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OSSZEFOGLALAS

Tavlati célunk az emberi, allati sejtben lejatszodo metabolikus folyamatok minél teljesebb
korii identifikdalasa, és az igy felépitett modell konkrét feladatok megoldasara valo
alkalmazasa (példaul bizonyos gyogyszerek vagy toxinok hatasanak megismerése, stb.).
Munkank soran a generikus kétrétegii halo modellnek megfeleld 1j szoftver architektiira
alapjan készitett dinamikus szimuldtorbdl és a tobbszempontu genetikus algoritmusbol allo
programrendszerrel kezdtiik meg egy metabolikus halozat modell identifikdldasat. A
rendelkezésre allo kisszamu meéerést, valamint a hianyos és bizonytalan ismereteket az
egyiittmiikddo szakertokkel (Vanderbilt Egyetem, Integralt Biorendszer Kutato és Oktato
Intézet, TN, USA) folyamatosan egyeztetve iteracios modon probalunk hasznosithato
modellt fejleszteni. Jelen munkdban egy konkrét mérések alapjan késziilo szimulacios
modell kialakitasanak elso lepéseirdl és jelenlegi eredményeirdl szamolunk be.
(Kulesszavak: metabolikus folyamatok, identifikalas, generikus szimulator, genetikus
algoritmus)
ABSTRACT

Development of a Large-scale Metabolic Modell
Model Description and Preliminary Results

M. Varga
University of Kaposvar, Department of Information Technology, Guba S. 40., Kaposvar, H7400

Final goal of this work is the more detailed identification of the metabolic processes in the
human or animal cells. The computer models are to be applied to solve practical tasks, e.g.
in studying the effect of the drugs and toxins. Recently we have started the identification of
a large-scale metabolic model by means of the generic bi-layered net model based
simulating software, combined with the multiobjective genetic algorithm. Considering the
limited set of available measurements, as well as the ill-defined and uncertain knowledge,
the development of the model is based on a continuous consultation with the field experts
(Vanderbilt Institute of Integrated Biosystem Research and Education, Vanderbilt
University, TN, USA). Present work reports about the first steps and the present state of
the development of a simulation model on the basis of a published data set.

(Keywords: metabolic processes, identification, generic simulator, genetic algorithm)

BEVEZETES
A sejtben lejatszodd folyamatok, a kiilonféle szervezetre hasznos vagy karos anyagok

(gyogyszerek, toxinok) hatdsanak megismerése iranti igény vetette fel a sejtfolyamatok minél
teljesebb kori modellezésének sziikségességét (Wikswo et al., 2006). A metabolikus modell
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identifikaldsdhoz egyrészt a generikus szimulatorral egylittmiikdd genetikus algoritmus
teremtette meg a sziikséges alapot, masrészt nélkiilozhetetlenck voltak az adott szakteriilet
(jelen esetben a biologia, biokémia) szakirodalombdl, illetve kozvetlen kommunikaciobdl
szarmaz0 ismeretei is. Ezek sokszor bizonytalanok és csak igen korlatozott mennyiségben
allnak rendelkezésre. A korlatozott mennyiségii ismeretet a rendelkezésiinkre allo ,,szamitogépi
tudassal” kombinalva probalunk eljutni az egyre pontosabban identifikalt sejtmodellhez.

ANYAG ES MODSZER

Modell kifejlesztés

A metabolikus modell felépitése soran az alabbiakban felsorolt informaciok alltak
rendelkezésre, melyek segitségével 1€pésrol [épésre tudtunk eldre haladni:

1. Mérési adatok

2. Modell bazisu logikus kovetkeztetések, melyek a munka soran keriilnek felszinre
3. Szakirodalmi adatok

4. Szakértdi becslések, vélemények, kvalitativ megfigyelések

Az elébbiekben felsoroltak koziil a kevés, de konkrét szamszer(i adat azokbdl a mérési
eredményekbdl allt rendelkezésre, melyeket az egylittmiikodé szakértdi csoport végzett
(Eklund et al., 2004). Az un. mikrofiziométer gyors, dinamikus mérést tesz lehetove,
melynek 1ényege a kovetkezokben foglalhatd 6ssze. 3 ul térfogatban 1.74 uL mennyiségii
sejtkultara (kb. 300 ezer sejt) van, és 1.26 uL extracellularis folyadék. Az extracellularis
téren meghatarozott 0sszetételii RPMI oldatot vezetnek at. 90 masodpercenként végzett
dinamikus mérésekkel hatarozzak meg az extracellularis folyadék gliikoz és oxigén, illetve
eredményekbdl szamitottuk a sejtek gliikoz és oxigén fogyasztasat, valamint a sejtekbdl az
extracellularis térbe aramlo laktat és proton mennyiségét.

