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1 Indledning

microRNAer (miRNAer) er endogene ikke-kodende RNAer, som ca. 21 nuk-
leotider lange, og er blevet opdaget inden for de seneste ar. De spiller en vigtig
rolle i gen reguleringen i planter og dyr. Der er to primaere fremgangsmader
til at at opdage nye miRNAer pa, som er eksperimentel- og computerbaseret
identifikation.

Eftersom nogle miRNAer er udtrykt ved et lavt niveau, og mange kommer
til udtryk pa forskellig tidspunker og i forskellige celletyper, kan det vaere
sveert at finde dem eksperimentelt.

Hvorimod computerbaserede identifikation er uafhsengig af niveau, tids-
punkt og sted for miRNA aktivitet, hvilket gor fremgangsmaden velegnet til
at finde potentielle miRNAer. De er dog kun potentielle miRN Aer, de skal ef-
terfplgende verificeres eksperimentelt, men den eksperimentelle sggning efter
dem bliver mere malrettet, nar man har en ide om, hvor man skal lede.

1.1 Formal

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

Om de fundne DN A-sekvenser rent faktisk koder for miRNAer skal afgg-
res eksperimentelt, som er uden for dette projekts omrade.

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

1.2 Specialets opbygning
Resten af rapporten er opbygget pa folgende made:

2 Biologien: De relevante biologiske begreber bliver beskrevet i dette af-
snit.

3 microRNA: Projektet er rettet mod miRNA gener, de er nermere be-
skrevet i dette afsnit.

4 Strategien: Strategien beskriver fremgangsmaden, der er valgt i dette
projekt, til at finde potentielle miRNA gener. Det forklares i afsnittet, hvorfor
den valgte strategi er foretrukket fremfor andre.

5 Pipelinen: Pipelinen er implementationen af den valgte strategi. Hvor-
dan det er gjort er beskrevet i dette afsnit.
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6 Programmerne: Pipelinen bestar dels af eksisterende- og nyudviklede
programmer, sidstnaevnte er beskrevet i dette afsnit.

7 Test: Pipelinen er blevet testet, for at undersgge, hvor effektiv den er, til
at finde potentielle miRNA gener. Resultatet af testen er beskrevet i dette
afsnit.

Konklusion: Resultatet af projektet sammenfattes i dette afsnit.

Fil formater: Der benyttes flere fil formater, de er beskerevet i dette af-
snit.

1.3 Hjemmeside for specialet

Til specialet er opretten en hjemmeside, hvor de udviklede programmer findes
og kan downloades, samt links til de programmer, der er benyttet i forbindel-
se med specialet, og diverse andre links, med relevans til specialet. Desuden
findes der datasset og resultater fra testen. En pdf udgave af denne rapport
er der ogsa.

Hjemmesiden findes pa adressen http://pertoefting.dk/swk/speciale/
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2 Biologien

For at kunne forstd den resterende del af rapporten beskrives her kort de
relevante biologiske begreber. Afsnittet er hovedsageligt baseret pa, hvis ikke
andet er naevnt Kjeldsen and Ngrby (2006), Jensen and Prentg (2003) og
Ngrby (2003).

De levende organismer deles op i tre hoved grupper eller domeener: Bak-
terier (Bacteria), arkebakterier (Archhaea) og eukaryote (Eucaria) (Woese
et al., 1990).

De to forste domeener tilhgrer prokaryoterne, der er encellede organismer
og deres arvemateriale er ikke adskilt fra resten af cellen, den ligger frit i
cytoplasmaet.

Det sidste domaene eukaryoterne er en- eller flercellede organismer, hvor
den overvejende del af arvematerialet findes i en cellekerne, som er omgi-
vet af en cellemembran, og derfor adskilt fra cytoplasmaet. Mitokondrier og
grgnkorn har deres egen arvemateriale hos eukaryoterne. Mitokondrierne har
et cirkuleert kromosom, som findes i flere kopier i hver mitokondrie.

2.1 Genomet

En organismes samlede arvemateriale betegnes genomet. Genomet er or-
ganiseret som kromosomer. Prokaryote har ofte en cirkelformet kromosom.
Eukaryote har arvematerialet fordelt pa flere linesere kromosomer, og mito-
kondriernes kromosom er cirkuleert, der findes i flere kopier i hver mitokon-
drie.

Arvematerialet bestar af DNA (deoxyribonuklinsyre), dog benytter en-
kelte viruser RNA (ribonuklinsyre) som arvemateriale. Det er DNAet, der
indeholder den information, som er ngdvendigt for at opbygge et hvert pro-
tein eller funktionel RNA, som er ngdvendig for at organismen kan danne og
vedligeholde sine celler, veev og organer.

Alle celler i en organisme indeholder den samlede arvemateriale, derfor
sker der ved hver celledeling en kopiering af arvematerialet, saledes at dgtre-
cellerne hver far den samlede arvemateriale.

Normalt er kromosomerne fordelt over hele kernen, men under celledeling
sker der en kraftig kondensering, hvor kromosomerne er opbygget af to iden-
tiske strenge, kromatider, som er forbundet i et enkelt punkt, centromeren.
Hver kromatid indeholder et langt linezert dobbeltstrenget DNA-molekyle,
der er bundet til proteiner primeert histoner. Det er DNA-molekylet der er
arvematerialet. De to DNA-molekyler er identiske, pa neer eventuelle muta-
tioner, og ender i hver sin celle efter celledelingen. Figur 1 viser et eukaryot
kromosoms opbygning.

Genomet kan deles ind i forskellige elementer, se figur 2. Hos mennesket
bestar kun ca. 1,5% af genomet af protein-kodende exons. 27% bestar af
introns og untranslaterede regioner (UTR) fra protein-kodende gener. 46%
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Chromosome

Chromatid | Chromatid

Telomere

Centromere

Figur 1: Opbygningen af et kromosoms hos en eukaryot organisme. De to
kromatider gar til hver sin celle i forbindelse med celledelingen. Fra Talking
Glossary — chromosome, http://www.genome.gov/glossary.cfm.

bestar af repeterende sekvenser, og de sidste 25% er relativt ukendt, men be-
star bl.a. af regulerende elementer og ikke-protein kodende gener (Szymanski
et al., 2005). Det har vist sig, at jo mere komplekst et organisme er, jo minde
del af genomet er protein-kodende gener.

De repeterende sekvenser kan indeles i to overordnede grupper: 1) in-
terspersed repeats, hvis individuelle repeterende enheder er fordelt over hele
genomet pa en tilsyneladende tilfeeldig méade, 2) tandem-repeterende DNA
hvis repeterende enheder ligger ved siden af hinanden.

2.2 DNA

Et DNA (deoxyribonuklinsyre) molekyle er et polynukleotid, bestaende af
en kortere eller leengere uforgrenet keede af nukleotider. Et nukleotid bestar
af fosfat, en pentose og en af fire forskellige nitrogenholdige baser. To af de
fire baser er pyrimidiner, cytosin (C) og thymin (T), og to er puriner, adenin
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UTRs, regulatory
introns elements,
27% RNA genes
25%

Figur 2: Genomet kan deles ind i forskellige elementer. Her vist for menne-
sket. Fra Szymanski et al. (2005).

(A), guanin (G). Pentosen er 2’-deoxyribose.

Nukleotidernes rygrad bestar af skiftevis pentose- og fosfatmolekyler, der
er bundet sammen med diesterbindinger mellem fosfat og henholdsvis kul-
stof nr. 3 og nr. 5 pa pentosen. Baserne er bundet til rygraden med en
N-glycosidbinding til pentosens kulstof nr. 1, se figur 3.

Et polynukleotidet er orienteret, fosfatet i den fgrste nukleotid i et po-
lynukleotid indgar ikke i fosfatesterbinding, mens dens pentose-3’-OH-gruppe
esterbinder med det felgende nukleotids 5’-fosfatgruppe. En nukleinsyre star-
ter derfor med en fri fosfatgruppe (5-enden) og slutter med en fri 3’-OH
gruppe (3’-enden). Synteseretningen for en nukleinsyre gar altid fra 5’ til 3’
(5" — 3.

Normalt er DNA dobbeltstrenget, opbygget af to strenge, der er spirals-
noet om hinanden og danner en hgjredrejet dobbelthelix. De to strenge er
forbundet via hydrogenbinder mellem baserne, der er beliggende over for hin-
anden, og danner pa den made molekylets basepar. De to strenge er modsat
orienterede, for at baserne kan fa den rette orientering i forhold til hinan-
den til at danne indbyrdes hydrogenbindinger, strengene er antiparallelle i
forhold til hinanden (5" — 37/3” <+ 5).

I dobbeltstrenget DNA dannes hydrogenbindingerne altid efter et be-
stemt mgnster pga. basernes kemiske struktur, adenin danner altid par med
thymin og guanin altid med cytosin. Der dannes to hydrogenbindinger mel-
lem adenin og thymin, mens der dannes tre hydrogenbindinger mellem guanin
og cytosin, se figur 4. Dette betyder at base sekvenserne i de to DNA-strenge
er omvendt komplementzere, sekvensen af den ene streng kan altid fastlegges
ud fra den anden streng.
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Figur 3: DNA-molekylets struktur. Til venstre er vist en DNA-dobbelthelix,
hvor de to DNA-molekyler er snoet om hinanden og danner en hgjredrejet
spiral, der holdes sammen af hydrogenbinder mellem baserne. Til hgjre er vist
DNA-molekylernes rygrad bestaende af skiftevis 2’deoxyribose- og fosfatmo-
lekyler, og baserne som er bundet til deoxyribosen. Pilene viser orienteringen
af de to antiparallelle DNA-strenge. Fra Kjeldsen and Ngrby (2006).

DNA-dobbelthelixen en ensartet struktur, hvor det eneste der varierer,
er reekkefglgen af baserne. Det er raekkefglgen af A, C, G og T, der koder for
den arvelige information i generne. DNA indgar i to processer replikation og
genekspression.

2.3 RNA

RNA-molekyler er meget lig DNA-molekyler. Dog er pentosen ribose i stedet
for deoxyribose og pyrimidinen uracil (U) indgar i stedet for thymin, se
figur 5. Uracil danner hydrogenbindinger med adenin pa samme made som
thymin.

RNA-molekyler er enkeltstrenget, og danner ikke dobbelthelix som DNA-
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Figur 4: DNA-molekylets basepar, der dannes to hydrogenbindinger mellem
thymin (T) og adenin (A) og tre hydrogenbindinger mellem cytosin (C) og
guanin (G). Fra (Kjeldsen and Ngrby, 2006).

A HOCH, 0 OH HOCH, 0 OH
H H H Hl
IL\\_|"H l_‘l\|_|/H
OH OH OH H
Ribose Deoxyribose
o I
H.C
C 3 C
HtH:/ \.I,‘\IH \CH:/ \||\|H
HC\ITJ/C**“D HC\W/C\\bD
H H
Uracil Thymin

Figur 5: Strukturelle forskelle mellem RNA og DNA. A. RNA indeholder
ribose i stedet for deoxyribose. B. RNA inderholder basen uracil (U) i stedet
for thymin (T). Fra Kjeldsen and Ngrby (2006).

molekyler, til gengeeld kan dele af et RNA-molekyle bindes med hydrogen-
bindinger til andre dele af sig selv, hvor der er komplementaritet, og derved
danne dobbeltstrenget strukturer. Disse er adskilt af regioner uden komple-
menteere baseparring, hvilket medfgrer dannelse af komplicerede tre dimen-
sionelle foldestrukturer. Derfor er RN A-molekylers tre dimensionelle struktur
meget mere varieret end for DNA.

DNA har essentielt kun en funktion at kode for den genetiske information,
mens RNA findes i flere typer, der udfgrer forskellige funktioner.
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2.4 Protein

Et protein er et polypeptid og er opbygget af mindre molekyler, aminosyrer.
Et aminosyre bestar af en central kulstofatom, hvortil der er bundet et hy-
drogen atom, en carboxylsyregruppe (-COOH), en aminogruppe (-NH2) og
en side kaede. Det er sidekseden der adskiller de forskellige aminosyrer. De
enkelte aminosyre molekyler bindes sammen af peptid bindinger (-CO-NH-)
ved at carboxylsyregruppen i en aminosyre bindes til aminogruppen i den
naeste aminosyre, og derved danner proteinets rygrad. Proteiner ogsé orien-
terede, i den ene ende er der en fri aminogruppe (N-terminalen) og i den
anden ende en fri carboxylsyregruppe (C-terminalen). Tyve forskellige slags
aminosyrer indgar i protein.

Proteiner foldes sammen i meget specifikke tre dimensionelle struktu-
rer, se figur 6. Det er aminosyrenes rakkefglge, der bestemmer proteinets
struktur, som derfor ogsa bestemmer dets funktion.

Primary protein structure
is sequence of a chain of amino acids

Pleated sheet Alpha helix

Secondary protein structure
‘ occurs when the sequence of amino acids

are linked by hydrogen bonds

Pleated sheet
Tertiary protein structure
occurs when certain attractions are present
between alpha helices and pleated sheets.
Alpha helix

Quaternary protein structure
is a protein consisting of more than one
amino acid chain.

Figur 6: Protein struktur. Fra Talking Glossary — protein, http://www.
genome.gov/glossary.cfm.
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2.5 DNA replikationen

DNA replikationen er den proces hvorved et DNA-molekyle kopieres, pa
sadan en made at kopien er magen til originalen. Replikationen sker for
hver celledeling, saledes at hver af dattercellerne har en komplet kopi af
arvematerialet. Processen starter ved at DNA-molekylets to strenge gar fra
hinanden, saledes at de begge kan fungere som skabelon for dannelsen af en
ny komplementeer streng, som den bindes sammen med. Dette bevirker at
hver af de nye DNA-molekyler bestar af en oprindelig og en ny streng, se
figur 7. Syntesen af de nye DNA-strenge foregar altid i retningen 5’ — 3’.

New strand P~y

Figur 7: Ved DNA replikationen dannes to identiske dattermolekyler pga.
baseparrings reglerne. Fra Talking Glossary — DNA replication, http://wuw.
genome.gov/glossary.cfm.

2.6 Gen

Et arveanlaeg eller gen er et sammenhaengende stykke DNA der indeholder
informationen til at bygge et protein eller funktionel RNA molekyle.
Genstrukturen hos prokaryoter er relativt simpel, den bestar af en pro-
motor region, der bestemmer hvornar et gen udtrykkes og en kodende region
der indeholder DNA sekvensen for genet. Eukaryoters genstruktur er mere
kompliceret, de har ogsa promoter regioner men de er ofte stgrre og kan ligge
langt fra den del af genet der transkriberes. Desuden har mange gener enhan-
ceres og suppressors, som er DNA sekvenser, der er med til at regulere gen
ekspressionen, og de kan ligge flere kilobaser veek fra den transkriberede del
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af genet. Generne hos eukaryoter er ofte delt op i kodende sekvenser, kaldet
exons, son er adskilt af ikke-kodende sekvenser, kaldet introns, se figur 8 .

2.7 Gen ekspression

Nar et proteinkodende gen udtrykkes, sker det ved to processer der fglger
efter hinanden, henholdsvis transkription og translation. Hvis det er et gen,
der koder for en funktionel RNA molekyle, er det kun transkriptionen, der
foregar.

Transkriptionen

Transkriptionen er den proses, hvorved et gens ene DNA-streng anvendes
som skabelon for syntetiseringen af et enkeltstrenget RNA-molekyle, med
en basesekvens, der er omvendt komplementaer til den pagseldende DNA-
strengen. RNA-molekylets basesekvens bliver derved identisk med genets
anden DNA-streng pa neer at T er udskiftet med U i RNAet. Denne DNA-
streng kaldes den kodende streng eller sense strengen. DNA-strengen der
fungerer som skabelon for syntetiseringen af RNA-molekylet, kaldes ikke-
kodende streng eller antisense strengen.

Transkriptionen af et gen foregar altid i retningen 5 — 3’ saledes at
RNA forleengelsen foregar i den ende, som har en fri 3>-OH gruppe. Nogle
gener i et kromosom kodes fra den ene streng mens andre kodes fra den
anden streng.

RNA-molekyler kan deles ind i to adskilte klasser, messenger RNA (m-
RNA) som translateres til proteiner, og funktionelle RNA som fungerer pa
RNA niveau.

RNA-molekylerne hos eukaryote organismer bliver ofte udsat for post-
transkriptionelle modifikationer. Det primsere RNA-transkript fra protein-
kodende gener far i 5’-enden pasat en sakaldt 5’cap, i 3’enden pasaettes
en poly(A)-hale. Introns, de ikke kodende dele, bliver spejet ud af RNA-
molekylet, hvorved exons samles til en protein kodende sekvens, selve messen-
gerRNA-molekylet. Mange RNA-molekyler fra proteinkodende gener under-
gar sakaldt alternativ splejsning, hvorved der dannes mRNA-molekyler med
forskellig kombinationer af exons. Fra et givet gen kan der, derfor dannes
forskellige proteiner.

Translation

Translationen er betegnelsen for syntetiseringen af proteiner udfra mRNAer.
Hos eukaryote skal mRNAerne fgrst transporteres ud af cellekernen til cyto-
plasmaet. Hvor protein syntetiserende partikler kaldet ribosomer oversaetter
mRNAets information til protein. Oversaettelsen foregar vha. den genetiske
kode, hvis enheder bensevnes kodoner, der hver bestar af tre pa hinanden
fglgende baser. Hver kodon svarer til en aminosyre. Se tabel 1.
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1. base ‘ 2. base ‘ 3. base
(5-ende) | U C A G | (3-ende)
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser stop stop/Sec A
Leu Ser stop Tpr G
Leu Pro His Arg U
C Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
Ile Thr Asn Ser U
A Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
start/Met  Thr Lys Arg G
Val Aln Asp Gly U
G Val Aln Asp Gly C
Val Aln Glu Gly A
Val Aln Glu Gly G

Tabel 1: Den genetiske kodetabel. Den genetiske kodes enheder betegnes
kodoner. En kodon bestar af tre pa hinanden fglgende baser, en triplet, i det
pagaeldende mRNA. Den viste genetiske kode er standart koden.

Fordi der er tre baser i hver kodon, og der er fire forskellige baser, er
det muligt at danne 64 forskellige kodoner, men der er kun tyve forskellige
aminosyrer, derfor koder flere forskellige kodoner for den samme aminosyre.
Man siger derfor ogsa, at den genetiske kode er degenereret.

Det er ikke hele mRNAet der bliver translateret. Translationen begyn-
der med kodonet AUG. Tre kodoner koder ikke for nogen aminosyre det er
UAA, UAG og UGA, de fungere som stopkodoner. Nar et ribosom mgder et
stopkodon stoppes translationen og proteinet frigives.

Hos langt de fleste arter anvendes den samme genetiske kode, men der
findes arter med variationer i den genetiske koden. Mitokondrier har ogsé en
lidt anderledes genetisk kode.

Forskellen mellem proteinsyntesen hos henholdsvis prokaryote og eukary-
ote er vist i figur 8.

2.8 Funktionelle RN Aer

Funktioneller RN Aer betegnes ofte som ikke-kodende RN Aer eller non-coding
RNAer (ncRNAer), fordi de ikke translateres til proteiner.
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Figur 8: Protein syntese hos henholdsvis eukaryoter (A) og prokaryo-
ter (B). Fra http://www.accessexcellence.org/RC/VL/GG/ecb/gene_to_
protein.php.

I mange ar var opfattelsen, at der kun var fa funktionelle RNAer, og
de blev betragtet som hjzlpe komponenter i protein syntesen, det drejer
sig bl.a. om tranfer RNA (tRNA) og ribosomal RNA (rRNA) involveret i
translationen, small nuclear RNA (snRNA) involveret i pre-mRNA splicing
og small nuleolar RNA (snoRNA) involveret i modifikation af rRNA. (Szy-
manski et al., 2005; Mattick and Makunin, 2006).

Inden for de seneste ar er det blevet klart, at der er et stigende antal af
andre funktionelle RN Aer, som regulerer gen ekspressionen pa forskellig ma-
de i komplekse organismer, bl.a. microRNA (miRNA), small nuleolar RNA
(snoRNA) og Piwi-interacting RNA (piRNA) (Mattick, 2007).

Dette har vist, at flowet af gen information er mere kompleks end hidtil
antaget, se figur 9. En af disse er microRNAer, som er emnet for dette spe-
ciale.

2.9 Evolution

Evolutionen er den proces der former en arts udvikling og tilpasning til om-
givelserne over tid. Evolutionen kan forklares ud fra tre mekanismer: naturlig
selektion, mutationer og genetisk drift (Korf et al., 2003).

Den naturlige selektion bestar af tre antagelser:
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Figur 9: Gen informations flowet hos hgjere eukaryoter. Det primeere
transkript kan blive (alternativt) splejset og yderligere behandlet til at danne
en raekke protein isoformer eller funktionelle RN Aer af forskellig type, som er
involveret i en kompleks netveerk af strukturelle, funktionelle og regulerende
interaktioner. Fra Mattick (2007).

e Individerne inden for en art varierer
e Variationen skal veere arvelig

e Variationen betyder, at nogle individer klarer sig bedre og far mere
afkom end andre

Hvis de egenskaber, hos de individer der klare sig bedre og far mere afkom
er arvelig, vil arveanlaeggene for disse egenskaber med tiden blive mere do-
minerende hos arten, fordi afkommet, som har arvet egenskaberne, ogsa far
mere afkom.

Variationen mellem individerne skabes gennem mutationer. En mutation
er en sendring i arvematerialet. De fleste mutationer sker i forbindelse med
DNA-replikationen. Mutationer kan opsté i savel legems celler (somatiske
mutationer) som kegnsceller (gametiske mutationer), men kun mutationer i
kgnsceller kan nedarves til de efterfglgende generationer, og kan pa den made
resultere i nye karaktertraek.
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Mutationer er grundlaget for al variation i arvematerialet og dermed en
forudseetning for, at evolutionen kan finde sted.

Der findes flere forskellige typer af mutationer, se ogsa figur 10:
Substitution: Andring at en base til et af de andre tre baser.
Insertion: Indsattelse af en eller flere baser i et DNA-molekyle.

Deletion: Tab af et eller flere baser i DNA-molekylet, eller hvor en stgrre
eller mindre del af kromosomet gar tabt.

Translokation: Flytning af et kromosom segment til et andet sted enten pa
samme kromosom eller pa et andet kromosom.

Dublikation: Et kromosom segment kopieres og indseettes i det samme kro-
mosom.

Inversion: Et kromosom segment roteres 180, saledes at DN A-sekvens raek-
kefglgen i det pageeldende segment bliver den omvende af det normale.

Mutationerne er tilfeeldige og skaber den tilfeeldige variation, som tilpasses
til omgivelserne gennem den naturlige selektion.
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Figur 10: Forskellige typer af mutationer. Fra Talking Glossary — mutation,
http://www.genome.gov/glossary.cfm.
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3 microRNA

microRNAer (miRNAer) er smé ikke-kodende RNAer med en lengde pa
ca. 22 nukleotider, som post-transkriptionel regulere gen ekspressionen ved
baseparring med target mRN Aer, hvilket medfgrer klgvning af mRNAet eller
repression af translationen.

Nu kendes mere end 6000 miRNAer (miRBase release 11.0), og de er
fundet i bade planter, dyr og viruser. I menneskets genom er indtil videre
fundet 678, og kan muligvis indeholde op til 800-1000 miRNAer (Berezikov
et al., 2006).

3.1 Opdagelsen af miRNAer

Den fgrste miRNA lin-4 blev identificeret i 1993, i en undersggelse af muta-
tioner der forstyrer timingen af den post-embryonale udvikling i nematoden
Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993). Det opdagedes, at lin-4 ikke kode-
de for et protein men for et par RNAer, en kort ca. 22 nt. langt og en lang
ca. 61 nt. langt. Den lange kunne foldes til et stem-loop struktur, og man
mente, at den var en forstadie til den korte.

Desuden opdagedes det, at lin-4 var antisense komplementezer til flere
steder pa lin-14 genets 3’'UTR. Disse komplementeere steder fandtes i en
region af 3’'UTR som tidligere var formodet til at mediere lin-4s repression
af lin-14 (Wightman et al., 1993).

Det blev demonstreret, at disse komplementaere steder var vigtige for
lin-4s regulering af lin-14, og viste samtidig at denne regulering reducerede
maengden af LIN-14 proteinet betydelig uden samtidig at reducere maengden
af lin-14 mRNA. Disse opdagelser stgttede en model hvor lin-4 RNA parres
til lin-14s 3’UTR for specifikt at heemme translationen af lin-14s mRNA,
som en del af den regulering der starter transitionen fra fgrste larvestadie til
anden larvestadie hos nematoder (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993),
se figur 11

Der var ingen beviser for at lin-4 lignende RNAer fandtes hos andre arter
end nematoder, og heller ingen tegn pa at der fandtes tilsvarende ncRNAer
hos nematoderne (Bartel, 2004). Derfor blev lin-4 betragtet som lidt af et
kuriosum.

Forst i 2000 fandt man et gen let-7 der ogsa kodede for en ca. 22 nt.
langt RNA, og som fungerede pa samme made som lin-4. let-7 regulere tran-
sitionen fra sen larvestadie til voksenstadie i C. elegans ved at nedregulere
ekspressionen af lin-41 (Reinhart et al., 2000).

Man opdagede desuden at let-7 var konserveret blandt flere forskellige
metazoer (de flercellede dyr) (Pasquinelli et al., 2000).

Pa grund af deres feelles rolle i at kontrollere timingen for larveudviklingen
hos nematoder, blev lin-4 og let-7 kaldt small temporal RNAs (stRNAs). Man
forventede at yderligere regulerende RNAer af denne type ville blive fundet
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Figur 11: Lin-4. a) Pre-miRNA struktur og modne miRNA sekvens for lin-4.
b) Sekvens komplementaritet mellem lin-4 (rgd) og 3’'UTR af lin-14 mRNA
(bla). Fra He and Hannon (2004).

(Pasquinelli et al., 2000).

Aret efter kom gennembruddet, tre forskellige laboratorier havde ialt fun-
det over et hundrede gener, der kodede for sm& ncRNAer fra bananfluer,
nematoder og mennesket (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee
and Ambros, 2001).

Disse sma ncRNA lignede lin-4 og let-7 stRNAer, idet de var ca. 22
nt. endogene RNAer og de var generelt konserverede, nogle ret bredt andre
begraenset til neert beslaegtede arter.

Men modsat lin-4 og let-7, var mange af de netop identificerede RNAer
var ekpressionen ikke begrasenset til bestemte udviklingsstadier, men mere
begrzenset til bestemte celletyper. Derfor blev disse nye sma ncRNAer og
stRNAerne kaldt microRNAer eller miRNAer (Lagos-Quintana et al., 2001;
Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001).

3.2 miRNA genstruktur

miRNA gener kan klassificeres ud fra deres placering i genomet. Se figur 12

De fleste miRNA gener transkriberes fra regioner der ligger langt fra
protein-kodende gener. Nogle af disse miRNA gener ligger ogsa langt fra an-
dre miRNA gener, og det formodes at de udggr deres egen transkriptions
enhed, andre er samlet i grupper (cluster) og har samme ekspressions mgn-
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Figur 12: Pri-miRNA strukturer. Strukturen af menneske pri-miRNAer. Pri-
miRNAer kan klassificeres pa grundlag af deres placering pa genomet i for-
hold til andre gener. A) To eksempler pa selvsteendige transkriptions en-
heder, for en enkelt miRNA og en polycistronisk cluster. B) miRNAer der
transkriberes sammen med andre gener. Intron i ikke-kodende RNA, intron
i preemRNA, exon i ikke-kodende RNA eller exon fra en protein-kodende
mRNA. Fra Du and Zamore (2005).

A..AAA,

ster, dette indikerer at de transkriberes som en polycistronisk transkript
(Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001; Rein-
hart et al., 2002). I stedet for at ligge i en selvsteendig transkribtions enhed
er omkring halvdelen af de kendte miRNA gerer hos pattedyr placeret inde
i protein-kodende geners introns eller inde i ikke kodende RNA geners exons
eller introns (Rodriguez et al., 2004). miRNAer i introns har gerne samme
orientering og ekspression som den pre-mRNA som de er placeret i, hvilket
betyder at de deler en enkelt feelles transkript (Rodriguez et al., 2004). Me-
get fa miRNA gener er placeret i protein-kodende mRNAers utranslaterede
regioner. Det formodes at disse transkripter enten danner enten miRNAen
eller proteinet men ikke begge fra en enkelt mRNA (Cullen, 2004).
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3.3 miRNA biogenese og funktion

Der er forskelle i miRNA biogenesen hos dyr og planter, da projektet er rettet
mod dyr, beskrives kun biogenesen for dyr her.

De fleste miRNA gener transkriberes af RNA polymerase II som lange
primeere miRNAer (pri-miRNAer) med en 5-methyl7G cap struktur og en
poly(A) hale (Lee et al., 2004; Cai et al., 2004). Enkelte bliver dog transkri-
beret af RNA polymerase III (Borchert et al., 2006).

Dannelsen af den modne miRNA bestér af to forarbejdningstrin. Den for-
ste foregar i kernen, hvor pri-miRNAen bliver forarbejdet til 70 nt. uperfekte
stem-loop precusor miRNA (pre-miRNA). Og den anden i cytoplasmaet hvor
pre-miRNAen klgves til at danne 21-25 nt. lange modne miRNA. Se figur 13.
De to forarbejdningstrin katalyseres hver af en ribonuclease III (RNase III)
endonuklease, henholdsvis Drosha og Dicer. De er begge dsRNA-specifikke
endonukleaser (Lee et al., 2003; Hutvagner et al., 2001).

Forste forarbejdningstrin foregar i cellens nukleous, hvor Drosha og en
dobbelt strenget RN A-bindings protein, kendt som DGCRS8 i pattedyr, klgver
pri-miRNAen neer basen af den dobbelt strengede struktur, og frigiver den ca.
70 nt. lange precursor miRNA (pre-miRNA). Det resulterende pre-miRNA
har en 5 fosfat ende og et 2 nt. overhseng i 3’-enden (Lee et al., 2003).
Klgvningen definerer den ene ende af den modne miRNA.

pre-miRNAen bliver efterfglgende eksporteret til cytoplasmaet af Exportin-
5/RanGTP, som specifikt genkender den karakteristiske ende struktur hos
pre-miRNAer (Yi et al., 2003).

