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1 BEVEZETES

A fehérjék mind szerkezeti mind funkcionalis tulajdonsagaikat tekintve hihetetleniil
valtozatosak. Ugyanakkor ennek az elképeztd valtozatossdgnak az alapjat egy viszonylag
egyszerll kémiai felépités adja: a fehérjék 20 kiilonb6zd aminosav egymashoz
kapcsolddasaval kialakuld lancmolekuldk, melyek egyediségét az aminosavak sorrendje, az
aminosav szekvencia adja. A fehérjekutatds egyik legalapvetébb kérdése, hogy hogyan
hatarozza meg az aminosav sorrend a fehérjék térszerkezetét és funkcidjat. Ennek a
kérdéskornek az alapjait tobb mint 6tven éve fektették le, tobbek kozott Christian Anfinsen, a
ribonukleaz refolding vizsgélataval, Cyrus Levinthal, a fehérje feltekeredés, a folding,
alapvetd paradoxonanak megfogalmazasaval, illetve John Kendrew az elsé fehérje, a
mioglobin szerkezetének meghatarozasaval [1]. Bar az azota eltelt id6szakban jelentds
elérelépések torténtek a szekvencia - szerkezet - és funkcio Osszefiiggésének megértésében,
mind a mai napig jabb és jabb dolgokat tanulunk a fehérjék sokszintiségérol.

Az egyik alapvetéen 1j irdny a rendezetlen fehérjékhez kapcsolodik. A sokaig
altalanosan elfogadott nézet az volt, hogy a fehérjék megfelel6 mikodéséhez elengedhetetlen,
hogy egy jol definidlt szerkezettel rendelkezzenek. Ezt a paradigmat irta 4t a rendezetlen
fehérjék funkciondlis fontossaganak felismerése. Bar ez a jelenség a kezdetekben jelentds
vitdkat valtott ki [2], a 2000-es évek kezdetétdl megindult a rendezetlen fehérjék
szisztematikus vizsgalata. Ezekben - a rendezetlen fehérjék kisérletes vizsgalatanak
nehézségei miatt - dontd szerep jutott a bioinformatikai megkdzelitéseknek.

Doktori értekezésemben a rendezetlen fehérjék bioinformatikai vizsgéalata soran elért
eredményeit foglaltam Ossze. Kozel két évtizedes tevékenységem soran tobbek kozott uj
bioinformatikai eszkozoket fejlesztettem ki, melyekkel felismerheték a rendezetlen régiok
illetve azok kotOhelyei az aminosav szekvenciabol. A sajat és masok altal kifejlesztett
modszerek alkalmazéasaval elemeztem a rendezetlen fehérjék kolcsonhatasi tulajdonségait és
betegségben betdltdtt szerepiiket. Osszességében, vizsgalataim alapvetden jarultak hozza
ezen Uj fehérje osztaly jobb megismeréséhez.


https://paperpile.com/c/zGYo8J/J2RZ
https://paperpile.com/c/zGYo8J/AEoc
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A rendezetlen fehérjek és funkcidik

Az eredendden rendezetlen fehérjék (intrinsically disordered protein/IDP) nem
képesek onmagukban egy jol-definidlt szerkezet kialakitdsara, ugyanakkor szdmos biologiai
folyamatban kulcsfontossdgt szerepet jatszanak [1-3]. A rendezetlen fehérjéket egy
konformacids sokasaggal lehet jellemezni, aminek jellegzetes molekularis tulajdonsagai, mint
példaul a megnovekedett molekularis méret, a denaturalt allapotba vald atmenet hidnya, a
periddikus masodlagos szerkezetek hidnya vagy a konformacidés heterogenitas szadmos
kisérleti modszerrel megragadhatdé [4]. A szerkezeti sokasag részletes tulajdonsagainak
leirdsdhoz azonban tobbféle modszer kombinacidjara van sziikség [5]. A kisérletesen igazolt
rendezetlen fehérjék Osszegyujtésére jott 1étre a DisProt adatbazist [6,7]. Az adatbazis

crer

crer

Az eredendden rendezetlen fehérjék alapvetd fontossaganak felismerése drasztikusan
alakitotta 4t a fehérjék szerkezete ¢és mikddése kozotti Osszefiiggésrdl alkotott
elképzelésiinket [4]. Az ismert példak alapjan a rendezetlen fehérjék funkcionalis
szempontbol tobb kategoriaba sorolhatok [9,10]. Funkcidjuk eredhet kozvetleniil a
rendezetlen allapotbdl, példaul a globuldris doméneket 6sszekotd linker régidk esetén. Masik
tipikus funkciojuk a molekularis felismerésben vald részvétel, melynek soran specifikus
kotdpartnerekhez, példaul egy masik fehérjéhez, RNS-hez vagy DNS-molekulahoz kétddnek.
A kotédeés révén befolydsolhatjak a partner molekulak mitkodését, eldsegithetik fehérjék vagy
RNS molekulak feltekeredését, részt vehetnek kismolekuldk szallitisaban és raktarozasaban
vagy iranyithatjak nagyobb komplexek 0sszeszerelddését. Egy viszonylag Gijonnan felismert
funkciojuk, hogy koncentraci6 fiiggd modon képesek fazisszeparaciot indukalni, ami
kulcsszerepet jatszik membran nélkiili organellumok kialakulasaban [7,11].

