DOI:10.14753/SE.2014.1946

Komplex jelatviteli és szabalyozasi halozatok
Osszeallitasa és vizsgélata

Doktori értekezés
Tiirei Dénes

Semmelweis Egyetem
Molekularis Orvostudomanyok Doktori Iskola

Témavezetd: Dr. Csermely Péter,
egyetemi tandr, az MTA levelez0 tagja

Hivatalos biralok: Dr. Ari Eszter, egyetemi tanarsegéd, PhD
Dr. Cserz6 Mikl6s,
tudoményos fémunkatérs, PhD

Szigorlati bizottsag elndke: Dr. T6th Sara, egyetemi docens, PhD
Szigorlati bizottsag tagjai:  Dr. Kaldi Krisztina, egyetemi docens, PhD
Dr. Hetényi Csaba,
tudoményos fémunkatérs, PhD

Budapest
2014



DOI:10.14753/SE.2014.1946

Tartalomjegyzék
Tartalomjegyzék 2
Abrak jegyzéke 5
Tablazatok jegyzéke 5
Roviditések jegyzéke 6
1. Bevezeto 12
1.1. Jelatviteli utvonalak . . . . . . . . . .. ... L 14
1.2. Jelatviteli rendszerek és hdlézatok . . . . . . ... ... .. ... ... 14
1.3. A poszt-transzlaciés kapcsolatok vizsgalata nagy teljesitményl modszerekkel 19
1.4. A transzkripciondlis szabdlyozds €s vizsgdlati médszerei . . . . . ... . .. 21
1.5. Poszt-transzkripciondlis szabdlyozds . . . . . . .. . ... ... ... 22
1.6. Bioinformatikai adatforrdsok . . . . . .. ... ... Lo oL 25
1.6.1. Altaldnos fehérje interakciés adatbazisok . . . . . ... ... .... 25
1.6.2. A fehérje-fehérje interakciok megbizhatdsdganak becslése . . . . . . 26
1.6.2.1. PRINCESS. . .. ... . . .. 26
1.6.2.2. A Gene Ontology tulajdonsdgok szemantikus hasonlésidga. 26
1.6.3. Jelatviteli atvonal adatbdzisok . . . . . . ... ... .. ... .... 27
1.6.4. Transzkripcids faktor—gén regulaciés adatbazisok . . . . . . . . . .. 32
1.6.5. mikro-RNS-mRNS interakcids adatbazisok . . . . . ... ... ... 34
1.6.6. Transzkripciés faktor—mikro-RNS gén reguldcids adatbazisok . . . . 35
1.7. Az NRF2 transzkripcids faktor . . . . . . ... .. ... ..o oo, 36
1.8. Azautofagia. . . . . . . . ... 39
1.8.1. Az autofédgiat szabalyozé dtvonalak . . . . . . ... ... ... ... 44
1.8.2. Az autofégia transzkripciondlis szabdlyozdsa . . . .. .. ... ... 47
1.8.3. Az autofédgia poszt-transzkripciondlis szabdlyozdsa . . . . . . . . .. 48
1.8.4. Az autofdgia rendszerszinti megkozelitése . . . . . . ... ... .. 48
2. Célkittizések 51
3. Moédszerek 53
3.1. Afejlesztések kiinduldépontjai . . . . . . ... 53
3.2. Adatforrdsok . . . .. L. 53
321, Kézigyljtés . . . . . . .. 54
3.2.2. Fehérje és mikro-RNS referencia adatbdzisok . . . . . ... ... .. 55
3221, UniProt. . . . . ... .. . 55
3.2.2.2. WormBase, FlyBase, Ensembl. . . . . . ... ... .... 55
3223. miRBase. . ... .. .. ... ... . 56
3.2.3. Fehérje-fehérje interakcids adatbazisok . . . . . ... ... ... .. 56
3.2.4. A predikcidk sordn felhaszndlt adatbdzisok . . . . . . ... ... .. 57



3.3.

3.4.

DOI:10.14753/SE.2014.1946

3.2.5. Predikcié domén-motivum kolcsonhatasok alapjan . . . . . . . . ..
3.2.6. Predikci6 domén-domén kapcsolatok alapjan . . . . . ... ... ..

3.2.6.1. Kapcsolat predikcié. . . . . . .. ... L.

3.2.6.2. Irany predikcid. . . . . .. ... ... L.
3.2.7. Transzkripcids faktor—gén regulaciés adatbazisok . . . . . . .. . ..
3.2.8. mikro-RNS-mRNS interakcids adatbdzisok . . . . . . ... .. ...
3.2.9. Transzkripcios faktor—-miRNS gén regulécids adatbazisok . . . . . .

Az interakcidk tulajdonsdgai . . . . .. ..o
3.3.1. Irany, hatds, kozvetettség . . . . . . . . . .. ... ...
3.3.2. Megbizhat6sdgi mérészamok . . . . . . . . ... ... ...,
3.3.2.1. PRINCESS. ... ... .. .
3.3.2.2. A Gene Ontology tulajdonsdgok szemantikus hasonldsaga.
3.3.2.3. Predikciok megbizhatdsagi értékei. . . . . . . .. ... L.
Implementacid . . . . . . . . . . ...

34.1. Adatbazis struktdra . . . . . ... ... ...
3.4.2. Azadatbazisok épitése . . . . . . . ... ...
3.4.2.1. Adatbazis azonositok forditdsa. . . . . .. ... ... ...
3.4.3. Az adatbazis Osszedllitdsdnak folyamata . . . . . . . ... ... ...
343.1. Signalink2. . . . ... ... oo
3432. NRF2omeés ARN. . .. ... ... ... .. .......
344. Weboldalak . . . . . . ... ...
345, Aletoltdmodul . . . . . ... ...

4. Eredmények

4.1.

4.2.

4.3.

Az adatbazisok felépitése . . . . . . . .. ...
4.1.1. ASignaLink2 . .. ... ... ... ..

4.1.1.1. Jelatviteli komponensek. . . . ... ... ... ......

4.1.1.2. Tobbrétegli szabdlyozasi halézatok. . . . . . . . . .. ...
412. AzNRF2ome . . . . . . . .. .. .
4.1.3. Az Autophagy Regulatory Network (ARN) . . . .. ... ... ...
Az adatbazisok mennyiségi tulajdonsdgai . . . . . ... ... ...
42.1. ASignalink2 . .. ... ... ...
422, AzNRF2ome . . . . . . . .. .. .
4.2.3. Az Autophagy Regulatory Network (ARN) . . . .. ... ... ...
4.2.4. Az autofigia kapcsolatai jelatviteli itvonalakkal . . . . . .. .. ..
4.2.5. A Signalink 2, az NRF2ome €s az ARN 0Osszehasonlitdsa . . . . . .

Az adatbazisok internetes feliiletei . . . . . . . ... ... ... ...
43.1. Aweboldalak . . . . ... ...
4.3.1.1. Intelligens névkeresés. . . . . . . . . .. ... ... ....
4.3.1.2. Fehérje és mikro-RNS adatlap. . . . . .. ... ... ...
4.3.1.3. Személyre szabott letdltés. . . . . . ... ... ... ...
432, Letdltdmodul . . . . . .. ...
4.3.3. Latogatottsdg monitorozas . . . . . . . . . . ... e .

64
65



8.

9.

DOI:10.14753/SE.2014.1946

434, Kompatibilitds . . . . . ... L L
4.4. Azadatbazisokelemzése . . .. ... ... ... ... ... ... ...
4.4.1. A SignaLink 2 6sszehasonlitdsa mas jeldtviteli adatbazisokkal . . . .
4.4.2. A jelatviteli keresztbeszélgetések kiillonbozé rétegei . . . . . . . . . .
4.4.3. Szabdlyozasihurkok . . . ... ... ... ... ... .. ...,

Megbeszélés
5.1. A SignaLink 2 szerepe a jelatvitel kutatdsaban . . . . . . . . ... ... ...
5.2. A SignaLink 2 jovébeli fejlesztési irdnyai . . . . . . .. ... ...
5.3. Az NRF2ome szerepe az NRF2 kutatdsdban . . . . . . . ... ... .....
5.3.1. Poszt-transzlacids szabdlyozds . . . . . . . . ... ... ... ...
5.3.2. Transzkripciondlis szabdlyozds . . . . . . . ... ... ... .....
5.3.3. Poszt-transzkripciondlis szabdlyozas . . . . . . .. .. ... ...
5.3.3.1. Az NRF?2 jelatviteli utvonalak 4ltal torténd szabalyozasa.
5.4. Az ARN jelent6sége az autofdgia kutatdsdban . . . . . . . ... ...
5.5. Elemzési lehetdségek a bemutatott adatbdzisok felhasznaldsaval . . . . . . .
5.5.1. Differencidl expresszios vizsgalatok . . . . . . ... ... ... ...
5.5.2. Mutdcids vizsgdlatok . . . . ... ..o
5.5.3. Haélozati perturbacids szimuldciok . . . . .. ...
5.5.4. Modularizicids vizsgalatok . . . . . ... ...
5.5.5. Kiritikus pontok vizsgdlata . . . . .. ... ...
5.5.6. Héldzati motivumok keresése . . . . . . ... ...
5.5.7. Extrém utvonal analizis . . . . . . . . ... ... L.
5.5.8. A halozatok szerepe a gyogyszerkutatasban . . . . . ... ... L

Kovetkeztetések
Osszefoglalas
Summary

Irodalomjegyzék

10. Sajat publikaciok jegyzéke

11. Koszonetnyilvanitas

100
100
102
104
104
106
108

. 109

109
114
114
115
117
117
118
119
119
120

122

124

125

126

151

154



DOI:10.14753/SE.2014.1946

Abrak jegyzéke
1. Szemléletvdltas a jelatvitel kutatdasdban—1. . . . . . . ... ... ... ... 15
2. Szemléletvaltas a jelatvitel kutatdsaban—11. . . . . . . . .. ... ... ... 18
3. Az NRF2 szabdlyozdsanak attekintése . . . . . ... ... ... ....... 37
4. A makroautofagia folyamatanak attekintése . . . .. ... ... ... .... 41
5. Az autofagia fehérjék szerepe a fagofér képzddésében . . . . . . . ... L. 43
6. Az autofagiat szabalyozo fontosabb utvonalak . . . . . . ... ... L. 45
7. A Signalink 2 adatbdazis réteges felépitése . . . . . . . .. ... ... ..., 69
8. A Signalink 2 adatbdzis sémdja . . . . .. .. ... ... ... 71
9. Az NRF2ome adatbdzis felépitése . . . . ... ... ... ... ....... 76
10. Az ARNfelépitése . . . . . . . . . . . . . 77
11. Szabalyozasihurkok . . . ... ... .. ... ... ... ... 85
12. A weboldal keresdmezdjének miikodése . . . . . . . ... oL 86
13. Fehérjeadatlap—1. . . . . . . ... .. ... .. .. 87
14. Fehérjeadatlap—1II. . . . . . . . . . ... ... . .. ... 88
15. Az NRF2 kapcsolatait bemutatéoldal . . . . . .. ... ... ... .. ... 90
16. Letoltési bedllitdsok a SignalLink 2 weboldalan . . . . . . . ... ... ... 92
17. Részletes szlirés a SignaLink 2 weboldalan . . . . . .. .. ... ... ... 93
18. Letoltési bedllitdsok az NRF2ome weboldaldn . . . . . . ... ... .. ... 94
19. Letoltési bedllitdsok az ARN weboldaldan . . . . . . ... ... .. ... ... 94
20. A TGF-f és a Notch utvonal a SignalLink 2-ben . . . . . . . ... ... ... 98
21. Szabalyozasi hurkok az NRF2ome adatbazisban-1. . . . . . ... ... ... 99
22. Szabalyozasi hurkok az NRF2ome adatbazisban—-1I. . . . .. .. ... ... 105
23. Halézati motivumok az NRF2 transzkripciondlis szabdlyozdsdaban . . . . . . 107
24. A jelatviteli utvonalak és az autofdgia fehérjék kapcsolatai . . . . . . . . .. 111
25. Az autofagia szexudlszteroid receptorok altali szabédlyozdsa . . . . . .. . .. 114
26. Réakban mutéciot szenvedd gének és gydgyszercélpontok az autofigia szaba-
lyozési hdlézatdban . . . . . . .. .. ..o 116

Tablazatok jegyzéke

e e Al i e

A SignaLink 2 rétegek és fajok szerinti attekintése . . . . . . . . . ... ... 79
Az NRF2ome rétegek szerinti attekintése . . . . . . . .. ... ... .... 79
Az ARN rétegek szerinti attekintése . . . . . ... ... 80
Az autofagia kozvetlen kapcsolatai jelatviteli utvonalakkal . . . . . .. . .. 81
A SignaLink 2, az NRF2ome és az ARN 0sszehasonlitdsa . . . . . . .. ... 82
Az interakcidk tulajdonsagok szerinti 6sszehasonlitdsa . . . . . . . .. . .. 83
A mas adatbdzisokbol dtvett adatok attekintése . . . . .. .. oL L. 84
Az adatbazisok weboldalai . . . . .. .. ..o 85
A SignaLink 2 0sszehasonlitdsa mas jelatviteli adatbazisokkal . . . . . . .. 96



DOI:10.14753/SE.2014.1946

Roviditések jegyzéke

ABS Annotated Regualtory Binding Sites
adatbézis

AC Accession number

ADB Autophagy Database

ADDA Automatic Domain Decomposition
Algorithm

ADM Adjacent Dinucleotide Model
AGO Argonauta protein
AIM ATGS interakciés motivum

AJAX Asynchronous Javascript and XML —
webes technoldgia

AMBRA Autophagy/Beclin-1 regulator
protein

AMPK AMP aktivdlta protein kindz

AP-MS Affinity Purification and Mass
Spectrometry — Affinitas-tisztitast
kovetd tomegspektrometria

ARE Antioxidant Response Element
promoéter motivum

ARN Autophagy Regulatory Network
adatbézis

ATF4 Activating transcription factor 4
ATG Autofdgia gén

ATM Ataxia telangiectasia mutated protein
ATP Adenozin-trifoszfat

AXIN1 Axis inhibition protein 1

BACH1 BTB and CNC homology protein 1

BH3 Bcl-2 homology domain 3

GO BP Gene Ontology, Biological Process —
a GO adatbazis bioldgiai folyamatokat
tartalmazo része

BRAF Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
protein B

BRCA1 Breast cancer type 1 susceptibility
protein

bZIP Leucin-cipzér transzkripcids faktor

CAMKK Kalcium/kalmodulin-fiiggd
protein kindz kinaz

CBP CREB-kot6 fehérje

CC Gene Ontology, Cellular Component — a
GO adatbazis sejt kompartmentumokat
tartalmazo része.

CK Kazein kinaz

CLEAR Coordinated Lysosomal Expression
and Regulation prométer motivum

COSMIC Catalogue of Somatic Mutations
in Cancer adatbazis

COX6C Citokréom-c oxiddz, VIc. alegység

CREB1 CAMP responsive element binding
protein 1

CUL3 Cullin 3 protein

DAF-16 Forkhead box protein O

DAPK Death-Associated Protein kinase
DIMA Domain Interaction Map algoritmus
DNS Dezoxiribonukleinsav

DOMINE Database of Protein Domain
Interactions adatbazis

DPEA Domain Pair Exclusion Analysis
algoritmus



DOI:10.14753/SE.2014.1946

DPP Dipeptidil-peptidiz 3

DRAM Damage-regulated autophagy
modulator protein

DUF Domain of unknown function —
ismeretlen funkci6ji domén

DVL2 Dishevelled segment polarity protein
2

EDGEdb C. elegans Differential Gene
Expression Database

EGF Epidermadlis novekedési faktor
ELM Eukaryotic Linear Motifs adatbazis

ENCODE Encyclopedia of DNA Elements
adatbézis

ER Endoplazmatikus retikulum

ERK Extracellular signal-regulated kinases
ESR1 Osztrogén receptor 1

ESR2 Osztrogén receptor 2

EWSR1 EWS 1 RNS-kot6 fehérje

BiFC Bimolecular Fluorescence
Complementation modszer

FIP200 RBI-inducible coiled-coil protein 1

FLI1 Friend leukemia integration 1
transcription factor

FM Frekvencia Modulaci6

FOXO Forkhead box protein O

FRET Fluorescence Resonance Energy
Transfer — Fluoreszcencens Rezonancia
Energia Transzfer

GABARAP Gamma-aminobutyric acid
receptor-associated protein

GABARAPL Gamma-aminobutyric acid
receptor-associated protein like protein

GATA3 Trans-acting T-cell-specific
transcription factor GATA-3

GEO Gene Expression Omnibus adatbazis

GFP Green fluorescent protein — zold
fluoreszcens fehérje

GO Gene Ontology adatbazis

BioGRID The Biological General
Repository for Interaction Datasets
adatbazis

GTP Guanozin-trifoszfat
gzip GNU zip veszteségmentes tomorités

HADb Human Autophagy Database
adatbazis

HGNC HUGO Gene Nomenclature
Committee nevezéktan

HITS-CLIP High-throughput sequencing of
RNA isolated by crosslinking
immunoprecipitation

HMMER Rejtett Markov modell Hidden
Markov Model szekvencia illesztd
algoritmus

HNF1A Hepatocyte nuclear factor 1
homeobox A

HO-1 Hem-oxigenaz 1

HOPS Homotypic fusion and protein sorting
complex

HPRD Human Protein Reference Database
adatbazis

HSF-1 Heat shock factor protein 1 —
hdsokkfehérje 1



DOI:10.14753/SE.2014.1946

HTRI Human Transcriptional Regulation
Interaction Database adatbazis

ID Identification Number — adatbidzis
azonosito

IGF Insulin-like growth factor —
inzulin-szert novekedési faktor

IKK [Inhibitor of nuclear factor kappa-B
kinase

IL Interleukin

IMID Integrated Molecular Interaction
Database adatbézis

INOH Integrating Network Objects with
Hierarchies adatbazis

JAK Janus kinaz
JNK C-Jun N-terminélis kinaz

JSON Javascript Object Notation
adatformatum

JUN AP-1 transzkripcios faktor
KEAP Kelch-like ECH-associated protein 1

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes adatbazis

LC3 Microtubule-associated proteins 1A/1B
light chain 3

LIR LC3 interakcids régié (motivum)
LKB1 Liver kinase Bl
LP Linaris Programozas

MAF Musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog

MAFG MafG transzkripcids faktor

MAP Microtubule-associated protein

MAPK Mitogen-activated protein kinase
MAX Myc-associated factor X
MEF Myelin expression factor

GO MF Gene Ontology, Molecular
Function —a GO adatbazis molekularis
funkcidkat tartalmazoé része

MIAME Minimal Information About
Microarray Experiment szabvany

MINT Molecular Interaction Database
adatbazis

miRNS Mikro-RNS
MLE Maleless protein
mRNS messenger RNS

MS Mass Spectrometry —
tomegspektrometria

NBR1 Neighbor of BRCAI gene I protein

NCBI National Center for Biotechnology
Information intézet

NCOR1 Nuclear receptor co-repressor 1
NF«B Nuclear factor kappa-B

NFAT4 Nuclear factor of activated T-cells 4
NFE2 Nuclear Factor, Erythroid-Derived 2

NFIL3 Nuclear factor, interleukin 3
regulated

NHR Nuclear hormone receptor — nuklearis
hormon receptor €s utvonal

NID Non-interacting Domains — nem
kolecsonhaté domének

NIP Non-interacting Proteins — nem
kolcsonhato fehérjék



DOI:10.14753/SE.2014.1946

NIX BCL2/adenovirus EI1B 19 kDa
protein-interacting protein 3-like
protein

NLP Natural Language Processing — gépi
szovegfeldolgozas

LIR_NRBOX Nuclear receptor box

NRF2 Nuclear factor (erythroid-derived
2)-like 2

OSX Macintosh Operating System X

PAR-CLIP Photoactivatable-
Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking
and Immunoprecipitation

PARK?2 Parkin RBR E3 ubiquitin protein
ligase

PAS Phagophore Assembly Site

iPAVS Integrated Pathway Resources,
Analysis and Visualization System
adatbézis

BioPAX Biological Pathways Exchange
adatformatum

PBM Protein Binding Microarray médszer
PDK Phosphoinositide-dependent kinase-1

PE Phosphatidylethanolamine —
foszfatidil-etanolamin

PERK Eukaryotic translation initiation
factor 2-alpha kinase 3

PHP PHP Hypertext Preprocessor
programozasi nyelv

PID Pathway Interaction Database adatbazis

PIK3C3 Phosphatidylinositol 3-kinase
catalytic subunit type 3 — foszfatidil
inozitol 3 kindz 3-as tipusu katalitikus
alegysége

PINK1 PTEN-induced putative kinase 1

PIP3 Phosphatidylinositol 3-phosphate —
foszfatidil-inozitol-3-foszfat

PKA Protein kinaz A
PKB Protein kinaz B
PKC Protein kinaz C

PPARY Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma

PPARG Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma

PPI Protein-protein Interaction —
fehérje-fehérje kolcsonhatas

PRINCESS Protein Interaction Confidence
Evaluation System with Multiple Data
Source algoritmus

PSI-MI1 Proteomics Standards Initiative
Molecular Interactions adatformatum

PSIMI-TAB Proteomics Standards Initiative
Molecular Interactions Tab Delimited
adatformatum

PSIMI-XML Proteomics Standards
Initiative Molecular Interactions
Extensible Markup Language
adatformatum

PTEN Phosphatase and tensin homolog

PWM Position Weight Model — pozici6-suly
modell

RCDP Relative Co-evolution of Domain
Pairs algoritmus

RDFF Random Decision Forest Framework
algoritmus

EpRE Electrophile Response Element
promoter motivum



DOI:10.14753/SE.2014.1946

RISC RNA induced silencing complex STAT Signal transducer and activator of

transcription protein
RNAi RNS interferencia

STING Stimulator of interferon genes
RNS Ribonukleinsav protein

ROC Receiver Operating Characteristic STRING Search Tool for the Retrieval of
statisztikai modszer Interacting Genes/Proteins adatbazis

RORA RAR-Related Orphan Receptor A SVM Support Vector Machine —

tanul6vektor-gép
ROS Reactive Oxygen Species — reaktiv

oxigén gyokok SVR Support Vector Regression —
tanulévektor-gép regresszid

RTK Receptor tirozin-kindz
TAK1 TGF-beta activated kinase 1

SBML Systems Biology Markup Language
TCF4 Transcription factor 4

SELEX Systematic Evolution of Ligands by

Exponential Enrichment modszer TF Transzkripcids faktor

SILAC Stable Isotope Labeling by Amino TFEB EB transzkripcids faktor

Acids in Cell Culture — stabil 1zotop

cimkézés aminosavakkal,

sejtkulturdban TMYC Protein tag encoding a c-myc
epitope

TGF Transforming growth factor

SIRT1 Szirtuin 1
TOR Target of rapamycin
SLiM Short Linear Motif — rovid linedris
motivum mTORC Mammalian target of rapamycin

complex — emlds TOR komplex

SMURF1 E3 ubiquitin-protein ligase
SMURF1 TSC1 Tuberous sclerosis protein 1

SP Specificity protein I transzkripcids faktor TSC2 Tuberous sclerosis protein 2

TSS Transcription Start Site — transzkripci6

SPIKE Signaling Pathways Integrated kezddhely

Knowledge Engine adatbazis

SQL Structured Query Language TWIST1 Twist-related protein 1

programozasi nyelv UCSC University of California, Santa Cruz
adatbdzis
SREBP Sterol regulatory element-binding
protein Ul User Interface — felhasznal6i feliilet
SS Semantic Similarity — szemantikus ULK unc-51 like autophagy activating
hasonldsag kinase 1

10



DOI:10.14753/SE.2014.1946

UTR Untranslated Region WI8 Worm Interactome version 8 adatbazis
UV Ultraviola WIPI WD-repeat protein interacting with
phosphoinosides

UVRAG UV radiation resistance-associated WNT Wingless and Int related protein

gene protein utvonal és ligandum
VMP1 Vacuole membrane protein 1 XML Extensible Markup Language
adatformatum
VPS Vacuolar protein sorting-associated
protein homolog ZIP PKZip veszteségmentes tomorités

11



DOI:10.14753/SE.2014.1946

1. Bevezeto

A bioinformatikai eszkdzok tdrhdza és a rendelkezésre 4116 molekuldris biolégiai adatok
mennyisége gyorsuld litemben novekszik. Az informatikai eszkoztdr kiterjedt hasznalatat
megkoveteli a masképpen kezelhetetlen adatmennyiség, valamint az igény a matematikai
mobdszerekkel torténd predikcidra, mely tdmpontot adhat a tovabbi kutatds megtervezéséhez.
A nagy szdmu molekuldris bioldgiai adatbdzis kozott kiilon kategoriat képeznek az interakcids
adatbazisok, melyek gyakran csak fehérjék, esetenként fehérjék és mas molekuldk (RNS-ek,
lipidek, kis molekuldk) kozt 1étrejovo kolesonhatasokat gytijtik rendszerbe. Az interakcids
adatbazisokat tekinthetjiik hdl6zatoknak, amennyiben minden molekuldt egy csomépontnak, és
minden kolcsonhatdst egy élnek tekintiink egy grafban. Ez az absztrakcid azért is el6nyds, mert
a grafelmélet matematikai médszertana segitségével elemezhetjiik a bioldgiai rendszereket.

Dolgozatomban hirom, dltalam 6sszedllitott interakcids adatbdzist mutatok be. Idérendben
az elsdként elkésziilt adatbdzis a Signalink 2, melynek célja hét jelatviteli utvonal kapcsolata-
inak és szabdlyozadsanak feltérképezése. Ezutin egy, az oxidativ stresszvdlaszban és szamos
betegségben fontos szerepet jatszo transzkripcids faktor, az NRF2 szabalyozasi hal6zatarol
készitettem egy adatbdzist. Harmadikként a rdkban és 6regedésben, valamint neurodegenerativ
betegségekben kulcsszerepet jatszo folyamat, az autofdgia szabalyozdsi hdlézatét gy(jtottem
egy adatbazisba.

A hédrom adatbézist elsdsorban kialakitdsuk alapelvei és mddszertana koti 0ssze. Ezen
alapelvek koziil az egyik legfontosabb a molekuléris szabélyozas kiillonb6z6 mddjainak —
transzkripciondlis, poszt-transzkripciondlis €s poszt-transzlaciés szabdlyozas — egységes rend-
szerbe foglaldsa. Ahol mégis eltérés mutatkozik e harom adatbazis kozt, azt mindenhol kiilén
kiemelem. A masik k6z0s elem, hogy az dltalam 6sszedllitott adatbdzisok eredeti irodalmi
gyljtés koré épiilnek, mely j6 mindségli, megbizhat ismereteket jelent a fehérjék kozti kol-
csonhatdsokrol. A harmadik 6sszekotd elem a jelatviteli hal6zat, mely kapcsolatot teremt a
sejt kommunikécios- €s informdciofeldolgozo alrendszerei, valamint a vizsgalt folyamatok

szabdlyozdsa kozott.
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Mindhédrom adatbdzis hidnypo6tlo szerepet tolt be, mivel nem all rendelkezésre més adat-
forras, ahol ezek az adatok egységes rendszerben elérhetdek lennének — ami el6feltétele
az ezeket felhaszndl6 elemz6 munkanak. Hiba lenne azonban ezeket az adatbazisokat mas
adatbéazisok 0sszedmlesztésének tekinteni, az adatintegral6 munka csak egy része céljaink
megvaldsitasdnak. Egyfeldl, mindegyik adatbazis sajat irodalom feldolgozédson alapul, azaz a
szovegekben fellelhetd informacidkat kutatécsoportunk tagjai 6sszegyjtotték, és mint fehérje-
fehérje kolcsonhatdsokat, hozzdadtik az adatbdzishoz. fgy tehat tobb ezer cikkbsl — mely
hasonlé mennyiségii kisérletet jelent — nyertiink egy fehérje interakcids halézatot. Masrészt,
a tovabbi adatok mas adatbédzisokbol vald atvételét is gondosan mérlegeltiik, és ezeket az
adatokat, a bioinformatikai szabvanyok kozti eltéréseket dthidalva, egységes formatumra
hoztuk. Tovabb4, adatbdzisaink tartalmaznak predikcidkat és megbizhatdsdgi méroszamokat
(confidence score) is, melyek kiszamitdsat részben sajat magunk végeztiik, részben pedig mas
forrdsokbdl atvettiik.

Dolgozatomban csak olyan vizsgélatok és eredmények szerepelnek, melyek elkészitésé-
ben részt vettem. Az éltalam kivitelezett részfeladatokndl egyes szdm els6é személyt, mig a

kutatdcsoport tobbi tagjdval egyiittmiikodésben végzetteknél tobbes szamot hasznélok.

A doktori munkam hatterét alkoté ismeretek bemutatdsa sordn elséként a jelatviteli hal6zatok
altalanos jellemzdit targyalom. Ezutdn bemutatom a poszt-transzlicios, a transzkripciondlis,
majd a poszt-transzkripciondlis szabdlyozas megismerését szolgdld leggyakoribb nagy telje-
sitményd, Un. high-throughput kisérletes modszereket. Ezt kovetden dttekintem az ezekbdl a
moddszerekbdl szdrmazé adatokat 6sszegy(ijté bioinformatikai adatbazisokat, és kitérek az in
silico predikcids modszerek jellemzdire is. A bevezetd rész utolso két fejezetében az NRF2
transzkripcids faktor és az autofagia szabédlyozdsarol rendelkezésre all6 ismereteinket foglalom

ossze.

13



DOI:10.14753/SE.2014.1946

1.1. Jelatviteli atvonalak

A jelatvitel a sejt informéci6 feldolgoz6 alrendszere, melynek bioldgiai funkciéja a kiviilrdl
és beliilrdl érkezd informacidk sokasidgdnak észlelése, feldolgozasa, és specifikus valaszok
generdldsa a sejt mikodésének befolydsoldsa dltal. A hagyomanyos elképzelés szerint, a
jelatvitel utvonalak szerint szervezddik, azaz a jelet egymasnak tovabbité fehérjék — leggyak-
rabban kindzok vagy protedzok — linedris, kaszkdd szer(i sorozataibdl all (Kholodenko és mtsai
2012). Ezen kaszk4dok kezd&pontja egy tobbnyire sejtmembranban taldlhaté receptor, melyek
mikodése a megfelels ligand kotésétdl fiigg; végpontjuk pedig a transzkripcids faktorok héls-
zata, melyek aktivitdsi mintdzata a jelatvitel fliggvénye. Széls6séges esetet képvisel az NHR
(nukledris hormon receptor) utvonal, melyben a receptorok egyben transzkripcids faktorok is
(példaul az 6sztrogén receptor).

A legtobb egyedfejlédési folyamatban evoliciésan konzervalt médon, mindossze hét
jelatviteli utvonal vesz részt: a Hedgehog, a receptor-tirozinkindz (RTK), a Wingless (WNT), a
TGF-f3, a Notch, a Janus-kindz (JAK/STAT) és az NHR ttvonal (Pires-daSilva és mtsai 2003).
A flexibilitds és a robosztussag a jeldtviteli itvonalak két sajatossdga, mely sziikséges a sokféle
funkcié megvaldsitdsdhoz. A receptorok expresszidja sejttipusra jellemzd, a ligandumok
jelenléte pedig az aktudlis fiziolégiai dllapotot tiikrozi. A kiillonb6zd ttvonalakon érkezd
jelek az utvonalak kozti keresztbeszélgetések révén kombindlddnak, a jelatviteli hdlézatban
informaci6 feldolgozas zajlik. Ebben a folyamatban a sejten beliili kompartmentalizacid, a
jelatviteli molekuldk lokalizacidja is fontos szerepet jatszik. Végiil a szovetspecifikusan jelen
1év6 eltérd transzkripeids faktorok és ezek egymads kozti interakcidi is befolyasoljdk a sejt
kiilvilag ingereire adott valaszat. Az itt felsorolt mechanizmusok eredményezik, hogy a hét

------

jelatviteli haldzatot alkotva (Pires-daSilva és mtsai 2003).

1.2. Jelatviteli rendszerek és halozatok

A linedris, kaszkad szer( jelatviteli dtvonalak izolalt vizsgélata nem ad magyardzatot a komp-

lex biolégiai folyamatok szabdlyozasdnak mikéntjére (1. és 2. dbra). Hogy megértsiik a
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molekuldris interakcidk — kiils6 ingerektdl befolydsolt — dinamikéja €s a sejt fenotipusa kozti

Osszefiliggést, sziikséges a jeldtviteli fehérjék kolcsonhatdsainak hdlézatos reprezentdcidjanak

elkészitése, és annak matematikai modszerekkel torténd vizsgalata (Bauer-Mehren és mtsai
2009; Kholodenko és mtsai 2012; Taylor és mtsai 2012).

Jelatviteli Utvonal Jelatviteli Utvonal 2010-ben
1990-ben

-~
PDGFR w

1. dbra. Szemléletvaltas a jelatvitel kutatasaban — I. A linedris, kaszkad szert, 6nall6 ut-
vonalak kezdeti modellje helyett, ma bonyolult jelatviteli hal6zat képe él benniink. Az tj
adatoknak koszonhetSen vildgossa valt, hogy a jelatviteli komponensek igen nagy szamu
fehérje és mikro-RNS alkotta bonyolult szabalyozasi hdlézatba dgyazédnak. — Az dbra forrdsa:
Kholodenko és mtsai 2012.

Az egy utvonallal kapcsolatban all6 komponensek szdma novekszik: egy ERK aktivitast
RTK stimuldci6 hatdsa alatt mérd sziirés 331 1) szabalyozdjat deritette fel ennek az dtvonalnak
(2. dbra, Friedman és mtsai 2007). S6t mi tobb, ezen szabdlyozdk szdma nem lehatarolhat6:
RNS interferencia sziirések (RNAi screening) adataibdl kideriilt, hogy az ttvonalat szinte
nem befolyasol6 gének, és jol ismert, legerdsebb szabdlyozo6i kozott folytonos az dtmenet,
utobbiak nem alkotnak jol elhatarolhaté csoportot (Friedman és mtsai 2007). Az Gsszetett
interakcids halézatokrdl a high-throughput kisérletekbdl nyert informéci6 pillanatképet adhat
egy jelenségrol, azonban elfedi az okokat: egy ilyen bonyolult rendszert akdr egy ponton

ért hatds szamtalan dton terjedhet tovabb, és szdmtalan ponton okozhat valtozast, azonban a
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kozrem(ikod6 mechanizmusok az egyes pillanatképekbdl nem lathaték (Kholodenko és mtsai
2012).

Az interakcids hélézat tér- €s id6beli dinamikdja az expresszid, a poszt-transzlaciés mo-
dositasok és a dinamikus szubcelluléris lokalizdci6 hatdsa révén alakul ki (Taylor és mtsai
2012). A halézatokon alkalmazott mutacios és expresszids elemzések megmutatjak, hogy a
héalézat szerkezete, konnektivitdsa és modularitdsa, miként véltozik egyes betegségekben, igy
rdmutathatnak a betegségben kulcsszerepet jatszo fehérjékre. A sejtekben, aktudlis fizioldgiai
allapotuktol fiiggden, a rajuk jellemzd fehérje interakcids hdlézatnak egy része valdsul meg.
Az élesztd sejtciklusa sordn a dinamikusan valtozé mennyiségii fehérjék egymassal, és dllan-
déan jelenlévd partnereikkel 1€pnek interakcidba, igy az interakcids haldzat a sejtciklus soran
folyamatosan médosul (Lichtenberg és mtsai 2005).

A legtobb fehérje interakcids héldzat skélafiiggetlen, bar ennek preciz megvaldsuldsarol
ismereteink még hidnyosak. Az interakcids hdl6zatokban azonosithatéak tUn. hub fehérjék,
melyek sok masik fehérjével vannak kapcsolatban — grafelméleti kifejezéssel, nagy fokszam
jellemzi 6ket. Ezen fehérjék egy része szovetspecifikusan (ezek altalaban intermoduldris,
azaz modulok kozti hubok) mas résziik altalanosan (ezek dltaldban intramoduldris, azaz
modulokon beliili ~ubok) koexpresszalddik partnereivel. A jeldtviteli domének gyakoribbak
az intermoduldris hubokban, és a daganatok szempontjdbdl is jelentGsebbek ezek a fehérjék.
Egyes tanulmanyok szerint, a hal6zatban nagyobb fokszamu fehérjék rakos sejtekben gyakran
nagyobb mennyiségben expresszdlédnak (Taylor és mtsai 2009).

A jelatviteli utvonalak robosztussagat a negativ és pozitiv visszacsatoldsok, valamint a
redundancidk biztositjdk. A pozitiv visszacsatolas erdsiti az ttvonal aktivitdsat, hozzdjarul
az elkotelez6déshez a differencidcié sordn. A negativ visszacsatoldsok korlatozhatjdk egy
utvonal aktivitdsat, vagy oszcillacidkat idézhetnek eld. Ezek a jelentds jelatviteli utvonalak
minden tobbsejtliben megtaldlhatok, azonban a paralégok szdmdban kiilonboznek a taxondmiai
csoportok. Az evolicid sordn szdmos gén duplikalddott, €s a homoldgok 4j funkcidkat nyertek,
vagy a kordbban egy gén 4altal gyakorolt funkcidkat megosztva, komplementer médon vitték
tovabb. A redundancidk biztosithatjdk a létfontossdgu funkcidk fenntartasat a redundans

elemek egy részének kiesése esetén (Pires-daSilva és mtsai 2003).
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A szigndl integracidban fontos szerepet jatszanak a jeldtviteli fehérjék, valamint a transzk-
ripcids faktorok aktivitdsdnak idSbeli dinamikdjdban megfigyelhetd jellegzetesség, a frekvencia
modulalt (FM) pulzdlds. Levine és mtsai fluoreszcens jeloléssel vizsgaltak a pS3 és az NF-kB
transzkripcids faktorok aktivitdsdnak idobeli dinamikdjat. A rovidebb és hosszabb periddusu
pulzéldsok interakcidja segit a megfeleld funkciondlis védlasz kialakitdsdban. Egyes esetekben
AC-DC konverzi6 is megfigyelhetd a jelatvitelben, amikor egy fehérje koncentracidja egy
masik pulzaldsanak gyakorisdgat hatarozza meg. A pulzélas fenntartdsa negativ és pozitiv
visszacsatoldsok egyiittmiikodése, vagy késleltetett negativ visszacsatolds révén valdsulhat
meg: példaul a p53 periodikusan bekovetkezd, ATM-bdl kiinduld aktivaldsa sordn sajat degra-
déacigjat is kivaltja az Mdm?2 transzkripcidja révén, masrészt az ATM-et is inaktivdlja, a Wipl
segitségével. Amennyiben a DNS kdrosodas tovabbra is fenndll, djabb aktivacios hulldm indul
meg az ATM irdnyabdl (Levine és mtsai 2013).