I cytoplasmaet foregar det andet forarbejdningstrin, Dicer foretager sam-
men med et dsSRNA protein trans-activator RNA (tar)-bindings protein (TR-
BP) i mennesker, klgvningen af pre-miRNAen, hvorved der frigives et 21 nt.
RNA duplex med 5’ fosfat ende og et 2 nt. overheeng i 3’-enden. Klgvningen
definerer den anden ende af den modne miRNA. Den resulterende duplex
betegnes normalt miRNA /miRNA* duplexet.

Fra miRNA/miRNA* duplexet bindes den ene streng (miRNA stren-
gen) til et agonaut protein (Liu et al., 2008). Dette kompleks betegnes miR-
NP (miRNA-contaning ribonucleoprotein complex), mirgonaute eller miRI-
SC (miRNA-containing RNA-induced silencing complex) (Kim, 2005). Den
streng i duplexet, der har 5’-enden i den minst termodynamiske stabile ende
af duplexet, er den streng, som bliver den modne miRNA (Khvorova et al.,
2003).

Det er miRNP komplekset, der foretager repressionen af target gen e-
xpressionen. miRNP komplekset sammen med target mRNAet akkumuleres
i processing bodies (P-bodies) (Liu et al., 2005)

miRNAer regulerer deres target gener via to hoved mekanismer: Target
mRNA klgvning og repression af translationen.

Target mRNA klgvning er den miRNA mekanisme, som oftest findes hos
planter. De fleste miRNAer hos planter har en perfekt eller neesten perfekt
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Figur 13: miRNA biogenesis. Fra Wienholds and Plasterk (2005).

komplementaritet til deres mRNA tagets (Rhoades et al., 2002). Bindings
stedet kan veere lokaliseret over hele den transkriberede region af target ge-
net (He and Hannon, 2004). Nar miRNAen bindes til mRNA klgves mRNA-
en, mellem miRNAens nukleotid 10 og 11. Den klgvede mRNA nedbrydes
efterfolgende. (Liu et al., 2008).

Hos dyr er der meget fa eksempler, hvor miRNAer regulerer deres mR-
NA targets ved klgvning, derimod foretages repression af translationen hos
target mRNAerne. Normalt baseparres miRNAerne til target mRNAernes
3’'UTR-region (Liu et al., 2008). Modsat planter er komplementariteten mel-
lem miRNA fra dyr og deres targets normalt begreenset til 5’-regionen af
miRNAen, dvs. nukleotid 2-8 eller 2-7 (Lewis et al., 2005). Denne 5’-region
er blevet betegnet “seed region” for at vise dens vigtighed for target mRNA
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bindingen. Baseparring mellem miRNAens 3’-region og target mRNA er ikke
altid ngdvendig for repressionen, men staerk baseparring i denne region kan
delvist kompensere for svagere seed parring eller gge repressionen (Brennecke
et al., 2005). Flere af den samme eller forskellige miRNAer kan bindes til den
samme target mRNA 3’'UTR-region, og dermed forsteerke repressionen (Do-
ench and Sharp, 2004).

3.4 miRNA identifikation

Der er to primeere fremgangsméder til at at opdage nye miRNAer pa, som
er eksperimentel- og computerbaseret identifikation.

Eftersom nogle miRNAer er udtrykt ved et lavt niveau, og mange kommer
til udtryk pa forskellig tidspunker og i forskellige celletyper, kan det vaere
sveert at finde dem eksperimentelt (Bentwich, 2005).

Hvorimod computerbaserede identifikation er uafhsengig af niveau, tids-
punkt og sted for miRNA aktivitet, hvilket gor fremgangsmaden velegnet til
at finde potentielle miRNAer. De er dog kun potentielle miRN Aer, de skal ef-
terfplgende verificeres eksperimentelt, men den eksperimentelle sggning efter
dem bliver mere malrettet, nar man har en ide om, hvor man skal lede.

miRNAer er ofte evolutiongert konserverede mellem forskellige arter man-
ge er konserveret fra rundorm til menneske Lagos-Quintana et al. (2001);
Weber (2005). Dette kan udnyttes til en simpel computerbaserede identifika-
tions made, til at finde nye miRNAer, ved at sgge efter homologe til allerede
kendte pre-miRNAer (Lindow and Gorodkin, 2007). Det er bla. gjort af
Dezulian et al. (2005); Weber (2005); Zhang et al. (2005). Begreensningen i
metoden er, at der kun findes nye miRNAer, der er homologe med allerede
kendte miRNAer.

Pre-miRNAer har en karakteristisk termodynamisk stabil stem-loop struk
tur med uafbrudte baseparringer og nogle fa internal- og bulge loops, se figur
14. T dyr er pre-miRNAerne ca. 60-80 nt. lange , hvorimod i planter kan de-
res leengde variere fra 60 til mere end 400 nt, og virale pre-miRNAer har en
leengde pa 60-119 nt. (Ghosh et al., 2007). Bonnet et al. (2004) har vist at
pre-miRNAer har, i modsaetning til tRNA og rRNA, en laverer foldnings fri
enerigi end en tilfeeldig sekvens med samme nukleotid sammensatning. RNA
strukturer er yderlige gennemgéet i afsnittet “Pre-miRNAer danner stabile
stem-loop strukturer”.

Sggning efter sddanne stem-loops er ikke nok, til at finde miRNA gener,
fordi Bentwich et al. (2005) fandt ca. 11 millioner hairpins i det menneskelige
genom, nar de ikke behgvede at veere konserveret i andre arter. Det er, derfor
ngdvendigt at inddrage yderligere karakteristika fra kendte miRNAer, for at
kunne anvende computerbaseret metoder til identifikation af miRNaer.

Til at afggre om en stem-loop er en mulig pre-miRNA, er der blevet
brugt to forskellige fremgangsmader, baseret pa undersggelser af strukturer
af kendte pre-miRNAer (Lindow and Gorodkin, 2007). Det er regel-baseret
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Figur 14: Pre-miRNA stem-loop strukturer. A) lin-4 og let-7 de to ferste
miRNAer. B) Pre-miRNAer fra dyr. C) Pre-miRNAer fra planter. Fra Bartel
(2004).

klassifikationer udtaenkt af mennesker og maskinleerings metoder.

Regel-baserede klassifikationer ser typisk pa om en hairpin struktur har
de samme karakteristika som kendte pre-miRNAer. Det kunne veere laeengden
af stem regionen, et begrsenset antal uparrede nukleotider i regionen, hvor
den modne miRNA sidder. Nogle regler inkluderer nukleotid kompositionen
uden at betragte strukturen. Det kunne veere GC indhold, som skal veere
indefor bestemte greenseveerdier.

MiRScan (Lim et al., 2003b,a) er et eksempel pa regel-baseret klassifika-
tion. MiRScan scorer en alignment af to sekvenser fra to forskellige genomer.
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Dette gores pa basis af syv egenskaber: 1) Antal base parringer til den for-
modede modne miRNA | 2) Antal base parringer eksklusiv parringerne til den
modne miRNA, 3) Konserveringen i 5-enden af alignmentet, 4) Tilsvaren-
de konservering i 3’-enden, 5) Bulge symmetri, 6) Afstanden fra den modne
miRNA til hairpin loopen, og 7) De specifikke nukleotider pa de forste fem
positioner af formodede modne miRNA. For hver egenskab beregnes en log-
odds score, for et seet af kendte miRNAer og 36.000 “baggrunds hairpins”.

Maskinleerings metoderne adskiller sig fra de regel-baserede ved, at reg-
lerne ikke skabes manuelt, men er laert eller treenet fra eksempler ved hjeelp
af en automatisk procedure. Maskinen laerer at approksimere en funktion,
der kortlaegger input data til gnsket output. Input er et st af egenskaber,
der beskriver miRNAen, og output vil veere 1 eller 0, hvor 1 indikerer, at
det er en miRNA. Maskinen traenes med input eksempler, hvor det gnske-
de output er kendt. Ideen er sa, at maskinen er i stand til at generalisere
fra disse eksempler, og efterfglgende kan klassificere kandidater korrekt, hvor
outputtet er ukendt. Valg af egenskaber, der skal med i maskinen foregar ikke
automatisk, og valget af egenskaber kan have stor indflydelse pa maskines
ydeevne.

Denne type af maskinleering betegnes “supervised learning”. Normalt krae-
ver den bade positive og negative eksempler til treeningen. For miRNAer er
det nemt at finde positive eksempler, nemlig de kendte miRNAer. Derimod
kan det veere vanskeligt at finde negative eksempler, for det kan veere sveert
at afggre om en kandidat ikke er en pre-miRNA.

RNAmicro (Hertel and Stadler, 2006a) anvender en maskinlaerings meto-
de — support vektor maskine. Den er anvendt i pipelinen i dette projekt, og
er beskevet naermere i afsnittet “Identifikation af potentielle miRNA gener”.
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4 Strategien

Den overordnede strategien til identifikation af potentielle miRNA gener er
i dette projekt, valgt til at veere komparativ genomanalyse.

4.1 Komparativ genomanalyse

Komparativ genomanalyse baserer sig pa moderne evolutionsteori. Antagel-
sen der ligger til grund for sammenligning af genom sekvenser er, at de geno-
mer der undersgges har en feelles stamfar, og derfor kan hver basepar i hver
af de to organismer forklares ved en kombination af den feelles stamfaderens
genom og evolutionen.

Evolutionen kan beskrives kort som en kombination af to processer: Muta-
tionskreefter der skaber tilfeeldige mutationer i genom sekvensen og selek-
tionstrykket, der eliminerer skadelige mutationer (negativ selektion), har in-
gen effekt pa mutationer (neutral selektion) eller gger hyppigheden af mute-
rede aleller i populationen, som en resultat af pget fitness (positiv selektion)
(Ureta-Vidal et al., 2003).

Dette betyder at de sekvenser, der udsaettes for negativ selektion i hgjere
grad forbliver konserverede mellem to arter der sammenlignes. Se figur 15.
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Figur 15: Evolution af funktionelle regioner over tid. Lige efter en artsdan-
nelse, er de to genomer 100% identiske. Med tiden vil de regioner under
lidt eller ingen selektionstryk, som f.eks. introns blive meaettede med muta-
tioner, hvorimod regioner under negativ selektion, som de fleste exons, vil
i hgjere grad veere lig hinanden. Mange sekvenser involveret i regulering af
gen ekspression bibeholder ogsa en hgjere grad af lighed end sekvenser uden
funktion. Fra Miller et al. (2004).

De genomsekevnser, der udsattes for negativ selektion, formodes at have
en biologisk funktion i organismen. Det er enten protein kodende gener, gener
for funktionelle RNAer eller sekvenser med en regulerende funktion.

Det er estimeret at mindst 5% af det menneskelige genom er under nega-
tiv selektion og derfor formodentligt funktionel (Chiaromonte et al., 2003).



4 STRATEGIEN 25

miRNA-gener er konserveret mellem besleegtede arter (Bartel, 2004),
derfor er komparativ genomanalyse en velegnet metode til at finde DNA-
sekvenser, som potentielt indeholder miRNA gener.

Berezikov et al. (2005) har beregnet en samlet konserveringsprofil for
miRNA gen regioner. 64 miRNA gener er blevet anvendt, hvor 38 har den
modne miRNA pa den venstre arm af pre-miRNAen, og 26 har den pa den
hgjre arm. Konserverings profiler for de individuelle miRNAer er transforme-
ret til relative koordinater med 0 svarende til den forste nukleotid i den mod-
ne miRNA, hvis det er en venstre-arms miRNA, og den nukleotid, der parres
med den sidste base i den modne miRNA hvis det er en hgjre-arms miRNA.
Den gennemsnitlige konserveringsniveau med 95% konfidens intervaller blev
beregnet for hver position, se figur 16. Det ses tydeligt at pre-miRNA re-
gionen er hgjt konserveret, med en lille fald i loop regionen. Desuden ses en
markant fald i konservationen umiddelbart uden for pre-miRNA regionen.
Dette viser at komparativ genomanalyse er velegnet til at lede efter miRNA
gener.
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Figur 16: Kamel formet konserverings profil for miRNA gener. Den gennem-
snitlige konserveringsniveau (linien i midten) med 95% konfidens intervaller
(pverste og nederste linie) blev beregnet for 64 miRNAer. Pre-miRNAs kor-
responderende regioner er vist med pile. Fra Berezikov and Plasterk (2005).

4.2 Strategien til identifikation af miRNA gener

Strategien til computerbaseret identifikation af potentielle miRNA gener ta-
ger udgangspunkt i fglgende karakteristika for allerede kendte miRN Aer:

e miRNAer er konserverede mellem beslaegtede arter
e Pre-miRNAer danner stabile stem-loop strukturer

e Andre sekvens og strukturelle miRNA karakteristika
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I det fglgende bliver det beskrevet, hvordan disse karakteristika bliver
brugt til at veelge strategien til identifikation af potentielle miRNA gener.
Det beskrives hvorfor den anvende strategi er valgt, desuden beskrives de
bioinformatiske principper, der anvendes i strategien.

Til at implementerer en del af den valgte strategi, anvendes allerede ek-
sisterende programmer, disse beskrives, og det forklares, hvorfor de er blevet
valgt, i forhold til alternative Igsninger. Implementationen af strategien bli-
ver beskrevet i det folgende hovedafsnit Pipelinen.

4.3 Inputdatassettet

Forste trin i strategien er at veelge hvilke DNA-sekvenser, der skal anvendes
til at sgge efter potentielle miRNA gener. Disse DNA-sekvenser betegnes
her inputdataszettet. Valget af inputdatasaettet vedrgrer hvilke arter og hvor
mange arter, der skal indga sggningen, og hvor meget af en art genom, der
skal gennemsgges.

Strategien er valgt til at veere rettet mod at finde miRNA gener i dyr,
det kan derfor ikke forventes, at strategien direkte er anvendelig til at finde
miRNA gener i planter eller virus. Det skyldes at pre-miRNAs loop region
ofte har en mere varieret stgrrelse hos planter. miRNAerne er kun sjeeldent
konserveret hos viruser, dette kan dog skyldes, at de undersggte arter er evo-
lutioneert for langt fra hinanden, for der er fundet neertbeslegtede virusarter
med konserverede miRNAer. Ved at lave en strategi, der er rettet mod dyr,
gor det muligt at inddrage mennesket som en af arterne i inputdatasaettet.

Antallet af arter, der skal indga i inputdatasesettet er sat til tre, for at
de fundne sekvenser er konserverede mellem de valgte arter. Det ggr det
mere sandsynligt at de sekvenser, der bliver alignet er homologe og ikke er
tilfeeldige sekvenser, som kan alignes (Boffelli et al., 2004).

Strategien er rettet mod, at inputdatassettet kan veere hele genomer, hele
kromosomer eller udvalgte kromosomdele fra de valgte arter. Dette betyder
at inputdatassettet kan veere stort. Det skal derfor veere muligt at maskere
allerede kendte gener eller deres exons og repeterende DNA-sekvenser, sale-
des at de ikke indgar i inputdataseettet. Derved er det muligt undga at der
bliver brugt tid pa bl.a. at analyserer kendte proteinkodende geners exons.

For at ggre strategien fleksibel med hensyn til valg af arter, der kan indga
i identificeringen af potentielle miRNA gener, er strategien valgt til at veere
uafheengig af eksisterende alignments, som f.eks. kan downloades fra inter-
nettet.

Derfor bliver forste trin i strategien:

e DNA-sekvenser fra tre besleegtede dyrearter



4 STRATEGIEN 27

4.4 miRNAer er konserverede mellem beslegtede arter

Det er muligt enten at sgge efter konserverede sekvenser eller stem-loop
strukturer som det forste. Her er valgt at sgge efter konserverede sekvenser
fgrst, for det vil give flere alternative muligheder for at sgge efter stem-loop
strukturer efterfglgende. Det betyder til gengeeld, at med denne strategi vil
det ikke veere muligt at finde ikke-konserverede miRNAer.

Andet trin i strategien tager derfor sit udgangspunkt i, at miRNAer er
konserverede mellem beslaegtede arter. Med konserverede miRNAer forstés
miRNA sekvenser, som findes hos beslegtede arter, og ligner hinanden sa
meget eller er identiske, at det ma formodes, at sekvenserne fandtes hos
en feelles stamfader. Og at forskellene mellem de nuveerende miRNAer kan
forklares med, at der er sket mutationer i sekvenserne og selektion. Sekvenser
hos forskellige arter, som stammer fra en feelles stamfader betegnes ogsa
homologe sekvenser.

Den simpleste made at sgge efter konserverede miRNAer, er at anvende
allerede kendte miRNA sekvenser, til at finde ligende sekvenser i andre arters
genomer. Denne metode er benyttet af flere, bl.a. Dezulian et al. (2005);
Weber (2005); Zhang et al. (2005). Begraensningen i metoden er, at der kun
findes nye miRNAer, som har sekvenser, der er homologe med allerede kendte
miRNAer.

Strategien i dette projekt er valgt til at veere mere omfattende, det skal
ogsd muligt at finde finde sekvenser med miRNA gener, der ikke allerede
kendes fra andre arter. Derfor vil anden trin i strategien ikke veerre at finde
konserverede miRNAer, men at finde konserverede DNA-sekvenser mellem
beslaegtede arter. Og fgrst i de efterfglgende trin i strategien afggre om de
fundne sekvenser er potentielle miRNAer.

Derfor bliver anden trin i strategien:
o Identifikation af konserverede DNA-sekvenser

Ved at sammenligne DNA-sekvenser fra beslaegtede arter, er det muligt
at identificere sekvenser, som er konserveret mellem dem. Til at sammenligne
DN A-sekvenser benyttes en metode, der kaldes sekvens alignment. Sammen-
ligning af to sekvenser betegnes parvis alignment, og hvis der er tale om
flere sekvenser betegnes det multiple alignment. Her vil blive brugt parvis
alignment til at finde de konserverede DNA-sekvenser.

4.4.1 Parvis alignment

Et parvis alignment kan beskrives som en kortleegning af nukleotiderne i en
DNA-sekvens over pa nukleotiderne i en anden evolutionaert beslaegtet DNA-
sekvens for at finde regioner, som er konserverede (Frazer et al., 2003). Der
findes to grundleggende typer af parvis alignment metoder: global- og lokal
alignment.
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I global alignment bliver de to sekvenser alignet i hele deres leengde,
se figur 17. Sekvenser der er ret ens og har omtrent den samme lsengde er
velegnet til global alignment. Er isser velegnet hvis homologi er fastslaet pa
forhand (Mount, 2001).

I lokal alignment bliver kun delsekvenser alignet med hinanden, se fi-
gur 17. Lokal alignment er velegnet til at aligne sekvenser, der er ret ens
i delsekvenser og forskellige i andre omrader, sekvenser der har forskellige
leengder eller sekvenser med konserverede regioner (Mount, 2001).
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Figur 17: Sammenligning af global- og lokal alignment. Fra Pennacchio and
Rubin (2003).

Et global alignment beskrives bedst med et eksempel.
To sekvenser som skal alignes:

S1: TTCATA
S2: TGCTCGTA

For at kunne bestemme den optimale globale alignment af disse to se-
kvenser, skal der for hver mulig alignment beregnes en score. Den beregnes
ved at hver kolonne i alignmentet tildeles en score aftheengig af dens indhold.
Den totale score er summen af scorerne, som de enkelte kolonner er blevet
tildelt. Hvis de to bogstaver i en kolonne er ens er der tale om et match, nu-
kleotiden i de to sekvenser er konserveret. Hvis de to bogstaver er forskellige,
er der tale om et mismatch eller substitution, da der er sket en substitution
af en nukleotid i en af sekvenserne. Hvis et bogstav er placeret over for et
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-’ er der tale om et gap. Et gap betyder at der enten er sket en insertion i
den ene sekvens eller der er sket en deletion i den andensekvens. Det er ikke
muligt at afggre hvilken af de to heendelser der er den korrekte.

Den alignment med den hgjeste score, er den optimale alignment. Der kan
godt forekomme flere forskellige alignments med den hgjeste score. Scoren
betegnes ogsa similariteten, og er udtryk for hvor ens de to sekvenser er, og
dermed hvor sandsynligt det er, at de stammer fra en feelles stamfader.

Hvis scoren er: Match: +5, mismatch: —2 og gap: —6. Giver det fglgende
optimale alignment:

S1: T--TCATA
S2: TGCTCGTA

Score: +5—6—6-+5+5-2+5+5 = 11

Nar sekvenserne er korte som her, er det forholdsvis hurtigt at beregne
den optimale alignment. Men jo leengere sekvenserne bliver des flere for-
skellige alignments er der, som skal scores, for at finde det alignment med
den hgjeste score. Det bliver hurtigt praktisk umulig at score alle mulige
alignments, for med to sekvenser med en leengde pa N vil der veere omkring
22N /7/27 N mulige globale alignments. For to sekvenser med en lsengde pa
300 nukleotider bliver det til 1017 forskellige alignments (Eddy, 2004).

Der findes to klasser af sammenligningsalgoritmer til at lgse dette pro-
blem, sa det ikke er ngdvendig at beregne scoren for alle mulige alignments,
og det er dynamisk programmerings algoritmer og heuristiske algoritmer.

4.4.2 Dynamisk programmerings algoritmer

Dynamisk programmerings algoritmer garanterer, at den fundne alignment,
er den optimale med hensyn til den anvendte score. Men det er ingen garanti
for, at det den biologiske korrekte alignment.

Dynamisk programmering ggr brug af to forskellige algoritmer Needleman-
Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970) ved globale alignments og Smith-
Waterman (Smith and Waterman, 1981) ved lokale alignments.

Bade tids- og pladskompleksiteten for dynamisk programmerings algo-
ritmer er O(NM), hvor N og M betegner leengden pa de to sekvenser, der
alignes. Hvis begge sekvenser er omtrent lige lange, sa bliver kompleksiteten
O(N?), dvs. at kompleksiteten er kvadratisk.

Selv om at dynamisk programmering er meget hurtige end at beregne alle
mulige alignments, sa er dynamisk programmering beregningsmaessig meget
kraevende, det er derfor ikke muligt at foretage alignments pa genom niveau
med dynamisk programmering Derfor er der udviklet alignments program-
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mer, der er gode approksimationer til dynamisk programmerings alignments.
Sakaldte heuristiske algoritmer, hvor beregningstiden er subkvadratisk.

4.4.3 Heuristiske algoritmer

For at gge hastigheden benytter heuristiske algoritmer en seeding strategi
til at reducere beregningstiden. En seeding strategi er baseret pa den ide at
en korrekt alignment vil indeholde betydelige streekninger med matchende
kolonner uden gaps. Algoritmen kan derved undgé en lang raekke beregninger,
som skulle foretages, hvis dynamisk programmering var benyttet (Ureta-
Vidal et al., 2003).

Generelt gar alle heuristiske algoritmer igennem tre hoved trin. I fgrste
trin findes seeds med den seeding strategi, som algoritmen anvender. I anden
trin benyttes seeds som udgangspunkt for udvidelse af alignmentet. I trin
tre anvendes dynamisk programmering til at udvide alignmentet yderligere
ved ogséa at anvende gaps (Ureta-Vidal et al., 2003). Den mest almindelige
seeding strategi er at sgge efter et perfekt match mellem ord med en bestemt
leengde fra de to sekvenser.

Der findes flere forskellige seeding strategier (Batzoglou, 2005):

o At soge efter et perfekt match mellem ord med en bestemt laengde fra
de to sekvenser

e At benytte kortere ordleengde men samtidig kraeve to ord med perfekt
match, der ligger indenfor en bestemt afstand af hinanden

e At finde ord af en bestemt leengde med naesten perfekt match, hvor et
bogstav ma veere et mismatch

e Et mgnstermatch, hvor de machende bogstaver ikke er fortlgbende,
men fglger et mgnster, f.eks. 12 af 19 11101001100101011111 hvor 1
betyder match og 0 betyder uden betydning

En veesentlig egenskab ved den heuristiske metode, er afvejningen mellem
hastighed og evnen til at finde homologi. Afvejningen styres hovedsagelig af
ordleengden pa seeds. En kort ordleengde ggr det mere sandsynligt at finde
en signifikant lokal alignment mellem de to sekvenser, men samtidig gges
antallet af tilfeeldige seed match, som resulterer i tidskreevende alignment
udvidelser for at finde de signifikante homologier.

Af de fire neevnte seedig strategier, er de tre sidste teknikker med til at
gge evnen til af finde staerke lokale alignments og undga tilfeeldige ord match,
der ikke fgrer til alignments, i forhold til den fgrste.

Da inputdatasaettet kan vaere op pa genom stgrrelse, skal det veere en
heuristisk baseret alignmentprogram, der skal benyttes, for at ggre pipelinen
hurtig og dermed praktisk anvendelig.
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4.4.4 Valg af heuristisk lokal alignmentprogram

To af de best kendte heuristiske alignment programmer er FASTA (Pearson
and Lipman, 1988; Pearson, 2000) og BLAST (Altschul et al., 1990, 1997).
Disse metoder er 5-50 gange hurtigere end Smith-Waterman algoritme, og
kan ofte producere resultater af samme kvalitet (Pearson, 2001). Men hvis
det er meget lange sekvenser der sammenlignes, vil disse programmer kgre
meget langsomt og bruge meget hukommelse (Ma et al., 2002).

Der findes en lang raekke af programmer til lokal alignments, i dette pro-
jekt er primeert gaet efter et hurtigt program. Blandt alignment program-
merne, er der to som udviklerne selv betegner som veerende hurtige: Pattern-
Hunter (Ma et al., 2002) og BLAT (Kent, 2002). PatternHunter er meget
hurtigere end BLAST (http://bioinformaticssolutions.com/products/
ph/DBbenchmarks. php), men desveerre findes den ikke i enn akademisk gra-
tis version til Linux, derfor er programmet udelukket fra at kunne bruges i
dette projekt. Derfor blev BLAT valgt til alignmentprogram.

BLAT er mere ngjagtig og 500 gange hurtigere end eksisternede program-
mer til mRNA /DNA alignments og 50 gange hurtigere til protein alignments
(Kent, 2002). Med BLAT er det muligt at anvende tre forskellige seeding stra-
tegier: enkelt perfekt match, enkelt nzesten perfekt match og multiple perfekt
match. Et eksempel pa 2 perfekt match kan ses i figur 18.

7
o
2
I I w |
S b
§ 7
C
d/ /
23]

Target Coordinate

Figur 18: Fire match a, b, ¢ og d er alle K bogstaver lange. b og d ligger pa
samme diagonal, derfor er de en 2 perfekt match. Fra Kent (2002).

Enkelt naesten perfekt match og multiple perfekt match har en veesentlig
fordel over enkelt perfekt match. De reducerer drastisk antallet af alignments,
der skal tjekkes, for at opna en bestemt sensitivites niveau. Multiple perfekt
match kriteriet kan modificeres til at tillade smé insertioner og deletioner,
ved at tillade match som er neer hinanden at klumpes sammen, hvis de naeste
ligger pa den samme diagonal. Dette gger sensitiviteten, men ogsa antallet
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af alignments.

Algoritmen som BLAT anvender til alignments, er lidt for omfangsrig til
at blive beskrevet her, derfor henvises til Kent (2002).

Mulige problematiske forhold ved at anvende BLAT er, at den er udvik-
let til nukleotid alignments mellem mRNA og DNA fra den samme art, at
den ikke er optimeret til alignment af sekvenser fra forskellige arter, og at
alignment strategien, som BLAT anvender for nukleotid alignments bliver
mindre effektive nar sekvensidentiteten kommer under 90% identitet (Kent,
2002). Alligevel er BLAT valgt, for der findes andre alignmentprogrammer
BLASTz (Schwartz et al., 2003) og BLATz (http://hgwdev.cse.ucsc.edu/
“kent/exe/linux/blatz.zip/), der kan anvendes som alignmentprogram u-
den problemer, hvis BLAT ikke er sensitiv nok, i forhold til de arter, der skal
alignes. Det vil dog betyde en veesentlig ggning af udferselstiden. BLASTZ
og BLATZ kan anvendes i stedet for BLAT, fordi axt formatet anvendes som
outputformat fra BLAT i dette projekt. BLATZ har ogsa axt som en mu-
lig outputformat, og BLASTZs output kan konverteres til axt formatet med
programmet lavToAxt (Kent et al., 2003)

BLAT er ogsa blevet brugt af andre med succes til alignment mellem ar-
ter, herunder i forbindelse med miRNA identifikation bl.a. Lim et al. (2003a);
Seitz et al. (2004); Weber (2005).

4.4.5 BLAT alignments

BLAT kan kun foretage alignment af to sekvenser af gangen. Derfor skal
alignmentet af de tre arters sekvenser foretages i to omgange.

Forst foretages en alignment af to af arternes DN A-sekvenser, for at finde
konserverede delsekvenser mellem disse. Dette er den forste alignment.

Efterfglgende foretages en alignment mellem de fundne konserverede del-
sekvenser fra en af arterne i den fgrste alignment, og den art der ikke indgik
i den fgrste alignment, for at finde konserverede delsekvenser mellem disse.
Dette er den anden alignment.

Til slut skal resultaterne fra de to alignments samles. Sa slutresultatet
bliver de delsekvenser, der er konserverede mellem alle tre arter. De skal
efterfglgende anvendes i naeste hovedtrin i strategien, der bliver beskrevet i
det folgende.

4.5 Pre-miRNAer danner stabile stem-loop strukturer

Trejde trin i strategien tager udgangspunkt i at pre-miRNAer danner stabile
stem-loop strukturer.

Forst skal det forklares, hvad der menes med stabile stem-loop struktu-
rer. Dernaest beskrives fremgangsmader til at bestemme om en given RNA-
molekyle kan danne en stabil stem-loop struktur.
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4.5.1 RNA strukturer

pre-miRNA-molekyler er RNA-molekyler, som er enkeltstrengede moleky-
ler, der foldes til specifikke tre-dimensionale strukturer pga. intramolekylsere
bindinger. RNA-molekyler kan derfor beskrives pa fire forskellige struktur-
niveauer (Dwyer, 2003):

Primaere struktur: Refererer til den lineszere raekkefglge af nukleotider,
som et RNA molekyle bestar af.

