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1. Bevezeto

Az abiotikus stresszhatdsokra adott novényi valaszokban a gének nagy szamban
jatszanak szerepet, mivel ez egy olyan komplex alkalmazkodési folyamatok, amelyek
kiterjedten érintik a novény teljes szervezetét. A novények dltalaban kétféleképpen
valaszolnak; vagy megprébaljdk fenntartani az eredeti fiziol6giai dallapotukat, vagy
alkalmazkodnak a megvéltozott koriilményekhez. Abiotikus stresszhatdsok korébe sok
olyan kornyezeti tényez0 tartozik, mely a ndvény vizhaztartdsat érinti: a szdrazsag, a
talajban eldforduld s6k, ozmotikus hatast anyagok, sot bizonyos mértékig a hideg is ilyen
stressz-tényez0. A stressz-szigndlt &ltaldban a membranban taldlhaté receptorok
kozvetitik (sokszor hormonok hatdséara, pl. ABA, citokininek, vagy etilén), az érzékelt
jelet masodlagos hirvivok tovabbitjdk a citoplazméan beliil (pl. ROS, Ca®™ vagy 1P
molekuldk). A sejten, illetve a sejtmagon beliill pedig tobb transzkripcids faktor

kolcsonhatdsa révén alakul ki a stresszre adott génexpresszids valasz.

A vizhidnnyal kapcsolatos abiotikus stresszvalaszok szabalyozasi ttjait dltalaban
két csoportra kiilonitjiik el, az egyikbe az ABA-fiiggd, a masikba az ABA-fiiggetlen
utakat soroljuk. Ekozott a két szabdlyozasi halézat kozott azonban jelentds atfedések,
illetve kolcsonhatdsok vannak, ez kozosen szabdlyozott transzkripcids faktorokban,

illetve mindkettéhoz tartoz6 transzkripcids faktor kotOhelyekben is megnyilvéanul.



2. Célok

Mivel az abiotikus stresszvdlaszban szerepld gének sok esetben hasonld
szabdlyozas alatt dllhatnak, igy feltételezhetjiik azt, hogy ennek alapjat legalabb részben a
hasonlé szabédlyozé elemeket is tartalmaz6 a prométer régidik adhatjak. Mivel Osszetett
molekuldris genetikai folyamatrél van szd, igy az is feltételezhetd, hogy szdmos gén,

transzkripcids faktor, illetve szabdlyoz6 motivum egyiittmiikodésérdl van szo.

Eddig szamos motivumkeresé algoritmust fejlesztettek ki DNS szekvencidk
analizisére ¢€és motivumok elOrejelzésére. Ezek leginkdbb rovid oligonukleotid
motivumokat képesek felfedezni. Tompa és kollégdi vizsgdlatai alapjan tobb jol ismert
motivumkeresd program vagy algoritmus érzékenysége alacsony, igy jelentOsen javitani
lehet ezeket az algoritmusokat. Mivel olyan algoritmus-6sszedllitds eddig nem volt,
amely egyiitt szabdlyozott gének promoter régidiban szabdlyozd elem pérokat, azaz
diadokat keressen, azt tlztik ki célul, hogy ilyen algoritmust kifejlessziink. Az
algoritmust a jovében mds, megismert genomszekvencidju eukaridta él6lényre, igy
tobbek kozott kiillonbozé fontos gazdasigi novény (arpa, buza, rizs, stb.) prométereinek a

vizsgdlatdra lehet majd alkalmazni.

Az algoritmus egyik fontos eredménye az, hogy bemeneti promoter szettekben,
azokra jellemzo feltételezett diddokat képes optimalizdltan megtaldlni. Az igy kapott
diddokkal pedig a vizsgalt é161ény promdteromjat lehet tovabb elemezni, és megkeresni a
tobbi hasonl6 diddot tartalmazé promotert, €s ezéltal a promoéterek génjeirdl eldrejelzést
lehet vele tenni arra vonatkozéan, hogy allhatnak hasonld transzkripcids szabdlyozas
alatt, igy jo eséllyel hasonl6 folyamatokban is vesz részt, mint a kiinduldsi promoéterek

génjei.



