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ABSTRACT

This tl1esis investigates the ΡeΓfΟΓl11ance of l11jcγoRNAtaΓget

ΡΓedίctίοn. ΜΟΓe specifιcally, ιηίCΙΌRΝΑsaΓe a class ofpost­
tΓanSCΓίΡtίοnal ΓegulatΟΓS. They aΓe short -22 nucleotide RNA
sequences t11at bind to cοmΡleΙ11entaΓΥ sequences ίη the 3' UTR of
multiple taΓget l11RNAs, usually ΓesuΙtίng ίη theil" silencing.

MiCIΌRNAs weΓe fiΓst dίscοveΓed ίη 1993 by VictoI" ΑΙ11bΙΌS,

Rosalind Lee and Rhonda Feinbaul11 dUΓίng a study into
development ίη the neιηatode CaenΟΓhabdίtίs elegans (C. elegans)
ΓegaΓdίng tl1e gene Ιίn-14.

Since then ovel" 4000 ιηίR As have been dίscοveΓed ίη all studied
eukaΓΥοtes including maιηιηals, fungi and plants. ΜΟΓe tl1an 700
miR As have so faI" been identifιed ίη huιηans and ovel" 800 ιηΟΓe

aΓe ΡΓedίcted to exist.

The scope of this thesis is ιηaίnlΥ to focus οη tl1e cοιηΡaΓίsοn of
thΓee dίffeΓent CΟΙ11Ρutatίοnalιηethοdsof miRNA targeting.
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ΠερΙληψη

Τα διάφορα υiCολογιστιχά εργαλεία ϊ:αίζουν χα{)οριστιχό

ρόλο γύρω α" την έρευνα των ll1iRI\As. Το ll1icιoR~A

είναι μία μιχρή μη χωδιχο"οιψένη μορφή του R:-JA. μιχρού

μεγέ{)ους π/ς τάξης των 22 νουχλεοτιδίων ϊCερίiCου. Σύγ­

χρονες έρευνες έχουν α"οδείξει. ότι τα ll1icιoR:\ As π.α­

ίζουν χα{)οριστιχόρυ{)μιστιχό ρόλο σε διάΥιορες λειτουργίες

του χυττάρου. ΨΥιανίζοντας άμεση εμϊ:λοχή με διάΥιορες α­

σ{)ένειες. Ένα δεδομένο ll1iR:\Α μϊ:ορεί να έχει π.ολλαπ.λούς

διαφορετιχούς στόχους ll1R;\A χαι αντίστροφα. ένας συγχε­

χρψένος στόχος {)α μ"ορούσε να α"ευ{)ύνεται σε ϊίολλαπ.λά

ll1iR:-JAs.
Τα ϊ:ριότα δείγματα ll1iR:\As ενΤOJίίστηχαν στις αρχές

του 1990. ΩστόσΟ.τα ll1iR:\As αναγνωρίστηχαν ως ξεχω­

ριστή χατηγορίαβιολογιχιόν ρυ1~μιστιόν μόλις στις αρχές της

δεχαετίας του 2000. Α"ό τότε. η έρευνα γύρω αTlό τα ll1iR­
;\As α"οχάλυψε "ολλα"λοI.Jς ρόλους στη ϊ:ι{)ανή συμμετοχrl

τους στην αρνιιτιχή χαι 0ετιχή ΡIJ{)μιση του χυττάρου (με­

ταγραφιχή χαταστολή ή ενεργο"οίιιση).

Η ϊ:αραχάτω δΙTlλωματιχήεργασία ϊ:αρουσιάζει αρχιχά. μι­

ά εισαγωγή σε βασιχές βιολογιχές έννοιες. χάνοντας μιά α­

νασχόπ.ισιι στην Ιστορία τιις Βιολογίας απ.' τις αρχές της

δεχαετίας του '80 μέχρι σήμερα.

Ιδιαίτερη έμφαση δίνεται σε μία μιχρή χατηγορία R:\A.
"ου ονομάζεται ό7ϊως αναφέραμε ll1icιoRI\A. Στη συνέχεια.

π.εριγράφονταιτρεις διαφορετιχοίαλγόρι{)μοι οι ο"οίοι χατα­

γράφουν iCι{)ανΟIJς στόχους σύνδεσης του ll1icιoR:\Α 7ϊάνω

στο γονίδιο. Οι διάΥιΟΡΟΙ αλγόρι{)μοι π.αρουσιάζουν διαφο­

ρετιχά α"οτελέσματαανάλογα με τις με{)όδους υJίOλOγισμoύ

"ου χρησψο"οιούν. Στο τέλος τιις "αρουσίασης δίνονται α­

ναλυτιχοί "ίναχες με τα α"οτελέσματα π;ς μελέτης.
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1 ΚεφάλαLΟ 10: ΓενLκή εLσαγωγή καL ΒασL­

κές έννοεLς

1.1 Η επ~στήμ.η της BLOπληρoφoρ~xής

ΒΙΟϊ:ληρoφoριxfι είναι ένα διεϊ:ιστημονιχό ϊ:εδίο ϊ:ου αναϊ:ΤIJσσει χαι

β
" ,f) , ~ υ ' ,

ει-τιωνει τις μευοοους για τΥιν αϊ:Ο ηxεuση. την αναχτησΥΙ. ΤΥΙν ορ-

γάνωστl χαι την ανάλυσΥΙ βιολογιχ(;)ν δεδομένων. "λΙια σημαντιxfι δρα­

στηριότητα στη βιoϊ:λYIρoφoριxfι είναι η ανάϊ:τυξη εργαλείων λογισμι­

xou για τη δημιουργία χρΙριμων βιολογιχ(;)ν γν(~σεων.

Η βΙΟϊ:ληροφοριχΙι χρησΨΟϊ:οιεί ϊ:ολλΟIJς τομείς ΤΥΙς εϊ:ιστfιμYIς των

υTίOλOγισΤC;)ν. τα μαι'Jηματιxά χαι ΤΥΙν τεχνολογία για την εϊ:εξεργασία

βιολογιχ(;)ν δεδομένων. Οι βάσεις δεδομένων χαι τα συστfιματα ϊ:λτ,­

ρο?ορι(;)ν ΧΡΤΡΨΟϊ:ΟΙΟ1Jνται για -:ΥΙν αϊ:συfιxευσYI χαι oργάνωσrι των

βιολογιχ(;)ν δεδομένων. Η ανάλ1JσYj βιολογιχ(;)ν δεδομένων σ'Jνδέεται

με αλγορίϋμουζ πxνYIτfις νοψοσ1Jντ,ζ. με -:τ,ν εξόρυξΥΙ δεδομένων. -::τ,ν

εϊ:εξεργασία ειΧόνας χαΟ(;)ζ χαι -::τ, ϊ:ροσομοίωστ,.

Ο
' , ,) ,.,." Λ 'Λ

Ι αΛγopιvμoιμε ΤΥΙ σειρα ΤΟ'Jζ εζαρτωνταιαϊ:Ο υεωΡΥΙτιχεςμαυψα-

, Ρ.' , ~ 'Λ 'Λ' , ',1'
-::ιχες jJασεις. Οϊ:ως οιαχρι-::α μαυτμα-::ιχα. υεωρια υϊ:ΟΛογισμΟ'J. υεωρια

ϊ:λYIPOCΡOρι(;)νχαι σ-::α-::ιστιΧά σ-:οιχεία. Συνfιυως χρησιμΟϊ:οιο<)νται-::ε­

χνολογίες χαι εργαλεία λογισμΙΧ01J όϊ:ως Janl. (" (1 +. Pel'l. P~·tllOn.

"λΙΑΤLΑΒ. Για πι ϊ:αρούσα εργασία. xpησιμoϊ:oιfιO'rιxε Yj γλ(;)σσα Pel'l.
Α

.., Ι Ι .... ,........., Ι .... ι

ϊ:ΟΠΛει μια αϊ: τις ϊ:ΟΛIJ oημOCΡΙΛ τις αντιχειμενοσ τρεψης γΛωσσες ϊ:ΡΟ-

γραμματισμο'J. Σχεδιάστηχε αϊ:ό το LalT~' \\'a11 χαι τι ϊ:ρ(;nη έχδοστl
της γλ(;)σσας αναχοιν(;)'θηχε στις 18 Δεχεμβρίου του 1987. Η Pel'l

, , , ) Ι,' )
ειναι ϊ:ροεγχατεστημενη στη συντρΙϊ:τιχη ϊ: ,ειοιrψ.ρια των \ειτουργι-

χ(;)ν συστψάτων ΤIJϊ:Ο\J UηίΧ. εν(;) υϊ:άρχουν έτοιμες διανομές για τα

ϊ:ερισσότερα λειτουργιχά συστήματα.
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Βασιχές γν(:)σεις "άνω στην ε"ιστήμη της Βιοπληροφοριχής σχε­

τίζονται με:

• ε6ρεση ομοιοτήτων σε αχολουι'Ηες.

• ομολογία χαι ομοιόπ;τα αχολουΊ9ι(;)ν χαι η σημασία τους.

• αλγόριΊ9μοι δυναμιχο6 προγραμματισμού.

• ευριστιχές μέΊ90δοι για αναζήτηση ομοιοτήτων σε βάσεις δεδο­

μένων όπως οι BLAST. FASTA χλπ.

• Πολυδιάστατοι αλγόριΊ9μοι δυναμιχο6 προγραμματισμού.

• φυλογενετιχά δένδρα χαι ϊ:.ολλατ:.λές στοιχίσεις.

• ΑλγόριΊ9μοι τ:.ρόγνωσΥΙς στφιζόμενοι στην αχολουΊ9ία.

• εύρεσΥΙ "ιΊ9αν(~ν γονιδίων σε αχολουΊ9ίες Dl\A. πολλαΤί.λές στοι­

χίσεις αχολουΊ9ι(:)ν με χρήσΥΙ Hiddell l\Ial'koy :λΙοdels. χατάταξΥΙ

αχoλoυΊ9ι(~ν σε οιχογένειες.

Β OLO γ

G Ν Rl G

C Er"'1I TRY

f'-1,I\TH 'IATlCS
STAT $ΓCS

DIC!N

J FOR 1ATlCS

Σχήμα 1: ΒίοίnfΌnna tics.
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1.2 Το DNA εΙνα~ το γενεηχό υλ~χό

Το δε(σ)οξυριβο(ζο)νουΧλε"ί(νι)χόοξύ (Deox)Til)onncleic acicl D:\A)
είναι ένα νουΧλε"ίχό οξlJ ϊϊ:ου ;:εριέχει τις γενετιχές ;:ληροφορίες ;:ου

χα~oρίζoυν πι βιολογική ανά;:τυξτι όλων των χυτταριχ(;)ν μορφ(;)ν ζω­

ής χαι των ϊ:ερισσοτέρων ι(;)ν. Παρ' όλο ϊ:ου το D-:\Ά ενΤΟϊi:ίσΤYjχε

στον ϊίυρήνα των χυττάρων το 1869. έως χαι το 1944 δεν ήταν γνω­

στό ότι α;:οτελεί το γενετιΧό υλιΧό των οργανισμ(;)ν. Οι Π'i:ιστήμονες

ϊίίστευαν οτι τα μόρια ;:ου μεταφέρουν ;:ληροφορία είναι οι ϊϊ:ρωτείνες.

ϊϊ:ου ϊϊ:αρουσιάζουν [JEyaXIJτEPYj ϊϊ:οιχιλομορφία. ε;:ειδή είναι ω"i:Oτέλε­

σμα συνδυασμού είχοσι διαφορετιχ(;)ν αμινοξέων. εν(;) το D:\Α είναι

συνδυασμός τεσσάρων μόνο νουχλεατιδίων.

Η ϊϊ:οσότητα του D:\Α σε χάι3ε οργανισμό είναι σται3ερή χαι δε

μεταβάλλεται αlίό αλλαγές στο ;:εριβάλλον. Η ϊ-οσότητα του D:\Α
είναι εϊϊ:ίσης ίδια σε όλα τα είδΥΙ χυττάρων ενός οργανισμού ό;:ως στην

ϊϊ:ερί;:τωση του αν~Ρ(;)ϊίoυ σε αυτά του σϊ-λήνα. της χαρδιάς. του 7Ίϊϊ:ατος

χτλ.

Οι γαμέτες των αν(;)πρων οργανισμ(;)ν. ϊίΟ'] είναι αϊϊ:λοειδείς. ;:ερι­

έχουν τη μισll ϊϊ:οσότητα D:\A αϊϊ:ό τα σωματιχά χύτταρα. ϊ:ου είναι

δΙϊϊ:λοειorl . Η ;:οσότητα του D\'A είναι. χατά χανόνα. ανάλογη με την
, ) , , ), 'Λ ' r' ) , ,

ϊ:ΟΛυϊϊ: ωχοτητα του οργανισμου. L./Ιjνηυως. οσο εc,ε \ιχτιχα ανωτερος

είναι ο οργανισμος τόσο ;:ερισσότερο D:\Α ;:εριέχει σε χά'Ωε χύτταρό

το ' ).

Το 1953 οι Τζέιμς Γουάτσον χ:ιι Φράνσις Κριχ δύο ερευνητές ;:ου

εργάζονταν στο Πανπιστήμιο του Καίμ;:ριτζ ;:αρουσίασ:ιν ένα «μον­

τέλο» της δομής του D:\A. ;:ου ονομάσ'Ωηχε «μοντέλο της δι"λής

έλιχας:1>. Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό. το μόριο του DKA ϊϊ:αΡO'Jσι­

άζεται με τα αχόλου0α τέσσερα βασιχά χαραχτηριστιχά:

1. Αϊϊ:οτελείται αι:.ό δύο τ:ολυνουχλεατιδιχές αλυσίδες σε μορφll δύο

αντιταχτc;)ν χλ(;)νων ;:ου σχηματίζουν δεξιόστροφη δΙϊίλή έλιχ:ι.

2. Οι αζωτούχες βάσεις (Ι, ϊϊ:ρωτε'ίνιχές) χά~ε χλ(~νoυ είναι χά~ετες
ι""" , r' !

ως ϊϊ:ρος τον αζονα του μοριου χαι ;:ροεc,εχουν τ:ρος το εσωτεριχο της

συστροφής.

3. Οι δύο δημιουργΟIJμενοι χλ(:)νοι συγχρατούνται μεταξύ τους με

δεσμούς υδρογόνου. Τα δε ζευγάρι:ι των αζωτούχων βάσεων ό;:ΟIJ

αναίΠύσσοντ:ιι μετ:ιξlJ τους δεσμοί υδρογόνου είναι χα~oρισμένα: τι

αδενίνη με τη 'ΩuμίνYI χαι τι γΟljανίντl με την χυτοσίνη.

4. Λlεταξύ της αδενίνης χω πις ι3υμίντlς σχηματίζονται O'JO δεσμοί

υδρογόνου. εν(;) μεταξlJ ΤΥΙς γοuανίνης χαι της χυτοσίνης τρεις δεσμοί

υδρογόνου.

1



1.3 Δομ.ή το\) DNA

Η διαμόρφωσΥΙ των μεγάλων μορίων του D:\A στο χι:ψο έχει ΠΊ

μoρφfι δύο εϊ:ιμήχων αλυσίδων. οι Οϊ:οίες συσψέφονται ελιχoειδι~ς

μεταξl':; τους. Οι αζωτούχες βάσεις στο D?\A είναι τέσσερις:

, C• χυτοσινη

• γουανίνΥΙ G

• {)υμίνη Τ

• αδενίνΥΙ Α

Τα συστατιχά στοιχεία του D:\A είναι τα εξής:

1. Αζωτούχα βάση

2. Σάχχαρο

3. Φωσψoριχfι ομάδα

Οι αζωτούχες βάσεις. ανάλογα με ΤΥΙν σειρά αλλΥΙλουχίας τους σε

τριάδες. χωδιχΟnοιούν το μfινuμα για πι σύν{)εσΥΙ των αμινοξέων του

χυττάρου στα ριβoσι~ματα. Εχεί τα αμινοξέα συνδυάζονται. με ΤΥΙ σειρά

χατά την Οϊ:οία μεταιΡέρ{)ηχαν στο ριβόσωμα χαι συντί{)ενται έτσι οι

διαιΡορετιχές nρωτείνες.

Το D:\Ά έχει δΙίίλfι ελιχοειδή δoμfι. Όμως. δεν είναι συμμεψιχό,

Έχει χατεύ{)υνσYj «nρος τα ψϊφός» χαι «ίίρος τα ϊcίσω». Τα άχρα

ονομάζονται 5' χαι 3' με βάση τα :.Χτομα του άνβραχα στο συσ7(Χτιχό

στοιχείο του σαχχάρου.

1869 ΑπομονΙ:)νπω DNA από τον χυϊ:ϊ:αριχό ϊ:υρήνα.

1902 Ο Eιni! HelΊnann Fisc11el' χερδίζει το βραβείο Νόμϊ:ελ: δείχνει ότι τα

αμινοξέα ενώνονται χαι σΧ'Γιμα:ίζουν ϊ:ρω:ε'ίνες.

1903 Αϊ:οδειχν'Jε:αι ότι :α λρωμοσώματαείναι «ορείς του χληρονομιχοl) (γε­

νετιχΟIJ) uXtXOIJ,
1911 Ο TllOll1i1S Hunt λlΟl'gall αναχαχ,);πει ότι τα γονίδια στα χρωμοσώμα:α

είναι οι διαχριτές μονάδες της χληρονομιχότητας.

1911 Ο P11eol)us Ai1l'Oll Tlleoc!Ol'e Lel'elle αναχαλύπτει το RNA.
1944 Ατωδειχνl)ε:αι ότι το DNΑ είναι το γενετιχό υλιχό,

1950 Ο Ed\vin C11al'gaff αναχαλl)ϊ::ει ότι η χυτοσίνη είναι συμϊ:ληρωματιχή

της γουανίνης, χαι η αδενίνη είναι συμπληρωματιχή της '0υμίνης,

1953 Αναχαλl)ϊ:τε:αιη δομή ΤΥίς διπλής έλιχας :ου DNA.
χαι συνεχίζεται μέχρι σήμερα.,.

2003 ΟλοχληρΙ:)νε:αι το Πρόγραμμα Έρευνας :ου Αν'υρώϊ-ινου Γονιδιώματος.

Προσδιορίζε:αι 'Γι αλλΥίλουχία :0') γονιδιώμα:ος του ϊ-ον:ιχιο':ι,
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1.4 ΑνΤLγραφή, έκφραση καL ρύ'i1μLση της γενεηκής

πληροφορΙας

1.4.1 Η ανηγραφή του ΩΝΑ καL ο ρόλος των ενζύμων

Η διαδιχασία της αντιγραφής φαίνεται αϊCλή. όμως στη ϊϊραγματι­

χό:ητα ΙJστερα αϊCό ϊCOX\JxrovrI ερευνΥΙτιχή μελέτη. διαϊCιστ(;)-θrιχε ότι

είναι ιδιαίτερα ϊτολ'JϊCλοχrι. Ο μΥΙχανισμός ΤΥΙς αντιγραφής έχει μελε­

ΤΥΙυεί ϊCoλl) ϊCερισσότερo στα ϊCρoχαρυωτιχά χlJτταρα. γιατί το D\"Α
τους είναι ϊCoλύ μιχρότερο χαι αϊCλΟIJστερα οργανωμένο αίίό το DXA
των ευχαρυωτιχ(;)ν χlJττάρων.