Az NF-«kB nukledris lokalizcidja periodikusan, mindent-vagy-semmit alapon kovetkezik
be. Egy gyors negativ visszacsatolds az IkB transzkripciéja révén inaktivélja az NF-kB-t. Egy
pozitiv, de lassabb hurok is megfigyelhetd, mely az A20 fehérje transzkripcidja dltal, az IKK
kindz inaktivdldsaval serkenti az NF-kB aktivitasat. A pulzald aktivitdsok a jelatviteli utakban
képesek 1d6 alapti kombinatorikus szabdlyozds megvaldsitasara. Példaul az extracellularis
kalcium szint hatdsara az NFAT4 transzkripcids faktor percnél révidebb impulzusok forma-
jaban aktivalédik, mig az NFAT1 lassan, nem pulzdlé médon. Ily médon més informacioét
kozvetit mindkét TF jelenléte, mint az NFAT4 egyediil. Az azonos prométerhez két6do tobb
transzkripcios faktor aktivitasi periddusai kozti atfedések, azaz a pulzusok szinkronitdsanak
mértéke a szigndl integricid id6 alapd megvaldsitasat jelenti. Tovabbd, bizonyos sejtek egy-
massal Osszeférhetetlen funkcidkat idébeni elvélasztassal valdsitanak meg. Ilyen esetekben a
szabdlyozasi rendszer bistabil, vagy az egyik, vagy a masik allapot felé kotelezddik el (Levine
és mtsai 2013).

Az id6beli dinamika a szabélyozas kiilonféle modjainak egyiittes vizsgalatdnal is fontos.
A jelatvitel kémiai reakci6i (pl. foszforilacid) nagysagrendekkel révidebb id6 alatt mennek
végbe, mint a transzkripciondlis szabdlyozdas, vagy a sejt szintl folyamatok (Papin és mtsai

2004).
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2. abra. Szemléletvaltas a jelatvitel kutatasaban — II. A jelatviteli dtvonalak leggyakoribb
reprezentdcidi viszonylag kevés komponensbdl 4ll6, izoldlt, kvantitativ informécidkat nélkiilo-
z06 kaszkadként mutatjdk be azokat (A). Egy valésaghtibb képet mutat a bonyolult jelatviteli
halézat, melyben az egyes kapcsolatok relativ erdssége eltérd, és amely tobb irdnybdl kap
bemend jeleket, majd az informdcié-feldolgozast kdvetden tobb hatdst érvényesit (B). Az
egyedfejlodésre haté mutaciok relativ hatdsa (az dbran ezt fejezi ki a z-érték) az 6sszes tobbi
gén meghibdsodasdnak hatdsdhoz hasonlitva a skéla extrém értékeit képviselik; a legtobb
gén funkcidvesztésének hatdsat kivédi a rendszer robosztussaga, és a vad fenotipus jelenik
meg (C). Genom Iéptékii szlirések mutatjak, hogy az egyes gének hatdsa a jelatviteli hal6zat
egy adott pontjdn mért aktivitasra folytonos eloszlas szerint alakul. Ez azt jelenti, hogy nem
valaszthatok szét egy adott titvonalban szdmottevd szerepet jatszo, illetve az azon kiviil allg,
azt nem befolyédsol6 gének. Ez a felismerés a sejtek molekuldris szabédlyozasi halézatanak
egységességét sugallja (D). — Az dbra forrdsa: Friedman és mtsai 2007.
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1.3. A poszt-transzlacios kapcsolatok vizsgalata nagy teljesitményi mod-
szerekkel

Az utébbi két évtizedben megsokszorozddott a fehérjék kozti interakcidkrol rendelkezésre
all6 adatok mennyisége. A molekuldris bioldgiai médszerek dltalanos fejlédése mellett, ez
a nagysagrendi novekedés elsGsorban néhany nagy teljesitményd, tn. high-throughput méd-
szernek koszonhetd. Ezek a médszerek alkalmasak tobb szdz, vagy tobb ezer fehérje kozti
interakcidk gyors, automatizalt feltérképezésére. Ebben a fejezetben bemutatom a legfonto-
sabb high-throughput modszereket, melyekbdl a 1.6.1. fejezetben ismertetett bioinformatikai
adatforrasok az adataikat nyerik.

Az irodalmi gydjtéssel allithat6 el6 a legmegbizhatobb adatsor a fehérjék kozti kdlcson-
hatdsokrol. A kutatdsi érdekl6dés fokuszdban 4ll6 fehérjékrdl és molekularis folyamatokrol
aranytalanul sok hivatkozds talalhato, igy a kisérleteket bemutat6 cikkekbdl gy(ijtott adatok
torzitanak a leginkdbb kutatott dtvonalak irdnydba. Tovéabbi problémat jelent, hogy gyakran
hidnyoznak a kisérletes bizonyitékok az interakciok hidnyardl, mivel a negativ eredménye-
ket nehezebb publikalni (Dirnagl és mtsai 2010). Ez utébbi hidnyossag kikiiszobolését a
Negatome adatbazis tlizte ki céljaul (Smialowski és mtsai 2009). A nagy teljesitményd, un.
high-throughput médszerek nagy szdmu interakciordl szolgéltatnak informdciot, beleértve a
negativ adatokat is, azonban ezen az adatok mogott gyengébb kisérletes bizonyiték 4ll, €s nem
adnak inform4ciot a kapcsolatok bioldgiai funkcidjardl. A high-throughput médszerek egy ré-
sze — mint az €leszt6 két hibrid modszer — bindris fehérje-fehérje interakcidk feltérképezésére,
mig masik résziik — példaul az affinitas-tisztitas és tomegspektrometria (AP-MS) — fehérje
komplexek azonositdsdara is alkalmas (Parrish és mtsai 2006).

Az élesztd két hibrid technikdt a 90-es évek elején fejlesztették ki, és mar tiz évvel
ezel6tt tobb ezer fehérje-fehérje interakciot tartalmazé halézatok alltak rendelkezésre. Példaul
egyetlen tanulmany a Drosophila 4.679 fehérjéje kozott 4.780 kapcsolatot tart fel 2003-ban
(Giot és mtsai 2003). 2005-ben hasonl6 vizsgalat 1.549 emberi fehérje kozt 2.754 interakciot

(Rual és mtsai 2005), Stelzl és mtsai 2005 pedig 3.186 human interakcidt azonositott.
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Az éleszt6 két hibrid médszer sok hamis negativ eredményt ad, egyrészt a klon konyvtarak
hidnyossdga miatt, masrészt a technika alkalmatlansdga miatt bizonyos tipusu interakciok
kimutatdsdra. A hamis pozitivok azonban még nagyobb probléméat okoznak, hiszen a nagy
fehérje interakcios adatbazisokban az adatok jelentds hanyada csak egy médszerrel, eseten-
ként csak egyetlen éleszt6 két hibrid kisérlettel lett kimutatva. A megbizhatésdgot novelheti,
ha megkoveteljiik, hogy legalabb két kiillonb6z6 kisérlet igazolja egy kapcsolat 1étét; vagy
akar bioinformatikai médszerekkel, megbizhat6sdgi mérdszamokat alakithatunk ki, melyek
a kapcsolat valdszintiségét az adott fehérjék tulajdonsiagai alapjan becslik (Parrish és mtsai
2006). A HitPredict példaul az 6sszes nagy protein-protein interakcids adatbazisbdl atvett kap-
csolatokra ad egy komplex megbizhatdsagi becslést, mely a fehérjék domén 6sszetételén, GO
tulajdonsdgain, és ortologjaiknak mds fajokban azonositott interakcidin alapul (Patil és mtsai
2011). Hasonlé megkozelitést valosit meg a PRINCESS mérdszdm, melyet felhasznédltam a
munkdm sorédn, és melyrdl bévebben a 1.6.2.1. fejezetben irok.

Fehérjekomplexek tomeges feltérképezésére a masik leggyakrabban alkalmazott médszer
az affinitds-tisztitast kovetd tomegspektrometria ([Tandem] Affinity Purification & Mass
Spectrometry — [TJAP-MS). 2007-ben egy tanulmdny tomegspektrometridval 2.235 emberi
fehérje 6.463 interakci6jat azonositotta (Ewing €s mtsai 2007).

Ezen modszerek egyik hatranya, hogy membranfehérjék esetében csak médositdsokkal
miikodnek; bar az élesztd két hibrid modszer egyes vdltozatai (Snider €s mtsai 2010) és az
AP-MS (Gavin és mtsai 2006; Wu és mtsai 2003) képesek membranfehérjék vizsgalatara.
Emellett az éleszt6 két hibrid médszer csak olyan fehérjék interakcidit képes kimutatni,
melyek miikodSképesek a tobbsejti dllatokra jellemzd poszt-transzlaciés modositasok nélkiil
is, tovabbd nagyobb eséllyel mutatja ki a sejtmagi lokaliz4ci6jui fehérjéket (Venkatesan és
mtsai 2008).

A tranziens fehérje interakcidk azonositdsara alkalmas a FRET (Fluorescence resonance
energy transfer), a BiIFC (Bimolecular fluorescence complementation), az éleszt6 két hibrid

modszer, illetve a kémiai keresztkapcsolast kovetd AP-MS (Acuner Ozbabacan €s mtsai 2011).
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1.4. A transzKripcionalis szabalyozas és vizsgalati médszerei

A transzkripcios faktorok (TF-ek) a jeldtviteli hdlozat végpontjan all6 effektorok, jelenlétiik
és aktivitdsuk mintdzata meghatdrozza a sejt anyagcseréjét, funkcidjat és differencidlodésat.
A WNT, a Notch, a Hedgehog és az NHR utvonalak esetében a transzkripcids faktorok
gatl6 funkcidt toltenek be amikor az dtvonal inaktiv, mig aktiv jelatvitel esetén stimuléljak a
célgének expresszidjat. Ezzel szemben az RTK és a TGF-{3 dtvonalak kiilon gatlé és serkentd
transzkripcids faktorokat szabdlyoznak (Pires-daSilva és mtsai 2003).

C. elegansban 940, emberben 1.500-1.800 transzkripcids faktor ismert (Qu és mtsai 2013;
Vaquerizas és mtsai 2009; Walhout 2011). A TF—gén szabdlyozasi kapcsolatok feltérképezésére
leggyakrabban a ChIP-Seq mddszert alkalmazzék. Ez a technika lehet6vé teszi egy TF altal
in vivo kotott DNS szekvencidk megallapitdsat, melyek aztin megkereshetk a genomban.
Egyel6re tavolrél sem vagyunk a teljes transzkripcids faktor kéd birtokaban, mivel ennek
leolvasasahoz kivitelezhetetleniil sok ChIP-Seq mérés lenne sziikséges: minden sejttipus
minden fejlédési stddiumaban és minden fizioldgiai kontextusdban az dsszes transzkripcids
faktorra el kellene végezni egy mérést (Jolma és mtsai 2013; Walhout 2011). Réadasul,
a ChIP-Seq adatokbdl nem deriil ki, hogy az adott TF serkentd vagy gétl6 hatdsi-e. Egy
génre hat6 TF-ek felderitésére alkalmas az élesztd egy-hibrid technika. Ennek sordn a vizsgalt
promoéter mogé riporter gént iiltetnek, és az egyes transzkripcids faktorokhoz erds transzkripcid
aktivalé domént csatolnak. Amennyiben a TF kotédik a vizsgalt szekvencidhoz, a riporter gén
expresszalodik (Ouwerkerk és mtsai 2001).

Az ENCODE projekt keretében 2012 szeptemberéig 119 human TF-fel végeztek ChIP-
Seq kisérleteket tobb sejtvonalon, azonositottdk a DNS-koté doménjeiket, é€s szamos TF-TF
kapcsolatot is felderitettek (Qu és mtsai 2013). A ChIP-Seq alternativdja a SELEX mddszer,
mely véletlen oligonukleotid konyvtarbdl indulva, szelekciés-amplifikdcids ciklusok és valtozo
erdsségt elucio alkalmazasaval kvantitativ adatot ad az egyes szekvencidkhoz val6 kotodés
erdsségérdl. Egy SELEX vizsgalat keretében 830 human TF kotési profiljat mérték meg (Jolma
és mtsai 2013). A ChIP-Seq és SELEX adatok kiegészitésére jol hasznalhaté a DNase-Seq

mobdszer (Boyle és mtsai 2010). Tovébbi alternativa a fehérje koté microarray (Protein Binding
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Microarray — PBM) (Berger és mtsai 2000), melynek hétrdnya, hogy hosszabb kotShelyek
esetén rossz eredményt ad (Jolma és mtsai 2013).

Csak a TF-ek egy része szekvencia specifikus, azonban a szabélyozds szempontjabdl ezek
a legfontosabbak. A legtobb kotShely 10-20 bazispar hosszisaga. Altaldban a szekvenciét vagy
a DNS térszerkezetet ismeri fel a TF, és gyakran hidrogénkotést 1étesit a bazisokkal, vagy egy
protein hélix a DNS nagy drkdba illeszkedik (Jolma és mtsai 2013). A ChIP-Seq és a SELEX
kisérletek eredményeibdl 1étrehozhat6 a TF-re jellemzd pozici6-sily matrix (Position Weight
Marix — PWM), mely a kotési hely minden pozicigjaban megadja, hogy mely nukleotid milyen
aranyban fordul el6, és ennek megfelel6en, mennyire kedvezden befolydsolja az adott TF
kot6dését. Egy precizebb modell az ADM (Adjacent Dinucleotide Model), mely a nukleotidok
szomszédsdgat is figyelembe veszi. A TF-ek dontd tobbségénél kizardlag a DNS-k6té domén
hatdrozza meg a kotés mindségét, ezek a domének dnmagukban is hasonlé médon reagélnak a
DNS-sel (Jolma és mtsai 2013). Egyes TF-ek azonban nem a DNS-hez kot6dnek, hanem mas
TF-ekhez (Qu és mtsai 2013). A TF-ek miikodése sordn nem csak a kot6hely szekvencidja
szamit, hanem a tdvolsdga a start kodontdl, és az irdnya is — ez f6leg a dimerizal6dé TF-eknél
fontos. Az ilyen TF-ek célgénjeinek predikcidjara alkalmas az irdny-tdvolsdg modell (Jolma
és mtsai 2013).

A fehérje és mikro-RNS kodol6 gének transzkripcionalis szabédlyozdsardl szamos adatbd-
zis gyljt adatokat: tobbek kozott az ABS, a DroiDB, az edgeDB, az ENCODE, a HTRI, az
ORegAnno, a PAZAR, a PuTmiR, a RedFly, a TransmiR és a wTF. Ezek tobbnyire az emlitett
high-throughput médszerekbdl, a JASPAR esetében pedig bioinformatikai predikciébdl szar-
maznak (Portales-Casamar és mtsai 2010). Az 4ltalam felhasznalt adatforrasok rovid leirasa

olvashat6 az 1.6.4. fejezetben, az emlitett adatbdzisok hivatkozdasait is ott helyeztem el.

1.5. Poszt-transzkripcionalis szabalyozas

A mikro-RNS-ek (miRNS-ek) ~22 nukleotid hosszisagu, nem fehérje kodolé6 RNS-ek, melyek
képesek mRNS-ek UTR (untranslated region) szakaszahoz kotddni, és igy altalaban ezek
transzldcigjat megakadélyozni, vagy az mRNS lebontdsat eldidézni (Grimson és mtsai 2007).

El6bbi hatdsukat dllatokban, utébbit novényekben tartottdk jellemzének, azonban ma mar iga-
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zolt, hogy allatokban is hozzdjarulhatnak az mRNS degradaciohoz (Huntzinger és mtsai 2011).
A miRNS-ek — az RNS kot6 fehérjékkel egyiitt — a gének kifejezddését poszt-transzkripciona-
lisan szabdlyozzak. A miRNS-ek transzkripciéja transzkripcids faktorok szabalyozasa alatt 4ll,
melyek aktivitdsat a jelatviteli hdldzat szabdlyozza; ezért tekinthetjiik ugy, hogy a miRNS-ek
is részei az utvonalak kozotti keresztbeszélgetések és visszacsatoldsok rendszerének.

Noha éltalanos nézet, hogy a miRNS-ek gatoljak a veliik kolcsonhatdsba keriil6 mRNS-
ek transzlaciéjat, érdemes megemliteni, hogy néhany esetben transzlaciot aktival6 hatast is
kimutattak. Rdadésul a hatds irdnya kontextusfiiggden valtozhat (Vasudevan és mtsai 2007).
Mivel a kisérletek elenyész6 hdnyadaban figyeltek meg aktivaciot, nem kovetiink el nagy
hibat, ha — ameddig ismereteink e kérdéskort illetden nem bdviilnek — minden miRNS-t gatld
hatdsunak tekintiink.

A legtobb miRNS—mRNS kapcsolatot a vizsgalt miRNS tulexpresszaldsat kovetden végzett
microarray és proteomikai mérésekkel deritették fel. Ez a médszer azonban indirekt volta
miatt kétségeket ébreszthet (Thomson és mtsai 2011). A miRNS-mRNS kotodés kozvetlen
detektdlasdra a RISC (RNA induced silencing complex) fehérjéi, példaul az argonauta fehérjék
immun-precipiticidja, majd az altaluk kotott RNS-ek microarray-jel vagy szekvenaldssal
torténd azonositdsa ad lehetdséget. Ezt nevezik AGO-IP technikdnak. Egy masik mddszer, a
HITS-CLIP sordn az RNS-ek kozott 1étrehozott kémiai keresztkotést kovetden izoldljak, majd
szekvendljdk az interakcioban részt vevé RNS parokat. Ennek a technikanak egy hatékonyabb
valtozata a PAR-CLIP, mely in vivo fotoreaktiv nukleotidokat (4-tiouridin) épit be az RNS-
ekbe, majd UV fénnyel idézi el6 a keresztkotések kialakulasat (Thomson és mtsai 2011).

A kisérletes adatok alacsony lefedettsége miatt szamos in silico médszer sziiletett a
miRNS-mRNS interakcidk szekvencidk alapjan torténd predikcidjara. Ezek a modszerek mind
a miRNS kotShelyek kisérletek alapjan megismert éltaldnos jellemzdit hasznaljak fel. Ezeket

a szabdlyokat az alabbiak szerint foglalhatjuk Ossze:

e a miRNS-ek mag (seed) régidja — a 2-7. nukleotidig terjedd szakasz — az altaluk szaba-
lyozott gének mRNS-einek 3 UTR régiéjan beliili kotShelyhez illeszkedik (Kozomara

és mtsai 2010);
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e ¢z arégid 4dltalaban evolucidsan jobban konzervalt, mint az mRNS-ek UTR régidjanak

tobbi része (Lewis és mtsai 2005);
e gyakori, de nem sziikségszer( a 8. nukleotid illeszkedése (Lewis és mtsai 2005);
e az els6 nukleotid leggyakrabban adenin (Lewis és mtsai 2005);
e gyakori, hogy egy miRNS-nek t6bb kotShelye van egy 3° UTR région beliil;

e a tobb kotShely transzlacié gatld hatdsa 6sszeadddik, ha pedig 8—40 nukleotid kozelség-

ben taldlhatok, akkor erdsitik egymds hatdsat (Grimson és mtsai 2007);

e a miRNS-ek ~2 %-a a mag régioban nem illeszkedik tokéletesen, mégis gatolja a

transzlaciét (Grimson és mtsai 2007);

e ilyen esetekben a miRNS 3’ felén, a 13—16. nukleotid j6 illeszkedést mutat (Grimson

és mtsai 2007);

e a miRNS kotShelyek kornyezete 30 nukleotid tdvolsdgon beliil AU gazdag szekvencia

(Grimson €és mtsai 2007);

e leginkdbb a 3" UTR régi6 két végéhez kozel esd kotbhelyek birnak hatdssal (Grimson
és mtsai 2007);

e a stop kodonhoz 15 bézisparndl kozelebb esd kotdhelyek gyengén funkciondlnak (Fried-

man és mtsai 2009; Grimson és mtsai 2007);

e a hibridizdlédott miRNS-mRNS szabadenergidja befolydsolja a kotodés hatékonysagat

(Grimson és mtsai 2007).

A mag régié illeszkedésén alapul6 kotShelyeket konvenciondlisnak, az egyéb pontokon torténd
illeszkedést nem konvencionalisnak, a miRNS—mRNS hibridizaci6 szakaszan kiviili szem-
pontokat pedig kontextus jellemz&knek nevezik. Az egyes predikcids médszerek annyiban
kiilonboznek, hogy a fenti szabélyok koziil melyeket €s milyen mddon €pitik be modelljeikbe.

Az altalam felhasznalt predikcidk sajatossigait a 1.6.5. fejezetben ismertetem. A kisérletek
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alapjan egyre diverzebb kép rajzolddik ki a miRNS-ek transzlaciét befolydsold miikodési
mechanizmusait illetden. Példaul egyes kisérletesen igazolt miRNS—-mRNS interakciok eseté-
ben a miRNS ko6z€psd, 11-12. bazisparja kotddik az mRNS-hez (Thomson és mtsai 2011). A
predikcids algoritmusok egyike sem képes az 6sszes tényez6t szamitdsba venni, de a tipikusnak

tekinthetd esetekben jol miikodnek.

1.6. Bioinformatikai adatforrasok

1.6.1. Altalanos fehérje interakciés adatbazisok

A humdn interaktoém becslések szerint 100-250 ezer kapcsolatot tartalmazhat (Tran és mt-
sai 2013; Venkatesan és mtsai 2008). Az altalanos fehérje-fehérje interakcids adatbazisok
irodalmi gyijtésbdl, és high-throughput kisérletek eredményeibdl gyfijtik Ossze a fehérjék
kozti kolecsonhatasokat. Ezen adatbazisok tartalma részben atfedd, szamos mas adatbazis
pedig atveszi, és egyesitve kezeli 6ket. Az IntAct és a MINT az utébbi egy évben egyesiilt,
€s MIntAct néven 439.013 interakciot tartalmazé adatbazissa valt, a benne szerepld taxonok
a teljes filogenetikai fét lefedik. Az adatokat 12.397 publikdcidban leirt 32.135 kisérletbdl
gy(jtotték ossze (Orchard és mtsai 2014). A BioGRID (Chatr-aryamontri és mtsai 2013), a
HPRD (Keshava Prasad és mtsai 2009) és az InnateDB (Breuer és mtsai 2013) a MIntActhoz
hasonl¢ adatbazisok, melyeket adatforrasként felhaszndltam a altalam készitett adatbazisokban.
Ezekrdl a 3.2.3. fejezetben részletesebben irok. A STRING adatbédzis még ennél is nagyobb
méretd, 1.100 faj 5 millié fehérjéjének tobb mint 200 millié interakcidjét tartalmazza. A kisér-
letes adatok mellett, a STRING automatikus szdmitogépes szovegfeldolgozasi algoritmusokat
is haszndl, melyek 2 milli6 cikk szovegében, és a MedLine absztrakt gy(ijteményben keresnek
fehérje interakcidkat. A STRING ortoldg fehérjék kozt meglévd interakcidkat més fajokban is
meglévonek tekinti, fliggetleniil attdl, hogy az adott fajban ez kisérletesen bizonyitast nyert-e.
Az interakciok kiilonféle forrasai elkiilonitve kezelhetdk, igy a kevésbé megbizhaté adatokat
ki lehet zarni a vizsgalatokbdl (Franceschini és mtsai 2014).

Ezek az dltalanos interakcids adatbazisok egységesek, nem kategorizédljak funkcionalis
alapon az interakcidkat, noha szdimos ezekre az adatokra épitkez utvonal adatbdzis ezt pétolja.

Az interakciok irdnya nem ismert, ezek szimmetrikus viszonyt jelentenek a fehérjék kozott.
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Tovabbi problémat jelent, hogy mddszertani okokbdl a membranproteinek kapcsolatai ezekben

az adatbdzisokban kisebb ardnyban szerepelnek.

1.6.2. A fehérje-fehérje interakciok megbizhatésaganak becslése

Amint az 1.3. fejezetben lattuk, a high-throughput kisérletek esetében jelent6s probléma a
hamis pozitiv és hamis negativ eredmények szamottevd ardnya. Ezek kikiiszobolésére az
egyik ut az interakcidk valoszintis€égének bioinformatikai médszerekkel torténd becslése. Az
aldbbiakban két ilyen megkozelitést mutatok be, melyeket adatbazisaink kialakitdsa soran is

alkalmaztam.

1.6.2.1. PRINCESS. A PRINCESS (protein interaction confidence evaluation system with
multiple data sources) egy fehérje-fehérje kapcsolat tobb tulajdonsagat felhasznald, komplex
mérészam, mely a nagy teljesitményii kisérleti eljardsok alkalmazédsa kapcsan felmeriilt
igényekre probal valaszt adni. A high-throughput technikédk adatai kozt el6fordulnak hamis
pozitivok, mddszertani okokbdl adédéan — még ha két fehérje valéban kotddik is egyméashoz,
nem biztos, hogy az adott interakcionak van bioldgiai relevancidja, és in vivo megvaldsul
(Parrish és mtsai 20006).

A PRINCESS Bayes-i kovetkeztetést alkalmazva, ismert fehérje interakcidok hédldzatat,
domén-domén kapcsolatokat, funkciondlis annoticidkat, expresszids adatokat, genomikus
kontextust, és hdlézattopoldgiai adatokat haszndl a fehérjék kozti interakcid valdszinliségének
becsléséhez. Ezen adatok koziil a legtobbet mar masok is hasznaltdk hasonl6 célra, a PRIN-
CESS kiilonlegessége azonban, hogy egyszerre alkalmazza mindegyiket. Ennek érdekében
egy naiv Bayes-1 osztdlyozo6 algoritmus segitségével illesztettek modellt, mely egy minden
bemeneti tulajdonsdgot fiiggetleniil kezels, Bayes-i valdszintiségen alapul6 tanulé algoritmus

(Li és mtsai 2008).

1.6.2.2. A Gene Ontology tulajdonsagok szemantikus hasonlésaga. A Gene Ontology
(GO) génekhez és géntermékekhez tulajdonsagokat rendel hozz4, €és ezen tulajdonsidgokat

hierarchikusan kategorizdlja. A GO tulajdonsagok (GO terms) egy fat alkotnak, melyben a
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felsébb szinteken 4116 tulajdonsdgokat (sziiléket, [Sz]) a leszarmazottaikkal [L] 0sszekotd
élek jelentése harom féle lehet: ,,az L egy S7” (is—a, példaul ,,a mikroszoma egy vezikuldris
frakcio), az L az Sz része” (part—of, példaul ,,a replikdcios villa a kromoszoma része” illetve ,,L
szabdlyozza Sz-t” (regulates, példaul ,,a sejtciklus ellendrzési pontja szabélyozza a sejtciklust)
(Smith és mtsai 2005). Az egész GO harom un. doménre oszthato, tulajdonképpen harom
kiilonallé ontolégidbal all: sejt 6sszetevd (cellular component — CC), bioldgiai folyamat (bio-
logical process — BP) és molekularis funkcié (molecular function — MF). Egy tulajdonsdgnak
tobb sziilgje is lehet, a harom domén harom fét alkot, melyeknek egy gyokere van (Ashburner
és mtsai 2000). A GO-ban szerepl6é annotacidk 98 %-a automatikus modszerekkel késziilt,
csupén 2 % szarmazik manudlis gy(ijtésbdl. Minden annotdciondl szerepel a forrds publikacio,
illetve a mddszer, amelybdl az adat szarmazik.

A BP és a CC domének esetében logikus a feltevés, miszerint azok a fehérjék, melyek
kapcsolatban vannak egymadssal, hasonlé annotdciékkal rendelkeznek: hasonl6 bioldgiai folya-
matokban vesznek részt, és a sejt hasonlé komponenseiben fordulnak el§. Igy az, hogy két
fehérje GO tulajdonsdgai mennyire hasonléak, j6 timpontot adhat az interakci6juk valdszind-
ségének megitélésében.

Nem elég azonban az azonos és kiillonbozd GO tulajdonsdgok ardnyét venni, ugyanis két
kiilonb6z6 GO tulajdonsag esetében is kvantitativ médon kifejezhetd, hogy azok jelentése
mennyire hasonld. Minél kozelebb van kozos Osiik a GO fan, és minél mélyebb szintjén
helyezkednek el a fanak, anndl inkdbb hasonlék. Ezen alapulnak az Gn. graf alapd szemantikus
hasonldsédgi (semantic similarity — SS) mér6szamok. Mds SS mér6szamok figyelembe veszik,
hogy az adott GO tulajdonsagok milyen gyakorisdggal vannak hozzdrendelve génekhez. Minél
ritkdbb az adott tulajdonsdg el6forduldsa, anndl nagyobb sillyal esik latba a jelenléte (Alvarez

és mtsai 2011).

1.6.3. Jelatviteli utvonal adatbazisok

A PathGuide (http://pathguide.org/) kb. 547, folyamatosan névekv6 szamu interakcids €s
utvonal adatbdzis 6sszehasonlito gylijteménye (Bader és mtsai 2006). Ezek koziil tobb, mint

93 jelatviteli utvonal adatbézis, hasonlé szamu metabolikus ttvonal adatbédzis mellett. A
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tobb adatbazist felhasznal6 elemzésekben, és az adatok integracidja szempontjabodl fontosak a
szabvényos adatcseréld formatumok. A PathGuide-ben listazott jelatviteli adatbazisok koziil 20
tdmogatja a BioPax, 16 az SBML, 8 a PSI-MI, 2 pedig a CellML formatumot. Az adatbazisok
tobbsége szabadon felhaszndlhat6 kutatdsi célokra, csupdn 7 adatbézis érhetd el kizarélag
licenc megvasarldsa esetén. 10 adatbazis jelenleg egyaltalan nem elérhetd, melynek oka
feltehetden a karbantartds hidnya.

Szamos dtvonal adatbdzisként listdzott adatforrds nem tartalmaz valddi Gtvonal informéci-
Okat. A tovdbbiakban dttekintem azokat az adatbdzisokat, melyek valamilyen szempontbdl
egybeviagnak az én torekvéseimmel, igy Osszehasonlithaték az altalam 1étrehozni kivant
jelatviteli dtvonal adatbézissal.

A KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) egy nagy lefedettségti, tobbféle
adatot integral6 adatbazis (Kanehisa €s mtsai 2005). A genomok, gének, ortoldgiai kapcsolatok,
reakciok, gydgyszerhatdanyagok és betegségekkel kapcsolatos informécidk mellett tartalmaz
metabolikus és jeldtviteli utvonalakat, valamint fehérje interakcidkat is. Az Osszesen 455
utvonal kialakitdsa onkényes, igy csak az atlathatésdgot segitik. Azonban szdmos tanulmény
és mds adatbazis atvette ezeket, igy altaldban valamiféle funkciondlis ontolégia szerepét
toltik be. A fehérjék kozti kapcsolatok eredete nincs pontosan megjelolve, €s gyakran fehérje
csoportok kozott valosul meg interakcid, ami lehetetlenné teszi a KEGG fehérje interakcios
halézatként vall6 felhasznalasat az elemzésekben (Kanehisa és mtsai 2005). Szamos adatbazis
a KEGG-bdl veszi 4t az utvonalakat, és az el6z6 fejezetben bemutatott nagy fehérje interakcids
adatbdzisok koziil egy vagy tobb szolgil a kapcsolatok forrds4ul. Igy épiil fel az IntegromeDB,
a Cell Cycle Database (Baitaluk és mtsai 2012), az Arabidopsis Reactome (Tsesmetzis és mtsai
2008), a FlyMine (Lyne és mtsai 2007), a Genomics of Lipid Associated Disorders Database,
a Human Integrated Pathway Database (Yu és mtsai 2013), az Integrated Molecular Interaction
Database (Balaji és mtsai 2012), az iPAVS (Sreenivasaiah és mtsai 2012).

A Coronary Hearth Disease adatbdzis (Wu és mtsai 2013) egy hél6zati kutatdsi platform
kialakitasat célozza meg, és ilyen tekintetben egy el6remutatd prébalkozas a rendelkezésre
allé adatok rendszerszintd integraldsara egy kutatési teriilet timogatasa érdekében. Az adat-

bazis magjat szamitogépes szovegfeldolgozassal segitett irodalmi gy(jtés alkotja, mely a 45
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szivkoszoriér betegségben érintett gén kozti interakciokat térképezi fel. A fehérjék kozti
interakcids halézat a BioGRID-bdl és a HPRD-bdI, mig a gydgyszerhatéanyagok és fehérjék
interakcidi a DrugBank adatbazisbdl szarmazik. Az dtvonal annotdcidkat a KEGG-bdl vették
at az adatbdzis készitoi.

A Semmelweis Egyetem LINK csoportjaban Prof. Csermely Péter és Dr. Korcsméros
Tamds részvételével fejlesztett Signalink 1 (Korcsméros és mtsai 2010) hiarom faj — C.
elegans, D. melanogaster és ember — nyolc jelatviteli ttvonala szerepel, melyeket fejlodéstani
és patobiokémiai jelentGségiik alapjan vélasztottak ki (Pires-daSilva és mtsai 2003). Az
adatbdzis csaknem ezer publikéciot feldolgoz6 irodalmi gy(ijtésen alapul, 1.441 fehérje 1.462
kapcsolatat irja le. A Signalink 1 egységes hdl6zat, mely magédban foglalja az dtvonalak
kozti kapcsolatokat, €s az elsd érintett transzkripcids faktorokig fedi le az egyes ttvonalakat.
A Signalink 1-ben alkalmazott titvonal definicié az utvonalakat valéban 1étez6 bioldgiai
egységeknek tekinti, melyeket biokémiai sajatossdgaik €s evolicids hatteriik kiilonboztet
meg egymadstol. Ez a megkozelités 1ényegileg eltér a tobbi ttvonal adatbazisétdl, melyek
az utvonalakat inkdbb 6nkényesen meghatdrozott, didaktikai és tdjékozodasi szempontbdl
hasznos, mesterséges entitdsokként kezelik. A Signalink 1-ben szerepl6 ttvonal besorolasok
ezért felhasznalhatok 6sszehasonlité elemzésekben, valamint értelmezhetSk és vizsgalhatok
az utvonalak kozti keresztbeszélgetések (Korcsmaros és mtsai 2010). A SignaLink 1 szolgélt
az ebben a dolgozatban bemutatott Signalink 2 adatbazis fejlesztésének kiindul6pontjaként.

Az INOH (Integrating Network Objects with Hierarchies) (Yamamoto és mtsai 2011) 59
human, €s kisebb szdmu, mds fajokban leirt jelatviteli dtvonalat, valamint 29 humén metaboli-
kus ttvonalat tartalmaz, melyeket hierarchikus modon alutvonalakra bont. 3.395 fehérje 6.155
interakcidja szerepel az adatbdzisban. Az utvonalak sajit irodalmi gy(jtés eredményei, az
utvonaltagsagot a fehérjék INOH 4dltal 1étrehozott tobbféle ontoldgidba torténd besoroldsdban
jelentkez6 hasonldsdg, illetve a gydjtést végzd szakértdk itélete hatdrozza meg, azonban nincs
pontos kritériuma. Ez a hierarchikus struktira miatt ebben az esetben nem is sziikséges. Az
interakciés halézat szintén hierarchikus felépitést, minden pont reprezentdlhat egy alhdlézatot,
példaul egy protein komplex tagjait. A sajat ontoldgiak, az atgondolt, hierarchikus adatstruktd-

ra és a sajat irodalmi gy(jtés altal az INOH fejlesztSinek sikeriilt szdimos relevdns problémara
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valéban tj és eldremutaté megolddssal szolgdlni. Emiatt az INOH kiemelkedik a tobbi ttvonal
adatbdzis korébél. Utvonal definicija pedig a legkozelebb 4ll a SignaLinkben alkalmazotthoz.
A weboldal altal nyujtott lehetSségek az adatok bongészésére hidnyosak, azonban az adatsorok
letolthetdk szabvanyos formatumokban.

A NetPath-ban (Kandasamy és mtsai 2010) szerepld tutvonalak az INOH-hoz hasonl6éan
sajat irodalmi gy(jtéssel keriiltek kialakitdsra, 2.228 cikk feldolgozasédval. Osszesen 1.053
fehérje 2.448 interakcidja taldlhaté az adatbazisban. A fehérjék tobb ttvonalba is tartozhat-
nak. Az interakciok lehetnek bindrisak, vagy komplexek esetén tobb fehérje vehet részt egy
interakcidoban. Négy dtvonal (Hedgehog, TGF-[3, Notch, WNT)) megegyezik a Signal.inkben
szerepld utvonalakkal, mig az androgén receptor ttvonal az NHR utvonal részének tekinthetd.
A NetPath 0sszesen 36 human jelatviteli dtvonalat tartalmaz, melyeket az immunitdsban €s a
rékban jatszott szerepiik alapjin valasztottak ki. Az dtvonalak kialakitdsandl szempont volt
az Osszehasonlithatosag. A NetPath tartalmazza az ttvonalakhoz kozvetleniil kapcsol6do
transzkripcids faktorokat, és 6sszesen 7.401 TF—gén kapcsolatot .

A PID (Pathway Interaction Database) (Schaefer és mtsai 2010) egy jeldtviteli utvonal
adatbazis, melynek célja, hogy atfogd referenciaként szolgdljon a jelatvitel teriiletén, és
széles korben elfogadott konvenciét adjon az egyes fehérjék ttvonal besoroldsara nézve.
Jelenleg 137 human jelétviteli utvonalat és 9.248 irodalombdl gy(jtott interakciot tartalmaz.
Az utvonalak kialakitisa irodalmi adatokon és szakértok dontésén alapul. Az adatbdzisban
fehérjék, komplexek, RNS-ek és kis molekuldk kozti reakcidk, transzkripciondlis szabdlyozas
€s transzport folyamatok szerepelnek. Elkiilonitett médon, de a PID adatsémadjaba importaltak
a Reactome és a BioCarta adatait is. A weboldal sajnos hidnyossagokkal kiizd, raaddsul a
kényelmetlen grafikai megjelenités miatt kétséges, hogy teljesiteni tudja-e eredeti célkitlizését.

A Reactome (Croft és mtsai 2014; Joshi-Tope 2005) 7.088 fehérje 6.744 interakcidjat
tartalmaz6 adatbézis, mely 15.107 publikacio feldolgozéasan alapul. Tobb faj szerepel benne,
€s tdmogatja az ortologok keresését. A Reactome adatstruktirijanak alapegysége a reakcio,
célja az é161ényekben el6forduld osszes kémiai reakcid Osszegyjtése, melynek a jelatviteli
utvonalak csak kis részét jelentik. A reakcidk funkciondlis lancolatai az utvonalak, melyeket

a gyljtést végzo kutatok alakitanak ki. Az dtvonalak egymasba dgyazottak is lehetnek, a
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nagyobb tutvonal csoportokat pedig folyamatokba kategorizaljdk. Az ttvonalak ilyen médon
csak a tdjékozodast szolgdljdk. A Reactome alapvetden kiilonbozik a hdlézatos adatbdzisoktol,
mivel nem egyenrangu entitdsok kozti kapcsolatokat, hanem reakciok halmazat tartalmazza;
egy fehérje sok komplexben €s sok foszforilacids dllapotban is szerepelhet egy-egy reakcid
csoport abrdzolédsa sorén.

A BioModels (Chelliah és mtsai 2013) és a CellML (Lloyd és mtsai 2008) adatbazis csak-
nem 500 illetve 330 molekuldris mechanizmus, koztiik jelatviteli dtvonalak logikai, reakcioki-
netikai, rule-based és egyéb kvantitativ modelljeit tartalmazza, melyek SBML formdtumban
letolthetdk.

