DOI:10.14753/SE.2018.2134

A sejtkompartmentek rendszerbiologiajanak
elemzése, mint a rak kialakulasanak egyik uj
vizsgalati modszere

Doktori értekezés

Dr. Veres Daniel

Semmelweis Egyetem

Molekularis orvostudoméanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
| EGYETEM

e 709 __

Témavezeto: Dr. Csermely Péter, az MTA lev. tagja, egyetemi tanar
Hivatalos biralok: Dr. Bodor Csaba, PhD., tudomanyos fdmunkatars
Dr. Horvath Zsolt, PhD., féorvos
Szigorlati bizottsag elndke:
Dr. Buzas Edit, DSc., egyetemi tanar
Szigorlati bizottsag tagjai:
Dr. Cserz6 Miklés, PhD., tudomanyos fémunkatérs

Dr. Reményi Attila, PhD., tudomanyos fdmunkatars

Budapest
2017



DOI:10.14753/SE.2018.2134

Tartalomjegyzék
I, ROVIAItESEK JEZYZEKE ....oooviieiiiiiieiiee ettt s e 4
2. Abrak 68 tADlAZAtOK JEZYZOKE .......vveeeeeeeeeeeeeeeeee et 7
21 ABTAK ot 7
2. 2. TABIAZALOK ... 8
3. BEVEZEES .t 9
3.1 AlAlAN0S AHEKINES. ........cvoeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eneeeens 9
3.2. Fehérje-fehérje interakcios adatok jellemzése €s forrasai .........coevvevveuveennnnnnnee. 12
3.2.1. Az interaktomok altaldnos jellemzese ..........ccooevveviieniiinieniieiieeieee. 12
3.2.2. Fehérje-fehérje interakciokat meghatarozé modszerek ..o 13

3.3.

3.4.

3.5.

5.1.

3.2.3. Az interakciés adatok mindségének novelésére iranyuld torekvések... 17

3.2.4. Fehérje-fehérje interakcios adatbazisok bemutatasa...........cccccveeeeeneennns 18
Szubcellularis lokalizacids adatok jellemzése €s forrasai..........covevverieenurennnnnn. 20
3.3.1. A szubcellularis lokalizacids adatok 4altalanos jellemzése.................... 20
3.3.2. A szubcelluléris lokalizacios adatok forrasa és mindsége.................... 21
3.3.3. A szubcellularis lokalizacios adatbazisok bemutatasa..............cc...c...... 22
A sejten beliili szervezOddés szerepe az egészséges sejtes jelatvitelben.............. 27
3.4.1. A sejtkompartmentek szerepe, transzport folyamatok bemutatésa....... 27
3.4.2. A fehérje transzlokacid rendszerszintii definicidja........ccceeeveeeueennnnnne. 30
3.4.3. A fehérjek térbeli elhelyezkedésének funkcionalis szerepe.................. 31
Jelatviteli sajatossagok a daganatos sejtekben a sejt organellumok szintjén...... 33

3.5.1. A szubcellularis lokalizacid funkcionalis szerepe a daganatos

JEIALVILRIDON. ...ttt sttt e 33
3.5.2. Az ERK fehérjék lokalizacid-specifikus funkcidja........ccoeveeevieennnnnnns 34
3.5.3. Az ERK szerepe a daganatok progressziojaban ............cccceeeevveerneens 34
CRIKITUZESEK ...ttt sttt et 38
IMOASZETEK ..ottt ettt ettt et et e et esnaeebeeeabeenaeennne 39
A ComPPI adatbazis létrehozésa soran hasznalt forrasok és modszerek ........... 39
5.1.1. Modell organizmusok Kivalasztasa............cccceevvreerieeecieeniieeeiieesiieenns 39



DOI:10.14753/SE.2018.2134

5.1.2. A fehérje lokalizacids adatok forrasa..........ccoecevievenieniineniieneiienen, 39
5.1.3. A fehérje-fehérje kdlcsonhatasi adatok forrasa..........ceveevevciinciniennnen. 42
5.1.4. A fehérjék funkcionalis elemzésére hasznalt modszerek...................... 43

5.1.5. A fehérjek halozatos megjelenités€hez és elemzéséhez hasznalt
ESZKOZOK ..ttt ettt 44
5.1.6.  Statisztikai elemzéshez és adat vizualizdciohoz hasznalt mddszerek... 45
5.1.7. A ComPPI adatbazis és webes feliilet kialakitasdhoz hasznalt

INOASZETEK ... e e e e e e e e e et eeeeeeeeeeeearaaaeeaeaaaaes 45

5.2. A Translocatome adatbazis 1étrehozasa soran hasznalt forrasok és modszerek . 46
5.2.1. A fehérje-fehérje kolcsonhatasi, szubcellularis lokalizacids adatok és a
kézzel gylijtott feherjek fOITasal ....ccovvieiiieeiiecieecee e 46
5.2.2. A fehérjék bioldgiai folyamatokban betdltott szerepére vonatkozd
adatok forrdsa €s feldolgozasa..........cccuveiiiiiieiiiiiiiee e 47
5.2.3. A fehérjék halozatos paramétereinek meghatarozasa, a haldzat
ADTAZONASA ...t 47

5.2.4. A Translocatome adatbazis és webes felulet kialakitasahoz hasznalt

INOASZETEK ...ttt sttt ettt st 48
0.  Eredme@nyek .......ccoocoioiiiiiiiiiicie e 49
6.1. A ComPPI adatbazis altalanos bemutatasa...........cccceeeveeriieeiienieniieeniieeieeeeene, 49
6.1.1. Az adatbazis felépitési folyamatanak sematikus bemutatasa................ 49
6.1.2. Az interakcios €s lokalizacios adatok integralasanak Iépései............... 51

6.1.3. A lokalizacids és interakcios megbizhatosagi érték szamitasanak modja

............................................................................................................................ 57
6.1.4. A ComPPI adatbazis statiSZtiKAja ..........ccccvveeevieeerieeeiieeeiee e 61
6.1.5. Az ComPPI felhasznaldi feliiletének bemutatdsa ............cceceeeieeneennen. 63
6.2. A ComPPI adatainak felhasznaldsa az egyes fehérjék szintjén.......................... 65
6.2.1. A lokalizacids viszonyok jelentdsége a krotondz példajan................... 65
6.2.2. Az MPSI kinaz lokalizaci6 specifikus interaktomanak elemzése........ 68
6.3. A ComPPI adataira épiil6 rendszerszintii fehérje transzlokaciés adatbazis
DEIMULALASA ...ttt ettt ettt ettt sb et ettt et na e 73
6.3.1. A Translocatome adatbazis altalanos bemutatdsa.............cccceevueeeenennnee. 73



DOI:10.14753/SE.2018.2134

6.3.2. A transzlokalodo fehérjék kézi adatgylijtése .......ccovvvivviieniieiienneennen. 74
6.3.3. A fehérjék transzlokacidjanak predikcioja tanul6 algoritmussal.......... 78

6.3.4. A Translocatome kozdsségi adatfejlesztésre is alkalmas webes feliilete

...................................................................................................................... 81

6.4. A fehérjék térbeli elhelyezkedésének szerepe a daganatos malignités
MEZNALATOZASADAN ......cuviiiiieiiieiie et ettt et e et eeebeebeesnneeaneas 83

6.4.1. A malignus transzformacio kétlépcsis hipotézise.........coevvvercrveernennns 83

6.4.2. A daganatok kétlépcsds fejlodési modelljét timogatd molekularis

MEEIIGYCIESEK ....vioneiiiiieiie et e 85
T MEEDESZEIES.....c.eeieeieie ettt et 91
8. KOVELKEZIETESEK .....eeeiiiiiieiieeie e 101
8.1. A ComPPI adatbazis ¢és webes feliilet fehérjék kompartment specifikus
funkcionalis €lemMZESETE ...........ovuiiiiiriiriiiieieeceee e 102
8.2. A fehérjék transzlokaciojanak protedm szintli adatbazisa és vizsgalata .......... 103

8.3. A malignus transzformacio kétlépcsds hipotézise és ennek szerepe a daganatos

progresszio MEItEIESEDEN .......c.ueeieiieiiie e 103

8.4. A szamitogép-vezérelt személyre szabott onkoldgia, mint a rendszerbioldgia uj

felhasznalasi MOAJa.......cccueiiiiiiieie et 104
9. OSSZEFOZIALAS ...t 106
LO.  SUMMATY ...etiiiiieiiiiee ettt e et e e e et e e e sttt e e e e nabeeessnsseeeesnsaeeens 107
11, IrodalomjE@YZEK .....c..oeeeuiiieeiiieeiie et 108
12. Sajat publiKACIOK JEEYZEKE .....ccvieiiieiiiiiieeieeee e 126
12.1.A disszertacio témdajahoz kapcsolddo kozlemények.........c.oevvveiveniieiiennennen. 126
12.2.A disszertacié témdjahoz nem kapcsolodo kozlemények...........veevvveeenneennnen. 126
13, KOSZONEINYIIVANITAS.....ccvviieiiieeiieeciie ettt ettt e e e e erneeenaee s 127



DOI:10.14753/SE.2018.2134

1. Roviditések jegyzéke
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DBD
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FAK

FRA1

FLIM
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Activation Domain (aktivacidos domén)

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase (RAC-alfa szerin/treonin-
protein kinaz)

Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome (anafazis-promoétalo
komplex/cikloszéma)

Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator (aril hidrokarbon
receptor sejtmagi transzlokator)

Adenosine TriPhosphate (adenozin-trifoszfat)

Binding immunoglobulin Protein (k6té immunoglobulin fehérje)
Polycomb complex protein BMI-1 (polikomb komplex fehérje BMI-1)
Bioluminescence Resonance Energy Transfer (biolumineszcencia
rezonancia energiatranszfer)

Cyclin-Dependent Kinase inhibitor 2A (ciklin-dependens kinaz inhibitor
2A)

Comma Separated Values (vesszdvel szeparalt értékek)

DNA Binding Domain (DNS-k6t6é domén)

Epidermal Growth Factor Receptor (epidermalis ndvekedési faktor
receptor)

Epithelial-Mesenchymal Transition (epithelialis-mezenchimalis atmenet)
Endoplasmic Reticulum (endoplazmatikus retikulum)

Extracellular signal-Regulated Kinase (extracelluléris szignal-regulalt
kinaz)

Focal Adhesion Kinase (fokalis adhézids kinaz)

Fos-Related Antigen 1 (Fos transzkcripcios faktorhoz kotott antigén 1)
Fluorescence Lifetime Imaging (fluoreszcencia-¢lettartam mérésen
alapulé mikroszkopia)

Fluorescence Resonance Energy Transfer (fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer)

Transcription factor GATA-4 (GATA-4 transzkripcios faktor)

Gene Ontology (gén ontologia)



GWAS

GTP
HCM
HIF
HI-FI

hTERT
IGFBP-2

IL-11
KLF4
MAPK
MEK1
MITF

miR-200
MPS1
MYC
NANOG

NF-kB
NGS
NLS
NMR
NPC
NTS
OCT4
PHP
PP2

DOI:10.14753/SE.2018.2134

Genome-Wide Association Study (teljes genomra kiterjedd
asszociacios vizsgalat)

Guanosine TriPhosphate (guanozin-trifoszfat)

Hidden Correlation Modeling (rejtett korrelaciés modellezés)

Hypoxia Induced Factor (hipoxia indukalt faktor)

High-throughput Interactions by Fluorescence Intensity (fluoreszcencia
intenzitas alapll nagy ateresztoképességii kdlcsonhatas meghatarozas)
Human Telomerase Reverse Transcriptase (katalitikus human telomeraz)
Insulin-like Growth Factor-Binding Protein 2 (inzulin-szer(i névekedési
faktort kotd fehérje)

InterLeukin 11 (interleukin 11)

Krueppel-Like Factor 4 (Kriippel faktor szerti fehérje 4)
Mitogen-Activated Protein Kinase (mitogén aktivalt protein kinéz)
MAPK/ERK Kinase 1 (MAPK/ERK kinéaz 1)
Microphthalmia-associated Transcription Factor (microphthalmia-
assszocialt transzkripcids faktor)

miR-200 microRNA family (miR-200 mikroRNS csalad)

MonoPolar Spindle 1 kinase (‘monopolar spindle 1’ kinéz)

Myc proto-oncogene protein (myc proto-onkogén fehérje)

Homeobox transcription factor Nanog (homeobox transzkripcios faktor
Nanog)

Nuclear Factor kappa B (nuklearis faktor kappa B)

Next Generation Sequencing (1j generacios szekvenalas)

Nuclear Localization Signal (sejtmagi lokalizacios szignal)

Nuclear Magnetic Resonance (magneses magrezonancia spektroszkopia)
Nuclear Pore Complex (sejtmagi porus komplex)

Nuclear Translocation Signal (sejtmagba irdnyito szignal)
Octamer-binding protein 4 (oktamer-kot6 fehérje 4)

Hypertext Preprocessor (‘PHP’ szerveroldali szkriptnyelv)
4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine (4-
amino-5-(4-klorofenil)-7-(t-butil)pirazolo [3,4-d]pirimidin)
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SVM
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Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and dual-
specificity protein phosphatase PTEN (foszfatidil-inozitol 3,4,5-trifoszf4t
3-foszfatdz €s kettds-specificitast fehérje foszfataz, PTEN)

Cellular tumor antigen p53 (cellularis tumor antigén p53)

Spindle Assembly Checkpoint (0sztodési orsot ellen6rzé pont)

Zinc finger protein SNAI2 (SNAI2 cink-ujj fehérje)

Transcription factor SOX-2 (SOX-2 transzkripcios faktor)

Structured Query Language (struktaralt lekérdezonyelv)

Support Vector Machine (tartovektor gép)

Transcription Factor (transzkripcios faktor)

Transforming Growth Factor Beta-1 (transzformal6 névekedési faktor
béta-1)

trans-Ome-Wide Association Study (transz-omika-szinti asszocidcios
vizsgalat)

Twist-related protein 1 (twist-kapcsolt fehérje 1)

Upstream Activator Sequence (‘upstream’ aktivator szekvencia)
Valosin-Containing Protein (valozin-tartalmu fehérje)
Voltage-Dependent Anion-selective Channel protein 1 (fesziiltségfiiggd
anion-szelektiv csatorna fehérje 1)

Vascular Endothelial Growth Factor (vaszkularis endotelialis novekedési
faktor)

int/Wingless family (int/Wingless géncsalad)

Zinc finger E-box-Binding homeobox (ZEB transzkripcios faktor)

Zinc finger E-box-Binding homeobox 1 (ZEB1 transzkripcios faktor)
Zinc finger E-box-Binding homeobox 2 (ZEB2 transzkripcios faktor)
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2. Abrik és tablazatok jegyzéke

2.1. Abrak

1. dbra Tobbszoros adatrétegeket 6sszekotod transzomikai halozat (12. oldal)

2. édbra A klasszikus ¢€leszt6 kettds hibrid médszer (15. oldal)

3. 4dbra A ko-immunoprecipitacids technika (16. oldal)

4. dbra A ko-komplex modszerrel meghatdrozott kolcsonhatasok sziirése
(17. oldal)

5. ébra A sejt szerkezete (21. oldal)

6. dbra A Gene Ontology lokalizacios fa felépitése az ,,apikalis komplex bazélis
gylirtije” lokalizacio példdjan bemutatva (25. oldal)

7. dbra A sejtmagi porus komplex miitkodésének szabalyozasa (29. oldal)

8. dbra A transzlokaci6 funkciondlis hatasanak bemutatasa az IGFBP2 és a HIF1A
példajan (32. oldal)

9. abra Az ERK szerepe az EMT transzkripcionalis szabalyozéaséban (36. oldal)

10. abra A ComPPI felépitésének folyamatabraja (48. oldal)
11. abra A ComPPI lokalizacios fa elonyei (52. oldal)

12. &bra A lokalizacios adatok integracidjanak eldnyei (53. oldal)

13. dbra Fehérje nevezéktan forditas a ComPPI-ban (54. oldal)

14. abra A ComPPI megbizhatdosagi érték szamitdsanak bemutatasa (56. oldal)
15. abra A megbizhatosagi érték paramétereinek optimalizalasa (58. oldal)

16. dbra Az interakcios megbizhatdsagi érték eloszlasa (61. oldal)

17. ébra A ComPPI felhasznalasa a krotonaz példajan (65. oldal)

18. abra Az MPSI lokalizécio specifikus funkcioéi (70. oldal)

19. abra A Translocatome kézi adatgytjto feliiletének képe (78. oldal)

20. abra A daganatok kétlépcsos fejlodésének halozatos illusztracidja, bemutatva

az eltéro terapias megkdzelités lehetoségét (81. oldal)
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2.2. Tablazatok

1. tablazat

2. tablazat

. tablazat
. tablazat

. tablazat

AN n kW

. tablazat

7. tablazat

8. tablazat

A Gene Ontology lokalizacios adatainak eredete (26. oldal)

Az emberi prediktalt szubcelluldris lokalizaciés forrds adatbéazisok
alacsony atfedése (39. oldal)

A ComPPI szubcellularis lokalizacids forras adatbazisai (40. oldal)

A ComPPI fehérje-fehérje kolcsonhatasi forras adatbazisai (41. oldal)

A ComPPI adatkészlet 6sszegzo statisztikaja (60. oldal)

A kézzel gytjtott transzlokalodd fehérjek rogzitett tulajdonsagai (74.
oldal)

A gépi tanuld algoritmus transzlokdci6 predikcidjanak eldzetes
eredményessége (77. oldal)

P¢ldak a daganatos malignitas kialakulasaval Gsszefliggd, lokalizacio-

specifikus funkcioval rendelkezd fehérjékre (82. oldal)
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3. Bevezetés
3.1. Altalanos attekintés

A daganatos betegségek vilagszerte a vezetd halalokok kozé tartoznak!, egyes
orszagokban atvéve a kordbban egyeduralkodé kardiovaszkularis betegségekkel
Osszefliggd haldlozas elsddleges helyét [Siegel €s mtsai 2016]. A jelenség okai koré
sorolhat6 az egyre oregedd népesség €s az oregedéssel jard fokozott eléfordulas, de nem
elhanyagolhat6 az a tény sem, hogy az egyre hatékonyabb ¢és célzottabb terapiak ellenére

a daganatok tulnyomo tobbsége tovabbra sem gyogyithatd, csak kezelhetd.

A daganat ellenes terapidk fejlesztési folyamata soran az els6 emberen végzett
vizsgalatoktol (Féazis 1) a kifejlesztett molekuldk 6,7%-a jut el addig, hogy bejegyzett
gyogyszer legyen [Hay és mtsai 2014]. Ez az arany sokkal rosszabb, mint mas f0 terapias
tertileteken, példaul a fert6zo betegségek indikacioban 16,7% a megfeleld mutatd [Hay
¢s mtsai 2014]. A kutatas ¢és fejlesztés hatékonysaganak novelésére szamos megkdozelités
1étezik. Ezek koziil kiemelkednek azon megoldéasok, melyek a sejtvonalakon és allatokon

végzett kisérletek emberre torténd leforditasanak hatékonysagat probaljak novelni.

A tradicionalis daganatos gyogyszerfejlesztés soran a sejtvonalakon végzett in vitro
kisérletek tanulsagai sokszor nehezen fordithatok le az allatokon végzett in vivo kisérletek
eredményeire, és még nehezebb ezek alapjan kovetkeztetéseket levonni az embereken
varhat6 hatékonysagra és toxicitasra. Az in vitro és in vivo modellek fejlesztése és ezzel
prediktiv erejiik novelése mellett egyre sikeresebb torekvések folynak a folyamat
tamogatasara szamitogépes modszerekkel (in silico). A szamitdgépes modszerek képesek
hasznositani az in vitro €s in vivo kisérletek eredményeit, és ezek alapjan pontosabb
kisérletek tervezésére adnak lehetdséget, mely kisérletek eredményei szintén
visszataplalhatoak a rendszerbe, ezzel egy folyamatos tanulési kort fenntartva [Marcu €s

Harriss-Phillips 2012].

A szamitdgépes biologia alapja, hogy a kisérletes mddszerek altal generalt adattomeget
feldolgozza, rendszerezze ¢és elemezze. Nem elegendd azonban pusztin az egyes

adatpontokat szemlélni, elengedhetetlen az adaton beliili 6sszefiiggések keresése. Erre

Uhttp://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/
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egy lehetéség az egyes adatpontokat egy megadott rendezési elv alapjan halézatokba
kapcsolni. Az orvosbioldgiai adatokat halozatként tekintve és elemezve eljutunk a
halozatos orvoslas fogalmahoz, mely egy fiatal, de egyre elterjedtebb tudomanyteriilet

[Barabasi és mtsai 2011].

A posztgenomikai korszak magaval hozta a kiilonb6zd szintli bioldgiai adatok szélesebb
kort kinyerésének, €s ezek kozotti rendszerszintii 6sszefiiggések keresésének lehetdségét.
fgy sziiletett meg az epigenomika, transzkriptomika, lipidomika, metabolomika vagy a
proteomika tudomanyaga. Ezen rendszerszintii adatokon alapulo, altaldban halézatosan
szervezddd adatok Onalléan is az eddiginél sokkal kiterjedtebb elemzésekre adnak
lehetdséget, igy példaul az in vitro sejtvonalas €s in vivo emberben megtalalhato

daganatos molekuldris mintdk farmakogenomikai elemzésére [lorio és mtsai 2016].

Az Gjabb és fejlettebb nagy ateresztOképességii kisérletes modszereknek koszonhetden az
elérhetdé adatok mennyisége rohamosan novekszik, ami kihivasok elé éllitja az
orvosbiologiai adatokkal foglalkozo kutatokat [Marx 2013]. A kihivasok kozé tartozik az
egyes elszort adatbazisok és webes feliiletek fenntartasa és folyamatos tdmogatasa, az
adatok annotéaldsanak fejlesztése kézi adatgylijtéssel, vagy éppen az egységes
nevezéktanok bevezetése ¢s kovetkezetes hasznalata. Mindezek a problémak legfoképp
megoldéséra tobb torekvés is elindult az elmult években (pl. az Eurépai Elettudomanyi
Biologiai Informacioé Infrastruktira Program, amelybe hazank 2017-ben csatlakozott;

https://www.elixir-europe.org/).

A technikai nehézségek lekiizdésével azonban szamtalan lehetdség nyilik az adatok
elemzésére, az egyes adatrétegek Osszekotésére, és ezzel sokkal megbizhatobb
kovetkeztetések levonasra. Ennek az a magyardzata, hogy az adatokban talalhatd
inkonzisztencia kisziirhetd az adatrétegek Osszekotésével. Erre jo példa a genomika-
transzkriptomika-proteomika tengely, ahol az adatok Osszekotésével példaul
kiszlirhetéek a valojaban nem kifejez6d6 génszakaszok (amennyiben az adott génszakasz
torlodott a genombol), vagy egy adott génrdl atirodd magas hirvivé RNS koncentracid
alacsony célfehérje koncentracioval parosulva tovabbi szabalyozési korok befolyésara,

példaul mikro-RNS aktivitasra utalhat.
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Ezt a megkozelitést nevezik transzomikai elemzésnek (1. dbra), ahol a fenotipikus
viselkedés megértését az egyes rendszerszintli adatszintek kdzotti Osszefiiggések feltarasa
segiti [Yugi és mtsai 2016]. A megkozelitésben rejlé lehetdségek miatt az Gnmagaban

csak a genomikai szintet felhasznal6o GWAS tanulmanyokat hamarosan felvalthatja a

mélyebb és atfogdbb trans-OWAS modszer.

Hagyomanyos Egyrétegl . )
molekuldris bioldgia omika Transzomika Genom Mérési eszkodz
'O\Oooo/ | QQ? M@, NGS
?‘ 4 ' £ .'““ 1 $ Transzkriptom
y > , ! [ - .
aa [e) s \kl ;u,-yg}a‘m/ RNA-seq (NGS)
y / v b, f
A °Y y (o) i (;%‘O $ llléb QN Microarray
— - A _ Ly v Protedm
4 O»Q/ y &rv ‘ J %’%’ Tomegspektrometria
1 S U
y 4 ' | AT Metabolom
5 OA/ 4 Témegspektrometria
. ) NMR
Trends in Biotechnology

1. abra: Tobbszoros adatrétegeket osszekoto transzomikai halozat. A hagyomanyos
molekularis biologiai kutatas soran egy-egy folyamat megadott elemeit, igy példaul egy
adott feherje kapcsolatait és szabalyozo szerepét vizsgaljuk atfogoan, tébb kiilonbozo
adatréteg oldalarol egyarant. Az egyrétegii omikai megkozelités esetében egy vizsgalt
adatrétegen beiili  Osszefiiggéseket keresiink, igy példaul a transzkriptomikai
adatrétegben keresiink eltérést a gének kifejezodésében. Ezzel szemben a transzomikai
megkozelités 6tvozve a hagyomanyos molekularis biologiai modszereket az egyrétegii
omikai szemlélettel, egyszerre vizsgalja az egyes adatrétegeken beliili, és azok kozotti
osszefliggéseket, ezzel sokkal komplexebb molekularis mintakat kapcsolva a megfigyelt
tulajdonsdagok mogé. Az egyes adatrétegeket, és az elemzésiikre hasznalt modszereket az

abra jobb oldala foglalja ossze. Forras: [Yugi és mtsai 2016]

munkam diakkoros 2013]

Doktori tevékenységem [Veres

soran tudomanyos

folytatasaként azt vizsgaltam, hogy a proteomikai réteg fehérjék kozotti kapcesolataiban
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talalhato ellentmondasos, vagy biologiailag nem valoszinii kapcsolatok hogyan sziirhetok

ki egy Gjabb adatréteg, a fehérjék sejten beliili lokalizacios adatainak bevonasaval.

3.2. Fehérje-fehérje interakcios adatok jellemzése és forrasai
3.2.1. Az interaktomok altalanos jellemzése

A fehérjék funkcidjara sokszor az interakcios partnerek elemzése alapjan deriil fény. A
fehérje-fehérje interakcios adat az egyik legértékesebb forrdsa a protedém-szintii
elemzéseknek [Koh és mtsai 2012]. Kifejezetten igaz ez akkor, ha a proteomikai adatokat
a betegségek rendszerszintli megértése [Vidal és mtsai 2011], vagy haldzatos gyogyszer

tervezeés céljabol szeretnénk hasznositani [Ivanov és mtsai 2013].

A fehérje-fehérje interakcios haldzatok, vagy mas néven interaktomok elemzéséhez és
megértéséhez eldszor meg kell hataroznunk a halozat elemeit és azok kapcsolatainak
tulajdonsagait, illetve meg kell itélni azok biologiai relevanciajat az adatok forrasa
alapjan. Az interaktomok klasszikus leirdsa alapjan a kdlcsonhatést 1étrehoz6 illeszkedés
nem véletlenszerii, hanem egy szandékos biomolekularis esemény vagy eré eredménye.
Szintén feltétele a kolcsonhatasnak, hogy az illeszkedd feliiletek a kapcsolatra
specifikusak legyenek, ne altalanos céllal jojjenek létre [De Las Rivas és Fontanillo

2010].

A klasszikus leirds feltételei azonban a ma ismert interakciok jelentds részénél nem
teljesiilnek. Az adatok eredete alapjan két tipust, a genetikai és fizikai kolcsonhatast
kiilonitjiik el. Elobbiek forrdsa nem kozvetlen fizikai kdlcsonhatds megfigyelése, hanem
genetikai adatokon alapuld predikcié eredménye [Chatr-Aryamontri és mtsai 2017]. A
fizikai kolcsonhatasok csoportja két alcsoportra kiiloniil el: a direkt és indirekt

kapcsolatokra.

A fehérje-fehérje interakcio detektdlasi modszerek gyakran fehérje komplexeket
vizsgalnak, ahol nehéz elkiiloniteni, hogy az egyes fehérjék egymassal kozvetlen (direkt)
binaris kapcsolatban vannak-e, vagy egy masik fehérjén keresztiil kozvetetten (indirekt)
hatnak kdlcson egymasra. Azonban a bindris, direkt interakciok meghatarozasa is gyakran

hamis pozitiv eredményhez vezet. Becslések szerint az ismert fehérje-fehérje
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kolesonhatasok kb. 20%-a valds, a fennmarad6 rész nem jon létre €16 sejtekben. Ez is

mutatja az adatok mennyiségén til a mindség emelésének sziikségességét.

A fehérje-fehérje interakcios adatok rendszerezése nehéz, ennek ellenére elengedhetetlen.
Az elérheté adatbazisok atfedése alacsony [De Las Rivas €és Fontanillo 2010], bar az
2009, Kamburov ¢s mtsai 2013], melyek hatasara jelentdsen novekedett a tobb adatforras
altal is megerdsitett kapcsolatok szama. Az integracidt neheziti a kiilonb6zo fehérje
nevezéktanok haszndlata, azonban az elmult évek torekvései egy egységes nevezéktan
bevezetésére (kézi adatgylijtéssel €és ellendrzéssel kiegészitve) [Orchard és mtsai 2007,
The UniProt Consortium 2017] jelentdsen javitottdk az adatok mindségét &s

felhasznalhat6sagat.

3.2.2. Fehérje-fehérje interakciokat meghatarozo modszerek

A fehérjek kozott fellépd kolcsonhatasokat kisérletes modszerrel vagy bioinformatikai
eszkozokkel hatarozhatjuk meg. Utobbi moddszert fel lehet hasznélni a kisérletes
konyvtarakban még nem szerepld interakciok joslasara, valamint a mar 1étezd
kolcsonhatasok megerdsitésére. Elterjedt a Bayes megkozelités haszndlata, mely sordn
génexpresszids adatok, ortologia, domén szerkezet vagy poszttranszlacios modosulasok
hasonlosaga alapjan valdsziniisitenek kapcsolatot a fehérjék kozott, melynek mértéke

adja a kapcsolat megbizhatdsagi értékét [McDowall és mtsai 2009].

Alapvetéen kétféle kisérletes fehérje-fehérje interakcidé meghatdrozé modszert
kiilonitiink el. A binaris megkozelités a kozvetlen fizikai kolcsonhatast vizsgalja két
fehérje kozott, mig a ko-komplex modszer tobb fehérje kapcsolodasat irja le. A kisérletek
ateresztOképessége alapjan elkiilonitiink alacsony és magas ateresztOképességi
technologiadkat (low és high throughput). E10bbiek mindsége sokkal megbizhatobb, mint
az utdbbiaké, azonban a protedém szintli elemzésekhez elengedhetetlen a magas

ateresztOképességli technologidk altal nydjtott nagy mennyiségii adat hasznalata is.

A leggyakrabban hasznalt meghatarozasi eszkozok® koziil kiemelném az adatok
legnagyobb mennyiségét add nagy ateresztOképességli élesztd kettds hibrid és ko-

immunprecipitdciés moddszert tomegspektrometriaval kombinalva, valamint a

2 https://wiki.thebiogrid.org/doku.php/experimental _systems/
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mennyiségi meghatdrozasra is alkalmas

modszereket.

alacsonyabb ateresztoképességli FRET

A klasszikus ¢€lesztd kettds hibrid modszert mutatja be a 2. abra [Fields és Song 1989,

Briickner és mtsai 2009].

