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Posztszinaptikus fehérjekomplexek kialakulásában szerepet
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2.2 A fehérjék funkcionális és szerkezeti sajátosságai . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
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2.4.1 Mutációk és kialakulásuk mechanizmusai . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
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4.2 Felálĺıtott adatszettek . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
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il)propánsav) glutaminsav-receptor

AS/AA Aminoacid aminosav

ASA Solvent Accessible Surface Area oldószerrel hozzáférhető felület
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CV Controlled Vocabulary felügyelt szókincs
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PDB Protein Data Bank -

PFAM Protein Family -

PIK3 Phosphoinositide-3-Kinase a foszfatidil-inozitol 3-kináz (PIK3)

PIK3R2 Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory

Subunit 2

A foszfatidil-inozitol-3-kináz szabályozó
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Ábrák
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fehérjéiben, az egyes szerkezeti és funkcionális csoportokban
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12. ábra A szerkezeti adatokat felhasználva kapott eredmények
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Absztrakt

Agyunkban milliárdnyi neuronális kapcsolat alakul ki idegsejtek között. Két idegsejt kapcsolatát

szinapszisnak nevezzük, amelynek egyik funkcionális egysége a posztszinaptikus neuron membrán

alatti jelfeldolgozó apparátusa, melyet posztszinaptikus denzitásak (PSD) nevezünk. Ezt mintegy

2 000 egyedi fehérje 10 000 molekulányi, összesen nagyságrendben 1 gigaDalton (gDa) tömegű rend-

szere alkotja. Ezen hálózaton belül a fehérje-fehérje kölcsönhatások eredményeként számos komplex

képződik, amelyek összetétele nem csupán dinamikusan változik, de jellegzetes eltéréseket is mutat

az egyes agyi régiók, illetve idegsejtt́ıpusok között. A komplexek feléṕıtésére egyre több ḱısérletes

információ áll rendelkezésünkre, azonban ismereteink legnagyobb része az itt található fehérjék bináris

kapcsolataiból áll, a magasabbrendű komplexekről és különösen a teljes háromdimenziós hálózat szer-

veződéséről igen keveset tudunk. A posztszinapszist (PS) olyan alapvető neuronális folyamatokhoz

kötötték már, mint a tanulás és a memória. Emellett alapvető szerepét az is jól jelzi, hogy több, mint

száz neuronális betegséget lehet az itt található fehérjékkel összefüggésbe hozni. A doktori munkám

fókuszpontjában a posztszinapszis rendszerének jobb megismerése állt a fehérjéin keresztül, elsősorban

mutációs, fehérje szerkezeti és interakciós megközeĺıtéssel, in silico módszerek seǵıtségével. Ehhez a

területen alkalmazott korszerű bioinformatikai eljárásokat használtam. Mivel a posztszinapszis pontos

fehérje összetétele a fentebb emĺıtett sajátosságok miatt ma még nem ismert kellő pontossággal, első

lépésként megb́ızható adatokat integrálva meg kellett határoznom a posztszinaptikus fehérjék listáját.

Az ı́gy kapott fehérjék szerkezeti egységeit és ezeknek mutációk és polimorfizmusok általi érintettségét

vizsgáltam. A tudományos konszenzussal megegyezően a transzmembrán régiók és domének betegséget

okozó mutációknak való nagyobb kitettségét, mı́g a rendezetlen régiók alacsony érintettségét tapasz-

taltam. Fontos, és nem várt eredményként ugyanakkor a coiled-coil régiók esetében a mutációk ala-

csonyabb előfordulását találtam. A jelenség alacsony irodalmi feldolgozottsága miatt érdemes volt

részletesen vizsgálnom a coiled-coil mutációkat szekvenciális, szerkezeti, funkcionális és betegségekkel

való összefüggéseik szempontból, nem csak a posztszinapszis fehérjéin, hanem a teljes proteomon. En-

nek eredményeként kimutattam a coiled-coilok N-terminális régiójában a betegséget okozó mutációk

halmozódását, ami egyértelműen mutatja ezen régió fontosságát. Kimutattam azt is, hogy a coiled-

coil mutációk nagy részben a központi idegrendszeri betegségekhez járulnak hozzá. A doktori munkám

második felében visszatértem a posztszinapszis vizsgálatához és feléṕıtettem a PostSynapticInterac-

tionDataBase (PSINDB) adatbázist, amely alapját az irodalomból gyűjtött, más adatbázisokban eddig

nem szereplő interakciós adatok adják, amelyhez saját annotációs rendszert is meghatároztunk a tu-

dományterület legjobb gyakorlatai alapján. Az ı́gy kapott adatokat kiegésźıtettük egyéb, az interakciós

és a fehérje kapcsolatok szempontjából releváns adatokkal. Ezen információkat felhasználva végül ele-

meztem az ismert kötőrégiók szerkezeti sajátosságait, és eddig nem azonośıtott, ám a kötésben szerepet

játszható régiókra tettem javaslatokat.

DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.001



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 milliárdnyi neuronból álló hálózat, az emberi test legkomplexebb szerve. Agyunk rendszere egy

folyamatosan változó, dinamikus hálózat, melyben napról-napra kapcsolatok keletkeznek és szűnnek

meg. A kialakult kapcsolatok felelősek az emberi érzelmek, gondolatok és viselkedés kialakulásáért.

Nagy valósźınűség szerint az emberiség történetével egyidős lehet a vágy agyunk működésének megis-

merésére. Az idegrendszer tanulmányozására utaló ı́rásos bizonýıtékok már időszámı́tásunk előttről,

az ókori Egyiptomból is rendelkezésre állnak. Az emberiség fejlődése során egyre több és egyre kisebb

egységek váltak megfigyelhetővé. Mı́g az egyiptomiak az agy egészét, a 19. században Cayal már az

idegsejteket vizsgálta mikroszkóp alatt, mı́g mára egyetlen neurális sejtben kifejeződő géneket, sőt,

akár az általuk kódolt fehérjék elhelyezkedését is képesek vagyunk meghatározni. Az eltelt közel 4 000

évben egyetemes tudásunk elképesztő mértékben gyarapodott, azonban agyunk működésének teljes

megértéséhez még messze nem érkeztünk el. Az agyunkat feléṕıtő kommunikációs egységek a szinap-

szisok, amelyről egyre összetettebb képet látunk. Korábban molekuláris kapcsolóként tekintettünk rá,

ma azonban már tudjuk, hogy a kapcsolatokban bonyolult “számı́tásokat” végző rendszerről van szó.

A szinapszis kialaḱıtásában részt vesznek a preszinaptikus és posztszinaptikus neuronok, előbbiek az

információ leadásáért, utóbbiak az információ fogadásáért felelősek. A posztszinaptikus oldal - amely

a dolgozatom tárgyát képezi - egy több ezer fehérjéből álló hálózat, amely olyan alapvető funkciókért

felelős, mint a memória molekuláris szintű mechanizmusai, például a hosszú távú potenciáció (long

term potentiation, LTP). A posztszinapszis működésének megértését nem csupán alapvető folya-

matainak megismerése vezérli. Számos betegség, mint az Alzheimer, Parkinson, Huntington és a

skizofrénia esetében kimutatták már a posztszinapszis fehérjéinek érintettségét. A posztszinapszis

fehérjéinek vizsgálata több évtizede tart. Bioinformatikai módszerekkel nagyskálásan eddig a poszt-

szinaptikus fehérjéket kódoló gének evolúcióját vizsgálták, illetve több tanulmány született, amely-

ben meghatározott fehérjék interakciós hálózatát térképezték fel. A mi kutatócsoportunk is végzett

már korábban nagyskálás elemzést, amelyben a posztszinaptikus fehérjék szerkezeti sajátosságait

térképezték fel. Erre alapozva végeztem a saját önálló kutatásomat, amelyben a posztszinaptikus

fehérjék szerkezetének és az azokban előforduló mutációk összefüggését vizsgáltam. Emellett egy

dedikált posztszinaptikus adatbázist is felálĺıtottam, amely szintén szerkezeti aspektusból viláǵıt rá

a fehérjék közötti interakciós lehetőségekre. Kitekintésként a humán proteom coiled-coil régióinak

mutációs mintázatát is felmértem.
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2 Irodalami áttekintés

2.1 A posztszinapszis

2.1.1 Szinaptikus jelátvitel alapjai, a posztszinapszis, mint meghatározó szereplő

Az agy a legkomplexebb szervünk, összetett funkciójáért az egymással speciális kapcsolatot kialaḱıtani

képes idegsejtek felelősek. Az agy hálózatát milliárdnyi neuron billiárdnyi (több, mint 1015 számú) szi-

napszisa hozza létre, ahol egy-egy neuron ∼7 000 szinapszison keresztül kommunikál más neuronokkal

[1, 2, 3]. A szinaptikus jelátvitel kémiai, illetve elektromos jelek révén valósul meg. Előbbi esetében

neurotranszmitterek, utóbbiak esetében kis molekulák (például ionok) közvet́ıtik az információt. A

jelátvitel jellemzői és feladatai nem csak a h́ırv́ıvő molekulákban térnek el: az elektromos szinap-

szisok egyszerűbb feléṕıtésűek és gyors válaszadásra teszik alkalmassá a kapcsolódó neuronokat, mı́g

a kémiai szinapszisok változatosabbak és összetettebbek, ebből adódóan pedig komplexebb viselkedési

mintázatok kialakulásáért felelősek. A központi idegrendszerben a tisztán kémiai szinapszisok leg-

elterjedtebbek, azonban ma már kimutattak vegyes (kémiai és elektromos) szinapszisokat is. Az

emlősök központi idegrendszerében a kémiai szinapszisok funkciója és a felszabaduló neurotranszmit-

terek alapján serkentő, illetve gátló szinapszisokat lehet elkülöńıteni [4]. A klasszikus elképzelés szerint

a szinapszisok csupán fizikai kapcsolóként működnek egyes neuronok között, ma azonban már tudjuk,

hogy ennél bonyolultabb a szerepük, az információ feldolgozására és a jelek mintázatának felismerésére

is alkalmasak (1. ábra) [5]. A kémiai szinapszisok feléṕıtése jellegzetes elemekből tevődik össze: a

preszinaptikus terminált és a posztszinaptikus neuront egy 15-20 nm-es szinaptikus rés választja el.

A preszinaptikus neuron esetében általában axonok alaḱıtják ki a kapcsolatokat, de dendritek is részt

vehetnek benne. A posztszinaptikus terminált elsősorban dendrittüskéken találjuk [6]. A szinaptikus

jelátvitel két fő egymást követő lépésből áll: egy adó, illetve egy vevő oldali folyamatból. A preszi-

naptikus neuronban az akciós potenciál hatására megvalósul a neurotranszmitterek felszabad́ıtása, a

posztszinaptikus oldalon pedig a receptorok seǵıtségével jel fogadása. Mı́g a preszinaptikus oldalon

kanonikusan, azaz gyakorlatilag ugyanazon fő mechanizmussal és molekulák részvételével valósul meg

a jel leadása, addig a posztszinaptikus oldalon diverz receptorok képesek a jel fogadására. Mind a

preszinapszis, mind a posztszinapszis esetében bonyolult fehérjehálózatok vesznek részt az információ

tovább́ıtásában [7]. A szinaptikus információátadás összetettségéhez hozzájárul, hogy a szinapszis

feléṕıtése jelentősen módosul a különböző ingerek, folyamatok (pl. tanulás) során és a szinapszis

feléṕıtése sejt, inter- és intramolekuláris szinten is dinamikusan változik [3].

2.1.2 A posztszinapszis jellemzői, a posztszinaptikus denzitás

Az elmúlt évtizedekben számos nagyskálás ḱısérletet végeztek a PS fehérje-összetételének meghatározására,

elsődlegesen a PSD fehérjéinek azonośıtására fókuszálva. Ezen vizsgálatok eredményei eltérő számú
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1. ábra A központi idegrendszer szerveződési szintjei és komplexitása Bal: a különböző agyi régiók eltérő

fehérje összetételt mutatnak. Középen: a szinapszisok axon-axon és dendrit-dendrit között is létrejöhetnek.

Jobb: a posztszinapszis összetett fehérje hálózata

fehérjét mutattak ki: összesen ∼2 000 fehérjére mondhatjuk, hogy a tágan értelmezett PS proteom

része, amiből ∼800 fehérje esetén van egyetértés az eredmények között [8]. A PS proteomban a fehérjék

elenyésző százaléka található monomer formában, a nagy részük komplexekbe szerveződik (ld. 2.3.2.

fejezet). Eddig több, mint 220 szupramolekuláris komplexet azonośıtottak, amelyek olyan makro-

molekuláris összeszerelődések [5], amelyek több komplexből épülnek fel. Az elmúlt évtized tudományos

eredményei (ld. krio-elektron mikroszkóp, 2.2.3. fejezet) nagyban felgyorśıtották a komplex szerkezetek

vizsgálatát, azonban a feltételezett komplexeknek csak kis hányadát ismerjük csak [9]. A posztszinap-

tikus neuronon belül jól elkülöńıthető a posztszinaptikus denzitás, mely egy elektronmikroszkóppal

is megfigyelhető, nagy sűrűségű, félig membránhoz kötött struktúra, jellegzetes felismerhető képét a

fehérjék nagy koncentrációja adja [3]. A PSD-ben legalább 800 különböző fehérje található meg [10].

Egy PSD átlagos tömege 1 gDa, ami körülbelül 10 000 fehérjemolekulának feleltethető meg [6]. Az

egyes fehérjék koncentrációja is jelentős eltérést mutat, a leggyakrabban előforduló fehérjék a PSD-95

(∼300 kópia), a SynGAP (∼360 kópia), a CAMKII (∼800-4 000 kópia) [6, 11]. A neuronon belül

az eltérő fehérje expressziós szintek mellett fontos megemĺıteni, hogy a különböző agyi területek neu-

ronjaiban található PSD-k heterogenitása is jelentősen eltér. Például a neocortex és a hippokampusz

részekben megtalálható neuronok PSD-je jelentős diverzitást mutat a fehérjék összetételét tekintve, mı́g

az agytörzs a skála ellentétes pólusán található. Marker fehérjék seǵıtségével egerekben kimutatták,

hogy a PSD összetétele az életciklus során is változást mutat [12]. A fehérjék előfordulása ezen felül

különböző fajokban is mutat eltéréseket, például egerek esetében a több jelátviteli útvonallal is kap-
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csolatba lépő, nagy komplexekké összeszerelődni képes PSD scaffold fehérjék előfordulása gyakoribb,

mint a humán minták esetében [10]. Érdekes viszont, hogy a szinaptikus fehérje családok előfordulása

evolúciósan jelentősen konzervált, már az egysejtű organizmusokban is megtalálhatóak a funkcionális

szempontból legmarkánsabban jellemző csoportok [5]. A serkentő szinapszisokban a PSD laminárisan

erőteljesen struktúrált organizáció. Három fő részre osztható a szerkezete (1. ábra).

1.2.3.• ioncsatornák, receptorok és sejt adhéziós molekulák. A réteg feladata alapvetően a preszinaptikus

információ fogadása.

• MAGUK állvány fehérjék és stargazin. Ez a réteg összeköti a receptorokat a PSD többi részével,

egy “állványzatot” létrehozva, aminek seǵıtségével más fehérjék fizikailag képesek közel kerülni

egymáshoz.

• enzimek, másodlagos scaffodok, citoszkeletális fehérjék és azokkal asszociált fehérjék

A gátló szinapszisok esetében is kimutattak már egy, a PSD-hez hasonló struktúrát [13]. Az utóbbi

évek modern mikroszkópos eljárásainak fejlődése lehetővé tette, hogy a PSD planáris elrendeződését

is megfigyeljék, ahol a fehérjék nanoklaszterekbe vagy más néven nanodoménekbe rendeződnek [1]. A

PSD-t alkotó funkcionális egységek (komplexek) direkt kölcsönhatások révén vagy scaffold molekulákon

keresztül megvalóśıtott kapcsolódásokkal alakulnak ki. A funkcióval összefüggő megfelelő lokalizáció

érdekében a komplexek membránhoz horganyozva vagy citoszkeletális elemekhez kötve is jelen lehetnek

[6]. Funkció szempontjából a legnagyobb számban expresszált fehérjék a citoszkeletont alkotó fehérjék

(12%), regulátor fehérjék és kinázok (11%), GTPázok (8%), sejtadhéziós molekulák (7%), metabo-

lizmushoz köthető fehérjék (7%), receptorok és ioncsatornák (6%) és a már emĺıtett állvány fehérjék

(6%) [6]. Az állványfehérjék különösen fontos szerepet töltenek be a PSD működésében. Jellemzően

számos kölcsönhatás kialaḱıtására alkalmas doménnel rendelkezhetnek, amelyek seǵıtségével egyszerre

több fehérjéhez kapcsolódhatnak [10, 14].

2.2 A fehérjék funkcionális és szerkezeti sajátosságai

2.2.1 A fehérjék feltekeredése

A fehérjék jelentik a fő végrehajtó elemeket a molekulák, a sejtek és az organizmusok szintjén is [15].

A legtöbb fehérje úgy alakult ki, hogy képes legyen a környezetében lévő többi molekulával (DNS-sel,

RNS-sel, másik fehérjével stb.) kapcsolatba lépni [15]. A fehérjék egyszerű láncként szintetizálódnak

a húszféle, természetben is előforduló aminosav egymás után fűződésével, azonban funkciójuk betöltésé-

hez szükséges megfelelő háromdimenziós szerkezet kialakulása [15, 16]. Anfinsen már a 20. század

közepén bizonýıtotta, hogy a szerkezet felvételéhez szükséges információt az aminosavak sorrendje

önmagában hordozza és meghatározza, és ez a szerkezet pedig nélkülözhetetlen a fehérje funkciójának

ellátásához [17]. Csupán az aminosavak egymásutánisága azonban hatalmas teret enged a lehetséges
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2. ábra A globuláris fehérjék feltekeredésének energetikai térképe [19]. A fehérje a feltekeredése során egy

nagy energiájú állapotból jut el egy alacsonyabb energiájú állapotba. Bizonyos fehérjék esetén több alacsony

energiájú végállapot is létezik (rendezetlen fehérjék).

fehérje konformációk kialakulásához. Az Anfinsen-dogma után nem sokkal született Levinthal-paradoxon

(1969) szerint, ha egy 101 aminosav hosszú fehérjelánc minden aminosav párja 10 konformációban for-

dulhat elő, és minden konformáció felvétele 10-13 másodperc, akkor is egyetlen fehérje feltekeredéséhez

hosszabb időre (1027 év) lenne szükség, mint amennyi ideje az egész univerzumunk létezik (∼13 x1012

év) [18]. Ebből következően a fehérjék felgombolyodása (“folding”, “feltekeredés”) nem lehet egy tel-

jesen véletlenszerű folyamat eredménye. Az elméletben szinte végtelen konformációs lehetőség közül

a természetben azok fordulnak elő, amelyek termodinamikailag a leginkább stabilak. A termodi-

namikailag stabil állapotokra alacsony szabad energia és entrópia jellemző - ebben az állapotban van a

fehérje a nat́ıv szerkezetében [16]. A különböző fehérjék esetében a nat́ıv konformáció felvétele eltérő

módon valósul meg, sokszor köztes, lokálisan alacsonyabb energiaállapotú tranziens pontok érintésén

keresztül, többféle útvonalon keresztül is lejátszódhat (2. ábra)[15, 16].

A fehérjék nagyobbik része meghatározott szerkezettel rendelkezik, azonban ez nem jelenti azt, hogy

szerkezetük rigid, konformációs flexibilitás jellemzi őket. Emellett a nat́ıv és a szerkezet nélküli

állapotuk közötti kis energia különbség lehetővé teszi a fehérjék szükséges flexibilitásának biztośıtását.

A fehérjék stabilitása (a nat́ıv konformáció megtartására való hajlandóság) nem egyforma az egész

szerkezetben, stabilabb és kevésbé stabil szakaszok felváltva is előfordulhatnak egy-egy fehérjén belül

[15]. Emellett a fehérje feltekeredési egységek a fehérje élettartama során fel- és letekerednek, ebből

következően a fehérjék nem kétállapotúak, hanem többállapotúak. A feltekeredési folyamat azonban

egy bonyolult, és akár veszélyes folyamat [20]. Habár a nem megfelelően feltekeredett fehérjék továbbra

is funkcióképesek lehetnek, ám megbonthatják a sejtek normális működését, például aggregátumokat
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képezve felhalmozódhatnak. A nem megfelelő fehérje feltekeredés több száz betegség kiváltója lehet

[21], különösen gyakori neuronális megbetegedések során (ld. 2.4.3 fejezet), pl. a Lewey-testes demen-

cia esetében az MRI-felvételeken sokszor szabad szemmel is láthatóak az ún. Lewey-féle zárványok,

melyek alfa-szinuklein és ubikvitin aggregátumok.

A fehérje feltekeredési probléma megoldása a modern molekuláris biológia egyik legnagyobb kih́ıvása.

Számos ḱısérletes (ld. 2.2.3. fejezet és 2.2.4. fejezet) és számı́tógépes módszer létezik a fehérje szerke-

zetek meghatározására. Az elmúlt években több tudományos fejlesztés seǵıtette, hogy közelebb kerül-

jünk a probléma megoldásához, azonban fontos kiemelni, hogy ezek mindig egy adott fehérje (komplex)

szerkezetének megoldását jelentik, a feltekeredés általános biofizikai törvényeken alapuló léırása nélkül.

Kı́sérletes területen a krio-elektronmikroszkópia (Kémiai Nobel-d́ıj, 2017) jelent áttörést a nagyobb

fehérje komplexek meghatározására (ld. 2.2.3. fejezet), mı́g számı́tásos területen az AlphaFold2 (2020),

megjelenése jelentett egy-egy mérföldkövet (ld. 2.2.4. fejezet)[22].

2.2.2 A fehérjék szerkezete

A fehérjék szerkezeti szempontból többféle szinten definiálhatók, és a különböző szerveződési szin-

teket más stabilizáló erők befolyásolják: A polipeptid láncon belül az egymást követő aminosavak

között kialakuló kovalens kötések határozzák meg a fehérjék elsődleges szerkezetét. Ezt a kapcso-

lódást peptidkötésnek nevezzük, ilyenkor egy aminosav karboxilcsoportja és a szomszédos aminosav

aminocsoportja lép kölcsönhatásba, miközben v́ız lép ki (ebből fakadóan nevezzük a fehérjében levő

aminosavakat reziduumnak is, mivel a kölcsönhatás után az eredeti aminosav egy darabja szerepel már

csak a fehérjében). A másodlagos szerkezet az aminosavak közötti hidrogén-h́ıd kötések eredményeként

létrejött lokálisan stabil szerkezet. Alapvetően két prominens osztálya létezik az α-hélix és a β-redő

[16]. A lokálisan stabil másodlagos szerkezetek kapcsolatba léphetnek egymással, ı́gy létrehozva a

fehérjék harmadlagos szerkezetét, amit a hidrofób kölcsönhatások vezérelnek. A hidrofób kölcsönhatás

a legdominánsabb erő a fehérjék feltekeredésének szempontjából (még ha önmagában relat́ıv gyenge

kölcsönhatás is). A harmadlagos szerkezet kialakulását seǵıtik továbbá elektrosztatikus és Van der

Waals-féle erők is. A fehérjék negyedleges szerkezete az a nat́ıv konformáció, amelyben a szerkezet

ellátja a biológiai funkcióját. Számos fehérje esetében ez azt jelenti, hogy több alegységből álló

oligomerek jönnek létre, azonos, vagy más fehérjékkel együttműködve [15]. A fehérjeszerkezeteket egy

olyan polipeptid láncként is léırhatjuk, ahol a másodlagos szerkezeti elemek követik egymást, amiket az

egyik csoportba (α, β) sem sorolható random coil szegmensek kötnek össze. Ezek bizonyos mintázatot

mutatnak, amelyek visszatérnek a láncban, vagy akár különböző fehérjékben. Ezek a mintázatok szu-

permásodlagos szerkezeteket hoznak létre, ahol legalább két másodlagos szerkezeti elem összekapcso-

lódik (pl. β-α-β-loop)[16]. A fehérjék szerkezetének a fenti kategóriákba csak részben illeszthető, de

fontos egységei az úgynevezett domének. A domén defińıciója nem egységes, a dolgozatban úgy te-
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kintettem, hogy ezek önálló feltekeredésre (más szóval foldingra) képes, autonóm, funkcióval rendelkező

fehérje egységek. A domén a fehérjék éṕıtőkockái: a legegyszerűbb fehérjék csupán egyetlen doménből

állnak, de a domének ismétlődhetnek a fehérjén belül, és különböző fehérjékben is megjelenhet ugyanaz

a domén [6].

