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Absztrakt

Agyunkban milliardnyi neuronalis kapcsolat alakul ki idegsejtek kozott. Két idegsejt kapcsolatét
szinapszisnak nevezziikk, amelynek egyik funkciondlis egysége a posztszinaptikus neuron membran
alatti jelfeldolgozé appardtusa, melyet posztszinaptikus denzitdsak (PSD) neveziink. Ezt mintegy
2 000 egyedi fehérje 10 000 molekuldnyi, Gsszesen nagysagrendben 1 gigaDalton (gDa) tomegii rend-
szere alkotja. Ezen hélézaton belil a fehérje-fehérje kolcsonhatasok eredményeként szamos komplex
képzddik, amelyek Osszetétele nem csupan dinamikusan valtozik, de jellegzetes eltéréseket is mutat
az egyes agyi régidk, illetve idegsejttipusok kozott. A komplexek felépitésére egyre tobb kisérletes
informécio all rendelkezésiinkre, azonban ismereteink legnagyobb része az itt taldlhato fehérjék binaris
kapcsolataibdl all, a magasabbrendi komplexekrol és kiillonosen a teljes haromdimenzids halozat szer-
vezOdésérol igen keveset tudunk. A posztszinapszist (PS) olyan alapvetd neuronédlis folyamatokhoz
kototték mar, mint a tanulds és a meméria. Emellett alapvetd szerepét az is jél jelzi, hogy tébb, mint
szaz neuronalis betegséget lehet az itt taldlhato fehérjékkel Osszefiiggésbe hozni. A doktori munkam
fokuszpontjaban a posztszinapszis rendszerének jobb megismerése allt a fehérjéin keresztiil, elsésorban
mutacios, fehérje szerkezeti és interakcids megkozelitéssel, in silico modszerek segitségével. Ehhez a
tertileten alkalmazott korszeri bioinformatikai eljardsokat hasznaltam. Mivel a posztszinapszis pontos
fehérje Osszetétele a fentebb emlitett sajatossdgok miatt ma még nem ismert kell6 pontossaggal, els6
lépésként megbizhaté adatokat integralva meg kellett hataroznom a posztszinaptikus fehérjék listajat.
Az igy kapott fehérjék szerkezeti egységeit és ezeknek mutédcidk és polimorfizmusok altali érintettségét
vizsgaltam. A tudomaényos konszenzussal megegyezden a transzmembrén régidk és domének betegséget
okozd mutacidknak valé nagyobb kitettségét, mig a rendezetlen régiok alacsony érintettségét tapasz-
taltam. Fontos, és nem vart eredményként ugyanakkor a coiled-coil régiok esetében a mutacidk ala-

csonyabb el6forduldsat talaltam. A jelenség alacsony irodalmi feldolgozottsdga miatt érdemes volt
részletesen vizsgalnom a coiled-coil mutacidkat szekvencialis, szerkezeti, funkcionélis és betegségekkel
valé Gsszefliggéseik szempontbdl, nem csak a posztszinapszis fehérjéin, hanem a teljes proteomon. En-
nek eredményeként kimutattam a coiled-coilok N-termindlis régidjaban a betegséget okoz6é mutaciok
halmozddéasat, ami egyértelmiien mutatja ezen régioé fontossdgat. Kimutattam azt is, hogy a coiled-
coil mutédcidk nagy részben a kozponti idegrendszeri betegségekhez jarulnak hozza. A doktori munkam
masodik felében visszatértem a posztszinapszis vizsgalatahoz és felépitettem a PostSynapticInterac-
tionDataBase (PSINDB) adatbdzist, amely alapjat az irodalombdl gytijtott, més adatbézisokban eddig
nem szerepld interakcios adatok adjak, amelyhez sajat annotacids rendszert is meghatdroztunk a tu-
domaényteriilet legjobb gyakorlatai alapjdn. Az igy kapott adatokat kiegészitettiik egyéb, az interakcids
és a fehérje kapcsolatok szempontjabol relevans adatokkal. Ezen informacidkat felhasznélva végiil ele-
meztem az ismert kotorégiok szerkezeti sajatossagait, és eddig nem azonositott, &m a kotésben szerepet

jatszhato régidkra tettem javaslatokat.
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Abstract

In the human brain, millions of connections are created by neurons, this specific contact is the synapsis.
A crucial functional unit located beneath the postsynaptic membrane is called the postsynaptic density
(PSD). 2 000 individual proteins are found here and around 10 000 molecules form a 1 megaDalton
weight system altogether. PS is a network of proteins where a number of complexes are formed
from binary interaction. The network can change dynamically and differs between brain regions and
neural cell types. Growing experimental evidence accumulates about the complexes, although most
information has been collected from binary protein-protein interactions. We have a lack of knowledge
about higher order assemblies and especially about the complete three dimensional architecture of the
PS. The PS has an important role in fundamental neuronal processes such as learning and memory.
This influential role is also highlighted by the fact that more than a hundred neuronal diseases were
linked to its protein. The primary focus of my thesis is on a better understanding of the PS system
through its proteins mainly from a mutational, structural and interactional view using in silico methods.
For this purpose, I used advanced technologies from the field. The first consideration was to define
a postsynaptic protein set, because there is great uncertainty in the composition of the PS as the
result of the above mentioned peculiarity of the organelle. In the first step, I integrated information
from accurate sources and created a list of proteins. Using this data, I investigated the relation
between structural characteristics of the proteins and mutations — both disease causing inheritable
and polymorphisms as well. The results for transmembrane and disordered segments were in line with
other scientific results as the former are more and the later are less vulnerable to disease mutations.
Interesting and not expected result was that coiled-coils are not accumulating disease mutations. This
phenomenon is not well described in the literature, therefore I examined it in more detail. I studied
it at the sequential, structural and functional level and for the whole proteome, not just for proteins
of PS. Resulting data showed that disease-causing mutations accumulate at the N-terminal regions
of coiled-coil, suggesting an essential role in the coiled-coil structure. Another conclusion was that
coiled-coil mutations are mainly linked to central nervous system diseases. For the second half of my
PhD, I returned to the investigation of the postsynapsis and set up the PSINDB database by collecting
interactions from the literature that were not included in the primary interaction databases then. I
defined an annotation system based on the best practices of the field. The collected interaction data
were completed with more interaction data derived from other resources. Moreover, the data were
supplemented by additional information that are important regarding protein interactions. Finally,
using the collected data, I analyzed binding regions and suggested ones that are not included in

PSINDB.
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1 Bevezetés

Agyunk millidrdnyi neuronbdl all6 hélézat, az emberi test legkomplexebb szerve. Agyunk rendszere egy
folyamatosan valtozo, dinamikus halézat, melyben naproél-napra kapcsolatok keletkeznek és szlinnek
meg. A kialakult kapcsolatok felel6sek az emberi érzelmek, gondolatok és viselkedés kialakuldsaért.
Nagy valészintiség szerint az emberiség torténetével egyidds lehet a vagy agyunk miikodésének megis-
merésére. Az idegrendszer tanulményozasara utald irasos bizonyitékok mar idészamitasunk el6ttrol,
az 6kori Egyiptombdl is rendelkezésre allnak. Az emberiség fejlédése sordn egyre tobb és egyre kisebb
egységek valtak megfigyelhetévé. Mig az egyiptomiak az agy egészét, a 19. szdzadban Cayal mar az
idegsejteket vizsgalta mikroszkép alatt, mig méra egyetlen neurdlis sejtben kifejez6d6 géneket, sot,
akar az altaluk kédolt fehérjék elhelyezkedését is képesek vagyunk meghatdrozni. Az eltelt kozel 4 000
évben egyetemes tudasunk elképeszté mértékben gyarapodott, azonban agyunk miikédésének teljes
megértéséhez még messze nem érkeztiink el. Az agyunkat felépité kommunikécids egységek a szinap-
szisok, amelyrél egyre Gsszetettebb képet latunk. Kordbban molekularis kapcsoloként tekintettiink ra,
ma azonban mar tudjuk, hogy a kapcsolatokban bonyolult “szamitdsokat” végz6 rendszerrdl van szo.
A szinapszis kialakitdsdban részt vesznek a preszinaptikus és posztszinaptikus neuronok, elébbiek az
informéacio leadaséért, utébbiak az informacio fogadasaért felelések. A posztszinaptikus oldal - amely
a dolgozatom targyat képezi - egy tobb ezer fehérjébdl allé halézat, amely olyan alapvetd funkcidkért
felelés, mint a memdria molekuldris szintli mechanizmusai, példdul a hosszi tdvi potencidcié (long
term potentiation, LTP). A posztszinapszis miikodésének megértését nem csupdn alapvetd folya-
matainak megismerése vezérli. Szdmos betegség, mint az Alzheimer, Parkinson, Huntington és a
skizofrénia esetében kimutattdk mér a posztszinapszis fehérjéinek érintettségét. A posztszinapszis
fehérjéinek vizsgdlata tobb évtizede tart. Bioinformatikai mddszerekkel nagyskalasan eddig a poszt-
szinaptikus fehérjéket kédold gének evolucidjat vizsgaltak, illetve tobb tanulméany sziiletett, amely-
ben meghatdrozott fehérjék interakcids hélézatat térképezték fel. A mi kutatdcsoportunk is végzett
mar kordbban nagyskalds elemzést, amelyben a posztszinaptikus fehérjék szerkezeti sajatossagait
térképezték fel. Erre alapozva végeztem a sajat onallé kutatdsomat, amelyben a posztszinaptikus
fehérjék szerkezetének és az azokban el6forduld mutécidk Osszefiiggését vizsgaltam. Emellett egy
dedikalt posztszinaptikus adatbézist is felallitottam, amely szintén szerkezeti aspektusbdl vilagit ra
a fehérjék kozotti interakciés lehet6ségekre. Kitekintésként a human proteom coiled-coil régidinak

mutdcidés mintazatat is felmértem.
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2 Irodalami attekintés

2.1 A posztszinapszis
2.1.1 Szinaptikus jelatvitel alapjai, a posztszinapszis, mint meghatarozé szereplo

Az agy a legkomplexebb szerviink, 6sszetett funkcidjaért az egymassal specialis kapcsolatot kialakitani
képes idegsejtek felelések. Az agy hélézatat millidrdnyi neuron billidrdnyi (t6bb, mint 10° szdm) szi-
napszisa hozza létre, ahol egy-egy neuron ~7 000 szinapszison keresztiil kommunikal més neuronokkal
[1, 2, 3]. A szinaptikus jelatvitel kémiai, illetve elektromos jelek révén valésul meg. ElSbbi esetében
neurotranszmitterek, utébbiak esetében kis molekuldk (példaul ionok) kozvetitik az informdciét. A
jelatvitel jellemzoi és feladatai nem csak a hirvivé molekuldkban térnek el: az elektromos szinap-
szisok egyszerlibb felépitésiiek és gyors valaszadasra teszik alkalmassd a kapcsolédé neuronokat, mig
a kémiai szinapszisok valtozatosabbak és Osszetettebbek, ebbdl adéddéan pedig komplexebb viselkedési
mintazatok kialakuldsdért felelések. A kozponti idegrendszerben a tisztan kémiai szinapszisok leg-
elterjedtebbek, azonban ma mér kimutattak vegyes (kémiai és elektromos) szinapszisokat is. Az
eml6sok kozponti idegrendszerében a kémiai szinapszisok funkcidja és a felszabadulé neurotranszmit-
terek alapjan serkentd, illetve gatld szinapszisokat lehet elkiiloniteni [4]. A klasszikus elképzelés szerint
a szinapszisok csupan fizikai kapcsoloként miikodnek egyes neuronok kézott, ma azonban mar tudjuk,
hogy ennél bonyolultabb a szerepiik, az informacié feldolgozasara és a jelek mintdzatanak felismerésére
is alkalmasak (1. abra) [5]. A kémiai szinapszisok felépitése jellegzetes elemekbdl tev8dik ossze: a
preszinaptikus terminalt és a posztszinaptikus neuront egy 15-20 nm-es szinaptikus rés vélasztja el.
A preszinaptikus neuron esetében dltalaban axonok alakitjak ki a kapcsolatokat, de dendritek is részt
vehetnek benne. A posztszinaptikus termindlt elsdsorban dendrittiiskéken taldljuk [6]. A szinaptikus
jelatvitel két f6 egymast koveto 1épésbél all: egy add, illetve egy vevo oldali folyamatbol. A preszi-
naptikus neuronban az akcids potencidl hatdsara megvalésul a neurotranszmitterek felszabaditésa, a
posztszinaptikus oldalon pedig a receptorok segitségével jel fogadasa. Mig a preszinaptikus oldalon
kanonikusan, azaz gyakorlatilag ugyanazon f6 mechanizmussal és molekulak részvételével valésul meg
a jel leadédsa, addig a posztszinaptikus oldalon diverz receptorok képesek a jel fogadasdra. Mind a
preszinapszis, mind a posztszinapszis esetében bonyolult fehérjehdlézatok vesznek részt az informacié
tovabbitdsdban [7]. A szinaptikus informéciédtadds Osszetettségéhez hozzdjsrul, hogy a szinapszis
felépitése jelentésen médosul a kiilonbozd ingerek, folyamatok (pl. tanulds) sordn és a szinapszis

felépitése sejt, inter- és intramolekuldris szinten is dinamikusan valtozik [3].

2.1.2 A posztszinapszis jellemz06i, a posztszinaptikus denzitas

Az elmilt évtizedekben szamos nagyskalas kisérletet végeztek a PS fehérje-Osszetételének meghatarozasara,

els6dlegesen a PSD fehérjéinek azonositasira fokuszélva. Ezen vizsgédlatok eredményei eltéré szamu
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1. abra A kozponti idegrendszer szervezddési szintjei és komplexitdsa Bal: a kiilonb6z6 agyi régick eltérd
fehérje Osszetételt mutatnak. Kozépen: a szinapszisok axon-axon és dendrit-dendrit kozott is 1étrejohetnek.

Jobb: a posztszinapszis Osszetett fehérje halézata

fehérjét mutattak ki: Osszesen ~2 000 fehérjére mondhatjuk, hogy a tagan értelmezett PS proteom
része, amibdl ~800 fehérje esetén van egyetértés az eredmények kozott [8]. A PS proteomban a fehérjék
elenyész8 szazaléka taldlhaté monomer formdban, a nagy résziik komplexekbe szervezédik (1d. 2.3.2.
fejezet). Eddig t6bb, mint 220 szupramolekuldris komplexet azonositottak, amelyek olyan makro-
molekuldris Gsszeszerelédések [5], amelyek tobb komplexbdl épiilnek fel. Az elmilt évtized tudoményos
eredményei (1d. krio-elektron mikroszkdp, 2.2.3. fejezet) nagyban felgyorsitottdk a komplex szerkezetek
vizsgalatat, azonban a feltételezett komplexeknek csak kis hanyadat ismerjiik csak [9]. A posztszinap-
tikus neuronon beliil jol elkiilonitheté a posztszinaptikus denzitds, mely egy elektronmikroszképpal
is megfigyelhetd, nagy stirtiségi, félig membranhoz kotott struktira, jellegzetes felismerhetd képét a
fehérjék nagy koncentréacidja adja [3]. A PSD-ben legalabb 800 kiilonboz6 fehérje talalhaté meg [10].
Egy PSD 4tlagos témege 1 gDa, ami koriilbeliill 10 000 fehérjemolekuldnak feleltethetd meg [6]. Az
egyes fehérjék koncentracidja is jelentOs eltérést mutat, a leggyakrabban el6fordulé fehérjék a PSD-95
(~300 képia), a SynGAP (~360 képia), a CAMKII (~800-4 000 képia) [6, 11]. A neuronon beliil
az eltéro fehérje expresszids szintek mellett fontos megemliteni, hogy a kiilonb6z6 agyi teriiletek neu-
ronjaiban talalhaté PSD-k heterogenitdsa is jelentGsen eltér. Példaul a neocortex és a hippokampusz
részekben megtalalhaté neuronok PSD-je jelentos diverzitast mutat a fehérjék osszetételét tekintve, mig
az agytorzs a skdla ellentétes pdlusan talalhaté. Marker fehérjék segitségével egerekben kimutatték,
hogy a PSD 0Osszetétele az életciklus sorén is valtozast mutat [12]. A fehérjék eléforduldsa ezen feliil

kiillonb6z6 fajokban is mutat eltéréseket, példaul egerek esetében a tobb jelatviteli utvonallal is kap-
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csolatba 1épd, nagy komplexekké Gsszeszerelddni képes PSD scaffold fehérjék el6fordulasa gyakoribb,
mint a humédn minték esetében [10]. Erdekes viszont, hogy a szinaptikus fehérje csaladok el6fordulasa
evolucidsan jelentGsen konzervélt, mar az egysejtli organizmusokban is megtaldlhatéak a funkcionalis
szempontbdl legmarkédnsabban jellemz csoportok [5]. A serkentd szinapszisokban a PSD lamindrisan

erételjesen struktiralt organizicié. Harom & részre oszthatd a szerkezete (1. dbra).

e ioncsatornak, receptorok és sejt adhéziés molekuldk. A réteg feladata alapvetéen a preszinaptikus

informécié fogadasa.

e MAGUK 4&llvany fehérjék és stargazin. Ez a réteg 6sszekdti a receptorokat a PSD t6bbi részével,
egy “allvanyzatot” létrehozva, aminek segitségével mas fehérjék fizikailag képesek kozel keriilni

egymaéshoz.
e enzimek, méasodlagos scaffodok, citoszkeletalis fehérjék és azokkal asszocidlt fehérjék

A g4tlé szinapszisok esetében is kimutattak mar egy, a PSD-hez hasonlé strukturdt [13]. Az utébbi
évek modern mikroszkopos eljardsainak fejlodése lehetové tette, hogy a PSD plandris elrendezédését
is megfigyeljék, ahol a fehérjék nanoklaszterekbe vagy mdas néven nanodoménekbe rendezédnek [1]. A
PSD-t alkot6 funkciondlis egységek (komplexek) direkt kolesénhatédsok révén vagy scaffold molekuldkon
keresztiil megvaldsitott kapcsolodasokkal alakulnak ki. A funkciéval Gsszefligg6 megfelel6 lokalizacié
érdekében a komplexek membréanhoz horganyozva vagy citoszkeletalis elemekhez kotve is jelen lehetnek
[6]. Funkcié szempontjabdl a legnagyobb szdmban expresszélt fehérjék a citoszkeletont alkoté fehérjék
(12%), regulator fehérjék és kindzok (11%), GTPazok (8%), sejtadhéziés molekuldk (7%), metabo-
lizmushoz kothet6 fehérjék (7%), receptorok és ioncsatorndk (6%) és a mar emlitett &llvény fehérjék
(6%) [6]. Az &llvanyfehérjék kiiléndsen fontos szerepet toltenek be a PSD miikddésében. Jellemzden
szamos kolcsonhatéas kialakitasara alkalmas doménnel rendelkezhetnek, amelyek segitségével egyszerre

t6bb fehérjéhez kapcsolédhatnak [10, 14].

2.2 A fehérjék funkcionalis és szerkezeti sajatossagai
2.2.1 A fehérjék feltekeredése

A fehérjék jelentik a f6 végrehajté elemeket a molekuldk, a sejtek és az organizmusok szintjén is [15].
A legtobb fehérje gy alakult ki, hogy képes legyen a kornyezetében 16v6 t&bbi molekuldval (DNS-sel,
RNS-sel, mésik fehérjével stb.) kapcsolatba lépni [15]. A fehérjék egyszerii ldncként szintetizalédnak

a huszféle, természetben is el6fordulé aminosav egymas utan flizodésével, azonban funkcidjuk betoltésé-
hez sziikséges megfelelé hdromdimenzids szerkezet kialakuldsa [15, 16]. Anfinsen mdar a 20. szdzad
kozepén bizonyitotta, hogy a szerkezet felvételéhez sziikséges informéciét az aminosavak sorrendje
onmagaban hordozza és meghatarozza, és ez a szerkezet pedig nélkiilozhetetlen a fehérje funkciéjanak

elldtdsdhoz [17]. Csupédn az aminosavak egymdsutdnisidga azonban hatalmas teret enged a lehetséges
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2. &abra A globuldris fehérjék feltekeredésének energetikai térképe [19]. A fehérje a feltekeredése sordn egy
nagy energidju allapotbdl jut el egy alacsonyabb energiaju allapotba. Bizonyos fehérjék esetén tobb alacsony

energidju végéllapot is létezik (rendezetlen fehérjék).

fehérje konforméciok kialakuldsdhoz. Az Anfinsen-dogma utdn nem sokkal sziiletett Levinthal-paradoxon
(1969) szerint, ha egy 101 aminosav hosszi fehérjelanc minden aminosav parja 10 konformaciéban for-
dulhat el6, és minden konformacié felvétele 10-13 mésodperc, akkor is egyetlen fehérje feltekeredéséhez
hosszabb idére (1027 év) lenne sziikség, mint amennyi ideje az egész univerzumunk létezik (~13 x1012
év) [18]. Ebbdl kovetkezen a fehérjék felgombolyoddsa (“folding”, “feltekeredés”) nem lehet egy tel-
jesen véletlenszerl folyamat eredménye. Az elméletben szinte végtelen konformaécios lehet&ség koziil
a természetben azok fordulnak el§, amelyek termodinamikailag a leginkdbb stabilak. A termodi-
namikailag stabil &llapotokra alacsony szabad energia és entrépia jellemzd - ebben az allapotban van a
fehérje a nativ szerkezetében [16]. A kiilonb6z6 fehérjék esetében a nativ konformécié felvétele eltérd
modon valdsul meg, sokszor koztes, lokalisan alacsonyabb energiadllapotu tranziens pontok érintésén
keresztiil, tobbféle itvonalon keresztill is lejatszédhat (2. dbra)[15, 16].

A fehérjék nagyobbik része meghatarozott szerkezettel rendelkezik, azonban ez nem jelenti azt, hogy
szerkezetiik rigid, konformdciés flexibilitds jellemzi 6ket. Emellett a nativ és a szerkezet nélkiili
allapotuk kozotti kis energia kiilonbség lehetové teszi a fehérjék sziikséges flexibilitdasanak biztositasat.
A fehérjék stabilitdsa (a nativ konformdacié megtartdsira valé hajlandésdg) nem egyforma az egész
szerkezetben, stabilabb és kevésbé stabil szakaszok felvaltva is eléfordulhatnak egy-egy fehérjén beliil
[15]. Emellett a fehérje feltekeredési egységek a fehérje élettartama sordn fel- és letekerednek, ebbél
kovetkezden a fehérjék nem kétallapotiiak, hanem tobballapotiak. A feltekeredési folyamat azonban
egy bonyolult, és akdr veszélyes folyamat [20]. Habdr a nem megfeleléen feltekeredett fehérjék tovabbra

is funkcidéképesek lehetnek, &m megbonthatjak a sejtek normalis miikodését, példdul aggregatumokat



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.001

képezve felhalmozddhatnak. A nem megfelelé fehérje feltekeredés tobb széz betegség kivaltéja lehet
[21], kiilondsen gyakori neuronélis megbetegedések sordn (1d. 2.4.3 fejezet), pl. a Lewey-testes demen-
cia esetében az MRI-felvételeken sokszor szabad szemmel is lathatéak az tin. Lewey-féle zarvanyok,
melyek alfa-szinuklein és ubikvitin aggregdtumok.

A fehérje feltekeredési probléma megoldasa a modern molekularis biolégia egyik legnagyobb kihivésa.
Szamos kisérletes (1d. 2.2.3. fejezet és 2.2.4. fejezet) és szamitégépes modszer létezik a fehérje szerke-
zetek meghatdrozasdra. Az elmilt években tobb tudoményos fejlesztés segitette, hogy kozelebb keriil-
jink a probléma megolddsdhoz, azonban fontos kiemelni, hogy ezek mindig egy adott fehérje (komplex)
szerkezetének megolddsat jelentik, a feltekeredés altalanos biofizikai torvényeken alapulé leirasa nélkiil.
Kisérletes teriileten a krio-elektronmikroszképia (Kémiai Nobel-d{j, 2017) jelent attorést a nagyobb
fehérje komplexek meghatdrozasara (1d. 2.2.3. fejezet), mig szadmitasos teriileten az AlphaFold2 (2020),

megjelenése jelentett egy-egy mérfoldkovet (1d. 2.2.4. fejezet)[22].

2.2.2 A fehérjék szerkezete

A fehérjék szerkezeti szempontbdl tébbféle szinten definidlhatdk, és a kilonbozé szervezddési szin-
teket mas stabilizalé erék befolyasoljak: A polipeptid lancon beliil az egymést kdveté aminosavak
kozott kialakuld kovalens kotések hatdrozzak meg a fehérjék elsédleges szerkezetét. Ezt a kapcso-
lodast peptidkotésnek nevezziik, ilyenkor egy aminosav karboxilcsoportja és a szomszédos aminosav
aminocsoportja 1ép kolesonhatdsba, mikézben viz 1ép ki (ebbél fakadéan nevezziik a fehérjében levé
aminosavakat reziduumnak is, mivel a kolcsonhatas utédn az eredeti aminosav egy darabja szerepel mér
csak a fehérjében). A mésodlagos szerkezet az aminosavak kozotti hidrogén-hid kotések eredményeként
létrejott lokdlisan stabil szerkezet. AlapvetOen két prominens osztalya létezik az a-hélix és a [-redd
[16]. A lokalisan stabil mésodlagos szerkezetek kapcsolatba léphetnek egyméssal, {gy létrehozva a
fehérjék harmadlagos szerkezetét, amit a hidroféb kdlcsénhatésok vezérelnek. A hidroféb kélesénhatdas
a legdomindnsabb eré a fehérjék feltekeredésének szempontjabdl (még ha 6nmagdban relativ gyenge
kolesonhatds is). A harmadlagos szerkezet kialakuldsat segitik tovdbbé elektrosztatikus és Van der
Waals-féle erdk is. A fehérjék negyedleges szerkezete az a nativ konformacié, amelyben a szerkezet
ellatja a biolégiai funkcidjat. Szdmos fehérje esetében ez azt jelenti, hogy tobb alegységbol allé
oligomerek jonnek létre, azonos, vagy mds fehérjékkel egyiittmiikodve [15]. A fehérjeszerkezeteket egy
olyan polipeptid lancként is leirhatjuk, ahol a masodlagos szerkezeti elemek kovetik egymast, amiket az
egyik csoportba («a, ) sem sorolhat6 random coil szegmensek kotnek 6ssze. Ezek bizonyos mintézatot
mutatnak, amelyek visszatérnek a lancban, vagy akéar kiilonbozé fehérjékben. Ezek a mintazatok szu-
permasodlagos szerkezeteket hoznak létre, ahol legalabb két mésodlagos szerkezeti elem Gsszekapcso-
16dik (pl. B-a-B-loop)[16]. A fehérjék szerkezetének a fenti kategdridkba csak részben illeszthetd, de

fontos egységei az ugynevezett domének. A domén definicidja nem egységes, a dolgozatban gy te-
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kintettem, hogy ezek 6nallé feltekeredésre (més széval foldingra) képes, autoném, funkciéval rendelkez6
fehérje egységek. A domén a fehérjék épitckockdi: a legegyszeriibb fehérjék csupan egyetlen doménbél
allnak, de a domének ismétlédhetnek a fehérjén beliil, és kiillonb6zo fehérjékben is megjelenhet ugyanaz

a domén [6].