A rendezetlenség szdmos funkciondlis elényt biztosit a kdlcsonhatasok szempontjabol
[12]. Partner molekuldval valdé kolcsonhatas indukélhatja egy jol-definidlt szerkezet
kialakitasat, az ugynevezett csatolt feltekeredés és kotddés (coupled folding and binding)
soran [12]. A nem-kotott és kotott allapot szerkezeti tulajdonsdgainak finomhangolasa
lehetdséget biztosit a kotddés specifitasanak és affinitdsanak preciz kontrolljara [12]. A
rendezetlen régidok nagyfoku plaszticitdsuk révén kiilonb6zé molekula felszinekhez tudnak
alkalmazkodni, ami lehetové teszi szdmukra a tobb partnerhez valé kotddést [10,13]. A
rendezetlen fehérjék gyakran tartalmaznak kompakt, néhany aminosavbdl all6 révid linearis
motivumokat, melyek specifikus doménnel valé kdlcsonhatast kdzvetitenek [14]. Gyakoriak
benniik a kiilonb6zd poszttranszlaciés modositasok is, melyek megkonnyitik miikodésiik
szabalyozasat a sejtekben [15]. A linearis motivumok ¢és PTM-ek kombinacidja révén
molekularis kapcsolok Osszetett haldzata alakulhat ki [16]. Ezeken keresztiil, a rendezetlen
fehérjék képesek a sejten beliili jeleket komplex modon integralni és ezaltal kdzponti szerepet
jatszanak jelatviteli és szabalyozo folyamatokban [10,13].


https://paperpile.com/c/xNeeJE/6k94+jx9E+7Czy
https://paperpile.com/c/xNeeJE/UfQM
https://paperpile.com/c/xNeeJE/dyyg
https://paperpile.com/c/xNeeJE/O9aA+CYEr
https://paperpile.com/c/xNeeJE/s9Wa
https://paperpile.com/c/xNeeJE/UfQM
https://paperpile.com/c/xNeeJE/OOZD+eqai
https://paperpile.com/c/xNeeJE/CYEr+wb0g
https://paperpile.com/c/xNeeJE/56Yd
https://paperpile.com/c/xNeeJE/56Yd
https://paperpile.com/c/xNeeJE/56Yd
https://paperpile.com/c/xNeeJE/eqai+R22I
https://paperpile.com/c/xNeeJE/QYp6
https://paperpile.com/c/xNeeJE/8xLP
https://paperpile.com/c/xNeeJE/jAc3
https://paperpile.com/c/xNeeJE/eqai+R22I
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2.2 A rendezetlen feherjek predikcidja

A rendezett és rendezetlen fehérjék kozotti alapvetd szerkezeti kiilonbségek
tiikrozodnek eltéré aminosav Ossszetételelikben is. Altalanossagban, a rendezetlen
fehérjékben alacsonyabb a hidrofob aminosavak aranya és gyakoribbak benniik a toltott és
polaros aminosavak [2,17]. Ezen specifikus szekvencidlis tulajdonsagok arra utalnak, hogy
nemcsak a globularis fehérjék szerkezete, hanem a rendezetlenség is kodolva van a
szekvenciaban, ami alapjan predikcios modszerek készithetok. Az elmult koriilbeliil 20 év
alatt tobb mint 100 rendezetlenség becsld moddszert fejlesztettek ki, amelyekre sokban
hatottak a globularis fehérjék szerkezet predikcdjara kordbban kifejlesztett modszerek. Az
alkalmazott megkozelitések széles skalat fednek le, mogdttes elv, komplexitas, sziikséges
futasi id6 és pontossag tekintetében is [18-20] A legegyszeriibb megkozelitések egyszeri
aminosav tulajdonsagi skéaldkon alapulnak [21-23]. A mddszerek masik jelentds csoportja
gépi tanulason alapul, egyre inkabb tamaszkodva mélytanuldsos eljarasokra [4,24]. Ezek a
modszerek azonban kevésbé atlathato modon, alapvetden fekete dobozként mitkddnek, és
érzékenyebbek a tanitdé halmazban esetlegesen eléfordul6d hibakra.

A rendezetlenség predikcidos modszerek hatékonysaganak Osszehasonlitod értékelésére
¢s a teriilet fejlddésének nyomon kovetésére tobb vizsgalatot is végeztek [19,25,26]. A
mobdszerek teljesitménye fligg a kiértékeléshez hasznalt adatbézistdl és a hasznalt metrikatol
is. A 2021-ben kozzétett Critical Assessment of Intrinsic Protein Disorder (CAID) kisérlet
volt az eddigi legnagyobb kezdeményezés a rendezetlenség predikcio értékelésére [28].
Ebben 32 modszer elérejelzési pontossagat és futdsi idejét értékelték, amihez a DisProt
adatbazisban Ujonnan annotalt fehérjéit hasznaltak.

