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1 Wstep

Od zakoniczenia projektu poznania genomu ludzkiego (z ang. Human Genome Project) ilogé
danych biologicznych zbieranych w badaniach genomowych rosnie w sposob wyktadniczy [Co-
ok et al., 2015]. Aby nadazy¢ za analiza stale naptywajacych danych, rosnie zapotrzebowanie
na opracowywanie nowych metod obliczeniowych, ktére ulatwia przetwarzanie ogromnych
ilosci pozyskiwanych informacji.

Jednym z najbardziej znanych przyktadéw zlozonego problemu obliczeniowego, ktory
jest powszechny we wspotczesnej genomice, jest mapowanie krotkich odczytow. Przywotany
problem jest bardzo istotny, poniewaz wiele protokoléw biologicznych jest opartych na
technologiach sekwencjonowania nowej generacji (z ang. Next Generation Sequencing),
wytwarzajacych miliony krétkich odezytow, ktérych pozycja w genomie musi zostaé¢ okreslona,
aby zinterpretowa¢ wyniki eksperymentu [Flicek and Birney, 2009]. Naiwne rozwiazania
tego problemu sa bezuzyteczne ze wzgledu na wysokie koszty obliczeniowe, a powszechnie
stosowane podejscia wykorzystuja zaawansowane algorytmy.

Innym przykltadem jest problem pomiaru réznic w ekspresji genéw majacy ogromne znacze-
nie, miedzy innymi w badaniach farmaceutycznych [Bai et al., 2013, Lohmann et al., 2013, Lee
et al., 2017]. Pomiary ekspresji genow sa zwykle przeprowadzane przez ilosciowe okreslenie
liczby odczytow mapowanych do docelowych sekwencji DNA. W tym kontekscie zaklada sie,
ze liczba zliczen danej sekwencji w probcee jest proporcjonalna do ekspresji okreslonego genu.
Jednak ze wzgledu na liczne btedy towarzyszace eksperymentom sekwencjonowania nowej
generacji bezpos$rednie poréwnania zliczenn zwykle nie sa przydatne, a badacze wykorzystuja
dedykowane modele statystyczne, ktére pozwalaja na poprawne zinterpretowanie uzyskanych
wynikow [Froussios et al., 2019].

Waznym zagadnieniem w genomice jest badanie mechanizméw roéznicowania komorek.
Duzo wysitku poswieca sie zrozumieniu przyczyn odpowiedzialnych za réznorodnosé ko-
moérkowa organizmu zwazywszy na to, ze jadra komoérkowe zawieraja prawie identyczna
sekwencje DNA. Jednym z wielu czynnikéw, ktore maja istotny wplyw na réznicowanie i



funkcjonowanie komorek, jest przestrzenna organizacja chromatyny [Zheng and Xie, 2019].
W odniesieniu do badan strukturalnych jader komorkowych ostatnia dekada byta szczegodlnie
owocna ze wzgledu na postep w technikach badania architektury chromosomoéw zwanych 3C
(z ang. Chromosome Conformation Capture).

Niniejsza rozprawa jest po$wiecona opracowaniu metod obliczeniowych do analizy danych
uzyskanych z metody Hi-C - wysoko rozdzielczego wariantu protokotu 3C. W szczegolnosci
rozprawa koncentruje sie na analizie poréwnawczej, ktorej celem jest odkrywanie istotnych
biologicznie réznic struktury chromatyny pomiedzy badanymi probkami.
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Rysunek 1. Schemat protokotu Hi-C. Rysunek z [Rao et al., 2014]. Uzyto za zgoda Elsevier.

1.1 Badania nad struktura chromatyny

Przez dhugi czas badania struktury genomu byty ograniczone gléwnie z przyczyn technicznych.
Pierwsze badania organizacji chromatyny zostaly przeprowadzone przy uzyciu mikroskopii
Swietlnej przez Carla Rabla, ktory zasugerowal koncepcje modelu terytoriéw chromosomowych
(z ang. chromosome territories) w 1885 roku [Cremer and Cremer, 2010]. Jego hipoteza
glosila, ze chromosomy zajmuja odrebne objetosci jadra komérkowego, zamiast przeplataé sie
nawzajem. Koncepcja terytoriow chromosomowych zostata ostatecznie potwierdzona przez
Thomasa i Christopha Cremera w latach 80-tych [Cremer and Cremer, 2001].

