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In lucrarea intitulati ,,Solutii informatice pentru cercetarea variantelor si tiparelor
genomice aplicand metode din ingineria sistemelor” sunt prezentate o serie de metode pentru
procesarea informatiilor genetice obtinute dupa analiza secundard a datelor generate de
dispozitivele/echipamentele de secventiere!.

Teza este structurata in trei parti avand in total sase capitole (Fig. 1) repartizate astfel:

1. Introducere

2. Stadiul actual 2.1 Elemente de
bioinformatica

2.2 Analiza
variantelor
genetice

2.3 Analiza 2.4 Analiza
regiunii de bolilor

matisare complexe

3. Identificarea
elementelor genetice
cauzatoare de
afectiuni

4. Analiza regiunilor 5. Modelarea
de matisare afectiunilor complexe

6. Concluzii finale

Fig. Error! No text of specified style in document. Arhitectura lucrarii
1) prima parte contine capitolele 1 si 2 care au menirea de a prezenta tema si problematica

tratata in lucrare;

2) partea principalad formata din capitolele 3, 4 si 5 in care sunt prezentate solutiile propuse

! Hiseq 2500, MiSeq, Sanger 3730x.



3)

pentru rezolvarea problemelor tratare in fiecare capitol;
ultima parte in care sunt prezentate concluziile finale si contributiile personale.

Scopul concret al lucrdrii consta in dezvoltarea si utilizarea unor metode informatice (in
silico) care sa fie capabile sa identifice structurile genetice cauzatoare de afectiuni. Contributiile
tintesc evidentierea existentei variantelor si tiparelor genetice pentru: (i) afectiuni monogenice,
(i) afectiuni cauzate de matisare, dar si (iii) predictia afectiunilor complexe (studiu de caz
steatoza).

Ne vom referi in continuare, foarte sintetic, la aspectele esentiale care se regasesc pe

parcursul fiecarui capitol al tezei.

in primul capitol este prezentat domeniul tezei, oportunitatea elaborarii lucrrii, scopul si
obiectivele urmarite. Orientarea tematica a lucrarii vizeaza in principiu:

Determinarea afectiunii utilizand informatii despre fenotip si genotip;

Identificarea afectiunii sau a variantei genetice cauzatoare pe baza semndturii genetice;
Reducerea numarului de variante genetice folosind anumite strategii de filtrare;
Determinarea variatiei semnalului de matisare in urma modificarilor genetice;
Identificarea regiunilor de matisare;

Modelarea afectiunilor complexe pe baza genotipului.

Pentru desfasurarea cercetdrilor si realizarea lucrarii s-au propus obiective majore cu
subobiective aferente, prezentate mai jos.

1) Dezvoltarea unei metode sau a unui flux de lucru capabil sd indice un numar redus de
variante genetice care sa explice caracteristicile fenotipului unui pacient, care include:

2)

3)

a)
b)
c)

d)

Identificarea aplicatiilor si a lucrarilor care trateaza problematica detectiei afectiunilor
pe baza fenotipului sau pe baza genotipului;

Reducerea numarului de afectiuni posibile ale unui pacient in functie de panelul de gene
tintit si in functie de genotipul acestuia;

Identificarea strategiei optime pentru utilizarea predictorilor in silico pentru detectia
variantelor genetice patogene;

Extragerea intervalelor de tolerantd pentru variantele genetice, in functie de panelul de
gene tintit.

Identificarea regiunilor de matisare folosind modele computationale ale secventelor de
matisare si ale semnalelor activatoare si inhibitoare ale procesului aferent. Acesta presupune

realizarea urmatoarelor sarcini:

a)

b)

c)

Recenzia aplicatiilor care identificd regiunile de matisare si intensitatea semnalelor de
matisare;

Analiza performantelor metodelor pentru detectarea regiunilor de matisare si
propunerea unor modele pentru identificare si extragerea acestora din regiunile
intronice;

Dezvoltarea unui algoritm care permite calcularea intensitatii semnalului de matisare;

Generarea unui model computational pentru predictia unei afectiuni complexe (steatoza)
folosind un set de markeri genetici, este cel de-al 3-lea obiectiv si necesita trecerea prin:



a) ldentificarea markerilor genetici relevanti pentru steatoza.

b) Studierea performantei modelelor generate de metodele utilizate in invatarea automata
pentru predictia afectiunilor complexe;

c) Propunerea unor modele de predictiec a steatozei folosind metode care au la baza
ansamblu de modele sau metode statistice.