A DisProt adatbazisban rendelkezésre allo adatok azt mutatjak, hogy a funkcionélisan
annotalt rendezetlen régiok leggyakoribb funkciéja mas makromolekuldkhoz vald kotodés,
ezen beliil is elsdsorban fehérje-fehérje kolcsonhatés kialakitdsa [12]. Azonban az ismert
rendezetlen kotorégiok szama csak lassan novekszik, ezért nagy sziikkség van olyan
modszerekre, melyek a szekvenciabol képesek felismerni a rendezetlen kotShelyeket. A
rendezetlen régiok kotdhelyeinek predikcidjara szolgald eljardsok kiinduldpontjat azok a
térszerkezeti komplexek adjak, amelyek kisérletesen igazolt rendezetlen fehérje
szegmenseket tartalmaznak, melyek csak a kotddés hatarasra vesznek fel rendezett,
tradicionalis moddszerekkel is tanulméanyozhatd szerkezetet. Ezeket a régiokat szokas
MoRF-nak (molecular recognition feature) is hivni [29]. A rendezetlen kotérégiok
szekvenciabol torténd felismerésére kifejlesztett modszerek vagy a mar 1étez6 rendezetlenség
Josl6 moddszerek valamilyen specialis jellemzdjét aknazzak ki, vagy gépi tanulasos eljarast
hasznalnak a kotérégiok felismerésére és ezek megkiillonboztetésére mind a globularis
fehérjéktdl, mind az ismert kdtddésben nem résztvevo rendezetlen szegmensektdl [30-32]. A
CAID kiértékelte a rendezetlen kotorégioik joslasara szolgalé modszerek teljesitményét is, a
DisProt kotérégiokra vonatkozd annotacidit hasznalva teszthalmazként [28]. Ez az
adathalmaz kevesebb mint 250 fehérje régiot tartalmazott, azonban még ezek az annotéaciok is
gyakran hidnyosak illetve pontatlanok voltak. A kategdéridban mindossze tiz moddszer
szerepelt, és a probléma nehézsége a modszerek viszonylag alacsony teljesitményében is


https://paperpile.com/c/xNeeJE/jx9E+V63a
https://paperpile.com/c/xNeeJE/06Q7+wrnt+TE3V
https://paperpile.com/c/xNeeJE/LyvA+lqBy+oF2j
https://paperpile.com/c/xNeeJE/UfQM+MCnj
https://paperpile.com/c/xNeeJE/wrnt+Eg7n+JXkO
https://paperpile.com/c/xNeeJE/yIIC
https://paperpile.com/c/xNeeJE/56Yd
https://paperpile.com/c/xNeeJE/2Ynk
https://paperpile.com/c/xNeeJE/Ao3w+isgK+vMX9
https://paperpile.com/c/xNeeJE/yIIC
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tiikkroz6dott. Bar egyre tobb modszer sziiletik a rendezetlen régidk funkcionalis szerepének
joslasara is [33], ez a teriilet kevésbé kiforrott a rendezetlenség predikciokhoz képest is.

2.3 A rendezetlen fehérjék altalanos jellemzése

A rendezetlen fehérjek jellemzésében, az egyedi példdk vizsgalata mellett, nagy
szerepet jatszottak a bioinformatikai modszerek, koztiikk az [UPred és az ANCHOR, melyek
hasznalata révén feltarhatjuk a rendezetlen fehérjék altalanos jellemzdit.

A rendezetlenség koncepcidjanak altalanosan elfogadottd valasdhoz nagyban
hozzajarult, hogy a kiilonb6zd genomszekvencidk altal kodolt fehérjék vizsgalata alapjan
széles korben elterjedt jelenségrdl van sz6. Eszerint a rendezetlen fehérjék az életfa minden
agan jelen vannak és eléforduldsuk erdsen korrelal az organizmusok komplexitasaval [34,35].
A DISOPRED2 modszer alapjan a hosszu (>30 aminosav hosszi) rendezetlen szegmensek az
archea fehérjék 2,0%-dban, a bakteridlis fehérjék 4,2%-aban és az eukaridta fehérjék
33,0%-aban fordul el6 [36,37]. Ezt a trendet tobb mas vizsgalat is megerdsitette [38—40]. A
rendezetlenséghez kapcsolodd specifikus funkcidk vizsgalta gén ontoldgiai annotacidk és a
SwissProt adatbazis kulcsszavain keresztiill megerdsitette a rendezetlenség fontos szerepét
jelatviteli és szabdlyozo folyamatokban, és megmutattdk a rendezetlen fehérjékhez
kapcsolodod 6 funkciondlis kategoridkat [36,37,41]. A rendezetlen fehérjék funkciondlis
sokszintlisége evolucids tulajdonsagaikban is tiikkrozddik. Szerkezeti megkotések hianyaban a
rendezetlen fehérjék altalaban nagyobb evolucids variabilitast mutatnak [42], ugyanakkor a
funkcionalisan fontos poziciok - ettdl jelentdsen eltérd modon - erdsen konzervaltak is
lehetnek [43].

