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Roviditések jegyzéke

AP — Affinitas-tisztitas (affinity purrification)

C. elegans — Caenorhabditis elegans

CGC — Cancer Gene Census adatbazis

COSMIC — Catalogue of Somatic Mutations in Cancer adatbazis

D. melanogaster — Drosophila melanogaster

DNS — dezoxiribonukleinsav

EGF — epidermalis novekedési faktor (Epidermal Growth Factor)

GO — Gene Ontology

H. sapiens — Homo sapiens

Hh — Hedgehog

HTP — nagy ateresztd képességli (high-throughput)

IGF — Inzulinhoz hasonld novekedési faktor (Insulin-like Growth Factor)

Ins — Inzulin

JAK/STAT - Janus aktivalt kinaz / Jelatviteli és transzkripcios aktivator (Janus
Activating Kinase / Signal Transducer and Activator of Transcription)

MAPK — mitogén aktivalt fehérje kinaz (Mitogen Activated Protein Kinase)

MS — Toémegspektrometria (mass spectrometry)

NHR — Nuklearis hormonreceptor (Nuclear Hormone Receptor)

RNS — ribonukleinsav

RNSi — RNS interferencia

TF — transzkripcios faktor

TGF-B — Transzformald novekedési faktor (Transforming Growth Factor beta)

WNT — Wingless és int fehérjéhez hasonlo

Y2H — éleszt6 kettds-hibrid (yeast-2-hybrid)



|. Bevezetés

I.1. Altalinos bevezetd

A jelatviteli ttvonalak (mas néven szignaltranszdukcios palyak) alapvetd
szerepet jatszanak szamos sejttani folyamat szabalyozasaban, mint amilyen a
sejtosztodas, differenciacid, sejtpusztulas és anyagcsere. Tovabba fontos szerepiik van
az immun- és hormonrendszer miikodésének, valamint a stressz-adaptaci6 és az
oregedési folyamat szabalyozasaban. A jelatviteli rendszerek orvosbiologiai fontossagat
jelzi, hogy hibas miikodésiik sokféle rendszerszintli betegség (pl. rdk, cukorbetegség,

neurodegenerativ elvaltozasok) kivalté oka lehet.

A jelatviteli utvonalak sejten kiviilrél érkezo jeleket érzékelnek és tovabbitanak
a sejtmag felé. E kiviilrél érkez6 jelek (ligandumok) specifikus receptorokhoz kotédnek,
majd jelerdsité és jeltovabbitd molekulak segitségével az altaluk kozvetitett biologiai
informaci6 a sejtmagba jut, ahol specifikus génexpresszios mintazatot general. Erdekes
modon a jelatviteli palyak szama (tipusa) viszonylag alacsony, és egy-egy palyat csupan
néhany — max. 10-20 — fehérje alkotja. Ez latszolagos ellentmondasban all a jelatviteli
utvonalak altal meghatarozott sejttipusok sokféleségével. Az elmult évtized kutatdsai
ramutattak arra, hogy a jelatviteli Utvonalak nem Onalloak, hanem szamos
keresztbeszélgetést (tn. signaling cross-talk) alkotnak. Ezért ma mar a jelatviteli palyak
helyett inkabb jelatvitel haldzatokrol beszéliink, amelyeket rendszerszemléleti alapon,

halézatos modszerekkel érdemes vizsgalni.

A jelatviteli atvonalakat alkotd fehérjékrdl és azok miikodésérél ma mar nagy
mennyiségli adat all rendelkezésre (Bader és mtsai, 2006). Tobbféle olyan adatbazis
létezik, amely ezeket az informdacidkat tartalmazza és rendszerezi. Az Utvonal
adatbazisok egy része specialis, meghatarozott szempontok és vizsgalati célok alapjan
késziiltek, igy rendszerszintli elemzésre vagy Osszehasonlitasra altalaban nem
alkalmasak (pl.: KEGG (Ogata és mtsai, 1999)). Az adatbazisok masik tipusat altalanos
céllal hoztak létre; nagyrésziik az elmult években un. nagy ateresztOképességli (high-

throughput; HTP) modszerekkel generalt adatokat tartalmaz. A HTP vizsgalatok



molekularis kapcsolatok ezreit képesek Kimutatni, igy a haldzatkutatasok soran gyakran
hasznaljak ezeket az adatbazisokat. Ugyanakkor jelentés résziikk a jelatvitel
szempontjabol fontos (extracellularis, membrankotott, illetve sejtmagi) fehérjéket
modszertani  okokbol nem tartalmazzadk. Tovabbi modszertani probléma ezen
adatbazisoknal, hogy éltaldban iranyitatlan kapcsolatokat tartalmaznak. E tulajdonsagok
miatt a kézi gyijtéssel késziilt adatbazisok nélkiilozhetetlenek. A kézi gyijtésh
jelatviteli adatbazisok altalaban kevesebb informaciot tartalmaznak, de az adatok
részletesebbek ¢és megbizhatobbak. A legtobb ilyen manualis jelatviteli adatbazis
azonban pontos ttvonal-definicio és szabvanyositott gyiijtési feltételek nélkiil késziilt.
Ennek egyik kovetkezménye az, hogy még egy adott adatbazison beliil sem lehet (vagy
szabad) az ott 1év6 utvonalakat Osszehasonlitani vagy a kozottik 1évé kapcsolatokat

vizsgalni.

Ezeket a szempontokat figyelembe véve Kidolgoztunk egy uj eljarast és egy
szamitogépes programot a jelatviteli Gtvonalak egységes adatbazisanak elkészitésére.
Az eljaras a kisérletes adatok pontosan meghatirozott kézi gytijtésén alapul. Az igy
elkészitett adatbazist Signalinknek neveztilk el, és harom tobbsejti él6lény (a
Caenorhabditis elegans fonalféreg, a Drosophila melanogaster gyiimolcslégy és az
ember Homo sapiens) fontosabb jelatviteli utvonalainak haldzatat tartalmazza. A
haldzatok iranyitott kapcsolatokat tartalmaznak, és mindegyik kapcsolatnal feltiintettiik
az azt leir6 irodalmi hivatkozasokat. Az adatbazis 444 C. elegans, 211 D. melanogaster
és 525 emberi jelatviteli fehérjét tartalmaz, amelyek kozott 237, 233, illetve 991
jelatviteli kapcsolatot talaltunk. A korabban publikalt utvonal-adatbazisokkal végzett
Osszehasonlitdsunk ramutatott a Signalink adatbazis elOnyeire és hatranyaira. Az
adatbazisban 1évd utvonal halozatokat a kiilonbozd vizsgilatoknak megfeleléen
abrazoltuk, és interaktiv formaban elérhetdvé tettiik. A vizsgalt harom €l61ény integralt
jelatviteli halozatanak Osszehasonlitdsa szamos 1j, kisérletesen még nem igazolt
jelatviteli kapcsolatot és funkcidt josolt meg. Osszesen 88 C. elegans, 92 D.
melanogaster és 73 emberi fehérje 0j jelatviteli funkcidjat javasoltuk. A jelatviteli
rendszerek felépitésének megismerése céljabol osszehasonlitottuk a harom faj jelatviteli
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elemeztiik az adatokat. Expressziés mintazatok felhasznalasaval megvizsgaltuk a



keresztbeszélgetések szovet-specifikus tulajdonsagait. Az eredményeknek széleskorii
gyakorlati vonatkozasa is van, mivel az Gsszehasonlitdé bioinformatikai vizsgalatok

segitségével j gyogyszercélpont-jeldlteket sikeriilt azonositanunk.

Disszertaciomban csak olyan vizsgalatok szerepelnek, amelyek elvégzésében
kozvetleniil vettem részt. Az altalam Onalléan végzett vizsgalatokat egyes szam elsd
személyben, a kollégaimmal és TDK hallgatoimmal kézosen végzett vizsgalatokat
tobbes szam elsé személyben irom. Az ,,Osszefoglalas” részben felsorolom az &nalldan

¢és az egyiittmikodésben végzett vizsgalatokat.

L.2. A jelatviteli utvonalak kutatasanak irodalmi hdttere

A jelatviteli utvonalak vizsgalata tobbféle biologiai diszciplina targya. A
biokémiai, genetikai és sejtbiologiai kutatdsok évtizedek ota vizsgdljdk a jelatviteli
rendszerek szerkezetét ¢és funkcigjat, mig a genomikai, a proteomikai ¢és a
rendszerbioldgiai kutatasok eredményei csak az utdbbi évtizedben jelentek meg. A
rendszerbiologia harom igen kiilonb6z6 részteriiletet foglal magaba: a bioinformatikai
adatfeldolgozéast, a rendszer-szinti modellezést és a halozatkutatast. Ezek a
megkozelitések tobbféle szinten vizsgaljak a jelatviteli rendszereket. Az alacsonyabb
komplexitast, részletesebb vizsgalatoktol (biokémia) a komplexebb, de az
OsszetevOokrol viszonylag kevés informaciot feltaré megkdzelitésekig (rendszerbiologia,
halézatkutatas) egyarant nyujt értékes adatokat (1. abra).

A jelatviteli kérdéseket vizsgald egyes megkozelitési modok kozott
hasonlosagokat és kiilonbségek is taldlhatunk. A megkozelitési mdodokat az alabbi
szempontok szerint mutatom be:

e Mia megkozelités targya?
e Milyen vizsgélati modszert hasznal a megkdzelités?
e Milyen eredményekhez vezet a megkozelités a jelatviteli rendszerr6l?

e Melyek a fobb céljai az adott megkdzelitési modnak?



Részletesseg

Biokémia

Genetika

Sejthiologia

~ Bioinformatika

P
Komplexitas

1. abra A jelatvitelt vizsgalé megkozelitések Gsszehasonlité skalaja. Az abran a részletesség és a
komplexitas fiiggvényében lathato a jelatvitel vizsgalataban kdzponti szerepet betdltd 6t diszciplina. Ha a
jelenlegi tudasunk szintjét ugy hatarozzuk meg, hogy a biokémia a legrészletgazdagabb, de legkevésbé
komplexebb, mig a halézatkutatds a legkomplexebb, de legkevésbé részletes eredményeket produkal,
valamint a tobbi megkozelités kozottiik helyezkedik el, akkor egy vonalba rajzolhatjuk dket. Ezalatt a
vonal alatt ismerjiik a jelatviteli rendszer mikodését. Az egyes diszciplindk mind haladnak a teljes
megismerés felé (fekete nyilak). A két széls6séget nézve, a biokémia egyre inkabb a komplexitas, mig a
halézatkutatas a részletgazdagsag felé halad.

1.2.1. Biokémiai és proteomikai megkozelités

A biokémiai megkdzelités alapvetd targya a jelatvitelben résztvevd
komponensek (elsdsorban fehérjék) szerkezetének és miikddésének a megismerése.
Forrasai a kis 1éptékii (small-scale) szerkezeti biologiai és fehérje-dinamikai
vizsgélatok, valamint (jjabban a nagyobb Iéptékli proteomikai kisérletek. A biokémiai
megkozelitések soran szerkezeti vizsgalatokat (pl.: rontgen-krisztallografia, magneses
magrezonancia (NMR)) alkalmaznak, illetve a fehérjék miikodését méré enzimkinetikai
méréseket. A proteomikai vizsgalatok célja a fehérjék dinamikai allapotanak
megismerése, a fehérje-fehérje kapcsolatok ¢és az ezek hatdsara bekovetkezd
poszttranszlacios modositasok nagyléptékii detektalasa. A proteomikai megkdzelitések
egyre tobbet hasznalt modszere az affinitds-tisztitdst kovetd tomegspektrometria

(AP+MS), amely a fehérjekomplexek vizsgalatara igen alkalmas eljaras (Xia és mtsai,



2004). A 2D gélelektroforézis tomegspektroszkopiaval torténd kombinalasa a fehérje-
fehérje kapcsolatok altal végbement valtozasokat (pl. foszforilacio) tudja detektalni
(Zhu ¢és Snyder, 2002). Hasonlo célokat szolgal az immunprecipitaciot kovetd
kromatografia és tandem tomegspektrometria (LC-ESI-MS/MS) (Ewing és mtsai,
2007). Ertékes eredményeket adnak az élesztd kettés-hibrid (Y2H) és ennek
tovabbfejlesztett technikai (pl.: ubikvitin-Y2H, MAPPIT (Mammalian Protein-Protein
Interaction Trap)), valamint a protein chip moédszerek (Cutler, 2003; Huang, 2004;
Venkatesan és mtsai, 2009; Xia és mtsai, 2004). Ezek a technikdk nagyszamui fehérje
kapcsolatrol adnak informaciot. Egy nagy 1éptékli proteomikai vizsgalatban az egér
majsejtieiben 1évé  Osszes fehérje foszforilacios allapotait hatdroztdk meg
tomegspektrometriai modszerekkel (Villen és mtsai, 2007). (2. abra) A proteomika
mellett fontos megemliteni a lipidomikat is, amely hasonl6 vizsgéalatokkal és szerkezeti
megkozelitésekkel a lipidek tulajdonsagait vizsgalja (Balogh és mtsai, 2010; Ivanova és
mtsai, 2009). Jelenleg még nem all rendelkezésre megfeleld6 mennyiségii adat, hogy
felhasznaljuk a lipidomikdt a jeldtvitel kutatdsdban. Feltehetden azonban ez a

megkozelités par éven beliil szamos 1) eredményekkel fog szolgalni ezen a teriileten is.

nagyléptéki kozepesléptékii kisléptékii
Vizsgalt minta: teljes sejtrész vagy fehérje-
részprotedm komplexek
Példa: globalis elemzések sejtrészek globalis fehérje-fehérje
2 (pl.: szbvetek, elemzése kapcsolatok
sejtek, egyenkeénti elemzése

mikroorganizmusok

Tulajdonsagok:

miriakompiexinse B » a[acsony
informacio a fehérje alacsony —- magas
kapcsolatokrol

informacio a

posztranszlaciés alacsony —« o
maddositasokrol

informacio a sejt magas ——' alacsony
kontextusarél

informacio a fehérjék |
lokalizaciojarol alacsony alacsony

magas
2. abra A proteomikai megkozelitések Kiterjedésének (skalajanak) és fontosabb tulajdonsagainak
osszehasonlit6é abraja. (Schubert és mtsai, 2006)



A biokémia szerkezeti alapu megkozelitéssel €1, amelynek targyai lehetnek
fehérjekomplexek, fehérjék vagy ujabban egyre inkdbb a fehérjéket felépitd
funkciondlis egységek, a domének. A fehérjedomének vizsgéalata egyre célszeriibb
megkozelitési mod: a fehérjék modularis felépitése kovetkeztében a domének
mint ha egész fehérjéket vizsgalnanak (Bhattacharyya és mtsai, 2006). A jelatvitel egy
nagymértékben szabalyozott folyamat. A szabalyozast a biokémiai megkozelités a
résztvevo elemek szintjén vizsgalja. A szabalyozd domének fontos szerepet toltenek be
a fehérje-fehérje kapcsolatok kialakitasaban (Pawson és Nash, 2003), illetve az effektor
funkciéval rendelkez6 fehérjék iranyitasaban, Gtvonalba rendezésében (Bhattacharyya
¢és mtsai, 2006). Mark Gerstein neves fehérjehdlozat-kutatd egy Ujszerli, halozatos
megkozelitéssel bizonyitotta a domének szdmanak szerepét a fehérjehalozatok
dinamikai mukddésében (Kim és mtsai, 2006). A biokémiai szemlélet a résztvevod
elemek, fehérjék szerkezetének felderitése révén kivanja megismerni a jelatviteli
utvonalak felépitését ¢s mikodését.

A biokémia és a proteomika hosszu tava célja a jelatvitelben résztvevd Osszes
komponens szerkezetének, muikodésének megismerése, tovabba az ezek kozott

kialakulo6 kozvetlen kapcsolatok molekularis és kinetikai felderitése.

1.2.2. Genetikai és genomikai megkozelités

A genetika - szemben a biokémiaval - féleg funkcionalis oldalrol kozeliti meg a
jelatviteli rendszereket. Megkdzelitésében konkrét elemek (gének, fehérjék) hianyanak
vagy tulmikodésének fenotipusat vizsgélja. Ennek a megkozelitésnek a rendszerszintii
vizsgéalata a genomika. A genomikai vizsgalatok a teljes genomi szekvencidk
ismeretébdl indulnak ki (Blencowe és mtsai, 2009; Zhu és Snyder, 2002).

A klasszikus genetika mutans él6lények generalasan és in vivo vizsgalatan
alapszik. Az egyszeres mutdnsok kombinalasaval (episztazis vagy kettés mutans
elemzés) lehetdség nyilik a genetikai interakciok feltarasara, amelyek gyakran nem
kozvetlen (fizikai), hanem indirekt (szabdlyozasi) kapcsolatokat mutatnak. A genetikai

megkozelités tehat funkciondlis kapcsolatokbdl épit mitkddési rendszert, haldzatot.
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A nagyszamu genetikai analizis integralt vizsgdlata és Osszehasonlitdsa mar
rendszerszemléletli megkozelitést igényel. A funkciondlis kapcsolatokat érdemes
Osszevetni a kozvetlen fehérje-fehérje kapcsolatokkal (Kelley és Ideker, 2005). Két
neves Drosophila kutatdo (Friedman és Perrimon) egy atfogd tanulmanyban kifejtik,
hogy a klasszikus genetikanak és a molekularis bioldgianak mekkora lendiiletet adott az
elmult évtizedben kidolgozott RNSi (RNS interferencia) technika (Friedman és
Perrimon, 2007). Az RNSi technika az eukaridta sejtekben jelenlévé mRNS gatld
mechanizmust hasznalja fel. Kétszala RNS-ekbdl rovid, egyszali siRNS-ek vagy
mMiRNS-ek keletkezhetnek, amelyek specifikusan képesek egy adott gén funkcidjat
»csendesiteni”. Az RNSi technika igen értékes modszernek bizonyult a gén és
géntermék jelatviteli tvonalakban betoltott szerepének meghatarozasdban (Friedman és
Perrimon, 2007).

Az egyszeres mutansok elemzése ,linedris”, kiilonallo jelatviteli utvonalakat
vizsgal. Ekozben egyre tobb adat bizonyitja, hogy az 6nallo jelatviteli palydk szdmos
ponton keresztbeszélgetnek egymassal (signaling cross-talk), igy egy sokkal
bonyolultabb jelatviteli halozatot alkotnak (Friedman ¢és Perrimon, 2007). A
genetikusok az utvonal komponenseket a betdltott funkciok (fenotipusok) alapjan
hatarozzak meg. Ezért a genetikai megkozelitésben két Utvonal kozotti kapcesolat
(keresztbeszélgetés) két kiilonalld funkcio kozott fellépd (funkcionalis) kapcsolatnak
tekinthetd. Erdekes modon, a biokémikusok ezeket az titvonalak kozotti kapcsolatokat
gyakran nem is tekintik keresztbeszélgetésnek, mivel az Osszekotott utvonalak
szerkezetileg és evolucidsan hasonloak.

A genomika sok (potencidlisan egy genomban taldlhatd Osszes) gén mikdodését
vizsgalja. Ebben a hagyomanyos genetikai kisérleti modszerek és a bioinformatikali
szekvencia elemz6 alkalmazasok nyujtanak segitséget. A genetika és a bioinformatika
Osszefonodasat a funkcionalis genomikai kutatasokban érhetjiik leginkabb tetten. Ezen
kutatasok korabbi kisérletek eredményeit (példaul funkciok vagy szekvenciak
meghatdrozasa) hasonlitjdk Ossze az evollcids torténések azonositaséara, illetve 1j
informaciokat josolnak az sszehasonlitasok eredményeként (Ruvkun és Hobert, 1998).
Uj funkciokat példaul szekvencia hasonlosig alapjan lehet josolni: egy ismert
tulajdonsag atvitelével az egyik fajbol a masikba. Ezaltal szerkezeti (pl.:

doméndsszetétel), expresszios vagy fizikai kapcsolatok josolhatok (Salgado és mtsai,
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2008; Storm és Sonnhammer, 2003; Yellaboina és mtsai, 2008). A kapcsolatok joslasara
Vidal kutatécsoportja kidolgozta az Gn. interoldg koncepciot, amelyben fehérje-fehérje
kapcsolatokat josolnak két olyan fehérje kozott, amelynek ortologjai egy masik fajban
ismert modon kapcsolédnak (Yu és mtsai, 2004). Késobb azt talaltdk, hogy az
interologok kevésbé konzervaltak, mint maguk az ortolégok (azaz a kapcsolatok
gyorsabban valtoznak az evolucié soran, mint maguk a fehérjék) (Persico és mitsal,
2005). Az interolog kapcsolatok a high-throughput (HTP) vizsgalatokban kapott
kapcsolatokhoz képest is tobb hamis pozitiv kapcsolatot tartalmaznak, azaz kevéssé
megbizhatatdak (Cusick és mtsai, 2009). Mégis, az interolégok pontos definicidja €s az,
hogy a HTP eredmények megbizhatosagat konnyebben megbecsiilhetévé tették (Jensen
¢és mtsai, 2009; Li és mtsai, 2008) hozzajarult ahhoz, hogy elterjedt megkozelités legyen
a funkciondlis genomikaban (Brown és Jurisica, 2005; Huang és mtsai, 2004; Kemmer
és mtsai, 2005; Persico és mitsai, 2005). Az interoldég koncepcidt dolgozta tovabb
Gerstein és csoportja a fehérjék és a DNS kozotti regulacioés kapcsolatok joslasara
(reguldgok), ahol egy transzkripcids faktor és egy DNS szakasz (transzkripcios faktor
kotdhelye) kapcsolatat josoltak hasonld ortoldgiai-alapt modszerrel (Yu és mtsai,
2004). Egy ujabb megkozelités a betegség fenotipus informacié fajok kozotti (fenolog)
atvitelét javasolta (McGary €s mtsai, 2010).

a) Cél faj b) Célfaj

Kapcsolddd fehérjék ‘
>

szabdlyozza B’-t

. B
I I I
| | Ortoldégok |
| Fehérje- I : 7 |
s | z s | , Zonos Ortolégok .
Ortolégok | . tfehelr'je nE Ortolégok ; e reolégok [ o oulgok
interolégo
1 | "
| I 5
Y Y
@ szabdlyozza B-t
Kapcsolodo fehérjek

Forrasfaj Forrasfaj

3. abra Kapcsolatok joslasa ortologia alapjan. a) Két ismert kapcsolddo fehérjepar alapjan josolhatd az
ortolog fehérjepar kapcsolata, amelyet fehérje-fehérje interoldgnak neveznek. b) A fehérje-fehérje
interologokhoz hasonléan fehérje-DNS interologokat is lehet josolni, amelyek alapjan szabalyozasi
kapcsolatokat is lehet josolni. Ezeket regulogoknak nevezték el. (Yu és mtsai, 2004)
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A genetika és ezen belill a genomika is azon Osszetevoket tudja vizsgalni,
amelyeknek a kapcsolatai ismertek, illetve rendelkeznek detektalhatd funkcioval vagy
expresszioval. A genomikai megkdzelitésmod {6 célja a genomban taldlhatd 6sszes gén
funkcidjanak és funkcionalis kolcsonhatasanak megismerése. A modern bioinformatika
ehhez a célhoz jarul hozza ugy, hogy egyre tobb gén funkcidjat képes josolni és

felderiteni.