Kiilonlegessége miatt emlitést érdemel a WikiPathways (Kelder és mtsai 2012), mely a
Wikipedia kozosségi alapu fejlesztési modelljét alkalmazza egy titvonal adatbézis fejlesztésére.
Ennek megfelel6en, az utvonalak definicidja tetszdleges, atfedéek lehetnek. Ugyanakkor a
szolgéltatott tartalom megfelel a legtobb hasonl6 elvek szerint kialakitott adatbazisnak. Az
aktiv fejlesztok szama jelenleg 660, eddig 1.782 ttvonal szerepel benne tobb tucat fajbol.

Egyes adatbazisok a 1étez6 nagy szdmu dtvonal adatbézis adatait kivanjak egyesiteni,
lehet6vé téve az adatok egyiittes felhaszndldsat és elemzését, valamint az 6sszehasonlitd
megkozelitéseket.

A ConsensusPathDB (Kamburov és mtsai 2010) funkciondlis szempontok alapjan rende-
zett molekuldris interakcids adatbazisok egyesitését tlizte ki célul. Jelenleg 159.131 molekula
413.392 interakcidjat tartalmazza. Ezek kozott szerepelnek fizikai és genetikai interakcidk, a
transzkripciondlis szabdlyozas, valamint gy6gyszerek hatéanyag—célpont kdlcsonhatdsai. Az
adatok 32 kiilonbozd adatbazisbol szarmaznak, melyek kozott megtalalhat6 az Osszes nagy
fehérje interakcids adatbdzis. A hal6zat 4.948 utvonalat tartalmaz, azonban ezeket a forras
adatbazisokbdl veszi at, igy az dtvonal definicidk kiilonbozdsége miatt nem hasonlithaték
0ssze.

A Pathway Commons (Cerami és mtsai 2011) modern és letisztult felhasznal6i feliile-
tével, CytoScape Web alapu, fejlett hal6zat vizualizacids rendszerével tlinik ki az ttvonal
adatbazisok koziil. Kilenc adatbazisbdl, BioPax formatumban integrdlja az adatokat, igy

2011-ben mar 1.400 dtvonal 687.000 interakcidja volt elérhetd. Az adatforrdsok a legnagyobb
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fehérje interakcids adatbazisok, a BioGRID, a HPRD, az IntAct, a MINT, valamint mas
ttvonal adatbédzisok, a HumanCyc, az IMID, a Cancer CellMap, a Nature PID és a Reactome.
Az el6bbiek nem tartalmazzdk a fehérjék ttvonal besoroldsat, az utobbiak tutvonal definicidi
pedig eltérdk, igy nem haszndlhat6k fel elemzésekben, csupan a tdjékozédashoz adhatnak
tdmpontot. A hal6zatban fehérjék, RNS, DNS és kis molekuldk egyarant szerepelnek. Egy
modellezési keretrendszer, a ,,virtudlis sejt” (VCell) segitségével a hal6zatbdl automatikusan
modellt készithet a felhasznal6. Hasonl6 funkcidkat valdsit meg a Genemania (Zuberi €s mtsai
2013), azonban az adatok forrasainak elkiilonitése és visszakoOvetése ebben az adatbazis-
ban egyszerlibb a felhaszndl6 szamara. Ezen kiviil, a Genemania miRNS—gén interakciodk, a

transzkripciondlis szabdlyozds, valamint a hatéanyagok és célpontjaik halézatat is tartalmazza.

1.6.4. Transzkripcids faktor—gén regulacios adatbazisok

Az ABS az egyik elsé transzkripcids faktorok kotShelyeire és célgénjeire vonatkozo irodalmi
gytjtés (Blanco és mtsai 2006). 68 TF 100 gén prométerén elhelyezkedd, 650 kotShelyérdl
tartalmaz adatot. Azok a kot6helyek szerepelnek benne, amelyek a vizsgélt négy gerinces fa]
koziil legalabb kettGben megtaldlhatak voltak ortolég géneken.

A DrolD adatbazis a Drosophila fehérje és gén interakciok gydjtGhelye, mely kisérletekbdl
szarmaz0, irodalombol gytjtott és prediktélt interakcidkat is tartalmaz (Murali €s mtsai 2011).
A DrolD altal kinalt adatok koziil a SignalLink 2-ben a fehérje-fehérje interakcidkat, és a
prediktalt transzkripcids faktor-gén interakcidkat hasznéltuk fel.

Az EDGEdD (C. elegans differential gene expression database) sok egyéb annoticid
mellett 605 TF—promoter kapcesolatot tartalmaz, 176 TF €s 115 szabalyozott gén kozott
(Barrasa és mtsai 2007).

Az ENCODE (Encyclopedia of DNA elements) 119 humdn transzkripcids faktor ChIP-Seq
technikdval felderitett DNS ko6tési profiljat tartalmazza (Gerstein és mtsai 2012). A humén
genomban Osszesen 7.424.765 kotési helyet sikeriilt gének prométerein azonositani, ezek
40 %-a proximalis, azaz a TSS-t6l (transcription start site) szamitott 2,5 kilébazison beliil

talalhat6. Az ENCODE az adatok sziirése utdn 45.328 kapcsolatot tesz k6zzé transzkripcids
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faktorok és fehérje kodold gének kozott, illetve 1.648 kapcesolatot TF-ek és éltaluk szabélyozott
mikro-RNS-ek kozott. Ezeket az adatsorokat mindharom adatbézisba beépitettem.

A HTRIdb 284 human TF és 18.302 célgén kozott 6sszesen 51.871 kapcsolatot tartalmazo,
irodalmi gyfijtésen alapuld adatbdzis (Bovolenta és mtsai 2012). A kapcsolatok megbizhatdsa-
gat aszerint pontozza, hogy hany cikk és hanyféle technikdval igazolta a kapcsolat 1étét. Az
interakcidk dontd tobbsége nagy teljesitményl modszerekbdl szarmazik, mint a ChIP-chip,
vagy a ChIP-Seq.

A JASPAR adatbazis a transzkripcios faktorok DNS kotési profiljait métrixok formdjaban
tarolja, melyek megadjik, hogy a DNS szekvencia egyes pozicidiban mely bazis jelenléte
milyen gyakorisdggal fordul el6 a kisérletes adatokban (Portales-Casamar és mtsai 2010).
Ez az un. pozicid-suly modell (Position Weight Model — PWM), mely az egyes pozicidkban
szerepld kiilonb6z6 nukleotidokhoz sulyokat rendel, annak ardnydban, hogy a nukleotid
jelenléte mekkora mértékben jarul hozz4a az adott fehérje DNS kotéshez. A matrixok jorészt
ChIP-Seq, ChIP-chip és SELEX technikdkkal nyert adatokbdl szarmaznak.

Az ORegAnno egy irodalmi gydjtésre épiild adatbdzis, mely 962 tanulmdnybdl szarmazo,
8.011 human, 1.445 Drosophila és 218 C. elegans TF kotShelyrdl tartalmaz adatot (Griffith
és mtsai 2008). Az adatok bekiildésében a tudomédnyos kozosség is részt vehet. Az irodalomi
adatok gyUjtését szamitogépes szovegfeldolgozé modszerekkel segitik. Egyes nagyobb adatso-
rokat mas adatbazisokbdl (pl. RedFly), illetve nagyobb ChIP-Seq kisérletekbdl is atvettek.

A PAZAR adatbizishoz a kutatéknak lehet&ségiik van hozzdadniuk sajat adatsoraikat
(Portales-Casamar és mtsai 2009). Ezeken a bekiildott adatokon kiviil az ENCODE és az
ORegAnno adatbazisokbdl atvett, és JASPAR predikciobdl szdrmazé adatokat foglal magéban.
A teljes PAZAR adatbazis 1.284 gén és 708 TF kozotti kapcsolatokat tartalmaz.

A RedFly 158 TF 2.051 kotShelyét tartalmazza, melyek 209 gén prométerén helyezkednek
el (Gallo és mtsai 2011). Az adatokat 662 cikkbdl, manudlisan gyjtotték dssze. Az adatbazis
Drosophila fajokrol gyijt adatokat, és expresszids mintdzatokat is tartalmaz.

A WTF2.0 (Worm Transcription Factors) a doméneket és Gene Ontology tulajdonsagokat
figyelembe véve 934 transzkripcids faktort prediktdl C. elegans esetébe, és tartalmazza az

ezek kozti interakcidkat is (Reece-Hoyes és mtsai 2005).
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1.6.5. mikro-RNS-mRNS interakcios adatbazisok

A micro-T v4 algoritmus az evoliiciés konzervéltsdgot és a szekvencia kontextudlis jellemzait
egyarant figyelembe veszi (Maragkakis és mtsai 2009, 2011). 7-9 bazispéarnyi illeszkedést
kovetel meg, de ha a 3’ végen is van illeszkedés, akkor elfogad egy G:U nukleotid part vagy
csak 6 bazisparnyi illeszkedést a mag régidban. A konzervacids profil szamitasdhoz 27 faj
genomjat haszndlja fel, majd silyozva 0sszegzi a predikcié két komponensét. Az igy jelzett
kapcsolatok kozott megtaldlhatéak a nem konzervilt, de kontextudlis paraméterek alapjan
nagy valészintiségti kotShelyek is.

A miR2Disease elsddleges célja az adatgyjtés a miRNS-ek betegségekben jatszott szere-
pérdl (Jiang és mtsai 2009). Emellett azonban 299 miRNS célpontjairdl tartalmaz, 6sszesen
600 cikkbdl gytijtott, megbizhato, kisérleteken alapul6 informécidkat.

A miRDB a MirTarget2 elnevezésti, SVM tanul6algoritmuson (SVM — Support Vector
Machine — Tanul6vektor-gép) alapul6 predikciés médszer eredményeit tartalmazza (Wang
és mtsai 2008). A modell figyelembe veszi a konzervéltsdgot, a mag régid illeszkedését,
nukleotid Osszetételét, szabadenergidjat, a kot6hely UTR szakaszon beliili pozicidjat é€s hozza-
férhetdségét.

A miRDeathDB 92 miRNS és 106 fehérje kozotti kapcsolatok irodalmi gytijtésen alapuld
adatsora (Xu és mtsai 2012). Célja az apoptozis €s az autofdgia miRNS-eken keresztiil torténd
szabdlyozasanak feltarasa.

A microRNA.org miRNS expresszios profilokat és a miRanda valamint a mirSVR algo-
ritmusokkal el6allitott kotShely predikcidkat tartalmazé adatbazis (Betel és mtsai 2008). A
miRanda algoritmus hdrom 1épésbdl all: eldszor illeszkedést szdmol a miRNS teljes hosszéra,
csupén alacsonyabban sulyozza a 3’ vég nem fontos bazisait. Tokéletlen illeszkedést, G:U
parok esetén biintetGpontokat alkalmaz. Az egyes pozicidk stlyozdsa kisérletes adatokon
alapul. Ezutan kiszdmolja a hibridiz4cié szabadenergidjat, végiil pedig sziirést végez evolicids
konzervéltsag alapjan (Enright és mtsai 2003).

A miRanda segitségével talalt kotShelyeken késdbb egy tjabb predikcids mdodszert is

alkalmaztak. A mirSVR (SVR - Support Vector Regression — SVM Regresszid) gépi tanuldson
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alapul, és a predikci¢ dltal jelzett kotShelyek kontextus paramétereit (Grimson €s mtsai 2007)
veti 0ssze a miRNS transzfekcios, argonauta protein immun-precipiticiés (AGO-IP), valamint
PAR-CLIP (Photoactivatable Ribonucleoside Enhanced Cross-linking Immunoprecipitation)
eredményeivel (Betel €s mtsai 2010). A figyelembe vett paraméterek és az alkalmazott mate-
matikai mddszerek alapjdn a mirSVR mindenképp az egyik legfejlettebb predikcios algoritmus,
kiilonos tekintettel a nem kanonikus és nem konzervalt két6helyek el6rejelzésében mutatott
teljesitményére (Betel és mtsai 2010).

A PicTar a konzervéltsagot és a kontextudlis jellemzdket egy modell keretein beliil veszi
figyelembe (Krek és mtsai 2005). A miRNS-ek versengenek a kot6helyekért, az egymashoz
kozel esd kotShelyek erdsitik egymdst. A hibridizédcié szabad energidjat 7 nukleotid hosszisdgu
mag szekvencidkra szdmolja, a pontatlan illeszkedésekhez alacsony sulyt rendel, igy ezek
altaldban kiesnek. A felhaszndl6 szabhatja meg, hogy hany szekvencidban kell konzervaltnak
lennie az adott kotShelynek. A doRiNA a PicTar algoritmusnak a friss adatokkal, hdrom
konzervaltsagi szintre lefuttatott eredményét tartalmazza (Anders és mtsai 2012).

A TarBase a kisérletesen igazolt miRNS-mRNS kapcsolatok legnagyobb gytijteménye
(Vergoulis és mtsai 2012). A MedLine absztrakt gy(ijtemény szamitégépes szovegbanydszatan
alapul, de a kapcsolatok manudlis gyfijtés utjan keriilnek az adatbazisba. Tébb mint 66.000
kapcsolatot foglal magdban. Az adatok nagy része high-throughput kisérletekbdl szdrmazik.

A TargetScanS algoritmus (Friedman és mtsai 2009; Lewis €s mtsai 2005) a 6 nuk-
leotidbdl 4116 mag tokéletes illeszkedését, és vagy a 8. nukleotid illeszkedését, vagy az 1.
poziciéban az mRNS-ben adenin jelenlétét koveteli meg. Az eredeti TargetScan algoritmus
konzervéltsdgon alapult, de kés6bb kifejlesztettek egy kontextusfiiggd modellt, mely a 13-16.
bazisparok illeszkedését és a szekvencia AU aranydt is figyelembe veszi. A Por filogenetikai
fan mért relativ konzervaltsag alapd pontszam, és a context score egyiittesen hatdrozzdk meg a

predikcidk josdgat.
1.6.6. Transzkripciés faktor—-mikro-RNS gén regulaciés adatbazisok

Az ENCODE adatsor tartalmaz TF—miRNS kapcsolatokat is. Az ENCODE adatokrdl részle-

tesen a 1.6.4. fejezetben irok.
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A PuTmiR predikcion alapulé TF—miRNS szabdlyozdsi kapcsolatokat tartalmaz (Ban-
dyopadhyay és mtsai 2010). A miRBase-bdl szdirmaz6 miRNS szekvencia adatok, az UCSC
genome browserbdl szarmaz6 humdn genom, illetve konzervélt TF kotShely adatok alapjan, a
miRNS géneket koriilvevd, 10.000 bazispar hosszu upstream és downstream régidban kerestek
258 féle kotdhely szekvenciat. Az illeszkedések tokéletességét a bazisgyakorisdgok szerint
korrigdlva, minden kapcsolathoz egy mérdszamot is hozzarendelnek.

A TransmiR irodalmi gyjtésbdl szarmazé TF—miRNS kapcsolatok gyijteménye (Wang
és mtsai 2008). 86 cikkbdl, 82 TF és 100 miRNS kozti 243 kapcsolatrél tartalmaz adatot.

1.7. Az NRF2 transzKkripcios faktor

Az eddigiekben bemutattam azokat az adatforrdsokat és szabalyozasi mechanizmusokat, me-
lyek a doktori munkdm részét képezé mindharom adatbazis — a Signalink 2, az NRF2ome és
az ARN — felépitésében kulcsszerepet jatszanak. Attekintettem a jeldtviteli hdlézatok jellem-
z6it, melyek mindhdarom adatbézis k6zos részét képezik. Ebben a fejezetben korvonalazom
az NRF?2 transzkripcids faktor bioldgiai funkcidjardl és szabalyozasardl az eddigi kutatdsok
alapjan kialakult képet, mely az NRF2ome adatbazis 1étrehozaséra 6sztonzott.

Az NRF2 az oxidativ és a xenobiotikus stresszvdlasz f6 transzkripciondlis szabdlyozdéja.
bZIP szerkezetének koszonhetéen heterodimereket képez a kis MAF fehérjék ZIP doménjével.
Hat Neh domént tartalmaz, melyek lehet6vé teszik a DNS kotést, valamint szdmos mas
fehérjével, koztiik transzkripcids faktorokkal torténd interakcit (Papp és mtsai 2012). Az
NRF2 Neh2 doménjén keresztiil a KEAP1-hez kotddve gatlas alatt 411, és hamar proteaszomalis
lebontasra keriil (Kensler és mtsai 2007). Oxidativ stressz esetén ez a gétlas feloldodik, és az
NRF2 a sejtmagba vandorol, ahol MAF fehérjékkel heterodimert képez (3. dbra).

Az NRF2 az ARE (antioxidant response element) vagy EpRE (electrophile response
element) szegmenst tartalmazé promoéterekhez kotddik, igy aktivalva a sejt redox homeoszta-
zisanak helyreéllitasahoz sziikséges gének (példaul, NAD(P)H-kinon-oxidoreduktaz-1, hem-
oxigenaz-1, glutamat-cisztein ligaz, glutation-S-transzferaz, glutation-peroxiddz, tioredoxin,
stb.) transzkripcigjat (Surh és mtsai 2008). Az NRF2-t szamos jelétviteli fehérje képes fel-
szabaditani a KEAP1 géatlasa al6l, mint a MAPK, PI3K/Akt, a PKC, a CK (kazein-kindz),
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3. dbra. Az NRF2 szabalyozasanak attekintése. Nyugalmi allapotban az NRF2 a KEAP1-hez
kototten, a citoplazmaban taldlhaté. Ilyen koriilmények kozott féléletideje rovid, hamar ubikvi-
tindlodik, €s lebontdsra kertil. Oxidativ stressz esetén — melynek hatasat tobbféle mechanizmus
kozvetitheti, ezekrdl részletesebben a szovegben — az NRF2 felszabadul a KEAP1 gétlésa aldl,
€s sejtmagba vandorol, ahol meginditja a prométeriikben ARE szegmenst tartalmazé gének
transzkripcidjat. — Az dbra forrdsa: Jaramillo és mtsai 2013.

az ERK1/2, vagy a p38. Cisztein oldalldncainak koszonhetéen a KEAP1 maga is funkcio-
nalhat oxidativ 4gensek érzékeljeként (Kensler és mtsai 2007). Egyes fehérjék mas médon
szabalyozzdk az NRF2-KEAP1 kapcsolatot: a p62 a KEAP1 ubikvitinicidja révén stabilizalja
az NRF2-t, a p21 az NRF2-KEAP1 kotddést gatolja, a DPP3 pedig a KEAP1-hez kotddve
megakadalyozza az NRF2 ubikvitinacidjat (Jaramillo és mtsai 2013).

Az NRF2 szadmos fiziol6gids €s patoldgiai folyamatban kulcsszerepet tolt be. Az NRF2
knock-out egerek sériilékenyebbek karcinogének és méreganyagok hatdsa alatt, valamint
gyulladds esetén. Az oxidativ stresszvélasz fontos szerepet tolt be sziv- és érrendszeri be-

tegségekben, rdkban, kronikus gyulladdsban és neurodegenerativ betegségekben egyarant. A
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DNS-t kérosit6 oxidativ 4gensek a rdk kialakuldsahoz is hozzajarulhatnak. Az NRF2 aktivalja
a proteaszéma rendszer génjeinek transzkripcidjat is, mely segit a kdrosodott fehérjék lebon-
tasdban (Kensler és mtsai 2007). A rékos sejtek gyakran sok NRF2-t expresszalnak, mivel
segit kivédeni a kemoterapia, a sugérterapia és az oxidativ stressz hatdsait (Jaramillo és mtsai
2013).

A PERK szintén foszforildlhatja az NRF2-t, az endoplazmatikus retikulum stresszvalasz
részeként. Az NRF2 a sajat transzkripcidjat is aktivdlja, biztositva a stresszvélasz fenntartdsat.
Tovabba, az NRF2 transzkripcidjit szabdlyozza az AhR xenobiotikus valaszért felelds recep-
tor is. Hasonl6 médon, az NF-kB immunvalaszban €s glutation homeosztazisban betoltott
funkcidja is Osszefiiggésben van az NRF2 miikodésével (Kensler és mtsai 2007).

Az NRF2 a mar emlitett biologiai funkciéi miatt nagy mértékben a kutatasok kozép-
pontjdban 4ll, azonban a nagy fehérje interakcids adatbazisok (BioGRID, MINT, STRING,
HPRD and InnateDB) csupdn par tucat interakcids partnerét tartalmazzak. A Semmelweis
Egyetem LINK hal6zatkutat6 csoportja és az ELTE NetBiol kutatécsoportja altal készitett
gyljtés némileg javit ezen a helyzeten, az NRF2 és a KEAP1 kozvetlen szabalyozasi hdldzatat
alkot6 289 interakci6 irodalombdl és adatbazisokbdl torténd 6sszegytijtésével (Papp és mtsai
2012). Szembet{iné az NRF2 transzkripciondlis szabdlyozdsa ald esd gének nagy szdma: egy
ChIP-Seq kisérletben (Malhotra és mtsai 2010) az NRF2 1.054 célgénjét sikeriilt felderitenti,
mig a JASPAR predikciés modszerrel tovabbi 6.426 potencialis NRF2 4ltal szabdlyozott gént.
Az 6sszesen 7.469 célgén a szabdlyozasi mechanizmusok, visszacsatoldsok bioinformatikai
eszkozok nélkiil dttekinthetetlen, 6ridsi halmazat vetiti elénk. Rdadésul, az NRF2 transzlacigjat
85 miRNS szabdlyozza, melyek koziil 63 transzkripcidjara az NRF2 altal szabalyozott 18
transzkripcids faktor van hatdssal (Papp és mtsai 2012). Az idézett tanulmédny az NRF2 szaba-
lyozdsdra vonatkoz6 legszélesebb korii rendszerszintii elemzést nyujtja, azonban még az ebben
publikdlt adatok is jorészt egy csillagpontos hal6zatot alkotnak, melynek kozepén az NRF2
all, és nem tartalmazzak az NRF2-t6l két, harom, vagy tobb 1€pésnyi tavolsdgban szerepld
molekuldkat. Tovdbbi probléma, hogy az adatok tdbldzatokban vannak tirolva, ahol minden

fehérjének csupan egy elnevezése van, ami a keresést nehézz¢ teszi. Az adatok halézatos
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elemzése vagy vizualizdldsa pedig bioinformatikai tudast igényel, igy sok biolégus kutaté
szdmdra nehézségekbe litkozik.
Az NRF?2 szabdlyozasi hdl6zatanak elkészitésében én is részt vettem, a kapcsolatok adat-

bazisokbdl torténd beszerzése, €s az adatok bioinformatikai feldolgozasa sordn.

1.8. Az autofagia

Az autofigia all a doktori munkdm harmadik részét alkoté adatbézis, az ARN (Autophagy
Regulatory Network) fékuszaban. Ebben a fejezetben dsszefoglalom az autofdgia mechanizmu-
sarol és annak szabalyozasarol alkotott ismereteinket, rimutatva a kutatési igényekre, melyek
az ARN létrehozasat indokoljak.

Az autofédgia a kdrosodott organellumok és fehérjék eltavolitdsa révén biztositja ezek
folyamatos djratermel6dését. Az oregedés sordn ez a folyamat lelassul. Egerekben az autofagia
gatldsa gyorsabb oregedést okoz, mig az Arg5 tilexpresszidja megnoveli az élethosszt. A
kaldriaszegény taplalkozdas serkenti az autofag aktivitast, és szamos modell organizmusban
az élethossz novekedését is eredményezi. A sejt energiaszintje kozvetleniil szabdlyozza az
autofagiat, a SIRT 1-IGF utvonalon, valamint az AMPK-n keresztiil (Pyo és mtsai 2013).

Szamos betegség esetén megfigyeltek eltéréseket az autofag aktivitsban, és az autofagia
sokszor fontos tényezd ezen betegségek patomechanizmusaban. A til magas autofag aktivitds
sejthaldlhoz vezethet, ugyanakkor az autofagia nélkiilozhetetlen a sejtek egészséges allapota-
nak fenntartdsahoz, a stressz elleni védekezéshez, éhezés esetén az anyagcsere fenntartdsahoz,
¢és altalaban a tdlélést szolgdlja, az apoptdzissal szemben. Az autofdgia rdkban betoltott
szerepe mar régota a kutatdsok fokuszaban van, ugyanakkor neurodegenerativ betegségek,
virusfertézések, kardiovaszkuldris betegségek és stroke esetében is jelentds.

A felsorolt betegségek mindegyikében az autofigia szerepét a ,.kétéld kard” anal6gidja-
val illetik, mivel bizonyos feltételek esetén hatdsa pozitiv, mig méskor negativ a betegség
prognézisa szempontjabdl (Gurusamy és mtsai 2009; Kenific és mtsai 2010; Lin és mtsai
2010; Martinet €s mtsai 2009; Tung és mtsai 2012; Wei és mtsai 2012; White és mtsai 2009).
Daganatos megbetegedésekben az autofagia jotékony hatdsd, amennyiben segit megdrizni a

kromoszomélis stabilitdst, védekezni a stresszhatdsok, példaul az oxidativ stressz ellen, gyul-
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ladés csokkentd hatdsu, és szeneszcencidhoz vezethet. Ugyanakkor az autofagia hozzdjarulhat
a tumorsejtek tdléléséhez, mivel eldsegiti a terdpids és metabolikus stressz atvészelését, ezzel
hozzéjarulva a sugér- és kemoterdpidkkal szembeni rezisztencidhoz, és a metasztizis képzés-
hez (Kubisch és mtsai 2013). Az ellentmondésos funkcié miatt a kdzvetlen autofagia serkentk
€s gatlok — melyek tobbnyire az mTOR komplexen keresztiil hatnak az autofagidra — terdpias
alkalmazdsa a legtobb esetben nem bizonyult sikeresnek (Chen és mtsai 2011; Kimura és mtsai
2013). Az autofagia gydgyszeres szabdlyozasa azonban a kiilonféle daganatok terdapidjdban
tovédbbra is igéretes elemnek tiinik.

A neuronok kiilondsen érzékenyek az autofdgia zavaraira, szamos neurodegenerativ be-
tegségben kulcsszerepet jatszik az autofagia (Nixon 2013). Parkinson-kérban a PARK?2 és
a PINK1 muticidja miatt nem képes részt venni a mitofagia (mitokondriumokat lebont6
autofagia) indukcigjaban, ami végiil az idegsejtek karosodasahoz vezet (Jin és mtsai 2012).
Az Alzheimer-kor sordn a preszenilin-1 mutdcidja megakaddlyozza a kell6en savas pH kiala-
kuldsét a lizoszémakban, igy a tilterhelt lizoszomalis rendszer képtelen lebontani a kdrosodott
fehérje aggregatumokat. Mds neurodegenerativ betegségek molekularis patomechanizmusdban
is megfigyelhet6ek a lizoszomalis rendszer, illetve az autofdgia szabalyozdsdban bekovetkezett
hibak (Nixon 2013). Ezenkiviil az autofagidnak fontos szerepe van az antigén bemutatasban,
és az immunvalasz kivaltdsaban (Ma és mtsai 2013).

Val6szintisithetd, hogy az autofagidt célzé terapidknak kontextusfiiggdeknek kell lenniiik,
hogy megfeleld hatdst érjenek el a kiilonféle szovetekben és daganattipusokban (Kubisch és
mtsai 2013). A jelek szerint j6 par év kutatomunkdja sziikséges ahhoz, hogy ezt elérhessiik. A
rendszer komplexitédsa elkeriilhetetlenné teszi a bioinformatika eszkdztaranak bevetését, mely-
nek célja lehet az autofagia — jeldtviteli halozaton keresztiil érvényesiild — szabdlyozdsanak, az
egyes gyogyszerhatéanyagok hatdsdnak modellezése. A modellezés kiindulépontja azonban
mindig az a priori tudds 0sszegyijtése, ami ebben az esetben tobbek kozott a molekularis
interakcidk halézatét jelenti. A sikeres modellezés megalapozasdhoz dssze kell gydjteni és
egyesiteni kell a kiillonféle rendelkezésre al16 modszerekbdl szarmazo, és a bioldgiai rendsze-

rekben el6fordul6 szabalyozasi mechanizmusokat lefed6 adatokat.
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4. abra. A makroautofagia folyamatanak attekintése. A PAS (phagophore assembly site) te-
riiletén indul meg a fagofér képzddése. A fagofort felépité membranok helyszinre juttatdsdban
és a képzb6do fagoforba vald beépitésében szdmos fehérje kozremiikodik, a folyamatot pedig
az autofégia fehérjék bonyolult kdlcsonhatdsa szabdlyozza. A zar6dé fagofér az autofagia
receptorok segitségével magaba zdrja a lebontdsra itélt elemeket. A zarddott kettGs membran
vezikula az autofagoszéma, mely lizoszémaval és kés6i endoszomdval egyesiilve autofago-li-
zoszOmat képez. A bels6 membrén €s a vezikula tartalma ezutdn emésztésre keriil, és az igy
képz6dott metabolitok a citoplazméba transzportalédnak. — Az dbra forrdsa: Nixon 2013.

Az autofégia kettés membrén vezikula képzddésével kezdddik, mely az endoplazmatikus
retikulumbdl kialakulé pre-autofagoszomadlis struktira (PAS, més néven phagophore assembly

site) teriiletén veszi kezdetét (4. abra). A formalodo autofag vezikuldba Golgi-, endoszéma-
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€s plazmamembran eredetli membranok is beépiilnek. A kész autofagoszéma lizoszomdkkal
egyesiil, ahol a tartalmat a lizoszomdlis hidroldzok lebontjdk (Boya és mtsai 2013).

Az autofigia fehérjék szamos mas fehérjével vald kolcsonhatdsuk, és az autofdgiatol
eltérd egyéb funkcidik révén bonyolult szabdlyozds alatt dllnak. Ennek koszonhetden az au-
tofagia szelektiv médon képes lebontani mitokondriumokat, peroxiszomadkat, endoplazmas
retikulumot, endoszémadkat, szekrécids vezikuldkat, lipid cseppeket, glikogént, fehérje agg-
regatumokat, riboszomakat, valamint patogéneket. Ezt a szelektivitast autofagia receptorok
biztositjak, a képz6dd autofagoszéma belsd feliiletén jelenlévd ATG8 homoldgokkal torténd,
LC3 interakcios régidjuk (LIR) vagy ATGS8 interakcids motivumaik (AIM) altal megvalésuld
kolcsonhatdsaik révén. Elesztében példdul az ATG32 és az ATG36 mitokondrium illetve
peroxiszoma specifikus autofagia receptoroknak bizonyultak (Boya és mtsai 2013). Léteznek
az ubikvitindlt fehérjék autofag lebontasira szolgal6 autofagia receptorok, mint a p62, az
NBRI1, az NDP52, az optineurin, a hiszton-deacetildz 6 és a NIX (Nixon 2013), valamint
a patogéneket célz6 autofagidban szerepet jatsz6 SMURF]1 ligdz és STING (Boya és mtsai
2013).

Az autofagia inicidcidja és végrehajtisa magdban foglalja a membran lipidek és autofagia
fehérjék toborzasat a PAS teriiletére, a fagofér membran novekedését, a lebontand6 anyagok
specifikus 0sszegyjtését a fagofér belsé membranjahoz kapcsoléddan, majd a kettds membran
vezikula zar6ddsat, mely az autofagoszéma kialakuldsat jelenti. Ezutdn az autofagoszéma tobb-
nyire lizoszémdval egyesiil, igy a bels6 membran €s tartalma megemészt6dik. Emlésokben az
ATG1 homolégjai (ULK1, ULK2, ULK3) komplexet alkotnak a FIP200-zal (ATG17 homol6g)
és az ATG13-mal, valamint az ATG101-gyel (5. dbra). Az mTOR az ULK-hoz kotddik, és
foszforildlja az ATG13-at. Az mTOR disszociacidja esetén az ULK1/2/3 defoszforilalodik,
és foszforildlja az FIP200-at és az ATG13-at. Az autofagia inicidciéban kdzremiikddd masik
fehérje csoport a PI3K komplex, mely a fagofér membréanban a foszfatidil-inozitol-3-foszfat
eldéllitasahoz sziikséges. Ezt a komplexet a Vps34 (PI3K) mellett a p150, a Beclin-1 (ATG6
homoldg) és az ATG14L vagy az UVRAG (Vps38 homolég) alkotja (Reggiori 2012). Az
ULKI1 az ATG14L segitségével kolcsonhatdsba keriil a Vps34-Beclin-1 komplexszel, és fosz-

forildlja a Beclin-1-et, ezzel eldsegitve annak komplexben maraddsét. Ez az interakci6 felels
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5. dbra. Az autofagia fehérjék szerepe a fagofor képzodésében. Az autofagia fehérjék tobb-
sége az autofégia inicidcidja sordn a PAS (phagophore assembly site) teriiletére lokalizalodik.
A folyamat kezd6pontjat az ULKI1 és a PI3K komplex aktivdlodésa jelenti, mely tobb 1épésen
keresztiil a fagofér membran novekedéséhez, és az ATG8 homolégok membrankotott formdja-
nak kialakuldsdhoz vezet. Ez utébbi kulcsfontossdgu az autofagia receptorok miikodése, igy
a lebontésra szdnt anyagok autofagoszémdba juttatdsa szempontjabol. A tovabbi részleteket
lasd a szovegben. — Az dbra forrdsa: Nixon 2013.

z. .z

az mTOR-ULK1 ttvonalon torténd, aminosav hidny indukdlta autofagia inicidciéért (Russell
és mtsai 2013). A PI3K komplex elsegiti a WIPI fehérjék (ATG18 homoldgok, emlésokben
négy van beldliik: WIPI1, -2, -3 és -4) toborzdsat a PAS és a fagofér membrén teriiletére (5.
abra). A WIPI fehérjék és az eml&sokben jelenlévd két ATG2 homoldg sziikségesek az ATG9
visszaszallitdsahoz, mely a Golgi és a kés6i endoszoma membranbdl jut el a PAS/fagofor
membréinba (Reggiori 2012). A PI3K komplex kozvetleniil segiti az ATG9 cirkuléciéjat, mig
az ULK1 komplex hatdsa lehet kozvetett is, az el6bbi serkentése altal (Russell és mtsai 2013).

Az ATGY9 a VMP1 mellett az egyetlen transzmembran autofagia fehérje (Reggiori 2012). Az
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ATG9 funkcidja feltehetden a membran darabok széllitdsa a PAS teriiletére, mig a VMP1 a
PI3K komplex tagjainak fagoférhoz toborzdsat segitheti el (Yang és mtsai 2010).

Az ATGI12 ubikvitin-szer( fehérje az ATG7 (El-szerti), és az ATG10 (E2-szer(i) fehérjék
segitségével az ATGS5-tel konjugalodik, majd az ATG16-tal egyiitt, egy E3-szerli enzimet
alkotnak, mely sziikséges az ATG8 homoldgok lipidalt, membrankotott formajanak kialakita-
sdhoz. Eml6sokben hat ATG8 homolég fordul el6 (LC3A, LC3B, GABARAP, GABARAPLI,
GABARAPL2 és GABARAPLZ3), melyek C-terminélis végét az ATG4 hasitja le, igy lehetové
teszi, hogy az ATG8 homolégok az ATG7 (El-szer(i), majd az ATG3 (E2-szer() fehérjékkel
konjugéldédva, végiil a foszfatidil-etanolaminhoz (PE) kapcsolddjanak (5. dbra). E két ubikvi-
tinszer( rendszer szorosan dsszefiigg. LC3-II hidnydban nem jon 1étre az ATG16L komplex,
mely E3 szerii enzimként kozremiikodhet az ATG8 homoldgok PE-hez val6 kapcsoléddsaban
(Yang és mtsai 2010). A fagofor elkésziiltével szintén az ATG4 hasitja le az ATG8 homolégo-
kat a membranrdl, igy az érett autofagoszéman nem taldlhaték a membrankotott forméban.
Az ATGS8 homologok jelenléte fontos a membranfiizidk kivitelezésében, és az autofagoszoma

tartalom autofdgia receptorok révén torténd begytijtésében (Reggiori 2012).

1.8.1. Az autofagiat szabalyoz6 titvonalak

Az autofagia kozvetlen szabdlyozoéirdl és az ezekre hat6 utvonalakrol egyre tobb informécidra
deriil fény. Az autofdgia kozponti szerepet tolt be a sejt homeosztizisdban: egyrészt dnlebontd
folyamat, mely sz€lsGséges esetben képes sejthaldlt okozni, mikdzben elengedhetetlen a sejt
egészséges miikodésének fenntartdsidhoz, tobbféle stresszhatds kivédéséhez. Ezeket figyelembe
véve, az autofagianak preciz és kontextusfiiggd szabélyozas alatt kell allnia.

Az autofégia taldn legismertebb kozvetlen szabdlyozdja az mTOR komplex, melynek
emldsokben két véltozata taldlhaté meg — mTORCI1 és mTORC2. Az mTORCI1 géitolja az
sejt energiaszintjét, az aminosav anyagcsere dllapotdt é€s novekedési faktorok hatdsat kozvetitik
(6. abra; Boya és mtsai 2013).

Az mTORC]I-et szabdlyoz6 egyik fontos ttvonal az AMPK feldl érkezik, mely a sejt

energiaszintjének szenzora: energiaszegény koriilmények kozott foszforilalja a TSC1-TSC2
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6. dbra. Az autofagiat szabalyozé fontosabb Gtvonalak attekintése. Az autofagiat szaba-
lyoz6 szamos ttvonalbdl érkezd jel, részben a TSC1/2 kozvetitésével, az mTOR komplexen
integralédik. Az AMPK a sejt energia szenzoraként funkciondl. Az IGF receptorbdl érkezd jel
a PI3K-PDK-Akt kaszkadon keresztiil éri el a TSC1/2-t. A Bcl-2 fontos az autofdgia és az
apoptozis kozti dontés szabdlyozasidban. A FoxO az autofagia fehérjék génjeinek transzkripci-
ojat serkenti. Tovabbi részletek a szovegben. — Az dbra Vellai és mtsai 2009 nyomdn késziilt,
kisebb modositdsokkal.

komplexet, ezdltal gatolva az mTOR-t, €s elOsegitve az autofagiat. Ezzel parhuzamosan az
AMPK foszforildlja az mTOR egyik alegységét, a Raptor-t, ezzel is gatolva az mTOR hatésat.
Az AMPK dtvonal stressz, citoplazmikus Ca®* koncentracié ndvekedés, illetve hipoxia hatésat
is kozvetitheti (Yang és mtsai 2010). A nukledris p53 transzkripciondlis szabédlyozas utjan
serkenti, mig a citoplazmikus p53 eddig ismeretlen médon gétolja az autofagiat (Tasdemir
és mtsai 2008; Yang és mtsai 2010).

A receptor-tirozinkindz csalddba tartoz6 IGF1R ligand kotése esetén autofoszforilalodik, és
aktivélja a PI3K-t. Ez utébbi PIP; termelése révén a PDK-t aktivélja, mely a PKB-TSC1/TSC2-
Rheb kaszkadon keresztiil stimuldlja az mTOR-t, kovetkezésképp gétolja az autofagiat. A

PI3K aktivitdsat a PTEN gétolja, ezéltal pozitivan serkentve az autofagiat. Az mTORC2
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sziikséges a PKB aktivdldsahoz, emellett hidnydban a FoxO3 transzkripcids faktor aktivalodik,
mely sok autofagia gént pozitivan szabélyoz (Yang és mtsai 2010).