Η αντιγραφή του D\"A αρχίζει αϊCό χα-θορισμένα σrιμεία. ϊCoυ ονο­

μάζονται -θέσεις έναρξης της αντιγραφής. Για να αρχίσει rι αντιγραφή

τοι) D\"Α . είναι αϊCαραί:ητo να ξεΤIJλιχi)ΟIJν στις -θέσεις έναρξΥΙς πις

αντιγραφής οι δύο αλυσίδες. Αυτό εϊCιτυγXάνεται με τη βοήυεια ειδι-

, Υ' Τ' Υ , 'ζ D'-A."\' 'Οχων εν",υμων.. α εν"IJμα αυτα ονομα ονται .\. ε/\ιχασες. ταν

ανοίξει η δΙϊCλή έλιχα. δψιουργείταιμια «υηλιά». Yj Οίίοία αυξάνεται χαι

ψος τις QIJO χατευΟIJνσεις. Τα xlJptY. ένζυμα ϊCoυ συμμετέΧΟIJν σπιν

αντιγραφή του D\"A ονομάζονταιD\"A i:ολυμεράσες.

Οι D\"A ι:ολυμεράσες XEtl01JPYOU'! μόνο ι:ρος χαυορισμένΥΙ χα­

τεύ-θυνση χαι lOϊCO'\~EτOIJ'! τα νουχλεοτίδια στο ελεύ-θερο 3' άχρο της

δεοζlJριβόζrις του τελευ:αίο'} νΟIJχλεοτιδίΟIJ χά-θε αναι:τυσσόμενης α­

λυσίδας. Έτσι. λέμε ότι αντιγραφή γίνεται με ψοσανατολισμό 5' ι:ρος

3'. Κάυε νεοσυνπυέμενr ι αλυσίδα Ί)α έχει ι:ροσανατολισμό 5'-+3'. Έ­

τσι. σε χά-θε δΙϊCλή έλιχα ι:ου ϊCαράγεται οι δl)ο αλυσίδες -θα είναι αντι­

ι:αράλλrιλες.

Το i:p(;no βήμα για ΤΥΙν έχφρασrl πις ϊCλrlροφορίας Ι:ΟΙJ υι:άρχει στο

D\"A είναι η μεταφορά πις στο R\"A με τη οιαδιχασία ΤΥΙς μετα­

γραφής. Το τι\"Α μεταφέρει με τη σειρά του. μέσω π~ς διαδιχασίας

της μετάΥρασr,ς. ΤΥΙν i:λφοφορία στις ίίρωΤε'ίνες ϊτΟU είναι υi:εljτJυνες

για πι δομή χαι λειτουργία των χlJττάρων χαι χατ' εϊCέχταση χαι των

οργανισμ(;)ν. Η σχέση αυτΙI συνοψίζεται στο αχόλου-θο σχήμα. όι:ου

τα βέλη δείχνΟIJν πιν χατειjuυνσr, π,ς μεται.;ιοράς της γενεnχής ι:λrι­
ροφορίας:

~A -+ RNA -+ πρωτεlνες

(j



Για αρχετό χαιρό οι ερευνητές ϊτίστευαν ότι όλη η ροή της γενετικής

πληροφορίας γινόταν τ:ρος τη μία μόνο χατεύfιυνση, δηλαδfι ότι το

DNA μεταγραφόταν σε RI\A . Σήμερα είναι γνωστό ότι μεριχοί ιοί

έχουν RI\Α ως γενετιχό υλιχό. Ένα ένζυμο που υπάρχει στους ίδιους

τους ιούς. η αντίστροφη μεταγραφάση. χρησιμοποιεί ως χαλούπι το

R?\Α . για να συνfιέσει D;{Α . Επιπλέον. σε ορισμένους ιούς το RI\Α
έχει την ιχανότητα να αυτοδιτ:λασιάζεται. Έτσι σήμερα το χεντριχό

δόγμα περιγράφεται ως εξ!ις

@Α~ ΘΑ - πρωτείνες ή

gUκλεϊΚά οξέα - πρωτείνες

Σχήμα 3: Ροή ίης γενεnκής πληροφορίας (2)

Aγγελ~αφόρo RNA (ll1RNA). ΑΠΟίελεί λιγό-:ερο από ίΟ 5% ίου ολικοl)

RNA ίου κυί-;άρου. Τα περισσόϊΕρα l1lRNA έχοl)ν μήκος 500-2.000 βάσεις.

P~βoσωμ~κό RNA (l·RNA). Είναι -;0 πιο άψι')ονο από ία είδη RNA και

αΠΟϊΕλεί ίΟ 80% περίπου ίΟ ι) συνολικοl) RNA ίου κυϊϊάρου. Έχει μέγε'00ς

100-3.000 βάσεις.

Mεταφoρ~κό RNA (tRNA). Τα μόρια αιJίά απο-;ελοl)ν -;0 15% Ί:ερίπο\)

ίου συνολικού RNA σίΟ κύϊϊαρο. ΑΠΟίελείίαι από ίΟ-85 βάσεις.
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1.4.2 Μεταγραφή του ΩΝΑ

Η μεταγραφή χαταλύεται αΤ:.ό ένα ένζυμο. την Rl\A τcoλυμεράση,

η οΤ:.οία ψοσδένεται σε ειδιΧές Τ:.εριοχές του D\fA , Τ:.ου ονομάζονται

υίΊοχινητές. με τη βοήΊ3εια Τ:.ρωτε·ίν(:)ν που ονομάζονται μεταγραφιχοί

παράγοντες. Οι υτcoxινητές χαι οι μεταγραφιχοί τcαράγoντες αϊϊοτελο­

ύν τα ρυΊ3μιστιχά στοιχεία της μεταγραφής του Dl\A χαι εΤ:.ιτρέίΊουν

στην RNA ϊϊολυμεράση να αρχίσει σωστά τη μεταγραφή. Οι υποχι­

νητές βρίσχονται πάντοτε πριν αΤ:.ό την αρχή ΧάΊ3ε γονιδίου. Κατά την

έναρξη της μεταγραφής ενός γονιδίου η R:\ίΑ Τ:.ολυμεράση ψοσδένε­

ται στον υίΊοχινητή χαι Τ:.ροχαλεί ΤΟϊϊιχό ξετύλιγμα της διτcλής έλιχας

του DNA . Στη συνέχεια. τοΤ:.οΊ3ετεί τα ριβονουχλεοτίδια ατcέναντι α­

πό τα δεοξυριβονουχλεοτίδια μίας αλυσίδας του DNA σύμφωνα με

τον χανόνα της συμίΊληρωματιχότητας των βάσεων. όπως χαι στην

αντιγραψή. με τη διαφορά ότι εδ(:) αϊϊέναντι αΤ:.ό την αδενίνη τoτcoΊ3ετε­

ίται το ριβονουχλεοτίδιοΤ:.ου Τ:.εριέχει ουραχίλη. Η Rl\A Τ:.ολυμεράσrι
συνδέει τα ριβονουχλεοτίδια Τ:.ου προστίΊ3ενται το ένα μετά το άλλο.

με 3'-5'φωσφοδιεστεριχόδεσμό. Η μεταγραφή έχει ϊcρoσανατoλισμό

5'---+3' όϊcως χαι η αντιγραφή.

3'

Ένορξη μ<toyρoφή(;

RN" "ολυμcρόοη

\
Διευ&υvaη μtταyρoφΙΙΙς

νρρlδΙΟ RNAlDNA

Κωδικήολυσίδο ΟΝΑ

Σχήμα 4: Ι\Ιηχανισμός ,ης με,αγραφής το\) RNA.

Η σύνΊ3εση του Iι~Ά σταματά στο τέλος του γονιδίου. όΤ:.ου ει­

διΧές αλληλουχίες οι οποίες ονομάζονται αλληλουχίες ληξης της με­

ταγραφής. εΤ:.ιτρέϊϊουν την αT:.ελεuΊ3έρωσή του. Ο μηχανισμός της με­

ταγραφής είναι ο ίδιος τόσο στους τφοχαρυωτιχούς όσο χαι στους

ευχαρυωτιχούς οργανισμοιJζ.
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2 ΚεφάλCΧLΟ 20: ΓενLκές πληροφορΙες yLCΧ το

RNA

2.1 E~σαγωγή

Από χημικής άποψης το RNA είναι όμοιο με το DNA . Το RNA είναι

το κινητό αντίγραφο της πληροφορίαςενός γονιδίου. Και οι δύο αυτές

κατηγορίες νουκλε"ίκών οξέων είναι μακρομοριακές ενώσεις μεγάλου

μοριακού βάρους. Το μακρομόριο του RNA αποτελείται από επανα­

λαμβανόμενες δομικές μονάδες τα νουκλεοτίδια. Το μόριο του RNΑ
περιλαμβάνει τέσσερις τύπους νουκλεοτιδίωνπου συνδέονται μεταξύ

τους με 3'-5' φωσφοδιεστερικούς δεσμούς. Ωστόσο, κύρια διαφορά

του RNA από το DNA είναι ότι το μόριό του είναι μονόκλωνο έναντι

του δίκλωνου DNA , αποτελείται δηλαδή από μια μόνο αλυσίδα.

Βασική επίσης διαφορά, είναι ότι το σάκχαρο στα νουκλεοτίδια του

είναι η ριβόζη, εξ ου και η ονομασία τους ριβονουκλεοτίδια, αντί της

δεοξυριβόζης στο DNA , και ότι περιέχει την ουρακίλη αντί της 'θυ­

μίνης.Το RNA χαρακτηρίζεταιως ο ~αγγελιoφόρoς»μεταξύ του DNA
και των πρωτε'ίνικών συμπλεγμάτωνπου είναι γνωστά σαν ριβοσώμα­

τα στο κυτταρόπλασμα του κυττάρου (αγγελιαφόρο RNΑ mRNΑ).

Έτσι, το RNA μαζί με το DNA αποτελούν το γενετικό υλικό των

οργανισμών.

Στους προκαρυωτικούς οργανισμούς το lnRNΑ αρχίζει να μετα­

φράζεται σε πρωτείνη πριν ακόμη ολοκληρω'θείη μεταγραφήτου. Αυτό

είναι δυνατό, επειδή δεν υπάρχει πυρηνική μεμβράνη. ΑντίΊ9ετα, στ,ους

ευκαρυωτικούςοργανισμούς, το mRNA που παράγεται κατά τημετα­

γραφή ενός γονιδίου συνή'θως δεν είναι έτοιμο να μεταφραστεί, αλλά

υφίσταται μια πολύπλοκη διαδικασία ωρίμανσης.

ο β

Aηoμ6φwoη--I_~\

ι:σωνΙων

KunopόnλoOμo,

Σχήμα 5: Μεταγραφή - μετάφραση στους τφοκαρυωτικούς και ευκαρυωτικούς

οργανισμούς.
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2.2 Τα ΚUΡLότερα στάδLα της ωρΙμανσης του mRNA
καL ο φuσLκός τους ρόλος.

Όπώς έχει ήδη αναφερ'l3εί, ο πρωταρχικόςρόλος του γονιδιώματοςείναι

να προδιαγράφει RNA μόρια. Συγκεκριμένεςαλληλουχίες του DNA
μεταγράφονται σε RNA αλληλουχίες οι οποίες κωδικοποιούνταισε

πρωτε'ίνες ή σε "δομικά" RNΑ όπως το tRNΑ ή το IRNΑ .
Στους προκαρυωτικούς οργανισμούς το μεγαλύτερο μέρος του DNA

κωδικοποιεί αλληλουχίεςRNA . Αντί{)ετα, στους πολυκύτταρους ορ­

γανισμούς το μεγαλύτερο μέρος του DNA δεν δείχνει να έχει κωδι­

κοποιητική λειτουργία. Στην DΓOsophila (small fly) για παράδειγμα,

μόνο το 5% του ολικού DNA κωδικοποιεί αλληλουχίες που μετα­

γράφονται σε RNΑ μόρια και στον άν'l3ρωπο το ποσοστό αυτό είναι

μικρότερο.

Στους ανώτερους ευκαρυωτικούςοργανισμούςτο μέγε'l30ς των γο­

νιδίων ξεπερνά τα 100.000 bp (Base paiIs), μάλιστα μερικά γονίδια

περιέχουν παραπάνω από 2.000.000 bp ωστόσο περίπου 1.000 bp
είναι απαραίτητα για την κωδικοποίηση μίας πρωτείνης μεσαίου με­

γέ'Ι30υς (300-400 αμινοξέα). Οι περισσότερες από αυτές τις επιπλέον

αλληλουχίες σχηματίζουν μεγάλου μήκους περιοχές οι οποίες δεν κω­

δικοποιούνται και παρεμβάλλονται μεταξύ των μικρών περιοχών που

κωδικοποιούνται. Οι αλληλουχίες που κωδικοποιούνται ονομάζονται

εξώνια (exons) ενώ οι περιοχές που δεν κωδικοποιούνται ονομάζονται

εσώνια (intΓOns).

Σχήμα 6: Έναρξη της αντιγραφής.
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Όταν ένα γονίδιο που περιέχει εσώνια μεταγράφεται, δημιουργείται

το πρόδρομο ll1RNΑ που περιέχει χαι εξώνια χαι εσώνια. Το πρόδρο­

μο ll1RNA μετατρέπεται σε ll1RNA με τη διαδιχασία της ωρίμανσης,

χατά την οποία τα εσώνια χόβονται από μιχρά ριβονουχλεοπρωτε·ίνιχά

«σωματίδια» χαι απομαχρύνονται. Τα ριβονουχλεοπρωτε·ίνιχά σωμα­

τίδια αποτελούνται από snRNΑ χαι από πρωτείνες χαι λειτουργούν

ως ένζυμα: χόβουν τα εσώνια χαι συρράπτουν τα εξώνια μεταξύ τους.

Έτσι σχηματίζεται το «ώριμο» ll1RNΑ .

Πόρoc;nuΡηνιιι:"'ι;

""μβρ6νη,

\

\
,.,,.

'-----]

Πoλιmεmtδιιιή

o),yσiδo

L

Σχήμα 7: Ωρίμανση του πρόδρομου μορίου του mRNΑ στον πυρήνα χαι μεταφορά

του στο χυτταρόπλασμα, στους ευχαρυωτιχούςοργανισμούς.
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Η μετάφραση της γενετιχής Τίλrιροφορίας γίνεται στα ριβοσ(;ψατα.

Στους Ίίροχαρυωτιχο<)ς οργανισμούς. OϊCOύ δεν υτ:άρχει τ:υρηνιχή μεμ­

βράνη. η μετάφραση αρχίζει ;:ριν τη λfιξη της μεταγραφής. Στους ευ­

χαριωτιχούς. όμως οργανισμούς το αρχιχό μεταγράφημα(ιπe 111K\Α)
υτ:όχεινται ωρίμανσΥΊ' Τίριν ϊ:εΡάσει στο χυτταρότ:λασμα χαι μεταφρα­

στεί. Η ωρίμανση ίίεριλαμβάνει την απομάχρυνση των εσωνίων. την

οργάνωση της χαλύίίτρας (caρ) -:ου 5' άχρου χαι ,ην ΤίροσVήχη -:ης

7..oI\U-Α αλληλουχίCJ.ζ σ-:ο 3' άχρο (Pol~τ-Α tail). Η χαλύϊcτρα είναι
, 'Δ ' R""\TA (.) , ,

αϊcαραιτητη για τη σωστη τοτ:ουετηση του 111 . ~ στο ρψοσωμα. ενω

{, TίoAI)-A αλληλουχία για -:rl σ-:αι3ερό-:ΥI -:α cO'J 111R~A.

Λόγω χυρίως των εσωνίων Τίου υΤίάρχουν στα ευχαρυωτιχά μετα­

γραφήματα. το μέγε{Jος των ϊ:ρωτογεν(;)ν μεταγραφημάτων είναι χατά

χανόνα τ:ολύ ϊ:ΙΟ μεγάλο στα ευχαρυωτιχά Τίαρά στα τ:ροχαρυωτιχά

χι)τταρα. Το μεγαλύτερο γνωστό ευχαρυωτιχό γονίδιο τ:εριέχει 2.5
εχατομμύρια ζεύγη βάσεων.

Η μετάφραση είναι μια ΤίεΡίίίλοχη ίίορεία. στην οποία συμμετέχοl)ν

ίίολλές ;:ρωτείνες, ϊ:ου εμίίλέχονται στην έναρξη της μετάφρασης. στην

ψόοδο της μετάr.pρασης χαι στον τερματισμό της μετάφρασης. Αϊ:α­

ραίτητα σπ, μετάφρασfΊ είναι χαι (31)0 άλλα είδη R='\A. το lR='\A χαι

το tR:\'A.
Σε ορισμένα γονίδια αρχίζει το μάτισμα του μεταγραφήματος. ίίριν

ολοχληρω{Jεί η σι)νι3εση του. Ο τερματισμός της μεταγραφής γίνεται

σε αϊ~όσταση αρχετ(;)ν χιλιάδων ζευγ(;)ν βάσεων από το 3' άχρο του

(;)ρψου R \'Α. το 111R \'Α . Το είίΙϊ:λέον χομμάτι απομαχρύνεται υδρο­

λυτιχά χαι αχολου{Jείται αίίό τ:ολυαδενυλίωση. δηλαδή αίίό Τίροσθήχη

200 ϊ:ερίτ:ου αδενυλιχ(;)ν νουχλεοτιδίων. με αϊ:οτέλεσμα όλα σχεδόν τα

μόρια 111RI\A να χαταλήγουν στο 3' άχρο σε μια ϊcoλυ-A ουρά.
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2.3 Δομή του Π1RΝΑ μετά την ωρΙμανση

• 5' Cap
Η ϊ:ρ(:nη ΤΡΟϊ:Οϊ:οίησΥι στο l11R:\Α στους ευχαρυώτες είναι η

ϊ:Ροσ0ήχη της 5' cap. Το Capping εμφανίζεταιμόνο στο l11R:\A.

• Coding DNA Sequence

Η ϊ:εριοχή χωδιχΟϊ:οίΥισης ενός γονιοιου.γνωστή ως CDS. είναι

το χομμάτι του DXA ή του RXA ενός γονιδίου. ϊ;:ου αποτελε­

ίται αϊ;:ό τα εξόνια. τα Οϊ;:οία χ(:)διχΟίίοιούν iϊρωΤε"ίνες. Η iϊεpιoXfl

βρίσχεται ανάμεσα στο 5' χαι 3' άχρα. ξεχιν(:)ντας χαι τελείωνον­

τας με τις ϊ;:εριοχές stiHt codon χαι end codon αντίστοιχα. Η

;-;:εριοχή χωδιχο;-;:οίησης l11R:\A βρίσχεται ανάμεσα στην 5'τ.;ΤR

(ιιιιtΓanslated [egion) χαι σττιν 3' Τ;ΤR (ιιntιansΙated [egion) .

• Untl'anslated regions

Στη μοριαχΙI γενετιχΙI . η 3' τ.JTR ϊ:εριοχή είναι το ψ'ήμα του

ll1R:\Α ϊ:ου αχολουυεί τη C'DS ϊ:εριοχή. Ένα l11R:\Α μόριο

μεταγράφεται α;-;:ό την αχολουiΗα D:\A χαι αργότερα μεταφράζε­

ται σε πρωτε·ίνη. Διάφορες ϊ:εριοχές του l11R:\A μορίου δεν με­

ταφράζονται σε πρωτε'ίνη σUΜϊ:εριλαμβανoμένης της 5' cap. της

5' nΙι ϊ:εριοχής. 3' lJtl' χαι της pol)'(A) tail. Η 3' Τ;ΤR

;-;:εριέχει συχνά τις ρυ'l1μιστιχές ;-;:εριοχές ϊ:ου ε;-;:ηρεάζουν ΤΓιν

μετα-μεταγραφιχήέχφρασίι γονιδίων.