1.2.3. Sejtbiologiai megkozelités

A sejtbioldgia a jelatviteli utvonalak sejten belilli elhelyezkedésével és az
utvonalak altal szabalyozott biologiai folyamatok mikodésével foglalkozik. A
sejtbiologiai kutatasok gyakran mds tudomanyteriiletek eredményein alapulnak. Ezek
foleg biokémiai eredmények, példaul egy folyamat reakcidjanak részletes ismerete
(Weng és mtsai, 1999), a résztvevék koncentracioja, sejten beliili gradiense (Levchenko,
2003), vagy a résztvevOk szerkezeti tulajdonsaga (Hlavacek és mtsai, 2003). A
sejtbiologiai kutatasok fokuszaban az egyes OsszetevOk sejten beliili lokalizacidja és a
sejtek dinamikai allapotai vannak (Weng és mtsai, 1999). Hasonloan a genomikahoz, a
sejtbioldgia teriiletén is megjelent a bioinformatika, amely a vizsgéalatok soran
keletkezett sok adat atlathatd kezelésével tdmogatja a kisérletes kutatokat. (Weng és
mtsai, 1999). A bioinformatika a tarolt adatok elemzésében és in silico modellezésében
1s egy fontos eszkdz. Mivel ez nagyban atfed a rendszerbiologiaval, igy ezekrdl késdbb
részletesebben lesz sz0.

A sejtbiologusok 4ltaldban nem az egész sejtet és nem az Osszes sejttani
folyamatot vizsgaljak, hanem kisebb (kezelhetdbb) egységeket. Gyakran csak egy
konkrét sejtkompartimentumot vagy jelatviteli folyamatot vizsgalnak, illetve ezek
idoébeli valtozasait kiilonb6zd stimulusok hatdsara (White és Anderson, 2005). A
legtobb sejtbiologiai kutatas figyelembe veszi a keresztbeszélgetések egyiittes tér és
id6beni jelenlétet. Azaz kizarnak olyan lehetséges kapcsolatokat, amelyek az eltérd
expresszid miatt a valosigban nem kovetkeznek be. Igy bar csokken a
keresztkapcsolatok szama, de a megbizhatosaguk né (Levchenko, 2003). A sejtben zajlo
folyamatok pontos megismerése soran keletkezett adatokat adatbazisokba rendezik,
amelyekbdl modelleket lehet késziteni. Ezek a modellek segithetnek atlathatova tenni a

sejtekben zajlo jelatviteli folyamatokat.
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1.2.4. Bioinformatikai és rendszerbiologiai megkozelités

A bioinformatika és a rendszerbiologia (systems biology) szamitastechnikali
eszkozokkel vizsgalja a kordbban mar bemutatott diszciplindk, a biokémia, a
proteomika, a genetika, a genomika és a sejtbiologia adatait. A bioinformatika a
biologiai adatok mindségi €s mennyiségi ndvekedésével és a szamitastechnika
fejlédésével parhuzamosan alakult ki. A rendszerbiologia — felhaszndlva a
bioinformatikai uton elemzett és adatbdzisokban tarolt informacidkat — kiilonbozd
felbontasu és komplexitasi modellek segitségével vizsgalja a sejttani folyamatok
felépitését és miikodését. A bioinformatikai és rendszerbiologiai megkozelitések
jelatvitellel kapcsolatos targyalasat érdemes harom részre bontani: (1) a nagyméretii
adatbazisok készitésére és kezelésére, amely a bioinformatika egyik fo6 teriilete; (2) ezen
adatok bioldgiai értelmezésére, a rendszerszintli folyamatok modellezésére ¢és
szimulaciok végzésére; végezetiil (3) a nagy jelatviteli rendszerek szerkezetét és
dinamikajat mas komplex rendszerekkel kozvetleniil 6sszehasonlithaté mddon vizsgald

halozatkutatasra.

1.2.4.1. Bioinformatikai adatbazisok

Az adatbazisok vagy kozvetlen kisérleti eredmények alapjan keletkeznek vagy
adatbazisok egymasra, egymashoz illesztésébdl jonnek létre. A jelatvitelben fontos
adatbazisok gylijteménye Lindvall 0sszefoglald cikkében talalhato meg (Lindvall és
mtsai, 2003), illetve a PathGuide nevii internetes gyiijteményben (http://pathguide.org;

(Bader és mtsai, 2006). Ezek koziil a legismertebbeket ¢és a legjellemzdbbeket az 1.
tablazat emeli ki. A jelatviteli kapcsolatokat bemutatd adatbazisok listija taladlhato
Ideker ¢és Lauffenburger halozat-kutatok Osszefoglald cikkében (Ideker és
Lauffenburger, 2003).

A bioinformatikai megkozelitések masik trendje az el6zéekben bemutatott
adatbazisok értelmezése. Az ide tartozd moddszerek alkalmasak arra, hogy biologiai
informaciot nyerjiink a bonyolult adatokbol (Lindvall és mtsai, 2003; Neves és Iyengar,

2002). A bioinformatikai elemzés megkdzelitéseit mutatja be a 2. tablazat.
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1. tablazat A jelatviteli adatbazisok és jellemzdik. Ebben ¢s a kovetkezo tablazatokban a ,,negativumok™ altalaban nem az adott cikkre, vagy az abban bemutatott
eredményekre vonatkoznak, hanem arra, hogy az integrativ és rendszerszintli megismerésre torekedd megkozelitések szempontjabol a cikk mely részei nem

megfeleldek. (A referenciaként feltiintetett elsé szerzok ABC-sorrendjében.)

Jelatvitellel kapcsolatos adatbazisok

Elnevezés

Referencia

Pozitivum

Negativum

gylijtemény, utvonalanként
csoportositva

REACTOME: molekularis reakcié (Joshi-Tope és mtsai, 2005)

o Sok faj adatai

e Minden reakcionak (kapcsolatnak) és
elemnek sajat trlapja van

e Manualisan készitett, hivatkozasokkal
ellatott gytijtemény

e Nem hal6zatos megkozelités, csak
reakcionként vizsgalhatunk egy
utvonalat

e Nem jelatvitel centrikus

¢ Sok Gtvonal nem szerepel benne

e Nem egységes: onallo, sajat
meghatarozason alapulo
reakcidcsoportokat tartalmaz,
amelyek kozott 1éteznek atfedések
(ezeket azonban nem jelzik)

NetPath: Fehérjeinterakciok
jelatviteli utvonal adatbazisa

(Kandasamy és mtsai,
2010)

o A kapcsolatokhoz hivatkozas is van
rendelve

o Adatok csak az emberbdl

e Csak a rakban és az immun-
folyamatokban fontos utvonalak

e Irdnyitatlan kapcsolatok

sok folyamatot, koztiik jelatviteli
utvonalakat tartalmazo
gylijtemény

e Manualisan készitett
o Az egyes elemeknek kiilon adatlapja
van

o T6bb faj Gitvonalait tartalmazza kiilon-
kiilon

TRANSPATH: (Krull és mtsai, 2006) e Jelatviteli Gitvonalak dsszetevoit és e A teljes adatbazishoz csak anyagi
Utvonalgyiijtemény kapcsolatait tartalmazza hozzajarulassal lehet hozzaférni
e Manualis gytjtés
e Nemcsak fehérjetermészetii
molekuldkat abrazol
KEGG: (Ogata és mtsai, 1999) ¢ Nagy adatbazis e Funkcionalis vagy nem pontosan

meghatarozott szempontok alapjan
lettek rendszerezve az itvonalak
¢ A kapcsolatokrol nincs informacio
e Szubjektiv gyljtéssel késziilt
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1. tablazat (folytatas)

Elnevezés Referencia Pozitivum Negativum
Cell Circuits: sejthalézat- (Mak és mtsai, 2007) e Az eddigi halézatos eredményeket e Még kevés adatbazis/cikk van
modelleket 6sszesité gyilijtemény és gyljti ossze cikkekbdl és feltoltve

eszkoz

adatbazisokbol, és lehet6vé teszi ezen
modellek egyiittes vizsgalatat és
abrazolasat
e Jelatviteli itvonal-centrikus adatbazis
e Tobb faj adatait tartalmazza

e Csak egy integralo eszkoz,
eredményeket, elemzéseket nem
kozol

BIOCARTA: Jelatviteli
utvonalgyiijtemény

http://biocarta.com

e Sok utvonal adatait tartalmazza
e Iranyitott kapcsolatok

e Funkcionalis vagy nem pontosan
meghatarozott szempontok alapjan
lettek rendszerezve az Gitvonalak

¢ A kapcsolatokrol nincs informacio

e Szubjektiv gylijtéssel késziilt

NCI Nature — Pathway Interaction
Database: Jelatviteli
utvonalgyiijtemény

http://pid.nci.nih.gov

e Sok utvonal adatait tartalmazza
e Iranyitott kapcsolatok
¢ A kapcsolatok-hoz van hivatkozas is

e Csak emberi adatok

e Szubjektiv gyijtéssel késziilt

e Funkcionalis vagy nem pontosan
meghatarozott szempontok alapjan
lettek rendszerezve az titvonalak

Science Signaling — STKE:
Jelatviteli utvonal gytijtemény

http://sciencesignaling.org

e Sok utvonal adatait tartalmazza
e Iranyitott kapcsolatok
e Sok kapcsolathoz van hivatkozas is

e Funkcionalis vagy nem pontosan
meghatarozott szempontok alapjan
lettek rendszerezve az Gtvonalak

e Szubjektiv gyljtéssel késziilt
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2. tablazat A bioinformatikai elemzések jellemz6i. (A referenciaként feltiintetett elsé szerzék ABC-
sorrendjében.)

vizsgalatokat tesz
lehetdvé

Fontosabb jellemzé Referencia Pozitivum Negativum

A sejtes halozatok  (Campagne és e Sejt- és titvonal e Nem all
kvantifikalasara mtsai, 2004) fiiggetlen rendelkezésre még
létrehozott kezel6 ¢ Pontos elegendo adat a

és tarolo rendszer halozatdinamikai hasznalatdhoz, még

kisebb rendszeren
sem

Jelatviteli utvonal
adatok és miRNS

(Cui és mtsai,
2006)

o Két kiilonbozo
rendszer integrativ

e Nagyon specialis
jelatviteli utvonal-

felallitasa a
jelatviteli halézatok
vizsgalatara

jelatvitel vizsgalat és
utvonal definialas

adatok egyiittes elemzése adatok felhasznalasa
vizsgalata
Linearis utvonalak  (Huffner és e Meglévo halozatos e Linearis utvonalakat
azonositasa fehérje- mtsai, 2007) informaciok allit elé
fehérje interakcios segitségével
halézatokban jelatvitel

informaciok

generalasa
Kinazok és (Linding és o Kisérletes adatok és e Csak kinazok
szubsztratjaik mtsai, 2007) bioinformatikai
szisztematikus modszerek
keresése Osszekapcsolasa

o A kapott

eredmények

részletes elemzése
Altalanos (Papin és e Sztochiometria és ¢ Kis rendszeren
keretrendszer Palsson, 2004) reakcio alapu végezhetd csak el az

elemzés

Fehérje-fehérje
interakciok és
expresszios
mintazatok alapjan
a jelatviteli halozat
rekonstrualasa

(Steffen és
mtsai, 2002)

e Integrativ
megkozelités

e Meglévo
informaciok
segitségével halozati
informéaciok
generalasa

o Csak éleszton
tesztelték
o Csak egy utvonalra

Bioinformatikai
munka a
rendelkezésre allé
bizonyitékok
felhasznalasarol
fehérje funkciok
joslasara

(Xiong és mtsai,
2006)

e Teljes genomra
késziilt

e Még ismeretlen
szekvenciadkhoz
funkcid parositas
kiilonboz6 kisérletes
bizonyitékokat
tartalmazo
adatbazisok alapjan

o Csak éleszton
teszteltek

e A fehérjéknek csak a
Gene Ontology
adatbazisban 1évo
tulajdonsagait adja
meg a program
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1.2.4.2. Rendszerbiologiai modellezések

A rendszerbioldgiai modellezés megkozelitésének kiterjedését mutatja be a 4.
abra. Itt jol lathat6, hogy minél nagyobb a vizsgalt rendszer, anndl egyszeriibb
(absztraktabb) modelleket tudunk csak késziteni, viszont ezekr6l altalanosabb
megallapitasokat tehetiink. Sz¢lsdséges esetben szinte mar csak egyszerii haldézatokrol
beszéliink, ahol pusztan a rendszer elemeit és a kozottiik 1évo kapcesolatok 1étét latjuk. A
kiterjedés tiloldalan az egzakt matematikai modellekkel, differencidlegyenletekkel leirt
specifikus és kisebb rendszerek modellezését talaljuk. Altaldnossagban az mondhato,
hogy az egyszerlisitd megkozelités inkdbb mindségi, mig a kisebb rendszereket egzakt
moddon vizsgald kvantitativ eredményeket ad (Ideker és Lauffenburger, 2003). Amikor
rendelkeziink a céljainknak megfelel6 modellel, akkor kiilonb6z6 szimulacidkat
hajthatunk végre mikodésiik tesztelésére (Neves és Iyengar, 2002). Kés6bb a
szimulacidokkal kapott eredményeket validalhatjuk kisérletekkel vagy a kisérleti
eredmények illeszkedését vizsgalhatjuk a modellhez szimulacids eljarasokkal (Bundy és
mtsai, 2007). Egyes kisérleti eredményeket megerdsithetnek szimulaciok. Példaul a
koltséges vagy kockazatos kisérletek tervezést eldsegithetik az eldzetes szimulaciok. Ha
valamilyen technikai nehézség miatt egy adott kontroll kisérlet nem végezhetd el,
azokat helyettesitheti egy, az adott kisérleti rendszerrdl késziilt szimulacio. A jelatvitel
mikodésével kapcsolatos reprezentativ modellezési megkozelitéseket tartalmazza a 3.

tablazat.
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Absztrakt Specifikus

Nagymeéreti rendszerek Kisméretl rendszerek
| I
Statisztikai
adatbanyaszat
A
Bayes-halézatok

A
Boolean modellek

A
Markov-lancok

A
Differencial egyenletek

A

Komponensek es ~ Hatasokes Mechanizmus Térszerkezet
kapcsolatok informacidoaramias

4. abra A rendszerbiologiai modellek kiterjedésének dsszehasonlité abraja. A szinskala bal oldalan
az absztrakt, nagyméretii rendszerek modellezése lathat6, mig a jobb oldalon a specifikus, kisméretti, de
részletes modellek. Balrdl jobbra haladva négy csoportot kiilonboztethetiink meg. A legabsztraktabb
(differencialegyenleteken és Markov-lancon alapuld) modellek csak a rendszeralkoto elemeket €s az azok
kozott 1évé kapcsolatokat veszik figyelembe. Ezeket kovetik a kisebb, de bonyolultabb rendszerek
miikodését (pl.: az informacié aramlast) modellez6 Boolean modellek. Ezutan nagyobb, de egyszeriibb
rendszerek egyszeriibb algoritmusok altali modellezése talalhaté (Bayes-halozatok). Az abra bal oldalan a

kis rendszerek specialis, statisztikai vizsgalata helyezkedik el. (Ideker és Lauffenburger, 2003).
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3. tablazat A bioinformatikai modellezések és jellemzdik. (A referenciaként feltiintetett els6 szerz6k ABC-sorrendjében.)

Bioinformatikai modellezések megkozelitései a jelatvitel kutatasban

Fontosabb jellemz6

Referencia

Pozitivum

Negativum

Iranyitas alapi matematikai
szemlélet fontossaga a jelatviteli
halézatok miikodésének
megértésében

(Araujo és Liotta, 2006)

e Halozatszemlélet

e Egyszertl, kis rendszeren végezhet6 csak el
az elemzés

Pusztin az titvonalakra nem
jellemz6, emergens jelatviteli
halézati tulajdonsagok
kimutatasa
differencialegyenletekkel

(Bhalla és Iyengar, 1999)

e Kisérleten alapulo adatok
e Tobb utvonal (4) egyiittes vizsgalata

¢ Nagyobb rendszeren nem vagy csak
nehezen alkalmazhato

e Az titvonalak funkcionalis alapon lettek
definialva

Matematikai modell valos
jelatviteli halozat felderitésére
funkcionalis alapon

(Kholodenko és mtsai,
2002)

o Kvantifikalni szeretné a jelatvitelt
o Funkcionalis alapon csoportokra bontja a
halézatot

e Utvonalspecifikus

e Sok becsiilt paraméter sziikséges hozza

o Nagyobb rendszeren nem, vagy csak
nehezen alkalmazhato

A jelterjedés specifikussaganak és
hiiségének a vizsgalata

(Komarova és mtsai, 2005)

o Két fontos jelatviteli rendszerszintii
tulajdonsag vizsgalata

e Az Gtvonalak metszetében 1év0, un. kdozos
elemek szerepének elemzése

e Elméleti, kevés kisérletes példa

A jelatvitel és a fluxus-egyensuly
analizis (FBA) osszekapcsolasa
egy specifikus példan

(Krauss és Brand, 2000)

e Kisérletes munka
o Kvantifikalhatova teszi a jelatvitelt

e Sejt- és utvonalspecifikus

e Roppant kis rendszeren nézték

¢ Nagyobb rendszeren nem, vagy csak
nagyon nehezen alkalmazhato

Differenciilegyenletek a
sejtciklus dinamikai
modellezésére

(Tyson és mtsai, 2003)

e Pozitiv és negativ visszacsatoldsok pontos
hatasa, mikodése

e Sok becsiilt paraméter sziikséges hozza
¢ Nagyobb rendszeren nem, vagy csak
nehezen alkalmazhato

A visszacsatolasok rendszerszintii
vizsgalata a jelatvitelben

(Wolkenhauer és mtsai,
2005)

e Rendszerszintli megkozelités
e A visszacsatolasok részletes matematikai
elemzése

e Csak MAPK utvonalra

20




1.2.4.3. Halozatos és rendszerszintii megkozelitések

A halézatos megkdzelités csak a biologidban tjkeletii. A szociolégusok csaknem
szaz éve, a fizikusok pedig két évtizede alkalmazzdk a haldzatos moddszereket. A
biologidban eldszor az Okologia teriiletén hasznaltak a halozattudomanyt, és csak
miutan az utdbbi par évben a rendelkezésre all6 adatok mennyisége és mindsége elérte a
sziikséges szintet, akkor jelent meg a biokémia, genetika, sejtbioldgia teriiletén és igy a
jelatvitel kutatasdban is (Barabasi ¢és Oltvai, 2004; Csermely, 2006). A halozatos
megkozelités 1ényege, hogy a komplex rendszert, mint komponensek (pontok) és
kapcsolatok (élek) Osszefiiggd, akar dinamikusan valtozd egylittesét veszi alapul. A
komponensek kozotti kapcsolatoknak lehet iranya, ami a jelatvitel vizsgalatahoz
nélkiilozhetetlen. Emellett egyes kapcsolatoknak lehet erdssége és sulya, amit a
gyakorisdg vagy a bizonyitékok mennyisége alapjan rendelhetiink ¢élekhez. A halozatos
modszerek egy igen dinamikusan fejlédo teriilete a haldzatos csoportok, modulok
meghatarozasa (Adamcsek és mtsai, 2006; Kovacs és mtsai, 2010).

Léteznek olyan megkozelitések, amelyek nem egy adott rendszer miitkodésének
a megértésével foglalkoznak, hanem a rendszer csoportra jellemzd (Un. emergens)
tulajdonsagait vizsgaljadk. Az emergens tulajdonsdgok csak a rendszer egészének
ismeretében értelmezhetdek. Ilyen emergens tulajdonsag példaul az adott rendszer
robosztussadganak, szenzitivitasanak vagy stabilitasi allapotainak vizsgalata (Neves és
lyengar, 2002). A rendszer komplexitasanak megismerését a sejtbiologiaban az egy
helyen vagy egy idében miikddd jelatviteli egységekkel probaljak atlathatobba tenni
(White ¢és Anderson, 2005). A bioinformatikdban és a rendszerbioldgidban az
atlathatosagot az adatok csoportositasaval, a résztvevd folyamatok, utvonalak
modularizalasaval probaljak elérni (Neves és lyengar, 2002). Az adatokat csoportositd
eljarasok egy része az adatbanyaszat modszerével él, mig egyre inkabb terjednek ezen a
téren is a haldzatos megoldasok.

A halozatos megkozelitésekkel kapcsolatos modszereket harom csoportba lehet
osztani (Xia és mtsai, 2004). Az elsé kettébe a forrasadatok sszeallitasa és kiegészitése
tartozik, amelyekrdl kordbban mar volt sz6, mig a harmadik kifejezetten a topoldgiai
vizsgalatokrol szol. Az els6 mddszertani csoportba (forrdsadatok Osszeallitasa) azok a
kisérletes modszerek tartoznak, amelyek nagy ateresztd képességliek. Ezek a nagy

ateresztd képességli eljarasok nagymennyiségli kapcsolati informaciokat allitanak eld, a
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proteomikai vizsgélatok kapcsan mar részletesen felsoroltuk ezeket. A halozatos
vizsgélatokhoz alkalmazott kiilonb6z6 kapcsolattipusok irdany és forrds szerinti
csoportositasa lathatdo a 4. tablazatban. A kovetkezd csoportba (forrasadatok
kiegészitése) azok a bioinformatikai és kisérletes megkozelitések tartoznak, amelyek
szekvencia, szerkezet vagy akar haldzatos topologia alapjan josoljak a kapcsolatokat. A
harmadik csoportba (topoldgiai vizsgalatok) tartoznak azok a programok, amelyek a
elemzik. Az utébbi években egy negyedik modszertani csoportrdl is beszélhetiink. Ide
azok az Uujabb halézatdinamikai megkdzelitések tartoznak, amelyek példaul a
jatékelmélet halozatos megkdzelitése felé is haladnak (pl.: (Kiss és mtsai, 2009; Kovacs

és mtsai, 2005)).

