stanowi¢ fragmenty gendw ulokowanych, czy
to w obszarze egzondéw gendw kodujacych, czy to wtasne geny miRNAs.

Przeprowadzone badanie duplikacji homologdéw miato cel poglagdowy (rozdziat 5.2.2 Duplikacje
homologédw w obrebie transkryptow). Wykazuje ono, ze sekwencje niektérych miRNAs
znajdujemy w obrebie sekwencji komplementarnych pewnych transkryptéw nawet wielokrotnie
(Tabela 10), przy czym najwieksza, stwierdzona krotnos$¢ wynosi 4 (Rys. 5.5.). Podane w
zestawieniu (Tabela 10) identyfikatory miRNAs mozna wykorzystaé przy szczegdtowe] analizie
konkretnego szlaku biologicznego.

Teoria informacji Shanonna dazy do pogodzenia dwdch przeciwstawnych celéw: zwieztosci zapisu
informacji i ochrone informacji przed zaktdceniami podczas transmisji. Komunikat zawiera tym
wiecej informacji, im mniejsze jest prawdopodobienstwo jego wystgpienia - jedno z
podstawowych zatozern iloSciowej teorii informacji. Entropia jest maksymalna, gdy
prawdopodobienstwa zdarzen sg takie same. Przeprowadzone wyliczenie entropii blokowej dla
sekwencji zbioru miRNAs ma na celu ich porédwnanie ze zbiorem losowych sekwencji o takiej
samej dtugosci. Przedstawione zestawienia wykazuja bardzo podobne wartosci entropii dla
wybranych podgrup (Rys. 5.6, Rys. 5.7, Rys. 5.8, Rys. 5.9, Rys. 5.10, Rys. 5.11). Oznacza to, ze
niepewnos¢ albo liczba mozliwych kombinacji nukleotydowych jest podobna do maksymalnej
entropii. Potwierdza to, ze naturalne sekwencje miRNAs charakteryzuje losowos¢, ale trzeba
pamietac, ze mamy do czynienia ze stosunkowg matg liczbg miRNAs w obrebie testowanych grup.
Idac dalej, opierajac sie na podanej definicji entropii, informacyjno$¢ zbioréw jest bardzo mata.
Ostatecznie selekcja ewolucyjna tych czasteczek bardziej odpowiada procesom losowym anizeli
deterministycznym. Tym samym wykazujgc podobienstwo do analogicznych analiz
przeprowadzonych na sekwencjach aminokwasowych [123][175][159].

Poréwnania réznych metod rozpoznania targetéw dokonano w rozdziale 6.6. Uzyskane parametry
AUC i krzywe ROC wskazujg na stusznie obrany kierunek poszukiwan udoskonalonego rozwigzania.
Poza dwoma odstajgcymi wartosciami AUC pozostate wartosci dla biTargetScore s3
porownywalne albo lepsze w stosunku do tych znalezionych za pomoca miRanda. W celu
petniejszej weryfikacji modelu nalezy zmierza¢ do pozyskania odpowiednich danych
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eksperymentalnych mikromacierzowych o sparowanych ekspresjach miRNA/mRNA. Powinny one
umozliwi¢ lepsza weryfikacje modelu i dobdr funkcji dopasowujacej poziom ekspresji miRNA.

Diagram Hintona pozwala na naoczng obserwacje zachowania sie modelu dla danych z
eksperymentu "Astma" (Rys. 6.15.). W pierwszej czesci (kolumnie) diagramu, ktéra powstata dla
najwiekszych uzyskanych wartosci prawdopodobienstwa (biTS), obserwujemy dodatnie wartosci
logFC, oraz srednie wartosci Cs i duze wartos$ci Po. Co jest zgodne z oczekiwaniami. Druga
kolumna diagramu dla wartosci maksymalnych Cs wskazuje na przynajmniej dwa przypadki, kiedy
pomimo ujemnego przyrostu poziomu ekspresji danego miRNA, model wyznaczyt Srednig wartosé
biTS. To swiadczy, ze nie mozna moéwic, ze najwiekszg determinantg w modelu jest wartos¢ logFC.
Ostatnia kolumna diagramu dla najwiekszych wartosci Pcr - generalnie tam wystepujgce wartosci
nie korelujg (z jednym wyjatkiem) z duzymi wartosciami Cs, stad biorg sie mate wartosci biTS.
Jedynie dla tego wyjatku obserwujemy wiekszg wartosé biTS.

Biblioteka TargetScore predysponuje do okreslania targetéw, ktére zostaty zwalidowane, anizeli
do wskazywania nowych, jeszcze nieodkrytych. Niewatpliwie, aby rozwija¢ kierunek rozpoznania
nowych par miRNA/mRNA nalezatoby udoskonala¢ metode "sekwencyjng" miRanda. Natomiast
zastosowanie TargetScore w przypadku, gdzie szukamy odpowiedzi na wystepowanie
potwierdzonych targetow jest wskazane ze wzgledu na dobre parametry uzyskane wzgledem bazy
zwalidowane;j.

Prezentowany model oprocz zdolnosci predykcji (in situ) mozna takze wykorzysta¢ w celu
znalezienia korelacji poziomu ekspresji miRNA i mRNA w procesie interferencji RNA. Interesujgce
jest czy poziom tych miRNAs, ktére sy aktywne w badanej prébce zmienia sie w sposdb
zauwazalny w pomiarach. W niektérych opracowaniach - modelach dla uproszenia przyjeto staty
poziom miRNAs [107].

Zastosowanie w obliczeniach lokalnych repozytoriéw posiada swoje wady i zalety. Ztozonos$¢
systeméw baz biologicznych znaczacg komplikuje administracje, w tym przede wszystkim
aktualizacje lokalnych zasobéw. Zaletg natomiast jest swoboda generowania dowolnych zapytan i
szybkos$¢ operacji zalezna od witasnego sprzetu. Duze zasoby udostepniajg ustuge zdalng API.
Dostepne systemy obstugi zdalnej baz danych to: bioMart zainstalowany w Ensembl lub Entrez
Programming Utilities (E-utilities) w NCBI.

Okreslenie relacji pomiedzy czgsteczkami miRNA. Relacje w obrebie podzbioréw miRNAs o tym
samym seed, miedzy miRNA o podobnych 15'tkach, ale réznych seeds wydaje sie by¢ istotna ze
wzgledu nie tylko na prébe odnalezienia ukrytych wzorcdw w sekwencjach, ale takze ze wzgledu
na konsolidacje i dopasowanie globalne na uzytek organizmu.

Ekspresja czasteczek miRNAs moze byc¢ konstytutywnie lub przestrzennie i temporalnie
regulowana. Oprdcz analizy zmiennosci ekspresji istotna wydaje sie by¢ analiza poziomu ekspresji,
ktora pozwoli wytonié ten czton konstytutywnie produkowanych miRNAs. Relacje wiele do wielu
miedzy zbiorem miRNAs i targetami rysujg sie¢ wzajemnych powigzan, a to oznacza, ze analiza
targetow powinna uwzglednia¢ caty profil ekspresji zamiast zatozenia wzrostu ekspres;ji
pojedynczego miRNA, jako odpowiedzi na transfekcje. Ta siec relacji wpisuje sie w catosciowg siec
regulacji gendw. Wynika to np. z koekspresji sgsiadujgcych miRNAs i gendw gospodarza [8].