RNS polimeraz Il

riporter gén

nincs transzkripcio

transzkripcio

2. abra A klasszikus éleszto ketts hibrid modszer. A vizsgalt X fehérje fuzional a DNS

koto doménnel (DBD), ezt hivjuk csalinak. A potencialisan kélcsonhato partner Y fehérje

az aktivacios doménnel (AD) fuzional, ezt nevezziik prédanak. A csali bekot a riporter gén

(LacZ) felsé aktivacios szekvencidajahoz (UAS). Amennyiben X és Y fehérjek

kélcsonhatnak, ugy az aktivacios domén jelenlétében létrejon a funkciondlis

transzkripcios faktor, és megkezdodik a riporter gén atirasa az RNS polimeraz Il enzim

segitségével. A riporter gén egy kifejezodés esetén egyszeriien leolvashato feherjét kell,

hogy kodoljon. Mivel az éleszto kettos hibrid technika gyakran eredményez aspecifikus

kotodest és ezzel hamis pozitiv kolcsonhatasokat, igy altalaban tobb, mint egy riporter

gent alkalmaznak egyszerre, melynek eredménye egy erdteljesebb transzkripcionalis

aktivitas. Forras: [Briickner és mtsai 2009]
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A ko-komplex moddszerek koziil a leggyakrabban hasznalt az ugynevezett ko-
immunoprecipitaciéo tomegspektrometridval kombindlva [Elion 2006]. A technika
Iényege (3. abra), hogy a sejt lizaitumban 0sz6 vizsgalni kivant csali fehérjét egy ellene
termelt ellenanyaggal immunprecipitaljuk, melyhez késobb a komplex tobbi tagja is
kotddni fog. A komplexet ezutan tomegspektrometriaval analizajuk, ezzel meghatarozva,

hogy mely fehérjék vesznek részt a komplex kialakitasaban.

——ly PN
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3. abra: A ko-immunoprecipitacios technika. A folyamat lépései egy sejtmagi fehérje
komplex kimutatas példajan: 1) a két vizsgalni kivant fehérjét tartalmazo sejtmag
meghatarozasa és a sejtmag izolalasa, 2-3) a vizsgalt fehérjéket célzo antitest és
ellenanyag koté gyongyok hozzaadasa, 4) kivant fehérjék immunoprecipitacioja, 5)
immunoprecipitalt fehérjék kimosasa és gyiijtése, 6) az immunoprecipitalt fehérjék
vizsgalata tomegspektrometria segitségével.

Forras: https://www.activemotif.com/images/products/RIME-method-2.png/

Mint lathatjuk a két gyakran hasznalt nagy ateresztoképességii technika szamos hamis
kapcsolatot generalhat. Az élesztd kettés hibrid modszer esetében aspecifikus
kolcsonhatasok johetnek létre a fehérjék tul magas koncentracidja, a fizids proteinek
gatlo hatasa, vagy az éleszt6-idegen fehérjék nem megfelelé konformécidja miatt. A

technika tovabbi hatranya, hogy az ¢lesztd sejtmagjahoz kotott, igy olyan fehérjék is
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kapcsolatba tudnak 1épni egyméssal melyek az emberi sejtekben valdjadban kiilon
sejtkompartmentekben  taldlhatoak, mutatva a kolcsonhatdsok sejten  beliili

elhelyezkedése alapjan torténd sziirésének fontossagat.

A ko-immunoprecipitacios modszer komplexeket vizsgél, igy az élesztd kettds hibrid
direkt binaris interakcidival szemben itt indirekt kapcsolatokat is kaphatunk, ahol pusztan
a kisérlet alapjan nem elkiilonithetd, hogy mely két fehérje van egymassal valos direkt
fizikai kolcsonhatasban. A kolcsonhatasok valosdghoz vald kozelitését tobb modszerrel

is el lehet érni, melyek koziil legelterjedtebb a spoke modell alkalmazésa (4. abra).

Kisérletes interakciok (PPI)
Valds interakcidk (PPI) BiRETE medessiak binaris vagy ko-komplex médszer eredet

in vivo fizikai kélcsonhatdsok . . L
direkt fizikai PPl meghatarozas m
A

2H _P1-P3 P4-P5  girekt

pl, P1-P2 P2-P3
' v PR
/ P1-P4 P4-P6 pooorolas m

Két eltérd PPI haldzat két tipusu

kisérletes adat alapjan
(az X azon kélcsdnhatéasokat jelzi, melyek a
P1=P2,P3.P4 besorolas valdsagban nem jénnek létre)

p2=P1,P3,P4 spoke modell

B
@ P3=P1,P2,P4  alapjan
pl, & pa=p1,p2,P3,P5,P6
m TAP-MS P5=P4,P6 S
Colp P6=P4,PS

2 fehérje készlet
A&B

Ko-komplex moédszerek
fizikai PPl meghatarozas (direkt és
indirekt)

4. abra: A ko-komplex modszerrel meghatdrozott kélcsonhatdsok sziirése. Az abra két
példa halozat (A és B) segitségével mutatja be, hogy a valos fizikai kolcsonhatdasok milyen
formaban jelennek meg a binaris, illetve ko-komplex modszereken alapulo meghatarozas
utan. Binaris modszer esetén nem jon létre hamis pozitiv kapcsolat, a fizikai
kélcsonhatasok egyenkeént jelennek meg a derivalt halozatban. Ezzel ellentétben ko-
komplex modszer alkalmazasa esetén szamos hamis pozitiv kapcsolat keletkezik azon
fehérjék kozott is, melyek valojaban nem allnak egymassal fizikai kolcsonhatasban. Ezek
szuirésere alkalmas a spoke modell, melynek segitségével az X-szel jelolt kolcsonhatasok

kisziirhetok. Forras: [De Las Rivas és Fontanillo 2010]
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Osszességében a magas atereszt6képességili modszerek nagy mennyiségii, de szamos
hamis pozitiv interakciot tartalmazo adatot szolgaltatnak. Az adatok megbizhatosaganak
noveléséhez sziikség van az alacsonyabb ateresztoképességli technikdk alkalmazésara,
illetve a kapott kdolcsonhatasok bioinformatikai modszerekkel torténd tovabbi

feldolgozasara.

Az alacsony ateresztOképességii technikak kozé tartoznak az egy-egy fehérje kapcsolatat
elemz0, szerkezeti adatokon alapul6 ko-kristaly médszerek, illetve a kapcsolatok vizualis
elemzésére alkalmas fluoreszcens technika. Utdbbi csoportba sorolhatd az elterjedten
alkalmazott fluoreszcens rezonancia energia transzfer (FRET), mely sejten beliili bi-
molekuléris kdlcsonhatasok elemzésére szolgal [Shrestha ¢s mtsai 2015], illetve ennek
masik valtozata a biolumineszcens rezonancia energia transzfer (BRET) [Xie és mtsai
2011]. A technika lényege, hogy a vizsgalni kivant fehérjéket egy fluoreszcens donorral
¢s egy akceptorral jeldljilk meg, melyek kozott egymas kozelébe (<~10 nanométer)
keriilve sugarzas mentes energia atadas torténik, melyet fluoreszcens mikroszkdp alatt

vizsgalhato fényjelenség kisér.

A tradicionalis technika tobb lyuku plate-ek alkalmazédsa esetén is csak limitaltan
alkalmas nagy mennyiségli kapcsolat kimutatasdra, igy az automatizaciora szamos
megoldast fejlesztettek ki az elmult években. Megjelentek technologiak, melyek specialis
labor eszk6zok nélkiil is lehetdséget adnak nagyobb mennyiségili interakcid kvantitativ
kimutatasara, mint példaul a HI-FI modszer, mely a FRET ¢és a fluoreszcencia kioltast
kombinalja [Hieb ¢és mtsai 2012]. Specialisabb eszkozoket igényel, ellenben még
magasabb  ateresztOképességi a FRET kombinalasa fluoreszcencia-¢élettartam
képalkotéassal (FLIM) [Margineanu és mtsai 2016], ami lehetdséget ad nagy mennyiségii

¢s kvantitativ fehérje-fehérje interakcid meghatarozésara.

3.2.3. Az interakciés adatok mindéségének novelésére iranyulo torekvések

A fehérje-fehérje interakcids adatok mennyiségének ndvelésén til esszencialis az adatok
megbizhatdsadganak javitasa is. Minél megbizhatobbak az adatok, azok elemzésével annal
precizebb biologiai hipotézisek felallitdsara van lehetdség. A mindség javitdsara szamos
segitségével a tobb forrasban megtalalhatd, eltérd kisérletekbdl szdrmazoé interakciok

létezésének bizonyossdga magasabb, mint az egyedi adatbazisokban megtalalhat6 egy-
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egy mérésen alapuld kolcsonhatasok biologiai valdszintisége. Ilyen torekvés az IMEx
konzorcium® [Orchard és mtsai 2012], mely magas kritériumokat tdmaszt az adatok

mindségeével és ellendrzésével kapcsolatban.

Az adatok mindsége javithatd a kolcsdonhatasok meghatarozott szempontok alapjan
torténd szelekcigjaval is. Erre példa az Interactome3D adatbazis és alkalmazas [Mosca és
mtsai 2012], mely a fehérjék és fehérje komplexek kristalyszerkezetének vizsgalata
alapjan hataroz meg magas megbizhatosagi kolcsonhatasokat. Hasonloan j6 mindségii
de eltéré megkdzelitési adatokat tartalmaz a MatrixDB [Launay és mtsai 2015], mely
magas megbizhatosagu kisérletes adatokon alapul és kizarolag az extracelluldris matrix

kapcsolatait tartalmazza.

Szamos szamitogépes modszer 1étezik arra, hogy fehérje-fehérje interakciokat josoljunk.
E joslasok 1j interakcidk elemzésére, vagy a régiek megerdsitésére hasznalhatok [Zahiri
¢s mtsai 2013]. A hamis kapcsolatok kisziirésére leggyakrabban a Bayes-modszert
alkalmazzak, melynek segitségével kiilonb6z6 paraméterek mentén pontozhatd egy-egy
kapcsolat megbizhatosaga. Ilyen eszkdz €s adatbazis a HitPredict [Lopez €s mtsai 2015],
mely a szerkezetbdl (Pfam domének) adddo sajatossagok mellett a szekvencia homoldgiat
¢s Gene Ontology (GO) [The Gene Ontology Consortium 2013] funkcidkat vesz
figyelembe a tobb forrasbol szarmazd kolcsonhatdsok pontozédsa soran, melynek
segitségével magas megbizhatosagi interaktomok letoltésére ad lehetdséget. Ez a
modszer tartalmazza a GO [The Gene Ontology Consortium 2013] sejten beliili
lokalizaciora (cellular component term) vonatkozo sziirését is, mely limitaltan, de

figyelembe veszi a fehérjék térbeli elrendezddését is.
3.2.4. Fehérje-fehérje interakcios adatbazisok bemutatasa

A jelenleg elérheté szamos fehérje-fehérje interakcios adatbazis koziil dolgozatomban a

leggyakrabban hasznalt adatforrdsokra fokuszalok.

Az IMEx konzorcium [Orchard és mtsai 2012] tagja a DIP (Database of Interacting
Proteins) [Salwinski és mtsai 2004], mely 834 organizmusra tartalmaz folyamatosan

frissiild jo mindségii kisérletes interakcios adatokat. Szintén a konzorcium tagja a MINT

3 http://www.imexconsortium.org/
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¢s IntAct adatbazisok 6sszevondsaval keletkezett MIntAct adatbazis [Orchard és mtsai
2014], mely kiterjedt kézi adatgytijtéssel és ellendrzéssel biztositja a folyamatosan magas

mindséget.

Elterjedten hasznalt eszk6z a BioGrid (Biological General Repository for Interaction
Datasets) adatbazis [Chatr-Aryamontri és mtsai 2015], melynek részletes webes feliilete
[Winter €¢s mtsai 201 1] nagyban segiti a felhasznalot az adatok bongészésében. A BioGrid
fizikai kolcsonhatasok mellett genetikai kapcsolatokat is tartalmaz, valamint listazza az
interakcié meghatarozasara alkalmazott kisérletes modszert is, igy a kolcsonhatasok ez
alapjan is szlirhetdk. Kozvetlen fizikalis kapcsolatokat hataroz meg a CCSB (Center for
Cancer Systems Biology) adatforras is, melynek emberi adatkészlete kiemelten mindségi
adatokat tartalmaz [Rolland és mtsai 2014]. A halozat forrasa és homogenitdsa miatt
kivaloan alkalmas az interaktom topoldgiai elemzésére, azaz az egyes fehérjék kozti

kapcsolatok térképének elemzésére a protedm szintjén.

A legnagyobb elérhetd interakcios adatforrdas a STRING [Szklarczyk €s mtsai 2015],
mely jelenleg 2031 modell organizmus 9,6 millié fehérjéjére és azok 184 millid
kapcsolatara tartalmaz adatokat. Az adatbdzis szdmos forrdst integral és direkt
kapcsolatok mellett a funkcionalis indirekt kapcsolatokat is tartalmazza. Hasonloan
Osszesiti az adatokat harom organizmusra a ConsensusPathDB [Kamburov ¢és mtsai
2013]. A tobbi emlitett adatbézissal ellentétben ez a forras a direkt ¢€s indirekt fehérje-
fehérje interakciok mellett genetikai, metabolikus, jelatviteli, gén szabélyozasi és

gyogyszer-célpont elemeket is tartalmaz.
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3.3. Szubcellularis lokalizacios adatok jellemzése és forrasai
3.3.1. A szubcellularis lokalizacios adatok altalanos jellemzése

A fehérjék funkcidjanak megitélésben kapcsolataik mellett kiemelt fontossagh a
lokalizaciojuk is, mely lehet a sejten beliil vagy a sejten kiviili térben. Az eukaridta sejtek
molekularis mechanizmusait (kiemelkedden a jelatvitelt) alapvetéen meghatarozza a
fehérjék és egyéb molekulak térbeli elkiiloniilése, ezzel biztositva, hogy a szabalyozas
idoben fliggetlenlil mehessen végbe. Ez a szabalyozas biztositja a szélesebb koru
valaszadasi képességet, igy példaul a stresszhelyzetre vald valaszok kiterjedt varianciajat

[Garcia-Yagiie €¢s mtsai 2013].

A fehérjek elhelyezkedését didaktikusan két f6 részre bonthatjuk fel, a sejten beliili €s
sejten kivili lokalizdciora. A plazmamembrannal hatarolt sejten beliili térben
membrannal elhatarolt funkciondlis egységek, uigynevezett sejtszervecskék taldlhatdak

(5. abra).

Mitokondrium

Csillok Durva felszini
Lizoszdma - endoplazmatikus retikulum
o~ Sejtmembran
Kozéptest 7 .‘_{.’: l,‘ f;'j;', & =—— Sejtplazma
/ 5 W
Sejtmagvacska
Mikrotubulusok ——& ——

e “__ Riboszomak
Golgi-késziilék

Sima felszind
endoplazmatikus retikulum

Sejtmag membran

5. dbra: A sejt szerkezete. Az dbra a sejt fobb szerkezeti és funkcionalis elemeit mutatja
be. Forras: https.//en.wikipedia.org/wiki/Cell_biology/

Ide soroljuk példaul a sejtmagot, a mitokondriumokat, az endoplazmas retikulumot és a
Golgi-késziiléket. A sejten beliil azonban a membrannal hatérolt sejtszervecskék, vagy

organellumok mellett szdmos, nem membrannal hatarolt funkcionalis egység is talalhato,
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mint példaul a riboszomak, a sejtvaz vagy a proteaszoma. A sejten kiviil taladlhatd az

extracellularis matrix allomany.

Ezen sejtes lokalizaciok folyamatos dinamikus anyag ¢€s energia transzportot tartanak
fenn, melynek kiemelked6en fontos szabalyozé eleme a fehérjék transzportja [Elbaz és
Schuldiner 2011]. A sejten beliili szervezddés organellumokon beliil és azokon kiviil is
fontos szabalyozasi mechanizmusokra ad lehetdséget, mint példaul a makromolekulak
bestirisodésének jelensége (ugynevezett macromolecular crowding), mely jol
koriilhatarolt funkcioval rendelkezd fehérjéknek adhat 1) funkcidt pusztan a
mikrokdrnyezet megvaltozdsan keresztlil [Lewitzky és mtsai 2012]. A fehérje-fehérje
interakcidés halozat megértéséhez elengedhetetlen a fehérjék elhelyezkedésének

figyelembevétele [Kumar ¢s Ranganathan 2010, Inder és mtsai 2013].

3.3.2. A szubcellularis lokalizacios adatok forrasa és mingsége

A fehérjék lokalizaciojat az aminosav szekvencia ugynevezett lokalizacids szignal régidi
kodoljak, melyek koziil a legismertebb a sejtmagi lokalizacios szignal (NLS). A fehérje
ezen szignaloknak mentén jut el a cél kompartmentbe, ahol betdlti végsoé funkciojat. Ezt
az informaciot hasznéaljak ki a lokalizacidé predikciora alkalmas eszkdzok, melyek
kiilonb6zé modszerekkel (pl. neuralis halok, SVM) keresnek lokalizacios szignalt a
fehérjék aminosav szekvencidjanak elemzésével [Yu €és mtsai 2010]. Az igy kapott
prediktalt lokalizacids adat mennyisége magas, igy alkalmas protedm szintii elemzésekre,
azonban a megbizhatosaga alacsony és a felbontésa is limitalt [Hu és mtsai 2009b]. Mivel
a lokalizaci6és szignal a fobb sejtszervecskékbe iranyitja a fehérjéket, igy ezen
algoritmusok a fehérjéket csak ezen fobb lokalizaciok szerint tudjak rendezni,

részletesebb felbontasra nem alkalmasak.

A lokalizaciés adatok mindségének novelése érdekében sziikség van a kisérletes
eredményekre. A legelterjedtebb és legmegbizhatobb kisérletes lokalizacido meghatarozo
modszer a fehérjék immunfluoreszcencidval torténd jeldlésén alapszik. Az
immunhisztokémia ¢és annak elektronmikroszképos véltozata, az immuncitokémia
segitségével a fehérjék lokalizaciojat sejtekre ¢€s sejten beliili organellumokra
specifikusan lehet vizsgalni [ Al-Shibli és mtsai 2017]. A szubcellularis lokalizacio sejten
beliili rétegenkénti vizsgalatdra ad lehetdséget a konfokalis mikroszkopia, mely a

fluorofor térbeli elhelyezkedését optikai szeleteléssel teszi megismerhetové.
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Ezen moddszerek elénye, hogy a megbizhatd sejten beliili lokalizaciés adat mellett a
fehérjék mennyiségének becslésére is alkalmasak, igy kompartmentre specifikus
szubcellularis lokalizacios adat nyerhetd, mely az elemzés €s modellezés ujabb kapuit
nyitja meg. Hatranyuk azonban, hogy ezen adatok tilnyomé részben mikroszkdpos, kézi
gylijtésbdl szarmaznak, melyek ateresztOképessége alacsony, igy nem alkalmasak

protedm szintli elemzésre.

A proteom szintli kisérletes lokalizacios adatokhoz tehat sziikség van a folyamat
automatizaldsara, melyre tObb modszer is 1étezik. A legtobb kisérletes sejtes lokalizaciot
tartalmaz6 Human Protein Atlas [Pontén és mtsai 2011] immunhisztokémia ¢&s
immunfluoreszcens képeit kézi kiértékelés mellett képfeldolgozo algoritmusokkal is
tamogatjak [Li és mtsai 2012]. Ezen algoritmusok alkalmasak a kézi annotacid
értékelésére, igy jelezve azon eredményeket, melyeket érdemesnek tart a feliilbiralasra.
A mar meglévd annotaciok kiértékelésén tal a szamitogépes feldolgozas alkalmas lehet
Uj annotaciok keresésére is, illetve kiilonboz6 szovet, sejt és sejten beliili lokalizacids

mintak keresésére [Cornish és mtsai 2015].

Osszességében a sejtes lokalizdcid pusztan szamitogépes predikcioval megvalosuld
meghatarozasa, illetve a kisérletes eredmények algoritmusokkal torténd értékelése

egylittesen alkalmas a fehérjék protedom szintli térbeli annotalasara.

3.3.3. A szubcellularis lokalizacios adatbazisok bemutatasa

A fehérje lokalizacios adatokhoz predikcios és kisérletes eljarasok segitségével juthatunk,
ennek megfelelden a lokalizacios adatbazisokat is feloszthatjuk prediktalt, kisérletes vagy

integralt adatokat tartalmazo forrasokra.

A szubcellularis lokalizacio predikcidjara szdmos eljaras 1étezik, ezek koziil két eszkozt
emelnék ki, melyek hasznalata elterjedt, vagy éppen a legijabb megoldasokat tiikrozik.
A Hum-mPLoc 3.0 a tobb mint egy évtizede aktiv mPLoc legujabb verzidja, emberi
fehérjék lokalizaciojanak predikcidjara alkalmas [Zhou és mtsai 2017]. A predikcio egy
Hidden Correlation Modeling (HCM) nevii eljarassal torténik, mely az aminosav
szekvencia elemzésén tul tobbek kozott fehérjék GO [The Gene Ontology Consortium

2013] annotéciojat is figyelembe veszi. Az algoritmus 12 szubcellularis lokalizéacio

szerint (kozéptest, sejtplazma, sejtvdz, endoplazmatikus retikulum, endoszéma,
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extracellularis matrix, Golgi-késziilék, lizoszoma, mitokondrium, sejtmag, peroxiszéma,
¢s plazma membran) tudja szelektalni a FASTQ formatumban megadott fehérjéket. Ezen
algoritmus is problémaba iitk6zik azon fehérjék esetében, amelyeknek tobb lokalizacidja
is lehetséges. Ilyen multikompartment fehérjék predikciojara alkalmas a FUEL-mLOC
szerver [Wan ¢és mtsai 2017], mely rendszerezett és egységesitett nevezéktannal nyujt

megbizhatd predikcidkat szdmos organizmusra nézve.

A jelenlegi legnagyobb elérhetd kisérletes emberi fehérje lokalizacios adatbazis a Human
Protein Atlas [Pontén ¢és mtsai 2011], mely az immunfluoreszcens technikéat konfokalis
mikroszkopiaval kombindlva 200 nanométeres felbontasi képeket alkot a sejt
szervezddésérol. A képek elemzése révén az adatbazisban megkdozelitdleg 12000 fehérje
lokalizacidja érhetd el metalokalizaciokra* (sejtmag, sejtplazma és szekrécios titvonal)
bontva. A fehérjék legnagyobb része a sejtmagban talalhato, ezt koveti a sejtplazma és a
vezikuldk, utoébbi magiban foglalja a transzport vezikuldkat és mas kis membrannal
hatarolt organellumokat, mint példaul az endoszémak vagy peroxiszomak. A fehérjék
51%-a tobb, mint egy lokalizacioval rendelkezik, és 15% esetében figyeltek meg

varianciat attol figgden, hogy melyik sejttipusban vizsgaltak oket.

A Human Protein Atlas [Pontén és mtsai 2011] egyik hatranya, hogy a szecernalt
fehérjéken kiviil nem ad informécidt a sejten kiviili lokalizaciokrol. A MatrixDB egy
olyan [Launay és mtsai 2015] integralt fehérje-fehérje interakcios adatbézis, mely a
fehérjék sejten kiviili kapcsolatainak elemzésére szolgal. Az ehhez sziikséges lokalizacios
adatokat a GO [The Gene Ontology Consortium 2013] és a UniProt [The UniProt
Consortium 2017] forrasok mellett a Matrisome Project [Naba és mtsai 2012] mindségi
prediktalt adataibol nyeri. Az oldalrol letoltheték az extracellularis, szecernalt és

membran fehérje lokalizacidra vonatkozo6 adatok.

Az atfogd kisérletes Human Protein Atlas [Pontén és mtsai 2011] adatbazis mellett az
irodalom szamtalan sporadikus kisérletben irja le egyes fehérjék szubcellularis
lokalizéaciojat. Ezen adatok rendszerezése céljabol két nagy adatbazis is 1étrejott, melyek
egységes nevezéktant hasznalnak. A UniProt [The UniProt Consortium 2017] egy a

fehérjék rendszerzésére €és annotalasara létrejott tudastar. Szamtalan adatot tartalmaz a

4 http://www.proteinatlas.org/humancell/
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fehérjékrol, tobbek kozott kézzel gylijtott kisérletes hivatkozasokon alapulva a fehérjék
szubcellularis lokaliz4ci6jarol® is, mely adatok konnyen kereshetdk és letdlthetok.
Azonban csak részben tartalmazza a Human Protein Atlas [Pontén és mtsai 2011] adatait,

mikdzben atfedése a GO [The Gene Ontology Consortium 2013] adatokkal magas.

Az eltérd adatbazisok a fehérjék, illetve a szubcelluléris lokalizaciok tekintetében sokszor
eltéré nevezéktant hasznalnak. Ez utobbi egységesitése ¢és egy Osszefliggd hierarchidba
torténd rendezése azonban elengedhetetlen, amennyiben az igény a predikcios
algoritmusok alacsony felbontdsanak és a kisérletek sokszor nagyon pontos lokalizacios
megnevezéseinek Osszefésiilése. Ennek megoldéasat képezi a GO [The Gene Ontology
Consortium 2013] nevezéktana, mely kifejezetten a sejtes elemek nevezéktanat® gyiijti

Ossze ¢és rendszerezi (6. abra).

cellular
component

cell

cell part

apical part of
cell

apical complex

—

basal ring of
apical complex

@ GO:0020007 apical comple»
7 G0:0020032 basal ring of apical complex

6. abra: A Gene Ontology lokalizacios fa felépitése az ,apikalis komplex bazalis

gylirije” lokalizacio példajan bemutatva. (folytatas a kovetkezo oldalon ->)

3 http://www.uniprot.org/help/subcellular_location/
¢ http://www.geneontology.org/page/cellular-component-ontology-guidelines/
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(-> folytatas az elozo oldalrol) A GO [The Gene Ontology Consortium 2013] annotdcio
hierarchikusan csoportositia az egyes lokalizacios adatokat, igy egy adott részletes
felbontasu lokalizacios informdciot a fa kibontasaval, tobb lépésen keresztiil érhetiink el.
Az abran bemutatott példa az apikalis komplex bazalis gytirijének elhelyezkedését
mutatja a faban, mely alulrol felfele az apikalis komplex — a sejt apikalis része — sejt rész

— sejt utvonalon érheto el.

Forras: http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO: 0020032/

Amellett, hogy az egyes lokalizaciok helyet kapnak ebben a rendszerben, az adatok
forrasanak rendezése is megtorténik. Ennek segitségével eldonthetd, hogy az egyes
lokalizacios informéciok mennyire megbizhatoak, hany és milyen forrasbol szarmaznak

(1. tablazat).

1. tablazat: A Gene Ontology lokalizacios adatainak eredete

Evidencia kod csoportja Evidencia kodok
Kisérletes evidencia kodok e Kisérleten alapul6 (Inferred from
Experiment (EXP))

o Kozvetlen meghatarozason alapulo6 (Inferred
from Direct Assay (IDA))

e Fizikai koélcsonhatason alapulo6 (Inferred
from Physical Interaction (IPI))

e Mutans fenotipuson alapuld (Inferred from
Mutant Phenotype (IMP))

e Genetikai kolcsonhatason alapul6d (Inferred
from Genetic Interaction (IGl))

e Expresszios mintazaton alapulo6 (Inferred

from Expression Pattern (IEP))
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1. tablazat: A Gene Ontology lokalizacios adatainak eredete (folytatas)

Evidencia kod csoportja

Evidencia kodok

Szamitogépes elemzésen

alapul6 evidencia kodok

Szekvencia vagy szerkezeti hasonldésagon
alapul6 (Inferred from Sequence or
structural Similarity (ISS))

Szekvencia ortologian alapul6 (Inferred

from Sequence Orthology (ISO))

Szamitogépes elemzésen

alapulo evidencia kodok

Szerzoi kozlésen alapulo

evidencia kodok

Szekvencia illesztésen alapuld (Inferred
from Sequence Alignment (ISA))
Szekvencia modellen alapuld (Inferred from
Sequence Model (ISM))

Genomikai 9sszefiiggésen alapuld (Inferred
from Genomic Context (IGC))

Az 6s0k biologiai vonatkozésain alapulo
(Inferred from Biological aspect of Ancestor
(IBA))

A leszarmazottak bioldgiai vonatkozésain
alapul6 (Inferred from Biological aspect of
Descendant (IBD))

Kulcs szekvencia elemeken alapuld
(Inferred from Key Residues (IKR))

Gyors divergencian alapulo (Inferred from
Rapid Divergence(IRD))

Ellendrzott szamitogépes analizisen alapuld
(Inferred from Reviewed Computational
Analysis (RCA))

Nyomon kdvethetd szerzoi kozlésen alapulod
(Traceable Author Statement (TAS))

Nem nyomon kovethetd szerzéi kdzlésen

alapul6 (Non-traceable Author Statement

(NAS))
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1. tablazat: A Gene Ontology lokalizacios adatainak eredete (folytatas)

Kuratori kovetkeztetésen e Kuratori kovetkeztetésen alapuld (Inferred
alapulé evidencia kodok by Curator (IC))
e Nincs elérhet6 biologiai adat (No biological
Data available (ND))
Automatikusan o Elektronikus annotacion alapuld (Inferred
hozzarendelt evidencia from Electronic Annotation (IEA))

kodok

A GO [The Gene Ontology Consortium 2013] nevezéktandhoz tartozo egyes bejegyzések
eredete eltéro lehet, melyet evidencia kodok segitségével rendszerez az adatkészlet. Az
egyes evidencia csoportok eltéré bizonyossagot szolgaltatnak az adott informdacio
hitelességerol. Segitségével lehetoség nyilik az adatok mennyiségen tul azok mindségének
alaposabb kiértékelésere is.

Forras: http://www.geneontology.org/page/cuide-go-evidence-codes/

Az adatok Osszesitésére vonatkozé torekvés magaban foglalja az elérhetd adatforrasok
minél szélesebb kort integracidjat. A COMPARTMENTS [Binder és mtsai 2014]
automatikus szovegbanyaszat segitségével Osszesiti az adatforrasokat, azokat
folyamatosan frissiti, és egységes GO [The Gene Ontology Consortium 2013]
nevezéktanra forditja. Az ehhez hasonl6 integrativ kezdeményezések sziikségesek az

atfogo ¢€s jo mindségli adatok minél egyszertibb és folyamatos eléréséhez.

3.4. A sejten beliili szervezodés szerepe az egészséges sejtes jelatvitelben
3.4.1. A sejtkompartmentek szerepe, transzport folyamatok bemutatasa

A fehérjék térbeli elhelyezkedése biztositja, hogy idében és térben eltérd feladatokat
tudjanak ellatni, mely fontos eleme a sejtekben zajlé biokémiai folyamatoknak. Az
eukaridta sejteket alapvetéen az kiiloniti el a prokaridta sejtektdl, hogy belsd
membranrendszerrel rendelkeznek, melynek segitségével funkciondlis egységeket,
sejtkompartmenteket tudnak l1étrehozni. Ezen kompartmenteken beliil lehet6ség van a

mikrokornyezet valtoztatdsara, igy példaul a mitokondrium vagy a peroxiszoma belsé
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Osszetétele jelentdsen kiillonbozik. Ennek kdszonhetéen hasonld metabolikus folyamatok

eltérd utakon valdsulhatnak meg a két organellumban [Demarquoy €s Le Borgne 2015].

Az egyes kompartmentek kozott passziv, illetve aktiv transzport folyamatok tartjak fenn
az anyag ¢€s energia transzportot. A passziv transzport torténhet a koncentracios
gradiensnek megfeleléen sima diffuzidval, mely folyamat alapvetden jellemzd a kis
méretli hidroféb, nem apoldros molekuldkra. Nagyobb méretii, toltéssel rendelkezd,
hidrofil és polaros molekuldk transzportja torténhet facilitalt diffuzioval, integrans
membranfehérjék segitségével. Ez utdbbi transzport folyamat kis méretii peptidek, illetve
fehérjék esetén is lehetséges. Korabban feltételezték, hogy a ~60kDa alatti molekuldk
sejtmagi porus komplexen (NPC) keresztiil passzivan is be tudnak jutni a sejtmagba
[Rabut ¢s mtsai 2004], azonban egyre tobb evidencia mutatja, hogy a kisméretli

molekuldk transzportja is lehet aktiv, amennyiben fontos szabalyozé feladatot latnak el.