4, tablazat A halézati kapcsolattipusok irany és forras szerinti csoportositasa. (Beyer ¢és mtsai,
2007).

A kapcsolat pesolat forrasa
iranya Fizikai Funkcionalis
(fehérje-fehérje interakcio) (genetikai interakcid)
Iranyitott e Fehérje-gén e Episztazis elemzés
o Fehérje-RNS e  (G¢én kiiités/csendesités
o Fehérje-fehérje (protein chip) (delécios mutansok, RNSi)
e Receptor-ligandum
Iranyitatlan e Fehérje-fehérje (TAP-MS, o Kettds-letalis vizsgalat
Y2H) e Kombinatorikus RNSi
o (Gén-gén (ko-regulacio)
e DNS-DNS (kromoszoéma-
kapcsolatok)

A haldzatos vizsgalatok megkdzelitése két iranybol, fentrdl lefelé¢ vagy lentrdl
felfelé valosul meg. A hagyomanyos megkozelités (biokémia) lentrdl felfelé épitkezik,
és a rendszer OsszetevOi fel6l halad a teljes rendszer felé¢ (Stevens, 2004). Ezzel
szemben a fentrdl lefelé megkdzelités az Gjabb, amely a rendszer megismerése feldl
halad a rendszeralkotok felé. A halozatos, fentrdl lefelé torténd megkdzelités 1ényege,
hogy el6szor csak kevés informaciot tudunk a rendszerrdl, és ez alapjan végziink
elemzéseket (Bray, 2003). Erre a molekularis szintli haloézatok jo példak. Ugyanakkor,
ha tal sok informéciot akarunk a hélozatos megkozelitéssel vizsgalni, kiilonbozd

problémékba iitkoziink: minél részletesebben ismerjiik a halozatot, annal kisebb

22



rendszert tudunk csak vizsgalni (Bornholdt, 2005). Természetesen e vizsgalat optimuma
folyamatosan javul a szamitastechnika fejlodésével. A jelatvitel haldzatos vizsgalata
pontosan ezt a problémat veti fel, ugyanis a metabolikus héaldzat mellett ez az egyik
legjobban ismert molekularis halézat. Ennél a megkdzelitésnél a kapcsolatok iranyai
mindenképp eldkeriilnek, viszont az Osszetevokrdl didaktikai és tudoménytorténeti
okokbol torz és nem objektiv képlink van. A jelatvitel halozatos abrazoldsahoz,
rekonstrukcidjahoz a vizsgalati szintet kell el6szor definidlni, €s ahhoz objektiven hiinek
kell maradni. Vizsgalni lehet a halozati topologia fliggvényében az egyes pontokat
(fehérjéket), pontcsoportokat (fehérjekomplexek), utvonalakat, teljes kapcsolati
halézatokat. Mindehhez harom kiilonbozo forrastipust szoktak haszndlni a pontokrol, a
kapcsolatokrol és a haléozat miikodésérdl (Papin és mtsai, 2005). A jelatvitel
rekonstrukcidjanak halozatos ¢és integralt megkozelitésének példairol szol az 5.
tablazat és a 6. tablazat, ahol bemutatom az utvonalak elemzésének és egy sejt
jelatvitelének halozatos és az integralt megkozelitéseit, valamint ezek eldnyeit és

hatranyait.
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5. tablazat Az utvonalak halozatos elemzésének jellemzdi. (A referenciaként feltiintetett elsé szerzok

ABC-sorrendjében.)

Utvonalak elemzésének halozatos megkozelitései

Fontosabb jellemzé Referencia Pozitivum Negativum
Az emlés sejtek (Barrios-Rodiles e Kisérletes munka o Sejt- és
TGF-p utvonalanak ¢és mtsai, 2005) o Hal6zatszemlélet utvonalspecifikus

fehérje-fehérje

e Az utvonal beillesztése

e TGF-p centrikus

kapcsolatainak a sejtes halézatba megkozelités

felderitése o Eredetileg nema TGF-p o Csak egyfajta,
utvonalhoz rendelt rdadasul élesztd
fehérjék és kapcsolatok kett6s-hibrid
azonositasa modszerrel vizsgaltak

a kapcsolatokat

Osszefoglal6 (Lutz és Knaus, e Részletes Csak egy utvonalra

munka egy 2002) utvonalelemzéssel nézték

kanonikus atvonal bizonyitja, hogy az A kereszt-

(TGF-B) halozatba utvonal nem 6nall6an, beszélgetéseket

illesztésérol hanem egy komplex hasonldan problémés
rendszer részeként definicioval
miikodik és all meghatéarozott
szabalyozas alatt utvonalakhoz nézték

A Toll-receptor (Oda és Kitano, o Kisérletes munka Sejt- és jelspecifikus

csalad jelatviteli 2006) e Halozat- és

halézatanak rendszerszemlélet

elkészitése e Halozatabrazolas

Biokémiailag és (Taniguchi és o Kisérletes bizonyitékok Csak egy utvonalra

halézatos mtsai, 2006) alapjan nézték, és ebben a

szempontbol is
specialis, fontos
fehérjék
azonositasa az
inzulin jelatviteli
utvonal

e Biokémiailag 4j €s
célravezetd tulajdonsag-
egyiittes meghatarozasa

formaban nehezen
altalanosithat6 a
definicio halozatos
vizsgalatra

szabalyozasaban

A C.elegans TGF-B  (Tewari és mtsai, e Kisérletes munka Utvonal-, illetve
jelatviteli 2004) e Erdteljes rendszerspecifikus
rendszerének haldzatszemlélet A résztvevd elemek

vizsgalata igen sok
kapcsolat-felderitd
eljaras segitségével

o Kiilonb6z6 modern
technikai eredmények
kombinalasa

e Bovithetd kapcsolati
oldalrol

néha elére
meghatarozottak
Nagyobb rendszeren
nehezen és
koltségesen
alkalmazhato
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6. tablazat A jelatviteli rendszerek halozatos megkozelitése, fontosabb jellemzéi. (A referenciaként
feltiintetett elsé szerzok ABC-sorrendjében.)

Adott sejtek jelatvitelének halézatos megkozelitései

globalis vizsgalata

o A rakkal kapcsolatos
adatok (mutacio,
metilacios) integralasa

Fontosabb jellemzo Referencia Pozitivum Negativum
Rékos sejtek (Cui és mtsai, e Haldzatos megkozelités | e Nem pontos utvonal
jelatviteli 2007) e Nagyméretii adatsor definicié
halézatanak

Jelatviteli
utvonalak globalis
illesztése

(Diao ¢s mtsai,
2007)

o Halozatos megkdzelités
e Nagyméretli adatsor

e KEGG tutvonaladatok
(az Osszeillesztésiik
nem mindig megfeleld
—1d. kés6bb)

e Csak ember

Egy adott szerv (a
C. elegans vulva)
fejlodését iranyito

(Fisher ¢és mtsai,
2005)

o Kisérleten alapulo
adatok
e Dinamikus modell

o Szerv- és
utvonalspecifikus

C. elegans vulva)
fejlodését iranyito
rendszer felderitése

2005)

o Utvonalfiiggetlen
megkozelités

rendszer készitése
szamitogépes
vizsgalata
Osszefoglalé a (Freeman, 2000) | o Atfog6 tanulmany ¢ Folyamat ¢és nem
visszacsatolasok e Sok kisérletes példaval halozatcentrikus
szerepérdél a megkdzelités
jelatviteli
folyamatokban
Sejtkultiran (Gaudet és mtsai, | o Kisérletes munka e Sgjt- és jelspecifikus
végzett jel és 2005) e Nagyméretli keletkezett
jelvalasz adatsor
meghatarozas
ellentétes hatasu
citokinekre
A C. elegans korai | (Gunsalus és o Kisérletes munka o Sejt- és
embrionalis mtsai, 2005) e Erételjes rendszerspecifikus
fejlodésében halozatszemlélet
résztvevo un. e Kiilonb6z6 modern
molekularis technikai eredmények
gépezetek kombinalasa
szisztematikus e Bévitheté kapesolati
felderitése oldalrol

o Utvonalfiiggetlen

megkozelités

Egy adott szerv (a | (Inoue és mtsai, e Kisérletes munka e Szervspecifikus
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6. tablazat (folytatas)

Fontosabb jellemz6 Referencia Pozitivum Negativum
Esszencialis (Li és mtsai, o Kisérletes munka o Sejt-, jel- és
résztvevok 2006) e Halozatszemlélet utvonalspecifikus

azonositasa a
novényi melléksejt
egyik utvonaliaban

¢ Robusztussag vizsgalat
e Dinamikus modell
készitése

e Kis rendszeren nézték

Makrofag
sejtkulturan végzett
teljes jelatviteli
halézat vizsgalat

(Natarajan és
mtsai, 2006)

o Kisérletes munka

o Halozatszemlélet

e Keresztbeszélgetés
felderitése top-down
megkdzelitéssel

e Sejt- és jelspecifikus

Makrofag
sejtkultiran
végzett, teljes
molekularis hal6zat
felmérés

(Oda és mtsai,
2004)

o Kisérletes munka

e Hal6zatszemlélet

o Sok kapcsolat
felderitése, sok fehérje
kozott

o Sejt- és
szignalspecifikus

e Nem publikaltak
Pubmed altal jegyzet
lapban

A vizsgalt sejt
osszes fehérjéit
vizsgalva
tomegspektrometri
a-val azonositottak
azok foszforilacios
helyeit, és
meghataroztak a
reakciokat térben

(Olsen ¢és mtsai,
2006)

o Kisérletes munka

o Nagyméretii adatsor

e Utvonal fiiggetlen
megkdzelités

o Sejtspecifikus
eredmények (rdadésul
rékos sejtvonalon
késziiltek)

e Nem hal6zatos
(kapcsolat orientalt)
megkdzelités

e Csak foszforilacion
alapulo reakciokat

és idében vizsgaltak

T-sejtek (Stoevesandt és o Kisérletes munka e Csak foszforilacios
foszforilacios mtsai, 2007) e Halozatszemlélet reakciokat tartalmazo
halézatanak utvonalak

kisérletes és
hal6zatos vizsgalata

e Sejtenkénti vizsgalat

o Sejtspecifikus
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A bioinformatikai adatbazisok célja a rendelkezésre allo bioldgiai adatok
testreszabott egyiittes kezelése, értelmezése. A rendszerbioldgia célja az adatok alapjan
a valosaghoz minél kozelebb allo modellek generalasa és szimulaciok elvégzése, akar
egyes jol ismert jelatviteli utakrol, akdar ezek egyiittesérél van sz6. A halozatos
kutatasokhoz sziikséges, hogy minél tobb adat alljon rendelkezésre, amelyek alapjan a
biologiai ¢és egyéb komplex rendszerek halézatos felépitésérdl ¢és dinamikai

miikédésérol tudunk meg rendszerszintli informéciokat.

L.3. Osszefoglalds

A bemutatott tudoméanyos megkozelitésekre altalanossagban jellemzd, hogy
egymasra €piilé vizsgalati szinteken nézik az adott rendszer felépitését és miikodését,
valamint ennek megfelel6 modszerekkel allitanak el¢ eredményeket, modelleket,
adatbazisokat vagy szimulacidkat. Az el6zdekben ismertetett kutatasi megkozelitéseket
az 5. abra mutatja be a TGF-B utvonal példajan. A jelatviteli megkozelitési példak
alapjan a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik:

e Egyre tobb tanulmany kisérleteken alapuld halozatos megkozelitéssel él.

e Egyre tobb rendelkezésre all6 adatot hasznéalnak fel, hogy nagyobb és biztosabb
modellt készitsenek.

e A haldézat mikodésének ¢és (kvantifikalt alapokon nyugvd) dinamikdjanak a
megértése egyre centralisabb kérdés.

e Minden megkdzelités valamiben specifikus (pl. a vizsgalt rendszerben,
kapcsolatokban) ¢és egy-két paraméterében meg altalanos (pl. utvonal-
fliggetlenség, résztvevd elemek).

e Sok szinvonalas, nagyobb eredményeket produkalé munka negativuma, hogy a
jelatviteli halozat csak egy részére vonatkozik. A teljes Gtvonalhalézattal nem
késziilt még atfogd vizsgalat.

e Osszességében megallapithato, hogy til sok a specifikus megkdzelités. Mind
altalanos szabalyokat, mind megbizhaté kovetkeztetéseket nehéz ilyen
eredményekbdl levonni. A specifikus megkozelitéseknek oOriasi hatranya, hogy
nehezen  vethetdek  Ossze, hiszen az eredmények  kisérlet- és

rendszerspecifikusak.
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5. abra A jelatviteli utvonalak kutatasi megkozelitései a TGF-p ttvonal példajan. a) A biokémiai
megkdzelités az utvonal Gsszetevok szerkezetei megkozelitésére fokuszal. b) A genetikai megkozelités a
kapcsolodo fehérjék funkcionalis szerepére a kapcsolat hatasara (serkentd vagy gatlo) fokuszal. c) A
sejtbiologiai  megkozelités soran a jelatvitelhez kothetd egyéb folyamatok (pl.: endocitozis,
proteaszomalis degradacio) is megjelennek. d) A bioinformatikai megkézelitések esetén kiilonb6z6o
forrasokbol integraljak a genetikai és biokémiai adatokat. €) A halézatos megkdzelitéseknél nagyon sok
komponens van jelen, amelyek kozott csak a kapcsolat megléte ismert, tovabbi részletek nem. (Itoh és ten
Dijke, 2007; Kitisin és mtsai, 2007; Raftery és Sutherland, 1999; Tewari és mtsai, 2004)
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|.4. A jelatviteli halozatok

A jelatviteli utvonalak kutatdsa nemrégiben egy komoly paradigmavaltason
esett at. Egy évtizeddel ezelott még a fejlett eukariotak esetében is a jelatviteli
utvonalakat ©nallo, egymastol jol elkiiloniilé linearis molekularis (genetikai vagy
fehérje) kaszkadokként kezelték. Az el6zd fejezetben bemutatisra keriilt modszerek
fejlédésének koszonhetdéen egyre tobb jelatviteli keresztbeszélgetést (n. signaling
cross-talk) irtak le az egyes utvonalak kozott. Ennek kovetkeztében ma mar a jelatviteli
rendszereket egységes jelatviteli halozatként kezelik, amelynek a striin kapcsolt

utvonalak a f6bb épitékovei (6. abra) (Kestler és mtsai, 2008; Papin és mtsai, 2005).

a) V\int Wht Whnt d)
v v OF ®
®f Putative non- @) pst Ligand Regutation —
F.'Z F;Z Fz OSL igand: Wnt? = Hn, RTK, TGF-5, Wnt c )
.
dsh dsh l \\ O o //
i PLCB ‘\
Signaling cell
GSK3 p X o 3 Q
rhoGTPases \
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6. abra A jelatviteli itvonalak és halézatok felépitése, a keresztbeszélgetések jelentosége. a) A WNT
ligandum altal aktivalt linearis elrendezést jelatviteli Gtvonalak. b) Pozitiv és negativ visszacsatolasi
hurkok egy névekedési faktor (PDGF) altal aktivalt MAPK kaszkadban. A pozitiv visszacsatolas zolddel,
a negativ pirossal van jelolve. Itt az is lathato, hogy az aktivalas hatasara nemcsak a MAPK, hanem egyéb
utvonalak felé is haladhat a jel. c) A PDGF, a WNT, a Notch és a TGF-p jelatviteli utvonalak kozotti
keresztbeszélgetések altal alkotott jelatviteli halozat. d) A human Notch utvonal és az ezzel kapcsolatban
allo tovabbi utvonalak. Ezen a példan lathatd, hogy a Notch ttvonal szinte minden komponensére hatnak
mas utvonalak (piros dobozbol kimend piros nyilak), illetve az, hogy a Notch utvonal is tobb masik
utvonalra hat (piros dobozba mend fekete nyilak). A kétirdnyu piros nyilak jelolik az oda-vissza hatas. a-
¢) (Kestler és mtsai, 2008) d) (Hurlbut és mtsai, 2007)
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Annak ellenére, hogy a halézatos elképzelés ma mar altaldnosan elterjedt, a
jelatviteli utvonalak definicioja csak keveset valtozott. Léteznek szerkezeti,
funkcionalis, szOvet-, és betegség-specifikus szempontok alapjan meghatarozott
utvonalak. Ennek kovetkeztében a keresztbeszélgetések kutatdsa is ugyanezen
szempontok  szerint kiilonbozik. Vannak olyan vizsgalatok, amelyek a
keresztbeszélgetések Szerepét egy-egy sejtsors, sejttipus, illetve egy vagy tobb utvonal
szemszOgeébol vizsgaljak. A 7. tablazatban né¢hany példat mutatok ezekre a

megkozelitésekre.

7. tablazat. Példak a keresztbeszélgetéseket vizsgalo megkozelitésekre, a vizsgalt rendszer
komplexitasanak sorrendjében. A vizsgalatok kiterjedése egy darab ttvonal keresztbeszélgetéseitdl

egészen a keresztbeszélgetések sejtek kozotti dsszekapesold szerepéig terjednek.

A vizsgalat targya Hivatkozas

Egy Utvonal keresztbeszélgetéseinek modellezése (McClean és mtsai, 2007)

Egy utvonal keresztbeszélgetései egészséges (Guo és Wang, 2009)
sejtekben (Hurlbut és mtsai, 2007)
(Lutz és Knaus, 2002)
Egy utvonal keresztbeszélgetései Ossejtekben (Katoh és Katoh, 2007)
Két utvonal keresztbeszélgetései (Borisov és mtsai, 2009; Wang és mtsai, 2009)
Tobb Gtvonal keresztbeszélgetéseinek (Dumont és mtsai, 2001)
modellezése
Tobb Gtvonal keresztbeszélgetései egy adott (Fraser és Germain, 2009)
sejttipusban
Bizonyos utvonalak keresztbeszélgetései egy (Natarajan és mtsai, 2006)
adott szovettipusban
To6bb utvonal egyiittmiikddése dssejtekben (Blank és mtsai, 2008)
Tobb utvonal egyiittmiikdodése egy szerv (Fisher ¢és mtsai, 2007; Robinson, 2007;
fejlédésében Sternberg, 2005)
Tobb atvonal keresztbeszélgetései egy szervben (Yan és mtsai, 2004)
Tobb Gtvonal keresztbeszélgetései a rak (Katoh, 2007)
fejlodésében
Tobb utvonal egyiittmiikodése a rakos €s az (Dreesen és Brivanlou, 2007)
egészséges Ossejtek differencidlodasaban
Tobb (9) Gtvonal keresztbeszélgetései egy (Lu és mtsai, 2007)

altalanos fehérjehalozatban

Nagyon sok (580) utvonal keresztbeszélgetései (Li és mtsai, 2008)
egy altalanos fehérjehalozatban

Két utvonal keresztbeszélgetéseinek szerepe a (Boswell és mtsai, 2008)
sejtek kozotti kommunikacioban egy adott
szervben
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Mivel az egyes utvonalak altal tovabbithat6 jelek szama és kombinacidja véges
¢s korlatozott, az ttvonalak kozotti keresztbeszélgetések jelentdsen képesek ndvelni a
lehetséges fenotipusok és tovabbithaté informacidk szamat. A keresztbeszélgetések
képesek megnovelni a jelatviteli tutvonalak altal kozvetitett jelek kombinacios
képességét azaltal, hogy 0j bemenet/kimenet lehetéségeket teremtenek. A nagyobb
kombinacios képesség mellett a keresztbeszélgetések jelenléte a robusztussag egyik
fontos alappillérét, a redundanciat is novelik a rendszerben, ezéltal a rendszer
adaptacios képességét is javitja (Taniguchi és mtsai, 2006). Ugyanakkor egy-egy 1j
kapcsolat két utvonal kozott komoly szabalyozasi kérdéseket is felvett. A
keresztbeszélgetések szabalyozasa tobb szinten és mechanizmussal valdsulhat meg. Az
eddig feltart, leggyakoribb megolddsok sordn a keresztbeszélgetések szabélyozéasa
allvanyfehérjéken keresztiil, visszacsatolasi (feed-back) hurkok segitségével, kinetikai
szigeteléssel vagy tér- és idobeli expresszids mintazatok segitségével valosulhat meg
(Behar és mtsai, 2007; Bhattacharyya és mtsai, 2006; Freeman, 2000; Kholodenko,
2006).

A keresztbeszélgetések vizsgalatdhoz pontos utvonal ¢€s utvonalhatar
definiciora van sziikség. Gerstein és munkatarsai egy 2007-es tanulmanyukban
Osszefoglaltak az ezekkel kapcsolatos problémakat. Ramutattak arra, hogy a kiilonb6z6
rendszereken, kiillonb6zd céllal készitett titvonalak egyiittes vizsgalata nem megfeleld a
keresztbeszélgetések vizsgalatahoz (Lu és mtsai, 2007). Bauer-Mehren és munkatarsai
pedig arrol készitettek egy Osszefoglalot, hogy ehhez a megvaltozott szemlélethez és a
keresztbeszélgetések rendszerszintli vizsgalatdhoz 1j tipusu utvonal-adatbazisokra van

sziikség (Bauer-Mehren és mtsai, 2009).
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II. Célkituzések

Az alapvetd célom egy 0 és egységes jelatviteli adatbazis 1étrehozasa volt a

koradbbiakban bemutatott paradigmavaltds miatt. Célom volt tovabba, hogy minél

teljesebb kortien felhaszndljam a mar ismertetett moddszereket és eredményeket,

valamint ezek olyan mddositasait, amelyek megfelelnek az 10j, haloézatos és integrativ

megkozelitéseknek. Egy olyan jelatviteli utvonal adatbézis elkészitését tliztem ki célul:

amely hidnypotld adatbazisként tud szolgélni a modern jelatvitel kutatashoz
¢s megfelel a legmodernebb halozatos szemléletnek,

amely objektiven rendszerezett tUtvonalakra épiil és altalanosithato
eredményeket ad (a késdbbi specifikus vizsgélatokhoz),

amely a felhaszndlt diszciplindk (biokémia, genetika, bioinformatika, stb.)

mindegyikének 1j eredményeket és lehetdségeket ad.