A modell identifikalasanak elsé Iépése az, hogy meghatarozzuk azokat az
»epitdelemeket” (komponenseket) és elemi folyamatokat (reakciokat és transzportokat),
amelyeket figyelembe vesziink az identifikalas soran. Ez alapvetden a vonatkozd
szakirodalom alapjan tortént (Michal, 1999; Nicholson, 2003). A munka egyik érdekes
tapasztalataként emlithetjiik meg, hogy egy kezdeti részletesebb struktiura kidolgozasa
nagy segitséget nyujtott ahhoz, hogy megértsik a kiilonféle sejtfolyamatok
Osszefliggéseit, kapcsolddasi pontjait, illetve a folyamatok miikodési mechanizmusait. A
részletesebb struktirabol kiindulva viszont mar kdnnyebb volt a folyamatok 1ényeges
jellemzait tartalmazo leegyszertisitett vaz meghatarozasa, amely az /. abrdn lathato.

Az abran 1évo koralaku grafpontok a komponenseket, a vonalka alaku grafpontok a
reakcidkat, illetve transzportokat jelolik, a grafélek pedig az elemek kozti lehetséges
utakat, az egyes elemi folyamatok altal okozott csokkentéseknek illetve ndvekedéseknek
felelnek meg. A nem iranyitott grafélek arra utalnak, hogy a kapcsolddo elemi folyamat
mindkét iranyban lejatszodhat ugyanannak az enzimnek a segitségével.

Az identifikalas soran az /. dbran is lathatd modon a sejtet funkcionalisan kiilonbdz6
részekre (kompartmentekre) bontottuk, és ezen részek szazalékos aranyait a vonatkozo
szakirodalmi adatok alapjan (Voet et al., 2006) a kdvetkezéképpen vettiik figyelembe:

Sejtmembran 10%
Citoszol 55%
Mitokondrialis membran 5%
Mitokondrium 15%
Egyéb 15%
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1. abra
A sejtben lezajlé folyamatok egyszeriisitett rajza
és a fobb folyamatok kapcsolodasi pontjai
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Figure 1: Simplified graph of the metabolic processes and connections of the main parts

Cytosol(1), Mitochondrion(2), Mitochondrial membran(3)
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Az 1. dbra csak a fobb folyamatokat és azok kapcsolodasait tartalmazza, melyek a kovetkezok:
- Glikolizis

- Pentoz-foszfat ciklus

- Citratkor

- Terminalis oxidacio folyamata

Az 1. és 2. dbrakon lathaté folyamatokat (az abrazoltnal joval részletesebben) egy
megfelelden strukturalt Excel adatbazisban gylijtottiikk dssze, és ebbdl az adatbazisbol
egy interpretal6d program késziti el a dinamikus szimulator részletes input allomanyat. Az
igy kialakitott durva felbontasi modell a folyamatokat (az gy nevezett ,,mass action”
megkdzelités szellemében) elsé illetve masodrendli (opciondlisan egyensulyi) modellre
képezi le.

A folyamatok Excel adatbazisban torténd megadasanal maximum 4-4 input, illetve
output komponens bevitelére van lehetdség, a hozza tartozé kompartment feltiintetésével
és a folyamatot katalizalé enzim megadasaval. A kinetikai allandok és egyensulyi
paraméterek is megadhatok, azonban ezek szamszer(i értékére nincsenek, vagy csak
bizonytalanul becsiilt adatok vannak. Ezért az adatbazisban egy olyan intervallumot is
fel kell tiintetni, melyet a szimulatorral egylittmikodé genetikus algoritmus felhasznal
majd az evolucids modszerrel torténd identifikalas soran.

A komponensek esetében az ugyancsak bizonytalan, becsiilt koncentraciok és
kompartment térfogatokbol adodd bazisértékek miatt szintén egy ,,valtoztathatésagi”
intervallumot kell megadni a genetikus algoritmus szamara.

A modellépités soran sziikséges megtalalni egy a részletességre vonatkozod olyan
kompromisszumot, mely élethilen mutatja be a modellezett valdsagot, a valdsag
szempontjabol 1ényegtelen elemeket viszont figyelmen kiviil hagyja. A részletességre
példaképpen a terminalis oxidacid folyamatat mutatjuk be, mely Iényege a
kovetkezokben fogalmazhatd meg.

