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Streszczenie 1

1. Streszczenie

Promieniowanie jonizujace, jeden z powszechnie wystepujacych w przyrodzie i uzywanych przez
cztowieka czynnikéw genotoksycznych, indukuje szereg zmian w komoérce powodujgc uszkodzenia
wiekszosci jej elementéw w tym materiatu genetycznego a takze wptywajac na przebieg najrézniejszych
proceséw chemicznych zachodzgcych na poziomie transkryptéw badz pojedynczych biatek. Badania
mikromacierzowe komoérek poddanych dziataniu promieniowania pokazujg, iz natychmiast po ekspozycji
mozna obserwowa¢ zmiany poziomu setek réznych czasteczek mRNA, ktére najprawdopodobniej sa
wynikiem zmian ich stabilnosci, a ta zalezy od struktury nukleotydowej transkryptu w tym obecnosci
specyficznych motywéw sekwencyjnych wigzacych regulatorowe biatka i interferencyjne RNA.

Celem niniejszej pracy jest okreslenie cech sekwencji nukleotydowych transkryptow, ktére moga
wptywaé na ich stabilnos¢ w warunkach stresu komoérkowego wywotanego promieniowaniem oraz
stworzenie zaplecza metodologicznego oraz oprogramowania, ktére pozwolitoby na przeprowadzenie
tego typu analizy w oparciu o dane z eksperymentéw mikromacierzowych.

W pierwszych etapach pracy stworzono szereg aplikacji bioinformatycznych stuzacych do
automatycznego pobierania oraz analizowania sekwencji obszaréw promotora genu oraz réznych
obszaréw transkryptu, do poszukiwania informacji o funkcji okreslonych gené6w w publicznie dostepnych
bazach danych a takze analizy statystycznej wynikéw badan mikromacierzowych. W oparciu o
opracowane programy podjeto probe scharakteryzowania motywow regulatorowych, ktérych obecnos$¢
réznicuje transkrypty stabilizowane lub destabilizowane przez promieniowanie oraz ustalenia, jakie
mechanizmy regulacyjne odgrywaja najistotniejszg role w odpowiedzi komérkowej na tego typu czynnik
genotoksyczny. Badania przeprowadzono na komorkach czerniaka ludzkiego z linii Me45, komoérkach
biataczki limfoblastycznej K562 i raka okreznicy HCT116.

Wyniki analizy, ktéra objeta ponad 20 tysiecy transkryptéw, pokazaly istnienie wysokiej korelacji
pomiedzy zmiang poziomu ekspresji oraz strukturg nukleotydowa mRNA. Transkrypty, ktore wykazywaty
zwiekszong stabilno§¢ w warunkach stresu wywolanego promieniowaniem charakteryzowaty sie
znacznie mniejsza zawarto$cia nukleotydéw GC oraz wieksza zawarto$cia motywdw regulatorowych
wplywajacych na ich tempo produkcji a takze czas poéttrwania.

W ramach pracy zbadano réwniez wptyw cech uzytej do badan mikromacierzowych platformy
Affymetrix, na uzyskiwane wyniki hybrydyzacji i wykazano, ze przy uzyciu zalecanego przez producenta
oprogramowania do analizy wynikéw oraz powszechnie stosowanych metod normalizacyjnych uzyskuje
sie przeszacowanie poziomu ekspresji pewnej grupy transkryptéw o skrajnych proporcjach nukleotydow
GC. Efekt ten nazywany w literaturze obcigzeniem wynikajgcym ze sktadu GC (z ang. GC content bias),
zostal juz wczesniej zaobserwowany w przypadku danych z gtebokiego sekwencjonowania DNA lub RNA
prowadzac do przeszacowania ilosci odczytéw o okres$lonej zawartosci nukleotydéw GC.

Obciazenie danych wynikajgce ze sktadu GC ma swoje podtoze miedzy innymi w procesie
amplifikacji materiatu genetycznego, przez co moze mie¢ wptyw na wszystkie metody pomiarowe biologii
molekularnej, ktére wykorzystuja ten proces (sekwencjonowanie, RT-qPCR, mikromacierze). Poniewaz
wplyw obcigZenia nie jest staly pomiedzy probkami to w przypadku mikromacierzy moze on obnizac

skuteczno$¢ algorytméw identyfikacji transkryptéw réznicujgcych badane prébki, prowadzac do




1 Streszczenie

nadreprezentacji mRNA o skrajnych proporcjach sktadu GC w grupach transkryptéw o zwiekszonej lub
zmniejszonej ekspres;ji.

W pracy pokazano, ze czestotliwos¢ wystepowania wszystkich znanych klas motywoéw
regulatorowych jest bardzo silnie skorelowana ze sktadem nukleotydowym badanych sekwencji co w
przypadku danych mikromacierzowych obcigzonych sktadem GC moze mie¢ dodatkowy wplyw na wyniki
analizy czestotliwo$ci wystepowania motywdéw regulatorowych w transkryptach réznicujacych.

W ramach pracy zaproponowano nowg metode przetwarzania danych mikromacierzowych csGC-
RMA, ktéra pozwala na ograniczenie wptywu obcigzenia wynikajacego ze sktadu GC na wyniki
eksperymentu mikromacierzowego i tym samym podwyzszenie czuto$ci oraz specyficznosci algorytmow
identyfikacji genow réznicujacych.

Zaproponowang metode csGC-RMA wykorzystano do identyfikacji transkryptéw réznicujacych w
napromieniowanych komoérkach Me45 wykazujac zalezno$¢ pomiedzy wzrostem poziomu ekspresji
gendéw a czestotliwos$cia wystepowania motywow regulatorowych odpowiedzialnych za przylaczanie
czasteczek miRNA (mikro RNA). Pokazano, ze transkrypty o wyzszej stabilno$ci w napromienionych
komorkach Me45 posiadaja znacznie wiecej potencjalnych miejsc przytaczania miRNA, sugerujac, iz
ekspozycja na promieniowanie prowadzi do relaksacji proceséw zwigzanych z degradacja mRNA poprzez
mechanizm interferencji RNA. W ramach pracy zidentyfikowano takze grupe genéw o istotnym znaczeniu
dla odpowiedzi komdrkowej na promieniowanie, takich jak AUF1, CCNB1, PARP1, AGO2, DICER1, ktérych
zmiany poziomu ekspresji pod wptywem promieniowania dodatkowo zweryfikowano za pomoca techniki
RT-qPCR.

Niniejsza rozprawa doktorska opisuje podstawowe elementy regulacji ekspresji genéow w
napromieniowanych komérkach a takze prezentuje mozliwo$ci opracowanych narzedzi
bioinformatycznych w analizie wewnatrzkomdrkowych oddziatywan regulacyjnych. Zwraca takze uwage
na nowe aspekty analizy i interpretacji danych z wielkoskalowych eksperymentéw mikromacierzowych.
Opracowane w ramach pracy programy moga by¢ wykorzystywane do testowania innych hipotez niz
przedstawione a dzieki temu, Ze sg publicznie dostepne i wyposazone w graficzny interfejs rozszerzaja

grono potencjalnych uzytkownikéw o osoby bez zaawansowanej wiedzy z zakresu bioinformatyki.
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2. Wprowadzenie

2.1. Motywacja prowadzonych badan

Promieniowanie jonizujace jest wszechobecne w srodowisku cztowieka, przez co stale narazeni jesteSmy
na jego niskie dawki, w wyzszych dawkach jest dodatkowo wykorzystywane w radioterapii, jako jedna z
metod walki z chorobami nowotworowymi.

Ekspozycja na czynniki stresowe takie jak promieniowanie jonizujace wywotuje globalne zmiany w
poziomach ekspresji gendw, ktére bardzo silnie rdéznig sie pomiedzy komdrkami wyizolowanymi z
réznych tkanek a nawet komoérkami tego samego typu pobranymi od innych osobnikéw. Réznorodno$¢
odpowiedzi komoérkowej na promieniowanie jest bardzo istotnym problemem wspoétczesnej radioterapii.
W niektorych przypadkach komaérki nowotworowe moga wykazywac zwiekszong odporno$¢ na dziatanie
okreslonych dawek promieniowania, czynigc radioterapie nieefektywna. Z drugiej jednak strony obnizona
odpornos¢ zdrowych komérek znajdujacych sie w okolicy napromieniowanej tkanki moze prowadzi¢ do
powstania groznych odczynéw popromiennych, ktérych niekorzystne skutki nieraz objawiajg sie dopiero
po kilku latach po zakonczeniu terapii.

Badania wplywu promieniowania na odpowiedZ komdrek w postaci zmiany profilu ekspresji
gendw mogg dostarczy¢ odpowiedzi na bardzo wiele pytan zwigzanych z mechanizmami naprawy badz
programowej $mierci komoérek. Pod wptywem promieniowania w komoérkach aktywowanych jest szereg
szlakéw sygnatowych odpowiedzialnych min. za procesy naprawy DNA, wiele z nich ulega takze
wygaszeniu, co moze by¢ skutkiem destabilizacji czasteczek mRNA uczestniczacych w produkcji biatek.

Badania zmian w profilach ekspresji gen6w napromieniowanych komoérek pokazuja, ze nawet kilka
minut po napromieniowaniu mozna zaobserwowaé znaczng zmiane poziomu ekspresji niektérych
transkryptéw sugerujac istotny wplyw proceséw opartych o stabilnos¢ RNA w mechanizmach regulacji
ekspresji. OkreSlone cechy sekwencji nukleotydowych transkryptéw w tym obecno$¢ motywow
sekwencyjnych w obszarze konca 3’, odpowiedzialnych za interakcje z biatkami cytoplazmatycznymi lub
funkcjonalnym RNA, moze istotnie wplywaé¢ na czas péttrwania mRNA jednak ich doktadna rola w
odpowiedzi na promieniowanie wciaz pozostaje nieznana.

Sekwencja konica 3’, pomimo, zZe nie zawiera informacji o strukturze biatka, moze wptywa¢ na ilos¢
transkryptéw (ilo$¢ czasteczek mRNA) poprzez ich stabilizacje badZ destabilizacje w wyniku poddania ich
wplywom czynnikéw genotoksycznych [1]. Rézny sktad nukleotydowy sekwencji konca 3’ genéw moze
determinowac stabilnos¢ transkryptéw poddanych wptywowi promieniowania jonizujacego poprzez
biatka wigzace sie z okreSlonymi motywami sekwencyjnymi (RBP) lub poprzez miejsca odzialywania z
funkcjonalnymi czasteczkami RNA (MRE), ktore obnizaja ich stabilnos¢.

Przeprowadzone w ramach pracy magisterskiej badania wskazaty na istnienie istotnych réznic w
budowie sekwencji nukleotydowej pomiedzy transkryptami o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji na
skutek promieniowania. Sugeruje to, Ze procesy odpowiedzialne za regulacje poziomu ekspresji genéw
takie jak interakcje z biatkami lub funkcjonalnym RNA moga by¢ zaburzone poprzez dziatanie

promieniowania.
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Istnieje jednak duza obawa, Ze réznice pomiedzy poziomami transkryptéw wynikajg nie tylko z
dziatania biologicznych mechanizmdéw regulacji ekspresji, ale ze specyfiki badann mikromacierzowych,
ktére na skutek nieznanych czynnikéw prowadza do powstawania rdéznic wynikajacych z aspektow
technicznych samego eksperymentu. Analiza danych mikromacierzowych jest bardzo trudna ze wzgledu
na szereg czynnikéw wptywajacych na doktadno$¢ metody na kazdym z etapéw eksperymentu.
Kompensacja réznic technicznych pomiedzy prébkami w celu wydobycia réznic majacych podioze
biologiczne wymaga stosowania skomplikowanych algorytméw standaryzacji danych, ktérych
skutecznos¢ jest ograniczona specyfikg analizowanego zbioru danych, przez co powtarzalno$¢ samego
eksperymentu jak i korelacja wynikéw uzyskanych za pomoca innych metod badawczych (RT-qPCR,
sekwencjonowanie) jest czesto niezadowalajgca.

Mikromacierze sa jedna z najczesciej wykorzystywanych wielkoskalowych technik pomiarowych
ekspresji genéw i pomimo bardzo szybkiego rozwoju technik gtebokiego sekwencjonowania, ktoére
uwazane s3 za ich nastepce, mikromacierze nadal sg powszechnie wykorzystywane na catym $wiecie do
badania zmian w profilach ekspresji genéw. Publicznie dostepne zbiory danych mikromacierzowych
dodatkowo oferuja ogromne zasoby informacji zebranych przez ostatnie kilkanascie lat badan, ktére mogg
by¢ w dalszym ciggu wykorzystywane do uzyskania odpowiedzi na nowo postawione hipotezy.
Nieustannie rozwijajace sie techniki standaryzacji i interpretacji danych dodatkowo wspomagajg ten
proces w stopniu, jaki nieraz byt nieosiggalny w czasie gdy przeprowadzano eksperyment.

Wiele z czynnikbw moggcych mie¢ wptyw na dane uzyskane w eksperymentach
mikromacierzowych zostato opisanych w literaturze naukowej, jednak ich doktadny wplyw na
doktadnos$¢ oszacowania zmian w profilach ekspresji gendéw jest nieznany a wiekszos¢ problemdw jest
nieraz pomijana podczas typowej analizy. Konieczne jest zatem okreslenie potencjalnych zZrédet réznic o
podiozu technicznym pomiedzy transkryptami oraz uniezaleznienie wynikéw od specyfiki procedury
badawczej co moze znacznie zwiekszy¢ doktadnosc¢ interpretacji danych mikromacierzowych.

Glownym problemem zwigzanym =z analizg danych 2z wielkoskalowych eksperymentow
biologicznych jest dodatkowo nie tylko wysoki poziom skomplikowania algorytméw przetwarzania
danych, ale sama ich ilos¢. W konsekwencji kazda, nawet najmniej skomplikowana analiza wymaga
odpowiedniego oprogramowania, ktére pozwoli na zrealizowanie opracowanej procedury badawczej w
akceptowalnym przedziale czasowym, co stwarza potrzebe opracowania szeregu aplikacji
bioinformatycznych. Pomimo bardzo szybkiego rozwoju bioinformatyki dostarczajgcej narzedzia stuzace
do analizy i wizualizacji danych biologicznych brakuje szybkich i wygodnych w uzyciu narzedzi stuzacych
do eksploracji danych w postaci sekwencji nukleotydowych w celu poszukiwania motywéw mogacych
wptywaé na zmiany w profilach ekspresji genéw. Kolejnym problemem jest uzyskanie dodatkowych
informacji o wybranych genach obejmujacych ich funkcje biologiczne rozrzucone po najrézniejszych
bazach danych i artykutach naukowych nieraz pod innym identyfikatorem. Opracowanie aplikacji
wspomagajacej pozyskiwanie informacji o sekwencjach nukleotydowych i obecnych w nich motywach a
takze roli poszczegélnych gendéw jest bardzo istotne z punktu widzenia specyfiki zaproponowanych
badan.

Identyfikacja czynnikéw zwigzanych z analiza danych mikromacierzowych, ktére moga w istotny
sposéb wptywa¢ na wyniki, oraz roli poszczegélnych mechanizméw regulacji ekspresji genéw w
napromieniowanych komoérkach eukariotycznych, moze przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia

mechanizméw odpowiedzi komérkowej na stres wywotany promieniowaniem jonizujacym.
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2.2. Hipoteza

Podstawowa hipoteza niniejszej pracy jest nastepujgca:

Obserwowane za pomocag metod mikromacierzowych zmiany transkryptomu wywotane przez ekspozycje
2zywych komoérek na promieniowanie jonizujace, sg determinowane obecnosciag motywéw okreslonego typu

w sekwencjach nukleotydowych transkryptow.
Weryfikacja sformutowanej hipotezy sktada sie z nastepujacych etapdw:

a) przeglad istniejacego oprogramowania oraz metod analizy danych mikromacierzowych i

sekwencji nukleotydowych transkryptow

b) wytworzenie nowego oprogramowania pozwalajacego na analize czestotliwosci wystepowania
motywoéw regulacyjnych w sekwencjach DNA i RNA oraz oprogramowania wspomagajacego

proces przeszukiwania literatury naukowej i baz danych na temat funkcji specyficznych genéw

€) okreslenie podstawowych czynnikdw technicznych mogacych wptywac na proces identyfikacji
transkryptéw rdznicujgcych w eksperymentach opartych o mikromacierze Affymetrix oraz

obnizenie ich wplywu na wyniki przeprowadzanej analizy

d) wyodrebnienie i charakterystyka transkryptéw, ktorych ekspresja zmienia sie pod wplywem
promieniowania jonizujagcego w oparciu o dane mikromacierzowe uzyskane dla komdrek

czerniaka Me45

e) okreslenie motywéw regulatorowych charakterystycznych dla transkryptéw o zmienionym

poziomie ekspresji za pomocg opracowanych aplikacji

f) charakterystyka odpowiedzi komérkowej na promieniowanie jonizujace na przyktadzie komoérek
Me45 oraz okreslenie podstawowych mechanizméw regulacji ekspresji genéw, ktore biorg udziat

w wyidukowaniu tej odpowiedzi

2.3. Cele Pracy

Rozwéj narzedzi do wielkoskalowej analizy sekwencji nukleotydowych oraz danych mikromacierzowych

Okreslenie wplywu cech strukturalnych mRNA na ich stabilno$¢ wymaga udoskonalenia istniejgcych
metod wstepnego przetwarzania i kontroli jako$ci danych pochodzacych z wielkoskalowych
eksperymentéw mikromacierzowych. Umozliwi to doktadne okre$lenie zmian w poziomach ekspresji
gendw, wynikajacych z poddania komérek dziataniu promieniowania jonizujacego. Rozwdj
oprogramowania umozliwiajgcego analize $cisle okreslonych elementéw sekwencji nukleotydowej genu
jest takze bardzo istotny ze wzgledu na brak odpowiednich narzedzi pozwalajacych na przeprowadzanie
wybranych schematéw analizy na duzych zbiorach danych. Rozwdj aplikacji komputerowych jest
dodatkowo bardzo istotny w zwigzku z nieustannie powiekszajaca sie wiedza na temat sekwencji
nukleotydowych transkryptéw oraz udoskonaleniami w technologii badan mikromacierzowych, ktére nie

sa na biezaco uwzgledniane w istniejacych aplikacjach.
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Analiza potencjalnych zrédet btedéw systematycznych w eksperymentach mikromacierzowych

Dane mikromacierzowe znane s3 z niskiej doktadnosci wynikajacej z wptywu czynnikéw niezaleznych od
badanego materiatu biologicznego. Identyfikacja potencjalnych zrédet btedéw systematycznych w
eksperymencie oraz ich wptywu na interpretacje danych jest zatem niezbedna w przypadku poszukiwania

globalnych zmian w poziomach ekspresji.

Identyfikacja elementéw regulacyjnych w obszarach sekwencji o réznym sktadzie nukleotydowym

Genom jest zbudowany z fragmentéw sekwencji o réznych proporcjach sktadu GC, ktére moga w istotny
sposéb wptywac na rozmieszczenie elementéw regulacyjnych w sekwencjach genéw, promotoréw a takze
dojrzatych transkryptéw. Okreslenie zalezno$ci pomiedzy proporcjami w sktadzie nukleotydowym a
czestotliwo$cia wystepowania motywow rozpoznawanych przez biatka RBP, miRNA oraz czynniki
transkrypcyjne jest zatem bardzo istotna z punktu widzenia badan majacych na celu zidentyfikowanie

tych czynnikéw, ktére charakteryzujg okreslone grupy transkryptow.

Analiza mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje ekspresji w warunkach stresu komérkowego

Dodatkowym celem projektu jest okreslenie roli struktury nukleotydowej mRNA w stabilizacji badz
destabilizacji transkryptow w warunkach stresu komoérkowego wywotanego promieniowaniem
jonizujagcym. Wiadomo, ze obecnos$¢ niektérych motywoéw sekwencyjnych obecnych w obszarze
niekodujacego fragmentu konca 3’ jest niezbedna do oddzialywania z biatkami cytoplazmatycznymi i
funkcjonalnym RNA wplywajgc na okres poéttrwania czasteczek mRNA, jednak ich doktadna rola w

odpowiedzi na warunki stresu wywotane promieniowaniem wcigz pozostaje nieznana.

2.4. Stownik skrotow stosowanych w pracy

Skroét Angielskie rozwiniecie Znaczenie

Motywy sekwencji nukleotydowych bogate w nukleotydy
ARE AU-rich element Ai U, odpowiedzialne za przyfaczanie specyficznych
biatek regulatorowych z rodziny RBP

Plik definiujacy zestawy sond mikromacierzowych,

CDF Chip Definition File okresla identyfikator kazdego zestawu oraz informacje o
tym, ktére sondy do niego nalezg

Sekwencja kodujaca — fragment sekwencji transkryptu

CDS Coding Sequence okreslajacy kolejnos¢ aminokwaséw w kodowanym
biatku
Format pliku przechowujgcy informacje o poziomie
CEL - intensywnosci fluorescencji kazdej z sond

mikromacierzowych
Geny, ktdrych ekspresja ulega zmianie pomiedzy

DEG Differentially Expressed Gene badanymi prébkami
LFC Logarithm Fold-Change Logarytm ilorazu dwdéch poréwnywanych pomiaréw
LOESS LOcally Estimated Scatterplot Smoothing Lokalnie estymowarTe wygfat?llza.m.le wykresu rozrzutu -
metoda dopasowania regres;ji liniowej
MRE miRNA Response Elements Motyw sekwgncyjny pozwalajacy na przytaczanie
czagsteczek miRNA
Typ sondy mikromacierzowej, ktérej sSrodkowy nukleotyd
MM MisMatch celowo nie jest komplementarny do sekwencji badanego

RNA
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PCA

Principal Component Analysis

Analiza gtéwnych sktadowych — metoda statystyczna
stuzgca do okreslania podstawowych zrodet
zroznicowania pomiedzy probkami

PM

Perfect-Match

Typ sondy mikromacierzowej o petne;j
komplementarnosci do sekwencji badanego transkryptu

PVCA

Principal Variance Component Analysis

Analiza gtéwnych sktadowych wariancji sygnatu

RBP

RNA Binding Proteins

Biatka wyposazone w domeny, ktére pozwalajg im
przytgczac sie do RNA

RIN

RNA Integrity Number

Wsp6tczynnik integralnosci RNA — miara okreslajaca
stopien w jakim badane DNA jest zdegradowane (0-10
gdzie 0 to zdegradowane RNA)

RISC

RNA Induced Silencing Complex

Kompleks biatkowy bioracy udziat w wyciszaniu ekspresji
genow w procesie interferencji RNA

RMA

Robust Multi-array Average

Metoda wstepnego przetwarzania danych
mikromacierzowych na ktdrg sktadaja sie algorytmy
korekcji tta, normalizacji oraz sumaryzacji.

ROC

Receiver Operating Characteristic

Metoda oceny jakosci klasyfikatora, jest to wykres
zaleznosci czutosci metody od poziomu jej specyficznosci,
gdzie parametrem jest prég wykorzystywany do podziatu
cech na klasy

SLGC

Parametr okreslajacy korelacje Spearmana pomiedzy
dwiema statystykami obliczonymi dla par mikromacierzy:
zmiang wspotczynnika nachylenia prostej dopasowane;j
do zaleznosci sktadu GC sond od ich poziomu sygnatu
oraz zaleznoscig sktadu GC transkryptu od zmiany
poziomu ekspresji danego zestawu sond (LFC).

SNP

Single Nucleotide Polymorphism

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu — zamiana
pojedynczego nukleotydu pomiedzy réznymi osobnikami
okreslonego gatunku

SNR

Signal-to-Noise Ratio

Stosunek sygnatu do szumu pomiarowego

TF

Transcription Factor

Czynnik transkrypcyjny — biatko, ktére poprzez tagczenie
sie z sekwencjg DNA reguluje ekspresje potozonego w
poblizu genu

TFBS

Transcription Factor Binding Site

Miejsce wigzania biatka z rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych w sekwencji DNA.

TSS

Transcription Start Site

Miejsce okreslajgce poczatek transkrypcji genu

UTR

Untranslated Region

Obszar niekodujacy — fragment sekwencji transkryptu,
ktéry nie koduje struktury biatkowej (nie ulega translacji)
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3. Podloze biologiczne

3.1. Przeptyw informacji genetycznej

Biatka produkowane we wszystkich zywych komoérkach powstaja w procesie translacji gdzie na
podstawie matrycy zbudowanej z kwasu rybonukleinowego (RNA) powstaje tancuch aminokwaséw o
strukturze okreslonej przez kolejnos¢ nukleotydéw w matrycy, ktéry nastepnie w procesie tzw. zwijania
biatka (ang. protein folding) przyjmuje strukture przestrzenna. Matryca dla budowy biatek jest tzw.
przekaznikowy RNA (ang. messenger RNA - mRNA) bedacy polimerem ztozonym z rybonukleotyddw,
ktérego gtownym zadaniem jest przekazanie krétkich fragmentéw informacji zapisanych w DNA do
rybosomoéw gdzie nastepuje proces jej odczytu i synteza biatka. Czasteczka mRNA powstaje w jadrze
komoérkowym w procesie nazywanym transkrypcjg gdzie na bazie tanicucha DNA powstaje jednoniciowa
czasteczka RNA w reakcji, w ktdrej kluczowq role odgrywa polimeraza RNA - enzym przytgczajacy sie do
nici DNA o okreslonej sekwencji nukleotyddw.

DNA zbudowane jest z dwéch nici wzajemnie do siebie komplementarnych, ktére petnig kluczowa
role w procesach replikacji (powielania DNA) oraz naprawy uszkodzen. Obie nici wigza sie ze sobg
tworzac tzw. pary Watsona-Cricka poprzez podwdjne lub potrdjne wigzania wodorowe, odpowiednio
miedzy nukleotydami A i T oraz G i C. Zasada komplementarnos$ci sekwencji nukleotydowych ma
kluczowe znaczenie nie tylko w przypadku budowy podwdéjnoniciowego DNA. Odgrywa ona istotng role w
wielu mechanizmach opartych o oddziatywania pomiedzy czasteczkami RNA gdzie obowiazuja te same

reguty za wyjatkiem pary A-T gdzie role tyminy petni uracyl U.

[ow ] = [ ] = oo |

transkrypcja translacja

Ryec. 1: Centralny dogmat biologii molekularnej

Sposéb przekazywania informacji zapisanej w DNA za posrednictwem matrycowego RNA, ktérego
produktem sg czasteczki biatka, okreslany jest centralnym dogmatem biologii molekularnej (Ryc. 1). Jego
kluczowe znaczenie wynika z faktu, iz opisuje on uniwersalne reguty lezace u podstaw funkcjonowania
wszystkich zywych organizméw.

W ujeciu technicznym komérka moze by¢ rozpatrywana jako fabryka zwigzkéw chemicznych
zbudowanych z pojedynczych czasteczek biatkowych lub catych komplekséw, ktére odpowiedzialne sg za
wszystkie podstawowe funkcje zZyciowe niezbedne dla komoérki do przetrwania. Jadro komérkowe, w
ktérym znajduje sie materiat genetyczny w formie dwuniciowego DNA peini role centrum, w ktérym
przechowywane sg wszystkie informacje niezbedne do przeprowadzania proceséw biochemicznych oraz
miejsca gdzie dochodzi do odczytu tej informacji i skopiowania na no$nik w postaci jednoniciowej
czasteczki mRNA. mRNA transportowane jest do cytoplazmy bedacej magazynem zwigzkéw chemicznych

oraz jednocze$nie miejscem ich syntezy i rozktadu. O prawidtlowym dziataniu tego systemu decyduja
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najrézniejsze mechanizmy automatycznej regulacji poziomoéw ekspresji genéw oparte o specyficzne cechy

ich struktury nukleotydowe;j.

3.2. Budowa genu

Geny s3a to niewielkie fragmenty DNA, ktére odczytywane sa w procesach transkrypcji odpowiadajac za
strukture czasteczek RNA. U cztowieka sg one rozrzucone w postaci ok. 25 ty$ fragmentéw o Sredniej
dtugosci 56 tys. par zasad na przestrzeni wszystkich chromosoméw. Pozostate elementy sekwencji
nukleotydowej DNA odpowiadaja gtéwnie za kontrolowanie wydajnosci proces6w zachodzacych w jadrze
komoérkowym majacych na celu przytaczenie polimerazy inicjujgcej proces transkrypcji oraz
udostepnienie okre§lonych fragmentéw DNA do odczytu gdyz w normalnych warunkach jest ono silnie

upakowane uniemozliwiajgc przytaczanie komplekséw biatkowych.

sekwencje

regulatorowe
jon 5' jon 3'
ni¢ sensowna 5' region regran ‘
3
S = i I I I NV OOV
gen OVIOVISS | 1 | 1 AN/ TZ/JM\
< ekson 1 intron 1 ekson2  intron2  ekson 3 5'

ni¢ matrycowa 3'

jednostka transkrypcyjna

transkrypcja @
3
/

pierwotny V7
transkrypt mRNA Y b |—F /\‘1 ‘-l‘//j./\/

ekson 1 intron 1 ekson 2 intron 2 ekson 3|

jednostka transkrypeyjna poly-a

skladanie @
3
/

dojrzate mRNA r } } AVAOLO)

ekson1 ekson2 ekson3

. poly-a
czesc kodujaca Y

Ryc. 2: Budowa genu oraz RNA matrycowego

Gen jednak nie sktada sie wylacznie z informacji kodujacej strukture biatka ale takze z fragmentow
niekodujacych nazywanych sekwencjami korica 5’ i 3° (Ryc. 2). Sam obszar kodujacy zbudowany jest z
fragmentéw sekwencji - eksonéw oddzielonych od siebie kilkukrotnie dtuzszymi fragmentami sekwencji
intronowych, ktére takze ulegaja transkrypcji jednak wycinane s3 na etapie sktadania mRNA.
Odpowiednia regulacja procesu sktadania moze dodatkowo prowadzi¢ do powstawania tzw.
alternatywnych form splicingowych danego genu w przypadku, gdy z jednego genu powstaje kilka
réznych mRNA.

Dojrzata czasteczka mRNA sktada sie z dwéch sekwencji niekodujacych (z ang. 5'/3’ untranslated
regions - 5’/3’-UTRs) sekwencji kodujacej (z ang. coding sequence - CDS) czapeczki guanylowej na koncu
5' oraz tancucha nukleotydéw adeniny na konicu 3’ w nazywanego ogonem poli-A, ktéry powstaje w
procesie poliadenylacji. Ostatnie dwa elementy utatwiajg identyfikacje czasteczki wewngatrz komorki a ich
brak prowadzi do szybkiej degradacji transkryptu, co jest jednym z gtéwnych elementéw mechanizmu

rozpoznawania i usuwania obcych kwaséw nukleinowych.
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Dodatkowo translacja mRNA charakteryzujacego sie dtugg sekwencja adeniny na konicu 3’ (poli-A)
jest bardziej efektywna niz translacja czasteczki o kréotkim poli-A. Dtugi ogon poli-A zwieksza stabilno$¢

mRNA, podczas gdy jego brak moze prowadzi¢ do przyspieszonej degradacji transkryptow. [2]
3.3. Regulacja ekspresji genéw w komorkach eukariotycznych

0 tym ile okreslonych zwigzkéw chemicznych jest produkowanych wewnatrz komoérki decydujg
najrézniejsze mechanizmy regulacji procesu ekspresji genéw, w ktérym informacja zapisana w genie
wykorzystana jest do zsyntetyzowania biatek.

Regulacja, ktérej podstawy poznane zostaly ponad 50 lat temu zachodzi na réznych etapach
procesu ekspresji genow. Jest ona kontrolowana przez czynniki wplywajace przede wszystkim na
wydajno$¢ produkcji mRNA w procesie transkrypcji, tempo jego degradacji oraz wydajnos¢ procesu

translacji [3].

TF
RBP
+/-
A 4
vt N _
DNA ) 4 RNA —> Biatko
transkrypcja [ translacja
mMiRNA/SIRNA =—

Ryec. 3: Podstawowe elementy procesu regulacji ekspresji genow

Gléwna zmienng w procesie regulacji jest poziom mRNA bedacy podstawowym elementem mechanizmu
kontrolujgcego poziom okreslonych biatlek w komdrce. Bilans okreslonego mRNA wewnatrz komorki
okres$la tempo jego produkcji kontrolowane w duZej mierze przez biatka z rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych (ang. Transcription Factors - TF) oraz tempo jego degradacji uzaleznione od czasu
pottrwania samej czgsteczki, ktéory w normalnych warunkach wynosi od kilku minut do kilkudziesieciu
godzin [4]. Czynniki transkrypcyjne, ktére same powstajag w procesach transkrypcji i translacji moga albo
stymulowa¢ translacje genu docelowego albo blokowa¢ go w okreslonej sytuacji. Moga one zatem petnié
funkcje zar6wno dodatniej jak i ujemnej petli sprzezenia zwrotnego w procesie wewnatrzkomoérkowego
przekazywania informacji (Ryc. 3). Gtéwnymi czynnikami wplywajacymi na czas péitrwania mRNA s3
tzw. funkcjonalne RNA, do ktdrych zaliczane s3 czasteczki siRNA (small interfering RNA) oraz miRNA
(micro RNA). W tym przypadku bezposrednia regulacja polega wylacznie na wygaszeniu ekspresji genu
bedacego ich celem, stanowig one zatem element ujemnej petli sprzezenia zwrotnego. Biatka poza funkcja
bezposredniego oddziatywania z DNA moga takze tworzy¢ kompleksy z RNA (ang. RNA Binding Proteins -
RBP) zwiekszajac jego stabilnos¢ albo przyspieszajac tempo degradacji.

Cecha wspdlng opisanych mechanizméw regulacji jest sposob rozpoznawania czasteczek bedacych
celem regulacji oparty o wyszukiwanie okre$§lonych wzorcéw w sekwencjach nukleotydowych DNA lub
RNA. Wzorce te nazywane potocznie motywami sekwencyjnymi réznig sie zaréwno dilugoscig jak i
specyficznoscia wplywajac na czestotliwo$¢ ich wystepowania co ma przetozenie na rozlegtos¢ i poziom

skomplikowania mechanizméw regulacyjnych, ktore nieraz obejmuja tysiace gendéw.
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Poziom ztoZono$ci mechanizméw kontrolujacych ekspresje genéw jest powigzany ze stopniem
skomplikowania organizmu, ktéry z uwagi na rdéznorodnos¢ petnionych funkcji wymaga bardziej
rozbudowanych systemoéw regulacyjnych [5]. Podkresla to istotno$¢ tego typu mechanizméw w procesach
niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania komérek jednoczesnie czynigc je uktadami o ogromnym
poziomie skomplikowania, co utrudnia zaré6wno poznanie relacji pomiedzy okreslonymi elementami
uktadéw regulacyjnych a takze ich petnionej funkgc;ji.

Ze wzgledu na rozlegtos¢ mechanizméw regulacyjnych, ktére obejmujg wszystkie znane geny
korelacja pomiedzy poziomem mRNA a kodowanymi przez nie biatkami jest stosunkowo niska
szczegblnie w organizmach o wysokim poziomie ztozono$ci (Ryc. 4). Wynika to miedzy innymi ze
specyfiki procesu transkrypcji, ktory ze wzgledu na mozliwos¢ wyprodukowania wielu kopi biatka w
oparciu o jedng matryce mRNA moze kontrolowac istotne zmiany w ich koncentracji, r6znigce sie nieraz o

kilka rzedéw wielkoSci, poprzez niewielkie zmiany w ilo$ci okreslonego mRNA [6, 7].

A. E. coli B. Yeast
s, N=423 X 6 1 N=2468 e e,
R?=0.47, R,=0.68 R2=0.58, R,=0.69.
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Ryc. 4: Wykres rozrzutu pomiedzy poziomem ekspresji mRNA i biatka w 3 organizmach o réznym poziomie
ztoZonosci (A - bakterie E.Coli, B - drozdze, C - cztowiek). (Zrédto: [5])

W ujeciu technicznym procesy zachodzace w komoérce mozna rozpatrywaé jak uktad automatycznej
regulacji, ktérego gtéwnym celem jest utrzymanie stanu ustalonego w odpowiedzi na najrézniejsze
czynniki zewnetrzne takie jak wysoka temperatura, promieniowanie czy tez nagte zmiany ci$nienia.
Regulacja ma jednak na celu nie tylko utrzymanie pojedynczej komérki przy zyciu, ale zapewnienie
warunkéw do przezycia catej ich populacji. Wiaze sie to z przeprowadzaniem proceséw prowadzacych do
rozmnazania sie komérek (proliferacji), pozwalajacych na zachowanie interakcji pomiedzy sasiadujgcymi
komérkami oraz przeksztatcaniu w komoérki petnigce okre$long funkcje niezbedna dla przezycia catej
populacji jak np. tworzenie naczyn krwiono$nych. W szczegdlnych warunkach regulacja prowadzi do
zainicjowania zaprogramowanej S$mierci zwanej apoptoza w przypadku, gdy komoérka petni
nieprawidtows funkcje i jej dalszy podziat stanowi zagrozenie dla funkcjonowania catego organizmu.
Gléwna niewiadoma w procesach regulacyjnych jest to, jakie sekwencje w DNA/RNA wptywaja na

proces ekspresji genu, jakie mechanizmy regulacyjne sa odpowiedzialne za ich rozpoznawanie i co
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wptywa na dynamike ich zmian a takze na zachowanie w warunkach stresu komérkowego gdy stan
ustalony wielu procesdéw zostaje zachwiany. Stabilno$¢ proceséw regulacyjnych ma kluczowe znaczenie
dla prawidtowego funkcjonowania komorki a jej zaburzenia mogg nieraz prowadzi¢ do bardzo groznych
choréb takich jak nieprawidtowe funkcjonowanie uktadu immunologicznego czy zmiany nowotworowe
[8]. Przyktadowo nadmierna stabilizacja transkryptéw regulujgcych prawidtlowy wzrost komarki takich
jak cfos, c-myc lub interleukina-3 prowadzi do transformacji nowotworowych, ktérych jedng z cech jest

niekontrolowany wzrost komoérek [9-12].

3.4. Podstawowe czynniki odpowiedzialne za regulacje ekspres;ji

genow

3.4.1. Czynniki transkrypcyjne

Czynniki transkrypcyjne Kkontrolujg transkrypcje genéw znajdujacych sie w otoczeniu okreslonych
motywéw sekwencyjnych w DNA [13, 14] poprzez promowanie lub blokowanie przytgczania polimerazy
DNA lub innych biatek wspomagajacych proces transkrypcji [15-17]. Sa one kluczowe dla proceséw
ekspresji genéw aktywujac je w odpowiednim czasie i z okre$lona wydajno$cia w zalezno$ci od
aktualnych potrzeb komoérki i catego organizmu.

Czynniki transkrypcyjne przytaczaja sie do obszaru promotora genu znajdujgcego sie kilkaset zasad
przed miejscem startu transkrypcji (ang. transcription start site - TSS) lub zlokalizowanych w bardziej
odlegltych obszarach, wewnatrz regiondw niekodujacych genu [18], intronéw a nawet samej sekwencji
kodujacej [19]. W zalezno$ci od przytaczonego czynnika transkrypcyjnego ekspresja sasiadujacego genu
moze by¢ albo wzmocniona albo wyciszona poprzez szereg najrézniejszych mechanizméw [20]. Moga one
stabilizowa¢ lub blokowa¢ proces przylaczania polimerazy RNA, przylaczaé enzymy z grupy
acetylotransferaz/deacetylotransferaz odpowiedzialnych za interakcje DNA z histonami czynigc go mniej
lub bardziej dostepnym dla proceséw transkrypcji [21] albo przytagczaé biatka petnigce funkcje
koaktywatoréw albo korepresoréw do kompleksu DNA-czynnik transkrypcyjny [22].

Okreslone elementy mechanizmu oddzialywania z czynnikami transkrypcyjnymi moga sie réznié na
przestrzeni organizméw, linii komdérkowych a nawet wewnatrz pojedynczej komérki, dodatkowo tego
typu czynniki regulacyjne nie przytaczaja sie jedynie do pojedynczej sekwencji nukleotydowej, ale do
grupy sekwencji o zblizonej budowie z réznag sita oddzialywania. Przyktadowo wiekszo$¢ gendédw
kodujacych struktury biatkowe zawiera w obszarze promotora sekwencje TATA-box rozpoznawang przez
biatko TBP. Sekwencja ta jest jednak niespecyficzna i pomimo, Ze najczesSciej wigzanym motywem jest
TATATAA [23] to kompleks moze zosta¢ stworzony na podstawie sekwencji TATATATA, TATAAATA lub
TATATAAA [24]. Utrudnia to analize elementdw regulacyjnych poniewaz nie istniejg uniwersalne kryteria
pozwalajace stwierdzi¢ czy wariant okreslonej sekwencji jest odpowiedzialny za przytaczanie biatek, czy
tylko pojawia sie z przyczyn losowych i nie ma wptywu na regulacje procesu transkrypcji.

Czynniki transkrypcyjne sa charakterystycznym elementem proceséw regulacji ekspresji genéw u
wszystkich zywych organizméw w dodatku ich liczba jest proporcjonalna do rozmiaru catego genomu -
wieksze genomy organizméw o wiekszej ztozonoSci zawieraja wiecej czynnikéw transkrypcyjnych

przypadajacych na jeden gen [25]. Szacuje sie, Zze u cztowieka istnieje ponad 2600 réznych biatek
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zawierajacych domeny pozwalajace na przytaczanie DNA [26] oraz, Ze okoto 10% ludzkich genéw koduje
czynniki transkrypcyjne pozwalajac w unikatowy sposéb kontrolowa¢ ekspresje wszystkich gendéw

znajdujacych sie w ludzkim genomie [27].

3.4.2. Biatka typu RBP

Druga klasa mechanizméw, ktére odpowiadaja za regulacje proceséw ekspresji gendéw oparta jest biatka
wyposazone w domeny pozwalajgce na tworzenie wigzan z czgsteczkami RNA (ang. RNA binding proteins
- RBP). Biatka te moga zaréwno stabilizowac jak i destabilizowa¢ mRNA [6] poprzez mechanizm
rozpoznawania okre$lonych motywoéw sekwencyjnych. Wiekszo$¢ z tego typu biatek wigze sie z
motywami w sekwencjach niekodujacych, do ktérych naleza obszary 3' lub 5" UTR [28, 29], chociaz
niektére moga wchodzi¢ w interakcje takze z sekwencja kodujaca [30]. Przytaczenie biatka z rodziny RBP
moze prowadzi¢ do szybkiej degradacji mRNA [31] chociaz czasem jego stabilno$¢ moze takze zostac
zwiekszona [32], chroniac transkrypt przed nadmierng temperaturg lub promieniowaniem [6]. Tego typu
mechanizm reguluje gtdwnie czas péttrwania mRNA kodujgcych cytokiny oraz inne biatka biorgce udziat
w procesach odpowiedzi na warunki stresu [33].

Jedna z najlepiej poznanych klas elementéw sekwencji rozpoznawanych przez RBP sa bogate w
nukleotydy A i U sekwencje ARE (ang. AU-rich elements) zlokalizowane gtéwnie w obszarze 3’-UTR.
Motywy te moga zaréwno stabilizowa¢ jak i destabilizowaé transkrypt w zalezno$ci od przytaczonego
biatka. ARE zlokalizowane sg gltéwnie w transkryptach o niskiej stabilnosci, ktére pod wplywem
oddzialywania stajg sie bardziej lub mniej stabilne [32]. Niektére biatka typu ARE takie jak HuR, TTP czy
FRX1 moga wptywac takze bezposrednio na proces translacji a nawet oddziatywac¢ z funkcjonalnym RNA
takim jak miRNA [34]. Gen c-Fos jest regulowany poprzez dwa rejony ARE [35], ktdre sg kluczowe dla jego
stabilno$ci wptywajac na proces deadenylacji [36]. Delecje w tych obszarach moga zwiekszy¢ jego
stabilno$¢ w ponadnaturalny sposéb przetwarzajgc go w onkogen, co prowadzi do karcynogenezy [37].

Motywy typu ARE dzielg sie na 3 klasy réznigce sie typem rozpoznawanej sekwencji oraz kinetyka
degradacji mRNA [38]:

e Klasa 1 to obszary bogate w nukleotydy A i U zawierajqce przynajmniej jeden pentamer AUUUA, sq

one charakterystyczne dla protoonkogendéw takich jak c-myc i c-fos.

e Klasa Il charakteryzuje sie naktadajqcymi sie powtdrzeniami sekwencji (AUUU)nA, wystepujq one
gtéwnie w transkryptach kodujqgcych cytokiny

e Klasa Il to najmniej specyficzne obszary, ktdre nie zawierajq zadnego okreslonego motywu jednak
charakteryzujq sie obszarami bogatymi w nukleotydy A 1 U o dtugosci okoto 13 zasad, ze wzgledu na

niska specyfike mozna je znalez¢é wsréd gendw kazdej klasy

W oparciu o doswiadczalnie zidentyfikowane obszary ARE opracowano takze Kkilka uniwersalnych
motywdéw najczesciej rozpoznawanych przez biatka z rodziny RBP, np.: WWWUAUUUAUWWW (gdzie W
to U albo A) [39]. Motyw ten wystepuje u okoto 5% ludzkich gendw, odpowiadajgc za ich przy$pieszona
degradacje.

Motywy typu ARE nie sg jedynym regionem sekwencji, zdolnym do przytaczania biatek, na przyktad

biatko CP1 ma zdolno$¢ przytaczania sie do obszaréw 3'-UTRs, ktére sa bogate w cytozyne zwiekszajac
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stabilno$¢ transkryptu [40]. Znane s3 takze biatka, ktére oddziatujg z powtérzeniami CNG (gdzie N = A, G,
T, C), takie jak CUG-BP, ETR-3, CELF3 [41] lub DM1, ktére wiaze sie z motywami sekwencyjnymi
zbudowanymi z powtdrzen CUG [42].

Mechanizmy regulacyjne oparte o biatka RBP s3 istotnym elementem odpowiedzi komérkowej na
zewnetrzne badz wewnetrzne czynniki wymuszajace, na przyklad przytaczanie biatka KSRP aktywuje
procesy rozpadu mRNA i jednocze$nie wzmacnia ich przetwarzanie poprzez interakcje z prekursorami
miRNA [43]. Z kolei przytaczanie RBP do mRNA kodujacego inne elementy szlakéw przekazywania
informacji moze stymulowac jego rozpad albo stabilizacje w odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe takie

jak na przyktad niedobdér surowicy niezbednej do prawidtowego rozwoju komérek [34].
3.4.3. Interferencja RNA

Badania przeprowadzone na przestrzeni kilku ostatnich lat podkreslaja znaczenie funkcjonalnych
czasteczek RNA, typu mikroRNA (miRNA) w modulowaniu poziomu mRNA poprzez albo zatrzymanie
procesu translacji albo degradacje mRNA poprzez trawienie endonukleazami. miRNA to mate niekodujace
czasteczki dwuniciowego RNA o dtugosci okoto ~22 nukleotydow, ktére moga hamowac ekspresje
okreslonych gendéw po-transkrypcyjnie. miRNA nie kodujg struktury biatek tak jak mRNA, wplywaja one
jednak na stezenie mRNA zawierajacych okreslone motywy w sekwencji nukleotydowej [44-47] typu MRE
(z ang. miRNA Response Elements). Wiekszo$¢ tego typu motywdéw potozona jest w niekodujacym
obszarze konica 3’ (3’-UTR), jednak w niektorych genach wystepujg one takze w sekwencji kodujgcej [48].
Wykorzystujagc komputerowe badania genomu majace na celu identyfikacje motywéw typu MRE
pokazano, ze w bardziej ztozonych organizmach miRNA regulujg setki ré6znych mRNA, co sugeruje, Ze
znaczna cze$¢ transkryptomu jest kontrolowana poprzez ztozony system regulacyjny oparty o czasteczki
miRNA [48].

Czasteczki miRNA sg elementem kompleksu biatkowego RISC (RNA Induced Silencing Complex),
ktory poprzez biatka z rodziny Ago prowadzi do degradacji lub zatrzymania translacji transkryptéw o
przynajmniej czeSciowej komplementarnosci do sekwencji miRNA. To czy mRNA zostanie zdegradowane,
czy jedynie jego translacja zostanie zablokowana zalezy od poziomu komplementarnosci pomiedzy mRNA
i miRNA. Wysoka komplementarnos$¢ sekwencji powoduje uruchomienie mechanizmu degradacji [49, 50],
niska natomiast prowadzi jedynie do zatrzymania translacji [51-53], jednak w obu przypadkach ma to
bezposrednie przetozenie na wydajno$¢ procesu produkcji specyficznych biatek w komoérce [54].
Najsilniejsze wigzania pomiedzy miRNA i mRNA powstaja poprzez idealne dopasowanie pozycji 2-8
miRNA nazywanych regionem seed. Dopasowanie tych siedmiu nukleotydéw jest w wiekszosci
przypadkéw warunkiem wystarczajacym do powstania wigzania, chociaz dopasowanie na dodatkowych
pozycjach moze znacznie zwiekszy¢ jego site [48, 55, 56].

Niektére miRNA maja charakter onkogenéw, podczas gdy inne wykazujg aktywno$¢ supresorows,
aberracje w ich budowie i poziomach ekspresji mogg zatem prowadzi¢ do choréb nowotworowych [57].
Odkrycie to czyni je istotnym elementem procesu diagnostyki nowotworowej, co pokazuje, ze oparte o

miRNA terapie moga mie¢ zastosowanie w klinice dzieki ich wysokiemu potencjatowi regulacyjnemu [58].
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3.5. Znaczenie niekodujgcego obszaru konica 3’ genu

Pomimo, Ze elementy regulacyjne znajduja sie we wszystkich czesciach mRNA, niekodujacy obszar 3'-UTR
jest dla nich najlepszym regionem sekwencji. Ten fragment nie jest odczytywany podczas procesu
translacji umozliwiajac przytaczanie sie biatek, co pozwala na kontrolowanie stabilno$ci mRNA na
réznych etapach jego przetwarzania [59]. Analizy bioinformatyczne pokazaty, ze obszar 3’-UTR jest
$rednio znacznie dtuzszy niz 5-UTR w genach wiekszo$ci kregowcow, co wskazuje na jego wysoki
potencjat regulacyjny. Dodatkowo pokazano, ze jego Srednia dtugo$¢ wzrastata w toku ewolucji sugerujac,
iz moze mie¢ on zwigzek ze zwiekszajaca sie ztozonos$cig organizmow [60].

Pomimo iz, informacje o budowie struktury biatka przechowywane s3 poza obszarem 3’-UTR to
mutacje w tym rejonie bedace nastepstwem dziatania czynnikéw genotoksycznych moga by¢ réwnie
niebezpieczne jak w przypadku obszaru kodujgcego. Mimo, ze budowa biatka zostaje zachowana to
zaburzenia mechanizméw regulacyjnych moga by¢ potencjalnym zZrédiem nieprawidtowosci w
funkcjonowaniu organizmu. Do powszechnie znanych choréb wywotanych zaburzeniami mechanizméw
regulacji ekspresji gendéw nalezg rdéznego typu wady serca [61] chondrodysplazja [62], choroba
Alzheimera [63], syndrom tamliwego chromosomu X [64] oraz nowotwory [65]. Najbardziej szkodliwe
mutacje w tym obszarze obejmuja przede wszystkim kodon terminacyjny wyznaczajacy koniec procesu
translacji, sygnat poliadenylacyjny (motyw AATAAA) okreslajacy koniec procesu transkrypcji lub ksztatt
struktury przestrzennej mRNA wptywajacy na oddziatywania z biatkami regulatorowymi [66].

Dtugos¢ konica 3’-UTR nie jest jednoznacznie okreslona i zmienia sie pomiedzy transkryptami
réoznych genéw a nawet pomiedzy réznymi transkryptami tego samego genu, w zaleznosci od miejsca
zatrzymania procesu transkrypcji oraz post-translacyjnej obrébce samego transkryptu. [lo§¢ motywow
sekwencyjnych jest proporcjonalna do dtugosci sekwencji 3’-UTR jednak nie we wszystkich przypadkach
gdyz ich liczba wystapien moze zaleze¢ od dodatkowych czynnikéw jak np. proporcji nukleotydéw GC w
sekwencji. Sktad GC ma bardzo istotne znaczenie w przypadku czestotliwo$ci wystepowania motywow
regulatorowych. Motywy o okre$lonych proporcjach nukleotydéw GC wystepuja znacznie czeSciej w
regionach sekwencji o zblizonym skladzie ze wzgledu na zwiekszone prawdopodobienstwo ich losowego
pojawiania sie. Dotyczy to szczegblnie motywoéw o niskim poziomie ztozonoSci i specyficznosci takich jak
motywy ARE Kklasy III ktére zbudowane s3 z ciggu 13 nukleotydéw A lub T.