Egy ilyen adatbazis elkészitése, dbrdzolasa, ellendrzése €s Osszehasonlitasa a

mar létezd adatbazisokkal ) moédszerek kidolgozasat is igényli. Ezért szintén célul

tlztem Kki:

olyan ¢ldlények és jelatviteli Utvonalak kivalasztasat, amelyek jelatviteli
adatai megfeleld mindségben és mennyiségben allnak rendelkezésre,

egy olyan gylijtési modszer kidolgozéasat, amely 0Osszehasonlithato,
reprodukélhaté és objektiv. modon Dbiztositja a jelatviteli adatokat
adatbazisba keriilését,

egy olyan keretrendszer kifejlesztését, amely alkalmas felhasznalobarat
modon az adatok gylijtésére, ellendrzésére és a 1étrejott jelatviteli halozat
megjelenitésére,

tobb olyan ujszerii abrazolasi mod kidolgozasat, amely a kapott eredmények
megjelenitését a leginkabb biztositja,

mas jelatviteli utvonal adatbazisok részletes vizsgalatat, hogy lehetdség
legyen egy minél pontosabb és atfogobb Osszehasonlitasra a létrehozott

SignaLink adatbézissal.
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Az adatbazis elkészitése mellett célul tiztem ki olyan vizsgalatok elvégzését a
l1étrehozott jelatviteli utvonal adatbdzison, amelyekre korabban nem nyilt lehetdség.
Ezért célom volt annak illusztralasa és bizonyitasa, hogy a létrehozott adatbazis:

e rendszerszintli 0sszehasonlitd €s elemzd vizsgélatok elvégzésére alkalmas,

o segitségével a kiillonbozd fajok jelatviteli tvonalainak Osszehasonlitdsa
soran Uj fehérjék és funkciok azonosithatoak,

e alkalmazasaval az Osszes utvonalat egyszerre lehet vizsgéalni, igy
elemezhetévé valnak a jelatviteli ttvonalak atfedésében 1évo (Un.
tobbutvonalas, multi-pathway) fehérjék,

e az elméleti kutatasok mellett az alkalmazott kutatas és fejlesztés (pl. rak- és

gyogyszerkutatas) szamara is hasznosithatd eredményeket ad.
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I11. Modszerek

111.1. Egy jelatviteli adatbazis készitése: SignalLink

11.1.1. Az adatbazis készitésének forrasai
111.1.1.1. A vizsgalandé él6lények kivalasztasa

A jelatviteli és egyéb biologiai halozatokat legtobbet az ¢€lesztén vizsgaltak,
ugyanis eukariotak koziil errél az ¢€l6lényrdl tudjuk a legtobbet, és egyszeriien
végezhetok rajta kisérletek. Azonban mivel az éleszt egysejtii, a fejlett jelatvitelnek
csak kis része talalhato meg benne. ToObbsejtli allatok haldzatainak vizsgalata még
kezdeti stadiumban van, de elég sok adattal rendelkeziink mar most is ahhoz, hogy
rajtuk nézziik a jelatvitel miikodését. A Drosophila melanogaster régota a genetikusok
egyik modellallata, a korai embriondlis fejlodés és a szervek kialakulasa kapcsan
gyakran vizsgaljak jelatviteli halozatat. A Caenorhabditis elegans az elmult harom-
négy évtizedben lett a leginkdbb hasznalt modellallat, féleg a szervek kialakuldsat és
egyszerli idegrendszerének miikddését lehet rajta vizsgéalni, valamint a jelatviteli
utvonalak kozotti keresztbeszélgetések felderitéséhez is tokéletes. A gerincesek esetén
is felmeriilt néhany lehetdség (karmosbéka, egér, patkany és ember). A rendelkezésre
allo6 adatok tipusai, mennyisége és az eredmények orvostudomanyi alkalmazhatdsaga
alapjan az emberi jelatviteli halozat mellett dontottem, mivel a sejtkultiirdkban igen sok,

mas ¢lélényekben csak kozvetetten kimutatott kapcsolatot publikaltak.

111.1.1.2. A vizsgalando ttvonalak kivalasztisa

Alapvet6 probléma a jelatvitel kutatdsdban az utvonalak osztalyozésa, tipusainak
¢s szamanak a meghatdrozdsa. Nagyon szigord, fleg biokémiai elvek szerint csak 7
utvonalrdl beszélhetiink (Pires-daSilva és Sommer, 2003). Funkcionalisabb, nemcsak az
egyedfejlodést figyelembe vevd megkozelitések esetén 17 (Gerhart, 1999), mig a
rendszerszemlélettdl igen tavol allo csoportositdsok 40 vagy akar 50 utvonalrol is
beszélnek (pl.:(Ogata és mtsai, 1999). Az utobbiak és altalanossagban a legtobb
megkozelités alkalmatlan mindenfajta hal6zatos abrazoldsra, rendszervizsgalatra, mivel

az utvonalakat nem egy platformon, hanem kiilon-kiilon megjelenitett, targyalt vagy
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kisérletesen vizsgalt, linedris utvonalként kezelik. Az ilyen megkozelitések alaphibdja,
hogy egy fehérje sok helyen is szerepelhet, és az egyes abrakat 6sszekotd kapcsolatok
(keresztbeszélgetések) eclvesznek, vagy nem keriilnek megjelenitésre. E fenti két
problémat akartam megoldani, amikor egy gyokeresen 0j megkozelitést kezdtiink el
tervezni.

A SignaLink adatbazis épitése soran nyolc, kanonikusnak nevezett Gtvonalat
hasznaltunk, amelyek mind az egyedfejlodés, mind a felnétt élet soran funkcidval
rendelkeznek. Ezek az EGF/MAPK, TGF-B, Wingless/WNT, Hedgehog (Hh), inzulin
(INS/IGF), JAK/STAT, Notch és a nuklearis hormon receptor tutvonalak. Ez a
biokémiailag és evoluciosan is indokolt Utvonalvalasztas a tirozin-kinaz alapa EGF-IGF
(receptor-tirozinkinaz, RTK) utvonal-csalad szétbontasat leszamitva megegyezik Pires-
daSilva és Sommer osztalyozasaval (Pires-daSilva és Sommer, 2003). A 8. tablazatban

roviden bemutatom ezen tvonalak fobb jellemzdit.
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8. tablazat A SignaLink adatbazisban 1évé 8 utvonal f6bb funkcioi, jellemzé reakcidtipusai, valamint az itvonal inditasaul szolgalo ligandumok és az végsé

Utvonal neve

Funkcio

komponensként szolgalé transzkripciés faktorok (TF) fontosabb tulajdonsagai.

Ligandum tipusa

Jellemz6 reakciotipus

EGF/MAPK  Novekedés, osztodas, Testfolyadékban keringd Receptor TyrKindz, szabad Kinaz bemegy a sejtmagba,  Sok kinaz, ezek kiilonbdz6 foszforilacios
tulélés, differenciacio, novekedési faktorok TyrKinaz és Ser/ThrKindz  vagy a citoplazmaban helyeken tudnak hatni, kiilonb6z6 sorrendekben.
sejtsors meghatarozas serkent egy TF-et Az adapter és allvanyfehérjék fontosak

Ins/IGF Sejt-metabolizmus, Testfolyadékban keringé Receptor TyrKinaz és Kinaz gatol egy TF-eta Kiilonb6z6 affinitas és expresszios tulajdonsagu
szabalyozas (6regedés) hormon szabad TyrKinaz sejtmagban izoformakon keresztiil dinamikus rendszer

JAK/STAT Sejtosztodas, fejlodés, Testfolyadékban keringé TyrKinaz, specifikus A dimer bejut a sejtmagba,  Oriasi kombinacids képesség a fébb
differenciacio, apoptozis, citokinek dimerizaciok és ott specifikus TF-et ligandumok, JAK és STAT elemek
természetes és adaptiv aktival kombinalodasaval, valamint a homo- és
immun-funkcidk heterodimerek miatt.

TGF-p Sejtsors és osztodas, Testfolyadékban keringd Receptor Ser/ThrKinaz, Komplex-képzddést Nagyfokt kombinacios képesség a ligandumok
differenciacio, apoptozis, citokinek komplexképzés, kovetben sejtmagba jutas és  és a receptorok szintjén, majd kisebb foku a
sejtfelismerés fehérjelebontas kozvetlen TF hatas receptorokat kdvetd elemeknél

Hedgehog Sejtsors €s osztodas, Lipidtesthez kotott rovid Komplexképzés, Jel hatasara egy fehérje be Kisebb fokt kombinacios képesség
differenciacio és és hossztavon hatd (részleges) fehérjelebontas, tud jutni a sejtmagba, ahol
polaritas meghatarozas, ligandumok Ser/ThrKinaz transzkripciot aktival
szervfejlodés Ha nincs jel, akkor ugyanez

a fehérje részleges
proteolizist kovetden bejut a
sejtmagba, és tobb TF-et
gatol

WNT Sejtsors és polaritas Testfolyadékban keringd Komplexképzés, Jel hataséra egy fehérje be Nagyfoki kombinacios képesség a ligandumok
meghatarozas, vagy sejthez kotott, vagy fehérjelebontas, tud jutni a sejtmagba, ahol ¢és a receptorok szintjén
szervfejlédés lipidtesthez kotott Ser/ThrKinaz tobb TF-et aktival

novekedési faktorok

Notch Sejtsors és osztodas, Kozvetlen sejt-sejt Integralt receptor- Protelizist kovetden Kisebb foku kombinacios képesség
differenciacio, sejthalal, kapcsolaton keresztiil mediator- transzkripcids sejtmagba jutas és kozvetlen
szervfejlédés faktor fehérje, proteolizis TF hatas

NHR Fejlodés és novekedés, Testfolyadékban keringo, Sejtmagon belili integralt ~ KozvetlenTF hatas Kisebb foku kombinacios képesség
szaporodas, nem- lipidoldékony szteroidok, receptor-transzkripcios
meghatarozas, hormonok faktor fehérje
metabolizmus
szabalyozas
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111.1.1.3. A vizsgaland6 kapcsolatok tipusanak meghatarozasa

Mivel a biokémia és a genetika kiilonboz6 megkozelitéssel és céllal vizsgalja a
jelatvitelt (szerkezeti, illetve funkcionalis), a kapcsolatokat is ez alapjan definialja.
Emiatt a biokémikusok csak direkt kapcsolatokat irnak le, ahol pontosan lehet tudni,
hogy két adott fehérje kozvetlen kapcsolodik. Ezzel szemben a genetikai kapcsolatok
gyakran indirekt kapcsolatok, ahol két adott gén (esetleg géntermék) funkcionalis
egymasra hatasat definialjak kapcsolatnak. A genetikai kapcsolatok lehetnek kozvetlen
kapcsolatok is, de pusztan a genetikai tesztek alapjan ezt nem mondhatjuk ki. Ha meg
tudjuk allapitani, hogy melyik fehérje melyikre hat kozvetleniil, példaul enzimatikus
modositassal, vagy a két gén terméke kozott meg tudjuk mondani, hogy melyik gén
funkcidja melyik gén funkciojara hat, akkor iranyt is adhatunk a kapcsolathoz. Tovabbi,
mas vizsgalatokkal, informaciokkal az irdnyitott kozvetlen vagy kozvetett kapcsolathoz
egymasra hatési informdciot is rendelhetiink, vagyis azt, hogy a kapcsolat serkentd,
vagy gatlo hatast kozvetit.

Fontos itt felhivni a figyelmet arra, hogy a fenti eltérés a biokémiai és genetikai
megkozelitésben, konkrétan a jeldtvitel vizsgalatanal, olyan jelentdsebb problémat
eredményezhet, hogy egy genetikai indirekt kapcsolat lehet, hogy nem direkt illetve
indirekt fehérje-fehérje kapcsolatokon, hanem transzkripcion keresztiil bekdvetkezd
fehérje-gén-fehérje kapcsolatokon alapul. Azaz nem is a jelatviteli Utvonal alkoto
fehérjéi kozott bekovetkezd kapcsolatrol van szd, hanem a teljes jelatviteli rendszer
elemei kozotti hatasrol. Erre a megkiilonboztetésre mind a biokémidban, mind a korrekt
halézatos vizsgalatok sordn feltétleniil sziikség van, mig a pusztdn funkcionalis
kapcsolatokkal dolgozd genetika jogosan €l az elhanyagolés lehetdségével. A probléma
ott van, hogy gyakran a biokémiai és halozatos vizsgalatoknal nem veszik figyelembe
az elobb leirtakat, €s igy téves eredmények sziiletnek.

Mind a biokémiai, mind a genetikai kutatdsok soran eldfordul, hogy a
kapcsolatokhoz nem tudunk iranyt rendelni (pl.: az éleszt6 kettds-hibrid eljarasok vagy
géninterakcidt prediktald adatbazisok), igy pusztdin a kapcsolat 1étérél van
informacionk, €s iranyitatlan kozvetlen vagy kozvetett kapcsolatokrol beszélhetiink.

Tehat négy kapcsolat tipusrdl beszélhetiink: iranyitott és iranyitatlan valamint
mindkettén beliil direkt és indirekt kapcsolatokrol. Az iranyitott kapcsolat esetén

mindkét altipushoz serkentd vagy gatld funkciok is rendelhetdek. A jelatvitelt vizsgalo
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megkozelitések altalaban nem szoktak igy definidlni vagy egyszerre hasznalni ezeket a
kapcsolatokat. Ennek kovetkeztében ,,zavaros” halozatokat kapunk, amelyek
elemzésével (foleg a direkt-indirekt kapcsolatok megkiilonboztetésének hianya miatt)
téves kovetkeztetéseket vonhatunk le. Ugyanakkor megfeleld definicio mellett fontos
minden fent emlitett kapcsolattipust felhasznalni, kiilonos tekintettel, a legtobb

informacioval rendelkez0, direkt kapcsolatokra.

111.1.1.4. A vizsgalando jelatviteli szakasz kivalasztasa

Mint azt a Bevezetd részben emlitettem, a jelatviteli utvonalak hatarait gyakran
nem definidljak. A megkozelités tipusa és a konkrét munka fiiggvénye, hogy a
jelatvitelben résztvevd elemek koziil melyeket vesznek szdmitasba, és ezek kozott
milyen kapcsolatokat vizsgalnak. Ez a gyakorlat tobb szempontbol is veszélyes és hibas.
Egyrészt, a kapott eredmények nehezen altalanosithatoak, nem Gsszeilleszthetdek vagy
Osszehasonlithatoak. Masrészt, ha a vizsgalt alrendszer kivalasztasa nem objektiven
tortént, akkor az abbdl levont barmilyen kovetkeztetés sem biztos, hogy megallja a
helyét. Végiil, ha rendszerszemlélettel akarunk jelatviteli halozatot vizsgélni, akkor
rendelkezniink kell elsé 1épésként a rendszer, valamint annak résztvevdinek,
kapcsolatainak ¢s alrendszereinek korrekt ¢és objektiv  alapokon nyugvd
meghatarozasaval.

Az 7. abra mutatja be az altalunk vizsgalt négyfajta jelatviteli alhalozatot. Az
elsd a jelatviteli utvonalak halozata, a masodik az ezeket kdvetd transzkripcids faktorok
halozata, a harmadik a transzkripcids faktorok és DNS-en 1évé kotdhelyeik halozata,
végiil a negyedik a génekbdl keletkez6 fehérjék haldzata. Jelen munkaban az elsé

halozattal, a jelatviteli utvonalak haldzataval foglalkozom.
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7. abra. A jelatviteli hal6zat altalam csoportositott négy része. Az els6 alhalozat a
jelatviteli utvonalak halézata, amely a ligandtol a transzkripcios faktorig tart. A kdvetkezd
alhalozat a transzkripcios faktorok haldzata. Utdbbi két alhdlozat természetesen atfed. Ezt
koveti a transzkripcios faktorok és a DNS-en 1évé kotdhelyeik alhalozata, majd a
megfeleld génekrdl a transzkriptumok alhalozata, amely visszacsatol az elsd két alhalozat
elemeire. A disszertacio alapvetden az els6 alhalozattal, a jelatviteli Gitvonalak halozataval
foglakozik, de tartalmaz transzkripcios faktorokat is.

W1.1.2. Az adatbazis kesziteséenek modszertana

Az adatbazis készitésének mddszertana a (Korcsmaros €s mtsai, 2010) publikacio 44

oldalas mellékleteként keriilt részletes leirasra és kozlésre.

I11.1.2.1. Az alkalmazando keretrendszer kivalasztasa

Az eldz6 fejezetben lathattuk, hogy a célul kitlizott feladat tobb szempontbdl is
Uj, mivel egyszerre tobb faj jelatviteli halozatat kivanjuk elkésziteni egységes
szabalyokkal ¢€s 0Osszehasonlitdo céllal. Tobb kapcsolattipust szeretnénk figyelembe
venni, €s csak pontosan meghatdrozott tulajdonsagokat illesztlink a rendszerbe.

Annak érdekében, hogy mindezen feladatokat elvégezhessiik sziikség volt egy

munkafeliiletre, vagy mas néven keretrendszerre. A Keretrendszer készitése tehat egy
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integraldsi folyamatot igényel, a mar létezd eszkozok és programok hasznos és jo
tulajdonsagainak az Osszegyijtését (Id. a 1.2.4-es bioinformatikai megkdzelitéseket
bemutatd fejezetet). Kovetkezésképpen a célkitlizés meghatarozasa utan az elsé
1épésiink egy megfelelé keretrendszer (program) készitése volt, ezt kovette a halozat

épitése, majd késobb az elemzés.

111.1.2.2. A keretrendszer készitése és a halozatépités menete

Egy olyan keretrendszerre volt sziikség, amely rendelkezik a célkitlizésben
megfogalmazott funkciokkal, és amely sziikség esetén bovithetd is. Ebbol a célbol
Szalay Maté informatikus kollégam elkészitette a Signalink-programot, amely egy C++
nyelven irt haldzatabrazolo és -épit6 program (a program, szemben a SignaLink
adatbazissal, halézattal kis “I”-lel irandd, a megkiilonboztetés miatt). A program

platformja a sejt egyszerlsitett abrazolasa, amely kiillonb6z6 sejttereket kiilonit el. A

program platformjan pontok hozhatok létre, amelyeket dsszekothetiink kapcsolatokkal
(8. abra).

% Untitled - SignalinK

File Edit View Help MNetwork GO Bomain
DS H % B@d ®E | 2 RAE| DR st — =1 GO SM &

Other Estracellular space

Plasma membrane
<
o

Cytoplasm

[tiew Hode New Node

8. abra A Signalink program alapfeliilete. A pontokat és kapcsolataikat a sejt kiillonbozé térrészein
(extracellularis tér, sejtmembran, citoplazma, endoplazmatikus retikulum, mitokondrium és a sejtmag)
helyezhetjiik el. Az eszkoztar lehetové teszi a megjelenités soran a fajonkénti és a kapcsolattipusonkénti

szirést, valamint a szinezést.
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A harom ¢él6lény jelatviteli utvonal-halézatat kiilon-kilon, C. elegans, D.
melanogaster és human sorrendben épitettem fel. Miutan felépitettem a 8 ttvonalat C.
elegans-ban, elkészitettem a gytimolcslégy, és az ember Gtvonalait. Az adatbazis el6szor
2006 decemberében késziilt el, majd az adatok 2008 majusaban — azonos moédszerek
szerint — lettek frissitve. Az adatbazis készitése négy alapvetd szakaszbol allt:

1. Utvonal-specifikus dsszefoglalok és adatbazisok (honlapok) keresése.

2. Ezek alapjan utvonal-fehérjék és ortologjaik beillesztése egy adott faj adott
utvonalaiba.

3. Tovabbi irodalmi keresések alapjan a beillesztett fehérjék kapcsolatait leird
kisérletes cikkek keresése (valamint az igy talalt kapcsolodo jelatviteli fehérjék
adatainak beillesztése.)

4. A beillesztett jelatviteli fehérjék tovabbi jelatviteli tulajdonsagainak (pl.:
jelatviteli pozicio, funkcid) gylijtése mas adatbazisokbol.

A kovetkezd alfejezetekben ebben a sorrendben mutatom be részletesen az egyes

szakaszokat.

111.1.2.3. A halézatépités forrasa és modszertana — az irodalom

A Signalink adatbazis készitésének elsé lépéseként minden tUtvonalhoz
megkerestem az adott faj adott tGtvonalairdl elérhetd Osszefoglald jellegli forrasokat
(review-k és honlapok). Altalaban a kézi gyiijtéssel késziild utvonal adatbazisok
utvonalanként 5-15 Gsszefoglalo cikket szoktak felhasznalni. A SignaLink készitése
soran Osszesen 170 osszefoglalo cikket hasznaltam fel, ami itvonalanként atlagosan 20

cikket jelent. Az osszes felhasznalt irodalmi adat megtalalhaté a http://signalink.org

weboldalon. Az adatbdzis készitése sordn felhasznalt internetes adatbdzisokat és

alkalmazasokat a 9. tablazat tartalmazza.
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http://signalink.org/

9. tablazat A SignaLink adatbazis készitése soran felhasznalt internetes adatbazisok és

alkalmazasok nevei és elérhetéségei.

Az adatbazis vagy alkalmazas
neve
BioCarta

Internetes cime

http://www.biocarta.com

BioMART

http://www.biomart.org

Cell Signaling Pathway Diagrams

http://www.cellsignal.com/reference/pathway

DAVID

http://david.abcc.ncifcrf.gov

Drosophila Interaction Database

http://proteome.wayne.edu/PIMdb.html

DrugBank http://redpoll.pharmacy.ualberta.ca/drugbank
Ensembl http://www.ensembl.org

FlyBase http://www.flybase.org

GAD http://geneticassociationdb.nih.gov

Hedgehog Pathway Gene List

http://hedgehog.sfsu.edu/genes

Human Protein Reference Database

http://www.hprd.org

KEGG

http://www.kega.jp

NetPath

http://www.netpath.org

Notch homepage (Greenwald lab)

http://cpmcnet.columbia.edu/dept/greenwaldlab

OMIM

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

Oncomine

http://www.oncomine.org

Orthodisease

http://orthodisease.sbc.su.se

Pathguide: The Pathway Resource List

http://www.pathquide.org

PharmGKB

http://www.pharmgkb.org

Protein Identifier ~ Cross-Reference | http://www.ebi.ac.uk/Tools/picr

Service (PICR)

Reactome http://www.reactome.org

Synergizer http://llama.med.harvard.edu/synergizer/translate
WormBase http://www.wormbase.org

WormBook http://www.wormbook.org

The Wnt Homepage (Nusse lab) http://www-leland.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html

111.1.2.4. A halozatépités forrasa és médszertana — a pontok

Hogy milyen gének (fehérjék) keriiljenek az adatbazisba és melyik utvonalhoz,
azt az utvonalakrol szolo Osszefoglalo cikkek, valamint az egyes utvonalakkal
foglakozo laboratériumok weblapjai (Id. 9. tablazat) hataroztak meg. Igy az
utvonalakhoz leginkabb értd szakemberek informacioja alapjan keriiltek az egyes
fehérjék egy adott utvonalhoz. Tovabbi utvonal informacidval szolgalt egy fehérjérdl a
Wormbase-ben és a Flybase-ben feltiintetett kapcsolati partnerek listaja (Harris és mtsai,
2010; Wilson és mtsai, 2008), valamint két kapcsolatkeresd program (az iHOP ¢és a
Chilibot) altal megtalalt jelatviteli szomszéd fehérjék (Chen és Sharp, 2004; Fernandez

és mtsai, 2007). A 9. abra bemutatja a Signalink program pont tirlapjat.
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9. abra A Signalink program pont iirlapja az adatbazis tulajdonsagok megadasahoz. A pont {rlap

megfeleld mezdiben lehetdsége van a felhasznalonak megadni az egyes fajok génjeinek azonositoit,

biokémiai és jelatviteli tulajdonsagait, valamint jel6lni az orvosi szerepiiket (pl.: gyogyszercélpont). A

program figyelmeztet, ha mar l1étez6 génnevet szeretnénk Gjra bevinni.

