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Bevezetés

Az él6 szervezetek sejtjeiben szinte minden biokémiai folyamatban részt vesz
valamilyen fehérje molekula. A fehérjék funkcionalitasukat tekintve nagyon
valtozatosak, az egyik legrégebben ismert funkcidjukat enzimként latjak el, amikor is
valamilyen biokémiai folyamatot katalizalnak. Tudjuk, hogy ennek a feladatnak az
ellatasahoz elengedhetetlen, hogy a fehérje térszerkezettel rendelkezzen, mely
megfigyelés a szerkezet-funkci6 paradigma néven valt koztudottd. Habar az
enzimekhez hasonloan, térszerkezettel rendelkezé fehérjék a sejtes folyamatok jelentés
esetében jelen vannak, ma mar tudjuk, hogy léteznek olyan fehérjék is, melyekre nem
igaz a szerkezet-funkcié paradigma, mivel nem rendelkeznek térszerkezettel fizioldgias
kordlmények kozott, ennek ellenére funkcionalisak. Ezeket a fehérjéket nevezzik

eredenddéen rendezetlen fehérjéknek (Intrinsically Disordered Proteins - IDPs).

A rendezetlen fehérjék a XX. szazad végén kerlltek felfedezésre és azota a réluk
megszerzett tudasunk folyamatosan bévil. Mara tudjuk, hogy a sejtes folyamatokban
nem csak, hogy jelen vannak, hanem a sejt alapvet6 mikodésében latnak el fontos
szerepeket. Ebbél kifolydlag azt is tudjuk, hogy sok betegség (pl. neurodegenerativ
vagy rakos megbetegedések) kialakulasa Osszefuggésbe hozhaté a rendezetlen

fehérjékkel.

Habar a rendezetlen fehérjék jelentésége orvosbioldgiai szempontbdl is hangsulyos,
meégis viszonylag keveset tudunk roéluk, melynek f6 oka, hogy laboratoriumi
koriimények kozott specialis tulajdonsagaik miatt a jelenlegi eszk6zdkkel nehezen
vizsgalhatéak. Ezért a rendezetlen fehérjék vizsgalatara egy hatékony megkozelitést
jelent a Dbioinformatika. Ezt felismerve, mara szamos, kilonb6zé stratégiaju
bioinformatikai vizsgalat iranyul a rendezetlen fehérjékre, azonban kevésbé
tanulmanyozottak evolucidés szempontbol. Doktori munkam koézpontjaban a rendezetlen

fehérjék evolucios vizsgalatai alltak, mely vizsgalatok révén megismerve molekularis



torténelmiket kerllink kdzelebb mikddésik pontosabb feltérképezéséhez és

megeértéséhez.



[rodalmi attekintés

Ertekezésem kozpontjaban a rendezetlen fehériék funkcionalis régidira iranyuld
bioinformatikai vizsgalataim eredményei allnak. Ehhez kapcsoléddan, az irodalmi
attekintésben bemutatasra kerilnek a rendezetlen fehériégk és evoluciojuk,
funkcionalitasuk és az ebbdl eredd biologiai jelentéséguk, valamint nem utolsé sorban a
rakos megbetegedésekben betoltott szerepuk. Tovabba bemutatok egy, a rendezetlen
fehérjék specialis kdlcsonhatasan alapulé rendszert, az LC8 dinein konnydlanc fehérjét
és kolcsdnhatd partnereit. Kutatasaim eszkdze elsGsorban a molekularis evolucio.
Ennek megfeleléen tovabba, az irodalmi attekintés soran képet adok a rendezetlen
fehérjék evoluciojardl, az evolucié molekula szintl alkalmazhatdésagardl minden olyan

vonatkozasban, melyeket kutatasi eredményeim érintenek.

A rendezetlen fehérjék és funkcidik

A fehérjék altal ellatott feladatok egy része szorosan kapcsolodik a térszerkezetikhdz —
s6t bizonyos funkcidk csak igy lathatéak el, mint pl. az enzimatikus folyamatok. Ez a
megfigyelés vezetett a szerkezet-funkcié paradigma megalkotasahoz, mely szerint egy
fehérje funkcidjanak ellatasahoz elengedhetetlen egy harmadlagos térszerkezet.
Azonban egyre tobb kisérleti bizonyiték mutatott ra arra, hogy ez az elképzelés
tulsagosan leegyszerUsitett. Egyrészt mar régodta ismert tény, hogy bizonyos
fehérjeszakaszok, illetve kisebb hormon peptidek (pl. a glikagon) nem képesek
onmagukban rendezédni, igy pl. rontgenkrisztallografidas mérés soran (amely a
leggyakrabban hasznalt modszer a térszerkezet meghatarozasara) nem adnak
koherens szoérasi képet. Sok esetben eredménytelenll préobalkoztak egy adott fehérje
kristalyositasaval, illetve annak szerkezetének meghatarozasaval. Az is ismert volt,

hogy bizonyos fehérjék, vagy fehérje részletek aminosav dsszetétele annyira specialis,



hogy azokban nem tudnak rendezett masodlagos szerkezeti elemek kialakulni, ezek

altaldban alacsony szekvencidlis komplexitasu részek 2.

Azonban sokaig varatott magara az a felismerés 3, hogy a szerkezet-funkcié
Osszefuggést ujra kellene gondolni, mivel fiziolégias korilmények kozott is léteznek
olyan harmadlagos szerkezet nélkuli fehérjék, amelyek képesek egy adott funkciot
ellatni. Valéjaban ma mar tudjuk, hogy az élélények proteomjai (még az olyan
egyszerlieké is, mint az egysejtiek) jelentds részben tartalmaznak olyan funkcionalis
polipeptid szegmenseket, melyek nem képesek a jol meghatarozott 3-dimenzids
szerkezet kialakitasara “’. Ezeket a régiokat nevezziik rendezetlen régioknak
(intrinsically disordered region - IDR), mely régidk kulonb6zé mértékl jelenléte definialja

a rendezetlen fehérjét (intrinsically disordered protein - IDP).

A rendezetlen fehérje régidk nem irhatéak le egy adott, j6l definialt konformacioval,
ehelyett egy folyamatosan valtozo, szerkezeti sokasaggal tudjuk ezeket jellemezni ™.
A rendezetlen fehérjék szerkezeti tulajdonsagainak részletes vizsgalata ramutatott,
hogy a rendezetlenség mértéke nagyon valtozatos. Csoportositasuk ezért szerkezeti
szempontbdl egy folytonos spektrumon torténik ', amely a teljesen rendezetlen
allapottol a jol meghatarozott térszerkezetl allapotig tart. A spektrum magaban foglal
feltekeredett doménekbdl allé szerkezetet ahol egyaltalan nincs rendezetlenség, esetleg
csak lokalis “loop”-okként; rendezetlen régidk altal 6sszekotott multi-domén szerkezetet;
olvadt globula (“molten globule”) és kompakt globula (“compact globule”) szerkezetet;
letekeredett allapotot tranziens, masodlagos lokalis szerkezeti elemekkel és kiterjedt,
teljesen rendezetlen allapotot (1. dbra). A modellben nincsenek hatarok a leirt allapotok

kozott, egy nativ fehérje barhol elhelyezhetd a folytonos spektrumon 72,


https://paperpile.com/c/Dxcqsi/RUh2+7ahC
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/goSX
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/YFlH+LBBO+Ua4t+oYIh
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/oYIh+6wnR+aSkY+DXqr+RFF6
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/IqpU
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/IqpU+oYIh

Rendezetlen Rendezett

EED Y

Tranziens
Kiterjedt masodlagos ~ Kompakt Olvadt Rendezetlen = Feltekeredett
rendezetlen szerkezet glohula globula “loop” fehérje

1. abra — A fehérjeszerkezet folytonos spektrumanak sematikus abrazolasa
A szin gradiens jelzi a konformacids allapotok kontinuumat, kiindulva a dinamikus, kiterjedt

rendezetlen allapottdl (piros) egészen a teljesen feltekeredett, rendezett allapotig (kék) ’.

A rendezetlen fehérjéket (és rendezetlen régioikat) a DisProt adatbazis gydjti. Az
adatbazisban olyan fehérjéket annotaltak az irodalombdl, melyek esetében kisérletes
bizonyiték van ra, hogy legalabb egy, 10 aminosav hosszu rendezetlen régiét
tartalmaznak. Az adatbazis elsé verzidja A. Keith Dunker nevéhez flz6dik, amit
2007-ben tettek kozzé '°, majd viszonylag sok id6 elteltével csak az elmult par évben
kapott ujra figyelmet. A legutobbi frissités 2019-ben tortént (DisProt 8), mely soran tobb
mint 50 annotator 862 fehérje 1972 rendezetlen régidjat kuralta, igy jelenleg 6sszesen
1556 fehérje 3511 régioja talalhatdé meg az adatbazisban %, Ebben a munkaban én is

részt vehettem 45 rendezetlen fehérje régié annotaciojaval.

A Kkisérletesen jellemzett rendezetlen régiok szekvencidlis vizsgalata ramutatott ezen
régiok specialis tulajdonsagaira. Legjellemzdbb tulajdonsaguk, hogy bennuk a hidrofob
aminosavak alulreprezentaltak, és gyakran sok azonos toltési aminosavat is
tartalmazhatnak +'2'°. A rendezett és rendezetlen fehériek kozotti alapvetd
kulonbségek lehetévé teszik ezen két fehérje csoport szekvencialis azonositasat.

Jelenleg tdbb mint 50 kilénb6z6 fehérje rendezetlenség predikciés modszert publikaltak


https://paperpile.com/c/Dxcqsi/oYIh
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/4syE
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/4syE+saSt
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/ntPv+IqpU+YFlH

mar '6'7. Ezek kozll az egyik legismertebb moddszer a csoportunk altal kidolgozott
IUPred moédszer '®. Az IUPred azon a megkodzelitésen alapszik, hogy a rendezetlen
fehérjék aminosavai nem képesek egy alacsony energiaju szerkezet kialakitasara. A
modszer a statisztikus potencialok segitségével becsli meg az adott poziciohoz tartozé
kdlcsOnhatasi energiat, amit az adott aminosav a szekvencialis kornyezetével kialakit. A
becsult energia érték alapjan minden poziciohoz egy valoszinliség jellegli eérték

rendelhetd, amely annak rendezetlenségét jellemzi.

A teljes genomokon elvégzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy evoluciés értelemben
minél magasabb szintl élélényt nézlnk, annal magasabb a rendezetlen fehérjék aranya
45, Ezzel a megfigyeléssel 6sszhangban van annak a vizsgalatnak az eredménye is,
amely soran E.coli és S. cerevisiae genomijat vizsgaltdak meg a rendezetlenség
mértékének szempontjabdl. Ebben a vizsgalatban azt talaltak, hogy a fejlettebb élesztd
nagyobb aranyban tartalmaz rendezetlen fehérjéket, mint a nala egyszerdébb baktérium
6. Emellet, mas, hasonld munkak eredményei is azt mutatjak, hogy az eukaritta
genomok jelentds részben kdédolnak rendezetlen fehérjéket. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az él6lények komplexitasaval n6 a rendezetlenség, ami pedig arra
enged kovetkeztetni, hogy a rendezetlenség elényt jelent a komplexebb szabalyozasi

folyamatokban .

A fehérje rendezetlenség felfedezésével szikségessé valt a szerkezet és funkcid
kapcsolat Ujragondoldasa 3. Ennek megfeleléen, a klasszikus szerkezet-funkcid

paradigma mellett a rendezetlenség-funkcidé paradigma is helyet kapott ’.

A rendezetlen fehérjék funkcioi sokfélék lehetnek, raadasul egy fehérjén belll a
kilonboz6 rendezetlen régidk mas-mas funkciokért is felelhetnek 2°. Funkcionalis
csoportositasukra jelenleg tobb megkdzelités is létezik, de az alapokat A. Keith Dunker
és Tompa Péter mar 2002-ben lefektették 223, Kezdetben 28 funkcionalis csoportot

definialtak, melyeket 5 nagyobb osztalyba soroltak, de azéta ujabb funkciok kerlltek

10


https://paperpile.com/c/Dxcqsi/4s3u+zjOU
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/hOLt
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/YFlH+LBBO
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/Ua4t
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/y6aq
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/goSX
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/oYIh
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/vloM
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/d0B7+OmI7+HKvN

felfedezésre. A legujabb eredmények szerint a rendezetlen fehériék bioldgiai
kondenzatumok létrejottében is szerepet jatszanak, fazis szeparacio révén -2, A
DisProt adatbazis jelenleg 7 osztalyt alkalmaz a rendezetlen fehérjék funkcionalis

klasszifikacidjara ™.

A rendezetlen fehérjék egyik fontos funkcionalis csoportjat az ugynevezett entrépikus
lancok alkotjak. Ide tartoznak tobbek kozott a fehérjedoméneket dsszekdtd és azok
egymashoz képesti elmozdulasat biztositd linker régidk vagy az entrépikus rugok,
melyek entropidja 6sszenyomaskor csokken, igy erét fejtenek ki az 6sszenyomas

ellenében és ezzel tartanak tavol egymastol két fehérje elemet.

A rendezetlen fehérjék masik f6 funkcionalis csoportja molekularis felismerésen alapul.
Ezen belll, a rendezetlen fehérjék lehetnek osszeszerel6k, amelyek egynél tobb
partnert kotve egy funkcionalis komplexet szerelnek Ossze, vagy effektorok, melyek
egy masik fehérje aktivitasat valtoztatjdk meg, ilyenek pl. a rendezetlen inhibitorok és
aktivatorok, a komplex szétszerel6k vagy a DNS meghajlitasaért felelés fehérjék. A
rendezetlen fehérjék rendelkezhetnek raktarozé funkcidéval, melynek soran pl.
fémionokat tarolnak/szallitanak, viz molekulakat tartanak vissza a sejtekben vagy
toxikus szerves molekulakat semlegesitenek. A molekularis felismerésen alapuld
bemutatdé helyek osztalyaba olyan fehérjék tartoznak, amelyek egyes régiéi a
poszttranszlacios fehérjemddositasok (Post-translational Modification - PTM) célpontjai.
llyen PTM pl. a foszforilacid, metilacio, glikozilacio vagy acetilacié. A rendezetlen
fehérjék funkcionalhatnak chaperonokként is, ezaltal szerepet jatszva a fehérje
és/vagy RNS feltekeredés (“folding”) folyamataban. Egy kulon funkcionalis kategériat
alkotnak azok a bioldgiai kondenzatumok kialakitasaban részt vevé rendezetlen
fehérjék, amelyek fazis atalakulason mennek keresztul, kialakitva egy kondenzalt fazist.
Kialakithatnak pl. egy dinamikus “folyadék cseppet’, vagy gél allapotot,

aggregalddhatnak vagy amiloid szalakba rendezddhetnek.

11


https://paperpile.com/c/Dxcqsi/d0B7+OmI7+HKvN
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/saSt

A rendezetlen fehérjéket aszerint is lehet csoportositani, hogy milyen mas molekulakkal
lépnek kolcsbnhatdsa. A rendezetlen fehérjék partnerei lehetnek mas specifikus
fehérjék, de képesek kolcsonhatasba Iépni DNS-sel, RNS-sel, vagy kismolekulakkal is.
Bar a rendezetlen fehérjék nativ korulmények kozoétt nem vesznek fel egy jol
meghatarozott térszerkezetet, tobbségik specifikus kolcsonhatasi partnerhez vald
kotédés soran szerkezeti valtozason megy keresztiil 3. A szakirodalom ezt a folyamatot
a “disorder-to-order transition” kifejezéssel irja le. Ettél eltérnek az un. bolyhos (“fuzzy”)
fehérje komplexeket alkoté rendezetlen fehérjék, mely fehérjék a komplex kialakitasa
utan, kotott allapotban is részben vagy egészében megérzik rendezetlenséguiket. A
komplex ezen “bolyhos” régidit tovabbra is a rendezetlen fehérjék tulajdonsagai

jellemzik 24,

A rendezetlen fehérjék nagyon gyakran tartalmaznak viszonylag kompakt, néhany
aminosavbal allo funkcionalis modulokat, ugynevezett linearis motivumokat, ugyanakkor
léteznek nagyobb, doménszerl tulajdonsagokkal rendelkezé rendezetlen funkcionalis
moduluk is 2°. A rendezetlen fehérjéknek mind szerkezeti, mind funkcionalis

tulajdonsagait is befolyasolhatjak kilénb6z8 poszttranszlaciés modositasok.

A rendezetlen fehérjék sok partnerrel képesek kolcsonhatasba Iépni, ezaltal a
fehérje-fehérje kolcsonhatasi halézatokban sok esetben csomoéponti (hub) szerepet
toltenek be % (egy fehérje lehet statikus hub, ha nagyszamu partnert képes szimultan
kotni kilonb6z6 kolcsonhatd régiokon keresztul, vagy dinamikus hub, mely esetben
ugyanugy tobbféle kotépartner kotésére képes, de ebben az esetben a partnerek
ugyanazon kotéhelyért versengenek). Ez a csomoponti szerep a fehérje-fehérje
kdlcsOnhatasi halézatokban nagy fontossaggal bir. Ezt alatamasztja az a megfigyelés
is, hogy a csomoéponti fehérjék érzékenyebbek a mutacidkra, mint a kapcsolédd (nem
csomoponti) fehérjék, mivel a mutaciokbdl eredd funkciovaltozas altalaban letalis

kovetkezményekkel jar. 2728,
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A rendezetlenség és rakos megbetegedések kapcsolata

A rendezetlen fehérjék bioldgiai fontossagabdl addéddan, funkcionalis megvaltozasuk
komoly kovetkezményekkel jarhat a sejt normalis mikddése szempontjabdl. A
rendezetlen fehérjéket tdbb betegséggel is &sszefluggésbe hoztak. Bizonyos
neurodegenerativ megbetegedések rendezetlen fehérjékhez kéthetéek, mint példaul az
Alzheimer kor, ami a T1-fehérjéhez, vagy a Parkinson kor, ami pedig az a-synucleinhez
kotheté 2. Emellett, a rendezetlen fehérjéket sok esetben a rakos megbetegedésekkel
is Osszeflggésbe hoztak. Erre példa a BRCA1 tumor szupresszor fehérje, melyet a
mellrdk kialakulasahoz kotnek *°, a CBP és MOZ fehérje fuzidja leukémiat okozhat °
vagy az egyik legjobban tanulmanyozott eset, a p53, amely esetében a rakos

megbetegedések kozel 50%-nal mutattak ki mutaciok altal kivaltott diszfunkcionalitast

31

A rendezetlen fehérjék és rakos megbetegedések kapcsolatat a példakon felll egy
altalanosabb szinten is kimutattak. Egy 2002-es munkaban a rakkal 6sszefliggésbe
hozhaté human fehérjéket szisztematikusan vizsgaltdk a rendezetlenség
szempontjabol. A vizsgalat soran azt talaltak, hogy ezekben a fehérjékben joval
nagyobb volt a rendezetlenség, mint az eukaridta fehériékben altaldaban, de még a
jelatvitelben el6forduld fehérjékhez képest is szignifikdnsan magasabb volt a

rendezetlen szakaszokat tartalmazo fehérjék aranya *2 (2. dbra).
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2. abra — A rendezetlen fehérjék aranya kiilonb6z6 fehérje csoportokban *2.