A sejten beliili aktiv transzport soran a molekuldk energia felhasznalasaval keriilnek at az
egyik organellumbol a masikba, mely sokszor a koncentracié gradiens ellenében torténik.
Ilyen aktiv transzport torténhet a sejtmag és sejtplazma kozott a sejtmagi porus
komplexen keresztiil. Ez az egyik legnagyobb dinamikus fehérje komplex az emberi
sejtekben, 25 nanométer széles és 30-50 kiilonbozdé fehérjét tartalmaz, melyeket
nukleoforinoknak hivunk. A legtdbb kis molekula, mint az egyes ionok vagy akar kisebb
fehérjék, képesek passzivan atdiffundalni a pérusokon, mig a nagyobb molekuldk csak
aktiv transzport révén juthatnak at a membran egyik oldalarol a masikra. Ebben hordozé
fehérjék segitenek (karioferinek vagy transzportinek), melyek specializalodtak a poruson

keresztiili molekula transzportra [Macara 2001].

A karioferin hordoz6 fehérjéknek két tipusat kiilonboztetjiikk meg: az importin és exportin
fehérjéket. Elobbiek a molekuldk sejtmag irdnyu transzportjat biztositjak, mig utébbiak a
sejtplazma iranyaba szallitjak a molekuldkat. A legtobb importin heterodimer receptor,
mely egy importin-alfa és egy importin-béta egységbdl all. E16bbi ismeri fel a sejtmagi
lokalizacios jelet (NLS), egyuttal adapter molekuldja az importin-bétanak, mely a

sejtmagi porus komplexszel vald interakciot medidlja, mikézben a transzporthoz
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RanGTP-bdl szarmazo energiat hasznal fel [Lowe és mtsai 2015]. A komplex miikddését

a 7. abra mutatja be.

Nincs ImpR, + RanGTP +ImpB, nincs RanGTP Cargo
, Y i i 5 g +ImpR, + RanGPT
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7. dabra: A sejtmagi porus komplex miikodésének szabdlyozdsa. A nuklearis porus
komplex miikodését az importin-béta és a Ran GTP-koto fehérje jelenléte szabalyozza.
Kizarolag Ran jelenlétében kisebb és nagyobb méretii molekulak is képesek passzivan
atjutni a membranon. Ezzel szemben egyediil az importin-béta jelenlétében a porus
atmeraoje sziikiil, igy csak a kisebb molekulak passziv transzportja lehetséges. Csak abban

az esetben johet létre aktiv transzport, amennyiben mindkét molekula jelen van. Forras:

[Lowe és mtsai 2015]

Erdekes megfigyelés, hogy a sejtmagi porus komplex a kor elérehaladtaval szerkezetében
megvaltozik, €s azon fehérjéket is dtengedi, melyeket kordbban nem, igy a sejtmag ¢és
sejtplazma fehérje allomanya a fiatal sejtekben megfigyelthez képest nagyobb mértékben
keveredhet [D’Angelo ¢és mtsai 2009]. A sejtmagi pérus komplexitdsat mutatja
miikddésének allosztérikus szabalyozésa is, mely szintén alkalmas a porus, és ezzel az

athalado molekulak méretének szabalyozasara [Koh és Blobel 2015].

A sejtmag ¢és sejtplazma kozti fehérje athelyezddés mellett a fehérjék transzportjanak
kiemelt iranya az endoplazmas retikulum (ER), mint a szekrécios Gtvonal elsé eleme. Az
ER-be torténd transzport a ’translocon’ nevil fehérjeszerkezeten keresztiil zajlik. A

translocon egy fehérje komplex, melyet az ER membranjanak tagjai alkotnak. A
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riboszoémakhoz torténd dinamikus kotddés, illetve a tovabbi fehérjékhez valo kapcsolodas
(példaul a BiP) lehetdvé teszi az ER membran permeabilitdsdnak szabalyozéasat [Johnson
¢s van Waes 1999]. A translocon-on keresztiil torténd athelyezodést dajkafehérjék segitik
mind a sejtplazmai, mind az ER oldalon, biztositva a megfeleld konforméciot az

athelyezddés sordn, illetve a végleges konformacio elnyerését az ER lumenben.
3.4.2. A fehérje transzlokacio rendszerszinti definicioja

Az emlitett fehérjékre jellemzd két példa folyamatot, a sejtplazma- sejtmag és sejtplazma-
ER iranytt kompartmentek kozti athelyezddést transzlokacionak nevezziik. A
transzlokacidé lehet ko-transzlaciés vagy poszttranszlacios. Elobbi esetre példa a
sejtplazma-ER irany, ahol a riboszomakon képzddo fehérjék az atolvasas soran keriilnek
az ER lumenébe [Nyathi és mtsai 2013], mig utdbbira tipikus példa a sejtplazma-sejtmag
iranyu athelyezddés, amely 1étrejohet a sejtplazma-ER viszonylatban is [Johnson és mtsai

2013].

A fehérje transzlokacid definicidja azonban nem egységes az irodalomban, és sokszor
eltéro feltételek mentén hatarozzak meg a fogalmat. A dolgozatban targyalt transzlokécio

fogalmat rendszerbiologiai szempontbol kozelitjiik meg.

A fehérje transzlokacié fogalmat olyan rendszerbioldgiai jelenségként hatarozzuk meg,
ahol a fehérjék poszttranszlacios formaban szabalyozott modon helyezddnek &t a
sejtkompartmentek kozott. Transzlokacid soran a fehérje kolcsonhatd partnerei és

betdltott funkceiodja valtozik.

Az alap definicidot tudomanyos didkkoroseimmel, Dobronyi Leventével és Mendik
Péterrel a kovetkezOk szerint pontositottuk [Dobronyi és mtsai 2016, Mendik és mtsai
2017]:

e A sejtciklus M’ fazisaban a  szubcellularis membranok részben
dezintegralodhatnak ¢és Uujraszervezddhetnek, az ilyenkor fellépd fehérje
athelyezddés csak limitaltan feleltethetd meg transzlokacionak a fenti definicio
szerint.

o Jelzd peptidek vagy jelzd szekvencia szakaszok iranyitjak a fehérjéket a megfeleld

lokalizacidjukba. Mivel a fehérjék szintézise soran torténd ko-transzlokacio a
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fehérjék funkcidjat és kolcsonhatd partnereit nem véltoztatja meg, igy ezt a
folyamatot kizarjuk a rendszerbioldgiai meghatarozasbol.

e A transzlacios folyamat utan a fehérjék eloszlanak a sejtes kompartmentekben. A
poszttranszlacios szallitasi folyamatot, mely a fehérjék funkcidjanak betoltését
segiti végso lokalizacidjukban, szintén nem tekintjiik transzlokacidonak.

e Egyes sejten beliili folyamatok szintén megvaltoztathatjak a fehérjék sejten beliili
lokalizaciojat, azonban ezeket sem tekintjiik rendszerbioldgiai szempontbol
transzlokacionak. Ezen folyamatok a kovetkezOk: fehérje degradacio, fehérje

kifejezddés csokkenés €s a fehérjék passziv diffuzioja.
A fehérje transzlokacio rendszerbiologiai definicidja tehat limitalja, hogy mely fehérjéket
vizsgaljuk, ezzel segitve eld a konkrét kérdésfeltevést és vizsgalati lehetdséget.

3.4.3. A fehérjék térbeli elhelyezkedésének funkcionalis szerepe

Szamos fehérje rendelkezik tobb mint egy szubcellularis lokalizacidval, mely térbeli

elkiilontilés segiti a bioldgiai folyamatok pontos szabalyozasat. A jelatviteli utvonalak

crcr

transzlokaci6 altal medialt aktivalodasa [Hao és O’Shea 2012].

A 8. abra két transzlokal6do fehérjét mutat be, melyek funkcidja az egészséges sejtekben

lokalizaciotol fiiggo, és az egyenstly felboruldsa patologias kovetkezményekkel jarhat.
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A Az IGFBP-2 kompartment specifikus funkcidja B A HIF-1 alfa sejtmagi transzlokacidja

EXTRACELLULARIS:
IGF hatés befolyasolasa
L/ HIPOXIA
f g \ \ 4 B \
/
NS
NLS-fiiggé aktiv 2

NLS-fiiggé aktiv
sejtmagi import ) S,
sejtmagi import

L I )

8. abra: A transzlokdcio funkciondlis hatasanak bemutatisa az IGFBP2 és a HIFIA
példdjan. Az inzulin-szerii novekedési faktor-koté fehérje 2 (IGFBP-2) (A panel)

S COARND)

dominans lokalizdacioja az extracellularis tér, ahol fontos szabdlyozo elemét képezi az
inzulin novekedesi faktor (IGF) jelatviteléenek, novelve az IGF féléletidejét [Firth és
Baxter 2002]. A fehérje azonban transzkripcios faktorkeént is tud viselkedni, NLS-fiiggo
importin medialt sejtmagi transzport segitségevel a sejtmagba keriilve a vaszkularis
endothelialis névekedeési faktor (VEGF) kifejezodését segitve az érujdonképzodest
aktivalja [Azar és mtsai 2014]. A folyamat segiti a sejtek tapanyaghoz jutdsat akkor is,
amikor kevesebb novekedést serkento faktorhoz jutnak hozza. Egy masik fontos példa a
hipoxia indukalta faktor (HIF) alfa (B panel), mely a sejtplazmabol a sejtmagba
athelyezodve a sejtmagban szintén transzkripcios faktorként viselkedik, ahol a sejt oxigén
homeosztazisat szabalyozza [Semenza 2009]. Az athelyezddés utan heterodimert alkot az
aril ~ hidrokarbon receptor sejtmagi transzlokdator (ARNT) fehérjével, mely
heterodimerben ko-faktorként stabilizalja a sejtmagi aktivitast, azonban nem

elengedhetetlen a transzlokacios folyamathoz [Kietzmann és mtsai 2016]. Forras: [Veres

és mtsai 2015]
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3.5. Jelatviteli sajatossagok a daganatos sejtekben a sejt organellumok szintjén
3.5.1. A szubcellularis lokalizacio funkcionalis szerepe a daganatos jelatvitelben

Szamos fehérje rendelkezik tobb mint egy jol elkiiloniild funkcidval. Azon fehérjéket,
melyek tobb autonom moédon elkiiloniild, gyakran 0Ossze nem fiiggd funkcioval
rendelkeznek, mely funkcidk nem gén fuzidhoz, az RNS alternativ vagddasahoz vagy
proteolitikus hasitdshoz kothetok, multifunkciondlis (moonlighting) fehérjéknek
nevezziik [Tompa és mtsai 2005, Huberts és van der Klei 2010]. Ezen fehérjék a
kiilonbozé feladatok betdltése céljabol eltérd biokémiai funkciokkal rendelkeznek. A
multifunkcionalis fehérjék rendszerszintli feltérképezése és annotalasa még ugyan varat
magara, de a MoonProt Database [Mani és mtsai 2015] mér most is ~300 ilyen fehérjét

tartalmaz, melyek koziil ~50 human.

Ezen multifunkciondlis fehérjék sokszor transzlokacio Gtjan valtoztatnak lokalizaciot, igy
képesek betdlteni eltérd funkcidjukat. A fehérjék sejten beliili elhelyezkedésének
megzavarasa, a transzlokéacios folyamatok egyensulyanak felboruldsa az egészséges
sejtviselkedést patologias iranyba mozdithatja el, ezzel potencidlisan hozzajarulva egyéb

patologias események felerdsitéséhez vagy fenntartasdhoz.

A RAS-MAPK-ERK palya az egyik legfontosabb novekedéssel, sejt taléléssel, sejt
differencidcioval 0sszefiiggd kdzponti jelatviteli Gtvonal. Az utvonal valamilyen szintli
normalistol eltéré miikodése minden daganatos betegségben megfigyelhetd, igy példaul
az utvonal bemeneteként szolgdld receptor tirozin kinazok fokozott aktivacioja, mint
példaul az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) [Scaltriti és Baselga 2006],
vagy az utvonal fontos belépd szabalyozé elemének, a Ras GTP-az fehérjének a gyakori
mutacidja [Prior és mtsai 2012]. A kindz kaszkad utolsé sejtplazmai 1épése az
extracellularis szignal-regulalt kinaz (ERK1/2) foszforilacidja, és 6nallo vagy hetero-,
illetve homodimer forméaban sejtmagba torténd transzlokacioja [Lidke €s mtsai 2010]. A
RAS-MAPK-ERK kaszkad komponenseinek, kiemelten az ERK2-nek a szubcelluléris
lokalizacio szintli szabalyozisa meghatarozd fontossaghi a daganatos jelatvitelben

[Plotnikov és mtsai 2011].
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3.5.2. Az ERK fehérjéek lokalizacio-specifikus funkcidja

Az ERK2 tipikus multifunkcionalis fehérje, eltérd sejtplazmai és sejtmagi funkcidval és
biokémiai aktivitassal. Sejtplazmai lokalizacidban szerin/treonin kindzként funkcional, és
a sejtplazmai kolcsonhatod partnereket, példaul mas transzkripcios faktorokat, apoptozis
szabalyoz6 fehérjéket, ion csatorndkat és receptorokat foszforilal. Fontos sejtplazmai
negativ szabalyozo6 kor, ahogy az ERK2 foszforildlja az 6t kozvetve vagy kozvetetten
aktivald6 Raf és MEK1 fehérjéket, melyek ezaltal gatlodnak, ezzel visszahatva sajat
sejtmagi transzkripcionalis aktivitasdnak csokkentésére [Dhillon és mtsai 2007]. Az
ERK2 dimerizacioja elengedhetetlen ahhoz, hogy betdlthesse fontos sejtplazmai
funkcioit, mivel az ERK2 dimer ¢s az allvany fehérjék kapcsolddasa kell ahhoz, hogy
sejtplazmai partnereivel kapcsolatba tudjon Iépni [Casar és mtsai 2009]. Ennek a
dimerizacionak a megakadalyozdsa Onmagaban is elégséges a sejtosztddas,

transzformécio és tumor kialakulas enyhitéséhez.

Mint latjuk, a sejtplazmédban az ERK2 fehérje foszforilacids partnerein keresztiil negativ
€s pozitiv szabalyozo korok résztvevdje, funkcidja pedig szabalyozhaté a dimer
képzddésen keresztiill. Az ERK2 fehérje sejtmagi athelyez6dése nem szokdsos NLS
medialt folyamat, hanem sejtmagi transzlokacios szekvencian (NTS) alapul, mely a kindz
inzert domén része. A domén foszforilacioja segiti eld, hogy a fehérje kapcsolodni tudjon
az importin molekuldhoz, és bekeriilhessen a sejtmagba [Zehorai és mtsai 2010]. A
sejtmagba torténd athelyezddés utan transzkripcionalis represszor funkciot tolt be a
[GS]JAAA[GC] konszenzus szekvencidhoz kotddve, mely funkcid teljesen fiiggetlen a
sejtplazmai kinaz aktivitastol. A sejtmagban szamos gén promoteréhez kotddik, tobbek
kozott az interferon gamma-indukalta gének kifejezddését csokkenti [Hu és mtsai 2009a],
mely az ERK2 fokozott aktivacidja esetén az interferon altal medialt tumor ellenes

aktivitast csokkenti [Parker és mtsai 2016].
3.5.3. Az ERK szerepe a daganatok progresszigjaban

A tradicionalis klonalis szelekci6 alapu daganatos iniciacio €s progresszio elméletben az
agressziv klonok kivalogatodasa, €s ezzel az invaziv és attétet képzo daganatos stadium
elérése egy linearis folyamat, az 1d6 eldrehaladtaval esélye novekszik. Szédmos

probalkozas tortént mar arra vonatkozdan, hogy meghatarozzdk, mely gének
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aktivalodnak és okoznak specifikusan attétképzési hajlamot a késéi stadiumu
tumorokban, azonban eziddig nem azonositottak teljes bizonyossaggal kizardlag a
metasztatikus folyamat inicializaldsaval 6sszefliggd géneket. Az 0j megkozelités szerint
a tumorok progresszioja €és a metasztatikus aktivitas kéz a kézben jar. Azonos utvonalak
szabalyozzak, mely utvonalak finom szabdlyozésa okozhat invazivabb, vagy éppen

benignusabb tumor fenotipusokat [Klein 2010].

Az epithelidlis-mezenchimalis atmenet (EMT) soran visszafordithatd médon aktivalodik
az embriondlis genetikus program. Szamos transzkripcids faktor (TF) iranyitja a
folyamatot, mint példaul a SNAL2, TWIST1, ZEB1 vagy ZEB2. Az EMT folyamata
eredetileg a sejtek gyorsabb mozgésat és ezzel az invaziv képesség ndvekedését jelentette,
azonban id6kozben kideriilt, hogy az EMT-TF program a sejtek osztodasat, talélését,
gyogyszerekkel szemben mutatott rezisztencidjat, tumorgenitasat és Ossejt-szeru

viselkedését is szabalyozza [Thiery és mtsai 2009].

Az EMT-TF program komplex szabalyozasa tehat ramutat az EMT és a f6 onkogenikus
utvonalak Osszefliggéseire, melynek szemléletes példdja az EMT-TF halozat és az egyik
fo tumor-iniciald utvonal, a RAS-MAPK-ERK modul koélcsonhatasa melanémaban
[Caramel és mtsai 2013]. A neurdlis eredetli melanocita sejtekben az embrionalis
sejtpopulaciot az EMT utvonal szabalyozza, normal sejtekben SNAIL2 ¢s ZEB2
pozitivitassal, ZEB1 ¢és TWIST1 negativitassal. A RAS-MAPK-ERK jelatvitel
aktivacidja megvaltoztatjia a fehérjék aktivaciojat, mely a ZEB1 és TWISTI
kifejez6désének novekedéshez vezet. Ez a két fehérje pedig szerepet jatszik tobbek kdzott
a BRAF mutalt melanoma sejtek invazivitasanak novekedésében [Tulchinsky és mtsai
2014], illetve rezisztencia kialakulasaban tiidé daganatos betegekben [Chiu és mtsai

2017].
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Erdekes, hogy mig a melanomas sejtek szinte kivétel nélkiil tartalmaznak RAS-MAPK-
ERK ttvonalat aktivald mutacid(ka)t, addig a korabban bemutatott multifunkcionalis
ERK fehérje foszforildcidjanak mértéke nem egységes. Amennyiben az ERK jobban
foszforilalt, rosszabb tulélést figyeltek meg, mig az alacsonyan foszforilalt ERK jobb
tuléléssel parosult. A 9. abra az ERK foszforilacigjanak mértékét, és annak az eltérd
tumoros viselkedéssel vald Osszefiiggését mutatja. Az ERK foszforilacidjanak mértéke
egy kényes egyensulyt allit be a sejtek osztdodasa és differencialodéasa, valamint
invazivitasa ¢és attétképzdodési hajlama kozott, melyben tobbek kozott szerepet jatszik a

MITF fehérje [Hoek és Goding 2010], és a FRA1 is [Tam és mtsai 2013].

Onkogén Negativ
aktivacio visszacsatolas

A

Differenciacio <« Tumorigenezis/Invazid

7\

SNAIL2 p-ERK  p-ERK

TWIST1
ZEB2 'U 4 ZEB1

9. abra: Az ERK szerepe az EMT transzkripcionalis szabdlyozdsdaban. Az ERK alacsony

foszforilacioja egyiitt jar a SNAIL2 és ZEB2 pozitivitassal, mely alapvetoen az
embriondlis program proliferdcios és differencidacios folyamataira jellemzo. Onkogén
stimulus hatasara az ERK foszforilalodik, és a magasan foszforilalt ERK a FRAI-en
keresztiil a TWISTI és ZEBI kifejezodeését fokozza, mely invaziv fenotipushoz vezet. A
proliferativ és invaziv viselkedést promotalo ERK foszforilaciojanak mértéke egy kényes
egyensuly eredménye, melyben kulcs szerepe van a MITF fehérjének. Forras: [Tulchinsky
és mtsai 2014]
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A proliferacioval és invazivitdssal Osszefiiggd, eltéré szabalyozéasok egyensulya
kulcsfontossagt tehat a daganatok malignitdsdnak megitélésében. A daganatokban lassan
proliferald, ellenben igen malignus sejtek jelenléte az egyik oka lehet a konvencionalis
antiproliferativ terapidkkal szembeni limitalt érzékenységnek vagy a kialakulo
rezisztencianak, melyre az EMT-TF és a konvencionalis onkogén ttvonalakat (mint a
RAS-MAPK-ERK) célzo két 1épcsds terapia lehet a megoldas [Sdez-Ayala és mtsai
2013].

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az ERK fehérje jelatvitelben betdltdtt szerepe
alapvetden szubcellularis lokalizacié fliggd, ¢és finoman szabdlyozott a fehérje
foszforilaltsaganak a segitségével. Megfigyelhetd, hogy ez a szabédlyozéds szorosan
Osszefiigg a daganatos sejtek malignitasanak mértékével is, ezzel bemutatva a
szubcellularis lokalizacid fehérje funkcioban ¢€s ezzel jelatvitelben betoltott altalanos és

esszencialis szerepét, illetve jelentdségét a daganatos progresszid megitélésében.
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4. Célkitiizések

Doktori munkam célkitlizései az alabbiak voltak.

1.

Kompartment-specifikus fehérje-fehérje kolesonhatasi adatbazis
létrehozasa: A dolgozatban bemutatott ComPPI egy olyan adatbazis és webes
feltilet, mely szamos forrasbol integralt, j6 mindségli kompartment specifikus
fehérje-fehérje interakcids adatokat tartalmaz 4 speciesz (élesztd, fonalféreg,
adatbazis mind a szubcellularis lokalizaciok, mind pedig az azonos
kompartmentumban 1étrejové kolcsonhatasok valdszintiségét kiilon értékkel

josolja [Veres és mtsai 2015].

Kézi és szamitogépes adatgyiijtésen alapulé adatbazis létrehozasa
transzlokalodo fehérjék gyiijtésére és predikciojara: A Translocatome egy
fejlesztés alatt allo adatbazis és interaktiv webes feliilet, mely a ComPPI sziirésén
¢s kézi adatgylijtésen alapulva szdmos, eddig mashol nem Gsszegzett
transzlokdlodd fehérjérdl tartalmaz részletes adatokat a szubcelluldris
lokalizacioval kapcsolatos funkcidrol, mely adatok alkalmasak egy gépi
algoritmus tanitasara 0j transzlokalodo fehérjék joslasa céljabol [Dobronyi €s

mtsai 2016, Mendik ¢és mtsai 2017].

A daganatos iniciaci0 és progresszio jobb megértése halozatbiologiai
megfigyelések segitségével: A  szubcellularis lokalizacidos  viszonyok
megvaltozasa szerepet jatszik a daganatok kialakuldsaban €s progresszidjaban. A
doktori munkam soran kifejlesztett adatbazisok egyes fehérje és interaktom szintii
adatai alapjan lehetdség nyilt a daganatos jelatvitellel Osszefiiggd fehérjék
rendszerszintli vizsgalatara, amely segitett a rakos folyamatok kialakuldsaval
kapcsolatos hipotézisek kidolgozasdban €s régebbi valamint Ujonnan kozolt
epidemioldgiai adatok értelmezésében [Gyurkd és mtsai 2013, Csermely és mtsai

2015, Adami és mtsai 2017].
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5. Modszerek
5.1. A ComPPI adatbazis 1étrehozasa soran hasznalt forrasok és modszerek
5.1.1. Modell organizmusok kivalasztasa

Az adatbazis megalkotdsanak els0 Iépése soran kivalasztottuk azon modell
organizmusokat, melyek bioinformatikai elemzése hasznos, j bioldgiai hipotézisek
felallitasara adhat lehetdséget. Kiemelt szempont volt, hogy a kiilonb6z6 rendszertani
szintr6l szarmazo modelleken keresztiil az evolicids Osszehasonlitdé vizsgalatokra is
lehetdség nyiljon, mint példaul az interakcids ortolégok mintajara (igynevezett interolog
[Huang ¢és mtsai 2007]) lokalizacios ortologok (ugynevezett localog [Veres és mtsai
2015]) keresésére. Technikailag elvaras volt, hogy nagy mennyiségii és j6 mindségii adat

alljon rendelkezésre a kivalasztott modellekre vonatkozoan.

A ComPPI adatbézis ezen megfontolasok alapjan a kdovetkezé négy fajra tartalmaz

adatokat:

e Saccharomyces cerevisiae - élesztdgomba
o Caenorhabditis elegans - fonalféreg
e Drosophila melanogaster - ecetmuslica

o Homo sapiens - ember

5.1.2. A fehérje lokalizaciés adatok forrasa

A ComPPI adatbazis (http://comppi.linkgroup.hu/, [Veres és mtsai 2015]) 9 fehérje-

fehérje kolcsonhatasi adatbazist és 8 szubcellularis lokalizacids adatbazist 6sszegez. Az
adatforrasok integracioja segiti novelni az adatok mennyiségét és javitani azok
mindségét, mivel csokkenti az egyes adatbazisok alacsony atfedésébdl fakado adatvesztés
lehetdségét. A felhasznalt adatforrdsok szabadon elérhetéek az akadémiai kutatdsok

szamadra, ¢és jellemz0 rajuk a protedm szintii adat letoltési lehetdség.

A szubcellularis lokalizacids adatok szarmazhatnak kisérletes, prediktalt vagy ismeretlen
forrasbol. A szubcelluléris lokalizacios adatok rendszerszintli atfogd Osszehasonlitasa

hidnyzik az irodalombol, annak ellenére, hogy az adatok mennyisége €s mindsége
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jelentdsen eltér. Erre példa a 2. tablazatban bemutatott forrasadatbdzisok integracioja

soran megfigyelhetd, tobb mint kétszeres adat nyerés.

2. tablazat: Az emberi prediktalt szubcellularis lokalizaciés forras adatbazisok

alacsony atfedése

Forras adatbazis neve

Lokalizaciok szama

BaCelLo [Pierleoni és mtsai 2006] 33551
eSLDB [Pierleoni ¢s mtsai 2007] 37 348
PA-GOSUB [Lu és mtsai 2005] 30733
pTARGET [Guda 2006] 42 480
A forrasok atlaga: 36 028
Osszesités utin: 84 635

Az adatkészletek keresése soran megvizsgalt négy gyakran hasznalt prediktalt

szubcellularis lokalizaciokat tartalmazo adatbazis atfedése alacsony, osszesitésiik utan a

legnagyobb egyedi adatkészletnél kétszer nagyobb adatbazishoz jutunk.

A forrasadatok alacsony atfedése indokolta a kiillonbozd forrasok Osszevonasat, ami

megkiilonbozteti a ComPPI adatbazist szdmos mas szubcellularis adatot hasznald

adatbazistol, melyek csak a Gene Ontology [The Gene Ontology Consortium 2013]

adatait hasznaljak fel. Az adatforrasok kivéalasztasa és valogatasa utan a 3. tablazat-ban

felsorolt adatbazisokat hasznaltuk fel.

3. tablazat: A ComPPI szubcellularis lokalizacios forras adatbazisai

Adatbazis neve Verzioé / letoltés idopontja

Hivatkozas

Saccharomyces cerevisiae

eSLDB datum: 2008 aprilis
Gene Ontology letoltés idépontja: 2014 jinius
Organelle DB datum: 2007
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3. tablazat: A ComPPI szubcellularis lokalizacios forras adatbazisai (folytatas)

Adatbazis neve Verzio / letoltés idopontja Hivatkozas

Saccharomyces cerevisiae

PA-GOSUB verzio: 2.5 [Lu és mtsai 2005]
Caenorhabditis elegans

eSLDB datum: 2008 aprilis [Pierleoni ¢s mtsai 2007]

Gene Ontology letoltés idopontja: 2014 jinius | [The Gene Ontology
Consortium 2013]

Organelle DB datum: 2007 [Wiwatwattana és mtsai
2007]

PA-GOSUB verzio: 2.5 [Lu és mtsai 2005]

Drosophila melanogaster

eSLDB datum: 2008 aprilis [Pierleoni ¢s mtsai 2007]

Gene Ontology letoltés idopontja: 2014 jinius | [The Gene Ontology
Consortium 2013]

Organelle DB datum: 2007 [Wiwatwattana és mtsai
2007]

PA-GOSUB verzio: 2.5 [Lu és mtsai 2005]

Homo sapiens

eSLDB datum: 2008 aprilis [Pierleoni és mtsai 2007]

Gene Ontology letoltés idopontja: 2014 jinius | [The Gene Ontology
Consortium 2013]

Human verzio: 2.0 [Kandasamy és mtsai 2009]

Proteinpedia

LOCATE datum: 2008. november 21. [Sprenger €s mtsai 2008]

MatrixDB datum: 2014. marcius 20. [Chautard és mtsai 2011]

Organelle DB datum: 2007 [Wiwatwattana és mtsai
2007]

PA-GOSUB verzio: 2.5 [Lu és mtsai 2005]

Human Protein | verzid: 12 (2013. december | [Pontén és mtsai 2011]

Atlas 05.)
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A tablazat tartalmazza az egyes fajokhoz felhasznalt adatbazisok neveit, az integralt
verzio azonositojat, illetve a hivatkozasokat. Az adatbazisok szamat tekintve kiemelten
tobb magas minoségii emberi adatokat tartalmazo adatkészlet érheto el. A ComPPI

frissitése folyamatban van, hogy az elérheté legfrissebb adatokat tartalmazza.

5.1.3. A fehérje-fehérje kolcsonhatasi adatok forrasa

A fehérje-fehérje kolcsonhatasi adatok forrasa lehet kisérletes vagy bioinformatikai
predikcio, tipusat tekintve pedig fizikai vagy genetikai kdlcsonhatis. A ComPPI adatbazis
kizarolag kisérletes forrasbdl szarmazo fizikai kolcsonhatasokat tartalmaz, mely
biztositja a kapcsolatok funkcionalis elemzésének lehetdségét. Az interakciok kisérletes

forrasa egyarant lehet alacsony vagy magas ateresztoképességii kisérletes technika.

Egy atfogd tanulmany bemutatta, hogy a leggyakrabban hasznalt fehérje-fehérje
kolcsonhatési adatbazisok (BioGRID [Chatr-Aryamontri és mtsai 2015], BIND [Bader ¢és
mtsai 2003], DIP [Salwinski és mtsai 2004], IntAct [Kerrien és mtsai 2012], HPRD
[Keshava és mtsai 2009], MINT [Licata és mtsai 2012]) atfedése meglepden alacsony, a
hat vizsgalt adatbazis mindegyikében szerepld kapcsolatok szama harom [De Las Rivas
¢s Fontanillo 2010]. Ez az alacsony atfedés indokolja a fehérje-fehérje kdlcsonhatési
adatok esetében is a forrasok Osszesitésére vonatkozd tendencidt, és ezzel Uj
metaadatbazisok létrehozasat [Kamburov és mtsai 2013]. A 4. tablazat bemutatja a

ComPPI adatbazis felépitésé¢hez hasznalt fehérje-fehérje interakcios adatbazisokat.

