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1. fejezet
Bevezetés

A szekvenalési technolégiak fejlodésével egyre tobb nyers adat keriilt a kutatdk kezébe.
Egyfeldl sok kérdésre kaptak valaszt, de ahogy mind jobban feltérképezték a kiilonbo6zo
élolények genomjait, gy nétt a megvalaszolatlan kérdések szama is. Hany génje van az
adott szervezetnek? Milyen folyamatok szabdlyozzak ezeket a géneket? A szekvenciaban
mely elemek felel6sek a szabalyozasért?

A szamitastechnikai kapacitas novekedésének hdla, a nyers adatok Osszegyiijtésével
a kordbban koltséges laboratoriumi vizsgdlatok egy részét olcsé és gyors programok
futtatasaval lehet szimuldlni. Sajnos az algoritmusok még nem adnak olyan pon-
tos valaszokat, mint a ,,nedves biologia” eszkozei, de segithetnek az erdéforrasok gaz-
dasagosabb felhasznalasaban.

Uj, nagy szamu vizsgalat egyideji lefolytatasara alkalmas moddszerek jelentek meg,
tovabb novelve a feldolgozasra varé adatok mennyiségét. A teljesség igénye nélkiil ilyen
modszerek példaul a kiilonb6zo pipettazo robotok és a DNS chip technolégia. Ez utébbiak
példaul lehetévé teszik, hogy egy bizonyos hatasra a genom valamennyi aktivitast mutato
génjét megtalaljuk.

Az egyes gének vizsgalata hattérbe szorult és egyre nagyobb figyelem fordul a
génszabalyozas megismerésére. A génszabdlyozéas kulcsa a promoteriikben el6fordulé ele-
mekben rejlik. Ezen motivumok feltérképezéséhez nagy szamu prométer szekvenciajat kell
atvizsgalni, valamint az egymaéashoz fiizod6 viszonyaikbdl az attekintést megkonnyitendo
éredemes halozatokat épiteni.

Ahhoz, hogy ezeket az eredményeket gyorsan ki lehessen értékelni, szintén a
szamitastechnika és a statisztika nyujt segitséget. Ha ezekkel az eszkozokkel felfegyver-
keziink, csataba indulhatunk, hogy megfejthessiik a genomok titkait.

A Mezégazdasiagi Biotechnolégiai Kutatokozpont Bioinformatika csoportja szamos ko-
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operaciés partnerrel prébalta kideriteni, hogy egy gén promoterében talalhaté motivumok
milyen kapcsolatban allnak az adott gén élettani szerepével. A kérdés altalanos volta mi-
att nem volt elég egyetlen kisérletsorozat, hogy érdemi kovetkeztetéseket lehessen levonni.
Dolgozatomban tobb megkozelitést is bemutatok, melyek mindegyike kicsit kozelebb vitt

a valaszhoz.



2. fejezet

Irodalmi attekintés

2.1. Eukariéta szabalyozé régié felépitése és
miikodése

A transzkripcié soran a DNS bazissorrendje alapjan RNS szintetizalodik. Az RNS
molekula tipusa szerint lehet hirvivé mRNS, riboszomalis rRNS, aminosav szallitéo tRNS.
A fehérjekddold gének mRNS-el adjak tovabb informacié tartalmukat. Az mRNS szintézis
soran az RNS polimeraz II nevii enzim a DNS-hez kotodik. Azt a poziciét, ahonnan
az mRNS szintézis elkezdédik transzkripciés start helynek (TSS) nevezziik. FEukaridta
sejtekben ez a pozicié nem korlatozodik egy abszolit pontra.

A transzkripcié kezdOpontjatol 5 iranyban (upstream) helyezkedik el a szabdlyozo
régio, idegen szoval promodter. Az itt taldlhato transzkripcios faktor koétohelyek be-
folyasoljak a génexpressziot. A szabdlyozo régié pontos hatarai nem ismertek, de a TSS-t
megel6z6 és kdvetd elsé 50 bazispart mag- (core promdter), a tdvolabbiakat proximélis
(1-2 kbp) illetve disztalis (ha 2 kbp-nal nagyobb tavolsdgra taldlhatd) szabalyozé régiénak
nevezik. Altalénosségban elmondhatjuk, hogy a magpromoterben és sokszor a proximalis
promoterben taldlhatéd elemek felelosek az alap transzkripcids szerkezet miikodéséért,
példaul a polimeraz II enzimet is tartalmazé preiniciaciés komplex (Preinitiation complex,
PIC) a DNS-hez kétddve megkozelitéleg a magprométer régiot fedi le. A tévolabbi, akar
100 kilobazis nagysagrendl tévolsigban 1évé transzkripciés faktor kotShelyek (transc-
ription factor binding site, TFBS) pedig az egyedfejlédéssel kapcsolatos és szovetspe-
cifikus finomszabdlyozdsért feleldsek inkdbb. A TSS-t6l 3’ (downstream) irdnyba esé
poziciékat pozitiv, mig az 5 (upstream), tehat promoter régiéba esé elemeket negativ
el6jellel szamozzuk.

A transzkripcidt, és igy az RNS polimeraz kétodését szamos molekula kapcsolodasa
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el6zi meg. Ezeket kozos néven transzkripcios faktoroknak nevezik. Két nagyobb csoportba
sorolhatbak: az altalanos transzkripcios faktorok minden gén atirasahoz sziikségesek, de
nem az 0sszes. Fzek a TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH és az Srb/Medidtor
komplex. A specidlis transzkripcids faktorok csak kis szamu gén atirasaban segédkeznek.
Azokat a szekvencidkat, melyek a transzkripcios faktorok DNS-hez kotodését segitik,
transzkripcios faktor kotéhelynek nevezik.

Az elsé azonositott eukariota transzkripcios faktor kétohely a TATA-box. Tébbsejtli
élolényekben a kotohely a TSS-t6l 25-30 nukeotid tavolsagra van, de Saccharomyces cere-
visiae esetében a pozicié valtozékonyabb. Habar a prokariotak is rendelkeznek egy hasonld
konszenzus szekvencidju promoter elemmel, az ott taldlhaté Pribnow-box a legijabb ku-
tatdsok szerint nem homolégja az eukariéta TATA-boxnak (Butler and Kadonaga, 2002).
A szakirodalom kezdetben 25 szazalékra tette a TATA-box-al rendelkez6 szabalyozo régiok
aranyat (Wray et al., 2003), de az ijabb publikécidk ennél alacsonyabb szémot dllapitottak
meg.

A TATA-box, elsésorban a RNS polimeraz II altal atirt gének szabdlyozo régidjaban
fordul el6. Nevét rendkiviil konzervélt konszenzus szekvencidjardl kapta (TATAAA).
Késobbi vizsgalatok azonban feltartak, hogy in vivo kortilmények koézott tobb maés szek-
vencia is miikddhet TATA-boxként (Singer et al., 1990). F¢ feladata a transzkripcié
kezd6pontjanak kijelolése. Ezt tamasztja ald, hogy ezen gének transzkripcidja a kisérletek
tanusaga szerint egy meghatarozott pontbol indul.

Erre a szekvencidra kotddik a TATA koté fehérje (TATA Binding Protein - TBP), a
leg6sibb transzkripciés faktor. A kotés hatdsara a DNS két széla eltavolodik egymastol,
lehetové téve, hogy az RNS polimerdz kénnyebben kapcsolédjon. Mig prokaridétakban
egyediil latja el feladatét, addig az eukarita sejtekben a TFIID (transzkripcids faktor 11
D) komplex részeként. A 1étrejott DNS-TBP kapcsolatot a TFIIA (Transzkripcids faktor
IT A) stabilizélja. A TFIID komplex tartalmaz szdmos TBP kapcsolt faktort (TBP-
associated factors - TAFIIS). A TAFIIS-ok is felismernek szdmos elemet a szabélyozd
régioban, akar TBP hianyaban is. Ennek kovetkeztében TATA-box nélkiil is képesek a
TFIID komplex feladatanak ellatasara. Elmondhaté tehat, hogy a TAFIIS a szabdlyozd
régié felismerésében jatszik szerepet, nem a transzkripcié szabalyozasaban.

A TFIID az ugynevezett DPE (downstream core promoter element) helyet ismeri fel.
Ez a hely a késobb ismertetésre keriil6 Inr-tél 3" iranyban talalhaté a +28 és 433 pozicidk
kozott. Konzervalt szekvenciaja a Drosophilatél az emberig megtalalhato. Erdekes médon
Saccharomyces cerevisiae-ben nem ismert (Juven-Gershon and Kadonaga, 2010). Dro-

sophilaban tobb kisérletes vizsgdlat célpontja, de emberben mindossze egy génben ta-
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RNS pol II

2.1. dbra. A preiniciaciés komplex felépitése

nulményoztak (Gershenzon and loshikhes, 2005).

A TFIIB szerepe, hogy kijelolje a transzkripcié kezdépontjat. A TFIIF stabilizalja
a preinicidcios komplexet. A TFIIE és TFIIH foszfat csoportot hasit le az RNS poli-
meraz CTD (karboxy-termindl ismétl6dé domain) alegységérél, amitél annak térszerkezete
megvaltozik és az enzim megkezdi a transzkripciét (Lee and Young, 2000).

Az altalanos transzkripcios faktorok és az RNS polimeraz alkotjak a preiniciacios
komplexet (PIC) (2.1 4bra). Az Srb/Medidtor komplex képes stimuldlni a TFIIH fosz-
forilaciéjat in vivo korillmények kozott, igy valdszintileg szerepe van az RNS polimeraz
inicidcids és elongaciés formajanak atalakuldsdban. Habar az Srb/Medidtor komplex
lényeges része a preinicidciés komplexnek, egyes vizsgdlatok talaltak olyan enzim format
is, melynél a Mediator komplex az alegységek nagy részét nem tartalmazza (Lee and
Young, 2000).

Az Srb/Mediédtor komplex a transzkripciéban hasonléan jelentés szereppel bir, mint
az RNS polimeraz II. Hidat képez a polimerdz és az aktivator proteinek kozott, igy el-
mondhatjuk, hogy a szabdlyozas iizenete az enhanszerektol a polimerazig ezen komplexen
keresztiil halad. Nem csak a pozitiv, de a negativ regulaciéban is szerepe van. Nevével
ellentétben tehat nem csak koaktivator, de korepresszor és bazalist transzkripcios faktor
is egyben (Kornberg, 2007).

A TATA-box mellett a szabalyozo régiéban megtalalhaté még egy igynevezett iniciator
elem (Inr). Az Inr jeloli ki a transzkripcié kezdépontjat. Konszenzus szekvencidja ember
esetében Py-Py-A-N-T/A-Py-Py, ahol a Py tetszéleges pirimidin bézist jelélhet, mig az
N barmely nukleotidot. Elhelyezkedése a -2 - +4 poziciéban van. Elsésorban a TFIID
kotodik ide, de in wvitro koriilmények kozott az RNS polimeraz II onmagaban is képes
felismerni (Butler and Kadonaga, 2002).

A TFIIB-nek is ismert a kotéhelye. BRE-nek nevezik, elhelyezkedése a TATA-boxtol
5 irdnyba taldlhato, szinte egybeolvad azzal. Konszenzus szekvencidja G/C-G/C-G/A-C-
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G-C-C. Szerepe nem teljesen tisztazott. Egyes vizsgalatok szerint segit a miikodo transz-
kripcidés inicidciés komplex kialakulasaban, mig més kutaték szerint a bazdlis transz-
kripciéra negativ hatdssal van (Evans et al., 2001).

A TATA-boxot és Inr elemet nélkiil6z6 szabalyozoé régiok magas GC-tartalmu helyekkel
rendelkeznek, amelyeket CpG szigeteknek neveznek. A CpG szigetek is befolyasoljak a
transzkripcio helyét, de ezek a TATA-boxal ellentétben nem egy jol meghatarozott helyrdl
indulnak (Gustincich et al., 2006). Méretiik 0,5-t61 2 kbp-ig terjedhet, és tobb, gyenge
magprométert tartalmazhatnak. Nagy szamui Spl kotéhely fordul el6 benniik. Az Spl
egy altalanos sejtfolyamat szabalyozé fehérje, ami szerepet jatszik a sejt novekedésében,
tipusu cink ujjat, amely lehetové teszi, hogy a GC dus szekvencidkhoz kapcsoldédjanak. Az
Spl-rél amirdl kideritették, hogy TATA-box hidnyaban és Inr jelenlétében képes aktivalni
a transzkripciot. Egereknél a normalis embriogenezis nélkiilozhetetlen szerepldje Shen
et al..

A promoteren kiviil is talalhatéak szabalyozd elemek, melyek befolyasoljak a gének
expresszios szintjét. Ezek az upstream aktivator szekvencidk (UAS), enhanszerek, up-
stream represszalé szekvencidk (URS) és a gén csendesitok (silencer).

Az upstream aktivator szekvenciak transzkripcios aktivatorokat kotnek meg a transz-
kripcios kezdopont kozelében. Az enhanszerek olyan DNS koto régiok, melyek 85 kbp-
nal nagyobb tavolsagra talalhatéak a kezdoponttol és orientacidjuk fiiggetlen az altaluk
szabalyozott transzkripcid iranyatol. Az ide kotodé fehérjék hatdsara a DNS térszerkezet
valtozast szenved, aminek kovetkeztében az iniciaciés komplexhez nagyobb tévolsagra
talalhaté faktorok is kapcsolédhatnak. A tovabbi faktorok hatdsara a gén expresszidja a
bazalis expresszids szint tobbszorosére novekedhet.

Az upstream represszalé szekvencidkhoz kotodd fehérjefaktorok a transzkripcidt
tobbféle médon gatolhatjak. Modosithatjak a kromatin strukturat, megakadalyozzak az
aktivatorok kotddését, esetleg gatoljak a transzkripciés apparatus létrejottét.

A gén csendesitok elnyomjak a prométer aktivitast orientaciétol és tavolsagtol fiigget-
leniil. Hatasukra vagy proteinek kotddnek a szabdlyozé régidra, megeldzve a transz-
kripciét aktivald elemek kotddését vagy a hiszton burkot moédositjak ugyanezen cél
érdekében. Magasabb rendd eukaridtakban a DNS metilacidhoz kotott csendesitésben
a CpG dinukleotidok jutnak szerephez. Az enhanszerek és gén csendesitok egyszerre tobb
gén expresszidjat is képesek befolydsolni. A hatarolé elemek (inszuldtorok) szerepe az,
hogy adott esetben megakadalyozzak, hogy a gén ezen elemek hatdsa ala keriljon. A

hatarolé elem csak abban az esetben tudja befolyasolni a gén expressziéjat, ha pozicidja
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az enhanszer és a szabdlyozandé gén kozé esik. Feladatukat a hiszton fehérje konformécio
modositasan keresztiil latjak el. Ezt tamasztja ala, hogy ecetmuslincan végzett vizsgalatok
azt mutatjak, hogy a hatarold elemek DN&z I hiperszenzitiv helyeket tartalmaznak (Gera-
simova and Corces, 2001). Ugyanakkor egyes forrasok azt feltételezik, hogy az inszulatorok
a szabalyozé régiékhoz hasonld struktiurdk. Ez esetben az enhanszer nem a prométerhez
kotodik, hanem a hatarolé elemhez, ezzel mintegy lefoglalva azt és megakadalyozva, hogy
a szabélyozé régiora fejtse ki hatdsit (Raab and Kamakaka, 2010).

Az eddigi példék is szemléltetik, hogy a hiszton fehérjék fontos szerepet jatszanak
a transzkripcié szabalyozdsdban. A hiszton burok moédositasara két folyamat alakult
ki. Az els6 a kromatin atrendez6 faktor (chromatin remodeling factor), amely a hisz-
ton fehérjéket képes mozgatni a DNS koriil. Két nagyobb csaladba sorolhatjuk éket, az
SWI/SNF-be és az ISWI-be. A madsik enzimcsoport a hiszton fehérjék oldallancaihoz
kapcsol kiilonboz6 (acetil, metil, foszfat, stb.) oldalldncokkal, melyek befolyasoljak a
hiszton-DNS vagy hiszton-hiszton kapcsolatokat és ezen keresztiil a transzkripciés fakto-
rok DNS-hez kétodését is.

Emlésokben az SWI/SNF-nek nincs szekvencia specifikus DNS koté aktivitdsa, a
komplex mégis képes kapcsolddni a nukleoszomahoz, sot in vitro kisérletek alapjan azt is
tudjuk, hogy akar a csupasz DNS-hez is. T6bb szteroid receptor is képes hatast gyakorolni
az SWI/SNF egységeire. A hiszton médositdsdhoz sziikséges energidt ATP-dz aktivitdsa
segitségével teremti elo.

