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0SSZEFOGLALO

Az Ujgeneracids transzkriptom szekvenalds egy robusztus eszkdz, amelyet gyakran hasznélnak
genetikai funkciok és szabalyozo korok feltarasara. Ugyanakkor nem minden koexpresszids ese-
mény hordoz biolégiailag relevans informaciét. S6t, szigorian véve az RNS-szekvendlas elsésor-
ban egy adott gén aktivitdsat mutatja, és csak indirekt médon utal a gén termékének aktivita-
sara. Ezért az RNS-szekvendlasbdl nyert informécidk elsésorban egy adott gén szabalyozésardl,
pontosabban szabdlyozé régidjardl adnak felvildgositast. A transzkriptom adatok térsitasa a
szabdlyozo régié elemeinek adataival egy igéretes eszkoz lehet a szabalyozd korok feltarasara.

ABSTRACT

Next generation sequencing of the whole transcriptome is a powerful tool to describe genetic
functions and to detect regulatory circuits. However, not all events of co-expression have bio-
logical relevance. Speaking of protein coding genes, gene expression is primarily a measure of
the gene’s activity and only gives vague indications with regards of the activity of its product.
Thus, the results of the whole transcriptome analysis give us information on the regulation of
genes, and most importantly on its regulatory region. Coupling up expression data with regula-
tory region data is a promising tool to detect small regulatory circuits.

Kulcsszavak: halozatelemzés, génexpresszid

Keywords: network analysis, gene expression

U A cikk irdsakor.

© 2018 Akadémiai Kiadd



OKOS HALOZATOK, AVAGY HOGYAN TEGYUK AZ RNS-SZEKVENALAST RELEVANSABBA 631

A genomi éra tizenhetedik évében a funkcionalis genomika legszélesebb korben
alkalmazott technologiaja az RNS-szekvenalas. Az ujgeneracios, nagy atereszto-
képességii technoldgianak hala ma olcso lett, és kellden megbizhat6 az €16 szove-
tekben aktivan atirodo genomi DNS detektalasa. A legujabb divat szerint ezt hiv-
juk transzkriptomnak, mert egyszerre az osszes atirt RNS-szekvenciat képesek
vagyunk meghatarozni, avagy olvasni.

Roviden, a mérés soran kinyerik a minta teljes RNS allomanyat, amelyet atir-
nak cDNS-sé, majd fragmentalnak. Aztan meghatarozzak e fragmentumok nuk-
leotid sorrendjét (szekvencidjat) egy bizonyos hosszon. Az igy kapott, nemritkan
milliés nagysagrendil olvasatokat a mar ismert genomhoz illesztik, és az illesz-
kedés alapjan meghatarozzak a gént, amelyet a legvaldsziniibben reprezental.
A génekhez illesztett fragmentumok szama linearisan aranyos a gén expresszios
szintjével. Szoktak ezt a szamot a gén hosszaval korrigalni, mert hiszen a hosz-
szabb gén statisztikailag tobb fragmentumot adhat, és aktivabbnak tlinhetne. A
gének expresszidja azt mutatja, hogy az adott génbdl mennyi atirat, transzkript
volt jelen a mintavétel pillanataban a szdvetben.

A transzkriptom elemzés ezeknek a génhez rendelt szamoknak az elem-
zése, mely soran arra toreksziink, hogy meghatarozzuk azon géneket vagy
génegyiitteseket, amelyek az adott kisérletben a legmeghatarozobbak lehet-
nek (példaul nagyon eltér a kontrollbeallitasoknal mért szamoktol). Masként
mondva, felelds lehet egyfajta fejlodési allapotért vagy stresszvalaszért. Koz-
napi hasonlattal ¢lve olyan ez, mint amikor egy teremben sok ember gytlik
Ossze, sokan egyszerre beszélnek, és talan még tobb hallgat. Az els6 kérdé-
siink az lehet, hogyan azonositsuk a beszéldket? Ezt tessziik a fragmentumok
szekvenaldsaval, majd az illeszkedésen alapuld génazonositassal. A legaltala-
nosabb kisérleti beallitas szerint mindig egy kontrollbeallitast vetiink 6ssze
egy ,,megzavart” beallitassal. Ilyen, amikor a teremben lekapcsoljak a vila-
gitast, vagy példaul egy novényt, a szalkaperjét (Brachypodium distachyon)
szarazsagnak tesziink ki.

