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I.  Roviditések jegyzéke

ADB  Autophagy Database

Akt vAkt homoldg

AMP  Adenozin-monofoszfat

AMPK  AMP regulalt kindz

APC  Adenomatosus Polyposis Coli

ATG5 Autophagy-related gene 5

ATG7 Autophagy-related gene 7

ATG10 Autophagy-related gene 10

ATG12 Autophagy-related gene 12

ATG13 Autophagy-related gene 13

ATG16 Autophagy-related gene 16

BioGRID BIOlogical General
Repository for Interaction
Datasets

BioPlex biophysical interactions of
ORFeome-based complexes

BCL2 B-cell lymphoma 2

BH3  BCL2 homol6g domén
tartalmazo fehérje

BIF1  Endophilin Bl

CAMP ciklikus adenozin-monofoszfat

CBP  CREB binding protein

cFos  Fos protoonkogén

cJun  Jun protoonkogén

CGC  Cancer Gene Census

ChlP-Seq Kromatin immunprecipitacios
szekvenalas

ChiP-chip DNS microarray elemzés
kromatin immunprecipitacié

utan

cMyc  Myelocytomatosis viralis
onkogén homoldgja

CNC  Cap and collar motivum

CREBP cAMP-reszponyiv elem kitd

fehérje
DAG Diacilgicerol
DE Daganatban differenciéltan

expreszalddo (gén /fehérje)

DE Daganatban érintett fehérje

DIP Database of Interacting
Proteins

DNS  Dezoxiribonukleinsav

Drosha drosha ribonuclease 11

DUSP Dual specificity phosphatase

DSH  Dishevelled

EGF  Epidermélis novekdési faktor

EGFR Epidermalis novekedeési faktor
receptor

ERK  Extracellular Signal-Regulated
Kinase

ENCODE Encyclopedia of DNA
Elements

FDR  False discovery rate hamis
talalati arany

FGF Fibroblaszt serkento
novekedeési faktor

FGFR Fibroblaszt serkentd
ndvekedesi faktor receptor

FIP200 200 kiloDalton tomegii fokalis
adhézios kinaz interakcids

fehérje
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FRAT1 Frequently Rearranged in
Advanced T-cell lymphoma 1

FZD  Frizzeled

GDP  Guanozil difoszfat

GEF  Guanozil exchange factor-

Gli Glioma asszocialt fehérje

GTP  Guanozil trifoszfat

GSK3pB Glycogen Synthase Kinase-3
beta

HADb Human Autophagy Database

HCC  Hepatocellularis carcinoma

HER2 Human Epidermal growth
factor Receptor 2

Hh Hedgehog jelatviteli utvonal
vagy fehérje

HOCTAR Hostgene Oppositely
Correlated TARgets

IL7R  Interleukin 7 receptor

IFNyR Interferon gamma receptor

IntAct Molecular Interaction
Database

JAK  Janus Activated Kinase

KEAP1 Kelch-Like epichlorohydrin-
associated protein 1

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes

KFERQ lizin-fenilalanin-glutaminsav-
arginin-glutamin aminosav
motivum

KP Kritikus paraldg

KPCS Kritikus paralog csoport

LAMP2 Lizoszoma asszocialt fehérje 2

LASSO Least Absolute Shrinkage and
Selection Operator

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

LEF1 Lymphoid enhancer-binding
factor 1

LFNG Lunatic fringe

MAF  Musculoaponeurotic
fibrosarcoma protoonkogén

MAP2K Mitogén aktivalt protein kindz-
kinaz

MAP3K Mitogén aktivalt protin kindz-
kinaz-kinaz

MAPK Mitogén aktivalt protein kindz

MDK  Mideikine

MEK  Meiotic Chromosome-axis-
Associated Kinase

MFNG Maniac fringe

mMiRNS mikro RNS

MMTV Mouse Mammary Tumor Virus

MRNS messenger RNS

MmTOR Mammalian Target of
Rapamycin

NE Daganatban nem érintett
gén/fehérje

NHR  Nucleéaris hormon receptor

NOTCH Neurogenic locus notch
homolog protein

NRF2 Nuclear Factor Erythroid 2—
Related Factor 2

NGS  Uj generécios szekvenalas

NSCLC nem-kissejtes tiidd rak



ORF
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Open Reading Frame
Platelet-Derived Growth

Factor

PDGFR Platelet-Derived Growth

PF
PicTar

PPI
PTEN

RAF

RAB7
Ras
RMA
RNS
ROC

SELEX

SH2
SMAD

Factor Receptor
Paraldg fehérje

Probabilistic Identification of

Combinations of Target Sites

Fehérje-fehérje interakcio
Phosphatase and Tensin
Homolog

Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma
Ras-related protein 7

Rat Sarcoma

Robust Multiarray Average
Ribonukleinsav
Receiever Opereating
Characteristic
Systematic Evolution of
Ligands by Exponential
Enrichment

Src Homology 2

Sma (small body size) és Mad

(mothers against

decapentaplegic) dsszevonasa

SMO  Smothend

SOCS3 Suppressor Of Cytokine
Signalling 3

SOS  Son of Sevenless

STAT Signal Transducer and
Activator of Transcription

STRING Search Tool for the Retrieval
of Interacting Genes/Proteins

SOCS Suppressor of Cytokine
Signaling

TalLasso miRNA-Target LASSO

TF Transzkripcios faktor

TCGA The Cancer Genome Atlas
Consortium

ULK  Unc-51 like autophagy
activating kinase

uv Ultra viola

UVRAG UV radiation resistance-
associated gene protein

VPS  Vacuolar protein sorting

WNT  Wingless-type MMTV
integration site family member

XPO5 Exportin 5
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Il. Bevezetés

Az emberi szervezet bonyolult miikodéséhez rengeteg folyamatnak kell megfeleld
szabalyozottsaggal végbemennie. Egymassal kommunikal6 rendszerként fonddnak 6ssze
a szervek, szovetek, és az él6vilag legkisebb 6nalloan mitkodoképes egysége, a sejt is.

Egy sejt sorsa szamtalan bejové jeltdl, ingert6l figg, és millioféleképpen
valaszolhat pillanatnyi allapotatol fiiggéen a bejovo jelekre. Ezeknek a megfeleld
jeleknek a feldolgozasat végzi a jelatviteli rendszer. Egy ilyen bonyolult rendszer
megertéséhez sziikseégiink van arra, hogy ne csak az egyes biokémiai reakciokat figyeljuk
meg, hanem a rendszer Gsszességét, a bejovo jeleket feldolgozd rendszert is. Ennek a
megismeréséhez eldszor is olyan gylijteményekre, adatbdzisokra van sziikség, melyek
leirjak a jelatvitelt, és azok transzkripcionalis regulacids visszacsatolasait is tartalmazzak.

Az igy felallitott adatbazisokbol elkészithetd a jelatvitel interakciés modellje.
Ennek egyik legegyszerlibb reprezentacidja az egyes fehérjéket és a koztiik talalhatod
interakciokat tartalmazé fehérje interakcios haldzat.

A jelatvitel és ezzel egyitt a sejt, mint rendszer megértéséhez és beavatkozasok
tervezéséhez meg kell taldlnunk a rendszer kulcsfontossagu, kritikus szabalyozasi
pontjait. Ezek lehetnek azon helyek, melyek leginkébb érintettek a betegségek, kiléndsen
a daganatos betegségek kialakuldsakor. Ha meghataroztuk a jelatvitelben torténd
valtozast a kiillonb6zd korfolyamatokban, akkor elemezhetjiik a valtozasok hatasait,
megtudva, hogy ezek a jelatviteli hal6zat mely terlletén mennek végbe. Ennek
ismeretében képesek lehetiink a betegségek esetén a betegségekhez hasonlé mddon
felulirni a jelatvitelt, de ellenkezé elbjellel, ezzel gydgyitva a rendszerszintii

betegségeket, mint amilyen a rak.
1. A sejten belili jelatviteli Gtvonalak és daganatokon beluili szerepik

A sejt informacidtovabbito és feldolgozé rendszerét jelatvitelnek nevezzik. Ez a
rendszer felelos a sejtek dontési mechanizmusaiért. A sejt a rd hato jeleket analizalva
képes eldonteni, hogy osztddjon, diferrencialddjon, vagy esetleg elpusztuljon valamely
sejthalal Gtvonal aktivalasa utan (Lim és mtsai, 2015).

A jelatvitelben a sejtet ért hatasokat kiilonb6zd receptor fehérjék érzékelik. A

receptorhoz kothet fehérje természeti kozvetitd molekula (ligand fehérje), de
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kotédhetnek kiilonb6z6, nem fehérje természetii kismolekulak is, mint példaul egyes
neurotranszmitterek (acetilkolin, glutamin, adrenalin stb.).

A receptorok az extracelluléris ligand (ezéltal a jel) érzékelése utan konformacios
atalakulason mennek keresztil. A konformacié valtozas utan a receptorok intracellularis
iranyba tovabbitjak a jelet. A jel G fehérjéken keresztiil haladhat tovabb kiilonb6z6
intracellularis mediatorokra (Audet és Bouvier, 2012), mint a diacilgicerol (DAG) vagy
a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP). Egy masik lehet6ség, hogy a receptorok
kinazként foszforilalnak kiilonb6z6 fehérjéket (Lemmon és Schlessinger, 2010).

A bejovo jel ezutan kiilonb6zé medidtorokra keriil, ahol feler6sodhet. Ilyen
mediatorok lehetnek az emlitett kismolekul&k, vagy a mitogén aktivalt protein kindz
(MAPK) kaszkad esetén az Gtvonalakon belili kindzok (Raman és mtsai, 2007; Seger és
Krebs, 1995; ZHANG és LI1U, 2002).

A bemeneti jel pontos sorsat a jelatvitel kofaktorai szabalyozzék. Ezek a fehérjék
a jelek terjedését befolyasoljak, de a jel terjedéséhez nem feltétlenll sziikségesek
(Korcsmaros és mtsai, 2010). Kozéjuk tartoznak peldaul az allvany fehérjék vagy a
fehérje lebontasért felelds E3 tipust ubiquitin ligazok®.

A transzkripcids faktorokat tekintjik a jelatviteli Gtvonalak végsé elemeinek. A
transzkripcids faktorok biztositjak a jelek mRNS, majd a transzlacié utana a fehérje szinti
megjelenését, ¢és ezzel a fenotipusban bekovetkezd valtozast (Zhou, 2012).

A jelatviteli rendszer alapvetd egysége a jelatviteli Gt. Ez a jelet (ligand) érzékeld
receptortol a transzkripcids faktorig tartdé kaszkad. Ezen utak alkotnak egyuttesen egy-
egy jelatviteli ttvonalat (Lim és mtsai, 2015).

Az aldbbiakban a dagantokban és a differenciacioban legfontosabb utvonalak
attekintése kdvetkezik (Pires-daSilva és Sommer, 2003).

1.1. A MAPK jelatviteli ttvonal
A MAPK jelatviteli Gtvonala az egyik legjobban felderitett jelatviteli Gtvonal. Kiindulasi
pontjai a sejtmembrant egyszer atszeld receptor tirozin kinazok, melyekhez kiilonb6z6
ligandok kapcsolodhatnak. Az utvonalat ndvekedesi faktor Gtvonalnak is nevezik, mivel
leggyakrabban a kiilonb6z6 novekedési faktorok a receptor tirozin kindzok ligandjai

(epidermalis novekdési faktor (EGF) és receptora (EGFR), fiobroblaszt serkentd

1 Az ubiquitin ligazok olyan fehérjék, amelyek ubiquitinnel jelélik meg az egyes fehérjéket és ezzel a
proteaszomaba iranyitjak 6ket. Az ubiquitinilacio folyamataban harom enzim vesz részt: E1, E2, E3.
Koziillik az E1 és az E2 a végrehajto enzim az E3 pedig a specifikus dokkolast biztositja.
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ndvekedési faktor (FGF) és receptora (FGFR), platelet-derived névekedési faktor (PDGF)
és receptora (PDGFR) stb.). Az tutvonal végsd fenotipikus eredménye sokszor a
sejtosztodas. (Jura és mtsai, 2011; Lemmon és Schlessinger, 2010; Yarden és Ullrich,
1988).

A receptorok dimerizaciét kovetden autofoszforilaljak egymast, és képessé valnak
kiilonbozé SH2 (Src Homology 2) doménnel® rendelkezd fehérjéket megkotni. Ezek
allvanyfehérjeként szolgalhatnak GTP (guanozil-trifoszfat) kicserélé fehérjéknek (GEF),
mint amilyen a SOS (Son of Sevenless). Ezek a GEF-ek kicserélhetik a kis GTP ko6t6
fehérjék GDP-jét (quanozil-difoszfat) GTP-re ezzel tovabbadva a bejovo jelet. Ilyen GTP
fehérjék példaul a kiilonboz6 Ras fehérjék, melyek képesek aktivalni a MAP kinaz
kaszkadot. Itt egymast foszforilald, egymashoz hasonlo szerkezetii kinazok helyezkednek
el. Ez a rendszer amplifikacios és zaj sziir6 szereppel bir (Alon, 2007; Ladbury és Arold,
2012). A MAPK jelatvitelt paraldg® specifikus foszfatazok, allvany fehérjék, feedback
korok és szovet specifikus expresszié regulalja (Kolch, 2005; Kondoh és Nishida, 2007;
Raman és mtsai, 2007; Seger és Krebs, 1995)Ez a rendszer amplifikacios és zaj szliré
szereppel bir (Alon, 2007; Ladbury és Arold, 2012). A MAPK jelatvitelt paraldg?
specifikus foszfatazok, allvany fehérjék, feedback korok és szovet specifikus expresszio
regulélja (Kolch, 2005; Kondoh és Nishida, 2007; Raman és mtsai, 2007; Seger és Krebs,
1995). A kinazok egymas utan harom rétegben helyezkednek el (Qi és Elion, 2005). A
Ras fehérjék utdn a MAP3K tipust kinazok kdvetkeznek, mint a RAF (Rapidly
Accelerated Fibrosarcoma). A MAP3K a mitogén aktivalt protein kindz-kinazokat
aktivdlja (MAP2K). Ezek kozé tartoznak peldaul a kiilonb6z6 MEK (meiotic
chromosome-axis-associated kinase) fehérjék. Végul az ERK (extracellularis szignal altal
regulalt kinaz) tipusu kinazok kdvetkeznek, mint példaul a p38 fehérjék (Raingeaud és
mtsai, 1996), amik mar maguk a MAP kinazok. A tényleges fenotipikus valtozast a MAP
kinazok célpontjai folytatjak, mint a cFos (Fos protoonkogen), cJun (Jun protoonkogén),
és a ctMyc (myelocytomatosis viralis onkogén homologja) transzkripcids faktorok.

2 Az SH2 (Src Homology 2) domén egy konzervalt fehérje domén, amely lehet8vé teszi a domént
tartalmazo fehérjéknek mas fehérjék foszoforilalt tirozin oldalldncdhoz valé kapcsolddasat.

3 Azonos faj genomjaban taldlhaté egymashoz teljes szekvencidjaban nagyban hasonlo, k6zds evolicids
eredet(i gének

4 Azonos faj genomjaban taldlhaté egymashoz teljes szekvencidjaban nagyban hasonld, kézés evolucids
eredetl gének

10
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A kiilonboz6 rétegekben a jelatvitelbe lehetésége van mas Utvonalaknak is
beleszolni, keresztbeszeélgetést, cross-talkot folytatni. Példdul a MEKG6 cross-talkot
folytat a differenciacioban jelentés TGF-f (transforming growth factor) utvonallal,
ahonnan stressz szingalok érik el a MAPK jelatvitelt (Kim és mtsai, 2004). A bejovo jelek
egymassal részben ellentétes sejtes folyamatra fejtik ki hatsukat, példaul az ERK
kindzok folyamatos aktivalodasa vezethet sejthaldlhoz, 10kés szerd, rovid ideig tartod
aktivalddasa pedig osztodashoz (Lu és Xu, 2006). A megfelel6 egyensuly biztositasa
érdekében a kindzok gatlasat foszfatazok végzik, mint amilyen a dual-specific
foszfatdzok (DUSP) (Cerignoli és mtsai, 2006; Tambe és mtsai, 2016).

A sejtosztodasban betdltott szerepik miatt a daganatokban gyakoriak a mutaciok
az utvonalon beliil, vagy a receptorok amplifikacidja. Példaul tiidérakban az EGFR 2. és
7. exonja kozotti szakasz delécioja torténik, ami a sejtmembranon kivili domén
deléciojahoz, és ezzel a receptor ligand nélkili aktivalodasahoz vezet (Hanahan és
Weinberg, 2000). A mell adenocarcinomék 30%-ban a HER2 (human epidermal growth
factor receptor 2) amplifikalddik. A HER2 amplifikacioé a meghatarozasa a luminalis B
tipusu mell adenocarcinomaknak (Zhao és mtsai, 2015). Az 6sszes daganat 25%-ban,
mint peldaul egyes tiidérakokban a RAS fehérje mutélodik, és ezzel folyamatos
aktivacios szignalt szolgaltat (Medema és Bos, 1993).

1.2. A Notch jelatviteli Gtvonal

A Notch Utvonalnak szerepe van a differenciacio, a szervfejlodés és az apoptozis
szabalyozésdban egyarént. Ez a jelatviteli utvonal azért kilonleges, mert a NOTCH
fehérjék toltik be egyszerre a receptor, a mediator és a transzkripcids faktor szerepet is.
A delta és a jagged fehérjék altal aktivalt NOTCH receptor a hasitdsat kovetden a
sejtmembranrol levagédva a sejtmagba jut, és ott transzkripcios faktorként képes
miikodni megfelel6 kofaktorokhoz kapcsoldodva (Bray, 2006; Guruharsha és mtsai, 2012).
A Notch jelatvitel megfeleld mikodéset a kiilonbozo jelet fogado sejten beliili és sejten
kivuli szabalyozé faktorok befolyasoljak NOTCH receptor specifikusan, ahol az egyes
NOTCH receptorokra vald hatas akar ellentétes is lehet. llyen sejten Kiviili szabalyozo
faktor példaul az LFNG (lunatic fringe) és az MFNG (maniac fringe) fehérje. Az LFNG
NOTCH1 specifikus gatlast, mig az MFNG inkabb NOTCH2 specifikus gatlast folytat,
ezzel serkenti a masik NOTCH receptort (Bray, 2006; Guruharsha és mtsai, 2012).A

Notch utvonalnak szerepe van a differenciacid, a szervfejlédés és az apoptdzis
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szabalyozéasdban egyarént. Ez a jelatviteli utvonal azért kilonleges, mert a NOTCH
fehérjék toltik be egyszerre a receptor, a mediator és a transzkripcios faktor szerepet is.
A delta és a jagged fehérjék altal aktivalt NOTCH receptor a hasitasat kovetéen a
sejtmembranrol levagédva a sejtmagba jut, és ott transzkripcios faktorként képes
miikodni megfeleld kofaktorokhoz kapcsolodva (Bray, 2006; Guruharsha és mtsai, 2012).
A Notch jelatvitel megfelelé miikodését a kiilonb6z6 jelet fogado sejten beliili és sejten
kivuli szabalyozé faktorok befolyasoljak NOTCH receptor specifikusan, ahol az egyes
NOTCH receptorokra vald hatas akar ellentétes is lehet. Ilyen sejten kivili szabalyozo
faktor példaul az LFNG (lunatic fringe) és az MFNG (maniac fringe) fehérje. Az LFNG
NOTCHL1 specifikus gatlast, mig az MFNG inkdbb NOTCH2 specifikus gatlast folytat,
ezzel serkenti a masik NOTCH receptort (Bray, 2006; Guruharsha és mtsai, 2012).

A NOTCH fehérjék kodzil a NOTCHL1 folytat cross-talkot mas dtvonalakkal. A
Notch Gtvonalon Kivil a szintén fejlédésbiologiai szerepit WNT (Wingless-type MMTV
integration site family member) és a mezenchimalis TGF-p ttvonallal is kapcsolatban all.
(Bray, 2006; Guruharsha és mtsai, 2012). A Notch jelatvitelnek elsdsorban
fejlodésbiologiai szerepe van, de daganatoknal is leirtdk szerepét az epithelialis-
mesenchimalis atalakuldsban (Groth és Fortini, 2012).A NOTCH fehérjék kozil a
NOTCH1 folytat cross-talkot méas Utvonalakkal. A Notch Gtvonalon kivil a szintén
fejlédésbiologiai szerepit WNT (Wingless-type MMTYV integration site family member) és
a mezenchimalis TGF-p utvonallal is kapcsolatban all. (Bray, 2006; Guruharsha és mtsai,
2012). A Notch jelatvitelnek elsésorban fejlodésbiologiai szerepe van, de daganatoknal
is leirtak szerepét az epithelialis-mesenchimalis atalakulasban (Groth és Fortini, 2012).

1.3. AWNT/wingless jelatviteli utvonal

A WNT jelatvitel a differenciacio egyik fontos utvonala. Drosophilaban irtak le,
ahol a WNT fehérje homoldgjanak kiesése a szarnynélkili fenotipushoz vezetett. A WNT
jelatviteli ~ utvonal — mikodésének  kozponti  fehérjéje a  B-katenin. A
B-katenin sejtmagba jutdsa jelenti a jelatviteli dtvonal aktivalodasat. Ligand nélkil a
B-katenin folyamatosan keletkezik és lebomlik a proteaszéma rendszeren keresztil. Az
érkez6 jel ezt a lebomlast gatolja meg. A bejovo jel a kiilonb6z6 WNT ligandokon
keresztiil érkez6 Frizzled (FZD) receptorokra kerul. Ekkor a Dishevelled (DSH) fehérje
maganal tartja az axin allvany fehérjét, és ezzel nem engedi a GSK3p-t (glikogen-

szintetdz-kindz-3-béta), hogy foszforildlja a p-katenint. Ezaltal a p-katenin a
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citoplazmaban marad, majd utana a sejtmagba kerilve transzkripcids aktivitast indit be
azzal, hogy a TCF 1, 2 vagy 3 (Transcription factor 1, 2, 3) és LEF1 (Lymphoid enhancer-
binding factor 1) transzkripcios faktorhoz kotédik. A jelatvitel miikodéséhez sziikség van
az APC (Adenomatosus Polyposis Coli) fehérjére is, amely allvanyfehérjeként engedi a
GSK3p B-katenin foszforilaciojat az axinhoz hasonldan, de a DSH-t6l fiiggetlentil. Ezt az
utat nevezik a kanonikus WNT jelatviteli utnak (Logan és mtsai, 2004)(Macdonald és
mtsai, 2007). A WNT jelatviteli itvonal a LEF1-n keresztiil cross-talkot folytat a Notch
jelatviteli utvonallal. A B-katenin emellett részt vesz az aktin citoszkeleton iranyitasaban
és a sejtadhézidban is (Logan és mtsai, 2004).

A jelatviteli Utvonal masik 4ga az Ugynevezett nem kanonikus [B-katenin -
flggetlen jelatviteli utvonal. Itt a FZD receptorokon keresztil egyéb utvonalakkal
torténik cross-talk. Ilyen példaul a WNT jelatviteli Gtvonal sejtadhézidban vagy a
sejtpolaritasban valo részvétele (Niehrs, 2012; Semenov és mtsai, 2007).

A WNT jelatvitel megvaltozasa a daganatok kozul leggyakrabban colorectalis
carcinoméakban fordul el6. Itt vagy az APC fehérje miikodése romlik el, ezzel gatolva a
B-katenin lebomlasat, vagy maga a B-katenin mutalodik ugy, hogy nem képes lebomlani.
Mindegyik esetben az eredmény az Utvonal tdlaktivalddasa, aminek kdvetkeztében egy
dedifferencialt fenotipus alakul ki (Gregorieff és Clevers, 2005).

1.4. A Hedgehog jelatviteli Gtvonal

A Hedgehog utvonalnak fejlédésbioldgiai szerepe van: részt vesz a polarités és a
sejtsors meghatarozasaban, de részt vesz a sejtosztodas szabalyozasaban is. A Hedgehog
jelatviteli utvonal miikédésekor a bejovo jel a Hedgehog (Hh) fehérje. Ez a fehérje
kotédik a Dispatched receptorhoz. A receptorhoz vald kotédés meggatolja a Dispatch
fehérjet abban, hogy a SMO (Smothend) fehérjét az endoszémaban tartsa, igy az kikertl
a sejtfelszinre. Ekkor a SMO meggatolhatja a Gli (Glioma asszocialt feherje)
transzkripcids faktor lebontasat, igy az bekerilhet a sejtmagba (Briscoe és Thérond, 2013;
Riobo és mtsai, 2006). Az utvonal komplexitasat a kulonféle Hedgehog ligandok mint a
Sonic, Indian vagy Desert Hh fehérjék biztositjak. A Gli feherjék lebontasahoz sziikség
van a GSK-3p altali foszforilaciora is (Mimeault és Batra, 2010). A Hedgehog jelatviteli
utvonal mutacidjat a bazalis-sejtes karcinoma kialakulasaban irtdk le (Briscoe és
Thérond, 2013).
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1.5. A TGF-B jelatviteli Gtvonal

TGF-p utvonal a kotészoveti differenciacioban vesz részt €s a kozépso csiralemez
szerveinek és sejtjeinek a fejlodését befolyasolja. A TGF-B utvonal mitkkodése soran a
TGF-B receptorrdl a kiilonb6zé6 SMAD (Sma (small body size) és Mad (Mothers against
decapentaplegic) 0sszevonasa) mediatorokra kerll a jel. A SMAD-okat funkcidjuk
szerint csoportositjuk. Az els6 csoport az R vagy receptor SMAD. Ezek az egyméashoz
szekvencidjukban hasonlé paralég SMAD?2 és 3, illetve a SMADL, 5 és 9. Az R-SMAD-
ok a jelet tovabbitjak a TGF-P receptorok felél a sejtmagba, ahol transzkripcios faktor
aktivitasuk van. A maésik csoportba az I-SMAD-ok tartoznak. Ezeknek gétlo funkcidja
van, ilyen a SMADSG és 7. A harmadik csoportba a co-SMAD, SMADA4 tartozik. Ez az R-
SMAD-okkal miikodik egyiitt kofaktorként (Lutz és Knaus, 2002).

Ahhoz, hogy a TGF-f utvonalon a receptorrol a jel utvonal-specifikus expresszio-
valtozasokat indukaljon, valamelyik R-SMAD csoport két tagjanak (SMAD2 — SMAD3
vagy SMADL1 - SMADS - SMAD?9) jelen kell lennie (Lutz és Knaus, 2002). Ha csak az
egyik SMAD van jelen, akkor a bejové TGF-B jel egy masik jelatviteli Utvonalat
befolyasol a dominans paralégon keresztil. Példaul a TGF-f aktivalhatia a WNT
utvonalat a SMAD3-on keresztil, a SMAD3 ledllithatja az axin expressziot, amely a
WNT jelatvitel egyik negativ regulatora, ahogy fentebb lattuk (Dao és mtsai, 2007). Ez a
cross-talk a SMAD3 és NOTCH1 kdzos transzkripcionalis szabalyozasa a HES1
fehérjének, mely a neurondlis érésben vesz részt (Blokzijl és mtsai, 2003). A TGF-
jelatvitel hianya a tumorok malignitasat fokozza, de részt vesz az epithelialis-
mesenchimalis atalakulasban is (Samanta és Datta, 2012).

1.6. A JAK/STAT jelatviteli atvonal

A JAK (Janus kinaz) STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription)
jelatvitel elsésorban az immunfolyamatokban és a citokin jelatvitelben vesz részt. Alapjat
képezik a kiilonb6z6 citokin receptorok, melyek allvany fehérjeként magukhoz gytijtik a
JAK kinazokat. A receptor aktivalodast kovetden a JAK kinazok foszforilaljak a
receptorokat, ¢és ezt kovetden a foszforilalt receptorokhoz SH2 doménenen keresztiil
kotédodnek a STAT fehérjék. A STAT fehérjék a sejtmagba jutnak, igy befolyasoljak a
génexpressziot, és ezen keresztll a kulonféle sejten beluli folyamatokat (Koppikar és
mtsai, 2012; Pencik és mtsai, 2016).
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A jelatviteli itvonal komplexitasat az adja, hogy a citokin receptorok szama nagy,
és a valaszt vivo 8 kiilonboz6 STAT fehérje egymassal kombinalddva kilonféle valaszt
generalnak. A jelatvitelt a SOCS (Suppressor of cytokine signaling) feherjék képesek
gatolni, amelyek a JAK fehérjékhez kapcsolodnak, ezzel megakadalyozzdk a STAT
fehérjék kotodését, és ezzel a jelatvitel elindulasat (Dutta és Li, 2013; Rawlings és mtsai,
2004)A jelatvitelt a SOCS (Suppressor of cytokine signaling) fehérjék képesek gatolni,
amelyek a JAK fehérjékhez kapcsolodnak, ezzel megakadalyozzadk a STAT feheérjék
kotodését, és ezzel a jelatvitel elindulasat (Dutta és Li, 2013; Rawlings és mtsai, 2004).
A JAK/STAT jelatvitel a tumor ellenes immunitasban vesz részt, példaul az IFN-y jelet
tovabbitja (Zaidi és Merlino, 2011).

1.7. A nukleéris hormon receptor jelatviteli tvonal

A nukleéris hormon receptor (NHR) Utvonal az egyik legkevésbé komplex sejten
belili Gtvonal. Ide tartoznak a kiilonb6z6 szteroid receptorok, mint az §sztrogén receptor,
vagy a glukokortikoid receptorok, illetve egyéb, a sejtmembranon athaladni képes
molekulak receptorai, mint a tiroxin receptor és a retinsav receptor. Az utvonal miikodése
soran a transzkripcids faktorként is szolgald citoplazmatikus receptorhoz kotédik a nem
fehérje természetii, sejtmembranon atjutni képes ligand. Ezt kovetden a keletkezett
komplex bejut a sejtmagba, és ott transzkripcionalis aktivitast valt ki (Huang és mtsai,
2010). Az utvonal szabalyozasaban szerepet jatszanak a bejutd ligandot elbontd enzimek,
mint példaul a 11-B hidroxiszteroid-dehidrogenaz a vesében (Tomlinson és mtsai, 2004).

Az NHR utvonal képvisel6i a nemre specifikus daganatokban fontos, terapiat
befolyasold biomarkerek. Példaul az ER+ mell daganat a luminalis A tipusa a mell
daganatoknak, és ez a tipus reszponziv a hormon terapiara (Koboldt és mtsai, 2012). Az
androgén receptor pozitivitas a prosztata daganatok tipusainak elktlonitésere szolgal
(Wen és mtsai, 2014).

2. A makroautofagia molekularis mechanizmusa

Az autofagia a sejtek Onemésztési folyamata, szerepe a karosodott vagy
sziikségtelen organellumok és fehérjék lebontasa. Az autofagia jelentds végkimenetele €s
szabalyozoja a jelatvitelnek.

Mechanizmus alapjan megkilonbdztetiink mikro- makro- és chaperon medialt

autofagiat. A mikroautofagia soran Kkis citoplazma részek jutnak kozvetlenul a
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lizoszomékba membran-betiirddések segitségével. A makroautofagia soran citoplazma
részek vagy orgenellumok keriilnek kettds membrannal hatarolt vezikulakba. (Glick és
mtsai, 2010). A chaperon medialt autofagiaban chaperon fehérjék segitségével keriilnek
be a lizoszoméakba a KFERQ (lizin-fenilalanin-glutaminsav-arginin-glutamin) aminosav-

szekvenciat tartalmazd, nem megfeleléen feltekeredett fehérjék.
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1. abra Az autofagia folyamata emlésokben az egyes résztvevé fehérjékkel.
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a) Az autofagia iniciacio szabalyozdsanak attekintése, b) Az iniciacio folyamata c) Az
autofagoszomék érése d) Az autofagoszoOmak membran novekedésébenrészt vevo
fehérjék e) Az autofagoszoma lizoszoéma fizidban részt vevo fehérjék, f) A lizoszomalis
hidrolazok g) A sejten belul az autofag vezikulak kialakulasanak a folyamata. (Levine és
Kroemer, 2008a) Részleteket lasd a szovegben. Roviditések: Akt: Akt fehérje (viralis Akt
fehérje homoldg), ATG: Autophagy related protein, BCL2: B-sejtes limféma, BH3:
BCL2 homolog domén tartalmazo6 fehérje, BIF1: Endophilin B1, LAMP2: Lizoszoma
asszocialt fehérje 2, LC3: Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3, mTOR:
mammalian target of rapamycin, PI3K Foszfoinozitol 3-kindz, PTEN Phosphatase and
tensin homolog, ULK Unc-51 like autophagy activating kinase, RAB7 Ras-related
protein 7, UVRAG UV radiation resistance-associated gene protein, VPS vacuolar

protein sorting

A makroautofagia miikddését tekintem at részletesen. A folyamatot kiilonb6zd
jelatviteli utak szabalyozzak, mint a receptor tirozin kinaz jelatviteli Utvonalba tartozé
inzulin jelatvitel. A bejovo szabalyozo jelek az mTOR-komplexre (mammalian target of
rapamycin) és az AMPK (AMP regulalt kinaz) kinazra jutnak (1. &bra/a). Az AMPK és
az mTOR a sejtek tapanyagellatottsagat és energiaszintjét érzékeli. Az AMPK az AMP
szint megemelkedésekor 1ép miitkodésbe, és gatolja az mTOR-t. Az mTOR alapvetden
aktiv, és az ULK 1/2 (unc-51 like autophagy activating kinase 1/2) fehérjék
foszforilalasaval gatolja az autofagiat. Ha az aminosavszint leesik vagy extracellularis
szignél érkezik az mTOR iranyaba, akkor az, gatlas ala kerdl, és ilyenkor az ULK 1/2
foszforilacidja megsziinik. A defoszforilalt ULK 1/2 aktiv és kinazként foszforilélja az
ULK 1/2 autofagia indukcios-komplex tagjait (ATG13 (Autophagy-related protein 13),
ATG101 (Autophagy-related protein 101) és a FIP200 (200 kiloDalton tomegii fokalis
adhézios kinaz interakcios fehérje) (Aladzsity es mtsai, 2007). Az ULK 1/2-komplex
vegil a Beclin-1 foszforilaciojaval serkenti az autofagiat. A Beclin-1 komplexet képez a
VPS34, a VPS15, az UVARG és a Bif-1 fehérjével (Levine és Kroemer, 2008a, 2008b;
Takahashi és mtsai, 2007). A komplex foszfatidil-inozitol 3 foszfatazként mikodik. Az
autofagoszoma képzodésének helyén levé membranokban a foszfatidil-inozitol 3 foszfat

fontos jel lesz az autofag vezikula kialkulasaban (1. bra/b).
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Az autofagia iniciaciés komplex kialakulasa utan megkezd6dik a sejt kiillonb6z6
részeibdl a membran darabok odaszallitasa. Ezt két ubikvitinszerli konjugacios rendszer
segiti (1. abra/c). Az els6é esetben az ATG7 (Autophagy-related protein 7) E1 tipusu
ubiquitin aktivalo enzim aktivalja az ATG12 (Autophagy-related protein 12) fehérjét.
Ezutdn az ATG12 az ATG10 (Autophagy-related protein 10) fehérje, mint E2 tipusu
ubiquitin konjugalé enzim kozremiikodésével az ATGS (Autophagy-related protein 5)
fehérjéhez kapcsolddik kovalens kotéssel. Ehhez a komplexhez kapcsolddik nem
kovalens kotéssel az ATG16 (Autophagy-related protein 16) is (Levine és Kroemer,
2008b; Mizushima es Klionsky, 2007).

