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1. Abstract

Il progetto Transfactory consiste nello sviluppo di una suite di tools bioinformatici per
la ricerca di regioni regolative della trascrizione, ricercando nel genoma gli elementi
cui possono legarsi specifici fattori di trascrizione e valutando le interazioni che
possano instaurarsi fra questi.

Transfactory ricostruisce un database di fattori di trascrizione e dei corrispondenti siti
di legame sul DNA a partire dalle informazioni disponibili in rete dalla banca dati
TRANSFAC®, analizza i record dei fattori di trascrizione per determinare quali possano
legare il DNA ed elabora le possibili interazioni che possono instaurarsi fra essi,
direttamente o mediante fattori intermedi.

La suite ricerca in una sequenza genomica i siti di legame dei fattori catalogati,
valuta la densita dei ritrovamenti, calcola il numero di interazioni che possono instau-
rarsi in ciascuna regione ad alta densita.

Transfactory permette da un lato di far emergere regioni promotoriali putative,
dall’altro di verificare quali interazioni si instaurino tra fattori di trascrizione in promo-
tori identificati sperimentalmente.






2. Introduzione

2.1. Fattori di trascrizione

Nella cellula eucariotica sono i fattori di trascrizione, piuttosto che I'RNA polimerasi,
ad essere responsabili per il riconoscimento del promotore, fungendo da sito di
attracco della RNA polimerasi (che da sola, infatti, ha scarsa affinita per matrici con
frammenti di dsDNA).

La definizione di fattore di trascrizione € di tipo funzionale: appartengono a questa
classe tutte le proteine necessarie per avere trascrizione ad un determinato promoto-
re (o set di promotori)itl, questo significa che I'ingresso nella categoria € concesso
anche a proteine poco caratterizzate.

| geni eucariotici sono sotto il controllo di un promotore organizzato modularmente,
contenente diversi siti di legame per altrettanti fattori di trascrizione, nessuno dei
quali é sufficiente ad avviare la trascrizione da solo. Il confronto di diverse regioni
promotoriali ha mostrato una scarsa omologia, e sembra che il “minimo comun
promotore” dei geni codificanti MRNA siano due soli elementi: un Initiator (Inr) che
contiene il sito di inizio (generalmente una Adenina), ed una TATA-box circa in posi-
zione -30, o in alternativa un “Downstream Promoter Element” (DPE) a valle del sito
d’inizio. Escludendo questo motivo comune, ogni promotore € costituito da un pecu-
liare set di elementi, spesso ripetuti e disposti secondo i due orientamenti; la
modularita dei promotori € una caratteristica fondamentale dei genomi eucariotici.

EnhanCer

TATA box

Fig. 2.1 - Rappresentazione schematica di un promotore eucariotico, con legati i fattori di trascrizioni (alcuni leganti
il DNA altri interagenti con quest’ultimi) e la RNA polimerasi. Si notano i tre enhancer a monte, il CRM (cis regulatory
module) e la TATA box, e I'organizzazione modulare dello stesso. In azzurro-lilla i fattori di trascrizione dell’apparato
basale, in arancione i complessi degli enhancer ed in verde-giallo i fattori del co-activator complex.



Il promotore recluta i suoi fattori di trascrizione, che formano una piattaforma per
ulteriori fattori che non legano direttamente il DNA (collettivamente formanti il “co-
activator complex”). Quest'ultimo stabilisce contatti con fattori legati a cassette
prossimali, ma anche con fattori di altre isole di elementi, dette enhancer, poste
diverse kilobasi a monte (o a valle) del punto di inizio. Gli enhancer spesso contengo-
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Fig. 2.2 - Schema di una “catena di interazione”.

no gli stessi elementi che si trovano

nel promotore prossimale.

Alcuni particolari set di elementi si
trovano in diversi promotori, detti cis
regulatory modules, CRM) nei quali
agiscono per ottenere una specifica funzione regolatoria (ad esempio alcuni CRM
sono peculiari di un particolare pattern spazio-temporale di espressione)s..

