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IVADAS

Atliekant placios zmogaus ligy ir bruozy {vairovés tyrimus bei dirbant su dideliais

daugiamaciy biomedicinos duomeny kiekiais, efektyvus sprendimas yra tirti kelias, nors i§ pirmo

zvilgsnio niekuo nesusijusias, ligas ir lyginti jas ieSkant panasSumuy pagal skirtingus pozymius,

siekiant nustatyti désninguma pagal kurj galima biity atlikti iSvadas apie visas lyginamas ligas.

Epigenetiniams ligos profiliy tyrimams yra tinkami daugelis daugiamaciy biomedicinos duomeny

atvaizdavimui skirty metody, nuo paparsty iki sudétingesniy, taciau ne visi i$ juy yra vienodai

efektyvus.

Sio darbo tikslas - sukurti R programavimo kalbos funkcijas pritaikandias jvairius

daugiamaciy biomedicinos duomeny atvaizdavimo metodus epigenetiniams ligy tyrimams ir

atvaizduoti bei palyginti DNR metilinimo pokyc¢iy profilius ivairiose Zmogaus ligose.

Siam tikslui pasiekti darbe iskelti $ie uzdaviniai:

1.

Parsisiysti bei tyrimui paruosti ,,EWAS Atlas” DNR metilinimo rezultaty zmogaus
ligy tyrimuose duomeny bazg.

Naudojant R programavimo kalba sukurti jrankj galintj atvaizduoti bei palyginti
skirtingy ligy DNR metilinimo poky¢iy profilius ir paruosti palyginimo ataskaita.
Sugalvoti atstumo mata, galintj {vertinti panasuma tarp dvieju skirtingy DNR
metilinimo tyrimo rezultaty.

Sugrupuoti ligy tyrimy rezultatus esancius "EWAS Atlas" duomeny bazéje.

Apibendrinti bei interpretuoti tyrimo rezultatus, pateikti iSvadas.



1. EPIGENETIKA
Siame skyriuje apraSomas epigenetikos mokslas bei jam badingi ligy tyrimai ir §iame darbe

naudota epigenetiniy duomeny baze ,,EWAS Atlas®.

1.1 Epigenetikos mokslas

Beveik Simtmetj nuo termino ,,epigenetika“ pirmojo pasirodymo spausdintame lape tyréjai
bei medikai yra pasinérg i geny tyriné¢jimus, bandydami iSnarplioti uZuominas, kad geno funkcija
gali pakeisti ne tik poky¢iai sekoje. Siandien daugybé jvairiy ligy, elgesio ir kity sveikatos rodikliy
turi tam tikro lygio jrodymuy, siejanciy juos su epigenetiniais mechanizmais, {skaitant beveik visy
tipy vézi, kognityving disfunkcija ir kvépavimo, Sirdies ir kraujagysliy, reprodukcines, autoimunines
ir neuro elgesio ligas. Tarp zinomy ar jtariamy veiksniy itakojanciy epigenetinius procesus yra
sunkieji metalai, pesticidai, dyzelino iSmetamosios dujos, tabako diimai, policikliniai aromatiniai
angliavandeniliai, hormonai, radioaktyvumas, virusai, bakterijos ir pagrindinés maistinés
medziagos.

Pastaruoju metu keli novatoriski tyrimai naujai atkreipé démesj | epigenetika.
Susidoméjimas pradéjo didéti, kai tapo akivaizdu, kad epigenetikos ir epigenomikos - epigenetiniy
poky¢iy pasiskirstymo genomo mastu - supratimas bus biitinas darbuose, susijusiuose su daugeliu
kity temy, reikalaujanciy iSsamaus supratimo apie visus genetikos aspektus, tokius kaip kamieninés
lastelés, klonavimas, senéjimas, sintetiné biologija, riiSiy iSsaugojimas, evoliucija ir Zemes tikis.

Zodis ,.epigenetinis* pazodziui reidkia ,,papildomai prie genetinés sekos poky¢iy®. Terminas
1$sivyste taip, kad apima bet kurj procesa, keiCianti geny aktyvuma nekeiciant DNR sekos ir
sukelianti modifikacijas, kurios gali biiti perduodamos i dukterines lasteles (nors eksperimentai
rodo, kad kai kurie epigenetiniai pokyciai gali biiti griztami). Grei¢iausiai ir toliau bus
diskutuojama, ka tiksliai reiskia $i savoka ir ka ji apima.

Nustatyta daugybé epigenetiniy procesy tipy - tarp ju metilinimas, acetilinimas,
fosforilinimas. Epigenetiniai procesai yra nattralis ir biitini daugeliui organizmo funkciju, taciau
vykstant netinkamai, jie gali turéti dideli neigiama poveiki sveikatai ir fenotipui.

Ko gero, geriausiai Zinomas epigenetinis procesas, i§ dalies tod¢l, kad buvo lengviausias tirti
naudojant esamas technologijas, yra DNR metilinimas. Tai yra metilo grupés (CH3) pridé¢jimas arba
Salinimas, vykstantis daugiausia kai DNR sekoje i$ eilés susideda kelios citozino bazés. 1983 m.

pirma karta patvirtinta, kad DNR metilinimas vyksta Zmogaus vézyje ir nuo to laiko jis buvo



tiriamas daugelyje kity ligy ir sveikatos bukliy.

Kitas reikSmingas epigenetinis procesas yra chromatino modifikacija. Chromatinas yra
baltymu (histony) ir DNR kompleksas, tvirtai suristas, kad tilpty | branduoli. Kompleksa gali
modifikuoti tokios medziagos kaip acetilgrupés (procesas vadinamas acetilinimu), fermentai ir kai
kurios RNR formos, tokios kaip mikroRNR ir mazos RNR. Si modifikacija kei¢ia chromatino
struktiira ir daro jtaka genu ekspresijai. Paprastai sandariai sulankstytas chromatinas yra linkes biiti
neaktyviu, tuo tarpu atviresnis chromatinas veiklus.

