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Molekularis kapcsolok és halézatok: a rendszerbiologia elemei

*LATALAKiTAS KAPCSOLAS

JELTOVABBITAS

Kulcsszavak: kapcsolok
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Molekularis kapcsolok és halézatok: a rendszerbiologia elemei

Transzkripcio szint( szabalyozas
Modularis egyseg: egyuttes expresszio
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Kulcsszavak: kapcsolok és modulok




MIRNS analizis

Transcript degradation
(requires perfect complementarity)

T ”th |||||||
Cytoplasm transcript ‘;’w

_,./1 Translational
Nucleus /__H\‘j % repression
EXPOIIII‘IS (requires only partial
Pasha complementarity)

Drosha

F're RISC Argonaute

':.g_ . rmHNA miRNA \ __
e Mature 22 base-miRNA

«  miRNS: kis 19-25 nukleotid hosszu egyszalu RNS molekulak, amelyek a
genexpresszio negativ szabalyozasaban jatszanak szerepet

« a sejtmagban keletkeznek hosszu prekurzor RNSként: pri-miR

 emberben szamuk meghaladja az ezret -> minden miRNS tobb szaz mRNS

transzkripcidjat szabalyozza

* méretuk és a nagyfoku szekvencia konzervacio (1-2 nukleotid eltérés) miatt

detektalasuk nehéz

« megvaltozott miRNS expresszié szamos betegseég kulcsa

lehet -> target: rak, sziv és érrendszeri megbetegedések



Geéenhalozatok, skala-fiiggetlen tulajdonsag, redundancia és érzékenység

| )
¥ T 1 l:‘_ ::
L e [ po3 ] Q2D
FTIff T3 ;
(DP1 =~ - '_]‘i'*' ~(BRCAL
—i | .
G'm sDNA
j = p21
= Bax
‘ * Fos
[ MDM2 }j !

i
L
i

Figure 1.2: Schematic architecture of the p53 network. The p53 node integrates information
from verv different parts of the svsteny, Only part of the cell ety 15 shown here. For a
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2 valtozasok v felderitése
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a funkcionalis genomikaban

Microarray technologiak

Fragmentek

Szubcellularis

Sejtek

Organizmusok

Kozosségek

DNS, RNS
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A csipek hordozo szerinti osztalyozasa

7 S = ‘nylon membranon néhany 100
b £ 33’ 98 .® “#® énspecifikus minta (DNS darab)

, R o -radioaktiv jeldlés
= 0 . ﬁ}
macroarray "”!. Q,s ro *kis minta s(r(iség
3§3=,ﬂ*% o2 % r (100-1000 pont/cm?2)
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*Uveglemezen tobb
10.000-100.000 génspecifikus minta
(DNS darab)
fluoreszcens jelolés
*kOzepes mintaslriseég
(5000 pont/cm?)

*Uveglemezen tobb

100.000-1.000.000 génspecifikus
minta (DNS darab)

fluoreszcens jelolés

*nagy minta slrlseg

(10.000pont/cm?)

chip




Egy csipkisérlet altalanos lepései

cDNS klon és/vagy

DNS szekvencia biolégiai minta
szovetbal,

sejtknltirabol

néhany 100,
vagy tébb 1.000,
100.000 gén, fehérje

kdlcsdénhatas jelolt minta
® Oo@

adatfeldolgozas, bioinformatika, génmikodésre vonatkozo
informaciok értékelése
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DNS-chipek/DNS-microarrayek
készitése
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Laboratory of Functional Genomics.BRC, Szeged



Human-I
Mouse-1
Rat-1
DNS chlp
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Oligonukleotid alapu chip készitése
in situ szintézis

Affymetrix
Light
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Alternativ technolégiak oligonukleotid
DNS-chipek gyartasara

en s~
inkjet-printed microarrays maskless array synthesizer

(e.g. Agilent) (e.g. Nimblegen)




CARP Gene database & bioinformatics tools
for microarray selection
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' 11!'““- 'I'i1'II||||||

NETY gT Ay

. .
?.f-'-.‘_ CarpBase: over 15.000 expressed
=T sequence tags (ESTs)

NCBI: over 10.000 uncurated sequences

~

Probe Design homology search Blast
- 15.000 gene-specific ‘¥ sequence comparisons
oligonucleotide sequences ~ EST config construction
~
~
~

15.000 cured ESTs,
functional groups,
gene families,
annotation

DNA-microarray construction




Ponty DNS-microarray formatum

Analysis of
8 carps in

1 microarray
experiment
15.000 gene
analysis
each



Kulonbozo stressznek kitett pontyok (ver, maj, kopolytu)
génexpresszios vizsgalata
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Sample collection (gill, blood, liver)
RNA preservation
transportation
RNA preparation
cDNA conversion
(banking for future studies)
DNA-microarray
HTS-QRT-PCR

Laboratory of Functional Genomics.BRC, HAKI, Szarvas x'l
/A\tech, i
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A taplalék kolcsonhatasa a génekkel, génallomannyal

Genes contain
instructions
for making
proteins

Rovidtavu és
Hosszutavu hatasok

| i 0> AN
Fiziologias valtozasok RPRVARPIOTEINS o

Kitajka et al. (2002) PNAS 99, 2619;
Barcelo-Coblijn, G (2003) PNAS 100, 11321. i :
Kitajka (2004) PNAS 101, 10931 ar In complexe
Puskas et al. (2003) PNAS 100, 1580-1585. pe;\farm many cellular
Puskas et al. (2004) Biochimie 86, 817.