Motywy ARE klasy III sg przyktadem na to, Ze nieraz fragment sekwencji nukleotydowej nie musi
by¢ jednoznacznie okre$lony a warunkiem wystarczajagcym do przylaczenia sie biatka o okreslonej
domenie rozpoznajacej DNA lub RNA jest jedynie obszar o okre$lonych proporcjach AT/GC. Obszary
bogate w GC takze moga by¢ elementem sekwencji rozpoznawanym przez biatka regulatorowe.
Przyktadem takiego odzialywania jest biatko Sac7d, ktore u hipertermofilowych archeonéw (organizméw
odpornych na dziatanie wysokich temperatur) zwiekszajg stabilnos§¢ DNA w skrajnie wysokich
temperaturach przekraczajacych 100 °C poprzez przytaczanie sie do obszaréw bogatych w nukleotydy GC
[67]. Wiele algorytmédw predykcji miejsc wigzania miRNA pokazuje znamienne réznice w ich

czestotliwosci, w zaleznos$ci od sktadu nukleotydowego badanych obszaréw sekwencji [68, 69].
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3.6. Rozktad elementéw regulacyjnych w genomie

Sktad GC genu jest bardzo silnie skorelowany ze sktadem GC obszaru genomu, w ktérym jest on potozony,
co dotyczy zaréwno catej jego sekwencji, elementéw niekodujacych (5°/3’-UTR) jak i sekwencji kodujacej
(CDS) [70, 71]. Mimo to ludzkie geny sa bardziej ekstremalne pod wzgledem sktadu niz ich otoczenie
(bardziej bogate w AT/GC) geny bogate w GC zwykle charakteryzujg sie znacznie wieksza czestotliwoscia
nukleotydéw GC niz ich sgsiadujace obszary [72].

Zawarto$¢ GC odgrywa istotng role w bardzo wielu procesach biologicznych a rozkiad GC na
przestrzeni sekwencji DNA wykazuje bardzo silne zréznicowanie. Sktad nukleotydowy jest podstawg
jednej z najpopularniejszych teorii organizacji ludzkiego genomu nazywanej modelem izochorowym.
Izochory to obszary genomu o dtugosci ponad 300 kbp (ang. kilo base-pairs - kilo par zasad czyli 300 000
nukleotydéw), ktére w sposoéb znamienny statystycznie roéznia sie pod wzgledem sktadu GC od
sasiadujacych obszaréw genomu, nalezacych do innych izochor [73]. Teoria ta wynika z obserwacji, wg.
ktérych genom jest mieszaning obszar6w o naprzemiennie wysokim i niskim Srednim sktadzie GC
podzielonym na pie¢ klas w zalezno$ci od procentowego sktadu GC. Izochory lekkie L1 i L2 charakteryzujg
sie wysoka czestotliwoscig wystepowania nukleotydéw AT, obszary H1, H2 i H3 sa z kolei bogate w GC.
Histogram fragmentéw DNA o réznym sktadzie nukleotydowym oraz jego dekompozycja na poszczegdlne

rozktady Gaussa wyznaczajace klasy izochor przedstawiono na Ryc. 5.
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Ryc. 5: Histogram fragmentéw ludzkiego DNA o réznym sktadzie nukleotydowym zdekomponowany na
poszczeg6lne rozktady Gaussa odpowiadajace klasom L1-2 oraz H1-3 izochor (zrédto: [74])

Gtéwna réznica pomiedzy izochorami bogatymi i ubogimi w GC jest czestotliwo$¢ wystepowania w nich
genow. Izochory o najwyzszym sktadzie GC z grupy H3 zawieraja $rednio 20-razy wiecej genéw na 1Mbp
(milion par zasad) niz izochory L1 i L2, pomimo, Ze stanowig najmniejszy procent calego genomu. Ze
wzgledu na duze zréznicowanie iloSci gen6éw, obszary L1, L2 i H1 nazywane s3 potocznie pusta
przestrzenig gdyz zawierajg Srednio jeden gen co 50-150kb w przeciwienistwie do H2+H3 gdzie geny
rozmieszczone s3 co 5-15kb [75-77]. Pozostate cechy izochor wynikajace z réznic w skitadzie

nukleotydowym obejmuja:

18



Podtoze biologiczne 3

e Izochory bogate w GC wystepuja najczes$ciej w prazkach T chromosoméw, ktére sa bardziej

odporne na denaturacje termiczng [78-80]

e (Czas trwania replikacji obszaréw roéznigcych sie skladem GC jest rézny - najwcze$niej

replikowane izochory sa krotkie i bogate w GC [81-83]

e Izochory réznig sie pod wzgledem obecnosci transpozonéw (fragmentéow DNA, ktdre mogg sie
przemieszcza¢ na inna pozycje w genomie). Transpozony typu SINE (z ang. Short Interspersed
Nuclear Elements) najczeSciej obecne sg w obszarach bogatych w GC podczas gdy typ LINE (z ang.
Long Interspersed Nuclear Elements) charakterystyczny jest dla obszaréw ubogich w GC [70, 84-
86]

e Obszary o wyzszym sktadzie GC rekombinujg znacznie cze$ciej, czeSciej dochodzi w nich takze do

wymiany materiatu genetycznego w wyniku czego powstaja nowe genotypy [87, 88]

Sktad nukleotydowy obszaréw genomu jest bardzo silnie skorelowany ze sktadem nukleotydowym genu
oraz wszystkimi jego sktadowymi elementami w tym introny, sekwencje kodujace i niekodujace obszary
konca 3’ i 5. Sktad nukleotydowy sekwencji kodujacej moze by¢ kontrolowany przez wykorzystanie
okreslonych kodonéw (tréjek nukleotydéw kodujacych pojedynczy aminokwas), ktére dzieki temu, ze kod
genetyczny jest zdegenerowany (kilka kodondéw moze kodowac¢ ten sam aminokwas) umozliwiajg zmiane
Sredniego sktadu nukleotydowego przy zachowaniu statej struktury biatka [89]. Skitad nukleotydowy

gendw wynikajacy z potozenia w izochorach o podobnym sktadzie jest powigzany z ich funkcja:

e Geny z izochorach bogatych w GC zawieraja znacznie mniej intronéw i koduja biatka o krotszej

sekwencji [90]

e  Wysoki sktad GC zwieksza stabilno$¢ struktury drugorzedowej RNA, co ma wptyw na jego okres

pottrwania [91, 92]

e Sktad GC czesci kodujacej genu wynikajgcy z wykorzystania okreslonych kodonéw jest powigzany
Z jego poziomem ekspresji [93-96] oraz dtugoscia transkryptu [97-99]

e (Czestotliwo$¢ mutacji jest wieksza w obszarach genéw bogatych w nukleotydy GC [100, 101]

Pomimo wielu zidentyfikowanych cech izochor na przestrzeni ostatnich 25 lat teoria podziatu genomu
oparta o obszary o réznym sktadzie GC jest nadal kontrowersyjna [74]. Gtéwng przyczyna jest to, iz
niejasne sg mechanizmy ich powstawania, ttumaczone silnymi ukierunkowanymi mutacjami na drodze
ewolucji [100, 102, 103] zmianami wynikajgcymi z naturalnej selekcji [104] oraz zjawiskiem tzw.
konwersji gendw wynikajacym z rekombinacji DNA obejmujgcego obszar genu [105, 106]. Brakuje
niestety silnych dowodéw na potwierdzenie tych hipotez. Watpliwosci wzbudzajg takze algorytmy
identyfikacji izochor w genomie takie jak IsoFinder [107] czy GC-Profile [108]. Gtéwnymi zarzutami s3
nieuzasadnione podejscia do ich wyznaczania (miedzy innymi dotyczace arbitralnie przyjetej minimalnej
dtugosci fragmentéw), ktére pomimo swojej znamiennoSci statystycznej mogg by¢ jedynie artefaktami
przyjetej metodologii. Dodatkowo wciaz nie jest w petni wyjasnione dlaczego izochory wystepuja
wylgcznie u cieptokrwistych kregowcow [73], kiedy powstaly i z jakiego powodu wydaja sie powoli

zanika¢ wraz z uptywem czasu [109, 110].
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3.7. Wptyw promieniowania jonizujgcego na komorke

Promieniowaniem jonizujgcym okresla sie wszystkie rodzaje promieniowania, ktdre wywotuja jonizacje
osrodka materialnego polegajaca na oderwaniu sie przynajmniej jednego elektronu od atomu lub
czasteczki, badz tez wybiciu go ze struktury krystalicznej. Powszechnie znanymi typami promieniowania
jonizujgcego sa promieniowanie rentgenowskie, strumienie czgstek alfa lub strumienie innych czgstek
elementarnych, jakimi s elektrony, protony i neutrony.

Promieniowanie jonizujgce indukuje szereg zmian w komorce powodujgc uszkodzenia wiekszosci
jej elementéw w tym materialu genetycznego, a takze wplywajac na przebieg najrézniejszych procesow
chemicznych zachodzacych na poziomie transkryptéw badZz pojedynczych biatek [111, 112]. Poza
bezposrednim oddziatywaniem na elementy struktury komdrkowej dzialanie promieniowania moze by¢
takze posrednie poprzez indukcje wolnych rodnikéw oraz reaktywnych form tlenu odpowiedzialnych za
generowanie istotnych dla funkcjonowania komoérki uszkodzen w strukturze DNA [113]. Odpowiedz
komorek na okre$long dawke promieniowania uzalezniona jest w duzej mierze od charakteru procesow
biochemicznych zachodzacych w jej wnetrzu, przez co zachowanie komoérek réznego typu, o réznych
cechach morfologicznych, moze by¢ nieraz catkowicie odmienne. OdpowiedZ komoérek na promieniowanie
moze prowadzi¢ do zwiekszonej proliferacji, zatrzymania cyklu komérkowego lub uruchomienia kaskady
sygnatowej prowadzacej do apoptozy, w przypadku zbyt rozlegtych uszkodzen [114].

Dawka promieniowania jonizujgcego jest najczesciej wyrazana w grejach (Gy) zdefiniowanych, jako
absorpcja jednego dzula energii przez jeden kilogram materii. Wptyw dawki promieniowania
jonizujgcego, na liczbe uszkodzen w DNA jest liniowy w szerokim zakresie wartosci. Promieniowanie y
(gamma) o dawce w wysokosci 1 Gy prowadzi do okoto 5,8 - 10-3 dwuniciowych peknie¢ na 1Mbp (milion
par zasad), co odpowiada okoto 40 peknieciom przypadajacym na jedng komoérke [129].

Promieniowanie indukuje szereg réznego typu uszkodzen w DNA, sposréd ktérych najgrozniejsze
sa podwdjnoniciowe pekniecia, ktére blokuja cykl komdérkowy w jednym z punktéw kontrolnych, takich
jak koniec faz cyklu komérkowego G1, G2 lub S, dopo6ki poziom uszkodzen nie zostanie obnizony [115].
Blokada cyklu komoérkowego, ktéra jest celem wielu terapii nowotworowych zatrzymuje procesy
replikacji uszkodzonego DNA. Ten naturalny mechanizm jest bardzo czesto zaburzony w komérkach
nowotworowych [116, 117] poprzez mutacje w genach odpowiedzialnych za procesy przekazywania
informacji indukowane uszkodzeniami DNA, do ktérych nalezg BRCA1, BRCA2, ATM, TP53, CDKN2A [118]
NF-«xB [119] oraz PTEN [120].

Réznice w odpowiedzi komérkowej na promieniowanie jonizujgce pomiedzy réznymi liniami
komérkowymi wynikaja gtéwnie ze zmian w $ciezkach sygnatowych, w ktorych opisane geny odgrywaja
istotna role. Jest to zjawisko obserwowane w badaniach Kklinicznych, ws$réd pacjentéw, ktérych
nowotwory wykazuja zwiekszong lub zmniejszona radio-opornos$¢ [121]. Komdrki moga przezy¢
ekspozycje na promieniowanie albo z powodu subletalnych dawek, ktére sg ograniczane w zwigzku z
ryzykiem pojawiania sie rozlegltych skutkéw ubocznych terapii lub tez z powodu nieprawidtowo
dziatajgcych mechanizmdéw regulacji, ktére nawet w przypadku rozleglych uszkodzen DNA
uniemozliwiajg zainicjowanie proceséw apoptozy.

Dodatkowym czynnikiem majagcym wplyw na przezywalno$¢ komoérek pod wpltywem

promieniowania sa odpowiednie warunki zachodzace w ich wnetrzu. Jednym z przyktadéw jest hipoksja
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(niedobér tlenu), ktéra obniza toksyczno$¢ promieniowania, co moze mie¢ zaréwno pozytywne jak i
negatywne dziatanie np. w sytuacji, gdy hipoksja wywotywana jest przez samo promieniowanie moze
zmniejsza¢ skuteczno$¢ radioterapii [122]. Duza zawarto$¢ tlenu w komoérce moze prowadzi¢ do
zwiekszonych uszkodzen DNA poprzez indukcje wolnych rodnikéw pod wptywem promieniowania, ktére
moga by¢ zrodlem wiekszych uszkodzen niz te, ktére sg skutkiem bezposredniego wptywu
promieniowania [113].

Pod wplywem promieniowania poziom wielu transkryptéw zmienia sie niezwykle szybko [111,
112], co pozwala na zainicjowanie mechanizméw odpowiedzi komoérkowej na warunki stresu tuz po
napromieniowaniu [123]. Zmiany réwnowagi pomiedzy szybkoscia degradacji mRNA a wydajnos$cia
proceséow jego produkcji sg jednym z kluczowych elementéw regulacji poziomu ekspresji wiekszosci
ludzkich genéw. Ponadto zaburzenia tego typu mechanizmu leza u podstaw znacznej cze$ci choréb
genetycznych w  tym  nowotworéw  [124]. Oddzialywania  poszczegélnych  elementéw
wewnatrzkomérkowych szlakéow sygnatowych s3 takze celem terapii tgczacych promieniowanie z
odpowiednimi molekutami wptywajacymi na $ciste okreslone elementy mechanizmu odpowiedzi na
promieniowanie [125, 126].

Poznanie wptywu promieniowania jonizujagcego na mechanizmy stabilizacji poziomu ekspresji
genoéw stanowi jeden z kluczowych elementéw na drodze do poznania jego wptywu na komoérki majace
stycznos¢ z promieniowaniem nie tylko w wysokich dawkach, jakie stosowane sg w medycynie, ale takze
tych bardzo niskich, na ktére organizmy zywe sg stale narazone. Promieniowanie jonizujgce jest
wszechobecne w $rodowisku cztowieka, ze wzgledu na obecno$¢ w przyrodzie radioizotopéw rdéznych
pierwiastkéw oraz promieniowania kosmicznego. Jest ono uwazane za gtéwny czynnik mutacji w genach,
niewielkich zmian w sekwencjach nukleotydowych, ktére po skumulowaniu odpowiadajg za ewolucje

organizmé6w. Moze ono zatem mie¢ zar6wno korzystny jak i negatywny wpltyw na organizmy.
3.8. Wielkoskalowe metody analizy funkcji genéw

Okres$lenie zmian, jakie nastepuja w mechanizmach regulacji ekspresji gen6w wymaga znajomosci funkgc;ji
genéw oraz zalezno$ci regulacyjnych pomiedzy nimi. Pozwala to okresli¢ jakie elementy mechanizmu
regulacji moga wptywac¢ na zmiane ekspresji specyficznego genu w danych warunkach. Liczne modele
szlakéw sygnatowych sg w stanie dostarczy¢ tego typu informacji mimo , iz w wiekszosci przypadkéw sa
jedynie silnie uproszczonym opisem zjawisk zachodzacych w komorce. Do najpopularniejszych baz
danych opisujacych Sciezki sygnalowe nalezg KEGG-Pathway [127], Panther [128] i Reactome [129]
bedace zbiorem setek szlakéw sygnatowych opracowanych przez indywidualnych uzytkownikéw lub
wprowadzonych przez pracownikéw instytucji odpowiedzialnych za okreslona baze danych. Wszystkie
wprowadzone $ciezki podlegaja procesowi recenzji co pozwala na zachowanie wysokiego poziomu jakosci
danych, jednak mimo to informacje o tych samych $ciezkach w réznych bazach w istotny sposéb réznig sie
od siebie.

Jedna z najbardziej popularnych baz danych informacji o funkcji poszczegélnych genéw jest Gene
Ontology (GO) [130]. W odréznieniu od zbioréw S$ciezek sygnatowych GO jest zestawem definicji

przynalezno$ci poszczego6lnych genéw do jednej z 3 grup funkcyjnych:
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e komponenty komoérkowe (ang. cellular component) - geny uczestniczagce w procesach

powstawania komoérki oraz srodowiska pozakomoérkowego

o funkcje molekularne (ang. molecular function) - geny uczestniczace w procesach oddziatywan

pomiedzy molekutami (np. enzymy)

e procesy biologiczne (ang. biological process) - geny uczestniczace w procesach odpowiedzialnych

za prawidtowe funkcjonowanie proceséw zachodzacych w komérce

Kazda z grup podzielona jest dodatkowo na ponad 10 podkategorii o ré6znym poziomie ztozonosci, do
ktdrych przypisane sa konkretne geny w zaleznosci od tego jak doktadnie okreslona jest ich funkcja.

W literaturze istnieje bardzo wiele narzedzi utatwiajacych procesy przetwarzania informacji o
funkcji genéw. Poza tradycyjnym przypisaniem wtasciwosci do konkretnego genu bardzo popularne sa
testy na nadreprezentacje okreslonych terminéw w zdefiniowanej grupie genéw np. genéw
zidentyfikowanych w okre§lonym eksperymencie biologicznym. Roézne wersje testéw opartych o
nadreprezentacje termindw s3 podstawg dziatania takich aplikacji jak GOstats [131] FatiGO [132]
Ontologizer [133] czy Genelist Analyzer [134]. Kazde z narzedzi dostepne jest za posrednictwem strony
internetowej, co pozwala na wyeliminowanie probleméw z dostepnoscig narzedzia w przypadku réznego
typu systemoéw operacyjnych, ich wspélng wada jest jednak to, ze bazujg one na zewnetrznych bazach
danych i nieraz s3 daleko w tyle za zmianami, jakie w tych bazach nastepuja. Dodatkowo narzedzia tego
typu skoncentrowane sg gltéwnie na analizie genéw zidentyfikowanych na podstawie zmian poziomdéw
ekspresji. Stwarza to potrzebe przenalizowania zmian profilu ekspresji duzych ilo$ci genéw w celu
zachowania wysokiego poziomu znamiennosSci statystycznej, co umozliwia powszechnie stosowana

technika badan oparta o mikromacierze oligonukleotydowe.
3.9. Mikromacierze oligonukleotydowe

Mikromacierze oligonukleotydowe s3 jedng z najcze$ciej stosowanych metod charakteryzowania zmian w
profilu ekspresji gendw wywotanych réznymi czynnikami fizycznymi lub chemicznymi a takze réznic w
profilu ekspresji pomiedzy komérkami wyizolowanymi z réznych typédw tkanek lub od réznych pacjentéw
[135-137].

Mikromacierze posiadajg szeroki zakres mozliwosci pozwalajacych miedzy innymi na identyfikacje
gen6éw o potencjalnie istotnej roli w odpowiedzi komérkowej na analizowane czynniki fizyczko-chemiczne
lub zmian w profilach ekspresji gendw charakterystycznych dla okreslonego stadium choroby.
Mikromacierze wymagaja jednak skomplikowanych metod statystycznych w celu odréznienia zmian
wywotanych przez analizowane czynniki doSwiadczalne od tych, ktére pochodza od specyfiki metody
badaweczej i niedoktadnosci samego pomiaru. Problem odpowiedniej analizy statystycznej jest ogromnym
wyzwaniem i stanowi przedmiot bardzo wielu podrecznikéw oraz artykutéw naukowych, jednak pomimo
faktu, ze mikromacierze sa uzywane od ponad dziesieciu lat wiele probleméw zwigzanych z analiza
danych wciaz pozostaje nierozwiagzane.

NajczeSciej poruszane w literaturze problemy analizy danych dotycza algorytméw normalizacji
[138, 139], ktérych celem jest wyeliminowanie réznic, pomiedzy analizowanymi prébkami, wynikajgcych

z aspektéow technicznych nie zwigzanych z analizowanymi roéznicami biologicznymi. Podobne
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zastosowanie maja techniki usuwania réznic technicznych pomiedzy grupami prébek (z ang. batch-effect)
po to aby mozliwe byto poréwnywanie danych pochodzacych z eksperymentéw wykonanych w réznym
czasie i w roznych laboratoriach [140]. Pozostate z czesto poruszanych probleméw obejmuja proces
identyfikacji genéw réznicujacych probki [141, 142], ocene poziomu szumu w eksperymencie co pozwala
zidentyfikowac geny, ktdére ulegaja ekspresji w danych warunkach [143], oraz identyfikacje uszkodzen i
zanieczyszczen na powierzchni mikromacierzy [144, 145].

Najczesciej wykorzystywane mikromacierze firmy Affymetrix charakteryzujg sie dodatkowymi
cechami wptywajacymi na pomiar koncowy wynikajacymi z ich specyficznej budowy. Obejmuja one
problemy zwigzane z wystepowaniem kilku pomiaréw poziomu ekspresji dla pojedynczego genu [146,
147], niewtasciwym przypisaniem sond do gendw lub ich transkryptéw [148, 149], oceng poziomu tta
oraz niespecyficznej hybrydyzacji sond [150] a takze wptywu indywidualnych cech sond na algorytmy
przetwarzania danych [151].

Do niewatpliwych wad technologii mikromacierzy naleza m.in. wysoki koszt pojedynczego
eksperymentu, duza liczba sond zaprojektowanych w oparciu o sekwencje nukleotydowe wyznaczone z
niska doktadnosciag oraz w przypadku wiekszo$ci mikromacierzy brak wptywu na pule badanych
transkryptow, gdyz zwykle na macierzy do dyspozycji jest jedynie zbiér sond jakie zaprojektowane
zostaly przez producenta. Doktadnos$¢ eksperymentu takze jest relatywnie niska, poniewaz pomiar jest
bardzo wrazliwy na wiele czynnikbw min. temperature, technologie pozyskiwania materiatu
genetycznego oraz jego czysto$¢, co moze mie¢ silny wplyw na dokltadnos$¢ oszacowania poziomow
ekspresji genow. Niewielka réznica w stanie fizjologicznym badanych komoérek lub srodowisku, w jakim
przeprowadzana jest reakcja hybrydyzacji a takze zanieczyszczenia obecne w materiale genetycznym
moga prowadzi¢ do spadku czutos$ci eksperymentu poprzez niespecyficzng hybrydyzacje z sondami
mikromacierzy. Prowadzi to do zmniejszenia stosunku sity sygnatu do szumu pomiarowego (z ang. Signal-
to-Noise Ratio - SNR), czego wynikiem moga by¢ btedne pomiary poziomu ilosci transkryptu szczeg6lnie
w przedziale niskich wartos$ci sygnatu.

Mikromacierze dostarczaja ogromnych ilosci informacji na temat poziomu ekspresji tysiecy genéw
jednak z powodu ich niskiej doktadnos$ci sa one wykorzystywane jedynie w celu zidentyfikowania
potencjalnie istotnych genéw. W kolejnym etapie analizy poziom ekspresji wybranych gendéw jest
oznaczany za pomocg bardziej doktadnych metod, takich jak np. reakcja tancuchowa polimerazy DNA z
analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR), ktére z kolei nie nadajg sie do

przeprowadzenia wielkoskalowych analiz obejmujacych tysigce genéw.
3.9.1. Typowe schematy eksperymentu mikromacierzowego

Mikromacierze oligonukleotydowe wykorzystywane s3 do badania zmian ekspresji tysiecy genow
jednoczes$nie jednak pojedyncza warto$¢ poziomu ekspresji okreslonego genu jest ze wzgledu na
arbitralne jednostki sygnatu nieinformatywna. Uzyteczno$¢ eksperymentu mikromacierzowego jest zatem
uzalezniona od mozliwosci poréwnywania warto$ci poziomu ekspresji genu pomiedzy réznymi
mikromacierzami. Czynniki specyficzne dla danego eksperymentu, takie jak warunki, w jakich
przeprowadzane byly reakcje chemiczne, ograniczajg mozliwo$ci dodawania kolejnych prébek w

poOzniejszym czasie, z tego wzgledu o jakosci danych decyduje dobrze zaprojektowany eksperyment.
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Ryc. 6: Podstawowe schematy eksperymentu z wykorzystaniem mikromacierzy oligonukleotydowych

Typowe schematy eksperymentu mikromacierzowego mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy:

e Analiza wpltywu czynnikéw fizycznych badz chemicznych na zmiany poziomu ekspresji - ten
schemat zwykle charakteryzuje sie niewielka liczbg proébek, z ktérych cze$¢ poddana zostata
dziataniu okre$lonego czynnika lub grupy roéznych czynnikéw. Analiza poréwnawcza
wykonywana jest wzgledem oddzielnej grupy prdobek kontrolnych, ktére zwykle stanowig
komoérki nie poddane dziataniu zadnego czynnika lub czynnika wykorzystywanego jako punkt
odniesienia np. komdrki poddane dziataniu réznych zwigzkéw chemicznych w réznych dawkach
wzgledem komorek, ktére nie miaty z nimi kontaktu (A1), komoérki traktowane promieniowaniem
i analizowane po réznym czasie tgcznie z wykonywaniem dodatkowych prébek kontrolnych dla
kazdego punktu czasowego (A2), komorki traktowane np. specyficznym siRNA lub innym

zwigzkiem chemicznym analizowane razem lub oddzielnie, wzgledem siebie oraz kontroli (A3)

e Poszukiwanie specyficznych cech profilu ekspresji genéw charakterystycznych dla okreslonej
grupy komdrek - ten schemat charakteryzuje sie zwykle bardzo duza liczba prébek jednak
pozbawiong powtdrzen technicznych czy biologicznych. W typowym eksperymencie analizowane
sa komorki wyizolowane od dwéch grup pacjentéw np. grupy chorej na okreslony typ nowotworu
i zdrowej stuzacej jako kontrola. Tego typu dane zwykle stuza do poszukiwania sygnatur

genowych, za pomoca metod uczelnia maszynowego, ktore charakteryzujg okre$lona grupe.

Pojedynczy, nawet najprostszy eksperyment mikromacierzowy dostarcza ogromnych ilo$ci danych, ktére
sa niezwykle trudne w interpretacji, przez to rzadko analiza danych wykorzystuje ich peten potencjat
skupiajac sie jedynie na wybranym problemie. Z tego wzgledu wyniki bardzo czesto sg publikowane w
bazach danych takich jak ArrayExpress [152] czy Gene Expression Omnibus [153] w formie zaréwno
przetworzonej jak i ,surowej” nie poddane Zzadnej wstepnej analizie, po to aby mozliwe byto

przeanalizowanie tych samych danych przez inny zespét skupiajac sie na odmiennym problemie.
3.9.2. Budowa mikromacierzy

Mikromacierze zbudowane sg z oligonukleotydéw o dtugosci kilkudziesieciu par zasad przytwierdzonych
do powierzchni szklanej ptytki. Technologia ich produkcji jest bardzo zblizona do produkcji
nowoczesnych procesoré6w wykorzystywanych w komputerach osobistych. Dzieki zastosowaniu
odpowiednich masek fotolitograficznych mozliwe jest przytaczanie pojedynczych nukleotydéw
okres$lonego rodzaju w obszarach macierzy os$wietlonych $wiattem UV. Pozwala to na zbudowanie
mikromacierzy zawierajgcej setki tysiecy rdéznych oligonukleotydéw specyficznych dla réznych

fragmentéw DNA lub RNA, zgrupowanych w punktach macierzy nazywanych sondami [154].
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Podstawg dziatania mikromacierzy jest zasada komplementarnos$ci par Watsona-Cricka pomiedzy
badanym RNA/DNA a kilkudziesiecio-nukleotydowa sekwencja sondy. Material genetyczny wprowadzony
na powierzchnie mikromacierzy hybrydyzuje z oligonukleotydami odpowiednich sond, ktére umieszczone
sg w wielu egzemplarzach na okre§lonych polach mikromacierzy. Miara ilo$ci zhybrydyzowanych
transkryptéw jest intensywnos$¢ fluorescencji wyznakowanych nukleotydéw, wzbudzona za pomoca
lasera, ktora jest proporcjonalna do ilo$ci czasteczek mRNA okresSlonego genu w badanej proébce.
Podejscie to pozwala na zmierzenie poziomu ilosci transkryptu (ekspresji) tysiecy genéw w relatywnie
krotkim czasie, co dostarcza bezcennych informacji na temat proceséw zachodzacych w komérkach.

NajczeSciej wykorzystywane mikromacierze Affymetrix typu 3’IVT (np. model HG-U133A)
zbudowane sg zestawow 11 sond (PM - Perfect-Match) sktadajgcych sie krotkich 25 nukleotydowych
sekwencji, wybranych z fragmentu 600 nukleotydéw, potozonego blisko korica 3’ transkryptu (Ryc. 7).
Kazdej sondzie typu PM odpowiada potozona tuz obok sonda MM (Mismatch) o identycznej sekwencji, za
wyjatkiem Srodkowego 13 nukleotydu, ktéry jest zastgpiony nukleotydem do niego komplementarnym.
Celem sond MM jest ocena stopnia niespecyficznej hybrydyzacji, ktéra moze zachodzi¢ w sytuacji gdy

sonda rozni sie pojedynczymi nukleotydami od okreslonego transkryptu [155].

s L ———— ] 4 2219_a
Gen 2 500 bp sekwencja sondy x y pozycja

600 bp 1 AAGACCTAGAATCCAAGCGTGTTAC 568 137 1043
2 TGTAACAGAGCAGCTGCTTCCACCT 453 57 1076
e | — 3 GCTGCTTCCACCTTTCAGATATAGA 435 3N 1088

T — 4 GAGCGACAACTTATATACACACCTA 415 387 138
5 CCTTTTCTCCAGCCATATTACATCA 622 273 1200
6 GGTCCCTAAGTGAAAGGCTCTGCTT 467 507 1269

7 TGTAGATTTAGTTTGACGCTCCCCA 387 571 816

8 TGACGCTCCCCAAAGTGCATGAGAC 1 583 829

9 GATAGACTCAATTTAGCTCTCTGAA 213 425 902

10 AATTCCCACTTTGGCTGTGTACATC 185 165 950

1 GAGAAGTGTGTATGCTGACCAAACC 523 393 984

zestaw sond

intensywno$é sond

mikromacierz \
Gen 1 600bp \
[ ee—
5t 3¢ 1. AAGACCTAGAATCCAAGCGTGTTAC
sekwencja sondy
B - obszar kodujacy W - obszar niekodujacy - sondy

Ryc. 7: Budowa mikromacierzy oligonukleotydowej

Najnowsza generacja mikromacierzy firmy Affymetrix (jak HuGene 1.0ST) sktada sie z podobnych
sond typu PM jednak dopasowanych do poszczegélnych eksonéw danego transkryptu a nie jedynie do
czes$ci niekodujacej konica 3’. Sondy typu MM zostaly w niej zastapione zestawem ~1000 sond mierzacych
poziom intensywnos$ci tta (ang. Background Intensity Probes - BGP), o sekwencjach, ktére nie sg
komplementarne do zadnego ludzkiego genu. Sondy te ro6znig sie pomiedzy sobg proporcjami
nukleotydéw GC ze wzgledu na to, Ze niespecyficzna hybrydyzacja zachodzi z rézna wydajnoscia w
zaleznos$ci od sktadu nukleotydowego sondy. Podejscie to pozwala na doktadniejszg ocene stopnia
niespecyficznej hybrydyzacji, ktéra w przypadku starszych sond MM nie byta dostatecznie wiarygodna, ze
wzgledu na to, ze w przypadku sporej liczby genéw sygnat niespecyficznych sond MM przewyzszat

sygnaly sond PM [156]. Dodatkowo wykorzystanie mniejszej liczby sond stuzgcych do oceny
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niespecyficznej hybrydyzacji, ktéra w przypadku starszej generacji macierzy wymagata potowy jej
powierzchni, pozwala na umieszczenie wiekszej ilosci sond typu PM. Zestawy sond w macierzach nowej
generacji maja 2 poziomy - eksonu i genu. Eksonowe zestawy sktadaja sie $rednio z 4 sond dopasowanych
do konkretnego eksonu. Zestawy genowe z kolei t3cza je w klastry (Srednio 25 sond), ktére sa specyficzne
dla pojedynczego genu. Podejscie to pozwala na okreslenie poziomu ekspresji réznych form
splicingowych - transkryptédw z alternatywnie wycietymi eksonami lub réznym miejscem poliadenylacji.

Inng bardzo popularng platformg s3 mikromacierze firmy Agilent zbudowane w oparciu o
technologie SurePrint, ktéra wykorzystuje znacznie dtuzsze w poréwnaniu do mikromacierzy Affymetrix
sondy, zbudowane z 60 nukleotydéw. Sond jest jednak znacznie mniej, Srednio 8 na gen w przypadku
najdrozszych macierzy eksonowych (2x400k) lub 2 na gen w przypadku najtanszych (8x60Kk)
zbudowanych zaledwie z 60 tysiecy sond. Podejscie firmy Agilent ma zar6wno swoje wady jak i zalety.
Wykorzystanie dtuzszych sond zwieksza ich specyficznos$é, jednak ich niewielka ilo$¢ na gen sprawia, ze
staja sie one bardziej wrazliwe na pojedynczo-nukleotydowe polimorfizmy (z ang. Single Nucleotide
Polymorphism - SNP) wynikajace z cech badanego materiatu lub pojawiajace sie w wyniku bledéw
amplifikacji materiatu genetycznego, ktére w przypadku mikromacierzy Affymetrix wptyna wytacznie na
sygnat pojedynczej sondy w zestawie. Pojedyncza mutacja nie zablokuje hybrydyzacji ale znacznie
zmniejszy jej wydajnos$¢ co w trakcie analizy gen6w réznicujacych moze by¢ postrzegane jako obnizenie
ekspres;ji.

W przypadku mikromacierzy Affymetrix jedna Zle zaprojektowana sonda w zestawie (np.
stworzona w oparciu o niedoktadne informacje w bazach danych sekwencji) pozwala na wyeliminowanie
jej z analizy bez znacznych strat dla pomiaru ekspresji okre$lanego genu, co w przypadku mikromacierzy
Agilent wigze sie ze znacznie wiekszymi konsekwencjami. Wykorzystanie pojedynczych sond pozwala
jednak na uzyskanie bardziej stabilnego pomiaru uniezaleznionego od rdéznic wynikajacych z budowy
krotkich sond na mikromacierzach Affymetrix, wptywajacych na silng wariancje w ramach zestawu.
Réznice w wydajnosci hybrydyzacji, wynikajace przyktadowo z réznego sktadu GC, maja znacznie
silniejszy wpltyw na wyniki w przypadku 25 nukleotydowych sond, ktére bardzo ciezko dobra¢ w taki
sposo6b aby réznice w proporcjach GC byty minimalne, w przeciwienistwie do 60 nukleotydowych.

Wykorzystanie wielu sond na zestaw pozwala jednak obnizy¢ wpltyw nieréwnomiernej
hybrydyzacji na pomiary koncowe. Sondy Affymetrix rozmieszczone sa w losowych punkach
mikromacierzy, z tego wzgledu zanieczyszczenia albo spadek wydajnosci hybrydyzacji okreslonego
obszaru, wynikajgcy np. z nier6wnomiernie rozprowadzonego materialu genetycznego, w mniejszym
stopniu przektada sie na zmiane poziomu sygnatu zestawu sond na przestrzeni réznych préobek, w

przeciwienstwie do technologii pojedynczych sond firmy Agilent.
3.9.3. Podstawy biologiczne eksperymentu mikromacierzowego

Eksperyment przeprowadzony z wykorzystaniem mikromacierzy jest wieloetapowym procesem a
doktadno$¢ wykonania kazdego z poszczegélnych etapéw, moze dramatycznie wplywaé na wyniki
koncowe. Dokladne zrozumienie procedury jest istotne nie tylko z punktu widzenia osoby
odpowiedzialnej za wykonanie pracy laboratoryjnej, ale takze podczas analizy danych pochodzacych z

eksperymentu.
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W celu unikniecia btedéw powstatych podczas przeprowadzania eksperymentu doktadno$¢ i stan
materiatu biologicznego jest kontrolowana na kilku etapach, sposrdd, ktérych najbardziej istotne

przedstawiono na Ryc. 8.
Kontrola procesu Etapy eksperymentu Czynniki mogace wptynac na pomiar koncowy
Kontrola ilosci i 1 i inosc i )
_ o p lzolacja MRNA | Niska wydajnosc, wysokle
integralnosci RNA zanieczyszczenie
@ Wysoki poziom degradacji )
RNA do kontroli soki poziom degradacji, utrata
synteza cDNA kontroli nad dziataniem oligo(dT)

-~ (s . M
Kontrola iloscii 3 . - Roznice w wydajnosci procesu pomiedzy
integralnosci cRNA Amplifikacja i znakowanie ‘ <:: mMRNA o odmiennej budowie,
4 S,

amplifikacja fragmentu oligo(dT)

Fragmentacja cRNA
p & ! 4 Nierownomierna hybrydyzacja, réznice A

w wydajnosci procesu pomiedzy

5
RNA do kontroli . sondami o réznej budowie oraz
X Hybrydyzacja ‘<:: .
hybrydyzacji p yorydyzad \ pomiedzy prébkami
N

s
éj Ptukanie | barwienie <::( Ptukanie moze w réznym stopniu
wptywac na poziom niespecyficznej
~ < hybrydyzacji pomiedzy sondami o réznej
Kontrola K2/ . \ budowie )
. L. Skanowanie
integralnosci cRNA - ~
oraz procesu A L Artefakty korekcji tta oraz normalizacji
hybrydyzacji i p wynikajace z traktowania wszystkich
e » Analiza danych |<: ynikaja >ZY
amplifikacji sond w ten sam sposéb
. J

Ryec. 8: Uproszczony schemat przebiegu eksperymentu mikromacierzowego wraz z podstawowymi punktami
kontrolnymi oraz kluczowymi czynnikami mogacymi wptyna¢ na pomiar konicowy

I etap - Izolacja RNA: Eksperyment rozpoczyna izolacja RNA z komorek, ktérego stezenie i stopien
degradacji analizowane s3a za pomoca spektrofotometru typu NanoDrop (analiza ilosciowa) oraz
bioanalizatora (analiza jako$ciowa). W RNA o wysokiej jakosci rybosomalne RNA (rRNA) stanowi ponad
80% catkowitej jego puli mimo to nie jest ono przedmiotem analizy mikromacierzowej. Rybosomalne RNA
jest bardzo dobrze widoczne na Zelu agarozowym uzyskanym podczas elektroforezy gdzie, wyznakowane
bromkiem etydyny, czasteczki RNA rozdzielane pod wzgledem ich dtugosci. Dwie pierwsze $ciezki na Ryc.
9 pokazuja wyizolowane RNA z dwoma wyraznymi prazkami odpowiadajacymi podjednostkom 18S i 28S
rybosoméw. Stabo widoczne prazki RNA rybosomalnego w tym badaniu $wiadczytyby o wysokim
poziomie degradacji RNA [157].

II etap - Synteza cDNA: Do wyizolowanego RNA dodawane jest RNA bakteryjne (tzw. polyA spike), ktére
stuzy do oceny wydajnosci procesu syntezy cDNA gdyz odwrotna transkrypcja dotozonego RNA
bakteryjnego przebiega¢ bedzie niezaleznie od stanu i objeto$ci materiatu wyjsciowego. cDNA
syntetyzowane jest dzieki tzw. starterom oligo-dT, ktére przytaczaja sie do ogona polyA (znajdujacego sie
na koncu 3° mRNA) inicjujac proces syntezy nici komplementarnej do mRNA dzieki zjawisku odwrotne;j
transkrypcji (Ryc. 10). Proces ten nie obejmuje rybosomalnego RNA gdyz w przeciwienstwie do mRNA nie
zawiera ono ogona poliA. Dzieki temu nie jest konieczne oczyszczanie puli RNA z RNA rybosomalnego.
Druga ni¢ cDNA powstaje na matrycy pierwszej dzieki zhybrydyzowanemu do niej mRNA. Dodanie do

roztworu rybonukleazy powoduje degradacje mRNA w wielu niespecyficznych miejscach pozostawiajac
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krétkie jego fragmenty przytaczone do cDNA (Ryc. 11). Te fragmenty stuza za startery dla polimerazy,
ktdéra syntetyzuje drugg ni¢ cDNA z wielu miejsc jednocze$nie usuwajgc napotkane na swojej drodze

fragmenty RNA.
1 2 3 4 5 6

--- —

Ryec. 9: Analiza elektroforetyczna produktéw réznych etapéw eksperymentu mikromacierzowego 112 -
wyizolowane RNA, 3 i 4 - oczyszczone cRNA, 5 i 6 - pociete cRNA (Herok R, nieopublikowane dane)

Bardzo silny wplyw na ten etap ma stopien degradacji RNA powodujac powstawanie skréconych
czasteczek cDNA (od strony konca 5) w przypadku gdy uzyta matryca mRNA byta zdegradowana [158].
W takiej sytuacji sondy potozone w wiekszej odlegtosci od konca 3’ moga mie¢ nizszy sygnatl. Z tego
powodu wszystkie sondy, w przypadku macierzy typu 3'IVT, wybierane sg z obszaru potozonego mozliwie
najblizej konca 3’ transkryptu. Degradacja w niewielkiej odlegtosci od konca 3’ catkowicie zatrzymuje
proces syntezy cDNA poniewaz uniemozliwia to przylgczenie sie startera oligo-dT i powielenie
uszkodzonej czgsteczki (ze wzgledu na brak ogona poli-A) nie wptywa jednak na réznice w poziomach

sygnatu miedzy sondami pojedynczego transkryptu.

MRNA
5" - _GTCACARRAAAAAAAAAARAAAAARAAAAARAARARAAAAARAAL (..) AAAAAAAAARARAARRARAA -37
FLEEEEEEEr ety
<« 3" TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCC GG

T7-Oligo(dT)

CTCAGCA

TAATGTTAAGTGACCGG =57

Ryec. 10: Synteza cDNA oparta o komercyjny starter T7-0ligo(dT) strzatka oznacza kierunek syntezy, czerwona
czcionka oznacza sekwencje promotora wykorzystywana w procesie amplifikacji

W zatozeniu starter oligo-dT powinien tgczy¢ sie z dlugim motywem (A)n (ciag n-nukleotydéw adeniny),
ktdry jest czescig ogona poli-A transkryptu. Warunkiem koniecznym zainicjowania syntezy jest to aby
koniec 3’ startera byt zhybrydyzowany z mRNA (tak jak na Ryc. 10). Pozycja przytaczania startera na jest
losowa jednak jego ma bardzo istotne znaczenie, poniewaz niezhybrydyzowany koniec 3’ oligo(dT)
(wynikajacy z braku nukleotydéw A na przeciwlegtej nici) uniemozliwia zainicjowanie procesu syntezy
cDNA. Dodatkowo wraz ze wzrostem stezenia oligo-dT znacznie zwieksza sie szansa na zwigzanie wiecej
niz jednego startera [159]. W takiej sytuacji prawidlowa synteza moze zaj$¢ tylko od startera potozonego
najblizej konca 5’ transkryptu, poniewaz w przypadku pozostatych synteza bedzie zablokowana przez
dodatkowe startery zhybrydyzowane blizej korica 5’ mRNA. Dodatkowo motywy znajdujace sie wewnatrz
transkryptu zawierajace przynajmniej 8 nukleotydéw A takze moga przytaczac do siebie starter oligo(dT)
[159]. Wewnetrzne motywy (A)n moga inicjowal proces syntezy cDNA, ktére w takiej sytuacji beda

pozbawione fragmentu sekwencji pomiedzy motywem (A)n a konicem 3’ transkryptu. W praktyce jednak,
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w zwigzku z tym, Ze motywy te s3 znacznie krétsze niz kilkuset-nukleotydowy ogon poli-A synteza
nastepuje bardzo rzadko gdyz szansa na przylaczenie startera w taki sposdb, ze jego koniec 3’ bedzie
przylegat do transkryptu jest relatywnie niska. Konsekwencja tego jest powstawanie duzej liczby
czasteczek cDNA o sekwencji rozpoczynajacej sie w prawidtowym miejscu (na koncu 3 mRNA) jednak
obcietych w miejscu pojawienia sie wewnetrznego motywu (A)n w zwigzku z zablokowang synteza [159].
Ten etap procesu moze mie¢ zatem kluczowe znaczenie dla wynikéw analizy w przypadku genéw

zawierajacych w swojej sekwencji dtugie motywy (A)n.

III etap - Amplifikacja i znakowanie: Ten etap eksperymentu mikromacierzowego polega na powieleniu
(amplifikowaniu) zsyntetyzowanego cDNA w procesie transkrypcji in vitro, ktérej celem jest
wyprodukowanie duzej iloSci wyznakowanego biotyng cRNA (komplementarny RNA). Do tego celu
wykorzystywany jest fragment startera oligo(dT) zaznaczony na Ryc. 10 czerwonym kolorem, ktéry jest
potaczony z promotorem polimerazy bakteriofaga T7. Proces transkrypcji przebiega przy udziale

wyznakowanych biotyng nukleotydéw Ci U [157].

Wydajnos¢ tego procesu ma duzy wptyw na wyniki koncowe [160], z tego wzgledu jest on kontrolowany
przez RNA referencyjne dodane na pierwszym etapie procedury oraz niezalezny pomiar wykonany za
pomoca spektrofotometru i bioanalizatora, ktérych celem jest okreSlenie stezenia oraz integralno$ci
uzyskanego cRNA. Produkt uzyskany w tym etapie przedstawiony jest na pozycji 3 i 4 analizy
elektroforetycznej (Ryc. 9). W tym przypadku rybosomalne RNA nie jest juz widoczne (poniewaz jego
matryca cDNA nie zostala zsyntetyzowana w zwigzku z brakiem ogona poli-A a brak wyraznych prazkéw
Swiadczy o tym, Ze preparat sktada sie z wielu fragmentéw cRNA o réznych dtugosciach uzaleznionych od

dtugosci wyizolowanych czgsteczek mRNA.

1. Izolacja mRNA 3. Amplifikacja i znakowanie | | 5. Hybrydyzacja B
5 mRNA 3 Promotor T7  Polimeraza g CRNA
poliA I ’
Sonda
| 2.Synteza cDNA
4. Fragmentacja cRNA |
MRNA
5":@;3'5, 5 .l':! f R p pOEBE BB 157 6. Barwienie |
cDNA  oligo(dT) 5,5’ 0B O pRERE G D 15 B=S—*
CRNA |:EB=S—* Fikoerytryna
5 3 @ Biotyna BES—*
W WCWL | Ll | pid 1 N
CDNA oligo(dT) PR R I EE iEg R ! Streptawidyna

Ryc. 11: Przebieg eksperymentu mikromacierzowego z wyréznieniem etapéw syntezy cDNA i cRNA oraz procesu
hybrydyzacji i barwienia cRNA

Produkty koncowe amplifikacji nie zawierajg juz sekwencji promotora T7 jednak pozostatos$cig tego
procesu jest krotki odcinek sekwencji startera oligo(dT) potozony pomiedzy promotorem T7 a motywem
(T)24 zaznaczony na Ryc. 10 zielonym kolorem. Poniewaz ten fragment sekwencji znajduje sie w kazdej
powstatej czasteczce cRNA jego ilo$¢ jest bardzo duza co sprawia, Ze moze on oddziatywa¢ z sondami
zawierajacymi podobny fragment sekwencji, znaczaco wptywajac na ich poziom sygnatu [161]. Uwaza sie,

ze proces amplifikacji moze by¢ Zrédiem wielu niedoktadnosci, ze wzgledu na to, Ze zachodzi on z rézna
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wydajnoscia w zaleznos$ci od budowy transkryptéw oraz ich potencjalu do tworzenia struktur
drugorzedowych [162], bedac motywacja do prowadzenia prac w dziedzinie wykorzystania

nieamplifikowanego cDNA [163].

IV etap - Fragmentacja cRNA: Uzyskane cRNA jest ciete na krétkie fragmenty o dtugosci 50-100nt.
Sciezki 5 i 6 na Ryc. 9 pokazuja wynik analizy elektroforetycznej pocietego na fragmenty cRNA. Prazki w
dolnej czes$ci wykresu wskazuja na duza liczbe krétkich odcinkéw RNA informujac o prawidtowo
przeprowadzonym etapie fragmentacji. Po tym etapie do preparatu dodawana jest kolejna mieszanina
czterech cRNA bakterii E.Coli (tzw. bacterial spike) obecnych w mieszaninie w réznych stezeniach.
Materiat ten stuzy jako kontrola wydajnosci nastepnego etapu jakim jest hybrydyzacja wyznakowanego
cRNA do mikromacierzy [157].

V etap - Hybrydyzacja: Ten etap jest najbardziej czasochtonnym ze wszystkich, polega on na 16
godzinnej hybrydyzacji uzyskanego cRNA do sond mikromacierzowych. W zaleznosci od struktury
nukleotydowej sondy hybrydyzuja z r6zng dynamika, wydajnos¢ tego etapu moze zatem mie¢ znaczny
wplyw na wyniki konnicowe eksperymentu [164]. Zbyt dtuga hybrydyzacja moze prowadzi¢ do wysychania
materialu w komorze mikromacierzy, co objawia sie w postaci nieréwnomiernej hybrydyzacji.
Odparowanie cze$ci wody z preparatu moze dodatkowo zmieni¢ stezenie obecnych w nim soli co wptywa

znaczaco na wydajnos$¢ catego procesu [165].

VI etap - Plukanie i barwienie: Etap ten rozpoczyna proces odptukania niespecyficznie zwigzanych
czasteczek cRNA. Jest to kolejny etap, ktéry moze dramatycznie wptywaé na wyniki konicowe. W
zalezno$ci od warunkéw w jakich proces ptukania zostat przeprowadzany (stezenie soli, jonéw wapnia i
magnezu w buforze ptuczacym, temperatura) ilo$¢ niespecyficznie zwigzanych czasteczek jest
odptukiwana z rézng wydajnoscia co znaczaco wptywa na poziom tta. Dodatkowo indywidualne cechy
sond wynikajgce z réznic w ich sekwencjach nukleotydowych sprawiaja, iZ pomimo idealnego
dopasowania do transkryptéw wytworzone wigzania maja r6zna site [166], ktéra dodatkowo uzalezniona
jest od temperatury w jakiej zachodzi reakcja. Po etapie ptukania zhybrydyzowane fragmenty cRNA s3
wybarwiane za pomocg kompleksu fikoerytryny i streptawidyny (Ryc. 11). Fikoerytryna jest znacznikiem
fluorescencyjnym natomiast streptawidyna jest biatkiem posiadajacym bardzo silne powinowactwo do
biotyny, ktéra wyznakowane jest przygotowane wczes$niej cRNA. Jako$¢ uzytego na tym etapie fluoroforu
wplywa znaczaco na poziom intensywnosci fluorescencji wszystkich sond obnizajagc czutos¢

mikromacierzy w przypadku gdy substancja ta miata zbyt dtugi kontakt ze §wiattem dziennym.

VII etap - Skanowanie: W tym etapie, za pomoca $wiatlta lasera, wzbudzana jest fluorescencja
fikoerytryny zwigzanej z cRNA na kazdej sondzie, za pomoca $wiatta lasera. Nastepnie poziom
fluorescencji odczytany zostaje poprzez detektor skanera mikromacierzowego. Czas trwania tego procesu
uzalezniony jest od rozmiaru mikromacierzy wahajac sie w okolicy 10minut. Na czas skanowania
wszystkie macierze umieszczane s3 w komorze skanera po to aby ich fluorescencja nie byta uzalezniona
od réznego czasu ekspozycji na $wiatto dzienne co mogloby zwieksza¢ réznice pomiedzy badanymi
prébkami. Zalecane jest przeprowadzenie wytgcznie jednego skanowania poniewaz kazde kolejne obniza
intensywno$¢ sygnatu o 10-20% w zwigzku z wySwiecaniem sie fluoroforu, jednoczes$nie obnizajac

czuto$¢ mikromacierzy [167].
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VIII etap - Analiza danych: Ostatni etap polega na analizie danych, ktorej pierwszym etapem jest
kontrola jakosci kazdej macierzy w oparciu o zestaw sond kontrolnych okreslajacych wydajnos¢
poszczegbélnych proceséow oraz jako$ci samego materiatu wyjsciowego. Kontrola jakosci pozwala na
wyodrebnienie mikromacierzy wysokiej jako$ci, ktére nastepnie przechodza wstepne przetwarzanie.
Polega ono gtéwnie na odjeciu poziomu tta, ktérego celem jest ograniczenie wptywu niespecyficznej
hybrydyzacji na poziomy sygnatu. W nastepnym kroku przeprowadzana jest normalizacja w celu
wyeliminowania réznic w poziomach sygnatu wynikajgcych z réznic w wydajnosci poszczegdlnych
etapéw, gtownie proceséw hybrydyzacji i amplifikacji. Wstepne przetwarzanie danych Kkonczy
sumaryzacja, ktéra ogranicza réznice w poziomach ekspresji pomiedzy poszczegélnymi sondami
obliczajac na ich podstawie jedna warto$¢ ekspresji dla catego zestawu. Wstepne przetwarzanie ma
bardzo duzy wptyw na wyniki koficowe co uzaleznione jest dodatkowo od zastosowanego algorytmu. Jego
przeprowadzenie jest niezbedne, jednak wigze sie z kilkoma ograniczeniami, ktére wynikajg z
podstawowych zatozen wykorzystanych metod. Gtéwne z nich polega na tym, ze Srednia (lub okreslony
kwantyl) poziomu ekspresji jest niezmienny pomiedzy prébkami, co skutkuje tym, Ze liczba genéw
roznicujacych o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji bedzie zawsze podobna. Szczegdlnie jest to
widoczne w przypadku metod bazujacych na ujednolicaniu rozktadu intensywnosci sond pomiedzy
prébkami (np. normalizacja kwantylowa). Zatozenia procedury eksperymentalnej a takze algorytmoéw
analizy uniemozliwiajg zatem wykrycie globalnego spadku lub wzrostu poziomu ekspresji genéw w
wyniku zadziatania okre$lonego czynnika wptywajacego np. na tempo degradacji mRNA, sprawiajac, iz w

takiej sytuacji obserwowane trendy zmian mogg by¢ niezgodne z rzeczywistoscia.