Vienas i$ tokiy procesy padariniy yra imprintingas. Genetikoje jis apibiidina biuklg, kai
vienas 1§ dviejy tipiSky geny pory aleliy yra nutildytas epigenetiniy procesy, tokiy kaip metilinimas
arba acetilinimas. Tai tampa problema, jei iSreikStas alelis yra paZeistas arba jame yra variantas,
padidinantis organizmo jautruma mikrobams, toksiSkoms medziagoms ar kitoms kenksmingoms
medziagoms. Pirma karta imprintingas buvo nustatytas 1910 m. kukuriizuose, o zinduoliams pirma

karta patvirtintas 1991 m. [Wei06]

1.2 Epigenetiniai ligy tyrimai

Pirmoji zmoniy liga susieta su epigenetika buvo vézys. 1983 m. tyréjai nustate, kad
pacientams, sergantiems gaubtinés ir tiesiosios Zarnos veéziu, pazeistame audinyje globalus DNR
metilinimas buvo mazesnis nei normaliame ty paciy pacienty audinyje [FVo83]. Kadangi metilinti
genai paprastai yra i§jungiami, DNR metilinimo praradimas gali sukelti nejprastai didelj geny
aktyvavima, pakeisdamas chromatino i§déstyma. Kita vertus, per didelis metilinimas gali panaikinti
apsauginiy naviky slopintuvy geny darba.

Trapios X chromosomos sindromas yra dazniausiai paveldima, ypa¢ vyrams, psichiné
negalia. Si liga gali paveikti abi lytis, ta¢iau kadangi vyrai turi tik viena X chromosoma, liga juos
paveiks stipriau: juo serga mazdaug 1 i§ 4000 vyry ir 1 i§ 8 000 motery. Si sindroma turintys
zmongs turi sunkia intelekto negalia, uzdelsta zodini vystymasi ir ,,i autizma panasy* elgesi. Trapios
X chromosomos sindromas néra vienintelis su protiniu atsilikimu susijgs sutrikimas siejamas su
epigenetiniais pokyciais. Kitos tokios ligos yra ,,Rubenstein-Taybi”, ,,Coffin-Lowry”,
,,Prader-Willi”, ,,Angelman”, ,,Beckwith-Wiedemann”, ,, ATR-X" ir ,,Rett” sindromai.

Kadangi tiek daug ligu, pavyzdziui, véZys, sukelia epigenetinius poky¢ius, atrodo pagrista

pabandyti neutralizuoti $ias modifikacijas epigenetiniu gydymu. Sie poky¢iai atrodo idealus



taikinys, nes jie, prieSingai nei DNR sekos mutacijos, 1§ prigimties yra griztami. Populiariausiu 18
Siy gydymo biidy siekiama pakeisti DNR metilinima arba histono acetiliacija.

Epigeneting terapija naudoti reikia atsargiai, nes epigenetiniai procesai ir pokyciai yra labai
plattis. Kad epigenetinis gydymas biity s€kmingas, jis turi buti selektyvus nenormalioms lasteléms,
prieSingu atveju, suaktyvinus geny transkripcija normaliose lastelése, jos gali virsti véZinémis, todél
gydymas gali sukelti tuos pacius sutrikimus, kuriuos jie bando neutralizuoti. Nepaisant Sio galimo
trikumo, tyréjai randa biidy, kaip nukreipti gydyma | nenormalias lasteles kuo maziau pazeidziant
normalias lasteles, o epigenetiné terapija pradeda atrodyti vis perspektyvesné. [Sim08]

Vykdant epigenetinius ligy tyrimus reikia lyginti DNR metilinima tarp sveiky ir serganciu
zmoniy grupiy. Tam atlikti reikalingi metodai, gebantys nustatyti DNR metilinimo pokyc¢ius

genomo mastu.

1.3 DNR metilinimo mikrogardelés

Ligu atveju DNR metilinimo skirtumams nustatyti dazniausiai naudojamos metilinimo
mikrogardelés.

Pagrindinis mikrogardeliy principas yra hibridizacija tarp dviejyu DNR grandziy,
komplementariy nukleoriigs¢iy seky savybé specifiskai poruotis viena su kita, sudarant
vandenilinius rySius tarp komplementariy nukleotidy baziy pory. Didelis komplementariy baziy
pory skaicius nukleotidy sekoje reiskia tvirtesni nekovalentinj rysj tarp dvieju grandiniy. Nuplovus
nespecifines sekas, tik stipriai suporuotos grandinés lieka hibridizuotos. Fluorescenciskai pazymétos
tikslinés sekos, kurios jungiasi su zondo seka, sukuria signala, kuris priklauso nuo hibridizacijos
salygu (pavyzdziui, temperatiiros) ir plovimo po hibridizacijos. Bendras signalo stiprumas,
skleidziamas tasko (pozymio), priklauso nuo to, kiek tikslinio méginio jungiasi su toje vietoje
esanciais zondais. Mikrogardelése naudojama santyking¢ kiekybiné analizé, kurios metu poZymio
intensyvumas lyginamas su to paties pozymio intensyvumu esant kitoms salygoms, o poZymio
tapatumas Zinomas pagal jo padéti.

DNR metilinimo mikrogardelés - DNR mikrogardeliy tipas, pritaikytas metilinimo skirtumuy
tyrimams. Naudojant tokio tipo mikrogardeles DNR gauta i$ lastelés apdorojama bisulfitine
konversija. Bisulfito konversija metilintus citozinus palieka kaip citozinus, o nemetilintus pavercia i

uracila. Tokiu biidu mikrogardeléje lyginant intensyvuma tarp dviejuy zondy - vieno prie kurio



hibridizuojasi nekonvertuotos sekos (su citozinais) ir kito, prie kurio jungiasi to pacio fragmento
konvertuotos sekos (su uracilu) gaunamas metilinimo procentas.

Tyréjai, savo tyrimuose naudojantys DNR metilinimo mikrogardeles, iprastai rezultatais
pasidalina paskelbdami citoziny, kuriuose metilinimo lygis reikSmingai skyrési tarp sveiky ir tiriama

sutrikima turin¢iy individy, pozicijomis, ju efekty dydziais bei p-vertemis.

