10. Genomika 2.

1. Microarray technikék és bioinformatikai vonatkozasaik

+ Microarrayek és tipusaik

+ Korrelalt génexpresszié mint a funkcionalis genomika eszkoze
2. Kombindlt megkdzelités a funkcionalis genomikaban
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+ DIP, KEGG, SNP

Microarray technikak és bioinformatikai vonatkozasaik

Microarrayek és tipusaik

 Microarray (v. chip): kisméretl Gveg- v. mlanyag lap, melyre négyzetracs szerinti elrendezésben bioldgiai mintakat
visznek fol, minden pontba mast. A vizsgalt biolégiai anyagot ezzel hozzak kélcsénhatasba, és valamilyen médon
detektaljak, mely pontokban j6tt l1étre kdlcsdnhatés.
* Tipusai:
¢ DNS microarray (oligonukleotid vagy cDNS)
¢ Peptid v. fehérje microarray
+ EI5 sejtek microarray—en (pl. élesztbtenyészetek)

DNS microarray—ek

» Készitésiik: az egyes DNS—darabokat robot helyezi el a megfeleld helyekre, vagy helyben szintetizaljak dket

« Nagy sar(séglek: egy 1x1 cm méretl lemezkén tbbb szdzezer pontban helyezkedhetnek el a kiilénb6z6 DNS—ek

« Elhelyezhetd ra pl. nagyszamu kilénb6z6 gén cDNS—e, pl. az élesztd mind a 6000 génje egyetlen lemezkén

 Alkalmazés: a fluoreszcensen jel6lt vizsgalt mintat (pl. cDNS-allomany) hibridizaltatni probéaljuk a microarray—en |évd
DNS-ekkel. A nem hibridizaltakat lemossuk, fluoreszcencia detektorral leolvassuk, mely pontokban tértént hibridizacioé

A DNS microarray—ek alkalmazéasai

« A globalis génexpresszié megfigyelése

« "Ujjlenyomat" készitése: az arrayre felvitt gének ismerete nélkil is detektalhatjuk a génexpressziéban beall6 valtozaso
« A teljes genomot feldarabolva, genetikai kiildnbségeket detektalhatunk

* stb.

Génexpresszié megfigyelése DNS microarray—ekkel

« Alapfeltevés: az mRNS-szint jellemzi az adott gén expresszids szintjét és az adott fehérje mennyiségét is (nem teljese
igaz, de jé kozelités)

« A sejt kiilonb6zd allapotaiban (pl. sejtciklus kulénb6zd fazisai, ill. mas—mas kornyezet, tapanyagkészlet, sth.) vehetiink
MRNS-mintat és microarray segitségével jellemezhetjik az egyes gének expresszids szintjét.

* PI. két kiildnb6zd allapot 6sszehasonlit6 vizsgalata:
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¢ Kétféle élesztdsejt: vegetativ, ill. spéraképzd allapoti

+ mindkettdbdl kivonjuk a teljes mMRNS-t, reverz transzkriptazzal cDNS-t készitlink

¢ Az egyik mintat pirosan, a masik mintat zélden fluoreszkalé jeldléssel latjuk el

¢ A kettd keverékét felvissziik a microarray-re, amely az 6sszes élesztdgén mintajat tartalmazza. A nem
hibridizaltakat lemossuk

¢ Fluoreszcenciadetektorral leolvassuk, melyik pontra milyen mértékben kotddott a pirossal, ill. a zolddel jelolt
DNS.