Τhe structure of a typical human protein coding mRNA including the untranslated regions (UTRs)

Cap 5' UTR
Start

5'

Coding sequence (CDS)

ΣχΤιμα 8: Snuc·tιιIE' of 1l1RNA
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3 Kεφάλα~o 30: E~σαγωγή στο Micl'oRNA

3.1 E~σαγωγή

Ε
' ... ' ..., Ι , ...... Ι ,

ι:ιστημονιχες μελε:ες των τελε'Jταιων )ψονων υι:οοειχνυουν ΟΤΙ τα

χl):ταρα ι:εριέχουν ένα ι:λ!ιυος αι:ό μη-χωδΙΧΟϊ:οιήμενα χομμάτια R\'A.
ΧαραχτηριστιΧόϊ:cι.ράδειγμα αι:οτελεί το ιιιiυοR\'Α . Πάρα τΥΊ μελέτη

ι:ου έχει γίνει ϊ:άνω στο l1liClΌR':\'Ά χαι τις λειτουργίες του. TCολλά

ερωτ!ιματα ϊϊαραμένουν αΧόμα αναι:άνΤΥΊτα.

Το lllicTOR::\A είναι μία μιχρ!ι μη xωδιxoϊcoιημένη μορφή του Rl\A
μιχρο() μεγέι30υς της τάξτις των 22 νουΧλεοτιδίων TCερίϊcου. ~Iόλις

το 1993. αναχαλlJφιJτιχε το ι:ρc:nο μέλος ΤΥΊς χατηγορίας lin- 1 του

nιiclΌR\'Α μετά αι:ό μελέΤΥΊ για το C'.elegans. Ει:τά χρόνια μετά.

έρχεται τι αναχάλυΨΥΊ του OEI)τEpO'j nιiCl'oR \'Α . α'JϊIι ΤΥΊ ψψά σπι
χαπιγορία let-7. ξανά στο C.elcgans . Πολ') σlJντομα. αναχαλυφι)ηχαν

νέες ομάδες llliC'l'oR\'λ σε ?υ:ά. ζc:)α χαι ιοl)ς. ~Iε την αναχάλ')', τι

τοl)ς. γρ!ιγορα γενγfιi3'Γιχε το ερc:nημα :ου ι:ροσδιορισμοl) :ων ιJέσεων

ι:ο') στοχέυουν τα ιιιiυοR\'As .
Σπιν ουσία τίι)ε:αι :0 εξ/ις ερc;):ημα. δεδομένου ενός l1lic'l'on\'A

χαι ενός γονιδιc;ψα:ος. ι:οιά είναι :α γονίδια-στόχοι του σ'jγχεχρι­

μένο') ιιιicωR\'Α . Οι αρχιχές ::χναχαλl)ψεις αι:έδειξαν ότι η lin-l
χαι let- ϊ "αντέδρασαν" με πιν 3' ι;τη ι:εριοχΙI του αντίστοιχου γονι­

δίου.Οι ι:ρc;)ιμες αυτές ι:αρατφΙρεις. oδfιγYΊσαν σχεδόν όλες τις ερεu­

νΨΙΧές ϊ:ροσι:άι)ειες στο να οριοι)ετ!ισουν την ι:εριοχή το') lllR\'Α .
όϊ:ου οι llliC'l'oR\'A στόχοι αναζητήυΥΊχαν. Το 'Jϊ:όλοιϊcΟ αυτ/,ς πις

ϊcαρoυσίασης ι!α εϊ:ιχεντρω{)εί στις διάφορες μει30δολογίες ϊcO') ϊ:ΡΟ­

τίι3ενται να αντιμετωι:ίσουν το ϊϊροβλήμα ΤΥΊς ;CΡόβλεψης-στόxoυ του

llliclΌR::\A. ~Iε πιν εξέλιξη π,ς τεχνολογίας σε συνδυασμό με την

ανάι:τυξη νέων αλγoριιJμιxc;)ν μευόδων. ο ϊcρoσδιόρισμός α')ΤC;)ν των

στόχων είναι ι:λέον TCαρελVόν.
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3.2 Bωyενετ~χή

Η πλειοψηφίατων ll1icιoR::;As μεταγράφονταιως ξεχωριστές οντότη­

τες. Ωστόσο. σε ορισμένες ϊ:εριϊ:τ(:)σεις. ένα l11icI'ORNΑ γονίδιο μετα­

γράφεται μαζί με το γονίδιο-ξενιστή του. ϊ:αρέχοντας μία συζευγμένη

ρύ'θμισrι του ll1iRl\Α με το γονίδιο ϊ:ου χωδιχοποιεί πρωτείνη. Πε­

ρίϊ:ου. το 40% των ll1iRNAs γονιδίων βρίσχονται στα ιντρόνια των γο­

νιδίων ϊϊου χωδιχΟϊίοιούν ϊ:ρωτε'ίνιχές χαι μη πρωτείνιχές αλληλουχίες

γονιδίων. Το 42-48% περίϊϊου του συνόλου των l11iRl\As προέρχον­

ται από ροl.γcίstΙ'Οnίc μονάδες που ϊϊεριέχουν πολλαϊϊλούς διαχριτούς

βρόχους (lοορs) αϊ:ό τα Οϊ:οία τελιχά. ωριμάζουν τα ll1icI'OR~As .
Παρόλα αυτά. ll1iR~As ίίου ανήχουν στην ίδια οιχογένεια δεν παρου­

σιάζουν αϊ:αραίτητα ομοιομορφία ως ;-φος τrι δομή χαι τη λειτουργία

τους.

Ι ~~111~~~1'111111IIII1111I11111111 gene Ι Ι Ι ι Ι 11 Ι Ι t Ι Ι 11 Ι J ι Ι 11 J Ι Ι J t 11 t Ι Ι t Ι Ι ι host gene

5'cap

pri-miRNA

~ ~:~~~a.
~a

.,,, ."1,.",0",,1,.1.,,1,.,,,1,1

!Spliceosome

ο."" .....
~ebranChing

/ U'enzyme

pre-mRNA
or similar

intron

miRNA+.,'""""

~

TTIf'πτππQ pre-miRNA

nucleus j------------ - RAN-GTP. Exportin-5 -------
cytosol

TTIf'πτππQ pre-miRNA

~ Dicer

~ miRNA/miRNA·
duplex

miRNP

ΣΧ1Ίμα 9: O"elYie\y of l1liClΌRNA j)lΌcessillg
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3.3 Seed Regions.

Σχεδόν μια δεχαπία μετά :ην αναΧάλ'Jrfη των ί:ρ(;nων δειγμάτων nιi­

cl'oR\""A. άρχισε ο ι:ροσδιορισμός των στόχων του, Έτσι. τα νουΧλε­

οτίδια 2- 7 του 5' άχρου το') nιiαοR:\Ά. Υι λεγόμενη seec! ι:εριοχγΊ. είναι

ιδιαίτερα σψαντιχΙι για τον ι:ροσδιορισμό των nιR\""A στόχων. Προσ­

διορίστηχαν τρεις διαφορεΤΙΧές χαπιγορίες sE'ed. με βάση τη χωριχΙι

διάταξη των inten\c·tions.
Οι διαφορές στα αΊ:οτελέσματα ;;:0'1 ;;:αρέχονται αι:ό τους δια-0έσι­

μους ::ΧλγόΡΙ1Jμοuς τφόβλεl~rις εξ::χρτόν-:::χι CJ.ι:ό -:0 :τόσο "::χυσϊηρά' είναι

τα χριτήρια αντιστοίχισης μεταζlJ [llPl\A χαι το στοχευόμενο [lPl\A,
Οι υλοι:οιήσεις ει:ίσΥις μι:ορεί να ;;:οιΧίλουν ανάλογα με το χειρισμό

πις ΊΊέσΓις διατήρησΥις του στόχου στις ϊ:ειοχές αυτές. Η αι:οδοτιχή

ι:ρόβλεψrι μει(;)νει χατά έν::χ μεγάλο βαΊΊμό το ι:οσοστό των Ψεl)ο(;)ς

ΊΊετιχ(;)\; αι:οτελεσμ:ί.των.

Τ::χ ι:ερισσό:εραnιiR:\Ά "ΟένΟI.Jν·· με (νουχλεοτίδιαμε τον γονίοιο­

στόχο, Τι:άΡχουν.J διαriορετιχά είΟΥΊ -:αιριάσμα:ος: nιCl'. (lnE'l'-ln .
(l11E'l'-Al χαι GlllE'l·. Το 8nιcl' :αίριασμα αυξάνει πιν εξειοίχευσΥ ι (sj)('c'i­
fi(·φ·). εν(:) σε αντίΊJεσyl :0 Gnιel' :αίριασμα α;;:οοίοει μεγαλ'JτεΡΥΊ ε'jαι­

σ{)rισία (sensi ti \'i t\').
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6-ηι seed match 6mer sjte
Seed.match

... • _• • • . • • • • . • ~NNNNN • • . • • ΡοIΥ(Α)
11 Ι 11\

ΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝ-5' miRNA
87654321.... ,.

Seed.

7-ηΙ matches Ιο seed region
7mer-mS sjte

•••.• , • - •.•. ΝΝΝΝΝΝΝ .•.•• ΡοIΥ(Α)
11\1 j 11

ΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝ-5' miRNA
8?6543,g 1

Seed

7mer~M site
•••••••.••••• ΝΝΝΝΝΝΑ •••• Poly(A)

111111
ΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝ·5' miRNA

81654311
Seed

8-nt match ΙΟ seed region
8mersite

• .. ,.......... ΝΝΝΝΝΝΝΑ. . • • PoIY(A)
1111 Ι 11

ΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝ·5' miRNA
87654321- ..,.

seed

Σχήμα 10: Seed types
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3.4 Μεταγραφή το\.) microRNA

Τα γονίδια microRNΑ μεταγράφονται από την RNΑ πολυμεράση

ΙΙ ως μεγάλα πρωτογενή μετάγραφα (pre-microRNA ), που υποβάλ­

λονται σε επεξεργασία από ένα σύμπλοκο πρωτε'ίνών που περιέχουν

το ένζυμο RNase ΠΙ DΓOsha. Μετά τη παραπάνω διαδικασία σχημα­

τίζεται το πρόδρομο microRNA , της τάξης των 70 περίπου νουκλε­

οτιδίων. Το πρόδρομο αυτό miRNA μεταφέρεται στη συνέχεια στο

κυτταρόπλασμα, όπου υποβάλλεται σε επεξεργασία από ένα δεύτερο

ένζυμο το RNase III,DICER , για να σχηματιστεί τελικά το ώριμο

micΓORNΑ περίπου 22 νουκλεοτιδίων.

Με την επιστήμη της βιοπληροφορικής, τα πρώτα δέιγματα miRNAs
προβλέψ8ηκανμε βάση τα διαρ'8ρωτικά χαρακτηριστικάτου miRNΑ
και του αντίστοιχου γονιδιώματος. Ουσιαστικά, οι αλγόρι'8μοι "ται­

ριάζουν" τα υποψήφια miRNAs με μη κωδικοποιημένεςπεριοχές του

γονιδιώματος. Στη συνέχεια, τα υποψήφια miRNAs φιλτράρονται ε­

λέγχοντας τα επίπεδα διατήρησής τους, στα διάφορα είδη οργανισμών.

Τα ήδη γνωστά miRNAs , ρυ'8μίζουν και "εχπαιδεύουν" τους δι­

άφορους αλγορί'8μους, με σκοπό την διάκριση ανάμεσα στις πραγ­

ματικές προβλέψεις και τα ψευδώς '8ετικά αποτελέσματα. Μετά, τη

πρόβλεψη, πολλές πειραματικές τεχνικές όπως μοριακή κλωνοποίηση

, αλληλουχία ή υβριδισμός χρησιμοποιούνται με τελικό σκοπό την ε­

πικύρωση της πρόβλεψης. Οι βιολογικές προσεγγίσεις σε συνδυασμό

με τους διάφορους αλγορί'8μους προσέγγισης, οδήγησαν τα τελευταία

χρόνια σε μία "έκρηξη" νέων miRNAs.
.- .

_---------1L-~-_-- _
Γ 0.6% of ch.omosom., cont81nlng 15 venes 1
••• 11 Ι _ Ι • 11 • • .:

11,11;01,\ Ι δ_Ο"
ΟΝ" TAANSCRIPnON

,ι" , .1 3'

Ι RNA SPLlCING Imfon
sequence

5'.3' ••οη
mRNA .8qUInce

5'

Ι r ι' •
prlmarv ΑΝΑ tronscript

Γ

_-.-1- L _

ο•• g.no οι 10' nuoIoolId. ρ.l", -,

~Ξ=ι==~~~~~ΞΞ
ι ι

'ooullltory Ι'>ΝΑ ,.aq1,."I,:I'J&

Σχήμα 11: mRNA mature process
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3.5 ωίR Α XCXL ΓονLδLακή έκφραση

Τα l1liR::'\As ελέγχουν ενεργ&. -::r, γονιδιαχτ, έχcpρασΥ; του lllR::'\Α.
..'1\ " ... , Ι '"

ΤΥΙν αι:οσταυερΟΙ:ΟΙΥΙσΓ,'rι ΤΥΙν χα-::αστoΛr, ΤΥΙς μεταC?ρασΊjς. 1jHj r; α.Λ-

ληλει:ίδραστ, αι:οτρέι:ει -::τ,ν ι:αρα.γωγfι ι:ρωτε'ίνc;)ν με ϊΥ;ν χαταστoλfι

της σΙJvUεστ,ς τους ΤΙ ταυτόιρονα αι:οιχοδομc;)ντας το l1lΙΙ\ Α. Ει:ι­

ϊ:λέον. χά1)ε lllR::'\A μι:ορεί να ι:εριέχει ι:ολλαι:λές -0έσεις δέσμευστ,ς

για οιαφορετιχά llliR::'\As. με αι:οτέλεσμα ένα ϊίολύΤΊ:λοχο δίχτυα αλ­

ληλει:ιΟράσεων. Τυι:ιχά. στα ζc;)α το ll1iClΌR::'\A συνδέεται με το 3'
nntl'aslatc'd l'E'gion (Ι;-ΤR) του ιιιΠ\' Α στόχου. με σχόι:ο ΤΥ; χατα­

στoλfι ή όχι της γoνιδιαχfις έχφραστις.

Αντί{)ετα. στα φυτά το llliR\'Α συνδέεται με την C'Ocling l'E'gion
με σιεδόν τέλειο "ταίριασμα" με τον R\'Α στόχο. Η αναχάλυψτ, του

llliR::'\A χαι των ι:ιvανc:)ν στόιων -::ου oδfιγτρε σε σψαντιχfι εξέλιξΥ;

ΤΥΙν μορια.κΓι διάγνωστ, χαι χα.-::ά σ'jνέϊ:εια. π,ν χcι.λιJ-::ερr; χα.τανότ,σΥ;

-::ων βασιχc:)ν μr;ιανισμc;)ν μι:ορεί να οδτ,γτρουν σε ι:ιο εξελιγμένες

υεραι:εu-::ιχές μεί)όΟ0 1jς.

Τα Ι:ΡC;)ϊα δείγμα-::α l1liR\'As εν-::oι:ίσ-::τ,χcι.ν στις cι.ΡXές -::τ,ς δεχαε­

τίας ΤΟ') 1990. Ωστόσο. llliR::'\As αναγνωρίσΤΥΙχαν ως διαχριτfι χα.-
, (J' , ) , " , ')000 Α' ,

-::ΥΙγορια ιλΟΛογιχων Ρ'Λ μισ-::ων. μΟΛις αρχες -::O'j :... . ι:ο το-::ε. οι

εϊ:ιστψονιχές έρε'jνες έδειξα.ν ϊ:ολλαϊ:λ0 1Jς ρόλους σ-::ην αρνr,τιχ-r, χαι

υε-::ιχτι έχφραστ, -::O'J llliR\'Α . με ενδεxόμενrι σψμετοιτ, σπ, μετα.(lΨα.-
ι / "Ι Ι Ι ~, ... , , ,

στιχτι ενεργΟϊ:οιτ,στι χα.ι χατασΤΟΛ,ι. \.ατcι. τα τεΛευταια χρονια. γυρω

στο 500 11liR\'As γονίδια έΧΟ'Jν cι.ναχαλ'J('ρVεί σε άνί)ρωϊ:Ο. Ένα χρίσι­

μο χομμάτι της λειτουργιχότψας του 11liR::'\A είναι ο ϊ:ροσδιορισμός

των llliR::'\A στόχc.)ν με ΤΟ'jς Οϊ:οίους αλληλλεϊ:ιδρούν άμεσα.
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3.6 Η εξέλLξη των ιnicroRNAs

Τα llliR:\ As αϊ:οτελούν σψαντιχούς φυλογενετιχούς δείχτες λόγω

των χαμΥΙλ(;)ν ϊ:οσοστ(;)ν σΤΥΙν εξέλιξή τους. Τα llliR:\As αρχιχά.

χρrlσιμΟϊ:οιήυYjχαν ως μέσο άμυνας ενάντια σε εξωγενείς ϊ:αράγοντες.

όϊ:ως οι ιοί. \Ιε ΤΥΙν αναχάλυψΙI τους. εϊ:ιτράϊ:ΥΙχε Yj ανάϊ:τυξΥΙ νέων

μορφολογιχ(;)ν χαινοτομι(:)ν. Αντί{)ετα. τα νέα ll1iRNAs οψιουργο­

ιJντ:Υ.Ι με ϊ:ολλαϊ:λούς χαι διαC(ορετΙΧΟIJς τρόϊ:ους. Έτσι. τα llliR:\As
μϊ:ορεί να τ:ροέρχονται αϊ:ό τον τυχαίο σχηματισμό lιail'IJins σε "μΥΙ­

χωδΙΧOi:οιημέν:Υ." ψήμ:Υ.Τ:Υ. του D:\A. αλλά χαι αΤϊ.ό την εΤιιχάλυΦη χω

ΤΥΙν ΤΡΟϊ:Οϊ:οίΥΙσΥΙτων ήδrl υφιστάμενων ll1iaoR:\As. \ΙΤϊ.ορούν εϊ:ίσΥΙς

να σχηματιστούν αϊ:ό ανεστραμμένες εϊ:αναλήφεις αλληλουχι(;)ν χω­

δΙΧΟϊ:οιημένης ϊ:ρωτεΙνΥΙς. Yj Οϊ:οί:Υ. εϊ:ιτρέϊ:ει ΤΥΙ οημιουργία μΙ:Υ.ς αν:Υ.δι­

ϊ:λωμένΥΙς φουρχέτας (folcll)Clc1: ΙlClίφίn stnlctlll'e).