1.4 EWAS Atlas duomeny bazé

EWAS (Epigenome-Wide Association Study) - pastaruoju metu tapo veiksminga strategija
tiriant sudétingy bruozy ir ligu epigenetinius pagrindus. Naujausi sekvenavimo bei DNR metilinimo
mikrogardeliy technologijuy pasiekimai leido pradéti plataus masto su zmoniy ligomis susijusios
epigenetinés variacijos tyrimus. Daugéjant tyrimy atsirado poreikis kaupti bei palyginti skirtingy
tyréjuy rezultatus ir tokiu tikslu buvo sukurtas ,,EWAS Atlas”.

,EWAS Atlas* yra bendro formato ir laisvai prieinama DNR metilinimo rezultaty duomeny
baz¢, kurioje kaupiami ligu DNR metilinimo tyrimy rezultatai i§ viso pasaulio. Tai vienas
pagrindiniy Kinijos nacionalinio genomikos duomeny centro Saltiniy, skirtas pateikti iSsamy aukstos
kokybés EWAS asociacijy rinking, kuris padéty sistemingai tirti epigenetinius molekulinius
mechanizmus, susijusius su skirtingais biologiniais poZymiais. Si duomeny bazé yra joje kaupiami
rezultatai surinkti i§ pasaulyje vykdomy EWAS tyrimy. Kadangi duomeny bazé teikia atvira prieiga
prie visy kuruojamu duomenuy, tokiu budu ji yra naudingas Saltinis pasaulinei tyrimy bendruomenei,
nuo 2009 mety sukaupes rezultatus i§ 718 skirtingy tyrimy.

Norédami pateikti aukstos kokybés informacija, kuruojama 1§ EWAS leidiniy, EWAS sukiire
standartizuota kuravimo procesa, apimant; tris pagrindinius etapus - literatiiros paieska, tyrimy ir
asociaciju kuravima. Pirmiausia atliekama literatiiros paieska PubMed naudojant i§ anksto
apibréztus raktinius Zodzius. Leidiniai jtraukiami { ,,EWAS Atlas” tik tuo atveju kai juose randamas
bitinas tirty bruozy ir svarbiy EWAS asociacijy apraSymas. Antrasis Zingsnis yra tyrimo kuravimas
- rankinis i§samios tyrimy informacijos, gautos i$ publikacijy, kuravimas, iskaitant bruozo
pavadinima (-us), trumpas tiriamy ir kontroliniy grupiy aprasymas, klinikinés ir patologinés tyrimo
populiaciju savybés. Siekiant suvienodinti biologiniy bruozy vaizdavima, subjektai priskiriami
standartizuotiems terminams Eksperimentinéje Faktoriy Ontologijoje, apjungiancioje keliy
biologiniy ontologiju dalis, tokias kaip Ligy Ontologija ir Geny Ontologija . Galiausiai atlickamas

asociacijy kuravimas siekiant rankiniu biidu rinkti informacija apie tinkamas asociacijas (citoziny



pozicijas kuriy metilinimo skirtumy p-verté tyrime buvo mazesné nei 0,0001 arba pakoreguota deél
daugkartinio testavimo p-verté mazesné nei 0,05), iskaitant koreliacijas tarp DNR metilinimo lygiy
ir eksperimentiniy kintamuju, taip pat ju rangus konkreciuose tyrimuose. Be to, atsizvelgiant |
[vairias anotavimo sistemas, priimtas skirtingose platformose, visi Illumina kompanijos DNR
metilinimo mikrogardeliy (27K, 450K ir 850K) zondai yra anotuojami remiantis GENCODE 28
leidimu (GRCh37), kad biity islaikytas ju nuoseklumas. Duomeny kuravima ,,EWAS Atlas” gali
pasiekti keli kuratoriai, naudodamiesi patogiomis interneto sasajomis, leidzianc¢iomis

bendradarbiauti kuruojant ir didinant kuravimo proceso efektyvuma. [LZL+18]

2. DAUGIAMACIU BIOMEDICINOS DUOMENU ATVAIZDAVIMO
METODAI

Epigenetiniams ligy profiliams palyginti yra tinkami daugelis daugiamaciams duomenims
atvaizduot skirty metody ir juos igyvendinanciy R programavimo kalbos funkcijy. Pradedant
paprastomis bazinémis funkcijomis ir baigiant daug sudétingesng duomeny analizg¢ atliekanciomis.

Taciau ne visos 1§ ju yra vienodai efektyvios §ioje srityje.

2.1 Baziniai atvaizdavimo metodai

Ligy profiliams atvaizduoti galima naudoti ir pacius papras¢iausius metodus. Vienas i$
populiariausiy duomeny atvaizdavimo budy yra ,,scatterplot”, galinti vizualiai parodyti rysi tarp
dviejuy kintamyjy (kuo labiau koncentruoti taskai linijoje, tuo stipresnis santykis tarp ju), ar tarp
kintamyjy yra teigiamas arba neigiamas rySys (ar nuolydis yra teigiamas arba neigiamas), ar
duomeny modelis yra tiesinis (tiesus) ar netiesinis (iSlenktas) ir ar duomeny rinkiniuose egzistuoja
nejprastos ypatybés, pvz., iSskirtys, klasteriai ir spragos. [EMS14]

Chromosomy viety, kuriose kaupiasi rasti skirtumai, vaizdavimui tinka naudoti ,,Manhattan
plot” metodas. Tai ,,scatterplot” tipas, placiai naudojamas genominiy asociacijy tyrimuose. X asyje
pavaizduojama chromosomos pozicija, o y aSyje: -log10(p-verté), parodanti kiekvienos pozicijos
metilinimo skirtumy patikimumo lygj.

Norint atvaizduoti su liga susijusiu lokusu pasiskirstyma po, pvz., CpG saly regionus galima
naudoti Barplot metoda, atvaizdavimui naudojantj stulpelines diagramas. Kiekvienam regionui

sudaromas atskiras stulpelis, skirtingi stulpeliai iSdéstomi x aSyje, y asyje rodomas citoziny, kurie



rodé skirtumus tarp lyginamy grupiy tyrime, procentas patenkantis | konkrety genominj elementa.

Taciau palyginti Simtus ligy profiliy tarpusavyje naudojantis Siais metodais ganétinai sunku.

2.2 Geny ontologijos analizé

Pirmasis i§ sudétingesniy metody yra geny ontologijos terminy, susijusiy su tyrimo
rezultatais, palyginimas.