4. tablazat: A ComPPI fehérje-fehérje kolcsonhatasi forras adatbazisai

Adatbazis neve | Verzio / letoltés idopontja | Hivatkozas

Saccharomyces cerevisiae

BioGRID verzio: 3.2.111 [Chatr-Aryamontri és mtsai 2015]

CCSB datum: 2011. februar [Rolland és mtsai 2014]

DIP datum: 2014. januar 17. [Salwinski és mtsai 2004]

IntAct datum: 2012. janius 11. [Kerrien és mtsai 2012]

MINT datum: 2013. marcius 26. [Licata és mtsai 2012]
Caenorhabditis elegans

BioGRID verzio: 3.2.111 [Chatr-Aryamontri és mtsai 2015]

CCSB datum: 2011. februar [Rolland és mtsai 2014]
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4. tablazat: A ComPPI fehérje-fehérje kolcsonhatasi forras adatbazisai (folytatas)

Adatbazis neve | Verzio / letoltés idopontja | Hivatkozas
Caenorhabditis elegans
DIP datum: 2014. januar 17. [Salwinski és mtsai 2004]
IntAct datum: 2012. janius 11. [Kerrien és mtsai 2012]
MINT datum: 2013. marcius 26. [Licata és mtsai 2012]
Drosophila melanogaster
BioGRID verzio: 3.2.111 [Chatr-Aryamontri és mtsai 2015]
DIP datum: 2014. januar 17. [Salwinski és mtsai 2004]
DrolD datum: 2014. januar [Murali és mtsai 2011]
IntAct datum: 2012. janius 11. [Kerrien és mtsai 2012]
MINT datum: 2013. marcius 26. [Licata és mtsai 2012]
Homo sapiens
BioGRID verzio: 3.2.111 [Chatr-Aryamontri és mtsai 2015]
CCSB datum: 2011. februar [Rolland és mtsai 2014]
DIP datum: 2014. januar 17. [Salwinski és mtsai 2004]
HPRD datum: 2010. aprilis 13. [Keshava ¢és mtsai 2009]
IntAct datum: 2012. janius 11. [Kerrien és mtsai 2012]
MatrixDB datum: 2012. augusztus 01. | [Launay és mtsai 2015]
MINT datum: 2013. marcius 26. [Licata és mtsai 2012]
MIPS datum: 2004 [Pagel és mtsai 2005]

A tablazat tartalmazza az egyes fajokhoz felhasznalt adatbdzisok neveit, az integralt
verzio azonositojat, illetve a hivatkozasokat. Az adatbazisok szamat tekintve kiemelten
tobb magas minoségii emberi adatokat tartalmazo adatkészlet érheto el. A ComPPI

frissitése folyamatban van, hogy az elérheto legfrissebb adatokat tartalmazza.

5.1.4. A fehérjék funkcionalis elemzésére hasznalt médszerek

A ComPPI adatbazis Osszesitett és feldolgozott adatainak elemzése soran az egyes
fehérjék ¢és kolcsonhatd partnereik biologiai funkcidit szubcelluldris lokalizacidra
specifikusan vizsgaltuk. Ehhez sziikség volt a fehérjék biologiai folyamatokban betdltott

szerepére vonatkozo adatok felkutatdsara, melyhez a Gene Ontology [ The Gene Ontology
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Consortium 2013] adatkészletét hasznaltuk, melyet az AmiGO’ webszerver

alkalmazaséaval bongésztiink [Carbon és mtsai 2009].

A vizsgalt fehérjékhez automatikusan rendeltiik hozzé az egyes bioldgiai folyamatokra
vonatkoz6 informacidkat, majd megvizsgaltuk, hogy a szubcellularis lokalizacidra
specifikus kolcsonhatasi halézatban hogyan dusul az informacid, azaz mely biologiai
folyamatok jelenléte a legvaloszinlibb a szomszédsagi halozatban. Erre a feladatra az
interaktomok megjelenitésére alkalmas Cytoscape halézat megjelenitd és elemzo
program [Shannon és mtsai 2003] beépiild alkalmazasat, a BINGO®-t valasztottuk (3.0.2-
es verzid) [Maere és mtsai 2005], mely alkalmas a megjelenitett halozat elemeinek
kozvetlen, interaktiv vizsgalatara. A statisztikai elemzés eredménye megjelenithetd,

valamint let6lthetd, ami elOsegiti a tovabbi feldolgozast.

5.1.5. A fehérjék halozatos megjelenitéséhez és elemzéséhez hasznalt eszkozok

Az interaktom vizsgalata soran elengedhetetlen a halozat megjelenitése, hiszen a
halozatos megkozelités egyik elonye a vizudlis leképezés, mely alapja lehet késdbbi
bioldgiai hipotézisek felallitasanak. A haldzatok megjelentésére két eszkozt hasznaltunk,
melyek koziil a Gephi® 0.8.2beta verzidjat [Bastian és mtsai 2009] alkalmaztuk a nagyobb
méretii haldzatok gyors és attekinté megjelenitéséhez. A Cytoscape'® [Shannon és mtsai
2003] a leggyakrabban hasznalt eszkoz bioldgiai halézatok megjelenitésére és
elemzésére, mely szamos kozosségi alapon fejlesztett beépiild modullal segiti a haldzatok
széles korli elemzését. Az alkalmazéas 3.1.0 verzidjat hasznaltuk az egyes fehérjék
szubcellularis lokalizacio specifikus kdlcsonhatéasi halozatanak megjelenitésére, illetve az
adatok elemzésére. A fokszam (mely megadja a haldzat egyes elemeivel kapcsolodo
szomszédok szdmat) és a koztiség mérészdm (mely az egy halozatos ponton athalado
legrovidebb utak szdmat hatarozza meg) kiszamolasdhoz az alkalmazasba beépitett

NetworkAnalyzer'! eszkozt hasznaltuk.

7 http://amigo.geneontology.org/amigo/

8 http://apps.cytoscape.org/apps/bingo/

® https://gephi.org/

10 http://cytoscape.org/index. html/

1 http://apps.cytoscape.org/apps/networkanalyzer/
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5.1.6. Statisztikai elemzéshez és adat vizualizaciohoz hasznalt modszerek

A ComPPI lokalizécios és interakcids megbizhatosagi érték szamitasa és optimalizalasa,
valamint az adatok altalanos statisztikai elemzése soran, illetve grafikonok generalasahoz
az R programcsomagot!? alkalmaztuk (3.1.0 verzid) [Thaka és Gentleman 1996]. A
konnyebb kezelhetéség érdekében az R kodot az RStudio'® nevii felhasznalobarat
alkalmazés segitségével irtuk és futtattuk. Az alapvetd tdblazatos miveleteket és

statisztikai elemzéseket a Microsoft Excel 2013-as verzidjaval végeztiik.

5.1.7. A ComPPI adatbazis és webes feliilet kialakitasahoz hasznalt modszerek

A ComPPI adatbazis felépitése hierarchikus, ahol a forras adatbazisok egy univerzalis
bemeneten keresztiill, Symfony'* 2 PHP keretrendszerben megirt illesztéfeliiletek
segitségével csatlakoznak az adatbazishoz. Az adatbazis maga MySQL'> 5 Community
Edition alapu, sajat nevezéktannal. Ez a struktura biztositja a bemend adatbazisok gyors
frissitésének, illetve régi adatbazisok lecsatolasanak vagy ujak becsatoldsanak

lehetdségét.

A webes feliilet szintén Symfony keretrendszerben késziilt, PHPS5 nyelven irédott és

16 HTTP szerveren alapul. A feliilet és az adatréteg egymassal kétirdnyn

nginx
kapcsolatban van. A lekért adatok a feliileten megjelenithetéek, illetve CSV szdveges

vagy SQL adatbazis formatumban menthetdek.

Tovébbi felhasznélt eszkdzok az Ubuntu Linux 14.04!7 operacios rendszer, a git'® verzio
kontroll rendszer, a jQuery'® JavaScript keretrendszer és a D3.js?* JavaScript konyvtar

(halézatos vizualizaciora), valamint a Python 32! programozasi nyelv.

A ComPPI adatbazis és webes feliilet a felhasznalt eszkdzokkel O0sszhangban nyilt

forraskodu, igy a hozzaérték szamara ellendrizhetd, atlathato és tovabbfejleszthetd. A

12 https://cran.r-project.org/
13 https://www.rstudio.com/
14 http://symfony.com/

15 http://www.mysql.com/
16 http://nginx.org/

17 http://ubuntu.com/

18 http://git-scm.com/

1 http://jquery.com/

20 http://d3js.org/
21 https://python.org/
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webes feliilet kutatd- és szerzétarsam, Gyurkdé M. David munkaja, melynek részletes

leirasa doktori értekezésében olvashaté [Gyurko 2015].

5.2. A Translocatome adatbazis létrehozasa soran hasznalt forrasok és modszerek

5.2.1. A fehérje-fehérje kolcsonhatasi, szubcellularis lokalizacios adatok és a

kézzel gyiijtott fehérjék forrasai

A Translocatome adatbazis fehérje-fehérje interakcids és szubcelluldris lokalizacios
adatai a ComPPI?? adatbazisbol [Veres és mtsai 2015] szarmaznak. Az adatkészlet SQL
formatumban torténd letoltése utdn csak azon kolcsonhatasok keriilnek be a
Translocatome adatbazisba, melyek kolcsonhatd partnereinek legalabb egy kisérletes

eredetli szubcellularis lokalizacidja van.

A transzlokalodo fehérjek kézi gytjtése két modon torténik. Egyik esetben a ComPPI
adatkészletének alapjan szlrlink olyan fehérjéket, melyek valdsziniisithetéen
transzlokdlodnak, majd ezen példakra keresiink evidenciat az irodalomban. Masodik
esetben kozvetleniil az irodalombol, kézi gytjtéssel illesztjiik be a fehérjéket az

adatkészletbe abban az esetben, ha az még nem tartalmazza dket.

Mindkét esetben a PubMed?® és Google Scholar®* szervereket hasznaljuk a fehérjéket
leir6 cikkek keresésére. Az egyes fehérjék azonositdsdhoz, és tovabbi funkciok
kereséséhez dontden a UniProt* [The UniProt Consortium 2017], NCBI Gene?® és

GeneCards?’ [Safran és mtsai 2010] oldalakat alkalmazzuk.

A Translocatome adatbazis két tudomanyos diakkords hallgatommal, Dobronyi
Leventével ¢s Mendik Péterrel végzett koz6s munka eredménye [Dobronyi és mtsai 2016,

Mendik és mtsai 2017].

22 http://comppi.linkgroup.hu/downloads/
23 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
24 https://scholar.google.hu/

25 http://www.uniprot.org/

26 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/

27 http://www.genecards.org/
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5.2.2. A fehérjék biologiai folyamatokban betoltott szerepére vonatkozo adatok

forrasa és feldolgozasa

A transzlokalodo fehérjékre vonatkozd kézi adatgytijtés soran az adatok egységesitése
elengedhetetlen, igy a fehérje funkcidkat a legmegfelelobb Gene Ontology funkciéra
[The Gene Ontology Consortium 2013], mig az interakcids partnereket UniProt
SwissProt nevezéktanra forditjuk le [The UniProt Consortium 2017]. A lokalizacids
adatokat a ComPPI [Veres ¢és mtsai 2015] nevezéktananak megfeleléen rogzitjiik, a
jelatviteli utvonalakat €s a betegségneveket a KEGG adatforras [Kanehisa és mtsai 2017]

alapjan rendszerezziik.

Az adatbazis fehérjéinek bioldgiai folyamatokban betdltott szerepének rendszerszintii
megfeleltetését a ComPPI-hoz hasonldan a Translocatome esetében is a Gene Ontology
[The Gene Ontology Consortium 2013] nevezéktanat hasznilva, az AmiGO?® webszerver
[Carbon ¢és mtsai 2009] felhasznalasaval végezziik, mely adatok automatikusan

frissithetdk 1) fehérjék beemelésének esetén.

5.2.3. A fehérjék halozatos paramétereinek meghatarozasa, a halozat abrazolasa

A transzlokdlodo fehérjék predikciojara Hari Ferenc ¢és Kerepesi Csaba
kozremiikddésével egy gépi tanulo algoritmust fejlesztiink, melynek tanulasi paraméterei
kozé tartoznak a fehérjék biologiai funkcidi mellett azok haldzatos tulajdonsagai is.
Legfontosabb felhasznalt jellemzdk a fokszam, a koztiségi, illetve a hidsag mérdszam. A
fokszam az egyes haldzatos pontok szomszédjainak szdmat adja meg. A koztiségi
mérdszam egy kozpontisagot kifejezé paraméter, mely az athaladé barmely két pont kozti
legrovidebb utak szamat reprezentalja. A hidsag szintén egy kozpontisagi mérdszam,

mely jellemzi, hogy egy adott pont milyen mértékben tartozik hal6zatos modulok atfedd

crer

A fokszam és koztiségi mérdszam haldzatos paraméterek szamoldsdhoz a Translocatome
esetében egy automatikus modszert fejlesztettiink, mely a bekeriild fehérjékhez
kiszamitja és hozzarendeli ezen paramétereket a nyilt forraskodi NetworkX?’ Python*

csomag (1.11 wverzio) segitségével. A hidsagi koOzpontisag mérdszamat a

28 http://amigo.geneontology.org/amigo/
29 https://networkx.github.io/
30 https://python.org/

47


http://amigo.geneontology.org/amigo
https://networkx.github.io/
https://python.org/

DOI:10.14753/SE.2018.2134

munkacsoportunkban fejlesztett ModuLand [Szalay-Bekd és mtsai 2012] halézatos

modularizal6 algoritmus segitségével szamoltuk ki.

A Translocatome esetében is hasznaljuk a Cytoscape [Shannon és mtsai 2003] halézat
megjelenitd programot, a NetworkAnalyzer®! beépitett eszkozt kiemelten a kisebb
elemzésekre, illetve a kutatdcsoportunk altal fejlesztett EntOpt®? halozat 4brazold modult

[Kovacs ¢és mtsai 2015] a haldzatok vizualizacidjara.

5.2.4. A Translocatome adatbazis és webes feliilet kialakitasahoz hasznalt

modszerek

A Translocatome adatbazis és webes feltilete nyilt forraskodu

(http://translocatome.linkgroup.hu/). Fejlesztése a dolgozat elkészitésekor folyamatban

van, igy a felsorolt nyilt forraskodi eszk6zok aktualisan elérhetd legfrissebb verzidjan
alapul. Az adatbazis MongoDB?>?, a kézi adatgyijtést segitd webes feliilet Ruby on Rails**
alapt. A felhasznalokat kiszolgald adat bongészésre ¢€s letdltésre szolgald feliilet

Express® keretrendszerben késziil, mely kiszolgilja a Node.js*¢ és React®’

alapu
fejlesztést. A gépi tanuldshoz a Python®® programozasi nyelven alapuld scikit-learn®’

csomagot hasznaljuk.

31 http://apps.cytoscape.org/apps/networkanalyzer/
32 http://apps.cytoscape.org/apps/entoptlayout/

33 https://www.mongodb.com/

34 http://rubyonrails.org/

33 https://expressjs.com/

36 https://nodejs.org/en/

37 https://facebook.github.io/react/

38 https://python.org/

39 http://scikit-learn.org/stable/
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6. Eredmények
6.1. A ComPPI adatbazis altalanos bemutatasa
6.1.1. Az adatbazis felépitési folyamatanak sematikus bemutatasa

A ComPPI adatbazis (http://comppi.linkgroup.hu/, [ Veres és mtsai 2015]) 1étrehozasanak

célja az volt, hogy a fehérje-fehérje interakcios adatok kompartment szintli szlirésével
egy olyan megbizhat6 adatforrast hozzunk létre, mely alkalmas a biologiai folyamatok
sejtszervecske szintli elemzésére. A ComPPI 6 tulajdonsdga a biologiailag nem
valoszinli kapcsolatok kiszlirésének lehetdsége a szubcelluldris lokalizacidé alapjan,
illetve lehetdséget ad a fehérjék 0j lokalizacio alapt funkcidinak joslaséra is.

A minél szélesebb korli és megbizhatobb adatok elérése érdekében a végsd adatbazis
kézileg ellendriztiink vagy segitettiink. A 10. abra ezt a folyamatot mutatja be

sematikusan.

A ComPPI felépitésének folyamatabraja

9 fehérje-fehérje interakciés bemend adatbazis ComPPI adatbazis ComPPI,LinkGroup,hu
weboldal
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10. abra: A ComPPI felépitésének folyamatdabrdja. A bemend adatbazisok kivalasztdsa
(1) és ellendrzése (2) utan azok integracioja kévetkezik, melynek alapja az elteéro fehérje
nevek egyeztetése, és egységes nevezektanra forditasa (3). Az Osszesitett adatkészleten
alapulva kiszamitjuk a lokalizacios és interakcios megbizhatosagi értékeket, melyek
bekeriilnek a végso adatkészletbe. Az illusztrativ példa a HSP 90-alfa A2 fehérje (A) és a
Survivin (B) lokalizdcios viszonyain alapulo megbizhatosagi érték szamitast mutatja. A
ComPPI adatbazis keézi ellenorzés (4) utan bongészheto a webes feliileten, illetve

letoltheto. Forras: [Veres és mtsai 2015]
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A ComPPI megalkotasanak folyamata soran eldszor felmértiik, hogy milyen adatbazisok
allnak rendelkezésre a fehérje-fehérje interakcids és szubcellularis adatok minél
sz¢lesebb korti lefedéséhez. Az integraciora valo igényt az elsé explorativ adat integracios
Iépések soran mutatkozo alacsony atfedés alapozta meg. Az elérhetd adatforrasok
attekintése soran 24 olyan adatbézist talaltunk, melyek potencidlisan integralhatoak a
végsO adatkészletbe. Ezen adatbazisok atnézése volt az elsé kézi 1épés a ComPPI
felépitésében, a kompatibilis adatszerkezet mellett mindségi ellendrzéssel, hibas
bejegyzések €s adat inkonzisztencia keresésével. Ezen 1épésekre a minél megbizhatobb
végsO adatkészlet céljabol volt sziikség. Egyes adatbazisok felhasznalasaval kapcsolatos
engedélyek is kizartak forrasokat, mint példaul a STRING interaktomot [Szklarczyk és
mtsai 2015], melynek legfrissebb verzioja nem integralhatd mas adatbazisokba. A
forraskeresés ¢€s -ellendrzés eredményeképpen 9 fehérje-fehérje interakcids adatbazist és
8 fehérje szubcellularis lokalizacios adatbazist 6sszegeztiink, mely adatbazisok 3 modell
organizmusra (Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Saccharomyces

cerevisiae) ¢és az emberre tartalmaznak adatokat.

A szubcellularis lokalizacids adatbazisok eltérd szintii adatokat tartalmaznak, igy példaul
a predikcids algoritmusok csak a nagy organellumok szerint osztjak el a fehérjéket, mig
a kisérletes adatok a fehérjék egészen konkrét elhelyezkedésérdl is biztositanak
informaciot. A lokalizacios adatok felbontasan tul az egyes kompartmentek elnevezése is
kiilonbozik, melyet egységes nevezéktanra emeltiink. Ennek érdekében a folyamat
masodik 1épéseként kézi gyiijtéssel létrehoztunk egy hierarchikus, redundancia mentes
lokalizacios fat, mely a lokalizacidokat a GO [The Gene Ontology Consortium 2013]

nevezéktandnak megfelelden egyértelmiien besorolja.

Az egyedi adatbazisokhoz illesztéfeliileteket allitottunk Ossze, melyek segitségével
megadhato, hogy az adatszerkezeti eltéréseket, eltérd nevezéktanokat vagy kivételes
egyedi adattal Osszefliggd szitudciokat a forrasok betdltése soran hogyan kezelje a
rendszer. Az illesztofelillet alapti megoldas biztositja, hogy a régi adatbazisok
megkozelitdleg automatikusan legyenek frissithetdk, illetve 0j adatbazisok beemelésére

legyen lehetdség.

Az eltéré bemend adatforrasok sokszor eltérd fehérje nevezéktant hasznalnak, melyet
egységes formatumba érdemes hozni. Erre a célra kifejlesztettiink egy algoritmust, mely

kézzel ellendrzott forditotablak segitségével egységesiti az eltéré név konvenciokat a
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végsd, legmegbizhatobb UniProt [The UniProt Consortium 2017] nevekre. Az adatok

interakcios adatokra nézve.

Az integralt ComPPI adatkészletet hat fiiggetlen kutatod ellendrizte, akik szakértdi a
kapcsolodo kutatasi teriileteknek. Ezen kézi ellendrzés sordn a 200-200 random fehérje
bemend ¢€s integralt adatai kozti egyezést vizsgaltak annak érdekében, hogy biztositsak
az adatok magas szinti megbizhatosagat. Az ellendrzési folyamat soran a forras
adatbazisok kivalogatasahoz hasonld6 modszereket haszndlva kerestek hamis
bejegyzéseket, fehérje név forditasi hibadkat, valamint adat inkonzisztenciat, majd ezt

kovetden javitottuk a felmertilo eltéréseket.

Az adatbazist kiszolgald feliiletet nyilvanos hasznalat elétt teszteltiik, ellendrizve a
keresési eredményeket, a letdlthetd adatokat €s a webes funkcidkat. A teljes ellendrzést
kovetden a bemend adatbazisokat €s a lokalizacios fat frissitettiik annak érdekében, hogy

a legtjabb adatokkal publikalhassuk az adatbazist.

A ComPPI a http://ComPPI.LinkGroup.hu/ oldalon érhetd el, melynek webes feliiletén

keresztiil lehetdség van az adatok felhasznaldbarat bongészésére, illetve a szelektalt

adatkészletek letdltésére.

6.1.2. Az interakcios és lokalizacios adatok integralasanak lépései

6.1.2.1. A forrasadatbazisok kivalasztasanak elve

A fehérje-fehérje interakcids és szubcelluldris lokalizacios adatforrasok atfedése kicsi
[Veres és mtsai 2015], igy a teljesebb fehérje lefedettség €s jobb mindség érdekében tobb
adatforrast integraltunk. Ehhez nyilvanosan elérhetd, kutatisi célbdl letolthetd és
felhasznalhat6 adatbéazisokat valasztottunk, lehetdség szerint a modell organizmusokra és

az emberre vonatkozo protedom szintli adatkészlettel.

A fehérje-fehérje interakcidos adatforrasok esetében csak a kisérletes evidenciaval
alatamasztott fizikai kolcsonhatasokat alkalmaztuk. Az adatok kisérleti forrdsa lehet
alacsony, illetve magas ateresztoképességli egyarant. Szempont volt az adatok
megbizhatdsaga, a frissitési gyakorisag, és a legfrissebb verzid szabad felhasznalasanak
lehetésége kutatok szamara. Ezek alapjan 9 fehérje-fehérje interakcids forrast
Osszegeztiink, ezek kozott voltak fajra specifikus adatforrasok (DrolD [Murali és mtsai

2011], HPRD [Keshava és mtsai 2009], MatrixDB [Launay ¢és mtsai 2015] és MIPS
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[Pagel és mtsai 2005]), illetve tobb fajra kiterjedd altalanos adatbéazisok (BioGRID
[Chatr-Aryamontri és mtsai 2015], CCSB [Rolland és mtsai 2014], DIP [Salwinski ¢és
mtsai 2004], IntAct [Kerrien és mtsai 2012] és MINT [Licata és mtsai 2012]).

A szubcellularis lokalizacios adatok forrasa lehet kisérletes vagy prediktalt. A felhasznalt
adatbazisok egy része csak kisérletes (Human Proteinpedia [Kandasamy és mtsai 2009],
Human Portein Atlas [Pontén ¢és mtsai 2011]), mig masok kizarolag prediktalt (PA-
GOSUB [Lu és mtsai 2005]) adatokat tartalmaznak. A kivalasztott forras adatbazisok
nagyobb része azonban integralt adatokat tartalmaz mind kisérletes, mind prediktalt
forrasbol (eSLDB [Pierleoni és mtsai 2007], Gene Ontology [The Gene Ontology
Consortium 2013], LOCATE [Sprenger ¢s mtsai 2008], MatrixDB [Launay és mtsai
2015], OrganelleDB [Wiwatwattana ¢és mtsai 2007]). A proteom-szintii adatokat
tartalmazd szubcellularis lokalizacios adatforrdsok kivélasztasa soran a jo mindségii
kisérletes adatok maximalizalasa mellett torekedtiink a megbizhaté predikcios
eredmények integralasara, igy olyan predikcios algoritmusok eredményeit hasznaltuk
csak fel, melyek tobb modszert alkalmaznak robosztus, magas megbizhatdsagu tanitod

adatokon validalt gépi tanulasi eszkdzokkel kombinalva.

6.1.2.2. A szubcellularis lokalizacios adatok szerkezete

A szubcellularis lokalizaciés adatok kiilonbozé forrasokbdl szarmaznak, melyek
tartalmazhatnak kisérletes, prediktalt, vagy ismeretlen eredeti adatokat. A kisérletes
adatok felbontdsa 4ltaldban magas, a fehérjék pontos lokalizacidjardl hordoznak
informaciot, mint példaul a Nupl07-es fehérje sejtmagi porus komplex lokalizacioja
[Hoelz és mtsai 2011]. A prediktalt adatok felbontdsa altaldban limitalt, igy példaul a
sejtmagi lokalizacios szignal jelenlétében, de kisérletes validacid hidnyaban pusztan a

sejtmagi lokalizaciot képes feltételezni [Brameier és mtsai 2007].

Az adatok felbontdsaban és a lokalizaciok nevezéktanaban 1évo kiilonbségek miatt a
szubcellularis lokalizacios adatokat a GO [The Gene Ontology Consortium 2013]
vonatkoz6 nevezéktana*® alapjan Osszesitettiik. Az itt talalhatd egységes nevezéktan
hatranya, hogy egy adott lokalizacié tobb tuton is elérhetd az irdnyitott aciklikus graf
struktara miatt (11. abra), mely megneheziti a magasabb felbontasu lokalizacids adatok

nagyobb kategoridknak torténd egyértelmii megfeleltetését.

40 http://geneontology.org/page/cellular-component-ontology-guidelines/
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A probléma megoldasa céljabol kézi gyljtéssel létrehoztunk egy hierarchikus

szubcellularis lokalizacios fat*!

nevezéktanra forditott lokalizacids adatokat. A lokalizacios fa segitségével a tobb mint
1600 forras adatban el6fordulo GO [The Gene Ontology Consortium 2013] lokalizacios
nevet egyértelmiien be tudtuk osztani hat nagy lokalizacids kategoriaba. Ezek a
kovetkezok: sejtplazma, sejtmag, mitokondrium, szekrécids-ut, membran, extracellularis

tér. Ez az ) modszer biztositja, hogy a ComPPI kiilonb6z6 forrasokbol szédrmazo

, mely redundancia nélkiill rendezi be az egységes

lokalizacios adatai egységesen és kovetkezetesen megfeleltethetok legyenek a hat nagy

lokalizécionak (11. abra) [Veres és mtsai 2015].

A ComPPI lokalizacios fa el6nyei
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11. abra: A ComPPI lokalizdcios fa elonyei. (folytatas a kovetkezo oldalon ->)

41 http://www.linkeroup.hu/pic/loctree.svg/

53



http://www.linkgroup.hu/pic/loctree.svg

DOI:10.14753/SE.2018.2134

(-> folytatdas az elozo oldalrol) Az dbra felsé részén egy példat mutatunk be a Gene
Ontology [The Gene Ontology Consortium 2013] szubcellularis lokalizacios nevezéktan
redundanciajara. A sejtmag porust (nuclear pore) tobb utvonalon is elérhetjiik, igy a
sejtmag (nucleus) — sejtmag membran (nuclear envelope) — sejtmag porus (nuclear pore)
sorrendben, vagy a membran (membrane) — membran rész (membrane part) — membran
belso eleme (intrinsic component of the membrane) — membran integrans eleme (integral
component of the membrane) — porus komplex (pore complex) — sejtmag porus (nucelar
pore) utvonalon. Annak érdekében, hogy a magasabb felbontasu lokalizacios adatokat
egyertelmiien tudjuk nagyobb egységes kategoridakba sorolni, sziikséges volt egy nem
redundans lokalizacios fa létrehozasa, melynek egy elemét mutatja az abra also része,
bemutatva a sejtmag porus (nuclear pore) egyértelmii kévethetoségét. Forras: [Veres és

mtsai 2015]

crer

mennyisége, hanem megbizhatosdga is ndvekedett. Ezt mutatja a 12. abra Venn-
diagramja, mely a kisérletes, prediktalt, és ismeretlen forrasbol szarmazé adatok
eloszlasat szemlélteti a teljes ComPPI adatkészletben, 6sszehasonlitva a ComPPI azon

adataival, melyekhez tartozik GO [The Gene Ontology Consortium 2013] forras.

Tobbszoros lokalizacios evidencia el6nyei
Kisérletes ‘ Gene Ontology ‘
Ismeretlen
Prediktalt
19333 9767
8154 10185 8934 1425
1 7
19053 30475 33167 2344
SUM =119432 SUM = 58742

12. abra: A lokalizdcios adatok integrdaciojanak elonyei. A szubcellularis lokalizacios
adatok forrasa lehet kisérletes modszer (sziirke), predikcio eredménye (barna), vagy

ismeretlen eredetii informacio (mogyoro). (folytatds a kovetkezé oldalon ->)

54



DOI:10.14753/SE.2018.2134

(-> folytatas az elozo oldalrol) A ComPPI teljes adatkészletében (balra) a csak ismeretlen
eredetii lokalizacioval rendelkezé bejegyzések szama joval alacsonyabb, mint a GO [The
Gene Ontology Consortium 2013] adatokra sziikitett (jobbra) esetben (57%), mikézben a
csak kisérletes (264%) vagy vegyes (376%) lokalizdcioval rendelkezo adatok szama joval
nagyobb a teljes adatkészletben, mint az varhato a fehérjék szamaban lévo kiilonbségbol

kiindulva (203%). Forras: [Veres és mtsai 2015]

6.1.2.3. A fehérjenevek forditasa

Az egyes forras adatbazisok sokszor eltérd fehérje nevezéktanokat alkalmaznak. Az
adatok integracioja soran ezért sziikkség van egy egységes nevezéktan hasznalatara. Annak
érdekében, hogy biztositsuk az adatok magas szintli kapcsoltsdgat, forditd tablak
segitségével minden egyedi fehérje nevét leforditottuk a legmegfelelobb fehérje
nevezéktanra. A valasztott elérendd egységes nevezéktan a UniProt [The UniProt
Consortium 2017] altal szolgéltatott kézzel ellendrzott SwisProt, illetve az automatikusan
annotalt TTEMBL nevezéktan*’. Az adatok maximalis megbizhatésagat az elsddleges
SwissProt nevezéktannal tudtuk elérni, igy ezt valasztottuk a legerdsebb név
konvencionak (13. abra). A végso fehérje halmaz 30%-a UniProt SwissProt, mig 70%-a

UniProt TrEMBL nevezéktannal szerepel.

;. Bz:g:gizg/ﬁ‘r/‘g?gm’f UniProtkB/Swiss-Prot UniProtKB/TrEmbl
3. UniProtKB-AC / \ /

4. UniProtFull UniProtFull UniProtKB-AC

5. EnsemblGeneld

6.refseq \

EnsemblGeneld

!

refseq

13. dbra: Fehérje nevezéktan forditas a ComPPI-ban. Amennyiben egy uj fehérje név
keriil be a rendszerbe, a cél annak leforditasa az elérheté legerosebb nevezéktanra.