A masik ubiquitinszeri konjugacios komplex az LC3 (Microtubule-associated
protein 1A/1B-light chain 3) fehérjét érinti (1. abra/c). Itt els6 1épésben az LC3 fehérje
proteolizise torténik. A kovetkezdkben az ATG7, az ATG3 (Autophagy-related protein
3), mint E2 tipusd ubiquitin konjugéld enzim, valamint az ATG12-ATG5-ATG16
komplex, mint E3 tipusd ubiquitin ligaz enzim segitségével az LC3 utols6é glicin
aminosavara egy foszfatidiletanlolamin kertl. Ennek a célja az, hogy az LC3 a formalodo
autofagoszoma membranhoz kapcsolddjon és ezzel segitse az autofdg vezikula
kialakulasat (Mizushima és Klionsky, 2007; Tanida és mtsai, 2008).

A keletkezett komplexhez az ATG9 és ATG16 fehérjék segitségével szallitodnak a
membran darabok a sejt kiillonb6z6 teriileteir6l az eml6sokben (Levine és Kroemer,
2008a). Ez a vezikula ndvekedés folyamata (membrane recruitment) (1. abra/d). A
bezarodott autofag vezikula ezutan lizoszomaval fuzional. Ebben a LAMP2 (Lizoszoma
asszocialt fehérje 2) és a RAB7 (Ras-related protein 7) fehérje vesz rész 1. abrale). Az
autofagoszoma és a lizoszoma flzidja utdn kialakuld vezikulat autolizoszémanak
nevezziik. Ebben megtorténik a lizoszomalis hidrolazok, pl. a kiilonb6zd katepszinek,
altal az autolizészoma beltartalmanak a lebontdsa (Levine és Kroemer, 2008b;
Mizushima és Klionsky, 2007) (1. abra/f).

Az autofagia szabalyozasarol meg keveset tudunk. Kozponti eleme az mTOR
komplex ¢és miikodésének szabalyozédsa, melynek egyik fontos része a sejt energia
allapotanak érzékelése az AMPK és az inzulin jelatviteli ut altal (Sarbassov és mtsai,
2005).
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3. Az oxid&cios stressz valasz és az NRF2 transzkripcios faktor

Az NRF2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) transzkripcios faktor az
oxidativ és xenobiotikum stressz érzekelésében és tovabbitasaban jatszik szerepet (Moi
és mtsai, 1994a). Maga az NRF2 egy CNC (cap and collar - sapka és gallér) motivum
alapu leucin cipzar transzkripcios faktor (Moi es mtsai, 1994b). Heterodimereket képezve
kotédik a DNS-hez a MAF (Musculoaponeurotic Fibrosarcoma Protoonkogén)
fehérjékkel. Hat kiilonb6z6 doménje lehet6vé teszi, hogy sok, eltérd fehérjével alkosson
kapcsolatot. Ezek kozul a legfontosabbak az NRF2 negativ regulatora, a KEAP1 (Kelch-
like epichlorohydrin-associated protein 1), a helikdz és kromodomeén funkcioval bird
CHD6 (Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 6) és a CBP (CREB(CAMP-
reszponziv elem kot fehérje)-binding protein ) (Itoh és mtsai, 1999; Motohashi és
Yamamoto, 2004; Zhang, 2006). A sejtben normal esetben az NRF2 géatolva van, mert
kapcsolddik a KEAP1-hez. A beérkezd oxidacios stressz esetén az NRF2 felszabadul a
KEAP1 gétlasa alol, és bekeril a sejtmagba, ahol aktivalja az antioxidans reszponziv
elemeket tartalmaz6 géneket (Motohashi és Yamamoto, 2004). T6bb daganatban és egyéb
betegségben fontos jelatviteli utvonallal kapcsolatban all. Példaul a p53 altal regulalt p21
képes fokozni az NRF2 antioxidans jelet, és ezzel a daganatok talélési eselyét ndvelni
(Taguchi és mtsai, 2011). Ugyanigy a tirozin kinaz jelatviteli utvonalba tartoz6 MAPK
és PI3K is képes aktivalni az NRF2 stressz valaszt (Surh és mtsai, 2008). A KEAP1
(Padmanabhan és mtsai, 2006; Shibata és mtsai, 2008a; Takahashi és mtsai, 2010). A
megfigyelt mutéciok kozos tulajdonsaga, hogy a KEAP1 NRF2 kotésének gatlasdhoz
vezetnek. Ez a folyamat pedig az NRF2 aktivalasahoz vezet, melynek végeredménye az
antioxidacids valasz szintjének emelkedése. Maganak az NRF2-nek a mutéciojat is leirtak
tiidé daganatokban és fej nyaki rakokban a KEAP1 koté doménben (Shibata és mtsai,
2008b).

4. A jelatviteli utvonalak kiilonbozo definicioja az egyes adatbdzisokban

A jelatviteli Utvonalakat sokfeleképpen definialhatjuk. Az egyes adatforrasokban
nagymértékben eltérd jelatviteli utvonal definiciokkal talalkozhatunk. A legelterjedtebb
definicid egy-egy jelatviteli utvonalra a kiindulasi receptorrol, vagy jellegzetes fehérjérol
vald elnevezés. Példaul EGFR utvonal, ERK utvonal. Ezt hasznalja példaul NetPath, vagy

a Reactome adatbazis (Croft és mtsai, 2014; Hwang és mtsai, 2013). Ezekben az
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adatbazisokban ezért megtaldlhatéak példaul a kiilonb6zé interleukinoknak megfeleld
jelatviteli utvonalak. Ez a felsorolas félrevezetd, mivel Onkényesen meghatarozott
szempontokat jeldl ki, és szinte korlatlan jelatviteli Utvonal létrehozasahoz vezet.A
jelatviteli Gtvonalakat sokféleképpen definialhatjuk. Az egyes adatforrasokban
nagymértékben eltérd jelatviteli titvonal definiciokkal talalkozhatunk. A legelterjedtebb
definicio egy-egy jelatviteli Gitvonalra a kiindulasi receptorr6l, vagy jellegzetes fehérjérol
vald elnevezés. Példaul EGFR utvonal, ERK utvonal. Ezt hasznalja példaul NetPath, vagy
a Reactome adatbazis (Croft és mtsai, 2014; Hwang és mtsai, 2013). Ezekben az
adatbazisokban ezért megtalalhatéak példaul a kiilonb6z6 interleukinoknak megfeleld
jelatviteli utvonalak. Ez a felsorolds félrevezetd, mivel Onkényesen meghatarozott
szempontokat jel6l ki, és szinte korlatlan jelatviteli Gtvonal létrehozasahoz vezet.

A masik jellegzetes jelatviteli Utvonal definicid, hogy valamely betegségrél, vagy
folyamatban valo részvételrdl nevezik el. Erre példak a KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) adatbazis daganatokkal kapcsolatos Gtvonalai (Kanehisa és mtsai,
2014). Ez a fajta meghatarozas szintén onkényes, és a betegséghez rendeli az adott
jelatvitel funkciojat, az eredeti, egészséges sejtben betoltott funkcidjaval szemben (Beyer
és mtsai, 2007; Vinayagam és mtsai, 2014).

Ha az interakcios hélézatbol indulunk ki, lehetdséglink van matematikailag
definidlni a halézaton bellli csoportokat. A halézat egy adott terliletén a jobban
kapcsolddd pontokat nevezziik moduloknak, vagy csoportoknak (community) (Barabasi,
2016; Palla és mtsai, 2005). A teljes hal6zaton belul a modulok alkothatnak egy Gtvonalat.
A mobdszerre kiilonb6z6 halézaton belili modularizaldsi  (csoport keresési)
algoritmusokat fejlesztettek ki. A csoportkeresési algoritmusok eredményei ritkan
talalhatok meg adatbazisokban, inkdbb az interakciés hal6zatb6l de novo képesek
utvonalakat, bioldgiai funkcids egységeket meghatarozni (Barabasi, 2016; Newman,
2006). A legelterjedtebb ilyen algoritmus a Girvan—Newman algoritmus (Girvan és
Newman, 2002). Ennek lényege, hogy a legmagasabb koztiségii® éleket veszi ki a
haldzatbdl addig, amig a hal6zat nem esik tébb darabra (komponensre). Egy masik
csoportkeresé algoritmus a klikk-perkolécids algoritmus (Adamcsek és mtsai, 2006).
Ennek Iényege, hogy eldszor a halézatban adott méretii (k), egymadssal 6sszekotott pontot

hataroz meg. Ezt nevezziik klikknek. Ezutan ezeket a klikkeket megprébalja a halozatban

> Koztiség: Egy graf adott pontjan vagy élén dtmend legrévidebb utak szama.

20



DOI:10.14753/SE.2018.2142

elforgatni: ha egy masik pont csatlakozik a klikkhez legalébb két élen keresztul, akkor az
eredeti pontok és az 0j pont is beletartozik a csoportba. Az eredetileg random
meghatarozott klikkbdl kiindulva az algoritmus képes meghatarozni a modulokat. Ezt a
modszert nemrég sikerrel alkalmaztdk a BioPlex halézaton a sejten bellli interakcios
modulok megtalalasara (Huttlin és mtsai, 2015). Egy masik modul-azonositasi mddszer
Szalay-Bek6 Maté és Kovacs Istvan altal kifejlesztett ModuLand algoritmus (KovAacs €és
mtsai, 2010; Szalay-Beko és mtsai, 2012). Ez az algoritmus az informacidterjedés
szempontjabol vizsgélja a halozatot, és annak lokalis maximumait hatarozza meg. A
lokalis maximumtol az informacié mennyiségének monoton csokkenéséig tartoznak egy
modulba a pontok egy haldzaton belill (Kovécs és mtsai, 2010; Szalay-Beko és mtsali,
2012). A modularizacion alapulé mddszerek a bioldgiai relevanciatol tekintenek el, és
csak az interakcios halozat szerkezetébdl josoljak meg a bioldgiai csoportokat, azaz a
jelatviteli dtvonalakat.

A legjobb csoportositds, ha kommunikacidés nyelv szerint probaljuk meg
csoportokba foglalni az egyes jelatviteli Utvonalakat (Korcsmaros és mtsai, 2010; Turei
és mtsai, 2016; Vinayagam és mtsai, 2014). A molekularis nyelv az egyes jelatviteli
Utvonalakban eltéré lehet. Példaul a MAPK jelatviteli itvonalban a tirozin oldallancok
foszforilalasa, vagy a WNT kanonikus jelatviteli utvonalban a B-katenin sejtmagba
keriilése, ahogy a jelatviteli utvonalakat ismerteté fejezetben lattuk. Ez a fajta
csoportositds megdrzi a bioldgiai jelentdségét az egyes utvonalaknak, és kevésbé
onkényes, evoluciosan is konzervalt, fajokon ativeld jelatviteli Gtvonalakat eredményez
(Pires-daSilva és Sommer, 2003). Hatranya lehet a jelatviteli beszélt nyelvek
megvalasztasanak a kérdese. Ennek elkertilésére az Utvonalak definicidjakor a SignaLink
adatbazis épitésekor tobb attekintd (review) cikk kerult &tnézésre, ami alapjan egy protein
az adott jelatviteli atvonalhoz sorolddott (Korcsmaros és mtsai, 2010).

A felsorolt négy modszer koziil az elso kettd tetszoleges €s akar kiilonb6z6 méretli
jelatviteli Utvonalakat is eredményezhet nagymértékii atfedésekkel. A harmadik modszer
esetén a bioldgiai relevancia kérdéses, ezért a leghatékonyabb a negyedik modszernek

megfeleld jelatviteli adatbazissal dolgozni (Korcsméros és mtsai, 2010).
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5. Fehérje-fehérje interakcios adatbazisok

Jelenleg igen sokféle jelatviteli Gtvonal és fehérje interakcios adatbazis all a
kutatok rendelkezésere (Chowdhury és Sarkar, 2015; Turei és mtsai, 2016; Vinayagam
és mtsai, 2014). Ez egyrészt annak koszonhetd, hogy a jelatviteli utvonalakat tobb
évtizede kutatjdk, és nagy mennyiségli adat all rendelkezésre a jelatviteli fehérjék
felépitésérdl és mitkodésérol. Masrészt ezeket az adatbazisokat kiilonbozd célok,
maddszerek és forrasok alapjan készitették. Eppen ezért a forrasokat sokszor részletekbe
menden és kiilon-kiilon kell elemezni. Rendszerszintli elemzésekre inkabb azok az
adatbazisok alkalmasak, amelyeket altalanos céllal, lehetdleg egységes modszereket
alkalmazva hoztak létre (Csermely és mtsai, 2013). Ut6bbiak mennyiség szempontjabol
jelentésebb részét az elmult évtizedben elterjedt, in. nagy ateresztoképességii (high-
throughput) médszerek adjak. Ezek kapcsolatok ezreit képesek kimutatni, ezért igen
gyakran hasznaljak a halozatkutatdsok soran. Ugyanakkor, ezen forrasok nagy része a
jelatvitel szempontjabdl jelentés (extracellularis, membranko6tott, illetve sejtmagi)
fehérjéket nem tartalmazza. Az adatbazisok gyiijtése soran ugyanis legtobbszor éleszto
kettds hibrid eljarast alkalmaznak, amely nem képes kimutatni a sejtmagi kapcsolatokat
(mivel azok aktivalhatjak a riporter transzkripcios faktort), és a membranhoz kotott
fehérjék kozotti kapcsolatokat (mivel azok nem képesek bejutni a sejtmagba, és ezért nem
képesek aktivalni a riporter transzkripcios faktort). Tovabbi modszertani probléma, hogy
az ilyen adatbazisok iranyitatlan kapcsolatokat tartalmaznak, és sajnos gyakori a fals
pozitivitas, azaz alacsony a specificitasuk (Brtickner és mtsai, 2009).

Ilyen nagy ateresztéképességii gylijtésii adatbazis példaul az IntAct (Orchard és
mtsai, 2014) (Molecular Interaction Database), a BioGRID (Chatr-aryamontri és mtsai,
2015) (BlOlogical General Repository for Interaction Datasets), és DIP (Database of
Interacting Proteins)(Salwinski, 2004).

Az europai molekularis bioldgiai kutatd kozpont altal fenntartott IntAct (Orchard
és mtsai, 2014) adatbazis jelenleg (2016. szeptember) 653104 interakciét tartalmaz,
melyek &sszesen 14346 publikaciobol szarmaznak. Ezek kodzott mind nagy
ateresztOképességli, mind pedig kis 1éptékili publikdciok megtalalhatok. Az IntAct
adatbazist nemrég osszevontak a MINT (Licata és mtsai, 2012) adatbazissal, ezzel is

novelve a tarolt kapcsolatok szamat, a parhuzamossagok megsziintetésével egyetemben.
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A maésik nagy adatbazis, mely gylijti a nagy ateresztéképességii adatokat a
BioGRID adatbazis (Chatr-aryamontri és mtsai, 2015). Az adatbazisban jelenleg (2016.
szeptember) 1 072 173 genetikus és fehérje interakciot tartalmaz kiilonboz6 fajokban.
Ezekbdl fizikai interakcido az emberben 365 547, dsszesen 25 383 publikéciobdl. Ezen
kapcsolatok k6zott éleszt6 kettds hibrid, affinitas tisztitas kromatografia, ko-lokalizacios
adatok és kilonféle fehérje-, peptid- és RNS interakcids adatok is megtalalhatoak
(BioGRID, 2016).

Interakcids adatbazisok kozé tartozik még a STRING is (Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes/Proteins) (Szklarczyk és mtsai, 2015). Ennek az
adatbazisnak egyik legnagyobb elénye, hogy szOvegbanyaszati algoritmusokkal keresi
meg az egyes fehérjek kdzotti interakciokat. Emiatt megbizhatésdga nem olyan magas,
mint az alabb részletezett, kézi gyijtésii utvonal adatbazisok, de nagyobb mennyiségben
és gyorsabban képes feldolgozni az egyes molekuléris bioldgiai témaju tanulméanyokat.
Az adatbazis tovabbi el6nye, hogy emellett nagy-ateresztéképességii és részletekbe mend
Kisérleteket is tartalmaz, valamint a kézi gyiijtésii adatbazisokbol is tartalmaz informaciot.
Osszesen 184 millio kapcsolatot 2031 kiilénbdzd organizmusban 9,6 millié kiilénbdzo
fehérje kozott (2016. szeptember).

Az interakcids adatbazisok kozul viszonylag Uj a teljes human genomot tandem
tdmeg spektroszkopos affinitas purifikacios technikaval vizsgal6 adatbazis a BioPlex
(biophysical interactions of ORFeome-based complexes) (Huttlin és mtsai, 2015). Az
adatbazis elénye, hogy egységes metodika szerint késziilt, €s nagy mennyiségii adat 4ll
rendelkezésre benne, hatranya, hogy az affinitas purifikécios vizsgélat miatt a komplexek
pontos szerkezete és kapcsolatok irdnya nem josolhato.

A fent emlitett tulajdonsagok teszik nélkilozhetetlenné az adatbazisok masik
tipusat, a kézi gylijtéssel késziilt adatbazisokat. Ezek altalaban kevesebb informaciot
tartalmaznak, de részletesebbek és megbizhatobbak (Vinayagam és mitsai, 2014).
Ugyanakkor a legtdbb ilyen (jelatviteli) adatbazis pontos atvonal-definicié és
szabvanyositott gylijtési feltételek nélkiil késziilt. Ennek az a kovetkezménye, hogy még
egy-egy adatbazison belill sem lehet (vagy szabad) az ott 1évd utvonalakat
Osszehasonlitani, vagy a kozottik 1évé kapcsolatokat vizsgalni. A kézzel gyijtott
adatbazisok masik nagy hibaja, hogy torzitanak, mivel csak az ismert, publikalt

kapcsolatokat gytijtik ki. Ez azt jelenti, hogy a nagyobb mértékben kutatott fehérjékrol
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tobb kapcsolat all rendelkezésre. Mindez tehat nagyobb megbizhatésagot jelent, de a
szenzitivitdsuk sajnos alacsony, mivel a kutatasi torzitds miatt nagyon sok lehetséges
kapcsolat elvész (Vinayagam és mtsai, 2014).

A kézi gylijtésii adatbazisok fenntartasara profitorientalt cégek is l1étrejottek. Ilyen
az Ingenuity Pathway Analysis (www.ingenuity.com). Ezek legnagyobb probléméja az
adatok nem teljes elérhetdsége és tudomanyos felhasznalhatosadga. Az Ingenuity Pathway
Analysis hasznalta soran a teljes adatbazis nem t6lthetd le, mivel az a masolas veszélyét
rejti magaban, de jol hasznalhatd mRNS microarray adatok Utvonalanaliziséhez
(Roychowdhury és mtsai, 2017; Zhou és mtsai, 2016).

Az ingyenes kézzel gylijtott jelatviteli adatbazisokbol tobb is létezik. llyen a
KEGG, a NetPath vagy a Reactome (Croft és mtsai, 2014; Keshava Prasad és mtsai,
2009; Ogata és mtsai, 1999). Ezek az adatbazisok utvonal annotécidja sokszor nem
egyseges és nem meghatarozott. Az ingyenes kézzel gyiijtott jelatviteli adatbazisokbol
tobb is létezik. llyen a KEGG, a NetPath vagy a Reactome (Croft és mtsai, 2014;
Keshava Prasad és mtsai, 2009; Ogata és mtsai, 1999). Ezek az adatbazisok Utvonal
annotaciodja sokszor nem egyseges €s nem meghatarozott.

A hérom adatbazis kozll a Reactome tartalmazza a legtdbb kapcsolatot és
utvonalat (Croft és mtsai, 2014). Jelenleg a Gene Ontology-hoz (Consortium, 2015)
hasonléan az egyes utvonalak egymasba agyazottak. Ezzel lehetéség van a Gene
Ontology-hoz hasznalt mddszerekkel a Reactome-mal is gén expresszids dusulasos
(enrichment) vizsgalatokat végezni (Creixell és mtsai, 2015; Croft és mtsai, 2014). A
reakciok gyiijtése miatt a Reactome nagy mennyiségii komplexet tartalmaz, ezzel emeli
a komplexben részt vevd kapcsolatainak szdmat ¢és a kluszterezettségét, mely
haldzatbiologiai elemzéskor eltéréshez vezethet. A hatranya, hogy az Utvonalak kdzotti
cross-talkok vizsgalatara nem alkalmas, mivel az adatok Ujra csoportositasa szlikséges
ahhoz, hogy egységes, nagyméretli, az evolucion €és a molekuldris nyelven alapuld
utvonalakat kapjunk. A Reactome a faszer(i annotacios struktaraja miatt kis 1épésekben
épiti fel az atvonalait, ezaltal példaul a MAPK utvonalat RAF, MAP kinaz kaszkadnak
nevezi és felosztja tobb kisebb részre, mint a PDGFR jelatvitel vagy PKC és MAPK
jelatvitel.

A KEGG a legrégebbi jelatviteli adatbazis (Ogata és mtsai, 1999). Leghasznosabb

dusulasos vizsgalatok végzésére, azon belll is betegség specifikus, vagy metabolikus
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utvonalak vizsgalatara. Hatranya, hogy nem tartalmazza az egyes paraldgokra specifikus
kapcsolatokat: példaul a kilonféle WNT ligand és Frizzled receptor kozotti specifikus
koteseket (Logan és mtsai, 2004). Ezért a KEGG alkalmazésa haldzatos vizsgalatokban
erdteljes torzitashoz vezet. Példaként a Proceedings of National Academy of Science
hasabjain megjelend tanulmanybol szarmaz6 abrat mutatom be (Breitkreutz és mtsai,

2012).
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2. abra Miért ne hasznaljuk a KEGG adatbazist jelatviteli hal6zatos modellezésre?
Breitkreutz és munkatarsai (Breitkreutz és mtsai, 2012) &ltal készitett hal6zat a WNT
jelatviteli Gtvonalrdl a KEGG adatbazis adatait felhasznalva. Lathatd, hogy az 6sszes
WNT és Frizzled receptor kapcsolatban van egymassal, ami nem igaz (Logan és mtsai,
2004).

Azonban egységes jelatviteli haldzat vizsgalatra, ahol az utvonalak kozotti cross-
talkokat, és kilonosen az azt létrehozo fehérjéket is vizsgalni szeretnénk, ezen forrasok
nem alkalmasak. AzoOta elkészilt a SignaLink adatbazis (www.signalink.org,
(Korcsmaros és mtsai, 2010)). Ez a jelatviteli utvonal adatbazis egységes, kézi gyiijtés
alapjan keszilt, és hadrom faj adatait tartalmazza. Az emberen kivil, az ecetmuslicéét
(Drosophila melanogaster) és a fonalféregét (Caenorhabditis elegans). A SignaLink a
jelatviteli utvonalak k6zil csupan néhanyat tartalmaz egységes gytijtésnek megfeleléen
Pires-daSilva és Sommer tanulmanya alapjan (Pires-daSilva és Sommer, 2003). Ezek az
utvonalak az egyedfejlédésben és a tumorgenezisben alapvetd fontossaguak (Korcsmaros
és mtsai, 2010).

Egy masik jelatviteli adatbazis a Signor (Perfetto és mtsai, 2016). Ez az adatbazis
tartalmazza a SignalLink 2.0 adatbazist, de az utvonal gylijtései néhany esetben tul

specifikusak. Példaul megtalalhaté az ,,IL1 signaling” utvonal vagy az ,,IL6” ttvonal.
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Emellett nagyobb biolégiai funkciok is megtalalhatok az adatbazisban, mint ,,apoptosis”
vagy ,,osteogenesis”.

A XtalkDB ténylegesen a kiilonb6z6 utvonalakba sorolt ligandok és a
transzkripcids faktorok kozotti utakat tekinti cross-talknak (Sam és mtsai, 2017; Tegge
és mtsai, 2015), de az utvonal annotéciojat a KEGG-b6l nyeri, ami nem kiiloniti el az
egyes paralogok kozotti kapcsolatokat (Kanehisa és mtsai, 2014).

6. Az autofagiat vizsgald adatbazisok
tamaszkodhattak a kutatok. Az egyik a HADb (Human Autophagy Database), mely az
emberi autofagiaban részt vevé fehérjéket gyiijti 6ssze (Moussay és mtsai, 2011). A masik
az ADB (Autophagy Database), mely nem csupan az emberi, hanem tébb mas faj
autofagiaban részt vevé génjeit tartalmazza (Homma és mtsai, 2011). Az utobbiban
néhany fehérje esetében kapcsolatlista is talalhato az egyes fehérjékre vonatkoztatva.
Hianyoznak azonban az irodalmi hivatkoz&dsok és nem tartalmazza az autofagia
Az autofagia daganatokban is jelentds szereppel bir, két €li kardként viselkedik
(Kubisch és mtsai, 2013). A mell, petefészek és prosztata daganatokban leirtdk a
BECLINI fehérje mutaciojat, és ezért az autofagianak valoszinii tumorszupresszor hatast
tulajdonitanak. Ugyanakkor példaul hepatocellularis carcinomaban az emelkedett
autofagia a daganat malignitasanak a fokozodasahoz vezet EMT-n keresztil (Li és mtsai,
2013a). Ilyen eredmények tették lehetdvé, hogy az autofagiat gyogyszeresen célozhassuk,
példaul az mTOR fehérjéken keresztil. Sajnos az ilyen jellegii kisérletek kozepes sikert

értek az mTOR fehérjék kdzponti szerepe miatt (Rubinsztein és mtsai, 2007).
7. Regulaciés adatbazisok

A fentiekben targyalt jelatviteli utvonal és fehérje-fehérje interakcios adatbazisok
nem tartalmazzak a jelatvitel eredményeét, a transzkripcionalis interakciokat és a jelatvitel
regulécidjét.

7.1. Transzkripcids faktor celgén adatok meghatarozasa és adatbazisai
A transzkripcios faktor célgén kapcsolatok lehetévé teszik a jelatviteli

visszacsatolasi hurkok modellezését.
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A transzkripcids faktorok a DNS-hez kotédnek kiilonféle DNS koté doménekkel,
mint amilyen a leucin cipzér, cink ujj vagy a homo domén (Mitchell és Tjian, 1989). A
DNS-en felismernek egy specialis 8-15 nukleotid hosszu szekvenciat. Ezt nevezzik
transzkripcids faktor kotéhelynek.

7.1.1. A transzkripcios faktor kotéhelyek meghatarozasnak modszerei

A transzkripcids faktor kotdhelyek meghatarozasanak leggyakrabban ChIP-Seq
(kromatin immunprecipitacios szekvenalas) adatokat hasznalnak. Ennek Iényege, hogy a
sejtek emésztése utan a transzkripcids faktorokat a hozzajuk kotédott DNS szakasszal
egylitt kinyerik (kromatin immunprecipitacié), majd a kotodott nukleotid szekvencidkat
megszekvenaljak (Johnson és mtsai, 2007). Sajnos az 6sszes transzkripcids faktor pontos
genomi kotOhelyének ismerete nem lehetséges, mivel a lehetd legtobb sejtallapotban
kellene megvizsgalni, hogy a transzkripcids faktorok mely nukelotidokhoz koétédnek
(Johnson és mtsai, 2007).

Régebbi modszer a ChIP on chip (DNS microarray elemzés kromatin
immunprecipitacio utan) modszer. Ilyenkor a kot6dott nukleotidokat nem szekvenaljak,
hanem fluoreszcens jelzéssel ellatva DNS microarray platformon vizsgaljak meg. A mért
fluoreszcencia a fehérjéhez k6t6d6 nukleotidoktol szarmazik (Aparicio és mtsai, 2004).

A Chip-seq mddszer mellett a transzkripciés faktorok célszekvencigjanak
meghatarozasara a masik lehetéség a SELEX (Systematic evolution of ligands by
exponential enrichment) maddszer. Ennek 1ényege, hogy Vvéletlen, révid oligo-nukelotid
szakaszokat adnak a transzkripcios faktorokhoz, majd szelekcids-amplifikécios
ciklusokat alkalmazva valtozo erdsségii elticioval megallapitjak az egyes transzkripcids

faktorok kotddési szekvenciait (Jolma és mtsai, 2013).

7.1.2. A kapott szekvencia adatokbol transzkripcios faktor kétéhely készitése: A pozicio
sulyozott matrix és informacio tartalma
A szekvenciakbol lehet6ség van pozicié sulyozott matrix készitésére, mely
tartalmazza a transzkripciés faktorhoz kapcsolddott nukleotidokat. Ehhez meg kell
hatarozni, hogy hanyszor fordul el az adott nukleotid a transzkripcios faktorhoz kétotten
hely specifikusan. Ebbdl lehet egy gyakorisagi ertéket szamolni. Ezek az informaciok
talalhatok meg a JASPAR adatbazisban (Mathelier és mtsai, 2015).
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Az egyes transzkripcids faktorok kotéhelye szekvencia logoval mutathatd be, ami
jellemzi, hogy az egyes nukleotidok milyen gyakorisaggal szerepelnek az adott
pozicioban. A szekvencia logd y tengelye az adott nukleotid informacio tartalma. Az
informécidtartalom azt mutatja meg, hogy hany darab binaris dontést helyettesitve,
megsporolva lehet eljutni a kért informéaciohoz. A DNS-ben taldlhatd négy nukleotid
Osszesen két dontésnek felel meg: példaul 1. dontés adenin és gunain vagy timin és
citozin, 2. dontés adenin vagy guanin, illetve timin vagy citozin. Ezért, ha az adott
logoban az adott helyen csak egy nukleotid talalhatd, annak az informacio tartalma 2,
hiszen igy két dontést sporolhatunk meg. Ha a két nukleotid egyenl6 eséllyel szerepel,
akkor az informécio tartalom 1, hiszen igy 2 kiilonb6z6 nukleotid koziil valaszthatunk,
tehat egy dontést sporoltunk meg a kettébdl (Schneider és Stephens, 1990) (1. Egyenlet

Shneider szerinti szamitassal).
A
H,(j) = — Zfijlogz(fij)
i=1

1. Egyenlet

ahol Hs(j) a j-edik helyen mért bizonytalansag. fij az i-edik betii (nukleotid)
eléfordulasa a j-edik helyen. A bizonytalansagbol megallapithatjuk az informacio

tartalmat, ahol az e(n) a kevés mérésbol szarmazo hiba tényez6 (2. Egyenlet).
Rseq(i) =2- Hs(l) + e(n)
2. Egyenlet

A szekvencia logokbdl és a pozicid sulyozott matrixokbdl meg lehet becsilni az
egyes transzkripcids faktorok DNS koté helyét. Sajnos ebbdl az informaciobol ritkan
lehet pontos érteket adni arra vonatkozoan, hogy az adott transzkripcids faktor a gén
expresszidjat serkenti, vagy gatolja, mivel a transzkripcids faktorok sokszor egymashoz
is kotddnek, és ezzel 0j funkciot kaphatnak, illetve kotOhelytliktol akar tobb ezer
nukleotidra is kifejthetik hatasukat.
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7.1.3. Transzkripcios faktor célgén adatbazisok
A transzkripcios faktorokat tobb adatbazis is tartalmazza. llyen példaul a JASPAR

adatbazis (Mathelier és mtsai, 2015). Ebben kiilonboz6 transzkripcids faktorok pozicid
sulyozott matrixai talalhatok ChipSeq, ChIP-Chip és SELEX adatokbdl.

Az egyik legnagyobb, nemzeteken ativelo projekt, mely a genom szabalyozasanak
megértését tiizte ki célul az ENCODE (Auerbach és mtsai, 2013; Diehl és Boyle, 2016;
Dunham és mtsai, 2012; Qu és Fang, 2013) projekt, mely nemcsak transzkripcios faktor
és mMRNS, hanem transzkripcios faktor és miRNS kapcsolatokat is tartalmaz.

A HTRIdb (Bovolenta és mtsai, 2012) irodalmi gytjtésii adatbazis, mely nagy
ateresztéképességiit ChIP-Seq és ChIP-Chip adatokat tartalmaz. Az egyes kapcsolatokhoz
stulyokat rendel aszerint, hogy az adott kapcsolat hanyszor fordult eld kiilonboz6
forrésokban.

Az ORegANNo irodalmi gyiijtésen keresztiil miikodo transzkripcios faktor célgén
adatbazis. Az irodalmi gytijtést szamitogépes algoritmusok végzik, de a kutatok hozza is
adhatnak az adatbazishoz (Montgomery és mtsai, 2006). Az ORegAnno adatait, és tobb
mas adatbazist is tartalmaz a PAZAR (Portales-Casamar és mtsai, 2009) adatbazis,
melyrdl néhany specifikus gylijtés és az ENCODE projekt adatai is letolthetdek.

Az egyik legnagyobb adatbazis, mellyel lehetéség van kutatdsokat végezni a
TRANSFAC, de sajnos az adatbazis csak licenc vasarlassal érhet6 el (Knippel és mtsai,
1994).
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Gépi algoritmusos keresést és kézzel gyijtott adatokat egyarant tartalmaz a
TRRUST adatbazis (Han és mtsai, 2015).