Geny ontologija yra bioinformatikos iniciatyva, kuria siekiama suvienodinti visy rasiy geny
ir geny produkty anotacijas. Sis projektas siekia i§laikyti ir plétoti savo kontroliuojama geny ir geny
produkty savybiu zodyna, komentuoti genus ir geny produktus, isisavinti ir skleisti anotacijos
duomenis ir apriipinti tyréjus jrankiais, kuriais galima lengvai prieiti prie visy projekto teikiamy
duomeny aspekty ir sudaryti salygas funkciniam eksperimentiniy duomeny aiskinimui naudojant
GO.

Atliekant geny ontologijos analiz¢ randami kiekvienai ligai buidingi geny ontologijos
terminai ir pagal juos lyginamos tiriamos ligos, ieSkant bendry bei skirtingy terminuy. Tokiu bidu
ligos, paveikiancios panasia funkcija atliekan¢iy genu raiska, turéty turéti panasius geny ontologijos

terminus.

2.3 Klasterizavimas

Hierarchinis klasterizavimas, dar vadinamas hierarchiniy klasteriy analize, yra algoritmas,
grupuojantis panasius objektus i grupes, vadinamas klasteriais. Rezultatas yra klasteriy rinkinys,
kuriame kiekvienas klasteris skiriasi tarpusavyje, o kiekvienos i$ ju objektai yra i§ esmés panasSts
vienas | kita.

Sis metodas gali biiti atliekamas naudojant atstumy matrica. Jis pradedamas traktuojant
kiekviena steb¢jima kaip atskira klasterj. Tuomet pakartotinai vykdomi du veiksmai:
identifikuojamos ir sujungiamos dvi aréiausiai viena kitos esancios grupés. Sis procesas tesiasi tol,
kol visos grupés paskutiniame zingsnyje yra apjungtos i viena klateri. Galutinis rezultatas yra
dendrograma, kuri rodo hierarchini ry$i tarp grupiy bei atstumus tarp ju. Tokiu biidu grupuojant
ligas pagal skirtingus pozymius iSrySkéja panasumai bei skirtumai tarp ligy pagal tiriamus

pozymius. [Boc18]
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2.4 t-SNE

Vienas i§ sudétingesniy duomeny atvaizdavimo ir palyginimo metody yra t-Distributed
Stochastic Neighbour Embedding (t-SNE). Tai netiesiné pozymiy mazinimo technika, kuri ypac
gerai tinka didelés apimties daugiamaciy duomeny rinkiniy vizualizavimui. Ji placiai taikoma
vaizdo apdorojimo, neurolingvistiniame programavime, genomo duomeny ir kalbos apdorojimo
srityse. Sios technikos veikimui, kaip ir hierarchinio klasterizavimo atveju, uZtenka atstumy tarp
visy tiriamy objekty matricos.

t-SNE algoritmas skai¢iuoja panasumo tikimybg pilnoje objekty poZymiy erdvéje ir bando
kuo tiksliau ja perteikti naudojant mazesnés dimensijos erdve. Tasky panasumas apskai¢iuojamas
kaip salygine tikimybeé, kad taskas A pasirinkty savo kaimynu taska B, jei kaimynai biity renkami
proporcingai ju tikimybés tankiui pagal Gauso (normaly) pasiskirstyma, centruota ties A. Toliau
algoritmas mazina skirtuma tarp $iy salyginiy tikimybiy aukstesnéje ir zemesnéje erdvése, kad
duomeny taskai biity kuo tiksliau vaizduojami mazesniy matmeny erdvéje. Tam, kad iSmatuoty
salyginiy tikimybiy skirtumo sumazinima, t-SNE sumazina visy duomeny tasky Kullback-Leibler
nuokrypio (matas to, kaip vienos tikimybés pasiskirstymas skiriasi nuo tikétinos tikimybés
pasiskirstymo) suma naudodamas gradiento nusileidimo metoda.

Paprastai tariant, t-SNE metodas mazina skirtuma tarp dvieju pasiskirstymuy: to, kuris nurodo
{vesties objekty porini panasuma ir paskirstymo, kuris matuoja atitinkamy tasSky porinj panaSuma
sumazintoje pozymiy erdvéje. Tokiu biidu t-SNE daugiamacius duomenis paskirsto zemesnéje
erdvéje ir ieSko duomeny modeliy, nustatydamas stebimas grupes, pagristas duomeny tasky
panaSumu pagal daugelj bruoZy. Taciau po §io proceso ivestis nebebus atpaZistama, tod¢l negalima
daryti iSvady, pagristy tik t-SNE iSvestimi. Taigi tai daugiausia duomeny paieskos ir vizualizavimo
technika. [MHi08]

Pritaikius §§ metoda ,,EWAS Atlas” duomenims naudojant pasirinktus atstumo tarp ligy

matus turéty iSsiskirti skirtingos ligu grupés pagal ju panaSumus ir skirtumus.

2.5 Atvaizdavimo jrankiai

Siame darbe aprasomy atvaizdavimo metody kiirime daugiausiai naudojama nemokama R
programavimo kalba ir aplinka, skirta statistiniams skai¢iavimams ir atvaizdavimui. Tai yra GNU
(,,GNU’s Not Unix”) projektas, panasus i S kalba ir aplinka, kurj sukiiré ,,Bell Laboratories*
(anksciau ,,AT&T*, dabar ,,Lucent Technologies*) darbuotojai John Chambers ir jo kolegos. R gali
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buti vertinama kaip kitoks S igyvendinimas. Yra keletas svarbiy skirtumuy, tac¢iau daug S parasyto
kodo veikia be dideliy pakeitimy ir R aplinkoje.

R teikia daugybe statistiniy (tiesinis ir netiesinis modeliavimas, klasikiniai statistiniai testai,
klasifikavimas, grupavimas ir t.t.) ir grafiniy metody. Grafiniam atvaizdavimui R kalboje daznai
naudojama ,,ggplot2” biblioteka [ WCH+16] bei kitokie jrankiai, i§ kuriy daugelis prieinami
,,Bioconductor” sistemoje, pavyzdziui Siame darbe atvaizdavimui kartu su ,,ggplot2” naudota

,.karyoploteR” biblioteka [GSel7].