3. Az algoritmus leirasa

Az algoritmus DNS szekvencia diddokat keres, amelyeket az MN,M, formula
hatdroz meg, ahol M, a feji, illetve M, a farki motivum. Koztiik pedig egy jellemmzo
hosszisagu, szekvencia-specificitds nélkiili spacer régié van, ami n béazis hosszu, kevés
lotyogéssel megengedve. A fej és farok motivumok ugyanolyan hosszuak, és a spacer

régi6 pedig 0-52 bp hosszu lehet.

Az elemzés tobb fazisban zajlik. Az elsé fazis abbdl éll, hogy a megfelelden
egyiitt szabalyozott géneket kivalasztjuk, és a hozzdjuk tartozd prométer szekvencidkat
egy adatsorba gytjtjilk, majd ezeket kiillonbozd szettekbe osztjuk be. A prométereket
altaldban 2 Kbp hosszisagig vizsgéltuk, illetve akkor tekintettiik rovidebbnek, ha
kozelebb mar masik gént taldltunk. A promotereket pozitiv illetve negativ tanul6

szettekbe, valamint pozitiv illetve negativ teszt szettekbe kell beosztani.

A kovetkez0 fazis a tanul6 fazis, amikor is az algoritmus 6sszeszamolja az Osszes
lehetséges diad el6forduldsat a pozitiv és negativ tanulé promoter szettekben. Ezek utdn a
diadokat sulyozza, kiszdmolja az un, cdr értékét, és a diddokat eszerint rangsorolja. Egy

diad cdr értékét igy lehet kiszamolni:

Npositive_ Nnegutiva
cdr = N

positive

Itt a Npositive azon promoterek szama a pozitiv tanuld promoter szettben, amelyben
a diad el6fordul, mig Nyegative azon promoterek szdma a negativ tanul szettben, amelyben
a diad szintén el6fordul. A cdr értéke -oo-t0l 1-ig terjedhet (csak azokat az eseteket vettiik
figyelembe ahol Npsiive Nagyobb volt, mint nulla). Minél magasabb egy didd cdr értéke,
anndl jelentOsebb szerepe lehet abban a folyamatban, amit vizsgalunk. Esetiinkben ez a
vizhidnnyal kapcsolatos abiotikus stressz volt. A kapott didd adatbazis tovabbi szlirés,

homopolimerek, repetitiv szekvencidk eltdvolitdsa utdn lehet tovabb haszndlni.

A tanuld fazist koveti a teszt fazis, amelyben kiilonb6zd paraméterek szerint

vizsgdljuk a diddokat, hogy a pozitiv és negativ promoter szettek elkiilonitésére



legoptimélisabb diddokat kivalasszuk. Ezek a paraméterek a kovetkezok: kiiszobérték a
pozitiv tanulé szettben valé el6fordulds gyakorisdgara, a spacer régio ,,1otyogésének”
mértéke +5bp-ig, illetve kiiszobérték a diddok cdr értékére. Minden didd szett esetében
visszakeressiik a taldlatokat a pozitiv és a negativ promoterek teszt szettjeiben. ROC
analizis sordn azt az optimdlis didd szettet valasztjuk ki, amelyet majd a promdterom
szlirés€hez lehet haszndlni. A promdterom sziirése alapjan az egyes promotereket a

benniik el6fordulé diddok alapjan osztalyozzuk és rangsoroljuk.

4. Eredmények

Az algoritmusunkat eldszor ladfli (Arabidopsis thaliana) esetében alkalmaztuk, és
igazoltuk haszndlhatésdgat, majd rizs (Oryza sativa) esetében is alkalmaztuk; hogy a
kétszikli modellnovény mellett egy egyszikli novény prométeromjanak vizsgélatdban is
teszteljiilk. A 14dfli esetében az abiotikus stresszhez kapcsolédd és a kontroll (nem
stressz) tanulé promoter szettekbe 125-125 promoter keriilt, mig a megfeleld teszt
szettekbe 44-44 darab. Rizs esetében 87-87 promoéter keriilt a két tanuld szettbe, mig 42
illetve 56 promoter keriilt bele a pozitiv illetve negativ teszt prométer szettbe. A pozitiv
szettekben a promoéterek olyan génekhez tartoztak, amelyek annotéicidjuk alapjin, egy
microarray expresszios adatbazis (Genevestigator) adatai alapjan, vagy sajit kisérleti

eredményeink alapjan indukélhatéak voltak abiotikus stressz hatdséra.