2.2.2.1 A coiled-coil szerkezeti elem

A coiled-coilok az elsők között felfedezett szupermásodlagos szerkezeti elemek, ahol két vagy több α-

hélix alkot spirált egymással úgy, hogy maximalizálják a hidrofób kontaktusok kialakulását a két lánc

között [23]. A különböző organizmusokban gyakran fordulnak elő, általában a különböző proteomok 3-

10%-át teszik ki [24, 25]. A coiled-coil helikális szerkezetének kialakulásához egy speciális, hét aminosav

hosszú mintázatra van szükség, amely egymás után többször megismétlődik: ez a HPPHPPP, ahol a

H hidrofób, P pedig poláris aminosavakat jelent [23]. Az egyes poźıciókat a heptádban meghatározott

karakterekkel jelölik [26, 27] , ahol az ‘a’ és a ‘d’ poźıcióban lévő aminosavak általában hidrofóbok,

mı́g az ’e’ és ’g’ poźıció a polárisak, mı́g a maradék három aminosav hozzáférhető a v́ız számára -

ı́gy kiadva a heptád hét poźıcióját: ‘abcdefg’ (3. ábra). A Peptid Velcro (1993) hipotézis szerint a

coiled-coil szerkezet kialakulásához három feltételnek kell teljesülnie

1. Az ‘a’ és ‘d’ poźıciókban hidrofób aminosavak, amelyek hidrofób és van der Waals kötések révén

stabilizálják a szerkezetet

2. Az ‘e’ és ‘g’ poźıciókban töltött aminosavak helyezkednek el, amelyek hélixek közötti elektroszta-

tikus kölcsönhatásokat biztośıtják többi poźıcióban pedig hidrofil aminosavaknak kell lenniük,

mivel a coiled-coil szerkezet ezen része van kitéve a v́ızzel való érintkezésnek [24].

A coiled-coilban található ismétlések száma kettőtől - extrém esetben a kétszázig is terjedhet [24], a

természetben a kettő és hat közötti heptád a legelterjedtebb [25]. Azt feltételezik, hogy a szerkezet ki-

alakulásában a fentieken ḱıvül kulcsszerepe lehet egy trigger szekvenciának nevezett szakasznak is. Ez a

rövid szekvenciarészlet kódolhat olyan önálló feltekeredésre képes egységet, ami leszűḱıti a feltekeredés

terét és coiled-coil szerkezet felvételéhez seǵıti a fehérje következő részét [24]. A coiled-coilok között a

leggyakoribbak a két vagy három hélixből kialakuló szerkezetek, de magasabb szintű összerendeződés

is lehetséges [28]. Attól függően, hogy hány hélix kapcsolódik a coiled-coilban, megkülönböztethe-

tünk különböző oligomerizációs állapotokat. Az oligomerizációs állapotot ‘a’, ‘d’, ‘e’ és ‘g’ poźıcióban

lévő aminosavak határozzák meg. A H/P mintázatot megváltoztatva különböző oligomerizációs állapo-

tok érhetőek el [27]. Például, ha az ‘a’ poźıcióban izoleucin és a ‘d’ poźıcióban leucin van, akkor egy

dimer fog kialakulni, ennek ellenkezője tetramer coiled-coil kialakulásához vezet [29].

A láncok minden oligomerizációs állapot esetében parallel és antiparallel orientációban is előfordulhat-

nak [26]. A láncok származhatnak azonos fehérjékből is, ilyen esetben homooligomerekről beszélhetünk,

vagy különböző fehérje láncokból, amiket heterooligomereknek nevezünk [25]. Bizonyos esetekben a
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3. ábra A coiled-coilok szerkezeti feléṕıtése Felül: A coiled-coil alapja a heptád ismétlés (‘abcdefg’) ahol

HPPHPPP aminosavak követik egymást (H: hidrofób, P: poláris) Az ‘a’ és ‘d’ poźıcióban hidrofób aminosavak

(rózsasźın), a ’g’ és ‘e’ poziciokban töltött (sárga) többi poźıcióban hidrofilek (kék) A coiled-coil magját a

hidrofób és elektrosztatikus kölcsönhatások tartják össze (magát a hélixet a hidrogénhidak) Alul: A coiled-

coil-ok különböző oligomerizációs állapotokban fordulhatnak elő - dimer, trimer, tetramer stb.

coiled-coil egy fehérjén belüli két hélixből is összeállhat. Léteznek úgynevezett nem kanonikus coiled-

coil formák is. Ezekben az esetekben a hélix alapját nem a heptád-ismétlés képezi [23]. Giardia lamblia

esetében felfedeztek olyan citoszkeleton asszociált fehérjéket, amelyekben a heptád ismétlődések közé

beékelődnek nem kanonikus formák (24, 25 és 26 aminosavat tartalmazó ismétlődésekkel) is, ami hosz-

szabb szerkezeti mot́ıvumok kialakulásához vezetett [30]. Nagy általánosságban azonban elmondható,

hogy a coiled-coilok hossza és az elsődleges szerkezete jelentősen konzervált [25].

A coiled-coilok szerkezeti diverzitása, változatos funkciók megjelenésében érhető tetten [29]. Gyakran

előfordulnak motorfehérjékben, transzkripciós faktorokban és receptorokban is. Az egyik legjobban

ismert, jól karakterizált funkciója a leucin cipzár létrehozása, ami számos fontos DNS-kötő fehérjében

megtalálható [29]. Ilyenkor a hidrofób kölcsönhatást előseǵıtő leggyakoribb aminosav mindkét láncban

a leucin, amelyek cipzárszerűen tartják össze a kettős spirált. A coiled-coilok hossza nagyon változó. A

hosszabb coiled-coilok rigid szálakat hoznak létre, mint például a keratin vagy miozin, ami lehetőséget

ad olyan felületek létrehozására, ami nagyobb szerkezeti komplexek kialakulását szolgálja, mint például

az extracelluláris mátrix vagy a citoszkeleton hálózata [29]. Távoli régiók összekapcsolásában is szere-

pet játszanak, amikor molekuláris távtartónak is szokták őket nevezni (előfordulnak lipoproteinekben

vagy például a kinetokorok esetében) [25]. Egy másik érdekes coiled-coil funkció, hogy molekuláris

vonalzóként működnek a sejteken belül [25]. A rövidebb coiled-coilokat tartalmazó fehérjék jóval

flexibilisebbek és olyan funkciókat látnak el, mint az oligomerizáció előseǵıtése, szignáltranszukció
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vagy kis molekulák transzportja [26].

2.2.2.2 Rendezetlen fehérjék

A tradicionális szerkezeti biológia számára “láthatatlan” régiók teszik ki a humán proteom nagyjából

harmadát [31], amelyek jól meghatározható, 3D szerkezet nélküli szakaszok. Ezeket az úgynevezett

rendezetlen részeket diverz konformációs állapotok jellemzik, mivel nincsen egyetlen jól meghatározott

alacsony energiájú állapotuk, ellentétben a rendezett fehérjékkel (2. ábra). Ezen régiók szekvenciális

jellemzői, hogy alacsony hidrofóbicitású, ugyanakkor magas nettó töltöttségű aminosavakból állnak

[32]. Korábban ezekre a régiókra funkció nélküli távtartóként tekintettek [33], azonban az elmúlt

húsz évben egyre több funkciót tárśıtottak hozzájuk, ami szekvencia-szerkezet-funkció paradigma

felülb́ırálatát eredményezte [34]. Szerkezeti szempontból a fehérjéket teljesen rendezett, rendezetlen

régiókat tartalmazó (Intrisnically Disordered Region, IDR) és teljesen rendezetlenként (Intrisically Dis-

ordered Protein, IDP) ı́rhatjuk le. Egy friss tanulmány szerint a humán proteom 49%-a teljesen ren-

dezett, a fehérjék 19%-ban vannak IDR-ek és a fehérjék 32%-a IDP [32]. Ezen régiók változékonysága

abban is megmutatkozik, hogy képesek akár rendezetlen-rendezett tranźıcióra is [33], illetve bizonyos

állapotok közötti gyors konverzióra is, amely a fehérje szakasz hozzáférhetőségét befolyásolja [31].

A szerkezetbeli lazább megkötések miatt gyorsabban evolválódnak, mint a globuláris domének [33].

A rendezetlen, illetve IDR-eket tartalmazó fehérjék többféle osztályozása létezik szerkezeti, illetve

funkcionális hasonlóságok alapján. A következőkben egy fontos csoportot emelnék ki, ahol fontos

szerepe van az előbb emĺıtett szerkezeti jellemzőknek.

2.2.2.2.1 Lineáris mot́ıvumok

A rövid lineáris mot́ıvumok (Short Linear Motif, SLiM) 3-10 hosszúságú szakaszok. Fontos funkcionális

egységek a fehérjéken belül, ahol a funkció betöltéséhez egy partner doménnel való kölcsönhatás

szükséges [33]. Sok esetben több kópiában fordulnak elő az adott fehérjében [35]. A SLiMek legtöbbször

IDR-en belül alakulnak ki, és erősen konzerváltak. Ez a tulajdonságuk, ami legjobban seǵıti az

azonośıtásukat, amı́g a rendezetlen rész evolúciós szempontból igen változékony (ld. 2.2.2.2. fejezet), a

benne levő pár aminosavnyi mot́ıvum szigetszerűen kiemelkedik amikor a konzerváltságot vizsgáljuk.

Rövidségük alkalmassá teszi őket, hogy egy rendezetlen részben de novo képesek mutálódni. Mivel

rövidek, ha változik a partner domén, könnyen vele változnak, képesek a konvergens evolúcióra. Ala-

csony affinitás és tranziens kölcsönhatás kialaḱıtása jellemző rájuk. Ezt a tulajdonságot tudják ki-

használni különböző patogének, amik mintegy “lemásolják” a mot́ıvumot és egy magasabb affinitású

verzióval felülkompetálják a sejten belüli kölcsönhatásokat. Számos mot́ıvum-domén párt már a

posztszinapszis esetében is azonośıtottak. Ilyenek a foszfotirozin mot́ıvumok kölcsönhatása az SH2

doménekkel, C-terminális mot́ıvum - PDZ domén párok vagy a PxxP mot́ıvumok kapcsolódása SH3

doménekhez [33].
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2.2.3 A fehérjék szerkezetének és funkciójának összefüggése

A molekuláris biológia egyik legfontosabb célja a fehérjék funkciójának megismerése. A fehérje funkció

megismeréséhez szükséges, de nem elégséges feltétel a fehérje szerkezetének ismerete, mivel a szerkezeti

információ csak bizonyos szintig nyújt információt a fehérjék sejten belüli szerepéről [36]. Emellett,

mint ahogyan azt az előző fejezetben is bemutattam, nem csak a szerkezet, hanem a
”
szerkezetnélküli-

ség” is rendḱıvül fontos funkciókkal b́ır. Az IDR-ekre vagy IDP-kre szoktak
”
dark proteom”-ként

(láthatatlan proteomként) is hivatkozni, amely elnevezés onnan származik, hogy a klasszikus szerke-

zetmeghatározási technika (röntgenkrisztallográfia) számára nem láthatóak ezek a régiók/fehérjék

[37]. A röntgenkrisztallográfia mellett más módszerek is rendelkezésre állnak a fehérjék szerkezetének

meghatározására. Ezek részletes ismertetésétől a dolgozatom terjedelmi korlátai miatt eltekintek, azon-

ban a három meghatározó nagy felbontó képességű (atomi szint) eljárást előnyeikkel és limitációikkal

áttekintem a 1. táblázatban (ezen technikákat megemĺıtem még a 3.3. fejezetben az interakciók

meghatározási lehetőségeinél is). A fehérjék szerkezetének meghatározása bármely ḱısérletes technika

esetén is egy rendḱıvül bonyolult, többlépcsős, erőforrásigényes feladat, és kivétel nélkül igen költséges

műszereket igényelnek. Ezek a ḱısérletek azonban nem kiválthatóak más technikákkal az általuk feltárt

szerkezeti információ részletessége miatt.

A fehérjék szerkezet-funkció összefüggéseinek ismerete további elemzésekre ad lehetőséget.

Általánosságban elmondható, hogy a hasonló szerkezetű fehérjék hasonló funkciókat látnak el, például

számos membránpórust képező fehérjében találunk β-hordó szerkezetet [38]. A szerkezeti hasonlóságot

lokális, illetve globális szinten vizsgálhatjuk két fehérje között. Lokális hasonlóság vizsgálatánál a

fehérjéket domének vagy annál is kisebb egységek szintjén hasonĺıtjuk össze. Abban az esetben, ha itt

találunk egyezést, pl. adott aminosavak egy bizonyos akt́ıv helyre vagy partnerkötő régióra jellemző

térbeli elrendeződésében, az hasonló funkcióra utalhat. Fontos, hogy az ilyen jellegű hasonlóság nem

feltétlenül jelent evolúciós rokonságot, mivel a funkcionális helyek egymástól függetlenül is megje-

lenhetnek különböző ősöktől származó fehérjékben is. Globális szerkezeti hasonlóság esetén domének

szintjén hasonĺıtjuk össze a fehérjéket, ami már biztosabban mutathat evolúciós hasonlóságot. Ez azon-

ban nem feltétlenül fog nagymértékű szekvenciális hasonlóságban is megmutatkozni, mivel a fehérje

foldok sokszor akkor is megmaradnak, amikor a szekvencia hasonlóság már nagymértékben megszűnik

(azonban kivételek is ismertek) [36]. A szerkezet mellett az aminosavszekvencia - amely egyszerűbben

hozzáférhető - is számos információval szolgálhat, azonban ezek az adatok nem rendelkeznek hasonló

robosztusságal, mivel a fehérje szerkezet evolúciósan jelentősen konzerváltabb, mint maga a szekvencia

[39]. Ugyanakkor mivel a szekvenicális információ könnyebben hozzáférhető, számos bioinformatikai

módszer alapja a hasonló szekvenciák megtalálása, és ez a módszer többnyire alkalmas rá, hogy meg-

találjuk a hasonló szerkezetű (és funkciójú) fehérjéket is. Ez egy fontos lépés, hiszen a több százmillió

ismert fehérje egyedi ḱısérletes vizsgálata több szempontból is lehetetlen feladat, de ı́gy az újonnan
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felfedezett fehérjéknek homológia alapján könnyebben megtalálhatjuk a funkcióját.

1. táblázat A legfontosabb szerkezetmeghatározó eljárások és azok előnyei és limitációi

Technika Előny Limitáció Nobel-d́ıj

Röntgenkrisztal-

lográfia (X-ray)

Jól kidolgo-

zott protokollok,

megb́ızhatósági

metrikák

Hiányzó ren-

dezetlen régiók,

nem nat́ıv környezet,

kristályośıtás sikere

kérdéses

1962, May Perutz,

John kendrew

Mágneses magre-

zonancia spek-

troszkópia (NMR)

Strukturális flex-

ibilitás atomi fel-

bontással, több

időskálán vizsgálható

Méret limitáció,

izotóp jelölés

szükségessége,

mintakésźıtés sikere

kérdéses

2002, Kurt Wüthrich

Krio-

elektronmikroszkópia

(Krio-EM)

Nat́ıv állapot, nincs

méret limitáció

A másik két

módszerhez képest

alacsonyabb fel-

bontás

2017, Jacques Dubo-

chet, Joachim Frank

and Richard Hender-

son

2.2.4 Fehérjeszerkezet léırására használható számı́tógépes módszerek

A ḱısérletes módszerek mellett számos predikciós módszer áll rendelkezésre a fehérje szerkezetek becslésére,

amelyek fontos eszköztárat jelentenek ḱısérletek megtervezéséhez, vagy nagyskálás elemzésekhez. Az

első predikciós programok egyszerű statisztikai alapokon működtek, például a másodlagos szerkezetek

(α-hélix, β-redő ld. 2.2.2. fejezet) meghatározásra és az egyes aminosavak előfordulásának valósźınűsége

alapján voltak képesek becsülni a szerkezeti elemek helyét a szekvencián belül. A későbbiekben bonyo-

lultabb szerkezetek (például coiled-coil) és rendezetlen régiók becslésére is készültek programok. A

jelenleg az alkalmazott módszereknek két nagy csoportja van: (1) tisztán a fehérjék fizikokémiai

tulajdonságain és alapvető statisztikai módszereken alapuló eljárások, (2) a gépi tanuláson alapuló

módszerek. Bár a gépi tanulás alapú módszerek egyfajta fekete doboznak tekinthetőek (azaz nem értjük

pontosan, hogy milyen logikai döntések alapján hoznak döntést), a legtöbb területen mégis felülmúlják

a klasszikus algoritmusokat, mivel a tisztán biofizikai és biokémiai léırása ezeknek a rendszereknek nem

elég prećız. További gondot okoz a ḱısérletes módszerek korlátaival és az adatok esetleges pontatlan

interpretációjával átkerülő zaj mennyisége. A 2000-es évektől a fehérjék háromdimenziós szerkezeti

becslésére fejlesztett módszerek is egyre szélesebb körben kerültek felhasználásra. Ezeknek több

kategóriája létezik az alapján, hogy globális vagy lokális mintázatokat használnak fel a szerkezetek

feléṕıtése során. Globális modellezési eljárásokat akkor alkalmaznak, amikor valamilyen rokon fehérje
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szerkezet rendelkezésre áll, de ide sorolhatóak azok a módszerek is, amelyek ko-evolúciós mintázatok

alapján becsülnek térbeli kontaktusokat. Lokális modellezés esetében nem áll rendelkezésre rokon

fehérje, amelynek teljes szerkezetét fel lehet használni a modellezés során. Ilyekor egyes fragmensek

templát alapú modellezése és aztán a kapott darabok összeillesztése lehet a járható út. Az utóbbi

években a szerkezetbecslő eljárásokban is egyre jobban elterjedtek a gépi tanulás alapú módszerek.

2021-ben a DeepMind által fejlesztett deep learning eljárás, az AlphaFold2 eredménye hatalmas előrelé-

pést jelentett, mivel a korábbi ∼60%-ról 90% közelébe emelte a szerkezet becslés pontosságát monomer

globuláris fehérjék esetén [22]. A módszer fragmens alapú valamint koevolúciós megközeĺıtést kom-

binál, és többszörös szekvencia illesztéseket is felhasznál bemenetként. Mivel a fehérje feltekeredés és

a kölcsönhatások kialakulása ugyanazon biofizikai szabályok alapján megy végbe, kiegésźıtő lépésekkel

akár több fehérjéből álló, úgynevezett komplex szerkezeteken is nagy pontosságot képes elérni [40].

2.2.5 A poszttranszlációs módośıtások

Az élő sejtekben számos molekula együttes hatása révén marad fenn a sejtek integritása és valósul

meg a megfelelő funkciójuk. A fehérjék, mint a legfontosabb végrehajtó molekulák az aminosav sor-

rendjükben hordozzák biológiai funkciójukat, azonban számos olyan szabályozási mechanizmus létezik,

amely finomhangolja pontos működésüket [41]. Ennek a finomhangolásnak köszönhetően a humán

proteomban megtalálható körülbelül 20 000 fehérjéből gyakorlatilag több százezer különböző molekula

jöhet létre [42].

Az egyik gyakori szabályozási mód az alternat́ıv splicing, ami azt jelenti, hogy az mRNS érése során

az exonok különböző kombinációkban maradhatnak bent a leford́ıtandó régióban, ı́gy a fehérje egy

módośıtott szekvenciával jön létre. A kivágódó rész miatt a fehérje például másik sejt kompart-

mentbe juthat be, és ott fejti ki a hatását. Egy másik gyakori szabályozási mód a poszttranszlációs

módośıtás (Post Translational Modification, PTM), ami bizonyos esetekben visszaford́ıtható folyamat

[41] és egyes esetekben szorosan kötődik a lineáris mot́ıvumok speciális alosztályaihoz. A PTM-ek

fontos szerepét hangsúlyozza az a megfigyelés, hogy majdnem minden fehérje esetében kimutattak le-

galább egy poszttranszlációs módośıtást [43]. A PTM a transzláció után valósul meg, és leggyakrabban

egyes aminosavak kémiai módośıtását, pl. funkciós csoport hozzáadását jelenti. Azonban előfordulhat

még az aminosav sorrend módosulása is pl. más peptidekkel vagy fehérjékkel való konjugáció vagy a

fehérje splicing révén. Funkciójukat tekintve modulálják a fehérjék aktivitását, makromolekuláris in-

terakcióikat, celluláris lokalizációjukat és számos fundamentális molekuláris folyamatban vesznek részt

[41]. A fehérje kölcsönhatási preferenciáit egyrészről indirekt módon, a fehérje globális konformációs

változásának előidézésével befolyásolhatják, másrészt sok esetben közvetlenül hatnak a molekuláris

felismerésben részt vevő régiók elektrosztatikus vagy egyéb lokális strukturális jellemzőire [42].

A PTM-ek reverzibilis kovalens módośıtásának protot́ıpusa az aminosavak foszforilációja. Ennek során
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a módośıtás hatására egy többlet negat́ıv töltés jelenik meg a fehérjén, ami befolyásolja, hogy az

adott fehérje milyen más molekulákkal tud kölcsönhatásba lépni. Mivel a foszforiláció reverzibilis, ezt

egy kapcsolónak is tekinthetjük, ami bizonyos kölcsönhatásokat ki-be tud kapcsolni. A posztszinap-

szisban nagyon fontos szerepet játszik a foszforiláció, amely kombinatorikus módon tudja finomhan-

golni a különböző interakciókat [43]. A foszforiláción túl azonban több, mint 200 [42], más források

alapján több, mint 400 PTM ismert [43], amelyek közül a legfontosabb módośıtások az 2. táblázatban

láthatóak. A különböző módośıtásokért eltérő enzimatikus funkciójú fehérjék felelősek [43]. Bizonyos

PTM-ek esetén az enzimek csupán egyetlen csoportot helyeznek az aminosavakra, mı́g más esetben

ugyanazon az aminosavon több módośıtó csoport kapcsolása is megtörténhet (például az ubikvitináció

esetében) [44]. A módośıtások önmagukban, de akár kombinációban is értelmezhetőek [43]. Utóbbira a

legismertebb példa a hisztonok módośıtása a transzkripció előseǵıtése céljából, ahol a hiszton fehérjék

módośıtásával (lizin acetiláció) befolyásolják a fehérje töltését, ami a DNS letekeredését eredményezi,

mı́g a foszforiláció, acetiláció és metiláció eredményeként a DNS át́ırásához szükséges fehérjék toborzása

történik. A két folyamat együttesen eredményezi a hatékony át́ıródást [41, 43].

2.3 Fehérje-fehérje kölcsönhatások

2.3.1 Fehérje kötés molekuláris háttere, komplexképződés

2.3.1.1 A fehérje kölcsönhatások kialakulásának feltételei

A fehérje interakciók legalább két fehérje fizikai kontaktusba lépését jelentik molekuláris dokkolás

révén, a létrejövő kapcsolat sejtekben vagy élő organizmusokban in vivo fordul elő [45]. Az interakció

révén kialakuló fizikai kölcsönhatás specifikus, valamilyen funkció ellátására evolválódik [45]. A sejte-

ket sokszor egy, néhány organellumot tartalmazó üres térként képzeljük el, azonban a valóságban

maga a sejt molekulárisan zsúfolt [46]. Ebben a hatalmas sűrűségben kell a fehérjéknek megtalálniuk

egymást a kölcsönhatások létrejöttéhez. A sejtes környezetben számos egymással versengő interakció

áll fenn, még ha ezek közül a legtöbb kötés csak nagyon gyenge kapcsolatot tud létrehozni a fehérjék

között. Azonban a kötés tényleges létrejöttének valósźınűségét nagyobb mértékben befolyásolja az

adott fehérjék térbeli és időbeli eloszlása (azaz, hogy egy időben és egy helyen jelenjenek meg), mint

a kötés erőssége. A tömeghatás törvénye kimondja, hogy a fehérje mennyiségét a komplexben a

koncentráció és az affinitás együttesen fogják meghatározni. Példaként, ha [A][B] és [A][C] komplex is

megvalósulhat, hiába kötődne az előbbi komplex nagyobb affinitással, ha [C] sokkal nagyobb mennyi-

ségben van jelen normál sejtes körülmények között, akkor az [A][B] komplex nem, vagy csak nagyon

kis mennyiségben fog létrejönni. Az egyes fehérje komplexek kialakulásnak dinamizmusa tehát függ

az azt alkotó fehérjék expressziójától (milyen mennyiségben termelődik), a degradációjától (milyen

mennyiségben bomlik le) és a lokalizációjától (azaz hogy ugyanabban a térrészben vannak-e jelen).