Rozw6j mikroskopii elektronowej umozliwil bardziej szczegétowe badania organizacji
chromatyny, co pozwolito na zaobserwowanie wtdkna chromatynowego w postaci "sznura
koralikow" (z ang. beads-on-string) [Annunziato, 2008]. Kolejnym postepem w badaniu archi-
tektury genomu byl rozwdj fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH - z ang. Fluorescence
In Situ Hybridization) [Gall and Pardue, 1969]. Ta technika pozwala ustali¢, czy wybrane
fragmenty wtokna chromatyny znajduja sie w bezposrednim sasiedztwie w przestrzeni. Pomi-
mo dos¢ zmudnego i kosztownego protokotu FISH okazal sie niezwykle przydatny w wielu
waznych eksperymentach i nadal jest wykorzystywany do badania kolokalizacji elementow
regulatorowych [Stack et al., 1977, Zorn et al., 1979].

Kamieniem milowym w badaniach struktury chromatyny bylto opracowanie technik 3C
(ang. Chromosome Conformation Capture) [Dekker et al., 2002]. Ta grupa metod pozwala ba-
da¢ architekture genomu w wysokiej rozdzielczosci, poprzez probkowanie milionéw interakcji
chromatynowych w trakcie pojedynczego eksperymentu. Najbardziej zaawansowany wariant
techniki 3C - Hi-C umozliwia prowadzenie badan strukturalnych na niespotykana dotad
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Rysunek 2. Mapy kontaktow Hi-C ludzkich komorek IMR90 z badania przeprowadzonego
przez [Rao et al., 2014]. Lewa macierz ilustruje wewnatrz- i miedzy-chromosomowe mapy
kontaktow chromosomoéw 13-22. Granice chromosomoéw sa oznaczone przerywanymi liniami
pionowymi i poziomymi. Prawa macierz przedstawia wewnatrz-chromosomowa mape kon-
taktow chromosomu 22. Pasek kolorow wskazuje intensywnosé kontaktow (liczbe interakeji).
Szare obszary oznaczaja brak interakcji. Duze, szare paski obecne w wiekszosci macierzy
odpowiadaja centromerom, telomerom lub innym regionom niemapowalnym.
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skale [Lieberman-Aiden et al., 2009|. Podczas eksperymentu Hi-C pary fragmentow chroma-
tyny, ktore znajduja sie w przestrzennym sasiedztwie, sa stabilizowane przez kowalencyjne
wiazanie formaldehydem w procesie zwanym sieciowaniem (z ang. crosslinking, Rysunek 1,
jasnoniebieski obwarzanek). Nastepnie probka jest trawiona enzymem restrykcyjnym, konce
fragmentéw restrykcyjnych sa wypelniane biotyna i ligowane. P6zniej DNA jest fragmento-
wany za pomoca sonikacji lub enzymu restrykcyjnego, a zligowane elementy sa wyciagane z
roztworu przy uzyciu specyficznego wiazania biotyny ze streptawidyna. Na koniec uzyskane
fragmenty sekwencjonuje sie metoda sparowanych odezytow (z ang. paired-end) w celu uzy-
skania biblioteki odczytow, ktora wskazuje kontakty pomiedzy wldoknem chromatynowym. Po
sekwencjonowaniu odczyty sa mapowane na genom referencyjny, aby okresli¢ ich pochodzenie
i wskazaé interakcje. Standardowym sposobem gromadzenia danych Hi-C sa mapy kontaktow,
ktore agreguja kontakty miedzy dowolna parg fragmentow DNA o statej, z gory okreslonej
dlugosci (Rysunek 2).

Jednym z najbardziej charakterystycznych wzoréw w mapach kontaktéw Hi-C genomdw
ssakow jest istnienie kwadratowych blokéw o wysokiej intensywnosci oddzialtywari, ktore sg,
zlokalizowane wzdtuz glownej przekatnej (Rysunek 3) [Sexton et al., 2012, Dixon et al., 2012].
Obecnosé tych jednostek, nazwanych pozniej TAD-ami (z ang. Topologically Associating
Domains), zostala potwierdzona w wielu organizmach [Dixon et al., 2012, Rudan et al.,
2015|. Zainteresowanie badaniem TAD-6w i ich korelacji z ekspresja genow lub epigene-



tycznymi modyfikacjami chromatyny zaowocowalo opracowaniem licznych algorytmow do
systematycznego wykrywania tych obiektow [Zufferey et al., 2018].