Przebieg procedury eksperymentalnej ulegal wielu zmianom od 2001 roku, kiedy pokazaty sie
pierwsze mikromacierze firmy Affymetrix. Zmiany te dotyczyty gtéwnie wykorzystania innego typu
odczynnikdw pozwalajacych na osiagniecie wiekszej wydajnosci przy kroétszych czasach inkubacji.
Najwazniejsze zmiany wprowadzono w 2004 roku kiedy to dotozono dwuetapowy proces syntezy cDNA
oraz w 2009 roku gdy zostaty wprowadzone macierze z sondami specyficznymi dla eksonéw (np. typu
HuGene-1_0-st), ktére wykorzystuja zestaw odczynnikéw firmy Ambion. Starter oligo(dT) zostat w nich
zastapiony zestawem starteréw o losowej sekwencji sze$ciu nukleotydéw (N)e bedacych alternatywg dla
specyficznego motywu (T)24 wykorzystywanego przez oligo(dT). Dodatkowo znakowanie odbywa sie po
etapie fragmentacji z wykorzystaniem terminalnej transferazy deoksynukleotydowej (TdT), ktéra dodaje
wyznakowane nukleotydy wytgcznie na koncu 3’ fragmentu cRNA. Zmiany w procedurze mogg by¢ zatem

przyczyna zmienno$ci pomiedzy eksperymentami wykonanymi na przestrzeni kilku lat .
3.9.4. Metody kontroli jakosSci danych

Odpowiednia kontrola jakoS$ci i wybdér prébek do dalszego przetwarzania jest jednym z kluczowych
elementéw procesu analizy danych mikromacierzowych [168]. Wiekszo$¢ dostepnych algorytmoéow
wstepnego przetwarzania danych, takich jak Robust Multi-array Average (RMA) [138] i jego odmiany
[151, 169] oparte s3a o wiedze dostarczong przez wszystkie badane w eksperymencie probki. Z tego
wzgledu wykorzystanie préobek o niskiej jako$ci, zawierajacych silne artefakty wynikajace z
niedoktadnos$ci przeprowadzonej procedury eksperymentalnej wpltywaja na wyniki catego
eksperymentu. Odpowiednia kontrola jakosci jest zatem bardzo istotna z punktu widzenia catego procesu

przetwarzania i zawsze powinna by¢ przeprowadzona.
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Ocena jakos$ci RNA

RNA jest bardzo nietrwatym zwigzkiem wrazliwym na szereg czynnikéw zewnetrznych z tego wzgledu
jakos¢ uzytego RNA powinna by¢ kontrolowana przed rozpoczeciem eksperymentu mikromacierzowego,
w jego trakcie a takze po zakoniczeniu jako element analizy danych mikromacierzowych. Przed
naniesieniem materialu na powierzchnie mikromacierzy, jakos¢ RNA oceniana jest za pomoca
bioanalizatora, ktéry dziala na zasadzie podobnej do standardowej elektroforezy w Zelu agarozowym.
Wybarwione znacznikiem fluoroscencyjnym RNA nanoszony jest na przystosowany do tego celu chip,
przez ktory przeptywa z rozng predkoscia w zaleznosci od diugosci fragmentéw RNA. Wynikiem jest
wykres zaleznosci poziomu fluorescencji w czasie, ktérego ksztatt uzalezniony jest od stopnia degradacji
naniesionego RNA. Dodatkowo jako$¢ prdbki oceniana jest poprzez wspoétczynnik RIN (z ang. RNA
Integrity Number) w skali 1-10 gdzie 10 oznacza RNA o najwyzszej jakoSci, zawierajace minimalng ilo$¢
produktéw procesu degradacji. Ryc. 12 pokazuje przyktadowe przebiegi uzyskane za pomoca

bioanalizatora Agilent 2100.
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Ryc. 12: Przyktadowe wyniki analizy integralnos$ci RNA za pomoca bioanalizatora Agilent 2100. A- prawidiowe
RNA, B- cze$ciowo zdegradowane RNA, C-brak RNA w prébce, D-marker masy zbudowany z fragmentéw RNA o
dtugosciach 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.75 i 1kbp (Herok R., nieopublikowane dane)

RIN szacowany jest na podstawie indywidualnych cech wykresu przede wszystkim stosunku dwoéch
najwyzszych pikéw widocznych na przebiegu A oznaczajacych proporcje jednostek 18S i 28S RNA
rybosomalnego oraz piku markera w obszarze najnizszych dtugosci sekwencji widocznego szczegélnie na
wykresie B (w okolicy 22 sekundy). Niski poziom pikéw RNA rybosomalnego w stosunku do piku markera
sugeruje, ze znaczna czes$¢ tego RNA ulegta degradacji, co widoczne jest w postaci dodatkowego rozktadu
w okolicy markera. Brak pikéw RNA rybosomalnego widoczny na wykresie C oznacza brak lub
niedostatecznie wysokie stezenie RNA w badanej prébce. Wykres D pokazuje marker masy, dzieki
ktéremu mozna okresli¢ dtugos¢ RNA sktadajacego sie na poszczegélne piki z pozostatych wykresow.

Po hybrydyzacji z mikromacierza firmy Affymetrix poziom degradacji oraz zanieczyszczenie RNA
rybosomalnym mozna okresli¢ poprzez analize okreslonej grupy zestawéw sond kontrolnych. Naleza do
nich zebrane w Tab. 1 sondy specyficzne dla genéw referencyjnych (grupa 1) oraz rybosomalnego RNA
(grupa 2). Podobnie jak w przypadku pozostatych zestawéw sond pomiary uzyskane dzieki sondom
kontrolnym nie pozwalajg na stwierdzenie czy danego RNA bylo duzo czy mato gdyz jego wartos¢,

wyrazona w jednostkach arbitralnych jest uzalezniona od specyfiki samego eksperymentu oraz metody
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wstepnego przetwarzania danych. Z tego wzgledu arbitralne kryteria oparte o pojedyncze pomiary w tej
sytuacji nie sg wskazane. Wszystkie metody kontroli jakosci bazujace na sondach kontrolnych oparte sg o
proporcje pomiaréw albo na przestrzeni pozostatych mikromacierzy z danego eksperymentu albo w
obrebie sygnatu z pojedynczej macierzy (np. stosunek sygnatu zestawu rRNA do $redniej intensywnosci
macierzy lub jednego z gendéw referencyjnych). Pozwala to na zidentyfikowanie potencjalnie
problematycznych prébek, ktére znacznie r6znia sie od pozostatych pod wzgledem jakosci. Ze wzgledu na
to, ze rozne zestawy sond kontrolnych s3 podatne na wptyw okreslonych etapéw eksperymentu
pozwalajg okresli¢, ktory z nich jest Zzrédtem zmiennosci i czy wobec tego okreslona probka powinna by¢

analizowana na dalszym etapie czy tez odrzucona z eksperymentu.

Grupa Typ Nazwa Opis
AFFX-HSAC07/X00351 ACTB - gen B-aktyny odpowiedzialnej za strukture komorki
1 Geny referencyjne AFFX-HUMGAPDH/M33197 GAPDH - enzym bioracy udziat w glikolizie

AFFX-HUMISGF3A/M97935 STAT1 - czynnik transkrypcyjny

AFFX-HUMRGE/M10098 Gen kodujacy jednostke 18S rRNA
AFFX-M27830 Gen kodujacy jednostke 28S rRNA
2 RNA rybosomalne
AFFX-r2-Hs18SrRNA Gen kodujacy jednostke 18S rRNA - versja 2
AFFX-r2-Hs28SrRNA Gen kodujacy jednostke 28S rRNA - versja 2
AFFX-DapX / AFFX-r2-Bs-dap Gen Dap bakterii B.Subtilis - proporcje 1:6,667
Kontrola amplifikacji | AFFX-ThrX / AFFX-r2-Bs-thr Gen Thr bakterii B.Subtilis - proporcje 1:25,000
3
(Polya spike) AFFX-PheX / AFFX-r2-Bs-phe Gen Phe bakterii B.Subtilis - proporcje 1:50:000

AFFX-LysX / AFFX-r2-Bs-lys Gen Lys bakterii B.Subtilis - proporcje 1:100,000

AFFX-BioB / AFFX-r2-Ec-bioB Gen BioB bakterii E.Coli — objetos¢ 1.5 pM

Kontrola hybrydyzacji | AFFX-BioC / AFFX-r2-Ec-bioC Gen BioC bakterii E.Coli — objetos¢ 5 pM
(Bac spike) AFFX-BioDn / AFFX-r2-Ec-bioD | Gen BioD bakterii E.Coli — objeto$¢ 25 pM

AFFX-CreX / AFFX-r2-P1-cre Gen Cre bakteriofaga P1 — objetos¢ 100 pM

Tab. 1: Geny referencyjne mikromacierzy Affymetrix z serii 3'IVT

Poziom degradacji RNA takze moze by¢ oceniony na podstawie zestawu sond kontrolnych. Kazdy z
zestawdw znajdujgcych sie w Tab. 1 sktada sie z 3 oddzielnych podgrup sond umieszczonych blisko konca
5’, w Srodkowej czeSci mRNA oraz na jego koncu 3’. Por6wnanie proporcji sygnatu pomiedzy zestawami z
konica 5’ i 3’ pozwala na oszacowanie stopnia degradacji, ktory z kolei jest porownywany z ustalonym
przez producenta progiem odciecia oraz z warto$ciami uzyskanymi dla pozostatych macierzy.

Inng forma oceny jakosci RNA s3a wykresy stopnia degradacji, ktére przeciwienstwie do sond
kontrolnych bazujg na wszystkich sondach znajdujacych sie na macierzy [170]. Wykresy degradacji RNA
pokazuja Srednig warto$¢ ekspresji dla sond umieszczonych kolejno od konica 5’ do 3' mRNA. Sondy PM
pojedynczego zestawu, ktérych w przypadku macierzy 3’'IVT jest 11, utozone s3a w kolejnosci
odpowiadajacej ich potozeniu w sekwencji wigzanego mRNA. Poniewaz wszystkie sondy s3g wybrane z
niewielkiego obszaru 600 nukleotydéw rdznica pomiedzy skrajnymi sondami jest niewielka, z tego
wzgledu zaobserwowanie okreslonego trendu jest mozliwe dopiero po uwzglednieniu wszystkich
zestawéw. Srednia intensywno$¢ reprezentowana jest na wykresie osia Y natomiast kolejno$¢ wynikajaca
z potozenia zaznaczona jest na osi X (Ryc. 13). W idealnych warunkach linie powinny by¢ poziome - brak
degradacji jednak tak nigdy nie jest gdyz RNA wyizolowane z komérek jest zawsze w pewnym stopniu

zdegradowane. Z tego wzgledu kat nachylenia linii nie jest istotny, wazne jest jedynie aby byl on
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jednakowy dla wszystkich prébek. Nie jest zatem wazne w jakim stopniu RNA ulega degradacji (o ile
miesci sie w dopuszczalnym zakresie) a jedynie aby jego poziom byl poréwnywalny dla wszystkich

analizowanych mikromacierzy.
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Ryec. 13: Przyktadowe wykresy degradacji RNA pochodzace z eksperymentu o bardzo wysokiej jakosci (lewy) oraz z
eksperymentu zawierajacego nieprawidtowo przygotowane mikromacierze (prawy). Poszczegdlne linie, wykonane
dla oddzielnych mikromacierzy, reprezentuja Srednie poziomy sygnatu dla sond potozonych w réznej odlegtosci od
konca 5’ transkryptu.

Poza oceng wzrokowa oparta o przygotowany wykres, préobki poréwnywane s3 za pomocg testu na
odchylenie wyznaczonej krzywej od linii regresji obliczonej na podstawie wszystkich mikromacierzy z
danego eksperymentu. Pozwala to na zidentyfikowanie macierzy odstajgcych, jednak nalezy pamietac, ze
réznica w kacie nachylenia pojedynczej prébki wcale nie oznacza, iz wynika ona z réznego stopnia
degradacji. Przyktadem na to jest na probka o przebiegu zbliZonym do poziomej linii widoczna w lewej
czesSci Ryc. 13, ktora wcale nie wynika z niskiego poziomu degradacji ale wysycenia sygnatéw wiekszosci
sond z tej pojedynczej mikromacierzy spowodowanej natozeniem zbyt duzej iloSci materiatu

biologicznego.

Ocena wydajnosci procesu amplifikacji i znakowania

Wydajno$¢ procesu amplifikacji i znakowania kontrolowana jest w przypadku technologii Affymetrix
przez zestaw sond kontrolnych specyficznych dla transkryptéw pieciu genéw Dap, Lys, Phe, Thr, oraz Trp
wyizolowanych z bakterii B. subtilis, nazywanych polya spike (grupa 3 w Tab. 1). Transkrypty te dodawane
sa w réznych proporcjach do wyizolowanego RNA a dzieki temu, Ze zawierajg one koniec poli-A mogg bra¢
udzial w tych samych etapach procedury eksperymentalnej co ludzkie mRNA. [lo$§¢ dodawanego RNA
genu lys jest najmniejsza, na granicy czuto$ci mikromacierzy (1:100,000 cze$¢ catkowitego RNA, czyli
okoto 3 transkrypty na komoérke) z tego wzgledu jest ono wykorzystywane jako kontrola czutosci catego
doswiadczenia. Zdaniem producenta w prawidlowo przeprowadzonym eksperymencie poziom sygnatu
otrzymanego dla genu Lys powinien przewyzsza¢ poziom tta w przypadku przynajmniej potowy prébek.
Pozostate transkrypty dodawane sa w wiekszych objetosciach tworzac zalezno$¢ Lys < Phe < Thr < Dap

gdzie ilo$¢ Dap jest najwieksza - na granicy nasycenia sond.
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Analiza intensywnoS$ci sygnatu zestawdéw sond kontrolnych pozwala na monitorowanie procesu
znakowania i amplifikacji niezaleznie od typu ilosci i jakosci badanego RNA, chociaz zanieczyszczenia
wewnatrz probek RNA moga wptywacé na efektywnos$¢ obu tych procesow. Niezachowane proporcje
pomiaréw w przedziale niskich lub wysokich warto$ci wskazuja na problemy z czuto$ciag mikromacierzy,
jesli jednak sondy te pokazuja prawidtowe warto$ci a mimo to istnieje problem z prébkg to
najprawdopodobniej przyczyna jest wtedy niska jakos$¢ wyjSciowego materiatu biologicznego.

Wiekszo$¢ macierzy nowszego typu zawiera dwa typy zestawéw sond kontrolnych o nieco bardziej
informatywnych nazwach i przyrostkach ,r2” (Tab. 1). Oba zestawy majg sondy specyficzne dla tego
samego genu jednak wybrane z nieco innego fragmentu, ktéry jest bardziej specyficzny. Z tego wzgledu

zestawy ,r2” powinny by¢ wykorzystane do analizy o ile sg dostepne dla mikromacierzy okreslonego typu.

Ocena wydajnosci procesu hybrydyzacji

Podobnie jak w przypadku etapéw znakowania i amplifikacji, proces hybrydyzacji kontroluje zestaw sond
specyficznych dla transkryptow dodawanych do mieszaniny (grupa 4 w Tab. 1). BioB, bioC i bioD
pochodza od genéw uczestniczacych w syntezie biotyny u bakterii E. Coli natomiast Cre jest wyizolowane
z bakteriofaga P1. Dodawane one sa do mieszaniny dopiero przed procesem hybrydyzacji, po to aby
mozliwe bylo jego kontrolowanie niezaleznie od poprzednich etapéw eksperymentu takich jak
znakowanie czy amplifikacja. BioB podobnie do Lys jest dodawany w ilo$ci odpowiadajgcej stosunkowi
1:100,000 do RNA komoérkowego, ktéra jest na granicy czuto$ci mikromacierzy. W zwigzku z tym on takze
powinien charakteryzowac sie sygnatem hybrydyzacji powyzej poziomu tlta w przypadku przynajmniej
50% probek. Pozostate zestawy kontrolne powinny pokazywac trend bioB < bioC < bioD < Cre, ktdry z
uwagi na to, ze sygnaly tych zestawdw s3 niezalezne od koncentracji oraz jakosci RNA materiatu
poczatkowego, powinien by¢ podobny na przestrzeni wszystkich badanych prébek.

W przypadku, gdy poziomy ekspresji odczytane przez sondy nalezace do standardowych zestawéw
sg prawidlowe, podczas gdy zestawy sond kontrolujacych proces amplifikacji i znakowania znacznie
odbiegaja od pozostalych prébek, problem najprawdopodobniej nie lezy po stronie procesu hybrydyzacji.
Jednak jesli oba typy sond kontrolnych wskazuja na problemy to najbardziej prawdopodobna przyczyna
jest zaburzenie wydajnosci procesu hybrydyzacji lub ptukania mikromacierzy. Problemy pojawiajace sie
wylacznie w przypadku sond kontrolnych typu bac spike sugeruja blad pipetowania podczas
przygotowywania mieszaniny RNA kontrolnego (Tab. 2).

Geny
polyA spike | Bac spike Mozliwa przyczyna
referencyjne
bfad ok ok niska jako$¢ wyjsciowego RNA
btad bfad ok problemy na etapach amplifikacji/znakowania
btad btad btad problemy na etapie hybrydyzacji/ptukania
ok ok btad bfad pipetowania podczas dodawania bac spike
ok btad ok btad pipetowania podczas dodawania polyA spike

Tab. 2: Problemy objawiajgce sie réznicami w sygnale réznych grup sond kontrolnych oraz mozliwe przyczyny

Innym sposobem na walidowanie przebiegu procesu hybrydyzacji w przypadku technologii Affymetrix sg

obrazy powierzchni mikromacierzy. Na podstawie plikéw z danymi (typu CEL) mozliwe jest odtworzenie
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obrazu odczytanego przez detektor skanera, ktory zostat przekonwertowany na dane liczbowe.
Odzyskany obraz ma znacznie mniejszg doktadnos$¢ niz oryginat gtownie z tego wzgledu, ze pierwotnie
sygnat kazdej pojedynczej sondy reprezentowany byt nie przez jeden ale 16 pikseli obrazu, ktérych
oryginalna intensywno$¢ (zapisana w plikach typu DAT) zwykle nie jest przechowywana po
eksperymencie. Gléwnym zatozeniem podczas budowy mikromacierzy Affymetrix jest losowe
rozmieszczenie sond na jej powierzchni, z tego wzgledu silna wariancja poziomu sygnatu wartosci w
okreslonych obszarach obrazu sugeruja przyczyny inne niz zrdéznicowanie biologiczne. Artefakty
widoczne na obrazach powierzchni mikromacierzy to gtéwnie drobne zanieczyszczenia, ktére powodujg,
ze zwykle niewielkie obszary macierzy pokazuja sztucznie wieksza badZz mniejsza intensywnos$¢
fluorescencji [171]. Wystepuja one bardzo czesto i o ile sg niewielkie to stosunkowo dobrze radzg sobie z
nimi metody sumaryzacji zestawéw sond, w ktérych pojedyncze sondy bedace wielkoSciami odstajacymi
sa odrzucane. Niektdére artefakty wynikajace np. z nieré6wnomiernej hybrydyzacji albo uszkodzen
powstatych w procesie ptukania mogg zajmowac¢ bardzo duzy obszar macierzy co ma bardzo silny wptyw
na oszacowane poziomy ekspresji poprzez nieprawidlowo wyznaczony poziom tta albo niewtasciwe

ujednolicenie rozktadéw intensywnosci sond w procesie normalizacji kwantylowe;j.

Ryc. 14: Przyktadowe obrazy réznicowe pomiedzy prébkami zawierajacymi artefakty a obrazem referencyjnym
(mediana sygnatu ze wszystkich mikromacierzy). Niebieski kolor oznacza niska ekspresje w stosunku do macierzy
referencyjnej, czerwony wysoka. Lewa strona - zanieczyszczenia powstate podczas procesu ptukania, $rodek -
uszkodzenia mechaniczne macierzy, prawa strona - nieréwnomierna hybrydyzacja.

Artefakty obrazu powierzchni mikromacierzy mozna jednak stosunkowo tatwo zidentyfikowac
poréwnujac obrazy uzyskane dla poszczegélnych prébek wzgledem obrazu referencyjnego zwykle
stworzonego w oparciu o mediane intensywno$ci wszystkich mikromacierzy z eksperymentu. Sondy
nalezace do tego typu artefaktéw moga by¢ pominiete podczas procesu analizy danych lub odtworzone na
podstawie innych prébek lub innych sond nalezacych do zestawu zawierajacego sondy obarczone btedem

[144, 145, 171]. W przypadku gdy artefakty sg zbyt duze zaleca sie odrzucenie danej mikromacierzy.

Rozklad intensywnoSci sygnatu

Analiza rozktadu intensywno$ci surowych sygnatéw ze wszystkich sond jest zwykle jednym z pierwszych
etapow procesu kontroli jako$ci. Wiekszo$¢ czynnikéw wptywajacych na proces pomiarowy wptywa w
istotny sposéb na ksztatt rozktadu intensywnos$ci sond. Najcze$ciej rozktad intensywnoS$ci przedstawiany
jest w formie wykres6w ramkowych (Ryc. 15) albo histogramoéw, ktérych celem jest wyodrebnienie
mikromacierzy o znacznie wiekszej lub mniejszej intensywnos$ci. Uwaza sie, ze réznice w poziomie

intensywno$ci pomiedzy prébkami nie sa problematyczne gdyz kompensuja to procedury normalizacji
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jednak probki o nienaturalnych rozktadach wymagaja doktadniejszej analizy w celu okre$lenia przyczyny
obserwowanych réznic [170].

Rdznice w poziomie intensywnosSci moga wynika¢ z niedoktadnos$ci niemal kazdego etapu
procedury eksperymentalnej. Mimo, Ze wydajno$¢ niektoérych etapéw moze byé kompensowana w trakcie
procedury np. ilo$§¢ wyizolowanego mRNA, to doktadnos$¢ pipetowania, od ktorej uzaleznione sg wtasciwe
warunki wszystkich reakcji oraz doktadno$¢ urzadzen wykorzystywanych do pomiaru stezenia RNA moga

znaczaco wptywac na wyniki.

See

T T T T T T
A n 12 14 16
Poziom sygnatu - 1092 [a.u.]

Ryec. 15: Przyktadowe wykresy ramkowe z wyraznie widoczna macierza odstajaca o nietypowo nizszej medianie
sygnatéw surowych sond

Ze wzgledu na to, iz wiekszo$¢ transkryptow sie nie zmienia a specyfika samej procedury doswiadczalnej
powinna zapewni¢ réwny poziom intensywnosci pomiedzy probkami to wszelkie zaburzenia widoczne na
wykresach skupiajacych sie na ksztalcie rozktadéw intensywnoSci sa albo wynikiem spadku wydajnosci
jednego z procesow (np. hybrydyzacji) albo wynikaja z wysokiego stopnia degradacji badanego RNA. W
przypadku znacznych réznic w Srednim poziomie intensywno$ci w dalszym ciggu mozna zastosowacé
normalizacje w celu efektywnego zmniejszenia réznic jednak nalezy pamieta¢ o tym, ze zbyt niska
intensywnos$¢ przeskalowana do wysokich warto$ci wptynie na zintensyfikowanie poziomu szumu w
danych i dodatkowo, w przypadku, gdy liczba prébek w eksperymencie jest niewielka, doprowadzi do
obnizenia czuto$ci pozostalych mikromacierzy. Z tego wzgledu nieraz lepszym rozwigzaniem jest
odrzucenie probki z dalszej analizy przed procesem normalizacji.

Kontrola jako$ci mikromacierzy wymaga nieraz przeanalizowania wielu parametréw w celu
wyodrebnienia macierzy odstajacych, w tym bardzo pomocne sg tzw. wykresy QC (Ryc. 16), ktore
powstaja poprzez potaczenie kilku statystyk niezwykle pomocnych przy identyfikacji probek o niskiej
jakosci [168]. Wykresy QC sktadaja sie z kilku elementéw zaznaczonych niebieskim kolorem w przypadku
gdy reprezentujg wartosci dopuszczalne zdefiniowane przez producenta mikromacierzy lub czerwonym
gdy jest przeciwnie. Procenty obok nazw prébek (Ryc. 16 - A) reprezentuja zestawy sond oznaczone jako
,obecne” (z ang. ,present”) tzn. takie, ktérych ekspresja przewyzsza poziom tta, wynikajacy z
niespecyficznej hybrydyzacji. Zestaw sond jest typu ,present” jesli poziom sygnatu jego sond PM jest
znamiennie silniejszy od sygnatu sond MM. Niewielki procent tego typu zestawéw sond oznacza, Ze albo

znaczna cze$S¢ gendéw nie ulega ekspresji albo poziom niespecyficznej hybrydyzacji jest wysoki
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(PM<=MM). W przypadku tych wykreséw procent wykorzystywany jest gtéwnie do identyfikacji macierzy
odstajacych réznigcych sie pod wzgledem tej statystyki od pozostatych. Jego $srednia wartos$¢ jest mato
informatywna ze wzgledu na fakt, Zze moze sie ona drastycznie rézni¢ dla réznego typu komorek.
Dopuszczalny zakres réznic tego wspétczynnika na przestrzeni wszystkich mikromacierzy to 10% je$li
zalozZenie to nie jest spetnione to wszystkie macierze oznaczone sg kolorem czerwonym. W przypadku
macierzy eksonowych nowego typu gdzie nie ma juz sond typu PM statystyka ta moze by¢ wyznaczona za

pomoca algorytmu DABG (detection above background) bazujacego na sondach intensywnosci tta.
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Ryc. 16: Przyktadowe wykresy QC dla mikromacierzy Affymetrix 3'IVT

WartoSci pod procentami (B) to Srednie tto, ktore takze stuzy do identyfikacji macierzy odstajacych.
Znacznie wyzsza badZ nizsza warto$¢ tego wspétczynnika sygnalizuje réznice w poziomie niespecyficznej
hybrydyzacji, na ktéra wplyw moga mie¢ takie czynniki jak ilos¢ cRNA i jego jakos¢, wydajno$¢ reakcji
hybrydyzacji, ptukania czy tez barwienia.

Poziome linie (C) to wspotczynnik skalowania z normalizacji typu MAS 5.0. Tego typu normalizacja
zaktada, ze ekspresja wiekszosci gendw nie ulega zmianie i $rednia warto$¢ sygnatu na przestrzeni
wszystkich eksperymentéw powinna by¢ taka sama. Dopuszczalna warto$¢ tego wspotczynnika powinna
sie mie$ci¢ w zakresie zaznaczonym niebieskim prostokatem, wynikajacym z dopuszczalnego odchylenia
od wartosci $redniej wszystkich macierzy. Im wyzsza jest warto$¢ wspotczynnika tym mniejsza jest
$rednia intensywno$¢ macierzy i jednocze$nie potrzebne jest silniejsze przeskalowanie w strone
wiekszych warto$ci, co odbija sie na czutosci metody. Najwyzsza warto$¢ wspotczynnika skalowania nie
powinna przekraczaé trzykrotnos$ci najmniejszej wartosci.

Znaczniki w ksztalcie kota i tréjkatéw to stosunki sygnatéw sond umieszczonych na koncach 3'i 5’
gen6w kontrolnych - B-aktyny (D) i GAPDH (E). Dzieki temu, Ze sa to pojedyncze geny odporne na
raptowne zmiany ekspresji to s3 one dobrym wyznacznikiem jako$ci uzytego mRNA. GAPDH
charakteryzuje sie krétszym transkryptem (1310 nukleotydéw) i zgodnie z danymi podawanymi przez

firme Affymetrix jego stosunek 3":5’° nie powinien przekracza¢ 1.25. Warto$ci ponizej 1 s3 takze
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dopuszczalne w przypadku tych sond. Transkrypt -aktyny (ACTB) jest dtuzszy (1852nt) przez co jego

stosunek 3’1 5’ jest wiekszy a dopuszczalna wartos$¢ to 3 .

Inne metody stuzace do oceny jakosSci préobek

W literaturze pojawia sie bardzo duzo podej$¢ do problemu identyfikacji macierzy odstajacych. skupiaja
sie one jednak na zidentyfikowaniu skutkéw a nie przyczyny pojawiania sie réznic pomiedzy prébkami.

Najpopularniejsze metody obejmuja:

e korelogramy stuzace do wyodrebnienia mikromacierzy nieskorelowanych z pozostatymi

prébkami

o statystyki NUSE (Normalized Unscaled Standard Error) i RLE (Relative Log Expression) stuzace
do oceny réznic w warto$ciach pomiedzy poszczegdélnymi sondami na przestrzeni catej macierzy
[172]

e analiza PCA (Principal Component Analysis) i BGA (Between Group Analysis) [5] ktére skupiaja

sie na identyfikacji czynnikéw bedacych podstawowa przyczyna zmienno$ci pomiedzy probkami

e metody klasteryzacji hierarchicznej okreslajace podobienstwo pomiedzy prébkami w sposéb

pozwalajacy na podzielenie ich na r6zna liczbe klas
3.9.5. Metody wstepnego przetwarzania i problemy z nimi zwigzane

Poza wnikliwg kontrolg jakosci dane mikromacierzowe wymagaja zastosowania dodatkowych metod
wstepnego przetwarzania i standaryzacji danych w celu wyeliminowania réznic technicznych pomiedzy
badanymi prébkami niezwigzanymi z badanymi réznicami biologicznymi. Typowy schemat procesu

wstepnego przetwarzania danych z mikromacierzy Affymetrix sktada sie z trzech etapéw:

e Korekcja tta - polegajaca na oszacowaniu poziomu niespecyficznej hybrydyzacji oraz odjeciu

poziomu tta od uzyskanego sygnatu

e Normalizacja - polegajgca na ujednoliceniu ksztattu rozktadéw sygnatu sond pomiedzy prébkami

lub okres$lonych jego parametréw (np. Sredniej, mediany)

e Sumaryzacja - w przypadku zastosowania wielu sond zgrupowanych w zestawy, odpowiadajace
poszczeg6lnym genom lub transkryptom, etap ten pozwala na zunifikowanie sygnatu w celu

otrzymania pojedynczej wartosci dla danego zestawu sond

Istnieje wiele podej$¢ do problemu standaryzacji danych jednak zadna z nich nie gwarantuje pelnej
skutecznosci ze wzgledu na wciaz stabo poznane czynniki wplywajace na réznice techniczne pomiedzy
mikromacierzami. Z tego wzgledu pomimo ponad dekady badain nad algorytmami wstepnego
przetwarzania do dzi§ nie istnieje wypracowany standard procesu wstepnego przetwarzania danych

mikromacierzowych. Najpopularniejsze metody wstepnego przetwarzania danych obejmuja nastepujace
algorytmy:
e MASS - metoda opracowana przez firme Affymetrix, jej podstawowa cecha jest wykorzystanie

korekcji tta opartej o roéznice sygnatéw pomiedzy sondami PM i MM oraz normalizacji

przeprowadzanej niezaleznie od pozostatych prébek w eksperymencie [173]
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e RMA (Robust Multi-array Average)- wykorzystuje korekcje tta oparta wytacznie o sygnaty sond
PM, normalizacje kwantylow3 silnie uzalezniong od pozostatych prdbek z danego eksperymentu
oraz sumaryzacje typu median polish [138]. Metoda ta zawiera bardzo wiele odmian takich jak:
GC-RMA uwzgledniajacg réznice w hybrydyzacji sond o réznym sktadzie GC na etapie sumaryzacji
sygnatéw [151], tRMA - ze zmodyfikowana kolejnoscia odejmowania mediany od wierszy i
kolumn podczas procesu sumaryzacji [169] oraz fRMA - ktéra podczas przetwarzania nie bazuje
na pozostatych prébkach danego eksperymentu ale na wartos$ciach referencyjnych okreslonych

na podstawie zbioru kilkuset innych eksperymentéw mikromacierzowych [174]

e PLIER (Probe Logarithmic Intensity ERror) - algorytm opracowany przez firme Affymetrix w
2004r jako nastepca metody MASS5. Uwzglednia ona niejednorodno$¢ zmian sygnatu pomiedzy
sondami o réznej budowie w przypadku zmian w koncentracji materiatu biologicznego, ktore
szacowane s3 na podstawie okre$lonych sond rozmieszczonych w réznych cze$ciach macierzy
[175]

e FARMS (Factor Analysis for Robust Microarray Summarization) - wprowadza nowy algorytm
sumaryzacji, w ktéorym poziom RNA oszacowany jest na podstawie modelu analizy czynnikowej

przy zatozeniu, ze szum pomiarowy ma posta¢ rozktadu Gaussa [176]

e MBEI (Model Based Expression Index) - znana takze jako dChip od nazwy bazujacego na niej

oprogramowania lub metoda Li-Wong od nazwisk autoréw [177]

Glownym zatozeniem metod normalizacji danych jest to, ze ekspresja wszystkich badanych genéow
pomiedzy probkami nie ulega silnym zmianom i jej sumaryczna warto$¢ powinna by¢ stata pomiedzy
poszczegblnymi probkami. W przypadku normalizacji kwantylowej dodatkowo wymagane jest
zachowanie ksztattu rozkladé6w intensywnos$ci sond. Prowadzi do tego, Ze liczba zidentyfikowanych
gen6w o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji pomiedzy prébkami zawsze bedzie podobna.

Wiekszo$¢ metod zaktada, ze wszystkie sondy na macierzy sa podobnej jakosci, o zblizonych
parametrach dynamiki procesu hybrydyzacji, zblizonej czutosci oraz specyficznosci [178], co jest
znacznym uproszczeniem. Dodatkowo metody te nie biorg pod uwage zmian jakie nastgpily w
doktadnosci opisu sekwencji nukleotydowych w publicznych bazach danych od momentu
zaprojektowania mikromacierzy. Z tego wzgledu potrzeba kontrolowania jako$ci dopasowania sond do
gendéw bazujaca na komplementarnosci sekwencji nukleotydowych jest jednym z czynnikéw, ktére
wymagaja szczegdlnej uwagi podczas procesu wstepnego przetwarzania.

Problem nieprawidtowego dopasowania sond do genéw w przypadku mikromacierzy Affymetrix
byt wielokrotnie podkreslany w literaturze [148, 149, 179], udowadniajgc potrzebe wykorzystania
algorytméw tzw. re-adnotacji sond do genéw. W przeciwienstwie do tzw. plikéw adnotacyjnych (ang.
annotation files) zawierajacych opisy zestawoéw sond i ich powigzanie z istniejgcymi genami, sama
definicja zestawu z uwzglednieniem liczby i oraz sekwencji poszczegélnych sond nie jest aktualizowana
przez producenta mikromacierzy ze wzgledu na potrzebe zachowania powtarzalno$ci wynikéw dla
okreslonej platformy pomiedzy eksperymentami.

Pomimo bardzo starannego procesu projektowania zestawoéw sond, réznice w sile sygnatu
pomiedzy sondami nalezgcymi do tego samego zestawu sg bardzo czesto obserwowane [177]. Najczesciej

jest to zwigzane z nieprawidtowo$ciami w dopasowaniu sond do genéw, ktére ujawnione zostaty wraz z
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udoskonalaniem metod sekwencjonowania i poprawa doktadnosci opisu sekwencji genoméw [180]. W
rezultacie znaczna cze$¢ sond, szczeg6lnie w przypadku starych platform jest specyficzna dla wiecej niz
jednego genu lub nie jest specyficzna dla zadnego z nich [181-185], bedac jednym ze zZrddet wysokiej
wariancji sond nalezacych do tego samego zestawu.

Dodatkowym problemem jest wystepowanie kilku zestawow sond specyficznych dla pojedynczego
genu [146], ktére ze wzgledu na rdéznice w jako$ci dopasowania pojedynczych sond moga nieraz
pokazywac sprzeczne wartosci, sprawiajac wiele trudnosci podczas procesu interpretacji przetworzonych
danych. Dodatkowe zestawy przypisane do pojedynczego genu wynikaja najcze$ciej z btedow
popelnionych podczas ich projektowania np. w sytuacji, gdy wcze$niej zsekwencjonowane fragmenty DNA
okazaly sie by¢ elementem tego samego genu lub jego alternatywnej formy splicingowej. Wiele metod
zostato zaproponowanych w celu zunifikowania sygnatéw dla pojedynczego genu od bardzo prostych
polegajacych na wybieraniu jednego z zestawéw losowo [186] lub zestawu o najwiekszej ekspresji [187]
po bardziej wyrafinowane oparte o najrézniejsze testy statystyczne [146, 147, 188].

Jednym z najczesciej wykorzystywanych podejs¢ jest redefinicja zestawdéw sond polegajaca na
potaczeniu sond w zestawy specyficzne dla pojedynczego genu lub transkryptu z dodatkowa kontrolg
jakosci dopasowania poszczegdlnych sond. Podejscie to pozwala na wyeliminowanie problemu btednego
dopasowania sond oraz wystepowania wielu zestawdw specyficznych dla okreslonego genu. Pomimo, ze
redefinicja zestawdw przynosi bardzo wiele korzysci zwiekszajac wiarygodno$¢ wynikéow [148, 149, 189]
to takze ma wiele wad, ktore sprawiajg, iz nie jest wcigz og6lnie przyjetym standardem. Metody tego typu
bazuja catkowicie na strukturze sekwencji nukleotydowych publicznych baz danych, ktére w dalszym
ciggu s3a rozwijane i wcigz zawieraja wiele niedoktadnosci, nie biorg one jednak pod uwage rzeczywistego
poziomu ekspresji sond, jakie s3 obserwowane w eksperymentach z wykorzystaniem danej platformy.
Dodatkowo nowe zestawy nie zawieraja stalej iloSci sond ze wzgledu na procesy filtrowania sond i
taczenia kilku zestawow. Z tego wzgledu ich liczba w zaleznos$ci od przyjetego kryterium jest rézna co
jednoczes$nie przektada sie na réznice w jakosci sygnatu, ktéry w przypadku niewielkiej ilo$ci sond
obarczony jest duzym szumem pomiarowym. Metody redefinicji zestawéw pomijaja takze kryterium
taczenia sond w zestawy pod warunkiem, ze sg one komplementarne dla sekwencji znajdujgcych sie w
waskim przedziale 600 nukleotyd6éw. Laczenie sond rozrzuconych w wiekszej odlegtosci od siebie moze
zatem by¢ potencjalnym zrédtem wysokiej wariancji sygnaléw ze wzgledu na proces degradacji RNA,
ktéry ma tym wiekszy wplyw na sygnaty im sondy potozone sa dalej od konica 3’ genu [158].

Wybér odpowiedniego algorytmu wstepnego przetwarzania moze mie¢ bardzo istotny wptyw na
wyniki analizy szczegoélnie w przypadku niewielkich zbioréw danych [190]. Wybdér odpowiedniej metody
jest jednak niezwykle trudny gdyz kazda z nich ma swoje wady i zalety, ktére uzaleznione s3g od specyfiki

analizowanego zbioru danych [138, 191].
3.9.6. Metody poszukiwania gen6w roznicujgcych

Jednym z podstawowych celéw mikromacierzy jest identyfikacja genéw ktére wykazujg istotne zmiany w
poziomach ekspresji na skutek oddziatywania okreslonego czynnika lub pomiedzy réznymi typami
komoérek. Tego typu poréwnanie wykonuje sie pomiedzy parami prébek badanymi za pomoca
oddzielnych  mikromacierzy, grupami prébek w  przypadku =zastosowania  powtérzen

technicznych/biologicznych lub pomiedzy réznymi kanatami fluorescencji w przypadku macierzy
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dwukolorowych badajacych RNA z dwoéch probek wyznakowanych réznymi barwnikami
fluorescencyjnymi.

Wybér odpowiednich kryteriow klasyfikacji gendw jako rdznicujgce jest niezwykle trudny i
stanowi przedmiot licznych dyskusji od wielu lat. Najprostsze metody poszukiwania genéw réznicujacych
bazuja na ilorazie dwoch wartosci - FC (z ang. fold-change) lub ich odpowiednikowi w skali
logarytmicznej - LFC (z ang. log-fold-change), ktéry poréwnywany jest z okres§lonym progiem odciecia
dobranym arbitralnie lub na podstawie specyficznych cech sygnatu [192, 193].

Inng popularna metoda jest wykorzystanie testow parametrycznych takich jak test t-Studenta lub
nieparametrycznych takich jak test Wilcoxona. Testy parametryczne maja zwykle wieksza moc w
przypadku, gdy analizowany zbiér danych ma ksztalt rozkladu normalnego. Z kolei testy
nieparametryczne nie wymagaja aby to zatozenie byto spetnione jednak w przypadku niewielkich zbioréw
danych gdzie liczba powtoérzen technicznych/biologicznych jest ograniczona testy nieparametryczne maja
bardzo niskg moc [194]. Z tego wzgledu zwykle stosuje sie test t lub jego modyfikacje [195], nieraz takze
w polaczeniu z innymi metodami takimi jak kryteria oparte o FC [196, 197]. Podstawowym ograniczeniem
tego typu podejs¢ jest jednak to, iz w przeciwienstwie do kryteridow opartych wytacznie o FC testy
statystyczne wymagaja powtérzen technicznych/biologicznych ze wzgledu na swoja specyfike.

Z punktu widzenia statystyki kazdy gen analizowany za pomoca mikromacierzy jest niezalezng
zmienng i zwykle jego zmiana testowana jest jako oddzielna hipoteza w teScie statystycznym. Z tego
powodu konieczne jest zastosowanie korekty na wielokrotne testowanie w celu obnizenia poziomu
fatszywie dodatnich wynikéw. Przyktadowo, jezeli testujemy pojedyncza hipoteze z poziomem istotnosci
5% to oczekujemy, ze prawdopodobienstwo popelnienia btedu pierwszego rodzaju (prawdziwa hipoteza
zostaje odrzucona) wynosi 0.05, jednak jesli przedmiotem analizy jest 10 tysiecy gendéw i przez to
testujemy tyle samo hipotez to mozemy oczekiwa¢, ze 5% z nich czyli 500 bedzie obarczona biedem.
Najczesciej wykorzystywane korekty na wielokrotne testowanie obejmuja metode Bonferroniego,
Benjamini-Hochberga czy bardzo czesto wykorzystywana w kontekscie danych biologicznych metode
zaproponowang przez Storeya w 2003 roku [198].

Najpopularniejsze programy stuzace do poszukiwania genéw réznicujacych obejmujg pakiet Limma
(Linear Models for Microarray Data) [142] oraz SAM (Significance Analysis of Microarrays) [199]. Oba
programy przeprowadzaja zmodyfikowang wersje testu t dla kazdego z genéw oddzielnie a nastepnie
wybrang korekte na wielokrotne testowanie. Limma dodatkowo tworzy prosty model liniowy dla kazdego
genu oraz przeprowadza zmodyfikowany test t, ktéry bierze pod uwage wariancje sygnatu catej
mikromacierzy a nie tylko pojedynczych genéw. Obie metody cieszg sie bardzo duzg popularnoscia
posiadajac kilkaset cytowan jednak w kontekScie danych mikromacierzowych nie mozna o Zadnej

powiedzie¢, Ze jest lepsza od drugie;.
3.10.Poszukiwanie wzorcéw w sekwencjach nukleotydowych

0d czasu rozpoczecia projektu sekwencjonowania ludzkiego genomu liczba metod i narzedzi stuzacych do
analizy sekwencji nukleotydowych stale wzrasta w drastycznym tempie. Najpopularniejsze metody
koncentruja sie na poszukiwaniu podobienistw miedzy sekwencjg okreslonego motywu a zdefiniowanym
obszarem genomu lub na poszukiwaniu podobienistw w sekwencjach nukleotydowych pomiedzy réznymi

gatunkami [200]. Tego typu podejscia pozwolity na poznanie funkcji i potozenia najrézniejszych obszaréw
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sekwencji genomu w tym sekwencji genéw [201] transpozondéw [202], obszaréw promotora genu [203],
sekwencji prekursorow microRNA [204], motywéw rozpoznawanych przez biatka z domeng

umozliwiajgcg przytaczanie RNA [205] lub motywéw rozpoznawanych przez czasteczki microRNA [206].
3.10.1. Metody i narzedzia do analizy sekwencji nukleotydowych

Poszukiwanie wzorcéw w sekwencjach nukleotydowych nie jest tatwym zadaniem gtéwnie ze wzgledu na
czesto wystepujaca niespecyficzno$¢ sekwencji lub niespecyficzno$¢ biologicznych mechanizmoéow
rozpoznawania motywdow. Dodatkowo czestym ograniczeniem jest konieczno$¢ przeanalizowania duzych
zbioréw danych takich jak sekwencje genomoéw liczacych od kilkuset tysiecy do kilkuset miliardow
nukleotydéw. Metody poszukiwania wzorcéow sekwencji nukleotydowych mozna podzieli¢ na trzy

podstawowe grupy:

e Metody oparte o specyficzne sekwencje i wigzanie wymagajace petnej komplementarnosci, np. w
przypadku poszukiwania obszaréw rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne wymagajace

peinej komplementarnosci 4-8 nukleotydow

e Metody oparte o niespecyficzne motywy sekwencyjne, np. sekwencje rozpoznawane przez biatka
z rodziny czynnikdéw transkrypcyjnych, gdzie rozpoznawany motyw nie jest jednoznacznie

okreslony ze wzgledu na niespecyficzne oddziatywanie z biatkami

e Metody oparte o niespecyficzne dopasowanie sekwencji, np. poszukiwanie miejsc
rozpoznawanych przez miRNA, ktére pomimo, Ze maja specyficzng sekwencje to nie wymagaja

petnej komplementarnosci

Wiekszos$¢ metod bazuje na mechanizmach poré6wnywania motywow sekwencyjnych reprezentowanych
przez ciag znakéw w postaci liter lub wektoréw warto$ci przypisanych okres§lonym nukleotydom. Istnieje
bardzo wiele narzedzi stuzacych do tego typu analiz skupiajacych sie na sekwencjach nukleotydowych
DNA i RNA a takze sekwencjach aminokwaséw z jakich zbudowane sa biatka. Jednym z najwiekszych
zbioréw aplikacji stuzacych do przetwarzania tego typu danych jest pakiet EMBOSS [207], w ktdérego
sktad wchodzi ponad 250 réznych narzedzi obejmujacych wszystkie podstawowe schematy analizy. W
celu usprawnienia ich efektywno$ci oraz zapewnienia uniwersalnosci sposobu reprezentacji danych i
formatu zapisu w sktad pakietu wchodzi dodatkowo szereg regut wyodrebniania i zapisu danych do

plikéw, ktére sa elementem kazdego programu.

Specyficzne sekwencje, petna komplementarnos$¢

W tym przypadku przeszukiwanie sekwencji ogranicza sie zwykle do poszukiwania krétkich motywow
wewnatrz dtugich fragmentéw DNA za pomocg prostego poréwnywania ciggu znakéw. W przypadku
bardzo duzych zbioréw dodatkowo przeprowadza sie indeksowanie sekwencji co znacznie przyspiesza
proces przeszukiwania. Wszystkie niezbedne aplikacje do tego typu analiz mozna znalez¢é w pakiecie
EMBOSS.

Niespecyficzne motywy sekwencyjne

Tego typu motywy sekwencyjne pojawiaja sie najczesciej przy poszukiwaniu oddziatywan DNA/RNA z

biatkami. Bazuja one na kombinacji oddziatywan elektrostatycznych oraz Van der Walsa, ktorych sita
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zalezy od konformacji biatka i jego zgodnoS$ci dopasowania z sekwencja nukleotydowa. Brak pelnej
specyficznosci sekwencji w tej sytuacji prowadzi jedynie do obnizenia sumarycznej sity oddziatywania
jednak w dalszym ciggu moze by¢ ona na tyle mocna, Ze biatko moze spetnia¢ swa role.

Niespecyficzne motywy sekwencyjne reprezentowane s albo w postaci kodu IUPAC (ang.
International Union of Pure and Applied Chemistry) albo w postaci tzw. macierzy wag pozycji.
Przyktadowo, jednym z najpopularniejszych motywoéw rozpoznawanych przez biatka wigzace DNA jest
tzw. TATA-box. Jego sekwencja nie jest jednak jednoznaczna gdyz biatka te moga wiazac jedna z jego 6
form (Ryc. 17a). Zgodnie z kodem IUPAC motyw ten mozna zapisac¢ jako sekwencje ,STATAWARRSSSS”
gdzie S=Glub C; W=Alub T; R = A lub G. Motyw w tej formie moze by¢ bezposrednio wykorzystany do
przeszukiwania innych sekwencji jednak ze wzgledu na to, Ze nie przechowuje on w sobie informacji o
tym jakie kombinacje poszczeg6lnych nukleotydéw sa dozwolone to podejscie to nie jest odpowiednie

dla wszystkich klas motywow [208].

GTATAAAAAGCGG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

(a) CTATAAAAGGCCC (b) AlO O 6 0 6 56 3 1 0 0 0 O
GTATAAAGGGGCG ci2z o 0o 00 00 0 o0 2 2 4 2
GTATATAAGCGCG G|4 0 0 0 0O O 3 5 4 4 2 4
CTATAAAGGGGCC T|IO 6 0 6 0 1 0 0 0 0 0 0 O
GTATAAAGGCGGG

Ryc. 17: Sekwencja motywu TATA-box w zapisie tradycyjnym (a) oraz w formie PWM (b).

Najbardziej popularng formg zapisu niespecyficznych motywdéw sa macierze wag pozycji (ang. Position-
Weight-Matrix - PWM). Jej najprostsza forma tworzona jest poprzez zliczenie wystapien danego
nukleotydu na okreslonej pozycji zbioru réznych sekwencji motywdw, ktéra przechowywana jest w tabeli
(Ryc. 17b). Inne metody obejmujg bardziej wyrafinowane sposoby okreslania czestotliwosci wystgpien
[209] lub nawet sieci neuronowe gdzie okreslone elementy macierzy reprezentuja wagi poszczego6lnych
neuronéw [210].

Gléwnym problemem zwigzanym z wykorzystaniem motywéw w formie PWM nie jest jednak
sposob ich tworzenia ale metody przeszukiwania sekwencji, od stosunkowo prostych bazujacych na
sumowaniu okreslonych elementéw macierzy [211], po bardziej wyrafinowane bazujace na sieciach
Bayesowskich [212] czy modelach Markowa [213]. Najpopularniejsze aplikacje obejmuja narzedzia takie
jak ConSite [203], ConTra [214], COTRASIF [215], rVista [216] oraz wiele innych. Narzedzia tego typu w
wiekszosci zbudowane s3a w postaci serwisu internetowego i ograniczaja sie do analizy niewielkich
zbioréw danych lub nawet pojedynczych par region promotora - czynnik transkrypcyjny co znacznie

obniza ich uzyteczno$¢ w przypadku wielkoskalowych analiz sekwencji.

Specyficzne sekwencje niespecyficzne dopasowanie

Niespecyficzno$¢ dopasowania pojawia sie najczesciej podczas mapowania genéw do obszaréw genomu
lub podczas poszukiwania miejsc oddziatywania pomiedzy czgsteczkami microRNA a mRNA. Ten typ
analizy jest najbardziej czasochlonny ze wzgledu na potrzebe poréwnywania specyficznego wzorca z
réznymi obszarami sekwencji, ktére nie musza by¢ do niego w petni komplementarne. Tego typu analize
przeprowadza sie najczesciej w oparciu o tzw. algorytmy dopasowania (z ang. alignment). Algorytmy
dopasowania sa bardzo uzyteczne w przypadku gdy przeszukiwana sekwencja moze réznic sie nieco od

badanego wzorca np. na skutek mutacji, delecji a takze insercji fragmentéw sekwencji.
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Najpopularniejsze z nich to algorytm Smitha-Watermana wykorzystywany do poszukiwania
dopasowania lokalnego w przypadku gdy jedna z sekwencji jest cze$cig innej znacznie dtuzszej. Drugim
jest algorytm Nedelmana-Wunsha stuzacy do poszukiwan globalnych, najbardziej uzyteczny w przypadku
poréwnywania dwdch sekwencji o zblizonej dtugosci lub gdy dopuszczamy wystepowanie duzych przerw
w jednej z nich.

Dziatanie tego typu algorytmoéw polega na poréwnywaniu sekwencji wzorca z réznymi pozycjami
badanej sekwencji. Dla kazdej z nich algorytm oblicza wspoétczynnik dopasowania, ktéry zalezy od ilosci
idealnie sparowanych nukleotydéw, ilo$ci niedopasowan oraz ilosci i dlugosci przerw jakie zostaty
wstawione przez program do jednej z sekwencji w celu zwiekszenia stopnia dopasowania pozostatych jej
fragmentéw. O tym w jaki sposob obliczany jest wspotczynnik decyduje typ i parametry uzytego
algorytmu dobierane na podstawie specyfiki badanych sekwencji oraz samej hipotezy badawcze;.