Az eukaridta génszabalyozas eddig bemutatott, cseppet sem egyszeri képét az al-
ternativ promoterek tovabb bonyolitjak. Genom szintl vizsgalatok azt mutatjak, hogy
az emlds gének 20-30%-a rendelkezik alternativ szabdlyozd régiéval (Davuluri et al.,
2008b). Ezek a szabdlyozo régidk alternativ elsé exonok el6tt talalhatbak, segitségiikkel a
génszabdlyozas szoveti és idébeli dimenzidkat kaphat. Példaul a HBG1 gén két szabalyozo
régidja kozil az egyik tartalmaz TATA-boxot, mig a masikbdl ez hidnyzik. Ez lehetévé
teszi, hogy az embriondlis fejlodés alatt és utan eltéro szabalyozas ala essen a gén.

Az alternativ szabalyozd régiok megléte nem jelenti feltétleniil eltéré szerkezetii
fehérjék transzlacidjat. Az OTX2 gén esetében példaul csak az mRNS 5° UTR-ben van
eltérés, ami a szovetspecifikus kifejezodést befolyasolja. Ha az alternativ promoter int-
ronba esik, az introntél 5’ iranyba taldlhaté exonok nem irédnak at, ezaltal a keletkezett
géntermék eltéro funkcioval fog rendelkezni. Példaul az LEF1 gén két szabalyozo régidval
rendelkezik. Az egyik egy hosszabb, teljes értéki fehérjét ir at, ami képes aktivalni mas
géneket, mig a révidebb nem, ezdltal gatolja azok expresszi6jat (2.2 abra).

Egyes betegségek kapcsolatot mutatnak az alternativ szabdlyozd régiok rendellenes



FEJEZET 2. IRODALMI ATTEKINTES 8

Hosszu izoform
Rovid izoforma

2.2. abra. LEF1 gén szabdlyozé régidi

miikddésével. A korabban emlitett LEF1 esetében példaul megfigyelték, hogy tumorsej-
tekben egyediil az 5’ szabalyoz6 régié mutat aktivitdast. Normal sejtben vagy csak a 3’
prométer aktiv, vagy mindketto. Ez utébbi esetben a 3’ promoéter gatld hatast fejt ki az
5 géntermékre.

Az alternativ szabdlyoz6 régié kapcsolasaban valdszintileg a hiszton acetilicié és
prométer metilacio jatszik szerepet. Erre utal, hogy a TGFBS gén proximalis szabédlyozo
régidjaban a metildcié hidnya Osszefliggést mutat az emlorak sejtekben mérhet6 akti-
vitdasaval (Davuluri et al., 2008a).

Az eddig bemutatottak alapjan a génszabalyozas egy rendkiviil Gsszetett folyamat.
Nehéz egy altalanos képet lefesteni réla, mert barmilyen szabalyszertiséget is mutatnak ki

a vizsgalatok a folyamat egyes szereploirdl, szinte azonnal akad ra ellenpélda.

2.2. A szabalyozé6 régié vizsgalati mdédszerei

2.2.1. Transzkripcios kezdépont meghatarozasa

A transzkripcié kezdépontjanak helyét kisérletesen a gén expresszids cap analizissel
(CAGE) hatdrozzak meg. A szoveti sejtmintakbdl izoldlt mRNS szalakrél cDNS-t szinte-
tizalnak reverz transzkriptdz enzim segitségével. Kivélasztjak a cap szekvenciaval rendel-
kezoket, amelyekhez egy linker régiot kapcsolnak. A cap szekvenciat foként egy mddosult
guanin nukleotid alkotja, ami a tobbek kozott a riboszéma kotésben is szerepet jatszik,
tehat csak a fehérjét kodol6 mRNS-ek tartalmazzék. A linker régié Mmel, XmaJl felis-
mer6 helyeket tartalmaz, valamint biotint a nem ligdlandé végén.

Az Mmel hasitds nem a felismerGhelyen, hanem attol 20-22 bazispar tavolsiagra
torténik. A hasitott végre egy mésodik linker régiét ligalnak, ami ugyancsak tartalmaz
XmaJI hasitohelyet és biotin véget.

Ezutan az Mmel felismerohelyet tartalmazo régiot PCR segitségével megsokszorozzak.

Az XmaJIl enzimmel eltavolitjak a linker régidkat. Az igy nyert kiillonboz6 CAGE darabo-
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2.3. abra. A CAGE darabok szintézisének folyamata

kat ligaz enzim felhasznalasaval 0sszeszerelik,vektorba épitik, végiil meghatarozzak a szek-
vencia sorrendjét (2.3 dbra). A meghatédrozott szekvencidkbdl bioinformatikai eljardsokkal

a genomra térképezik az egyes darabokat (Shiraki et al., 2003).

2.2.2. Aktiv szabalyozo régiok felderitése

A legegyszertibb médszer, hogy megtudjuk, a vizsgalt szabalyozé régié aktiv-e, ha
azonositjuk a génrol atirédé RNS-ket. A korabbi Southern- és Northern-blot eljarast a
chip technikdk véltottak fel, mig napjainkban az 1j generacios szekvenalasokon alapuld
modszerek terjednek.

A microarray vagy chip technikak alapja, hogy a vizsgalt szovetbdl izolaljak az Gsszes
mRNS-t, majd fluoreszcens festékkel vagy radioaktiv mddszerrel jelolt cDNS-sé irjak at.
Ezt hivjak mintanak. A mintakat hibridizaljak a probahoz, ami egy feliiletre rogzitett

egyszali cDNS, ismert a bazissorrenddel.
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A feliillet tobbek kozott lehet tiveg, nylon, szilikon, nitrocelluléz. A prébak egy
része olyan nukleotidokbdl all, melyekkel a kiértékeléseket segitik. Mivel a hibridizacio
soran hibak léphetnek fel, ezért ugyanazon probak a feliilet tobb, kiillonb6z6 pontjan is
el6fordulnak. Ezaltal egy chipen beliill megvaldsul bizonyos szamu ismétlés is. Ennek
szama a chip gyartéjatol fiigg.

A mintak szama alapjan két nagy csoportba sorolhatéak a chipek. Az els6 csoportba
tartozo chipekre csak egy minta helyezheto el, ezeket oliginukleotid chipeknek nevezik és
az Affimetrix tervezi, illetve drusitja. Megkozelitéleg 1.5 x 10° darab 25 bazispar hosszt
nukleotidot helyeznek el a feliileten. A gyartas soran egy maszkkal letakarjak a feliiletet,
igy a kivant bazisparok csak a maszk altal szabadon hagyott teriiletre épiilhetnek. Az
eljaras elonye, hogy az elhelyezett prébéak stirtisége nagyobb, mint a robottal eldallitott
chipeknél. A nukleotidokat fotolitografikus eljarassal rogzitik. Az elsét az tires feliiletre,
majd a tovabbi nukleotidokat az el6z6 tetejére. Az oligonukleotidok ily médon toérténd
szintézise erOsen parhuzamositott. A vizsgdlt és kontroll mintdk ugyanazon festékkel
vannak jelolve, ezért egy chip csak egy mérésre szolgal. A kiértékelésnél ezért sziikség van
chipek ko6zotti normalizaldsra is (Kohane et al., 2003).

Mivel 25 bazispar nem elég hosszi, hogy egyértelmiien azonositson egy gént, ezért
egy triikkot alkalmaznak. Nem csak tokéletesen egyezo oligonukleotidok vannak a chipen,
hanem ugynevezett mismatch probak is, amelyek a 13. nukleotidban eltérnek. A sta-
tisztikai elemzéshez felhasznaljak ezeket is. Egyéni chipek el6allitasa koriilményes ezzel a
modszerrel.

A robot altal eloallitott chipeknél ezzel szemben elore szintetizaljak az oligonukleotido-
kat és azokat egy robot helyezi el a felszinen. A moddszer iddigényesebb, viszont lehetévé
teszi, hogy a kisérlet sziikségleteihez igazitsak a chip paramétereit.

A hibridizacié soran felhasznalt jelolo festék szdama alapjan elkiilonithetiink egy vagy
két csatornas chipeket. A két csatornas chipeknél Cy3 és Cyb festéket hasznélnak, le-
hetové téve, hogy nem csak a vizsgalt mintakat, hanem a kontrollt is ugyanazon a chipen
vizsgaljak. Ahol mindkét jelolo festékkel ellatott minta hibridizal, ott a gép a két szin
keverékét olvassa le (Kohane et al., 2003).

2.2.3. Fehérje kotohelyek azonositasa kisérletes modszerekkel

A kot6helyek vizsgédlatanak legegyszeriibb médszere a mutaciés analizis. A szekvencia
kiilonboz6 pontjain mutaciokat indukalnak, és vizsgdljdk ennek hatasat a transzkripciora.
Ha a transzkripcié elindul a mutacié ellenére is, az expresszids szintben nem all be

valtozas, akkor az adott pozicidora nem kotodik a transzkripcidért felelos fehérje, vagy
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a vizsgalt kotés nem szekvencia specifikus.

Kromatin immunprecipitaciéval egybekotott chip kisérlettel (chip-on-chip) a specifikus
fehérje kotés vizsgalata genom szintre terjesztheto ki. A mddszer soran a vizsgalni kivant
fehérje ellen ellenanyagot termelnek, amit ezen feliil ellatnak egy markerrel a késobbi
detektalhatosag végett. Miutan a fehérje kapcsolodott az 6rokité anyaghoz, a kotést for-
maldehiddel stabilizaljak. Ezutan a DNS-t ultrahang segitségével feldaraboljak 0,2-1 kbp
méreti darabokra. A fehérje-DNS kapcsolatokat az ellenanyag segitségével elvélasztjak
a nem jelolt DNS-t6l, majd levalasztjak a fehérjéket is. Végezetiil az igy kinyert szek-
vencidkat a korabban bemutatott chip mddszerrel tovabb vizsgédljak. A kiilonbség annyi,
hogy a prébak nem csak géneket tartalmazhatnak, hanem kromoszémakat, CpG szigete-
ket, vagy az ENCODE régiét (Carter and Vetrie, 2004). (Az ENCODE régiérdl a 2.4.4
fejezetben teszek emlitést.)

Az adatokat is masképp kell értelmezni kromatin immunprecipitacié esetén. Az
eredményiil kapott intenzitasokbdl kell meghatarozni, hogy az adott genomi poziciéra
kotodott-e fehérje.

Ujabban a kilonbozo chip kisérleteket felvaltottak az 1j generacids szekvenaldsi
eljarasok (chip-seq, rna-seq). Ezek az elénye, hogy a vizsgalatok immér az egész genomra
kiterjeszthetoek.

2.2.4. Fehérjekot6 motivumok azonositasa bioinformatikai

modszerekkel

A motivumok biolégiai szempontbdl olyan rovid DNS vagy fehérje szekvencia ele-
mek, melyek biolégiai szereppel birnak. Ez a szerep lehet példaul a fehérjekoto képesség.
Bioinformatikai szempontbdl a motivumok az ortolég vagy paraldg szekvenciak hasonld
szakaszai. Béarmelyik definiciét is hasznéljuk, sziikségilink van olyan jelolésekre, melyek
segitségével érzékelhetdvé tehetjiik az egyes pozicidkban el6forduléd alternativ nukleotido-
kat.

Egyik jelolési modszer a konszenzus szekvencia. Ha ugy képzeljik el a motivumokat,
mint egy tobbszoros illesztést, akkor az egyes konszenzus szekvencia poziciokba irhatjuk
azokat a béazisokat, melyek mindegyik szekvenciaban megtalalhatoak, amelyek részt vesz-
nek az illesztésben. Amennyiben tobb bazis is el6fordulhat egy poziciéban, akkor az
egyezményes [UPAC jeloléssel tudatjuk, hogy milyen nukleotid kombinacidk fordulhat-
nak el6 egy poziciéban (2.1. tédbldzat). A konszenzus szekvencia alkalmazasdnak elénye,
hogy az ember szaméara konnyebben értelmezheté. Hatranya, hogy nem ad elegendo

informaciot az adott pozicioban milyen aranyban fordulhatnak el alternativ bazisok.
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2.1. tablazat. IUPAC jelolések nem egyértelmii nukleotidok esetén

(Schneider, 2002).

Ennél fejlettebb a matrixos megkozelités, ahol szamszertien megadhato, hogy az
egyes pozicibkban milyen a bazisok gyakorisaga. Szokas pozicio specifikus silymatrixnak
(PSWM) is nevezni ezt a fajta leirdst. Ennek a moddszernek a hatranya, hogy két
kiilonb6z6 motivum oOsszehasonlitasa csak komplex matematikai formulakkal lehetséges
(Stormo, 2000).

A silymatrixok lényeges jellemzéje az informécids tartalom (information content),
ami azt mutatja meg, mennyire tér el a matrix az egyenletes eloszlastol. A szamitasnal
figyelembe kell venni a célszekvencia (esetiinkben a szabdlyozé régié ) baziseloszlasat,
ugyanis egy magas GC tartalommal bir6 szekvenciaban az AT tartalmi motivumoknak
nagyobb lesz az informdcios tartalma, mint egy AT tulsilyt mutato szekvencia esetében.
Az informaciés tartalom grafikus megjelenitése az ugynevezett szekvencia logo. Az egyes
bézisok tulsilya informativabb a kutaték szdméra ezzel a mddszerrel (Schneider and Step-
hens, 1990).

Els6sorban fehérjék esetében létezik még a motivumoknak egy matematikai lefrasa
is, a rejtett Markov-modell. A modell lényege, hogy van tobb megfigyelésiink (nukleotid
szekvencia sorrend) és néhany rejtett allapotunk (az adott oligonukleotid transzkripcids
kotShely vagy nem, tigynevezett héttér). Azért rejtett, mert nem tudjuk eldonteni, hogy
mi a szerepe. Ha ismerjiik annak a valdszinliségét, hogy az egyes rejtett allapotok mi-
lyen valészintiséggel valtakoznak egy szekvencian belliil, valamint, hogy a megfigyeléseink

milyen valdszintiséggel feleltethetéek meg a rejtett allapotoknak, akkor kiszamithatjuk,
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hogy a megfigyelt nukleotid sorrend transzkripcios faktor koté helye-e.

Amennyiben az Osszes rejtett allapot Osszes atmenetének valdsziniisége ismert, teljes
Markov lancrdl beszéliink. A modell megalkotéi azt remélik, hogy ennek segitségével
képesek lesznek megfejteni a szabalyozé régié nyelvezetét (Won et al., 2008).

A motivumok bioinformatikai modszerekkel torténé felderitésének harom maédszere is-
mert. Az elso, ismert motivumok azonositdsa a szekvencidkban. A masodik modszer
felillreprezentalt mintazatokat kiilonit el a megadott szekvencia részletekben. Ezt statisz-
tikai vagy kombinatorikus szamitasok segitségével érik el. Az utolsé mddszerben egyéb
informéaciok felhasznaldsaval taldlnak motivumokat.

Ismert motivumok felderitésére fejlesztett programok egy adott motivum készlet
alapjan megkeresik annak Osszes elofordulasat a megadott szekvencidkban. A moddszer
hatranya, hogy 1j motivum leirasara nem alkalmas.

A statisztikai megkozelitést haszndlé motivum felderité alkalmazasok Gibbs min-
tavételezést, elvaras maximalizalast vagy rejtett Markov lancot hasznalnak.

A Markov ldanc Monte Carlo (MCMC) algoritmus csaldad alapja, hogy véletlenszerii
valészintiségi valtozdk eltérését vizsgalja ismert eloszlashoz viszonyitva. A moddszer
elénye, hogy komplex, tobb dimenzids integralokat képes kozeliteni, megspérolva a
kiszamitasukat.

A Gibbs mintavételezd algoritmus egy iterativ mintavételezésen alapuld statisztikai
moédszer (Liu et al., 1995).Ennek az algoritmusnak DNS szekvencia illesztésekre optima-
lizalt valtozatat hasznalja az AlignACE (Roth et al., 1998). A megkozelités 1ényege, hogy
mindegyik beadott szekvenciakban egyetlen motivumot azonosit, mig a szekvencia tobbi
része ugynevezett hattér adat. A szekvencidkban fellelhet$ mintézatok (oligonukleotidok)
koziil kivalasztja azt, amelyik pontszama maximalisan meghaladja a hattér pontszamat.
Ez a maximalizalas NP-nehéz probléma, ami azt jelenti, hogy a megoldasahoz sziikséges
gépidd nem csokkenthet6 jelentésen erésebb hardver alkalmazasaval. Ezért a Gibbs min-
tavételezés véletlenszertien valasztja ki a vizsgalt mintazatokat. A gyakorlatban ez azt
jelenti, hogy a program minden futtatds sordan més eredményt fog adni (Lawrence et al.,
1993).

A MEME algoritmusa ezzel ellentétben egy elvaras maximalizalé médszert hasznal, hogy
behataroljon egy vagy tobb ismétlédé motivumot. A MEME minden motivumhoz rendel egy
diszkrét valoszintiségi eloszlasokat tartalmazé matrixot, majd a rendelkezésre all6 adatok
alapjan maximalizdlja ezen modellek poszterior valészintiségét. A maximalizalasi 1épés
soran itt is hattérnek tekinti a motivumot nem tartalmazoé szekvencia részeket.

A motivumok felderitésére szdmos szamitégépes algoritmus 1étezik. Az egyik legis-
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mertebb a MEME, ami hasonlé DNS szekvencidk csoportjabdl, egy véges kevert modell
segitségével képes megtaldlni a feldisulé szekvencia mintdzatokat (Bailey and Elkan,
1994).