2.2.2.1 A coiled-coil szerkezeti elem

A coiled-coilok az els6k kozott felfedezett szupermasodlagos szerkezeti elemek, ahol két vagy tobb a-
hélix alkot spirdlt egymaéssal igy, hogy maximalizaljak a hidroféb kontaktusok kialakuldsat a két lanc
kozott [23]. A kiilonboz6 organizmusokban gyakran fordulnak eld, altaldban a kiilonb6z6 proteomok 3-
10%-4t teszik ki [24, 25]. A coiled-coil helikélis szerkezetének kialakuldsahoz egy specidlis, hét aminosav
hosszii mintazatra van sziikség, amely egymas utan tobbszor megismétlédik: ez a HPPHPPP, ahol a
H hidroféb, P pedig poléris aminosavakat jelent [23]. Az egyes pozicidkat a heptddban meghatdrozott
karakterekkel jelolik [26, 27] , ahol az ‘a’ és a ‘d’ poziciéban 1évé aminosavak altaldban hidrofébok,
mig az ’e’ és 'g’ pozicié a poldrisak, mig a maradék harom aminosav hozzaférhet6 a viz szamara -
igy kiadva a heptdd hét pozicigjit: ‘abedefg’ (3. dbra). A Peptid Velcro (1993) hipotézis szerint a

coiled-coil szerkezet kialakuldsdhoz harom feltételnek kell teljesiilnie

1. Az ‘a’ és ‘d’ poziciékban hidroféb aminosavak, amelyek hidroféb és van der Waals kotések révén

stabilizaljak a szerkezetet

2. Az ‘e’ és ‘g’ pozicidkban toltott aminosavak helyezkednek el, amelyek hélixek kozotti elektroszta-
tikus kolcsonhatdsokat biztositjak tobbi pozicioban pedig hidrofil aminosavaknak kell lenniiik,

mivel a coiled-coil szerkezet ezen része van kitéve a vizzel valé érintkezésnek [24].

A coiled-coilban taldlhaté ismétlések szdma kettStél - extrém esetben a kétszézig is terjedhet [24], a
természetben a kettd és hat kozotti heptdd a legelterjedtebb [25]. Azt feltételezik, hogy a szerkezet ki-
alakulasdban a fentieken kiviil kulcsszerepe lehet egy trigger szekvencidnak nevezett szakasznak is. Ez a
rovid szekvenciarészlet kédolhat olyan 6nallé feltekeredésre képes egységet, ami lesziikiti a feltekeredés
terét és coiled-coil szerkezet felvételéhez segiti a fehérje kiovetkezd részét [24]. A coiled-coilok kozott a
leggyakoribbak a két vagy harom hélixbol kialakuld szerkezetek, de magasabb szintii Gsszerendezédés
is lehetséges [28]. Attdl fiiggéen, hogy hény hélix kapcsolddik a coiled-coilban, megkiilonboztethe-
tlink kiilénboz6 oligomerizacids allapotokat. Az oligomerizacios allapotot ‘a’, ‘d’, ‘e’ és ‘g’ poziciéban
1év6 aminosavak hatdrozzdk meg. A H/P mintdzatot megvaltoztatva kiillonb6z6 oligomerizécids allapo-
tok érhetéek el [27]. Példdul, ha az ‘a’ poziciéban izoleucin és a ‘d’ poziciéban leucin van, akkor egy
dimer fog kialakulni, ennek ellenkezdje tetramer coiled-coil kialakuldsdhoz vezet [29].

A lancok minden oligomerizaciés allapot esetében parallel és antiparallel orientaciéban is el6fordulhat-
nak [26]. A lancok szdrmazhatnak azonos fehérjékbél is, ilyen esetben homooligomerekrél beszélhetiink,

vagy kiilonb6z6 fehérje lancokbdl, amiket heterooligomereknek neveziink [25]. Bizonyos esetekben a
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3. &dbra A coiled-coilok szerkezeti felépitése Felill: A coiled-coil alapja a heptdd ismétlés (‘abedefg’) ahol
HPPHPPP aminosavak kévetik egymdst (H: hidroféb, P: poléris) Az ‘a’ és ‘d’ poziciéban hidroféb aminosavak
(rézsaszin), a g’ és ‘e’ poziciokban toltott (sdrga) tobbi poziciéban hidrofilek (kék) A coiled-coil magjat a
hidroféb és elektrosztatikus kolcsonhatdsok tartjdk ossze (magdt a hélixet a hidrogénhidak) Alul: A coiled-

coil-ok kiilénb6z6 oligomerizacids allapotokban fordulhatnak el6 - dimer, trimer, tetramer stb.

coiled-coil egy fehérjén beliili két hélixbdl is Gsszedllhat. Léteznek tgynevezett nem kanonikus coiled-
coil formék is. Ezekben az esetekben a hélix alapjat nem a heptad-ismétlés képezi [23]. Giardia lamblia
esetében felfedeztek olyan citoszkeleton asszocialt fehérjéket, amelyekben a heptdad ismétlédések kozé
beékelédnek nem kanonikus formak (24, 25 és 26 aminosavat tartalmazé ismétlédésekkel) is, ami hosz-
szabb szerkezeti motivumok kialakuldsdhoz vezetett [30]. Nagy altaldnossdgban azonban elmondhatd,
hogy a coiled-coilok hossza és az els6dleges szerkezete jelentGsen konzervalt [25].

A coiled-coilok szerkezeti diverzitdsa, véltozatos funkciék megjelenésében érhetd tetten [29]. Gyakran
eléfordulnak motorfehérjékben, transzkripcids faktorokban és receptorokban is. Az egyik legjobban
ismert, jol karakterizalt funkciéja a leucin cipzar 1étrehozéasa, ami szamos fontos DNS-ko6t6 fehérjében
megtalalhaté [29]. Ilyenkor a hidroféb kolesonhatést eldsegitd leggyakoribb aminosav mindkét ldncban
a leucin, amelyek cipzarszerlien tartjak ossze a kettOs spirdlt. A coiled-coilok hossza nagyon valtozé. A
hosszabb coiled-coilok rigid szalakat hoznak létre, mint példaul a keratin vagy miozin, ami lehetGséget
ad olyan feliiletek 1étrehozasara, ami nagyobb szerkezeti komplexek kialakulasat szolgalja, mint példaul
az extracelluldris métrix vagy a citoszkeleton halézata [29]. Tévoli régidk Gsszekapcsoldsaban is szere-
pet jatszanak, amikor molekuldris tdvtarténak is szoktdk ket nevezni (el6fordulnak lipoproteinekben
vagy példdul a kinetokorok esetében) [25]. Egy mésik érdekes coiled-coil funkcié, hogy molekuldris
vonalzéként miitkodnek a sejteken beliil [25]. A rovidebb coiled-coilokat tartalmazé fehérjék jéval

flexibilisebbek és olyan funkcidkat latnak el, mint az oligomerizdcié elOsegitése, szigndltranszukcid
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vagy kis molekuldk transzportja [26].

2.2.2.2 Rendezetlen fehérjék

A tradicionalis szerkezeti bioldgia szamara “lathatatlan” régiok teszik ki a human proteom nagyjabdl
harmadat [31], amelyek j6l meghatdrozhatd, 3D szerkezet nélkiili szakaszok. Ezeket az tgynevezett
rendezetlen részeket diverz konformaécios allapotok jellemzik, mivel nincsen egyetlen j6l meghatarozott
alacsony energigju dllapotuk, ellentétben a rendezett fehérjékkel (2. dbra). Ezen régidk szekvencidlis
jellemzdi, hogy alacsony hidrofébicitdst, ugyanakkor magas netté toltéttségli aminosavakbdl dllnak
[32]. Kordbban ezekre a régidkra funkcié nélkiili tdvtartoként tekintettek [33], azonban az elmult
hisz évben egyre tobb funkciét tarsitottak hozzdjuk, ami szekvencia-szerkezet-funkcié paradigma
felilbiralatdt eredményezte [34]. Szerkezeti szempontbdl a fehérjéket teljesen rendezett, rendezetlen
régidkat tartalmazé (Intrisnically Disordered Region, IDR) és teljesen rendezetlenként (Intrisically Dis-
ordered Protein, IDP) irhatjuk le. Egy friss tanulmény szerint a humdn proteom 49%-a teljesen ren-
dezett, a fehérjék 19%-ban vannak IDR-ek és a fehérjék 32%-a IDP [32]. Ezen régick valtozékonysdga
abban is megmutatkozik, hogy képesek akér rendezetlen-rendezett tranziciéra is [33], illetve bizonyos
allapotok kozotti gyors konverzidra is, amely a fehérje szakasz hozzaférhetdségét befolydsolja [31].
A szerkezetbeli lazdbb megkotések miatt gyorsabban evolvalédnak, mint a globuldris domének [33].
A rendezetlen, illetve IDR-eket tartalmazé fehérjék tobbféle osztalyozdsa létezik szerkezeti, illetve
funkcionalis hasonlésagok alapjan. A kovetkezdkben egy fontos csoportot emelnék ki, ahol fontos

szerepe van az el6bb emlitett szerkezeti jellemzoknek.

2.2.2.2.1 Linearis motivumok
A révid linedris motivumok (Short Linear Motif, SLiM) 3-10 hossziségu szakaszok. Fontos funkcionalis
egységek a fehérjéken beliil, ahol a funkcié betoltéséhez egy partner doménnel valé kolcsénhatés
sziikséges [33]. Sok esetben t6bb képidban fordulnak el6 az adott fehérjében [35]. A SLiMek legtébbszor
IDR-en belil alakulnak ki, és er6sen konzervaltak. Fz a tulajdonsiguk, ami legjobban segiti az
azonositdsukat, amig a rendezetlen rész evolicids szempontbdl igen véltozékony (1d. 2.2.2.2. fejezet), a
benne levé par aminosavnyi motivum szigetszertien kiemelkedik amikor a konzervéltsagot vizsgdljuk.
Rovidségiik alkalmassa teszi Oket, hogy egy rendezetlen részben de novo képesek mutalodni. Mivel
rovidek, ha valtozik a partner domén, konnyen vele véltoznak, képesek a konvergens evoliciéra. Ala-
csony affinitds és tranziens kolcsonhatas kialakitasa jellemzo rajuk. Ezt a tulajdonsdgot tudjak ki-
hasznalni kilénb6z6 patogének, amik mintegy “lemasoljak” a motivumot és egy magasabb affinitasi
verzidval feliillkompetaljdk a sejten beliili kolcsonhatdsokat. Szamos motivum-domén part mar a
posztszinapszis esetében is azonositottak. Ilyenek a foszfotirozin motivumok koélcsénhatasa az SH2
doménekkel, C-terminalis motivum - PDZ domén pérok vagy a PxxP motivumok kapcsoléddsa SH3

doménekhez [33].
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2.2.3 A fehérjék szerkezetének és funkcidjanak Osszefiiggése

A molekuléris biolégia egyik legfontosabb célja a fehérjék funkcidjanak megismerése. A fehérje funkcio
megismeréséhez sziikséges, de nem elégséges feltétel a fehérje szerkezetének ismerete, mivel a szerkezeti
inform4cié csak bizonyos szintig nytjt informdciét a fehérjék sejten beliili szerepérdl [36]. Emellett,
mint ahogyan azt az el6z6 fejezetben is bemutattam, nem csak a szerkezet, hanem a , szerkezetnélkiili-
ség” is rendkiviil fontos funkcidkkal bir. Az IDR-ekre vagy IDP-kre szoktak ,dark proteom”-ként
(lathatatlan proteomként) is hivatkozni, amely elnevezés onnan szarmazik, hogy a klasszikus szerke-
zetmeghatdrozasi technika (rontgenkrisztallogréfia) szdmdra nem ldthatéak ezek a régidk/fehérjék
[37]. A rontgenkrisztallogréfia mellett mds mddszerek is rendelkezésre dllnak a fehérjék szerkezetének
meghatarozasara. Ezek részletes ismertetésétol a dolgozatom terjedelmi korlatai miatt eltekintek, azon-
ban a hdrom meghatdrozé nagy felbonté képességii (atomi szint) eljarast eldnyeikkel és limitdcidikkal
attekintem a 1. tdbldzatban (ezen technikdkat megemlitem még a 3.3. fejezetben az interakcick
meghatdrozési lehetdségeinél is). A fehérjék szerkezetének meghatdrozdsa barmely kisérletes technika
esetén is egy rendkiviil bonyolult, tébblépcsds, erdforrasigényes feladat, és kivétel nélkiil igen koltséges
miszereket igényelnek. Ezek a kisérletek azonban nem kivalthatéak mas technikakkal az dltaluk feltart
szerkezeti informéacié részletessége miatt.

A fehérjék szerkezet-funkcié Osszefiiggéseinek ismerete tovabbi elemzésekre ad lehetdséget.
Altalénosségban elmondhatd, hogy a hasonlé szerkezetii fehérjék hasonlé funkcidkat latnak el, példaul
szémos membranpdrust képezé fehérjében taldlunk S-hordé szerkezetet [38]. A szerkezeti hasonlésdgot
lokalis, illetve globdlis szinten vizsgalhatjuk két fehérje kozott. Lokalis hasonlésag vizsgalatanal a
fehérjéket domének vagy annal is kisebb egységek szintjén hasonlitjuk ssze. Abban az esetben, ha itt
talalunk egyezést, pl. adott aminosavak egy bizonyos aktiv helyre vagy partnerkoté régiora jellemzé
térbeli elrendezddésében, az hasonlé funkciéra utalhat. Fontos, hogy az ilyen jellegii hasonlésag nem
feltétleniil jelent evolicids rokonsdgot, mivel a funkciondlis helyek egymastél fliggetleniil is megje-
lenhetnek kiilonboz6 6soktél szarmazoé fehérjékben is. Globélis szerkezeti hasonlésag esetén domének
szintjén hasonlitjuk Gssze a fehérjéket, ami mar biztosabban mutathat evoliciés hasonlésagot. Ez azon-
ban nem feltétleniil fog nagymértékii szekvencidlis hasonlésdgban is megmutatkozni, mivel a fehérje
foldok sokszor akkor is megmaradnak, amikor a szekvencia hasonlésdg méar nagymértékben megsziinik
(azonban kivételek is ismertek) [36]. A szerkezet mellett az aminosavszekvencia - amely egyszeriibben
hozzaférheto - is szamos informéciéval szolgalhat, azonban ezek az adatok nem rendelkeznek hasonld
robosztussagal, mivel a fehérje szerkezet evoliucidsan jelent6sen konzervéaltabb, mint maga a szekvencia
[39]. Ugyanakkor mivel a szekvenicdlis informécié kénnyebben hozzéférhet8, szdmos bioinformatikai
modszer alapja a hasonld szekvencidk megtalaldsa, és ez a modszer tobbnyire alkalmas ra, hogy meg-
taldljuk a hasonlé szerkezetli (és funkcidju) fehérjéket is. Ez egy fontos 1épés, hiszen a t6bb szdzmillié

ismert fehérje egyedi kisérletes vizsgalata tobb szempontbdl is lehetetlen feladat, de igy az Ujonnan
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felfedezett fehérjéknek homolégia alapjdn konnyebben megtalalhatjuk a funkcidjat.

1. tablazat A legfontosabb szerkezetmeghatdrozé eljarasok és azok el6nyei és limitacidi

Technika Elény Limitacié Nobel-dij
Rontgenkrisztal- Jél kidolgo- | Hidnyzd ren- | 1962, May Perutz,
lografia (X-ray) zott protokollok, | dezetlen régiék, | John kendrew
megbizhatdsigi nem nativ kornyezet,
metrikak kristdlyositas sikere
kérdéses
Magneses magre- | Strukturdlis flex- | Méret limitacié, | 2002, Kurt Wiithrich
zonancia spek- | ibilitds atomi fel- | izotdp jelolés
troszképia (NMR) bontéssal, tobb | sziikségessége,
idoskalan vizsgdlhaté | mintakészités sikere
kérdéses
Krio- Nativ allapot, nincs | A masik két | 2017, Jacques Dubo-
elektronmikroszképia | méret limitacié modszerhez  képest | chet, Joachim Frank
(Krio-EM) alacsonyabb fel- | and Richard Hender-
bontas son

2.2.4 Fehérjeszerkezet leirasara hasznalhat6 szamitégépes maédszerek

A kisérletes mddszerek mellett szamos predikcids médszer all rendelkezésre a fehérje szerkezetek becslésére,
amelyek fontos eszkoztdrat jelentenek kisérletek megtervezéséhez, vagy nagyskalds elemzésekhez. Az
els6 predikciés programok egyszerii statisztikai alapokon miikodtek, példaul a masodlagos szerkezetek
(a-hélix, B-redd 1d. 2.2.2. fejezet) meghatdrozasra és az egyes aminosavak eléforduldsédnak valészin{isége
alapjdn voltak képesek becsiilni a szerkezeti elemek helyét a szekvencian beliil. A kés6bbiekben bonyo-
lultabb szerkezetek (példdul coiled-coil) és rendezetlen régidk becslésére is késziiltek programok. A
jelenleg az alkalmazott médszereknek két nagy csoportja van: (1) tisztdn a fehérjék fizikokémiai
tulajdonsdgain és alapvetd statisztikai mddszereken alapuld eljardsok, (2) a gépi tanuldson alapuld
mddszerek. Bér a gépi tanulds alapt médszerek egyfajta fekete doboznak tekinthetdek (azaz nem értjiik
pontosan, hogy milyen logikai dontések alapjdn hoznak dontést), a legtdbb teriileten mégis feliilmuljdk

a klasszikus algoritmusokat, mivel a tisztan biofizikai és biokémiai leirasa ezeknek a rendszereknek nem
elég preciz. Tovabbi gondot okoz a kisérletes mddszerek korlataival és az adatok esetleges pontatlan
interpretdcidjaval atkeriild zaj mennyisége. A 2000-es évektdl a fehérjék haromdimenzids szerkezeti
becslésére fejlesztett moddszerek is egyre szélesebb korben keriiltek felhasznaldsra. Ezeknek tobb

kategoriaja létezik az alapjan, hogy globalis vagy lokalis mintdzatokat hasznalnak fel a szerkezetek

felépitése soran. Globalis modellezési eljarasokat akkor alkalmaznak, amikor valamilyen rokon fehérje
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szerkezet rendelkezésre all, de ide sorolhatdak azok a mddszerek is, amelyek ko-evolticiés mintazatok
alapjan becsiilnek térbeli kontaktusokat. Lok&lis modellezés esetében nem all rendelkezésre rokon
fehérje, amelynek teljes szerkezetét fel lehet hasznalni a modellezés soran. Ilyekor egyes fragmensek
templdt alapi modellezése és aztdn a kapott darabok Osszeillesztése lehet a jarhaté ut. Az utébbi
években a szerkezetbecsld eljardsokban is egyre jobban elterjedtek a gépi tanulds alapti mddszerek.
2021-ben a DeepMind altal fejlesztett deep learning eljaras, az AlphaFold2 eredménye hatalmas el6relé-
pést jelentett, mivel a korabbi ~60%-r6l 90% kozelébe emelte a szerkezet becslés pontossidgat monomer
globuldris fehérjék esetén [22]. A mddszer fragmens alapi valamint koevoliicids megkozelitést kom-
bindl, és tobbszoros szekvencia illesztéseket is felhasznal bemenetként. Mivel a fehérje feltekeredés és
a kolcsonhatasok kialakuldsa ugyanazon biofizikai szabalyok alapjan megy végbe, kiegészito 1épésekkel

akdr tobb fehérjébdl allg, tigynevezett komplex szerkezeteken is nagy pontossdgot képes elérni [40].

2.2.5 A poszttranszlaciés moédositasok

Az él6 sejtekben szédmos molekula egyiittes hatdsa révén marad fenn a sejtek integritdsa és valésul
meg a megfeleld funkcidjuk. A fehérjék, mint a legfontosabb végrehajté molekuldk az aminosav sor-
rendjikben hordozzdk bioldgiai funkciéjukat, azonban szamos olyan szabdlyozasi mechanizmus 1étezik,
amely finomhangolja pontos miikédésiiket [41]. Ennek a finomhangoldsnak koszonhetéen a humén
proteomban megtalalhaté kortilbelil 20 000 fehérjébdl gyakorlatilag tobb szézezer kiilonb6z6 molekula
johet 1étre [42].

Az egyik gyakori szabdlyozasi mdéd az alternativ splicing, ami azt jelenti, hogy az mRNS érése soran
az exonok kiilénbozé kombinaciékban maradhatnak bent a leforditandé régidoban, igy a fehérje egy
modositott szekvencidval jon létre. A kivagddo rész miatt a fehérje példaul maésik sejt kompart-
mentbe juthat be, és ott fejti ki a hatasat. Egy maésik gyakori szabalyozasi méd a poszttranszldcios
modositas (Post Translational Modification, PTM), ami bizonyos esetekben visszafordithaté folyamat
[41] és egyes esetekben szorosan kotédik a linedris motivumok specidlis alosztdlyaihoz. A PTM-ek
fontos szerepét hangsulyozza az a megfigyelés, hogy majdnem minden fehérje esetében kimutattak le-
galdbb egy poszttranszldciés médositést [43]. A PTM a transzldcié utdn valésul meg, és leggyakrabban
egyes aminosavak kémiai mdodositasat, pl. funkcids csoport hozzdadasat jelenti. Azonban el6fordulhat
még az aminosav sorrend moédosuldsa is pl. mas peptidekkel vagy fehérjékkel valé konjugacié vagy a
fehérje splicing révén. Funkcidjukat tekintve modulédljak a fehérjék aktivitdsat, makromolekuldris in-
terakcidikat, celluléris lokalizacidjukat és szamos fundamentélis molekularis folyamatban vesznek részt
[41]. A fehérje kolesonhatdsi preferencidit egyrészrdl indirekt médon, a fehérje globdlis konformécids
valtozasdnak el6idézésével befolydsolhatjak, masrészt sok esetben kozvetleniil hatnak a molekuldris
felismerésben részt vevd régidk elektrosztatikus vagy egyéb lokalis strukturdlis jellemzdire [42].

A PTMe-ek reverzibilis kovalens médositasdnak prototipusa az aminosavak foszforilaciéja. Ennek soran

12



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.001

a moédositas hatdsara egy tobblet negativ toltés jelenik meg a fehérjén, ami befolyasolja, hogy az
adott fehérje milyen mas molekuldkkal tud kolcsonhatasba 1épni. Mivel a foszforilacié reverzibilis, ezt
egy kapcsolénak is tekinthetjiik, ami bizonyos kolecsénhatdsokat ki-be tud kapcsolni. A posztszinap-
szisban nagyon fontos szerepet jatszik a foszforilacié, amely kombinatorikus médon tudja finomhan-
golni a kiilonbozé interakeidkat [43]. A foszforildcion til azonban t6bb, mint 200 [42], mds forrdsok
alapjan t6bb, mint 400 PTM ismert [43], amelyek koziil a legfontosabb médositdsok az 2. tabldzatban
lathatéak. A kiilonb6z8 médositdsokért eltérd enzimatikus funkcidji fehérjék feleldsek [43]. Bizonyos
PTM-ek esetén az enzimek csupdn egyetlen csoportot helyeznek az aminosavakra, mig més esetben
ugyanazon az aminosavon tébb médosité csoport kapcsoldsa is megtorténhet (példdul az ubikvitindcid
esetében) [44]. A médositdsok onmagukban, de akdr kombindciéban is értelmezhetéek [43]. Utdbbira a
legismertebb példa a hisztonok moddositasa a transzkripcié elésegitése céljabdl, ahol a hiszton fehérjék
moédositdsaval (lizin acetildcid) befolydsoljak a fehérje toltését, ami a DNS letekeredését eredményezi,
mig a foszforilacid, acetildcié és metilacié eredményeként a DNS atirdsahoz sziikséges fehérjék toborzasa

torténik. A két folyamat egyiittesen eredményezi a hatékony atirédést [41, 43].

2.3 Fehérje-fehérje kolcsonhatasok
2.3.1 Fehérje kotés molekularis hattere, komplexképzddés

2.3.1.1 A fehérje kolcsonhatasok kialakulasanak feltételei

A fehérje interakcidk legalabb két fehérje fizikai kontaktusba lépését jelentik molekulédris dokkolds
révén, a létrejové kapcsolat sejtekben vagy él§ organizmusokban in vivo fordul eld [45]. Az interakcié
révén kialakulé fizikai kolesonhatds specifikus, valamilyen funkcié elldtdséra evolvalédik [45]. A sejte-
ket sokszor egy, néhany organellumot tartalmazé itires térként képzeljiik el, azonban a valdésagban
maga a sejt molekuldrisan zstfolt [46]. Ebben a hatalmas stiriségben kell a fehérjéknek megtaldlniuk
egymadst a kdlesonhatdsok 1étrejottéhez. A sejtes kornyezetben szédmos egymaéssal versengd interakeid
all fenn, még ha ezek koziil a legtobb kotés csak nagyon gyenge kapcsolatot tud létrehozni a fehérjék
kozott. Azonban a kotés tényleges létrejottének valdsziniiségét nagyobb mértékben befolyédsolja az
adott fehérjék térbeli és id6beli eloszldsa (azaz, hogy egy id6ben és egy helyen jelenjenek meg), mint
a kotés erdssége. A tomeghatds torvénye kimondja, hogy a fehérje mennyiségét a komplexben a
koncentrici6 és az affinitds egytittesen fogjdk meghatdrozni. Példaként, ha [A][B] és [A][C] komplex is
megvalésulhat, hidba kétédne az elébbi komplex nagyobb affinitdssal, ha [C] sokkal nagyobb mennyi-
ségben van jelen normél sejtes koriilmények kozott, akkor az [A][B] komplex nem, vagy csak nagyon
kis mennyiségben fog létrejonni. Az egyes fehérje komplexek kialakuldsnak dinamizmusa tehat fiigg
az azt alkot$ fehérjék expresszidjatél (milyen mennyiségben termelédik), a degraddcidjatdl (milyen
mennyiségben bomlik le) és a lokalizaciéjatdl (azaz hogy ugyanabban a térrészben vannak-e jelen).