Najpopularniejszym programem do lokalnego dopasowania jest BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) [217], ktéry pozwala na poréwnywanie zaréwno sekwencji aminokwasowych jak i
nukleotydowych z doktadno$cig uzalezniong od wykorzystanej wersji algorytmu oraz uzytych
parametrow. BLAST a szczegoélnie jedna z jego odmian - BLAT (BLAST-Like Alignment Tool) [218] jest
algorytmem na tyle szybkim, ze idealnie nadaje sie do przeszukiwania sekwencji genoméw setki tysiecy
razy w relatywnie krotkim czasie.

Innym bardzo czesto wykorzystywanym typem dopasowania jest tzw. dopasowanie typu MSA (ang.
Multiple Sequence Alignment) polegajace na poréwnywaniu Kkilku stosunkowo krétkich sekwencji
pomiedzy soba w celu zobrazowania roéznic wynikajacych z niewielkich zmian w sekwencji.
Najpopularniejszym algorytmem tego typu jest Clustal [219], ktérego niezwykta przydatnos$¢ wynika z
mozliwosci przeprowadzania bardzo szybkiego dopasowania pomiedzy duza grupa sekwencji oraz

tworzenia drzewa filogenetycznego obrazujacego zaleznosci ewolucyjne pomiedzy nimi.
3.10.2. Publiczne bazy danych sekwencji nukleotydowych

Pierwsze bazy danych sekwencji nukleotydowych pojawiaty sie w latach 70-tych ubiegtego wieku jeszcze
przed erg komputeréw osobistych, jednak ich najwiekszy rozwoéj zaczat sie w latach 90-tych wraz z
rozpoczeciem projektu badania ludzkiego genomu (Human Genome Project) polegajacego na identyfikacji
i opracowaniu wszystkich 20-25 tysiecy ludzkich genéw oraz okresleniu sekwencji DNA w ludzkim
genomie. W zwigzku z rozwojem technologii sekwencjonowania oraz innych wielkoskalowych metod
biologii molekularnej potrzeba gromadzeniem przechowywania oraz udostepniania ogromnych zbioréw
danych stata sie niezbedna, przyczyniajac sie do rozwoju wielu metod i standardéw przechowywania
danych biologicznych, jakie stosowane sa do dzi$. Jednym z najpopularniejszych standardéw jest FASTA
stuzacy do przechowywania sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych najrézniejszego typu.
Struktura zapisu FASTA jest bardzo prosta, sktada sie z nagléwka rozpoczynajacego sie znakiem
wiekszosci ,>”, ktory zawiera podstawowe informacje o identyfikatorze danej sekwencji oraz samej
sekwencji umieszczonej w nastepnych liniach, kodowanych zgodnie ze wspomnianym wcze$niej
standardem [UPAC.

Pierwsza baza danych sekwencji nukleotydowych DNA i RNA, ktéra do dzi§ funkcjonuje jest
GenBank [220]. Zatozony w 1983 GenBank jest obecnie najwiekszym zbiorem tego typu danych stanowigc

zrédio dla innych zbioréw takich jak Reference Sequence (RefSeq) czy Protein Knowledge Database
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(UniProtKB). GenBank przechowuje informacje o sekwencjach RNA oraz kodujacych je fragmentach DNA
stanowigc bezcenne zrddto informacji o budowie i potozeniu wszystkich znanych genéw. GenBank
wykorzystuje kilka formatéw zapisu w tym FASTA i wlasny bardziej skomplikowany format zapisu
dodatkowych informacji o sekwencjach. Sktada sie on z identyfikatoréw poszczegélnych typéw danych
rozpoczynajgcych nowe bloki informacji takie jak LOCUS, SOURCE, REFERENCE zawierajacych
odpowiednio identyfikator sekwencji, nazwe organizmu, odno$niki literaturowe i wiele innych. Istotna
wada GenBanku jest jednak to, iz wprowadzone do bazy danych rekordy sa wtasnoscia ich autoréw i nie
moga by¢ aktualizowane przez innych naukowcoéw, przez co wszelkie zmiany wynikajace z np. ze
zwiekszonej doktadno$ci metod sekwencjonowania, ktére wymagaja stworzenia nowego rekordu
sprawiajg, ze baza danych jest wysoce redundantna z punktu widzenia poszczegdlnych genow.

Odpowiedzia na problem redundancji jest baza danych RefSeq [221], ktéra podobnie jak GenBank
prowadzona jest przez NCBI (National Center for Biotechnology Information). RefSeq jest zbiorem
sekwencji genomow, transkryptoéw i biatek potaczonych z najrézniejszymi informacjami pochodzacymi z
innych zbioréw dostarczajac informacji o petnych nazwach genéw, domenach biatkowych, wtasciwo$ciach
enzymatycznych, fenotypach, powiazanych chorobach, artykutach naukowych i wielu innych.

EntrezGene jest baza danych gendéw, ktora z kolei stanowi pomost pomiedzy rekordami z RefSeq
zawierajacymi informacje o kodowanych przez dany gen transkryptach, produktach biatkowych oraz
obszarach genomu, z ktérych dany gen pochodzi [222]. Wszystkie rekordy w bazie EntrezGene s3
podobnie jak w przypadku RefSeq na biezaco aktualizowane zapewniajac bardzo wysoka jako$¢ danych i
eliminujac problem redundantnych lub nieaktualnych rekorddéw. EntrezGene bedacy wtasnoscig NCBI jest
jedng z najczesciej wykorzystywanych baz danych informacji o genach dostarczajac bezcennych
informacji na temat ich roli i funkcji a takze stanowigc pomost do kilkudziesieciu innych baz danych
uzupelniajacych te informacje.

Wszystkie przedstawione bazy danych s3 publicznie dostepne poprzez interfejs stron
internetowych, zautomatyzowany system pobierania informacji SRS (ang. Sequence Retrieval System)
[223] oraz w postaci pelnych plikéw z danymi dostepnych za posrednictwem kilku serwerdw opartych o
protokét FTP. Dodatkowo dane dostepne na serwerach NCBI s3 co 24 godziny synchronizowane z
serwerami instytucji wchodzacymi w sktad International Nucleotide Sequence Databases Collaboration
(INSDC), do ktérych poza NCBI naleza European Molecular Biology Laboratory (EMBL) oraz DNA Data
Bank of Japan (DDBJ). Ogoélnodostepno$¢ danych biologicznych oraz duzy wybdér mozliwosci ich
pobierania jest jedna z charakterystycznych cech INSDC, ktérej jednym z podstawowych celéw jest
udostepnianie swoich zbioréw danych na potrzeby badan prowadzonych na catym swiecie.

Innym bardzo cennym zbiorem informacji jest baza danych uniwersytetu w Kalifornii - UCSC
(University of California, Santa Cruz) [224]. Jej gléwna cecha jest udostepnianie informacji o strukturze
genomu kilku popularnych organizméw wraz z dokladnym potozeniem najrézniejszych elementéw
sekwencji, poprzez bardzo wydajny mechanizm dostepny za posrednictwem strony internetowej (z ang.
Genome Browser). Dodatkowo z bazy danych UCSC mozna pobra¢ pelne sekwencje genomoéw oraz
wszelkie informacje odnos$nie potozenia i pochodzenia zmapowanych elementéw sekwencji w tym
sekwencji gendéw, transpozonéw, miejsc rozpoznawanych przez miRNA, potozenie sekwencji

rozpoznawanych przez sondy mikromacierzowe oraz wiele innych.
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4. Materialy i metody

4.1. Zrédta danych

4.1.1. Dane mikromacierzowe - zbior testowy

Analiza odpowiedzi komoérkowej na promieniowanie jonizujace przeprowadzona zostata przy
wykorzystaniu mikromacierzy oligonukleotydowych firmy Affymetrix i Agilent. Eksperymenty wykonane
zostaty na komoérkach Me45 (czerniak), K562 (biataczka) i 2 typach komoérek HCT116 (rak jelita grubego)
z prawidtowa i znokautowang wersjg genu p53, badanych w réznym czasie po ekspozycji na

promieniowanie jonizujgce. Podstawowe cechy kazdej linii komérkowej przedstawiono w Tab. 3.

Zmiana cyklu kom. w

Linia . . . s
komérkowa Opis Biatko p53 Mutacje odpgw@dn né
promieniowanie

Me45 czerniak z przerzutami produkowane, b.d. n. t. mutacji b.d. bez zmian

do weztéw chtonnych

insercja C pomiedzy 406 a 407
K562 biataczka limfoidalna nukleotydem czesci kodujacej CDKN2A, TP53 zatrzymany w fazie G2
(utrata prawidtowej funkcji)

nowotwor nabtonka ) ) CDKN2A, CTNNB1, KRAS, MLH1, .

HCT116 jelita grubego prawidtowa wersja PIK3CA zatrzymany w fazie G2
nowotwor nabtonka jw., brak danych o dodatkowych )

AL jelita grubego brak mutacjach po inaktywacji p53 zatrzymany w fazie G2

Tab. 3: Podstawowe cechy badanych linii komérkowych

Mikromacierze firmy Affymetrix wykorzystano do przeprowadzenia 9 eksperymentéw (lgcznie 95
prébek) w oparciu o platformy HG-U133A i HG-U133A_2. Wykonano takze dodatkowe 2 eksperymenty
(16 probek) przy uzyciu macierzy dwukanatowych Agilent typu SurePrint G3 Human GE 8x60K
Microarray oraz jednokanatowych macierzy microRNA, Agilent Human_miRNA_V16.0.

Prébki oznaczono wedtug nastepujacego schematu: ID_LINIA_CZYNNIK_CZAS_POWTORZENIE, gdzie:

e ID - identyfikator eksperymentu

e LINIA - oznaczenie linii komérkowej

e CZYNNIK - oznaczenie badanego czynnika lub komoérek kontrolnych
e CZAS - czas po zadziataniu czynnika

e POWTORZENIE - numer powtérzenia technicznego/biologicznego

Przyktadowo E01_Me45 IR 1h_1 to pierwsze potworzenie techniczne prébki z eksperymentu EO1
przeprowadzonego na komoérkach Me45 poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego i zbadanych

po 1 godzinie.

Doktadny opis eksperymentéw wraz z opisem badanych czaséw po napromieniowaniu zebrano w Tab. 4.
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Affymetrix - mRNA
Identyfikator Rok Badane czasy po
Platforma Ilos¢ prébek Komorki
eksperymentu wykonania napromieniowaniu
E01 2003 8 Me45 1h,12h, 24h
E02 2003 6 K562 36h
E03 2004 8 K562 1h,12h, 24h
E04 2004 HG-U133A 6 Me45 36h
E05 2008 4 HCT116 1h
E06 2009 12 HCT116 1h, 36h
E07 2009 10 K562 1h,12h, 24h, 36h
E08 2009 20 HCT116 1h,12h, 24h, 36h
HG-U133A_2
E09 2010 20 HCT116 1h,12h, 24h
Agilent - mRNA
A01 2012 SurePrint G3 Human GE 8 Me45, K562, HCT116 | 12h
A02 2012 8x60K Microarray 8 Me45, K562, HCT116 | 12h
Agilent - miRNA
MO01 2011 8 Me45, K562, HCT116 | 12h
Human_miRNA_V16.0
MO02 2012 8 Me45, K562, HCT116 | 12h

Tab. 4: Opis wykonanych eksperymentéw mikromacierzowych

Pierwsze eksperymenty wykonane na mikromacierzach Agilent (mRNA - A01 oraz miRNA - M01) nie
spetniajag wymagan stawianych przez kontrole jako$ci zdefiniowang przez producenta. Z tego wzgledu w
pracy wykorzystano jedynie probki z drugiego powtérzenia A02 i M02. Ze wzgledu jednak na to, zZe
pojedyncze powtdrzenie jest niewystarczajgce do okreSlenia znamienno$ci statystycznej roéznic,
mikromacierze mRNA wykorzystano jedynie do poréwnania wynikéw uzyskanych z wykorzystaniem
platformy Affymetrix.

Wszystkie eksperymenty wykonane zostaly pod nadzorem prof. Joanny Rzeszowskiej Wolny,
gtownym wykonawca eksperymentéw E01-E09 byt mgr inz. Robert Herok z Centrum Onkologii im. Marii
Sktodowskiej Curie w Gliwicach, gtéwnymi wykonawcami eksperymentéw A01, A02, M01 i MO2 byli dr

inz. Anna Lalik oraz dr inz. Sebastian Student z Centrum Biotechnologii Politechniki Slaskiej.
4.1.2. Dane mikromacierzowe - zbior referencyjny

Przetestowanie postawionej w niniejszej pracy hipotezy wymaga przeanalizowania duzego zbioru danych
mikromacierzowych w celu uniezaleznienia wynikéw badan od specyfiki danego eksperymentu oraz
specyfiki okres$lonej platformy. W tym celu zbudowano lokalng baze danych eksperymentow
mikromacierzowych sktadajaca sie z 10 réznych platform na podstawie danych opublikowanych w

zbiorze ArrayExpress [152]. Algorytm budowy bazy danych sktada sie z nastepujacych etapow:

e Za pomocg odpowiedniego zapytania do bazy danych stworzono liste dostepnych

eksperymentéw dla kazdej platformy

e 7 listy odrzucono eksperymenty, dla ktérych nie sa dostepne surowe dane oraz nieliczne
eksperymenty sktadajace sie ponad 1000 probek ze wzgledu na ograniczenia sprzetowe. Tego
typu eksperymenty zwykle sg zbiorem prébek z innych eksperymentéw takze dostepnych w

bazie ArrayExpress.
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e Za pomocg serii zapytan wysytanych za posrednictwem protokotu FTP pobrano dane z serwera

ArrayExpress dla kazdego osobnego eksperymentu

e Dane z kazdego pojedynczego eksperymentu rozpakowano i usunieto wszystkie pliki inne niz
* CEL

e Pozostate pliki *.CEL przekonwertowano do formatu binarnego XDA w celu ograniczenia ich

rozmiarow

e 7 kazdego pliku wyciagnieto nagtéwek z opisem probki a nastepnie na jego podstawie usunieto
wszystkie pliki nienalezgce do wybranej platformy (w sytuacji gdy dany eksperyment obejmuje

wiecej niz jeden rodzaj mikromacierzy)

Cala procedure realizuje skrypt napisany w jezyku Python dodatkowo korzystajacy z komend powtoki
systemu operacyjnego Fedora.

Podczas tworzenia bazy danych wybrano 10 najpopularniejszych platform mikromacierzowych
stuzacych do badania ekspresji gendéw, roéznigcych sie zatozeniami konstrukcyjnymi oraz
zaprojektowanymi na podstawie genomoéw réznych organizméw (Tab. 5). Przy wyborze platform

dodatkowo kierowano sie iloscig dostepnych eksperymentéw w bazie ArrayExpress. Uzyte platformy to:

e HG_U95Av2 - to najstarsza z badanych mikromacierzy typu 3’'IVT (sondy specyficzne dla konca 3’
transkryptu) przeznaczona do badania ludzkiego transkryptomu, zaprojektowana na podstawie

bazy danych UniGene w wersji 95 (luty 1999r.)

e HG-U133A, HG-U133B, HG-U133A_2, HG-U133_Plus_2 - najpopularniejsze macierze typu 3'IVT
zaprojektowane na podstawie bazy UniGene w wersji 133 (kwieciei 2001r.). Macierze HG-U133A
i HG-U133B pochodza z 2001 roku i zawierajg rézne zbiory sond wzajemnie sie uzupeiniajace.
Macierz HG-U133A_2 zawiera te same sondy co HG-U133A (za wyjatkiem dodatkowych sond
kontrolnych), zbudowana jest ona jednak w oparciu o nowsza technologie wykorzystujaca sondy
0 mniejszej powierzchni. Macierz HG-U133_Plus_2 jest potaczeniem macierzy HG-U133A i HG-
U133B z dodatkowymi zestawami sond zaprojektowanymi w oparciu o baze danych UniGene w

wersji 159 (styczen, 2003r.).

e RG_U34A i Rat230_2 to najpopularniejsze mikromacierze stuzace do badania szczurzego
transkryptomu RG_U34A to najstarsza z uzytych platform typu 3’IVT zaprojektowana na
podstawie 34 wersji bazy danych UniGene (listopad 1998r.). Rat230_2 jest znacznie nowsza

platforma zbudowana w oparciu o UniGene w wersji 99 (czerwiec 2002r.)

e Mouse430_2 jest odpowiednikiem macierzy Rat230_2 dla mysiego transkryptomu oparta o

UniGene w wersji 107 (czerwiec 2002r.)

e HuGene-1_0-st i MoGene-1_0-st-vl to znacznie nowsze platformy mikromacierzowe firmy
Affymetrix do badania transkryptomu, zaprojektowane na podstawie wszystkich eksonéw
sktadajacych sie na sekwencje genu a nie jedynie jego niekodujacego konca 3’. Macierzy RaGene-

1_0-st nie wykorzystano ze wzgledu na niewielka liczbe opublikowanych eksperymentéw (<50)

Wybér powyzszych platform pozwala na testowanie wielu hipotez zwigzanych z réznicami w typie

mikromacierzy, gestosci upakowania sond, doktadnosci bazy danych sekwencji, na podstawie ktdrej
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zaprojektowano sondy oraz réznic miedzygatunkowych. Istotne jest, ze wszystkie platformy sg nadal w
sprzedazy chociaz HG_U95Av2 i RG_U34A wylacznie na indywidualne zamoéwienie bezposrednio u

producenta, ponadto wiekszos¢ z platform jest nadal czesto wykorzystywana w badaniach.

. Statystyki lokalnej bazy danych
. Informacje o Rozmiar
Platforma Organizm Typ ; . Prébki na
sekwencjach | macierzy (sondy) | Eksperymenty Prébki
eksperyment
RG_U34A SZCZUr 3'IVT 1998 534 x 534 98 2845 29
HG_U95Av2 cztowiek 3'IVT 1999 640 x 640 95 2651 28
HG-U133A cztowiek 3'IVT 2001 712x 712 759 28202 37
HG-U133B cztowiek 3'IVT 2001 712 x 712 111 5151 46
HG-U133A_2 cztowiek 3'IVT 2001 732x732 292 6442 22
Mouse430_2 mysz 3'IVT 2002 1002 x 1002 2174 33762 16
HG-U133_Plus_2 czlowiek 3'IVT 2003 1164 x 1164 2466 63597 26
Rat230_2 szczur 3'IVT 2003 834 x 834 385 9948 26
HuGene-1_0-st czlowiek | eksonowa 2006 1050 x 1050 407 7679 19
MoGene-1_0-st-v1 mysz eksonowa 2007 1050 x 1050 489 6229 13

Tab. 5: Informacje o wykorzystanych platformach mikromacierzowych oraz statystyki stworzonej bazy danych
eksperymentéw

Srednio jeden na sto eksperymentéw zawierat uszkodzone pliki CEL wynikajace z obcietej dtugosci pliku,
nieprawidtowych wartos$ci czy struktury. Najczestszym problemem byty btedy powstate prawdopodobnie
podczas wysytania danych na serwer ArrayExpress przez ich autoréw. Tego typu nieprawidtowosci
wychwytywane byly przez algorytm analizy danych odpowiedzialny za wyodrebnianie i usuwanie
uszkodzonych plikdw. Ostatnia aktualizacja bazy danych eksperymentéw przeprowadzona zostata 3
wrze$nia 2012r. Laczny czas potrzebny na stworzenie pelnej bazy danych to okoto 6 dni, catkowity

rozmiar plikéw bazy danych (po konwersji do formatu XDA) to 1.6TB.

300
—— RG U34A
3 250 TN HG U95AW2
& R N HG-U133A
% 200 Lo "‘\;.,\ HG-U133B
o L o NN HG-U133A 2
3 150 I,"" NN | Mouse430 2
8 100 R KN HG-U133 Plus 2
- a e N Rat230 2
501~ A - e T N HuGene-1 0-st-vi
0 ,<\>‘Q§\A . P S e =% MoGene-1 0-st-vl
2002 2004 2006 2008 2010 2012

Rok wykonania

Ryec. 18: Ilo$¢ eksperymentdw wykonanych w poszczegélnych latach dla danej platformy mikromacierzowej firmy
Affymetrix

Dodatkowo w pracy wykorzystano cztery zbiory specjalne:

Affy-HuGene - to zestaw danych z mikromacierzy typu HuGene-1_0-st wykonanych w laboratorium firmy
Affymetrix. Zestaw ten zawiera 33 mikromacierze, ktorymi zbadano RNA wyizolowane z 11 rdéznych

tkanek, kazda z nich posiada 3 powtérzenia biologiczne. Dane pobrano ze strony:
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http://www.affymetrix.com/support/technical /sample_data/gene_1_0_array_data.affx

MAQC-133P2 - to zestaw bazujacy na macierzach HG-U133_Plus_2 stworzony w ramach projektu
MicroArray Quality Control (MAQC) [225]. Zestaw sktada sie ze 120 mikromacierzy ktérymi zbadano 4
prébki, kazda w 5 powtoérzeniach technicznych, dodatkowo wykonanych w 6 réznych laboratoriach. Dane

pobrano z bazy danych Gene Expression Omnibus na podstawie identyfikatora: GSE5350.

GoldenSpike - zestaw danych testowych opracowany przez grupe Marca Halfona w 2004 roku [226]
Sktada sie on z 6 mikromacierzy typu DrosGenomel z sondami specyficznymi dla transkryptomu muszki
owocowej (Drosophila melanogaster). Zbiér sktada sie z trzech powtdrzen technicznych
przeprowadzonych na dwdch zestawach RNA przy czym do ich stworzenia wykorzystano ta samg pule
cDNA do jednej z nich dodano jednak mieszanine kilkudziesieciu cDNA o réznych znanych proporcjach, co
pozwala na okreslenie, ktére geny powinny rézni¢ sie poziomem ekspresji pomiedzy probkami oraz jak

silna powinna by¢ ta réznica.

PlatinumSpike - jest to ulepszona wersja zbioru GoldenSpike opracowana w 2010r [227]. Zbidr ten
zawiera dane z 18 mikromacierzy typu Drosophila_2 bedacych nastepca mikromacierzy z sondami
specyficznymi dla transkryptomu Drosophila melanogaster DrosGenomel. W tym przypadku cDNA w
znanych ilo$ciach dodano do obu grup prébek po to aby uzyska¢ zaréwno geny o zmniejszonej jak i
zwiekszonej ekspresji co jest zgodne z zatozeniami metod standaryzacji danych. Ponadto poza 3

powtdrzeniami technicznymi wykonano takze po 3 powtdrzenia biologiczne na kazdej parze préobek.
4.1.3. Sekwencje nukleotydowe i dane adnotacyjne

Na potrzeby analizy sekwencji nukleotydowych transkryptéw pobrano peina baze danych 38625
sekwencji z serwera EMBL przy wykorzystaniu aplikacji NucleoSeq [228]. Tylko transkrypty kodujace
strukture biatka zostaly wykorzystane do analizy (w sumie 30853) pomijajac niekodujace RNA (ncRNA).
Fragmenty sekwencji nukleotydowych o dtugosci 5000 nukleotydéw potozone po obu stronach sekwencji
genoéw wyciagniete zostaty za pomocg napisanego w tym celu skryptu bezposrednio z genomu w wersji
hg19/GRCh37 pobranego z bazy danych UCSC [224]. Do tego celu wykorzystano koordynaty
transkryptow RefSeq takze pobrane z bazy UCSC.

Sekwencje mikroRNA pobrane zostaly z bazy danych miRBase [229] w wersji 18 wraz z
informacjami o ich potozeniu w genomie oraz budowie sekwencji prekursorowych miRNA (pre-miRNA).
Sekwencje motywoéw rozpoznawanych przez ludzkie czynniki transkrypcyjne w formie macierzy wag-
pozycji pobrano z bazy danych Jaspar [230]. Informacje o budowie znanych $ciezek sygnatowych pobrano

z baz danych KEGG [127] oraz Panther [128] za pomoca aplikacji NucleoAnnot.

4.2. Analiza sekwencji nukleotydowych

Analize sekwencji nukleotydowych, za wyjatkiem poszukiwania miejsc oddzialtywania z miRNA,
przeprowadzono przy wykorzystaniu aplikacji NucleoSeq. W celu zwizualizowania wynikéw postuzono
sie skryptami, napisanymi w $rodowisku Matlab, na potrzeby pracy. Poszczegdlne metody analizy opisano

w punktach ponizej.
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4.2.1. Analiza sktadu nukleotydowego

Sktad nukleotydowy okreslany jest jako stosunek ilo$ci nukleotydéw GC do dlugosci sekwencji (w skali
procentowej), wyznaczonej z pominieciem nieznanych nukleotydéw, oznaczanych literg N w sekwencjach
genomu. Znamienno$¢ réznic w proporcjach GC pomiedzy sekwencjami okre$lano za pomoca
standardowego testu na poréwnanie proporcji z korekta na wielokrotne testowanie Storey’a [198] i
poziomem istotnosci 0.01. Korelacje w sktadzie nukleotydowym pomiedzy grupami sekwencji okreslano
za pomoca testu Spearmana ze wzgledu na brak zgodnosci badanych zbioréw danych z rozktadem
normalnym, ocenianym za pomoc3 testu zgodnosci dopasowania Jarque-Bery.

Wykresy czestotliwo$ci wystepowania nukleotydéow GC wykonano poprzez zliczenie ilosci
nukleotydéw na danej pozycji kazdej z badanych sekwencji. Ze wzgledu na brak zgodnos$ci w dtugosci
sekwencji nalezacych do niektérych zbioréw, wszystkie wartos$ci ustandaryzowano dzielgc je przez liczbe

sekwencji, ktéra osigga okreslong dtugosc¢.
4.2.2. Macierze wag pozycji

Macierze wag pozycji (z ang. Position Weight Matrix - PWM) powstajg na podstawie okres$lonej liczby
motywdéw sekwencyjnych, ktére odpowiedzialne sg za wspoélne procesy regulacyjne, np. oparte o
przylaczanie biatek z rodziny czynnikéw transkrypcyjnych. Przykiad macierzy wag pozycji oraz
odpowiadajacy jej zbiér sekwencji przedstawiono na Ryc. 17.

Podejscie wykorzystane w niniejszej pracy do poszukiwania sekwencji zblizonych do motywu w
formacie PWM oparte jest o jedng z najczesciej wykorzystywanych metod. Polega ona na przesuwaniu o 1
nukleotyd motywu wzdtuz sekwencji oraz wyznaczaniu wspoétczynnika dopasowania okreslajacego
podobienstwo danego fragmentu sekwencji do zbioru sekwencji wykorzystanego do utworzenia macierzy
PWM. Wspétczynnik ten jest wyznaczany poprzez sumowanie wartosci z kolejnych kolumn macierzy
PWM dla poszczegélnych pozycji i okreslonych nukleotydéw obecnych w badanym fragmencie sekwencji

[203], co zilustrowano na Ryc. 19.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

aAlo o & 0 6 5 & 3 1 0 0 0 0
clz2 o o o 0 0 0 0 0 2 2 4 2
Gl4 o 0o 0o 0o 0 0 3 5 4 4 2 4
Tfo & 0 & 0 1 0 0 0 0 0 0 0

DNA GTATATATGGCCGGATC CCAG
Nbi 4 6 6 6 6 1 6 0 5 4 2 S= 3 N(b.i) = 54
i=l

Ryc. 19: Przyktad wyznaczania wspétczynnika dopasowania S na podstawie ilosci zliczen N(b,i), gdzie i okresla
pozycje natomiast b typ nukleotydu. W przyktadzie wykorzystano macierz PWM motywu TATA-box

Im wyzszy jest wspétczynnik dopasowania tym podobienistwo pomiedzy badang sekwencja a motywem
jest wieksze. Macierze PWM s3 jednak rdznej dtugosci, z tego wzgledu liczba motywdéw uzyta ich
stworzenia moze by¢ rézna. Konieczne jest zatem ustandaryzowanie wspétczynnika dopasowania po to
aby mozliwe byto wprowadzenie uniwersalnego progu odciecia, powyzej ktérego dopasowanie uznawane
jest za wystarczajaco silne do powstania wigzania. W tym celu wykorzystano metode zaproponowang w
pracy [211], polegajaca na wyznaczeniu procentu danego wspotczynnika w stosunku do maksymalnej

mozliwej do uzyskania wartosci:
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S — Smin
Snorm = S _s 100 €3]
gdzie Smin Oraz Smax to odpowiednio najmniejsze i najwieksze warto$ci wspétczynnika dopasowania dla
okreslonej macierzy PWM.

Znormalizowana w ten sposob wartos¢ poréwnywana jest z zdefiniowanym przez uzytkownika
progiem odciecia (zwykle 80%) pozwalajac na pozostawienie jedynie tych miejsc dopasowania, ktore
charakteryzuja sie wysoka zgodnosScig z motywem. Gtéwng zaleta tej metody jest jej prostota, co pozwala
na przeanalizowanie ogromnych zbioréw sekwencji w krotkim czasie, bez potrzeby korzystania z
komputeréw o duzej mocy obliczeniowej.

Pomimo, ze przedstawiona metoda sprawdza sie bardzo dobrze dla réznych zbioréw danych kilka
probleméw matematycznych pojawia sie w przypadku niektérych motywéw PWM. Macierze PWM
powstaja nieraz z niewielkiej liczby motywéw i czesto nie wszystkie typy nukleotydéw wystepuja na
danej pozycji co prowadzi do pojawiania sie zer w macierzy PWM. Powoduje to problemy w przypadku
konwersji macierzy do skali logarytmicznej. Jednym z mozliwych rozwigzan jest zastosowanie
przeksztatcenia zaproponowanego w [231]:

P,(b,i)

Woi = 109 =553 (2)

gdzie Py(b) to prawdopodobienstwo pojawiania sie zasady okreslonego typu w danej sekwencji (w
wiekszosci przypadkéw Py(b)=0.25 dla b=1,...,4) oraz Pn(b,i) to skorygowane prawdopodobienstwo

pojawiania sie zasady b na pozycji i w motywie dtugosci m, wyznaczone w nastepujacy sposob:

N(b, 1)

Pa(b,i) = +e 3)

gdzie N(b,i) to zliczenia wynikajace z macierzy PWM dla zasady b na pozycji i natomiast € jest
parametrem, ktéry zapobiega problemowi zwigzanemu z przeksztatceniem logarytmicznym (e =0.01).
Koncowa warto$¢ wspotczynnika przed normalizacja bedzie w takiej sytuacji sumg wartosci W, ; dla

kazdej zasady w badanej sekwencji:

n
S=) W (4)
i=1

Wptyw zastosowanej metodologii oraz jej warianty wraz z réznicami w warto$ciach parametréw

przetestowano w ramach pracy [205].
4.2.3. Miejsca wigzgce miRNA

Miejsca wigzania czasteczek miRNA w transkryptach ludzkich genéw wyznaczone zostaly za pomoca
programéw miRanda [232] TargetScan [233] oraz PicTar [234]. Ze wzgledu na ogromna ilo§¢ danych
opisujacych oddziatywania miedzy parami mRNA-miRNA przygotowano 2 bazy danych wyposazone w
interfejs wspomagajacy wygodny dostep do danych. Pierwsza z baz danych oparta jest o skrypt
przygotowany w jezyku VBA (Visual Basic for Applications) dla Excela. Druga natomiast bazuje na bazie

danej Microsoft Access, do ktérej dostep zapewnia aplikacja napisana w jezyku Delphi. Aplikacje ta
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wyposazono w wygodny edytor zapytan SQL pozwalajacy na bardzo szybki dostep do wybranych
informacji w oparciu o specyficzne kryteria jako$ci dopasowania oparte o wyniki z réznych metod

poszukiwania miejsc oddziatywania z miRNA.
4.3. Analiza danych mikromacierzowych

Wstepne przetwarzanie i kontrola jakoSci

Dane z mikromacierzy Affymetrix w wiekszosci analizowano przy wykorzystaniu sSrodowiska R. Kontrola
jakosci danych przeprowadzona zostata za pomocg programéw affyQCReport oraz arrayQualityMetrics
zaimplementowanych w Bioconductorze w oparciu o pakiet simpleaffy [168]. Metody wstepnego
przetwarzania danych przeprowadzone zostaty za pomoca algorytméw RMA [138], GCRMA [235], PLIER
[175], MASS [173], FARMS [176] oraz MBEI [177] w oparciu o ich implementacje w Bioconductorze. Dane
zostaly przeanalizowane przy wykorzystaniu uaktualnionych wersji plikéw CDF zgodnie z metodologia
opisang w [148] z zestawami sond specyficznymi dla transkryptéw z bazy Reference Sequence [221].
Kompensacja tzw. efektu partii (z ang. batch effect) wykonana zostata za pomocg oprogramowania
ComBat [236]. Geny rdéznicujace wyznaczono za pomoca oprogramowania Limma [142] z korektg na
wielokrotne testowanie Storey’a [198].

Dane z mikromacierzy Agilent przetworzono za pomoca metody AFE-TGE (Affymetrix Feature
Extraction - Total Gene Signal) zaproponowanej przez producenta mikromacierzy. Dodatkowo jako
poréwnanie wykorzystano metode RMA (w przypadku mikromacierzy miRNA zaimplementowang w
pakiecie R AgiMicroRna [237]) oraz normalizacje Loess zaproponowang w [238, 239] jako alternatywe dla
AFE-TGE.

Wielkoskalowa analiza wptywu sktadu GC na zmiane poziomu ekspresji

Cechy sekwencji nukleotydowych sond okre$lono na podstawie informacji o ich sekwencjach pobranych z
bazy danych plikéw CDF Brainarray [148]. Dla kazdego zestawu danych mikromacierzowych
przeprowadzono wstepne przetwarzanie zgodnie z jedng z 6 metod (RMA, GC-RMA, MAS5, FRAMS, PLIER,
MBEI) z pominieciem etapu sumaryzacji. Na podstawie przetworzonych w ten sposéb danych okreslono
wsp6tczynnik nachylenia linii regresji dopasowanej do wartosci okreslajacych zaleznos¢ sktadu GC sondy
od poziomu ich sygnatu. Dodatkowo okreslono mediane poziomu ekspresji sond o réznych proporcjach
GC oraz S$redni poziom sygnatu catej mikromacierzy. W oparciu o uzyskane wartosci wykonano kolejny
etap analizy, w ktérym dla kazdego zbioru danych przeprowadzono peine przetwarzanie kolejno
szeScioma wcze$niej wybranymi metodami, tacznie z etapem sumaryzacji. Do warto$ci poziomu ekspresji
kazdego zestawu sond specyficznego dla okreSlonego transkryptu z bazy danych RefSeq dopasowano
wartos$ci sktadu GC jego kompletnej sekwencji. Nastepnie dla kazdej unikatowej pary dwoch probek w
danych z okres$lonego eksperymentu wyznaczono logarytm stosunku kazdych dwo6ch wartosci poziomu
ekspresji (LFC) zestawow sond oraz okreslono poziom korelacji LFC z wcze$niej okres§lonym sktadem GC
transkryptu. Tego typu dane powigzano z réznicami w kacie nachylenia linii regresji pomiedzy tymi
samymi probkami obliczonych na podstawie danych uzyskanych w pierwszym etapie analizy. W ten
sposéb dla kazdego zbioru danych i kazdej unikatowej pary prébek do niego nalezacych uzyskano dwie

wartosci: korelacje pomiedzy zmiang poziomu ekspresji a sktadem GC transkryptu oraz réznice w kacie
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nachylenia linii regresji dopasowanej do przetworzonych danych. Warto$ci te wykorzystano do okre$lenia
wspotczynnika korelacji dla kazdego zbioru danych z pojedynczego eksperymentu, ktéry zatozono, ze
okresla zalezno$¢ wynikéw eksperymentu od réznic w proporcjach GC pomiedzy prébkami.

Z uwagi na bardzo duza ilo$¢ danych mikromacierzowych wykorzystanych w tym etapie obliczenia
przeprowadzono na klastrze obliczeniowym Ziemowit. Poniewaz duzym ograniczeniem obliczen
réwnolegtych byta w tym przypadku ilo§¢ pamieci RAM na kazdym weZle obliczeniowym, niezbedna do
przetworzenia kazdego ze zbioréw danych (bardzo trudna do oszacowania przed analizg), poszczeg6lne
zbiory danych wymagajace bardzo duzych iloSci pamieci (zawierajgcych kilkaset prébek) byly pomijane
podczas obliczen réwnolegtych w przypadku gdy pozostate, aktualnie analizowane zbiory byty na tyle
duze, ze dostepna ilo§¢ pamieci RAM byta nie wystarczajaca. Tego typu zestawy danych byty nastepnie
analizowane na samym koncu analizy, sekwencyjnie. Catkowita analiza danych przeprowadzona zostata
na podstawie wtasnych skryptéw w $rodowisku Python, dodatkowo korzystajacych z polecen powtoki
jadra systemu Linux oraz skryptéw w jezyku R uruchamianych za posrednictwem pakietu rpy2 dla jezyka

Python.

Budowa drzewa decyzyjnego oraz okreslenie wptywu poszczegélnych cech na jego strukture

Drzewo decyzyjne zbudowano na podstawie pieciu cech zestawéw sond oraz $redniej warto$ci wariancji
sygnatu sond w zestawie na przestrzeni wszystkich analizowanych prébek. Cechy zestawdéw sond

zdefiniowano w nastepujacy sposob:

e Sktad GC sond - im wiecej jest sond o skrajnych proporcjach sktadu GC tym wieksza powinna by¢
wariancja sygnatu. Jako miare zréznicowania sktadu GC przyjeto wariancje sktadu GC sekwencji
sondy w obrebie zestaw6ow. Jednak podczas obliczania wariancji sktadu GC zamiast $redniej
warto$ci GC obliczonej dla okreslonego zestawu wykorzystano mediane sktadu GC wszystkich

sond danej mikromacierzy.

e Polozenie sekwencji rozpoznawanej przez sondy - wariancja sygnatu powinna by¢ tym wyzsza
im wiecej sond potozonych w duzej odlegtosci od siebie. W celu okreslenia tej zaleznosci
wyznaczono odlegtosci sond danego zestawu od sondy potozonej najblizej konca 3’ transkryptu
(odlegtosci wyznaczono na podstawie sekwencji z bazy danych RefSeq). Nastepnie wyznaczono
wariancje potozenia sond jednak nie wokoét $redniej wartosci potozenia ale jej 25 percentyla,
poniewaz im wiecej jest sond potozonych w duzej odlegtosci od grupy sond w okolicy konca 3’

tym wiekszy powinien by¢ wptyw degradacji RNA na wariancje sygnatéw w zestawach sond.

e Dopasowanie do réznych grup form splicingowych transkryptéw okre$lonego genu - w tym
przypadku wariancja powinna by¢ najwieksza, gdy w zestawie wystepuje duzo sond
dopasowanych do wielu réznych grup form splicingowych. Przyjeta miara wptywu dopasowania

do wielu grup form splicingowych (Sd) zostata zdefiniowana w nastepujacy sposéb:

_Km-Nk

Sd
Ns

(1)
Gdzie Km to ilos¢ sond w najwiekszej grupie sond dopasowanej do wspdlnych form
splicingowych, Nk - ilo$¢ grup splicingowych, Ns - ilo§¢ sond w zestawie. Wspdtczynnik jest tym

wyzszy im wiecej jest grup form splicingowych zawierajacych duza ilo$¢ sond.
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e Obecno$¢ motywu (A)n w transkrypcie - zmienna binarna, 1-zestaw zawiera sondy po obu

stronach motywu (A)n o dtugosci przynajmniej 24nt, 0-zestaw nie zawiera tego typu sond

e Obecno$¢ motywu CCGCCTCCC (T7 spacer) w sekwencji sondy - zmienna binarna, 1-zestaw

zawiera przynajmniej jedng tego typu sonde, 0-zestaw nie zawiera tego typu sond

Do budowy drzewa decyzyjnego oraz okres$lania wptywu poszczegélnych cech na jego ksztatt
wykorzystano $rodowisko Matlab. Ocena procentowego wptywu parametrow na ksztalt drzewa

przeprowadzona zostata zgodnie z metodologia opisang w pracy [240].

Analiza skutecznosci algorytmoéw poszukiwania genéw réznicujacych

Ocene jakosci algorytmoéw wstepnego przetwarzania danych przeprowadzono w oparciu o zbiory danych
GoldenSipke i PlatinumSpike (doktadny opis danych zamieszczono w punkcie 4.1.2), ktére
zaprojektowano w taki sposdb, Ze znana jest doktadna lista gendw réznicujacych. Z nig poréwnano wyniki
identyfikacji gen6w réznicujacych oparte o test-t, ktére uzyskano po zastosowaniu wybranej metody
przetwarzania danych. Réznice pomiedzy metodami przedstawiono w postaci krzywych ROC, do
sporzadzenia ktorych wykorzystano statystyke t. Catkowita analiza przeprowadzona zostala w

$rodowisku Matlab na podstawie wtasnych skryptéw obliczeniowych.
4.4. Eksperymenty RT-qPCR

Startery do reakcji PCR zaprojektowane zostaly za pomoca aplikacji Primer3 [241] a ich specyficzno$¢
dodatkowo potwierdzono poprzez wykonanie dopasowania ich sekwencji do bazy danych transkryptéw
Reference Sequence za pomocg programu BLAST [217]. W ten sposdb sprawdzono czy startery nie s3
specyficzne nawet w niewielkim stopniu (minimum 10 nukleotydéw) do innych transkryptéw, oraz czy
namnazana sekwencja (amplikon) nie zawiera eksonu, ktéry moze prowadzi¢ do powstania
alternatywnych form splicingowych i w ten spos6b generowaé wiecej niz jeden produkt w reakcji PCR.

Sekwencje wszystkich wykorzystanych starteréw zebrano w Tab. 17.

I fik
Symbol Genu dentyfl at(:)ry Nazwa Sekwencja
transkryptow
NM_030621 DICER1_F TTAGACTTGTAGGCACTCTTC
DICERL NM_001195573 DICER1_R ACCTCTACTGGTATGTTGATG
NM_177438 -
CCNB1_F GAGCATCTAAGATTGGAGAG
CCNB1 NM_031966
CCNB1R GGTAATGTTGTAGAGTTGGTG
NM_031370 AUF1_F GAGTGTAGATAAGGTCATGGA
HNRNPO (AUF1) NM_031369
NM_002138 AUF1R CCTCTTATTGGTCTTGTTGT
NM_001003810
NM_012154 AGO2_F GGTTCTCCACCACGAGTTGC
EIF2C2 (AGO2 - =
(AGO2) NM_001164623 AGO2_R GGACGTGATAGTGCGAAGGC
PARP_F GTGTGGGTACGGTGATCGGTA
PARP1 NM_001618
PARP_R GCCTGCACACTGTCTGCATT
SLC25A37_F1 GTCCCCTCCTCTCTCTAAGG
SLC25A37_R1 AGCCTCCTCCCTGGATCCT
SLC25A37 NM_016612
SLC25A37_F2 GACACGCACAAGCACACACA
SLC25A37_R2 GCTGTGTTTAGCCCCTCCAG

Ryc. 20: Sekwencje wykorzystanych starteréw do reakcji RT-qPCR (F-forward, R-reverse)
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Wszystkie eksperymenty wykonane zostaty w 4-6 powtdrzeniach technicznych. Do syntezy cDNA
wykorzystano odczynniki firmy EURx natomiast reakcje PCR wykonano przy uzyciu zestawu
odczynnikéw A&A Biotechnology z barwnikiem fluorescencyjnym EvaGreen.

Analize statystyczna wynikéw przeprowadzono za pomoca napisanych w tym celu skryptow w
srodowisku Matlab. Detekcje wielkoSci odstajacych przeprowadzono za pomocg testu Dixona, natomiast
znamienno$¢ statystyczng réznic pomiedzy poziomami ekspresji okre§lono na podstawie testu-t.

Analiza RT-qPCR obejmowata dwa oddzielne eksperymenty:
1. Walidacja wynikéw z eksperymentu mikromacierzowego

Poziomy ekspresji gen6w DICER1, CCNB1, AUF1, AGO2 oraz PARP1 okreslono w komoérkach kontrolnych
oraz w komdrkach, z ktéorych RNA wyizolowano po 12 godzinach od poddanych ich dziataniu
promieniowania jonizujacego. Poziomy ekspresji kazdego z gendéw znormalizowano wzgledem genu
referencyjnego RPL41 (biatko rybosomalne L41) a nastepnie wyznaczono poziomy ekspresji z
wykorzystaniem metody Livaka [242]. Pomiary dla kazdego indywidualnego genu znormalizowano
wzgledem komorek kontrolnych. Pomimo réznic w poziomach ekspresji pomiedzy kontrolami
poszczegolnych linii komérkowych standaryzacja do kontroli utatwia interpretacje danych, szczegdlnie, ze

wszystkie pozostate badania byly wykonane w bezposrednim odniesieniu do komérek kontrolnych.
2. Analiza produktéw amplifikacji mRNA z motywem (A)n

Startery zostaty zaprojektowane dla genu SLC25A37, ktory zawiera w obszarze 3’-UTR motyw (A)n
sktadajacy sie z 45 nukleotydéw, w taki sposéb aby ich parametry (temperatura topnienia, wiasnosci
sekwencji amplikonéw) byly mozliwie najbardziej zblizone oraz aby jedna para obejmowata motyw (A)n.
(produkt B) natomiast pozostate dwie pary znajdowaty sie po jego obu stronach (produkty A i C),
koncepcje ta ilustruje Ryc. 21.

A: F1-»>R1 C: F2->R2
B: F1->R2
3 e [e poli-A
SLC25A37 — ——{AnAAAAAAAA. A —— ——[AAAAAAAAAAAA]

Ryc. 21: Schemat rozmieszczenia starteréw w eksperymencie z amplifikacja mRNA zawierajacego motyw (A)n.
Sekwencje amplikonéw powstate w wyniku wykorzystania 3 kombinacji par starteréw zaznaczono niebieskim
kolorem.

Poniewaz analiza poréwnawcza wykonana zostata wytacznie na podstawie jednego ekstraktu cDNA
normalizacja w oparciu o gen referencyjny nie byta wymagana. Poziomy ekspresji okreslono za pomoca
metody Livaka [242] i odniesiono do ilosci produktu B obejmujacego motyw (A),.. Doswiadczenie
wykonano na podstawie cDNA zsyntetyzowanego w oparciu o standardowy protokét oraz

zmodyfikowang wersjg, w ktérej uzyto dwukrotnie wiekszego stezenia starteréw oligo-dT.
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5. Konstrukcja oprogramowania

Ze wzgledu na konieczno$¢ przeprowadzenia specyficznych obliczen opracowano szereg aplikacji

bioinformatycznych, ktére podzieli¢ mozna na dwie zasadnicze grupy:

e Aplikacje zbudowane wytacznie na potrzeby pracy - sg to przede wszystkim zestawy skryptéow
napisanych w jezyku Python, R lub Matlab wykorzystywane do przeprowadzenia najbardziej
czasochtonnych obliczen oraz do stworzenia wszystkich wykreséw prezentowanych w niniejszej
pracy. Tego typu programy wykorzystano do wstepnego przetwarzania danych
mikromacierzowych, analizy sekwencji pod katem miejsc wigzania miRNA, przeprowadzenia
wiekszosci testow statystycznych, oraz gromadzenia i przetwarzania danych wykorzystywanych

przez pozostate programy.

e Aplikacje przeznaczone do wielu celéw, publicznie dostepne - do tej grupy nalezg programy,
ktére byly napisane na potrzeby pracy jednak moga by¢ wykorzystane do innych celéw, w
dodatku wszystkie sa wyposazone w wygodny interfejs graficzny. Programy z tej grupy napisane
byty w jezyku Delphi (wersja XE2). Pelne wersje programéw dostepne s3 na stronie internetowe;j:

www.bioinformatics.aei.polsl.pl. Do tej grupy nalezg programy stuzace do przetwarzania danych

mikromacierzowych, analizy sekwencji nukleotydowych oraz poszukiwania informacji o funkcji

gendw i transkryptow.

Gléwnym celem aplikacji z drugiej grupy jest nie tylko stworzenie funkcjonalnych i bardzo szybkich
narzedzi bioinformatycznych pozwalajgcych na przeprowadzanie skomplikowanych analiz na duzych
zbiorach danych ale takze ich propagowanie dzieki latwemu i wygodnemu uzytkowaniu. W
przeciwienstwie do innych aplikacji tego typu nie wymagaja one instalacji dodatkowych programéw
takich jak Matlab czy R lub $rodowisk uruchomieniowych typu .NET/Java-RE. Dodatkowo uruchamiane sg
one w pelni na komputerze uzytkownika co eliminuje problemy zwigzane z przesytaniem duzych ilosci
danych na zewnetrzny serwer oraz pozwalajg na wykorzystanie mocy obliczeniowej lokalnego

komputera.
5.1. Analiza sekwencji nukleotydowych - NucleoSeq

NucleoSeq jest pierwsza ze stworzonych aplikacji pozwalajaca na przeprowadzanie wielkoskalowych
analiz sekwencji nukleotydowych DNA lub RNA [205]. To co wyréznia NucleoSeq od innych podobnych
programéw to przede wszystkim mozliwo$¢ automatycznego pobierania sekwencji nukleotydowych z
bazy danych European Bioinformatics Institute (EBI) oraz University of California Santa Cruz (UCSC) za
posrednictwem Internetu a takze ich bardzo szybka i wygodna analiza w oparciu o motywy sekwencyjne
dowolnego formatu. NucleoSeq wyposazony jest w wygodny interfejs graficzny (Ryc. 22) utatwiajacy
proces analizy oraz pozwalajacy na natychmiastowe zwizualizowanie wynikéw jeszcze przed catkowitym
zakonczeniem obliczen.

Sekwencje nukleotydowe bedgce przedmiotem analizy moga by¢ dostarczone przez uzytkownika w

formacie FASTA lub automatycznie pobrane z bazy danych Reference Sequence, publikowanej przez
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EMBL, na podstawie identyfikatorow RefSeq, Ensembl lub EntrezGene. Powiazania miedzy
identyfikatorami zapewnia wewnetrzna baza danych symboli, ktoéra jest czeScig programu, wraz z
systemem automatycznej aktualizacji umieszczonych w niej danych za posrednictwem Internetu. Pobrane
sekwencje nukleotydowe transkryptéw moga by¢ analizowane w cato$ci lub z rozréznieniem
poszczegolnych fragmentéow takich jak sekwencje konca 3’/5 czy sekwencja kodujaca. Dodatkowo
wszystkie pobrane sekwencje transkryptéw przechowywane sg w lokalnej bazie danych programu na
potrzeby przysztych analiz co znacznie przyspiesza ich nastepne przetwarzanie. Baza danych sekwencji
moze by¢ catkowicie badz czeSciowo wyczyszczona w przypadku gdy sekwencje w niej przechowywane s3

juz nieaktualne.

4 Sequence Analysis

Step 1: Specify sequences

Step 2: Select features and motfs

NucleoSeq ver 2.0

Sequence type: |F = ® o5 location
Nurber QuewIC Symbol Typs  Lenoth GCIzl & T G 5 MA003E Hl | ouence region ) GC percentage: Analyzed sequence
New Analysis 1 PFLT3  NM_O0: 3848 4305 1153 1038 863 74 49 _
2 NM_O0< GBPZ  MM_O0< 2595 4553 797 B15 637 548 27 ;E’:‘;tﬂg;;éi ;g[gagg[(gm[gmtwggtgm (el
——— 3 NM_00 GGTS  NM_OD: 2487 6232 440 488 T7 &M 11 99tagcpgCagsacicgRaCiepgttcp3090eRCcccs ZAREconsensus 2 3
4 NM_00: GHSR  NM_OD: 914 6388 13 195 264 3@ 7 <gteigtageccggacagegagectaggtingagioggasg: oo ko1
5 NM_OO: GIP NM_OD: 711 5316 191 142 191 187 8 g Dgtpoctcaggctteeyclecctoecty A[00653016
6 NM_00 GMFE  NM_OD: 4125 3388 1240 143 RS 63 47 i e IS EEe
7 NM_00¢ DNAJCE NM_OD< 1515 4443 410 431 32 312 15 B R T e TZao0io ]
g NM_OOZ GNGTI "M nns ocs  sooce oo oz oma o7 o Lttt it gagaag RO
3 N80 GPs1 SR BBt R R
10 MM_OD: GTF2F2  Anelyzing sequence: NVM_DD4254 ride 9 atotgagagegticaageiggaagatagagageasccctca SRt ie e
T G oo
12 NM_OD: GZMB e 31% complete “catos eteinc mongtaateagcleaatapatarit 4 k
IR gtittcccccttccetctticacteictecaceieatticeticag Resits deplay type: [Ocaurence count
14 NM_OD< HNFAG NM_DDC 4101 3872 1382 1284 787 678 46 B ——
15 NM_OO HSPAS NM_DD: 3506 4501 1008 920 856 72 45
15 NM OO IDH3G  NM_OO 1802 5972 337 268 29 de8 6 Load Paste Clear Save all sequences into FASTA fie
17 NM_OD IREBZ NM_0O< 6367 3834 1905 2020 1289 1152 €2 Y —— P
18 NM_OD: KCNMB NM_OD< 1518 5441 340 352 a1 45 11
19 NM_ODc KATE3E NM_DO: 1267 BOS3 287 21 M6 3@ 15 3 T 1
20 NM_O LBP  NM_OD: 1894 535 414 458 471 551 19 21 13 2 0
2 NM_00C LLGLT NM_OD: 4225 61,35 784 863 1261 131 W 80 1% 11 13
22 NM_OO CITEDT NM_DD: 1251 6123 261 224 33 33 6 w5 4 6
23 NM_OD MYDSB NM_OD: 7640 B0 1822 1219 267 2312 53 145 48 6 mo
Database n UM MRUTR a0 monnTn o omooenn - ° ‘ e
Settings Results Table | Summary Table save || Copy || Clear

Ryec. 22: Interfejs programu NucleoSeq

NucleoSeq jest klientem ustug internetowych (ang. web services client), ktéry nie jest wyposazony w
peing baze danych sekwencji nukleotydowych RNA i DNA a potrzebne informacje pobiera na biezgco za

posrednictwem Internetu z zewnetrznych baz danych, dziatajacych w formie ustug internetowych.