Az egyedi példak és atfogdbb vizsgalatok alapjan felmerult, hogy a rendezetlen fehérjék
esetleg egyféle biologiai kockazattal birnak a rakos megbetegedések kialakulasanak
szempontjabdl. A bioldgiai kockazat kérdésének tisztdzasadhoz a rendezetlen fehérjék
és rakos megbetegedések kapcsolatat az egy nukleotidot érintdé mutaciok szintjén
vizsgalta meg kutatécsoportunk 2012-ben *. A munka soran megvizsgaltam a mutaciok
eloszlasat a fehérjék rendezetlen és rendezett régidin belul. A vizsgalat soran 13
adathalmaz tobb, mint 40 ezer mutacioja és kbzel 86 ezer gyakori polimorfizmus adata
kerilt feldolgozasra. Az eredmények azt mutattak, hogy mig a neutralis polimorfizmusok
nagyobb valészinliséggel fordulnak el6 a fehérjék rendezetlen szakaszaiban, addig a
rakos megbetegedésekkel 6sszefliggésbe hozhaté mutaciok a fehérjék rendezett
részein figyelhetbéek meg nagyobb mértékben. Ezen eredmények alapjan az a
kovetkeztetés vonhato le, hogy a fehérje rendezetlenség 6nmagaban nem felel6s a
rakos betegségekkel kapcsolatos bioldgiai kockazatért, hanem egy adott fehérjének a
funkcidja hatarozza meg egyrészt a rendezetlenség szikségességet, masrészt a
rakban betoltott szerepét, ami végsé soron ok-okozati kapcsolat nélkul eredményez

korrelaciot a rendezetlen fehérjék és rakos megbetegedések kozott .
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Az altalanos trendet joI szemlélteti a p53 példaja, amely esetében a rendezetlen
régiokhoz képest a rendezett DNS kété doménben figyelhetd meg szignifikansan tdbb
mutacié (3A abra). Habar az altalanos trend sok rendezetlen fehérjét foglal magaban,
tobb példa is medfigyelhetd, amik ennek az ellenkezéjét mutatjak. llyen az N- és
C-terminalisan is rendezetlen B-catenin (CTNNB1) (3B abra), amely egy esszencialis
strukturalis fehérje bizonyos sejt-adhéziés komplexekben, valamint a Wnt novekedési

faktor jelpalyaban is szerepet tolt be 3.
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3.abra - Domén szerkezet, prediktalt kotohelyek és rendezetlenség, valamint rakos
megbetegedésekkel 6sszefiiggésbe hozhaté mutacidk pozicionkénti eloszlasanak abrazolasa

(A) p53, (B) B -catenin. A fekete horizontalis vonalak a fehérjék teljes szekvenciait jeldlik, felettiik a piros
és narancssarga dobozok a prediktalt rendezetlenséget és rendezetlen kétéhelyeket 3 (Anyagok és
modszerek). A fekete vertikalis vonalak a poziciénkénti mutaciok eloszlasat jeldlik. A fekete vonal alatti
szines dobozok a prediktalt doméneket % abrazolnak: rozsaszin - transzaktivacios; sotétkék - DNS kot6;

szurke - tetramerizacios; zold - Armadillo ismétl6do.

Ebben az esetben minden tipusi mutaciéo a fehérje N-terminalis részén, egy rovid,
linearis motivum alapu molekularis kapcsolo régidjaban figyelheté meg. A motivumot az
SCF-B-TrCP ubiquitin ligaz ismeri fel, mely felismerés hianya a motivumot érint6
mutaciok altal, a citoplazmaban abnormalisan magas mennyiségben jelenlévd és

nukleuszba transzlokaldédni képes (B-catenint eredményez, a transzlokacio pedig a Wnt
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jelpalya elemeinek abnormalis aktivalasahoz, ami pedig tulzott sejtosztodashoz, végsé

soron pedig rak kialakulasahoz vezet 3%,

Ezek a kezdeti megfigyelések vezettek ahhoz a felismeréshez, hogy altalanossagban
nagyon keveset tudunk arrél, hogy a rendezetlen régiék milyen mechanizmus altal
vezethetnek rakos megbetegedések kialakulasahoz. Ezzel a témaval foglalkozik
csoportunk egy kozelmultban elkészilt munkaja is 3%. A projekt keretében a
rendezetlenség tumorgenezishez valé direkt hozzajaruldsat vizsgaltak egyedi
rendezetlen régid6 példakon keresztiil. A régidk bioinformatikai ** moddszerek
kombinalasaval kerlltek azonositasra, mely 0sszesen 47 rakos megbetegedéssel direkt
kapcsolatba hozhaté rendezetlen régiét eredményezett. Erdekes moédon, az azonositott
példak sokfélék voltak, melyek mas-mas uton voltak 6sszefliggésbe hozhatéak a

betegség kialakulasaval.

Az egyik leggyakoribb eset az volt, amikor a mutaciok egy linearis motivumot érintettek.
Ezek a linearis motivumok kozvetithetnek fehérje-fehérje kolcsonhatasokat (pl. az
Osztrogén receptor esetén), de fehérje degradaciot is szabalyoznak (pl. p-catenin
degron motivuma) vagy lokalizaciéos szignalokként funkcionalnak (pl. SMARCB1
fehérjénél). A mutaciok érinthettek specifikus PTM-ket (foszforilacid, acetilacié vagy
metilacio helyeit) is. Azonban ezen kompakt funkcionalis modulok mellett, egy masik
fontos csoportja a direkt médon mutalédd régidknak az autoinhibitor funkcidval
rendelkez6k, melyek egy szomszédos domeén funkciojat szabalyozzak. Erre egy példa
EZH2 fehérje esetében a katalitikus domént szabalyozo6 rendezetlen régié. A DNS/RNS
koté rendezetlen régidk alkotnak egy kovetkezd kategoriat, melyek példaul a FOX
fehérjék forkhead doménjeinek DNS-t kot részei. A mutaciok érinthettek az eddig
bemutatottakhoz képest szekvenciajukban hosszabb funkcionalis modulokat, az un.
rendezetlen doménekeket (Intrinsically Disordered Domain - IDD) is, melyek altalaban
evolucidosan konzervaltak és sokszor valamilyen mas makromoleukahoz (pl. RNS/DNS)

kotédnek. Valamint, egy tovabbi fontos csoportot képeztek a rendezetlen linker régidk
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% A munka soran azonositott régidkat részletesebben a 4. abra mutatja be, ami mutatja

az azonositott példakat funkcionalis kategoria és a rakban betdltott szerepik szerint.
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4. abra — Rakban mutalédé funkcionalis régiok

A szirkével jelzett fehérjék esetében atfedd funkcionalis rendezetlen régié figyelheté meg (pl.
tobb PTM hely). A fehérje architektura abrazolasban a kék ovalis forma a rendezett domént, a
kék vonalak a rendezetlen régiokat, a rozsaszin “dobozok” pedig a funkcionalis rendezetlen
modulokat abrazoljak. A mutaciés mintazat tekintetében, a fekete oszlopok az egy poziciét
erinté misszensz mutaciokat, az alattuk 1évé kisebb piros és narancssarga vonalak pedig az

“indel” mutaciokat jelolik *.

A rendezetlen régiok szerepének pontos megértése a tumorgenezis mechanizmusaban
az elsd lépés a gydgykezelések kidolgozasaban. Habar az eddigi eredmények értékes
informaciokat tartak fel, egyben ramutattak arra is, hogy a rendezetlen fehérjék
tumorgenezis mechanizmusaban betoltott pontos szerepér6l még keveset tudunk.

Evoluciés szempontbdl, a rakos megbetegedésekért felelés géneket sok esetben a
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tobbsejtliség megjelenésének evolucidjahoz koétik, azonban ezek a megfigyelések a
doménekre korlatozodnak, figyelmen kivil hagyva a rendezetlen régidkat “°. A
tumorgenezis mechanizmusaban szerepet jatszéo rendezetlen régidk evoluciés
eredetének vizsgalata orvosbioldgiai szempontbdl a gydgykezelések kifejlesztése soran
tobbek kozott az alkalmazott modell organizmusok kivalasztasaban segithet, ramutatva
arra, hogy a rak mint betegség milyen Osszetettségli organizmusok szintjén képes

kialakulni #'.

Linearis motivumok

A rendezetlen régiok kolcsonhatasai nagyrészt egy korlatozott szamu aminosavbdl allo,
un. linearis motivumok (Short Linear Motifs, SLiM) altal kozvetitett. A linearis motivumok
altalaban 3-10 aminosav hosszu k6zO0s aminosav mintazatokat alkotnak. A mintazat
egyrészt rogzitett (de potencidlisan variabilis), a kdlcsonhatdas szempontjabdl
legfontosabb szekvencialis poziciokbdl, masrészt ezeket kiegészitd kevésbé kotott,
sokszor teljesen variabilis pozicidokbodl all. Egy adott kdlcsonhatasért felelés motivum
tobbféle aminosav mintazattal is megvaldsulhat, melyek néhany poziciéban egymashoz
képest el is térhetnek (Pl. ugyanazért a kolcsonhatasért felelés “RRSLRVHI” és
‘RDKRLSLNL” MAPK fehérjét koté dokkold motivamok). A pozicidk aminosav szint(
flexibilitasa teszi a SLiM-okat “degeneraltta”. A SLiM-ok sok esetben a kdlcsonhatas
soran a “disorder-to-order transition” szerkezeti valtozasnak megfeleléen lokalis
szerkezeteket vesznek fel. Az igy kialakult szerkezetek lehetnek alpha-hélixek,
beta-szalak, vagy irregularis, coil szerkezetliek is ’. Ugyan magara a kolcsonhatasra
habar a fehérje tobbi részétél nagyrészt figgetlenil képesek, a szekvencialis kornyezet
bizonyos esetekben modulalhatja a kotést “243. Funkcio szempontjabdl a linearis
motivumok a sejtben sokféle kolcsonhatast kozvetitenek, amelyek révén tobbek kozott
meghatarozzak partnerik sejten bellli lokalizaciéjat, vagy befolyasoljak azok
mikodéseét és aktivitasat. A linearis motivumok altal kozvetitett kdlcsonhatasoknak

készdnhetéen egy adott fehérje sokféle, kiildonb6z8 szerkezetli és funkcioju partnerrel is
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képes kapcsolatba kerilni. Ezaltal, a SLiM-eket hordozo fehérjék a szabalyozasi és

jelatviteli utvonalak kdzponti elemei.

Az ismert linearis motivumokat nagyrészt az eukariota fehérjékben figyelték meg,
mindazonaltal néhany motivum mas organizmusokban, pl. baktériumokban is
megmutatkozik. A SLiM-ek széleskorl el6fordulasanak egy példaja a PCNA-koté PIP
motivum a FEN1 (Flap endonuclease 1) fehérjében, mely az archeakban,
baktériumokban és eukaridtakban is medfigyelheté “. Ezen fellil, SLiM-okat még
virusokban is megfigyeltek, melyek a gazda szervezet motivumait mimikaljak, fontos

szerepet betdltve a fert6zés mechanizmusaban 4.

Az ismert motivumokat kUlonboz6é adatbazisokban gydijtik (mint pl. PROSITE *,
MiniMotif Miner ¢, ScanSite */, stb.), de ezek koziil a legatfogobb és legkiterjedtebb az
ELM (Eukaryotic Linear Motif: Eukaridta Linearis Motivum) adatbazis, amelyben
jelenleg 262 féle motivumosztalyt talalunk, melyekhez dsszesen 197 fajbdl szarmazo
3030 kisérletesen igazolt linearis motivum tartozik *®. Az ELM adatbazis a lineéris
motivumokat jelenleg négy f6 csoportba osztja, mely csoportokat az ELM adatbazis 3
betlis kdéddal jeldli. CLV (Cleavage sites: hasitd helyek), amelyek a proteazok cél
régidjat jelolik. LIG (Ligand binding sites: ligandum kot6 helyei). Ezek fehérje-fehérje
kolcsdnhato régiok, amelyek szamos fehérje doménhez vald kotést kdzvetitenek, mint
példaul az SH2/SH3 domének. TRG (Targeting signals: cél szignalok), amelyek
motivum alapu ismert lokalizaciés szignalokat jelentenek, mint az NLS (Nuclear
Localization Signal) és NES (Nuclear Export Signal). MOD (Modification sites:

modifikacids helyek), PTM helyeit irjak le, mint a foszforilacié vagy amidalas.

Bar az ELM adatbazist rendszeresen frissitik, az ismert linearis motivumok szama
folyamatosan n6, még mindig nagyon messze vagyunk az Osszes el6fordulas teljes
feltérképezésétél. Az emberi szervezetben ugyan a linearis motivumok szama

ismeretlen, egy 2014-es predikcio szerint szamuk szazezres, akar milliés nagysagrend
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is lehet *°. A jelenleg ismert és még azonositatlan, feltételezhetéen oériasi szamban
el6forduld linearis motivumok kozotti szambéli kildnbség arra mutat ra, hogy a linearis
motivumokat és az altaluk kozvetitett kolcsonhatasokat nehezebb vizsgalni, ez a

terlleten mind kisérletes, mind bioinformatikai szempontbdl még gyerekcipbében jar *°.

Az LC8 fehérje és kotdpartnerei

Egy linearis kétémotivum rendszerre példa az LC8 fehérje kolcsdnhatasai. Az LC8
fehérjét elsének a Chlamydomonas zold algakban az axonémas dinein motorfehérje
komplex alegységeként hataroztak meg. Habar kezdetben az LC8-at a komplexben
mint alegység, egy kargo adaptor szerepet betoltd fehérjeként irtak le, az ismert
kiterjedt intrakcids hal6zata ennél egy jéval altalanosabb, a motor komplextdl figgetlen
funkciora utal 52, Jél meghatarozott funkcidéja a mai napig definidlatlan, azonban a
fehérje esszencialitdsat bizonyitjdk azok a kisérletek, amelyekben az LC8 gén kilutése
ecetmuslicaban letalitdshoz vezetett °>**. A jelenlegi altalanos tedria, hogy az LC8, mint
dimerizaciés vagy oligomerizacios fehérje tolti be szerepét 2%, Az eddig ismert
partnerek olyan bioldgiai folyamatokhoz kéthetéek, mint pl. a nuklearis transzport, tumor
szupresszid, DNS hiba javitas, apoptozis, mitdzis és jelatvitel *', mely folyamatok

szintén az LC8 fehérje fontossagara utalnak.

Annak ellenére, hogy az LC8 ismert partnerei funkcionalitdas szempontjabdl
nagymértékl heterogenitast mutatnak, a partnerek kdlcsdénhatasa altalaban ugyanazon
kot6-mechanizmussal irhaté le °'°. Az LC8 és partnerei alkotta komplexek
kristalyszerkezetei azt mutatjak, hogy a koétéarok az LC8 homodimerizaciojanak
hatarfeliletén alakul ki, ami szintén homodimer partnerekkel hat kdlcson elsésorban
5758 Ezek a fehérjék gyakran tartalmaznak coiled coil (CC) régidkat, amik szintén
szerepet jaszanak a dimerizacioban *%%°. A kolcsonhatasok a partner felol SLiM-ek altal
kozvetitettek, mely rendezetlen régidk a komplex kialakitasa soran a “disorder-to-order

transition” folyamatnak megfeleléen lokalis szerkezetet vesznek fel. A kdlcsdnhato
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régiok legtobbje esetében egy centralis Thr-GIn-Thr (TQT) aminosav motivum
figyelheté meg (5. abra), tovabbi, kisebb megkotést mutatd, variabilis aminosavakkal
kiegészitve. Habar az eddigi eredmények ezt a centralis tripeptidet irjak le, mint a
kolcsdnhatasért nagymértékben felelés régio, egy 2019-es kisérleti munka eredményei
arra utalnak, hogy a centralis régié szomszédos, variabilis aminosavai is fontos
szerepet jatszanak a kolcsOnhatas kialakitasaban °'°'. Habar igaz, hogy a centralis TQT
aminosav-harmas az ismert kotémotivumok nagy részében jelen van, ismert néhany
nem-kanonikus példa is, melyek esetében a kozponti GIn Met-ra vagy Asn-re cserélddik
51

. Ezenfelil a Pak1 fehérjével valé kolcsonhatast egy, még az elé6z6 példaknal is

rendhagyobb Thr-Ser-Pro (TSP) centralis aminosavak kdzvetitik.
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5. abra — Az LC8 fehérje kotofelszine ismert kolcsonhaté motivumokkal abrazolva,

valamint az ismert motivumokbdl épitett szekvencia logé
A szamolt elektrosztatikus toltések kék (pozitiv) és piros (negativ) szinnel jeldltek az LC8

kotézseb felszinen (fehér - neutralis). Az kétémotivumok az ismert kristalyszerkezetekbdl
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kinyertek és az aminosav karakterisztikajuk szerint szinezettek (szinkdéd az abra jobb oldalan

lathato). A szekvencia logd 79 ismert motivum alapjan készilt ¢'.

Osszességében ezidaig, a kiloénbozé kisérletes modszerek eredményeit 6sszegezve
tobb mint 100 igazolt, kalonb6zd eukariota fajokbdl (féleg ember) szarmazd LC8
kotémotivumot irtak mar le °'%°%2 Az azonositott partnerek és a motivumok szamanak
folyamatos novekedése ravilagit arra, hogy az LC8 interakcios halézata és pontos

funkciojanak megértése egy fontos és aktualis kutatasi terllet.

Az LC8 egy evolucidés értelemben széles spektrumon megtalalhaté fehérje, a
megszekvenalt eukariota fajok tobbségében jelen van *'%. Szekvencialis hasonldsag
szempontjabol a fajok kozott nagymeértékd konzervaltsagot mutat, a gerinces LC8
fehérje szekvenciak, azokon belll is maguk a kdlcsdnhatasért felelés régiok még a C.
elegans és D. melanogaster fajok ortologjaival is 90%-0s azonossagot mutat. A
konzervaltsagra iranyuld6 megfigyelések eredményei arra vilagitanak ra, hogy tovabbi
evolucios vizsgalatok nagymértékben hozzajarulhatnak az LC8 funkcionalitasanak
pontosabb felderitéséhez, valamint partnereinek és azok kdlcsonhatdé motivumainak

azonositasahoz.

A rendezetlen fehérjék evolucids tulajdonsagai

A rendezetlen fehérjék a globularis fehérjékhez képest eltéré szekvencialis, szerkezeti
és funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkeznek. Mindez felveti azt a kérdést, hogy
milyen evolucids tulajdonsagokkal rendelkeznek a rendezetlen fehérjék. Az egyik els6
munka ebben a témaban 2002-ben szuletett, amely soran evoluciés megkotés
szempontjabol 26 olyan fehérje csaladot elemeztek, amelyeknek legalabb egy, 30
aminosav hosszu rendezetlen régiojuk van. A vizsgalat soran azt talaltak, hogy 19
csalad esetében jelentésen nagyobb evolucidos kényszer volt szamolhaté mint a

rendezett fehérjékre, 5 esetben nem tapasztaltak kulonbséget, a maradék 2 esetben az
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er6sebb konzervaltsag pedig a DNS kétd funkcidval magyarazhatd, mely evolucios
értelemben egy 6si, konzervalt funkcié ®. Emellet, egy masik munka soran egy
nagy-skalas vizsgalat keretén belll jutottak a leirtakkal megegyez6 eredményre magas

aminosav szint( variabilitast megfigyelve rendezetlen régidkon belll °°.

A rendezetlenség és konzervaltsag kapcsolatanak tekintetében harom szcenario
lehetséges, ami Osszefliggésben van ezen régidk funkcidjaval . Az elsé esetben
homolog szekvenciak kozott nagyfoku valtozatossag talalhatd mind a rendezetlenség,
mind a szekvencia tekintetében. Egy masik lehetséges forgatdékdnyv, amikor ugyan
nem detektalhaté szekvencialis konzervaltsag, de a rendezetlen jelleg viszonylag
allandénak tekinthetd, ami viszonylag gyakran megfigyelhet6 linker régiok esetén. A
harmadik lehetséges eset, amikor mind a szekvencia, mind a rendezetlenség
konzervalt. Ezek a konzervalt szekvencia részek lehetnek viszonylag révid
szegmensek, amelyek altalaban valamilyen linearis motivummal hozhatdak
kapcsolatba. Azonban lehetnek hosszabb régiok is, melyekhez specifikus funkcid tarsul.
Annak ellenére, hogy ezek a hosszabb, evolucidosan konzervalt szegmensek nem
képesek egy jol-definialt 3D szerkezet kialakitasara, lényegében 6nallé szerkezeti és
funkcionalis egységként kezelhetok, ezért javasoltak rajuk a rendezetlen domén

kifejezést .