(folytatas a kovetkezo oldalon ->)

42 http://www.uniprot.org/help/uniprotkb_sections/
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(-> folytatas az elozo oldalrol) Példakeént vehetjiik az NP_005205 RefSeq névvel
rendelkez6 gén terméeket, melynek kovetkezo elérheté forditasi lépése az
ENSG00000163599 EnsemblGenelD. A legerésebb UniProtKB/SwissProt név
megtalalasa zarja a sort, ez esetben a P16410. A forditas lehetséges teljes elnevezések
alapjan is (UniProtFull), igy a 'Cytotoxic T-lymphocyte protein 4 precursor’ név az
elobbi P16410 SwissProt nevezéktanra fog lefordulni.

A megoldas gyors teljesitménye mellett lehetdséget ad szinonimak keresésére, melyet
felhasznaltunk a fehérje név szinonimak kiszolgélasa soran. A forditashoz publikusan
elérhetd forditd tablakat (UniProt [The UniProt Consortium 2017], illetve a Human
Protein Reference Database [Keshava ¢s mtsai 2009]), valamint a Synergizer

(http://llama.mshri.on.ca/synergizer/translate/) €s Protein Identifier Cross-Reference

(PICR) [Wein és mtsai 2012] web eszkozokkel végzett kézi forditast alkalmaztuk.

Az adatok atnézése soran nem bizonyult magasnak azon esetek szama, ahol a fehérjék
forditdsa nem volt megfeleld. Ezzel egylitt az adatbazis hasznalata soran annak limitacioit
is figyelembe kell venni. A forditas robosztussaga ellenére eléfordulhatnak redundans
bejegyzések, féleg az automatikusan annotalt UniProt TTEMBL nevekkel rendelkezd
fehérjék kozott. Szintén eléfordulhatnak fehérje fragmentek a UniProt SwissProt nevek
kozott is, melyekre nem sziir az adatkészlet. Gén nevekrdl torténd forditas esetén egynél
tobb peptid termék nevére is forditodhat az adott név (példaul alternativ splicing

eredményeképpen), ezzel duplikalt adatokat eredményezve.
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4 4

6.1.3. A lokalizacios és interakcios megbizhatosagi érték szamitasanak modja

6.1.3.1. A megbizhatosagi értékek szamitasa

A ComPPI lokalizacids megbizhatdsagi érték egy altalunk definialt, ij mérészam [Veres
¢s mtsai 2015], melynek segitségével az egyes fehérjék adott nagy lokalizacion beliili
elhelyezkedésének valoszinliségét értékeljiik. Az érték fligg a lokalizacios adat kisérletes,

prediktalt vagy ismeretlen eredetétdl, valamint a forrasok szamatol (14. abra).

A Lokalizacios megbizhatdsagi érték szamitasa
A fehérje

HSP 90-alfa A2

Sejtplazma

1 ismeretlen és

2 prediktalt lokalizacié
Poyroa=1-((1-0,3) * (1-0,7)2)=0,937

Sejtmag
2 prediktalt lokalizacio
,=1-((1-0,7)?)=0,91

Phucieus,

v

B fehérje
Survivin
Sejtplazma
9 kisérletes, 2 ismeretlen és
Extracellularis tér 3 prediktalt lokalizacié
1 kisérletes lokalizacié Peyros=1-((1-0,8)° * (1-0,3)> *

(pextracellu/arB=1'(1'0p8)=o,80

- _ (1-0,7)%)=0,999
» ‘. Sejtmag
' 5 kisérletes lokalizacio

0,80
<pnucleusB:1'((1'0'8)5)=01999

-

Interakcids megbizhatdsagi érték szamitasa

A fehérje B fehérje

o om
HSP 90-alfa A2 P—— . Survivin

EEEEEENI
0,80

Kompartment specifikus interakciés érték
<p.':yl*olnt= (pcytoA* ‘pcytoB=0'94*01999=0194
Prucleusint™ (pnucleusA* (pnuc/eusB=0'91*0'999=0'91

- * —-N* =
Pextracellularint™ PextracellularA ‘pextracellularB_o 0'80_0

-

Végs6 interakcios megbizhatdsagi érték
‘plnt=1'((1' (pcytolnt)*(l' (Pnucleuslnt)* *(1'

(Pextracellularlnt))=
1-((1-0,94)*(1-0,91)*(1-0)*(1-0))=0,99

(Az abra magyaradzo szovegét lasd a kévetkezo oldalon ->)
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14. abra: A ComPPI megbizhatosdagi érték szamitasanak bemutatdasa. A lokalizacios
megbizhatosagi érték szamitasanak lépéseit a sejtmagi és sejtplazmai lokalizacioval
rendelkezo HSP 90-alfa A2 és a négy lokalizacioba (sejtplazma, sejtmag, membrdan,
extracellularis tér) is tartozo Survivin fehérjék példajan illusztraljuk. (A) A lokalizacios
megbizhatosagi érteket minden nagy lokalizacionak megfeleloen kiszamoljuk, figyelembe
veéve az elérheto evidencidak szamat és azok tipusat (felhasznalt evidencia tipus sulyok:
kiserletes = 0,8, prediktalt = 0,7, ismeretlen = 0,3, lasd késobb). (B) Az interakciokra
vonatkozo megbizhatosagi érték szamitasa az egyes fehérjék lokalizacio specifikus
megbizhatosagi értekeén alapul. Eloszor kiszamolunk a nagy lokalizacioknak megfeleléen
egy konszenzusos kompartmentekre specifikus megbizhatosagi értéket, majd ezek alapjan

szamitjuk ki a végso interakcios megbizhatosagi érteket. Forras: [Veres és mtsai 2015]

A lokalizacios megbizhatdsagi érték ((PLocX) szamitasa (1. képlet) soran probabilisztikus
diszjunkcidt (V operatoral jelolve) hasznaltunk, alkalmazva a kiilonbozé lokalizacios
evidenciakat (PLocX), kiegészitve azt a ComPPI-ban elérhet6 forras lokalizacios adatok

szamaval (res) az X fehérje Loc lokalizacidjaban.
1. képlet: PLocx=VresPLocx

Az interakciokra vonatkozo megbizhatosagi érték az adott kdlcsonhatas szubcellularis
lokalizaci6 specifikus valoszinliségét fejezi ki, melynek alapja a kdlcsonhato partnerekre
vonatkoz6 kompartment specifikus lokalizacios megbizhatosagi értékek konszenzusa. A
kolcsonhatd partnerek hat nagy lokalizacids kategoridra vonatkozd kompartment
specifikus lokalizacidés megbizhatdsagi értékét kiilon-kiilon szamitjuk ki a vonatkozo

lokalizacios megbizhatosagi értékek szorzataként. A végsd interakcids megbizhatosagi
érték ((Pix) a hat nagy lokalizacios kategoridra vonatkoz6 kompartment specifikus
lokalizacios megbizhatosagi értékek probabilisztikus diszjunkcidjanak (V7 operatorral
jelolve) eredménye (2. képlet), ahol (Proca €5 (Pros az 4 és B kolcsonhatod partnerek
kompartment specifikus lokalizacidos megbizhatosagi értékét jeloli.

2. képlet: Qint=V®i=1QLocA*PLocB

A ComPPI megbizhatdsagi értékek segitségével lehetdséglink van felmérni annak a

valdszinliségét, hogy az adott fehérje el6fordul-e a meghatarozott kompartmentben. Ezen
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informécio a lokalizacid specifikus interakcids mérdszamok eloszladsanak segitségével

felhasznalhaté magas megbizhatdsagu interaktomok épitésére [Veres és mtsai 2015].
6.1.3.2. A megbizhatosagi értékek optimalizalasa

A lokalizaciés megbizhatosagi érték szamitdsa soran a forrds adatok eredete, igy a
kisérletes, prediktalt vagy ismeretlen evidencia szabad paraméterek azok, melyeket
sulyoznunk kell annak érdekében, hogy egy minél megbizhatobb egységes pontozasi
rendszert allitsunk fel a diverz adatkészletre. Az evidencia tipusok sulyozasara

adatvezérelt optimalizaciot végeztiink (15. abra).

A A ComPPI lokalizaciés evidencia tipus sulyok
optimalizadlasanak folyamatabraija
ComPPI

datkészket
ComPPl adatkészleta Human 4 T Ot SN

. P Pozitiv kontroll adatkészlet:
Protein Atlas (HPA) nélkiil e

koz6s HPA lokalizaciok

790269 56160

interakcié interakeio
N v

kisérletes > prediktalt ES kisérletes > ismeretlen

O

Az interakciok kernel d
szintre 0,1-es léptékkel: 285

idlis

v Mind a 285 esetre

A) Magas bizhatésagu kdlcsénhatasok szamaa pozitiv kontroll
adatkészletben (HQ HPA) a 95%-os konfidencia szint felett
B) A i 6sagu szamaa HPA-t nem

y megl :
tartalmazo ComPPI adatkészletben (LQ ALL) a 95%-o0s
konfidencia szint alatt a HOQ HPA adatkészletre vonatkoztatva

v Mind a 285 esetre

A HQ HPA és LQ ALL adatké nor izalds utani
sokszorozasaval parhuzamos maximalizalas:

Interakciék szima a HQ HPA adatkészletben *
Maximalis sz&mi interakcié a HQ HPA adatkészletben

Interakciok szima a LQ ALL adatkészletben
Maximélis szami interakcié a LQ ALL adatkészletben

v

Az el6z6 szamitas legnagyobb szorzatat a kovetkezd evidencia tipus
sulyokkal értiik el:
kisérletes =0,8 ; prediktalt = 0,7 ; ismeretlen = 0,3

B Optimalizalt ComPPI lokalizacié evidencia tipus sulyok

Interakcios bizhatésagi érték el

O HPA-eredetti pozitiv kontroll interakciok (56,160) 95%

s
~ O Minden interakcié kivéve a HPA
evidencidval rendelkezéket (790269)

.

T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Interakcios megbizhatosagi érték

Denzitas
v
1

Lokalizécios evidencia tipus sulyok az adatvezérelt optimalizacio utan:
kisérletes = 0,8, prediktalt = 0,7, ismeretlen=0,3

(Az abra magyarazo szoveget lasd a kovetkezo oldalon -->)
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15. dbra: A megbizhatosagi érték paramétereinek optimalizdlisa. Az A panel
folyamatabraja a ComPPI lokalizacios evidencia tipus sulyok optimalizalasanak lépéseit
mutatja be. A folyamat célja az evidencia tipusok egymashoz képesti sulyozasa volt ugy,
hogy megfelelé biztonsaggal el tudjunk kiiloniteni egy magas és egy alacsony
megbizhatosagu adatkészletet. A sulyok meghatarozdasahoz meghataroztunk egy pozitiv
kontroll adatkészletet, mely csak olyan interakciokat tartalmaz, ahol mindkét partner
rendelkezik legalabb egy Human Protein Atlas-bol (HPA) [Pontén és mtsai 2011]
szarmazo kisérletes lokalizacio evidenciaval. A zélddel jelolt 56160 pozitiv kontroll
interakciot osszehasonlitottuk a sziirkeével jelolt 790269 interakcioval, mely az Osszes
olyan ComPPI kolcsonhatast tartalmazza, ahol nem talalhato HPA evidencia. A
kiindulasi hipotézisiink az volt, hogy a kisérletes adatok megbizhatosdaga a legmagasabb,
igy magasabb sulyt varunk rajuk, mint egy prediktalt vagy ismeretlen evidencia esetében.
Ennek a feltételnek megfelelo osszes kiserletes, prediktalt és ismeretlen lokalizacios
evidencia tipus suly kombinaciot kiszamoltuk 0 és 1 kozotti érték tartomanyban 0,1-es
léptékkel, majd az adatok kernel denzitasa alapjan vizsgaltuk az egyes
konfidenciaszinteket a teljes eloszlashoz viszonyitva. A cél az volt, hogy maximalizaljuk a
magas megbizhatosdagu interakciok (HQ) szamat a pozitiv kontroll adatkészletben (HPA),
mikézben szintén maximalizaljuk az alacsony megbizhatosagu (LQ) kélcsonhatasok
szamat a HPA nélkiili teljes ComPPI adatkészletben. Mivel a HQ interakciok szama joval
kisebb, mint az LQ interakcioké, igy normalizaltuk az értékeket a statisztikai hibak
minimalizalasa érdekében. A normalizalt értékek szorzasaval jutottunk egyedi evidencia
tipus sulyokhoz, mely a legjobb HQ és LQ szétvalasztast a kovetkezo esetekben adta:
kiserletes = 0,8, prediktalt = 0,7 és ismeretlen = 0,3. A B panel az interakcios
megbizhatosagi értek eloszlasat mutatjia 15 optimalizalo kor utan. Az X tengelyen az
interakcios megbizhatosagi értek lathato, mig az Y tengely reprezentalja az interakcios
ertek eloszlas kernel denzitasat. A 95% feletti konfidencia intervallumban talalhato
magas megbizhatosagu interakciok szama a pozitiv kontroll adatkészletben 48567 a teljes
készlet 56160 elemebdl. Ezzel parhuzamosan a magas megbizhatosdagu csoportba az
osszes ComPPI interakcio 30%-a, 241076 interakcio kertilt be a 790269 kolcsonhatasbol.
Az optimalis eloszlashoz tartozo kisérletes evidencia tipus suly azt mutatja, hogy egy
evidencia onmagaban nem elég a megbizhato lokalizacio megitéléséhez, és legaldabb két
kiserletes evidencia sziikséges ahhoz, hogy egy lokalizacio a magas megbizhatosagu

csoportba keriiljon. (folytatas a kovetkezo oldalon ->)

60



DOI:10.14753/SE.2018.2134

(-> folytatas az elozo oldalrol) A prediktalt evidenciakhoz tartozo aranylag magas suly
alatamasztja, hogy a szubcellularis lokalizacio predikcios algoritmusok megbizhatosdaga
magas, mig az ismeretlen eredethez tartozo alacsony suly megerdsiti az adatforrasok

validaciojanak igényét. Forras: [Veres és mtsai 2015]

Az interakcids megbizhatosagi érték optimalizacidja soran a Human Protein Atlas (HPA)
[Pontén és mtsai 2011] adatbazis megbizhato kisérletes adatait hasznaltuk pozitiv kontroll
adatkészletnek, ahol a kolcsonhatd partnerek legalabb egy kozos lokalizacidval
rendelkeznek a HPA adatbéazisban. Célunk volt egy a kisérletes, prediktalt és ismeretlen
eredetli evidenciakhoz tartoz6 stlyok aranyanak meghatarozasa, melynek segitségével a
magas megbizhatosagi kolcsOnhatdsok szdmat maximalizalhatjuk a pozitiv
adatkészletben. Mindekdzben az alacsony megbizhatosagli kapcsolatok szamat
maximalizaljuk azon kolcsonhatdsokra, melyek hidnyoznak a pozitiv adatkészletbol.
Ezen feltételek biztositjak, hogy a magas megbizhatosdginak jelolt interakciok minél

inkabb megegyezzenek a kisérletesen validalt adatokkal.

6.1.4. A ComPPI adatbazis statisztikaja

A ComPPI adatbézis 3 modell organizmusra (Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster) ¢és az emberre (Homo sapiens) tartalmaz
komprehenziv, integralt adatkészletet. Az 1.1-es verzid 127757 fehérjét és azok 791059
kapcsolatat, valamint 195815 nagy lokalizacié szerinti elhelyezkedési adatot foglal
magaba (5. tablazat). A protedém-szintli adatkészlet az 5 nagy sejten beliili organellumra
(membran, mitokondrium, sejtmag, sejtplazma, szekrécids-ut) €s az extracellularis
kompartmentre kategorizaltan tartalmaz lokalizaciés adatokat. A lokalizacids
bejegyzések tobb mint 60%-a magas felbontast, 1600 feletti GO [The Gene Ontology
Consortium 2013] sejtkomponenst lefedve. Az adatok faj és adat tipus szerinti részletes

bemutatasa a kovetkezd oldalon érhetd el: http://comppi.linkgroup.hu/help/statistics/
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5. tablazat: A ComPPI adatkészlet 6sszegzo statisztikaja

DOI:10.14753/SE.2018.2134

Adat tipus Kompartmentalizalt | Interakcios | Lokalizacios
adatkészlet adatkészlet | adatkészlet

Fehérjék szama 42 829 53168 119 432
Lokalizaciok szama 86 874 - 195 815
Atlagos lokalizacios

' 0,76 - 0,73
megbizhatosagi érték
Interakcidk szama 517 461 791 059 -
Atlagos interakcids

' 0,76 0,49 -
megbizhatosagi érték

Az interakciok megbizhatosagi értek szerinti eloszlasat mutatja a 16. abra. Lathato, hogy
az emberben és €lesztOben (Saccharomyces cerevisiae) jelen 1évé magas megbizhatésagi
fehérje-fehérje kolcsonhatasok szdma kiemelkedd. Szintén jelentdés azon interakciok
szama, melyekben a kolcsonhaté partnerekre nézve nem elérhetd szubcellularis
lokalizaciora vonatkoz6 informacio, vagy azok nem azonos lokalizacioban talalhatoak.
Erdekes megfigyelés a Caenorhabditis elegans esetében lathato alacsony szama jo
megbizhatosagi adat, mely a szubcellularis adatok hidnyossagaval fligghet 6ssze. Az
ecetmuslica (Drospohila melanogaster) estében kiemelkedéen magas az alacsony
megbizhatdsdgi kapcsolatok szama, mely a fehérje-fehérje interakciok detektalasi

problémaira vildgithat r4 a modell organizmusban.
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16. dabra: Az interakcios megbizhatosagi érték eloszlasa. Az abran az integralt fehérje-
fehérje kdlcsonhatasi adatok interakcios megbizhatosagi érték eloszldasa lathato a négy
faj szerinti bontasban. Az X tengely mutatja az egyes konfidencia intervallumokat, mig az

Y tengely a megfelelo kélcsonhatasok szamat. Forras: [Veres és mtsai 2015]

6.1.5. Az ComPPI felhasznaloi feliilletének bemutatasa

A ComPPI webes felhasznaloi feliiletének (http://comppi.linkgroup.hu/) segitségével a

bioinformatikai jartasaggal nem rendelkezd kutatok is felhasznalobardt modon
bongészhetik az egyes fehérjék lokalizacios €s interakcios adatait. A keresési funkciot
segiti a beirt fehérje nevének automatikus kiegészitése, igy csokkentve az elgépelésbol
adodo keresési hibak szdmat. Az egyszerii keresésen tal lehetdség van kibdvitett keresésre
is, melynek segitségével faj, lokalizacio és lokalizacios megbizhatdsagi értékre specifikus
keresések indithatok. A sziirési lehetdségeket mind a keresett fehérjére, mind annak

kolcsonhato partnereire is lehet érvényesiteni.
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A keresett fehérje kolcsonhatd partnerei szubcelluldris lokalizacid, lokalizacids és
interakcios megbizhatosagi érték alapjan sziirhetok a talalati oldalon*. Az igy generalt
1gény szerinti talalati lista a feliileten keresztiil letolthetd. A fehérjék nevének szinonimai,
a részletes lokalizacios adat, illetve az interakcios adatok forrasa mellett letisztult
halézatos megjelenités segiti a keresett fehérjék elsé szomszédjainak bongészését.
Kozvetlen keresésre is lehetdség van a fehérjék UniProt alapt specifikus aloldalainak**
betoltésével, mely segiti a ComPPI Gsszekapcsolasdt mas adatforrasokkal, illetve a

tobbszoros keresésre is lehetdséget ad adatbanyaszat céljabol.

A ComPPI letslté oldalan* lehetdség nyilik elére meghatdrozott adatkészletek
letoltésére. A kompartmentalizalt fehérje-fehérje interakcids adatkészlet csak olyan
kolcsonhatasokat tartalmaz, ahol a kapcsolodo fehérjéknek legalabb egy lokalizaciojuk

kozos. Ezen adatkészletek nagy lokalizaciora specifikus letoltésére is lehetdség van.

Az integralt fehérje-fehérje interakcids adatkészlet az adott fajra vonatkozd Osszes
kolcsonhatasi adatot tartalmazza, a szubcelluldris lokalizaciotol fliggetleniil. Az
Osszesitett szubcellularis lokalizacios adatkészlet a hat nagy kategérianak megfelelden
biztositja a fehérjék integralt lokalizacids adatainak letoltését. Ezen kiviil lehetdség van

az aktualis, és korabbi verziok adatbazis formatumban valo letdltésére is.

A ComPPI altal kiszolgélt adatok tartalmazzak a fehérje-fehérje kdlesonhatasok listdjat,
az egyes fehérjék lokalizaciés adatait, illetve az interakcidés ¢€s lokalizacios
megbizhatosagi értéket. Mindemellett az interakcios és szubcellularis lokalizacios
adatokhoz is elérhetd a forras adatbazis(ok) neve és a hozza(juk) tartoz6 referencia, mely

segiti az adatok eredetének visszakovetését.

Az oldal fejlesztése soran fontosnak tartottuk a minél egyszeriibb és felhasznalobaratabb
hasznalatot, igy az oldalon beliil hivatkozunk a megfelelé magyaraz6 oldalakra, melyeket
a részletes dokumentacio*® tartalmaz. A felhasznalast segiti a ComPPI hasznalati

lehetdségeit szemléltetd képes bemutatd*’ is.

43 http://comppi.linkgroup.hu/protein_search/

4 http:// comppi.linkgroup.hu/protein_search/interactors/P04637/
43 http://comppi.linkgroup.hu/downloads/

46 http://comppi.linkeroup.hu/help/

47 http://comppi.linkgroup.hu/help/tutorial/
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6.2. A ComPPI adatainak felhasznalasa az egyes fehérjék szintjén

A szubcellularis adatok integracioja a fehérje-fehérje kolcsonhatasi adatokkal szamos
felhasznalasra ad lehetdséget. A bioldgiailag nem valoszinli kapcsolatok a lokalizacios
viszonyok alapjan szlirhetdk, illetve 0j valdszinii lokalizaciok vagy lokalizacio-specifikus

biologiai funkciok prediktalhatoak.

6.2.1. A lokalizacios viszonyok jelentosége a krotonaz példajan

Ahhoz, hogy bemutassuk a lokalizacid-specifikus biologiailag nem valészinli fehérje-
fehérje kolcsonhatdsok sziirésének jelentdségét, rendszerszintli keresést végeztiink az
emberi adatkészletben olyan fehérjék utan, melyek interaktomja a sziirés végére a
legnagyobb valtozast mutatta. Ehhez kiszamitottuk a fehérjék kdlcsonhatd partnereinek
szdmat (fokszam), majd Gsszehasonlitottuk a fokszam eloszlasat a teljes interaktomban
€s a magas megbizhatésagu interaktomban is. Utobbi esetben a bioldgiailag nem
valdszinli kapcsolatokat kozds szubcellularis lokalizaciéo hidnydban nem vettiik
figyelembe. A teljes emberi adatkészlet 23.265 fehérjét és 385.481 interakciot, mig a sziirt
interaktom 19.386 fehérjét és azok 260.829 kolcsonhatasat tartalmazta. A fokszdm
eloszlasan tul a koztiség halozatos mérdszamot is vizsgaltuk, mely az adott fehérjén
atmend legrovidebb utak szamat megadva karakterisztikus jellemzdje egy halozatos csucs

fontossaganak.

Ezek utan a megbizhaté UniProt SwissProt nevezéktanra sziikitett talalati listabol (15.258
fehérje a 19.386-bol) kézzel atnéztiikk a fokszamra és koztiség mérdszdmokra nézve
legnagyobb eltérést mutato elsé 20 fehérjét [Veres és mtsai 2015]. A 20 fehérje koziil az
enoil-CoA hidratdz, vagy mds néven krotondz rendelkezett a legnagyobb abszolut

fokszam valtozassal, igy ezt valasztottuk ki tovabbi elemzésre (17. abra).

A krotonaz a zsirsavak béta-oxidaciojanak masodik 1épését katalizaldo enzim [Waterson
¢s Hill 1972], mely a krotonaz fehérje szupercsalad egyik f6 tagja [Hamed és mtsai 2008].
A zsirsavak béta-oxidacioja elsdsorban a mitokondriumban zajlik [ Turteltaub és Murphy
1987], mely megegyezik a krotonaz kisérletes mitokondrialis szubcellularis lokalizacios

adataval®®.

8 http://comppi.linkgroup.hu/protein_search/interactors/P30084/
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17. abra: A ComPPI felhaszndldsa a krotonaz példajan. Az abra a krotondz (enoyl-CoA
hidrataz, UniProtAC: P30084) kisérletes evidencidval rendelkezo kolcsonhatasait
mutatja a mitokondridlis lokalizaciora torténd sziirés elott és utan. A 0,8 alatti
megbizhatosagi  értékkel rendelkezo kolcsonhatasok szaggatott vonallal vannak

elkiilonitve. (folytatas a kévetkezo oldalon ->)
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(-> folytatas az elozé oldalrol) Amennyiben a krotondz eredeti 71 interaktorat lesziirjiik
a mitokondrialis lokalizacionak megfeleloen, a kapcsolatok szama 8-ra csokken,
mikozben az atlagos megbizhatosagi értek jelentésen novekszik, ezzel mutatva a
kompartment specifikus sziirés jelentoséget a hamis pozitiv kapcsolatok detektdlasaban.
A kék korrel jelolt kélcsonhato partnerek a fehérje apoptotikus szabadlyozassal osszefiiggo
sejtplazmai partnerei, mely a hamis pozitiv kapcsolatok sziirése mellett felveti uj biologiai
funkciok lokalizacio specifikus predikciojanak lehetoségeét is. Forras: [Veres és mtsai

2015]

A krotonaz az Osszesitett adatok alapjan 71 partnerrel hat kdleson, melyek koziil csak 8
rendelkezik mitokondrialis lokalizacioval, 0,8 feletti interakcidos megbizhatosagi értékkel
pedig mindosszesen 5. A szomszédok kézi atnézése utan kideriilt, hogy csak egy
mitokondrialis partnernek van kisérletes lokalizacioja, ez a mitokondridlis Hsp70
hésokkfehérje [Bhattacharyya és mtsai 1995]. A fennmarad6 7 mitokondrialis interaktor
lokalizaciéos adata nem Kkisérletes evidencidn nyugszik, mikézben a maradék 63

interakcios partnernek egyaltalan nincs mitokondrialis lokalizaciora utal6 adata.

A krotonaz 71 els6 szomszédja kozott 428 fizikai fehérje-fehérje kolesonhatas talalhato
(17. abra). A mitokondridlis részhéalozatban csak 13 ¢l marad, melyek koziil csak 10
magas megbizhatdésagu. A krotondz maésodik szomszédjaival az interaktom fehérje
tagjainak 81%-at lefed;jiik, mely 6sszesen 14.803 fehérjét és 319.305 interakcidt jelent. A
mitokondriumra torténd sziirést kdvetéen a masodik szomszédok halézata joval

kisebbnek bizonyul: 2017 fehérje és azok 8381 kapcsolata.

A 71 interaktor koziil 52 rendelkezik sejtplazmai lokalizacioval. A 8 mitokondrialis
partner koziil 7-nek sejtplazmai lokalizacidja is bizonyitott, mely lokalizaciok
megbizhatdsagi értéke 0,8 felett van. Ezek alapjan felmeriil, hogy a krotonaz sejtplazmai

lokalizacioval is rendelkezhet, ez magyarazna szamos sejtplazmai kdlcsonhatasat.

A feltételezés igazolasara irodalomkutatast végeztiink. A krotonaz fokozott kifejez6dése
volt megfigyelhetd majtumoros sejtek sejtplazmajaban, ahol az kozrejatszott a nyirok
attétek kialakuldsaban [Zhang és mtsai 2013]. Ezt a vonalat tovabbfejtve az interakcios

partnerek Gene Ontology [The Gene Ontology Consortium 2013] adatbazisban talalhato
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biolégiai folyamatainak (biological process*’) disuldsit vizsgaltuk a BINGO [Maere és
mtsai  2005] segitségével. A mitokondrialis interaktorok elemzése soran a
katabolizmussal (GO:0009056) ¢s apoptdzis negativ szabalyozasaval (GO:0043066)
Osszefiiggd, valamint ezekkel kapcsolatos folyamatok dusultak szignifikdns mértékben
[Veres ¢és mtsai 2015]. Ezzel egyetértésben kimutattdk, hogy a krotondz szamos
daganattipusban fokozott mértékben fejezddik ki [Yeh és mtsai 2006], és a kiiitése esetén
majtumorokban csokken a sejtek tuléloképessége és novekszik a ciszplatin kezelésre
adott apoptotikus vélasz [Zhu és mtsai 2013]. Hasonlo szerepét mutattak ki emld
daganatos sejtvonalakban is, ahol a csokkent kifejezddése a PP2-4ltal indukalt apoptozist

segitette el6 [Liu és mtsai 2010].

Ezen megallapitdsokbol feltételezhetd, hogy a lokalizacios alapon bioldgiailag nem
valdszinii kapcsolatok magas szama a krotonaz tranziens ¢és dinamikus sejtplazmatikus
szubcellularis lokalizaciojanak lehet a kovetkezménye, mely lokalizacioban az
eddigiekben csak feltételezetten krotonazzal Osszefiiggd bioldgiai folyamatokban vesz
részt, mint példaul az apoptozis gatldsa. A szubcellularis lokalizaci6é alapu funkciok
felhivhatjak a figyelmet olyan gyogyszeres intervencids lehetéségekre, mint példaul a

krotonaz sejtplazmatikus funkcidinak gatlasa maj vagy emlé daganatokban.

6.2.2. Az MPSI1 kinaz lokalizacié specifikus interaktomanak elemzése

Az MPSI1 egy kettds specificitasu fehérje, melynek szerin/treonin és tirozin kindz
funkcidja elsddlegesen a mitotikus ellendrzépont szabalyozasaval fligg Ossze. Ezen
funkcidjanak gatlasa fontos terapids célpont daganatokban [Jemad ¢és mtsai 2013],
azonban a szerzett rezisztencia magas eléfordulasa miatt egyeldre limitalt sikerarannyal

alkalmazhat6 [Gurden és mtsai 2015].

Doktori tanulmanyaim részeként harom honapot télthettem 6sztondijasként Londonban
az Institute of Cancer Research daganatkutatd intézet és a Cambridge-i Egyetem k6z0s
vendégkutatdjaként, ahol f6 feladatom a klinikailag relevans kindz mutaciok
predikciojara szolgalé molekuldris modellezésen alapuld algoritmus megalkotdsa volt.
Pé¢lda fehérjeként az MPS1 kinaz szerkezetét és mutacioinak hatasat vizsgaltam a kinaz
ATP kotd képességére nézve, mely vizsgalatok soran meriilt fel a kinaz lokalizacid

specifikus funkcidjanak fontossaga.

4 http://www.geneontology.org/page/biological-process-ontology-guidelines/
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A ComPPI adatainak bongészése soran felmeriilt annak a lehetdsége, hogy az MPS1
gatlasanak limitalt klinikai sikeressége, és a potencialis rezisztencia kialakuldsanak

valoszinlisége 6sszefligghet a fehérje szubcellularis lokalizaciojaval.

Az MPS1 dominéns lokalizacioja a kozéptest-asszocialt sejtplazmatikus szubcellularis
lokalizéacio [Fisk és mtsai 2003], de ismert sejtmagi elhelyezkedése is. A sejtmagban
betoltott funkciodja és terapias valaszban betoltott szerepe azonban egyeldre tisztazatlan.
A lokalizaci6 specifikus interaktom vizsgalat soran a fehérje szamos, csak sporadikusan

leirt funkciojat hataroztuk meg.

