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Resumo

A regulação de expressão gênica é um fator chave nos processos biológicos

e composta de uma extensa cascata de eventos que envolvem diversas moléculas

e elementos. Entre estes elementos podemos destacar importantes reguladores tais

como fatores de transcrição (FTs) e microRNAs (miRNAs), os quais podem ativar

ou reprimir seus genes alvo e ainda cooperar ou competir em redes regulatórias.

A complexidade dos efeitos destes reguladores requer o desenvolvimento de novos

modelos capazes de integrar informação regulatória proveniente de diferentes tipos

de dados. Embora exista uma variedade de ferramentas para o estudo de redes regu-

latórias, ainda existem deficiências metodológicas para integrar co-regulação entre

reguladores e avaliar o efeito desta co-regulação em seus genes alvo. Neste trabalho

nós apresentamos o software RTNduals, um pacote R/Bioconductor capaz de identi-

ficar dual regulons, um novo conceito que descreve pares de regulons cujos alvos em

comum são afetados pelos dois reguladores. O pacote é uma extensão do software

RTN (Reconstruction of Transcriptional Networks) e utiliza redes transcricionais

para computar alvos compartilhados por dois reguladores e avaliar o efeito de am-

bos sobre os alvos compartilhados. O pacote RTNduals permite determinar se dois

reguladores tem efeito similar ou oposto no conjunto de alvos compartilhados.

Palavras-chaves: Redes Regulatórias; Regulons; Co-regulação; Fatores de trans-
crição; microRNAs.



Abstract

The regulation of gene expression is a key factor in biological processes and

it is composed of an extensive cascade of events involving several molecules and el-

ements. We can highlight important regulators such as Transcription Factors (FTs)

and microRNAs (miRNAs), which can activate or repress their target genes and

still cooperate or compete in regulatory networks. The complexity of the effects

among these regulators requires the development of new models capable of inte-

grating regulatory information from different types of data. Although there are a

variety of tools for the study of regulatory networks, there is still a methodologi-

cal gap to integrate co-regulation between regulators and to evaluate the effect of

this co-regulation on their target genes. In this work we present the RTNduals, an

R/Bioconductor package capable of identifying dual regulons, which represent pairs

of regulons whose common targets are affected by both regulators. The package

is an extension of the Reconstruction of Transcriptional Networks (RTN ) software

and it uses RTN -generated transcriptional networks to test when pairs of regulators

have a similar effect on their set of shared targets genes. With the set, RTNduals

allows to determine whether two regulators have similar or opposite effect on their

shared targets.

Key-words: Regulatory networks; Regulons; Co-regulation; Transcription Factors;
microRNAs.
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Apresentação

Esta dissertação está estruturada em três partes. A Parte I apresenta uma in-

trodução geral com ênfase em elementos regulatórios utilizados como modelos de estudo

no desenvolvimento do software RTNduals (Fatores de transcrição e microRNAs) e na

reconstrução de redes regulatórias utilizando a abordagem de reconstrução de regulons,

assim como descreve motivos de rede existentes entre os reguladores, seguido dos objetivos

gerais e especificos.

A Parte II apresenta cinco capítulos que descrevem em detalhes o pacote RTNdu-

als. Esta parte contém o manuscrito do artigo científico que descreve o pacote, a vinheta

do pacote com um fluxo de análises e um exemplo para a inferência de dual regulons,

a página do pacote RTNduals no repositório R/Bioconductor e um estudo em parceria

com outros colaboradores que mostra a importância das redes regulatórias no estudo de

doenças complexas.

Por fim, a Parte III apresenta o fechamento do trabalho, contendo a discussão

geral e conclusões com base nos resultados da Parte II.

Além destas três partes, a dissertação possui uma sessão de Anexos o conceito

de dual regulons descritos neste trabalho e o manual das funcionalidades do pacote.



Parte I

Introdução Geral
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1 Introdução

1.1 Elementos regulatórios da expressão gênica

A atuação precisa e bem organizada das etapas responsáveis pela expressão gênica

é diretamente relacionada ao correto funcionamento dos processos biológicos celulares.

No entanto, cada etapa possui uma complexa cadeia de eventos que envolvem diversos

elementos regulatórios transcricionais e o efeito destes elementos sobre seus respectivos

genes alvo (MASTON; EVANS; GREEN, 2006). A ação dos elementos regulatórios pode

ocorrer em níveis distintos durante o processo de expressão do gene, podendo atuar como

reguladores, transcricionais ou pós-transcricionais (THOMAS; CHIANG, 2006; KEENE,

2007). Dos elementos regulatórios citados anteriormente, os fatores de transcrição (FTs)

e microRNAs (miRNAs) merecem destaque por sua participação regulatória em diversos

processos celulares, entre os quais temos a proliferação, diferenciação e apoptose celular

(CHUANG; CHIANG, 2014).

Os FTs fazem parte de um grupo de proteínas modulares que regulam pré-transcri

cionalmente a expressão de um gene. Estas proteínas possuem dois domínios principais

que são usados: (I) para se associar a sequências promotoras ou sequencias de enhancer

do DNA e (II) para se associar a RNA-polimerase. Com isto os FTs são capazes de inibir

a ação da RNA-polimerase e consequente transcrição do gene, ou, potencializar a ação da

enzima na transcrição (SPITZ; FURLONG, 2012). Já os miRNAs, reguladores majorita-

riamente pós-transcricionais, consistem em pequenas moléculas (19 - 24 nucleotídeos) de

RNA não-codificante. Estas moléculas encontram-se geralmente dentro da região 3’UTR

(do inglês: untranslated region) dos seus genes alvo e são transcritas durante o processo

de transcrição do gene. Estes RNAs não-codificantes modulam a transcrição de um gene,

pelo pareamento, base a base, do miRNA com o mRNA do seu gene alvo, causando a

degradação ou inibindo a tradução do mesmo (BARTEL, 2004; TOSCANO-GARIBAY;

AQUINO-JARQUIN, 2014).
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O alto potencial regulatório de FTs e miRNAs torna importante um melhor en-

tendimento do efeito destes reguladores, de maneira sistêmica, na expressão gênica. Além

disso, a super expressão ou repressão de alguns FTs ou miRNAs estão relacionados ao

desenvolvimento de fenótipos de doenças multi-fatoriais como o câncer (NEBERT, 2002;

PENG; CROCE, 2016).

O grande volume de informações disponíveis sobre estes tipos de moléculas gerou

desafios para a criação de modelos organizacionais capazes de unir os dados de expressão

genética, moléculas celulares e doenças (LAMB, 2006). Neste cenário a Biologia de Siste-

mas busca produzir modelos capazes de abranger toda a rede de ação de FTs e miRNAs,

suas diferentes atuações nos genes, e a interação com outras moléculas (LEFEBVRE;

RIECKHOF; CALIFANO, 2012).

1.2 Redes regulatórias e regulons

Modelos baseados em redes regulatórias oferecem insteressantes estratégias para

elucidar complexos processos celulares utilizando diferentes tipos de dados. De acordo

com BASSO et al. (2005), estes modelos consistem de uma intricada rede de interações

moleculares entre moduladores, elementos regulatórios e conjunto de genes alvo.

Os modelos de redes regulatórias possuem diversos tipos de abordagens em sua

construção, uma destas estratégias consiste na reconstrução de redes regulatórias transcri-

cionais com base em regulons (MARGOLIN et al., 2006b). Nesta abordagem, os efeitos de

um regulador sobre seus potenciais alvos são reconstruídos em uma unidade regulatória,

ou regulon. Na Figura 1 podemos observar o processo de reconstrução de um regulon

utilizando matrizes de expressão (Figura 1a). A partir destas matrizes é computado o

efeito do regulador (Figura 1b) e a direção deste efeito (Figura 1c) sobre seus poten-

ciais alvos. Redes regulatórias baseadas em regulons podem ser utilizadas para visualizar

e compreender a interação e os efeitos de diferentes elementos regulatórios com seus pos-

síveis alvos, e assim, elucidar seus possíveis efeitos na expressão gênica (FLETCHER et

al., 2013).
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a b

interactions

c

Figura 1: Representação do processo de reconstrução de unidades regulatórias (regulons). (a) Tipo de
dado utilizado na reconstrução (matrizes de expressão).(b) Exemplo de regulon com valores de Infor-
mação Mútua. (c) Direção do efeito do regulador sobre seus potenciais alvos, em azul o regulador age
negativamente sobre os alvos (repressão) e em vermelho positivamente (indução).