Ciascun fattore di trascrizione puod interagire con un (generalmente ristretto) pool di
fattori di trascrizione; solo alcuni di essi legano direttamente il DNA in un sito specifi-
co. Tramite queste interazioni, due fattori, leganti il DNA,possono interagire
indirettamente, come MyoD e AP-4 rappresentati in rosso in fig. 1.2, tramite dei
fattori intermedi (in avio).

2.2. TRANSFAC®

TRANSFAC® é un database contenente Struttura di un database

informazioni sia sui fattori di trascri- Fields

Table\ f'( \

NAME | DESC.‘

T® TATA Bind
Myob Mgogﬂ

zione trans-agenti che sugli elementi

regolatori di DNA cis-agenti di organi-
i S ) Records

smi eucariotici, per quanto riguarda :

geni codificanti proteinel®! (trascritti

o
02

P
P53 Tetrameric

'

dall’RNA polimerasi Il). U

Un database & un insieme di tabelle \ )

(tables) correlate Ogni tabella con- Fig. 2.3 - Schema di una tabella di database.

tiene i dati strutturati secondo campi (fields), ed ogni elemento della popolazione di
dati € detto record (vedi figura 2.3).

TRANSFAC® contiene sei tabelle, due delle quali di interesse per il progetto: SITE
(contenente i siti di legame al DNA, od elementi), e FACTOR (contenente informazioni
sui fattori di trascrizione). Il database viene compilato a partire da pubblicazioni sui
fattori di trascrizione, e le informazioni disponibili in ciascun record sono eterogenee,
in quanto non per tutti i fattori sono disponibili i dati sperimentali per poter compilare
allo stesso modo ciascun campo (es: per diversi fattori il cui campo “Interagisce-con”
€ vuoto, mentre fisiologicamente tutti i fattori interagiscono almeno con una protei-
na...).



2.3. Ricerca bioinformatica di regioni regolatorie

| fattori di trascrizione di interesse nella ricerca bioinformatica di regioni regolatorie
sono primariamente quelli che legano il DNA. A partire da analisi biochimiche si puo
costruire un modello del sito di legame. Il modello pit semplice & una sequenza
consensus, uno piu sofisticato ma flessibile, una matrice posizionale di peso. In
TRANSFAC® é disponibile la sequenza consensus di tutti i fattori di trascrizione
annotati come leganti il DNA, mentre - come evidenziato dai programmi del progetto
- solo per il 5% dei fattori di trascrizione Umani & disponibile una matrice posizionale
di peso, motivo per cui Transfactory utilizza le prime.

Ottenuto il modello che descriva il legame al DNA, questo viene utilizzato bioinforma-
ticamente per la ricerca di regioni regolatorie, ma diverse assunzioni arbitrarie
tendono ad inficiare la bonta della predizione. |l risultato finale & una eccessiva
quantita di falsi-positivi, che sfocia nel “futility theorem” di Wassermanl4], secondo
cui essenzialmente ogni sito di legame predetto non ha un ruolo fisiologico, in quanto
spesso I'eccesso di falsi positivi € di oltre 1000:1 (come € facile aspettarsi conside-
rando I'esigua lunghezza media delle sequenze di legame in confronto all’elevata
lunghezza delle sequenze genomiche analizzate).

Generalmente si assume che il legame di un fattore sia indipendente da quello degli
altri, non considerando quindi i legami cooperativi che si instaurano tra fattori di
trascrizione adiacenti.

Inoltre mentre tutte le regioni di una sequenza risultano ugualmente accessibili
all’analisi informatica, non € detto che sia altrettanto vero considerando i diversi stati
di condensazione che pud assumere il DNA in una cellula eucariotica.
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Fig 2.4 - Fra le possibili cause di predizioni “false-positive” vi € lo stato di condensazione che il DNA assume in vivo,
che puo rendere inaccessibili a fattori di trascrizioni sequenze che altrimenti legherebbero prontamente. Se una
sequenza (a) contiene tre siti di legame per un fattore di trascrizione (nell’esempio CSBP-1) questi verranno identifi-
cati da un sistema bioinformatico, mentre in vivo uno solo potrebbe avere un ruolo funzionale.



