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7. Rendszerszeml¢letii biologia

e Redukcionista vs. Holisztikus szemlélet

* A rendszerszemléletii biologia (Systems biology) a biologiai
jelenségeket halozati rendszerkeént értelmezo megkozelités

* Paradigmavaltas a szemléletmodban, a rész helyét az egészben,
a rész kapcsolatat az egésszel keresi (komplex interakciok
vizsgalata, emergens tulajdonsagok)

e Multidiszciplinaris tudomany, kialakulasa koszonhetd:

-a hatalmas mennyiségli tudas (adatbazisok) szabad ¢€s
gyors aramlasanak

-nagyteljesitményl technologiak (pl. chip array)
kialakulasanak (gyors informaciogyiijtés)

-a bioinformatika fejlodésének (informaciohalmaz
feldolgozasa)



Bioinformatika

* Nem kizarolag nagymennyiségl adat statisztikai
feldolgozasarol szol

* Komplex (globalis) kovetkeztetéseket szeretnénk

* Mintazatok, emergens tulajdonsagok felismerése,
halozatok kialakitasa

* Az eredmenyek behelyezése a mar ismert tudasbazisba,a
tudasbazisok integracioja (pl. egy genetikai elem eddig
nem 1smert funkciojara is rajohetiink)



Bioinformatika

* Az Osszefuggesek prioritasat 1s vizsgalni kell

— pl. menny1 az esély arra, hogy ha A valtozik B, C 1s
egyidejlileg modosul

— ezek a modosulasok kozvetleniil vagy attételesen
kovetkeznek-e be

— milyen kdzbensd, esetleg gyogyszerrel célba vehetd elemek
Iéteznek; milyen mértékli és milyen iranyu, s reverzibilis vagy
irreverzibilis-e a valtozas (Pl. reakcio-utvonalak felismerését,

az utvonal-analizist, itvonal-terképezést)

* Egyes adatcsoportok kiemelése sziikséges (klaszterek)( pl. egyes
betegcsoportok mely génjei reagalnak hasonldan a kezelésre)



Bioinformatika

* Egyes parametercsoportok kozos tulajdonsagainak definidlasa,
oksagi halok kialakitasa

* E kérdések megvalaszolasa megfeleld tervezest igényel

 Alkalmazas pl. gyogyszertervezes (pl. hol Iehet hatni, mire hat
meg)

* Gyogyszerek egylittes tesztelése, optimalis mérésszamhoz
kisérletek tervezese

* In silico kutatas — pl. nemzetkdzi adatbazisokhoz kapcsolodva

e Kisérleti €s a tudasbazisbol eredo adatok bioinformatikai
elemzésével értelmezni tudjuk a komplex jelenséget



Rendszerszemleleti biologia, mint
paradigma

* Redukcionista szemlélet: egy adott gent kiemelve a kornyezetebdl
vizsgalok — hipotézis, kisérlettervezes, kivitelezes, értekeles

* Holisztikus szemlélet: kb. mindent vizsgalok egyszerre, mintha
nem lenne sziikség hipotézisre, csak az adatok / eredmények
ertckelésére

* Fontos tudni, hogy mit akarok vizsgalni, mi a mddszerem, melyek

az adott mddszer korlatai, milyen kovetkeztetéseket tudok levonni
az eredmények halmazabol (ez segiti a hipotezisalkotast)

* Ludwig von Bertalanffy a rendszerelmélet ,,atyja”

* Hegy1 Krisztina pedig a magyar elnevezes ,,anyja”



Rendszerszemleleti biologia, mint
tudomanytertlet

* Biologiai komponensek egymasra hatasait vizsgalja (pl. enzimek-
metabolitok szervezOdése anyagceserefolyamattd)

* Protokollok sorozata (hipotézis, széleskort vizsgalat,
matematikai/bioinformatikai elemzés, kisérleti ellenorzés, modell
finomitas)