3. EPIGENETINIU LIGOS PROFILIU PALYGINIMAS

3.1. Atstumas tarp dviejy ligos profiliy

Norint auk$¢iau apraSytiems daugiamaciams duomenims pritaikytus metodus (hierarchini
klasterizavima, t-SNE) pritaikyti ligoms, reikia gebéti palyginti dviejy ligu profilius tarpusavyje.
Paprasciausias buidas tai padaryti - ligy panasuma apibrézti kaip procenting dalj citoziny (CpG
poziciju), kurie rodo skirtumus tarp sveiky ir serganciu grupiy abejose lyginamose ligose.

Taciau toks biidas ganétinai naivus, nes ligos gali neturéti nei vieno bendro ligos paveikto
citozino, taciau vis tiek rodyti skirtumus funkciskai panasiose genomo vietose. Tod¢l matuojant
atstuma tarp dvieju EWAS rezultaty reikéty atsizvelgti ne tik | konkretaus citozino pozicija, bet ir 1
jo funkcing svarba, galbut i atstumo mata jtraukiant ir genominius atstumus arba lyginamoms

ligoms bendras geny ontologijos anotacijas.

3.2. Ligy grupavimas

Turint atstumo mata tarp dvieju ligy, galima grupuoti ligas i klasterius, pagal ju epigenetiniu
profiliy panasuma. Toks grupavimas svarbus keletu aspekty. Jis mums padéty jvertinti EWAS
tyrimy pakartojamuma - pasakyti, kiek skirtingi tyrimai, tiriantys ta pacia liga, yra panasiis vienas {
kita. Taip pat, matydami kurios ligos yra panasios viena i kita, galétume geriau suprasti ligy veikimo

principus bei jy kilmg.

4. PRAKTINE TIRIAMOJI DALIS

Siame skyriuje apraSoma praktiné darbo dalis. Jos metu pirmiausia buvo paruosiami ,,EWAS

Atlas” duomeny bazés duomenys apie tris pasirinktas ligy grupes - kepeny lasteliy karcinomos,
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antrojo tipo cukrinio diabeto ir sisteminés raudonosios vilkligés. Kiekviena grupe sudaro triju
atskiry tyrimy, nagrinéjusiy metilinimo pokycius pasirinktose ligose, rezultatai. Toliau buvo
sukurtos R funkcijos, igyvendinancios skirtingus ligu palyginimo metodus taip, kad ju rezultatus
biity galima lyginti viena su kitu ir spresti ar skirtingy tyrimy, tyrusiy ta pacia liga, rezultatai yra
panaSesni lyginant juos su kitokio tipo ligy rezultatais. Jy palyginimui sukurta atskira funkcija, i$
visy funkcijy rezultaty sudaranti ataskaita ir kartu su kitomis patalpinta R pakete. Toliau pagal Siy
atvaizdavimo metody rezultatus pasirinktas atstumy tarp ligy matas ir nebe kelioms grupéms, o
visoms ,,EWAS Atlas” duomeny bazéje esanc¢ioms ligoms atliktas palyginimas naudojant atstumy

matrica sudaryta naudojant pasirinkta atstumy mata.

4.1. ,,EWAS Atlas” duomeny bazés paruoSimas

Darbo metu buvo naudojami trys pradiniai ,,EWAS Atlas” duomeny rinkiniai - CpG sriciu
anotacijos, ligy ir tyrimy duomenys. I$ nefiltruoty pradiniy duomeny buvo paliktos tik tos ligos,
kurias atitinkantys tyrimai naudojo Illumina 450k tipo DNR metilinimo mikrogardeles bei kuriuose
tirty méginiy skaicius buvo didesnis nei dvideSimt. Tuomet i$ likusiy ligy buvo paliktos tik tos,
kuriy rezultatuose buvo rasta bent penkiasdesimties skirtingy citoziny rodanciy patikimus
metilinimo skirtumus tarp sveiky ir serganciy grupiu. Atlikus filtravima iSliko 304 atskiry tyrimu
duomenys.

Siame darbe skirtingy funkcijy ataskaitos kiirimui naudojami devyniy ,,EWAS Atlas” Ziniy
bazéje esanciy tyrimy duomenys, suskirstyti i tris grupes - kepenu lasteliy karcinomos, antro tipo
cukrinio diabeto ir sisteminés raudonosios vilkligeés. Toliau atliekant ligy palyginima tiriamos visos

ligos.

4.1.1 Kepenuy lasteliy karcinoma

Kepeny lasteliy karcinoma yra labiausiai paplites pirminio kepeny véZio tipas. Si liga
dazniausiai pasireiSkia Zmonéms, sergantiems létinémis kepeny ligomis, tokiomis kaip cirozé, kuria
sukelia hepatito B arba hepatito C infekcija. Ji labiau biidinga Zmonéms, kurie geria daug alkoholio
ir kuriy kepenyse kaupiasi riebalai.

Kepeny lasteliy karcinomos, labiausiai paplitusios kepeny vézio risies, rizika yra didesné
zmoneéms, sergantiems ilgalaikémis kepeny ligomis. Tai taip pat didesné, jei kepenis skauda dél

infekcijos su hepatitu B ar hepatitu C.
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4.1.2 Antrojo tipo cukrinis diabetas

Per keleta karty dramatiSkai padaugéjo antro tipo diabeto ir nutukimo atveju, jie Siuo metu
siekia epidemijos lygi. Be genetiniy rizikos veiksniy, tiriami epigenetiniai mechanizmai, kuriuos
sukelia besikei¢ianti aplinka, atsizvelgiant i ju vaidmeni Siy sudétingy ligy patogenezéje. EWAS
atskleidé reikSminga diabeto, nutukimo ir kiino masés indekso rysi su DNR metilinimu. Taciau
populiacijos i§ Viduriniy Ryty, kur antrojo tipo diabeto ir nutukimo rodikliai yra auks$ciausi visame

pasaulyje, iki Siol nebuvo istirti. [MAZ+16]

4.1.3 Sisteminé raudonoji vilkligé

Kad organizmas islikty sveikas, imuniné sistema kovoja su pavojingomis infekcijomis ir
bakterijomis. Autoimuning liga atsiranda, kai imuniné sistema puola kiina, nes supainioja ji su
svetimkiiniu. Yra daug autoimuniniy ligy, iskaitant sisteming raudonaja vilklige (SRV).