Sekundare struktur: Refererer til den baseparring ved hjelp af hydro-
genbindinger, der dannes mellem molekylets komplementeere baser, som ikke
ligger ved siden af hinanden i den primeere struktur. A-U og G-C par kaldes
Watson-Crick par og G-U par kaldes wobble par. Disse baseparringer kaldes
samlet kanoniske par, da de er de mest almindelige og mest stabile (Mathews
et al., 2006).

Tertizere struktur: Refererer til de preaecise position af hver atom i et
RNA-molekyle i det tre dimensionelle rum.

Kvaternaere struktur: Refererer til den relative placering i det tre di-
mensionelle rum af RNA-molekyler og proteiner, der gar sammen og danner
mere komplekse strukturer.

Det er den sekundeere struktur, der tales om, nar det beskrives, at pre-
miRNAer danner stabile stem-loop strukturer.

4.5.2 RNA sekundeaere struktur

For at en sekundeer struktur kan veere gyldig, er baseparrene underlagt flere
begraensninger (Higgs, 2000). Lad nukleotiderne i et RNA-molekyle veere
nummereret 1 til N og i og j veere to nukleotid positioner, hvor 5 — 1 <=
1 < j <= N-3/,sd kan der dannes et basepar mellem dem i.75, hvis baserne er
komplementeere og |j —i| = 4, da der normalt skal veere mindst tre uparrede
nukleotider mellem et basepar. Lad ' og j’ veere et andet tilladt basepar
i'.7'. S& vil disse basepar enten veere adskilte i < j < ¢/ < 5/, indlejrede
1 < i < j' < j eller danne en pseudeknot i < i’ < j < j/, se figur 19. Nogle
opfatter pseudoknots som tilhgrende den tertisere struktur.

Nar et RNA-molekyles nukleotider danner basepar, opstar der forskel-
lige karakteristiske delstrukturer i den sekundeere struktur, saledes at hver
nukleotid tilhgrer en bestemt delstruktur.

Et RNA molekyle deles op i fglgende delstrukturer (Mathews et al., 2006;
Zuker and Sankoff, 1984):
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Figur 19: RNA pseudeknot. Fra Mathews and Turner (2006).

Stacked pair: Findes der to basepar 7.5 og i’.7’ er det et stacked pair, hvis
i =i+1o0gj =j—1, dvs. at de to basepar ligger ved siden af hinanden.
Hvis flere basepar er placeret ved siden af hinanden i strukturen, betegnes
det et stem eller et helix.

Hairpin loop: Hvis alle nukleotiderne mellem et basepar i.j er uparrede,
er der tale om et hairpin loop.

Internal loop: Findes der to basepar i.j og¢'.7' hvor i+1 < < j/ < j—1
og nukleotiderne mellem 7 og ¢” og mellem j og j’ er uparrede, er der tale om
et internal loop.

Bulge loop: En speciel slags internal loop, hvor enten ¢/ = i + 1 eller
7' = j — 1, betegnes en bulge eller bulge loop. Dvs. at der kun er uparrede
nukleotider i den ene side mellem de to basepar i.j og 4.5 .

Multibranced loop: Det er en loop, hvor tre eller flere stem’s udgar fra.

Externals: De uparrde nukleotider, der ikke indgar i et loop betegnes e-
xternals.

De forskellige delstrukturer er vist i figur 20. Eksempler pa pre-miRNAer
er vist i figur 14. Som det kan ses af figurerne, s& bestar en pre-miRNA-
molekyle af et hairpin loop og en stem region med et eller flere stems afbrudt
af internal loops og bulge loops.
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Figur 20: RNA sekundaere delstrukturer. Fra Mathews (2006a).

4.5.3 RNA stabilitet

Et RNA-molekyles stabilitet er hovedsageligt bestemt af baseparringernes
stabiliserende effekt og den destabiliserende effekt af loops. Nogle loops har
dog en stabiliserende effekt. Nar det beskrives at pre-miRNA-molekyler skal
veere stabile, sa er det den termodynamiske stabilitet, der tales om. Den
termodynamiske mest stabile molekyle er den med minimal fri energi (MFE)
(Higgs, 2000).

Ligevaegten mellem en RNA-molekyle med struktur S; og en ustruktu-
reret tilstand U, U = S, er bestemt af ligeveegtskonstanten K; = [S1]/[U]
givet ved K| = e~ 2CG1/ET hyor AGY er eendringen i fri energi for struktur Sy
og dermed et udtryk strukturens stabilitet, R er gaskonstanten og 7" er den
absolutte temperatur. Tilsvarende for to strukturer S; og So er forskellen i
stabilitet givet ved K;/Ky = [S1]/[Sa] = e2G3—ACD/AT Dette betyder at
den struktur, der har den minimale fri energi, er den mest repraesenterede
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struktur ved ligeveegt (Mathews, 2006b).

Bestemmelsen af den fri energi for en RNA-molekyle foregar ved at be-
regne forskellen i den fri energi AG® mellem den ufoldede RNA-sekvens og
en bestemt sekundeer struktur, og beregnes oftest efter nearest-neighbor mo-
dellen (Borer et al., 1974). Hovedantagelsen i denne model er, at stabiliteten
af hver basepar eller anden struktur i et RNA-molekyle, er kun atheengig af
identiteten de tilstgdende basepar (Higgs, 2000). Og den samlede sendring i
den fri energi er summen af de individuelle bidrag. De termodynamiske para-
metre, der indgar i nearest-neighbor modellen, er baseret pa eksperimentelle
analyser og estimater af den fri energi hos oligonukleotider (Xia et al., 1998;
Mathews et al., 1999, 2004). Et eksempel pa Nearest-neighbor beregning for
en stem-loop er vist i figur 21.

G A T A A
17 2402 33 J

AG" =-17-34-24-02-21-33-25+54
= -10.2 kcal/mol

T

Figur 21: Eksempel pa beregning af AG® efter nearest-neighbor modellen.
Bidraget for hvert motiv og den samlede stabilitets eendring er vist. Fra
Mathews (2006a).

4.5.4 Bestemmelse af RN A-molekylers sekund=ere struktur

RNA foldningen sker hierarkisk (Tinoco and Bustamante, 1999). Dannelsen
af den sekundeere struktur sker pa en hurtigere tidsskala end den tertise-
re struktur (Woodson, 2000). Og den sekundeere strukturers bindinger er
generelt steerkere end tertisere strukturers bindinger Styrken i de tertieere
bindinger er generelt for svage til at bryde den allerede dannede sekundzere
struktur (Higgs, 2000). Derfor kan RNA-molekylers sekundaere struktur ge-
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nerelt forudsiges uden kendskab til den tertizere struktur (Mathews, 2006b).

Det er blevet beregnet at antallet af mulige sekundeaere strukturer en
RNA-molekyle kan have er ca. 1,8V, hvor N er antallet af nukleotider i
molekylet (Zuker and Sankoff, 1984). En RNA-molekyle indeholdende 100
nukleotider, vil give 3,4 % 10%® forskellige strukturer. Hvis en computer kan
beregne den fri energi for 10.000 strukturer i sekundet, vil det tage 3,4 x
10%! sekunder eller 1,1 % 1014 ar at beregne den fri energi for alle de mulige
strukturer (Mathews, 2006a).

En lgsning pa dette problem er at anvende dynamisk programmering
(Nussinov and Jacobson, 1980; Zuker and Stiegler, 1981). Fgrst beregnes den
minimale fri energi for en RNA-sekvens ved hjalp af en rekursions algoritme,
der starter med at beregne den minimale fri energi for de mindste delsekven-
ser, som kan danne en struktur. Efterfslgende beregnes den minimale fri
energi for leengere og leengere delsekvenser, ved at inddrage beregningerne
for de kortere delsekvenser, hvilket speeder beregningsprocessen op. Til slut
kan den minimale fri energi for hele sekvensen beregnes.

En struktur med den minimale fri energi kan derefter bestemmes ved
backtracking gennem de minimale fri energier, der blev beregnet for delse-
kvenserne.

Dynamisk programmerings algoritmer garanterer at strukturen med den
minimale fri energi findes, givet reglerne for energi modellen. De hurtigste
algoritmer har en beregningstid pa O(N?) og et pladsforbrug pa O(N?), nar
pseudeknots er ekskluderet fra beregningerne (Mathews, 2006a).

Zuker-Stiegler algoritmen (Zuker and Stiegler, 1981) er implementeret i
de to progammer mfold (Zuker et al., 1999; Zuker, 2003) og RNAfold (Ho-
facker et al., 1994; Hofacker, 2003) til at beregne den minimale fri energi
struktur ved hjeelp af nearest neighbor modellen. De anvender de samme
termodynamiske parametre (Mathews et al., 1999). Der kan dog veere min-
dre forskelle i resultaterne fra programmerne, men det skyldes sméa forskelle
i implementationerne. Der er tilsyneladende ingen signifikante forskelle i al-
goritmenres ngjagtighed (Gardner and Giegerich, 2004).

mfold og RNAfold er de alt dominerende programmer, der anvendes til at
folde en RNA-sekvens, for at undersgge om det er en potentiel pre-miRNA.
Dette skyldes formodentligt at Ambros et al. (2003) direkte nsevner, at det
skal veere mfold eller en anden konventionel RNA-foldnings program, der skal
anvendes i forbindelse med at afggre om en RNA-sekvens kan, foldes s& den
danner en korrekt pre-miRNA struktur.

4.5.5 RNA-foldnings programmernes ngjagtighed

Den sekundaere struktur som findes med et RNA-foldnings program er en
forudsigelse om, hvordan en given RNA-sekvens vil foldes i virkeligheden.
Ngjagtigheden af en RNA-foldningprogram er kan testes ved at forudsige
strukturer for RNA sekvenser, hvor strukturen er kendt.



4 STRATEGIEN 38

Ved at anvende en raekke forskellige RNA typer blev det bestemt at 73%
af baseparene i de kendte strukturer kunne bestemmes korrekt med mfold
(Mathews et al., 1999), hvis baseparringen var en base ved siden af den kor-
rekte, s& blev den regnet for korrekt i undersggelsen. I en anden undersggelse
hvor kun helt korrekte baseparringer blev tilladt, blev ngjagtigheden, sen-
sitiviteten, bestemt til at veere 56% (Dowell and Eddy, 2004). I en tredje
undersggelse blev sensitiviteten bestemt til at ligge i omradet 22-63% i fire
forskellige dataseet (Gardner and Giegerich, 2004). Der er flere grunde til,
at RN A-foldningprogrammerne ikke er mere ngjagtige. De termodynamiske
regler er ukomplette, algoritmerne bruger approksimationer, nogle struktu-
rer delvist er bestemt af selve foldningsprocessen, og visse RNA-sekvenser
bliver foldet til mere end en struktur (Mathews and Turner, 2006).

Der er dog ingen af disse undersggelser der inddrager pre-miRN A-sekvenser
i deres underspggelser. Der findes en enkelt undersggelse, hvor 10 pre-miRNAers
strukturer er blevet bestemt eksperimentelt og vha. mfold og sammenlignet
(Krol et al., 2004). I figur 22 er de to saet strukturer vist. Forklaringerne til
symbolerne i figur 22 A henvises til artiklen Krol et al. (2004).

Det mest intressante er figur 22 B, hvor forskellene mellem de de to saet
strukturer er angivet med grat. Det kan ses at kun to pre-miRNAer er ens i
de to seet. Syv stededer er der sma forskelle, det drejer sig om, at der mangler
en eller to baseparringer eller der er en for meget. Der er i gvrigt en mere lille
forskel, ca. midt pa pre-miR-25, der ikke er markeret med grat pa figur 22 B.
Der er syv stgrre forskelle, hvor der er flere sendringer i paseparringerne. De
fem vedrgrer hairpin loop-regionen og to vedrgrer to internal loops/bulge
loops. Der er ikke foretaget nogen beregning pa storrelsen af forskellene. Det
veesentligste der kan siges ud fra figurerne er, at den karakteristiske stem-loop
struktur for pre-miRNAer er bevaret pa trods af forskellene. Det indikere at
mfold er velegnet til at bestemme om RNA-sekvens kan foldes, til at give
den karakteristiske pre-miRNA stem-loop struktur. Figur 22 viser ogsé, at
der kan forekomme pre-miRNAer med en forgrening og to loop regioner, som
pre-let-7f-2.

4.5.6 Valg af RNA foldnings program

Gardner and Giegerich (2004) har sammenlignet mfold og RNAfold med
andre metoder til at bestemme RNA-sekvensers sekundeere struktur. Disse
metoder betegner de “automatiske komparative RNA sekvens analyse”, og de
forudseetter homologe RN A-sekvenser. Metoderne deles ind i tre fremgangs-
mader. Plan A) Forst alignes sekvenserne med et standart multiple alignment
program, derefter anvendes strukturneutrale mutationer til at bestemme en
consensus struktur. Plan B) Samtidig alignment, foldning og bestemelse af
en protosekvens for et st af homologe strukturelle RNA sekvenser baseret
pa Sankoff-Algoritmen (Sankoff, 1985). Denne algoritme er meget computer
ressource kraevende O(n3m) i tid og O(n?m) i plads, hvor n er sekvens laeng-
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Figur 22: Strukturer for 10 pre-miRNAer. A. Eksperimentel bestemte struk-
turer. B. Laveste fri energi struktur bestem med mfold. De steder hvor struk-
turerne er forskellige er markret med grat. Fra Krol et al. (2004).

den og m er antal sekvenser. Plan C) Hvor ingen sekvens konservation kan
observeres, bestemmes den sekundeere struktur for hver sekvens og efterfgl-
gende foretages en alignment af strukturerne.

Resultatet af Gardner and Giegerich (2004) undersggelser var at to pro-
grammer fra plan A generelt praesterer godt og bedre end mfold og RNAfold.
Programmerne er, Pfold (Knudsen and Hein, 1999, 2003) der er baseret pa
stokastisk kontekst fri grammatik, og RNAalifold (Hofacker et al., 2002) der
er baseret pa minimum fri energi og sekvens covariation.

Da strategiens anden trin bestar i at finde konserverede homologe se-
kvenser, ville det veere oplagt at anvende enten Pfold eller RNAalifold til at
finde pre-miRNA stem-loop strukturer i disse sekvenser. Det blev dog ingen
af disse to programmer der blev valgt til at indga i pipelinen, men i stedet
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RNAz (Washietl et al., 2005), hvori indgar bade RNAfold og RNAalifold.
RNAz er en RNA klassifikationsprogram. Fordelen ved at anvende RNAz, at
det ofte er ngdvendigt at udelukke pre-miRNAer med forgreninger, pre-let-
7f-2 som i figur 22, hvis der benyttes en decideret RNA-foldningsprogram i
en miRNA sggestrategi.

4.5.7 Sekvens klassifikation

RNAz bruger en supprot vektor maskine (SVM) leerings algoritme, som er
treenet pa et stort test seet af kendte ncRNAer, til at klassificere alignments
som “strukturel RNA” eller “andet”. To karakteristisk egenskab ved struk-
turelle RNAer z-score og struktur konserverings index (SCI) bruges til af
foretage klassifikationen (Washietl et al., 2005; Washietl, 2006).

RNAz beregner et normaliseret mal for den termodynamiske stabilitet
ved at sammenligne minimal fri energi (MFE) m for en given sekvens med
MFEer af et stort antal tilfeeldige sekvenser af samme leengde og nukleotid
komposition. z-scoren beregnes som z = (m— ) /o, hvor p er middelveerdien
og o standard afvigelsen for MFEerne for de tilfaeldige sekvenser. Negative
z-scorer indikerer, at en sekvens er mere stabil end forventet for en tilfeeldig
sekvens med samme laengde og nukleotid komposition. RNAz beregner ikke z-
scoren ved at sample tilfaeldige sekevneser, men benytter en SVM regressions
model, uden veaesentlig tab af ngjagtighed, men sparer ca. en faktor 1000 i
computertid.

RNAz bruger RNAalifolds fremgangsmade til at finde konsensus sekun-
déer strukturen for en alignment. RNAalifold virker nsesten pa samme made
som enkelt sekvens foldnings algoritme, den vigtigste forskel er, at energi
modellen er suppleret med covariation information. Kompenserende muta-
tioner (f.eks. CG muterer til UA) konsistente mutationer (f.eks. AU muterer
til GU) giver en bonus, mens mens inkonsistente mutationer (f.eks. CG mu-
terer til CA) giver en straf. Dette resulterer i en konsensus MFE E4. RNAz
sammenligner denne konsensus MFE med den gennemsnitlige MFE for de
individuelle sekvenser E. Struktur konserverings indekset kan nu beregnes:
SCI = E4/E. SCI teet pa nul indikerer, at RNAalifold ikke finder en kon-
sensus struktur, hvorimod et saet perfekt konserverede strukturer har SCI
~ 1. En SCI 1 indikerer en perfekt konserveret struktur, som er stgttet af
kompenserende og/eller konsistente mutationer, som bidrager til F 4.

Sammenlignet med andre RNA klassifikationsprogrammer, s er RNAz er
mere ngjagtig end QRNA (Rivas and Eddy, 2001), MSARI (Coventry et al.,
2004) og ddbRNA (di Bernardo et al., 2003). RNAz’s tidskompleksiteten er
O(N x n?), og er betydeligt hurtigere end QRNA og ddbRNA, hvorimod
MSARI formodes at veere lige sa hurtig som RNAz (Washietl et al., 2005).

Da RNAz er blevet valgt, til at indga i pipelinen, skal trejde trin i stra-
tegien sendret til:

e Identifikation af ncRNA sekvenser
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4.5.8 Multiple alignment

For at kunne anvende RNAz til at identificere ncRNA kodende sekvenser
i de homologe konserverede DNA sekvenser, der er blevet fundet i andet
trin i strategien, skal disse DNA sekvenser alignes. Det ggres med et global
multiple alignment program, da der er tre DNA sekvenser, som skal alignes.

Muliple alignments er meget beregningstunge. Tre sekvenser med en
leengde pa 5 nukleotider har > 14 milliarder forskellige alignments, og hvis
der er tale om fem sekvenser er der 1,05 * 10'8 forskellige alignments (Slo-
winski, 1998). Derfor bruges der heuristiske metoder, den mest almindelige
er progressiv alignment, som udnytter den evolutionaere struktur af data,
neert besleegtede arter alignes fgrst, hvorefter de bliver alignet til fjernere
beslegtede arter. En méade til yderligere at speede processen op er brug af
ankre, som er regioner med ret sikre alignments, som ggr den totale sggerum
for hele alignmentet veesentligt mindre (Margulies and Birney, 2008).

Multiple alignmets programmer kan deles ind i to grupper, de der har
deres oprindelse i alignment af proteiner, som er korte, og de der er rettet
mod alignments af lange DN A-sekvenser. Fgrst nsevnte type programmer far
problemer med at kere, hvis sekvenserne bliver for lange. Derfor blev der
valgt et multiple alignments program, der kan handtere lange sekvenser. Sa
pipelinen bliver uafheengig af sekvensleengden i de to BLAT alignments.

Valget stod mellem to forskellige programmer MAVID (Bray and Pachter,
2004) og Multi-LAGAN (MLAGAN) (Brudno et al., 2003). MLAGAN blev
valgt, fordi MAVID hurtigt blev valgt fra, det skyldes dog en misforstaelse.
Bray and Pachter (2004) gor meget ud af at bruge protein kondende geners
exon som ankre i alinmentprocessen. Hvilket ikke er seerligt anvendelig her,
da en del af strategien i pipelinen, er at maskere alle proteinkodende geners
exons. Ved en senere test af programmet viste det sig at den type ankre ikke
er et krav. Men da var pipelinen implementeret med MLAGAN.

MLAGAN er baseret pa progressiv alignment. En multiple alignment af
K sekvenser konstrueres i K —1 parvise alignment trin, hvor i hver trin to se-
kvenser eller mellem multiple alignments alignes. MLAGAN bruger LAGAN
som parvis-alignment subrutine. LAGAN foretager en global alignment af to
sekvenser i tre hovedtrin. 1) Generering af lokale alignments mellem de to
sekvenser. 2) Konstruktion af en grov global kortleegning, ved at sammen-
keede den maksimalt scorende ordnet delmeenge af de lokale alignments —
ankrene. 3) Beregne den endelige globale alignment, ved at finde den bedste
alignment, der forbliver inden for en begraenset omrade af den grove global
kortlaegning. Se figur 23.

MLAGAN aligner K sekvenser i tre hovedtrin. 1) Generering af grove glo-
bale kortleegning mellem hver sekvenspar. Dette ggres ved hjeelp af LAGANs
trin 1 og 2. 2) Foretag en global alignment mellem de to naermeste sekvenser
ifplge den givne fylogenetiske tree ved hjeelp af LAGAN. Bestem den grove
global kortleegning for denne multi-sekvens til alle andre multi-sekvenser.



4 STRATEGIEN 42

Figur 23: LAGAN algoritmen. A) En global alignment mellem to sekvenser
bestar af en sti fra den gverste venstre hjgrne til den nederste hgjre hjgrne. B)
LAGAN finder forst alle lokale alignemts mellem de to sekvenser. C) LAGAN
beregner en maksimalt scorende ordnet delmeengde af de lokale alignments
— ankrene — og danner den grove global kortleegning. D) LAGAN begreenser
beregnerne af den optimale Needleman-Wunsch alignment til boksene og
omkring ankrene. Fra Brudno et al. (2003).

Dette gentages indtil alle sekvenser er indraget i en multiple aligment. 3)
Iterativ forbedring af alignemtet. For hver sekvens i den multiple alignment,
findes segmenter, der aligner bedre end en graenseveerdi, disse anvendes som
ankre for endnu en alignemnt af sekvensen til de andre sekvenser, her anven-
des ogsd LAGAN. Trin tre er valgfrit.

4.6 Identifikation af potentielle miRNA gener

Da tredje trin i strategien kun identificerede ncRNA sekvenser i konservere-
de DNA-sekvenser, er der endnu ikke vurderet om de fundne sekvenser har
nogle miRNA karakteristika end at de er konserverede mellem beslaegtede
arter og indeholder mulige ncRNA strukturer.

Fjerde trin i strategien bliver derfor:

e [dentifikation af potentielle miRNA gener
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Valget stod mellem selv at udvikle et program eller at finde et eksisteren-
de program, til at sgge de fundne sekvenser igennem, for at finde potentielle
miRNA sekvenser.

Det forste alternativ ville sikkert ikke give et bedre resultat end hvis
et eksisterende program afventes. Der var to programmer, som var serligt
interessante Triplet-SVM-classifier (Xue et al., 2005) og RNAmicro (Hertel
and Stadler, 2006a,b), der begge har en sensitivitet pa ca. 90%, og de bruger
bruger en support vektor maskine til at klassificere pre-miRNAer med.

Triplet-SVM-classifier klassificere en sekvens af gangen, der klassificeres
som pre-miRNA (1) eller ikke pre-miRNA (-1). Hvorimod RNAmicro udover
at klassificere en multiple alignment, som pre-miRNA (1) eller ikke pre-
miRNA (-1), s giver den ogsa en score, for de alignments, der klassificeres
som miRNAer, hvilket ggr det muligt at veelge en anden klassifikationsgraen-
se, blot den er hgjere end 0,50. Desuden kan RNAmicro klassificere leengere
alignments ved at anvende et glidende vindue med stgrrelser fra 70 nt. til
130 nt. Desuden er RNAmicro udviklet til at analysere multiple alignments,
der er blevet klassificeret som ncRNA af RNAz. De ting der er nsevnt her
gjorde, at RNAmicro blev valgt til at identificere potentielle miRNA gener.

RNAmicro bestar af 1) en preprocessor der identificere konserverede
“naesten-hairpins”, 2) et modul der beregner en vektor af numeriske deskrip-
torer for hver “nsesten-hairpins”, og en support vektor maskine der klassifi-
cere kandidaten baseret pa dens vektor af deskriptorer. RNAmicro bruger
RNAalifold til at bestemme den sekundeere struktur af alignmentet med.

RNAmicro version 1.1 bruger tolv forskellige egenskaber, der bruges som
deskriptions vektorer til support vektor maskinen, og det er:

z Gennemsnitlig z-score

SCI  Struktur konserverings indeks

GPI  Gennemsnitlige parvise identitet

AMEF Justeret minimal fri energi AMEF—=(MFE /sekvenslengde)x 100
MFEI Minimal fri energi indeks MFEI=AMEF /(G+C)%.

S5 Gennemsnitlige kolonnevis entropi for 5’-stem

So Gennemsnitlige kolonnevis entropi for hairpin loop
S3 Gennemsnitlige kolonnevis entropi for 3’-stem
Smin Sekvensvinduet pa 23 nt. med laveste entropi

ls Stem leengde

Iy, Hairpin loop leengde

G+C GC indhold

Deskriptions vektorerne skaleres linezert til intervallet [—1, +1|. Entropien
for en region & beregnes pa folgende méde:

1
Sé = —m Z Z pi,alnpi,a

ict a=A,0,G,C

Hvor p; o er den brgkdel af a nukleotider pa sekvens position 7.
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4.7 Support Vektor Maskine

Bade RNAz og RNAmicro anvender support vektor maskiner (SVM) til at
klassificere med. SVM er en maskinleerings metode, der bruges til at lgse
klassifikations problemer. Klassifikations algoritmers formal er at finde en
mapping funktion fra et objekts egenskaber til en klasse.

En SVM leerer at klassificere objekter ud fra eksempler. Hver eksempel
bestar af en input vektor, og en angivelse af hvilken klasse objektet tilhg-
rer, oftest anvendes to klasser. Input vektoren beskriver egenskaberne ved
objektet, og disse skal veere numeriske veerdier (Ssetrom and Sngve, 2007).
Essencen i klassificering er at minimere sandsynligheden for fejl i brugen af
den treenede klassificeringsalgoritme (Yang, 2004).

Kernen i SVM klassifikation kan forklares med fire begreber: A) det se-
parerende hyperplan, b) maksimun-margen hyperplanen, c) soft margenen
og d) kernel funktionen (Noble, 2006).

Den separerende hyperplan: Et punkt kan dele en en dimensionel linie.
I to dimensioner kan en linie dele fladen i to halvdele. I tre dimensioner kan
et plan dele rummet i to dele. Hyperplanen er den generelle betegnelse for
en ret linie i et hgj dimensionel rum. Den separerende hyperplan er en plan
der deler et hgj dimensionelt rum.

Maksimun-margen hyperplanen: Hyvis afstanden fra den separerende
hyperplan til de neermeste input vektorer betegnes margenen til hyperplanen,
sa vil SVM maksimere denne afstand til de korrekt klassificerede vektorer,
og fa maksimun-margen hyperplanen, se figur 24.

Soft margenen: I praksis kan det meget sjeeldent lade sig gore at finde en
hard margen hyperplan. det vil sige en hyperplan, der ggr at alle eksempler
bliver klassificeret korrekt. For at SVMen kan handtere disse fejl modificeres
SVM algoritmen en soft margen. Soft margener minimere den den samlede
afstand til alle forkert klassificerede eksempler.

Kernel funktionen I det tilfzelde at en lineser adskillelse ikke er muligt
fas hyperplanet ved at transformere input vektorerne i “input space” ind i et
hgj dimensionel “feature space” ved hjelp af en kernel funktion, se figur 24.

Efter at en SVM er blevet traenet pa et saet kendte eksempler. Anvendes
den pa at klassificere nye data.

P4 det seneste er det blevet ret populert at anvende SVM metoden til
at identificere potentielle miRNAer. Fglgende programmer er bl.a. blevet
udviklet: miR-abela (Sewer et al., 2005), Microprocessor SVM og miRNA
SVM (Helvik et al., 2007), miPred (NG Kwang Loong and Mishra, 2007),
miMatcher (Lindow et al., 2007) og mirCoS (Sheng et al., 2007).
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Input Space

Feature Space

-
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margin

Figur 24: Kortleegning af input data ind i en hgjere dimonsionel “feature
space”. Problemer der ikke kan adskilles linesert i “input space” kan adskilles
linesert i “feauture space”. Hvide- og sorte cirkler er de to klasser. Input
vektorerne pa marginerne betegnes support vektorer. Modificeret udgave af

figur fra Sun and Fan (2003).
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5 Pipelinen

Pipelinen er implementationen af strategien, der blev beskrevet i det fore-
gaende afsnit, til identifikation af potentielle miRNA gener vha. komparativ
genomanalyse.

Pipelinen bestar af fglgende tre overordnede dele:
e Forbehandling
e Konserverede DNA-sekvenser

e Identifikation

Forbehandling: Fgrste del af pipelinen bestar i at ggre inputdatasaettet,
de tre valgte arters DNA-sekvenser, klar til at kunne anvendes i resten af
pipelinien.

Konserverede DN A-sekvenser: Anden del af pipelinen bestar i at finde
de DNA-sekvenser, der er evolutiongert konserveret mellem de tre valgte ar-
ters genomer. Dette ggres vha. to parvise alignments, og efterfglgende samle
resultaterne fra de to alignments til st af konserverede DNA-sekvenser.

Identifikation: Tredje del af pipelinen bestar i at foretage en multiple a-
lignment af hver af de saet af konserverede DNA-sekvenser, som er blevet
fundet i det foregaende del af pipelinen. Efterfolgende analyseres disse mul-
tiple alignments naermere for at finde potentielle miRNA gener.

Alle tre dele dele af pipelinen vedrgrer strategiens fgrste trin, at det
er DNA-sekvenser fra tre besleegtede dyrearter, pipelinen behandler. Anden
del af pipelinen vedrgrer strategiens andet trin identifikation af konserverede
DNA-sekvenser. Tredje del af pipelinen vedrgr de to sidste trin i strategien,
identifikation af ncRNA-sekvenser og potentielle miRNA gener, men er ogsa
afheengig af anden del af strategien.

Forst beskrives hver af de tre overordnede dele af pipelinen i detaljer, og
i det efterfolgende afsnit beskrives de programmer som pipelinen bestar af.