-
REST A }

l (SRS)
REST /7 7 EMBL-EBI (RNA)
€~ :

~
UCSC (DNA) At €= = _ _)t
- FTP .
NucleoSeq NCBI

(lokalna baza danych) (Informacje o genie)

Ryc. 23: Bazy danych wykorzystywane przez NucleoSeq oraz protokoty uzyte do przesytania informacji

NucleoSeq wykorzystuje trzy bazy danych dwie z nich stuzg jako zrédto sekwencji DNA i RNA natomiast
trzecia dostarcza informacji na temat identyfikatoréw sekwencji oraz potozenia genéw w sekwencji DNA
(Ryc. 23). Sekwencje RNA pobierane sa bezposrednio z bazy danych Reference Sequence udostepnionej za
posrednictwem serwer6w EMBL-EBI (European Molecular Biology Laboratory - European Bioinformatics
Institute). W tym celu wykorzystywany jest protokét SRS (Sequence Retrieval System) bazujacy na
formacie zapytan typu REST (z ang. Representational State Transfer). W oparciu o grupe identyfikatoréw
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transkryptéw wystanych do serwera zwracana jest odpowiedZ zawierajgca szczegétowe informacje na
temat kazdego z transkryptow, ktére z kolei przetwarzane sg przez NucleoSeq i zapisywane w
wewnetrznej bazie danych.

Sekwencje DNA pobierane sg za pomocg protokotu DAS (Distributed Annotation System) z bazy
danych UCSC (University of California Santa Cruz) na podstawie wspotrzednych obszaru promotora
genoéw obliczonych przez program w oparciu o potozenia genu i jego orientacje na nici DNA. DAS jest
jednym z najpopularniejszych formatéw przesytania danych biologicznych okreslajacym Sciste reguty
dotyczace samego zapytania wysylanego na serwer oraz format otrzymywanej odpowiedzi. Format
zapytan podobnie jak w przypadku protokotu SRS bazuje na systemie REST jednak odpowiedZ przesytana
z serwera ma w tym przypadku format XML, co utatwia jej przetwarzanie na potrzeby analizy danych.

Informacje o identyfikatorach genéw pobierane s3 jednorazowo z serwera NCBI (National Center
for Biotechnology Information) za posrednictwem protokotu FTP. Dane pobierane sg automatycznie po
uruchomieniu przez uzytkownika procedury aktualizacji bazy danych a nastepnie przetwarzane i
zapisywane w wewnetrznej bazie danych programu. Poniewaz baza danych jest indeksowana to po kazdej
aktualizacji wyszukiwanie w niej danych jest btyskawiczne, co daje znaczng przewage nad
wykorzystaniem zewnetrznego systemu konwersji symboli i informacji o potozeniu genéw, ktére nie sg
aktualizowane tak szybko jak sekwencje nukleotydowe RNA. W przeciwienstwie do sekwencji
nukleotydowych baza danych symboli jest bardzo mata - kilka megabajtow.

Wykorzystanie serwiséw internetowych pozwala na wyeliminowanie potrzeby rozprowadzania
aplikacji razem z bardzo duza baza danych (ponad 4GB dla jednego organizmu) oraz eliminuje
koniecznos¢ jej bezustannej aktualizacji, poniewaz sekwencje pobierane sg bezposrednio od Zrédta. Wada
tego rozwigzania jest jednak wydtuzony czas analizy, ktéory w przypadku sekwencji, jakie nie byty
wczesniej analizowane (nie zostaty zapisane w wewnetrznej bazie danych programu) jest uzalezniony od
szybkosci i niezawodnosci tacza internetowego a takze parametréw samego serwisu internetowego
(maksymalna liczba réwnolegltych zapytan, minimalny czas odstepu pomiedzy zapytaniami etc.)
Dodatkowa wada jest zaleznos$¢ aplikacji od dostepnosci samego serwisu internetowego jednak
mozliwo$¢ analizowania sekwencji zapisanej na komputerze w formacie FASTA pozwala ja cze$ciowo
wyeliminowac.

Wszystkie sekwencje nukleotydowe moga by¢ analizowane w oparciu o specyficzne motywy
sekwencyjne jak i te niespecyficzne zdefiniowane w postaci kodu IUPAC lub za pomoca macierzy wag
pozycji w formacie bazy danych Jaspar [230]. Mozliwo$¢ przeszukiwania sekwencji w oparciu o motywy
typu PWM pozwala na odnajdywanie potencjalnych miejsc wigzania biatek regulatorowych (w tym
czynnikow transkrypcyjnych) zgodnie ze zdefiniowang przez uzytkownika czutoscia algorytmu.

Dodatkowe funkcje programu pozwalajg na poszukiwanie motywéw w zrandomizowanych
sekwencjach, tj. sekwencjach z losowo wymieszanymi nukleotydami przy zachowaniu dtugosci i
czestotliwosci wystepowania poszczegdélnych zasad a takze w catkowicie losowych sekwencjach o
zdefiniowanej przez uzytkownika dtugosci. Funkcja ta pozwala odpowiedzie¢ na pytanie czy liczba
motywdédw w okreslonej sekwencji jest wieksza lub mniejsza od liczby wynikajacej z losowego utozenia
nukleotydéw lub réznic w sktadzie nukleotydowym pomiedzy okreslonymi grupami sekwencji.

Wyniki analizy moga by¢ wyswietlone w formie catkowitej ilo$ci motyw6w w badanej sekwencji,
procentu sekwencji zawierajgcej okres§lony motyw lub w formie pozycji kazdego poszczegblnego motywu,

co pozwala na budowanie map czestotliwosci wystepowania sekwencji na danej pozycji. Poniewaz
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pobieranie i analiza sekwencji moga by¢ nieraz bardzo czasochlonne, czeSciowe wyniki mogg by¢ na
dowolnym etapie wys$wietlone lub zapisane do pliku przez uzytkownika. Zapisywane moze sie takze
odbywa¢ automatycznie w celu unikniecia utraty danych w sytuacji gdy komputer, na ktérym dziata

program ulegt awarii.

Program NucleoSeq byt wykorzystywany przy niemal wszystkich analizach sekwencji w niniejszej pracy.
5.2. Analiza cech funkcjonalnych genéw - NucleoAnnot

NucleoAnnot jest kolejng aplikacjg stworzong w ramach niniejszej pracy, stuzaca do przetwarzania
danych adnotacyjnych genéw i ich transkryptéw. Gtéwna zaleta NucleoAnnot to mozliwo$¢ przetwarzania
danych adnotacyjnych na komputerze uzytkownika przy jednoczesnym wykorzystaniu najnowszych
wersji baz danych informacji o genach. Inne tego typu programy wymagaja recznej aktualizacji baz danych
przez ich twdércédw NucleoAnnot ma jednak wbudowane systemy aktualizacji, ktére pozwalaja

uzytkownikowi zaktualizowa¢ wszystkie bazy danych w dowolnym momencie za pomocg odpowiedniego

przycisku.
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GeneRIFs | Related artides

MDM2 N . = s L

slation might represent an import
MdmX may have different roles in the regulation of Mdmz activity for ubiquitinat

MDM2 has critical roles in the requlation of p21 and E2F 1 expression, stability ar
Overproduction of Mdm2, resuiting from a naturally occurring SN, inhibits chror =

SiRMA

< i, b

Article:
EMEOQ J. 2003 Dec 1;22(23):6365-77. -

Genes Literature

(58] 4193 (MDM2]

MDM2 promotes p21waf1/cip1 proteasomal turnover independently of ubiquityl
Jin Y, Lee H, Zeng SX, Dai MS, LuH.
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Ryc. 24: Interfejs programu NucleoAnnot

NucleoAnnot wyposazony jest w wygodny interfejs graficzny (Ryc. 24) utatwiajacy wprowadzanie danych,
ich analize oraz eksport wynikéw. NucleoAnnot sktada sie z szeSciu modutéw realizujacych nastepujace

funkcje:

e Stownik oznaczen genéw - zbudowany na podstawie informacji z bazy danych EntrezGene
stownik pozwala na zamiane identyfikatoréw genéw réznego rodzaju dodatkowo dostarczajac

informacji o jego typie oraz potozeniu

e Przeglad literaturowy genéw - oparty o informacje z bazy danych PubMed system
przeszukiwania literatury pozwala na odnalezienie wszystkich artykutéw naukowych opisujacych

funkcje wybranego genu lub listy genéw, w ktérych dodatkowo pojawiaja sie okreslone stowa
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kluczowe. Dodatkowo modut ten pozwala na odnajdywanie genéw powiazanych ze
zdefiniowanymi przez uzytkownika stowami kluczowymi pojawiajacymi sie w literaturze

naukowej

e Przypisanie do $ciezek sygnatowych KEGG - system pozwala na przypisywanie S$ciezek
sygnatowych ze zbioru KEGG do okreslonej listy gendéw, dodatkowo pozwala on na tworzenie
raportow ilosci genéw przypisanych do kazdej konkretnej $ciezki z dostarczonej listy w stosunku
do wszystkich genéw bioracych w niej udzial. Modut ten pozwala takze na wyszukiwanie innych
gendéw powigzanych z genami znajdujacymi sie na dostarczonej liScie poprzez wspélne Sciezki

sygnatowe.

e Przypisanie do $ciezek sygnatowych Panther - modut analogiczny do poprzedniego oparty o baze

danych $ciezek sygnatowych Panther.

e Opis funkcji genéw na podstawie bazy Gene Ontology (GO) - modut o funkcjonalnosci zblizonej
do moduldéw przypisania Sciezek sygnatowych bazujacy jednak na bazie danych funkcji genéw GO
wg jednej z 3 klas termindéw ontologicznych, rozszerzonej o funkcje okreslania poziomu

skomplikowania danego terminu

o Identyfikacja miRNA regulujacych okreslone geny - modul wykorzystujacy potaczone bazy
danych miRBase i microrna.org w celu stworzenia raportu powigzan pomiedzy zadang lista
gendw a réznymi czasteczkami miRNA. Podobnie jak w przypadku $ciezek sygnatowych mozliwe
jest tworzenie raportu ilo$ci genéw przypisanych do konkretnego miRNA a takze graficzne
wyswietlenie kazdego dopasowania wraz z wyznaczonymi wspoétczynnikami podobienstwa dla
kazdej pary mRNA-miRNA.

NucleoAnnot wyposazony jest w interfejs zarzadzania wszystkimi wykorzystywanymi bazami danych
pozwalajacy na automatyczne sprawdzanie dostepno$ci nowej wersji bazy, przeprowadzanie aktualizacji
oraz przegladanie tabel z danymi.

Program NucleoAnnot wykorzystywany byt podczas przeszukiwania literatury naukowej na
potrzeby niniejszej pracy oraz do wykonania analizy funkcjonalnej genéw znajdujacej sie w ostatnim
rozdziale. Wykorzystany zostat takze do wyszukiwania symboli genéw i transkryptéw a takze ich petnych

nazw podczas analizy sekwencji i danych mikromacierzowych.

5.3. Inne programy uzytkowe

Pozostale z wykorzystanych programéw obejmuja aplikacje CelConverter wykorzystywana do konwersji
struktury zapisu plikow CEL do formatu, ktéry jest tatwiejszy do przetwarzania przez inne
wykorzystywane programy. CelExplorer jest z kolei programem, ktéry w bardzo wygodny sposéb pozwala
na wyciaganie surowych pozioméw sygnatu sond mikromacierzowych bezposrednio z plikéw CEL na
podstawie wspétrzednych sond lub identyfikatora zestawu. Oba programy wykorzystano do
przeprowadzenia cze$ci analiz w rozdziale 6.5 po$wieconym Zrédtom niedoktadnosci pomiarowych w

eksperymentach z udziatem mikromacierzy Affymetrix.

62




Wyniki analizy 6

6. Wyniki analizy

6.1. Analiza danych z eksperymentu mikromacierzowego

Jakie zmiany w poziomach ekspresji genéw wywotuje promieniowanie jonizujgce?

Prezentowane ponizej wyniki pochodza z eksperymentu E01 opisanego w Tab. 4. Dane sktadajg sie z 8
mikromacierzy wykorzystanych do okre$lenia poziomu ekspresji gendw komoérek czerniaka (Me45)
poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego w dawce 4 Gy. Poziomy ekspresji genéw okreslono w
komoérkach niepoddanych dziataniu zadnych czynnikéw fizyko-chemicznych (kontrola) oraz po 1, 12 i 24
godzinach od napromieniowania komoérek. Dla kazdego punktu czasowego wykonano 2 powtdrzenia

biologiczne.
6.1.1. Kontrola jakosci i wstepne przetwarzanie danych
Czy analizowane mikromacierze sq wysokiej jakosci?

Kontrola jako$ci ma bardzo istotne znaczenie w eksperymentach opartych na niewielkiej liczbie probek
oraz stosunkowo matej liczbie powtérzen biologicznych. Gtéwnym jej celem jest okreslenie potencjalnych
zrodet rdéznic pomiedzy poréwnywanymi prébkami, ktére moga wynika¢ z niewielkich zmian w
procedurze eksperymentalnej mogacych wptynac na uzyskane w nastepnym etapie analizy wyniki. Z tego
wzgledu gtéwnym celem kontroli jakosci jest identyfikacja probek istotnie odstajacych od pozostatych w
eksperymencie oraz sprawdzenie czy réznice pomiedzy poszczegdélnymi grupami probek w ramach
powtdrzen technicznych s3 wieksze od réznic pomiedzy prdébkami reprezentujacymi wptyw

promieniowania jonizujacego, co moze wskazywac na silny ,efekt partii” (z ang. batch effect).
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Ryc. 25: Analiza rozktadéw surowych warto$ci poziomu ekspresji z eksperymentu E01 na komoérkach Me45 (po
lewej wykresy ramkowe, po prawej histogramy).
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Kontrole jako$ci rozpoczyna analiza rozkladéw nieprzetworzonych sygnatéw sond typu PM ktore
najczesciej sa w stanie wskaza¢ wyrazne réznice pomiedzy probkami wynikajace z réznych czynnikow,
nie wskazujgc jednak ich zrédta (Ryc. 25). Wykresy ramkowe pokazujg stosunkowo zblizone do siebie
wartosci poszczegdlnych kwartyli rozktadu surowych intensywnos$ci sond, potwierdzaja to histogramy
chociaz w tym przypadku widoczne jest jednak niewielkie przesuniecie rozktadu probki
E01_Me45_C_1h_1. Mediana rozktadéw nie wskazuje jednak na wystepowanie prébek istotnie réznigcych

sie od pozostatych w eksperymencie.
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Ryc. 26: Wykres QC dla danych z eksperymentu E01 przeprowadzonego na komérkach Me45

Wykres QC (Ryc. 26) takze nie wskazuje na wystepowanie prébek istotnie odbiegajacych od pozostatych.
Poprzednio zidentyfikowana prébka EO01_Me45_C_1h_1 charakteryzuje sie znacznie wyzszym
wspotczynnikiem skalowania algorytmu MAS5, w poréwnaniu do catego zbioru, co jest bezposrednio
zwigzane z przesunieciem rozkladu intensywnos$ci sond tej mikromacierzy. Réznica ta nie odbiega jednak
od dopuszczalnych warto$ci okreslonych przez producenta mikromacierzy (opisanych w rozdziale 3.9.4).

Wykresy na Ryc. 27 pokazuja zlogarytmowane wartoSci ekspresji sygnatéw sond kontrolnych.
Wazne jest, aby na tym etapie wykorzysta¢ dane w formie jakiej beda analizowane w kolejnych krokach co
pozwala nie tylko oceni¢ przebieg eksperymentu ale takze skuteczno$¢ metod standaryzacji danych na
potrzeby dalszych etapéw analizy. Z tego wzgledu Ryc. 27 bazuje na danych przetworzonych algorytmem
GC-RMA. Przebiegi dla genéw referencyjnych (housekeeping genes) oraz gendw bakteryjnych
odpowiedzialnych za kontrole procesu hybrydyzacji (bacterial spikes) wskazuja na brak jakichkolwiek
nieprawidtowosci.

Niepokojace s3 jednak wartosci sond kontrolnych polyA, ktére potozone sg ponizej granicy detekcji
mikromacierzy (okre$lona przez poziom BioB widoczny na Ryc. 27 dla sond kontrolujacych proces
hybrydyzacji - bacterial spikes) oraz brak wymaganych relacji miedzy pomiarami (Lys<Phe<Thr<Dap)
wynikajgcy z réznych proporcji dodawanego RNA. RNA specyficzne dla tej grupy sond dodawane jest na
samym poczatku eksperymentu z tego wzgledu poziomy sygnatéw zestawdéw z tej grupy odzwierciedlaja
caty przebieg eksperymentu i ogélny stan badanego RNA. Ten sam efekt zostat zaobserwowany takze w

przypadku eksperymentéw E02-E05.
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Ryc. 27: Sygnaty sond kontrolnych prébek z eksperymentu E01, po przetworzeniu algorytmem GCRMA

Brak jakikolwiek anomalii szczegélnie w rozktadach intensywnosci pozostatych sond sugeruje
nieprawidtowe przygotowanie mieszaniny polyA spike lub jej catkowity brak co jednak nie powinno mie¢
zadnego wplywu na jako$¢ danych (przypadek ten opisano w Tab. 2 z rozdziatu 3.9.4).

Powtorzenia biologiczne z eksperymentu EO1 zostaly wykonane w dwdéch etapach oddzielonych od
siebie kilkumiesiecznym okresem czasu. Istotnym zrdédtem zmiennosSci pomiedzy prébkami moga by¢
zatem roéznice w przygotowaniu i przebiegu eksperymentu. W celu zweryfikowania tej hipotezy
wykorzystano analize gtéwnych sktadowych - PCA (Ryc. 28), ktéra wskazuje podobienstwa oraz réznice
pomiedzy analizowanymi probkami wynikajgce z dwdch gtéwnych sktadowych bedacych podstawowymi

zrédtami wariancji w eksperymencie.
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Ryc. 28: Analiza PCA danych z eksperymentu EO1 przeprowadzonego na komdrkach Me45. Czerwony znacznik
reprezentuje mikromacierze z pierwszego powtdrzenia biologicznego, niebieski - drugie powtdérzenie.

Analiza PCA wyraznie wyréznia dane z drugiego powtérzenia (niebieski znacznik), ktére wykonane
zostaly pare miesiecy po pierwszym. Potwierdza to potrzebe zastosowania algorytmu kompensacji batch
effect, bez ktoérego identyfikacja genéw réznicujacych moze by¢ utrudniona w zwigzku ze zwiekszong
wariancja sygnaléw w powtdrzeniach biologicznych, majaca Zrédto w réznicach technicznych pomiedzy

prébkami.

65




6 Wyniki analizy

6.1.2. Identyfikacja transkryptéw réznicujgcych

Ekspresja, ktérych transkryptow zmienia sie w sposob znamienny statystycznie na skutek
promieniowania?

Glownym celem analizy w tym etapie jest odnalezienie transkryptéw, ktérych poziom ekspresji ulegt
zmianie na skutek dziatania promieniowania jonizujgcego. Przetestowane zostang dwa podejscia, jedno
oparte o ogdlnie przyjete standardy przetwarzania danych bazujace na prostych metodach z arbitralnie
przyjetymi kryteriami oraz drugie bazujgce na opisanych w literaturze naukowej algorytmach opartych o

zaawansowane testy statystyczne.

Podejscie bazujace na arbitralnym kryterium (LFC):

Metoda ta polega na usrednieniu danych z dostepnych powtdrzen biologicznych a nastepnie na
wyznaczeniu logarytmu stosunku warto$ci poziomu ekspresji transkryptéw po napromieniowaniu do
kontroli tzw. LFC (z ang. Log-Fold-Change). Wartosci te s3 nastepnie pordwnywane z ustalonym
arbitralnie progiem odciecia (w tym przypadku uzyto progu +/-0.5 LFC), powyzej ktérego przyjmuje sie,
Ze zmiana ekspres;ji jest znaczaca.

Podejscie tego typu czesto stosowane jest w badaniach gdzie nie ma do dyspozycji powtorzen
technicznych/biologicznych lub gdy ich liczba jest niewielka. Wiadomo jednak, ze wszelkie metody oparte
o arbitralne kryteria sg silnie uzaleznione od metod wstepnego przetwarzania danych i specyfiki
badanego materiatu biologicznego [243, 244]. Z tego powodu zalecane jest wykorzystanie bardziej
stabilnych kryteriéw, ktére pozwolg w lepszym stopniu oddzieli¢ réznice wynikajgce z niskiego stosunku

wartos$ci sygnatu do szumu pomiarowego od tych o podtozu biologicznym.

Metoda Liczba gendw réznicujgcych
Czas po
przetwarzania
napromieniowaniu wzrost brak zmian spadek
danych
1h 1404 21162 697
LFC 12h 3579 17634 2050
24h 1374 21155 734
1h 1322 20570 1371
Limma 12h 4192 15896 3175
24h 2010 19424 1829

Tab. 6: Liczba transkryptéw réznicujacych po zastosowaniu metod LFC (arbitralne kryterium) oraz Limma (metoda
bazujaca na wnioskowaniu statystycznym) dla danych z eksperymentu E01 przeprowadzonego na komdérkach Me45

Podejscie bazujace na wnioskowaniu statystycznym (Limma):

Metody tego typu wymagajg przynajmniej 2 potworzen technicznych/biologicznych wykonanych w
zblizonych warunkach, ktére poré6wnywane sg pomiedzy soba bez usredniania danych [142, 199]. Metody
te sa jednak bardzo wrazliwe na réznice techniczne pomiedzy powtérzeniami, gdyz zwiekszona wariancja
sygnatéw pomiedzy nimi znacznie obniza moc wykonywanych testow statystycznych [236]. Z tego
wzgledu przed wykonaniem testu zastosowano algorytm korekty batch-effect zaimplementowany w
ramach oprogramowania ComBat [140]. Nastepnie dane przeanalizowano za pomocg oprogramowania

Limma [142] z korekta na wielokrotne testowanie Storey’a [198] (poziom istotnosci 0.05).
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Tab. 6 pokazuje ilo$ci genéw réznicujacych po zastosowaniu obu metod przetwarzania danych. W
przypadku metody LFC ilos¢ gendw jest bardzo silnie uzalezniona od przyjetego arbitralnie kryterium
podziatu jednak bez wzgledu na wybrany prég odciecia (z zakresu 0,25-2) po 12h od napromieniowania
mozna zaobserwowac najwieksze zmiany w profilu ekspresji, na co wskazuje ponad dwukrotnie wieksza
liczba gendéw roéznicujacych w poréwnaniu do pozostatych punktéw czasowych. Podobne proporcje

mozna zaobserwowa¢ w przypadku metody opartej o wnioskowanie statystyczne (Limma).

6.2. ldentyfikacja cech transkryptow réznicujacych

6.2.1. Podstawowe wtasnosci sekwencji
Czy transkrypty, ktorych ekspresja ulega zmianie rézniq sie pod wzgledem budowy?

Wyodrebnione za pomocg algorytmu Limma grupy transkryptéw réznicujacych poddano analizie w celu
scharakteryzowania podstawowych cech struktury ich sekwencji nukleotydowej. Grupy transkryptéw o
zwiekszonej, zmniejszonej i niezmienionej ekspresji opisano etykietami odpowiednio up, down, non-DE (z
ang. non-differentially expressed) a nastepnie za pomoca aplikacji NucleoSeq zbadano ich sekwencje
nukleotydowe. Dodatkowo geny kazdego z transkryptéw zmapowano do sekwencji ludzkiego genomu i
otrzymane wspoéirzedne potozenia wykorzystano do scharakteryzowania wtasnosci obszaru genomu, z

ktdérego pochodza.
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Ryc. 29: Dtugosci i sktad nukleotydowy transkryptéw réznicujacych w eksperymencie EO1 (przeprowadzonym na
komérkach Me45) zidentyfikowanymi za pomoca algorytmu Limma. P-warto$ci nad wykresami pochodza z testu
Wilcoxona okre$lajacego znamienno$¢ réznic badanych statystyk pomiedzy grupami up i down (odpowiednio genéw
o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji). Stupki btedu reprezentuja 95% przedziaty ufnosci dla mediany.

Ryc. 29 pokazuje réznice w diugosci i sktadzie GC wystepujace pomiedzy poszczegdlnymi grupami
transkryptéw. Grupa o zwiekszonej ekspresji charakteryzuje sie dtuzszymi sekwencjami transkryptu, co
szczegblnie wyraznie wida¢ w przypadku probek zbadanych 1h po napromieniowaniu. Catkowita diugo$¢
transkryptu jest bardzo silnie skorelowana zaréwno z dtugo$cia czesci kodujacej (wspoétczynnik korelacji
Spearmana - Rho: 0.686) jak i dtugoscia sekwencji 3’-UTR (Rho: 0.761) co moze wskazywa¢ na istotne
znaczenie obu tych obszaréw. Sktad nukleotydowy jest stabo negatywnie skorelowany z dtugoscig
wszystkich znanych transkryptéw (Rho: -0.201) jednak wzrasta w przypadku wylacznie transkryptéw
zidentyfikowanych jako réznicujace (Rho: -0.309 dla genéw zidentyfikowanych po czasie 1h od

67



6 Wyniki analizy

napromieniowania). Nie mozna jednak jednoznacznie powiedzie¢, ze wylacznie jedna z cech ma istotne
znaczenie dla procesow regulacji ekspresji a druga wynika z naturalnych witasciwosci zidentyfikowanej
grupy transkryptéw. Wykresy na Ryc. 29 dodatkowo pokazujg, Ze rdéznice zaobserwowane tuz po
napromieniowaniu zmniejszaja sie wraz z uptywem czasu, jednak po 24h réznice w sktadzie GC nadal sg
znamienne statystycznie.

Stopien zalezno$ci pomiedzy sktadem GC a zmiang poziomu ekspresji wyrazi¢ mozna za pomoca
wspotczynnika korelacji Spearmana, ktory ze wzgledu na to, ze obejmuje wszystkie geny jest niezalezny

od metodyki poszukiwania genéw réznicujgcych.

Metoda Wspdtczynnik korelacji Spearmana
przetwarzania danych 1h 12h 24h
RMA -0,440 -0,508 -0,181
GC-RMA + ComBat -0,413 -0,477 -0,180

Tab. 7: Korelacja Spearmana pomiedzy skltadem GC transkryptu a zmiang ekspresji po réznym czasie od
napromieniowania (LFC) w eksperymencie E01 (komoérki Me45). Wszystkie korelacje sg znamienne statystycznie (p-
warto$¢<109)

Tab. 7 pokazuje jak silna jest korelacja uzyskana dla poszczeg6lnych czaséw po napromieniowaniu oraz w
jakim stopniu wptywa na nig uzyta metoda przetwarzania danych. Uzyskane wyniki pokazuja, Ze metoda
wstepnego przetwarzania ma nieznaczny wplyw na korelacje pomiedzy zmiang poziomu ekspresji
badanych transkryptéw (LFC) a ich sktadem nukleotydowym, pomimo istotnych réznic w algorytmie
korekcji tta pomiedzy metodami RMA i GC-RMA. W przypadku GC-RMA dodatkowo kompensowane s3
réznice w poziomach niespecyficznej hybrydyzacji pomiedzy sondami wynikajace z réznych proporcji
nukleotydéw G i C w ich sekwencjach.

Pomimo silnych réznic pomiedzy badanymi grupami transkryptéw, szczegélnie pod wzgledem
sktadu nukleotydowego, nie mozna jednoznacznie okresli¢ czy sktad i dtugos¢ sekwencji sa cechami, ktére
maja bezposredni wptyw na zmiany w poziomach ekspresji czy jedynie charakteryzujg geny zmienione na
skutek zadziatania mechanizmu powigzanego ze struktura nukleotydowa. Dilugos$¢ transkryptu jest
zwigzana z dtugoscig obszaru 3’-UTR, w ktérym zlokalizowane sg motywy sekwencyjne odpowiedzialne
za regulacje ekspresji gendéw. Dtuzszy obszar 3’-UTR oznacza zatem zwiekszone szanse na pojawianie sie
motywdw, ktérych czestotliwo$¢ wystepowania moze by¢ dodatkowo powigzana ze skiladem
nukleotydowym. Istotne staje sie zatem okre$lenie motywéw sekwencji nukleotydowej mogacych

wptywac na zmiane poziomu ekspresji pod wptywem promieniowania jonizujgcego.

1h 12h 24h

Sktad GC
izochory [%)]

up non-DE down up non-DE down up non-DE down

Ryc. 30: Skiad nukleotydowy izochor, w ktérych potozone sa transkrypty rdznicujace zidentyfikowane w
eksperymencie EO1 (przeprowadzonym na komérkach Me45) za pomocg algorytmu Limma. P-wartosci nad
wykresami pochodzg z testu Wilcoxona okreslajacego znamienno$¢ réznic badanych statystyk pomiedzy grupami up i
down (odpowiednio gendéw o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji). Stupki btedu reprezentuja 95% przedzialty
ufnosci dla mediany.
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Ryc. 30 pokazuje réznice w sktadzie nukleotydowym obszaréw genomu (izochor), w ktérych potozone sg
geny badanych transkryptéw réznicujacych komoérki napromieniowane od komdrek kontrolnych.
Uzyskany wynik sugeruje, ze geny o ekspresji zwiekszonej na skutek promieniowania potoZone sa
najczesciej w obszarach genomu o niskiej zawartosci GC (izochorach L1 i L2), co ze wzgledu na rézne
wlasciwosci tego typu obszaréw sekwencji (oméwione w pkt. 3.6 wstepu) moze dodatkowo wptywac na

wydajno$¢ procesu transkrypcji.
6.3. Weryfikacja uzyskanych wynikow

Czy obserwowana korelacja pomiedzy zmiang pozioméw ekspresji na skutek promieniowania a
sktadem GC transkryptéw jest mozliwa do zaobserwowania wytqcznie w przypadku badanego
eksperymentu na komérkach Me45?

W rozdziale 6.2.1 pokazano jak silna jest korelacja pomiedzy zmiang poziomu ekspresji a sktadem GC
transkryptéw i w jaki sposéb zalezno$¢ ta maleje wraz z uptywem czasu w przypadku komoérek Me45
badanych za pomoca mikromacierzy Affymetrix. Pomimo, Ze eksperyment wykonano w dwdch
powtdrzeniach biologicznych i oba niezaleznie potwierdzaja uzyskane zalezno$ci to obserwowane
zjawisko moze by¢ charakterystyczne wylacznie dla badanej linii komoérkowej lub by¢ uzaleznione od
charakterystyki wykorzystanej platformy badawczej. W celu zweryfikowania tej hipotezy
przeprowadzono dodatkowe badania uwzgledniajace dane uzyskane przy wykorzystaniu innych linii

komoérkowych oraz alternatywnej platformy mikromacierzowej.
6.3.1. Dodatkowe linie komorkowe

Czy zaleznos¢ pomiedzy sktadem GC a zmianqg poziomu ekspresji genéw pod wplywem
promieniowania mozna zaobserwowac w przypadku innych linii komdérkowych?

Analize zalezno$ci zmian poziomu ekspresji od skltadu nukleotydowego wykonano w oparciu o
eksperymenty przeprowadzone na trzech dodatkowych liniach komoérek: biataczki - K562 oraz raka
okreznicy - HCT116 z normalng i znokautowang wersjg genu odpowiedzialnego za produkcje biatka p53
(p53 -/-). Biatko p53 ma bardzo istotne znaczenie w przypadku odpowiedzi komérkowej na
promieniowanie jonizujace bedac jednym 2z podstawowych elementéw szlaku sygnatowego
kontrolujacego zahamowanie cyklu komérkowego, uruchomienie mechanizméw naprawy DNA oraz
aktywowanie mechanizmu apoptotycznej Smierci komdrki w przypadku gdy naprawa DNA jest
nieefektywna.

Odpowiedz komdrkowa na promieniowanie moze zatem ré6zni¢ sie pomiedzy komoérkami réznego
typu jednak globalne zmiany poziomu ekspresji wynikajgce ze struktury nukleotydowej transkryptéw
powinny by¢é podobne w réznych typach komérek o ile nie wynikaja z globalnych zaburzenn mechanizmu
regulacji ekspresji charakterystycznych dla danej linii.

Tab. 8 pokazuje jak silna jest korelacja pomiedzy sktadem nukleotydowym transkryptéw a zmiang
poziomu ekspresji pod wptywem promieniowania w réznych eksperymentach. Silng negatywna korelacje
mozna zaobserwowa¢ w eksperymentach E07 (K562) oraz EO8 (HCT116 p53 -/-) jednak nie s3 one
podobne do uzyskanych w dodatkowych eksperymentach wykonanych na tych samych komérkach (E03 i

E09). Pomimo, ze negatywna korelacja wystepuje w przypadku wiekszosci eksperymentéow to brak
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catkowitej zgodnos$ci we wszystkich grupach wynikéw sugeruje, ze wysoka korelacja (lub jej brak) moze
wynika¢ ze specyficznych cech danego eksperymentu. Wysokie zréznicowanie wspdtczynnika korelacji
pomiedzy eksperymentami moze wynika¢ z wiasciwosci wykorzystanej platformy badawczej opartej o

technologie mikromacierzowa firmy Affymetrix.

Wspotczynnik korelacji pomiedzy sktadem GC transkryptu a zmiang
Linia komérkowa | Eksperyment poziomu ekspresji w okre$lonym czasie po napromieniowaniu
1h 12h 24h 36h

EO01 -0,440 -0,508 -0,181 -

Me45 E04 : - : 0,022

E02 - - - 0,022
K562 E03 -0,067 0,131 -0,212 -

E07 -0,358 -0,163 -0,196 -0,297
E05 0,199 - - -

E06 -0,127 - - -0,040

HCT116 E08 -0,011 -0,004 0,001 0,285
E09 0,150 -0,099 0,084 -
E05 -0,052 - - -

E06 -0,268 - - 0,089

HCT116p53-/- E08 -0,469 -0,238 -0,361 -0,464
E09 0,034 0,084 -0,454 -

Tab. 8: Wspotczynnik korelacji Spearmana pomiedzy zmiana ekspresji po napromieniowaniu (LFC) a sktadem GC
transkryptu w eksperymentach E01-E09. Szarym kolorem zaznaczono wyniki uzyskane w rozdziale 6.2.1 dla metody
RMA. Pola, w ktérych brakuje warto$ci wynikaja z niewykonania okreslonego czasu w danym eksperymencie.

Obserwowane zalezno$ci pomiedzy zmiang poziomu ekspresji a sktadem GC transkryptu moga by¢ cecha
charakterystyczng komoérek Me45 jednak ze wzgledu na brak danych z oddzielnego eksperymentu
przeprowadzonego na mikromacierzach Affymetrix nie mozna wykluczy¢, Zze obserwowane zaleznosci

wynikaja ze specyfiki samej procedury badawczej.
6.3.2. Alternatywna platforma badawcza

Czy uzyskane wyniki mozna potwierdzi¢ za pomocq innej platformy mikromacierzowej?

Wykorzystanie alternatywnej platformy badawczej opartej o technologie mikromacierzowa firmy Agilent
ma na celu weryfikacje wynikéw uzyskanych za pomoca mikromacierzy Affymetrix. Dane umieszczone w
Tab. 8 wskazuja na wystepowanie korelacji pomiedzy zmiana poziomu ekspresji transkryptéw na skutek
promieniowania a ich sktadem GC co szczegélnie widoczne jest w przypadku linii komérkowej Me45 w 12

godzinie po ekspozycji na promieniowanie.

Linia komérkowa Me45 K562 HCT116 HCT116 p53 -/-
Eksperyment A01 A02 A01 A02 A01 A02 A01 A02

stczynnik koreladji
Wspotczynnik korelacji 0,007 | 0,028 | -0,017 | -0,014 | -0,085 | 0,169 | -0,015 | 0,004

(12h po napromieniowaniu)

Tab. 9: Korelacja pomiedzy zmiana ekspresji (LFC) a sktadem GC w eksperymentach A01 i A02

Tab. 9 zawiera dane uzyskane za pomocg mikromacierzy Agilent, 12 godzin po napromieniowaniu, ktére
podobnie jak w przypadku mikromacierzy Affymetrix (Tab. 8) przetworzono algorytmem RMA. Dane
pochodza z dwdéch powtdrzen biologicznych oznaczonych symbolami A01 i A02 jednak w obu

przypadkach dla Zadnej z linii komérkowej nie zaobserwowano korelacji podobnych do tych uzyskanych
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w eksperymentach opartych o mikromacierze Affymetrix. Najwyzszy wspétczynnik korelacji uzyskano dla
linii komérkowej HCT116, w eksperymencie A02 jednak nawet w tym przypadku korelacja nie jest

znamienna statystycznie charakteryzujgc sie p-wartoscig 0.289.

6.4. Analiza wtlasnosci sekwencji o okreSlonym sktadzie

nukleotydowym

Celem tego rozdziatu jest okre$lenie potencjalnych czynnikéw biologicznych mogacych ttumaczy¢ réznice
w $rednim sktadzie nukleotydowym pomiedzy transkryptami o zwiekszonym i zmniejszonym poziomie
ekspresji w napromieniowanych komorkach czerniaka (linia Me45). Sktad nukleotydowy moze wptywac
na czestotliwo$¢ wystepowania motywdédw regulatorowych w sekwencjach transkryptéw oraz w
obszarach sasiadujacych genéw co moze by¢ przyczyna tego, zZe geny o wysokim i niskim sktadzie GC s3

inaczej regulowane pod wptywem promieniowania.
6.4.1. Skitad nukleotydowy genéw i genomu

Czy sktad GC genomu jest na tyle jednorodny w obrebie niewielkich obszaréw sekwencji, ze moze
ttumaczy¢ korelacje pomiedzy sktadem nukleotydowym transkryptu i obszaru genomu z ktérego on
pochodzi?

Ludzki genom jest bardzo niejednorodny pod wzgledem sktadu nukleotydowego do tego stopnia, iz
wahania w procentowej ilosci nukleotydéw GC pomiedzy sasiadujgcymi fragmentami sekwencji (powyzej
300kbp) moga przekracza¢ 40%. W ramach fragmentu, nazywanego izochora sktad nukleotydowy nie jest
catkowicie jednorodny jednak jego istotne wahania obejmuja wytacznie krdtkie odcinki sekwencji. Z tego
wzgledu mozna zaobserwowa¢ bardzo silng korelacje pomiedzy sktadem GC fragmentéw sekwencji
transkryptu oraz obszaru genomu, w ktérym sg one potoZzone oraz co jest tego nastepstwem wzajemna
korelacje pomiedzy sktadem GC wszystkich elementéw transkryptu (5°/3’-UTR, CDS) oraz obszaru
promotora o dtugosci 1000 nukleotydéw (Tab. 10).

Izochory | Transkrypt | Promotor 5'-UTR CDS 3'-UTR

[zochory 1 0,791 0,508 0,352 0,754 0,737

Transkrypt 0,791 1 0,431 0,375 0,894 0,795

Promotor 0,508 0,431 1 0,494 0,401 0,346

5'-UTR 0,352 0,375 0,494 1 0,327 0,263

CDS 0,754 0,894 0,401 0,327 1 0,697
3'-UTR 0,737 0,795 0,346 0,263 0,697 1

Tab. 10: Korelacja pomiedzy sktadem GC wybranych fragmentéw sekwencji nukleotydowych genéw i promotoréw

W obrebie sekwencji transkryptu wahania sktadu GC sg stosunkowo duze. W celu ich zobrazowania
przeprowadzono analize czestotliwosci wystepowania nukleotydéw G lub C na poszczegélnych pozycjach
transkryptu i obszaréw sgsiadujacych genu o dtugosci 5kbp, zgodnie z metodologia przedstawiong w
punkcie 4.2.1.

Najwyzszy $redni sktad GC zaobserwowano w bliskiej odlegtosci od miejsca startu transkrypcji
(Ryc. 31) co jest czeSciowo zwigzane z wystepowaniem wysp CpG w tym obszarze sekwencji. Obszar

tysigca nukleotydéw powyzej obszaru niekodujacego konica 5’ jest Srednio bardziej bogaty w GC niz sam
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transkrypt, jednak wraz z przesuwaniem sie na wieksze odlegtosci sktad GC spada ponizej 50%. Obszary
znajdujgce sie powyzej i ponizej transkryptu charakteryzuja sie sktadem GC mniejszym niz w sekwencji
kodujacej jednak znacznie wyzszym niz Sredni sktad GC ludzkiego genomu (40.91%) co spowodowane

jest tym, ze wiekszo$¢ gendw potozona jest w obszarach genomu bogatych w GC [73, 245].
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Ryc. 31: Srednia ruchoma sktadu GC w obszarach kodujacych i niekodujacych genu oraz w obszarach sgsiadujacych
o dtugosci 5000 nukleotydéw. Czarne linie oznaczaja liczby wystapien w przwdziwych sekwencjach, szare w
sekwencjach randomizowanych.

Sredni sktad GC w obszarze 3’-UTR i sekwencji kodujacej nie rézni sie znaczaco po randomizacji sekwencji
ze wzgledu na réwnomierne rozmieszczenie G i C w oryginalnych sekwencjach. Silne nachylenie
przebiegu w obszarze 5-UTR zaréwno przed jak i po randomizacji wynika z niewielkiej, negatywnej
korelacji pomiedzy diugoscia sekwencji i sktadem GC tego obszaru (Rho: -0.18; p<10-° dla transkryptéw o
sekwencji 5’-UTR diuzszej niz 100 nukleotydéw). Sekwencja kodujaca charakteryzuje sie wyzszym
$rednim sktadem GC niz w pozostatych obszarach, za wyjatkiem najblizszego otoczenia TSS. Nie dotyczy
to jednak wszystkich genéw, gdyz niektdre charakteryzujq sie znacznie bardziej jednorodnym sktadem
GC.

6.4.2. Czestotliwo$¢ wystepowania motywow regulatorowych w DNA

Czy sktad nukleotydowy obszaru promotora genu jest skorelowany z czestotliwosciq wystepowania
motywow rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne?

w

transkrypcyjne (TFBS) w réznych obszarach sekwencji nukleotydowej wykorzystano podejscie uzyte

celu okreSlenia czestotliwo$ci wystepowania motywéw rozpoznawanych przez czynniki
podczas analizy sktadu GC. Ryc. 32 pokazuje wyrazne réznice w czestotliwosci wystepowania motywow
wigzacych wszystkie znane czynniki transkrypcyjne pochodzace z bazy Jaspar [230]. Liczba motywow
przypadajaca na dana pozycje jest niemal na catej dtugosci sekwencji wyzsza niz w przypadku sekwencji
randomizowanych za wyjatkiem najblizszego otoczenia miejsca startu transkrypcji (TSS), gdzie bardzo
silnie spada on do poziomu nieobserwowanego nawet w przypadku innych elementéw sekwencji. Srednia
czestotliwosé TFBS w regionach poza sekwencja genu jest podobna do czestotliwo$ci z regionu 3'-UTR,
oraz nieco wieksza niz w przypadku sekwencji kodujgcej.

Pomimo, Ze catkowita liczba wystapienn wszystkich czynnikéw transkrypcyjnych jest wysoka ze
wzgledu na wykorzystane kryterium opartego o niepetng komplementarno$¢ motywoéow (85%) to
pojedyncze czynniki transkrypcyjne wystepuje stosunkowo rzadko. W przypadku wiekszosci z nich

odpowiadajace im TFBS wystepuja rzadziej niz raz na 1000bp na przestrzeni wszystkich analizowanych
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sekwencji. Zmiany przyjetego progu odciecia (85%) czy tez metodologii poszukiwania motywéw opisanej
w pkt 4.2.2 nie wptywajg znaczaco na ksztalt wykresu z Ryc. 32 a jedynie na skale na osi Y, co doktadnie

opisano w pracy [205].
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Ryc. 32: Czestotliwo$¢ wystepowania wszystkich badanych czynnikéw transkrypcyjnych w obszarach kodujacych i
niekodujacych genu oraz w obszarach sasiadujgcych o dtugosci 5000nt. Czarne linie oznaczajg liczby wystapien w
przwdziwych sekwencjach, szare w sekwencjach randomizowanych.

Ksztatt wykreséw z Ryc. 31 oraz Ryc. 32 sugeruje, ze czestotliwo$¢ wystepowania TFBS jest bardzo silnie
negatywnie skorelowana ze sktadem GC. Potwierdza to analiza przeprowadzona na 30000 losowych
sekwencjach o dtugosci 1000 nukleotydéw, w przypadku ktdrej uzyskano wspétczynnik korelacji -0.75 (p-
warto$¢<10-°) pomiedzy sktadem GC a ilo$cia motywo6é6w TFBS. Pomimo, Ze fragmenty DNA z wyzsza
zawarto$cia GC w sekwencji charakteryzuje nizsza ilos¢ TFBS to $redni sktad nukleotydowy samych
motywow rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne jest bliski 50%. Ponadto nie zaobserwowano
korelacji pomiedzy sktadem GC motywu rozpoznawanego przez czynnik transkrypcyjny a jego dtugoscia
(p-warto$¢=0.262), ktéra ma czesto duzy wplyw na jego ztozono$¢ i tym samym czestotliwosé
wystepowania. Sugeruje to, Zze zmniejszona czestotliwo$¢ wystepowania czynnikdéw transkrypcyjnych w
obszarach bogatych w GC wynika z mniejszej specyficzno$ci motywo6w bogatych w nukleotydy AT.
Czestotliwo$¢ wystepowania TFBS uzalezniona jest od sktadu GC badanej sekwencji, ale ze wzgledu
na korelacje pomiedzy sktadem GC obszaru promotora i sgsiadujgcego transkryptu (Tab. 10) wynikajaca z
jednolitego sktadu GC fragmentéw genomu, czestotliwos$é wystepowania TFBS takze powigzana jest ze
sktadem GC transkryptu (Rho=-0,236 dla obszaru o dtugosci 1kbp i -0,460 dla obszaru o dtugosci 5kbp).

6.4.3. Czestotliwo$¢ wystepowania motywow regulatorowych w RNA

Czy sktad nukleotydowy sekwencji 3’-UTR wplywa na czestotliwos¢ wystepowania motywow

regulatorowych?
RNA zawiera bardzo wiele motywo6w sekwencyjnych odpowiedzialnych za przytgczanie zaré6wno biatek
jak i funkcjonalnych RNA, ktére moga wptywac na jego stabilnos$¢. Celem badan w tym rozdziale jest
sprawdzenie czy podobnie jak w przypadku miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych (TFBS),
czestotliwo$¢é wstepowania motywoéw regulatorowych typu ARE (miejsca oddziatywania z biatkami) i
MRE (miejsca oddziatywania z miRNA) jest negatywnie skorelowana ze sktadem GC sekwencji
transkryptu. Badania te dotycza w szczegélnosci sekwencji niekodujacej 3’-UTR, w ktérej zgodnie z

doniesieniami literaturowymi obecnos$¢ tego typu motywdéw najczesciej wptywa na stabilno$¢ RNA [246].
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Ryec. 33: Czestotliwo$¢ wystepowania motywo6w typu ARE na danej pozycji w r6znych obszarach sekwencji
nukleotydowej genu. Czarne linie reprezentujg rzeczywiste sekwencje, szare - randomizowane.

Motywy typu ARE zbudowane s3 wytgcznie z nukleotydéw A i U, ktdre dodatkowo w zaleznosci od klasy
moga zawierac rézne ilosci powtérzen pentameru AUUUA. Mozna zatem oczekiwaé, ze czestotliwos¢ ich
wystepowania powigzana bedzie ze sktadem nukleotydowym. Motywy tego typu powinny pojawiajac sie
tym cze$ciej im wiecej w badanej sekwencji jest nukleotydéw A i U. Bardzo wyraznie wida¢ to w
przypadku motywdéw klasy Il zbudowanych z minimum 13 powtdrzen nukleotydéw A i U (Ryc. 33). W
przypadku sekwencji obszaru promotora genu, ktérg uwzgledniono w analizie ze wzgledu na specyficzny
sktad nukleotydowy (biatka rozpoznajace tego typu motywy nie wigzg sie z DNA), mozna zaobserwowac
wyrazny spadek ilosci motywow ARE wraz ze zwiekszaniem sie $redniego sktadu GC na danej pozycji.

Sekwencja 3’-UTR zawiera najwiecej tego typu motywéw w poréwnaniu do pozostatych regionéow
oraz znacznie wiecej niz w przypadku sekwencji randomizowanych dla tego samego obszaru. Sekwencje
3’-UTR charakteryzuja sie najnizszym sktadem GC sposréd wszystkich badanych fragmentéw transkryptu
w przeciwienstwie do sekwencji kodujacej (CDS) gdzie procent GC jest najwyzszy za wyjatkiem obszaru
znajdujgcego w bliskiej odlegtosci od TSS. W przypadku sekwencji kodujacej ARE wystepuja bardzo
rzadko zaréwno w oryginalnych jak i randomizowanych sekwencjach.

Czestotliwo$¢ wystepowania motywéw ARE zgodnie z oczekiwaniami jest bardzo silnie,
negatywnie skorelowana ze sktadem GC, co pokazuje wspétczynnik korelacji Spearmana w Tab. 11.
Podobny rezultat uzyskano takze dla motywo6w rozpoznawanych przez miRNA (mikro RNA), mimo, Ze ich
sekwencje wykazuja bardzo silne zréznicowanie pod wzgledem sktadu nukleotydowego w

przeciwienstwie do motywéw ARE.

Korelacja z iloscig wystgpien
motywow sekwencyjnych w 3’-UTR
przypadajacych na 1kbp

ARE MRE
3’-UTR GC -0.474 -0.291

Tab. 11: Korelacja Spearmana pomiedzy sktadem GC obszaru 3’-UTR transkryptu a czestotliwos$cig wystepowania
motywow sekwencyjnych typu ARE i MRE

Podczas analizy korelacji wykorzystano 1200 znanych ludzkich miRNA, ktérych miejsca wigzania
okreslono za pomoca algorytmu miRanda, bardzo podobne wyniki uzyskano takze przy wykorzystaniu
algorytmow TargetScan i PicTar (wynikéw nie zamieszczono). Mediana sktadu GC 1201 badanych miRNA

wynosi 50.0%, natomiast obszaru seed, ktdry ma najwiekszy wptyw na site oddzialywania z mRNA 57.1%.
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Jest to zatem sytuacja przeciwna do obserwowanej w przypadku motywdédw ARE, ktére bez wzgledu na
klase charakteryzujg sie brakiem nukleotydéw GC. Mimo to w przypadku obu grup motywéw mozna

zaobserwowac korelacje sktadu GC i czestotliwo$ci ich wystepowania.
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Ryc. 34: Statystyki regionu seed wszystkich miRNA: A - histogram ilosci miRNA o okres$lonym sktadzie GC w
rejonie seed; B - wykresy ramkowe dla ilo$ci wystapien miejsc wigzania miRNA o okreslonym sktadzie GC
regionu seed.

Ksztatt histogramu sktadu GC obszaru seed jest zgodny z rozktadem normalnym (p<10-° dla testu Jarque-
Bera na zgodno$¢ dopasowania do rozktadu normalnego) o Sredniej w punkcie 51.1% i bardzo niskim
wspotczynniku skosnosci (-8.4*10-4) - Ryc. 34A. Sktad GC obszaru seed jest jednak $ci$le powigzany z
sumaryczng iloscig miejsc wigzania w znanych transkryptach (Ryc. 34B). Im mniej nukleotydéw GC
znajduje sie w regionie seed tym wiecej miejsc wigzania danego miRNA wystepuje w transkryptach,

jednak zalezno$¢ ta nie ma charakteru liniowego.
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Ryec. 35: Histogram sktadu GC obszaréw 3’-UTR transkryptow. Przerywang linia zaznaczono mediane.

Zjawisko to jest bezposrednio powigzane ze sktadem GC badanego obszaru transkryptéw (3’-UTR).
Wiekszos¢ z przebadanych sekwencji charakteryzuje sie niska zawartoscig GC (mediana: 41.5%, skosnos$¢
rozktadu: 0.281). W zwiazku z tym obszary seed o niskim sktadzie GC charakteryzuja sie najwieksza liczba
wigzan ze wzgledu na ich kompatybilno$¢ sktadu GC do obszaru 3’-UTR przewazajacej wiekszoSci

transkryptow.
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6.5. Zrodta niedoktadnosci pomiarowych w eksperymentach

mikromacierzowych

Czy korelacja pomiedzy zmianq ekspresji a sktadem GC transkryptu moze wynika¢ ze specyfiki metody

pomiarowej?
W przypadku dodatkowych eksperymentéw opartych o platforme firmy Affymetrix powtarzalnosé
korelacji pomiedzy zmiang poziomu ekspresji a sktadem GC transkryptéw jest bardzo niska dodatkowo
nie zostala ona zaobserwowana w przypadku eksperymentéw wykonanych za pomocg platformy
mikromacierzowej firmy Agilent. Wzbudza to watpliwosci wzgledem wykorzystanych metod
przetwarzania danych, ktére pomimo wielu udoskonalen moga prowadzi¢ do powstawania btedéw
systematycznych skutkujacych przeszacowaniem poziomdw ekspresji transkryptow o skrajnych
proporcjach GC. Dlatego istotne staje sie zidentyfikowanie potencjalnych Zrdédet niedoktadnosci
pomiarowych w eksperymentach opartych o mikromacierze firmy Affymetrix, ktére moga by¢ powigzane
ze sktadem GC transkryptow.