SRV yra létin¢ liga, kuriai biidingi sunkesniy simptomu etapai, pakaitomis su lengvesniais
simptomais. Daugelis Zmoniy, serganc¢iy SRV, gydomi gali gyventi normaly gyvenima.

Remiantis Amerikos Lupus fondo duomenimis, maZziausiai 1,5 mln. Amerikieciy gyvena su
diagnozuota vilklige. Fondas mano, kad realiai Sia liga sergan¢iy Zmoniy yra daug daugiau ir kad

daugelis atvejy yra nediagnozuoti. [Her16]

4.2. Ligos profiliy atvaizdavimo ataskaita

Ligos profiliy atvaizdavimui buvo sukurta ataskaita, padedanti palyginti ivairius profiliy
aspektus: pasiskirstyma po genominius elementus, paveikty poziciju pasiskirstyma chromosomose,
ju atstumus iki skirtingy genominiy elementy ir geny ontologijos terminy skirtumus. Sios ataskaitos
generavimui kurta R biblioteka, turinti funkcija, gebancia visy ligy palyginimo funkcijy rezultatus

pateikti kartu.

4.2.1 Duomeny apie ligas lentelé

Pirmajame ataskaitos puslapyje esanti lentelé yra skirta supazindinti su tiriamomis ligomis ir
bruozais bei su duomenis teikianciais Saltiniais. Lentel¢je matomi duomenis teikianciy tyrimy
identifikatoriai bei tyrimy straipsniy identifikatoriai PubMed archyve. Taip pat atvaizduojami ligos

paveikty CpG sriciy skaicius, ligy ir audiniy pavadinimai. (1 pav.)
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study_id probes trait tissue PMID

ES00435 4617 hepatocellular carcinoma (HCC) liver 23208076

ES00298 951 type 2 diabetes (T2D) whole blood 6823690
ES00290 1649 type 2 diabetes (T2D) pancreatic islet 24603685
ES00295 251 type 2 diabetes (T2D) liver 26418287
EaUUa40 (] SYSIE Ipus eryinematosus (oLt Wwhnoile Diood L3931 20%
ES00911 28 systemic lupus erythematosus (SLE) peripheral blood mononuclear cell 30301579
ES01237 7585 systemic lupus erythematosus (SLE) whole blood 31428085

1 pav. Duomeny apie ligas lentelé

4.2.2 Pasiskirstymas po genominius elementus

Pirmosios R funkcijos rezultato grafikas - stulpeliné diagrama, kurioje kiekvienai ligai
skiriamas atskiras stulpelis, atvaizduojantis su ta liga susijusiy metilinimo pokycius turin¢iy CpG
pozicijy, esanciy tiriamuose genominiuose elementuose, dali procentais.

Funkecijos {vestis yra norimy palyginti ligy CpG pozicijy identifikatoriy sarasas ir lentelé i§
dviejy stulpeliy - visu DNR metilinimo gardele tirtyu CpG pozicijy identifikatoriy bei kiekvienai
tokiai pozicijai priskiriamo genominio elemento. Taip pat funkcijai paduodamas kiekvienai tiriamai
ligai skiriamy spalvy sarasas.

Pritaikius $ia funkcija kepenu lasteliy karcinomos, antro tipo cukrinio diabeto ir sisteminés
raudonosios vilkligés duomenims, gautas grafikas (2 pav.), kuriame matoma jog ligos labiausiai
iSsiskiria pagal pasiskirstyma CpG saloje ,,Island” bei uz saly riby (,,Sea”) (2 pav.), skirtingai
metilinamy regiony tipus (5 pav.) ir skirtingas geny dalis (6 pav.). Skirtumai tarp sveiky ir serganciy
vilklige pagrinde buvo randami uz CpG saly (Sea), o metilinimo skirtumai tarp sveiky ir serganciy
kepeny karcinoma daugiausia kaupiasi CpG salu viduje. Taip pat matoma, jog vilklige, tirta
skirtinguose tyrimuose, rodo panasius rezultatus. Didziausias panasumas tarp ligy matomas DNazés

I padidinto jautrumo srityse (4 pav.)
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6 pav. Ligy paveikty citoziny pasiskirstymas skirtingose geny pozicijose

4.2.3 Paveikty pozicijy pasiskirstymas chromosomose

Sekanti ligy palyginimo funkcija analizuoja skirtumy kaupimasi chromosomuy pozicijose.
Rezultato grafike atskirai atvaizduodama kiekviena chromosoma, o taskai ant jy, rodo kiekvieno
citozino, rodancio metilinimo pokycius ligos atveju, patikimumo ivertj: p-reikSmg. Skai¢iavimams
funkcija naudoja ligu CpG pozicijy identifikatorius bei jiems priskiriamus spalvy sarasus ir
duomenis i ,,EWAS Atlas”.

Funkcijos grafike (7 pav.) matoma, jog didZiausia kiekj metilinimo pakitimy turi sisteminé
raudonoji vilkligé. Jos paveiktose pozicijose kartu kaupiasi dauguma kepeny lasteliy karcinomos
paveikty citoziny. Tuo tarpu antrojo tipo cukrinio diabeto poveikis matomas kitose pozicijose nei
kity dviejy ligu, taigi ji atsiskiria pagal paveiktas chromosomy pozicijas. Grafike antroje, ketvirtoje
ir penktoje chromosomose matomi ryskiis rudos spalvos stulpeliai, kuriuose kaupiasi kepeny lasteliy

karcinomos paveikti citozinai.
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7 pav. Paveikty pozicijy pasiskirstymas chromosomose
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4.2.4 Atstumai iki skirtingy genominiy elementy

Sekancios funkcijos tikslas - atvaizduoti suvidurkinta konkretaus genominio elemento vaizda
nurodant kuriose pozicijose aplink ta elementa iSsidélioja ligos paveikti citozinai

Tai ijgyvendinta sukiirus funkcija, kuri, pateikus lentele, sudaryta i§ visy mus dominanciy
genominiy elementy centry pozicijy, paskaisiuoja atstumus nuo kiekvieno ligos paveikto citozino iki
jam artimiausio genominio elemento centro ir sukuria $iy vidurkiy tankio funkcijy grafika.
Genomiai elementai, tirti Sio darbo metu, buvo CpG salos, enhanceriai bei geny transkripcijos
pradzios bei pabaigos pozicijos.