A kölcsönhatások megvalósulását azonban tovább árnyalhatják egyéb szabályozási mechanizmusok,
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śı
tá
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lá
ci
ó
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ió

A
ce
ti
lá
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ó,

fe
h
ér
je
-f
eh
ér
je
,

fe
h
ér
je
-l
ig
an

d
in
te
ra
kc
ió
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például a korábban emĺıtett poszttranszlációs módośıtások (ld. 2.2.5. fejezet), az alternat́ıv splicing

vagy a kofaktorok jelenléte.

2.3.1.2 A fehérje kölcsönhatások molekuláris alapja

A fehérje-fehérje kölcsönhatásokat ugyanazok az erők stabilizálják, amelyek a monomer fehérjék fel-

tekeredésében is szerepet játszanak. Ezek a viszonylag gyenge kölcsönhatások fogják összetartani úgy

a szerkezeteket, hogy a lehető legtöbb H-h́ıd kötés valósuljon meg, és hogy a felsźın a legkevésbé

nyújtson teret az oldószerek számára. Bizonyos kölcsönhatásban a résztvevő felsźınek molekuláris

léırásának egyik lehetséges módja az O-gyűrű elmélet: mutációs vizsgálatok alapján megállaṕıtották,

hogy léteznek ‘hot-spot’ aminosavak, illetve energetikailag kevésbé fontos aminosavak amelyek körbeve-

szik őket [46]. A kötésekben résztvevő aminosavak különböző modulokat (klasztereket) alkotnak

[46, 47], és a klasztereken belül számos interakció jön létre, mı́g a klaszterek közötti interakcióknak

sokkal kisebb a valósźınűsége. Ennek eredményeként egy teljes klaszter törlése a felületről a vártnál

kisebb szerkezeti és energetikai hatást fejthet ki, a klasztert alkotó egyedi mutációk addit́ıv értékeihez

képest. Mivel a hotspot reziduumok evolúciósan konzerváltak, az azonos régióhoz több kötő part-

nert megengedő fehérjék esetében a fehérjék hasonló klaszter kombinációkat fognak használni [46, 47].

A fehérje-fehérje kölcsönhatások kialakulásának termodinamikai alapja az, hogy a létrejövő komplex

alacsonyabb szabad energiával rendelkezik, mint a nem kötött formában lévő fehérje [46].

2.3.1.3 Fehérjék nat́ıv szerkezetének és interakcióik összefüggése

Az interakciók kialaḱıtásában többféle fehérjeszakasz is részt vehet: domének és rövidebb-hosszabb ren-

dezetlen szakaszok. Ezen régiókon belül a tényleges atomi kontaktust kialaḱıtó részek a fehérje felsźınén

találhatóak. A különböző interakciós lehetőségek közül a legtöbbet a domének révén kialaḱıtott

kötésekről tudunk. Az interakciós domének (ld. 2.2.2. fejezet) tipikusan 35-150 aminosav hosszúságúak.

A jelenleg ismert domének összesen több százezer bináris interakciót és ∼10 000 komplexet képesek

létrehozni [48, 49]. A doménekkel szemben a rendezetlen régiók funkcionális előnye, hogy a szerkezeti

flexibilitás miatt képesek több, extrém esetekben akár több száz partnerhez is kötődni [50]. A rövidebb

rendezetlen szakaszok, lineáris mot́ıvumok is számos interakció kialaḱıtásáért felelősek, azonban ezen

kapcsolatok általánosságban jóval kevésbé feltártak. Jelenlegi elképzelésünk szerint akár egymillió

ilyen interakció is előfordulhat eukarióta sejtekben, de ezek töredékét igazolták csak ḱısérletesen [48].

A különböző rendezetlen részek és a domének egymással különféle kombinációkban (domén-domén,

domén-rendezetlen, akár rendezetlen-rendezetlen [51]) képesek kölcsönhatásokat létrehozni. A nat́ıv

szerkezet a kötés során képes megváltozni - domének esetén a változás kisebb, mı́g rendezetlen fehérjék

esetében a flexibilis rész gyakran felvesz egy stabil szerkezetet. Ezen ḱıvül összetett, pl. több doménes

fehérjék esetében előfordulhatnak nagyobb léptékű, a szekvenciában távol eső részeket érintő szerkezeti

átrendeződések is.
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2.3.1.4 A fehérje kölcsönhatások t́ıpusai a molekuláris összetétel, affinitás és komplexek

életidejének függvényében

A fehérjéknek a v́ız által is hozzáférhető felsźıne az a rész, ahol képesek egymással közvetlen fizikai

kapcsolatokon keresztül kötni. Két fehérje kapcsolódását bináris kölcsönhatásnak nevezzük, az ilyen

kölcsönhatás eredménye egy dimer. A fehérje kölcsönhatásokat osztályozhatjuk a résztvevő fehérjék

alapján is, ahol két azonos fehérje esetén homodimer komplexről, mı́g két eltérő esetén heterodimerről

beszélünk. A kapcsolatban résztvevő fehérjék száma lehet magasabb is (trimer, tetramer, pentamer

stb., általánosságban: oligomer), ahol a kölcsönhatás megvalósulhat egy időben, vagy az alacsonyabb

oligomerizációjú komplexek összeszerelődésével is. Ezekben a komplexekben a fehérjék direkt és in-

direkt fizikai kapcsolatban állnak [52]. A direkt és indirekt kölcsönhatások meghatározására eltérő

ḱısérletes módszerek léteznek (ezeknek ḱısérletes meghatározását ld. 2.3.3. fejezet). Az élő szervezetek-

ben a fehérjék legnagyobb része oligomer formában van jelen. Ezt a szerveződési szintet nevezhetjük

a fehérjék negyedleges szerkezetének is (ld. 2.2.2. fejezet). E. coli esetében például az oligomer

formában előforduló szerkezeteket 75%-ra becsülik [15]. Több hipotézis is létezik arra, hogy a fehérjék

jelentős része miért oligomer formában fordul elő, az egyik valósźınű magyarázat, hogy a nagyobb

komplexek ellenállóbbak a denaturációval szemben és a monomer fehérjékkel szemben kisebb hidrofób

felsźınük van [46]. A fehérje-fehérje interakciók eltérő affinitással alakulnak ki (4. ábra). A spektrum

egyik végén a rövid életű, alacsony affinitású, tranziens interakciók vannak (ezek leggyakrabban rövid

lineáris mot́ıvumok), amelyeknél a kötés milliszekundumnyi idő alatt lejátszódik majd megszűnik, és

a kötés erőssége mikro- vagy millimoláris kJ/mol tartományba esik [46]. A spektrum másik oldalán a

“szorosabb” kölcsönhatások találhatóak (tipikusan domén-domén), amelyek felezési ideje a több órás

tartományba is eshet, és akár nano- vagy pikomoláris affinitással valósulnak meg. Általánosságban a

komplexek képződése többféle mechanizmus is szerint is létrejöhet.

1. Az egyik a kulcs-zár (lock-and-key) modell, ahol már előre “előkésźıtett” kötési felsźınek találkoznak

egymással. Ez a mechanizmus a ḱısérletesen megoldott szerkezetek felénél figyelhető meg és

elsősorban fehérje-ligand kötések kialakulását jellemzi. Alapvetően merev kötő partnereket feltételez,

de jelen tudásunk szerint bizonyos fokú dinamika - már csak a fehérjék általános mozgékonysága

miatt is - szerepet játszik ilyenkor is.

2. Egy másik mechanizmus az indukált illeszkedés (induced fit) modell, ahol a specifikus kötés

létrejöttéhez a fehérjének bizonyos konformációs változásokon kell keresztül mennie a kötődés

hatására.

3. A harmadik modell a fluktuációs fit (fluctuation fit) néven is ismert konformációs szelekció,

ezen elmélet szerint a reakcióba lépésre előkészülő fehérje több konformációs állapotban vár és a

legjobban illeszkedő lesz majd képes tényleges interakciót kialaḱıtani [46].
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4. ábra A fehérje interakciók t́ıpusai a kötések erőssége alapján A skála két végén a tranziens lineáris

mot́ıvumokkal megvalósuló gyenge és rövid ideig (millisec) tartó interakciók, mı́g a másik végén a stabil domén

domén interakciók hosszú felezési idővel (akár napok).

2.3.2 A fehérje-fehérje interakciók a sejt működésének alapjai: posztszinaptikus példák

A fehérjék kölcsönhatása alapvető fontosságú az élő rendszerekben végbemenő összes folyamatban. A

fehérjék legtöbbször nem monomer állapotban vannak jelen, hanem különféle kapcsolatokat alaḱıtanak

ki más molekulákkal, sokszor másik fehérjékkel is. Az ı́gy létrejött kölcsönhatások révén töltik be

funkciójukat, azaz, hogy enzimként, transzporterként vagy akár a sejt stabilizátorokként működjenek

[53, 54]. A fehérjék tényleges funkcionalitása azonban nem csak egy-egy komplex működésének eredmé-

nyeként jön létre. A tágabb molekuláris kontextust értelmezve a fehérjék bonyolult, egymással sok-

szor összefüggő és együttműködő fehérje-fehérje interakciós hálózatokat alkotnak. Az elemi fehérje a

komplex- (és hálózat)szintű jelenségek révén felelős az összetett biológiai funkciókért. Emellett fontos

megemĺıteni, hogy a fehérjék mellett számos más molekuláknak (pl. RNS-nek, lipideknek) is fontos

szerepe van. A következőben a fehérje interakciókon keresztül létrejövő funkciók közül mutatok be

néhány posztszinaptikus példát. Ezekben az esetekben az kölcsönhatásokon keresztül egész fehérje

gépezetek jönnek létre a feladatok ellátására.

(A) Funkció a fázisszeparációban

A fázisszeparáció viszonylag újonnan felfedezett jelenség, amelynek kiemelt szerepe lehet a posztszi-

napszisban. A folyadék-folyadék fázisszeparáció (liquid-liquid phase separation, LLPS) lényege, hogy

gyorsan változó, membrán nélküli szubcelluláris kompartmentek alakulnak ki, amelyekben lokálisan bi-

zonyos speciális fehérjék feldúsulnak. Ma már több fehérjét is ismerünk, amelyek részt vesznek ebben a

folyamatban, többek között a két legnagyobb mennyiségben előforduló posztszinaptikus állványfehérjét,

17

DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.001



a SynGAP-ot és a PSD-95-öt. A koncentrációfüggő fázistranźıció során a SynGAP fehérje homotrimer

coiled-coil-t képez, amelyhez több PSD-95 fehérje képes kapcsolódni. Ezt az kölcsönhatás implikálhatja,

hogyan alakulnak ki a nano méretű domének a PSD-ben, vagy arra is választ adhat, hogyan képesek

egymástól elkülönülni az egy dendrit részen megtalálható serkentő és gátló szinapszisokat kialaḱıtó

fehérjék (5. ábra, panel A)[55].

(B) Adapter vagy scaffold funkció

A 1.2. fejezetben már emĺıtésre került, hogy a posztszinaptikus denzitásban egy rendḱıvül fontos

fehérje osztályt képeznek a scaffold fehérjék. Az egyik legkiemelkedőbb és legfontosabb ilyen fehérje

a PSD-95. A PSD-95 az AMPA sejtfelsźıni receptorok kötésért felelős. Ez a receptor veszi fel a

preszinaptikus jeleket, és az első lépést jelenti az információ tovább́ıtásában a posztszinapszisban. A

PSD-95 a a PSD mélyebb rétegében is rendelkezik interakciós partnerrel, például a GKAP (SAPAP1)

fehérjével. A PSD-95-ben található C terminális GK domén a SAPAP-ok erősen konzervált RxxSYxxA

mot́ıvumával képes kölcsönhatásba lépni. Ez az interakció azonban csak abban az esetben valósulhat

meg, ha a SAPAP fehérjék foszforilálódnak, ugyanis a kölcsönhatás a PSD-95 GK doménjének kanoni-

kus foszfopeptid-kötő zsebén keresztül valósul meg. A SAPAP fehérjék a PSD-ben a Shank fehérjékkel

is kapcsolatban állnak, amelyek aztán az aktin citoszkeletonhoz horgonyozzák a komplexet. Abban

az esetben, ha a foszforiláció nem valósul meg, a hármas komplex (PSD-95-SAPAP-Shank) nem tud

összeállni. Ezen kölcsönhatások hiányának eredményeként a dendritek nem megfelelően stimuláció

hatására fognak kialakulni, ami gátolja a szinaptikus fejlődést (5. ábra, panel B)[56].

(C) A fehérjék lokalizációjában és szálĺıtásában betöltött funkció

Ahogy a sejtek komplexitása egyre nőtt az evolúciós fejlődés során, és ahogyan megindult a kompart-

mentalizáció, egyre fontosabbá vált a különböző molekulák megfelelő szubcelluláris lokalizációba való

szálĺıtása [49]. Ezek a folyamatok a már tárgyalt fehérje-fehérje kölcsönhatásokon ḱıvül fehérje-lipid

interakciókon keresztül valósulnak meg [49]. A serkentő szinapszisokban megtalálható egyik fontos re-

ceptor az NMDA, amely heteromer összeszerelődéssel jön létre az NR1, NR2 illetve NR3 alegységekből

[57]. Ezek a neuronok endoplazmatikus retikulumában keletkeznek, ami pedig a neuronok sejtestében

található. Innen kell eljutniuk egészen a dendritek végéig [58]. A receptorok szálĺıtását egy molekuláris

gépezet fogja végezni, amiben részt vesznek (i) adapter fehérjék (pl. LIN); (ii) szálĺıtásban résztvevő

fehérjék: (a) Kinesin motorfehérje (b) citoszkeletális hálózatot alkotó mikrotubulus fehérjék; (iii) scaf-

fold fehérjék pl. SAP102. A szinapszisok kialakulása során a NMDAR-t tartalmazó kargó, amelyet az

adapter fehérjék a motor fehérjéhez kötnek a citoszkeletális mikrotubulus rendszeren keresztül jutnak

majd a dendrit tüskékhez. A végleges PSD lokalizáció elnyeréséért a scaffold fehérjék felelnek. A

megnőtt neuronális aktivitás hatására több NMDAR fog kihelyeződni a membránba az emĺıtett folya-

mat révén, aminek eredményeként erősödik a kapcsolat a neuronok között. Ez a folyamat a memória

kialakulásának elemi része (5. ábra, panel C)[57].

18

DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.001



5. ábra A fehérjék interakcióival összefüggő funkciói három posztszinaptikus példán A: Funkció a fázis

szeparációban; B: Adapter vagy scaffold funkció; C: A fehérjék lokalizációjában és szálĺıtásában betöltött

funkció
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2.3.3 Kı́sérletes módszerek az interakciók meghatározására

A fehérje-fehérje interakciók kimutatására számos lehetőség van. A különböző technikák eltérő ada-

tokat szolgáltatnak a kölcsönhatásokról, emellett a megb́ızhatóságuk is eltérő egy-egy hipotézis megerő-

śıtésére (3. táblázat). A technológiák jellemzői alapján az alábbi táblázatban láthatóak a legfontosabb

ḱısérletes technikák, amelyek rendelkezésre állnak a fehérje interakciók meghatározására.

3. táblázat A fehérje-fehérje interakciók kimutatására szolgáló technikák, a módszerek t́ıpusa szerint csopor-

tośıtva

Direkt inter-

akciók

In vivo Alacsony

affinitású

interakciók is

Nagy

áteresztő-

képességű

Biofizikai

Fluoreszcencia polarizáció (FP) X

Felületi plazmon rezonancia (FPR) X

Mágneses magrezonancia spek-

troszkópia (NMR)

X X

Röntgenkrisztallográfia (X-ray) X X

Izotermális titrációs kalorimetria

(ITC)

X

Tömegspektrometria (MS) X X

Krio- elektronmikroszkópia (Krio-

EM)

X

Biokémiai

Förster-féle rezonáns energiaátadás

(FRET)

X

Biolumineszencia rezonancia ener-

gia transzfer (BRET)

X

GST-pull down X

Ko- immunoprecipitáció (coIP)

Genetikus

Fág prezentációs X X X X

Élesztő két hibrid (y2h) X X
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A fenti technikákból kiindulva kombinált eljárások is léteznek [49]. Különböző technikák állnak ren-

delkezésre bináris fehérje-fehérje interakciók meghatározására, illetve molekuláris komplexek azonośıtá-

sára [45]. A bináris interakciók meghatározására használható technikák a következők: mágneses magre-

zonancia spektroszkópia, röntgenkrisztallográfia, élesztő két hibrid, fág display. Ezekben az esetekben

a fehérjék közvetlen fizikai kontaktusait (bizonyos esetekben atomi szinten) teszteljük, ill. látjuk. A

tömegspektrometria, GTS-pull down és ko-immunoprecipitáció eljárások a komplexek és indirekt kap-

csolatok (ld. 2.3.1.4. fejezet) kimutatására használhatóak (6. ábra). Az egyik legfontosabb inter-

akciós adatbázis az IntAct (ld. 2.3.4. fejezet) alapján a legtöbb eredmény az élesztő-két-hibrid, illetve

a tömegspektrometriai eljárások valamelyikéből származik. Előbbi fehérje-fehérje interakciók, utóbbi

komplexek kimutatására alkalmas (ld. 2.3.1.4. fejezet).

6. ábra Az AMPA receptor- TARP komplex példája a direkt és indirekt interakciókra és a lehetséges ḱısérleti

technikák az interakciók kimutatására (PDB: 5VOV) A szerkezet egy hetero-octamer, amelyben az AMPA

receptor alegységek (A,B,C,D láncok) képezik a komplex magját. Hozzájuk asszociálnak a TARP fehérjék (E,

F, G, H láncok), amelyek egymással nem lépnek interakcióba

2.3.4 Interakciós adatbázisok és az interakciós adatok rendszerezésének alapjai

A nagy áteresztőképességű technikák elterjedésével és a ḱısérletesen meghatározott interakciók számának

exponenciális növekedésével egyre fontosabbá válik a kapott adatok megfelelő validálása, rendszerezése

és eltárolása [45]. A fehérje-fehérje interakciós adatbázisokban általában háromféle adat található meg:

• ḱısérletesen igazolt interakciók, amelyeket vagy kurátorok visznek be az adatbázisba, vagy közvetlenül

a ḱısérletek megvalóśıtásában résztvevő kutatók küldik be

• számı́tógépes módszerekkel becsült interakciók,
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illetve ezek egyeśıtése. Elsődleges adatbázisnak nevezzük azokat az adatszetteket, amelyek önmaguk

álĺıtják össze az interakciós adatokat és meta-adatbázisnak vagy másodlagosnak azokat, amik más

adatbázisok adatait integrálják egymásba [59]. Léteznek specifikus adatbázisok is, amik például

csak bizonyos fajokból származó adatokat gyűjtenek, vagy amik más tulajdonság alapján (például

fehérjefunkció) szűrnek. Az interakciós adatgyűjtés egy viszonylag bonyolult és komplex folyamat. Az

irodalomban elszórtan találhatóak meg az interakciós adatok és ezért sokszor algoritmusok seǵıtségével

(ún. text mining) gyűjtik össze a releváns publikációkat. A nyilvánvaló előnyök mellett azonban a

keresőmotorok tulajdonságai nagyban befolyásolhatják a keresés eredményét [59]. Az adatfeldolgozási

folyamat időtartamát és nehézségét az is jelentősen befolyásolja, hogy pontosan mely adatok kerülnek

rögźıtésre egy-egy publikációból. Ezek a kih́ıvások bizonyos módszerekkel megkönnýıthetőek. Az Inter-

national Molecular Exchange Consortium-ot (IMEX) azért hozták létre, hogy az interakciós adatokat

gyűjtő szervezetek számára kollaborációs lehetőséget biztośıtsanak [45]. Az alapvető törekvéseik közé

tartozik, hogy redundanciamentes és egyszerűen hozzáférhető adatkészleteket biztośıtanak a kutatók

számára. Ez több szempontból is lényeges. Egyrészt a kurációs munka bonyolultsága és időtartama

miatt érdemes az erőforrásokat hatékonyan elosztani. Egy másik fontos elképzelés közös kurációs

szabályok felálĺıtása, amelyhez minden társadatbázis tartja magát. Ez homogén kurációt és jobb

minőségű adatokat jelent [60]. Az interakciós adatokat gyűjtő akt́ıv tagok többek között a DIP

(https://dip.doe-mbi.ucla.edu/dip/Main.cgi), IntAct, Mint, MatrixDB, I2D és az InnateDB (forrás:

http://www.imexconsortium.org/about/) A fentiek mellett az IMEX konzorcium fontos elhatározása,

hogy az interakciós adatok tárolását közös formátumban valóśıtják meg [60]. A “The minimum infor-

mation required for reporting a molecular interaction experiment” (MIMIx) [61] olyan iránymutatást

tartalmazó léırás, ami egy molekuláris interakció léırásának minimális feltételeit szemlélteti. A ki-

nyerni ḱıván adatok több részre oszthatóak, ahol az elsődleges a vizsgálandó molekulával kapcsolatos

információk. Ez a legnagyobb adatvesztéssel járó folyamat, amikor a ḱısérletet léıró publikációt az

adatbázisba gyűjtik. Számos esetben a molekula pontos, egyértelmű azonośıtása nem lehetséges, mivel

a publikáció nem tartalmazza a gén nevét (és/vagy pontos azonośıtóját pl. a UniProt adatbázisból) és

az organizmust, amiből a fehérje származik. Kurátorok visszajelzéseit elemezve arra a következtetésre

jutottak, hogy a kurációs idő ∼70%-a a megfelelő azonośıtók megtalálásával telik. A másodlagos in-

formáció a molekula szerepe a ḱısérletben biológiai értelemben (pl. enzim vagy szubsztrát) és ḱısérletes

értelemben (pl. csali vagy préda), valamint hogy milyen fajban figyelték meg (de lehet in vitro is) és

hogy milyen ḱısérletes módszerrel határozták meg az interakciót, beleértve a résztvevő molekulák

azonośıtását is [61]. A különböző módszereket és léırásokat ontológiákba foglalták, ı́gy biztośıtva az

egységes léırást. Az IMEX konzorcium alapvetően a mély kurációt támogatja [60, 62], amelynek

lényege, hogy részletes információt adjon a kölcsönhatásokról, ḱısérletekről és körülményekről [62]

Ezen információk gyakran elengedhetetlenek az interakció kontextusának megértésében és a megfelelő
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megb́ızhatósági szint meghatározásában [60]. A MIMIx-en túl extra információt biztośıtanak a tech-

nikai részletek lehető legrészletesebb léırásával, a kötő régiók, fehérje tag-ek, illetve mutációk rögźıtésével.

Emellett funkcionális környezet is adnak, például a szubcelluláris lokalizáció megadásával [62]. Összessé-

gében az IntAct szintű mély annotáció végső célja többek között az információ olyan mélységű tárolása,

hogy ha egy kurátor már dolgozott egy publikáción, azt többet másnak ne kelljen elolvasnia.

2.4 A biológiai funkció megzavarása: mutációk és betegségek

2.4.1 Mutációk és kialakulásuk mechanizmusai

A replikáció az egyik legfontosabb funkció a sejtekben. Ez a folyamat elképesztően prećız, a mutációk

gyakorisága 10−10 mutáció/bázispár sejtosztódásonként [63]. Azonban nem teljesen hibátlan, és a

hibák hatására mutációk alakulhatnak ki. Abban az esetben, ha ezek a hibák cśırasejt-vonalban for-

dulnak elő, akkor azok az utódoknak és azok minden sejtjének is átadódnak [64, 65]. A legtöbb

mutáció azonban nem ekkor keletkezik, hanem a zigóta sejtekből kifejlődő sejtek életideje alatt, ezek

az ún. szomatikus mutációk. Ebből következően a posztzigótikus mutációk csak a sejtek egy bizonyos

populációját érintik, ellentétben a cśıravonal mutációkkal, ahol az összes sejt hordozza a variációt [65].