Technika mikromacierzowa posiada ograniczenia. Metody mikromacierzowe nie wyfapuja
przejsciowych i matych ilosci par miRNA/mRNA. Nie rozrdzniajg transkryptéw pseudogendw,
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ktdre tez mogg stanowic¢ geny miRNA. Ale te zagadnienia wykraczajg juz poza zamierzony zakres
niniejszej pracy.

Przedstawione w pracy przeglad aktualnej wiedzy, wyniki analizy i wyciggniete z nich wnioski
potwierdzajg prawdziwos¢ sformutowanej tezy doktoratu. Zatem autor niniejszego opracowania
uznaje, ze cel doktoratu zostat osiggniety.

7.2 Plan dalszych prac

Przeprowadzone w ramach niniejszej dysertacji analiza literaturowa i zawarte w niej rozwiniecie
modelu predykcji targetéw — podpowiadajg kierunki dalszej pracy naukowej. Pojawiajace sie w
toku rozprawy pytania oscyluja wokoét dwéch biegundw. Pierwszy dotyczy konsekwentnego
rozwiniecia i parametryzacji zaproponowanego Ww pracy biocybernetycznego modelu
biTargetScore. W tym celu niezbedne jest jednak pozyskanie odpowiednich danych
eksperymentalnych: skorelowanych ze sobg poziomoéw ekspresji zbiorow miRNAs. Najlepiej, aby
zmienno$¢ poziomoéw ekspresji miRNA i odpowiednich targetow dotyczyta tych par, ktore
wystepujg jednoczesnie w dostepnych zasobach potwierdzonych eksperymentalnie targetow. W
takiej sytuacji mozliwa bytaby weryfikacja rodzaju korelacji miedzy poziomem ekspresji miRNAs i
ich targetéw.

Dalsze rozwiniecie modelu i tym samym polepszenie jakosci predykcji, zwigzane jest z prébg
eliminacji btedu jaki "popetnia" proponowany model, zaktadajac brak korelacji wzajemnej miedzy
poziomami ekspresji w zbiorze miRNAs. Jak wiadomo, geny czesci miRNAs wystepujg w tak
zwanych skupiskach, zlokalizowanych w tych samych regionach chromosomalnych. Sugeruje to
wzajemny transkrypt obejmujgcy ten region i oznacza, ze ten sam czynnik transkrypcyjny moze
mieé¢ rdwnoczesny wptyw na poziom ekspresji pri-miRNA. Rdwniez mozna sie spodziewad, ze
jeden blokowany target w RNAi moze modulowaé poziom transkrypcji czy to gendw kodujgcych
czy wrecz gendw miRNA. Wszystkie te wymienione zastrzezenia mozna uwzgledni¢ w
biocybernetycznym modelu, jesli wykorzystamy stosowne zasoby systemowe posiadajace
informacje o korelacjach i relacjach miedzy genami.

Oddziatywanie jednej czasteczki miRNA na wiele réznych targetéw sugeruje podejscie systemowe,
uwzgledniajgce sieciowe relacje miRNA i targetéw. Czasteczki miRNAs regulujg sieci komorkowe,
jako sieciowy komponent w wielu funkcjach komérkowych. Efekt dziatania miRNAs na ekspresje
ich targetéw w rzeczywistosci wykazuje réznorodnosc i na tej podstawie interakcja miRNA-mRNA
zostata skategoryzowane w trzy klasy [180][45]:

1. Czagsteczka miRNA moze obnizac poziom targetdw w niekonsekwentny sposdb, dziatajac
jak przetgcznik switch. Pomaga on w rozwoju i podtrzymywaniu przeznaczenia komarek.

2. Czasteczka miRNA pomaga utrzymacd sredni poziom ekspresji jego targetéw na nizszym
poziomie: fine-tuner precyzyjny regulator poziomu ekspresji.

3. Czasteczka miRNA moze redukowad wariancje ekspresji targetéw niwelujac fluktuacje w
ekspresji gendw.

Czasteczka miRNA, ktéra ma wiekszg liczbe aktualnych swoich targetéw w komérce hamuje kazdy
swoj target w mniejszym stopniu, niz gdyby miafa tylko jeden. Nazwano to dilution effect [3]).
Scharakteryzowano takze nowa klase funkcyjnych czgsteczek competitive endogenous RNAs
(ceRNAs), ktére komplikujg iloSciowa charakterystyke regulacji miRNA [146].
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Drugi biegun zainteresowan dotyczy interpretacji i wyjasniania zwierzecego mechanizmu RNA;,
ktory zdaniem autora niniejszej pracy, jest bardziej ztozony i stanowi ewolucyjne udoskonalenie
uktadu immunologicznego u roslin. Jest to teza "przebijajgca” sie u niektérych autoréw np.
analizujacych ten mechanizm w wirusowych ekspozycjach komdrek gospodarza. Brak postepu i
trudnosci ustalenia tak precyzyjnego i hipotetycznego mechanizmu moze by¢ zwigzane ze
wspominanym juz poziomem oraz skalg rozpatrywania obiektu badania.

Do tej pory udato sie zaobserwowac podziat funkcjonalny czgsteczki miRNA. Wyrdzniono pierwsze
okoto 7nt, nazywajgc je seed. Jest to region prawie catkowicie komplementarny do miejsca
wigzania na transkrypcie, determinujgcy wigzanie sie z okre$lonym regionem targetu. Precyzyjnie
nalezatoby napisa¢ poprzednie zdanie w liczbie mnogiej "targetéw", ze wzgledu na matg
specyficznosé¢ tak kroétkiej sekwencji. Natomiast pozostaty fragment czgsteczki miRNA (15-stka)
stwarza najwiecej probleméw w biochemiczne] interpretacji. W jego obrebie miesci sie
uzasadnienie stabilizacji czy wspétudziat w tworzonym dupleksie tej czesci czgsteczki.

Teze o funkcjonalnosci 15-stki wspieraja:

e ewolucyjnos¢ (a nie inwolucyjno$¢) mechanizmu RNAI, obserwowana na przyktad przy
porownaniu RNAI roslinnego i zwierzecego;

e przestanki racjonalne - na podstawie zestawienia tego mechanizmu z procesami
sterowania produkcjg lub rozwigzaniami technicznymi stosowanymi w teorii kodowania i
informacji;

e proba wyjasnienia zestawionych ponizej czynnikdw.