3.7 Ασ'ι3ένεLες χω χλLνLχές εφαρμ.ογές πο\.) σ\.)νδέονταL

μ.ε το ιniRNΑ

ΒασιΧή λειτουργία του ll1iR:\A λΟΙϊ:όν. είναι Yj ρύ{)μιση της μεταγρα­

((ιχής έχφρασΥΙς των γονιδίων. Κά{)ε llliR:\Α μϊ:ορεί να ελέγξει με-
,ι , ι "'(1' ..... ' ι

ταγραφιχα τΥιν εΧΥρασΥΙ ενος σΥΙμαντιχου αριυμου γονιοιων. τα Οϊ:οια

σΤΥΙν ϊ:ερίnωση των υηλ:Υ.στιχ(:)ν μϊ:ορεί να φτάσει έως χαι :Υ.ρχετές

εχατοντάδες. Σε είδΥΙ όϊ:ως ο HOlllO saIJiens. ϊ:ερίϊ:ου το 507ι των

με:αγρα«(;)ν. υϊ:ολογίζεται οτι είναι υϊ:ό ΤΥΙ Ρ'J-0μισYj llliR:\Α. Tr,v
τελευταία δεχαετία. Yj ρυ-0μιστιχή λειτουργί:Υ. των lllin:\As έχει :Υ.ϊ:Ο­

χαλυψ0εί σε ϊ:ολλΟIJς μYjχανισμοlJς. όϊ:ως στην ανάϊ:τυξΥΙ χω το ϊ.ολ­

λαϊ:λασιασμό των χυττάρων. το μεταβολισμό χαι την αϊ:όΤϊ.τωσΥΙ.

Ωστόσο.το ll1iR:\A εμφανίζει άμεση εμϊ:λοχή με :Y.ν0Ρ(:)ϊCινες :Υ.­

σ{)ένειες. Η σlJγχρονrl έρευν:Υ. έχει αϊ.:οχαλύψει ότι τα llliR:\As εμ­

φανίζουν βασιΧές ρυυμιστιχές λειτουργίες σε ϊ:ολλές αν-0Ρ(:)ϊ:ινες α­

σ{)ένειες. όΤϊ.ως Χ:Υ.ρχίνος. χαρδιαγγειαχές ασ13ένειες. μΠ:Υ.βολιχές δι:Υ.­

ταραχές νευρολογιχές ϊ.:α-00λογίες. ψυχιατριχές διαταραχές. νεψριχή

νόσο. αυτοάνοσες ασΩένειες. γασ:ρεντεριχές σlJViJήχες. ϊ:αχυσαρχία.

δΙ:Υ.Τ:Υ.ραχές ΤΥΙς :Υ.ναϊ:αραγωγΙlς· μuοσχελετιΧές διαταραχές χω γενιχά

ιογενείς ασ0ένειες.
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Όσον αφόρα, τις κλινικές μελετες, το lniRNA φαίνεται να λει­

τουργεί ως βιοδείκτης για την εκτίμηση της εξέλιξης μιας νόσου.

Ταυτόχρονα, άλλες μελέτες έχουν επικεντρω'θεί στη διερεύνηση της

χρήσης των miRNAs ως δείκτες ανταπόκρισηςφαρμάκων ωστόσο, οι

πιο ελκυστικές προοπτικές περιλαμβάνουντην άμεση χρήση των miR­
NAs για την ανάπτυξη 'θεραπευτικών στρατηγικών. Μέρα με τη μέρα,

κα'θώς η έρευνα ανακαλύπτει νέους μηχανισμούς του RNA , προσδιο­
ρίζεται η ακριβής επίπτωση των miRNAs σε πολλές πα'θοφυσιολογικές

λειτουργίες, ξεπερνώνταςτα εμπόδια για την αποτελεσματικήδιαχείρι­

σή τους.

~A;;::;~

ι.r~
llliii II""IIIll!iii i!!iii" Ιι! geyιe

--- ..-

Σχήμα 12: Role of llliRNA ϊn a canceI cell
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4 Κεφάλαιο 40: MicroRNΑ Target Prediction

4.1 Online databases and tools

Οι onlin βάσεις δεδομένων ;-;:εριλαμβάνΟ'Jν ευΡ'Jτερες εΥιαρμογές ΤΊjς

έχcpραστις των llliR.:\As. Α'Jτοί οι ;-;:όροι α;-;:οπλούν 'OEμEXtc:)bΊj στοι­

χεία για Χά-θε ερευνΊjΤΙXfι διαδιχασία. ό;-;:ως για τ;:αράδειγμα. σΤΊjν α­

ναζf,τηση γνωστc:)ν llliR.:\As για ΧάΟε οργανισμό ή αΧόμα σπιν ανα­

ζfιτηση γονιδιωματιχc:)ν ίϊεριοχc:)ν σε ιστούς χαι χυτταΡΙΧές τ;:εριοχές.

Η ίϊΙΟ ωρέως χρησΨΟicοιούμενη βάση δεδομένων σε αυτfι την χατηγο­

ρία είναι llliR Basc (l1ttρ:!1"·\'"\'" .lllil·])3Se.Ol'g). Περιέχει τ;:άνω 18.226
llliR.:\A εγγραφές. 21.6-!3 lllatlll'E' ll1iR::\A αχολου0ίες α;-;:ό 168 είδη.

EVC~ οι χαταγραφές για το ;-;:ρόδρομο χω (:ψψο l1liR.:\A στον άνθρω;-;:ο

Υ.γγίζει -:ις 1.527 χαι 1.929.αντίσ-:οιχα.

4.2 CοnseΓvatiοn

Η έννοια -:Υίζ δια-:fιΡ'φΊjς του l1liυοR.:\Α στα διάC?ορΥ. είδΥΙ οργανισμc:)ν
.., , '(J " \' ι {)' ~,

Υ.;-;:ο-:εΛει μια [JΥ.σιχ·(, α;-;:αΙΤΓρΤ,. r\.(i0IJ. εφοσον οι εσεις ;-;:ου OEVO'JV τα

l1liCToR.:\Α δια-:rlροIJν-:αι με-:αξ () των διαcpόρων ELOC:)V. είναι ;-;:ιVανό να

είναι χαι βιολογιχά λεΙ-:Ο'JργΙΧές. Η ;-;:ρόβλεψΥΙ βάσει των συντrιρψένων
... .:.\ ι, , Ι, ....... Ι ,i)' ..

αΧΟΛουυιων μειωνει σrιμαν-:ιxα. το ;-;:οσοσ-:ο '-;ευοως υετιχων α;:οτεΛε-

σμάτων. Ωστόσο. -:α διάφορα ;-;:ρογράμματα ;-;:ρόβλεΨΥΙς χρrlσΨΟ;-;:ΟΙΟ'Jν

μεριχές φορές ελαc;ψc:)ς διαφορεΤΙΧΟ'Jς ορισμΟ'Jς διατfιρησΊjς.

Οι υέσεις ;-;:ου σ'ητl-θως -θεωρούνται ως διατηΡΟιJμενες. εμφανίζον­

ται αχριβc:)ς στην ίδια "θέστl σΤΥΙν 3T~TIι τ;:εριoxfι Χά'θε οργανισμο'J.

Παρόλα CI.IJτά. ϊ:εριοχές ;-;:ουΟεωΡΟΙJνται διαΤrιPημένες μϊΊ:ορόυν ετ:ίσης

να βρε'θούν χαι σε αχολου'θίες χωρίς τ:λfιρη ευ0υγράμμισΊ'j. Είϊίσης.

είναι ;-;:ι'θανόν. Χά;-;:οιες ;-;:ιΊ1ανές ιlέσεις να αλλάζουν στους διάφορους

οργανισμοlJς. Αυτές οι τ;:εριοχές ι)εωΡΟ'Jνται ως ΡOOl'l~' c·onselTE'cl.

4.3 T11ennodynal11ics

:λΙια άλλη ;-;:ροσέγγιστl για -:τιν αναγνc:ψιστι των l1liR.:\Α στόχων είναι

τι εξέτασΥΙ π;ς ί1ερμOδ')ναμΙXfις σ-:::ι.ι)ερόπ,-:ας. :λΙια συχνά χρτ,σψο-
, , , Ι ... ~ '\ ι ,

;-;:οιο')μεντl ;-;:αραμετρος ειναι τι ενεργει:χ ;-;:0') :χ;-;:εΛευυερωνεται αναμεσα

στο l1liR.:\A χαι -:0 γονίδιο-σ-:όι::ο. Όσο ι::αμT,λότερΊj είναι τι EXEIJOεprl
ενέργεια ;-;:0') α;-;:ελε'JVη:;c:)νε-:ω με-:αυ; 0')0 (EIJYC:)V R.:\Α. -όσο ;-;:ερισ­

σότερτι ενέργεια α;-;:αιτεί-:αι για να διασ;-;:ασ-:εί Υ.'Jτός ο δι;-;:λός δεσμός.

Έ-:σι. έν:χ δίΧλωνο R.:\A είναι σε {)ερμοδυναμιχά;-;:ερισσότερη στα­

'θερόπιτα. το ο;-;:οίο σψαίνει ότι Ίj σlJνδεση του ll1iR.:\Α με το lllR.:\Α
, , , , '.Ί ' , Ί' Ι' ,

ειναι ισι::')ροτεΡΥI. ο-::χν Τι εΛε')υερτl ενεργει:χ ειναι XαμΊjI\ΤI. \.α-:Υ. σ')-

νέϊιεια. ένα ll1iR.:\Α έχει μεγαλ'Jτερες ;-;:ιυανότητες να δέσει με το

l1lΠ.:\ Α. όταν ατ;:ελεIΛ}ερc:)νεται χαμηλτl ενέργεια.
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4.4 Sensitivity and Specificity

Τα διάφορα ίψογράμματα ,φόβλεψτις στόχου ϊcρoσεγγίζoυν με διαφο­

ρετιχό τρόϊ:Ο τα δεδομένα στοιχεία. Οι διαφορές στα αϊ:oτελέσματcι.

ανάμεσα στους διαί)έσψους αλγόριvμους ,φόβλεψης εξαρτάται αϊ:ό το

ι:όσο "αυσΤΥΙρά" είναι τα χριτ-ΓιΡια ταιριάσματος μεταζlJ μιΡΚΑ χαι μΡ-

Ά στόχου.

Ει:ομένως. είναι Ο'Jσχολο να αι:ο<ρασιστεί ι:οιες ι:ροβλει:όμενεςαλ­

λτιλει:ιοράσεις ιιιίR~λ-στόχων είναι ι:ιο ι:ιυανό να είναι αχριβ!ις χαι

ι:οια ι:ρογράμματα ι:αρέχουν π/ν χαλύτερτι δυνατή αι:όδοστι.

Δύο βασιχά στοιχεία ι:ου ελέγχονται είναι Yj αχρίβεια χαι Yj ευαισυΥΙ­

σία που ϊ:αρουσιάζουν οι διάφορες αλλτιλε'ίLδράσεις. Πιο συγχεχρψένα

έχουμε:

S
,., TllIc po,iti\,c,

c115l!l\'ltV = -------'----­
~ Tnlc ρο,itνC5 + till5c l1cgMi\'c;

όι:ου το Tl'1lC' positi,x's είναι ο αΡΙ1)μός των ι:ροβλεϊϊόμενων αλ­

λτιλείϊιδράσεων ι:οu ι:ραγματιχά υι:άρχουν. σε αντΊUεση με το FRls('
lJCgRti\'C'S ϊ:ου είναι Ο αριυμός των αλλτιλει:ιδράσεων iϊOυ υι:άρχουν

'\ '\ ,-.. Ι (J" ':.\ ι

αΛΛα οεν ειχαν Ι:ΡΟι)Λεφυει.

Αντί'θετα. το specificit)' ορίζεται ως ευ/ς

S
'fj' Tnlc l1C2ίιιi\'C5

jJCCl JCl!\' = . -, .
. Tntc l1ega!l\'c, + tal5e jJ05!l\'e5

όϊ:ου το TnlC' llCgR tin's είναι ο αριυμός αίϊΟ τις μτι-υι:άρχουσες

αλλτιλει:ιδράσειςllliRi\Α-στόχου Ι:Ο ') σωστά δεν fιταν μέρος των ι:ρο­

βλέψεων. εν(;) το Fe11sc positi"es είναι ο αριυμός των αλλτιλει:ιδράσεων

ι:ου είχαν εσcyαλμένα ι:ροβλει.;ιυεί. αλλά σπιν ι:ραγματιχόπιτα δεν υ­

ι:άΡΧΟΙJν .

Συνοι:τιχά. για ΤΥΙν ει:ίτευζτl ενός χαλο') εργαλείοl) ι:ρόβλεψτ/ςστόχοι).
ι 'Ρ,' ..:)' ι ."ι) /

τοσο Τι cι.XPLj.JELCI. οσο χαι τι ε')αισυτισια ι:ρει:ει να μεγιστοι:οιτ/υουν.

Π ' "'Ο' Ι ~, 'f' 1
ραγμα ι:ου σψαινει. οτι Yj Ι:ΡΟι)Λεψτι οεν ,φει:ει να ϊcεριεXει (:) s('

positi"es χαι όσο το δυνατόν λιγότερα fRlsr ncgc1tin's.



4.5 Bασ~χές έννoε~ς y~α την ανάπτυξη αλΥορΙ{)μ.ωνστο

τομ.έα της Bωπληpocρop~χής

Για :τιν 'Υ.νάλlJστι της λειτουργίας του nιiR:\Α. ένας μεγάλος αριΩμός

αϊ:..ό μελέτες έΧΟIJν οψοσιευ'i3εί με σΧΟϊ:..ό την εϊ:..ιχύρωσΥ; των 111iR­
:\As. Παρά τη σημαντιχΙι συμβολή των τεχνιχc~ν υψηλής αϊίόδοσης.

η ϊ:λειονότητα των σ:όχων nιiR:\ Α. αΧόμτι χαι για οργανισμούς ϊcoυ

έΧΟIJν μελετηθεί 'Υ.ναλυϊιΧά. όϊ:..ως ο HOl1lO scιρiCl1S ΙΙ ~IllI"; l1HlscnlllS.

ϊcαραμένoυν αχόμα άγνωστοι. Η il1 siliιo μελέτη(μέσω ϊ:..ροσομοίω­

σης σε ω:ολογιστή) αϊ:..οτελεί ένα οιχονομιΧό χαι ωωδοτιΧό μέσο για

ΤΥΙν αν'Υ.γνc:ψισYj ϊ:..ι{)ανc:)ν στόχων. Οι ϊ:..ρc:nοι αλγόρι-θμοι βασίστηχαν

σε ahXol'x χανόνες ταιριάσματος βάσεων (l)cιsc-Ρaiιil1g) με αρντιτιΧό

όμως αϊ:..οτελέσμα Πι μειωμέντι αχρίβεια χω τον υψτ,λό αρι{}μό των ψεlJ­

δc:)ς ι'JEnxc:)v αϊ:..οτελεσμά ων. Οι διάΙίΟΡΟΙ αλγόριυμοι ϊ:..Ρόβλεψτις εξε­

λίχπιχαν μαζί με ΤΥΙν αναχάλlJι.jπι όλο χαι έων nιiR:\As. Τα βιολογιχά

ϊ:..ειράμα:α. σε συνΟ IJασμό με :τιν υϊ:..ολογιστιχΙ, ανάλυστι αϊ:..οτελΟI)ν ττι
~' " , , .\ 'Ρ' ι,
fJ'Υ.σYj για ΟΛΟ'Jς :ους 'Υ.ι,γοριuμΟ'Jζ ;:ΡΟIJΛε'.Υτις.

Οι ΟΙ'Υ.?ορές σ:α 'Υ.ϊ:..οτελέσματ'Υ. 'Υ.νάμεσ'Υ. στους δΙ'Υ.υέσΨΟIJς 'Υ.λ­

γόριυμους ϊ:..Ρόβλεψτις εξ'Υ.ρ:ά:'Υ.Ι αϊ:..ό :0 ϊ:..όσο "αυσττ,ρά" είναι lCi χρι­

:Ιιρια Τ'Υ.ιριάσμ'Υ.τος με:αξl) nιiR:\A ΧCiΙ nιR:\A στόχου. Εϊ:..ίσης. οι

διάΥΟΡΟΙ αλγόριυμοι μϊ:..ορεί να οιαφέρουν ως ϊ:..ρος το χειρισμό :ων

ll1iR:\A στόχων. Παρόλα αυ:ά. 'Υ.χόμα χαι οι χαλl)τεροι αλγόριi3μoι

'Y.01jvalO<JV να αναγνωρίσΟIJν έναν αρχετά μεγάλο αριιΊμό 1lliR:\As
αλλτιλεϊ:..ιδράσεων. Ε;:ι;:λέον. τα αϊ:..οτελέσματα δεν μϊ:..ΟΡΟI)ν να χριρι­

μΟϊ:ΟΙΥΙι)ούν άμεσ'Υ.. αλλά ϊ:..ρέ ϊ:..ε ι να εϊ:..ιχυρω{}οι)ν hpc:na ϊ:..ειραματιχά.

ΔΙJΟ βασιχά εϊ:..ίσης χαραχτηριστιχά ϊ:..ου ϊ:..ρέίίει να ερευνφ'}ούν είναι τα

εϊϊίϊ:..εΟα ευαισ{}τισίας χω αχρίβειας ϊ:..ρόβλεψτις (sensiti\"ity. :'ψ("(·if:ic·itγ).
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Η αλληλεπίδραση με το mRNA χρησιμοποιει αμεσες και έμμεσες

πειραματικές με'0όδους. Οι άμεσες μέ{)οδοι επιτρέπουν την επικύρωση

των συγκεκριμένωναλληλεπιδράσεων, ενώ οι έμμεσες με{)όδους, βα­

σίζονται σε πειραματικά δεδομένα υψηλής απόδοσης. Παρόλου που,

αυτές οι μέ{)οδοι μπορεί να επικυρώσουν την αλληλεπίδραση μετα­

ξύ miRNA, mRNA, εντούτις δεν προσδιορίζουν τα συγκεκριμένα

miRNA στοιχεία (MREs) που είναι υπεύ{)υνα για την αλληλεπίδρα­

ση.

TεxναέςυΨηλήςαπόδoσηςμπoρoύνναπαρέxoυνπληρoφoρ~ςσx~

τικά με τις miR JΑ επιδράσεις στα κύτταρα. Επίσης, οι τεχνικές αυτές

μπορούν να απομονώσουν αλληλουχίες RNA , προκειμένου να εντο­

πιστούν συγκεκριμένες τοπο{)εσίες miRNA στους mRNAs στόχους.

Η ταχύς ανάπτυξη στις πειραματικέςμε{)όδουςεπικύρωσηςτων miRNA
στόχων κα{)ώς και το αυξανόμενο ενδιαφέρον πολλών εργαστηρίων

για τη λειτουργίατων miRNAs προκάλεσε μια δραματική αύξηση των

miRΝΑ-γονιδίων-στόχων(miTGs) με πειραματικές αποδείξεις.

Τα υφιστάμεναεργαλεία πρόβλεψης χωρίζονται σε δύο κατηγορίες:

αυτά που βασίζονται στη συμπληρωματικότηταμε {)ερμοδυναμικάχα­

ρακτηριστικάκαι αυτά που βασίζονται στις αρχές της μηχανικής μά{)η­

σης. Οι πρώτες προσεγγίσεις βασίζονταν στο φιλτράρισμα, που προ­

σπα{)εί να εντοπίσει νέους στόχους και να επιβεβαιώσειτα πειραματικά

δεδομένα των ήδη γνωστών. Οι πρώτες προσεγγίσειςβασίζονταν στο

αυστηρό ταίριασμα με τις 3'UTR περιοχές. Εντούτοις, οι περιοχές

αυτές δεν επαρκούν για την αποτελεσματικήπρόβλεψη των miRNΑ
στόχων επειδή υπάρχουν πολλοί άλλοι σημαντικοί παράγοντες, όπως

η αλληλεπίδρασημε αυτούς τους στόχους. Πρόσφατες μελέτες"έχουν

δείξει οτι το miRNΑ "δένει" επίσης σε non-seed περιοχές όπως οι

coding regions και ή 5' UTR περιοχές.