Mı́g a cśıravonal mutációk statikusnak tekinthetők, addig a szomatikus mutációk dinamikusan külső

és belső hatásokra megjelenhetnek az egymás utáni replikációk során. A mutációknak több osztálya

létezik az alapján, milyen hiba okozza, és hogy milyen következményekkel fog járni. A legegyszerűbb

eset az egypontos variáció (single nucleotide variation, SNV). Ezen mutációk gyakorisága 10−8 SNV

mutáció bázis páronként/generációnként. Emellett léteznek különböző struktúrális, nem egy pontra,

hanem hosszabb DNS szakaszokra kiterjedő elemek is: a copy number variation (CNV) 50 bp-nál hosz-

szabb duplikáció vagy deléció, az aneuploidiák (egy teljes kromoszóma megkettőződése vagy deléciója),

az indel-ek, amelyek rövid szakaszokra korlátozódnak [64, 66].

Megállaṕıtható a mutációk hatása, fenot́ıpusos megnyilvánulása egy spektrumon képzelhető el. Min-

den genetikai variáció mutációkból indul ki, a mutációk egy része negat́ıv következményeket hordoz

magával a sejtekre nézve, mı́g mások előnyt fognak biztośıtani, és a szelekciót pozit́ıvan befolyásolják

az evolúciós fejlődés során [64]. Lesznek tehát kifejezetten előnyös mutációk, amik a spektrum pozit́ıv

végén helyezkednek el, ezek szelekciós előnnyel fognak járni. Léteznek olyan mutációk is, amelyek bár

fenot́ıpusos változást okoznak, semleges hatásúak lesznek. Ezeket a köznyelvben is általában polimor-

fizmusnak nevezzük (pl. szemsźın). A spektrumon tovább haladva következnek a betegséget okozó

mutációk, amelyek fenot́ıpusos megnyilvánulása negat́ıvan érinti a sejtet. Ezek a mutációk eltérő

hatással lesznek a sejtekre (pl. laktóz intoleranciától kezdve a Huntington betegségig és tovább).

A cśıravonalbeli betegséget okozó mutációk általában egy gyengébb fenot́ıpust eredményeznek, ami

negat́ıvan befolyásolja az életminőséget, de nem végzetes. Ennek az az oka, hogy a cśıra vonalban meg-

jelenő, komoly funkcióvesztéses mutációk az esetek nagy részében az egyedfejlődés korai szakaszában
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kiszelektálódnak, ı́gy a populáció szintjén nem jelennek meg. A skála negat́ıv végén lesznek azok a

(leggyakrabban szomatikus, azaz szerzett) mutációk, amelyek az élettel összeegyeztethetetlen változást

okoznak.

2.4.2 Mutációk hatása a fehérje szerkezetekre

Annak függvényében, hogy a mutáció egy pontot érint vagy egy hosszabb szakaszt, eltérő hatással

lesz a fehérjére. Utóbbi esetben a változás olyan kiterjedésű DNS szakaszokat érinthet, hogy az egyedi

fehérjékre gyakorolt hatás nem értelmezhető. Ezért a következőkben csak az SNV-k hatását ḱıvánom

ismertetni. A DNS szintjén megvalósuló mutációk transzláció után különbözőképpen nyilvánulnak

meg. A genetikai kód degeneráltsága miatt számos nukleinsav szintű mutáció meg sem jelenik majd az

aminosavak szintjén. Azok azonban, amelyek a fehérjék szintjén is megmaradnak, missense mutációkat

vagy nonsense mutációkat hozhatnak létre. A nonsense mutáció egy korai stop kodon beépülését je-

lenti a szekvenciába, amely hatásának kiküszöbölésére már RNS szinten is léteznek folyamatok, amik

a hibás át́ıródás termékeit lebontják, például ilyen folyamat a nonsense-mediated decay [67]. Egyes

esetekben azonban ı́gy is létrejöhet a fehérje, ami azonban egy rövidebb, csonkolt formában fog szinte-

tizálódni. Ebben az esetben a fehérje nem fogja tudni felvenni a funkciójának betöltéséhez szükséges

szerkezet és/vagy az eredeti funkció betöltéséhez szükséges régiók - akár teljes funkcionális domének -

hiányozni fognak belőle. Erre a jelenségre az egyik legismertebb betegség a cisztás fibrózis, ahol a CTFR

csatorna nem megfelelő konformációja miatt a kloridionok (és a nátrium, illetve v́ız) nem képesek a

membránon keresztük való átjutásra, ami komoly szervi problémákat okoz, a nyák besűrűsödik, mely

további fertőzések kialakulásához vezet. A cisztás fibrózisban szenvedő betegek várható élettartama

kezelésekkel jelenleg átlagosan 30 és 40 év között várható. [68].

A missense mutációk esetében sokkal megengedőbb a szervezet. A betegséget okozó örökölt missense

mutációk (disease-causing germline mutations, DM) többsége a fehérje stabilitását befolyásolja, csupán

kis részük befolyásolhatja a kölcsönhatásokat [69]. Stabilitást csökkentő hatás lehet a hidrogénh́ıd

kötések elvesztése [69], vagy az eltemetett régiókban megváltozó aminosavak okozhatnak térbeli ütközé-

seket [70]. A DM-ek sokszor a negyedleges szerkezetet kialaḱıtásáért felelős kölcsönható felsźınre es-

nek [71]. Például a CAMKII fehérjének fontos szerepe van a szinapszisokban, különösen nagy kon-

centrációban fordul elő neuronális sejtekben és olyan fundamentális jelenségekhez kötötték funkcióját,

mint a memória kialakulása. Egy recessźıven öröklődő mutáció a fehérjében, a (His477Tyr) mutáció a

CAMKII dimerizációs felsźınére esik. Korábbi kutatások már kimutatták, hogy a fehérje dimerizációja

elengedhetetlen a fehérje szinaptikus lokalizációjához és a megfelelő szubsztrátok foszforilációjához. A

funkció vesztő mutáció a fehérjében közvetlenül felelős a súlyos betegség kialakulásáért [72].
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2.4.3 Rosszul feltekeredő fehérjékből következő neuronális betegségek

Az előbb emĺıtett példa mellett számos ismert és jelentős neuronális betegség hátterében a fehérje

misfolding áll (4. táblázat). A feltekeredés hibájának legnagyobb hatása a neurodegenerat́ıv betegségek

patomechanizmusa esetében mutatható ki. A nem megfelelően feltekeredett fehérjék aggregátumokat

képezve stressz- és neurotoxikus folyamatok révén negat́ıvan befolyásolják a kognit́ıv működést. A

fehérje misfolding hátterében örökletes mutációk és egyéb tényezők is állhatnak, például az öregedéssel

együtt járó megváltozott celluláris folyamatok. Pontos tudásunk ezen betegségek okairól és molekuláris

szintű lefolyásáról azonban - több évtizedes intenźıv kutatások ellenére - még nincsen [73, 74]. A

jelenlegi orvostudomány egyik nagy kih́ıvása a hibás folding eredményeként megjelenő fehérjék által

okozott tünetek csökkentése, esetlegesen a kórkép szinten tartása, visszaszoŕıtása. A farmakoterápiák

többsége a korai stádiumban csökkenthetik, sőt, lasśıthatják a betegség kialakulását, azonban vissza

nem ford́ıtják azokat.

4. táblázat Jelentősebb neurodegenrat́ıv betegségek és a legfontosabb/legtöbbet tanulmányozott aggregátumot

képző fehérjék, misfolding feltételezett oka [73]

Betegség Misfolded fehérje Feltételezett elsődleges ok

Alzheimer Aβ42 öregedés folyamatához

köthető mutációk

Alzheimer Tau hiperfoszforiláció

Huntington mHTT autoszomális domináns

mutáció

Parkinson α-synuclein örökletes és sporadikus

missense mutációk, oxi-

dat́ıv stressz

Amyotrophic lateral scle-

rosis

Superoxide dismutase örökletes mutáció

Spinocerebellar ataxia több fehérje autoszomális domináns

mutáció

Mára már számos módszert fejlesztettek ki, amelyek a fehérjék szerkezeti adatait és a mutációs in-

formációkat a pozit́ıv-semleges-negat́ıv hatás alapján osztályozza [75]. A pontos anaĺızishez azon-

ban szükség van ḱısérletileg elérhető térszerkezetekre, amely sok fehérje esetében még nem elérhető.

A nagy mennyiségű genomszekvenálási adat alapján, illetve a szerkezetbecslő eljárások fejlődésének

következménye, hogy a mutációk funkcionális elemzésére egyre több lehetőség adódik, ami a betegségek

kezelésében is új távlatokat nyithat meg
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3 Célkitűzés

Számos olyan alapvető agyi működés és funkció van, amelyet teljes molekuláris részletességgel ma

még nem ismerünk. Az ezekben résztvevő jelátviteli folyamatok közül számos a posztszinaptikus

oldalon, az itt lokalizálódó fehérjék kölcsönhatásain és funkcióin keresztül valósul meg. A doktori dolgo-

zatom célja a posztszinapszis fehérjéinek részletesebb megismerése elsősorban szerkezeti és funkcionális

szempontból a fehérje bioinformatika eszköztárát használva. Ehhez számos előre megfogalmazott

célkitűzésünk volt, azonban a kutatás során az eredmények függvényében új irányok is megfogal-

mazódtak.

1. A posztszinapszis pontos összetétele ma még nem ismert, és nem létezik olyan specifikus adat-

forrás, amely független adatokat kombinálva tartalmazna megb́ızható adattárat ezen fehérjék

számára. Ezért az első feladat azon fehérjék körének meghatározása volt, amelyek szerepet

játszanak a szinaptikus jelátvitel posztszinaptikus oldali jelátvitelében.

2. Mivel az egyéni variációk és a neuronális betegségek kialakulásában fontos szerepe lehet a poszt-

szinapszis fehérjéinek, ezért az ismert és olyan megb́ızható variánsok és mutációk összegyűjtése

is kitűzött cél volt, amely poźıciója egyértelműen meghatározható a fehérjék szekvenciájában és

szerkezetében.

3. A posztszinapszisban jellemzően nagyméretű komplexek alakulnak ki és ezek felelősek az eddig

feltárt jellegzetes funkciók kialaḱıtásáért. Mi a posztszinapszis fehérje interakciós hálózatának

vizsgálatát szerettük volna megvalóśıtani olyan részletességgel, hogy a kölcsönhatásokat kialaḱıtó

szakaszokat is meghatározzuk.

A 3. pontban megfogalmazott kérdéskör elemzése során egy érdekes jelenséget figyeltünk meg, amely-

nek nagyon szűkszavú irodalmi léırását találtuk csupán. Ezért a jelenség mélyebb elemzésébe kezdtünk,

azonban mivel a humán proteom szintű léırás limitált volt, nem csupán a posztszinaptikus fehérjéken

vizsgáltuk azt. Az esetleges posztszinaptikus / központi idegrendszeri eshetőségeket azonban mindvégig

kiemelt figyelemmel kezeltük. Az itt megfogalmazott irányok a következők voltak:

1. A betegséget okozó variánsoknak sokszor erőteljes fenot́ıpusos megnyilvánulása van, azonban

nem járnak élettel összeegyeztethetetlen következménnyel. Ezek a mutációk jellemzően olyan

szerkezeti részeken akkumulálódnak, amelyek szerkezeti szempontból jól strukturáltak. A coiled-

coilok esetében azonban ennek a jelenségnek éppen az ellenkezőjét tapasztaltuk, amelyet részlete-

sebben is vizsgálni ḱıvántunk elsősorban a coiled-coil szerkezeti sajátosságai szempontjából.

2. Vizsgálni szerettük volna, hogy látunk-e bármilyen neurális betegséggel való összefüggést a coiled-

coil szerkezetben való érintettséggel.
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4 Adatok és módszerek

4.1 Adatok

4.1.1 Uniprot

A UniProt adatbázis a legnagyobb fehérje szekvenciát tartalmazó adatbázis, amely a szerkezetről

és a funkcióról is tartalmaz adatokat. Az információk gyűjtését és rendszerezését a területen jártas

kurátorok végzik. Az annotációban elérhető információk közül kiemelendők: fehérjék szubcelluláris

lokalizációja, variánsok, izoformák, domének és kölcsönhatások. A UniProton belül található meg a

Humsavar, ami a UniProton belüli, önálló adatbázis, és humán missense variációkat és azok funkcionális

osztályozását tartalmazza.A legtöbb mutációs adatot a DNS szekvenciális adatokból szerezhetjük be,

azonban ezek fehérje szintre vet́ıtése rendḱıvül nehéz feladat, a Humsavar magas szinten annotált adatai

aminosavszintű mutációs adatokat tartalmaznak. Alapvetően két forrásból származnak az adatok,

vagy a NCBI dbSNP-ből vagy közvetlenül irodalmi adatok feldolgozásából. Mindkét esetben számos

megkötést alkalmaznak az adatok átvételekor. Utóbbi esetében különös jelentősége van a neutrális és

a betegséget okozó mutációk elválasztásának, amely egy több pontos rendszer alapján történik [76]. A

Humsavar általunk használt verziójában (2019), megtalálható információk a következőek voltak: gén

neve, Swiss-Prot azonośıtó, a variáns egyedi annotációkor hozzáadott azonośıtója (FTId), az aminosav

cserére vonatkozó információ (részletesebben vad t́ıpus aminosava, aminosavpoźıció, mutáns aminosav),

a variáció t́ıpusa (polimorfizmus, betegséget okozó mutáció vagy nem osztályozott), dbSNP azonośıtó,

betegséget okozó mutációk esetén a betegség neve. A UniProt egyszerre tekinthető elsődleges és metaa-

datbázisnak, például az expressziós vagy filogenetikai adatokat más, ezekre az információkra specializált

adatbázisokból veszi át. Fontos megjegyezni azonban, hogy mivel a UniProt egy általános adatbázis

bizonyos specifikus adatokat nem a legjobb minőségben tartalmaz [77].

Elérhetőség: https://www.uniprot.org/

Humsavar közvetlenül:

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

docs/humsavar.txt

4.1.2 Posztszinaptikus adatbázisok, adatkészletek: SynaptomeDB, SynGO, G2C

A posztszinapszis pontos fehérje összetételét az agy komplexitása és a ḱısérletes technikák limitációi mi-

att jelenleg sem nem ismerjük teljesen. Ezért fontosnak tartottuk, hogy több adatbázisból származó in-

formációt integráljunk. Az alábbiakban az általam felhasznált, szinaptomra specializált adatbázisokat

tekintem át röviden. A SnyaptomeDB a szinaptikus gének integrált adatbázisa, amelyet külső adatbáziso-

kat és irodalmi adatokat egyeśıtve, majd azokat annotálva hoztak létre. 2200 proteomikai adatot közlő

publikációt átnézve véglegeśıtették az adatbázist 2012-ben, és azóta rendszeres frisśıtéseket végeznek
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rajta azóta is [78].

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

A Genes2Cognition (G2C) egy konzorciális adatbázis, ahol fiziológiai és patofiziológiai kontextusba

helyezve találhatóak szinaptikus fehérjék, ami ı́gy egyfajta katalógusként szolgálhat a neurobiológusok

számára. A prezentált adatok több különböző ḱısérletes vizsgálat eredményét ötvözik, amelyeket a kon-

zorcium tagjai végeztek agyi műtétek során gyűjtött humán vagy rágcsáló minták tömegspektrometriai

elemzésével (amelyekhez a humán ortológokat tárśıtották később) [79].

Elérhetőség: https://genes2cognition.org/

A SynGO konzorcium célja a meglévő GeneOntology (ld. 4.3.4. fejezet) léırásokat specifikusabbá tenni

a szinaptikus fehérjék számára. Szakirodalmi adatokat felhasználva fejlesztenek megfelelő léırásokat a

fehérjék szinapszison belüli lokalizációjához és a szinaptikus funkciójához. Részletessége miatt talán ez

az adatbázis a legértékesebb, azonban a többi adatbázissal összehasonĺıtva ez tartalmazza a legkevesebb

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

4.1.3 PFAM (Protein Families)

A domének a fehérjék önálló funkcióval is rendelkező éṕıtőelemei, különböző kombinációik biztośıtják

a fehérjék változatos funkcióit (ld. 2.2.2. fejezet). A Pfam adatbázis a fehérjecsaládok és domének

léırására törekszik többszörös szekvenciaillesztések és rejtett Markov modellek seǵıtségével. Az illesztések

a HMMER eljárás [80] seǵıtségével készülnek, mı́g a domének azonośıtása a CATH [81] és a SCOP

[82] hierarchikus szerkezeti adatbázisok alapján történik. A megoldott szerkezetek számának hirtelen

növekedése miatt a Pfam a jövőben mély gépi tanulásos modellekre készül átállni [83]. Elérhetőség:

https://pfam.xfam.org/

4.1.4 PDB (Protein Data Bank)

A PDB a makromolekulák háromdimenziós szerkezeti adatainak globális arch́ıvuma, amelyben meg-

találhatóak a ḱısérletesen megoldott térszerkezetek. Három tükör adatbázist hoztak létre ezen ada-

tok elhelyezésére - az ePDB-t (európai), az RCSB PDB-t (amerikai) és a PDBj-t (japán) - melyek

információtartalma teljesen megegyezik, azonban a kiegésźıtő szolgáltatások eltérnek a különböző

oldalakon. A PDB az adattárolás mellett rendḱıvül fontos szerepet játszik a szerkezeti adatok stan-

dard gyűjtésében is. A PDB fájlformátumban az egyes atomok koordinátái mellett meghatározott

struktúrában a ḱısérlet és a fehérje szempontjából releváns adatok is megtalálhatóak [84]. Az adatbázis

jelenleg fokozatosan áll át a rugalmasabb mmCIF formátum használatára.

Elérhetőségek: https://www.ebi.ac.uk/pdbe/ (Európa), https://www.rcsb.org/ (USA) https:

//pdbj.org/ (Japán)
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4.1.5 Fehérje-fehérje kölcsönhatás adatbázisok: BioGRID, IntAct, STRING

A fehérje kölcsönhatás adatbázisok csoportośıtásainak alapjairól részletesen a 3.4. fejezetben ı́rtam.

A BioGRID az egyik legnépszerűbb kölcsönhatási adatbázis, amelyben jelenleg több mint 2 millió

interakciós adat található. A bináris interakciókhoz ezen felül evidencia szinteket rendel, amelyet a

megb́ızható ḱısérletek száma alapján határoz meg. Az interakciókról eltárolt információk: a résztvevő

fehérjék, forrás organizmus, a fehérjék ḱısérletben betöltött szerepe (pl. csali vagy préda), ḱısérlet

és annak besorolása. Az interakciós adatok mellett poszttranszlációs módośıtásokat is tárol [85].

Elérhetőség: https://thebiogrid.org/

Az IntAct az egyik legjelentősebb elsődleges interakciós adatbázis, ami a kölcsönhatások léırásában

sok szempontból ‘gold standard’-nak tekinthető. A céljuk a részletes és megb́ızható adatfeldolgozás és

-tárolás (‘deep curation’) támogatása, aminek lényege, hogy a ḱısérlet mellett minden olyan körülmény

is rögźıtésre kerül, ami befolyásolhatja a vizsgálat eredményét. Összefoglalva: az IntAct esetében

olyan részletességű léırásra törekszenek, ami lehetővé teszi, hogy az IntAct szinten annotált cikkeket

többé “ne kelljen újra olvasnia” egy felhasználónak, mert minden információ kinyerhető a bevitt ada-

tokból. Az adatok hierarchikus feléṕıtésűek és ontológiák által szabályozottak. Ez az egyetlen nagyobb

adatbázis, ami az interakciós adatokat a kötő régiók feltüntetésével is képes reprezentálni. A kötő régiók

osztályozása:

• Szükséges kötőrégió: amire abszolút szükség van (általában mutagenezissel határozzák meg)

• Elégséges kötő régió: a kötés bekövetkezik, ha ez a régió jelen van

• Kötéssel összefüggő régió

• Direkt kötőrégió: a két molekula fizikai érintkezése [62].

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

A STRING integrált adatbázis, aminek célja az összes ismert és becsült fehérje asszociáció össze-

gyűjtése. A legtöbb adat bináris interakciókból származik, amelyet egy megb́ızhatósági értékkel is

ellátnak. Az interakciós adatok mellett koexpressziós információkat is magába foglal, valamint a

fehérjék működésének megértése szempontjából lényeges adatokat is tartalmaz: pl. jelátviteli útvonalra

vonatkozó és funkcionális adatokat. Mivel számos interakciót ko-expressziós adatokra és homológiára

alapozva számolnak, tartalmaz kevésbé megb́ızható adatokat is, azonban minden interakcióra megb́ızha-

tósági értéket számolnak, ami elérhető [86]. Elérhetőség: https://string-db.org/

4.1.6 További adatbázisok

4.1.6.1 ELM (Eukaryotic Linear Motif database) Az ELM adatbázis eukarióta lineáris mot́ıvu-

mok legmegb́ızhatóbb forrása, amelyet a terület szakértői annotálnak ḱısérletes irodalmi adatokat fel-

használva. A mot́ıvumokat funkciójuk alapján több csoportba sorolják: haśıtó, degradációs, dokkoló,
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ligandkötő, poszttranszlációs módośıtások által érintett, illetve a fehérje sejten belüli eloszlását iránýıtó

mot́ıvumok. Az adatbázis mellett az ELM egy predikciós lehetőséget is nyújt, tetszőleges szekvencia

(vagy azonośıtó), szubcelluláris lokalizáció és taxon megadásával az adatbázisban található mot́ıvumok

becsült előfordulását határozhatjuk meg. A mot́ıvum keresés kontextuális szűrőkkel van kiegésźıtve,

és a találatok valósźınűségi érték alapján is rendezhetőek [87].

Elérhetőség: http://elm.eu.org/

4.1.6.2 PhaSePro Az adatbázis fázisszeparációban résztvevő fehérjéket és régiókat gyűjt irodalmi

adatok alapján. Kifejezetten a fázisszeparációban meghatározó, ún. ‘driver’ szerepet betöltő fehérjéket

listázza, emiatt nem feltétlenül tartalmaz minden, a létrejövő asszociátumokban megtalálható molekulát.

Információt tartalmaz a fázisszeparációt meghatározó fehérjerégióról is, amennyiben az ismert [88].

Elérhetőség: https://phasepro.elte.hu/

4.1.6.3 HTP (Human Transmembrane Proteome) A transzmembrán fehérjék polipeptid lánca

egyszer vagy többször áthalad a kettős lipidrétegen. Mivel ezeknek a fehérjéknek a ḱısérletes meghatáro-

zása rendḱıvül nehézkes, sokszor egy alacsonyabb szintű szerkezeti defińıcióval szokták őket jellemezni

- ez a topológia, amely megadja a transzmembrán szegmensek számát és helyét a szekvencián belül,

illetve a köztes hurkok orientációját a membránhoz viszonýıtva (külső/belső). A HTP a humán alfa-

helikális transzmembrán fehérjék topológia adatbázisa [89]. Elérhetőség: http://htp.enzim.hu/

4.1.6.4 OMA Az OMA módszer és adatbázis a teljes genomok közötti ortológok megtalálására

és tárolására. Ma már körülbelül 2 500 teljes genomot tartalmaz. Elérhetőek benne páronkénti or-

tológ fehérjék, illetve hierarchikus ortológ csoportokat is létrehoznak, amelyekben a közös ősi génből

származó, ugyanakkor különböző taxonba tartozó fehérjék találhatóak [90].

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

4.2 Felálĺıtott adatszettek

4.2.1 PS STRICT adatszett létrehozása

A posztszinapszis pontos összetétele ma még nem pontosan ismert az agy területenkénti diverzitásának

és a posztszinaptikus proteom meghatározásának ḱısérletes nehézségei miatt. Az egyedi források sok-

szor zajjal terheltek, viszont ebben az esetben egy megb́ızható adathalmaz létrehozása volt a cél,

amin az egyes statisztikai jellemzők jobban tanulmányozhatóak. A többi adatszetthez (ld. 4.2.4. fe-

jezet) képest szigorú halmaz létrehozásához a SynaptomeDB és a G2C által listázott gének metszetét

használtam, ami végül 1113 fehérjét tartalmazott (a letöltés időpontja 2018).
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4.2.2 Mutációs adatszettek

A Humsavar adatbázisból letöltött mutációs adatokat visszatérképeztem a PS fehérjékre (PS STRICT)

és a humán proteomra (2018). A teljes proteomon belül 25 751 DM-et és 38 689 PM-et lehetett

azonośıtani, mı́g a PS-ben 2 181 DM-et és 1 881 PM-et.