A MEME-hez hasonld, am anndl joval hatékonyabb program a NestedMica. Ez a Java
nyelven irt alkalmazas nem csak a motivumokat talalja meg, hanem képes figyelembe venni
a beadott szekvencidk evolicios tavolsagat is, tehat a konzervalodott elemeket silyozza.
Algoritmusa sokkal érzékenyebb, mint a MEME (Down and Hubbard, 2005).

A kombinatorikus megkozelités els6sorban konszenzus szekvencidk esetében
hasznalhatéak, de megengedik a baziscserét. Az algoritmus itt is NP-nehéz, ezért tobb
modszert is kidolgoztak, amivel kozelitik az idealis esetet. Az egyik ilyen pattern alapu
algoritmusok, ahol egy eldre legeneralt mintazatot keres, amely az 6sszes megadott szek-
venciaban megtalalhato a legkevesebb béziscserével. Ez a mddszer hosszii motivumok
esetén lassi. A minta alapti megkozelités ezzel szemben megadott hossziisdglii mintakra
bont egy szekvenciat a készletbdl és megvizsgalja, hogy a készlet tobbi szeknveciajaban
megtalalhaté-e ez a minta a megadott maximalis baziscser mellett. A mddszer hatranya,
hogy ha a kiindulasi szekvencia nem tartalmazza a motivumot vagy a motivum ,,gyenge”,
akkor a keresés eredménytelen lesz (Thijs et al., 2001).

A motivumok felderitésének masik médja az evoliciésan konzervaldédott szakaszok azo-
nositasa a promoéterben. A modszer nehézségét az adja, hogy minél nagyobb az evolicios
tavolsag, annal kisebb a régiék hasonlésaga. A masik problémat a genomi atrendezodések
adjak. A génduplikaciékkal 1étrejove paralog szekvencidk megkiilonboztetése az igazi or-

tologoktdl kizardlag bioinformatikai mdodszerekkel kozel lehetetlen.

2.3. Szekvencia osszehasonlitas bioinformatikai

modszerekkel

2.3.1. Fasta

A FASTA egy gyors szekvenciailleszt6 alkalmazas. Gyorsasaga abban rejlik, hogy ahe-
lyett, hogy a teljes szekvenciat Osszehasonlitand, részszekvenciakat keres, amelyeket | k-
tuple-nek” vagy ,,szavaknak” neveznek. A kozos k-tuple-ek segitségével probal meg lokélis
illesztést végezni. Az algoritmus kevésbé érzékeny, mint a Smith-Waterman algoritmus,
de anndl joval gyorsabb. Sebessége mégsem éri el a kovetkezo fejezetben bemutatésra
keriilo Blastot.

Gyorsasaganak egyik kulcsa egy hasité tabla, mely tartalmazza minden k-tuple-nek az
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el6fordulasat. A k-tuple-0k relativ tavolsagabol hatarozza meg az algoritmus az illesztést.
A hasitotabla segitségével az Gsszehasonlitas sebessége linearis a szekvencidk hosszaval,
szemben a Smith-Waterman négyzetes aranyaval.

Az algoritmus igen népszerii volt adatbazissal szembeni keresések esetén, mert a
hasitétablat eldre el lehetett késziteni. Késobb a BLAST elterjedésével hasznélata vissza-

szorult.

2.3.2. Blast

A BLAST algoritmus gyorsabb a FastA-nal, mikozben az érzékenyésébdl veszit hozza
képest. Manapsdg ez a legelterjedtebb szekvencia keres§ alkalmazas. Els6 (BLASTI)
verziéja még hézagmentes illesztésre volt képes. A masodik verzidja - melyet két intézet
egymastodl fiiggetleniil fejlesztett ki - méar képes a hézagos illesztésre, mikozben a keresés
sebességét tovabb novelték. A két verzié koziil az NCBI-BLAST az elterjedtebb, mig a
WU-BLAST hasznalata hattérbe szorult.

A miikodés megértéséhez vezessiink be néhany j fogalmat. A keresd, és az adatbézis
szekvenciat azonos méretii darabokra bontja a program, amelyet szegmens paroknak
neveznek. A szegmens parok hasonldosagat az Oket felépité nukleotidok hasonldosagi
szamainak Osszege adja. Aminosavakndl a PAM vagy BLOSUM matrixot hasznaljék,
mig DNS esetén a BLAST mérészamot. Ha a szegmens parok hosszusagat kiterjesztjiik
és tovabbi egyezést kapunk, a hasonlésdg mérészama novekszik. A terminoldgia ezt HSP-
nek nevezi. Amennyiben nem tudjuk tovabb novelni a szegmens parok méretét, hogy
magasabb mérészamot kapjunk, maximalis szegmens paroknak nevezziik 6ket (MSP). Ha
az MSP mérdszama magasabb egy kiiszob értéknél, a BLAST hasonlénak fogadja el a
keres6 szekvenciat és az adatbézisban talalt szekvenciat.

Els6 1épésként a program készit egy kereso tablat, ahol a beadott szekvenciat felbontja
kisebb darabokra és elkésziti a lehetséges eltéréseket is ettdl a szekvenciatol, amit még
megenged a felhasznal6. A kisebb darabok mérete szintén allithato.

Ezekt utan az algoritmus végignézi az adatbazist, egyez6 parok utdn kutatva.
Amennyiben taldl ilyet, tarolja a parok helyzetét a szekvenciakon beliil. A talalatokat ezek
utan kiterjeszti mindkét iranyba addig, amig a pontszam nem csokken, mas szavakkal meg-
hatarozza a HSP-t. Tobb HSP felhasznélasaval tovabb noveli a kiterjesztést, mikozben
folyamatosan tjra szamolja az illesztés szignifikanciajat. Végezetil egy modositott Smith-
Waterman algoritmus segitségével meghatérozza a hézagok helyzetét (Sung, 2010).

A taldlatok értékeléséhez két statisztikai mérészamot bocsat a BLAST rendel-

kezésiinkre. Az els6 az E-érték, ami azon illesztések szamanak varhaté értéke, melyek
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pontszama magasabb egy megadott kiiszobértéknél. A gyakorlatban a 10-nél magasabb
E-értéket a program ki sem irja (Altschul et al., 1997).

A maésodik mérészam a bit pontszam (bit score). Bevezetését az tette sziikségessé,
hogy az illesztés mérészama erdteljesen fiigg a szekvencidk hosszisagatol és a felhasznalt
matrixoktol. A bit pontszam egy normalizalt mérészam, ezért fiiggetlen a korabban
emlitett hatasoktol.

A BLAST algoritmusnak tobb formaja is létezik. Nukleotid szekvencidk Osszeha-
sonlitasara a BlastN programot hasznaljak. BlastP a fehérje szekvencidk keresésére valo.
Mivel a fehérje szekvenciak keresése joval pontosabb talalatot tesz lehetévé, mint a nuk-
leotid Osszehasonlitas, ezért megalkottdk a BlastX-et, ami nukleotid szekvenciat keres
fehérje adatbazisban ugy, hogy leforditja a keresé szekvenciat mind a hat lehetséges le-
olvasési keretbe. A Tblastn a BlastX forditottjanak tekinthetd. Fehérjével keres nukle-
otid adatbazisban. Ebben az esetben az adatbazist forditja fehérjévé. A Thlastx abban
kiilonbozik a BlastN-t6l, hogy mind a keresé nukleotid szekvenciat, mind a nukleotid
adatbazist fehérjévé forditja.

A PSI-BLAST egy poziciéspecifikus matrix segitségével hajtja végre a keresést, ami
nagyobb érzékenységet tesz lehetévé bioldgiailag relevans, de alacsony homoldgiat mutato
szekvencidknal a pusztan nukleotid alapu kereséshez képest. A matrixot kozvetlentl is
beadhatjuk a programnak, de a program egy el6zoleg futtatott BLAST kimenetébdl is elo
tudja allitani, ha sziikséges (Altschul et al., 1997).

Erdemes még megemliteni a MegaBLAST-ot. Abban az esetben lehet hasznélni, ha az
adatbazis mérete miatt a , kozonséges” BLAST tul lassi lenne. A MegaBLAST hosszabb
szegmens parokkal dolgozik, ami az érzékenységét csokkenti. Nem egyetlen szekvencidval
keres, hanem tobbel, amiket 6sszefiiz egybe, majd az eredmények kiirasanal szétdarabolja
(Sung, 2010).

2.3.3. Egyéb algoritmusok

A BLAST mellett szamos més algoritmus létezik, melyek igyekeznek egy-egy po-
tenciélis niche-t kiragadni maguknak. A BLAT (BLAST-like alignment tool) a BLAST-
hoz hasonléan miikodik, de keres6 tablat hoz létre az adatbazishoz, amivel megnoveli a
keresés sebességét. A visszaadott eredményeknél pedig sszevon tobb taldlatot, amennyi-
ben azok azonos szekvencian vannak.

A PatternHunter mas megkozelitést hasznal. A szekvencidk hasonlosiagat egy
ugynevezett spaced-seed segitségével allapitja meg. A szakirodalom szerint kisebb lesz

a talalatok szama, a fals pozitiv taldlatok rovéasara.
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Végezetiil érdemes még emlitést tenni a BWT-SW algoritmusrél. A heurisztikus al-
goritmusok, mint amilyen a BLAST, nem garantaljak, hogy megtalaljak az Osszes le-
hetséges optimaélis illesztést. A Smith-Waterman képes erre, de sebessége nem elfogad-
hat6. A BWT-SW célja, hogy gyorsitsa a Smith-Waterman algoritmust kiilonb6z6 inde-

xelési eljarasok alkalmazasaval.

2.4. Bioinformatikai adatbazisok

2.4.1. Elsodleges és masodlagos adatbazisok

A DNS szekvenalassal egy idében sziikségessé valt a szekvencidk tarolasa és gyors
keresése. A szamitastechnika nyujtotta eszkozokkel mindez lehetévé valt. Harom nagy
els6dleges szekvencia adatbazis van, a GenBank (Benson et al., 2010), az EMBL-Bank
(Kulikova et al., 2007) és a DDBJ (Sugawara et al., 2008). A kutaték barmelyikbe is
kiildjék a bazissorrendet, az adatbézisok egyiittmiikodésének hala az mindharomban meg
fog jelenni.

Ahogy nétt a szekvenciak szama, ugy jelentek meg a specialis adatbazisok, melyek egy
jol koruilhatarolt szempont szerint gytijtotték ossze az elsddleges adatbazisokbdl szarmazo
elemzett adatokat. Ilyen szempont lehet példdul a faj, transzkripcids start hely (Wakaguri
et al., 2008), vagy t6bb genom homolég szakaszai. A késébb bemutatédsra keriils GO,
Jaspar és Transfac adatbézisok is ide tartoznak. Ezek utdan nem meglepd, hogy a CAGE
adatoknak is van adatbazisuk, ahol fajokra lebontva megtalalhatéak a génekhez tartozo
TSS-ek (Kawaji et al., 2006).

2.4.2. Motivum adatbazisok

A motivumokat két nagyobb adatbézis gytjti. Ezek neve JASPAR (Sandelin et al.,
2004) és a TRANSFAC (Matys et al., 2006). A TRANSFAC transzkripcids faktor
kotohelyeket tartalmaz sulymatrixok formédjaban. Hozzéférése nem ingyenes, a benne
talalhaté motivumok redundénsak. A Patch nevi programjuk segitségével lehet keresni
konszenzus szekvenciaval is az adatbazisban. Elénye, hogy tartalmaz novényi TFBS-eket
is.

A JASPAR kisebb mennyiségli adatot tartalmaz, mint a TRANSFAC, de a tartalma
ingyen elérheté barki szdmara és a benne taldlhaté valamennyi TFBS kurator altal el-
lenérzott, minimalis redundanciat tartalmaz. Az adatbazisban a TFBS-ek maéatrixok

formajaban taroltak, de felépitésiik eltér a korabban bemutatott PSWM-tol, itt ugyanis
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az elemek azon szekvencidk szamai, melyekben az adott poziciéban a megadott bazist

tartalmazza a motivum (Sandelin et al., 2004).

2.4.3. Gén ontolégiai adatbazisok

Ha motivumainkhoz bioldgiai funkciét kivanunk rendelni, sziikséglink van egy olyan
adatbazisra, mely egyértelmiien beazonositja és kereshetové teszi ezen jellemzoket. Jelen-
leg ilyen adatbazis csak fehérjékhez és génekhez létezik.

A gén funkcidk rendkiviil sokrétiiek. Az egyes géneket célszerti funkcié alapjan cso-
portositani, hogy tobb gént egy kategoridba lehessen sorolni. Ha a kategéridkat is csopor-
tositani kell, akkor tobb probléma is felmeriilhet.

Az egyik ilyen probléma, hogy megfelel6 kategéridkat kell talalni. A masik, hogy egy
gén igy tobb kategoriaban is elofordulhat. A kategéridk kijelolése csak onkényes alapon
lehetséges, mert a csoportositas csak egyféle szempont szerint mehet. Ha egy masik
szempontot valasztunk, akkor az addig osszetartozd csoportok szétesnek.

Jelenleg az egyik legelterjedtebb és legmegfelelobb erre a gén ontologiai adatbazis
(GO). Itt egy ugynevezett aciklikus irdnyitott graf csomépontjaiként jelennek meg a ka-
tegoridk. (Gene Ontology Consortium, 2006)

A graf gyokerébdl kiindulva harom nagy csoportot taldlunk. Az elsé a sejt alkotdk,
amelyek vagy onmagukban vagy egy nagyobb kompartment részeként a sejt anatomiai
felépitését végzik. A méasodik csoport a bioldgiai folyamatok, melyek tobb lépéses
események soran alakitanak ki egy terméket. Tipikusan ilyenek a kiilonboz6 metaboli-
kus reakcidk és a jelatvitel. Fontos megemliteni, hogy nem szabad Osszekeverni ezt a
kategériat az anyagcsere ttvonalakkal, mert a GO a leirdsaban nem utal sem a folya-
matok dinamikajara, sem a kiilonbozé fliggdségekre. Gyakran nehéz elvalasztani Oket
a harmadik GO csoporttol, a molekularis funkcioktél. Ez utébbiak molekularis szinti
eseményeket irnak le, mint amilyenek az egyes molekulak megkotése vagy a katalitikus
aktivitas.

Aciklikus volta miatt az egyes kategériak a graf tobb, kiillonboz6 szintjén is megjelen-
hetnek, viszont a fa bejardsa sordan soha nem taldlkozunk hurkokkal (tehdt egy irdnyba
haladva soha nem juthatunk vissza olyan csomdpontba, amit mar egyszer érintettiink),
ami az algoritmikus feldolgozast konnyiti. Ezzel a lépéssel viszont a statisztikai értékelés
jut nehéz helyzetbe.

Kiértékelésnél a legfontosabb annak megéllapitdsa, hogy mely kategéridk dusultak
fel egy génlistaban. Erre a kovetkezo statisztikai eljarasokat hasznalhatjuk: hipergeo-

metrikus teszt, Fisher-préba, khi-négyzet proba, binomidlis teszt. Jelenleg a legop-
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timalisabb eredményt a hipergeometrikus eloszldson alapulé modszerek adjak, mert ezek
nem érzékenyek a mintdk szdmara (Rivals et al., 2007).

Ha felépiilt a rendszer, akkor azt adatokkal is fel kell tolteni. A gének ontoldgiai
adatbazisokba sorolasanak két szélséséges modszere szerint torténhet kisérletek alapjan,
ami a legpontosabb, de leglassabb osztalyozasi eljaras, vagy szekvencia homologia alapjan,
ami konnyen automatizalhaté, ellenben kevéshé meghizhato. A két széls6séges eset kozott
nagyszamu atmenet talalhatd. Ezeket a GO adatbéazisban tgynevezett bizonyitékként
taroljak. A bizonyitékok roviditései és leirasuk a 2.2 tablazatban lathaté. Habar a
GO konzorcium szerint a bizonyitékok nem mindségi mutatok, a gyakorlatban a kutatok
jobban megbiznak egy kisérletes bizonyitékban, mint egy nem szamon kérheté kurator
véleményében.

Az elemzés nehéz voltat bizonyitja, hogy egyre masra jelennek meg a kiillonb6z6

modszerek.

2.4.4. ENCODE tervezet

A gének mellett egyéb funkciondlis elemek is taldlhatoak a genomban. Ezen elemek
feltérképezését a huméan genomban az ENCODE (Encyclopedia of DNA elements, DNS
elemek enciklopédidja) konzorcium tiizte ki célul. Ez a tobb nemzetkozi kutatécsoportot
magaba foglalo szervezet az oOsszes fellelhetd funkcionalis elemet fel kivanja térképezni,
akar fehérje vagy RNS kédold szekvenciardl, akar a szabalyozasban részt vevo elemrdl
van szo.

A grandiézus célkitlizések megvaldsuldsa érdekében el6szor csak bizonyos régidkat
valasztottak ki, melyek egyiittes hosszusaga 30 Mb, ami kozelitéleg a genom 1%-nak
felelt meg.

