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Wprowadzenie

Ztozono$¢ ludzkiego genomu, polega nie tylko na okreslonej kompozycji miliardow par
zasad, ale takze chemicznej modyfikacji, ktora moze by¢ odczytywana i interpretowana przez
enzymy i inne czynniki molekularne. Te chemiczne modyfikacje zalezne sa od
epigenetycznych mechanizméw, z ktorych jednym z najlepiej opisanych jest metylacja kwasu
deoksyrybonukleinowego (DNA) polegajaca na kowalencyjnym przytaczeniu grup
metylowych (-CH3) w pozycji 5 pierScienia pirymidynowego cytozyny w DNA przez
metylotransferazy DNA (DNMTSs). Jest to wazny proces dla prawidtowego rozwoju i
funkcjonowania organizmu, krtory odgrywa znaczgca role m.in. w genomowym imprintingu,
regulacji transkrypcji DNA, oraz w patogenezie wielu choréb w tym, dla ktorych stanowi
potencjalny biomarker detekcji i klasyfikacji.Poszechng metodg do analizy metylacji jest
platforma Illumina Infinium BeadChips, a warto$¢ beta jest podstawowa wartoscig uzywang
do pomiaru stopnia metylacji. Standardowymi metodami do poréwnania ré6znic w metylacji
pomiedzy grupa kontrolng 1 badang sag modele liniowej regresji zaimplementowanej w
bibliotece ChAMP oraz roznice w $redniej metylacji potwierdzonej testem statystycznym.
Wartos¢ beta, jednakze nie spetnia niektorych zatozen standardowych testow statystycznych,
jak rozktad normalny, czy homoskedastycznos¢ dlatego analiza z ich uzyciem jest obarczona
ryzykiem btedu. W ostatnim czasie obserwujemy znaczacy rozwoj w dziedzinie sztucznej
inteligencji i sieci neuronowych. Sieci neuronowe mogg petnic¢ funkcje uniwersalnego
aproksymatora, co oznacza, ze moge aproksymowac¢ dowolng funkcje z mozliwie istotng
doktadnoscia, dlatego wspodiczesnie widoczne jest ich coraz czestsze zastosowanie w
réznorakich dziedzinach. Fakt ten budzi nadziej¢ na ich wykorzystanie rowniez w analizie
metylacji DNA.

Cel pracy

Celem tej rozprawy jest ocena czy architektura sieci neuronowej oparta o kombinacje sieci
neuronowej konwolucyjng i typu transformers (ang. convolutional-transformers neural
networks), ktora zostata przetrenowana z uzyciem syntetycznych danych, jest
poréwnywalnym lub lepszym od standardowych metod narzedziem do analizy metylacji
DNA.

Metodologia

Przedmiotem badania tej rozprawy jest sie¢ neuronowa oparta o sie¢ konwolucyjng i sie¢
typu transformers, ktora przetrenowano z uzyciem danych syntetycznych. Celem dziatania