Czynniki, na jakie warto zwrdci¢ uwage, zwigzane sg z dtugoscig czgsteczek miRNAs. Jest ona
zbiezna, okreslona lub zdeterminowana przez:

1. szerokosc¢ kieszeni biatkowej Ago w RISC'u;

dwa skoki podwajnej helisy — ok 21nt;

stanowi minimalng dtugos$¢ stowa charakterystyczng dla gatunku;
7 nt jest minimalng dtugoscia seed,

vk wnN

sekwencja 15-stki, poniewaz nie jest komplementarna wzgledem miejsc wigzania, wiec
moze posiada¢ cechy kodujgcej sekwencji, ktéra odpowiada peptydowi o dtugosci 5
aminokwasow.

Zbieznosc¢ Sredniej dtugosci miRNAs z podwdjnym skokiem helisy DNA moze nie by¢ przypadkowy.
W mechanizmach regulacji gendw przez czynniki transkrypcyjne znana jest okresowos¢ odlegtosci
miejsca wigzania i jego wptywie na efektywnos¢ transkrypcji. ROwniez w mechanizmach regulacji i
kontroli jakosci transkryptow, dtugosé¢ ta jak mozna przypuszczaé moze by¢ minimalng dtugoscia
charakterystyczng czy reprezentatywng dla konkretnego genu czy grupy gendw.

W immunologii bezposrednio rozpoznawang strukturg przez przeciwciato, a doktadniej przez
liniowy epitop, stanowi fragment o dtugosci ok 5 aminokwasdw. Antygen najczesciej jest duzo
wiekszy i zostaje on zwigzany przez dopasowane ramiona Fab przeciwciata. Z kolei czesciej
wystepujace sg tzw. epitopy konformacyjne rozpoznajgce konkretng, tréjwymiarowg strukture,
ktory mozna traktowac, jako skupisko kilku liniowych fragmentéw sekwencji aminokwasowych,
ktdre rozpoznajg region w strukturze sfatdowanego antygenu.

Juz te kilka spostrzezen generujg pule bioinformatycznych zadan do realizacji. Dobdr
odpowiednich genomoéw wirusowych, oszacowanie podobienstw ludzkich miRNA i gendw
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wirusowych, rozwiniecie badan w dziedzinie konserwatywnosci miRNAs: te same miejsca wigzan,
ale rézne 15-stki.

Badanie konserwatywnosci miejsc wigzan w przekroju réznych organizméw rozpatruje tylko
region seed, ktdry sie wigze ze regionem targetu — site. Oznacza to, ze region sgsiadujacy z
miejscem wigzania bedzie rézny, ale czy tez bedzie konserwatywny?

Najistotniejszg lukg opisu mechanizmu RNAi stanowi z punktu widzenia biochemicznego
niestabilno$¢ wigzania sie pary miRNA/target spowodowane czesciowg komplementarnos$cig
sekwencji obu czgsteczek. Niestabilnos¢ stanowi z jednej strony mozliwos$¢ regulacyjng — tutaj
model kontroli jakosci transkryptéw, ale z drugiej nie jest znany mechanizm stabilizujgcy to
wigzanie.

Przeprowadzone badania czestosci homologdw miRNAs w zbiorze transkryptéw moze zostac dalej
rozwiniete w kierunku analizy czestosci dla wydzielonych grup miRNAs. W rozprawie
przedstawiono wiele réznych kryteriéw réznicowania miRNAs. S3 to:

1. podziat zbioru miRNAs ze wzgledu na geny (introniczne/egzoniczne/wtasne geny) (patrz
Tabela 2);

2. rodziny miRNA wynikajgce ze wspdlnego seed (TargetScan — rozdziat 3.2.3) lub z
podobienstwa (miRBase — rozdziat 3.2.1)

3. konserwatywne i niekonserwatywne miRNAs (TargetScan — rozdziat 3.2.3)

Wspominane juz ograniczenia modelowania wynikajagce m.in. z przyjetego poziomu czy skali
rozpatrywania zjawiska same w sobie takze stajg sie inspiracjg dalszych badan. Podobienstwo
miedzy schematem przeptywu informacji biologicznej (centralny dogmat biologii molekularnej) a
schematem kanatu przeptywu informacji w telekomunikacji sugeruje wykorzystanie w
modelowaniu takze innych metod rozwinietych w teorii kodowania. Hipoteza o zwigzku miedzy
degeneracjg kodu genetycznego i jego odpornoscig na zaktécenia powstata spontanicznie od
czasu odkrycia kodu genetycznego, ale opierajac sie na teorii kodowania. Nadmiarowo$¢ kodu
genetycznego uznano, jako naturalny sposdb ochrony przesytanej informacji. W tym wiasnie
kierunku poszty prace Sergey Petoukhov (C. B. Metyxos). Po wnikliwej analizie kodu genetycznego,
a wiec podstawowej wilasnosci kodujacych sekwencji nukleotydowych stwierdzit on, ze
wiasciwosci kodu genetycznego sg skorelowane z wtasciwosciami kwaséw nukleinowych. Jego
osiggniecie dotyczy formalnego opisu degeneracji kodu genetycznego. Wykorzystujagc metody
algebry macierzy i teorii kodowania sygnatéw wykazat zbieznos¢ organizacji kodondéw z
kodowaniem korekcyjnym opartym na macierzy Hadamarda. Autor podat procedure quasi
algebraiczng, ktéra doprowadzita go do tego odkrycia. Sktada sie ona z rekurencyjnej metody,
ktéra prowadzi do uzyskania macierzy genetycznych multipletdw (genomacierzy), nastepnie jej
konwersji oryginalng metoda autora, w wyniku ktérej uzyskuje sie prezentacje multipletéw w
postaci macierzy Hadamarda [76].

Prawdopodobienistwo przypadkowego uzyskania przez nature macierzy takiej organizacji
tripletéw jest bardzo mate i wynika z duzej liczby 64! istniejgcych wariantow utozenia 64 tripletow
w macierzy o wymiarze 8 x 8. Idgc dalej tym tropem mozemy sie spodziewaé wystepowania w
komorce biologicznej koderow i dekoderdw wykorzystujgcych tg wtasnosc¢ tripletéw. Dla kanatu
komunikacyjnego, jednokierunkowego mozna zastosowac kod korekcji btedu, ktéry nie wymaga
kanatu zwrotnego (Rys. 7.1). Rozpoznanie btedu, jego detekcja jest znacznie prostsza niz realizacja
systemu korekcji btedu. Detekcja wymaga skromniejszego zaplecza. Niemniej brak korekty btedow
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oznacza w systemach technicznych retransmisje — transmisja redundantnej informacji wzrasta,
gdy wystepuja btedy [133]. Badany mechanizm RNAi przypomina ukfad kontroli jakosci sekwencji
transkryptu, by¢ moze zintegrowany z procesem translacji RNA, za czym przemawia jego
immunologiczno-ewolucyjne pochodzenie. Hipoteza ta wydaje sie wiarygodna gtéwnie ze wzgledu
na usytuowanie sie kompleksu miRISC blisko konca 3' transkryptu. Podobnie w przesytanych
ramkach transmisji na korcu znajduje sie bit parzystosci lub suma kontrolna w dfugich tanicuchach
znakéw. Funkcje dekodera informacji genetycznej wdwczas petnitby mechanizm degradacji
transkryptéw. Informacja uzyskana z tego dekodera, czyli wytapane przez RNAi zaktdcenie
mogtyby by¢ wykorzystane przez mechanizm fatdowania biatka dazgcy do uzyskania prawidtowe;j
struktury czgsteczki aminokwasowej pomimo wystepujgcego zaburzenia sekwencji transkryptu.
Druga refleksja dotyczy przejscia cyfrowego — 4 literowego sygnatu na posta¢ analogowa. Ten
swoisty przetwornik A/C potrzebny jest wtedy, kiedy sekwencje nukleotydowg transkryptu
(cyfrowg) konwertujemy na posta¢ analogows, czyli przestrzenng strukture biatka, ktéra w tego
typu regulacji musi posiadac tez postac wirtualna.

