Molekularis
halézatok



Halézatok

- Graf: absztrakt
matematikai
reprezentacio,
adatszerkezet

- Haldzat: jelensegek,
modellek
megjelenitése grafok
segitsegevel d.

http://barabasi.com/networksciencebook/chapter/2



Halézat topoldgia
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Halézat topoldgia
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Haldézatok mindenhol vannak
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Molekularis halézatok

REGULATION gIGNALLING / PPI

METABOLISM (¢



Molekularis halézattipusok és a forrasok eredete

- Pontok:
¥ DNS — szekvencia-analizis « genomika
® RNS - mRNS/miRNS
® expresszio/szekvencia vizsgalat < transzkriptomika
€ Fehérje — fehérje-analizis «— proteomika
¥ Domén és teljes fehérje
- Kapcsolatok:
® DNS-DNS — hasonlé szekvencia (pl. evolucioés rokonsag)
® Gén-gén — génkdlcsdnhatasok (szintetikus letalis, episztatikus
kapcsolatok)
® Fehérje-DNS — fizikai kapcsolat alapjan
€ DNS-mRNS — transzkripcié
® mMRNS-miRNS — mRNS/genkifejezodes szabalyozas (szekvencia
illesztés)
® mMRNS/miRNS/fehérje — azonos idében/helyen bekdvetkezd expressziod
® Fehérje-fehérje — fizikai/funkcionalis kapcsolat alapjan



Fehérje-fehérje kapcsolatok eredete

- Kis leptekd

® e G600 o

Kevés kapcsolat / publikacio
A kapcsolat funkcionalis
vagy szerkezeti alapu

Lehet iranyitott

(Tul) preciz

Egyeni hibak

A vizsgalt rendszer
szubjektiv

Lokalis adatok

Az adatokat gyujteni kell

- Nagy léptéku

® e 4606000

Sok kapcsolat / publikacio
Fizikai kapcsolatok
Altaldban iranyitatlan
Nem preciz
Rendszerszintu hibak

A vizsgalt rendszer
objektiv

Globalis adatok

Nagy ateresztoképességu
(High-throughput — HTP)
vizsgalatok



A kapcsolatok gyujtesének lehetdségei

= Kézi gyujtés / Irodalom-banyaszat
® +: A preciz kis |éptékU adatok 6sszegyUjtése kézzel vagy algoritmussal egy
egyseges adatbazissa
€ -:agyuljté / programozo tudasan mulik, és néha torzitott lehet; a kilénb6z6
gyujtések ritkan vethetbek 6ssze vagy hasznalhatoak egyuttesen; idéigényes

-  Predikcidk
€® +:Sok informaciét tudhatunk meg, ha megnézzik mas rokon fehérjék vagy fajok
fehérjéit / kapcsolatait
® -:Csak joslas, kisérletes bizonyiték nélkul; (2) Nem mindig igaz (pl.: evolucios
divergencia)

- Szamitdgepes integracio
€ +:Ugyanarrdl a rendszerrél sok kilénb6zd adatot a szamitdgépen dsszerakunk,
és igy tébblet-informaciohoz jutunk (pl.: az egyik kisérlet csak a kapcsolat
kdzvetlen létét irja le (fizikai kapcsolat), a masik meg csak iranyt ad meg)
€ -:Nem mindig szabad a kulénb6zé eredetd, tipusu adatokat 6sszerakni



Leggyakrabban hasznalt nagy

ateresztokepessegl modszerek

Y2H: élesztd kettds-hibrid rendszer

AP+MS: Tisztitas affinitas kromatografiaval +

tdmegspektrometer

Immunprecipitacio

Fluoresszensen jelélt molekulak

kapcsolodasanak detektalasa:

® FRET (Fluorescence Resonance
EnergyTransfer)

® biFC (Bimolecular Fluorescence
Complementation):

- Fehérje-chip

S 2 20 2"



Eleszt6-kettés hibrid

@2~ Activation Domain (AD)
. - Binding Domain (BD)

Promoter Gene

Bait protein Qq

Transcription
Activator (TA)

DNA domain
binding Transcription OFF Transcription OFF
domain
LexA Reporter genes LexA Reporter genes
operators (LacZ and HIS3) operators {LacZ and HIS3)

X AD
+
BD Y

AD Transcription ON
Y >

Promoter Reporter




Az éleszto kettos-hibrid rendszer limitacioi

A komplex nem tud
bejutni a sejtmagba

s

Onaktivald csali

Transcriptional Lo O 27 b,

activation

AY2H-vizsgalathoz a
= kapcsolatnak:

* A sejtmagban kell lezajlania

* A kapcsolodo partnerek nem
rendelkezhetnek transzkripcids
aktivitassal

Membranfehérjék

= Klzarl:fehenetlpusok:

* Extracellularis fehérjék

* Integrans membranfehérjék

* Membranhoz kétédo fehérjék
* Transzkripcios faktorok

* Savas oldallancu aminosavak



AzY2H mddszer moédositasa splitubiquitin rendszerrel

SPLIT-UBIQUITIN
Cub Nub “ Split-ubiquitin “
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AzY2H mddszer moédositasa splitubiquitin rendszerrel

MBMATE Y2H PRINCIPLE

INTERACTION
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Forced reassociation
of ubiquitin

LEXA-VP16 release
after proteolytic cleavage
ranscriptio
machingny
TN ON —> Growth

on medium
lacking Histidine

OFF Mogrowth
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A split-ubiquitin-Y2H alkalmazasa membranfehérjék

interakcidjanak detektalasara
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Growth on selective medium
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A split-ubiquitin-Y2H alkalmazasa transzkripcios

faktorok interakcidjanak detektalasara

ER lumen
Ostdp Membrane
o Proy Cytosol
Cub aubG -
UBPs
LexA-VP16 TR

Transcription off Transcription on



MAPPIT, kapcsolatok detektalas emlds sejtekben
(mammalian protein protein interaction trap)

Cytosol

\
Luciferase }

1

Luciferase )

Increased
bioluminescence



Affinity Purification - Mass Spectrometry

Database Search

]
[ |
relative
abundance

Protein Digestion

LC-MS/MS

v
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a Conventional co-IP

Primary antibody )¢
immobilization

Bait protein Bait protein
immeobilization

Ko-Immunprecipitacié (ColP)

1. Az antigént tartalmazo mintaban

kialakitjuk az ellenanyaggal az @?immmf
immunkomplexet - @ﬂgz""@)
2. Az immunkomplexet régzitett i
Protein A vagy Protein G-vel kifogjuk - $o
a mintabdl h Mzh |
3. Eltavolitjuk a nem két6dott - _
fehérjéket ¢« @ aa
4. Eltavolitjuk a szilard hordozérol az ARy s
immunkomplexet e tuu_
5. SDS gélen analizaljuk ({) cocrpnares
6. Western blotton detektaljuk f




Y2H vs. TAP-MS / ColP

True interactions (PPls)
physical topology in vivo

Binary methods

measure physical direct PPls

A

2 sets of proteins
A&B

P1-P2 P2-P3 _
P1-P3 P4-P5  direct
P1-P4 P4-P6 assignment

eg.
Y2H

P1=P2,P3,P4
P2=P1,P3,P4 assignment
P3=P1,P2,P4 with

eg \P4=P1,p2P3,p5 P SPOke

model

TAP-\MS P5=P4,P6 o e S

Colp P6=P4,P5

Co-complex methods
measure physical PPls (direct & indirect)

Experimental interactions (PPIs)

obtained from binary or co-complex methods

Two different PPl networks derived from
two types of experiental data
(the X below indicate interactions that do not occur,
i.e. they will be false positives)




FRET
Fluorescence Resonance EnergyTransfer




biFC
Bimolecular Fluorescence Complementation

Complexes Il

Copyright & 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Protein chip

PROTEIN




Protein chip

Y Y | Antibody b Protein
4 * Antigen €§ E:f Protein
p p Aptamer g g Peptide
+ % Allergen % ; Peptide
Protein probes
Serum probes : ;
Call ljsatss Nucleic acid probes
o Drug probes
Living cells
Enzymes
O @ O O O @ O O
0 e 0 OO0 e e
® ® OO ® O ® O
® O © O ®@ O 0@
Protein expression level Protein binding properties
Protein profiling Pathway building
Diagnostics Drug discovery

Post-translational modification



PPI predikciok

Homolog transzfer

Enzim k&t motivum keresése fehérje
szekvencian

Domeén-domen kapcsolatok alapjan
3D docking

Vb

Vb

Literature mining
Co-expression

Vb



Halézatok leirasa - adatszerkezet

-> Adjacency list

- Adjacency matrix



Adjacency matrix

Undirected Graph & Adjacency Matrix

OO0 6 6
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Undirected Graph Adjacency Matrix



Adjacency matrix

Directed Graph & Adjacency Matrix

ONONONONGNO)
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Undirected Graph Adjacency Matrix



Adjacency matrix

Weighted Directed Graph & Adjacency Matrix

0O)J]O0|O|[O|ef O
Weighted Directed Graph Adjacency Matrix



Adjacency list

Directed Graph & Adjacency List

Undirected Graph Adjacency Matrix
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Adjacency list - formatumok