5.1 Forbehandling

Forbehandlingen bestar i at ggre indputdatasaettet, DNA-sekvenserne for de

tre valgte arter, klar til at kunne anvendes i resten af pipelinen.
DNA-sekvenserne der anvendes til input til pipelinen findes i filer pa

FASTA-formatet. FASTA-formatet er beskrevet i Appendiks A Fil-formater.
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Der er to forskellige forbehandlingspipelines, en for FASTA-filer med en
enkelt DNA-sekvens og en for FASTA-filer med flere DN A-sekvenser. De to
pipelines er vist pa henholdsvis figur 25, som viser forbehandligs delen af
pipelinen for FASTA-filer bestédende af en enkelt DNA-sekvens, og figur 26,
der viser forbehandligs delen af pipelinen for FASTA-filer med mere end en
DN A-sekvens.

Grunden til at der er to forbehandlingspipelines er, at for flere arter f.eks.
mennesket findes en FASTA-fil med en sekvens for hver enkelt kromosom.
Hvorimod for f.eks. fugu findes en FASTA-fil med hele genomet, som er delt
op i mange sekvenser, fordi man endnu ikke har faet samlet DN A-sekvenserne
kromosomvis, men kun i mindre delsekvenser. For fugus vedkommende kaldes
disse delsekvenser scaffolds.

En mulighed er at splitte en FASTA-fil med flere sekvenser op i filer med
kun en sekvens i hver, og sa benytte pipelinen for FASTA-filer med en enkelt
DNA-sekvens, men det bliver til 20.379 filer hvis fugu assembly 2.0 benyttes
og til 7.213 filer hvis assembly 4.0 benyttes. Men det store antal filer vil veere
ret uhandterlige, derfor er lgsningen med to pipelines valgt.

Pipelinen til at handtere scaffolds, er en udbygning af pipelinen for enkelt
sekvenser, til ogs& at kunne handtere filer med flere sekvenser. At pipelinen
til scaffolds ikke benyttes til alle filer inklusiv dem med en enkelt sekvens er,
at der foretages flere ting, nar scaffolds skal handteres, som er ungdvendige,
nar der er tale om FASTA-filer med enkeltsekvenser. Og pa et tidspunkt bli-
ver fugus scaffolds formodentlig samlet, s& DNA-sekvenserne kommer med
en DNA-sekvens pr. kromosom.

De to forbehandlingspipeliner bestar begge af fglgende dele:
e Download af DNA-sekvenserne — FASTA-format
e Reformatering af FASTA-filer
e Maskering af DNA-sekvenserne

e Opdeling af lange DN A-sekvenser i kortere sekvenser
Desuden har forbehandlingspipelinen for scaffolds ogsa fglgende dele:
e Registrering af DN A-sekvensernes start positioner

e Generering af scaffoldsliste

5.1.1 Download af DN A-sekvenser

DNA-sekvenserne der benyttes som input til pipelinen, forventes at vee-
re downloaded fra Ensembl’s ftp-website: ftp.ensembl.org, eller de skal
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ftp.ensembl.org

l

Download

l

FASTA fil
Fler linier sekvens
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onelLineRename.py

|

l

FASTA fil
Enkelt linie sekvens

!

maskFASTAsequence.py l B —

l

FASTA fil
BLAT Database
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splitFASTAsequence.py

l

FASTA fil
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ensembldb.ensemble.org

Y

exonList.py

l

Maskerings liste

48

Figur 25: Forbehandlings pipeline for FASTA-filer med en enkelt DNA-

sekvens.
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ftp.ensemble.org
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Download
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FASTA fil Scaffolds
Fler linier sekvenser
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oneLineRename.py

l

ensembldb.ensemble.org

FASTA fil Scaffolds
Enkelt linie sekvenser

l

| scaffolds2database.py

l

Y

){ maskScaffolds.py

l

FASTA fil Scaffolds alle
BLAT Database

createScaffoldsTable.sql l- -— - Scaffolds DB
Y
Lokal miRBase::sequences DB I scaffoldsList.py
Y l
miRNAscaffoldsList.py —)| Scaffolds liste |

l

scaffoldsFile.py
splitScaffoldsFile.py

l

FASTA fil Scaffolds valgt
BLAT Database/Query

Figur 26: Forbehandlings pipeline for FASTA-filer med mere end en DNA-

sekvens — Scaffolds.
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have et format som de DNA-sekvenser, der kan downloades fra Ensem-
bl’s ftp-website. DNA-sekvenserne, der kan downloades fra Ensembl er pa
FASTA-formatet, og findes som umaskerede DNA-sekvenser og som ma-
skerede DNA-sekvenser. De sidstnaevnte er maskeret med RepeatMasker
(www.repeatmasker.org), som er et program, der screener DNA-sekvenser
for interspersed repeats og lav kompleksitets DNA-sekvenser, disse sekven-
ser bliver maskeret ved at baserne A, C, G og T bliver erstattet med et
tilsvarende antal N’er.

Det skal veere de maskerede DN A-sekvenser, som skal avendes i pipelinen,
da det har vist sig, at RNAz ellers vil klassificere repeat sekvenserne som
ncRNA sekvenser, og RNAmicro klassificerer dem som miRNAer. Om det
er alle eller kun en del af repeat sekvenserne, der fejlklassificeres er ikke
undersggt.

Ensembl er valgt, fordi de ofte opdaterer deres website www.ensembl .org
med de nyeste data, det sker ca. hver anden maned. Tidligere udgaver fra de
sidste to ar er tilgeengelige fra deres arkiv website archive.ensembl.org. Det
er derfor ogsa muligt at fa adgang til bestemte udgaver af DN A-sekvenserne.
Fra Ensembl’s database ensembldb.ensembl.org er det desuden muligt at
hente yderligere information om forskellige arters genomer, som f.eks. exon
positioner, der bliver anvendt i denne pipeline.

5.1.2 Reformatering af FASTA-filer

Reformateringen af de downloadede FASTA-filer har til formal at ggre filerne
mere praktisk anvendelige i resten af pipelinen. Andringerne der skal fore-
tages vedrgrer informationslinierne, filnavnene og nylinietegnene i FASTA-
filerne med DNA-sekvenserne. For den made informationslinierne i de down-
loadede FASTA-filer er formateret pa er uhensigtsmaessig, nar der skal fore-
tages alignment af sekvenserne. Grunden er den, at alignment programmerne
BLAT og BLATz kun medtager identifieren fra informationslinien i output
filen nar output formatet er axt. I dette projekt forudseettes det, at det er
plus sekvenser, der reformateres, da det er den type af sekvenser, der kan
downloades fra Ensembl.

Eksempel pé informationslinien for en FASTA fil med en DNA-sekvens for
et kromosom:

>17 dna:chromosome chromosome:NCBI36:17:1:78774742:1
Og eksempel pa en af informationslinierne i en FASTA fil med scaffolds:

>scaffold_1 dna:scaffold scaffold:FUGU4:scaffold_1:1:7245445:1
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Nar kun identifieren medtages i outputfilen, kan det veere sveert at holde
styr pa, hvilken art en sekvens tilhgrer, nar en sekvens kun refereres med et
nummer f.eks. nummeret 17 i en alignment. Det ville derfor vaere ngdvendig
at holde styr pa hvilken art 17 refererer til pa en eller anden made. Det
er uhensigtsmaessig. Det er derfor ngdvendigt at sendre pa identifieren til
noget mere praktisk anvendelig og entydig. Alle de informationer, der skal
bevares igennem en alignment, skal placeres i selve identifieren. Derudover
vil der ofte veere tale om delsekvenser, der arbejdes med i pipelinen, derfor
er delsekvensernes positioner i hele kromosomet ogsa relevant at have med i
identifieren. Da et kromosom bestéar af to DNA-strenge er det ogsa vaesentligt
at vide, hvilken streng der er tale om.

Informationerne der skal veere i identifieren, for at ggre den mere anven-
delig er art, kromosom- eller scaffoldnummer, sekvensstart og -slut og streng.

Formatet pé identifieren for FASTA-filer bliver:
>Art-Kromosomnummer : Sekvensstart:Sekvensslut:Streng

Art-Kromosomnummer er artnavn eller lign. entydig betegnelse for arten
samt kromosomnummer. Hvis outputtet fra den samlede pipeline skal ana-
lyseres for kendte miRNAer, skal artsnavnet veere ligesom artsbetegnelserne,
der benyttes i miRBase, f.eks. “hsa” for mennesket. Og der skal veere binde-
streg mellem artsnavn og kromosomnummer. Art-Kromosomnummer tilfgjet
“fa” bruges som navnet pa filen pa den reformaterede FASTA-fil.

Formatet for FASTA-filer med en raekke scaffolds bliver:
>Art_scaffoldnummer:Sekvensstart:Sekvensslut:Streng

For filer med scaffolds er der tale om scaffoldnummer i stedet for kromo-
somnummer. Art og scaffoldnummer skal veere adskilt med understregnings-
tegnet “ 7, da tegnet bruges til at udtreekke scaffoldnummeret fra identifi-
eren i implementationen. For FASTA-filer med scaffolds bliver filnavnet art
tilfgjet “.fa”.

Sekvensstart er nummeret pa den base, som sekvensen starter med i den
reformaterede FASTA-fil. Og tilsvarende for sekvensslut, som er nummeret
pa den base som sekvensen slutter med i den reformaterede FASTA-fil. I den
reformaterede FASTA-fil med et helt kromosom vil sekvensstart veere 1 og
sekvensslut svare til leengden pa sekvensen dvs. antal baser.

Streng angiver hvilken DNA-streng der er tale om, plus strengen angives
med tegnet “+” og tilsvarende minus strengen med tegnet “—".

De enkelte informationer skal adskilles med kolon “:”, da dette tegn be-
nyttes til at adskille de forskellige informationer i implementationen, séledes
at det er muligt at udtreekke de enkelte informationer fra identifieren, til
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videre behandling i de enkelte programmer som pipelinen bestar af.

Et eksempel pa en reformateret identifier for et helt kromosom:
>hsa-17:1:78774742:+

Et eksempel pa en reformateret identifier for en delsekvens:
>hsa-17:27691241:27711334:+

Sekvensstart og sekvensslut positionerne refererer altid til positioner i den
reformaterede FASTA-fil indeholdende plus strengen, ogsa selvom en FAS-
TA sekvens er en minus streng, dog er minus strengen vendt korrekt med
5’-enden som start pa FASTA sekvensen og 3’-enden som slut péa sekvensen.
Dette er gjort, fordi s& er der ingen steder, hvor der skal anvendes positio-
ner eller korrigeres positioner, er ngdvendigt at kende sekvensleengden i de
reformaterde FASTA-filer.

DNA-sekvenserne i de downloadede filer er delt op pa enkelt linier pa
60 baser, og hver linie afsluttes med nylinietegnet “\n”. Det betyder DNA-
sekvensen ikke blot er en lang streng af baser, men baserne bliver hyppigt
afbrudt af nylinietegn.

Ved at fjerne alle nylinietegn pa neer den sidste, ggres det programme-
ringsteknisk meget simplere at udtraekke delsekvenser fra FASTA filerne,
nar der ikke hele tiden skal tages hgjde for de ellers mange nylinietegn. Og
udtraekning af delsekvenser foretages flere steder i den efterfglgende del af
pipelinen. Den afsluttende “\n” skal veere der, for ellers laver BLAT fejl i
positionerne for de sekvenser, der bliver aligned.

Reformateringen foretages med programmet oneLineRename.py.

5.1.3 Maskering af DNA-sekvenserne

For at begraense outputtet fra og kerselstiden for de forskellige alignments,
maskeres exons for proteinkodende gener ud, evt. andre gener kan ogsa ma-
skeres ud. Da miRNA gener kan forekomme i proteinkodende geners introns,
er det kun exons og ikke hele sekvensen for et gen, der skal maskeres ud.

Forst genereres en maskeringsliste, som er en liste med de startpositioner
og slutpositioner for delsekvenser, der skal maskeres, sa de ikke indgar i den
efterfplgende alignment. Oplysningerne om exons positioner udtraekkes fra
Ensembl’s online databaser (host: ensembldb.ensembl.org).

Det er ogsa muligt at generer maskeringsliste med Ensembl’s interaktive
datamining system BioMart (http://www.ensembl.org/biomart/martview/).

Maskeringen kan enten veere hard eller soft. Hard maskering er nar baser
i sekvenser, der skal maskeres konverteres til N'er. I de downloadede FAS-
TA filer er baserne skrevet med store bogstaver (ACGT), soft maskering
konverterer baserne til smé bogstaver (acgt).
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Til at hente exon oplysninger anvendes programmet exonList.py., og til
maskeringen anvendes maskFASTAsequence.py, hvis der er tale om filer med
en DNA-sekvens. Er der tale om filer med scaffolds, s& anvendes programmet
maskScaffolds.py,

5.1.4 Opdeling af lange DN A-sekvenser i kortere sekvenser

De to sekvenser der indgar i en BLAT alignment kaldes henholdsvis database-
sekvensen og query-sekvensen. Der er ikke en specifik graense for hvor lan-
ge database-sekvenserne méa veere, det er muligvis afhsengig af computerens
hukommelse. Til gengeeld ma query-sekvensen maksimal veaere 200.000 ba-
ser lange (Kent, 2002) og for at fa den bedste performance ved aligment af
DNA-sekvenser mellem to arter bgr query-sekvenserne deles op i sekvenser
pa maksimalt 25.000 baser (http://genome.ucsc.edu/goldenPath/help/
blatSpec.html). Det betyder, at hvis de downloadede sekvenser er leengere
skal de deles op i mindre sekvenser, fgr de kan indga som query-sekvenser i
en BLAT alignmnent.
Programmet splitFASTAsequence.py foretager opsplitningen.

5.1.5 Registrering af DN A-sekvensernes start positioner

For de FASTA-filer, der indeholder DNA-sekvensen for et kromosom i en
sekvens, er det hurtigt at finde delsekvenser, nar alle “\n” er fjernet fra
sekvensen.

Dette er ikke tilfeeldet med arter, hvor genomet endnu ikke er samlet til
kromosom niveau, men kun som scaffolds, altsd mindre sekvenser, og alle
sekvenserne er samlet i en stor fil. Som f.eks. fugu med ialt 20.379 scaffolds
i assembly 2.0 og 7.213 scaffolds i assembly 4.0.

For at finde delsekvenser fra disse arter, pa en hurtig made, er det derfor
ngdvendigt at kende start positionerne for alle sekvenserne i FASTA filen.

Disse positioner placeres i en database sammen med navnet og nummeret
pa de enkelte scaffolds. Efterfglgende er det hurtigt at finde delsekvenser
fra artens genom. Databasen indeholder ogséa information om sekvensernes
leengder.

Det er veerd at bemeaerke, at der er to slags positioner for DN A-sekvenser,
der er fil positioner, som beregnes ud fra starten af filen, og der er sekvens
positioner, der beregnes ud fra fra starten af sekvensen for et helt kromosom
eller scaffold.

Registreringen af DN A-sekvenserne start positioner, foretages med pro-
grammet scaffolds2database.

5.1.6 Valg af scaffolds

Det er ikke altid hensigtsmaessig at bruge alle scaffolds i en alignment. Det er
derfor muligt at foretage et udvalg af scaffolds, der efterfslgende kan bruges
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til alignment.

Forst genereres en liste med numrene pa de sekvenser, der skal indga i
en alignment. Det kan veere fra oplysningerne i databasen beskrevet ovenfor.
Eller fra en lokal installation af miRBase, hvor det er muligt at generer en
liste over scaffolds med miRNA gener.

Efterfglgende anvendes listen til at danne en FASTA-fil med de gnskede
DNA-sekvenser, som evt. er delt op i mindre sekvenser, hvis FASTA-filen
skal ing& som en query-fil i en BLAT alignment.

Til at generer listerne med anvendes enten scaffoldsList.py eller miRNA-
scaffoldsList.py. FASTA-filerne dannes med scaffoldsFile.py eller split-
ScaffoldsFile.py.

5.2 Konserverede DN A-sekvenser

Konserverede DNA-sekvenser delen af pipelinen bestar af to BLAT align-
ments, som har til formél at finde de DNA-sekvenser, der er mest evolutio-
neert konserverede mellem de valgte tre arter.

Forst foretages en lokal alignment af DNA-sekvenserne fra to af arterne,
herefter kaldet fgrste alignment.

Dernaest benyttes de delsekvenser fra en af arterne, der blev alignet i
den forste alignment, til lokal alignment med den tredje arts DNA-sekvens,
herefter kaldet anden aligment.

Til slut samles informationerne fra de to alignments til szt af konser-
verede DNA-sekvenser. Resultatet placeres i en database, der benyttes til
den videre analyse. Konserverede DNA-sekvenser delen af pipelinen er vist i
figur 27.

Konserverede DNA-sekvenser delen af pipelinen bestar af fglgende dele:

e Forste alignment

e Resultatet fra forste alignment placeres i database
e Generering af FASTA-fil til anden alignment

e Anden alignment

e Alignment resultaterne samles og placeres i database

5.2.1 Fgrste alignment

Alignmentet mellem de to forste arters DNA-sekvenser foretages med pro-
grammet BLAT. Den ene arts DNA-sekvens velges til at veere database, og
den anden arts DNA-sekvens veelges til at vaere query, derfor skal denne arts
DNA-sekvens veere splittet op i delsekvenser, der ikke er mere end 25.000
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BLAT Database BLAT Query
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Fgrste alignment
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l

createTripleInformationTable.sql |- —— — tripleInformation DB

Figur 27: Konserverede DNA-sekvenser pipelinen. De to parvise alignments.
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nukleotider lange. Output filformatet saettes til axt for alignmentet. axt for-
matet er valgt, fordi den har de relevante informationer til videre analyse af
alignments. axt-formatet er beskrevet i appendiks A Fil-formater.

5.2.2 Resultatet fra forste alignment placeres i database

Resultatet fra fgrste alignment som findes i en axt fil, skal placeres i en
database.

Det er kun oplysningerne fra informationslinierne i axt filen, der place-
res i databasen. Disse oplysninger kan dog ikke direkte placeres i databasen,
nogle af oplysningerne skal forst korrigeres, sa de direkte kan anvendes senere
i pipelinen.

Et eksempel pa axt formatet:

8 hsa-17:27691241:27711334:+ 4239 4288 mmu-11:35615819:35635904:+ 1093 1141 + 3544
gtggctcacgectgtaatcccagecactttgggaggeccgaggecaggeggat
gtggcgcacgectttaatcccagca-tttggaaggcagaggcaggeggat

En BLAT alignment er foretaget mellem to delsekvenser fra mennesket
kromosom 17 og musen kromosom 11, men kun position 4239-4288 i men-
neskets delsekvens er blevet alignet med position 1093-1141 i musens del-
sekvens. Disse positioner er relative i forhold til input sekvenserne, de skal
derfor omregnes til positioner i de hele kromosomer og dermed positioner
i de reformaterede FASTA-filer, hvor fgrste base har position 1. Da disse
positioner er meget simplere at anvende senere i pipelinen.

For menneskets vedkommende bliver startpositionen 27691241 4 4239 —
1 = 27695479 og slutpositionen 27691241 +4288 —1 = 27695528. Tilsvarende
beregninger ggres for musens vedkommende.

Hvis informationsliniens felt nr. 8 “4” havde veeret et minus “—”, sa
havde musens start- og slutposition for alignmentet veeret relative i forhold
til den omvendt komplementeere input sekvens, og startpositionen omregnes
til 35635904 —1141+1 = 35634764 og slutpositionen omregnes til 35635904 —
1093 + 1 = 35634812. Sa ogsa disse positioner bliver til positioner i den
reformaterde FASTA-fil. Oplysningen om at der er tale om den omvendt
komplementaere sekvens, altsd minus sekvensen, gemmes ogsa i databasen.

Det er derfor ikke ngdvendigt at gemme selve DNA-sekvenserne i data-
basen, da de kan genfindes ud fra informationerne i databasen og de refor-
materede FASTA-filer.

Resultatet placeres i en database, fordi det ggr det mere fleksibelt at
veelge de alignments, der skal arbejde videre med. Samtidig er det meget
hurtigere at finde aligment informationerne om den art, der ikke indgar i den
anden alignment, nar disse informationer skal saettes sammen med alignment
resultaterne fra den anden alignment, end hvis de skulle findes i axt-filen.
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Programmet axt2database.py placerer resultatet i AxtInformation da-
tabasetabellen, der oprettes med createAxtInformationTable.sql.

5.2.3 Generering af FASTA-fil

Ud fra resultatet fra den forste alignment genereres en FASTA-fil, der skal
bruges til den anden alignment. Filen genereres ud fra oplysningerne i da-
tabasen med oplysningerne om den fgrste alignment, og selve sekvenserne
hentes fra den relevante reformaterede FASTA-fil. Filen indeholder de del-
sekvenser fra en af arterne, der kunne alignes i den fgrste alignment, eller
et udvalg af disse DN A-sekvenser. Identifieren for de enkelte sekvenser i den
genererede FASTA-fil, er udvidet med oplysningen om postnummeret i da-
tabasen, hvor oplysningerne kommer fra.

Formatet pa identifierne i den genereret FASTA-sekvens bliver:
>Art-Kromosomnummer : Sekvensstart:Sekvensslut:Streng:Postnummer

Et eksempel péa identifierne i den genererede FASTA-fil:
>mmu-12:109053353:109053403:+:1

Postnummeret ggr det muligt hurtigt at finde oplysningerne fra den art
der ikke indgar i den anden alignment, nar oplysningerne for de tre arter skal
samles efter den anden alignment.

Den genererede FASTA-fil kan bestar af DNA-sekvenser, som bade kan
vaere plus og minus strenge. Hvis alle sekvenser skal vaere plus strenge, og
alle alignede sekvenser skal med i FASTA-filen, skal sekvenserne for database
arten benyttes. Da sekvenserne for denne art altid vil veere plus sekvenser.

FASTA-filen genereres med programmet database2FASTA.py.

5.2.4 Anden alignment

Anden alignment er alignmentet mellem den tredje art, der ikke indgik i
fgrste alignment, og en af arterne fra den fgrste alignment. Det er ogsé BLAT
programmet, der benyttes her til alignmentet som i fgrste alignment. Den
fil, der anvendes som database i denne BLAT alignment mé kun indeholde
plus sekvenser. Ellers vil implementationen for den folgende del af pipelinen
ikke virke korrekt.

Det vil veere logisk at anvende den tredje art, som database arten i align-
mentet, og arten fra fgrste alignment, som query art. Det vil derfor ikke veere
ngdvendigt at splitte sekvenserne op i en af filerne, da ingen af sekvenserne
i query arts FASTA-fil vil veere pa mere end 25.000 baser. I denne alignment
skal output fil formatet ogsa veere axt format.
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5.2.5 Alignment resultaterne samles og placeres i database

Resultatet fra den anden alignment placeres i en database. Lige som ved den
fgrste alignment, er det kun oplysningerne fra informationslinierne, der pla-
ceres i databasen. For de sekvenser der ingik i anden alignment, skal sekvens
positionerne ogsa korrigeres, som beskrevet for fgrste alignment. Da query
filen kan indeholde minus sekvenser, tages der hgjde for dette i korrektionen
af sekvens positionerne.

Resultatet skal samles med resultatet fra den fgrste alignment, saledes at
informationerne fra den art, der ikke er med i den anden alignment kommer
med i databasen. Informationern for denne art skal muligvis korrigeres. Der
er to ting der kan korrigeres for leengden af sekvensen og hvilken streng, der
skal anvendes i det fglgende af pipelinen.

Det er ikke sikkert, at det det hele af en sekvens fra den fgrste alignment
der kan alignes i den anden aligment, men kun en del af en sekvens, hvis det
er tilfeeldet skal sekvensen for arten, der ikke er med i den anden alignment
ogsé afkortes. Dette er illustreret til venstre i figur 28.

1. alignment

i J k 1

Art A+ P ” = =

Art B+ - : -
2. alignment ,.

y Som n VR Sy :

Art B + |4 ;: . | y .::' IV_IV —

Art C  + ' . — '
Korrigering

ArtB  + Y Y

At A 4 LY Y y

Figur 28: De to parvise alignments og den efterfslgende korrektion, som an-
vendes for resultatet samles i en database. Til venstre er laengde korrektionen
og til hgjre er streng korrektionen. Se teksten for nzermere forklaring.
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I forste alignment kan delsekvens A;;; fra art A alignes med delsekvens
B;;1 fra art B. Sekvens B;; anvendes i anden alignment til alignment med
Art C, men kun delen B,,,+ af delsekvens B;;; kan alignes med art C’s
delsekvens C)yy,. Derfor skal art A’s delsekvens A;;; afkortes, inden oplys-
ningerne placeres i databasen. Den del af A;;4 der er interessant, er den del,
der kan alignes til By

Det var meningen at anvende BLAT til denne afkortning, men det viste
sig at veere en ikke seerlig god ide. Det viser sig at benyttes BLAT til at
genaligne to delsekvenser, der danner et alignment nar to sekvenser alignes,
sa er det ikke sikkert at de to delsekvenser bliver genalignet i hele deres
leengde, men kun en del eller flere dele af delsekvenserne. Lgsningen blev at
anvende BLATYZ her, da programmet er mere sensitiv end BLAT, og hvis der
er flere del alignements, er det muligt at veelge den med hgjeste score.

Den korrekte lgsning pa problemet er at anvende dynamisk programme-
ring og global alignment, hvor gaps i enderne af den korteste streng ikke
koster noget. At denne lgsning ikke blev implementeret var, at det fgrst sent
i projektet blev opdaget, at der var et problem med at anvende BLAT pa
dette sted i pipelinen.

Det kan veere, at det er den komplementaere streng til en sekvens fra
den fgrste alignment, der kan alignes med den tredje arts sekvens i anden
alignment, sa skal strengen ogsa @endres til den komplementeere streng for
arten der ikke er med i den anden alignment. Dette er illustreret til hgjre i
figur 28

I forste alignment kan delsekvens Ay, fra art A alignes med delsekvens
By+ fra art B. Sekvens By anvendes i anden alignment til alignment med
Art C, men det er den omvendt komplementaere sekvens By, kan alignes
med art C’s delsekvens Cp; . Derfor skal art A’s delsekvens A4 konverteres
til minus strengen Ay;_, inden resultatet placeres i databasen.

Programmet der samler resultaterne fra de to BLAT alignments er triple-
2database.py, den placerer ogsa resultatet i databasetabellen tripleIn-
formation, der oprettes med createTripleInformationTable.sql.

5.3 Identifikation

Identifikation delen af pipelinen bestar i at finde de DNA-sekvenser der po-
tentielt indeholder miRNA gener, blandt de sekvenser der blev fundet ved
de to BLAT alignments. Pipelinedelen for identifikation er vist i figur 29.

Identifikations pipelinen bestar af fglgende dele:

e Generer DNA-sekvens filer
e Multiple alignment

e Konverter til ClustalW-format
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Figur 29: Identifikations pipelinen. Identifikationen af potentielle miRNA

gener i multiple alignede DNA-sekvenser.
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e ncRNA Kklassificering
e Identificer potentielle miRNA gener

e Identifikations resultaterne placeres i database

5.3.1 Generer DNA-sekvens filer

Der genereres en FASTA-fil for hver af de tre arter, der indgar i analysen. De
tre filer indeholder hver en af de DN A-sekvenser, der kan alignes til hinanden,
og blev fundet gennem de to BLAT alignments.

De generede FASTA-filer vil indeholde en DNA-sekvens p& minimum
200 nukleotider, for at sikre at hele pre-miRNA sekvensomradet er med i
alignmentet. Hvis BLAT alignmenterne resulterede i kortere sekvenser, bliver
de forlaenget til 200 nukleotider, og forleengelsen er lige fordelt pa de to ender
af sekvensen.

Det er ikke ngdvendigt at konvertere DN A-sekvenserne til RN A-sekvenser,
for det ggr programmerne RNAz og RNAmicro selv.

5.3.2 Multiple alignment

Multiple alignmentet af de tre DNA-sekvenser foretages med MLAGAN.
Outputtet er en fil p4 multi-FASTA-format, dvs. at alle tre DNA-sekvenser
er i den samme fil pa FASTA-format.

5.3.3 Konverter til Clustal W-format

RNAz kan ikke handtere multi-FASTA-formatet, derfor konverteres multi-
FASTA-format filen til ClustalW-formatet, som programmet godt kan hand-
tere. ClustalW-formatet er beskrevet i Appendiks A Fil-formater.

5.3.4 ncRNA Kklassificering

Multiple alignmentet sgges igennem for at finde sekvensdele, der kan klassifi-
ceres som ncRNA sekvenser. Dertil bruges programmet RNAz. Alignmentet
sgges igennem med et sekvens vindue i passende stgrrelse og i passende trin.
Der sgges kun indtil, der findes en sekvensdel, der bliver klassificeret til at vae-
re ncRNA-sekvens. En sekvensvindue klassificeres som ncRNA, hvis RNAz
giver den en score pa 0,50 eller mere. Hvis der ikke findes nogen ncRNA-
sekvens i alignmentet, sgges den omvendte komplementaere alignment ogsa
igennem.

Ovennaevnte klassificering med at hele alignmentet bliver klassificeret
som veerende ncRNA sekvens eller ikke, er en ret simpel klassificering. En
mere detaljeret klassificering kunne veere at finde de omrader i multiple a-
lignmentet der blev klassificeret som ncRNA, og kun ga videre med de se-
kvensdele, i den videre analyse. Men programmet RNAmicro, der bruges
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efterfglgende til at identificere miRNA gener, kan ikke bruges med “fra” og
“til” parametre, hvis alignmentet har en leengde pa mere end 200 nukleotider,
og kan derfor ikke anvendes til analyse af en begreenset omrade af en leengere
multiple alignment.

En mulig lgsning pa dette ville veere at placere de dele af alignmentet, der
blev klassificeret som ncRNA sekvenser, i filer med en maksimal lsengde pa
200 nukleotider. Men det ville veere en mere kompleks lgsning, her er valgt
at bruge den simple klassificering.

Det er ikke blevet undersggt nsermere, hvilken betydning, det har for det
samlede resultat, at en stgrre del af multiple alignmentet bliver analyseret
med RNAmicro, end den del som RNAz klassificere som ncRNA.

5.3.5 Identificer potentielle miRNA gener

De multiple alignments der er blevet klassificeret til at indeholde ncRNA
sekvenser, sgges igennem for at finde sekvensdele, der kan klassificeres som
potentielle miRNA gener. Programmet RNAmicro bruges til at identificere
potentielle miRNA gener. Hele alignmentet sgges igennem med sekvens vin-
duer med passende stgrrelser og med trin af en stgrrelse betydeligt mindre
end vindues stgrrelsen.