Funkcijos grafikuose matomi tiriamy ligy atstumai iki skirtingy genominiy elementy - CpG
saly (8 pav.), enhanceriy (9 pav.) bei skirtingy geny poziciju (10 pav.). Atstumo iki geny poziciju
grafikas yra padalintas i keturis smulkesnius, kuriuose atvaizduojami ligy atstumai iki geny pradzios
ir pabaigos abiejose chromosomy grandinése. Rezultate matoma, kad visos ligos pagal skirtingus
atstumus iSsiskiria. Ruda spalva vaizduojama karcinoma turi daugiausiai poky¢iy geny
transkripcijos pradzioje, o Zalia spalva pazyméta vilkligé turi maziausiai. Mélyna spalva
pavaizduotas diabetas uzima tarping pozicija. Pagal atstuma iki ehanceriy ryskiai i$siskiria skirtingy

tyrimy tirtas diabetas. Taigi tai yra patikimas matas skirtumams tarp ligy iSryskinti.
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8 pav. Ligy atstumai iki CpG saly
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10 pav. Ligy atstumai iki geno pradzios ir pabaigos abiejose chromosomy grandinése

4.2.5 Geny ontologijos terminy skirtumai
Paskutiné Sio darbo funkcija buvo skirta geny ontologijos terminy palyginimui. Funkcija tai

igyvendina kiekvienai tiriamai ligai i$ geny ontologijos resurso (Gene Ontology Resource)
iSrinkdama jos paveiktoms citoziny pozicijoms biidingus geny anotacinius terminus ir atvaizduoja
juos grafiskai.

Funkcijos rezultato grafike (11 pav.) matomi visi geny ontologijos terminai, kurie yra
btidingi bent vienai tiriamai ligai ir jiems i§ deSinés atvaizduojami taskai, Zymintys kurioms biitent

ligoms buvo priskirti konkretiis terminai. Atvaizduojami tik SeSiasdesimt dazniausiai tarp ligy



pasikartojanciy terminy juos riusiuojant pagal skaiciy ligy, kurioms tie terminai yra buidingi.
Daugiausia terminy pasizymi sisteminé raudonoji vilkligeé, tod¢l didele terminy dalis sutampa su
kitomis ligomis, kurios ju turi maziau, taigi skirtingos ligos pagal savo terminus ryskiai neissiskyre,
todél taikant §i metoda ryskiu désningumy tarp ligy nerasta. Daugiausiai ligy priklausantys terminai
- teigiamas judéjimo reguliavimas, judé¢jimo reguliavimas, rtgsties giju pluostas, teigiamas lasteliy
migracijos reguliavimas, lasteliy migracijos reguliavimas, lasteliy adhezijos reguliavimas,

bendravimo tarp lasteliy, signaly ir jy perdavimo reguliavimas.
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11 pav. Geny ontologijos terminy skirtumai

4.3 Atstumo tarp ligos profiliy kiirimas

Remiantis gautais R funkcijy rezultatais matyti, jog ligos daugiausia viena nuo kitos skiriasi
pagal citoziny pasiskirstyma CpG salose, skirtingai metilinamuose regionuose ir skirtingose genu
pozicijose bei pagal atstumus iki skirtingy genominiy elementy. Darbo metu buvo praktiskai

iSbandyta daugiau nei viena ataskaita naudojant skirtingas ligas ir tarp ju buvo nemazai tokiy kurios
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rodeé skirtumus geny ontologijos terminuose. Todél, apjungiant visus ataskaity rezultatus, atstumo
tarp ligy matais buvo pasirinkti geny ontologijos terminai ir CpG salos kartu su ligy paveikty
citoziny identifikatoriais.

Skai¢iuojant bendra visy ligy atstumy matrica, kiekvienam pozymiui atskirai suskaiciuotos
atstumy matricos taikant koreliacija tarp $io poZymio jverc¢iy kiekvienai ligai bei atliekant
palyginima skirtingy ligy paveiktiems citozinams. Atskiros matricos sudétos, kiekvienai taikant
vienos tre¢iosios svory:

. A . N
+ 13 cor(GOPl,zGOP]) 1 + 13 cor(ISLANDSzélSLANDS]) 1)

. |CGSi N CGSj|
d; =1—-(1/3 [CGSiUCGS)|

Formuléje CGS Zymimi ligy paveikti citozinai, GOP geny ontologijos terminy p-reikSmés, o
ISLANDS - pasiskirstymo jverc¢iy visose CpG salose suma. Taip pat cor - tai Pearsono koreliacija, o

dij - atstumo matas tarp dvieju ligy rezultaty: 1 ir j.

4.4. Ligy rezultaty grupavimas ir palyginimas

Sukurtas atstumo matas pritaikytas ,,EWAS Atlas” duomenims naudojant hierarchinio
klasterizavimo ir t-SNE metodus. Hierarchinio klasterizavimo metodu sugeneruotoje dendrogramoje
(12 pav.) matoma jog visos ligos iSsiskiria i dvi pagrindines grupes bei panasios ligos i desimt
smulkesniy grupiy.

Grafike rySkiausiai matomos baltos spalvos rikymo ir zalios spalvos sené€jimo grupés,
kuriose skirtingy tyrimy tirti poZymiai klasterizuojasi kartu. Taip pat grupuojant pagal tirta audini
matomos viso kraujo grupés. Pagrindines klasteriy grupes sudaro skirtingo tipo ligos -

autoimuninés, neurologings, véziai.
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Cluster Dendrogram

08

12 pav. Hierarchinio klasterizavimo dendrograma

,,EWAS Atlas” duomenims pritaikius t-SNE metoda gautas trimatis visy ligy grupavimo
grafikas (13 pav.), kuriame vienodos ligos tirtos skirtingy tyrimy nuspalvintos viena spalva. Jame
rySkiausiai matomos Zalios bei baltos spalvos ligy grupés, kuriose grupuojasi skirtingy tyrimy tirti

atitinkamai riilkymas ir senéjimas.
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13 pav. Trimatis t-SNE metodo grafikas

4.5. R paketas ,,methprofiler”

Darbo metu sukurtas R paketas, galintis atlikti visus auks¢iau apraSytus analizés ir
atvaizdavimo zingsnius ir juos atlikes pateikti visy zingsniy rezultatus kartu vienoje ataskaitoje, kas
padeda daryti tyrimo iSvadas atsizvelgiant i visy palyginimo Zingsniy grafikus.