A arquitetura de uma rede regulatória é extremamente complexa, um exemplo

dessa complexidade está ilustrado na Figura 2, a qual exibe as associações inferidas

para uma rede regulatória centrada em FTs. Nesta rede, os FTs são representados por

2 reguladores (PTTG1 e E2F2) e cada regulon possui um FT como nó central. No seu

entorno estão representados seus potenciais genes alvo e o efeito do regulador sobre o alvo.
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TF

PTTG1

E2F2

Targets

Figura 2: Complexidade de redes regulatórias. FTs são representados por quadrados e alvos por círculos.
A cor vermelha indica indução da expressão do gene alvo pelo regulador e a cor azul representa repressão
da expressão do gene alvo pelo regulador.

A complexidade de redes regulatórias ilustra os desafios para criação de ferramen-

tas computacionais em Biologia de Sistemas. Modelos de estudo neste campo do conheci-

mento precisam ser capazes de integrar informações de diferentes tipos de reguladores, os

quais atuam sobre o mesmo conjunto de alvos, tais como a ação co-regulatória entre FTs

e miRNAs (LE et al., 2013; HAMED et al., 2015).

1.3 Motivos regulatórios e co-regulação

Fatores de transcrição (FTs) e microRNA (miRNAs) formam redes regulatórias ex-

tremamente complexas, compartilhando e co-regulando diversos alvos. Esta co-regulação

tem produzido grande interesse na forma como estes elementos interagem entre si e agem

em conjunto. A importância desta co-regulação é evidenciada pela correlação entre per-

turbações nas redes regulatórias destes dois elementos e fenótipos de algumas doenças de

grande relevância epidemiológica (PENG et al., 2013; LIN et al., 2015). Além disso, a

compreensão da co-regulação entre FTs e miRNAs tem forte apelo tanto para estudos do

desenvolvimento celular, quanto para o desenvolvimento de novos fármacos.
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A co-regulação entre estes reguladores pode ocorrer através de dois tipos de motivos

regulatórios (loops): feed-foward-loops (FFLs) e feedback-loops(FBLs) (SHALGI et al.,

2007; TSANG; ZHU; OUDENAARDEN, 2007), conforme ilustrado na Figura 3. Os

FFLs representam motivos regulatórios em que existe ação entre os reguladores e ambos

atuam sobre os mesmos alvos. Os FBLs representam motivos regulatórios em que existe

apenas a ação entre os reguladores, mas estes não compartilham os mesmos alvos (INUI;

MARTELLO; PICCOLO, 2010). Os FFLs entre FT e miRNA tem grande influência sobre

o fenótipo celular, de acordo com INUI; MARTELLO; PICCOLO (2010) este tipo de loop

atuaria como um "tampão molecular", minimizando o efeito do ruído causado por uma

sinalização estocástica. Neste caso o FFL estabilizaria a tradução da proteína produto do

sinal estocástico, ajustando a expressão do gene para uma direção contrária ao sinal.

Os FFLs podem ser divididos em diversos tipos. Estes loops podem ser classificados

pelo seu regulador principal (Figura 3a), como: FT-FFL, miRNA-FFL e FFL composto.

No tipo FT-FFL, o FT é o regulador principal, regulando tanto o miRNA quanto o gene

alvo, no caso de um miRNA-FFL o miRNA é o regulador principal, regulando o FT e

gene alvo. Os FFLs compostos ocorrem quando existe uma combinação de miRNA-FFL

e FT-FFL, neste loop miRNA e FT se regulam entre si e ambos atuam sobre o mesmo

alvo. Além da classificação baseada no regulador principal, os FFLs também podem ser

classificados como coerentes (Figura 3b) ou incoerentes (Figura 3c) com base no efeito

resultante do loop sobre seu gene alvo. No caso do FFL coerente tanto miRNA quanto FT

atuarão sobre o gene e co-regulador para que tenham o mesmo resultado final, ativação

ou repressão do gene. Enquanto no FFL incoerente, o efeito do regulador principal sobre

o gene alvo é inconsistente quando comparado ao efeito do regulador principal sobre o

co-regulador (ZHANG et al., 2013; ZHAO et al., 2016).
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a) Tipos de FFLs

FT-FFL miRNA-FFL FFL composto

b) FFLs coerentes

c) FFLs incoerentes

d) FBLs

FT

Gene 
alvo

miRNA

Efeito

+/-

+

-

simples negativo duplo negativo

Figura 3: Tipos de loops encontrados entre FT, miRNA e gene alvo.(a)Tipos de FFLs de acordo com seu
regulador principal. (b) FFLs coerentes, nestes tipos de loops o resultado final da co-regulação é coerente
com o efeito que o regulador principal tem sobre seu gene alvo. Se o regulador principal inibe o alvo ele
irá inibir o co-regulador que estiver induzindo a expressão e induzir a expressão de um co-regulador que
também possui um efeito inibitório. O oposto ocorre nos FFLs incoerentes (c) aonde o efeito do regulador
principal sobre o gene alvo é incoerente com o efeito sobre o regulador, neste caso se o regulador pirncipal
inibe o gene alvo ele irá inibir o efeito de um co-regulador inibitório.(d) Tipos de FBLs. Adaptado de
ZHANG et al. (2013).

A correlação entre a disfunção de mecanismos regulatórios e diversos tipos de doen-

ças, como o câncer, tem revelado a importância de um melhor entedimento dos elementos

regulatórios e suas formas de ação. Dessa forma, reguladores e suas unidades regulatórias

são interessantes alvos terapêuticos, que em conjunto, criam a oportunidade de intervir-

mos em pontos chave do funcionamento celular (CASTRO et al., 2015). Portanto, quando

se pensa em potenciais alvos para o tratamento de câncer, existe interesse na busca de

moléculas com um amplo espectro de ação, como os FTs e miRNAs.
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1.4 Justificativa

Em função do exposto acima, listamos a seguir algumas questões que motivaram

os objetivos delineados neste trabalho:

i. Dificuldade do entendimento sistêmico da ação de reguladores de expressão gênica ape-

sar da grande quantidade de dados moleculares referentes a estes reguladores;

ii. Falta de modelos que cubram o efeito de co-regulação de diferentes elementos regula-

tórios apesar da existência de modelos de redes regulatórias capazes de avaliar o efeito

de um tipo de regulador;

iii. Pouca compreensão da co-regulação entre Fatores de Transcrição e microRNAs em

modelos de redes transcricionais apesar da importância dos motivos regulatórios (loops)

que estes elementos formam.
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1.5 Objetivo Geral

Dada a importância da ação co-regulatória entre Fatores de Transcrição e microR-

NAs e as vantagens dos modelos de redes transcricionais para o estudo de regulação da

expressão gênica, este trabalho teve como objetivo geral desenvolver uma ferramenta

capaz de integrar redes transcricionais de diferentes reguladores e computar os possíveis

loops entre Fatores de Transcrição e microRNAs.

1.6 Objetivos específicos

∙ Desenvolver uma ferramenta R/Bioconductor capaz de integrar redes regulatórias

de diferentes tipos de elementos reguladores.

∙ Desenvolver um novo modelo para o estudo do efeito de co-regulação entre diferentes

reguladores.

∙ Utilizar a ferramenta produzida para estudar os loops co-regulatórios entre Fatores

de Transcrição e microRNAs



Parte II

RTNduals - pacote R/Bioconductor
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2 Manuscrito

2.1 RTNduals: Um pacote R/Biocondcutor para análise de loops

co-regulatórios e inferência de dual regulons

Este manuscrito descreve o pacote RTNduals e será submetido para publicação no

periódico Bioinformatics.
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Results: Here we present RTNduals, an R/Bioconductor package to identify dual regulons, which
represent pairs of regulons whose common targets are likely to be affected by both regulators. The
package is an extension of the RTN (Reconstruction of Transcriptional Networks) package and uses the
RTN transcriptional networks to test whether pairs of regulators have similar effects on their sets of target
genes. Within the sets of shared targets, RTNduals allows to determine if two regulators have similar or
opposing effects on their targets.
Availability: Our software is written in R language, and is available from the Bioconductor project at
http://bioconductor.org/packages/RTNduals/
Contact: vinicius.chagas@ufpr.br and mauro.castro@ufpr.br
Supplementary information: Supplementary data (case studies) are available at Bioinformatics online.