Ludfi esetében az optimalizdldssal 81 feltételezhetd diddot sikeriilt taldlnunk.
Ebben az esetben a minimum 14-szeri el6fordulds a pozitiv tanulé promoter szettben,
minimum 0.9-es cdr értékkel, +2bp 16tyogéssel adta a pozitiv és negativ szettek
szétvalasztasat. Rizs esetében 38 didddal kaptuk a legjobb eredményt, minimum 9-szer
eléfordulva a pozitiv tanulé promoter szettben, minimum 0.89-es cdr értékkel, és
lotyogés megengedése nélkiil. A 81 ludfli didd koziil 38-at 11 csoportba klasztertiik az
alapjan, hogy mennyire volt hasonlé két adott didd egymashoz képest. A hasonlosag egy
Hamming-tdvolsadg volt, ahol a maximadlis hasonlésag 10 volt (mivel pentamer parokat

vizsgéltunk). A Hamming tdvolsag kiiszobértéke 3 volt.



A prométerom szlrés alapjan a ladfii esetén a legjobb cdr értéket adé 3100
promdtert vizsgdltuk, rizs esetében a legjobb 4600-t. Ugy hiztuk meg az ezekhez a
szamokhoz tartozo hatarértékeket, hogy ezek kozott csak minimalis ardnyban forduljanak
eld fals pozitivok, azaz a program tanitdsahoz hasznalt kontroll (nem stressz) promoterek.
Ludft esetében a promoterom sziiréssel talalt génekrdl 78.6% esetében igazolta vissza
rendelkezésre all6 expresszids adat, hogy stressz indukélhaté. Rizs esetében ez 98.7%
volt. A predikcidval 1273 (49+1224) hipotetikus vagy djonnan stressz indukdlhaténak
mondhat6 gént jelzett elore az algoritmus. Rizs esetében ez 2682 gén volt (1437 4j gén,

illetve 1245 hipotetikus gén).

Az ludfiiben megtalélt diddok, illetve a beldliik képzett klaszterek eloforduldsat
vizsgaltuk ismert géncsalddokban. A 11-bdl 7 cluster, valamint 5 egyedi diad
kulcsfontossdgui szerepet jatszanak 5 cor, illetve 4 erd gén haldzat-szerl
szabdlyozéasaban. Ezen tul 1224 feltételezheté SZEP (szabdlyozo6 elem par) (amelyeknek
a modositott cdr értékiik 0.5 folott volt) jelezhetd eldre, hogy valamilyen mdédon szerepet

jatszhat az abiotikus stressz vélaszban.

Ludfiiben promoéterome keresést végeztiink azért, hogy megnézziik, milyen
SZEP-ek fordulnak eld benne. Kiszdmoltuk a Jacquard-egyiitthat6t minden prométer €s
minden cor gén prométer kozott. Ez alapjan a SZEP tartalom kiilonbségét szamoltuk ki
minden egyes promoéter parra. A legjobb 25 prométert valasztottuk ki, amelyeknek a
SZEP tartalom kiilonbsége 0.5 alatt volt. Ezek koziil 1 hipotetikus €s 5 1) ismeretlen
funkcigju gént jeloltiink meg, amelyrdl az elemzé€s alapjan feltételezhetjiik, hogy hasonlo

funkciéval rendelkezhet, mint a cor gének.

Harminc rizs aldo-keto reduktdz gén vizsgdlata sordn 28 jellemzd, feltételezhetd
diad elemet fedeztiink fel, amelyek legalabb 7 bemeneti prométerben eléfordulnak, és
amelynek legaldbb 0.9 volt a cdr értéke. A 30 AKR gén koziil harom expresszidjat
vizsgaltdk meg kisérletesen. Ezek koziil az AKR1 (Os01g0847600) tobb jellegzetes
diadot tartalmazott, mint az AKR2 és AKR3. Ez egybecseng a génexpressziods kisérleti

eredményekkel, melyek szerint az AKR1 erdsen, a mdsik két gén kevésbé indukdlhatéak



ozmotikus stressz altal. Ezzel egy, a kiinduldsi génszettdl fiiggetlen esetben is igazoltuk
az algoritmusunk hasznalhat6sagat.