A régiok fele manudlisan kertilt kivalasztasra, ahol a feltétel az volt, hogy a régio tar-
talmazzon olyan géneket, melyekrol sok irodalmi adat all rendelkezésre, valamint jelentos
mennyiségli 6sszehasonlité szekvencia van hozza. A régiok masik felét véletlenszeriien
valasztottak ki. A harminc darab 500 kb-os szekvencia kivalasztasanal tigyeltek, hogy
gén denzitds és a konzervaltsag mértéke kiilonbozo legyen, hogy megfelel attekinté képet
kapjanak az emberi genomrél (ENCODE Project Consortium, 2007).

A felhasznalt modszerek kozott a kvantitativ PCR, és a kromatin immunprecipitacio is
megtalalhato. A kapott eredményeket nyilvanos adatbazisokban lehet megtekinteni, mint
amilyen példaul az UCSC (UCSC weboldal).

Miutan a tervezet bevezeto szakasza sikeresen lezarult, a vizsgdlatokat kiterjesztették

a teljes human genomra.
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2.2. tablazat. A GO adatbazisban téarolt lefras és gén kozti kapcsolat bizonyitékainak

jegyzéke
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2.4.5. Gén expresszios adatbazisok

A génexpresszids adatokat harom nagyobb adatbazis gytjti, az ArrayExpress, aminek
az EBI ad otthont és az NCBI-nél taldlhaté GEO (Gene Expression Omnibus) adatbézis,
valamint a japan CIBEX. Rajtuk kiviil még léteznek kisebb adatbazisok, melyek egy faj
vagy modellallat expresszios adatait gyujtik Ossze, mint amilyen a GXD, mely a labo-
ratoriumi egérre specializalédott és a FlyEx, ami Drosophila melanogasterre.

Az ArrayExpress tobb, mint 200 faj expressziés adatét tartalmazza. Osszetett ke-
resések segitségével megtalalhatd a kivant kisérlet, s6t weben keresztiil elemezni is lehet
az adatokat. Mivel az egyes funkciok SOAP-kérésként jutnak el a szerverhez, ezért mas
programokbdl is el lehet érni azokat (Parkinson et al., 2007). A SOAP egy szabvényos
felépitésii, szoveg alapu tlizenet az interneten elkiildvel, amit a kiszolgald értelmez és a
kéréshez hasonld szabvanyos valaszt ad vissza.

A GEO hozzaallasa mas, 0k elsésorban a mennyiségre helyezik a hangsulyt. Az adatok
bekiildése olyan egyszerti és rugalmas, hogy az adatok 15%-a nem is expresszids adat!
Itt is lehetoség van elemzésére bongészoprogramon keresztiil, de harmadik fél altal irt
programokkal csak ugy dolgozhatunk, ha letoltjik az adatokat (Barrett et al., 2009).

Mindhéarom adatbézis a standardizalas jegyében a MIAME (minimadlisan sziikséges in-
formécié egy microarray kisérletrdl) ajanlasat koveti. Célja, hogy az adatok egyértelmiiek,
a beldliik levont kovetkeztetések megismételhetoek legyenek. Nem kot ki formai kove-
telményeket, de eldirja, hogy minden kisérletnek tartalmaznia kell tobbek koézott a nyers
adatfajlokat, a feldolgozott adatokat, a laboratériumi és elemzési modszereket és a chip

gyari adatait.

2.4.6. DoOP

Csoportunk is készitett egy specidlis adatbazist, a DoOP-ot (Barta et al., 2005). Célja,
hogy konnyen keresheto formaba gytijtse 0ssze a novényi és gerinces fajok genomjaibol
szarmazd szabalyozd régiokat és képet adjon az ott talalhatd feltételezett transzkripcios
szabalyozé elemekrol.

Két referencia faj, az ember és az Arabidopsis thaliana genomjat felhasznalva a BLAST
program segitségével megkerestiik mas fajok homoldg elsé kddold exonjat. A referencia
fajok kivalasztasanak szempontja a jol annotalt genom volt. Az elsé exonoktol 5 irdnyban
talalhatoé szekvenciat tekintettiik az adott kddold szakasz szabalyozo régidjanak.

Mivel a promoéterek pontos hatarat jelenlegi ismereteink szerint nem lehet megmon-

dani, ezért az adatbéazis 500, 1000, 3000 bazispar hosszu szakaszokat tartalmaz. KEgy
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2.4. abra. A DoOP adatbazis elkészitésének folyamata

referencia szekvencidhoz tartozo Gsszes ortoldg szekvencidk egytitt igynevezett klasztert
alkotnak. A klaszterek bevezetésével az annotacié jé kozelitéssel kiterjesztheté az isme-
retlen promoterekre is (2.4. abra).

Az ortolég promoéterek birtokaban mar sokkal érdekesebb kérdésekre kereshetjiik
a valaszokat. Példaul mely elemek konzervaldédtak? Az adatbéazisban szereplo kon-
zervalodott elemek a kovetkez6é maddszerrel keriiltek megallapitasra: A DIALIGN2 (Mor-
genstern, 1999) program segitségével az egy klaszterbe esé prométerekbdl t6bbszoros il-
lesztést készitettliink. A program altal szamitott informacios tartalmat felhasznalva egy
sajat fejlesztésii programmal kivalasztottuk a tobbszoros illesztés azon részeit, melyeknél
az informacios tartalom a legmagasabb volt. Természetesen az ismétlédé szakaszok (re-
peatek) eltavolitasra keriiltek. FEzen elemek béazissorrendjének ismeretében kisérleteket
lehet tervezni a szabdlyozas pontosabb felderitésére akar olyan fajokban is, ahol a genom

annotalasa még gyerekcipoben jar.



3. fejezet
Célkituzések

Munkank célja az volt, hogy kapcsolatot talaljunk a gerinces allatok génjeinek bioldgiai
szerepe és a prométeriikben talalhaté konzervalédott motivumok konszenzus szekvencidja
kozott. A problémat tobb iranybdl, tobb mddszerrel kozelitettilk meg, hogy minél tobb
lehetoséget lefedé eredményeket kapjunk.

Els6 1épésben sziikség volt egy olyan bioinformatikai eszkozre, ami a mar meglévo,
DoOP-ban elérheté motivum adatbazisunkbdl képes kikeresni a hasonlé szekvenciaval
birokat. Fontos szempont volt, hogy ez az eszkéz més kutatdk szamara is hozzaférheto
legyen egy weboldal formédjaban. A hasonlésagot felhaszndlva a motivumok klaszterez-
hetoek, az eredménytil kapott csoportok pedig GO annotacios vizsgalatnak vethetoek ala.
Ha ezzel az eszkozzel egy csoporton beliil szignifikans feldusulast talalnank egyes GO
kategériakban, akkor kijelenthetjiik, hogy megtalaltuk a vélaszt a kérdésiinkre.

Ha a klaszterezés barmilyen okbdl kifolyélag nem hozna az elvart eredményt, akkor
azonos bioldgiai szereppel bird géneket tervezziik kisérletesen kivalasztani, és bioinforma-
tikai mddszerekkel kozos motivumokat taldlni a promoter régidjukban. A génexpresszios
vizsgalatok segitségével megtaldlhatoak egy bioldgiai reakciora expresszios szint véaltozast
mutatd gének. Ezen gének promoterében de movo motivum kereséssel vagy a szakiro-
dalomban fellelhet6é konzervalt szakaszok felkutatédsaval ugyancsak bizonyithaté lenne a
kiindulasi feltevés.

Nagy valészintiséggel ezek a motivumok a transzkripcids szabélyozason keresztiil fejtik
ki hatasukat, ezért célként tiliztiik ki, hogy megvizsgaljuk ennek lehetoségét is. Szamos
publikacié utal ré, hogy a transzkripciés start hely kornyékén a szabalyozasban szerepet
jatszo elemek szama nagyobb, mint attol tavolabb. Ha azt talalnank, hogy a fent vazolt
vizsgalatokbdl szarmazé motivumok eloszlasa nem fiiggetlen a TSS-t6l, akkor nem csak

azt mondhatnank el, hogy megtaldltuk a kapcsolatot a bioldgiai szereppel, de a kapcsolat
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mikéntjére is fényt derithetnénk.

Osszefoglalva a kiovetkez feladatokat tiiztiik ki:

e Motivum elemzésre alkalmas bioinformatikai eszkozok készitése.

Konzervalédott motivumok csoportositasa.

Kapcsolatot taldlni a motivum-csoportok és a bioldgiai elemek kozott.

Motivumokat keresni azonos funkcidoji gének promoéterében

Kapcsolatot talalni a motivum-csoportok és a transzkripcié kezdépontja kozott.
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4. fejezet

Anyagok és modszererek

4.1. Felhasznalt szamitégépek

Az elemzések, ahol kiilon nincs jelezve, 1,8 GHz-es Pentium 4 szamitégépen futottak
1GB memoridval, GNU /Linux Slackware 11, kés6bb Slackware 12 operécids rendszeren.
A mofext programokat kovetkezetesen egy 4 processzoros SUN Sparc gépen futtattuk
Solaris 9 operécids rendszer alatt 16 GB memoriaval. A GeneSpring DNS chip elemz6
program Microsoft Windowsos verzidjat hasznaltuk egy HP OmniBook laptopon 256 MB

memoriaval.

4.2. Felhasznalt adatbazisok

A DNS szekvencidk elsddleges forrasa az EnsEMBL adatbézis volt (Flicek et al., 2008).
A munka ideje alatt mindig a legfrissebb verzid volt telepitve a 35-t0l a 42-ig. Az adatbazis
verzidszamaval megegyezo Perl API felhasznaldasaval késziltek azok a programok, melyek
segitették az igényeknek megfelel6 szekvencia kinyerését az adatbazisbdl.

Homologia vizsgalatokhoz az EnsEMBL Compara adatbazis szolgaltatta a forrast.
A munka ideje alatt az adatbazisban elérheto fajok szama folyamatosan novekedett, de
tarolohely szlike miatt csak a kovetkezo fajokat tartalmazta a helyi rendszer: Homo sa-
piens, Pan troglodytes, Gallus domesticus, Bos taurus, Canis familiaris, Fugu rubripens,
Tetraodon nigroviridis, Mus musculus, Rattus norvegicus.

A GO analizishez a GO adatbazis 2007 februari kiadasat hasznaltuk. A szigni-
fikans GO kategoéridkat a GeneMerge 1.2 program moédositott valtozataval hataroztuk
meg (Castillo-Davis and Hartl, 2003). A forraskédja a CD mellékletben taldlhato.
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4.3. A szekvencia adatok feldolgozasa

Az adatbazisbdl kinyert szekvencidk feldolgozasara az Emboss programcsomag 3.1-
es verzi6jat hasznéltuk (Rice et al., 2000). Egyszeriibb motivumok keresésére a fuzznuc
program megfelelt. A vizsgalatok soran 2 bazisparnal tobb cserét nem engedtiink a keresé
szekvenciaban, mert nagyon sok irrelevans taldlatot kaptunk volna vissza.

A vizsgéalatok soran gyakran éltlink az Osszehasonlitds azon formajaval, hogy a szek-
venciat oOsszekevertiik és megismételtiik a kisérletet. A bazissorrend megvaltozott, de
a nukleotid Osszetétel nem. A véletlenszerii Osszekeverést a shuffleseq programmal
végeztiik, -shuffle paraméterének a 2-t valasztottuk, vagyis két ciklusban ment végbe a
keverés.

Egy oligonukleotid el6fordulédsanak valészintiségét a compseq programmal hataroztuk
meg. Ez Osszeszamolja a szekvencian belil az 0sszes oligonukleotid elofordulast, majd a
bazisok eléforduldsanak valdszinliségébol kiszamolja az oligonukleotid varhato értékét.
A két érték hanyadosa alapjan, amit szintén megad a program, akkor fogadtuk el a
véletlennél nagyobbnak az oligonukleotid eléforduldsat, ha meghaladta a 2-t.

A repetitiv szekvencidk eltavolitasat a censor 4.1 verzidja végezte. Humén szek-
vencidk esetében a -hum kapcsolét hasznéaltuk, mely a faj specifikus ismétlodések mellett
az ALU szekvencidkat is kivagja (Jurka et al., 1996).

4.4. Motivum keresési modszerek

Motivumok keresésére a NestedMica 0.7.3-as verziéjat hasznéltuk (Down and Hub-
bard, 2005). A program igen érzékeny az -ensembleSize paraméterre, ezért végeztiink
néhany teszt futtatast, hogy megallapithassuk ennek optimélis értékét. Minél nagyobbra
allitjuk, annal pontosabb lesz az eredmény, de a futasi idot is megnoveli. Gyakorlati ta-
pasztalatok alapjan ezért 400-ra allitottuk. A nagyszamu adat miatt 8 db Sun Fire X2100-
as gépen futott, melyek 2,2 GHz-es AMD Opteron processzorokkal voltak felvértezve.
A gépeket a debreceni egyetem bocsatotta a rendelkezésiinkre. Mindegyik gépen két
szélon futtattuk a programot (-threads paraméter). A java-s futtatékornyezetnek pe-
dig az alapértelmezettnél nagyobb memoriat allitottunk, 300 MB-ot. A NestedMica ezen
feliil megkoveteli, hogy bedllitsuk neki a megtaldlandé motivum nagysagat is, amit 13-ben
hatdroztunk meg (-targetLength paraméter). Ennél rovidebb szekvencia til dltaldnos lett
volna, a hosszabbak pedig a feleslegesen novelnék a futasi idét. A program ugyanis annyi
motivumot fog taldlni, amennyit paraméterként megadunk neki, még akkor is, ha azok

informacios tartalma alacsony. Ezen megfontoldsok alapjan négy motivum megtalalasat
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tiiztiik ki célul (-numMotifs paraméter).

Késobb megprobalkoztunk egy maésik keresési mddszerrel is, ami a program azon
képességén alapult, hogy kiillonb6zo fajok ortolég szekvenciaibdl is képes eredményeket
kinyerni. Az ortoldég szekvencidkat a kutya, szarvasmarha, egér és patkany genomokbol
valasztottuk.

A programnak van még egy kényelmi szolgédltatasa. Az épp aktualis szamitasi
eredményeket bizonyos futasi ciklus utan (-checkpointinterval paraméter) egy fajlba irja
(-checkpoint paraméter). Varatlan hiba esetén az utolsé allapottdl képes folytatni a
miikddését. Ebben az esetben a -restartFromCheckpoint paraméterrel kell djrainditani
a programot.

Osszefoglalva a kivetkezd parancsot futtattuk:

makemosaicbg -seqs szekvencianév -mosaicClasses 1 \
-mosaicOrder 1 -out mosaicf4jl

motiffinder -numMotifs 4 -targetLength 13 -segs szekvencianév \
-backgroundModel mosaicfajl -outFile eredményfajl \
-sampleFile mintafdjl -ensemblSize 400 -cluster \
-checkpoint &llapotfdjl -checkpointInterval 2000 \
-threads 2

Az eddigieken kiviil alkalmaztunk olyan keresési modszert is, ahol a promodter méretét
ugy definialtuk, hogy a kovetkezo gén hatardig tartson. Ebben az esetben a szekvencidkat
30 ezer bazisparnal elvagtuk a seqret programmal, mert a NestedMica ennél nagyobb

szekvenciaknal lefagyott.

4.5. Chip és kromatin immunprecipitacios
vizsgalatok kiértékelése

A chip kisérleteket Szatmari Istvan végezte Affimetrix HG-U133A tipusu plate-n. A
nyers chip adatok kiértékelését GeneSpring 7.3.1-al és Bioconductor 2.0-val hajtottuk
végre (GeneSpring weboldal) (Reimers and Carey, 2006). Minden esetben GC RMA (Mil-
lenaar et al., 2006) el6készitést alkalmaztunk. Amelyik expresszids adat 0,01-nél kisebb
volt, azt a szamolasok egységesitése végett 0,01-nek vettiik. A chipenkénti expresszios
értékeket 50%-hoz, mig génenként a medidnhoz normalizdltunk. Azon géneket, melyek

nyers szignal értéke mindegyik vizsgalatban 20 alatt volt, eltavolitottuk, ellenben meg-
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tartottuk azokat, ahol a szignal érték 2-szeres valtozast mutatott a kezeletlen mintdkhoz
képest, és ez a valtozds szignifikdns volt (p < 0,01).

A vizsgdlat targyai a roziglitazonnal (RSG) kezelt monocitdk voltak. RSG kezelés
hatdsara a monocitdk dendritikus sejtté érnek. Az RSG egy mesterséges ligandja a per-
oxiszéma proliferator-aktivator receptor gamménak (PPAR~), ami a lipid anyagcserében
szerepet jatszo transzkripcios faktor. Ez a transzkripcios faktor kozvetlentil szabalyozza
szamos zsirsav felvételben és lipid raktarozasban szerepet jatszo gén kifejezddését. A
monocita differenciacidja soran ezen receptor altal szabalyozott gének fokozott aktivitast
mutatnak. Ilyen gén példaul az FABP4 és az ABCG2.

