Ph.D. értekezés tézisei

Bioinformatikai analizis és digitalis jelfeldolgozas

génexpresszios adatokon

Készitette: Kelemen Janos-Zsigmond

Témavezeto: Dr. Puskas Laszlo

MTA Szegedi Biologiai Kozpont

Funkcionalis Genomika Laboratérium

Szegedi Tudomanyegyetem

2007



Bevezetés

Az utobbi ¢években egyre gyarapodd bioldgiai
adatbazisok — mint példaul a DNS szekvencia,
génexpresszios mintazat, fehérje-fehérje kolcsonhatas
adattarak — a rendszer biologia dinamikus fejlodéset
eredményeztek. A ma hozzaférhetd magas adatatvitelli
gén-expresszios technologiadk hasonldéan hozzajarultak a
rendszer biologia tudomanyterilet fejlddéséhez. A
rendszer bioldgia lehetové teszi az élettani folyamatok
jobb megértését ¢és az orvosi biologia teriiletén
megbizhatobb diagnosztikat és orvosi kezelést igér. Ez
azaltal valik elérhetové, hogy torekszik matematikailag
modellezni és szimulalni a sejtben zajlo komplex biologiai
folyamatokat. Ismeretes, hogy a rakos megbetegedések
altipusai eltérOen valaszolhatnak az eltérd kezelésekre.
Ezért is indokolt a kezelést megel6z6 pontos diagndzis. A
gen-expresszios mintdzata alapjan, a rakos sejt egy olyan
tobb-allapotos rendszerként foghato fel, ahol az egyes
allapotok a rak altipusainak feleltethetdk meg. Ez az

elképzeles vezetett el a rakos megbetegedes gén-
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nem mas, mint matematikai modszereken alapulo
diagnozis. Az utobbi években kitlintetett tudomanyos
¢rdeklddésnek tartanak szdmot az elsdsorban DNS
microarray alapu ide sorolhato modszerek. Nagyszamu
mesterséges intelligencian alapuld algoritmusok, mint
amilyenek a support vector machine, mesterséges neuron
halok, nearest neighbor osztalyozo, vagy a random forests,
azzal a ce¢llal keriiltek alkalmazasra, hogy pontosabb ¢s
megbizhatobb diagnosztikat tegyenek lehetove.

Sajnos a meglévo gén-expresszids adatokon (QRT-
PCR, DNS microarray), a kisérleti koriilményekbol adodo
hiba (zaj) és a bioldgiai eredetll variancia egylttesen
megfigyelhetd. Ezért indokolt egy tobb 1épésbdl allo adat

elo-feldolgozas és tovabbi modszertani fejlesztések is.

Ceélkituzeés

Celkitlizéseink a geén-expresszios adatfeldolgozassal

¢s modszertani fejlesztéssel kapcsolatosak. Nevezetesen:



A standard  gén-expresszios  adatfeldolgozasi
modszerek alkalmazasa QRT-PCR ¢és microarray
adatokon.

o Statisztikailag megvizsgalni, hogy a laboratoriumban
hasznalt protokollok alapjan hogyan befolyasolhatok
az egyes gén-expresszios valtozasok.

o Klaszterezés ¢és marker gének  azonositasa
szkizofrénias betegek gén-expresszios mintazataban.

e Uj normalizacios és zajszlirési (Kalman Sziird)
modszerek fejlesztése ¢€s alkalmazasa a molekularis
szintl rak diagnosztikaban.

A geén-expresszios kovariancia, mely a gének kozti
funkcionalis kapcsolatot 1s mutatja, fontos szereppel bir a
betegségek molekularis osztalyozasaban. A Kalman Sziro
figyelembe veszi a gén-expresszids kovarianciat. Célunk,
hogy a Kalman Szird segitségével kiszirjik a kisérleti
zajt ¢s megbecsiiljiik a mintadk biologiai allapotat. Nem
utolsd sorban szandékunkban 4llt megvizsgalni a Kalman
Sztrovel kezelt adatok osztalyozhatdsagat, osztalyozo

algoritmusok segitségével.



Eredmények

A disszertacioban kozolt eredmények bioinformatikai
modszerek alkalmazisat mutatjak be. A kotelez6 gén-
expresszios adat eld-feldolgozasi l1épések, nevezetesen a
mindség ellendrzés és a LOWESS normalizacio illetve a t-
proba, mely a gén-expresszios elteréseket tarja fol, a
tarsszerzO0s  publikaciok  eredményeiben  keriiltek
bemutatasra. A fenti modszerek alkalmazasanak részletes
leirasa keriilt bemutatasra, abban a publikacioban, mely az
ntrR altal szabalyozott géneket azonositja Sinorhizobium
meliloti modell organizmusban. Egy DNS microarray
kisérletben az S. meliloti egy ntrR funkciovesztéses
mutansat hasonlitottuk 6ssze a vad tipussal aerob ¢&s
mikroaerob koriilmények kozott.