1.2 Zwiazek pomiedzy struktura chromatyny a regulacja genéw

Wiekszosé sekwencji ludzkiego DNA sklada sie z regioné6w niekodujacych. Pewna klasa
takich regionéw zwana elementami regulatorowymi odgrywa kluczowa role w utrzymy-
waniu procesow komorkowych [Maston et al., 2006]. Zasadniczo elementy regulatorowe
mozna podzielié na dwie rodzaje: bliskie i odleglte (Rysunek 4a). Te pierwsze zawieraja
motywy rozpoznawane przez polimeraze DNA, czynniki transkrypcyjne i elementy odle-
gle. Zazwyczaj transkrypcja specyficzna tkankowo jest wyzwalana po tym, jak fragment
DNA zwany enhancerem (z ang. enhancer - wzmacniacz transkrypcji) zwiaze sie z regionem
promotorowym genu (Rysunek 4b). W przeciwienistwie do enhanceréw, wyciszacze (z ang.
silencers) zwiazane z promotorem dzialaja jako represory danego genu. Izolatory z kolei
(z ang. insulators) ograniczaja zasieg elementow regulatorowych (Rysunek 4). Izoluja one
rozne obszary genomu od niepozadanego wzajemnego wplywu na ich regulacje (Rysunek 4a).

Funkcjonowanie dystal-
nych elementéw regulatoro-
wych wymaga tworzenia od-
dziatywan dalekiego zasie-
gu miedzy odleglymi frag-
mentami wiékna chromaty-
nowego. Ostatnie dniesienia
z analiz danych Hi-C suge-
ruja istotna role TAD-6ow
w ksztaltowaniu krajobra-
z6w regulacyjnych poprzez
ograniczanie zasiegu elemen-
tow regulatorowych. W pra- 1400 1500 1600 1700 1800
cy [Andrey et al., 2013] wy-
kazano, ze zaburzenie segmentacji domenowej chromosomu moze prowadzi¢ do powaznych
wad rozwojowych i w rezutacie do chorobowego fenotypu. Powyzsze obserwacje podkreslaja
znaczenie badan architektury genomu w pracach nad wyjasnianiem mechanizméw regulacji
genow.

Rysunek 3. Frag-
ment mapy kontak-
tow Hi-C chromoso-
mu 18 ludzkich em-
brionalnych komorek
macierzystych (ESC)
z nalozonymi TAD-
ami (czarne trojkaty
wzdtuz gléwnej prze-
katnej). Dane Hi-C z
pracy [Dixon et al.,
2012]

2  Gloéwne wyniki

Badania Hi-C moga przyczynié sie do znacznej poprawy naszego zrozumienia organizacji
genomdw. Jednak protokol ten jest bardzo zlozony, a przetwarzanie uzyskanych danych jest
czasochtonne i wymaga skrupulatnej analizy statystycznej aby oddzieli¢ interesujacy badaczy
sygnal od szumu. Bledy powstajace w trakcie protokotu Hi-C utrudniaja bezposrednie
poréwnania miedzy réznymi zbiorami danych przez co niezbednym staje sie zastosowanie
technik statystycznych.

W tej pracy badaliémy problem poréwnywania zbioréw danych Hi-C na poziomie domen
topologicznych, a takze par fragmentéw DNA. W pierwszym przypadku zaproponowalismy
nowga miare odlegtosci dostosowana do poréwnywania segmentacji TAD. W drugim przypadku



opracowaliémy podejscie do wykrywania interakcji roznicowych macierzy kontaktow Hi-C w
oparciu o uogdlnione modele liniowe.
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Rysunek 4. Elementy regulatorowe. a) Region regulatorowy genéow zawiera promotor oraz
elementy odlegte, takie jak izolatory, wyciszacze i enhancery. Regulacja niektérych genow
jest inicjowana poprzez tworzenie oddzialywan dalekiego zasiegu pomiedzy enhancerami i
promotorami. b) Funkcje odleglych elementow regulatorowych. Enhancery inicjuja trans-
krypcje poprzez interakcje dalekiego zasiegu. W podobny sposéb wyciszacze zapobiegaja
transkrypcji gendéw. Izolatory ograniczaja zasieg enhanceréw i wyciszaczy. Odlegte elementy
regulatorowe sg zwykle zorganizowane w tzw. regiony kontroli locus (z ang. locus control
region). Rysunek z [Maston et al., 2006]. Uzyto za zgoda Annual Reviews Inc.