A kezelést kovetoen hat, huszonnégy éra elteltével, valamint 5 nappal késébb mintat
vettiink és megmértiik az egyes gének RNS szintjét. Ha a kezelést kovetéen az RNS
mennyisége meghaladta a kezelés nélkiili RN'S mennyiségének kétszeresét, fokozott, ha ke-
vesebb, mint fele mennyiségii volt, csokkent aktivitast mutaténak tekintettiik. A késobbi
idopillanatban vett mintakbol nyert gének kozott eléfordulhatnak korabban aktivalédott
gének, melyek expresszios szintje nem csokkent le, ezért a tobb idopillanatban is el6forduld
gének csak a legkorabbi listdban lelhetéek fel (Szatmari et al., 2007).

A chip elemzé programok altal kinyert génlistakhoz tartozé génszekvenciakat a bio-
informatikai vizsgalatokhoz az EnsEMBL-bOI toltottiik le sajat fejlesztést programokkal.
A t_affy genseq.pl az Affymetrix sajat azonositéi alapjan kiszedi az adatbéazisbdl a gén
szekvenciajat. Ehhez a programhoz hasonlé a t_affy promo2.pl, ami az adott génhez
tartozé szabalyozo régié szekvencidjat adja vissza.

A kromatin immunprecipitacié szintén Affimetrix markaju chippel késziilt. A labo-
ratériumi munkat Balint B. Laszlo végezte. A vizsgalatok célja a kromatin struktira
valtozasanak felderitése retinsav kezelés hatasara, mieloid leukémia sejtekben. A HL-
60/CDM-1 sejteket el6szor egy 16 6rdas DMSO kezelésnek vetettiik ald, ami az érést el-
inditotta, de a sejtdifferenciaciét nem. Ezeket a sejteket a vizsgdlatok soran naiv sejteknek
jeloltiik. A retinoid kezelés hatasara megindult a differenciacié. Az immunprecipitaciés
1épés soran ellenanyag segitségével megjeloltiik a H3 hisztont, amikor a K4 oldallanca
metilalt allapotban volt. Egy masik kisérlet soran az ellenanyag a H4 hiszton acetilalt
R3 végét jelolte. A hisztonhoz kotodott DNS-t az elvalasztas utan az Affimetrix Encode
chip-en hibridizaltuk, hogy megtudjuk mely genomi poziciokban talalhatéak.

A nyers adatok feldolgozasat az Affymetrix Tiling Analysis SDK 2 parancssoros prog-
ramjaval végeztiik a kovetkezo beallitasok felhasznaldsaval: -type 0 -band 25 -pval_scale
0 -sig_scale 2. Az eredményiil kapott genomi pozicidkhoz tartozé szekvencidkat az NCBI

35-0s verzidju emberi genombodl nyertiik ki.
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4.6. Statisztikal elemzések

A kiilonboz6 hipotézisek statisztikai ellenérzését az R csomag 2.4.0-as verzidjanak fel-
hasznaldsaval végeztiik. A teszteket 0.05 szazalékos konfidencia intervallumon szamoltuk.
Kiilonbozo atlagok vizsgalatdhoz a t.test programot hasznéltuk, mig a korrelaciékhoz a

cor-t.



5. fejezet

Eredmények

5.1. DoOP modul fejlesztés

Az 14j DoOP honlap tervezésénél fontos szempont volt, hogy a kiszolgal oldali progra-
mok egységes programozoi feliilettel (API) rendelkezzenek. Ez nem csak a CGI szkriptek
irasat, tehat a weboldal fejlesztését konnyiti meg, hanem a késObbiek soran segitséget
nyujt a parancssoros programok elkészitéséhez is.

Mivel a legtobb bioinformatikus a Perl programozéasi nyelvet hasznalja, és a nyelv
alkalmas CGI szkriptek létrehozaséra is, ezért ra esett a valasztds. A nyelv masik
nagy erossége a programozéi konyvtarak nagy szama. Ezek az interneten a CPAN-on
taldlhat6ak meg (CPAN weboldal). Azért, hogy ezek a konyvtarak a fejleszték szdmara
konnyen attekinthetéek legyenek, valamint ne irjon két ember ugyan arra a problémara
két kiilonbozo modult, szigort osztalyozast és névkonvenciét vezettek be. A lényege,
hogy egy adott feladatra létrehozott modulok kozos névterekbe keriiljenek. A biologiai
munkakhoz a Bio névtérben talalhatéak programozoi konyvtarak. Mivel a DoOP, mint
adatbazis nem illesztheté be egyik alkategoridba sem a Bio névtér alatt, ezért kiilon, egy
DOOP nevii névtérbe kertilt. A tényleges osztalyok ezen beliil taldlhatéak.

Az adatbazis kapcsolatot a DBSQL osztalyon keresztiil lehet létrehozni. — Je-
len formajaban, ezen modullal {rt programok csak MySQL adatbazishoz tudnak
kapcsolédni, mivel a DoOP weboldala is ezt hasznédlja. A biolégiai tartalmat a
Cluster, ClusterSubset, Sequence, SequenceFeature, Motif osztalyok reprezentaljak.
Az osztalyok hierarchikusan épiilnek fel, tiikrozve az alatta talalhaté adatstruktira
alarendeltségi viszonyait. A sziil6 osztdlybol elérhetéek annak gyermek osztalyai. Példaul
az egy klaszterbe tartozé alcsoportok mindegyikérél (ClusterSubset) informéciét kapha-

tunk a Cluster osztaly segitségével.
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A tervezésnél fontos szempont volt a rendszer gyorsasiga is. A Sequence osztaly
ezért nem Bioperl kompatibilis médon adja vissza a szekvenciat, mert ez tovabbi adat-
mozgatasi miiveletekkel jart volna, ami a program hatékonysagat csokkenti. Ez taldn
kényelmetlenséget okoz, de megakadalyozza a modulok esetleges Gsszeférhetetlenségét a
programozoéi konyvtar tovabbi fejlesztése esetén. Ha ugyanis a Bioperl szekvencia osztalyai
valtoznak, a DoOP osztélyokat is okvetleniil &t kell irni, hogy 6sszhangban legyenek.

Az egyes motivumok szekvencian beliili elhelyezkedésének grafikus abrazolasara sziile-
tett meg a Graphics osztaly. Segitségével szemléletessé lehet tenni, hogyan viszonyul-
nak egymashoz a motivumok a szabalyozé szekvencian beliil és mely régiokban dusulnak
fel azok. Kimenete szabvanyos PNG allomany, melyet az Osszes fejlett bongészo és
képnézegeto alkalmazas képes megjeleniteni.

Végil érdemes még emlitést tenni a Util osztalyrdl. Kicsit kilog a DOOP modul tobbi
osztalyabol, mert inkabb egy eljarasgylijteménynek tekinthet6, mint valédi objektum-
orientalt osztalynak. Célja, hogy a gyakran felmeriil6 problémakra elegans megoldést
nyujtson anélkiil, hogy tobb fejlesztének is egymastdl fliiggetleniil 1étre kelljen hoznia
ugyan azokat a kdédrészleteket. Ilyen feladat lehet példaul az Osszes olyan klaszter kike-
resése, mely tartalmaz egy adott gént, vagy egy bizonyos motivumot tartalmazé szek-
vencidk visszaadasa. Az osztalynak van még egy gyermekosztalya, ami lehetové teszi,
hogy fuzznuc és mofext programokat futtassunk az adatbazisbdl kinyert szekvenciakon.
A mofextrdl bovebben az 5.2 fejezet ir. A teljes csomag forraskédja megtaldlhaté a CD-n
és a CPAN-on. A licencelése lehet6vé teszi, hogy barki ingyenesen letoltse és hasznalja.

Az alabbiakban a modulok hasznalatanak rovid bemutatasa kovetkezik. Tovabbi
segitség a programozdi feliilet sigdjaban talalhatd, amit telepités utdn a kévetkezé médon

lehet elérni GNU /Linux parancssorban:
perldoc Bio::DOOP: :DOOP

A programozoéi konyvtar haszndlatanak els6 lépése a csomagok betoltése. A korabban

bemutatott osztalyok betoltéséhez elegend6 csupan a DOOP modul betoltése.
use Bio::DOOP: :DOO0P;

A masodik az adatbazishoz valé kapcsolodas. A megadott adatok az adatbazis te-

lepitésétol fliggenek.

$db = Bio::DOOP: :DOOP: :DBSQL->connect ("felhasznaloi_nev",
"jelszo",
"adatbazis_nev",

"szamitogep_url");



FEJEZET 5. EREDMENYEK 32

A $db valtozén keresztiil tudjuk a kivant adatokat elérni. Példanak ok&aért keresiik
meg az Osszes olyan 500 bazispar hosszusagi promotert, aminek a leirasaban szerepel a

cink (zinc) kulesszo.

Q@clusters =
©@{Bio::DOOP::Util::Search: :get_all_cluster_by_keyword($db,
"zinc",

500)};

Az eredményiil kapott klaszterekkel ezutan barmilyen miveletet végre lehet hajtani.

Példaul kiirathatjuk az azonositojukat.

for(@clusters){

print $_->get_cluster_id,"\n";

Az itt bemutatott példakbdl is jol latszik, hogy minimadlis programozoéi ismeretekkel is
konnyen lehet hasznalni az adatbazisban fellelheté adatokat. A bioinformatikusok tobb
idot tolthetnek a kapott adatok elemzésével, nem kell ismerniiik a hattérben meghuzédo

bonyolult rendszereket.

5.2. Motivum osszehasonlitas

Ha a modulok segitségével sikeresen hozzajutottunk a munkankhoz sziikséges
motivumokhoz, a kovetkezo 1épés, hogy mas, hozzajuk hasonlé szekvenciaji motivumokat
talaljunk. Az Osszehasonlitdsara a kozonséges szoveg alapu keresés, amit példaul
a népszeri szovegszerkeszté programok is haszndlnak, nem alkalmas, mert nem en-
gedélyezett a keres6 motivum ,,16tyogése”, tehat az adott pozicidban eléforduld alter-
nativ bazisok jelenléte. Az Emboss programcsomagban taldlhaté fuzznuc program mér
lehetové teszi a béaziscserét az Osszehasonlitaskor, de nem teszi lehetové, hogy az egyes
alternativ nukleotidokat stlyozzuk. Tehat a lehetséges bazisok egyforma valdszintiséggel
vesznek részt a keresésben. Ez nagy szamu fals pozitiv taldlathoz vezethet olyan ese-
tekben, ha tisztdban vagyunk vele, hogy egy poziciéban melyek azok a bazisok, melyek
nagyobb valészintiséggel vesznek részt a motivum felépitésében, és melyek azok, amelyek
nem.

A miésik gyakori probléma a motivum Osszehasonlité programok esetén, hogy

a keresOszekvencia csak adott hosszisagu lehet, mig a mi motivumaink kiilonb6zo
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hosszisaguak. Ez olyan esetben lehet probléma, ha a keresészekvencia hosszabb, mint az
a szekvencia, amivel Osszehasonlitjuk. Azért is nehéz meghatdrozni, hogy egy hosszabb
motivum mikor tekinthetd hasonlénak egy rovidebbhez, hiszen egy hosszabb statisztikai-
lag nagyobb valdszintiséggel tartalmazza a kisebbet.

A Blast algoritmus mentes lenne ettdl a hibatdl és hasznélhaté lenne olyan révid szek-
venciak esetében is, mint amilyenek a motivumok, de ennek a programnak nem lehet kon-
szenzus szekvenciat megadni. A pozicié specifikus sulymatrixok alkalmazasa az adatbéazis
szerkezete miatt nem volt alkalmas (mert konszenzus szekvencidkat térol), raadasul az
ezen alapuld keresési algoritmusok igen eréforras igényesek. Sziikség volt egy olyan meg-
oldasra, mely rendelkezik a silymatrixok elényeivel, mégis megmarad a konszenzus szek-
venciak hasznalhatosdganak egyszertisége.

A megoldést a mofext algoritmus jelentette. Ez egy hasonlésagi matrixot hasznal an-
nak megallapitasara, hogy az adott bazisok mennyire hasonléak az 6sszehasonlitani kivant
motivumokban. Mindkét motivumot egységnyi darabokra bontja, méretiiket a program
-w opcidjaval allithatjuk be. A daraboléds sordn keletkezo részek egyenl6 hosszusdguak,
ezért a hasonlésagi matrix felhasznalasaval a két szekvencia részletben a nukleotidok ha-
sonlésagi pontszamait Osszeadja. A program tovabba kiszamitja, hogy milyen Osszeget
kapnank, ha az osszehasonlitandé szekvencia megegyezne a kereso szekvenciaval. Ez a
legtokéletesebb egyezés értéke. A két Osszeg hanyadosa megadja, hogy milyen szézalékban
egyezik meg a két szekvencia részlet (5.1 dbra).

Ha ez a hianyados nagyobb a -c¢ opciéban bedllitott hasonldsagi kiiszob értéknél, a
program megprobalja kiterjeszteni az Osszehasonlitast egy hosszabb szakaszra, ellenkezo
esetben tovabblép a kovetkezo Osszehasonlitandd darabokra.

A Kkiterjesztés soran a darabokhoz tovabbi nukleotidokat illeszt, és folyamatosan
szamolja, hogyan valtozik a hasonldsdgi pontszamok Osszegének hanyadosa. Ha az 1j
nukleotid hozzaadéasa csokkenti ezt a hanyadost, a program nem folytatja a kiterjesztést,
de talalatként értékeli az egyezést.

Eredményil a kiterjesztett szekvencidkat kapjuk. Az eredmények kozott feltiinteti a
hasonlésagi matrix alapjan szamitott osszeget és a szekvencidk azonossaganak aranyat is.
Parancssori opcidékkal szabalyozhato a megjelenitend6 informécié mennyisége.

A program parancssori paraméterei a kovetkezoek: -d kapcsoldval adhaté meg az a
fajl (vagy féjlok, mert sz6kozzel elvéilasztva tobbet is felsorolunk), amiben keresni kell a
motivumokat. A keresémotivumok konszenzus szekvenciajat a -q opciéval adhatjuk meg,
szokozzel elvalasztva. A felhasitand6é darabok méretét a -w opcioval lehet beallitani.

Az -m kapcsoloval megadott matrix allomanyt hasznalja a program az Osszehasonlitas
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%
Keresendé motivum: AGTCACCTGGATGACCGTA CCTG
Osszehasonlitas:
%
Keresé motivum: A'I_I'GCAATGGCA GA CCTG

5.1. dbra. A mofext program miikodési elve

ch-13-500-80100003-1  agGctGgGet 10 151 160
ch-13-500-80100003-2  AgGAcaATYGTTR 13 465 477
ch-13-500-80100003-3 ~ CTtggcTgGATTGTTACMta 20 479 498
ch-13-500-80100003-4  AaRAgGCctc 10 566 575
ch-13-500-80100003-5  GaggAtg 7 650 656
ch-13-500-80100003-6 ~ TGCTAGCc 8 684 691
ch-13-500-80100004-1 ~GKCTRACTCT 10 374 383
ch-13-500-80100004-2 ~ GCCCaa 6 610 615
ch-13-500-80100004-3  TtctgTCTaCTgt 13 617 629
ch-13-500-80100004-4 ~GCCWCTGYCT 10 646 655

5.1. tablazat. A mofext program bemeneti allomanya

pontozasahoz. Az eredmények kozé csak azok a taldlatok keriilnek, melyek a -c¢ opciéval
megadott hasonldsagi kiiszobérték feletti értéket kapnak. Itt egy 0 és 1 kozotti szamot
adhatunk meg. Az eredmények a képernyore keriilnek kifrasra. A kimeneti formatumot
az -o kapcsoloval szabdlyozhatjuk, itt adhatjuk meg, mely oszlopok jelenjenek meg az

eredmények leirasandl. A program futtatasara alljon itt egy rovid példa:

> mofext -d mypatternsl.list mypatterns2.list -q GGATCC
TTGANTGA -m matrix.dat -w 4 -c 0.5 -o ied

A program ennek hatasara a mypatternsl.list és mypatterns2.list allomanyokban fogja
keresni a GGATCC és TTGANTGA motivumokat. Minimum négy bézisos egyezést ke-
res, ahol a hasonlésagi érték 0,5-nél nagyobb. Eredményiil visszaadja az azonositét, a
kiterjesztett hasonlosagi pontszdamot és a megtalalt motivum darabot.

A bemeneti motivum adatbazis egy szoveges alloméany, aminek minden egyes sora egy
azonositot és egy motivum szekvenciat tartalmaz szokoz karakterrel elvalasztva. Tovabbi
oszlopok megadhatdak, de a program nem fogja figyelembe venni a tartalmukat. Itt ad-
hatunk meg egyéb jarulékos adatokat, amivel a motivumok az ember szaméra is konnyen
értelmezhetdek lesznek. Egy lehetséges bemeneti dlloményra mutat példat az 5.1 tablazat.