4.2.3 Coiled-coil adathalmazok létrehozása (‘CC STRUCT’ és ‘CC SEQ’ adatszettek)

A coiled-coil régiók meghatározására két adatkészletet hoztam létre. Minden esetben a humán pro-

teomból indultam ki, amin redundancia szűrést végeztem a CD-HIT programmal, hogy a statisztikákat

ne befolyásolják a népesebb fehérjecsaládok - ı́gy a fizikiokémiai tulajdonságok sokkal jobban vizsgálható-

ak. Az első halmaz létrehozásához a PDB adatbázisban található humán fehérjéken lefuttattam

a SOCKET programot, amely a szerkezeti tulajdonságok alapján képes meghatározni a coiled-coil

régiókat, az egyes aminosavakhoz regisztereket rendel (ld. 2.2.1. fejezet), valamint meghatározza a

szerkezeti elem oligomerizációs állapotát (‘CC STRUCT’ adatszett). Mivel a PDB-ben nem található

meg az összes emberi fehérje térszerkezete, egy második halmazt is létrehoztam, amelynek a pontossága

várhatóan elmarad a szerkezeti halmaztól. Itt szekvencia alapú predikciókat használtam (ld. 4.3. fe-

jezet), hogy meghatározzam a szerkezeti adatkészletben is definiált tulajdonságokat. A régiókat a

DeepCoil, a Marcoil, az Ncoils és a Paircoil programokkal határoztam meg, azok alapbeálĺıtásaival. A

DeepCoil esetén a PSSM (position-specific scoring matrix, azaz poźıció specifikus pontmátrix) módot

használtam, ahol az egyes fehérjékhez tartozó mátrixot a SwissProt adatbázis alapján hoztam létre,

PSI-BLAST használatával, 10−5 határértékkel, 3 iterációval. A heptád poźıciók meghatározásához

a MarCoil, Ncoils és Paircoil programokat használtam. Az oligomerizációs állapotot a Logicoillal

becsültem. Az adatokból kiszűrtem a magányos alfa-helikális régiókat a CSAH server 2.0 [91, 92]

seǵıtségével, mely a SCAN4CSAH és az FT CHARGE eljárások konszenzusát használja (‘C CSEQ’

adatszett). Az adatokat 2020 áprilisában töltöttem le a forrás adatbázisokból.

4.2.4 A teljes posztszinapszis meghatározása (‘PS adatszett’)

A későbbi vizsgálatokhoz szükség volt egy olyan PS fehérjéket tartalmazó adatszettre, amely sokkal

engedékenyebb a 4.2.1-ben bemutatott adatoknál. Ennek létrehozásához a már ott is használt két

forráson (G2C és SynaptomeDB) ḱıvül a SynGO adathalmazt, valamint a GO Cellular compart-

ment ontológiáját használtam - mindkét esetben azokat a géneket vettem figyelembe, amelyeknél az

annotációban szerepelt a ‘postsynaptic’ kulcsszó. Ez az adathalmaz sokkal engedékenyebb, ı́gy az

összes olyan fehérjét tartalmazza, amely a 4 forrás bármelyikében szerepel. Az egérben és patkányban

található géneket ortológiatérképezéssel visszavet́ıtettem a humán megfelelőre az OMA adatbázis,

valamint a génnevek seǵıtségével. Az adatokat 2021 júliusában töltöttem le a forrásadatbázisokból.

Megjegyzés: mivel a különböző adatszettek létrehozása között akár 3-4 év is eltelt, a forrás adatbázisok
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változásai miatt eltérhet a fehérjék és mutációk pontos listája. Ez az eltérés azonban minden esetben

10%-nál alacsonyabb. Az adatokat hozzáférhetővé tettem az alábbi linkeken

A posztszinaptikus vizsglatok adatai:

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

A coiled-coil vizsgálatok adatai:

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

4.3 Bioinformatikai módszerek, algoritmusok

4.3.1 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Az egyik leggyakrabban használt bioinformatikai algoritmus, aminek seǵıtségével a keresett fehérjével

/ fehérjeszakasszal homológ fehérjéket vagy fehérjeszakaszokat lehet találni egy háttér adatbázisból.

Heurisztikus eljárás, az első lépésben a valósźınűśıthetően hasonló szekvenciák azonośıtásához egyszerűśı-

téseket alkalmaz két- három aminosavas/nukletotidos szakaszok (tuples) előfordulási valósźınűsége

alapján, melyeket a használt háttér adatbázisokhoz egy előzetesen indexelt fájlban tárol. A második

lépésben hagyományos lokális szekvenciaillesztést végez (Smith-Waterman algoritmus). Jelenlegi meg-

valóśıtásai számos további megoldást alkalmaznak a nagy adatbázisokon való keresés meggyorśıtása

érdekében, illetve léteznek széles körben használt, az érzékenységet iterat́ıv keresésekkel növelő változatai

is (pl. PSI-BLAST). Online és lokálisan futtatható formában is elérhető [93].

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

4.3.2 Clustal(Omega)

Homológ fehérjék többszörös szekvenciaillesztésének létrehozását teszi lehetővé . A kétlépéses algorit-

mus először egy ‘mindenki mindenkivel’ (all-against-all) illesztés seǵıtségével meghatározza az egyes

szekvenciák páronkénti távolságát, majd ezt felhasználva iterat́ıv módon illeszti az egyes szekvenciákat

a meglévő illesztéshez. Több szekvencia esetében azokat profilként kezelve végzi az illesztést. Kiválóan

paraméterezhető, könnyen használható eljárás, ugyanakkor távoli hasonlóságok esetében nem feltétlenül

éri el a HMM vagy PSSM-alapú eljárások megb́ızhatóságát [94].

4.3.3 CD-HIT

Nem redundáns fehérje adatkészletek létrehozására szolgáló algoritmus, ami egy szekvencia gyűjtemény-

ből a leginkább reprezentat́ıvnak tekinthető szekvenciákat adja vissza egy, a felhasználó által megad-

ható azonossági küszöb figyelembevételével. Különböző hosszúságú, küszöb feletti hasonlósággal ren-

delkező szekvenciák esetében a hosszabb megtartását preferálja. Seǵıtségével a felülreprezentált szekven-

ciáktól mentes, csökkentett méretű adat szetteket kaphatunk. Kifejezetten gyors, hatékony eljárás [95].
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4.3.4 A GO (GeneOntology) funkcionális osztályozás

A GeneOntology a fehérjék funkcionális elemzéséhez használt egyik legelterjedtebb rendszer. A kez-

deményezés célja egy egységes léırás megteremtése gének és géntermékek megfelelő reprezentációjára

(bármilyen élő faj esetén). Ehhez megfelelő, pontosan definiált léıró szókészlet-gyűjteményt (controlled

vocabulary) fejlesztenek. Az egyes fehérjékre vonatkozó információkat három szempontból rendszerezi:

a) celluláris lokalizációt (cellular component) pl. synapse (GO:0045202),

b) molekuláris szintű funkciókat, amelyek a fehérjére jellemzőek, sokszor más fehérjékkel kölcsönhatásban

(molecular function) pl. kináz kötés (GO:0019900)

c) általános célt vagy biológiai folyamatot, amelynek végrehajtásában a fehérje részt vesz (biological

process) pl. génexpresszió regulációja (GO:0010468)

Ezeket az információkat (terminusokat) hierarchikus rendszerben helyezi el, ahol a különböző termi-

nusok kapcsolatai iránýıtott módon vannak összekötve [96].

Elérhetőség: http://geneontology.org

4.3.5 Coiled-coil szekvenciális predikciós módszerek: DeepCoil, Ncoils, Paircoil, Mar-

coil, Logicoil

A coiled-coilok előfordulásának becslése a jellegzetes szerkezeti attribútumok miatt a kanonikus heptád

ismétlődéseket tartalmazó szekvenciák esetében viszonylag megb́ızhatónak tekinthető. A különböző

módszerek eltérő koncepciókat alkalmaznak. A DeepCoil [97] az egyik legújabb módszer, ami kon-

volúciós neurális hálókat felhasználva képes kanonikus és nem kanonikus coiled-coilok predikciójára.

A korábbi módszerek klasszikus algoritmusokon alakulnak: a PairCoil [98] páronkénti valósźınűséget

számol, Marcoil [99] rejtett markov modellt használ, mı́g az Ncoils [100] egy profil (PSSM) alapú

kereséseket alkalmaz. A coiled-coil felismerésén ḱıvül egyéb programok is léteznek, amelyek például a

coiled-coil oligomerizációs állapotát képesek megbecsülni, pl. LogiCoil [101].

4.3.6 Coiled-coil szerkezeti annotációs módszer: SOCKET

Az algoritmus az oldalláncok coiled-coil szerkezetre specifikus elrendeződését ismeri fel és ennek alapján

meghatározza a coiled-coilok pontos kezdeti és végpontját fehérje szerkezetekben, valamint az egyes

aminosavakhoz hozzárendeli a regiszterbeli poźıciókat a heptádokra használt a-h jelölés szerint. A

fehérjeszerkezet mellett a futtatáshoz szükség van a szerkezethez tartozó másodlagos szerkezeti elemek

detekciójára (DSSP formátumban), a program ez alapján azonośıtja az alfa-hélixeket, amelyek között

a kölcsönhatásokat elemzi [102].
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4.3.7 FoldX

A FoldX a fehérjeszerkezetek stabilitását becslő algoritmus, amely a fehérje szabadenergia-változását

számoljab izonyos hatásokra. A pontmutációk fehérje szerkezetre gyakorolt hatásának becslése mellett

a racionális fehérje tervezésben is használható [103].

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

Az IUPred az egyik legelterjedtebben használt rendezetlen predikciós módszer, amely nagy pon-

tossággal képes becsülni a rendezetlen régióban található aminosavakat a fehérje szekvenciában [104].

A DiseaseOntology a GeneOntologyhoz hasonlóan azonban betegségek léırására teremt léıró rendsz-

ereket [105].

Jalview többszörös szekvencia illesztések létrehozására és elemzésére szolgáló módszer [106].

A DSSP másodlagos szerkezet annotációs eljárás, ami a hidrogén kötések alapján rendeli hozzá a

különböző másodlagos struktúrákat a fehérjékben található aminosavakhoz. Emellett az egyes aminosavak

oldószer általi hozzáférhetőségét is képes megbecsülni [107].

PISA: A PISA (Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies) egy interakt́ıv eszköz makromolekulák

szerkezetének elemzéséhez. Számos funkcióval rendelkezik, én a negyedleges szerkezet becslésére használtam

a PDB szerkezet alapján [108].

4.4 Statisztikai módszerek

4.4.1 Mutációk feldúsulásának elemzése (DM/PM enrichments)

A betegséget okozó mutációk és polimorfizmusok előfordulását különböző szerkezeti régiókban és azon

ḱıvül kontingencia táblázatban rögźıtettük (az előfordulás alatt az érintett aminosavak számát értjük):

5. táblázat Kontingencia táblázat a mutációk eloszlásáról

Betegséget okozó

(DM)

Polimorfizmus

(PM)

Esethányados

(Odds ratio)

Pozit́ıv x1 x2 x3

Negat́ıv x4 x5 x6

A DM-ek és PM-ek feldúsulását a követekező képelettel számoltuk a táblázat alapján: Képlet1: A

feldúsulások számolása

1. Enrichment (DMs) = (x4/(x4+x1))/(x6/(x6+x3))

2. Enrichment (PMs) = (x5/(x5+x2))/(x6+/(x6+x3))

Annak vizsgálatára, hogy milyen összefüggés van két tényező között a hatásuk nagyságát (odds

ratio) vizsgáltam az alábbi képlettel:
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Képlet 2: Odds ratio kiszámı́tása

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

4.4.2 Szignifikancia teszt χ2 próbával és Kolmogorov–Szmirnov-teszttel

A kontingencia táblázat alapján a statisztikai szignifikanciát χ2 próbával vizsgáltuk. A Kolmogorov-

Szmirnov-próbát alkalmaztunk a 5.2.2. fejezetben, ahol a coiled-coilok N-terminális 28 aminosava

esetében vizsgáltuk a mutációk szekvenciabeli eloszlásának szignifikanciáját.

4.4.3 P-érték korrekció Bonferroni teszttel

A coiled-coil N-terminális DM halmozódás statisztikai sziginfikancia értékét a Bonferroni teszttel kor-

rigáltuk. A Bonferroni korrekció lényege, hogy az alfa szintjét úgy módośıtjuk, hogy kontrolláljuk az

I. t́ıpusú hiba elkövetésének valósźınűségét.

4.4.4 Bootstrap + szórásból számolt szignifikancia (DM/PM AS változás)

Az aminosav cserék által okozott fiziko kémiai változásának (ld. 5.2.3. fejezet) szignifikancia becslése

bootstrap módszerrel történt. A bootstrap lényege, hogy a kiindulási mintahalmazunkból bootstrap

mintacsoportokat hozunk létre, amelyben véletlenszerűen kiválasztva az adatok 80%-át találjuk. Ezt

a folyamatot százszor ismételjük, majd az egyes bootstrap csoportokon átlagot és szórást tudunk

számolni. A különböző adatszettek ı́gy már összevethetőek egymással: a szignifikancia az átlagok és

szórások kiszámı́tásával a 68-95-99.7 szabályt figyelembevéve lett meghatározva. A módszer előnye,

hogy viszonylag egyszerűen, kis elemszámú kiindulási mintahalmaznál is használható.

4.5 Vizualizáció

A fehérjeszerkezeti ábrákat a Chimera X 1.1 programmal késźıtettem [109]. Az ábrákhoz és grafikákhoz

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

4.6 Egyéb

Shannon-entrópia: az információs technológiában megjelenő fogalom, ami egy véges sok jelből (ABC)

álló üzenet információtartalmát képes mérni. A fogalom megfeleltethető a fehérjeszekvenciákra is.

A dolgozatomban a többszörös illesztéseknél vizsgáltam az egyes poźıciók információtartalmát, hogy

megállaṕıtsam egyes aminosavak milyen mértékben konzerváltak.

Hozzáférhetőség : RSA=ASA/maxASA (RSA: relative surface accessible surface area, relat́ıv oldószer

által hozzáférhető felsźın, ASA: solvent accessible surface area, oldószer által hozzáférhető felsźın, Max-

ASA: maximal solvent accessible surface area, maximum oldószer által hozzáférhető felsźın.) Maximális

hozzáférhető felsźın értékei az alábbi táblázatban találhatóak [110]:
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6. táblázat Az egyes aminosavak lehetséges maximális hozzáférhető felsźıne

Aminosav Maximális felsźın

(Å2)

Aminosav Maximális felsźın

(Å2)

Arginin (R) 265 Leucin (L) 191

Aszparagin (N) 187 Lizin (K) 230

Alanin (A) 121 Metionin (M) 203

Aszparaginsav

(D)

187 Fenilalanin (F) 228

Cisztein (C) 148 Prolin (P) 154

Glutaminsav (Q) 214 Szerin (S) 043

Glutamin (E) 214 Threonin (T) 163

Glicin (G) 97 Triptofán (W) 264

Hisztidin (H) 216 Tirozin (Y) 255

Izoleucin (I) 195 Valin (V) 165
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5 Eredmények

5.1 A posztszinaptikus denzitás szerkezeti elemeinek és a betegséget okozó

mutációk kapcsolatának vizsgálata

5.1.1 A posztszinaptikus coiled coil fehérjékben jellemzően gyakoribbak a betegséget

okozó cśıravonal mutációk

A posztszinaptikus (PS) fehérjék szerkezeti kitettségének vizsgálatához meghatároztam a mutációk

eloszlását a predikciókkal meghatározott szerkezeti és funkcionális régiókban, mind a posztszinaptikus

fehérjék (‘PS STRICT adatszett’) mind a teljes humán proteom esetében. Vizsgáltam a transzmemb-

rán (CCTOP), coiled-coil (Deepcoil, Ncoils, Marcoil és Paircoil), rendezetlen (IUPred predikció alapján)

és a domén (Pfam) részeket (ellentmondás esetén ebben a prioritási sorrendben), illetve a fehérjék

szabályozásában részt vevő, poszttranszlációs módośıtásoknak kitett aminosavakat (PhosphoSitePlus).

Megfigyelhető volt, hogy a rendezetlen szakaszokon a polimorfizmusok (PM) feldúsulnak a betegséget

okozó mutációkkal (DM) szemben mind a PS, mind a teljes proteom fehérjéi esetében (7. ábra).

Ezzel szemben a DM-ek frekvenciája általában véve magasabb a többi, nem rendezetlen szerkezeti

részben. Ezek a tendenciák mind a két adatszettben jellemzőek, azonban a PS esetében mindkét hatás

markánsabban jelenik meg. Egyetlen esetet találtunk, ahol a teljes proteomban és a posztszinapszisban

észlelhető trendek ellentétesek: a coiled-coil régiókban a PS esetében magasabb a DM-ek relat́ıv gyako-

risága, mint a polimorfizmusoké (7. ábra). Két szempontból is érdekesnek találtuk ezt az eredményt:

egyrészt csak ebben az esetben láttunk csak teljesen ellentétes tendenciát a posztszinapszis és a pro-

teom között, másrészt a coiled-coil eredményeknek szerkezeti szempontból kiindulva sokkal inkább a

többi rendezett részen (globuláris domén vagy a transzmembrán régiókban) történő dúsuláshoz kel-

lene hasonĺıtania, mint a rendezetlen adatokhoz. Ennek oka, hogy a DM-ek sokkal nagyobb kárt

tudnak okozni egy kompakt szerkezetben annak megbontásával, mint a flexibilis, nagy konformációs

szabadsággal rendelkező flexibilis szakaszokon, ahol “nincs szerkezet” ami megváltozhatna, ‘elromol-

hatna’. A jelenség mélyebb megértésének érdekében tovább vizsgáltuk a DM-ek szerepét coiled-coil

régiókban. Az ebből származó eredményeket a 5.2. fejezetben ismertetem (7. ábra).

5.1.2 A domének és a rendezetlen szakaszok együttes előfordulása jellemző a DM-kel

érintett PS fehérjék esetében

A posztszinapszis struktúrájából következően a fehérjéi rendḱıvül modulárisak. Ezen megközeĺıtés

nyomán a modularitást középpontba álĺıtva elemeztem a DM-ek és PM-ek megjelenését a PS fehérjéiben.

Ebben a kontextusban egy modulnak tekintettem bármilyen coiled-coil régiót, rendezetlen szakaszt,

domént vagy transzmembrán régiót. Egy fehérjét több modullal rendelkezőnek vettem, amennyiben a

felsoroltak közül legalább két különböző szerkezeti elemmel rendelkezett (8. ábra). A alapvető trendek-
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7. ábra A betegséget okozó mutációk (DM) és polimorfizmusok (PM) relat́ıv gyakorisága a PS és a proteom

fehérjéiben, az egyes szerkezeti és funkcionális csoportokban (x tengely) A posztszinapsztikus adatszetten

számolt frekvenciák esetében a DM vörössel, PM sötétkékkel sźınezett, mı́g a proteom esetében előbbiek halvány

pirosak, utóbbiak halványkékek

ben nem látható különbség a PS és a proteom fehérjéi között, mindkét adatszettben az esetek kevesebb,

mint felében fordultak elő a mutációk olyan fehérjékben, ami csak egy modullal rendelkeznek. Mind

a PS, mind a proteom esetében a jellemző a rendezetlen és domén modulokat tartalmazó fehérjék

kitettsége a DM-eknek. Ezek várhatóan két nagyobb fehérje csoportot alkotnak funkcionális szem-

pontból: az egyik esetben a rendezetlen rész linkerként szolgál két domén között, mı́g máshol maga

a rendezetlen rész képes felvenni egy stabil szerkezetet egy partner doménhez kötődve. A két adat-

szett (PS és proteom) közötti különbség a trendek erősségében érhető tetten. Az egyetlen jelentős

különbség közöttük a transzmembrán régiók érintettségében volt, azonban ennek oka valósźınűleg a

mérési technikákból fakad: a PS fehérjék vizsgálatához (lényegében bármely sejt vizsgálatához) a sejt

integritását meg kell bontani, hogy a benne található fehérjék kinyerhetővé és vizsgálhatóvá váljanak.

Ennek eredményeként azonban számos, a membránban található fehérje a lipid kettős rétegben ragad

és emiatt nem azonośıtható.

5.1.3 A posztszinaptikus fehérjék mutációs mintázatának jelentősége

Legjobb tudomásunk szerint a korábban nem elemezték részletesen a posztszinaptikus fehérjék és

proteom szerkezeti egységeiben a mutációk dúsulását. Hasonló vizsgálatot azonban végeztek Dobson és

munkatársai a teljes humán proteom esetében, ők a globuláris, rendezetlen és transzmembrán adatokon

vizsgálták a DM-ek és PM-ek eloszlását [111]. A transzmembrán régiók és a rendezetlen régiók esetében

ők is ugyanazokat a trendeket kapták, mint amit mi is tapasztaltunk (a transzmembrán régiókban
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8. ábra A DM-kel érintett fehérjék modularitásának megoszlása a posztszinaptikus fehérjék és a proteom

esetében. A különbséget mutató ábrán a posztszinapszisra jellemző elemek lilával, a proteomra jellemzőbb

zölddel (Modulok rövid́ıtései: IDR - rendezetlen, CC - coiled-coil, DOM - domén, TM - transzmembrán)

dúsultak a DM-ek, a rendezetlen szakaszokon dúsultak a PM-ek). Azonban az ő vizsgálataik nem

terjedtek ki a coiled-coil régiókra, mı́g számunkra éppen itt voltak a legérdekesebb eredmények. Első

közeĺıtésben a kapott mintázat ellentmond a várhatónak, ennek feloldására az irodalomban próbáltam

magyarázatot keresni, azonban a jelenségnek csupán szűk léırását találtam, egyedül Mohanasundaram

és munkatársai (2017) [112] foglalkoztak eddig a coiled-coil cśıravonalbeli betegséget okozó mutációk

általi érintettségével. Ezért a következőkben ezen jelenség bővebb megértésére törekedtünk.

5.2 A coiled-coil szerkezeti elem kitettsége a betegséget okozó mutációk

hatásának

5.2.1 A betegséget okozó mutációk ritkábbak coiled-coil régiókban, de gyakoribbak

coiled-coilt tartalmazó fehérjékben

A mutációk és coiled-coil szerkezetek kapcsolatának vizsgálatához először egy általános proteom szintű

kép felálĺıtása volt a cél a ‘CC SEQ’ adatszett-ből kiindulva. A tudományos konszenzussal egybevágóan

az látszott, hogy nagy általánosságban a humán proteom fehérjéiben gyakoribbak a polimorfizmusok,

mint a betegséget okozó mutációk. Az elemzésből az is észrevehető volt, hogy a DM-ek előfordulása

enyhén magasabb volt azokban az esetekben, amikor a fehérje tartalmaz coiled-coil régiót összeha-

sonĺıtva azokkal az esetekkel, amikor a fehérjében a predikciók alapján nem volt ilyen szakasz (ld.

2. 1. ábra). Ennek a jelenségnek egy lehetséges magyarázata, hogy bár a coiled-coil szerkezeti e-

lemekkel rendelkező fehérjék fontos funkciókat töltenek be a sejtekben - ezért ezek mutációjuknak
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komoly fenot́ıpusos következménye lesz -, azonban a coiled-coilon ḱıvül eső régiók sebezhetőbbek.

Máshogy fogalmazva, a coiled-coilok mutálódása olyan súlyos következményekkel járhat, amelyek az

élettel összeegyeztethetetlenek, ezért nem is lehetséges a továbbadásuk az utódoknak. Hasonló jelenség

máshol is megfigyelhető, például a szabályozásban kulcsszerepet betöltő foszforiláció mutációja számok

rákos megbetegedés hátterében áll, azonban az örökletes betegségeknél éppen hogy kevésbé jellemzőek

letális hatásuk miatt.