7.2. A miRNS regulacio és adatbazisai

A miRNS-ek 21-24 nukleotid hosszisagd RNS molekul&k, melyek egy 8 nukleotid
hosszu felismerd hellyel rendelkeznek, amivel képesek a kiilonbozd transzkriptalodott
MRNS-eket felismerni (Pasquinelli, 2012). Az eredeti leirdsuk Caenorhabditis
elegansbdl szarmazik (Lee és mtsai, 1993; Wightman és mtsai, 1993). Az emberi
szervezetben az alabbi komplex érési folyamaton mennek keresztil. A miRNS kodol6
génekrdl az RNS polimeraz II irja at a pri-miRNS-t (Chekulaeva és Filipowicz, 2009;
Kim és mtsai, 2009)(Lee és mtsai, 1993; Wightman és mtsai, 1993). Az emberi
szervezetben az alabbi komplex érési folyamaton mennek keresztil. A miRNS kddolo
génekrdl az RNS polimeraz II irja at a pri-miRNS-t (Chekulaeva és Filipowicz, 2009;
Kim és mtsai, 2009). Ez a hajtiikanyarulattal Osszekotott duplaszala pri-miRNS a
sejtmagban a Drosha (drosha ribonuclease I11) komplexhez kotédik (Krol és mtsai, 2010).
Itt képzodik a pre-miRNS struktdraja, amit az exportin 5-6s visz ki a sejtmagbol (XPO5).
Ezt a Dicer komplex ismeri fol, ami eltavolitja a pre-miRNS hajtiikanyarulatat. Az igy
képzodott két szalbol az egyik az Argonaute fehérjekomplexhez kot6dik, és mint miRISC
komplex részt vesz az mRNS degradacids folyamatokban,. A masik szl a citoplazmaban
a nukledzok altal degradalodik (Pasquinelli, 2012). A folyamatot a 4. abra szemlélteti
(Pasquinelli, 2012).

G pnguin = AAA

G % =
miRNA gene ! Pre-miRNA / Mature miRNA
e | Pri-miRNA Dicer » \ miRNA*
— . complex SRAtE B4

AAA

4. abra A miRNS-ek érési folyamata (Pasquinelli, 2012)

crer

kapcsolodik. A nukleotid parosodds a miRNS 8 nukleotidos felismeré (un. seed)
régiojaban a legritkabb esetben pontos. Altalaban van egy 16tydgés a miRNS-ek és a
célpont mMRNS-ek kozott. Eppen emiatt roppant médon nehéz a célhelyek pontos joslasa,

valamint ez okozza az egyes miRNS-ek nagyon széles célpont-specifikussagat. Egy
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miRNS a genomnak akéar az egy szazalékat is regulalhatja (Pasquinelli, 2012). A
kiilonbo6z6 adatbazisokban éppen ezeket a problémékat igyekeztek elharitani.

A miRNS adatbazisok kodzil két nagy csoportot kilonithetiink el: egyrészt magukat
a miRNS szekvenciakat gyiijté adatbazisokat, masrészt a miRNS és azok célszekvenciait
gylijté adatbazisokat. A legfontosabb az 6sszegz6 adatbazisok kozll a miRBase, amely
az 0sszes eddig ismert miRNS szekvenciat tartalmazza (www.mirbase.org) (Kozomara
és Griffiths-Jones, 2011). Mindegyik miRNS-nek kiilén miRBase azonositoja van, amivel
lehetdség nyilik az egyedi azonositasukra.

Az utobbi csoportba tartozd adatbazisokban tobb eltéré modszer szerint torténik a
kapcsolatok azonositéasa es definialasa, ezért érdemes lehet ezeket megvizsgalni.
1. Kisérletes alapon igazolt kézzel gyiijtott adatbazisok.
2. Cél régio konzervaltsag és seed régio ismeretén alapul6 adatbazisok.
3. miRNS-ek és célgénjeik kozotti antikorrelacion alapuld adatbdzisok és modszerek.
4

. A fenticket Osszegyiijté adatbazisok, példaul a miRecords (Xiao és mtsai, 2009).

7.2.1.Kisérleti alapon igazolt miRNS adatbazisok

Ezek az adatbazisok tobb szaz cikk eredményeit tartalmazzak. Ennek megfelelden
az ilyen adatbazisok &ltalaban kicsik, néhany szaz miRNS-t és célgénjeiket tartalmazzak.
Megbizhatésaguk viszont nagy, és altaldban szerepelnek az adott kapcsolatot leird
hivatkozasok is, igy lehetdség nyilik minden egyes kapcsolatnak utananézni. Hatranyuk
viszont, hogy korlatozott a méretik, és sajnos nem tal gyakori a frissitésuk.

Ilyen adatbazisok kdzé tartozik a TarBase (Papadopoulos és mtsai, 2009; Vergoulis
és mtsai, 2012), a mMiIRECORDS validalt célpontokat tartalmazé része (Xiao és mtsai,
2009), és a miRTarBase (Hsu és mtsai, 2011). Egy kilon kategoériat alkot az ilyen
adatbazisokon beliil a nagy ateresztoképességli adatokat gyiijté StarBase (Li és mtsai,
2014). Egyes esetekben az is elképzelhetd, hogy kutatok az altaluk tanulmanyozott
rendszer mikroRNS szabdlyozasat veszik goércsd ala és gytlijtik 0ssze az ez irdnyu
publikaciokat. Ilyen adatbazis példaul az apoptézist és autofagiat szabalyozd
mikroRNSeket 6sszegyiijté mirDeathDB (Xu és Li, 2012), vagy a betegségekben érintett
miRNS-eket tartalmazé miR2Disease (Jiang €s mtsai, 2009).

Ha megnézziik a fenti adatbazisokat, feltiinik, hogy a TarBase 2012-es (6.0) és a

miRTarBase 2013-as (4.5) verzidja mind nagyon nagy, méretii. Ennek az oka az, hogy

31



DOI:10.14753/SE.2018.2142

mindkét esetben az adatok gyiijtésekor szovegbanyaszati modszereket is alkalmaztak. A
miRTarBase a PubMed 6sszes kivonataban kereste meg a miRNS témaju cikkeket, majd
ezek teljes szbvegeben nézték meg, hogy milyen modszereket hasznaltak, és milyen
célpontokat talaltak.

A TarBase esetében a kivonat gyiijtemény a MedLine volt. Az innen szarmazé
talalatok koziil egy mérdszam segitségével megallapitottdk, melyek a legfontosabbak. Ezt
kovetden a cikkek atolvasas utan bekeriiltek az adatbazisba. Az adatbanyaszat és az
irodalom exponencialis névekedése egy nagysagrenddel megemelte a miRNS célpontok
szamat. A Tarbase 5.0-4s (Sethupathy és mtsai, 2006) verzidjaban még mindéssze 5000
interakcid szerepelt, a 6.0-ban (Vergoulis és mtsai, 2012) pedig tébb mint 65000, a 7.0
verzioban pedig mar félmillié (Vlachos és mtsai, 2015).

Fontos megjegyezni, hogy ezen adatbazisok mindegyike tartalmaz egy kézi
gyiijtésii 1épést, amely kdvetkeztében a megbizhatésaguk magas szintii, Szemben a csak
gépi keresd algoritmusokkal dolgozo6 adatbazisokkal. Csak gépi algoritmusokkal dolgozé
adatbazis példaul a miRWalk vallidalt célpontokat tartalmazo része (Dweep és mtsai,
2011).

7.2.2.Konzervaltsagi és kotési energian alapuld miRNS adatbazisok

A miRNS-ek célpontjai az mMRNS-ek 3’ nem transzIlalédo régidjaban talalhatok. Ha
van komplementerség bizonyos 16tyogéssel a miRNS-ek seed régidjaval, és a fenti régio
tobb faj kozott is konzervalt tertiletet tartalmaz, akkor az, feltehet6en funkcionalis, tehat
a kapcsolat val6s. Erre a hipotézisre épitenek az evollcids konzervéltsag alapu
adatbazisok, mint a PicTar (Krek és mtsai, 2005) és a TargetScan (Volinia és mtsai,
2010). Ezen adatbazisok mérete altaldban egy nagysagrenddel nagyobb, mint a kézzel
gylijtott adatbazisoké.

A TargetScan eldszor egy evolucios fat alkot, ami segitségével megallapitja az
egyes régiok konzervaltsagat. Maga az algoritmus figyelembe veszi, hogy a miRNS seed
régioi koriil milyen nukleotidok fordulnak eld. Az els6 nukleotid a miRNS-ek
tobbségénél uracil, ami szamos esetben szintén illeszkedik. Azoknal a miRNS-eknél, ahol
az els6 nukleotid nem uracil, kétszer gyakoribb a mag régiot kozvetleniil megel6zo
pozicidban az adenin konzervalt jelenléte, mint mas nukleotidoké. Ezen feltételek

beépitése az algoritmusba javitja a predikciot.
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A TargetScanS (Lewis és mtsai, 2005) algoritmus a 6 nukleotidb6l &ll6 mag
tokéletes illeszkedését és/vagy a 8. nukleotid illeszkedését, vagy az 1. pozicidban az
MRNS-ben adenin jelenlétét koveteli meg. A mag région kiviil alacsony szinti a
szekvenciak konzervaltsaga. Ahol a 8. nukleotid illeszkedik, a 9-es pozicioban magasabb
a konzervéltsdg mértéke. A 9. pozicidban szintén gyakoribb az adenin az mRNS-ben.
Ezen feltétel beépitése tovabb javitja az algoritmust. A 9. nukleotidtol upstream irdnyba
es6 szakaszok, melyek szerepet jatszhatnanak a miRNS 3' végének illeszkedéseben, nem
mutatnak magasabb konzervaltsagot, mint az 1. nukleotidtol downstream, az illeszkedd
mMiRNS-sel mar nem atfed6 szakaszok. Ez alapjan kizarva azon illeszkedéseket, melyek
hosszabb konzervélt szekvencidkba esnek (azaz a miRNS kot6helyeket rovid konzervalt
szigetekként definidlva), tovabb ndvelhetd az algoritmus prediktiv ereje. A legtobb
Kisérletesen igazolt miRNS-mRNS szabalyozasi kapcsolat esetében tobb kotéhely is
kotShely azonosithatdo a miRNS és az mRNS kozott, mégis miRNS transzfekcioval®
befolyasolhatd az mMRNS-ek szintje. Az illeszkedé oktamerek 43%-a ilyen, mig a
heptamereknél 19-25% ez az arany. A tobb kotohely hatasa 6sszeadodik, Kis tavolsag (8-
40 nukleotid) esetén pedig erésitik egymas hatasat (Grimson és mtsai, 2007). A
TargetScan eredetileg csak a tobb kotohellyel rendelkezd kapcsolatokat fogadta el, a
TargetScanS (Lewis és mtsai, 2005) azonban nincs tekintettel a kot6helyek szamara.

Mas megkdzelitést alkalmaz a miRanda algoritmus (Enright és mtsai, 2003). Itt
nem konzervaltsagi alapon probaltak megkeresni a célpontokat, hanem a szabadenergia
szint valtozas alapjan probaltdk megtalélni a legerésebb kotéseket. A gond a modszerrel
az, hogy a miRNS-ek esetén nem gyakoribbak a legerésebb, legnagyobb szabadenergia
valtozéssal jaré guanin-citozin kozotti kotések. A miRNS-ek feltekeredésébdl adodo
szabadenergia valtozasok nagyobb mértékiiek a kotési energiabdl kdzvetlenil szarmazd
szabadenergia valtozasoknal. A miRanda algoritmus fejlettebb valtozata a mirSVR score
(Betel és mtsai, 2010), amiben mar a konzervaltsagot is figyelembe veszik. Az

eredményeket a microRNA.org weboldalon tették kdzzé (Betel és mtsai, 2008).

6 Transzfekcidnak nevezzilk mikor az eukariéta sejt idegen nuklotidot vesz fel, ebben az esetben miRNS-t.
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7.2.3. Antikorrelacio alapon miikodo mikroRNS adatbazisok

A miRNS-ek célpontjukra valo hatasat leirhatjuk az alabbi egyenlettel (Muniategui
és mtsai, 2012) (3. Egyenlet).

K

— . . . 0 .

xj—Zﬁjk Z Cj + X T &
k=1

3. Egyenlet

Az xj az mMRNS-ek, a zxk a miRNS-ek szintjét jelzi, a Bjk a k-dik miRNS hatésa a j-
ik MRNS-re, az X a j-edik mRNS szintjét jelzi miRNS hatés nélkiil, az j pedig a hiba
tag. A cjk azt mondja meg, hogy van-e szekvencia homologia a cél mRNS és miRNS
kozott, értéke 1 ha van 0 ha nincs. Ennek vizsgalatara az el6z6 két fejezetben hasznalt
adatbazisok alkalmasak. Mind a miRNS mind pedig az mRNS szintet a kettesalapl
logaritmussal mérik, egyrészt azért, mert igy a fenti képletben az 6sszeadasok szorzasnak,
a szorzasok pedig hatvanykitevonek mindsiilnek a tomeghatdsos egyenletek logikéjat
kdvetve, masrészt az expresszio szintjét a microarray chipeknél ilyen formaban adjak meg
leggyakrabban.

Mint lathat6 az alabbi adatbazisok, algoritmusok nem képesek a legjabb miRNS —
MRNS kapcsolatokat feltarni, viszont alkalmasak lehetnek arra, hogy a mar létez6
szekvencia homologia és konzervaltsag alapjan meglévé adatokbdl kapott képet
finomitsak. Valamennyi mddszernek a hatranya, hogy csak a leger6sebb kapcsolatokat
képes kimutatni. Az alabbiakban néhany a fentieket hasznalo algoritmust szeretnék
bemutatni.

Az els6 ilyen algoritmus a Talasso (Muniategui és mtsai, 2012), mely azt a
gyakran hasznalt médszert alkalmazza, hogy a szekvencia alapu, jésl6 mechanizmusokat
0sszekoti az antikorrelacioval miikodé modszerekkel. A 3. Egyenlet cjx konstansa
szarmazik a szekvencia alapu joéslabdl. A megmaradd linearis egyenlet rendszer
megoldasat a legkisebb négyzetek modszerével végzi a program a LASSO algoritmust
alkalmazva (Kim, 2007). Ez alapjan nyujt becslést az egyes miRNS-ek egyes mRNS-ekre
valo hataséara.

A Nature Methods hasabjain megjelent Genmir++ algoritmushoz (Huang és mtsai,
2007) a kapcsolatok kialakitasahoz ugyanazon mintakbdl szarmazé miRNS és mRNS

expresszios adatokat gyiijtottek. A kapcsolati ersséget (a 3. Egyenletben a Bjk-t) Bayess
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halo’ alapjan allapitottak meg, ahol az egyes paramétereket a halo egyes pontjai adtak. A
Cik (@ konstans, ami megadja, hogy az adott miRNS célpontja-e az adott mRNS) vételéhez
tobb adatbazist vizsgaltak meg, hogy melyik lenne a legalkalmasabb a szekvencia
homoldgia keresésre. Végul a TARGETSCAN mellett dontdttek, mivel annak a
célpontjai mutattak a legjobb atfedést az egyes bioldgiai funkcidkban a Gene Ontology
adatbazis alapjan.

A HOCTAR a “Hostgene Oppositely Correlated TARgets” roviditése. A modszer
(Gennarino és mtsai, 2009) es adatbazis (Gennarino és mtsai, 2011) a miRNS-eket ravetiti
azon mRNSekre, amikben a miRNS sajat szekvencidja el6fordul. Ezt kovetden kiilonboz6
szekvencia alapl miRNS-mRNS célpont adatbazisok alapjan (miRanda, TargetScan,
PicTar) megvizsgalja, hogy mely miRNS-ekhez mely mRNS-ekhez kapcsolhatdk.
Végezetil egy sorba rendez6 algoritmus segitségével 0sszehasonlitja, hogy vajon mik
azok az mRNS-ek, melyek legjobban antikorrelalnak az egyes miRNS-ek ,,gazda” (host)-
gének expresszidjaval. A modszer elénye az, hogy nincs szilkség miRNS microarray
adatok vizsgalatara, csupdn mRNS szint mérésébdl is képes megmutatni, mely miRNS-
ek lehetnek aktivak. Hatranya, hogy a rengeteg egyéb hatas elmoshatja a miRNS-ek
hatasat, elég csupan a transzkripciés faktorokra, vagy a DNS metilaciora gondolni
(Gennarino és mtsai, 2009).

7.3. Transzkripcids faktor-miRNS adatbazisok

A PUTMIR egyike a transzkripciés faktor- miRNS kotéseket gytijtd
adatbazisoknak (Bandyopadhyay és Bhattacharyya, 2010). A vizsgalathoz a Transfac
adatbazisbol gytijtottek ki a transzkripcids faktorokat és a hozzajuk tartozd pozicid
stlyozott métrixokat. A miRNS génekt6l 3’ €s 5” iranyba 10000 nukleotidban kerestek
koté szekvenciakat. A pozicid sulyozott matrix kotési erdssegét meghataroztak,
normalizalva a transzkripcios faktor kotés hosszaval. A kapott eloszlas atlagatol 1,64
szorassal magasabb értékeket vettek szignifikansnak.

A TransmiR adatbazis kézi gytijtésii transzkripcios faktor - miRNS
kapcsolatokat tartalmaz (Wang és mtsai, 2010). Emberi vonatkozasban 6sszesen 86

7 Iranyitott graffal vald modellezése egymdstdl fliggetlen és fliggd eseményeknek, melyekben az élek a
feltételes valdszinlségek. Példaul, ha az mRNS szint leesik, mikozben a miRNS szint magas, akkor az
MRNS-miRNS kotédés valdszinUsithetd. Ez felirhaté minden egyes mRNS-miRNS kdzotti kapcsolat esetén
és a legvaldszinlbbek kivalaszthatdk, vagy ez a kapcsolat kozvetlendl is hasznalhatd a kapcsolat joslasara,
ahogy a Genmir++ algoritmusban torténik.
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cikkbdl 82 gén 243 kapcsolatat gyiijtotte 100 miRNS-re. Sajnos az egyes gének kdzé nem
transzkripcids faktorok is belekeveredtek az adatgytijtés soran.

A mar kordbban emlitett ENCODE adatbazis szintén tartalmaz ilyen jellegii
kapcsolatokat (Qu és Fang, 2013).

8. Az adatbazisokbdl a rendszerbioldgiai modell felé: hal6zatok

Ha ismertek a bioldgiai entitdsok kozotti interakciok, akkor azokat modellezhetjiik
egy grafként (De Las Rivas és Fontanillo, 2010). Egy graf pontok és azokat 6sszekotd
élek halmaza (Euler, 1736). Fehérje interakcios hal6zatok esetén a pontok egyes fehérjék,
mig az élek interakciokat jelentenek. A regulécios haldzatokban a pontok lehetnek
transzkripcios faktorok és azok célgenjei, vagy miRNS-ek és azok az mRNS-ek, amiket
miRNS-ek regulalnak. Egy graf lehet iranyitott vagy iranyitatlan. Iranyitott, ha ismert,
hogy mely pontbdl mely pontba mutatnak az egyes élek, mig irdnyitatlan, ha ismeretlen.
Példaul egy biokémiai reakcio iranyitott, ha az egyik enzim foszforilalja a mésikat.
Iranyitatlan a kapcsolat, ha példaul két fehérje egyszertien érintkezik egymassal. A graf
lehet sulyozott vagy sulyozatlan. Sulyozott, ha az egyes élekhez hozza van rendelve egy
stly érték. Ez lehet az eldbbi példaknal a reakciokinetikai allandd, vagy az interakcid
erOssége. Ez sokszor ismeretlen, ezért a graf stlyozatlan marad (Csermely és mtsai,
2013). A jelatvitelt altaldban irdnyitott, stlyozatlan grafként modellezhetjik toplégiai
halézatokban (Samaga és Klamt, 2013). Tobb lehetéség is lehet suly hozzarendelésére,
példaul gén expresszios értekek (Bansal és mtsai, 2006; Chen és Zhang, 2016), vagy az
emlitett reakciokinetikai allandok hozzdadasaval (leginkdbb metabolikus haldzatokban
(Nikoloski és mtsai, 2015)).

A halozatnak azt a részét, amelyikben minden tovabbi pont elérhetd, orids
komponensnek nevezzilk (Barabasi, 2016). Gyakori kérdés a bioldgiai hal6zatokban,
hogy melyek a kozponti, legfontosabb pontok a haldzaton belil. A természetes
rendszerek a nem célzott tamadasokkal szemben robusztusak, és csak a kdzponti elemek
kiejtésekor valnak sebezhetévé (Barabasi, 2016; Jeong és mtsai, 2001)(Barabasi, 2016;
Jeong és mtsai, 2001). llyenkor betegségek alakulhatnak ki. Eppen ezért hasznaljak a
kritikussdg mérésére az egyes haldzati centralitasi értékeket, mellyel meghatarozhatd,
hogy mely pontok kiesése jar a haldzat és ezzel az organizmus szamara vegzetes
kovetkezmenyekkel. Az egyes centralitasi értékek részben korrelalnak egymassal, de ez

nagyban hal6zatfiiggé (Valente és mtsai, 2008).
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A legegyszeriibb centralitasi mérészam a fokszdm (degree). A fokszdm a
halézatban adott pont (v) szomszédjainak (éleinek (ew)) a szdma: 4. Egyenlet.

D(v) = Z evu

u
4. Egyenlet

A fokszam a lokalis fontossagat méri a pontoknak. A lokalis fontossag mellett egy

pont globalis fontossdganak a megallapitdshoz az egész héaldzatot figyelembe vevd
mérészamra is sziikség van. Ezek koziil egy konnyen szamolhaté mérészam a kdztiségi

centralitas (betweenness centrality, 5. Egyenlet) (Anthonisse, Jac, 1971):

_ p(s,v,t)
BC(U)— ZZW SFt+v

5. Egyenlet

Ez az adott ponton (v) atmend legrovidebb utak szamat méri (p(s,v,t)), €S 0Sztja vissza az
0sszes legrovidebb uttal a hal6zatban (p(s,2)), ahol s és t pontok a hal6zatban.

A kluszterezettségi egyutthatd (clustering coefficient) azt méri, hogy egy adott
pont szomszédjai kdzil a szomszédok hany szazaléka all kapcsolatban egymassal is. Méas
szoval, hany darab haromszog (1(v)) irhaté fel az adott pont (v) korlli dsszes, harom
részes motivumbol (z(v)) (6. Egyenlet) (Watts és Strogatz, 1998).

A(v
cC, = %

6. Egyenlet

Ezzel, a haldzaton belil azt mondja meg, hogy egy adott pont mennyire része egy
egymassal is 0sszefliggd csoportnak (Sabidussi, 1966; Watts és Strogatz, 1998), tehat a
lokalis centralitasok kozé tartozik.

Centralisnak mondhatunk egy pontot, ha a halozat sz&1ét6l messze talalhat6. Ennek
mérésére alkalmas a kdzelség (closeness) (Jeong és mtsai, 2001), amely megmeéri az adott
ponttol (v) a hal6zat 6sszes pontjanak (N) a tavolsagat (d(u,v)), és ennek a reciprokat veszi
(7. Egyenlet).

CC = N—_l
2yd(u,v)

7. Egyenlet
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Mivel itt is a teljes hal6zathoz mérjik a pontunk tavolsagéat, ezért a pont egész
haldzathoz vizszonyitott, globalis centralitasat kdzelithetjiik meg igy.

A jelatviteli halozatokban specifikus haldzati mérészamra is sziikség lehet. Ez a
,csokornyakkendéség” (bowtieness) (Supper és mtsai, 2009) (8. Egyenlet).

B p(L,v,T)
BT(v) = ZL: > Ty

8. Egyenlet

A jelatviteli utak a sejtben egymadssal kapcsolatban allnak és a kiilonb6zo
ligandokbol kiindul6 jelek képesek keresztbeszélgetést folytatni egymaéssal (Fazekas és
mtsai, 2013; Korcsméaros és mtsai, 2010)A jelatviteli utak a sejtben egymaéssal
kapcsolatban allnak és a kiilonbozd ligandokbol  kiinduld jelek képesek
keresztbeszélgetést folytatni egymassal (Fazekas és mtsai, 2013; Korcsmaros és mtsai,
2010). Jelatviteli utnak a ligandtol (L) a transzkripcids faktorokig (T) terjed6 kaszkadot
tekintjuk. A sok transzkripcios faktort az egyik, mig a ligandokat a masik oldalra téve egy
csokornyakkendd két sz¢élét alkotjak, a koztiik a jelet vivd, egymassal keresztbeszélgetd
fehérjék pedig a nyakkendd csomdjat. A csokornyakkenddség azt méri, hogy a
ligandoktdl a transzkripcios faktorokig egy adott fehérjén (v) hany darab jelatviteli
kaszkad (ut) (po(L,v,T)) megy at, elosztva az 0sszes jelatviteli dattal (p(L,T)) (Supper és
mtsai, 2009) (8. Egyenlet). Lathato, hogy mig a csokornyakkenddség csak a ligandok és
a transzkripcios faktorok kdzott méri a jelatviteli utakat, addig a koztiség minden egyes
pont kdzdtt méri a legrévidebb utakat, és azt, hogy hany Gt megy at az adott ponton.

A magas fokszamu, lokalisan centralis pontokat nevezzilk huboknak. A huboknak
két tipusét lehet elkiloniteni. Az egyik tipus, melynek nagy mennyiségii kapcsolata
allandd. Az ilyen csomopontokat partizd6 csomoépontoknak (party hub) hivjuk (Han és
mtsai, 2004). Azokat a csomdpontokat, melyek sok kapcsolattal rendelkeznek, de ezek
kozll egyszerre kevésben vesznek részt, randizé csomopontoknak (date hub) hivjuk. A
jelatvitel szempontjabol a partizd csomépontok lehetnek példaul egyes allvanyfehérjék,
melyek mindig azonos, de relative nagy mennyiségii fehérjével vannak kapcsolatban (pl
axin) (Good és mtsai, 2011). Randiz6 csomdpontok lehetnek példaul az egyes
stresszfehérjék (Palotai és mtsai, 2008). A randizo és partiz6 csomopontok elkiulonitésére
1dobeli interakcios halozatok feltérképezéskor van lehetdség, de ilyen halozatok épitései

komoly problémakba tk6znek (Agarwal és mtsai, 2010).
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A hub fehérjéken sokszor nagy mennyiségli ut megy keresztiil. Ezen fehérjéknek
minden centralitas értéke magas. A magas globalis centralitas viszont nem mindig jar
egyutt magas lokalis centralitassal. Azon fehérjéket, melyek fokszama alacsonyabb, mig
globalis centeralitasa magas palacknyak (bottleneck), vagy darazsderék fehérjéknek
nevezzik (Yu és mtsai, 2007).

8.1. Az esszencialitas halozat alapu meghatarozasa

Az esszencialitds, mint fogalom tobbféleképpen értelmezheté. Genetikai
értelmében esszenciélisnak azokat a géneket tekintjiik, melyek nélkil az organizmus vagy
nem képes kifejlédni vagy pedig nagyon hamar elpusztul (Jeong és mtsai, 2001). Ahhoz,
hogy egy gén esszencialitasat meghatarozzuk, koltséges kisérletekre van szikség. Ezért
szlikség volt az esszencialitas joslasara.

A grafelméletben a kritikussagnak mas jellegli definicidja van. Itt, azt a
kapcsolatot tekintjuk kritikusnak, melynek elvesztése utana a graf darabjaira esik szét
(Barabaési, 2016). Ez elméletben egyet jelent az organizmus halalaval is.

Egyes algoritmusok csupan az interakcios halézatot vették alapul. A fentiekben
ismertetett centralitasok korreldlnak a hal6zatban a genek biologiai esszencialitasaval
(Estrada, 2006; Mason és Verwoerd, 2007). Az él kluszterezettségi algoritmust bevezetve
a haldzaton beliil az élek vizsgalataval lehet kimutatni az esszencialis pontokat (Wang és
mtsai, 2012).

A masik lehetdség, hogy a szigortan graf elméleti centralitdsok mellé valamilyen
biologiai funkciot is vizsgélnak. Ilyen feltételezés volt, hogy az esszencidlis fehérjék
magasabb eséllyel elemei komplexeknek (Li és mtsai, 2017; Luo és Qi, 2015), tébb
funkciojuk van (Tew és mtsai, 2007), és megvaltozik az expresszidjuk a kilonféle sejtes
allapotok kozott (Li és mtsai, 2012).

Egy tovabbi lehetdség a halozat forras és nyeld pontjainak® Osszekotése (Di
Summa és mtsai, 2011). Az jelatvitelben a forras pontoknak tekinthet6ek a bejovo jelet
hordozé ligandok, mig nyeld pontoknak a jelatviteli utak vége, a transzkripcios faktorok
tekinthetok. Ezek Osszekotésével meghatarozhatoak az adot jelatviteli haldzatban az

esszencialis utak.

8 Forras és nyeld avagy source és sink pontok. A forrds pontok csak kimend kapcsolattal, a nyel& pontok
csak bemend kapcsolattal rendlekeznek. Vegylk észre, hogy ezek a ligandok és a transzkripcios faktorok a
jelatvitelben.
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9. A hélbzatok szerepe a daganatok vizsgalataban

A daganatokat rendszerbioldgiai betegségnek tekintjik (Hornberg és mitsai,
2006). A korabban alkalmazott kemoterapiak a gyorsan osztodd daganatokkal szemben
(mint az akut myeloid és limfoid leukémiak) érték el a legnagyobb sikereket, de csak
mérsékelt eredményt hoztak a szolid daganatokkal (mint a nem-kissejtes tiidérak vagy a
colorectalis carcinoma) szembeni harcban (John E. Niderhuber és mtsai, 2014). A
legujabb, célzott kemoterapias szerek képesek ugyan javitani a tulélést (Siegel és mtsai,
2012), &m a daganatok gyakran felllkerekednek a gydgyszerekkel folytatott evollcios
fegyverkezési versenyben. Ahhoz, hogy a daganatokat kezelni tudjuk, szikség van Uj
terapias célpontokra.

A daganatban mutdlodd génekbdl képzddd fehérjék (tovabbiakban mutalt
fehérjék) szama kevés. VVogelstein és munkatarsai mindossze 138 ilyen driver gént irtak
le (Vogelstein és mtsai, 2013). A Cancer Gene Census (CGC) adatbazisban, mely a driver
(igazoltan daganatot okozd) mutaciok gyijt6helye, minddssze 547 (Higgins és mtsai,
2007) ilyen mutécid szerepelt 2016 szeptemberében. A daganatokat okozo driver gének
mellett rengeteg passenger (a daganat képzddésében nem részt vevd) mutacio is eléfordul
a daganat genomjaban (Stratton és mtsai, 2009; Vogelstein és mtsai, 2013). A driver
gének kozul nem sziikséges mindegyik mutacidja az egyes daganatokban a jelatvitel
athuzalozéasahoz®, mivel a jelatvitel legkdzpontibb uGtvonalaiban foglalnak helyet,
ugymint a MAPK, TGF, JAK/STAT, Notch, Hedgehog, WNT, illetve a p53 (Pires-
daSilva és Sommer, 2003; Vogelstein és mtsai, 2013). Az athuzalozas jelenségének
megértéséhez nem elég magukat a mutélt fehérjéket vizsgalni, elemezni kell a kdzvetlen
kdrnyezetiket is. Erre, a leggyakrabban hasznalt metodika az Utvonalak elemzése (Chen
és mtsai, 2013; Reimand és Bader, 2014; Srihari és Ragan, 2013), mellyel lehetéség van
uj driver gének joslasara.

Az utvonalak azonban kommunikalnak egymassal, cross-talkot folytatnak. Az
utvonalak kozotti cross-talkok megvaltozasa képes az egyik utvonalbol bejovo jelet
atalakitani: példaul halal jelet talélési jellé alakitani (Hanahan és Weinberg, 2011, 2000;
Mimeault és Batra, 2010). A cross-talkok athuzalozésat a javunkra is fordithatjuk.

9 Athuzalozas (rewiring): a bejové szignalizaciés mechanizmusok mas jelatviteli utakra valé terelése
példaul dagnatokban, vagy gyodgyszeres terapiaban.
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Megtalalva a cross-talk forrasat, meggéatolhatjuk, vagy serkenthetjiik, igy a talélési jelbol
halal jelet alakitva (Farkas és mtsai, 2011).

A héldzatbiologiai vizsgalatok képesek meghatarozni a mutélt fehérjék rendszer
szintli hatasat (Cui és mtsai, 2007a; Li és mtsai, 2009, 2013c; Xia és mtsai, 2011)A
haldzatbioldgiai vizsgalatok képesek meghatarozni a mutalt fehérjék rendszer szintli
hatasat (Cui és mtsai, 2007a; Li és mtsai, 2009, 2013c; Xia és mtsai, 2011). A daganatban
részt vevé fehérjék a halozat centrumaban helyezkednek el. Tobb fehérje hat rajuk
kdzvetlenll, és tobb fehérjére vannak Ok hatdssal, azaz iranyitott halézatban mind
magasabb be- és kimend fokszammal rendelkeznek (Cui és mtsai, 2007a). Tehat lokalisan
kozpontibb szerepet toltenek be. Osszekotik a sejthaldzat egyes részeit, mert tobb
legrovidebb Ut megy at rajtuk, magasabb koztiséggel rendelkeznek (Li és mtsai, 2013c;
Xia és mtsai, 2011). A mutalt fehérjék magasabb kluszterezettségi egyitthatdval
rendelkeznek, azaz szomszédjainak jelentds része egymassal is szomszédos (Cui és mtsai,
2007a; Li és mtsai, 2009). Ez azt jelenti, hogy a jelatvitelnek egy egymassal 6sszekotott
teruletét kell modositania a tumorok progressziéjahoz.

A daganatban val6 valtozasok masik csoportjat a differencialtan expresszalodé
gének alkotjak. A microarray és Uj generacios szekvenalasi (NGS) adatok elterjedésével
egyre nagyobb sziikség volt megallapitani a legrelevansabb valtozésokat. Ehhez
alkalmaztak a differencialtan expresszalodott génekbdl képzett halozatokat, és a
legkdzpontibb differencialtan expresszalodo géneket probaltak megtalalni példaul mell
vagy prosztata daganat esetén (Ummanni és mtsai, 2011; Vellaichamy és mtsai, 2010;
Wang és mtsai, 2011). Az ilyen jellegii munkak nem vették figyelembe diffierencialtan
expresszalodo fehérjék interakcios kornyezetét. A masik lehetOség itt is az Gtvonalak és
a jelek lefutasanak komplexebb modellezése volt a differencialtan expresszal6dd gének
utvonalakban valé duasuldsanak vizsgalataval (Ergin és mtsai, 2007). A kozvetlen
interakcios kornyezet felmérese a diferencialtan expresszalodo gének esetén sem tortent
meg.