AlgoIithms in BioinfoImatics.
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4.6 ΠαρουσΙασητων πω γνωστών αλγορΙ'6μων που υ­

πάρχουν σήμερα

Τ
... Ι Ι , ,Ι , '(J"'I Ι. '

α τεΛEιJταια χρονια. ;:ανω α;:ο ειχοσι ;:ρογραμματα ;:pOtJ"Errτις σ:οχων
ll1iR\"λ έχουν ΟψοσΙEΙJΩεί. Τα ;:ερισσότερα α;:ό αΙJτά. βασίζον:αι XI.J­
ρίως σε ευΩυγράμμισΥ; αχολουίΗας ΤΥΙς seec! ;:εριoxfις του llliR\"Α (2- 7
νουχλεοτίδια του 5' άχροι.] του llliR\"A) ϊ-ρος το 3' ι.;ΤR του υίcO­

Ψήψιου στόχου. E;:ΙίCλέoν. το Sj)C'C'ifiC'i tv των ;:εριοχ(:)ς αυτ(:)ν. συ­

νfιΊ3ως αυξάνεται με την ίίαρατήΡΤΡΥ; ΤΥΙς διατήρησης (consC'l'nl tiOll)
στις ϊ:εριοχές ϊ:ρόσδεσΥΙς (])in(! ing sites ).

~1εριχoί α;:ο τους ϊ-ΙΟ γνωσΤΟΙJς αλγορίΊ3μους ;:ρόβλεψης. ίίΟ I) με­

λετήΩΥΙχε r; λειτουργία :ους σπιν αρχτι αυτής της εργασίας αϊ-οτελΟΙJν

οι ϊ-αραχάτω:

• l11iRanda

Ο διχ:υαχός :όϊ-ος ιιιίποR\"A.Ol'g είναι μια ολοχλΥΙρωμένΥ; ;:τιγ ΤΙ

nιic'IΌR\"A στόχων ;:ρόβλεψτις χαι ϊ-ρor.;ιίλ έχφρασΥΙς. Οι ;:ρο­

βλέψεις βασίζον:αι σπιν εξέλιξ'Γι :O'J αλγoρίiJμo')~1ίl'ω1ι!ί'l ;:O'J εν­

σωμα:(;)νει:Τ,ν τρέΧΟ'.Jσαβιολογιχτι γν(:)στ, με χανόνες χω σ:όΧΟ'Jς

σχετιχά με -:τι χρΙιστι :ων llliC·IΌR\"As. Οι υέσεις σ:όχο') ;:0')

~' , "Ι'! ' , ,
;:ΡΟtJ"ε;:ε:αι αϊ-Ο :ον Λ ll'ί:1llC ί'l. ;:ροχ')ϊ-:ουν αϊ:Ο το σχορ με :τι

, ", S\TR 'Ε ~,
:.<ρτισΨΟϊ:οιηστ, του μοντεΛου 1ηπ . χει εχ;:αιοεl)τει για να α-

νιχνεΙJει συμφραζόμενα χαραχτφιστιχά ΤΥΙς ;:ροβλε;:όμενΥΙς llliR \"Α
χαι ιιιR\"Α-στόχου.

Ο αλγόριι)μος υ;:ολογίζει ξεχωριστά χάl~ε σχορ μεταξlJ ;:ολλα­

ϊ:λ(:)ν illtf'l'ί'lC·tiOllS για το ίδιο ll1iR \"Α χω γονίδιο (με οιαψορετι­

χές ϊ:εριοχές δεσίματος στον lllR\"Α-στόχο). χω τελιχά Ι)ϊ-ολο­

γίζει χαι ένα συνολιχό σχορ εϊ:ιλέγοντας τελιχά την μεγαλύτερΥ;

αϊ-Ο τις ϊ:αρα;:άνω -:ψές,

• TargetScan and TargetScanS

Ο αλγόρι-DμoςTal'gctSc'an α;:οτελεί ;:ΡΙ:)ψΥΙ έχδοστ, του Tal'gctSU{llS.
Ο TcHgctSC'c1l1 εξε:άζει χαι :0 ταίριασμα με τις see(! ;:εριοχές χαι

:τιν ενέργεια ;:0'-1 α;:ει,ε'J-Dερ(;)νε:αι χατά :ην αλλτιλε;:ίορασΥΙ' Ο

TRΓg('t. 'C'c1l1 αναζτ,:-:ι. σε ;:Ρ(;):Τι φάστι ταίριασμα με ΤΥΙν 3 TTR για

να α;:οχλ'Jσει ;:εριοχές ϊ-Ο l ) δεν ανταϊ-οχρίνται στο ταίριασμα, λν

'J;:άρχει :αίριασμα. έσ:ω ΟΥΙλαδτ, ο:ι 'J;:αΡΧΟΙJν ,i SlΨ(! lll<lt(,llC'S.
ο αλγόρι-Dμoς αυξάνει χάΙΙε ι;ιορά το j ει;)ζ ότου να βρε ι)εί μία

αναντιστοιχία,
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Το συνολιχό σχορ υι:ολογίζεται με βάσrι τα αχόλουθα στοιχεία:

- site-t'1)e contl'i])ntion

- 3' IJail'ing ("Ontl'i ])ιι tion

- local ΑΙ ωntΙ'i]Λιtiοn

- IJosition cOlltl'il)lltion

- ΤΑ (tal'get sitC' a])nnclance) contl'i])ntion

- SPS (seecl-IJaiι"ing sta])jlit)·) contl'ibntion

Τελιχά. το σχορ χά{)ε αλληλΕϊ:ίδρασης1lliR~Ά- στόχου υι:..ολο­

γίζεται βάση ενός συνολιχόυ σχορ. Κά'0ε οιχογένεια1lliR:\A τα­

ξινομείται σε ένα χοινό «ι:λαίσιο» με χοινό σχορ την πιο ευνοιχΙI
τιμΙι ' Αν χαι ένα μόνο 1lliR:\Α εϊϊιλέγεται ως αντιι:ρoσωι:..εuτιχό

nιiRΙ\Ά. τα υι:όλΟΙϊ:α τΥις ίδιας οιχογένειας1lliR:\A ι:..ροβλέϊ:ονται

ε"ίσrις να στοχεύουν το ίδιο γονίδιο-στόχο.

• DIANΑ-miαοΤ

Ο αλγόρι'0μος DIA::'\A-nιiCToT βασίζεται σε iίαραμέΤΡOIJς ι:ου

υϊ:ολογίζονται ξεχωριστά για χάυε 1lliR:\Α . χαι για χά{)ε ξε­

χωριστό στοιχείο ιιιiRλ"Α ("λΙRΕ). ανάλογα με τα ειτίϊίεδα δια­

τήρησης χαι διατήpΓΡrις. Το συνολιχό ;:ροβλεϊ:όμενο SΙOl'e ενός

1lliR:\Α ι:ροχIJΙ:τει αι:ο τrιν αλλrιλει:ίδραση με το γονιδίο-στόχο

χαι είναι το συντηρψένο χαι [πι διατrιΡO\~ψενO ά
ο
0ροισμα "λΙRΕs

(nιiCToR:\AElc1llC'nts) ενός γονιδίου. Αυτή η ι:..ληροφορία μϊ:ορεί

εύχολα να αναχτη'0εί στο CΡιλιχό ι:..ρος το χρήστη DIAI\A-nιic·lΌT.

\\"e]) selTE'l'. όϊ:ου τα αι:οτελέσματα ι:..ρόβλεψης οργανc:)νονται σε

ομαδΟϊ:οιημένες χαρτέλες διαυέσιμων "ληροφοριc:)ν.

Παρέχεται εϊ:ίσης. ο λόγος σήματος ως ϊ:ρος '0όρlJβo (SI\R) χαι

το σχορ αχριβείας για χά'0ε αλληλε"ίδραση1lliR:"Ά χαι γονιδίου­

στόχου ι:ου μι:ορεί να ΧΡΥριμοι:οιη'0εί ως ένα χρήσιμο εργαλείο

εχτίμησΥ,ς της «oρυότrιτας» χά'0ε ι:ροβλει:όμενη1lliTG.

• ΡΙΤΑ

Η βασιχή χαινοτομία του ΡΙΤΑ είναι το μοντέλο ϊ:ου ΧΡΥΡιμο­

ϊ:οιεί για την αλληλειτίδραση nιiR.:\Ά-στόχου. Η αλληλε"ίδραση

αυτΙI , βασίζεται στην ι:ειραματιχή ι:αρατήΡΥρη ότι σχψατίζεται

μια ισχυρή δευτερογενή δομή αϊ:ό το ίδιο 3 'l;TR ψϊ:οδίζοντας

πι σlJνδεση του nιiRI\A. "λΙε βάση αlJτή την ϊϊαρατήρηση. ορίζεται

ένα νέο '0ερμοδυναμιχόμοντέλο για την αλληλει:..ίδρασΥI llliR:\A­
στόχος.
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Η ενέργεια ϊ:ου αϊ:ελευ0ερ(;)νεται αϊ:Ο π/ν αλληλεϊ:ίδραση ορίζεται
",,'

ως εςης

ΔΔG= ΔG(ιιιρΙf'T-ΔGορεπ

όϊ:ου το ΔG(ιΙljJΙeτ είναι η ενέργεια του ])inding ιιιίR:i\Α-στόχου.

εν(:) το ΔGοΙ)(:'Ί? είναι η αϊ:αιτούμενη ενέργεια για να χαταστεί τι

ϊ:εριoxfι στόχος ίϊροσβάσιμος για llliR~A πρόσδεση.

Το συνολιΧό σχορ ορίζπαι ως Τ = 10g(Σ:'=1 εΞ;)

όϊ:ου το 11 συμβολίζει το σ'Jνολο των υϊ:oψfιφιων στόχων χαι το

S; το ΔΔG για xάl~ε ί στόχο.

• ΜultiMitar

Αυτός ο αλγόρι'0μος βασίζετΥ.Ι στο μηχανισμό μηxανιxfις μάι~η­

σης ίίρόβλεψης llliR:\A - στό;:ου. Συχνά αίϊοτυγχάνπαι να ε­

ϊ:ιτευχ'0εί αχρίβεια ϊ:ρόβλεψης όσον αφορά τόσο την ευαισ'0ησία

χαι ειδιχότητα. ΕίίΙϊ:λέον . όλες οι αλγόρι'0μοι ίϊου βασίζονται

στο μηχανισμό μηxανfις μά'0ησης αδlJνατούν ϊ:ολλές φορές να α­

ναγνωρίσουν τις ϊ:ραγματιΧά '0ετιΧές ϊ:ροβλέψεις. Ως εχ ΤΟ'Jτου

αυτού του είδους οι αλγόρι0μοι ϊ:ι'0ανόν να χαταστούν αναξιόϊ:Ι­

στοι σε βιολογιχές μελέτες .

• PicTar Ο ΡiιΤcΗ βασίζεται στον υϊ:ολογισμό ενός συνόλου α­

ϊ:ό συνεχφραζόμενες Jl1iR:\As χαι 3' τ.;ΤRs. Για τη δημιουργία

του tl'c\ining c]f\tcιl)C\se. ο ΡiιΤcΗ χαταγράφει ίϊρ(:nα τις 0έσεις

ϊ:ου ιχανΟίίοιούν το seC'(! lllatcll σε όλες τις 3' UTRs ίϊεριοχές.

Δ
ι "'\, " , Ι, ' .....

ευτερον . εΛεγχει χατα ϊ:οσον αυτες οι ϊ:εριοχες ειναι τεΛεια

συντηρημένες fι όχι.

Ο αλγόρι'0μος βασίζεται στο Hidclen l\ΙυΙωγ :-Iodcl. Σύμφωνα

με αυτό. χτίζεται ένα μοντέλο όϊ:ου διάφορα llliR:\ As μίϊΟΡΟ­

ύν να δράσουν αϊ:ό XOlVOIJ για να χαταστείλουν το ίδιο γονίδιο.

Δεδομένου :-1 μελ(:)ν ϊ:ου ανΤΙϊ:ροσωϊ:εύουν το σlJνολο των δια­

φορετιχ(;)ν llliR:\As. ένας στόχος 3 ΤΤR μϊ:ορεί να ϊ:αραχι1εί με
1"\ ",<J. '

τον αΧΟΛου uO ΤρΟϊ:Ο :

σε χά{)ε βήμα εϊ:ιλέγεται μια ϊ:ι{)ανόττιτα μετάβασης ρi για ί = Ο

έως :-1 χαι μια συγχεχριμένη αχολου0ία-στόχος. :-lε την είίιλoγfι

ενός ll1iR:\A ϊ:ροχύίίτει ένα ])inding site. με αϊ:όλυτο ταίριασμα

με τη seec] ίίεριοχΙ/ με ϊ:ι'0ανότητα Ρ ή ατελfι με ϊ:ιιΊανότητα Ι-ρ.

Τ " )' Ι / " ~iJ.
εΛιχα. το συνο \ιχο σχορ ίίροχυϊττει αίϊΟ το μεσο ορο των ίίιuα-

νοτήτων αλληλεϊ:ίδρασης των 3' ι.;ΤRs στόχων με τα llliRJ\As.
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5 ΚεφάλαLΟ 50: ΑλγόΡLi)μΟL καL Μέi)οδΟL α­

νάπτυξης

Υπάρχει ένα πλή{}ος απο βάσεις δεδομένων που χρησιμοποιούνταιευ­

ρέως σήμερα. Εντούτις, στη πάρουσα εργασία {}α χρησιμοποιη{}ούν

οι βάσεις δεδομένων Enselllbl 69 και llliRBase 19 για trainig και η

Tarbase για testing.
Μια αλληλεπίδρασηγονιδίου-στόχου llliRNA προβλέπεται μόνο αν

υπάρχει τουλάχιστον μία {}έση δέσμευσης όπου αυτό το llliRNA αλλη­

λεπιδρά με τουλάχιστονμία από τις μεταγραφέςτου γονιδίου αυτού. Σε

αυτή τη μελέτη, αναλύουμε την απόδοση τριών αλγορί{}μων πρόβλε­

ψης στόχου. Τα βιολογικά πειράματα και η υπολογιστική ανάλυση

έχουν δώσει τα βασικά δομικά στοιχεία για όλους τους αλγόρι{}μους

πρόβλεψης. Οι διαφορές στα αποτελέσματα που παρέχονται από τους

δια{}έσιμους αλγόρι{}μους πρόβλεψης εξαρτόνται από το πόσο ··αυστη­

ρά' είναι τα κριτήρια αντιστοίχισηςμεταξύ llliRNA και ιιιRΝΑ-στόχου.

Οι υλοποιήσεις επίσης μπορεί να ποικίλλουν ανάλογα με το χειρισμό

των περιοχών αυτών. (5' UTR , CDS , 3' UTR)
Οι αλγόρι{}μοι που εξετάστηκαν στη παρούσα διπλωματική είναι οι

Miranda, TargetScan, DIANA-lllicΓOT.Το κίνητρο για την επιλογή

αυτών των τριών ως αντικείμενα για σύγκριση είναι ότι είναι οι πιο

συχνά χρησιμοποιούμενοιαλγόρι{}μοι πρόβλεψης στόχου.

"'"
Ο Τaf8ase EntJIes

i'I1I30 rτiRlΨ\ Publk:irtions- (R./bMed)
• KntM n rτίRf\Ά s, a1 specte5

(mrθase)

''''

0-~~ 00 ~ :~ ~ ~ ~

Σχήμα 13: Η ανάπτυξη των miRNA στην miRBase βάση δεδομένων(μαύρη

μπάρα), η αύξηση των miRNA δημοσιεύσεων στο PubMed και η ανάπτυξη των

πειραματικών miRNA στόχων στον άνθρωπο στην TarBase.
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6 Kεφάλα~o 60: o~ Bάσε~ς Δεδομένων που

xpησ~μoπo~ήi)ηκαν

6.1 Η βάση δεδομένων llliRBase

Στη βιοπληροφοριχή. Yj llliRBase είναι μια βιολογιχή βάση δεδομένων

που λειτουργείως ένα αρχείο των l11iCΓOR:'\Aαχολουθιι:)ν. Αϊί.ό το Σε­

πτέμβριο του 2010. περιείχε πληροφορίες σχετιχά 15.172 lllicΓOR\TAs.

Το μητριόο llliRBase παρέχει ένα χεντριχό σύστημα για την ανά'θεσΥΙ

νέων ονομάτων στα lllicΓORNΑ γονίδια. Η llliRBase έχει συστα'θεί

από τον Salll GΓίffiths-Jοnes το 2003. Η llliRBase έχει τους εξής

στόχους

• Να ϊ:αρέχει ένα συνεχτιχό σ{)στημα ονοματοδοσίας για τα llli­
cΓORKAs.

• Να παρέχει μια χεντριχή 'θέση συλλογή όλων των γνωστών αλ­

ληλουΧΙΙ:Ν lllicιoR::\As.

• Συγχέντωση χαι σύνδεσΥΙ των lllicΓOR~As στόχων των πλΥΙΡΟ­

φοριών τους.
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[te.t πι ϊ:αροlJσe.t ΟΙϊ:λωματιχΙ I , ι:Ρ'rριμοϊ:οίτιιJτ,χε τι έχοοστ, lniRBase
19 χαι συγχεχριμέve.t αρχείο ϊ:ΟIJ ϊ:εριέχει συνολιχά 1.921 ll1iυοR:\λ:::;

, ,;) Π' 'Δ ' ,
για τον ανυρωϊ:Ο. αραχατω. ϊ:αρατιυεται χομματι του αρχειο').

>hsa-:et-7a-2-3p M:~L~TOOI0195 Horno sap~ens :et-7a-2-3p

CUGUACAGCCUCCUAGCUUUCC
>hsa-:et-7b-5p MI~~T0000063 Horno sap~ens :et-7b-5p

UGAGGUAG AGGUUGUGUGGm

>hsa-let-7b-3p ΜΙΜΑΤΟΟΟ4482 Homo sapiens let-7b-3p

CUA ACAF.CCUAC GCC -ccc

>hsa- et-7c Μ:ΜΑΤΟΟΟΟΟ64 Horno sapiens _et-7c

UGAGGUAGUAGG GUA GGUU

>hsa-:et-7d-5p ΜΙΜΑτΟΟΟΟΟ65 Horno sapiens ~et-7ά-5p

AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU

>hsa-:et-7d-3p MI~~T0004484 Horno sapiens :et-7ά-3p

CUA -ACGACC -GC GCC -c--

>hsa-:et-7e-5p M:MA~0000066 Horno sap~ens :et-7e-5p

UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU

>hsa-:et-7e-3p M:MA~0004485 Horno sap~ens :et-7e-3p

C~A~ACGGCC cc AGC 'cc

>hsa-:et-7f-5p M_~~~0000067 Homo sap~ens :et-7f-5p

-GF.GG ".G -AGAUUGUF.UAG -

>hsa-:et-7f-1-3p M:~ffi~0004486 Horno sapiens :et-7f-1-3p

CUAUAC?_~ C AuuGCC CCC

>hsa-:et-7f-2-3p MlMA~ Ο 4487 Horno sap~ens :et-7f-2-3p

C~ΑυΑCΑGUCΆCUG-CUUUCC

όϊ:ου χαταγράcpεταισε χάθε γραμμή το ll1iC'l'OR:\A ID. το (1('(:('ssion
nllll1])('l'. το είοος του οργανισμο\) χαι το st(Jll1 looIJ,

Τέλος. χαταγράφεται χαι τι αχολουυία.
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6.2 Η βάση δεδομένων Enselllbl 69

Το έργο Εnseιιιω ξεχίνΊ/σε το 1999 . λίγο μετά το σχεοιο του Υ.ν­

υΡC;)ϊ:ινου γονιδιc;ψατος. ΑχόμΊ/ χαι σε αυτό το ϊ:ΡC;)ιμο στάδιο. fιταν
, , , .,.. , 3 ...... f.,. /

σαψες οτι Ί/ χειΡοναΧΤΙιΧΊ/ εϊ:εςεργασια σε οισεχατομμυρια ",ευγΊ/

βάσεων μιας αλλί,λουχίας δεν υα μϊ:ΟΡΟIJσε νΥ. ίψοσφέρει στους ερευ­

νΊ/τές έγχαΙΡΊ/ ϊ:ρόσβασΊ/ στΥ. τελωταία στοιχεία. Ο αρχιχός στόχος

ΤΊ/ς Enselll])J λΟΙϊ:όν ήταν νΥ. ενσωμΥ.τω"θούν σχόλια με άλλα διαυέσιμα

βιολογιχά δεδομένα χαι να είναι όλα αυτά διαθέσιμα στο χοινό μέσω

του διαδΙΧΤ<Jου. :-Ιέτα ΤΊ/ν έναρξίι λειτουργίας της ιστοσελίδας. τον

IouXιo του 2000. έχουν έχουν ϊ:ροστευεί ϊ:ολλά γονιδιc:ψατα στο En­
sel11])! χαι το εlJρος των διαυέσιμων δεδομένων έχει εϊ:εχτα0εί συμϊ:εΡΙ­

λαμβάνοντας συγχριτιχΙ I γονιδιωμΥ.ΤΙΧΙ,. Ί/ διαφΟρΟϊ:οίησΊ/ χαι ρύυμισίι

δεδομένων. Το έργο Εnseιιιω διωυ<Νεται αϊ:ό τους PcH1] F]i(-e]~ χαι

Sten' "(,(\1"]('.