A kolesonhatdsok megvalésuldsat azonban tovabb arnyalhatjdk egyéb szabalyozdsi mechanizmusok,
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példaul a kordbban emlitett poszttranszlaciés médositdasok (1d. 2.2.5. fejezet), az alternativ splicing

vagy a kofaktorok jelenléte.

2.3.1.2 A fehérje kolcsonhatasok molekularis alapja

A fehérje-fehérje kolcsdonhatdsokat ugyanazok az erdk stabilizdljak, amelyek a monomer fehérjék fel-
tekeredésében is szerepet jatszanak. Ezek a viszonylag gyenge kolcsonhatasok fogjak Gsszetartani agy
a szerkezeteket, hogy a lehetd legtébb H-hid kotés valdsuljon meg, és hogy a felszin a legkevésbé
nyUjtson teret az oldészerek szamara. Bizonyos kolcsonhatasban a résztvevd felszinek molekuléris
lefrasdnak egyik lehetséges médja az O-gylrli elmélet: mutdciés vizsgalatok alapjan megallapitottak,
hogy léteznek ‘hot-spot’ aminosavak, illetve energetikailag kevésbé fontos aminosavak amelyek kérbeve-
szik Gket [46]. A kotésekben résztvevd aminosavak kiilonbozé modulokat (klasztercket) alkotnak
[46, 47], és a klasztereken beliil szdmos interakci6 jon létre, mig a klaszterek kozotti interakcioknak
sokkal kisebb a valdszinlisége. Ennek eredményeként egy teljes klaszter torlése a feliiletrdl a vartnal
kisebb szerkezeti és energetikai hatast fejthet ki, a klasztert alkoté egyedi mutaciok additiv értékeihez
képest. Mivel a hotspot reziduumok evolicidésan konzervaltak, az azonos régidhoz tobb kotd part-
nert megengedd fehérjék esetében a fehérjék hasonld klaszter kombindcidkat fognak hasznélni [46, 47].
A fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakuldsanak termodinamikai alapja az, hogy a létrejovo komplex

o

alacsonyabb szabad energidval rendelkezik, mint a nem kétott forméban 16v6 fehérje [46].

2.3.1.3 Fehérjék nativ szerkezetének és interakcidik Gsszefiiggése

Az interakciok kialakitdsaban tobbféle fehérjeszakasz is részt vehet: domének és révidebb-hosszabb ren-
dezetlen szakaszok. Ezen régiékon beliil a tényleges atomi kontaktust kialakité részek a fehérje felszinén
taldlhatéak. A kiilonbozé interakcids lehetéségek kozil a legtobbet a domének révén kialakitott
kotésekrél tudunk. Az interakciés domének (1d. 2.2.2. fejezet) tipikusan 35-150 aminosav hosszusdguak.
A jelenleg ismert domének Osszesen tobb szézezer bindris interakciét és ~10 000 komplexet képesek
létrehozni [48, 49]. A doménekkel szemben a rendezetlen régick funkciondlis elénye, hogy a szerkezeti
flexibilitds miatt képesek tobb, extrém esetekben akar tobb szédz partnerhez is kétédni [50]. A révidebb
rendezetlen szakaszok, linearis motivumok is szdamos interakcié kialakitasaért felel6sek, azonban ezen
kapcsolatok altalanossagban jéval kevésbé feltartak. Jelenlegi elképzelésiink szerint akar egymillié
ilyen interakcié is eléfordulhat eukarita sejtekben, de ezek toredékét igazoltdk csak kisérletesen [48].
A kiilénboz6 rendezetlen részek és a domének egymdssal kiilonféle kombindciékban (domén-domén,
domén-rendezetlen, akér rendezetlen-rendezetlen [51]) képesek kolesonhatdsokat 1étrehozni. A nativ
szerkezet a kotés soran képes megvaltozni - domének esetén a valtozas kisebb, mig rendezetlen fehérjék
esetében a flexibilis rész gyakran felvesz egy stabil szerkezetet. Ezen kiviil Gsszetett, pl. tobb doménes
fehérjék esetében eléfordulhatnak nagyobb léptékii, a szekvenciaban tavol esé részeket érinté szerkezeti

atrendezodések is.
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2.3.1.4 A fehérje kolcs6nhatasok tipusai a molekuldris 6sszetétel, affinitas és komplexek
életidejének fiiggvényében

A fehérjéknek a viz altal is hozzaférhetd felszine az a rész, ahol képesek egymdssal kozvetlen fizikai
kapcsolatokon keresztiil kotni. Két fehérje kapcsolodasat bindris kolcsonhatdasnak nevezziik, az ilyen
kolesonhatds eredménye egy dimer. A fehérje kolcsonhatasokat osztalyozhatjuk a résztvevd fehérjék
alapjan is, ahol két azonos fehérje esetén homodimer komplexrdl, mig két eltérd esetén heterodimerrdl
beszéliink. A kapcsolatban résztvevé fehérjék szdma lehet magasabb is (trimer, tetramer, pentamer
stb., dltaldnossdgban: oligomer), ahol a kdlcsonhatas megvalésulhat egy idében, vagy az alacsonyabb
oligomerizaciéju komplexek Osszeszerelédésével is. Ezekben a komplexekben a fehérjék direkt és in-
direkt fizikai kapcsolatban éllnak [52]. A direkt és indirekt kolesonhatdsok meghatérozasara eltérd
kisérletes mddszerek 1éteznek (ezeknek kisérletes meghatérozasat 1d. 2.3.3. fejezet). Az é16 szervezetek-
ben a fehérjék legnagyobb része oligomer formaban van jelen. Ezt a szervezddési szintet nevezhetjik
a fehérjék negyedleges szerkezetének is (1d. 2.2.2. fejezet). E. coli esetében példdul az oligomer
formaban el6fordulé szerkezeteket 75%-ra becsiilik [15]. T6bb hipotézis is 1étezik arra, hogy a fehérjék
jelentés része miért oligomer forméban fordul el6, az egyik valdszinli magyarazat, hogy a nagyobb
komplexek ellenédllébbak a denaturacioval szemben és a monomer fehérjékkel szemben kisebb hidroféb
felszintik van [46]. A fehérje-fehérje interakcidk eltérd affinitdssal alakulnak ki (4. dbra). A spektrum
egyik végén a rovid életil, alacsony affinitdsu, tranziens interakciék vannak (ezek leggyakrabban révid
linedris motivumok), amelyeknél a kotés milliszekundumnyi id6 alatt lejétszédik majd megsziinik, és
a kotés erdssége mikro- vagy millimoldris kJ/mol tartoményba esik [46]. A spektrum mésik oldalédn a
“szorosabb” kolesonhatdsok taldlhatéak (tipikusan domén-domén), amelyek felezési ideje a t6bb 6rés
tartomanyba is eshet, és akdr nano- vagy pikomolaris affinitdssal valésulnak meg. Altalénosségban a

komplexek képzodése tobbféle mechanizmus is szerint is 1étrejohet.

1. Az egyik a kules-zdr (lock-and-key) modell, ahol mér elére “el6készitett” kotési felszinek taldlkoznak
egyméssal. Ez a mechanizmus a kisérletesen megoldott szerkezetek felénél figyelhet6 meg és
els6sorban fehérje-ligand kotések kialakuldsat jellemzi. Alapvetéen merev koté partnereket feltételez,
de jelen tudasunk szerint bizonyos foku dinamika - mar csak a fehérjék altalanos mozgékonysiga
miatt is - szerepet jatszik ilyenkor is.

2. Egy mdsik mechanizmus az indukdlt illeszkedés (induced fit) modell, ahol a specifikus kotés

létrejottéhez a fehérjének bizonyos konforméciés véltozasokon kell keresztiil mennie a kétodés

hatasara.

3. A harmadik modell a fluktudcids fit (fluctuation fit) néven is ismert konformécids szelekcid,
ezen elmélet szerint a reakciéba lépésre el6késziil6 fehérje tobb konformaciés allapotban vér és a

legjobban illeszked6 lesz majd képes tényleges interakcidt kialakitani [46].
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dbra A fehérje interakcidk tipusai a kotések erdssége alapjan A skdla két végén a tranziens linedris

mot{vumokkal megval6sulé gyenge és rovid ideig (millisec) tarté interakcidk, mig a masik végén a stabil domén

domén interakcidk hosszi felezési idSvel (akar napok).

2.3.2 A fehérje-fehérje interakcidk a sejt miik6désének alapjai: posztszinaptikus példak

A fehérjék kolcsonhatasa alapveto fontossagu az él6 rendszerekben végbemend Osszes folyamatban. A
fehérjék legtobbszor nem monomer allapotban vannak jelen, hanem kiilonféle kapcsolatokat alakitanak
ki méds molekuldkkal, sokszor masik fehérjékkel is. Az igy létrejott kolesonhatdsok révén toltik be
funkciéjukat, azaz, hogy enzimként, transzporterként vagy akar a sejt stabilizatorokként miikddjenek
[63, 54]. A fehérjék tényleges funkcionalitdsa azonban nem csak egy-egy komplex miikodésének eredmé-
nyeként jon létre. A tdgabb molekuldris kontextust értelmezve a fehérjék bonyolult, egymassal sok-
szor Osszefliggl és egylittmiikodé fehérje-fehérje interakcios halézatokat alkotnak. Az elemi fehérje a
komplex- (és halézat)szintil jelenségek révén felelds az Osszetett bioldgiai funkcidkért. Emellett fontos
megemliteni, hogy a fehérjék mellett szdmos mds molekuldknak (pl. RNS-nek, lipideknek) is fontos
szerepe van. A kovetkezOben a fehérje interakcidkon keresztiil 1étrejovd funkcidk kozill mutatok be
néhany posztszinaptikus példat. Ezekben az esetekben az kolcsonhatasokon keresztiil egész fehérje
gépezetek jonnek létre a feladatok ellataséara.

(A) Funkcié a fazisszeparaciéban

A fazisszeparacié viszonylag tGjonnan felfedezett jelenség, amelynek kiemelt szerepe lehet a posztszi-
napszisban. A folyadék-folyadék fazisszeparacié (liquid-liquid phase separation, LLPS) lényege, hogy
gyorsan valtozd, membran nélkiili szubcellularis kompartmentek alakulnak ki, amelyekben lokalisan bi-
zonyos specidlis fehérjék feldusulnak. Ma maér t6bb fehérjét is ismeriink, amelyek részt vesznek ebben a

folyamatban, tobbek kozott a két legnagyobb mennyiségben eléfordulé posztszinaptikus allvanyfehérjét,
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a SynGAP-ot és a PSD-95-6t. A koncentraciéfiiggd fazistranzicié sordn a SynGAP fehérje homotrimer
coiled-coil-t képez, amelyhez tobb PSD-95 fehérje képes kapcsolédni. Ezt az kolesonhatds implikélhatja,
hogyan alakulnak ki a nano méretit domének a PSD-ben, vagy arra is valaszt adhat, hogyan képesek
egymastol elkiiloniilni az egy dendrit részen megtalalhatoé serkentd és gatld szinapszisokat kialakitéd
fehérjék (5. dbra, panel A)[55].

(B) Adapter vagy scaffold funkcié

A 1.2. fejezetben mar emlitésre keriilt, hogy a posztszinaptikus denzitdsban egy rendkiviil fontos
fehérje osztalyt képeznek a scaffold fehérjék. Az egyik legkiemelked6bb és legfontosabb ilyen fehérje
a PSD-95. A PSD-95 az AMPA sejtfelszini receptorok kotésért felelés. Ez a receptor veszi fel a
preszinaptikus jeleket, és az els6 1épést jelenti az informécié tovabbitdsaban a posztszinapszisban. A
PSD-95 a a PSD mélyebb rétegében is rendelkezik interakcids partnerrel, példaul a GKAP (SAPAP1)
fehérjével. A PSD-95-ben taldlhat6 C termindlis GK domén a SAPAP-ok erésen konzervalt RxxSYxxA
motivumaval képes kolcsonhatasba 1épni. Ez az interakcié azonban csak abban az esetben valdsulhat
meg, ha a SAPAP fehérjék foszforildlédnak, ugyanis a kolcsonhatas a PSD-95 GK doménjének kanoni-
kus foszfopeptid-kotd zsebén keresztiil valosul meg. A SAPAP fehérjék a PSD-ben a Shank fehérjékkel
is kapcsolatban allnak, amelyek aztdn az aktin citoszkeletonhoz horgonyozzdk a komplexet. Abban
az esetben, ha a foszforildcié nem valdsul meg, a hédrmas komplex (PSD-95-SAPAP-Shank) nem tud
Osszeallni. Ezen kolcsonhatdsok hidnyanak eredményeként a dendritek nem megfeleléen stimulacié
hatdséra fognak kialakulni, ami gétolja a szinaptikus fejlédést (5. dbra, panel B)[56].

(C) A fehérjék lokalizécidjaban és széllitdsdban betoltott funkeid

Ahogy a sejtek komplexitdsa egyre nétt az evolicids fejlodés sordn, és ahogyan megindult a kompart-
mentalizacid, egyre fontosabba valt a kiilonboz6 molekuldk megfelelé szubcellularis lokalizédciéba vald
széllitdsa [49]. Ezek a folyamatok a mar térgyalt fehérje-fehérje kolesonhatdsokon kiviil fehérje-lipid
interakciokon keresztiil valésulnak meg [49]. A serkent6 szinapszisokban megtaldlhat6 egyik fontos re-
ceptor az NMDA, amely heteromer 6sszeszerelédéssel jon 1étre az NR1, NR2 illetve NR3 alegységekbdl
[567]. Ezek a neuronok endoplazmatikus retikulumdban keletkeznek, ami pedig a neuronok sejtestében
taldlhaté. Innen kell eljutniuk egészen a dendritek végéig [58]. A receptorok széllitdsat egy molekuldris
gépezet fogja végezni, amiben részt vesznek (i) adapter fehérjék (pl. LIN); (ii) szdllitdsban résztvevé
fehérjék: (a) Kinesin motorfehérje (b) citoszkeletdlis halézatot alkoté mikrotubulus fehérjék; (iii) scaf-
fold fehérjék pl. SAP102. A szinapszisok kialakuldsa sordn a NMDAR-t tartalmazé kargd, amelyet az
adapter fehérjék a motor fehérjéhez kotnek a citoszkeletalis mikrotubulus rendszeren keresztiil jutnak
majd a dendrit tiiskékhez. A végleges PSD lokalizacié elnyeréséért a scaffold fehérjék felelnek. A
megnétt neurondlis aktivitds hatdsdra tobb NMDAR fog kihelyez6dni a membréanba az emlitett folya-
mat révén, aminek eredményeként er6sodik a kapcsolat a neuronok kozott. Ez a folyamat a memoria

kialakuldsédnak elemi része (5. dbra, panel C)[57].
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2.3.3 Kisérletes médszerek az interakciok meghatarozasara

A fehérje-fehérje interakcidk kimutatasiara szdamos lehetoség van. A kiilonbozé technikdk eltéro ada-
tokat szolgédltatnak a kolesonhatasokrodl, emellett a megbizhatdsaguk is eltéré egy-egy hipotézis megero-
sitésére (3. téblazat). A technolégidk jellemz6i alapjan az aldbbi tablazatban lathatéak a legfontosabb

kisérletes technikdk, amelyek rendelkezésre dllnak a fehérje interakciok meghatarozasara.

3. tdblazat A fehérje-fehérje interakcidk kimutatdsara szolgdlé technikdk, a médszerek tipusa szerint csopor-

tositva
Direkt inter- | In vivo | Alacsony Nagy
akcidk affinitdsu atereszt6-
interakcidk is | képességli
Biofizikai
Fluoreszcencia polarizdcié (FP) X
Feliileti plazmon rezonancia (FPR) | X
Mégneses magrezonancia spek- | X X
troszképia (NMR)
Rontgenkrisztallografia (X-ray) X X
Izotermélis titraciés kalorimetria | X
(ITC)
To6megspektrometria (MS) X X
Krio- elektronmikroszképia (Krio- X
EM)
Biokémiai
Forster-féle rezonans energiaatadas X
(FRET)
Biolumineszencia rezonancia ener- X
gia transzfer (BRET)
GST-pull down X
Ko- immunoprecipitdcié (colP)
Genetikus
Fag prezentéacios X X X X
Eleszt8 két hibrid (y2h) X X
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A fenti technikdkbdl kiindulva kombindlt eljarasok is 1éteznek [49]. Kiilonb6zé technikak allnak ren-
delkezésre bindris fehérje-fehérje interakciok meghatarozéasara, illetve molekularis komplexek azonosita-
sdra [45]. A bindris interakciék meghatdrozédsira hasznalhaté technikdk a kovetkezék: mégneses magre-
zonancia spektroszkopia, rontgenkrisztallografia, éleszté két hibrid, fag display. Ezekben az esetekben
a fehérjék kozvetlen fizikai kontaktusait (bizonyos esetekben atomi szinten) teszteljiik, ill. latjuk. A
tomegspektrometria, GTS-pull down és ko-immunoprecipitacié eljarasok a komplexek és indirekt kap-
csolatok (1d. 2.3.1.4. fejezet) kimutatdsdra hasznalhatéak (6. 4bra). Az egyik legfontosabb inter-
akcids adatbézis az IntAct (1d. 2.3.4. fejezet) alapjin a legtobb eredmény az éleszté-két-hibrid, illetve
a tomegspektrometriai eljardsok valamelyikébdl szarmazik. El6bbi fehérje-fehérje interakciok, utébbi

komplexek kimutatdsdra alkalmas (1d. 2.3.1.4. fejezet).

Komplex

B

+ Tomegspektrometria
+ Ko-immunoprecipitacié
* GST-pulldown

*  Krio-
elektronmikroszképia

+  Elesztd két hibrid
+ Maégneses magrezonancia
spektroszkopia

Bindris interakciok  + Rontgen krisztallografia

+ F&g prezentdcids

6. abra Az AMPA receptor- TARP komplex példéja a direkt és indirekt interakcidkra és a lehetséges kisérleti
technikdk az interakciék kimutatdsdra (PDB: 5VOV) A szerkezet egy hetero-octamer, amelyben az AMPA
receptor alegységek (A,B,C,D ldncok) képezik a komplex magjdt. Hozzdjuk asszocidlnak a TARP fehérjék (E,

F, G, H ldncok), amelyek egymédssal nem lépnek interakciéba

2.3.4 Interakciés adatbazisok és az interakciés adatok rendszerezésének alapjai

A nagy ateresztOképességi technikak elterjedésével és a kisérletesen meghatarozott interakciok szaméanak
exponencialis novekedésével egyre fontosabba valik a kapott adatok megfelel6 validalasa, rendszerezése

és eltdroldsa [45]. A fehérje-fehérje interakciés adatbézisokban éltaldban hdromféle adat taldlhaté meg:

e kisérletesen igazolt interakcidk, amelyeket vagy kuratorok visznek be az adatbazisba, vagy kozvetleniil

a kisérletek megvalésitasaban résztvevo kutatdk kiildik be

e szamitégépes modszerekkel becsiilt interakcidk,
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illetve ezek egyesitése. Elsddleges adatbazisnak nevezziik azokat az adatszetteket, amelyek énmaguk
allitjak Ossze az interakcidés adatokat és meta-adatbazisnak vagy mésodlagosnak azokat, amik maéds
adatbdzisok adatait integraljak egymdésba [59]. Léteznek specifikus adatbézisok is, amik példdul
csak bizonyos fajokbdl szdrmazé adatokat gylijtenek, vagy amik més tulajdonsig alapjin (példdul
fehérjefunkcio) szlirnek. Az interakcids adatgytijtés egy viszonylag bonyolult és komplex folyamat. Az
irodalomban elszértan taldlhatéak meg az interakcids adatok és ezért sokszor algoritmusok segitségével
(Gn. text mining) gytijtik Gssze a relevdns publikdcidkat. A nyilvanval6 elényok mellett azonban a
keresémotorok tulajdonsdgai nagyban befolydsolhatjdk a keresés eredményét [59]. Az adatfeldolgozdsi
folyamat idétartamat és nehézségét az is jelent&sen befolyasolja, hogy pontosan mely adatok kertilnek
rogzitésre egy-egy publikaciébdl. Ezek a kihivdsok bizonyos médszerekkel megkénnyithetéek. Az Inter-
national Molecular Exchange Consortium-ot (IMEX) azért hoztdk létre, hogy az interakcids adatokat
gylijté szervezetek szdmadra kollabordcids lehet8séget biztositsanak [45]. Az alapvetd torekvéseik kozé
tartozik, hogy redundanciamentes és egyszertien hozzaférhet6 adatkészleteket biztositanak a kutatok
szaméra. Ez tobb szempontbdl is 1ényeges. Egyrészt a kurdciés munka bonyolultsaga és idétartama
miatt érdemes az eréforrasokat hatékonyan elosztani. Egy maéasik fontos elképzelés kozos kurdcids
szabalyok felallitdsa, amelyhez minden tarsadatbéazis tartja magat. Ez homogén kuraciét és jobb
mindségli adatokat jelent [60]. Az interakciés adatokat gytijté aktiv tagok tobbek kozott a DIP
(https://dip.doe-mbi.ucla.edu/dip/Main.cgi), IntAct, Mint, MatrixDB, 12D és az InnateDB (forrds:
http://www.imexconsortium.org/about/) A fentiek mellett az IMEX konzorcium fontos elhatérozésa,
hogy az interakcids adatok taroldsét kozos formatumban valdsitjdk meg [60]. A “The minimum infor-
mation required for reporting a molecular interaction experiment” (MIMIx) [61] olyan irdnymutatést
tartalmazo leirds, ami egy molekularis interakcié leirdsanak minimaélis feltételeit szemlélteti. A ki-

nyerni kivan adatok tObb részre oszthatoak, ahol az elsédleges a vizsgalandé molekuldval kapcsolatos
informéaciok. Ez a legnagyobb adatvesztéssel jaré folyamat, amikor a kisérletet leiré publikdciét az
adatbéazisba gytijtik. Szdmos esetben a molekula pontos, egyértelmii azonositasa nem lehetséges, mivel
a publikdcié nem tartalmazza a gén nevét (és/vagy pontos azonositéjat pl. a UniProt adatbdzisbdl) és
az organizmust, amibol a fehérje szarmazik. Kuratorok visszajelzéseit elemezve arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a kuréciés id8 ~70%-a a megfeleld azonositék megtaldldsdval telik. A mdsodlagos in-
forméci6 a molekula szerepe a kisérletben biolégiai értelemben (pl. enzim vagy szubsztrét) és kisérletes
értelemben (pl. csali vagy préda), valamint hogy milyen fajban figyelték meg (de lehet in vitro is) és
hogy milyen kisérletes mddszerrel hataroztdk meg az interakciét, beleértve a résztvevé molekuldk
azonositdsat is [61]. A kiilonbozd mddszereket és lefrdsokat ontolégidkba foglaltdk, {gy biztositva az
egységes lefrast. Az IMEX konzorcium alapvetéen a mély kurdcit tamogatja [60, 62], amelynek
lényege, hogy részletes informdaciét adjon a kolesdnhatdsokrdl, kisérletekrdl és koriilményekrdl [62]

Ezen informéciék gyakran elengedhetetlenek az interakcié kontextusanak megértésében és a megfelel
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megbizhatdsdgi szint meghatarozdséban [60]. A MIMIx-en til extra informéciét biztositanak a tech-
nikai részletek lehetd legrészletesebb leirasaval, a kotd régiok, fehérje tag-ek, illetve mutaciok rogzitésével.
Emellett funkcionélis kornyezet is adnak, példaul a szubcellularis lokalizécié megadésaval [62]. Osszessé-
gében az IntAct szintli mély annotacio végso célja tébbek kozott az informéacio olyan mélységii taroldsa,

hogy ha egy kurator mar dolgozott egy publikacion, azt tobbet masnak ne kelljen elolvasnia.

2.4 A bioldégiai funkcié megzavarasa: mutacidk és betegségek
2.4.1 Mutéacidk és kialakulasuk mechanizmusai

A replikdcié az egyik legfontosabb funkcié a sejtekben. Ez a folyamat elképesztOen preciz, a mutaciok
gyakorisdga 10710 mutécié/bazispar sejtosztéddsonként [63]. Azonban nem teljesen hibdtlan, és a
hibak hatasdra mutdcidk alakulhatnak ki. Abban az esetben, ha ezek a hibdk csirasejt-vonalban for-
dulnak eld, akkor azok az utédoknak és azok minden sejtjének is dtadédnak [64, 65]. A legtobb
mutacié azonban nem ekkor keletkezik, hanem a zigéta sejtekbél kifejlodo sejtek életideje alatt, ezek
az un. szomatikus mutaciok. Ebbdl kovetkezden a posztzigdtikus mutaciok csak a sejtek egy bizonyos
populdcidjat érintik, ellentétben a csiravonal mutdcidkkal, ahol az Gsszes sejt hordozza a varidciét [65].
Mig a csiravonal mutaciok statikusnak tekintheték, addig a szomatikus mutacidk dinamikusan kiils6
és bels6 hatasokra megjelenhetnek az egymas utani replikdciok sordan. A mutacidknak tobb osztalya
létezik az alapjdn, milyen hiba okozza, és hogy milyen kévetkezményekkel fog jarni. A legegyszeriibb
eset az egypontos varidcié (single nucleotide variation, SNV). Ezen mutéciok gyakorisdga 10~8 SNV
mutédcié bazis paronként/generdciénként. Emellett léteznek kiilonbozd struktirélis, nem egy pontra,
hanem hosszabb DNS szakaszokra kiterjed6 elemek is: a copy number variation (CNV) 50 bp-nél hosz-
szabb duplikdcié vagy delécid, az aneuploididk (egy teljes kromoszéma megkett6z6dése vagy delécidja),
az indel-ek, amelyek révid szakaszokra korldtozédnak [64, 66].