Jayasooriya et al (2005) PNAS 102, 7133.

Puskas et al. (2006) Curr Pharm Biotechnol. 7, 525
Puskas LG, Kitajka K. (2006) Nutr Health. 18, 227
Ménesi D et al. (2009) Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids
DasUN, Puskas LG (2010) Lipids Health Disease

functioi::



N-3 politelitetlen zsirsavakat tartalmazoé diéta
hatasanak vizsgalata cDNS-chip technolégiaval

halolajjal
etetett

kontroll

Génexgressziés valtozasok

szinaptikus plaszticitas

citoszkeleton

jelatviteli folyamatok
energia metabolizmus
membran asszociacio
ioncsatorna képzés
transzkripcios faktorok

cDNS ) 5 Pozitiv hatas a
ol 4 mentalis
= funkciokra,
coo o SR Tanulas,
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Antidepresszansok hatasanak vizsgalata DNS- chip
technologiaval patkany agyban

kezelt
kontroll haloperidol, LEHE T 6SE GEK
riszperidon Hatasmechanizmus, kinetika

(akut és kronikus kezelések) terapias-toxikus dozis
potencialis gyogyszerek, gyogyszercélpontok felderitése

) D
temporalis agykéreg
2
2. RNS
/ * l] 1000 2000 3000 4000 s000 G000 000 &000
cDNS L, 4 Génexpressziés véltozdsok

— > > — Jelatviteli folyamatok (Erk-2 kinase, ryk-related, Janus prot. Tyk 1)
= O O O Szerkezeti fehérjék (tubulin, fibronectin)

Fehérje metabolizmus (proteasomal subunits, ubiquitin proteins)
Sejt tulélés, apoptozis (midkine, stress-inducible protein)
Szinaptikus plaszticitas, novekedési faktorok, Ca-haztartas

(follistatin-like protein, basic fibroblast growth factor, pleiotrophin)
Feher LZ, Kalman J, Puskas LG et al. (2005) Neurochem. Int. 47, 271.

patkany cDNS-chip
3200 génspecifikus minta
6400 mintapont



Genomi atrendezodések és
valtozasok vizsgalata
csiptechnikaval




Pontmutaciok (SNP) detektalasa

*Oligonukleotid
alapu chipek
*egy nukleotid
eltérés
azonositasa

1. SNP

3 pozicié
2. SNP
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Adat analizis
1. SNP: 3. pozicié A-C
2. SNP: 2. pozicio C-




k specificitasa

asana

k detektala
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1 mutacio 2 mutacio 3 mutacio

Komplementer
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Fajmeghatarozas mitokondrialis
cytB polimorfizmus alapjan

Fully complementary 3
\\ \
\ \
Mismatch
Horsg , - Mouse
e
Dog - — Rat
Cat Chicken
Deer. Human
Pig rabbit
cattle Borz

DNS-chip Labor, BRC.



u valtozasok,

144

Genomszint
kromoszoma rendellenességek,

ok, deléciok detektalasa

Paraffinba agyazott mintak
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CGH nagyfelbontasu (385K) teljes
genom array-vel

NG vs. férfi gDNS

Log, ratio
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Chromosomes 1-22,X,Y —

| 1and 2 copy gains




Variation In
COpYy
number
mapping to
chr 17

ﬁ ERBB2 (HER2) oncogene

MLN64




Parhuzamos mRNS szint vizsgalat

117 high level DNA
amplifications (91
different genes)

62% (54 genes) found
associated with at least
moderately elevated
MRNA

e 12/54 genes are
oncogenes or candidates

17pter cén 17qter

42% (36 genes) found
associated with highly
elevated mRNA.



Egyedi genomi elterések detektalasa?

PMES AGC TCC CGG TAC

= - AGC TCC GGG TACS
v il AGC TCC TGG TAC

AGC TCC AGG TAC

Drug resistance

KRAS mutaton correlates with
resistance to e.g.Erbitux




Atfogo fehérjekifejez6dés és
fehérjemodositasok vizsgalata
feherjecsip technikaval



Kezeletlen
kontroll

Feheérje-chipek - elteroen kifejez6d6
vagy modositott fehérjék azonositasara
,bar igéretes technologia,

meégsem annyira megalapozott,
mint a DNS-csip médszer”
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Signal transduction  Cell stress Cell cycle/nuclear

Cell cycle

Apoptosis

Cytoskeleton
Neurobiology
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Tudotumor feheérjecsipes
vizsgalata
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Specificitas és erzékenység meghatarozasa

Caspase 9

100ng/ml

30ng/ml

3ng/ml

High level

buffer

Low level




Chip kiseérletek adatanalizise
elemzések,

bioinformatikali megoldasok
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1. Informatikai feladat: NORMALIZACIO

The computer says | need to upgrade my brain
o be compatible with microarray data analysis.'