~fιμερy.. '.Jϊ::ΧΡΧΟ'Jν ΧΥ.-:αγεγραμμένα γονίδια σε ϊ:άνω αϊ:ό 60 διαr.;ιo­

ρετιχο,jς οργΥ.νισμΟIJς. Για Τίι ϊ:Υ'ροljσα δΙϊ:λωματιχΙ ι ΧΡί,σιμΟϊ:οι·!ιυίιχε
Ί/ Εnscιιιω 69 ϊ:Ο') Υ.?ορά γονίδια για -:ον άvΟρωϊ:Ο. Περιέχει 19.-!l.J
γονίδια με δΙΥ.Υορε-:ιχά σψεία έναρξίις χαι λfιζί,ς ϊ:ρόσδεσί,ς -:ου llli­
CToR.:\A.

Π
, ,';1'" , ,

αραΧΥ.-:ω. ϊ:Υ.ΡΟI)σΙΥ.",ε-:αι ενΥ. χομμα-:ι -:ου αρχειο:

>121Ε SG ί~ 012 ,2~1~~TTL251118283262 1828328661ENSTO

>4IENSG 10 1001 98191pPARGC1AI-11237936441237974441ENSTO

>71 ENSG 00 0161 '57 Ι PSl,IC21111 30 85 211 '3 98421 ENST Ο Ο

>3IENSG 'ο 002377871C30rf79111153220272115322 4861ENSTO

>5IENSG Ο Ο 515961THOC31-1117538722211753879611ENSTO Ο

>51 ENSGOO 1,,01722441 C50rf341-11434868 314348 0161 ENST

>6IENSG 00 ,189241ITSPYLll-111165977411116599679IENSTO

ΣχΙlμ:χ 15: EnsE'llI1J] 69 SC1l1ΙΡ](:'

3:2

55 298

264867

435765

Ο 4466 3

0513482

3 6862

ι 03686 8



Το ϊ:p(;no στοιχείο χάΊ3ε γραμμής. αναφέρεται στο εχάστοτε χρω­

μόσωμα. το δε\JΤερο στην ονομασία iϊO I) έχει δω'θεί αΊ\.Ο την Enselll])!
για το εχάστοτε ξεχωριστό γονίδιο με μοναδιχό ξεχωριστό E::\SG
ID. Συγχεχριμένα. το αναγνωριστιχό για τον άνΊ3ρωTi:Ο αρχίζει με

«EI\SG». Ένας χωδιχός τρι(:)ν γραμμάτων εισάγεται για άλλα είδη.

(Για iϊαράδειγμα. Ει\S:\ΙΙ;SG είναι ένα γονίδιο ί'ίΟντιχού). Ο l1-ψήψιος

αρι'θμός μετά αϊ:ό χάΊ3ε αναγνωριστιχό είναι μοναδιχός για χάι~ε γο­

νίδιο.

Το τρίτο στοιχείο είναι η ονομασία του γονιδίου. Τα τρίτα εhόμενα

στοιχεία αναφέρονταιστο stnHld. το ntl' stal't. ntl' stoIJ. Το τελεu-:αίo

στοιχείο αναφέρεται σε όλες τις μεταγραφές για ένα γονίδιο (EKST.
για τον άν'θρωι:ο).

6.3 MREs και interaction miRNA-gene

• llliC'l'oR;(Α Reωgnitiοn Elell1ents

Αναφέρονται στα διαφορετιχά σημεία Ti:ρόσδεσης του llliR::\Α με

το ll1R::\Α-στόχο. Ίι:άρχει ένα τουλάχιστον :\IREs για χά'θε

σχέση ll1iR:\A-p;cne .

• intel'ac·tion llliR:'\A-genc.

ΠΡΟχ\Jι:-:ει α"ο ένα ή hερισσότερα :\IREs με διάφορες iϊιΊ3ανές

iϊεριoxές ι:ρόσδεσης του llliR::\Α ι:άνω στο γονίδιο.

Πράγματι. όiϊως φαίνεται χαι στο ίϊαραχάτω iϊαράδειγμα. υίϊάρχουν 8
:\IREs χαι 3 ll1iR::\A-gene inten\ctions.

Cllr5IEr JSGOOOOO 16,+406 132210678 132210686 11sa-miR·1,+0-5pILEA.Ρ2 1 Ο 3θ3183182151969

cllr1.IEl JSGOOOOO 158864 1611837132 161133770 11sa·miR·140·5p!l·JDUFS2 1 Q472198960837444
cI1r1.iHJSGOOOOO 158364 161183868 161183876 11sa-miR-140-5p/r,JDUFS2 1 Ο 472198960837444

cI1r1 ΙΙΕrJSGΟΟΟΟΟ 11 0719 678113755 67816763 hsa-miR-140-5pITCIRG 1 0412429082325869
cI1r11/Er~SGOOOOO 11 071 ~I 67814872 67814880 hsa- 1iR-14Q·5pITCIRG1 Ο 412429082325869
cI1r11iEr~SGOOOO0110719 67815758 67815766 11sa-miR-140-5pITCIRG 1 0412'+29082325869
CI1r11 IEI·JSGOOOOO 11 0719 67815309 67815317 11sa- iR-140-5pITCIRf,J 1 Ο 412429032325869
cI1r11 ,'ErJSGOOOOO 11 07 19 67815523 67815531 11sa-miR·140·5pITCIRG1 0412429082325869
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6.4 Ο αλγόΡL'θμος MiRanda

Αποτελεί ένα από τους παλαιότερους αλγόρι'0μους πρόβλεψης με­

γάλης κλίμακας για σπονδυλωτά.Το MicroRNA.OIg είναι μία ιντερνε­

τική πλατφόρμα που έχει δημιουργη'0εί και διατηρείται από το cBio-the
Compntational Biolog:y CenteI at MemoIial Sloan-KetteIing CanceI
CenteI (http:j /www.mskcc.oIg/). Η ιστοσελίδα micIORNA.OIg ε­

ίναι μια ολοκληρωμένη πηγή microRNA στόχων προβλέψηςκαι προφίλ

έκφρασης.

Παpέxoντα~ o~ εξής δυνατότητες:

• Εισαγωγή και αναζήτηση ενός συγκεκριμένου miRNA ανάμεσα

σε διάφορους οργανισμούς.

• Με την εισαγωγή ενός mRNΑ και την προσ'0ήκη ενός απο τους 5
οργανισμούς(Ηοmο sapiens, Mns mnscnlns, Rattns nOIvegicns,
DIOsophila melanogasteI, .CaenoIhabditis elegans) που παρέχει

η εφαρμογή, εντοπίζονται πι'0ανοί στόχοι.

• Αναζήτηση ενός συγκεκριμένου ιστού σε έναν οργανισμό; ~πι­

τρέποντας την εξερεύνηση του επιπέδου έκφρασης όλων τω:vmίR­

ΝAs για ένα δεδομένο σύνολο των ιστών.

Η πρόβλεψη των στόχων βασίζεσαι στον αλγόρι'0μο miRanda. Ο

αλγόρι'0μος πέρνει είσοδους απο δύο αρχεία. Το 10 περιέχει τις α­

κολου'0ίες των miRNAs, ενώ το 20 του πι'0άνους στόχους γονιδίων

DNA/RNA.
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Ο αλγόρι'δμος αχολου'δεΙ τα εξής βήματα:

Σάρωσι; ενός fι ϊ:ερισσότερων ':J.λλr;λΟ'Jχι(~ν llliR:\A έναντι όλων

των αλληλουχι(;)ντ:ου είναι ϊ:ι'θανές 'θέσεις στόχων. Οι T:Ιl~ανές 'θέσεις­

στόχοι τ:ροσοιορίζονται XΡ'ισΨOϊ:oι(~ντας Q\JO στάδια. Πρ(:nα μέσω

ουναμιχΟIJ ϊ:ρογραμματισμΟIJ γίνεται ΤOT:ιχfι ευυυγράμμισ'ι ϊ:Ο') ϊ:ραγ­

ματοτ:οιείται μεταζJ'; Τ'ις αλλτ,λουχίας ll1iR:\'A χαι Τ'ις αλλ'ιλουχίας

αναφοράς.Η διαοιχασία ευΌυγράμμισ'ις χαταγράφει σχορ με βάσί, Τ'ι

) , )'"
συμϊ: ,ηρωματιχοτηταπ/ς α \Ληωυχιας.

Για παράδειγμα:

Query:

Ref:

3' g-CGAAAGTTTTACTAGAG 9 5' (eg. miRNA)
Ι: 11111 111111111:

5' taGTTT~CACA~TGATCTCGg3' (eg. 3'UTR)

Σε OEIJlεpr; φάση ο αλγόριυμος χρατά μόνο τα σχορ με τψfι μεγα­

X\JτEpr; αϊ:Ο ένα χάτω όριο χατωφλίου. Aυτfι r; μέ'θοοος ΧΡί,σΨΟϊ:οιεί
, (J Ρ' "1' R'~Al'] , , , ,

ρο')τινες αϊ:Ο τη ί'JLj.JI,ιo ur;xr; _\ 1). η οι:οια αϊ:οτεΛει μερος ΤΟ'.) τ:α-

χέτο\) ViennaR:\A γραμμένο αϊ:ό τον 1'-0 ΗοΙacl-;:eι.

Παραχάτω ϊ:αρατί-0εται χομμάτι της εξόδου του αλγόριθμοι) llli­
ιancla:

SC'οιes Ιοι t Ιlί::; llit:
> gil:-IBIAT0000062 Ielll]JI11sa-let- 7a-5IJIHOlno Igi

IE:\SG0000025G5Hlg])IE:\ 'ΤΟΟΟΟ053605 IORI3AII-1O.00 -17.93
2 21 166 487 19 73.68

Scοιe ίΌι tllis S<:an: SecιΙ.Secρ.1Όt Scoιe.Τοt ΕnC'ιg~'.l\Ιaχ Scoιc.:-Ιaχ

ΕnC'ιg~ ..Stιand .Lenl.Len2 .Positions
>gil~II~IAT0000062Iell11)lllsa-let-7a-5IJIHolllO Igi

IΕ:\SGΟΟΟΟ025657-1Ig])IΕ:\S1ΌΟΟΟ053605810R 13ΑΙ 1-10.00 -17.93
110.00 -17.93122 7 2 166 CΌnφΙetc

όι:ου φαίνεται το inte1'3c·tion μεταξι'; ένος llliR:\ Α. συγχεχρψένα

του Ιυ"3-1et-7a-5ρ χαι :ου γονιοίοl ) με id OR 13ΑΙ.Το σχορ για το

συγχεχρψένο il1tC'l<ιl·tion είναι 1-10.00
Στα ι:λαίσια τr;ς ι:αΡΟ'Jσας Οιι:λωματιχής. έγινε εγχατάσταση της

τελευταίας έχοοσr;ς το') αλγορίιlμου lllil'anc!a Ι:ΟΙJ ϊ:αρέχεται στο sit('
:-ΙiποR:\Α.οιg αι:ό τον Αύγουστο του 2010.

Ο αλγόρι'θμος lllintndi:l ενΤΟϊ:ίζει σlJνολιχά 9.7-!7.981 :-IREs χαι

7.081.227 ίntC'ΙRc·tίοns ?;ene-llliR:\A.

3".)



6.5 Ο αλΥόΡL'θμος Targetscan

Ο TaIgetscan είναι ένας αΤί' τους Τ:P(:Jτoυς αλγoρίΊtμoυς που εμ­

φάνισαν υψηλό sensiti\"it~- χαι specificit,Y, Ο TaTgetscan προβλέϊ:ει

τους l11iR:\Α στόχους βάσει του ψοσδιορισμού των .. seecl" περιοχ(:)ν

χαι της διατηρήσης αυτ(~ν σε διάφορα είδη. KάΊtε στόχος υϊ:ολογίζεται

ανεξάρτητα των άλλων με τον υίcoλoγισμό του τελιχού context SCOl'e.
Το συνολιχό SCOl'e εξαρτάται απο τα επίπεδα διατήρησης του l11iRl\A
στις περιοχές αυτές.

Ο Tal'getscan όTcως χαι η Tcλειοψηφία των αλγoρίΊtμων έχει εΧ­

παιδευτεί για να ενΤΟϊ:ίζει στόχους στην 3TTR. εντούτις μελέτες

έχουν δείξει οτι στόχοι βρίσχονται χαι σε CDS l'egions. Αϊ:οτελεί

ένα online λογισμιχό ίcoυ ϊ:αρέχεται αϊ:ό το Τίανεϊ:ιστήμιοτου ΛΙΙΤ για

τη πρόβλεψη των l11iRNA στόχων,Η τελευταία έχδοση (Tal'getscan
ν.6. 2). δημοσιευμένη τον Ιούνιου του 2012. αϊ:οτελεί μία βελτιωμένη

χαι ενημερωμένη πηγή ϊ:ληροφορίας με ϊ:άνω αΤίΟ 6.000 χαταγεγρα­

μένες l11icl'OR:\A αχoλoυΊtίες. χαΊtu')ς χαι ϊ:άνω από 700.000 αχολου­

Ίtίες από UTR.
Το λογισμιχό διατίΊtεταιστη ϊ:αραχάτω ισ τοσελίδα ω (1):j / \\'\ϊ\\-, (\l'i-!,('( :-;('(\l!.()l'i!,/

Κατέβηχε η τελευταία έχδοση του αλγoρίΊtμoυ tal'getscan6.2 ϊ:ου

παρέχεται στο site 1lttp:j/\\"\\"\\",tcιl'getscan.ol'g/ αϊ:ό τον Ιούνιο του

2012.
Ο αλγόριΊtμoς tal'getscan εντοπίζει συνολιχά 8.460.910 :λΙRΕs χαι

6.340.066 intel'actions gene-llliRNA ..
Παραχάτω παρατίΊtεται χομμάτι της εξόδου του αλγόριΊtμoυ tal'­

getscan:

Ge1,.10 SI>e<i.,IO MiI'b~se 10 SiI. Τ)ρ<' UΤR sla.'. UTRel1d

ENSGOOOOOln876 9606 1"~-ι,,ίIΙ· Ι 179 7111",r-1118 401 407

ENSGOOOOO 175876 9606 1".H"iR· Ι 182 8I1}('r-Ia .;01 .;08

ENSGOOOOO 17.;876 9606 Ιιs.n-ιηίR-119:\ 7nιer-l.t 781 787

ENSGOOOOO 17:\876 9606 1,,,,·,,,iR.1205 7•..-eI'-IlJ8 50 56

ENSGOOOOO 17.\876 9606 I,"'-I1,iR-1206 7IIIel'-I1I8 905 91 Ι
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Gene ID:ID γονιδίου

Species ΙΩ: για τον άv0ρωrιo 9606
ΜίΓbase ΙΩ: από τη βάση δεδομένων Γιου χρησιμΟϊίοιεί ο αλγόρι'0μος

UTR staΓt: Σημείο "ου ξαινά το ])inding του l1liRl\A στη Ι;ΤR

περιοχ!ι,

UTR stal't: Σημείο "ου σταματά το \)jnding του llliR:\Α στη Ι;ΤR

;:εριοχ!ι,

Site Type: Τρεις διαι-?ορετιχές τιμές χατωCfλίου ανάλογα με το

"δέσιμο" χάυε llliR:\A. l1lel' >= Ο.. ϊιιιeΓ-lΙΙ >= 1.3. ϊΙΙΙ<?l'-IΑ

>= 1.6
3' ΡaίΓίng cοntΓίbιιtίοn: βρίσχει πι σuμ;:ληρωματιχότιιταμετα­

ξύ l11iR:\Α-στόχου ατός secc! ;:εριοχ!ις.

position cοntΓίbιιtίοn: αντιχατο;:τρίζει π/ν α;:όστασr, α;:ό το

;:λΥριέστεΡΟ Ι;ΤR άχρο του στόχου.

local Αυ cοntΓίbιιtίοn: δείχνει τη μεταγραφ!ι των 30 ιφstl'eRlΙΙ

χαι dO\nlstl'eal11 νουχλεοτιδίων των ;:ρoβλε,,(~μενων ίϊεριοχ(:)ν.

ΤaΓget-sίte abtIndance (ΤΑ) cοntΓίbιιtίοn

seed-ΡaίΓίng stability (SPS) cοntΓίbιιtίοn

Το context+scol'e υπολογίζεταισύμφωνα με τα έξι τελευταία στοι­

χεία. Όσο "ιο μιχρή τψ!ι έχει το σχορ. τόσο ΓιΙΟ ευνοϊχή ι~έση έχει.

Σε ένα γονίδιο με Γιολλα;:λές '0έσεις-στόχους της ίδιας οιχογένειας

l1liR:\Α. ένα συνολιχό σχορ υ"ολογίζεται ως το ά'0ροισμα του ϊ:ΙΟ

αρνητιχού-εuνο'ίχΟIJ l11iR:\Α σε αυτ!ι την οιχογένεια.

.3' pαiriJlg co/ιtribuIiol1

0.00.3

0.00.3

0.004

0.003

0.012

l0ml AU CΟl1ιrίbιιιίο/l

0.0 .3
-0.005

0.026

0.0 Ο

0.010

posiIiOJ1 collIrib"Iio/l

-0.005

-0.038

-0.02

-0.055

-0.049

colltex!+ 5Core

-0.049

-0.287

-0.071

-0.102

.0.147



6.6 Ο α.λγόp~{)μ.oς DIANA-microT

Το επίκεντρο του εργαστηρίουDIANA είναι η ανάπτυξη αλγορί'0μων,

βάσεων δεδομένων και εργαλείων για την ερμηνεία και την αρχειο­

'0έτηση γονιδιωματικών δεδομένων. Ιδιαίτερη, έμφαση δίνεται στην

ανάλυση των lllicIORNΑ (llliRNΑ) και στα γονίδια που κωδικοποιούν

πρωτεΙνες. Ως εκ τούτου, οι δραστηριότητες του εργαστήριου DI­
ΑΝΑ επικεντρώνεται στην ανάλυση της ρύ'0μισης της γονιδιακής έκ­

φρασης κα'0ώς και στην ερμηνεία του ρόλου των llliRNAs σε διάφορες

ασ'0ένειες.