Sub aspect practic, rezultatele obtinute in urma cercetarii ar trebui sa faciliteze
identificarea afectiunii, Tn cazul pacientilor nediagnosticati, sau identificarea variantelor
genetice cauzatoare, in cazul pacientilor a caror afectiune este cunoscutd dar nu este cunoscut
motivul genetic. Concret, pentru primul obiectiv, seria de algoritmi (metode) va fi aplicata
asupra genotipului unei persoane, mai precis asupra variantelor exonice, iar rezultatul acestora
va consta in lista afectiunilor posibile. Al doilea obiectiv are in vederea modificarile genetice
care afecteazd procesul de matisare. Metodele dezvoltate in aceastd sectiune vizeaza
identificarea modificarilor aparute in procesul de matisare. Ultimul obiectiv are ca finalitate
generarea unor modele care ar trebui sa fie capabile sd prezicd cu o acuratete de peste 80%
predispozitia genetica pentru steatoza sau chiar prezenta acesteia.

Capitolul 2 este structurat in patru subcapitole. Primul subcapitol (2.1) are menirea de
a prezenta cateva notiuni introductive pentru a familiariza cititorul (inginer, informatician) cu
elemente din biologia moleculari si bioinformatica. In cazul biologiei moleculare se explica
cativa termeni care vor fi folositi destul de frecvent in continutul tezei, precum; polimorfism
uninucleotidic, locus, gend, genom de referintd etc. Dupd prezentarea termenilor genetici, se
trece la prezentarea conceptelor de bioinformatica. Se descrie tehnologia utilizatd pentru
secventierea ADN-ului, apoi se prezinta fluxul de lucru al analizei secundare. In ultima parte a
subcapitolului se prezintd cateva informatii din domeniul invatarii automate si despre cum se
evalueaza performanta unui model generat prin astfel de metode.

Al doilea subcapitol (2.2) trateaza problematica identificarii genelor si a variantelor
genetice cauzatoare de afectiuni. Se catalogheaza tipurile de afectiuni conform [1] si este
prezentata relativitatea informatiilor cand vine vorba despre catalogarea unei variante genetice
in baze de date precum ClinVar [2]. Pentru identificarea variantelor patogene se folosesc unelte
de predictie in silico, care au asociate scoruri de patogenitate pentru fiecare varianta genetica.
Se incepe prin prezentarea predictorilor in silico precum: SIFT [3], CADD [4], PROVEAN [5]
etc. De asemenea, sunt prezentate o serie de inifiative internationale care se preocupd de
procesarea si catalogarea informatiei genetice, precum proiectul UK 100k Genomes [6]. in
continuare sunt prezentate metodele prin care se face filtrarea si selectia variantelor genetice.
Un prim filtru, care se poate aplica acestor variante, este eliminarea celor care au o frecventa
ridicatd in populatie, ideal cele din populatia de unde provine pacientul. Pentru frecventa in
populatie a variantelor genetice se poate apela la baze de date precum 1000 Genomes sau
Gnomad [7]. Tot in acest subcapitol sunt prezentate aplicatii propuse in literatura pentru analiza
variantelor genetice, precum Phevor2 [8], eXtasy [9] etc.

Subcapitolul (2.3) contine informatii despre matisarea care are loc la nivelului pre-
MARN-ului. La inceputul subcapitolului se géseste o scurta prezentare a procesului de matisare
si @ modului cum se analizeaza rezultatele in genetica. Desi, initial variantele care nu faceau
parte din exonii unei gene erau ignorate, in ultimii ani specialistii au inceput sa acorde mai