5.2.2 A betegséget okozó mutációk feldúsulnak a coiled-coil N-terminális régiójában

Bár a DM-ek frekvenciája a coiled-coil régiókon ḱıvül magasabb, ı́gy is számos mutáció esik közvetlenül

coiled-coil régióba. Első lépésként a coiled-coil régiókat hosszuk mentén adott számú szakaszra osz-

tottuk százalékos arányokat használva (1-20%, 21-40%, 41-60% stb.) (9. ábra, panel A). Ezen

megközeĺıtés szerint nem látszódott egyértelműen eltérő dúsulás a különböző régiók között. Ezzel

szemben, ha a coiled-coil régiókat a kanonikus heptád ismétlés mentén osztottuk fel (1-7, 8-14, 15-21,

22-28) (9. ábra, panel B). egyértelműen megfigyelhető volt, hogy a DM-ek az N-terminális 7 aminosa-

vat érintik a legerősebben. Az észlelhető különbségek megmutatása mellett ennek a módszernek az

előnye, hogy a coiled-coil régiók hosszbeli eltéréseiből származó aránytalanságok is kiküszöbölhetővé

váltak. Az N-terminális 7 aminosavban a coiled-coil többi részével összehasonĺıtva is szignifikáns hal-

mozódást mutattak a betegséget okozó mutációk minden predikció szerint (chi-négyzet teszt, p <0.01).

A Bonferroni-teszt alapján korrigálva az eredményt (α korr=0,0025) nem minden egyes predikció

eredménye szignifikáns (DeepCoil, Paircoil). Egy megengedőbb, de még mindig szigorú alfa esetén

(α=0,05) a korrekció után is szignifikáns az eredmény (α korr=0,0125). Az arányhányados (odds ra-

tio) 1,33 volt a DM-ek és a PM-ek között (9. ábra, panel C). Ez a hatás annyira erős, hogy a rövidebb

coiled-coilokban is magasabb a DM-ek relat́ıv gyakorisága, mı́g a polimorfizmusok hossztól függetlenül

teljesen egyenletes eloszlást mutatnak (9. ábra, panel D). Ennek egy lehetséges oka lehet, hogy az

N-terminális régiónak kiemelt szerepe van a feltekeredésben. Ismert, hogy a coiled-coil szakaszok fel-

tekeredésében kulcsszerepet játszanak ún. trigger szekvenciák. és kézenfekvő a feltételezés, hogy ez

sok esetben az N-terminálison található, bár fontos megjegyezni, hogy a viszonylag kevés, ḱısérletesen

igazolt trigger szekvencia esetében az elhelyezkedés nem mutat ilyen jellegű eloszlást.
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9. ábra A DM-ek és PM-ek eloszlása a coiled-coil szerkezetekben és szerkezeti részeken ḱıvül A: A DM-ek és

PM-ek normalizált frekvenciákra a coiled-coil régió hosszában - százalékos felosztás alapján B: A DM-ek és PM-

ek eloszlása az regiszterek alapján meghatározott csoportokban C: A DM-ek halmozódása az N-terminális 7

aminosavban a coiled-coil régió többi részével összehasonĺıtva D: A DM-ek halmozódása a coiled-coil szegmensek

hosszának függvényében (DM:piros, PM:kék)

41

DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.001



5.2.3 A coiled-coilban történő betegséget okozó mutációk leggyakrabban töltött

aminosavakat érintenek

Az aminosavak fizikokémiai tulajdonságait figyelembe véve a betegséget okozó mutációk várhatóan

feldúsulnak a stabilitásért felelős kategóriákban. A vizsgálathoz az aminosavakat négy csoportra osztot-

tuk: pozit́ıvan töltött: HKR, negat́ıvan töltött: DE, hidrofób: AILMV és egyéb aminosavak: CFGN-

PQSTWY. Ennek a rendszerezésnek a coiled-coil szerekezet kialaḱıtásában fontos szerepet betöltő

aminosavak jellegzetességei adták az alapját (ld. 2.2.2.1. fejezet). A fenti négy kategóriát használva

kiszámoltam milyen mértékben változtatják a DM-ek az aminosavakat: (1) a coiled-coilokon belül,

(2) a teljes proteomon. A kettő logaritmikus arányát használva láthatjuk, hogy milyen aminosav

változások jelentik a preferált DM célpontokat a coiled-coilokon belül. A coiled-coil régiókban a

leginkább jellemző cserék a negat́ıvan töltött aminosavak helyetteśıtése, érdekes módon akár más

negat́ıvan töltött aminosavakkal is. Emellett a negat́ıv-pozit́ıv és a pozit́ıv-negat́ıv cserék tekinthetőek

még jelentősnek. A humán proteomban preferált cserék az egyéb-hidrofób, illetve az egyéb pozit́ıv

töltés voltak. Érdekes módon a glutaminsav(-) és aszparaginsav(-) nem felcserélhető, mı́g a lizin

(+) és arginin (+) cserével sokkal megengedőbb a coiled-coil szerkezet. Ennek oka a glutaminsav

hélix szerkezetet előseǵıtő tulajdonsága [113], amit magányos töltött alfa-hélixek megfigyeltek már

[114]. A coiled-coilokban halmozódó DM-ek leginkább az A, E, I, K, L, M, N és Q aminosavakat

célozzák, mı́g a referencia proteomban a C, G, P cserék jellemzőek (ld. Függelék 2. ábra). A hidrofób

aminosavak kicserélődésében nem volt nagy különbség a coiled-coil és a referencia között (10. ábra) -

ezek az aminosavak mindkét esetben fontos szerepet játszanak a szerkezet összetartásában a hidrofób

hatás révén. Az adatokat bootstrap anaĺızis után a 68-95-99.7 szabály alapján vizsgáltam, minden

kicserélődés szignifikánsnak bizonyult (ld. 4.4.3. fejezet).

10. ábra Aminosav cserék coiled-coilokban. Bal: aminosav csere preferenciák DM-ekben a proteomban

(negat́ıv értékek, kék sźın) és coiled-coil régiókban (pozit́ıv értékek, piros sźın). Az értékek a DM-ek által

megváltoztatott csoportok arányának logaritmusát mutatják a coiled-coil és a proteom esetén. Jobb: Leginkább

kitett aminosavcsoportok (negat́ıv, kék: proteom; pozit́ıv, piros: coiled-coil).
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5.2.4 Az oligomerizációs állapot befolyásolja a regiszter poźıciók kitettségét a betegséget

okozó mutációknak

A következőkben a coiled-coil régiót nem csupán szegmens szinten értelmeztem, hanem a szerkezeti

megközeĺıtés felé továbblépve, a heptád ismétlődések figyelembevételével vizsgáltam. A coiled-coil

szerkezetekben (ld. 2.2.2.1. fejezet) a struktúra fenntartása miatt bizonyos poźıciókban jellemzően

meghatározott fizikokémiai tulajdonságokkal rendelkező aminosavak fordulnak elő. A korábban emĺıtett

fizikokémiai csoportok alapján az a mintázat jellemző, hogy az ‘a’ és ‘d ‘regiszter poźıciókban hidrofób,

az ‘e’ és ‘g’ helyeken a(z ellentétesen) töltött aminosavak előfordulása jellemző, mı́g a többi poźıcióban

nagyjából egyenlő eloszlás figyelhető meg a négy csoport aminosavaiból. A mutációkat vizsgálva

látható, hogy a DM-ek relat́ıv gyakorisága a coiled-coil szerkezetet összetartó poźıciókban (’a’, ’d’,

’e’, ’g’) a legmagasabb. A ‘g’ poźıcióban és az ‘e’ poźıcióban jellemző, hogy a DM-ek gyakrabban okoz-

nak fizikokémiai csoport változást, mı́g az ‘a’ és ‘d’ poźıcióban a lévő aminosavak sérülékenyebbek,

mivel a csoporton belüli kicserélődést sem tolerálják (11. ábra, bal felül). A polimorfizmusok eloszlása

általánosságban egyenletes minden regiszter poźıcióban és jellemzően nem járnak fizikokémia csopor-

tok közötti cserével (11. ábra bal alul).

Az egyes oligomerizációs állapotok esetében eltérő halmozódási mintázat látszik. Mı́g a dimer coiled-

coilokban a ‘d’ és az ‘a’ poźıciók azonos mértékben érintettek, addig a trimerekben és a tetramerekben

jellemzően magasabb az ‘a’, ‘g’ és ‘e’ poźıciókat érintő DM-ek relat́ıv gyakorisága, de a ‘d’ poźıció

kevésbé van kitéve a DM-ek hatásának. A dimerek esetén eltér a parallel és antiparallel coiled-coilokra

eső DM-ek relat́ıv gyakorisága: antiparallel esetben az ‘a’, ‘d’, ‘g’ és ‘e’ poźıciók is mutációs célpontok,

mı́g parallel esetben elsősorban a a ‘g’ poźıcióra esnek a mutációk. Bár a fentiek pontos magyarázatához

ḱısérletes mérésekre is szükség lenne, összességében megfigyelhető, hogy a DM-ek dúsulása minden

esetben a láncok közötti összetartásban szereplő aminosavak esetében volt megfigyelhető (11. ábra,

jobb). A kapott eredmények jó összhangban vannak a fehérje tervezési ḱısérletekben megtapasztalt

változásokkal az ‘a’, ‘d’, ‘g’ és ‘e’ poźıciók oligomerizációban betöltött szerepéről [23].
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11. ábra A mutációk eloszlása a regiszter poźıciókban (általánosan) és a különböző oligomerizációs

állapotokban Az ábra bal oldalán az összes coiled-coilon végzett számı́tás látható, mı́g jobb oldalon specifiku-

san, a különböző oligomerizációs állapothoz tartozó coiled-coil-ra jellemzők. A regiszter poźıciók jelölésének

közepén található sugár diagramon a négy csoport (pozt́ıvan töltött (kék), negat́ıvan töltött (piros), hidrofób

(sárga) és egyéb (szürke)) aminosavainak gyakorisága látható az egyes poźıciókban. A regiszeterek körüli vonal

vastagsága arányos a poźıciót érintő mutációk frekvenciájával. A körön belüli régió teĺıtettsége azt mutatja

meg, hogy mennyire jellemző a fizikokémiai csoportok közötti csere (piros sźınnel a DM-ek, kékkel a PM-ek

vannak jelölve)

5.2.5 A DM-ek destabilizáló hatással vannak a coiled-coil szerkezetre

A szerkezeti vizsgálathoz a SOCKET eljárás seǵıtségével kerestük a coiled-coil régiókat PDB adatbázis-

ban (‘CC STRUCT’ adatszett). A DM-ek és a PM-ek eloszlása a különböző fizikokémiai csoportokban,

valamint a DM-ek dúsulása az N-terminális régióban a szerkezeti adatokat vizsgálva is alátámasztást

44

DOI:10.15774/PPKE.ITK.2023.001



nyertek (12. ábra, panel A és B). A szekvencia alapú predikciók sokszor nehézségekbe ütköznek a coiled-

coilok oligomerizációs állapotának meghatározására. A szerkezeti adatok seǵıtségével azonban könnyen

és egyértelműen elkülöńıthetőek az eltérő oligomerizációs állapotú coiled-coil szerkezetek. A különböző

oligomerizációs állapotú coiled-coilok esetében a PM-ek eloszlása a különböző csoportok között egyen-

letes volt, azonban a DM-ek frekvenciája kiemelkedő a homooligomerekben a heterooligomerekkel és a

monomer coiled-coilokkal összehasonĺıtva (12. ábra, panel C). Ennek magyarázata lehet, hogy ha egy

örökölt mutáció megtalálható egy láncon, amely aztán többször előfordul az oligomer szerkezetben,

akkor annak hatása megsokszorozódik.

A szerkezeti adatokból a mutációknak a fehérjeszerkezet stabilitására gyakorolt hatása is megbecsülhető.

A mutációk hatására bekövetkező energiaváltozást a FoldX program seǵıtségével becsültük. A PM-

ek energetikai változása felvázolja azokat a lehetséges eltéréseket, amelyeket a fehérje még nagyobb

szerkezeti károsodás nélkül képes elviselni. A DM-ek azonban általánosságban ennél magasabb sza-

badentalpia változást eredményeznek [111, 115]. A coiled-coilok esetében mind a PM-ek, mind a DM-ek

esetében ugyanazt a trendet figyelhetjük meg, mint a proteom esetében, de gyengébb hatásokat látunk:

ez alapján úgy tűnik, hogy a coiled-coil régiókba eső mutációk alacsonyabb destabilizáló hatással

b́ırnak, és már ı́gy is betegséget okoznak (12. ábra, panel D).

12. ábra A szerkezeti adatokat felhasználva kapott eredmények Az az A-B panelen látható eredmények

megerőśıtették a szekvenciális adatokól levont következtetéseket, A: Az elektrosztatikus és hidrofób

kölcsönhatásokban résztvevő aminosavak jobban kitettek, mint a felsźıniek B: A DM-ek feldúsulnak az N-

terminálison, C: A betegség mutációk leginkább a homo-oligomereket érintik.,D: A coiled-coilba eső mutációk

enyhébb destabilizáló hatással b́ırna (DM: piros, PM: kék)
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5.2.6 A coiled-coil régiókba eső mutációk sokszor neuronális betegségekkel hozhatóak

összefüggésbe

A coiled-coil szerkezetek és az ezeket tartalmazó fehérjék rendḱıvül különböző funkciókat töltenek

be a sejtekben. Az, hogy az ide eső mutációk milyen betegségeket okoznak, megmutathatja, hogy

milyen funkciók ellátásához kritikus a coiled-coil szerkezeti részek integritása. A DiseaseOntology

(DO) ontológia rendszer a humán betegségek léırására készült, ahol az egyes betegségek specifikusan

csoportośıtva vannak egy hierarchikus rendszerben. A DO, valamint a humsavar adatait összepárośıtva

meghatározható, hogy egy pontmutáció milyen betegség osztályhoz/osztályokhoz köthető. Ez azért

fontos, hiszen ı́gy nem csak egyedi fehérje szinten vizsgálhatjuk a fehérjéket, illetve nem is önkényesen

definiált csoportokban, hanem releváns, szakértők által összeálĺıtott rendszerekben értelmezhetőek az

adatok. A DO hierarchikus rendszerében az első szint különböző megközeĺıtések szerint osztályozza a

betegségeket, amelyek a következők:

• fertőző ágens okozta betegség

• betegségek anatómiai entitás alapján

• sejt proliferációs betegség

• mentális betegség

• metabolikus betegség

• genetikai betegség

• fizikai betegség

• szindróma

Egy betegség azonban több útvonalon is megtalálható, például a Alzheimer-kór genetikai betegségek

közé is sorolt, illetve anatómia entitás szerint is hozzárendelt. Az elemzésből az látszik, hogy a legtöbb

általunk megtalált, mutációkkal érintett coiled-coil fehérje központi idegrendszeri betegséggel volt

összefüggésbe hozható, emellett jelentősen feldúsulnak izom, szenzoros és bőr betegségek esetében

is betegséget okozó mutációk által érintett fehérjék (13. ábra).
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13. ábra Betegség osztályok a megfelelő DiseaseOntology szint jelölésekkel és a mutációk által érintett fehérjék

száma)

5.2.7 Coiled-coil eredmények értelmezése, összevetése korábbi eredményekkel és fehérje

biológiai példák

5.2.7.1 Fehérje biológiai példák

A betegségek kialakulásásnak molekuláris szintű megértésétől a legtöbb kórkép esetében még rendḱıvül

messze állunk, léteznek azonban kivételek is, például a 2.4.2. fejezetben emĺıtett cisztás fibrózis

esetében. Abból kiindulva, hogy a coiled-coil régiók milyen esszenciális folyamatokban résztvevő

fehérjékben találhatóak meg, nagy valósźınűség szerint számos betegségben érintettek. A következőkben

a betegséget okozó mutációk lehetséges szerkezeti és funkcionális következményeit mutatnám be néhány

példán keresztül. Szerkezeti megközeĺıtés szerint az aminosavakat érintő mutációk a korábban többször

is emĺıtett (ld. 2.2.2.1. fejezet) regiszter poźıciók szerint értelmezhetőek. Az ‘a’ és ‘d’ poźıciók

esetén a sztérikus gátlás és a hidrofób mag megbontása okozhatja a coiled-coil szerkezet sérülését.

Az ‘e’ és ‘g’ regisztereket érintő mutációk az ellentétes töltésű aminosavak közötti elektrosztatikus

kölcsönhatásokat bonthatják meg, illetve bizonyos esetben nem feltétlenül közvetlenül a hélixek közötti

kölcsönhatást modulálják, hanem az egyedi lánc hélix szerkezet felvételére való tendenciáját. A coiled-

coil szerkezetet összetartó poźıciókon ḱıvül a felületi poźıciók is mutálódhatnak. Ezen három cso-

portban előforduló aminosav mutációk funkcionális következményét ismertetném a következőkben

(az emĺıtett sorrendet követve) (14. ábra felső panel). A DM-eket funkcionális szempontból is

osztályozhatjuk. Bizonyos esetekben maga a coiled-coil szerkezet sérül, azonban ennek hatása a coiled-

coil szakaszon ḱıvül okoz problémát. A desmin-ek olyan citoszkeletális fehérjék, amelyeknek fontos

szerepe van a harántcśıkolt izomszövet funkcionális egységének (szarkomer) összehúzódásában. Ezen

egységek együttes kontrakciója eredményezi az izomműködés alapját. Strukturális szempontból hosszú

coiled-coil régiói kötik össze a desmin fehérje két végén található régiókat, amelyek más fehérjékkel

képesek kapcsolódni. Így egy hálózat jön létre, amely összeköti a sejtmagot, a mitokondriumot és

izomsejt membránját alkotó szarkolemmát, valamint indirekt kapcsolatban áll az izomsejt alapvető

fehérjéivel, az actin-nal és a miosin-nal. A desmin coiled-coil régióban lévő L345P mutáció megzavarja
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az emĺıtett hálózat struktúráját: a coiled-coil régió szétesése a rendszer dezintegrációjához vezet,

ami végül számos szervre (többek között sźıvre) kiterjedő komoly betegséget okozhat, ezen kórképek

összefoglaló neve a dezminopátia (14. ábra, alsó panel bal)[116]. Egy másik lehetséges funkcionális

következmény, amikor a coiled-coil stabilitásáért felelős poźıciójában történő mutáció hatására a coiled-

coil ḱıvülről is hozzáférhető részén hiúsul meg egy kölcsönhatás. Az optineurin egy állványfehérje,

amely autofágia receptorként működik. Az autofágiára szánt “szálĺıtmányt” képes összekapocsolni az

ubikvitinációt végző fehérjékkel. Az optineurin ubikvitin kötő régiója egy hosszú coiled-coil régióban

található. A H486R mutáció jelentősen befolyásolja az optineurin és ubikvitináz kapcsolódását, amely

egyes autofágia folyamatok megváltozását okozhatja. Az optineurin előbb emĺıtett mutációját a

glaukóma (visszaford́ıthatatlan vakság) egyik alt́ıpusának kiváltójaként is léırták (14. ábra, alsó

panel középen)[117]. Más esetben a coiled-coil v́ız (és más molekulák) számára is hozzáférhető részén

történik egy mutáció és ez direkt módon megváltoztatja a coiled-coil szakasz egy másik fehérjével

való kölcsönhatását. A PIK3R2 a phoszphatidil-inozitol 3-kinase enzim egyik alegysége. A PIK3R2

a PIK3CA-val heterodimer szabályozó egységet képez, a kapcsolódásukban kulcsszerepet játszik a

PIK3CA N345 aminosava, és a PIK3R2 D557 aminosava közötti hidrogénh́ıd kötés. A két fehérje által

létrejövő kapcsolat egy zsebet hoz létre, amely fizikai teret biztośıt a glicerin megkötéséhez. A PIK3R2

557-es aminosavnak esszenciális szerepe van a zseb kialaḱıtásában, amit az Asp ->His csere képes

megzavarni, mivel az Asp oldalláncának a glicerinnel való közvetlen kapcsolata ı́gy elvész, valamint

a molekulát pozicionáló negat́ıv töltés hiánya (amely a pozit́ıv töltésű és nagyobb hisztidin hatására

megszűnik) negat́ıvan befolyásolja a kötődést. A PIK3 számos esszenciális jelátviteli útvonal fontos

sze-replője. A konkrét mutációt egy komplex agyi rendellenességet, értelmi fogyatékosságot és összetett

részleges rohamokat mutató betegnél mutatták ki (14. ábra, alsó panel jobb) [118].

5.2.7.2 A coiled-coil régiók mutációs mintázatának értelmezése és összevetése korábbi

adatokkal

A predikciókon alapuló bioinformatikai elemzéseknél az egyik legfontosabb kérdés az ı́gy létrehozott

adatok megb́ızhatósága. Ez növelhető több predikció konszenzusának használatával, vagy azok eredmé-

nyeinek kritikus összevetésével. Azért, hogy elkerüljük az egyedi módszerek sporadikus hibáit, mi is

több módszert használtunk a coiled-coil régiók meghatározására és a regiszterek definiálására. A coiled-

coil predikáló módszerek megb́ızhatóságát külön nem elemeztük, ugyanakkor Simm és munkatársai

friss eredményei alapján , amelyben az akkor elérhető szerkezeti adatok alapján értékelték a coiled-coil

predikciók megb́ızhatóságát és nem találtak jelentős különbséget: a különböző módszerek pontosságát

tekintve, az Ncoilst (∼70%) leszámı́tva mindegyik módszer 80%-os feletti pontossággal határozta

meg a coiled-coil régiókat a fehérje szekvenciákból. Ez nagy mértékben összhangban van az egy

évtizeddel korábban Szappanos és munkatársai által publikált eredményekkel is [119]. Fontos kiemelni,

hogy a DeepCoil predikciós algoritmust nem vették figyelembe, pedig ez a jelenleg elérhető legújabb
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14. ábra A coiled-coil mutációk szerkezeti és funkcionális következményei a regiszterek DM érintettsége

alapján A mutációk szerkezeti megnyilvánulása (felső panel): ‘a’ és ‘d’ poźıciók esetében sztérikus gátlás

vagy a hidrofób mag megbontásában játszik szerepet a DM (bal); az ‘e’ és ‘g’ poźıciók esetében az elektrosz-

tatikus kölcsönhatás megzavarása (középen); a ‘b’, ‘c’ és ‘f’ poźıciók esetében a felsźın érintettsége A mutációk

funkcionális következmények (alsó panel): interakciók megzavarása: a coiled-coil régión ḱıvüli részen (bal) a

coiled-coil régión belül, indirekt módon (közép) módon és a coiled-coilon belül, direkt módon (jobb)

módszer, ráadásul ez már a kor elvárásainak megfelelően mély gépi tanulást alkalmaz. A coiled-coil

régiókon végzett számolásokat külön-külön elvégezve a kapott eredmények egybehangzóak voltak (az

ábrákon minden esetben a módszerek átlaga látható). Az adatok megb́ızhatóságát az is alátámasztja,

hogy a főbb álĺıtásokat a szerkezeti adatokon végzett számı́tások is megerőśıtették, azok eredménye

konzisztens a szekvencia elemzéssel kapottakkal. Ahogyan korábban is hivatkoztam rá, a betegséget

okozó cśıravonal mutációk hatásait egyetlen tanulmány vizsgálta eddig nagyskálásan coiled-coil szakaszo-

kon. Mohanasundaram és munkatársai más megközeĺıtésből analizálták a jelenséget. Esetükben a fő

hangsúly az irregularitásokon és a pleotrópián volt, ezzel szemben az elemzésük sokkal általánosabb

volt. Emellett a megb́ızhatóság növelése érdekében mi négy módszerrel határozzuk meg a coiled-coil

régiókat, szemben az általuk egyedül használt Marcoil predikcióval. A regiszterek kitettségét mindkét

tanulmány elemezte és hasonló eredményeket kaptunk.
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5.3 A PostSynapticInteractionDataBase (PSINDB) felálĺıtása

5.3.1 A PSINDB adattartalmának és struktúrájának meghatározása

A coiled-coil, mint interakciós mot́ıvum kitüntetett szerepe a posztszinapszis szerveződésében még

inkább ráiránýıtotta figyelmünket a fehérje-fehérje kölcsönhatások szinaptikus jelátvitelben játszott

szerepére. Áttekintve az elérhető adatforrásokat, arra a következtetésre jutottunk, hogy bár léteznek

szinaptikus fehérjékre specializált adatbázisok, és számos általános fehérje-fehérje interakciós (protein-

protein interaction, PPI) adatkészlet elérhető, ezek a gyakorlatban nem használhatóak igazán hatékonyan

a posztszinapszis fehérje hálózatának célzott vizsgálatában. Ennek okai között a PS fehérjék általános

adatbázisokban lévő hiányos annotációja, valamint az egymással kölcsönhatásba lépő fehérjék PS-beli

lokalizációjáról való ismeretek bizonytalansága is kiemelhető. Igen fontos aspektusként jelent meg

továbbá a PS-re jellemző nagyszámú multivalens interakció reprezentálhatósága miatt a kötőrégiók

lehetőség szerinti minél részletesebb ismerete. Mindezek miatt elhatároztuk egy új, kifejezetten a

posztszinaptikus fehérje-fehérje interakciókra specializált adatbázis létrehozását. Az alapvető célunk

az adatbázis felálĺıtásánál egy olyan posztszinapszis specifikus bináris fehérje-fehérje kölcsönhatá-

sokat tartalmazó gyűjtemény létrehozása volt, amely az PPI-k mellett az interakciókat befolyásoló

és meghatározó szerkezeti és funkcionális adatokat is részletesen tartalmazza. Ehhez manuális adat-

feldolgozást használva nagy mennyiségű interakciós adatot gyűjtöttem, egy előre meghatározott an-

notációs rendszerben (ld.2.3.4. fejezet). A PSINDB-ben két információra kereshetünk, és ez a két

információ adja az alapját az adatok megjeleńıtésének is. Az első a fehérjék adatlapja, ahol a 14.