« Genomika, proteomika, metabolomika
« HTS, MS, proteinchip,



Genomika

* Egy sejt / szervezet teljes génkeszlete (DNS allomanyban tarolt
informacidja) a genom

* A genomot, a gének kolcsonhatasat vizsgald tudomany

* Teljes genom-meghatarozas (DNS szekvencia), gének azonositasa
(annotaci0), géntérképezes
* A géncsoportok, hdlézatok komplex, egyseges mintazatvizsgalata

* Funkcionalis genomika: a genomika dinamikus aspektusaival
foglalkozik (pl. transzkripci0, transzlacio)

* Nagy teljesitményt technikak (high throughput screening)
segitsegével genommeretl vizsgalatokat (egyszerre tObb szaz gént
1s) vizsgal



Genomika

* Az egesz genom vizsgalata
- Kodolo és nem kodold szakaszok mitkodese
- Génvariaciok, génkopidk azonositasa

- Funkciovizsgalat génmodositasokkal (természetes vagy
mesterseges)

* Funkcidvizsgalatok
- Mutaci0, pontmutacid (SNP)

- Génexpresszio



Genomika

* DNS szintli vizsgalatok

- Génkolcsonhatasok (gének paronkeénti kitktatasaval vizsgaljak
azok fenotipusra gyakorolt hatasat )

- Gének funkcionalis azonositasa (ENCODE project, fehérje
kodolo, miRNS-t kddolo, transzkripcids szabalyzo helyek)

* RNS szint (génexpresszio)

- mRNS szekvenalas

- Microarray (mMRNS — cDNS — préba hibridizacio)



Microarray technika

* Kiilonb06z0 sejttipusokbol vett RNS (¢cDNS) mintak
azonositasara, mennyiseégere képes informaciot adni

- DNS-RNS (cDNS-DNS) hibridizacion alapul

* A sejtekbdl kinyerik az mRNS-t, atirjak cDNS-re (stabil),
fluoreszcens jelzessel latjak el (pl. a kiillonbozo sejtekbdl
szarmazodkat kiillonboz0 szinnel)

* A chip feluletére meghatarozott mintazat szerint (array)
1smert proba DNS-t rogzitenek (pico-molnyi
mennyisegben) — robotok végzik a felvitelt (imprinting)

* A proba-DNS-t meghatarozott helyekre (spot) viszik fel,
ezek mérete kisebb, mint 200 mikron (egy chipen tobb ezer
spot



Microarray gene expression
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Microarray gene expression

MR

GeneChip
Mouse Genome

Az intenzitasokbol lehet kovetkeztetni pl. mMRNS
koncentraciora (MRNS-cDNS mddszernél)

De, akar genomanalizisre is jO, pl. génkopiak azonositasara is
alkalmas (denaturalt DNS- mintakbdl)



Proteomika

* Genomika: Gén-expresszid, DNS polimorfizmus vizsgalata—
egyedi diagnozis, egyedi gyogyszertervezes

DE! nem ad informaciot a funkciorol

 Proteomika: Fehérjeszintézis, funkcionalis fehérjek, a
,,dolgozdk — biomarkerek diagnozishoz, célmolekulak
gyogyitashoz



A proteom komplexitasa

» Sokf¢le lehetoség az MRNS | ,szabaszatban”

» Sokféle szintézis utani modositas (foszforilacio,
glikozilaciod)

* Nagysagrenddel tobb a funkcionalis fehérje, mint gén

* Sokféle fehérje-fehérje interakcio



A proteomika célkitlzései

» Fehérjek karakterizalasa ¢és katalogizalasa

* Fehérje expresszid 0sszehasonlitasa kiilonbozo
koriilmények kozott (egészséges-beteg, stressz)

» Fehérjefunkciok azonositdsa
 Fehérje-feherje kolcsonhatasok vizsgalata
« Jelatviteli utak elemzese