A metabolikus modell egyik igen fontos eleme a nagyon sok elemi folyamat altal
fogyasztott és termelt kiilonféle energiakozld és elvond (pl. ATP, ADP), illetve
oxidaciés és redukcidos (pl. NAD, NADH2, FAD, FADH2) ,valuta jellegli”
komponensek regeneralasat a metabolikus folyamatokkal szervesen 6sszekotd részletes,
2. abran bemutatott terminalis oxidacios folyamat.

Ez a modell részlet a sejtben lezajlé folyamatok oxidacioja soran keletkezo
protonokat és elektronokat a citratkorrel kapcsolt NAD—>NADH, illetve FAD—FADH,
koron keresztiil juttatja a termindlis oxidacié enzimeihez. Megemlitendd, hogy a protonok
egy masik része a mitokondrium kiilsé membranjan keresztiil forgalmazodik. A terminalis
oxidacid sordn az elektronok a belsé membran elektronszallitd rendszerén, a
hidrogénionok pedig egy bizonyos koncentracié elérése utan a ,,protonpumpan” keresztiil
és protonszallitds energia felszabadulassal jaro folyamat, a sejtben egységnyi gliikoz
bomlasakor meghatarozott mennyiségii ATP keletkezését biztositja a mitokondriumban.

Modell leiras

A durva modellt a szimulator sziikség szerint dekomponalja a részletes strukturalis modell
aktiv és passziv elemeire. A metabolikus modell esetében a passziv elemek az egyes elemi
komponensek (enzim, metabolitok, kofaktorok és ezek komplexei), az aktiv elemek pedig
a lehetséges legrészletesebb elemi Iépések. A 3. dbran az egyik bruttd folyamatnak
megfeleld részletes elemi folyamat kétrétegli haldo modelljét mutatjuk be, ahol izocitratbol
a-Ketoglutarat képzdik NAD belépése illetve CO, és NADH, kilépése mellett.
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2.abra
A terminalis oxidacié részletes folyamatabraja
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Figure 2: Detailed graph of the terminal oxidation
Mitochondrial membran(1), Mitochondrion(2)
3. abra

Egy egyszerii elemi folyamat kétrétegii halé modell részlete

P1 p2 Ps P4 Ps  (3)

N
Iso- NAD
citrat

P1, P2, P3> P4» P5 — passziv elemek a; — aktiv elem

Figure 3: Detailed part of generic bi-layered net model for a simple chemical process
Reading channels(1), Modifying channels(2), p;, ps, p; ps Ps— passive elements(3), a; — active
element(4)
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A modell identifikalasara szolgald szamitogépi modszer alapjat a kétrétegli halé modell
alapu generikus szimulator és az ezzel visszacsatolt kapcsolatban egylittmikodo
genetikus algoritmus képezte (Csukds és Balogh, 1998).

A felhasznal¢ altal megadott strukturalt Excel adatbazisbdl egy interpreter program
GNU-Prolog kodot készit (Felhasznaloi vagy user interfész), soronként beolvasva a
tablazat aktiv és passziv elemeit, illetve ezeknek a struktirabol adodo leolvasasait és
modositasait, leforditva azokat a szimulator altal érthet6 nyelvre.

Ebbdl az un. ,Felhasznaldi (User) interfészbol” és a szakértd altal megadhato
ismereteket, Osszefiiggéseket tartalmazo ,,Szakértdi (Expert) interfészbdl” szdrmazd
fajlok felhasznalasaval a GNU-Prolog nyelven irt kernel program végzi a dinamikus
szimulaciét. A modell tényleges identifikalasat a genetikus algoritmussal vald
kommunikacio teszi lehetdvé. A dinamikus szimulator értékelési szempontokat és a
lehetséges valtoztatasok lehetdségterét biztositja a genetikus algoritmusnak, mely a
bioldgia mintajara szelekcid, keresztez6dés és mutacio révén tendenciajelleggel javuld
pontossagi variansokat képez és ad at a dinamikus szimuldtornak szamolédsra. A
szimulator a szamolasok elvégzése utan a kiértékelt variansokat visszaadja a genetikus
algoritmusnak, ahonnan az evolicios folyamat végén ,kinyerhetok™ a legjobbnak itélt
valtozatok.

Mivel a sejtmodell felépitése ismerethianyos kdrnyezetben, tobbnyire bizonytalan
adatokkal torténik, ezt kikiiszobdlendd sziikség van a kiilonféle ismeretek egyiittes
alkalmazasara, beépitésére.

Az altalunk identifikalni kivant metabolikus sejtmodell esetében a valtoztathatd
paraméterek (kinetikai és egyensulyi allandok, koncentraciok) megadésa egy tn. bottom-
up tudés bevitelét jelenti a modellbe, mely egyfajta alulr6l valéo meghatarozast jelent.