Der skal helst anvendes flere forskellige vindues stgrrelser, for at deekke
flere stgrrelser af pre-miRNAer. RNAmicro kan handtere vindues stgrrelser
fra 70 nt. til 130. nt, og vinduet flyttes automatisk i trin pa 5 nt.

Den omvendt komplementaere alignment sgges ogsa igennem. Hver sekvens-
vindue gives en score af RNAmicro, og hvis denne score er pa 0,50 eller mere
klassificeres den som en mulig miRNA gen.

Nar alignmentet sgges igennem med forskellige vindues stgrrelser og med
sma trin, vil der forekomme overlap mellem delsekvenser, der identificeres
som mulige miRNA gener. Disse overlap bliver slaet sammen, hvis de har
samme score. Hvis der er overlap med forskellig score, vil den overlap med
laveste score blive fjernet.

5.3.6 Identifikations resultaterne placeres i database

Oplysningerne om de delsekvenser, for de tre arter, der indgik i multiple a-
lignmentet, og som blev klassificeres som potentielle miRNA gener placeres
i en database. Med oplysninger om sekvens positioner og streng samt RNA-
micro scoren. Selve sekvenserne bliver ikke gemt i databasen. De vil altid
kunne findes udfra oplysningerne i databasen. Efterfglgende er det er muligt
at analysere videre pa resultatet.

Programmet identification.py foretager hele identifikationen af po-
tentielle miRNA gener, og placere resultatet i databasetabellen RNAmicro-
Information, der oprettes med createRNAmicroInformationTable.sql.
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6 Programmerne

Pipelinen til identifikation af potentielle miRNA gener bestar af dels eksiste-
rende programmer og dels nyudviklede programmer. Udover de programmer,
der indgéar i selve pipelinen, er der udviklet forskellige hjeelpeprogrammer.

Forst beskrives kort hvilke eksisterende programmer, der indgar i pipe-
linien. Derefter beskrives nogle generelle ting om de nyudviklede program-
mer. Efterfglgende beskrives de nyudviklede programmer, der indgar direkte
i pipelinien i detaljer. Til slut beskrives hjelpeprogrammerne.

6.1 Eksisterende programmer

Eksisterende programmer er programmer, som andre har udviklet, og som
ikke er udviklet til pipelinen, men indgar i pipelinen.

Et overordnet krav til disse programmer har veeret, at de skulle veere
gratis tilgeengelige minimum til ikke kommercielt brug og kunne kgre pa
DAIMIs Linux installation, som er Fedora (http://fedoraproject.org).

De eksisterende programmer er vist i tabel 2. Diskussion om hvorfor lige
netop disse programmer er valgt fremfor andre med samme funktionalitet
findes i afsnittet Strategien.

Navn Version Type Reference

BLAT 33 parvis alignment Kent (2002)

BLATZ 1 parvis alignment

MLAGAN 1.1  multiple alignment Brudno et al. (2003)
RNAz 1.0pre ncRNA identifikation =~ Washietl et al. (2005)
RNAmicro 1.1 miRNA identifikation Hertel and Stadler (2006a)

Tabel 2: Eksisterende programmer benyttet i pipelinen. Programmer der er
udviklet af andre, og som ikke er udviklet direkte til brug i pipelinen.

6.2 Nyudviklede programmer

De nyudviklede programmer, som indgar i pipelinen, er udviklet i program-
meringssproget Python version 2.4.3 (http://python.org). Desuden er My-
SQL version 4.1.10a-max (http://mysql.com) benyttet som databasema-
nagementsystem. Til kommunikationen mellem Python programmerne og
MySQL benyttes Python modulet MySQLdb version 2.0 (http://sourceforge.
net/projects/mysql-python).

De nyudviklede programmer, kan deles i to grupper af kildefiler biblio-
teksmodulerne og de egentlige programmer.
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Biblioteksmodulerne indeholder funktioner, som de @gvrige programmer
benytter sig af. Hvis mere end et program benytter en funktion, er den pla-
ceret i et af biblioteksmodulerne, hvorfra det enkelte program kan importere
det fra, og rettelser skal kun foretages et sted. Der er dog enkelte steder,
hvor dette princip er fraveget, hvis et program benytter en stgrre og vaesent-
lig funktion fra et andet program, sa importeres den fra det andet program,
s& koden findes kun et sted. Faktisk kunne alle funktionerne placeres i et
bibliotek, hvorfra de enkelte funktioner kunne importeres fra til det enkel-
te program. Dette er dog ikke gjort her for overskuelighedes skyld. Det er
lettere at fa et overblik over et program, nar dens funktioner er samlet.

Alle egentlige programmer er opbygget efter en faelles model. De har alle
en linie med fglgende udformning:

if __name__ == "__main__":

Denne seetning vil kun blive udfgrt, hvis den Python program-fil den fin-
des i, udfgres som “main” programmet, dvs. at det er den fil, som programmet
startes fra. Det forste der sker nar et program kgres er, at der tjekkes for
om programmet er kaldt med det rette antal parametre. Resten foregar ved
funktionskald, da den resterende del af koden er pakket ind i funktioner.

6.2.1 Biblioteksmodulerne

Der er to biblioteksmoduler myDataLibrary.py og myLibrary.py Biblioteks-
modulerne indeholder alle de funktioner som benyttes af mere end et pro-
gram, med programmer menes alle programmer der er udviklet i forbindelse
med dette projekt.

myDataLibrary.py

Modulet indeholder funktioner, som indeholder data, der benyttes af de gv-
rige programmer. Disse funktioner er placeret i en separat fil, fordi de in-
deholder data, som evt. skal &endres. Det drejer sig om databasekald og en
liste over de arter, hvor sekvenserne er i scaffolds, dvs. flere sekvenser i den
samme fil.

myLibrary.py

Modulet indeholder alle gvrige funktioner.

6.3 Pipelineprogrammerne

De nyudviklede pipelineprogrammer er de programmer, der er udviklet til at
indga direkte i pipelinen.
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6.3.1 Forbehandling

De folgende programmer indgar i forbehandlings pipelinen for FASTA-filer
med en enkelt DNA-sekvens, se ogsa figur 25.

oneLineRename.py

Programmet foretager sgendringen af informationslinier i FASTA-filer, sa i-
dentifierne bliver mere informative nar filerne indgar i en BLAT alignment.
Desuden fjernes alle ny linie “\n”, der er placeret i selve DN A-sekvensen.
“\n” efter sekvensen bevares, hvilket er vigtigt, for ellers vil BLAT aligmentet
give et forkert resultat. BLAT vil regne informationslinien med i sekvensen,
det medfgrer at positionerne for de alignede sekvenser bliver forkerte.
Programmet tager som input en FASTA-fil og en identifiernavn. Pro-
grammet kan handtere FASTA-filer downloaded fra Ensembl’s ftp-site for
DNA-sekvenser, eller som er formateret pa samme made. Eller ogsa skal in-
formationslinien veere formateret pa samme méade som output filens informa-
tionslinie er formateret >identifiernavn:sekvensstart:sekvensslut:streng.
Programmet kan handtere FASTA-filer med en eller flere FASTA-sekvenser.
Programmet producerer en outputfil, hvor filnavnet er bestemt af det
identifiernavn, som programmet blev kaldt med, og far derfor navnet “iden-
tifiernavn.fa”. Denne konstruktion ggr det let senere at finde en delsekvensen
udfra kendskab til identifiernavn, sekvensstart, sekvensslut og streng.
Informationslinierne far som sagt formatet:
>identifiernavn:sekvensstart:sekvensslut:streng

exonList.py

Programmet generer en fil med en liste af exon start- og slutpositioner, til
brug for programmet maskFASTAsequnce.py. Oplysningerne om exons hen-
tes fra Ensembls databasesystem ensembldb.ensembl.org, som tilgas via
internettet.

Programmet tager databasenavn og kromosomnummer som input og evt.
gentype (biotype i Ensembls terminologi) og evt. om det skal vaere known
eller novel exons.

Ensembl har en lang raekke forskellige databaser. Hver database indehol-
der kun oplysninger om en enkelt art. Og for hver art er der flere versioner af
databaser. Det betyder, at nar databasenavn angives, sa angives ogsa hvilken
art og database version, der gnskes oplysninger fra.

Gentype kan veelges til at veere enten en bestemt gentype, alle gentyper,
eller alle pd nser miRNA gener. Hvis en exon liste med alle pa neer miR-
NA exons gnskes, benyttes betegnelsen “not mirna”. Output filnavnet far
navnet “databasenavn-kromosomnummer-exons.Ist” Til at fa overblik over
hvilke gentyper, der findes oplysninger om i den database, som anvendes, er
hjeelpeprogrammet geneInformation.py blevet udviklet.
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maskFASTAsequnce.py

Programmet maskerer en FASTA-fil, der er blevet reformateret med pro-
grammet oneLineRename.py eller har samme format, dvs. en identifier linie
og sekvenslinien pa en linie.

Input til programmet er filnavnet pad den FASTA-fil, der skal maske-
res, en fil med oplysninger om, hvor der skal maskeres i form af start- og
slutpositioner og om maskeringen skal veere “hard” eller “soft”. Filen med
maskeringsoplysningerne kan enten vaere genereret med exonList.py eller
BioMart systemet. Programmet tager hgjde for, at der kan veere tekst pa
fgrste linie, som er tilfeeldet nar BioMart benyttes.

Programmet foretager enten “hard mask” eller “soft mask”. “Hard mask”
er nar hver base, der skal maskeres bliver konverteret til tegnet N. Ved “soft
mask” bliver alle baser, der skal maskeres konverteret til sma bogstaver.
Programmet foretager en rackke test af maskeringspositionerne for at sikre,
at de er gyldige.

splitFASTAsequnce.py

Programmet splitter en FASTA-sekvens i en fil op i mindre FASTA-sekvenser,
og gemmer dem i en ny fil. Det er muligt at lave sekvenserne, sa der er over-
lap mellem sekvenserne, for at forhindre de enkelte split far betydning for
den senere analyse af sekvenserne.

Input til programmet er en inputfil, sekvensleengde og sekvensoverlap.
Inputfilen skal veere en outputfil fra oneLineRename.py eller den skal have
samme format. Inputfilen ma dog kun indeholde en FASTA-sekvens. Se-
kvensleengde er leengden pa sekvenserne i de nye FASTA-sekvenser. Sekven-
soverlap angiver hvor stor overlap der skal veere mellem de enkelte sekvenser.
Sekvensoverlappet indgar som en del af leengden péa de nye sekvenser.

Ved at bruge identifier formatet >identifiernavn:sekvensstart:sekvens-
slut:streng er det let at generer de nye identifier, for de opsplittede FASTA-
sekvenser. Output filnavnet far navnet “split-inputfilnavnet”.

De folgende programmer indgar i forbehandlings pipelinen for FASTA-filer
med mere end en enkelt DNA-sekvens, se ogsa figur 26.
oneLineRename.py

Det er den samme program, der anvendes i begge forbehandlingspipelines.
Se beskrivelsen ovenfor.

scaffolds2database.py

Programmet placerer informationer om scaffolds i en database, disse infor-
mationer skal efterfglgende benyttes af andre programmer (se neden for) til
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at udtraekke scaffolds fra filen, der indeholder alle scaffolds. Informationerne
der placeres i databasen er scaffoldnavn og -nummer, identifier- og sekvens-
position samt sekvenslengde.

Informationerne om scaffolds placeres i databasetabellen scaffolds. My-
SQL-sezetningen for at oprette scaffolds-tabellen findes i createScaffolds-
Table.sql og beskrivelsen er vist i tabel 3.

scaffolds databasetabellen felter har fglgende betydning:

scaffoldID Unik identifikation
scaffoldName Scaffold navn
scaffoldNumber Scaffold nummer

identifierPosition Identifierens position i filen
sequencePosition  Sekvensens position i filen
sequencelength Sekvensens leengde

Programmet tager som input en fil med scaffolds, filen skal veere en outputfil
fra oneLineRename.py, eller den skal have samme format.

S, S Fommmoo R, oo oo +
| Field | Type | Null | Key | Default | Extra |
S, S Fommmoo R, oo Fomm oo +
| scaffoldID | int(11) | | PRI | NULL | auto_increment |
| scaffoldName | varchar(50) | | | | |
| scaffoldNumber | int(10) unsigned | | UNI | © | |
| identifierPosition | int(10) unsigned | | | 0 | |
| sequencePosition | int(10) unsigned | | | 0 | |
| sequencelength | int(10) unsigned | | | 0 | |
S, S Fommmoo . oo oo m oo +

Tabel 3: MySQL beskrivelsen af databasetabellen scaffolds.

scaffoldsList.py

Programmet genererer en liste af tal, som er numrene pa de scaffolds, der gn-
skes at arbejde videre med. Listen af tal benyttes efterfglgende af scaffolds-
File.py eller splitScaffoldsFile.py til at genererer en fil med de gnskede
scaffolds.

Input til programmet er en outputfilnavn samt en betingelsesseetning,
som er en standart MySQL WHERE betingelse, der angiver hvilke scaffolds
fra scaffolds tabellen,der gnskes. WHERE betingelsen skal veere i citations-
tegn, for at programmet skal opfatte hele betingelsen som en parameter. I
gvrigt skal betingelsen starte med ordet WHERE. Udelades betingelsen, faes
en liste med numrene pa alle scaffolds.

miRN AscaffoldsList.py

Programmet ggr noget af det samme som scaffoldsList.py, men i stedet
for at traeekke data ud af scaffolds tabellen, laver den er forespgrgsel til en
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lokale installation af miRBase. Programmet genererer en liste med numrene
pa alle de fugu scaffolds, der har kendte miRNA gener ifslge miRBase. Pt.
virker programmet kun til fugu scaffolds.

maskScaffolds.py

Programmet maskere en FASTA-fil bestaende af scaffolds. Programmet gor
neesten det samme som exonList.py og maskFASTAsequnce.py ggr tilsam-
men. Grunden til at de to programmers samlede funktion er slaet sammen i et
program, nar det handler om scaffolds, er det fordi, ligesom det er upraktisk
at have alle scaffolds i filer for sig, er det upraktisk fgrst at hente oplysnin-
gerne om exons positioner for alle scaffolds i filer for hver scaffold. Dette vil
ogsé skabe mange filer. Derfor er programmet konstrueret saledes, at den
behandler de enkelte scaffolds en efter en. Forst hentes oplysninger om en
scaffolds position i scaffolds tabellen. Derefter hentes oplysningerne om
exons placering i denne scaffold fra ensembldb.ensembl.org via internettet.
Disse oplysninger bliver sa brugt til at maskere, den aktuelle scaffold. Pro-
grammet kan bade foretage “soft” og “hard” maskering, som beskrevet for
exonList.py. Med programmet er det dog kun muligt at maskere en genty-
pe af gangen, og det er ikke muligt at vaelge om det skal veere “known” eller
“novel” exons.

Programmet tager som input filnavnet pa den fil, der skal maskeres, nav-
net pa den Ensembl database, som exon oplysningerne skal hente fra, samt
maskerings made og gentype.

scaffoldsFile.py

Programmet generer en fil med scaffolds ud fra en liste med scaffolds navne
eller numre.

Inputparametrene til programmet er lookupfilnavn, listefilnavn og out-
putfilnavn. Lookupfilnavn er navnet pa den fil, som blev benyttet som input-
fil til scaffolds2database.py eller en maskeret version af filen. Listefilnavn
indeholder listen med scaffold-numre eller -navne. Outputfilnavn er navnet
pa den genererede fil med de valgte scaffolds.

Skulle listen indeholde et nummer eller navn, som ikke findes i tabellen
scaffolds, skriver programmet det pa skeermen, og fortsaetter med at finde
de resterende scaffolds.

splitScaffoldsFile.py

Programmet ggr det samme som scaffoldsFile.py, men derudover splitter
den sekvenser, der er for lange til at kunne anvendes i en BLAT alignment
som query sekvenser. Programmet benytter splitFASTAsequence() til at
splitte sekenserne op i mindre sekvenser. Derfor har programmet ogsa to ek-
stra input parametre sekvensleengde og overlap. Da splitFASTAsequence ()



6 PROGRAMMERNE 69

kun kan splitte en FASTA-fil med en DNA-sekvens, bliver hver sekvens, der
skal splittes forst skrives ud i en temporeer fil, hvorefter opsplitningen kan
forega. Efterfglgende bliver indholdet af den temporzere splitfil tilfgjet den
endelige outputfil.

6.3.2 Konserverede DN A-sekvenser

De fglgende programmer indgar i konserverede DNA-sekvenser pipeline de-
len, se ogsa figur 29.

axt2database.py

Dette program tager output-filen pa axt-format fra forste BLAT alignmen-
tet og gemmer relevante informationer i tabellen axtInformation. MySQL-
seetningen for at oprette axtInformation-tabellen findes i createAxtInfor-
mationTable.sql og beskrivelsen er vist i tabel 4. Det er kun informationer
fra informationslinien, der gemmes og ikke sekvenserne. Start og slutpositio-
ner for sekvenserne bliver korrigeret, hvis det er ngdvendigt som beskrevet
i pipeline afsnittet. Det er ikke ngdvendigvis alle alignments, der skal i da-
tabasen. Det er muligt at ssette en minimum lsengde og minimum score for
hver alignment.

axtInformation databsetabellens felter har fglgende betydning:

axtInformationID Unik identifikation
alignmentNumber Nummeret pa alignmentet i axt-filen

databaseName Database-filens navn

databaseStart Startposition i database-filens sekvens
databaseEnd Slutposition i database-filens sekvens
queryName Query-filens navn

queryStart Startposition i query-filens sekvens
queryEnd Slutposition i query-filens sekvens
queryStrand query strengen

BLATscore BLAT score i axt-filen

Som det kan ses er der ingen streng angivelse for database-sekvensen. Det
skyldes, at database-filens sekvens altid vil veere plus-sekvensen, nar der an-
vendes sekvens-filer downloaded fra Ensembl. Start- og slutpositioner er se-
kvenspositioner for de alignede delsekvenser.

database2FASTA .py

Programmet genererer en FASTA-fil, udfra informationerne i axtInformation
tabellen, med de DNA-sekvenser fra den fgrste alignment, der skal indga
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oo Fommm oo Fommmeo R Fommmmmee oo +
| Field | Type | Null | Key | Default | Extra |
oo Fommm oo Fommmeo R Fommmmee oo +
| axtInformationID | int(11) | | PRI | NULL | auto_increment |
| alignmentNumber | int(10) unsigned | | | 0 | |
| databaseName | varchar(50) | | | NULL | |
| databaseStart | int(10) unsigned | | | 0 | |
| databaseEnd | int(10) unsigned | | | 0 | |
| queryName | varchar(50) | | | NULL | |
| queryStart | int(10) unsigned | | | 0 | |
| queryEnd | int(10) unsigned | | | 0 | |
| queryStrand | char(2) | | | NULL | |
| BLATscore | int(11) | | | 0 | |
Fomm oo R fommmoo S oo S +

Tabel 4: MySQL beskrivelsen af databasetabellen axtInformation.

i den anden BLAT alignment. Alle DNA-sekvenserne skal enten veere fra
database-filen eller query-filen fra den fgrste alignment. Da axtInformation
tabellen ikke indeholder sekvenserne, hentes de fra den relevante reformater-
tede FASTA-fil.

De genererede FASTA-sekvenser fa i deres identifier tilfgjet axtInforma-
tionID’et fra den post i tabellen, de kommer fra. Dette nummer bruges efter
anden alignment til at finde informationerne for den art, der ikke indgar i
den anden alinment, nar informationerne for de tre arter samles efter anden
alignment. Derfor har disse FASTA-sekvensers identifiers have folgende mu-
lige formater, enten >databaseName:databaseStart:databaseEnd:+:axt-
InformationID eller >queryName: queryStart:queryEnd:queryStrand:axt-
InformationID.

triple2database.py

Dette program tager output-filen pa axt-format fra den anden BLAT align-
ment og gemmer informationerne i tripleInformation tabellen. MySQL-
seetningen for at oprette tripleInformation tabellen findesicreateTriple-
InformationTable.sql og beskrivelsen er vist i tabel 5.

tripleInformation databasetabellens felter har fglgende betydning:

tripleInformationID Unik identifikation

axtInformationID 1. alignments unikke identifikation
alignmentNumber Nummeret pa alignmentet i axt-filen
databaseName Database-filens navn

databaseStart Startposition i database-filens sekvens
databaseEnd Slutposition i database-filens sekvens
Strand Database strengen

queryName Query-filens navn

queryStart Startposition i query-filens sekvens

queryEnd Slutposition i query-filens sekvens
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queryStrand query strengen

firstName Filnavnet for sekvensen fra 1. alignment

firstStart Startposition for sekvensen fra 1. alignment, korrigeret
firstEnd Slutposition for sekvensen fra 1. alignment, korrigeret
firstStrand Strengen for sekvensen fra 1. alignment, korrigeret
BLATscoreDQ BLAT score 1 axt-filen

BLATscoreFQ BLAT score i forbindelse med korrektionen af sekvensen

fra 1. alignment

Som for axt2database.py programmet er det ogsa her muligt at sesette en
minimum leengde og minimum score for hver alignment. Der korrigerer ogsa
start- og slutpositioner pa sekvenserne, hvis det er ngdvendig. Ud over infor-
mationerne fra den anden alignment, skal informationerne for den sekvens,
der var med i den fgrste alignment men ikke med i den anden alignment ogsé
med i tripleInformation tabellen. Dette er beskrevet naermere i pipeline
afsnittet.

S S Fommmoo Fommoo oo S +
| Field | Type | Null | Key | Default | Extra |
S oo fommmoo Fommoo oo S +
| tripleInformationID | int(11) | | PRI | NULL | auto_increment |
| axtInformationID | int(10) unsigned | | | 0 | |
| alignmentNumber | int(10) unsigned | | | 0 | |
| databaseName | varchar(50) | | | | |
| databaseStart | int(10) unsigned | | | 0 | |
| databaseEnd | int(10) unsigned | | | 0 | |
| databaseStrand | char(2) | | | | |
| queryName | varchar(50) | | | | |
| queryStart | int(10) unsigned | | | 0 | |
| queryEnd | int(10) unsigned | | | 0 | |
| queryStrand | char(2) | | | | |
| firstName | varchar(50) | | | | |
| firstStart | int(10) unsigned | | | 0 | |
| firstEnd | int(10) unsigned | | | 0 | |
| firstStrand | char(2) | | | | |
| BLATscoreDQ | int(11) | | () | |
| BLATscoreFQ | int(11) | | I o | |
oo Fom e tommmee Fommoo Fommmmmee oo e +

Tabel 5: MySQL beskrivelsen af databasetabellen tripleInformation.

6.3.3 Identifikation

Modsat de andre dele af pipelinen, bestar identifikationsdelen kun af et pro-
gram. Derfor bliver de veesentligste funktioner vist i pipelinefiguren, se fi-
gur 29.

identification.py

Programmet finder de dele af de alignbare sekvenser for de tre valgte arter,
som indeholder potentielle miRNA gener.
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Input til programmet er oplysninger om i hvilken raekkefglge MLAGAN
skal aligne sekvenserne, en standart MySQL WHERE betingelse, der angiver
hvilke multiple alignments, der skal undersgges for potentielle miRNA gener,
samt en sti til hvor programmet skal finde de relevante FASTA-filer, hvor
DNA-sekvenserne skal hentes fra, da de ikke er gemt i tripleInformation
tabellen.

Forst treekkes informationer ud af tripleInformation tabellen om de
tre sekvenser der skal alignes. For hver sekvens oprettes en FASTA-fil med
sekvensen. De tre sekvenser alignes med multiplealignment programmet M-
LAGAN. Outputfilen fra multiplealignmentet er pa multi-FASTA format.
Dette format kan ikke laeses af hverken RNAz eller RNAmicro, derfor kon-
verteres outputfilen til ClustalW format. Dernaest analyseres ClustalW for-
mat filen med programmet RNAz, der analyserer multiple alignmentet med
en vindues stgrrelse pa 100 nt. og i trin pa 10 nt. Hvis RNAz finder et sted
i multiple alignmentet, der kan klassificeres som potentiel ncRNA-sekvens,
analyseres hele alignmentet efterfglgende med programmet RNAmicro, der
anvender vindues stgrrelserne 75, 95 Og 115 nt. Oplysningerne om de dele af
alignmentet, der bliver klassificeret som potentielle miRNA gener placeres
derefter i RNAmicroInformation databasetabellen.

MySQL-seetningen for at oprette RNAmicroInformation tabellen findes
i createRNAmicroInformation.sql og beskrivelsen er vist i tabel 6.

RNAmicroInformation databasetabellens felter har felgende betydning:

RNAmicroInformationID Unik identifikation
tripleInformationID tripleInformations identifikation

speciesOneName 1. arts navn
speciesOneStart Startposition i 1. arts sekvens
speciesOneEnd Slutposition i 1. arts sekvens
speciesOneStrand Strengen for 1. arts sekvens
speciesTwoName 2. arts navn
speciesTwoStart Startposition i 2. arts sekvens
speciesTwoEnd Slutposition i 2. arts sekvens
speciesTwoStrand Strengen for 2. arts sekvens
speciesThreeName 3. arts navn
speciesThreeStart Startposition i 3. arts sekvens
speciesThreeEnd Slutposition i 3. arts sekvens
speciesThreeStrand Strengen for 3. arts sekvens
RNAmicroScore RNAmicro score

Programmet skriver ogsé en logfil. Alle post-id skrives til logfilen en pa
hver linie. P4 en linie skrives ogsa hvis multiple alignmentet resulterede i
ingen alignment, om RNAz klassificerede alignmentet som RNA eller om
RNAz kom med en exception.
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oo oo m oo Fomomeo . Fommmmee oo m e +
| Field | Type | Null | Key | Default | Extra |
S Fomm e Fomomoo R, Fommmmmee oo +
| RNAmicroInformationID | int(11) | | PRI | NULL | auto_increment |
| tripleInformationID | int(10) unsigned | | | 0 | |
| speciesOneName | varchar(50) | | | | |
| speciesOneStart | int(10) unsigned | | | | |
| speciesOneEnd | int(10) unsigned | | | | |
| speciesOneStrand | char(2) | | | | |
| speciesTwoName | varchar(50) | | | | |
| speciesTwoStart | int(10) unsigned | | | | |
| speciesTwoEnd | int(10) unsigned | | | | |
| speciesTwoStrand | char(2) | | | NULL | |
| speciesThreeName | varchar(50) | | | NULL | |
| speciesThreeStart | int(10) unsigned | | | 0 | |
| speciesThreeEnd | int(10) unsigned | | | 0 | |
| speciesThreeStrand | char(2) | | | NULL | |
| RNAmicroScore | float unsigned | | | 0 | |
oo Fommm oo Fomomeo tommeo Fommmmmee oo m e +

Tabel 6: MySQL beskrivelsen af databasetabellen RNAmicroInformation.

6.4 Hj=lpeprogrammer
splitTestFASTAsequence.py

Programmet generer test FASTA-filer til splitFASTAsequnce.py, s& det er
betydelig lettere at se om splitFASTAsequnce.py splitter FASTA-sekvenserne
korrekt.

genelnformation.py

Programmet generer en liste over de forskellige gentyper, samt deres antal
fordelt pa “known” eller “novel” gener, der findes pa et kromosom. Oplysnin-
gerne om gentyper hentes fra Ensembls databasesystem ensembldb.ensembl . -
org, som tilgas via internettet. Ved at anvende programmet er det muligt at
se, hvordan de forskellige gentyper staves.

Input til programmet er databasenavn, som ogsa angiver art, og kromo-
somnavi.
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7 Test

For at teste pipelinen, er det ngdvendig at finde relevant testmateriale, sale-
des at det er muligt at vurdere om pipelinen virker, som det var tilteenkt.

Forst beskrives hvordan testmaterialet er blevet valgt, og de programmer
der er blevet udviklet til dette formal. Efterfglgende beskrives selve testen
af pipelinen og resultatet heraf, samt de programmer, der er blevet udviklet
til at analysere resultatet.

7.1 Valg af testmateriale

Ved at se pa, hvor mange af allerede kendte miRNAer, der kan findes ved
at anvende pipelinen, kan det vurderes, hvor god den er til at finde mulige
microRNA gener.

Oplysningerne om allerede kendte miRNAer findes i miRBase::Sequences
(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/) (Griffiths-Jones et al., 2006,
2008) tidligere kaldet The miRNA Registry (Griffiths-Jones, 2004). Det er
oplysninger fra release 9.0 oktober 2006, der er benyttet i dette projekt. Da-
tabasen indeholder oplysninger om kendte miRNA for bade dyr (32 arter),
planter (9 arter) og viruser (8 arter) ialt 4361 miRNAer.

I figur 30 er vist antallet af miRNAer for de 24 arter af hvirveldyr (Ver-
tebrata), der er med i miRBase release 9.0. Kun hvirveldyr er medtaget her,
fordi valget af testmateriale er rettet mod hvirveldyrarterne. Da disse arter
er de mest interessante, og sa vil det veere muligt at indrage mennesket i
testen.

7.1.1 Valg af arter

Nar der skal veelges arter til komparativ genom analyse, til at finde gener,
sa er det ikke ligegyldigt, hvilke arter der anvendes. Er arterne for neert be-
sleegtede, vil for meget af deres DN A-sekvenser kunne alignes med hinanden,
sa det der sgges efter vil forblive skjult. Er arterne for fjernt beslaegtede, er
DNA-sekvenserne @ndret sd meget at homologe sekvenser ikke leengere kan
identificeres. Det er derfor ngdvendigt at finde arter, der har en passende
evolutionaer afstand, der ggr det muligt at finde det der spges efter (Boffelli
et al., 2004).

Ud fra figur 30 kan det ses at mennesket er den art hos hvirveldyrene
med flest kendte miRNAer. Denne art vil derfor veere et naturligt valg som
en af de tre arter. Dernaest vil musen veere et fornuftigt valg, da det er den
art med neestflest kendte miRNAer, og de to arter er ofte blevet anvendt i
komparative genomanalyser. Den evolutiongere afstand mellem menneske og
mus er 91 millioner ar (Ureta-Vidal et al., 2003).