A rendezetlen fehérjéken belll talalhaté SLiM-ok is valtozatos evolucios mintazattal
rendelkezhetnek. Egyes SLiM-ok er6s konzervaltsagot mutatnak és megjelenésuk sok
esetben egészen az egysejtliekig vezethetd vissza. llyen pl. a mar emlitett, tobb mint 3
milliard évet tulélt PCNA fehérje koté PIP motivum. Azonban, nem minden SLiM
megjelenése magyarazhatd az 8si eredettel, sét valojaban a PCNA példaja ritkanak
szamit figyelembe véve a motivumok vélheté szamat. Altaldban inkabb evolicios
plaszticitas jellemzi O6ket. Ez arra vezethetd vissza, hogy csak néhany kulcs pozicio
mutacidjaval megjelenhetnek, illetve eltiinhetnek a szekvenciabdl. Ennek kovetkeztében

egy adott kotdfelszinhez kapcsolddd SLiM-ok gyakran alakulnak ki konvergens evolucio
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révén. A SLiM-ok megjelenésére aztan 2015-ben irodalmi példakat feldolgozva
Norman E. Davey és munkatarsai adtak egy részletesebb mechanizmus leirast. Olyan
példakat azonositottak, amelyek esetében elég mennyiségl és mindségi adat allt
rendelkezésre, hogy a motivumok megjelenését aprobb szekvencialis valtozasokhoz
kossék. A mechanizmust “ex nihilo SLiM evolution” terminolégiaval irtak le, mely a
‘semmibdl” (rendezetlen régiok nem funkcionalis részei) vald szuletésére utal. Az
elmélet szerint a SLiM-ok amilyen egyszerlien meg tudnak jelenni, az azt kovetd

fixalédas hianyaban olyan egyszeriiséggel el is tudnak veszni .

A SLiM-ok esetében konzervaltsag szempontjabol egy egyedi, un. sziget-szeri mintazat
figyelhet6 meg. Ez a konzervaltsagi mintazat abbdl ered, hogy a rendezetlen régidkon
bellil a SLiM-ok funkcionalis pozicidi az evoluciés megkotés nélkuli kornyezetukhoz
képest relative nagyobb megkotést mutatnak. A sziget-szerli konzervaltsagi mintazatot
mar korabban medfigyelték élesztdé szekvenciakon belil ®°, azonban az altalanosabb
modell kidolgozasa Norman E. Davey nevéhez fliz6dik: kiléonbdzé fajokbdl szarmazo
homoldég szekvencidak tdbbszords szekvencia illesztéseit alapul véve, pozicidkénti
konzervaltsagi értéket szamolva, a SLiM-ok funkcionalis poziciéi a kornyezetik
pozicidihoz képest statisztikailag szignifikdnsan nagyobb konzervaltsagi értéket
mutatnak "°. Ezen a medfigyelésen alapul a SLiMPrints algoritmus "', ami képes még

ismeretlen (“de novo”) SLiM-ok felismerésére.

Evolucios vizsgalatok megkozelitései

Szekvencia illesztések alapjai

Az evolucios vizsgalatok kulcs elemei a szekvencia illesztések 2. Ezek generalasanak 3
f6 eleme van. Elsé a hasonld pozicidk értékeléséhez hasznalt szubsztituciés matrixok.

llyen pl. az egyik legrégebbi PAM vagy a legszélesebb kérben hasznalt BLOSUMG62,
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melyek az aminosavak biokémiai hasonlésagukhoz kothetd kicserélédeési
valosziniségeken alapulnak 76, Masrészt, szilkséges a bevezetett deléciok (“gap”)
szamolasara valamilyen “buntetési” rendszer. Erre leggyakrabban az “affine-gap” (6B
abra) megkozelitést alkalmazzak, szemben a kezdetleges, bioldgiai szempontbdl nem
redlis “linear-gap” (6A abra) modszerrel. Az “affine-gap” megkozelités tovabbfejlesztése
a “generalized affine gap” modszer (6C abra) '8, amely lehetéséget ad nem-homolog
régiok egymashoz illesztésére, gyakorlatilag ignoralva azokat ezzel, novelve a kevésbé
hasonl6 de homoldg szekvencia illesztések bioldgiai relevanciajat. Végul az illesztés
generalas harmadik eleme maga az algoritmus, mely maximalizalja a hasonlésagi
értéket a szubsztitucidos matrix és a “gap” rendszer alapjan. Ezek az algoritmusok

dinamikus programozason alapulé megkozelitések 7920,

ABRCAl 1754 esqD-RKifRglEiccyGPFTNMP----TDQ----LE-WM-VgL-CG--ASVVKEL-SS
53BP1 916 ---DwQP--R--E----NPFQNLKvl1vSDQgqgnfLEIWSeI-LmTGgaAS -VKQ-hHS

B
BRCA1 1754 ESQDRKifrgleiccyGPFTNMP----TDQLEWMVQLC------- GASVVKELSS
53BP1 916 DWQPRE---------- NPFQNLKv L [vSDQQQNFLELWseilmtgGAASVKQHHS

C

BRCA1 1754 ESQDRKi-FRGLEIccygpftnmptdqglewmvglcGASVVKELSS

53BP1 916 DWQPREnpFQNLKV1lvsdgggnflelwseilmtgGAASVKQHHS

6. abra — A delécidk (“gap”) bevezetésének 3 megkozelitése
A BRCA1 és 53BP1 fehérje szekvencia illesztés részletei a 3 “gap” bevezetési megkdzelitéssel.

(A) “linear-gap”; (B) “affine-gap”; (C) “generalized affine gap”.

A kettdnél tobb szekvencidk Osszeillesztését tobbszords szekvencia illesztésnek
nevezzik (Multiple Sequence Alignmnet - MSA), mely a paronkénti illesztés
kiterjesztése. A legszélesebb korben alkalmazott MSA generdld algoritmusok

progressziv illesztési modszereken alapszanak ®'. Az egyik elsé és legnépszeriibb
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progressziv illesztési algoritmus csaldd a Clustal %. Ennél egy modernebb
algoritmusnak szamit a MAFFT, ami egy Fourier transzformaciés matematikai
modszernek koszonhet6en relative nagy szekvencia szam mellett is az egyik

leggyorsabb szoftver 8384,

A MSA illeszt6 algoritmusokat klasszikusan rendezett fehérjéken fejlesztik és
optimalizaljak, mely a rendezetlen fehériek és egyben a SLiM-ok illesztésének
problematikajat adja. Néhany modernebb algoritmus azonban képes jelentésen jobb
teljesitményre a SLiM illesztés terlletén mint mas, tradicionalisabb algoritmusok. Ezek
kozé tartozik a MAFFT, ami az atlagnal jobban képes a gyenge homoldgiat mutatd
szekvencidk illesztésére, ezaltal a rendezetlen régiokéra is 8%, Ezzel szemben, a
KMAD algoritmus specifikusan a rendezetlen fehérjék illesztésére lett kifejlesztve. A
modszer lényege, hogy egy klasszikus MSA algoritmussal generalt illesztés tovabbi
finomitasra kerul egy, a rendezetlen fehérjékre specifikus szubsztitucios matrixszal,
mely olyan meta-adatokat foglal magaban, mint pl. ismert linearis motivumok, PTM-ek,
domén annotaciok . A megkodzelités hatranya, hogy csak azon eseteket képes
finomitani, amelyekrdél mar valamilyen szintli, az algoritmusba integralhatd ismerettel

rendelkezunk.

Ortoldgia predikcio

A fehérje szekvenciak kozotti homologiara az aminosavak hasonlésaga alapjan lehet
kovetkeztetni. Két szekvencia homoldég ha azok egy kozOs 6stdl szarmaztathatoak.
Funkcidjuk tekintetében, két homoldég szekvencianak/fehériének valdszinlibb a
hasonlobb funkcionalitds, mint két nem rokon fehérjének . A homolog szekvenciak
specifikusabban tovabbi két csoportra oszthatdak: (i) Azon homoldgokat, amelyek két
kilonb6z6 fajban léteznek, ortolog szekvencidknak nevezzik. Megjelenésuket a
“speciation” evolucios esemény eredményezi, vagyis az, hogy egy egykoron élt

hipotetikus 6si organizmusbdl (hordozva egy bizonyos gént) az id6 soran 2 kulon faj
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evolvalédott (mindkett§ tovabb hordozza a gént). Az ortoldg kapcsolatok 3 tipusat
kuldnboztetjlk meg: “one-to-one” — két szekvencia ortolég parban all; “one-to-many” —
egy szekvenciahoz egynél tobb ortolog tartozik, ekkor mar ko-ortologiarol beszélunk;
‘many-to-many” — 2, egynél tdobb szekvenciat tartalmazé halmaz all ortoldg
kapcsolatban (szintén ko-ortoldgok) (ii) Ezzel szemben azok a homolégok, amelyeket
ugyanazon faj genomja kodol, paralég szekvenciaknak definialjuk ®. A paralogok
megjelenése a gének duplikacidihoz kothetbéek egy adott organizmuson belul. A
paralogok kozott 2 tipust kuldnboztetiink meg: az “out-paralog” szekvenciak kapcsolata
evoluciésan tavolibb rokonsagot jelent (6si duplikaciéra vezethet6 vissza, melyet
tovabbi események, duplikaciok és “speciaciok” kdvetnek,); az “in-paralog” kapcsolat

fiatalabb duplikaciora és evollcios kapcsolatra utal, melyek sokszor faj-specifikusak 8°.

Az evolucios vizsgalatok egy masik fontos eleme az ortoldég szekvenciak predikcioja. A
predikcionak két alapmegkozelitése van. Az egyik, homoldg szekvenciak paronkénti
hasonlésaganak értékelését veszi alapul. Két szekvenciat homoldgnak definial, ha azok
kolcsdndsen egymas leghasonlébb parjai egy adott szekvencia halmazba (Reciprocal
Best Hit - RBH). Ezt az alap stratégiat alkalmazza a GOPHER ° vagy az InParanoid %,
de szamos mas algoritmus is elérhet6. Ezen algoritmusok egyszerliségik — nem
igényelnek egyéb bioinformatikai miveletet — miatt gyorsak, azonban sok esetben csak
‘one-to-one” kapcsolatot tudnak visszaadni (modernebb algoritmusok a kezdeti
ortologia parokat kibdvitve képesek a ko-ortologia szintl predikciora). A masik
megkozelités a filogenetikai fa alapu. Ennek a stratégianak a lIényege, hogy egy adott
homoldg szekvencia halmazbdl elébb egy gén-szintl filogenetikai fa épll, ezutan ennek
a fanak a topoldgiaja (a fajok egymashoz képesti filogenetikai pozicidja a faban) egy
altalanosan ismert faj-szint(i fa topoldgiajaval 6sszeegyeztetve modositasra kertl, mely
folyamat soran a cél a faj-szint(i fa topolégiajanak az elérése minél kevesebb evolucios
eseményt (duplikacio, gén elveszés) bevezetve (“tree-reconciliation”) 1. llyen médszer

a PhylomeDB 2 vagy az ENSEMBL-Compara *. Ezek az algoritmusok altalaban
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pontosabbak, képesek a ko-ortologia szintld predikciora, viszont idSigényesek és

tobbszoros szekvencia illesztést igényelnek kiindulasként 194,

Evolucids eredet predikcio

Az ember legtobb génjének vélhetéen messzire visszanyuld evolucios torténete van,
sok géncsalad evoluciéja az 6si eukariota egysejtl organizmusok megjelenéséig vagy
még korabbra vezethetd vissza. Ez abbdl a medfigyelésbél kdvetkezik, hogy egyes
gének olyan esszenciadlis biologiai folyamatokért felel6s fehérjéket kodolnak, mely
folyamatok megtalalhatéak a ma élé egysejtli organizmusokban is. llyenek pl. a genom
integritds fenntartasaért felelés, vagy a metabolikus folyamatok. Az emberi gének
eredetére vonatkozd informacidink azonban sokaig csak megdfigyeléseken alapultak,
szisztematikus vizsgalatokra, eredet meghatarozasi protokollok kidolgozasara csak
késbbb, a megfeleld6 mennyiségli és minéségl genomikai adatok elérhetévé valasa

utan kertlt sor.

A gének eredetének meghatarozasara torekvd kutatasi témat Domazet-Loso alapozta
meg 2007-ben “°. Domazet-Loso és munkatarsai egy Uj modszert dolgoztak ki annak
érdekében, hogy egy-egy génre specifikusan becsulheté legyen annak evolucios
eredete, mely segitheti szamos molekularis evolucidés folyamat jobb megértését. A
modszer azon a molekularis evolucios feltételezésen alapult, hogy a genom diverzitas
nem csak a duplikacibk eredménye, hanem egyarant hozzajarulnak de novo
(“0jonnani”) mechanizmussal megjelent gének is. Az igy megjelent 6si géneket
nevezzuk “founder” géneknek, melyek megjelenése tobbféleképp is bekdvetkezhetett,
mint pl. a szintézis soran torténd leolvasasi kereteltolddas. A “founder” gén alapu eredet
detektalasra Domazet-Loso és munkatarsai egy BLAST alapu bioinformatikai protokollt
dolgoztak ki, mely Iényege, minden olyan gén azonositasa egy adott adatbazisban,
melyekben megtalalhaté ugyanazon adott konzervalt domén, visszavezetve ezeket a

géneket egy, a domént tartalmazd hipotetikus 6si “founder” génre (7. abra). Az igy
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azonositott gének ezutan elhelyezhetbek egy adott un. “phylostratum” halmazba, mely
halmazok rendszerbe foglalt 6sszessége a “phylostratigraphy”. A “phylostratum” tehat
egy olyan filogenetikai kladot jelent, amely magaban foglalja az ugyanabbdl a “founder”
génbdl szarmaztathaté dOsszes gént, amely filogenetikai klad legésibb kézds &se
definidlja a géneredetet. Pl. ha a kinaz domént vesszuk alapul, mint a “founder” gén &si
egyseége, az ehhez tartozo “phylostratum” halmazban emberi génektdl kezdve egészen
bakterialis géneket is megfigyelhetiink a BLAST keresés utan, ami azt jelenti, hogy a
domén altal kédolt funkcidé (enzim aktivitas), mint biologiai “vjitas” az ember és
baktérium hipotetikus koz0s 6sében jelenhetett meg, igy evolucidés eredetnek ezt a

taxonomiai szintet vehetjiik .

Paralog
formation
Paralog () X
formation
?
Founder Gene 2 Paral
| formation BT B araog
' formation
Phylostratum 2 | 9
X
Paralog
9 formation
Phylostratum 1 Founder Gene 1
i formation
i

7. dbra — A “founder-gene” evoluciés modell demonstralasa
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Sziirke szinnel abrazolt egy adott evollciés forgatdkdnyv, melyben a paralégok megjelenése fehér korrel
jelolt (“Paralog formation”). Az egyes gének evollcidjat kilénbozé szinek jeldlik. Az evollucids

forgatokonyv 2 “founder” gén alakulasat mutatja be (“Founder Gene 1,2 formation”) a hozza tartozé

“phylostratum”-ok (“Phylostratum 1,2") definidlasaval (figgéleges szaggatott vonalak) “°.

A ‘phylostratigraphy’, mint altalanos megkozelités molekularis szinten alkalmazhato
evoluciés ujitasok eredetének detektalasara. Egy kés6bbi tanulmanyban,
Domazet-Loso és Tautz alkalmazva a kidolgozott eljarast, megvizsgaltak, hogy a
kulonb6z6 emberi betegségekért felelds gének vajon véletlenszerien jelentek meg az
evolucié soran, vagy a betegségek szempontjabdl biologiai kockazatot jelentdé gének
egy-egy jol meghatarozhatd, az ember torzsfejlédésére specifikus evolucios lépéshez
kéthetbek. Megvizsgalva ezen gének evolucios eredetét egy 19 filogenetikai szintbdl
allé ‘phylostratigraphy’ rendszert alkalmazva, azt talaltdk, hogy a vizsgalt gének egy
nagyobb halmaza mar az 6si egysejtiiekben jelen lehetett, emellett azok nagy szamban
tintek fel a tobbsejtli organizmusok megjelenésekor is. Ezek az eredmények
ravilagitottak arra, hogy az emberi betegségekért felelés gének evolucios eredet
szempontjabol nem egy véletlenszerii és nem is egy ujabb génhalmaz, hanem két
jelent6és 6si evolucios lépéshez kothetbek, az egysejtli és tobbsejtl organizmusok

megjelenéséhez .

Domazet-Loso és munkatarsai egy uUjabb munka soran a kidolgozott “founder” gén
megkozelitést alkalmazva rakos megbetegedésekért felelés gének eredetének
detektalasara Osszpontositottak. Korabbi eredményeikkel o6sszhangban azt talaltak,
hogy ezen gének eredete jelent6s szamban vezethetd vissza a tdbbsejtliség
megjelenéséhez. Fontos emellett az a tovabbi eredmény is, hogy sok mas, rakos
megbetegedésekhez kothetd gén megjelenése sokkal 6sibb evolucios szintre, egészen
az egysejtl élet kialakulasaig vezethetd vissza °. A munka eredményei alapjan, az
egysejtli eredetre visszavezethetd, rakos betegségekkel dsszefliggésben allé gének
els6sorban a genom stabilitasért felelések, funkcidik az egyik legésibbek, melyek az

evolucid soran a mai napig fennmaradtak. Ezeket a géneket nevezziuk a
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szakirodalomban “caretaker” géneknek, amelyek esszencialitasat mutatja az is, hogy
diszfunkcionalitasuk bizonyitottan vezethet egysejtiiek esetén letalitdshoz, emberben
pedig rakos megbetegedés kialakulasahoz. A tobbsejti organizmusok megjelenésének
evolucios szintjére visszavezethetd rak-gének funkcidi elsésorban a sejt-sejt
kommunikaciéért felelés folyamatok biztositasa, mely a tdbbsejtliség alapjat adja. A

gének ezen halmazat nevezzuk “gatekeeper” géneknek.

Ezen eredmények bemutattak, hogy az emberi betegségekeért, kdztik a rakért felelés
gén-szintl rizikofaktorok meglepd modon a ma él6 ember jol tanulmanyozott
vezethet6 vissza. Habar ezen eredmények az emberi betegségek kialakulasanak
megértése szempontjabdl egy fontos I[épést jelentenek, a pontos ismeretek
megszerzéséhez a gén-centrikus szemlélet miatt nem elég részletesek. A terllet egy
részletesebb szintl vizsgalatat adja a molekularégio-centrikus megkozelités, mely eddig
még nem ismert informaciok feltarasan keresztll segitheti az emberi betegségek

kialakulasanak pontos megértését.

Molekularis szelekcio

A fehérjék evolucioja soran a kédolé gének mutacidknak vannak kitéve, mely mutaciok
evolucios szerepe a véletlenszerli genetikai események altal meghatarozott, mint a
negativ vagy pozitiv szelekcio. Ezen események detektalasara iranyuld tanulmanyuk az
1990-es évekre vezethetbk vissza, azonban csak az elmult években szllettek olyan

szofisztikaltabb megkozelitések, melyek megbizhatéan alkalmazhatok.