Pierwszym podejsciem do rozwiagzania tego problemu bylo wyznaczenie wariancji sygnatu

poszczegblnych sond uzyskiwanego w powtérzeniach biologicznych eksperymentu E01, a nastepnie
zbadanie wtasciwosci sond, ktorych sygnat charakteryzowata najwieksza wariancja (co ilustrujg pionowe

strzatki na Ryc. 36).

Zestaw sond A Zestaw sond B
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Ryc. 36: Koncepcja analizy wariancji sygnatu pomiedzy sondami mikromacierzowymi. Pionowe strzatki obrazuja
poziom wariancji sygnatu sond na mikromacierzach w powtérzeniach eksperymentu (pierwsze podejscie), poziome
strzatki - wariancje sond w obrebie okre$lonego zestawu (podejscie drugie). Dtugo$¢ strzatek jest proporcjonalna
do wartosci wariancji.

Drugie podejS$cie obejmuje analize wariancji sygnatu sond w obrebie zestawéw, wykonywang oddzielnie
dla poszczegoélnych mikromacierzy i badanie cech zestawdéw o najwyzszej wariancji, ktéra zmienia sie
pomiedzy powtérzeniami technicznymi (co ilustruja poziome strzatki na Ryc. 36).

Pierwsze z zaproponowanych podej$¢ jest trudne ze wzgledu na:

1) Niewielka ilo$¢ mikromacierzy - w przypadku eksperymentu E01 do dyspozycji jest zaledwie 8

mikromacierzy i jedynie po 2 powtérzenia biologiczne na kazdy punkt czasowy co sprawia, Ze
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ocena wariancji sond pomiedzy powtérzeniami biologicznymi moze by¢ zbyt niedoktadna w
stosunku do potencjalnego wplywu analizowanych czynnikéw

2) Drobne niedoktadno$ci w nanoszeniu RNA powodujace rdéznice w poziomie sygnatu
uzyskanego z poszczegbélnych sond w powtérzeniach technicznych/biologicznych oraz
czynniki wptywajace na niedoktadno$¢ samego pomiaru fluorescencji, ktérych wptywu nie da
sie oszacowad.

3) Wplyw niewielkich réznic biologicznych pomiedzy powtdrzeniami.

Trudnos$¢ wynikajaca z niewielkiej liczby mikromacierzy mozna oming¢ poprzez przeprowadzenie analizy
na innych zbiorach danych zawierajacych wieksza liczbe prébek, dodatkowo pochodzacych z réznych
zrodet. W tym celu wykorzystano wyniki eksperymentéw wykonanych przez producenta mikromacierzy
(zbiér Affy-HuGene), zespdét badawczy odpowiedzialny za testowanie jakos$ci mikromacierzy (MAQC-
133P2) oraz dane z innych laboratoriéw, stanowigce przeglad najrézniejszych wtasnosci jakie mozna
obserwowac w przypadku réznych platform mikromacierzowych firmy Affymetrix. Wykorzystanie wielu
niezaleznych zbioréw danych pozwala dodatkowo na wycigganie bardziej ogélnych wnioskdw na temat
obserwowanych zjawisk, ktére nie sa charakterystyczne wylacznie dla danych z pojedynczego
eksperymentu lub pojedynczego laboratorium.

Wptyw cech opisanych w punkcie drugim i trzecim moze by¢ wyeliminowany poprzez
zastosowanie drugiego podejscia, w ktérym analizowana jest wariancja sygnatu sond w obrebie zestawu z
poszczego6lnych mikromacierzy zamiast analizy wariancji sond pomiedzy powtdrzeniami technicznymi.
Podejscie tego typu zaktada wyznaczenie wariancji sygnatu sond w zestawach o okreslonych cechach
budowy wykorzystywanych oligonukleotydéw oraz cechach samych hybrydyzowanych transkryptow.
Poziom wariancji poszczeg6lnych zestawdw zostat nastepnie poréwnany pomiedzy mikromacierzami, co
pozwolito na wyznaczenie cech, ktére moga wptywaé¢ na niestabilno$¢ pomiaru obnizajac skuteczno$¢
metod poszukiwania transkryptoéw réznicujacych. Przej$cie z poziomu pojedynczych sond do zestawéw
pozwala na znaczne ograniczenie liczby analizowanych cech, zmniejszenie wptywu réznic w catkowitej
ilo$ci badanego mRNA oraz wyeliminowanie problemu zwigzanego ze zmienno$cia biologiczng, poniewaz
podstawowym zatozeniem sond potgczonych w okreslone zestawy jest ich specyficznos¢ dla okreslonego

transkryptu.
6.5.1. Analiza wariancji sygnatu sond

Jak wysoka jest wariancja sygnatu sond mikromacierzowych pomiedzy powtérzeniami technicznymi
oraz sond z pojedynczej mikromacierzy w obrebie zestawdéw specyficzhych dla okreslonych
transkryptow?

Poziom sygnatu odczytanego z sond zalezy od szeregu czynnikdw majacych wptyw na ilo$¢ zwigzanego
cRNA oraz poziom ich fluorescencji. Sondy réznia sie od siebie pod wzgledem jakos$ci dopasowania do
docelowych transkryptéow, strukturg nukleotydowa oraz, co sie z tym wigze, oddziatywaniami sonda-
transkrypt, opisanymi w rozdziale 3.9.3. Wplywa to bezposrednio na wariancje sygnalu wewnatrz
zestawu sond, ktérej poziom moze byé dodatkowo uzalezniony od specyficznych cech eksperymentu
mikromacierzowego lub poszczegélnych prébek. W praktyce wariancja sygnatu sond w powtérzeniach

technicznych moze by¢ rézna dla sond o okre$lonych cechach. Algorytmy normalizacji danych traktuja
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jednak wszystkie sondy w ten sam sposdb, co moze stanowi¢ potencjalne Zrédto réznic pomiedzy
badanymi prébkami.

Réznice pomiedzy sygnatami sond w obrebie zestawdow zaprojektowanych dla okreslonych
transkryptow moga przekracza¢ réznice w sygnale pojedynczych sond w nieustandaryzowanych
powtdrzeniach technicznych lub biologicznych. Mimo, ze sygnaly ré6znych prébek moga by¢ nieraz
obarczone stosunkowo duzym btedem systematycznym, wynikajacym z réznic technicznych proceséw
bedacych czescia eksperymentu mikromacierzowego, to wariancja sygnatu w obrebie pojedynczych
zestawdw sond jest znacznie wieksza. Podkresla to istotny wplyw indywidualnych witasnosci sondy na
poziom zmierzonego sygnatu.

Wysoki poziom wariancji wynikéw uzyskiwanych z sond nalezacych do pojedynczego zestawu
zostal zaobserwowany przez Cheng Li. Pokazat on, Ze wariancja sygnatu sond PM (pomniejszona o sygnat
sondy MM) na przestrzeni réznych mikromacierzy jest znacznie mniejsza niz wariancja pomiedzy
sygnatem sond z tej samej mikromacierzy nalezacych do tego samego zestawu [177].

Ryc. 37 pokazuje mediane wariancji sygnatu sond w powtoérzeniach eksperymentu, jednak nawet
gdy rozpatrujemy nieprzetworzone dane to wariancja pomiedzy powtdrzeniami jest znaczaco mniejsza
niz wariancja sond w ramach zestawu zaprojektowanego przez producenta (stupki standardowy CDF) czy
zestawdéw zbudowanych w oparciu o aktualng wiedze na temat budowy ludzkich genéw i ich
transkryptéw [148] (stupki alternatywny CDF). Efekt ten jest bardzo podobny dla obu badanych platform
réznigcych sie od siebie podstawowymi zalozeniami odno$nie regionu hybrydyzacji sond z transkryptem.
Platforma HG-U133_Plus_2 zawiera sondy specyficzne wytacznie dla obszaru 3’-UTR genu, podczas gdy

zestawy HuGene-10ST sktadaja sie z sond specyficznych dla réznych eksonéow.
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Ryc. 37: Mediana wariancji sygnatu sond w réznych eksperymentach mikromacierzowych. A - wariancja sygnatéow
sond w powtdérzeniach biologicznych wykonanych w tym samym lub w réznych laboratoriach. B - mediana wariancji
sygnatu sond nalezacych do pojedynczego zestawu, zdefiniowanego przez producenta (Zestaw - standardowy CDF)
lub zdefiniowanego na podstawie aktualnej wiedzy (Zestaw - alternatywny CDF)

Wariancja sygnatu sond obliczona w obrebie tych samych zestawéw sond jest wieksza od wariancji
sygnatu wyznaczonej dla poszczegdlnych sond poréwnywanych w powtérzeniach technicznych
eksperymentéw wykonywanych w pojedynczym laboratorium jak i dla powtérzen eksperymentéw
wykonanych w réznych placéwkach badawczych. Wariancja sygnatu sond uzyskiwanego z mikromacierzy

pochodzacych z réznych laboratoriow zostala zbadana wylacznie dla danych MAQC-HGU133Plus2,
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poniewaz eksperyment Affy-HuGenelOST nie zawierat tego typu danych. Wariancja sygnatu sond przy
poréwnaniu mikromacierzy wykonanych w réznych laboratoriach jest znacznie wieksza niz wariancja
sygnatéw obserwowanych w eksperymentach wykonanych w ramach jednego laboratorium (tzw. batch
effect), co ma podloze w niewielkich réznicach wynikajacych ze sposobu wykonywania eksperymentu.
Zaskakujaca obserwacja jest znacznie wyzsza wariancja sygnatu sond w przypadku zredefiniowanych
plikow CDF stworzonych poprzez ponowne dopasowanie wszystkich sond do najnowszych sekwencji
genomu i transkryptomu. W przypadku mikromacierzy HuGene-10ST moze to wynika¢ z iaczenia w
zestawy sond, ktdre wczes$niej nalezaty do zestawow specyficznych dla réznych eksonéw. Dotyczy to
gtoéwnie genéw, ktérych produktem jest wiele réznych form splicingowych. Interesujace jest jednak to, ze
w przypadku macierzy HG-U133_Plus_2, ktéra zawiera sondy dobrane w znacznej cze$ci do sekwencji
konca 3’-UTR transkryptéw wzrost wariancji po zastosowaniu zaktualizowanego pliku CDF jest jeszcze
wiekszy. Moze to $wiadczy¢ o ciagle jeszcze niedoskonatych metodach tworzenia plikéw CDF.

W rozdziale tym pokazano, Ze wariancja sygnatu sond w ramach pojedynczego zestawu jest
znacznie wyzsza niz pojedynczej sondy na przestrzeni powtérzen technicznych (Ryc. 37). Wydaje sie
zatem, Ze zidentyfikowanie czynnikow wptywajgcych na zréznicowanie sygnatu sond w obrebie zestawu a
nastepnie sprawdzenie czy s3 one poréwnywalne, dla zestawéw o okreslonych cechach pomiedzy

mikromacierzami powinno by¢ stosunkowo tatwe.
6.5.2. Wariancja sygnatu sond w zestawach

Jakie sq potencjalne przyczyny wysokiej wariancji sond nalezqgcych do okreslonego zestawu, jaka
obserwowana jest w przypadku mikromacierzy Affymetrix?

W punkcie 6.5.1 pokazano jak duza jest wariancja sygnatéw sond nalezacych do tego samego zestawu,
ktory w zatozeniu taczy sondy specyficzne dla pojedynczego transkryptu. Wysoka wariancja moze
wynika¢ z cech zaréwno specyficznych dla danej platformy takich jak nieprawidtowe dopasowanie sond
do transkryptow (zatozono, ze efekt ten jest minimalny po zastosowaniu zaktualizowanych plikéw CDF)
jak i wynikajacych z cech badanego materiatu biologicznego (np. obecnosci form polimorficznych
zmieniajacych jako$¢ dopasowania sond). Innym Zrédtem wysokiej wariancji moze by¢ niespecyficzna
hybrydyzacja, ktéra sprawia, ze sonda o sekwencji podobnej do fragmentu innego mRNA moze
charakteryzowac sie silniejszym sygnatem uzaleznionym od stopnia komplementarnosci sekwencji, ilosci
podobnych czasteczek cRNA w mieszaninie oraz warunkéw w jakich przeprowadzana byta hybrydyzacja i
proces ptukania, co moze zaleze¢ nie tylko od budowy mikromacierzy okres$lonego typu ale w duzym
stopniu od indywidualnych cech danego eksperymentu.

Na podstawie informacji zebranych w punkcie 3.9.3 okreslono 6 cech platformy badawczej firmy
Affymetrix mogacych odpowiada¢ za wysoka wariancje sygnatu sond w obrebie zestawéw, bez wzgledu

na specyfike materiatu biologicznego. Cechy podzielono na dwie podstawowe kategorie:

1) Roznice w budowie sond nalezacych do okreslonego zestawu
a. Sktad GCsond
b. Obecno$¢ motywow (G)4
c. Obecno$¢ motywu spacer-T7 (CCGCCTCCC)
2) Specyficzne cechy regionu transkryptu komplementarnego do sond z zestawu

a. Obecnos$¢ motywu (A)24w transkrypcie
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b. Potozenie sekwencji komplementarnych do sondy w transkrypcie

c¢. Komplementarno$¢ sond do réznych form splicingowych transkryptu

Analize wptywu wymienionych czynnikdw na poziomy sygnatu poszczegélnych sond przeprowadzono na
dwdch niezaleznych zbiorach danych MAQC-133P2 oraz Affy-HuGene. Eksperyment MAQC-133P2 zostat
wykonany przez konsorcjum MicroArray Quality Control na jednej z najpopularniejszych platform HG-
U133_Plus_2 z sondami specyficznymi do obszaréw niekodujacych genu (3’-UTR). Mikromacierze HG-
U133_Plus_2 sa technologicznie bardzo zblizone do wykorzystanych w eksperymencie EO1 macierzy HG-
U133A4, jednak sktadaja sie one ze znacznie wiekszej ilosci sond, z ktérych czes$¢ jest wspdlna dla obu
typéw mikromacierzy.

Eksperyment Affy-HuGene zostat wykonany na platformie HuGene-1_0-st, ktéra zawiera sondy
specyficzne dla sekwencji réznych eksondéw. Platforma HuGene-1_0-st ktéra jest nastepca HG-
U133_Plus_2, wybrana zostata ze wzgledu na wykorzystanie innych technologii projektowania sond oraz
przygotowania materiatu biologicznego wykorzystywanego w eksperymencie. Oba analizowane
eksperymenty wykonano w oparciu o nieco inny protokét (podstawowe réznice opisano w ostatnim
akapicie punktu 3.9.3), doktadniejsze informacje na temat obu eksperymentéw znajduja sie w opisie

wykorzystanych zbioréw danych (pkt. 4.1.2).

1a. Sktad GC sond

Sondy wykorzystywane w technologii mikromacierzowej firmy Affymetrix zbudowane sg z 25
nukleotydéw, komplementarnych do okre$lonego fragmentu mRNA. Sktad nukleotydowy sond jest
powiazany ze sktadem nukleotydowym catej sekwencji transkryptu i nieraz niemozliwe jest wybranie
zestawu kilkunastu sond o takiej samej proporcji nukleotydéw GC i AT. Réznice w sktadzie GC pomiedzy
sondami prowadza do zwiekszonej wariancji sygnatu. Sktad GC wptywa na site oddzialywania sondy z
mRNA, im wiecej jest nukleotydéw G i C tym silniejsze jest oddziatywanie. Proporcje G i C wptywaja w
sposéb liniowy (w szerokim zakresie wartos$ci) na tzw. temperature topnienia, ktéra okres$la temperature,
przy ktorej potowa wigzan wodorowych w dwuniciowej sekwencji nukleotydowej ulega rozerwaniu
[247]. Temperatura topnienia sond Affymetrix zmienia sie w zakresie 40-80 °C a ustalona optymalna
temperatura, w jakiej przeprowadzana jest reakcja hybrydyzacji mikromacierzy to 60 °C. W obrebie sond
nalezacych do pojedynczego zestawu temperatura topnienia nie jest jednorodna, co prowadzi do
znacznych réznic w poziomie sygnatu. Jesli temperatura topnienia sondy jest wyzsza od temperatury w
jakiej przebiega reakcja hybrydyzacji to wigzanie moze nie wymagaé pelnej komplementarnosci,
pozwalajac na powstawanie wiekszej liczby niespecyficznych sparowan. Niska temperatura topnienia
sprzyja z kolei rozrywaniu wigzan w procesie ptukania zmniejszajac w ten sposob poziom sygnatu
odczytanego z sond.

Zalezno$¢ pomiedzy skladem GC a poziomem sygnatu sond ilustruja wykresy ramkowe
przedstawione na Ryc. 38. Z uwagi na to, ze maksymalna dlugo$¢ sondy to 25 nukleotydéw, procent
sktadu GC ma charakter dyskretny przyjmujac jedynie 26 réznych wartos$ci uzaleznionych od ilosci
nukleotydéw G i C (0-25).
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Ryc. 38: Wykresy ramkowe sygnatéw sond o réznym sktadzie GC ($redni nieprzetworzony sygnat sond w skali
logarytmicznej). A: dane eksperymentu Affy-HuGene, B: dane z eksperymentu MAQC-133P2. Symbolem + oznaczono
wielkosci odstajace.

Wykres Ryc. 38A wykonany na podstawie danych z eksperymentu Affy-HuGene pokazuje, jak duza jest
réznica w medianie sygnatu sond réznigcych sie sktadem GC, rosngca wraz ze zwiekszaniem sie ilo$ci
nukleotydéw G i C. Wzrost ten jest na tyle silny, Ze réznica pomiedzy skrajnymi proporcjami GC sond
prowadzi do ponad 100-krotnego wzrostu poziomu sygnatu w skali liniowej. Wykres ten ponadto
charakteryzuje sie nieznacznym obnizeniem sygnatu w okolicy 60% GC, znacznie wiekszym w przypadku
danych z eksperymentu MAQC-133P2 (Ryc. 38B). Wskazuje to na obecno$¢ dodatkowego czynnika,

ktérego sita wzrasta wraz ze zwiekszaniem sie sktadu GC.

1b. Obecnosé motywow (G)s w sekwencji sond

Obecnos¢ motywu (G)4 czyli czterech sasiadujgcych guanin, w sekwencji sondy, wiele razy opisywana byta
w literaturze jako majgca istotny wptyw na poziom jednorodnosci sygnatu wewnatrz zestawu sond [248-
252]. Pomimo, iz jest to jeden z najlepiej opisanych mechanizméw mogacych wptywa¢ na wariancje
sygnatu sond to dane literaturowe nie precyzuja czy obecnos¢ motywu (G)s prowadzi do wzrostu czy tez
spadku poziomu sygnatu uzasadniajac to specyfika warunkéw w jakich przeprowadzane jest
doswiadczenie. Zgodnie z danymi literaturowymi obecny w oligonukleotydach motyw (G)s moze obniza¢
poziom sygnatu przez tworzenie struktur zwanych kwadrupleksami-G z sgsiadujacymi oligonukleotydami
sondy, co uniemozliwia przytagczanie sie cRNA. Z drugiej jednak strony tworzenie tego typu struktury
moze zwieksza¢ odstepy miedzy oligonukleotydami co sprzyja niespecyficznej hybrydyzacji [252]. W
przypadku eksperymentu Affy-HuGene sondy z motywem G4 charakteryzujga sie prawie dwukrotnie
wyzszym sygnatem od pozostatych (FC = 1.84). Z kolei w eksperymencie MAQC-133P2 sytuacja jest
odwrotna, tutaj sondy bez motywu G4 maja okoto 50% wieksza ekspresje (FC = 1.51). Brak konsekwencji
zmian poziomu sygnatu wzbudza podejrzenia wobec motywu G4, jako czynnika bezposrednio
odpowiedzialnego za wzrost wariancji wewnatrz zestawu sond. Poniewaz motyw ten sktada sie z
nukleotyd6w G, to czeSciej bedzie sie pojawiat w sondach bogatych w GC.

Ryc. 39 poréwnuje histogramy sond o okreSlonym sktadzie nukleotydowym wykonane dla
wszystkich sond oraz sond z motywem (G)4. Przesuniecie mediany sygnatu sond z motywem (G)4w strone

wysokich wartosci GC sugeruje, Ze sondy te moga by¢ odpowiedzialne za obnizenie poziomu sygnatu w
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obszarze ok. 60% GC co pokazano na Ryc. 38. Zaprzeczaja temu jednak wykresy mediany sygnaléw

zaznaczone na Ryc. 39 przerywana linig, pokazujace pomijalny wplyw sond (G)s4na poziomy sygnatu.
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Ryc. 39: Mediana sygnatu przed i po odrzuceniu sond z motywem (G)s oraz histogramy ilosci sond A: dane
eksperymentu Affy-HuGene, B: dane z eksperymentu MAQC-133P2. Ciagla czarna linig zaznaczono poziomy sygnatu
wszystkich sond, przerywang sond bez motywu (G)4. Szara ciagta linia (oraz odpowiadajaca jej skala po prawej
stronie wykresu) reprezentuje histogram ilosci sond o okreslonym skladzie GC, przerywana szara linia to podobny
histogram wykonany wytacznie dla sond z motywem (G)a4.

Wobec braku dowodéw potwierdzajacych niezaleznos¢ analizowanego czynnika od réznic wynikajacych z

wyzszego, Sredniego sktadu nukleotydowego sond, cecha ta nie bedzie poddana dalszej analizie.

1c. Obecno$¢ motywu spacer-T7 (CCGCCTCCC) w sekwencji sond

Motyw CCGCCTCCC komplementarny do fragmentu startera oligo-dT odgrywa bardzo istotna role podczas
procesu amplifikacji oddzielajagc sekwencje promotora polimerazy T7 od sekwencji (T)24 zwigzanej z
mRNA. Poniewaz motyw ten jest cze$ciag sekwencji, ktora ulega transkrypcji w procesie amplifikacji to
zawiera go kazda z wytworzonych czasteczek cRNA sprawiajac, ze po fragmentacji ich ilo§¢ w badanej
mieszaninie jest bardzo duza. W pracy [161] pokazano, ze wystepowanie wewnatrz sekwencji sondy
motywu CCGCCTCCC moze prowadzi¢ do silnego zwiekszenia poziomu sygnatu. Sondy tego typu s3 jednak
bardzo rzadkie w przypadku mikromacierzy Affymetrix. Platforma HGU-133_Plus2, uzyta w
eksperymencie MAQC-133P2 zawiera tylko jedna tego typu sonde (na ponad 330 tysiecy) natomiast w
przypadku platformy HuGene-1_0-st, uzytej w eksperymencie Affy-HuGene odnaleziono jedynie 69 tego
typu sond sposrdd ponad 556 tysiecy.

Motyw CCGCCTCCC ma relatywnie niewielka dtugo$¢ 9 nukleotydéw w stosunku do 25
nukleotydowej sekwencji sondy jednak mimo to pewna cze$¢ fragmentéw cRNA obecnych w mieszaninie
moze zwigzac sie z zawierajacymi go sondami za sprawg niespecyficznej hybrydyzacji. Sondy nie w pelni
komplementarne do motywu moga takze charakteryzowac sie wyzszym poziomem sygnatu na skutek
niespecyficznej hybrydyzacji.

Wykresy na Ryc. 40 pokazujg jak obecno$¢ motywu spacer-T7 o pelnej zgodnosci (PM - z ang.
Perfect Match) oraz motywu z 1 niedopasowaniem (1-MM - z ang. Mismatch) w sekwencjach sond
wplywa na poziom ich sygnatu. Wyniki eksperymentu MAQC-133P2 (Ryc. 40B) pokazuja, Ze nawet sondy
zawierajace w sekwencji motyw spacer-T7 o niepelnej zgodnosci (z pojedynczym niedopasowaniem)
charakteryzuja sie poziomem sygnatu o okoto 10 rzedéw wielkosci wiekszym od pozostatych sond na

mikromacierzy. W znaczny sposéb przewyzsza to réznice w poziomie sygnatu wynikajace ze sktadu GC
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jakie przedyskutowano podczas analizy motywéw (G)4. Wyniki uzyskane dla danych z eksperymentu Affy-
HuGene wskazuja na znikomy wptyw tego typu motywu na poziomy ekspresji (Ryc. 40A). Powodem jest
wykorzystanie innego typu oligonukleotydéw w procesie syntezy cDNA (bez motywu spacer-T7), ktére w
protokole dla mikromacierzy najnowszego typu zastapilty wykorzystywany w przypadku innych platform

oligo-dT, co dodatkowo opisano w pkt 3.9.3 wstepu.

Motyw spacer-T7 (PM)|-  +——] | — + + h 4 Motyw spacer-T7 (PM)F ¢
Motyw spacer-T7 (1-MM) |- }—Dj—dmw 4 Motyw spacer-T7 (1-MM) -
Pozostate sondy |- Pozostate sondy -
Al s 10 15 B| s 10 15
Poziom sygnatu w skali log [a.u.] Poziom sygnatu w skali log [a.u.]

Ryc. 40: Wykresy ramkowe poziomu sygnalu sond zawierajacych motyw CCGCCTCCC (spacer-T7) w swojej
sekwencji - dokladny motyw (PM), motyw z jednym niedopasowaniem (1-MM), pozostate sondy. A: dane
eksperymentu Affy-HuGene (w ktérym nie wykorzystano starteréw oligo-dT), B: dane z eksperymentu MAQC-133P2

Opisana cecha nie dotyczy najnowszych platform mikromacierzy eksonowych, starsze sg jednak w
dalszym ciggu powszechnie wykorzystywane, zgodnie z protokolem zakladajacym wykorzystanie
starterow oligo-dT. Pomimo, ze problem dotyczy niewielkiej ilo$ci sond (w przypadku mikromacierzy HG-
U133_Plus2 motyw z maksymalnie jednym niedopasowaniem znaleziono w 187 sondach) to moze on
mie¢ istotny wplyw na poziomy sygnatu zestawdéw sond. W przypadku dopuszczenia wiekszej ilosci
niedopasowan liczba sond bardzo szybko sie zwieksza maleje jednak wplyw samego motywu a prog
pomiedzy specyficznos$cia sekwencji a zmiang pozioméw ekspresji jest kwestig indywidualng danego
eksperymentu gdyz zalezy od poziomu niespecyficznej hybrydyzacji okreslonej przez niewielkie zmiany w
warunkach w jakich zachodza reakcje (m.in. temperatury, stezenia soli).

Druga klasa czynnikéw znacznie odbiega od tych przedstawionych w pierwszym punkcie z tego
wzgledu, iz nie wptywajg one jednoznacznie na globalny wzrost badz spadek poziomu ekspresji w
zalezno$ci od tego czy sonda posiada dang ceche czy tez nie. Czynniki te dzialaja inaczej w zaleznosci od
danego eksperymentu, platformy i przede wszystkim zestawu sond wplywajac jednak na wariancje

sygnatu pomiedzy sondami w zestawach.

2a. Obecno$¢ motywu (A), w transkrypcie

Dtugie motywy typu (A)n wewnatrz sekwencji transkryptu moga wptywac na réznice poziomu
sygnatu sond jesli sg one komplementarne do sekwencji potoZzonych zaréwno po jednej i drugiej stronie
tego motywu. Poza naturalnie wystepujacym ogonem poli-A motywy (A), o dtugosci kilkudziesieciu
nukleotydéw, wewnatrz sekwencji transkryptu, moga takze przytgczac starter oligo-dT. W takiej sytuacji
powstaja dwie skrécone wersje kopii oryginalnego transkryptu, jedna od konica 5° do wewnetrznego
motywu (A), oraz druga od motywu (A), do konca 3’. Wystepowanie tego drugiego wynika z mozliwosci
zatrzymania procesu syntezy nici cDNA w przypadku gdy w miejscu wewnetrznego motywu (A)n
przytaczy sie dodatkowy starter oligo-dT [159].

Proporcje wszystkich powstatych nici cDNA (pelnej oraz dwéch skréconych) moga by¢ uzaleznione
od wielu czynnikéw m.in. dtugo$ci motywu (A),, stezenia oligo-dT, oraz warunkéw w jakich odbywa sie

reakcja syntezy cDNA. Problem ten moze wplywaé¢ na wariancje sygnatu sond wylacznie wtedy gdy
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proporcje fragmentéw cDNA s3 rézne. Okreslenie stosunku ilo$ci obu fragmentéw na podstawie danych
mikromacierzowych jest bardzo trudne ze wzgledu na niewielkg liczbe zestawow zawierajacych sondy po
obu stronach motywu (A), (226 w przypadku platformy HG-U133_Plus_2), niewielkg ilos¢ sond w tego

typu zestawach, oraz silng wariancje pomiedzy sygnatami sond wynikajaca z innych cech ich budowy.
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Ryc. 41: Wyniki eksperymentu RT-qPCR dla transkryptéw genu SLC25A37 przy uzyciu starteréw oligo-dT w
standardowym steZeniu oraz dwukrotnie wyzszym. Fragment A: sekwencja od konca 5 do wewnetrznego motywu
(A)ss; fragment B: cata sekwencje transkryptu; fragment C: sekwencja od wewnetrznego motywu (A)4s do konca 3’.
P-warto$ci pochodza z testu-t pokazujacego réznice pomiedzy Srednimi warto$ciami sygnatu fragmentéw A i C.

Z tego wzgledu przeprowadzono dodatkowy eksperyment oparty o metode RT-qPCR, ktérego celem byto
sprawdzenie czy transkrypty z dtugim wewnetrznym motywem (A)n mogg prowadzi¢ do powstawania
skréconych form transkryptu po syntezie cDNA ze starterem oligo-dT w réznych proporcjach. Do analizy
wybrano gen SLC25A37 (zawierajacy 45 nukleotydowy ciag adeniny) dla ktérego zaprojektowano 4
startery w taki sposéb aby mozliwe byto zbadanie proporcji fragmentéw cDNA po procesie jego syntezy.
Fragmenty obejmuja sekwencje od konca 5’ do wewnetrznego motywu (A)ss (fragment A) catg sekwencje
transkryptu (fragment B) oraz sekwencje od wewnetrznego motywu (A)ss do konca 3’ (fragment C).
Doktadny opis eksperymentu znajduje sie w punkcie 4.4. Réznice w iloSci poszczegélnych fragmentoéw
prezentuje Ryc. 41.

Eksperyment pokazuje, ze petnych sekwencji cDNA jest niezwykle mato w mieszaninie (stupek B),
w poréwnaniu do ilosci obu skréconych sekwencji (stupki A i C). Stupek pelnej sekwencji - B jest w tym
przypadku niewidoczny jednak oba wykresy przeskalowano tak aby jego wysoko$¢ réwna byta 1.
Fragmentéw C namnozonych od konca 3’ do wewnetrznego motywu (A)4s jest najwiecej w iloSci znacznie
przewyzszajacej druga skrocong forme - A, namnozong od motywu (A)ss do konca 5. Dwukrotne
zwiekszenie stezenia oligo-dT dodatkowo powiekszyto réznice w proporcji fragmentéw A i C co sugeruje,
ze proporcje sygnalu pomiedzy oboma fragmentami sg uzaleznione od warunkéw reakcji. Zjawisko to
moze w podobny sposéb wplywac na proporcje sygnatu sond mikromacierzowych, ktére moga by¢ rézne
pomiedzy badanymi prébkami. Wyzszy sygnat fragmentu C potoZonego po stronie 3’ transkryptu, w
stosunku do fragmentu A moze sugerowac silny wptyw procesu degradacji RNA na wyniki. Jednak
niewielka odlegto$¢ pomiedzy fragmentami w transkrypcie (355 nukleotydéw), wysoki wspdétczynnik
integralnosci badanego RNA (RIN=10) oraz zwiekszanie sie r6znic pomiedzy iloscig fragmentéw wraz ze

wzrostem stezenia starteréw oligo-dT podwazaja tg hipoteze.
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2b. Polozenie sekwencji komplementarnych do sondy w transkrypcie

Sondy komplementarne do fragmentéw mRNA potozonych daleko od konca 3’ moga charakteryzowac sie
stabszym sygnatem na skutek wysokiego poziomu degradacji tych czasteczek mRNA, ktére w warunkach
in vivo ma niska stabilno$¢. Pierwszy etap syntezy znacznie bardziej stabilnego cDNA nastepuje od korica
3’ transkryptu i zatrzymuje sie po osiggnieciu konca 5’ lub po napotkaniu miejsca, w ktdrym czasteczka
mRNA zostata zdegradowana. Z tego wzgledu im wiekszy jest poziom degradacji tym wieksze sg réznice w
sygnale pomiedzy sondami rozpoznajacymi fragmenty sekwencji potozone w duzej odlegtosci od siebie
[158]. Silny wptyw procesu degradacji RNA na poziomy ekspresji jest podstawowa przyczyng tworzenia
przez producenta mikromacierzy zestawdw sond specyficznych dla obszaru nie wiekszego niz 600
nukleotydéw. Dotyczy to jedynie mikromacierzy z sondami specyficznymi dla obszaru 3’-UTR,
mikromacierze eksonowe (np. HuGene-1_0-st) zwykle nie spelniajg tego warunku. Mimo to nawet w
obrebie 600 nukleotydéw degradacja nastepuje w takim stopniu, Ze mozna obserwowac jej wptyw na
wyniki, co bardzo dobrze ilustruje Ryc. 13.

Inaczej wyglada kwestia degradacji w przypadku powszechnie stosowanych metod polegajacych na
ponownym przypisaniu sond do transkryptéw i faczeniu ich w nowe zestawy. Tego typu proces zwykle
pomija informacje o potozeniu sond taczac w pojedynczy zestaw sondy oddalone od siebie nieraz o kilka
tysiecy par zasad. Przyktadowo gen PRRC2C zawiera na mikromacierzy typu HG-U133A dwie grupy sond
pierwsza oznaczona zestawem 211948 x at potozona jest w odleglosci 1385-1734bp od konca 5’
transkryptu, druga 211946_s_at znacznie dalej 10067 - 10325bp, ktére potaczone sg w jeden zestaw w
przypadku zaktualizowanych plikow CDF. Laczenie w pojedynczy zestaw sond odpowiadajacych
fragmentom potozonym w duzej odlegtosci od siebie w czasteczkach RNA moze by¢ jedng z
podstawowych przyczyn zwiekszonej wariancji sond w obrebie uaktualnianych zestawéw, co

przedstawiono na Ryc. 37.

2c. Sondy komplementarne do réznych form splicingowych transkryptu

Poza zwiekszonym wptywem degradacji RNA na wyniki, ponowne przypisanie sond do zestawéw
specyficznych dla genéw lub transkryptéw ma jeszcze jedna istotng wade. Problem ten pojawia sie w
przypadku transkryptéw charakteryzujacych sie wiecej niz jedng forma splicingowg, ktére na
mikromacierzy posiadaja sondy wspdlne dla kilku form oraz takie, ktére sg charakterystyczne wytacznie
dla niektérych z nich. Przyktadowo gen CBS posiada 3 formy splicingowe transkryptéw NM_001178009,
NM_001178008 oraz NM_000071. Na mikromacierzy HG-U133_Plus_2 znajduja sie 22 sondy specyficzne
dla tego genu jednak 16 dla wszystkich 3 form oraz 6 specyficznych wytacznie dla formy NM_001178008
oraz NM_000071. W przypadku potaczenia sond w zestaw specyficzny dla genu CBS wariancja pomiedzy
sondami z réznym dopasowaniem transkryptéw moze by¢ wysoka je$li w badanych komédrkach
transkrypt NM_001178009 ulega silnej ekspresji w poréwnaniu do pozostalych dwo6ch. Problemu nie
rozwigzuje utworzenie zestawéw sond specyficznych dla poszczegélnych transkryptéw. W przypadku
zestawéw NM_001178008 i NM_000071 wariancja sygnatéw sond powinna by¢ relatywnie niska jednak
zestaw NM_001178009 bedzie zawierat sondy, ktore sa specyficzne wytacznie do tej formy splicingowej
oraz sondy, ktére sg specyficzne dla wszystkich 3 form. Tego typu sytuacja powtarza sie bardzo czesto
szczegOlnie po ponownym dopasowaniu sond do zestawéw. W przypadku platformy HG-U133_Plus_2 az
6470 zestawdow (18,6%), zaprojektowanych na podstawie bazy danych RefSeq, zawiera sondy, z ktérych

niektére przypisane sg do réznych grup form splicingowych transkryptéw pojedynczego genu. Platforma
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HuGene-1_0-st-vl z sondami specyficznymi dla poszczegélnych eksonéw charakteryzuje sie znacznie
wiekszg iloscia tego typu zestawow 17881 (50,1%).

Laczenie w zestawy sond specyficznych do alternatywnych form splicingowych ma jednak takze
dobre strony, daje petniejszy obraz profilu ekspresji gendéw, ktére nieraz pomimo alternatywnych form
(np. innych koncéw 3’-UTR) maja tg sama funkcje kodujac biatko o identycznej strukturze. Dodatkowo
pozwala wykorzysta¢ sygnaty z wiekszej ilo$ci sond, dajac doktadniejsze oszacowanie poziomu ekspresji
genu, co moze zmniejsza¢ wariancje sygnatu o podiozu technicznym [185]. Mimo w/w zalet niektdre
zrodta literaturowe sugeruja, ze lepszym rozwigzaniem jest przeprowadzanie analizy rozdzielajacej

sygnaty dla poszczegdlnych form splicingowych [253].
6.5.3. Analiza znaczenia czynnikow wptywajacych na wariancje sygnatu

pomiedzy sondami w zestawach

Ktéry z opisanych czynnikéw ma kluczowy wptyw na wariancje sygnatu sond, o podtozu innym niz
biologiczny?
Wariancja sygnatu sond okres§lonego zestawu jest uzalezniona od kilku czynnikéw jednocze$nie, ktore w
réznym stopniu moga wptywac na jej poziom. Z tego wzgledu wykorzystanie standardowych testow
parametrycznych nie pozwala na uzyskanie jednoznacznej odpowiedzi na pytanie ktéra ze
zidentyfikowanych cech ma najwiekszy wptyw na wysoki poziom wariancji sond w zestawach.

Idealnym narzedziem do tego celu wydaje sie by¢ metoda PVCA [254] (z ang. Principal Variance
Component Analysis). Jest ona wykorzystywana miedzy innymi do okreslania wptywu specyficznych cech
prébek na rdéznice pomiedzy mikromacierzami (np. rézne dawki leku, typ materiatu biologicznego,
indywidualne cechy pacjentéw lub dzien wykonania eksperymentu). Pozwala to okresli¢ wptyw wielu
czynnik6w na réznice pomiedzy prébkami w odniesieniu do réznic wynikajacych z badanych zmienno$ci
o podtozu biologicznym, co dostarcza bardzo cennych informacji szczegélnie podczas analizy batch effect.
Metoda ta moze by¢ takze zaadoptowana do problemu poszukiwania réznic w poziomie sygnatu
pomiedzy poszczeg6lnymi sondami (zamiast prébkami) oraz wplywu okres$lonych cech sond na wariancje
sygnatu (zamiast poziomu ekspresji). W tym celu konieczne jest wyznaczenie wariancji wszystkich
zestawow sond dla kazdej badanej mikromacierzy a nastepnie przypisanie do kazdego z nich cech
charakteryzujacych dany zestaw sond, wynikajacych ze zidentyfikowanych w punkcie 6.5.2 wtasnosci.

Trudno$¢ zwigzana z zastosowaniem metody PVCA wynika z koniecznosci zdyskretyzowania
wszystkich badanych cech gdyz metoda bazuje na poré6wnywaniu grup pomiaréw, ktére muszg by¢ jasno
zdefiniowane. Dodatkowo zdyskretyzowane cechy tracg relacje porzadku. Oddzielnym problemem staje
sie zatem odpowiednie dobranie kryteriéw podziatu cech na grupy oraz samo okre$lenie liczby grup. Z
tego wzgledu metoda ta okazata sie nieefektywna w przypadku tego typu danych, pomimo licznych
podej$¢ do problemu doboru cech, ktérych niewielka zmiana prowadzita do bardzo silnych réznic w
wynikach analizy.

Bardziej elastyczng niz metoda PVCA jest metoda bazujgca na wykorzystaniu drzew decyzyjnych
zaproponowana przez Wei w 2008 [240]. Metode t3 wykorzystano do bardzo podobnego problemu
polegajacego na identyfikacji cech sond wplywajacych na poziom sygnatu w mikromacierzach firmy
NimbleGen istotnie réznigcych sie pod wzgledem budowy od platformy Affymetrix (przede wszystkim ze

wzgledu na zmienng dtugo$¢ sond). Metoda polega na budowie drzewa decyzyjnego o strukturze binarnej,
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ktére podobnie jak w przypadku klasteryzacji rozdziela zbiér danych w kazdym wezle na dwie grupy w
oparciu o okres$lone wtasnos$ci cech przypisane do zbioru danych, w taki sposéb aby réznice pomiedzy
obiema grupami byly jak najwieksze. W tym przypadku zmiennymi objasniajagcymi (predyktorami) sg
poszczeg6lne cechy zestawdéw natomiast atrybutami wariancje sygnalu w ramach zestawéw sond
rozdzielone w kazdym z weztéw na podstawie okreslonej wartosci jednej z opisanych zmiennych
objasniajacych. Drzewo budowane jest iteracyjnie poprzez doktadanie nowych weztéw w kazdym kroku
na podstawie wartos$ci jednej ze zdefiniowanych cech (np. $redni sktad GC sond w zestawie <50%),
minimalizujgc réznice pomiedzy atrybutami w nowo powstatych grupach do momentu az dalsze
powiekszanie drzewa prowadzi do zmniejszania sumarycznej réznicy pomiedzy atrybutami we
wszystkich wezlach ponizej pewnego ustalonego poziomu. Drzewo decyzyjne nie wymaga dyskretnych
warto$ci wektora cech dzieki czemu mozliwe jest unikniecie problemu zwigzanego z ich podziatem na
okreslone kategorie, co byto konieczne w przypadku metody PVCA. Gotowe drzewo analizowane jest za
pomoca algorytmu okreslajacego wptyw kazdej z cech na jego ksztatt. Doktadniejszy opis metodologii

tworzenia drzewa decyzyjnego oraz wyznaczania wpltywu poszczegdélnych cech opisano w punkcie 4.3.
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Ryc. 42: Wykresy ramkowe pokazujace wptyw poszczegdlnych cech zestawdéw sond na wariancje ich sygnatu
wyznaczony dla réznych mikromacierzy. A: dane eksperymentu Affy-HuGene B: dane z eksperymentu MAQC-133P2

Ryc. 42 przedstawia wplyw poszczegélnych cech, opisanych w punkcie 6.5.2, na strukture drzewa
decyzyjnego zbudowanego na podstawie wariancji sygnalu sond wewnatrz zestawdéw. Zatozono, ze
poziom istotnos$ci danej cechy jest proporcjonalny do jej wplywu na wariancje sygnatéw sond w zestawie,
zgodnie z metodologia zaproponowana w pracy [240]. Wykresy ramkowe tworza warto$ci uzyskane dla
poszczeg6lnych mikromacierzy z danego eksperymentu. Wyniki pokazuja, ze sktad GC sond i potozenie
sekwencji komplementarnej do sondy w transkrypcie (odlegto$¢ od konica 3’) moga mie¢ poréwnywalny
wplyw na wariancje sygnatu sond. Wplyw obu tych cech jest bardzo zréznicowany w odniesieniu do
réznych mikromacierzy moga one miec¢ zatem istotny wptyw na réznice w poziomach sygnatu pomiedzy
badanymi prébkami.

Potozenie w transkrypcie sekwencji komplementarnej do sondy ma bardzo istotne znaczenie w
zwigzku z réznym poziomem degradacji fragmentéw bliskich i dalszych od konca 3’ w trakcie
eksperymentu. Silny wptyw tej cechy moze by¢ réwniez konsekwencjg taczenia sond w nowe zestawy z
pominieciem kryterium budowania zestawéw jedynie dla sond potozonych w niewielkiej odlegtosci od
siebie. Pominiecie tego kryterium jest prawdopodobnie jedng z gléwnych przyczyn znacznego wzrostu
wariancji w obrebie zestawéw sond po zastosowaniu uaktualnionych wersji plikéw CDF (Ryc. 37). Wptyw

readnotacji na wariancje zestawéw sond moégtby zosta¢ okreslony za pomoca podobnej analizy wykonanej
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na podstawie oryginalnych plikéw CDF, jednak duza przeszkoda jest tutaj problem nieprawidtowego
dopasowania znacznej cze$ci sond (w przypadku platformy HG-U133_Plus2 ponad 50%), przez ktdra
niemozliwe byloby okreslenie doktadnych wartosci dla wszystkich zidentyfikowanych cech w tym przede
wszystkim potozenia w sekwencji transkryptu.

Wysoki poziom wariancji moze by¢ réwniez powigzany z dopasowaniem poszczeg6lnych sond do
réznej grupy transkryptéw, co moze dotyczy¢é w wiekszym stopniu platformy HuGene-1_0-st opartej o
sondy specyficzne dla réznych eksondéw. Motyw T7-spacer zgodnie z oczekiwaniami ma nieznaczny
wplyw na wariancje co wynika z niewielkiej ilo$ci sond, ktére go zawieraja. Motyw (A)2s w przypadku obu
eksperymentéw ma pomijalny wptyw na wariancje.

Podobna analiza zostata takze wykonana dla wariancji poszczegélnych sond pomiedzy
powtoérzeniami technicznymi w celu bezposredniego okreslenia potencjalnych zrédet wysokiej wariancji
pomiedzy réznymi mikromacierzami (podejscie pierwsze opisane we wstepie do rozdziatu 6.5). Jednak
nawet po przeprowadzeniu procedur korekcji tta i normalizacji opisane cechy jedynie w nieznacznym
stopniu tlumacza wysoka wariancje pomiedzy mikromacierzami. Moze to wynika¢ albo ze stabosci
metody, ktéra moze nie by¢ odpowiednia dla danych o zbyt duzej iloSci atrybutéw (ponad 10-krotnie
wiecej niz w przypadku analizy zestawdw sond), lub zbyt duzym wptywie innych czynnikéw, ktdére nie
zostaly uwzglednione w analizie.

Przeprowadzona analiza pokazala, ze réznice w sktadzie sktad GC sond sg bardzo silnie powigzane
z wysoka wariancjg sygnatu sond w obrebie zestawu. Dodatkowo wplyw ten jest rézny pomiedzy
poszczeg6lnymi mikromacierzami w eksperymencie. Konieczne jest jednak okreslenie jakie czynniki
wplywajg na sygnat sond o réznych proporcjach GC oraz czy moga sie one by¢ przyczyng przeszacowania
pozioméw sygnatu zestawdw zawierajacych sondy o skrajnych proporcjach GC wptywajac na proces

identyfikacji transkryptow réznicujacych.
6.5.4. Rodznice w poziomach sygnatu sond o r6znym sktadzie GC
Jakie sq przyczyny réznic w sygnale pomiedzy sondami o wysokim i niskim sktadzie GC?

Wykresy ramkowe na Ryc. 38 pokazuja mediany poziomu fluorescencji sond o ré6znym sktadzie GC, ktére
silnie réznig sie pomiedzy oboma badanymi eksperymentami. R6znica ta moze nie wynika¢ jednak z
wykorzystanej platformy a ze specyficznych cech eksperymentu mikromacierzowego.

Ryc. 43 przedstawia mediany warto$ci sygnatu sond o réznym sktadzie GC wyznaczone dla
mikromacierzy typu HG-U133A. Wykresy narysowano na podstawie danych z 28202 mikromacierzy,
pochodzacych z réznych eksperymentéw, bez poddawania ich wstepnemu przetwarzaniu za pomoca
algorytmow standaryzacji danych. Mikromacierze podzielono na 12 grup w oparciu o ich catkowity $redni
sygnat fluorescencji a nastepnie dla kazdej grupy obliczono mediane przebiegdéw zaleznosci sygnatu sondy
od jej sktadu GC, jakie uzyskano dla poszczeg6lnych mikromacierzy.

Dla grup mikromacierzy o wysokim poziomie $redniej fluorescencji sygnat uzyskiwany z sond o
skrajnych, najnizszych i najwyzszych, zawarto$ciach GC jest nizszy niz dla sond o sktadzie GC w okolicy
50-60% GC. Ksztatt wykresu dla tych mikromacierzy prawdopodobnie oddaje cechy transkryptomu

wiekszosci komdrek, w ktérych najwiecej jest transkryptéw o Srednim sktadzie GC w okolicy 50%.
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Ryc. 43: Zalezno$¢ pomiedzy sktadem GC sond a poziomem sygnatu mikromacierzy o ré6znym $rednim poziomie
fuoroscencji (usrednione dane z 28202 prébek wykonanych na platformie HG-U133A).

W przypadku wszystkich analizowanych platform mikromacierzowych sktad nukleotydowy sond
nalezacych do konkretnych zestawéw jest silnym odbiciem sktadu GC transkryptéw, co wyrazajg
wspoétczynniki korelacji w Tab. 12. Wysoka korelacja wynika z wysokiej jednorodnosci sktadu GC
transkryptu powigzanego ze sktadem GC sekwencji genomu, w ktéorym potozony jest jego gen (co
pokazano w punkcie 6.4.1), oraz tego, ze sondy pokrywaja spory obszar sekwencji transkryptu (Srednio

15% w przypadku mikromacierzy HG-U133A).

Platforma Rho Platforma Rho

Rat230_2 0.6584 | MoGene-1_0-st-vl | 0.7829
RG_U34A 0.6952 | HG-U133A2 0.7915
Mouse430_2 0.7002 | HG-U133A 0.7916
HG-U133B 0.7700 | HG-U133_Plus_2 0.8096
HG_U95Av2 0.7825 | HuGene-1_0-st-vl | 0.8346

Tab. 12: Korelacja pomiedzy sktadem GC transkryptu a zestawu sond pochodzacego z r6znej platformy
mikromacierzowej

W grupach mikromacierzy o coraz nizszej $redniej jasno$ci wszystkich sond, sygnat uzyskiwany z sond o
skrajnie wysokich zawarto$ciach GC ma coraz wyzszy udziat w catkowitym sygnale, co
najprawdopodobniej wynika z przyczyn technicznych a nie z rzeczywistego wzrostu poziomu
transkryptéw w materiale biologicznym badanym na tych mikromacierzach. Zmiana ksztattu wykresu
wraz ze zmniejszaniem sie Sredniej fluorescencji macierzy sugeruje wptyw dodatkowego czynnika.
Srednia fluorescencja wszystkich sond mikromacierzy zalezy od procesu amplifikacji i wydajnosci
znakowania cRNA. Wzrost udziatu sygnatu sond o wysokiej zawartosci GC wraz ze zmniejszaniem sie
Sredniej fluorescencji mikromacierzy sugeruje, ze przy stabszym wyznakowaniu cRNA lub jego mniejszej
ilosci w procesie hybrydyzacji, niespecyficzne wigzanie cRNA do sond o wysokim sktadzie GC odgrywa
wieksza role zgodnie z sugestig Schuster i wsp. [255], ktérzy wykazali, Ze sondy bogate w GC tworza

silniejsze wigzania i pozwalajg na czestsze powstawanie niespecyficznych oddziatywan sonda-cRNA.
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W grupach mikromacierzy o wysokim poziomie fluorescencji z dobrze wyznakowanym cRNA,
odczytywany z macierzy sygnat dla transkryptow bogatych w GC moze takze nie oddawac prawidtowo ich
poziomu komoérkowego wykazujgc nizszg niz rzeczywista zawarto$¢ w wyjSciowym preparacie RNA.
Arezi i wsp. wykazali, ze wydajno$¢ procesu amplifikacji jest uzalezniona od sktadu GC amplifikowanego
cDNA. Wysoki sktad GC cDNA obniza wydajno$¢ polimerazy co spowodowane jest potrzeba
wykorzystania wiekszej iloSci energii w celu rozerwania potrdjnych wigzann wodorowych pomiedzy
parami GC, podczas przejscia polimerazy wzdtuz dwuniciowej sekwencji cDNA [256]. Dtugos¢ sekwencji
mRNA, ktéra jak pokazano w punkcie 6.2.1 jest skorelowana ze sktadem GC, takze wptywa na wydajnos¢
amplifikacji - im dluzsza jest sekwencja tym mniejsza wydajno$¢ transkrypcji [256]. Dodatkowo,
wydajno$¢ samego procesu hybrydyzacji takze moze by¢ obnizona przez powstawanie struktur
drugorzedowych w cRNA, ktére tworzone s3 znacznie czesciej przez sekwencje o wysokim sktadzie GC
[162]. Sktad GC moze wiec mie¢ zaréwno dodatni jak i ujemny wplyw na odczytywany z mikromacierzy

poziom sygnatu.