1 Introduction
Gene regulation can involve a complex chain of events where a large
number of regulatory elements might participate, such as Transcription
Factors (TFs) and microRNAs (miRNAs), which are well studied key
factors in several biological processes. TFs are modular proteins that
can act as activator or repressor of gene expression by binding to the
promoter region and recruiting the transcriptional apparatus [Lee and
Young, 2000]. In contrast, miRNAs are small non-coding RNAs (around

19 to 25 nucleotides) that silence the expression of target genes by mRNA
cleavage or translational repression Bartel [2004].

Although these regulators act at different levels (i.e. TFs are
pretranscriptional regulators while miRNAs are posttranscriptional Chuang
and Chiang 2014), both can co-operate or compete for the same targets
in a regulatory network. The co-regulatory relationship between TFs and
miRNAs has been demonstrated as an important factor in gene expression
regulation, and the dysfunction of this co-operation has been associated
with diverse diseases, including cancer Lin et al. [2015], Bracken et al.
[2016]. The complexity of these relationships has been described by Zhang
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et al. [2013] and classified into several types of network motifs between
triplets of TFs, miRNAs and common targets. These motifs can form feed-
forward loops (FFLs) and feedback loops (FBLs), either showing coherent
or incoherent target effects. Despite the biological importance of these co-
regulatory relationships, it is still challenging to develop models capable of
integrating regulatory information from different types of regulators into
a systems view and to evaluate the effects of this co-regulation on target
genes. The available tools that study this kind of phenomena usually focus
on computing the possible motifs between TFs, miRNAs and common
targets [Le et al., 2013, Hamed et al., 2015]. However, they do not
integrate co-regulation and evaluate the effects of upstream signaling on
target genes. One possible approach is to use regulatory network models
centered on the regulators. In these models, the downstream associations
of a given regulator are reconstructed into a regulatory unit or regulon, and
then, assessed in the context of gene perturbations [Fletcher et al., 2013].

For example, the RTN (Reconstruction of Transcriptional Networks)
is an R/Bioconductor package which computes transcriptional networks
using regulons Castro et al. [2015]. This package uses Mutual Information
(MI) to infer interactions between an individual regulator and its candidate
target gene set (i.e. its regulon). For regulators that include steroid hormone
receptors and transcription factors, the package has demonstrated that the
activity of the regulon - as inferred by RTN - is more informative than the
expression of the regulator itself . However, the RTN package does not cope
with possible co-regulatory relationships between two types of regulators
such as TFs and miRNAs. Here we provide a software that inherits RTN
transcriptional networks and tests if, for any given pair of regulons,
targets are likely to be affected by both regulators. RTNduals allows
to analyze similar or different types of regulators (e.g. between TF-TF,
miRNA-miRNA, TF-miRNA, TF-mRNA). The package tests the effects
that two regulators have on their sets of shared target genes. Within the
sets, RTNduals distinguishes when the two regulators have coherent or
incoherent effects on the sets (REF). Pairs of regulons with significant
similarities in their shared targets are named as dual regulons.

2 A method for discovering possible dual
regulons

RTNduals can take as input two types of data in order to generate an
MBR (Motifs Between Regulons) S4 class object. The first type consists
of an expression matrix and two lists of regulators. The expression matrix
is typically obtained from multiple samples (e.g. transcriptomes from a
cancer cohort), while the lists of regulators represent some prior biological
information indicating which genes in the expression matrix should be
regarded as regulators. The package architecture allows the input of two
classes of regulators such as TFs and microRNAs. In this case, the
expression matrix should comprise mRNA and miRNA expression values.
The other way to generate an MBR class is using two Transcriptional
Network Inference (TNI)-class objects, pre-computed by the RTN package
and used as the main data input.

RTNduals uses three complementary statistics to compute dual
regulons: (i) Targets are assigned to regulons based on MI between the
regulator and the target. The significance of the MI statistics is assessed
by permutation and bootstrap analysis. The association between pairs
of regulators is also identified in this step since regulators can target
each other; (ii) Shared targets between any two regulons are identified
and the similarity in regulation (which can be positive or negative) is
assessed by correlation analysis (e.g. Pearson’s or Spearman’s correlation).
Single network motifs are identified in this step. A motif is formed if two
regulators that are linked in the network share a target gene, forming a
triplet. A new motif if formed for each shared target, but only coherent
motifs are considered; (iii) A test is carried out to determine if the

correlation between the set of network motifs of any two regulons is
higher than expected by chance. The Figure 1a shows an overview
of the methodologies that are used by RTNduals in order to infer dual
regulons. In Figure 1b we illustrate two dual regulons, each one with two
regulatory motifs. In orange, the two regulators agree on the downstream
effects (i.e. same directions), and an example of this agreement is showed
in Figure 1c; whereas in green, they disagree (i.e. opposite directions) and
Figure 1d shows an example of such disagreement.

Our method can be applied to any regulatory relationship based on
regulons. For gene expression datasets, typical regulators might include
transcription factors, miRNAs, eRNAs and long non-coding RNAs.
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Fig. 1. RTNduals takes as input an expression matrix with two lists of regulators
chosen by prior biological knowledge. The dual regulons are assessed by the package
using the transcriptional network reconstruction methods provided by the RTN package.
(a) RTNduals computes the dual regulons using: (i) MI between the regulator and the
target; (ii) the association between pairs of regulators and their common targets; (iii) a
hypergeometric test to evaluate if the set of network motifs of any two regulons is larger
than expected by chance. (b) Two examples of two regulators with two network motifs each.
In orange, an example in which the regulators agree at the downstream effects, in green
the opposite case. (c, d) Scatter plots showing the association between regulons computed
from TCGA BLCA data.

3 Core class and methods
The core S4 class in RTNduals is the MBR (Motifs Between Regulons).
The S4 methods for this class cover the following steps:

Preprocessing: The S4 method ‘mbrPreprocess’ checks the
consistency of the expression matrix and removes possible duplicated
elements by selecting the most informative rows to compute MI. In this
stage, the package also creates the regulatory networks using the two list
of regulators.

Permutation and Bootstrap: The S4 method ‘mbrPermutation’ inherits
the same algorithm implemented in the RTN package. In this process,
MI is calculated between a regulator and the multiple targets in order to
infer a regulon. Each regulon is computed with multiple hypothesis testing
corrections. This step also removes unstable interactions by bootstrap
analysis and creates a consensus bootstrap network.

Association: The S4 method ‘mbrAssociation’ takes the two
transcriptional networks computed in the previous steps and enumerates all
motifs between all regulons. The method retrieves the mutual information
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between regulators and assesses the agreement between the predicted
downstream effect using correlation analysis. A hypergeometric test is
used to evaluate whether the common targets are potentially affected by
both regulators in a number greater than expected by chance. A summary
of the results can be accessed from the ‘summary’ slot using the ‘mbrGet’
function.
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Abstract
Multiple regulators can co-operate or compete to control biological processes. RTNduals is a tool derived from

the RTN (Reconstruction of Transcriptional Networks) package and searches for possible co-regulatory relationships
between pairs of regulators. The tool infers “dual regulon” status, a new concept that tests whether pairs of regulators
have similar effects on their sets of target genes (regulons). Members of a pair can be of similar types or different types
(e.g. transcription factor (TF)-TF, miRNA-miRNA, TF-miRNA, TF-mRNA). RTN infers interactions between a list of
regulators and candidate target gene sets (i.e. regulons) using Mutual Information (MI). The “dual regulon” extension
identifies shared targets and assesses the similarity in regulation for these shared targets. RTNduals can identify
regulators with shared or opposing effects on cellular phenotypes and can be applied to many different regulatory
processes.
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1 Overview