A fehérjék beillesztése az adatbazisba az alabbi 1épéseket tartalmazta:

Fajspecifikus azonositok (ORF vagy Ensembl azonositd) kikeresése ¢és
beillesztése fajspecifikus adatbazisokbol:

o Wormbase (verzié: 191) (Rogers és mtsai, 2008),

o Flybase (verzio: 2008.6) (Wilson és mtsai, 2008),

o Ensembl (verzio: 49) (Flicek és mtsai, 2008).
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e Altaldnos fehérjeazonositok az UniProt adatbazisbol (verzid: 87) keriiltek
beillesztésre (Boutet és mtsai, 2007). Ha egy fehérjéhez tobb UniProt azonositd
tartozott, akkor az az azonositd keriilt beillesztésre, amelyhez a leghosszabb
aminosav-szekvencia tartozott.

e A fehérjék szinonimait dsszefoglald cikkekbdl (pl.: (Kyriakis és Avruch, 2001))
és az IHOP adatbazis ,,synonym” rovatabdl szarmaztak (2008 majusi verzid)
(Fernandez és mtsai, 2007).

e A fehérjeazonositok atalakitasara két internetes szolgaltatas a Protein Identifier
Cross-Reference Service (Cote és mtsai, 2007) és a Synergizer (Berriz és Roth,
2008) szolgalt.

e Minden beillesztett fehérje utan a megfeleld ortologokat is beillesztettem a
masik két fajba. Ehhez az ortolog-csoportokat tartalmazé InParanoid adatbazist
(verzi6: 6.1) hasznaltam (Berglund és mtsai, 2008).

e A beillesztés utan minden fehérje egy vagy tobb ttvonalhoz lett rendelve, majd
ezen belill egy-egy utvonal-régidhoz (gerinc vagy mellék):

o Egy fehérjét akkor lett a gerinc-régioba sorolva, ha az adott fehérje
esszencidlis az utvonalon folyd jel tovabbitasaban, és rendelkezik
legalabb egy, az utvonalra jellemzd biokémiai tulajdonsaggal (pl.:
szerin/treonin aktivitas).

o Egy fehérjét akkor lett a mellék- vagy mas néven periférias-régioba
sorolva, ha nem tartozik a gerinc régidba, de az ott 1évé fehérjék
szabalyozasaban részt vesz.

e Az egyes fehérjék a jelatviteli topologiai pozicio szerint is besorolasra kertiltek.
Egy fehérje maximum két ilyen poziciot kaphatott:

o ligandum: olyan fehérje, amely elinditja az adott utvonal jelét

o receptor: olyan fehérje, amely kdzvetleniil a ligandumtol kap jelet

o mediator: olyan fehérje, amely kozvetiti a jelet a receptor(ok) és a
transzkripcids faktor(ok) kozott

o kofaktor: olyan fehérje, amely modositja vagy szabalyozza mas fehérjék

o transzkripcios faktor: olyan fehérje, amely (1) a kapott jelet tovabbitja
egy masik transzkripcios faktornak (TF), vagy (2) komplexet képez mas
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TF fehérjékkel, vagy (3) a DNS megfeleld promoteréhez kotve
kozvetleniil szabalyozza a transzkripciot

o egyéb fehérje: olyan fehérje, amely nem jelatviteli funkciot tolt be (pl.:
sejtmozgas, transzport, membran-folyamatok) (ezen fehérjék jelentds
része kofaktor is egyben)

o ismeretlen: olyan fehérje, amelynek jelatviteli szerepe az adott

utvonalban nem ismert

111.1.2.5. A halézatépités forrasa és médszertana — a kapcsolatok

Mint ahogy azt a I11.1.1.3. fejezetében ismertettem, a jelatviteli haldzatok
esetében négyfajta kapcsolattipusrol (irdnyitatlan, iranyitott, ezeken beliill pedig
kozvetlen vagy kozvetett) beszélhetiink. A négyfajta kapcsolattipus koziil a
SignaLinkben csak iranyitott (kozvetlen vagy kozvetett) kapcsolatok szerepelnek.
Pontosan meg van hatarozva hogy mely fehérje melyik masik fehérjére hat. Az 10. abra
bemutatja a Signalink program kapcsolatainak trlapjat.

Az iranyitott kapcsolatokrol a bizonyitékok alapvetéen konkrét kisérletes
cikkekbdl €s csak ritkdn Gsszefoglalokbol szarmaznak. Ezeket a cikkeket Osszefoglalo
cikkek, fajok webszerverei, utvonal-honlapok ¢és a mar emlitett kapcsolatkeresd
programok segitségével talaltam meg. Minden esetben a kapcsolat beillesztése soran
feltiintetésre keriilt a bizonyitékul szolgalo cikk Pubmed azonositojat.

A beillesztett kapcsolatok elsddleges irodalmi adatokon alapulnak, amelyek a
kovetkez forrasokbol szarmaztak:

o 0Osszefoglal6 (review) publikaciok

o faj-specifikus adatbazisok (Flybase, Wormbase) és UniProt (Boutet és
mtsai, 2007; Harris és mtsai, 2010; Wilson és mtsai, 2008)

o iHOP, ChiliBot kapcsolatkeresé-programok, valamint a Pubmeden

végzett keresések (Chen és Sharp, 2004; Fernandez és mtsai, 2007)

45



Edge Properties E|
Properties | Undirected Directed -Manual | Undirected - DB | Indiect |
Cirected connection - manual
D: (SwissAC: ) (¢ =i [p (SwissAC: )
H: (SwissAC: ) 4 H: (SwissAC: ) |
C: (SwissAC: ) C: (SwissAC: )
I:H- ﬁ
F _
Show | Show |
Species:
v Drosophila PubMed ID: | Lirk
v Hurnan PubMed ID: | Link
Iv C.elegans PubMed ID: | Link
O Méngse

10. abra A Signalink program kapcsolatainak iirlapja az adatbazis tulajdonsagok megadasahoz. A
fenti fiillekkel lehet kivalasztani a megfeleld kapcsolattipus trlapjat, és megadni az adott kapcsolat

irodalmi hivatkozasat.

A kapcsolatok beillesztése az adatbazisba az alabbi 1épéseket, tulajdonsagokat

tartalmazta:
e Minden beillesztett kapcsolat iranyitott.
e A kapcsolat hivatkozasa a legkorabbi kisérletes cikkre hivatkozik.

e Minden Osszefoglalo esetében és a kisérletes cikkek 70 szazalékaban a teljes

cikket vizsgaltuk.
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e A kapcsolatok kisérletes bizonyitéka két részre oszlik:

o direkt vagy kozvetlen bizonyiték: biokémiai bizonyiték tamasztja ala,
hogy a két fehérje kozvetleniil kapcsolodik

o indirekt vagy kozvetett bizonyiték: nincs bizonyiték kozvetlen
biokémiailag meghatarozott kapcsolatra, de a kisérletes bizonyitékok
alapjan ez valoszinlsithetd (pl.. mRNS vagy fehérje mennyiség
korrelacidja, enzimaktivitds valtozdsa vagy a kapcsolodd fehérjék
domén-vizsgalata)

e Egy kapcsolat hatasa lehet serkentd/aktivald vagy gatld. Az indirekt kapcsolatok
esetében a ++ ¢és a -- korrelaciot tekintettiik serkentének, mig a +- és -+
kapcsolattipust gatlonak.

e A SignalLinkben azok a kapcsolatok, amelyek azonos fehérjeparok kozott
vannak, de kétiranyuak, kiilon kapcsolatként keriiltek beillesztésre.

o A fehérje lista 6sszegytijtése utan két tovabbi, ellendrzd 1épés elvégzése:

o fehérjelista ellenérzése (minden fehérje kapcsolatainak ujraellendrzése;
minden fehérje ahhoz az utvonalhoz lett rendelve, amelyhez iranyitott
kapcsolata volt),

o az ortologként beillesztett fehérje kapcsolatok ellenérizése.

111.2. Mas jelatviteli adatbazisokkal valo dsszehasonlitds

111.2.1. Az ésszehasonlitas hattere

A kézi gylijtéssel késziilt munkak esetében a gylijtési modszert és a keletkezett
adatbazist validalni kell. Mivel a SignaLink készitése soran a gylijtési modszer kézi
keresések alapjan és nem algoritmusok &ltal tortént, ezért a SignaLink mindségérdl
hasonlé modon késziilt adatbazisokkal torténd validalas a megfeleld.

A jelatviteli utvonalakat, adatokat tartalmaz6 adatbazisok szdma folyamatosan
novekszik (Bader és mtsai, 2006). Ugyanakkor a legtobb ilyen adatbazis kevesebb mind
200 molekulat tartalmaz, és sejt- vagy szovetspecifikusak. Tobb nagyobb adatbazis
pedig csak bizonyos utvonalkomponenseket (pl.: kinazokat) tartalmaz. Azok kozott az
adatbazisok kozott, amelyek ingyenesek, tobb mint 200 molekuldt és minden
utvonalkomponenst tartalmaznak, nincs olyan, amely hasonl6 célbol és mddszerrel jott

létre, mint a SignaLink. Mivel nincs megfeleld standard, amivel validalni lehetne a

47



SignaLink adatbazist, harom ismert ¢és sokat hasznalt adatbazis human adataival
hasonlitottuk Ossze: a KEGG, Reactome és NetPath adatbazisokkal (Joshi-Tope és
mtsai, 2005; Kandasamy ¢és mtsai, 2010; Ogata és mtsai, 1999). Referenciaként ezt a
harom adatbazist egymadssal is Osszehasonlitottuk. Az Osszehasonlitast Farkas Illés
biofizikus halozatkutatoval kozosen végeztem. A teljes Gsszehasonlitas a (Korcsmaros

¢s mtsai, 2010) publikacié mellékleteként keriilt kdzlésre.

I11.2.2. A KEGG adatbazissal valo ésszehasonlitas

A KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Ogata és mtsai, 1999)
nagyon sok utvonal adatat tartalmazza, koztiik t6bb jelatviteli és endokrin utvonalat is.
A SignaLinkben 1évé 8 utvonalbdl a KEGG 7-et tartalmaz, ezek a KEGGben hasznalt
elnevezésekkel a kovetkezoek: MAPK, WNT, Notch, Hedgehog, TGF-beta, Jak-STAT
és Insulin.

A 7 KEGG utvonal fajlt PSI-MI xml-formatumban a kovetkezé forrasbol
toltottiik le: ftp://ftp.genome.jp/pub/kegg/pathway/organisms/hsa. Az egyes utvonal-

fajlok 489 fehérjét tartalmaztak, amelyek ortologia és egyéb funkcionalis szempontok
alapjan 285 fehérjecsoportra lettek felosztva. Az egyes fehérjék kozotti kapcsolatokrol
nem taldltunk informaciot, csak a csoportok kozotti kapcsolatokrol (210 irdnyitott
kapcsolat). Az 0Osszehasonlithatosdg érdekében fehérje-fehérje halozatot kellett
gyartanunk ebbdl az adatsorbol. Erre a fehérjekomplexek halozatos vizsgalata soran
alkalmazott matrix- és spoke-modellek adnak lehet6séget (Orchard és mtsai, 2007). Az
elemzés soran ,,KEGG matrix”-nak neveztiik azt a modellt, ahol két iranyitottan
kapcsolddd csoport minden tagjat iranyitottan Osszekotottik. ,,KEGG spoke”-
modellnek pedig azt, ahol a forras csoportnak csak az egyik tagjat kotottiikk 0ssze a cél-
csoport egyik tagjaval. (A fehérje Swiss-Prot azonositéjat ABC-sorrendbe rendeztiik,
majd az els6t hasznaltuk a ,,spoke”-modellhez; amennyiben csak TrEMBL azonositd

allt rendelkezésre, akkor az ABC-ben utolsot hasznaltuk.)
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111.2.3. A Reactome adatbazissal valo osszehasonlitas

A Reactome adatbéazisban 5 utvonal egyezik a SignaLinkben 1évd 8 utvonallal
(Joshi-Tope ¢és mtsai, 2005), ezek neve: EGF, IGF/Ins, Notch, TGF és WNT. A

http://www.reactome.org/download/current webcimrdl toltottiik le ezen utvonalak

adatait (uniprot_2_pathways.stid.txt és homo_sapiens.interactions.txt) 2009 aprilisaban.
Az els6 adatfajl (uniprot_2_ pathways.stid.txt) tartalmazta a fehérje listdkat. Az
Osszehasonlitashoz az alabbi utvonalnév parositdsokat hasznaltuk (SignaLink név és
zarojelben a Reactome elnevezés): EGF/MAPK utvonal (,,Signaling by EGFR”),
IGF/Ins utvonal (,,Signaling by Insulin receptor”), Notch tutvonal (,,Signaling by
Notch”), TGF utvonal (,,Signaling by TGF beta”) és a WNT ttvonal (,,Signaling by
Wnt”). A masik fajl (homo_sapiens.interactions.txt) tartalmazta a kapcsolati adatokat,
amelyek olyan kapcsolatokat is tartalmaztak, amely két utvonal elemét kotottek Ossze
(keresztbeszélgetés). Ez a fajl az 5 Gitvonalra kiillonb6z6 kapcsolattipusokat tartalmazott,
mindegyik 1-1 fehérjét kot Ossze. A kapcsolattipusok koziil kettd fehérjekomplex-
tagsagi adatokbol lett szarmaztatva. Az Osszehasonlithatas soran — mivel a SignaLink
csak valodi, fehérje-fehérje reakcidkat tartalmaz — nem megfeleld ezeket a
kapcsolatokat felhasznalni. Mivel azonban a legtobb vizsgalatban a Reactome adatait
egységesen szoktdk vizsgalni, az Osszehasonlitdst elvégeztik a fehérjekomplex-

adatokkal egyiitt és azok nélkiil is.

111.2.4. A NetPath adatbazissal valo osszehasonlitas

A NetPath adatbazis eredetileg a ,,Human Protein Reference Database”
részeként jelent meg (Keshava Prasad és mtsai, 2009), nemrégiben azonban 6nallo
cikként is publikaltak (Kandasamy és mtsai, 2010). A korabbi két tvonal-adatbazishoz
képest a NetPath mas szerkezetli és joval kisebb. A NetPath 20 utvonalhoz tartalmaz
fehérjéket és ezek kapcsolatait. Erdekes modon — noha ezt nem irjak sehol — ebben az
adatbazisban egy fehérje tobb utvonalhoz is tartozhat. A NetPath-ban 5 olyan ttvonal
van, amely 0sszehasonlithat a SignaLinkkel, ezek elnevezése a NetPath-ban: EGFR1,
Hedgehog, Notch, TGF beta Receptor és WNT (a tobbi 15 titvonal immunfolyamatokra
vagy raksejtekre jellemzd). Az Gitvonaladatokat egy egységes PSI-MI formatumua XML
fajlbol értiik el a kovetkez6 webcimrol: http://www.netpath.org/data/psimi_2
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A NetPath-kapcsolatok nem egy-egy fehérje kozott vannak (nem binarisak),
hanem kapcsoldédd fehérje listdk keriiltek feltlintetésre. Ezeket a kapcsolodd fehérje
listakat KEGG-nél mar alkalmazott matrix-modellel elemeztiik (Orchard és mtsai, 2007)
és a sajat-kapcsolatokat (self-loop) nem vettiik figyelembe. Mivel a NetPath matrix
modellje esetében minden fehérjéhez csak 2-3 kapcsolat tartozott, tgy itéltiik meg, hogy

ez megfelelden pontos modszer a NetPath Gitvonal-hal6zatanak 1étrehozésara.

111.3. Az atvonal-hadlézatok dabrazoldisa

A SignaLink adatbazisban 1évé utvonalakat és keresztbeszélgetés halozatot a
hagyomanyos halozatabrazolassal és 1j (altalunk kidolgozott) megkdzelitéssel is
abrazoltuk. Erre az adatok értelmezése és illusztralasa miatt volt sziikség. Osszesen 7
kiilonb6zé abrazolasi modot alkalmaztunk a vizsgalatok sordn, amelyek a halozat
jelatviteli, ortologiai és keresztbeszélgetés tulajdonsagain alapultak. Ezt a 7
megkozelitést a halozat elrendezése alapjan 2 f6 csoportba lehetett sorolni:
hagyomanyos ¢és utvonalalapi (keresztbeszélgetés-megjelenités) szerintire. Elébbibe
harom, utébbiba négy abrazolasi mdd tartozik.

A hagyomanyos halozatabrazolasi elrendezés soran kétfajta jelatviteli
tulajdonsag (Gtvonal és utvonal pozicid) abrazolasahoz a Cytoscape nevill vizualizalo
programot és az ehhez tartozé GOlorize programot hasznaltam Fazekas David biologus
hallgato segitségével (Cline és mtsai, 2007; Garcia és mtsai, 2007). Az ortologiai
informaciok abrazolasahoz egy interaktiv, ortologia-informaciokat is tartalmazo és
webes kezelofeliilettel rendelkezd programot hasznaltam, amelyet terveim alapjan
FLASH-nyelven Palotai Robin informatikus kollégam készitett.

A keresztbeszélgetés-haldzathoz négyfajta megjelenitést készitettiink. Az egyik
az utvonalak ¢és jelatviteli poziciok kozotti keresztbeszélgetés-halozatot abrazolja egy
Python ¢és OpenGL program segitségével, amelyet Szuromi Gabor informatikus
készitett. A madasik ugyanennél az elrendezésnél az ortologia informdciokat egy
folyamatos szinskalaval jelzi. A harmadik abrazolasi megkozelités soran egy Python
program segitségével kapcsolati matrixot rajzoltunk az utvonalak kozott, amelyekhez
expresszios adatokat illesztettiink a I11.4.2. fejezetben leirtak szerint. Ezt a programot és
az abrakat Fazekas David készitette. Végiil azokat az un. tobbutvonalas (multi-pathway)

fehérjéket abrazoltam, amelyek tobb utvonalnak is tagjai. Ebben az abrazolasi
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elrendezésben — amelyet Dr. Farkas Illés halozatkutato javasolt — azt jelenitettiik meg,
hogy hany azonos fehérje van az egyes utvonalak kozott. Az egyezést kapcsolattal
jeloltem két utvonal kozott. Utdbbihoz a mar emlitett Cytoscape programot hasznaltam
(Cline és mtsai, 2007).

A halozat pontjainak és a kozottiik 1évé kapcsolatok méretének, vastagsagnak
minden esetben informativ funkcidja van, a jelenlévd fehérjék vagy fehérje-fehérje
kapcsolatok szamat tudjuk igy jelezni. Mig a szinezésnek egyes abrakon csak illusztralo
szerepe van. Ez a munka a (Korcsmaros és mtsai, 2010) és a (Korcsmaros és mtsai,
2011) publikaciokban keriilt kozlésre.

111.4. Az adatbadzison elvégzett elemzések
I11.4.1. Génfunkcio predikciok

A fajok kozotti génrokonsagok (ortologia) alapjan lehetdség van génfunkcidk
joslasara a vizsgalt fajok kozott. Példaul, ha az egyik fajban ismert egy fehérje
funkcidja, és ennek a fehérjének a masik fajban van ortolégja, amelynek nem ismerjiik a
funkciojat, feltételezhet6, hogy (a szekvenciahasonlosag alapjan) az utdbbi hasonlo
molekularis funkciot tolt be. Az ilyen un. annotacié athelyezéseket (transzfereket)
fehérje-fehérje €s szabdlyozasi kapcsolatok, illetve fenotipusok esetében mar leirtak
(McGary és mtsai, 2010; Yu és mtsai, 2004). A SignaLink adatbazis adatszerkezete és
gyljtési modszere lehetdveé teszi, hogy hasonlo predikcidkat tegylink az egyes fehérjék

jelatviteli funkcioira (Korcsmaros és mtsai, 2010).

111.4.1.1. Lehetséges jelatviteli fehérjék azonositasa ortolégia alapjan

Az ortolégia  kapcsolatok  felderitését  altaldban  szekvencia  alapu
megkozelitésekkel végzik, gyakran halozatos kapcsolati informéciokkal kiegészitve
(Bandyopadhyay és mtsai, 2006; Koonin, 2005). Példaul a PathBLAST nevii eszkoz
sorbarendezett  fehérjéket vagy utakat illeszt fajok kozott a  fehérjék
szekvenciahasonlosaga alapjan (Kelley és mtsai, 2004). A COG adatbazisban (Clusters
of Orthologous Groups) az ortologiai csoportokat kétiranya (reciprok) BLAST
vizsgélattal hatdrozzadk meg legaldbb harom faj alapjan (Altschul és mtsai, 1997,
Tatusov és mtsai, 2000). Még nagyobb érzékenységet érnek el azok a modszerek,

amelyek nem csak a legnagyobb BLAST érték, hanem egy BLAST értéktartomany
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alapjan hatarozzak meg az ortolég csoportokat. Ilyen modszer a Signalink készitése
soran is alkalmazott InParanoid is (Berglund és mtsai, 2008). Az InParanoid két részre
osztja az ortologokat: (1) olyan homolog szekvenciaju fehérjék, amelyek a fajképzodést
megel6zd duplikacid eredményeként jottek Iétre, és nem valoszinli, hogy egyezik
funkciojuk (ezeket out paralog-oknak nevezik); és (2) olyan homolog szekvenciaji
fehérjék, amelyek a fajképzodést kovetden duplikacio eredményeként jottek 1étre, és igy
valdszinii, hogy egyezik a funkciojuk (ezeket in paralog-oknak nevezi). Az InParanoid
két faj 6sszehasonlitasa soran az illesztett fehérjék BLAST értékeinek teljes tartomanyat
hasznalja (nemcsak a maximum értékeket) (Berglund és mtsai, 2008). Minden egyes
ortoldgiai-csoport tagjahoz egy értéket rendel (InParanoid érték), hogy mennyire lehet
funkcionalis ortoldg az adott fehérje (Berglund és mtsai, 2008).