Queste pecche si riscontrano in generale in tutti i sistemi predittivi che si basino sulla
ricerca di siti di legame. Transfactory tenta di limitare I'imprecisione inserendo nel
processo computazionale I'analisi delle interazioni tra fattori di trascrizione, tenta
quindi di identificare i sopraccitati CRM, piuttosto che i singoli siti di legame dei

fattori di trascrizione.

2.4. Precisazioni sul metodo applicato

Transfactory elabora (cfr. paragrafo 3.4) delle “catene di interazioni”, come quella
presentata in figura 2.2, basandosi sui dati del database TRANSFAC®.

La singola “catena di interazione” elaborata, in sé potrebbe non avere significato
fisiologico (ad esempio se un componente della stessa non viene espresso assieme
agli altri, se non sono corrette le informazioni sulle interazioni riportate su TRAN-
SFAC®), tuttavia nel loro insieme tentano di associare fattori leganti il DNA anche se
non risultano interagire direttamente, ai fini di una ricerca su larga scala.

La ricerca nel genoma permette di trovare sequenze legate dai fattori di trascrizione,
tuttavia nel contesto di Transfactory si potra dire che la ricerca permette di trovare i
fattori di trascrizione stessi, data la relazione esistente ogni fattore di trascrizione e la
propria sequenza target.
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3. Materiali e Metodi

2.4. Panoramica di Transfactory Suite

Transfactory & una collezione di tools che permette la ricerca di regioni contenenti siti
di legame a fattori di trascrizione, considerando sia la densita degli stessi che le
possibili interazioni che si instaurano tra fattori cooperanti.

Un primo programma, DataMiner, permette di ricostruire, in una macchina locale, le
tabelle di TRANSFAC®, scaricando dalla rete i singoli record delle tabelle SITE e FAC-
TOR. Il programma DataProcessor poi elabora le informazioni scaricate generando
(ed aggiornando) un database MySQL in un server locale.

Nei record della tabella SITE sono contenuti dati sulle interazioni conosciute fra fattori
di trascrizione. Interactor elabora queste informazioni per stabilire quali fattori pos-
sano interagire tra loro anche indirettamente (per mezzo di fattori intermedi).

Un insieme di programmi (GenomeScanner) ricerca nel DNA i siti di legame dei
fattori, determina le regioni a densita inaspettatamente alta, e setaccia quest’ultime
vagliando la rete di interazioni che possono instaurarsi in ciascuna, effettuando uno
scoring basato sul numero di interazioni.

Transfactory pud quindi essere uno strumento per identificare regioni promotoriali
putative, o pil semplicemente pud analizzare una sequenza ottenuta clonando la
regione 3’ di un gene, potendo quindi identificare i fattori di trascrizione

dell’organismo in studio che possono legarvisi, evidenziandone le interazioni.

Panoramica del progetto Transfactory Suite

TRANSFAC
database ——
mySQL
TRANSFAC® Data Base Transfactory DataMiner Transfactory DataProcessor
Banca dati di fattori Download dei records di Creazione tabelle SQL
di trascrizione e loro siti di TRANSFAC®
legame al DNA

CCGTATAA GTCG(
_ Transfactory GuessProm Transfactory G 3 Transfactory Interactor
Ricerca le regioni ad alta densita Ricerca nel genoma dei siti di legame Analisi delle interazioni tra
di fattori, valutanto le interazioni dei singoli fattori di trascrizione fattori di trascrizione

\ che possono presentare.

Fig. 3.1 - Rappresentazione schematica dei moduli componenti la suite di programmi “Transfactory”.
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3.2. DataMiner, download del database TRANSFAC®

Per poter ricostruire in locale una replica delle tabelle di TRANSFAC®, che sono pub-
blicamente consultabili ma non scaricabili in toto (se non a pagamento), & stato
sviluppato, in ambiente Borland Delphi™I10], un’applicativo che simula la navigazione
all’interno del sito, effettua la log-in, imposta la query (ricerca) e scarica uno ad uno i
record selezionati dalla query. Delphi™ & un ambiente di sviluppo RAD (Rapid Appli-
cation Development) visuale; il programma utilizza per la navigazione in Internet il
modulo ActiveXI12! di Microft® Internet Explorer, facilmente riconoscibile in figura 3.1.
Il programma permette di selezionare I'organismo di cui si vogliono ottenere le infor-
mazioni, e la tabella da scaricare (FACTORS 0 SITES). Al termine della sessione (che
richiede pochi minuti per scaricare i 960 fattori di trascrizione umani catalogati) tutte
le pagine vengono salvate come files HTML in una cartella locale.