Recurrent patterns in biological networks have been termed network motifs (Bracken, Scott, and Goodall 2016), which
may reflect critical roles in multiple biological processes; for example, regulatory loops between transcription factors and
microRNAs (Zhang et al. 2015). RTNduals searches for targets shared between pairs of regulators, using regulatory
networks generated by the RTN package (for details, please refer to the RTN documentation) (Castro et al. 2016). In
such a network, each regulator has an associated set of gene targets (i.e. a regulon), and when we assess the shared
targets in the regulons of a pair of regulators, we find that each shared target may be regulated in a positive or negative
direction by a given regulator (i.e. pairs of regulators can either agree or disagree on the predicted downstream effects for
a shared target gene). ‘Dual regulons’ represent regulon pairs whose common targets are likely to be affected by both
regulators. The inference of ‘dual regulons’ requires three complementary statistics: (1) Targets are assigned to regulons
based on MI between the regulator and the target. The significance of the MI statistics is assessed by permutation and
bootstrap analysis. The association between pairs of regulators is also identified in this step, since regulators can target
each other. (2) Shared targets between any two regulons are identified and the similarity in regulation (i.e. positive or

1
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negative direction) is assessed by correlation analysis. Single network motifs are identified in this step consisting of two
regulators and one common target. (3) A test is carried out to determine if the correlation between the set of network
motifs of any two regulons is higher than would be expected by chance. The schematics in Figure 1 show examples
of ‘dual regulons’ with two network motifs each. In (a) the two regulators agree on the downstream effects (i.e. same
directions), while in (b) they disagree (i.e. opposite directions). Our method can be applied to any regulatory relationship.
For gene expression data sets typical regulators might include transcription factors, miRNAs, eRNAs and lncRNAs.

Figure 1 - Examples of regulators and predicted associations. This
figure illustrates two ‘dual regulons’ and the respective downstream effects. (a) Regulators R1 and R2 agree in both
activation (open circle) and repression (filled circle). (b) Regulators R1 and R2 disagree.

2 Quick Start

The RTNduals workflow starts with a preprocessing step that generates an MBR-class (Motifs Between Regulons)
object from an expression matrix and two lists of regulators. The expression matrix is typically obtained from multiple
samples (e.g. transcriptomes from a cancer cohort), while the lists of regulators represent some prior biological information
indicating which genes in the expression matrix should be regarded as regulators. The input data can also deal with two
classes of regulators; for example, genes and microRNAs. In this case, the expression matrix should comprise mRNA and
miRNA expression values. Alternatively, the MBR-class object can be obtained by combining two TNI-class objects
pre-computed in the RTN package.

2.1 Load datasets

This example provides the data required to generate an MBR-class object. The dataset dt4rtn is available from the
RTN package and consists of an R list with 6 objects, 3 of which will be used in the subsequent analysis: (1) gexp,
a named gene expression matrix with 250 samples (genes in rows, samples in cols), (2) gexpIDs, a data.frame with
Probe-to-ENTREZ annotation, and (3) tfs, a named vector listing transcription factors (in this case, 149 TFs). While
these datasets were extracted, pre-processed and size-reduced from Fletcher et al. (2013) and Curtis et al. (2012), they
should be regarded as examples for demonstration purposes only.
##--- load package and prepare a dataset for demonstration
library(RTNduals)
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data("dt4rtn", package = "RTN")
gexp <- dt4rtn$gexp
annot <- dt4rtn$gexpIDs
tfs1 <- dt4rtn$tfs[c("IRF8","IRF1","PRDM1","AFF3","E2F3")]
tfs2 <- dt4rtn$tfs[c("HCLS1","STAT4","STAT1","LMO4","ZNF552")]

2.2 Preprocessing

The gexp data matrix and the corresponding annotation are evaluated by the mbrPreprocess function in order to check
the consistency of the input data. After this step it is generated a pre-processed MBR-class object whose status is
updated to ‘Preprocess [x]’.
##--- generate a pre-processed BR-class object
rmbr <- mbrPreprocess(gexp=gexp, regulatoryElements1=tfs1,

regulatoryElements2=tfs2, gexpIDs=annot, verbose=FALSE)
rmbr
## an MBR (Motifs Between Regulons) object:
## --status:
## Preprocess Permutation Bootstrap DPI.filter Association
## [x] [ ] [ ] [ ] [ ]

2.3 Run permutation analysis

The mbrPermutation method inherits the same algorithm implemented in the RTN package. This function takes the
pre-processed MBR-class object and returns two regulatory networks that are inferred by mutual information analysis
(with multiple hypothesis testing corrections). The results are included in the ‘TNI’ slots, which will be used in the
subsequent steps of the pipeline.
##--- compute two regulatory networks
##--- (set nPermutations>=1000)
rmbr <- mbrPermutation(rmbr, nPermutations=100, verbose=FALSE)
rmbr
## an MBR (Motifs Between Regulons) object:
## --status:
## Preprocess Permutation Bootstrap DPI.filter Association
## [x] [x] [ ] [ ] [ ]

2.4 Run bootstrap analysis

In additional to the permutation analysis, the stability of the regulatory networks is assessed by bootstrapping using
the mbrBootstrap function, which also inherits the same algorithm from the RTN package. Each ‘TNI’ slot of the
MBR-class object is updated with a consensus bootstrap network.
##--- check the stability of the two regulatory networks
##--- (set nBootstrap>=100)
rmbr <- mbrBootstrap(rmbr, nBootstrap=10, verbose=FALSE)
rmbr
## an MBR (Motifs Between Regulons) object:
## --status:
## Preprocess Permutation Bootstrap DPI.filter Association
## [x] [x] [x] [ ] [ ]
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2.5 Run DPI filter

In a given regulatory network each target can be linked to multiple regulators as a result of both direct and indirect
interactions. The Data Processing Inequality (DPI) algorithm (P. Meyer, Lafitte, and Bontempi 2008) is used to remove
the weakest interaction between two regulators and a common target. This step inherits the algorithm that is implemented
in the RTN package, and it is optional for the analyses described in this workflow (the results of this step can be used to
assess regulon activity in the RTN package).
##---apply DPI algorithm
rmbr <- mbrDpiFilter(rmbr, eps=0.05, verbose=FALSE)
rmbr
## an MBR (Motifs Between Regulons) object:
## --status:
## Preprocess Permutation Bootstrap DPI.filter Association
## [x] [x] [x] [x] [ ]

2.6 Run association analysis between regulons

The mbrAssociation method takes the two transcriptional networks computed in the previous steps and enumerates all
motifs between all regulons. The method retrieves the mutual information between regulators and assesses the agreement
between the predicted downstream effects using correlation analysis. A hypergeometric test is used to evaluate whether
the common targets are potentially affected by both regulators in a number greater than expected by chance. Note that
this example warns the user that only a few regulon pairs are being tested. This warning is to recall that the search
space should ideally represent all possible combinations of a given class of regulators (for example, all nuclear receptors
annotated for a given species).
##--- run the main RTNduals methods
rmbr <- mbrAssociation(rmbr, prob=0.75, verbose=FALSE)
## Warning: Only 25 regulon pair(s) is(are) being tested!
## Ideally, the search space should represent all possible
## combinations of a given class of regulators! For example,
## all nuclear receptors annotated for a given species.