Az ilyen mddszerek ereje a genetikai valtozasok fehérjére gyakorolt hatasabodl ered,
pontosabban a fehérje szinten megjelend (nonsynonymous) és nem-megjelend
(synonymous) szubsztitucidk relativ aranyanak szamitasabdl. A fehérje szinten

nem-megjelend valtozasok el6fordulasa (Ds) neutralisnak tekintheté a fehérjét kédold
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génre gyakorolt szelekcios nyomas szempontjabdl. Ezzel szemben, a fehérje szinten
megjelend valtozasok a kdédolé génekben (Dn) evoluciés nyomast gyakorolnak a
szelekcio soran. Felhasznalva a két el6fordulas aranyat (w=Dn/Ds), a génekre gyakorolt
szelekcios nyomas prediktalhato: Ha a fehérje szinten megjelend valtozasok letalisak és
ezért kiszelektalédnak, a fehérje szinten nem-megjelené valtozasok nagyobb szama
miatt w értéke kisebb lesz, mint 1, ha pedig a fehérje szinten megjelené valtozasok
elénnyel jarnak és fennmaradnak az evolucié soran, w értéke nagyobb lesz, mint 1.
Neutralis evoluciéra pedig akkor kovetkeztethetlink, ha a Dn/Ds hanyados értéke 1

korali *7.

Pozitiv szelekcio szamolashoz az w alapu megkozelitést alkalmazza a CODEML
algoritmus is. Az algoritmus filogenetikai fat, t0bbszords szekvencia illesztést és
szubsztituciés modelleket felhasznalva prediktalia w értékét, melybdl aztan a
szelekciora kovetkeztethetink. A CODEML-nek tobb modellje is létezik, melyek
segitségével a szelekciot prediktalhatjuk gén- vagy pozicié-szinten, valamint ezek
kombinaciojaval. A pozitiv szelekcio feltételezett hatasa egy adott szekvencia halmazra
statisztikai tesztek alapjan fogadhat6 el, valamint a pozicié szintli eredmények tovabbi
valészinliségek (posterior probability) altal értékelheté ki. A CODEML algoritmus egy
nagyobb szoftvercsomag része, amelyet Ziheng Yan DNS, RNS és fehérje molekulak
maximum likelihood (ML) optimalizacion alapul6 evolucios vizsgalata céljabdl fejlesztett

ki 9.

Az w alapu CODEML algoritmus azonban nem minden esetben képes hatékonyan
detektalni a faj-, pl. Az ember-specifikus pozitiv szelekciét. A mddszer szelekcio
prediktal ereje tobb tényez6tdl is figghet, mint pl. a szekvenciak szama és hosszuk az
illeszésben vagy azok divergenciaja *'%°. A modszer emiatt a faj-specifikus evollcids
agakat érintd pozitiv szelekcios valtozasok detektalasa soran sokszor statisztikai
ertelemben megbizhatatlan eredményt ad, de ennek ellenére a predikcié adhat hasznos

informaciokat a szelekciordl 101,
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A H. sapiens specifikus pozitiv szelekcid detektalasa eredményre vezetdbb egy masik,
kozeli fajok kozotti divergencia és polimorfizmus adatok Osszevetésén alapulo
megkozelitéssel. Ezt a megkdzelitést felhasznalva dolgoztak ki a McDonald and
Kreitman (MK) tesztet 2. Az eredetileg populacié genetikai vizsgalatokra kifejlesztett
teszt, hatékonyan alkalmazhaté az embert és csimpanzt véve, mint kozeli fajok, ember

specifikus szekvencia pozicio valtozasok azonositasara '%.

Jelenleg a rendezetlen fehérjékre iranyuld pozitiv szelekcios szamolasokon alapulo
munkak szama csekély, mely els6sorban az illesztés problematikajabdl ered. Egy
nemrég publikalt munkaban azonban, 6600, legalabb 30 aminosav hosszu rendezetlen
régiot tartalmazé emberi fehérjét vetettek w alapu szelekciés szamolas ala. A
szamolashoz emlds fajok (tdbb mint 90) szekvenciait hasznaltak fel, ezzel redukalva az
illesztés problematikajabdl eredé hibak szamat. A vizsgalat soran 377 rendezetlen régio
esetében detektaltak szignifikdnsan pozitiv szelekcio jelét, mely az alkalmazott modellt
figyelembe véve, pozicid szintli relaxalt evolucios kényszernek felel meg . Egy masik
munka soran, az MK teszten alapulé megkozelitéssel Magdalena Gaya-Vidal és
munkatarsa 9785 emberi gént vizsgaltak meg faj specifikus pozitiv szelekcio
szempontjabol az ember és csimpanz kodzotti diverzitds és polimorfizmus adatok
O0sszehasonlitasaval. Eredményul 198 emberre specifikus pozitiv szelekcio alatt allo
gént azonositottak, melyek tdbbsége az idegrendszer szinaptikus folyamataihoz és az
immunrendszerhez kotheté . Ezen géneket ugyan a rendezetlen fehérjék
szempontjabol nem vizsgaltak meg, de a pozitiv szelekciora tobb olyan esetet is
hoznak, melyekben rendezetlen részek figyelheték meg (pl. CDC42EP1, FBF1, ESR1,
TXLNB).
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Uj funkcionalis modulok azonositasa

A molekularis evolucios vizsgalatok egyik f6 alkalmazasi terllete az uj funkcionalis
modulok szekvencia alapu azonositasa. Ezek alapjat a szekvencia keresd algoritmusok
felhasznalasaval (pl. BLAST '%) vagy manudlisan gy(jtott szekvenciak illesztésén
alapul. Szamos fehérje csalad esetén megfigyelheték az aminosavaknak egy specifikus
klasztere, amely valamilyen specifikus funkcidhoz, pl. kotéhelyhez vagy
enzimaktivitashoz kapcsolodik. Ezek jellemzésére az egyik legegyszeriibb modszer a
konszenzus definiciéd (Un. regularis kifejezés) épitése és alkalmazasa. Az azonositott
szekvencia motivumok vagy mintazatok segithetnek a tavoli rokonsagban allé fehérje
szekvenciak felismerésében is. Az egyik legels6 szekvencia motivum adatbazis a
PROSITE *.

A szekvencia csaladok jellemzésének masik fontos eszkdze pozicid specifikus pontozo
matrix (position specific scoring matrix - PSSM) alapu megkdzelitésen alapul. A PSSM
alapu megkozelités l1ényege, hogy a kiindulasi szekvencia halmazbdl generalunk egy
matrixot, mely pozicié specifikusan hordozza a halmazban megtalalhaté szekvenciak
aminosavainak/nukleotidjainak el6fordulasi gyakorisagara vonatkoz6 informaciot. A
PSSM segitségével pontozhatunk egy potencialisan hasonl6 régiét és ennek alapjan
eldonthetjuk, hogy homoldégnak tekintjuk-e az adott szekvenciat vagy sem.
Inzercidkat/delécidkat ez a megkodzelités nem képes kezelni, tehat generalasakor

konstans hosszu kiindulasi szekvenciakra van szukség.

A szekvencia keresésben széles korben szintén elterjedt mddszer a rejtett
Markov-modell (Hidden-Markov-Model - HMM) alapu profil épitése. A HMM profilok
generalasahoz egy kiindulasi szekvencia halmaz szikséges. A HMM profil az adott
illesztés informacioit (szubsztitucidk, inzerciok, deléciok) tartalmazza, mely profilt aztan

alkalmazunk a szekvencia keresésre. Fontos el6nye, hogy hatékonyan hasznalhato
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tavoli homologok azonositasara >'%. A legnagyobb és legnépszeriibb HMM profil alapu
adatbazis és szerver a Pfam 3** és a HMMER '%. Bar a Pfam éltal azonositott
szekvencia csaladok sok esetben globularis doméneknek feleltethetéek meg, vannak
rendezetlen szekvencia csaladok, melyek tagjai kozott a rendezetlenség ellenére
detektalhatd szekvencia hasonlésag van. Az InterPro adatbazis kilonb6zé adatbazisok
altal 0sszegyijtott motivumok és szekvencia mintazatok, PSSM-ek és HMM profilok
altal azonositott szekvencia csaladok jellemzését és ismeretlen szekvenciak

funkcionadlis elemzését adja "*.

Ezek az eszk6zOk hasznalhatdak Uj linearis motivum talalatok azonositasara is '%.
Ennek legegyszerlibb modja a mar ismert SLiM-ok aminosav mintazataibol épitett
regularis kifejezés alapu definicié alkalmazasa. Ezt a megkdzelitést alkalmazza az ELM
adatbazis is “®. A SLiM keresésben szintén gyakran alkalmazott a PSSM alapu
megkozelités is, elsésorban konnyl alkalmazhatdésaga miatt ''°. Tovabba, gyakorta
alkalmazott a HMM alapu motivum keresés, mely elénye (a PSSM-okkal szemben),
hogy képes kezelni az inzerciokat és deléciokat, amik a linearis motivumok
“degeneraltsaga” miatt fontos °°. Habar ezen alap SLiM predikciés megkozelitések
gyakorta alkalmazottak, k6zds hatranyuk, hogy nagyszamu nem valds (fals pozitiv)
talalatot adnak. Ennek oka, hogy mivel a motivumok csupan néhany aminosavbdl allnak
és igy gyengén definialtak, annak a valoszinlisége, hogy a keresés soran felmertld
motivum egyezés pusztan a véletlen milve, viszonylag nagy '"'. Ennek
eredmeényeképpen a motivumkeresést nagyban akadalyozza a hatalmas mennyiségi

fals pozitiv talalatok szama.
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Celkitizeés

Az evoluciés vizsgalatok alapvet§ fontossaguak a szamitdégépes Dbioldgiai
megkdzelitésekben, segitségikkel Uj funkciondlis modulok azonosithatok, és
betekintést nyerhetiink kulénb6z6 bioldgiai jellemzdk alakulasaba a torzsfejlédés
kulonb6z6 szakaszaiban. Bar a rendezett fehérjék evolucios tulajdonsagait mar szamos
szempontbdl jol karakterizaltak, a rendezetlen fehérjéket ebbdl a szempontbdl még

joval kevésbé vizsgaltak. Doktori munkamban két problémakdr vizsgalatat tliztem ki

célul:

I.  Evolucios konzervaltsagon alapul6 szirési kritérium kidolgozasa az LC8 dinein

konnydlanc rendszerben.

A rendezetlen fehérjék egyik legfontosabb kompakt funkcionalis egységei a rovid
linearis motivumok, melyek nagy része még feltaratlan. Az evoluciés konzervaltsagon
alapu megkozelitések fontos elemei az uj kétébmotivumok azonositdasanak, azonban
optimalis alkalmazasuk nagyban fugghet a vizsgalt rendszert6l. Egyik f6 célkitizésem a
csoportunk altal tanulmanyozott LC8 dinein koénnyllanc kdlcsdnhatasi halézatanak

vizsgalata volt, ezen belll is:

e Az ismert LC8 motivumok evolucios konzervaltsaganak vizsgalata

e A motivum predikcié fals pozitiv talalatainak kiszlrésére szolgalo, evoluciés
konzervaltsagon alapuld kritérium kidolgozasa, a modszer protokollba
integralasa és tesztelése LC8 dinein konnydlanc kdlcsonhaté motivumainak

azonositasan keresztil.

II. A rakos megbetegedések kialakulasaval direkt kapcsolatban all6 rendezetlen

régiok evoluciodjanak részletes feltérképezése.
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A rendezetlen fehérjéket funkcionalis fontossaguk miatt tébb rakos megbetegedéssel is
Osszefuggésbe hoztak, azonban ezek evolucids eredetét, torténetiket nem ismerjuk.
Ezen régidk evoluciés mechanizmusanak megismerése orvosbioldgiai szempontbol
abban segit, hogy megértsik a tumorgenezis soran kialakul6 diszfunkcionalitast, mely
tudast a terapiak kidolgozasa soran alkalmazhatunk. Ennek a vizsgalatahoz a

kovetkez6 feladatokat tiztem ki célul:

e A rendezetlen régiok konzervaltsaganak értékelésére szolgalé uj, mutacios
adatokon alapulé méddszer kifejlesztése, valamint ezt felhasznalva a régidk
eredetének becslésére szolgald protokoll kidolgozasa.

e Az evolucids eredet egy részletes, régio- és fehérjecsalad-szintli meghatarozasa
rakban szignifikdnsan mutalodo rendezetlen fehérje adathalmazra

e A régiok megjelenésének mechanisztikus leirasa és annak, a jelenleqgi
modellekbe vald integralhatésaganak megvizsgalasa. A régié szintd evolucid

részletes bemutatasa példakon keresztul
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Anyagok és modszerek

Doktori munkam eredményei teljes egészében bioinformatikai kutatdsokon alapulnak,
ennek megfeleléen egyrészt szabadon hozzaférhet6 sztenderd algoritmusokat és
adatbazisokat alkalmaztam, masrészt a megoldand6 problémakra sajat programokat,
protokollokat fejlesztettem ki. A kulénb6z6 szamolasokhoz, adatfeldolgozasokhoz,
filogenetikai adatok modifikalasahoz és generalasahoz programjaimat elsé sorban
Python3 és Perl nyelven irtam. A filogenetikai adatok el6allitasat részben R-ben
csinaltam. Az eredmények abrazolasahoz kulonb6zé python csomagokat hasznaltam,
mint pl. Biopython "2 vagy ETE3 '"*. Az LC8 evolucids vizsgalatanak kapcsan az adatok
webes megjelenitésére szolgald adatbazis és szekvencia illesztés megjelenitd
elkészitéséhez python alapu Django web keretrendszert, valamint javascript, D3, CSS

nyelveket hasznaltam.

Adatbazisok

Uniprot

A fehérje kutatas egyik alap adatbazisa az 6riasi adathalmazzal rendelkezé UniProt
(jelenleg kozel 2 millié szekvencia annotalt és folyamatosan béviil) ''*. Az adatbazis két
f6 részbdl all. Az egyik a Swiss-Prot (jelenleg tobb, mint félmilli6 szekvencia), mely
megbizhatd, kisérletes adatokon alapuld, kézzel annotalt (vagyis nem automatizalva)
szekvenciakat tartalmaz. A masik a TrEMBL, amely esetében a szekvencidak nem
ellenérzottek, azok automatizalva kerilnek az adatbazisba. Utdbbi halmazbdl ellenbrzés
és felllvizsgalat utan kertlhetnek at szekvenciak a Swiss-Prot halmazba. Az adatbazis
kulonb6z6 fajok (embertdl baktériumig) fehérjéinek szekvencia adataibdl és mas, a

fehérjékhez kapcsolddd egyéb informaciokbdl all, beleértve funkcidjukat és lehetséges
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el6fordulasukat, szerkezetikre vonatkozd annotacidkat, mutacidikat és azok poziciéit,
lehetséges koté- és aktiv helyeket, stb. Az adatbazis sok mas adatbazissal
O0sszekapcsolt, ami segiti és gyorsitja a bioinformatikai munkakat. A bioinformatikaban a
fehérje szintli adatok forrasat sok esetben a UniProt adatbazis szolgaltatja. Munkam
soran a fehérje szekvencidkat sok esetben (pl. motivum szekvenciak 6sszegyljtése az
irodalomban sokszor csak pozicié szintl adatok alapjan vagya Swiss-Prot szintd H.
sapiens szekvenciak letoltésekor) a Swiss-Prot adathalmazbdl nyertem ki. A UniProt
REST-API funkcioval tamogatott, ami egy fontos technikai elény az automatizalhatésag

szempontjabol.

ENSEMBL

Evolucios vizsgalataimhoz a szekvencia és filogenetikai adatokat az ENSEMBL
adatbazis (verzio 99), és az azon bellli a “Compara” projekt része szolgaltatta *. A
“Compara” adatbazis 282 referencia fajt tartalmaz, amibdl 277 gerinces, 4 nem-gerinces
és 1 az élesztd (S. cerevisiae). Az ENSEMBL és “Compara” adatok Rest-API funkcio

segitségével konnyen kinyerhetdk, ami a bioinformatikai munkakat nagyban segiti.

COSMIC

A COSMIC adatbazis (jelenlegi verzid, 91) az egyik leggyakrabban hasznalt, rakos
megbetegedésekkel Osszefliggésbe hozhatdé mutacidkat tartalmazé adatbazis ''°. Az
adatok egyrészt a napjainkban egyre jelent6sebbé vald, és egyre tobb rakos mintat
feldolgozo6 rak genom projektekbdl (Cancer Gene Project), masrészt a szakirodalombal
szarmaznak. Az adatbazisban a mutacibk a DNS szintjén torténd valtozasokat
katalogizalja génenként (egy nukleotidot érint6 szubsztituciok, indelek, komplex

mutaciok).
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QFO

A QFO adatbazis egyben egy projekt is, annak érdekében, hogy standardizalasra
keriiljon a kilonbdzé ortologia predikciés mddszerek hatékonysaganak mérése .
Ennek érdekében egy egységes, folyamatosan bévild és ellendrzott minéségl, modell
organizmusok proteomjai alkotta referencia adathalmazt is tartalmaz. Az adatbazis
jelenleg 78 referencia proteomot foglal magaban. A munkamhoz az allati eredetd,

eukaridta organizmusok proteomjat hasznaltam csak fel. Ezen fajok szama 66 volt.

Pfam

Az adatbazis evoluciésan konzervalt fehérje csaladok szekvencia illesztéseibdl
generalt, elsésorban domén HMM profilokat tartalmaz, melyek szekvencia kereséshez
is alkalmazhatok (domén predikcid) 7. A profilok egy részének (Pfam-A) alapjat
biztositd szekvenciadkat egy nagy gondossaggal, manualisan 0sszeallitott halmaz adja,
mely minésége a predikcid pontossagat szolgalja, mig masik része (Pfam-B)

automatizaltan generalt. A jelenlegi verzi6 (33.1) tobb, mint 18 ezer profilt tartalmaz.

ELM

Az ELM (The Eukaryotic Linear Motif) adatbazis kisérletesen igazolt linearis
motivumokat gyljt, kategorizal és annotal “.. A kisérletesen leirt motivum
el6fordulasokbdl konszenzus definiciokat hataroz meg, melyek szekvencia keresésként

alkalmazhaték motivum predikciora is.
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Az evolucios vizsgalatok soran alkalmazott médszerek

Mutacios adatok alkalmazasa

A projektem soran felhasznalt mutacios adathalmazt kutatécsoportunk egy korabbi
munkaja soran hozta létre. Az adathalmaz pozicié specifikusan, elsésorban misszensz
mutaciokat, illetve kisebb mértékben, kereten belll inzercidkat illetve deléciokat is
tartalmazott a COSMIC alapu fehérje szekvenciakra vetitve. A mutacios adatokat
attérképezve az ENSEMBL szekvenciakra alkalmaztam. A szekvencia térképezés

paronkeénti szekvencia illesztéseken alapult.

Rakos megbetegedésekért felelés rendezetlen régiok halmazanak
osszeallitasa

A rakos megbetegedések kialakulasahoz kothetd rendezetlen régidkat csoportunk egy
korabbi munkaja soran azonositotta *. A régiok azonositasa a COSMIC adatbazis altal
gyljtott genetikai variaciok fehérje-szinti vizsgalatan alapult, alkalmazva egy
megkozelitést, amely a mutaciok dusulasat detektalja, ezaltal azonositva fehérjéket,
amelyekben a mutaciés mintazat definialja a rak szempontjabdl bioldgiai kockazatot

jelenté régidkat *°. A munka soran 47 ilyen régiét talaltak.