DNA transkrypcja RNAI translacja
konwerter konwerter
przetwornik A/C i koder kanat dekoder przetwornik C/A

Rys. 7.1. Schemat typowego uktadu transmisji danych z wykorzystaniem korekcji btedu.

Postaé cyfrowa informacji (sygnat) stanowig symbole sekwencji nukleotydowej. Zrédto informacji
(sygnatu) przyjmujemy, jako wirtualny, poprawny, bezbtedny zapis nukleotydowy genu. Jest to
zapis czysto hipotetyczny. Sekwencja nukleotydowa w chromosomach stanowi juz jego zaktdcenia
poprzez rézne czynniki mutagenne. Oznacza to, ze sygnat, zrédto informacji nie jest nam znane,
ale pomimo tego komdrka wigcza mechanizmy regulacyjno-kontrolne, chociaz nie dysponuje tym
poprawnym, nukleotydowym zapisem. Wykorzystuje prawdopodobnie zapis wirtualny. Znamy
jedynie jego znieksztatcenie w postaci genomowej sekwencji. Realizacja kodera jest albo wynikiem
losowej zmiennosci zapisu w genomie, albo pewng optymalizacjg regulacyjna.

Autor niniejszego opracowania zadaje sobie sprawe, ze propozycje i hipotezy teraz poruszane
wymagajg analizy na poziomie kwantowym, ktéry wg obecnej wiedzy wykorzystuje, jako jeden z
podstawowych elementéw budulcowy komputera kwantowego, bramke Hadamarda.

Genomacierze zdefiniowane przez Petoukhova sg ciekawym podejsciem do oceny catego zbioru
sekwencji. Umozliwiajg one naoczng obserwacje relacji miedzy sekwencjami i poszukiwanie
elementéw symetrii. Ich wadg jest to, ze dtugos¢ sekwencji narzuca odpowiedni rzagd macierzy.
Macierzy trudnej do percepcji wzrokowej dla juz nawet relatywnie krdtkich sekwencji.
Ograniczeniem jest takie wymaganie jednakowe] dtugosci porownywanych sekwencji. Dla
dtugosci sekwencji k=15nt wymiar macierzy wynosi: 32768 x 32768. Na Rys. 7.2 przedstawiono
caty zbidr sekwencji miRNAs 15tek od strony 3'.
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Rys. 7.2. Genomacierz miRNAs dla kierunku 3’->5’ dla ostatnich 15 nukleotydéw. Kaidy punkt na macierzy
reprezentuje dang sekwencje miRNA. Skala pod rysunkiem kolorami wyréznia punkty, ktdre skupiajg wiecej niz jedng
sekwencje réznych miRNAs.

7.3 Podsumowanie

Odkrycie funkcyjnych czasteczek RNA — miRNAs oraz wyjasnienie podstawowego mechanizmu ich
funkcjonalnosci - interferencji RNA umozliwiato powstanie odpowiednich narzedzi
bioinformatycznych do predykcji targetéw, ktdore to narzedzia z kolei usprawniajg procedury
weryfikacji i walidacji eksperymentalnej wytypowanych targetow. Rozpoznanie rzeczywistych
targetéw in situ stanowi podstawe poznania i petnego zrozumienia mechanizmu RNA.I.
Zaprezentowane w pracy podejscie ilosciowego wyjasnienia mechanizmu regulacji gendw, jakie
realizuje przedstawiony model biTargetScore predykcji targetow, nie wyklucza istnienia réznych,
ale jakosciowych interpretacji opisywanego zjawiska. W pracy zrealizowano implementacje
biocybernetycznego modelu biTargetScore, a nastepnie przeprowadzono jego walidacje.
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Zaproponowany w pracy model biTargetScore zostat poréwnany z innymi narzedziami predykcji,
wykazujgc nad nimi przewage, wyrazajacg sie przez poprawe jakosci rozpoznania targetéw. Do
weryfikacji poprawnosci budowanych modeli wykorzystano zaséb danych, ktéry zostat
potwierdzony eksperymentalnie.

W pracy zwrécono uwage na istotnos¢ zatozen modelu jakosciowego opisujgcego mechanizm
RNAi, na sposdb przeprowadzenia wnioskowania z uzyskanych wynikéw predykcji. W pracy
podjeto prébe wyjasnienia przyczyn i wskazania trudnosci przetwarzania danych surowych,
pochodzacych z eksperymentéw mikromacierzowych, ktére charakteryzuje stochastycznosé.
Wieloetapowos$¢ ich statystycznego przetwarzania wymaga starannosci i Swiadomosci
stosowanych metod uproszczen czy uogdlniend. Analiza tych uproszczen i uogdlnien zostata
przedstawiona w pracy.

Ztozonos¢ funkcjonowania organizmu zywego polega miedzy innymi na jego zdolnosciach
adaptacyjnych i regulacyjnych. Logiczng konsekwencjg zaburzenia stanu, w ktérym sie organizm
znajdowat, jest automatyczne, samoistne uruchomienie mechanizmdw korygujgcych tg dysfunkcje
- zaktécenie. W Swietle tych rozwazan stan patologii staje sie o wiele bardziej ztozonym
mechanizmem, ze wzgledu na wystepowanie w nim dodatkowych, zaleinych od siebie,
hierarchicznych uktadéw regulacyjnych.