Oprindelig var det teenkt at bruge fugu som den tredje art, men det var for
at der var oplysninger om fugus miRNAer i miRBase. De fugu miRNAer, der
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Metazoa

+-- Vertebrata

+-- Amphibia

| +-- Xenopus laevis

| +-- Xenopus tropicalis
|

+-- Aves

| +-- Gallus gallus

+-- Mammalia
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|
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|
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| +-- Mus musculus

| +-- Rattus norvegicus
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| +-- Bos taurus
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|

+-- Suina

+-- Sus scrofa
+-- Pisces
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| +-- Lagothrix lagotricha

| +-- Saguinus labiatus
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Figur 30: Antal miRNAer hos hvirveldyr (Vertebrata) arterne i miRBase
release 9.0.

siden er kommet i miRBase er fundet vha. homologi sggning fra verificerede
miRNAer fra zebrafisk, det vil derfor veere mere relevant at bruge denne art,
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som den tredje art i testen. Et problem med fugu og zebrafisk er at de maske
er evolutionnaert for langt fra menneske og mus, til at kunne benyttes i en
BLAT alignment. Zebrafisks evolutiongere afstand til menneske og mus er
450 millioner ar (Ureta-Vidal et al., 2003). Et alternativ er derfor rotten,
hvor der ogsa er fundet ret mange miRNAer. Dens evolutionaere afstand til
musen er 41 millioner ar og til mennesket 91 millioner ar ligesom musen
(Ureta-Vidal et al., 2003).

Ved at foretage en BLAT-alignment af alle pre-miRNAer fra menneske
og zebrafisk og fra menneske og rotte, er det muligt at fa en ide, om det er
muligt, at benytte zebrafisk, som den tredje art. Resultatet af to sddanne
alignments er vist i figur 31 og 32, der viser leengderne pa alignments, og
leengderne af zebrafisks og rottens pre-miRNAer er ogsa vist.

Til udarbejdelsen af data til figur 31 og 32 blev programmerne premiRNA-
sequences.py, premiRNAlength4Gnuplot.py og axtLinelenght4Gnuplot.py
udviklet. Selve figurene er genereret med programmet Gnuplot. Programmer-
ne der er blevet udviklet i forbindelse med valg af testmateriale er beskerevet
neermere i afsnittet “Programmer til valg af testmateriale” pa side 82.

Ud fra figur 31 og 32 kan det ses, at BLAT alignment leengderne ligger
i to grupper, en med leengder pa ca. 20-40 baser og en anden med leengder
ca. 60-120 baser.

Ud fra figur 31 ses det tydeligt, at pre-miRNAernes leengder hos zebrafisk
ligger i omradet ca. 75-135 nt. Hvorimod alignment leengderne ligger i to
grupper en med leengder pa ca. 20-40 nt. og en anden med leengder pa ca.
55-90 nt.

Grunden til, at alignment leengderne danner de to grupper er, at nogle af
de dannede alignments er alignments af hele pre-miRNAer (gruppen 55-90
nt.), og andre der kun bestar af alignments af de dele af pre-miRNAerne,
som udggr stem regionerne (gruppen 20-40 nt.), hvorimod de dele der udger
loop regionen ikke bliver alignet.

Ud fra figur 32 kan det ses et tilsvarende resultat for rotten pre-miRNAerne,
der har leengder pa ca. 60-115 nt. Alignment leengderne deles ogsé i to grup-
per, dog forekommer der i gruppen med de lange alignments leengere align-
ments end hos zebrafisken, op til ca. 115 nt.

Der er dog ogsa en tydelig forskel mellem de to seet alignments. Hos
zebrafisken er flertallet af alignments af den korte slags, mens det hos rotten
er de lange alignments der dominerer.

En anden ting er, at selvom der kendes ca. 100 flere miRNAer hos ze-
brafisk end hos rotten, sa giver de to sset alignments nesesten det samme
antal alignments. Der er derfor mange af zebrafiskens pre-miRNAer der ikke
alignes til menneskets pre-miRNAer.

Det skal igvrigt bemeerkes, at hvis det kun er stem regionerne, der a-
lignes mellem to pre-miRNAer, s& kan det resulterer i to alignments, nogle
gange er det kun den ene stemregion, der bliver alignet. Hvis det er hele pre-
miRNAerne, der alignes, sa giver det kun en alignment. Det er ikke nsermere
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Figur 31: Sammenligning af BLAT aligment lsengder, fra alignment af pre-
miRNAer fra menneske og zebrafisk (254 alignments) og pre-miRNA lseng-
derne for zebrafisk (337 pre-miRNA).
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Figur 32: Sammenligning af BLAT aligment leengder, fra alignments af pre-
miRNAer fra menneske og rotte (274 alignments) og pre-miRNA lengderne
for rotte (234 pre-miRNA).

undersggt, hvor mange pre-miRNA alignments der resulterer i to alignments.
Resultatet af disse alignments mé blive, at hvis der skal veere mulighed
for mange alignments, sa vil det veere mest fornuftigt at veelge rotten som
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tredje art. Zebrafisken er evolutioneert for langt fra menneske og mus, nar
BLAT anvendes som alignment program.

7.1.2 Valg af kromosomer

Det er formodentlig ikke ngdvendig at anvende hele genomet for de valgte
arter i fgrste omgang, men ngjes med et kromosom fra hver art, evt. kun et
udsnit af et kromosom fra hver art. Det er dog ikke uden betydning hvilke
kromosomer der velges.

Der er mindst to ting der skal tages hgjde for, nar der veelges kromosomer:

1 Antallet af allerede kende miRNA gener pa et kromosom. Der skal
gerne veere mange, sa der er noget at lede efter, hvis det skal kunne
findes.

2 Beslaegtethed mellem miRNA generne pa kromosomerne der sammen-
lignes. Mange af miRNA generne skal veere beslaegtede (veere homolo-
ge), for ellers vil de ikke kunne findes ved komparativ genomanalyse.

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

3 Lezengden af kromosomerne. Hvis to kromosomer har ca. samme antal
miRNA gener, kan det veere en fordel at veelge den korteste kromosom,
for s& vil meengden af data, der skal behandles ikke veere sé stort. Og
hvis det er muligt at finde delomrader pa kromosomerne med mange
beslegtede miRNA gener, kan datamsengden maske reduceres endnu
mere.

I tabel 7, 8 og 9 er vist antallet af miRNAer pr. kromosom for menneske,
mus og rotte, desuden er teetheden af miRNAer pr. 1.000.000 basepar vist.
Programmerne chromosomeLength.py og miRNAdensity.py blev udviklet for
at kunne udarbejde tabel 7, 8 og 9.

Det kan ses, at antallet af miRNAer pr. kromosom varierer meget fra 0
til 66 hos mennesket. Det hgjeste antal hos musen er 50, og hos rotten er det
hgjeste antal 35.

De mest interessante kromosomer hos mennesket, nar der ses pa antal
miRNAer er kromosom 14, 19 og X med henholdsvis 49, 66 og 51 miRNAer.
Hvis teetheden ogsa tages i betragtning bliver kromosom 17 ogsé interessant,
den har 27 miRNAer, og teetheder er hgjere end for kromosom X.

For musens vedkommende er det kromosom 2, 12 og X, som er mest
interessante, nar der ses pa antallet af miRNAer, de har henholdsvis 45, 50
og 43 miRNAer. Kromosom 11 bliver ogsa interessant, nar tetheden tages i
betragtning, den har 27 miRNAer. Selvom mitokondrie kromosomet MT har
den hgjeste taethed er den ikke seerlig interessant, da den kun har et miRNA.
Det er den korte leengde af kromosomet, der giver den hgje teethed.
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Kromosom Antal Kromosom  miRNA
miRNAer leengde taethed

1 32 247.249.719 0.129
2 13 242.951.149 0.054
3 20 199.501.827 0.100
4 15 191.273.063 0.078
5 17 180.857.866 0.094
6 11 170.899.992 0.064
7 27 158.821.424 0.170
8 15 146.274.826 0.103
9 22 140.273.252 0.157
10 13 135.374.737 0.096
11 16 134.452.384 0.119
12 18 132.349.534 0.136
13 11 114.142.980 0.096
14 49 106.368.585 0.461
15 13 100.338.915 0.130
16 8 88.827.254 0.090
17 27 78.774.742 0.343
18 4 76.117.153 0.053
19 66 63.811.651 1.034
20 11 62.435.964 0.176
21 5 46.944.323 0.107
22 10 49.691.432 0.201
X 51 154.913.754 0.329
Y 0 57.772.954 -
MT 0 16.571 -

Tabel 7: Antal miRNAer, kromosom lsengde i basepar og miRNA teethed pr.
1.000.000 basepar for hvert kromosom hos hos mennesket.

Hos rotten er det kromosom 1, 6, 10 og 22 med henholdsvis 22, 35, 21 og
22 miRNAer, der er de mest interessante, nar der ses pa antallet af miRNAer.
Tages teetheden ogsa i betragtning er kromosom 1 maske ikke s interessant,
da det er et meget langt kromosom.

Det er ikke nok at se pa antal miRNAer og deres taethed for at udveelge
det mest egnet kromosom fra hver art til testmateriale. Det er ngdvendigt
at miRNAerne fra de valgte kromosomer er beslaegtede, for at de skal kunne
findes ved at aligne kromosomernes DNA-sekvenser.

I miRBase er slaegtskabet mellem de forskellige miRNAer angivet ved,
at de er grupperet i familier. Ved at sammenligne antallet af feelles familier
mellem de valgte arters kromosomer, vil det veere muligt at finde de kro-
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Kromosom Antal Kromosom  miRNA
miRNAer leengde taethed

1 21 197.069.962 0.107
2 45 181.976.762 0.247
3 14 159.872.112 0.088
4 20 155.029.701 0.129
5 11 152.003.063 0.072
6 19 149.525.685 0.127
7 16 145.134.094 0.110
8 11 132.085.098 0.083
9 16 124.000.669 0.129
10 9 129.959.148 0.069
11 27 121.798.632 0.222
12 50 120.463.159 0.415
13 15 120.614.378 0.124
14 17 123.978.870 0.137
15 11 103.492.577 0.106
16 14 98.252.459 0.142
17 8 95.177.420 0.084
18 8 90.736.837 0.088
19 6 61.321.190 0.098
X 43 165.556.469 0.260
Y 0 16.029.404 -
MT 1 16.299 61.353

Tabel 8: Antal miRNAer, kromosom leengde i basepar og miRNA taethed pr.
1.000.000 basepar for hvert kromosom hos hos musen.

mosomer med flest feelles familier. Disse kromosomer vil formodentlig veere
blandt de best egnede til at teste pipelinen.

Tabel 10 viser antallet af feelles miRNA familier kromosomvis og parvis
mellem de tre arter menneske, mus og rotten. For at kunne udarbejde tabellen
blev programmerne countCommonmiRNAfamilies.py og topCommonmiRNA-
familiesCount.py.

Det ses tydeligt, at der er tre saet af kromosomer, der har mange fzelles
miRNA familier. Samlet antal miRNAer og samlede laeengden af af kromoso-
merne for de tre seet af kromosomer er vis i tabel 11. Ud fra dette ser det ud
til at kromosomsaettet hsa 14, mmu 12 og rno 6 er det mest interessante at
foretage testen af pipelinen pa, iszer fordi det er det seet med flest miRN Aer.

En anden ting der ggr kromosomseettet hsa 14, mmu 12 og rno 6 in-
teressant er, at de fleste miRNAer, der findes pa disse kromosomer, findes
inden for et begreenset omrade af kromosomerne. Det ggr det muligt at ud-
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Kromosom Antal Kromosom  miRNA
miRNAer leengde taethed

1 22 267.910.886 0.082
2 8 258.207.540 0.031
3 12 171.063.335 0.070
4 9 187.126.005 0.048
5 10 173.096.209 0.058
6 35 147.636.619 0.237
7 12 143.002.779 0.084
8 11 129.041.809 0.085
9 5 113.440.463 0.044
10 21 110.718.848 0.190
11 6 87.759.784 0.068
12 4 46.782.294 0.086
13 13 111.154.910 0.117
14 3 112.194.335 0.027
15 9 109.758.846 0.082
16 2 90.238.779 0.022
17 7 97.296.363 0.072
18 9 87.265.094 0.103
19 7 59.218.465 0.118
20 1 55.268.282 0.018
X 22 160.699.376 0.137
MT 0 16.300 -

Tabel 9: Antal miRNAer, kromosom leengde i basepar og miRNA taethed pr.
1.000.000 basepar for hvert kromosom hos hos rotten.

veelge disse omrader, sa dataseettet bliver meget mindre end, hvis det var
hele kromosomer, der blev benyttet i testen. Samtidig bevares de fleste af
miRNAerne i datasaettet, til at vurdere pipelinens effektivitet.

For hsa 14 ligger 45 miRNAer ud af 49 inden for ca. 1 mbp., for mmu 12
ligger 46 miRNAer ud af 50 inden for ca. 1 mbp., og for rno 6 ligger 31 ud
af 35 inden for ca. 250.000 bp.

Mere detaljerede informationer om miRNAerne vedrgrende de tre kro-
mosomer findes pa specialets hjemmeside. Bl.a. miRNA genernes placering
pa kromosomerne og deres indbyrdes afstand, deres placering i forhold til
andre gener — mellem gener, mellem exons eller i 3’'UTR omrader.



7 TEST 82

Kromosom Kromosom Kromosom
hsa mmu Antal hsa rno Antal mmu rno Antal
X X 23 X X 19 12 6 21
14 12 19 14 6 18 X X 19
17 11 17 17 10 15 11 10 18
7 6 11 11 1 9 2 3 11
1 1 10 1 13 8 1 13 10
3 9 7 19 1 7 7 1 10
20 2 6 7 6 9 10
19 13 5 19 17 5 6 4 7
1 4 5 12 7 5 8 19 7
21 16 5 3 8 5 4 5 7

Tabel 10: Antal feelles miRNA familier mellem mennesket (hsa), musen (m-
mu) og rotten (rno) parvis og kromosomvis. Kun de 10 med flest feelles
familer er medtaget.

Kromosom Antal  Samlet
hsa mmu rno miRNAer antal baser
X X X 116  481.169.599
14 12 6 134  374.468.363
17 11 10 75 311.292.222

Tabel 11: Samlet antal miRNA og leengde pa kromosomerne for de tre saet
kromosomer med flest miRNA familier for mennesket (hsa), musen (mmu)
og rotten (rno).

7.1.3 Programmer til valg af testmateriale

I det fglgende beskrives de programmer, der er blevet udviklet i forbindelse
med valg af testmateriale. Programmerne der anvendes i forbindelse med en
lokal installation af miRBase databasen, er udviklet til at anvende miRBase
release 9.0, men skulle formodentlig kunne anvendes op til release 11.0, men
det er kun testet i begreenset omfang.

createmiRNAdb90.sh

Efter at have downloaded database filerne, der skal anvendes til en lokal in-
stallation af miRBase databasen, benyttes createmiRNAdD90. sh til at pakke
filerne ud, oprette de ngdvendige databasetabeller, og til sidst placere miR-
Base data i de respektive tabeller. Kan ikke anvendes fuld ud til de nyeste
releases af miRBase, da der er kommet et par ekstra tabeller med i.
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premiRNAsequences.py

Traekker pre-miRNA-sekenser ud af en lokal miRBase database, og gem-
mer dem i en FASTA-fil. Der kan dannes en FASTA-fil indeholdene alle
pre-miRNAer for en art eller for en enkelt kromosom. Identifieren for hver
sekvens er formatteret pa samme made som de reformaterede FASTA-filer
i pipelinen. Sekvenserne i miRBase databasen er RNA-sekvenser, program-
met kan konvertere dem til DNA-sekvenser. Input til programmet er art, der
angives ved den artskode, som miRBase identificere en art med. F.eks. men-
neske “hsa”, evt. en kromosomnummer, og om sekvenserne skal konverteres
til DNA-sekvenser.

premiRNAlength4Gnuplot.py

Teeller antal pre-miRNAer, der har samme lzengde. Resultatet placeres i en
fil, hvor der pa hver linie indeholder leengde og antal sorteret efter leengde.
Oplysningerne hentes fra lokal miRBase installation. Opteellingen foretages
i MySQL forespgrgslen. Input til programmet er miRBase artskode.

axtLinelenght4Gnuplot.py

Teeller antal alignments, der har en bestemt laengde i en axt formateret fil.
Til opteellingen anvendes en Python dictionary. Dette betyder, at der ikke
er en maksimum lsengde, der skal tages hgjde for. Input til programmet er
axt-filens navn.

chromosomeLength.py

Henter oplysninger om kromosom leengderne for en art fra en Ensembl da-
tabase, og placerer dem i en lokal databasetabel chromosomelLength, se ta-
bel 12, der oprettes, hvis den ikke allerede findes. Databasetabellen placeres
sammen med den lokalt installerede miRBase, da informationerne i tabellen
skal anvendes sammen med oplysninger fra miRBase databasen. Input til
programmet er Ensembl databasenavn og miRBase artskoden for arten.

oo R ommmoo fommoo Fommmm oo +
| Field | Type | Null | Key | Default | Extra |
S, S Fommmoo R, oo Fomm oo +
| chromosomeLengthID | int(10) unsigned | | PRI | NULL | auto_increment |
| species | varchar(5) | | | | |
| chromosome | varchar(5) | | | | |
| length | int(10) unsigned | | | 0 | |
oo R fommmoo fommom Fommmm oo +

Tabel 12: MySQL beskrivelsen af databasetabellen chromosomeLength.
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miRN Adensity.py

Beregner teetheden af miRNA gener pa en arts kromosomer. Programmet
henter oplysningerne fra en lokal miRBase installation samt databasetabellen
med kromosomlaengder, derfor skal artens kromosomleengder veere i tabellen
for at programmet kan kgre. Alle beregninger foregar i MySQL forespgrgslen.
Resultatet skrives til skeermen, og kan veere sorteret efter kromosomnavn,
antal miRNA gener, kromosomlaengde eller teethed i stigende eller faldende
orden. Input til programmet er miRBase artskode for arten, og oplysninger
om den gnskede sortering.

countCommonmiRN A families.py

Teeller hvor mange feelles miRNA familier to arter har, opteellingen er for hver
kromosompar, bestaende af en kromosom for hver art. Resultatet placeres
i en databasetabel, se tabel 13, der fgrst oprettes, og er navngivet efter de
to arters miRBase kode. Der oprettes en databasetabel for hver artspar, der
analyseres. Input til programmet er de to arters miRBase artskode.

Fommmmee oo Fommmoo Fommom oo oo +
| Field | Type | Null | Key | Default | Extra |
Fommmmee oo Fommmoo Fommom oo oo +
| ID | int(10) unsigned | | PRI | NULL | auto_increment |
| hsa | varchar(20) | | | | |
| mmu | varchar(20) | | | | |
| families | int(10) unsigned | | | 0 | |
S e [ S R — oo +

Tabel 13: MySQL beskrivelsen af databasetabelstrukturen som count-
CommonmiRNAfamilies.py bruger. Eksemplet er fra menneske “hsa” og mus
“mmu”. Felterne hsa og mmu er til kromosomnavnene.

topCommonmiRN A familiesCount.py

Traekker alle oplysningerne ud af databasetabeller oprettet med programmet
countCommonmiRNAfamilies.py. Resultatet skrives til skeermen, med de kro-
mosompar med flest feelles familier fgrst. Input til programmet er de to arters
miRBase artskoder og en evt. en begraensning pa, hvor mange poster, der
skal skrives ud.

countCommonmiRN Afamilies1 Chromosome.py

Gor noget af det samme som topCommonmiRNAfamiliesCount.py. Men re-
sultatet begraenses til kun at geelde en kromosom i en art og alle kromosomer
i den anden art. Derved er det muligt at se, hvordan miRNA familierne pa
en kromosom i en art er spredt ud over kromosomerne i den anden art. Input
til programmet er miRBase artskode og kromosomnavnet for den ene art og
kun miRBase artskode for den anden art.
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miRNAcount.py

Teeller antal miRNA gener pr. kromosom for en art. Oplysninger hentes fra
en lokal miRBase database. Resultatet skrives ud pa skeermen, og kan sor-
teres efter kromosomnavn eller miRNA gen antal i stigende eller faldende
orden. Input til programmet er miRBase artskoden, samt hvordan der skal
sorteres.

De folgende tre programmer traekker informationer om miRNAer for en art
og en kromosom ud af en lokal miRBase installation. De skriver alle re-
sultatet ud pa sksermen. Input til programmerne er miRBase artskode og
kromosomnavn, hvis ikke andet er angivet.

miRNAinformation.py

Finder fglgende oplysninger om hver miRNA: Navn, familie, start- og slut
position for pre-miRNA, streng samt pre-miRNAlsengde.

miRNAdistance.py

Beregner afstanden mellem miRNA generne pé den samme DNA-streng. I
input til programmet, skal der ogsa angives hvilken streng afstandene skal
beregnes. Alle beregninger foretages i MySQL forespgrgslen.

miRNAoverlap.py

Finder oplysninger om hvorvidt miRNA generne overlapper med andre typer
gener eller er placeret mellem andre gener. Hvis et miRNA gen overlapper
med et andet gen, oplyses det om de ligger pa samme streng, hvilken del af
det andet gen det ligger pa (exon, intron eller 3’UTR) samt navnet pa det
andet gen.

7.2 Test af pipelinen

Til test af pipelinien er valgt et omrade pa 5 millioner basepar (mbp.) for hver
af de tre kromosomer hsa 14, mmu 12 og rno 6, saledes at flest mulige miRNA
gener kommer med i dataseettet. De DNA sekvensomrader som testmaterialet
dackker er vist i tabel 14, desuden er der vist hvor stor del af kromosomernes
miRNA gener, der ligger i omradet.

DNA-sekvenserne der anvendes i testen er downloaded fra Ensembl re-
lease 40 August 2006. Fordi det er den samme Ensembl release, der ligger
til grund for oplysningerne i miRBase release 9.0. Oplysningerne om kromo-
som leengder og exons er hentet fra samme Ensemble release. Ved at bruge
samme Ensembl release sikres det at gen positionerne er de samme, uanset
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Antal
Art Kromosom Omrade miRNAer
Menneske hsa 14 99.000.000-104.000.000 46/49
Mus mmu 12 109.000.000-114.000.000 47/50
Rotte rno 6 132.000.000 137.000.000 34/35

Tabel 14: DNA-sekvens omraderne for testmaterialet, samt antal miRNA
gener 1 omradet ud af alle miRNA gener pé det enkelte kromosom.

om der refereres til miRBase, en Ensembl database eller downloadede DNA-
sekvenser. De Ensembl databaser, der er anvendt til oplysninger om exons
og kromosomleengder, er vist i tabel 15

Art Art Assembly  Ensembl

dansk latin database

Menneske Homo sapiens NCBI36 homo sapiens core 40 36b
Mus Mus musculus NCBIM36 mus_musculus core 40 36a
Rotte Rattus norvegicus RGSC3.4  rattus_norvegicus core 40 34j

Tabel 15: Database og assembly oplysninger om de valgte arter menneske,
mus og rotte.

En samlet oversigt af miRNAerne fra de tre kromosomer er vist i tabel 16
sorteret familievis. Hver raekke indeholder de homologe gener for de tre arter.
Dette er dog afveget to steder, hvor der hos mennesket findes to homologe
gener til et gen i henholdsvis mus og rotte. Det er de steder, hvor gen navnene
ender pa “—1" eller “—2” hos mennesket. Alle miRNA generne pa de tre
kromosomer ligger pa plus-strengen pa neer fire hsa-mir-208, hsa-mir-624,
mmu-mir-680-3 og mmu-mir-681. Alle miRNA gener der indgar i testen ligger
pa plus-strengen.

Det er ikke alle miRNA gener pa de tre valgte kromosomer, der kan findes
gennem pipelinen:

e De der ligger udenfor testmaterialets omréade
e De der er blevet maskeret vack
e De der ikke har homologe gener i alle tre arter i testsekvenserne

De miRNA gener, der ligger udenfor testmateriale omradet er markeret med
“u” i tabel 16. Det drejer sig om ialt syv miRNA gener. For mennesket og
musen er det 3 miRNA gener hver og en enkelt for rottens vedkommende. De
tre hos mennesket og to af dem hos musen forekommer kun hos den enkelte
art. De to sidste er homologe, men findes kun hos mus og rotte.



Tabel 16: Oversigt over miRNA gener hos hsa 14, mmu 12 og rno 6. Med angivelse af resultaterne for test af BLAT, RNAz og
RNAmicro. Se teksten for forklaring pa bogstav symbolernes betydning.

BLAT-test

Familie hsa-miRNA mmu-miRNA rno-miRNA hom mxr rh RNAz RNAmicro
mir-127  hsa-mir-127 mmu-mir-127 rno-mir-127 ) P 1,00 1,00
mir-134  hsa-mir-134 mmu-mir-134 rno-mir-134 p p 1,00 0,47
mir-136  hsa-mir-136 mmu-mir-136 rno-mir-136 P P 0,93 1,00
mir-153 mmu-mir-153 rno-mir-153 ) 0,93 1,00
mir-154  hsa-mir-154 mmu-mir-154 rno-mir-154 p P 0,90 1,00
mmu-mir-300 rno-mir-300 p 0,96 0,96
hsa-mir-323 mmu-mir-323 rno-mir-323 P ) P 0,99 0,93
hsa-mir-369 mmu-mir-369 rno-mir-369 p p p 0,88 1,00
hsa-mir-377 mmu-mir-377 rno-mir-377 P ) P 0,94 0,77
hsa-mir-381 mmu-mir-381 rno-mir-381 P P P 0,90 1,00
hsa-mir-382 mmu-mir-382 rno-mir-382 p p p 0,96 1,00
hsa-mir-409 mmu-mir-409 rno-mir-409 P ) P 0,97 1,00
hsa-mir-410 mmu-mir-410 p 0,94 1,00
hsa-mir-487a 0,98 1,00
hsa-mir-487b mmu-mir-487b rno-mir-487b p p p 0,94 1,00
hsa-mir-494 mmu-mir-494 rno-mir-494 P ) P 0,90 1,00
hsa-mir-496 mmu-mir-496 p 0,92 1,00
hsa-mir-539 mmu-mir-539 rno-mir-539 2s ) 2s 0,92 1,00

Fortseettes pd neste side.

LSHL 2

L8



Tabel 16: Fortsat fra foregdende side.

BLAT-test
Familie hsa-miRNA Ekskl.  mmu-miRNA Ekskl. rno-miRNA  Ekskl. h:m m:xr 1rh RNAz RNAmicro
hsa-mir-655 1,00 1,00
hsa-mir-656 1,00 1,00
mir-203  hsa-mir-203 mmu-mir-203 rno-mir-203 P p P 1,00 1,00
mir-208  hsa-mir-208 u
mir-299  hsa-mir-299 mmu-mir-299 rno-mir-299 P ) P 0,56 0,11
mir-329 mmu-mir-329 rno-mir-329 - P - 0,98 0,99
hsa-mir-329-1 - - 0,98 1,00
hsa-mir-329-2 - - 0,98 1,00
hsa-mir-495 mmu-mir-495 2s f/— 1,00 1,00
mmu-mir-543 rno-mir-543 p f/— 098 1,00
mir-337 hsa-mir-337 mmu-mir-337 rno-mir-337 P p —/p 093 1,00
mir-341 mmu-mir-341 r76 rno-mir-341 77 ) 1,00 1,00
mir-342  hsa-mir-342 mmu-mir-342 rno-mir-342 p p p 0,91 1,00
mir-345 hsa-mir-345 r40 mmu-mir-345 rno-mir-345 — ) — 0,96 1,00
mir-368  hsa-mir-368 f f 0,96 1,00
mmu-mir-376a rno-mir-376a f p f 1,00 1,00
hsa-mir-376a-1 f f 1,00 1,00
hsa-mir-376a-2 f f 1,00 1,00
hsa-mir-376b mmu-mir-376b rno-mir-376b f p p/f 0,89 1,00
mmu-mir-376¢ rno-mir-376¢ f p f 0,99 1,00
mir-370  hsa-mir-370 r100  mmu-mir-370 r100  rno-mir-370 r100 p ) p 0,95 0,99

Fortseettes pa neste side.

LSHL 2

88



Tabel 16: Fortsat fra foregdende side.

BLAT-test
Familie hsa-miRNA Ekskl.  mmu-miRNA Ekskl. rno-miRNA  Ekskl. h:m m:xr 1rh RNAz RNAmicro
mir-379  hsa-mir-379 mmu-mir-379 rno-mir-379 P p P 0,99 0,98
hsa-mir-380 mmu-mir-380 p 0,99 0,01
hsa-mir-411 mmu-mir-411 p 1,00 1,00
hsa-mir-758 mimu-mir-758 p 1,00 1,00
mir-412  hsa-mir-412 mmu-mir-412 rno-mir-412 P P P 1,00 0,53
mir-431  hsa-mir-431 X mmu-mir-431 X rno-mir-431 X p p p 1,00 0,82
mir-432  hsa-mir-432 r97
mir-433  hsa-mir-433 X mmu-mir-433 X rno-mir-433 X p ) p 1,00 0,03
mir-485 hsa-mir-485 mmu-mir-485 rno-mir-485 P p P 0,92 1,00
mir-493  hsa-mir-493 r65 rno-mir-493 r6d p 0,90 1,00
mir-540 mmu-mir-540 rno-mir-540 ) 0,94 1,00
mir-541 mmu-mir-541 rno-mir-541 ) 0,94 0,98
mir-668 hsa-mir-668 mimu-mir-668 p 1,00 0,87
mir-680 mmu-mir-680-3 u
mir-770  hsa-mir-770 mmu-mir-770 — 1,00 1,00

Fortseettes pd neeste side.

LSHL 2

68



Tabel 16: Fortsat fra foregdende side.
BLAT-test

Familie hsa-miRNA Ekskl. mmu-miRNA Ekskl. rno-miRNA Ekskl. h:m m:xr rh RNAz RNAmicro
Ingen hsa-mir-453

hsa-mir-544 r100

hsa-mir-624 u

hsa-mir-625 u, r100

hsa-mir-654

mmu-mir-434
mmu-mir-665
mmu-mir-666
mmu-mir-667
mmu-mir-673
mmu-mir-679
mmu-mir-681

x, 1100
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Det betyder sandsynligvis, at ingen af de miRNA gener der ikke er med
i testmaterialet, ville blive fundet hvis testen havde omfattet hele kromoso-
merne hsa 14, mmu 12 og rno 6. Da ingen af dem ikke findes hos alle tre
arter, nar der kun ses pa de tre kromosomer.