,EWAS Atlas” pleCiantis toliau, §is paketas gali pasitarnauti itraukiant naujus rezultatus,

naudojant rezultatus gautus i$ kity mikrogardeliy platformy.
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SANTRAUKA

Sio darbo metu jvairiis daugiamaéiy biomedicinos duomeny atvaizdavimo metodai buvo
pritaikyti epigenetiniy ligos profiliy atvaizdavimui ir palyginimui. Sukurtas R paketas, galintis
atlikti citoziny pasiskirstymo po genominius elementus, paveikty pozicijy pasiskirstymo
chromosomose, ju atstumy iki skirtingy genominiy elementy ir geny ontologijos terminy
palyginima. Visi Sie rezultatai pateikti vienoje ataskaitoje, kartu su lentele apraSancia tyrimy apie
ligas duomenis pirmajame jos puslapyje.

Igyvendinus Siuos metodus buvo atsizvelgta i iSrySkéjusius panasumus bei skirtumus tarp
ligy ir dalis Siy poZymiy buvo panaudoti atstumo mato tarp dviejy ligos profiliy suktirimui.
Naudojant sukurta atstumo mata buvo gauta ligy tyrimy atstumy matrica apraSanti atstumus tarp
visy ,,EWAS Atlas” duomeny bazéje esanéiy tyrimy pory. Siai matricai pritaikyti hierarchinio
klasterizavimo bei t-SNE metodai ir aliktas visy ,,EWAS Atlas” duomeny palyginimas, kuris

parod¢, kad panasios ligos grupuojasi | bendrus klasterius.

SUMMARY

In the course of this work, various methods for visualizing high-dimensional biomedical data
were applied to the visualization and comparison of epigenetic disease profiles. An R package was
developed, capable of comparing the distribution of cytosines by genomic elements, the distribution
of affected positions on chromosomes, their distances to different genomic elements, and gene
ontology terms. All of these results are presented in a single report, along with a table describing the
disease research data on its first page.

After the implementation of these methods, the similarities and differences between the
diseases were taken into account and some of these features were chosen as measures of distance to
form a matrix of distances between diseases. Hierarchical clustering and t-SNE methods were
applied to this matrix and comparison of all ,,EWAS Atlas” data was made, which showed that

similar diseases clustered into common groups.
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REZULTATAI IR ISVADOS

Darbo metu buvo apzvelgti skirtingi paprasti ir sudétingi daugiamaciy biomedicinos
duomeny atvaizdavimo metodai. Pasirinkus kelis i8 jy, tinkamiausius epigenetiniy ligos profiliy
atvaizdavimui ir palyginimui buvo sukurtas R paketas su funkcijomis igyvendinan¢iomis $iuos
metodus.

Sukurtos funkcijos geba atlikti ligy paveikty CpG pozicijy pasiskirstymo genominius
elementuose, chromosomy pozicijose, atstumy iki skirtingy genominiy elementy ir geny ontologijos
terminy analizg. Visy funkcijy rezultaty apibendrinimui bei jy iSvady darymui palengvinti sukurta
papildoma funkcija, visus rezultatus pateikianti bendroje ataskaitoje. R paketo ataskaitos funkcijos
panaudotos kepeny lasteliy karcinomos, antrojo tipo cukrini diabeto bei sisteminés raudonosios
vikligeés palyginimui. Rezultatai parodé¢, kad Sios ligos labiausiai i$siskiria pagal pasiskirstyma CpG
salose ,,Island” ir uz visy saly riby (,,Sea”), skirtingai metilinamuose regionuose bei pagal ligy
paveikty citoziny atstumus iki skirtingy genominiy elementy. Visos ligos yra panasiausios jas
lyginant pagal geny ontologijos terminus, kur maza dalis terminy nepriklauso visoms tiriamoms
ligoms.

Kadangi tirtos ligos labiausiai skyrési pagal pasiskirstyma CpG salose ir
lyginant pagal geny ontologijos terminus, Sie poZymiai kartu su paciy paveikty citoziny
identifikatoriais buvo pasirinkti kaip atstumo matai atstumy tarp ligy matricos sudarymui. Sukurta
matrica panaudota visy ,,EWAS Atlas” duomeny palyginimui hierarchinio klasterizavimo ir t-SNE
metodais. Palyginimo rezulatai parodé, kad visos panaSiausios ligos grupuojasi | bendras grupes,
skirtingy tyrimy tirti sen¢jimas ir rilkymas klasterizavosi { atitinkamas grupes hierarchinio

klasterizavimo dendrogramoje bei t-SNE metodo grafike.
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SAVOKU APIBREZIMALI

DNR metilinimas — DNR azotiniy baziy adenino ir citozino metilinimas, susidarant
N6-metiladeninui(m6A), 5-metilcitozinui(m5C) ir N4-metilcitozinui (m4C).

Epigenetika - biologijoje epigenetika yra paveldimy fenotipo pokyciu, nesusijusiy su DNR
sekos pokyciais, tyrimas.

Geny ontologija - ontologija yra formalus Ziniy visumos atvaizdavimas tam tikroje srityje.
Ontologijas paprastai sudaro klasiy rinkinys (arba terminai ar savokos) su santykiais tarp ju.
Geny ontologija apibuidina biologijos zinias trimis aspektais: molekuliy funkcijos, lasteliy
struktiiros ir biologiniy procesuy.

EWAS (Epigenome-Wide Association Study) - kiekybiskai ivertinamy epigenetiniy
pozymiy, tokiy kaip DNR metilinimas, rinkiniy tyrimas siekiant nustatyti rySius tarp

epigenetinés variacijos ir konkretaus atpazistamo fenotipo.
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