Az ATG14L szintén fontos szabdlyozdsi pont. Taplalékbdségben az ER-en lokalizalddik,
mig éhezés hatdsara az ATG16L komplexszel a fagofor, illetve az LC3-mal egyiitt az autofa-
goszéma membran kozelében helyezkedik el. Az ATG14L-lel kompetitiv médon kotédik a
PI3K komplexhez az UVRAG, mely a Bif-1-gyel keriil kapcsolatba. A Bif-1-nek szerepe lehet
a membran gorbiilésének kivaltisdban. Az UVRAG tovabba a HOPS (C Vps) fehérjékkel
valé interakcidn keresztiil hozzdjarulhat az autofagoszéma €s a kés6i endoszéma, valamint a
lizoszoéma fizi6éjdhoz. Az UVRAG-PI3K komplexhez a Rubicon fehérje kotédése esetén az
endoszoma és lizoszoma teriiletére helyezddik 4t, ezaltal késleltetve az autofagoszéma érését.

Az AMBRAI1 serkenti az autofdgidt, a Vps34-gyel, az ATG14L-lel és a Beclin-1-gyel
keriil kapcsolatba. A Beclin-1 a Bcl-2-hodz vagy a Bcl-Xi -hez kotddve nem vesz részt a
komplexben, igy az miikodésképtelen, ameddig a Bcl-2 foszforildcidja nem teszi lehetdvé
a Beclin-1 csatlakozdsat a PI3K komplexhez. Az AMBRA1 és a Bif-1 segiti a Beclin-1
Bad, a Beclin-1-gyel kompetitiv médon kotédnek a Bel-2/Bcl-X) -hez (Yang és mtsai 2010).
A JNKI1 foszforildlja a Bcl-2-t, igy szabadda téve a Beclin-1-et (Reggiori 2012). A DAPK
pedig a Beclin-1 foszforilaci6ja révén képes aktivalni azt (Yang és mtsai 2010).

Az autofagia utvonalon beliili negativ visszacsatoldsként értelmezhetd, hogy az ATG8
homolégok az ULK1-hez kapcsolddva, az ULK1-ATG13 komplex autofdg lebontdsat idézik
eld (Kraft és mtsai 2012).

Az autofagia szoros kapcsolatban van a szekrécids €s endocitotikus folyamatokkal: az ER, a
Golgi, a szekrécios vezikuldk, az endoszomak membrdnjai és a plazmamembran egyarant részt
vesz a fagofor kett6s membranjdnak kialakitdsaban. Ezen membrdnmozgasok szabdlyozdsaban
kulcsszerepet jatszanak egyes monomer GTP-azok, mint a Rab, Ral, Arf, Arl, Sec csalddok
tagjai (Bento és mtsai 2013).

Az autofagia fehérjék szabalyozasit szamos poszt-transzlaciés moédosités (foszforilacid,

lipidacio, illetve acetilacid), valamint komplexek képzddése biztositja. Példaul tipanyagbdség-
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ben az ATGS, ATG7, LC3 és ATG12 fehérjék p300 altali acetilacidja gatolja, tdpanyag hidny

esetén a SIRT1 altali deacetil4cidja stimuldlja az autofdgiat (Boya és mtsai 2013).

1.8.2. Az autofagia transzkripcionalis szabalyozasa

Az autofdgia transzkripciondlis szabdlyozdsaban érintett transzkripcids faktoroknak csak egy
kis részérdl van részletes irodalmi adat. DNS karosodés esetén a p5S3 az AMPK stimuldlésa,
€s a DRAM transzkripcids aktivicidja révén serkenti az autofdgiat (Yang €s mtsai 2010).
Tobb autofag gén, az UVRAG, a WIPI, az LC3B és a vATPdz promoéterén taldlhat6 CLEAR
(Coordinated Lysosomal Expression and Regulation) szegmenshez kotddik a TFEB, melynek
hatdsat ChIP-Seq kisérletekkel igazoltdk (Settembre és mtsai 2012). A TFEB tulexpresszidja
HelLa sejtekben 11 autofagidval kapcsolatos gén, legnagyobb mértékben a WIPI, az LC3B, a
p62,aVPS11,a VPSI8 és az ATGIB expresszidjat novelte. Tdpanyagbdség esetén a foszforilalt
TFEB az mTORCI1-hez kotédik, és az mTOR gatldsa esetén jut a sejtmagba, ahol aktivélja a
felsorolt gének transzkripcigjat (Settembre és mtsai 2011). A TFEB nukledris lokalizaciojat
a lizoszomadlis aminosav szinttdl fiiggden a Rag GTP-az is szabélyozza, ez a mechanizmus
fontos a lizoszomdk autofagia melletti regenerdcidjaban (Pefia-Llopis és mtsai 2011). A TFEB
az mTOR komplex tagjainak a transzkripcidjat is befolydsolja. A tdpanyagok szintjének
fliggvényében az ERK1/2 foszforildlja a TFEB-t, megakadalyozva sejtmagi lokalizacidjat. A
TFEB siRNS-sel torténd gatldsa meghiusitotta az éhezéskor jellemz6 expresszids mintdzat
kialakulasat (Settembre és mtsai 2012).

A FoxO transzkripcidés faktor csalad tagjai, elsésorban a FoxO1 és a FoxO3 szintén
autofagia serkent6k (Hamacher-Brady 2012; Lavallard €s mtsai 2012). J6 tdpanyag ellatottsag
esetén, az inzulin utvonal hatdsa révén az Akt/PKB foszforildlja 6ket, igy inaktiv dllapotban, a
citoplazméban taldlhatok. Inzulin hatds alatt a Vps34, az ATG12 és a Gabarapl1 expresszidja
csokken, és ez a hatds FoxO1 tdlexpresszdlasaval megsziintethetd (Lavallard és mtsai 2012). A
FoxO3-at €hezés esetén az AMPK altali foszforil4cié aktivélja (Salih é€s mtsai 2008). Stressz
esetén a FoxO1 acetilalédik, és az ATG7-tel kolcsonhatva serkenti az autofagiat (Lavallard
és mtsai 2012). A FoxO3 szamos autofdgidban érintett gén transzkripcigjat segiti, mint a

Beclin-1, az LC3,a GABARAPLI, az ATG4B, az ATG12, a Vps34 és a Bnip3 (Hamacher-Brady
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2012; Lavallard és mtsai 2012; Mammucari és mtsai 2007; Salih és mtsai 2008; Sengupta
és mtsai 2009; Xu és mtsai 2011). A FoxO transzkripcids faktorokat a JNK ttvonal gatolja,
mig az apoptdzist eldsegitd Bim-et aktivélja. Ez a mechanizmus része az autofagia és apoptdzis
kozti valtasnak (Xu és mtsai 2011).

Az SREBP-2 a koleszterin szintjének fiiggvényében aktivalja az autofagit, ahogy a TFEB
vagy a FoxO a szénhidrét szinttdl fiiggben. Az SREBP-2 serkenti az LC3B és az ATG4
transzkripcidjat, bar a szabalyozds pontos mechanizmusa nem ismert (Hamacher-Brady 2012;
Seo és mtsai 2011). Az autofagia lipofdgidnak nevezett fajtdja sziikséges a sejt lipid raktdrainak
mobilizalasdhoz.

Megfigyelték, hogy a KEAP1 autofdgia sordn bekdvetkezd lebontdsa felszabaditja az
NRF2-t a gitlds alol, mely a ROS vdlasz f6 transzkripciondlis szabdlyozéja. Ez4ltal az autofdgia
tovibb fokozddik (Hamacher-Brady 2012). Hasonlé médon, a p62 lebontdsdban is része
van az autofagidnak, emiatt figyelhetd meg magasabb p62 szint a csokkent autofdgidval
rendelkezd6 tumorsejtekben (Mathew és mtsai 2009). A Beclin-1 prométerén NF-kB kotShelyet
is kimutattak, ennek megfeleléen a Beclin-1 expresszidja p65-tel stimuldlhaté (Hamacher-

Brady 2012).

1.8.3. Az autofagia poszt-transzkripcionalis szabalyozasa

Szdmos mikro-RNS képes az autofédgia fehérjék expresszidjat gatolni, példaul a miR-376b
az ATG4 és a Beclin-1, a miR-630 pedig az ATG12 és az UVRAG mRNS-€hez kotddik. A
legtobb ilyen miRNS az autofagia utvonal korai 1épéseit gatolja, feltehetGen az autofagoszémak
kedvezdtlen felhalmozodasanak elkeriilése végett. Egyes autofagidt gatlé miRNS-ek (pl. miR-
30a, miR-34a, miR-101) tumor szupresszor hatdst mutatnak, igy terdpids felhaszndlasuk is

elképzelhet6 (Frankel és mtsai 2012).

1.8.4. Az autofagia rendszerszintii megkozelitése

Az eddigiekben attekintettem az autofdgiat szabalyozé fébb utvonalakat, azonban ezen sza-
balyozok mindegyike mas jeldtviteli ttvonalakkal van kapcsolatban, a teljes szabdlyozdsi

rendszer tehat sokkal bonyolultabb az eddig elmondottakndl. Egy ilyen bonyolult szabalyozasi
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halézat vizsgdlatdhoz elengedhetetlen az adatok egyiittes, rendszerszintdi vizsgalata. Az au-
tofdgia szabdlyozdsarol rendelkezésre 4ll6 informaciok Osszegyljtésére és a rendszerszintd
elemzés lehet6ségének megteremtésére az utdbbi években két adatbazis sziiletett. A legko-
rabban publikalt HADb (Human Autophagy Database) egy 234 autofagiaban szerepet jatszo
gén expresszidjanak monitorozdsara alkalmas microarray kifejlesztéséhez kapcsolddik. Ez az
adatbdzis rovid leirast, a nagy gén- és fehérje adatbazisokra mutaté hivatkozasokat, szekven-
cia adatokat tartalmaz a kivélasztott génekrdl. Meglepd médon interakcidkat nem tartalmaz
(Moussay és mtsai 2011).

A 2011-ben publikalt ADB (Autophagy Database) (Homma és mtsai 2011) nem csak ebben
a tekintetben 1épi til az HADb-t, hanem az emberen kiviil 40 masik fajban azonosit ortolégokat,
valamint szekvencia alapjan is kereshetd. Az adatbazis hasznos funkcidja az ortolégok és
homolégok részletes, sszehasonlito listdzdsa, a szinonimak megfeleltetése, és a hivatkozdsok
a nagy genom adatbdzisokra. A keresd szintén ismeri a szinonimdkat, igy nem a felhasznaléra
harul a megfelel6 elnevezés kikeresése. Az ADB adatbazis ember esetében 206 fehérjérol
tartalmaz adatokat, melyeket autofagiaban érintett, vagy autofdgiat szabalyozo fehérjéknek
tekint. Néhdny, tobbnyire az autofagia végrehajtasdban kozvetleniil résztvevo fehérje esetében
az interakcids partnerek listdjét is tartalmazza. A kapcsolatok listdja azonban a weboldalon
csak fehérjénként kiilon bongészhetd — az osszesen 641 human fehérje-fehérje interakcid
letoltése és egy adatsorrd alakitdsa informatikai tuddst igényel. Tovdbbi probléma, hogy az
interakciok forrdsa, valamint mind a fehérje lista, mind az interakcidk gyijtési kore ismeretlen,
igy az interakcidés adatok felhasznaldsa reprodukdlhat6 elemzésekben nehézségekbe iitkozik.

Az autofagidban érintett fehérjék kozti kapcsolatok legnagyobb gyiijteményét egy ChIP-
MS kisérleten alapul6 tanulmany kinalja (Behrends €s mtsai 2010). Ez azonban kizardlag a
ChIP-Seq médszerrel kimutathaté 751 interakcidt tartalmazza, 409 fehérje kozott. Az adatsor
kivdléan alkalmas tovabbi bioinformatikai elemzésre, azonban nem bongészhetd, kereshetd és
vizualizalhat6 informatikai tudés hidnyédban.

A fentiekbdl kideriil, hogy nem all rendelkezésre olyan adatforrds, amely tartalmaznd az
autofagia gének és szabalyozdik kozti kolcsonhatasok irodalmi gy(ijtésbdl szarmazo listajat.

Ugyanakkor az irodalmi adatok és a hatékony high-throughput médszerek — mint a ChIP-Seq
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— eredményeinek egyesitése biztositand a legteljesebb adatsort. A szabdlyozds mechanizmu-
sainak minél teljesebb kori feltérképezéséhez azonban érdemes felhaszndlni az altalanos
fehérje interakcids adatbazisban elérhet6 tovabbi kapcsolati adatokat, melyek szintén nagy
teljesitmény(i moédszerekbdl, vagy irodalmi gytijtésbdl szarmaznak; a transzkripciondlis szaba-
lyozasrol rendelkezésre all6 adatokat; valamint az érintett fehérjék expresszidjat szabalyozé
miRNS-eket. A mindezen adatokat egységes formdban tartalmazé adatbazisnak alkalmasnak
kell lennie bioinformatikai elemzésekre, €s emellett kutatd biolégusok szdmdra gyorsan €s

konnyen hasznélhatd, lexikon szer( adatforrasként kell funkciondlnia.
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2. Célkituzések

A jelatvitel és a molekuldris szabdlyozasi hdl6zatok tanulmédnyozdsdnak el6bbiekben bemu-
tatott Uj igényeinek kielégitését, valamint a modern kisérletes médszerek altal szolgéaltatott
adatok lehetd leghatékonyabb felhasznédldsat szem el6tt tartva, célul tliztem ki a SignaLink 1

jelatviteli adatbdzis tobbirdnyu kibdvitését. Ez a bévités az alabbi elemeket foglalja magaban:

e a Signalink 1 adatbdzis irodalmi gy(jtés alapjan felépitett jeldtviteli hal6zatdnak kiegé-

szitése mds adatbdzisokbdl szarmazd poszt-transzlacids szabdlyozasi kapcsolatokkal;

e domén-motivum interakcidk alapjan tovabbi poszt-transzlacids szabdlyozok prediktala-

sa;

e predikci6 készitése a high-throughput médszerekkel nyert, irdnyitatlan kapcsolatok

irdnyanak megallapitdsidra, domén-domén interakciok alapjan;

27

e az el6z6 pontokban felvazolt fehérje interakcids hdldzat transzkripciondlis, valamint;
poszt-transzkripciondlis (mikro-RNS-ek dltali) szabalyozasanak beépitése az adatbazis-

ba, a mikro-RNS-ek transzkripciondlis szabélyozdsaval egyiitt;

e az el6z6 pontokban leirt szabalyozasi hal6zat taroldsara alkalmas, hatékony és bovithetd

adatbazis struktura létrehozasa;
e az adatok bongészésre lehetdséget biztositd, modern €s interaktiv weboldal kifejlesztése;

e az adatok hozzaférhet6vé tétele bioinformatikai elemzések céljabol, tobb szabvanyos

formatumban, az adatok sziirését megkonnyito testreszabhat6 letoltd feliilettel.

Doktori munkdm masodik részének célja egy nagy jelentdséggel bir6 transzkripcids faktor, az
NRF2 szabdlyozasi hdl6zatdnak felépitése. Ennek megvaldsitdsa érdekében az aldbbi célokat

tliztem ki:

e egy irodalmi gytjtésen alapuld, més adatbazisokbdl és predikciokbdl szarmazd poszt-
transzlacios, transzkripciondlis és poszt-transzkripciondlis szabalyozdkat magaban fog-

lalé adatbazis l1étrehozasa;
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e az igy létrejott, az NRF2 szabalyozasat leir haldzat 6sszekapcsolédsa az dltalam készitett

SignalLink 2-ben szerepld jelatviteli dtvonalakkal;

e az adatok bongészését és letoltését biztositd weboldal és letdltd modul elérhetévé tétele.

Munkam harmadik részében, hasonlé médszertani alapokra épitkezve, egy a kutatdsok f6-
kuszpontjaban 4llo, jelenleg is szamos megvalaszolatlan kérdést tartogatd, és tobb betegség
patomechanizmusaban kulcsszerepet jatszo sejttani folyamat, az autofdgia szabalyozdsanak
feltérképezését, és a jeldtviteli haldzattal valé dsszekapcsolasat tliztem ki célul. Ennek megva-

16sitasa soran célom volt:

e az autofagia végrehajtasdban részt vevd fehérjék €és szabalyozoéik irodalmi gydjtéssel
Osszeallitott hdlozatanak kiegészitése mds adatbazisokbdl €s predikciokbol szarmazd

poszt-transzlacids szabalyozokkal;

e az igy elkésziilt fehérje interakcids hédldzat transzkripciondlis €s poszt-transzkripcionalis

szabdlyozdinak beépitése az adatbézisba;

e az adatok bongészését és letdltését biztositd weboldal és letdltdé modul elérhetdvé tétele.
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3. Modszerek
3.1. A fejlesztések kiindulopontjai

A dolgozatomban bemutatott harom adatbdzis mindegyike irodalmi gytjtés koré épiil. Ezt
az ARN esetében kutatocsoportunk tagja, Foldvari-Nagy Lédszlé végezte, kimondottan az
adatbdzis 1étrehozasa érdekében.

A masik két adatbézis, a Signalink 2 és az NRF2ome nem el6zmények nélkiil sziiletett,
hanem egy-egy kordbban kutatécsoportom tagjai és témavezetdm, Prof. Csermely Péter altal
l1étrehozott adatforras tovabbfejlesztése.

A Signalink 2 fejlesztésének kiindulépontja az el6z6 publikdlt verzid, a SignaLink 1
(Korcsmaros és mtsai 2010). A SignaLink 1 nyolc jeldtviteli dtvonal 3 fajbdl szarmazé
kapcsolatainak irodalmi gytijtése, mely az egyes utvonalakat receptoroktol €s ligandumoktol
az elso érintett transzkripciods faktorokig foglalja magaban.

Az NRF2ome el6zménye az NRF2 szabalyozasi hdlézat (Papp és mtsai 2012). Az NRF2
¢s a KEAP1 kozvetlen szabdlyozdit tartalmazé hidlézat majdnem teljesen csillagpontos, azaz a
kapcsolatok tobbségét az NRF2 partnerei alkotjdk. Ugyanakkor tartalmaz néhany, szubjektiv
szempontok alapjan fontosnak {télt tovabbi elemet is. Papp és mtsai mellékleteként, hat
kiilon tdblazatban érhetd el. A halozat 289 fehérje-fehérje interakciobol, 7.469 NRF2 altal
transzkripcidsan szabalyozott génbdl, és 63, az NRF2 transzlaciéjat gatlé mikro-RNS-bdl, és
35, amiRNS génekre hat6 transzkripcids faktorbdl all.

A tovabbiakban attekintem az adatforrdsok legfontosabb jellemzdit, melyek tobbsége
mindhidrom adatbdzishoz felhaszndldsra keriilt, majd feldolgozasuk és az 1j adatbazisok

osszeallitasanak modszertanat ismertetem.

3.2. Adatforrasok

A SignaLink 2, az NRF2ome és az ARN magjat az irodalombdl torténé kézi gytjtéssel
Osszedllitott adatsor adja. Ezen kiviil az adatok szdrmazhatnak mds adatbazisokbol vagy

predikciobdl.
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3.2.1. Kézi gyiijtés

A feldolgozott cikkek PubMed azonositéit taroljuk az adatbdzisban, és az egyes interakciokhoz
hozz4 vannak rendelve a cikkek, melyekben az adott interakciot leirtdk. Kutatocsoportunk
irodalmi gy(ijtést végzd tagjai a PubMed adatbdzisban keresték a fehérjék kozotti kapcsolatokat
leir6 tanulményokat. A Signalink 1 adatbazis esetében mind a nyolc tdtvonal, mind a harom
fajban (C. elegans, D. melanogaster és az ember) azonos modon, de egymastdl fiiggetleniil
keriilt feldolgozasra (Korcsméros és mtsai 2010). A SignaLink 2 készitésekor ez az irodalmi
gyljtés az id6kozben eltelt két évben megjelent cikkekbdl frissitésre, valamint az Gtvonalak
tagjainak endocitotikus- és allvany-(scaffold-)fehérjékkel val6 kapcsolataival bdvitve lett.
Tovabba két utvonal, a MAPK és az IGF 6sszevondsra keriilt, és a Signalink 2-ben RTK
(receptor-tirozinkindz) néven, egy ttvonalként szerepel.

Az NRF2ome magjit egyetlen kézi gy(jtés alkotja, mely az NRF2-vel kozvetleniil kapcso-
latba keriil6 fehérjékre terjed ki. Tartalmaz tovdabba néhany fontosnak t{in6 kapcsolatot ezen
fehérjék kozott, illetve az NRF2 legfontosabb szabdlyozdjdnak, a KEAP1-nek néhdny fontos
partnerét. Az igy elkésziilt adatsor Osszesen 108 fehérje 146 interakcidjat tartalmazza (Papp
és mtsai 2012).

Az ARN adatbazis szintén fehérje-fehérje interakcidk irodalmi gydjtésén alapul, mely
az autofagia végrehajtasdban kozvetleniil részt vevod 38 fehérjét (autophagic machinery) és
az ezekkel kozvetleniil kolcsonhatdsba keriil6 tovabbi fehérjéket tartalmazza. Az autofagia
végrehajtdsaban kozvetleniil részt vevd fehérjékre a tovabbiakban mint autofdgia fehérjékre
hivatkozom.

Egyes hivatkozdsok nem sajat kézi gyijtésbdl szdrmaznak: a felhasznalt adatbdzisokbol
minden esetben amikor rendelkezésre alltak, atvettem a hivatkozasokat. A felhasznalt adat-

bazisok publikdcidinak hivatkozdsait szintén hozzarendeltem az adott adatbdzishoz, mint

adatforrashoz.
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3.2.2. Fehérje és mikro-RNS referencia adatbazisok

A referencia adatbdzisok a fehérjék és miRNS-ek lehet6 legteljesebb gydjteményét kivanjik
folyamatosan frissitett formaban kézzétenni. A bioinformatikai adatkezelésnél az egységes €s
j6l meghatarozott molekula azonositok miatt a legjobb ezen adatbazisok azonositéit hasznalni.
Munkam sordn a fehérjék esetében a UniProt, a miRNS-eknél pedig a miRBase azonositoit

hasznaltam.

3.2.2.1. UniProt. Az UniProt (Universal Protein Resource) adatbazis (UniProt Consortium
2012) az annotalt fehérje szekvencidk legsz€élesebb korben hasznalt és legteljesebb adatba-
zisa. Két £6 részbdl all: a manualisan ellendrzott (reviewed) adatokat tartalmazé SwissProt,
illetve az automatikusan, informatikai médszerekkel boviilé TTEMBL adatbazisokbdl. Utobbi
szamos, szekvencidk alapjan feltételezett, de nem biztos hogy 1étezd polipeptidet tartalmaz.
Ezeket az adatbézis karbantart6i igyekeznek bioinformatikai médszerekkel és manudlis ellen-
Orzéssel kizarni az adatbazisbdl. Az egyes polipeptid szekvencidkat tin. UniProtKB (UniProt
Knowledge Base) azonositoval jelolik, mely hat karakterbdl (szdmbol és bettibdl) all. Az
adatok kezelése soran minden adatbazis géneket vagy fehérjéket jelold azonositéit UniProtKB
azonositoknak feleltettem meg. Amely fehérjéhez nem sikeriilt UniProt azonositét rendelni,

azt nem tekintettem 1étezd fehérjének, €s kizartam a tovdbbi adatfeldolgozasbol.

3.2.2.2. WormBase, FlyBase, Ensembl. A WormBase tobb Nematoda faj kozott a C. ele-
gans genomjat és fehérje szekvencidit tartalmazza, részletes annotaciokkal. A géneket WB-
Gene kezdetti WormBase ID azonositok jelolik, melyekre minden C. elegans gén esetében
taldlhat6 hivatkozas a SignaLink 2 fehérje adatlapjain, illetve a SignaLink 2 weboldalara a
WormBase adatlapjain (Harris és mtsai 2010).

A FlyBase a Drosophila fajok elterjedt referencia adatbazisa, melyet szintén kolcsonos
hivatkozdsok kapcsolnak dssze a SignaLink 2-vel, a Drosophila gének FBgn kezdetli azonositoi
alapjan (Drysdale és mtsai 2008). Az Ensembl adatbazis 70 faj genomjat tartalmazza, az
emberi fehérjék esetében adatbazisainkban hivatkozunk azok ENSP kezdetli Ensembl Protein

azonositokra (Flicek és mtsai 2013).
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3.2.2.3. miRBase. A miRBase a mikro-RNS szekvencidk és annotaciéik elsddleges refe-
rencia adatbazisa. 140 faj tobb mint 15.000 miRNS génjét, és tobb mint 17.000 érett miRNS
adatait tartalmazza. Ezek egy része manudlisan azonositott, mas résziik szekvenalasbol és
microarray Kisérletek eredményeibdl szarmazik. Az MI kezdeti miRBase azonositékkal, és

az itt szerepld standard nevekkel azonositjuk a miRNS-eket (Kozomara és mtsai 2010).

3.2.3. Fehérje-fehérje interakcios adatbazisok

Adatbézisaink kialakitasa sordn a HPRD-t és a BioGRID-et hasznéltam fel a protein-protein
interakcidk (PPI) forrasaként, mivel ezek az adatbazisok tekinthetdk a kiilonféle modszerekkel
felderitett interakciok legteljesebb gytijteményének (Chatr-aryamontri és mtsai 2013; Keshava
Prasad és mtsai 2009). Altaldban a kézi gy(jtésen alapuld halézatban szerepld fehérjék illetve
els6 szomszédaik kozti, valamint a transzkripcids faktorok kozti kapcsolatokat valogattam
ki ezen forrasokbdl. A BioGRID-bdl és a HPRD-b41 szdrmazé interakcidk irdnyitatlanok,
igy ahol csak lehetséges volt, megkiséreltiikk a bioinformatikai médszerekkel torténd irdny
predikci6t.

A BioGRID (Biological General Repository for interaction Datasets) 209.354 PPI-t és
hasonlé mennyiségli genetikai interakciot tartalmazé adatbazis (Chatr-aryamontri és mtsai
2013). Az adatok high-throughput és hagyomdnyos kisérletekbdl, 6sszesen 33.858 publikacid
feldolgozasabdl szairmaznak. A BioGRID 50 fajrél gytijt adatokat, melyek kozott a C. elegans,
a D. melanogaster és az ember is szerepel. A human PPI-k szdma 123.436.

A HPRD (Human Protein Reference Database) egy faj specifikus fehérje referencia adat-
bazis, mely a fehérjék sokféle annotéacidja (pl. foszforilaciés motivumok) mellett 38.167
interakciot is tartalmaz (Keshava Prasad és mtsai 2009). Ezek tobbnyire élesztd két hibrid ki-
sérletekbdl, in vivo illetve in vitro vizsgalatokbdl szarmaznak, jelentds mennyiségli a kozosségi
egylittmiikodéssel (Human Proteinpedia) gyUjtott interakciok szama.

Az InnateDB az emldsok velesziiletett immunvdlaszdnak rendszerszintii elemzését célzo
adatbdzis. 196.000 kisérletesen igazolt fehérje-fehérje interakciot tartalmaz, emberbdl, egérbdl

€s szarvasmarhabol. 18.000 kapcsolat irodalmi gydjtésbdl szarmazik (Breuer és mtsai 2013).

56



DOI:10.14753/SE.2014.1946

Az NRF2ome 6sszedllitdsakor a BioGRID é€s a HPRD mellett az InnateDB-t is felhasznaltam
altalanos fehérje interakcids adatbazisként.

Az ARN-ben felhaszndltam az ADB (Autophagy Database) és egy autofagidhoz kapcsol6-
dé6 fehérjéket vizsgald ChIP-MS tanulmény adatait (Behrends és mtsai 2010; Homma €s mtsai

2011). Ezekrol a 1.8.4. fejezetben irok.

3.2.4. A predikciok soran felhasznalt adatbazisok

A Pfam (Protein Families) adatbdzis az UniProtban megtaldlhat6 fehérjék tobb mint 80 %-dnak
tartalmazza a domén Osszetételét (Punta és mtsai 2011). Tobbszoros szekvencia illesztéseken
alapul, melyek a rejtett Markov-lanc modellekkel dolgoz6 HMMER illeszt$ algoritmussal
késziiltek. Az adatbdzis Pfam-A része tobb mint 10.000 fehérjéhez tartalmaz manuélisan
ellendrzott domén annotaciokat. A Pfam-B szekcié egy ADDA nevi, automatikus médszerrel
taldl doméneket a fehérje szekvencidkban, ezeket akkor érdemes haszndlni, ha az adott szek-
vencidkhoz Pfam-A domének még nem allnak rendelkezésre. Szakértdk hatdrozzak meg, hogy
milyen mértékd illeszkedés esetén tartoznak egy csalddba az egymdshoz hasonlé domének, ez
csalddonként eltérd lehet. A csalddok tobb mint egy negyede (a domének 6,7 %-a) ismeretlen
funkcié6ja, un. DUF (Domain of Unknown Function).

A domének a fehérjéket felépits, tobb fehérjében el6forduld, evoliciésan konzervalt
egységek, a fehérjék harmadlagos szerkezetének elemei. A DOMINE 4.036 Pfam domén kozti
osszesen 20.513 domén-domén interakciot tartalmazé adatbazis (Raghavachari és mtsai 2007).
Ezek az interakciok 6sszesen nyolc féle predikcids, €s két kisérletes forrdsbol szarmaznak. A
kisérletes adatok az iPfam és a 3did térbeli szerkezeteket tartalmazé adatbazisokbdl valok. A
prediktiv mddszerek sok kiilonb6z6 megkozelitést alkalmaznak a domének kozti kapcsolatok
valdszinliségének becslésére.

Az MLE (maximum-likelihood estimation) mddszer Bayes-i statisztika alkalmazdséval,
ismert PPI-k, szekvencidk és GO annotaciok felhaszndldsdval becsiili a domének kozti kapcso-
latok val6szintiségét.

Az RCDP (Relative Co-evolution of Domain Pairs) elnevezésli médszer minden domén-

domén péros szekvencidi esetében megbecsiili a koevolicié mértékét, és ismert PPI-k esetében
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feltételezi, hogy azok a domének vesznek részt az interakcidban, melyek leginkabb koevolva-
l6dnak.

A P-érték eljaras szupercsaladonként veszi a doméneket, és az ezen doméneket tartalmazd
fehérjék kozti interakcidk alapjan kiszdmolja annak a valdszintiségét, hogy két szupercsalad
tagjai kozt 1ép fel interakcid. Ezen valoszinliségekbdl az egyes PPI-k esetében kiszdmolja,
hogy a fehérje paros mely doménjei vesznek részt legnagyobb valdszinliséggel az adott
interakcidban.

A Fusion nevii médszer azon a megfigyelésen alapul, hogy egyes egymadssal kapcsolatba
keriild fehérjék homoldgjai vagy ortoldgjai néha egy polipeptid ldnccd olvadnak 6ssze; igy ha
a szekvencidkban ilyen Osszeolvaddst tapasztalunk, van rd bizonyos esély, hogy a kiilonéllo
fehérje par egymdshoz kapcsolddva funkcional.

Az LP (Linear Programming) megkozelitésben ismert PPI hdlézat és a benne szerepld
fehérjék ismert domén Osszetétele alapjdn, a parszimonia elvet kovetve megkeressiik a legrovi-
debb domén-domén interakcid listat mellyel magyarazhaté a halézatban szerepld interakciok
minél nagyobb hdnyada.

A DPEA (Domain Pair Exclusion Analysis) minden domén par esetében megvizsgalja
az adott doméneket tartalmazd, egymassal kolcsonhatdsba keriild fehérjék aranyét, az egyes
domének gyakorisdgabol ad6dé véletlen el6forduldshoz képest. Ezutdn maximum likelihood
modszerrel megnézi, hogy az egyes domén pérok kizdrdsa esetén mennyire véltozik az ismert
PPI hal6zat domén-domén interakcidkkal valé magyardzhatdsaga.

Az RDFF (Random Decision Forest Framework) sok dontési fa modellt general, és ezek
moéduszét védlasztja ki, mint a legvaldsziniibb lehetdséget a tapasztalt mintdzat magyardzatara.

A DIMA (Domain interaction Map) filogenetikai profilok alapjan ad becslést az egyes
domén-domén interakcidk valdszintiségére, azaz két doménnek minél inkabb hasonlé fajokban
léteznek ortologjai, annal nagyobb eséllyel van koztiik interakcié (Raghavachari és mtsai
2007).

A DOMINE adatbazis ezekbdl a forrasokbdl dltaldban a predikcidk koziil csak a legma-

gasabb pontszamot kapott kapcsolatokat veszi at. Ahogy latni fogjuk, az adatbazisainkban
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alkalmazott predikcidk nagyban alapoznak az itt felsorolt modszerekkel nyert domén-domén
interakciokra, melyeket a DOMINE adatbazisbol vettiink at.

A Negatome adatbazis egyediildllé médon azokat a fehérje illetve domén pérokat gyfijti,
melyek kisérletes adatok €s térbeli struktirdk alapjan nagy valdszintiséggel nem keriilnek
egymdssal fizikai interakciéba (Smialowski és mtsai 2009). Osszesen 1.892 nem kolcsonhat6
fehérje par (NIP), és 979 nem kolcsonhaté domén par (NID) szerepel a Negatome-ban,
melyeket mint negativ referencia adatsort felhasznéltunk predikciéinkban.

A fehérjék motivum annotacidit az ELM adatbazisbdl szereztem be. A rovid linedris
motivumok (SLiM — Short Linear Motifs) a doméneknél €s a strukturdlis motivumoknal rovi-
debb, 3-11, atlagosan 6 aminosavbdl dll6, evolicids skaldn dtlagosan valtozékonyabb, egyes
esetekben mégis ersen konzervalt fehérje szekvencia szakaszok. Sok motivumnak kozponti
szerepe van szdmos fehérje-fehérje interakcidban (Ren és mtsai 2008). Az ELM (Eukaryotic
Linear Motif) adatbdzis tobb mint 1.800 motivumot tartalmaz, melyek funkcidja valamely
fehérje esetében mar kisérletes igazolast nyert. Az ELM képes barmely fehérje szekvencidban
motivumokat keresni, adatokat tartalmaz ezek funkcidjéarol és evolicids konzervaltsagarol.
Funkcidjuk alapjan 170 osztdlyba sorolja be 6ket, valamint szerkezeti jellemzdk alapjan meg-
prébalja kizarni ezen rovid szekvencidk véletlenszer(i, de nem funkciondl$ el6forduldsait
(Dinkel és mtsai 2013).

A Reactome — melyet a Bevezetoben az utvonal adatbazisok kozt emlitettem — molekuldk
kozti interakcidk adatbazisa, mely 7.088 fehérje 6.744 interakciéjan kiviil tartalmaz szdmos
kis molekulaval fellép6 reakcidt is, részletgazdag annotacidkkal (Croft és mtsai 2014; Vastrik
és mtsai 2007). A PPI-k cikkekbdl torténd gydjtése €s feldolgozdsa szakért6k munkdja. A
kolcsonhatdsok tipusa és iranya ily mddon tobbnyire ismert, ezért hasznéltuk a Reactome-bol

szarmaz6 adatsort, mint pozitiv standardot az ismeretlen irdnyd PPI-k irdny predikciéja sordn.

3.2.5. Predikciéo domén-motivum kolcsonhatasok alapjan

A motivumok mads fehérjék aktivitdsdnak célpontjai lehetnek, azonban a motivum szekvencia
megléte nem elegendd, hogy feltételezziik ezen interakcidk létrejottének lehet6ségét. Ha a

motivum a fehérje térszerkezetébdl adéddan olyan pozicidba keriil, hogy a vele reakcidba
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1ép6 fehérjék nem férhetnek hozza, nem tekinthetd funkciondlisnak. A mar emlitett ELM
adatbazishoz kapcsoldéddan késziilt egy Structure Filter nevi algoritmus, mely a szerkezeti
jellemzdk figyelembe vételével becslést ad a motivum funkcionalitdsara (Via és mtsai 2009). A
Structure Filter két értéket ad meg a fehérje térszerkezete alapjan: az egyik a hozzaférhetGséget
méri (Accessibility Score), azaz a motivum kitettségét az oldat, a fehérje kornyezete felé; a
masik érték (Secondary Structure Score) a masodlagos szerkezet jellemzdit veszi figyelembe,
azaz hogy a motivum hélixben, béta redében, vagy rendezetlen szakaszban helyezkedik
el. Jellemzden a rendezettebb masodlagos szerkezeti elemeken beliil a motivumok kisebb
valdszintiséggel vesznek részt interakciokban, mint a rendezetlen szakaszokban.

Az ELM Structure Filter szolgéltatdsa nyilvanosan elérhetd, igy az algoritmus sajit imple-
mentélasdra nem volt sziikkség, csupan a fehérje szekvencidk alapjan inditottunk lekérdezéseket
az ELM szerver felé (Dinkel és mtsai 2013; Via és mtsai 2009).

A domén-motivum interakcidk alapjan késziilt fehérje-fehérje kapcsolatokra, a fehérjék
Gene Ontology Biological Process tulajdonsagai alapjan szemantikus hasonl6sagi indexet
szamoltunk (Alvarez €s mtsai 2011; Ashburner és mtsai 2000. — a szemantikus hasonlésagi
indexrdl bévebben a 1.6.2.2. fejezetben irok). ROC (Receiver Operating Characteristic)
elemzéssel — Médos Dezs6 segitségével — fajonként meghatdroztuk a kritikus értéket, mely

alatt kizartuk a kapcsolatokat, igy csokkentve a hamis pozitivok ardnyét.

3.2.6. Predikcio domén-domén kapcsolatok alapjan

A fehérjék kozti kolcsonhatdsokban gyakran a fehérjéket alkot6 domének vesznek részt, az
adott doménre jellemzd reakcidtipus vagy kotddési preferencidk dltal meghatarozott médon.
A rendelkezésre 4ll6 kisérletes adatok tobbnyire fehérjék kozti interakcidkrol szolnak, ugyan-
akkor amennyiben ismerjiik, hogy mely domének vesznek részt ezekben az interakcidkban, és
mely més fehérjékben fordulnak el6 ezek a domének, valdszintsithetjiik, hogy ezen domének
mads fehérjékben is kolcsonhatdsba 1épnek egymadssal. Ezen elképzelés szerint egyrészt a fehér-
jék domén Osszetétele, masrészt a domének kozti interakcidk ismeretében kovetkeztethetiink

fehérjék kozti interakcidkra. A domének kozti kapcesolatokrdl azonban kevés kisérletes adat all
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rendelkezésre, ezeket tobbnyire a fehérjék kozti interakciok €s a fehérjék domén Osszetétele
alapjdn, in silico predikcidval igyekeznek kideriteni (Chen és mtsai 2005).

A domén-domén kapcsolatokon alapulé predikciét adatbdzisainkban egyrészt 1€tez, de
ismeretlen irdnyu kapcsolatok irdnyanak becslésére, masrészt Uj fehérje-fehérje kapcsolatok

predikcidjara hasznéltuk fel.

3.2.6.1. Kapcsolat predikcié. A Pfam (Punta és mtsai 2011) és a DOMINE (Raghavachari
és mtsai 2007) adatbdzisok adatainak kombindldsdval 1étrehoztunk egy adatsort az egymadssal
kolcsonhaté doméneket tartalmazo fehérje parokrdl. A Negatome adatai alapjdn kizartuk a nem
kolcsonhaté domén-domén péarokat. Ezutdn a domén-motivum alapu predikciéhoz hasonléan
jartunk el: a GO szemantikus hasonldsdgi index mentén, ROC analizissel csokkentettiik a

hamis pozitiv kapcsolatok aranyat.