A rendezetlen fehérjék funkcionalis jelentdsége alapjan feltételezhetd, hogy hibas
mukodésiik komoly biologiai kdvetkezményekkel jar [13]. Ezt a kapcsolatot erdsitik egyedi
példék is, példaul az a-szinuklein neurodegenerativ betegségekben, a p53 a raktipusok széles
skalajan, vagy a CFTR fehérje a cisztds fibrozis betegségben betoltott szerepe [44].
Altalanosabb szinten is a rendezetlen fehérjék nagyobb aranyat figyelték meg a
betegségekhez - illetve specifikusan rakhoz - kapcsolodo fehérjék kozott [45]. A SwissProt
adatbazis adatai alapjan a rakhoz tarsithato human fehérjék 79%-a volt rendezetlen, szemben
az Osszes eukaridta fehérje 47%-aval [46]. A rdk és a rendezetlenség kozotti kapcsolatot
erositette a kiilonbozo raktipusokban gyakori kromoszoma atrendezddések vizsgalata, melyek
gyakran érintettek rendezetlen régiokat [47]. A rendezetlen fehérjék nagyobb aranyat
figyelték meg a dozisérzékeny fehérjek kozott [48], Osszhangban azzal, hogy a rendezetlen
fehérjék - kolcsonhatasi promiszkuitdsuk és fazisszepardcioban jatszott szerepiik miatt -
sokkal érzékenyebbek lehetnek a fehérjeszint valtozésara [49]. Mindezen vizsgélatok
ellenére, néhany kivételtdl eltekintve, még most sem ismerjiikk pontosan a rendezetlen
fehérjék szerepét a rak kialakuldsdban. Ennek a kapcsolatnak a feltérképezését 1j szintre
emelheti a rak genom projektek révén egyre nagyobb mértékben rendelkezésre allo6 mutécios
adatok vizsgalata [50].


https://paperpile.com/c/xNeeJE/rSOP
https://paperpile.com/c/xNeeJE/ISIH+AUYd
https://paperpile.com/c/xNeeJE/EXAC+6FAw
https://paperpile.com/c/xNeeJE/vJql+sKnk+IGfh
https://paperpile.com/c/xNeeJE/EXAC+6FAw+2Lfd
https://paperpile.com/c/xNeeJE/H4Uz
https://paperpile.com/c/xNeeJE/JuOO
https://paperpile.com/c/xNeeJE/R22I
https://paperpile.com/c/xNeeJE/qu24
https://paperpile.com/c/xNeeJE/5tTq
https://paperpile.com/c/xNeeJE/V4T2
https://paperpile.com/c/xNeeJE/Mzo7
https://paperpile.com/c/xNeeJE/SnxH
https://paperpile.com/c/xNeeJE/jm6Z
https://paperpile.com/c/xNeeJE/LMyX
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3 CELKITUZESEK

Kutatdsom soran alapvetd célkitlizésem a rendezetlenség vizsgéalatdval kapcsolatosan 1j
bioinformatikai eszkdzok kifejlesztése volt, illetve ezek alkalmazésa a rendezetlen fehérjék
funkcionalis és betegséggel kapcsolatos tulajdonsagainak jobb megértése érdekében. Ezeket,
a kozlemények idérendi megjelenését nagyjabol kovetve, 4 fobb célkitiizésben foglaltam
Ossze:

1. Rendezetlenség predikcios eljaras kifejlesztése egy ujfajta energia becsld eljarés
alapjan
a. Az energiabecsld eljaras kifejlesztése és alkalmazéasa rendezett és rendezetlen
fehérje szekvencidk megkiilonboztetésére
b. Az energiabecslés alapjan a rendezetlenség predikcidra szolgalé TUPred
modszer kifejlesztése
c. Az IUPred moédszer elérhetdvé tétele webszerveren keresztiil

2. A rendezetlen fehérjék kolcsonhatisainak jellemzése az interaktom és a komplexek
szintjén
a. A rendezetlenség szerepének vizsgalata a fehérje kolcsonhatdsi haldzatok
kozponti fehérjéiben
b. A rendezetlen fehérje kolcsonhatasok molekularis alapelveinek feltdrasa a
rendezetlen és rendezett fehérjék kozotti komplexek szerkezetének elemzése
révén

3. Predikcids modszer kifejlesztése a rendezetlen kotdhelyek felismerésére
a. A rendezetlen kotohelyek predikciojara szolgdlo ANCHOR modszer
kifejlesztése
b. Az energiabecslésen alapuld IUPred és ANCHOR moédszerek elérésének
biztositdsa modern webszerver €s programcsomag formajaban

4. Arék és a rendezetlenség kapcsolatanak vizsgalata mutacios adatok alapjan
a. Kiilonbozé mutaciok eloszlasanak vizsgalata rendezett ¢és rendezetlen fehérje
szegmensek kozott
b. A rakban gyakran mutal6d6 rendezetlen fehérje szegmensek azonositasa €s
ezek funkcionalis és rendszer-szintli tulajdonsagainak elemzése
c. A rédkban mutdlodd rendezetlen fehérje szegmensek evolucid eredetének
vizsgalata
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4 EREDMENYEK

Az itt bemutatott eredmények majdnem husz év munkassaga soran elért legfontosabb
eredményeit foglaljak Ossze a rendezetlen fehérjék bioinformatikai vizsgalatanak teriiletén.
Ezek alapjaul 11 eredeti kozlemény szolgalt, melyek mindegyikében meghatdrozo (elsé vagy
utolsd) szerzé voltam. Az egyes alfejezetek mogotti szdmok jelolik a sajat kozlemények
megfeleld hivatkozasat.