[EX Transfactory - Data miner BE]@
Main settings @ Browser | page source | Program Log | Options | Data Browser
— = -~
QRO ~e Entry: Accession Search Field: Factor Name Organism
No.: Organism Species Species
3 bl
CH\Documents and Settngslpro 301: TO0912 ...h1ln:nan= Homo YEBP hmJ:llan= Homo
sapiens... sapiens
Organism: Results par page:
302: X human, Homo
100 - 5 .
Transfactory Suite sapiens
(= v | s | el DataMiner human, Homo
1.7¢ sapiens
©, 1 Login and search 304: Developed by Andrea Telatin human, Homo
Under the supervision of Prof. Giorgio Valle and Dot Nicola Cannata .
sapiens
# 2. Download record URLs o
305 human, Homo
.2 3. Download record fields © 2004, CRIBI - University of Padus Sa‘pieﬂs
..} 4, Data-base browser 2 Release 1.7 | humaﬂ B
- Integrated a built-in field extractor and record il sapiens
. analysis tool, active while downloading recards, —
307 - Minar bug fixed Iman, Homo
sapiens
Release 1.5 |
308: e human, Homo
RETRIVAL STATUS: sapiens
309: TO0953 _human. Homo DEF human. Homo
\ sapiens
310: T00962 Elenco di records
s v
Operazione completata & 2004, CRIBL

Fig. 3.2 - Schermata di DataMiner, con evidenziate alcune caratteristiche della stessa.

3.3. DataProcessor, estrazione dei record di TRANSFAC®

Scritto in Perlil], DataProcessor elabora le informazioni scaricate da DataMiner,
estraendo da ogni file HTML, tramite pattern matching(13l, il contenuto di ogni campo,
e genera come file di output i file MySQL che permettono di ricreare in locale le tabel-
le di interesse, ed i file .LST, che vengono interrogati dagli altri script Transfactory.

Da un client MySQL, gia a questo step, & possibile ricavare diverse informazioni, ad
esempio quali e quanti fattori leghino direttamente il DNA e/o interagiscano con altri
fattori di trascrizione. Per ulteriori dettagli si veda il paragrafo 4.1.
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3.4. Interactor, interazioni tra fattori di trascrizione

E di interesse sapere se due fattori di trascrizione interagiscano (informazione riposta
in TRANSFAC®), non solo diretta- ‘@ o0 Transfactory - Interactor.pl =3

mente, ma anche indirettamente, CREATE CHATN

come illustrato in flg 2.2. 2 2004, CRIBI - University of Padua
Written by Andrea Telatin

Analizzando il genoma, infatti, [T
Interactor produces a file of TF-chains.

possiamo trovare gli elementi cui
== SYNTAX:
Interactor {-name}

si legano i fattori trascrizione, e

(Default output shows protein IDs, with -name

Transfactory intende determinare parameter the output shows protein names.)
. . . . . »=»»> REQUIRES:
le interazioni fra questi fattori Requires "factors.lst".
o ) The file is created by resultscan.pl.
leganti il DNA, anche tramite [ERrrernees
. . T00029AT0192
proteine intermedie. ¥ggg}:g-gg%gig-'\T01346-'\T02?18 wax
. : TO0035AT0003
Interactor, a partire dal pool di EEESERSHHT!
TO0035AT00910
i TO0036ATO003
fattori che contemporaneamente BREEHRIECH e
. . . . TO0040ATO0040*
leghino il DNA e altri fattori (cfr. RZHSGHEE

TO0045AT0004

par. 3.2), effettua una ricerca [ErsENErssEN

2

combinatoria fra i fattori che
possono interagire con questo, ERIEISIE

. TO0051ATO016
fino ad approdare ad un altro [EEEEEEEEE

fattore del medesimo pool. In fig. Fig. 3.3 - Screenshot di Interactor.pl, eseguito da riga di
3.3 si vede Interactor mentre comando. Le catene sono rappresentate dal codice