De miRNA gener der er blevet maskeret ved exon maskeringen er mar-
keret med “x” i tabel 16. Der er tolv exon maskerede miRNAer. Alle de exon
maskerede miRNA gener ligger 3’UTR regioner. Tre af de maskerede gener
findes hos alle tre arter. For et gen der findes hos alle tre arter, er det kun
hos mus og rotte men ikke mennesket, at genet er maskeret. Desuden er der
et miRNA gen mere maskeret hos musen.

Hvilke miRNA gener der blev exonmaskerede gennem pipelinen, blev
bestemt ved at exonmaskere, som i pipelinen, en ikke repeatmaskeret ud-
gave af DNA-sekvensen for hver kromosom, og derefter udtreekke miRNA-
sekvenserne fra DN A-sekvensen med programmet sampleSequencesmiRNA. py.
Efterfglgende kunne det ses hvilke miRNA-sekvenser, hvor nukleotiderne var
blevet udskiftet med Ner.

Hvis der ikke er homologe miRNA gener i alle tre arter, vil disse miRNA
gener ikke kunne findes gennem pipelinen. Det kan dog veere muligt at finde
miRNA gener, selvom der ud fra oplysningerne i tabel 16 ikke findes homo-
loge gener i alle tre arter, ved at finde nye miRNA gener, der ikke findes i
miR Base release 9.0.

De repeatmaskerede miRNA gener er markeret med ‘r” og et tal, i ta-
bel 16. Tallet angiver hvor mange procent af det enkelte gen, der er maskeret,
da det er meget forskelligt hvor meget de enkelte gener er maskeret. I alt er
15 miRNA gener helt eller delvist maskeret. For de fleste gener er der den
samme maskering i de homologe gener. Et enkelt sted er det kun menneskets
miRNA gen, der er maskeret.

Hvilke miRNA gener der er repeatmaskeret i de repeatmaskerede ud-
gaver af DNA-sekvenserne for de enkelte kromosomer, blev bestem ved at
anvende de repeatmaskerede udgaver af DNA-sekvenserne, der kan downlo-
ades fra Ensembl. Forst blev alle ny linie “\n” tegn fjernet fra sekvenserne,
som i pipelinen med programmet oneLineRename.py, derefter blev miRNA-
sekvenserne trukket ud fra DNA-sekvensen med programmet sampleSequences-
miRNA.py. Efterfglgende kunne det ses hvilke miRNA-sekvenser, hvor nuk-
leotiderne var blevet udskiftet med N’er.

7.2.1 Test af BLAT, RNAz og RNAmicro

For testen af pipelinen blev der foretaget en test af programmerne BLAT,
RNAz og RNAmicro, hvor inputdata kun bestéar af pre-miRNA sekvenserne
fra kromosomerne hsa 14, mmu 12 og rno 6, for at fa en ide om hvilke
pre-miRNAer, der vil passere igennem pipelinen, og hvilke der risikere at
forsvinde undervejs.
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BLAT

Forst blev pre-miRNA sekvenserne for de tre kromosomer samlet i hver deres
FASTA-fil. Sekvenserne blev udtrukket fra en lokal installation af miRBa-
se, og konverteret til DNA sekvenser. Dette blev gjort med programmet
premiRNAsequences.py.

Der blev foretaget seks BLAT alignments, saledes at hver kromosoms
pre-miRNA sat indgik i en alignment bade som database- og som query-
fil overfor hver af de to andre arters datasset. Parametrene blev sat til
-minIdentity=70 og -out=axt, til alle gvrige benyttedes default.

Output filerne blev herefter gennemgaet manuelt, og resultatet er vist i
tabel 16 i de tre “BLAT-test” kolonner.

Bogstaverne i de tre kolonner har fglgende betydning:

h:m Menneske mus alignments resultater
m:r Mus rotte alignments resultater
r:h  Rotte menneske alignments resultater
p  Alignment i hele pre-miRNA laengden eller neesten (samme raekke)
ns Alignment kun i del af pre-miRNA lsengden,
“n” angiver antallet af ikke overlappende alignments
f  Som p, men alignment med en pre-miRNA inden for
familien (forskellige rackker)
— Forventet eller méske forventet en alignment, men ingen fundet
/ Resultat er athengig af hvilken art, der er database og query

De pladser i de tre kolonner, som er tomme, er hvor der ikke blev fundet
en alignment, og heller ikke var forventet at finde en alignment.

Ud fra tabel 16 kan det ses, at langt de fleste pre-miRNA sekvenser alignes
i hele deres leengde. For enkelte er det kun stem regionerne, der alignes. Inden
for mir-368 familien er mange alignments mellem de forskellige medlemmer
af familien. Det er kun fa steder, hvor der ikke forekommer en alignment,
hvor det kunne forventes, at der ville veere en alignment. Blandt alignments
mellem menneske og rotte er der enkelte steder forskel i resultatet, som fglge
af hvilken art, der vaelges til database- og query art.

RNAz

For hver reekke i tabel 16, der indeholder to eller tre miRNAer, blev en
ClustalW alignment af disse miRNAer downloaded fra miRBase og gemt
i en fil, og brugt til inputdata til RNAz. Enkelte af de raekker med kun
en miRNA, blev slaet sammen med andre raekker indenfor samme familie,
for at fa en alignment og dermed en RNAz score. Det drejer som fglgende
miRNAer: 1) hsa-mir-487a blev tilfpjet de tre mir-487b, scoren for de tre
mir-487b blev bestemt af en alignment kun bestaende af disse tre sekvenser.
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2) hsa-mir-368 blev tilfgjet mmu-mir-376¢ og rno-mir-376¢, scoren for de to
mir-376¢ blev bestemt af en alignment kun bestaende af disse to sekvenser.
3) hsa-mir-655 og hsa-mir-656 blev slaet sammen til en alignment. 4) hsa-
mir-329-1 og hsa-mir-329-2 blev ogsa slaet sammen til en alignment.

Alle alignments er analyseret med RNAz i hele deres leengde pa en gang,
de er ikke blevet analyseret ved at tage delsekvenser af de forskellige align-
ments. Resultatet er vist i kolonnen “RNAz” i tabel 16. Maksimum score er
1,00 og RNAz Kklassificere en alignment som ncRNA, hvis scoren er > 0,50.
Alle alignments bliver klassificeret som ncRNA i testen. Alignmentet med
den laveste score er alignmentet, der indeholder mir-299’erne, scoren er 0,56.
Alle de gvrige alignments har en score > 0,88. hvis minimum scoren veelges
til 0,50 vil alle pre-miRNAerne blive klassificeret korrekt af RNAz.

RNAmicro

De samme ClustalW-filer, der blev brugt til analyse af RNAz blev brugt som
inputdata til RNAmicro.

Alle alignments er analyseret med RNAmicro i hele deres leengde pa en
gang. De alignments der ikke opnaede maksimum scoren 1,00 ved denne a-
nalyse og havde en alignment laeengde > 70 nt., blev efterfglgende analyseret
med alle vindues stgrrelser fra 70 nt. op til alignment leengden, dog max 130
nt., for at finde den hgjeste RNAmicro score for en alignment. Dette blev
gjort, fordi det viste sig, at for enkelte alignments ville RN Amicro kun give
en hgj score inden for er smalt omrade, hvad angar vindues stgrrelse. Sidst-
neevnte analyse blev foretaget med programmet RNAmicroTestRange.py.

Resultatet er vist i kolonnen “RNAmicro” i tabel 16. Maksimum score er
1,00 og RNAmicro klassificere en alignment som miRNA, hvis scoren er >
0,50. Langt de fleste alignments har en score pa 1,00, men enkelte har ogsa
en meget lav score. Mir-380 alignmentet har en score pa kun 0,01, mir-433
alignmentet har en score pa 0,03, og mir-299 alignmentet en score pa 0,11.
Dette betyder, at det ikke kan forventes, at RNAmicro vil klassificere alle
kendte pre-miRNAer korrekt, selv om der findes homologe miRNAer i alle
tre arters testmateriale.

Grunden til, at der er blevet brugt ClustalW alignments i testen af R-
NAz og RNAmicro i stedet for MLAGAN, som anvendes i pipelinen, er den
at ClustalW alignments kan downloades fra miRBase. Det var derfor den
hurtigste made at skaffe de anvendte alignments.

Alle inputfilerne der blev brugt til test af de tre programmer og output-
filerne fra BLAT alignments findes pa specialets hjemmeside.

7.2.2 Gennemforsel af testen

Forste del af pipelinen — forbehandling — blev gennemfgrt pa FASTA-filer,
der indeholdt de komplette DNA-sekvenser, for de tre valgte kromosomer
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hsa 14, mmu 12 og rno 6. Herunder blev exon for protein-kodende gener
maskeret, mens gener for ikke-kodende gener ikke blev maskeret, for at se
hvordan pipelinen ville handtere disse gener.

Forbehandlingen blev foretaget pa henholdsvis et sset DNA-sekvenser,
der ikke var blevet maskeret med RepeatMasker, og et sat som var blevet
maskeret med RepeatMasker. Grunden til at der blev anvendt to seet data
var, at 15 miRNA gener bergrtes af repeatmaskering med RepeatMasker,
i de tre valgte kromosomer. Det ville derfor vaere en fordel, hvis pipelinen
kunne anvendes pa DNA-sekvenser, der ikke var repeatmaskeret. Da kun 5
mbp. for hver art i de to datasset skulle anvendes i den resterende del af
pipelinetesten, blev disse DNA-delsekvenser kopieret ud af de forbehandlede
DNA-sekvenser med programmet, FASTAsubsequence . py.

Fgrst blev pipelinen testet med de valgte 5 mbp., der ikke var maskeret
med RepeatMasker, for at inkludere de miRNA gener, der ellers ville veere
maskeret i testen. Dette viste sig dog at vaere en darlig ide, da mange repe-
terende sekvenser endte med at blive klassificeret som potentielle miRNA
gener af RNAmicro, og mange af dem med en meget hgj score.

Derefter blev pipelinen testet med de samme 5 mbp., men denne gang
med repetemaskerede sekvenser. Dette gav et helt anden resultat. De to tests
er sammenlignet i tabel 17.

Der er meget stor forskel pa hvor mange alignments og poster i databasen,
de to test resulterer i. Nar de repeterende sekvenser ikke er maskeret, bliver
der mange flere alignments. Selve kgrslen af testen tager ogsa meget mere
tid. 54t. 7m. for de umaskerede sekvenser og 1t. 20m. for de maskerede
sekvenser. Tiderne skal tages med en vis forbehold, da der ikke er registreret
hvilke andre programmer, der evt. kgrte pa4 den computer, der blev anvendt
til testen.

Som det ses ud af tabel 17, s& blev en alignment fra den fgrste BLAT
alignment ikke med taget i axtInformation databasetabellen. Dette skyldes
at en alignment, havde en negativ score.

Det ses ogsa ud fra tabel 17 at der er forskel pa antal alignments i den
anden BLAT alignment og antal poster i tripleInformation databasetabel-
len, det burde veere det samme antal, de to steder. At de ikke er ens skyldes,
den méade hvorpa de to sekvenser i den anden BLAT alignment bliver sam-
let med den sekvens fra den forste alignment, der ikke indgik i den anden
alignment. Som omtalt under beskrivelsen af pipelinen skal denne sekvens
evt. forkortes. Det er her at problemet opstar, da BLATz bruges til dette
formal, og i visse situationer resultere anvendelsen af BLATZ i, at der ikke
bliver nogen alignment, hvilket betyder at der ikke bliver noget resultat, som
skal placeres i tripleInformation databasetabellen. Det ser dog ikke ud til
det har nogen betydning for, hvor mange mange miRNA gener, der kommer
helskindet igennem pipelinen.

Ud fra tabel 17 kan det ses at flere af posterne i RNAmicroInformation
databasetabellen vedrgrer de samme sekvenser. Antallet af sekvenser er min-
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Antal RM ikke RM
BLAT 1. alignment 1.642 18.111
axtInformation poster 1.642 18.110
BLAT 2. alignment 538 37.661
tripleInformation poster 494 16.390
RNA klassificerede 281 3.329
RNAmicrolnformation poster 152 719
hsa, sekvens positioner 74 156
hsa, kendte miRNAer poster 85 90
hsa, nye miRNAer poster 8 10
hsa, kendte miRNAer fundet, begge test 30 30
hsa, kendte miRNAer fundet, en test 1 4
Tid 1t. 20m.  54t. 7Tm.

Tabel 17: Sammenligning af pipelinen ved brug af inputdata, hvor repete-
rende sekvenser er maskeret (RM) eller ikke er maskeret (ikke RM).

dre end antal poster i RNAmicroInformation databasetabellen. Der er flere
arsager til dette. I forbindelse med den fgrste BLAT alignment bliver en af
sekvenserne splittet op i mindre sekvenser, hvor der laves overlap i sekven-
serne, sa slutdelen af en sekvens ogsa er start sekvensen i den naeste sekvens.
Derved optraeder sekvensen to gange i sekvensmaterialet. De sekvenser der
findes ved de to BLAT alignments, bliver forleenget til at have en lsengde
pa minimum 200 nt., hvorved der kan forekomme overlap. Dette kan fore-
komme, hvis det kun er stem regionerne i en pre-miRNA-sekvens, der bliver
alignet, og derved resulterer i to alignments. En sekvens i en art godt kan
alignes til flere steder i en af to andre arters sekvenser. Desuden kan en arts
sekvens og den omvendt komplementzaere sekvens, godt alignes til et sted i en
af andre to arters sekvenser. RNAmicro tester bade pa de fundne multiple
alignments og de omvendt komplementaere alignments. Hvis de begge score
> 0,50 resulterer det i to poster i databasen, men regnes kun for en position.

Hvis der ses pa overlap hos menneskets sekvenser, sa resulterer de 152
poster i 74 sekvens positioner for de repeatmaskerede sekvenser, og det geel-
der for naesten alle sekvenser, at hvor der er overlap, sa har sekvenserne en
start- og slut position inden for en afstand pa 20 nt. eller mindre.

Dette geelder ikke for den ikke repeatmaskerede test. Der er en raekke
eksempler pa lgbende overlap, hermed forstas at startpositionen for de en-
kelte sekvenser, der overlapper, forskydes med nogle fa nukleotider til den
ene side, hvis sekvenserne sorteres efter startposition. Den mest omfangsrige
eksempel, vedrgrer 134 sekvenser med leender pa 75-200 nt., og sekvenserne
daekker et sekvensomréde pa 451 nt. 108 af sekvenserne havde en RNAmicro
score pa > 0,99.
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RNAz klassificere en langt hgjere andel af de fundne alignments, som
RNA-sekvenser, nar der anvendes repeatmaskerede sekvenser end ikke repe-
atmaskerede 56,9% mod 20,3%. Det samme ggr sig geeldende for RNAmi-
cro, langt hgjere andel af de sekvenser, som RNAz klassificerer som RNA-
sekvenser klassificere RNAmicro som miRNA-sekvenser 54,1% mod 21,6%.

Et tilsvarende resultat ses, nar der ses pa kendte miRNA gener hos men-
nesket, udger de en meget stgrre andel af posterne i RNAmicroInformation
databasetabellen i testen med de repeatmaskerede sekvenser end de ikke
repeatmaskerede 55,9% mod 12,5%. Det betyder, at hvis pipelinen anven-
des , sa vil der veere langt stgrre sandsynlighed for at de fundne sekvenser er
miRNA gener, hvis der anvendes repeat maskerede sekvenser som inputdata,
end hvis inputdata ikke var repeat maskerede.

En interessant ting er, at mir-770 kun blev fundet i den repeat maske-
rede test. I testen uden repeat maskering, blev mir-770 ikke fundet i den
fgrste BLAT alignment. Det er dog ikke nsermere undersggt, hvorfor den
ikke blev alignet. Men maskeringen kan tilsyneladende have indflydelse pa
hvilke alignments, der findes med BLAT.

Konklusionen ma blive, at det er en klar fordel at anvende DN A-sekvenser,
der er repeat maskerede. Da der vil veere mere sandsynligt, at de sekvenser
der findes gennem pipelinen, er segte miRNA gener.

7.2.3 Pipelineresultatet

Til den detaljerede analyse af pipelinen er anvendt resultatet, hvor der er
anvendt repeat maskerede sekvenser, for at undga problemerne med repeat
sekvenserne, som beskrevet ovenfor.

Tabel 18 giver et detaljeret beskrivelse at resultatet for de kendte miRNA
gener pa de tre anvendte kromosomer hsa 14, mmu 12 og rno 6, som test
sekvenserne kommer fra. miRNAerne er opstillet pa samme made, som i
tabel 16.

De to BLAT kolonner viser resultatet af de to BLAT alignments, der
blev anvendst til at finde konserverede DN A-sekvenser mellem de tre anvend-
te arter. Parametrene til BLAT i de to alignments var -minIdentity=70
-out=axt, gvrige parametre var default, dvs. at seed strategien var to per-
fekt match, og en ordlengde pa 11 nt. I den fgrste alignment var menne-
ske database-sekvenser og musen query-sekvensen. I den anden BLAT align-
ment var rotten database-sekvenser og musen query-sekvensen. Alle muse-
sekvenser der blev fundet i den fgrste alignment, blev anvendt som query-
sekvenser i den anden alignment.

“h:m” viser resultatet for den fgrste alignment, og “r:m:h” viser resulta-
tet for den anden alignment samlet med resultatet af den forste alignment.
Bogstaverne “p”, “f” og “s” har samme betydning som beskrevet for tabel 16.
“+h” (menneske), “+m” (mus) og “+1” (rotte) angiver, at der er fundet nye
homologe sekvenser til de kendte miRNA gener for det pagezeldende art. Hvis



Tabel 18: Oversigt over miRNA gener hos hsa 14, mmu 12 og rno 6. Med angivelse af resultaterne fra pipelinetesten. Se teksten
for forklaring pa bogstav symbolernes betydning.

LSHL 2

BLAT RNAmicro Pipeline
Familie hsa-miRNA mmu-miRNA rno-miRNA ma h:m:r ok him:r resultat
mir-127  hsa-mir-127 mmu-mir-127 rno-mir-127 X
mir-134  hsa-mir-134 mmu-mir-134  rno-mir-134 0,79 0,60 (0O)
mir-136  hsa-mir-136 mmu-mir-136 rno-mir-136 b e
mir-153 mmu-mir-153 rno-mir-153 u
mir-154  hsa-mir-154 mmu-mir-154 rno-mir-154 p p 1,00 1,00 0
mmu-mir-300 rno-mir-300 +1h +1h 1,00 1,00 U, +hsa
hsa-mir-323 mmu-mir-323 rno-mir-323 p p 0,99 0
hsa-mir-369 mmu-mir-369 rno-mir-369 p p 1,00 1,00 U
hsa-mir-377 mmu-mir-377 rno-mir-377 P p 1,00 0
hsa-mir-381 mmu-mir-381 rno-mir-381 p p 1,00 1,00 0
hsa-mir-382 mmu-mir-382 rno-mir-382 p p 1,00 0,95 U
hsa-mir-409 mmu-mir-409 rno-mir-409 P p 1,00 1,00 0
hsa-mir-410 mmu-mir-410 p +r 1,00 0,98 4, +rno
hsa-mir-487a BLAT
hsa-mir-487b mmu-mir-487b  rno-mir-487b p rmb5, Rmi
hsa-mir-494 mmu-mir-494 rno-mir-494 P 1,00 1,00 0
hsa-mir-496 mmu-mir-496 p 1,00 1,00 U, +rno
hsa-mir-539 mmu-mir-539 rno-mir-539 2s 1,00 1,00 0

Fortseettes pa neeste side.

L6
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BLAT RNAmicro Pipeline
Familie hsa-miRNA mmu-miRNA rno-miRNA h:m r:m:h ma h:m:r ok him:r resultat
hsa-mir-655 BLAT
hsa-mir-656 BLAT
mir-203  hsa-mir-203 mmu-mir-203 rno-mir-203 p p 1,00 1,00 0
mir-208  hsa-mir-208 u
mir-299  hsa-mir-299 mmu-mir-299 rno-mir-299 p p 1,00 1,00 0
mir-329 mmu-mir-329 rno-mir-329 f f 1,00 0,66 0
hsa-mir-329-1 f f 1,00 0,66 O
hsa-mir-329-2 f f 1,00 U
hsa-mir-495 mmu-mir-495 2s,f,+h  +h,+2r 1,00 1,00 U, +rno, +hsa
mmu-mir-543 rno-mir-543 f,+h f,+h 1,00 1,00 U, +hsa
mir-337 hsa-mir-337 mmu-mir-337 rno-mir-337 p p 1,00 1,00 0
mir-341 mmu-mir-341 rno-mir-341 rm77, BLAT
mir-342  hsa-mir-342 mmu-mir-342 rno-mir-342 p p 1,00 1,00 g
mir-345 hsa-mir-345 mmu-mir-345 rno-mir-345 rm40, BLAT
mir-368  hsa-mir-368 f f4r 1,00, (0,90) 1,00 O, (+rno)
mmu-mir-376a rno-mir-376a f f 1,00 1,00 O
hsa-mir-376a-1 f f+r 1,00 1,00 U
hsa-mir-376a-2 f f,4r 1,00 1,00 O
hsa-mir-376b mmu-mir-376b  rno-mir-376b p,f p,f,+r 1,00, (0,92) 1,00 O, (+rno)
mmu-mir-376¢  rno-mir-376¢ f f 1,00 1,00 O
mir-370  hsa-mir-370 mmu-mir-370 rno-mir-370 rm100

Fortsceettes pa neste side.

86
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BLAT RNAmicro Pipeline

Familie hsa-miRNA mmu-miRNA rno-miRNA h:m r:m:h ma h:m:r ok h:m:r resultat
mir-379  hsa-mir-379 mmu-mir-379 rno-mir-379 p p 1,00 0,99 0

hsa-mir-380 mmu-mir-380 p +r 1,00 0,92 4, +rno

hsa-mir-411 mmu-mir-411 p +r 1,00 1,00 4, +rno

hsa-mir-758 mmu-mir-758 p +r 1,00 4, +rno
mir-412  hsa-mir-412 mmu-mir-412 rno-mir-412 p p 1,00 0,73 0
mir-431 hsa-mir-431 mmu-mir-431 rno-mir-431 X
mir-432  hsa-mir-432 rm97
mir-433 hsa-mir-433 mmu-mir-433 rno-mir-433 X
mir-485 hsa-mir-485 mmu-mir-485 rno-mir-485 p p 1,00 1,00 0
mir-493  hsa-mir-493 rno-mir-493 +1m +1m rm65, Rmi
mir-540 mmu-mir-540 rno-mir-540 BLAT
mir-541 mmu-mir-541 rno-mir-541 BLAT
mir-668 hsa-mir-668 mmu-mir-668 p +r 1,00 4, +rno
mir-680 mmu-mir-680-3 u
mir-770  hsa-mir-770 mmu-mir-770 1s +2r 1,00 1,00 4, +rno

Fortseettes pa neste side.

LSHL 2
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BLAT RNAmicro Pipeline
Familie hsa-miRNA mmu-miRNA rno-miRNA h:m r:m:h ma h:m:r ok h:m:r resultat
Ingen hsa-mir-453 +2m  +1m,+1r Rmi
hsa-mir-544 rm100
hsa-mir-624 u
hsa-mir-625 u, rm100
hsa-mir-654 +m +m,+r Rmi
mmu-mir-434 x, r100
mmu-mir-665 +1h +1h,+1r 1,00 1,00 O, +hsa, +rno
mmu-mir-666 rm18, BLAT
mmu-mir-667 BLAT
mmu-mir-673 BLAT
mmu-mir-679 BLAT
mmu-mir-681 u

LSHL 2

00T
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der er tilfgjet et tal angiver det at der er tale om en eller to delsekvenser.

Resultatet i “h:m” kolonnen er fremkommet ved fgrst at analysere axtIn-
formation databasetabellen med programmet miRNAaligned.py for hver af
de to arter. Resultatet herfra blev efterfglgende analyseret med miRNAfound-
miRNA. py for at finde hvilke miRNA gensekvenser, der blev alignet med hvil-
ke miRNA gensekvenser, og hvilke kendte miRNA gensekvenser, der blev
alignet med sekvenser, der endnu ikke er klassificeret som miRNA gense-
kvenser. Til sidst blev en manuel analyse foretaget, for at klassificere de
enkelte miRNA alignments som “p”, “f”, s”, “+h”, “+m” eller “+r”.

Resultatet i “rim:h” fremkom pé tilsvarende made. Fgrst analyseredes
tripleInformation databasetabellen med programmet miRNAaligned.py
for hver af de tre arter. Resultatet herfra blev ligeledes efterfslgende ana-
lyseret med miRNAfoundmiRNA.py for at finde hvilke miRNA gensekvenser,
der blev alignet med hvilke miRNA gensekvenser, og hvilke kendte miRNA
gensekvenser, der blev alignet med sekvenser, der endnu ikke er klassificeret
som miRNA gensekvenser. Til sidst blev der ogsa foretaget en manuel ana-
lyse, for at klassificere de enkelte miRNA alignments som“p”, “f”, “s”, “+h”,
“4m” eller “+1”.

De to RNAmicro kolonner viser resultatet af RNAmicro analysen af de
multiple alignede konserverede sekvenser, der blev fundet gennem de to a-
lignments, og den efterfglgende positive klassifikation af RNAz som ncRNA-
sekvenser.

MLAGAN blev brugt med parameteren -tree ‘‘(hsa (mmu rno))’’, der
angiver, at fgrst skal musen og rottens sekvens alignes, derefter skal menneske
sekvensen alignes til alignmentet af de to andre sekvenser. Til RNAz blev
anvendt en vindues stgrrelse pa 100 nt. og i trin pa 10. Vindues stgrrelsen
blev valgt for at kunne dackke leengden pa en pre-miRNA. Trinene er ret
korte, det skyldes at den ikke var blevet sendret fra da RNAz skulle finde
positioner i de multiple alignede sekvenser med ncRNAer, som senere blev
opgivet, pga. RNAmicro ikke kunne anvende disse positioner.

RNAmicro blev brugt med vindues stgrrelser pa 75 nt., 95 nt. og 115 nt.
Disse blev valgt ud fra simple test pa multiple alignments af pre-miRNAer
dovnloaded fra miRBase. Der blev ikke foretaget en grundig test for at finde
de helt rigtige vindues stgrrelser. Hertel and Stadler (2006a) brugte i sine
egne test vindues stgrrelser pa 70 nt., 100 nt. og 130 nt.

“ma h:m:1” angiver resultatet for de fundne og multiple alignede sekven-
ser. “ok h:m:r” angiver resultatet for de omvendt komplementzere sekvenser.
Det er RNAmicro scoren, der er angivet med to decimaler.

Alle miRNA gener i testomradet ligger pa plus-strengen, og det er plus-
strenge, der er anvendt som input til pipelinen. Det har medfgrt at alle “ma
h:m:1r” resultater vedrgrer plus-strenge, og “ok h:m:r” vedrgrer minus-strenge.
Der var dog en undtagelse mir-299, hvor der bade fantes en multiple align-
ment med alle plus-strenge, og en hvor rottens streng var minus-strengen.
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Begge alignments fik samme RNAmicro score.

Resultatet i de to RNAmicro kolonner er fremkommet ved at analysere
RNAmicroInformation databasetabellen med programmet miRNAfound.py
for hver af de tre arter. Resultatet herfra blev efterfglgende analyseret med
miRNAfoundmiRNA.py for at finde hvilke miRNA sekvenser, der blev alignet
med hvilke miRNA-sekvenser, og hvilke kendte miRNA gensekvenser, der
blev alignet med sekvenser, der endnu ikke er klassificeret som miRNA gen-
sekvenser. Til sidst blev en manuel analyse foretaget, for at fa placeret de
enkelte RN Amicro scorer i tabellen.

Det endelige resultat af pipelinen findes i kolonnen “Pipeline Resultat”.
Kolonnen angiver om pre-miRNAerne blev fundet, fundet ved hjelp af nye
homologe sekvenser eller ikke fundet. Betegnelserne i kolonnen skal forstés
pa fglgende made:

g Fundet
+nnn  Fundet ved hjelp af nye homologe sekvenser
hsa: menneske, mmu: mus, rno: rotte
BLAT Ikke fundet i de to BLAT alignments
Rmi  RNAmicro score < 0,50
u Udenfor testomradet
X Exon maskeret
rm00 RepeatMask maskeret, tallet angiver antal % maskeret
O RNAmicro score < 0,99

Pa specialets hjemmeside findes filer med outputtet fra programmerne,
der er naevnt ovenfor.

Resultatet i tabel 18 er samlet i tabel 19 for at give et samlet overblik
over resultatet for kendte miRNAer. Tabel 20 giver en overblik af resultatet
for alle fundne sekvenser.

7.2.4 Analyse af pipelineresultatet

I testen klassificeres en alignment som en potentiel miRNA, hvis RNAmicro
scoren er > 0,99. Dette er en hgj greense. Hertel and Stadler (2006a) bruger
selv en graense pa 0,90. Scoren er sat s& hgj, fordi at hvis den szenkes til 0,90,
sé ville ikke flere kendte miRNAer blive klassificeret som miRNAer. Der er
dog et tilfeelde med en ny rotte miRNA gen, men det er et special tilfzelde,
som er diskuteret nsermere i afsnittet om nye miRNAer,og skal derfor ikke
regnes med. Sattes graensen til 0,90 sé ville fem mere af de alignments, hvor
ingen af sekvenserne kommer fra kendte miRNA gener.

Effektiviteten af pipelinen er beregnet ud fra, hvor mange af de kendte
miRNA, der er i input datasaettet, som findes gennem pipelinen. Effektivite-
ten er beregnet ud fra tallene i tabel 19 og er vist i tabel 21. Der er anvendt
tre mader til at bestemme effektiviteten.
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miRNA hsa 14 mmu 12 rmo 6 T alt

Antal pa kromosom 49 50 35 134
Udenfor test (u) 3 3 1 7

Antal i test 46 47 34 127
Maskeret i test (x, r) 9 8 8 25

Veere muligt at finde i test 37 39 26 102
Fundet, score > 0,99 i test 30 31 22 83

Ikke fundet, score > 0,99 i test 7 8 4 18
Fundet, score 0.50-0.98 i test 1 1 1 3

Ikke 3 * homologi 3 6 2 11

Nye homologe til kendte, score > 0,99 i test 3 0 9 12

Nye homologe til kendte, score 0.50-0.98 i test 0 0 1 1

Tabel 19: Samlet resultat for pipelinetesten vedrgrende kendte miRNAer.