Az altalam elvégzett evolucids tanulmanyhoz ezeket az azonositott, COSMIC adatbazis
alapu fehérje szekvenciakat attérképeztem az ENSEMBL adatbazisra, vagyis minden
COSMIC-os szekvencianak megfeleltettem egy ENSEMBL szekvenciat (a megfeleltetés
paronkénti szekvencia illesztésekre tamaszkodva tortént). A szekvencia illesztés
alapjan a mutacidkat is attérképeztem. térképezés a CDKN2A izoforma (p14Arf) esetén
nem volt kivitelezhetd, igy a tovabbi vizsgalatokbdl ez a fehérje kiszlrésre kertilt.
Emellett, azon fehérjéket, amelyek esetén mind rendezetlen és mind rendezett

szignifikansan mutalodo regidt is tartalmazta, a rendezetlen régiokra iranyuld fokusz
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miatt szintén kihagytam a vizsgalatokbol. Kiszirésre kerultek tovabba azon esetek is,
amikor a régidoban megfigyelt mutaciok kézul nem a misszenszek dominaltak, vagy a
misszensz mutaciok szama nem érte el a 15-6t. Ezen szlrési |épésre az evolucios
vizsgalat soran tdbbszor is alkalmazott, altalam kifejlesztett régié konzervaltsag
szamolasi megkdzelités miatt volt szUkség. Tovabba, a hiszton fehérjék kézel 100 %-os
identikussaguk miatt 0sszevonasra kerultek, és csak a HIST1H3B fehérjét tartottam
meg a tovabbi analizisekhez.Az Osszeallitott adathalmaz 32 rendezetlen fehérje 36
régidjat tartalmazta, melyek a kovetkez6k voltak (zarojelben a régi pozicidok): APC
(1284-1537), ASXL1 (1102-1107), BCL2 (2-80), CALR (358-384), CARD11 (111-134;
207-266; 337-436), CBL (365-374), CCND3 (278-290), CD79B (191-199), CEBPA
(293-327), CSF1R (969-969), CTNNB1 (32-45), EIF1AX (4-15), EPAS1 (529-539),
ESR1 (303-303), FOXA1 (248-268), FOXL2 (134-134), FOXO1 (19-26), HIST1H3B
(28-28), ID3 (48-70), MED12 (44-44), MLH1 (379-385), MYC (57-60), MYCN (44-44),
MYOD1 (122-122), NFE2L2 (20-38; 75-82), PAX5 (75-80), RPS15 (129-145), SETBP1
(858-880),SMARCB1 (368-381), SRSF2 (95-95), USP8 (713-736), VHL (54-136;
144-193).

Pozitiv szelekcio

Az evolucios analizis soran hasznalt osszeallitott adathalmazra a pozitiv szelekcios
adatokat a Selectome adatbazisbdl '® (verzid6 6) nyertem ki. Ez az adatbazis
automatizalt modon prediktal pozicié-szinti pozitiv szelekcios eseményeket
torzsfejl6dési agakon, mely predikcié alapjat a PAML 4b szoftver csomag CODEML
algoritmusanak “branch-site” modellje biztositja '"°. A munkam soran elvégzett molekula
evolucios vizsgalathoz a Selectome adatbazisbdl azon pozitiv szelekcié alatt allé
pozicidkat integraltam, melyeknek a CODEML altal szamolt valdszinlségi értékei

(posterior probability) meghaladtak a 0.9-et.
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Az ismert LC8 kolcsonhatd motivumok halmazanak osszeallitasa

A halmaz 0&sszedllitdsa céljabol a projekt soran 76 LC8 fehérje kolcsdnhatast
gyUjtottink 0ssze az irodalombdl (40 szarmazott H. sapiensbdl, a tobbi mas gerinces
(pl. egér, patkany) és nem-gerines fajokbdl (pl. fonalféreg, ecetmuslica)), melyek kozul
9-et kiszlrtink a motivum szintl bizonyiték hianya miatt. Az igy maradt 67 motivumbol
a CD-HIT algoritmust '?° alkalmazva készitettlink egy nem-redundans halmazt. Végiil az

Osszedllitott halmaz 62 igazolt motivumot tartalmazott.

Az AMOT és WWC evolucios vizsgalatanak eredményeibdl generalt abrak
készitése

Az abrak generalasahoz készitett programokat python3 nyelven irtam az ETE 3 '3
csomagot hasznalva. A filogenetikai fak rekonstrualasat a CodonPhyML 2" programmal
végeztem. A funkciondlis egységek abrazolasahoz, egyrészt az InterProScan 5 '?? és

Pfam """ adatbazist hasznaltam a domének, masrészt az ELM adatbazist '?2 a linearis

motivumok adatainak kinyeréséhez.

IUPred2A

Az |UPred2A rendezetlenség és rendezetlen kotéhelyek predikcidjara szolgal *.
Munkam soran ezek predikcidjara az IUPred2A algoritmust hasznaltam lokalisan
futtatva, alapbeallitasokkal. A mddszer statisztikus potencialokat hasznalva becsli meg
egy fehérje adott pozicidjahoz tartozé kolcsdnhatasi energiat, egyedul a szekvenciabdl.
A becslés alapjan mind a rendezetlenségre, mind a kotéhely azonositasra vonatkozéan
a poziciokhoz rendelt 0 és 1 kozotti értékek alapjan lehet kovetkeztetni. Alapbeallitassal
0.5 folotti érték jelenti a rendezetlenséget és rendezetlen kotdéhelyet. A moédszer
hatékonysaga ~80%, emellett az egyik leggyorsabbnak szamit a rendezetlenség becslé

algoritmusok korében.
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BLAST, PSI-BLAST

A BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) algoritmus fehérje vagy nukleotid rokon
szekvencidk keresésére szolgal egy adott szekvencia adathalmazban '%°. A médszer
mérészama az E-value, mely az adott talalatok szignifikanciajara utal. Egy talalat
esetén az E-value azt jelenti, hogy véletlenen alapulva hany ugyanolyan vagy
hasonlébb, nem rokon szekvenciat kapnank a hasznalt adatbazisban. A PSI-BLAST az
alap algoritmus tovabbfejlesztése, mely egy kezdeti keresés utan, a talalatok alapjan
egy azokra specifikus PSSM-ot épit, majd ezt hasznalja ujboli keresésre. A mddszer
iterativ médon tobb koéros keresést végez és minden korben a talalatoknak megfeleléen
finomitja a PSSM-ot, igy sok esetben evolucios értelemben tavoli rokon szekvenciakat

is képes megtalalni 2.

MAFFT

Munkam soran a szekvencia illesztések generalasahoz a MAFFT algoritmust

alkalmaztam lokalisan futtatva, alapbeallitdsokkal (verzio 7.464).

SLiMPrints

A SLiMPrints egy, a linearis motivumok sziget-szer(i konzervéltsagan ° alapuld6 még
nem ismert motivum predikcios eszkdoz '. A predikcidhoz ortolég szekvenciak
tObbszoros illesztését felhasznalva a kornyezetikhdz képest statisztikailag
szignifikansan nagyobb konzervaltsagot mutato rovid régiokat detektal. A konzervaltsag
szamolashoz a CS algoritmust alkalmazza '. Az algoritmust munkam soran

alapértelmezett beallitasokkal hasznaltam.
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GOPHER

A GOPHER algoritmus az RBH (Reciprocal Best Hit - RBH) megkdzelitést alapul véve
prediktal ortoldg szekvencidkat “one-to-one” kapcsolattal *°. A paronkénti szekvencia
hasonlésag értékeléséhez a GABLAMO algoritmust '#* alkalmazza, a hasonldsagi
alapértelmezett kuszobérték 0.4 (két szekvenciat homolégnak tekint, ha azok
hasonlésagi pontja eléri ezt az értéket). Munkam soran az algoritmus 3.0 verzidjat, az

alapértelmezett beallitasokkal hasznaltam, lokalisan futtatva.
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Eredmények

Az LC8 fehérje partnereinek detektalasa bioinformatikai
megkozelitéssel

Az LC8 fehérje nagyszamu partnerének ismert kdétédmotivumai lehetévé teszik tovabbi
kotépartnerek azonositasat a human proteomban. Azonban az igy josolt motivum
taldlatok nagy része valdszinilleg fals pozitiv taladlat. Ez szikségessé teszi tovabbi
szlrési kritériumok alkalmazasat, és ennek fontos elemei az evolucidés vizsgalatok. A
projekt molekula evoluciés vizsgalatainak elvégzése az én feladatom volt, mely

vizsgalatok eredményeit ebben a fejezetben mutatom be.

Az ismert LC8 kotdmotivumok evolucios vizsgalata

Els6ként a mar ismert, kisérletesen igazolt kotémotivumok evoluciés tulajdonsagait
elemeztem. Kutatdécsoportunkkal korabban OsszegyUjtottunk az irodalombdl szamos
LC8 kodlcsbnhatd partnert (gerinces és nem-gerinces fajokbdl egyarant), amelyek
esetében Osszesen 62 kisérletesen igazolt kotémotivumot irtak le. A partnereket a
UniProt adatbazisban azonositottuk és motivum szekvenciaikat kigyUjtottuk. Ezek
alapjan épult egy, a kotébmotivumokra specifikus PSSM, amit az evolucios
vizsgalataimhoz hasznaltam (a motivumok 6sszegydjtésérél, a UniProt-rél és PSSM
épitésrol részletesebben az Anyagok és modszerek fejezetben olvashatd). A PSSM-ot
alkalmazva megvizsgaltam az ismert motivumok evolucidés konzervaltsagat, melyet
ortolég szekvenciak kozott szamoltam. Ehhez egyrészt szukséges volt az ortolog
szekvenciakbdl épitett tObbszords szekvencia illesztés, masrészt a PSSM alapu
konzervaltsagi szamolas kidolgozasa. Az illesztéseket az alabbi mdédon generaltam.
Els6 lépésként Osszegyijtottem az ismert motivumokat hordoz6 fehérjék ortolog

szekvenciait. A szekvenciak forrasaként a QFO (Quest for Orthologs) adatbazist '
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hasznaltam, mely gondosan Osszeallitott proteomokat tartalmaz, direkt ortoldg
szekvencidk azonositasa céljabol. Az ortologokat a GOPHER algoritmussal
prediktaltam, aminek egyik fontos elénye, hogy mivel lokalis szerkezeti elemek
hasnlésaganak azonositasan alapulva miikddik (nem teljes szekvencia szinten), képes
tavoli fajok ortolégjait is visszaadni csupan egy-két homoldg egység, pl. domén alapjan.
Masodik Iépésként Osszeillesztettem az ortolég szekvencidkat a MAFFT algoritmust
alkalmazva. A MAFFT egyik elénye, hogy fejlesztése soran nagy figyelmet forditottak
arra, hogy gyenge homologiat mutatdé szekvenciakat is hatékonyan illesszen 6ssze %
(Az illesztés generalashoz hasznalt adatbazisrdl és modszerekrél részletesebben az
Anyagok és modszerek fejezetben olvashatd). A PSSM alapu konzervaltsag szamolasi
eljarashoz el6szor is az illesztéseket, a bennuk megtalalhaté fajok taxonomiai
besorolasa alapjan, 5 f6, egymasba agyazott evolucids szintre osztottam: Mammalia,
Vertebrata, Metazoa, Fungi és Eukaryota. Ezutan minden ismert motivumot tartalmazoé
fehérje esetében, minden olyan szinten, ahol legalabb 2 prediktalt ortolog volt, minden
egyes ortolog szekvenciaban kilén pontoztam az illesztett motivum régiot a PSSM-ot
alkalmazva pontoz6 rendszerként (voltak esetek, amikor egy adott szinten nem volt
ortolog). Egy adott ortold6g motivum régiojat biologialiag relevansnak, tehat
konzervaltnak vettem, ha a pontozas soran elérte a 3.3-mas kluszobértéket. Ezt a
kUiszobértéket kutatocsoportunk véletlenszerien generalt motivumok PSSM pontjainak
eloszlasa alapjan egy korabbi |épésben optimalizalta %2, azonban ennek elvégzése nem
az én feladatom volt, ezért a részletekbe nem megyek bele. A konzervaltnak vett
motivum régiok szamat aztan szintenként 6sszegeztem és meghataroztam, hogy egy
adott motivum szazalékosan milyen mértékben van jelen egy adott evolucios szinten.
Az ismert H. sapiens motivumok evolucios konzervaltsagara vonatkoz6 eredményeket a
8. abra foglalja 6ssze (a szinkdd a szamolt konzervaltsagnak felel meg - piros 100%,
fehér 0%).
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8. dbra — A H. sapiens ismert LC8 koétémotivumok konzervaltsaga ortoléogokban,
evoluciés szintenként

A fehérjék nevei és a motivumok kezdd pozicidéja a sorok elején jelzettek. A téglalapok az
ortolég jelenlétét jeldlik egy adott evolucids szinten (minimum 2 szekvencia). A konzervaltsag
mértékét az egyes szinteken a piros és fehér szin kozotti szinskala abrazolja. A 100%
konzervaltsag (piros) jelenti, hogy a motivum minden egyes ortolégban biolégiailag relevansnak

volt tekintve, 0% (fehér) pedig, hogy egy ortolégban sem volt megfigyelhet a motivum.

A vizsgalatom eredményei alapjan az ismert LC8 kotdpartnerek kozul evolucids
értelemben az emberi DYNC1|1 és DYNC1|2 (Cytoplasmic dynein 1 intermediate
chain1-2) fehérje kdlcsonhaté motivumai mutatjak a legmélyebb konzervaltsagot (8.
abra), minden evolucios szinten az ortologok legalabb 50%-aban potencialisan jelen
vannak a motivumok, olyan evoluciésan tavoli fajokban is, mint pl. a fonalféregek vagy
a nyalkagombak. Ezzel szemben sok esetben az igazolt LC8 kot6 motivum

konzervaltsaga nem volt detektalhaté a Vertebrata szint fajain tul (pl. BMF, DLGAP1,
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MTCL1). Ezen esetekben sokszor nem csupan a motivum hianyzott, hanem maga az
ortolég sem volt prediktalhatd (pl. BMF, BSN, SNPH) (8. abra). Hasonl6 mddon
megvizsgalva mas nem H. sapiens fajok esetén igazolt LC8 kotémotivumokat, azok
konzervaltsaga tébb esetben is csak adott evolucios szintre, vagy fajra volt specifikus
(9. abra). Erre egy példa a D. melanogaster EGL RNS-kot6 fehérje, melynek ortoldgjai
az Osszes, a vizsgalatba bevont evolucids szinten prediktalhatéak voltak, azonban a
fehérjében kimért koétémotivum konzervaltsaga, eredményeim alapjan, csak egyes
Metazoa szinten jelen lévé fajokra korlatozodott. Ehhez hasonlé érdekes eredmény
tovabba, hogy mig a centriolum megkett6z6désének folyamata konzervalt a Metazoa
fajok kozott, a folyamatban szerepet jatsz6 ANA2 D. melanogaster fehérje LC8 kotd

motivuma fajspecifikus, mas élélényben a motivum nem azonosithato.
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ANA2 160

ANA2 238

BSN 1419

BSN 1495

DAZL 248

EGL 950

EWG 539

GPHN 219

MARK3 432

NOS1 229

NUP159 1105

NUP159 1118

NUP159 1143

NUP159 1155

NUP159 1167

PAC11 7

SNPH 310 - -

SW 128 - -

SWA 289

ZNF354A 04 -
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9. abra — A nem H. sapiens ismert LC8 kotdmotivumok konzervaltsaga ortolégokban,
evolucios szintenként

A fehérjék nevei és a motivumok kezdd pozicidja a sorok elején jelzettek. A téglalapok az
ortolég jelenlétét jeldlik egy adott evolucids szinten (minimum 2 szekvencia). A konzervaltsag
mértékét az egyes szinteken a piros és fehér szin kozotti szinskala abrazolja. A 100%
konzervaltsag (piros) jelenti, hogy a motivum minden egyes ortolégban bioldgiailag relevansnak
volt tekintve, 0% (fehér) pedig, hogy egy ortologban sem volt medfigyelhetd a motivum. Az
abran lathaté vizsgalt esetek a kdvetkezé fajokbdl szarmaznak: Drosophila melanogaster —
ANA2, EGL, EWG, SW, SWA; Rattus norvegicus — BSN, GPHN, MARK3, NOS1, SNPH,
ZNF354A; Mus musculus — DAZL; Saccharomyces cerevisiae — NUP159, PAC11. AZ ANA2 és

SWA fehérjék esetén egy ortoldg sem volt azonosithatd, melyek fajspecifikusak lehetnek.

A kisérletesen igazolt motivumok PSSM alapu konzervaltsagi vizsgalatat
megismételtem a korabban alkalmazott 3.3-as értéknél alacsonyabb, 3-, és 2.7-es
kliszobértékekkel is. A vizsgalat soran jelentés valtozast nem tapasztaltam az
eredményekben. Az ismételt vizsgalatok soran a kuszobérték csokkentése dsszesen 3,
az NRF1, FAM83D (438. poziciotol) és MYO5A motivumok esetében volt hatassal a
konzervaltsagra. Az NRF1 motivum igy konzervaltsagot mutatott a Mammalia szinten,
valamint a FAM83D és MYOS5A motivumok konzervaltsaga a gerinces fajok kozott 25,
illetve 20 %-kal nétt.

Annak ellenére, hogy maga az LC8 fehérje és kdlcsénhatdé felszine nagymértéki
konzervaltsagot mutat, a motivum konzervaltsagra vonatkozé vizsgalatom eredményei
alapjan az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy az ismert partnerek kisérletesen igazolt
kotédmotivumaira joval kisebb konzervaltsag jellemzé az ortoldgokon belul. Azonban
megdfigyelhetd volt, hogy sajat taxonomiai szintukdn (Mammalia) belul az ismert H.
sapiens motivumok altalaban nagymeértéki konzervaltsagot mutattak az ortologok

kozott, legalabb 80%-ban konzervaltak voltak (8. abra).
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Szigetszer( konzervaltsag vizsgalata

Az ismert H. sapiens LC8 kotémotivumokat megvizsgaltam a linearis motivumokra
jellemzb sziget-szerl konzevaltsagi mintazat szempontjabdl is. A vizsgalathoz a
SLiMPrints algoritmust 7' alkalmaztam (Anyagok és modszerek). A 40 igazolt human
motivumbdl, 13 esetben detektalt az algoritmus statisztikailag szignifikansan, a
szekvencialis kdrnyezethez képest nagyobb konzervaltsagot, mely az esetek 32.5 %-at
adja ki. Ez az eredmény arra utal, hogy 6nmagaban a szigetszer(i konzervaltsag nem
alkalmas a motivum talalatok szilrésére, mivel a valddi talalatok jelentés részét nem

azonositja.

SLiM evolucios konzervaltsag alkalmazasa, mint szlrési kritérium

Az evolucios vizsgalataim eredménye alapjan definialtam egy, a linearis motivumok
predikcidjaban alkalmazhatd szirési kritériumot. A kritérium pontos szabalyrendszere,
hogy a predikcié soran minden olyan potencialis H. sapiens motivum talalat keruljon
kisz(résre, amely nem mutat legaldbb 80%-0s konzervaltsagot a Mammalia szint
ortologjai kozott. A kidolgozott kritériumot az LC8 tovabbi kotémotivumainak predikcioja
soran teszteltem, mely predikciora a csoport egy tdbblépéses bioinformatikai protokollt
fejlesztett ki. Beépitve a kritériumot a protokollba, a lehetséges valédi motivumok
szamat kozel 50%-al sikerult csOkkenti. Ez a lépés nagyban hozzajarult a protokoll
sikerességéhez, mely alkalmazasa soran 72 ) potencialis LC8 kdétémotivumot

tartalmazo halmaz (“High confidence list”) keriilt azonositasra 2.

Az “High confidence list” motivum halmaz tarolasanak és bemutatasanak céljabdl részt
vettem egy interaktiv webes adatbazis fejlesztésében is. Ennek keretében interaktiv
tablazatokat készitettem és egy, a motivumok konzervaltsagat szolgalo illesztés

megjelenitét fejlesztettem (http://Ic8.elte.hu/). Az adatbazist publikalni tervezzik.