A summary of the results can be accessed from the ‘summary’ slot using the mbrGet function.
##--- check summary
mbrGet(rmbr, what="summary")
## $MBR
## $MBR$Duals
## testedDuals inferredDuals
## duals 25 7
##
##
## $TNIs
## $TNIs$TNI1
## RE Targets Edges
## tnet.ref 5 2500 5728
## tnet.dpi 5 2500 5050
##
## $TNIs$TNI2
## RE Targets Edges
## tnet.ref 5 2060 5285
## tnet.dpi 5 2060 4476
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2.7 Rank ‘dual regulons’

The mbrDuals method ranks all candidates using the correlation values computed in the mbrAssociation step, and
returns the list of ‘dual regulons’.
##--- run 'mbrDuals' and get results
rmbr <- mbrDuals(rmbr)
## -Sorting by the R value...
results <- mbrGet(rmbr, what="dualsInformation")

Also, when prior evidences are available this method can add a ‘supplementaryTable’ regarding the association between
regulators. The ‘supplementaryTable’ is a ‘data.frame’ listing unique relationships between any two regulators used to
compute the ‘dual regulons’ (please refer to the documentation for details on the input data format).
##--- here we build a 'toy' evidence table using the 'rnorm' function
supplementaryTable <- results[ ,c("Regulon1","Regulon2")]
supplementaryTable$ToyEvidence <- rnorm(nrow(results))
supplementaryTable
## Regulon1 Regulon2 ToyEvidence
## IRF8~HCLS1 IRF8 HCLS1 1.2063271
## IRF8~STAT4 IRF8 STAT4 -0.1867745
## IRF1~STAT1 IRF1 STAT1 -1.9590200
## IRF1~STAT4 IRF1 STAT4 -0.9633900
## IRF1~HCLS1 IRF1 HCLS1 -0.7766609
## PRDM1~STAT4 PRDM1 STAT4 -0.5445293
## PRDM1~HCLS1 PRDM1 HCLS1 -0.9070042

##--- add supplementary evidences with the 'mbrDuals' function
rmbr <- mbrDuals(rmbr, supplementaryTable = supplementaryTable,

evidenceColname = "ToyEvidence", verbose = FALSE)

##--- check updated results
mbrGet(rmbr, what="dualsInformation")
## Regulon1 Size.Regulon1 Regulon2 Size.Regulon2
## IRF8~HCLS1 IRF8 1062 HCLS1 969
## IRF8~STAT4 IRF8 1062 STAT4 1134
## IRF1~STAT1 IRF1 856 STAT1 907
## IRF1~STAT4 IRF1 856 STAT4 1134
## IRF1~HCLS1 IRF1 856 HCLS1 969
## PRDM1~STAT4 PRDM1 1086 STAT4 1134
## PRDM1~HCLS1 PRDM1 1086 HCLS1 969
## Jaccard.coefficient Hypergeometric.Pvalue
## IRF8~HCLS1 0.7067227 0
## IRF8~STAT4 0.6737805 0
## IRF1~STAT1 0.6189164 0
## IRF1~STAT4 0.5620094 0
## IRF1~HCLS1 0.5678694 0
## PRDM1~STAT4 0.5320911 0
## PRDM1~HCLS1 0.5199704 0
## Hypergeometric.Adjusted.Pvalue MI MI.Adjusted.Pvalue
## IRF8~HCLS1 0 0.8481564 <0.01
## IRF8~STAT4 0 0.6460023 <0.01
## IRF1~STAT1 0 0.3989572 <0.01
## IRF1~STAT4 0 0.3426818 <0.01
## IRF1~HCLS1 0 0.3498595 <0.01
## PRDM1~STAT4 0 0.2243653 <0.01
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## PRDM1~HCLS1 0 0.2805251 <0.01
## R Quantile ToyEvidence
## IRF8~HCLS1 0.8750054 1.00 1.2063271
## IRF8~STAT4 0.8568955 0.96 -0.1867745
## IRF1~STAT1 0.8086863 0.92 -1.9590200
## IRF1~STAT4 0.7835372 0.88 -0.9633900
## IRF1~HCLS1 0.7753173 0.84 -0.7766609
## PRDM1~STAT4 0.7539764 0.80 -0.5445293
## PRDM1~HCLS1 0.7400451 0.76 -0.9070042

2.8 Visualize shared cloud of targets

The package provides the mbrPlotDuals function to visualize ‘dual regulon’ and the respective motifs, which represent
the shared cloud of targets. Figure 2 shows two examples of ‘dual regulons’ for the schematics illustrated in Figure 1. In
(a) the two regulators agree on the downstream effect (i.e. same directions), while in (b) they disagree (i.e. opposite
directions).
duals <- mbrGet(rmbr, what="dualRegulons")
mbrPlotDuals(rmbr, names.duals = duals[1])

Figure 2. The ‘mbrPlotDuals’ function shows the shared cloud of targets. In (a) the regulators agree on the downstream
effects, while in (b) they disagree. The colour pattern follows the schematics in Figure 1.

3 Session Info

sessionInfo()
## R version 3.3.3 (2017-03-06)
## Platform: x86_64-pc-linux-gnu (64-bit)
## Running under: Debian GNU/Linux 8 (jessie)
##
## locale:
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## [1] LC_CTYPE=en_US.UTF-8 LC_NUMERIC=C
## [3] LC_TIME=en_US.UTF-8 LC_COLLATE=en_US.UTF-8
## [5] LC_MONETARY=en_US.UTF-8 LC_MESSAGES=en_US.UTF-8
## [7] LC_PAPER=en_US.UTF-8 LC_NAME=C
## [9] LC_ADDRESS=C LC_TELEPHONE=C
## [11] LC_MEASUREMENT=en_US.UTF-8 LC_IDENTIFICATION=C
##
## attached base packages:
## [1] stats graphics grDevices utils datasets methods base
##
## other attached packages:
## [1] RTNduals_1.1.3 RTN_1.13.4 igraph_1.0.1 BiocStyle_2.2.1
##
## loaded via a namespace (and not attached):
## [1] Rcpp_0.12.8 plyr_1.8.4 nloptr_1.0.4
## [4] bitops_1.0-6 tools_3.3.3 minet_3.32.0
## [7] pvclust_2.0-0 digest_0.6.10 lme4_1.1-12
## [10] bit_1.1-12 evaluate_0.10 nlme_3.1-131
## [13] lattice_0.20-34 mgcv_1.8-16 ff_2.2-13
## [16] Matrix_1.2-8 yaml_2.1.14 parallel_3.3.3
## [19] SparseM_1.74 stringr_1.1.0 knitr_1.15.1
## [22] MatrixModels_0.4-1 S4Vectors_0.12.1 IRanges_2.8.1
## [25] stats4_3.3.3 rprojroot_1.1 nnet_7.3-12
## [28] grid_3.3.3 data.table_1.10.0 snow_0.4-2
## [31] fdrtool_1.2.15 XML_3.98-1.5 rmarkdown_1.3
## [34] minqa_1.2.4 limma_3.30.7 reshape2_1.4.2
## [37] corpcor_1.6.8 RedeR_1.22.0 car_2.1-4
## [40] magrittr_1.5 backports_1.0.4 htmltools_0.3.5
## [43] BiocGenerics_0.20.0 MASS_7.3-45 splines_3.3.3
## [46] pbkrtest_0.4-6 quantreg_5.29 stringi_1.1.2
## [49] RCurl_1.95-4.8
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4 Repositório Bioconductor

O pacote RTNduals se encontra disponível para download na plataforma Biocon-

ductor através do link:

http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/RTNduals.html

http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/RTNduals.html
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5 Manuscrito em colaboração

5.1 Manuscrito submetido ao periódico Cell, em parceria com o

consórcio internacional The Genome Cancer Atlas

Este capítulo mostra parte de um estudo em colaboração com o consórcio TCGA,

atualmente na segunda rodada de revisões no periódico Cell. Neste estudo usamos uma

abordagem de redes regulatórias, reconstruindo regulons de Fatores de Transcrição e mi-

croRNAs para descrever o fenótipo de câncer de bexiga. Este estudo motivou o desen-

volvimento de uma ferramenta capaz de integrar dois reguladores. O próximo passo será

utilizar o pacote RTNduals para cruzar os resultados do pacote com as descobertas des-

critas neste estudo.
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Summary   

We report a comprehensive analysis of 412 muscle-invasive bladder cancers characterized by 

multiple TCGA analytical platforms. Fifty-eight genes were significantly mutated.  Mutational 

load was mainly driven by APOBEC-mediated mutagenesis. Clustering by mutation signature 

identified a high-mutation subset with 89% 5-year survival. mRNA expression clustering refined 

prior clustering analyses, and identified a novel poor-survival ‘neuronal’ subtype that 

nevertheless lacked small cell or neuroendocrine histology. Clustering by mRNA, lncRNA, and 

miRNA expression converged to identify subsets with differential epithelial-mesenchymal 

transition, carcinoma-in-situ scores, histologic features, and survival. Our analyses identified 5 

different subtypes of muscle-invasive bladder cancer that have different developmental 

mechanisms and that are likely to benefit from differential treatment approaches. 
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Highlights 