) identificativo (ID) dei vari fattori.
genera le “catene di interazione”.
Le catene terminanti con “***” sono valide: ovvero iniziano e terminano con fattori
leganti il DNA; le altre sono catene “abortive” che il programma non é riuscito ad
allungare ulteriormente, e verranno scartate.
Ai fini della ricerca in sequenze genomiche i fattori rilevanti sono il primo e 'ultimo di
ogni catena, quelli che si legano al DNA. Un programma (chainsimplifier.pl) semplifica
le catene producendo un file in cui ogni fattore legante il DNA viene associato a tutti i

fattori leganti il DNA con cui direttamente od indirettamente puo interagire.

3.5. GenomeScanner, ricerca degli elementi regolatori

| programmi preliminari hanno ottenuto ed ordinato le informazioni di TRANSFAC®,
ottenendo una rete di interazioni - dirette ed indirette - ed associando ad ogni se-
quenza di legame nel DNA della tabella sITE, uno o piu fattori che la leghino
specificamente.

Il programma GenomeScanner ricerca nella sequenza di DNA fornitagli in input le
posizioni degli elementi di DNA (presi dal file SITES.LST, generato da DataProcessor), €
produce un file di output che contiene I'elenco di tutte le posizioni trovate. La ricerca
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awviene nella sequenza fornita in input e nell'inversa-complementare che viene
calcolata all’avvio. La ricerca avviene tramite il pattern matching di Perl, potente
sistema di estrazione di stringhe di testo, e riguarda i singoli siti di legame, ignorando
per ora le interazioni calcolate da Interactor.

A partire dalla sequenza di DNA da analizzare (sia essa un intero cromosoma o le
poche kilobasi dell’inserto di un vettore) viene prodotto un elenco di posizioni.

‘0086 Perl shell =Y
X:\>perl elf.pl Genome,/Chr22m.txt Chr22m.out 19-06

. TRANSFACTORY SUITI O P |
B [ O [ (R ELEMENT FINDER

.34 (done)
0 (done)
5 bp.

loaded to
found.

CANNING GENOMIC SEQUENCE |
5 N sequence, e

Fig. 3.4 - Screenshot di GenomeScanner (ELEMENTFINDER.PL). Il programma € stato appena avviato, ha caricato in
memoria il cromosoma 22, gli elementi da cercare e sta ora eseguendo la ricerca che richiede circa dieci minuti.

Il file output contiene la posizione del ritrovamento, la sequenza trovata, il fattore od i
fattori che la legano, la direzione (forward o reverse), ed € il punto di partenza per la
ricerca delle regioni promotoriali da parte di GuessProm. Le ultime righe dell’output
generato dalla scansione del Cromosoma Umano 22 sono riportate in fig. 3.4.

Fig. 3.6 - Ultime righe
dell’output generato dal
programma nell’analisi del
cromosoma 22. L’output

Output del programma GenomeScanner

Riga Posizione Direzione Sequenza cercata Fattori legantisi
consta di oltre un milione e
1531232 643956(10]| 1 | T00029; T00123; TO0133; mezzo di elementi trovati.
1531233 703942 |10 | FWD|ATGAGTCAGA|T00029; T00123; TO00133; Come si pud notare, alcuni
1531234 212476|10|REV|ATGAGTCAGA|T00029; T00123; TO00133; elementi di DNA sono
1531235 144606|10|REV[ATGAGTCAGA|T00029; T00123; TO0133;  persaglio di diversi fattori di
- - trascrizione.

14



3.6. GuessProm, ricerca delle regioni regolatorie

GuessProm a partire dall’output di GenomeScanner esegue una ricerca di regioni ad
alta densita di siti di legame (utilizzando parametri di soglia e larghezza della finestra
definiti dall’'utente) considerando non solo il numero di elementi riscontrati, ma
anche le possibili interazioni che potrebbero intercorrere tre i fattori leganti gli ele-
menti trovati. Il sistema esegue una scansione con una finestra di larghezza definita
dall'utente, e registra il numero di siti di legame presenti in ciascuna finestra. Un
parametro di cutoff permette di tener conto solo di valori superiori alla soglia. E’
possibile specificare il passo della finestra (di quanto distanziare una finestra dalla
successiva), in modo da velocizzare la scansione. E prudente scegliere un passo non
superiore ad un decimo della finestra, per registrare in maniera affidabile le posizioni
di inizio e fine delle regioni promotoriali trovate.