Megéllapithaté a mutacidk hatésa, fenotipusos megnyilvanulasa egy spektrumon képzelhet6 el. Min-
den genetikai varidcié mutaciékbdl indul ki, a mutdciék egy része negativ kévetkezményeket hordoz
magaval a sejtekre nézve, mig masok elényt fognak biztositani, és a szelekciét pozitivan befolyasoljak
az evolucids fejlédés sordn [64]. Lesznek tehdt kifejezetten elényos mutédcidk, amik a spektrum pozitiv
végén helyezkednek el, ezek szelekcids elénnyel fognak jarni. Léteznek olyan mutécidk is, amelyek bar
fenotipusos valtozast okoznak, semleges hatasuak lesznek. Ezeket a kéznyelvben is altalaban polimor-
fizmusnak nevezziik (pl. szemszin). A spektrumon tovdbb haladva kovetkeznek a betegséget okozd
mutaciok, amelyek fenotipusos megnyilvanuldsa negativan érinti a sejtet. FEzek a mutaciok eltérd
hatéssal lesznek a sejtekre (pl. laktéz intolerancidtél kezdve a Huntington betegségig és tovabb).
A csiravonalbeli betegséget okoz6é mutacidk altaldban egy gyengébb fenotipust eredményeznek, ami
negativan befolyésolja az életmindséget, de nem végzetes. Ennek az az oka, hogy a csira vonalban meg-

jelens, komoly funkcidévesztéses mutacidk az esetek nagy részében az egyedfejlodés korai szakaszaban
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kiszelektdalédnak, igy a populédcié szintjén nem jelennek meg. A skala negativ végén lesznek azok a
(leggyakrabban szomatikus, azaz szerzett) mutdcidk, amelyek az élettel Osszeegyeztethetetlen valtozast

okoznak.

2.4.2 Mutaciék hatasa a fehérje szerkezetekre

Annak fliggvényében, hogy a mutédcié egy pontot érint vagy egy hosszabb szakaszt, eltéré hatassal
lesz a fehérjére. Utdbbi esetben a valtozas olyan kiterjedéstit DNS szakaszokat érinthet, hogy az egyedi
fehérjékre gyakorolt hatas nem értelmezhetd. Ezért a kovetkezokben csak az SNV-k hatasat kivanom
ismertetni. A DNS szintjén megvalésulé mutaciok transzldcié utan kiilonbozéképpen nyilvanulnak
meg. A genetikai kdd degenerdltsaga miatt szamos nukleinsav szintti mutacié meg sem jelenik majd az
aminosavak szintjén. Azok azonban, amelyek a fehérjék szintjén is megmaradnak, missense mutacikat
vagy nonsense mutaciokat hozhatnak létre. A nonsense mutacié egy korai stop kodon beépiilését je-
lenti a szekvencidba, amely hatdsanak kikiiszobolésére mar RNS szinten is 1éteznek folyamatok, amik
a hibds dtirédas termékeit lebontjak, példdul ilyen folyamat a nonsense-mediated decay [67]. Egyes
esetekben azonban igy is létrejohet a fehérje, ami azonban egy révidebb, csonkolt formaban fog szinte-
tizdlédni. Ebben az esetben a fehérje nem fogja tudni felvenni a funkcidjanak betoltéséhez sziikséges
szerkezet és/vagy az eredeti funkeié betoltéséhez szitkséges régidk - akdr teljes funkciondlis domének -
hidnyozni fognak bel6le. Erre a jelenségre az egyik legismertebb betegség a cisztas fibrozis, ahol a CTFR
csatorna nem megfelel§ konformécidja miatt a kloridionok (és a ndtrium, illetve viz) nem képesek a
membranon keresztilk val6 atjutdsra, ami komoly szervi problémakat okoz, a nyak bestriisodik, mely
tovabbi fertézések kialakuldsahoz vezet. A cisztds fibrézisban szenvedd betegek vérhaté élettartama
kezelésekkel jelenleg dtlagosan 30 és 40 év kozott varhatd. [68].

A missense mutédcidk esetében sokkal megengedObb a szervezet. A betegséget okoz6 6rokolt missense
mutdciok (disease-causing germline mutations, DM) tobbsége a fehérje stabilitdsat befolydsolja, csupan
kis résziik befolydsolhatja a kolcsonhatdsokat [69]. Stabilitdst csokkent hatds lehet a hidrogénhid
kotések elvesztése [69], vagy az eltemetett régidkban megvaltozé aminosavak okozhatnak térbeli titkozé-
seket [70]. A DM-ek sokszor a negyedleges szerkezetet kialakitdsdért felelés kolesonhaté felszinre es-
nek [71]. Példdul a CAMKII fehérjének fontos szerepe van a szinapszisokban, kiilonésen nagy kon-
centraciéban fordul el6 neurondlis sejtekben és olyan fundamentalis jelenségekhez kototték funkcidjat,
mint a memdria kialakuldsa. Egy recessziven 6roklédd mutécié a fehérjében, a (His477Tyr) mutdcié a
CAMKII dimerizacids felszinére esik. Korabbi kutatdsok mar kimutattak, hogy a fehérje dimerizaciéja
elengedhetetlen a fehérje szinaptikus lokalizaciéjahoz és a megfelel6 szubsztratok foszforilaciéjahoz. A

funkcié veszt§ mutécié a fehérjében kozvetleniil felelds a silyos betegség kialakuldséért [72].
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2.4.3 Rosszul feltekered6 fehérjékbol kovetkez6 neurondlis betegségek

Az elébb emlitett példa mellett szamos ismert és jelentGs neurondlis betegség hatterében a fehérje
misfolding all (4. tablazat). A feltekeredés hibajanak legnagyobb hatdsa a neurodegenerativ betegségek
patomechanizmusa esetében mutathaté ki. A nem megfeleléen feltekeredett fehérjék aggregatumokat
képezve stressz- és neurotoxikus folyamatok révén negativan befolyasoljak a kognitiv miikodést. A
fehérje misfolding hatterében 6rokletes mutacidk és egyéb tényezdk is dllhatnak, példaul az oregedéssel
egylitt jaré megvaltozott cellularis folyamatok. Pontos tudasunk ezen betegségek okairdl és molekularis
szintli lefolydsdrdl azonban - tobb évtizedes intenziv kutatdsok ellenére - még nincsen [73, 74]. A
jelenlegi orvostudomany egyik nagy kihivasa a hibas folding eredményeként megjelend fehérjék altal
okozott tiinetek csokkentése, esetlegesen a kérkép szinten tartdsa, visszaszoritdsa. A farmakoterapidk
tobbsége a korai stddiumban csokkenthetik, sot, lassithatjak a betegség kialakuldsat, azonban vissza

nem forditjak azokat.

4. t4blazat Jelent8sebb neurodegenrativ betegségek és a legfontosabb/legtobbet tanulményozott aggregdtumot

képz6 fehérjék, misfolding feltételezett oka [73]

Betegség Misfolded fehérje Feltételezett elsédleges ok

Alzheimer ApB42 Oregedés folyamatdhoz

kotheté mutaciok

Alzheimer Tau hiperfoszforilacié

Huntington mHTT autoszomalis  dominans
mutécio

Parkinson a-synuclein orokletes és sporadikus

missense mutdcidk, oxi-

dativ stressz

Amyotrophic lateral scle- | Superoxide dismutase orokletes mutacioé

rosis

Spinocerebellar ataxia tobb fehérje autoszomalis  dominans
mutacio

Mara mar szamos médszert fejlesztettek ki, amelyek a fehérjék szerkezeti adatait és a mutacios in-
formécidkat a pozitiv-semleges-negativ hatds alapjdn osztdlyozza [75]. A pontos analizishez azon-
ban sziikség van kisérletileg elérhetd térszerkezetekre, amely sok fehérje esetében még nem elérhetd.
A nagy mennyiségli genomszekvendlasi adat alapjan, illetve a szerkezetbecsld eljarasok fejlodésének
kovetkezménye, hogy a mutaciok funkcionalis elemzésére egyre tobb lehet6ség adédik, ami a betegségek

kezelésében is 1j tavlatokat nyithat meg
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3 Célkittlizés

Szamos olyan alapveté agyi milkddés és funkcié van, amelyet teljes molekularis részletességgel ma
még nem ismerink. Az ezekben résztvevd jelatviteli folyamatok kozil szdmos a posztszinaptikus
oldalon, az itt lokalizal6d6 fehérjék kolesonhatdsain és funkcidin keresztiil valésul meg. A doktori dolgo-
zatom célja a posztszinapszis fehérjéinek részletesebb megismerése elsésorban szerkezeti és funkciondlis
szempontbdl a fehérje bioinformatika eszkoztarat hasznalva. Ehhez szdmos elore megfogalmazott
célkitiizéslink volt, azonban a kutatas sordn az eredmények fliggvényében 1j irdnyok is megfogal-

mazddtak.

1. A posztszinapszis pontos Osszetétele ma még nem ismert, és nem létezik olyan specifikus adat-
forras, amely fliggetlen adatokat kombindlva tartalmazna megbizhaté adattarat ezen fehérjék
szamara. Ezért az elso feladat azon fehérjék korének meghatarozasa volt, amelyek szerepet

jatszanak a szinaptikus jelatvitel posztszinaptikus oldali jelatvitelében.

2. Mivel az egyéni variacidk és a neurondlis betegségek kialakuldsdban fontos szerepe lehet a poszt-
szinapszis fehérjéinek, ezért az ismert és olyan meghizhaté variansok és mutaciok Gsszegytjtése
is kitiizott cél volt, amely pozicidja egyértelmiien meghatarozhaté a fehérjék szekvencidjaban és

szerkezetében.

3. A posztszinapszisban jellemzéen nagyméretii komplexek alakulnak ki és ezek felelosek az eddig
feltart jellegzetes funkcidk kialakitasaért. Mi a posztszinapszis fehérje interakcios hélézatanak
vizsgalatat szerettiik volna megvaldsitani olyan részletességgel, hogy a kolesonhatasokat kialakitéd

szakaszokat is meghatarozzuk.

A 3. pontban megfogalmazott kérdéskor elemzése soran egy érdekes jelenséget figyeltiink meg, amely-
nek nagyon sziikszavi irodalmi lefrasat taldltuk csupan. Ezért a jelenség mélyebb elemzésébe kezdtiink,
azonban mivel a humén proteom szinti leirds limitalt volt, nem csupan a posztszinaptikus fehérjéken
vizsgaltuk azt. Az esetleges posztszinaptikus / kézponti idegrendszeri eshet8ségeket azonban mindvégig

kiemelt figyelemmel kezeltiik. Az itt megfogalmazott irdanyok a kovetkezdk voltak:

1. A betegséget okozd variansoknak sokszor erdteljes fenotipusos megnyilvanuldsa van, azonban
nem jarnak élettel Osszeegyeztethetetlen kovetkezménnyel. Ezek a mutaciok jellemzben olyan
szerkezeti részeken akkumuldlédnak, amelyek szerkezeti szempontbdl jél strukturaltak. A coiled-
coilok esetében azonban ennek a jelenségnek éppen az ellenkezojét tapasztaltuk, amelyet részlete-

sebben is vizsgalni kivantunk elsésorban a coiled-coil szerkezeti sajatossagai szempontjabol.

2. Vizsgélni szerettiik volna, hogy latunk-e barmilyen neuralis betegséggel val6 Gsszefliggést a coiled-

coil szerkezetben valé érintettséggel.
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4 Adatok és modszerek

4.1 Adatok
4.1.1 Uniprot

A UniProt adatbézis a legnagyobb fehérje szekvenciat tartalmazé adatbézis, amely a szerkezetrdl
és a funkciordl is tartalmaz adatokat. Az informdcidk gyiijtését és rendszerezését a teriileten jartas
kuratorok végzik. Az annotédciéban elérheté informécidk koziil kiemelenddk: fehérjék szubcelluldris
lokalizéciéja, varidnsok, izoformdak, domének és kolcsénhatdsok. A UniProton beliil taldlhaté meg a
Humsavar, ami a UniProton beliili, 6nallé adatbézis, és huméan missense varidcidkat és azok funkciondlis
osztalyozasat tartalmazza.A legtobb mutaciés adatot a DNS szekvencialis adatokbdl szerezhetjiik be,
azonban ezek fehérje szintre vetitése rendkiviil nehéz feladat, a Humsavar magas szinten annotalt adatai
aminosavszintii mutéacids adatokat tartalmaznak. Alapvetden két forrdsbdl szarmaznak az adatok,
vagy a NCBI dbSNP-bdl vagy kozvetleniil irodalmi adatok feldolgozasabol. Mindkét esetben szdmos
megkotést alkalmaznak az adatok atvételekor. Utdbbi esetében kiilonds jelent&sége van a neutralis és
a betegséget okozé mutdciok elvélasztdsanak, amely egy tobb pontos rendszer alapjan torténik [76]. A
Humsavar dltalunk hasznalt verzidjaban (2019), megtaldlhat6 informécidk a kovetkezbek voltak: gén
neve, Swiss-Prot azonositd, a varidns egyedi annotdcidkor hozzdadott azonositéja (FTId), az aminosav
cserére vonatkozé informécié (részletesebben vad tipus aminosava, aminosavpozicié, mutédns aminosav),
a varidci6 tipusa (polimorfizmus, betegséget okozé muticié vagy nem osztélyozott), dbSNP azonositd,
betegséget okoz6 mutacidk esetén a betegség neve. A UniProt egyszerre tekintheto elsédleges és metaa-
datbazisnak, példaul az expresszios vagy filogenetikai adatokat mas, ezekre az informacidkra specializalt
adatbazisokbdl veszi at. Fontos megjegyezni azonban, hogy mivel a UniProt egy altaldnos adatbazis
bizonyos specifikus adatokat nem a legjobb minéségben tartalmaz [77].

Elérhet6ség: https://www.uniprot.org/

Humsavar kozvetleniil:
https://ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/current_release/knowledgebase/complete/

docs/humsavar.txt

4.1.2 Posztszinaptikus adatbazisok, adatkészletek: SynaptomeDB, SynGO, G2C

A posztszinapszis pontos fehérje Osszetételét az agy komplexitasa és a kisérletes technikdk limitdciéi mi-
att jelenleg sem nem ismerjiik teljesen. Ezért fontosnak tartottuk, hogy tobb adatbazisbdl szarmazo in-
formacidt integraljunk. Az aldbbiakban az dltalam felhasznalt, szinaptomra specializalt adatbazisokat
tekintem &t réviden. A SnyaptomeDB a szinaptikus gének integralt adatbazisa, amelyet kiils6 adatbaziso-
kat és irodalmi adatokat egyesitve, majd azokat annotdlva hoztak létre. 2200 proteomikai adatot kozl

publikéciot atnézve véglegesitették az adatbazist 2012-ben, és azdta rendszeres frissitéseket végeznek
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rajta azéta is [78].

Elérhet6ség: http://metamoodics.org/SynaptomeDB/index . php

A Genes2Cognition (G2C) egy konzorcidlis adatbdzis, ahol fiziolégiai és patofizioldgiai kontextusba
helyezve taldlhatdak szinaptikus fehérjék, ami igy egyfajta katalogusként szolgdlhat a neurobiolégusok
szamara. A prezentalt adatok t6bb kiilonbozé kisérletes vizsgalat eredményét 6tvozik, amelyeket a kon-
zorcium tagjai végeztek agyi mitétek soran gyljtott humén vagy ragesalé mintak tomegspektrometriai
elemzésével (amelyekhez a humdn ortolégokat tarsitottak késébb) [79].

Elérhet6ség: https://genes2cognition.org/

A SynGO konzorcium célja a meglévs GeneOntology (1d. 4.3.4. fejezet) lefrasokat specifikusabbd tenni
a szinaptikus fehérjék szaméra. Szakirodalmi adatokat felhasznélva fejlesztenek megfelel6 leirdsokat a
fehérjék szinapszison beliili lokalizaciéjadhoz és a szinaptikus funkcigjahoz. Részletessége miatt talin ez
az adatbazis a legértékesebb, azonban a tobbi adatbazissal 6sszehasonlitva ez tartalmazza a legkevesebb

adatot [8]. Elérhetéség: https://syngoportal.org/

4.1.3 PFAM (Protein Families)

A domének a fehérjék 6nallé funkciéval is rendelkez6 épitOelemei, kiillonbozé kombindciéik biztositjak
a fehérjék véltozatos funkcidit (1d. 2.2.2. fejezet). A Pfam adatbézis a fehérjecsalddok és domének
leirdsara torekszik tobbszoros szekvenciaillesztések és rejtett Markov modellek segitségével. Az illesztések
a HMMER eljards [80] segitségével késziilnek, mig a domének azonositdsa a CATH [81] és a SCOP
[82] hierarchikus szerkezeti adatbdzisok alapjan torténik. A megoldott szerkezetek szdménak hirtelen
novekedése miatt a Pfam a jovében mély gépi tanuldsos modellekre késziil 4tdllni [83]. Elérhetéség:

https://pfam.xfam.org/

4.1.4 PDB (Protein Data Bank)

A PDB a makromolekuldk hdromdimenzids szerkezeti adatainak globdlis archivuma, amelyben meg-
taldlhatdak a kisérletesen megoldott térszerkezetek. Harom tiikor adatbéazist hoztak 1étre ezen ada-
tok elhelyezésére - az ePDB-t (eurdpai), az RCSB PDB-t (amerikai) és a PDBj-t (japan) - melyek
informéciotartalma teljesen megegyezik, azonban a kiegészité szolgdltatasok eltérnek a kiilénbozo
oldalakon. A PDB az adattdrolds mellett rendkiviil fontos szerepet jatszik a szerkezeti adatok stan-
dard gytjtésében is. A PDB fijlformatumban az egyes atomok koordinatdai mellett meghatdrozott
struktiraban a kisérlet és a fehérje szempontjdbdl relevans adatok is megtaldlhatéak [84]. Az adatbézis
jelenleg fokozatosan 4ll 4t a rugalmasabb mmCIF formatum hasznalatara.

Elérhetdségek: https://www.ebi.ac.uk/pdbe/ (Eurépa), https://www.rcsb.org/ (USA) https:
//pdbj.org/ (Japén)
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4.1.5 Fehérje-fehérje kolcsonhatas adatbazisok: BioGRID, IntAct, STRING

A fehérje kolesonhatds adatbédzisok csoportositasainak alapjairdl részletesen a 3.4. fejezetben irtam.
A BioGRID az egyik legnépszeriibb kolcsonhatédsi adatbazis, amelyben jelenleg t6bb mint 2 millié
interakciés adat talalhaté. A bindris interakcidkhoz ezen feliil evidencia szinteket rendel, amelyet a
megbizhaté kisérletek szama alapjan hataroz meg. Az interakciokrol eltarolt informacidk: a résztvevo
fehérjék, forrds organizmus, a fehérjék kisérletben betoltott szerepe (pl. csali vagy préda), kisérlet
és annak besoroldsa. Az interakcids adatok mellett poszttranszliciés mdédositasokat is tarol [85].
Elérhet6ség: https://thebiogrid.org/

Az IntAct az egyik legjelent&sebb elsédleges interakcids adatbézis, ami a kolcsonhatédsok leirdsdban
sok szempontbdl ‘gold standard’-nak tekinthetd. A céljuk a részletes és megbizhaté adatfeldolgozas és
-térolds (‘deep curation’) tdmogatésa, aminek lényege, hogy a kisérlet mellett minden olyan korillmény
is rogzitésre keriil, ami befolydsolhatja a vizsgdlat eredményét. Osszefoglalva: az IntAct esetében
olyan részletességii leirasra torekszenek, ami lehetévé teszi, hogy az IntAct szinten annotélt cikkeket
tobbé “ne kelljen djra olvasnia” egy felhasznalénak, mert minden informaécié kinyerheté a bevitt ada-
tokbdl. Az adatok hierarchikus felépitésiiek és ontologiak altal szabalyozottak. Ez az egyetlen nagyobb
adatbdzis, ami az interakcids adatokat a kot régidk feltiintetésével is képes reprezentdlni. A kotd régidk

osztalyozésa:
o Sziikséges kotdrégié: amire abszolit szitkség van (dltaldban mutagenezissel hatdrozzék meg)
e Elégséges koto régid: a kotés bekovetkezik, ha ez a régié jelen van
o Kotéssel Osszefiiggs régid
e Direkt kotérégio: a két molekula fizikai érintkezése [62].

Elérhet6ség:https://www.ebi.ac.uk/intact/home

A STRING integralt adatbazis, aminek célja az Osszes ismert és becsiilt fehérje asszociacié Gssze-
gyljtése. A legtobb adat bindris interakcidkbdl szarmazik, amelyet egy megbizhatéségi értékkel is
ellatnak. Az interakcios adatok mellett koexpresszids informécidékat is magaba foglal, valamint a
fehérjék miikodésének megértése szempontjabol 1ényeges adatokat is tartalmaz: pl. jelatviteli utvonalra
vonatkozo és funkciondlis adatokat. Mivel szamos interakciét ko-expresszids adatokra és homoldgiara
alapozva szamolnak, tartalmaz kevésbé megbizhaté adatokat is, azonban minden interakciéra megbizha-

t6sagi értéket szdmolnak, ami elérhetd [86]. Elérhetéség: https://string-db.org/

4.1.6 Tovabbi adatbazisok

4.1.6.1 ELM (Eukaryotic Linear Motif database) Az ELM adatbézis eukariéta linedris motivu-
mok legmegbizhatébb forrasa, amelyet a teriilet szakért6i annotdlnak kisérletes irodalmi adatokat fel-

hasznalva. A motivumokat funkciéjuk alapjan tobb csoportba soroljak: hasité, degradacios, dokkold,

29


https://thebiogrid.org/
https://www.ebi.ac.uk/intact/home
https://string-db.org/

DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.001

ligandkoto, poszttranszlaciés modositasok altal érintett, illetve a fehérje sejten beliili eloszldsat irdnyitéd
motivumok. Az adatbéazis mellett az ELM egy predikcids lehetdséget is nytjt, tetszoleges szekvencia
(vagy azonositd), szubcelluldris lokalizacié és taxon megaddséaval az adatbédzisban taldlhaté motivumok
becsiilt el6fordulasat hatarozhatjuk meg. A motivum keresés kontextudlis sziir6kkel van kiegészitve,

;;;;;;

Elérhet6ség: http://elm.eu.org/

4.1.6.2 PhaSePro Az adatbdazis fazisszeparacidéban résztvevd fehérjéket és régidkat gytjt irodalmi
adatok alapjan. Kifejezetten a fazisszeparacioban meghatarozo, un. ‘driver’ szerepet betoltd fehérjéket
listdzza, emiatt nem feltétleniil tartalmaz minden, a 1étrejov6 asszocidatumokban megtalalhat6 molekulat.
Informéciét tartalmaz a fazisszepardciét meghatérozé fehérjerégiérdl is, amennyiben az ismert [88].

Elérhet6ség: https://phasepro.elte.hu/

4.1.6.3 HTP (Human Transmembrane Proteome) A transzmembran fehérjék polipeptid ldnca
egyszer vagy tobbszor athalad a kettds lipidrétegen. Mivel ezeknek a fehérjéknek a kisérletes meghataro-
zésa rendkiviil nehézkes, sokszor egy alacsonyabb szintli szerkezeti definicioval szoktak Gket jellemezni
- ez a topoldgia, amely megadja a transzmembran szegmensek szamét és helyét a szekvencian beliil,
illetve a koztes hurkok orientéciéjét a membranhoz viszonyitva (kiilsé/belsé). A HTP a humén alfa-

helikalis transzmembrén fehérjék topoldgia adatbazisa [89]. Elérhetdség: http://htp.enzim.hu/

4.1.6.4 OMA Az OMA médszer és adatbézis a teljes genomok kozotti ortolégok megtaldlasara
és tarolasara. Ma mar koriilbeliil 2 500 teljes genomot tartalmaz. Elérhetdek benne paronkénti or-
tolog fehérjék, illetve hierarchikus ortolég csoportokat is létrehoznak, amelyekben a k6zos Osi génbdl
szarmazdé, ugyanakkor kiilonbozé taxonba tartozd fehérjék taldlhatdak [90].

Elérhet6ség: https://omabrowser.org/oma/home/

4.2 Felallitott adatszettek
4.2.1 PS_STRICT adatszett 1étrehozasa

A posztszinapszis pontos Gsszetétele ma még nem pontosan ismert az agy teriiletenkénti diverzitasanak
és a posztszinaptikus proteom meghatdrozasanak kisérletes nehézségei miatt. Az egyedi forrasok sok-
szor zajjal terheltek, viszont ebben az esetben egy megbizhaté adathalmaz létrehozéasa volt a cél,
amin az egyes statisztikai jellemz6k jobban tanulmanyozhatdak. A t6bbi adatszetthez (1d. 4.2.4. fe-
jezet) képest szigoru halmaz létrehozdsahoz a SynaptomeDB és a G2C Aaltal listdzott gének metszetét

haszndltam, ami végiil 1113 fehérjét tartalmazott (a letoltés id6pontja 2018).
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4.2.2 Mutaciés adatszettek

A Humsavar adatbézisb6l letoltott mutacids adatokat visszatérképeztem a PS fehérjékre (PS_STRICT)
és a humdn proteomra (2018). A teljes proteomon belil 25 751 DM-et és 38 689 PM-et lehetett
azonositani, mig a PS-ben 2 181 DM-et és 1 881 PM-et.