Az azonosito teszi lehet6vé, hogy az eredményfajlbol meghatarozzuk, mely motivumok
feleltek meg a keresési kritériumoknak. Egy lehetséges kimenet részlete lathato az 5.2
tablazatban. Az adatok oszlopai székozzel vannak elvalasztva.

Fontos megjegyezni, hogy a mofext kizardlag hézag mentes motivumokkal dolgozik.

Ez megkiilonbozteti a lokalis illesztést alkalmazd programoktol, mint amilyen a Blast
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ch-13-500-82400906-10  120.00 GGATCC
ch-13-500-82400906-10  120.00 GGATCC
ch-13-500-82400919-21  100.00  ggATcc
ch-13-500-82400927-12  100.00 GGAKCY
ch-13-500-82400953-1 105.00 RGATcC
ch-13-500-82400966-2 120.00 GGATCC
ch-13-500-82500080-10  120.00 GGATCC
ch-13-500-82500080-10  120.00 GGATCC
ch-13-500-82500101-17  120.00 GGATCC

5.2. tablazat. A mofext program lehetséges kimeneti alloménya

is. Az algoritmus altal hasznalt feldarabolas ilyetén torténé megvaldsitasanak egyik oka
éppen az, hogy igy a program megtaldlhatja a motivumokon belil az azonos részeket,
még akkor is, ha a teljes hosszdban a két motivum nem hasonlit egymaésra.

Az algoritmus megvaldsitasa C programozasi nyelven tortént, mert az igy forditott
program megfelel6 teljesitményt nyjt, kevesebb eroforrast igényel és konnyebbé teszi mas
operaciés rendszer ala torténd telepitést. Epp ezért a forraskdéd mentes a rendszerfiiggo
konyvtarak hasznalatatél. A prébék soran gond nélkiil fordithaté volt Linux, Solaris és
MacOSX rendszerre is. A program forraskodja megtalalhaté a CD-n.

Habar a program csak egy feldolgozo egységet haszndl, a motivum adatok elosztasaval
az Osszehasonlitds folyamata parhuzamosithaté. Ezt a vizsgdlatok soran tobbszor ki-
hasznaltuk, s6t a késébb bemutatésra kertilo klaszterezés futdsidejét is igy csokkentettiik.

A program felhasznalasra keriilt a DoOP adatbézis kiegészitésének szént DoOPSe-
arch oldalon is. A keresést a hétterében egy mofext program valésitja meg. Ennek
érdekében a DoOP programozoéi feliilet tartalmaz egy olyan Perl nyelven irt osztalyt,
ami a felhaszndld eldl elrejtve meghivja a mofextet és visszaadja annak eredményét egy
Perl objektumban, hogy a programozoé tetszoleges tovabbi miiveletet végezhessen el az
eredményen. A DoOPSearch keres6oldalon példaul a mofext altal kapott eredményt lin-
kekkel kiegészitve lathatja a felhasznal6. A motivum klaszterez6 alkalmazdas az Osszeha-
sonlitas lépését szintén ezzel a programmal végzi.

A program legérzékenyebb pontja a hasonldsdgi matrix. A megfigyeléseink azt mu-
tatjak, hogy a legoptimélisabb eredményt akkor kapjuk, ha a matrix alapjaul az Emboss
programcsomag ednaful matrixat vélasztjuk (14sd az 5.3 tablazatban). Az &sszehasonlitéd
matrix transzponalhaté, ezért elég csak felét feltolteni. A jobb Osszehasonlitas érdekében
kiegészitettiik az TUPAC kodokat kis betiikkel is, amivel azt akartuk jelezni, hogy a
motivum azon poziciéjaban nem egyeduralkodd az adott nukleotid, de donté tobbségében
eléfordul.

A program tudasdnak demonstralasdhoz a Transfac 9.2 adatbézisbol kivalasztottunk

négy olyan motivumot, amely jol -elkilonitheto biologiai szereppel rendelkezik,
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15 a c g t A C G T M R W S Y K N
a 10

c -30 10

g -30 -30 10

t -30 -30 -30 10

A 15 -30 -30 -30 20

C -30 15 -30 -30 -30 20

G -30 -30 15 -30 -30 -30 20

T -30 -30 -30 15 -30 -30 -30 20

M 5 5 -30 -30 10 10 -30 -30 10

R 5 30 5 30 10 -30 10 30 30 10

w 5 30 30 5 10 -30 -30 10 30 30 10

S -30 5 5 -30 -30 10 10 -30 -30 -30 -30 10

Y -30 5 -30 5 -30 10 -30 10 -30 -30 -30 -30 10

K -30 -30 5 5 -30 -30 10 10 -30 -30 -30 -30 -30 10
N

-30 -30 -30 -30 -30 -30 -30 -30 -30 -30 -30 -30 -30 -30 10
5.3. tablazat. A mofext program EDNAFul matrix alapjan képzett dsszehasonlité matrixa

motivumaik pedig jellegzetesek. Ez a négy kategoéria: sejtciklus szabalyozas, homeosztazis
fenntartas, neuron, illetve izom fejlédés.

A mofext futtatasa az 1.4-es DoOP adatbézis konzervalt motivumaival szembe tortént,
mivel a munka idején ez volt a legatfogobb és legjobban annotalt promoter adatbazis. A
hasonlésagi szint paramétere 0,9 volt mindegyik futtatas esetén. Az eredményiil kapott
motivumok GO annotéacidjat atvizsgalva osszeszamoltuk, hogy hany esetben kaptunk a
keres6 motivummal egyez6 annotaciét (5.4 tdblazat). Az oszlopok jelentése a kovetkezd:
a Szoméret jeloli, hogy a program mekkora elemi darabokra vagta fel a motivumokat. Az
Osszesen elnevezésii oszlop mutatja, hogy a DoOP-os adatokbél dsszesen mennyi hasonld
motivumot taldlt a program. Nincs GO-val jeloltem azon megtaldlt motivumok szamat,
melyekhez az adatbazis nem tartalmazott GO annotéciét. Ezekrdl nem lehet egyértelmiien
eldonteni a gén annotaciés adatbazis alapjan, hogy valédi talalatok vagy fals pozitivok.
A Taldlat és Nincs taldlat oszlopok pedig azt jelzik, hogy ahol a motivumokhoz tartozott
GO annotécid, azok koziil hany annotédcidjaban fordult eld (illetve hidnyzik) az els6 osz-
lopban feltiintetett kulesszé. A Taldlat és az Osszesen oszlopok hanyadosa az Ardny, ami
megmutatja a mofext altal talalt motivumok hany szézalékat tudtuk GO annotaciéval
igazolni.

Az eredmények jol jelzik a GO annotaciéval valé munka nehézségeit. Ugyanis a
kulesszé hianya nem jelenti feltétleniil azt, hogy az adott motivumnak nincs szerepe a
feltételezett bioldgiai folyamatban. Ennek eldontésére figyelembe kellene venni a GO hie-
rarchidban betoltott helyzetét is. Ha a megtalalt GO meghatérozas valamelyik sziilojében
fordul el6 a kulcsszd, akkor az egyértelmiien amellett szol, hogy a program megfelelo
motivumokat talalt. Egy ilyen teszt ugyanakkor rendkiviil ido és eréforras igényes, ezért
nem végeztiik el. Az itt tapasztaltak vezettek el végiil az 5.3.3 fejezetben leirtakhoz.

Az eredmények ennek ellenére remekiil mutatjak a program paramétereinek és a meg-
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Kulesszo Széméret | Taldlat | Nincs taldlat | Nincs GO | Osszesen Arany
Neuro 9 293 4617 3927 8837 0,033
Muscle 10 179 9453 6137 15769 0,011
Muscle 12 33 1697 1582 3582 0,009
homeo develop 10 525 3653 3202 7380 0,071
homeo develop 14 26 113 74 213 0,122
homeo develop 17 3 12 4 19 0,157
homeo develop growth 10 582 3569 3202 7380 0,078
homeo develop growth 14 29 110 74 213 0,136
homeo develop growth 17 4 11 4 19 0,210

5.4. tablazat. Mofext program tesztelése.

talalt eredmények Osszefliggését. A szoméret novelésével novekszik a program pontossaga.

Ez legszemléletesebben a 17-es széméretnél lathatd. A taldlati arany itt a legmagasabb.

5.3. Motivum klaszterezés

A mofext program motivum 0Osszehasonlité képessége lehetévé teszi, hogy
az eredménytil kapott hasonlésagi érték alapjan a motivumokat csoportositsuk.
Feltételezések szerint a motivum szekvencidja és a genomban betoltott szerepe kozott
kapcsolat van. Ha ez a feltételezés igaz, akkor a mofext altal kapott motivum csoportok
egy adott bioldgiai szerep koré fognak tomortlni.

A mofext program tervezése folytan alkalmatlan arra, hogy motivumok cso-
portjan paronkénti osszehasonlitast végezzen, mert bemeno paraméterei csak kis szamu
motivumot keresnek egy nagyobb adatbézisban. Sziikség van egy burkolé programra,
amely a rendelkezésre all6 adatokat gy alakitja, hogy az megfeleljen a mofext-nek. Fzt
a szerepet a klaszterezo.pl latja el (forraskédja a CD-n talalhato).

A program egy motivumokat tartalmazé fajlt kér bemenetnek, és egy adatbazist, amin
lefuttatja a kéréseket. Ha ez a két allomany ugyanaz, akkor a motivumok paronként
osszehasonlitdasra keriilnek. Meg kell jegyezni, hogy a program védve van attél, hogy
egynél tobbszor hasonlitson Ossze két motivumot. Ezt ugy védtiik ki, hogy felhasznaltuk
a mofext Osszehasonlité matrixdnak transzponalhatésdgat. Ha A motivumot Osszeha-
sonlitjuk B motivummal, ugyan azt az eredményt kapjuk, mintha B motivumot ha-
sonlitanank 0ssze A-val. Ennek segitségével elkeriiljiik a sziikségtelen iteracios 1épéseket.

Nagy mennyiségli adat feldolgozasanal felmeriilhet az igény, hogy a bonyolult folya-
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82000688-1000_E_motif017 AAYAGGGTGT ARCAGGgtgT 42.00
82400937-1000_E_motif023 CAGGGTGTN CAGGgtgTA 38.00
82401444-1000_E_motif540 AGCAGGGTGTGG ARCAGGgtgTAG 47.00
80801051-1000_H_motif153 RGSAGGGTGT ARCAGGgtgT 38.00

80100596-1000_P_motif026 GGGTGTAGG GGgtgTAGG 45.00
80100613-1000_P_motif578 GCAGGGTGTA RCAGGgtgTA 46.00
80100673_-1000_P_motif546 ACCAGGGTG ARCAGGgtg 36.00
80100675-1000_P_motif281 GGGTGTAGG GGgtgTAGG 45.00
80100768-1000_P _motif469 ACAGGGTGT RCAGGgtgT 41.00

5.5. tablazat. Klaszterezés eredményfajljanak részlete. Az els6 oszlop az egyedi azonosito,
ami a vizsgalatainkban a klaszter azonositéjabol, a promoéter méretébdl és az itt talalhato
motivum sorszamabdl all. A mésodik oszlop a keresé motivum konszenzus szekvencidja.
A harmadik oszlop a megtaldlt motivum konszenzus szekvencidja. Az utolsé oszlop az

osszehasonlitas pontszama.

mat tobb feldolgozd egység kozott legyen elosztva. A programnak ezt is megadhatjuk
paraméterként, igy egy tobbmagos rendszeren a futasi id6 lerovidiil. A program a keres6
szekvencidkat tartalmazé listat automatikusan egyenlé darabokra osztja, majd minden
egyes szeletre parhuzamosan elindul a keresés. Az eredmény fajlok nevében egyértelmii
szamozas van, aminek segitségével vissza lehet keresni, hogy melyik folyamatban héanyadik
motivum volt a keresé szekvencia (lasd. 5.5 tédblazat).

Az egyértelmi szamozas ellenére az emberi szemnek kaotikusnak tiinik a fenti tablazat,
ezért ezt a latszolagos kavalkadot hivatott letisztdzni a mofext_res.pl program. A nyers
eredményeken futtatva, atlathatébb osszképet kapunk. A mozgd ablakos keresési mddszer
kovetkeztében ugyanis kiilonboz6 keresdmotivumoknak is lehet azonos szekvencia részlete.
A masik probléma, hogy a klaszterezésiink soran sériil a haromszog egyenlétlenség. Ez azt
jelenti, hogy ha A motivum megtalalja C-t, de B-t nem, viszont B is megtalalja C-t, akkor
A, B és C egy klaszterbe tartozik (5.2). (Ha gondatlanul vélasztjuk meg a paramétereket,
akkor kénnyen az 6sszes motivum egy klaszterbe kertilhet!)

Szigoruan véve a klaszterezési eljardasunk nem a motivumokat rendezi csoportokba,
hanem azokat a szekvencidkat, melyek a mofext daraboldsabdl szarmaznak. A széméret
megvalasztasa ezért donto fontossagu a végeredmény kimenetelére.

Vizsgalataink soran a klaszterezés elsé célpontjai kromatin immunprecipitécids
vizsgalatokbdl szarmazé szekvenciak voltak. Azért esett rdjuk a valasztas, mivel ezek

kisérletes adatok, igy mentesek a GO annotacié mellékhatésaitél.
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AG GTCAC GTATG (A motivum)

CGTCATAGGTGC (cmotivum)

/!

TCGGTGTTCGAT (8 motivum)

5.2. abra. A haromszog egyenlGtlenség sériilése a motivumok klaszterezésekor

5.3.1. Kromatin immunprecipitacio

Kromatin immunprecipitaciéval meghataroztuk az ENCODE régiéba es6é azon kro-
moszémapoziciékat, melyek hiszton acetilaciéval vagy metiladcioval vannak kapcsolatban.
A kromoszoma poziciék alapjan az USCS Genome Browser altal kozreadott tobbszoros
szekvencia illesztések segitségével meg lehet allapitani, hogy més fajokban mely homolog
kromoszdéma pozicidk felelnek meg az adott helynek.

Az ember (Homo sapiens) és mas fajok homolég szekvencidinak kinyerése utén, a
dialign program segitségével megtaldlhatéak az evoliucidsan konzervaloédott szakaszok.
Az itt bemutatott eljaras hasonlé a DoOP adatbazis készitésénél alkalmazott mddszerhez,
azzal a kiilonbséggel, hogy a homolég szakaszokat nem BLAST segitségével, hanem
kisérleti adatok alapjan hataroztuk meg.

Ezek a szakaszok képezték az elsé klaszterezés bemeneti adatait. A klaszterezést
elvégeztiik tobb érzékenységi bedllitds mellett is a korabban leirt paraméter fiiggés mi-
att. Ha példaul a széméretet 13 bazisra allitottuk, 4283 klasztert kaptunk. Ebbdl 3462
klaszter csak két elemet tartalmazott. A klaszterezésnél tehat a tul nagy érzékenység nem
kedvezett a csoportképzodésnek.

Szamuk 4708 volt. Miutan lefutott a klaszterezo algoritmus, eredményiil 21 csoport
jott létre. Az els6 csoport 45692 elemet tartalmazott. Fz azért nincs ellentmondésban a
4708 kiindulasi szammal, mert a mofext feldarabolja a motivumokat, hogy megtalalja
az elemi feldisulasokat. A mofext paraméter érzékenysége az egy klaszterbe kertilt
motivumok konszenzus szekvencidjan is érzodott. A nagyszamu elemeket tartalmazo cso-
port példaul ezeket az elemeket is tartalmazta: CccecTCa, ttTtTTTT. Ez a csoport felfog-
hato egy olyan kategérianak is, ahol azok az elemek talalhatoak, melyek egyik klaszterbe

sem kertiltek. A kis és nagy betiik jelentése megegyezik a mofext matrix bemutatdsanal
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leirtakkal.
Miutan megkaptuk a csoportokat, a szekvencia hasonlésagan til sziikséges megtudni,
hogy mi a kozos bioldgiai szerepiilk. Ennek megallapitasahoz a GO adatbéazist hivtuk

segitségiil, amit az 5.3.3 fejezetben fogok bemutatni.

5.3.2. DoOP adatbazis motivumai

A maésodik klaszterezési munka mar nagyobb szabdsu volt. Nem kevesebb volt a
kitlizott cél, mint a DoOP adatbazisban talalhaté valamennyi motivum klaszterezése a
sajat fejleszést eljardssal, hogy funkcionalis csoportokba sorolhassuk oket. Ez komoly
technikai problémakat vetett fel, hiszen az adatbazis tobb, mint 4 millié motivumot tartal-
mazott. A program jelenlegi forméjaban, négy szamitasi egység felhasznaldsaval el6zetes
szamitasok szerint 113 évig futott volna.

A megoldasnak mindenképp az adatok indexelése latszott, ugyanis felesleges gépidot
forditani olyan keresésekre, melyek biztosan nem hoznak eredményt. Ezért a teljes
motivum készletet 6t bazisparos atfedé darabokra bontva taroltuk minden egyes oligo-
nukleotid helyzetét. A mofextnek ezek utdn csak azokat a motivumokat kellett Gssze-
hasonlitania, melyek kozos oligonukleotidokat tartalmaztak. Ezzel sziikségtelenné valt a
mofext csuszd ablakos Osszehasonlitod 1épése, és csak azt kellett vizsgalnia, hogy a ha-
sonlosag kiterjesztheto-e.