A diferencialt expresszio és a mutacid egyiittes vizsgalatara els6sorban a The
Cancer Genome Atlas Consortium (TCGA) munkdja sordn keriilt sor. Kiilonb6z6
daganatokat a mutacios és differencidltan expresszalodd gének segitségével kiillonbdzo
csoportokba soroltak (Bass és mtsai, 2014; Cancer és mtsai, 2014; Cancer Genome Atlas
Network és mtsai, 2012; Collisson és mtsai, 2014; Koboldt és mtsai, 2012). Ezzel a
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daganatkezelés személyre sz616 terapia felé vald elmozdulasanak adtak lehet6séget. A
diferencidlt expresszié és a mutécid egylittes vizsgalatara elsésorban a The Cancer
Genome Atlas Consortium (TCGA) munkaja soran keriilt sor. Kiilonb6z6 daganatokat a
mutacios ¢és differencialtan expresszaldodo gének segitségével kiillonbozo csoportokba
soroltédk (Bass és mtsai, 2014; Cancer és mtsai, 2014; Cancer Genome Atlas Network és
mtsai, 2012; Collisson és mtsai, 2014; Koboldt és mtsai, 2012). Ezzel a daganatkezelés
személyre sz010 terdpia felé valo elmozdulasanak adtak lehetséget.

A TCGA adatsoraibol valé munka méasik megkdzelitése az volt, hogy az 6sszes
adatbol probaltak altalanos megallapitasra jutni a daganatok alapvetd természetére
vonatkozdan (Chang és mtsai, 2013; Leiserson és mtsai, 2015). Colorectalis carcinoma
(Cancer Genome Atlas Network és mtsai, 2012), tiidé adenocarcinoma (Collisson és
mtsai, 2014) és melldaganat (Koboldt és mtsai, 2012) esetén mind a mutéaciot, mind a
normal szévethez viszonyitott expressziot, valamint az egyes gének metilaltsagat is
figyelembe vették. Az adatokbdl megallapithatd volt, hogy eltér6é az egyes daganatok
utvonal—preferencidja, példaul a colorectalis carcinoma esetén a WNT, foszfatidil inozitol
3 kinaz (P13K) és a CGC-ben nem szerepld p53 utvonal fordul el6 (Cancer Genome Atlas
Network és mtsai, 2012). A megvaltozé ttvonalak tiidé adenocarcinomak esetén az
EGFR, PI3K, nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2), p53 és a sejt ciklus
szabalyozéas (Collisson és mtsai, 2014), mig melldaganatokban a PI3K és a p53 mellé a
retinoblasztoma (RB) utvonal tarsul.

Az 6sszes daganat vizsgalatanal is a legfontosabb cél az Utvonalak analizise volt
(Leiserson és mtsai, 2015). Sikerlt megéallapitani, hogy a leggyakrabban daganatot
okoz6 géneket mar ismerjuk és egyre ink&bb a specifikus, néhany beteget érinté mutaciok
kutatasara kell koncentralni. Egyre jobban ismerjik a ritka mutaciok kozott a driver
mutaciokat (Lawrence és mtsai, 2014), viszont egyik esetben sem vizsgaltak a daganatban
érintett fehérjék els6 szomszédjat és az interakcios kornyezetet kozvetlenil, ami
szamtalan Uj kutatasi iranyt nyithat a rakkal vald harcban, és a személyre szabott terapias

beavatkozasok fejlesztésében.
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1. Célkitizések

Mivel mind a mai napig az Utvonalak csoportositasa 6nkényes, €s nem a bioldgiai
és evollcios utakat koveti, ezért kutatocsoportunk létrehozta a SignaLink jelatviteli
adatbazist. Ez a jelatviteli adatbazis, azonban nem tartalmazott regulacios kapcsolatokat,
amikkel a jelatvitel visszacsatolasait és a fenotipust iranyitd transzkripcionalis
valtozésokat bemutathattuk volna. Ezért a SignaLink adatbazist tovabbfejlesztettiik, és
tobb mas regulécios adatréteget adtunk hozza. Ezen rétegek kozil a transzkripcionalis
szabalyozas elkészitése volt az én feladatom.

Az elkésziilt adatbazissal lehetdség volt két cél megvalositasra:
o A jelatvitelben a paraldg csoportok kozil a kritikus paralogok azonositasara és
jellemzésére.
e A daganatokban el6forduld egyes jelatviteli valtozasok vizsgalatara és azok

jelatviteli helyzetének és kdrnyezetének bemutatasara.

PhD munkam soran tehat célul tiiztem ki, hogy:

1. elkészitem a SignaLink 2 jelatviteli adatbazis transzkripcionlis faktor -célgén
kapcsolatokat és miRNS- célgén kapcsolatokat tartalmazd rétegeit,

2. elkészitsek egy algoritmust a transzkripcids faktor célgén kapcsolatok joslasahoz és
ezt alkalmazzam két masik fontos sejtbioldgiai folymat — az autofagia és az NRF2
stressz valasz- regulécids vizsgalatara,

3. meghatarozom a jeltavitlben a kritikus paraldégokat, és elemzem azok halézati €s
biologiai jelent6seget,

4. azonositom négy nagy prevalenciaju daganatban (colorectalis carcinoma, mell
dagnat, nem-kissejtes tiid6 rak és hepatocellularis carcinoma) érintett fehérjéket a
jelétvitelben és bemutatom kornyezetiiket els6é szomszédjaikon keresztiil, ezzel
illusztralva a daganatok jelatvitelt athuzalozo stratégiajat,

5. megkeresem és bemutatom mind a kritikus paralogok, mind pedig az elsé

szomszedok gyogyszertervezési es alkalmazasi lehetdségeit.
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IV. Mobdszerek

1. Transzkripcios faktor pozicio sulyozasi matrix alapjan torténé DNS kotés joslasa

A transzkripcios faktor célgének vizsgalatahoz kidolgoztam egy eljarast, amely
az Osszes lehetséges nukleotid kotédésbol szamolja ki, hogy melyik a lehetséges
transzkripcids faktor kotéhely. A vizsgalathoz minden egyes transzkripcios faktor pozicio
stlyozott matrixat vettem a JASPAR adatbazisbol (Mathelier és mtsai, 2015). Ezutan
minden lehetséges DNS kombinaciot elkészitettem az adott transzkripcios faktor DNS
koté helyének megfeleléen. Kiszdmoltam, hogy az adott nukelotid szekvencia mekkora
eséllyel tud transzkripcios faktort kétni a JASPAR transzkripcids faktor koté matrixok
alapjan. Az o6sszehasonlithatosag érdekében normalizaltam a kapott eredményt (0.25" a
9. Egyenletben). Elosztottam az atlagos nukleotid frekvencia gyakorisaggal. Végul a

kapott erték tizes alapu logaritmusat hasznaltam (9. Egyenlet).

H? Prnukeleotid
0,25™

S =log

9. Egyenlet

Ahol a transzkripcids faktor DNS kotd helyének hossza n, a nukleotid szekvencia és a
transzkripcids faktor kotésének esélye [17 Pnukereotia, 0,25" pedig a normalizélasi faktor.
A mddszer nem vette figyelembe, hogy a genom egyes teriiletein a nukelotidok
kiilonboz6 aranyban fordulnak el6. A programozasban Szuromi Gabor, mérnok-
informatikus kolléga volt segitségemre.

Ezzel az S értékkel dolgoztam tovabb. Hisztogramon &brazolva az eloszlasat
lathatd, hogy két Gauss eloszlas talalhaté egymason. A magasabb érték jelzi a valddi
kotédést. Ahhoz, hogy meghatarozzam a két Gauss gorbe varhat6 értékét és szordsat, egy
Matlab algoritmust irtam, mely heurisztikusan a legkisebb eltérést szamolva kereste meg
két normal eloszlasu gorbe legjobb illesztését az altalam mért értékre. A programhoz
elészor az eredeti hisztogram elsd derivaltjait (az inflexids pontokat) kerestem meg. Ezek
a pontok adtdk a kiindulasi kozepértékeket. Innen kiindulva a program valtoztatta a
kozéperték, illetve a széras ertékét, mig a legjobb fedést meg nem talalta. (Az 5. abra
szaggatott fekete és narancssarga gorbéje kozti kilonbség minimalisra csokkent.) A
heurisztikus algoritmus keresése utan az elsé gorbe (5. abra kék) varhatd érétke -13,39

szorasa 2,15-nek adodott. A masodikeé rendre (5. abra piros) 6,2 es 4,01.
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5. &bra A transzkripciés faktor célgen kapcsolatok megoszlasa az S érték
flggvényében. A narancssarga gorbe mutatja az eredeti eloszlast. Erre illeszkedik a két
normal eloszlasu valoszinliségi valtozobol (kék és vords gorbe) készitett slirliség

flggveny. A z6ld vonal jelzi a hatarértékeket a kapcsolatok esetén.

Azzal a hipotézissel éltem, hogy a magasabb S értékkel rendelkezd, azaz a
véletlennél nagyobb eséllyel kotddo transzkripeids faktor célgén kapcsolatok talalhatoak
a kisebb magassagu, masodik Gauss gorbében (Schneider és Stephens, 1990). Sajnos,
ahogy lathato (5. abra), nagyon nehéz elkuloniteni a fals pozitivtdl a valddi transzkripcids
faktor kotéseket. ROC (Receiver Operating Characteristic) analizist hasznalva kerestem
meg egy megfeleld hatarértéket a gorbén. A specificitas (valodi negativ/Gsszes negativ,
esetunkben hatarértéktdl balra eso teriilet a kék gorbén/dsszes teriilet a kék gorbén) érték
nagysagat szerettem volna magasan tartani, hogy minél kevesebb hamis pozitiv
transzkripcids faktor célgén kapcsolat keriljon az adatbazisokba, ezzel természetesen a
szenzitivitas (valodi pozitiv/Gsszes pozitiv esetiinkben hatarértéktdl jobbra 1€vo teriilet a
piros gorbén /Gsszes terllet a piros gorben) csokkent. Végezetil S = 10 hatarertéket
valasztottam. Ennek a specificitdsa 99,9%, de a szenzitivitasa igen alacsony, minddssze
2.0%. Ez roppant modon pazarlonak tlinhet, de ebben az esetben is 22 026 457 a hipotézis

szerint létezé transzkripcids faktor célgén kapcsolatrdl van sz, Az analizishez hasznalt
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hatarértek keresését az 6. abra mutatja. VVégezetil azok a gén szekvenciak, melyek
megfeleld hatarértékkel rendelkeztek és egy adott géntdl legfeljebb 2000 nukleotid
tavolsagban helyezkedtek el, transzkripcids faktor kotOhelyként keriiltek felismerésre.
Mind az intronialis és exonialis transzkripcios faktor kotohelyeket felismertnek
tekintettik. A kapott transzkripcios faktor-célgén kotéseket az egyes adatbézisokra

lebontva az Eredmények fejezetben kdzlom.
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6. abra A specificitas és szenzitivitds meghatarozasara végzett ROC elemzés

2. Hasznalt adatbazisok

A munkam sordn nagyon sok kiilonb6zd adatbazist hasznaltam mind a sajat
adatbazisaink regulacidés rétegeinek felépitéséhez, mind pedig a kiilonb6z6
vizsgélatokhoz. Az egyes adatbazisokat a 2. tablazat tartalmazza, és az alabbiakban
részletezem munkafolyamathoz kapcsoltan.

2.1. miRNS ceélpont adatbazisok:

A miRNS adatbazisoknal a miRNS neveket miRBase azonositora forditottam
(Kozomara es Griffiths-Jones, 2011), a célgének kiilonb6z6 azonositoit pedig UniProt
azonositora. Az el6bbit Python program segitségével végeztem, az utébbihoz az UniProt
ID fordito szolgaltatasat és az Eurdpai Bioinformatikai Intézet PICR (Wein és mtsai,
2012) platformjat hasznaltam.

A predikcios miRNS adatbazisok kozil a PicTar (Krek és mtsai, 2005),
TargetSCAN (Volinia és mtsai, 2010) és a miRanda (Betel és mtsai, 2010; Enright és
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mtsai, 2003) algoritmust haszndlé microRNA.org (Betel és mtsai, 2008) Ker(lt
integralasra a SignaLink 2 esetén. A kézi gyijtésti adatbazisok koziil a Tarbase (Vergoulis
és mtsai, 2012; Vlachos és mtsai, 2015) és a miRecords (Xiao és mtsai, 2009) kézi
gylijtésii része keriilt be mindegyik adatbazisba. Az ARN-be bekeriilt még a miR2Disease
(Jiang és mtsai, 2009), miRDeathDB (Xu és Li, 2012) és a miRTarBase (Hsu és mtsai,
2014). Az adatok integralasat valamennyi adatbazisba Turei Dénessel, biologus PhD
hallgato tarsammal kdzdsen végeztik.

A kritikus paralogok vizsgalatara a miRTarBase adatbazist hasznaltam (Hsu és
mtsai, 2014), mivel a Tarbase a vizsgalat ideje alatt nem volt elérhet6, és a miRTarBase

volt akkor a legnagyobb, elérhetd, kézi gylijtésii miRNS célgén adatbazis.

2.2. Transzkripcios faktor célgén adatbazisok

A transzkripciés faktor célgén Kkapcsolatok feltdltésére a kilénbozé
adatbazisokban az emberi jelatvitelnez az ABS (Blanco és mtsai, 2006), az ENCODE
(Diehl és Boyle, 2016), az ORegAnno (Montgomery és mtsai, 2006) a PAZAR (Portales-
Casamar és mtsai, 2009) és a HTRI-t (Bovolenta és mtsai, 2012) hasznéaltuk. Ehhez az
azonositokat UniProt azonositokra forditottuk a PICR (Wein és mtsai, 2012) szoftver
segitségével.

A kritikus paralég csoportok vizsgalatakor az ORregAnno (Montgomery és
mtsai, 2006) adatbazist toltéttem le a PAZAR (Portales-Casamar és mtsai, 2009)
adatbazisbol és a HTRI-t (Bovolenta és mtsai, 2012).

2.3. Transzkripcids faktor miRNS adatbazisok
Az adatbazisok kozil az ENCODE (Diehl és Boyle, 2016), a PuTmiR
(Bandyopadhyay és Bhattacharyya, 2010) eés a TransmiR (Wang és mtsai, 2010)
tartalmazott transzkripcios faktor-célgén kapcsolatokat. A fehérje azonositokat UniProt
azonositokra forditottuk, a miRNS azonositokat miRBase azonositokra, és igy kerultek
beépitésre az adatbazisokba.
2.4. Betegség specifikus adatbazisok
A daganatokban érintett fehérjék meghatarozashoz sziikség volt egy adatbazisra,
mely tartalmazza azon géneket, melyek mutacidja daganatot okoz. Ez az adatbazis a
Cancer Gene Census (CGC) (Futreal és mtsai, 2004) volt. Innen az elsé szomszédokhoz

daganat specifikusan sziirtiik ki a daganatot okozo géneket. Ez a fajta sziirés lehetdséget
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teremtett a daganat-specifikussdg novelésére. Az egyes kulcsszavakat a 1. tablazat

tartalmazza.

1. tablazat A daganatban érintett fehérjék meghatarozasara hasznalt kereso

kifejezések a Cancer Gene Census adatbazisban

Daganat tipusa Keresett kifejezés a CGC-ben

Colorectalis adenomatous polyposis coli, colorectal, adenomatous
carcinoma polyposis coli; Turcot syndrome

Mell daganat familial breast cancer, lobular breast, breast

Hepatocellular hepatocellular carcinoma, hepatocellular

carcinoma

NSCL lung, NSCLC, de nem tartalmazta ,,small cell lung carcinoma”

A kritikus paral6g csoportok daganatban valé érintettségének vizsgélatakor a
teljes CGC adatbazist hasznaltam.

Az Orokletes betegseg specifikus adatok kinyerésére az OMIM (Online
Mendelian Inheritence in Man) adatbazist hasznaltam (Amberger és mtsai, 2015).

2.5. Gydgyszerészeti fontossag €s molekularis célpontok meghatarozasara hasznalt

adatbazisok

A gyobgyszer és kismolekula adatok vizsgalatdhoz a ChEMBL adatbazist (Bento
és mtsai, 2014; Gaulton és mtsai, 2012) hasznaltam fel mind az els6 szomszéd fehérjék
vizsgalatahoz, mind pedig a kritikus paraldg csoportok vizsgalatahoz. Akkor tekintettem
egy molekulat gyogyszernek, ha mar eljutott legalabb klinikai 4. féazisba (nagy
mennyiségii betegen vald mértékii tesztelés). Viszonylag erds hatarértéket alkalmaztam a
ChEMBL adatbézis sziirésére a célpontok meghatarozasakor: 500 nM IC50%°, Kil! és K42
értéket tekintettink hatarértéknek. A fenti hatarérték mar alkalmas lehet struktdra alapd
hasonlosagi keresésekre, ha a compoundok kozott 0j vezeté (lead) molekulékat
szeretnénk talalni a daganat ellenes gyogyszerek kutatasara is. A ChEMBL adatbazis

letoltésében és sziirésében Krishna Bulusu a Cambridgei Egyetem Kémia Tanszékének

10 Az IC50 az inhibitory concentration 50 réviditése. A molekula azon koncentracidja, ahol az adott
biokémiai vagy sejtes funkcidt 50%-ban képes gatolni. Példaul a sejtek fele meghal ekkora koncentracié
alkalmazdsakor.

1K inhibitorikus egyensulyi dllandé.

2 K4 disszociacids konstans
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munkatarsa volt a segitségemre. A gyogyszerek indikéacidihoz az ATC Klasszifikaciot
hasznéltam (Berg és mtsai, 2014). Ez a klasszifikacio a gydgyszerek terapias indikécioit
veszi szamba, és nem veszi figyelembe a hatasmechanizmust, vagy a molekulak

hasonlosagat.

2.6. Interakcios és jelatviteli adatbazisok

A kritikus paralog csoportok vizsgalatahoz az altalam és a kutatd csoportunk
altal fejlesztett SignaLink 2 adatbazist hasznaltam (Fazekas és mtsai, 2013), mivel csak
ez az adatbazis tartalmazott megfeleld jelatviteli utvonal besorolast, ami ehhez a
vizsgélathoz nélkuldzhetetlen volt (Vinayagam és mtsai, 2014). A SignaLink 2-nek csak
a legmegbizhatobb, a kézi gylijtésii kapcsolatokat tartalmazod jelatviteli rétegét
hasznaltam fel mind az elsé szomszédok, mind pedig a kritikus paralégok vizsgalata
soran.

A daganatban érintett fehérjék és elsé szomszédjaik vizsgalatdhoz, tébb
jelatviteli és interakcidés adatbazist is felhasznaltam, hogy igazolni lehessen az
eredmények adatforrastol fliggetlen voltat. Jelatviteli adatbazisként a SignaLink 2 mellett
a Reactome-t (Croft és mtsai, 2014), mint legnagyobb, ilyen jellegii adatbazis és Cui és
munkatarsai (Cui és mtsai, 2007a) altal épitett a daganatok jelatvitelét vizsgald adatbazist
hasznéaltam.

Interakcios adatforrasként a kézi gy(ijtésit HPRD-t (Keshava Prasad és mtsali,
2009) hasznaltam fel. Nagy ateresztéképességli adatok vizsgalatdhoz Osszevontam a
BioGRID (Chatr-aryamontri és mtsai, 2015), IntAct (Orchard és mtsai, 2014) és DIP
(Salwinski, 2004) adatbazisokat, hogy egy egységes képet kapjak. Valamennyi adatbazist
UniProt (The UniProt Consortium, 2014) azonositora forditottam, és csak a SwissProt
(ellendrzott) emberi azonositokat tartottam meg. A kapott interakciokbol, egy altalam irt
Python script, illetve az Igraph modul segitsegével kikerestem az onmagukra hatd
kapcsolatokat és a dupla interakcidkat.

2.7. Egyéb adatbazisok

A Gene Ontology (Consortium, 2015) molekularis funkciora (Molecular
Function) és biologiai funkcidra (Biological Process) vonatkoz6 adatokat az UniProt
(The UniProt Consortium, 2014), a gén expresszios adatokat a Gene Expression Omnibus
adatbazisbol (Barrett és mtsai, 2013; Edgar és mtsai, 2002) toltottem le. A
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szovetspecifikus expressziok meghatarozadsdhoz az Ensembl 74 (Flicek és mtsai, 2014)

verzidjanak “egentics” adatait hasznaltam.
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2. tAblazat Az alkalmazott adatbazisok a felhasznélt adatok megnevezésével.

2009)

Adatbazis Tulajdonséagok Referencia Elérhetoség
SignaLink Jelatviteli fehérjék kiindulasi listaja, fehérje-fehérje |(Korcsmaros és mtsai, 2010)|http://www.signalink.org/
kapcsolatok, fehérje tulajdonsagok (Gtvonal tagsag,
cross-talk és jelatviteli szerep)
Reactome Jelatviteli dtvonal adatbazis (Croft és mtsai, 2014) http://www.reactome.org/
HPRD Emberi fehérje-fehérje interakcios adatbazis (Keshava Prasad és mtsai,  |http://www.hprd.org/

Database of
Interacting Proteins

Interakcios adatbazis

(Salwinski, 2004)

http://dip.doe-
mbi.ucla.edu/dip/Main.cqi

IntAct

Interakcios adatbazis

(Orchard és mtsai, 2014)

http://www.ebi.ac.uk/intact/

BioGrid

Interakcios adatbazis

(Stark, 2006)

http://thebiogrid.org/

Cui és munkatarsai

Daganatok jelatviteli adatbazisa

(Cui és mtsai, 2007a)

http://msb.embopress.org/content/
3/1/152.1ong#DC10

Uniprot Gén ontologia, forditas (The UniProt Consortium,  |http://www.uniprot.org/
2014)
Ensembl Szovettani lokalizacio (Flicek és mtsai, 2014) http://www.ensembl.org/
Oreganno Transzkripcios faktorok és célgénjei (Griffith és mtsai, 2007) http://www.oreganno.org/
JASPAR Transzkripcios faktor pozicids sulyozott matrix (Mathelier és mtsai, 2015) |http://jaspar.genereg.net/
PAZAR Transzkripcios faktorok és célgénjei sszesitett (Portales-Casamar és mtsai, |http://www.pazar.info/
adatbazis 2009)
HTRI Human transzkripcids faktor -célgén adatbazis (Bovolenta és mtsai, 2012) |http://www.lbbc.ibb.unesp.br/htri/
OrthoDB Ortholégiai csoportositas, (Kriventseva és mtsai, 2015) |http://orthodb.org/
Inparanoid Izoforma csoportositas (Sonnhammer és Ostlund, |http://inparanoid.sbc.su.se/cgi-
2015) bin/index.cqi
Mirbase Altalanos miRNS informéacio (Kozomara és Griffiths- http://www.mirbase.org/
Jones, 2011)
miRTarBase Kisérletes miRNS célpont informéaciok http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/
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http://dip.doe-mbi.ucla.edu/dip/Main.cgi
http://msb.embopress.org/content/3/1/152.long#DC10
http://msb.embopress.org/content/3/1/152.long#DC10
http://inparanoid.sbc.su.se/cgi-bin/index.cgi
http://inparanoid.sbc.su.se/cgi-bin/index.cgi
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Adatbazis Tulajdonséagok Referencia Elérhetoség
TarBase Kisérletes miRNS célpont informaciok (Vergoulis és mtsai, 2012) |http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.p
hp?r=tarbase/index
miRDeathDB Sejthalallal kapcsolatos kézzel gyiijtott miRNS (Xu és Li, 2012) http://www.rna-
célpontok world.org/mirdeathdb/
Targetscan Prediktalt miRNS adatbazis (Friedman és mtsai, http://www.targetscan.org/
2008)(Friedman és mtsai,
2008)
PicTar Prediktalt miRNS adatbazis (Krek és mtsai, 2005) http://pictar.mdc-berlin.de/
miRecords Kézzel gyijtott és tovabbi miRNS kotdhely (Xiao és mtsai, 2009) http://cl.accurascience.com/miRe

adatbazisokat integral

cords/

Putmir 1.1 és 2.0

miRNS-ek transzkripcionalis szabélyozasat
tartalmazo adatbazis

(Bandyopadhyay és
Bhattacharyya, 2010)

http://www.isical.ac.in/~bioinfo
miu/TE-mIRNA/TE-miRNAZ2.php

TransmiR

Transzrkipcios fakor célgén adatbazis

(Wang és mtsai, 2010)

http://www.cuilab.cn/transmir

ENCODE

Transzkripcios faktor kotohelyek és egyéb
regulaciés nemkodold régidk gyiijteménye

(Dunham és mtsai, 2012)

https://www.encodeproject.org/

Gene Expression

Gén expressziokat tartalmazo adatbazis

(Edgar és mtsai, 2002)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Omnibus

Cancer Gene Daganatos mutaciok adatbazisa (Futreal és mtsai, 2004) http://cancer.sanger.ac.uk/census/
Census

ChEMBL Kilonféle molekuldk és célpontok (Gaulton és mtsai, 2012) https://www.ebi.ac.uk/chembl/
Anatomical Gyogyszerek indikacioja (Berg és mtsai, 2014) http://www.whocc.no/atc_ddd_ind

Therapeutic
Classification

ex/

Online Mendelian
Inheritance in Man

Orokletes betegségek és tulajdonsagok adatbazisa

(Amberger és mtsai, 2015)

http://www.omim.org/



http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/index
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/index
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/index
http://www.isical.ac.in/~bioinfo_miu/TF-miRNA/TF-miRNA2.php
http://www.isical.ac.in/~bioinfo_miu/TF-miRNA/TF-miRNA2.php
http://www.cuilab.cn/transmir
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3. Paraldg csoportok meghatarozésa

A paralog csoportok meghatarozasakor a lehetd legnagyobb atfedést probaltuk
biztositani a SignaLink jelatviteli adatbazissal. Ehhez két, egymastol fliggetlen adatbazist
toltdttem le, az OrthoDB-t és az Inparanoidot (Kriventseva és mtsai, 2015; Sonnhammer
és Ostlund, 2015). A két adatbazis egymastol részben eltérd modszerrel hatarozza meg a
paralégokat. Mindegyik esetben sziikség volt kiilonbozé fajokban ortolog keresésére.
Ehhez az embertdl egy konszenzus evolucids tavolsagot hataroztam meg. Erre az ember
és a tobbi emlds kozotti evolucios tavolsagot valasztottam, mert igy olyan paralog
csoportokat kaptam, amik kell6en kicsik voltak, és az emberi jeldtvitelt tartalmazo
SignaLink?2 adatbazist jol lefedték. Az OrthoDB a legjobb talélati arany esetén mondja Ki
két génrol, hogy egymas ortologjai kiilonboz6 fajokban, és ezutdn keres paraldgokat az
adott genomban (Kriventseva és mtsai, 2015). Az OrthoDB-r6l letoltott
,ODB8_EukOGs_genes_Mammalia-40674.txt” fajlt hasznaltam.

Az InParanoiddal péaronkénti BLAST Kkeresést végezhetlink két faj kozott
(Sonnhammer és Ostlund, 2015). Vizsgéalatomhoz az InParanoidban taldlhaté emlds
fajokat valasztottam ki. A fehérjék ortoldg kapcsolataibol halozatot épitettiink. Ennek a
halozatnak az orias komponensei alkotjak az ortolog csoportokat. A halozat épitd
program megirasat Fazekas David bioldgus kollégam végezte.

Ezek utan a két, egymast kiegészité forrast Osszeadtam. Olyan paraldg
csoportokat akartunk létrehozni, melyeknek nagy az atfedése a SignaLink adatbazissal.
Ehhez meghataroztam egy tavolsag—értéket, mely azt méri, hogy mennyi az ortolog
csoportnak a mérete, és mekkora abbdl a SignaLink adatbazisbeli fehérjék aranya (10.
Egyenlet).

p= |n2+ ()

10. Egyenlet

D az n és az n/m valtozo altal meghatarozott sikon az origétol mért tavolsag, n a
SignaLink fehérjék mennyisége az adott paraldég csoportban, m pedig a paralég csoport
mérete. Egy adott fehérjét a legnagyobb D értékii csoportokba soroltuk be. Ha egy fehérje
két azonos D értékii csoportba is bekertilt, akkor abba soroltuk be, amelyik a legnagyobb

mennyiségll Signalink fehérjét tartalmazta (n).
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4. Szovetspecificitas a kritikus paralog csoportokban

A kritikus paraldgok vizsgalatakor minden egyes fehérjéhez hozzarendeltiik az
expresszalodo szoveteket. Ehhez az Ensembl adatbazisbol toltottem le az egyes fehérjék
szOveti expresszios tulajdonsagait (Flicek és mtsai, 2014). Az Ensembl azonositokat itt is
UniProt azonositokra forditottam, azonban az itt talalt szbveti csoportositas tul
részletesnek bizonyult, ezért egy altalam készitett, 0j osztalyozasi rendszer alapjan
Osszevontam a szOvettani csoportokat. Az osztalyozasi rendszeremet a 3. tablazat
tartalmazza. Minden egyes szovetre készitettem egy szdvetspecifikus grafot, ha az adott
szovet tobb, mint a SignaLink fehérjék felét tartalmazta. A 733 SignaLink2 emberi
jelatviteli fehérje kozll 165 fehérje nem tartozott egyetlen szévethez sem, ezeket kizartam
az analizisb6l. Ennek a hatisnak a kontrolalasara minden egyes fehérjét hozza is adtam a
szovetspecifikus grafokhoz is. Minden egyes szoévetspecifikus hal6zatnal meghataroztam
a ligandoktdl a transzkripcids-faktorokig tartd utakat. Ezutan, in silico kiutottem egy-egy
fehérjét, és neztem, hogy ugyanannyi vagy kevesebb lesz-e a ligandoktdl a transzkripcids
faktorokig mend utak szama. Ha csokkent az utak szdma, akkor az adott fehérje az adott
szOvetben részt vesz egy esszencialis Utban. Az egyetlen szdvetbe sem sorolt fehérjékkel

és azok nelkdl is elkészitettem a grafokat.
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3. tablazat A mddositott szdvettani/anatomiai csoportositas.

Az eredeti forras és az Gj csoportositas is angol nyelven késziilt, és az egyértelmiiség miatt

ezt itt megtartom. Az utolsoé sorban talalhaté a nem kategorizalt szdvetek csoportja, amely

azon szdvettani csoportokat tartalmazza, amelyeket nem vettiink bele az elemzésbe.

Régi szOvettani csoportok

Uj szovettani
csoport

cerebellum cortex, brain, cerebral cortex, subthalamic nucleus, frontal lobe,
corpus striatum, globus pallidus, corpus callosum, cerebrum, pons, substantia
nigra, cerebellum, amygdala, parietal lobe, temporal lobe, hippocampus,
medulla oblongata, hypothalamus

CNS  (central
nervous system)

artery, vein, aorta, arterial adventitia, heart, myocardium, atrium

Cardiovascular

nasopharynx, bronchus, larynx, alveolus, trachea, lung, nose

Respiratory

gall bladder, liver, bile duct

Liver and gall

thyroid, islets of Langerhans, adrenal gland, adrenal medulla, adrenal cortex,
pituitary gland, parathyroid

Endocrine

breast, mammary gland

Breast

gum, parotid gland, salivary gland, oral cavity, submandibular gland, tongue,
hypopharynx

Oral

synovium, muscle, skeletal muscle, bone, cartilage

Musculosceletal

kidney, ureter, bladder, urinary

Urine

bone marrow, blood, lymph, lymph node, thymus, spleen, lymphoreticular,

Lymphatic and

tonsil hematologic

ovary, uterus, myometrium, endometrium, cervix Female
genitalia

cochlea, vestibule, internal ear, middle ear Ear

rectum, colorectal, pharynx, small intestine, duodenum, ileum, colon, stomach, | Alimentary

pancreas, oesophagus, intestine

visual apparatus, cornea, lacrimal gland, lens, retina, macula lutea, iris, optic
nerve, fovea centralis, ciliary body, trabecular meshwork

Eye

testis, epididymis, prostate, penis, seminal vesicle, foreskin

Male genitalia

skin, epidermis,

Skin

nervous, peripheral nerve, spinal ganglion, sympathetic chain, ganglion

Peripherial
nervous system

placenta, developmental, amnion,

umbilical cord

choroid, amniotic fluid, trophoblast,

Developmental

smooth muscle, greater omentum, unclassifiable (Anatomical System),
meninges, head and neck, Anatomical System (egenetics), motor,
peritoneum, germinal center, whole body, pia mater, dura mater, mesenchyma

Nem
kategorizalt
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5. Paral6g csoportok tulajdonsagainak specificitasi vizsgalata

A Kkritikus paraldégok vizsgalatakor szlikséges volt meghatarozni, hogy mennyire
hasonléak egymashoz a paralg csoportokon belil az egyes fehérjék. Ehhez a bioldgiali
funkciot, a regulaciét (miRNS és transzkripcios faktor) és az 6rokletes betegségeket
vettem alapul. Elsé 1épésben meghataroztam, hogy melyek azok a tulajdonsagok,
amelyek nem talalhatok meg minden egyes fehérjében az egyes csoportokon beliil. Ezeket
részben specifikus tulajdonsdgnak neveztem el. Megszdmoltam, hogy hany ilyen
tulajdonsag van egy csoportban, és visszaosztottam a csoport nagysagaval, hogy ezzel
normaljam a nagyobb méretii fehérjecsoportokat. Sajnos, az egyes fehérjék kutatottsaga
még igy is befolyasolhatta a vizsgalatokat, kildndsen a Gene Ontology elemzéseknél
(Geeleher és mtsai, 2013; Huntley és mtsai, 2015).