3.2.6.2. Irany predikcio. Az dltalanos PPI adatbazisokbdl szarmazé interakciok dltaldban
nem tartalmazzak az irdnyt, a két fehérje kolcsonhatdsat szimmetrikusan irjak le. Ugyanakkor
az irdny — példdul A foszforildlja B-t, és nem forditva — fontos informacié a jeldtviteli hal6za-
tokban, mely nélkiil az informacié daramlds irdnydnak megéllapitdsa, és a jelatvitel modellezése
lehetetlen (Liu és mtsai 2009). Az irdny az interakcid tipusdnak, vagy a résztvevé domének
ismeretében meghatarozhat6 lenne, azonban a high-throughput technikdk errél nem szolgéltat-
nak adatot. Az ilyen interakciokndl a domén-domén kolcsonhatdsok alapjan megkiséreltiik
az irany predikcidjat. A Signalink 2 adatbazis esetében a kapcsolatokat, melyekhez sikertilt
megbizhaté mddon irdnyt rendelni, egy kiilon rétegbe soroltuk, mig a tovdbbra is ismeretlen
irdnyu kapcsolatokat a masik rétegbe.

Az irdny predikcibhoz a DOMINE adatbazisb6l (Raghavachari és mtsai 2007) beszerzett
domén-domén kapcsolati adatokat, illetve a Pfam adatbazisbdl szarmaz6 (Punta és mtsai
2011), a fehérjék domén Osszetételére vonatkoz6 adatokat, valamint a Reactome-bdl letoltott,
ismert irdnyu interakcidkat hasznaltuk fel (Croft és mtsai 2014). A predikciét gépi tanuld
algoritmussal (Machine Learning — ML) végeztiik, a kovetkez6képpen: az emlitett harom adat-

bazis adatait kombindlva kiszamoltuk, hogy az egyes domén-domén kapcsolatok kiillonbozd
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irdnyu interakcidkban milyen ardnyban fordulnak eld. Az 1. képlet szerint (Liu és mtsai 2009;
Rhodes és mtsai 2005) kiszamoltuk az F' értékét az el6fordulé domén-domén interakcidkra.
Lathat6, hogy amennyiben az adott kapcsolat nagyobb ardnyban fordul elé m — n irdnyban
F > 0, mig ha az n — m irdny a jellemzd, F' < 0 lesz. Abrizoltuk az igy kapott pontszamok
ROC (Receiver Operating Characteristic) gorbéjét, és ez alapjan hatdroztuk meg az F' értéket,

mely felett az irany predikciot elfogadhatonak tekintjiik.

PR(d, — d,)) — PR(dy — do)

F(dmn) = PR(d,,) x PR(d,)

)

3.2.7. Transzkripcios faktor—gén regulacios adatbazisok

A TF—-prométer kapcsolatokrol kisérletes adatokat tartalmaz6 adatbazisok koziil letdltottem
az ABS, a DroiDB, az edgeDB, az ENCODE, a RedFly, az ORegAnno, a PAZAR és a
wTF weboldalardl a megfeleld adatsorokat. A kiilonb6z6 azonositok elsddleges UniProtKB
azonositéra vald leforditdsa utdn kivalasztottam a fehérje-fehérje interakcids rétegekben
szerepl6 fehérjéket szabalyozoé transzkripcids faktorokat. Ezutdin minden kapcsolatot forras
megjeloléssel ellatva bevittem az adatbédzisokba.

A JASPAR mddszer szerinti predikciét kutatdcsoportunk végezte. Az egyes transzkripcids
faktorokhoz tartozd, JASPAR-b6I szarmazé PWM matrixok illeszkedését megvizsgéltuk az
Ensembl adatbdzisbdl szarmazé minden gén start kodonjat megel6z6 2.000, illetve stop ko-
donjat kovet6 2.000 béazispar hosszisigi szekvencidn. A matrix hosszdnak megfeleld ablakot
nukleotidonként csusztattuk a vizsgalt szakaszon, figyelve az illeszkedés mértékét. Az illeszke-
dést az egyes szakaszok 0sszes nukleotidjanak a matrix adott pozicidjaban megfeleld értékek
szorzatdval mértiik, melynek aztdn a logaritmusat vettiik, és levontuk belSle a szekvencia
hosszédnak (n) hatvanydra emelt 1/4 logaritmusat, ami a nukleotidok egyenld, véletlenszeri

el6forduldsanak valdszintisége.

JASPAR = log | [ pi — log(0,25") )

=1
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Ez a mér6szam akdr kis szdmu, az illeszkedést rosszul befolydsol6 nukleotid esetén is nagyon
kis értéket adott, lehetové téve a legjobb illeszkedések kiszlirését. A kritikus ért€k meghata-
rozdasa kutatdcsoportunk tagja, Médos Dezs6 kozremiikodésével tortént, aki az értékekre két
Gauss-gorbe 0sszegét illesztette. Feltételeztiik, hogy a rossz, véletlenszert illeszkedések egy
alacsonyabb vérhat6 érték koriil, mig a jo, funkcidképes kotdhelyek egy magasabb véarhat6
érték koriil log-normadlis eloszlast alkotnak. A két illesztett gorbe alapjan ROC analizist végez-
tiink, €s a kritikus értéket 10-nél allapitottuk meg, mely esetben a hamis pozitivok ardnyanak
véarhato értéke 0,01. A TF—promoter szabdlyozasi kapcsolatokkal egyiitt az illeszkedés josagat

kifejez6 mérdszam értékét is beépitettem az adatbazisokba.

3.2.8. mikro-RNS—-mRNS interakcios adatbazisok

A miRNS-mRNS interakciékat a microT v4, a miRanda, a miRDB, a PicTar és a TargetScan
predikcids adatbazisokbdl és a miR2Disease, a miRDeathDB, valamint a TarBase kisérletes
adatokat tartalmaz6 adatbdzisokbdl vettem at. Az adatbdzisokrol részletesen irtam a 1.6.5.
fejezetben, €s a kapcsolddod publikaciokra is ott hivatkozom. Az azonositokat elsddleges Uni-
ProtKB azonositoknak, és érett miRNS-ek miRBase azonositdinak feleltettem meg. Ezutan a
fehérje-fehérje interakcids rétegekben szerepld fehérjéket szabalyozé miRNS-eket beépitettem
az adatbazisba. A miR2Disease és a miRDeathDB esetében a kapcsolatokhoz tartozé publi-
kaciok PubMed azonositdit, a predikcids adatok esetében pedig a predikci6 josagat kifejezd

27 Lz

mérdszamokat is bevittem a megfeleld tabldkba.

3.2.9. TranszKkripcios faktor-miRNS gén regulacios adatbazisok

Az ENCODE, a PuTmiR és a TransmiR adatbédzisokbdl szarmazé kapcsolatokat az azonositok
UniProtKB illetve miRBase azonositokra torténd leforditasa utan, a miRNS—mRNS interakci-
ok rétegében szerepld miRNS-ek és transzkripcios faktoraik kozti kapcsolatokat hozzaadtam
az adatbazisokhoz. A PuTmiR esetében a predikciobdl szarmazé megbizhatdsagi mérdszdmo-
kat is beépitettem az adatbdzisokba. Ezen adatbazisok lefrdsa és hivatkozdsai megtaldlhatok a

1.6.6. fejezetben.
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3.3. Az interakciok tulajdonsagai

3.3.1. Irany, hatas, kozvetettség

Az irodalombdl gyijtott kapcsolatokndl legtobbszor rendelkezésre dll a kolcsOnhatés ird-
nya — pl. A foszforildlja B-t. A mas adatbazisokbdl atvett, nagy teljesitményli modsze-
rekkel felderitett kapcsolatokndl ez édltalaban nem ismert. Az irdny az adatbazisokban az
interaction.is_directed mezdjében szerepel, melynek értéke O az irdnyitatlan, 1
az iranyitott, €s 2 amennyiben domén-domén alapu predikcio segitségével sikeriilt az inter-
akci6 iranyat megallapitani. A TF—promoéter és a miRNS—-mRNS interakciokndl az irdny
eleve adott. Az irdnyitott interakciok lehetnek gatl6 vagy serkentd hatdsuiak. Ezt az informa-
citaz interaction.is_stimulation mezd tartalmazza, melynek értéke 1 serkentd,
—1 gatlo, és 0 az ismeretlen hatdsu interakciok esetén. A harmadik tulajdonsig az indirekt
kapcsolatok megkiilonboztetésére hivatott. Az interaction.is_direct mezd értéke 1
kozvetlen kapcsolat esetén, és 0 kozvetett — példdul TF—promoter — interakcidknal.

Két fehérje kozott egy rétegben tobb interakcid is lehetséges, példaul ha ezek forditott
iranyuak, vagy kiilonbozé hatdsuak. Ugyanazon két fehérje kozott tobb rétegben is lehetnek
kapcsolatok. Mivel az adatbazisok kialakitdsa sordn szerettem volna megdrizni az adatforra-
sok informécid tartalmaét, elképzelhetd, hogy az egyik rétegben irdanyitott, mig a masikban
irdnyitatlan kapcsolat szerepel ugyanazon két fehérje kozott. Ez az adatstruktdra — mely a
weboldalakon is megjelenitésre keriil — lehetové teszi a felhaszndlt forrdsok 6sszehasonlitd

elemzését.

3.3.2. Megbizhatosagi méroszamok

3.3.2.1. PRINCESS. A PRINCESS komplex mérészam hatterérdl a 1.6.2.1. fejezetben rész-
letesen frtam (Li és mtsai 2008). A mdédszer alkalmazésat eddig csak humdn adatokra dolgoztdk
ki, igy adatbazisainkban csak ember fehérje interakcioknal talalhatok PRINCESS értékek. A

szamitdsokat Dong Li kutatocsoportja végezte, a Pekingi Proteom Kutatékoézpontban.

3.3.2.2. A Gene Ontology tulajdonsagok szemantikus hasonlésaga. A GO tulajdonsa-

gok szemantikus hasonldsdganak szdmitdsa sordn egy tisztdn graf alapu indexeket valasztot-
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tunk, hiszen bar maga a GO tulajdonsagok faja is folyamatosan fejlesztés alatt ll, az egyes
génekhez kapcsolat annotdciok mindig aktudlis bioldgiai tuddsunkat tiikrozik, melynek szintje
rdadésul fajonként eltérd lehet.

Az Alvarez és mtsai altal leirt graf alapi modszert Fazekas Dévid és én Python nyelven
implementéltuk, majd a Gene Ontology weboldalardl letoltott adatok alapjan (Ashburner
és mtsai 2000) kiszamoltuk a Biological Process domén egyes terminusai kozti hasonlsagi
értékeket. Fehérjék esetén mindkét fehérje 6sszes GO tulajdonsiaga kozti hasonlésdgok median-
jat vettiik a két fehérje kozti kapcsolat GO szemantikus hasonlésdg értékének, ezek a szamok
szerepelnek az adatbizisokban. Ezenkiviil, a szemantikus hasonlésdg adatok mentén Mdédos
Dezs6 éltal elvégzett ROC (Receiver Operating Characteristic) elemzéssel meghatarozott
kritikus értékek alatti részt kizartuk a domén-domén és domén-motivum kapcsolatok alapjan

késziilt predikciok eredményébdl, igy csokkentve a hamis pozitivok ardnyat.

3.3.2.3. Predikciok megbizhatosagi értékei. A miRNS-ek dltal torténd poszt-transzkripci-
ondlis szabdlyozdas, valamint a JASPAR ¢és a PuTmiR transzkripcids kapcsolataindl tobbféle
mérészam szerepelhet. Ezek minden esetben a predikcids algoritmusok eredményei, melyekrdl
adatforrasonként kiilon irtam a 1.6.5. fejezetben. A predikcidkat tartalmaz6 adatbazisok
rendszerint alkalmaznak valamilyen hatarértéket, mely a hamis pozitivok kiszlirését szolgalja.
Az adatbazisok épitése soran esetenként ennél szigoribb hatarértékeket szabtam meg, €s
minden mérészamndl lehetdséget biztositok a felhaszndlé szamdra, hogy a weboldal letoltd

feliiletén még szigorubb szintre emelje a predikcidk sziirését.

3.4. Implementacio

Az adatbézisok kezeléséhez MySQL adatbazis szervert haszndlok, melyet Linux operacios
rendszeren futtatok. A weboldal elkészitéséhez PHP-t, jQuery-t, jQuery UlI-t, valamint Cytos-

cape Webet hasznédltam, az export modul pedig egy kiilondll6, Python nyelven irt program.
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3.4.1. Adatbazis struktiara

A MySQL szerveren futé adatbazis tablait MyISAM tédrol6 motor kezeli. A weboldal és az
export modul kérdezi le az adatokat, igy a tabldk indexelését az itt el6forduld lekérdezésekre
optimalizaltam. Az indexelés akdr tobbszorosére gyorsithatja az adatok elérését. Az altalam
alkalmazott indexekben dltaldban a JOIN ON, GROUP BY és WHERE zdradékokban szerepl6
mez0k, illetve a tabla elsddleges kulcsa szerepel.

Az adatbdzis tdbldinak felépitését, és egymads kozti hivatkozasaikat a 8. dbran kovethetjiik.
Fehérje-fehérje interakcids adatbazisaink kozponti tdbldja az interaction tdbla, mely az
Osszes kapcsolatot tartalmazza. Az interaction.source és interaction.target
mezOk az interakcio forrdsat €s céljat jelolik, a protein és amirna tabldkra hivatkozva.
Tovabbi fontos mezdk az interaction.is_direct, interaction.is_directed
€saz interaction.is_stimulation: ezek a kapcsolat alapvet6 tulajdonsagait, koz-
vetlenségét, iranyitottsagat, illetve serkentd vagy gatlo jellegét irjdk le. Az interacti-
on.layer mezd a kapcsolatok kategoridit jeloli, értéke jelenleg 0 és 7 kozotti szam. A 4-es
érték transzkripcios faktor €s gén kozti kapcsolatot jelent. Az 5. réteg esetében az interac—
tion.source oszlop csak a miRNS-eket tartalmazé mirna tdblara hivatkozhat, mig a 7.
réteg esetében ez a interaction.target mezore igaz. Az Osszes tobbi esetben ezek a
mez0k a fehérjéket tartalmazé protein tabldra hivatkoznak. Az interaction.layer

vz

mez0 értéke azonban egyértelmiivé teszi, hogy az interakcié melyik résztvevéje fehérje, és
melyik miRNS.

A protein és a mirna tabldk tartalmazzdk az interakciés hdldézat csomdpontjait, a
fehérjéket valamint miRNS-eket. Elébbiek UniProtKB azonositdja, utébbiak neve és miRBase
azonositdja szerepel a tablakban. A pathway és a topology tdbldban utvonalak (jelenleg
hét), és topoldgiai tulajdonsdgok (lehetséges értékek: ligand, receptor, medidtor, kofaktor,
allvanyfehérje (scaffold), transzkripcids faktor, endocitotikus protein) vannak felsorolva. Az
egyes fehérjék utvonal besoroldsait €s topoldgiai tulajdonsdgait a protein_pathway és a

protein_topology tdbldk tartalmazzak.
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Hasonl6é moédon, az interaction_source, az interaction_reference, vala-
mint az interaction_weight tdbldk a source, reference és a weight tablakra
hivatkozva, az interakcidk tulajdonségait tartalmazzak.

A reference tabla a tabla az éltalunk, vagy mésok altal manualisan gy(jtott kapcsolatok
hivatkoz4sait tartalmazza, PubMed ID-kal jellve a cikkeket. Az interaction_referen-
ce tébla kapcsolja 0ssze az egyes interakciokat és hivatkozdsokat, az interaction_sour-
ce pedig a forrds adatbazisok hivatkozdsait tartalmazza.

A name téabla a fehérjék UniProt adatlapjan talalhat6 azonositdit és neveit tartalmazza.
Egy fehérjére tobb sora is hivatkozik, és szerepel benne a név tipusa. A weboldalon miikodd

keress ezen elnevezések és azonositok kozott keres.

3.4.2. Az adatbazisok épitése

3.4.2.1. Adatbazis azonositok forditasa. A mads adatbazisokbodl letoltott adatsorok a fehér-
jéket illetve géneket kiillonféle azonositokkal jelolik. Ezek koziil leggyakoribbak az Ensembl
Protein illetve Gene 1D, az Entrez Gene 1D, a HGNC Gene Symbol, az NCBI RefSeq 1D,
valamint az UniProtKB ID (Koh és mtsai 2012). A gének, a réluk atir6dé6 mRNS-ek és az
utobbiak alapjan képz6d6 fehérjék az adatbazisban azonos entitdsként vannak reprezental-
va, azaz a hélézatban a gén, melynek atir6ddsat transzkripcids faktorok szabdlyozzdk, az
mRNS, melynek transzlaciéjat miRNS-ek gatoljak, illetve a fehérje, mely mas fehérjékkel
keriil interakcidba egyazon pontnak felel meg az interakcids hdlézatban.

Az UniProt weboldalardl (uniprot.org) letoltdttem az UniProtKB ID-k és mds azonositok
kozti megfeleltetést tartalmaz6 tablazatokat. A hatékony adatfeldolgozas érdekében ezekbdl
MySQL adatbdzisban megfeleléen indexelt tdblakat hoztam létre. Az indexelés meggyor-
sitja az adatok lekérdezését az adatbazisbdl. Az éltalam alkalmazott indexek tartalmaztak a
forditand6 azonositét, az UniProt azonositdt, illetve a tabla elsddleges kulcsét. Ezek a tabla-
kat tekinthetjiik szotdraknak, én a fordito tdbla elnevezést hasznalom. Adatbédzis miiveletek
segitségével, az importélni kivant adatbazisban szerepld azonositok és a fordité tablaban
szerepl6 azonos tipusu azonositok kozotti azonossag alapjan megtaldlhaté az adott fehérjéhez

tartoz6 UniProtKB azonositd, melyet az importalandoé kapcsolati adatokat tartalmazo tabla
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kiilon oszlopéba irtam. Egyes adatbdzisok tobbféle azonositot tartalmaznak, igy mindegyik
alapjan lehetséges a forditds. Ezekben az esetekben mindegyik lehet6séget kihasznéltam, igy
nagyobb ardnyu sikeres megfeleltetést értem el. A legtobb adatbazisban szerepeltek olyan
azonositok, melyeket nem sikeriilt UniProtKB azonositéra leforditani. Ennek oka lehet az
eltérd irasmod vagy régi név haszndlata, példaul gén nevek esetében; egy masik ok lehet
az egyik adat a fehérje egy bizonyos izoformdjat vagy transzlaciés varidnsat jeloli, mig a
masik tdbldban szerepld azonosité nem ennyire specifikus; de taldn a legjellemz6bb ok a
torolt vagy elavult adatbazis azonositok haszndlata. A RefSeq és az UniProtKB azonositok
esetében a megvaltozott azonositokat frissitettem mindegyik adattdbldban, és a végleg torolt
azonositokhoz tartoz6 adatokat toroltem — ezek tobbnyire nem jelolnek 1étezd fehérjét. A
folyamat végén az importdland6 adatokat tartalmazoé tablaban az UniProtKB azonositokat
az elsddleges (primary) azonositora cseréltem, ahol nem ez szerepelt. Egy fehérjének tobb
UniProtKB azonositéja lehet, de ezek koziil csak egy az tn. elsddleges azonosito. Ezzel az
eljarassal elértem, hogy az 0sszes importalandé adatbdzisban a fehérjék egységes, 0sszeha-
sonlithatd, egymasnak megfeleltethetd elnevezéssel szerepeljenek; igy lehetségessé valt a
kiilonb6z6 adatbazisokbdl szdrmaz6 interakciok egy hdldzatta egyesitése.

A fehérjéken kiviil mindhdrom adatbdzisban miRNS-ek is szerepelnek. Ezek az adatkeze-
1€s szempontjabol ugyanolyan entitdsok, mint a fehérjék. miRNS-mRNS interakcidkat, illetve
a miRNS-ek transzkripcidjat szabalyozo transzkripcios faktorokat integraltunk az adatbazi-
sokba. A mas adatbazisokban szerepld miRNS-ek neveit minden esetben a miRBase primer,
éretlen, hajtd alaki miRNS (pri-miRNS) AC-knek (Accession Number) feleltettem meg. Ezek
az azonositok kilenc karakterbdl 4ll6, MIXXXXXXX formatumuak, ahol az X helyeken
szamjegyek szerepelnek. Az érett miRNS-eket jelol6, MIMAT kezdet(i azonositok alapjan a
megfeleld primer miRNS azonositdval jeloltem az adattdbldkban szereplé miRNS-eket. Egyes
adatbdzisokban csak nevekkel jelolik a miRNS-eket. Ezekben az esetekben a nevekben az érett
miRNS-re jellemzd részt levagtam: a -3p, -Sp és * toldalékokat. Azért volt erre sziikség, mert
egyes adatbazisok az érett, mdsok a primer miRNS neveket tartalmazzdk. Az igy egységesitett
neveket a miRBase adatbazisbdl szarmazé fordité tdblaval miRBase AC-re forditottam, igy

biztositva a miRNS-ek egységes jelolését.
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3.4.3. Az adatbazis osszeallitasanak folyamata

3.4.3.1. SignaLink 2. Az adatbazis 0sszedllitdsdnak folyamatat részleteiben a SignaLink 2
péld4jdn mutatom be, az ARN és az NRF2ome esetében csak az ettdl valo eltéréseket emlitem.
Az adatbdzis épitése a kordbbiakban felsorolt adatforrdsokat kiilon tdbldkban tartalmazé
fejlesztdi adatbazisban zajlik. Az épitést az dltalam irt SQL szkript automatikusan végzi, a
folyamat sikeres végrehajtdsa esetén a datumot, és az eggyel megnovelt belsd verzidszamot a
version tdbldba irja. Egy kiilon SQL szkript a fejlesztdi adatbazis tabldit — a forrds tablak
kivételével — kiiiriti. Egy masik szkript szolgél az épitést kovetden az adatok integritdsanak
ellendrzésére.

miRNS-ek SignaLink 2
és interakcioik integralasa el
Forrasok: miRecords, TargetScan,
TarBase, miRBase, miRanda
Poszt-transzkripcios

Transzkripcios faktorok szabalyozas

és interakcioik integralasa

Forrdsok: EdgeDB, RedFly, DrolD, Transzkripciés | S; Link 2
ABS, ORegAnno, PAZAR, JASPAR, szabélyozés IgnaLin

TransmiR, ENCODE weboldal

Fehérje-fehérje Els6 szomszédok
kapcsolatai csv

interakcioik integralasa SBML
Forrasok: WI8, DrolD, HPRD, : BioPAX

y . c
BioGRID, ELM Server Utvonal fehérjék, Pétlfhsdclat;:;

scaffold és PSI-MI XML
Fehérjék és kapcsolataik endocitotikus fehérjék - e
kézi gy(ijtése Letolto
Forras: kisérletek publikci6i modul

7. abra. A SignaLink 2 adatbazis réteges felépitése. A szovegbdl kideriil, hogy az dbra

7 2

egyszerlsitett, a 0-1. rétegeket, illetve a 2., 3. és 6. rétegeket, valamint a 4. és a 7. réteget
egyként jeleniti meg.

Az adatbazis rétegekbdl 4ll, egy kapcsolat egy réteghez tartozik, egy fehérje vagy miRNS
azonban tobb rétegben is szerepelhet. Két fehérje kozott akar tobb rétegben is 1étezhet kapcso-

lat. Az adatbazis épitése a legbelsd, 0. rétegtdl indul, és rétegenként kifelé haladva torténik. Ez
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a metddus hatdrozza meg, hogy mely kapcsolatok — és ezdltal mely fehérjék és miRNS-ek —
keriilnek be az adatb4zisba: minden 1épésben csak azok a kapcsolatok keriilhetnek be, amelyek
a megel6z6 rétegekben mar szerepld elemekhez kapcsolddnak. A rétegek tartalmét a 7. dbran
kovethetjiik, ahol a nyilak jelzik az egyes rétegek egymdsra épiilését.

A SignaLink 2 magja a 0. réteg, melynek minden kapcsolata sajat irodalmi gyijtésbol
szarmazik, és a hét jelatviteli dtvonal tagjait tartalmazza. Az 1. réteg szintén sajat gy(jtés, ezek
a kapcsolatok a jelatviteli fehérjékkel kolcsonhatasba 1ép6 endocitotikus- €s dllvanyfehérjéket
foglalja magédba. A 2. réteg az el6z0 két réteg fehérjéi kozott, illetve az ezekkel kozvetlen
szomszédsagban dll6 fehérjékkel val6 kapcsolatokat tartalmaz, melyek domén-domén illetve
domén-motivum interakcidkon alapul6 predikciébdl szdrmaznak. A 3. rétegbe dltalanos PPI
adatbazisokbdl — BioGRID, HPRD, DrolID, WI8 — atvett kapcsolatok keriiltek, szintén a
belsébb rétegekben mar szerepld fehérjék és elsé szomszédaik kozt. Ezen adatbdzisok irdny
megjelolés nélkiili kapcsolatokat tartalmaznak, de a 3. réteghez csak olyan kapcsolatokat
adtam hozzda, melyekhez a domén-domén interakcidkon alapulé irdny predikcié segitségével
sikeriilt megbizhaté6 mdédon irdnyt meghatirozni. Azok a kapcsolatok, melyeknél az irany
predikcié alacsony megbizhatdsagi eredményt adott, a 6. rétegbe keriiltek, irdny megjelolés
nélkiil. A 4. rétegben transzkripcids faktorok €s éltaluk szabdlyozott gének kapcsolatai talal-
haték, a 1.6.4 fejezetben felsorolt adatbazisokbdl. A 0-3. és 6. rétegekben szerepld Gsszes
fehérje transzkripcids faktorait belefoglaltam ebbe a rétegbe. Ebben a 1épésben uj fehérjék is
bekeriiltek az adatbdzisba, igy egy tovabbi mivelettel az dltaldnos PPI adatbazisokbdl dtvet-
tem a transzkripcids faktorok kozti interakciokat is. Az 5. réteggel az 6sszes eddigi fehérje
miRNS szabalyozoit csatoltam az adatbdzishoz, a 1.6.5 fejezetben felsorolt adatbazisokbdl.
Végiil, a 7. réteg az ezen miRNS-eket szabdlyozé transzkripcids faktorokat tartalmazza, a
1.6.6 fejezetben felsorolt adatbdzisok alapjan. A tobb adatbazisban szerepld kapcsolatok csak
egyszer szerepelnek az interaction tdbldban, az interaction_source tdbldban
tobb forrdsmegjeloléssel. Azonban ha két fehérje kozt a feldolgozott cikkek alapjan tobbféle
kapcsolat is 1étrejon: példaul serkentd és gatld, kozvetlen és indirekt egyarant, akkor ezek

kiilon kapcsolatként szerepelnek az interact ion tdbldban. Minden itt felsorolt 1épéssel az
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egyes kapcsolatokhoz tartoz6 forrasokat, hivatkozasokat €s megbizhat6sdgi mérdszamokat is

beleirtam a megfeleld tdbldkba.

] dname v
id INT(11)
protein_id INT(11) "] score_interaction v "] score v
dname VARCHAR(25) id INT(11) id INT(10)

type VARCHAR(25) score_id INT(10) name VARCHAR(128)

j topology v interaction_id INT(10) default_value FLOAT
is_predicted INT(10)
id INT(11) j names v score FLOAT
name VARCHAR(20) id INT(11) jaspar_offset INT(11)
comment VARCHAR(255) protein_id INT(11) jaspar_seq_id INT(11)
) ! ] reference v
primary_uniprot_name VARCHAR(6)
; id INT(10)
j protein_topology v alt TINYINT(1)
pubmed_id INT(10)
id INT(10) pe VARCHAR(Z0) description VARCHAR(500)
escription
protein_id INT(11) name VARCHAR(150)
topology_id INT(11) ] interaction ’ ’
] interaction_reference v
id INT(10)
INT(10) interaction_id INT(10)
. source
_] protein v reference._id INT(10)
y target INT(10)
id INT(10)
) is_direct TINYINT(4)
j protein_pathway v uniprot_name VARCHAR(6) P S TINYINT@
.
S INT(10) ncbi_tax_id SMALLINT(4) s_directe @
protein_i ) is_stimulation TINYINT(4
) is_tf TINYINT(2) - @ ] interaction_source v
pathway_id INT(10) is_drugtarget TINYINT(2) source_domain INT(10)
. _ interaction_id INT(10;
is_central TINYINT(2) _ {arget_domain INT(10) -4 INT(10)
is_cancer_related TINYINT(2) source_id INT(10)
comment TEXT target_motif INT(10)
athwa v layer TINYINT(4)
e X ] source v
id INT(10) & INT(10)
. 1
name VARCHAR(50) _] mirna v ] W INT(O
t reterence_is
comment TEXT id INT(10) _id INT(10)
name VARCHAR(60) db_name VARCHAR(50)
ac VARCHAR(10) description TEXT

url VARCHAR(150)

8. dbra. A SignaLink 2 adatbazis sémaja. Ez az adatmodell minimadlis eltérésektdl eltekintve
azonos az NRF2ome-nal és ARN-nél alkalmazottal. A z6ld mezGkben a tablak nevei, alatta
a mezOk nevei és tipusai szerepelnek. A bibor szinli vonalak a tdblak kozti reldcidkat, azaz
foreign key-ket jelolik.

3.4.3.2. NRF2ome és ARN. Az NRF2ome adatbazisban az 1. réteg az NRF2 kézzel gyfijtott,
elsé szomszédsagi halozatét tartalmazza, 0. és 2. réteg nincsen. Az ARN esetében a 0. réteg
az autofdgia fehérjék egymas kozti interakcioit, az 1. réteg ezen fehérjék elsd szomszédait

tartalmazza Ezek a kapcsolatok sajat irodalmi gy(ijtésbdl, az Autophagy database-bdl, illetve
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a felhasznalt ChIP-MS adatokbdl (Behrends és mtsai 2010) szdrmaznak. A 2. réteg az ARN
esetében hidnyzik. A 3. réteg az NRF2ome-ban és az ARN-ben a predikciokbdl szarmazo
kapcsolatokat tartalmazza. A 6. rétegben pedig a SignaLink 2 0. rétegébdl atvett, sajat irodalmi
gyljtésbdl szarmazo kapcsolatok taldlhatok, melyek 0sszekotik a jeldtviteli dtvonalakat az

NRF?2 illetve az autofdgia fehérjék szabdlyozdsi halozatdval (10. abra).

3.4.4. Weboldalak

A webes feliiletek szerver oldali részét PHP-ban programoztam, Apache webszerver szolgélja
ki a tartalmakat. A weboldal a gyors és dinamikus miikodés érdekében aszinkron kérésekkel
tolti le a felhaszndlé altal kért informdacidkat, példaul egy kapcsolat forrdsait és hivatkozasait.
Kliens oldalon ezt a jQuery-ben elérhetd AJAX eljardsok teszik lehetévé. A hédlézatok vizu-
alizalasat a Cytoscape Web segitségével alakitottam ki. A Cytoscape Web egy flash alapu,
JavaScriptbdl vezérelhet6 hdl6zat rajzold program, mely a weboldalba bedgyazva miikodik. A

weboldalak funkcidit részletesen az Eredmények részben ismertetem.

3.4.5. A letolté modul

A letoltd modul egy kiilondllo program, melyet az ELTE NetBiol csoportjanak tagja, Fazekas
D4vid irt Python nyelven. A weboldalon megadott paramétereket feldolgozva, kinyeri a

megfeleld adatokat az adatbazisbdl, és a kivant formatumma alakitja azokat.
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4. Eredmények

Ebben a részben bemutatom az elkésziilt adatbazisok jellemzdit, €s 6sszehasonlité médon
szemléltetem azok mennyiségi tulajdonsagait. A felhaszndlt forrds adatbdzisokra a médszertani

részben hivatkozom, igy itt csak a neviik keriil emlitésre.

4.1. Az adatbazisok felépitése
4.1.1. A SignaLink 2

4.1.1.1. Jelatviteli komponensek. A Signalink 2 hét jelatviteli ttvonal: a Hedgehog, a
WNT/Wingless, a TGF-f3, az RTK, a JAK/STAT, a Notch és az NHR utvonalak szabédlyozasat
feldolgoz6 adatbazis. Ugyanezek az ttvonalak szerepeltek a SignaLink 1-ben is, mely a Signa-
Link 2 fejlesztésének kiindulopontjat képezte, ugyanakkor az IGF (inzulin) és az EGF/MAPK
utvonal Osszevondsra keriilt, és egylitt az RTK (receptor-tirozinkindz) dtvonalat alkotjdk.
Kivalasztasukat az egyedfejlodésben és betegségek patomechanizmusdban jatszott jelentds
szerepiik indokolta (Pires-daSilva és mtsai 2003). Ezek az utvonalak jél megkiilonboztethetd
biokémiai mechanizmusokat haszndlnak a jel tovabbitasira, melyek az egyes utvonalakon
beliil kdzos evolucids eredetet mutatnak.

A SignaLink 2 tartalmazza a jelatviteli ttvonalakat alkot6 fehérjék kozti kapcsolatokat,
valamint feltérképezi ezen fehérjék poszt-transzlacios, transzkripcids és poszt-transzkripciond-
lis szabalyozasat. A SignaLink 2-ben hdrom faj szerepel: két fontos modellorganizmusként a
Caenorhabditis elegans fonalféreg és az ecetmuslinca (Drosophila melanogaster), tovabba az
ember.

Az ttvonalakban szerepl6 fehérjék tartozhatnak az dtvonal kézponti (core), vagy mellék
(non-core) régidjdhoz. A kozponti régié nélkiilozhetetlen a jel receptorok és transzkripcids
faktorok kozti tovabbitasdhoz, mig a mellék régié fehérjéi csak szabdlyozzdk, médositjak
a jel tovdbbadasat. Egy jelatviteli fehérje tobb utvonal tagja is lehet, az ilyen fehérjéket
multi-pathway fehérjének nevezziik.

Minden jelatviteli fehérje rendelkezik topoldgiai tulajdonsagokkal, melyek a jelatvitelben

betoltott funkcidjat jelzik. Ez alapjan lehet ligandum, receptor, mediétor, kofaktor, vagy
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transzkripcids faktor. Egy fehérjének legfeljebb két topoldgiai tulajdonsaga lehet (Korcsmaros
és mtsai 2010).

A legbelsé réteget a jeldtviteli dtvonalakban résztvevd fehérjék kozti kapcsolatok alkotjak.
Ez arész ilyen tekintetben megfelel a SignaLink 1-nek, melyben kizdrdlag a jelatviteli fehérjék
szerepeltek, a ligandumoktdl €s receptoroktdl kiindulva az elso érintett transzkripcids faktoro-
kig. A SignaLink 1. verzidja 2008-ban késziilt el, 8 utvonalat tartalmazott, melyek elemeit
170 review cikk alapjan lettek meghatarozva. Az ttvonal tagok kozti tovdbbi interakcidkat
Osszesen 941 cikkbdl feldolgozdsdval gydjtottiik ossze. A SignaLink jelenlegi, verzidjaban ez
a szam 2.197-re emelkedett. Az titvonalak és a fajok szdma nem bdviilt, igy a cikkek szdmanak
novekedése az id6kozben publikalt 1) kisérletes adatoknak tudhat6 be.

A kovetkez6 rétegben tovabbi sajat gy(ijtésbdl szarmaz6 adatok taldlhatdk a jelatviteli
fehérjéket poszt-transzlaciés modositasok révén kozvetleniil szabédlyozé enzimekrdl (kindzok,
foszfatdzok, ligdzok, protedzok), endocitotikus €s allvanyfehérjékrdl, valamint az ubikvitin-
proteaszéma rendszer fehérjéirdl. Ezek a kapcsolatok kutatécsoportunk tagjai altal 1.075
cikkbdl keriiltek kigydjtésre. Az ttvonalak és szabalyozéik kapcsolatainak irodalmi gydjtése

2011 aprilisdban zarult le.

4.1.1.2. Tobbrétegii szabalyozasi halézatok. A SignaLink 2 a fehérjék és mikro-RNS-ek
kapcsolatait kettés szempontrendszer alapjan, hagyma-szertien egymadsra €piil6 rétegekbe so-
rolja. A rétegek megfelelnek a szabdlyozds molekuldris biol6giai rendszerekben megfigyelhetd
kiilonboz6 mddjainak. Ezenkiviil, a rétegek eltérnek az adatforrds tipusdban is. Ez az elkiiloni-
tés lehetdséget ad, hogy a SignaLink 2-t elemzéseikben felhaszndl6 kutatéok donthessenek a
szabdlyoz4s kiilonbozd szintjeinek, illetve az eltéré megbizhatdsagi foku és eltéré mennyiségi

A harmadik rétegbe az ELM felhaszndldsdval késziilt predikcié alapjan, az el6z6 két
rétegben szerepl6 fehérjékben megtaldlhaté motivumokat médositani képes fehérjék keriil-
tek. A negyedik réteg hasonl6 médon fehérje-fehérje kapcsolatokat tartalmaz, azonban mas
adatbazisokbodl — a BioGRID-bdl és a HPRD-bdI — étvett, kisérletesen igazolt adatok alapjan.

Kiilon rétegbe keriiltek azok a kapcsolatok, melyekhez a domén-domén interakcidk alapjan
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megfeleld megbizhat6sdggal sikeriilt irdnyt prediktdlni. Ebben az esetben tehdt a kapcsolat 1éte
kisérletesen igazolt, az irdnya azonban prediktalt. Az irdnyitatlan kapcsolatok kiilon réteget
alkotnak ,,tovabbi kapcsolatok™ (further interactions) néven, ez a legkiilsé rétegként szerepel.

A fehérje-fehérje interakciok rétegein kiviil helyezkedik el az ezekben foglalt fehérjék
transzkripcids poszt-transzkripciondlis szabdlyozasét leird két réteg. E16bbi tobb transzkripcids
faktor adatbazisbol — ABS, DrolD, EDGEdb, ENCODE, HTRI, ORegAnno, RedFly, wTF —
atvett kapcsolatokat, illetve a JASPAR algoritmussal késziilt predikcidkat tartalmazza. Ezek
a kapcsolatok sziikségszertien indirektek és irdnyitottak, a forrds a transzkripcids faktor,
a cél pedig a szabdlyozott gén. A poszt-transzkripciondlis szabdlyozds rétegében szintén
irdnyitott kapcsolatok taldlhatok. Amennyiben egy miRNS képes kotddni egy fehérjét kodold
mRNS 3° UTR régi6jdhoz, a kapcsolat forrasaként a miRNS, a célpontjaként pedig a fehérje
szerepel. Ezek a kapcsolatok gatl6 hatdsiként szerepelnek, és tobb predikcids algoritmusbdl —
microT v4, miRDB, miRanda, PicTar, TargetScan — és harom kisérletesen igazolt adatokat
tartalmazo adatbazisbol — miR2Disease, miRDeathDB és TarBase — szarmaznak. Amennyiben
egy fehérje transzkripcids faktorként szabdlyozza egy miRNS gén 4dtirddésat, a kapcsolat
forrdsa fehérje, a célpontja pedig miRNS. Ezek a kapcsolatok a miRNS-e ENCODE, a
PuTmiR €s a TransmiR adatbédzisokbdl keriiltek dtvételre, és a transzkripciondlis szabalyozas

kapcsolataival megegyez6en indirektek.

