ACAD=MIA BADANIA W TOKU Bioinformatyka

dr n. med.
Beata Matachowska

Badaczka zajmujaca sie
medycyna,
biostatystyka,
bioinformatyka

i biologig obliczeniowa.
Pracuje w Albert
Einstein College

of Medicine w Nowym
Jorku jako postdoc

i analityk danych

w Department

of Radiation Oncology.
W swojej pracy
naukowej skupia sie

na analizie danych
sekwencjonowania
pojedynczych komorek
ze szczegdlnym
naciskiem na takie
obszary jak
popromienne zapalenie
jelit oraz rola
mimetykow
trombopoetyny

w leczeniu zaburzen
popromiennych.
Laureatka wielu
wyréznien naukowych,
w tym ISPAD-JDRF
Fellowship Award,
stypendium

START Fundadji

na rzecz Nauki Polskiej,
Ztotego Otisa

oraz nagrody
'Oreal-UNESCO

dla Kobiet.
b.e.malachowska@gmail.com

MAGAZYN POLSKIEJ
AKADEMII NAUK
2/78/2024

DOI: 10.24425/academiaPAN.2024.151062

POJEDYNCZA
KOMORKA PEENA
INFORMAC]I

Rozwdj nowej dziedziny nauki — bioinformatyki
— przyczynit sie do doktadnego poznania ludzkiego

DNA i

Beata Matachowska
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dy w1990 roku rozpoczynat si¢ projekt po-
znania ludzkiego genomu (ang. Human Ge-
nome Project - HGP), zakladano, ze identyfikacja se-
kwencji calego genomu (DNA) zajmie naukowcom
15 lat. Genom czlowieka zawiera okolo 3 mld liter, przy
czym zaklada sie, ze informacja ta jest stala i jednako-
wa w kazdej komoérce danego organizmu. W HGP by-
to zaangazowanych 20 laboratoriow z szeéciu krajow.
Obecnie, czyli ponad 30 lat pdzniej, mozemy juz po-
znawac nie tylko sekwencje calego DNA danego czto-
wieka, lecz takze ilos¢ i jako$¢ dynamicznie zmienia-
jacego sie RNA produkowanego na podstawie statycz-
nego DNA. Mozemy to osiggna¢ w ciggu kilkunastu
godzin, w jednym laboratorium, dla tysiecy indywidu-
alnych komorek jednocze$nie. Problemem nie jest juz
otrzymanie tej informacji czy nawet finansowanie ta-
kich projektow - sekwencje pojedynczego genomu
mozemy pozna¢ za mniej wiecej 1 tys. dolaréw. Proble-
mem jest opracowanie setek gigabajtow danych pocho-
dzacych z pojedynczych eksperymentéw biologicznych
w sposob zrozumialy i uzyteczny dla czlowieka.
Kazda zywa komorka czlowieka ma w swoim jadrze
46 czasteczek DNA. Gdyby ulozy¢ je jedna za druga,
dlugos¢ takiego tancucha wynositaby okoto dwoch
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RNA.

metréw. Zeby mogly sie one zmieécié¢ w malerikiej ko-
morce, muszg by¢ bardzo silnie poskrecane i poukla-
dane tak, by w razie potrzeby komdérka miala dostep
do potrzebnych jej fragmentéw DNA. Taka silnie po-
skrecana, niedostepna czes¢ DNA jest nazywana he-
terochromatyng i uznaje sie, Ze w danej komorce nie
powstaje z niej RNA. Pozostata czes¢ nazywa sie eu-
chromatyna i jest dostepna do produkeji RNA. Cze$¢
z naszego DNA (tzw. geny) jest przepisywana na czg-
steczki RNA, ktore moga nastepnie stuzy¢ jako ma-
tryce do tworzenia biatek. Jak duzo biatka powstanie,
zalezy m.in. od tego, jak wiele matryc RNA zostanie
wyprodukowanych na podstawie DNA.