multd importanta variantelor care afecteaza procesul de matisare si sd studieze rolul lor in
manifestarea afectiunilor. Pentru a imbunatati rezultatele in ceea ce priveste regiunile de
matisare, specialistii apeleaza la instrumente software de predictie. Secventa de matisare
contine trei componente importante: (1) punctul de excizie (branch point — BRS), tractul de
pirimidine si situsul acceptor. Dintre acestea, BRS-ul si tractul de pirimidine nu sunt bine
conservate [10]-[12], doar situl acceptor este conservat fiind format din bazele azotate AG.
Pentru predictia regiunii de matisare sunt prezentate o serie de aplicatii precum: SplicePort,
Automated Splice Site Analyses, MaxEnt etc. De asemenea, mai sunt prezentate elementele
reglatoare (cis-acting) ale matisarii. Aceste elemente sunt reprezentate de secventele dintre
intron si exon, activatorii si inhibitorii intronici si activatorii si inhibitorii exonici.

In ultimul subcapitol (2.4) este prezentat un scurt studiu despre steatoza si markeri
genetici care indica prezenta acestei afectiuni. Steatoza hepatica reprezintd acumularea de
grasime la nivelul tesutului hepatic si sunt cunoscute doua forme ale acesteia (una datorata
consumului de alcool, iar alta datorata altor factori — boala ficatului gras). In literatura sunt
indicati o serie de factori genetici care pot predispune o persoand catre aceastd afectiune.
Principalul candidat pentru aceasta afectiune este polimorfismul rs738409 despre care se va
discuta si in capitolul 5. Lucrarea [13] prezinta o analiza a descoperirilor genetice care sunt
asociate cu boala ficatului gras, inclusiv rs738409. De asemenea, in acest subcapitol mai sunt
prezentate metode din domeniul invatarii automate utilizate in problematica afectiunilor
complexe. Initial, studiile care tratau problema afectiunilor complexe erau studii de asociere. O
alternativa la aceastd metoda o reprezinta metodele bayesiene sau metodele utilizate in invatarea
automata. Arborii decizionali, metode de tip ansamblu, retelele neuronale pot identifica usor
tiparele care apar in seturi de date multidimensionale.

Subiectele capitolului 3 pun accent pe cateva metode care contribuie la imbunatatirea
detectiei genelor, respectiv a variantelor genetice cauzatoare de afectiuni. In majoritatea
cazurilor, geneticienii au la dispozitie cateva tipuri de informatii despre pacienti, precum fisierul
cu variantele genetice, simptomele pacientului si eventual istoricul familiei. Pe baza acestor
informatii, medicii sunt nevoiti sa identifice care sunt genele responsabile pentru afectiunile de
care sufera pacientul. Prima metodd prezentata presupune o asociere a caracteristicilor
fenotipului cu elementele genotipului rezultand astfel o lista a posibilelor afectiuni. Pentru
realizarea unui sistem automat de identificare a genelor cauzatoare de afectiuni, s-au folosit mai
multe baze de date disponibile online. Pentru obtinea listei de simptome s-a folosit baza de date
Human Phenotype Ontology (HPO), iar pentru obtinerea listei afectiunilor s-au folosit bazele
de date: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), Orphanet si DECIPHER. Pentru
ierarhizarea genelor, respectiv a variantelor, se propune utilizarea unor coeficienti de
similaritate. Dupa calcularea ponderilor si a coeficientilor de similaritate, se aplica genotipul
pacientului impreuna cu caracteristicile fenotipului pentru a determina lista de posibile
afectiuni. Aceasta metoda are rezultate satisfacatoare dar nu complet.

Pentru a imbunatatii performanta metodei prezentate anterior, se poate apela la
predictori in silico. Desi in literatura de specialitate se gasesc diverse teste de performanta a
acestor predictori, din pacate nu sunt realizate pentru aceiasi baza de date. Prin urmare, s-a
efectuat un test de performanta care sa aiba o baza de date comuna. Baza de date utilizata a fost
ClinVar, iar metricile folosite au fost precizia, scorul F1 si media dintre specificitate si



sensibilitate. In ceea ce priveste rezultatele, predictorii CADD si DANN au identificat cele mai
multe variante patogene si au avut scoruri asociate pentru mai mult de 95% din setul de date.
Dezavantajul acestor predictori a fost faptul ca aveau o specificitate relativ scazutd. REVEL,
MetaSVM si PolyPhen-2 HVAR au avut cele mai bune performante generale, calculate cu
media aritmetica dintre specificitate si sensibilitate. Ca rutina pentru clasificarea corecta a SNP-
urilor, variantele genetice patogene ar putea fi determinate cu instrumentele cu sensibilitate
ridicatd (CADD si DANN) si apoi se pot folosi predictorii echilibrati (REVEL, MetaSVM,
PolyPhen) pentru a le prioritiza [14].