51


https://paperpile.com/c/Dxcqsi/3zwk
https://paperpile.com/c/Dxcqsi/BDX1
http://lc8.elte.hu/

Az eredmények tovabbi, fehérje funkcionalis analizise feltarta, hogy a mar ismert
funkciok mellet az LC8 fehérje Osszefuggésbe hozhaté a Hippo utvonal
szabalyozasaval is. Ezen belll a Hippo utvonal “upstream” szabalyozasaban szerepet
jatszé két, a WWC (WWC1, WWC2, WWC3) és angiomotin (AMOT, AMOTL1,
AMOTL2) fehérjecsalad tagjaiban azonositottunk LC8 koétémotivumokat. Ezek részletes
vizsgalata jol demonstralja, hogy az evolucios vizsgalatok hogyan segithetnek a

biologiailag relevans uj partnerek azonositasaban.

Korabbi munkak soran kimutattdk, hogy a WWC1 (vagy KIBRA) fehérje az LC8-al
kolcsdnhat, mely kdlcsOnhatas kozvetitése két kisérletesen igazolt linearis motivumhoz
(a fehérje 278- és 887-es pozicidjatol kezd6dd) kothetd 2. Azonban, a fehérjecsalad
masik két tagjaban (WWC2, WWC3) korabban nem azonositottak kétémotivumokat. Az
LC8 és AMOT fehérjék kdlcsonhatasait ugyan korabban fehérje szinten leirtak 28, de a
kotébmotivumok feltaratlanok maradtak. Az LC8 Hippo utvonalban betdltott szerepének
megismeréséhez a WWC és AMOT fehérjecsaladok tagjait részletes evoluciés
vizsgalatok ala vetettem mind a kdlcsonhaté motivumok, mind az egyéb funkcionalis
fehérje egységek konzervaltsagara Osszpontositva. Az adatokat a kisérletes
eredményeken tul a Pfam "7 és ELM *® adatbazis szolgaltatta (Anyagok és modszerek
— Adatbazisok).

Kbdzel az 0sszes, az evolucids vizsgalatba bevont gerinces fajban 3 paralog figyelhetd
meg egyarant a WWC és AMOT csalad esetén. Mindkét csalad esetén, a gerinces
paralégok legkdzelebbi gerinchuros 6sében, a landzsahalban, a fehérjék csak egy-egy
példanyban vannak jelen. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a WWC és AMOT
paralégokat eredményezé duplikaciok gerincesekre specifikusak. KIBRA ortolégok a
landzsahalon tul, annal joval egyszer(bb él6lényekben, Arthropodakban (muslica,
moszkitd) és Cnidariakban (N. vectensis) is detektalhatdéak (10. abra). Az AMOT ezzel
szemben csak az Arthropodakban figyelheté meg, azonban ezen taxondmiai szint

vizsgalt fajai kozul a muslicdban nem volt azonosithaté ortolég (11. abra). Erre
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magyarazat lehet az, hogy az angiomotin fehérje eredetileg ugyan jelen volt minden
a Diptera (kétszarnyuak) torzsfejlédési agon, amely a muslica evoluciojat is magaban
foglalja '?°. Az evolucios vizsgalatom eredményei alapjan elmondhatd, hogy a WWC
fehérjecsalad egy 6sibb evolucids forgatokdonyvvel rendelkezik, mint az AMOT csalad
(10. és 11. abra).
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10. abra — A WWC fehérjecsalad tagjainak filgenetikai faja és a fehérjék funkcionalis

egységeinek abrazolasa

s s

filogenetikai fan belll a szines hattér téglalapok jeldlik. A doméneket piros, a coiled coil régiokat
pedig citromsarga szinek jeldlik. Lila az LC8 fehérje, sotétzold pedig PDZ domén

kétémotivumokat abrazolja.

Mind a WWC, mind az AMOT csalad tagjai a domén és motivum organizacio
tekintetében nagymértékii  konzervaltsagot mutatnak szamos fajban. Mig
altalanossagban igaz, hogy a legtdbb, emberben igazolt LC8 koétémotivum nem
konzervalt a gerinces fajokon tul, a WWC csalad tagjai e tekintetben egy fontos kivételt
képeznek. A csaladban a két LC8 koté motivum nem csak minden gerinces paralégban
konzervalt teljes mértékben, hanem azokon tul, azonosithatéak a gerinchurosokban és
az arthropdédakban is. Ezen felil, a két motivumbdl az N-terminadlis részen
megfigyelheté motivum a csalanozokban is konzervalt, 6sszhangban a csaladra
jellemzé6 WW és C2 domén evolucios konzervaltsagaval, mely funkcionalis modulok
egyuttesen definialjak a csaladot. A WWC csaladdal ellentétben, az angiomotin fehérjék
esetében csak egy LC8 kotémotivum figyelhetd meg, mely a vizsgalat eredményei
alapjan egy fiatalabb evolucidval irhaté le. Ugyan ortoldg szekvenciak azonosithatéak
nem-gerinces fajokban, amelyekben a gerincesekhez hasonléan mind a coiled cail,
mind pedig az angiomotin domén is konzervalt, azonban az LC8 kotémotivum ezen
fajokban nincs jelen. Az eredmények alapjan a motivum egyutt mas, PDZ és WW-ko6té
motivumokkal, csak a gerinces fajok megjelenésekor evolvalodott és fixalddott (11.
abra). Az AMOT és WWC evolucios vizsgalatanak eredmeényeir6l generalt abrak
készitésének technikai leirasa az Anyagok és moédszerek — “Az AMOT és WWC

evolucios vizsgalatanak eredményeirél generalt abrak készitése” részben irok.
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11. abra — Az AMOT fehérjecsalad tagjainak filgenetikai faja és a fehérjék funkcionalis
egységeinek abrazolasa

A filogenetikai fa topoldgiat mutat, a tavolsagok nem szamoltdk. A 3 paraldég evolucidjat a
filogenetikai fan belll a szines hattér téglalapok jeldlik. A prediktalt atfedé Angiomotin domén és
coiled coil régidkat 6sszevontam és “angiomotin/Coil” névvel, narancssarga szinnel jeldltem. A
nem atfed6 doméneket piros, a coiled coil régidkat citromsarga szin mutatja. A SLiM-ok pozicioit
a kovetkez6 szinek jeldlik: a 3 WW domén kété motivumot — a barna szin 3 arnyalata (definicio
szintli magyarazat az abra felsé sarkaban); az LC8 fehérje kétémotivumot — lila szin; a PDZ

domén kotémotivumot — sotétzold.

Mind a két fehérjecsalad esetében a redundancia és a nagymértékii evolucios
konzervaltsag ravilagit arra, hogy a linearis motivumok altal kozvetitett LC8

kolcsdonhatasoknak fontos szerepe lehet a Hippo utvonal “upstream” szabalyozasaban.

A projekt soran csoportunk kisérletes munkaiért felelés csapata SPR (Surface plasmon
resonance) mérésekkel validalta a bioinformatikai protokoll altal azonositott kdlcsénhaté
motivumokat a WWC és AMOT csalad fehérjéiben, ezaltal alatdmasztva ezeket az

eredményeket .
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Rak szempontjabdl bioldgiai kockazatot jelentd rendezetlen régiok
evolucios vizsgalata

A csoport korabbi munkaja soran olyan régiokat azonositott, amelyekben jelentds
szamu, rakos megbetegedésekkel dsszefliggésbe hozhaté mutacio volt megfigyelhetd
3. A régidk kozil 47 eredendden rendezetlen fehérjerégio volt. A megfigyelt mutacidk
ezen régiok fontos funkciojara utalnak, azonban a régidok evolucios eredetét nem

ismerjuk.

Az evoluciés vizsgalathoz a 47 rendezetlen régié egy szlrt adathalmazat hasznaltam.
Mivel vizsgalatom kizarolag a rendezetlen régiokra O0sszpontosult, a 47 régié kozul
kiszlirtem azokat az eseteket, amikor az adott fehérjén bellil a rendezetlen régié mellett
rendezett is azonositva volt. Kiszlrésre kerultek azon régiok is, amelyek szekvenciai a
hasznalt adatbazisok k6zott nem voltak attérképezhetdk, valamint azok az esetek is,
ahol az evoluciés vizsgalatok szempontjabdl nem volt elegendd megfigyelt mutacios
adat. A szisztematikusan Osszeallitott adathalmaz végul 32 fehérje 36 rendezetlen
régiojat tartalmazta. Az adatok szirésérél részletesebben az Anyagok és Modszerek —
‘Rakos megbetegedésekért felelés rendezetlen régiok halmazanak Osszeallitasa”

részben irtam.

Evolucios eredet

A munka elsé része az evolucidés eredet feltérképezése volt, mind a rakos
megbetegedésekkel kapcsolatban allé régiok, mind a régidkat tartalmazo fehérjecsalad
szintjén. Az eredet predikcidhoz a szekvencia adatokat az ENSEMBL adatbazis, a
filogenetikai adatokat (ortoldg és paraldg evoluciés kapcsolatok, filogenetikai fak) pedig
annak “Compara” része adta. Az ENSEMBL-Compara adatbazis ko-ortolégia és

‘in/out’-paralogia szinten prediktalja az evolucidés kapcsolatokat, ami mind a pontos
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régio- mind a fehérjecsalad-szintl eredet predikciohoz a megfelel6 részletességii
evolucios adatokat biztositotta. Az ortolog és paraldég kapcsolatok az evolucios
tavolsagok szempontjabdl két szinten, fehérje-csalad és fehérje-alcsalad szinten
meghatarozottak. A fehérje-alcsalad szint egy-eqgy H. sapiens fehérje filogenetikajat
tartalmazza, az igy generalt fat nevezi az adatbazis “sub-tree”-nak. A fehérje-csalad
szint egy globalisabb filogenetikat jelent, mely evolucios leiras tobb “sub-tree”-t kapcsol
Ossze. Ezek jelentik az un. “super-tree”-ket. Pl. két tavolrdl rokon fehérje kiuldn-kuilon
épitett, 2 “sub-tree” dsszekapcsolasa adja a fehérjék egy globalisabb, csalad-szint
kapcsolatat, amely szinten a két fehérje mar evoluciésan kapcsolatban all, azok azonos
faj esetén &6si paralégoknak tekintheték. Az eredet predikcidhoz a “super-tree” szinti

evolucids kapcsolatokat hasznaltam fel.

Annak érdekében, hogy az eredethez megjelenési kort rendeljek, az alabbi egymasba
agyazott evolucids szinteket hataroztam meg: Mammals, Vertebrates, Eumetazoa,
Opisthokonta. A szintek Kkialakitasat, vagyis az evolucios skala kiterjedését az
ENSEMBL-Compara taxonémiai lefedettsége hatarozta meg (az adatbazisban egyeduli
egysejti a S. cerevisiae, mely definidlja a skala leg6sibb, Opisthokonta szintjét). Az
eredet szempontjabdl tehat a Mammals, mint evoluciés eredet szintje az emlés fajok
kO0zOs 6sét jelenti, a Vertebrata eredet a Mammals halmaz és minden mas, nem emlés

gerinces faj kozos 6sét jelenti és igy tovabb egészen az Opisthokonta szintig.

A “super-tree” szintll evolucidés adatokat és a kialakitott evolucios szintek rendszerét
alkalmazva els6ként a fehérjecsalad-szintli evoluciés eredetet hataroztam meg. Ezt egy
adott vizsgalt fehérjébdl kiindulva, annak csaladjanak eredetének egyszerien a

“super-tree” leg6sibb k6zos pontjat (6sét) vettem.
Masodik lépésként a régid-szintli eredetet hataroztam meg, ami egy Osszetettebb,

tobblépéses folyamat. Ennek egy kulcsfontossagu eleme a rendezetlen régiok

konzervaltsaganak értékelése a szekvencia illesztésekben. A konzervaltsag
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szamolashoz egy altalam kifejlesztett Uj modszert alkalmaztam, melyet a régié eredet
predikcié leirasa el6tt kulon mutatok be. A mddszer alapdtlete, hogy azon pozicidk
konzervaltsagat értékelem két illesztett région belll, melyek esetében kiugréan magas
mutacios szam figyelheté meg, ami a pozicié alapveté fontossagara utal. A szamolas
soran ezen poziciok konzervaltsagat értékelem csak, melyhez a BLOSUMG62
szubsztitdécids matrixot hasznaltam. Két illesztett pozicidt konzervaltnak vettem ha azok
szubsztituciés értéke nagyobb volt -1-nél. Az eljaras kifejlesztése soran megvizsgaltam
a konzervaltsag értékelését a -1-t6l eltér6 kuszobértékekkel is. 0 esetében nem
tapasztaltam valtozast, mig a -1-nél kisebb esetekben a mddszer tul megengeddnek,
0-nal nagyobb esetben pedig tul szigorunak bizonyult. A pozicidk konzervaltsaganak
ertékelése utan, egy adott vizsgalt régiot két illesztett szekvencia k6zott konzervaltnak
definialtam, ha azon mutaciés poziciok, amelyek az el6z6 Iépésben konzervaltnak
szamitottak, a régioban megfigyelheté 6sszes mutacid legalabb 50%-at hordoztak. A
mutacios adatokat a csoportunk egy korabbi munka soran allitotta 6ssze (bévebben:

Anyagok és médszerek — Mutacios adatok alkalmazasa).

Alkalmazva a bemutatott eljarast, a régio-szinti eredet predikciot a kovetkezbképp
végeztem el. El6szor, egy vizsgalt régidohoz tartozd fehériéhez 6sszegylijtottem minden
paralogot “super-tree” szinten, majd a paralégokhoz megfelel6 ortologokat is. Ezutan, a
MAFFT algoritmust hasznalva (b&vebben: Anyagok és moddszerek), a kdévetkezd
tobbszords szekvencia illesztéseket generaltam: (i) Osszeillesztettem egymassal
minden O0sszegyUjtott paraldgot; (i) Osszeillesztettem minden paraléogot az
ortolégjaikkal. A tovabbi l|épésekhez a vizsgalt rendezetlen régidkat funkcionalis
egységenként (elsésorban linearis motivumok, linker régidk) vettem figyelembe. Tobb
esetben a definialt régidé csupan egyetlen pozicié volt, amely altalaban egy ismert
linearis motivum kulcs aminosava, ilyen esetekben a régidk szekvencialis kornyezetét
kiterjesztettem a motivum hataraig. Kovetkez6 lépésként, a bevezetett konzervaltsag
szamolast és a paralogok alkotta illesztést felhasznalva megvizsgaltam mely

paralégokban konzervalt a régié. Ezutan, minden olyan paralég esetében, ahol a régiét
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konzervaltnak definialtam, megvizsgaltam ortoldgjaikban a régio konzervaltsagat (ismét
a kidolgozott eljarassal) és azonositottam evolucios értelemben a legtavolabbi ortoldgot,
amiben még a régio konzervalt volt. Végul, az 6sszes ilyen ortolog kozul, kivalasztottam
a legmélyebb taxondmiai szinten megjelen6ét és ezt a szintet tekintettem a régid
megjelenési szintjének. Pl. adott egy H. sapiens fehérje vizsgalt régidja, ami csak a
gerincesekben konzervat, de a régio jelen van egy masik H. sapiens paralogban is,
aminek esetében a régio meég az élesztbben is konzervalt, akkor a vizsgalt régio
eredete az ember és éleszté kozds 6sét jelenti, ami a kialakitott egymasba agyazott

evolucids szint rendszerben az Opisthokonta szintnek felel meg.

A fehérjecsalad szinti evoluciés eredet feltérképezés eredményei az esetek
tobbségében, vagyis 21 csaladnal Eumetazoa eredetet mutatnak, mely az irodalmi
attekintésben bemutatott gén eredetekre vonatkozé kutatasokkal 6sszhangban all #'. 14
esetben ennél 6sibb, egysejti eredetet kaptam eredmeényul, mely 6si eredet a
vizsgalatban az Opisthokonta evolucios szinten jelenik meg. Egyetlen fehérjecsalad
szuletése vezethet6 vissza fiatalabb, a gerincesek evolucios szintjére, a CD79B (B-cell
antigen receptor complex-associated protein $ chain) fehérje csaladja (12A. abra). Ez
az eredmény Osszhangban all tébb immunreceptor szlletésének koraval, mely

receptorok megjelenése transzpozonok inzercidival hozhat6 ¢sszefliggésbe '*°.

Az eredet vizsgalat eredményei a régiok kdzel fele esetében (21) azonos eredetet mutat
a fehérjecsaladdal (12B. &bra). Erdekes modon, a 21-bdl 5 esetben is (EIF1AX,
HIST1H3B, MLH1, RPS15, SMARCB1) a régié eredet az 8si egysejtiekre vezethetd
vissza (Opisthokonta szint). A 21-b6l 15 régid eredet az Eumetazoa, 1 pedig a

Vertebrata szinten jelenik meg a fehérjecsaladdal azonos eredetként.
A vizsgalat soran 15 esetben kaptam azt az eredményt, hogy a régio eredete fiatalabb,

mint a fehérjecsaladé. Ezen esetek kozll 8 régié az Eumetazoa, 7 pedig a Vertebrata

szinten jelent meg (12B. &bra). Az eredetre vonatkozé medfigyelések alapjan
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altalanosan elmondhatd, hogy az alkalmazott evolucios felbontasban, a régidok egy
szinttel kés6bb jelennek meg, mint fehérjecsaladjuk. Ett6l egyetlen eset tér el, a
SETBP1 fehérje régioja. Ebben az esetben, mig a régié a gerincesek Gsében
jelenhetett meg, addig a fehérjecsalad eredet az Opisthokonta szintig vezethetd vissza
(12A. abra). Mindazonaltal, a SETBP1 esetében a fiatalabb csaladeredet nem zarhato
ki teljesen, mivel a magas rendezetlenségi arany miatt a fehérje eredet predikciojat
fenntartasokkal kell kezelni. A tdbbi esetben a nagymértékii konzervaltsag miatt ez a
probléma nem jelent meg. Osszegezve, az eredet predikciora iranyuld eredményeim azt
mutatjak, hogy a rendezetlen régiok evolucios értelemben késdbb jelentek meg, mint

fehérjecsaladjaik, mely megjelenés az Eumetazoa és Vertebrata szinten detektalhato.
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12. abra — A konzervaltsag alapu evolucids eredet eredményei régié és fehérjecsalad
szinten

(A) A kék négyzetek a régidk, a narancssarga négyzetek pedig a fehérjecsalad eredetet
mutatjak. Fekete szin a k6z6z eredetet jelzii (B) Az eredetek Oszefoglalasa

oszlopdiagrammokkal.