Τα διάφορα εργαλεία του DIANA σχετίζονταιμε αλγόρι'0μουςπρόβλε­

ψης στόχου (lllicIOT ν4, lllicroT-CDS), βάσεις δεδομένων επαλη'0ε­

ύωντας πειραματικούς llliRNA στόχους για την κωδικοποίηση ή μη

RNAs (TarBase, LncBase) κα'0ώς και λογισμικό για την αναγνώρη­

ση ενδεχόμενων μονοπατιών έκφρασης ενός ή περισσοτέρων lniRNAs
(lnirPath). Επιπλέον, ο πρόσφατα ανεπτυγμένοςWeb Server (ν5.0)

υποστηρίζει μια σειρά από εξελιγμένη ροή πληροφορίας που επιτρέπει

σε χρήστες χωρίς απαραίτητη υποδομή βιοπληροφορικής να κατανο­

ήσουν τις διάφορες λειτουργίες των llliRNAs.

WEB APPLICATIONS

microT-CDS

TarBa.e

OTHER WEB APPLICATIONS

mlcroΤ ν4

LncBa.e

ι (
Ι ,

mlrPath

ΑutόmatedPipeline.

)

L

DΙΑΝΑ mlcroT 113.0 DΙΑΝΑ mirEKTra

Σχήμα 16: Web applications.
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L

Ο αλγόρι'0μος DIANA-l1licIOT-CDS (http:j /www.lnicrorna.gr
/l1licIOT-CDS) αποτελεί τη πέμπτη έχδοση του l1licIOT αλγορί'0­

μου.'Εχει εχπαιδευτεί για να ανυχνεύει στόχους τόσο στην 3'UTR
περιοχή, όσο χαι στη CDS. Ο αλγόρι'0μος παρέχει σημαντιχές βελτι­

ώσεις ως προς το sensitivy σε σύγχριση με παλιότερες εχδόσεις (65%
έναντι 52%).
Ο αλγόρι'0μος έχει ενημερω'0εί σύμφωνα με την τελευταία έχδοση

της l1liRBase (βάση δεδομένων που περιέχει το σύνολο των l1liRNΑ
αχολου'0ιών). Παρέχει, επίσης, υπερσυνδέσμους σε on-line servers,
όπως ο ΙΗΟΡ (Inforl1lation Hyperlinked over PIOteins) χα'0ώς χαι

επιπλέον πληροφορίες σε επιλεγμένα l1licIORNAs σε ιστούς χαι χυτ­

ταριχές σειρές. Ο χρήστης μπορεί να εισάγει ένα l1licroRNA ή ένα

γονίδιο χαι να δει τις πι'0ανές αλληλεπιδράσεις. Παραχάτω, αχολου­

'0εί μία αλληλεπίδραση του hsa-let-7a-5p l1liRNA με 987 πι'0ανούς

στόχους χαι το tllreshold να έχει οριστεί 0.7.

L

L

EnsembI Gene Id mlRNAniIme mlΤG score

1 ENSGOOOOOI56273 (I3ACH1) hse-Iet-7,,-Sp 1.000

2 ENSGOOOooI87772 (UN28β) hse-let-7,,-Sp 1.000

3 ENSGOOooOI74498 (IGDCC3) bsδ-Iet-7,,-Sp 1.000

4 ENSGOooOoo08323 (Pl.EΚHG6) hse-Iet-7,,-5p 1.000

5 ENSGODOoo135316 (SYNCRlP) hse-Iet-7,,-Sp 1.000

6 ENSGOOOOO136603 (SκIL) hse-Iet-7,,-sp 1.000

7 ΕΝSGOOODOI52θ94 (PfPRΚ) hA-Jet-7iI-SP 1,000

8 ENSGOOOOOQ75624 (ACfβ) hA-let-7,,-sρ. 1.000

9 ENSGOOOOOI56466 (GDFδ) hse-let-7,,-5ρ 1.000

10 ENSGOOOoo198799 (LRIG2) hιrιι-let-7a-Sp 1.000

11 8\lSGOOOOOI80667 (yoD1) hsδ-Iet-7a-Sp 1.000

12 ENSGOOOOO182263 (F1GN) hιrιι-let-1a-Sp 1.000

13 ENSGODOOOlS9217 (IGf2BP1) hsδ-let-7a-Sp 1.000

Also Predlcted

00
00
00
00
00

00
00
00
00
00

Σχήμα 17: Τα 13 πρώτα δείγματα. Το ροζ χούτι συμβολίζει οτι ο στόχος έχει

επίσης βρε1'Jεί χω απο τον αλγόρι1'Jμο miRanda, ενώ το μπλε απο το targetscan.
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L

L

Σε ορισμένα μάλιστα interactions, όπως φαίνεται και στη παρακάτω

εικόνα, υπάρχει και ένα τρίτο πεδίο με τα validated δεδομένα, δηλαδή

αυτά που είναι καταγεγραμμέναστην Tarbase.

L
β

9

ENSGOOOOOl6430S (CASP3)

ENSGOOOOO213281 (NRAS)

IιA-ιet-7a-Sp

hA-Iet·7a-Sp

0.963

0.950

000
000

Επιπλέον, πατώντας πάνω στο πράσινο κουτί, δίνονται επιπλέον

πληροφορίεςγια το γονίδιο και το lniRNA. Πολύ χρήσιμο επίσης, είναι

το γεγονός οτι σε κά'θε τέτοιο miRNΑ υπάρχει και ένας κατάλογος

με συσχετιζόμενες με αυτό ασ'θένειες. Πράγματι:

L

L

Gene
detaiIs
Gen",ID:
Expres$ion:
Extern"I Gene ΙΟ:
Des,cription:
ChrORl0some:

NRAS
ciIiary gl!ngIian,trigeminal gangIion,superior cerνicaI ganglion
ENSGOQQQ021328~

Η_:

AlI.roιιtl........,,.;'ιί..,.,,
Rdiltedn_,

~::.ιi::.".:."'"
AdenocarcInoma Adeno;:a:ol1"ma Br:nch oI0· ....I~'εol .., ~~.Mi:.rt;no.rnJ
~υι:!"'oιι. Αde"ιοme Adrιnal Con& ,Ci" .." Aιιtι.'ITI,' CII.ΙS. "'sι:.IΙ8. ':'s,lImI ΕΙ.., CriJ

Breast Neoplasms Bur"ltt Lymp1loma C.",,,om. CardJ,oιra,

mb yonal Carcinoma, HeFιatocellularc.",iπom•. κr.b,
Carcinoma, Non·Sma I-Cell Lung C"""m. ;m.IIC.II

Carcinoma, Squamous Cell Cell
Transformation, Neoplastic CoIonic Neoplasms

Colo "ec:-aI NeopIasms CryRtosporldiosls CUJhl\'>; S,ndr... rna
C~ H.~.n,tJf.:In ...",. Cy"a3..noclfclnoma Sarcus c,ab..tI.... elhtIII_ Ε $tr.rI .... t,1 c.,aba~,1

Μιl!ιιυ, ;~f1' 2 (;ι; ....υ t S a'Im ''JFIIIml (ΙΗΙΙ" Disease Mode!s,
Animal Dlsease Progresslon OO'."n S""d""m•••"" .ml. ,,Ι,"",

GenetIt PredispOSlbon to Dasi!ase ~U,bl.stomJ Head and Neck
NeopIasms !~loΙ:Jth,c c\!fm.I'I.lF'Io ~lbrcsl$ ΙnffammatΌn lιch,ml. f..I~n~,

,,,,J..m, Leiomyoma Ι.υ~.,ηι.Leukemia, Hyeloid, Acute
t-Lι~-.mj., M,/I!om"noc tIc. ':I"cutl Leukemia, Pr·omyeIocytic~Acute Ιίνσm

L~J~Υ..~~I~~~ΡΙ~;'~~ι1ϊ~:;:t';~ h~.!]~Ιm~~~,?J?J ~c~lrn~
L)n>Fho~. Λr,ιn,r, ΕιfllJlνn ~"f" (ιι 'Μ MeIanoma MeseιthelIC'ma Μοι;tT,

'eoplasmSMult,pl_ ""_10"'. Ν opIasm Inνa iνeness

~eopIasm Metastasls NeoolasmSN_op:asm., E"P."m_nt
Neoplasms. Glanduiar and EρtthoeliatN~r\le OeQeneratιon ΙIι.ι:;-bl.ιιcmι

~Iurto.n~",::nn.-umors Ι;Ι u,. ~j;m.nt..~ uIt.~.nbr,t J ~nI' Ονarian
Neoplasms PancreatJc NeopIasms P.r;;n,on Οι.....