in subcapitolul 3.4 a fost tratata detectia erorilor de calitate si cantitate a variantelor
genetice identificate in urma procesului de secventiere. Se aplicd o metoda pentru identificarea
erorilor folosind intervale de toleranta. Intervalele prezentate au caracter orientativ, dar in
acelasi timp acestea pot fi folosite ca referintd pentru detectia erorilor. Este indicat ca fiecare
laborator sa foloseasca astfel de metode pentru determinarea calitatii secventierii. Pe langa
posibilele erori, aceste intervale pot semnala anumite cauze ale afectiunii precum
consangvinitate.

In capitolul 4 au fost analizate elementele secventei ARN care fac parte din procesul de
matisare, anume secventa si semnalele de matisare. Aceste elemente au fost prelucrate din
perspectiva ADN-ului.

Prin studiul realizat in subcapitolul 4.1 s-au identificat unele regiuni de matisare care au
doud sau mai multe secvente care corespund regiunii de prindere (BRS) a spliceosomului.
Experimentul a fost structurat pe doud etape. Prima etapa a constat in definirea unui model
pentru secventele de matisare, bazandu-ne pe lucrari din literatura [10] precum si pe rezultatele
analizei a peste 11000 de secvente de matisare din cromozom 21. A doua etapd a constat in
folosirea definitiei modelului generat la pasul 1 pentru a identifica pseudo-regiuni de matisare
in regiunile intronice. Rezultatele obtinute in prima etapd au indicat un grad de redundantd a
regiunilor de prindere pentru anumiti exoni, fapt care se poate datora regiunii de pirimidine sau
care poate avea o semnificatie biologica - acesta necesitand o investigatie mai amanuntita.
Regiunile de prindere au fost adesea localizate in apropierea pozitiilor 16 si 28, in amontele
exonului 3 prim. Modelul unei regiuni de matisare, in urma rezultatelor obtinute in prima etapa,
este format din: (1) o regiune de prindere care are modelul YTnAy, (2) o regiune acceptor AG
si (3) o regiune de pirimidine care este formata din 75% baze azotate pirimidinice cu o lungime
de cel putin 17 baze azotate [15]. Folosind acest model, au mai fost identificate, in silico,
secvente intronice care sunt similare ca structurd cu regiunile de matisare. Rolul biologic al
acestor secvente nu poate fi validat in silico, dar pot fi testate in experimente in vitro sau in vivo
[16].

Studiul de la punctul 4.2 a constat in analiza secventelor de matisare din baza de date
Homo Sapiens Splice Site Dataset folosind diverse metode. In urma analizei s-au prezentat o
serie de informatii statistice despre structura secventelor de matisare si s-au generat o serie de
modele care au avut menirea sd valideze aceste regiuni. Modelele prezentate initial au avut la
baza ecuatii generate din structura regiunilor de matisare (ordinea nucleotidelor, tupli etc).
Acuratetea predictiei acestor modele a fost cuprinsa intre 70% si 80%. Desi este un nivel decent,
acuratetea tintitd a fost in jurul valorii de 90%, performanta metodei MaxEnt. In ultima parte a
capitolului a fost propusd o metoda pentru detectia regiunilor de matisare care are la baza



distanta fata de secventele vecine. Pentru calcularea distantei s-au analizat o serie de metode,
iar cea aleasd in final a fost Needleman-Wunsch. Folosind aceastd metoda s-a realizat o analiza
computationald pentru determinarea unui optim al lungimii secventei i un optim al numarului de vecini.
Rezultatele au indicat cd secventa ar trebui sa fie de 20 de nucleotide iar numarul de vecini este
9. Folosind aceste valori s-a reusit obtinerea unei acuratete de 85.61%.