A top-down tudaselem felhasznalasat a modellben esetiinkben a fluxusokra
vonatkoz6 ismeretek alkalmazasan keresztiil valositjuk meg. Erre vonatkozoan az egyes
utvonalak egzisztencidjara, illetve az egyes utvonalakhoz tartozé aramokra kiilonféle, a
szakértoktol és a szakirodalmi adatokbodl szarmazé hipotézisek vannak. Egy példaként
elmondhat6, hogy a bearamlé gliikéz fluxusban belépd szénatomok a tavozd CO2
fluxuséaban, a laktat és egy¢€b a sejt altal eldallitott komponensek fluxusaiban, valamint a
sejtbe épitett komponensekben (pl. aminosavakban) jelennek meg.

A bottom-up ¢és top-down tudaselemek egyiittes alkalmazasa segiti a minél
pontosabb identifikalast.

EREDMENYEK

Jelenlegi eredményeink a sejtben lejatszodo elemei folyamatokra vonatkoz6 kinetikak és
egyensulyi allandok, illetve az egyes elemekre vonatkozo koncentraciok becsiilt értékei,
melyek alapjan egy ténylegesen funkcionalé modell épiilt fel. Jelen allapotdban — a
felhasznalok altali egyszerli kezelhetdség érdekében felhasznaloi feliilet készitése
folyamatban van — a modell Excel munkafiizet alkalmazasaval, tetszés szerinti
folyamatokkal bdvitve hasznalhat6 a kiilonféle anyagok hatasanak modellezésére (pl.
gyogyszerek, toxinok hatdsa). Ezen kiviil a programrendszer lehetové teszi a kiilonféle
beadagolasok fiiggvényszerli megadasat is (pl. adott sejtkultira taplalasa érdekében a
tapanyag tetszéleges fiiggvény szerinti beadagolasat).

Az eredmények azonban nem tekinthet6k véglegesnek, hiszen a pontosabb
sejtmodell identifikalasa érdekében még rengeteg nyitott és folyamatosan felmeriild
kérdés megvitatasa all el6ttiink a nemzetkozi egylittmiikodés keretében veliink dolgozo
sejtbiologus szakemberekkel.
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4. abra
Az extracellularis térben 1évé anyagok mennyisége
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Figure 4: Chart of the external elements

Time, sec(1), Concentration of H, Lactat and O2(2), Concentration of Glucose(3)

5. dbra
A sejt altal szintetizalt aminosavak
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Figure 5: Synthesis of amino acids by the cell

Time, s(1), Concentration, mmol/l(2)
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A pillanatnyilag rendelkezésiinkre allo, aktualis ismereteink alapjan identifikalt modell
mikodését reprezentalja a 4. abra, mely a sejten kiviili oldatban 1év6 proton, laktat,

s

5. abra, mely a sejt altal szintetizalt amindsavak alakulasat szemlélteti.
KOVETKEZTETESEK

Eddigi munkénk tapasztalata alapjan az elkészitett sejtmodell jol alkalmazhat6 a sejtben
lezajlé folyamatok pontosabb megismerésére, segitséget nyujthat kiilonbozd
gyogyszerek, toxinok sejtszintli hatdismechanizmusainak megismerésére.

A feladat multidiszciplinaris jellegébdl adodoan elmondhatjuk, hogy a teljeskori
metabolikus modell felépitése egy szakmailag felkésziilt, kiilonféle szakteriiletek
képvisel6ibdl allo team-et igényel, folyamatos konzultacioval, a kiilonbozd elszigetelt
tudaselemek 6tvozésével.

Egyre tobb olyan kérdés adodik ugyanis a munka soran, mely elére nem lathato, de
a feladat megoldasa igényli a pontos megvalaszolast, felderitést.

Példaképpen néhanyat megemlitiink a jelenleg diszkutalt kérdések koziil:

- A metabolitok lehetséges vagy nem lehetséges akkumulacidja, és a lehetséges
koncentraciotartomanyok.

- A komponensek sziikséges vagy nem sziikséges allando jelenléte.

- A parcidlis teljes fluxusutakra és korokre vonatkozo hipotézisek, becsiilt fluxus
tartomanyok.

- Az egyes elemi folyamatok egyensulyanak becsiilt tartomanya.

- A sejt altal felvehetd illetve leadhatd komponensek specifikalasa.

- A kompartmentek kozotti lehetséges transzportok megadasa (pl. lehet-e NADH,
transzport a mitokondrium és a citoszol k6zott?)

Jovobeni feladatok az ezekhez hasonld kérdésekre a valasz megtalalasa, és a
folyamatosan boviil6 informaciok alapjan a modell egyre pontosabb identifikalasa.
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