Modelowanie biocybernetyczne stawiajgc na pierwszym miejscu regulacje, wymaga postawienia
nadrzednego celu. Nie mozna przyja¢, ze zapis nukleotydowy w DNA stanowi wzorzec,
najwierniejszy jego zapis. Cel jest wirtualny i rozproszony pomiedzy wyspecjalizowane odtamy,
jakie powstaty w ewolucji. Kiedys, w prehistorii, byt bezposrednio zwigzany z obiektem. Kazda
niepozgdana mutacja w sekwencji DNA wywotuje uruchomienie mechanizmoéw regulacji, ktérych
celem jest dazenie do homeostazy. Dzieje sie tak nawet wtedy, gdy nie ma poprawnego wzorca w
bibliotece matryc sekwencji aminokwasowych. Przedstawiana praca rzuca nowe S$wiatto na
rozwazane zagadnienia poprzez uzycie modelu biocybernetycznego.
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9 Wykaz rysunkow i tabel

Rysunki

Rys. 2.1. Centralny dogmat biologii molekularnej. Niebieski kolor — kanoniczny przeptyw informacji, zotty -
niekanoniczny i czarny — przeptyw informacji uzyskany jedynie laboratoryjnie. ..............ccccceeevveeeeecivvseeciienessnnnnn. 10
Rys. 2.2. Struktura genu na schemacie przeptywu informacji biologiCzne;j ..............c.covcueevevencueenivenseiniienieeaee, 11

Rys. 2.3. Schemat przeptywu informacji i requlacji gendw. Kolor zétty — regulacja transkrypcji, kolor niebieski
—regulacja potranskrypcyjna, zielony — regulacja potranslacyjna. .............ccccoecueeeeueenoieencieeneeenieesieesieeseesee 12
Rys. 2.4. Mechanizm interferencji RNA. (Rysunek zaczerpniety z ilustracji RNAi Pathway (www.qiagen.com))... 14
Rys. 2.5. Proces biogenezy czqsteczek miRNA dla trzech réznych typéw gendw. a) Wtasny gen

transkrybowany przez polimeraze RNA Il. pri-miRNA zostaje przetworzone przez kompleks Drosha(RNase 1)

i DGCR8 w pre-imRNA, ktdry nastepnie zostaje transportowany do cytoplazmy przez Exportin 5. b) Gen
introniczny. Zestaw biatek spliceosom realizujgcy wycinanie introndw realizuje takze wyciecie pre-miRNA. Po
rozpoznaniu przez Exportin 5 zostaje przetworzone przez kompleks DICER. c) Wycinanie pre-miRNA za

pomocq kompleksu Drosha bezposSredno Pre-MiRNA ...........oooeeeeeeceeee e eeeteeecee e et ctta e e s saeeesstsaaesstssaaessreaanans 20
Rys. 2.6. Uproszczona procedura eksperymentu z mikromacierzqg DNA oligonukleotydowq, dwukanatowq
MIRCURY LNA™ MiICrORNA ArrQY (7th GEN) .......oeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e ettt ette e e e taa e e taa e e s taaaeestsaseessssaaeaasenas 23
Rys. 3.1. Fragment wyniku wyszukiwania prekursora hsa-mir-34b (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl2ACC=MIO000742)........ccueeeceeeieeeeeeeieeesieeeeeeeeeeesseeetssesssesseesssseassestssessssessssesssessessssesases 31
Rys. 3.2. Wykres typu wulkanicznego: NHDF PK15 (porcine endogenous retroviruses) porownane z NHDF
(MUMAN d@IMQI fIDIOBIASES) .......ooceeeeeeeeeee ettt e e et e e et e e ettt e e e e taa e e e sssaeeaataaaeaatsesesasssaaesssananans 35
Rys. 3.3. Kanoniczne rodzaje mMi€jSC WIQZAN. ............ccceeeeueeeseeeiiiieiieeiit ettt ettt ste st sse e st e saaeenanees 37
Rys. 3.4 llustracja interakcji MIRNA/IMBRINA .........ooouee e ettt ettt e ete et e e ae et ttaeeeseessaesseesasessssesasessssenases 44
Rys. 3.5. Schemat funkcjonowania Modelu TArGEtSCOIE ..........c.uuevueeiiieiieesiieeeeet ettt 54
RYS. 4.1. MEtOAQ "CZAINEJ SKIZYNKI". ...o....evveeeeeeeeeeee ettt e ettt e e et e e ettt e e e ettt e e e et e e e s asaaaeatseseessssaaesassnan 60
Rys. 4.2 Model regulacji gendw z wyréznionym mechanizmem interferencji RNA (czes¢ szara) ............ccoevenne.... 61
L3V MR 1Y [oTo (=] TN Lo e I=1 5 Yol ] ¢ -SSR UPR 63
Rys. 5.1. Fragment lokalnej struktury relacyjnej bazy evolBioSQL dotyczgcy MiRNAS. .........ccccueeeecceveeeciiraravennn. 65
Rys. 5.2 Rozktad dtugoSCi SEKWENCII MIRNAS ...........eeeeeeeeeeeeee ettt e e e e et tae e e et e e e et e e e staaaeestsesesssssaesaassnan 67
Rys. 5.3. Zaleznos¢ liczby miRNAs od liczby odpowiadajgcych homologdw w transkryptach dla nici
KOMPIEMENTAINE] (REVERSE). .....oooeeeeeeeeeee e e etee e ettt e ettt e e ettt e e ettt a e ettt e e ettt e e e asts e e eesssaaeaatsaaeassasenssssassssssnaan 69
Rys. 5.4. Zaleznos¢ liczby miRNAs od liczby odpowiadajgcych homologdw w transkryptach dla nici

AOMUNUIGCE] (FORWARD). ...ttt ettt e e et e ettt e e et e e et e e ettt e e e e stsaaeesssaaeaatsaaeassasensssaseaassnaan 69
Rys. 5.5. Poréwnanie liczby duplikatdw "dwdjek", "tréjek"”, "czwdrek" w obrebie tego samego transkryptu

QIO REVERSE ...ttt ettt e e ettt e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e ea s tseaaaaesaaassssassaasseaassssssesaseeasansssseaasaensnees 71
Rys. 5.6. Blokowa entropia zbioru miRNAS dla OKNG CO INt. ....oo.eveeeeiiieeeeeeecee ettt esea e eaea e saeeeas 73
Rys. 5.7. Blokowa entropia zbioru miRNAs dla okna co dfugoS¢ BIOKU ................oeeeecveeeeciiiecciieeecieeeecvee e 73
Rys. 5.8. Blokowa entropia zbioru miRNAs (pierwsze 8nt od strony 5') dla okna o dtugosci bloku....................... 73
Rys. 5.9. Blokowa entropia zbioru miRNAs (dla subsekwencji 8-15nt od strony 5') dla okna o dfugosci bloku..... 73
Rys. 5.10. Blokowa entropia zbioru intronicznych miRNAs dla okna o dtugosci bloku. ..............ccceecvvvevecvvveenneen. 74
Rys. 5.11. Blokowa entropia zbioru egzonicznych miRNAs dla okna o dtugosci bloku. ...............cccccvveeecuveeennen.. 74
Rys. 5.12. Fragment pliku wejsciowego uzyskanego po analizie roznicowej ekspresji transkryptow
przeprowadzone) teStem StAtYSLYCZNYM T. ..oocceeeeeeeeeeee ettt e e ee ettt e e e e e e sttt a e e e e s e ettt aaaeeeesssstanaaaseeasasssnees 75
Rys. 5.13. Histogram sum prawdopodobienstW transkryptOW...........cc.ueeeecueeeeecueeeeeiieeeeeiieeeesiieeeesieaessiseaessseeens 79
Rys. 5.14. Zestawienie transkryptow o najwiekszej sumie prawdopodobienstw ...............ccccccvueeeeccvveeecienaeannnnn. 80
Rys. 5.15. Fragment wyniku analizy 'wiersze z maksymalng SUMQ'.. ..........cooeeeueeeeeciieeeesieeeecieeeeseeeeectea e 81
Rys. 6.1. Przebieqg ekSperymentu "ASEMQ"..............ooueeieiieeeeeeeteee ettt e e e e ettt e e e e e et ettt e e e e e es s aaaaeeaaiaes 83