Egerek makrofag sejtjein végzett lipopoliszacharidos
kezelés egy olyan kisérletnek szolgalt alapul, melyben a
DNS amplifikacionak a gén-expresszids valtozasra mert
hatasat vizsgaltuk. A ¢cDNS amplifikaciot két protokoll -
exponencialis fazisban megallitott amplifikacio illetve

szaturacios amplifikacid - alapjan végeztik el ¢és az



eredményezett gén-expresszios valtozast mutatdo adatokon
y2 probat hajtotunk végre. A kisérlet kontrolljaként egy
non-amplifikacios protokoll szolgalt. A statisztikai
eredmeények azt igazoltdk, hogy az exponencialis fazisban
megallitott amplifikaci® megbizhatobb, szemben a
szaturacios amplifikacioval, a microarray kisérletek
reprodukalhatosaga szempontjabol.

Tovabba, egy szkizofrénids betegekbol allo
populacidt hasznaltunk fel arra, hogy megbizhatdo marker
geneket keressiink a kor molekularis diagnosztizaldsahoz.
A DRD2 és a Kir2.3 bizonyultak marker génnek. Annak
ellendrzésére, hogy a fenti gének esetében valdban a
betegség marker génjeivel allunk szemben, hierarchikus
klaszterezést hajtottunk végre, beteg és egészséges
szemelyektOl szarmazo adatokon. A klasszterezd eljaras
latvanyosan kimutatta, hogy a szkizofrén mintak
elkiiloniiltek a normal mintaktol a fenti geének
tekintetében.

A tovabbiakban a gén-expresszids adatok klasszifikacioja
allt erdeklodésiink kozéppontjaban. A klasszifikacio

hatékonysaganak javitasa ¢érdekében a Kalman Szlrot



vezettik be. Munkank szempontjabdl a legfontosabb
tulajdonsaga ennek a matematikai modszernek, hogy
elkiiloniti a biologiailag értelmezheté varianciat a mérési
zajtol. A microarray kisérletben biologiai allapotnak
tekintjik a gének wvalds expresszios szintjét. Az
osztalyozasi feladllasban ez az allapot az egyes
alosztalyoknak megfelelden valtozik. Ezt az esetet
stochasztikusan modelleztiik. A mérési zaj szintén
stochaszikusan volt megjelenithetd. A Kalman Sziir6 a
stochaszikus modellek mellett folhasznal még egy a
microarray  folyamatnak megfeleld determinisztikus
modellt. Ezek segitségével valt felbecsiilhetové a gének
valds expresszios szintje azaz a biologiai allapot.

A fenti modszert 7 kiilonbozd publikus, tumoros
eredeti adatsoron alkalmaztuk. A leghasznalatosabb
klasszifikacids modszereket szlirt €s nem sziirt adatokon
egyarant teszteltilk. Statisztikailag 1gazoltuk, hogy a
Kalman Sziird szignifikansan javitja az
osztalyozhatosagot. Harom kiilonbozo grafikai abrazolast
alkalmaztunk, annak demonstraldsara, hogy az egyes

osztalyok szemmel lathatoan elkiiloniilnek egymastol. Uj



markerek azonositasat is targyaljuk, annak bizonyitasara,
hogy a sziirt expresszios adatok, mar kis szdmu gén
esetében is predikcios portenciallal birnak az osztalyozasra

nézve.
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Kelemen Janos-Zsigmond a ,,Over-expression of dopamine
D2 receptor and inwardly rectifying potassium channel genes in
drug-naive schizophrenic peripheral blood lymphocytes as potential
diagnostic markers™ (Dis Markers 21(2):61-9), a “Wide-range
transcriptional modulating effect of ntrR under microaerobiosis in
Sinorhizobium meliloti > (Mol Genet Genomics 272(3):275-89) és
a “Real-time polymerase chain reaction-based exponential sample
amplification for microarray gene expression profiling”? (Anal
Biochem 337(1):76-83) cimt koOzleményeiben ismertetett
eredményeivel jelentds mertékben hozzdjarult az emlitett
publikaciok létrejottéhez. Ezért, mint a fenti cikkek felelds szerzoje,
tamogatom azt, hogy e publikaciokat doktori fokozatszerzésehez
felhasznalja.
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