ábrán megjelölt összes információ megjelenik. A másik a bináris interakciók oldala, ahol két fehérje

kölcsönhatása látható. A fehérje információs oldal a következő bekezdés szerint meghatározott, jelen-

leg összesen 2 160 posztszinaptikusnak számı́tó fehérjére érhető el. Részletesebben az oldalak meg-

jelenéséről a 5.3.3. fejezetben lesz szó. A PSINDB felálĺıtásához első lépésben a posztszinaptikus

adatszett meghatározására volt szükség. A korábbi szűk értelmezés és szigorú kritériumokkal szemben

a mostani esetben az inkluzivitást tartottuk szem előtt. A PSINDB mellett a területen meghatározó,

új adatbázis a SynGO, amelyet 2019-ben publikálták, és amelynek adataira mindenképpen fontos e-

lemként tekintettünk. A PS fehérjéit definiáló adatszettet ezért a PSINDB esetében kiegésźıtettük a

korábban használt SynaptomeDB és G2C mellett a SynGO adatbázissal, valamint figyelembe vettük

a GO posztszinaptikus lokalizáció annotációval ellátott fehérjéit is. Az ebből a négy adatbázisból

származó adatok mellett a Human Protein Atlas alapján a neuronális expressziót is figyelembe vettük

(15. ábra, panel A). Az adatbázisban az egyedi fehérjékre vonatkozó adatok (15. ábra, panel B-F)

csak a posztszinaptikus fehérjékre találhatóak meg, azonban az interakciós partnerek listájában nem PS

fehérjék is megjelennek. Ennek oka azon korábbi felvetés, hogy a szinapszis komplex és eltérő összetétele

miatt valósźınűleg nem minden szinaptikus fehérjét sikerült még azonośıtani. Ugyanakkor ezáltal

az adatbázis egyértelműen elkülöńıthetővé teszi az ismert posztszinaptikus lokalizációval rendelkező
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fehérjék között kialakuló, várhatóan a PS feléṕıtésében is releváns komplexeket az esetlegesen egyéb

szövetekben előfordulóktól. A fehérjék interakciós lehetőségeit alapvetően meghatározzák a bennük

megtalálható szerkezeti és funkcionális elemek. Ezek meghatározásához régióspecifikus predikciókat

és adatokat gyűjtöttünk össze, amelyeket a szekvencia mentén jelölünk: transzmembrán topológia

(HTP adatbázisból átvéve), coiled-coil (DeepCoil predikció és UniProt annotáció), rendezetlen régiók

/ rendezetlen kötő régiók (IUPred2A), fázisszeparáció (PhasePro), lineáris mot́ıvumok (ELM), foszofo-

riláció (UniProt annotáció), doménnek (PFAM). Az interakciós adatok esetében a manuális kiértékelés

mellett négy adatbázis adatainak integrálása történt meg: IntAct, BioGRID, STRING, valamint a

PDB-ben található több alegységes fehérjék kölcsönhatásai. Az adatbázisba humán, egér és patkány

adatok kerültek be, minden esetben visszatérképezve a humán ortológra (OMA). A négy adatbázis

eltérő mélységű adatot tartalmazott, azonban minden esetben a MIMIx+ rendszer elő́ırásai szerint

jeleńıtjük meg az adatokat (a nem ismert információkat külön jelöljük). Emellett az interakciók fel is

vannak ćımkézve, evidencia alapján, ami lehet:

• alacsony áteresztőképességű ḱısérlet (low throughput)

• nagy áteresztőképességű ḱısérlet (high throughput)

• számı́tásos predikció (computational)

Az adatbázis létrehozásakor különös figyelmet ford́ıtottunk arra, hogy a kötőrégiókat minél részletesebben

megjeleńıtsük. Kötőrégiók három forrásból származnak: az IntAct adatbázisból, saját annotációból

irodalmi adatok alapján, valamint a PDB adatbázisbeli szerkezeti információkból. Utóbbi esetben min-

den posztszinaptikus fehérjét tartalmazó bejegyzésben azonośıtottuk az egymással kölcsönhatásban

lévő aminosavakat a Voronota programmal. Ilyenkor a PDB-ben mindig a PISA által meghatározott

legvalósźınűbb oligomerizációs szintet vettük figyelembe. Az ortológ fehérjékről átvett adatok esetében

az interakció tényét rögźıtjük, azonban a régiókat nem vesszük át. Ennek oka, hogy a lineáris

mot́ıvumokat érintő interakciók esetében ezen mot́ıvumok sajátosságai miatt a konzerváltságon alapuló

megfeleltetés még az egyes ortológ fehérjék között sem tekinthető megb́ızhatónak, és nem is mindig

triviálisan kivitelezhető. Mivel egy kölcsönhatásról több ḱısérletből is rendelkezésre állhat információ

a kötőrégióról, ezeket mindig össześıtettük. A kötőrégiók meghatározása több szinten történhet a

HUPO-PSI szerint: binding associated region, sufficient binding region, necessary for binding, direct

binding. Azonban ez utóbbira nagyon kevés példa volt (<10), nem került bele az adatbázisba, viszont

a PDB-ből származó adatokat figyelembe véve hozzáadtuk az ‘atomic’ szintet, ami a ténylegesen atomi

szintű kölcsönhatást jelöli 2 polipeptidlánc között. A szekvenciális megjeleńıtés mellett a UniProt

webes felületéhez hasonlóan “hálózatosan” is ábrázoljuk az interakciókat, ı́gy jól áttekinthetővé válik,

hogy egy nagyobb hálózat mely elemei állnak egymással kapcsolatban. Ez az információ listaszerűen

is megjelenik, ı́gy a különböző partnerek oldala egyszerűen elérhető (15. ábra, panel C). Mivel számos

posztszinaptikus fehérje funkciója még nem ismert részleteiben, úgy gondoltuk, hogy érdekes lehet
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a STRING-ben megtalálható módon funkcionális “ujjlenyomatot” adni a fehérjékhez kötőpartnereik

alapján. Ehhez a GO molekuláris funkció és biológiai folyamat terminusok százalékos megjelenését

mutatjuk a fehérje interakciós partnerei között, és megjelöljük azokat, amelyek az adott fehérjéhez

is hozzá vannak rendelve (15. ábra, panel D). Ezáltal tulajdonképpen egy komplex deszkriptort ren-

delünk a fehérjéhez, amely pl. hasonlósági keresésekben is használható lehet. Hasonló elv mentén a

DiseaseOntology alapján a partnerekben dúsuló betegség csoport terminusok is megtalálhatóak. Mivel

az ontológiák hierarchikusan rendezettek, az egyes kifejezések sorbarendezhetőek specificitás alapján

(pl. egy magasan lévő kifejezés lehet nagyon általános, de több fehérjére fog illeni). A PSINDB-

ben ezen ḱıvül megjeleńıtjük a különböző ismert cśıravonalbeli mutációkat a Humsavar alapján, és a

részletes annotáció jóvoltából az is látható, ha egy mutáció ismert kötőrégióba esik (15. ábra, panel

E). Egy fehérjének több izoformája létezik, ez a szabályozás egy további szintjét jelenti sok fehérje

esetében. Az izoformákból gyakran éppen egyes kötőrégiók vágódnak ki, ı́gy érdemes ezeket az ada-

tokat is összevetni. A UniProtban található izoformákat is átvesszük, minden szekvencián jelöljük a

kivágódó szakaszokat, referenciaként pedig az össześıtett kötőrégiókat is mutatjuk (15. ábra, panel F).
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15. ábra A PSINDB adatrétegei A: A posztszinaptikus lokalizáció (forrás: SynaptomeDB, G2C, SynGO, GO)

és expresszió (forrás HumanProteinAtlas), B: A fehérjék szerkezeti és funkcionális jellemzői (főbb források:

IUPred2A, PFAM, UniProt, részletekért lásd a szöveget), C: Interakciók, D: Funkciók, E: Betegség és mutáció,

F: A fehérje izoformák és kötőrégiók kapcsolata
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5.3.2 Az interakciók feldolgozási folyamatának és reprezentációjának meghatározása

A PSINDB létrehozásakor egy eddig nem emĺıtett, de fontos törekvés volt a terület legjobb gyakor-

latainak megismerése, átvétele és alkalmazása. Ehhez a HUPO (Human Proteome Organisation) Pro-

teomics Standards Initiative Fehérje Interakciós csoportjának javaslatait követtük. Emellett azt is

fontosnak tartottuk , hogy ne növeljük a redundanciát a publikációkból, ezért a manuális feldolgozás

előtt a cikkeket az IMEX central rendszerében ellenőriztük, és az ott nem szereplő publikációk kerültek

a következő, manuális kurációs körbe. Ahogy korábban a 2.3.4. fejezetben már emĺıtésre került, az

interakciók léırására a ‘gold standard’-nak számı́tó eljárás az IntAct szintű mély reprezentáció. Ez

bizonyos ḱısérlett́ıpusok esetében, mint a röngten-krisztallográfia vagy az NMR, viszonylag egyértelmű

és belátható folyamat (az adatbázisunk automatikusan tartalmazza is ezeket), azonban a legtöbb

ḱısérletes technika esetében rendḱıvül erőforrásigényes, és sokszor nehézségekbe ütközik a prećızléırás.

A PSINDB felálĺıtásában velem együtt több olyan kutató is részt vett, akinek volt már tapasztalata

az IntAct rendszerével, és együttesen arra a következtetésre jutottunk, hogy a számunkra releváns

információk tárolására első megközeĺıtés szerint egy kiterjesztett MIMIx formátum is megfelelő lesz

(MIMIx+). Ebben a rendszerben a MIMIx-ben meghatározott szükséges információk mellett az in-

terakcióban (feltételezhetően) résztvevő kötő régiók is rögźıtődnek. A HUPO-PSI ajánlásokat más

területen is követtük. A ḱısérletek és azzal összefüggő információk léırásához a PSI-MI kontrollált

szókészletet (Controlled Vocabulary, CV) és a kereséshez az EBI ontológiakereső oldalát, az Ontol-

ogy Lookup Service-t (OLS) használtuk. Végül, de nem utolsósorban, a PSI által ajánlott PSI-MI

(Proteomics Standards Initiative, Molecular Interactions) formátumban tettük közzé az adatainkat.

16. ábra A MIMIx plusz adatok (középen), és az interakciók léırása során felhasznált terminus léırások

gyűjteménye (HUPO-PSI-MI-CV)(bal) és keresési lehetőségük (Ontology Lookup Service)(jobb)
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Az annotálás folyamata az alábbiak szerint zajlott: a MIMIx (+) rendszerben három információ

halmazba tartoznak az adatok: általános, ahol a PubMed azonośıtó van megadva; interakciós ada-

tok, amelyek jellemzően a ḱısérlet körülményei; a harmadik csoport magára a fehérjére/fehérjékre

vonatkozik (16. ábra). Általánosságban egy annotációs folyamat ı́gy ı́rható le:

1. PubMedID meghatározása

2. A cikk átolvasása, elsősorban az ábrák seǵıtségével, illetve az absztrakt elolvasásával

3. Kı́sérletek azonośıtása olyan szempont szerint, hogy egyértelműen meghatározhatóak legyenek a

bennül szereplő fehérjék - ábrák, szöveg és módszerek figyelembevétele A ḱısérletben kimutatott

interakció helyének meghatározása: in vivo/in vitro, sejtvonalak

4. Fehérjék meghatározása és azonośıtók kigyűjtése

5. Kı́sérlet és abból következően az interakció t́ıpusának meghatározása

6. Fehérjék ḱısérleti és biológiai funkciójának elemzése

7. Kötőrégió meghatározása a UniProtID alapján az ott található szekvenciával összevetve

Ahogy a 2.3.4. fejeztben már hivatkoztam rá, az annotáció egyik legnagyobb kih́ıvást jelentő része

a ḱısérletben résztvevő fehérjék meghatározása, úgy hogy egyértelműen hozzárendelhetőek legyenek

egy adatbázisazonośıtóhoz. Sok esetben előfordul, hogy egy laboratórium évek óta végez ḱısérleteket

egy adott fehérjén, ezért a ḱısérleti konstrukt, amit használnak, egy korábbi cikkben került léırásra.

Ilyenkor a meghivatkozott cikket is a fenti pontok alapján elemezni kell, azért hogy minden bi-

zonyossággal álĺıtható legyen, mely fehérje szerepelt a vizsgálatban. Nagy múltú laboratóriumok (C.

Sala csoportja, CNR Neuroscience Institute, Milano) esetében ez a láncolat kettőnél több lépésből is

állhat. Emellett a fehérje izoformák is megneheźıtik az azonośıtást. A megfelelő izoforma azonośıtáshoz

a fehérje szekvenciát is látni kell, amely azonban nem minden cikkben szerepel. Az interakcióba lépő

fehérjék meghatározási nehézsége miatt, számos értékes adatot kell eldobni, amely ı́gy nem kerülhet be

adatbázisokba. A interakciós halmazba tartozó adatok esetében is nehézségekbe ütközhetünk, azonban

ezek teljesen más jellegűek, mint a fehérjékkel összefüggő adatok. Például a szakirodalomban, és sok-

szor publikációkon belül is következetlenül használják a ḱısérletes technikák megnevezését. Emellett

fontos azt is megjegyezni, hogy ḱısérletek esetében a tudományos bizonýıték a cikkekben közölt ábrák,

amelyek értelmezése része a kurációs folyamatnak. Gyakran utólag bizonyosodik be, hogy a cikkben

közölt ábra és a szöveg nincs összhangban, vagy rosszabb esetben manipulált, ahogy az nemrég az

Alzheimer-kórral kapcsolatos kutatásokat is megrengette. Bizonyos esetekben véletlen hibák vagy akár

szándékos visszaélések érhetőek tetten a közölt ábrákon, azonban ezeket sokszor még szakavatott sze-

meknek is nehéz észrevenniük. Az adatbázisok egyik fontos tulajdonsága, hogy mennyire megb́ızható
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adatokat tartalmaznak. A PSINDB megközeĺıtése (hasonlóan az IntAct rendszeréhez) az az elv, mi-

szerint az eredményeket csak közzétesszük, szakmai kritikát az eredményekről nem fogalmazunk meg,

annak meǵıtélését a végfelhasználóra b́ızzuk, hogy megb́ızik-e a felsorolt bizonýıtékokban. A manuális

kuráció végeredményeként több, mint kétezer új ḱısérletes bizonýıték került az adatbázisunkba, ami

eddig nem volt rendezetten hozzáférhető, és szabadon is letölthető.

5.3.3 A PSINDB technikai megvalóśıtása és felhasználói felülete

Az adatbázis magját egy MySQL adatbázis adja, amelyet Dobson László hozott létre, a weboldal fel-

használói felületének megvalóśıtása Dudola Dániel munkája, amelyhez Django keretrendszert használt.

Az adatbázis adatokkal való feltöltése teljes egészében a saját munkám, valamint természetesen részt

vettem az SQL szerkezetének és a felhasználói felület felhasználói élményének (UX design) a megter-

vezésében is. Az adatbázis sémája a Függelék 3. ábráján látható. Az adatbázis fizikailag a PPKE ITK

szerverein található, elérhetősége:

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

Az adatbázis weboldaláról letölthetőek a ḱısérletesen meghatározott kölcsönhatások, a posztszinaptikus

fehérjék listája, a posztszinaptikus kölcsönhatási hálózat, valamint a kölcsönhatásokban részt vevő

régiókat tartalmazó fájl. A weboldalon a rákereshetünk fehérjékre UniProt azonośıtó, névalapján vagy

génnév seǵıtségével, illetve külön a kölcsönhatásokra is. A jobb felhasználhatóság miatt egyes általunk

előre definiált fehérjecsoportok is egyszerűen áttekinthetőek (17. ábra, panel A). A fehérjecsoportokat

úgy hatrároztuk meg, hogy a PS szempontjából relevánsak legyenek: citoszkeletális fehérjék, fázisszepa-

rációban részt vevő fehérjék, transzmembrán fehérjék stb. Az egyes csoportokon belül a fehérjék

megjeleńıtése látható az ábra B panelén. A fehérjéket nevük alapján abc sorrnedbe, illetve az inter-

akciós partnereik száma alapján is rendezhetjük. A kölcsönhatások száma mellett a posztszinaptikus

lokalizáció forrása is megjelenik (17. ábra, panel B). Az egyedi fehérje lapján oldal panel seǵıtségével

is navigálhatunk (17. ábra, panel C), illtve a fehérje oldalán legörgetve is elhatároljuk a különböző

információkat (17. ábra, panel D).
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17. ábra A tájékozódást seǵıtő elemek a PSINDB-ben A: Fehérje csoportok szerinti keresés B: Csoporton

belüli keresés - fehérje listák (rendezés A-Z, interakciós partner szám alapján), C: Fehérje oldalon belüli keresés

D: Az oldalon belüli szekció jelölések

5.3.4 Esettanulmányok a PSINDB adatbázis használatára

A következő példák seǵıtségével szeretném bemutatni, hogyan szolgál a PSINDB adatbázis, mint egy

központi adatforrás a posztszinapszis vizsgálatához. A bemutatott példák a PSINDB adatintegrációján

alapulnak, ı́gy más adatbázis vagy szerver seǵıtségével nem valóśıthatóak meg. Ezek a felhasználási

módok lehetővé teszik a PS fehérjék egyedi és nagyskálás vizsgálatát is. A PSINDB felhasználható

lokális alhálózatok részletes vizsgálatára: a SHSA6 és SHSA7 fehérjék (18. ábra) bitopikus transz-

membrán fehérjék. Az AMPA receptorok számos “támogató” fehérjével állnak kapcsolatban, amelyek

intracelluláris szálĺıtásban és az AMPA funkcionális sajátosságainak kialaḱıtásában vesznek részt. Ezen

fehérjék közé tartoznak az SHSA fehérjék is, A fehérje család első tagját, az SHSA9 fehérjét 2010-ben

fedezték csak fel [120]. A UniProt funkcionális léırása szerint a hippokampusz C1, C3 régióinak szinap-

szisaiban töltenek be szerepet a transzmisszió fenntartásában, meghatározó szereplői a szinapszisnak.

A SynGO osztályozása alapján a posztszinaptikus receptor aktivitás regulációjában van szerepük. A

két (homológ) fehérje esetében már korábban is feltártak interakciós partnereket (6 partner a SHSA6,

2 partner a SHSA7 esetében), azonban a PSINDB-hez hozzáadott manuális kuráció eredményeként,

előbbi esetében 8, utóbbi esetén 11 partnerrel sikerült kiegésźıtenem a hálózatot. Mind az SHSA6, mind

a SHSA7 fehérjében nagy valósźınűség szerint olyan mot́ıvumok találhatóak, amelyekek seǵıtségével

az általam azonośıtott partner fehérjékhez kapcsolódni képesek. Az extrém C-terminális régióban

egy 2-es t́ıpusú PDZ kötő mot́ıvum található, amelyet SHSA6 esetében ḱısérletesen is igazoltak már
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[121]. Az újonnan feltárt partnereik között öt fehérjében található meg PDZ domén. Emellett nagy

valósźınűséggel tartalmaznak WW domén kötő mot́ıvumot is (ELM predikció alapján), amit az is

alátámaszt, hogy a SHSA6 esetében két kötő partnerben is megtalálható ilyen domén. Az SHSA6

esszenciális szerepét a procedurális memória kialakulásban nemrég ı́rták le [122], illetve idén közöltek

egy tanulmányt, amelyben kimutatták a fehérjét kódoló gén érintettségét kognit́ıv zavarban [123].

Az PSINDB adataira támaszkódó elemzés eredményeként egy jóval komplexebb képet kaptunk ezen

fehérjék neuronális szerepéről. Ez a példa is jól mutatja, hogy az adatok integrálása egy adatbázisban

seǵıtheti a rendszerek bővebb megértését. Emellett ráviláǵıthat a rendszer azon pontjaira, ahol a je-

lenlegi adatok tovább bőv́ıthetőek a ḱısérletes adatok gyűjtésével és rendszerezésével.

A PSINDB-ben számos PS fehérje részletes annotációja található meg: a Shank fehérjecsalád tag-

jai az egyik legfontosabb állványfehérjék a posztszinaptikus denzitásban [124]. Ezek a multidomén

fehérjék összekötik a membránba ágyazott receptorokat a citoszkeleton rétegeivel. A Shank fehérjék

polimerizációra is képesek a SAM doménjükön keresztül [125], valamint hálózatot alkotnak a Homer

fehérjékkel [126]. A Shank fehérjékben előforduló betegséget okozó mutációk számos neurodegenerat́ıv

betegséggel összefüggésbe hozhatók [127]. A Shank3 fehérje 280 partnerrel rendelkezik a PSINDB

adatbázisban, amiből 77 esetben a kötőrégió is meg lett határozva. Például az Abi1 a Shank3 374-

739 valamint a 791-1221 szegmensével is kölcsön tud hatni, mı́g a gapdh a 374-739 és a 1219-1730

szakaszokkal léphet kapcsolatba: feltételezhetően a Shank3 konformációs változásai a fehérje más és

más részeit teszik hozzáférhetővé, hasonlóan ahogy az autizmussal összefüggésbe hozható mutációknál

léırták [128]. A PSINDB-ben található részletes kötőrégió adatok megkönnýıtik a PS komplexeinek

modellezését, ahogy ezt Miski és munkatársai is bemutatták [129].