tego narzedzia jest wskazanie w badanych probkach sekwencji CpG , ktore sg odmiennie
metylowane pomi¢dzy grupa kontrolng a badang i o mozliwie najwigkszym znaczeniu
biologicznym. Danymi wejéciowymi dla algorytmu sg wartosci 3, a opracowane narzedzie
analizuje zestawy danych, przypisujac kazdej sekwencji CpG dla grupy kontrolnej i badanej
etykiete: "hipometylowany", "hipermetylowany" lub "nieokreslony/czgsciowo-metylowany",
na podstawie jej ciggu warto$ci B w probkach. Algorytm dziata w dwoch wersjach CTMeth-
hh oraz CTMeth-hhi. Wersja CTMeth-hh skupia si¢ na wyodrebnieniu zestawdéw danych,
gdzie warto$ci w jednej grupie sg hipometylowane, a w drugiej hipermetylowane, lub
odwrotnie. Wersja CTMeth-hhi wybiera zestawy, w ktorych jedna z grup kontrolna lub
badana zawiera wartosci skrajne, a druga albo wartosci nieokreslone/czesciowo-metylowane,
albo skrajne w przeciwnym zakresie. Sie¢ neuronowa przetrenowano z uzyciem danych
syntetycznych wygenerowanych tak by odzwierciedlaty prawdopodobny rozktad danych
warto$ci B wlaczajac w to wartosci skrajne typu outliers i niewielkie, losowe zmiennosci, a
ewaluacje przeprowadzono z ogdlnym zgeneralizowanym stownikiem, aby w petni
wykorzysta¢ potencjat sieci neuronowych jako narzgdzia do uniwersalnej aproksymacji.
Metode¢ z uzyciem sieci neuronowej porownano do dwdch standardowych metod uzywanych
w analizie metylacji — liniowej regresji zaimplementowanej w powszechnie uzywanej
bibliotece ChAMP oraz réznicy w $redniej metylacji (metoda delta) potwierdzonej testem
statystycznym T-Studenta (wartos¢ p<0.05). W celu przeprowadzenia szczegdlowej analizy,
badanie oparto na wykorzystaniu trzech zréznicowanych zbioréw danych zawierajacych
odpowiednio dane na temat metylacji DNA limfocytow B oraz limfocytow T CD4+ (B-cell-
CD4+), metylacji DNA zdrowych limfocytow B 1 limfocytow B pacjentow chorujacych na
przewlekla biataczke limfatyczna (B-cell-CLL) oraz metylacji DNA pacjentéw z przewlekta
biataczka limfatyczng z IGHV 100% i mniej (CLL-100). Dane dobrane tak, aby
reprezentowac trzy problemy analityczne: symetryczny podzial na grupy kontrolng 1
badawcza o homogennych roéznicach(B-cell-CD4+), asymetryczny podziat na grupy(B-cell-
CLL ), ztozonch heterogeniczny zbior danych(CLL-100). Bazy danych pozyskano z
publicznych zbiorow Gene Expression Omnibus z dostgpow (ang. accession) - GSE110554,
GSE136724. Metodologia badawcza zostala zaprojektowana w pigciu etapach weryfikacji:
ocena selektywnosci metody na podstawie ilosci wskazywanych odmiennie metylowanych
sekwencji CpG, ocena specyficznosci na podstawie zdolnosci do wskazywania optymalne;
liczby sekwencji CpG pozwalajacych na utrzymanie réznicowania na grupe kontrolng 1
badang, zdolno$ci do wskazywania sekwencji CpG o0 potencjalnym znaczeniu biologicznym,
zdolnosci do uzyskania wynikéw spetniajacych kryteria analogiczne do przyjetych przez
Bibikova i wsp., oceny wskazywania przez metody wynikow falszywie pozytywnych i
negatywnych na podstawie danych symulowanych. W ten sposob szczegotowo oceniono
skuteczno$¢ kazdego narzgdzia oraz porownano wyniki migdzy roznymi zbiorami danych.

Wyniki

Metoda CTMeth-hhi na wszystkich etapach byta porownywalna lub lepsza niz metody
standardowe.W przypadkach analizy danych bardziej homogennych selektywnos¢ CTMeth-
hhi byta porownywalna do metody standardowej delta 0.2 , natomiast w przypadku
najbardziej ztozonego zbioru danych CLL-100, CTMeth-hhi zidentyfikowata wigkszg ilo$¢



odmiennie metylowany sekwencji CpG, a jednoczesnie wykazata si¢ wyzszg wydajnos¢ w
ich doborze wymaganych do réznicowania pomi¢dzy grupami kontrolnymi i badanymi, co
wykazano z uzyciem indeksu Randa. Na podstawie analizy anotowany gendow do sekwencji
CpG stwierdzono, ze wyniki uzyskane przy uzyciu metody CTMeth-hhi wykazujg wigksze
znaczenie biologiczne. Oceng przeprowadzono z uzyciem baz danych FUMA. DICE, oraz
BloodSpot. Obie metody CTMeth wykazuja si¢ lepsza zdolnoscig do wskazywania
odmiennie metylowanych sekwencji CpG na zasadzie analogicznej do . Bibikova i wsp.
zarOwno w tescie z uzyciem danych rzeczywistych , jak i symulowanych.

Whnioski

Metoda CTMeth-hhi moze by¢ alternatywnag i skuteczng metoda do analizy metylacji DNA.
Zastosowanie danych syntetycznych do treningu pozwala na rozwigzanie problemu
prywatnosci danych medycznych oraz ich niedoboru i braku zbalansowania. Dodatkowo
pozwala to na dalszg modyfikacj¢ dziatania sieci neuronowej i dostosowanie wraz z
rozwojem wiedzy na temat metylacji, czy potrzeb badawczych.
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