Hat rizs géncsalddhoz (gliikanazok, kitindzok, PR1, PR4, PTS5, és PR9) tartoz6 91
promoterrel is végeztiink elemzéseket. Ezen prométereket tartalmazé gének olyan buiza
génekkel homoldgok, amelyek szerepet jatszanak a biotikus stressz védlaszban. Benniik
sok olyan motivumot megtaldltunk, amelyeket mar ismeriink, és el6fordulnak a névényi
cisz-regulator elemeket tartalmaz6 PlantCARE adatbédzisban is (pl. a W1-box, az EIRE,
és a WUN-motif). Igy azt tételezziik fel, hogy a szekvencia-hasonldsdgok révén ezeket,
vagy ezekhez hasonlé motivumokat meg lehet taldlni az ortolég buza gének
promoétereiben is. Ugyanezeket a géneket késdébb megvizsgéltuk buizdban is, és azt
taldltuk, hogy a prediktélt diadok fele kis mddosuldssal ugyan, de egyezik a megfeleld
rizs didddal.

Az algoritmusunkat lefuttattuk erre a 91 rizs biotikus stresszhez kapcsol6do
promoterre. Koziilik 13 szerepelt a pozitiv tanulé szettben (mivel ezek voltak a
feltételezhetd ortoldgok), mig az dsszes tobbi a negativ tanulé prométer szettet alkottak.
Mivel a vizsgilt prométerek szdma csekély volt, tetrad diddokat kerestiink. Osszesen 263
diddot talélt az algoritmus, amelyeknek a cdr értéke legalabb 0.9 volt. 28 olyan didd volt
kozottik, amely vagy a 6 vizsgalt géncsaldd koziil legalabb 4-ben eldfordult, és igy
statisztikailag jelentds volt, vagy megtaldlhatdak voltak a PLACE adatbazisban.

Az algoritmust két jol ismert motivumkereso algoritmussal hasonlitottuk Ossze, a
YMF-fel és a dyad-analysis-szel. Ehhez mindkét programmal vizsgédltuk a ladft
prométeromot, kiinduldsként haszndlva ugyanazt a 125 stressz tanulé prométert, amit a
sajat fejlesztésti modszerrel is hasznaltunk. Az YMF programmal 283 prométert taldltunk
meg, amely jelentds szamu szabdlyozé elemet tartalmazott. Ezek koziil mindossze 3
tartozott az eredeti 125-0s tanulé promoéter szetthez, és csak 3.1%-uk volt stressz-
indukalhat6 a Genevestigator adatai alapjdn. A dyad-analysis program 149 promotert
taldlt meg, amely jelentés szdmu feltételezhetd szabdlyoz6é szekvencia elemet
tartalmazott. Ezek koziil azonban csak 1 tartozott az eredeti 125-hoz. Ezeknek a 3.6%-a

volt indukélhat6 abiotikus stressz dltal a Genevestigator adatai alapjan. Ezek az



eredmények azt mutatjdk, hogy a mi algoritmusunk ehhez a két programhoz képest
sokkal hatékonyabban tud uj, feltételezhetden stresszben szerepet jatszé szabdlyozd
elemeket eldre jelezni, valamint az eredetileg vizsgalt, egyiitt szabdlyoz6dd génekhez

olyan tjabb tagokat taldlni, amelyek sokat tartalmaznak az el6re jelzett motivumokbdl.

Az algoritmust 64 bites IRIX64 programozési kdrnyezetben valdsitottuk meg awk
(GNU Awk 3.1.5.), C shell, és C (GCC 3.4.6.) szkriptek és programok kombindcidival.
Az algoritmusnak sajat weboldala is van rovid leirassal, és egy letolthetd, PC-n futtathat6

onallé programmal: http://bhd.szbk.u-szeged.hu/dyadscan/. Bemeneti paraméterként meg

kell adni a pozitiv és negativ promoter szetteket, a keresett motivumok hosszat, a spacer
régi6 maximélis hosszdt, a minimadlis eléforduldst a pozitiv tanulé prométer szettben,
illetve a diddok minimadlis cdr értékét. A program eredménye egy olyan feltételezhetd
diad lista, ami megfelel a bemeneti kritériumoknak. A kimenetben lathatok a diddok
szekvencidi, a pozitiv és negativ tanulé szettekben valé eléforduldsuk, illetve a cdr

értékeik.
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