Ahogy az a 111.1.2.3.-as fejezetben szerepelt, a SignaLink adatbazis készitése
soran is mar alkalmaztuk az InParanoid adatbazist arra, hogy egy-egy beillesztett, ismert
jelatviteli fehérje szintén ismert jelatviteli ortoldgjat is megtaldljam és beillesszem.
Hasonlo modszert alkalmazva olyan fehérjéket tudtam azonositani, amelyeknek nem
ismert a jelatviteli szerepe (nincs kapcsolata mas jelatviteli fehérjével), de van olyan
ortologja, amelynek ismert a jelatviteli szerepe. Hasonloan a Signalink adatbazis
készitéséhez, ez alkalommal is csak azokat az ortologokat vettem figyelembe, amelyek
InParanoid értéke 0,3 felett van. Ezt kovetden két interneten elérhetd fehérje-fehérje
kapcsolat-keres6vel, az iHOP és a ChiliBot programokkal ellenériztem, hogy a
prediktalt jelatviteli fehérjéknek valdban nincs ismert jelatviteli kapcsolata (Chen és
Sharp, 2004; Fernandez és mtsai, 2007). Az ellendrzésben Rovo Petra, Spird Zoltan és
Zsakai Lilian TDK hallgatok vettek részt.

111.4.1.2. Ortologia alapu utvonal annotacio joslas

Mindharom vizsgalt faj (C. elegans, D. melanogaster és H. sapiens) esetében
felsoroltuk azokat a fehérjéket, amelyeknek nincs jelatviteli kapcsolatuk, de legalabb
egy masik fajban ismert olyan ortologjuk, amely a vizsgalt 8 utvonal valamelyikében
funkcioval rendelkezik. Hasonldoan a funkciondlis ortologia koncepcidhoz
(Bandyopadhyay ¢€s mtsai, 2006), minden ilyen fehérjénél feltételeztem, hogy utvonal

annotaciot (jelatviteli szerepet) josolhatjuk (athelyezhetjiik) a fajok kézott. Mas szoval
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ezen fehérjék esetében azt az utvonal tagsagot josoltam, amely az ortologjarél ismert

valamelyik masik fajban.

111.4.1.3. A prediktalt fehérjék ujdonsagvizsgalata

Annak érdekében, hogy a josolt fehérjék 1j jelatviteli szerepét bizonyitsam, két
vizsgalatot végeztem el. Megvizsgaltam az irodalmat fél-automata modszerekkel mar
létez6 annotaciok utan kutatva, valamint 6sszehasonlitottam predikcioinkat korabban
mar publikalt predikciokkal.

A josolt annotaciok osztalyozasat Ot interneten elérhetd keresOprogram
segitségével végeztem el (Pubmed, UniProt, GO, iHOP és Chilibot keresék; (Ashburner
¢és mtsai, 2000; Boutet és mtsai, 2007; Chen és Sharp, 2004; Fernandez ¢és mtsai, 2007).
A harom fajban a prediktalt szignalogokat 5 csoportba osztottam az alapjan, hogy
mennyire ismertek tulajdonsagaik az irodalomban: (1) az irodalom nem emlit ortologia
informéciot vagy biokémiai funkcidt; (2) ismert az ortologiai informaci6, de a
biokémiai funkcié nem; (3) nincs ismert ortologiai informacio, de a biokémiai funkciod
ismert; (4) ismert az ortologiai informécio €s a biokémiai funkcio is; (5) ismert az
ortologiai informacid, a biokémiai funkcid is €s egy utvonal esetében mar leirtdk a
szerepét az adott fehérjének. Ez az osztalyozas az ismeretlenebb (1) fell halad az
ismertebb (5) felé. Ugyanakkor még az 5. kategoriaba sorolt fehérjék esetében is lehetett
Uj utvonal annotaciot josolni.

A kovetkezd vizsgdlat soran interologokat (ortologia alapjan  josolt
kapcsolatokat) alkalmaztam annak érdekében, hogy megvizsgaljam az ortolog
predikcidk ujdonsagat. A Signalink adatbazis alapesetben nem tartalmaz ilyen josolt
kapcsolatokat, igy ezeket a meglévd informaciok alapjan kellett meghataroznom ugy,
hogy interoldg kapcsolattal dsszekotottiik azokat a fehérjéket, amelyek ortologjai egy
masik fajban ismert modon kapcsolatban vannak egymassal. Csak azokat az
interologokat vizsgaltuk, amelyek legalabb egyik tagja josolt fehérje. Ezeket az
interologokat hasonlitottam Ossze, harom fajspecifikus interoloég adatbazissal: a WI8
nevill féreg, a DrolD nevii gyliimdlcslégy és a HOMOMINT nevii emberi interologokat
j0s0l06 adatbazissal (Persico és mtsai, 2005; Simonis €és mtsai, 2009; Yu és mtsai, 2008).
Ez az Gsszehasonlitds kimutatta a josolt fehérjék jelenlétet a mar korabban publikalt

ortologia alapjan josolt adatbazisokban.
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I11.4.2. A keresztbeszélgetések expresszios vizsgalata

A keresztbeszélgetés expresszids vizsgalatmodszertana a (Korcsmaros és mtsai,

2010) publikacio mellékleteként keriilt kozlésre.

111.4.2.1. A szovet-specifikus keresztbeszélgetés expressziés vizsgalatanak
modszertana

A keresztbeszélgetések szoveti megjelenésének vizsgalata céljabol az emberi
fehérjék és kapcsolatok esetében szoveti expresszios adatokat hasznaltam fel. Két nagy
adatbazis létezik, amely a legtobb emberi fehérjét kodold6 mRNS expressziojat
tartalmazza: egyik a GNF Atlas (Su és mtsai, 2004), a masik az eGenetics (Kelso és
mtsai, 2003). Mindkét adatbazis elérhetd az EMSEMBL-BiIOMART oldalrdl (Flicek és
mtsai, 2008). A GNF Atlas néhany nagy kisérletben kimért expressziokat tartalmaz 46
human szovet, szerv és sejtvonal esetében, mig az eGenetics adatsor sok kisméretli
vizsgalat (7016 cDNS konyvtar és 104 SAGE konyvtar) adatait tartalmazza 50 human
szovet és szerv esetében. A legmagasabb expressziot tartalmazo 19 szovettipusnal a
GNF Atlas atlagosan 251,6, mig az eGenetics 242,4 SignaLinkben is eléfordulo fehérjét
tartalmaz. Mivel az eGenetics adatsor konnyebben felhasznalhato volt, és nem volt
jelentds adatmennyiségbeli kiilonbség a GNF Atlas-hoz képest, ezért a vizsgalataimat
csak az eGenetics adatosorral végeztem.

Az eGenetics adatsor minden fehérjéhez felsorolja azokat a szdvet- ¢és
szervtipusokat, amelyekben az adott mRNS expresszalddik (van/nincs binéris adatsor).
A SignaLinkben 1év6 525 human fehérje mind szerepel az eGenetics adatsorban, de
azokat a szovet-, és szervtipusokat, amelyekben a legtobb SignaLinkben is szerepld
fehérje szerepel.

A keresztbeszélgetés expresszio-vizsgalat soran megnéztem, hogy mennyire
szelektiv az egyes keresztbeszélgetésekben résztvevo fehérjék expresszioja a kiillonb6zo
szovetekben. Annak érdekében, hogy statisztikailag megfeleld allitast tudjak
megfogalmazni, tobb szovettipust egyiittesen vizsgaltam. Ugyanakkor, ha minden
szovettipusbol hasznaltam volna adatokat, azok a kiilonbségek, amelyeket ki akartam

mutatni, 6sszemosodtak volna. Ezért kivalasztottam ot kiilonb6z6 szovetet az alabbi 3
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szempont alapjan: (1) minél tobb SignaLink fehérje mMRNS-expresszidjat tartalmazza;
(2) az adott szovet szovettanilag minél inkabb homogénebb legyen; (3) lehetdleg
kiilonb6z6 eredetti (ekto-, mezo-, entoderma) és funkcioji legyenek. Az 10.
tablazatban szerepld listabol valasztottam ki az alabbi 5 szovet- illetve szervtipust:
kardiovaszkularis, végbél, hamszovet, maj és izom. A 11. tablazat felsorolja, hogy
atlagosan ebben az 5 szovetben az egyes utvonalak fehérjéinek hany szazaléka
expresszalodik. Ezen értékek ismeretében megéllapithatjuk, hogy az 5 kivalasztott
szovet ¢és az expresszios adatsor megfelelé ahhoz, hogy a keresztbeszélgetések szoveti

expresszidjat megvizsgaljuk.

10. tablazat Az expresszalodé SignaLink fehérjéket kédolé mRNS-ek szima az egyes szovet- és
szervtipusok szerint az eGenetics adatbazisbhol. A tablazat legels6 soraban az Osszesitett érték szerepel
(,;anatomiai rendszer”). Szirke hattérrel az az 5 szovettipus van kiemelve, amelyet a késébbi

keresztbeszélgetés vizsgalatok soran hasznaltunk.

eGenetics adatbazis Expresszalodo Az 525 emberi SignaLink
szovet/szerv név SignaLink fehérje- fehérje szazalékos megoszlasa
szamok az egyes szovet-, és
szervtipusokban

anatomiai rendszer

(minden szévet és szerv)

1égzorendszer 303 57,9%

férfi ivarrendszer 294 56,2%

ndéi ivarrendszer 293 56,0%
kozponti idegrendszer 288 55,1%
kotészovet 264 50,5%
végbél 261 49,9%
endokrin-rendszer 249 47,6%
kivalasztorendszer 247 47,2%
hamszovet 246 47,0%

latasi szervek 238 45,5%
vazrendszer 237 45,3%

maj (és epe) 236 45,1%
limforetikularis 235 44,9%
kardiovaszkularis 230 44,0%

méh 220 42,1%
hematologiai rendszer 212 40,5%
periférias idegrendszer 190 36,3%

izom 188 36,0%

mell 174 33,2%
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11. tablazat Az egyes utvonal fehérjék atlagos expresszioja a kivalasztott 5 szovetben.

Utvonal név Az utvonalfehérjék atlagos expresszidja a
kivalasztott S szovettipusban
Notch 48,6%
IGF 45,9%
TGF-B 44.2%
EGF/MAPK 42,3%
NHR 38,8%
Hh 34,2%
WNT 33,3%
JAK/STAT 25,8%

111.4.2.2. Betegség-specifikus keresztbeszélgetések expressziés médszertana

A keresztbeszélgetések betegségben betoltott szerepét egy gyakori és homogén
szoveti jellemzOkkel rendelkezd raktipus, a hepatocellularis karcindma példdjan
vizsgaltam meg. Ehhez két hepatocellularis karcindma expresszios vizsgalat (Chen és
mtsai, 2002; Wurmbach és mtsai, 2007) adatait toltottem le az Oncomine nevii rakos
expresszids adatokat tartalmazo internetes adatbazisbdl (Rhodes és mtsai, 2007). A
keresztbeszélgetésben résztvevd fehérjék expresszidvaltozasat néztem az egészséges
maj expresszios adataihoz képest. Annak a fehérjének a mennyiségét tekintettem
valtozonak, amelynek legalabb az egyik majrakos expresszidja az egészséges

expresszioval dsszehasonlitva a t-proba teszt p-értéke 0,05 alatt van.

111.4.3. Gyogyszercéelpont-jeloltek meghatarozasa

A gyogyszercélpont-jeldltek azonositasahoz abbol indultam ki, hogy a jelenleg
forgalomban 1év6 gyogyszercélpontokra milyen tulajdonsagok a leginkabb jellemzéek
(Gao ¢és mtsai, 2008; Spiro és mtsai, 2008; Yildirim és mtsai, 2007). A fehérjékrol
ezeket a tulajdonsagokat a DAVID nevli internetes Szolgaltatas segitségével gyljtottem
0ssze (Dennis, Jr. és mtsai, 2003). A betegségekkel kapcsolatos annotacidkat az OMIM,
GAD ¢és Orthodisease adatbazisokbol (Amberger és mtsai, 2009; Becker és mtsai, 2004;
O'Brien és mtsai, 2004), a doménszerkezeti informaciokat az InterPRO adatbazisbol
(Hunter és mtsai, 2009), valamint a molekularis funkcio és sejttér elhelyezkedési
adatokat a GO adatbazisbol (Harris és mtsai, 2004) toltdttem le. A jelenleg ismert és
hasznalt gyogyszercélpontok listajat a DrugBank adatbazisbol toltottem le (Wishart,
2008), és tovabbi elemzésiikhoz pedig a PharmaGKB adatbazis internetes feliiletét
hasznaltam (http://www.pharmgkb.org; (Medina és mtsai, 2010)).
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V. Eredmények

A modszertani rész elsd fejezetében bemutatott egységes gyljtési modszerrel
létrehoztam egy 1) jelatviteli utvonal adatbazist, amelyet SignaLinknek neveztiink el.

Az adatbazis a http://signalink.org weboldalon értheté el (ingyenes). Az alabbi 4

fejezetben ezzel az adatbazissal foglalkozom. Eldszor bemutatom az adatbazis minéségi
¢s mennyiségi tulajdonsagait, majd részletesen 0sszehasonlitom a SignalLinket harom
ismert utvonal-adatbazissal. Ezt kdvetéen a SignaLink adatbazis dbrazolési lehetdségeit

¢és megoldasait, végiil az adatbazison elvégzett elemzések eredményeit mutatom be.

IV.1. Jelatviteli utvonalak egységes gyiijteménye
A SignaLink adatbazis és ennek részletes elemzése, 6sszehasonlitasa a (Korcsmaros

¢és mtsai, 2010) publikacioban és annak 44 oldalas mellékleteként keriilt kzlésre.

IV.1.1. 4 SignaLink adatbazis mindségi tulajdonsdgai

A fonalféreg Caenorhabditis elegans, a gyiimédlcslégy Drosophila melanogaster
¢és az ember fébb jelatviteli Gtvonalainak egységes gylijteményét készitettem el. A sok
elérhet6 osztalyozasi rendszer koziil (Bader és mtsai, 2006) Pires-daSilva és Sommer
Osszefoglaloja alapjan valasztottuk ki azt a nyolc jelatviteli Gtvonalat, amelyet az
adatbazisba rendeztiink. Ezek az utvonalak — EGF/MAPK (Epidermal Growth
Factor/Mitogen-Activated Protein Kinase), TGF-B (Transforming Growth Factor-beta),
Wingless/WNT, Hedgehog (Hh), inzulin/IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1),
JAK/STAT (Janus Activating Kinase / Signal Transducer and Activator of
Transcription), Notch és a nuklearis hormon receptor utvonalak — kozponti
jelentOséglick az egyedfejlodés és a felndtt élet soran egyarant (Pires-daSilva és
Sommer, 2003). Ezeknek az utvonalaknak a megkiilonboztetése biokémiailag és
evoliciésan is indokolt, mivel az egyes utvonalakra kiilonb6z6 biokémiai
mechanizmusok jellemzdek, amelyek egy tvonalon beliil hasonld evoltcios eredettel
rendelkeznek. Az adatbazis készitése soran egységes szabalyok szerint kézzel
gyljtottem a genetikai és fizikai kapcsolatokat bizonyitd adatokat. A SignaLink
adatbazisban a fehérjék és a kapcsolatok szoveti jellemzdk nélkiil szerepelnek, igy a

l1étrejott haldzat lehetséges kapcsolati gylijteménynek is nevezhetd. A jelatviteli
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komponensekre vonatkoz6 szovet- és betegség-specifikus jellemzoket expresszios

mintazatok hozzaadasaval lehet a jelatviteli hal6zathoz rendelni (I1d. 1V.4.3.-as fejezet).

A SignaLink jelatviteli atvonal gyiijteménynek 5 olyan f6bb tulajdonsaga van,

amelyek egyiittes jelenléte megkiilonbozteti a tobbi tvonal-adatbazistol:

A teljes adatbazis egységes gylijtési modszerek alapjan késziilt (minden faj,

minden utvonala esetén).

Az ttvonalak biokémiai mechanizmusok €s evolucios rokonsag alapjan

definialtak, és tartalmazzak a sejtekben el6fordulo legtobb jelatviteli

mechanizmusokat (pl.: kinazok, peptidazok).

Egy adott utvonal komponens tobb tutvonalhoz is tartozhat (ezeket

tobbutvonalas fehérjéknek neveztiik).

Egy jelatviteli utvonal komponens harom tulajdonsaggal rendelkezik:

o mely utvonal(ak) tagja

o az utvonal(ak)on beliil milyen régio tagja (pl.: kozponti régio, amelybe a
jel terjedése szempontjabol esszencialis fehérjék tartoznak, vagy mellék
régio, amelyek a kozponti régiot szabalyozzak)

o az utvonalakon beliil milyen jelatviteli topologia csoport tagja
(utvonalanként maximum 2, az alabbiak koziil: ligandum, receptor,
mediator, kofaktor, transzkripcios faktor, egyéb fehérje)

(aktivalas, gatlas), valamint rendelkeznek az eredeti kisérletes irodalmi

forras Pubmed azonositojaval.

1V.1.2. A SignaLink adatbazis mennyiségi tulajdonsagai

A SignaLink 2010-ben publikalt verzidja (amely gytijtése 2008-ban lezarult) 442

C. elegans fehérjét, 211 D. melanogaster fehérjét és 525 emberi fehérjét tartalmaz,

amelyek kozott rendre 237, 233 és 991 kapcsolat talalhat6. Mivel egy fehérje csak

egyszer szerepelhet az ttvonal gyljteményben, de tobb utvonalhoz is tartozhat, nem

trivialis a fehérjék utvonalankénti szamanak meghatarozasa. Ennek érdekében Farkas

Ill¢ssel sulyoztuk a fehérjék szamat utvonalanként, illetve a jelatviteli topoldgiai csoport

(pl.: receptor, mediator) szerint. Ha példaul egy fehérje n jelatviteli utvonalnak a tagja,
és ezek az utvonalak az EGF/MAPK ¢és TGF-B, akkor n=2. Ebben az esetben mindkét
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utvonalban a fehérje 1/n részben van jelen. Hasonloan, ha egy fehérjéhez m darab
jelatviteli topoldgia tulajdonsag rendelheté (pl.: EGF/MAPK receptor, TGF-$ receptor
¢és TGF-B mediator, akkor m=3, tehat a fehérje 1/m részben van jelen az egyes jelatviteli
topologiai csoportokban. A 11. abra az egyes komponensek utvonalakba torténd
csoportositasat, mig a 12. abra a jelatviteli topoldgiai tulajdonsag szerinti

megoszlasukat mutatja.
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11. abra Silyozott fehérjeszamok az egyes utvonalakban fajonként. A kozponti (gerinc) és mellék
(periférias) jelatviteli Gitvonal fehérjék teli és tires oszlopokkal vannak jel6lve. A fehérjék sulyozott szama
figyelembe veszi, hogy egy fehérje tobb utvonalnak is tagja lehet, és ezzel az Gtvonalszammal osztja az
adott fehérje szamat. A fajok és az utvonalak kozotti kiillonbségek részletes elemzése a IV .4.2. fejezetben

keriil bemutatasra.
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12. abra Silyozott fehérjeszamok az egyes fajokban a jelatviteli topolégia tulajdonsagok szerint
csoportositva. A fehérjék sulyozott szama figyelembe veszi, hogy egy fehérjére tobb topologiai
tulajdonsag is jellemz6 lehet, és ezzel a tulajdonsag-szammal osztja az adott fehérje szamat. A fajok és az

topoldgiai csoportok kozotti kiillonbségek részletes elemzése a IV.4.2. fejezetben keriil bemutatasra.

A jelatviteli kapcsolatokat kiilon hataroztuk meg az utvonalakon beliil és kozott,
valamint a jelatviteli topoldgiai csoportok kozott. A kapcsolatok az adatbazisban nem
sulyozottak (pl.: erdsség vagy valoszinliség szerint), de hasonloan a fehérjék
szamolasahoz, a kapcsolatokat is sulyoztuk annak alapjan, hogy hany utvonalat vagy
jelatviteli topologiai csoportot kotnek ssze. Példaul ha két kapcsolodo fehérje (A és B)
n és m darab utvonalnak a tagja, akkor a kapcsolataik 1/(n*m) sullyal jarulnak hozza
minden egyes Utvonal kozotti kapcsolathoz (keresztbeszélgetéshez). A SignaLinkben a
legtobb jelatviteli kapcsolat egyiranya (A—B, B—A), de megkiilonbozettiink kétiranyu
kapcsolatokat is (A—B, B—A). Az Gtvonalakon beliili és k6z6tti kapcsolatok szamat a

13. abra mutatja be.
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13. abra. Sulyozott jelatviteli kapcsolatok szaima az egyes fajokban utvonalanként. A kapcsolatok
stulyozott szama figyelembe veszi, ha a kapcsolodd fehérjeparok tobb kiilonbozé utvonalban is
szerepelhetnek. Az abran megkiilonboztetjik az Utvonalakon beliili kapcsolatokat (teli szin) és az
utvonalak kozotti kapesolatokat, keresztbeszélgetéseket (fehér szini oszlopok). A fajok és az tGtvonalak
kozotti kiilonbségek részletes elemzése a [V.4.2. fejezetben keriil bemutatasra.

1V.2. A SignaLink adatbazis osszehasonlitasa mds adatbdzisokkal

Mivel jelenleg nincs elérhetd standard jelatviteli itvonal adatbazis, amivel
validalni lehetne a Signalink adatbazist, harom ismert €s sokat hasznalt adatbazis
human adataival hasonlitottuk 0ssze: a KEGG, Reactome és NetPath adatbazisokkal
(Joshi-Tope és mtsai, 2005; Kandasamy ¢és mtsai, 2010; Ogata és mtsai, 1999). A
paronkénti 0sszehasonlitasok részletes eredményei megtalalhatoak a (Korcsmaros és
mtsai, 2010) publikacié mellékletében. Ebben a fejezetben a négy utvonal-adatbazis
egymassal tortént Osszehasonlitasat mutatom be. Ez az Osszehasonlitas kiemeli az
adatbazisok fontosabb mindségi tulajdonsagait, kiilonds tekintettel a Signalinkben

szerepl6 tulajdonsagok meglétére vagy hianyara (12. tablazat).
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12. tablazat A SignaLink és harom masik jelatvitel Gtvonal-adatbazis (KEGG, a Reactome és

NetPath) tulajdonsigainak osszehasonlitasa. A tablazat a SignaLinkt6l vald eltéréseket mutatja. A

legfontosabb mindségi kiilonbségek sziirke hattérrel szerepelnek (2008-as allapot alapjan).