2.1 Poréwnywanie segmentacji chromosomow

W tej czesci wprowadzamy nowa miare odleglosci do poréwnain segmentacji chromosomoéw
zwang miarg BP. Problem poréwnywania segmentacji chromosomoéw jest istotny w badaniach
nad architektura genomu podczas:

e klasyfikacja typoéw komorek wedtug podobienstwa organizacji struktury chromatyny,
e oceny jakosci replikacji eksperymentu Hi-C,
e poréwnywania algorytméw do wyznaczania TAD-6w.

Zaczynamy od ustalenia notacji. Formalnie segmentacja chromosomu jest zbiorem X C
{i|i € Z,0 < i< N}, ktéry odpowiada podzialowi odcinka dtugosci N na zbiér segmentow
(Rysunek 5a).

Definicja 1 Segmentem nazywamy pot-otwarty, niepusty zbior dyskretny: (a,b) = {x € NT |a <z < b}
z nastepujgcymi relacjama:
(i) rownosé: (a,b] = (¢,d] <= a=cAb=d

&
(it) zawieranie: (a,b] C (¢,d] <= a>cAb<d



(#ii) koniunkcja:

z, gdya>dVe>b

nnted = {<max<a,c>,mm<b,d>], wp .

Segmentami mogg, by¢ chromosomy, TAD-y oraz ich czesci wspolne. Kazdy chromosom moze
zostaé podzielony na zbiér (uporzadkowany) nie naktadajacych sie, kolejnych segmentow -
TAD-6w lub regionéw nie bedacych TAD-ami. W dalszej czesci tekstu dla uproszcezenia ogra-
niczamy nasze rozwazania do jednego chromosomu, zaktadajac, ze jakakolwiek segmentacja
odnosi si¢ do tego samego chromosomu. Wielkie litery stuza do rozréznienia segmentacji
natomiast indeksy odnosza si¢ do kolejnych segmentéw wzdtuz chromosomu czyli TAD-6w:
X [7],Y [j] (Rysunek 5a).

Definicja 2 Na segmentach sq zdefiniowane nastepujgce funkcje:
(i) poczatek segmentu: s ((a,b]) = a,
(ii) koniec segmentu: e ((a,b]) = b,

(iii) dtugosé segmentu: | (a,b]| = b —a,

Jak wspomniano powyzej, wszystkie segmentacje (X, Y, ...) odnosza sie do jednego chromoso-
mu zatem |X| =|Y| = ... = N oznacza jego dtugosc.

Definicja 3 Czesé wspdlna dwich segmentacji X 1Y wyznacza segmentacje oxy o naste-
pujgcych wtasciwosciach:

(i) ViV; X [[NY [jl# 2 = X[[|NY[j] €oxy
(i) ViVj>is (ox,v [i]) < s (ox,y [5])
Dla uproszczenia przy rozwazaniu 2 segmentacji X,Y indeks dolny w ox y mozna pominaé.

Definicja 4 Funkcja fxy (i) zwraca oryginalny segment z segmentacji X, ktdry zawiera
segment oli]. Bardziej formalnie:

fxy (3) = (a,b] takie, zZe (a,b] € X Noxy [i] C (a,D]

Ta sama funkcja oznaczona przez fy x stuzy do wyszukiwania segmentéw w drugiej segmen-
tacji.
Definicja 5 (miara BP) Niech X,Y bedq 2 segmentacjami takimi, ze | X| = |Y|. Witedy
miara BP jest okreslona w nastepujgcy sposob:
112
lol]]

1 n
d(X,Y)= 1_NZZ_:max(|fx,Y(i)|a|fY,X(i)|) W

W pierwszej czesci tego rozdzialu dowodzimy nastepujacego twierdzenia:

Twierdzenie 1 Funkcja d(X,Y) jest metrykq.