 High mutational load in bladder cancer is driven mainly by APOBEC-mediated 
mutagenesis  

 Cancers with high-APOBEC and high-mutation load had an extraordinary 89% 5 year 
survival 

 mRNA clustering identified a novel neuronal subtype with poor survival 

 Convergent RNA clustering identified subtypes with different developmental mechanisms 
and distinct therapeutic potential 
 

Introduction 

Urothelial bladder cancer is a heterogeneous epithelial malignancy that presents most 

commonly as an exophytic tumor confined to the mucosa or lamina propria. However, 25% of 
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6 Discussão Geral e Conclusões

A importância dos reguladores de expressão gênica no desenvolvimento e dife-

renciação celular já é bem estabelecida em diversos estudos (ANDERSON et al., 2002;

KINGSLEY; BHAT, 2017). Destes reguladores, Fatores de Transcrição e microRNA ga-

nham destaque devido sua ampla atuação reguladora e correlação com doenças complexas

tais como o câncer (BHATLEKAR et al., 2017; GUO; BAO; YANG, 2017). Além disso,

estes dois reguladores possuem conhecidos motivos regulatórios (loops) atuando em con-

junto e co-regulando os mesmos alvos (ZHANG et al., 2013; ZHAO et al., 2016). Apesar

da existência de ferramentas capazes de computar estes loops (LE et al., 2013; HAMED et

al., 2015), ainda existe uma lacuna no entendimento dos efeitos desta co-regulação sobre

seus alvos de maneira sistêmica.

Pensando na lacuna citada anteriormente, o presente trabalho desenvolveu um

pacote na linguagem R (Parte II ) capaz de computar os loops entre reguladores e ge-

nes alvo utilzando o modelo de redes regulatórias transcricionais baseadas em unidades

regulatórias (regulons). A eficácia deste modelo já foi demonstrada por CASTRO et al.

(2015) e FESSLER et al. (2016) utilizando a ferramenta RTN para reconstrução de re-

des regulatórias em câncer de mama. Além disso, o estudo descrito no Capítulo 5 utiliza

a reconstrução de regulons em redes regulatórias para estudar dois tipos de reguladores

(Fatores de Transcrição e microRNAs) no fenótipo de câncer de bexiga. Neste estudo em

parceria com o consórcio TCGA utilizamos regulons de Fatores de Transcrição e microR-

NAs para descrever o fenótipo de câncer de bexiga e como a condição (ativo ou inativo)

destes regulons estaria associada com outras informações disponíveis. Porém, cada tipo de

regulador foi usado separadamente no estudo, o que motivou o desenvolvimento de uma

ferramenta capaz de integrar dois reguladores. A ferramenta RTN possui limitações para

computar co-regulação entre regulons de diferentes redes. O pacote RTNduals utiliza redes

regulatórias computadas pela ferramenta RTN e investiga a existência de loops entre os

regulons de diferentes redes, com isso, a ferramenta é capaz de computar dual regulons,
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um novo conceito desenvolvido durante este trabalho.

Os dual regulons seriam portanto a combinação dos conceitos discutidos anterior-

mente, ou seja, um modelo que engloba a descoberta de loops co-regulatórios entre regulons

e o efeito desta co-regulação sobre os genes alvo. O modo como este modelo é compu-

tado, descrito em detalhes na Parte II, utiliza o conceito de feed-foward-loops (FFLs) e

três diferentes tipos de estatísticas. Na primeira etapa a ferramenta computa Informação

Mútua entre o regulador e seu potencial alvo de modo a reconstruir um regulon, o valor

de significância desta Informação Mútua é calculado através de análise de permutação e

bootstrap (MARGOLIN et al., 2006a; FLETCHER et al., 2013). Além disso, o algoritmo

é capaz de mostrar qual a direção do efeito do regulador sobre seus alvos, podendo ser

positivo (indução) ou negativo (repressão). O pacote RTNduals utiliza Informação Mútua

para investigar possíveis loops entre os regulons, sendo que para ser considerado um loop

deve existir Informação Mútua entre os dois reguladores e ambos devem atuar sobre um

alvo compartilhado, conforme ilustrado na Figura 5. A concordância entre o efeito de

ambos os reguladores (indução ou repressão) é então computada através de uma aná-

lise de correlação (Spearman ou Pearson), com isso podemos dizer se um possível dual

regulon possui efeito concordante (Figura 5a) ou discordante (Figura 5b) sobre seus

alvos compartilhados. Por fim, para ser considerado um dual regulon é realizado um teste

hipergeométrico para mostrar se o número de alvos compartilhados entre os dois regulons

é maior do que seria esperado ao acaso.

Os objetivos do trabalho, descritos na Parte I, são satisfeitos uma vez que o pacote

RTNduals utiliza diferentes redes regulatórias transcricionais e produz resultados que

integram as informações dos regulons de ambas as redes, conforme explicado no Capítulo

3-4. Esta integração tornou possível o modelo de dual regulons, que é capaz de rastrear

os loops regulatórios entre os diferentes reguladores e avaliar seus efeitos sobre seus alvos

compartilhados. O fato do pacote RTNduals utilizar o modelo de redes transcricionais

produzido pelo pacote RTN permite que a ferramenta utilize diferentes tipos de dados

de expressão (RNA-seq, miRNA-seq) como entrada, descrito no Capítulo 3. Além disso, o

pacote RTNduals foi capaz de avaliar a co-regulação existente entre Fatores de Transcrição
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Figura 5: Exemplo de dual regulons e o efeito dos regulares sobre seus alvos compartilhados. (a) Ilustração
de um dual regulon concordante, neste caso ambos reguladores R1 e R2 concordam na ativação (círculo
vazio) e repressão (circulo preenchido) dos seus avlos. (b) Exemplo de dual regulon discordante, R1 e R2
tem efeito contrário em seus alvos compartilhados.

e microRNAs, conforme descrito no manuscrito do Capítulo 2.

O pacote RTNduals e o conceito de dual regulons abrem novas possibilidades para o

estudo da co-regulação durante a expressão gênica. A versatilidade da ferramenta permite

que reguladores de diferentes tipos sejam confrontados para verificar se existe um efeito

co-regulador entre os elementos reguladores e qual a direção deste efeito sobre seus alvos.

Assim, é possível verificar se existe contradição entre os reguladores ou se ambos atuam

de forma semelhante sobre seus alvos compartilhados. Por fim, a co-regulação pode ser

comparada entre diferentes fenótipos celulares, identificando semelhanças e diferenças

entre grupos de dual regulons. O pacote RTNduals permitirá usar a informação de dois

reguladores simultaneamente e portanto cruzar as informações dos dual regulons com os

resultados do estudo descrito no Capítulo 5.
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7 Perspectivas

O conceito de dual regulons abre discussão para novas questões nos efeitos de

co-regulação entre reguladores, por exemplo, qual será o efeito da inativação de um dos

reguladores em um dual regulon concordante? O outro regulador será capaz de compensar

o efeito nos alvos? E em um dual regulon discordante? Haverá um aumento do efeito nos

alvos pelo regulador ativo? As respostas para estas perguntas fazem parte dos próximos

passos da utilização do pacote RTNduals em estudos futuros.
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ANEXO A – Manual do pacote RTNduals

O Anexo A apresenta o manual de funcionalidades do pacote RTNduals. Neste

capítulo encontramos a descrição da classe MBR, os métodos referentes a esta classe, os

parâmtros utilizados em cada um dos métodos e as saídas resultantes dos métodos.
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MBR-class MBR objects

Description

MBR: an S4 class for co-regulation analysis and inference of ’dual regulons’.

Details

The MBR class is a container for results from the MBR methods. The class slots are used to store
information of different transcriptional networks, regulator annotation, infered ’dual regulons’ and
parameters used in the analysis. All the information is stored in nine slots.

Slots

TNI1 a ’TNI’ object created by the RTN package.