* Fehérjek terszerkezete

 Fehérje adatok bioinformatikai elemzése



A proteomika helye a biokémiaban

Proteomika Klasszikus fehérjekémia
* Rendszerbiologiai szemlélet ¢ Hipotézis iranyitott kérdes
* Rész helye az egészben * Egy funkcio vizsgalata

* Fehérjefunkciok komplex * [zolalt feherje funkciodja
sejtkornyezetben



Proteomika ¢s hatoanyag tervezes

PROTEOMIKA ]

Genom CEL-MOLEKULA —— Validalas
HTS

) <—— Vezet6 molekula Optimalizalas
RDD



A proteom vizsgalata

* Fehérjek elvalasztasa lizatumbol
* A szetvalasztott fehérjék karakterizalasa

» Kutakodas a meglévd adatbazisokban a
kapott adatok alapjan



A proteomika eszkozei

2D gelelektroforézis
* Tomegspektrometria (MS)
* ProteinChip™

* Protein microarray-k



2D elektroforéezis

» Fehérjek szeétvalasztasa ket fuiggetlen tulajdonsag
alapjan

- molekulatomeg
- 1zoelektromos pont
* 1. dimenzi0: 1zoelektromos fokuszalas

- Amfolitok ¢s elektromos aram segitségevel
pH gradienst hoznak 1étre a geélben

- A fehérjék az 1zoelektromos pontjukig
vandorolnak (netto6 toltés 0)



2D elektroforéezis

e 2. dimenzi10: Az 1zoelektromos pont szerint
szetvalasztott fehérjek kivalasztott savjait SDS-gélre
viszik at ¢s gél-elektroforézissel tovabb szeparaljak
egymastol

* csikok helyett foltok
Elvarasok:
- Maximalis reprodukalhatosag — referencia terképek
- Optimalis felbontas
- Nagy kapacitas — tisztitdsi, mikropreparativ c¢lok
- Egyszer(l, automatizalt — nagyleptékl analizis



2D adatok elemzese

* Pontok vizualizalasa: pl. festés
» Pontok detektalasa

* Mennyisegi elemzes

» Mintazatok illesztése

» Adatbazis 1étrehozasa

» Automatizalas

* Viszonypontok kijeldlése

* Pontok 1llesztése — kontroll-kezelt 0sszehasonlitas,
expresszi0s mintdzat, betegség-osszefiiggések



2D kepek ¢s 1llesztesuk
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Tomegspektrometrias analizis

* ElOkészites:
- fehérjek darabolasa (pl. tripszines emesztes)
- tisztitas (pl. gélelektroforézis)
* Tomegspektrometrias analizis - MALDI-TOF
* A peptidkéeszlet tomegprofilja, fehérje ujjlenyomat (adattar)

 Fehérje azonositas szekvenalas nélkiil: emésztés In silico is —
Osszehasonlitas az adatbazissal kb 4-5 peptid stimmeljen, min.
20% szekvencia atfedes legyen, nagy pontossag ¢s nagy felbontas

 Fehérje azonositas szekvenalassal: post-source decay tandem MS



Tomegspektrometrias analizis
korlatai

* Nem egyenl0 mertekben 1onizalodnak az adott
fragmensek

* Kevés fehérjére nem alkalmazhato

* Nagyon tiszta mintdra van sziikség



Proteinchip technologia

* Fehérje-halaszat, tisztitas,
analizis ¢s feldolgozas

* Kis mennyiségii mintara 1s
alkalmas (atto, femtomol)

o TU a szénakazalban”




Proteinchip technologia
* Chip: kiilonboz0 feliilettel kaphatdk (hidrofob, hidrofil,
kation, anion-cser¢lo stb.)