¢ Ebbdl a kétféle allapotban expresszalodd gének azonosithatdak

* A val6ésdgos microarray képe (kinagyitott részletekkel):

Korrelalt génexpresszidé mint a funkcionalis genomika eszkoze
» Az ugyanolyan kortlmények kdzott mindig egyitt, azonos mintazat szerint expresszalodé gének kdzott funkciondlis
kapcsolat valészinGsithetd
« Bioinformatika Ujabb feladata: a microarray—adatok elemzése, kiértékelése

Génexpresszios profilok az élesztd sejtciklusanak egyes fazisaiban
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« Elesztdsejteket szinkronizaltak (sejtciklusukat (a))

« Két ciklus soran tizpercenként (18 alkalommal) vettek mintat a sejtekbdl, melyek mRNS-allomanyabdl cDNS-t
készitettek

» Ezeket az 6sszes (6000) élesztdgént tartalmazé microarrayekkel hibridizaltattak, igy minden gén expresszios szintjét
megmeérték

» A 6000-b0I 409 gén mutatott jelentds ingadozast az expresszids szintben, ezeket vizsgaltak tovabb

» A 409 gént klaszterezték (csoportositottak) az idobeli expresszios mintazataik (ezek korrelacioi) szerint (b: piros: nagy
expresszio, kék: kis expresszid). A fastruktira (dendrogram) ezt a hierarchikus csoportositast mutatja

« |d6beli expresszios viselkedésiik (d) szerint a 409 gént 5 nagy csoportba soroltak (c)



« (e: bizonyos gének helye a dendrogramban, most nem érdekes)
Az expresszios adatok klaszteranalizise
« Legfontosabb elemzd eljaras

« Klaszterezés: egy halmaz elemeit egymashoz val6 kbzelségik alapjan csoportokba soroljuk. Lehet egyszerd vagy
hierarchikus:
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« Bels® elemzés: csak magukat az expressziés adatok elemezzik, mashonnan szdrmaz6 funkciondlis v. szerkezeti



informécio felhasznéldsa nélkul

¢ F6komponens-analizis (principal component analysis, PCA)
¢ Egyszer( klaszterezési eljarasok (SOM, k—-means)
¢ Hierarchikus klaszterezés

« Kiils® elemzés: Az expresszids adatokat 6sszefliggésbe hozza funkciondlis vagy szerkezeti informacioval
¢+ SVM (support vector machine): matematikai eljaras, a megadott funkcionalis kategériak szerint igyekszik

szétvalogatni az expressziés adatokat
« Kiforratlan eljarasok, sok nyitott kérdés (pl. nem vilagos, mi a j6 funkcionalis csoportositas)

Kombinalt megkdzelités a funkcionalis genomikaban

Az in silico funkciondlis genomikai modszerek és a korrelalt génexpresszids adatok kombinalasa a legeredményesebb.

Genomes
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A nyilak vonalvastagsagai a médszer megbizhatésagaval aranyosak (legmegbizhat6bb a filogenetikai profilok modszere,
legkevéshé a korrelalt expresszio)

Pl. az élesztore elvégezve, a kévetkezo tipusu eredmények adodtak:
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Sok a bizonytalansag, kisérleti megerdsités sziikséges

Genomikai adatbazisok

Az U modszerek (teljes genomok szekvenalasa, microarray médszerek, proteomika) Ujfajta adatbazisok létrehozasat teszik
lehetbvé.

DIP: Database of Interacting Proteins (a kdlcsénhat6 fehérjék adatbazisa)

« Egymassal kdlcsdnhatasba |épd (egymast kotd) fehérjékrdl gydjt adatokat, kisérleti eredmények alapjan

« Kb. 6200 fehérjérdl kb. 11 000 kélcsénhatast ir le

» Egy koélcsbnhatas adatai: egyik fehérje, masik fehérje, kdlcsdénhaté régiok, kisérleti mddszerek, disszociacios allando,
irodalmi hivatkozasok.
Példa.