R6zne przeznaczenie

Mimo ze kazda Zywa komérka ma takie samo DNA,
ich ksztalt i funkcje réznig sie od siebie znaczgco.
Komoérka uktadu immunologicznego ma umiejet-
nos$¢ rozpoznawania bakterii w naszym organizmie,
wykorzystuje do tego specjalne receptory (biatka)
na swojej powierzchni, ktore identyfikuja fragmenty
bakterii jako obce. Z kolei neurony, komérki ukladu
nerwowego, blyskawicznie przesylajg sygnaly z jed-
nego konca naszego ciata na drugi, wykorzystujac
sygnat elektryczny. Robig to za pomocg specjalnych
kanalow (bialek) na swojej powierzchni. Jak wynika
z przytoczonych przykladow, o tozsamosci komorki
i o jej funkcji decyduja biatka, ktére moze ona wy-
produkowac, a to dzieje si¢ na podstawie dostepnego
RNA (a doktadniej mRNA, rodzaju RNA wykorzysty-
wanego jako matryca informacyjna).



Dzieki technice sekwencjonowania nowej generacji
(dostepnej komercyjnie od 2005 roku) odzyskiwanie
informacji z DNA/RNA na masowg skale stalo sie
duzo prostsze iz czasem coraz tansze. Prace w HGP
trwaly ostatecznie 13 lat dzieki wprowadzeniu techniki
shotgun sequencing. Technika ta polega na rozbija-
niu dlugich czgsteczek DNA na mniejsze fragmenty
i poznawaniu ich sekwencji (stad nazwa ,,sekwencjo-
nowanie”), a nastepnie na komputerowym skltadaniu
zawartych w nich informacji. Biorgc pod uwage ilos¢
informacji, ktorg niesie DNA pojedynczego cztowieka
(3,4 GB), reczne poréwnywanie sekwencji i naklada-
nie ich na siebie tak, by tworzyly spdjna liniowg calo$¢,
byloby zajeciem niezwykle czasochtonnym. Kompu-
terowe przetwarzanie informacji stato sie niezbedne
w pracy biologow, a dziedzina zwana bioinformaty-
ka zaczeta rozkwital. Powstaly tzw. laboratoria suche
(ang. dry lab), ktore w odroéznieniu od klasycznych
»mokrych” laboratoriéw biologicznych (ang. wet lab)
zajmowaly sie wylacznie analizg danych z ekspery-
mentow biologicznych. W laboratoriach tych pra-
cujg ludzie o bardzo réznym wyksztalceniu, m.in.
bioinformatycy, biolodzy, biotechnolodzy, medycy,
ktorzy zaczeli interesowa¢ sie bioinformatyka na po-
trzeby swoich badan, a takze informatycy, inzynie-
rowie oprogramowania, ktorzy wyspecjalizowali si¢

Zapis DNA

Mutacje w organizmie cztowieka powoduja, Ze nie wszystkie
komérki maja identyczny zapis DNA. Szczegdlnie powszechnie
zjawisko to ujawnia sie w komdrkach nowotworowych, gdzie
modyfikacja zapisu DNA to nie tylko zmiana pojedynczych
liter, lecz takze zwiekszenie liczby kopii poszczegdlnych
zapiséw, utrata innych, a takze przeksztatcenia strukturalne,
jak odwrécenie kierunku zapisu danego fragmentu.

w kierunku analiz bioinformatycznych. Ten zlepek
ludzi i do$wiadczen tworzy kuznie do nieustannego
rozwijania nowych algorytmoéw analiz danych. Przy-
cigga on szczegolnie mtodych ludzi, ktorzy wywodza
sie z pokolenia wychowanego z komputerem.
Wr6émy jednak do DNA. Juz wiemy, jak poznac je-
go sekwencje dla danego organizmu. Dzieki ukoncze-
niu HGP znamy juz ,,podstawowy” zapis DNA czlo-
wieka. Co ciekawe, technika sekwencjonowania DNA
moze postuzy¢ réwniez do poznania RNA, gdyz moze
zosta¢ ono przepisane w prosty sposob na komple-
mentarne (jak lustrzane odbicie) do niego DNA. Jed-
nakze RNA, jak wczeéniej wspomnieli$my, nie jest toz-
same dla kazdej komodrki. W zaleznoéci od jej funkcji,
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Komorki