Ha varatlanul eloltjak a lampakat, a teremben sokan talan egyszerre felhordiil-
nek, megijednek, majd elhallgatnak. Aztan lassan egy-két ember elkezd beszél-
getni, nemritkdn halkan, feltehetéleg azonos témat feszegetve: Mi tortént? Ho-
gyan allitsuk helyre a vilagitast? Lennének, akik kacagnanak, élveznék a varatlan
helyzetet. A szarazsadgnak kitett ndvény esetén is valami hasonlé eseménysorozat
jatszodhat le, &m mindebbdl sokkal kevesebbet vagyunk képesek kimérni, és még
kevesebbet értelmezni.

A koexpresszios halozatok abban segitenek, hogy meghatarozhassuk (azon tul,
hogy ki besz¢l) azt is, hogy kik beszélnek egyszerre, avagy mely gének azok,
amelyek egyszerre irodnak at. Azon egyszerli, am korantsem helytall6 feltétele-
z¢s altal, hogy akik egyszerre beszélnek, nagy eséllyel egymassal is beszélnek.
Habar a teremben és feltételezhetden a sejtmagban kozelrdl sem ez a helyzet,
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mégis valamilyen modon tajékoztatast kapunk a kezelés vagy zavaras altal meg-
szolaltatott, illetve elhallgattatott gének mibenlétérdl.

Javitja a helyzetet, ha valamilyen mo6don meghatarozzuk, hogy vajon ki mir6l
beszélhet. A témak alapjan pontosabban kovetkeztethetiink arra, hogy aki egy-
szerre, hasonlo témardl tarsalog, az jo eséllyel azonos korhoz is tartozik. A cim-
ben emlitett okos halozatok ezt teszik. Azaz funkcionalis cimkék (annotaciok)
és/vagy szabalyozo motivumok alapjan az okos haldzat fokuszba hoz egy-egy
feltételezett génkdrt (vagy tarsasagot a makrovilagbéli hasonlatunkban), amelyek
az adott kisérletben a leginkabb jellemzoek. Szerencsére a gének funkcidja nem
annyira valtozatos, amennyire egy ember témavalasztasa lehetséges egy tarsasagi
csevegésben. Legtdbbszor a gének funkcidja egzakt modon ismert, vagy legalabb
sejtheto.

A szalkaperje szarazsagra adott valaszat azért vizsgaltuk, mert konnyen hoz-
zaférhetd, karcsu genomjaval igéretes modellndvénye lehet a gazdasagilag fontos
buzanak, amelynek még az emberénél is 6tszor nagyobb a genomja, és kevésbé
ismert. A kezelt és kontrollndvény kaldszaibol vett idésoros mintakbol meghata-
roztuk, hogy mely gének, mikor, milyen erésen fejezddtek ki. A koexpresszios
haldzatot ezen expresszios értékek korrelacioja alapjan szerkesztettiik meg.

A koexpresszios haldozatoknak nagyon széles irodalma van, amelyben a mod-
szertani cikkek jelent6s részt foglalnak el. Nem is meglepd, mert koexpresziot
szamolni sokféleképpen lehet, és mindegyik szamitas egy kicsit masként rele-
vans. A leggyakrabban hasznalt szamitas a Pearson-féle korrelacios egyiitthato,
a Spearman-rangkorrelacio, az euklideszi tavolsag és legiijabban a kolcsonds in-
formacion alapuld tavolsag. Ritkabban, de eléfordul a dinamikus time warping
algoritmus, ami iddsoros adatoknal lehet hasznos.