121



Rys. 6.2. Wspdtrzedne prob na wykresie dwdch wspotrzednych gtdwnych. Symbole odpowiadajq kodom

hodowli komadrkowych, 1 —w warunkach bez zakazenia, 2- po zakazeniu rinowirusem HRV16. ......................... 84
Rys. 6.3. Rozktad energii swobodnej kompleksu dla wszystkich miejSc WiQzan ............cccccceeevueevevenseencieenieeneen 87
Rys. 6.4. Rozktad energii swobodnej kompleksu dla miejsc wigzan z regionow 3'UTR .........ccccvveeeecvveeeciveeeannnnn. 87
Rys. 6.5. Rozktad prawdopodobieAStWa PO QGIre@GaC)i..........ccueecueieveeesiiieiieiiiesieet ettt 87
Rys. 6.6. Rezultat miRanda. Pierwsze 20 najbardziej prawdopodobnych interakcji................ccoceeevvvveeecvvnencnnnen.. 88
RyS. 6.7. ROZKIQA WAIrtOSCi MACIEIZY MCS ..ottt ettt ettt e s et e saaeenanees 89
Rys. 6.8. Macierz mCs dla pierwszych 20 dOPASOWGAN .............oeeecveeeeeeiiieeeeieeeesiieeessteaeeeiteaeesisaseeesssesesssssessssees 89
Rys. 6.9. Rozktad wartoSCi MACIEIZY MPCT .........cooueeeeeeiei ettt ettt ettt et sse e st e sineenanees 90
Rys. 6.10. Macierz mPCT dla pierwszych 20 najlepszych iNterakcji............ccouueevueeeeciueeeeiireeesiiieeeesiveseesieaessisenens 91
Rys. 6.11. Rozktad rezultatOw DiTArGELSCOIE ..........ooovueieiiieieeieeee ettt ettt ettt e es 92
Rys. 6.12. Rezultat biTargetScore dla pierwszych 20 najbardziej prawdopodobnych interakcji ........................... 93
Rys. 6.13. Zestawienie wartosci AUC uzyskanych réznymi metodami dla puli 37 gendw ..............ccccceevvvenueeneee. 96
Rys. 6.14. Krzywe ROC dla wybranej puli 6 gendw. Metody: biTS — biTargetScore, logFC — TargetScore
wyznaczony tylko dla 10gFC MIRNA, MIRANGQ. ...........ccceeeieieiiieiiieeeeeeee ettt 96
Rys. 6.15. Diagram Hintona dla pierwszych 10 "najwiekszych" wartosci: biTS, CS, Pcr.. cccvveeeccveeeeciieeeciieeeavnnnn 97
Rys. 6.16. Rozktad energii miRanda wszystkich uzyskanych par miRNA/MRNAL. ..........c.ccovvvvrvvrvveivesieeresesesisnienes 98
Rys. 6.17. Rozktad energii miRanda dla puli zwalidowanych par miRNA/MRNA. ..........ooevveeeeeeeireeeieeeireeeireeannn 98
Rys. 7.1. Schemat typowego uktadu transmisji danych z wykorzystaniem korekcji bfedu. ..............cccovuvenuenne 107
Rys. 7.2. Genomacierz miRNAs dla kierunku 3’->5’ dla ostatnich 15 nukleotydow. ...............cccovuveeccveeeeecvenennne, 108
Rys. E.1 Struktura relacyjna modelu BIOSQL............cooueeeueeeueeeiiieee ettt ettt et saee s 131
Tabele

Tabela 1. Zestawienie funkcyjnych czqgsteczek RNA lokujgcych sie w kompleksie RISC..........c.cccoouveeecvveeeevveeennnn. 18

Tabela 2. Zestawienie gendw miRNA. Typ transkryptu, potozenie miRNA w stukturze transkryptu: egzon,
L o o PO PSPPI UPPPPPTPRN

Tabela 3. Wybrane zasoby bazy TargetScan
Tabela 4. Parametry punktacji kontekstu sekwencji transkryptow. Rodzaje miejsc wigzan uszeregowane wg

ol =3 (=2 8V Lo XY PSR 37
Tabela 5. Zestawienie liczebnosci tych klas w zbiorze miRNAs (biosql_test.mirna) .............cccccceeveeeecveeeecveeennnn, 39
Tabela 6. Wybrane, charakterystyczne algorytmy predyKkcji targetow .............oocccveeeeceeeeeciieeesiieeescieeessieeessnns 43
Tabela 7. Metody integracji danych o ekspresji W predykcji targetOW.............ceeeceueeeeeceeeeeciieeeeeiieeeeiieeeesiveeeeeans 46
Tabela 8. Rezultaty badania czestoSCi NOMOIOGOW. ...........oeeeeuieeeeeiiieeciee et ee et e s e s e e etae e s sseaeesstea e e e 68
Tabela 9 Tabelaryczne zestawienie liczby lokalnych kopi (homologdw) znalezionych na niciach

komplementarnyCh trANSKIYDEOW. ........c.c..oveeecuueeeecieeeecte e ette et e e et e e sttt e e e s ttteesstteeeaasteaesasseaassastesessssnaesanseeens 70
Tabela 10. Zestawienie duplikatOW Ala NiCi REVERSE...........cocuuueeeeeeeeeceeeeeeieeeetiea e ettteaaesevaaeesasassssasaeesssesessasns 71
Tabela 11. Zestawienie grup.w eksperymencie Astma. Kolorem czerwonym oznaczono poréwnywane grupy. .. 84
Tabela 12. Przyktadowe Warianty traNSKIYDEOW ............ccueeeeeieeeeeeeeeeeeieeeestee e et e eettaaeesteaeeeetsaaestssaeesasaseeaanns 86
Tabela 13. Zestawienie uzyskanych Macierzy danYCh ...........cc.ueeeeeueeeeeeeeeeeee e ese e e e e e saa e s steaessrtaaesenees 92

Tabela 14. Lista 11 miRNAs, ktére posiadajg co najmniej jeden target w bazie miRBase oraz zawarte sq w
zbiorze istotnie zréznicowanych miRNA w eksperymencie Astma oraz odpowiadajqce im targety z bazy