6. Microarray elemzeés és a differencialtan expresszal6dé gének meghatarozdasa az elsé

szomszédok vizsgalatakor

Vizsgalatunkhoz a Gene Expression Omnibus (Barrett és mtsai, 2013)
adatbazison a 2014 augusztusaig kozze tett valamennyi Affymetrix HGU133 plus 2
tipusu colorectalis carcinoma, hepatocellularis carcinoma, mell daganat illetve nem
Kissejtes tlid6 carcinomat tartalmazo chipet 6sszegytijtottiikk Kubisch Janos mesterszakos
biologus hallgatoval kézosen. A chipek GEO azonositdjat az 1. mellékletben kdzlém.
Keres6 szavaink ,,colon cancer”, ,,liver cancer”, ,,breast cancer” és ,,lung cancer” voltak.
Ezekbdl valogattuk ki késébb a kiilonféle daganatokat. Mellé egészséges paciensekbdl
szarmazo6 kontroll chipeket is gytjtottink. Osszesen 1557 microarray chip adatait
dolgoztuk fel. Ezek megoszlasat mutatja a 4. tablazat.

4. tablazat A vizsgalt microarrayek megoszlasa az egészséges és daganatos betegek
kozott

Egészséges Daganatos
Colorectalis carcinoma 44 486
Mell daganat 162 143
Hepatocellularis carcinoma | 30 143
Nem kissejtes tiidérak 45 504
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A vizsgalathoz valamennyi chipet egymashoz normaltunk az RMA?®® (Robust
Multi-array Average) (Irizarry, 2003) mddszer segitsegével. A megfelelé6 microarray
normalizalo technika kivalasztasaban és az chipek feldolgozasaban dr. Marczell Istvan az
I. Belgyogyaszati Klinika munkatarsa volt segitségemre.

A Kkapott expresszios értékeket probesettenkéntil® maximummal kotottem
UniProt azonositéhoz. Ezutdn az egyes halozatokra lesziirtem a géneket. A szlirt, normalt
adatokbdl allapotspecifikus atlagokat (normal, daganatos) készitettem és ezen atlagok
alapjan az atlagtél tébb mint egy szorasnyi értekkel alacsonyabb expresszios értéket
felvevo géneket ,,nem expresszaltnak™ tekintettem.

Ha egy gén expresszalodott az adott szovetben és az adott hal6zatban az egyik
allapotban példaul a dagnatban de nem expresszalodott a masikban pl. a normal szévetben
akkor differencialtan expresszalodonak tekintettem, fliggetlendl attél, hogy mennyire volt
a meghatarozott 1 szoérasnyi hatarértéktdl. Ez a modszer lehetdvé tette a diszkrét

elemzését az expresszalodott géneknek.
7. Hasznalt programok

A hél6zat abrékat a Cytoscape (Shannon és mtsai, 2003) segitségével
készitettem. A violinplotokhoz R ,,vioplot” (Adler, 2015) a tovabbi abrakhoz a Python
,matplotlib” packaget hasznaltam (Hunter, 2007). A szdmitasokhoz a Python NumPy
(van der Walt és mtsai, 2011), és SciyPy packaget hasznaltam (Jones és mtsai, 2001).
Mindig a graf drias komponensét vizsgaltam. A centralitasi értékeket a Python Igraph

(Csardi és Nepusz, 2006) pluginje segitségével hataroztam meg.

13 Az RMA modszer sordn az egyes microarrayeket egymdshoz norméljuk. Az intenzitds minden esetben
logaritmikus. Az dltalam elemzett Affymetrix microarray chipeken egy probesethez 24 probe (minta)
tartozik, melyek kozal 12 valédi kotodéssel rendelkezik 12 pedig mismatch probe, azaz a kozépsé nukleotid
el van rontva. A microarrayek normalasa sordn, egy chipen belili egy probesetre szamitjak ki az expresszio
értékeit. Az RMA esetén Ugy, hogy dsszehasonlithatoak legyenek egymassal is az értkék a teljes vizsgalat
soran. A normalas |épései: 1. hattérkorrekcid azzal a feltételezéssel, hogy a jel exponencidlis eloszlasu, mig
a zaj Gauss eloszlast mutat a chipen. 2. kvantilis normalizacié az arrayek ko6zott: Minden chipen a probokat
sorba rendezik az intenzitas szerint. A chipek kézott kiszamoljak az azonos rangu probok intenzitasanak
atlagat. Ez az 4atlag lesz az egymdshoz normalt intenzitds. 3. Median polish alapu probeset szummalas:
Ennek lényege, hogy egy adott probesethez az adott chipen taldlhatd probok matrixanak vesszik a sor és
oszlop medidnjait. Ezeket kivonjuk az eredeti matrixbdl. Ezt addig ismételjik, amig a sor és oszlop medidnok
mindegyike 0 lesz, vagy maximum 5-szor. Az igy kapott rezidualis matrixot kivonjuk az eredeti értékekbdl
és végll az atlagat vesszik a probesethez tartozd 12 probe intenzitdsnak. Ez lesz az adott probeset
expresszidja.

A maddszer hatranya hogy meglehet6sen memdaria igényes mivel az 6sszes chip adatat egyszerre kell tarolni
a szamitégép memariajaban.

14 gy génhez viszont tdbb probeset is tartozhat. En ezek kozil a maximalisat vettem alapul.
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8. Statisztikai moédszerek

A statisztikai vizsgélatokhoz Kolmogorov-Szmirnov és Wilcoxon féle rang
prébat hasznaltam, mivel a halozati paraméterek skala fliggetlen eloszlast mutatnak
(Barabasi és Albert, 1999). A Wilcoxon-rang proba rang alapjan méri egymashoz a
vizsgalt két minta medianjat, és azzal a null hipotézissel él, hogy a két minta medianja
megegyezik (Fay és Proschan, 2010; Mann és Whitney, 1947). A Kolmogorov-Szmirnov
teszt a minta eloszlasanak (eloszlas fliggvényének) az alakjara érzékeny, azaz azt
vizsgalja, hogy a két minta ugyanazon tipusu eloszlashoz tartozik-e (Kolmogorov, 1933;
Smirnov, 1948). A legtdbb vizsgalat esetén mindegyik tesztet elvégeztem. A kontroll
minden esetben (ahol méashogy nem emlitem a dolgozat soran) a teljes hélézat volt, ehhez
viszonyitottuk az adott csoportot.

A dusulési vizsgalatokhoz (enrichment analysis) hipergeometrikus tesztet
végeztem. A disszertaciéban csupdn a Benjamini-Hochberg &ltal végzett (Hochberg,
1995) hamis talalati ardny (FDR, false discovery rate) altali korrekcidval készilt
értékeket mutatom be. A hipergeometrikus teszthez hasznalhat6 programot Ari Esztertdl
az Eo6tvos Lorand Tudomanyegyetem Genetikai Tanszékének munkatarsatdl kaptam.

A gréafokban mért 6rias komponensek nagysagat statisztikai mintavétellel
torténé Z score analizisessel hatdroztam meg. Ennek Iényege, hogy az adott grafbdl
Kivalasztottam n darab pontot (n a vizsgalt tipusi pont mennyisége volt), és
megvizsgaltam az n pont 6sszekotottségét. Ezt megismételtem 1000-szer, és az ebbdl
szamolt eloszlas atlagahoz es szorasahoz viszonyitottam a minta értékét. A minta atlagtol
valo6 két szorasnal nagyobb eltérését tekintettem szignifikdnsnak. A kapott érték egyfajta
Z score (11. Egyenlet).

7 = kGC - EGC
SD ke
11. Egyenlet
Ahol adott G gréfon k;. a G graf k elemli ponthalmaznak 6riakomponensbeli
pontjainak a szdma, k;c a G grafon k darab véletlenszeriien kivalasztott pont o6rias
kompnensen bellli pontjainak szamanak az atlaga, SD .. a k véletlenszertien kivélasztott
pont drias komponensbeli pontjainak szamanak szdérasa. A mérészam fligg a graftol és a

k kivalasztott pontok szamatol.
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V. Eredmények és az eredmények értékelése

1. Az Autofagia Regulacios Adatbazis az NRF-ome és a SignaLink jelatviteli adatbazis

regulacios retegei

Mindkét adatbdzisban a regulaciés adatok integralasat végeztem. A két
adatbazisban ez csak a cél fehérjék szintjén tér el, ezért egyben mutatom be a végzett
munkat.

1.1. A transzkripcios faktor és célgén adatok integralésa:

A transzkripciondlis  elemek  integralaséhoz  kidolgoztam  egy
spektrumanalizishez hasonlo eljarast. A transzkripcidos faktorokat kigyijtdttem a
JASPAR adatbazishdl, és a pozicio sulyozott matrixokbdl szamitott érték segitségével
meghataroztam, mely szekvencidkhoz kotédhetnek az egyes gének. A hamis pozitiv
értékeket lehetség szerint minimalizaltam (1d. mddszertani fejezet).

Emellett munkatarsaimmal integraltuk a publikalaskor elérhetd nyilvanos
transzkripcids faktor célgén adatbazisosokat is (5. tablazat). A kapcsolatokat minden
esetben szlirtem az adott adatbazis célfehérjéire, tehat a SignaLink esetében a jelatviteli
fehérjékre, az ARN esetében pedig az autofagiaban részt vevo fehérjékre. Az integralas
eredményét az 5. tablazat tartalmazza.

1.2. A miRNS adatok integralasa

A miRNS adatokat egyéb adatbazisokbol integréltuk a SignaLink adatbazisba.
Nem végeztiunk 6nall6 predikciokat. A kapcsolatok szamat az 5. tdblazat tartalmazza. Az
elkészilt adatbazisok részeletes elemzését Turei Dénes kollégam doktori értekezése

tartalmazza.
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5. tablazat Az integralt transzkripcios faktor célgén adatbazisok miRNS célgen és
transzkripcios faktor célgén adatbazisok a SignaLink 2 NRF2ome és az ARN
adatbézisban.

Erdemes megnézni, hogy az altalam készitett joslé algoritmus egy nagysagrenddel tébb
TF-célgén kapcsolatot prediktal, mint a kézi gytjtésti adatbazisok — JASPAR sor. A

mIiRNS célgének esetén az eltérés még hatarozottabban igaz a predikcios algoritmusok

irdnyaba (doRiNA, DianaMicroT, miRanda, PicTar, TargetScan).

Forras Integrélt pontok szdma Kapcsolatok darabszama
adatbazis

SignaLink | NRF2ome | ARN | SignaLink | NRF2ome | ARN

Transzkripciés faktor célgén adatbazisok
ABS 21 2 0 21 1 0
edgeDB 523 259
ENCODE 636 115 350 2475 186 1064
HTRI 1911 119 141 6.817 293 351
JASPAR 2567 6329 316 23098 8217 2911
ORegANNo 297 41 27 301 35 24
PAZAR 665 94 106 1032 100 111
RedFly 136 179
mikroRNS célgén adatbazisok
miR2Disease 226 84 199 75
doRINA 13412 1073 277792 15.688
DianaMicroT 8147 885 144982 24446
miRDeathDB 204 54 458 47
miRanda 22068 258 1102 | 4297167 2206 173446
PicTar 6789 332 32396 1520
TargetScan 12344 538 1354 | 2627654 5947 126068
TarBase 857 8 75 905 4 62
TF—mikro-RNS adatbazisok

ENCODE 218 190 253 770 665 806
PuTmiR 1.1 521 460 328 4211 4067 969
PuTmiR 2.0 123 179
TransmiR 183 163 165 246 250 238
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2. Akritikus paraldgok meghatérozasa a jelatvitelben

Munkéam soran a szdévetspecifikus interakciokbdl indultam ki. Azt feltételeztem,
hogy azok a fehérjék lehetnek nagyobb eséllyel esszencialisak vagy kritikusak, amelyek
elvesztése egy adott szdvetben egy jelatviteli Ut (egy ligandtol a transzkripcios faktorig
tarté kaszkad) elvesztésével jar. A fenti definiciot kiegészitettem azzal, hogy az evolicio
soran feltehetden az ilyen fehérjék duplikalodhattak, hiszen evolucios eldnnyel jarhat, ha
egy kritikus funkciot tébb hasonlé vagy ugyanolyan fehérje lat el. Ez alapjan alkottam

meg a kritikus paraldg csoportok (KPCS) definicigjat. (7. abra)

Szovet specifikus Ut megy at rajta

Ligand 1 Ligand 2
Receptor 1 Receptor 2
Vv
m Medidtor 1
m Cross-talk
V
Mediator 2

Transzkripcios faktorok

7. &bra A kritikus paraldg csoportok definicidja
KP kritikus paraldg (Mddos és mtsai, 2016)

Egy kritikus paraldg csoport olyan fehérjecsoport, mely
1. rendelkezik paralogokkal a jelatvitelben (evollcios kritérium)
2. legalabb egy tagjan atmegy egy szovetspecifikus jelatviteli Ut (szovetspecifikus
graf elméleti kritérium)

3. legalabb egy tagja cross-talkban vesz részt (jelatviteli-biologiai kritérium)
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Ezen harom kritérium elegend6 volt arra, hogy azonosithassam hét jelatviteli
utvonal Kritikus paralogjait, és Kiterjesszem Kahn és munkatarsai az inzulin jelatvitelben
veégzett kritikus pontokra vonatkozé kutatasat (Taniguchi és mtsai, 2006), ami a
vizsgalataink kiindulopontjat képezte.

A definialds utdn a kritikus paraldg csoportok meghatarozasara egy olyan
munkafolyamatot hoztam létre, mely tartalmaz mind jelatviteli, mind evoluciés, mind
pedig grafelméleti paramétereket (7. abra). A munkamhoz Kahn és munkatarsai anyagat
vettem alapul és Kiterjesztettem tovabbi jelatviteli Gtvonalakra (Taniguchi és mtsai,
2006).

A munkafolyamatot a 8. &bra ismerteti.

1. Paralég csoportok a jelatvitelben — evollcios kritéerium: A SignaLink
adatbazisban talalhato jeldtviteli utvonalakhoz annotalt fehérjékbdl paralog
csoportokat alkottam, felhasznalva az Inparanoid és az OrthoDB ortoldg
csoportositasait, a Modszerek fejezetben leirtaknak megfele6en. Ez 301 darab
paral6g csoportot és 876 paralog fehérjét eredményezett.

2. Kritikussadg a jelatvitelben — szovetspecifikus grafelméleti kritérium: A
szovettani csoportositast felhasznalva szovetileg specifikus hal6zatokat hoztam
létre. Ezekben a hal6zatokban megvizsgaltam, mely fehérjék azok, amelyek
nélkul egy ligandtol a transzkripcios faktorig terjedd 0t elvész. Azok a paralog
csoportok mentek at ezen a sziirési kritériumon, melyeknek legalabb egy ilyen
eleme volt. Igy 6sszesen 109 paraldg csoportot kaptam 358 jelatviteli fehérjével.

3. Cross-talk — jelatvitel specifikus kritérium: A SignaLink jelétviteli adatbazis
alkalmas arra, hogy az Gtvonalak kozti cross-talkokat felderithessiik. A szlirésen
azok a csoportok mentek at, melyek legalabb egy tagja Osszekapcsolt két

kiilonbo6z6 jelatviteli ttvonalat.
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Signalink 2 Inparanoid, OrthoDB
733 fehérje + 375 fehérje
| ] Sziirési kritériumok
|
1108 fehérje
876 paralog

301 paraldég csoportban A par’alog csoport
legalabb egy tagja

! ! rendelkezik szovet
specifkus Gtvonallal

358 paralég
109 paralog csoportban es
! ! részt vesz cross-talkban

75 csoport

265 paraldg Kritikus paralog csoportok

8. dbra a kritikus paral6gok azonositasa (Modos és mtsai, 2016)

A harom sziirési 1épés alapjan végezetiil 75 kritikus paralég csoportot
kaptam az emberi jelatviteli hal6zatban, melyben 265 Kkritikus paralog (KP) foglalt
helyet. Ezek kozll 168 szarmazott a SignaLink adatbazisbol és 97 fehérje volt egy
SignaLink fehérje paraldgja. A dolgozat 2. mellékletében megtalalhato6 tablazat kozli az
Osszes  kritikus paraldg csoportot és a kritikus paralégokat. A tovabbi
0sszehasonlitdsokhoz a nem kritikus paralégokat tovabb bontottam paraldg fehérjékre —
olyan jelatviteli fehérjékre melyeknek volt paralégja a human genomban — és egyéb
jelatviteli fehérjékre. A paralog fehérjek (PF) a dolgozat hatralevd részében a nem kritikus
paraldg csoportokat (NKPCS) alkotjak. Osszesen 226 nKPCS volt 661 PF-vel. Egyéb
SignaL.ink fehérje még 232 volt a vizsgalatunkban.

Mivel nem minden fehérje rendelkezett szdvetspecifikus annotacidval, ezért
megismételtem a vizsgalataimat Ugy is, hogy a széveti annotacioval rendelkez6 fehérjéket
nem adtam hozza egyetlen szovet specifikus haldzathoz sem, illetve Ggy is, hogy minden
szovet specifikus halozathoz hozzaadtam o6ket. Ugyanarra az eredményre jutottam és
ugyanazokat a kritikus fehérjéket allapitottam meg. A szdvetspecificitas megallapitasara
barmilyen mas maodszer is alkalmas lehet (példaul a microarray modszerek). Az altalam

felallitott munkamenet egyszerlien ujra futtathatd, ha barmelyik adatbazis frissul.
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2.1. A kritikus paralégok centralisak az emberi jelatvitelben

Négy kiilonbozé haloézati paramétert vizsgaltam meg a SignLinkben
megtalalhatd fehérjék eseten. Ezek a fokszam (degree), a koztiség (betewenness), a
csokornyakkenddség (bowtieness) és a kozelség (closeness) voltak. Osszehasonlitottam
egymassal a kritikus paralogokat a paraldg fehérjékkel és az egyéb fehérjékkel. A kritikus
paralégok a hal6zatban lokalisan fontos szerepet jatszanak a magas fokszamuknak
koszonhetéen (median KP: 6, PF: 2 Egyéb:2 Kolmogorov-Szmirnov teszt, Wilcoxon rang
préba p<0,001). Ezek magasabb koztiséggel rendelkeztek, mint az egyéb fehérjék és a
paraldg fehérjék, azaz jobban 0sszekotik a haldzat egymastdl tavol esd részeit (medianok
rendre 264, 0, 0 Kolmogorov-Szmirnov teszt, Wilcoxon rang préba p<0,001). Mindez
nem csak az altalanosan hasznalt globalis hal6zati paraméterrel, a koztiséggel mérve igaz,
hanem a jelatvitelre specifikus csokornyakkendddség esetén is (median rendre 0,01, 0,0
0,0 Kolmogorov-Szmirnov teszt, Wilcoxon rang préba p<0,001). Magasabb kozelséggel
(median rendre: 0,0643, 0,0636, 0,06328 Kolmogorov-Szmirnov teszt, Wilcoxon rang
proba p<0,001). Osszességében a kritikus paralégok mind a négy mért centralitasban
magasabb értéket vesznek fel, mint az egyeb fehérjek vagy a paralog fehérjék (9. &bra
Wilcoxon rang préba p<0,001, Kolmogorov-Szmirnov teszt p<0,001).

Az eltér6 értékek mellett a centralitas mérészamok gorbéjének alakja is eltért
(Kolmogorov-Szmirnov teszt p<0,001), tehat kiilonbozo tipust fehérjék tartoznak az
egyes csoportokba. A magasabb centralitas, tobb funkciét jelenthet, és nagyobb eséllyel
tartozik letélis fehérjékhez (Jeong és mtsai, 2001).

Nemcsak a paraméterek értékere voltunk kivancsiak, hanem arra is, hogy ezek
mennyire valtozékonyak az egyes csoportokon belil. Ezért kiszamoltuk az egyes tébb
elemi paraldog csoportokon beliil a paraméterek szorasat. Azt kaptuk, hogy a kritikus
paraldg csoportoknak magasabb volt a szorésa az egyes paraméterekben, mint a nem
kritikus paraldg csoportoknak (Wilcoxon rang proba p<0,001, Komogorov- Szmirnov
teszt p<0,001 9. abra, 6. tablazat).
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6. tAblazat A SignaLink jelatviteli hal6zaton mert centralitasi értékek szorasa az
egyes kritikus paraldg csoportokon (KPCS) illetve nem kritikus paralog
csoportokon (NnKPCS) beltl mérve.

A median 25 és 75 percentilis értékek.

Sz0rés eqgy nKPCS KPCS

paraldg — —

csoporton beliil 25% Median | 75% 25% Median 75%
Fokszam 0 0 0 0 2 4,97
Kdztiség 0 0 0 0 223 3335
Kdzelség 0 0 0,000034 | 0 0,000644 | 0,00170
Csokor- 0 0 0 0 0,00444 0,0193
nyakkendOség

Tehat egy kritikus paraldg csoporton beliil eltérd kozpontisaghi fehérjék
talalhatok. Az, hogy a Kritikus paralégok magasabb és egy csoporton beliil eltéro
centralitdssal rendelkeznek, azt implikalja, hogy a hal6zatban a kritikus paralégok
nem felcserélhetok egymassal, és felthetéen a funkcidjuk kulonbozik. Ezzel szemben
a nem kritikus paraldg csoportokon belili hasonl6 és alacsony halozati centralitasok
azt mutatjak, hogy a paralog fehérjék funkcidja felcserélheté. Ennek igazoldsara

funkcionalis annotacios vizsgalatokat végeztem.
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Kritikus paralég (KP) — Kritikus paral6g csoport
n=168 (KPCS) n=75
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9. dbra A kritikus fehérjék haldzatos topldgiai tulajdonsagai
a) Az egyes topologiai paraméterek kiilonb6z6 tipusokban fehérjénkénti eloszlasa b) A
kiilonboz6 topoldgiai paraméterek szordsa ***: p<0,001 Wilcoxon rang proba. Fekete

csillagok az egyéb fehérjékhez képest mutatjak a statisztikailag szignifikans eltérést, a
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kék csillagok a paraldg fehérjék és a kritikus paraldgok kozotti eltérest jelzik. (Mddos és
mtsai, 2016)

2.2. Specifikus regulécio és diverz funkcid a kritikus fehérjéken belul

Az egymashoz hasonlo fehérjéknek sziiksége van valamilyen reguléacios
kilonbségre. Ehhez megnéztem, hogy az egyes fehérjékhez hany darab miRNS illetve
hany darab transzkripcios faktor tartozik, és azok kozul hany darab legalabb részben
specifikus egy paraldg csoport egy tagjahoz viszonyitva. A vizsgalatom alapjan a 301
KPCS és nKPCS kozil 294-ben volt valamilyen, legalabb részben specifikus regulacio.
Kivancsi voltam, hogy van-e eltérés a kritikus paraldg csoportok és a nem Kkritikus paralog
specifikusan regulalédik: a specifikus transzkripcids faktorok szamaban nincs kiilonbség
(medidn KPCS 8 és nKPCS 7 10. &bra/a Kolmogorov-Szmirnov teszt, Wilcoxon rang
préba p>0,05). Poszt-transzkripcionalisan viszont a reguléacio eltér. A legalabb részben
specifikus miRNS-ek szdma a kritikus paralog csoportokban szignifikdnsan magasabb a
nem kritikus paraldg csoportokhoz képest (median rendre 65, 42 10. 4bra/a Kolmogorov-
Szmirnov teszt, Wilcoxon rang proba p<0,01).

Az el6z6 fejezetben emlitett halozati kozpontisag nem feltétleniil jelent tobb
funkciot is. Ennek ellenérzésére a Gene Ontology adatbazis bioldgia funkcio (biological
process) domenjét hasznaltam fel. Megvizsgaltam, hogy fehérjénként hany bioldgiai
funkcié tartozik egy kritikus fehérjehez. A kritikus paraldgok esetén ez az érték
szignifikdnsan magasabb, 6sszehasonlitva a paraldg fehérjékkel, illetve az egyéb
fehérjékkel (median rendre 15, 13, 12 Wilcoxon rang préba, Komogorov-Szmirnov teszt
p<0,001). Arra is kivancsi voltam, hogy ezek a funkcidk specifikusak-e egyes fehérjékre,
vagy ugyanazokat a funkciokat tartalmazzak-e az egyes fehérjék egy paraldg csoporton
belll. Ehhez meghataroztam, hogy egy paraldg csoportban hany darab, részben specifikus
funkcio van, ezt norméaltam a csoport nagysagaval. A kritikus paraldg csoportokban ez a
szam szignifikdnsan magasabb, mint a nem kritikus paraldg csoportokban 1évo
fehérjeknél (rendre 39 illetve 19 Wilcoxon rang proba p<0,001 10. abra/b).
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10. &bra A kritikus paraldg csoportok (KPCS), a nem kritikus paralég csoportok
(nKPCS) regulécitja a) és biologiai funkcidi a Gene Ontology adatbazis alapjan
b)(Mdbdos és mtsai, 2016)

2.3. A kritikus paraldg csoportok betegséget okozo hatasa és gyogyszerészeti

relevanciaja

Megvizsgaltam a kritikus paraldg csoportok betegségekkel valo 6sszefliggését.
Megnéztem, hogy vajon a kritikus paralogok génjei kozott tobb-e az 6rokl6dé
betegségben mutalédé gén, illetve a daganatot okozd mutécié a Cancer Gene Census
(Futreal és mtsai, 2004) adatbazis szerint. Azt kaptam, hogy a kritikus paraldégok kdzott
a betegséget okozo gének ugyanolyan mértékben fordulnak el, mint a nem érintett
fehérjek kozott. (Rendre 41% és 37 % Khi négyzet teszt p> 0,05 11. abra/a). Viszont azt
talaltam, hogy mind a két csoportban gyakoribbak a betegseget okoz6 genek, mint a
paralog fehérjék kozott (21% a 41% vagy 37% ellen Khi négyzet teszt p <0,001) (11.
abra/a). A kritikus paralogokra tobb kiilonboz6 6roklédo betegség jutott fehérjénként,
mint az egyéb fehérjekre vagy a paralog fehérjékre (medianok KP: 117, PF: 0, Egyéb:0
Wilcoxon rang préba, Kolmogorov-Szmirnov teszt p<0,001 11. abra/b). Ahhoz, hogy
megallapitsam, hogy ezek a betegségek mennyire specifikusak az egyes Kkritikus

fehérjékre, elvégeztem a betegségekre is ugyanazt a specificitasi analizist, mint a
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reguléaciora, illetve a bioldgiai funkciokra tettem. A betegségek specifikusabbak voltak az
egyes kritikus paraldgokra egy kritikus paral6g csoporton beliil, mint a paralog fehérjékre
egy paralég csoporton bellil (median 0 és 0,5 Wilcoxon rang proba, Kolmogorov-
Szmirnov teszt p<0.001 11. abra/c). A megtalalt hasonlo betegséget okozd gén arany a
kritikus paralogok és az egyéb jelatviteli fehérjék kozott azt jelzi, hogy ezek a fehérjék
specifikus, nem redundéns jelatviteli szerepet toltenek be. A kritikus fehérjék kdzott
megjelend betegségek magasabb szama mogott a cross-talkban betoltott szereplk allhat.
A paraldg fehérjék esetén a mutacid hatasat legalabb részben tudja ellenstlyozni a méasik
paralég fehérje ugyanabbdl a paraldg csoportbol (11. abra/f). Ezért kevesebb ott a
betegséget okoz6 gén, mint a kritikus paraldgok és az egyéb fehérjék kozott.

a) b) c)
100% -~
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T .
re g 6
80% £ 30001 g
7 - 4
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60% | Z 2T 4]
A ] s 9
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) e f
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O Nem driver fehérje O Driver mutacid [0 Nem gyogyszer célpont [ Gydgyszer célpont fehérje  tagok atveszik egymds funkcidjat

2 fehérje génjéhen
11. abra A kritikus paralog csoportok tagjai nem felcserélheték a betegségekben,
mig a paraldg csoportok tagjai igen.

a) Az egyes fehérje csoportok 0roklodé betegségekben vald részvétele az OMIM
adatbazis alapjan, b) Az egy fehérjére jutd betegségek szdma, c) Az egy csoporton belili
betegségek szama d) Az egyes fehérjék valamilyen daganatban driver mutéaciot

tartalmazd génjeinek megoszlasa a CGC adatbazis alapjan, e) A jelenlegi
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gyégyszercélpontok megoszldsaa ChEMBL adatbazis alapjan, f) A betegségek, mutéacidk
és gybgyszerek hatdsa a kritikus paraldg csoportokra (villam jelek) és a nem Kkritikus
paralog csoportokra. A Kritikus paraldg csoportokban a kritikus paralogok (KP) hatasa
nem felcserélhetd (egymassal szembe forditott nyil), mig a nem kritikus paralog
csoportokban az egyes tagok célzds hatésra atveszik egymas hatésat (nyilak). A
kategorikus valtozok kozott Khi négyzet tesztet hasznéltunk (a,d,e), a folyamatos
valtozok kozott Wilcoxon rang prébat (b, c). A szignifikanciat az aldbbiak szerint
jeleztem: *** p<0,001. A kek csillagok a paralog fehérjékhez képesti eltérest jelzik, a

feketék a nem érintettekhez és a kritikus fehérjékhez képest. (Mddos és mtsai, 2016)

Megvizsgaltam azt is, hogy a daganatot okozo, driver mutaciot elszenved6
gének kozott a kritikus paralogok ardnya hogyan alakul. A driver gének alapvetden
magasabb centralitassal rendelkeznek a fehérje-fehérje interakcios hal6zatokban (Xiong
és mtsai, 2014), ezert azt vartam, hogy tobb driver gént fogok kapni a kritikus paraldgok
kozott, hiszen azok is magas centralitassal rendelkeznek (10. &bra). Nem vart
eredményként a betegsegek megoszlasdhoz hasonld eredményt kaptam. Nem volt
kilonbség a kritikus paralogok és az egyéb fehérjék kdzott (rendre 17,2% és 18,1% Khi
négyzet teszt p>0,05 11. abra/d). Viszont a paraldég fehérjek kozott a driver gének
ritkabban fordultak el, mint a masik két csoportban (8,2% a 17,2%-al vagy a 18,1%-al
szemben Khi négyzet teszt p<0,001 11. &bra/d). Az oka ennek az eltérésnek feltehetéen a
SignaLink 2.0 adatbazis daganatokra specifikus jelatviteli gytjtése (Fazekas és mtsai,
2013) és az, hogy a paral6g fehérjék képesek egymas helyét atvenni a jelatvitelben, ezzel
a daganatos mutaciot legalabb részben semlegesiteni (11. bra/f).

A kritikus paralogok nagy jelatviteli centralitdsa, nagy mennyiségii kiillonb6z6
bioldgiai funkcidja, a daganatokban vald driver génként valé részvétele potencialis
gyogyszercelponttd teszi, hiszen Kkiterjedt hatast képesek létrehozni a sejten belil
(Csermely és mtsai, 2013). Ezért megkerestem a ChEMBL adatbazisban (Bento és mtsai,
2014), hogy hany darab gyogyszercélpont talalhatd az egyes fehérjék kozott. Azt kaptam,
hogy a kritikus fehérjék gyakrabban lesznek gydgyszercélpontok, mint a paralog fehérjék
(16% a 4%-kal szemben Khi négyzet teszt p <0,001 11. abra/f). Az el6zéekhez hasonloan
ennek oka az lehet, hogy a kritikus paralogok nem helyettesithetOk egymassal, mig a

paraldg fehérjék igen. Ezeért, ha egy paralog feherjét célzunk, nagyobb dozis szikseges,
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hiszen tobb fehérjét kell elérni, hogy ugyanaz a hatas létre jojjon. Ezzel szemben a
kritikus paralogok célzésa sokkal hatékonyabb, mivel azok nem helyettesithetik egymast.
A kritikus paralogok célzasahoz kritikus paraldg specifikus gydgyszerek és megfelel6
korultekintés szlikséges, mivel a kritikus fehérjék kézpontiak, és ezert sok mellékhatassal
jarhat célzasuk (Csermely és mtsai, 2013; Perez-Lopez és mtsai, 2015).