Czas po napromieniowaniu 1h 12h 24h
Wspotczynnik korelacji GC transkryptu -0,440 -0,508 -0,181
Spearmana pomiedzy zmiang
ekspresjia sktadem GC GC zestawu sond -0,425 -0,479 -0,121
Test na réwno$¢ wspdétczynnikéw korelacji (p-warto$¢) 0.0463 3.46e-05 3.3e-11

Tab. 13: Korelacja Spearmana pomiedzy skltadem GC transkryptu/zestawu sond a zmiang ekspresji po
napromieniowaniu (LFC) w eksperymencie E01 przeprowadzonym na komdérkach Me45. Wszystkie korelacje sa
znamienne statystycznie (p-warto$¢<10-%). Korelacje uzyskane dla réznych sktadéw GC sa od siebie rézne (zgodnie z
p-warto$ciami w tabeli). Szarym kolorem zaznaczono wynik wcze$niej pokazany w Tab. 7 dla metody RMA

Istotny wptyw sktadu GC catego transkryptu na sygnaty odczytane z sond o réznej budowie potwierdzaja
wyniki przedstawione w Tab. 13. Korelacja pomiedzy zmiang poziomu ekspresji po napromieniowaniu w
eksperymencie EO1 a sktadem GC transkryptu jest silniejsza niz korelacja ze $rednim sktadem GC zestawu
sond (test na réwnos$¢ wspotczynnikow korelacji). Sugeruje to, iz na sygnat pojedynczych sond wptyw
maja nie tylko ich cechy ale takze wtasciwosci transkryptéw w badanym materiale biologicznym,
powiazane z ich sktadem GC.

Pojedyncze sondy réznig sie od siebie sktadem nukleotydowym jednak réznice pomiedzy srednim
sktadem GC sond danego zestawu powinny by¢ stosunkowo niewielkie. Dodatkowo wptyw sktadu GC
sond na rdéznice w sygnale jest wysoki dla sond o najbardziej skrajnych proporcjach sktadu GC, ktérych
jest stosunkowo niewiele. Istotne jest zatem okre$lenie na ile jednorodne pod wzgledem sktadu GC s3
zestawy sond oraz w przypadku jak wielu z nich dochodzi do nadreprezentacji sond o wysokim i niskim
sktadzie GC.

Ryc. 44 pokazuje jak wiele jest sond oraz zestaw6w o okre$lonym sktadzie GC (odpowiednio stupki
oraz niebieska krzywa) oraz jaki procent zestawdw sond charakteryzuje sie nadreprezentacja sond o

skrajnych proporcjach GC (czerwone krzywe).
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Ryc. 44: Histogram ilosci sond o okre$lonym sktadzie GC (stupki) wraz z zaznaczonymi szarym kolorem stupkami
dla okreslonego procentu sond o najbardziej skrajnych proporcjach GC (wartosci ponizej dolnego i powyzej gérnego
kwatyla). Niebieska krzywa to histogram ilosci zestawéw o okreslonym $rednim sktadzie GC sond, ktére do niego
naleza powiazany z prawa osig Y uktadu wspoétrzednych. Czerwone krzywe to histogramy zestawdéw sond, w
ktoérych nadreprezentowane sa sondy o skrajnym sktadzie GC (nalezace do szarych stupkéw histogramu) na
poziomie istotnosci 0,05.

Brak jednorodnos$ci $redniego sktadu GC sond w zestawach oraz az ~30% zestawdéw, w ktorych
nadreprezentowane sg sondy o wysokim lub niskim sktadzie GC wynika z duzych dysproporcji w sktadzie
GC transkryptow, ktére wptywaja na sktad GC sond (zaleznos$¢ ta przedstawiono w Tab. 12). Wykres ten
wyraznie pokazuje, ze sondy nie byly dobierane w taki spos6b aby réznice w sktadzie nukleotydowym
byly jak najmniejsze oraz aby Sredni sktad GC sond w zestawach byt poréwnywalny. W konsekwencji
~30% zestawOw zawiera szczegdlnie duzo sond o bardzo niskim lub wysokim sktadzie GC, przez co moga
one by¢ szczeg6lnie mocno narazone na wptyw réznic pomiedzy prébkami wynikajgcy z przeszacowania

sygnatu sond o skrajnych proporcjach GC, ktdry pojawia sie podczas identyfikacji genéw rdéznicujacych.

6.5.5. Wplyw obcigzenia wynikajagcego ze sktadu GC na wyniki

eksperymentu mikromacierzowego

Czy réznice pomiedzy mikromacierzami w wariancji sygnatu wynikajqcej ze sktadu GC mogq wptywaé
na zmiany w poziomach sygnatu odczytanych dla okreslonych zestawdéw sond?

Ryc. 43 pokazuje, ze wraz ze zwiekszaniem sie Sredniego sygnatu catej mikromacierzy zmienia sie
proporcja pomiedzy sygnatem sond o wysokim i niskim sktadzie GC. RéZnice w $redniej intensywnosci
sond mikromacierzowych sg bardzo powszechne nawet przy powtdrzeniach technicznych eksperymentu,
jednak sa one niwelowanie przez algorytmy normalizacji danych. Zmiana proporcji sygnatu pomiedzy
sondami o réznym sktadzie moze jednak nie by¢ skompensowana przez algorytmy nieuwzgledniajace
informacji o sktadzie GC sond, bedac jednym ze Zrédet wariancji pomiedzy znormalizowanymi prébkami.
W celu sprawdzenia czy podobne zjawisko ma wpltyw na poziomy sygnatu w badanym
eksperymencie E01 wykazujacym duzg zalezno$¢ zmian poziomu ekspresji po napromieniowaniu od
sktadu GC transkryptéw, poréwnano wplyw algorytmu normalizacji na proporcje poziomu sygnatu
pomiedzy sondami o réznym sktadzie GC. W celu ulatwienia interpretacji wynikéw zamiast mediany
sygnatu sond o réznym sktadzie (wykorzystang na Ryc. 43) postuzono sie linig regresji dopasowang do

danych uzyskanych dla wszystkich sond danej mikromacierzy.
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Ryc. 45: Linia regresji wyznaczona na podstawie zaleznosci sktadu GC od poziomu sygnatu sond 4 oddzielnych
probek z eksperymentu E01. Wykres A przedstawia surowe dane (liczby po lewej stronie wykresu to $redni poziom
fluorescencji danej mikromacierzy), wykres B dane po korekcji tta algorytmem RMA i normalizacji kwantylowe;j.

Ryc. 45A pokazuje réznice w proporcji sygnatu sond, o réznej zawartosci GC (dla nieustandaryzowanych
danych), ktére wyrazone s3 wspdiczynnikiem nachylenia linii regresji. W wyniku wstepnego
przetwarzania polegajacego na odjeciu sygnatu tlta wyznaczonego za pomoca algorytmu RMA oraz przede
wszystkim normalizacji kwantylowej, rozktady sygnatu wszystkich sond pomiedzy prébkami stajg sie
jednakowe. Dzieki temu $redni sygnat wszystkich sond mikromacierzowych jest réowny we wszystkich
analizowanych prébkach, jednak réznice w proporcji sygnatéw sond o wysokim i niskim sktadzie GC nie
sa kompensowane gdyz w wyniku normalizacji zmianie ulega jedynie punkt przeciecia linii regresji z osia
Y a nie kat jej nachylenia (Ryc. 45B), wynikajacy z rdznic technicznych pomiedzy préobkami jakie
omoéwiono w punkcie 6.5.4. Roznica ta jest szczegélnie duza w przypadku pary prébek z pierwszego
powtdrzenia biologicznego (C_1h_1 oraz IR_1h_1), objawiajgc sie przesunieciem linii regresji,
zaznaczonym strzatkami, wzgledem $rodka wykresu. Konsekwencja zmian w proporcji sygnatu sond o
wysokim i niskim sktadzie GC jest duza réznica w sygnale pomiedzy sondami z mikromacierzy
kontrolnych (C) oraz uzyskanych po napromieniowaniu komérek (IR), ktéra nie jest kompensowana
przez normalizacje kwantylowa. Zastosowanie algorytmu sumaryzacji taczacego sygnaty z pojedynczych
sond, prowadzi do tego, ze poziom ekspresji zestawu o Srednio niskim sktadzie GC sond, bedzie miat w
prébkach kontrolnych zawyzony sygnat w poréwnaniu do prébek po napromieniowaniu i odwrotnie dla
zestawdw o wysokim sktadzie GC (powyzej 50%).

Efekt ten jest bardzo dobrze widoczny na przyktadzie sond specyficznych dla genéw
referencyjnych (housekeeping), ktérych poziomy ekspresji w zalozeniu nie powinny sie zmienia¢ w
prébkach [257]. Ryc. 46 przedstawia wyniki analizy 28202 mikromacierzy z 759 eksperymentéw
wykonanych na platformie HG-U133A, ktérej celem bylo sprawdzenie jak réznice w $redniej fluorescencji
miedzy dwoma mikromacierzami (ktére sg negatywnie skorelowane ze zmiang wspétczynnika nachylenia
linii regresji) wplywaja na odczyt poziomu genu referencyjnego po normalizacji danych. Mikromacierze z
pojedynczych eksperymentéw taczone byty w pary, w ktérych oznaczano réznice Sredniej fluorescenciji
obu mikromacierzy przed normalizacja i réznice oznaczenia sygnatu genéw referencyjnych po

normalizacji.
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Ryc. 46: Zalezno$¢ pomiedzy réznica w Srednim sygnale pomiedzy nieznormalizowanymi mikromacierzami oraz
zmiang poziomu ekspresji po normalizacji, zestawéw sond genéw referencyjnych: GADPH i ACTB pomiedzy
unikatowymi parami préobek w okreslonym eksperymencie. Wykres przygotowano na podstawie danych z 28202
mikromacierzy wykonanych na platformie HG-U133A, wygtadzonych za pomoca regresji lokalnej LOESS. Pionowa
przerywana linia okresla mediane pary probek o najwiekszej réznicy w $rednim poziomie sygnatu w kazdym z
eksperymentéw.

Im wieksza jest réznica w Srednim poziomie sygnatu pomiedzy nieustandaryzowanymi mikromacierzami
tym wieksza jest roznica w poziomie sygnatlu pomiedzy zestawami tych samych sond w
ustandaryzowanych mikromacierzach, przy czym rdznica ta jest tym wieksza im sktad GC transkryptu
bardziej odbiega od S$redniej warto$ci 50% (réznice w sktadzie GC genéw GADPH i ACTB). Ryc. 46
pokazuje, ze gdy poréwnujemy ze sobg dwie mikromacierze A oraz B i catkowity $redni poziom sygnatu
mikromacierzy A jest wiekszy od B to po normalizacji danych uzyskane poziomy ekspresji obu genéw
kontrolnych GADPH i ACTB sg mniejsze w probce A w stosunku do B. Zalezno$¢ ta jest na tyle silna, ze
dwukrotnie wyzszy poziom $redniego sygnatu jednej z mikromacierzy (LFC=1) prowadzi do tego, zZe
sygnat genu referencyjnego po normalizacji staje sie mniejszy o okoto 40% w mikromacierzy A w
poréwnaniu z mikromacierza B. W przypadku transkryptéw o sktadzie GC ponizej 50% zalezno$¢ ta jest
najprawdopodobniej odwrotna.

Wysokie réznice w $rednim poziomie sygnatu pomiedzy mikromacierzami sa bardzo powszechne
w eksperymentach. Przerywang pionowa linig na Ryc. 46 zaznaczono mediane maksymalnej réznicy w
$rednim poziomie sygnalu pomiedzy parami mikromacierzy z kazdego z 759 analizowanych
eksperymentow.

Wptyw tego zjawiska na réznice pomiedzy wszystkimi zestawami sond mozna oszacowaé
poréwnujac wspoétczynnik nachylenia linii regresji dla surowych danych oraz danych po przetworzeniu i
usrednieniu powtdrzen biologicznych (Ryc. 47). Duze rdznice wspoéiczynnika nachylenia pomiedzy
danymi z mikromacierzy jakie uzyskano dla réznych powtérzen biologicznych (Ryc. 47A) moga zwiekszac
wariancje sygnatow zestawow sond obnizajgc w ten sposéb skuteczno$¢ algorytmoéw poszukiwania
gendw réznicujacych (czutos¢). Z kolei duze réznice pomiedzy usrednionymi sygnatami z mikromacierzy
dla réznych prébek z komoérek kontrolnych i napromieniowanych (Ryc. 47B) moga w konsekwencji
prowadzi¢ do identyfikacji falszywych genéw roéznicujacych, ktérych zmiana nie ma podtoza

biologicznego, obnizajac tym sposobem specyficzno$¢ metod.
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Ryc. 47: Wspoéiczynnik nachylenia linii regresji dla zalezno$ci sktadu GC od poziomu sygnatu sond . Stupki btedu
okresdlajg 95% przedzialy ufnosci dla wspoétczynnika nachylenia. Wykres wykonano dla mikromacierzy z
eksperymentu EO1 przed przetwarzaniem (A) oraz po przetwarzaniu metoda RMA i usrednieniu powtérzen
biologicznych (B).

Poniewaz jak pokazano sktad GC zestawu sond jest bardzo silnie skorelowany ze sktadem GC transkryptu,
to réznice w sygnale zestawéw o wysokim i niskim $rednim sktadzie GC beda wptywac na réznice
pomiedzy transkryptami o wysokiej i niskiej proporcji nukleotydéw GC. Moze to tlumaczy¢ réznice w
sktadzie GC transkryptéw o zmniejszonym i zwiekszonym poziomie ekspresji, jaka zaobserwowano na
Ryc. 29, oraz co sie z tym wiaze silng negatywna korelacje pomiedzy zmiang poziomu ekspresji po
napromieniowaniu a sktadem nukleotydowym transkryptéw, widoczng w danych z eksperymentu E01
(Tab. 7), najsilniejsza dla czaséw 1 i 12 godziny po napromieniowaniu.

Sposob, w jaki réznice w sygnale sond o réznym sktadzie nukleotydowym (wyrazone za pomocg
réznicy w kacie nachylenia linii regresji) wptywaja na wspétczynnik korelacji pomiedzy logarytmem
stosunkéw sygnatu (z ang. log fold-change LFC) kazdych dwéch unikatowych par prébek z eksperymentu

EO01 i sktadem nukleotydowym transkryptéw ilustruje wykres rozrzutu na Ryc. 48.
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Ryc. 48: Wykresy rozrzutu pomiedzy réznica nachylenia linii regresji a korelacja pomiedzy sktadem GC transkryptu
oraz zmiana poziomu ekspresji wykonany dla kazdej unikatowej pary préobek z eksperymentu E01

Im wieksza jest réznica w nachyleniu linii regresji tym wieksza korelacje zmiany poziomu ekspresji i
sktadu GC transkryptu mozna zaobserwowac. Zaleznos¢ tych dwdch parametréw okresla bardzo wysoki
wspotczynnik korelacji Spearmana 0.9776, ktéry nazwano indeksem SLGC. ZatoZono, iz okresla on site, z

jaka obciazenie wynikajace ze sktadu GC wplywa na réznice pomiedzy prébkami w danym eksperymencie,
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co utatwia poréwnanie wynikéw uzyskanych przy wykorzystaniu innych metod analizy danych oraz w

réznych eksperymentach.
6.5.6. Wplyw sktadu GC na wyniki niezaleznych eksperymentow

Czy obserwowany wptyw sktadu GC sond na wyniki dotyczy jedynie badanego eksperymentu, uzytej
metody przetwarzania danych lub okreslonej platformy mikromacierzowej?

Zmiana kata nachylenia linii regresji na Ryc. 45, wynikajaca ze zmian proporcji sygnatu pomiedzy sondami
o wysokim i niskim sktadzie GC, moze ttumaczy¢ cze$¢ rdznic w poziomach sygnatu pomiedzy probkami w
eksperymencie E01, w ktérym badano wptyw promieniowania na zmiany profilu ekspresji gendw,
komoérek Me45. Nie dowodzi jednak tego, ze zmiany te wynikaja z réznic technicznych pomiedzy
probkami a nie ze zmian proporcji transkryptéw o wysokim i niskim sktadzie GC jakie wyizolowano z
komorek.

W przypadku danych z pozostatych eksperymentéw wptyw sktadu GC na zmiane profilu ekspres;ji
jest rownie silny (Tab. 14) i pomimo, ze wszystkie z nich badajg wptyw promieniowania jonizujacego na
zmiany profilu ekspresji to wynik ten moze by¢ charakterystyczna cecha wykorzystanych metod
przetwarzania danych, eksperymentéw wykonanych w okreslonym laboratorium, danej platformy
mikromacierzowej lub tez cechg charakterystyczng dla wszystkich eksperymentéw wykonanych na

platformie mikromacierzowej firmy Affymetrix.

Eksperyment EO1 EO2 EO3 EO04 EO5 EO6 EO7 EO8 EO9
Linia komérkowa Me45 | K562 | K562 | Me45 | HCT116 | HCT116 | K562 | HCT116 | HCT116
llos¢ probek 8 6 8 6 4 12 10 20 20
Indeks SLGC 0,98 0,94 0,90 0,95 1,00 0,74 0,92 0,85 0,50

Tab. 14: Indeks SLGC dla wszystkich naszych eksperymentéw

Silny wptyw sktadu GC na zmiany profilu ekspresji moze dodatkowo ttumaczy¢ brak powtarzalnosci
wynikéw uzyskanych w roéznych eksperymentach oraz przeciwne trendy zmian poziomu ekspresji
niektérych genéw np. pomiedzy prébkami z eksperymentu E05 i EO6 dla komérek HCT116, co obrazuje
przeciwny znak wspétczynnika korelacji pomiedzy zmiang poziomu ekspresji a sktadem GC (Tab. 8).

W celu sprawdzenia jak powszechne jest to zjawisko w przypadku danych uzyskanych w innych
laboratoriach, na podstawie réznych platform, oraz jaki jest wptyw algorytméw przetwarzania danych,
przeprowadzono analize ponad 160 tysiecy mikromacierzy z 7276 eksperymentéw wykonanych na 10
platformach mikromacierzowych firmy Affymetrix. Wykorzystanie duzego zbioru danych do tego typu
analizy jest niezbedne ze wzgledu na duze réznice pomiedzy pojedynczymi prébkami oraz pojedynczymi
eksperymentami, ktére nie moga by¢ wykorzystane do wysuwania wnioskéw dotyczacych okreslonej
platformy badawczej badz tez wykorzystanej metody analizy danych. Dokladny opis danych
mikromacierzowych wykorzystanych w tej analizie znajduje sie w punkcie 4.1.2 materiatéw i metod,
metodologie analizy danych opisano w punkcie 4.3. Wykresy wykonano wytacznie dla eksperymentow

zawierajacych co najmniej 10 prébek.
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Ryc. 49: Indeks SLGC dla danych pochodzacych z réznych platform, przetworzonych metoda RMA (A) oraz
przetworzonych réznymi algorytmami, dla platformy HG-U133A (B)

Ryc. 49 pokazuje, ze zalezno$¢ pomiedzy sktadem GC transkryptu a zmiang profilu ekspresji jest bardzo
silna dla wszystkich analizowanych platform oraz najpopularniejszych metod wstepnego przetwarzania
danych. Zalezno$¢ zmian w poziomach sygnatu transkryptéw od ich sktadu GC mozna zaobserwowac w
przypadku niemal wszystkich badanych eksperymentéw, przy czym szczegoélnie silne sa one w przypadku
eksperymentéw wykonanych na platformach HG-U133A, HG-U133B oraz HuGene-1_0-st (Ryc. 49A).
Metody wstepnego przetwarzania danych nieznacznie wplywaja na wynik analizy (Ryc. 49B). Nawet
metoda GC-RMA, ktéra bazuje na algorytmie korekcji tta opartym o sktad nukleotydowy indywidualnych
sond charakteryzuje sie wynikami podobnymi do uzyskanych standardowa wersja algorytmu RMA.
Najstabszg zalezno$¢ zmian profilu ekspresji genéw od sktadu GC transkryptéw wykazuje metoda MAS5.0,
ktéra roézni sie od pozostatych tym, ze nie uwzglednia informacji o wszystkich prébkach, podczas
przetwarzania danych, standaryzujac kazda mikromacierz oddzielnie. Najnizsza mediana wspotczynnika
SLGC eksperymentéw przetworzonych tym algorytmem nie oznacza jednak, Ze jest on najlepszy gdyz
powodem moga by¢ silne réznice w rozktadach pozioméw ekspresji sond pomiedzy prébkami wynikajace
z zastosowanych algorytméw skalowania i korelacji tta, opartych o sondy PM i MM, nie majace podtoza
biologicznego.

Wysoki wptyw sktadu GC na rdéznice pomiedzy prébkami nie oznacza, ze okreslony eksperyment
dostarcza jedynie informacji, ktére nie majg podtoza biologicznego, istnieje jednak duze ryzyko, Ze zmiana
poziomu sygnatu znacznej liczby transkryptéw wynika z réznic technicznych, ktérych zadna z metod
wstepnego przetwarzania nie jest w stanie skutecznie ograniczy¢. Wykorzystanie powtérzen technicznych
lub biologicznych takze nie gwarantuje sukcesu, gdyz w przypadku podobnego trendu w ramach
powtdérzen wptyw sktadu moze by¢ réwnie wysoki jak w przypadku danych z eksperymentu EO1.
Wykorzystanie wiekszej liczby powtérzenn moze obnizy¢ prawdopodobienstwo uzyskania falszywie
dodatnich wynikéw w postaci genéw rdznicujacych jednak wysoka wariancja sygnalu pomiedzy
powtdrzeniami, majgca podtoze w réznicach wynikajacych z obcigzenia danych wynikajgcego ze sktadu
GC, moze znacznie obnizy¢ skutecznos$¢ algorytmoéw identyfikacji genéw réznicujacych.

Ryc. 49 pokazuje, ze sktad GC moze silnie wptywaé na wyniki niemal kazdego eksperymentu jednak
wazniejsze jest jak te roznice wplywaja na wyniki eksperymentéw, ktoérych celem jest okreslenie
sygnatury genowej w postaci genéw o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji w badanych warunkach. W

tym celu wykorzystano informacje pobrane z bazy danych MSigDB [258], bedacej zbiorem najrézniejszych
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sygnatur genowych opracowanych réznego typu metodami bazujagcymi na eksperymentach
mikromacierzowych. Wykorzystany zbiér (oznaczony symbolem C6) zawiera 89 sygnatur w postaci
gendw o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji. Sposréd wszystkich zbadanych sygnatur genowych 50 na
89 (56.2%) charakteryzuje sie znamienng réznica w sktadzie GC pomiedzy genami o zwiekszonej i
zmniejszonej ekspresji (q-warto$¢<0.05 po korekcie na wielokrotne testowanie). Nie oznacza to, ze sg one
nieprawidtowe jednak sugeruje, iZ mogly one przynajmniej czeSciowo powsta¢ w wyniku przetwarzania

danych silnie obcigZonych poprzez sktad GC.
6.5.7. Korekcja wptywu sktadu GC na poziomy sygnatu sond

Czy mozliwe jest zmniejszenie wptywu réznic w sktadzie GC sond na proces identyfikacji genéw

réznicujqcych?
Réznice w proporcjach sktadu nukleotydowego pomiedzy sondami moga by¢ kompensowane dtugoscia
oligonukleotydéow z jakich s3 one zbudowane [259], podobnie jak sie to odbywa w przypadku
oligonukleotydéw wykorzystywanych w reakcji PCR. Technologia mikromacierzowa firmy Affymetrix nie
zaktada jednak sond o dtugosci innej niz 25 nukleotyddéw w przypadku wszystkich dostepnych platform a
sam problem réznic w sktadzie zostal pominiety przy zatozeniu, Zze mikromacierze przeznaczone s3
jedynie do poré6wnywania zmierzonych wartosci ekspresji pomiedzy prébkami a nie pomiedzy réznymi
genami/transkryptami. Duze dysproporcje w sktadzie GC sond moga sprawia¢, zZe zmierzony za pomocg
pojedynczej mikromacierzy poziom ekspresji dwoch gendéw nie jest ze sobg poréwnywalny. Wiasciwosci
sond s3 jednak state pomiedzy mikromacierzami z tego wzgledu odczytane sygnaty powinny by¢ ze soba
poréwnywalne po zastosowaniu algorytmu normalizacji usuwajacego réznice o podtozu technicznym
pomiedzy poszczegélnymi mikromacierzami. W punkcie 6.5.5 pokazano jednak, ze najcze$ciej
wykorzystywane algorytmy wstepnego przetwarzania danych traktujg wszystkie sondy w ten sam spos6b
standaryzujac je pomiedzy prébkami, pomimo, Ze réznice w sygnale powigzane s3 z wtasno$ciami sond i
w inny sposob wptywaja na wariancje sygnatu.

Mikromacierze nieraz wykorzystywane sa do okres$lania proporcji sygnatu pomiedzy sondami lub
zestawami sond w przypadku niektérych metod uczenia maszynowego [260] lub niektérych platform
mikromacierzowych takich jak mikromacierze promotorowe (ChIP-chip) [261] lub mikromacierze stuzace
do identyfikacji miejsc metylacji DNA (MeDIP-chip) [262]. W takiej sytuacji konieczne wydaje sie
przeprowadzenie korekty poziomu sygnatu opartej o sktad GC sond [263], ktorej celem jest uzyskanie
poréwnywalnego poziomu ekspresji pomiedzy réznymi sondami o odmiennych proporcjach GC. Tego
typu podejscie wptywa jednak bardzo silnie na wartosci ekspresji, co bez doktadnego poznania
wywotujacych je zjawisk fizycznych moze prowadzi¢ do utraty informacji. Niniejsza praca zaktada jedynie
identyfikacje genéw réznicujacych, przez co istotne nie jest kompensowanie réznic wynikajacych ze
sktadu GC pomiedzy poszczegélnymi sondami z danej macierzy, ale sond pomiedzy réznymi badanymi
mikromacierzami.

Z tego wzgledu konieczne jest zastosowanie korekty, ktéra umozliwiataby skorygowanie obcigzenia
danych, wynikajacego ze sktadu GC sond, jakie moze wptywac na identyfikacje genéw réznicujacych.

Algorytm tego typu powinien spetnia¢ trzy nastepujace zatozenia:

e Musi by¢ kompatybilny z innymi metodami wstepnego przetwarzania danych - rézne metody

sprawdzajg sie lepiej w przypadku danych okre$lonego typu, istotna jest zatem mozliwos¢
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wykorzystania korekty w potaczeniu z dowolnym typem algorytmu wstepnego przetwarzania
danych (np. RMA, GC-RMA, MAS)

o Korekta nie moze prowadzi¢ do zlamania zatozen stawianych metodom normalizacji danych
takich jak jednorodnos$ci ksztattu rozktadu lub zachowanie okre$lonych jego parametréow

pomiedzy prébkami

e Algorytm korekcji powinien w maksymalny sposdb korygowac obcigzenie danych wynikajace ze
sktadu GC jednak przy zachowaniu wysokiej czutosci i specyficzno$ci metod detekcji genéw
réznicujacych - zbyt silne wygladzenie danych moze doprowadzi¢ do wyeliminowania réznic

biologicznych pomiedzy prébkami

Korekte obcigzenia wynikajgcego ze sktadu GC przeprowadzono zgodnie z metoda zaproponowang przez
Benjaminiego w 2012r. [264], ktéra podejmuje podobny problem obserwowany w przypadku danych z
gtebokiego sekwencjonowania RNA (RNA-Seq). W tym przypadku problem jest nieco inny i dotyczy
dysproporcji w czestotliwo$ci wystepowania krétkich kilkudziesiecio-nukleotydowych odczytow
wynikajacych z zastosowania amplifikacji RNA opartej o PCR. Problem korekcji obcigzenia GC jest jednak
podobny z tego wzgledu przedstawiong metode zaadoptowano na potrzeby danych mikromacierzowych.
Metoda bazuje na skalowaniu danych w oparciu o wspotczynniki krzywej, dopasowanej do danych z
kazdej probki za pomoca nieparametrycznej regresji lokalnej LOESS (z ang. LOcally Estimated Scatterplot
Smoothing). Krzywa regresji jest bardzo zblizona do mediany sygnatu sond zaprezentowanej na Ryc. 38
jednak ma ta przewage, iz w przypadku sond o bardzo niskim i wysokim sktadzie (ktérych jest
stosunkowo niewiele) jej ksztatt nie jest silnie uzalezniony od poziomu fluorescencji pojedynczych sond,
ktdérych zmiana pomiedzy probkami moze mie¢ podtoze biologiczne.

Skalowanie przeprowadzane jest po dopasowaniu krzywej regresji do kazdej z probek i

przeprowadzone jest zgodnie z réwnaniem (1):

. K (GC,)

Smp = Smp RGC,) (1
14

gdzie Sm,p to sygnat sondy p odczytany z mikromacierzy m po korekcie, S, , przed korekta, K,,,(GC,) to
wspotczynnik uzyskany dla sond p o okreslonej ilosci nukleotydéw GC poprzez dopasowanie krzywej
regresji do danych z prébki m. K to $redni wspétczynnik obliczony na podstawie wszystkich linii regresji
wyznaczonych dla N prébek z danego eksperymentu (2):

N

1
N

m=

K(GC) = Kn(GC) (2)
1
gdzie GC to ilo$¢ nukleotydéw G i C w badanych sondach (0-25).

Bardzo istotne jest zastosowanie korekty na odpowiednim etapie przetwarzania danych. Mozna to
zrobi¢ przed korekta tta, po korekcji tta a przed normalizacja lub po normalizacji jednak przed
sumaryzacja sond (wyznaczenie wartosci sygnatu dla zestawu). Zastosowanie korekty po normalizacji
prowadzi do ztamania zatoZen stawianych przez normalizacje kwantylowa gdyz na jej skutek rozktady
sygnatu poszczegoélnych probek mogtyby réznic¢ sie od siebie. Zastosowanie korekty przed korekcjg tta
moze z kolei zmniejszy¢ jej efektywnos$¢ w przypadku gdy prébki silnie réznig sie od siebie poziomem

niespecyficznej hybrydyzacji (takze powigzanego ze sktadem GC), ktérego oszacowanie jest oddzielnym
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problemem. Z tego wzgledu najlepszym etapem dla korekty jest przeprowadzenie jej po korekcji tta
jednak przed normalizacja.

Metoda GC-RMA jest jedng z nielicznych wykorzystujacych informacje o strukturze nukleotydowej
sondy, jednak jak pokazano w punkcie 6.2.1 nie kompensuje ona réznic wynikajacych ze sktadu GC
pomiedzy probkami. GC-RMA polega na zastosowaniu alternatywnej metody korekc;ji tta, ktéra wyznacza
poziom niespecyficznej hybrydyzacji w oparciu o macierz powinowactwa, zbudowang dla okre$lonych
nukleotydéw na okreslonych pozycjach sondy [151]. Macierz ta jest podstawa do wyznaczenia poziomu
niespecyficznej hybrydyzacji poszczegdlnych sond w zaleznosci od ich struktury nukleotydowej
okreslonej przez proporcje poszczegdlnych zasad i ich pozycje wewnatrz sekwencji sondy [265]. Zrédtem
danych do stworzenia macierzy jest eksperyment wykonany przez autoréw metody, w ktdrym na
pojedyncza mikromacierz nanoszony jest materiat genetyczny wyizolowany z organizmu, ktory nie jest
kompatybilny z wybrang mikromacierza (nie wykazuje specyficzno$ci do sond umieszczonych na
mikromacierzy). Poziom niespecyficznej hybrydyzacji rdzni sie pomiedzy eksperymentami ze wzgledu na
niewielkie réznice w warunkach reakcji [255], dlatego dobra alternatywa dla wykorzystania danych z
eksperymentu autoréw metody jest wykorzystanie sygnatow sond MM (Mismatch) okreslonej
mikromacierzy do zbudowania macierzy powinowactwa charakterystycznej dla danego eksperymentu
(zwykle w oparciu o pierwsza mikromacierz z wczytanego zbioru danych).

Ryc. 50 przedstawia wykres stworzony na podstawie macierzy powinowactwa dla réznych prébek
z eksperymentu EO1 pokazujac jak silnie moga rézni¢ sie wagi dla poszczegélnych pozycji, pomiedzy

probkami, szczegdlnie w przypadku nukleotydow Ci A.
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Ryc. 50: Wykresy wspoétczynnikéw macierzy powinowactwa dla wszystkich 8 prébek z eksperymentu EO1.
Przebiegi dla poszczegdlnych nukleotydéw zaznaczone réznym znacznikiem oraz kolorem okreslajg wspétczynniki
macierzy powinowactwa dla okre$lonej pozycji w sekwencji sondy. Im wyzsza jest sumaryczna warto$¢
wspétczynnika dla wszystkich pozycji tym mocniejsze jest wigzanie sonda-transkrypt.

Wykorzystanie pojedynczej macierzy powinowactwa, wspolnej dla wszystkich prébek moze by¢ zatem
nieodpowiednie, z tego wzgledu poza skalowaniem opartym o proporcje GC wprowadzono dodatkowa
modyfikacje do metody GC-RMA, ktéra wyznacza oddzielng macierz powinowactwa dla kazdej
mikromacierzy i na jej podstawie dokonuje korekty tta dla danych z odpowiadajgcej jej probki.
Zaproponowany algorytm przetwarzania mikromacierzy, ktéry dla utatwienia oznaczono

akronimem csGC-RMA (corrected sample-based GC-RMA) sktada sie z nastepujacych etapow:
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o Korekcja tta oparta o zmodyfikowang wersje algorytmu GC-RMA, ktéra bazuje na sygnatach sond
MM kazdej indywidualnej probki podczas oceny poziomu niespecyficznej hybrydyzacji

o Korekcja dysproporcji w sygnale sond o r6znym sktadzie GC bazujaca na dopasowaniu do danych
regresji lokalnej LOESS

e Normalizacja kwantylowa (stosowana we wszystkich wariantach algorytmu RMA oraz w
metodach PLIER i FARMS)

e Sumaryzacja typu median polish (stosowana we wszystkich wariantach algorytmu RMA)

Ocene jakosci korekcji przeprowadzono w dwoéch etapach. Pierwszy z nich oparty jest o dane z
eksperymentu EO1 oceniajgc wplyw algorytmu na zmiane stopnia korelacji pomiedzy zmiang poziomu
sygnatu zestaw6w sond a sktadem GC transkryptow. Celem drugiego etapu jest ocena wptywu algorytmu
na skuteczno$¢ identyfikacji gendw réznicujacych, bazujaca na dwéch publicznie dostepnych zbiorach
danych zaprojektowanych z mys$la o tego typu badaniach.

Wykresy na Ryc. 51 pokazuja linie regresji dopasowane do danych bez korekcji, przetworzone
standardowa wersja algorytmu GC-RMA (wykres A) oraz po korekcie i przetwarzaniu zaproponowanym

algorytmem csGC-RMA (wykres B).
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Ryc. 51: Linie regresji dopasowane do danych przetworzonych algorytmem GC-RMA (A) oraz po przetworzeniu
zaproponowang metoda wstepnego przetwarzania csGC-RMA (B). Szare histogramy oraz odpowiadajaca im prawa
0S$ Y pokazujg ilosci sond o okre$lonym sktadzie GC

Linie regresji przed korektg charakteryzujg sie znacznym przesunieciem wynikajgcym z przetwarzania za
pomoca normalizacji kwantylowej danych wykazujacych réznice w proporcjach sygnatu sond o wysokim i
niskim GC. Po korekcie csGC-RMA przesuniecie jest znacznie zmniejszone, co obniza obserwowane
wczesniej korelacje pomiedzy réznica w poziomie sygnatu pomiedzy prébkami (LFC) a skladem GC

transkryptéw (Tab. 15).

Czas po napromieniowaniu 1h 12h 24h

Wspotczynnik korelacji Przed zastosowaniem Korekty -0,440 -0,508 -0,181
Spearmana pomiedzy
zmiang ekspresji a sktadem
GC transkryptu

Po zastosowaniu korekty na

sktad GC sond -0.031 -0.084 -0.021

Tab. 15: Korelacja Spearmana pomiedzy sktadem GC transkryptu a zmiana ekspresji po napromieniowaniu (LFC) w
eksperymencie EO1 przeprowadzonym na komérkach Me45. Wartos$ci przed korekta prezentowane wczes$niej w
Tab. 7 zaznaczono szarym kolorem, ponizej warto$ci uzyskane po korekcie metoda csGC-RMA.
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Samo zmniejszenie korelacji oraz zgodno$¢ linii regresji, ktéra jest oczywista konsekwencja skalowania
opartego o ich ksztalt nie $wiadczy jednak o wysokiej jakosci zaproponowanej metody. Zbyt silne
splaszczenie sygnalu moze da¢ podobny efekt zmniejszajac jednak réznice biologiczne pomiedzy
prébkami. Ocena wptywu korekty na identyfikacje genéw réznicujacych jest jednak niemozliwa do
przeprowadzenia w przypadku danych z eksperymentu E01, poniewaz geny, ktdrych ekspresja ulega
zmianie na skutek promieniowania nie sg znane dla tej linii komérkowej. Z tego wzgledu niemozliwe jest
ocenienie wptywu metody na czuto$c¢ i specyficznos$¢ procesu identyfikacji gendw réznicujacych. W celu
dokonania tego typu oceny wykorzystano dwa dodatkowe zbiory danych GoldenSpike [226] oraz
PlatinumSpike [227], w ktérych do okres$lonej statej mieszaniny RNA dodano kilkanascie dodatkowych
transkryptéw w znanych proporcjach bedacych zgodnie z zalozeniami jedynymi zrédtami zmiennosci
pomiedzy parami prébek A i B, o podtozu innym niz techniczne. Zbiér GoldenSpike zawiera wytgcznie
transkrypty, ktérych ekspresja w prébce B jest wieksza od A. Zbiér PlatinumSpike jest ulepszong wersja,
w ktoérej probka B zawiera takze geny o zmniejszonej ekspresji w stosunku do A co jest zgodne z
zatozeniami algorytmdéw wstepnego przetwarzania danych (zblizona liczba genéw o zwiekszonej i
zmniejszonej ekspresji). Doktadny opis obu zbioréw danych znajduje sie w punkcie 4.1.2.

Ryc. 52 przedstawia krzywe ROC (Receiver Operating Characteristic) dla obu zbioréw danych po
zastosowaniu standardowej metody przetwarzania GC-RMA oraz zaproponowanej implementacji

algorytmu csGC-RMA wykonane zgodnie z metodologia opisang w punkcie 4.3.

GoldenSpike PlatinumSpike
A . - | B
g OeF CcSGCRMA: 0.8965 g 06 cSGCRMA: 0.9203
o 2
2 [ GCRMA:  0.8808 s F 0 L GCRMA: 0.9083
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0 . . . . . 0 . . . . .
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1-Specyficznosé¢ 1-Specyficznosé¢

Ryc. 52: Krzywe ROC dla danych ze zbioru GoldenSpike (A) oraz PlatinumSpike(B) po zastosowaniu standardowej
wersji metody przetwarzania danych GC-RMA oraz zaproponowanej metody csGC-RMA. Warto$ci umieszczone w
legendach to pola pod odpowiednimi krzywymi.

W przypadku obu zbioréw danych metoda csGC-RMA ma przewage nad standardowa wersja algorytmu
GC-RMA charakteryzujagc sie wieksza czutoScia i specyficznoscia podczas identyfikacji gendéw
réznicujacych, co szczegdlnie wyraznie widoczne jest w przypadku zbioru PlatinumSpike. Swiadczy o tym
wzrost pola pod krzywa ROC, ktérego warto$¢ umieszczono w legendzie wykresu (Ryc. 52B). Pokazuje to,
Ze zastosowanie korekty wplywa na obnizenie liczby fatszywie dodatnich wynikéw (False-Positive)
inaczej okreslanej jako 1-specyficzno$¢ przy jednoczesnym zwiekszeniu liczby prawdziwie dodatnich
(True-Positive), poprawiajac czuto$¢ algorytmu. Zastosowanie samej korekty na sktad GC sond lub same;j

modyfikacji GCRMA takze poprawia rezultaty, ale jedynie potaczenie ich obu pozwala uzyskaé tak dobre
wyniki.
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6.6. Identyfikacja cech transkryptéw roéznicujagcych po
przetworzeniu danych metodg csGC-RMA

6.6.1. Statystyki transkryptéw réznicujgcych

Zastosowanie zaproponowanej metody przetwarzania danych csGC-RMA znacznie obnizyto liczbe
transkryptéw réznicujacych w komoérkach Me45, zidentyfikowanych za pomoca algorytmu Limma (Tab.
16). Wiekszo$¢ ze zidentyfikowanych transkryptéow nalezy jednak do listy gendéw roéznicujacych
zidentyfikowanych za pomoca standardowej metody przetwarzania (wyniki z rozdziatu 6.1.2 dla metody

WS - opartej o wnioskowanie statystyczne).

Czas po Liczba genéw réznicujgcych komoérek Me4d5
napromieniowaniu wzrost brak zmian spadek
1h 134 (66%) 23026 93 (81%)

12h 1513 (94%) 21162 578 (94%)

24h 438 (87%) 22647 168 (90%)

Tab. 16: Liczba transkryptéw rdéznicujacych po przetwarzaniu metodg csGC-RMA oraz procent genéw nalezacych
do sygnatury zidentyfikowanej za pomoca metody przetwarzania danych opisanej w punkcie 6.1.2 (WS). Wyniki
uzyskano dla danych z eksperymentu E01 przeprowadzonego na komérkach Me45.

Pomimo, ze liczba gendéw jest znacznie mniejsza niz uzyskana w rozdziale 6.1.2 to wydaje sie, ze
zastosowanie algorytmu csGC-RMA wplyneto korzystnie na identyfikacje transkryptéw réznicujacych.
Zmniejszenie wariancji pomiedzy powtérzeniami technicznymi, wynikajace z obcigzenia poprzez sktad
GC, pozwolito na wyeliminowanie potrzeby stosowania algorytmu kompensacji batch effect, bez ktérego
identyfikacja transkryptéw réznicujacych w eksperymencie EO1 byta znacznie utrudniona w zwigzku z
wysoka wariancjg pomiedzy powtérzeniami technicznymi.

Ryc. 53 pokazuje procentowy sktad GC transkryptéw roéznicujacych zidentyfikowanych po
zastosowaniu algorytmu csGC-RMA, ktéry jest analogiczny do wykresé6w pokazanych na Ryc. 29
wykonanych na podstawie standardowego przetwarzania danych. Pomimo znacznego obnizenia liczby
genéw rdznicujgcych i wyeliminowania korelacji sktadu GC ze zmiang ekspresji (Tab. 15), réznice w
sktadzie GC pomiedzy prébkami sa nadal bardzo wysokie (Ryc. 53A). Dopiero zastosowanie podobnej
korekty opartej o sktad GC transkryptu (zamiast sktadu nukleotydowego sond) pozwala dodatkowo
zmniejszy¢ dysproporcje w sktadzie nukleotydowym gendédw réznicujacych (Ryc. 53B), co sugeruje, iz w
niektérych przypadkach réznice w intensywnosci sygnatu mogg by¢ silnie powigzane z czynnikami
uzaleznionymi od sktadu GC transkryptu (oméwione w rozdziale 6.5.4) a nie pojedynczych sond. Korekta
oparta o sktad GC transkryptéw nie moze by¢ jednak zastosowana poniewaz nie mozna zatozy¢, ze $redni
sktad GC transkryptéw powinien by¢ jednakowy pomiedzy grupami genéw réznicujacych a tego typu
korekta prowadzitaby do wyeliminowania podobnych réznic. Z tego wzgledu dalsze obliczenia bazuja
wytacznie na wynikach algorytmu csGC-RMA eliminujacego réznice w poziomie sygnatu pomiedzy

sondami o réznym sktadzie GC.
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Ryc. 53: Wykresy stupkowe mediany sktadu GC poszczegélnych grup genéw réznicujacych komérek Me45 po 1,12 i
24 h od napromieniowania (eksperyment E01). A: wykresy dla danych przetworzonych metoda csGC-RMA (korekta
na podstawie sktadu GC sond). B: metoda analogiczna do csGC-RMA jednak bazujgca na sktadzie GC transkryptow.
P-warto$ci nad wykresami pochodza z testu-t poréwnujacego $redni sktad GC transkryptéw pomiedzy grupami up i
down, reprezentujacymi transkrypty o odpowiednio zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji.

Po czasie 1h od napromieniowania zmianom ulega najmniej transkryptéw (227) pochodzacych od 115
réznych genéw. Niewielka ich liczba moze $wiadczy¢ o tym ze jedna godzina to czas zbyt krotki na zmiane
poziomu ekspresji znaczacej liczby genéw w odpowiedzi na promieniowanie. Bardzo prawdopodobnym
powodem moga by¢ jednak duze réznice pomiedzy oboma powtérzeniami technicznymi, ktérych wysoka
wariancja utrudnia identyfikacje genéw roéznicujacych. Duze réznice pomiedzy oboma powtdrzeniami
biologicznymi sa bardzo dobrze widoczne w przypadku analizy PCA przeprowadzonej dla danych
przetworzonych algorytmem csGC-RMA (Ryc. 54). W przypadku innych metod przetwarzania danych

(standardowa wersja GC-RMA lub RMA) réznice sa réwnie wysokie.
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Ryc. 54: Analiza PCA dla danych z eksperymentu E01 przetworzonych algorytmem csGC-RMA. Czerwonym kétkiem
oznaczono probke E01_Me45_IR_1h_1.

Standardowa kontrola jakosci nie wykazata zadnych istotnych réznic pomiedzy obiema prébkami z czasu
1h, a niewielkie odchylenia w proporcjach sygnatu sond kontrolnych, potozonych w obszarach 3"i 5’ (Ryc.
26), ktorych celem jest ocena stopnia degradacji RNA, mieszcza sie w dopuszczalnym zakresie okreslonym

przez producenta mikromacierzy. Mimo to réznice moga wynika¢ ze zwiekszonego stopnia degradacji
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RNA w prébce E01_Me45_IR 1h_1. Prosta regresji przeprowadzona przez sygnaly z tej prébki
pogrupowane wedtug odlegtosci miejsca hybrydyzacji sondy od konca 3’ transkryptu (analogicznie do
krzywych na Ryc. 13) pokazuje, ze probka EO01_Me45_IR_1h_1 charakteryzuje sie wyzszym
wspétczynnikiem nachylenia linii regresji (2,616), istotnie wiekszym od S$redniej dla wszystkich
analizowanych prébek, ktéry wynosi 1,786 (p-warto$¢=2.75e-11 testu na réwnos$¢ wspotczynnikow
nachylenia linii regresji). Jest to najwyzsza warto$¢ ze wszystkich badanych prébek przy czym im wiekszy
wspotczynnik to tym wieksza jest réznica pomiedzy sygnatami sond z konca 5 i 3’ co moze by¢
spowodowane wysokim stopniem degradacji badanego RNA. Badanie integralnosci RNA przeprowadzone
na poczatku eksperymentu nie wykazato jednak zadnych nieprawidtowos$ci (RIN dla wszystkich prébek
>9.5).

Po czasie 12h zmianie ulega najwiecej transkryptow - 2091 (1011 gen6éw) co sugeruje istotne
znaczenie mechanizméw regulacji ekspresji genéw na tym etapie odpowiedzi komdérkowej. Z kolei po
czasie 24h liczba gendéw roéznicujacych jest juz o potowe mniejsza niz w przypadku 12 godziny, co moze

by¢ przyczyna tego, ze komoérka zaczyna powoli wraca¢ do stanu, przed napromieniowaniem.
6.6.2. Mechanizmy regulacji ekspresji gendw

Regulacja poprzez motywy ARE
Geny, ktorych ekspresja ulegta zwiekszeniu w komoérkach Me45 po 12h od napromieniowania

charakteryzuja sie wiekszg liczba motywéw ARE klasy III (Ryc. 55), ktére mogg mie¢ zaréwno pozytywny
jak i negatywny wptyw na poziomy ekspresji mRNA w zalezno$ci od typu przytaczonego biatka. Zaleznos¢
ta nie zanika po zastosowaniu korekty csGC-RMA opartej na sktadzie GC transkryptéw. Podobnej
zalezno$ci nie wykazuja jednak pozostate z badanych komérek - K562 i HCT116 gdzie réznice w $redniej

ilosci motywoéw ARE pomiedzy genami o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji nie sa znamienne

statystycznie.
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Ryc. 55: Srednia liczba motywéw typu ARE (klasy I1T1) w genach réznicujacych komérek Me45, K562 i HCT116 po
12h od napromieniowania. P-wartosci nad wykresami pochodza z testu-t poréwnujacego Srednie ilo$ci wystapien
motywéw ARE pomiedzy grupami up i down, reprezentujagcymi transkrypty o odpowiednio zwiekszonej i
zmniejszonej ekspresji.

Sposréd 10 znanych genéw, ktdre biorg udziat w procesach regulacji ekspresji opartych o oddziatywanie z
motywami ARE zmiana ekspresji wylacznie jednego jest znamienna statystycznie w komérkach Me45.
Gen AUF1 (znany tez jako HNRNPD) charakteryzuje sie znacznie wyzszym poziomem ekspresji w
komoérkach Me45 po 12 godzinach od napromieniowania (FC=1.73, q-warto$¢=0.025). Silny wzrost
poziomu ekspresji genu AUF1 potwierdzaja tez wyniki uzyskane na podstawie mikromacierzy Agilent

(FC=1.56). Obie platformy jednoznacznie nie wykazuja zmian w poziomach ekspresji genu AUF1 w Zadnej
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innej badanej linii komdrkowej (K562, HCT116). Wzrost poziomu ekspresji genu AUF1 w komoérkach
Me45 dodatkowo potwierdzajg niezalezne eksperymenty oparte o technologie RT-qPCR (Ryc. 56).

Pomimo, ze AUF1 zmienia swdj poziom jedynie w przypadku napromieniowanych komérek Me45
nie oznacza to, ze regulacja oparta o biatko Aufl moze mie¢ wieksze znaczenie po napromieniowaniu
tylko w tym przypadku. [lo$¢ transkryptéw nie zawsze jest proporcjonalna do ilosci biatka, dodatkowo
aktywno$¢ genu AUF1 moze by¢ kontrolowana post-transkrypcyjnie poprzez procesy fosforylacji biatka
[266], czego badania mikromacierzowe nie sa w stanie pokaza¢. Gen AUF1 dodatkowo zawiera 4
alternatywne formy splicingowe kodujace biatka o réznych strukturach i masach 37, 40, 42 i 45 kDa (kilo-
daltonéw). Biatko p37 charakteryzuje sie najwiekszym potencjatem regulacyjnym ze wszystkich 4 form
[267], jednak mikromacierze nie s3 w stanie odr6zni¢ poszczegdlnych form splicingowych gdyz 24
spoérdéd 34 sond specyficznych dla genu AUF1 jest wspdlna dla wszystkich 4 form splicingowych
natomiast pozostate 10 wiaze sie z formami p40 oraz p42. R6zne formy splicingowe moga dodatkowo by¢
regulowane w oddzielny sposéb (z powodu réznic w strukturze obszaru 3’-UTR), generujac rézne
proporcje biatek p37-p45 w komorce, co jak pokazano odgrywa istotng role w przypadku roli biatka Aufl
w komoérkach K562 [268].
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Ryc. 56: Wyniki z eksperymentu RT-qPCR dla genu AUF1 przeprowadzonego na komoérkach kontrolnych (C) i po
12h od poddania komoérek dziataniu promieniowania (IR). P-warto$ci nad stupkami pochodza z testu-t
poréwnujacego Srednie poziomy ekspresji przed i po napromieniowaniu.

Biatko kodowane przez gen AUF1 zwieksza poziom degradacji mRNA zawierajacych motywy typu ARE
jednak okreslenie globalnych zmian w poziomach ekspresji gené6w regulowanych przez AUF1 jest bardzo
trudne ze wzgledu na to, ze transkrypty zawierajace motywy ARE moga by¢ takze regulowane przez
innego typu mechanizmy. Test na nadreprezentacje motyw6éw opisanych w pracach [39, 269] a takze
motywow, ktére doswiadczalnie potwierdzono jako oddziatujace z biatkiem Aufl [270, 271] w genach o
zmniejszonej ekspresji nie pokazat znamiennych réznic na poziomie istotnosci 0,01.

Regulacja oparta o ARE najprawdopodobniej zachodzi wylacznie na poziomie pojedynczych
transkryptéw, przez co niemozliwe jest zaobserwowanie globalnych zmian w poziomach ekspres;ji
pomimo réznic pokazanych na Ryc. 55. Mimo to biatko Aufl moze odgrywac bardzo istotng role w

odpowiedzi komoérek Me45 na promieniowanie jonizujace.