Mindegyiknek megvan a maga eldnye ¢s hatranya, mindegyik masra jo.
A Pearson-féle egyiitthatd linedris Osszefiiggést feltételez, és érzékeny a zajra,
cserébe fliggetlen a mértéktol. Az euklideszi nem fiiggetlen a mértéktdl, kevésbé
érzékeny a zajra, de nem képes negativ korrelaciot mérni. A kolcsonds informacio
nem feltételez linearitast, skalaérzékeny, érzékeli a kiugrd értékeket, amely tulaj-
donsagok a bioldgiai rendszerekrdl is elmondhatdak. Két gén kozotti kdlecsonha-
tas lehet negativ, pozitiv és mindezekkel egyiitt erdsité/csokkentd. Ezen erdsito
hatas sajnos lathatatlan marad a ko6lcsonds informacion alapuld szamitasoknal,
de a Pearson-korrelacioval tarsitva mar eredményesen pontosithaté a halozat.
Ugyanakkor barhogyan is szamoljuk a korrelaciot, attéol mi még csak arra va-
gyunk képesek, hogy megmondjuk, egy teremben kik beszélnek egyszerre, és azt
még nem tudjuk megmondani, hogy kik beszélnek egymassal. Fontos tisztazni,
hogy RNS-szekvenalasra alapozva ezt nem is fogjuk tudni megmondani.

Elso kérdésiink a brachypodiumos kisérletben az volt, hogy a kontroll- és a sza-
razsagkezelt novények kozott mely gének expresszaltak eltéréen. Sajnos a felsorolt
modszerek ebben az esetben nem segitettek. Az tortént ugyanis, hogy a ndvény a
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szemfejlédést a nem vart szarazsag hatasara felgyorsitotta. Pearson-korrelacioval
ezt nem tudtuk kisziirni, mert csak annyi tortént, hogy mashol lettek a maximu-
mok és a minimumok, de a szorasok kozel hasonldoan alakultak, masként mondva
az értékek eltolodtak. Itt bizonyult nagyon szerencsésnek a nehezen lefordithatod
dinamikus time warping (idétorzitasos) algoritmus, amelyet leggyakrabban a be-
szédfelismerésnél szoktak alkalmazni. (Hiszen ugyanazt a szot lehet gyorsabban
¢s lassabban is kiejteni, attol még ugyanaz marad.) Azt néztiikk meg, hogy a gének
onmagukhoz képest mennyire tolodtak el. Ezzel az elemzéssel rogton azok a gé-
nek keriiltek a fokuszpontba, amelyekrdl ismert, hogy szarazsag, vizmegvonas
hatasara kapcsolnak be. Képletes példankban valami olyan torténhetett, hogy a
teremben bejelentették, hogy elfogyott az ital. Ezért mindenki szép lassan befe-
jezte a mondatat, elindult kifelé, és bizony akadtak beszélgetések, amelyek modo-
sitott helyszinen, példaul a ruhatarban vagy mar az utcan fejezodtek be.

1. abra. Pearson-korrelacio-alapt koexpresszios haldzat. Balrol jobbra
a Brachypodium distachyon kalaszanak transzkriptomja a viragzast kdvetden 6t idépontban.
Latvanyos, am a tul sok korrelaci6 elfedi a 1ényeget.

Mindezek mellett a tisztan expressziora alapozott haldzatok siiriisége viszonylag
magas, azaz sok ¢l kot 0ssze nem kevés csomopontot (nddust) (1. abra). A nédu-
sok kapcsoltsagi fokanak eloszlasa ritkdn skalafiiggetlen, ami viszont az egyik
legarulkodobb jele annak, ha egy biologiailag relevans halozatra akadtunk. A kér-
désiink az, hogy milyen mddszerrel lehet kisz{irni a kusza €s stiri haloézatokbol a
relevans Osszefiiggéseket, avagy fokuszaltta, divatos szoval okossa tenni azokat.