TNI2 another ’TNI’ object created by the RTN package.

testedElementsTNI1 regulatory elements listed in the TNI1.

testedElementsTNI2 regulatory elements listed in the TNI2.

dualRegulons all possible ’duals regulons’ computed by mbrAssociation

results a list, results from the MBR methods.

para a list, parameters used in the MBR methods.

summary a list, summary for ’para’ and ’results’.

status a character vector specifying the status of the MBR object based on the available methods.

Constructor

There are two constructors to create an MBR object, users can opt for one of the following: (1)
mbrPreprocess; (2) tni2mbrPreprocess.

• (1): It is used to create an MBR object without any pre-computed transcriptional network.

• (2): It is used to create an MBR object using available transcriptional networks.
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mbrAssociation,MBR-method

Motifs analysis and inference of ’dual regulons’.

Description

This function takes an MBR object and compares the shared regulon targets in order to test whether
regulon pairs agree on the predicted downstream effects.

Usage

## S4 method for signature 'MBR'
mbrAssociation(object, regulatoryElements1 = NULL,

regulatoryElements2 = NULL, minRegulonSize = 30, prob = 0.95,
estimator = "spearman", pAdjustMethod = "BH", verbose = TRUE)

Arguments

object A processed object of class MBR evaluated by the methods mbrPermutation,
mbrBootstrap and mbrDpiFilter.

regulatoryElements1

An optional character vector specifying which ’TNI1’ regulatory elements should
be evaluated. If ’NULL’ all regulatory elements will be evaluated.

regulatoryElements2

An optional character vector specifying which ’TNI2’ regulatory elements should
be evaluated. If ’NULL’ all regulatory elements will be evaluated.

minRegulonSize A single integer or numeric value specifying the minimum number of elements
in a regulon. Gene sets with fewer than this number are removed from the
analysis.

prob A numeric value, representing a quantile threshold applyed to the association
metric used to infer ’dual regulons’.

estimator A character value specifying the estimator used in the association analysis. One
of "spearman" (default), "kendall", or "pearson".

pAdjustMethod A single character value specifying the p-value adjustment method to be used
(see ’p.adjust’ function for details).

verbose A single logical value specifying to display detailed messages (when verbose=TRUE)
or not (when verbose=FALSE).

Value

An MBR object with two data.frames in the slot ’results’ listing the inferred ’dual regulons’ and
correspoding statistics.

Examples

##--- load a dataset for demonstration
data("dt4rtn", package = "RTN")
gexp <- dt4rtn$gexp
annot <- dt4rtn$gexpIDs
tfs1 <- dt4rtn$tfs[c("IRF8","IRF1","PRDM1","AFF3","E2F3")]
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tfs2 <- dt4rtn$tfs[c("HCLS1","STAT4","STAT1","LMO4","ZNF552")]

##--- run mbrPreprocess
rmbr <- mbrPreprocess(gexp=gexp, regulatoryElements1 = tfs1,
regulatoryElements2=tfs2, gexpIDs=annot)

##--- run mbrPermutation
rmbr <- mbrPermutation(rmbr, nPermutations=10)

##--- run mbrBootstrap
rmbr <- mbrBootstrap(rmbr, nBootstrap=10)

##--- run mbrAssociation
rmbr <- mbrAssociation(rmbr, prob=0.75)

mbrBootstrap,MBR-method

Inference of consensus transcriptional networks.

Description

This function takes an MBR object and computes two consensus transcriptional networks.

Usage

## S4 method for signature 'MBR'
mbrBootstrap(object, verbose = TRUE, ...)

Arguments

object A processed objec of class MBR evaluated by the method mbrPermutation.

verbose A single logical value specifying to display detailed messages (when verbose=TRUE)
or not (when verbose=FALSE).

... Additional arguments passed to the tni.bootstrap function.

Value

An MBR object with two consensus mutual information matrices, one in each "TNI" slot.

Examples

##--- load a dataset for demonstration
data("dt4rtn", package = "RTN")
gexp <- dt4rtn$gexp
annot <- dt4rtn$gexpIDs
tfs1 <- dt4rtn$tfs[c("IRF8","IRF1","PRDM1","AFF3","E2F3")]
tfs2 <- dt4rtn$tfs[c("HCLS1","STAT4","STAT1","LMO4","ZNF552")]

##--- run mbrPreprocess
rmbr <- mbrPreprocess(gexp=gexp, regulatoryElements1 = tfs1,
regulatoryElements2=tfs2, gexpIDs=annot)
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##--- run mbrPermutation
rmbr <- mbrPermutation(rmbr, nPermutations=10)

##--- run mbrBootstrap
rmbr <- mbrBootstrap(rmbr, nBootstrap=10)

mbrDpiFilter,MBR-method

A filter based on the Data Processing Inequality (DPI) algorithm.

Description

This function takes an MBR object and computes two transcriptional networks filtered by the data
processing inequality algorithm.

Usage

## S4 method for signature 'MBR'
mbrDpiFilter(object, verbose = TRUE, ...)

Arguments

object A processed object of class MBR evaluated by the methods mbrPermutation
and mbrBootstrap.

verbose A single logical value specifying to display detailed messages (when verbose=TRUE)
or not (when verbose=FALSE).

... Additional arguments passed to the tni.dpi.filter function.

Value

An MBR object with two DPI-filtered mutual information matrices, one in each "TNI" slot.

Examples

##--- load a dataset for demonstration
data("dt4rtn", package = "RTN")
gexp <- dt4rtn$gexp
annot <- dt4rtn$gexpIDs
tfs1 <- dt4rtn$tfs[c("IRF8","IRF1","PRDM1","AFF3","E2F3")]
tfs2 <- dt4rtn$tfs[c("HCLS1","STAT4","STAT1","LMO4","ZNF552")]

##--- run mbrPreprocess
rmbr <- mbrPreprocess(gexp=gexp, regulatoryElements1 = tfs1,
regulatoryElements2=tfs2, gexpIDs=annot)

##--- run mbrPermutation
rmbr <- mbrPermutation(rmbr, nPermutations=10)

##--- run mbrBootstrap
rmbr <- mbrBootstrap(rmbr, nBootstrap=10)

##--- run mbrDpiFilter
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rmbr <- mbrDpiFilter(rmbr)

mbrDuals,MBR-method A summary for results from the MBR methods.

Description

This function lists the inferred ’dual regulons’ and, if available, adds external evidences.

Usage

## S4 method for signature 'MBR'
mbrDuals(object, supplementary.table = NULL,

evidenceColname = NULL, verbose = TRUE)

Arguments

object A processed object of class MBR evaluated by the method mbrAssociation.
supplementary.table

An optional ’data.frame’ with three columns representing (1) regulatory ele-
ments of ’TNI1’, (2) regulatory elements of ’TNI2’, and (3) external evidences
between the regulatory elements.

evidenceColname

A single character value specifying a column in the ’supplementary.table’.

verbose A single logical value specifying to display detailed messages (when verbose=TRUE)
or not (when verbose=FALSE).

Value

An MBR object with an updated ’data.frame’ in the slot ’results’ listing the input additional evi-
dences.

Examples

##--- load a dataset for demonstration
data("dt4rtn", package = "RTN")
gexp <- dt4rtn$gexp
annot <- dt4rtn$gexpIDs
tfs1 <- dt4rtn$tfs[c("IRF8","IRF1","PRDM1","AFF3","E2F3")]
tfs2 <- dt4rtn$tfs[c("HCLS1","STAT4","STAT1","LMO4","ZNF552")]

##--- run mbrAssociation
rmbr <- mbrPreprocess(gexp=gexp, regulatoryElements1 = tfs1,
regulatoryElements2=tfs2, gexpIDs=annot)
rmbr <- mbrPermutation(rmbr, nPermutations=10)
rmbr <- mbrBootstrap(rmbr, nBootstrap=10)
rmbr <- mbrAssociation(rmbr, prob=0.75)
rmbr <- mbrDuals(rmbr)

##--- check results
results <- mbrGet(rmbr, what="dualsInformation")
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##--- add supplementary evidences
## here we build a 'toy' example using the 'rnorm' function for
## demonstration purposes only!
supplementaryTable <- results[,c("Regulon1","Regulon2")]
supplementaryTable$ToyEvidence <- rnorm(nrow(results))
supplementaryTable

##--- add supplementary evidences with brDuals function
rmbr <- mbrDuals(rmbr, supplementary.table=supplementaryTable,
evidenceColname = "ToyEvidence")

##--- check updated results
mbrGet(rmbr, what="dualsInformation")

mbrGet,MBR-method Get information from individual slots in MBR object.