* Egy chipen 8 lyuk, kiilonb0z06 affinitassal (pl. receptor,
cllenanyag, DNS, fehérje)

* Akar 1 ul durva minta (lizatum, szérum) is felvihetd

* Az adott fehérje a neki jo helyen kotodik (ami1 nem az

lemos(’)dik) Chemical Surfaces
e P P el e
Hydrophobic Andonic Cationic Maetal Ton Hormal Phase

Biological Surfaces
oS

FS10, P520, RE100 Aritibody - Antigen Recaptor - Ligand DMA - Protein



Proteinchip technologia - analizis

* Feliilet-erOsitett 1ézer
deszorpci0s-10n1zacios
(SELDI) modszerrel 10n1zalas
(kozben kristalyositjak a
fehérjcket, igy kertilnek a
vakuumcsdbe (MS)

 TOF detektalas

* Tomegmintazat megkaphato




Proteinchip technologia

A. Crude serum
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Proteinchip technologia - alkalmazasok

* Fehérje felfedezes

* Feherje tisztitas

* Fehérje azonositas — peptidtérképezés, bio / betegség
markerek

* Fehérje karakterizalas (epitop terképezes, foszforilacios,
glikolizaci0s analizis)

* Assay fejlesztes, pl. fehérje-feherje kolcsonhatasok
vizsgalatara



Feherje feltedezes, biomarker
kereses
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Feherje tisztitas

« Mikroliternyl mennyiség

» Mikrokromatografias
elotisztitas

» Egyre erOteljesebb mosas a
csipen

 Homogeén tisztasag pikomol
mennyisegben

* N¢hany ora honapok helyett
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Epitop terkepezes

 Ellenanyag kotese a chip

felsz_mere - ‘:‘!'
* In SItu emesztes P ’m w
* Nem kotddott fragmensek X

lemosasa

» Kotodott fragmensek
leolvasasa




Feherje-feherje kolcsonhatasok -
microarrayk
* 12,938 pont

e Minden potty ~ 30
fg-50 pg proteint
tartalmaz

*Kiilonb6zd fehérje
mintak nyomtatva a
felszinre (A
fehérjcket
megtoldottak GST-  EEe==
poli-His-taggal, majd | ,
Ni2*-en at a feliilethez
kotottek)




Feherje-fehérje interakciok elemzese
microarray-jel

» Uj inozitol-foszfat-koté Caimodain | PIOP | PAOP,
fehérjek felfedezése

 Array+biotinilalt kalmodulin

» Uj kalmodulin-kot6 fehérjék
felfedezése

* Biotin-(strept)avidin
kapcsolat!

PI(4)P PI(3,4)P, PC



Metabolomika

« Metabolomika: egy szervezet 6sszes metabolitjanak
egyidejli 0sszehasonlitd vizsgalata, mennyiségi
valtozasok kovetese

* Metabolom: a szervezet anyagcseréjében részt vevo
0sszes kismolekula

* Metabolitok: az anyagcserefolyamatok koztes-, vagy
vegtermekel (zsirok, aminosavak, cukrok,
antibiotikumok, pigmentek stb)



Metabolomika — elvalasztas

» Gazkromatografia(GC)
» Kapillarelektroforézis (CE)

» Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)
o Ultrahatékony folyadékkromatografia (UPLC)

* GC-MS
« HPLC-MS

e Detektalasi modszerek
s NMR, MS



Metabolomika — elvalasztas

e Adatok értékelése — 0sszehasonlitas, differencia
analizis stb.

e Alkalmazasok

- Kabitdszer azonositas (1gazsagligy1 orvos,
Vegyesz)

- Klinikai toxikologia
- Taplalkozasgenetika
- Funkcionalis genomika



Biologiai utlevel

* Sportoloknal, dopping-
vizsgalatoknal alkalmazzak

* Biomarkerek segitsegével épitenek
fel egy, a sportolora jellemzd
hematoldgiai és szteroid profilt:

Fls Datsshast Hep

Athlete's Biclogical Passport ABP

A sportolo igy dbnmaga .
referenciaértéke is egyben sajat .=
hatarértékeket allapitanak meg, arm NPESN '
ra jellemzd e

e A gyanus valtozasok orvosi vagy T

dopping eredetét tisztazzak, ha
tudjak