4.1 Rendezetlenség predikcio
4.1.1 Az energia becslo eljarés (1)

Legfontosabb eredményem egy energiabecsld eljaras kifejlesztése volt, ami a szerkezet
predikcids eljarasok széles korében hasznalatos statisztikai potencial koncepcion alapult.
Ezek az ismert térszerkezetekbdl szarmaztatott energia-jellegii mennyiségek jol le tudjak irni
az aminosavak kozotti kdlesonhatési preferencidk altalanos jellemzdit. Azonban korabban a
szamitasok mindig egy meghatarozott konforméciora vonatkoztak. Az energiabecslo eljaras
lehetévé teszi, hogy tal tudjunk Iépni ezen a megkdtésen, és kozvetleniil a szekvenciabol
meghatarozzuk az adott szekvenciahoz tartozo parkolcsonhatasi energidt. Az egyes pozicidk
energidjanak becsléséhez csak az adott aminosav tipusat és a fehérje aminosav Osszetételét
vettem figyelembe. A modszer egyszeriisége ellenére az ismert szerkezettel rendelkezd
fehérjék esetén a szamolt €és a becsiilt energidk jol korreldltak egymassal. Igazoltam, hogy
fehérje szinten a rendezett fehérjék becsiilt energidja altalaban kedvezd (negativ) volt, ehhez
képest a rendezetlen fehérjékre az esetek dontd tobbségében magasabb energia volt jellemzd.
Ezek az eredmények alatamasztottak a feltételezést, hogy a rendezett és rendezetlen fehérjék
megkiilonboztethetdek a becsiilt parkdlcsonhatasi energiajuk alapjan, és ramutatott a fehérje
rendezetlenség fizikai alapjara.

4.1.2 Az IUPred modszer (1)

Az energiabecsld eljaras alapjan kidolgoztam az [UPred rendezetlenség predikcids
modszert. A gyakorlati hasznalhatosagdhoz fontos volt, hogy a predikcid pozici6 specifikus
legyen. Ennek érdekében kismértékben modositottam az eljarast, és az energiabecslés soran
nem a teljes szekvenciat, hanem minden pozici6é esetén annak meghatarozott szekvencialis
kornyezetét vettem figyelembe. Megmutattam, hogy a modszer fiiggetlen teszthalmazon a
rendezetlen fehérje poziciok 76%-at josolta helyesen rendezetlennek. Az energiabecslés soran
hasznalt paraméterek pusztan globularis fehérje szerkezetekbdl lettek szarmaztatva,
rendezetlen fehérjékre vonatkozd informaciok felhasznaldsa nélkiil, ami a megkozelités
robosztussadganak a kulcsa. Az IUPred modszer mind a mai napig az egyik legnépszeriibb
rendezetlenség predikcidos modszer. Ennek oka abban kereshetd, hogy gyorsan, viszonylag
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megbizhatd predikciokat képes generalni. A modszer beépiilt szdmos egyéb adatbazisba és
részét képezi tobb konszenzus rendezetlenség joslo modszernek is [51]. Az elmult években
szamos Uj moddszert fejlesztettek ki a rendezetlenség joslasara, melyek koziil sok mar
megbizhatobb, mint az [UPred. Azonban a legtobb esetben az elért kismértékii javulast nem
kompenzalja a tobb nagysagrenddel hosszabb futési id6t [28,52].

4.1.3 Az IUPred webszerver (2)

Az TUPred modszer sikeréhez az is nagymértékben hozzdjarult, hogy konnyen
elérhetdvé tettem webes feliileteken és programcsomag forméjaban is. Az [UPred webszerver
eredeti verzidja a http://iupred.enzim.hu oldalon volt elérhet6. Magat a programot C
programnyelven irtam, a webszervert pedig PHP nyelven készitettem el. A webszerver
bemenete egy fehérje szekvencia (FASTA formatumban, vagy csak a sima szekvencia). A
kimenet minden egyes pozicidban az adott aminosavhoz rendel egy értéket, ami jellemzi
annak rendezetlenségre vald hajlamat. Ez az érték O (teljesen rendezett) és 1 (teljesen
rendezetlen) kozott lehet, altalanossagban 0,5-6s érték felett tekintliink egy aminosavat
rendezetlennek. Az alapbedllitas egyszerli szoveges (text) kimenet, de a grafikus megjelenités
is valaszthat6. Ezt a beadott szekvencidra a szerver azonnal legenerdlja a JpGraph software
(JpGraph, 2005) program segitségével. Elkészitettem a programcsomag letolthetd verziojat is.

4.2 A rendezetlen feherjek kolecsonhatasainak jellemzese

4.2.1 A rendezetlenség szerepe a fehérje kdlcsonhatasi haldzatok kdzponti
fehérjeiben (3)

Korabbi megtfigyelések arra utaltak, hogy a rendezetlen fehérjék egyik f6 funkcioja
fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasa. Felmeriilt a kérdés, hogy van-e Osszefliggés egy
fehérje kolcsonhatasainak szama ¢és szekvencialis tulajdonsdgai, mint példaul fehérje
rendezetlenség, vagy alacsony komplexitasu régiok megléte kozott. Munkénkban négy faj, a
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans és Homo
sapiens publikusan elérhetd fehérje interakcios héalézatara vonatkoz6 adatok alapjan
vizsgaltuk szisztematikusan ezt a kérdést. A négy faj kolcsonhatasi halozatanak elemzésével
megmutattuk, hogy a kozponti (hub) fehérjék esetében magasabb volt a rendezetlen
aminosavak szdma és ardnya is. Valamivel kisebb mértékben, de hasonl6 tendencia volt
megfigyelhetd az alacsony komplexitast, illetve ismétlddd szekvencia elemek esetében is,
illetve a hub fehérjék altalaban hosszabbak is voltak. Eredményeim azt mutattdk, hogy a
kolcsonhatasi haldzatokban 1évo kozponti fehérjék egyik meghatarozo jellemzoéje a fehérje
rendezetlenség. Ez arra utal, hogy a kolcsonhatasi hal6zatok evolucidja sordn eldnyt jelentett
az, hogy egyes fehérjék novelni tudtdk képességiiket mas fehérjékkel vald kolcsonhatasra és
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ezaltal a halozat szervezddéséhez kapcsolddd funkciokra specializdlodnak. Ennek egyik
lehetséges mechanizmusa a fehérje rendezetlenségre épiil.