4.2.3 Coiled-coil adathalmazok létrehozasa (‘CC_STRUCT’ és ‘CC_SEQ’ adatszettek)

A coiled-coil régidk meghatarozasdra két adatkészletet hoztam létre. Minden esetben a humén pro-
teombdl indultam ki, amin redundancia sziirést végeztem a CD-HIT programmal, hogy a statisztikdkat
ne befolyasoljédk a népesebb fehérjecsaladok - igy a fizikiokémiai tulajdonsagok sokkal jobban vizsgalhato-
ak. Az els6 halmaz létrehozdsdhoz a PDB adatbdzisban taldlhaté humén fehérjéken lefuttattam
a SOCKET programot, amely a szerkezeti tulajdonsigok alapjdn képes meghatarozni a coiled-coil
régidkat, az egyes aminosavakhoz regisztereket rendel (1d. 2.2.1. fejezet), valamint meghatdrozza a
szerkezeti elem oligomerizdcids dllapotat (‘CC_STRUCT’ adatszett). Mivel a PDB-ben nem taldlhatd
meg az 6sszes emberi fehérje térszerkezete, egy masodik halmazt is 1étrehoztam, amelynek a pontossiga
varhatéan elmarad a szerkezeti halmazt6l. Itt szekvencia alapu predikcidkat haszndltam (1d. 4.3. fe-
jezet), hogy meghatdrozzam a szerkezeti adatkészletben is definidlt tulajdonsdgokat. A régidkat a
DeepCoil, a Marcoil, az Ncoils és a Paircoil programokkal hatdroztam meg, azok alapbedllitdsaival. A
DeepCoil esetén a PSSM (position-specific scoring matrix, azaz pozicié specifikus pontmatrix) médot
hasznaltam, ahol az egyes fehérjékhez tartozé matrixot a SwissProt adatbazis alapjan hoztam létre,
PSI-BLAST hasznalataval, 10~° hatarértékkel, 3 iterdciéval. A heptdd poziciék meghatirozdsihoz
a MarCoil, Ncoils és Paircoil programokat hasznédltam. Az oligomerizaciés allapotot a Logicoillal
becstiltem. Az adatokbdl kiszlirtem a magédnyos alfa-helikdlis régidkat a CSAH server 2.0 [91, 92]
segitségével, mely a SCAN4CSAH és az FT_CHARGE eljdrdsok konszenzusat hasznélja (‘C_CSEQ’

adatszett). Az adatokat 2020 aprilisdban t6ltéttem le a forrds adatbézisokbdl.

4.2.4 A teljes posztszinapszis meghatarozasa (‘PS adatszett’)

A késObbi vizsgalatokhoz sziikség volt egy olyan PS fehérjéket tartalmazé adatszettre, amely sokkal
engedékenyebb a 4.2.1-ben bemutatott adatoknal. Ennek létrehozasahoz a mar ott is hasznélt két
forrdson (G2C és SynaptomeDB) kiviil a SynGO adathalmazt, valamint a GO Cellular compart-
ment ontolégidjat hasznaltam - mindkét esetben azokat a géneket vettem figyelembe, amelyeknél az
annotacioban szerepelt a ‘postsynaptic’ kulcsszé. Ez az adathalmaz sokkal engedékenyebb, igy az
Osszes olyan fehérjét tartalmazza, amely a 4 forras barmelyikében szerepel. Az egérben és patkdnyban
talalhato géneket ortoldgiatérképezéssel visszavetitettem a huméan megfelelére az OMA adatbazis,
valamint a génnevek segitségével. Az adatokat 2021 juliusdban toltottem le a forrdsadatbdzisokbol.

Megjegyzés: mivel a kiilonbozd adatszettek létrehozdsa kézott akdr 3-4 év is eltelt, a forrds adatbdzisok
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valtozasai miatt eltérhet a fehérjék és mutdciok pontos listdja. Ez az eltérés azonban minden esetben
10%-ndl alacsonyabb. Az adatokat hozzdférhetévé tettem az aldbbi linkeken

A posztszinaptikus vizsglatok adatai:

https://github.com/zsofii/dkzs_dis/tree/main/ps

A coiled-coil vizsgalatok adatai:

https://github.com/zsofii/dkzs_dis/tree/main/CC

4.3 Bioinformatikai médszerek, algoritmusok
4.3.1 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Az egyik leggyakrabban hasznalt bioinformatikai algoritmus, aminek segitségével a keresett fehérjével
/ fehérjeszakasszal homoldg fehérjéket vagy fehérjeszakaszokat lehet taldlni egy hattér adatbazisbdl.
Heurisztikus eljaras, az els6 1épésben a valdszinilisithetéen hasonlé szekvencidk azonositasahoz egyszeriisi-
téseket alkalmaz két- hdrom aminosavas/nukletotidos szakaszok (tuples) eléforduldsi valésziniisége
alapjdn, melyeket a hasznalt hattér adatbazisokhoz egy elézetesen indexelt fajlban tdrol. A mésodik
lépésben hagyomanyos lokdlis szekvenciaillesztést végez (Smith-Waterman algoritmus). Jelenlegi meg-
valositasai szamos tovabbi megoldéast alkalmaznak a nagy adatbazisokon valé keresés meggyorsitasa
érdekében, illetve léteznek széles korben hasznalt, az érzékenységet iterativ keresésekkel noveld valtozatai
is (pl. PSI-BLAST). Online és lokalisan futtathaté formaban is elérhetd [93].

Elérhet6ség: https://ncbi.nlm.nih.gov/blast

4.3.2 Clustal(Omega)

Homoldg fehérjék tobbszoros szekvenciaillesztésének 1étrehozdsat teszi lehetévé . A kétlépéses algorit-
mus eldszor egy ‘mindenki mindenkivel’ (all-against-all) illesztés segitségével meghatérozza az egyes
szekvencidk paronkénti tavolsdgat, majd ezt felhasznalva iterativ médon illeszti az egyes szekvencidkat
a meglévo illesztéshez. TObb szekvencia esetében azokat profilként kezelve végzi az illesztést. Kivaloan
paraméterezhetd, konnyen hasznélhato eljaras, ugyanakkor tavoli hasonlésagok esetében nem feltétlentil

éri el a HMM vagy PSSM-alapu eljardsok megbizhatdsagéat [94].

4.3.3 CD-HIT

Nem redundéns fehérje adatkészletek létrehozédsara szolgdld algoritmus, ami egy szekvencia gylijtemény-
b6l a leginkabb reprezentativnak tekinthetd szekvencidkat adja vissza egy, a felhasznalé dltal megad-
haté azonossagi kiiszob figyelembevételével. Kiilonb6z6 hosszusagu, kiiszob feletti hasonlésaggal ren-
delkez6 szekvencidk esetében a hosszabb megtartasat preferdlja. Segitségével a feliilreprezentalt szekven-

cidktSl mentes, csokkentett méretii adat szetteket kaphatunk. Kifejezetten gyors, hatékony eljards [95].
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4.3.4 A GO (GeneOntology) funkciondlis osztilyozas

A GeneOntology a fehérjék funkcionalis elemzéséhez hasznalt egyik legelterjedtebb rendszer. A kez-
deményezés célja egy egységes leiras megteremtése gének és géntermékek megfelel6 reprezenticidjara
(bdrmilyen é16 faj esetén). Ehhez megfelel, pontosan definiélt leird szokészlet-gyijteményt (controlled
vocabulary) fejlesztenek. Az egyes fehérjékre vonatkozé informdcidkat hdrom szempontbdl rendszerezi:
a) celluldris lokalizaciét (cellular component) pl. synapse (G0O:0045202),

b) molekuldris szint(i funkcidkat, amelyek a fehérjére jellemz6ek, sokszor mas fehérjékkel kdlesonhatdsban
(molecular function) pl. kindz kotés (GO:0019900)

¢) altaldnos célt vagy bioldgiai folyamatot, amelynek végrehajtdsiban a fehérje részt vesz (biological
process) pl. génexpresszié reguldcidja (GO:0010468)

Ezeket az informacidkat (terminusokat) hierarchikus rendszerben helyezi el, ahol a kiilénb6z6 termi-
nusok kapcsolatai irdnyitott médon vannak 6sszekotve [96].

Elérhet6ség: http://geneontology.org

4.3.5 Coiled-coil szekvencidlis predikciés médszerek: DeepCoil, Ncoils, Paircoil, Mar-

coil, Logicoil

A coiled-coilok el6forduldsianak becslése a jellegzetes szerkezeti attribitumok miatt a kanonikus heptad
ismétlodéseket tartalmazé szekvencidk esetében viszonylag megbizhaténak tekinthetd. A kiilonb6zé
médszerek eltéré koncepcidkat alkalmaznak. A DeepCoil [97] az egyik legijabb mddszer, ami kon-
volicids neuralis hélokat felhaszndlva képes kanonikus és nem kanonikus coiled-coilok predikciéjara.
A kordbbi mdédszerek klasszikus algoritmusokon alakulnak: a PairCoil [98] paronkénti valdszintiséget
szémol, Marcoil [99] rejtett markov modellt hasznél, mig az Ncoils [100] egy profil (PSSM) alapi
kereséseket alkalmaz. A coiled-coil felismerésén kiviil egyéb programok is léteznek, amelyek példaul a

coiled-coil oligomerizaciés dllapotéat képesek megbecsiilni, pl. LogiCoil [101].

4.3.6 Coiled-coil szerkezeti annotaciés médszer: SOCKET

Az algoritmus az oldallancok coiled-coil szerkezetre specifikus elrendez6dését ismeri fel és ennek alapjan
meghatarozza a coiled-coilok pontos kezdeti és végpontjat fehérje szerkezetekben, valamint az egyes
aminosavakhoz hozzarendeli a regiszterbeli pozicidkat a heptaddokra haszndlt a-h jelolés szerint. A
fehérjeszerkezet mellett a futtatashoz sziikség van a szerkezethez tartozé masodlagos szerkezeti elemek
detekcigjara (DSSP formatumban), a program ez alapjdn azonositja az alfa-hélixeket, amelyek kozott

a kolesonhatédsokat elemzi [102].
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4.3.7 FoldX

A FoldX a fehérjeszerkezetek stabilitasat becslé algoritmus, amely a fehérje szabadenergia-valtozasat
szamoljab izonyos hatdsokra. A pontmutédcidk fehérje szerkezetre gyakorolt hatdsanak becslése mellett

a raciondlis fehérje tervezésben is hasznalhaté [103].

4.3.8 Egyéb eszkozok (IUPred, DiseaseOntology, Jalview, DSSP, PISA)

Az TUPred az egyik legelterjedtebben haszndalt rendezetlen predikciés médszer, amely nagy pon-
tossdggal képes becsiilni a rendezetlen régiéban taldlhaté aminosavakat a fehérje szekvencidban [104].

A DiseaseOntology a GeneOntologyhoz hasonléan azonban betegségek leirdséra teremt leiré rendsz-
ereket [105].

Jalview t6bbszoros szekvencia illesztések létrehozdséra és elemzésére szolgdlé médszer [106].

A DSSP maésodlagos szerkezet annotacids eljards, ami a hidrogén kotések alapjéan rendeli hozzd a
kiilonb6z6 méasodlagos struktirakat a fehérjékben taldlhaté aminosavakhoz. Emellett az egyes aminosavak
olddszer ltali hozzéaférhetdségét is képes megbecsiilni [107].

PISA: A PISA (Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies) egy interaktiv eszkéz makromolekuldk
szerkezetének elemzéséhez. Szamos funkciéval rendelkezik, én a negyedleges szerkezet becslésére hasznaltam

a PDB szerkezet alapjan [108].

4.4 Statisztikai médszerek
4.4.1 Mutéacidk feldusuldsdnak elemzése (DM /PM enrichments)

A betegséget okoz6 mutaciok és polimorfizmusok el6fordulaséat kiillonb6z6 szerkezeti régidkban és azon

kiviil kontingencia tdbldzatban rogzitettiik (az eléfordulds alatt az érintett aminosavak szdmat értjik):

5. tabldzat Kontingencia tablazat a mutacidk eloszlasardl

Betegséget okozo | Polimorfizmus Esethanyados
(DM) (PM) (Odds ratio)
Pozitiv x1 x2 x3
Negativ x4 x5 x6

A DM-ek és PM-ek feldusuldsdt a kovetekez6 képelettel szamoltuk a tdblazat alapjan: Képletl: A

feldasuldsok szdmoldsa
1. Enrichment (DMs) = (x4/(x4+x1))/(x6/(x6+x3))
2. Enrichment (PMs) = (x5/(x5+x2))/(x64+/(x64+x3))

Annak vizsgdlatdra, hogy milyen osszefiiggés van két tényezd kozott a hatdsuk nagysdgdt (odds

ratio) vizsgéltam az aldbbi képlettel:
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Képlet 2: Odds ratio kiszadmitasa

1. OR=(x1/x2)/(x4/x5)

4.4.2 Szignifikancia teszt y? prébaval és Kolmogorov—Szmirnov-teszttel

A kontingencia tédbldzat alapjan a statisztikai szignifikancidt y? prébéval vizsgdltuk. A Kolmogorov-
Szmirnov-prébat alkalmaztunk a 5.2.2. fejezetben, ahol a coiled-coilok N-termindlis 28 aminosava

esetében vizsgaltuk a mutéacidk szekvenciabeli eloszlasanak szignifikancidjat.

4.4.3 P-érték korrekciéo Bonferroni teszttel

A coiled-coil N-terminalis DM halmozdédés statisztikai sziginfikancia értékét a Bonferroni teszttel kor-
rigaltuk. A Bonferroni korrekcié lényege, hogy az alfa szintjét tgy moédositjuk, hogy kontrollaljuk az

I. tipusud hiba elkovetésének val6szintiségét.

4.4.4 Bootstrap + szérasbdl szamolt szignifikancia (DM/PM AS véltozas)

Az aminosav cserék altal okozott fiziko kémiai valtozdsdnak (1d. 5.2.3. fejezet) szignifikancia becslése
bootstrap moddszerrel tortént. A bootstrap lényege, hogy a kiinduldsi mintahalmazunkbdl bootstrap
mintacsoportokat hozunk létre, amelyben véletlenszertien kivélasztva az adatok 80%-at taldljuk. Ezt
a folyamatot szazszor ismételjiik, majd az egyes bootstrap csoportokon &atlagot és szorast tudunk
szamolni. A kiilonb6z6 adatszettek igy mér Osszevethetéek egymassal: a szignifikancia az atlagok és
szérdsok kiszamitdsdval a 68-95-99.7 szabdlyt figyelembevéve lett meghatdrozva. A mddszer elénye,

hogy viszonylag egyszertien, kis elemszamu kiinduldsi mintahalmaznadl is hasznalhato.

4.5 Vizualizacid

A fehérjeszerkezeti 4brdkat a Chimera X 1.1 programmal készitettem [109]. Az dbrékhoz és grafikdkhoz

a Microsoft Office PowerPointot és, Excelt, a Photoshoppot 23.5 és Python3 csomagokat hasznaltam.

4.6 Egyéb

Shannon-entrépia: az informdcids technolégidban megjelend fogalom, ami egy véges sok jelbél (ABC)
all6 tizenet informdcidtartalmat képes mérni. A fogalom megfeleltethetd a fehérjeszekvencidkra is.
A dolgozatomban a tObbszoros illesztéseknél vizsgaltam az egyes pozicidk informéciétartalmat, hogy
megallapitsam egyes aminosavak milyen mértékben konzervaltak.

Hozzaférhetdség : RSA=ASA /maxASA (RSA: relative surface accessible surface area, relativ olddszer
altal hozzaférhetd felszin, ASA: solvent accessible surface area, oldészer dltal hozzaférhetd felszin, Max-
ASA: maximal solvent accessible surface area, maximum olddszer éltal hozzéférhet6 felszin.) Maximalis

hozzaférhetd felszin értékei az aldbbi tdbldzatban taldlhatéak [110]:
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6. tablazat Az egyes aminosavak lehetséges maximalis hozzaférhetd felszine

Aminosav Maximalis felszin | Aminosav Maximalis felszin
(A2) (A2)
Arginin (R) 265 Leucin (L) 191
Aszparagin (N) 187 Lizin (K) 230
Alanin (A) 121 Metionin (M) 203
Aszparaginsav 187 Fenilalanin (F) 228
(D)
Cisztein (C) 148 Prolin (P) 154
Glutaminsav (Q) | 214 Szerin (S) 043
Glutamin (E) 214 Threonin (T) 163
Glicin (G) 97 Triptofan (W) 264
Hisztidin (H) 216 Tirozin (Y) 255
Izoleucin (I) 195 Valin (V) 165
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5 Eredmények

5.1 A posztszinaptikus denzitas szerkezeti elemeinek és a betegséget okozd6

mutaciék kapcsolatanak vizsgalata

5.1.1 A posztszinaptikus coiled coil fehérjékben jellemz6en gyakoribbak a betegséget

okoz6 csiravonal mutacidk

A posztszinaptikus (PS) fehérjék szerkezeti kitettségének vizsgdlatdhoz meghatéroztam a mutdcick
eloszlasat a predikcidkkal meghatédrozott szerkezeti és funkcionalis régiokban, mind a posztszinaptikus
fehérjék (‘PS_STRICT adatszett’) mind a teljes humdn proteom esetében. Vizsgéltam a transzmemb-
ran (CCTOP), coiled-coil (Deepcoil, Ncoils, Marcoil és Paircoil), rendezetlen (IUPred predikcié alapjan)
és a domén (Pfam) részeket (ellentmondds esetén ebben a prioritdsi sorrendben), illetve a fehérjék
szabdlyozadsdban részt vevd, poszttranszldciés mddositdsoknak kitett aminosavakat (PhosphoSitePlus).
Megfigyelhet6 volt, hogy a rendezetlen szakaszokon a polimorfizmusok (PM) feldisulnak a betegséget
okozé mutdcidkkal (DM) szemben mind a PS, mind a teljes proteom fehérjéi esetében (7. 4&bra).
Ezzel szemben a DM-ek frekvencidja altaldban véve magasabb a tobbi, nem rendezetlen szerkezeti
részben. Ezek a tendencidk mind a két adatszettben jellemzoek, azonban a PS esetében mindkét hatas
markansabban jelenik meg. Egyetlen esetet taldltunk, ahol a teljes proteomban és a posztszinapszisban
észlelheto trendek ellentétesek: a coiled-coil régidkban a PS esetében magasabb a DM-ek relativ gyako-
risdga, mint a polimorfizmusoké (7. dbra). Két szempontbdl is érdekesnek taldltuk ezt az eredményt:
egyrészt csak ebben az esetben lattunk csak teljesen ellentétes tendencidt a posztszinapszis és a pro-
teom kozott, masrészt a coiled-coil eredményeknek szerkezeti szempontbdl kiindulva sokkal inkdbb a
tobbi rendezett részen (globuldris domén vagy a transzmembrén régiékban) torténé ddsuldshoz kel-
lene hasonlitania, mint a rendezetlen adatokhoz. Ennek oka, hogy a DM-ek sokkal nagyobb kart
tudnak okozni egy kompakt szerkezetben annak megbontasdval, mint a flexibilis, nagy konformaécids
szabadséggal rendelkez6 flexibilis szakaszokon, ahol “nincs szerkezet” ami megvéltozhatna, ‘elromol-
hatna’. A jelenség mélyebb megértésének érdekében tovabb vizsgaltuk a DM-ek szerepét coiled-coil

régidékban. Az ebbdl szdrmazé eredményeket a 5.2. fejezetben ismertetem (7. dbra).

5.1.2 A domének és a rendezetlen szakaszok egyiittes el6fordulasa jellemz6 a DM-kel

érintett PS fehérjék esetében

A posztszinapszis strukturajabol kovetkezoen a fehérjéi rendkiviil moduldrisak. Ezen megkdzelités
nyoman a modularitast kozéppontba allitva elemeztem a DM-ek és PM-ek megjelenését a PS fehérjéiben.
Ebben a kontextusban egy modulnak tekintettem béarmilyen coiled-coil régiot, rendezetlen szakaszt,
domént vagy transzmembran régiét. Egy fehérjét tobb modullal rendelkezének vettem, amennyiben a

felsoroltak koziil legaldbb két kiilonbozs szerkezeti elemmel rendelkezett (8. dbra). A alapvetd trendek-
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7. dbra A betegséget okozé mutdcick (DM) és polimorfizmusok (PM) relativ gyakorisdga a PS és a proteom
fehérjéiben, az egyes szerkezeti és funkciondlis csoportokban (x tengely) A posztszinapsztikus adatszetten
szamolt frekvencidk esetében a DM vorossel, PM sotétkékkel szinezett, mig a proteom esetében el6bbiek halvany

pirosak, utébbiak halvanykékek

ben nem lathaté kiilonbség a PS és a proteom fehérjéi kozott, mindkét adatszettben az esetek kevesebb,
mint felében fordultak el6 a mutacidk olyan fehérjékben, ami csak egy modullal rendelkeznek. Mind
a PS, mind a proteom esetében a jellemz6 a rendezetlen és domén modulokat tartalmazé fehérjék
kitettsége a DM-eknek. FEzek varhatéoan két nagyobb fehérje csoportot alkotnak funkciondlis szem-
pontbdl: az egyik esetben a rendezetlen rész linkerként szolgal két domén koézott, mig mashol maga
a rendezetlen rész képes felvenni egy stabil szerkezetet egy partner doménhez kétédve. A két adat-
szett (PS és proteom) kozotti kiilonbség a trendek erdsségében érhetd tetten. Az egyetlen jelent8s
kiilonbség kozottik a transzmembran régidk érintettségében volt, azonban ennek oka valdsziniileg a
mérési technikdkbdl fakad: a PS fehérjék vizsgdlatdhoz (lényegében barmely sejt vizsgdlatdhoz) a sejt
integritasat meg kell bontani, hogy a benne talalhaté fehérjék kinyerhetové és vizsgalhatova valjanak.
Ennek eredményeként azonban szamos, a membranban talalhaté fehérje a lipid kettos rétegben ragad

és emiatt nem azonosithatd.

5.1.3 A posztszinaptikus fehérjék mutaciés mintazatanak jelentGsége

Legjobb tudomasunk szerint a kordbban nem elemezték részletesen a posztszinaptikus fehérjék és
proteom szerkezeti egységeiben a mutéacidk disulasat. Hasonld vizsgédlatot azonban végeztek Dobson és
munkatarsai a teljes human proteom esetében, 6k a globularis, rendezetlen és transzmembran adatokon
vizsgaltdk a DM-ek és PM-ek eloszlasat [111]. A transzmembran régidk és a rendezetlen régidk esetében

6k is ugyanazokat a trendeket kaptdk, mint amit mi is tapasztaltunk (a transzmembrén régickban
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8. &bra A DM-kel érintett fehérjék modularitdsdnak megoszldsa a posztszinaptikus fehérjék és a proteom
esetében. A kiilonbséget mutaté dbran a posztszinapszisra jellemz6 elemek lildval, a proteomra jellemz&bb

zolddel (Modulok roviditései: IDR - rendezetlen, CC - coiled-coil, DOM - domén, TM - transzmembrén)

disultak a DM-ek, a rendezetlen szakaszokon dusultak a PM-ek). Azonban az § vizsgélataik nem
terjedtek ki a coiled-coil régidkra, mig szamunkra éppen itt voltak a legérdekesebb eredmények. Els6
kozelitésben a kapott mintazat ellentmond a varhaténak, ennek feloldasara az irodalomban prébaltam
magyarazatot keresni, azonban a jelenségnek csupan sziik leirdsat talaltam, egyediill Mohanasundaram
és munkatarsai (2017) [112] foglalkoztak eddig a coiled-coil csiravonalbeli betegséget okozé mutédcidk

altali érintettségével. Ezért a kovetkezdkben ezen jelenség b&vebb megértésére torekedtiink.

5.2 A coiled-coil szerkezeti elem kitettsége a betegséget okozé mutacidk

hatasanak

5.2.1 A betegséget okozé mutacidk ritkabbak coiled-coil régiékban, de gyakoribbak

coiled-coilt tartalmazé fehérjékben

A mutécidk és coiled-coil szerkezetek kapcsolatdnak vizsgalatahoz elGszor egy altalanos proteom szintii
kép feléllitdsa volt a cél a ‘CC_SEQ’ adatszett-bél kiindulva. A tudomanyos konszenzussal egybevagéan
az latszott, hogy nagy altaldnossagban a humén proteom fehérjéiben gyakoribbak a polimorfizmusok,
mint a betegséget okozé muticiok. Az elemzésbdl az is észrevehetd volt, hogy a DM-ek el6fordulasa
enyhén magasabb volt azokban az esetekben, amikor a fehérje tartalmaz coiled-coil régiot Gsszeha-
sonlitva azokkal az esetekkel, amikor a fehérjében a predikciék alapjdn nem volt ilyen szakasz (ld.
2. 1. 4bra). Ennek a jelenségnek egy lehetséges magyardzata, hogy bar a coiled-coil szerkezeti e-

lemekkel rendelkezé fehérjék fontos funkcidkat toltenek be a sejtekben - ezért ezek mutédcidjuknak
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komoly fenotipusos kovetkezménye lesz -, azonban a coiled-coilon kiviil esé régidk sebezhetébbek.
Mashogy fogalmazva, a coiled-coilok mutalédasa olyan sulyos kévetkezményekkel jarhat, amelyek az
élettel Osszeegyeztethetetlenek, ezért nem is lehetséges a tovabbadasuk az utédoknak. Hasonld jelenség
mashol is megfigyelhetd, példaul a szabalyozasban kulcsszerepet betoltd foszforilacié mutacidja szamok
rakos meghetegedés hatterében all, azonban az orokletes betegségeknél éppen hogy kevésbé jellemzbek

letélis hatdasuk miatt.