Az MPS1 a mitotikus orsé Osszeszerelés ellendrzOpontjanak tagja (spindle assembly
checkpoint (SAC)) [Musacchio ¢és Salmon 2007], mely folyamat gatlasa a mitotikus
feltartoztatas (mitotic arrest) gatlasdhoz és apoptdzishoz vezetd aneuplodidt eredményez
[Kwiatkowski és mtsai 2010]. Az MPS1 szintén asszocialodhat a kinetokorral, és mint
mas kinetokor asszocialt fehérjék a sejtmagi porus komplexhez kétdédhet [Liu és mtsai
2003]. Kimutattak, hogy a G2/M atmenet soran az MPS1 a sejtplazmatikus oldalrol a
sejtmagi oldalra transzlokalodhat a sejtmaghartya lebontasat megel6zéen [Zhang és mtsai
2011]. A kondenzin-2 fehérje foszforilacidjan keresztiil a kromatin szervezddésre kifejtett
hatasat szintén leirtdk [Kagami €s mtsai 2014]. Sejtmagi lokalizacioja esetén azonban
kinaz funkcidja nélkiilozhetd, valamint a specifikus gatloszerek sem befolyasoljak a
sejtmagi lokalizaciot [Zhang és mtsai 2011]. Ezen megfigyelések alapjan felmeriilt, hogy

az MPS1-nek a terapia utdn is fennmarad6 funkcidja lehet a sejtmagban.

A ComPPI 40 interakcids partnert listaz az MPS1 fehérjére keresés esetén®®. A 18. abra
az MPSI1 ¢s elsé szomszédjainak kapcsolatait mutatja a megbizhatdé sejtmagi
interaktorokra torténd sziirés eldtt €s utan (interakciés megbizhatosagi értek > 0,9). A 40
kolesonhato partner 70%-a, 6sszesen 28 fehérje rendelkezik sejtmagi lokalizacidval, mely

eredmény megerdsiti az eddig ismertnél fontosabb sejtmagi funkcid valoszinliségét.

A sejtmagi funkci6 vizsgalatdhoz megalkottuk az MPS1 elsé és masodik szomszédjainak
interaktomat, majd a sejtmagi kolcsonhatasokra nézve sziirést végeztiink. A Gene
Ontology [The Gene Ontology Consortium 2013] bioldgiai folyamatok duasulasos
elemzése ebben az esetben is a BINGO [Maere ¢és mtsai 2005] eszkozzel tortént, mely az

ismert MPS1-el Osszefiiggd funkciok, mint a sejtciklus szabalyozasa (GO:0022402),

59 http://comppi.linkgroup.hu/protein_search/interactors/P33981/
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mellett 0j funkcidk eléfordulésat is szignifikansnak jelezte, mint a sejtes komponensek
rendezddésében (GO:0016043) és a sejtorganellum elrendezddésében (GO:0006996)

betoltott potencidlis szerep.

Ezen tulajdonsagok egybevetve az MPS1 korabban leirt funkcidival - igy a sejtmagi porus
komplexhez asszocialt lokalizacioval [Liu és mtsai 2003], a sejtmaghértya lebontasat
megeldzd sejtmagi lokalizacioval [Zhang és mtsai 2011], illetve a kromatin szervezdodésre
kifejtett hatasaval [Kagami és mtsai 2014] - felvetik az MPS1 szerepének lehetOségét a
mitozis soran bekdvetkezd sejtkomponens szintli Ujraszervezddésben, igy példaul a
sejtmag Osszeszerelésében. Ez utdbbi folyamatban ismert a nukleéaris poérus komplex

jelentdsége, mely tovabb erdsiti a hipotézist [Kabachinski €s Schwartz 2015].

Az MPS1 kapcsolatainak vizsgalata soran harom olyan masodik szomszédot talaltunk,
melyek kulcsszerepet jatszanak a sejtmag 0sszeszerelésében (Lamin-B2 [Dechat és mtsai
2008], Erbin [Gant és mtsai 1999] és Emerin [Haraguchi €¢s mtsai 2001]). Harom masik
masodik szomszéd pedig a kromatin kondenzéacidé ¢és dekondenzacio epigenetikai
szabalyozasaban vesz részt (Aurora kinaz B [Sabbattini és mtsai 2007] és C [Balboula és

Schindler 2014], valamint a hiszton aciltranszferaz p300 [Wu 1997]).
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Uj sejtmagi funkcidk predikciéja a kinetokor/sejtplazmai
lokalizacioval rendelkez6 MPS1 kinaz esetében

Az MPS1 els6 szomszédsagi haldzata
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BapExs (interakcios megbizhatosagi érték 0,9 felett)

B4DL80
095155

1
P3398

Anafazis promotalé
komplex / cikloszéma tagok

Kapcsolat a
Lamin B2 fehérjével

Custom Settings: Use these controls to filter the data displayed on this page. The
parameters apply to both the guery protein and its interactors. Details

Custom Settings: Use these controls to filter the data displayed on this page. The
parameters apply to both the query protein and its interactors. Details

Localizations: Localizations:

D Cytosol D Mitochondrion Nucleus
L) Extracellular [) Secretory Pathway [ Membrane

Localization Score Threshold: B III Localization Score Threshold: | IIl

Interaction Score Threshold:

FILTER RESET

Species
Number of Interactions

Interaction Score Threshold:

FILTER RESET
Species H._sapiens
3 /40

Number of Interactions

Average Interaction Score Average Interaction Score

18. abra: Az MPS1 lokalizdcio specifikus funkcioi. Az MPSI kindz vizsgadlata soran
eloszor megvizsgaltuk, hogy hadny interakcios partnere talalhato a sejtmagban. Csak

azokat a kapcsolatokat vettiik figyelembe, ahol az  (folytatas a kovetkezo oldalon ->)
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(-> folytatdas az elozo oldalrol) interakcios megbizhatosagi éerték 0.9 felett volt, igy a
sziirés utan a kezdeti 40 kélcsonhato partner szama 28-ra csokkent. Megvizsgaltuk a
mitokondrialis lokalizacioval rendelkezé partnerek lokalizacios viszonyait, melyet a
szinkodok mutatnak. A részletes elemzés soran a piros korrel jelolt anafazis promotadlo
komplex tagjai, illetve a zolddel jelolt VCP fehérje emelkedett ki, mely kozvetett
kapcsolatot biztosit a Lamin B2 felé. Forras: [Veres és mtsai 2015]

A Lamin B2 két els6 szomszédon keresztiil is kapcsolddik az MPS1-hez, melyek koziil
az egyik a VCP fehérje. A VCP ismert szabalyozoja a sejtmaghartya Gjrarendez6désének
[Giittinger és mtsai 2009], valamint szerepe van a DNS kérosodasra adott valaszban is
[Meerang ¢s mtsai 2011], mely funkcioval az MPS1-t is 6sszefliggésbe hoztak [Maachani
és mtsai 2015].

Mindezek mellett az MPS1 harom elsé szomszédja is tagja az anafdzis promotalod
komplexnek (APC/C), mely komplex a Cdc20 fehérje ubiquitinacidjan keresztiil
kulcsfontossagi a mitotikus orsd 0Osszeszerelés ellendrzOpontjanak szabdlyozasaban
[Nilsson és mtsai 2008]. Az APC/C feladata az MPS1 degradacidjanak a medialasa is,
mely segiti a sejtciklusba vald visszatérés koordinaciojat kornyezeti stressz esetén
[Ostapenko ¢és mtsai 2012]. Ez fontos menekiilési utvonal lehet a daganatos sejtek

szamara is.

Emellett érdekes megfigyelés, hogy az MPS1 els6é szomszédjai koziil harom rendelkezik
mitokondrialis lokalizacioval, mely felveti az MPS1 mitokondrialis lokalizaciojanak
lehetdségét. Ezt megerdsito evidencia az MPS1 kapcsolodasa a VDACT ion-csatornahoz,
ezaltal bekeriilése a mitokondriumba, mely lokalizdcidban a citokrom C medialta

apoptozist szabalyozza [Zhang és mtsai 2016].

Mindezek alapjan az MPS1 szerepe a sejtmag Osszeszerelésében tovabbi vizsgalatot és
kisérletes megerdsitést igényel, azonban a felsorolt példdk alapjan jol lathaté az MPS1
szubcellularis lokalizacié szintli szabalyozasa, és ennek a kényes egyensulynak a
felborulasa daganatos sejtekben, melynek szerepe lehet a terapiara adott

valaszkészségben is.
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6.3. A ComPPI adataira épiilo rendszerszintii fehérje transzlokacios adatbazis

bemutatasa
6.3.1. A Translocatome adatbazis altalanos bemutatasa

A fehérjék szubcellularis kompartmenteken beliili megoszlasa dinamikusan valtozik,
mely megoszlast alapvetden befolyasolja a sejten beliili jelatvitel. A fehérjék
szabalyozott, jelatviteli folyamatok hatasara bekdvetkezd helyvaltoztatasat nevezziik
transzlokacionak, melynek a korabban bemutatott rendszerbiologiai definicio értelmében

funkcionalis jelentdséget is tulajdonitunk.

A ComPPI adatkészlete egyszerre tartalmazza a fehérjék részletes szubcelluldris
lokalizacios adatait, illetve az egyes fehérjék kozti fizikalis kolcsonhatasokat. Ez alapjan
lehetéség van a fehérjék interaktomat nemcsak a teljes sejt szintjén, hanem az egyes
kompartmentekre specifikusan is vizsgalni, mint ahogy az egyes fehérjék példain ezt
bemutattam. A transzlokal6dd fehérjék fontos elemei a kompartment szintli
interaktomnak, elengedhetetlen szabalyozé funkcidval, gyakran patoldgids szereppel. A
ComPPI adatainak felhasznaldsaval fejlesztés alatt all 0j adatbazisunk, mely a
transzlokdlodo fehérjéket és azok kdolcsOnhatdsait tartalmazza. Ezt az adatbazist

Translocatome-nak neveztiik el [Dobronyi és mtsai 2016, Mendik ¢s mtsai 2017].

Mivel nem all rendelkezésre atfogd adatkészlet arra vonatkozoan, hogy mely fehérjék
transzlokalodnak, és melyek nem, igy elsddleges célunk ezen fehérjék Osszegylijtése,
illetve ujak prediktalasa volt. A transzlokacio valosziniiségét a rendszerbioldgiai definicid
értelmében a halozatban betoltott szerep €s biolodgiai funkcidk alapjan hatarozzuk meg.
Ehhez elengedhetetlen a fehérjék kolcsonhatasi halozatanak ismerete, illetve az egyes

fehérjékhez tartozo bioldgiai funkciok hozzarendelése.

A fehérjék kolcsonhatasai a ComPPI adatbazisbol keriilnek importalasra, beiktatva egy
szlirést kizarolag azon emberi UniProt SwissProt [The UniProt Consortium 2017]
fehérjék kapcsolataira, melyeknek legalabb egy kisérletesen is megerdsitett szubcellularis
lokalizacidja van, az azonban nem feltétel, hogy a kdlcsonhato partnereknek legyen k6zos
lokalizaciojuk. Az igy kapott hal6zat a ComPPI v1.1 adataira alapulva 12.806 fehérjét, és
azok 145.486 fizikai kapcsolatat tartalmazza. (A ComPPI frissitése a dolgozat
elkészitésének idejében még folyamatban van, igy a Translocatome publikalasa sordn a

legfrissebb elérhetd adatokat fogja tartalmazni.)
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Ahhoz, hogy a fehérjék transzlokacids valdsziniliségét szisztematikusan meg tudjuk
hatérozni, sziikséglink van egy megbizhat6 kézzel gylijtott adatkészletre, mely tartalmaz
biztosan transzlokalodd (pozitiv adatkészlet) és biztosan nem transzlokalédo (negativ
adatkészlet) fehérjéket, segitve a hasonlo tulajdonsagu fehérjék elkiilonitését. Ehhez
részletesen rogzitjiilk az irodalmi gyiijtésbdl szarmazod egyes fehérje tulajdonsagokat,
melyek késobb felhasznalhatéak az eredmények ellendrzéséhez, és az egyes

transzlokalodo fehérjék szerepének mélyrehatobb vizsgalatahoz.

A negativ és pozitiv adatkészlettel lehetdséglink van gépi tanulds segitségével egy
transzlokacios valoszinliséget rendelni a ComPPI-bol szarmazoé fehérjékhez, melyhez az
interaktom haldzatos paraméterei mellett a fehérjék biologiai funkcioira is sziikségiink
van. Ezen funckiokat automatikusan rendeljiilk hozza a fehérjékhez a Gene Ontology

adatainak felhasznél4saval [The Gene Ontology Consortium 2013].

A ComPPI adatbazisbol szarmaz6 fehérjelista, a fehérjék kozti kdlesonhatasok, a kézzel
gyljtott fehérjék €s azok tulajdonsagai, valamint az automatikusan hozzarendelt fehérje
funkcidk adjak a Translocatome adatbazis adatait, melyet a fejlesztés alatt allo webes

feliileten keresztiil lehet bongészni, illetve letdlteni (http://translocatome.linkgroup.hu/).

6.3.2. A transzlokalodo fehérjék kézi adatgyiijtése

A Translocatome adatbéazis alapja a kézzel gyiijtott fehérjekészlet, mely részletes
informaciokat tartalmaz a biztosan transzlokalodo fehérjékrol. Ezek lehetnek egészséges
sejtben eléforduldo athelyezddések, azonban eldfordulnak kizarolag patologias
koriilmények kozott leirt transzlokéaciok is, melyeket nem hasznalunk fel a pozitiv

adatkészletben [Dobronyi és mtsai 2016, Mendik és mtsai 2017].

A kézzel gyljtott készlet folyamatosan novekszik, ezzel is segitve a minél jobb predikcids
lehetdségeket. A dolgozat készitésének idOpontjdban az adatbazis tobb mint 200
transzlokdlodo fehérjére tartalmazott adatokat, mely tulajdonsdgokat a 6. tablazat

mutatja be egy példafehérjén keresztiil.
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6. tablazat: A kézzel gyijtott transzlokalodo fehérjék rogzitett tulajdonsagai

Adatmezo Leiras Példa
UniProtAC A rogzitett fehérje UniProt | Q05397
neve.
Gén név A rogzitett fehérje gén neve. | FAK | FAK1 | PTK2

UniProt teljes név

Referencia

A Lokalizacio

B Lokalizacio

C Lokalizacio

Detekcios modszer

A rogzitett fehérje teljes
neve.

A forras cikk PubMed
azonositoja.

A rogzitett fehérje A
szubcellularis lokalizacioja
nagy lokalizacios
csoportokba osztva. Gene
Ontology cellular
component term azonosito
hasznalata ajanlott.

A rogzitett fehérje B
szubcellularis lokalizacidja
nagy lokalizacios
csoportokba osztva. Gene
Ontology cellular
component term azonosito
hasznalata ajanlott.

A rogzitett fehérje C
szubcellularis lokalizacidja
nagy lokalizacios
csoportokba osztva. Gene
Ontology cellular
component term azonosito
hasznalata ajanlott.

A lokalizécio
meghatarozasara hasznalt

kisérletes modszer.
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Fokalis adhézids kinaz 1

26056081

Nagy lokalizacios csoport:

sejtplazma (GO:0005737)

Részletes lokalizacid: fokalis

adhézi6 (GO:0005925)

Nagy lokalizacios csoport:

sejtmag (GO:0005634)

Nincs ra adat.

Immunhisztokémia
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6. tablazat: A kézzel gyijtott transzlokalodo fehérjék rogzitett tulajdonsagai

(folytatas)

Adatmezo

Leiras

Példa

A Transzlokacios

mechanizmus

B Transzlokacios

mechanizmus

Szerkezeti

informacio

Biolégiai folyamatok

az A lokalizacioban

Bioldgiai folyamatok

a B lokalizacioban

A transzlokacio
mechanizmusa adott két
nagy lokalizacio kozott.

A transzlokacio
mechanizmusa adott két
nagy lokalizacio kozott.
Szerkezeti informacio a
transzlokacio
mechanizmusaval
Osszefiiggésben, igy példaul
lokalizacids szignalok
jelenléte és elhelyezkedése.
Biolodgiai folyamatokban
betoltott szerep az A
lokalizacioban. Gene
Ontology biological process
azonosito hasznalata

ajanlott.

Biologiai folyamatokban
betoltott szerep a B
lokalizécioban. Gene
Ontology biological process
azonosito hasznalata

ajanlott.
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Nincs ra adat.

Nincs ra adat.

Nuklearis lokalizacios
szignal (NLS) a FERM

doménben

sejtmigracio pozitiv
szabalyozasa (GO:0030335) |
sejtosztddas szabalyozasa
(GO:0042127) | sejt alak
szabalyozasa (GO:0008360) |
fokalis adhézio
kialakuldsénak szabalyozasa
(GO:0051893)

transzformalo novekedési
faktor béta2 termelés
serkentése (GO:0032915) |
kemokin (C-C motivum)
ligand 5 termelés serkentése

(GO:0071651)



DOI:10.14753/SE.2018.2134

6. tablazat: A kézzel gyijtott transzlokalodo fehérjék rogzitett tulajdonsagai

(folytatas)

Adatmezo

Leiras

Példa

Biologiai folyamatok

a C lokalizacioban

Interakciok az A

lokalizacioban

Interakciok a B

lokalizacioban

Interakciok a C

lokalizacioban

Jelatviteli utvonal

Patologias szerep

Biologiai folyamatokban
betdltott szerep a C
lokalizacioban. Gene
Ontology biological process
azonositod hasznalata
ajanlott.

Interakcios partnerek listaja
az A lokalizacidban.
UniProt SwissProt
nevezéktan hasznalata
ajanlott.

Interakcids partnerek listaja
a B lokalizacioban. UniProt
SwissProt nevezéktan

hasznalata ajanlott.

Interakcids partnerek listaja
a C lokalizacioban. UniProt
SwissProt nevezéktan
hasznalata ajanlott.
Jelatviteli utvonalak listdja,
melyekben az adott fehérje
szerepet jatszik.

Az adott fehérje patologias
szerepe, amennyiben nem
kizéarolag fiziologias

transzlokaciordl van szo.
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Nincs ra adat.

Nincs ra adat.

P20226 (TFIID) |
P05412 (JUN) | P19838
(NFKB1) | P37231 (PPARG)
| P14859 (OKT1) | P10914
(IRF1) | AGNHTS (NKX5-1)

Nincs ra adat.

Nincs ra adat.

crer

keresztiil a daganatos sejtek
immuntoleranciajanak

kialakulasadban van szerepe.
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6. tablazat: A kézzel gyijtott transzlokalodo fehérjék rogzitett tulajdonsagai
(folytatas)

Adatmezo Leiras Példa

Betegség csoport Az adott fehérje patologias | Daganatos betegségek
szerep esetén milyen

betegség csoportban jatszik

szerepet.
Konkrét betegség Az adott fehérje patologias | Lapham karcinéma,
szerep esetén milyen kolorektalis daganat

konkrét betegségben jatszik

szerepet.

A tablazat a transzlokalodo fehérjék gyiijtése soran kézzel rogzitett adatokat listazza, és
mutatja be a Fokalis Adhézios Kinaz (FAK) példdjan. Ezen adatok csak a kézi gyiijtés
eredmeényét tartalmazzak, az automatikusan annotalt informaciokat nem, mely tovabb

bovitheti az elérhetd adatmennyiséget.

A fehérjék adatait egységesen rogzitjiik, igy segitve eld a folyamatos bovitést, illetve a
kiegészitést mas forrasokbol szarmazo adatokkal. Ez a megoldas egyuttal segiti a

Translocatome kézzel gytijtott adatainak integralasat mas, kiils6 adatbazisokba is.

6.3.3. A fehérjék transzlokaciojanak predikcidja tanulé algoritmussal

A transzlokalodo fehérjék kézi gylijtése magas mindségli adatkészletet eredményez.
Alkalmazhato egy gépi tanuld algoritmus pozitiv adatkészleteként, mely egy adott
fehérjehalmazbol a kivalasztott paraméterek hasonldsaga alapjan meg tudja allapitani,
milyen valosziniiséggel tartozik bele egy fehérje a keresett csoportba. Ahhoz, hogy ezt az
elemzést el tudjuk végezni sziikség van a pozitiv mellett egy negativ adatkészletre is,
illetve meg kell hatdrozni azon paramétereket, melyeket az algoritmus a klasszifikacid

soran felhasznal [Dobronyi és mtsai 2016, Mendik és mtsai 2017].

A pozitiv adatkészlet a bizonyosan transzlokalodd fehérjék koziil azokat tartalmazza,
melyek egészséges koriilmények kozott is eldfordulnak a sejten beliil, hiszen ilyen

transzlokaciora jellemzd fehérjéket keresiink. A negativ adatkészlet szintén egészséges
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sejtekben a bizonyosan nem transzlokal6dd fehérjéket tartalmazza, melyek egyarant
lehetnek csak egy lokalizacioval rendelkezdk, vagy éppen olyan multikompartment
fehérjék, melyek nem rendelkeznek kiilonb6zo funkcioval az egyes kompartmentekben.
Az adatkészlet a dolgozat elkészitésekor tobb mint 200 fehérjét tartalmazott a pozitiv, és

tobb mint 140 fehérjét a negativ adatkészletben.

A gépi tanulds soran azt elemezziik, hogy egy meghatarozott paraméter halmazt vizsgalva
mely tulajdonsagok azok, melyek mentén a legnagyobb bizonyossaggal el tudjuk
valasztani egymastol a negativ és pozitiv adatkészletben szerepld fehérjéket. A kapott
paraméterek mentén a tobbi fehérjét is be tudjuk sorolni a transzlokacios valdszinliségi
érték (ugynevezett evidence score) meghatarozasanak segitségével, mely a gépi tanulo
algoritmus altal szamolt 0 és 1 k6zotti valoszinliség, ahol 0 a biztosan nem transzlokalodo,
¢s 1 a biztosan transzlokalédo fehérjékhez rendelt érték. Ehhez a pozitiv és negativ
adatkészletet két részre osztjuk, egy tanuld és egy validaldé halmazra, és az algoritmus
mindségét azzal mérjiik vissza, hogy a tanuld fehérje halmazok alapjan megallapitott
paraméterek segitségével milyen bizonyossaggal kapjuk vissza a validalo halmaz elvart
tulajdonsdgait, azaz a pozitiv teszt adatok valoban pozitivként, mig a negativak

negativként jelennek meg.

A paramétereket a korabban bemutatott rendszerbioldgiai szemléletii transzlokaldédo
fehérje definicid6 mentén hatiroztuk meg, igy egyrészt haldzatos mérdszamokat (a
fehérjék fokszama, illetve a hidsagi és koztiségi kozpontisdg mérdszdmok), masrészt
bioldgiai tulajdonsdgokat (Gene Ontology bioldgiai folyamat®!, molekularis funkcio®?,
sejten beliili komponens®® [The Gene Ontology Consortium 2013]) vettiink figyelembe.
A halézatos mérészamok esetében feltételezéslink szerint a transzlokalodo fehérjék
altalaban magasabb fokszammal, azaz tobb szomszéddal szerepelnek a halozatban, illetve
szamos utvonal halad rajtuk keresztiil fontos szabalyozé funkcidjuk miatt. A bioldgiai
folyamatok terén a nagyobb szdmu, és egymastol eltéré folyamatokban vald részvételt

feltételezziik.

A gépi tanulés soran tobb algoritmust is kiprobaltunk, melyek koziil az SVM és a neuralis
halozat (neural network) hozta a legjobb eredményeket az eddigi tesztek alapjan. A

tesztelés sordn a tanul6 és validalo adatkészletet véletlenszeriien valasztva a negativ és

1 http://geneontology.org/page/biological-process-ontology-guidelines/
32 http://geneontology.org/page/molecular-function-ontology-guidelines/
33 http://geneontology.org/page/cellular-component-ontology-guidelines/
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pozitiv adatkészletbl 1000 futtatds utdn nézziik meg a tanulds pontossagat. Eddigi
eredményeink alapjan legjobban (80% feletti atlagos pontossag) a neurdlis halozat
klasszifikalja a transzlokalodd fehérjéket (7. tablazat). Az algoritmus tovabbi
pontositasara is lehetdség nyilik a bioldgiai hiiség novelésén keresztiil, igy példaul a
tanulo ¢s validald adatkészletek novelésével, illetve a neuralis haldzat altal kivalasztott
jellemzd paraméterek bioldgiai értelmének vizsgalataval [Dobronyi és mtsai 2016,

Mendik ¢és mtsai 2017].

7. tablazat: A gépi tanulo algoritmus transzlokacio predikciojanak elozetes

eredményessége
¢ . =
= 18 &
. e . = |» |5 |B %
UniProt Fehérje név Adatkészlet |7 | < |2 |2 §
= 22 | &
=555 8
S TFE =
=,
P62805 H4 hiszton negativ I |-1]-1 1
P00747 Plazminogén negativ -1 -1 1 1
P25067 Kollagén alfa-2(VIII) lanc negativ -1 -1 -1 -1
P02545 Prelamin-A/C negativ 1|11 1
P02768 Szérum albumin negativ -1 -1]-1 1
P42684 Abelson tirozin-fehérje kinaz 2 pozitiv 1|11 1
Q05397 Fokalis adhézids kinaz 1 pozitiv I |1]1 1
Eml6 tumor antiosztrogén
P56945 pozitiv 1|-1]1 1
rezisztencia fehérje 1
Q16665 Hipoxia indukal6 faktor 1-alfa pozitiv I|1]1 1
P04150 Gliikokortikoid receptor pozitiv 11171 1
Atlagos predikciés hatékonysag: ;Ul: § c:l\; §

e rer

eredmeényét. A valos talalatok zélddel, mig a hamisak pirossal vannak kiemelve. Jol
lathato, hogy a predikciok hatékonysaga sokkal jobb a pozitiv adatkészlet esetében,
(folytatas a kovetkezo oldalon ->)
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”

(-> folytatas az elozo oldalrdl) azaz a tanulo algoritmus jelen stadiumban tobb hamis
porzitiv transzlokalodo fehérjét prediktal, mint amennyi hamis negativ eredmeényt ad. Az
atlagos eredmény mutatja, hogy a neuralis halozat tulteljesiti a tobbi algoritmust. Az
adatkészletek novelésével és a neuralis halozat fejlesztésével az elozetes eredményeket
meghalado teljesitmény varhato a klasszifikacios algoritmustol [Dobronyi és mtsai

2016, Mendik és mtsai 2017].

6.3.4. A Translocatome kozosségi adatfejlesztésre is alkalmas webes feliilete

A Translocatome adatbazis webes feliilete a felhasznalobarat bongészési és adatletoltési
lehetéségek mellett, a ComPPI-tol eltéréen az adatok kozosségi fejlesztésére is
lehetdséget fog adni. Ehhez kifejlesztettiink egy webes eszkozt (19. abra), mely segiti az
adatok kézi gylijtését, ellendrzését, és a felhasznaloi jogosultsagok kezelésével
lehetdséget ad az adatok szerkesztésére egyszerre szamos felhaszndlo szamara [Dobronyi

¢és mtsai 2016, Mendik és mtsai 2017].

MCF Transloc |Users| |Schemas| Logged in as: Veres Daniel Profile Log out

manual_curation

View on date v CSV export
Filter v Download all as CSV
Set page size v CSV import

Fajl kivalasztasa |Nincs fajl kivalasztva Upload CSV

First Previous 1-25 Next Last

Biological Biological

UniProt Translocation Translocation

UniProt UniProt [ I I Structural
D gene - Reference Localization Al ion B Localization (o] . - process process
protein name information
name A-B B-C (LocA) (LocB)
Gamma- { { LocA -> LocB: LocA: mis- NLS
1 Q16666 IFI16 interferon- 24491427 "major loc.. “"major loc.. null dependent on  localization acetylation on N/A n/a
inducible "nucleus.. "cytopla.. the acetvlation (nucleoolasm  lvsine residues
Single- 24434356 | { { NLS- exportinl- NLS at N- cytidine
AICDA | . . N o
2 Q9GZX7  n1p stranded DNA 12011459 | "major loc..  "major loc.. null dependent dependent terminus | NES deamination
cvtosine 14769937 "cytopla.. "nucleus... active nuclear  nuclear export at C-terminus (GO:0009972)
IGFBP2 | Insulin-like { { { NLS- PSORT II angiogenesis
3 P18065 IBP2 | growth factor- 23435424 "major loc..  "major loc..  "major loc.. dependent identified a .
row - > . (G0:0001525)
BP2 bindina protein "cytopla.. "nucleus... "extrace.. active nuclear classical
Bcl-2 { { MTCH2 is zinc- positive
4 Q16611 BAK1 homologous 24074954 "major loc..  "major loc.. null considered as dependent regulation of  N/A
antaaonist/ki.. "cytopla.. "mitocho.. a powerful homodimeris... apoptotic
BAX | Apoptosis { { INK-mediated Homodimer. binds to 14-3- positive
5 Q07812 BCLoL4  regulator BAX 15071501 "major loc.. “major loc.. null phosphorylati Forms higher 3 (anchor) regulation of
| Bcl-2-like "cvtopla.. "mitocho.. of SFN and oliaomers formina a apobtotic

19. abra: A Translocatome kézi adatgyiijto feliiletének képe. A webes feliilet segitségével
rendszerezve és verzio kovetve lehet majd kézzel adatokat régziteni, mely eldsegiti a
fehérjék tulajdonsagainak gytijtését szamos felhasznalo szamara parhuzamosan. Az abra
ot példa fehérje esetében mutatja be az adatok egy részének megjelenitését a beviteli

feliileten.
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A feliilet kdzvetleniil az adatbazis tartalmat jeleniti meg kiillonb6zd nézetekben, mely
adatbazisban bekovetkezd valtozdsok masodperces pontossaggal visszakereshetdk, igy
adva lehetdséget az adatok korabbi idopontban valdé megtekintésére vagy visszaallitasara,
illetve a bevitt valtoztatasok listazasara. Az adatok felvitelére, illetve letdltésére egyarant

lehetdség van szoveges dokumentumként (CSV) is.

A Translocatome adatait meghivasos, illetve jelentkezéses alapon lehet szerkeszteni,
ezzel ellendrizve, hogy csak kompetens felhaszndlok vigyenek be adatokat vagy
ellendrizzék a masok altal rogzitett informaciokat. Az ijonnan rogzitett adatokat a tervek
szerint azok mennyiségétdl fiiggden, ellendrzést kovetden fél évente fogjuk az éles,

publikus felhasznaloi feliileten is megjeleniteni.
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6.4. A fehérjék térbeli elhelyezkedésének szerepe a daganatos malignitas

meghatarozasaban
6.4.1. A malignus transzformacio kétlépcsos hipotézise

A daganatok kialakulasat egyre inkabb rendszerszintli eseménynek tekintjiik, melyet a
molekularis halozatok kényes egyensulyanak eltolodasa eredményez [Hornberg és mtsai
2006]. A kutatécsoportunk altal készitett, az elérhetd irodalmi evidencidt Osszegzd
hipotézis szerint a daganatok rosszindulati atalakulasa felfoghatdo egy kétlépéses
folyamatként. Ebben a molekularis haldzat a kezdeti allapotbodl eldszor egy flexibilisebb,
plasztikusabb allapotba megy at a korai stddiumt daganatokban, majd onnan visszakertil
egy uj, rigidebb szerkezetbe, mely stabilizalja a kései stddiumt daganatos fenotipust
[Gyurkd €és mtsai 2013, Csermely és Korcsmaros 2013, Csermely ¢és mtsai 2013,
Csermely ¢és mtsai 2015]. Ez a végs6 daganatos fenotipus még mindig plasztikusabb, mint
a kiindulasi allapot, azonban sokkal rigidebb, mint a karcinogenezis koztes allapotainak
molekularis halozata. Ennek feltétele az, hogy a daganatos sejt eldszor kiszakadjon a
megszokott mikrokdrnyezetbdl, és ehhez a plasztikus haldzatos beallitds maximalizélja a
lehetoségeket. Az tutkeresés idszaka utan azonban a fiiggetlen daganatos fenotipust
konzervalva mar stabilabb allapotba keriil, amennyiben nem sziikséges fenntartania a

sériilékenyebb, ugyanakkor flexibilisebb plasztikus allapotot.

