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Formål

Dette speciale projekt har til formål at udvikle en pipeline, der
gennem komparativ genomanalyse af tre arters genomer kan finde
DNA-sekvenser, der indeholder potentielle miRNA gener. 

Om de fundne DNA-sekvenser, rent faktisk koder for miRNAer, skal
afgøres eksperimentelt, som er uden for dette projekts område.

Den udviklede pipeline vil bestå af egenudviklet programmer og
allerede eksisterende programmer. 



  

Hvorfor er microRNAer interessante?



  

Biology's Big Bang



  

microRNA biogenese



  

Pre-microRNAernes struktur 



  

MicroRNA geners placering



  

Strategien: Komparativ genomanalyse 

Evolution:
● Mutationer
● Selektion



  

microRNAer og komparativ genomanalyse



  

Strategien til identifikation af microRNA gener

Strategien til computerbaseret identifikation af potentielle microRNA gener 
tager udgangspunkt i følgende karakteristika, for allerede kendte miRNAer: 

● microRNAer er konserverede mellem beslægtede arter
● Pre-miRNAer danner stabile stem-loop strukturer
● Andre sekvens og strukturelle microRNA karakteristika



  

microRNAer er konserverede mellem 
beslægtede arter

2 strategier:

● Finde DNA-sekvenser, der er homologe til kendte microRNA gener
● Finde DNA-sekvenser med potentielle microRNA gener, der ikke              
  allerede kendes fra andre arter

Strategien bliver:

● Identifikation af konserverede DNA-sekvenser



  

Identifikation af konserverede DNA-sekvenser

Parvis alignment:

Dynamisk programmerings algoritmer:

● Global:  Needleman-Wunsch algoritme
● Lokal:    Smith-Waterman algoritme

Heuristiske algoritmer:

● FASTA
● BLAST
● PatternHunter
● BLAT
● BLASTZ
● BLATZ



  

Inputdatasættet

Hvilke arter?

● Dyr
● Planter
● Virusser

Hvor mange arter?

● 2 - 3 - ?

Hvilke DNA-sekvenser?

● Hele genomer
● Omkring kendte microRNA gener
● Repeat maskerede
● Exon maskerede



  

Pre-miRNAer danner stabile stem-loop strukturer



  

Valg af RNA foldnings program

RNA foldnings programmer

Mfold 1 sekvens nearest-neighbor MFE
RNAfold 1 sekvens nearest-neighbor MFE

Pfold alignment stokastisk kontekst-fri grammatik
RNAalifold alignment nearest-neighbor MFE + sekvens kovariation

RNA klassificerings program

RNAz alignment z-score + struktur konserverings indeks + SVM

Strategien Bliver:

● Identifikation af ncRNA sekvenser



  

Multiple alignment

Protein sekvenser

● ClustalW

Lange DNA-sekvenser

● MAVID
● Multi-LAGAN



  

Identifikation af potentielle microRNA gener

Triplet-SVM-classifier 1 sekvens klassificer 1/-1

RNAmicro alignment 0,50 <= score <= 1 RNAz

Strategien bliver:

● Identifikation af potentielle microRNA gener



  

Pipelinen

Pipelinen består af følgende tre overordnede dele:

● Forbehandling
● Konserverede DNA-sekvenser
● Identifikation



  

Forbehandling



  

Konserverede DNA-sekvenser



  

Alignmets samles og justeres



  

Identifikation



  

Test – Valg af arter

MiRBase release 9.0

Metazoa
  +-- Vertebrata
        |
        +-- Mammalia
        |     |
        |     +-- Primates
        |     |     |
        |     |     +-- Hominidae
        |     |           +--  Homo sapiens (474) Menneske
        |     |
        |     +-- Rodentia
        |           +--  Mus musculus (373) Mus
        |           +--  Rattus norvegicus (234) Rotte
        |      
        +-- Pisces
              +--  Danio rerio (337) Zebrafisk
              +--  Fugu rubripes (131) Fugu



  

Test – Valg af arter



  

Test – Valg af arter



  

Test - Valg af kromosomer

Der er mindst to ting, der skal tages højde for, når der vælges
kromosomer:

● Antallet af allerede kende miRNA gener på et kromosom
● Beslægtethed mellem miRNA generne på kromosomerne der  
   sammenlignes

En tredje ting der kan tages med i valg af kromosomer:

● Længden af kromosomerne



  

Test af pipelinen

Det er ikke alle miRNA gener på de tre valgte kromosomer, der kan findes 
gennem pipelinen: 
 
● De der ligger udenfor testmaterialets område
● De der er blevet maskeret væk
● De der ikke har homologe gener i alle tre arter i testsekvenserne



  

Test af pipelinen

BLAT -minIdentity=70 -out=axt, 2 pertekt match og seed-længde 11 nt.

MLAGAN -tree “(hsa (mmu rno))”

RNAz vindues størrelse 100 nt. og trin 10 nt.

RNAmicro vindues størrelse 75 nt., 100 nt. og 115 nt.  (ma + ok), score >= 0,99

BLATZ -bestScoreOnly -out=axt, seed-længde 11 nt.



  

Effektiviteten af pipelinen



  

Nye miRNAer og miRBase release 11.0



  

Potentielle miRNA gener eller falske



  

Forbedringer til pipelinen

Der hvor de tre sekvenser, der er blevet fundet ved de to BLAT alignments 
skal samles og placeres i en databasetabel. Sekvensen for den art, der ikke 
er med i den anden alignment, skal nogle gange forkortes. Den måde det 
gøres nu med BLATz bevirker,  at der ikke altid placeres et resultat i 
databasetabellen. I stedet for BLATz, skal der udvikles et global alignment 
program, der anvender dynamisk programmering, og hvor det ikke koster 
noget at placere gaps i enderne af den korteste sekvens. 

Parametrene som BLATZ, RNAz og RNAmicro anvender, er hardkodet ind i 
pipeline programmerne, de burde gives som parametre til pipeline 
programmerne. 

Mere nøjagtig RNAz klassifikation og kun delalignments, der klassificeres 
positiv af både RNAz og RNAmicro accepteres.

De programmer, der anvender en lokal installation af miRBase databasen, 
bør ændres, så det bliver lettere at skifte mellem forskellige lokale 
installationer af miRBase.