4.1.2. Az NRF2ome

Az NRF2ome-ban atvettem a SignalLink 2 egymadsra épiild, réteges felépitését, azonban néhany
ponton modositottam azt (9. dbra). A legbelsd réteget itt is a kutatdcsoportunk dltal végzett
irodalmi gytjtés alkotja, mely az NRF2 és a KEAP1 kozvetlen szabdlyozéinak hélézatat
tartalmazza (Papp és mtsai 2012). Ezt a fehérje interakcids hélézatot egészitik ki a mas adat-
bazisokbdl (BioGRID, HPRD, InnateDB, IntAct) dtvett kapcsolatok, és a domén-domén,
valamint domén-motivum interakciok alapjdn késziilt predikciok. Az NRF2ome adatbazisaban
ezek egyetlen fehérje-fehérje interakcios rétegben taldlhatok. A kovetkezd két réteg a transzk-
ripciondlis szabdlyozds €s a poszt-transzkripciondlis szabdlyozds kapcsolatait tartalmazza,

a Signalink-kel megegyez6 forrasokbdl. A legkiilsd réteget az NRF2ome-ban a jelatviteli
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utvonalak alkotjdk. A jelétviteli fehérjéket mind fehérje-fehérje kapcsolatok, mind transzkrip-
cids faktorok — és ezeken keresztiil miRNS-ek — dltal 6sszekapcsoltam az NRF2 szabélyozasi

hal6zataval.

Sajat irodalmi gydjtés

Az NRF2 interakci6i
(8) [ ) és az NRF2 altal
szabélyozott gének
Az NRF2 fehérje partnerei l Az NRF2 célgeénjei

<4

Predikcié domén-domén és

domén-motivum ChIP-Seq kisérlet
kdlcsbnhatasok alapjan InnateDB
Felhasznalt adatbazisok: JASPAR predikcié

BioGRID, HPRD, InnateDB

> v

Szabalyozasi halézat

Transzkripcids faktorok: miRNS-ek: MiRNS-ek TF-ei

Felhasznalt adatbazisok: . P
O ABS. ENCODE, HTRIdb, Felhasznalt adatbazisok: O Felhasznalt adatbazisok:
ORegAnno, PAZAR ::j Tma‘f;:::'T:LRSf;:;r:"'Rewms' ENCODE, PutmiR, TransmiR
~_ /7 JASPAR predikci6 bIETRY —_

\ /

NS
[ ¢ Jelatviteli Gtvonalak
“ ]' Sajat irodalmi gydités a
O Signalink 2 adatb&zishdl

9. abra. Az NRF2ome adatbazis felépitése. A panelek az egyes rétegeket jelolik. A rétegek
egymadsra €piil6 strukturdja, azaz az adatbdzis 6sszedllitdsdnak menete az abrét feliilrdl lefelé
szemlélve kovethetd végig (Tiirei és mtsai el6késziiletben; Tiirei és mtsai 2013).
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Autofagia fehérjék

38
Az autofagia végrehajtasaban kozvetlen szerepet jatszanak

464
0 Irodalmi gyiijtés @ Autophagy Database @ Behrends, C. et al. (2009)

Poszt-transzlacios '
szabalyozas V
predikcid alapjan V

Transzkripcids
Fehérje-fehérje interakciok domén-domén S .
és domén-motivum kdlcsénhatasok alapjan fa kto rOk mil RNS-ek TF'aI 263

/

\

Kapcsolatok

jelatviteli Utvonalakkal s

Sajat irodalom feldolgozas a SignaLink 2-bél

10. abra. Az ARN adatbazis felépitése. A panelek az egyes rétegeket, a szamok az adott
rétegben kapcsolatokkal rendelkezd fehérjék, illetve miRNS-ek szamat jelolik. (Tiirei és mtsai
eldkésziiletben; Tiirei és mtsai 2013).

4.1.3. Az Autophagy Regulatory Network (ARN)

Az ARN felépitése nagyban hasonlit az NRF2ome struktirdjara, azonban ez az adatbdzis nem
egyetlen, hanem 38 — az autofdgia végrehajtdsaban kozvetleniil érintett — fehérje szabalyozasi
halézatat tartalmazza (10. dbra, als6 rész). Az ARN egy adatforrdsban egyesiti az autofagia
fehérjék és szabdlyozoéik fehérje interakcids haldzatat, melyet sajat irodalmi kurécio, egy
autofdgidra koncentral6 ChIP-MS vizsgdlat (Behrends és mtsai 2010), az ADB, a BioGRID és
a HPRD adatbazisok, valamint domén-domén €s domén-motivum alapu predikcidk alapjan
allitottam Ossze. Maguk az autofagia fehérjék, az autofagia fehérjék kisérletesen igazolt,
illetve prediktalt szabalyoz6i harom kiilon réteget alkotnak. A transzkripciondlis szabdlyozas
és a poszt-transzkripciondlis szabdlyozas rétegeinek felépitése és adatforrdsai azonosak a
SignaLink 2 és NRF2ome esetében leirtakkal. Az NRF2ome-hoz hasonlé médon, az ARN-ben

is Osszekapcsoltam az 0sszes szabalyozasi réteget a Signalink 2 jelétviteli dtvonalaival.
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4.2. Az adatbazisok mennyiségi tulajdonsagai

Az adatbazisokban taldlhat6 entitdsok — fehérjék és mikro-RNS-ek —, valamint kapcsolatok
szamat tabl4zatos formaban tekintem at. Ezen mennyiségek ismerete fontos az elemzésekben
val6 felhaszndlhatésag értékelésénél. E16bb harom kiilon tablazatban rétegek szerint, majd

Osszehasonlit6 médon, forrdsok szerint részletezve mutatom be az adatok mennyiségét.

4.2.1. A SignaLink 2

Az 1. tablazatban 6sszefoglalom a Signalink 2 egyes rétegeiben taldlhaté kapcsolatok és
molekuldk szamat. A SignaLink 2 harom faj, a C. elegans, a D. melanogaster és az ember
jelatviteli dtvonalait és ezek szabdlyozdit tartalmazza. A legtobb adat a humén interakcids
halézatrdl all rendelkezésre. Ennek oka a kutatottsdg magasabb szintje mellett, az eml6sokben
el6fordulé paralégok nagyobb szdma. Az evolicidé sordn egyes gének duplikdlddtak, és a
homolégok kozott funkciondlis kiillonbségek alakultak ki. Ezenkiviil egyes domének bizonyos
fajokban egy fehérjét alkotnak, mig mas fajokban kiilon fehérjeként vesznek részt a komple-
xekben (Pires-daSilva és mtsai 2003). A C. elegans és a D. melanogaster esetében hasonld
nagysagrendii fehérjével és kapcsolattal taldlkozunk. Ezekben a fajokban 1ényegesen kisebb
az ismert miRNS-ek szdma is.

Figyelemre mélt6 a poszt-transzkripciondlis szabdlyozds rétegében szerepld kapcsolatok
nagy szama. A tobbféle perdikcios mddszer igen nagy szamu adatot eredményez, mely még a
szigoru szlirés utdn is jelentds mennyiségli kapcsolatot jelent. Az egyes mddszerek eredményei
atfednek, de néha aggaszté mértéki kiillonbség tapasztalhatd. Amennyiben az elemzésekhez
csak a kisérletesen igazolt miRNS—-mRNS kapcsolatokat kivanjuk felhaszndlni, a letolt6
modul lehetdséget nyujt erre. A kisérletes adatok lefedettsége azonban alacsonyabb, kevesebb
miRNS-rdl all rendelkezésre ilyen adat.

A miRNS-ek transzkripciondlis szabdlyozasét kiilon sorban tiintettem fel.
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1. tablazat. A SignaLink 2 rétegek és fajok szerinti attekintése

Organizmus C. elegans D. melanogaster  H. sapiens
Rétegek Entitisok  Kapcsolatok  Entitésok  Kapesolatok  Entitésok  Kapesolatok
Jelatviteli ttvonalak 198 253 210 260 1.150 1.640
Utvonalak szabélyoz6i 0 0 0 0 751 2.122
Poszt-transzléciods szabélyozas 916 3.072 1.713 6.896 4.682  82.852
Iranyitott fehérje-fehérje kapcsolatok 49 47 128 171 951 3.252
Irdnyitatlan fehérje-fehérje kapcsolatok 100 245 166 496  1.387 6.086
transzkripciondlis szabalyozds 152 187 998 16319 2.585  30.736
mikro-RNS-fehérje kapcsolatok 806 9.658 939 5.308 2.844 245.857
mikro-RNS-ek transzkripciondlis szabélyozdsa 25 19 0 0 716 5.209

4.2.2. Az NRF2ome

Az NRF2ome csak humadn interakcidkat tartalmaz, és joval kisebb méretli szabdlyozasi ha-
16zatot jelent, hiszen a tobb szdz jelatviteli molekula helyett csupan az NRF2 koré épiil. A
fehérje-fehérje interakciok egy réteget alkotnak, melyben az irodalmi gyijtés, a mas adatbazi-
sokbdl atvett kapcsolatok €s a predikcidk szerepelnek. A 2. tdbldzatban ezeket kiilon sorban
tiintettem fel. A legkiilsé réteget itt a SignalLink 2 irodalmi gy(ijtésbol szarmazo6 jelatviteli
héalézata alkotja, melyben 508 fehérje 906 kapcsolata szerepel. Ezek azok a jelatviteli kompo-
nensek, melyek kapcsolatban vannak az NRF2-t szabdlyozé fehérjékkel, az ezeket szabalyozo

transzkripcids faktorokkal, és az ezeket szabdlyoz6é miRNS-ek transzkripcids faktoraival.

2. tablazat. Az NRF2ome rétegek szerinti attekintése

Rétegek Kapcsolatok  Fehérjék mikro-RNS-ek
Irodalmi gydjtés 108 85 -
Kisérletesen igazolt fehérje-fehérje kapcsolatok 15.836 2.274 -
Prediktalt fehérje-fehérje kapcsolatok 130 131 -
Transzkripciondlis szabdlyozds 7.354 10.263 -
mikro-RNS-fehérje kapcsolatok 7.430 82 541
mikro-RNS-ek transzkripciondlis szabdlyozasa 4.963 257 408
Jelatviteli dtvonalak 906 508 -
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4.2.3. Az Autophagy Regulatory Network (ARN)

Az ARN rétegei az NRF2ome-hoz hasonldan épiilnek egymasra, tartalmukrol a 3. tdblazatban
olvashat6k adatok. A legbelsd réteget a 38 autofdgia fehérje alkotja, azonban nem mind-
egyiknek ismertek kapcsolatai mas autofagia fehérjékkel. Sz€éls6séges eset a GABARAPL3,
melynek egyetlen kapcsolata sem ismert, egyik rétegben sem. A hat huméan Atg8 homolég
koziil csak errdl a fehérjérdl nem all rendelkezésre adat, mas adatbazisok (pl. a STRING)
a homoldégok kapcsolatait hozzarendelik a GABARAPL3-hoz is. Az ARN esetében nem

végeztem ilyen predikcidt, a hamis pozitiv kapcsolatok elkeriilése érdekében.

3. tablazat. Az ARN rétegek szerinti attekintése

Rétegek Kapcsolatok  Fehérjék mikro-RNS-ek
Autofégia fehérjék 184 31 -
Autofégia fehérjék szabalyozo6i 975 472 -
Prediktalt szabalyozok 7.082 2.893 -
Transzkripciondlis szabalyozas 4.962 565 -
mikro-RNS-fehérje kapcsolatok 363.998 769 1.377
mikro-RNS-ek transzkripciondlis szabdlyozasa 2.077 394 208
Jelatviteli utvonalak 1.634 741 -

4.2.4. Az autofagia kapcsolatai jelatviteli atvonalakkal

Az ARN alapjéan a 38 autofédgia fehérje poszt-transzlaciés szabdlyozasaban 247 fehérje vesz
részt. Az ARN tartalmazza az autofagia fehérjék és szabalyozoik transzkripcids faktorait. A
38 autofagia fehérje koziil 33-at, 60 TF 0sszesen 378 TF—promoter kapcsolaton keresztiil
szabalyoz. Ezen kapcsolatok koziil 58 kisérletesen igazolt, mig 325 szarmazik a JASPAR
szerinti predikciobol. A 60 TF koziil 19 jelatviteli dtvonalakhoz tartozik, legtobb az NHR és
az RTK utvonalhoz.

A 38 autofdgia fehérje koziil 37 poszt-transzkripciondlis szabdlyozasardl taldlunk adatokat
az ARN-ben, melyeket 1.319 miRNS 18.246 kapcsolaton keresztiil szabalyoz. Ezen kapcso-

latok koziil 9.062 kisérletesen igazolt, a tobbi pedig kiilonbozd predikcids mddszerekbdl
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szarmazik. Az emlitett miRNS-ek koziil 393 transzkripciondlis szabalyozasaban 208 TF vesz
részt 2.073 TF—prométer kapcsolaton keresztiil.

Ha kiterjesztjiik a vizsgdlédast az autofagia fehérjék szabalyozdira is, megdllapithatjuk,
hogy 1.238 fehérje vesz részt a 247 autofdgiat kozvetleniil szabdlyozo fehérje poszt-transzla-
cids szabalyozdsaban, 130 TF szabdlyozza ezek transzkripcidjit, mig 1.366 miRNS poszt--
transzkripciondlisan szabédlyozza Gket. A 247 kozvetlen szabalyoz6 koziil 6t, mig az 1.238
kozvetett szabdlyoz6 koziil 96 a SignaLink 2-bdl tvett jelatviteli dtvonalakhoz tartozik. Az
Ot autofagiaval kozvetlen kapcsolatban 4116 utvonal fehérje koziil az mTOR az RTK utvonal
tagja, a raptor, a DVL2, a TSC1 és a [3-katenin a WNT ttvonalhoz tartozik, ez utébbi pedig a

TGF-f3 utvonalban is részt vesz (4. tablazat, 24. dbra).

4. tablazat. Az autofagia kozvetlen kapcsolatai jelatviteli itvonalakkal

Jelatviteli fehérje  Utvonalak Autofagia fehérjék Adatforrasok

raptor WNT PIK3C3 sajat irodalmi gyjtés

mTOR RTK ULK1, ULK2, sajat irodalmi gyjtés
ATG13

DVL2 WNT MAPILC3B, sajat irodalmi gyjtés
GABARAP

TSC1 WNT Beclin-1 ADB, Behrends

és mtsai 2010

[3-katenin TGF-3, WNT ATG4B, p62, domén-motivum
PIK3C3, GABARAP, alapu predikcio
Beclin-1

4.2.5. A SignaLink 2, az NRF2ome és az ARN o0sszehasonlitasa

Az 5. tdblazatban Osszehasonlitom a harom adatbdzis atfogo statisztikdit. A legtobb kapcsolat
€s a legtobb fehérje a Signalink 2-ben taldlhatd, ezt koveti az ARN, a legkisebb méretii pedig
az NRF2ome. Ez a rangsor koveti az adatbdzis magjat alkot6 irodalmi gyjtésbdl szdrmazd
interakcids hdlézat méretét. Az Osszes tobbi réteg — kis eltérésektdl eltekintve — azonos

adatforrdsokbdl épitkezik. Az egyes adatforrdsokbdl az adatbizisokba atvett kapcsolatok
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5. tdblazat. A SignaLink 2, az NRF2ome és az ARN osszehasonlitasa

Signalink 2 NRF2ome ARN

Kapcsolatok 363.998 36.139 263.411
Fehérjék 33.105 7.891 4.034
mikro-RNS-ek 872 541 1.380
Forrasok 59 47 59
Hivatkozasok 8.446 2.846 2.023

szdma igy els6sorban annak a hdl6zatnak a méretétdl fiigg, amely koré a szabélyozasi rétegeket
felépitjiik.

A 6. tablazatban az interakcidk tulajdonsédgai: az irdnyitottsag, a kozvetlenség €s a hatds
irdnya (serkentés vagy gatlds) szerepelnek. Sok elemzés szempontjdbdl fontos a haldzat
irdnyitottsdga. Szamos moddszer esetében gondot okoz, ha az interakcidknak eldjele van,
ilyenkor figyelmen kiviil lehet hagyni ezt a paramétert. A transzkripciondlis szabdlyozas
kapcsolatai minden esetben indirektek. A poszt-transzkripciondlis szabdlyozas kapcsolatai —
feltételezvén, hogy minden miRNS gatolja a transzlaciot — gatlé hatdsaak. Mivel a fehérje-
fehérje interakciokndl ezek a paraméterek barmilyen értéket felvehetnek, ezen szempontokat a
fehérje-fehérje interakcidkra sziirve adtam meg a tabldzatban.

A 7. tdblazatban az egyes adatforrdsokat vizsgilom, az egyes adatbazisokba dtvett interak-
ciok és interakcids partnerek alapjan. Az egyes adatforrasok tulajdonsédgairdl részletesen irok
az 1.6. fejezetben. A kisérletes adatokat tartalmaz6 adatbdzisok altaldban kisebbek. Péld4ul az
ABS-ben, vagy a miRDeathDB-ben igen kis szamu kapcsolat szerepel, azonban ezek meg-
bizhatobb mddszerekbdl szarmaznak, kisebb a hamis pozitivok ardnya. Az dtvett interakcidok
szamat alapvetGen meghatdrozza egyrészt az adatbézis lefedettsége, masrészt a szabélyozott

rétegben szerepld fehérjék vagy miRNS-ek szama.

82



DOI:10.14753/SE.2014.1946

6. tablazat. Az adatbazisokban szereplo fehérjék és miRNS-ek interakcidinak tulajdon-
sagok szerinti dsszehasonlitasa

Signalink 2 NRF2ome ARN

Irdnyitottsag — fehérje-fehérje kapcsolatok

Irdnyitott 99.712 1.755 7.294
Ebbdl irdny predikciod 3.470 0 0
Irdnyitatlan 7.643 12.165 1.312
Hatds — osszes kapcsolat

Serkent6 2.038 1.587 1.658
Gatlo 204.126 7.501 248.012
Ismeretlen hatdsu 157.834 27.051 13.741
Hatds — fehérje-fehérje kapcsolatok

Serkent6 2.038 1.570 1.568
Gatlo 94 71 30
Ismeretlen hatdsu 105.223 12.279 7.008
Kozvetettség — fehérje-fehérje kapcsolatok

Kozvetlen 107.045 13.727 8.467
Indirekt 297 182 128
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7. tablazat. A mas adatbazisokbol atvett adatok attekintése

Adatbazis neve  Osszes kapcsolat Atvett kapcsolatok — molekuldk Réteg
SignaLink 2 NRF2ome ARN
Altaldnos PPI adatbdzisok
BioGRID 110.989 — 12.917 22.016 — 6.432 9.926 - 2.014 384 -81 3;6
DrolD 158.266 — 12.213 13.894 — 3.238 3;6
HPRD 39.240 - 9.520 12.277 — 4.409 4994 - 1.521 119-55 3;6
WI8 3.864 —2.298 303 — 358 3;6
Transzkripcios faktor adatbdzisok
ABS 650 — 124 21-21 1-2 0-0 4
DrolD 157914 — 12.248 4
edgeDB 1.406 — 302 523 -259 4
ENCODE 45.328 — 9.530 2.475 - 636 186 - 115 1.064 — 350 4
HTRI 52.467 - 16.232 6.817-1.911 293119 351 - 141 4
JASPAR 183.781 - 26.351 23.098 - 2.567 8217-6.329 2911-316 4
ORegAnno 6.143 — 2.204 301 - 297 35-41 24 - 27 4
PAZAR 47.173 - 10.291 1.032 — 665 100 — 94 111 - 106 4
RedFly 2.998 —276 179 -136 4
mikro-RNS adatbdzisok
doRiNA 766.682 — 23.548 277.792 — 13.412 15.688 -1.073 5
microT v4 972.174 — 27.381 144.982 — 8.147 24.446 — 885 5
miR2Disease 813 - 531 199 — 226 75 -84 5
miRDB 1.884.403 — 56.738  365.645 - 11.439 18307 -1.263 5
miRDeathDB 458 — 204 47 - 54 5
miRanda 16.805.191 - 39.513  4.297.167 - 22.068 2.206 — 258 173446 -1.102 5
PicTar 104.026 — 13.400 32.396 - 6.789 1.520 - 332 5
TarBase 1.331 - 1.040 905 - 857 4-8 62-75 5
TargetScan 9.606.509 — 21.406  2.627.654 — 12.344 5.947 - 538 126.068 — 1.354 5
TF-mikro-RNS adatbdzisok
ENCODE 1.648 — 348 770 - 218 665 — 190 806 — 253 7
PuTmiR 1.1 12.119-775 4211 -521 4.067 — 460 969 — 328 7
PuTmiR 2.0 10.209 — 449 179 - 123 7
TransmiR 833 - 331 246 — 183 250 -163 238 - 165 7

A tdbldzatban szerepld adatbdzisok hivatkozdsai. Fehérje-fehérje interakcids adatbazisok: BioGRID — Chatr-
aryamontri és mtsai 2013, HPRD — Keshava Prasad és mtsai 2009, InnateDB — Breuer és mtsai 2013. TF-gén
regulacios adatbédzisok: ABS — Blanco és mtsai 2006, DroiDB — Murali és mtsai 2011, edgeDB — Barrasa

és mtsai 2007, ENCODE — Gerstein és mtsai 2012, HTRIdb — Bovolenta és mtsai 2012, JASPAR — Portales-

Casamar és mtsai 2010, ORegAnno — Griffith és mtsai 2008, PAZAR — Portales-Casamar és mtsai 2009,
RedFly — Gallo és mtsai 2011, wTF — Reece-Hoyes és mtsai 2005. miRNS—-mRNS interakciés adatbazisok:
doRiNA — Anders és mtsai 2012, micro-T v4 — Maragkakis €s mtsai 2011, miR2Disease — Jiang és mtsai
2009, miRDB — Wang és mtsai 2008, miRDeathDB — Xu és mtsai 2012, miRanda — Betel és mtsai 2010,
2008; Grimson és mtsai 2007, PicTar — Krek és mtsai 2005, TarBase — Vergoulis és mtsai 2012 és TargetScan
— Friedman és mtsai 2009; Lewis és mtsai 2005. TF—miRNS gén regulaciés adatbazisok: ENCODE — Gerstein
és mtsai 2012, PuTmiR — Bandyopadhyay €s mtsai 2010, TransmiR — Wang és mtsai 2008.
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11. abra. Szabalyozasi hurkok megjelenitése az NRF2ome weboldalan. A harom 1épésbdl
all6 szabélyozasi hurkok egy NRF2 transzlacigjat gatlé miRNS-bdl, és egy, a miRNS transzk-
ripcigjét szabalyozo6 transzkripcids faktorbdl dllnak, mely utdbbinak a transzkripcidjat az
NRF?2 szabalyozza. A kerek végii nyilak itt azt jelzik, hogy nincs adatunk a transzkripcids
faktorok serkent6 vagy gatld hatdsar6l. Jobb oldalt a szabdlyozasi hurkot felépitd kapcsolatok
részletes adatai lathatok. A szabdlyozasi hurkok listdzdsa csak az NRF2ome weboldalan, az
NRF2-t érint6 visszacsatoldsok bongészésére all rendelkezésre, ugyanakkor a harom adatba-
zis barmelyikét letoltve, barmelyik fehérje esetében kigydjthetSk az ilyen visszacsatoldsok
(http://nrf2.elte.hu/).

4.3. Az adatbazisok internetes feliiletei

4.3.1. A weboldalak

Mindhdrom adatbazis rendelkezik sajit weboldallal, melyek a 8. tdbldzatban felsorolt cimeken

érhetOk el.

8. tablazat. Az adatbazisok weboldalai

Signalink 2  http://signalink.org/
NRF2ome  http://nrf2.elte.hu/
ARN http://arn.elte.hu/

A weboldalak lehetdséget adnak az adatbdzis teljes tartalmanak interaktiv bongészésére,
és a letolté modul kezelésére. A felhaszndlé rdkereshet egy-egy fehérjére, lekérdezheti a

kapcsolatok listdjat, és megismerheti ezek forrasait.
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4.3.1.1. Intelligens névkeresés. Mindharom honlap f6oldalan, balra fent egy keresémezé
talalhatd, ahol kiilonféle elnevezések és azonositok alapjan kereshetiink fehérjéket és miRNS-
eket (12. dbra). A keresémezd az elkezdett gépelést automatikusan kiegésziti. Ez a funkci6 az
adatbézisban el6forduld 6sszes fehérje és miRNS sokféle szinonim elnevezését tartalmazd
lista alapjdn torténik. A keresés a felajanlott lehetdségekre kattintva, vagy a ,,search” gombra
kattintva, illetve az enter leiitésével egyarant elindithat6. A Signalink 2 esetében lehet6ség

van csak egy faj, vagy mindharom faj adatai kozt keresni.
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12. dbra. Keresomez6 a SignaLink 2 weboldalan. A felhaszndl6 altal elkezdett gépelést
automatikusan kiegésziti, példaul az ,,axi” sz6 beirdsa esetén felajanlja az annexin receptor és
az AXIN fehérjék kiilonboz6 elnevezéseit. Amennyiben az ki van vdlasztva egy organizmus,
mint ahogy ebben az esetben az ember, csak az adott faj fehérje és mikro-RNS nevei kozott
keres (http://signalink.org/).

A keres6 algoritmus a keres6sz6 tobbféle névvel és azonositoval valo teljes és részleges
illeszkedését vizsgdlja. Ezt olyan sorrendben teszi, hogy a leggyorsabb (teljes illeszkedés)
és leggyakoribb (pl. gene symbol) lehetéségeket probdlja ki el6bb, igy a keresés a lehetd
leggyorsabban megy végbe. Amennyiben nem egyértelm az illeszkedés, a felhasznal6 egy

taldlati listdbdl valaszthatja ki a kivant elemet. Ha egyaltaldn nincs taldlat, errdl egy lizenet
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jelenik meg. Amennyiben a keresés egyetlen taldlattal zarul, a weboldal az adott fehérje vagy

miRNS adatlapjara ugrik (13. 4bra).

243 interactions:
Search or browse by interactors and requlators:

ABKOK2

Click on the arrow for details of an interaction

GSK3B ) —> AXINY & PPP2CA —> AXINT &
RTK (non-core) RTK (non-core) . > ¥
RTK (core) TGF (non-core) WNT/Wingless (non RTK (non-core)
Hedgehog (core) TGF (core) core) TGF (non-core)
TGF (core) WNT/Wingless (core) TGF (core)
WNT/Wingless (core) WNT/Wingless (core)

Dt o This is a stimulatory, direct interaction
PPP2CA & — AXIN1 & + Sources:
e ] ) HPRD & (expreimentally verified, 18988627 Publmed )

ingless (non- non-core,
core) TGF (non-core) Biogrid &7 (expreimentally verified, 21071413 Publﬂged )
TGF (core) Signalink 2.0 (manual curation) &? (expreimentally
T, I
MTWiTgles: (core) verified, 20542890 publfed )

hd + References:
MACF1 & | AXINT & 9920888 Publffed
WNT/Wingless (non- RTK (non-core) _191 31971 Pmeed
core) TGF (non-core) » Confidence score:

. TGEi{core) GO Semantic Similarity: 0.526758 PubliQed @
WNT/Wingless (core)
- VN

13. dbra. Fehérje adatlap a SignaLink 2 weboldalan. A haromszogekre kattintva az egyes
kapcsolatokrol tovdbbi informéacidk érhetdk el: a kapcsolat forrdsa, a hozza tartozé hivat-
kozdsok és a megbizhatdsdgi mérdszamok értékei. A PubMed logdkra kattintva a forrds
adatbdzisokhoz vagy a hivatkozdsokhoz tartoz6 publikdcidk érhetdk el (http://signalink.org/).

4.3.1.2. Fehérje és mikro-RNS adatlap. A fehérjék és a miRNS-ek adatlapjain balra fent
alapvet6 informaciok taldlhatok: a legfontosabb azonositok és elnevezések (Gene Name,
UniProt ID, Ensembl Protein ID, FlyBase ID, WormBase ID, miRBase AC); a SignaLink 2

esetében a fehérje dtvonal besoroldsai, €s topoldgiai tulajdonsdgai (pl. receptor, transzkripcids

87


http://signalink.org/

DOI:10.14753/SE.2014.1946

faktor, stb.); miRNS-ek esetében a miRNS szerkezetét dbrazolé diagram, mely a miRBase-bdl
szarmazik (14. és 13. dbra). A fontos referencia adatbazisok (UniProt, miRBase, Ensembl,
FlyBase, WormBase) azonosit6i egyben linkek is, melyek az adott adatbazisban a megfeleld
molekula adatlapjara irdnyitanak. Az UniProt, a FlyBase és a WormBase esetében ez forditva

i1s miikodik, a SignaLink 2-ben szerepld fehérjék adatlapjardl link mutat a SignalLink 2

2
weboldaldra.
243 interactions: © ———  pathways
Search or browse by interactors and regulators: Legend & S e pathway regulation
ABKOK2 control panel x post-transiational
: modification
Click on the arrow for details of an interaction direct P == directed protein-
= = =p ndirect B :
S 3 protein interactions
> stimulation M =——  transcriptional
] i hiitiON regulation
GSK3B = —_—p AXIN1 = — directed, but P = post-transcriptional
unknown effect requlation
RTK (non-core) RTK (non-core) 2 3 i
RTK (core) TGF (non-core) ndirected ¥ —  further interactions
Hedgehog (core) TGF (core)
TGF (core) WNT/Wingless (core)

WNT/Wingless (core)

h 4
PPP2CA = — AXINT =
WNT/Wingless (non- RTK (non-core)
core) TGF (non-core)
TGF (core) >
WNT/Wingless (core) | CSNK1A1L
v Z
MACF1 = - —| AXIN1 =
WNT/Wingless (non- RTK (non-core) — -
core) TGF (non-core)
TGF (core)
WNT/Wingless (core)
N

14. abra. Fehérje adatlap a SignaLink 2 weboldaldn. Bal oldalt az adott fehérje kapcso-
latainak list4ja, rétegek szerinti csoportositdsban. A lista elején keresdémez6 és legordiilé
menil segiti az interakcids partnerek keresését. Jobb oldalt a fehérje elsé szomszédsagi ha-
16zatat bemutaté interaktiv dbra. Kezdetben csak az els6 kettd réteg irodalmi gydjtésbdl
szdrmaz6 kapcsolatai ldthatok, de a menii segitségével a tovabbi rétegek is megjelenithetdk
(http://signalink.org/).
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Az adatlap bal oldalan egy lista taldlhatd, mely az adatbazis interaction.layer me-
z06jének megfelelden listdzza a kapcsolatokat. Az egyes rétegek cimsordra kattintva legordiil a
kapcsolatok listdja, ahol a két fehérje neve kozti nyil alakja jelzi az interakcid tipusat: kozvet-
len vagy indirekt, irdnyitott vagy irdnyitatlan, illetve gatlé vagy serkentd. A weboldalakon a
kapcsolatok listdzasdndl vizudlis szimbdlumok, a részletes nézetben pedig irdsos informécid
jelenik meg a kapcsolatok tulajdonsigair6l. A haromszog alaku nyil serkentést, a T-végi nyil
gatlast, a kerek végi nyil pedig ismeretlen hatést jelent. Az irdnyitatlan kapcsolatok nyilhegy
nélkiili vonalként keriilnek megjelenitésre. Az indirekt kapcsolatot szaggatott vonal jelzi (13.
és 14. abra).

A SignaLink 2 weboldalan a fehérjék neve alatt szerepel az utvonal besorolds is. A
kapcsolatokra kattintva tovabbi informécio jelenik meg: a forrdsok, a hivatkozdsok, illetve
a megbizhatdsagi mérdszamok. E18bbi kettd linkeket tartalmaz, igy a felhasznal6 eljuthat a
forrds adatbazishoz, vagy a hivatkozott publikdciéhoz. Az ARN és az NRF2ome weboldaldn a
kapcsolati lista kiegésziil a jelatviteli itvonalakkal val6 egy vagy két Iépésben megvaldsuld
kapcsolatok listajaval (pathway connections), igy gyorsan éttekinthetd, hogy milyen irdnybol
érheti szabdlyozo6 stimulus az adott fehérjét.

Az adatlap jobb oldaldn egy halézati dbra lathat, mely a vizsgélt fehérje vagy miRNS elsd
szomszédainak hal6zatat mutatja. Alapértelmezetten csak a 0. és 1. réteg, a Signalink 2-nél
tehdt az utvonalak tagjai, €s a hozzajuk kapcsol6d6 endocitotikus- €s dllvanyproteinek lathatok,
mivel a legtobb fehérjénél az 6sszes kapcsolat megjelenitése dtldthatatlan dbrat eredményezne.
Az édbra folott taldlhaté meniibdl valogatva azonban barmely réteg kapcsolatai abrazolhatok.
Az dbra teljes bongészdablak méretiire nagyithato, az egyes fehérjékre kattintva pedig elérhetd
azok adatlapja. A hédlézati dbra megjelenitését a JavaScriptben irédott Cytoscape Web végzi,
mely JSON formdtumban tolti le az adatokat.

Az NRF2ome adatbdzisban az NRF2-nek kiemelt szerepe van, emiatt a weboldalon egyedi
adatlapot hoztam létre: itt az el6bb felsorolt informécidkon kiviil bongészhetSk a szabalyozdsi
hurkok (11. dbra), melyek transzkripcids faktorok és miRNS-ek bevondsaval visszacsatoldsokat

alkotnak a halézatban (15. 4bra).
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15. abra. Az NRF2 kapcsolatait bemutat6 oldal. Az NRF2ome weboldaldn egy kiilon nézet
jeleniti meg az NRF2 kapcsolatait. Itt az alul 1athaté meniibdl valasztva lehetdséges az NRF2
poszt-transzlicids, transzkripciondlis és poszt-transzkripciondlis szabalyozoit, a szabdlyozasi
hurkokat és a jeldtviteli utvonalakkal fenndll6 kapcsolatokat bongészni. Ezen a képen az NRF2
RTK ttvonalhoz tartozd, upstream szabdlyozoinak listdja lathato, a kijelolt kapcsolat részletes
adatai a jobb oldalon jelennek meg (http://nrf2.elte.hu/).

4.3.1.3. Személyre szabott letoltés. A SignaLink 2, az NRF2ome és az ARN rendelkezik
letoltd modullal, melynek célja egyrészt tobbféle szabvanyos formatumban kinyerni az ada-
tokat, mésrészt a felhasznalok szamdra lehet6séget biztositani, hogy mélyebb informatikai
tudas nélkiil is precizen szlirhessék az adatokat. A letoltés paramétereit bedllito feliilet a
weboldalon érhetd el (16—19. abréak). A beallitasok két 1épésben végezhetdk el. El6szor a

legalapvet6bb kérdésekben donthet a felhaszndlé: mely rétegeket, a Signalink 2 esetében mely
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utvonalakat és mely fajok adatait tartalmazza a letoltés. Itt 4llithat6 be a kivant formdtum, és a
tomorités is (gzip vagy zip). A kovetkez6 1épésben a kordbbi bedllitdsok is megvéltoztathatok,
de itt lehet6ség van az interakcidk részletes szlirésére forrasok illetve megbizhatdsagi értékek
alapjan (17. dbra). Ut6bbiakbdl tetszdleges limit éllithatd be, igy csokkentve a hamis pozitivok

aranyat.
4.3.2. Letolté modul

A letdltd modul a weboldaltdl fiiggetlen program, de azonos adatbazisbdl dolgozik. Feldol-
gozza a felhaszndl¢ éltal a weboldal letoltd feliiletén bedllitott paramétereket; ezek alapjan
kivalogatja az adatbazisbdl a kért adatokat; végiil ezeket megfeleld formatumma alakitja.
Jelenleg hat féle, a molekuldris bioldgidban leggyakrabban hasznalt, szabvdnyos formatumot
képes kiszolgalni: csv, BioPAX (level 3), PSIMI-TAB, PSIMI-XML, SBML és Cytoscape.
Ezek barmelyike letolthetd tomorités nélkiil, illetve gzip vagy zip altal tomoritve. A kérések
bonyolultsagatol fiiggden egyes esetekben a letdltendd f4jl elkésziilte akar tobb percig is eltart-
hat. [lyenkor igény szerint e-mail értesités kérhetd, mely tartalmazza a linket, ahol legalabb
egy hétig elérhetd az exportalt adat.

A let6lté modultdl fiiggetleniil a SignaLink 2, az NRF2ome és az ARN letoltheté SQL
formatumu adatbdzis képként. Ezt a fajlt a felhaszndlok egy MySQL szerverbe betoltve
létrehozhatjdk az adatbdzis sajit példanyat. Ez a lehet&ség biztositja legnagyobb szabadsagot
az adatok szlirésére, egyéni igények szerinti lekérdezések futtatdsira, és sajit elemzések

elGkészitésére.
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16. abra. Letoltési beallitasok a SignaLink 2 weboldalan. A letoltés elsé 1épésében a fel-
haszndl6 kivalaszthatja a fajokat, a rétegeket €s az dtvonalakat. Ezutdn elérhetové vélnak a

részletes bedllitasok (http://signalink.org/).
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Detailed settings: miRNA regulators

Source Select Cut off

You are able to filter the interactions of Further interactions by
score values or source of information. Description of scores and
information sources are available by clicking on the question marks
on the right. If You are not sure, the default settings usually give an
Include non conserved targets: v optimal result.
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Free energy x

score

mirSVR score

TransmiR «" Mo scores available

1.6
PuTmIR v 4 o
16

© 00606 6 606 0

ENCODE «" Mo scores available

Default Continue

17. abra. Részletes sziirés a SignaLink 2 weboldalan. Ez a kép a poszt-transzkripcionalis
szabdlyozds bedllitdsait mutatja, ahol kivalaszthatdak az egyes adatforrdsok. Ahol rendelkezés-
re dllnak megbizhatésdgi mérdszamok, egy csiszka segitségével bedllithat6 a kritikus érték,
mely alatt a kapcsolatok kizarésra keriilnek (http://signalink.org/).
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Protein-protein Transcriptional Fost-transcrip- Fathway
interactions regulation tional regulation connections

SGCELRGILIWLERN OR Complete database I

18. abra. Letoltési beallitasok az NRF2ome weboldalan. Ez a feliilet egyszer(i valasztast
tesz lehet6vé az adatbdzis f6bb elemei, a fehérje-fehérje interakcidk, a transzkripciondlis és
poszt-transzkripciondlis szabdlyozds, valamint a jeldtviteli titvonalak kozott. ElkiilonithetSk a
kisérletesen igazolt kapcsolatok és a predikciok. Innen tovabb haladva részletes, adatforrdsok
szerinti szlirésre is lehetdség van (http://nrf2.elte.hu/).

L4
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Proteins directly involved in mechanisms of autophagy
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19. abra. Letoltési beallitasok az ARN weboldalan. El6szor a letolteni kivant rétegek ke-
riilnek kivdlasztasra, majd ezeken beliil adatforrdsonként is lehet sziirni a kapcsolatokat

(http://arn.elte.hu/).
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4.3.3. Latogatottsag monitorozas

A weboldalak latogatottsagat a Piwik nevil programmal folyamatosan mérjiik. A latogatok-
r6l minden elérhetd adatot naplézunk, példaul foldrajzi helyzetiiket és a kliensek technikai
paramétereit. A letoltések esetében kotelez6 megadni az E-mail cimet és az intézményt, a
név megadasa opcionalis. A SignalLink 2 weboldalat naponta atlagosan 30-an keresik fel, a
cikk publikdldsa 6ta tobb mint ezer latogato, a let6ltd modulon keresztiil pedig tobb mint 500

letoltés volt.