W drugiej czesci skupiamy sie na badaniu wtasnosci miary BP przy uzyciu symulowanych i
rzeczywistych danych Hi-C. W celu symulacji segmentacji A wylosowaliémy ustalong liczbe
TAD-6w z rozktadu dtugosci domen uzsykanego poprzez dopasowanie do danych rzeczywistych.
Nastepnie, wygenerowaliSmy 3 rodzaje segmentacji B poprzez losowe przesuniecia granic
domen segmentacji A wedlug 3 scenariuszy, ktore imitowaly rézne schematy dopasowarni (od
podobnych do zupelnie roznych). Otrzymane pary segmentacji A, B poddalismy analizie
podobieristwa przy pomocy miary BP oraz 2 innych metryk: odlegltosci JI (z ang. Jaccard
Index) i odlegtosci VI (z ang. Variation of Information). Analiza podobieristwa par segmentacji
wykazala ograniczenia miary JI w poréwnaniu do miar BP i VI. Wyniki uzyskane przy uzyciu
dwoch ostatnich miar sg zblizone, jednak uwazamy, ze definicja oraz wartosci miary BP maja
bardziej przejrzysta interpretacje i lepiej dyskryminuja pomiedzy rozwazanymi schematami
dopasowan segmentacji niz odlegltos¢ VI, chociaz nalezy zaznaczy¢, ze ostatni efekt jest
subtelny.

W kolejnej analizie wykorzystaliSmy publicznie dostepne dane Hi-C z 6 réznych linii
komorkowych ztozonych z 14 zestawow segmentacji TAD, wliczajac replikaty poszczegolnych
eksperymentow. PolaczyliSmy segmentacje w pary i przyporzadkowaliémy kazda pare do
jednej z 2 kategorii: miedzy-komoérkowe lub jedna komoérka. Badanie rozktadéw odlegtosci
pomiedzy parami segmentacji pokazalo, ze wszystkie 3 metryki rozrézniajg analizowane
kategorie, to znaczy odleglosci w poroéwnaniach segmentacji pomiedzy replikatami tej samej
linii komoérkowej sa nizsze niz pomiedzy réznymi komoérkami. Jednak zaré6wno miara BP,
jak i VI wykazuja wyzsza istotnos$é statystyczna pomiedzy rozktadami odlegtosci badanych
kategorii niz JI. Co ciekawe, nasza analiza wskazuje na pary komorek, ktore wykazuja
znaczne niedopasowanie segmentacji TAD. Kontrastuje to z ogélnym pogladem na wysokie
podobienistwo segmentacji domenowej pomiedzy liniami komoérkowymi raportowane w licznych
badaniach [Dixon et al., 2012, Dixon et al., 2015].

2.2  Wykrywanie réznicowych kontaktow Hi-C

Ostatni rozdzial dotyczy problemu analizy réznicowej Hi-C. Nieformalnie celem takich badan
jest wykrywanie oddzialywan chromatynowych dalekiego zasiegu, ktére sa wzbogacone w da-
nej linii komérkowej lub warunkach eksperymentalnych wzgledem linii kontrolnej. Typowym
problemem przy tego rodzaju analizach jest istnienie obcigzen spowodowanych réznicami
w pokryciu odczytami oraz efektu zaniku liczby kontaktéw wraz ze wzrostem odleglosci
genomowej. Obydwa obciazenia maskuja lokalne réznice i uniemozliwiaja zastosowanie bezpo-
$redniego poréwnania macierzy kontaktow. Typowe podejécie do rozwiazania tego problemu
polega na badaniu i modelowaniu zmiennosci interakcji za pomoca metod statystycznych.

Podczas naszych badan nad wykrywaniem roznic Hi-C analizowaliSmy profile liczby
kontatkéw oraz ich zaleznosci pomiedzy zbiorami danych Hi-C wykorzystujac koncepcje
sparowanych zbioréw interakcji Dy, (z ang. paired interaction sets):

Dy = {(aij, bi) | k = li — jl,ai; # 0,bi; # 0}

gdzie: a;j,b;; sa komoérkami macierzy kontaktéow A, B odpowiednio, a k odpowiada k-tej
przekatnej. Przeprowadzone przez nas analizy ujawnily istotne korelacje profili interakcji
pomiedzy parami eksperymentéw przy ustalonych odleglosciach genomowych (Rysunek 6).
Co zaskakujace, opisany trend utrzymuje sie nawet dla map kontaktow réznych linii komor-
kowych. Chociaz tylko niewielka czesé¢ przekatnych wykazuje znaczace korelacje pomiedzy
macierzami Hi-C, nalezy podkresli¢, ze wiekszo$é¢ kontaktéw znajduje sie w tym wiasnie
zakresie odlegtosci genomowych. Oprocz wspomnianego dotychczas trendu zauwazyliSmy
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Rysunek 5. Segmentacje chromosomoéw. a) Dwie segmentacje i ich czesci wspdlne. Przykta-
dowe przeciecie dwoch domen oznaczonych kolorem czerwonym jest wskazane za pomoca,
kreskowania. b) Segmentacje mozna zilustrowaé za pomoca grafu dwudzielnego, ktorego
wezly odpowiadaja domenom, a krawedzie wskazuja na istnienie czesci wspoélnej danej pa-
ry domen. 2 zbiory wierzchotkéw grafu odpowiadaja poréwnywanym segmentacjom A, B
zaznaczonych przerywanymi liniami brazowa (zestaw domen A) i niebieska (zestaw domen
B). Czerwona krawedz reprezentuje cze$¢ wspolna 2 domen wyroznionych w punkcie a) za
pomoca czerwonego koloru.