Fundet hsa 14 mmu 12 rmo 6 I alt
Sekvenser 74 72 74 220
Sekvenser, score > 0,99 48 46 46 140
Kendte miRNA, score > 0,99 30 31 22 83
Nye homologe til kendte, score >0,99 3 0 9 12
Ikke kendte miRNA, alle 3 sekvenser, score > 0,99 14 14 14 45
snoRNA, score > 0,99 1 1 1 3
Negative, score < 0,99 25 25 26 76
Ikke kendte miRNA, alle 3 sekvenser, score 0.90-0.98 5 5 5 15
Kendte miRNA, score 0.90-0.98 0 0 0 0
Nye homologe til kendte, score 0.90-0.98 0 0 1 1

Tabel 20: Samlet resultat for pipelinetesten vedrgrende alle fundne sekvenser.

miRNA hsa 14 mmu 12 rno 6 Samlet
Alle i test 65,2 66,0 64,7 65,4
Kun umaskerede 81,1 79,5 84,6 81,4
Kun homologe 88,2 940 91,2 91,2

Tabel 21: Effektiviteten af pipelinen vist for hver art og samlet.

Den fgrste er, hvor alle kendte miRNAer i testmaterialet er medtaget i
beregningerne, det giver en effektivitet pa 65%. Dette kan siges at veere den

overordnede effektivitet.

Den anden méade er kun at se p4 de miRNAer, der ikke er blevet ma-
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skeret, eller ikke bergrt af maskering, forstaet pa den made, at hvis blot en
af miRNAerne i en raekke i tabel er maskeret sa teelles den med i alle tre
arter, som maskeret. Da det pa grund af maskeringen i en art ikke vil veere
muligt at finde homologe sekvenser i alle tre arter. F.eks. er hsa-mir-136 ikke
exon-maskeret mens mmu-mir-136 og rno-mir-136 er det, derfor er hsa-mir-
136 talt som en maskeret miRNA i tabel 19. Det samme geelder for mir-345,
hvor kun hsa-mir-345 er repeat maskeret.

Et problem er, at alle repeat maskeringerne ikke er 100% maskeringer.
Det har derfor veeret ngdvendigt at se péa, hvor maskeringen er placeret i de
enkelte sekvenser. Desuden skal der tages hgjde for at sekvenspositionerne
for pre-miRNAer i miRBase er plus flankerende sekvenser. Det har betydet
at mir-487b ikke er talt som maskeret, fordi de 4-5% maskering ligger udenfor
selve pre-miRNA sekvensen. Det samme ggr sig geeldende for mmu-mir-666.
For de gvrige miRNAer, som er bergrt af repeat-maskering, er klassificeret
som maskeret. Ved kun at se pa de ikke maskerede miRNAer, bliver effekti-
viteten af pipelinen 81%.

Den tredje made at beregne effektiviteten pa er kun at se pa de miR-
NAer, hvor der findes homologe sekvenser i alle tre arter, enten som kendte
miRNAer eller nye homologes sekvenser. For det kan jo tenkes, at de homo-
loge miRNAer for en eller to arters vedkommende ikke ligger inden for det
anvendte testomrade, det vil derfor ikke veere muligt at opna 3*homologi,
dvs. finde homologe sekvenser i alle tre arter, og dermed ikke kunne findes
med pipelinen. Hvis der kun ses pa de miRNAer, der er umaskerede og har
3*homologi, s& bliver effektiviteten 91%.

RNAz var ikke arsag til, at nogen af miRNA generne i testmaterialet,
ikke blev fundet gennem pipelinen.

Det er lidt overraskende at mir-487b ikke findes gennem pipelinen, for i
den indledende test, se tabel 16, fik den en score pa 1,00. Men det skyldes
de fa nukleotider, der er maskeret i sekvensen, som endda ligger udenfor den
egentlige pre-miRNA. Ved at undersgge det nsermere, viste det sig at hvis
den maskerede nukleotid, der ligger neermest pre-miRNA sekvensen ikke var
maskeret, s& ville RNAmicro godt klassificere mir-487b som miRNA.

I tabel 18 sa har kolonnen “ma h:m:r” 36 rackker med en score > 0,99, og
kolonnen‘“ok h:m:r” 25 reckker med en score > 0,99. Det betyder at RN Amicro
ofte ikke kan sige hvilken streng en miRNA gen er pa.

7.2.5 Nye miRNAer og miRBase release 11.0

I testen af pipelinen blev fundet en raekke nye miRNA gener, der er homologe
med allerede kendte miRNA gener. De var nye i forhold til miRBase release
9.0, som er blevet anvendt i denne test.

De er beskrevet i det fglgende. De er navngivet efter de kendte homologes
navne. Desuden er de nye miRNA gener forsggt fundet i den nyeste release
af miRBase — release 11.0.



7 TEST 105

Blandt de nye miRNA gener, der er homologe med allerede kendte miR-
NA gener har en RNAmicro score pa > 0,99. De er vist i tabel 22. Der er
tale om tre nye menneske og ni nye rotte miRNA gener. Ni af de tolv er med
i miRBase release 11.0.

Navn Kromosom Start Slut  Streng miRBase
hsa-mir-300 hsa 14 100577426 100577554  + /- 11.0
hsa-mir-543 hsa 14 100568044 100568186 -+ /- 11.0
hsa-mir-665 hsa 14 100411097 100411223 +/- 11.0
rno-mir-380 rno 6 134390959 134391089 + 11.0
rno-mir-410 rno 6 134425051 134425173 + 11.0
rno-mir-411  rno 6 134389314 134389443 +/- 11.0
rno-mir-495 rno 6 134399186 134399329 +/- 11.0
rno-mir-496 rno 6 134420333 134420469 +/-

rno-mir-665 rno 6 134177271 134177399  +/-

rno-mir-668 rno 6 134416200 134416313 +

rno-mir-758 rno 6 134391982 134392081 + 11.0
rno-mir-770  rno 6 134141329 134141471 +/- 11.0

Tabel 22: Nye miRNA gener fundet gennem pipelinen med en RNAmicro
score pa > 0,99, og som er homologe med kendte miRNA gener.

Der blev fundet en rotte sekvens, se tabel 23, som er homolog med flere
miRNA gener i mir-368 familien. forklaringen pa at sekvensen ikke scorer
mere end 0,92 kan forklares med at ca. 40% af sekvensen bestar af N’er.
Dette skyldes, at den del af sekvensen endnu ikke er blevet bestemt.

Navn Kromosom Start Slut  Streng Score

p376-rno-mir rno 6 134401792 134401891 + 0,92

Tabel 23: Ny miRNA gen fundet gennem pipelinen med en RNAmicro score
pa 0,92, og som er homologe med kendte miRNA gener. At scoren ikke er >
0,99 kan forklares med at ca. 40% af sekvensen ikke er bestemt endnu.

Der blev desuden fundet fem nye miRNA gener, se tabel 24, der er homo-
loge med kendte miRNA gener, disse havde dog ikke en score der var hgj nok
til at blive klassificeret som miRNA gener af RNAmicro. Tre fra mus, som
ogsa er kommet med i miRBase release 11.0 og to fra rotte. At mmu-mir-493
ikke blev klassificeret af RNAmicro, kan forklares med, at hsa-mir-493 og
rno-mir-493 begge 65% repeatmaskeret. Det er ikke forsggt at finde en neer-
mere forklaring hvorfor de gvrige ikke er blevet klassificeret af RNAmicro.
De angivne positioner er positionerne fra den anden BLAT alignment.
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Navn Kromosom Start Slut Streng miRBase
mmu-mir-453 mmu 12 110183425 110183481 + 11.0
mmu-mir-493 mmu 12 110027990 110028065 + 11.0
mmu-mir-654 mmu 12 110171019 110171099 + 11.0
rno-mir-453 rno 6 134417046 134417102 +
rno-mir-654 rno 6 134403976 134404056 +

Tabel 24: Nye miRNA gener fundet gennem de to BLAT alignments, og som
er homologe med kendte miRNA gener. De er dog af forskellige grunde ikke
blevet klassificeret som miRNA gener af RNAmicro.

Ved at sammenligne resultatet af pipelinetesten og positionerne i miR-
Base release 11.0 for miRNA generne for de tre anvendte kromosomer, kunne
det konstateres at blandt de fundne sekvenser, var en mere miRNA gen, men
med en meget lav RN Amicro score, se tabel 25. Bemaerk at rno-mir-1197 ikke
er med i miRBase release 11.0.

Navn Kromosom Start Slut  Streng Score miRBase
hsa-mir-1197 hsa 14 100561661 100561755  +/- 0,52/0,57 11.0
mmu-mir-1197  mmu 12 110160154 110160248 + /- 0,52/0,57 11.0
rno-mir-1197 rno 6 134391536 134391630 +/- 0,52/0,57

Tabel 25: mir-1197 er en ny miRNA miRBase 11.0, den blev ogsa fundet gen-
nem pipelinen, med RNAmicro scoren er ikke hgj nok til at blive klassificeret
som miRNA néar scoren er sat til > 0,99.

7.2.6 Potentielle miRNA gener eller falske

I alt blev der fundet 14 multiple alignments med en RNAmicro score > 0,99,
som ikke indeholdte nogen kendte miRNAer, se tabel 20. Mere detaljerede
informationer om sekvenserne er vis i tabel 26. De er navngivet efter de-
res id i RNAmicroInformation databasetabellen, hvis navnet indeholder to
numre, er det fordi bade multiple alignmentet og den omvendt komplemen-
teere alignment har scoret hgjt nok, til at blive klassificeret som miRNA af
RNAmicro. Resultatet fra pipeline testen findes i de to kolonner “Streng” og
“Score” under “Pipeline test”.

Der er ikke foretaget test af de fundne sekvenser, med andre programmer
for at se, om de ville klassificere dem som miRNA gener.

Der er foretaget en test, og det er med RNAmicro. For det har vist sig, at
RNAmicro nogle gange giver forskellig score, atheengig af om der bruges se-
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Pipeline test

2. RNAmicro test

Navn Kromosom Start Slut  Streng Score Streng  Score
p-4-5 hsa 14 99935758 99935888  + /- 1,00/1,00 + /- 1,00/1,00
mmu 12 109364008 109364147 +/- 1,00/1,00 4+ /- 1,00/1,00
rno 6 133260002 133260139  +/- 1,00/1,00 + /- 1,00/1,00
p-7 hsa 14 100114002 100114094 + 1,00
mmu 12 109507158 109507256 + 1,00
rno 6 133290583 133290682 - 1,00
p-21 hsa 14 100401265 100401378 - 1,00 - 1,00
mmu 12 110024384 110024485 - 1,00 - 1,00
rno 6 134153984 134154081 - 1,00 - 1,00
p-30-31 hsa 14 100421476 100421589  +/- 0,99/0,99
mmu 12 110043801 110043913 +/- 0,99/0,99
rno 6 134187664 134187778 +/- 0,99/0,99
p-32 hsa 14 100436683 100436795 + 1,00
mmu 12 110056548 110056658 + 1,00
rno 6 134200618 134200729 + 1,00
p-53 hsa 14 100566116 100566240 + 1,00 + 1,00
mmu 12 110163485 110163608 + 1,00 + 1,00
rno 6 134395190 134395313 + 1,00 + 1,00
p-122 hsa 14 100944624 100944738 - 1,00
mmu 12 110570781 110570895 - 1,00
rno 6 134802594 134802702 - 1,00
p-123-124 hsa 14 100994123 100994245 + /- 1,00/1,00 + /- 1,00/0,97
mmu 12 110635914 110636031  + /- 1,00/1,00 + /- 1,00/0,97
rno 6 134900361 134900478 +/- 1,00/1,00 + /- 1,00/0,97
p-129 hsa 14 101043449 101043572 + 0,99
mmu 12 110680854 110680976 + 0,99
rno 6 134945251 134945373 + 0,99
p-132 hsa 14 101676550 101676679 + 1,00 + 1,00
mmu 12 111186358 111186479 + 1,00 + 1,00
rno 6 135460822 135460943 + 1,00 + 1,00
p-134 hsa 14 102009751 102009874 + 1,00 + 0.65
mmu 12 111409605 111409728 + 1,00 + 0.65
rno 6 135703058 135703181 + 1,00 + 0.65
p-135 hsa 14 102129672 102129760 + 1,00 + 1,00
mmu 12 111488018 111488106 + 1,00 + 1,00
rno 6 135784030 135784118 + 1,00 + 1,00
p-141-142  hsa 14 103070209 103070302 -+ /- 1,00/1,00
mmu 12 112130009 112130103  +/- 1,00/1,00
rno 6 136464491 136464585 -+ /- 1,00/1,00
p-151-152  hsa 14 103705958 103706032  + /- 1,00/0,99
mmu 12 112618709 112618774 +/- 1,00/0,99
rno 6 136997892 136997957 /- 1,00/0,99

Tabel 26: Nye potentielle miRNA gener fundet gennem pipelinen med en
RNAmicro score pa > 0,99, som ikke er homologe med kendte miRNA gener.
Eller er det RNAmicro fejl klassificeringer?
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kvenser fra tripleInformation- eller fra RNAmicroInformation databaseta-
bellen. Forstéet pa den méde, at de sekvenser, der findes i RNAmicroInforma-
tion er delsekvenser fra tripleInformation, som er blevet klassificeret som
mulige miRNAer med en score > 0,50 af RNAmicro. Hvis de delsekvenser
fra RNAmicroInformation genscores med RNAmicro var det forventet, at de
ville f& samme score, men det er ikke altid tilfeeldet, hvis de far en anden
score er det oftest en mindre score. Det tyder pa, at RNAmicro’s score er
athaengig af delsekvenserne, der ligger udenfor, det omrade som RNAmicro
scorer.

Testen blev foretaget med de samme vindues stgrrelser 75 nt., 95 nt. og
115. nt. som i pipeline testen. Resultatet fra denne anden RNAmicro test
er vist for de 14 alignments i tabel 26 i de to kolonner “Streng” og “Score”
under “2. RNAmicro test”. Det er den hgjeste score blandt de tre vindues
storrelser, der er angivet. Det blev ikke registreret om det var hele eller kun
en del af alignmentet, der fik den hgje score. Det kan ses, at nogle holder
scoren, seks af sekvenserne ggr det, enkelte far en mindre score, mens resten
syv alignments bliver slet ikke klassificeret som miRNAer.

Den samme test blev ogsa udfegrt pa de alignments med kendte miRN Aer.
Af resultaterne i kolonne “ma h:m:r” som har en score > 0,99 i tabel 18 fik
tre en score < 0,99. I kolonne “ok h:m:r” fik tretten en score < 0,99, hvor de
fgr fik en score > 0,99. Det resulterede dog kun i at to mir-323 og mir-412
ikke ville blive klassificeret som miRNAer, hvis denne test blev gjort til en
del af pipelinen.

7.2.7 Programmer til analyse af pipeline

Her beskrives de programmer der er blevet udviklet i forbindelse med ana-
lysen af pipelinen.

FASTAsubsequence.py

Kopier en delsekvens fra en FASTA-fil, og placere delsekvensen i en ny
FASTA-fil. Den nye FASTA-fils identifier er formateret som de reformate-
rede FASTA-filer i pipelinen. FASTA-filen der kopieres fra ma kun have en
sekvens, og den skal veere pa en linie, og startpositionen for sekvensen skal
veere 1. Programmet kan ikke traekke en delsekvens ud af en delsekvens. Input
til programmet er sekvensfilnavn, outputfilnavn, start- og slutpositioner for
delsekvensen. Hvis startpositionen er mindre end 1 seettes den til 1, og hvis
slutpositionen er hgjere end den i FASTA-filen, saettes den til slutpositionen
i FASTA-filen.

sampleSequencesmiRNA.py

Kopier delsekvenser fra en FASTA-fil indeholdende en hel kromosom. Del-
sekvensernes positioner er positioner for pre-miRNAerne, og som hentes fra
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lokal miRBase installation. Start- og slutpositionerne kan szettes til positio-
ner henholdsvis fgr og efter de positioner, der findes i miRBase databasen.
Programmet bruger FASTAsubsequence.py til selve kopieringen, derfor skal
betingelserne beskrevet der overholdes. De enkelte delsekvenser samles i en
FASTA-fil. Input til programmet er sekvensfilnavn, miRBase artkode for art,
kromosomnavn og distance, der angiver hvor meget sekvens, der skal tilfgjes
fgr og efter pre-miRNA positionerne.

RNAmicroTestRange.py

Kgrer en RNAmicro test pa en multiple alignment p& ClustalW-format, dog
skal hver sekvens i ClustalW-filen veere pa en linie. Der testes med en vin-
dues stgrrelse pa 70 nt. op til alignment leengden, dog maksimalt 130 nt.
Er alignmentet < 70 nt. testes hele alignmentet pa en gang. Resultaterne
skrives ud til skeermen.

RN AzClassificationCount.py

identification.py registrer hvilke multiple alignments RNAz klassificere
som RNA i en log-fil. Programmet teeller, hvor mange der er klassificeret
som RNA af RNAz. Input til programmet er log-filen.

miRNAaligned.py

Undersgger hvilke alignments, efter den forste BLAT alignment eller den an-
den BLAT alignment plus samling af de tre artes sekvenser, der helt eller del-
vist daekker positionerne for kendte pre-miRNAer. Pre-miRNA positionerne
hentes fra en lokal miRBase database. Oplysningerne om de alignede sekven-
sers positioner hentes fra henholdsvis axtInformation og tripleInformation
databasetabellerne. Programmet kan undersgge en art, et kromosom og en
databasetabel af gangen, derfor er input miRBase artskode, kromosomnavn
og en kode for hvilke oplysninger fra tabellen, der skal anvendes. “1db” og
“lgu” er henholdsvis database- og query arten i forte BLAT alignemnt. “2db”
og “2gu” er henholdsvis database- og query arten i anden BLAT alignemnt.
“2fi” er arten der var med i forste men ikke anden BLAT alignment.

Outputtet fra programmet skrives til skeermen. Det er miRNA navn,
post id, Hlustration for placerings forholdet mellem alignment-sekvens og
pre-miRNA-sekvens, leengde pé alignment, leenden pa det omrade som bade
alignment-sekvens og pre-miRNA-sekvens daekker, leengde pa pre-miRNA,
hvilken art/arter oplysningerne hgrer sammen med.

For at fa et hurtigt overblik over hvordan forholdet mellem alignment-
sekvens og pre-miRNA-sekvens er, er der lavet nogle sma illustrationer, der
viser det. “|” viser start- eller slut position for pre-miRNAen.Der anvendes
fglgende illustrationer:
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--|-->] Alignment-sekvensen har en lavere startposition end pre-miRNA-
sekvensen, dens slutpositionen ligger mellem eller er lig med pre-miRNA-
sekvensens start- eller slutposition.

|<---->| Alignment-sekvensen har start- og slutposition liggende pa eller
mellem pre-miRNA-sekvensens start- eller slutposition.

|<--1-- Alignment-sekvensen har en startposition der ligger mellem eller
er lig med pre-miRNA-sekvensens start- eller slutposition, dens slutpo-
sitionen ligger ligger hgjere end pre-miRNA-sekvensens slutposition.

<-|--1-> Alignment-sekvensen har start- og slutposition, der ligger hen-
holdvis fgr og efter pre-miRNA-sekvensens start- og slutposition.

miRNAfound.py

Ggr det samme som miRNAaligned.py, men henter oplysningerne om se-
kvens positionerne i RNAmicroInformation. Outputtet indeholder yderligere
fglgende punkter: Streng oplysninger for alignment-sekvens og pre-miRNA-
sekvens og RNAmicro scoren for alignmentsekvensen.

miRNAfoundmiRNA.py

Outputtet fra miRNAaligned.py og miRNAfound.py vedrgrer kun en art, og
det er ikke nemt at se hvilke kendte miRNAer der er blevet alignet med hvilke
kendte miRNAer, eller blevet alignet med en sekvens, der ikke er en kendt
miRNA. Programmet tager som input filer, der indeholder outputtet fra en
af de to programmer og en af databaserne, og samler oplysningerne sa det
er nemt at se hvilke kendte miRNAer, der er blevet alignet med hinanden,
og hvilke der er blevet alignet med sekvenser, der ikke er kendte miRN Aer.

miRNAcandidateSequences.py

Generer en FASTA-fil med tre sekvenser, der kan alignes og der er blevet
klassificeret af RN Amicro som potentielle miRNA gener. Programmet henter
oplysningerne fra RNAmicroInformation databasetabellen. Input er post-id
og sti til FASTA-filerne med DNA-sekvenserne for hele kromosomerne.

miRNAcandidateSingleSequence.py

Ggr det samme som miRNAcandidateSequences.py, men placerer de tre
sekvenser i hver deres fil.
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miRNAcandidateAlignment.py

Ggr neesten det samme som miRNAcandidateSequences.py, men den fore-
tager en alignment ved hjeelp af MLAGAN af de tre sekvenser, og gemmer
resultatet i en ClustalW formateret fil. Programmet ggr brug af to funktioner
i identification.py.
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8 Konklusion

I dette projekt er der blevet udviklet en pipeline til identifikation af poten-
tielle miRNA gener, ved hjelp af komparativ genomanalyse.

Farst blev strategien beskrevet, efterfglgende blev den implementeret ved
hjeelp af eksisterende programmer og nyudviklede programmer. Til sidst blev
pipelinen testet, for at se hvor effektiv den er.

En vaesentlig ting, ved pipelinen var at den skulle veere hurtig og fleksibel.
Pipelinen er gjort hurtig ved at anvende en hurtig alignment program BLAT,
ved at anvende DNA-sekvenser, hvor repeat regionerne er maskeret og ved
at maskerer exon for protein kodende gener og ikke protein-kodende gener.

Pipelinen er gjort fleksibel i den forstand, at den skal veere uatheengig
af eksisterende alignments. Sa det er muligt selv at veelge hvilke arter, som
pipelinen skal anvendes pa. Pipelinen blev ogsa gjort fleksibel, ved at kun-
ne handtere filer med kun en FASTA-sekvens i og filer med flere FASTA-
sekvenser som f.eks. fugu-scaffolds, der alle ligger i en FASTA-fil. Den er
gjort hurtig ved at anvende en hurtig alignment program BLAT,

Ved at anvende BLAT som alignment program, seettes der en graense for
hvor stor den evolutionzere afstand ma veere mellem arterne, for at der kan
opnés en ordentlig resultat. At veelge de tre arter menneske, mus og rotte,
viste sig at veere et fornuftigt valg, hvorimod at anvende zebrafisk i stedet for
rotten, ville veere en darlig ide. Hvis der gnskes en stgrre evolutionaer afstand
mellem arterne, er det let at skifte til mere sensitive alignment programmer
som BLASTz eller BLATz, da pipelinen anvender axt formatet som input fra
alignment programmet. Dette er ogsa med til at gore pipelinen fleksibel.

Der bgr ikke anvendes DNA-sekvenser, hvor repeat regionerne ikke er
maskerede, da RNAz og RNAmicro ofte vil klassificere dem som henholdsvis
ncRNA og miRNAer.

Effektiviteten af pipelinen er blevet bestemt til at veere 65%, med hensyn
til at finde de miRNAer, der er i testmaterialet. Ses der kun pa de miR-
NAer, der ikke er maskeret og har homologe sekvenser i alle tre arter, er
effektiviteten 91%.

Der blev fundet en raekke nye miRNAer, i forhold til miRBase release
9.0, nogle af disse er ogsa fundet af andre, da de er kommet med i miRBase
release 11.0.

I forbindelse med testen af pipelinen, blev der ogsa fundet 14 alignments,
der blev klassificeret som miRNAer, og hvor ingen af sekvenserne der indgik
var kendte miRNAer. Der har ikke veeret tid til en neermere analyse af disse
sekvenser, for at forspge at fastsla om det er tale om reelle miRNA gener eller
fejl klassifikationer. Ved at genteste disse kortere alignments med RNAmicro,
var der kun seks alignments der stadig kunne klassificeres som miRNAer.

Den samme test blev foretaget pa de alignments, som indeholdt kendte
miRNAer. Det resulterede i, at to miRNAer blev ikke blev klassificeret som
miRN Aer.
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8.1 Forbedringer til pipelinen

Der er et sted i pipelinen, der skal laves om. Det er 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 made det ggre nu med BLATz bevirker, at
der ikke placeres et resultat i databasetabellen. I stedet for BLATz, skal der
udvikles et program, der anvender dynamisk programmering, og hvor det
ikke koster noget at placere gaps i enderne af den korteste sekvens.

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

De programmer, der anvender en lokal installation af miRBase databasen,
bgr sendres sa det bliver lettere at skifte mellem forskellige lokale installatio-
ner af miRBase.
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A Fil formater

Her beskrives de fil-formater, der er benyttet i forbindelse med pipelinen.

A.1 FASTA-format

FASTA-formatet er det format, som DNA-sekvenserne der anvendes i dette
projekt findes pa.

Et eksempel pa FASTA-format:

>mmu-12:109053353:109053403: +
GGAAGATGAGGTCATTAGGCTGATCACAATGGAGCAGGTCTCATTCTCATT

FASTA-formatet. Dette format har en meget simpel specifikation besta-
ende af to dele: definitionslinien og sekvenslinierne.

Definitions linien er en enkelt linie, der starter med en obligatorisk stgrre
end “>" tegn efterfulgt af en identifier og derefter en beskrivelse. Der ma
ikke veere et mellemrum mellem “>” og identifieren. Identifieren ma heller
ikke indeholder mellemrum, da det er afgrazensningen mellem identifier og
beskrivelsen. Beskrivelsen mé ikke indeholde ny linie tegnet “\n”, ellers er
der ingen begreensning pa hvilke tegn, der mé bruges i beskrivelsen.

Sekvenslinierne kan indeholde enten DNA-) RNA- eller proteinsekvenser
og har et meget simpelt format, et tegn for hver nukleotid eller aminosyre,
og der er ingen begraensning pa deres leengde og deres antal, men normalt er
leengden pa hver linie 50 til 80 tegn.

En FASTA-fil kan indeholde en eller flere FASTA-sekvenser. Hver linie
der starter med “>" indikerer starten pa en ny sekvens. En FASTA-fil ma
ikke indeholde tomme linier. (Korf et al., 2003; Markel and Leon, 2003)

A.2 axt-format
Axt-formatet er det format, der benyttes i som output-format ved BLAT
alignments i pipelinen.

Et eksempel pa axt formatet:

8 hsa-17:27691241:27711334:+ 4239 4288 mmu-11:35615819:35635904:+ 1093 1141 + 3544
gtggctcacgectgtaatcccagecactttgggaggecgaggecaggeggat
gtggcgcacgectttaatcccagca-tttggaaggcagaggcaggeggat

I en fil pa axt-format, fylder hver alignment tre linier og hver alignment
er adskilt med en tom linie:

Linie 1: Informationslinien
Linie 2: Database alignment sekvens med gaps
Linie 3: Query alignment sekvens med gaps
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Informationslinien indeholder ni felter adskilt med blank tegn. Felterne har
fglgende betydning:

1) Alignment nummer, starter fra 0

2) Database identifier

3) Database alignmentets startposition i database input sekvensen,
hvor fgrste base har nummer 1

4) Database alignmentets slutposition i database input sekvensen,
slut basen er inkluderet

5) Query identifier

6) Query alignmentets startposition i query input sekvensen

7) Query alignmentets slutposition i query input sekvensen

8) Query streng, hvis den er -’ er query alignmentets startposition og
slutposition relativ til den omvendt komplementeere query sekvens

9) Alignment score

A.3 Clustal-format

Clustal-formatet benyttes til multiple aligned sekvenser. Clustal-formatet
bestar af en header linie efterfulgt af sekvens data i blokke.
Et eksempel pa axt formatet:

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

hsa-mir-9-1
mmu-mir-9-1
dre-mir-9-1
fru-mir-9-1

CGGGGUUGGUUGUUAUCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGAGUGGUGUGGAGUCUUCAUAAAG 60
CGGGGUUGGUUGUUAUCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGAGUGGUGUGGAGUCUUCAUAAAG 60
-GGGGUUGGCUGUUAUCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGAGUGUUAUUCAUUCUUCAUAAAG 59
-GGGGUUGUCUGUUAUCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGAGUGACGUACAAUCUUCAUAAAG 59

kokokokokoksk  3kokokokok ok ok Xk %k %k %k 5k 5k 5k 5k 5k 3k ok 3k ok >k >k >k X %k %k >k >k >k >k k *

hsa-mir-9-1 CUAGAUAACCGAAAGUAAAAAUAACCCCA 89
mmu-mir-9-1 CUAGAUAACCGAAAGUAAAAAUAACCCCA 89
dre-mir-9-1 CUAGAUAACCGAAAGUAACAAGAAUCCC- 87
fru-mir-9-1 CUAGAUAACCGAAAGUAACAAGAAUCCC- 87

kokokokokskskskokokokkkkkkkxk kxk kk kkk

Forste linie skal starte med CLUSTAL, resten er ikke obligatorisk, men
beskriver gerne program “W” og versionsnummer “1.83”. Fgrste linie skal
efterfplges af en eller flere tomme linier.

Derefter kommer en eller flere blokke af sekvens data. Hver blok inde-
holder en linie for hver sekvens i alignmentet. Hver linie starter med sekvens
navn efterfulgt af sekvensen/delsekvensen og evt. til slut antallet af nukleo-
tider i sekvensen/delsekvensen. Disse oplysninger er adskilt med blank tegn.

k3kookokoko ok ok ok ok Kk Kk k
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Under sekvenserne kan der veere en linie, der angiver hvor konservere-
de de enkelte kolonner er. Symbolerne der anvendes er “*” der betyder fuld
konserveret, “:” der betyder steerkt konserveret, “.” der betyder svagt konser-
veret.

Hver blok er adskilt med en tom linie.
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