4.3.4. Kompatibilitas

A weboldalak miikodését Firefox, Chrome, Safari €s Internet Explorer bongészékben tesz-
teltem, Linux, Mac OSX és Windows platformokon. A modern szabvanyokat kévetd bon-
gészOkben az eddigi tesztek alapjan a weboldalak minden funkcidja mikodik. A ,.feedback”
feliileten keresztiil jelentett kisebb hibdkat folyamatosan javitani szoktam. Az Internet Explorer
esetében, a 9.0-nél régebbi verzidk elavultak és nem tartjdk be a szabvéanyokat, igy ezekben
a bongészbkben megnyitva az oldalak hibaiizenetet adnak, felkinalva a lehetdséget, hogy a

csokkent funkcionalitdssal egyiitt a felhaszndlé megpréobalja haszndlni azokat.

4.4. Az adatbazisok elemzése

4.4.1. A SignaLink 2 6sszehasonlitasa mas jelatviteli adatbazisokkal

Tobb adatbazis tartalmaz a Signalink 2-h6z hasonl6 informécidkat. A 9. tdblazatban 6t ilyen
adatbazist, és a Signalink 1-et hasonlitom 0ssze a Signalink 2-vel. Mindegyik adatforras
szamos értékes tulajdonsaggal bir, de egyik sem képes a Signal.ink 2 6sszes fontos elonyét
nyujtani. A SignaLink 2 egyediilallé tulajdonsigai, hogy 1) irodalmi gytijtésbdl szarma-
z6 adatsort tartalmaz, nem csak emberbdl, hanem két masik modellorganizmusbdl is; 2) a
nagy-teljesitmény kisérletek adatsorait egyesiti az irodalmi gy(jtésbdl nyert adatokkal; 3)
megbizhatdsdgi mérészdmokat tartalmaz az egyes interakciokhoz; 4) testreszabott letoltést

biztosit tobbféle szabvanyos formatumon keresztiil.
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A legtobb adatbézis a kiilonféle adatokat egymdssal vegyitve tarolja, igy nehézséget
jelent ezek elkiilonitése. A Signalink 2 az egyetlen adatbdzis, ahol a szabdlyozds rétegei

konnyen elkiilonithetdk, és ttvonalak szerint is szelektalhatSk. [gy lehetséges példaul csak

egy kivalasztott utvonal transzkripcids szabdlyozdsat letolteni.

9. tdblazat. A SignaLink 2 osszehasonlitisa mas jelatviteli adatbazisokkal (Fazekas és

mtsai 2013)

3+
o 9 ) 5 ~ ~
e § 5 £ g g g
£ £ 55 & & &
Modellorganizmusok v v v
Sajét irodalmi gydijtés v v v v
Mis adatbézisok integraldsa v v v
Kapcsolatonkénti hivatkozasok v v v v
Keresztbeszélgetések és multi-pathway fehérjék v v v
Iranyitott fehérje-fehérje interakciok v v v v v
Iranyitott fehérje-fehérje interakciok v v
Transzkripciondlis szabédlyozas v v v v
Poszt-transzkripciondlis szabalyozés v v
mikro-RNS-ek transzkripciondlis szabalyozdsa v
Megbizhatésagi mérészamok v
Testreszabhat6 letoltés v v v
v v Y v v v v

Szabad felhasznalhatosag
A tdabldzatban szerepld adatbdzisok hivatkozdsai: ConsensusPathDB — Kamburov és mtsai
2010, KEGG — Kanehisa és mtsai 2005, SignaLink 1 — Korcsméros és mtsai 2010, SPIKE —

Paz és mtsai 2012, TranscriptomeBrowser — Lopez és mtsai 2008

4.4.2. A jelatviteli keresztbeszélgetések kiillonbozo rétegei

A Signalink 2 alkalmas a jelatviteli utvonalak kozott a poszt-transzlacids-, a transzkripcei-
ondlis és a poszt-transzkripciondlis szabédlyozds szintjén megvaldsulo keresztbeszélgetések

tanulmanyozdsara. Ennek bemutatisara a Notch és a TGF-[3 utvonalat valasztottam ki. Ezen

96



DOI:10.14753/SE.2014.1946

2.2

utvonalak eltérd tipusu reakciokat tartalmaznak, de kapcsolatban allnak egymadssal. Funkcidik
kiillonboznek, de egyes funkcidk megvaldsitasidban egyiittmiikodnek (Guo és mtsai 2009;
Kliippel és mtsai 2005). A két ttvonal kapcsolatdnak elemzéséhez sziikségiink van a poszt-
transzl4cios, transzkripciondlis és poszt-transzkripciondlis szabalyozdik kapcsolataira. Ezeket
a halozatokat lathatjuk a 20. abran, melyeket a weboldalon elérhetd let61td modullal nyertiink
a Signalink 2 adatbazisbol. A 20.a. dbrdn a két utvonalhoz tartozé fehérjék kékkel, poszt-
transzlacids szabdlyozoéik zolddel, a hozzdjuk kapcsol6dé transzkripcids faktorok narancs
szinnel vannak feltiintetve. Lathato, hogy az utvonalak tagjai koziil 13 vesz részt keresztbe-
szélgetésekben, ezek lila szinnel vannak kiemelve. A letoltés sordn bedllitott szliréssel csak
a kisérletesen igazolt TF—prométer kapcsolatokat valogattuk ki ebbe az adatsorba. A 20.b.
abran az utvonalakat €s poszt-transzlacios szabélyozoikat szabalyozé transzkripcids faktorok,
illetve a TF-ek éltal szabalyozott miRNS-ek lathatok. A 20.c. abran az ttvonal fehérjékre €s
szabdlyozéikra haté miRNS-ek kapcsolatait mutatom be. Ot miRNS csak a TGF-{3 ttvonal
tagjait szabalyozza, mig a tobbi 180 mindkét dtvonal elemeire hatdssal van. A 20.d. dbran
a hdrom hal6zat egyesitve szerepel. Ez a haldzat szdmtalan szabdlyozasi hurkot tartalmaz,
melyekben az utvonalak altal szabédlyozott TF-ek miRNS-ek transzkripciéjara hatnak, ame-
lyek aztan utvonal fehérjéket szabadlyoznak, vagy egyes TF-ek szabdlyozoik transzkripciéjat
befolydsoljak. Emellett nagy szdmu keresztbeszélgetés is megfigyelhetd, a poszt-transzlicids,
transzkripciondlis €s poszt-transzkripciondlis szabdlyozas szintjein. Kiilon csoportositottuk
azt a 80 miRNS-t, amely mindkét Gtvonal szabdlyozdsa alatt 4ll, és mindkét dtvonal fehérjéire
hatdssal van. Ezek képviselik a keresztbeszélgetések poszt-transzkripcionalis rétegét.

A miRNS-ek szerepe az titvonalak szabdlyozasdban el6térbe keriilt kiilonboz6 daganat-
tipusok, példaul hepatocelluldris karcinéma esetében (Pang és mtsai 2012). A Signalink 2
segitségével Osszedllithat az egyes dtvonalakat szabdlyozo, illetve a keresztbeszélgetésekben
részt vevé miRNS-ek listdja. Noha az itt felvdzolt szabédlyozasi hurkok és keresztbeszélgetések
szovetspecifikussdgara €s kontextusfiiggésére a SignalLink 2-ben nincsenek adatok, expresszi-
Os és proteomikai adatokkal kombindlva a Signalink 2 halézatat ez a hidnyossig részben
kikiiszobolhets. A SignaLink 2-vel végzett elemzések tdimogathatjdk a kisérletes munkat, mely

sziikséges a keresztbeszélgetések és szabdlyozasi hurkok funkcidjdnak felderitéséhez.
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20. abra. A TGF-3 és a Notch ttvonal szabalyozasa a SignaLink 2-ben. Az elsé harom
abra a szabdlyozas kiilonbozd rétegeit mutatja: (a) poszt-transzlacids szabalyozok, (b) transzk-
ripciondlis szabdlyozok, (c) poszt-transzkripciondlis szabdlyozdk. A negyedik dbra a harom
szabdlyozasi réteget egy hdldzatként szemlélteti (Fazekas és mtsai 2013).

4.4.3. Szabalyozasi hurkok

s

Az el6z6 fejezetben lathattuk a visszacsatoldsok tomeges jelenlétét az egyes fehérjék sza-

balyozasdban. Az NRF2ome adatai alapjan 6sszegy(ijtottem egyetlen fehérje, az NRF2 sza-
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bélyozéasaban szerepet jatszo visszacsatoldsokat. A 21. abrdn l4thato, hogy 0sszesen harom
szabdlyozasi hurok valdsul meg a transzkripciondlis szabdlyozds szintjén, azaz harom NRF2
altal szabdlyozott TF befolyasolja az NRF2 transzkripcidjat. Ezek koziil az egyik a PPARYy,
mely a 21. dbra bal felsé sarkdban kiemelve l4that6. A PPARYy képes kotddni az NRF2-
hoz, igy a transzkripciondlis €s poszt-transzlacios szabdlyozas e két fehérje kozt egymdssal
parhuzamosan érvényesiil.

Nagysagrendekkel nagyobb szdmu, 336 hurok irhat6 fel a poszt-transzkripciondlis sza-
bélyozéasban. Ezekben a hurkokban az NRF2 4ltal transzkripciondlisan szabdlyozott TF-ek
befolyasoljak a miRNS-ek expresszigjat, melyek szabdlyozzak az NRF2 transzliciéjat (22.
abra). Ezen szabdlyozasi kapcsolatok relativ erésségének, szovet- és kontextusfiiggésének
értékelése a jovOben kisérletek elvégzésével lehetséges. Az NRF2ome weboldala lehetové

teszi az NRF2-t érint6 szabdlyozds hurkok bongészését (11. dbra).

Kapcsolodas
) L S
336 finom ne ehey;
e 10 I— ex, Je
szabalyozasi hurok e«ﬁ(ﬁ? PPARY ‘%6
34 TF NRF2 RBame PPARY NRF2 Gmma PPARY
NoaVoaV. eiaaie L > o b~ o o

. Poszt-transzkripcionalis Transzkripcionalis 22
85 miRNS P g NRF2 Eaeermewe g 7.492 célgen
szabalyozas szabalyozas
1 1

21. abra. Szabalyozasi hurkok az NRF2ome adatbazisban. Az NRF2 7.492 célgénje ko-
ziil 3 megtaldlhat6 az NRF2-t szabdlyoz6 34 transzkripcids faktor kozott. Az NRF2 éltal
szabalyozott gének és az NRF2-t poszt-transzkripciondlisan szabdlyoz6 164 miRNS kombina-
lasaval 336, 3 1épésbdl all6 szabdlyozasi hurok éllithaté ossze. Kisérletek sziikségesek annak
felderitésére, hogy az itt felvazolt lehetséges szabdlyozdsi mechanizmusok koziil melyek
jatszanak igazan fontos szerepet az NRF2 preciz, kontextusfiiggd szabdlyozdsdban. Az dbra
jobb fels6 sarkdban az NRF2 és a PPARy kozti reciprok kapcsolat lathatd, mely a kolcsonds
transzkripciondlis szabdlyozdsbol, és a két fehérje kozti kapcsoldddsbol tevddik dssze.
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5. Megbeszélés
5.1. A SignaLink 2 szerepe a jelatvitel kutatasaban

A SignaLink 1-et tobb kutatdsban felhasznaltdk, és ezek a tanulmanyok megmutatjak a Signa-
Link 2 magjat alkot6 precizen definidlt jelatviteli Gtvonalak eldényeit. A Signalink ttvonal
definicidja lehetové teszi, hogy az dtvonalakat 6sszehasonlité modon vizsgaljuk, és meghata-
rozzuk a koztiik zajlé keresztbeszélgetéseket. Lazar és mtsai a Signalink 1 felhasznaldsaval a
melanémdban megvaltozott Gtvonalak kozti keresztbeszélgetéseket elemezték (Lazar és mtsai
2012). Kideriilt, hogy a BRAF mutins és nem BRAF mutdns melanéma sejtek kozott az
EGF és JAK utvonalak kozti keresztbeszélgetésekben tapasztalhato a legnagyobb kiilonbség.
Az elemzés az egyes utvonalakon beliili és az ttvonalak kozti kapcsolatokban tapasztalt
eltéréseket 6sszehasonlithatd, kvantitativ médon mutatta ki (Lazar és mtsai 2012).

Az egyes raktipusokban kulcsszerepet jatszo utvonalak megtaldlasa céljabol Gu és mtsai
un. ttvonal felddsuldsi elemzést végeztek, mely az adott raktipusban muticiét szenvedd, vagy
megvaltozott expresszidji gének ardnyat vizsgdlja az egyes utvonalakban. Tobb raktipus
Osszehasonlit6 vizsgalata alapjan megallapithat6, hogy mely utvonalak érintettsége mutat
Osszefiiggést. Egy ilyen elemzés eredményébdl kovetkeztethetiink az utvonalak kozti funkcio-
ndlis kapcsolatra (Gu és mtsai 2011). Megvizsgéltdk, hogy a multi-pathway fehérjék nagyobb
eséllyel érintettek-e daganatos betegségekhez vezeté muticidkban.

Tobb Signalinket felhasznal6 tanulmany mutatja, hogy a megbizhato, irodalmi gydjtéssel
késziilt jelatviteli hdldzat szintén erds érv a Signalink 2 haszndlata mellett. Vinayagam és
mtsai fehérje-fehérje kapcsolatok hatdsanak predikciéjara hasznaltdk a SignaLink 2 irodalmi
gyljtésbdl szarmaz6 hadlézatat, mint pozitiv standardot (Vinayagam és mtsai 2013). Kondor
és mtsai egy elméleti jelatviteli halézatok dinamikdjara vonatkozd szimulacio tesztelésére
haszndlta a SignaLink 1 adatait (Kondor és mtsai 2013). A vizsgdlat igazolta, hogy a jelatviteli
halézatok a véletlenszertien varhatonal kevesebb pozitiv, ongerjesztd hurkot tartalmaznak,
mely tulajdonsdguk hozzajarul a stabil kikapcsolt (jelmentes) allapothoz, és ily mddon a kiilsd
zaj folytan bekovetkezd véletlen aktivitds kikiiszoboléséhez. Khurana és mtsai a SignalLink

1 adatait felhaszndlva halézati topoldgia és az emberi populdcidban tapasztalhatd genetikai
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variabilitds mértékének Osszefiiggését vizsgdltak (Khurana és mtsai 2013). Eredményeik
szerint az esszencidlis gének egybeesnek a jelatviteli hdl6zatban nagy fokszamu fehérjékkel,
ezeknél a géneknél kisebb variabilitds tapasztalhato.

A felsorolt vizsgdlatok megmutatjak, hogy a SignaLink 1 f6 djitdsai: az irodalmi gydjté-
sen alapuld, keresztbeszélgetések elemzésére alkalmas hal6zat hasznosnak bizonyultak az
elemzések sordn. A Signalink 2 még tul fiatal ahhoz, hogy publik4cidk sziilethettek volna a fel-
hasznélasaval. Ugyanakkor a SignaLink 2 jelentdsen kiterjeszti a lehetséges vizsgédlatok korét.
Az ttvonalak tovabbra is valds, funkciondlis bioldgiai entitdsokként kezelhet6k (Korcsmaros
és mtsai 2010). A koztiik zajl6 keresztbeszélgetések azonban tobb szinten is vizsgédlhatok.
A poszt-transzlacids kapcsolatok mellett, l1étezhetnek keresztbeszélgetések a transzkripcio-
nalis szabdlyozas szintjén, amikor egy utvonal befolyasolja egy mésik utvonal tagjanak a
transzkripcigjat. Ugyanez lehetséges a poszt-transzkripciondlis szabdlyozasban is, amennyiben
egy utvonal olyan miRNS transzkripcidjat szabdlyozza, amely egy mésik utvonal tagjara van
hatdssal. A kiillonb6z6 szinteken megnyilvanul6 keresztbeszélgetések 6sszehasonlité elemzése
értékes tobblet informdciot adhat az utvonalak funkciondlis vizsgalatdban.

A SignaLink 1 dtvonalai esetében is megfigyelhetdek voltak visszacsatoldsok és sza-
balyozasi hurkok. A Signal.ink 2 a poszt-transzlaciés szabadlyozok tobbféle adatforrasbol
torténd Osszegyjtésével megnoveli ezen hdlézati motivumok szdmdt. Bér az egyes jelatviteli
utvonalakra hat6 gének kore nem hatarolhato le, a SignalLink 2 minden bizonnyal nagyobb
részt foglal magdban a 2.d. dbran lathat6 gorbe meredek szakaszaibodl, azaz az egyes utvo-
nalakra er6s hatdssal biré komponensekbdl (Friedman és mtsai 2007). Emiatt a SignalLink
2 fehérje interakcids halézatdra €épiil6 modellek nagyobb ardnyban fedhetik le a jelatviteli
fehérjéket befolydsolo relevans tényezdket, és ennek koszonhetGen megalapozottabb bioldgiai
kovetkeztetésekre juthatnak.

A szabdlyozasi hurkok vizsgélhatok a transzkripciondlis szabdlyozds és a poszt-transzkrip-
ciondlis szabdlyozas szintjén is. Erre az NRF2ome kapcsdn, az 5.3. fejezetben mutatok konkrét
példat. Ezen szabdalyozasi kapcsolatok iddbeli dinamikdja nagysdgrendekkel tér el a jelatvitel

kémiai reakcidinak sebességétdl (Papin és mtsai 2004). E szempont figyelembevétele fontos a
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vizsgalatok sordn, emellett jelentds kihivds annak megértése, hogy ezek a visszacsatoldsok
miként szabdlyozzak, finomhangoljdk a sejt jelatviteli hdlézatanak miikodését.

A jelétviteli hdlézatok funkcidinak biztositdsahoz, a robosztussdg és a flexibilitds meg-
teremtéséhez a jelatviteli fehérjék mennyiségének és aktivitasanak preciz szabalyozas alatt
kell dllniuk. E szabdlyozds megértése érdekében nem keriilhetjiik el a transzkripcionalis és
poszt-transzkripciondlis mechanizmusok vizsgalatit. A Signalink 2 1ényeges tdjitdsa, hogy
ezeket az elemeket egységes rendszerben kezeli, megteremtve vizsgalatuk alapfeltételeit. Fon-
tos ugyanakkor, hogy ezek a komponensek, a réteges felépitésnek koszonhetSen tetszSlegesen

elkiilonithetdk, igy egymastdl fiiggetleniil is vizsgdlhatok a szabélyozds egyes szintjei.

5.2. A SignaLink 2 jovobeli fejlesztési iranyai

A SignaLink kovetkezd kiaddsa, a Signalink 3 fejlesztése a Signalink 2 publikédldsat kvetGen
szinte azonnal elkezdddott. Az 0 verzié szdmos teriileten hoz majd el6relépést, azonban
a kutatécsoport korlatozott er6forrdsai miatt nem valdsithaté meg az Osszes kivédnatos €s
hasznos Ujitds. Itt szdmba veszem a fejlesztés lehetséges irdnyait, fiiggetleniil attdl, hogy azok
ténylegesen megvaldsitasra keriilnek-e majd a Signalink 3-as kiaddséban.

A f6bb lehetdségek koziil az egyik az adatbdzis extenziv bovitése, azaz djabb fajok, ut-
vonalak és rétegek hozzdadasa. A fajokat tekintve, tovdbbi fontos modell organizmusok,
leginkdbb a zebradani6 (Danio rerio), illetve a sorélesztd (Saccharomyces cerevisiae) hozza-
adasara jelentkezik a legnagyobb igény. Szamos tovabbi jelatviteli utvonal, példaul az NF-kB
kidolgozasa is fontos fejlesztési irdny. Az Uj fajok és tdtvonalak hozzdaddsa sajat irodalmi
gyljtést jelent, a mar felallitott protokoll szerint. Ez tehdt egy igen munkaigényes, de értékes
eredménnyel jaro folyamat.

Az intenziv fejlesztési irdnyok egyrészt a mar meglévé adatok frissitését, masrészt tovabbi
annotdciok hozzdadésat jelenthetik. Szamit4sba kell venni a kozosségi alapu fejlesztés lehe-
t6ségét is, amit a feldolgozandé adatmennyiség egyre novekvd mérete, és a fejlesztdi csapat

véges kapacitdsa indokol.
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o Uj adatforrasok integralasa. A rendelkezésre 4116 bioinformatikai adatok mennyisége
egyre gyorsul6 iitemben, folyamatosan novekszik. Ujabb és hatékonyabb technikak je-
lentkeznek mind a laboratériumi technol6gidk, kiilondsen a high-throughput médszerek

tertiletén, és a bioinformatikai analizis matematikai eszkoztaraban egyarant.

e Kapcsolatok hatasanak predikcidja. A Signalink 2-ben domén-domén interakcidk
alapjan predikci6 késziilt a kapcsolatok irdnydra vonatkozéan. Azonban a mésik fon-
tos attribitum, a kapcsolat hatdsa — gatld vagy stimuldlé — a nem irodalmi gy(ijtésbdl
szarmaz0 kapcsolatokndl tovabbra is ismeretlen. Egy friss tanulmany RNS-interferencia
alapu nagy teljesitményi szlirés (RNAi high-throughput screening) adatok felhasznala-
sdval vizsgdlta egyes gének kiilonbdz6 fenotipusokra gyakorolt hatdsa kozti korrel4ciot.
Ezeket az Osszefiiggéseket az ismeretlen hatdst kapcsolatokkal rendelkezé fehérje inter-
akcids hélozattal 6sszevetve, lehet6vé valt a kapcsolatok hatdsanak (gatl6 vagy serkentd)

predikcidja (Vinayagam és mtsai 2013).

o Kozosségi alapu adatgyiijtés. A GEO expresszios és metildcids microarray adatokat
tartalmaz6 adatbdzis példaul 800.000 minta 13.000 labor 4ltal bekiildott adatait tartal-
mazza (Barrett és mtsai 2013). A PAZAR adatbazis esetében a kutatdk regisztrdlhatnak,
és feltolthetik a kisérleteikbdl szarmazé adatokat (Portales-Casamar és mtsai 2009).
Szintén nagyban alapoz a kutaté kozosség bevonasira a Gene Ontology (Ashburner
és mtsai 2000). A Signal.ink esetében is megval6sithato lenne egy feliilet, ahol dj kap-
csolatokat lehet hozzdadni a hdlézathoz. Ezek a kapcsolatok egy uj réteget alkotndnak
az adatbdzisban, hiszen gy(jtésiik mds modszerekkel torténne, mint a Signalink szabva-
nyos gyUjtési protokollja. Valosziniileg sziikség lenne a bekiildott adatok jovdhagydsdra,
a megbizhatatlan adatok bekeriilésének kivédésére. Ez a megoldas sajat gydjtési mun-
kéankban is segitene, hiszen eleve rendelkezésre dllna szamos interakcio €s hivatkozas.
Ezen kiviil informécidt adna a kutaté kozosség igényeirdl is, mert lathato lenne, hogy

mely dtvonalak és mely fehérjék felé iranyul a legnagyobb érdekl&dés.

e Adatfeldolgozasi szolgaltatas. Szamos bioinformatikai szolgaltatds lehetGséget ad a

kutatoknak sajat adatok feltoltésére, elemzés céljabol. Ezek a szolgaltatasok dltalaban
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egy eldre kidolgozott elemzést (pipeline, workflow) hajtanak végre tetsz6leges adatokon,
példaul egy fehérje listan. A GEO adatbédzishoz kapcsolédé6 GEO2R webes feliilete
microarray adatok differencidl expresszids analizisére kindl egyszeri megoldast (Bar-
rett és mtsai 2013). A Reactome weboldaldn elérhet6 elemzé modul gén listit vagy
expresszids adatokat fogad bemenetként, és utvonal kapcsolatok listdjat adja kimenet-
ként (Croft és mtsai 2014). Az NRF2ome és az ARN egy mér részben automatizalt,
tetsz6leges fehérje listdn alkalmazhat6 adatintegraciés sémat kovet. Ezt a metddust
webes szolgaltatassd fejlesztve, lehetségessé valna a szabdlyozasi rétegek €s a jelatviteli
utvonalakkal val6 kapcsolatok integraldsa a felhasznal6 dltal megadott fehérje listdra

épitve.

5.3. Az NRF2ome szerepe az NRF2 kutatasaban

5.3.1. Poszt-transzlacios szabalyozas

Az NRF2ome az els6 bioinformatikai adatforrds az NRF2 szabalyozasaval kapcsolatban — sét,
tudomdsunk szerint egyetlen mds fehérjérdl sem készitettek hasonlé adatbézist. Létrehozdsat
az NRF2 jelentds patobiokémiai szerepe, és az NRF2 transzkripciondlis szabalyozésa alatt
allé gének nagy szama indokolta. Az elkésziilt adatbazis az NRF2 kisérletesen igazolt poszt-
transzlacids szabalyozoinak legteljesebb gytlijteménye: az NRF2ome 75 ilyen kapcsolatot
tartalmaz, mig a BioGRID-ben 51, a MintActben 9, a HPRD-ben 15, az InnateDB-ben 47,
a STRING-ben 10 kapcsolat szerepel. Az utolsé kivételével, ezen adatbazisok adatait az
NRF2ome tartalmazza, és irodalmi gyjtésbdl, valamint domén-domén és domén-motivum
interakciokbdl szarmaz6 predikciokkal egésziti ki (Tiirei és mtsai 2013).

Az NRF2 szabalyozasi hal6zat vizsgalata sordn sikeriilt hét reciprok kolcsonhatést, azaz
két elem feedback motivumot felderiteni, melyek egyik résztvevdje az NRF2, partnerei pedig
a BRCAI, a KEAPI1, az NFE2, a BACHI1, az ATF4, a CUL3 és a NCORI1 (22. abra). Harom
elemd feed-forward motivumbol 23-at sikeriilt taldlni, melyben 6sszesen 27 fehérje érintett az
NRF2 mellett (Papp és mtsai 2012). Amikor a kozvetlen és a kdzvetett hatds koherens, tehat

egyardnt serkent6 vagy gatld, ezek a motivumok a jelet felerdsitik, és szabédlyozzdk annak

iddbeli dinamikdjat. Amikor a két hatds inkoherens, példaul kozvetlen gatlas mellett kozvetett
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22. abra. Szabalyozasi hurkok az NRF2ome adatbazisban. Az NRF2 7.492 célgénje ko-
ziil 3 megtaldlhat6 az NRF2-t szabdlyozé 34 transzkripcids faktor kozott. Az NRF2 altal
szabdlyozott gének és az NRF2-t poszt-transzkripciondlisan szabdlyoz6 164 miRNS kombina-
lasdval 336, 3 1épésbdl allo szabalyozasi hurok éllithat6 dssze. Kisérletek sziikségesek annak
felderitésére, hogy az itt felvazolt lehetséges szabdlyozasi mechanizmusok koziil melyek
jatszanak igazan fontos szerepet az NRF2 preciz, kontextusfiigg6 szabdlyozasdban. Az dbra
jobb felsd sarkdban az NRF2 és a PPARYy kozti reciprok kapcsolat 1dthatd, mely a kdlcsonos
transzkripciondlis szabalyozasbdl, és a két fehérje kozti kapcsolddasbdl tevédik dssze (Papp
és mtsai 2012).

serkentés valosul meg, hozzdjarulnak az utvonal robosztussdgahoz, és megvalositjak a kontex-
tusfiiggd szabdlyozast (Bleris és mtsai 2011). A CK2 példdul egyarédnt gitolja a KEAP1-et
és az NRF2-t, azonban a KEAP1 gétldsa altal pozitiv hatdst gyakorol az NRF2 aktivitdsara,
mig a kozvetlen gitlds az NRF2 felé kontextusfiiggd (Pi és mtsai 2007). Hirom komponensii
feedback motivumot nem sikeriilt az NRF2 szabalyozési hdlozataban felderiteni. Az NRF2ome
az adatforrdsok egyesitésének €s a kapcsolatok irdny predikciéjanak koszonhet6en, hatékony

eszkoz a szabdlyozds hal6zati motivumainak felderitésére.
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5.3.2. TranszKkripcionalis szabalyozas

Az NRF2 szabdlyozdsardl alkotott kép eddig f6leg a KEAP1 dltali gatlasra, és az ezt befolya-
so0l6 tényezdkre szoritkozott (Zhang 2006). Az NRF2ome igyekszik az elérhetd informacidok
teljes korti osszegytijtésére az NRF2 és az interakcids partnerei transzkripcids és poszt-tran-
szkripciondlis szabdlyozasat illetéen. Az NRF2 JASPAR predikcidval nyert transzkripciondlis
szabdlyoz6i koziil tiz — MEF2A, ESR1, ESR2, NF-kB, PPARG, SP1, NFE2L2, valamint
a TMYC-MAX és EWSR1-FLII1 komplexek — esetében sikeriilt az irodalomban kisérletes
igazolast taldlni (Papp és mtsai 2012), ami mutatja, hogy a predikcié valéban képes hasznos
adatokat szolgdltatni. Emiatt a tovabbi 24 prediktélt transzkripciondlis szabdlyoz6t érdemes
lenne kisérletesen is megvizsgélni (Papp és mtsai 2012).

Az NRF2 dltal transzkripcidsan szabélyozott gének esetében figyelemre mélté a kis atfedés
az irodalombdl gyjtott 29, az InnateDB-ben szerepld 6, a ChIP-Seq kisérletbdl szarmazd
1.054, és a JASPAR predikciobdl szarmazo 6.426 célgén kozott. 44 gén szerepel a ChIP-Seq-
bl és a JASPAR-bOI szdrmazé adatsorokban egyardnt, a COX6C szabdlyozdsat pedig kisérlet
is igazolja. Ez az eltérés valdszintileg a ChIP-Seq és a JASPAR eredményein alkalmazott
szlirésnek, illetve a JASPAR esetében a hosszabb vizsgélt szekvencia szakaszoknak tudhat6
be. Emellett a ChIP-Seq mddszer csak az NRF2 serkentd hatasat képes kimutatni.

Az NRF?2 interakcios partnerei koziil osszesen 39 fehérje all az NRF2 transzkripciondlis
szabdlyozasa alatt. Példaul a JNK1 foszforildlja az NRF2-t, melynek hatdsara az NRF2 a
sejtmagba vandorol, €s aktivalja a INKI1 transzkripcigjat (23. dbra; Owuor és mtsai 2002).
Hasonl6 médon, a p300/CBP prométeréhez kotddik az NRF2, ugyanakkor az NRF2-t acetilal-
va megakaddlyozza annak lebontdsat (23. dbra; Sun és mtsai 2009). Az NRF2 transzkripcids
célpontjait €s interakcids partnereit dsszevetve, osszesen 10 pozitiv, 3 negativ, és 26 isme-
retlen hatasu feedback motivumot taldltunk. Ezen mechanizmusok bioldgiai funkcidjanak
megismeréséhez tovabbi kisérletes munka sziikséges.

A 21. 4brén lathato, hogy az NRF2 célgénjei koziil harom — az NFIL3, a PPARYy és a
RORA - szabalyozza az NRF2 transzkripcidjit. Az NRF2ome adataibdl kidertil, hogy az
NRF2 és a PPARYy kolcsonosen serkentik egymds transzkripciéjat (Cho és mtsai 2010; Pi
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23. abra. Halézati motivumok az NRF2 transzKkripcionalis szabalyozasaban. Az dbra felsé
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t, mely ennek hatdsdra serkenti a JNK1 transzkripciéjat. A p300/CBP acetildlja az NRF2-t, és
kotédik hozza, igy aktivdlva azt. A predikci6 szerint az NRF2 kot6dik a CBP prométeréhez.
Ez esetben nem tudjuk azonban, hogy hatdsa serkent6 vagy gatld. Alul lathaté a PPARYy és
az NRF2 kozotti reciprok kapcsolat: a két fehérje kolcsondsen aktivdlja egymast, és egymds
transzkripcidjat serkentik (Papp és mtsai 2012).

és mtsai 2010), mikozben a két fehérje kotddik is egymashoz (Ikeda és mtsai 2000). Ez a
kapcsolat négy egymasba dgyazott, pozitiv feedback motivumbdl, €s két koherens, pozitiv
feed-forward motivumbdl all. Ilyen médon komplex szabdlyozasi funkcié megvalositasara
képes, melynek tovébbi kisérletes vizsgdlata indokolt. Az NFIL3 és a RORA esetében nincs
kisérletes bizonyiték az NRF2-vel val6 interakciéra. Az NFIL3 az immunvélasz szempont-
jabdl fontos gének transzkripcidjat szabalyozza (Motomura és mtsai 2011), az NFIL2 és
NFIL3, illetve NRF2 4ltal alkotott visszacsatoldsi hurok fontos lehet az antioxidans jelatvitel
és az immunvdalasz Osszekapcsoldsdban. A RORA az anyagcsere gyulladdssal kapcsolatos
szabalyozdsaért felel6s (Jetten 2009), igy az NRF2-vel val6 kapcsolatanak szintén gyulladds

szempontjabol lehet funkcidja.
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5.3.3. Poszt-transzKripcionalis szabalyozas

Egyes miRNS-ek esetében (pl. miR-28, miR-144) kimutattdk az NRF2-t gitl6 hatdsdt, és ezek
meghibdsodasanak szerepét betegségekben (Sangokoya és mtsai 2010; Yang és mtsai 2011).
A tobbi prediktalt miRNS szabalyozé funkciéjanak megéllapitdsa szintén kisérletes igazoldsra
var.

Az NRF2-re hatéo miRNS-ek transzkripcigjat 164 TF szabalyozza, melyek koziil 35 az
NRF?2 transzkripciondlis szabdlyozdsa alatt all, ezek koziil 18 esetben serkentd, 17 esetben
pedig ismeretlen az NRF2 hatdsa. A 21. dbran bemutatott 336 finom szabalyozasi hurokban
63 miRNS vesz részt, mely 74 %-ét alkotja az NRF2-t szabalyoz6 0sszesen 85 miRNS-nek.
Ezek koziil négynek (miR-27a, miR-28, miR-93 és miR-144) az NRF2-vel val6 kapcsolata
kisérletesen igazolt. Ezek a miRNS-ek 20 szabdlyozasi hurkot alkotnak, dsszesen 14 TF-en
keresztiil. A MAFG transzkripcios faktor példaul két miRNS expresszidjat is szabdlyozza,
emellett kisérletesen igazolt, hogy az NRF2 serkenti a MAFG transzkripcigjat (Malhotra
és mtsai 2010). A MAFG az NRF2-vel heterodimert képezve eldsegiti a transzkripciét az ARE
elemet tartalmazé promoétereken (Zhang 2006). Azonban a MAFG homodimereket, mads MAF
proteinekkel pedig heterodimereket képez, igy kompetitiv uton gatolja az NRF2-t (Dhakshi-
namoorthy és mtsai 2000; Jaiswal 2004). A két emlitett szabdlyozasi hurok felderitésének
koszonhet6en valdszintisithetd, hogy a MAFG a miR-93-on és a miR-144-en keresztiil gatolja
az NRF?2 transzlacigjat.

A 336 szabalyozasi hurok vizsgélata soran egyetlen TF, a TWIST1 esetében taldltuk, hogy
gatolja egy NRF2 transzliciéjat gatlé miRNS — a miR-200a — transzkripcidjat, igy a hurok
biztosan pozitiv visszacsatoldst jelent. Az 6sszes tobbi hurokban a TF serkenti a miRNS-ek
transzkripcidjat, negativ visszacsatolast alkotva. A szabdlyozdsi hurkok nagy szdma (336) egy
komplex és differencidlt szabdlyozdsi rendszer képét sejteti, mely képes az NRF2-t szovetspe-
cifikusan, a stressztdl fiiggden, illetve mas folyamatokkal 6sszhangban szabalyozni. Hasonl6
szabdlyozasi rendszereket leirtak mar mas mester transzkripciés faktorokkal kapcsolatban,
mint a DAF-16/FOXO, vagy a HSF-1 (Doshi és mtsai 2008; Libina és mtsai 2003; Pirkkala

és mtsai 2001). Az NRF2 szabdlyozdsaban résztvevdé miRNS-ek és TF-ek expresszidjanak
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id6beli dinamikdjat és kontextusfiiggését vizsgalo kisérletek fényt derithetnének e rendszer

miikodésére.

5.3.3.1. Az NRF2 jelatviteli itvonalak altal torténo szabalyozasa. Az NRF2ome alkal-
mas arra, hogy a Signalink 2-bdl szarmazé jelatviteli dtvonalak segitségével feltérképezziik
az NRF2 vélaszat a jeldtvitel altal kozvetitett hatdsokra. A JAK/STAT utvonal példaul jelen-
t6s funkcionalis atfedést mutat az NRF2-vel. Az JAK/STAT utvonal tagjai koziil a STAT1
szabdlyozza az NRF2 transzkripcigjat, mig a STAT3 kotédik az NRF2-hoéz (Murray 2007).
Virusfert6zés esetén a STAT1 aktivalodik az interferonok hatdsara (Kimura és mtsai 20006;
Kosmider és mtsai 2012). Egerekben kimutattdk, hogy NRF2 expresszidja novekszik virusfer-
t6z&s hatdsara, mig Nrf2 (7-) egerek stlyosabb kdrosoddsokat szenvedtek virusfert6zésben
(Cho és mtsai 2009).

A STAT3 kotddése az NRF2-h6z domén-motivum interakciok alapjin prediktalt, erre
nem sikeriilt kisérletes bizonyitékot taldlni. Ugyanakkor szdmos tény sz4l amellett, hogy ez
a kapcsolat funkciéval bir az NRF2 szabdlyozdsaban. Alkohol hatdsa alatt, az NRF2 és a
STAT3 egyarant anti-inflammatorikus és antiapoptotikus szerepet tolt be (Miller és mtsai
2010; Wu és mtsai 2012). M4jsejtekben az etanol okozta gyulladdst és apoptozist a globuldris
adiponektin gétolja, serkentve az 1-es hem-oxigendzt (HO-1), az NRF2-n és az IL10-STAT3
utvonalon keresztiil (Mandal és mtsai 2010; Nepal €s mtsai 2012). A HO-1 expresszidja
NRF2-tdl fiiggetlen médon is eldidézhet (Nepal és mtsai 2012). Az IL10-STAT3 tdtvonal
szerepének tisztdzdsa az NRF2-fliggd HO-1 indukcidban, valamint annak megvizsgdldsa, hogy
az IL10 képes-e aktivédlni az NRF2-t, tovabbi kisérleteket igényel. Ugyanakkor elképzelhetd,
hogy az NRF2 és a STAT3 egyiittmiikddnek a gyulladasos reakcid gatlasdban alkoholnak kitett

majsejtek esetén.