Pozicid konzervaltsag

Az el6z6 fejezet eredményei tisztan ramutattak arra, hogy a rakos megbetegedésekkel
Osszefliggésbe hozhatd rendezetlen régiok 6si eredetre vezethetbek vissza. Hogy
részletesebb képet kapjunk a régiok &6si eredetérél és evolucidjukrdl, a mutacidkat
hordozd poziciokat tovabbi, részletesebb konzervaltsagi vizsgalat ala vetettem. A
vizsgalat keretén belul ezen poziciok egyedi konzervaltsagat mind aminosav
azonossag, mind homoldg szubsztituciok (BLOSUMG62 szubsztitucios matrix alapjan)
szintjén megvizsgaltam. A vizsgalat eredmeényei ramutattak, hogy ezen poziciok er6sen
konzervaltak mind a két szinten. Mindkét esetben a régidk 86%-aban a pozicidk atlagos
konzervaltsagi értéke nagyobb volt, mint 0.8 (13A abra). Emellett, elmondhaté az is,
hogy a 4 legalacsonyabb atlagos konzervaltsagi értekkel bird régid kozul 3 esetében
(CALR, VHL, APC) a poziciok szintén erds konzervaltsagot mutatnak ahhoz képest,
hogy ezen régiok relative hosszuak (altalanos megfigyelés, hogy a hosszabb
rendezetlen régiok konzervaltsaga nagyon gyenge). A legalacsonyabb atlagos
konzervaltsagi értékkel a BCL2 régidja bir (13A abra). Az alacsony konzervaltsagi érték
azzal magyarazhatd, hogy a megfigyelt mutaciok nem csak a régié N-terminalisaban, a
konzervalt BH4 domén régidoba, hanem a nem konzervalt, csak eml&sdokben

megtalalhato, C-terminalis linker régioba is esnek.
Kovetkez6 lépésben azt vizsgaltam meg, hogy hogyan valtoznak az atlagos

konzervaltsagi értékek, ha csak azon mutaciokat hordozo pozicidkat veszem

figyelembe, amelyek esetében kiugréan magas a mutaciéos szam. Ennek értelmében
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megismételtem a konzervaltsagi szamolast egyrészt ugy, hogy a legalabb 15, masrészt
pedig a legalabb 25 mutaciét hordozé pozicidkat vettem csak szamitasba. Mivel nem
volt minden régidban legalabb egy olyan pozicio, ami elérné a bevezetett mutacios
szam kuszobértéket, az igy ismételt konzervaltsagi vizsgalatban a régiok szama
csokkent. Az atlagos konzervaltsagi értékek szempontjabdl megfigyelhetd volt, hogy

azok emelkedtek mind aminosav azonossag, mind homoldg szubsztituciok tekintetében.
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13. abra — A régiok atlagos konzervaltsagi értékei csak a mutacios poziciokat figyelembe
véve

(A) A régiok atlagos konzervaltsagi értéke csdkkené sorrendben, azon poziciokbdl szamolva,
melyek esetében legalabb egy mutaci6 megfigyelhetd. Négyzetek a BLOSUMG62, a
haromszogek pedig az aminosav azonossag alapjan szamolt konzervaltsagot mutatjak (a
legkisebb érték a BCL2 régioja). (B-D) A régidk atlagos konzervaltsagi értékeinek atlaga a
legaldbb 1 (B), 15 (C) és 25 (C) mutaciét tartalmazé pozicidkat szamitasba véve, valamint a
régiok szama az adott halmazban. A konzervaltsag BLOSUMG62 szubsztitlicios matrix és

aminosav azonossag alapjan szamolt.
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15 mutaciot bevezetve kiszObértékként az atlagos konzervaltsagi érték 0.89 volt
aminosav azonossag, 0.93 homolog szubsztituciok szintjén, tovabba 25 mutaciés szam
alkalmazasa esetén ezek a szamok 0.92 és 0.96 voltak (13B, C és D abra). Az
eredmények alapjan elmondhatd, hogy azok a pozicidk, amelyek esetében magasabb

mutacios szam figyelhetdé meg, magasabb konzervaltsagi értékekkel is jellemezhetdk.

A vizsgalt rendezetlen régiok pozicid szintl vizsgalatat molekularis szelekcios adatok
Osszegyljtésével és attérképezésével folytattam a Selectome ' adatbazisbdl. Ez az
adatbazis az w alapu szelekcié6 szamolast alkalmazva tartalmaz eredményeket,
megjeldlve tobbek kozott a szelekcidos esemény becsult evoluciés megjelenési korat,
valamint a potencialisan érintett szekvencia poziciokat is. A pozicido szinti pozitiv
szelekcios adatokat attérképeztem a munkam soran hasznalt adathalmazra. Osszesen
3 fehérje, a CALR, CTNNB1 és VHL volt érintett. Mindharom esetben az adatbazisbdl
kinyert adatok alapjan, a pozitiv szelekciés események megjelenésének becsult kora az

Osi gerincesekre vezethet6 vissza (1.tablazat).

Fehérje Pozitiv szelekcioés pozicidk (a pozicidk a H. sapiens szekvnciara
név vonatkoznak)
CALR 83 (0.971), 155 (0.971), 177 (0.990), 267 (0.995), 307 (0.994), 336

(0.991), 360 (0.999)

CTNNB1 | 121 (0.999), 206 (0.993), 250 (0.998), 287 (0.991), 411 (0.998), 433
(0.993), 525 (0.997), 552 (0.998), 556 (0.916)

VHL 127 (0.957), 132 (0.942), 141 (0.923), 171 (0.947), 183 (0.963), 185
(0.920)

1. tablazat — A pozicié specifikus pozitiv szelekciés adatok
A régidkkal atfedd pozitiv szelekcid alatt allé pozicidk feketével kiemeltek. Zardjelben a pozicid

specifikus pozitiv szelekciora vonatkozé valészinliség (“posterior probability”).
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Az eredmények azt mutatjak, hogy az érintett pozicidk a 3 fehérjén belll csak limitalt
atfedésben vannak a rak szempontjabdl rizikdfaktort jelenté rendezetlen régidkkal
(1.tablazat). A CTNNB1 esetében egy pozitiv szelekcio alatt allo pozicio sem fedett at a
régioval, valamint a CALR esetében is csak egyetlen ilyen attérképezett pozicié volt
megdfigyelheté a régién belul. A VHL esete ettél eltér, 6 szelekcié alatt allé pozicio
attérképezése utan 5 a régidba esett azonban, ezek kozul egyik sem érintett olyan

poziciét a région belll, mely esetén kiugréan magas mutacié szam figyelheté meg.

Egy korabbi tanulmanybol ' kiindulva megvizsgaltam, hogy becslilheté-e a H. sapiens
fejlédési agara specifikus pozitiv szelekcié. Mivel az w alapu szelekcié szamolas nem
alkalmazhatd megbizhatéan faj specifikusan, ebben a korabbi tanulmanyban az
irodalmi attekintésben bemutatott McDonald and Kreitman (MK) tesztre s
tamaszkodtak, mely kozeli fajok (ember vs. csimpanz) divergencia és polimorfizmus
adatainek 0sszehasonlitasat veszi alapul. Feldolgozva a tanulmany eredményeit, a H.

sapiens specifikus pozitiv szelekcio alatt allé fehérjék csak az ESR1-el fedtek at.

ey

Az U] funkcionalis fehérje régiok megjelenése gyakran génduplikaciok altal hajtott, mely
folyamat a neofunkcionalizacio. A folyamat soran a duplikatumok egyik példanya
megolrzi az eredeti funkciét, mig a masik mutacidk altal 0j funkcidéra tesz szert, mely
funkcié aztan a természetes szelekcio elvén fixalodik. Ebben a fejezetben annak a
vizsgalatnak az eredményeit mutatom be, mely arra a kérdésre valaszol, hogy vajon a
rakos megbetegedések szempontjabdl bioldgiai kockazattal biré rendezetlen régidk

megjelenése leirhato-e a neofunkcionalizacio folyamataval.
A paralégok molekularis evolucidja sok esetben meglehetésen Osszetett, magaban

foglalva tobbszords duplikacios eseményeket, amelyek sokszor mas-mas evolucios

idében (evolucios szinten) torténtek. Ebben a vizsgalatban azon duplikaciés események
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és a rendezetlen régidk megjelenésének kapcsolatat vizsgaltam meg, melyek
duplikacidk evolucios kora megegyezett a régid megjelenésének koraval. A vizsgalat
soran az alabbi két f6 evoluciés modellt allitottam fel. Az els6 szcenarid a
neofunkcionalizaciés folyamatnak feleltetheté meg, amikor egy adott rendezetlen
régio kozvetlenul gén duplikacidé utan, csak az egyik duplikdtumban jelenik meg és
fixalédik (14A abra). A masodik szcenarionak, amikor a duplikacio nem kothetd direkt
modon a régié megjelenéséhez, két alapesete van. Az egyik, amikor egy duplikacio
mindkét masolataban megtalalhaté a régié, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
régionak a duplikacié elétt kellett megjelennie (14B abra). (A konvergens evolucio
kizarhaté figyelembe véve a régiéo paraldogok kozotti nagymértékli szekvencialis
konzervaltsagat) A masodik alapeset, amikor a régi6 az adott duplikaciés eseményt
kovetden joval késdbbi evolucids idében/szinten jelent meg, mely igy direkt médon nem
kothetd a duplikaciés eseményhez (14B abra). Ez a két alapesetet magaban foglalva

jelenti a régiok duplikacio fuggetlen, vagyis de novo megjelenési mechanizmusat.
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14. abra — A neofunkcionalizacio altali és de novo régié6 megjelenés mechanizmusanak
sematikus abrazolasa

(A) A duplikaciés indukalt (neofunkcionalizacio) régiok megjelenésének modell szintl
bemutatasa. (B) A de novo modell két alaptipusanak demonstraldsa. Az dbran a rozsaszini
téglalapok és nyilak a régiok megjelenését magyarazzak. A piros és z6ld haromszdgek a

duplikacio altali paralégok tovabbi evoluciojat jelképezik.

Az els6 evoluciés forgatokonyvre példa a B-catenin fehérjecsalad, amely esetben a
degron motivum alkotta bioldgiai kockazatot jelenté rendezetlen régié a B-cateninen
kival, annak legkozelebbi paralégjaban, a junctional plakoglobin (JUP) fehérjében
figyelhet6 csak meg, mig mas paraldgokban nem. Ez tehat azt jelenti, hogy a régi6 a

B-catenin és JUP kdz0s 6sében jelent meg, miutan ez az 6si fehérje duplikacidval elvalt
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a tobbi paraldg kozos 6sétdl. A masik scenaridra példaként mutathaté az ID3 esete,
ahol a csaldad t6bbszords duplikacion ment keresztil és minden paralogra
attérképezhetd az ID3 rakos megbetegedésekhez kothetd régidja. Ez a megfigyelés
arra enged kovetkeztetni, hogy a régidé mar a duplikacidk el6tt megszuletett. Egy masik
példa az ESR1, amikor is a paralogok megszlletése az eumetazodk megjelenésének
evolucios szintjére tehetd, azonban a régio csak az ESR1-ben, egy késdbbi szinten, a

ma €16 gerincesek 6sében jelent csak meg.

4 rendezetlen fehérje (ASXL1, CCND3, SETBP1, CARD11) esetében nem voltak
predikciés adatok a vizsgalathoz igy nem lehetett a régidk megjelenési mechanizmusat
meghatarozni. Tovabba, 2 fehérjéhez, az RPS15- és SMARCB1-hez az ENSEMBL nem
prediktalt paraldogokat, melynek oka ezen fehérjék nagyon &si eredete, amely tulmutat
az Opisthokonta evolucios szinten is. A régido megjelenési mechanizmus szempontjabal
ez a 6 fehérje igy nem kerult kategorizalasra, mely fehérjék a vizsgalat eredményében
az “Other’ kategoriat alkotjak (15A abra).

Az eredmények alapjan a vizsgalt adathalmazban 6sszesen 7 eset jellemezhetd a
duplikacié indukalt megjelenéssel, annak ellenére, hogy a neofunkcionalizacié egy
gyakorinak gondolt mechanizmus az evolucié bioldégiaban. A neofunkcionalizacié altal
megjelent 7 esettel ellentétben, 23 régidé evolucidja kotheté a “de novo”
mechanizmushoz (15A abra). Ez az eredmény ravilagit arra, hogy a rakos
megbetegedések szempontjabdl rizikdfaktorral bird rendezetlen régidk megjelenésében

ez a dominans mechanizmus.
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15. dabra - A régiok kategorizalasanak osszefoglalasa megjelenés és evollcios sors
szempontjabol

(A) Régiok megjelenésének kategorizalasa (duplikacié indukalt — “Duplication induced”, “de
novo”, egyéb — “Other”) oszlopdiagramban 6sszefoglalva (B) A régidk evolucids sors szerinti
kategorizalasanak (régid meg6rzédés — “Constant”, régido sokszorozédas — “Spread”, régid

részleges elveszése — “Partial loss”) 6sszefoglalasa oszlopdiagramban.

Megvizsgaltam azt is, hogyan alakul a régiok evolucidos sorsa, azok orokl6dnek-e
tovabbi paralégok megjelenése esetén és ha igen, milyen mértékben. E tekintetben 3
szcenariot definialtam: (i) A régio tovabbi duplikaciok nélkul megdrzddik (“Constant”); (ii)
a régio sokszorozodik 6roklédve és megdbrzédve minden tovabbi paralégban (“Spread”);
(iii) a regid oroklédik, de csak részben lesz jelen a paraldgokban, néhany azok kozdl
elveszik az evolucié soran (“Partial loss”). Elvégezve a vizsgalatot az eredmények azt
mutatjak, hogy a masodik modell a dominans. 29 esetben figyelhet6 meg a régid
megjelenése utan tovabbi paraldg vagy paralégok sziletése, mely paraldgokban a régio
egyertelmlien megtalalhato. Ezzel ellentétben, 5 régié esetében nem volt megfigyelhetd
tovabbi paralégok megjelenése, mely esetekben tehat a régidé csak azon fehérjében

O6rz6dott meg, amelyben megjelent (15B abra). Ebbe a kategodriaba tartozik néhany 6si
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eredetre visszavezethetd eset is, mint pl. az MLH1 és USP8, mely megfigyelésbél arra
lehet kdvetkeztetni, hogy a duplikaciok hianya nem hozhatd 6sszefuggésbe a fehérje
esetleges rovid evolucios idejével. A 3. szcenarid csupan 2, a VHL és az NFE2L2
esetében volt megfigyelheté (15B abra). A VHL csaladnak dsszesen csak két tagja
van, a VHL és VHLL, mely paralégok egy relative fiatal, az eml6sdk szintjén tortént
duplikaciéval szilettek. A régid megjelenése utan, mig annak N-terminalisa mindkét
paralégban fennmaradt, addig a C-terminalis szegmens a VHLL paralégbdl elveszett,
csak a VHL-ben talalhatdé meg (bévebben a kdvetkez6 fejezetben, a példak bemutatasa
soran). Hasonlé médon az NFE2L2 csalad tagjai is részben fiatalabb (Vertebrata szint()
duplikaciéval szllettek, azonban ezen paralégokban nem figyelhet6 meg a rak

szempontjabol kockazatot jelentd linearis motivum régidk.

Példak bemutatasa

A rendezetlen régidk 6si eredetének és evolucios folyamatuk demonstralasa céljabdl
részletesebben megvizsgaltam 3 érdekes példat. A példak bemutatdsahoz eddigi

eredményeimet és az irodalombdl kinyert adatokat hasznaltam fel.

MLH1

Eredményeim alapjan az egyik legésibb eredetre visszavezetheté példa a DNS hiba
javito (MMR - mismatch repair) esszencialis MLH1 fehérje. Mivel a fehérje feladata
klasszikus példaja a “caretaker” funkcidknak, az MLH1 mutaciok altali
diszfunkcionalitdsa noéveli az egy nukleotidot érinté szubsztituciok, valamint keret
eltolodasi mutaciok aranyat, mely valtozasok rakos megbetegedések kialakulasaval
hozhatok 6sszefiiggésbe ¥2. Az irodalombdl 6sszegyijtott adatok alapjan megfigyeltem,
hogy az MLH1 tobb pozicidjanak mutacidjat is leirtak mar olyan betegekben, akik Lynch
szindromas Orokletes kolorektalis rakban szenvedtek. Mindazonaltal, feldolgozva a
COSMIC adatbazis adatait, mely szomatikus, rakos megbetegedésekkel

Osszefuggésbe hozhatdé mutacidkat gydjt és rendszerez (Anyagok €s modszerek), az
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MLH1 leggyakoribb mutaciéjaként a V384D figyeltem meg. Ezen szubsztitucio
mutagenezis tanulmanyai élesztében, valamint in vitro MMR vizsgalatok azt mutattak,
hogy ugyan nem volt megfigyelhetd szignifikans fenotipusos valtozas a kisérletek
soran, az MMR aktivitas csOkkenése mégis kimutathato volt 3. Ennek ellenére, mas
tanulmanyokban azt talaltam, hogy a V384D variaci6 nem csak bizonyitottan
Osszefliggésbe hozhatdo a kolorektdlis rakra vald hajlammal ™4 de dominans

valtozasként irtak le a HER2-pozitiv luminalis B-szer(i mellrak esetén 3°.

Az MLH1 fehérijének domén organizacidja evoluciésan nagyon 6sinek tekinthetd, a
rendezetlen linker régié Aaltal 6sszekdtott N- és C-termindlis rendezett domén
architektura jelen van a baktériumoktdl egészen az emberig . Ez a konzervaltsagi
tulajdonsag ramutat mind a rendezett domeének, mind az azokat 0sszekotd linker régiod
funkcionalis fontossagara. A korabbi munkank soran azonositott, er6sen mutalodo,
rakos megbetegedésekkel 6sszeflggeésbe hozhatd linearis motivum régio (379 - 385) a
fehérje rendezetlen linker régiojaban helyezkedik el *°. A linker régié6 a DNS-el vald
kdlcsdnhatas soran, valamint a szomszédos domének enzim aktivitdsa tekintetében
regulator szerepet tolt be 3. Szekvencia konzervaltsag szempontjabdél a motivum
kézponti eleme a linker régidhoz képest er6sebb megkotést mutat, amely a rendezetlen
fehérjékre jellemz6 sziget-szer( konzervaltsagi mintazatnak felel meg (16. abra). Habar
a pontos funkcidja a régiébnak még ismeretlen, az erés evolucidés konzervaltsag

kildnosen fontos funkcidra vilagit ra.
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16. abra — Az MLH1 fehérje vizsgalt régiéjanak és kornyezetének tobbszoros szekvencia
illesztése
A vizsgalt régiot feket keret jeldli. A mutaciok eloszlasa az illesztés folott, szlirke oszlopokkal

jelolt.

VHL

A VHL egy E3 ligaz aktivitassal biré tumor szuppresszor fehérje. Kulcsfontossagu
szerepet jatszik a sejt-szintl oxigén érzékelésben, ubiquitinaciora és ezaltal
proteoszémalis degradaciora megjeldlve hipoxia-indukalt faktorokat. A funkcio
ellatashoz a VHL fehérje az elongon B- és C-vel,a cullin-2-vel és az RBX1 RING
fehérjével alkot komplexet "'%, A VHL a-domén (mas néven VHL-box, 155 - 192)
alkotja a f6 kontaktusokat az elongin C fehérjével, mig a nagyobb 3-domén (63 - 154)
direktben koéti a HIF1a fehérjében és egyéb szubsztratokban talalhaté prolin hidroxil
motivumokat. A kulonb6zé rakos megbetegedésekkel dsszefliggésbe hozhaté mutacidk
a fehérje jelentés részén megfigyelhetdk, beleértve az a- és p-domént is. Mig ezek a
régiok komplexben az elongin B- és C-vel, valamint cullin-2-vel j6I meghatarozhato

szerkezettel rendelkeznek, addig izolatumban rendezetlenek és gyorsan degradalédnak

139

A VHL gén evolucioés eredete a hipoxia regulaciés utvonal masik két kulcsfontossagu
komponensével egyutt, a HIF1a és PHD fehérjékkel, az Eumetazoa szintre vezethet6

vissza (17. abra). Eredményeim ramutattak, hogy a VHL csalad molekula evoluciés
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szempontbdl egy érdekes példa, mivel evolucidja eseménydusabbnak mondhatd, mint

mas, rakos megbetegedéssel 6sszefluggésbe hozhatd fehérje evolucioja.