Le finestre adiacenti hanno un alto tasso di sovrapposizione, percio il programma
registra la prima posizione in cui rileva un segnale superiore al cut-off, e I'ultima,
generando nell’output una serie di regioni ad alta densita, e in queste regioni control-
la le interazioni, con un indice che normalizza la densita di interazione rispetto alla

densita stessa:

In una finestra che nel genoma va dalla posizione (base) r alla

score. = (OC‘ f) + (B : i) posizione s, il programma conta i fattori che si possono legare (f) ed il
s (S — I’) numero di interazioni che si possono instaurare fra gli stessi (i). Due

coefficienti o e B calibrano il peso che si vuol dare ai due parametri.
Questo indice permette di ricalcolare il peso delle regioni ad alta densita di siti di
legame, penalizzando i siti ricchi di siti di legame per fattori che non sembrano inte-
ragire tra loro. L'output di Guessprom, in formato CSV (comma separated values),
puod essere aperto direttamente con Microsoft Excel® per ulteriori analisi.

Una considerazione sull’algoritmo

Un primo approccio al problema del calcolo . ')
delle interazioni & stato diretto: per ogni ' )

fattore trovato in una finestra (in tutto n) (el QIBRY (A4~
verificare se interagisca 0 meno con gli altri

(in tutto n-1). Lordine di complessita di questo algoritmo & O(n’), e rallentava pesantemente
I’elaborazione dei dati.

Un nuovo approccio adottato € stato di creare una stringa, in ogni finestra, contenente gli ID dei
fattori che posso legarsi (es: TOO001-TO0012-T01844). Dopodiché per ogni fattore di
trascrizione si cerca, tramite pattern matching di Perl, se i fattori del set con cui pud interagire
sono contenuti in questa stringa. Lalgoritmo diventa di complessita lineare, paragonabile al
- semplice conteggio della densita di siti di legame.

15



3.7. Schema delle dipendenze dei programmi

Questo schema (fig. 3.6) presenta le dipendenze dei programmi della suite.

DataMiner ’ 4/

Internet
(TRANSFAC®)

1.htm, TOO012.htm, TOOO1:

/

Data
Processor

DataProcessor | ———» h- sites.sal
factors.sql

sites.Ist
factors.Ist
‘ chains.Ist
/ Interactor —®  chainnames.lst

input-sequence pairs.st T

files che generano.

input-sequence.out output.

ulteriori elaborazioni.

GuessProm ’ <

@@ input-sequence.csv
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Fig. 3.6 - Schema delle dipendenze di

i Transfactory: sono riportati i programmi
GenomeScanner della suite, gli input che utlizzano ed i

DataMiner salva un numero di
HTML pari a quello dei record scaricati
in una cartella ad hoc, gli altri, invece,
programmi generano singoli

Infine, l'output di GuessProm puo
essere aperto da Microsoft Excel® per



4. Risultati e Discussione

4.1. Download dei record di TRANSFAC®

Utilizzando DataMiner (vedi paragrafo 2.1) per I'organismo Homo sapiens sono stati

scaricati 960 files dalla tabella FACTOR e 1281 dalla tabella SITE. Dopo aver ricostruito

il database MySQL con DataPro-
cessor € stato possibile ottenere il
fattori di
trascrizione: di alcuni (482) infatti

numero effettivo di

non si conoscono le interazioni
con altre proteine o con il DNA e
sono stati scartati.

Tramite semplici query SQL €
stata individuata la struttura dei
record significativi. In particolare
per 98 si sa che legano il DNA ed
interagiscono con altri fattori di
trascrizione, sono il pool di
partenza e di arrivo per la ricerca
di “catene di interazione” (vedi
fig. 2.2) da parte del programma

Interactor (cfr. paragrafo 3.3).