g
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Graficzna prezentacja
wynikow z analizy
sekwencjonowania
pojedynczej komérki. Kazdy
punkt stanowi indywidualna
komérka, a odlegtos¢ miedzy
punktami stanowi miare
podobieristwa profilu RNA
miedzy komdrkami

ksztattu, stanu chorobowego czy dziafania lekéw ro-
dzaj iilo§¢ RNA moze ulega¢ zmianie. Jedne geny
moga zmniejszaé swoja ekspresje (ilos¢ wyproduko-
wanego RNA) lub catkowicie ja wygasza¢, inne moga
aktywowac swoja ekspresje lub zwiekszac ja do wyz-
szego poziomu. Obecnie szacuje sie, ze w ludzkim ge-
nomie jest od 20 do 25 tys. genéw, a kombinacja ro-
dzajui poziomu ich ekspresji jest zrodlem zmiennosci
biologicznej miedzy komérkami, tkankami, a nawet
calymi organizmami. Ludzki organizm posiada okoto
200 rodzajow komorek, ktorych profil ekspresji moze
zmienia¢ sie w zaleznosci od wielu czynnikéw, m.in.

Niekodujace DNA

Nie wszystkie

geny - fragmenty ulegajace przepisaniu na RNA

- prowadza do powstania biatek. Czes¢ tak powstatego RNA
petni funkcje regulacji ekspresji innych genoéw, stabilizuje
genom czy tez asystuje przy procesie powstawania biatka, lecz
nie jest uzywana jako matryca do jego zapisu.
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plci, stanu chorobowego, a takze pory dnia, diety czy
temperatury otoczenia, co powoduje, ze kazda komor-
ka w naszym organizmie moze mie¢ swoj indywidu-
alny profil ekspresji.

Dzieki dalszemu rozwojowi technik sekwencjo-
nowania nowej generacji mamy obecnie mozliwo$¢
uzyskania informacji o rodzaju i ilosci RNA produko-
wanego przez pojedyncza komorke (scRNAseq — ang.
single cell RNA sequencing). Szacuje sie, ze pojedyncza
komorka zawiera okoto 360 tys. czasteczek mRNA,
z czego 12 tys. ma unikatowq sekwencje (pojedyncze
transkrypty, czyli rodzaj mRNA), a pozostale stanowia
ich kopig (ilos¢ mRNA). W typowym eksperymencie
tego typu poznaje sie¢ sekwencje okoto 10-20 tys. ko-
morek pochodzacych z jednej probki, a probek moze
by¢ wiele w jednym eksperymencie. Waskim gardtem
jest analiza tak duzej ilo$ci danych.

Skad sie biorg trudnosci

Musimy najpierw zrozumie¢, jak powstaja dane z se-
kwencjonowania pojedynczej komoérki. Najpierw po-
jedyncze komorki z danej probki muszg by¢ oddzielo-
ne od siebie i zanurzane w kropelkach zawierajacych
znaczniki dla RNA oraz odpowiednie odczynniki.
Te kropelki to nijako miniaturowe probéwki, w kto-
rych zachodzg reakcje wlasciwe dla danej komorki.
RNA z danej komorki jest dzielone na krotkie frag-
menty, do ktorych sa przytaczane znaczniki unikato-
we dla danej komérki. Zeby zapewnié, ze kazda ko-
morka znajduje si¢ w osobnej kropelce z indywidu-
alnym znacznikiem, wigkszo$¢ kropelek nie zawiera
komorek. Nastepnie sekwencjonujemy okoto miliona
kropelek, by uzyska¢ informacje z 10-20 tys. komorek.