Regulacja poprzez oddzialywania z miRNA

Poziomy dojrzatych form miRNA nie sa mozliwe do zbadania za pomoca standardowych mikromacierzy, z
tego wzgledu analize uzupetniono o wyniki uzyskane z mikromacierzy Agilent dedykowanych do analizy

miRNA. Zmiana profilu ekspresji miRNA moze pociggac za soba bardzo powazne konsekwencje dla genéw,
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ktérych mechanizmy regulacji ekspresji sg uzaleznione od degradacji mRNA sterowanej przez czasteczki
miRNA. Transkrypty o zwiekszonej ekspresji w komoérkach Me45 zawierajg znacznie wiecej miejsc
wigzania 262 miRNA, ktére ulegajg ekspresji w tej linii komdrkowej (Ryc. 57). Transkrypty o zwiekszonej
i zmniejszonej ekspresji, po napromieniowaniu komédrek, zidentyfikowane przy uzyciu danych
przetworzonych algorytmem csGC-RMA nadal réznia sie pod wzgledem sktadu GC. Mimo to sumaryczna
liczba motywéw MRE wybranej grupy miRNA nie jest skorelowana ze sktadem nukleotydowym obszaru
3’-UTR, w ktérym byty one badane (Rho =-0.0351).
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Ryc. 57: Mediana liczby miejsc wigzania miRNA ulegajacych ekspresji w genach rdznicujacych o zwiekszonej,
zmniejszonej i niezmienionej ekspresji (odpowiednio up, down, non-DE) w komérkach Me45, K562 i HCT116 po
12h od napromieniowania. P-warto$ci nad wykresami pochodza z testu-t poréwnujacego $rednie ilo$ci wystgpien
motywéw pomiedzy grupami up i down, reprezentujacymi transkrypty o odpowiednio zwiekszonej i zmniejszonej
ekspresiji.

Korekta csGC-RMA bazujgca na sktadzie nukleotydowym transkryptéw, ktéra w znaczny spos6b obniza
réznice w medianie sktadu nukleotydowego pomiedzy grupami genéw roéznicujacych nie wyplywa
znaczaco na réznice w proporcji MRE pomiedzy genami o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji (mediana
17.5; 10.1; 1.73 odpowiednio dla grup up, non-DE, down). Podobna zalezno$¢ nie jest obserwowana w
przypadku komoérek K562 i HCT116 (Ryc. 57).
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Ryc. 58: Wyniki z eksperymentu RT-qPCR dla gendw uczestniczacych w procesie biogenezy miRNA - DICER1 i AGO2
przeprowadzonego na komoérkach kontrolnych (C) i po 12h od poddania komérek dziataniu promieniowania (IR). P-
warto$ci nad stupkami pochodza z testu-t poréwnujacego Srednie poziomy ekspresji przed i po napromieniowaniu.

Jednym z kluczowych genéw regulowanych przez biatko Aufl jest DICER1 [272]. Aufl mozZe obnizaé jego
ekspresje poprzez liczne motywy ARE wszystkich znanych klas, znajdujace sie w sekwencji 3’-UTR
transkryptu [272]. Wyniki badan mikromacierzowych pokazuja, Ze poziom ekspresji genu DICER1 spada
w 12h po napromieniowaniu w komdérkach Me45 (FC= 0.56, g-warto$¢ = 0.041) oraz w K562 (FC=0.84, g-
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warto$¢= 0.042), jednak nie zmienia sie w HCT116 oraz HCT116 p53-/- (q-warto$ci=1). Podobne
rezultaty pokazuja w 12h wyniki uzyskane z niezaleznego eksperymentu wykonanego na
mikromacierzach Agilent (FC=0,86, 0,77 i 1,01 odpowiednio dla Me45, K672 i HCT116). Badania oparte o
technike RT-qPCR potwierdzily jedynie spadek poziomu transkryptu DICER1 w komérkach K562 (Ryc.
58A). Wyniki uzyskane dla komoérek Me45 nie sg zadowalajace ze wzgledu na ich niska doktadnosc,
wynikajgca z bardzo niskiego poziomu transkryptu DICER1 w tej linii komérkowe;j.

DICER1 jest jednym z kluczowych genéw odpowiedzialnych za biogeneze miRNA, uczestniczac w
procesie przeksztatcania dwuniciowej czasteczki RNA (dsRNA) w dojrzata forme miRNA [273]. Spadek
jego ekspresji wptywa zatem bezposrednio na obnizenie produkcji miRNA w komdrce [272, 274] wzrost
jego ekspresji stymuluje natomiast mechanizm produkcji miRNA [275].

Wyniki uzyskane z mikromacierzy miRNA firmy Agilent pokazujg, Zze w przypadku komdrek Me45 i
K562 poziomy sygnatu znacznej cze$ci miRNA ulegajg zmniejszeniu na skutek promieniowania, podczas
gdy jedynie pojedyncze wzrastaja, co moze by¢ wynikiem zmian w procesie biogenezy miRNA
powodowanych przez zmiane poziomu ekspresji genu DICER1.

W mikromacierzy miRNA firmy Agilent, wykorzystanych do oszacowania zmian w profilu ekspresji
miRNA po 12 godzinach od napromieniowania, protokét eksperymentalny znacznie rézni sie od
wykorzystywanego dla mikromacierzy Affymetrix. Wyj$ciowe stezenie miRNA uzytego do badania nie jest
oznaczane a sama metoda zoptymalizowana jest dla okreslonej ilosci catkowitego RNA (bedacego
mieszaning rRNA, tRNA, mRNA miRNA i innych), w ktérym miRNA stanowig jedynie niewielki procent,
dodatkowo materiat genetyczny nie jest amplifikowany, co pozwala na unikniecie probleméw opisanych
dla mikromacierzy Affymetrix. Catkowita ilos§¢ miRNA w komdrkach nie jest stala a proporcje mRNA-
miRNA mogg sie zmienia¢ nawet o kilka rzedéw wielko$ci w zalezno$ci od typu komoérek [276], stanu ich
rozwoju [277], czy mechanizméw regulujacych proces biogenezy dojrzatej formy miRNA [272, 278]. .
Mozliwe jest zatem, Ze spadek poziomu sporej grupy miRNA w komérkach Me45 i K562 moze wynikac z

catkowitego spadku poziomu miRNA w komérkach.

miRNA K562 Me45 HCT116
Zmiana po spadek 126 183 10
napromieniowaniu wzrost 1 1 5

Tab. 17: Tabela statystyk miRNA dla danych z eksperymentu M02 wykonanego dla komérek kontrolnych i
napromieniowanych z linii Me45, K562 i HCT116.

Obnizenie poziomu znacznej czeSci miRNA moze prowadzi¢ do zwiekszenia poziomu ekspresji grupy
genow, ktore byty przez nie regulowane. Czasteczki miRNA w wiekszosci przypadkéw dziataja jako
represory dla transkryptéw z nimi zwigzanych, zwiekszajac poziom degradacji mRNA, mimo, Ze regulacja
nieraz zachodzi poprzez inhibicje samego procesu translacji. Tego typu zmiana moze ttumaczy¢
zwiekszona ekspresje gendw bogatych w miejsca wigzania miRNA, co pokazano na Ryc. 57.

Pomimo spadku ekspresji genu DICER1 w komérkach Me45 i K562 ekspresja nie wszystkich
miRNA spada a w pojedynczych przypadkach nawet wzrasta (Tab. 17). Spadek moze zachodzi¢ tylko
wtedy gdy tempo produkcji nowych miRNA jest nizsze niz poziom ich degradacji. Tempo degradacji
miRNA moze by¢ rézne pomiedzy poszczegélnymi typami miRNA a w przypadku niektérych czas
pottrwania moze rézni¢ sie o kilka dni [279]. W pracy Abdelmohsena z 2012 [272] autorzy

zaobserwowali spadek poziomu miRNA w komoérkach Hela (rak szyjki macicy) dopiero po 48h od
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transfekcji komérek plazmidem zawierajgcym gen AUF1 (obnizajacy poziom DICER1) jednak
wczesniejszych czasdw nie opisano. Czas, po ktérym spada poziom miRNA moze by¢ znacznie krotszy w
napromieniowanych komoérkach, ktére regulowane sg w naturalny sposéb i dodatkowo charakteryzujg sie
zwiekszonym poziomem degradacji RNA indukowanym uszkodzeniami wynikajagcymi z poddania
komoérek wptywowi promieniowania.

Wzrost ekspresji pojedynczych miRNA jaki jest obserwowany w przypadku komoérek Me45 (hsa-
mir-362) oraz K562 (hsa-mir-494) jest mozliwy nawet pomimo spadku poziomu ekspresji genu DICER1,
ktéry moze by¢ powigzany z obnizeniem poziomu jego biatka. Niektéore miRNA mogg przechodzi¢ proces
biogenezy niezalezny od genu DICER1, w ktérym kluczowa role odgrywa biatko Ago2 [280]. Mechanizm
wyboru S$ciezki biogenezy przez okreSlony miRNA jest wcigz bardzo stabo poznany jednak
najprawdopodobniej zalezy od struktury drugorzedowej prekursora dojrzatej czasteczki miRNA (pre-
miRNA). Wysoki stopien dopasowania zasad na przeciwlegtych niciach pre-miRNA obnizajacy ilosci i
rozmiar wybrzuszen (szczegélnie u podstawy struktury) jest prawdopodobnie najistotniejsza cecha
decydujaca o przejéciu do $ciezki biogenezy opartej wylacznie o biato Ago2 [281], ktérego poziom
transkryptu bardzo silnie wzrasta w napromieniowanych komérkach Me45 (Ryc. 58).

Poniewaz DICER1 kontroluje globalna ekspresje miRNA, ktére z kolei reguluja ekspresje znacznej
czeSci gen6w to zmiana jego poziomu moze silnie wplywa¢ na globalne poziomy transkryptéw w
komorce. Obnizenie poziomu biatek Ago2 lub Dicer moze w skrajnych przypadkach prowadzi¢ do $mierci
komorkowej, pomimo, zZe brak miRNA nie wptywa na same mechanizmy naprawy DNA [274]. Obnizenie
wydajnosci proceséw produkcji miRNA moze prowadzi¢ do zaburzenia mechanizméw odpowiedzialnych
za zatrzymanie cyklu komérkowego i uruchomienia proceséw apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA wywotane promieniowaniem, co zaobserwowano w pracy [282]. DICER1 dodatkowo moze by¢
degradowany przez kaspazy (enzymy kontrolujace apoptoze) regulujgc w ten sposéb procesy uzaleznione
od degradacji poprzez czasteczki miRNA [274]. Tego typu mechanizmy réznig sie pomiedzy réznymi
typami komoérek i w niektérych przypadkach inaktywacja biatek biorgcych udziat w biogenezie miRNA
(Ago2, Dicer, Drosha) ma znikomy wptyw na odpowiedZ komoérkowa indukowana promieniowaniem
[283].

DICER1 jest bardzo silnie regulowany przez biatko Aufl jednak nie jest to jedyny z poznanych
mechanizméw kontrolujacych jego ekspresje. Mechanizmy regulacji genu DICER1 obejmujg czynnik
transkrypcyjny Sox4, ktéry jak pokazano w pracy [284] na przyktadzie komoérek czerniaka zwieksza
aktywno$¢ DICER1 poprzez odziatywanie z sekwencja jego promotora. Ekspresja Sox4 silnie spada po
napromieniowaniu w komoérkach Me45 (FC=0.48; q-warto$¢=0.046) przez co obok biatka Aufl moze by¢
on jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za spadek ekspresji DICER1 w komérkach Me45. Poziomy
transkryptu Sox4 nie zmieniaja sie w napromieniowanych komérkach K562 i HCT116.

DICER1 moze by¢ takze regulowany poprzez miRNA z rodziny let-7, ktore przyspieszaja jego
degradacje tworzac w ten sposéb ujemng petle sprzezenia zwrotnego (DICER1 jest odpowiedzialny za
biogeneze miRNA), utrzymujaca okreslony poziom biatka Dicer w komoérce [285]. W przypadku zaréwno
komoérek Me45 jak i K562 poziomy ekspresji let-7 bardzo silnie spadaja razem z poziomem DICER1, co
sugeruje, iz uktad zostat wytrgcony ze stanu ustalonego poprzez wptyw promieniowania.

Mechanizmy regulacji oparte o miRNA bardzo silnie réznig sie pomiedzy ré6znymi typami komdrek i
dotychczas nie znaleziono zadnych wspélnych sygnatur miRNA charakterystycznych dla promieniowania

we wszystkich badanych komdrkach. Przyktadowo miRNA z grupy hsa-let-7 uwazane sg za majgce istotny
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wptyw na odpowiedz komdrek na stres oksydacyjny [286], jednak w niektérych komérkach obserwowany
jest ich wzrost po napromieniowaniu [287] w innych silny spadek [288]. Dodatkowo pokazano, Ze

kierunki zmian w profilach ekspresji miRNA s3 silnie uzaleznione od dawki promieniowania [289].
6.6.3. OdpowiedZ komorek na promieniowanie

Regulacja cyklu komérkowego

Komérki czerniaka przez wiele lat uwazane byty za odporne na promieniowanie najnowsze badania
jednak temu zaprzeczajg [290]. Radio-opornos¢ jest czesto zwigzana z zatrzymaniem cyklu komérkowego
w fazie G2 [291-293], ktérego komdrki Me45 w przeciwienstwie do komérek K562 nie wykazujg [294,
295]. Moze to by¢ jedna z przyczyn zwiekszonej wrazliwosci linii komoérkowej Me45 na czynniki
genotoksyczne w tym promieniowanie jonizujace [296].

Zatrzymanie cyklu komoérkowego zwykle odbywa sie poprzez aktywacje biatka p53, ktére reguluje
mechanizm zatrzymania cyklu w fazie G1-S. W komdrkach z nieprawidlowo dziatajagcym szlakiem p53
zatrzymanie cyklu moze zachodzi¢ wylgcznie w fazie G2 poprzez mechanizm niezalezny od szlaku
sygnatowego p53 [297]. Biatko p53 aktywuje transkrypcje licznych genéw w tym PTEN i MDM2 w
odpowiedzi na uszkodzenia DNA wywotane promieniowaniem [298]. Wyniki przeprowadzonych badan
mikromacierzowych nie pokazujg jednak istotnych zmian w poziomach ekspresji tych genéw co
dodatkowo potwierdza, ze Sciezka sygnatowa p53 nie pelni swojej prawidlowej funkcji pomimo, ze gen
TP53 kodujacy biatko p53 ulega ekspresji zaréwno w komoérkach Me45 jak i K562 oraz HCT116. Utrata
prawidtowego dziatania $ciezki sygnatowej p53 (powszechna w przypadku komdrek nowotworowych)
sprawia, ze w przypadku zadnej z linii komoérkowych nie zachodzi zatrzymanie cyklu komérkowego w

fazie G1-S, po ich napromieniowaniu.

CCNB1 PARP1
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Ryc. 59: Wyniki z eksperymentu RT-qPCR dla genéw CCNB1 i PARP1 przeprowadzonego na komdrkach
kontrolnych (C) i po 12h od poddania komérek dziataniu promieniowania (IR). P-wartos$ci nad stupkami pochodza z
testu-t poréwnujacego Srednie poziomy ekspresji przed i po napromieniowaniu.

Zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G2 w odpowiedzi na uszkodzenia DNA najczesciej powigzane
jest z uruchomieniem proceséw prowadzacych do =zatrzymania fosforylacji biatka Cdc2 [299].
Zaobserwowano takze, ze zatrzymanie cyklu w fazie G2 jest poprzedzone zwiekszong ekspresja genu
CCNB1 kodujacego cykline B2 [291]. Cyklina B2 tworzy kompleksy z ufosforylowanym biatkiem Cdc2
tworzac jeden z mechanizméw prowadzacych do zatrzymania cyklu komérkowego w fazie G2 [299].

Badania mikromacierzowe nie wykazaty zmiany w poziomach transkryptu genu CCNB1 w komdrkach
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Me45 jednak jego poziom bardzo silnie wzrasta w komoérkach K562 (czasy 1, 12 i 24h po
napromieniowaniu). Wzrost ekspresji w 12h po napromieniowaniu w przypadku komoérek K562
potwierdza takze eksperyment RT-qPCR (Ryc. 59). Podobny wynik uzyskano dla komérek HCT116, ktére
podobnie jak K562 zatrzymuja cykl komérkowy w odpowiedzi na promieniowane.

Pomimo, ze badania mikromacierzowe nie wykazaty réznic w poziomie ekspresji genu CCNB1 dla
komorek Me45 to jego spadek po 12h od napromieniowania, ktéry pokazuje eksperyment RT-qPCR moze
by¢ powigzany z zaburzeniem mechanizmu zatrzymania cyklu komdrkowego w fazie G2, ktory jest
charakterystyczny dla komérek K562 [295] i HCT116 [300].

Mechanizmy naprawy DNA

Mechanizmy naprawy DNA uruchamiane sg zaraz po napromieniowaniu a o ich wysokiej wydajnosci
$wiadczy bardzo szybki spadek poziomu indukowanych promieniowaniem peknie¢ nici DNA, ktory przy
dawce 4Gy juz po okoto 2h osigga poziom kontrolny [295, 301]. Poniewaz mechanizm ten musi dziata¢
bardzo szybko to korzysta on z biatek, ktére stale produkowane sa w komoérce a w okreslonych
warunkach s3 jedynie aktywowane poprzez kinazy ATM i ATR [302], ktére uczestnicza w procesach
fosforylacji biatek odpowiedzialnych za naprawe uszkodzen DNA. Mimo to w przypadku transkryptéw o
zwiekszonej ekspresji w komoérkach K562 zaobserwowano silng nadreprezentacje gendéw uczestniczacych
w procesach naprawy DNA, opisanych w pracy [303] (p-wartosci = 3.82*10-94; 0.017; 0.033 odpowiednio
dla czaséw 1, 12 i 24h po napromieniowaniu). Najsilniejsza nadreprezentacja po czasie 1h pokazuje, jak
szybka moze by¢ odpowiedz komoérkowa na stres zwigzany z napromieniowaniem, ktory juz po krétkim
czasie moze indukowac¢ odpowiedZ na poziomie transkryptomu.

W przypadku komoérek Me45 podobna zalezno$¢ nie jest obserwowana a wzrost poziomu ekspres;ji
genow uczestniczacych w procesach naprawy DNA obserwowany jest jedynie po czasie 12h od
napromieniowania. Mimo to, wsréd transkryptéw réznicujacych zidentyfikowanych po 12h od
napromieniowania komoérek Me45, znajduja sie transkrypty kodujace biatka uczestniczace we wszystkich
znanych mechanizmach naprawy DNA od naprawy niesparowanych zasad (gen MSH2, FC=2,9 q-
warto$¢=0,014) po usuwanie zmodyfikowanych nukleotydéw (gen TDG, FC=2,83; q-warto$¢=0.049).

W 12h po napromieniowaniu komérki Me45 wykazuja znaczne obnizenie poziomu ekspresji genu
PARP1 (FC=0.69, g-warto$¢=0.022), znacznie silniejsze niz w przypadku pozostatych linii komoérkowych,
co dodatkowo potwierdzajg wyniki z eksperymentu RT-qPCR (Ryc. 59). PARP1 jest odpowiedzialny za
naprawe DNA, jednak ostatnie doniesienia literaturowe sugeruja, ze moze on by¢ takze odpowiedzialny za
obnizanie poziomu wolnych rodnikéw w postaci reaktywnych form tlenu [301]. Obserwowany spadek
poziomu mRNA PARP1 moze by¢ zatem jedng z przyczyn silnego wzrostu wolnych rodnikéow w

komoérkach Me45 obserwowang wiele godzin po napromieniowaniu [304].
Stabilnosé RNA

Stabilno$¢ RNA odgrywa bardzo istotng role w mechanizmach regulacji ekspresji. Transkrypty o krotkim
czasie pottrwania (mniejszym niz 2h) sg zwykle powigzane z procesami regulacyjnymi co w potaczeniu z
wydajnymi mechanizmami aktywacji procesow transkrypcji pozwala w bardzo szybki sposéb wptywac na
poziom okreslonych mRNA w komoérce [305]. Transkrypty o diugim czasie péitrwania sa natomiast
charakterystyczne dla genéw typu housekeeping odpowiedzialnych za podstawowe procesy zyciowe
komorki [306].
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W celu powigzania Sredniego czasu poéttrwania czasteczek mRNA z odpowiedzig komérek na
promieniowanie wykorzystano baze danych czaséw péttrwania mRNA sporzadzong przez Tani w 2012r
dla komérek HeLa (rak szyjki macicy) [4], ktérg poréwnano z oddzielng bazg wykonang przez Yanga w
2003r dla komoérek HepG2 (rak watroby) [306]. Uzyskane czasy pottrwania sg jedynie przyblizeniem gdyz
pomimo, iz nie zaleza one od tempa produkcji mRNA w danej komoérce (eksperymenty wykonano w
warunkach zahamowanych proceséw ekspresji genéw) to sa uzaleznione od mechanizmdédw regulacji
tempa degradacji mRNA, ktére réznig sie pomiedzy komdérkami. Dodatkowo czasy péttrwania dostepne sg
jedynie dla czesci z badanych mRNA. W przypadku nowszej bazy Tani czasy péttrwania dopasowano do
10906 transkryptéw (46,9%), w przypadku bazy Yanga do jedynie 7768 transkryptow (33,4%).

Czas poéttrwania mRNA okreslony na podstawie bazy danych Tani [4] jest silnie skorelowany z
odczytanym z mikromacierzy poziomem ekspresji transkryptéw, w przypadku wszystkich badanych linii
komérkowych (Rho: 0,4-0,46) co dodatkowo potwierdzaja wczes$niejsze badania [307]. Oznacza to, ze
transkrypty o dtugim czasie poéttrwania sg akumulowane w komdrce, co moze by¢ powigzane z ich
wysokim poziomem sygnatu. Wnioskéw tego typu nie mozna jednak wysuwaé dla pojedynczych
transkryptéw gdyz jak opisano w rozdziale 6.5.4 poziomy sygnatu pomiedzy pojedynczymi zestawami
sond dla réznych genéw, odczytane z tej samej mikromacierzy nie sa poréwnywalne. Transkrypty o
dtugim czasie pottrwania dodatkowo sa znacznie Kkrétsze i zwykle zawieraja mniej motywow

sekwencyjnych typu MRE i ARE co sprzyja ich zwiekszonej stabilnosci [307].
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Ryc. 60: Mediana czasu péttrwania mRNA poszczegolnych grup trankryptéw réznicujacych w 12h po
napromieniowaniu dla komdrek Me45, K562 i HCT116. Wykresy wykonano na podstawie danych z bazy Tani [4]. P-
wartosci nad wykresami pochodza z testu-t poréwnujacego Srednie czasy péttrwania mRNA pomiedzy grupami up i
down, reprezentujacymi transkrypty o odpowiednio zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji.

Ryc. 60 pokazuje réznice w Srednim czasie péttrwania transkryptéw réznicujacych zidentyfikowanych po
12h od napromieniowania dla komoérek Me45 i K562 i HCT116. Wykresy te pokazuja, Zze w przypadku
komoérek K562 bardzo silny wptyw na zmiane poziomu ekspresji moze mie¢ czas péttrwania mRNA,
pomimo, zZe pomiedzy grupami transkryptéw o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji nie zaobserwowano
réznic w ilosci miejsc oddziatywania z miRNA (Ryc. 57) oraz motywdéw ARE klasy III (Ryc. 55).

W przypadku komoérek Me45 proporcje wygladaja zupetnie inaczej, co najprawdopodobniej wynika
z relaksacji proceséw wygaszania ekspresji za pomoca miRNA (co sugeruje Ryc. 57). Proporcje czasu
pottrwania pomiedzy grupami transkryptéw o zwiekszonym i zmniejszonym poziomie ekspresji
wygladajg bardzo podobnie dla danych przetworzonych standardowymi algorytmami (RMA, GCRMA) oraz
przy wykorzystaniu korekty csGC-RMA bazujacej na sktadzie GC transkryptow. Dodatkowo wyniki sg
poréwnywalne z uzyskanymi na podstawie starszej bazy danych Yanga z 2003 (wykresu nie

zamieszczono w pracy) pomimo znacznie mniejszej liczy dostepnych czaséw poéttrwania, ktorych
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okreslono wiecej w przypadku transkryptéw o stabilniejszej strukturze [306]. Wyniki uzyskane dla
komoérek HCT116 nie pokazuja zadnych zalezno$ci, co ponownie moze wynika¢ z niskiej liczby
zidentyfikowanych genéw roéznicujacych wynikajacej z duzych roéznic pomiedzy powtdrzeniami

bioogicznymi.

Me45 K562 HCT116

p<10° p<10? p=0.12321

Dlugos¢ transkryptu [kpb]

up non-DE down up non-DE down up  non-DE down

Ryc. 61: Mediana dlugosci sekwencji transkryptéw poszczegolnych grup trankryptéw réznicujacych w 1Zh po
napromieniowaniu dla komoérek Me45, K562 i HCT116. P-warto$ci nad wykresami pochodza z testu-t
poréwnujacego $rednie dtugos$ci transkryptéw pomiedzy grupami up i down, reprezentujacymi transkrypty o
odpowiednio zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji.

Pomimo bardzo istotnych réznic pomiedzy listami genéw rdéznicujacych komoérek Me45 i K562 posiadaja
one wspoélne cechy w postaci pordwnywalnej $redniej dtugosci transkryptu, ktére widoczne sg na Ryc. 61.
W przypadku linii komérkowych Me45 i K562 zmiana poziomu ekspresji genéw jest negatywnie
skorelowana z dtugoscig transkryptu, co sugeruje, ze transkrypty o krétszej sekwencji (pochodzace od
krotszych gendw z mniejsza liczbg intronéw) sa szybciej produkowane niz degradowane po
napromieniowaniu komoérek. Z kolei w przypadku dtugich sekwencji, powyzej 3000bp produkcja mRNA
jest mniej wydajna i nizsza niz tempo degradacji, co widoczne jest w postaci spadku ilosci dostepnych

czasteczek mRNA w komorce.

Liczba gendw
Liczba réznicujacych w
Identyfikator Nazwa procesu
genéw komérkach Me45
1h 12h 24h
hsa03050 Degradacja biatek 39 2 20
hsa03015 Kontrola jakosci mRNA 69 0 17
hsa03018 Degradacja RNA 51 0 15
G0:0016070 Metabolizm RNA 191 4 49 16
G0:0034660 Metabolizm niekodujgcych RNA (ncRNA) 16 1 6 0
G0:0042981 Regulacja proceséw apoptozy 154 2 33 19
G0:0006915 Apoptoza 564 7 81 32
G0:0042769 Detekcja uszkodzers DNA 6 0 a4 2
G0:0010467 Ekspresja genow 554 12 114 11
G0:0003723 Interakcje z RNA 427 4 77 19
G0:0003700 Interakcje z DNA (czynniki transkrypcyjne) 682 2 33 11

Tab. 18: Wybrane Sciezki sygnatowe KEGG i procesy GO dla gendw réznicujach komérek Me45 (pogrubiona,
podkreslong czcionkg zaznaczono nadreprezentacje na poziomie istotnosci 0.01)

W przypadku komoérek M45 wsrdd transkryptéw rdznicujacych zaobserwowano nadreprezentacje

transkryptéw kodujacych biatka uczestniczace w procesach kontroli jako$ci RNA, detekcji uszkodzonych
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czasteczek mRNA oraz gendéw uczestniczacych procesach zwigzanych z degradacja RNA (Tab. 18).
Aktywacja znacznej liczby gendéw uczestniczacych w procesie apoptozy oraz genéw odpowiedzianych za
degradacje RNA i biatek moze sugerowa¢, iz przewazajgca czes¢ komorek ulegta rozpadowi w procesie
apoptozy, jednak niezalezne badania pokazuja, iz dawka 4Gy indukuje apoptoze u zaledwie 2-5%
komorek z linii Me45 po 36-48h od napromieniowania [294, 304]. W przypadku komorek K562
nadreprezentacja genéw réznicujacych w podobnych procesach nie zostata zaobserwowana. Pomimo
znacznej ilosci gendéw uczestniczacych w tego typu procesach identyfikacja nadreprezentacji jest w tym
przypadku utrudniona przez bardzo duza liczbe gendéw rdznicujgcych, ktéra w przypadku 12h od
napromieniowania przekracza 50%. W przypadku komoérek HCT116 jest natomiast odwrotnie, bardzo
mata liczba gendéw roéznicujacych (najwiecej 110 w 12h po napromieniowaniu) uniemozliwia

zaobserwowanie znamiennych statystycznie nadreprezentacji.
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7. Podsumowanie

Podstawowym celem niniejszej pracy byto okreslenie czy nastepujace pod wplywem promieniowania
jonizujacego zmiany na poziomie transkryptomu zalezg od obecnos$ci motywéw okreslonego typu w
sekwencjach nukleotydowych transkryptéw. Hipoteza badawcza sformutowana zostata na podstawie
obserwacji, ktore wskazaly na istotne réznice w sktadzie nukleotydowym gendéw o zmniejszonej i
zwiekszonej ekspresji na skutek promieniowania w przypadku komérek Me45. Poniewaz uzyskane
wyniki zmian w profilach ekspresji gendw napromieniowanych komodrek pochodza z eksperymentow
mikromacierzowych, konieczne bylo sprawdzenie czy zalezno$¢ pomiedzy zmiang poziomu ekspresji

genow a sktadam nukleotydowym transkryptéw moze by¢ artefaktem samej procedury badawcze;j.

Czynniki odpowiedzialne za niedoktadnosci eksperymentu mikromacierzowego

Pomimo, ze mikromacierze moga dostarczy¢ bardzo cennych informacji na temat genéw o potencjalnie
wysokim znaczeniu dla analizowanych procesow komoérkowych to bardzo wiele czynnikow wplywa na
niedoktadno$¢ tego typu pomiaru obnizajac w znaczny sposéb jego powtarzalno$¢. W rozdziale 6.5
opisano sze$¢ niezaleznych czynnikéw o potencjalnie wysokim wptywie na interpretacje danych
mikromacierzowych oraz okre$lono, ktdre z nich najsilniej moga wptywac na doktadnos$¢ uzyskanych
wynikoéw. Sygnaty rejestrowane na sondach w zestawach powinny by¢ zblizone i odpowiada¢ poziomowi
transkryptu, dla ktérego zestaw byt zaprojektowany. W praktyce poziomy sygnatu sond nalezacych do
pojedynczych zestawdw rdznig sie, podobnie jak sygnaty mierzone na tej samej sondy w powtérzeniach
eksperymentu. Czynnikami, ktére maja najwiekszy wptyw na wariancje poziomoéw sygnatu sond s3
réznice w ich sktadzie nukleotydowym (zawarto$¢ GC) oraz potozenie sekwencji komplementarnych do
sondy wewnatrz sekwencji transkryptu (degradacja RNA). Czynniki te znacznie ograniczaja mozliwosci
poréwnywania pozioméw ekspresji réznych gené6w w obrebie jednej mikromacierzy, wptywaja tez na
wyniki oznaczen przy badaniu zmian poziomu ekspresji pojedynczych genéw w réznych prébkach.
Pokazano takze, Ze stosowana od pewnego czasu praktyka taczenie sond specyficznych dla réznych grup
transkryptéw pojedynczego genu w zestawy, prowadzi do znacznego wzrostu wariancji sygnatu sond w
obrebie zestawdw.

Obecnos¢ w sekwencji sondy motywu (G)s, opisanego w literaturze jako majgcego istotny wptyw na
réznice w poziomach sygnatu pomiedzy sondami ma najprawdopodobniej znikomy wptyw na wariancje
sygnatu sond w obrebie zestawoéw i przy powtdrzeniach eksperymentu. Niewielkie rdznice, jakie sa
obserwowane pojawiajg sie najprawdopodobniej wylacznie ze wzgledu na korelacji pomiedzy
czestotliwos$cig wystepowania tego motywu a sktadem GC sondy.

Obecnos$¢ motywu CCGCCTCCC (spacer T7) wewnatrz sekwencji sond ma silny wplyw na ich
poziomy sygnatu w eksperymentach wykorzystujacych starter oligo-dT do syntezy cDNA (Ryc. 40). Mimo,
ze niewielka ilo$¢ tego typu sond na mikromacierzy sprawia, ze w skali catego eksperymentu wptyw tego
motywu jest niewielki, to sondy tego typu powinny by¢ odrzucone z analizy (np. na etapie budowy pliku
CDF) w przypadku platform zaktadajacych wykorzystanie starteréw oligo-dT. Motyw (A), w sekwencji
transkryptu moze mie¢ istotny wplyw na wariancje sygnatu sond w zestawie dla tego transkryptu jesli

sekwencje sond zestawu s3 komplementarne do obszaru, w ktérym lezy motyw, co potwierdzaja
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niezalezne eksperymenty oparte o technologie RT-qPCR. Mimo to w skali catej mikromacierzy ich wptyw

jest takze znikomy w zwigzku z niewielka iloscia tego typu zestaw6w sond.

Wptyw sktadu GC sond na oszacowanie zmian w profilach ekspresji genéw

Klasyczna analiza wynikéw uzyskanych w eksperymentach mikromacierzowych wskazuje na to, ze
promieniowanie jonizujagce wptywa roznie na poziomy transkryptéow o réznej zawartosci nukleotydéw
GC. Przeprowadzone w niniejszej pracy badania pokazujg jednak, ze negatywna korelacja sktadu GC
transkryptéw ze zmiana odczytanego z mikromacierzy poziomu ekspresji moze czeSciowo wynika¢ z
réznic technicznych pomiedzy prébkami.

W rozdziale 6.5.4 pokazano jak duze sg réznice w poziomach sygnatu sond, nalezacych do tych
samych zestawéw i réznigcych sie sktadem GC oraz jak réznice tego typu zmieniaja sie pomiedzy
poszczeg6lnymi mikromacierzami. W rozdziale 6.5.6 pokazano, iz efekt ten dotyczy réznych platform
mikromacierzowych firmy Affymetrix i nie jest kompensowany przez zaden z powszechnie
wykorzystywanych algorytmoéw standaryzacji danych. Pokazano takze, Zze zaobserwowany efekt moze
niekorzystnie wplywac na proces identyfikacji transkryptéw réznicujacych prowadzac do przeszacowania
pozioméw ekspresji w przypadku transkryptéw o skrajnych proporcjach nukleotydéw GC. Moze tez w
znaczny spos6b obniza¢ ilo$¢ zidentyfikowanych transkryptéw réznicujacych w zwigzku ze zwiekszong
wariancjag powtoérzen technicznych lub biologicznych. Wykorzystanie wiekszej ilo$ci powtérzen moze
obnizy¢ wptyw sktadu GC na odsetek falszywie dodatnich wynikéw jednak mimo to duze rdznice
pomiedzy powtdrzeniami obnizajg czuto$¢ algorytmdéw identyfikacji genéw réznicujacych.

Na poziom sygnatu sond o r6znym sktadzie nukleotydowym moze mie¢ wptyw wydajno$¢ procesu
hybrydyzacji, ktéra w réznym stopniu zachodzi dla sond o réznej temperaturze topnienia uzaleznionej od
proporcji nukleotydéw GC w ich sekwencjach. Sondy o wysokim sktadzie GC moga w wiekszym stopniu
przytacza¢ niespecyficzne fragmenty mRNA, poniewaz pary GC tworza silniejsze, potrdjne wigzania
wodorowe. Z kolei sondy o niskim sktadzie GC charakteryzuja sie stabszym wigzaniem, ktére moze by¢
rozrywane w procesie odptukiwana niespecyficznie zwigzanego mRNA. Poniewaz jak pokazano w
rozdziale 6.5.4 sktad GC zestawu sond jest odbiciem sktadu GC transkryptéw to czynniki wptywajace na
réznice w wydajnosci procesu syntezy cRNA takze moga okresla¢ poziom sygnatu sond o réznym sktadzie
GC. Réznice w poziomach sygnatu sond o réznym sktadzie GC odzwierciedlaja obecnos¢ mRNA o
okreslonym sktadzie w badanej puli mRNA jednak mogg one takze wynikac¢ z trzech podstawowych cech,
ktérych symboliczny wpltyw na ksztatt wykresu zalezno$ci mediany poziomu sygnatu dla grup sond o

réznych proporcjach GC zilustrowano na Ryc. 62:

>
Tx:“ Odczytany sygnat  RNA w komarce Izolacja Amplifikacja Hybrydyzacja
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Ryc. 62: Symboliczny potencjalny wplyw wybranych czynnikdw na poziomy sygnatu sond o réznej zawartosci GC.
Ksztatty wykreséw sa umowne, a przedstawione liniowe zalezno$ci sa jedynie uproszczeniem nieliniowych
proceséw jakie zachodzg na réznych etapach eksperymentu.
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e Izolacja - mRNA o wyzszym sktadzie GC jest bardziej stabilne co w przypadku wysokiego
poziomu degradacji mRNA moze by¢ przyczyna réznic w ilosci wyizolowanego mRNA o

odmiennym sktadzie GC

o Amplifikacja - cDNA o wysokiej zawartosci GC wolniej ulega transkrypcji z powodu mniejszej

wydajnosci polimerazy [256]

e Hybrydyzacja - sondy o wysokiej zawartosci GC tworza silniejsze wigzania z badanym cRNA co

dodatkowo moze mie¢ wptyw na ich poziom niespecyficznej hybrydyzacji [255]

Wymienione czynniki mogg wplywaé¢ na niezwigzane z poziomami transkryptu réznice w poziomach
sygnatu sond o réznym sktadzie GC a poniewaz s3 one podstawowymi czynnikami wplywajacymi na
réznice techniczne pomiedzy mikromacierzami to mogg prowadzi¢ do znaczacych réznic w poziomach
sygnatu odczytanych dla transkryptow w rzeczywisto$ci nie réznigcych sie stezeniem w roéznych
probkach (szczegolnie tych o skrajnych proporcjach nukleotydéw GC).

Obserwowana korelacja pomiedzy zmiang poziomu ekspresji a sktadem GC transkryptu w znacznej

mierze moze wynika¢ z nastepujacych cech eksperymentu mikromacierzowego:

1) Wysokiej korelacji pomiedzy srednim sktadem GC sond nalezgcych do zestawu oraz sktadem GC

odpowiadajacych im transkryptéw (co pokazano w Tab. 12)

2) Réznic w wydajnosci procesu amplifikacji dla transkryptéw o réznym sktadzie spowodowanych
réznicami w wydajnosci polimerazy [256] oraz réznicami w hybrydyzacji sond o réznych

proporcjach GC [255] (co doktadnie opisano w rozdziale 6.5.4)

3) Normalizacji danych, ktéra w jednakowy sposoéb traktuje sondy o réznych wtasnosciach, przez co
wzmacnia réznice pomiedzy zestawami o réznym, $rednim sktadzie GC sond, co powoduje, iz
geny o zmniejszonej i zwiekszonej ekspresji réznig sie poziomami sygnatu (co opisano w

rozdziale 6.5.5)

Tego typu korelacja nie byta obserwowana w przypadku danych uzyskanych za pomoca mikromacierzy
firmy Agilent, co moze wynika¢ z réznic technicznych pomiedzy obiema platformami. Agilent
wykorzystuje dtuzsze oligonukleotydy, ktére, pomimo, ze daja wiecej mozliwosci w kwestii doboru
proporcji GC to wariancja sktadu GC sond z catej mikromacierzy jest wieksza niz w przypadku platform
Affymetrix. Poniewaz jednak Agilent wykorzystuje najczesciej 1-2 sondy dla danego transkryptu (w
przeciwienstwie do >11 w przypadku platform Affymetrix) korelacja pomiedzy sktadem GC sond oraz
transkryptéw jest znacznie nizsza (punkt 1). Dodatkowo wykorzystane mikromacierze Agilent sa
macierzami dwukanatowymi, co oznacza wspotzawodnictwo w procesie hybrydyzacji do sond
mikromacierzowych pomiedzy dwiema prébkami wyznakowanych réznymi barwnikami. W znacznym
stopniu zmniejsza to réznice w wydajnos$ci procesu hybrydyzacji (punkt 2). Mikromacierze dwukanatowe
normalizowane sg w inny sposo6b niz ich jednokanatowe odpowiedniki. Wykorzystuja one dodatkowy etap
przetwarzania, ktoéry standaryzuje pomiary w obrebie pojedynczej mikromacierzy pomiedzy oboma
kanatami.

Mikromacierze rdéznigce sie od siebie proporcjami sygnatu sond o wysokim i niskim sktadzie GC

wynikajacymi z réznic technicznych mozna wykry¢ prosta metoda opartg o wspoétczynnik nachylenia linii
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regresji dopasowanej do danych z kazdej indywidulnej mikromacierzy (Ryc. 47), co w istotnym stopniu
uzupetnia standardowe metody kontroli jakosci. Dodatkowo zastosowanie korekty ze wzgledu na skfad
GC sond pozwala na uzyskanie lepszych rezultatéw podczas procesu identyfikacji genéw réznicujacych co
pokazano na przyktadzie dwdch niezaleznych testowych zbioréw danych GoldenSpike [226] oraz
PlatinumSpike [227].

Korekcja oparta o sktad GC transkryptu (zamiast sktadu GC sondy) przeprowadzona na poziomie
pojedynczych sond przed sumaryzacja lub na sygnatach zestawéw sond po sumaryzacji pozwala
dodatkowo zmniejszy¢ korelacje pomiedzy zmiang poziomu ekspresji a sktadem GC transkryptu.
Przeprowadzanie tego typu korekty moze by¢ jednak ryzykowne gdyz w ten sposéb sztucznie obnizone
zostaja roznice w poziomach ekspresji pomiedzy probkami wszystkich genéw o wysokim i niskim
sktadzie GC. Nie mozna tez zatozy¢, ze sktad GC genéw o zwiekszonej i zmniejszonej ekspresji powinien
by¢ zawsze zblizony, chociaz podobne zatozenie stawiaja metody normalizacji, np. odnosnie catkowitej
liczba genow o zmniejszonej i zwiekszonej ekspresji, ktéra powinna by¢ podobna.

Réznice w potozeniu sekwencji rozpoznawanej przez sondy mikromacierzowe w transkrypcie,
moga rowniez prowadzi¢ do btedéw systematycznych wynikajgcych z degradacji RNA, jaka zachodzi w
réznym stopniu pomiedzy prébkami. Jednak analiza przeprowadzona w niniejszej pracy jedynie w
niewielki stopniu charakteryzuje ten problem, mimo, ze sktad GC i stopienn degradacji RNA mogg by¢ ze
soba powigzane poniewaz transkrypty o wysokich proporcjach GC maja tendencje do tworzenia struktur

drugorzedowych, ktére zwiekszajg ich stabilnos¢.

Charakterystyka mechanizméw regulacji ekspresji genéow w napromieniowanych komérkach

Analiza odpowiedzi komoérkowej na promieniowanie jonizujace dotyczy przede wszystkim komdrek
czerniaka (Me45), ktdre fizjologicznie bardzo silnie r6znig sie od pozostatych badanych linii HCT116 oraz
K562 i dodatkowo znane s3g z bardzo duzej zmiennoSci odpowiedzi na promieniowanie. Potwierdzaja to
wyniki przeprowadzonych badan, w ktérych komérki Me45 w istotny sposéb réznia sie odpowiedzig na
promieniowanie od komérek K562 i HCT116, okre$lona dla dawki 4Gy, jaka jest poréwnywalna z
dawkami stosowanymi podczas radioterapii.

Zadna z badanych linii komérkowych nie charakteryzowata sie zatrzymaniem cyklu komérkowego
w fazie G1-S, ktéra jest typowa dla napromieniowanych komdrek z prawidlowo dziatajaca Sciezka
sygnatowaq biatka p53. Brak odpowiedzi na poziomie szlaku sygnatowego p53 potwierdzaja wczesniejsze
badania oraz wyniki eksperymentéw mikromacierzowych, ktére nie pokazujg zadnych zmian w poziomie
ekspresji genéw, kluczowych elementéw tego szlaku (geny TP53, MDM2, PTEN [298]). Komérki z linii
Me45 nie zatrzymuja cyklu w odpowiedzi na promieniowanie [294] podczas gdy komérki K562 i HCT116
zatrzymuja go dopiero w fazie G2 [295, 300], pomimo, ze we wszystkich przypadkach wykryto znaczne
uszkodzenia DNA w odpowiedzi na dawke 4Gy promieniowania. Zmiany cyklu komérkowego w
odpowiedzi na promieniowanie jonizujagce powigzano z ekspresjg genu CCNB1, ktory koduje cykline B2
uczestniczacag w procesie mogacym prowadzi¢ do zatrzymania cyklu w fazie G2 [291]. W przypadku
komorek Me45 ekspresja CCNB1 jest obnizona po napromieniowaniu, podczas gdy pozostate dwie linie
wykazuja znaczny jego wzrost po 12h od napromieniowania. Nie odnaleziono jednak motywoéw, ktére
moglyby sugerowac jak dziata mechanizm regulacji prowadzacy do obniZenia poziomu transkryptu genu
CCNB1 w komoérkach Me45. Jego zmiana moze by¢ powigzana z obnizong ekspresja dwoch czynnikéw

transkrypcyjnych RELA i FOX03, ktérych liczne miejsca przylaczania odnaleziono w obszarze promotora
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genu CCNB1. Spadek poziomu ekspresji tych dwdch gendw jest charakterystyczny wytgcznie dla komoérek
Me45, jednak potwierdzenie ich roli w regulacji genu CCNB1 po poddaniu komérek wplywowi
promieniowania wymaga dodatkowych badan do$wiadczalnych, w zwigzku z tym, ze predykcja TFBS
charakteryzuje sie duzg liczba fatszywie dodatnich wynikéw a sama regulacja uzalezniona jest zwykle od
kombinacji wielu czynnikéw transkrypcyjnych.

W 12h po napromieniowaniu obserwowany jest silny spadek poziomu ekspresji genu PARP1,
ktdérego jednym z zadan, oprdcz udziatu w procesach naprawy DNA, jest utrzymanie statego poziomu
wolnych rodnikéw w komoérce. Jego spadek obserwowany byt we wszystkich liniach komdrkowych i moze
by¢ powigzany z wtérnym wzrostem wolnych rodnikéw obserwowanym po wielu godzinach od
napromieniowania [301, 304].

Na poziomie mechanizméw regulatorowych komérki Me45 wyrdznia zmiana poziomu ekspresji
genu AUF1 (spadek poziomu transkryptu po 12h od napromieniowania), ktérego biatko odpowiedzialne
jest za destabilizacje transkryptéw z motywami typu ARE [270, 271]. Dodatkowo komoérki Me45 jako
jedyne z badanych charakteryzuja sie réznicami w czestotliwo$ci wystepowania motywéw ARE ws$rod
transkryptéw réznicujacych w 12h po napromieniowaniu. W ramach pracy podobng analize wykonano
takze dla transkryptéw biatek, ktére wedtug [308] moga obniza¢ stabilno$¢ transkryptéw z motywami
GRE (GU-rich elements) takich jak MBNL1 czy CUGBP1 (CELF1). Nie stwierdzono jednak nadreprezentacji
tego typu motywoéw w sekwencjach gendéw bogatych w GC o zmniejszonej ekspresji na skutek
promieniowania a badania mikromacierzowe poziomoéw ekspresji gendéw MBNL1 oraz CUGBP1 na
poziomie transkryptu nie wykazaly zmian po napromieniowaniu w zadnych z badanych komdrek
(doktadnych wynikéw analizy czestotliwos$ci wystepowania motywéw GRE oraz zmian profilu ekspresji
genéw MBNL1 oraz CUGBP1 nie zamieszczono w pracy).

Czynnikiem, ktéry moze by¢ powigzany z réznicami w skiadzie nukleotydowym genéw o
zmniejszonej i zwiekszonej ekspresji w przypadku komoérek Me45 jest obecno$¢ motywdéw
sekwencyjnych odpowiedzialnych za interakcje z miRNA (MRE). Czestotliwo$¢ wystepowania motywow
MRE specyficznych dla zidentyfikowanej podgrupy miRNA nie jest skorelowana ze sktadem GC i pomimo
réznic w sktadzie nukleotydowym pomiedzy transkryptami zmieniajacymi sie na skutek promieniowania
ich obecnos$¢ nie moze by¢ traktowana jako konsekwencja réznic w sktadzie GC. Dodatkowo w komérkach
Me45 obserwowany jest spadek poziomu ekspresji sporej grupy miRNA, ktéry najprawdopodobniej
wynika z obnizonej wydajno$ci mechanizmdéw biogenezy miRNA w stosunku do tempa ich degradaciji.

W przypadku dwéch niezaleznych eksperymentéw mikromacierzowych zaobserwowano spadek
poziomu ekspresji genu DICER1 w komoérkach Me45 i K562, ktéry jest kluczowym elementem procesu
biogenezy miRNA a jego obniZony poziom jest bardzo $ci$le powigzany ze spadkiem ilosci miRNA w
komoérce [272, 274]. Badania oparte o technike RT-qPCR potwierdzitly jednak spadek pozioméow
transkryptu wytacznie w komoérkach K562. Poziom mRNA genu DICER1 jest jednak bardzo niski w
komorce, co znacznie utrudnia pokazanie znamiennych statystycznie réznic w jego ekspresiji.

Odpowiedz na promieniowanie jest bardzo silnie powigzana z mechanizmami regulacji opartymi o
miRNA, ktére uwazane s3g za kluczowe dla uruchomienia wielu proceséw biologicznych niezbednych dla
prawidtowego funkcjonowania komoérek w warunkach stresu indukowanego promieniowaniem [274].

W przypadku komoérek K562 pomimo spadku poziomu miRNA nie zaobserwowano negatywnej
korelacji pomiedzy zmiang ekspresji a wystepowaniem motywéw MRE, jaka jest charakterystyczna dla

komoérek Me45. W przypadku komdrek K562 zmiany na poziomie transkryptomu sa jednak duzo
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silniejsze a wysoka korelacja pomiedzy spadkiem poziomu ekspresji a czasem péttrwania mRNA sugeruje,
Zze w tym przypadku zmiany wywotane sg przez inny czynnik destabilizacyjny, lub powigzane s3 one z
obnizong wydajnoscig produkcji mRNA, ktoéra jest kluczowa dla obserwacji relaksacji proceséw opartych

o degradacje mRNA za posrednictwem miRNA, jaka obserwowana jest w komdrkach Me45.
Whioski koricowe

W trakcie analizy wynikéw z eksperymentéw wykorzystujacych mikromacierze firmy Affymetrix, w
ktéorych badano roéznice poziomu transkryptéw w komoérkach kontrolnych i eksponowanych na
promieniowanie jonizujace, zaobserwowano nieopisane dotychczas zaleznos$ci pomiedzy sygnatem sond a
ich sktadem nukleotydowym, prowadzace do zafatszowania wynikéw w przypadku poréwnywania
mikromacierzy réznigcych sie catkowitym, srednim poziomem fluorescencji. Zaobserwowane zaleznosci
w istotny sposéb wptywaja na proces identyfikacji genéw roéznicujacych, ktérych transkrypty
charakteryzuja sie wysokim lub niskim sktadem GC.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania pokazuja, Ze negatywna korelacja sktadu GC
transkryptéw ze zmiang odczytanego z mikromacierzy poziomu ekspresji, jaka obserwowana jest w
przypadku napromieniowanych komoérek Me45, moze wynika¢ z rdéznic technicznych w procesie
znakowania materiatu i przeprowadzania eksperymentu mikromacierzowego, ktére nie sa niwelowane, a
w niektérych przypadkach sa wynikiem uzycia powszechnie stosowanych algorytméw normalizacji
danych. W zwigzku z tym zaproponowano nowa metode normalizacji csGC-RMA, ktéra minimalizuje
wplyw obciagzenia danych jaki wynika z réznic w sktadzie nukleotydowym sond.

Opracowang metode przetwarzania danych wykorzystano do scharakteryzowania odpowiedzi
komorek Me45 na promieniowanie jonizujgce. Wykonana analiza wskazuje na istotne znaczenie procesu
interferencji RNA w regulacji pozioméw ekspresji genéw w napromieniowanych komorkach.
Zaobserwowany wzrost poziomu ekspresji gené6w bogatych w miejsca wigzace miRNA sugeruje relaksacje
procesOw zwigzanych z degradacja transkryptéw w procesie interferencji RNA, co potwierdza
zaobserwowany spadek poziomu miRNA w komérkach eksponowanych na promieniowanie.

Mikromacierze nie s3g jedyng technika pomiarowsa, ktérej rezultaty moga by¢ uzaleznione od sktadu
GC badanego materiatu biologicznego. Podobny problem jak ten opisany dla mikromacierzy zachodzi
takze w eksperymentach opartych o sekwencjonowanie RNA (RNA-Seq)[264, 309] oraz w szczegblnoSci w
eksperymentach RT-qPCR [310] a takze wszedzie tam, gdzie wykorzystywane s3g techniki amplifikacji
materiatu biologicznego lub zjawisko hybrydyzacji, ktére z r6zng wydajnosciag zachodza w zaleznosci od
sktadu GC badanych sekwencji [162, 256]. Sekwencje nukleotydowe o réznym sktadzie w istotny sposéb
réznig sie mechanizmami regulacji poziomu ekspresji genéw co nieraz moze prowadzi¢ do btednych
wnioskéw na temat roli mechanizméw regulacyjnych w odpowiedzi na badane czynniki. Swiadomos¢ tego
zjawiska na etapie projektowania eksperymentu i w szczeg6lnosci analizy danych moze przyczyni¢ sie do
lepszej interpretacji uzyskanych wynikéw.

Niniejsza praca ma w wiekszoSci charakter obliczeniowy prezentujac rézne narzedzia i techniki
analizy danych oraz okre$lajac, na co nalezy zwroéci¢ uwage podczas analizy i interpretacji danych z
wielkoskalowych eksperymentéw mikromacierzowych. Dodatkowo programy stworzone w ramach pracy
moga by¢ wykorzystywane do testowania innych hipotez niz przedstawione a dzieki temu, Ze s3
publicznie dostepne i wyposazone w graficzny interfejs, moga by¢ wykorzystywane przez roézne

Srodowiska badawcze.
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