"'1;mInt'τI~nDiIc,:!tls Ρ'tιι,τιrγ tDp1flΠl' j:'~u!n~ (-Ιι ..... ι ι:'re::ur$nrCql!
ι.,,~γηι~·hοbΙastίc ~euk.emίa·L~mphoma ;r,r.at.ιΙ e t'~"" (lcΙ ..\.~ efi.cu PI'os:a,::lc

~~~~P.~~~~. ~~~:11ii:;~I~~~.ι~ο~eJ~~~~~~~1~ιΙ;; fI:;·d:;:~m:fι~~ITEt~';~:r~,'~~~
Stomach NeopIasms Sub.t,l,Ict-P,IItI' DIscr_trs Tιr,Hoc••c:ln:mJ

TransIocation, GeneticurIrIJ .... ειι.:ιrΙ ι.ηl!ιιΙJΙΙ Utertne
ΝeΟDlδsmsu .ιΙ r.• .:. lιιmι . Η'''Ι [H .....tI .ιι.. "'h.I..,.rn,~

Σχήμα 18: Desease and microRNA relation

Ο αλγόρι'θμος microT εντοπίζει συνολικά 32.689.227 MREs και

15.335.764 int,eractions gene-miRNA.
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7 Τελικό στάδιο εργασΙας

7.1 ΜορφοποΙηση ε~σόδων

Τελιχά. για π/ν εξαγωγ/ι α;-cοτελεσμάτων xρησΨOϊcoιή0ηχανοι τρεις

αλγόριfJμοι llliRanDa. t31'getscall. DIAl\A llliClΌT.

• 111il'anda

Η τφόβλεψη γίνεται με ΤΥΙ χρήση του αλγορίfJμου :'-ΙίΓanda.

SCOH' ι:υt -off S 2': 140

Το σχορ xρησιμOϊcoιεί το άfJροισμα του «ταιριάσματος» των βάσε­

ων μέσω δυναμιχού τφογραμματισμού,

Συγχεχρψένα:

A:l7 = 5

G:C = 5

G: l7 = 1 Άλλοι Τ<JhΟΙ «ταιριάσματος» = -3

• Tal'getscan

Ο TRl'gctSCRl1 είναι ένας αϊ:.' τους ίίρι:nους αλγορίfJμους ϊ:ου εμ­

φάνισαν υΨΥΙλό scnsiti\"it)· χαι ::;μec'ίfiC'itv,

Αίίοτελεί ένα olllinc' λογισμιχό hOIJ ίίαρέχεται αϊcό το hανετ:ι­

στήμιο του ΛΙΙΤ για ΤΤΙ hρόβλει.j;η των στόχων. Η τελευταία

έχδοσΥΙ (Tcιl'getsc'Rll \',6.2). δψοσιευμένη τον Ιούνιου του 2012.
ατ:οτελεί μία βελτιωμέvΓι χαι ενημερωμένη τ:ηγή τ:ληροφορίας με

;-cάνω αϊ:ό 6.000 χαταγεγραμμένες l1liCl'οR-:\Ά αχολουfJίες.

Τ ' 'ζ (" "ο σχορ υϊ:ΟΛογι εται r.Jαστl ~oυ ϊ:αραχατω τυίίΟ'J:

. -G

Ζ = Σ:=l eT

ότ:ου ί: Ο αριfJμός των seecl 111a t lles.

G( η ενέργεια ίϊου αϊ:ελε1/0ερι;)νεταιμεταξύ του l11iRl\Α χαι του

στόχου,

• DΙΑΝΑ-l11iαοΤ

Ο αλγόριυμος βασίζεται σε ϊ:αραμέτρους ϊ:ου υϊ:ολογίζονται ξε­

χωριστά για χάfJε l1liR\'A. χαι για χάfJε 111iR::'\A l'ccognitioll el­
elllent. ανάλογα με τα εhίίίεδα διατήρησης χαι διατήρησης. Το

συνολιχό σχορ ενός inteI<1C'tioll llliR~A: γονιδίου στόχου είναι

το στα'βμισμένο άfJροισμα των συντηρημένων χαι μη ενός γονι­

δίου. Η hλφοφορία αυτή. μhορεί να ανευρεfJεί στο φιλιχό ϊ:ρος

το χρήστη DIA::'\A llliC'l'oT \\'el) SCl'\"C1'. όϊ:ου τα αϊ:οτελέσματα

ψόβλεψης οργανι;)νονται σε ομαδΟϊ:οιημένες χαρτέλες. μειι;)νον-

, " ζ'
τας την ;-CΟΛ'Jhl,οχοτητα ανα ηΤΥΙσης.

--11



Τα βfιματα "ου εχτελέσΤΥΙχαν για ΤΥΙν εξαγωγή των αϊϊοτελεσμάτων

είναι τα αΧόλοω3α:

1. Τρέξιμο των αλγoρίf)μων με χοινές εισόδους τις βάσεις δεδο­

μένων του tιaining set. Εηseιη.bl 69 χαι IHirBase release 19.
2. Τα αϊϊοτελέσματα χαι των ΤΡΙC:jν αλγορί13μων ετ:εξεργάσΤΥΙχαν

"ροχειμένου να εξαχυούν αυτά "ου χρειάζονταν για την συγχεχριμένη

εργασία.

Στη ϊϊροχειμένη ϊ:εΡίϊ:τωση Yj ϊ:λrlροC?ορία ϊϊου χρειάστηχε αφορούσε
,... ,

τα εςης:

• CΙΠOlη.οsοιη.e

• Position οη CIHon10son1e

• MirbaseID

• GeneID

• strand

• score

3. Και οι -:ρεις αλγόρι13μοι. χατέγραφαν τη 13έση του ιιιiRI'\Ά ϊ:άνω

στη uTR I
1

CDs ϊ:εΡιόχη(στη ϊ:ερίτ:τωση του ll1icιoT αλγoρίUμoυ).

-1. Το τελιΧό αϊ:οτέλεσμα ϊ:Ο') μας ενδιαφέρει στη ϊ:ροχειμένη ϊ:ε­

ρί"τωση. είναι η 13έση του llliR:\A ϊ:άνω στο χρωμόσωμα. Για το

σχο"ό αυτό. ιδιαίτερα σrμαντιΧ-r1 ϊ:ληροφορία είναι το stιand.



Η έννo~α του strand
Στη μοριακή βιολογίααυτό που αποκαλούμεstIand του D JΑ sense

(positiνe +) σχετίζεται με τη δυνατότητα μεταγραφής της ίδιας ακο­

λουiΗας RNA σε πρωτε·ίνη. Το συμπληρωματικό του ονομάζεται an­
tisense (negatiνe -). Το πρόσημο του stIand , στη πραγματικότητα

εξαρτάται απο τη κατεύ'ι3υνση που γράφεται η ακολου'ι3ία που περιέχει

τη πληροφορία για τη σύν'ι3εση πρωτε·ίνών. Έτσι, η βασική πληροφο­

ρία πυ είναι χρήσιμη στη προκειμένη περίπτωση, είναι η 'ι3έση των 5'
και 3', διότι αυτά τα άκρα κα'ι30ρίζουν την κατεύ'ι3υνση της μεταγραφής

και μετάφρασης. Για παράδειγμα, η αλληλουχία 5' CGCTAT 3' είναι

ισοδύναμη με την αλληλουχία 3' TATCGC 5'. Εάν τα άκρα δεν ση­

μειώνονται, υπο'ι3έσουμε ότι η ακολου'ι3ία είναι γραμμένη στην 5'προς

3' κατεύ'ι3υνση.
Η κωδικοποίηση σε πρωτε"ίνη μπορεί να μεταγράφει ομοίως και από

τα δύο stIands . Οι παρακάτω εικόνες δείχνουν γραφικά το binding
του miRNA με το mRNA.

Strαnd "-Ι"

miRNA seed region

UTR right

3' UTR

Σχήμα 19: Strand-1

43

UTR left

5' UTR



Έτσι. σε χά-0ε αλγόρι-0μο. ο 'Jί:OλOγισμός τΥις -0έστl ς "ου "δένει

το llliR:'\A με το χρωμόσωμα. IJ"ολογίζεται ως εξ"ής:

Η) StHl1ld +1:
Lef't ροsίtίοn=τ.JΤR left + llliR:'\A staIt

Rigl1t ροsίtίοn=ΙΤR lc'f't +llliR:'\A enc!
])) Stl'anc! -1:
Lef't ροsί tion= τ.JTR Iig!lt - llliR;';Α st al"t

R ig11t ροsί tion=τ.JTR l'ig!lt - llliR::\Α end
Έτσι. ο τελιχός υ"ολογισμός ττ;ς 1~έστ;ς "ου δένει το llliR:'\Α "άνω

στο χρωμόσωμα χα00ρίσττ;χε α"ο το ι:ρόστ;μο του stIanc! χαι υπολο­

γίσττ;χε σύμφωνα με τα ι:αpαίcάνω.

..J.l



7.2 Threshold

Το πρώτο βή μα για την εξαγωγή των αποτελεσμάτων,ήταν η καταγραφή των

διάφορων αποτελεσμάτωνμε βάση το εκάστοτε tlυ·eshold. το οποίο αυξάνονταν

το ίδιο και στους τρεις αλγορίθμους.

Βρ ίσκονταςτο χαμηλότεροκαι το υψηλότεροσκορ του συνόλουτων

αλληλεπιδράσεων.καταγράφοντανκάθε φορά τα εκάστοτε ίnteΓactίοns των

οποίωντο σκορ έχει μεγαλύτερητιμή από αυτήντης τιμήςτου κατωφλίου.

Παρακάτω. καταγράφονταιοι πίνακες με τα συγκεντρωτικάαποτελέσματα.Η

πρώτη στήλη καταγράφει το εκάστοτε thΓeshold. Η δεύτερη στήλη απεικονίζει

τον αριθμότων ίnteΓactίοns για το σύνολο των MREs που βρίσκονταιπάνωαπό το

συγκεκριμένοόριο. ενώ η τρίτη στήλη.καταγράφειπόσα από αυτά τα Μίαο

Recognition Elements υπάρχουνστην ta.l'base (βάση δεδομένων για την καταγραφή

των testing αποτελεσμάτων).Η τέταρτη στήλη καταγράφει πόσααπό αυτά τα

δεδομένα είναι eΧΡeΓίmental validated. Αναλογικάοι επόμενεςστήλες καταγράφουν

τις αντίστοιχες μετρήσειςγια gene-nliRNA ίnteΓactίοn.



Α) microΤresults

Threshold microT
MREs

Total interaction
gene-miRNA interaction

Validated_results ΕχΡerίmentaΙvalίdated}esults TotaUnteraction Validated}esults

0.403462978042185

0.503710333616627

0.603957689191068

0.70420504476551

0.804452400339952

0.904699755914394

27.266.981

16.941.880

10.470.838

6.329.420

3.562.844

1.606.078

9.198

6.653

4.917

3.594

2.505

1.571

5.208

3.978

3.128

2.438

1.796

1.223

5.208

3.978

3.128

2.438

1.796

1.223

9.201

6.657

4.921

3.597

2.506

1.572

Β) Miranda results

MREs gene-miRNA interaction

Threshold miranda Total interaction Validated}esults ΕχperίmentaΙvalίdate(results Total_interaction Validated results

140.00 9.747.980 6.710 3.388 7.081.227 6.710

152 5.539.620 3.485 747 1.888.278 2.406

164 4.570.104 2.414 80 235.493 322

176 4.460.091 2.274 6 17.036 13

188 4.453.663 2.265 Ο 2.289 Ο

200 4.452.744 2.265 Ο 80 Ο

'--
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C) Targetscan results

8 TarBase v6.o

Η βάση δεδομένων DlANA-TarBase (http://www.microrna.gr/tarbase) αποτελεί μια

ολοκληρωμένη βάση δεδομένων από miRNA στόχους σε είδη ζώων, φυτών και

ιούς. Η τελευταία έκδοση (TarBase v6.0) είναι η μεγαλύτερη που διατίθενται

σήμερα με περισσότερα από 65.000 miRNA αλληλεπιδράσεωνγoνιδί~ν. Η βάση

δεδο μένψν περ ιλαμβάνει στόχους για 21 είδη που προέρχονταιαπό πειράματα

υψηλήςαπόδοσης.Ιδιαίτερηέμφαση έχει δοθεί στην ένταξη στόχωνπου

προέρχονταιαπό πειράματαόπωςτο HITS-CLIP και το PAR-CLIP. Είναι άψ ογα

διασυνδεμένη με άλλα εργαλεία του DlANA-Iab, όπως ο αλγόριθμος DlANA­

microT. Είναι επίσης εξοπλισμένη με ισχυρά εργαλεία αναζήτησης και

φιλτραρίσματος.

Η βάση δεδομένων παρέχει πειραματικά αλληλεπιδράσεις γονιδίων miRNA­

στόχων. Ωστόσο, οι διάφοροι υπολογιστικοίαλγόριθμοι προβλέπουν υποθετικές

θέσεις πρόσδεση ς (binding). Αυτές ο ι αλληλεπιδράσεις (predicted or vaIidated)

πρέπει στη συνέχεια να συνδυαστούν με τους αλγορίθμους προκειμένου να

συνδεθούν τα πειραματικά και υπολογιστικά αποτελέσματα από τα πειραματικά

δεδομένα.

Ο web server χρησιμοποιείγιατηπρόβλεψηmiRNA στόχων(σεCDs ή 3 'UTR

περ ιοχές) που παρέχονται από τον αλγόρ ιθ μο DlANA-microT πειραματικές ή

http://www.microrna.gr/tarbase


L

ι

L

L

L

ακόμα και επικυρωμένες miRNA αλληλεπιδράσεις. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις

(προβλεπόμενεςή / και πειραματικά επικυρωμένες ), μπορεί τη συνέχειανα

συνδυαστούν με σκοπό τη μετά ανάλυση των αλγορίθμων.

Η TarBase v6.o προσφέρει ένα ισχυρό σύστημαφιλτραρίσματος, το οποίο μπορεί

να μειώσει τα αποτελέσματα με βάση: το είδος, τη πειραματική μέθοδο που

χρησιμοποιείται, την μέθοδο επικύρωσης, τη πηγή δεδομένων, το έτος

δημοσίευσης, το προβλεπόμενο σκορ αλληλεπίδρασης.

.................:
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Σχήμα 20
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8.2 Final result

Τα πειραματικά δεδομένα που προέκυψαν, για τους τρεις αλγορίθμους

απεικονίζονται στο παρακάτω διάγραμμα. Ο χ άξονας απεικονίζει τις

προβλεπόμενες αλληλεπιδράσεις κάθε αλγορίθμου (Predicted Targets) ,ενώ ο Υ

άξονας απεικονίζειτα experimental predicted targets που εντόπισε ο κάθε

αλγόριθμος.

Predicted Targets/ Experimental targets found
6.000

5.000

4.000

3.000

2.000
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1.000
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9 Επίλογος

Τα τελευταία χρόνια. η έρευνα γύρω από το nliRNA έχει αΠΟΚτ11σει νέα

δυναμική. Νέα ερευνητικά δεδομένα. διερευνούν τη πιθανή εφαρμογή του miRNA

σε κλινικές μελέτες. ως βιοδείκτηςή ως θεραπευτικό "εργαλείο". Τα miRNAs

έχουν αναγνωρισθεί ως βασικοί παράγοντες για την εξειδίκευση και την

ευαισθησία της μεταγραφικής σίγασης των γονιδίων. Προσδιορίζοντας την

αλληλεπίδραση των miRNAs με τα γονίδια-στόχους μπορούμε ναεξάγουμε

κρ ίσιμα συ μπεράσματα για διάφο ρους ρυ θ μιστικού ς μηχαν ισμούς, ζωτική ς

σημασίας για τη κατανόηση διάφορων βιολογικών διεργασιών με σκοπό την

αποκρυπτογράφηση τηςπαθοφυσιολογίας κάθε ασθένειας.

Με τον εντοπισμό των miRNAs και των στόχων τους. το ερευνητικό ενδιαφέρον

για τον προσδιορισμό των λειτουργιών των nliRNAs και ρυθμιστικών

μηχανισμών τους. αυξάνεται συνεχώς Τεχνολογίεςυψηλής απόδοσης. έχουν

συμβάλλει ση μαντικά στη σκιαγράφηση και στην αποκρυπτογράφηση καίριων

βιολογικών λειτουργιών Πρακτικά. όλες οι ερευνητικές εφαρμογές σήμερα.

συνδέονται με τη χρήση υπολογιστικών εργαλείων και βάσεων δεδομένων.

Ένα ση μαντικό μέρος αυτών των εφαρ μογών έχει μεταφερθεί ή έχει σχεδιαστεί

ειδικά για χρήση σε online εφαρμογές.

Τα διαθέσιμα εργαλεία παρέχουν εκτεταμένεςδυνατότητεςκαι λειτουργίες.

ικανές για το χειρισμό διαφόρωνσεναρίων ανάλυσης. Με την εξέλιξη των

προγραμματιστικώνμεθόδων. οι διεπαφέςεφαρμογήςέχουν αρχίσεινα γίνονται

όλο και πιο φιλικές και εύκολες στο χρήση. Επιπλέον. tutorials και blogs που

σχετίζονται με τη βιοπληροφορική. καθώς και κοινωνικά δίκτυα για τους

επιστήμονες, συμβάλλουν μετη σειράτουςπροςαυτή τη κατεύθυνση.
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l.evaluation tal'getscall 1l1il·base.pl

#!jusr/binjperl -w

use strict;

n1Y $file=shift;

n1Y $filel =shift;

my $file2=shift;

open (FINAL_FI ΙΕ:>nι iRNA_interaction_ targetscanl.txt');

open (FIN AL_FILE_l,'>valida ted_interaction_targetscanl.txt');

prillt FINAL_FILE "Threshold_Targetscan Total_interaction__Validated_results \π";

#how to run: /evaluation_targetscan_interaction_nlirbase.pl final_targetscan.txt
human_mature-all.miRNAs.fa tarbase_human_interaction.txt

nly'Yι,nnes;

my $min=lOOO;

my $max=-lOOO;

warn "\t>Loading targetscan interactions \π";

open(IN,$file) or die "$!\n";

while(defined(nlY $line=<IN»H

chon1 Ρ $line;

if($line=-jchrjH

ωΥ @tenlp=splitV'\t/,$line);

ωΥ $geneID=$tenlp[O);

IllY $n1irnaNan1e=$tenlp[3);

if(exists $mresI$geneIDH$n1irnaNanle ΙΗ



$san1e_gene_interaction{$geneIDI{$mirnaNan1el++;

else{

$same_gene_intera ction{$gene10 Ι {$n1 irnaNal11e 1=0;

#push (@{$nHes{$geneIDII$mirnaNamell,"$temp[1]\t$ten1p[2]\t$tem ρ[4]");

$mres!$geneIDII$n1irnaNan1el+=$tenlp[5];

if($tem ρ[5]<$η1ίη)!

$Jl1in=$ten1p[5];

if($ten1 p[5]>$n1ax)j

$Jl1ax=$temp[5];

#ENSG00000205916

#ENSG00000205916

#ENSG00000205916

close ΙΝ;

27040599

27021272

27052480

27040605

27021278

27052486

hsa-miR-320a 1

hsa-miR-320a 1

hsa-miR-320a 1

-0.075

-0.075

-0.075

###############################

#loading 11un1an_J11iRNA hash with J11iRNA key aJ1d value.

warn "\t>Loading n1iRNA Info\J1";

J11Y ('Yι,mirnasN AME,%n1irnasMIMAΤ);

open(IN,$file1) or die "$!\n";

while(my $line=<IN>)j #hUJ11an J11ature-alI.n1iRNAs.fa

choJ11p $line;



if($line=-/>/)j

nlY @temΡ=SΡIiΨ\s/,$Ιίne);

$tenlρ[Ο]=-/>(.+)/;

$nlirnasMIMAT!$teΠ1ρ[1)}=$1;

$mirnasNAMEI$1}=$tenlp[1];

# >hsa-Iet-7a-5p ΜΙΜΑΤΟΟΟΟ062Homo sapiens Iet-7a-5p

# UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU

close ΙΝ;

#open tarbase_human_interactίon.txt

#Ioading hash tarbase with 1

waι-n "\t>Loading tarbase ίnteι-actίοns\n";

nΙΥ'Υι,taι-base;

my $tarbaseΙnteι-actίοn=Ο;

open(IN,$fiIe2) οι- die "$!\n";

whiIe(Π1Υ $Iine=<IN>)I

chon1p $Iine;

ΠΙΥ @teΠ1Ρ=SΡΙίtV'\I/,$Iine);

$taι-baseΙ$teπιρ[1 ]II$tenlρ[Ο]}=1;

$taι-baseInteractίon++;

# ΜΙΜΑΤΟΟΟ0416Ι Ε SG00000101158Ι Proteomics Ι COll1putatίonaI157569740_57569768

# ΜΙΜΑΤΟΟΟ0726Ι Ε SG00000146729Ι microarray Ι ExperilllentaI 13UTR

#

ΜΙΜΑΤΟΟΟ0646Ι ENSG00000008282Ι Pl"Oteonlics Ι COll1putationa11105732177_10573220S@10
5731507_105731535

#

ΜΙΜΑΤΟΟΟ0416Ι ENSG000001378011 Proteonlics Ι Computational139887837_39887865@3988

8473_39888501@39891060_39891088@39874096_39874124@39882813;39883392_39882824;39883
408



#

ΜΙΜΑΤΟΟΟΟΟ69Ι ENSG00000170876Ι ProteOJl1iCS Ι ComputationaI 114183652_14183680@1418
3980_14184008@14184453_14184481@14184503_14184531

# ΜΙΜΑΤΟΟΟΟΟ69Ι ENSG00000100141Ι Proteonlics Ι ExperimentaI 13UΤR

# ΜΙΜΑΤΟΟΟΟ416Ι ENSG00000196923Ι Proteonlics Ι ExperinlentaI 13UΤR

close ΙΝ;

my $step=(abs($min)+$max)/10;

my ($totalInteractions,$each_Interactions);

my $vel'ifiedInteractions=O;

warn "\t>Crossreferencing targetscan with tarbase \n";

for(my $i=$min;$i<=$max;$i+=$stepH

$totalInteractions=O;

nlY $verifiedInteractions=O;

foreach my $ensgid (keys 'Y<)nnesH

foreach ll1Y $mirnaNanle (keys <Y<,I$mresl$ensgidIlH

$eacll_Intera ctions=$sall1e_gene_interactionI$ensgidII$nIirnaNam e Ι;

if($mresj$ensgidH$nlirnaNanle 1>=$ίΗ

$totalInteractions+ =$each_Interactions+1;

# print "$mres{$ensgidH$mirnaNamel \n";

my $mimat=$nlirnasNAMEI$nlirnaNanlel;

if(exists $tarbaseI$ensgidH$lllilllatIH

$verifiedInte ractions+ +;

print FINAL_FILE_1 "$mimat\t$ensgid\n";



print FINAL_FILE "$i\t$totalInteractions \t$verifiedIn teractions \n";

2.J11iranda seed region.pI

#!/usrjbinjperI -w

use strict;

n1Y $file=shift;

J11Y $filel=shift;

n1Y $file2=shift;

#how to run: /target_region_codes.pI final_J11iranda_vl.txt human_ll1ature-aII.n1iRNAs.fa

fina 1_tarbase_hun1an_interaction.txt

Iny 'y',mres;

warn "\t>Loading targetscan interactions\n";

open(IN,$file) or die "$!\n";

while(defined(ll1Y $line=<IN»){

chomp $line;

if($line=-/chr/){

η1 Υ @ten1p=split(/\tj,$Iine);

$temp[O]=-/(.+) V(.+ )/;

my $geneID=$2;

$temp[3]=-/(.+)V(.+ )/;



my $mirnaName=$l;

$nnesI$geneID}I$m irnaNan1e I="$temp[l]_$ten1Ρ [2]";

close ΙΝ;

###############################

#Ioading hun1an_miRNA hash with miRNA key and value.

warn "\t>Loading n1iRNA info\n";

my ('YιIlnirnasNAME,%mirnasMIMAΤ);

open(IN,$filel) or die "$!\n";

while(n1Y $line=<IN>)I #hun1an mature-aII.miRNAs.fa

chomp $line;

ίί($ line=-j>/) ι

Π1Υ @tenΊP=splitV\sf,$Iine);

$teΠ1p[O]=-j>(.+)j;

$n1irnasMIMAT{$ten1p[l]I=$1;

$Π1irnasΝAME{$ll=$tenΊP[l];

# >hsa-let-7a-5p ΜΙΜΑΤΟΟΟΟΟ62ΗΟΠ10 sapiens Iet-7a-5p

# UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU

close ΙΝ;

#open finaI_tarbase_hulnan_interaction.txt

#Ioading hash tarbase with start_stop chrΟΠ10S0n1e

warn "\t>Loading tarbase interactions\n";

Π1Υ %tarbase;



open(IN,$file2) or die "$!\n";

while(my $line=<IN»{

chomΡ $line;

n1Y @temp=splitv\t/,$line);

$tarbase{$temΡ [1 ]}I$temp[O]l=$ten1ρ[2];

# ΜΙΜΑΤΟΟΟΟ074

#ΜΙΜΑΤΟΟΟ0252

#ΜΙΜΑΤΟΟΟΟ090

#ΜΙΜΑΤΟΟΟ0252

#ΜΙΜΑΤΟΟΟΟ074

#ΜΙΜΑΤΟΟΟΟ090

close ΙΝ;

ENSG00000136986

ENSG00000153187

ENSG00000152503

ENSG00000166225

ΕΝSG00000117335

ENSG00000158691

124027310_124027338

245016202_245016230

114460514_114460542

69969919_69969947

207968193_207968221

28348444_28348472

n1Y $νerifiedInteractions=O;

warn "\t>Crossreferencing targetscan with tarbase \n";

foreach n1Y $ensgid (keys 'Yι,nnes)!

foreach my $mirnaName (keys %{$nnes{$ensgidIlH

my $n1in1at=$mirnasNAMEI$n1irnaNan1el;

if(exists $tarbaseI$ensgid}l$mimatIH

$νerifiedInteractions+ +;

print FINAL_FILE "$νerifiedInteractions\ t$n1 in1at\t$ensgid \n";



3.inteJ·action gene-J1liRNA J1lίσοΤ algOl·ithnl.pl

#!jusrjbinjperl -w

use strict;

lllY $file=shift;

lllY $filel =shift;

nΙΥ $file2=shift;

open (FINAL_FILE:>νalidated interactions llliRNA-gene_nlicroT.txt');

#llOW to run: /interaction gene-llliRNA_nlicroT_algorithnl.pl

interaction_gene_nl iRN A_microT.txt hunlan_mature-all.nliRN As.fa
tarbase_human_Experinlental.txt

warn "\t>Loading interactions\n";

open(lN,$file) or die "$!\n";

while(defined(IllY $line=<IN>))!

chomp $line;

lllY @tenιp=splitV'\sj,$line);

my $geneID=$tenιp[O);

nΙΥ $lllirnaNallle=$tenιp[l];

$nιresI$geneIDI=$mirnaNanle;

#ENSG00000127720 hsa-nliR-20a-5p

#ENSG00000256574 hsa-let-7a-5p

#ENSG00000109819 hsa-Iet-7a-2-3p



close ΙΝ;

###############################

#Ioading human_nliRNA hash with miRNA key and value.

warn "\t>Loading miRNA info\n";

my ('Yι.nlirnasNAME,'YιImirnasMIMAΤ);

open(IN,$fiJel) or die "$!\n";

while(nlY $line=<IN>)j #human nlature-all.nliRNAs.fa

chonlp $line;

if($line=-j>/){

nlY @tenlp=splitί/\sj,$line);

$temp[O]=-j>(.+)j;

$nlirnasMIMAT/$tenlp[l]l=$l;

$lllirnasNAMEj$l!=$tenl p[l];

# >hsa-Iet-7a-5p ΜΙΜΑΤΟΟΟΟΟ62ΗΟΠΙ0 sapiens let-7a-5p

# UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU

close ΙΝ;

#open tarbase_hunlan_interaction.txt

#Ioading hash tarbase with 1

warn "\t>Loading tarbase interactions \π";

ΠΙΥ %tarbase;

ΠΙΥ $tarbase Interactiol1=O;

open(IN,$fiJe2) or die "$!\π";

while(my $line=<IN>)j



chonΊP $line;

my @temp=split(/\ I/,$line);

$tarbasel$ten1ρ[1JI{$ten1ρ [0]1=1;

$tarbaseInteraction + +;

#ΜΙΜΑΤΟΟ048011ENSG00000141551ΙSequencingl ΝΑ Ι UNKNOWN

#ΜΙΜΑΤΟΟΟΟ091ΙENSG00000151233ΙSequencing Ι ΝΑ Ι UNKNOWN

#ΜΙΜΑΤΟΟΟ0255ΙENSG00000172728ΙSequencing Ι Experimental Ι 33229824_33229852

#ΜΙΜΑΤΟΟΟΟ080 Ι ENSG000001230911 Sequencing Ι Experill1ental Ι 51738603_51738631

#ΜΙΜΑΤΟΟΟΟ093! ENSG00000130962! Sequencing Ι ΝΑ Ι UNKNOWN

close Ι

warn "\t>Finding interaction gene ll1iRNAs in testing database tarbase \π";

foreach Π1Υ $ensgid (keys 'Yι,mres)l

#foreach my $ll1irnaName (keys %I$mresI$ensgidll)I

n1Y $n1icroNan1e=$mresI$ensgidl;

Π1Υ $Jl1imat=$n1irnasNAME{$microNan1el;

if(exists $tarbase!$ensgidl{$n1ill1atl)l

print FINAL_FILE "$min1at\t$ensgid\n";

Ο δευτερος κώδικας γράφτηκε από τον Κ. Γεωργακίλα.
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