4.2.2 A rendezetlen fehérje kdlcsonhatasok molekuléris alapelvei (4)

A fehérje kolcsonhatasok molekuléris alapelveinek feltarasa alapvetd fontossagu a
fehérjék bioldgiai funkcidjdnak megértéséhez, melybe betekintést kaphatunk az altaluk
kialakitott komplexek térszerkezetének vizsgalataval. Tobb kordbbi munka is elemezte a
kiilonb6zd komplexek részletes tulajdonsagait [53-55], és ezek kozott mar megjelentek
rendezetlen fehérjék komplexei is [29,56]. Azonban munkank volt az elsd, ami direkt médon
kisérletesen igazolt rendezetlen fehérjéken alapult. Ehhez a DisProt adatbazis [57] alapjan 39
olyan kisérletesen igazolt rendezetlen fehérjét gyljtottiink Ossze, aminek ismert volt a
szerkezete valamilyen masik fehérjéhez kotddve. Ezek interfészét hasonlitottuk Ossze 72
globularis fehérje komplex kolcsonhatasi felszinével. Bar a két fajta komplex esetén a
kolcsonhatéasi felszin mérete nem tért el jelentdsen, rendezetlen fehérjék esetén ez joval
nagyobb részét képezte a felszinnek. Alapvetd eltéréseket talaltunk komplexek két osztalya
kozott a kolesonhatast kialakitd aminosavak jellegében, a kialakult kontaktusok mértékében
és a részt vevé szegmensek szamaban. Ezek az eltérések arra utalnak, hogy molekuléris
felismerés alapelvei eltérdek a rendezetlen fehérjék altal kialakitott kdlcsonhatdsok soran.

4.3 A rendezetlen kotohelyek predikcioja

4.3.1 Az ANCHOR modszer (5, 6)

A rendezetlen fehérjék komplexeinek specidlis fiziko-kémiai és szegmentdcios
tulajdonsagai elérevetitették, hogy a rendezetlen fehérjék esetén lehetséges a kolcsonhatasban
résztvevd aminosavak predikcidja a szekvenciabol. Megkdzelitésiink ezeket a specidlis
biofizikai tulajdonsdgokat probalja megfogni a IUPred metddusban is hasznalt energiabecsld
eljaras alapjan. A rendezetlen kotérégiok egyik fo jellemzdje, hogy azok egy alapvetden
rendezetlen részen beliil taldlhatoak. Ez a tulajdonsag kozvetleniil jellemezheté az [UPred
modszer alapjan. A masik 6 jellemzdjiik, hogy bar sajat szekvencialis kdrnyezetiikkel nem,
de specidlis globularis fehérjéhez kotddve kedvezd kolesonhatést tudnak kialakitani. Ennek
modellezéséhez meghatarozhatjuk azt a becsiilt energiat, amit az adott aminosav a kozvetlen
szekvencidlis kornyezetével tudna létrehozni, illetve azt, amit egy atlagosan globularis
fehérjéhez kotédve tudna elérni. Az altalunk kifejlesztett mddszer, amit ANCHOR-nak
neveztiink el, ezen tényezdék kombindcidja alapjan josol rendezetlen kotOhelyeket a
szekvenciabol. A moddszer tovabbfejlesztett valtozata, az ANCHOR?2, kissé eltérd
architektarara épiil és paraméterek egy részének optimalizalasdhoz kiboviilt adatbazist
hasznélt. Osszességében, modszeriink a globuléris fehérjéken mért 5% fals predikcids rata
mellett, 64%-o0s hatékonysaggal tudta josolni a rendezetlen kotShelyek aminosavait, de
szegmens szinten a rendezetlen kotShelyek 72%-at helyesen felismerte. Ugyanakkor a
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DisProt adatbazisban annotalt rendezetlen fehérje szegmensek kevesebb, mint 50%-at josolta
kotéhelynek, tehdt az Aaltalanos rendezetlen részektdl is meg tudta kiilonboztetni a
kotohelyeket. A rendezetlenség predikcios modszerekhez képest szerényebb eredmények
ellenére, az ANCHOR ¢és ANCHOR2 moédszerek a rendezetlen fehérjék funkcionalis
helyeinek jellemzésének alapvetd eszkozeivé valtak [13,58]. Ezt igazolta a CAID értékelés
eredménye is, ahol a fiiggetlen adatokon az ANCHOR modszer bizonyult a legjobbnak a
rendezetlen kotorégiok azonositasaban [28].