Ahogyan az a 1. tablazatbdl latszik, a VHL esetében szamos pozitiv szelekcio alatt allé
pozici6 detektalhaté, mely adaptiv valtozasok evoluciés kora a Sarcopterygii
torzsfejlodési agra tehetd. Miutan atnéztem a VHL irodalmat, egy érdekes
megfigyelésre tettem szert. A pozitiv szelekcié alatt allé poziciok magukban foglaljak a
K171 poziciot is, mely az irodalom alapjan fontos szabalyozé funkcioval rendelkezik. A
SUMO E3 ligaz PIASy (vagy PIAS4) fehérje kdlcsdnhatva a VHL-lel indukalja a K171
pozicid SUMOIlizaciojat. Emellett, a K171 és K196 poziciok ubiquitinalédni is képesek,
mely modifikaciok a PIASy altal blokkoltak. Ezek alapjan a VHL egy dinamikus
szabalyozasara az alabbi modellt allitottak fel. A VHL és PIASy kdlcs6nhatasa a VHL
magi lokalizaciojat, valamint a végbemendé SUMOIizacié altal a VHL stabilitasat
(blokkolva az ubiquitinaciot) eredményezi. Masreszrél, a PIASy disszociocio hatasara a
SUMOIlizacioé visszaszorul, mely a VHL magbdl vald exportjat és ubquitinaciéjat segqiti
el6. A modell szerint ezen reverzibilis modifikaciokon alapuld dinamikus folyamat teszi

lehetévé a HIF1a szubsztrat gatlasanak precizitasat 4.

A VHL egy masik érdekes molekula evolucios eseménye a fehérje N-terminalisan
evolvalodott ismétlédé szakasz, amely GXEEx alapegységének megjelenése szintén a
Sarcopteryqii torzsfejlédési agon figyelheté meg (17. dbra). Tobb ma élé fajban a
GxEEx egység csak onmagaban figyelhetd meg, azonban a bizonyos torzsfejl6dési
agakon a régio tobbszor ismétlédik. A GXEEx ismétlédé szakasz funkcidjat tekintve,
prediktalt és kisérletesen igazolt kdlcsdnhatasi partnerek miatt (elébbi USP7, utdbbi
p14ARF), a VHL egyik izoformajanak szabalyozasaval hozhaté Gsszefliggésbe ™'. A
VHL csalad masik tagja, a VHLL egy fiatalnak mondhatd, Vertebrata szinten
detektalhatd duplikacio eredménye, mely duplikatum érdekes modon elvesztette a

szekvencia C-terminalisan megfigyelheté a-domént. Kovetkezésképp a VHLL nem
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képes a sejtmagba lokalizalni a multiprotein E3 ubiquitin-ligaz komplexet. A VHLL

funkcionalitasa tekintetében a VHL egy dominans-negativ formajaként szolgal.

— 1. sapiens—INIIH B e b— 213

VHLL ;
Euarchontoglires H-Saplensm 139

R.norvegicus —{H B H [ « - 185

sarcoptergiil  L_—g taurus —4 P H e = 103
—_ A.carolinensis H p e |~ 173

" ru

funkcionalis egységeinek

A kilénbdz6 szamban el6forduld ismétlddd szakaszok zdlddel jeldltek. A a és B doméneket
citromsarga szini elemek mutatjak. Piros vonal jelzik a H. sapiens VHL a doménben |évd
K171-es pozitiv szelekcié alatt allé pozicidt és tovabb piros vonalak jelzik az ennek a pozicidnak

megfeleltetett, szintén szelekcioé alatt allé, mas fajok szekvencigjaban Iévé pozicidkat.

ESR1

Az 6sztrogén receptor 1 (ESR1 - estrogen receptor 1) a nuklearis hormon receptorok
csaladjaba tartoz6 fehérje. A rakos megbetegedésekkel Osszefluggésbe hozhato
mutaciok tulnyomé tébbségét a K303R variacio adja. A nagyszamu (a COSMIC
adatbazis alapjan tobb, mint 200) megfigyelt mutaciét hordozé K303 egy linearis
motivumok alkotta, egymast koélcséndsen kizar6 PTM helyeket magaban foglald
rendszer (un. molekularis “switch”) pozicidja. Ebben a régidban, mint PTM-k, leirtak
SET7/9 altali metilaciot, p300 altali acetilaciot, valamint PKA vagy PAK1 altali
foszforilaciét, sorrendben a 302- , 303-, és 305-0s pozicidkon '2-'45  Evollcids

vizsgalatom eredményei alapjan a fehérje szintl evolucios eredet az Eumetazoa szintre
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vezethet vissza, azonban a K303 poziciét magaban foglald régioé ennél joval késébb, a
Sarcopterygii fajokban jelent meg és fixalodott (18. abra). Eredményeim emellett
megmutattak, hogy a régié metilacidért és acetilacidért felelés pozicidival ellentétben a
foszforilacios hely megjelenése egy H. sapiens specifikus evolucidos esemény. Ez a
megfigyelés abbdl kovetkezik, hogy az irodalombdl gydjtott adatok alapjan a PKA altali
foszforilaciohoz az ESR1 esetében egyarant szikséges a régié K302 pozicidja,
valamint a csak H. sapiens szekvenciara specifikus R300 és L306 pozicio is (19. abra).
Ez a H. sapiens specifikus foszforilacios régié orvosbiologiai szempontbdl ugy okozhat
gondot, hogy az onkogenikus K303R mutacié eredményeképp a régido abnormalisan,

egy nagyobb affinitassal kothet6 szubsztratta valik a PKA szamara 46147,

selectit ‘-H.sapieﬂs 4| Oest_recep | zf-C4 l—ﬂ]]—' Hormone_recep 595
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D.rerio ! Oest_recep | 2f-C4 |—| Hormone_recep I— 569
Dup/ical’f_()_/jo
H,Sapiens % ERbeta N H zf-C4 H Hormone_recep }— 530
ESR2 G.gal!us !ERbetaiNH zf-C4 ]—| Hormone_recep }7 470
D.reriocA —L ERbeta N H zf-C4 H Hormone_recep }— 553
D.rerioB 600

18. dbra — Az ESR fehérjecsalad evolucidjanak demonstralasa
Citromsarga szinnel jeléltek a domének, zélddel pedig az ESR1 vizsgalt régidja és az annak
megfeleltetett homoldg régidk mas szekvenciakban. Piros vonalak az ESR1 vizsgalt régiojaban

a bemuatott pozitiv szelekcios pozicidkat abrazolja.

A H. sapiens specifikus valtozasokra vonatkozé megfigyeléseimet erre iranyuld
szamolasok is alatamasztjak. Szubsztituciok és polimorfizmusok szamanak
Osszevetése egy adott gén esetében két kozeli fajpan egy hatékony megkdzelitése a faj
specifikus pozitiv szelekcid detektalasanak. Az ezen a megkdzelitésen alapuld MK
tesztet egy korabbi munka soran alkalmazva 9785 vizsgalt génbdl 198 esetben

azonositottak emberre specifikus pozitiv szelekcios valtozasokat, mely eredmények
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kozott megtaldlhatd volt az ESR1 is . Az MK teszt eredményei alapjan az ESR1
szekvenciajaban, dsszevetve a csimpanzéval, a korabban bemutatott R300 és K306
poziciok mellett tovabbi 3 pozicié (L44, Q502, S559) prediktalhatd H. sapiens specifikus
valtozasnak. Ezek koziil a S559 egy kisérletesen igazolt foszforilacios hely %148 mely
igy szintén egy H. sapiens specifikus PTM helynek mondhatd, azonban a masik két

poziciordl az irodalomban nem talaltam informaciot.
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19. dbra - Inzercié-mentes tobbszoros szekvencia illesztése az ESR1 fehérjének
A Z. danio szekvenciajabdl kivagott inzercié hatarait kis betl jeldli. A régié nagy szamban
mutalédé K303 pozicidt fekete keret mutatja. A PTM helyek az illesztés folott lathatok (Me -

metilacié, Ac - acetilacid, P - foszforilacio).
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Diszkusszio

A rendezett fehérjékkel ellentétben a rendezetlen fehérjék evolucios szempontbdl
kevésbé vizsgaltak. Kutatasaim kozpontontjaban a rendezetlen fehérjék evolucios
vizsgalatai alltak. Ezeknek a vizsgalatoknak az egyik leggyakoribb, alapvet6 eleme a
szekvenciak/régiok evoluciés konzervaltsaganak értékelése. A rendezetlen régidk
konzervaltsagi szamolasa nem trivialis. Ez abbol ered, hogy a rendezetlen régidk
konzervaltsaga ugy értékelhetd hatékonyan ha a mértikhdéz képest kis, azonban a
funkciojukat kozvetlenul kozvetité poziciokat vesszuk figyelembe, azonban ezek a
poziciok legtobbszor nem egyértelmiek. A bioldgiailag relevans eredmények érdekében

valamilyen megkozelitéssel pozicié-szintl sulyozast érdemes bevezetni.

Ennek egy lehetséges mdédja a PSSM alapu konzervaltsag szamolas, mely soran egy
adott régio evolucios konzervaltsaganak értékeléséhez a pozicio-szinti sulyozashoz az
informaciot ismert eléfordulasokbdl nyerjuk ki. Ezt a megkdzelitést alkalmaztam a H.
sapiens LC8 dinein konnyllanc fehérje koétémotivumainak konzervaltsagi vizsgalata
soran. Vizsgalatom feltarta, hogy a H. sapiens LC8 fehérje kotémotivumai a
gerinceseken tuli organizmusokban ritkan konzervaltak (8. abra). Ez a megfigyelés
0sszhangban van a linearis motivumok “ex-nihilo” evoluciés elméletével, mely szerint
ezek a funkcionalis motivumok amilyen egyszeriien megjelennek olyan egyszeriiséggel
el is veszhetnek néhany mutacio altal %. Ugyanakkor, ezek az eredmények szemben
allnak a H. sapiens LC8 fehérje gerinces és nem-gerinces fajokban is megfigyelhet6

erds evolucids konzervaltsaggal.

Medfigyeltem azt is, hogy az ismert H. sapiens motivumok dontd tobbsége a sajat
taxonémiai szintjikdn vagyis, az eml6s szinten belll, legalabb 80%-ban konzervaltak
voltak. Ez azonban nem volt igaz egy tetszblegesen predikalt kotémotivumra. Ez

alapjan kifejlesztettem egy uj, motivum azonositas soran a feltételezhetéen nem valos
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talalatok kiszlrésére alkalmazhatoé eljarast. A modszer lényege, hogy valoszini
bioldgiai relevanciaval nem rendelkeznek azon H. sapiens talalatok, melyek az emlés
ortologokban nem mutatnak konzervaltsagot. A szlrési kritériumot az LCS8
kotbpartnereinek predikcioja soran teszteltem, ahol az evoluciés szdrési kritérium
~50%-kal redukalta a potencialis motivum talalatok szamat. Megvizsgalva a rendezetlen
régiok evolucidés konzervaltsaganak egyedi, sziget-szerli mintazatanak motivum
detektalasra alkalmazhatésagat az ismert LC8 H. sapiens halmazon, a motivumok csak
32.5%-at lehetett “Ujra” azonositani. Ez az eredményem arra utal, hogy a
szigetszer(iség stratégidja ©Onmagaban gyenge megkdzelités az LC8 rendszer
esetében, annal eredményre vezetébb az evoluciés alapu szlrési kritériumot

alkalmazni.

A PSSM alapu konzervaltsag szamolas soran a pozicidk sulyozottan értékeltek, melyet
a kiindulasi szekvencia halmaz biztosit. A masik témakorben — a rakos
megbetegedések kialakulasaval kapcsolatban all6 rendezetlen régiok — elvégzett
evolucidés vizsgalatokhoz a konzervéltsag szamolasi sulyokat egy masik
megkdzelitésen alapulva vettem figyelembe. Ennek lényege, hogy a régidk pozicio
szintl mutaciés adatai kiemelik a funkcid szempontjabdl legfontosabb pozicidkat,
melyeket a konzervaltsagi informacidé szempontjabol szikséges figyelembe venni. Az

elvégzett vizsgalatok soran is ezt az alap stratégiat alkalmaztam.

A projekt soran evoluciés konzervaltsag alapjan meghataroztam a rakos
megbetegedésekkel direkt kapcsolatban allé rendezetlen régidk evolucios eredetét. A
munka egyik lényeges ujdonsaga, hogy az eredet vizsgalat megkdzelités nem
gén-centrikus, hanem régié specifikusan, funkcionalis egységeken (mint pl. SLiM vagy
rendezetlen linker) alapul. A gén-centrikus megkdzelités egy-egy konzervalt, 6si domén
megjelenésén alapszik, figyelmen kivll hagyva, hogy a gének evolucios valtozasai

sokszor csak egy-egy régioét érintve torténik.
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Az altalam kifejlesztett modszert alkalmazva kapott eredményeim azt mutattak, hogy a
rakos betegségek szempontjabdl direktben érintett rendezetlen régidok nagyfoku
evolucids konzervaltsaggal jellemezhet6 6si eredetre vezethetk vissza (12. abra), mely
kiemeli a kritikusan fontos funkcidikat. A régiok eredetére vonatkozé eredmények
egybevagnak a rakos megbetegedésekkel kapcsolatos gének altalanos evoluciés
megjelenésével *. Azonban vizsgalataim arra is ramutattak, hogy a régié- és gén-szint(i
eredet eltérhet egymastol, sok esetben a vizsgalt rendezetlen régiok megjelenése joval

késbbbre tehetd, mint az azt kddol6 gén és géncsalad eredete.

Bar a régiok feltinésuk utdn gyorsan rogzllnek és ezutan kevés valtozast mutatnak,
gén-szinten tovabbi valtozasok is megfigyelheték, melyek az evolucio folytonossagara
utalnak. Sok esetben példaul a gén tébbszoros duplikacion ment keresztil, regulacios
régiokkal bévult vagy pozicidé szintl valtozasok altal funkcionalis finomhangolason esett
at. Eredményeim soran bemutatasra kerult egy ilyen, evolucié biologia szempontjabol
fontos eset, az ESR1, mely evolucidja soran egy H. sapiens specifikus funkcionalis
finomhangolast azonositottam (19. abra). Evolucié biolégiai szempontbdl érdekes
eredmény, hogy a vizsgalt rendezetlen régidk a gén duplikacioktdl figgetlendl jelennek
meg az evolucié soran. Ez a medfigyelés ellentmond az altalanosan elfogadott
neofunkcionalizacié modelljének, miszerint az Uj molekularis funkcidk a duplikaciok altal
indukaltak.

Bar az altalanos megfigyelés szerint a rendezetlen fehérjék altalaban kevésbé
konzervaltak ', a funkciondlis rendezetlen régidkra elvégzett vizsgalataim
Osszességében egy nagyon valtozatos evoluciés konzervaltsaggal leirhaté képet
mutattak. Megfigyelhetdk voltak faj (pl. a H. sapiens specifikus foszforilaciés PTM)- és
evolucios szintre-specifikus (metazoa fajok LC8 fehérjével kdlcsonhaté EGL fehérjéje -
9. abra) linearis motivumok, emellett megfigyeltem egy, az immunrendszer
folyamataiban szerepet jatszo, evolucios értelemben nagyon fiatal linearis motivumot

(CD79B vizsgalt régidja — 12. &bra). Erdekes moédon tdbb extrém konzervalt
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funkcionalis rendezetlen régiét is azonositottam (12. abra). Ezt j6l mutatja az MLH1 (16.
abra) és DYNC1|1/DYNC1|2 fehérjék (8. abra), amelyek esetében a linearis motivumok
az eukaridta egysejtiek szintjén is megdfigyelhetéek. Emellett, az LC8 rendszerén
keresztul lathattuk azt is, hogy még egy adott kdlcsonhatasi halézat esetében is nagyon

eltéré konzervaltsagi viselkedést tapasztalhatunk.

Vizsgalataim a rendezetlen fehérjék tanulmanyozasat egy érdekes oldalrdl, az
evollcidjuk iranyabol kozelitette meg. Ertekezésem soran lathattuk, hogy az evolucié
eszkdzként alkalmazasa egy hatékony stratégia a rendezetlen fehérjékkel kapcsolatos
problémak megoldasara és kérdések megvalaszolasara, ami egyben ravilagit ezen

kutatasi terulet jelent6ségére is.
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Osszefoglalo

A rendezetlen fehérjék nem rendelkeznek j6I meghatarozott térszerkezettel,
ennek ellenére esszencialis szerepet toltenek be szamos szabalyozasi és jelatviteli
folyamatban. Ebbdl adoddéan a rendezetlen fehérjek hibas muakodését rakos
megbetegedések kialakulasaval is dsszefliggésbe hoztak. A rendezetlen fehérjék mind
szerkezeti, mind funkcionalis szempontbdl rendkivul sokfélék, azonban az, hogy ez
hogyan tukréz6dik evolucios tulajdonsagaikban, a rendezett fehérjékhez képest még
joval kevésbé feltart. Doktori kutatbmunkam soran a rendezetlen fehérje régidkat
evoluciojuk szempontjabol vizsgaltam, két kulon témakorben. Ezekhez olyan Uj
modszereket dolgoztam ki, amelyek figyelembe vették a rendezetlen szegmensek
egyedi evolucios tulajdonsagait.

A rendezetlen fehérjék egyik legfontosabb funkcionalis egységei a specialis
tulajdonsagaik miatt csak kis szamban ismert un. linearis motivumok. Habar
felderitésik napjainkban a fehérje bioinformatika egyik f&6 kutatasi terllete, az
egyszerliségukbdl adédé magas fals pozitiv talalatok szama megneheziti munkankat.
Elsé alapvetd célom egy evolucidos konzervaltsag alapu motivum szlir§ moddszer
kifejlesztése volt. Ezt az LC8 dinein konnydlanc fehérje interakcios haldézatanak
bévitése soran alkalmaztam. Megkozelitésemmel ~50%-kal csokkentettem a
potencidlisan nem valds taldlatok szamat, ami hozzgjarult az LC8 rendszerben
bioldgiailag relevans uj partnerek azonositasahoz.

Masodik f6 célkitizésem a rakos megbetegedésekért kozvetlenul felelbs
rendezetlen régidk evolucidjanak részletes tanulmanyozasa volt. Tobbek kozott
megallapitottam, hogy a rendezetlen fehérjék tipikusan alacsony konzervaltsaga
ellenére, a rakban direkt médon mutalédé rendezetlen régiok erésen konzervaltak és
sok esetben mar az 6si egysejtiiekben funkcionalisak lehettek. Ezen megfigyelések a
régiok mikodeési mechanizmusanak megismeréséhez alapjaiban jarulnak hozza, jobban

megértve ezzel a régiok tumorgenezishez kothetd diszfunkcionalitasukat.
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Summary

Although intrinsically disordered proteins do not have a well-defined three
dimensional structure, they play essential roles in many signalling and regulatory
processes. In agreement with this, malfunction of disordered proteins has been shown
to be associated with various types of cancer. Disordered proteins are heterogeneous
both from structural and functional points of view, however, compared to globular
proteins it is much less explored how their specific features are reflected in their
evolutionary properties. During my PhD research | have studied disordered protein
segments from an evolutionary point of view, focusing on two specific projects. To this
end | have developed novel methods that take the unique evolution of disordered

segments into consideration.

One of the most important functional units of disordered proteins are the
so-called linear motifs. Despite their importance, the number of known linear motifs is
still limited due to their special features. Although finding new linear motifs is one of the
most important challenges in protein bioinformatics nowadays, their research is
hampered by the high number of false positives which occur due to their simplicity of the
motifs. My first aim was to develop a filtering method for motif prediction based on their
evolutionary conservation. | utilised this method to expand the network of interaction
partners for the dynein light chain protein LC8. Using my protocol, | could reduce the
number of potentially false positive hits by about 50%, which greatly helped to identify

biologically relevant novel interaction partners in the LC8 system.

My second aim was to investigate the disordered segments that play a direct role
in cancer. | have shown that despite their typically low conservation, those disordered
segments that are directly mutated in cancer show strong evolutionary conservation,

with many of them becoming functional in ancient unicellular organisms. These
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discoveries fundamentally contribute to our knowledge in understanding how disordered

segments function, and what their role is in tumorigenesis.
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