5.4. Az ARN jelentosége az autofagia kutatasaban

Az ARN azzal a céllal jott 1étre, hogy az autofdgia szabédlyozdsdnak megértését eléremozditsa,
egyrészt a kisérlettervezés tdmogatdsaval, masrészt bioinformatikai elemzések és modellezés

alapjdul szolgdl¢ interakcids héldzat 1étrehozasaval. Az ARN 38 fehérjét tekint az autofdgia
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végrehajtdsaban kozvetleniil résztvevs appardtus részének. A nagy fehérje interakcids adatba-
zisok koziil a STRING-ben 37 autofagia fehérje 335 kapcsolata, a BioGRID-ben 36 autofdgia
fehérje 641 kapcsolata, mig az IntAct-ban 36 autofdgia fehérje 2.702 kapcsolata szerepel. Az
autofdgia-specifikus ADB adatbazisban (http://tanpaku.org/autophagy/, Homma és mtsai 2011)
azonban csupén 28 autofdgia fehérje 179 kapcsolatat talaljuk, azonban ennek az adatbdzisnak
nagy hidnyossdga, hogy nem ad informdciét a kapcsolatok forrdsardl. Valgjdban az ADB nem
interakcids adatbazisnak késziilt, a célja inkdbb az autofagidhoz kothetd gének 6sszegydjtése,
€s az ortologok megtaldlasa, rendszerezése. Csak néhdny fehérjéhez kindl interakciokat, és
hogy mi alapjan valasztottdk a fejleszt6k ezeket, arrdl szintén nincs informécid. Az egyes
fehérjék kapcsolatainak listdja kis felugré ablakokban jelenik meg. Az ADB emellett nem
kindl adatletoltési lehetGséget, igy az adatok kinyerése sem egyszerdi. Az elmondottak miatt az
ADB nem alkalmas arra, hogy bioinformatikai elemzések alapjaul szolgaljon, hiszen ennek
elofeltétele, hogy ismerjiik az adatok keletkezésének modjat, gytjtésiik korét.

Az ARN a 38 autofdgia fehérje 710 interakciéjat tartalmazza, a transzkripcids és a poszt-
transzkripciondlis szabdlyozdsukkal egyiitt, emellett j6 mindségt jelatviteli hdlézatot is kindl
(24. 4bra). Ezzel jelenleg az elérhetd legszélesebb korli autofagidra specializalédott bioinfor-
matikai forrds. Az autofigia szdmos betegség patomechanizmusdban jatszott ,.kétéld kard”
szerepe kihivas elé dllitja az autofdgidt célzo terapidkat. Emiatt sziikséges az autoféagia sza-
balyozasdnak minden mechanizmusra kiterjedd, pontos megismerése, és a bioinformatika
eszkoztaranak bevetése. A sikeres modellezés elofeltétele az a priori tudds 6sszegydjtése,
az ARN els6sorban ezen a téren kivanja segiteni az autofagia kutatdsat. A réteges felépités-
nek, a pontos forrds annoticidknak, és a megbizhat6sdgi mérdszamoknak koszonhetden, az
ARN-t felhasznal6 elemzések készitdi kivalaszthatjdk a szdmukra legmegfelelobb adatokat, és
Osszehasonlito jellegli elemzésekre is lehetdség nyilik.

A 4. tdblazatban felsorolt, az autofdgia fehérjék és jeldtviteli utvonalak kozott kapcsolatot
teremtd Ot kozvetlen poszt-transzlacids szabalyozo koziil a (3-katenin kapcsolatait domén-
motivum interakcidk alapjan prediktdltuk az ARN készitése sordn. Ugyanakkor ez a jelatviteli
fehérje szabdlyozza kozvetleniil a legtobb autofdgia fehérjét: az ATG4B-t, a GABARAP-ot, a
p62-t, a Beclin-1-et és a PIK3C3-at. A (3-katenin a WNT dtvonal része, mely ligand kot6dés
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24. abra. A jelatviteli atvonalak és az autofagia fehérjék kapcsolatai. Feliil eltérd szinekkel
jelolve a Signalink 2-b&l szarmazo hét jelatviteli ttvonal lathat6. A multi-pathway fehérjék az
utvonalaiknak megfeleld szindtmenettel vannak szinezve. Az jeldtviteli fehérjékbdl kiinduld
kapcsolatok az utvonalnak megfeleld szind, vastag vonalak. Alul lathat6 az autofagia fehérjék
halézata. Az dtvonalakhoz nem tartozd, de az autofigia fehérjéket és az dtvonalakat két vagy
tobb 1épésben 0sszekotd fehérjék interakcids haldzatét sziirke pontok és kapcsolatok mutatjak.
A transzkripcids és poszt-transzkripciondlis szabdlyozds, valamint a predikciokbdl szarmazé
kapcsolatok nem szerepelnek ezen az dbran, azonban ezek még tobb kapcsolatot teremtenek a
jelatvitel és az autofdgia szabédlyozdsa kozott.
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esetén aktivalodik, mig annak hidnydban degraddlédik. A 3-katenin degradacidjdban fontos
szerepet tolt be az autofagia: megtalalhat6 benne egy LC3 interakcids régidonak (LIR) neve-
zett motivum, mely képes az LC3-II-hoz, és valdszintileg mas ATG8 homolégokhoz (igy a
GABARAP-hoz is) kotédni, ebben az esetben a 3-katenin autofagoszomadlis lebontésra keriil
(Chang és mtsai 2013). Ezzel parhuzamosan, a WNT utvonalban a {3-katenin felett elhelyezke-
d6, annak lebontasat gatld DVL is az autofégia titjan keriil lebontdsra, hasonlé mechanizmus
altal, osszességében egy negativ koherens feed-forward motivumot alkotva a szabdlyozésban.
Ez azonban csak az autofdgia és a WNT—[3-katenin ttvonal kozti keresztbeszélgetés egyik
fele. A B-katenin a TCF4-en keresztiil gitolja a p62 transzkripcidjat, igy gatolva az autofagiat
(Petherick és mtsai 2013). Eddig lathattuk, hogy a domén-motivum predikcié két olyan kap-
csolatot eredményezett, melyek csak 2013-ban megjelent publikdciokban keriiltek kisérletes
igazoldsra. A [3-katenin emellett az mTOR komplextSl upstream pontokon is szabdlyozza
az autofagiat. A 3-katenin megemelkedett szintje befolydsolja a sejtek sugarterapiara adott
vélaszat, és altaldban rossz progndzist jelez. Laphdmsejtes fej-nyak karcindméban a 3-katenin
RNS csendesitése hatdsdra ezek a sejtek elpusztulnak. Ilyenkor megnd a Bax és a kaszpdz-3
expresszidja, €s a sejtek nagy ardnyban apoptozis tutjara Iépnek. Ugyanakkor a 3-katenin
csendesitése autofdgiat is indukdl: kimutattdk, hogy megnd az LC3-II tipusdnak ardnya. A
[3-katenin feltehet6en a PKA-LKB1-AMPK kaszkad aktivdldsa dtjan — mely valészinfileg az
ATM, CAMKK vagy TAK1 kindzokon keresztiil torténik — serkenti az autofdgiat. Ezt igazolja,
hogy LKB1 csendesitéssel a 3-katenin csendesités hatdsa kivédhetd volt (Chang és mtsai
2013).

A 4. tablazatban lathatd, hogy az mTOR utvonalban szerepld raptor és TSC1 a WNT
utvonalnak is tagja. A WNT ttvonal és az autofagia kozti keresztbeszélgetés tobb ponton, a
poszt-transzlacids és a transzkripciondlis szabdlyozds szintjén egyardnt megvaldsul. Az ARN
lehetdséget ad az ezzel parhuzamosan m{ikodd poszt-transzkripciondlis keresztbeszélgetések
feltérképezésére: a WNT utvonal 6t TF (CREB1, JUN, HNFI1A, GATA3 és TCF4) 12 miRNS-
en keresztiil 35 autofédgia fehérje szabalyozdsara van hatdssal.

Az autofagia fehérjéket kozvetleniil szabdlyozo transzkripcids faktorok koziil a legtobb az

NHR dtvonalhoz tartozik. A (3-kateninben megtaldlhaté LIR_NRBOX motivum lehet6vé teszi,
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hogy az androgén receptorhoz és az 9sztrogén receptorhoz kétddve, azok koaktivatoraként
szolgaljon (Yang és mtsai 2002). Az ARN adatai szerint az autofdgia fehérjék tobb mint felének,
hisznak a prométerén taldlhaté androgén vagy 6sztrogén receptor kotShely. Ismeretes, hogy
tobb betegség esetén kimutattak nemi kiilonbségeket az autofagia szintjében. Az ezen eltérések
mogott 4llé mechanizmusokrél azonban keveset tudunk (Lista és mtsai 2011). Szivizom
szovetben és idegszdvetben ischaemia-reperfiiziot kovetden részben az autofagia eltérd szintje
kozvetiti az 6sztrogén citoprotektiv hatdsat (Bhupathy és mtsai 2010; Bouma és mtsai 2010;
Campesi €s mtsai 2013; Chen és mtsai 2013; Reichelt és mtsai 2013; Straface és mtsai 2013),
ezért himekben magasabb az apoptdzist szenvedd sejtek ardnya (Weis és mtsai 2014; Zhu
és mtsai 2006). Neurodegenerativ betegségekben szintén megfigyeltek nemi kiilonbségeket az
autofagiaban (Barbati és mtsai 2012), rdaddsul szinte az Osszes neurodegenerativ betegség
jelentdsen nagyobb ardnyban fordul eld ndknél (Lista és mtsai 2011). Egyes prosztatarak
sejttipusokndl az androgén jelatvitel jelentds szerepet jatszik a tdlélést és metasztazist segitd
autofagia, €s a tumor novekedését hatraltatd apoptdzis kozotti dontésben (Wen és mtsai 2014).

Az ARN segit 0sszekapcsolni a szexudlszteroid jelatvitelt az autofagidval. A 25. dbran
lathat6éak az androgén receptor és a két 6sztrogén receptor transzkripciondlis szabdlyozdsa
alatt all6 autofdgia fehérjék. Az ULKI1 és az UVRAG ESRI A4ltali szabalyozasat a HTRI
adatbdzisbdl atvett kisérletes adatok is aldtdmasztjak, az dsszes tobbi TF—prométer kapcsolatot
a JASPAR segitségével prediktaltuk. Erdekes médon a progeszteron receptor egyik autofagia
fehérje transzkripciondlis szabdlyozdsdban sem vesz részt. A 20 transzkripcidsan szabélyozott
fehérje koziil a WIPI1 LXXLL motivumot tartalmaz, igy képes kotddni a szexudlszteroid
receptorokhoz, mely k6t6dés hormonfiiggetlen (Proikas-Cezanne és mtsai 2004). A WIPI1
receptorokhoz kotédve befolydsolja a szexudlszteroid jeldtvitelt, mely szdmos autofagia

fehérje, koztikk a WIPII transzkripcidjét is szabalyozza.
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25. dbra. Az autofagia szexualszteroid receptorok altali szabalyozasa. A szaggatott vonalak
a TF—prométer kotddéseket, mig a folytonos vonalak a fehérje-fehérje interakcidkat jelolik.
A vastagabb szaggatott vonalakkal jelolt kapcsolatokrdl kisérletes adat taldlhat6 a HTRI
adatbézisban, a vékonyabbak a JASPAR algoritmussal késziilt predikciébdl szarmaznak.

5.5. Elemzési lehetoségek a bemutatott adatbazisok felhasznalasaval

A jelétviteli adatbazisok lehetdvé teszik a matematikai modellezés eszkoztaranak hasznalatét a
jelatvitel vizsgélatdra. A modellekbdl laboratériumban tesztelhet6 hipotéziseket generdlhatunk

(Bauer-Mehren és mtsai 2009).

5.5.1. Differencial expresszios vizsgalatok

A DNS microarray-ek elterjedésének, és a belSliik szarmazo kisérletes adatok publikus hozza-
férhetGségének koszonhetden, szamos szovetbdl €s sejttipusbdl, szdmos daganatbdl és beteg

mintdbdl dllnak rendelkezésre expresszids adatok. A dolgozatomban bemutatott adatbdzisok
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nem szovetspecifikusak, de a benniik szerepld interakciés hdlézatot expresszids vizsgalatok
adataival kombindlva szovetspecifikus hal6zatot nyerhetiink. A microarray-ek leolvasasdval
nyert adatokat a GEO (Barrett és mtsai 2013), illetve az ArrayExpress (Rustici és mtsai 2012)
adatbézisokba toltik fel a laboratériumok, a MIAME (Minimal Information About Microarray
Experiment) szabvanynak megfeleld informdciokkal. Az adatok kezeléséhez mindkét adatb4-
zis kinél egy R Bioconductor csomagot: ezek a GEOquery (Davis és mtsai 2007), illetve az
ArrayExpress (Kauffmann és mtsai 2009). A nyers adatok normalizaldsat és hattér korrekcidjat
kovetden, az 0sszehasonlitani kivant csoportok kozt tobbszoros linedris regresszidval, vagy Ba-
yes statisztikai modszerekkel (Smyth 2005) allapithaté meg az egyes gének mRNS-szintjeiben
mutatkozo6 eltérés. Ezutdn vizsgdlhaté hdlézatban — mely lehet a Signalink, barmely més
fehérje interakcids adatbdzis, vagy annak egy része — szerepld fehérjék eltérd expresszidjanak
mintdzata. Osszevethetd grafelméleti mérészamokkal, vagy akdr kiilonbozd daganat tipusok

kozott is végezhetd 0sszehasonlitas.

5.5.2. Mutacios vizsgalatok

Hasonléan az expresszids mintdzatok elemzéséhez, az egyes tumorokhoz tarsithaté mutaciok
altal érintett fehérjék halozati pozicidja is vizsgalhatd. A legnagyobb tumor mutécids adatbazis,
a COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) 18.490 gén 542.000 mintaban talalt
136.000 mutacidjardl tartalmaz adatokat (Forbes és mtsai 2010). A mut4cids adatok és a sza-
balyozasi hal6zatok kombindldsaval vizsgdlhaté a muticiét szenvedett gének utvonal tagsédga,
szerepe a keresztbeszélgetésekben, szabalyozdsi folyamatokban. A 26. dbran az autofdgia
fehérjék poszt-transzlicids és transzkripciondlis szabélyozdira illesztett, tobb daganattipusbdl
szarmazd mutdcids adatok lathatok. A zold €s bibor szind pontok szenvednek muticiét a
vizsgélt tumorokban.

A muticioét szenvedd fehérjék funkcidjanak elvesztése gyakran nagy befolydssal bir az
egész hildzat szerkezetére. A Signalink 2 jelatviteli hdl6zatanak vizsgalata soran kidertilt,
hogy egyes rakban érintett fehérjék intermoduldris pozicidban vannak, igy kiesésiik megval-

toztatja a hal6zat nagy moduljai kozti 0sszekottetést.
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26. dbra. Rakban mutaciot szenvedo gének és gyogyszercélpontok az autofagia szaba-
lyozasi halézataban. K6zépen az autofagiat végrehajto fehérjék, feliil a poszt-transzlacios
szabdlyozdik, alul pedig a transzkripcids faktoraik lathatok. A pontok nagysdga fokszdmukkal
aranyos, azaz hogy hany autofagia fehérjét szabalyoznak. A nagy fokszamu pontok kiilon
listdzva vannak. A daganatos megbetegedésekben mutdciot szenvedd gének zolddel, mig a
gyogyszercélpontok kékkel kiemelve szerepelnek. A szabalyozok kozti kapcsolatok nincsenek
feltiintetve az abran (Kubisch és mtsai 2013).
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5.5.3. Halézati perturbacios szimulaciok

Haélozatok vizsgélatara alkalmas médszer az egy-egy csomdpontbdl kiindul6 perturbaciok
terjedésének szamitdgépes szimulacidja. A Semmelweis Egyetem LINK Group kutat6cso-
portjaban, Szalay Kristof dltal kifejlesztett szoftver, a Turbine alkalmas egy hal6zat minden
csomdpontjabol, meghatarozott karakterisztikdval terjed6 perturbacidk szimuldciéjara (Szalay
€s mtsai 2013). A szimuldci6 alapjan minden csoméponthoz egy elcsendesedési id6t (silenc-
ing time) rendelhetiink, mely megadja, hogy az adott pontbdl kiindulé perturbdcié milyen
gyorsan nyelddik el a hdlézatban. Ennek reciproka a perturbacids centralitds index, mely nagy
fokszamu pontok és hédlézati modulok kozott elhelyezkedd pontok esetében magas értéket ad.
A Turbine-t bemutat6 publikdcioban az élesztd interaktomjan keriil lefuttatisra a perturbéci-
Os szimulacio, expresszids mintidzatok alapjan 6sszehasonlitva a hostressznek kitett éleszt6
interaktémjat a kontroll populaciééval (Szalay €s mtsai 2013).

A perturbici6 alkalmas gydgyszerhatéanyagok hatdsdnak modellezésére. Ennek érdekében
az altalam kifejlesztett szabdlyozasi hdldzatokat hatéanyag-célpont kapcsolatokkal érdemes

kombindlni, melyek péld4ul a DrugBank adatbédzisbdl nyerhet6k (Knox és mtsai 2012).

5.5.4. Modularizacioés vizsgalatok

A halézatok modularizdldsa sordn arra toreksziink, hogy a csomépontok olyan csoportjait
alakitsuk ki, melyek kozott a csoporton beliil tobb kapcsolat, szorosabb 0sszekottetés van,
mint a hdlézat csoporton kiviil esd pontjaival. A modulok lehetnek diszkrétek vagy atfedodek.
Mir igen kis hdl6zat méret felett a szamitdsi kapacitds korlataiba iitkdzik a probléma egzakt
megolddsa, ezért szamos heurisztikus algoritmust fejlesztettek ki a j6 megoldéds hatékony koze-
litésére (ezek atfogd dsszehasonlitdsa megtaldlhat6 a Kovdcs és mtsai 2010 S1 fiiggelékében).
A modularizalas el6segiti a hdlézat topoldgidjanak €s dinamikdjanak megértését, illetve a
modellezést. Egy diszkrét modulokra osztott hdl6zat esetében lehet6ség van a modulokon
beliili alhdl6zatok kiilon modellezésére, példdul reakciokinetikai differencidlegyenletekkel
(Li és mtsai 2012). Az idézett tanulmanyban a TGF-f3 ttvonalat — nem matematikai modu-

larizal6 eljardsokkal, hanem 6nkényesen — harom modulra osztottdk, és ezek mindegyikét
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kiilon modellezték. Hasonl6 elemzést alkalmaz Harrington és mtsai 2008 az apoptdzis fehérje
interakcios halézatdnak modellezésére.

A LINK Group kutatécsoportban fejlesztett ModuLand programcsomag (Kovécs és mtsai
2010; Szalay-Beko és mtsai 2012) atfedé modulokat hoz Iétre, melyek hal6zata akar hierar-
chikus médon tovdbb modularizalhat6. Minden modulnak egy meghatdrozott csomdpont a
kozéppontja, és minden tovabbi pontnak szdmszertisithetd az egyes modulokhoz az affinitésa.

A SignaLink ttvonal fehérjék kozti kapcsolatokat tartalmazd, 0. rétegét modularizélva, a
legtobb modularizal6 algoritmus altal taldlt modulok megfelelnek az egyes utvonalaknak. Ez
arra utal, hogy a jeldtviteli ttvonalak nem 6nkényesen meghatarozott, mesterséges kategoriak,
hanem valéban létezd entitdsok. A Signalink 2 tobbrétegli hdl6zatanak vizsgdlataval szintén
lehetséges lenne funkciondlis szempontbdl relevans csoportokat azonositani. Erdemes lenne a

szabdlyozas egyes rétegeinek bevondsat dsszehasonlité médon vizsgélni.

5.5.5. Kritikus pontok vizsgalata

Az elso jelétviteli utvonalak kisérletes leirasdval linedris kaszkddok képe alakult ki, melyben
az utvonal egyes elemei egymdsnak tovéabbitjdk a receptortdl eredd jelet. Iddvel 14thatova vilt,
hogy az ttvonalak kozott szamos kapcsolat, keresztbeszélgetés (cross-talk) 1étezik, igy ezek
egy Osszefliggd jelatviteli hdldzatot alkotnak. A hal6zat elemei tovabbitjdk és modositjak a
receptor-ligand interakciobodl eredd jelet (Taniguchi €s mtsai 2006).

A kritikus pontok (critical node proteins) két vagy tobb fehérjébdl allo csoportok, melyek
nélkiilozhetetlenek a receptortdl eredd jel tovabbitasdban (gyakran izoformék); melyek koziil
legaldbb kettd eltér6 bioldgiai funkcidt valdsit meg, igy a jel tovdbbhaladdsdnak irdnydban
dontd szerepet jatszanak; melyek erds negativ és pozitiv szabdlyozds alatt dllnak; valamint
utvonalak kozti keresztbeszélgetéseket valdsitanak meg. A kritikus pontok koncepcidja segit
leegyszertsiteni a jelatviteli hal6zatok reprezentacigjat, melyekben a kombinatorikus tton

megvaldsulo palydk szdma igen nagy értéket ér el (Taniguchi és mtsai 2000).
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5.5.6. Halozati motivumok keresése

Egyes mintdzatok, mint a hdlézati motivumok, gyakrabban fordulnak el6 a jelatviteli és szaba-
lyozési hdl6zatokban, mint a véletlenszerti grafokban. A motivumok rendszerint két, harom
vagy négy pontot (fehérjét) magukban foglalé6 mintdzatok, egy tobbféle élt (pl. serkentés vagy
gatlas, fehérje-fehérje kapcsolat és transzkripciondlis szabalyozas) tartalmazé hal6zatban. A
négy fehérjébdl 4116 motivumok tobbsége kisebb motivumokbdl épiil fel. Az egyes motivumok
az interakcids hédlézat ismétl6dod funkciondlis egységei, példaul protein komplexek, kozos
transzkripciondlis szabdlyozas alatt 4116 és egymassal kolcsonhat6 fehérjék, egy géneket szaba-
lyozé transzkripcids faktorok, negativ visszacsatolds, pozitiv visszacsatolds, ritmus generator,
stb. Az atfedd motivumok kombinél4sdval a fehérjék funkciondlis moduljai alakithatéak ki
(Yeger-Lotem és mtsai 2004).

A halézati motivumok meghatarozzak a jelatviteli halézat viselkedését periodikus sti-
muldciok alatt. A negativ visszacsatoldsokat tartalmazé kaszkddok (negativ feed-forward
hurok) frekvencia szlir6ként viselkedhetnek, mig példdul a kdozvetlen negativ visszacsatolas
oszcillatorként mikodhet. A halézati motivumokat definidlhatjuk meghatarozott informacio
feldolgozasi tulajdonsagokkal rendelkezd halézati mintdzatokként (Cournac és mtsai 2009).

Ahogy a 5.3. fejezetben az NRF2ome példdjan bemutattam, az dltalam kifejlesztett adat-
bazisok lehetdséget adnak a hdlézati motivumok azonositdsdra, nem csak a fehérjék kozti
interakciok szintjén, hanem a transzkripciondlis és poszt-transzkripciondlis szabdlyozas bevo-

nasaval is.
5.5.7. Extrém utvonal analizis

A halézati motivumok egy mdsik definicidja korrelalt reakcidk csoportjainak (co-sets) tekinti
azokat, igy sztochiometriai alapon, dllandé ardnyd fluxusok szerint azonositja 6ket, vagy
reakcidk olyan csoportjaként, melyek mindig egyiitt fordulnak el8, azaz olyan reakciokként,
melyek feltételezik mas reakciok végbemenetelét. Ilyen dtfedé motivumok figyelhet6k meg a
JAK utvonal esetében, ahol a prolaktin receptor a JAK1 kinaz utjan tovébbitja a jelet, mig az

interleukin-4 receptor a JAK1 és a JAK3 kindz dtjan egyarant. (Papin és mtsai 2004). Ezen
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fehérje csoportok aktivitdsanak koordindlt szabalyozas alatt kell dllnia. Az interakcids haldzat
funkciondlis moduljainak pontos ismerete tdvlatokat nyithat ezen modulok kombindlasa, és a
hal6zatok mérnoki tervezése felé (Papin és mtsai 2004).

A jelatviteli utvonalak sztdchiometriai méatrixabdl linedris algebrai médszerekkel azono-
sithatok az extrém tutvonalak, melyek a steady-state fluxus eloszlasok linedrisan fiiggetlen
vektoraibdl dllnak, és kombinacidjukként a halézat minden dtvonala el6allithat6. Ez a megko-
zelités a cross-talkokat az extrém dtvonalak nem negativ linedris kombinaciéjaként definidlja.
Az extrém utvonalak rendelkezhetnek azonos, atfedd, vagy disztinkt bemenettel, és azonos
vagy eltér6 kimenettel. Az egymassal cross-talkokat képezd extrém uUtvonalak kombinaciéi
kiilonboz6 bioldgiai funkcidknak feleltethetdek meg. Ily mdédon a jelatviteli hdlézat képes ezen
eltérd funkcidkat gazdasdgosan megvaldsitani: tobbnyire azonos reakcidk felhasznaldsédval,
a bemenetben tapasztalhato kis kiillonbségek nyoméan mas valaszt produkélni. Tovéabbi rend-
szerszintl tulajdonsdg az dtvonalakban mutatkoz6 redundancia, mely az azonos bemenettel
és kimenettel rendelkezd extrém dtvonalakat jelenti, mig a bemeneti redundancia az azonos
bemenettel rendelkezd extrém utvonalak parjat. Az egyes reakciok esetében megallapithatéd
azon extrém Utvonalak szdma, melyben az adott reakci6 részt vesz. Azok a reakcidok, melyek
minden ket érintd extrém ttvonalban egyiitt szerepelnek, korrelalt reakcidk csoportjait, azaz
co-seteket alkotnak. A co-setek tagjai nagy valdszintiségek esnek azonos transzkripcionalis
szabdlyozés al4.

A SignaLink 2-ben szerepld topoldgiai tulajdonsdgok annotdcidja az extrém ttvonal
elemzés sordn lehet6vé teszi a bemenetek (receptorok €s ligandumok interakciéi), illetve a
kimenetek (transzkripcids faktorok) azonositdsit. Az adatbazisainkban szerepld transzkripcids

szabdlyozasi réteg segitségével vizsgalhatd a co-setek kozos transzkripcids szabdlyozésa.

5.5.8. A halozatok szerepe a gyogyszerkutatasban

A gyodgyszerhatéanyag keresésben egyre inkédbb eldtérbe keriilnek a rendszerbioldgiai szem-
1életli moédszerek. A polifarmakoldgia azon a felismerésen alapul, hogy szdmos hatéanyag
nem egy célpontra hat szelektiv m6édon, hanem tobb célpont parhuzamos szabélyozasaval éri

el a kivant hatédst. A hdlézati farmakoldgia ezt a megkozelitést 6tvozi a haldzati bioldgidval,
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figyelembe véve a hatéanyagok hatdsdnak az interakcids és szabalyozasi hdl6zatokon torténd
terjedését, az igy érvényesiilé kozvetett hatdsokat. A hélézatok és a rajuk épiilé modellek lehe-
tové teszik az akdr tobb ponton beavatkoz6 hatéanyagok hatdsdnak szimuldcidjat, igy segitve
a dontéshozatalt a kisérletes munkdban (Csermely és mtsai 2005; Hopkins 2008). Hasonld
eszkozoket igényel a hatdanyag kombindcids terdpidk tervezése, amikor tobb hatéanyag egyiit-
tes alkalmazasdval tobb célpontra gyakorlunk hatdst az interakciés hdlézatban (Korcsmaros
és mtsai 2007). Az egy célpontra specifikus hatbanyagok sokszor nem hozzédk a vart hatast,
mivel a befolydsolni kivant bonyolult rendszerben éltaldban vannak redundancidk €s vissza-
csatoldsok, melyek kompenzaljdk a hatéanyag hatdsat. A tobb célponti és tobb hatéanyagu
terdpidk azonban ilyen feltételek mellet is hatdsosak lehetnek (Csermely és mtsai 2005). A
halézati bioldgia dltal timogatott masik farmakoldgiai koncepci6 az allo-network célpontok
keresése. Ebben az esetben nem az elsddleges célpontokat, hanem az azokkal kdlcsonhatdsban
1év6 maés fehérjéket, illetve RNS-eket vessziik célba hatéanyagokkal (Nussinov és mtsai 2011).

Az NRF2ome hozzdjarul az allo-network gyégyszercélpont kereséshez, ami kiillonosen
fontos az NRF2 ,kétéld kard” szerepének megfelels kezelésére a terdpidk sordn. Az NRF2
egészséges sejtekben segit megeldzni egyes daganattipusok kialakuldsat, mig folyamatos
aktivitdsa hozzdjarul a tumorsejtek kemoterdpidval szembeni rezisztencidjdhoz.

Az autofagia terdpids célpontként val6 felhasznalasa — e folyamat rdkban jétszott ellentmon-
dasos szerepe miatt — hasonl6 kihivasok elé allitja a kutatokat. Az ARN hasznos adatforrds
az allo-network és multi-target gyogyszercélpontok azonositdsdban, és az egyes terdpidk
hatdsdnak modellezésében is kiindulépontként szolgalhat. Az interakcids hdlézat és gyogyszer-
célpont adatok kombindldsara a 26. dbran lathatunk példat: itt kék szinnel vannak kiemelve az
autofagia fehérjék ARN-bd] szdrmaz6 szabalyozasi hdlozatdban a gydgyszercélpontok.

A SignaLink 2 egységes jeldtviteli hdl6zata, a tobb szabalyozasi réteggel egyiitt alkalmas
a hatéanyagok hatdsanak modellezésére, példaul perturbacids szimulaciok segitségével. Az
egyes célpontok hatdsanak becslésével csokkenthetd a nem vart keresztbeszélgetések miatt
bekovetkez6 kedvezbtlen mellékhatasok, vagy a rendszer reziliencidja miatt elmaradé vart

hatdsok valdszintisége.
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6. Kovetkeztetések

A molekuldris szabédlyozdas poszt-transzl4cios, transzkripciondlis és poszt-transzkripciondlis
modjairdl a molekuldris bioldgiai kisérletes technikak és a bioinformatikai predikciés méd-
szerek fejlodésének koszonhetden, egyre novekvé mennyiségti adat all rendelkezésre. Ezeket
az adatokat szdmos adatbdzis gyfijti, és elérhet6vé teszi tudomanyos kozosség szamara. Ezen
adatbazisok eltérd, részben atfedd tartalma miatt nehézségekbe iitkdzik az olyan jellegd, kuta-
tasban felmeriil6 igények kielégitése, ha példaul az osszes rendelkezésre all6 transzkripciondlis
szabdlyozasi kapcsolatot szeretnénk felhaszndlni egy elemzésben. A kiilonbozd kisérletes
mddszerek és predikciok eltérd megbizhatésdga miatt ugyanakkor bizonyos vizsgalatokban
sziikséges lehet az adatok sziirése. A legmegbizhatébb adatokhoz irodalmi gytjtéssel jutha-
tunk, azonban ez igen munkaigényes folyamat, rdad4sul az 6sszehasonlithatésag érdekében
J6l meghatarozott gytjtési protokoll szerint kell torténnie.

Ahogy a Bevezetdben a bioinformatikai adatforrdsok attekintése sordn lathattuk, ezekre a
rendszerszint{i elemzések €s a molekuldris bioldgiai folyamatok modellezése sordn felmeriild
alapvetd problémdkra kevés adatbazis kindl akar csak részleges megolddst. Az egyes bioldgiai
folyamatok szabdlyozasinak feltérképezésére az ttvonal adatbédzisok hivatottak, azonban
ezek gyakran nem tartalmaznak informécidt a transzkripciondlis és poszt-transzkripciondlis
szabdlyozasrdl, ezenkiviil az dtvonalak definiciéja onkényes. A Signalink 2 megalkotasaval
olyan hidnypo6tl6 adatforrds jott 1étre, mely orvosolja a mindezeket a problémdkat, egységes
kapcsolati hdlozatban integralja a szabélyozds kiilonb6zd szintjeit, mikdzben lehetdséget
biztosit az adatok tobb szempont alapjan torténd sziirésére. A Signalink 2-ben a jelétviteli
utvonalak biokémiai és evolicids szempontbdl kiillonbozs, valddi bioldgiai egységek. A
Signalink 2-vel a jelatviteli ttvonalak kozotti keresztbeszélgetéseket a poszt-transzlicios,
transzkripciondlis és poszt-transzkripciondlis szabdlyozas szintjén Osszehasonlité moédon
vizsgélhatjuk, amire eddig egyetlen mds ttvonal adatbazis sem biztositott lehetéséget. Nem
allt rendelkezésre kordbban olyan szabalyozdsi hdldzat sem, melyben a poszt-transzkripciondlis

szabalyozas és a miRNS-ek transzkripcionalis szabdlyozasa egyarant szerepelt volna, noha
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az adat integracio ezen 1épése elengedhetetlen a miRNS-ek altal megvaldsul6 szabédlyozasi
mechanizmusok vizsgélatiban.

A dolgozatomban bemutatott mésik két 4j adatforrds, az NRF2ome és az ARN két nagy
jelent&séggel biré molekuldris biolégiai mechanizmus szabdlyozasat térképezi fel. Az NRF2
az antioxidans vélasz mester transzkripcios faktora, tobb mint 7.500 gén transzkripcidjat
szabdlyozza. Fontos szerepet jatszik a méreganyagok elleni védekezésben, sziv- és érrendszeri
betegségekben, gyulladdsban és daganatos betegségekben. Az autofigia szintén kulcsszereppel
bir szdmos betegség patomechanizmusaban, mint az ischaemia-reperfiizio okozta kdrosodas,
a neurodegenerativ betegségek és a rdk. Az NRF2 és az autofagia ,.kétéld kard” hasonlattal
leirt, ellentmonddasos szerepe jelzi a terdpids megkozelitések kidolgozasaban rejlé kihivaso-
kat. Ezen folyamtok szabalyozdsardl eddig nem 4llt rendelkezésre rendszerszintli adatforrés,
noha ez elengedhetetlen az elérhet6 tudds szintetizdldsahoz, Uj 0sszefiiggések felderitése €s
a szabdlyozds kontextusfiiggé miikodésének, valamint a gydgyszerhatéanyagok hatdsanak
modellezése érdekében.

A Signalink 2, az NRF2ome és az ARN tobbféle elemzési modszer alkalmazdsahoz
biztosit megfeleld kiinduldsi alapot. A kiilonb6zd modellezési eljardsokkal kiilonb6zd tipusu
problémak, kiilonb6z6 méretl rendszerek, eltérd részletességgel vizsgalhatok. A differen-
cidlegyenlet rendszerek vagy a rule-based modellek kb. 100 molekuldbdl all6 interakcios
halézatok viselkedésének igen pontos leirdsdra alkalmasak, mig a modularizdlas, a haldzati
topoldgia elemzése vagy a perturbdcids szimuldciok segitségével nagy hédlézatok tulajdonsdga-
irdl kaphatunk atfogé képet. Egyes elemzések sordn az altalam létrehozott adatbazisokban
taldlhat6 altaldnos interakcids hal6zatokbdl szdvet- és dllapotspecifikus hal6zatok nyerhetdk,
expresszios és mutacios adatok felhaszndldsaval.

A SignaLink 2, az NRF2ome és az ARN szamottevé elérelépést jelent az adatok integ-
ralasa és a molekularis szabdlyozasi mechanizmusok feltérképezése terén. Az informativ
¢és felhasznaldbarat weboldalak, valamint a tobbféle szabvdnyos formdtumban biztositott
letoltési lehetdség lehetdvé teszi ezen korszerl bioinformatikai adatforrasoknak a széleskor

alkalmazasat a kutatasban.
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7. Osszefoglalas

27 s

A molekuldris biol6giai és bioinformatikai médszerek egymast erdsitd fejlodésével lehetdvé

vélt a szabdlyozds poszt-transzlicids, transzkripciondlis és poszt-transzkripciondlis rétegeinek

egyiittes, rendszerszintli elemzése. Dolgozatomban ismertetem az e harom réteget tartalmazo

szabdlyozdsi hédldzatok felépitésének éltalam kidolgozott alapelveit €és modszertandt, valamint

bemutatom az ezek segitségével dltalam megalkotott hdrom ) bioinformatikai adatforrast.

Ezt kovetden példakkal szemléltetem, hogy az dltalam l1étrehozott adatbazisok a szabalyozasi

folyamatok kis 1éptékii és rendszerszintl vizsgédlatara egyarant alkalmasak.

Doktori munkam soran az alabbi ij tudomanyos eredményeket értem el:

1.

Kidolgoztam a fehérje-fehérje kolcsonhatasokrol, a transzkripciondlis €s a poszt-transz-
kripciondlis szabdlyozasrol rendelkezésre 4ll6 adatok integrdldsanak bioinformatikai
modszertanat.

Létrehoztam a C. elegans fondlféreg, a D. melanogaster ecetmuslinca és az ember
hét jelatviteli itvonaldnak tobbrétegli szabalyozasat tartalmaz6 Signalink 2 adatba-
zist (http://signalink.org/), mely lehetové teszi a jelatviteli hdlézat szabdlyozdsdnak
rendszerszint(i elemzését.

Az antioxidéns vélasz f6 transzkripcids faktora, az NRF2 szabédlyozasanak feltérképezé-
sére Osszedllitottam az NRF2ome elnevezésii bioinformatikai adatforrast (http://nrf2.el-
te.hu/), hogy elGsegitsem ezen a teriileten az ismeretek integralasat €s a tovabbi kutatdsok
megalapozdsat.

A szamos betegség patomechanizmusédban kulcsszerepet jatszo, és a kutatasok altal
igéretes terdpids célpontnak tekintett sejttani folyamat, az autofdgia kutatdsdnak elésegi-

tésére, létrehoztam az Autofdgia Szabalyozdsi Hal6zatot (http://arn.elte.hu/).

. Interaktiv és felhasznaldbarat weboldalak, valamint testreszabhato letolto feliilet kialaki-

tdsdval, az dltalam létrehozott Uj bioinformatikai adatforrdsokat a tudoméanyos k6zosség

szamara elérhetové tettem.
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8. Summary

Recent developments of molecular biology and bioinformatics enhanced each other mutually,
making possible an integrated, systems-level analysis of post-translational, transcriptional and
post-transcriptional layers of molecular regulation. In my thesis, I present the principles and
methodology I elaborated to create regulatory networks consisting all of these three layers,
and introduce three new bioinformatic resources I constructed based on this concept. I show
examples to demonstrate the capability of the resources created, to be used in small-scale and
systems-level analysis of regulatory processes.

In my PhD work I achieved the following new scientific results:

1. Ideveloped a bioinformatic methodology to integrate protein-protein interaction, transcript-
ional and post-transcriptional regulation data.

2. I created the Signalink 2 database (http://signalink.org/), containing the multi-layered
regulation of seven signalling pathways of C. elegans, D. melanogaster and human, pro-
viding the opportunity for a systems-level analysis of the signalling network regulation.

3. As an extensive mapping of the regulation of the master master antioxidant transcription
factor, NRF2, I assembled the NRF2ome bioinformatic resource (http://nrf2.elte.hu/)
to facilitate the knowledge integration and support novel research works in this field. I
developed the Autophagy Regulatory Network (http://arn.elte.hu/), a resource to study
the regulation of autophagy, a cellular process having key role in pathomechanisms of
several diseases and considered as a promising therapeutical target.

4. I constructed interactive and user-friendly webpages, and customizable download in-
terfaces for the new bioinformatic resources to provide a convenient access for the

scientific community.
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