4.3.2 Az energiabecslo eljarason alapulé modszerek webszervere (6, 7, 8)

2017-ben a szervert atkoltoztettiik az ELTE-re, és elkészitettiik a webszerverek uj
verziojat, az IUPred2A-t (6). Ebben egyesitettiik az energiabecslésen alapulé modszereink -
az IUPred és az ANCHOR - elérését. Az ANCHOR szerver eredeti verzidjadhoz, ami az
http://anchor.enzim.hu oldalon volt elérhetd, alapvetden az IUPred szerver esetében hasznalt
programokat szabtuk 4at, mind a bemenet, mind a kimenet kezelését tekintve (7). Az 1j
verzidban az egyik fO valtozds, hogy a korabbi C, illetve Perl programnyelvek helyett
attértiink a PYTHON program nyelvre. Mig az IUPred programban csak egy kisebb
hibajavitast tettiink, az ANCHOR programot teljesen atdolgoztuk, és az j ANCHOR2
verziot tettiikk elérhetévé. A webszervert egy tovabbi opcioval bovitettiik, ami lehetové tette
az [UPred2A egy modern megjelenésii, dinamikus webszerver lett, ami tdmogatja az dsszes
jelenleg hasznalatos web-bongészot. A predikcios kimenet értelmezésének eldsegitése
érdekében egyéb informaciokat is feltiintettiink. Ezek korét tovabb bovitettiik az IUPred
szerver legljabb verzidjaban egy olyan j megjelenitdvel, amivel az adott szekvencidhoz
tartoz6 szekvencia illesztés és a predikcios profil sszekapcsoltan tanulmanyozhaté eukaridta
modell organizmusokban (8). A mddszereket elérhetdvé tettiik programcsomag formajaban
is. A szerver legljabb verzidja https://iupred.elte.hu illetve https://iupred3.elte.hu oldalakon
érhetd el.

4.4 A rendezetlenség ¢€s a rak kapcsolata
4.4.1 A rendezetlenség bioldgiai kockazata (9)

Az egyedi példak és altalanos elemzések megalapoztak a rak és a rendezetlenség
kozotti kapcsolatot. Ezek alapjan felmertilt, hogy a rendezetlenség egyfajta bioldgiai
kockéazatot jelent [15738986, 18573080]. A rendezetlenség josl6 modszerek megjelenése €s a
kiilonb6z6 szekvencia varidcids adatok robbandsszerli novekedése lehetdvé tette ennek a
kérdésnek a részletesebb vizsgalatat. Munkankban elsdk kozott elemeztiik, hogy hogyan
befolyasoljak a fehérjék szerkezeti tulajdonsdgai a mutaciok eloszlasat. Eredményeink azt
mutattak, hogy a neutralis polimorfizmusok gyakoribbak voltak a rendezetlen részeken, ezzel
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szemben a rdkos mutaciok sokkal inkabb a rendezett részekre estek. Megfigyeltiik azt is,
hogy a rékkal kapcsolatba hozott fehérjék atlagosan hosszabbak, tobb benniik a
rendezetlenség, tobb kolcsonhatdsban vesznek részt és specialis funkciok kapcsolodnak
hozzajuk. Azonban ezek a tulajdonsagok egymadssal is korreldlnak. A kiilonb6z6 tényezok
kozott kolesonds informacidt szamoltunk, és megmutattuk, hogy a rendezetlenség és a rakos
mutaciok kozotti kapcsolat indirekt, a funkcion keresztiil jon Iétre. A leggyakrabban
mutalodo példak vizsgélata alapjan, a p53 vagy a PTEN visekedése 0sszhangban van az
altalanos trenddel. Bar a rendezetlen szegmensek alapvetd funkcionalis szerepet jatszanak
ezen fehérjék milkodésében, a rakos mutacidok jellemzden a rendezett részre esnek.
Ugyanakkor talalhatéak olyan példak is, ahol a mutaciok dontd része rendezetlen részre esik.
Ilyen példaul a B-catenin, vagy az APC fehérje. Hasonld példak azonositasa révén tovabbi
betekintést nyerhetiink a rendezetlenség és a rak kapcsolatarol.

4.4.2 Rakban gyakran mutal6do rendezetlen szegmensek (10)

Korabbi elemzésiinket kiterjesztve, a célunk olyan példdk azonositasa és elemzése
volt, ahol a rakos mutaciok kozvetlenil rendezetlen részeket érintenek. Munkank soran a
COSMIC adatbazist hasznaltuk kiindulasként [59] és az ebbdl Osszegylijtott muticiokat
ravetitettik a fehérje szekvencidkra. Az iSiMPre modszer alapjan [60] olyan régiokat
azonositottuk, ahol tobb minta Osszesitése esetén a mutaciok feldasultak, ami rakban betoltott
fontos, iranyit6 szerepiikre utal. Osszesen 145 fehérjében 225 szignifikdnsan mutalodott
régiot talaltunk magas szignifikancia szinttel (10e-6). Ezek koziil 47 esett rendezetlen régiora,
ami kevesebb, mint amit a rendezetlenség eléfordulasa alapjan vartunk (kb. 30%), de igy is
jelentds halmaz. A rakban gyakran mutdlodd rendezetlen szegmensek legnagyobb csoportja
rovid linearis motivumok altali kolcsonhatdsok kialakitasdban vett részt, de egyéb tipusu
funkcionalis modulok is érintettek voltak, példaul autoregulacios helyek, linker régiok vagy
DNS és RNS kotd részek. Megfigyeltiik, hogy a transzkripcid és transzlacid szabalyozésa
mellett a degradacidés rendszer is jellemzden rendezetlen fehérje részeken keresztiil
mutalodik, példaul degron motivumokat érintve [61]. A mutalddott rendezetlen szegmensek
fontossagat tamasztotta ald a kdlcsOnhatési és jelatviteli halézatokban betoltétt kozponti
szerepiik. Ennek révén perturbaciojuk érintheti az ismert rdkos ismertetdjegyek (cancer
hallmark) [62] mindegyikét. A legtobb betegminta tartalmazott mind rendezett mind
rendezetlen részre es6 mutaciokat. Azonban azon mintak esetében, ahol rendezetlen részre
es6 mutaciok dominalnak, joval kisebb az esélye hogy Iétezik a kezelésre jelenleg elérhetd
gyogyszermolekula. Ez jol mutatja, hogy nagy igény lenne olyan 0j megkozelitésre, melyek
révén a rendezetlen fehérjék is targetalhatoéak lennének.
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4.4.3 A rakban mutalodoé rendezetlen régidk evolucids eredete (11)