A PSINDB-ben alapvetően a PS-ben található fehérjék kölcsönhatásaira koncentráltunk, azonban az

adatbázis tartalmaz minden olyan egyéb interakciót is, ahol csak az egyik résztvevő fehérjére mutatták

ki a PS lokalizációt. Mivel a PS fehérjéinek léırása nem teljes és tökéletes, ez az adat felhasználható,

hogy olyan új fehérjéket találjunk, amelyekről korábban még nem mutatták ki hogy ebbe a térrészben

is előfordulnak: ha megkeressük azokat a fehérjéket, amiknek számos PS interakciós partnerük van,

de magáról a fehérjéről ezt még nem mutatták ki, érdekes jelölteket kaphatunk: az Lrrk2 587 PS

kapcsolattal rendelkezik, mégsem található meg a négy forrásadatbázis egyikében sem, azonban rövid

kutatás után megtalálhatjuk, hogy Lee és munkatársai már bemutatták, hogy az Lrrk2 kölcsönhat az

Eif4ebp1 fehérjével az idegvégződés és az izomrost között résben [130]. Más esetben kevésbé direkt

bizonýıtékok találhatóak: az Ntrk1 szintén nem rendelkezik PS besorolással, annak ellenére hogy 700

PS partnere ismert a PSINDB alapján. Az Ntrk1 egy az idegek növekedésében szerepet játszó fehérje,

amely szerepet játszik azok fejlődésben és a differenciálódásban is [131]. Más esetekben a sok PS

partnerrel rendelkező fehérjék neurodegenerat́ıv betegségekhez köthetőek: mind az Esr2 [132], mind a

Myc [133] kapcsolatba hozhatóak az Alzheimer-kórral.
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18. ábra SHSA6 és SHSA7 fehérjék PSINDB által kibőv́ıtett hálózata interakciós hálózata Az interakciókat

a vonalak reprezentálják; jelölés: vékony: már ismert, vastag: új annotáció, rózsasźın: humán taxon, szürke:

ortológ A fehérjék jelölése: négyzet: PDZ domént tartalmaz, háromszög: WW domént tartalmaz, kör: egyéb

domént tartalmaz

5.3.5 A PSINDB jelentősége

A posztgenomikus éra egyik nagy kih́ıvása, hogy a ḱısérletes technikák egyre nagyobb

áteresztőképessége és a technológiák egyre szélesebb körben való elterjedése eredményeként hatalmas

mennyiségű biológiai adat keletkezik napról napra. Egyetlen modern szekvenáló készülék naponta több

száz terabájtnyi adatot generál [134]. További kih́ıvást jelent, hogy a területen publikált új tudományos

eredmények száma exponenciális tendenciát mutat, illetve rendḱıvül sok adat szétszórtan található

meg az irodalomban. Az adatok hozzáférhetősége, rendezettsége és adott esetben értelmezése szem-

pontjából nagyon fontos szerep jut a biológiai adatbázisoknak. A biológiai adatbázisokat sok szempont

szerint lehet osztályozni. Léteznek általános és átfogó adatbázisok, mint a UniProt, amely organiz-

musok lehető legszélesebb gyűjteményét magában foglalja, és több százmillió fehérjéjére ad egységes

keretrendszerben léırást. Vannak olyan adatbázisok, amelyek bizonyos organizmusokról (például csak

ember, neXtProt), celluláris kompartmenekről (extracelluláris mátrix fehérjék: MatrixDB), vagy szer-

kezeti csoportról (rendezetlen fehérjék: MobiDB) tárol adatokat. A specifikusan posztszinaptikus

adatokat tartalmazó adatbázisok (a doktori témám elind́ıtásakor) a SynaptomeDB, G2C és a SynGO

adatbázisok voltak (7. táblázat). A SynaptomeDB másodlagos adatbázis (DNS és fehérje szintű in-

formációkat is integrál), a G2C a fehérje listák mellett az ismert betegségeket helyezi fókuszba, mı́g a

SynGO a meglévő GO funkcionális és lokalizációs adatokat egésźıti ki szinapszis specifikus léırásokkal.

Az adatbázisok részletesebb információtartalmát a 5. táblázatban lehet látni.
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7. táblázat (Poszt)szinapszis specifikus adatbázisok adattartalma és az utolsó frisśıtés dátuma

Adatbázis Adatok gyűjtése Utolsó frisśıtés

SynaptomeDB Irodalom kutatás és

externális adatbázisok

frisśıtése

2022.08.08.

G2C Kı́sérletes: neurológiai

preparáció + LC-

MS/MS

2011.07.01.

SynGO Szakértőkből álló

konzorcium manuláis

kurációja

2021.02.25.

A biológiai adatbázisok egyik szűk keresztmetszete azok karbantartása. Sok esetben a csoport aktuális

kutatási iránya vagy finansźırozása miatt létrejövő adatbázis hosszútávú fenntartása nehézzé válik, és

gyakran meg is hiúsul. Egy 2015-ben elvégzett, 18 évet átöltelő vizsgálat szerint a megfigyelt több,

mint 300 adatbázis ∼60%-a nem volt elérhető [135] a vizsgálat végére, 14%-t pedig archiválták, nem

frisśıtették többé.

A posztszinapszis esetében két, jelenleg már nem elérhető adatbázisról érdemes emĺıtést tenni: a

SynDB (2007), ami számos funkcionális annotációt foglalt magában a szinaptikus fehérjékre, illetve a

SynSysNet (2013), ami SQL adatbázisban gyűjtötte a fehérje-fehérje interakciókat, 3D szerkezetet. A

Posztszinaptikus Interakciós (PSINDB) adatbázis felálĺıtásakor a saját kutatásunk során szembetűnő

limitációkra a fenti két adatbázis legalábbis részleges megoldást nyújtott volna. Az információs korlátok

mellett a motivációt a csoport fehérjeszerkezeti fókusza és a posztszinapszis komplexeinek megismerése

adta. A PSINDB fejlesztésének megkezdésekor nem volt elérhető olyan adatbázis, ami specifikus a

(poszt)szinapszisra, elsődlegesen interakció fókuszú és a PPI-k mellett kiegésźıtésként tartalmaz más

adatokat. 2021 júniusában Sorokina és munkatársai publikálták az adatforrásukat, amely más szemlélet

és koncepció szerint született, mint a PSINDB. Az interakciós adatokban valósźınűleg jelentős átfedés

lehet, azonban mı́g a PSINDB szerkezeti szinten, funkcionális adatokkal kiegésźıtve a bináris PPI-ket

igyekszik többlet információt adni a posztszinapsziról, addig Sorokina és munkatársai adatbázisukban

a fehérjék interakcióit hálózati modellek felálĺıtására használták és elsősorban az egyes neuronális

betegségek közötti összefüggésekre viláǵıtanak rá az adatokkal (8. táblázat).
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8. táblázat Specifikus (poszt)szinaptikus adatbázisok összehasonĺıtása

Adatbázis Sorokina et. al, 2021 Kalman et. al, 2022

(PSINDB)

Fő fókusz hálózatos megközeĺıtés

főleg betegség

fókusszal

PPI-ket meghatározó

szerkezeti és

funkcionális jellemzők

Adattartalom Teljes szinapszis

∼8000 fehérje

Posztszinapszis ∼2000

fehérje

Fehérje meghatározás saját gyűjtés pub-

likációkból (30 a

posztszinapszisra)

független adatforrások

(4 adatbázis)

Interakciós adatok DIP, IntAct, BioGRID Manuális kuráció,

IntAct, BioGRID,

STRING

Kötőrégió nincs van

Betegség adatok OMIM OMIM, DiseaseOntol-

ogy

Funkcionális annotáció GO GO

Formátum,

hozzáférhetőség

SQL Weboldal + letölthető

PSI-MI

5.4 Kötőrégiók elemzése és javaslattétel új régiókra

5.4.1 A kötőrégiók szerkezeti tulajdonságainak elemezése

A PSINDB-ben a kölcsönhatásokon és a kötőrégiókon ḱıvül számos egyéb adat található meg, a-

melyek a kötésekkel együtt vizsgálva egy komplexebb képet adnak a kölcsönhatásokról. A kötőrégiókat

adatgyűjtési és reprezentációs aspektusból is prioritásként kezeltük, ezért az adatbázisban található in-

formációk elemzésénél is hangsúlyt fektettünk a vizsgálatokra. Ennek részeként az eltérő részletességű

(ld. 5.3.1. fejezet) kötő régiókat elemeztem szerkezeti adatok hozzáadásával és vizsgáltam, hogy

milyen egységek között valósul meg interakció. Ahogy a 2.3.1.4. fejezetben is bemutatásra került,

a kölcsönhatások jellemzően domének és mot́ıvumok révén valósulnak meg, azonban más szerkezeti

elemek is részt vehetnek interakciók kialaḱıtásában, például a 5.2.7.1. fejezetben emĺıtett PIK3R2

coiled-coil régióján keresztül kapcsolódik a partneréhez. Ebben a részben azt vizsgáltam, ha adott egy

kötőrégió, és ott meg van határozva milyen szerkezeti elem található (globuláris domén, coiled-coil,

transzmembrán vagy rendezetlen aminosavak dominálnak a szakaszon belül), akkor milyen kapcso-
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19. ábra A kötőrégiók szerkezeti eloszlása a ‘szükséges kötőrégiók’ (necessary binding regions) szintjén. A

jellemzőbb szerkezeti kapcsolatok - mint a domén-domén és domén-rendezetlen - sötétebb sźınnel találhatóak

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

lódások jellemzőek. A PSINDB-ben található adatok alapján a ‘szükséges kötőrégiók’ (necessary bind-

ing region) szintjén a PS fehérjékre a legjellemzőbbek a domén-domén, coiled-coil és domén-rendezetlen

kölcsönhatások voltak (19. ábra). Az adatok 20%-a esetében ellentmondásos szerekezeti eredményeket

kaptunk, ami azt jelenti, hogy nem tudjuk egyértelműen megmondani, hogy milyen elem vesz részt

az interakció létrehozásában. Az adatok 37%-ban nem predikált szerkezeti elembe esett a kötőrégió.

Megegyező tendenciák látszódnak a ‘sufficient binding region’ szinten is (ld. Függelék 4. ábra), azon-

ban az ellentmondásos esetek száma növekszik a konkrét szerkezeti eleme közötti kapcsolatok terhére.

5.4.2 Domén-domén interakciók becslése

A meglévő kötőrégiók elemzése mellett fontosnak tartottuk azt is, hogy azokat a nagyobb számban

előforduló eseteket is értelmezzük, amikor csupán az interakció tényét ismerjük, azonban nem ren-

delkezünk információval a kötőrégiókról. Ebből a megközeĺıtésből egy evidens következő lépésnek

tűnt, hogy az meglévő bináris párokat használva esetleges kötőrégiókra tegyünk javaslatot. Az 5.3.1.

fejezetben ismertetettek szerint, kölcsönhatások kialakulhatnak például globuláris domének és flexi-

bilis régiók seǵıtségével. A posztszinapszis esetében tudjuk, hogy mindkét t́ıpusú interakciók fontos

szerepet játszanak, de a domén-domén kapcsolatokról sokkal több ḱısérletes adat áll rendelkezésre.

A vizsgálat során kiszámoltuk a PDB adatbázisban található összes fehérje-fehérje kölcsönhatást (ha-

sonlóan ahogy a PSINDB összeálĺıtásakor, ld. 5.3.1. fejezet), majd megnéztük hogy ezek milyen

Pfam domének között valósulnak meg. Következő lépésben azt néztük, hogy amennyiben két fehérje
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20. ábra A PSINDB fehérjéinek eloszlása - ismert és új kötőrégiók számának alakulása

kölcsönhatásba kerül, rendelkezek-e olyan Pfam domén párral, amely a PDB-ben megjelenik (20. ábra).

Az általunk felálĺıtott PS adatszettben a 2 160 fehérjéből 845 fehérjére legalább 1 új domének által

mediált interakciót határoztunk meg, átlagosan pedig 7 új kötőrégiót mondunk ezekre fehérjékre.

A posztszinaptikus denzitást formáló fehérjék egy fontos családja a MAGUK fehérjék. Ezek fontos

alcsaládja a DLG fehérjék, amelyek jellegzetes domén összetétellel rendelkező multidomén fehérjék (ld.

Függelék 5. ábra). Ezekre az állvány fehérjékre a PSD “magjaként” tekintünk. A négy fehérjére össze-

sen több száz interakciós partner ismerünk, ahogy részletesebben a 21. ábrán látszik. A DLG4/PSD-95,

DLG1/SAP97, illetve a DLG3/SAP102 estében hiába ismerünk számos partnerfehérjét, viszonylag kis

hányadban található meg kötőrégió a PSINDB-ben. A négy fehérjéből három esetében domén-domén

kapcsolat seǵıtségével tettünk javaslatot a kötőrégióra: a DLG1 esetében 17, a DLG3 esetében 7 és a

DLG4 esetében 29 új kötőrégiót azonośıtottunk (21. ábra).

A DLG4/PSD-95 és NOS1 közötti kölcsönhatás a két fehérje PDZ doménjei (Pfam: PF000595) között

valósulhat meg. Erre nem található meg kötőrégió szintű adat egyik általunk integrált adatbázisban

sem, illetve a mi irodalomkutatásunk és gyűjtésünk során sem került elő ez az interakció. Azon-

ban az első cikket, amely ezt az interakciót léırja és kötőrégió szintű információt tartalmaz 1996-ban

ı́rták [136]. Biológiailag fontos szerepe van, a két fehérje kapcsolatát (illetve komplexüket az NMDA

receptorral) megemĺıtették már depresszióval összefüggésben [137], illetve iszkémiás agykárosodással

kapcsolatban is [138], mindkét esetben külön hangsúlyozva a PDZ domének esetleges szerepét.
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21. ábra DLG család kötőrégióinak megoszlása az ismeretlen, ismert, illetve újonnan javasolt kötőrégiók

között. Az ismeretlen régiók szürkével, ismertelek lilával, újonnan javasoltak zölddel jelölve

5.4.3 Mot́ıvum-domén interakciók becslése

A domén-domén interakciók mellett az élő szervezetekben legalább két nagyságrenddel több olyan

interakció fordul elő, amelyben az egyik partner legalább egy rendezetlen régiót tartalmaz. Ezek

közül számos interakció rövid lineáris mot́ıvumokon keresztül valósul meg. A posztszinapszis fontos

fehérjéiben számos olyan domén megtalálható, amelyről ḱısérletes adatok bizonýıtják, hogy képes rövid

lineáris mot́ıvumokkal kapcsolatba lépni. A mot́ıvum-domén kapcsolatok legmegb́ızhatóbb forrása az

ELM adatbázis (ld. 4.1.6.1. fejezet). Ezek posztszinaptikus tanulmányozására egy olyan pipeline-t

álĺıtottam fel, ami a korábbiakkal megegyezően a PSINDB-ben található interakciós adatokat használja

fel. A folyamat során a területen használt metódusokat és programokat alkalmaztam úgy, hogy

nagyskálás/ félautomatikus legyen az adatok létrehozása/letöltése. Az előkésźıtő lépésekben a PSINDB-

ben meghatározott összes (2160) fehérjére megkerestem az OMA adatbázisból 24 kiválasztott faj

ortológ fehérjéit (ld. Függelék 6. ábra). Az ortológokon szekvenciaillesztést hajtottam végre a

ClustalOmega programmal,az IuPreddel rendezetlenséget predikáltam a hozzáférhető felsźınüket pedig

az EMBL-EBI oldaláról letöltött AlphaFold szerkezeteken DSSP-vel határoztam meg (22. ábra, bal).

Eközben az ELM adatbázisból letöltöttem a ligandum (LIG) csoporthoz tartozó mot́ıvum domén

párokat. A doméneket kerestem a PSINDB fehérjéiben és egy hipotetikus listát hoztam létre, amely-

ben ezek a fehérjék és posztszinaptikus kötőpartnereik szerepeltek. A domént tartalmazó fehérjék

partnereiben ezután kerestem a feltételezett mot́ıvumokat. Ezeket az adatokat egésźıtettem ki utána a

rendezetlen predikció eredményeivel, ahol a mot́ıvum találat régiójában ellenőriztem a kapott IUPred
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22. ábra A domén-mot́ıvum kötőrégiók meghatározásának folyamatábrája

pontszámot és átlag alapján binárisan értékeltem a régiót (átlag 0.5 felett, akkor 1 = rendezetlen).

A hozzáférhetőséget is kiszámoltam a régiókra, a módszerek fejezetben korábban léırtak szerint (ld.

4.6. fejezet). A többszörös szekvencia illesztésben a mot́ıvumra Shannon-entrópiát számoltam minden

egyes poźıcióra, majd ezeknek vettem az átlagát a mot́ıvumon. A többszörös szekvenciaillesztésben is

ellenőriztem a mot́ıvumot, és azzal az egyszerűśıtéssel éltem, hogy ha gap volt az alignment humán

szekvenciára vontakozó részében, azt érvénytelen pontszámmal jelöltem. A folyamat eredményét végül

egy MS Excel táblázatba mentettem el. Itt összesen 83 341 találatot kaptam aminek igen jelentős része

fals pozit́ıv eredmény volt. Annak érdekében, hogy a hibás találatokat szűrjem, a következő feltételeket

alkalmaztam:

• a mot́ıvumnak rendezetlen régióba kell esnie

• a mot́ıvumnak hozzáférhető felsźınen kell lennie

• a Shannon-entalpiának 0.0 kellett lennie

A következő lépés már nem része pipelinenak, de a leszűrt Excel tábla adatait egyszerűen beolvashatóak

és hálózatosan ábrázolhatóak a kapott interakciók. Három konkrét posztszinpatikus denzitásban

található állvány fehérjén szeretném bemutatni a pipeline működését. Ezek a korábban emĺıtett

fehérjék a DLG1, DLG3 és a DLG4, amelyekben olyan domének találhatóak, amelyek alkalmasak

rövid lineáris mot́ıvumok megkötésére (pl. SH3 vagy PDZ) (23. ábra). Abban az esetben, hogyha

ezek a fehérjék a domén oldalon találhatóak és a partnerükben megtalálható a lineáris mot́ıvum,

152 új kötőrégióra lehet javaslatot tenni (továbbra is alkalmazott kényszerfelételek, rendezetlen=1,

hozzáférhetőség=1, shannon=0,0). Ebből 50 esetben nem ismert humán régió és 18 esetben ismert a

régió, de az máshol található, mint a pipeline által javasolt szakasz.
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23. ábra Felső panel: A feltárt domén-mot́ıvum hálózat (kék: domént tartalmazó fehérje, rózsasźın:

mot́ıvumot tartalmazó fehérje, sárga, javasolt kötőrégiójú kapcsolattal rendelkező kapcsolatok) Alsó panel:

A hálózati számozott jelölések feloldása(a három fehérje közös partnereinek jelölése, világos szürke: Dlg1 és

Dlg4, kék: Dlg3 és Dlg4, illetve sötétszürke: Dlg1,Dlg3 és Dlg4)
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5.4.4 A kötőrégiók vizsgálatának eredményei

A fehérje interakciós adatok rendszerezése során a legtöbb adatbázis nem rögźıti a kötőrégiókat. En-

nek több magyarázata is lehet, többek között az, hogy a kötőrégiók biztos megállaṕıtása rendḱıvül

időigényes is lehet. A posztszinapszis komplexeinek tényleges megismeréséhez azonban szükséges lépés

a kötések molekuláris szintű feltárása, amelynek egy kezdeni lépése lehet a bináris interakciók részletes

megismerése. A domén-domén interakciók megb́ızhatóságának vizsgálatára a kapott eredményt összeve-

tettem egy tavaly publikált módszerrel a PPIDomainMiner eredményeivel (ld. Függelék 7. ábra), akik

hasonló adatokkal dolgoznak, azonban más megközeĺıtéssel. Ezen összehasonĺıtás alapján az látszik,

hogy a mostani módszer valósźınűleg túl megengedő, azonban a DLG4/nNOS példa alapján ráviláǵıthat

olyan összefüggésekre amiket korábban nem vagy csak részben vizsgáltak, ı́gy seǵıtve az annotációs

munkát. A posztszinapszis fehérjéi között számos domén-domén kölcsönhatás már jól tanulmányozott,

és sok ezekből szerepel is megfelelő adatbázisokban, azonban a tranziens kölcsönhatásokról, amelyeknek

jellemző előfordulása a mi vizsgálatunkból is látszik, még nem igazán látunk átfogó képet. Bár létezik

több mot́ıvum predikciós eljárás is, én egy új rendszert álĺıtottam fel, amelynek két oka volt:

1. alapvetően webszerverként működnek, ezért nagy mennyiségű fehérje esetében nehezen használha-

tóak pl.Slimsearch, ELM predikciós része.

2. ezek az eljárások legtöbbször nem veszik figyelembe a már ismert fehérje-fehérje kölcsönhatási

adatokat, amik viszont nekem a rendelkezésre álltak.

Az első megközeĺıtéssel kapott adatok alapján azonban jól látszik, hogy a posztszinapszis esetében is

fontos lenne a tranziens kölcsönhatások széleskörű feltérképezése.
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6 Összefoglalás és kitekintés

A posztszinapszis (PS) a neuronális jelátvitel fundamentális alegysége. Az elmúlt több, mint két

évtizedben rengeteg ḱısérletet végeztek működésének feltárására, azonban ismereteink az organellumról

még mindig részlegesek: a posztszinapszis pontos fehérje összetétele nem ismert, és emellett számos az

alapvető működésben szerepet játszó folyamatot még csak részben értünk - elég csak a fázisszeparáció

jelenségére gondolni, amiről az első átfogó léırások csak az elmúlt pár évben jelentek meg. Bár az

in silico módszerek számos limitációval rendelkeznek a ḱısérletes technikákkal szemben, seǵıtségükkel

dedikált adatbázisok és nagyskálás elemzések hozhatóak létre. A doktori munkám során számı́tógépes

eljárásokkal többféle aspektusból, rendszerszinten vizsgáltam a posztszinapszis fehérjéit és létrehoztam

átfogó gyűjteményüket (PostSynapticInteractionDataBase, PSINDB).

A posztszinapszis sokrétű működéséért a sejt dinamikusan változó fehérjehálózata felelős. A körülbelül

kétezer fehérjét tartalmazó hálózatban akár több százezer különböző kölcsönhatás is kialakulhat. A

kapcsolatok kialaḱıtását meghatározza a fehérjék szerkezete, ezek az elemek (más szóval modulok)

önmagukban, illetve különböző kombinációkban felelősek az interakciók kialaḱıtásáért. Ismereteink

szerint a PS esetében kiemelt jelentősége van a globuláris domén-domén interakcióknak, valamint

mot́ıvumok által vezérelt kölcsönhatásoknak. Eredményeim azonban arra is egyértelműen ráviláǵı-

tottak, hogy az ilyen szempontból eddig kevésbé vizsgált szerkezeti elemeken (mint a coiled-coil)

keresztül megvalósuló interakciók is jelentősen befolyásolhatják a PS működését. A coiled-coil fehérjék

magas érintettsége a központi idegrendszeri betegségekben kiemeli ezen multimerizációs mot́ıvum

által (is) összetartott fehérjekomplexek jelentőségét. Az egyes komponens fehérjék által kialaḱıtható

kölcsönhatások rendszerezése többek között megnyitja az utat olyan rendszerbiológiai modellek felálĺı-

tása előtt, melyek explicit módon képesek figyelembe venni a fehérje komplexek összetételét és an-

nak különböző hatásokra - expressziós szint, poszttranszlációs módośıtások, mutációk stb. - történő

megváltozását, hozzájárulva ezek funkcionális jelentőségének megértéséhez [129].

A posztszinapszis fehérjéihez több száz betegség kötődik, melyek pontos molekuláris mechanizmusai

még feltáratlanok. Ezek közül számos több millió embert érint szerte a világon, ugyanakkor a pontos

működésük megértése nélkül azok kezelése is jelentős limitációkba ütközik, ahogyan azt például az

Alzheimer-kór esetében látjuk is. A PS működésének minél részletesebb megértésével nem csak neu-

ronális betegségek gyógýıtására nýılna lehetőség, hanem gondolkodásunk alapjaira is fény derülhetne,

amellyel megválaszolnánk az emberiség története óta fennálló egyik legfontosabb biológiai kérdést,

nevezetesen, hogy miképp is működik agyunk.
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10 Függelék

Függelék 1. ábra A DM-ek és a coiled-coilok kapcsolata. A dúsulást (a coiled-coilok és nem coiled-coilok relat́ıv

gyakoriságának arányát) reziduum szinten (coiled-coil reziduumok) és fehérje szinten (coiled-coilt tartalmazó

fehérje) számı́tottuk. PM-ek: kék; DM-ek: piros
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Függelék 2. ábra Egyedi aminosavak kicserélődése a DM-ek által. A coiled-coilra jellemzőbbek pirossal, a

humán proteomra jellemzőbbek kékkel
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Függelék 3. ábra A PSINDB SQL adatbázis sémája
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Függelék 4. ábra A kötőrégiók szerkezeti eloszlása a ’suffcient binding regions’ szintjén. A jellemzőbb szerkezeti

kapcsolatok - mint a domén-domén és domén-rendezetlen - sötétebb sźınnel találhatóak meg (dom: domén,

idr: rendezetlen, cc: coiled-coil,TM: transmemrbán, un: ismeretlen conf: ellentmondádsos)
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Függelék 5. ábra A humán Dlg fehérjék domén összetétele - számos interakció kialaḱıtására képes egységgel

Függelék 6. ábra A mot́ıvum vizsgálatok többszörös szekvencia illesztéshez figyelembe vett fajok (OMA)
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Függelék 7. ábra Részlet a domén-domén kötőrégiók vizsgálata során kapott eredmények és egy korábban

felálĺıtott és publikált módszer, a PPIDomainMiner [139] eredményeinek összehasonĺıtásából (A PPIDM

esetében két tresholddal)
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