Description

Get information from individual slots in an MBR object and any available results from previous
analysis.

Usage

## S4 method for signature 'MBR'
mbrGet(object, what = "status")

Arguments

object A preprocessed object of class MBR

what a single character value specifying which information should be retrieved from
the slots. Options: "TNI1", "TNI2", "testedElementsTNI1", "testedElementsTNI2",
"dualRegulons", "results", "para", "summary", "status", "dualsInformation" and
"hyperResults"

Value

A slot content from a object of class ’MBR’ MBR object

Examples

##--- load a dataset for demonstration
data("dt4rtn", package = "RTN")
gexp <- dt4rtn$gexp
annot <- dt4rtn$gexpIDs
tfs1 <- dt4rtn$tfs[c("IRF8","IRF1","PRDM1","AFF3","E2F3")]
tfs2 <- dt4rtn$tfs[c("HCLS1","STAT4","STAT1","LMO4","ZNF552")]

##--- run mbrPreprocess
rmbr <- mbrPreprocess(gexp=gexp, regulatoryElements1 = tfs1,
regulatoryElements2=tfs2, gexpIDs=annot)
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##--- get the 'TNI1' slot using 'mbrGet'
tni1 <- mbrGet(rmbr, what="TNI1")

mbrPermutation,MBR-method

Inference of transcriptional networks.

Description

This function takes an MBR object and computes two transcriptional networks inferred by mutual
information (with multiple hypothesis testing corrections).

Usage

## S4 method for signature 'MBR'
mbrPermutation(object, verbose = TRUE, ...)

Arguments

object A preprocessed object of class MBR.

verbose A single logical value specifying to display detailed messages (when verbose=TRUE)
or not (when verbose=FALSE).

... Additional arguments passed on to the tni.permutation function.

Value

An MBR object with two mutual information matrices, one in each "TNI" slot.

Examples

##--- load a dataset for demonstration
data("dt4rtn", package = "RTN")
gexp <- dt4rtn$gexp
annot <- dt4rtn$gexpIDs
tfs1 <- dt4rtn$tfs[c("IRF8","IRF1","PRDM1","AFF3","E2F3")]
tfs2 <- dt4rtn$tfs[c("HCLS1","STAT4","STAT1","LMO4","ZNF552")]

##--- run mbrPreprocess
rmbr <- mbrPreprocess(gexp=gexp, regulatoryElements1 = tfs1,
regulatoryElements2=tfs2, gexpIDs=annot)

##--- run mbrPermutation
rmbr <- mbrPermutation(rmbr, nPermutations=10)
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mbrPlotDuals Plot shared target clouds between dual regulons.

Description

This function plots the shared target clouds between a regulon pair.

Usage

mbrPlotDuals(object, names.duals = NULL, filepath = NULL, alpha = 0.8,
lncols = c("darkgreen", "darkorange3"), lwd = 0.7, Pvalue = FALSE)

Arguments

object A processed object of class MBR evaluated by the method mbrAssociation.

names.duals A vector with ’dual regulon’ indentifiers from the ’dualsInformation’ table.

filepath A character string indicating the file path where the plot should be saved.

alpha The alpha transparency, a number in [0,1].

lncols A vector of length 2 indicating the colors of the negative and positive target
clouds, respectively.

lwd Line width, a decimal value (between 0 and 1).

Pvalue A Boolean value that indicates whether the ’dual regulon’ p-value will be showed
in the plot.

Value

A plot with the shared target clouds between dual regulons.

Examples

##--- load a dataset for demonstration
data("dt4rtn", package = "RTN")
gexp <- dt4rtn$gexp
annot <- dt4rtn$gexpIDs
tfs1 <- dt4rtn$tfs[c("IRF8","IRF1","PRDM1","AFF3","E2F3")]
tfs2 <- dt4rtn$tfs[c("HCLS1","STAT4","STAT1","LMO4","ZNF552")]

##--- run mbrPreprocess
rmbr <- mbrPreprocess(gexp=gexp, regulatoryElements1 = tfs1,
regulatoryElements2=tfs2, gexpIDs=annot)

##--- run mbrPermutation
rmbr <- mbrPermutation(rmbr, nPermutations=10)

##--- run mbrBootstrap
rmbr <- mbrBootstrap(rmbr, nBootstrap=10)

##--- run mbrAssociation
rmbr <- mbrAssociation(rmbr, prob=0.75)

##--- run mbrDuals
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rmbr <- mbrDuals(rmbr)

##--- get inferred duals and plot the shared cloud of targets
duals <- mbrGet(rmbr, what="dualRegulons")
mbrPlotDuals(rmbr, names.duals=duals[1])

mbrPreprocess,matrix-method

A preprocessing function for objects of class MBR.

Description

A preprocessing function for objects of class MBR.

Usage

## S4 method for signature 'matrix'
mbrPreprocess(gexp, regulatoryElements1, regulatoryElements2,

verbose = TRUE, ...)

Arguments

gexp A numerical matrix, typically with mRNA and/or miRNA expression values.
regulatoryElements1

A named vector with regulatory elements listed in ’gexp’ rownames.
regulatoryElements2

A named vector with regulatory elements listed in ’gexp’ rownames.

verbose A single logical value specifying to display detailed messages (when verbose=TRUE)
or not (when verbose=FALSE).

... Additional arguments passed on to tni.preprocess function.

Value

A preprocessed ’MBR-class’ object.

Examples

##--- load a dataset for demonstration
data("dt4rtn", package = "RTN")
gexp <- dt4rtn$gexp
annot <- dt4rtn$gexpIDs
tfs1 <- dt4rtn$tfs[c("IRF8","IRF1","PRDM1","AFF3","E2F3")]
tfs2 <- dt4rtn$tfs[c("HCLS1","STAT4","STAT1","LMO4","ZNF552")]

##--- run mbrPreprocess
rmbr <- mbrPreprocess(gexp=gexp, regulatoryElements1 = tfs1,
regulatoryElements2=tfs2, gexpIDs=annot)
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tni2mbrPreprocess,TNI-method

A preprocessing function for objects of class MBR.

Description

This function merges two TNI class objects and creates one MBR class object.

Usage

## S4 method for signature 'TNI'
tni2mbrPreprocess(TNI1, TNI2, regulatoryElements1 = NULL,

regulatoryElements2 = NULL, verbose = TRUE)

Arguments

TNI1 A ’TNI’ class object.

TNI2 Another ’TNI’ class object
regulatoryElements1

A character vector specifying which ’TNI1’ regulatory elements should be eval-
uated.

regulatoryElements2

A character vector specifying which ’TNI2’ regulatory elements should be eval-
uated.

verbose A single logical value specifying to display detailed messages (when verbose=TRUE)
or not (when verbose=FALSE).

Value

An MBR object.

Examples

#--- load a dataset for demonstration
data("dt4rtn", package = "RTN")
gexp <- dt4rtn$gexp
annot <- dt4rtn$gexpIDs
tfs1 <- dt4rtn$tfs[c("IRF8","IRF1","PRDM1","AFF3","E2F3")]
tfs2 <- dt4rtn$tfs[c("HCLS1","STAT4","STAT1","LMO4","ZNF552")]

## Not run:

##--- compute a TNI for tfs1
tni1 <- new("TNI", gexp=gexp, transcriptionFactors=tfs1)
tni1 <- tni.preprocess(tni1, gexpIDs=annot)
tni1 <-tni.permutation(tni1)
tni1 <-tni.bootstrap(tni1)

##--- compute a TNI for tfs2
tni2 <- new("TNI", gexp=gexp, transcriptionFactors=tfs2)
tni2 <- tni.preprocess(tni2, gexpIDs=annot)
tni2 <-tni.permutation(tni2)
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tni2 <-tni.bootstrap(tni2)

##--- run tni2mbrPreprocess
rmbr <- tni2mbrPreprocess(tni1, tni2)

## End(Not run)
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