KEGG Reactome NetPath SignaLink
A jelatviteli Szelektiv Reakcid alapu Szelektiv kézi Kézi gyijtés utvonal-
fehérjék gyljtés az kézi gytjtés gytjtés a HPRD review-k és kisérletes
forrasa irodalombdl interakcios irodalmi forrasok
adatbazisbol alapjan
A kapcsolatok ez Pubmed ID és Pubmed ID és Pubmed ID
forrasa review-k reakcid részletek  reakcio részletek minden egyes
minden egyes minden egyes kapcsolathoz
kapcsolathoz kapcsolathoz
Az utvonalak Sok, 10, de nem 20, csak emberben 8, harom fajban
szama alapvetGen minden fajban (nincs WNT, IGF, (EGF/MAPK,
emberben (nincs Hh, NHR, NHR, JAK/STAT)  WNT, TGF-B,
(nincs JAK/STAT) Notch, IGF, Hh,
NHR) NHR, JAK/STAT)
Utvonalak Nem Nem elérheto; Rék vagy immun- Biokémiailag definialt
definiciéja elérhetd Egységes utvonalak utvonalak, fontosak a
gyljtési modszer fejlédésben;
Egységes gylijtési
modszer
Az utvonalak Nem Lehetséges, de Nem lehetséges Lehetséges
Ko6zos lehetséges nincs globalis
platformon és utvonalnézet
a kereszt-
beszélgetések
elemezhetéek

A paronkénti Osszehasonlitdsok soran azt lattuk, hogy az egyes utvonalak
méretei jelentdésen kiillonboztek a SignaLinkben és a vizsgalt 3 masik tUtvonal-
adatbazisban. A 13. tablazat Osszehasonlitia a 4 utvonal-adatbazis fontosabb
mennyiségi tulajdonsagait. Mind a 4 adatbazisban 4 k&6z0s tUtvonal szerepelt, az
EGF/MAPK (MAPK, EGFR1), Notch, TGF-B és a WNT. Igy ezen utvonalak fehérje és

kapcsolatszamat tudtuk 6sszehasonlitani a négy adatbazis kozott (14. abra).
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13. tablizat

A SignaLink, a KEGG, a Reactome és NetPath ttvonal-adatbazis mennyiségi

tulajdonsagainak osszehasonlitasa. A KEGG, Reactome és NetPath esetében azokat az utvonalakat

Osszehasonlitottuk, amelyek a SignaLinkben 1év6 8 ttvonal valamelyikével megegyeztek (pl.: az EGFR,

EGFR1 és MAPK utvonalakat mind az EGF/MAPK utvonallal vettettiik 6ssze). A KEGG esetében a

,»matrix” adatsort, a Reactome esetében a komplexeken beliili kapcsolatok nélkiili adatsort néztiik (1d.

111.2.2-3. és IV.2.1-2.). * Zaro6jelben az 6sszehasonlitott utvonalak SignaLinkre jellemz6 értékei lathatoak.

KEGG  Reactome NetPath  SignaLink

Utvonalak MAPK, EGFR, EGFR1, EGF/MAPK,
Insulin, Insulin Hedgehog, IGF,
Hedgehog, receptor, Notch, Hedgehog,
JAK/STAT, Notch, TGF, JAK/STAT,
Notch, TGF, WNT Notch, NHR,
TGF-B,WNT  WNT TGF-B, WNT

Fehérje és kapcsolat darabszamok™*

Fehérjék 429 (483) 120 (348) 362 (355) 525

Kapcsolatok 1.502 (990) 682 (689) 457 (701) 991

ebbdl keresztbeszélgetés 225 (228) 79 (226) 60 (171) 300
Felhasznalt cikkek szama 73 166 351 941

NetPath
(239)

Reactome
(145)

Signalink
%324)

165

14. abra. A KEGG, Reactome, NetPath és SignaLink 4 kozos utvonalanak az 6sszehasonlitasa egy

Venn-diagramon. Az egyes adatbazisok nevei alatt zarojelben szerepel, hogy Gsszesen hany fehérje van
az EGF/MAPK, Notch, TGF-B és WNT utvonalakban. (Csak az UniProt/SwissProt adatbazisban is

szerepld fehérjék lettek Gsszehasonlitva, az UniProt/TrEMBL adatbazisban 1évo, kisérletesen még nem

bizonyitott fehérjék nem.)
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Az adatbazisok Gsszehasonlitasa soran az alabbi konkluzidkat tudjuk levonni a
SignaLink adatbazisrol:

e Pontosan definidlt utvonalakat tartalmaz.

o A letolthetd fajlok struktirdja és informacidi alapjan lehetséges az utvonalak
egységes, rendszerszintli vizsgalata, beleértve a keresztbeszélgetések vizsgalatat
IS.

e Az elemzett Gitvonalakbol a legtobb fehérjét és kapcsolatot tartalmazza.

e A legtobb keresztbeszélgetésben résztvevo fehérjét és keresztbeszélgetést
tartalmazza.

e A legnagyobb az atfedése a masik harom utvonal-adatbazissal.

e A legtobb irodalmi forrast tartalmazza.

e Minimalisan tartalmaz izoformakat.

e Alacsony azon fehérjék szama, amelyek kisérletesen nem lettek még bizonyitva

(UniProt/TrEMBL-ben listazott fehérjék).

1V.3. A SignaLink adatbazis utvonalainak és halozatanak abrazoldsai

Egy-egy ttvonal vagy halozat megismeréséhez fontos az értelmezést tiamogatd
abrazolas is. A haldozatokat tobbfajta modon lehetséges abrazolni, és mindig az adott
felhasznalasi cél hatdrozza meg, hogy melyik a megfeleld. A SignaLink adatbdzisban
1év6 tutvonalakat és haldozatot a hagyomanyos halozatelrendezések mellett utvonal-
alapu, un. keresztbeszélgetés-halozat abrazolassal is megjelenitettiik. Ezekre az
abrazolasokra az adatbazis illusztrdldsa mellett az adatok és elemzések értelmezése
miatt is sziikség volt. Az abrak a (Korcsmaros és mtsai, 2010) és a (Korcsmaros és
mtsai, 2011) publikaciokban keriiltek kozlésre.

Osszesen 7 kiilonbozé abrazolasi modot alkalmaztam a vizsgilataim sorén,
amelyek a halozat jelatviteli, ortologia és keresztbeszélgetés tulajdonsagain alapultak.
Ezt a 7 megkdzelitést a résztvevd elemek és a kozottiik 1€vd kapcesolatok alapjan 4
csoportba lehet sorolni. Az egyik ilyen csoport a fehérjék kozotti haldzatok

abrazoléasara, a masik harom a keresztbeszélgetések megjelenitésére fokuszal:
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1. Hagyomanyos fehérje-fehérje alapu halozat-elrendezést alkalmaztam 3 esetben,
amelyek kozott a legfontosabb kiilonbség a szinezés volt. A fehérjéket és a
kozottiik 1évd kapcsolatokat a jelatviteli tulajdonsagaik (utvonaltagsag vagy
pozicio), illetve az ortoldgia informaciojuk alapjan szineztem. Itt a 3 vizsgalt faj
8-8 utvonalat egylittesen ¢és kiilon-kiilon is abrazoltam. Minden igy készitett

halozatkép dinamikusan zoomolhaté formaban elérheté a http://signalink.org

honlapon.

2. Az egyik keresztbeszélgetés vizsgalathoz olyan abrazolasi elrendezést
alkalmaztam, amelynél a pontok az utvonalak és a kozottik 1évé kapcesolatok
iranyitott keresztbeszélgetések. Ebben az elrendezésben — hasonloan az el6zo
megkozelitéshez — a pontokat és a kapcsolatokat akar a jelatviteli, akar az
ortologia informacidjuk alapjan lehet szinezni.

3. Egy masik keresztbeszélgetés vizsgalat soran kapcsolati matrixot készitettiink,
ahol a kapcsol6do ttvonalak kozotti keresztbeszélgetések talalhatdoak a matrix
egyes celldiban (a féatloban pedig az Utvonalakon beliili kapcsolatok). Ennél a
megjelenitésnél az expresszid fokanak megfelelden szineztiik a kapcsolatokat.

4. Végiil, a tobb utvonalban is szerepet jatsz6 tobbutvonalas fehérjéket abrazoltuk
ugy, hogy ezeket utvonalanként ,,0sszeejtettiik”, és az egyezést az utvonalak

kozotti kapcesolattal jeloltiik.

IV.3.1. Az utvonalak részletes abrazoldsa

Az utvonalak és a fehérjék részletes, mechanisztikus abrazolasahoz egy olyan
abrazolasi modot valasztottam, ahol a fehérjék tulajdonsdgai szerint szineztem a
pontokat. Ez alapjan kétfajta szinezést alkalmaztam. Az egyiken az Utvonalak és az
utvonalrégiok (gerinc, mellék) szerint, a masikon a jelatviteli pozici6 csoport (ligandum,
receptor, stb.) szerint szineztem a fehérjéket (pontok). Az tutvonal régiok esetében
minden utvonalat mashogy szineztem, és a gerinc elemeket az adott utvonal szinének
sotétebb, a mellék elemeket vilagosabb tonusu szinével jeldltem. Ha egy pont (fehérje)
tobb régidhoz vagy pozicid csoporthoz tartozott, akkor ez egy tortadiagramhoz hasonld
szinezéssel keriilt jelolésre. A 15. abra mutatja az alkalmazott szinkodokat. Az emberi
jelatviteli halozat példajan lathatd, hogy a fehérjék utvonalankénti, illetve utvonal

pozicionkénti szinezése szerint hogyan néz ki a jelatviteli halozat (16. abra).
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a) b)
gerinc mellék
EGF/MAPK ligandum
WNT receptor
TGF-p kofaktor
IGF mediator
Notch transzkripcios faktor
Hedgehog egyéb fehérje
JAK/STAT
NHR

15. abra A SignaLink részletes itvonal abrazolasanal alkalmazott szinkédok. a) Az utvonalrégiok

szerinti szinezés. b) A jelatviteli topoldgia pozicid csoport szerinti szinezés.
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a)

b)

16. abra. A SignaLink jelatviteli utvonalfehérjéinek halézata emberben. a) A
fehérjék szinezése Utvonalak és utvonalrégiok szerint. b) A fehérjék szinezése az

utvonalbeli topoldgia poziciok szerint. A részletes szinkod a 15. abra lathato.
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IV.3.2. 4 josolt komponensek ortologia-alapu abrazolasa

Annak ellenére, hogy ma mar igen sok haldzatabrazolasi eszkoz Iétezik
(Gehlenborg és mtsai, 2010), ezek koziil csak igen kevés képes egyszerre abrazolni az
ismert és a josolt fehérjéket, kapcsolatokat. Ennek érdekében Palotai Robin
informatikussal kifejlesztettink  egy  ortologia  halézatnéz6  programot

(http://signalink.org/signalog). Ezzel a nézéprogrammal abrazolhatdak az Gtvonaltagsag

joslasok (1d. IV .4.1. fejezet), valamint a felhasznalonak lehetésége van ttvonalanként
vagy egyiittesen megvizsgalni az egyes fajok jelatviteli halozatait. A szinezés az
ortologia foka szerint torténik, kiilon jelolve az ismert és a josolt fehérjéket, illetve
kapcsolatokat (17. abra). Az altalunk kifejlesztett nézéprogram kiilonlegessége, hogy
barmikor atvalthatunk a fajok kozott, mikdzben a nézet nem valtozik, csak a fehérjék
elnevezése és a szinezés. Az interaktiv elemzést eldsegitendd a fehérjék fajspecifikus
adatbazisokhoz, a kapcsolatok Pubmed azonositokhoz vannak hiperlinkelve, igy a

tovabbi adatok egy kattintasra elérhetdek.
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17. abra Az ortolognézé program tobbszorosen kombinalt képernyénézete a Notch utvonalrol. Az
ismert fehérjék és kapcsolatok jelenlétét mas vizsgalt fajokban a piros arnyalataival, mig a josolt

fehérjéket és kapcsolatokat a kék arnyalataival jeloltiik.

1V.3.3. Az utvonal-halozatok abrazolasa

Az ttvonal halézatok éabrazolasa a Signalink adatbazis elemzése kapcsan
végzett keresztbeszélgetés vizsgalatok és a tobbutvonalas fehérjék azonositasa miatt

keriilt kidolgozasra (részletesen Id. 1V.4.2. fejezet). Ezen abrazolasi elrendezések és
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megjelenitési modok Osszevetése céljabol a 18. abra 1-1 tipuspéldat mutat az altalunk
kidolgozott Gtvonal, illetve keresztbeszélgetés-abrazolasok koziil. Ebben a fejezetben a
megjelenitési tipusokat elemezem, mig az abrdk tartalmi elemzése az ezt kovetd

fejezetekben keriil kifejtésre.

a) b)

EGF/MAPK EGF/MAPK 7
Atlagos
ortolog

szam
fehérjék
vagy Cross-
talkok esetén
3

Hedgehog

Notch

c) d)

A szovetek atlagos szama, ahol a cross-talk aktiv

EGF/MAPK

5 EGF/MAPK

JAK/STAT

JAKISTAT TGF

18. abra A SignaLink adatbazis utvonalalapi, keresztbeszélgetés megjelenitési tipusai az
emberi wtvonal keresztbeszélgetés halozatinak esetén. a) Utvonalanként szinezve. b) Az
ortoldgia foka alapjan szinezve. ¢) Az azonositott tobbutvonalas fehérjék haldzata, Gtvonalanként
Osszeejtve a fehérjéket, az Gitvonalak kozotti kapcsolatok kozos fehérjét jelentenek. d) Az Gtvonal

kapcsolatok szoveti aktivitasanak vizsgalata céljabol készitett matrix.
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A 18. abra a-b) részén az egyes pontok utvonalakat reprezentalnak, a
kapcsolatok pedig keresztbeszélgetéseket. A pontok mérete aranyos az adott utvonalhoz
tartozo fehérjék szamaval, a kapcsolatok vastagsdga az adott utvonalpar kozott futd
fehérje-fehérje kapcsolatok szamaval aranyos. A kapcsolatok nyilainak mérete pedig az
adott iranyba mend kapcsolatok szamaval aranyos. A szinezés az a) abrarészen az
utvonal tipusa szerint tortént, hasonloan a 16. abra, mig a b) abrarészen a jobb oldalon
1évo skala szerint szineztilk a haldzatot. Ez a skéla az ortoldgia fokat, tehat a rokon
fehérje vagy a rokon fehérjék kozotti kapcsolatok atlagos szamat jelzi az adott
utvonalban vagy keresztbeszélgetésben. A 18. abra ) abrarészén a korabbiakhoz képest
mas megkozelitést lathatunk. Itt a pontok csak a tobb utvonalba is tartozo,
tobbutvonalas fehérjéket jelzik, utvonalanként csoportositva. A pontok mérete az adott
utvonalban 1évé tobbutvonalas fehérjék szaméval ardnyos, mig a kozottik 1évo
kapcsolat vastagaga a kozos fehérjék szamaval aranyos. A 18. abra d) abrarészén
utvonal-matrix  elrendezésben az egyes kapcsolatokban résztvevd  fehérjék
expresszidjanak fokat jelenitjik meg egy szinskala segitségével. A kapcsolat-matrix
elrendezésébol fakadoan a féatloban az utvonalon beliili kapcsolatok, az atlo alatt és
felett az iranyitott keresztbeszélgetések becsiilt expresszidja lathatd. (Ezen az abran nem

egy, hanem 6t szovet atlagos expresszidja lathato.)

IV.4. A SignaLink adatbazison végzett vizsgalatok eredményei

A 1étrehozott SignaLink adatbazis olyan — mas adatbazisokban nem elérhetd —
mindségi és mennyiségi tulajdonsagokkal rendelkezik, amelyek lehetévé teszik uj,
rendszerszintli elemzések elvégzését. Négy ilyen elemzést végeztiink a Signalink
adatbazis segitségével:

1. Uj génfunkcidk azonositasa és elemzése.

2. A jelatviteli itvonalak fajokon beliili és fajok kozotti 6sszehasonlitasa.
3. A keresztbeszélgetések szovet-, €s betegség-specifikus elemzése.

4. Uj gyogyszercélpont-jeldltek azonositasa.

Az alabbi fejezetekben ezen vizsgalatok eredményeit mutatom be.
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IV.4.1. Uj génfunkcidk azonositdsa és elemzése

Tekintettel arra, hogy a SignaLink adatbazis készitésekor az egyes fajok fehérjéit
egységes szabalyok szerint gytjtottem, lehetdség nyilt a fajok kozotti 6sszehasonlitasok
elvégzésére. Ezen Osszehasonlitasok alkalmasak lehetnek Un. ortologia alapu
génfunkciok joslasara, és igy 1j jelatviteli komponensek azonositasara, elemzésére. Az
itt bemutatasra keriild6 eredmények a (Korcsmaros és mtsai, 2011) publikacioban

kertltek kozlésre.

IV.4.1.1. Uj jelatviteli komponensek jéslasa és elemzése

A Signalink adatbazis fajok kozotti 6sszehasonlitdsa soran sikeriilt 0 jelatviteli
komponenseket azonositanom. Osszesen 88 C. elegans, 92 D. melanogaster és 73
emberi fehérjét talaltam, amelyek jelatviteli szerepe eddig nem volt ismert, de
valamelyik masik fajban 1étezik olyan ortologjuk, amely jelatviteli funkcioval
rendelkezik. Feltételeztem, hogy ez a 253 fehérje ugyanabban az utvonalban funkcional,
mint az ismert ortoldgja. Az ortologiai tulajdonsag alapjan azonositott 0 jelatviteli
fehérjéket szignaldgoknak neveztem el. A 253 fehérjéhez 301 utvonaltagsagot josoltam,
mivel 39 szignalogot tobb utvonalba is josoltam. A szignalogok teljes listaja

megtalalhato a http://signalink.org honlapon, ¢és interaktivan elemezhetéek a

http://signalink.org/signalog honlapon.

A szignalogok jellemzése céljabol 6sszehasonlitottam a josolt itvonaltagsagaikat
(19. abra). A szignalogok jelentés része az EGF/MAPK fttvonalba tartozik (a
szignalogok 25%-a a férgekben, 42,5%-a a gyiimolcslegyekben ¢és 28,6%-a az
emberben). Ez az eredmény egybevag azzal, hogy az EGF/MAPK utvonalnak van a
legtobb fehérjéje (Id. 1V.1.2. és (Korcsmaros és mtsai, 2010)). A C. elegans-ban
koriilbeliil ugyanennyi szignalog lett a Hedgehog utvonalba josolva (29 fehérje; 25,9%).
Ez azért érdekes, mert a féregben a Hedgehog utvonal nem aktiv, mivel az evolicio
soran bizonyos Hedgehog-gének eltiintek a féreg genomjabol (Pires-daSilva és
Sommer, 2003). Ugyanakkor az eredményeink és az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy
a Hedgehog utvonal fontos elemei jelen vannak ebben az él61ényben is (Korcsmaros és
mtsai, 2010; Pires-daSilva és Sommer, 2003). Az EGF/MAPK mellett legyekben a
szignalogok a WNT ¢és TGF-f utvonalakban, az emberben a WNT, Notch és Hedgehog

utvonalakban vannak leginkabb.
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19. abra A SignaLink adatbazis fajok kozotti dsszevetése soran josolt, in. szignalég fehérjék
utvonalankénti megoszlasa az egyes fajok kozott. A fajnevek utin a zardjelben az adott fajban talalt
szignalogok szama szerepel. Mivel 39 szignalog tobb titvonalba is tartozik, az egyes utvonalakban 1évo
szignalog szamot Osszeadva tobb szignalogot is kaphatunk, mint az adott fajban talalt Gsszes szignalog

szama.

Ezutdn megvizsgaltam az ortolégia alapii Utvonaltagsdg atvitelének
koncepcidjat. Mindharom vizsgalt faj esetében a SignaLink ismert jelatviteli fehérjéit az
ortoldgiai informaciok alapjan (InParanoid 6.1.-es verzid; (Berglund és mtsai, 2008))
illesztettiik. Az ortologgal rendelkezd fehérjék ardnya férgekben 93,4%,
gyiimdlcslégyben 81,6%, mig emberben 64,8% volt. Ezen ortologok jelatviteli szerepét
megvizsgalva azt talaltam, hogy rendre 83,2%, 67,5% és 82,6% olyan ortolog fehérje
1étezik, amelynek van ismert jelatviteli Szerepe. Azaz a harom fajban atlagosan a
fehérjék 77,8% rendelkezik olyan ortologgal, amely jelatviteli funkcidt tolt be legalabb
egy masik fajban. Atlagosan a jelatviteli fehérjék 67,8%-a rendelkezett legaldbb egy
olyan ortologgal, amely ugyanabban az utvonalban t6lt be funkciot. Tehat az ortologia
alapu jelatviteli szerepjoslas relevans koncepcid a jelatviteli funkciok azonositasa

szempontjabol.
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IV.4.1.2. A szignalég-joslasok ujdonsagvizsgalata

Génfunkcidé joslasokkal kapcsolatos vizsgalatoknal harom kérdést kell
megvizsgalni:

1) A josolt tulajdonsag valdban 1j-e?

2) A josolt komponensekrdl késziilt-e mar valamilyen joslas?

3) A josolt tulajdonsag megfelelé-e?

Az elso két kérdést a szignaldgok jdonsagvizsgalataval kivantam megvalaszolni, mig a
harmadik kérdésre a kdvetkez6 alfejezetben térek ki.