A kritikus paralogok elkiilonithetok a paralog fehérjéktdl mivel centralisabbak,
egy csoporton beliil eltérébb poszt-transzkripcionalis regulacioval és eltérébb funkcidval
rendelkeznek, nagyobb aranyban vesznek reszt betegségekben beleértve a daganatos
betegségeket kilon is, és jelenleg nagyobb aranyban gyogyszercélpontok, mint a nem
paraldg fehérjék. Tehat a kritikus paralogok egymassal nem felcserélhetok, mig a

paralog fehérjék egy csoporton beliil hasonloak és felcserélhetéek egymassal.
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3. Az elso szomszédok szerepe a daganatok jelatviteli halozataban
3.1. Az els6 szomszédok kdzponti szerepet toltenek be a daganatok interakcios

halozataban

A daganatban érintett fehérjék mindossze a teljes jelatviteli halézat 3-10
szazalékat alkotjak. (A SignaLink jelatviteli hal6zatban vastagbél: 38/578 6,6%, mell:
52/572 9,1%, méj: 21/545 3,8%, tiid6: 31/581 5,3 %). Ez a relative kevés fehérje is képes
athuzalozni és atalakitani a jelatvitelt (Pires-daSilva és Sommer, 2003; Vogelstein és
mtsai, 2013). Vizsgalatom soran a korabbi irodalmi adatokkal ellentétben azt talaltam,
hogy ezek a fehérjék nincsenek kapcsolatban egymassal, nem alkotnak egy
oriaskomponenst, ahogy a colorectalis carcinoma jelatviteli hal6zatéan is latszik (12. abra).
A 38 daganatban érintett fehérje kozil minddssze 6 fehérje kapcsolodik egymassal direkt
modon. A daganatban érintett fehérjéknek sziikségiik van az elsé szomszédjaikra, melyek
egymassal kapcsolatban vannak. A 133 elsé szomszéd koziil 87 kapcsolodik egyméashoz
(12. dbra/a). A daganatban nem érintett fehérjék a jelatviteli hal6zat szélén talalhatok (12.
dbra/a). Ugyan a teljes halézat tobb mint felét alkotjdk, de csupan a fehérjék fele
kapcsolddik egyméashoz. Szignifikansan alacsonyabb az 6rias komponensben vald
részvételiik, mint az els6 szomszédoknak (Z teszt p<0,001). Termeésztesen ezt nemcsak a
colorectalis carcinoma, hanem a tovabbi harom (mell, HCC, NSCLC) daganatban és
valamennyi adatbazisban is megvizsgaltam. Hasonld eredmeényeket kaptam mindegyik
daganatban, az els6 szomszédok a varhato értéknél tobb, mint 3 szorassal eltérd orias
komponenst hoztak létre (7. tablazat). A colorectalis carcinomaban érintett fehérjék a
varhat6 értéknél tobb, mint 2 szordssal nagyobb dsszefiiggd halozatot alkotnak a Cui és
munkatarsai fele jelatviteli halozatban és a HPRD interakcios haldzatban. Az dsszes tobbi
esetben a daganatban érintett fehérjék nem térnek el a vérhato értéktdl, sét a
hepatocellularis carcinomaban olyan kevés daganatban érintett fehérje fordult el a
gyljtésem alapjan, hogy a SignaLink adatbazisbol készitett halozatban egyelemii,
egymassal nem Osszefliggd pontokat kaptam. A nem érintett fehérjék minden esetben a
haldzatok perifériajat alkottak, és a nagy szamuk ellenére minden daganatban és minden
halozatban tobb, mint 4 szorassal eltértek negativ iranyba a varhatd értékt6l. Ez
legerdsebben a két iranyitatlan halozatban a Biogrid- IntAct-DIP §sszevont halozatban és
a HPRD adatbazisbol kapott haldzatban jelentkezett (7. tablazat).
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a) Colorectalis carcinoma jelatviteli hal6zata

Teljes halozat

. Colorectalis carcinomaban mutalédott,

vagy csak ott expresszalodik

O Nem expresszalodik colorectalis
Pontok 578 (100%)

carcinomaban, csak normal vastagbélben

Orias komponens | 578 (100%)

Els6 szomszéd fehérje

@ nNem érintett

Daganatban érintett

Daganatban érintett == =p» i p X
) és elsd szomszéd

= == [|5§ szomszéd Nem érintett

Pontokszéma  38(100%) 171 (100%) 133(100%) 407 (100%)
Orias komponens 6 (15,8%) 165 (96,5%) *** 87(65,4%) *** 212(52,1%) **=#
2 pontos graphlet 4 (10,5%) 6 (3,5%) 6(4,5%) 24 (5,9%)
Egyébgraphlet 4 (10,5%) 0 (0%) 0 (0%) 49(12,0%)
Egyediil 4ll6 pont 24 (63,1%) 0 (0%) 40(30,0%) 122(30,0%)
b)
[=]
2 ‘0
= = | BT | |
o~ okok -ﬁ ©
o R 3 O
. =4 " \E‘Jn | —t— E - Ak ‘
o ._‘_"
‘g 2 " ‘E g ] | i || E? = * ll‘l
0 © *
ﬁ ® Q — | '_I_.‘.“. g ;‘ ,f ]‘.\
S- 1 o N ooy £\
./ N g o / A\
R - =R " . f— '_"J S ’ )
'I‘fem Da’ga_matban Elsé ' TF'!ES Nem Daganatban Elsé Teljes 3 Nem Daganatban Elsg Teljes
EP:T;S;I érintett Szomszéd haJozat érintett érintett Szomszéd héldzat = érintett  grintett Szomszéd héldzat
= N=38  N=133 N=578 N=407  nN=38  N=133 N=578 N=407  N=38 N=133 N=578

12. abra a) Vastagbél daganat és normal vastagbél SignaLink jelatviteli halozatra
vetitve.

A z0ld pontok a daganatban érintett fehérjék, a narancssargak az elsé szomszédjaik, a
szlirkék a nem érintett feherjék. A fehérjék mérete a koztiséggel egyenesen aranyos. Az

daganatban ¢érintett fehérjék kapcsolatai zdldek, az els6 szomszédoké narancssargék, a

73



DOI:10.14753/SE.2018.2142

nem érintetteké szlirkék. Az &bra alatt az egyes csoportok szétszedett halozatai lathatok.
Az egyes grafok alatt a grafok tulajdonsagai latszanak. Az 6rids komponensek aranya
eltér az egyes tulajdonsagu pontok kozott (Z teszt *** p< 0,001) b) Kiilonbozo
topologiai meérdoszamok alakulasa a colorectalis carcinomaban a daganatban
érintett, nem érintett és els6 szomszéd fehérjék kozott hegedii abra, * <0,05 ***<

0,001 Wilcoxon rang proba (Mddos és mtsai, 2017)

Az els6é szomszéd fehérjék fontossagat nemcsak a graf oridkomponenseben
ragasztoként vald Osszekotd szerepe jelzi, hanem a kiilonb6zo, altalunk megvizsgalt
centralitasi értékekben is legalabb annyira magas értéket vettek fel, mint a daganatban
¢érintett fehérjék. A colorectalis carcinoma halozatban az elsé szomszéd fehérjék
magasabb fokszammal rendelkeznek, mint a daganatban érintett fehérjék (12. abra
median rendre fokszdm esetén 7,5; 5 illetve kluszterezettségi egyutthat6 esetén 0 és 0,048
p= 0,031, Wilcoxon rang préba), és ugyanolyan koztiséggel (median rendre 185,52 és
849,441 p> 0,05, Wilcoxon rang proba). Viszont mind a harom értékiik szignifikansan

magasabb a teljes hal6zathoz képest (p<0,001 Wilcoxon rang proba).
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7. tblazat Az els6 szomszédok a varhatonal nagyobb orias komponenst alkotnak, mig a nem érintett fehérjék a varhatonal

kisebbet.
Halbzat SignaLink
Daganat Colorectalis carcinoma Mell Hepatocellularis carcinoma Nem kissejtes tiid6 rak
o | 21503 o |2 1523 o |2 1523 o |2 523
4 & | S 23|12 8|S 2312 s 8§ 1S 2312 s I E R R
= 3 3 |2 38|2c .. 3 S |2 3|2 & 3 3 |2 8|2 o 3 3 |2 3|2 o
2 = | = 323 N o = | = |2%x|la=| N © = | = |2%x|a = N © = | = |3XIB=| N ©
] < 2 |59z 5 < 2 59|z i 2 |59z L 2 |59z
> | 9 |ga|& > | 9 |ga|E | 9 |ga|E | 9 |&|E
@ | 2 |5S”|S @ | 2 |S7”|3 @ | 2 |57”|3 @ | 2 |3”|3
Daganatban v
erintett 38 |6,6%| 6 [15,8%| 1,79 |0,0727 | 52 |9,1%| 3 |58%|-0,82| 0,413 | 21 |1,8% |Egy elemi 6rias komponens| 31 |5,3%| 4 [12,9% 0,97 | 0,3304
schr:]ss(;éd 133 23,0%| 87 [65,4%| 4,29 177 30,9%| 128 [72,3%| 3,04 61 |5,2%| 32 52,5%|13,00 113 19,4%| 69 ©61,1%| 4,97
élr\ilr?{:tt 407 {70,4%| 212 52,1%)]-8,63 343 160,0%| 53 [15,5%f-12,47 463 [39,6%| 362 [78,2%}-11,33 437 [75,2%| 306 [70,0%]-5,17
Daganatban
Crintett | 171 po,69| 165 196,5% 5,22 229 10,0%| 229 [100%| 4,23 82 [7.0%| 74 (90,2%(21,67 144 124,8% 144 |100%| 7,34
+Els6
szomszéd
f:i(lecl')J;;t 578 |100%| 578 |100% 572 |100%| 572 |100% 545 146,6%| 545 [100% 581 |100%| 581 |100%
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Cui és munkatarsai

Hal6zat
Daganat Colorectalis carcinoma Mell Hepatocellularis carcinoma Nem kissejtes tiid6 rak
o | 5 |159(8 o | = 5358 o | > 558 o | = |53|3
4 € | S 222 £ |= |23 £ | = 28212 = £ |= B2
o 3 3 |2 3|2 g a 3 |2 3|¢g 3. ] 3 |e3|g & 3 3 |e3|¢g 3.
2 = > a2~|3a=| N = > 3>~ [3=| N © = > |a >3 =] N © = > 3~|3=| N ©
& < N = = e TN < & (539> < S |5 9| < > |5 9|5 >
| 9 |&x:|8"7 2| g |&x|8"7 > | g |&x(8"7 > | 9 |&m|8"7
® 2 |37 |3 ) 2 |57 |3 @ |2 3”5 ® 2 |53
Daganatban 0 29 29 2 0 20 2 0 0 29 0 0
erintett 81 (6,7% | 18 ,2%| 3.15 125 |10,4%| 14 |11,2%(-0,10| 0,9216 | 40 (3,4%| 3 |7,5%| 0,11 | 0,91 70 [58% | 8 [11,4%)| 0,90 | 0,3655
szc?rass(;éd 376 |31,2%| 291 |77,4%| 4.23 380 [31,6%| 320 |84,2%| 5,38 146 |12,5%| 119 |81,5%| 8,31 265 |21,8%| 220 |83,0%| 5,1
élr\ilr?tr:tt 749 162,1%| 420 |56,1%]|-10.02 696 [58,0%| 261 |37,5%|-15,44 984 (84,1%| 779 [79,2%|-10,2 880 (72,4%| 572 |65,0%|-11,1
Daganatban
elgf:;t 457 [37,9%| 449 (98,2%| 7.57 505 (42,0%| 497 (98,4%| 7,85 186 |15,9%| 167 |89,8%| 6,97 335 27,6%| 324 |96,7%| 7,5
szomszéd
f]Tél?:')J;ast 1206 |100% | 1206 |100% 1201 |100% | 1201 |100% 1170 {100% | 1170 |100% 1215 |100% | 1215 |100%
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Halozat Reactome
Daganat Colorectalis carcinoma Mell Hepatocellularis carcinoma Nem kissejtes tiid6 rak
o 2533 o | 2 53|8 o | 2 153(8 o | 21533
» & | S 2212 = 1S 222 - ERE NS I E R RE RS
= 3 S |2 8|2 o 3 3 |2 3|2 .. 3 ® |2 3|9 & 2 ® |2 8|2 a.
2 | = 82|13 o = | = 22|a=x| N ° = | =223 =| N © = | =323 N ©
) o |5 OS5 o D | S O S o> o (S5 OS5 o (AN = B e S TN
= o |lo 2o ow = S |2 2| e = = 7 3. S | S| o
=, =] g8 =, S 188|178 =, S g8 =, S gag
D 97% S S [+ F“?\L = =] 4] 97% =] =] @ 97:_ =] =]
Daganatban
it | 237 [6.1%] 44 118,6%-0,14| 0,8910 | 422 11,1%| 146 34,6%-0,83| 0,4039 | 122 (3,29 | 22 [18,0%| 116 | 0,2447 | 247 (6,3% | 78 B1,6%| 113 | 0,2598
Els6 19076 153,306 1092 95,99 4,96 2267 59,7%) 2186 96,4%)| 4,31 1473 [38,6%| 1397 94,8%)| 6,03 2100 54,0%)| 2025 06,4%)| 4,99
szomszeéd
é:\i'r‘ftr:tt 1582 40.6%]| 246 [15,5%-26,09 1109 29,29%| 235 21,2%-15,93 2223 [58,29%| 1551 69,8%-12,41 1545 39,7%| 631 [40,8%-16,49
Daganatban
elgltsegt 2315 59.4%) 2271 98,1%) 5,78 2689 [70,8%)| 2674 (99,4%)| 5,27 1595 |41,8%| 1563 98,0%| 7,23 2347 60,3%) 2312 98,5%) 5,60
szomszéd
Telies | 3597 11009%| 3897 [100% 3798 |100%| 3798 |100% 3818 |100%| 3818 |100% 3892 |100%| 3892 [100%
halozat
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Halozat Biogrid DIP IntAct
Daganat Colorectalis carcinoma Mell Hepatocellularis carcinoma Nem kissejtes tiid6 rak
o 2533 o | 2 53|8 o | 2 153(8 o | 21533
2 | 8 |39|3 ¢ 2 |88 323 2 |88 323 o 3 |88 323 ¢
— o % B28 s o T B2T s o % T2 o T T2I8 S
5 @ © 1S2ISo| N o @ » S2[8 o - @ © SR8 o| N - © » SRISo| N -
c FDh = @D D =. (TD" = D D =. th = D D =. <'_Dh = D D =
a = o |5 OS5 o = D | S O S o> = o (S5 OS5 o = (AN = B e S TN
@ o w .| v @ SN w S|l » > > [Tz 7 > o w S v
= S |88 = S 188|178 = s 1887 = S |82\
D 97% S S 4] F“?\L = =] 4] 97% =] =] @ 97:_ =] =]
DZ%?Sf;gan 628 [6,2% | 244 [38,9%|-0,12 | 0,905E | 1057 |10,6%| 547 [51.8%|-0,26 | 0,796 | 307 |3,1% | 68 [22,1%| 0,08 | 0,9367 | 624 |6,1% | 264 42,3%| 0,51 6.0_%?6E
szc?rrlfs(;éd 4724 146,3%| 4594 97,2%)| 5,39 5159 [51,6%| 4974 [96.4% 3002 [30,0%]| 2960 [98,6%)| 8,36 4634 45,3%)| 4510 97,3%)| 5,85
é:\ilr?tr:tt 4850 47,5%| 1016 [20,9%]-36,24 3782 37,8%| 150 |4.0% [-37,03 6698 66,9%| 3823 |57,1%[-27,99 4963 48,6%]| 1292 [26,0%]-33,54
Daganatban
érintett 2 52 506/ 5252 0 216 162.29% 6216 |100-0 0 0 2 0|52 0
Flsh 5352 52,5%| 5252 98,1%)| 6,54 6216 162,2%| 6216 % 551 3309 [33,1%| 3309 |100%| 8.68 5258 51,4%| 5258 [100%| 6,59
szomszéd
Telies 1 0202]100%10202(100% 9998 | 190-0] gggg 1000 10007|109-0 1097|1900 10221|100%[10221/100%
hal6zat % % % %
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Halézat HPRD
Daganat Colorectalis carcinoma Mell Hepatocellularis carcinoma Nem kissejtes tiid6 rak
o | 2 |55(3 o | 2 |55|3 o | 2|53 o | 2 55|23
o | @ |39]3 o | 8 393 % | 8 |39|3 & | 8 393
— B |5 8283 8| % 828 8|5 828 8 |5 B2
=) ® » 1SRISa| N @ » 1SRISe| N © 2 2 1S5SR8 2| N © 2 2 13%I182| N ©
S 2|8 8a|8m A I RO A - IO B (8|8
= —_— =0 —_— =0 —_ =0 —
2| S &x:|8"7 > | S |&x8"7 > | S |&x:8"7 > | S |&x:|8°7
= |2 3”8 = |2 |8°|3 = |2 8”3 = |2 |8°|3
Daganatban
arintett 405 |6.0%| 87 [21.5%| 2,01 669 [10,1%| 150 [22,4%|-0,36| 0,7166 | 213 |3,2%| 16 |7,5% | 0,94 | 0,3474 | 404 |5,9% | 61 [15,1%| 0,90 | 0,3697
szfr;ssgéd 1836 [27,1%| 1668 190,8%]| 13,90 2221 [33,4%| 1990 89,6%|12,70 1231 18,6%| 1111 90,3%]| 13,96 1740 [25,6%| 1573 90,4%]| 14,06
élr\ilr?tr:tt 4540 67,0%)] 2600 57,3%}-38,68 3763 [56,6%| 1438 [38,2%[-41,86 5186 [78,2%| 3900 [75,2%[-27,61 4567 67,2%| 2884 [63,1%-33,28
Daganatban
elgltsegt 2241 33,0%] 2235 [99,7%|(17,84 2890 143,4%| 2879 99,6%|16,82 1444 121,8%| 1428 [98,9%|17,63 2144 31,5%| 2142 99,9%|17,55
szomszéd
f:'i(letl’)J;;t 6781 {100%| 6781 [{100% 6653 |100%| 6653 |100% 6630 [100%| 6630 |100% 6801 [100%|6801 [100%
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a] Mell daganat

SLE

Fokszam
Kluszterezettségi egylitthatd

1l

Nem Daganatban Elsd Teljes Ne.m Daganatban  Els§ Teljes ' Nem Daganatban Els8 Teljes
érintett  érintett szomszéd haldzat érintett  érintett szomszéd haldzat érintett  érintett szomszéd  héldzat
b N=343 N=52 N=177 N=572 N=343 N=52 N=177 N=572 N=343 N=52 N=177 N=572
] Hepatocellularics carcinoma
‘ : g n
EEE 81 =5 ©
*4 < ¥
E = )
2 g =
N L. |
5 -
= . | . * | B & /l
/ . 5 .\
1 / g1 g / \
( : .
Nem Daganatban Elsé Teljes Nem Daganatban Els§ Teljes Nem Daganatban Elsg Teljes
érintett  érintett szomszéd halézat érintett  érintett szomszéd halézat érintett  érintett szomszéd halozat
N=463 N=21 N=61 N=545 N=4632 N=21 N=61 N=545 N=463 N=21 N=61 N=545
c) Nem-kissejtes tiidérak
g g g °
ks & s ©
& *
e ¢ = .
" = -
2 :51 - =
5 g B,
@ | s o |
2 nE &
£ / \ S = i % 3 |
/ \ N I\ ] ‘\
2 g @ o
/ N " / \\ E “ A
{ A E]
| — o A ) | = E] e
Nem Dagnatban  Fisg  ygjes Nem Dagnatban Els§  Teljes Nem Dagnatban Flsé Teljes
érintett  €rintett  szomszéd hgiszat érintett  érintett szomszéd haldzat érintett  érintett szomszéd halézat
N=437  N=38 N=133 51 N=437 ~ N=38  N=133  N=581 N=437  N=38  N=133  N=581

13. &bra A SignaLink jelatviteli halézaton a tobbi harom daganat hal6zatos
centralitésai.

a) Mell daganat b) Hepatocellularis carcinoma, c) Nem-kissejtes tiidéorak A mutalt
fehérjék daganat-specifikusan a Cancer Gene Census adatbazisbdl szarmaznak, a
differencialtan expresszaldédo fehérjék azok, amelyek mRNS-e csak daganatban vagy
csak a normal allapotban jelent meg a SignaLink kézi gytijtésii jelatviteli halozatban. * -
p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001. Wilcoxon rang préba a teljes szovetspecifikus
haldzatra nezve voros csillaggal, a nem érintett fehérjékhez képest szirke csillaggal.
(Modos és mtsai, 2017)

A tobbi daganatban (mell, mdj, tid6) az elsé szomszédok szignifikdnsan
magasabb koztiséggel, fokszammal és kluszterezettségi egyiitthatdval rendelkeztek, mint
a nem érintett fehérjék, és mint a teljes haldzat fehérjéi. (p<0,001 Wilcoxon rang proba)

a SignaL.ink jelatvitlei hdlozatban (13. 4bra).

80



DOI:10.14753/SE.2018.2142

A négy tovabbi kontroll halon (Cui és munkatarsai 14. &bra, Reactome 15. abra,
Biogrid- IntAct-DIP 6sszevont hal6 16. abra, HPRD 17. dbra) végzett méresen hasonlo
eredmény jott ki a teljes haléhoz és a nem érintett fehérjékhez képest, a daganatban
érintett fehérjék els6 szomszédjai magasabb topoldgiai centralitasokkal rendelkeztek
(p<0,05 Wilcoxon rang préba). Egyetlen kivétel a Reactome haldzatban mért
Kluszterezettségi egyutthatd volt (15. dbra), mivel a komplexeket — ezaltal egymassal is
szomszédos fehérjéket — nagy szamban tartalmazo Reactome esetében a kluszterezettség

alapvetden magasabb €s nem tér el a fehérjék daganattal kapcsolatos besorolasa alapjan.
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Colorectalis carcinoma Mell daganat
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14. abra Az els6 szomszédok fontossaga a Kkiilonbozé daganatokban a Cui és
munkatarsai jelatviteli halozatban.

A mutalt fehérjék daganat-specifikusan a Cancer Gene Census adatbazisbdl szarmaznak,
a differencialtan expresszalédd fehérjék alatt azt értettiik, amelyek mRNS-e csak

daganatban vagy csak a normal allapotban jelent meg a Cui és munkatarsai halozatban.
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NE : nem érintett, DE az adott daganatban érintett * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001.
Wilcoxon rang proba a teljes szovetspecifikus halézatra nézve vords csillaggal, a
daganatban érintett fehérjékhez képest narancssarga csillaggal, a nem érintett fehérjékhez

képest szirke csillaggal. (Modos és mtsai, 2017)
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Colorectalis carcinoma

300
250 :
wr
£ 200 H
b wde
2 150 "
[+] . i
< 100 ;
50 -
0 : — 1 T I
NE DE ElsG szomszéd Teljes halozat
N=1582 N=237 N=2078 N=3897
6000 T
5 4000 '
“@ .
< 2000 =
0 *kk I - |
NE DE Elsé szomszéd Teljes halézat
1 N=1582 N=237 N=2078 N=3897
B0
se
5 % 0.6
232 04
o —T
E 0. o
0 ] ; :
NE DE Els6 szomszéd Teljes halézat
N=1582 N=237 N=2078 N=3897
Hepatocelluldris carcinoma
300
-% 200 o
100
ol—=—= l__ 2 T —
NE DE ElsG szomszéd Teljes hélozat
N=2223 N=122 N=1473 N=3818
r e
6000 T
:%D 4000 i
;:’5
2000
0 i - ——
NE DE ElsGszomszéd Teljes halozat
, . Ne2223 N=122 N=1473 N=3818
B
29 08
g — . ]
SE 06
¥ o B IR
0. . :
0 = —
NE DE Elsé szomszéd Teljes halozat
N=2223 N=122 N=1473 N=3818

15. dbra Az elsé szomszédok fontossaga

jelatviteli halézatban.

Mell daganat
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a kiillonb6zo dagantokban a Reactome

A mutalt fehérjék daganat-specifikusan a Cancer Gene Census adatbazisbdl szarmaznak,

a differencialtan expresszalédd fehérjék alatt azt értettiik, amelyek mRNS-e csak

daganatban vagy csak a normal allapotban jelent meg a Reactome hal4zatban. NE : nem
érintett, DE az adott daganatban érintett * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001.
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Wilcoxon rang proba a teljes szovetspecifikus halézatra nézve vords csillaggal, a

daganatban érintett fehérjékhez képest narancssarga csillaggal, a nem érintett fehérjékhez

képest szirke csillaggal. (Modos és mtsai, 2017)

Colorectalis carcinoma

Mell daganat
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16. abra Az els6é szomszédok fontossaga a kiilonbo6z6 dagantokban a Biogrid, DIP és

IntAct 0sszevont fehérje-fehérje interakcios halézatban.
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A mutélt fehérjék daganat-specifikusan a Cancer Gene Census adatbazisbdl szarmaznak,
a differencialtan expresszalédo fehérjék alatt azt értettilk, amelyek mRNS-e csak
daganatban vagy csak a normal allapotban jelent meg a Biogrid, DIP és IntAct dsszevont
halozatban. NE : nem érintett, DE az adott daganatban érintett * - p<0,05; ** - p<0,01;
*** . p<0,001. Wilcoxon rang préba a teljes szovetspecifikus hal6zatra nézve voros
csillaggal, a daganatban érintett fehérjékhez képest narancssarga csillaggal, a nem érintett

fehérjékhez képest szurke csillaggal. (Modos és mtsai, 2017)
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17. abra Az elsé szomszédok fontossaga a kiilonb6zé dagantokban a HPRD kézi

gyijtési fehérje-fehérje interakcids haldzatban.

A mutalt fehérjék daganat-specifikusan a Cancer Gene Census adatbazisbdl szarmaznak,

a differencialtan expresszalédd fehérjék alatt azt értettiik, amelyek mRNS-e csak

daganatban vagy csak a normal éllapotban jelent meg a HPRD halozatban. NE: nem
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érintett, DE az adott daganatban érintett * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001. Wilcoxon
rang proba a teljes szdvetspecifikus hal6zatra nézve voros csillaggal, a daganatban érintett
fehérjéekhez képest narancssarga csillaggal, a nem érintett fehérjékhez képest sziirke

csillaggal. (Mddos és mtsai, 2017)

Osszességében tehat elmondhaté, hogy az elsé szomszédok tigy viselkednek,
mint a jelatviteli halozat ragasztoi: a tumorigenesis soran megvaltozo fehérjékbol az
informaciot tovabb juttatjak a jelatviteli halozat egészéig. Igy lesznek képesek a
daganatban érintett fehérjék elsé szomszédjaikon keresztiil athuzalozni a teljes

jelatviteli halozatot.

3.2. A daganatban mutalddo fehérjék kozvetlenil, a daganatban differenciéltan
expresszalodo feherjek kozvetetten huzalozzak at a jelatviteli halozatot
Az els6 szomszéd fehérjék tehat kozponti szerepet toltenek be a jelatviteli és a
fehérje interakcids haldzatokban, ezért megnéztem, hogy van-e kilénbség a daganatban
mutalodd fehérjék és els6 szomszédjaik, valamint a daganatban differencialtan

expresszalodo (DE) fehérjék és elsé szomszédjaik kozott.

88



DOI:10.14753/SE.2018.2142

a)
o |
==
=3 | . I wok ;I'i.;
E & l ok il ok _,-"I I".I Ii I,
s | A1 J
ol J '| ,'I'II / \
=l : . : ( : D\ : J | = J
Nem Daganatban MutansDaganatban DE Teljes
érintett  érintett elsé érintett elsé halozat
N=407 mutans szomszédja DE szomszédja N=578
N=13 N=26 N=26 N=82
b) .
gl l - -
=) ¥ % e S
N |
{ #
) L
.g § ** o Ill'
":" o | l | |I I' |I
0 | 11 I
R lIV i I \
Fi 4 : Y _-", . , \\"\
o - . " i I - I | ). 1
Nem Daganatban Mutans Daganatban DE Teljes
érintett  érintett elsé érintett  elsd haldzat
N=407 mutdns szomszédja DE szomszédja N=578
N=13 N=26 N=26 N=82

18. abra A mutalédott és differencialtan expresszalodé daganatos fehérjék és elsé
szomszédjaik halozati centralitidsai vastagbél daganatban a SignaLink adatbazist
hasznélva.

a) fokszam, b) koztiség. A hegediiplottokrodl leolvashatd a mért értékek teljes eloszlasa.
A fehér pontok a medianokat jelzik, a dobozok 25-75 percentilisig terjednek, a szakallak
a dobozok kétszeresei. A csillagok a Wilcoxon rang préba szerinti szignifikancidnak
felelnek meg: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 A szirke csillagok a nem érintett
pontokhoz képest mérik a szignifikanciat, a pirosok a teljes halézathoz. (Mddos és mtsai,
2017)

A vastagbél daganatban a SignaL.ink jelatviteli hal6zatban a daganatban érintett
mutacio soran megvaltozo fehérjék ugyanannyira kézpontiak, mint az els6é szomszédjaik
(p>0,05 Wilcoxon rang proba), mig a DE fehérjék épp ellenkezbleg, kevéshé kdzpontiak,
mint elsé szomszédjaik (p<0,05 Wilcoxon rang proba) (18. dbra). Ez igaz valamennyi
tovabbi daganatra is (19. abra, 20. &bra, 21. abra, 22. abra). Az elkiloniilés vastagbél
daganat esetében mind a jelatviteli halézatokban (Reactome; Cui és munkatarsai., 19.

abra, 20. abra), mind pedig a fehérje-fehérje interakcios halozaton (DIP, IntAct, BioGrid
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egyesitett haldzat; HPRD 21. abra, 22. dbra) megfigyelhetd volt. A Cui €s munkatarsai €s
az IntAct, DIP, Blogrid hal6zatban a daganatban érintett mutalt fehérjék magasabb
fokszammal és koztiséggel rendelkeztek, mint els6 szomszédjaik. Ezzel szemben a
daganatban DE fehérjék els6é szomszédjainak magasabb volt mind a fokszama, mind a
koztiség értéke, mint a DE daganatban érintett fehérjéknek. A Reactome halézatban a sok
komplex miatt a mutalt fehérjék elsé szomszédjai is magasabb fokszamot vettek fel, mint
a daganatban érintett mutalt fehérjék (20. abra). A jelenség oka, hogy a daganatban
mutalt fehérjék hatésa a jelatvitelre kozvetlen. Onmagukban képesek a jelatvitelt
athuzalozni nagyobb kozpontisiguk miatt. Ezzel szemben a differencidltan
expresszalodo fehérjéknek inkabb indirekt a hatasa, amit a kozponti elso
szomszedok kozvetitenek. A daganatban érintett differencialtan expresszalodé
fehérjék kozvetett hatast fejtenek ki a magasabb centralitasu elsé szomszédjukra, és
ezaltal képesek befolyasolni a jelatvitelt.

Ez vizsgélatunk soran mind a négy daganatban és mind az 6t héal6zatban
megjelent (19. abra, 20. abra, 21. dbra, 22. abra). A haldzatok vizsgalata soran a vizsgalt
fehérjék mennyiségében nagy eltéréseket tapasztaltam. A nagy atereszt6 képességii
modszerekkel gyiijtott halozat (DIP, BIOGRID, IntAct) elemszdma az adott szdvetben
megkozelitette a 10 000 fehérjét, mig a HPRD-ben ennek a kétharmadat.
Osszehasonlitasképpén a SignaLinkben 578 fehérje szerepelt a vizsgalatban.
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19. bra A colorectalis carcinoma, a mell daganat, a hepatocellularis carcinoma

3

€s

nem Kissejtes tiidorak daganatban mutans és differencidltan expresszalodo
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fehérjéinek és els6 szomszédjaiknak halozati centralitasai a Cui és munkatarsai
(2007) manualisan gyijtott daganatos jelatviteli halozaton.

A mutalt fehérjék daganat-specifikusan a Cancer Gene Census adatbazis szerint daganatot
okozo mutacidt szenvedd fehérjék, a differencidltan expresszalddo fehérjék alatt azt
értettlik, amelyek mRNS-e csak daganatban vagy csak a normal allapotban jelent meg a
Cui és munkatarsai halézatban. DE: az adott daganatban differenciéltan expresszal6do
fehérje NE: nem érintett fehérje. Wilcoxon rang proba: * - p<0,05; ** - p<0,01; *** -
p<0,001. A teljes halozathoz képesti eltérest a piros csillagok, a nem érintett fehérjékhez

képesti eltérést a szurke csillagok jelzik. (Modos és mtsai, 2017)
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20. abra A colorectalis carcinoma, a mell daganat, a hepatocellularis carcinoma és

nem Kissejtes tiidorak daganatban mutans ¢és differencialtan expresszalodo
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fehérjéinek és elso szomszédjaiknak haldzati centralitasai a Reactome manualisan
gyiijtott jelatviteli haldzaton.

A mutalt fehérjék daganat-specifikusan a Cancer Gene Census adatbazis szerint daganatot
okozo mutacidt szenvedd fehérjék, a differencidltan expresszalddo fehérjék alatt azt
értettlik, amelyek mRNS-e csak daganatban vagy csak a normal allapotban jelent meg a
Reactome haldzatban. NE: nem érintett, DE: differencialtan expresszaldo. Wilcoxon
rang proba * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001. A teljes hal6zathoz képesti eltérést a
piros csillagok, a nem érintett fehérjékhez képest a sziirke csillagok jelzik. (Mddos és
mtsai, 2017)
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21. dbra A colorectalis carcinoma, a mell daganat, a hepatocellularis carcinoma és

nem Kissejtes tiidérak daganatban mutans és differencialtan expresszalodé
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fehérjéinek és elso szomszédjaiknak halozati centralitasai a Biogrid, DIP és IntAct
fehérje interakcids haldzaton.

A mutalt fehérjék daganat-specifikusan a Cancer Gene Census adatbazis szerint daganatot
okoz6 mutaciot szenvedd fehérjék, a differencidltan expresszalddé fehérjék alatt azt
értettlik, a differencidltan expresszalodoé fehérjék alatt azt értettiik, amelyek mRNS-e csak
daganatban vagy csak a normal allapotban jelent meg a Biogrid, DIP, IntAct hal6zatban.
NE: nem érintett, DE: differencialtan expresszalodo. Wilcoxon rang préba: * - p<0,05;
** . p<0,01; *** - p<0,001. A teljes hal6zathoz képesti eltérést a piros csillagok, a nem

érintett fehérjékhez képest a szurke csillagok jelzik. (Modos eés mtsai, 2017)
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22. abra A colorectalis carcinoma, a mell daganat, a hepatocellularis carcinoma és

nem Kkissejtes tiidérak daganatban mutans és differencialtan expresszalodd
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fehérjéinek és els6 szomszédjaiknak halozati centralitasai a kézi gyijtésii HPRD
fehérje interakcids haldzaton.

A mutalt fehérjék daganat-specifikusan a Cancer Gene Census adatbazis szerint daganatot
okozo mutaciot szenvedd fehérjék, a differencidltan expresszalodo fehérjék alatt azt
értettlik, amelyek mRNS-e csak daganatban vagy csak a normal allapotban jelent meg a
HPRD héldzatban. NE: nem érintett, DE: differencialtan expresszalédd. Wilcoxon rang
préba * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001. A teljes haldézathoz képesti eltérést a piros
csillagok, a nem érintett fehérjékhez képest a sziirke csillagok jelzik. (Mddos és mtsai,
2017)

3.3. Lehetséges uj utak a gydgyszerfejlesztésben az els6 szomszédok bevonasaval.

Jelenleg a daganatban érintett fehérjéket tekintjuk a gyogyszerfejlesztés
elsddleges célpontjainak. Mint ahogy lathattuk, az els6 szomszédok legalabb annyira
kdzponti helyet foglalnak el a daganatok Jelenleg a daganatban érintett fehérjéket
tekintjiik a gyogyszerfejlesztés elsddleges célpontjainak. Mint ahogy lathattuk, az elsd
szomszedok legaldbb annyira kozponti helyet foglalnak el a daganatok jelatviteli
halézataban, mint a daganatban érintett fehérjék (12. dbra/b), ezért érdemes lehetséges
gyogyszercélpontként tekinteni rajuk.

Ezért megvizsgaltuk, hogy a ChEMBL adatbazisban hany jelenlegi gydgyszer, és
a ChEMBL adatbazisbol hany kémiai molekula (compound) hat a daganatban érintett
fehérjékre, és hany azok elsé szomszédjaira (23. &bra). Léathatd, hogy mind
gyogyszerekbol, mind pedig compoundokbdl t6bb jut egy daganatban érintett fehérjére,
mint elsé szomszédjara (rendre 1,14 a 0,76 szemben; és 34.14 a 23,11 szemben p<0,001
Bernoulli teszt a fehérjék aranyhoz képest). A daganatban érintett fehérjek felé eltol6dd
arany alapjan elmondhato, hogy az elsé szomszédokat nem vizsgaltdk olyan kimeritéen
gyogyszercélpontként, mint a daganatban érintett fehérjéket (23. abra).