INERBASE. ..ottt ettt ettt e+ e ettt e e e ettt e e e e e e uaatte e e e e ee e nbbtneeeeeeaaabanneeaeeeaaanaes 94
Tabela 15. Zestawienie wybranych 6 gendw, ktore wykazujq najwiekszq pule regulujgcych je miRNAs.............. 95

122


file:///C:\Documents%20and%20Settings\Krzys\Moje%20dokumenty\doktorska\doktorat_KS_final.docx%23_Toc450679971
file:///C:\Documents%20and%20Settings\Krzys\Moje%20dokumenty\doktorska\doktorat_KS_final.docx%23_Toc450679972

10 Wykaz zataczonych plikow i informacje techniczne

Zatgczona do opracowania ptyta CD zawiera nastepujgce zbiory:

1 | biTargetScore.R implementacja modelu biTargetScore.R

2 | ExpAnalysisl.txt zbiér miRNAs z réznicowg ekspresjg "Astma"

3 | TargetScoreAstma.R implementacja modelu biTargetScore dla danych "Astma"
4 | hsa_MTl.xls zbidr targetdw potwierdzonych eksperymentalnie

5 | miRBase_conv_org.txt | plik konwersji nomenklatury miRNAs

6 | biosql-1.0.1.zip struktura BioSQL

Obliczenia w pracy przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania:
1. Rlanguage - version 3.1.2 (2014-10-31)
Platform: x86_64-unknown-linux-gnu (64-bit)
locale:
[1] LC_CTYPE=en_US LC_NUMERIC=C  LC_TIME=en_US
[4] LC_COLLATE=C LC_MONETARY=en_US LC_MESSAGES=en_US
[7] LC_PAPER=en_US  LC_NAME=C LC_ADDRESS=C
[10] LC_TELEPHONE=C  LC_MEASUREMENT=en_US LC_IDENTIFICATION=C

attached base packages:

[1] stats graphics grDevices utils datasets methods base

other attached packages:

[1] plyr_1.8.1 plotrix_3.5-11 gdata_2.13.3

[4] TargetScoreData_1.0.0 TargetScore_1.2.0 Matrix_1.1-5
[7] pracma_1.8.3

loaded via a namespace (and not attached):
[1] Rcpp_0.11.4 grid 3.1.2 gtools_3.4.1 lattice_0.20-30

2. Serwer bazodanowy MySQL:
wersja serwera: 5.5.16-log MySQL Community Server (GPL)
3. Jezyk skryptowy Ruby:
wersja: ruby 1.9.2p136 (2010-12-25 revision 30365) [x86_64-linux]
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Dodatek A. Reguly prawdopodobienstwa

Klasyczna definicja prawdopodobieristwa P.S. Laplace'a [186] podaje, ze prawdopodobieristwo
zdarzenia losowego A, ztozonego z m zdarzen elementarnych stanowigcych podzbiér wszystkich
mozliwych roztgcznych i jednakowo mozliwych zdarzen elementarnych n, wyznaczamy ze wzoru:

P(A) = (A1)

gdzie:
m - liczba zdarzen elementarnych sprzyjajacych zdarzeniu 4;

n - liczba wszystkich, roztgcznych zdarzen elementarnych.

Ze wzgledu na wady klasycznej definicji prawdopodobienistwa, ktéra méwi o zdarzeniach
jednakowo mozliwych, skonczonej liczbie wszystkich zdarzen elementarnych i wymaganej
znajomosci  wszystkich zdarzenn elementarnych wprowadzono czestosciowe definicje
prawdopodobienstwa. W tym ujeciu zamiast postugiwania sie liczbg zdarzen elementarnych
wprowadzono liczbe wykonanych doswiadczen. Wdéweczas czesto$é wzgledng mozna uzna¢, jako
ocene prawdopodobienstwa. Im  wieksza jest liczba doswiadczen, tym ocena
prawdopodobienistwa jest lepsza.

P(A) = lim —4 (A-2)

n-o N

gdzie:
my - liczba doswiadczen, w ktérych uzyskano zdarzenie 4;

n - liczba przeprowadzonych doswiadczen.

Prawdopodobieristwo rozumiane jako granica czestosci wzglednej zdarzenia A przy rosngcej do
nieskoiczonosci liczbie doswiadczen wprowadza zatem eksperyment niemozliwy do realizacji, jak
rowniez nie okresla liczby doswiadczen wystarczajgcej do wyliczenia prawdopodobienstwa. Dalszy
rozwéj teorii prawdopodobienstwa przeprowadzit T. Bayes. Przystosowat on pojecie
prawdopodobienstwa dla zdarzen niepowtarzalnych — wprowadzajagc miare niepewnosci albo
wiarygodnosci, gdzie prawdopodobienstwo tzw. a posteriori powstaje przez przeksztatcenie
zatozenia — prawdopodobienstwa a priori w Swietle uzyskanych danych w przeprowadzonym
eksperymencie.

Zmienng losowg nazywamy dyskretng, gdy przyjmuje ona wartosci skonczone lub przeliczalne, a
wystepowanie tych wartosci jest zdarzeniem losowym o danym prawdopodobienstwie. Funkcjg
rozktadu prawdopodobieistwa p zmiennej losowej X nazywamy funkcje przyporzadkowujaca
wartosciom zmiennej losowej odpowiednie wartosci prawdopodobieristwa.
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Prawdopodobienstwo p zdarzenia przypisuje zdarzeniom losowym wartosci liczbowe z przedziatu
[0,1]. Wartosci te sg przypisywane na podstawie przeprowadzanych serii identycznych prdéb, czyli
takich, ktérych nie potrafimy od siebie odrdznic; brak jest czynnikdw rdznicujgcych je od siebie.
Dla doswiadczen wieloetapowych przy obliczaniu prawdopodobieristwa postugujemy sie dwoma
podstawowymi regutami:

Regutg sum:

p(X) = ) p(X.¥) 9
Y

Regutg iloczynow:

p(X,Y) =p(Y|X)p(X) (A-4)

gdzie X,Y — zmienne losowe.

Prawdopodobienstwem warunkowym P(A/B) zdarzenia A pod warunkiem, ze zaszto zdarzenie
B, nazywamy iloraz prawdopodobieiAstwa facznego zajécia zdarzenia A i B oraz
prawdopodobienstwa darzenia B.
_ P(AnB) (A-5)
P(A/B) = —P(B)
Dwa zdarzenia sg niezalezne w przypadku, gdy P(A/B) = P(A) lub P(B/A) = P(B). Wdwczas
otrzymujemy:

P(AnB) =P(A)-P(B) (A-6)

Na podstawie reguty iloczynéw oraz wtasciwosci symetrycznosci p(X,Y) = p(Y, X) uzyskujemy
zwigzek miedzy prawdopodobienstwami warunkowymi zwany twierdzeniem Bayesa:
pXIY)p(Y) (A7)
YNX)=—_-——
P P(X)

Uwzgledniajgc regute sum zmieniamy mianownik w powyzszym réwnaniu (A-7) uzyskujac:

pXIY)p(Y) (A-8)

PN = 5 X

Tak przedstawiony mianownik ma wtasciwo$¢ statej normalizujacej, aby suma wszystkich
prawdopodobienstw warunkowych byta réwna jeden.