« A kélcsdnhatds—halézatokat graffal is szemlélteti (a csomdpontok kattinthat6éak). Pl.:

 Felhasznéalasa: a meglévd adatok tarolasa mellett Uj kdlcsdnhatasok megsejtésére is felhasznalhato



http://dip.doe-mbi.ucla.edu/
dip.htm

KEGG: Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes
Céljai:

« Szamitogépesiteni a jelenlegi molekularis és sejtbioldgiai ismereteket, adatbazisban tarolva az egymassal kdlcsénhatc
anyagcsere— vagy jelatviteli itvonalhal6zatokat és szereplbiket ——> PATHWAY adatbazis

Katal6gusokat fenntartani az ismert teljes genommal rendelkezd él6lények génjeit, s a géntermékeket dsszekapcsolni
megfeleld Gtvonalhalézat—komponenssel ——> GENES adatbazis

» Adatbazisba foglalni az é16 sejtekben el6forduld 6sszes kémiai vegyiletet, és ezeket 6sszekapcsolni a megfeleld
Utvonalhal6zat—komponenssel ——> LIGAND adatbazis

Uj bioinformatikai médszerek kidolgozasa a funkcionalis genomika céljaira: Gtvonal—-6sszehasonlitas,
Utvonal-rekonstrukci6, Utvonaltervezés

’% DBGET Database Links

% .

A KEGG a japan DBLINK (GENOMENET) adatbazisrendszerbe illeszkedik be.

« PATHWAYS: anyagcsere— és jelatviteli Utvonalhal6zatokat tartalmaz, pl. a citromsavciklus ebben:
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http://www.genome.ad.jp/kegg/

Minden komponens (enzim, vegyilet) kattinhatd, mire eldjon a megfeleld bejegyzés a LIGAND adatbazisbél

* GENES: a meglévd teljes genomok génijei, ortolég csoportokba szervezve, hozzarendelve az Gtvonalakhoz.
Osszekapcsolva a GENOMES adatbéazissal.

« LIGAND: kismolekulak, pl. enzimszubsztratok, valamint enzimek adatbazisa, megadja a hozzajuk tartozo reakciokat,
Utvonalelemeket, az enzimekhez a géneket a GENES adatbazisban megadva

» BRITE: fehérje—fehérje kélcsénhatasok

Hasznalat:

« Gtvonalak fel@l elindulva megkereshetjik az adott Gtvonalhoz tartozé géneket
* gének feldl elindulva az utvonalakat
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» Maveletek utvonalakkal:

+ Utvonal-rekonstrukcié: az Gtvonalhalézat 6sszeallitasa az egyes elemek kozotti paronkénti kapcsolatokbol.
Ennek soran fény deriil az esetlegesen hianyzo elemekre, ami U] gének felfedezéséhez, ill. eddig ismeretlen
funkciéju gének funkcidjanak megjoslasahoz vezethet el.

+ Utvonalak dsszehasonlitasa: a kiilonbozé fajok Gtvonal-halézatainak egymasra illesztése alapjan
megtalalhatéak az azonossagok és a kilénbségek, evollcios események tarhatdak fel.

+ Utvonalak elemzése: az Gtvonalak alapjan szamos U] informacié nyerhetd, pl. génduplikaciok ismerhetdek fel,
kovetkeztetni lehet a génexpresszio szabalyozasara (pl. egy operonban elhelyezkedd géneknek az
utvonalhalézatban elfoglalt helye alapjan, stb.)

+ Uj Gtvonalak tervezése: Osszehasonlitasok és elemzések alapjan, atlatva az egész Gtvonalhalozatot, lehetsé
nyilik arra, hogy a halozatot valamilyen célnak megfelelden médositsuk, pl. egy hatékonyabb névényvéddszer
vagy kevesebb mellékhatassal bird gydgyszer Iétrehozasa érdekében.



Mas, hasonl6 adatbazisok

» A KEGG-hez nagyon hasonl6 a WIT (What Is There) adatbazis
 Organizmusokra specifikus, részletesebb adatbazisok, pl. EcoCyc (E. coli), stb.

SNP: Single Nucleotide Polymorphisms (egynukleotidos polimorfizmusok adatbazisai)

* A humén genomrdl van sz6

* SNP: olyan pozici6 a genomban, amelyen nemkonzervalddott nukleotid van. Az 1%—nal ritkabban el&forduld
valtozatokat mutaciéknak nevezziik, ha ennél gyakoribb valtozatok vannak, akkor polimorfizmusrol beszélink.