Ccsv, TSV

¢ tablazat

SQL

@ relacios adatbazis
XML

& Oszetett tablazat
SBML

€ specializalt XML
BioPax

@ specializalt XML
PSI-MI

€® komplex ontoldgia és szintaxis



Formatumok - CSV, TSV

-> Pontos vesszével vagy tabbal tagolt széveges
formatum

- MS Excel-lel szerkeszthet6
- Programmal és kézzel is kbnnyen atlathato
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2

Formatumok - SQL

Adatbazis kezel6 nyelv
Adatbazis szerver esetében tavolrdl is

hasznalhato

Kézzel és programmal szerkeszthet6

m
1 i INTY11)

{3 proein_id INT(11)

“ dneme VARGHAR(25]
& lype VARCHARYZS)

e

f30 id INT{11) m
e rama WARCHAR ) o IMT(11}
. commert VARCHAR{2EE) §h protain_id INT(11)

“ primary_urepral_name VARCHAR(G)
Calt TINYINT1}

o INTI1O}

 pratein_id INT[11)
tepology_id INT{11)

"

m

 protein_jd INTHD) i
e |
7 is_central TINYINT(2)
.4
L1/ i INT{ 1)
s comment TEXT

O type VARCHAR(ZD)
name VARCHAR(150)

7 id INT{1D)
unipent_name VARCHARIE)
nchi_tax_d SMALLINT(4)
in_tf TINYINT(Z)
is_drugtarget TINYINT(2}
“ls_cancer_ralatad TIMYINT(2)
Crcomement TEXT

o,

7 id INT{10)

“rame YARCHAR{ED)
o an VARGHAR(10)

]

i INT(11)

Crweaght_ld INTY10)

A interacion_id INTI1D}

2 weight FLOWT

jmspar_alfsal INT(11)

o jaspa_sen_jd INT(11)

L
o INT(IO)

souncs INT{10}

Largal INT(10}
G i_ghirect TINYINT{4)
 s_direchad TINYINT(4)
 is_stimulason TINYINT4)
o source_damain INT{10)
i tarpat_domain INT{10}
“ targal_molif INT(1D}
O layer TINYINT{4)

m
Ly it INT[10})
& & narne VARCHAR(128)
& default_valua FLOAT

L)

£ INT(10} *
“pumad_ld INT(10)

& description VAR CHARISI0)

o inberaction_id INT{10)
3 reference_id INT{10) o

m
L3 Intaraction_d INTI10]
& source_id INT(D} »

.

1 i INT{10)

o refarence_id INT[10)

3 dlty_narne VARCHAR(SD]
£ descriglion TEXT
G VARCHAR150)



Formatumok - XML

,hianyos” tablazatok esetében praktikus
,tag-es” formatum
Nehezen atlathato, kezzel nem kezelheto




Formatumok - PSI-MI

- Proteomics Standards Initiative - Molecular
Interaction

- Standard formatum kifejezetten molekularis
kapcsolati adatok leirasara

- Keét formatum:
¢ XML
¢ TSV

- Ml ontoldgia



Formatumok - stb

Exchange Formats in the Pathway Data Space

Database Exchange Simulation Mode
Formats Exchange Formats

BioPAX

Small
it SBML,

PSI (CML) CellML

Molecular Interactions Genetic Biochemical




Halézatbiologia alkalmazasa:

Attoérés a rendszerbiolégia orvosi
alkalmazasaban, valamint bizonyos mellrak-tipus
gyogyitasaban

Michael J. Lee, Albert S. Ye, Alexandra K. Gardino, Anne Margriet Heijink, Peter K. Sorger, Gavin
MacBeath, Michael B. Yaffe Sequential Application of Anticancer Drugs Enhances Cell Death by
Rewiring Apoptotic Signaling Networks Cell, Volume 149, Issue 4, 11 May 2012, Pages 780-794

Preview: Janine T. Erler, Rune Linding Network Medicine Strikes a Blow against Breast Cancer
Cell, Volume 149, Issue 4, 11 May 2012, Pages 731-733



e Drug B

Less Effective Therapies

Single hit Low apoptosis

Simultaneous combination

Medium apoptosis

Medium apoptosis

Time staggered combination

Effective Therapy
High apoptosis

Metwork adaptation
with new vulnerabilities



Halézatbiologia alkalmazasa:

Liposzomalis drug ,kapszula”

Combination Erl-Dox Nanoparticles in vivo

Erlotinib e

Doxorubicin g

+ Erlotinib

Doxorubicin