Megvizsgaltam, hogy a daganatban érintett fehérjékre az els6 szomszédokhoz
képest magasabb gydgyszer, illetve compound szdm hogyan mutatkozik az &ltalam
vizsgalt négy daganatban. A legtdbb daganatban érintett fehérje a mell daganatban fordul
eld (52), ezért is meglepd, hogy a legtobb gyogyszer a colorectalis carcinomaban érintett
fehérjére van (94 colorectalis carcinoma, 31 nem-kissejtes tiidérak, 27 mell daganat, 9
hepatocellularis carcinoma) (23. abra). A legtébb compound a mell daganatban érintett

fehérjek ellen készult (3123 mell daganat, 1785 colorectalis carcinoma, 1163 nem-
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kissejtes tiid6 rék, 17 hepatocellularis carcinoma) (23. &bra). A hepatocellularis
carcinomaval Osszefiiggd fehérjék ellen 1étez6 compoundok szama (17) aggasztdan
alacsony. Egyszerre mind a négy daganat ellen nem talaltam sem gyogyszert, sem
compoundot, mivel jelen vizsgalatban nem talaltam mindegyik daganatban egységesen
megvaltozo fehérjét a CGC szigoru daganat specifikus szlirése miatt (23. bra). A legtbb
compoundot a mediator rétegben elhelyezkedé Akt kinazra fejlesztettek (953-at), amely
a négy tumorbol 3 esetén daganatban érintett (mell, tiid6, vastagbél). jelatviteli
haldzatdban, mint a daganatban érintett fehérjék (12. abra/b), ezért érdemes lehetséges
gyogyszercélpontként tekinteni rajuk.

Ezért megvizsgaltuk, hogy a ChEMBL adatbazisban hany jelenlegi gydgyszer, és
a ChEMBL adatbazisbol hany kémiai molekula (compound) hat a daganatban érintett
fehérjékre, és hany azok elsé szomszédjaira (23. abra). Lathatd, hogy mind
gyogyszerekbol, mind pedig compoundokbdl t6bb jut egy daganatban érintett fehérjére,
mint elsé szomszédjara (rendre 1,14 a 0,76 szemben; és 34.14 a 23,11 szemben p<0,001
Bernoulli teszt a fehérjék aranyhoz képest). A daganatban érintett fehérjék felé eltolédd
arany alapjan elmondhato, hogy az elsé szomszédokat nem vizsgaltak olyan kimeritden
gyégyszercélpontként, mint a daganatban érintett fehérjéket (23. abra).

Megvizsgaltam, hogy a daganatban érintett fehérjékre az elsé szomszédokhoz
képest magasabb gyogyszer, illetve compound szdm hogyan mutatkozik az altalam
vizsgalt négy daganatban. A legtdbb daganatban érintett fehérje a mell daganatban fordul
eld (52), ezért is meglepd, hogy a legtobb gyogyszer a colorectalis carcinomaban érintett
fehérjére van (94 colorectalis carcinoma, 31 nem-kissejtes tiidérak, 27 mell daganat, 9
hepatocellularis carcinoma) (23. abra). A legtébb compound a mell daganatban érintett
fehérjék ellen készllt (3123 mell daganat, 1785 colorectalis carcinoma, 1163 nem-
kissejtes tiid6 rak, 17 hepatocellularis carcinoma) (23. &bra). A hepatocellularis
carcinomaval Osszefliiggd fehérjék ellen létez6 compoundok szama (17) aggasztdan
alacsony. Egyszerre mind a négy daganat ellen nem talaltam sem gyogyszert, sem
compoundot, mivel jelen vizsgalatban nem talaltam mindegyik daganatban egységesen
megvaltozo fehérjét a CGC szigoru daganat specifikus szlirése miatt (23. bra). A legtobb
compoundot a mediator rétegben elhelyezkedé Akt kinazra fejlesztettek (953-at), amely

a négy tumorbol 3 esetén daganatban érintett (mell, tiido, vastagbél).
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a) Daganatos fehérjék és elsé szomszédok lehetséges
gyogyszerei
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23. dbra Gyogyszerek és kismolekuldk megoszlasa a daganatban érintett fehérjék és
az els6 szomszédok kozott

a) Az 0Osszes daganatban a daganatban érintett és az els6 szomszédokra vonatkozo
gyogyszercélpontok (Bernoulli teszt a fehérjék megoszlasahoz viszonyitva *** p<0,001)
b) Daganatban érintett fehérjék megoszlasa az altalunk vizsgalt daganatokban, c) Els6
szomszéd fehérjék megoszlasa az altalunk vizsgalt daganatokban d) Daganatokban
érintett fehérjéket célzd gyogyszerek e) Elsd szomszédokat célzd gyogyszerek, f)

Daganatokban érintett fehéréjéket célz6 molekulak a ChEMBL adatbazis szerint, g) Els6
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szomszed fehérjéket célzd molekulak a ChEMBL adatbazis szerint (A célfehérjéhez valo
kot6dés hatarértéke <50 nM volt) (Mddos és mtsai, 2017)

Az egyes els6 szomszéd fehérjékre a létezd gyodgyszerek szama joval Kisebb.
Viszont ezek terapids relevancidjanak feltarasaval 0 lehetéségekre mutathatunk ra a
gyogyszertervezésben. Mind az elsé szomszédokra alkalmazott gyogyszerek, mind a
daganatban érintett fehérjék ellen alkalmazottak kdzott kevés olyan van, amely rak
ellenes szerként hasznalhatd a gyogyszerek tipusat meghataroz6 Anatomical Therapeutic
Chemical (ATC) klasszifikacioval rendelkezok koziil (Berg és mtsai, 2014) (27, illetve
25 db a 184, illetve 113 kozil). A hasonld szamu gyégyszer oka, hogy a kilénboz6
daganatokban az els6 szomszédok atfednek a daganatban érintett fehérjékkel.

A keves daganatban alkalmazott szer miatt mindenképpen gondolkodni kell az
egyes gyogyszerek indikacion tdli (off-label) alkalmazasan. igy lehetéségiink van a
rékban alkalmazhato gydgyszerek korét kiterjeszteni. S6t, ha az els6 szomszédokat is
lehetséges gyogyszercélpontoknak tekintjuk, akkor nemcsak a mar alkalmazhaté
készitmények szaméat noveljuk meg, hanem a lehetséges célpontok szamat is

megsokszorozzuk.
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VI. Megbeszélés

A megbeszélésben szeretném az altalam fejlesztett adatbazisok alkalmazésanak
lehetdségeit, a kritikus paralogok koncepciojanak alkalmazésat, valamint a rakban érintett

fehérjék elsé szomszédjainak gyogyszerfejlesztési jelentdségét ismertetni.

1. ASignaLink, az ARN és az NRF2ome adatbazis lehetséges alkalmazasai

Mindegyik adatbézis a maga nemében hianypotld szerepet tolt be. A SignaLink a
jelatviteli vizsgalatok, és azon belll is a cross-talk vizsgalatokra nyujt egy lehetséges
alternativat. Eldnye, hogy réteges felépitése miatt kiilonboz6 tipusu és megbizhatdsagh
adatokat tartalmaz. A dolgozat szempontjabdl csupan a transzkripcids-faktor célgén,
miRNS-célgén és TF-miRNS réteget emeltem ki, mivel én ezen rétegek elkészitésben
vettem részt. Lehetseges alkalmazésai kozé tartozik a SignaLink dtvonal annotaciok
hasznalta gydgyszermolekula hatds vizsgalatokban (Bulusu és mtsai, 2016; Melas és
mtsai, 2015). Az altalam bemutatott két modszer a SignaLink adatbazis lehetséges
alkalmazasara példa.

Az ARN, mint az autofagia ¢€s annak regulaciojat 6sszesitd adatbazis hidnypotlo
kiindulopontja az autofagiai kutatasoknak. Hasznélata lehet6séget ad regulacios korok
megtalalasara, és ezzel egyes autofagia mechanizmusok tisztazasara.

Az autofagiara specifikusan is alkalmazhatéak a daganatban érintett elsd
szomszédok feltérképezesében hasznalt moédszerek. Az ARN adatbézissal, pedig
lehetdség van a daganatok egyes mutacidinak az autofagia haldzatra gyakorolt hatdsat
bemutatni regulacids interakcidkon keresztul is (Kubisch és mtsai, 2013) (24. abra). Az
adatbazis hasznalata szerepel az autofagia kutatas jelenelegi ajanlott metodikai kdzott
(Klionsky és mtsai, 2016).
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24. abra Rakban mutaciot szenveddé gének és gyogyszercélpontok az autofagia
szabalyozasi halézataban.

Kodzépen az autofdgia kozponti végrehajto fehérjéi, felil a poszt-transzlacios
szabalyozok, alul pedig a transzkripcios faktorok lathatok. A pontok nagyséaga
fokszamukkal aranyos, azaz megmutatja, hogy hany autofagia fehérjét szabalyoznak. Az
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abra szélén a nagy fokszamu pontok felsorolésa lathatd. A daganatos megbetegedésekben
mutéciot szenvedd gének zolddel kertiltek kiemelésre, mig a gyogyszercélpontok kékkel.

A szabalyozdk kozti kapcsolatok nincsenek feltlintetve (Kubisch és mtsai, 2013) alapjan)

Az NRF2ome adatbazis az NRF2 és interakcids partnereinek kigyiijtésére szolgal.
Lehetdséget nyajt a miRNS és a transzkripcids faktorok regulaciés koreinek
bemutatasara. Egyik legjobb példa erre az NRF2 és a PPAR-gamma koz6tti regulacios
kor (25. abra) (Papp és mtsai, 2012).

| S S S LS e -—
RNize ’ — \ ‘ \ s .
Fehérje P / \ Fehérje
megjelenése /7 v v N megjelenése

/ Kapcsolodas N\
// PPARy

\
\

Transzkipcid indukcidja Transzkipcid indukcidja

25. dbra A PPAR-gamma és az NRF2 kozotti tranaszkripcionalis visszacsatolasi
kapcsolat.

Az NRF2 serkenti a PPAR-gamma transzkripciojat, mig a PPAR az NRF2
transzkripcidjat serkenti. Ha a két fehérje egyszerre jelen van a rendszerben, akkor
0sszekapcsolodnak, ezaltal nem képesek bejutni a sejtmagba, azaz kélcsondsen gatoljak
egymas transzkripcios hatasat. A visszahato (feed-back) kapcsolathoz a regulacios adatok
nélkiilozhetetlenek. Az altalam is keresett regulacids adatok keriiltek be késébb az NRF2-
ome adatbazisba (Papp és mtsai, 2012).

2. Példak a kritikus paraldg csoportokra, szerepuk a jelatvitelben
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A megbeszélésben szeretném ismertetni néhany kritikus paralég szerepét és

funkcidjat az intracellularis kommunikécidban, illusztralva jelentGségiiket a jelatvitelben.

1.1. A NOTCH fehérjék:

A Notch Utvonalban a névado fehérje harom izoformaja a NOTCH1, a NOTCH2
és a NOTCH3 talélhatd egy kritikus paralog csoportban. (a NOTCH4 evoluciésan
nagyobb tavolsagra talalhatd, ezért nem tagja a paralog csoportnak).

A NOTCHL1 fehérje a harom NOTCH paralog kozil a legjobban ismert és a
legsokoldalubb. Ez folytat leger6sebben cross-talkot, a Notch utvonalon kivill a WNT és
a TGF-B utvonallal is kapcsolatban all. A WNT utvonallal a LEF-1 fehérjén, a TGF-f
utvonallal a SMAD3 fehérjén keresztil folytat cross-talkot (Blokzijl és mtsai, 2003; Ross
és Kadesch, 2001). Szabalyoz6 fehérjéi kozul az ITCH a TGF-B utvonallal is
kapcsolatban van (Bai és mtsai, 2004), valamint a TGF-p utvonal egyik kozponti
fehérjéje, a SMAD?3 is visszahat a NOTCH1 mikodésére (Blokzijl és mtsai, 2003) (26.
abra). Mutaciok az egyes NOTCH paralogokban eltéré betegségeket okoznak. A
NOTCH1 szerepe ismert a T-limfocitak érésében (Stanley és Guidos, 2009), és mutacidja
bikuszpidalis aorta billentylit okoz (Garg és mtsai, 2005). A NOTCH2 mutécidja az
Alagile szindromat okozza, ami a méaj epevezetékeinek az elzarddasaval jar (McDaniell
és mtsai, 2006). A NOTCH3 génben bekovetkez6 mutacid vaszkularis malforméaciot okoz
a kozponti idegrendszerben (Kalimo és mtsai, 2006). A harom receptor a szervezet

kiilonb6z6 pontjan okoz egymastol eltérd betegségeket.
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Signal sending cell

Signal receiving cell

26. abra A NOTCH Kkritikus pont hal6zata.

A kritikus pontba harom NOTCH izoforma tartozik, kozilik a NOTCH1-r6l tudjuk, hogy
rendelkezik cross-talk kapcsolatokkal (Blokzijl és mtsai, 2003; Ross és Kadesch, 2001).
A pontok alakja az utvonal-poziciéban betdltott funkciot, a szinek az utvonaltagsagot
jelzik. A pontok kozott kozvetlen serkentd és gatld kapcsolatok vannak, de az LFNG és
MFNG fehérjéknél szaggatott vonallal kozvetett kapcsolatokat is lathatunk. Ezek a
ligandok receptor-specifikus serkentését vagy gatlasat jelzik. A SMAD3 specidlis
helyzetii, mivel egyszerre lehet mediator, kofaktor és transzkripcids faktor is tobb
utvonalban. Az abréan jél lathatd, hogy a NOTCH1 receptor a SMAD3 és a LEF1
fehérjékkel cross-talk kapcsolatban van, és ez indokolja, hogy a NOTCHI erds, pozitiv

és negativ szabalyozas alatt all. (Mddos és mtsai, 2016)

A harom izoformanak vannak azonos és vannak kiilonb6z0 ligandjai és kofaktorai
(26. abra). Ennek kovetkeztében el6fordulhat az, hogy akar mindegyik jelenlévd receptor-
izoforma aktivalddik, de az is, hogy ligand-fiiggd szelektiv modon csak egy adott
izoforma tipus. A Notch utvonal szabalyozésa szempontjabdl a kofaktorok kiemelten
fontosak, mivel — szemben példaul az EGF/MAPK dtvonallal — itt nincsen sok kdzponti
elem, amely kozvetlenil befolyasolna a jel terjedését (Bray, 2006; Korcsmaros és mtsai,
2010)(Bray, 2006; Korcsmaros és mtsai, 2010). A 11. abran azt is lathatjuk, hogy vannak
altalanos (MAML1, -2, -3), és vannak receptor-specifikus kofaktorok (DTX1, -4,
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ADAM17, -10), amelyek befolyasolhatjak, hogy ennek a kritikus pontnak melyik tagja
lesz aktiv. Fontos azt is kiemelni, hogy az egyes kritikus ponti fehérjék akéar egymas
hatasat is befolyasolhatjak. A NOTCH3 képes gatolni a NOTCH1 Notch dtvonal-
specifikus célgénjeinek atirodasat (Beatus és mtsai, 1999). Egy ilyen komplex kritikus
ponti hatas noveli a NOTCH1 mas Utvonalakat aktivald hatdsanak specifikussagét.
Osszességében ez a kritikus pont és szabalyozasa arra példa, hogy a kritikus ponti
fehérjékre hatd kofaktorok segitségével lehetéség van a bejovo jelet mas utvonalakra
terelni. Ez segit abban, hogy a jel jelatviteli utra specifikus maradjon. Elképzelhetd, hogy

ez a specifikussag okozza a kiilonbdzo betegségeket az eltérd receptorok mutacidiban.

1.2. ASMAD 2 és 3 fehérje:

R-SMADok kozé tartozo SMAD2 és SMAD3 fehérje TGF-f jel tovabbitasaban
vesz részt. A TGF-B jel tovabbitasihoz mindkét izoformanak jelen kell lennie, mivel az
aktivalt receptor jelét egy dupla heterodimer komplex képzddésével tovabbitjak a sejtmag
felé (Lutz és Knaus, 2002). Az evollcio soran a SMAD?2 duplikalddott. A két paraldg
szekvenciainak 90 %-a egyforma, azonban a SMAD2 MH1 doménjén (3. exonon) egy 30
aminosavas inzert talalhaté (Dennler és mtsai, 1999). Ennek kdvetkeztében a SMAD2 —
szemben a SMAD3-mal — nem tud a DNS-hez ko6tédni, és tobb mas fehérjéhez sem tud
kapcsolddni (Jayaraman és Massagué, 2000; Shi és mtsai, 1998). Mindkét fehérje részt
vesz cross-talkban a WNT és a RTK/MAPK jelatviteli utvonalban (Luo, 2017) (27. abra.)
Mindkét fehérjének fontos szerepe van az embriondlis differencialodas, beleértve az
epitélidlis-mezenchimalis atalakulas szabalyozasaban. A SMAD?2 felelés az embrio
dorso-ventralis tengelyének kialakulasaért, mig a SMAD3 negativan regulédlja a
sejtciklust és apoptozist indukal (The UniProt Consortium, 2014).

Ha csak az egyik paraldg van jelen, vagy a paralogok aranya eltérd, akkor a bejovo
TGF-p jel egy masik jelatviteli utvonalat befolyasol a dominans paralogon keresztil.
Példaul a TGF-p aktivalhatja a WNT utvonalat a SMAD3-on keresztil, a SMAD3
ledllithatja az axin expressziot, amely a WNT jelatvitel egyik negativ regulatora (Dao és
mtsai, 2007) (27. abra). Ez a cross-talk fontos a chondrocitak differenciacidjaban (Dao és
mtsai, 2007). A SMAD3 tébb olyan cross-talk foszforilacios hellyel rendelkezik, amivel
a SMAD2 nem (27. abra). Példaul a GSK-3p foszforilacios helye a 66. treonin

------

2008). A foszforilacibhoz kapcsolodnia kell az axinhoz, de oda a SMAD?2 is
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kapcsolddhat, ami nem tartalmazza ezt a treonint, tehat megvédi a SMAD3-t a

degradéciétol.

NLS 30 aminosavas inzercio
- v

SMADZL lMHl I Linker 1 MH2 }— SSMs

L) LI Y
SMAD3 | MH1 [ Linker l MH2 }— ssvs

T E— -
NLS DNA TA

L ) L )

Y Y
DNS kdté domén MH1 Receptor koté domén (MH2)
68% aminosav szekvencia homolégia 96% aminosav szekvencia homoldgia

27. abra A SMAD?2 és a SMAD3 fehérjék szerkezete.
P-vel jeloltik a kiilonb6zd foszforilacids helyeket. A téglalapok jelzik a kiilonb6z6
doméneket. A SMAD2 DNS kotd doménje rendelkezik egy 30 aminosavbol allo
inzercioval ami miatt a SMAD2 nem képes a DNS-hez kot6dni, csak a SMAD3-mal
egyutt. (piros téglalap) Mindkét fehérje képes cross-talkra példaul az axinhoz valo
kapcsolddas, vagy ERK foszforilacié utjan. A SMAD3 kapcsolodni képes a GSK-3p-val
is, ami a WNT jelatvitel egyik kdzponti fehérjéje. (Mddos és mtsai, 2016)

Mindebbdl azt lathatjuk, hogy a kritikus pont két elemének a jelatvitelben eltérd
hatdsa van, bar nagyban homoldg a szekvenciajuk. Feltehetéen az evolicidé soran
1étrejové duplikacio tette lehetévé a SMAD2-ben a 30 aminosavas inszercit. Ez az
inszerci6 pedig nagymértékli funkcidvaltozast eredményezett. Az 10j funkcionak
fokozatosan Ujfajta szabdlyozasi lehetdségei alakultak ki. Tovabba lathatjuk, hogy a
cross-talkban jobban involvalt kritikus ponti fehérje nagyobb mertékben is szabalyozott,
épp ugy, minta NOTCH1 fehérje esetén.

1.3. A MAPK fehérjék szovet specifikus expresszidja:
Az expresszios regulacié fontossagat a MAPK jelatviteli utvonal kritikus paraldg

csoportjain mutatom be. Ismert, hogy a MAPK jelatviteli Gtvonalat tébb, egymashoz
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hasonlo fehérjébdl felépiild, paralog csoport alkotja (Seger és Krebs, 1995). A példaban
csak a szOvet specifikus expressziora fokuszalunk, mely befolyasolja a bejovo jel

szovetspecifikus hatasat (28. abra).

Stressz
szignal TG::'B eMéj és epehdlyag
|
l, . O @ Kardiovaszkularis
0 szovet
MEK3 MEK6
O Periférias idegrendszer

p38a p38B p38y p386

000 @80 @00 €00 OO0

Tulélés Differenciacié Apoptosis

28. &bra A MAPK jelatvitel kritikus paraldg csoportjai- €let és halal urai
Az egyszerliség és attekinthetdség kedvéért nem abrazoltuk a jelatvitel foszfatazait
valamint allvanyfehérjéit. Harom kivalasztott szovetben mutatjuk be az expresszidjat a
két kritikus paralog csoportnak: A maj és epehdlyag teriletén (barna karika), a
kardiovaszkularis szovetekben (piros karika) és a periférias idegrendszerben (z6ld
karika). Ha az adott fehérje expresszalddik az adott szdvetben, akkor teli karikéaval
jeleztiik. Ha nem expresszalodott, akkor Ures karikaval. Az egyes fehérjék kozotti élek az
adott szovet szinével lathatok. A harom szovetben eltér a jelatvitel Utja és a végkifejlete

minddssze az expresszid miatt. A részleteket lasd a szévegben. (Mddos és mtsai, 2016)

A MEKS3 és a MEKG6-nak nincs ismert célpont sepcificitasa a p38 paralogok kdzott
(p38a, p38P, p38y, p38d) scafoldok nélkiil. A végsd hatds azon mulik, hogy melyik p38
paralog expresszalodik az adott szovetben. Ha a p38a expresszalodik, akkor a MEK3/6-
p38 ut indul be, mely myoblasztokban a miocitikus differencialodast jelenti (Choi és
mtsai, 2011). A majban a p38p aktivalodasa a MEK6-0n keresztil ismert proapoptotikus
ut, melyet a TGF-p utvonallal folytatott cross-talk aktival (Kim és mtsai, 2004), és
hepatocellularis fibrosishoz vezethet (Dooley és ten Dijke, 2012). A periférialis

idegrendszerben egyik p38 fehérje sincs jelen. llyenkor a MEK szignal a MIRK fehérjék
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Friedman, 2006).

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a sejt sorsa azon is mulik, hogy a bejovo
jelet milyen p38 izoformak fogadjak, azaz egy kritikus paraldg csoporton belil milyen
kritikus fehérjék vannak jelen. A példaban bemutatott jelatviteli halozatban a bejovo jel
tulélési jellé (idegrendszer), sejthalalt kozvetitd jellé (mdj), vagy differenciacié felé terelt
jellé (sziv) alakulhat. Ez a kritikus paraldg csoport kivalo lehetdséget jelent a jelatvitel

rrrrr

Végeredményben az expresszalodo kritikus paralogok élet és halal urai a sejt szamara.
3. Akritikus paralég csoportok jelentésége

A jelatviteli halozatok specifikusan képesek nagy mennyiségii kiilonb6zd bementi
jelet feldolgozni €s tovabb juttatni viszonylag kevés kiilonbozd jelatviteli titvonalon. A
jelatviteli Gtvonalak szabalyozésa kulcs lépés a sejtek életében és dontéseik
meghozatalaban. Eppen ezért a halozatbioldgia egyik kérdése a jelatvitel kulcsfontossagu
elemeinek megtalalasa (Jeong és mtsai, 2001). A kordbbi munkak, vagy kizarélagosan
haldzat alapu (Khuri és Wuchty, 2015; Li és mtsai, 2013b; Wang és mtsai, 2012), vagy
csak biologiai modszereket alkalmaztak (Taniguchi és mtsai, 2006), de el6fordult ezen
modszerek kombinécidja is (Li és mtsai, 2017; Luo és Qi, 2015).

Az egyik legnagyobb hatasu analizist Kahn és munkatarsai végezeték az inzulin
jelatviteli utvonal vizsgalatakor (Taniguchi és mtsai, 2006). Azonositottak az inzulin
jelatviteli utvonal kritikus pontjait, ahol egy kritikus pontba olyan fehérjék tartoztak,
melyek egymas paraldgjai vagy izoformai voltak, részt vettek cross-talkban az inzulin
jeltaviteli Gtvonalon kiviil mas utvonalakkal, és esszencidlisak voltak az inzulin
jelatvitelben.

Alternativa a jelatvitel kdzponti elemeinek megtalalasra a halozatbeli centralitas
alapu keresés. Itt az egymassal kapcsolodo jelatviteli Utvonalakat grafként reprezentaljak,
és a centralitasi mérészamokkal prediktaljak az esszencialis kritikus pontokat (Khuri és
Wuchty, 2015; Li és mtsai, 2013b; Wang és mtsai, 2012). A graf reprezentaciok hatranya,
hogy fuggenek a haldzatrol alkotott a priori ismereteinktdl, esetlinkben a jelatviteli
haldzat interakcioitol. Ahhoz, hogy ne essiink bele az ilyen jellegii csapdakba, valamilyen
biologiai ismeretet hozza kell tenniink a halézati mérészamokhoz. Ilyen lehet, hogy az

esszencialis fehérjék nagyobb aranyban expresszalédnak egyiitt, és alkotnak kozos
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modulokat (Li és mtsai, 2012), vagy az, hogy az ilyen fehérjék nagyobb aranyban tagjai
komplexeknek, mint ahogy azt varnank a kozonséges fehérjékkel szemben (Li és mtsali,
2013b, 2017; Luo és Qi, 2015).

Doktori dolgozatom sordn kombinaltam ezeket a tulajdonsagokat és
Kiterjesztettem Kahn és munkatérsainak az inzulin jelatvitelre alkalmazott kritikus pont
koncepciodjat tovabbi utvonalakra (Taniguchi és mtsai, 2006). Megériztem evolicids
kritériumkent azt, hogy hasonlo gének fontosak lehetnek a jelatvitelben, ezért paralogokat
kerestem két egymast kiegészité forras segitségével (Kriventseva és mtsai, 2015;
Sonnhammer és Ostlund, 2015). Az esszencialitast szovetspecifikusan és jelatvitelre
jellemzé modon definidltam. Azt a fehérjét tekintettem esszencialisnak, mely nélkil
elvész legalabb egy szovetben egy ligand és transzkripcios faktor kdzotti jelatviteli ut.
Ezzel tobb réteg biologiai ismeretet vittem be a munkaba. Egyrészt a ligandtdl
transzkripcios faktorig tarto utak csak a jelatvitelben értelmezhetdek, a graf elméletben
alkalmazott forras és nyelé pontokkal szemben, mésrészt szovetspecifikussagot, még az
egyik fenti munka sem alkalmazta, csupan koexpressziot. Ez a kritérium egy szdvet
specifikus és jelatvitel specifikus azonositasat tette lehet6vé a kritikus paralog
csoportoknak. A harmadik kritérium a paraldg csoportok koziil legalabb egy fehérjének
cross-talkban valo részvétele volt. Ehhez nélkiilozhetetlen volt a megfeleld adatbazis
Kivalasztasa, és ezért valasztottuk a SignaLink 2 adatbazist a munkahoz (Fazekas és
mtsai, 2013) (7. abra).

Az altalam megalkotott munkafolyamat altal sikerdilt 75 kritikus paraldg csoportot
azonositani, amiben 08sszesen 267 kritikus fehérjét talaltam az altalam vizsgalt hét
jelatviteli Gtvonalban (8. &bra). Az eredmények fejezetben demonstraltam a kritikus
paral6g csoportok fontossagat az egyes jelatviteli itvonalakban (26. abra).

A kritikus paraldg csoportok kilénbdznek a nem kritikus paraldg csoportoktél. Ez
nemcsak a halozati centralitasi értekek abszolut értékében mutatkozik meg, amit a
kritikus paralog csoportok szelektalasa alapjan varnank, hanem az egy csoporton belli
szoréas értékek alapjan is. Emellett a kritikus paral6g csoportoknak sokkal tébb paraldg
specifikus funkcidja is van. Ez egybevag az irodalom azon téziseivel, miszerint az
esszencialis fehérjék magas fokszammal (Jeong és mtsai, 2001), és kiilonb6z6bb bioldgiai
funkcioval (Albert, 2005) rendelkeznek. A paraldog csoportokban talalhatdé fehérjék

definiciojuknak megfeleléen szekvencidjuk alapjan hasonldak egyméshoz. Ezek a
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hasonlé fehérjék az evollcids adaptacié és innovacio forrasai a jelatvitelben, illetve
barmilyen funkcidban (Csermely, 2008; Fraser, 2005). A harom, altalam bemutatott példa
kdzil a SMAD2 és SMAD3 mutatja leginkabb azt, hogyan képes az evoldcio kihasznalni
a részben hasonlo szerkezetet (27. abra).

Geén duplikacio utdn az egyes paraldgok regulécidja is szelekciés nyomas ala
kerlilhet. Munkédm sordn azt taldltam, hogy a miRNS-eken keresztiili regulacidja a
kritikus paralog csoportoknak sokkal diverzebb, a nem kritikus paralog csoportokkal
0sszehasonlitva. Mas kutatasok is alatamasztjak, hogy a kdzponti fehérjék sokkal
erdteljesebb regulacioval rendelkeznek (Hsu és mtsai, 2008; Jeong és mtsai, 2001).
Erdekes modon a kritikus fehérjék esetén ez poszt-transzkripcionalisan valosul meg, mig
a transzkripcion keresztili regulacié hasonld a nem kritikus paralog csoportok és a
kritikus paralég csoportok kozott (10. abra). Ezek alapjan egyetértek azzal a
feltételezéssel, hogy a miRNS regulécid evolvabilisabb, mint a transzkripcios faktorokon
alapuld regulacio (Chen és Rajewsky, 2007). A miRNS-ek a jelatvitel finom hangolaséért
felel6sek a transzkripciot koveten (Ichimura és mtsai, 2011), ezért lehetdségiik van az
egyes paralogok megfeleld ardnyanak a bedllitasara. Ezt a MAPK jelatvitelen keresztiil
mutattam be (28. bra). Mas regulacios lehetdségek is elképzelhetdk, mint a kofaktorokon
keresztiili regulacio, ahogy a Notch jelatvitelben lattuk (26. abra), vagy a kiilonboz6
foszforilacios helyek, amiket a SMAD2 és SMAD3 példajan ismertettem (27. abra).

A betegséghez es daganatokhoz kapcsolédd mutéciok gyakoribbak a kritikus
fehérjék kozott, mint a nem kritikus paraldg fehérjék kozott (11. abra). A genetikailag
orokl6do betegségek specifikusabbak voltak a kritikus paralog csoportokon belil, mint a
nem kritikus paraldg csoportokon beliil (11. &bra). A jelatvitelben a daganatot okozé és
betegségekkel kapcsolatos mutaciok szama magas (Creixell és mtsai, 2015; Hanahan és
Weinberg, 2011). Ezért a kritikus paraldgok vizsgalata soran is a teljes genomhoz képest
relative sok mutaciora lehetett szamitani. Ennek fliggvényében meglepd, hogy a nem
kritikus paralog fehérjek kozott a mutaciok kevésbé voltak gyakoriak, mint az egyeb
fehérjek kozott. Felthetden a paralog fehérjék hasonld halozati centralitasa és bioldgiai
funkciodja allhat a jelenség mogott. Ebbol arra lehet kdvetkeztetni, hogy a paraldg fehérjék
atvehetik egymas funkcioit. Tehat ahhoz, hogy a jel mas utra terel6djon, egy nem Kritikus
paralog csoporton belil szikség van minden egyes paralog fehérjének a
megvaltoztatasara. A mas Utra terelés lehet a daganatokban, 6rokletes betegségekben,

112



DOI:10.14753/SE.2018.2142

vagy éppen terapiasan. Ezért kevesebb a gyogyszercélpontok szdma a paralog fehérjék
kozott, és emelkedett a kritikus paralogok és az egyéb fehérjék kozott (11. &bra). A
dolgozatban ismertetett modszer segithet abban, hogy megtalaljuk a betegséget okozo és
j6 gyogyszercélpont kritikus paralogokat, és el tudjuk Oket kiiloniteni az egyéb
paralogoktol. Az Uj gydgyszercélpontokat a kritikus paralégok kozoétt lehet érdemes

keresni.
4. A kritikus paralog csoportok meghatarozasanak limitacioi

Munkamnak természetesen megvannak a limitacioi. A legnagyobbat az
alkalmazott adatbazis adja. Legjobb tudasom szerint a SignaLink2 adatbazis rendelkezik
a legjobb bioldgiailag relevans corss-talk adatokkal, és preciz, visszakovethet6 biologiai
és evollcios Utvonal besorolassal (Fazekas és mtsai, 2013; Tirei és mtsai, 2016;
Vinayagam és mtsai, 2014). Munkank tesztelhet6 egyéb adatbazisokon is, mint a Signor
(Perfetto és mtsai, 2016), a Reactome (Croft és mtsai, 2014) vagy akér, ha a paraldgok
interakcidinak pontos besoroldsa megtorténik, a KEGG alapokon nyugvo XtalkDB
adatbazison is (Sam és mtsai, 2017). Analizistinkben a cross-talk informacio a limitalo
tényez0, de mas adatbazis nem rendelkezik megfeleld cross-talk annotacioval.

A munka masik kritikus Iépése a paralogok csoportositasa. Erre az egymast
kiegészitd két adatforrast hasznaltam (OrthoDB és InParanoid (Kriventseva és mtsai,
2015; Sonnhammer és Ostlund, 2015)), és ezzel tettem kisérletet az egy adatforrasbol
valo torzitas kikerulésére.

A bioldgiai funkciok elemzésére hasznalt Gene Ontology (Ashburner és mtsali,
2000) adatbazisban ismert a kutatasi torzitas jelensége, mely sajnos elkerilhetetlendl tobb
és jobban elemzett funkcidval latja el a jobban kutatott fehérjéket (Dessimoz és Skunca,
2016; Rhee és mtsai, 2008). A tobb kapcsolattal rendelkez6 fehérjék altalaban jobban is
kutatottak, ezért ez a torzitas barmilyen kézi gytjtésii adatbazisban megjelenik (Dessimoz
és Skunca, 2016).