« SNP konzorcium: kutatok és cégek tarsuldsa, az emberi genom SNP-inek felderitésére

« Emberi genomban becslés szerint 3 milli6 SNP hely van, ebbdl ma kb. 1 250 000 ismert (SNP adatbazisban).
Példa

Jelentdsége

» Betegségre valo hajlam, ill. gyogyszerre valo fogékonysag/érzékenység detektalasa

. What is an SNP?

Different people can have a .. .GGTAACTG . . .
different nucleotide or base at
a given location on a chromosome

. What is an SNP map? _
Location of SNPs [ l { ] I Human
on human DNA DNA

ﬂ-iow can an SNP map be used to predict medicine response?)
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Section of SNP genotype profile
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A beteg/fogékony/érzékeny emberekben egyes SNP—-helyeken bizonyos allélek gyakorisaga eltérhet a normalis
emberekétdl, ennek alapjan genetikai teszttel a beteg/fogékony/érzékeny emberek bizonyos valdsziniséggel
azonosithatoak

 Betegseégért, ill. gyogyszerre val6 fogékonysagért/érzékenységért felelds gén feltérképezése: Linkage disequilibrium
mapping

Linkage disequilibrium mapping

* Linkage disequilibrium (LD) ("a kapcsoltsag egyensulytalansaga"): azt mondjuk, hogy egy kromoszéman lévd két
markerpozici6 kdzétt linkage disequilibrium all fenn, ha a két pozicién talalhaté alléleket tekintve bizonyos
allélkombinacié gyakorisaga eltér az egyes allélek gyakorisaganak szorzatatél.

Példa: két SNP pozicié, mindkettén 50-50% gyakorisaggal A, ill. G van, de a kett6t nézve AG egyditt fordul eld az
esetek 40%—aban, 25% helyett. (Ha nincs LD a két pozicié kézoétt, akkor az AG kombinacionak 50%x50%=25%
gyakorisaggal kell eldfordulnia.)

» Az LD oka: amikor az egyik helyen mutacioként kialakul az egyik valtozat, a masik helyen egy meghatarozott valtozat
van, igy ez a kombinaci6 régzodik.

« A generaci6k egymasutanjaban a két pozicio kdzotti rekombinaciok miatt a kapcsolat az idd elérehaladtaval egyre inké
fellazul, az allélkombinacio gyakorisaga kozeledik az egyensulyi értékhez (a két allélgyakorisag szorzatahoz)

* A két pozicié kozotti rekombinacio valdszinlisége novekszik a poziciok tavolsaganak névekedésével, ezért az LD
mértéke a tavolsag névekedésével csékken


http://snp.cshl.org/
snp.htm

» Kdvetkezmény: Betegséget, ill. gydgyszerre vald fogékonysagot/érzékenységet okozé (mutans) gén kozelében (ha a
mutacié nem nagyon régi eredet() az SNP pozicidkban megfigyelhetd allélgyakorisagok eltérnek a normalis emberekr
megfigyelhetd gyakorisagoktdl, a mutacio és az SNP hely kdz6tti LD miatt!

« Az LD mértéke: valamely SNP allél gyakorisaga a beteg/érzékeny/fogékony emberekben minusz ugyanez a normalis
emberekben.

» Mivel az LD mértéke nd a két pozicié kdzotti tAvolsag csokkenésével, sok SNP adatait felhasznalva a
betegséget/fogékonysagot/érzékenységet okozé gén helye a kromoszéman behatarolhat6

25

20 4 ApoE4

15

10 4

Allele frequency (-logyg p value)

N = =N/

¢] 200 400 600 800 1,000 1,200 1.400 1,600 1800 2,000

Distance (kb)

T

25 4

ApoE4
20 1 Re

10

Allele frequency (-logyg p value)

[
0 T

460 465 470 475 480 485 490 495 500 505 510 515 520 525
Distance (kb)

Az Alzheimer-korért felelds egyik gén behatarolasa LD térképezéssel

» Minél strdbben helyezkednek el az SNP-k, annal jobb felbontassal hatarolhatjuk be a keresett géneket.