istnienie sparowanych interakcji odbiegajacych od ogolnego wzorca opisanego powyzej (Rysu-
nek 6, zaznaczone czerwonym kolorem). Obserwacje te traktujemy jako potencjalne kontakty
roznicowe. Podsumowujac, budujemy nasz model zerowy w oparciu o nastepujace zalozenia:

o wickszo$¢ interakcji miedzy dowolng para zbioréw danych Hi-C do ustalonej maksy-
malnej odleglosci genomowej jest nieréznicowa i skorelowana,

o zwiazek czestosci kontaktéw pomiedzy warunkami jest liniowy i czesto heteroskeda-
styczny,

e interakcje roznicowe (jesli wystepuja) wyrdzniaja sie jako odstajace od opisanego
wzorca.

Aby mozliwie doktadnie uwzglednié obserwacje opisane powyzej, stosujemy regresje ujemna,
dwumianowa, ktéra moze skutecznie modelowaé zaleznoéci liniowe w sytuacji gdy zalozenie
statej wariancji nie jest spelnione. Dodatkowo, aby ztagodzi¢ wplyw obserwacji odstajacych na
proces estymacji parametrow, stosujemy metody odpornosciowe (z ang. robust) opracowane
przez [Aeberhard et al., 2014]. Przed estymacja parametréw grupujemy sparowane zbiory
interakcji za pomocy kryterium odleglosci statystycznej. Mowiac §cislej, traktujemy zbiory



Dy, Dy (takie, ze [ > k) jako proby losowe z rozkladéw dwuwymiarowych Fx, Fy i testujemy
nastepujaca hipoteze:

HOZFX:FY VSHltFX #FY

za pomoca testu energii (z ang. energy test) opracowanego w [Székely et al., 2004|. Dodatkowo
przyjmujemy nastepujace uproszczenie. Zamiast testowaé hipoteze Ho: Fi, = Fiy1 = ... = F;
wykonujemy osobny test dla kazdego kolejnego ¢, zaczynajac od k + 1 dopoki hipoteza
Hg: Fi = F; nie zostanie odrzucona. W ten sposob uzyskujemy pule p ztozong z przekatnych
k do Il = i — 1. Poprawnos¢ zastosowanego przyblizenia uzasadniamy istnieniem silnego
zaniku liczby kontaktow w funkcji odleglosci genomowej (z ang. power law). W konsekwencji
wigkszod¢ przekatnych ¢ < j < k spelnia nast¢pujgca implikacje: jesli D; jest istotnie
przesuniete w stosunku do D;, to réwniez Dy, bedzie przesuniete w stosunku do D;. Zasadniczo
nasza metode mozna podsumowaé jako 3-etapowa procedure:

1. najpierw agregowane s sparowane zbiory interakcji na podstawie podobienistwa roz-
ktadow,

2. nastepnie dla kazdego zagregowanego, sparowanego zbioru interakcji estymowane sa
parametry modelu regresji ujemnej dwumianowej,

3. w ostatnim etapie okreslana jest istotnosé statystyczna dla komoérek macierzy (tj. par
regionow) wzgledem zbudowanego modelu.

Aby obliczy¢ istotnos¢ statystyczna wzbogacenia b;; w stosunku do a;;, wyznaczamy p-wartosé
za pomocy nastepujacego wzoru:

Pi; = 1-— P(Y < bij)7 gdzie: Y ~ NB(Bpaiqugp)

w ktorym: Bp, <{3p to estymacje parametréw sparowanego zbioru interakcji ﬁp =D UDg11 U
... UDy;. Nastepnie, zbiory p-wartosci sa korygowane do g-wartosci przy uzyciu procedury
Benajminiego-Hochberga. Ponadto po okresleniu poziomu istotnosci wyniki moga by¢ prze-
filtrowane w celu zachowania najbardziej wiarygodnych interakcji réznicowych, ktére mozna
pogrupowaé przy uzyciu algorytmu wyszukiwania spéjnych sktadowych grafu.