5. Példak az elsoé szomszédok gyogyszerészeti alkalmazasara.

Ahogy a korébbiakban lattuk, a daganatban érintett fehérjék els6 szomszédjai
kdzponti helyet foglalnak el a jelatvitelben. Gyogyszerészeti célzasukra kétféle lehetdség

tarulkozik fel. Az elsé a kozvetlen célzasa a centralis elsd szomszédoknak (central hit
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strategy). Mivel az elsé szomszédok nagy kozpontisaggal rendelkezd fehérjék, célzasuk
kétféle kovetkezményel jarhat:

(1) az els6 szomszédok célzasa nagyobb mellékhatasokkal jarhat, mint a
daganatban éritnett fehérjék célzasa, mivel az els6 szomszédok altal elérhetd
funkciok szama magasabb, mint a daganatban érintett fehérjék esetén,

(2) az els6 szomszédok célzasa nagyobb eséllyel vezet sejthalalhoz, mint a
daganatban érintett fehérjék célzésa, mivel kozpontibb helyzetiiek, és tobb

funkcidval rendelkeznek.

Az elsé szomszédok célzasa a daganatok esetében miikodhet, de nem minden
esetben a legkifizet6ddbb a nagy mennyiségii mellékhatas miatt.

A masik lehetdség az elsé szomszédok befolyasolasa (influencer strategy).
Ilyenkor nem magat a centralis elsé szomszédot célozzuk meg, hanem inkabb a mellette
Iév0, azt befolyasold fehérjét. Ez a stratégia ahhoz hasonlit, mint amikor a daganatban
megjelend vagy eltlingd fehérje hat a centralis elsé szomszédjara. Ennek a stratégidnak az
elénye, hogy feltehetden kisebb mellékhatassal rendelkezik, hiszen a normal sejtekben a
perturbalt fehérje kapcsolatainak tobb eleme hianyzik, amig daganatokban jelen van.
Hatranya viszont, hogy nehezen kimutathatd, mivel tobb esetben sejttipusokon ativeld

Kisérletekre van sziikség az igazolasara.

Haldzati centralitas

O Alacsony O Magas

Differencidltan expresszdlédé Nem érintett fehérje, mely
daganatban érintett fehérje  befolydsolja az els6 szomszédot

29. abra A befolyasolo feherjék a jelatvitelben, mint tovabbi gyogyszercélpont
jeloltek. (Modos és mtsai, 2017)
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Példaimat aszerint vélasztottam ki, hogy mind az ot, altalunk vizsgalt
adatbazisban szerepeljenek és ott befolyasolo (influencer) pozicidban foglaljanak helyet
(egy differencialtan expresszalédd daganatban érintett fehérje elsé szomszédjara hatnak).
Az ilyen influencer fehérjék kdzott tobb a gydgyszercélpont, mint varnank az adatbazisok
Osszes fehérjéihez képest (p< 0,001 Khi négyzet teszt). A colorectalis carcinomabol
harom példat ismertetek, a tobbi, &ltalunk vizsgalt daganatbol egyet-egyet.

A colorectalis carcinomédban az interferon-y receptor (IFN-yR) volt
gyogyszercelpont, mely legaldbb négy adatbazisban szerepelt befolyasolé pozicidban
(30. &bra, 31. dbra). A DUSP3 (DUal Specificity protein Phosphatase 3) és a FRAT1
(Frequently Rearranged in Advanced T-cell lymphoma) fehérje birt valamennyi
adatbazisban befolyasolo szereppel, de egyikik sem gydgyszercélpont. Az IFN-yR mar
ismert gyogyszercélpont, mivel az interferon-y receptora és magat az interferon-vy-t
hasznéljak kuldnféle terapiakban (Miller és mtsai, 2009; Zaidi és Merlino, 2011). A
harom vastagbel daganatban talalhatd befolyasold fehérje eltéré6 modon éri el az elsé

szomszédot.
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Colorectalis carcinoma

Az adatbazisok szama, ahol
ugyanazon fehérje
befolyasol egy elsé
szomszédot ugy, hogy
kézben nem érintett
fehérje marad

Nem-kissejtes tiid6érak

Az adatbazisok szama, ahol
ugyanazon fehérje
befolyasol egy elsé
szomszédot ugy, hogy
kézben nem érintett
fehérje marad

(azokbdl mar ismert
gyogyszer célpont)

Befolydsold fehérjékszama
(azokbdél mar ismert
gydégyszer célpont)

'

Befolyasold fehérjék szama

Mell daganat

Az adatbazisok szama, ahol
ugyanazon fehérje
befolyasol egy elsé
szomszédot Ggy, hogy
kozben nem érintett
fehérje marad

Befolydsold fehérjék szama
(azokbdl mar ismert
gyobgyszer célpont)

v~

Hepatocellularis carcinoma

Az adatbazisok szama, ahol
ugyanazon fehérje
befolydsol egy elsé
szomszédot ugy, hogy
kdzben nem érintett
fehérje marad

N

Befolydsol6 fehérjék szama
(azokbdél mar ismert
gyoégyszer célpont)

8
FOXH1,

, RBPJ,
MAP2K7,
SOCS3,
i STAT2

’

30. abra A befolyasolo fehérjék eléfordulasa az egyes daganatokban aszerint, hogy

hany adatbazisban fordultak elé, mint a daganatban érintett elsé szomszédokat

befolyasold, de az adott daganatban nem érintett fehérjék.

Kékkel kiemelve koziluk a mar gydgyszercelpont fehérjéket. (Mddos és mtsai, 2017)
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Colorectalis carcinoma

Egészséges Daganatos Kezelt

! @ @
Daganat ellenes Csokkent daganat Daganat ellenes
immunvalasz ellenes immunvalasz immunvalasz

b) Potencidlis gydgyszer

B-catenin

Differenciacio De-differencidcié Differenciacio

Alacsony WNT Utvonal aktivitas Magas WNT Gtvonal aktivitds Alacsony WNT ttvonal aktivitds
C] CHEMBL565795 (18nM)

DUSP3

e«@

ERK1/2
5 Emelkedett Sejtciklus
Megfelel6
o novekedés blokk

novekedés
31. abra A colorectalis carinomaban harom kiilonb6z6 befolyasolo fehérje
gyogyszercélpontként val6 alkalmazésa
IFN-yR a JAK/STAT, a FRAT1 a WNT ¢és a DUSP3 MAPK jelatviteli itvonalakbol. A
z6ld pontok az Altalunk vizsgalt daganatban (mell, NSCLC, HCC) differencialtan
expresszalt fehérjét jelzik. A narancssarga pontok az elsé szomszédokat jelzik, a sziirke
pontok a nem érintetteket, ebben a helyzetben a befolydsol6 fehérjeket. A nyilak
serkentést, a kalapacs nyilak gatlast fejeznek ki. A bejovo jelet latjuk az egyes

daganatokhoz tartozé abrak felsé részén. A villamok az adott fehérjére kifejtett
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gyogyszerhatast jelolik. Az egyszerliség kedvéért a két INF- yR alegységet (IFN-yR1 és
IFN-yR2) egyként abrazoltam. (Mddos és mtsai, 2017)

Az IFN-yR heterodimer, az IFN-yR1 ¢és az IFN-yR2-bdl formalodik. Az IFN-y
valasz részt vesz a tumorellenes adaptiv immunvalaszban (Zaidi és Merlino, 2011). Az
IFN-yR ugyanazon JAK-STAT jelatviteli utvonalat, és ugyanugy a JAK1 és a STAT1
fehérjéket hasznalja, mint az IL-10R (interleukin 10 receptor). Viszont az IL-10
vizsgalatunk szerint eltiinik colorectalis carcinomaban. Ezért elképzelhet6, hogy az IFN-
YR helyettesitheti az IL-10 receptort a JAK-STAT jelatvitelben, és ezzel tumor ellenes
hatést valthat ki. Az IFN-y-t hasznaljak kiilonb6z6é tumorok ellen gyogyszerként (Zaidi
és Merlino, 2011). Sajnos az IFN-y kezelés nem mindig hatasos, és melanomaban
eléfordult, hogy a kezelés inflamatorikus hatassal birt, mely végl a tumor névekedéséhez
vezetett (Zaidi és Merlino, 2011). Viszont a kutatasok egyetértenek abban, hogy érdemes
megvizsgalni, mint lehetséges, Uj terdpias Gtvonalat.

A FRAT1, mely ismert protoonkogénként megtalalhatd mind az 6t altalunk
vizsgalt adatbazisban befolyasold pozicioban (30. abra, 31. abra). A FRAT1 a WNT
jelatviteli atvonal aktivalodasahoz jarul hozza a B-catenin GSK3 altali foszforilalasanak
gatlasaval (Guo és mtsai, 2013; Zhang és mtsai, 2012). A GSK3p az elsé szomszédja a
B-cateninnek, magas centralitasi értékekkel rendelkez6, multifunkcionalis fehérje, ezért
gatlasa toxikus mellékhatasokkal jarhat (Rayasam és mtsai, 2009). Glioblastomaban és
nem-kissejtes tiidérakban korabbi vizsgalatok azt talaltdk, hogy a FRAT1 gatladsa emeli a
GSK3p B-catenin foszforilald aktivitasat, és ezzel gatolja a WNT jelatviteli utat (Guo és
mtsai, 2013; Zhang és mtsai, 2012). A FRAT1 szerepe colorectalis carcinomakban
kevésbé ismert, de mas daganatokban betdltott szerepe, és a jelatviteli hal6zatban
betoltott befolyasolé pozicidja alapjan relevans célpont lehet a colorectalis carcinoma
ellenes gyogyszerek vizsgalata soran.

DUSP3 volt a masik olyan fehérje, amely colorectalis carcinomaban mind az 6t
adatbazisban befolyasold fehérjeként szerepelt (30. abra, 31. abra). A DUSP3 befolyasold
szerepe az ERK1 és ERK2 (Extracellular signal-regulated kinase) elsé szomszédra
irdnyulo gatlé hatdsa adja (Patterson és mtsai, 2009). Az ERK1 és ERK2-re pedig egy
masik dual specific foszfataz, a DUSP4 hat daganatban érintett fehérjekent. Mindkét
DUSP gatolja az ERK miikddéseket. Az ERK fehérjék mind novekedési és osztddasi,
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mind pedig apoptotikus jeleket kozvetitenek a MAPK jelatvitelen keresztul (Lu és Xu,
2006). A daganat kialakulasahoz tehat megfelelé aranyban sziikségesek az ERK
fehérjeken kozvetitett jelek. A DUSP4-rél ismert, hogy colorectalis carcinoma
sejttenyészetben vald expresszidja és az ERK jelatvitel blokkolasa proliferaciohoz vezet
(Groschl és mtsai, 2013). A DUSP3 beépitett fékként miikodik a sejtosztodas soran:
ERK1/2 altali proliferacios szignal megfelelé idopontban vald gatlasiban vesz részt.
Kismolekulakkal valé gatlasa soran a tdlporgetett sejtosztodasi szignalok a sejtciklus
gatlasaba mennek at (Cerignoli és mtsai, 2006; Tambe és mtsai, 2016). Epp ezért
colorectalis carcinomaban a DUSP3 potencidlis gyogyszercélpont lehet, épp Ggy mint
cervicalis carcinoméaban, ahol DUSP3-gétlo molekuldk csokkentett osztodashoz vezettek
(Wu és mtsai, 2009). A DUSP3-t blokkol6 molekuldk nanomoléris tartomanyban
talalhatok a ChEMBL adatbazisban, ami kivalé gyogyszerfejlesztési iranymutato (lead)

molekulakka teszik 6ket a tovabbi gydgyszerfejlesztéshez (Wu és mtsai, 2009).
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Egészséges Daganat Kezelt
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CHEMBL2146956

Mell daganat
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Megfelels Gssejt fenotipus Sejtciklus blokk
osztodas

Potencialis
gyogyszer

NOTCH2 @
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Normal tidé fejlGdés
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Epitélidlis-mezenchimalis Tumor szupresszor hatds
atalakulds

NSCLC

Immunoldégiai szignal Immunolégiai szignal Immunolégiai szignal

‘ ‘ Adenovirdlis infekcio

Normal osztédas Megemelkedett Csokkent osztodas
osztodas

HCC

32. dbra A mell daganat a nem-kissejtes tiidérakban és a heptocellularis

carcinomaban mind az 6t (SignaLink, Cui és munkatarsai, Reactome, HPRD, IntAct

-DIP-BioGrid), altalunk vizsgalt interakcios hal6zat szerint befolyasol6é poziciéban

1évo fehérjék, mint lehetséges gyogyszercélpontok.

a) mell daganat b) nem-kissejtes tiidérak (NSCLC) ¢) hepatocellularis carcinoma (HCC).
A z0ld pontok az altalunk vizsgalt daganatban (mell, NSCLC, HCC) differencialtan

expresszalt fehérjét jeleznek. A narancssirga pontok az elsé szomszédokat jelzik, a
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szlirke pontok a nem érintetteket, ebben a helyzetben a befolyasolo fehérjéket. A nyilak
serkentést, a kalapacs nyilak gatlast fejeznek ki. A bejovo jelet latjuk az egyes
daganatokhoz tartoz6 abrak tetején. A villamok az adott fehérjére valé gyogyszer altali
hatast mutatjak. (Mddos és mtsai, 2017)

A mell daganatokban a DUSP4 nem a dagantokban érintett fehérje, hanem
befolyasold pozicidban talalhatd, és ugyanigy az ERK1/2 fehérjén hat a daganatban
érintett DUSP6-tal (32. abra) A mell daganat kialakulasa soran a DUSP6 expresszioja
csokken adataink és az irodalom szerint egyarant (Manzano és mtsai, 2014). Ez azt jelenti,
hogy a mell daganat progresszija soran az ERK1 és 2 egyre aktivabb lesz, és ebben az
esetben ez az ERK onkogén mivoltat erdsiti. Azonban a DUSP4 tovabbra is elegend6
ahhoz, hogy a sejtciklus megfelelé szakaszaban gatolhassa az ERK szignalt, és ezzel
epithelialis-mesenchimalis atalakulast (EMT) idézzen el6 a sejtciklus gatlasaval
ellentétben (Boulding és mtsai, 2016). A DUSP4 gatlasa megel6zte az EMT-t, és
sejtciklus gatlasahoz vezetett hasonléan a DUSP3 vastagbél daganatokban torténd
gatlasahoz (Tambe és mtsai, 2016). Ezért a DUSP4 gatlok, mint amilyen a CHeMBL
2146956, lehetséges vezér molekuldk lehetnek a daganatok ellen.

A nem-kissejtes tiidérakban a Notch jelatviteli Gtvonal egyik tagja, az LFNG
(lunatic  fringe) talalhaté befolydsol6 pozicidban mindegyik altalunk vizsgalt
adatbazisban (32. abra). Az LFNG képes mind a NOTCH1-en, mind a NOTCH2-n
keresztili jelet befolyasolni (Hicks és mtsai, 2000). A daganatban érintett fehérje ebben
az esetben a mideikine (MDK), amely vizsgalatunk szerint a nem-Kissejtes tiidérakban
expresszalodik, de a normal tiidoben nem. Az MDK ismert lehetséges daganat marker
nem-Kkissejtes tiidérakban (Yuan és mtsai, 2015). Medulloblastomaban irtdk le az MDK
NOTCH2 aktivald hatasat (Kishida és mtsai, 2013). Az LFNG a kiilonb6z6 Notch
jelatviteli utvonalban talalhato ligandok altal kozvetitett serkentd jelet eltéré modon
befolyasolja: mind a NOTCHZ1, mind a NOTCH2 Deltal altali aktivalast serkenti. Ezzel
ellentétben a Jagged ligand altal tovabbitott jelet csak a NOTCH1 fehérje irdnyaban
aktivalja. Az aktiv NOTCH1 tumor szupresszor hatassal bir (Hicks és mtsai, 2000). A
bejové MDK jel viszont NOTCH2 irdnyt vesz fel, €s a mar meglévo LENG jellel karoltve
EMT atalakulasat serkenti (Groth és Fortini, 2012). Lehetséges terapias cél, hogy az
LFNG NOTCH?2 serkent6 hatasat megsziintessik, és NOTCH1 iranyba tereljiik a bejovo
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jelet, ezzel ellenpontozva az MDK NOTCH2 iranyl serkentését. Az LFNG NOTCH1
irAny( tumor szupresszor hatasa leirasra kertlt mar hasnyalmirigy daganatokban (Zhang
és mtsai, 2016). Az ehhez hasonlo U.n. ,edgetic”, élhatasi gyoOgyszertervezes a
dolgozatom megirasakor az egyik felkapott, lehetséges gyogyszertervezési irany
(Csermely és mtsai, 2013; Scott és mtsai, 2016). Egy lehetseges példa lehet az LFNG
célzésa és csak NOTCHL1 iranyba vald aktivalasa.

A hepatocellularis carcinomaban a SOCS3 (Suppressor Of Cytokine Signalling 3)
befolyasolo pozicioban van mind az 6t adatbazisban (32. abra). A SOCS3 a JAK2 feherjét
gatolja (Subramaniam és mtsai, 2013). A daganatban érintett, differencialtan
expresszalodo feherje HCC-ben az IL7R (Interleukin 7 receptor), mely nem
expresszalddik a normal majban, de megjelenik hepatocellularis carcinoméban. Az IL7R
aktivalddasaval JAK2-n keresztul serkenti a sejtosztddast (Inagaki-Ohara és mtsai, 2013).
A JAK2 gétlasaval a SOCS3 képes csokkent proliferaciot okozni a maj daganat sejtekben.
Ezért a maj daganatokkal szembeni terapias megoldéas lehet a SOCS3 expresszidjanak a
megemelése. Erre torténtek mar kisérletek: a SOCS3-t adenoviralis vektorral juttattak be
hepatocellularis carcinoma sejtekbe. Ez a HCC sejtek liziséhez vezetett, mig a normal
majsejtekben nem tortént valtozas (Cui és mtsai, 2007b). A SOCS3 tehat kival6 célpontja
lehet a daganat elleni terdpianak.

6. A daganatban érintett fehérjék elsé szomszédjainak a jelentdsége

A daganatban érintett fehérjék elsé szomszédjai legaldbb annyira kdzpontiak,
mint maguk a daganatban érintett fehérjék. A teljes jelatviteli hal6zat megvaltozasahoz
az elsd szomszédok nélkiilozhetetlen kozvetitd elemek a daganatban érintett fehérjek €s
a jelatviteli halozat tobbi része kozott. Ugy milkodnek, mint a ragasztd, osszekotik a
daganatban érintett fehérjéket a jelatvitel tobbi részével (12. abra). Jelenleg jéval
kevesebb gyogyszer és compound jut egy elsé szomszéd fehérjére, mint egy daganatban
érintett fehérjére, am ezek szama még igy is jelentds (23. dbra). Munkank soran két elteré
stratégiat talaltunk, amellyel a daganatban érintett fehéerjék képesek athuzalozni a
jelatvitelt. 1. A mutalédd fehérjék dnmagukban kozvetlenil huzalozzék at a jelatvitelt.
Els6 szomszédjaik egyenrangu partnerek a halozati centralitas szempontjabol. 2. Ezzel
szemben a differencialtan expresszalodo daganatban érintett fehérjék befolyasoljak
nagyobb kozpontisagl elsé szomszédjaikat, és elsé szomszédjaikon keresztiil érnek el

valtozast a jelatvitelben. Mindkét esetet kihasznalhatjuk gyogyszertervezésre. A mutacio
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esetén downstream esé a mutalt fehérjéhez hasonld kdzpontisagu elsé szomszédra
tervezhetlink gyogyszert, ezzel meggéatolva/adott irdnyba terelve a mutacio hatasat a
jelatvitelben. Erre a legismertebb, jelenleg is ineziven kutatott példa az onkoldgiaban a
K-RAS klinika alkalmazéasa (Asati és mtsai, 2017). A differencialtan expresszal6do gének
esetén ugyanolyan stratégiat alkalmazhatunk a jelatvitel normalissa val6 huzalozéséra,
mint amit a rak alkalmazott. A centrélis els6 szomszédokra hat6 befolyasolo fehérjéket
célozva az eltlind fehérje hatasat helyettesithetjiik, mint ahogy az INFy receptor esetén
lattuk (29. abra), vagy a bejovo jelet terelhetjiik megfelel iranyaba, ahogy a NOTCH
fehérjéknél lattuk a nem-kissejtes tiidorak esetén (32. abra).

A vizsgalatunk soran 6t kullénféle haldzatot vizsgaltunk, 3 jelatviteli és 2 fehérje-
fehérje interakcios halozatot. Mindegyikbdl vizsgaltam egy-egy nagy ateresztoképességii
modszerekkel készultet (Reactome illetve BIOGRID-IntAct -DIP ¢sszevont hal6zat), és
két kézi gylijtési jelatvitelit (SingaLink, Cui és munkatérsai), illetve egy kézi gyiijtésii
fehérje-fehérje interakcios halézatot (HPRD). Mindegyik esetben az eredmények
konzisztensek voltak.

A daganatban érintett fehérjék interakcios halozatbeli kdzpontisagat tobb
tanulmany is igazolta, ezzel sajat munkak soran is egybehangzé eredményeket kaptam
(Cui és mtsai, 2007a; Li és mtsai, 2009, 2013c; Xia és mtsai, 2011)A daganatban érintett
fehérjék interakcios haldzatbeli kozpontisagat tobb tanulmany is igazolta, ezzel sajat
munkak soran is egybehangzé eredményeket kaptam (Cui és mtsai, 2007a; Li és mtsali,
2009, 2013c; Xia és mtsai, 2011). Viszont a sajat vizsgalatainkban a daganatban érintett
fehérjék nem alkottak egy 6sszefiiggd grafot, mint mas tanulmanyokban (Chang és mtsai,
2013; Menche és mtsai, 2015). Ennek két oka lehet: egyrészt a haldzatot leszikitettiik az
adott daganatra, specifikus haldzatra az expresszids értékeke alapjan, masrészt a
daganatban érintett fehérjéket nem minden daganatra, hanem az adott daganatra
jellemzden valasztottuk ki. Mindennek tiikrében viszont fontos elmondani, hogy az elsé
szomszedok igy is legaldbb akkora centralitasi értékekkel (koztiség, fokszam)
rendelkeztek 6t hal6zatban, mint a daganatban érintett fehérjék.

A gylgyszerhatasok hal6zatos elemzése kimutatta, hogy a legnagyobb
hatékonysagot és mellékhatast egyarant a legnagyobb centralitdsi célpontokat célzd
gyogyszerek okozzak (Qabaja és mtsai, 2014; Wang és mtsai, 2013). A mellékhatas a

betegségekben érintetett géntdl vald tavolsaggal egyenesen ardnyos, viszont az elsd
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szomszédok még kellé tavolsagban talalhatoak, hogy a gydgyszereknek lehet6ségiik
legyen terapiés hatast kifejteni.

Természetesen az els6 szomszédok  gyogyszercélpontként — torténd
alkalmazasanak megvannak a korlatai, elég, ha magas centralitdsukra gondolunk, amely
feltehet6en sok mellékhatast vonhat maga utan (Csermely és mtsai, 2013). Sziikség van
pontos Kisérletes elemzesre. Erre jelenleg is folytatok vizsgalatokat a Cambridge-i
Egyetemen és az indiai Banglore Egyetemen. A befolyasolasi stratégia esetén a
daganatban érintett fehérjétdl vald nagy tavolsag lehet a limitald tényezd ezért a hatas
elmaradhat a kivant mértékt6l. A fentiekben bemutatott két stratégia egymassal
komplementer lehet. Ha taldlunk olyan gyogyszereket, melyek jelenleg nem
indikaciokat mutathatunk ezen gyogyszerek szamara (off label alkalmazhatjuk 6ket). A
bemutatott példdkhoz hasonlé befolyéasol6 stratégiat alkalmazva pedig a daganatokhoz
hasonlo stratégiaval felllirhatjuk a hibas jelatvitelt.

7. A daganatban érintett fehérjék elsé szomszédjainak meghatarozdsanak limitdcioi

Nem vettlk figyelembe sem a transzkripcionalis (transzkripcios faktorok), sem
a poszt transzkripcionalis (miRNA) szabalyozéast. A haldzatokon csak azt vizsgaltuk,
mely gének taldlhatok meg a haldzatokban microarray vizsgélatok alapjan. A
késobbiekben lehet6ség lenne RNA-seq, vagy protein-chip adatok alapjan Gjra vizsgalni
az eredményeket. A daganatban érintett fehérjék meghatarozasakor minddssze a
mutalddo és differencialtan expresszalddd elemeket vettiik figyelembe, nem vizsgaltuk a
metilaciot, kromoszoma atrendezddéseket. A valtozasokat daganat specifikusan néztiik.
A CGC sziik listajat hasznaltuk mutélt fehérjék azonositdsdhoz, €¢s nem vontuk ssze a
kiilonb6z6 daganatok halozatat.

A vizsgélatunk soran természetesen tovabbi adatbazisok bevonasara is lehetdség
lett volna, de mivel az eredmények konzisztensek voltak a vizsgalt 5 kiilonb6zo

halézatban, melyet tobb adatbazisbdl allitottam Ossze, ezért megbizhatonak tekinthetdek.
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VII. Kovetkeztetések

PhD munkam soran sikeresen felépitettem a SignaLink, az Autofagia Regulacids
Halozat (ARN) és az NRF2ome adatbazis regulacios rétegeit. A fenti adatbazisok
kozremikodésemmel alkalmassd valtak a regulécios kordk vizsgalatdra, amik egyes
lehetdségeit a dolgozat diszkusszidjaban ismertettem.

A harom adatbazis koézil a SignaLink2-t hasznaltam a jelatviteli halozatok
analizisének bemutatasara. Sikeresen azonositottam és analizaltam a kritikus paralog
csoportokat és kritikus paralégokat az ember legfontosabb 7 jelatviteli Utvonalaban.
Ehhez két egymadst kiegészitd paralég keresd adatforrdst hasznaltam. Az altalam
bemutatott metodika képes lehet a jelenleg nem a jelatvitelbe tartozo paraldgok jelatviteli
utvonalakhoz valo rendelésére.

A paralégok megtaldlasa utan osszeallitottam egy munkafolyamatot a kritikus
paraldgok és paraldg csoportok azonositasara. Ehhez jelatviteli tulajdonsagként a cross-
talkokban bet6ltott szerepet hasznaltam, és esszencialisnak vettem azokat a fehérjéket
melyek nélkiil eltinik a jelatvitelben egy adott szovetben a ligandtol a transzkripcios
faktorig tarto jelatviteli ut. Mindossze ez a két kritérium elegendének bizonyult, hogy
megkulonboztethessiik a kritikus és a nem kritikus paralég csoportokat egymaéstol. A
jelatviteli utvonalakhoz valé annotacio segithet abban, hogy megallapitsuk, melyek
lesznek a kozponti elemek az egymashoz hasonlo fehérjék kozott. Ezzel lehetdség nyilik
a gyogyszercélpontok keresésére és azonositasara, hiszen a kritikus paralog fehérjék
kdzott joval tobb a betegségben részt vevo fehérje és a gydgyszercélpont, mint a paralog
fehérjék kozott. Harom egymastol eltérd példaval illusztraltam hogyan alakulhat at a
jelatvitel egy kritikus paraldg fehérje csoporton belll. A fehérje struktira evollcios
valtozasa Uj lehetséges utakat tarhat fel. A kofaktorokban vald eltérés a cross-talkok
finomhangolasat teszi lehetévé. A paralogok specifikus ardnya a kritikus paraldg
csoportokon belul a jeleket a sejt életben maradasa vagy haldla kézott tudjak mozgatni.
A kritikus paralogok és a nem kritikus paralogok figyelmembe vétele segitheti a
gyogyszercélpontok azonositasat.

A daganatban érintett elsé szomszédok vizsgalataval ramutattam, hogy az
alkalmazott gydgyszercélpontok korét érdemes Kkiterjeszteni a daganatban érintett

fehérjék els6 szomszédjaival. Az elsé szomszédok ugyanolyan vagy magasabb centralitds
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értékekkel rendelkeznek, mint a tumor fehérjék, és mint ragaszto tartjak dssze a jelatviteli
haldzatot és kildik tovabb a daganatban érintett fehérjék valtozasait.

Az egyes daganatokban a daganatban érintett fehérjék kétféle stratégiaval érik el
a teljes haldzatot: a drasztikusabb mutacio koézvetlenul, jelatvitel centralisabb elemeire
hat. Ezzel szemben a differencialtan expresszalodd daganatban eérintett fehérjék
kozvetetten befolyasoljak a jelatvitelt az els6 szomszédjaikon keresztiil. Az elsé
szomszédok figyelembe vételével egyes, mar hasznalt compoundoknak, vagy
gyogyszereknek adhatunk Uj indikaciot, és megnagyobbithatjuk a gyogyszer célzasi teret.

PhD munkam soran tehat részt vettem tobb adatbazis létrehozasaban, melyekben
specifikus intracellularis folyamatok vizsgalhatdk, ugymint az autofagia, a jelatvitel és az
oxidacios stressz. Az adatbdzisok kozul a SignaLink adatbazis elemzése soran
megallapitottam, melyek lehetnek azok a paralég csoportok melyek jé
gyogyszercélpontok lehetnek és munkdmmal felhivtam a figyelmet a paral6gok
fontossdgara a jelatvitelben. Végezetil a jelatviteli és fehérje-fehérje interakcios
halézatok figyelembe vételével bemutattam a daganatos fehérjék elsé szomszédjainak
fontossagat, és azt, hogy ezek a fehérjek hogyan képesek a gyogyszercélpontok korét

Kitagitani.
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VIII.  Osszefoglalas

A sejteket ér6 milliardnyi bejové informaciot a jelatviteli rendszer Osszegzi.
Ennek megértéséhez jelatviteli adatbazisokra van szilkség, de mind a mai napig
hianyzonak a jeltaviteli adatbdzsiokbol a regulacios kapcsolatok. Doktori munk&m soran
részt vettem az NRF20Ome, a SignaLink2 és az Autofigia Reguléciés Adatbazis
regulaciés kapcsolatainak létrehozasaban. A transzkripcios adatok integraldsa soran
transzripcios faktor kotohely matrixokat illesztettem az emberi génekhez és egy 2
kilobazisos flank szakaszhoz mindegyik iranyban. Osszesen 34 226 transzkripcios faktor-
célgén kapcsolatot hataroztam meg.

A jelatvitel kozponti elemei megvaltoznak betegségek kialakulasa soran. Doktori
munkamban megvizsgaltam, hogy van-e Kkitlntetett szerepe a paralégoknak a
jelétvitelben. Azt taléltam, hogy a paralégok két csoportra oszthatdk, egyrészt a tobbi
jelatviteli fehérjéhez hasonldan fontos és kozponti szereppel bird kritikus paraldégokra,
valamint az egy paraldg csoporton belil egymast helyettesiteni képes, nem Kkritikus
paralog csoportokra. Kozuluk a kritikus paralog csoportok gyakrabban vesznek részt
daganatos és méas betegségek kialakitasaban.

A daganatok vizsgalatakor legtobbszor magukat a jeltavitelben megvaltoz6
fehérjéket elemzik, de figyelmen kiviil hagyjak interakcios kornyezetiiket. Munkam soran
megkerestem négy szolid daganatban (colrectalis carcinoma, hepatocellularis carcinoma,
nem-kissejtes tiidérak, mell daganat) a mutalodo és diferenciéltan expresszalodo géneket.
Ezeket projektadltam harom jelatviteli és két fehérje interakcios halézatra, hogy
megkeressem az els6 szomszédjaikat. A vizsgalat sordn megallapitottam, hogy a
daganatban érintett fehérjék els6 szomszédjai legalabb annyira kdzpontiak, mint a
daganatban érintett fehérjék. S6t, elmondhatd, hogy a daganatok kétféleképen huzalozzak
at a jelatvitelt. Egyreszt direkt mutacioval, amikor centrélis fehérjékre hatnak, masrészt
indirekt modon, a differencialtan expresszalodo fehérjék els6é szomszédjain keresztiil. Ezt
az informaciot felhasznalva kerestem a daganatban érintett fehérjék elsé szomszédjai és
interakcids partnereik kozoétt Gj gydgyszercélpontokat.

Osszefoglalasként PhD munkam soran tobb bioldgiai folyamatot is érintve
(jelatvitel, autofagia, stressz valasz) létrehoztam regulacids adatbazisokat, és azokat
alkalmazva megmutattam a jelatviteloen a paralégok és a daganatokban az elsé

szomszedok szerepét.
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IX.  Summary

Cell signalling systems process the incoming myriad information from outside
the cells. To understand it signalling databases are required, but even today these often
lack regulatory -transcriptional- interactions. During my PhD, | was involved in the
construction of the NRF20me, the SignaLink2 and the Autophagy Regulatory Network
resources regulatory layers. To integrate the transcriptional data I aligned the transcription
factor binding matrix is to the gens and a 2000 base pairs long flank sequence upstream
and downstream. | predicted 34,226 transcription factor - target gene interactions.

The central part of the signalling network is changed during the pathogenesis of
diseases. During my PhD, I researched whether the paralogs have any special importance
in the signalling. | have found that the paralogs could be grouped into two groups: the
critical paralogs (important and central) and the non-critical paralogs. The critical
paralogs are not interchangeable, while the non-critical paralogs can take each other's
function. The critical-paralogs are more often involved in cancer and other diseases.

In cancer signalling research, the directly mutated proteins tend to be first and
foremost under investigation, but not their interaction partners. In my work, | searched
for four cancer types (colorectal carcinoma, hepatocellular carcinoma, non-small cell lung
cancer and breast cancer) the mutated genes and the differently expressed genes. I
projected these cancer-related proteins, to three signalling networks (SignaLink 2.0, Cui
et al, Reactome) and two protein interaction networks to identify their first neighbours
and to measure the network parameters. | found the first neighbours are at least as
important as the cancer-related proteins themselves. Moreover, | found cancer rewire the
signalling with different methods; on one hand by direct mutation of central proteins, on
the other hand indirectly through the first neighbours of differently expressed proteins.
After describing this phenomenon, | started identifying possible novel drug targets in the
first neighbours of cancer-related proteins and their interactors.

In conclusion during my PhD work, | created regulatory databases in multiple
biological processes (signalling, autophagy, stress response) and used them to show the

paralogues’ function in signalling and the first neighbours’ role in cancer.
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