5.2.2 A betegséget okoz6 mutacidk feldisulnak a coiled-coil N-termindlis régiéjaban

Bar a DM-ek frekvencidja a coiled-coil régidkon kiviil magasabb, igy is szdmos mutéacié esik koézvetleniil
coiled-coil régiéba. Elso 1épésként a coiled-coil régidkat hosszuk mentén adott szamu szakaszra osz-
tottuk szdzalékos ardnyokat haszndlva (1-20%, 21-40%, 41-60% stb.) (9. &bra, panel A). Ezen
megkozelités szerint nem latszodott egyértelmiien eltéré dusulas a kiilonboz6 régidk kozott. Ezzel
szemben, ha a coiled-coil régidkat a kanonikus heptdd ismétlés mentén osztottuk fel (1-7, 8-14, 15-21,
22-28) (9. dbra, panel B). egyértelmiien megfigyelhet6 volt, hogy a DM-ek az N-termindlis 7 aminosa-
vat érintik a legerésebben. Az észlelhet6 kiilonbségek megmutatdsa mellett ennek a moédszernek az
elénye, hogy a coiled-coil régidk hosszbeli eltéréseibdl szarmazéd ardnytalansagok is kikiiszobolhetové
valtak. Az N-termindlis 7 aminosavban a coiled-coil t6bbi részével Gsszehasonlitva is szignifikdns hal-
moz6ddst mutattak a betegséget okozé mutaciok minden predikeié szerint (chi-négyzet teszt, p <0.01).
A Bonferroni-teszt alapjan korrigdlva az eredményt (a korr=0,0025) nem minden egyes predikcid
eredménye szignifikdns (DeepCoil, Paircoil). Egy megenged6bb, de még mindig szigori alfa esetén
(a=0,05) a korrekcié utén is szignifikdns az eredmény (a korr=0,0125). Az ardnyhdnyados (odds ra-
tio) 1,33 volt a DM-ek és a PM-ek kozott (9. dbra, panel C). Ez a hatds annyira erés, hogy a révidebb
coiled-coilokban is magasabb a DM-ek relativ gyakorisdga, mig a polimorfizmusok hossztdl fiiggetleniil
teljesen egyenletes eloszldst mutatnak (9. dbra, panel D). Ennek egy lehetséges oka lehet, hogy az
N-terminéalis régionak kiemelt szerepe van a feltekeredésben. Ismert, hogy a coiled-coil szakaszok fel-
tekeredésében kulcsszerepet jatszanak un. trigger szekvencidk. és kézenfekvo a feltételezés, hogy ez
sok esetben az N-terminalison talalhatd, bar fontos megjegyezni, hogy a viszonylag kevés, kisérletesen

igazolt trigger szekvencia esetében az elhelyezkedés nem mutat ilyen jellegii eloszlast.
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9. dbra A DM-ek és PM-ek eloszldsa a coiled-coil szerkezetekben és szerkezeti részeken kiviil A: A DM-ek és
PM-ek normalizélt frekvencidkra a coiled-coil régié hosszaban - szézalékos felosztds alapjén B: A DM-ek és PM-
ek eloszldsa az regiszterek alapjin meghatédrozott csoportokban C: A DM-ek halmozédésa az N-termindlis 7
aminosavban a coiled-coil régié t&bbi részével 6sszehasonlitva D: A DM-ek halmozddésa a coiled-coil szegmensek

hosszdnak fliggvényében (DM:piros, PM:kék)
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5.2.3 A coiled-coilban torténé betegséget okozé mutacidk leggyakrabban toltott

aminosavakat érintenek

Az aminosavak fizikokémiai tulajdonsigait figyelembe véve a betegséget okoz6é mutdcidk varhatéan
feldisulnak a stabilitdsért felelés kategéridkban. A vizsgdlathoz az aminosavakat négy csoportra osztot-
tuk: pozitivan toltott: HKR, negativan toltott: DE, hidroféb: AILMV és egyéb aminosavak: CFGN-
PQSTWY. Ennek a rendszerezésnek a coiled-coil szerekezet kialakitdsdban fontos szerepet betoltd
aminosavak jellegzetességei adtak az alapjat (Id. 2.2.2.1. fejezet). A fenti négy kategériat haszndlva
kiszdmoltam milyen mértékben véltoztatjdk a DM-ek az aminosavakat: (1) a coiled-coilokon beliil,
(2) a teljes proteomon. A kettd logaritmikus ardnydt haszndlva lathatjuk, hogy milyen aminosav
valtozasok jelentik a preferalt DM célpontokat a coiled-coilokon belil. A coiled-coil régiékban a
leginkabb jellemz& cserék a negativan toltott aminosavak helyettesitése, érdekes médon akdr mds
negativan toltott aminosavakkal is. Emellett a negativ-pozitiv és a pozitiv-negativ cserék tekinthetéek
még jelentésnek. A humén proteomban preferdlt cserék az egyéb-hidroféb, illetve az egyéb pozitiv
toltés voltak. Erdekes médon a glutaminsav(-) és aszparaginsav(-) nem felcserélhet, mig a lizin
(4) és arginin (+) cserével sokkal megenged8bb a coiled-coil szerkezet. Ennek oka a glutaminsav
hélix szerkezetet elGsegité tulajdonsdga [113], amit magdnyos toltott alfa-hélixek megfigyeltek mér
[114]. A coiled-coilokban halmoz6dé DM-ek leginkabb az A, E, I, K, L, M, N és Q aminosavakat
célozzék, mig a referencia proteomban a C, G, P cserék jellemzdek (1d. Fiiggelék 2. dbra). A hidroféb
aminosavak kicserélédésében nem volt nagy kiilonbség a coiled-coil és a referencia kozott (10. dbra) -
ezek az aminosavak mindkét esetben fontos szerepet jatszanak a szerkezet Osszetartasaban a hidroféb
hatds révén. Az adatokat bootstrap analizis utdn a 68-95-99.7 szabdly alapjian vizsgaltam, minden

kicserélédés szignifikdnsnak bizonyult (1d. 4.4.3. fejezet).

Mirél/Mire Hidrofdb Pozitiv | Negativ | Egyéb z
Hidroféb -0,014 0,019 -0,062 | 0,042 -0,016
Pozitiv 0,108 0,086 0,219 0,154 0,567
Negativ 0,131 0,101
Egyéb 0,167 -0,147

Coiled-coil —: :— Human proteom

10. &bra Aminosav cserék coiled-coilokban. Bal: aminosav csere preferencidk DM-ekben a proteomban
(negativ értékek, kék szin) és coiled-coil régickban (pozitiv értékek, piros szin). Az értékek a DM-ek altal
megvaltoztatott csoportok ardanyanak logaritmusat mutatjak a coiled-coil és a proteom esetén. Jobb: Leginkdbb

kitett aminosavcsoportok (negativ, kék: proteom; pozitiv, piros: coiled-coil).
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5.2.4 Az oligomerizacios allapot befolyasolja a regiszter pozicidk kitettségét a betegséget

okozdé mutacidoknak

A kovetkezdkben a coiled-coil régidét nem csupdn szegmens szinten értelmeztem, hanem a szerkezeti
megkozelités felé tovabblépve, a heptad ismétlédések figyelembevételével vizsgaltam. A coiled-coil
szerkezetekben (1d. 2.2.2.1. fejezet) a struktira fenntartdsa miatt bizonyos poziciékban jellemzden
meghatédrozott fizikokémiai tulajdonsigokkal rendelkez6 aminosavak fordulnak el. A kordbban emlitett
fizikokémiai csoportok alapjdn az a mintézat jellemzd, hogy az ‘a’ és ‘d ‘regiszter pozicidkban hidroféb,
az ‘e’ és ‘g’ helyeken a(z ellentétesen) toltott aminosavak eléforduldsa jellemz6, mig a tobbi poziciéban
nagyjabol egyenld eloszlas figyelheté meg a négy csoport aminosavaibol. A mutécidkat vizsgélva
lathatd, hogy a DM-ek relativ gyakorisdga a coiled-coil szerkezetet Osszetarté pozicidkban (’a’, 'd’,
‘e, 'g’) a legmagasabb. A ‘g’ poziciéban és az ‘e’ poziciéban jellemzd, hogy a DM-ek gyakrabban okoz-
nak fizikokémiai csoport valtozast, mig az ‘a’ és ‘d’ poziciéban a 1évé aminosavak sériilékenyebbek,
mivel a csoporton beliili kicserélddést sem toleraljak (11. dbra, bal feliil). A polimorfizmusok eloszldsa
altaldnossagban egyenletes minden regiszter poziciéban és jellemzden nem jarnak fizikokémia csopor-
tok kozotti cserével (11. dbra bal alul).

Az egyes oligomerizdciés allapotok esetében eltéré halmozddasi mintdzat latszik. Mig a dimer coiled-
coilokban a ‘d’ és az ‘a’ pozicidk azonos mértékben érintettek, addig a trimerekben és a tetramerekben
jellemzéen magasabb az ‘a’, ‘g’ és ‘e’ pozicidkat érint6 DM-ek relativ gyakorisdga, de a ‘d’ pozicid
kevésbé van kitéve a DM-ek hatdsdnak. A dimerek esetén eltér a parallel és antiparallel coiled-coilokra
es6 DM-ek relativ gyakorisdga: antiparallel esetben az ‘a’, ‘d’, ‘g’ és ‘e’ pozicidk is mutacios célpontok,
mig parallel esetben elsGsorban a a ‘g’ poziciéra esnek a mutdcidk. Bar a fentiek pontos magyarazatdhoz
kisérletes mérésekre is sziikség lenne, Osszességében megfigyelheto, hogy a DM-ek dusuldsa minden
esetben a ldncok kozotti Osszetartdsban szerepld aminosavak esetében volt megfigyelhetd (11. &bra,

jobb). A kapott eredmények jé Gsszhangban vannak a fehérje tervezési kisérletekben megtapasztalt

véltozdsokkal az ‘a’, ‘d’, ‘g’ és ‘e’ pozicidk oligomerizdciéban betdltott szerepérdl [23].

43



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.001

S—
AS csop. valt. P77 | AS eloszlas Y ® +o
(rel. frek.) Dm& sﬂz 5 -IJ gs |l Pozitiv

- Negativ
Var. rata e — S Hidrofsb
(rel.frek) 00012 00020 00035 . ...

Dimer
(paralell)

Betegséget okozo mutacio

Dimer
(antiparalell)
@

e
&)

Y A\

e #
P #
#
-
- #

A
L T -
Voo -
- P #
e :
) ‘

Polimorfizmus

Trimer
©)
@ O
&

Tetramer
©

11. 4bra A mutdcidk eloszldsa a regiszter poziciékban (&ltaldnosan) és a kiillonboz6 oligomerizécids
allapotokban Az abra bal oldaldn az Gsszes coiled-coilon végzett szamitas lathatd, mig jobb oldalon specifiku-
san, a kiilonb6z6 oligomerizacios dllapothoz tartozé coiled-coil-ra jellemzdk. A regiszter pozicidk jelolésének
kozepén taldlhaté sugdr diagramon a négy csoport (poztivan toltott (kék), negativan toltott (piros), hidroféb
(sdrga) és egyéb (szlirke)) aminosavainak gyakorisdga ldthaté az egyes poziciékban. A regiszeterek koriili vonal
vastagsiga ardnyos a poziciét érinté mutdciok frekvencidjaval. A kordn beliili régié telitettsége azt mutatja

meg, hogy mennyire jellemz6 a fizikokémiai csoportok kozotti csere (piros szinnel a DM-ek, kékkel a PM-ek
vannak jelolve)
5.2.5 A DM-ek destabilizalé hatassal vannak a coiled-coil szerkezetre

A szerkezeti vizsgalathoz a SOCKET eljaras segitségével kerestiik a coiled-coil régiokat PDB adatbéazis-
ban (‘CC_STRUCT” adatszett). A DM-ek és a PM-ek eloszldsa a kiilonb6z6 fizikokémiai csoportokban,

valamint a DM-ek dusuldsa az N-terminalis régiéban a szerkezeti adatokat vizsgalva is aldtamasztast
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nyertek (12. dbra, panel A és B). A szekvencia alapu predikcidk sokszor nehézségekbe iitkoznek a coiled-
coilok oligomerizacids allapotanak meghatarozasara. A szerkezeti adatok segitségével azonban kénnyen
és egyértelmiien elkiilonithetéek az eltéré oligomerizacids allapoti coiled-coil szerkezetek. A kiilonbozé
oligomerizacios allapotu coiled-coilok esetében a PM-ek eloszlasa a kiilonb6z6 csoportok kozott egyen-
letes volt, azonban a DM-ek frekvencidja kiemelked6 a homooligomerekben a heterooligomerekkel és a
monomer coiled-coilokkal ¢sszehasonlitva (12. dbra, panel C). Ennek magyardzata lehet, hogy ha egy
orokolt mutacié megtaldlhaté egy lancon, amely aztan tobbszor el6fordul az oligomer szerkezetben,
akkor annak hatasa megsokszorozddik.

A szerkezeti adatokbdl a mutacidknak a fehérjeszerkezet stabilitdasiara gyakorolt hatésa is megbecsiilheto.
A mutdcidk hatdsara bekovetkezd energiavaltozast a FoldX program segitségével becstiltitk. A PM-
ek energetikai véltozasa felvdzolja azokat a lehetséges eltéréseket, amelyeket a fehérje még nagyobb
szerkezeti kdrosodds nélkiil képes elviselni. A DM-ek azonban altaldnossigban ennél magasabb sza-
badentalpia véltozdst eredményeznek [111, 115]. A coiled-coilok esetében mind a PM-ek, mind a DM-ek
esetében ugyanazt a trendet figyelhetjiik meg, mint a proteom esetében, de gyengébb hatasokat latunk:
ez alapjan ugy tlnik, hogy a coiled-coil régidkba es6 mutaciok alacsonyabb destabilizdlé hatéssal

birnak, és mér igy is betegséget okoznak (12. dbra, panel D).
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12. Aabra A szerkezeti adatokat felhasznédlva kapott eredmények Az az A-B panelen lithaté eredmények
megerositették a szekvencidlis adatokdl levont kovetkeztetéseket, A: Az elektrosztatikus és hidroféb
kolesonhatasokban résztvevé aminosavak jobban kitettek, mint a felsziniek B: A DM-ek feldisulnak az N-
termindlison, C: A betegség mutdcidk leginkabb a homo-oligomereket érintik.,D: A coiled-coilba esé mutdcidk

enyhébb destabilizalé hatdssal birna (DM: piros, PM: kék)
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5.2.6 A coiled-coil régiékba es6 mutacidk sokszor neurondlis betegségekkel hozhatéak

Osszefiiggésbe

A coiled-coil szerkezetek és az ezeket tartalmazd fehérjék rendkiviil kiilonb6z6 funkcidkat toltenek
be a sejtekben. Az, hogy az ide es§ mutacidk milyen betegségeket okoznak, megmutathatja, hogy
milyen funkciok ellatasahoz kritikus a coiled-coil szerkezeti részek integritasa. A DiseaseOntology
(DO) ontolégia rendszer a humédn betegségek leirdsira késziilt, ahol az egyes betegségek specifikusan
csoportositva vannak egy hierarchikus rendszerben. A DO, valamint a humsavar adatait 6sszepéarositva
meghatdrozhatd, hogy egy pontmutdcié milyen betegség osztalyhoz/osztélyokhoz kothetd. Ez azért
fontos, hiszen igy nem csak egyedi fehérje szinten vizsgalhatjuk a fehérjéket, illetve nem is 6nkényesen
definialt csoportokban, hanem relevans, szakérték altal osszedllitott rendszerekben értelmezhetdek az
adatok. A DO hierarchikus rendszerében az elsé szint kiillonb6zé megkozelitések szerint osztalyozza a

betegségeket, amelyek a kovetkezok:
o fert6z6 dgens okozta betegség
e betegségek anatémiai entitds alapjan
e sejt proliferacios betegség
e mentalis betegség
e metabolikus betegség
e genetikai betegség
o fizikai betegség

e szindréma

Egy betegség azonban tobb utvonalon is megtalalhatd, példdul a Alzheimer-kor genetikai betegségek
kozé is sorolt, illetve anatémia entitds szerint is hozzarendelt. Az elemzésbél az latszik, hogy a legtobb
altalunk megtaldlt, mutacidkkal érintett coiled-coil fehérje kozponti idegrendszeri betegséggel volt
Osszefiiggésbe hozhatd, emellett jelentésen feldisulnak izom, szenzoros és boér betegségek esetében

is betegséget okozé mutaciok altal érintett fehérjék (13. dbra).

46



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.001

DO szintl Fehérje szdm DO szint2 Fehérje szam DO szint3 Fehérje szdm
. PR e . kiiltakarot érintdé " .
betegség anatémiai entitds alapjén 734 betegség 72 bér betegség 71
mozgdsszervi betegség 165 izom betegség 161
ko ti id dszeri
idegrendszeri betegség 397 zpontl! egr'en szerl 294
betegség
szenz betegség 74
kardlovaszk'ularls 60 szivbetegség 60
betegség
szindréma 52
genetikus betegség 56
metabolikus betegség 103 drélelt meta!wllkus 63 karbohidrat metabolizmus het{ 63 ‘
betegség

13. abra Betegség osztalyok a megfelel6 DiseaseOntology szint jellésekkel és a mutécidk altal érintett fehérjék

szdma)

5.2.7 Coiled-coil eredmények értelmezése, 6sszevetése korabbi eredményekkel és fehérje

biolégiai példak

5.2.7.1 Fehérje bioldgiai példak

A betegségek kialakulasdsnak molekularis szinti megértésétdl a legtobb kérkép esetében még rendkiviil
messze allunk, léteznek azonban kivételek is, példaul a 2.4.2. fejezetben emlitett cisztas fibrozis
esetében. AbbOl kiindulva, hogy a coiled-coil régiék milyen esszencidlis folyamatokban résztvevd
fehérjékben taldlhatoak meg, nagy valdsziniiség szerint szamos betegségben érintettek. A kovetkezékben
a betegséget okozd mutacidk lehetséges szerkezeti és funkcionalis kvetkezményeit mutatnam be néhény
példéan keresztiil. Szerkezeti megkozelités szerint az aminosavakat érinté mutaciok a kordbban tobbszor
is emlitett (1d. 2.2.2.1. fejezet) regiszter pozicidk szerint értelmezhetbek. Az ‘a’ és ‘d’ pozicidk
esetén a sztérikus gatlas és a hidroféb mag megbontasa okozhatja a coiled-coil szerkezet sériilését.
Az ‘e’ és ‘g’ regisztereket érinté mutdciok az ellentétes t6ltésti aminosavak kozotti elektrosztatikus
kolcsonhatdsokat bonthatjak meg, illetve bizonyos esetben nem feltétleniil kdzvetleniil a hélixek kozotti
kolesonhatast moduldljak, hanem az egyedi lanc hélix szerkezet felvételére vald tendencidjat. A coiled-
coil szerkezetet Osszetarté pozicidkon kiviil a feliileti pozicidk is mutdlédhatnak. Ezen harom cso-
portban el6fordulé aminosav mutdciék funkciondlis kovetkezményét ismertetném a kovetkezdkben
(az emlitett sorrendet kovetve) (14. 4bra fels6 panel). A DM-eket funkciondlis szempontbdl is
osztalyozhatjuk. Bizonyos esetekben maga a coiled-coil szerkezet sériil, azonban ennek hatasa a coiled-
coil szakaszon kiviil okoz problémét. A desmin-ek olyan citoszkeletélis fehérjék, amelyeknek fontos
szerepe van a harantcsikolt izomszovet funkcionélis egységének (szarkomer) Gsszehizdéddséban. Ezen
egységek egyiittes kontrakcidja eredményezi az izommiikodés alapjat. Strukturalis szempontbol hossza
coiled-coil régiéi kotik ossze a desmin fehérje két végén talalhatd régickat, amelyek mas fehérjékkel
képesek kapcsolédni. fgy egy haldozat jon létre, amely Osszekoti a sejtmagot, a mitokondriumot és
izomsejt membranjat alkoté szarkolemmat, valamint indirekt kapcsolatban all az izomsejt alapvetd

fehérjéivel, az actin-nal és a miosin-nal. A desmin coiled-coil régiéban 1évé L345P mutécié megzavarja
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az emlitett halézat strukturdjat: a coiled-coil régié szétesése a rendszer dezintegracidjahoz vezet,
ami végiil szdmos szervre (tobbek kozott szivre) kiterjedé komoly betegséget okozhat, ezen kérképek
osszefoglalé neve a dezminopétia (14. dbra, alsé panel bal)[116]. Egy mdsik lehetséges funkcionélis
kovetkezmény, amikor a coiled-coil stabilitasaért felel6s pozicidjaban torténd mutacié hatdasara a coiled-
coil kiviilrél is hozzaférhet részén hidsul meg egy kolcsonhatds. Az optineurin egy allvanyfehérje,
amely autofagia receptorként miikodik. Az autofdgiara szant “szallitmanyt” képes Gsszekapocsolni az
ubikvitinaciét végz6 fehérjékkel. Az optineurin ubikvitin k6t6 régidja egy hosszu coiled-coil régiéban
taldlhats. A H486R mutdacié jelentésen befolyasolja az optineurin és ubikvitindz kapcsolédasat, amely
egyes autofdgia folyamatok megvéltozasat okozhatja. Az optineurin el6bb emlitett mutdcidjat a
glaukéma (visszafordithatatlan vaksdg) egyik altipusdnak kivéltéjaként is leirtdk (14. &bra, alsé
panel kézépen)[117]. Més esetben a coiled-coil viz (és mas molekulak) szdmara is hozzaférheté részén
torténik egy mutacio és ez direkt médon megvéltoztatja a coiled-coil szakasz egy masik fehérjével
valé kolesonhatasat. A PIK3R2 a phoszphatidil-inozitol 3-kinase enzim egyik alegysége. A PIK3R2
a PIK3CA-val heterodimer szabdlyozd egységet képez, a kapcsoldddsukban kulcsszerepet jatszik a
PIK3CA N345 aminosava, és a PIK3R2 D557 aminosava kozotti hidrogénhid kotés. A két fehérje dltal
l1étrejove kapcsolat egy zsebet hoz létre, amely fizikai teret biztosit a glicerin megkotéséhez. A PIK3R2
557-es aminosavnak esszencidlis szerepe van a zseb kialakitdsdban, amit az Asp ->His csere képes
megzavarni, mivel az Asp oldalldncanak a glicerinnel valé kozvetlen kapcsolata igy elvész, valamint
a molekuldt poziciondlé negativ toltés hidnya (amely a pozitiv toltésli és nagyobb hisztidin hatdsdra
megszilinik) negativan befolydsolja a kotddést. A PIK3 szdmos esszencidlis jeldtviteli itvonal fontos
sze-repl6je. A konkrét mutiaciot egy komplex agyi rendellenességet, értelmi fogyatékossagot és Gsszetett

részleges rohamokat mutaté betegnél mutattak ki (14. dbra, alsé panel jobb) [118].

5.2.7.2 A coiled-coil régiék mutaciéos mintazatanak értelmezése és Osszevetése korabbi
adatokkal

A predikciékon alapul6 bioinformatikai elemzéseknél az egyik legfontosabb kérdés az igy létrehozott
adatok megbizhatdésdga. Ez névelheto tobb predikcié konszenzusanak hasznalataval, vagy azok eredmé-
nyeinek kritikus Osszevetésével. Azért, hogy elkeriiljiik az egyedi mddszerek sporadikus hibdit, mi is
tobb médszert hasznaltunk a coiled-coil régidk meghatarozaséara és a regiszterek definidlasara. A coiled-
coil predikalé moédszerek megbizhatésagat kiilon nem elemeztiik, ugyanakkor Simm és munkatarsai
friss eredményei alapjan , amelyben az akkor elérheto szerkezeti adatok alapjan értékelték a coiled-coil
predikcidk megbizhatdsagat és nem talaltak jelentds kiilonbséget: a kiilonb6z6 moédszerek pontossagat
tekintve, az Ncoilst (~70%) leszamitva mindegyik mddszer 80%-os feletti pontossidggal hatdrozta
meg a coiled-coil régidkat a fehérje szekvencidkbdl. Ez nagy mértékben Osszhangban van az egy
évtizeddel kordbban Szappanos és munkatérsai altal publikdlt eredményekkel is [119]. Fontos kiemelni,

hogy a DeepCoil predikcids algoritmust nem vették figyelembe, pedig ez a jelenleg elérhetd legtijabb
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. Betegséget okozé mutdcidk hatasa

‘a’ és’d’ regiszter pozicidk ‘e’ és'g’ reg. poz. ‘b, 'c’ és’f’ reg. poz.
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Szerkezet alapjén

A kblcsdnhaté képesség indirekt elvesztése: A kblcsdnhaté képesség indirekt elvesztése:
coiled-coil région kiviili coiled-coil région belil

—— | OPTN | oPTN PIK3R2

14. &bra A coiled-coil mutédcidk szerkezeti és funkciondlis kovetkezményei a regiszterek DM érintettsége

Funkcié alapjén

alapjdn A mutdcidk szerkezeti megnyilvdnuldsa (fels6 panel): ‘a’ és ‘d’ pozicidk esetében sztérikus gétlds
vagy a hidroféb mag megbontdsdban jatszik szerepet a DM (bal); az ‘e’ és ‘g’ pozicidk esetében az elektrosz-
tatikus kolesonhatds megzavardsa (kozépen); a ‘b’ ‘¢’ és ‘f” pozicidk esetében a felszin érintettsége A mutdcidk
funkciondlis kovetkezmények (alsé panel): interakcidk megzavardsa: a coiled-coil régién kiviili részen (bal) a

coiled-coil régién beliil, indirekt mdédon (kézép) mdédon és a coiled-coilon beliil, direkt médon (jobb)

médszer, rdaddsul ez mér a kor elvirdsainak megfeleléen mély gépi tanuldst alkalmaz. A coiled-coil
régidkon végzett szdmoldsokat kiilon-kilon elvégezve a kapott eredmények egybehangzéak voltak (az
abrakon minden esetben a médszerek dtlaga lathatd). Az adatok megbizhatésigét az is aldtdmasztja,
hogy a fobb allitasokat a szerkezeti adatokon végzett szamitdasok is megerositették, azok eredménye
konzisztens a szekvencia elemzéssel kapottakkal. Ahogyan kordbban is hivatkoztam ré, a betegséget
okozdé csiravonal mutacidk hatésait egyetlen tanulmany vizsgédlta eddig nagyskaldsan coiled-coil szakaszo-
kon. Mohanasundaram és munkatdrsai mas megkozelitésbol analizaltak a jelenséget. Esetiikben a 6
hangstily az irregularitasokon és a pleotrépian volt, ezzel szemben az elemzésiik sokkal altalanosabb
volt. Emellett a megbizhatésag novelése érdekében mi négy modszerrel hatarozzuk meg a coiled-coil
régidkat, szemben az altaluk egyediil haszndlt Marcoil predikciéval. A regiszterek kitettségét mindkét

tanulmany elemezte és hasonlé eredményeket kaptunk.
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5.3 A PostSynapticInteractionDataBase (PSINDB) felallitdsa
5.3.1 A PSINDB adattartalmanak és struktirajanak meghatarozasa