A programnak, mely ezt a feladatot elvégezte, moind lett a neve. Az indexet a
szamitogép memoridjaban tarolta, ami 4 milli6 motivumndal meghaladta a szerveriink
16 gigabajtos kapacitasat.

Ez volt az oka, hogy a klaszterezés nem a teljes gerinces csoporton hajtottuk végre, ha-
nem kisebb taxonokon. Ezek az evolicios csoportok ugy lettek kivalasztva, hogy lehetdleg
azonos evolucids tavolsagra legyenek egymastol.

A felosztas megtekintheté az 5.6 tablazatban. A motivumok szama igy is szazezres
nagysagrendre duzzadt, ahogy a vizsgalt evoliicids csoport az emberhez egyre kozelebb és
kozelebb keriilt. A Primates, Euarchontoglires, Futheria csoportok nem keriiltek 6sszeha-
sonlitasra, mert motivumszamuk egyediil is olyan nagy, hogy a rendelkezésre allé szamitasi
kapacitas az analizisiiket nem tette lehet6vé.

Relevans kovetkeztetéseket a tobbi csoport analizisébdl is le lehet vonni. A motivumok
minél nagyobb evoliuciés tavolsagot olelnek at, méretiik annal révidebb, és konszenzus
szekvencidajuk annal degradaltabb.

A motivumok szama is kevesebb lesz a taxon csoportokban, ahogy tavolodunk a Pri-

mates osztalytol. A motivum generalasi eljarasunk egyik kovetkezménye, hogy minél ki-
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Csoport Taxon Homolég Atlagos Atlagos
roviditése illesztések | motivum motivum

szama szam  egy | hosszisag
homolég il-
lesztésben
C Chordata 9 7,67 6,0290
\Y Vertebrata 2 10 8,1
F Teleostoms 610 14,79 10,0556
T Tetrapoda 580 15,06 10,2737
N Amniota 1122 15,35 10,0960
M Mammalia 37 26,89 11,6784
H Theria 3841 26,31 9,8717
E FEutheria 14310 51,17 9,4140
R Fuarchontoglires | 13871 62,96 9,2999
P Primates 21051 112,96 14,8324

5.6. tablazat. Gerinces csoportok és a benniik talalhaté motivumok statisztikai jellemzoi

sebb evoltcids tavolsaghol allé élélényekbdl késziil el a szekvencia illesztés, anndl tobb
motivum talalhato a végeredményben. Ez legszembetiinbben a Primates osztalynél
figyelheté meg, ahol atlagosan 113 konzervalt szakasz jon létre a szabdlyozé régiok il-
lesztésébol.

Habar a mofext a motivum oOsszehasonlitas terén jol teljesit, az eredmények azt
tamasztjak ala, hogy klaszterezésre alkalmatlan, aminek oka, hogy az eredményiil adott
méroszamot nem lehet a hasonldésag mérdszaméanak tekinteni. Ez és a haromszog
egyenlGtlenség kovetkezményeként diszkrét csoportok helyett egyfajta motivum gréadiens
jott 1étre. Azonban nincs kizérva, hogy tovabbi fejlesztések segitségével ezek a problémak
kikiiszobolhetdek.

A motivum klaszterezés nehézségét mutatja, hogy az EnsEMBL részét képezo cis-
Red adatbézis is komoly szamitastechnikai eréforrasokat vonultatott fel a probléma meg-
oldasara. Az eredménytl kapott motivumoknal naluk is megfigyelheto a kiilonbozo
hossziisagu elemek Osszehasonlitdsanak hibaja (Robertson et al., 2006).

A cisRed ugyanis egy mddositott Levenstein tavolsdgon alapuld klaszterezési eljarast

hasznal, ami nem engedélyezi a réseket (gap) a motivumok konszenzus szekvencidjaban.

A modszer remekiil teljesit, ha az Gsszehasonlitandé motivumok azonos vagy kozel azo-
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nos hosszusaguak, ellenben rossz hasonldsagi értéket ad, ha a motivumok hosszisaga

jelentOsen eltér.

5.3.3. Gén ontoldgiai analizis

Akarmelyik kisérletbol is kaptuk meg a motivum csoportokat, azokhoz hozza kell ren-
delni a megfelel¢ biolégiai szerepet. A dolgozat frasanak idopontjaban - hibéi ellenére -
is a legjobban hasznalhato adatbédzisnak a gén ontoldgiai adatbazist talaltuk.

A motivumok bioldgiai szerepei gy keriiltek megallapitasra, hogy annak a génnek a
funkcioit rendeltiik hozzajuk, melynek a promoter szekvenciajaban eléfordulnak. A DoOP
adatbazis tartalmazza a gének GO azonositéit, ezért ezt a miiveletet is egy programra
lehetett bizni.

A klaszterezés befejezése utan az egy klaszterbe keriil6 motivumokhoz konnyen tud-
tunk rendelni biolégiai szerepet. A nagyszamu, kiilonbozé GO azonosité kozil ki kell
valasztanunk azokat, amelyek szignifikdnsan gyakrabban fordulnak elé a csoportban. A
szakirodalom egyetért abban, hogy a hipergeometrikus eloszldson alapuld statisztika a
legmegfelelobb erre a célra.

A rendelkezésre all6 nagyszamu program koziil a GeneMerge-re esett a véalasztas, mert
képes hipergeometrikus eloszlast szamolni nagyszdmi GO azonosité felhasznaldsaval.
Emellett parancssoros, ezért konnyti felhasznalni a folyamatot automatizald szkriptek-
ben.

Sajnos a hatékonysaga alacsony volt, mivel feltételezhetoen kis memdriaval ellatott
gépekre tervezték, és sziikségtelentil sok fajlmiveletet végzett. A forraskdd ismerete és a
GNU licenc viszont lehet6vé tette, hogy a céljainknak megfelel6en atirjuk. A fent vazolt
igényekhez igazitott GeneMerge program forraskédja megtaldlhato a CD-n.

A program négy fajlt var bemenetnek. Az els6 az asszociacios f4jl, ami a motivum és a
gén ontoldgiai azonosité kozotti kapcesolatot irja le. Pontosvesszovel elvalasztva tobb gén
ontolégiat is megadhatunk. A maéasodik a gén ontoldgiai azonosité leirdsat tartalmazza. A
harmadik fajl a vizsgalt adatsort teljes készletét tartalmazza, jelen esetben a klaszterezés
bemeneti adatsorat. Az utolsé fajl a vizsgalni kivant klaszter motivumai. Eredménytil
egy GO azonositékat tartalmazo listat kapunk.

A klaszterezésiink eredményeként képzodott csoportok egyikében sem talaltunk olyan
szignifikansan feldisulé GO funkciét, ami csak egyetlen klaszterre lett volna jellemzo.
Ennek lehet az is az oka, hogy a klaszterez6 modszertink tul sok fals pozitivot adott
eredményiil.

Némi reménnyel kecsegtetnek a dolgozat alapjat képezo vizsgalatok lefolytatasa utan
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napvilagot latott publikacidk. Egyre erésebb bizonyitékok tamasztjdk ala, hogy egy
génhez tobb alternativ promoter is tartozhat, melyek mind-mind befolyasoljdk a gén ki-
fejez6dését. Az alternativ promoterek akar szaz kilobazis tavolsagra is eléfordulhatnak a
transzkripcio start helyétol. Szerepiik a génkifejezodés térbeli és idobeli elkiilontilésének
biztositasa.

A DoOP adatbazis nem tartalmazza az alternativ promédtereket. Ez egy késobbi fej-
lesztés részét képezi. Amennyiben a vizsgalatokat ki lehet terjeszteni erre az eddig isme-
retlen teriiletre, jobban meg lehet érteni a motivumok és a génszabdlyozas kapcsolatat.
A feltételezhetOen itt taldlhaté motivumok segitségével novelhetd lenne a vizsgédlatok sta-

tisztikai szignifikanciaja.

5.4. Motivum keresés

A funkcionalis motivumok felkutatasanak masik maédszere, a de novo motivum ke-
resés. Nagy szamban elérhetoek olyan algoritmusok, melyek a beadott szekvenciak kozott
tulreprezentalt oligonukleotidokat keresnek. Mi a NestedMica-t hasznaltuk.

Munkank egyik célja az volt, hogy olyan motivumokat taldljunk, melyek meg-
hatarozott biolégiai szereppel jellemezhetd gének szabalyozd régidjaban fordulnak elo.
Vizsgalatainkhoz tehat sziikség volt olyan génekre, melyek biztosan azonos funkcidkat
latnak el. Ehhez a chip kisérletek adnak megfelel6 alapanyagot.

Szatmari Istvan chip kisérletei a monocita-dendritikus sejt atalakulast vizsgaltak ro-
ziglitazon hatésara. Az RSG kezelés utan 6 éra, 24 éra, 5 nap elteltével mintakat vettek,
majd expresszios vizsgalatnak vetették ala.

A géneket az expresszios valtozasok alapjan csoportokba lehet rendezni aszerint, hogy
az RSG kezelés hatasara novekedett vagy csokkent az expresszidjuk. A minimum kétszeres
expresszios valtozast figyelve elkiilonitheté minden iddintervallumra egy olyan csoport,
melynek az expresszidja er6sodik, és egy olyan, melynél az expresszio szintje csokken.

Abbdl kiindulva, hogy ezeknek a géneknek a szabdlyozdsaban koézos mechanizmusok
jatszanak szerepet, el lehet kezdeni a prométeriikben kozos motivumokat keresni. A Ge-
neSpring eredményfajljai alapjan az EnsEMBL segitségével egy adott gén transzkripcids
starthelyétol 57 iranyban 10 kbp hosszu szekvenciakat szedtiink ki, valamint az elsé int-
ront, mivel szabalyozé elemek itt is elofordulhatnak.

Korabbi publikacidk arrdl szamoltak be, hogy a retinoid receptor a monocita érés
szabalyozasaban érintett, ezért az elso keresések célpontja ennek a konszenzus szekvencidja

volt. A retinoid receptor heterodimer formaban fordul el6, a két dimer kozott valtozd
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hossziséagu linker régié talalhaté. A vizsgélatok sordn az AGSTCMN(1,7)AGSTCM kon-
szenzus szekvenciakat kerestiik. Jelolésiik a linker régié hossza alapjan DR1-DR7 volt.
Célunk az volt ezzel a jol definiadlt elemmel, hogy egyfajta kontrollja legyen a motivum
keres6 modszertinknek.

A kereséshez a legmegfelelébb programnak az EMBOSS programcsomag részét képezo
fuzznuc bizonyult. A programnak 0-2 mismatch lett engedélyezve. Az 5’ és a 3’ szalon
egyarant tortént keresés. Kontrollnak tovabbi két adatsort készitettiink. Az els6 a chip
kisérletekbdl kapott szekvencidkat tartalmazta a shuffleseq programmal megkeverve. Ez
a program is az EMBOSS programcsomag része. Mivel az eredeti adatsorbodl szarmaztak,
nukleotid aranyuk megegyezett azzal. A méasodik 0sszehasonlité adatsor véletlenszeriien
kivalasztott gének 5 régidjat tartalmazta 10 kbp hosszisagban. A vizsgédlt adatsorral
nem volt atfedése ezen készletnek. Szamuk megegyezett a microarray kisérletbdl kapott
adatok szamaval, hogy a statisztikai kiértékelést konnyebben elvégezhesstik.

A fuzznuc program az Osszes DR elemet megkereste mindegyik adatsorban, vala-
mennyi mismatch értékkel. A szabdlyozd régié szekvencigjat felbontottuk 200 bazispar
hosszu ablakokra, 50 bazispar hosszi atfedéssel. Mindegyik ablakban oOsszeszamoltuk
a megtalalt DR elemek szamat, majd a szamitdst megismételtiik a véletlenszertien
kivalasztott és a kevert nukleotidokat tartalmazé adatsoron is.  Arra kerestiik a
valaszt, hogy az ablakokban Osszeszamolt atlagos motivum el6fordulas mutat-e eltérést.
Az eredmények kiértékelését t-probdval végezve a kovetkezd eredmények jottek ki (v
<= 0,05): Az osszekevert szekvencidktol minden esetben tapasztalhaté volt eltérés, de
a véletlenszertien kivélasztott szekvencidkhoz képest nem. Ez alapjan levonhaté az a
kovetkeztetés, hogy a DR elemnek van szabdlyozé szerepe, de az valdszintileg sokkal
altalanosabb és nem kothetd kizardlag a chip kisérletekbdl kinyert génekhez (Szatmari
et al., 2007). A fent vazolt mddszerrel ellenben gyorsan itéletet mondhatunk minden
ujonnan megtalalt transzkripcios faktor kotéhelyrol.

Kovetkezo kérdéstink tehat, hogy van-e olyan elem a vizsgdlt szabalyozo régiokban,
melyeket még nem irtak le? A kérdés megvalaszolasahoz sziikség van a NestedMica-ra. A
program bemenetét a chip kisérletekben meghatarozott gének szabalyozo régioi képezték.
Az ott leirt médszerekhez képest csak annyi valtoztatas tortént, hogy 30 ezer bazisparnal
hosszabb szekvencidkat csonkoltuk, mert a program memoriakezelése nem tette lehetévé
ilyen méretii bemeneti adat vizsgalatat. A szekveciakbdl a censor program segitségével
eltavolitasra keriiltek a repetitiv elemek és az alacsony komplexitasu régiok.

Az els6 futtatasok nem szolgaltak hasznélhato eredménnyel. A NestedMica nem talalt

értékelheto motivumot. A masodik 1épés soran a szekvenciak homoldg régioit is kinyertiik.
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5.3. abra. A DRA motivum szekvencia logdja

Az EnsEMBL-ben minden szekvencia esetén letaroltak a hozzajuk tartozé ortolég és pa-
raldg régiokat. Egy sajat fejlesztésti programmal kinyertiik a vizsgalatban felhasznalt em-
beri referencia szekvencidhoz illesztett ortolog szekvencidk koziil azokat, melyek mas faj-
ban csak egyetlen régi6 szekvencigjaval feleltethetéek meg. (Tehat nem voltak paralégjai)
Az adatbazisban ezek 1-1 ortolég néven szerepelnek. A program neve homo_11 megf .pl,
forraskédja a CD-n talalhato.

A NestedMica ennek segitségével mar nem csak a human, hanem a szarvasmarha
(Bos taurus), kutya (Canis familiaris), egér (Mus musculus), patkdny (Rattus norveg-
icus) szekvencidkat is megkapta bemeneti adatként, és igy ki lehetett hasznalni igazi
erOsségét, az evoliucids tavolsdgon alapulé motivum keresést. Az ortoldg szekvencidk
kozott szandékosan nem szerepel egyetlen f6emlos sem. Ezen fajok szekvencidjéi rendkiviil
hasonléak az ember genomjahoz, ezért torzitjak az eredményeket.

Természetesen itt is eltavolitasra keriiltek a repetitiv elemek és az alacsony komple-
xitasa régidk. A censor program adatbazisdéban tobb faj ALU ismétlodése is szerepel,
ezért nem fordulhatott el6 az az eset, hogy nem megfelel6 szekvenciakat eltavolitottunk.

Az igy kapott eredmények koziil, a 6 6ras indukal6do gének listdjan kitiint egy igen
érdekes szekvencia, mely a DR-hez hasonléan heterodimer format mutatott. Konszenzus
szekvencidja: RCCTCNRCCTC. A munka ezen fazisaban a DRA jellést kapta, a linker
régié méretét itt is egy szam reprezentalta. A motivum szekvencia logdja az 5.3 abran
lathato.

Ezen kiviil még két motivum tint érdekesnek. Kiilon nevet nem kaptak, konszenzus
szekvenciajuk: WCKAAAGAAGA, illetve CRTCCNCRTCC. A NestedMica gyengébbnek
talalta ezt a két szekvenciat, csak az 0sszehasonlitas kedvéért tartottuk meg Oket.

A DRA-val meg lehetett ismételni a fuzznuc-os keresést a kevert és véletlenszertien
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5.4. dbra. A DRA el6forduldsanak valdszintisége a T'SS-hez képest

kivalasztott gének szabalyozd régiéjaban. Legnagyobb meglepetésre a DR-el egyezo
eredmény jott ki. Vagyis csak a kevert szekvencidju adatsorhoz képest tudtunk szig-
nifikdns eltérést kimutatni. A Transfac és Jaspar adatbazisokban nem taldltunk ilyen
motivumot.