Globalis és Lowess normalizaciok

Ponty Kopoltyu Block8 Cy5/Cy3




Normalized Expression
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Kulonbozo pajzsmirigy eredetli betegségek
hierarhikus klaszteranalitise
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Betegségspecifikus genmarkerek azonositasa

Struma Hashimoto

O Microfollicular + Struma P ]




Korte
éresenek
genomikai
vizsgalata

translationally controlled tumor prot.
pollen coat protein
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Confirmation of gene expression data obtained from
DNA-microarrays by different techniques

Real-time quantitative PCR

Northern-blot analysis
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Adatbaziskutatas,
adatbanyaszas

Fancionélis
Allapotok
csoportok

Génontoldgia

Funkcionaliscsoport-
ontologia

AllapotokFunkci
onalis
csoportok

Ontologiak

Allapotok

SZBK, SZTE, DABIC Kht.



Genomikai kutatasok a
Gyogyszerkutatasban, -fejlesztéesben

Felfedezées (Discovery)

Optimalizacidé (Optimization)
Hatasossag vizsgalat (POC, Preclinical)
ADME-Tox (Preclinical)

Klinikai vizsgalat (Clinical trials)




Felfedezés (Discovery)

1. Target alapu sziirések

1a: uj target azonositasa

cathepsin K
— osteoclast formation

1b: off-target effektusok kimutatasa

1c: target validalas (siRNS, expr. mintazat)




Felfedezés (Discovery)

1. Target alapu sziirések

1a: uj target azonositasa

Potencialis
— v gylgyszer-
célpontok

Expresszios
mintazat:
MARKER

il
Control




Génexpresszios valtozasok Ac915-tel
kezelt KO-eger majkarcinomaban

2 » 9

Tumorigenesis: DEN, 15 naposan
egyszeri 50 ul-es kezelés, 4 hénap

\ normal tap
Kezeletlen Q \r ( @ )

/ \\‘/ ‘\;ﬁ;‘?‘-_.—_;/
Egeszseges |
\_/ szovet izolalas

Tumor Egeszseges
izolalas szovet izolalas
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Funkcionalis elemzés

Ac-915 tumor / induced tumor

*DAVID bioinformatics

*WEB alapu rendszer

*Input: gén lista

*Funkcionalis “csoportok” (GO terms,
pathways, tissue expression pattern etc.)
*Géncsoportositas azonos funkcio szerint
*Szingnifikancia analizis, p-value




Uj médszerek
fejlesztések,

lehetoséqgek
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Genomikai kutatasok eszkozei

DNS-chipek,
microarrayek

Uj generacios szekvenatorok

Sequence
Analysis

Tag
Analysis

Expression

- Structural
NimbleGen Variation

L R

de Novo
Sequencing

Copy Number
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A normalizalt génexpresszios értekeket hierarchikus klaszterezési eljarasnak vetettuk ala.
A referencia-mintak kozos klaszterben mutatkoztak, amely hasonlé hatdasmechanizmusra utal

Kooperacio: MTA SZBK, Comgenex zRT., Targetex Kft.
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Toxicogenomics screening with reference compounds
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SNP genotyping applications

Human Salmon Corn Mouse

sPopulation Genetics <Population Genetics <Marker Assisted eMarker Assisted
*Disease Associations e<Migratory Patterns  Breeding Breeding

PGx *Breeding *Transgenics QC/ *Transgenics
*Genetic ldentification Stewardship *Trait mapping

eHuman disease models
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Clinical assessment
mcorporatlng a personal genome
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Korlatok, megoldasok




Flow of genetic information Secretion from cell

Cytoplasm

transcription translation

Cell
nucleus

Degradation

| _ Activity lodificatio
Internal stimuli ‘

Cell membrane

Transcriptiorel stinl]



Sejthalozatok eés genhalozatok, kapcsolatok és jelek




Neuronok csoportositasa

Soma- and proximal dendrite-targeting cells
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Nanokapillaris QRT-PCR
digitalis expressziovizsgalatra



BXX26 - Ct

Digitalis génexpresszio analizis egy sejthol

1. S18 ngf - 43 10. X2 ngf - 40
2. S18p - 41 11. X2 p -10

3. S18 negative - 1 12. X2 negative - 1
7. X1 ngf - 40

8.X1p-10

9. X1 negative - 1




Hagyomanyos és chip adatok egy adott klinikai
koérkeépre
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