Az egyik, még mindig altalanos kérdéseket megvalaszold, de hatékony mdd-
szer a funkciok hasonldsagat, dsszefliggéseit veszi figyelembe. Amennyiben is-
merjiik a gének funkcidjat, akkor egy képzeletbeli szemantikai térben megha-
tarozhatoak a gének ,,szemantikai” tavolsagai. Az igy kapott értékkel stlyozott
korrelacios egyiitthatok egy fokuszaltabb grafot eredményeznek. A gének funk-
cionalis osztalyozasara a legjobb mddszer a gének ontologiai besorolasa. A gén-
ontologia maga is grafszerkezetli, am a csomopontokban funkciok és kategoriak
allnak, és az élek a besorolas viszonyat jelolik. A szalkaperje kisérlet ily modon
megszerkesztett fokuszalt halozatat mutatja be a 2. abra.

Amennyiben nem feltétleniil egy altalanos eredményre vagyunk kivancsi-
ak, hanem valamilyen specialis kérdésre varunk valaszt, akkor lehetdségeink
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2. abra. Génontolodia (GO) alapjan fokuszalt koexpresszios halozat.
A fokuszalas eredményeként kirajzolodott egy skalafiiggetlen topologia.

a kérdés jellegétdl fliggden boviilnek. Ilyen specidlis kérdés lehet, hogy mely
transzkripcios faktorok azok, melyek egy bizonyos gén aktivitasat szabalyozzak.
A szalkaperje esetén arra voltunk kivancsiak, hogy a névény prolamin és glutenin
jellegli tartalékfehérje-génjeit mely transzkripcids faktorok szabalyozzak. Ezen
tartalékfehérjék buzaban eléforduld rokonai a legfontosabb 6sszetevoi a lisztnek.

A gének szabalyozasaért részben transzkripcids faktorok felelosek, amelyek
egy célgén szabalyozo szakaszahoz kotodve fejtik ki serkentd vagy gatlo hatasu-
kat. Ezen faktorok legtobbszor csoportokban dolgoznak, és kotéhelyeik jellemzo-
ek rajuk. Azt feltételezziik, ha két kotéhely egymas kozelében helyezkedik el a
célgének szabalyozo régidiban, akkor az ahhoz kot6do faktorok jo eséllyel egyiitt
fejtik ki szabalyozo hatdsukat, avagy kolcsonhatasban allnak egymassal. Kéznapi
példankban tehat a teremben két ember nemcsak egyszerre besz¢l, hanem egy-
mas kozelében is allnak, és ez igy mar kielégitéen erds indikacio arra nézve, hogy
egymassal beszélgetnek.
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Tehat amennyiben a két gén korrelacidja magas, illetve egyenként a célgénnel
is megfigyelhetd negativ vagy pozitiv korrelacid, akkor a célgén kotohelyszerke-
zete alapjan megszerkeszthetd egy olyan fokuszalt halozat, amely mar a biologia-
ilag relevans Osszefiiggéseket fogja megjeleniteni. Ez tortént a szalkaperje esetén
is, ahol a fent részletezett fokuszalast kdvetden sikeriilt azonositani egy fontos,
szalkaperjében eddig nem ismert szabalyozd gént (3. dbra).
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3. abra. Prolamin- és glutenin-gének szabalyoz6 halozata. A graf a célgének (target)
¢s a kolcsonhato transzkripcios faktorok feltételezett kapcsolatat mutatja. Vilagos élek pozitiv,
sotét élek negativ korrelaciot jeleznek. Az élek stlyai a kolesonds informacié alapjan szamolt
tavolsag, amelyet a szabalyozé régiok motivumszerkezete alapjan fokuszaltunk.

A jo hir, hogy ahogy egyre bdviilnek a biologiai ismereteink, egyre tobbféle-
képpen lesziink képesek a halozatainkat specialis kérdésekre fokuszalni, és ily
modon specialis valaszokat kihamozni az amigy kusza és zajos koexpresszios
grafokbol.
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