Na koniec postanowiliSmy sprawdzi¢ skuteczno$¢ naszej metody, wykorzystujac rzeczywi-
ste i symulowane dane. Najpierw poréwnaliSmy p-wartosci uzyskane z analizy réznicowe;j
danych Hi-C réznych linii komérkowych z tymi pochodzacymi z replik bootstrap, a takze z
biologicznymi replikami z tych samych komorek. Zgodnie z oczekiwaniami zaobserwowaliSmy
znacznie stabszy sygnat w dwoch ostatnich zbiorach w poréwnaniu do analiz przeprowa-
dzonych na parach pochodzacych z réznych linii komérkowych. Nastepnie postanowilismy
sprawdzié jak skuteczna jest nasza metod (nazwana DiADeM) w poréwnaniu z dotychczas
opracowanymi modelami do wykrywania kontaktow réznicowych [Lun and Smyth, 2015, Dje-
kidel et al., 2018, Stansfield et al., 2018, Stansfield et al., 2019, Ardakany et al., 2019]. Do
tego celu wykorzystaliSmy rozne zbiory symulowanych danych Hi-C, w ktorych lokalizacja
kontaktow réznicowych jest znana. Wyniki przedstawione na rysunku 7 pokazuja, ze w przy-
padku wiekszosci typow danych symulowanych oraz intensywnosdci interakcji réznicowych,
DiADeM jest skuteczniejszy niz pozostate metody, na co wskazuja wyzsze wartosci PRAUC.

3 Podsumowanie

Niniejsza rozprawa jest poswiecona problemowi poréwnywania danych uzyskiwanych z ekspe-
rymentéw Hi-C. W ramach rozprawy badano dwa podejscia do problemu, co zaowocowalo
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Rysunek 6. Zaleznosci pomiedzy profilami liczby kontaktéw réznych par macierzy Hi-C
dla wybranych odleglosci genomowych k. Kazdy punkt reprezentuje inng pare regiondw.
O$ pozioma wskazuje liczbe interakcji na mapie kontaktéow A, podczas gdy os pionowa
wyraza liczbe interakcji w mapie kontaktow B. Obserwacje odstajace zaznaczono czerwonymi
okregami.

stworzniem nowych metod odkrywania réznic w organizacji strukturalnej jader komérkowych.
Po pierwsze, zaproponowano nowa miare odleglosci dla poréwnain segmentacji chromoso-
mow, zwang odlegloscig BP. Ta czes¢ pracy zawiera dowodd wlasciwosci metrycznych nowo
wyprowadzonej funkcji. Analizy przprowadzone przy uzyciu miary BP pokazuja, ze jest ona
konkurencyjna w stosunku do podej$¢ alternatywnych. Ponadto wykazano, ze zastosowanie
tej nowej metryki moze prowadzi¢ do ciekawych rezultatéw odnosnie réznic w segmentacji
chromatyny pomiedzy réznymi liniami komérkowymi.

Po drugie, badano problem odkrywania réznicowych oddzialywan chromatynowych.
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Rysunek 7. Poréwnanie skutecznosci roznych metod wykrywania réznicowych oddziatywan
Hi-C mierzone polem powierzchni pod krzywa precyzja-czuto$é (z ang. precision-recall).
Wiersze reprezentuja dyspersje pomiedzy parami zestawéw danych, a kolumny wskazuja
krotno$é¢ zmiany pomiedzy wprowadzonymi interakcjami roznicowymi. Liczba symulowanych
zbioréw danych wymnosi 20.

Badanie zaleznosci pomiedzy profilami interakeji réznych linii komérkowych ujawnito istotny
poziom ich podobieristwa. Zjawisko to zastosowano do skonstruowania modelu statystycznego
o nazwie DiADeM, ktory z powodzeniem wykrywa roznicowe kontakty chromatynowe. Analizy
poréwnawcze pokazuja, ze model ten jest konkurencyjny w stosunku do istniejacych metod,
co sugeruje, ze moze posiada¢ potencjal w poszukiwaniu nowych interakcji regulatorowych.
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