A coiled-coil, mint interakciés motivum Kkitiintetett szerepe a posztszinapszis szervezOdésében még
inkabb réairanyitotta figyelmiinket a fehérje-fehérje kolcsonhatasok szinaptikus jelatvitelben jatszott
szerepére. Attekintve az elérhetd adatforrdsokat, arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy bér léteznek
szinaptikus fehérjékre specializdlt adatbazisok, és szdmos dltalanos fehérje-fehérje interakcids (protein-
protein interaction, PPI) adatkészlet elérhetd, ezek a gyakorlatban nem hasznalhatéak igazan hatékonyan
a posztszinapszis fehérje halézatanak célzott vizsgdlatdban. Ennek okai k6zott a PS fehérjék altalanos
adatbazisokban 1év6 hidnyos annotacidja, valamint az egymassal kolcsonhatasba 1ép6 fehérjék PS-beli
lokalizaciéjardl valé ismeretek bizonytalansiga is kiemelhetd. Igen fontos aspektusként jelent meg
tovabba a PS-re jellemz6 nagyszamu multivalens interakcié reprezentalhatésdga miatt a kotorégiok
lehet6ség szerinti minél részletesebb ismerete. Mindezek miatt elhataroztuk egy 1j, kifejezetten a
posztszinaptikus fehérje-fehérje interakciokra specializalt adatbézis létrehozasat. Az alapvets célunk
az adatbazis feldllitasanal egy olyan posztszinapszis specifikus bindris fehérje-fehérje kolcsonhata-
sokat tartalmazo gytjtemény létrehozésa volt, amely az PPI-k mellett az interakciékat befolyasold
és meghatarozd szerkezeti és funkciondlis adatokat is részletesen tartalmazza. Ehhez manudlis adat-
feldolgozéast hasznalva nagy mennyiségil interakciés adatot gylijtottem, egy elére meghatarozott an-
notéciés rendszerben (1d.2.3.4. fejezet). A PSINDB-ben két informdciéra kereshetiink, és ez a két
informécié adja az alapjat az adatok megjelenitésének is. Az els§ a fehérjék adatlapja, ahol a 14.
abran megjelolt osszes informécié megjelenik. A maésik a bindris interakciék oldala, ahol két fehérje
kolesonhatdsa lathaté. A fehérje informécids oldal a kovetkezd bekezdés szerint meghatarozott, jelen-
leg Gsszesen 2 160 posztszinaptikusnak szamité fehérjére érhet6 el. Részletesebben az oldalak meg-
jelenésérol a 5.3.3. fejezetben lesz sz6. A PSINDB felédllitdasdhoz elsé 1épésben a posztszinaptikus
adatszett meghatdrozasara volt sziikség. A korabbi szlik értelmezés és szigoru kritériumokkal szemben
a mostani esetben az inkluzivitdst tartottuk szem el6tt. A PSINDB mellett a teriileten meghatérozo,
1j adatbazis a SynGO, amelyet 2019-ben publikaltdk, és amelynek adataira mindenképpen fontos e-
lemként tekintettiink. A PS fehérjéit definialé adatszettet ezért a PSINDB esetében kiegészitettiik a
korabban hasznélt SynaptomeDB és G2C mellett a SynGO adatbazissal, valamint figyelembe vettiik
a GO posztszinaptikus lokalizdcié annotaciéval ellatott fehérjéit is. Az ebbél a négy adatbézisbdl
szarmazo6 adatok mellett a Human Protein Atlas alapjan a neuronédlis expressziot is figyelembe vettiik
(15. 4bra, panel A). Az adatbézisban az egyedi fehérjékre vonatkozé adatok (15. dbra, panel B-F)
csak a posztszinaptikus fehérjékre talalhatoak meg, azonban az interakcids partnerek listajaban nem PS
fehérjék is megjelennek. Ennek oka azon korabbi felvetés, hogy a szinapszis komplex és eltéro osszetétele
miatt valésziniileg nem minden szinaptikus fehérjét sikeriilt még azonositani. Ugyanakkor ezaltal

az adatbazis egyértelmiien elkiilonithet6vé teszi az ismert posztszinaptikus lokalizacioval rendelkez6
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fehérjék kozott kialakuld, varhatéan a PS felépitésében is relevans komplexeket az esetlegesen egyéb
szovetekben el6forduloktol. A fehérjék interakcids lehetéségeit alapvetéen meghatdrozzdak a benniik
megtalalhaté szerkezeti és funkciondlis elemek. FEzek meghatdrozasahoz régidspecifikus predikcidkat
és adatokat gylijtottiink Ossze, amelyeket a szekvencia mentén jeloliink: transzmembran topoldgia
(HTP adatbazisbdl dtvéve), coiled-coil (DeepCoil predikcié és UniProt annotacid), rendezetlen régidk
/ rendezetlen kot régick (TUPred2A), fazisszepardcié (PhasePro), linedris motivumok (ELM), foszofo-
rildcié (UniProt annotécid), doménnek (PFAM). Az interakcids adatok esetében a manuélis kiértékelés
mellett négy adatbazis adatainak integrélasa tortént meg: IntAct, BioGRID, STRING, valamint a
PDB-ben taldlhaté tobb alegységes fehérjék kolcsonhatasai. Az adatbazisba humén, egér és patkdny
adatok keriiltek be, minden esetben visszatérképezve a humdn ortolégra (OMA). A négy adatbézis
eltéré mélységii adatot tartalmazott, azonban minden esetben a MIMIx+ rendszer eléirasai szerint
jelenitjiik meg az adatokat (a nem ismert informdcidkat kiilon jeldljiik). Emellett az interakcidk fel is

vannak cimkézve, evidencia alapjan, ami lehet:
e alacsony dteresztOképességll kisérlet (low throughput)
e nagy atereszt6képességii kisérlet (high throughput)
e szamitdsos predikcié (computational)

Az adatbazis létrehozasakor kiilonos figyelmet forditottunk arra, hogy a kotérégiokat minél részletesebben
megjelenitsiik. Kotérégiok harom forrasbdl szarmaznak: az IntAct adatbazisbdl, sajat annotaciébdl
irodalmi adatok alapjan, valamint a PDB adatbazisbeli szerkezeti informaciékbol. Utdbbi esetben min-
den posztszinaptikus fehérjét tartalmazé bejegyzésben azonositottuk az egymaéssal kolcsonhatasban
1évé aminosavakat a Voronota programmal. Ilyenkor a PDB-ben mindig a PISA 4ltal meghatarozott
legvalésziniibb oligomerizacids szintet vettiik figyelembe. Az ortoldg fehérjékrol atvett adatok esetében
az interakcié tényét rogzitjik, azonban a régidkat nem vessziik 4t. Ennek oka, hogy a linedris
motivumokat érint6 interakcidk esetében ezen motivumok sajatossiagai miatt a konzervaltsagon alapuld
megfeleltetés még az egyes ortoldg fehérjék kozott sem tekintheté megbizhaténak, és nem is mindig
trividlisan kivitelezhet6. Mivel egy kolcsonhatasrol tobb kisérletbél is rendelkezésre allhat informaécid
a kotoérégiérol, ezeket mindig Osszesitettiik. A kotorégiok meghatirozasa tobb szinten torténhet a
HUPO-PSI szerint: binding associated region, sufficient binding region, necessary for binding, direct
binding. Azonban ez utébbira nagyon kevés példa volt (<10), nem keriilt bele az adatbazisba, viszont
a PDB-b0l szarmazé adatokat figyelembe véve hozzdadtuk az ‘atomic’ szintet, ami a ténylegesen atomi
szintll kolesdnhatdst jeloli 2 polipeptidlanc koézott. A szekvencidlis megjelenités mellett a UniProt
webes feliiletéhez hasonléan “halézatosan” is abrazoljuk az interakcidkat, igy jél attekinthetévé valik,
hogy egy nagyobb hal6zat mely elemei allnak egymassal kapcsolatban. Ez az informacié listaszertien
is megjelenik, {gy a kiilonboz6 partnerek oldala egyszeriien elérhetd (15. dbra, panel C). Mivel szdmos

posztszinaptikus fehérje funkciéja még nem ismert részleteiben, gy gondoltuk, hogy érdekes lehet
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a STRING-ben megtaldlhaté médon funkciondlis “ujjlenyomatot” adni a fehérjékhez kétépartnereik
alapjan. Ehhez a GO molekularis funkcié és biolégiai folyamat terminusok szézalékos megjelenését
mutatjuk a fehérje interakciés partnerei kozott, és megjeloljik azokat, amelyek az adott fehérjéhez
is hozz& vannak rendelve (15. dbra, panel D). Ezéltal tulajdonképpen egy komplex deszkriptort ren-
deliink a fehérjéhez, amely pl. hasonlésagi keresésekben is hasznalhaté lehet. Hasonld elv mentén a
DiseaseOntology alapjan a partnerekben dusulé betegség csoport terminusok is megtalalhatéak. Mivel
az ontologiak hierarchikusan rendezettek, az egyes kifejezések sorbarendezhetdek specificitas alapjan
(pl. egy magasan 16v6 kifejezés lehet nagyon &altaldnos, de tobb fehérjére fog illeni). A PSINDB-
ben ezen kiviil megjelenitjiik a kiillonb6z6 ismert csiravonalbeli mutaciékat a Humsavar alapjan, és a
részletes annotécié jévoltdbdl az is lathatd, ha egy mutdcié ismert kotérégioba esik (15. dbra, panel
E). Egy fehérjének tobb izoforméja létezik, ez a szabdlyozds egy tovabbi szintjét jelenti sok fehérje
esetében. Az izoformakbdl gyakran éppen egyes kotorégiok vagdédnak ki, igy érdemes ezeket az ada-
tokat is Osszevetni. A UniProtban taldlhaté izoformakat is atvessziik, minden szekvencidn jeldljik a

kivdgédé szakaszokat, referenciaként pedig az dsszesitett kotérégiokat is mutatjuk (15. dbra, panel F).
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15. abra A PSINDB adatrétegei A: A posztszinaptikus lokalizécié (forrds: SynaptomeDB, G2C, SynGO, GO)
és expresszié (forrds HumanProteinAtlas), B: A fehérjék szerkezeti és funkciondlis jellemz8i (f6bb forrdsok:
IUPred2A, PFAM, UniProt, részletekért 14sd a szoveget), C: Interakcidk, D: Funkeidk, E: Betegség és mutécid,

F: A fehérje izoformédk és kotorégiok kapcsolata
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5.3.2 Az interakcidk feldolgozasi folyamatanak és reprezentiacigjanak meghatarozasa

A PSINDB létrehozasakor egy eddig nem emlitett, de fontos torekvés volt a teriilet legjobb gyakor-
latainak megismerése, atvétele és alkalmazdsa. Ehhez a HUPO (Human Proteome Organisation) Pro-
teomics Standards Initiative Fehérje Interakciés csoportjanak javaslatait kovettiik. Emellett azt is
fontosnak tartottuk , hogy ne noveljik a redundancidt a publikaciokbdl, ezért a manualis feldolgozas
elott a cikkeket az IMEX central rendszerében ellendriztiik, és az ott nem szerepld publikaciok kertiltek
a kovetkezO, manudlis kurdciés kérbe. Ahogy kordbban a 2.3.4. fejezetben méar emlitésre keriilt, az
interakcidk leirdsiara a ‘gold standard’-nak szamito eljaras az IntAct szintli mély reprezenticié. Ez
bizonyos kisérlettipusok esetében, mint a rongten-krisztallografia vagy az NMR, viszonylag egyértelmii
és beldthaté folyamat (az adatbazisunk automatikusan tartalmazza is ezeket), azonban a legtobb
kisérletes technika esetében rendkiviil eréforrdsigényes, és sokszor nehézségekbe {itkozik a precizleiras.
A PSINDB felallitdsaban velem egyiitt tobb olyan kutatd is részt vett, akinek volt mar tapasztalata
az IntAct rendszerével, és egylittesen arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a szamunkra relevéns
informécidk taroldsara elsé megkozelités szerint egy kiterjesztett MIMIx formatum is megfeleld lesz
(MIMIx+). Ebben a rendszerben a MIMIx-ben meghatdrozott szitkséges informéciék mellett az in-
terakciéban (feltételezhetéen) résztvevd kotd régiok is rogzitédnek. A HUPO-PSI ajanldsokat més
teriileten is kovettitk. A kisérletek és azzal Gsszefiiggd informacidk leirasahoz a PSI-MI kontrollalt
szokészletet (Controlled Vocabulary, CV) és a kereséshez az EBI ontoldgiakeres§ oldaldt, az Ontol-
ogy Lookup Service-t (OLS) haszndltuk. Végil, de nem utolsésorban, a PSI édltal ajénlott PST-MI

(Proteomics Standards Initiative, Molecular Interactions) formatumban tettiik kozzé az adatainkat.
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gylijteménye (HUPO-PSI-MI-CV)(bal) és keresési lehetéségiik (Ontology Lookup Service)(jobb)
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Az annotélds folyamata az aldbbiak szerint zajlott: a MIMIx (+4) rendszerben hérom informadcié
halmazba tartoznak az adatok: &altaldnos, ahol a PubMed azonosité van megadva; interakcids ada-
tok, amelyek jellemz8en a kisérlet korillményei; a harmadik csoport magdra a fehérjére/fehérjékre

vonatkozik (16. dbra). Altalénosszigban egy annotacios folyamat igy irhaté le:
1. PubMedID meghatarozasa
2. A cikk atolvasdsa, elsGsorban az abrak segitségével, illetve az absztrakt elolvasasaval

3. Kisérletek azonositasa olyan szempont szerint, hogy egyértelmiien meghatarozhatéak legyenek a
benniil szerepld fehérjék - abrak, szoveg és mddszerek figyelembevétele A kisérletben kimutatott

interakeci6 helyének meghatérozasa: in vivo/in vitro, sejtvonalak
4. Fehérjék meghatarozasa és azonositok kigylijtése
5. Kisérlet és abbdl kovetkezben az interakcié tipusanak meghatarozasa
6. Fehérjék kisérleti és bioldgiai funkcidjanak elemzése
7. Kotoérégié meghatarozasa a UniProtID alapjan az ott taldlhaté szekvenciaval Osszevetve

Ahogy a 2.3.4. fejeztben mar hivatkoztam ra, az annotécié egyik legnagyobb kihivast jelentd része
a kisérletben résztvevd fehérjék meghatarozdsa, ugy hogy egyértelmiien hozzarendelhetGek legyenek
egy adatbézisazonositohoz. Sok esetben el6fordul, hogy egy laboratorium évek ota végez kisérleteket
egy adott fehérjén, ezért a kisérleti konstrukt, amit hasznalnak, egy korabbi cikkben keriilt leirasra.
Ilyenkor a meghivatkozott cikket is a fenti pontok alapjan elemezni kell, azért hogy minden bi-
zonyossaggal éllithat6 legyen, mely fehérje szerepelt a vizsgdlatban. Nagy multd laboratériumok (C.
Sala csoportja, CNR Neuroscience Institute, Milano) esetében ez a lancolat ketténél t&bb 1épésbél is
allhat. Emellett a fehérje izoformék is megnehezitik az azonositast. A megfelel6 izoforma azonositdshoz
a fehérje szekvenciét is latni kell, amely azonban nem minden cikkben szerepel. Az interakciéba 16pé
fehérjék meghatarozasi nehézsége miatt, szamos értékes adatot kell eldobni, amely igy nem kertilhet be
adatbazisokba. A interakcids halmazba tartozé adatok esetében is nehézségekbe titkozhetiink, azonban
ezek teljesen mas jellegliek, mint a fehérjékkel Gsszefiiggé adatok. Példaul a szakirodalomban, és sok-
szor publikaciékon beliil is kovetkezetleniil hasznaljak a kisérletes technikak megnevezését. Emellett
fontos azt is megjegyezni, hogy kisérletek esetében a tudoméanyos bizonyiték a cikkekben kozolt abrak,
amelyek értelmezése része a kuraciés folyamatnak. Gyakran utélag bizonyosodik be, hogy a cikkben
kozolt dbra és a szoveg nincs Osszhangban, vagy rosszabb esetben manipuldlt, ahogy az nemrég az
Alzheimer-korral kapcsolatos kutatdsokat is megrengette. Bizonyos esetekben véletlen hibak vagy akar
szandékos visszaélések érhetéek tetten a kozolt abrakon, azonban ezeket sokszor még szakavatott sze-

meknek is nehéz észrevenniiik. Az adatbazisok egyik fontos tulajdonsdga, hogy mennyire meghizhaté
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adatokat tartalmaznak. A PSINDB megkozelitése (hasonléan az IntAct rendszeréhez) az az elv, mi-
szerint az eredményeket csak kozzétessziik, szakmai kritikat az eredményekrdl nem fogalmazunk meg,
annak megitélését a végfelhasznaléra bizzuk, hogy megbizik-e a felsorolt bizonyitékokban. A manudlis
kuracié végeredményeként tobb, mint kétezer 1j kisérletes bizonyiték keriilt az adatbazisunkba, ami

eddig nem volt rendezetten hozzaférhetd, és szabadon is letoltheto.

5.3.3 A PSINDB technikai megvalésitasa és felhasznaldi feliilete

Az adatbazis magjat egy MySQL adatbdzis adja, amelyet Dobson Laszl6 hozott 1étre, a weboldal fel-
hasznaloi feliiletének megvaldsitasa Dudola Daniel munkéja, amelyhez Django keretrendszert hasznalt.
Az adatbazis adatokkal valé feltoltése teljes egészében a sajat munkam, valamint természetesen részt
vettem az SQL szerkezetének és a felhaszndléi feliilet felhaszndléi élményének (UX design) a megter-
vezésében is. Az adatbazis séméja a Fiiggelék 3. dbrdjan lathatd. Az adatbdzis fizikailag a PPKE ITK
szerverein talalhaté, elérhetésége:

https://psindb.itk.ppke.hu/.

Az adatbézis weboldalardl letolthetdek a kisérletesen meghatarozott kolecsonhatasok, a posztszinaptikus
fehérjék listdja, a posztszinaptikus kolcsonhatasi hélézat, valamint a kolesonhatasokban részt vevo
régidkat tartalmazo fajl. A weboldalon a rékereshetiink fehérjékre UniProt azonositd, névalapjan vagy
génnév segitségével, illetve kiilon a kolcsonhatasokra is. A jobb felhaszndlhatdsag miatt egyes altalunk
eldre definidlt fehérjecsoportok is egyszerfien attekinthetSek (17. dbra, panel A). A fehérjecsoportokat
ugy hatraroztuk meg, hogy a PS szempontjabdl relevansak legyenek: citoszkeletdlis fehérjék, fazisszepa-
racidéban részt vevé fehérjék, transzmembran fehérjék stb. Az egyes csoportokon beliil a fehérjék
megjelenitése lathaté az dbra B panelén. A fehérjéket neviik alapjan abc sorrnedbe, illetve az inter-
akciés partnereik szdma alapjan is rendezhetjiik. A kolcsonhatéasok szama mellett a posztszinaptikus
lokalizaci6 forrdsa is megjelenik (17. dbra, panel B). Az egyedi fehérje lapjdn oldal panel segitségével
is navigalhatunk (17. 4bra, panel C), illtve a fehérje oldaldn legorgetve is elhataroljuk a kiilonb6z6

informdcidkat (17. dbra, panel D).
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17. Aabra A tdjékozdédast segité elemek a PSINDB-ben A: Fehérje csoportok szerinti keresés B: Csoporton
beliili keresés - fehérje listdk (rendezés A-Z, interakcids partner szadm alapjdn), C: Fehérje oldalon beliili keresés

D: Az oldalon beliili szekcié jelolések

5.3.4 Esettanulmanyok a PSINDB adatbazis haszndlatara

A kovetkez6 példak segitségével szeretném bemutatni, hogyan szolgal a PSINDB adatbézis, mint egy
kozponti adatforras a posztszinapszis vizsgdlatdhoz. A bemutatott példdk a PSINDB adatintegraciéjan
alapulnak, {gy mas adatbézis vagy szerver segitségével nem valésithatéak meg. FEzek a felhasznaldsi
moédok lehet6vé teszik a PS fehérjék egyedi és nagyskalas vizsgdlatat is. A PSINDB felhasznalhaté
lokélis alhdlézatok részletes vizsgdlatdra: a SHSAG és SHSAT fehérjék (18. dbra) bitopikus transz-
membran fehérjék. Az AMPA receptorok szamos “tamogatd” fehérjével allnak kapcsolatban, amelyek
intracelluldris széllitdsban és az AMPA funkciondlis sajdtossdgainak kialakitdsaban vesznek részt. Ezen
fehérjék kozé tartoznak az SHSA fehérjék is, A fehérje csaldd elsé tagjat, az SHSA9 fehérjét 2010-ben
fedezték csak fel [120]. A UniProt funkciondlis leirdsa szerint a hippokampusz C1, C3 régidinak szinap-
szisaiban toltenek be szerepet a transzmisszié fenntartasaban, meghatarozé szerepléi a szinapszisnak.
A SynGO osztalyozdsa alapjan a posztszinaptikus receptor aktivitds regulacidjdban van szerepiik. A
két (homolég) fehérje esetében mér korabban is feltdrtak interakciés partnereket (6 partner a SHSAG,
2 partner a SHSAT esetében), azonban a PSINDB-hez hozzdadott manudlis kurdcié eredményeként,
elébbi esetében 8, utébbi esetén 11 partnerrel sikeriilt kiegészitenem a hélézatot. Mind az SHSA6, mind
a SHSA7 fehérjében nagy val6sziniiség szerint olyan motivumok taldlhatéak, amelyekek segitségével
az altalam azonositott partner fehérjékhez kapcsolddni képesek. Az extrém C-termindlis régidéban

egy 2-es tipusi PDZ koté motivum talalhatd, amelyet SHSAG esetében kisérletesen is igazoltak mar
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[121]. Az tjonnan feltart partnereik kozott 6t fehérjében taldlhaté meg PDZ domén. Emellett nagy
valdsziniiséggel tartalmaznak WW domén koété motivumot is (ELM predikeié alapjdn), amit az is
aldtamaszt, hogy a SHSAG6 esetében két kotd partnerben is megtaldlhaté ilyen domén. Az SHSA6
esszencidlis szerepét a procedurdlis memoria kialakuldsban nemrég irtdk le [122], illetve idén kozoltek
egy tanulményt, amelyben kimutattdk a fehérjét kddol gén érintettségét kognitiv zavarban [123].
Az PSINDB adataira tdmaszkédo elemzés eredményeként egy joval komplexebb képet kaptunk ezen
fehérjék neuronalis szerepérol. Ez a példa is jol mutatja, hogy az adatok integraldsa egy adatbéazisban
segitheti a rendszerek bovebb megértését. Emellett ravilagithat a rendszer azon pontjaira, ahol a je-
lenlegi adatok tovabb bévithetéek a kisérletes adatok gyijtésével és rendszerezésével.

A PSINDB-ben szémos PS fehérje részletes annotédcija taldlhaté meg: a Shank fehérjecsalad tag-
jai az egyik legfontosabb &llvanyfehérjék a posztszinaptikus denzitdsban [124]. Ezek a multidomén
fehérjék Osszekotik a membranba dgyazott receptorokat a citoszkeleton rétegeivel. A Shank fehérjék
polimerizécidra is képesek a SAM doménjiikon keresztiil [125], valamint hélézatot alkotnak a Homer
fehérjékkel [126]. A Shank fehérjékben el6fordulé betegséget okozé mutédcidk szdmos neurodegenerativ
betegséggel Osszefiiggésbe hozhaték [127]. A Shank3 fehérje 280 partnerrel rendelkezik a PSINDB
adatbazisban, amibdl 77 esetben a kotérégid is meg lett hatarozva. Példdul az Abil a Shank3 374-
739 valamint a 791-1221 szegmensével is kolcson tud hatni, mig a gapdh a 374-739 és a 1219-1730
szakaszokkal 1éphet kapcsolatba: feltételezhetéen a Shank3 konformaécids valtozdsai a fehérje més és
mas részeit teszik hozzaférhetové, hasonléan ahogy az autizmussal Gsszefliggésbe hozhaté mutécioknal
leirtdk [128]. A PSINDB-ben taldlhaté részletes kotérégié adatok megkonnyitik a PS komplexeinek
modellezését, ahogy ezt Miski és munkatdrsai is bemutattdk [129].

A PSINDB-ben alapvetoen a PS-ben talalhaté fehérjék kolcsonhatédsaira koncentraltunk, azonban az
adatbazis tartalmaz minden olyan egyéb interakcidt is, ahol csak az egyik résztvevo fehérjére mutattak
ki a PS lokalizaciot. Mivel a PS fehérjéinek leirdsa nem teljes és tokéletes, ez az adat felhasznalhatd,
hogy olyan 1j fehérjéket talaljunk, amelyekrdl kordbban még nem mutattak ki hogy ebbe a térrészben
is el6fordulnak: ha megkeressiik azokat a fehérjéket, amiknek szamos PS interakcids partneriik van,
de magarodl a fehérjérdl ezt még nem mutattak ki, érdekes jelolteket kaphatunk: az Lrrk2 587 PS
kapcsolattal rendelkezik, mégsem taldlhaté meg a négy forrdsadatbézis egyikében sem, azonban révid
kutatas utdan megtaldlhatjuk, hogy Lee és munkatdrsai mar bemutattak, hogy az Lrrk2 kolcsonhat az
Eif4ebpl fehérjével az idegvégzidés és az izomrost kozott résben [130]. M4ds esetben kevésbé direkt
bizonyitékok taldlhatéak: az Ntrkl szintén nem rendelkezik PS besoroldssal, annak ellenére hogy 700
PS partnere ismert a PSINDB alapjan. Az Ntrkl egy az idegek novekedésében szerepet jatszo fehérje,
amely szerepet jatszik azok fejlddésben és a differencidlédasban is [131]. Mads esetekben a sok PS
partnerrel rendelkezé fehérjék neurodegenerativ betegségekhez kothetéek: mind az Esr2 [132], mind a

Myec [133] kapcsolatba hozhatéak az Alzheimer-kérral.
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18. dbra SHSAG6 és SHSAT fehérjék PSINDB éltal kibGvitett hélézata interakciés halézata Az interakcidkat
a vonalak reprezentaljak; jelolés: vékony: mar ismert, vastag: Gj annotéacid, rézsaszin: huméan taxon, sziirke:
ortolég A fehérjék jelolése: négyzet: PDZ domént tartalmaz, hdromszog: WW domént tartalmaz, kor: egyéb

domént tartalmaz

5.3.5 A PSINDB jelentssége

A posztgenomikus éra egyik nagy kihivdsa, hogy a kisérletes technikdk egyre nagyobb
ateresztoképessége és a technologidk egyre szélesebb korben vald elterjedése eredményeként hatalmas
mennyiségii biolégiai adat keletkezik naprél napra. Egyetlen modern szekvendlo késziilék naponta tobb
széz terabdjtnyi adatot generdl [134]. Tovabbi kihivast jelent, hogy a teriileten publikélt 1j tudoményos
eredmények szama exponencialis tendenciat mutat, illetve rendkiviil sok adat szétszortan taldlhatéd
meg az irodalomban. Az adatok hozzéférhetésége, rendezettsége és adott esetben értelmezése szem-
pontjabdl nagyon fontos szerep jut a bioldgiai adatbazisoknak. A biolégiai adatbazisokat sok szempont
szerint lehet osztdlyozni. Léteznek altalanos és atfogd adatbazisok, mint a UniProt, amely organiz-
musok lehet6 legszélesebb gyiijteményét magaban foglalja, és tobb szazmillib fehérjéjére ad egységes
keretrendszerben lefrdst. Vannak olyan adatbazisok, amelyek bizonyos organizmusokrél (példaul csak
ember, neXtProt), celluldris kompartmenekrél (extracellularis matrix fehérjék: MatrixDB), vagy szer-
kezeti csoportrdl (rendezetlen fehérjék: MobiDB) tarol adatokat. A specifikusan posztszinaptikus
adatokat tartalmazé adatbdzisok (a doktori témam elinditdsakor) a SynaptomeDB, G2C és a SynGO
adatbdzisok voltak (7. tdbldzat). A SynaptomeDB mésodlagos adatbédzis (DNS és fehérje szintii in-
formécidkat is integral), a G2C a fehérje listdk mellett az ismert betegségeket helyezi fokuszba, mig a
SynGO a meglévé GO funkciondlis és lokalizacids adatokat egésziti ki szinapszis specifikus lefrdsokkal.