Scopul studiul din subcapitolul 4.3 a fost dezvoltarea unei metode care sa permita
adnotarea fisierelor VCF cu informatii despre variatiile semnalului de matisare. In prima faza
s-au adunat bazele de date cu secvente de nucleotide considerate ca fiind semnale pentru
procesul de matisare. Aceste secvente, In forma initiala, au avut diverse criterii pentru
calcularea intensitatii semnalului, ceea ce limita utilizarea lor simultana. Prin urmare, s-au
dezvoltat o serie de ecuatii care au permis determinarea intensitatii semnalului unei secvente.
In continuare, pentru calcularea diferentei de amplitudine intre doud secvente, cea initiala si cea
care contine modificarea genetica, se calculeaza media intensitatii vectorului de pozitii nenule
aferent secventei. Calcularea amplitudinii se realizeaza atat pentru semnalul de amplificare a
matisarii, cat si pentru semnalul de inhibare a matisarii. Directia generala este datda de analiza
acestor doua componente. Validarea metodei s-a realizat pe o baza de date care contine
secventele genetice (normale si modificate) si care contine indicatia comportamentului
procesului de matisare. in plus, rezultatele corespund cu informatiile detaliate indicate de
Human Splicing Finder. Metoda poate fi utilizata pentru filtrarea si prioritizarea variantelor
genetice [17].

O serie de modele pentru predictie a steatozei pe baza unei liste de marker-i genetici,
sunt prezentate in capitolul 5. Primul subcapitol prezinta materialele utilizare si lista de variante
genetice folosite pentru realizarea modelelor. In al doilea subcapitol este realizatid o analiz
descriptiva a inregistrarilor din baza de date in functie de variantele genetice tintite. Tot in acest
subcapitol este realizata analiza corelatiilor dintre variantele genetice si gradul steatozei.

Al treilea subcapitol prezinta o serie de modele de predictie pentru gradele diferite ale
acestei afectiuni. Primul model investigat este cel generat cu ajutorul metodei Stohastic-
Gradient Descent (SGD). Pentru predictia individuala a stadiului, modelul SGD are o acuratete
medie de aproximativ 70%, dar pentru predictia celor cinci stari ale steatozei, Simultan, aceasta
valoare scade semnificativ, fiind de 25%. In continuare pentru predictia multi-clasa s-au folosit
arborii decizionali. Pentru determinarea configuratiei optime, o serie de parametri au fost
analizati. Scorul mediu al acuratetei, pentru steatoza cu stadii multiple, a fost de 30%. Tot in
acest subcapitol, s-a incercat modelarea stadiului steatozei folosind un ansamblu de arbori
decizionali (Random Forest). Valoarea acuratetei in acest caz a fost de 36%, marginal mai
ridicata decat in cazul unui singur arbore decizional.

In subcapitolul patru gradul complexititii este redus prin eliminarea stadiilor steatozei
si inlocuirea acestora cu simpla prezentd a afectiunii. In aceasti situatie, folosind arborii
decizionali s-a reusit obtinerea unui model care a reusit o acuratete de 91%, scorul mediu fiind
de 81%. Aceeasi performanta a fost obtinuta si in cazul ansamblului de arbori decizionali [18].
Precum a fost prezentat in literatura [19], [20], ambele metode au generat modele care indicau
faptul ca SNP-ul rs738409 este asociat cu steatoza.

Arborii decizionali au avut rezultate mai bune in cea de-a doua faza, cand stadiul
steatozei a fost redus. Acest lucru poate indica faptul ca marimea esantionului folosit a fost prea



mic pentru a modela iesirea, dar a fost optima pentru a determina daca patologia este prezenta.
In plus, nu s-a tinut cont de diferenta dintre subiectii de sex masculin si cei de sex feminin. Este
posibil ca anumite SNP-uri sa fie relevante, mai mult sau mai putin, pe baza sexului. O
configuratie, cu cea mai buna precizie pentru arborii decizionali, a fost folosirea functiei Gini
Index cu fasonare MDL si cu metoda de esantionare aleatorie.