Pierwszym krokiem analizy jest ustalenie, ktore
kropelki zawierajg prawdziwe komorki, a ktore je-
dynie zanieczyszczenia. Nastepnie fragmenty RNA
sg porownywane z genomem, by posklada¢ fragmenty
pochodzace z pojedynczego genu i okresli¢, ktore ge-
ny sa aktywne w danej komérce i na jakim poziomie.
Ze wzgledu na ogromna liczbe kropelek i fragmentow
RNA do poréwnania (np. 450 mln dla 20 tys. komo-
rek) proces ten wymaga ogromnej mocy obliczeniowej
i trwa kilka dni. Po ustaleniu, ktére dane pochodza
z prawdziwych komorek, przechodzimy do wtasci-
wej analizy danych. Najpierw musimy przefiltrowaé
i przeksztalci¢ dane, by pozby¢ sie wszelkich artefak-
tow technicznych. W kolejnym etapie na podstawie
naszej wiedzy biologicznej identyfikujemy typy ko-
morek, grupujac je i znajdujac charakterystyczne geny
dla kazdej grupy.

Nastepnie jest przeprowadzana analiza wlasciwa,
specyficzna dla danego projektu naukowego. Obec-
nie istniejg tysigce algorytmow do analizy tego typu
danych, dobranie odpowiedniego do danego projektu
naukowego jest trudne, a poprawne jego uzycie jest
jeszcze trudniejsze. Na przykiad dane o profilu RNA
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pojedynczej komorki umozliwiajg okreélenie, w jaki
sposob poszczegolne typy komorek reaguja na lecze-
nie, czy wyjasnienie mechanizmu dzialania nowych
lekéw na poziomie molekularnym, co pozwala prze-
widzie¢ optymalne warunki ich zastosowania i poten-
cjalne dziatania niepozadane. Mozemy réwniez opi-
saé, jak komorki informujg sie wzajemnie o niebezpie-
czenstwie (infekgji, uszkodzeniu, potrzebie naprawy).
Dzieki zdobytej wiedzy mozemy symulowac sygnaly,
ktore wydaja pojedyncze komorki, uzywajac odpo-
wiednich substancji chemicznych po to, zeby nakfoni¢
komérki do wykonywania pracy na rzecz organizmu
(np. naprawy uszkodzonych tkanek). W badaniach,
ktore prowadzimy w Department of Radiation On-
cology w Albert Einstein College of Medicine, m.in.
poszukuje sie nowych lekow stymulujacych regenera-
cje poszczegdlnych tkanek po narazeniu na promie-
niowanie jonizujace (np. w przypadku incydentow
radiacyjnych).

W dobie nowoczesnej medycyny i biologii analiza
bioinformatyczna odgrywa kluczows role. Pozwa-
la ona na doktadne zrozumienie aktywnosci genow

na poziomie pojedynczej komorki, co jest nieocenione
w odkrywaniu subtelnych réznic w funkcjonowaniu
komorek w roznych stanach zdrowia i choroby. Dzieki
scRNAseq mozemy identyfikowa¢ specyficzne pod-
typy komorek, zrozumie¢ ich funkcje oraz interakcje
w sposob, ktory wezesniej byt niemozliwy.

Takie analizy dostarczaja cennych informacji,
ktore przyczyniajg si¢ do rozwoju spersonalizowanej
medycyny, umozliwiajac precyzyjne diagnozy i do-
stosowane terapie. W kontek$cie choréb takich jak
nowotwory wiedza o zaburzonych profilach ekspresji
gendéw w pojedynczych komdrkach moze prowadzié
do opracowania skuteczniejszych metod leczenia. Po-
nadto zrozumienie dynamiki RNA w komorkach jest
kluczowe dla badan nad réznymi procesami biolo-
gicznymi, od rozwoju embrionalnego po odpowiedzi
immunologiczne.

Dlatego tez w czasach, gdy dysponujemy ogromny-
mi ilo$ciami danych biologicznych, bioinformatycz-
na analiza staje si¢ niezbednym narzedziem do prze-
ksztatcania tych danych w uzyteczng wiedzg, przyspie-
szajgc tym samym postepy w nauce i medycynie. m
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Analiza komunikagji
miedzykomdrkowej
na podstawie danych
z sekwencjonowania
pojedynczej komérki
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