Zmienng losowa parametryzuje sie niekiedy wyznaczajac Srednig x i wariancja a’. Srednia Y7
nazywa sie czesto wartoscig oczekiwang zmiennej losowej E (X) =g Definiujemy jg nastepujaco:

" (A-9)
E(X) = Z DiX;
im1
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Tak definiowana wartos$¢ stanowi $srednig wazong przyjmowang przez zmienng losowg, gdzie wagi
poszczegblnych wartosci stanowig prawdopodobienstwa ich wystgpienia. W tym wzorze wartosc
n oznacza liczbe wszystkich skonczonych wartosci zmiennej losowej X.

Wartos$¢ wariancji obliczamy wedtug wzoru:

n (A-10)
0% = ) pix - W? = EIX — EQOJ?
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Dodatek B. Prawdopodobienstwo zmiennej losowej ciggtej

W przeciwienstwie do zmiennych losowych dyskretnych - nieciggtych, zbidr mozliwych wartosci
zmienne] losowej ciggtej jest nieskoiczony i nieprzeliczalny. Funkcja gestos$ci okresla rozktad
prawdopodobienstwa zmiennej losowej ciggtej. Jesli prawdopodobieistwo zmiennej rzeczywistej
x nalezacej do przedziatu (x,x + 6x) jest dane funkcjg p(x)éx dla §x — 0, wdwczas funkcje
p(x) nazywa sie funkcja gestosci prawdopodobienstwa. Funkcja ta przyporzadkowuje wartosciom
zmiennej losowej odpowiednie wartosci prawdopodobienstwa.

b (B-1)
p(xe(a, b)) = f p(x)dx

Poniewaz wartos¢ prawdopodobieistwa musi by¢ nieujemna oraz wartos¢ x musi leze¢ gdzie$ na
osi rzeczywistej funkcja gestosci prawdopodobienstwa musi spetniaé¢ warunki:

p(x) =0 (B-2)

pr(x)dx =1 (83)

Reguty sum i iloczynédw dla zmiennych ciggtych z uzyciem funkcji gestosci prawdopodobienstwa
majg postac:

p(x) = f p(x,y)dy -4

p(x,y) = p(yIx)p(x) (B-5)
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Dodatek C. Rozklad Gaussa

Rozktad Gaussa zwany tez rozktadem normalnym stanowi jeden z podstawowych rozktaddw
czesto stosowanych przy dopasowaniu krzywej do rozktadéw zmiennych uzyskanych w
doswiadczeniach. Dla zmiennej rzeczywistej jedno x i wielowymiarowych x (D) opisujg go wzory:

1 1 (C-1)
NGl 8% = e -5 a-w?
_7L _1 _ \Ty-1 _ (C-2)
NG D) = |z|1/zexp{ S G- - )

gdzie:

M- wartosc srednia;

o — odchylenie standartowe;

M- wektor srednich D wymiarowy;

% - macierz kowariancji D x D.

Rozktad Gaussa jest czesto wykorzystywany jako rozktad a prioryczny. Nalezy on do tzw.
rozktadow sprzezonych (conjugate priors). Rozktady te posiadajg tg wtasnosé, ze rozktad a
posteriori nalezy do tej samej rodziny rozktadéw, co rozktad a priori. W takich przypadkach rolg
funkcji wiarygodnosci jest uaktualnienie parametréw rozktadu apriorycznego.
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Dodatek D. Model graficzny - sie¢ Bayesa

Sie¢ Bayesa reprezentuje strukture modelu probabilistycznego, czyli rozktad prawdopodobienstw.
Wyraza ona zaleznosci i niezaleznosci zmiennych losowych. Sie¢ bayesowska koduje informacje za
pomocy grafu, ktérego wierzchotki (wezty) stanowig zmienne losowe, a krawedzie obrazuja
probabilistyczne zaleznosci miedzy zmiennymi. Taki graf zawiera sposéb, w jaki tgczne
prawdopodobienstwo wszystkich zmiennych losowych zdekomponowac na czynniki, z ktérych
kazdy zalezny jest jedynie od pewnego podzbioru zmiennych. Graf, w ktdrym potgczenia maja
wyrdzniony kierunek za pomoca strzatek nazywa sie skierowanym grafem acyklicznym. Taka
struktura odwzorowuje przyczynowy aspekt dziedziny.

Rozwazajac taczny rozktad p(a, b, c) trzech zmiennych a, b oraz ¢ mozemy jg korzystajac z reguty
iloczynéw przedstawié¢ w postaci:

p(a' b, C) = P(C|a' b)p(a, b) (D'l)

Ponownie stosujac tg regute dla drugiego cztonu prawej strony réwnania otrzymujemy:

p(a,b,c) = p(cla, b)p(bla)p(a) (D-2)

Reprezentacja graficzna takiego modelu moze wygladac¢ nastepujgco:

a

Rys. D.1 Graf skierowany reprezentujacy taczne prawdopodobieristwo trzech zmiennych (a, b, ¢) uzyskane poprzez
dekompozycje prawostronna.

W przypadku duzej liczby zmiennych o jednakowej zaleznosci stosuje sie wzory uproszczone.
Przykfad reprezentacji graficznej dla facznego prawdopodobierstwa:

L 09
pew) = pow) | [ptaw)
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Rys. D.2. Réwnowazny graf dla N réznych zmiennych zaleznych w postaci ptytki oznaczonej N. Przedstawia on N
weztéw z za pomocy jednego oznaczonego ty.

Zmienne losowe przedstawia sie duzym, pustym w srodku okregiem. Natomiast okreslone
parametry oznacza sie matym wypetnionym okregiem. Obserwowane zmienne oznacza sie
poprzez zacieniowanie okreslonego wezta.
N (D-4)
p(twlx,0,0%) = pwla) | [ p(ealw, %, 09
n=1

Iy
N

Rys. D.3. Graf ze zmienng obserwowana t,,, oraz zmiennymi okreslonymi: x,,, o, 6.

Sieci Bayesa umozliwiajg obliczenie rozktadéw prawdopodobienistwa wybranych, interesujgcych
nas zmiennych, pod warunkiem ustalenia standéw pozostatych zmiennych zaleznych.
Prawdopodobieistwo wystgpienia pewnego zdarzenia w okreslonych okolicznosciach jest zatem
prawdopodobienstwem tego zdarzenia zaleznym (w sensie warunkowosci) od tych okolicznosci.
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Lokalna implementacja BioSQL (http://www.biosql.org/) zawiera rozpakowang strukture relacyjna

Dodatek E. Struktura modelu BioSQL

zawartg na ptycie CD dofaczonej do pracy.

FK3.U211 | type.
FK2,U2,12 | source_term_id

TTI
PK.U1
FK1,U2
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Rys. E.1 Struktura relacyjna modelu BioSQL
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