F [960]
(tutti i fattori)

1[259]

(fattori‘interagenti-con altri)

482

Fig. 4.1 - Distribuzione dei record della tabella FACTOR. Il sottoin-
sieme B (Binding DNA) ne contiene 317 ed il sottoinsieme 1
(Interacting with other factors) 161. L’insieme INB ne contiene 98.
Queste informazioni sono recuperate tramite query SQL, ad esempio
per I'insieme IB :

select count (id)
isnull (bindsdna))

from
and

factors where (not
(not isnull (interacts));

4.2, Catene di interazione elaborate da Interactor

Il programma Interactor ha ricostruito 169 catene di interazione compiute, delle quali

ne vengono qui riportate quattro a titolo esemplificativo:

ID FATTORI DI TRASCRIZIONE DELLA CATENA

o1 TBP TAF(I)100 | TAF(II)18 TAF(11)28 TAF(11)20 TAF(I)30 ER-a
02 c-Rel NF-xB1 p IKB-o NF-xB

03 E2F-1 P53

04 c-Rel NF-xB

TRANSFAC® spesso include come record distinti di fattori di trascrizione, sia un com-

plesso, che i suoi componenti. Questa € una duplicazione di informazione che non

agevola le elaborazioni automatiche e pud portare ad artefatti. Inoltre isoforme,

varianti e precursori possono appesantire I'elenco: c-Rel interagisce direttamente con

17



NF-kB, ma anche tramite NF-kB1 p, che ne € il precursore (secondo esempio della
tabella).

Le catene piu lunghe (7-8 fattori) includono diversi TAFs (TBP associated factors),
come nel primo esempio della tabella.
Si nota inoltre che il 67% delle catene é
lunga due unita: si tratta quindi di fattori
che interagiscono direttamente. La
distribuzione delle lunghezze delle

catene é presentata in figura 4.2.

Fig. 4.2 - Distribuzione delle lunghezze delle catene di
interazione elaborate da Interactor.

4.3. Ricerca di siti di legame

La ricerca di siti di legame (elencati nel file sites.Ist, generato da DataProcessor)
viene eseguita da GenomeScanner. La ricerca di test & stata effettuata nel Cromo-
soma Umano 22 (lungo circa 35 kb).

ELEMENTI TROVATI
1531233
847 624

SEQUENZA UTILIZZATA

22N - Cromosoma 22 (Sequenza completa)

22M - Cromosoma 22 (Repeat Masker)

Il numero di picchi trovati viene quasi dimezzato se si fornisce a GenomeScanner una
la sequenza genomica processata da Repeat Maskeri14], un tool che sostituisce le
basi di regioni a bassa complessita con delle “N”, che vengono quindi ignorate dai
software che effettuano ricerche nella sequenza.

4.4. Ricerca di regioni regolatorie

L’analisi dell’output di GenomeScanner effettuata da GuessProm € volta a rilevare le
regioni ad alto segnale (densita di siti di legame e densita di possibili interazioni, cfr.
paragrafo 3.6).

Il numero di picchi rilevati dipende dai parametri fornito per la ricerca (larghezza
finestra, passo della finestra, cut-off).

L’analisi delle sequenze precedenti &€ avvenuta con due set di questi valori:
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Set A Set B
Finestra 200 bp 500 bp
Passo 20 bp 50 bp
Cut-off 25 (fattori/finestra) 50 (fattori/finestra)
Picchi trovati (22N) 1556 703
Picchi trovati (22M) 894 449




Il file di output di GuessProm puod essere visualizzato direttamente con Microsoft

Excel®, foglio di calcolo che permette facilmente di visualizzare in forma grafica i
valori della tabella.

Per la sequenza 22M (Cromosoma 22 elaborato da Repeat Masker) si € ottenuto un
grafico in cui sono rappresentati, in rosso, i picchi delle interazioni, ed in grigio, i
picchi. | valori dei picchi (espressi in percentuale) sono relativi al massimo valore (il
picco di interazioni pari al 100%).