A rendezetlen fehérjék sajatos szerkezeti és funkcionalis tulajdonsadgokkal rendelkeznek, és
ez evolucios tulajdonsagaikban is tiikrozddik. A tobb szerkezeti megkotottséggel rendelkezd
rendezett fehérjékhez képest altalanossagban a rendezetlen fehérjék viszonylag friss
evolucios talalményok és szekvencidjuk nagyobb variabilitast mutat [42]. Azonban a benniik
talalhato funkciondlisan fontos régidk erdsen konzervaltak is lehetnek. Ezért felmeriilt a
kérdés, hogy evolucios eredetiiket tekintve, mi a jellemzd a rakban szignifikansan mutalodott
rendezetlen fehérje szegmensekre. Vizsgalatunkhoz a filosztratigrafias eljarast hasznaltuk,
amely visszavezeti az egyes gének eredetét makorevolucids atmenetekhez [63]. Meglepd
modon, a rakban mutalddott rendezetlen fehérje régiok 6si eredetiiek voltak, a régiok
tobbsége a tobbsejtli allatok megjelenéig visszavezethetd volt. Néhany példanal még ennél is
Osibb evolucids eredetet taldltunk. A rendezetlen régidk funkcionalitdsanak fontossagat
tamasztja ald, hogy megjelenésiiket kdvetdn gyorsan rogziiltek, és a fehérje csalad tagjainak
tovabbi duplikacidja sordn megdrzddtek és ujabb szabalyozd elemekkel gazdagodhatnak.
Elemzésiink révén vilagosabb képet kaptunk a fehérjék kulcsfontossagti szabalyozo
elemeinek kialakuldsarol, rairanyitva a figyelmet a modularis szervezodés figyelembe
vételének fontossagara a fehérjék evolucios eredetének vizsgalata soran.
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7 ATEZISEK ROVID OSSZEFOGLALASA

10.

Kifejlesztettem egy ujszerli energiabecsld eljarast, ami képes megbecsiilni egy adott
fehérjeszekvencia kompakt allapotdhoz tartozd parkolcsonhatasi energiat. Az
energiabecslés alapjan megmutattam, hogy a rendezetlen fehérjék becsiilt energidja
kedvezOtlenebb, mint a rendezett fehérjéké, ami ramutatott a rendezetlenség fizikai
alapjara is.

Az energiabecsld eljaras felhaszndlasaval kidolgoztam az IUPred mddszert, amely
pozici6 specifikusan josol rendezetlenséget az aminosav szekvenciabol.

Az IUPred modszert elérhetové tettem webszerveren keresztiil.

Rémutattam, hogy a fehérje kolcsonhatdsi halozatok kozponti csomoOpontjaiban
nagyobb aranyban fordulnak el6 rendezetlen fehérjék.

Osszedllitottam egy, a rendezetlen fehérjék komplexeinek szerkezetét tartalmazo
adatszettet és Osszevetettem ezen komplexek tulajdonsdgait globularis fehérjék
komplexeinek jellemzodivel. Ez alapjan feltartam a rendezetlen fehérje komplexek
alapvetd szerkezeti sajatossagait.

Az energiabecsld eljards alapjan kifejlesztettem egy 0j modszert, amellyel az
aminosav szekvenciabdl josolhatoak azok a rendezetlen szegmensek, amelyek mas
fehérjékhez kotddnek és ekdzben rendezett szerkezetet alakitanak ki.

Az energiebecslésen alapulod szekvencia predikcids modszereimet elérhetdvé tettem
modernizalt formaban webszerverként és letdlthetd programcsomagként is

Mutacidk vizsgalata alapjan megmutattam, hogy a rendezetlen fehérje szegmenseken
gyakoribbak a neutralis polimorfizmusok, de ritkabbak benniik a rdkos mutaciok a
globularis részekhez képest.

Azonositottam olyan rendezetlen fehérje szegmenseket, amelyek nagyszamu rékos
mutacidt tartalmaztak, és ez alapjan varhatéan aktiv szerepet jatszanak a rak
kialakulasadban. Elemeztem ezek jellemzdit funkciondlis és rendszer szinten.

Evolucios vizsgalatok alapjan ramutattam arra, hogy bar a rendezetlen fehérjék

altalaban kevésbé konzervaltak, a rakban mutal6dé példak nagymértékii evolicios
konzervaltsagot mutattak.
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