A daganatok korai stadiumaban lathato fokozott halozatos plaszticitds megfeleltethetd a
klonalis expanzid jelenségének, mely soran megjelennek a daganatos atalakulast
inicializalo sejtek. A kései stddiumot jellemzd sejtek lehetnek elsddleges daganatos
sejtek, vagy olyan attétet képzo sejtek, melyek mar megtelepedtek az 0j szdvetben és
hozzaszoktak annak mikrokornyezetéhez. Ezen megfigyelések segithetik a molekularis
halézatok viselkedésének megfeleld, kiemelten a plasztikus-rigid atmenetet célzd
daganatos biomarkerek keresését [Chen és mtsai 2012], illetve a megfeleld daganat

ellenes terapiadk tervezését [Gyurko és mtsai 2013] (20. abra).
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Késdi stadiumu

Egeszseges sejt .
daganatos sejt

lllusztrativ
halézat
szerkezet

Zaj, entropia,
heterogenitas, ALACSONY 1

deformabilitds, a
plaszticitas MAGAS KOZEPES

——
y

Gyogyszer
tervezési
stratégia ‘

KOZPONTI HATAS HALOZATOS BEHATAS

20. abra: A daganatok kétlépcsos fejlodésének hdlozatos illusztracioja, bemutatva az
eltéré terapias megkozelités lehetoségét. A daganatok molekularis hadlozatanak
tulajdonsagai eltérnek a korai és késoi stadiumu daganatos sejtek esetében, mely
eltérések egyben kiilonbozo terapias beavatkozasi pontokat is jelentenek. A korai fazist
jellemzo magas plaszticitassal rendelkezé halozatban a csomopontok (I-es jelolés), az
egyes halozatos csoportok kozti hidak (2-es jelolés), és ezen csoportok kozti informacio
terjedésben fontos, sziik keresztemetszetet biztosito elemek (3-as jeldlés) lehetnek az
optimalis célpontok. Ezzel szemben a rigidebb késoi stadiumban a tobb molekulat célzo
beavatkozasok (4-es jelolés), az egyes fontos kélcsonhatasokat modosito (5-0s jelélés),
vagy a halozatos hatast kihasznalva indirekt modon hato gyogyszerek biztosithatjak a
leghatékonyabb beavatkozast. A heterogén daganatos populdcio egyszerre tartalmazhat
korai és késoi stadiumnak megfelelé daganatos sejteket, igy az a kombinalt gyogyszeres
beavatkozdas vezethet a legeredményesebb kezeléshez, mely egyszerre vagy
szekvencialisan alkalmazza mind a kozponti hatason, mind a hdlozatos behatdson alapulo

gyogyszereket. Forras: [Gyurko és mtsai 2013]
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6.4.2. A daganatok kétlépcsés fejlodési modelljét tamogaté molekularis

megfigyelések

A daganatok kétlépcsds fejlodésérdl szold hipotézisiinket szdmos olyan molekuléris
megfigyelés is alatdmasztja, amelyek a fehérjék szubcellularis lokalizaciojaval is
Osszefliggenek. A bemutatott példak olyan fehérjék (8. tablazat), melyek a ComPPI és
Translocatome adatbazisok épitése és kézi adatgylijtése soran keriiltek elemzésre, és az
irodalmi el6zmények olyan szubcellularis lokalizacio specifikus-funkciot tulajdonitanak
nekik, illetve olyan lokalizacié-specifikus funkciot prediktaltunk szdmukra a munkank
soran, amely fontos lehet e fehérjéknek a daganatos malignitas kialakuldsdban jatszott

szerepével kapcsolatban.

Az MPS1 ¢és ERK2 kindzok a malignus proliferaciot a szubcellularis lokalizacidjuktol
fiiggd, kiilonbozo funkcidkkal segitik. A FAK1 kindz, a hTERT telomeraz, a NANOG
transzkripcids faktor, a P53 tumor szuppresszor ¢és a ZEBI1 transzkripcids faktor
bemutatott fehérjék esetében fontos irodalmi adatok utalnak arra, hogy hatasuk mértéke
szubcellularis lokalizaciojuk fiiggvénye lehet. E molekularis jelenségeket amerikai,
norvég ¢és svéd kollégak vastagbél tumorral kapcsolatos 0j epidemiologiai adatai

értékelésének segitésére is felhasznaltuk [Adami és mtsai 2017].

8. tablazat: Példak a daganatos malignitas kialakulasaval osszefiiggd, lokalizacio-

specifikus funkcioval rendelkez6 fehérjékre

Gén név UniProtAC ComPPI / Translocatome | Lokalizacio

A daganatos proliferaciot lokalizacio-specifikus funkcioval elésegité fehérjék 1.

MPSI1 P33981 ComPPI sejtplazma, sejtmag

Az MPSI kinaz esetében kutatdsaink soran felmeriilt [Veres és mtsai 2015], hogy
kompartment alapt bioldgiai funkcionalitdsa lehet. A kdlcsonhatasokat megvizsgalva
kideriilt, hogy a domindnsan sejtplazmai MPS1 sejtmagi lokalizaciéjaban kindz
2016]. A kolcsonhatd partnerek biologiai funkcidjanak vizsgalata felvetette annak
lehetdségét, hogy az MPSI részt vesz a sejtes organellumok szervezddésének
kialakulasdban, kiemelten pedig a sejtmagmembran organizécidjaban, (folytatas a

kévetkezo oldalon ->)
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8. tablazat: Példak a daganatos malignitas kialakulasaval osszefiiggo, lokalizacio-
specifikus funkcioval rendelkezé fehérjékre (folytatas)

Gén név UniProtAC ComPPI / Translocatome Lokalizacio

A daganatos proliferaciot lokalizacio-specifikus funkcioval elésegité fehérjék 1.

MPS1 P33981 ComPPI sejtplazma, sejtmag

(-> folytatas az el6z6 oldalrol) melyet a sejtmagi porus komplexhez kotédését leird
evidencia is megerdsit [Liu és mtsai 2003]. Mindezen funkciok hasznos betekintést
adhatnak az MPS1 szubcellularis lokalizaci6 specifikus bioldgiai funkcidiba, mely az
MPS1 gatlok daganatos betegségekben torténd felhaszndlasnak jobb megértését is
segithetik.

Gén név UniProtAC ComPPI / Translocatome Lokalizacio

A daganatos proliferaciot lokalizacio-specifikus funkcioval elésegité fehérjék 2.

ERK2 P28482 ComPPI és Translocatome sejtplazma, sejtmag

Az ERK2 fehérje a sejtplazmaban foszforilacios partnerein keresztiil negativ €s pozitiv
szabalyoz6 korok résztvevoje, funkcidja pedig szabalyozhatdo a dimer képzddésen
keresztiil. A sejtmagba torténd athelyezddés utan transzkripcionalis represszor funkciot
tolt be a [GSJAAA[GC] konszenzus szekvencidhoz kotddve, mely funkcid teljesen
fliggetlen a sejtplazmai kindz aktivitastol. A sejtmagban szdmos gén promoteréhez
kotddik, tobbek kozott az interferon gamma-indukalta gének kifejezddését csokkenti
[Hu és mtsai 2009a], mely az ERK2 fokozott aktivacidja esetén az interferon altal
medialt tumor ellenes aktivitast csokkenti [Parker és mtsai 2016]. Az ERK fehérje
jelatvitelben betoltott szerepe alapvetden szubcellularis lokalizacio fiiggd, és finoman
szabalyozott a fehérje foszforilaltsaganak a segitségével. Megfigyelhetd, hogy ez a
szabalyozas szorosan Osszefiigg a daganatos sejtek malignitdsanak mértékével is,
bemutatva a szubcellularis lokalizacio fehérje funkcidban és jelatvitelben betoltott
altalanos ¢és esszencidlis szerepét, illetve jelent6ségét a daganatos progresszio

megitélésében.
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8. tablazat: Példak a daganatos malignitas kialakulasaval osszefiiggo, lokalizacio-
specifikus funkcioval rendelkezé fehérjékre (folytatas)

Gén név UniProtAC ComPPI / Translocatome Lokalizacio

A proliferaciot és a metasztazist valosziniileg

lokalizacio-specifikusan eldsegité fehérjék 1.

FAK1 Q05397 ComPPI és Translocatome sejtplazma, sejtmag

A fokalis adhézios kinaz (FAK) egy tirozin kindz fontos sejtmigracié és proliferaciod
szabalyoz6 szereppel. A fehérje hagyomanyos funkcidja sejtplazmai, részt vesz az
integrin és novekedési faktor receptoridlis jelatvitelben. Sejtmagi szerepének ismerete
az elmult években lett egyre kiemelkedébb, mely lokalizacioban fokozza a P53 és
csokkent gyulladasos valaszhoz vezet. A FAK szintén miikddhet ko-transzkripcionalis
szabalyozoként, igy szerepe lehet a transzkripciondlis szabdlyozasban is. A FAK
jelatvitel a fokalis adhéziotol a sejtmagig tehat fontos szabalyozo tengelye a sejteknek,
melynek befolyésolasa terapias célpont is lehet. Megfigyelték, hogy a FAK kinaz
funkcigjanak gatlasa a sejtmagi funkcidt nem érinti, sOt fokozott sejtmagi
felhalmozddast eredményez. Mindez azt mutatja, hogy a FAK lokalizacid specifikus
gatlasa elengedhetetlen a fehérjét gatlé daganatellenes terapiadk tervezésekor [Lim

2013].

Gén név UniProtAC ComPPI / Translocatome Lokalizacio

A proliferaciot és a metasztazist valosziniileg

lokalizacio-specifikusan elosegité fehérjék 2.

hTERT 014746 ComPPI sejtplazma, sejtmag

A transzlokacio jelentdségére példa a telomeraz reverz transzkriptaz fehérje (hTERT),
mely normal testi sejtekben inaktiv, azonban daganatos 0sztodé sejtekben fokozott az
aktivitdsa. Lokalizacigdjat tekintve a sejtplazma €s a sejtmag kozott mozog, mely
egyensuly a sejtciklus fazisatol, a fehérje foszforilacios statuszatol, illetve a DNS
karosodas mértékétdl is fligg. A hTERT sejtmagi lokalizacioja sziikséges funkcidjanak
betoltés¢éhez, a telomer szekvencia meghosszabbitasahoz. A sejtmagba
transzlokalodéasat az AKT altali foszforilacidé aktivalja, azonban emellett az NF-kB
fehérjére is sziikség van, mely moduldlja a transzlokécios folyamatot, és gatlasa
potencialis daganatellenes terapia lehet [Akiyama és mtsai 2003]. (folytatas a kovetkezo

oldalon ->)
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8. tablazat: Példak a daganatos malignitas kialakulasaval osszefiiggo, lokalizacio-
specifikus funkcioval rendelkezé fehérjékre (folytatas)

Gén név UniProtAC ComPPI / Translocatome Lokalizacio

A proliferaciot és a metasztazist valosziniileg

lokalizacio-specifikusan eldsegité fehérjék 2.

hTERT 014746 ComPPI sejtplazma, sejtmag

(-> folytatas az elozo oldalrol) A hTERT szerepét szamos kontextusban leirtdk a
daganatos inicidcidban és progresszidban egyarant [Jafri és mtsai 2016], melyek koziil
kiemelkedik a hTERT metasztazis és daganatos Ossejt-szerli viselkedés promoétald
hatdsa [Liu és mtsai 2013]. Ez a kettdsség felveti a lehetdségét, hogy a hTERT bizonyos
Ossejt-szerl, invaziv vagy €ppen proliferativ viselkedést medidlo funkcidja lokalizacio

alapon is szabalyozott.

Gén név UniProtAC ComPPI / Translocatome Lokalizacio

A proliferaciot és a metasztazist valosziniileg

lokalizacio-specifikusan eldsegité fehérjék 3.

NANOG Q9HI9S0 ComPPI sejtplazma, sejtmag

A NANOG egy embrionalis dssejtekben ismert transzkripcios faktor, melynek fontos
szerepét a daganatos sejtek differenciaciojdban is leirtdk. A NANOG
sejtmagi/perinukledris, illetve mérsékelt sejtplazmai lokalizacioval rendelkezik, mely
utdbbi szerepe nem tisztazott. A NANOG szerepét tobbek kozott loss-of-function
kisérletekben vizsgaltak, ahol kimutattak szerepét a tumorok fejlodésében [Jeter és
mtsai 2009]. Hatasuk van a proliferacio iitemére, a sejtes differenciaciora, illetve tijabb
vizsgédlatok metasztazis elOsegitd hatasat is leirtdk [Watanabe ¢és mtsai 2014].
Osszefiiggés a lokalizacios és funkciondlis diverzitas kozott nem tisztazott, azonban
egy friss kutatds Osszefliggést talalt daganatos altipusok metasztazis képessége ¢és a
NANOG sejtplazmai lokalizacioja kozott [Tamaki €s mtsai 2017], mely megerdsiti

ezen vizsgalatok fontossagat.
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8. tablazat: Példak a daganatos malignitas kialakulasaval osszefiiggd, lokalizacio-

specifikus funkcioval rendelkezé fehérjékre (folytatas)

Gén név UniProtAC ComPPI / Translocatome Lokalizacio

A proliferaciot és a metasztazist valosziniileg

lokalizacio-specifikusan elosegité fehérjék 4.

P53 P04637 ComPPI és Translocatome sejtplazma, sejtmag,

mitokondrium

A P53 az egyik legkdzpontibb tumor szupresszorként ismert daganatos fehérje, mely
szamos patologias funkcidval rendelkezik. Ezek koziil kiemelkedik loss-of-function
mutécioé esetén funkcidjanak kiesése, melynek eredménye tobbek kozott az apoptozis
indukalasnak elkeriilése. A P53 transzkripcionalis aktivitasat a sejtmagban fejti ki, mig
2003]. A loss-of-function hatashoz hasonlé eredmény érhetd el akkor is, ha a P53
szubcellularis lokalizacios dinamikéjat valtoztatjuk. Ennek vizsgalatira az
irodalomban tobb kisérletes eredményt is talalhatunk [Tian és mtsai 2010]. A P53 gain-
of-function mutacidi ezzel szemben a metasztatikus viselkedést tudjak eldsegiteni,
tobbek kozott a sejtmagi transzkripcionalis aktivitas medidldsan keresztiil
[Kastenhuber és Lowe 2017]. Ezek az eredmények bemutatjdk a P53 lokalizacio
specifikus funkcioit, illetve annak dinamikdjanak fontossagat fiziologias és patologias

esetben.

Gén név UniProtAC ComPPI / Translocatome Lokalizacio

A proliferaciot és a metasztazist valosziniileg

lokalizacio-specifikusan eldsegité fehérjék 5.

ZEB1 P37275 ComPPI sejtplazma, sejtmag

A ZEBI transzkripcios faktor, mely szolid daganatokban kulcsfontossagu eleme és
egyben markere az EMT aktivacigjanak, mig példaul kdpenysejtes limfomaban a WNT
jelpalyan keresztiil a daganat novekedését segiti eld [Sanchez-Tillod és mtsai 2014]. Ez
az utvonal kiemelten fontos szerepet lat el az epithelialis differenciacioban. Ez a kettds
fenotipikus viselkedés Osszefiiggésben lehet a ZEBI1 eltérd szubcelllularis
lokalizaciojaval, mely tobbek kozott fontos a YAP fehérje szabalyozasaban, mely a
Hippo jelatviteli ut tagja. A ZEB1 és Y AP fehérjék tobb jelatviteli utat dsszekdtve, mint
példaul a WNT-t és a Hippo-t, daganat promotald hatdssal rendelkeznek, novekedett

metasztazis eséllyel és ebbdl eredden csokkent prognozissal [Lehmann €és mtsai 2016].
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A tablazat a ComPPI és Translocatome adatbazis adatainak kézi gyiijtése, ellenorzése,
és feldolgozasa sordan gyujtott fehérjéket tartalmazza, melyek a daganatok
malignitasanak meghatarozasaban lokalizacio-specifikus funkcioval rendelkeznek. Az
adott fehérje gén neve, UniProt azonositoja és szubcellularis lokalizacioja mellett
feltiintetésre keriilt, hogy az adott fehérje szerepel-e a ComPPI vagy Translocatome

adatbazisokban.

90



DOI:10.14753/SE.2018.2134

7. Megbeszélés

A biologiai folyamatok térbeli és idObeli elkiilonitése az egyik alapvetd szabalyozasi
lehetéség az eukaridta sejtekben, sejtes szervezddésekben. A sejtorganellumok fizikai
jelenléte, azok differencidlasa és feladataik megértése a biokémia egyik nagy erdkkel
kutatott és jol ismert teriilete. Ezzel egyiitt feltételezhetden szamos specidlis sejten beliili
funkcionalis egység var még felfedezésre, melyek a sejten beliili szervezédés dinamikus
¢s plasztikus tulajdonsagainak vizsgalatan alapulhatnak. A jelatvitel sejten beliili
megértéséhez, adott esetben hidnyzé molekuldris biologiai lancszemek felfedezéséhez

[Gough 2016].

A sejtes komplexitds megértéséhez a fizikai szervezddésen tul hozzajarul, ha megértjiik
a molekulak kapcsolatainak rendszerét, melyben a rendszerbiologia eszkoztara lehet
segitséglinkre. A fehérjék kolcsonhatasi héalozata, vagy interaktdémja szamos olyan
szabalyozasi vagy funkcionalis tulajdonsagba enged betekintést, melyet az egyes fehérjék
vagy jelatviteli itvonalak vizsgdlata nem tud feltarni. A magas megbizhatdsagu bindris
fehérje-fehérje kolesonhatasi haldzatok felhasznalasaval lehetdségilink van egy referencia
interaktom felépitésére, melynek eltéréseit a referencia genomhoz hasonlé modon lehet
majd vizsgalni a fiziologias sejtek perturbacidja soran, vagy éppen patoldgias esetben

[Luck és mtsai 2017].

A fizikai sejten beliili szervezdd¢s feltarasa, illetve a sejtek molekularis halézatainak még
teljesebb ismerete azonban csak kéz a kézben vezethet még teljesebb megértéshez. Az
adatrétegek Osszekapcsolasaval megsziiletett a transzomikai megkdzelités [ Yugi és mtsai
2016], mely uj hipotézisek felallitasara ad lehetdséget az egyes adatrétegek

Osszefiiggéseinek feltarasaval.

Az adatok magas mindségll integralasa ¢és felhasznaldsa minden molekularis szinten aktiv
tendencia, ahol kiemelkedik a jelatviteli adatok Osszesitése. Az egyes utvonalak
elnevezésiikben, de a hozzajuk sorolt fehérjékben is kiillonbozhetnek az egyes adatbazisok
kozott, igy azok rendszerezett Osszesitése alapul szolgdl a még jobb jelatviteli
megértésnek nemcsak az utvonalak, hanem a teljes jelatviteli halozat szintjén is [Rahmati
¢s mtsai 2017]. Ezen jelatviteli itvonalak annotalhatok kiilonb6z6 molekuléris adatokkal,
vagy éppen az adatokbol kiindulva rekonstrudlhatok az adott sejt legfontosabb jelatviteli

mintdzatai [Rudolph és mtsai 2016].

91



DOI:10.14753/SE.2018.2134

A dolgozatban bemutatott ComPPI és Translocatome adatbazisok célja az adatok
integraldsa, annotdldsa magas mindségli kézi adatgylijtéssel, és ezen keresztiil az egyes
eltérd biologiai adatok 6sszekotésével 1) bioldgiai hipotézisek feltarasa, melyek tobbek
kozott a daganatos patobiokémia jobb megértését teszik lehetévé. A ComPPI az els6
atfogd fehérje-fehérje kdlcsonhatési adatbazis, mely a kapcsolatokhoz hozzarendeli a
partner fehérjék szubcellularis lokalizacigjat, ezzel lehetdséget adva a bioldgiailag nem
valoszinli kapcsolatok sziirésére, illetve 10 lokalizacio specifikus bioldgiai funkciok

predikcidjara.

A ComPPI interaktom lefedettsége a teljes protedm szintjén kiemelkedéen magas mas
adatbazisokkal Osszehasonlitva [Veres és mtsai 2015]. A forras adatbazisok alacsony
atfedését az adatkészletek 0sszevonasaval oldottuk fel, igy a 9 fehérje-fehérje interakcios
adatbazis és 8 szubcellularis lokalizacios adatkészlet megfelelden nagy mennyiségii
adatot szolgaltat. Az adatbazis Osszeallitasa soran tobb manudlis kurdcios 1€pés segitette
a mindség biztositasat, egyuttal a még teljesebb adatintegracidt. Ebben az integracios
feladatban kiemelkedd jelent0sége van a kiilonb6zo forrasokbdl szarmazo eltérd
felbontasu szubcellularis adatok Osszesitésének a kézzel felallitott lokalizacios fa
segitségével, mely egyértelmii megfeleltetést biztosit a magas felbontasti lokalizacios

adatok szamara az egyes sejtszervecskék szintjén.

A lokalizécios €és az abbdl szdrmazd interakcids megbizhatosagi érték segitségével
lehetdség van magas és alacsony megbizhatésagi interaktomok Ilétrehozéasara a
szubcellularis lokalizacio egyezése alapjan. Ennek hasznalataval olyan kolcsonhatdsok
torolhetok, melyek partnerei nem osztoznak ko6zos lokalizacidoban, mivel a térbeli
elvalasztds miatt biologiailag nem valdszinii, hogy az adott kdlcsonhatés 1étrejon az €16

sejtben.

A ComPPI webes feliiletén keresztiil egyes fehérjékre tudunk keresni azok kiilonb6z6
elnevezéseit haszndlva, a bovitett keresés segitségével faj- és lokalizacio specifikusan. Az
egyes fehérjék taldlati listdja tartalmazza a kapcsolatokat, azok szubcellularis
lokalizaciojat és a kolcsonhatas forrasat. A talalati oldal is sziirhetd, igy kompartmentre,
lokalizacios vagy interakcids megbizhatdsagi értékre specifikus kdlcsonhatasi adatokat
bongészhetiink vagy tolthetiink le. A letolté feliileten keresztiil interaktom szintli
adatkészletekhez jutunk. A kompartmentalizalt adatkészlet fajra szlirhetéen tartalmazza

azon kapcsolatokat, melyek legalabb egy k6zos lokalizacioval rendelkeznek. Lokalizacio
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specifikus letoltés esetén az adott kompartment kapcsolati halojat elemezhetjiik. Az
integralt fehérje-fehérje interakcids adatkészlet fajra specifikusan magaban foglalja az
Osszes elérhetd fizikai kolcsonhatast a fehérjék kozott, lokalizacid specifikus sziirés
nélkiil. Az Osszesitett lokalizacios adatkészlet az egyik legnagyobb elérhetd fehérje
szubcellularis lokalizacié adatforrds, mely a négy fajra kompartment specifikusan

letolthetd fehérje listat szolgaltat.

A ComPPI webes feliilete a http://ComPPI.LinkGroup.hu/oldalon érhet6 el, mely nyilt

forraskodu, igy tovabbi fejlesztése nyitott a tudoméanyos kozosség szamara, melynek
koszonhetden potencidlisan ComPPI alapi adatbazisok létrehozésa is lehetséges. Az
adatkészlet limitacioi kozé tartozik a kisérletes lokalizaciok viszonylag alacsony aranya
(29% a teljes adatkészletben), melynek feloldasara tobb lokalizacios kisérletes adat

integralasat tervezziik.

A ComPPI adatait a megjelenése ota eltelt révid idében is mar szamos kutatocsoport
hasznalta mar fel mas adatbazisok bemeneteként, rendszerszintli elemzésekre, vagy az
egyes fehérjék vizsgalatara. A SignaLink>* [Fazekas és mtsai 2013] és OmniPath™ [Tiirei
¢s mtsai 2016] adatbazisok a ComPPI szubcellularis lokalizacios adatait hasznaljak, hogy
annotaljak az egyes jelatviteli fehérjéket. A kiterjedt ComPPI adatkészlet nemcsak mas
adatbazisok kiegészitd eleme lehet, hanem 6nmagéaban is hasznos forras az interaktom
szubcellularis lokalizacid specifikus elemzésére [Gibson és mtsai 2015]. Ota és
munkatarsai a ComPPI adatkészletén azt vizsgaltak, hogy az interaktdomban csomdpont
szerepet betoltd fehérjék milyen lokalizacidval rendelkeznek, kiemelt figyelemmel a
tobbszords lokalizacioval rendelkezd fehérjékre, melynek segitségével lokalizacio

specifikus funkcidkat allapitottak meg tobb fehérje esetében [Ota és mtsai 2016].

Sajat vizsgalataink a teljes adatkészleten a krotonaz jelentds lokalizacié dependens
szerepét mutattak. A zsirsavak béta-oxidacidjaban fontos fehérje ismert lokalizacioja a
mitokondrium, azonban 71 kolcsonhatd partnere koziil mindossze 8 rendelkezik
mitokondriais kapcsolattal, melyek koziill 5 magas megbizhatosaghi (interakcio
megbizhatosagi értek 0,8 felett), és csak egynek van kisérletes mitokondrialis
lokalizacioja. Ezzel szemben a 71 interaktor koziil 52 rendelkezik sejtplazmai

lokalizacioval, mikozben a 8 mitokondridlis partner koziil 7 esetében is megtalalhato ez

>4 http://www.signalink.org/
33 http://www.omnipathdb.org/
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a lokalizacio. A megfigyelés felveti a krotondz sejtplazmai lokalizacidjanak lehetdségét,
¢és ott betdltott biologiai funkcidjat. A sejtplazmai kapcsolatok bioldgiai funkcidinak
elemzése ramutatott, hogy a krotonaz potencialisan antiapoptotikus szereppel bir. Az
eredmények validdldsara irodalomkutatdst végeztiink, mely mind a sejtplazmai
lokalizaciot [Zhang és mtsai 2013], mind az antiapoptotikus szerepet [ Yeh és mtsai 2006,
Liu és mtsai 2010, Zhu és mtsai 2013] megerdsitette. Ezek alapjan a krotonaz példaja
egyszerre mutatja be a ComPPI szerepét a biologiailag nem valoszinli kapcsolatok
szlirésében, illetve korabban nem ismert, nem konvencionalis lokalizaci6é specifikus

biologiai funkciok predikcidjaban.

A rendszerszinti megkozelités mellett az egyes fehérjék lokalizacido specifikus
interaktomjanak elemzése is segitheti 0j bioldgiai hipotézisek validalasat vagy generalast,
mely hipotézisek egyarant érkezhetnek kisérletes vagy bioinformatikai elemzésekbdl. Az
MPSI kinaz esetében kutatasaink sordn felmeriilt, hogy kompartment alapti biologiai
funkcionalitasa lehet. A kolcsonhatasokat megvizsgalva kideriilt, hogy a dominansan
tisztazott szereppel rendelkezik [Zhang és mtsai 2011]. A koélesonhatd partnerek bioldgiai
funkcionak vizsgalata felvetette annak lehetdségét, hogy az MPS1 részt vesz a sejtes
organellumok szervezddésének kialakulasaban, kiemelten pedig a sejtmagmembran
organizaciojaban, melyet a sejtmagi pérus komplexhez kotddését leird evidencia is

megerdsit [Liu és mtsai 2003].

Az interaktomok vizsgélata protedm szinten, a szubcellularis lokalizaciot figyelembe
véve nemcsak bioinformatikai modszerekkel lehetséges, hanem kisérletes tuton is
[Mardakheh és mtsai 2017]. A fehérjék ko-lokalizaciojanak kisérletes vizsgalata még
tobb evidenciat adhat arra vonatkozdan, hogy az egyes fehérje-fehérje interakciok
partnerei valojaban tartozkodnak-e kézds szubcellularis térben. A fizioldgia mellett
fontos a patologia vizsgélata is, igy példaul a daganatos sejtek egyedi fehérje
kolcsonhatasi halézata. Az OncoPPi [Li és mtsai 2017] egy daganatokra specifikus
fehérje kolcsonhatasi adatkészlet, mely kapcsolatok nem taldlhatdak meg mas, fiziologids
adatokat tartalmazo adatbazisokban. Ezen daganatos kolcsonhatasok elemzése uj
biologiai szabalyozo funkciok feltarasara ad lehetdséget, melyek késobb beépithetdk
atfogobb modellezési rendszerekbe. Ilyen modell példaul az EMT folyamatot leiro

dinamikus jelterjedést vizsgald haldzat [Steinway és mtsai 2015], mely az EMT

94



DOI:10.14753/SE.2018.2134

folyamatanak kulcsfontossdgu szabalyozod molekulait hatdrozza meg a kdlcsonhatési

crer

Szamos elemzés €s azokra épiilé adatkészlet foglalkozik a fehérjék kompartmenteken
beliili ko-lokalizacidjaval, azonban ez a fajta vizsgalat a statikus allapotot tiikrozi. A
fehérjék az egyes kompartmentek kozott helyet tudnak véltoztatni, melyet
transzlokacionak neveziink. Ennek elemzése azonban dinamikus, az egyes lokalizaciokon
beliili fehérje koncentracio valtozasokat figyelembe véve lehet a teljes képet megalkotni
a funkcionalis aktivitasr6él. A ComPPI adataira épiilve célunk, hogy megalkossuk az elsd
rendszerszintli fehérje transzlokaciot is modellezd jelatviteli dinamikus modellt, melyhez

azonban informécidra van sziikségiink az egyes transzlokal6do fehérjékrol.

A Translocatome [Dobronyi és mtsai 2016, Mendik és mtsai 2017] az els¢ adatbazis,
mely kézi adatgytijtésen és gépi tanuld algoritmuson alapuld predikcio segitségével
listdzza azon fehérjéket, melyekrdl ismert vagy feltételezhetd, hogy transzlokalddnak a
sejten beliil. Az adatkészlet jelenleg tobb mint 250 fehérjére tartalmaz részletes adatokat
a transzlokéaci6 iranyar6l, ha elérhetd annak mechanizmusarol, kapcsolodo
fehérjeszerkezeti aspektusokrol. Emellett gyiijti, hogy az egyes fehérjék lokalizacio
specifikusan milyen funkcidéval rendelkeznek, és milyen specidlis interakciokat
alakitanak ki egyik, vagy masik lokalizaciéban. Sok transzlokdlodd fehérje szerepet
jatszik patologids allapotokban is, mely elérhetd adat esetén szintén szerepel az

adatbazisban.