* densita di fattori

100% 1 o densita di interazioni

90%

o
40% i
30% % ol 0 T
I el [ [ ] ®
Ik S o\ A ' T
20% | Z J0e 1 9|
° = [l /¢ le D% Tl
I F\3 S/ l»' L% e
10% s / [ Lo I/ [®| . /7
= b /Uaelad® | 7 ¢ |
.- age / }rﬁ { / N
o /81 . / - o
o @ B4 wes . H
10.000.000 15,000,000 20,000,000 25,000.000 30.000.000

Fig. 4.3 - Elaborazione della scansione del Cromosoma Umano 22 in Microsoft Excel®.

Aprendo una finestra di 880.000 basi di questo cromosoma con il GenomeBrowser8],
e confrontandola con la predizione, si nota certa corrispondenza fra gli mRNA identi-
ficati nella stessa e le predizioni di GuessProm, come si pud notare in fig. 4.4.

Base Position | 25300000 | 25400000 | 25500000 | 25600000 | 25700000 | 25800000 | 25900000 |
Chromosome Band 22q12.1
STS Markers (I At T 1 (I | I | [N | | |

Locs7168 | 1| |
LOC57168 (R}
AK124497 []

HPS4 i hum
U63541 |
TFIP11 willle
TFIP11 i
TPST2 (0 1

HMG1L10

CRYBB1 (L
CRYBA4 il
AK124820

Known Genes Based on SWISS-PROT, TrTEMBL, mRNA, and RefSeq

Human mRNAs from GenBank
Human mrnas | N (D D | BN (. | B [ ] 11

Human/Mouse

60

score (%)

50

40

> ’ii ii i;is | : 3 "

posizione

Fig. 4.4 - Confronto di una regione (Chr22:25.136.565-26.250.000) del Cromosoma 22 da 880.000 basi visualizza-

ta con GenomeBrowser (in alto) e i picchi individuati da GuessProm (in basso). Si nota una certa corrispondenza di
quest’ultime con la densita degli mRNA.

POO 0000 090 & ¢ 0004000 ¢

19



In figura 4.5, infine, si confronta la predizione effettuata in una regione contenente
un gene (TNNC1), con finestra centrata sul gene stesso in GenomeBrowser.
GuessProm in questo caso individua due picchi, uno a monte ed uno a valle del sito.

| 52443500 | 52444000 | 52444500 | 52445000 | 52445500 | 52446000 | 52446500 | 52447000 |
Chromosome Band 3p21-1
TNNC1 <+
| am L L i 3

Human/Mouse/Rat Humor Alignments (mm3-Feb03, rn3-Jun 03)

O O

Fig. 4.5 - Confronto analogo al precedente applicato ad una regione ristretta (4.400 basi del terzo Cromosoma
Umano che includono il gene TNNC1). L'orientamento del gene & indicato dalla freccia. | picchi di GuessProm sono
rappresentati dalle due barre avio verticali, la seconda potrebbe rappresentare il promotore del gene.

4.5. Prospettive future

Un programma predittivo deve essere validato con un training set di sequenze note
per poterne calcolare I'affidabilital2. Dopo aver eseguito la predizione, si possono
ottenere i seguenti parametri:

VN
e Specificita (V—)'

N+FP"
VP = Veri Positivi;
e Sensitivita (L); VN = Veri Negativi;
VP+FN FP = Falsi Positivi;

N VP FN = Falsi Negativi;
e Selettivita (—————);
VP +FP

L’affidabilita del sistema pud essere espressa anche con un unico indice di correla-
zione, che vale 1 in caso di perfetta corrispondenza predizione-realta e -1 in caso di
predizione totalmente imperfetta:

(VP)(VN) —(FN)(FP)

Correlazione =
J(VN +FN)(VN + FP)(VP + FN)(VP + FP)

Nel caso di Transfactory si deve dunque disporre di un set di promotori ben annotati
€ porzioni sicuramente prive di funzione regolatoria.

Data la difficolta di reperire un training set di dimensioni adeguate da essere statisti-
camente significativo, queste analisi possono essere affiancate a confronti dei
risultati ottenuti per la medesima regione con altri sistemi predittivi.

Questa verifica permettera anche di ottimizzare il sistema impostando, in Guess-
Prom, i parametri (cfr. paragrafo 3.6) ed i coefficienti che forniscono mediamente la

miglior correlazione.
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