Az adatbéazisok részletesebb informéciotartalméat a 5. tdbldzatban lehet 1atni.
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7. tédbldzat (Poszt)szinapszis specifikus adatbédzisok adattartalma és az utolsé frissités ddtuma

Adatbazis Adatok gytjtése Utolso frissités

SynaptomeDB Irodalom kutatas és | 2022.08.08.
externdlis adatbdazisok

frissitése

G2C Kisérletes: neurolégiai | 2011.07.01.
preparaci6 +  LC-
MS/MS

SynGO Szakért6kbol allé | 2021.02.25.
konzorcium manuldis

kuracioja

A biolégiai adatbézisok egyik sziik keresztmetszete azok karbantartdsa. Sok esetben a csoport aktudlis
kutatdsi irdnya vagy finanszirozasa miatt 1étrejovo adatbdzis hosszitdvi fenntartasa nehézzé valik, és
gyakran meg is hitsul. Egy 2015-ben elvégzett, 18 évet atolteld vizsgalat szerint a megfigyelt t6bb,
mint 300 adatbédzis ~60%-a nem volt elérhetd [135] a vizsgdlat végére, 14%-t pedig archivaltak, nem
frissitették tobbé.

A posztszinapszis esetében két, jelenleg mar nem elérheté adatbazisrdl érdemes emlitést tenni: a
SynDB (2007), ami szdmos funkcionélis annotdciét foglalt magdban a szinaptikus fehérjékre, illetve a
SynSysNet (2013), ami SQL adatbéazisban gytijtotte a fehérje-fehérje interakcikat, 3D szerkezetet. A
Posztszinaptikus Interakciés (PSINDB) adatbézis felallitdsakor a sajat kutatdsunk sordn szembetiing
limitacidkra a fenti két adatbézis legalabbis részleges megolddst nytjtott volna. Az informaécids korldtok
mellett a motivaciot a csoport fehérjeszerkezeti fokusza és a posztszinapszis komplexeinek megismerése
adta. A PSINDB fejlesztésének megkezdésekor nem volt elérheté olyan adatbéazis, ami specifikus a
(poszt)szinapszisra, els6dlegesen interakcié fokuszi és a PPI-k mellett kiegészitésként tartalmaz mds
adatokat. 2021 juniusaban Sorokina és munkatarsai publikédltak az adatforrasukat, amely mas szemlélet
és koncepcio szerint sziiletett, mint a PSINDB. Az interakciés adatokban valdszintileg jelentds atfedés
lehet, azonban mig a PSINDB szerkezeti szinten, funkcionalis adatokkal kiegészitve a binaris PPI-ket
igyekszik tobblet informaciét adni a posztszinapszirdl, addig Sorokina és munkatarsai adatbazisukban
a fehérjék interakciéit halézati modellek felallitasdra haszndltak és elsésorban az egyes neurondlis

betegségek kozotti Osszefiiggésekre vildgitanak rd az adatokkal (8. tdbldzat).
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8. tabldzat Specifikus (poszt)szinaptikus adatbdzisok Osszehasonlitdsa

Adatbézis Sorokina et. al, 2021 Kalman et. al, 2022
(PSINDB)

F6 fékusz hélézatos megkozelités | PPI-ket meghatérozo
foleg betegség | szerkezeti és
fékusszal funkcionalis jellemzok

Adattartalom Teljes szinapszis | Posztszinapszis ~2000
~8000 fehérje fehérje

Fehérje meghatarozas | sajat  gyujtés pub- | fiiggetlen adatforrasok

likdciékbél (30  a | (4 adatbdzis)

posztszinapszisra)

Interakciés adatok DIP, IntAct, BioGRID | Manudlis kurécio,
IntAct, BioGRID,
STRING

Kotérégio nincs van

Betegség adatok OMIM OMIM, DiseaseOntol-
ogy

Funkciondlis annotéacié | GO GO

Formatum, SQL Weboldal + letolthetd

hozzaférhetoség PSI-MI

5.4 Kotorégiok elemzése és javaslattétel 1j régiokra
5.4.1 A kotorégiok szerkezeti tulajdonsagainak elemezése

A PSINDB-ben a kélcsonhatasokon és a kotérégidkon kiviil szamos egyéb adat taldlhaté meg, a-
melyek a kotésekkel egyiitt vizsgdlva egy komplexebb képet adnak a kolcsonhatasokrdl. A kotérégidkat
adatgyiijtési és reprezentdcids aspektusbodl is prioritasként kezeltik, ezért az adatbazisban talalhaté in-
formaciok elemzésénél is hangsilyt fektettiink a vizsgalatokra. Ennek részeként az eltérd részletességi
(Id. 5.3.1. fejezet) kot6 régickat elemeztem szerkezeti adatok hozzdaddsdval és vizsgéltam, hogy
milyen egységek kozott valésul meg interakcié. Ahogy a 2.3.1.4. fejezetben is bemutatédsra keriilt,
a kolesonhatésok jellemzoen domének és motivumok révén valésulnak meg, azonban mas szerkezeti
elemek is részt vehetnek interakcidk kialakitdsiban, példaul a 5.2.7.1. fejezetben emlitett PIK3R2
coiled-coil régidjan keresztiil kapcsolddik a partneréhez. Ebben a részben azt vizsgaltam, ha adott egy
kotérégid, és ott meg van hatdrozva milyen szerkezeti elem taldlhaté (globuldris domén, coiled-coil,

transzmembréan vagy rendezetlen aminosavak domindlnak a szakaszon beliil), akkor milyen kapcso-
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19. dbra A kot6régick szerkezeti eloszldsa a ‘sziikséges kotérégidk’ (necessary binding regions) szintjén. A
jellemzobb szerkezeti kapcsolatok - mint a domén-domén és domén-rendezetlen - s6tétebb szinnel taldlhatéak

meg (dom: domén, idr: rendezetlen, cc: coiled-coil, TM: transmemrbén, un: ismeretlen conf: ellentmondddsos)

16d4sok jellemz&ek. A PSINDB-ben taldlhaté adatok alapjén a ‘sziikséges kotorégiok’ (necessary bind-
ing region) szintjén a PS fehérjékre a legjellemz&bbek a domén-domén, coiled-coil és domén-rendezetlen
kolesonhatdsok voltak (19. dbra). Az adatok 20%-a esetében ellentmonddsos szerekezeti eredményeket
kaptunk, ami azt jelenti, hogy nem tudjuk egyértelmiien megmondani, hogy milyen elem vesz részt
az interakci6 létrehozdsdban. Az adatok 37%-ban nem predikalt szerkezeti elembe esett a kotorégio.
Megegyezé tendencidk latszédnak a ‘sufficient binding region’ szinten is (1d. Fiiggelék 4. dbra), azon-

ban az ellentmondéasos esetek szama novekszik a konkrét szerkezeti eleme ko6zotti kapcesolatok terhére.

5.4.2 Domén-domén interakciok becslése

A meglévé kotorégidk elemzése mellett fontosnak tartottuk azt is, hogy azokat a nagyobb szamban
elofordulé eseteket is értelmezziik, amikor csupan az interakcié tényét ismerjik, azonban nem ren-
delkeziink informéacioval a kotorégiokrél. Ebbdl a megkozelitésbél egy evidens kovetkezd 1épésnek
tlint, hogy az meglévé bindris parokat hasznélva esetleges kotérégidkra tegyiink javaslatot. Az 5.3.1.
fejezetben ismertetettek szerint, kolcsonhatasok kialakulhatnak példaul globuldris domének és flexi-
bilis régiok segitségével. A posztszinapszis esetében tudjuk, hogy mindkét tipusi interakcidk fontos
szerepet jatszanak, de a domén-domén kapcsolatokrdl sokkal tobb kisérletes adat all rendelkezésre.

A vizsgalat sordn kiszdmoltuk a PDB adatbdzisban taldlhaté 6sszes fehérje-fehérje kolesonhatast (ha-
sonléan ahogy a PSINDB o&sszedllitdsakor, 1d. 5.3.1. fejezet), majd megnéztiik hogy ezek milyen

Pfam domének kozott valésulnak meg. Kovetkezd 1épésben azt néztiik, hogy amennyiben két fehérje
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20. abra A PSINDB fehérjéinek eloszldsa - ismert és 1j kot6régidk szamanak alakuldsa

kolesonhatdsba keriil, rendelkezek-e olyan Pfam domén pérral, amely a PDB-ben megjelenik (20. dbra).
Az altalunk felallitott PS adatszettben a 2 160 fehérjébdl 845 fehérjére legaldbb 1 Gj domének altal
medidlt interakciét hatdroztunk meg, atlagosan pedig 7 4j kotorégiét mondunk ezekre fehérjékre.

A posztszinaptikus denzitast formdlé fehérjék egy fontos csaladja a MAGUK fehérjék. Ezek fontos
alcsalddja a DLG fehérjék, amelyek jellegzetes domén osszetétellel rendelkez$ multidomén fehérjék (1d.
Fliggelék 5. abra). Ezekre az éllvdny fehérjékre a PSD “magjaként” tekintiink. A négy fehérjére Gssze-
sen tObb szaz interakcids partner ismeriink, ahogy részletesebben a 21. dbréan latszik. A DLG4/PSD-95,
DLG1/SAP97, illetve a DLG3/SAP102 estében hidba ismeriink szdmos partnerfehérjét, viszonylag kis
hanyadban taldlhaté meg kotérégié a PSINDB-ben. A négy fehérjébél harom esetében domén-domén
kapcsolat segitségével tettiink javaslatot a kotorégiora: a DLG1 esetében 17, a DLG3 esetében 7 és a
DLG4 esetében 29 1j kotOrégiot azonositottunk (21. dbra).

A DLG4/PSD-95 és NOS1 kozotti kolesonhatés a két fehérje PDZ doménjei (Pfam: PF000595) kozott
valésulhat meg. Erre nem talalhaté meg kotorégié szintli adat egyik altalunk integralt adatbéazisban
sem, illetve a mi irodalomkutatdsunk és gyujtésiink soran sem keriilt el ez az interakcié. Azon-
ban az els6 cikket, amely ezt az interakcidt leirja és k6torégié szinti informéciét tartalmaz 1996-ban
irtak [136]. Biolégiailag fontos szerepe van, a két fehérje kapcsolatat (illetve komplexiiket az NMDA
receptorral) megemlitették mar depresszidval Osszefliggésben [137], illetve iszkémids agykdrosoddssal

kapcsolatban is [138], mindkét esetben kiilon hangsilyozva a PDZ domének esetleges szerepét.
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21. A&bra DLG csaldd kotérégidinak megoszlasa az ismeretlen, ismert, illetve tjjonnan javasolt kotorégiok

kozott. Az ismeretlen régidk sziirkével, ismertelek lildval, jjonnan javasoltak zolddel jelélve

5.4.3 Motivum-domén interakcidék becslése

A domén-domén interakciok mellett az él6 szervezetekben legalabb két nagysagrenddel tobb olyan
interakcié fordul el6, amelyben az egyik partner legalabb egy rendezetlen régiot tartalmaz. KEzek
kozil szdmos interakcié révid linedris motivumokon keresztiil valdsul meg. A posztszinapszis fontos
fehérjéiben szamos olyan domén megtaldlhatd, amelyrdl kisérletes adatok bizonyitjak, hogy képes révid
linearis motivumokkal kapcsolatba 1épni. A motivum-domén kapcsolatok legmegbizhatébb forrasa az
ELM adatbézis (1d. 4.1.6.1. fejezet). Ezek posztszinaptikus tanulmdnyozdséra egy olyan pipeline-t
allitottam fel, ami a korabbiakkal megegyezoen a PSINDB-ben taldlhato interakciés adatokat hasznalja
fel. A folyamat soran a teriileten haszndlt metédusokat és programokat alkalmaztam 1gy, hogy
nagyskalds/ félautomatikus legyen az adatok létrehozdsa/letoltése. Az el6készitd lépésekben a PSINDB-
ben meghatdrozott Gsszes (2160) fehérjére megkerestem az OMA adatbézisb6l 24 kivélasztott faj
ortolog fehérjéit (1d. Figgelék 6. &bra). Az ortoldgokon szekvenciaillesztést hajtottam végre a
ClustalOmega programmal,az IuPreddel rendezetlenséget predikaltam a hozzaférhet6 felsziniiket pedig
az EMBL-EBI oldalérdl letoltott AlphaFold szerkezeteken DSSP-vel hatdroztam meg (22. dbra, bal).

Ekozben az ELM adatbézisbdl letoltottem a ligandum (LIG) csoporthoz tartozé motivum domén
péarokat. A doméneket kerestem a PSINDB fehérjéiben és egy hipotetikus listat hoztam létre, amely-
ben ezek a fehérjék és posztszinaptikus kotépartnereik szerepeltek. A domént tartalmazé fehérjék
partnereiben ezutan kerestem a feltételezett motivumokat. Ezeket az adatokat egészitettem ki utana a

rendezetlen predikcié eredményeivel, ahol a motivum taldlat régidjaban ellendriztem a kapott IUPred
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22. dbra A domén-motivum kotérégick meghatdrozasdnak folyamatébraja

pontszamot és atlag alapjan bindrisan értékeltem a régiét (dtlag 0.5 felett, akkor 1 = rendezetlen).
A hozzéférhetbséget is kiszdmoltam a régidkra, a médszerek fejezetben kordbban leirtak szerint (1d.
4.6. fejezet). A tObbszoros szekvencia illesztésben a motivumra Shannon-entrépidt szamoltam minden
egyes poziciéra, majd ezeknek vettem az atlagat a motivumon. A t6bbszoros szekvenciaillesztésben is
ellendériztem a motivumot, és azzal az egyszeriisitéssel éltem, hogy ha gap volt az alignment human
szekvencidra vontakozo részében, azt érvénytelen pontszdmmal jeldltem. A folyamat eredményét végiil
egy MS Excel tablazatba mentettem el. Itt 6sszesen 83 341 taldlatot kaptam aminek igen jelent6s része
fals pozitiv eredmény volt. Annak érdekében, hogy a hibés taldlatokat sziirjem, a kovetkez6 feltételeket

alkalmaztam:
e a motivumnak rendezetlen régiéba kell esnie
e a motivumnak hozzaférhetd felszinen kell lennie
e a Shannon-entalpidnak 0.0 kellett lennie

A kovetkezo 1épés mar nem része pipelinenak, de a lesziirt Excel tabla adatait egyszeriien beolvashatéak
és haldozatosan abrazolhatdéak a kapott interakciék. Harom konkrét posztszinpatikus denzitdsban
talalhaté allvany fehérjén szeretném bemutatni a pipeline miikodését. Ezek a kordabban emlitett
fehérjék a DLGI1, DLG3 és a DLG4, amelyekben olyan domének taldlhatéak, amelyek alkalmasak
rovid linedris motivumok megkétésére (pl. SH3 vagy PDZ) (23. 4bra). Abban az esetben, hogyha
ezek a fehérjék a domén oldalon taldlhatéak és a partneriikben megtaldlhaté a linedris motivum,
152 14j kotérégiéra lehet javaslatot tenni (tovabbra is alkalmazott kényszerfelételek, rendezetlen=1,
hozzaférhetéség=1, shannon=0,0). Ebbdl 50 esetben nem ismert humdn régié és 18 esetben ismert a

régid, de az mashol talalhatd, mint a pipeline altal javasolt szakasz.
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23. 4&bra Fels§ panel: A feltdrt domén-motivum hdlézat (kék: domént tartalmazé fehérje, rézsaszin:
motivumot tartalmazé fehérje, sdrga, javasolt kotérégidju kapcesolattal rendelkezd kapcsolatok) Alsé panel:
A hélézati szdmozott jelolések felolddsa(a harom fehérje kozos partnereinek jelolése, vildgos sziirke: Dlgl és

Dlg4, kék: Dlg3 és Dlg4, illetve sotétszurke: Dlgl,Dlg3 és Dlg4)
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5.4.4 A kotorégiok vizsgalatanak eredményei

A fehérje interakcids adatok rendszerezése soran a legtobb adatbédzis nem rogziti a kotoérégiokat. En-
nek tobb magyardzata is lehet, tobbek kozott az, hogy a kotérégidk biztos megallapitasa rendkiviil
idGigényes is lehet. A posztszinapszis komplexeinek tényleges megismeréséhez azonban sziikséges 1épés
a kotések molekularis szint( feltardsa, amelynek egy kezdeni 1épése lehet a binaris interakcidk részletes
megismerése. A domén-domén interakciék megbizhatdsiaganak vizsgalatdra a kapott eredményt sszeve-
tettem egy tavaly publikdlt mddszerrel a PPIDomainMiner eredményeivel (1d. Fiiggelék 7. dbra), akik
hasonl6 adatokkal dolgoznak, azonban més megkozelitéssel. Ezen Osszehasonlitas alapjan az latszik,
hogy a mostani mddszer valdszintileg til megengedd, azonban a DLG4/nNOS példa alapjan ravildgithat
olyan Osszefiiggésekre amiket korabban nem vagy csak részben vizsgaltak, igy segitve az annotacios
munkat. A posztszinapszis fehérjéi kozott szdmos domén-domén kolecsonhatas mar jél tanulményozott,
és sok ezekbol szerepel is megfelel§ adatbazisokban, azonban a tranziens kélcsonhatasokrol, amelyeknek
jellemz6 eloforduldsa a mi vizsgalatunkbdl is latszik, még nem igazan latunk atfogo képet. Bar létezik

tobb motivum predikcids eljaras is, én egy 1j rendszert allitottam fel, amelynek két oka volt:

1. alapvetOen webszerverként miikodnek, ezért nagy mennyiségii fehérje esetében nehezen hasznalha-

téak pl.Slimsearch, ELM predikciés része.

2. ezek az eljarasok legtobbszor nem veszik figyelembe a mar ismert fehérje-fehérje kolcsonhatasi

adatokat, amik viszont nekem a rendelkezésre alltak.

Az els6é megkozelitéssel kapott adatok alapjan azonban jol ldtszik, hogy a posztszinapszis esetében is

fontos lenne a tranziens kolcsonhatasok széleskori feltérképezése.
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6 osszefoglalés és kitekintés

A posztszinapszis (PS) a neurondlis jeldtvitel fundamentdlis alegysége. Az elmult tobb, mint két
évtizedben rengeteg kisérletet végeztek miikodésének feltardsara, azonban ismereteink az organellumrdl
még mindig részlegesek: a posztszinapszis pontos fehérje Gsszetétele nem ismert, és emellett szamos az
alapvet6 miikodésben szerepet jatszo folyamatot még csak részben értiink - elég csak a fazisszeparacid
jelenségére gondolni, amirdl az els6 atfogd leirasok csak az elmilt par évben jelentek meg. Bar az
in silico modszerek szamos limitacioval rendelkeznek a kisérletes technikdkkal szemben, segitségiikkel
dedikalt adatbazisok és nagyskalas elemzések hozhatéak 1étre. A doktori munkam soran szamitégépes
eljarasokkal tobbféle aspektusbdl, rendszerszinten vizsgaltam a posztszinapszis fehérjéit és 1étrehoztam
atfogd gylijteményiiket (PostSynapticlnteractionDataBase, PSINDB).

A posztszinapszis sokrétli mikodéséért a sejt dinamikusan valtozo fehérjehalozata felelos. A koriilbeliil
kétezer fehérjét tartalmazé hélézatban akar tobb szdzezer kiilonbozé kolesonhatés is kialakulhat. A
kapcsolatok kialakitdsat meghatdrozza a fehérjék szerkezete, ezek az elemek (més széval modulok)
onmagukban, illetve kiillonb6zé kombinaciékban felelések az interakcidk kialakitasaért. Ismereteink
szerint a PS esetében kiemelt jelent&sége van a globularis domén-domén interakcidknak, valamint
motivumok altal vezérelt kolcsonhatasoknak. Eredményeim azonban arra is egyértelmiien ravildgi-
tottak, hogy az ilyen szempontbdl eddig kevésbé vizsgilt szerkezeti elemeken (mint a coiled-coil)
keresztiil megvalésuld interakcidk is jelentésen befolyasolhatjak a PS miikodését. A coiled-coil fehérjék
magas érintettsége a kozponti idegrendszeri betegségekben kiemeli ezen multimerizaciéos motivum
altal (is) Osszetartott fehérjekomplexek jelent&ségét. Az egyes komponens fehérjék altal kialakithatd
kolesonhatasok rendszerezése tobbek kozott megnyitja az utat olyan rendszerbioldgiai modellek feldlli-
tasa elott, melyek explicit mddon képesek figyelembe venni a fehérje komplexek Osszetételét és an-
nak kiilonb6z6 hatasokra - expresszids szint, poszttranszlaciéos mddositasok, mutaciok stb. - torténd
megvaltozasat, hozzdjarulva ezek funkciondlis jelentéségének megértéséhez [129].

A posztszinapszis fehérjéihez t6bb szdz betegség kotédik, melyek pontos molekularis mechanizmusai
még feltaratlanok. Ezek koziil szamos tobb millié embert érint szerte a vilagon, ugyanakkor a pontos
miikddésiik megértése nélkiil azok kezelése is jelent6s limitdcidkba tlitkézik, ahogyan azt példaul az
Alzheimer-kér esetében latjuk is. A PS miikddésének minél részletesebb megértésével nem csak neu-
ronalis betegségek gyogyitasara nyilna lehetdség, hanem gondolkodésunk alapjaira is fény deriilhetne,
amellyel megvalaszolnank az emberiség torténete 6ta fenndllé egyik legfontosabb biolégiai kérdést,

nevezetesen, hogy miképp is miikodik agyunk.
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7 Koszonetnyilvanitas

El6szor is hatalmas koszonettel tartozom témavezetémnek Dr. Gaspari Zoltdannak, aki engedte, hogy
megtapasztaljam a kutatds szabadsdgat, ugyanakkor mindig visszaterelt amikor mér tul messzire ka-
landoztam. A szakmai és emberi példamutatdsa remélem irdnytiiként fog szolgédlni egész életemben.
Ko6szonettel tartozom az Egyetem vezetésének, elsésorban Dr. Ivan Kristéfnak, hogy doktori tanulmé-
nyaim soran a sziikséges feltételeken tul is szamos lehet&séget biztositott szamunkra, tovabba egy olyan
kiemelked6 szakmai kozeget, ahol mi doktoranduszok a munkén til is mindig jol érezhettiik magunkat.
Szeretném héalamat kifejezni azoknak a kutatéknak és mentoraimnak, akik a bioinformatikai palya felé
tereltek, illetve az utamat egyengették, Dr. Buzas Zsuzsannanak, Prof. Dr. Pongor Sandornak, Prof.
Dr. Orosz Laszlonak, Dr. Barta Endrének és Dr. Stéger Viktornak.

Hélaval tartozom Prof. Toby Gibsonnak, akitol a rovid id6 ellenére is elképesztéen sokat tanulhattam
és akinek koszonhetden egy teljesen 1j bioldgiai szemléletet nyertem.

Szeretném megkoszonni Dr. Dudola Danielnek a PSINDB-vel kapcsolatos minden munkéajat, nélkiile
biztosan nem johetett volna létre az adatbéazis. Hatalmas kiilon koszonet illeti Dr. Fiché Erzsébetet
is, aki rengeteget segitett a dolgozatom legutolsé szakaszaban és akinek az értékes megjegyzéseibdl a
doktori tanulmanyom legutolsé pillanataig tanulni tudtam.

Nagy szeretettel és halaval gondolok doktorandusz tarsaimra, els6sorban Nagy-Kanta Eszterre és Har-
mat Zitara, akiknek koszonhetéen az elsé években minden bajtarsi tamogatast megkaptam. Illetve
szeretném megkoszonni Jesus Alvarado Valverdének minden kedvességét a kinntlétem soran.

A doktori munkam soran nem csak elmélyithettem tudasom a fehérjék vilagaban, hanem egy életre
sz6l6 tarsam is lett. Koszonetet szeretnék mondani Dr. Dobson Laszlénak, aki mar a kezdettdl is
maximélisan tdmogatott szakmailag és akinél mind munkatarsként, mind férjként nem tudok elképzelni
jobb embert.

Szeretnék koszonetet mondani sziileimnek, akik végtelen tiirelemmel és tamogatéassal kisérték az elmult

négy évet. Végiil, de nem utolsé sorban szeretném megkoszonni a barataimnak, akikre mindig szamithattam.
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8 Publikacidk
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10 Fuggelék
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Fliggelék 1. dbra A DM-ek és a coiled-coilok kapcsolata. A disulédst (a coiled-coilok és nem coiled-coilok relativ
gyakorisdgdnak ardnyét) reziduum szinten (coiled-coil reziduumok) és fehérje szinten (coiled-coilt tartalmazéd

fehérje) szamitottuk. PM-ek: kék; DM-ek: piros
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Fiiggelék 4. dbra A kot6régidk szerkezeti eloszldsa a ’suffcient binding regions’ szintjén. A jellemz8bb szerkezeti
kapcsolatok - mint a domén-domén és domén-rendezetlen - sététebb szinnel taldlhatéak meg (dom: domén,

idr: rendezetlen, cc: coiled-coil, TM: transmemrbdn, un: ismeretlen conf: ellentmondéddsos)
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Fliggelék 5. dbra A human Dlg fehérjék domén Osszetétele - szdmos interakcié kialakitasara képes egységgel
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Fiiggelék 6. dbra A motivum vizsgdlatok tobbszords szekvencia illesztéshez figyelembe vett fajok (OMA)
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