A kézzel gyijtott adatkészlet nemcsak biztosan transzlokalodo fehérjéket tartalmaz,
hanem biztosan nem transzlokaloédokat is, melyek lehetnek csak egy megadott
lokalizacioban, vagy barhol a sejten beliil. A két adatkészlet hasznéalhat6 tanito adatként
egy gépi tanuld algoritmus szamara, mely a ComPPI-bol atemelt fehérjékre egy
transzlokacios valoszinliséget prediktal haldzatos €s funkcionalis paraméterek alapjan.
Ennek segitségével a kézzel ellendrzott adatkészlet is folyamatosan bdviil, hiszen a
transzlokalodonak prediktalt fehérjéket az irodalomban talalhaté evidencidk alapjan be
tudjuk emelni a valoban transzlokalodo fehérjék halmazaba. A gépi tanuld algoritmus
nyilt forraskodu, és a paraméterek is valtoztathatok, igy lehetdség van nemcsak a ComPPI
interaktomon, hanem mas halozatokon is tesztelni a rendszert, ami tovabbi lehetdségeket

nyit a predikciok visszaellendrzésére, valamint uj fehérjék gytijtésére.
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A Translocatome fejlesztés alatt all6 webes feliilete (http://translocatome.linkgroup.hu/)
két 6 elembdl all, melyek a kézi adatgytijtésre szolgald adatbevitelt tdimogatd webes
eszkoz, illetve a késdbb telepitésre keriild, felhasznalokat kiszolgalo adatmegjelenitd
oldal. Az elébbi eszkoz alkalmas arra, hogy tobb felhasznald egyszerre hozzaférjen az
adatkészlethez, ellendrizze a bevitt adatokat, vagy 1) fehérjékre vonatkozé informacidkat
vigyen be a rendszerbe. Az adatbevitel meghivasos alapon torténik, azaz megfeleld
kompetencia esetén ellendrzés mellett lehetdség van az adatkészlet bovitésére, melyet
terveink szerint ellendrzés utan fél évente fogunk frissiteni az éles adatbazisban. Jelenleg
négy kurator dolgozik azon, hogy az adatkészlet terjedelme €s mindsége egyre nagyobb

legyen, ezzel biztositva a még jobb mindségii predikcidk létrehozasat.

A felhasznalokat kiszolgald webes eszkoz f6 célja a transzlokalodo fehérjék listazasa €s
az egyes fehérjékhez tartoz6 informdciok rendszerezett megjelenitése. A bongészési
feliileten listazodnak az aktudlis verzidoban kézzel gytijtott transzlokalodo fehérjék, illetve
a legmagasabb predikcios értékkel rendelkezok. A letoltési feliileten lehetdség van a tejes
adatkészlet letoltésére, mely egyszerlsiti a Dbioinformatikai elemzéshez vald

felhasznalast.

Szamos transzlokalodo fehérje ismert, melyek szerepe patologias allapotokban
kiemelkedd. A legtobb ismert patologias transzlokdciéo daganatos betegségekkel fiigg
Ossze, ahol a transzkripcids faktorok sejtplazma — sejtmag lokalizacios egyensulya
felborul. A transzkripcids faktorok a sejtplazmaban transzkripciondlis aktivitasuktol
fliggetlen feladatot toltenek be (mint lattuk az ERK2 esetében), vagy nyugalmi helyzetben
vannak mieldtt a sejtmagba keriilve kifejtik hatdsukat a génkifejezddésre. Ez a
transzlokacié egy kényes szabalyozasi [épés, hiszen a fokozott dthelyezddés emelkedett
transzkripcionalis aktivitast eredményez, mely végsé soron daganat inicidcidhoz vagy
progressziohoz vezethet. Ugyanigy a masik iranyban a sejtmagi transzlokaci6 gatlasa

terapias célpont lehet egyes daganatos betegségekben [Hill és mtsai 2014].

A transzlokacid jelentOségére példa a telomeraz reverz transzkriptdz fehérje (hTERT),
mely normal testi sejtekben inaktiv, azonban daganatos 0szt6do sejtekben fokozott az
aktivitdsa. Lokalizacidjat tekintve a sejtplazma €s a sejtmag kozott mozog, mely
egyensuly a sejtciklus fazisatol, a fehérje foszforilacios statuszatol, illetve a DNS
karosodas mértékétdl is fiigg. A hTERT sejtmagi lokalizacigja sziikséges funkcidjanak

betdltéséhez, a telomer szekvencia meghosszabbitasdhoz. A sejtmagba transzlokalodasat
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az AKT 4ltali foszforilacio aktivalja>®, azonban emellett az NF-kB fehérjére is sziikség
van, mely modulalja a transzlokécios folyamatot, és gatldsa potencialis daganatellenes

terapia lehet [Akiyama €és mtsai 2003].

Egy masik példa a fokalis adhézios kindz (FAK), mely egy tirozin kindz fontos
sejtmigracio és proliferacio szabalyozd szereppel. A fehérje hagyomanyos funkcidja
sejtplazmai, részt vesz az integrin €s ndvekedési faktor receptorialis jelatvitelben.
Sejtmagi szerepének ismerete az elmult években lett egyre kiemelkedébb, ahol fokozza a
csokkent gyulladasos valaszhoz vezet. A FAK szintén miikddhet ko-transzkripcionalis
szabalyozoként, igy szerepe lehet a transzkripciondlis szabalyozasban is. A FAK jelatvitel
a fokalis adhéziotdl a sejtmagig tehat fontos szabalyozo tengelye a sejteknek, melynek
befolyasolasa terapids célpont is lehet. Megfigyelték, hogy a FAK kindz funkcidjanak
gatldsa a sejtmagi funkcidt nem érinti, sét fokozott sejtmagi felhalmozdodast eredményez.
Mindez azt mutatja, hogy a FAK lokalizacid specifikus gatldsa elengedhetetlen a fehérjét

gatlo daganatellenes terapiak tervezésekor [Lim 2013].

Ez a két példa is alatamasztja, hogy az egyes kulcsfontossagu transzlokaldédo fehérjék
komplex szabalyozas alatt allnak, melynek rendszerszintii vizsgalata elengedhetetlen a
biologiai folyamatok jobb megértésének érdekében. Léteznek modellek egyes fehérje
transzlokaciok hatdsanak jelatviteli elemzésére, mint példaul a P53 esetében [Elias és
mtsai 2014], azonban a transzlokacids folyamatok atfogé modellezése még varat magara.
A munka tovabbi tervezett része a Translocatome és a ComPPI adatainak felhasznalasa
egy dinamikus jelatviteli halozati modell épitésére, melynek segitségével a transzlokécio

fiziologiaja és patologias hatasai Gj megkozelitésbol vizsgalhatok.

A daganatok inicidcioja €és progresszioja szamos ponton szabalyozott, bonyolult jelatvitel
eredménye, mely az egyes sejtek szintjén tal a sejtek kozott is medialja a daganatos
fenotipust jellemzd tulajdonsagok kialakulasat. A korabbiakban bemutatott sejten beliili
elhelyezkedésen alapuld szabalyozas, példaul az ERK2 esetében [Zehorai és mtsai 2010]
alatdmasztja a kiilonb6z6é molekuléris szabalyozasi korok altal befolyasolt transzlokécio
fontos szerepét a daganatok invazivitasdnak meghatarozasdban, mely lehet dominansan
proliferacié vagy invazivitds fokozé hatdsu [Tulchinsky és mtsai 2014]. Ez a két

viselkedés alapvetden elkiilonitheté egy gyorsan osztdodod fenotipusra rapid tumor

%6 http://www.uniprot.org/uniprot/Q14746/
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novekedéssel, de sokszor limitalt invazivitassal, valamint egy alapvetéen metasztatikus

hajlammal jaro, lassabb osztddasi litemet mutaté malignusabb tumor tipusra.

Ezt a kettds viselkedést jellemezhetjiik halozatbiologiai szempontbol, melyre kisérletet
tettlink kutatdécsoportunk szamos kozleményében, Osszefoglalva az elérhetd irodalmi
evidencidkat [Gyurko és mtsai 2013, Csermely €s Korcsmaros 2013, Csermely és mtsai
2013, Csermely ¢és mtsai 2015]. A rosszindulatt daganatok kialakuldsdnak ¢és
progressziojanak rendszerszintli kétlépcsés modellje szerint elkiilonithetd egy kezdeti
flexibilis, plasztikus allapot, illetve egy késobbi rigidebb, stabilabb molekuléris haldzat.
Az els6 stadium felfoghat6 egyfajta utkeresésként, ahol a transzformalodd sejtek
igyekeznek megtaldlni a szamukra optimalis szabadsagot ny(jt6 molekularis halézatos
allapotot, mely specidlisan megfelel az adott genotipusnak és mikrokdrnyezetnek. Ez a
flexibilis allapot kiemelkedd adaptacios képességet jelent, hiszen a valtozd kornyezetre
1s képes gyorsan reagalni, példaul génexpresszids szabalyozas valtoztatasaval. A
plaszticitas azonban egyuttal sériilékenységet is jelent, sz€élsdséges kdrnyezeti valtozasok
esetén nem képes reagalni a behatasokra, éppen kornyezeti fliggdsége miatt. A rigidebb
kései stadium elérése azt segiti, hogy a daganatos sejt fliggetlenedjen kornyezetétol, és

képes legyen 6nallo viselkedésre.

A flexibilisebb allapot tehat egy gyorsabb osztodasi iitemmel jellemzett, alapvetden
adaptiv, de viszonylag sériilékeny allapot, ahol a daganat a mikrokdrnyezet €s sajat
molekularis tulajdonsaginak megfelelden keresi az 6nallosodasra optimalis fenotipust. A
rigid allapot kevésbé adaptiv, azonban az adott mikrokdrnyezethez alkalmazkodva sokkal
invazivabb fenotipust vehet fel, ezzel eldsegitve a lokalis és tavoli metasztazisok
képzddését. Ez a két allapot azonban nem linearisan koveti egymast, hanem egy
dinamikus egyensuly eredménye mind az egyes sejtek, mind a daganatos sejtek
daganatos molekularis halozat [Csermely és mtsai 2015]. A két fenotipus kdzotti &tmenet
képezi a rendszer legsériilékenyebb allapotadt, melynek biomarkerekkel torténd
felismerése eldsegitheti a daganat ellenes terapiak még hatékonyabb célzasat [Chen és

mtsai 2012].

A kétlépcsOs hipotézist szamos kisérletes és klinikai evidencia tdmogatja [Gyurkd €s
mtsai 2013, Csermely és Korcsmaros 2013, Csermely és mtsai 2013, Csermely és mtsai

2015], azonban a stadium-specifikus adatok mennyisége limitalt, mely segitené a
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molekularis halozat karakterizalasat valds betegadatokkal. Rendszerszintli molekularis
adat altalaban a két végallapotban, az egészséges szOvetre ¢és a mar kialakult kései
stadiumu tumorra érhet6 el. Az adatok hianya neheziti a molekularis halozat szerkezeti
¢s dinamikus valtozasdnak iddbeli lekovetését, €s igy a malignitast és metasztazist
elésegité molekularis eltérések meghatdrozasat. A daganatos Ossejtek, illetve dormant
allapotban 1évé sejtek elkiilonitése, és ezek elemzése lehetdséget adhat a hidnyzo

plaszticitassal és evolvabilitassal 6sszefliggd rendszerszintli haldézatos megfigyelésekre.

A Kklinikai evidencia és a daganatos molekularis hdlozat alalakuldsanak kétlépcsds
hipotézise egyiittesen megalapozza a megfigyelést, miszerint a gyorsan ndvekvo
daganatok altaldnossagban kevésbé hajlamosak metasztazis kialakitasara, ¢és
megnovekedett szenzitivitasuk miatt jobb terapias valaszt mutatnak a klinikumban. Ezzel
szemben a lassabb osztddasi iitemet mutatd daganatok gyakrabban invazivak és adnak
tavoli metasztazisokat, mely csokkenti terapias valaszkészségiiket [Adami és mtsai
2017]. Ez a kettos viselkedés széleskdrben megfigyelhetd, azonban kiemelt jelentdsége
van az egyes daganatos sejtpopulaciok egyedi elemzésének, hiszen a kiilonb6zo
fenotipussal rendelkez6 sejtek egyensulyanak eltérései miatt az agressziven ndvekedd és
0szt6do tumorok is adhatnak metasztazist, és a lassan novekedo tumorok is lehetnek non-
invazivak, mint ahogy azt szdmos aszimptomatikus indolens tumor diagnézisa is mutatja

[Adami és mtsai 2017].

A daganatok kozti heterogenitas [Burrell és mtsai 2013] miatt kiemelkedd fontossagl a
betegekre specifikus omikai adatokon alapul6 prediktiv terapia tervezés, melynek alapja
lehet a mind proliferativ, mind metasztatikus viselkedésre specifikus biomarkereket
tartalmazd diagnosztikai eszkoztar. A daganatos sejtek plasztikus és rigid allapotat
egyarant gatlo kezelés birhat a legnagyobb hatékonysaggal a terapids valaszkészség
maximalizalasaban, illetve a késobbi recidiva elkeriillésében, a rezisztencia
kialakulasdnak minimalizalasban. A molekularis halozatok célzésa lehetséges kdzponti
molekulak targetaladsaval (Ggynevezett central-hit terapia), vagy a halézatos szomszédok
medialasan keresztiil (Ggynevezett network influence stratégia) [Csermely és mtsai 2013].
A precizidos onkologia f6 kihivasa [Prasad és mtsai 2016] a kiilonbozé daganatos
sejtallapotok, €és ezen keresztiil a diverz daganatos sejtpopulédcié minél hatékonyabb

célzésa jol megtervezett személyreszabott terapidval.
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A klinikumban megfigyelhetd, hogy a magas osztodasi rataval rendelkezd daganatok
hamarabb mutatnak klinikai tiineteket, ami korai fazisban segiti a diagnosztikat, melyet
altalaban agressziv terapia kovet. Ezzel szemben a lassan névekvo tumorok csak késoi
stadiumban keriilnek felfedezésre, gyakran csak masodlagos tumorok jelenléte okoz
klinikai tiineteket, mely stddiumban a kezelések hatékonysdga sokkal csekélyebb. A
molekularis haldzat tulajdonsagai alapjan logikus lenne, hogy a gyorsan oszt6do, korai
stadiumban felismert tumorok ellen kevésbé drasztikus terapidkat alkalmazunk, mig a
késdi stadiumban felismert tumorok korai diagnosztikajat stirgessiik. Nem ismert azonban
a gyorsan novekvd daganatok valaszkészsége enyhébb kezelés hatasara, kiilondsen az
invaziv fenotipusra valtas valosziniisége novekedhet. A lassan ndvekvd tumorok esetében
pedig a korai kezelés potencidlis hatasaival kapcsolatban limitalt a klinikai evidencia.
Mindezek alapjan egyértelmli, hogy a minél pontosabb molekuléaris diagnosztika
elengedhetetlen a valds személyreszabott terdpia koranak eléréséhez, azonban tovabbi

kisérletes ¢és klinikai evidencia sziikséges ezek megalapozasahoz.
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8. Kovetkeztetések

Doktori munkam sordn a fehérjék térbeli elhelyezkedésének szerepét vizsgaltam a
fehérje-fehérje kolcsonhatasi halozatban, mely rendezettség elengedhetetlen feltétele a
megfeleld egészséges sejtes jelatvitel fenntartasdnak. Daganatos sejtekben ez a rendszer
gyakran felborul, melyre dolgozatomban szdmos példat mutatok be. A fehérje-fehérje
kolcsonhatasok sejtkompartment szintli elemzése lehetdséget ad a fontos jelatviteli
folyamatok térbeli vizsgalatira, igy példaul a fehérje transzlokéacid rendszerszinti

predikcidjara €s hatdsanak elemzésére.
A dolgozatban bemutatott legfontosabb 1j eredmények:

1. Megalkottuk az els6 kompartmentalizalt fehérje-fehérje kolcsonhatasi adatbazist, a

ComPPI-t [Veres és mtsai 2015, http://comppi.linkgroup.hu/], mely az egyik legnagyobb

felhasznald-barat interakcids és lokalizacios adatforras.

2. Megalkottuk a Translocatome adatbazist (http://translocatome.linkgroup.hu/), amely

az emberi sejtekben a transzlokacid utjan a jelatviteli szabalyozéasban szerepet jatszo
fehérjék elsd szisztematikusan gylijtott €s annotalt adatkészlete [Dobronyi és mtsai 2016,
Mendik és mtsai 2017]. Példakat gytijtottiink a kompartmentalizacio6 és a transzlokacid

szerepére a malignus elvaltozasokban.

3. Halozatos munkdaink tapasztalatai alapjan megalkottuk a malignus transzformacio
kétlépcsOs hipotézisét. Az egészséges sejtbol eldszor egy plasztikus, a kornyezeti
hatdsokra gyorsan reagéalni képes pre-malignus halozat jon létre. Ezt kdvetden a
molekularis hal6zat rigidebbé valik, és ezzel stabilizalja az 11, sok esetben metasztatikus
fenotipust [Gyurkd és mtsai 2013, Csermely ¢és mtsai 2015]. A transzlokacidval
kapcsolatos molekularis adatok és hipotézisiink segitette az amerikai, norvég ¢és svéd
kutatok vastagbél tumorral kapcsolatos, 0j epidemioldgiai adatainak értelmezését,
amelyet egy kollaboraciés kozleményben foglaltuk G6ssze [Adami és mtsai 2017].
Munkank szerint a megfigyelésnek klinikai jelentdsége lehet a daganat megel6z6

szlirések, illetve a terapia tervezéskor, valamint az utdnkdvetés soran.

A legfontosabb 1j eredmények Gsszefoglalasat az alabbi fejezetek tartalmazzak.
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8.1. A ComPPI adatbazis és webes feliilet fehérjék kompartment specifikus

funkcionalis elemzésére

Megalkottuk az elsé kompartmentalizalt fehérje-fehérje kolcsonhatdsi adatbazist, a
ComPPI-t [Veres és mtsai 2015], mely 9 fehérje-fehérje interakcids és 8 szubcellularis
lokalizacios adatforrast Osszegezve az egyik legnagyobb elérhetd interakcids ¢és
lokalizéacios adatforras. A kialakitds soran szdmos kézi ellendrzé €s adatfeldolgozo 1€pés
felhasznalobarat webes feliilet segitségével lehetdség nyilik egyes fehérjék szubcellularis
lokalizacio specifikus interaktomanak elemzésére, valamint kompartment specifikus

interaktomok letoltésére tovabbi elemzés céljabol.

A ComPPI adatain alapulva rendszerszintli elemzéseket végeztiink, melynek
eredményeképpen két fehérje, a krotonaz és az MPS1 esetében azonositottunk 1) bioldgiai
funkcidkat, melyek egy részére megerdsitést taldltunk az irodalomban. A krotonaz
esetében a szomszédsagi haldzat alapjan prediktalt sejtplazmai lokalizaciéra talaltunk
evidenciat, mely konszenzusban volt a mar leirt eredményekkel daganatos sejtekben
[Zhang és mtsai 2013]. A kdlcsonhato partnerek elemzése kimutatott apoptozis gatlassal
Osszefliggd biologiai funkcidkat is, mely megerdsiti a krotonaz feltételezett funkciojat

rakos megbetegedésekben [Zhu és mtsai 2013].

Az MPS1 kinaz interaktom vizsgalata a sejtmagi lokalizaci6 fontossagat mutatta, melyre
sporadikus irodalmi adatok is elérhetdek [Zhang és mtsai 2011]. Az interaktom alapjan
az MPS1 ¢és szomszédjainak biologiai funkcionalis elemzése felvetette a lehetdségét,
hogy az MPSI1 fontos szereppel bir a sejtmag membran ujra szervezddésében osztodas
utan, melyet szdmos, eddig nem Osszegzett evidencia erdsit meg, példaul az MPS1

kapcsolata a sejtmag porus komplexszel [Liu és mtsai 2003].

Megfigyeléseink bioinformatikai mdodszereken és az elérhetd adatokon alapulnak, igy a
kisérletes validacio elengedhetetlen a prediktalt funkcidk bizonyitasara. Azonban
bizonyitas nélkiil is lathatd, hogy a fehérjék szubcelluléris lokalizacidja hogyan tudja
befolyasolni azok kapcsolati halgjat, és ezen keresztiil biologiai folyamatokban betdltott
szerepiiket, melynek kiemelt jelent6sége van a daganatok kialakulasdban ¢és

progressziojaban.
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A Translocatome adatbézis az elsd adatkészlet, mely szisztematikusan gytijti és annotalja
az emberi sejtekben transzlokéacid utjan jelatviteli szabdlyozasban szerepet jatszo
fehérjéket [Dobronyi €s mtsai 2016, Mendik ¢s mtsai 2017]. Az adatbazis magja egy
kézzel gyljtott adatkészlet, mely részletesen bemutatja a transzlokalodo fehérjék
tulajdonsagait, és a kézzel gylijtott biztosan nem transzlokalodo fehérjékkel kiegészitve

alkalmas tanuldkészlet tovabbi fehérjék transzlokacios valdszintiségének predikciojahoz.

crer

melyhez felhasznaltuk a dolgozat elkészitésének idOpontjaig Gsszegyiijtott tobb mint 200
transzlokalodo fehérje feldolgozas kozben megismert tulajdonsagait. A definicio alapjan
Osszegyjtottiik azokat a fehérjéket jellemzo paramétereket, melyeket felhasznalhatunk a
gépi tanulds sordn a transzlokacid valoszinliségének meghatarozasara, mely algoritmus a

kezdeti elemzések soran 80% feletti pontossaggal prediktal transzlokalodo fehérjéket.

A Translocatome-mal kapcsolatos munka még folyamatban van. A hatralévo
munkafizisok célja az adatbazis teljes megalkotdsa mellett a felhasznalobarat webes
feliilet véglegesitése, kiegészitve egy bejelentkezés utan elérhetd feliilettel, ahol lehetdség
van az adatok attekintésére, javitasara, és 0j fehérjék vagy hozzajuk tartozo informaciok
bevitelére. Ez a kézi adatgytijto feliilet segiti majd a Translocatome k6zosségi fejlesztését,

igy a minél kiterjedtebb és megbizhatobb adatok rogzitését.

A transzlokal6do fehérjék jelentdsége daganatos betegségekben kiemelt fontossagu,
szamos esetben az egészséges transzlokacids egyensuly felborulasa is kozrejatszik a
daganatok kialakuldsdban és progresszidjaban, illetve el6fordulnak csak patologias
esetben megfigyelhetd athelyezddések is. Az adatok Osszegytiijtése utan a teljes sejtes
jelatvitel kontextusadba helyezve rendszerszinten tervezziik modellezni a transzlokacid
hatdsait, ezzel 1) terdpids beavatkozasi pontokat, vagy érzékenységet jellemzo

biomarkereket azonositva.

8.3. A malignus transzformacié kétlépcsos hipotézise és ennek szerepe a daganatos

progresszio megitélésében

Az irodalmi evidencia és eddigi kutatasi eredményeink Osszegzése alapjan a daganatok
kialakulasat és progressziojat egy kétlépcsds folyamatként irtuk le, melyre jellemzod a

molekuléris halozat viselkedésének valtozasa. A kezdeti nyugalmi allapotbol el6szor egy
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flexibilis, a kornyezeti hatdsokra plasztikusan reagalni képes haldzat jon létre, mely
jellemzd a daganatok korai fazisaban észlelhetdé adaptacidos folyamatokra. A korai
stadiumu daganatok progresszidja soran a molekularis haldézat megszilardul, rigidebbé
valik, ezzel bedgyazodva ¢és stabilizalva az ) daganatos fenotipust [Gyurkd €s mtsai

2013, Csermely ¢és Korcsmaros 2013, Csermely és mtsai 2013, Csermely és mstai 2015].

A két allapot azonban nem elengedhetetleniil linearisan koveti egymast, hanem
dinamikusan valtakozik, mely segiti a daganatok Uj kornyezeti hatasokhoz torténd
alkalmazkodasat, mint amilyenek a daganat ellenes terapidk is. Az alkalmazkodo,
plasztikus allapot és a beagyazott, rigidebb allapot nemcsak idében, hanem térben is
differencialodik. A daganatos sejtes populacio egy része Ossejt szerl jegyeket hordoz, és
adaptacids inger hidnyaban dormant allapotot vesznek fel [Kleffel és Schatton 2012,

Csermely és mtsai 2015].

Megfeleld koriilmények esetén a stabilizalt, rigidebb molekularis halézattal rendelkezo
daganatos sejtek osztodasa jelentds mértéki lehet, igy a tumor mérete gyorsan novekszik.
Kezelés kovetkeztében a kiilsé koriilmények negativ irdnyba mozdulasanak hatasa
visszafoghatja az osztédas litemét, és a dormant allapoti daganatos Ossejtek
aktivaciojaval egy plasztikusabb molekuléris valasz alakul ki, ahol az 0j kornyezet

keresése, igy az attétképzési hajlam keriil el6térbe.

A két folyamat egyensulyanak szabalyozésa a teljes jelatviteli halozat szabalyozésa alatt
al [Huang és Ingber 1999, Coghlin és Murray 2010], mely nemcsak az egyes sejtek
szintjén, hanem a sejtek kozott is medidlja a kommunikaciot. A daganatos sejtek és a
mikrokdrnyezet kolcsonhatd sejtjeinek halozatos szerkezete és dinamikéja egylitt
szabalyozza ezt az egyensulyt, és valasztja el egymastol a ndvekedésre €s attétképzésre
valo hajlamot, ezzel segitve a daganatok minél effektivebb alkalmazkodasat és talélését.
Sajat munkankat és ujonnan kozolt epidemioldgiai adatokat is tartalmazé kollaboracios
kozleményben foglaltuk Ossze, hogy a megfigyelésnek klinikai jelentsége lehet a
daganat megeldz6 sziirések, illetve a terapia tervezéskor, valamint utankdvetés soran

[Adami és mtsai 2017].

8.4. A szamitogép-vezérelt személyre szabott onkoldgia, mint a rendszerbiologia uj

felhasznalasi médja

A bemutatott adatkészletek, webes alkalmazasok €s biologiai hipotézisek a szamitogépes

biologia eszkdztaranak egy kis szeletét mutatjak be, mely eszkoztarat az egyre ndvekvd
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kisérletes adattomeg rendszerezésére, Ujragondolasara, és kovetkeztetések levondsara
hasznosithatjuk. A személyre szabott orvoslas és ,,big data” korszaka bekdszontott az
onkologidba, ahol a felhasznalas eredményességének kulcsa az adatok mennyiségén tul

azok megbizhatosaga, és az adatokon alapul6 prediktiv modellek megalkotasa.

Az adatok integracidja az egyes adatrétegek megfeleld tulajdonsagainak parositasaval
segiti olyan szamitogépes modellek megalkotésat, ahol a jelatviteli folyamatokat az adott
daganatos tipusra szabva tudjuk vizsgalni. A rendszerszintli modellek megalkotdsa utan
sziikséges a hatékony és prediktiv algoritmusok felépitése, melyek elemzik és értékelik
az adatokat [Fekete és mtsai 2016]. A szdmitogépes szimuldciok parositva a mesterséges
intelligencia eldnyeivel szamos olyan lehetdséget adnak a kutatok és klinikusok kezébe,
mely kordbban nem allt rendelkezésre, segitve mind a daganatos megbetegedések
megeldzését azok jobb megértésén keresztiil, mind a hatékonyabb gydgyszer fejlesztési

folyamatot és személyre szabott terapia valasztast.
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9. Osszefoglalas

A fehérjék sejten beliili elhelyezkedése alapvetden befolyasolja a kiilonb6zd biokémiai
folyamatok, igy a sejtes jelatvitel térbeli és iddbeli szabalyozasat. A fehérjék
sejtorganellumok kozotti athelyezddése fontos funkcionalis kdvetkezménnyel birhat az
egyes fehérjek, illetve a teljes fehérje-fehérje halozat szintjén. Ez a szabalyozas szerepet
jatszhat a daganatos iniciacioban és progresszioban, ezen keresztiil fontos diagnosztikai

vagy terapias célpont lehet.

Doktori munkam soran megalkottam az els6 kompertmentalizalt fehérje-fehérje
interakcids adatbazist, mely figyelembe veszi a fehérjék szubcellularis lokalizaciojat is,
ezzel szlirve a bioldgiailag nem valdszinii kapcsolatokat és lehetOséget teremtve a
lokalizacio alapu uj biologiai funkciok joslasara. Az adatokat felhasznalva, és kézzel
gyljtott fehérjékkel kiegészitve 1étrehoztuk az elso, kifejezetten transzlokalddo fehérjéket
gylijto €s bemutatd adatbazist, melyet Translocatome-nak neveztem el. Az 6sszegytijtott
adatok, és az ezeken alapul6 elemzések segitségével megalkottunk és példakon keresztiil
bemutattunk egy, a daganatok proliferativ és metasztatikus viselkedését leiré molekularis

haldzatos modellt.

A munka soran 1étrejott ComPPI (http://comppi.linkgroup.hu/) adatbazis és webes feliilet

egy atfogd fehérje-fehérje kolcsonhatasi és szubcellularis lokalizacios adatbazis, mely 3
modell organizmusra ¢s az emberre tartalmaz magas mindségli adatokat. Az adatbazist

mar eddig is szamos mas adatbazis és tanulmany hasznalta fel.

A fejlesztés alatt allo6 Translocatome (http://translocatome.linkgroup.hu/) adatbazis és

webes feliilet tobb mint 200 transzlokal6dd fehérjére vonatkozdan tartalmaz magas
megbizhatosagn, kézzel gylijtott adatot. Gépi tanuld algoritmus segitségével tovabbi
fehérjéket sorol be a potencidlisan transzlokalodd vagy nem transzlokalodd csoportba,

ezzel alapozva meg egy protedm szintii atfogod adatkészletet a fehérjék athelyezddésérol.

A ComPPI ¢és Translocatome fejlesztése soran eldkeriilé példak, mint példaul a FAK1,
hTERT, NANOG, P53 vagy ZEBI1 fehérjék fontos szereppel birnak a daganatok
kialakuldsdban. Mindemellett szubcellularis funkcidvaltassal is bemutatjak a daganatok
eltér6 viselkedését a korai, inkabb proliferativ, és késéi, inkdbb invaziv fenotipus
kialakulasa soran. E kétlépcsds hipotézis alapja lehet a ndvekedési iitemen és a daganat
méreten tulmutatd, a molekuldris haloézat egészét elemzd precizidés diagnosztikus

biomarkerek ¢€s terapias beavatkozasok tervezésének.
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10. Summary

Subcellular localization of proteins plays a major role in different biochemical processes,
especially in the spatial and temporal regulation of cellular signalling. Protein
translocation between cellular organelles often has essential consequences both on the
function of individual proteins and the whole protein-protein interaction network.
Translocation-mediated regulation plays a key role in cancer initiation and progression,

leading to potential diagnostic or therapeutic targets.

During my doctoral work my goal was to create the first compartmentalised protein-
protein interaction database, which also takes into account the subcellular localisation of
the proteins, giving the opportunity to filter out biologically unlikely interactions and to
predict subcellular localisation-specific, novel biological functions. Based on this dataset
extended with manually curated proteins, my goal was to establish the first database
collecting translocating proteins with its connected web interface, the so-called
"Translocatome’. By the analysis based on the collected data my aim was to elaborate the
molecular network model of cancer ploriferation and metastatic behaviour through

relevant protein examples.

The novel ComPPI database and its web interface (http://comppi.linkgroup.hu/) is a

highly comprehensive protein-protein interaction and subcellular localisation database,
containing high-quality data for three model organisms and for humans, used by several

external databases and research studies.

The Translocatome database and web interface (http://translocatome.linkgroup.hu/) is

currently under development, containing manually curated high-confidence data for more
than 200 translocating proteins. With the help of a machine-learning algorithm other
proteins were also categorized into potentially translocating or non-translocating groups,

establishing a proteome-wide comprehensive dataset for protein translocation.

Protein examples identified during the development of ComPPI and Translocatome, such
as FAK1, hTERT, NANOG, P53 and ZEBI, have a key role in cancer initiation including
their regulation at the subcellular level. Besides, they also show a divergent behaviour in
early, more proliferative and late stage, more invasive cancer phenotypes. The emerging
two-stage hypothesis of cancer progression can help the development of whole network-
based precision diagnostic biomarkers and therapeutic interventions going beyond the

growth-rate and tumor size-based classification.
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