In cadrul subcapitolului cinci s-a dezvoltat o metoda care genereazi modele de predictie
in functie de frecventa aparitiei si ,,expertiza” fiecarui SNP. Folosind aceasta metoda, Starea
steatozei fiind binard, s-a obtinut o acuratete de 82%. Acest model are o performanta mai
scazuta decat cea a arborilor decizionali si cea a modelelor de predictie de tip ansamblu. Totusi,
metoda prezinta cateva avantaje precum generarea hartilor de vot care permit identificarea mult
mai usor a relatiilor dintre SNP-uri si afectiune. De altfel, o serie de relatii au fost evidentiate
pentru steatozd. De exemplu, SNP-urile rs2167444 si rs7848 aflate pe gena SCD, in stare
heterozigotd, par s aiba o afinitate pentru stadiul zero al steatozei; ori SNP-urile de pe gena
ABCBA4 par sa indice o afinitate pentru Starea 2 a steatozei.

in capitolul 6 sunt prezentate concluziile, contributiile personale si directii viitoare de
dezvoltare. Principalele contributii personale:

1. Dezvoltarea unei metode pentru determinarea variantelor genetice patogene in functie
de caracteristicile fenotipului si a variantelor detectate la pacienti;

2. Realizarea unui studiu pentru identificarea celei mai bune metode de folosire a
predictorilor in silico in filtrarea variantelor genetice. Prezentarea rezultatelor si
sugerarea unor strategii de prioritizare;

3. Propunerea unei metode pentru determinarea intervalelor de tolerantd utilizatd in
detectia erorilor de secventiere. Aceastd metodd poate fi folosita si pentru identificarea
rapida a cauzelor unor afectiuni, precum consangvinitatea;

4. Realizarea unui studiu asupra tuturor intronilor din cromozomul 21 pentru generarea
unui model statistic al secventei de matisare;

5. Implementarea unei metode informatice pentru detectia secventelor de matisare parazite
aflate in regiunile intronice;

6. Dezvoltarea unei metode pentru calcularea variatiei semnalului de matisare in cazul
modificarii secventei ADN;

7. Identificarea secventelor redundante pentru prinderea spliceosomului in regiunea de
matisare;

8. Prezentarea unei metode pentru detectia regiunilor de matisare in functie de distanta
dintre secventa tinta si secventele vecine folosind algoritmul Needleman-Wunsch;

9. Realizarea unui studiu statistic care prezinta structura regiunii de matisare;

10. Determinarea unor modele in silico folosind arbori decizionali pentru predictia
prezentei steatozei, respectiv determinarea stadiului acesteia pe baza genotipului;

11. Dezvoltarea unei metode pentru predictia prezentei steatozei si a stadiului acesteia pe
baza frecventei variantelor genetice;

12. Implementarea si validarea metodelor anterior mentionate folosind date din cadrul
Centrului de Medicina Genomicd (UMFT).



Totodata, in teza sunt referite, din cele 14 lucrari publicate de catre autorul tezei ca prim-autor
sau coautor, cele 5 care au validat rezultatele cercetarilor. Sintetic, dupa nivelul de impact la
care s-au comunicat diversele rezultate stiintifice, gruparea lucrarilor publicate este urmatoarea:
e 2 lucrari in reviste indexate Web of Science (ISI) — cumulat FI 7.2
e 3 lucrari In volume ale unor manifestari stiintifice (proceedings) indexate Web
of Science (ISI)
e 2 lucrari in reviste de specialitate indexate BDI (IEEE Xplore) — supuse pentru
integrare in Web of Science (ISI)
e 7 lucrari in volumele unor manifestari stiintifice.

Consistenta rezultatelor cercetdrilor din lucrarea ,,Splice Site Pattern Analysis and
Identification of Similar Sequences in the Deep Intron Areas of Human Chromosome 21 a
condus la obtinerea premiului 3 in cadrul conferintei EHB 2017, iar urmare a lucrarii ,,Detection
of high-risk intron areas that can cause splicing errors” a fost obtinut un grant de tip Young
Scientist Fellowship.

Teza are 146 de pagini, din care: 116 pagini structurate in 6 capitole, 10 pagini de
bibliografie si 20 de pagini dedicate anexelor. Lucrarea contine 64 figuri si 151 de titluri
bibliografice. O parte dintre contributiile prezentate au fost publicate in lucrari stiintifice la care
autorul tezei este autor sau coautor, iar altele vor face obiectul unor viitoare lucrari si colaborari.
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