A motivumok TSS-hez viszonyitott elhelyezkedését vizsgalva érdekes Osszefliggést
vettliink észre (5.4 dabra). A vizsgalt szekvenciarészletek nagysaga miatt, az
abrazolast konnyitendd atfedd ablakos modszerrel tablazatot készitettiink a motivumok
el6forduldsanak szamarol. A tapasztalat alapjan az ablakok méretét 1000 bazisparra
allitottuk, az atfedés pedig 200 bazispar. Minden egyes ablakra kiszamitottuk a DRA elem
varhato el6forduldsanak nagysagat is. A tényleges elofordulast osztva ezzel az értékkel
megkaptuk az el6fordulas valoszintiségét. Az eléfordulds maximuma a T'SS-el megegyezik,
mig attol tavolodva ez az érték lecsokken. Ez azért is meglepd, mert tobb 30 kbp méreti
szekvenciat vizsgaltunk. Ha ez egy 1j, ismétlodo szekvencia lenne, az el6fordulasok diffiz
képet mutatnanak.

Mivel a random listakhoz képest a motivumok szama nem véltozik, valamint a TSS
kornyékén feldisul a mennyisége, elképzelhetd, hogy a motivum szerepet jatszik a TSS
kijelolésében is. Az eredményeket némiképp arnyalja a tény, hogy ha a szekvencidk
ismértlodéseit a RepeatMaskerrel tavolitjuk el, a TSS-hez viszonyitva nem talalunk ilyen

kiugro eredményt. Az annotacié szerint az altalunk talalt motivum feltind hasonlésagot
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mutat egy SINE csalddba tartozé nem viralis transzpozon darabjahoz. Amennyiben a
kisérletes vizsgalatok ezt az eredményt tamasztanak ala, ez nem az alkalmazott médszer
hibaja, hanem a felhasznalt adatoké. Csupan egy tjabb ismétlédéseket tartalmazd

adatbazist kell felhasznalni, hogy a NestedMica ne futhasson tévitra.

5.5. Kromatin immunprecipitacio

Egy masik modszerrel is 6sszegytijtottiink olyan szabalyozé régiokat, melyek azonos
biolégiai szereppel birtak. Kromatin immunprecipitaciéval a kinyerheté kromoszéma
szakaszok nem korlatozodnak a génkodold régidkra, mint a chip kisérleteknél, tehat le-
hetoséglink van kozvetlen, a szabalyozé régioban elhelyezked6 célpontokat talalni.

A laboratériumi vizsgalatok célja az volt, hogy feltérképezziik az ENCODE régidba es6
hiszton acetilacié és metilaciéo mértékét a differencidlédé HLG0 sejtvonalban. A hisztonvég
kovalens médositasaért a szoveti transzglutaminaz felel, aminek proximdélis promoétere
tartalmaz egy retinsav receptort koto elemet. Az enzim ennek hianyaban olyan alacsony

expresszios szintet mutat, ami az érzékelhet6ség hatara alatt van. A HL60 mieloid sejtek

a naiv jelolést kaptak.

A kisérletek altal relevansnak nyilvanitott régiok szekvencidjat az EnsEMBL genom
adatbazisbol ki lehet nyerni a kromoszéma pozicidk segitségével. Az igy kapott régidkat
szintén ala lehet vetni a korabban leirt motivum keres6 modszereknek. Mivel az ENCODE
régié a vizsgdlatok ideje alatt még csak az emberi genom egy szazalékat tette ki, ezért a
kapott motivumok klaszterezése nem adott volna relevans informéciét.

Fuzznuc segitségével ezekben a régiokban is megkerestiik az ismert retinoid recep-
tor koto szekvenciat legfeljebb 2 bézis csere engedélyezésével. Kontrollként kiszedtiink
olyan kromoszéma szakaszokat is, melyek hossza megegyezett a vizsgalt régiokkal, de
nem volt atfedése azokkal. Kiszamoltuk a 100 bazisparra eso atlagos taldlatok szamat,
majd a t-prébéaval szignifikans eltéréseket kerestiink (p <= 0,05) a kontroll adatsorhoz
képest. Ilyen eredményt egyik DR elem esetében sem taldltunk. Ez egybevag a kordbbi
feltételezésiinkkel, amely szerint a DR elem éltalanosabb szabdalyozo feladatot 1at el.

Tovabbi lehetoség az acetilacios és metilacids régiok és a transzkripcos kezdd pont
kozotti tavolsag vizsgalata. A TSS adatbézis tartalmazza a transzkripciés kezdé pontok
genomi pozicidit. Ezért a TSS-ektol +- 5 kilobazis tavolsagon beliil talalhatoé oOsszes
acetilacios illetve metilaciés pont helyzetét Osszegytijtottikk. Ezt az Osszesen 10 kbp

nagysagu régiot egy un. csiszo ablakos modszerrel 200 bazisparos szakaszokra osztottuk
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50 bézisparos atfedéssel. Osszeszamoltuk, hogy egy ablakba hdny acetildcids és metildcids
pont jut, majd ezt abrazoltuk. Az abrak érdekes eredményeket sejtetnek: A TSS-t6l valo
tavolsag nem véletlenszerli, hanem szisztematikus.

A kromatin immunprecipitaciés vizsgalatok szlirése valt szikségessé, hogy az
eredmények még arnyaltabbak legyenek. Reménykedtiink benne, hogy a sziirés hatésara
talalunk egy olyan folyamatot, mely hasonlé karakterisztikaval bir, mint a nyers adatok,
mégis kevesebb zajt tartalmaz. Ennek érdekében megkerestiink minden acetilacids és
metilacios szakaszhoz tartozo gént. Ha a kérdéses szakaszt egy gén exonjaban vagy int-
ronjaban talaltuk, konnyt volt a dolgunk, ha viszont intergenikus régiéban bukkant fel,
akkor a tole 3’ és 5’ irdanyba taldlhato gének orientéacidjatdl fiiggden azt a gént rendeltiik
hozza, amelynek a TSS-ét6l 5 iranyban volt. Ha két gén is megfelelt a kitételnek, akkor a
kozelebbit valasztottuk. Ha ez a tavolsag tobb volt, mint 10 kbp, akkor a szakaszt kihagy-
tuk a vizsgalatbdl, mert nem lehetiink teljesen biztosak benne, hogy melyik génhez tartoz-
hat. A sajat fejlesztésii program, amivel a leirtakat megvaldsitottuk, a affygenecage.pl
volt.

Rendelkezésre alltak olyan vizsgalati eredmények is, amelyek ugyancsak a retinsav ke-
zelés hatasat vizsgaltak a HL60-as sejteken, de génexpresszios chip-el. A kisérlet felépitése
megegyezett az 5.4 fejezetben leirtakkal, az egyetlen kiillonbséget a sejtdifferenciacio el-
inditdsahoz felhasznalt anyag adta. A vizsgalat eredménye ebben az esetben is egy
gén lista volt, ami Osszevethet6 a kromatin immunprecipitaciés eredményekkel. A két
kisérlet eredményeinek Gsszevondsa lehetové tette, hogy a kromatin immunprecipitacios
eredményeket a génexpresszi6 alapjan sziirjiik.

A két kilonbozo jellegti kisérletes vizsgalat bioinformatikai Osszekapcsoldsa tjszert
megkozelités.

A jelintenzitds értékeket a normalizalt expresszios szint nagysaga szerint sorba ren-
deztiik, majd egyenl6 mértékben elosztottuk oly mddon, hogy a felsé 33 szazalék foko-
zott, mig az alsé 33 szazalék csokkent aktivitast mutato, a maradék a nem valtozé jelolést
kapta. A felosztas hatterében az allt, hogy a kordbbi kisérletben alkalmazott 10-80-10
szazalékos felosztassal a fokozott és csokkent aktivitdst mutaté gének szama olyan ala-
csony lett, hogy a tovabbi statisztikai elemzések nem adtak volna szignifikdns eredményt.
Ezzel a 1épéssel igaz, megndtt a fals pozitiv gének szama, de mivel a chip kisérleteket nem
onmagukban, hanem kromatin immunprecipitacioval egyiitt hasznaltuk, ezért az eredo
fals pozitiv hibaaranyt nem noveltiik.

A sziirés segitségével mind az acetilacids, mind a metilaciés lista harom részre szakadt

annak fliggvényében, hogy az expresszios vizsgalatok szerint milyen volt az mRNS szintje.
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5.5. dbra. A naiv kromoszomapoziciék a TSS-hez viszonyitva, expresszios szint szlirés

utan.

A szlirés utan nem lattunk kiilonbséget az egyes listakban, a TSS-fiiggd valtozas mind-
egyikben megjelent, szabad szemmel észrevehetetlen a kiilonbség (5.5 és 5.6 abrak). A
naiv sejtek itt is a retinsav kezelés nélkiili kontroll adatsornak tekintheto.

Ezért a kérdés tovabbi vizsgalatdhoz maéas modszerek alkalmazasat terveztiik.
Tobb publikdcié is beszamolt réla, hogy az exon-intron hatarok szerepe fontos a
génszabalyozasban. A kovetkez6 vizsgalatok annak kideritésére iranyultak, hogy az ace-
tilacios és metilacios pontok el6fordulasa fliggetlen-e az exon-intron hatarok kromoszéma
poziciditol.

Az EnsEMBL adatbazis segitségével megallapitottuk a korabban meghatérozott gének
Osszes exon-intron hatardanak kromoszéma poziciéjat, majd - akarcsak korabban a TSS-ek
vizsgalatanal - kiszamitottuk a tavolsagukat az acetildcids és metilaciés pontoktél. A fent
emlitett ablakos mddszerrel az eléforduldasok szamét abrazolva az exon-intron hataroktol
valé tavolsag fiiggvényében, az tiinhet fel, hogy az elemek a hatarok pozicigjaban fordul-
nak el6 legnagyobb mennyiségben, és szamuk az intronban magasabb, mint az exonban
(5.7 dbra).

Az eredményeket a naiv sejtek vizsgdlatdaval validaltuk (5.8 dbra). Elvégeztik az
adatok sziirését az expresszios chip segitségével, de a grafikon alakjat nem valtoztatta
meg, csak az adatok szamat csokkentette. Az exon-intron hatdrok szerepe tehat nem lehet

folyamat specifikus, hiszen a kontroll adatsorban is ugyan olyan véltozast lathatunk, mint
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5.6. abra. A retinoid kezelés kromoszdéma poziciéi a T'SS-hez viszonyitva, expresszids szint

szlrés utan.
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5.7. abra. A retinoid kezelt sejtekben a metildciés pontok tavolsidga az exon-intron

hatarokhoz képest
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5.8. dbra. A naiv sejtekben a metildciés pontok tavolsiga az exon-intron hatarokhoz

képest

a retinoid kezelésesben.



6. fejezet
(")sszefoglalés

A gének funkcidja és prométer régidjukban talalhatod transzkripcids kotéhelyek kon-
szenzus szekvencidja kozott kapcsolatot talalni nem konnyt feladat. Elso 1épésként a
bioinformatikai héatteret kell felépiteni, amit csoportunk a DoOP adatbazissal, mofext
programmal és a kettd 6tvozetének tekinthet6 DoOPSearch weboldalla valésitott meg.
Ezek az eszkozok nem kutatas specifikusak. Barmilyen méas promoéter és konzervalodott
motivum vizsgalat eszkoztaraba felvehetoek.

Masodik 1épésként hasonlé motivumokat gytjtottiink ossze, majd kozos funkcidkat
kerestiink a hozzajuk tartozo gének kozott. A kozos biologiai szerepet a gén ontoldgiai
adatbazis segitségével allapitottuk meg, és hipergeometrikus eloszlason alapulé modszerrel
hataroztuk meg annak mértékét. Az igy keletkezett csoportok klaszterezése meghaladta a
rendelkezésiinkre all6 eroforrasokat, ezért kisebb evoliciés csoportokon alkalmaztuk csak.

A cél érdekében megforditottuk a modszereket. Nem a motivumok feldl jutottunk el a
gének felé, hanem a hasonlé bioldgiai funkcioval rendelkez6 gének szabalyozo régiéjaban
kerestiink kozos elemeket. A géneket chip kisérletekbol kaptuk meg. Ko6zos tulajdonsaguk,
hogy PPAR~-t tartalmaznak, ami bizonyitottan a lipid metabolizmusban szerepet jatszo
transzkripcios kotohely. Kidolgoztunk egy moddszert, amivel a chip kisérletekben po-
zitiv géneket lehet vizsgalni. Bizonyitottuk, hogy a fokozott intenzitast mutato gének
szabdalyozé régidiban nem fordul el6 statisztikailag feldisulva a DR1 a véletlenszertien
kivalasztott génekhez képest. A génlistan végrehajtott de novo motivum keresések
segitségével sikeriilt azonositani 1j elemeket, de bioldgiai szerepiik nem tisztazott.

Sokkal jobb eredményt ad a motivumok és a transzkripciés kezdépont tavolsaganak
elemzése. Itt arra az eredményre jutottunk, hogy a TSS kozelében nagyobb a motivumok
el6fordulasanak valoszintisége. Ezek alapjan a szabalyozast nemcsak a motivum jelenléte

vagy hidnya szabja meg, hanem a szabdlyozé régidban betoltott pozicidja is. Ezt més pub-
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likacidk is alatamasztjdk (Moses et al., 2003), (Berendzen et al., 2006), (Vardhanabhuti
et al., 2007).

Ugyancsak a pozicié specifikus jelenlét egyik kozvetett bizonyitékaként tekinthetiink az
exon-intron hatarok és az acetilacios illetve metilacids pontok tavolsaganak osszefiiggésére
is. Ugyanis a hatdarpontok maximuma az exon-intron hatartél 154 bazispar tavolsagra
talalhaté. Tehdat barmilyen kapcsolat is legyen az intronok kezddpontja és az acetilacios,
illetve metilacios pontok kozott, az nem fiiggetlen kettejiik tavolsdgatol.

A transzkripcids szabdlyozasrol kialakult kép még kozel sem teljes. Nem tudjuk med-
dig terjednek a szabalyozd régiok hatarai, esetleg nincs-e olyan genomi struktira, ami
szintén befolyasolhatja a génreguldciét.

Bizonyitott, hogy a térszerkezet is konzervalédhat. Kiilonboz6, egyméshoz nem ha-
sonlo szekvencidk képesek felépiteni hasonlo térbeli szerkezetet, amit a szabalyozo elemek
hasonléként ismernek fel(Parker et al., 2009). A bioinformatikai vizsgalatokhoz ezen is-

mereteket is fel kell hasznalni, hogy az eredmények egyértelmiibbek legyenek.



7. fejezet
Summary

Finding connection between gene function and consensus sequence of TFBS of its
promoter region is not an easy task. First of all, a new bioinformatic background was
needed. It was achived by the creation of the DoOP database, the mofext program and
by the combination of these two in the DoOPSearch webpage. These tools are not specific
for a certain investigation, they can be used for any other promoter and conserved motif
researches.

As a second step, we collected motifs that were similar to each other and tried to search
for common functions in their genes. We have used a gene ontology database to identify
the common biological functions of the genes and a method based on hypergeometric
distribution was used to determine the percentage of similarity. Clustering of these groups
was beyond our strength, so we have used it only in groups of animals that are in a small
evolutionary distance from each other.

For the sake of the cause we reversed the methods. Instead of collecting genes of similar
motifs, we tried to search common control elements in the genes with similar biological
function. Gene collections were obtained from chip experiments. All the collected genes
contained PPAR~, a transcription factor binding site that proved to participate in lipid
metabolism. A new method was developed to analyze the genes with positive responses in
chip experiments. We proved that the promoters of overrepresented genes did not contain
statistically more DR1 than the randomly selected promoters. With the help of de novo
motif searching, new elements were identified from the gene list. However, their biological
role is still not clear.

Analysis of the distance between the transcription start site and the motifs was more
succesfull. It was shown that the probability of occurence of the motifs is increased nearby

the T'S-Sites. These results suggests that the regulation depends not only on the presence
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or absence of the motif, but also on its position in the promoter. Other publications also
supports this suggestion (Moses et al., 2003), (Berendzen et al., 2006), (Vardhanabhuti
et al., 2007).

Another indirect evidence of the position specific presence can be the relationship
between the positions of the exon-intron junctions and the acetilation or metilation points.
This distance between the maximal number of junctions and the acetilation or metilation
points proved to be 154 basepairs. Without understanding the nature of the relation
between the first base of the intron and the acetilation or metilation points, it can be
concluded that the linkage dependends on their distance from each other.

The complex picture of the transcription regulation is far from completely understood.
For example it is still unclear how far the boundaries of the promoters extend or whether
there is any genomic structure that can also influences the gene regulation.

It is proved that the topology of DNA can also be conserved. Different sequences
can produce similar three-dimension topologies that can be recognized by elements of the
regulation (Parker et al., 2009). These peaces of information shoud also be integrated in

the bioinformatic analysis to get more appropriate results.
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Pélfy Tamésnak és Téth Gabornak. A kisérleti hatteret a DEOEC, AOK, Biokémiai
és Molekularis Biolégiai Intézete végezte, akik koziil kozvetleniil Nagy Laszld, Bélint B.
Laszl6 és Szatmari Istvant emliteném meg.

Koszonom tovabba Putnoky Péternek, aki tdmogatott annak ellenére is, hogy ki-
keriiltem a PTE véddészarnyai aldl.

Végezetiil szeretném megkoszonni édesanyamnak és feleségemnek, akik mellettem

alltak mindvégig.
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