Annak érdekében, hogy megallapitsam, hogy a szignalogok mennyire
tekinthetéek 0j jelatviteli komponensnek, 5 csoportba osztottam ezeket a fehérjéket. A
szignaldgokat az alapjan csoportositottam a 3 fajban, hogy mennyire ismertek a
tulajdonsagaik az irodalomban (ld. 111.4.1.3. alfejezet). Az osztalyozas az ismeretlenebb
(1) felél haladt az ismertebb (5) felé (20. abra). Mindharom fajban csak 1-1 olyan
fehérjét talaltam, amelynek mar volt ismert jelatviteli szerepe. Ezeket a fehérjéket nem
zartam Ki a szignalogok listajabol, mivel ezekhez is tudtam tovabbi uj Gtvonalakat
josolni. Nem meglepd moédon azt taldltam, hogy az irodalomban féleg az emberi
szignalog fehérjék az ismertebbek: 74 szazalékukrol rendelkeziink valamilyen adattal.
Ezzel szemben C. elegans-ban és D. melanogasterben a szignalog fehérjék tobb mint a
fele (55,7%, ill. 58,7%) nincs karakterizalva. Mindezen vizsgalatok alapjan
megallapithato, hogy a szignalog fehérjék valoban uj jelatviteli komponenseknek
tekinthetdk.

Ezt kovetden azt vizsgaltam meg, hogy a josolt komponensek mennyire vannak
jelen hasonldé modszerekkel késziilt predikcidkban. Ehhez az 0Osszehasonlitishoz
ortologia alapjan josolt, un. interolog kapcsolatokat haszndltam fel (Yu és mtsai, 2004).
Osszevetettem a SignaLink adatbazisbol készitett interolégokat azokkal a mar publikélt
joslasokkal, amelyeket harom fajspecifikus interolég adatbazis (WIS, DrolD,
HomoMINT) tartalmaz (Persico és mtsai, 2005; Simonis és mtsai, 2009; Yu és mtsai,
2008). Csak azokat az interologokat vizsgaltam, amelyekben legalabb egy szignalog
fehérje részt vesz. A féregben, a gylimolcslégyben €s az emberben rendre 34, 30 és 48
olyan szignaldgot talaltam, amely csak a SignalLinkben fordul eld. Ez azt jelenti, hogy
nagy azon fehérjék ardnya, amelyeket ortologia alapi modszerekkel eddig nem

vizsgaltak (20. abra). A SignaLinkben és a harom interolég adatbdzisban Osszesen
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1028, 1338 ¢s 465 interoldgot taldltam rendre a féregben, a gyilimdlcslégyben és az
emberben. Az atfedés a Signalink és a fajspecifikus adatbazisok kozott igen alacsony
volt: 5,5% a féregben, 38,8% a gylimdlcslégyben és 12,5% az emberben (20. abra).
Ezek a kozos interologok értelmezhetéek gy, mint mar ismert, publikélt ortoldgia
alapu predikciok. Mivel kevés ilyen interoldg van, feltételezhetjiik, hogy a legtobb
szignalég joslds uj, eddig nem publikalt informdcidkat tartalmaz. A csak a
SignaLinkben jelen 1év6 interologok magas szama az alabbi 3 ok miatt valoszinii: (1) a
SignaLink készitése soran alkalmazott egységes gyuijtési modszer a 3 faj esetében; (2) a
jelatviteli fehérjék alul reprezentacidja a fajspecifikus interolog adatbazisokban (5-5% a
féregben ¢és a gyiimolcslégyben és 2,8% az emberben); (3) az emberi interolog
adatbazisban (HomoMINT) alkalmazott szigori megbizhatosagi sziird. Osszességében
megallapithatjuk, hogy a szignalogok nagy része még nem szerepelt ortolog alapu
prediktalé vizsgalatban, valamint a SignalLinkhez hasonld, egységesen gylijtott

adatsorok eldsegithetik az ortologiai alapu predikciokat.
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20. abra A szignalég fehérjék ujdonsagvizsgalata. a) A szignalogok osztalyozasa az irodalomban
ismert tulajdonsagaik alapjan. b-c) A szignalog ¢és az interolog (ortolog kapcsolat) adatok
Osszehasonlitasa a SignaLink és harom fajspecifikus interolog adatbazis (WIS, DrolD, HomoMINT)

felhasznalasaval. Késziilt a (Korcsmaros és mtsai, 2011) publikacié nyoman.
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Végiil azt vizsgaltam meg, hogy a josolt tulajdonsagok mennyire vannak jelen a
mar 1étezd utvonal-adatbdzisokban. Ebbdl a célbol sszevetettem a szignalogok listajat
és josolt utvonaltagsagait a KEGG és a Reactome adatbazissal (Joshi-Tope és mtsai,
2005; Ogata és mtsai, 1999). Erdemes megjegyezni, hogy a KEGGben mindharom
vizsgalt faj Gtvonaladatai szerepelnek, mig a Reactome-ben csak az emberi adatok. A
féregben, gylimodlcslégyben és emberben 23, 19 és 35 olyan szignaldgot talaltam, amely
a KEGGben mar szerepelt, azaz 20, 26 és 47 szazaléka a szignaldgoknak mar szerepelt
ebben a jelatviteli utvonal adatbazisban. A harom fajbol azonban csak 11, 5 és 15
fehérje (atlagosan 13,3%) volt a KEGGben azokhoz az tutvonalakhoz rendelve,
amelyhez josoltam. A Reactome az emberi szignalogok kozil 16 fehérjét (22%)
tartalmazott, de csak egyet abban az utvonalban, amelyhez josoltam. Tehat az
Osszehasonlitashoz hasznalt fajok és adatbazisok fiiggvényében a szignalogok 20-47
szdzaléka van jelen a KEGGben vagy a Reactome-ban. Ugyanakkor a josolt
utvonaltagsagok nagytobbsége (86,7%-a) 1j, még nem szerepelt egyik adatbazisban

sem.

IV.4.1.3. A szignalog-joslasok kisérletes validacidja

A szignal6gok ttvonaltagsag joslasat kisérletesen hat Notch utvonalhoz jésolt C.
elegans gén esetében vizsgaltuk meg, és bizonyitottuk be. Ez a hat gén: agp-6, nsh-1,
num-1, crb-1, D1009.3, F10D7.5. Azt talaltuk, hogy ezek a gének genetikai interakciot
mutatnak a lin-12 génnel, amely a Notch receptort kodolja. Tehat sikeriilt kisérletesen
validalnunk mind a hat gén josolt Notch ttvonaltagsagat. Mivel ezeket a kisérleteket
Rovo Petra TDK hallgatd végezte, igy részletesebben nem keriilnek a disszertacioban
bemutatasra. Az eredmények a (Korcsmaros ¢és mtsai, 2011) publikacioban keriiltek

kozlésre.

IV.4.2. Osszehasonlité vizsgalatok

A SignaLink egységes gylijtési modszerek mellett jott 1étre: mindharom vizsgalt
faj utvonalainak fehérjéi és kapcsolatai azonos szempontok alapjan keriiltek be az
adatbazisba. Ennek kdszonhetden egy olyan utvonal-adatbazis jott létre, amelyben a
jelatviteli utvonalakat, az azokat Osszekot tobbutvonalas fehérjéket, €s magukat a

keresztbeszélgetéseket hasonlithatjuk Ossze akar egy-egy fajon beliil, akar a hdrom faj
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kozott. Az itt bemutatasra keriild6 eredmények a (Korcsmaros és mtsai, 2010)

publikacidban keriiltek kozlésre.

1V.4.2.1. Az itvonalak 6sszehasonlito elemzése

Ebben az alfejezetben az utvonal, utvonal-régid és Gtvonal-pozicié szamadatait
elemzem el6szor a fajokon beliil, majd a fajok kozott 6sszehasonlitva.

Mindharom fajban a 8 utvonalbol csak néhany tartalmaz a tobbihez képest
jelentdsen tobb fehérjét. Az dsszes fehérje koziil 26-38% kozott van azoknak a szdma,
amelyek az EGF/MAPK ¢és a WNT utvonalakban vesznek részt. A tobbi utvonal koziil a
féregben az NHR, a gylimolcslégyben a Hedgehog és a Notch, az emberben a TGF-f és
a JAK/STAT utvonalban van még jelentds mennyiségii fehérje. Osszességében minden
egyes fajban a fehérjék 68-85%-a vesz részt ezekben az Utvonalakban, és az Osszes
tobbutvonalas fehérje 56-70%-a van az EGF/MAPK, TGF-f3 és WNT utvonalakban.

A fajokon beliili utvonal régidé Osszehasonlitas soran azt lathatjuk, hogy a C.
elegans-ban a legtobb utvonal esetében a fehérjék egyenld aranyban vannak jelen az
utvonalak kozponti (gerinc) és mellék (periférias) régidiban. Ez al6l a Notch és az NHR
utvonalak a kivételek. El6bbiben a kozponti, utdobbiban a mellék régié van talstlyban.
minden utvonal esetében 1,5.

A fajokon beliili utvonal poziciok Osszehasonlitdsa ramutatott arra, hogy
mindharom fajban a legtobb mediator pozicidju jelatviteli fehérje az EGF/MAPK ¢és az
IGF utvonalakban van. Tehat itt van a tobbihez képest sok olyan fehérje, amely a
receptorok €s a transzkripcios faktorok kozott tovabbitja a jelet. Ezek jelentds része
kindz funkcioval rendelkezik. Féregben a transzkripcids faktorok a legnépesebb
pozicioju csoport (39%-kal). A masik két fajban pedig a kofaktorok (32 és 42%-Kkal).
Emberben a ligandumok és receptoraik foleg a JAK/STAT utvonalban alkotnak jelentds
méretll jelatviteli pozicidé-csoportot.

A fajok kozotti utvonal régido Osszehasonlitds szerint az ember EGF/MAPK
utvonaldnak kozponti régidja jelentésen tobb fehérjét tartalmaz a masik két fajhoz
képest (a nagyszamt parhuzamos MAPK kaszkadok miatt). Ugyanezt a jelenséget
lathatjuk az emberi JAK/STAT utvonal kdzponti régidja esetén is. Itt a nagyszamu

receptor és ligandum noveli meg ennek a régionak a méretét. A Notch utvonalnal
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mindharom faj esetén megfigyelhetd, hogy a szabalyozo, mellék régié nagyobb méreti,
mint a kdzponti. A tobbi Gitvonal esetében a régiok aranya teljesen egyforma.

A fajok kozotti atvonalméret kiilonbség altalaban a kornyezeti kiilonbségekre
vezethetd vissza, amelyhez az adott él6lények adaptalodtak. Példaul abban a
kornyezetben, amelyben a C. elegans €1, a lipofil ligandumok kénnyen el tudnak jutni a
féreg sejtjeibe és sejtmagjaba. Ezért nem meglepd, hogy a féreg NHR ttvonala
nagyméretii, a jelatviteli fehérjék 58%-a idetartozik. Az NHR utvonal miatt
tapasztaltuk, hogy a féregben sok a transzkripciés faktor, hiszen a nuklearis
hormonreceptorok mind egyben transzkripcids faktorok is. Mivel az ember sokkal
komplexebb ¢l6lény, a sejtjei nagyrésze nem kozvetlenill érintkezik a kornyezet
ingereivel (ligandumjaival), igy mas tipusi utvonalakra van sziikség ezen jelek
tovabbitasahoz. Ezért az emberben a sejteket ér6 jelek jelentds részét példaul a
JAK/STAT tutvonal kdzvetiti, amely a masik két éldlényhez képest igen nagyméretii
(emberben a vizsgalt jelatviteli fehérjék 21%-a idetartozik). Bar a JAK/STAT utvonal
alsobb (downstream) részén nincs olyan sok fehérje, a f6 valtozatossagot és jel-
kombinacios képességet a nagyszamu ligandumok és receptorok alkotjak az utvonal

felsébb részén.

1V.4.2.2. A tobbutvonalas fehérjék azonositasa és 6sszehasonlité elemzése

Azokat a fehérjéket, amelyek nemcsak egy, hanem tobb utvonalra is hatnak,
azaz keresztbeszélgetésben vesznek részt, tobbutvonalas fehérjéknek neveztiik el.
(Azokat a fehérjéket, amelyek tobb utvonal feldl kapjak a jelet, ebben a vizsgalatban
nem tekintettiik tobbutvonalas fehérjének.) Ezzel a definicioval C. elegans-ban, D.
melanogasterben és emberben rendre, 6, 12 ¢és 62 tobbutvonalas fehérjét
azonositottunk. Az emberi Utvonalakban a tobbutvonalas fehérjék ardnya, amely tobb
utvonalban is funkcional 5%-t61 (Notch tutvonal) 46%-ig (IGF) terjedt. Tobb olyan
fehérjét is talaltam, amely tobb utvonalnak volt kozponti eleme. Ilyen példaul az AXIN
nevi allvany (scaffold) fehérje és a GSK3 kindz. Mindkét fehérjérél késziilt mar
Osszefoglald tanulmany annak kapcsan, hogy tobb titvonalban is szerepiik van (Frame
¢s Cohen, 2001; Luo és Lin, 2004).

Erdekes modon csak az EGF/MAPK ttvonal az, amely olyan tobbutvonalas

fehérjéket tartalmaz, amelyek minden masik Utvonalra hatnak. A skala ttloldalan a
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Notch és a JAK/STAT utvonalak allnak, amelyek tobbutvonalas fehérjéi csak 2-3 masik
utvonalra hatnak (21. abra). Fontos megjegyezni, hogy a 62 tobbutvonalas fehérje
45%-at (28 fehérjét) leirtdk mar, hogy valamilyen betegségben nem megfeleléen
miikodik. Ezen betegséghez kothetd fehérjék aranya az 6sszes jelatviteli fehérjét nézve
csak 25,5% (165 a 646-bol), mig az Gsszes ismert fehérjét nézve csak 20% (3.929
fehérje a 19.534-bol). Azaz a tobbutvonalas fehérjék kozott szignifikansan gyakoribbak
a betegséghez kothet6 fehérjék (khi négyzet proba, p < 0,001).

NOTCH 21. abra A SignaLink emberi
jelatviteli utvonalaiban azonositott

tobbutvonalas fehérjék halézata,

utvonalanként osszeejtve a
fehérjéket. Minden pont mérete
aranyos az adott utvonalba tartozo
tobbutvonalas fehérjék szamaval, mig
az utvonalak kozott 1évé vonalak a

NHR kodzds tobbutvonalas fehérjék

szamaval aranyosak. Tehat ebben az
JAKISTAT TGF dbrazoldsban egy vonal nem fizikai
kapcsolatot jelent két fehérje kozott, hanem kozos fehérjét két Gtvonal kozott. Az egyes Gtvonalakban
jelenlévé tobbutvonalas fehérjék szama: EGF/MAPK (41), TGF-B (29), WNT (22), IGF (17), JAK/STAT
(16), Hh (9), NHR (3), Notch (2)

1V.4.2.3. A keresztbeszélgetések osszehasonlito elemzése az egyes fajokban

A SignaLink az elsé olyan nagyméretli jelatviteli Gtvonal-halézat, amelyben
lehetdség van a keresztbeszélgetések rendszerszintli Osszehasonlitdsara. Erre a
keresztbeszélgetések nagy szdma €s az egységes gylijtés mellett a keresztbeszélgetések
iranyanak feltiintetése is lehetoséget ad. Ebben az alfejezetben a keresztbeszélgetések az
egyes fajokon beliil, a kdvetkezd alfejezetben a fajok kozott keriilnek 6sszehasonlitasra.

A részletes Osszehasonlitd elemzések mellett fontosnak éreztem az n. utvonal-
halézatok abrazolasat is. Az Utvonal-haldzatok jellemzdje, hogy a halézat pontjai nem
fehérjék, hanem utvonalak vagy jelatviteli pozicio-csoportok. Az ilyen abrazolasi mod
segitségével a jelatviteli halozatot az utvonalak szintjén tudjuk vizsgdlni, kiemelve az

utvonalak kozotti keresztbeszélgetéseket (22. abra).
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22. abra (elozé oldal) A SignaLink jelatviteli utvonalainak és a kozottik 1évé iranyitott
keresztbeszélgetések (cross-talkok) ttvonal alapi abrazolasa. A pontok mérete arinyos az adott
jelatviteli utvonal vagy pozicié csoport méretével, mig a vonalak és nyilak vastagsaga az adott iranyba
tartd keresztbeszélgetések Osszesitett szamaval (logaritmikus skalan). Az egyes titvonalak kozponti részei
sotétebb szinnel, a mellék régidk vildgosabb szinnel vannak jeldlve. a-c) Az ttvonalak kozotti
keresztbeszélgetés-halozat. Emberben minden utvonal kapcsolatban van a masikkal. d-f) A jelatviteli
pozicid-csoportok kozotti keresztbeszélgetések halozata. Emberben szinte minden jelatviteli pozicio
csoport részt vesz a keresztbeszélgetésekben, mig a masik két fajban féleg csak a kofaktorok és a

mediatorok miikddnek igy. Késziilt a (Korcsmaros és mtsai, 2010) publikacié nyoman.

A C. elegans-ban a nyolcbdl csak hat Gtvonal aktiv, mivel a JAK/STAT ¢és a
Hedgehog ttvonal az evoltcio soran visszafejlodott (Pires-daSilva és Sommer, 2003). A
kevesebb szamu utvonal mellett rdadasul ritka a keresztbeszélgetés-halozat, hiszen a
lehetséges 30 keresztbeszélgetés tipusbol csak 5 van jelen (1d. 22. abra). Ezek koziil a
legtobb keresztbeszélgetés az EGF/MAPK és WNT utvonal kozott van, amelyek
méretiiknél fogva is a legtobb fehérjét tartalmazd Gtvonalak. Erdekes médon a
keresztbeszélgetések Osszesitett iranya egy-egy utvonal kozott néha kiilonbozik, azaz
néhany utvonal kapcsolat aszimmetrikus. Az EGF/MAPK-b6l az IGF ttvonal felé 1,5
keresztbeszélgetés van, mig az ellenkez0 iranyba egy sem.

A D. melanogasterben mind a nyolc vizsgalt utvonal aktiv, de az NHR ¢és a
JAK/STAT utvonalak izolaltak, nem rendelkeznek keresztbeszélgetésekkel. Nem
szamitva az NHR ¢és JAK/STAT futvonalakat, a gyliimolcslégy keresztbeszélgetés-
halozata siirti, a 30 lehetséges keresztbeszélgetés tipusbol 16 jelen van. A legtobb
keresztbeszélgetés a WNT ¢és Hedgehog utvonalak kozott van, raadasul ez pont
aszimmetrikus keresztbeszélgetés, mivel a Hedgehog titvonalbol a WNT utvonalba 6,9
keresztbeszélgetés, az ellenkezd iranyban pedig 3,1 keresztbeszélgetés van.

Emberben mind a nyolc utvonal aktiv, és mind O6ssze van kotve egymassal.
Mivel az tutvonalak kozott 1évé 28 kapcsolat iranyitott, Osszesen 56 kiilonb6zo
keresztbeszélgetés tipus lehetséges. Ezen 56 lehetséges kapcsolattipusbol minddssze 4
nincs jelen. A legtobb keresztbeszélgetés az EGF/MAPK utvonalat koti 6ssze a WNT,
TGF-B, IGF és JAK/STAT utvonalakkal. Szemben a masik két fajjal, emberben az NHR
utvonal minden mas utvonallal kapcsolatban van, amelynek f6 oka a transzkripcids
faktorok kapcsolodasai a sejtmagban. Emberben jellegzetes aszimmetrikus
keresztbeszélgetés az EGF/MAPK és TGF-f kozotti kommunikacid. Ebben az esetben
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sokkal tobb (Osszesen 160) keresztbeszélgetés megy a TGF-f ttvonalbol az
EGF/MAPK-ba, mint az ellenkez6 iranyba (6sszesen 104).

Statisztikai modszerrel (Wald-féle megbizhatosagi vizsgalat) Bode Csaba
biostatisztikussal megnéztiikk, hogy emberben melyik keresztbeszélgetés gyakoribb.
95%-0s megbizhatosagi szintnél mondhatd, hogy egy utvonalpar kozott 1évé kapesolat
gyakoribb, mint a tobbi. A 14. tablazat mutatja a relativ gyakorisagokat az egyes
utvonalparok kozott. A lehetséges 0Osszes 56 keresztbeszélgetés atlagos relativ
gyakorisaga 1,79%, és a Wald megbizhatdsagi tartomany felsd hatara 7,27%. Azaz az
ennél nagyobb relativ gyakorisagiu keresztbeszélgetések szignifikansan gyakoribbak,
mint a tobbi keresztbeszélgetés. Ez alapjan az EGF/MAPK és a TGF-f utvonal 3
keresztbeszélgetése kifejezetten gyakoribb, beleértve a két utvonal kozotti kétiranya

keresztbeszélgetéseket.

14. tablazat Az iranyitott keresztbeszélgetések gyakorisaganak statisztikai vizsgalata. Wald-féle

O

legnagyobb értéket ado iranyitott keresztbeszélgetést soroltuk fel. Azok a keresztbeszélgetések, amelyek

relativ gyakorisaga 7,27% felett van, statisztikailag szignifikansnak tekinthetoek.

Iranylt?tt . Kapcsolatok  Relativ
keresztbeszélgetés szdma ayakorisdg
utvonalparok kozott
IGF EGF/MAPK 36 3,10%
EGF/MAPK IGF 50 4,31%
EGF/MAPK WNT 53 4,57%
TGF-B WNT 57 4,91%
WNT EGF/MAPK 65 5,60%
JAK/ISTAT EGF/MAPK 83 7,16%
WNT TGF-g 90 7,76% szignifikansan
TGF-p EGF/MAPK 104 8,97% gyakoribb
EGF/MAPK TGF-p 160 13,79% keresztbeszélgetések

1V.4.2.4. A keresztbeszélgetések dsszehasonlito elemzése a fajok kozott és szerepiik
a jelatviteli halozat komplexitasaban

Miutdn Osszehasonlitottuk az egyes fajokban az utvonalak kozotti
keresztbeszélgetéseket, érdemes megnézniink ezek hasonlosagait és kiilonbségeit a

fajok kozott is. Ez a vizsgalat azért érdekes és fontos, mert harom olyan faj jelatviteli
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keresztbeszélgetés halozatat hasonlitjuk Ossze, amelyek szervezeti szinten jelentdsen
kiilonboznek egymastodl, de a jelatviteli Gtvonalaik tipusai és az azokat alkotd fehérjék
szama igen hasonlo. Felmeriil tehat a keresztbeszélgetések lehetséges szerepe a
biologiai valtozatossag/morfologiai komplexitas kialakitasdban.

C. elegans-ban a 8 vizsgalt utvonalbol 6 aktiv, és ezek koziil a Notch utvonal
nincs kapcsolatban mas utvonalakkal (nem rendelkezik keresztbeszélgetésekkel). A
féregben az utvonalak kozott csak kevés (5 darab) keresztbeszélgetést talalunk (a
lehetséges 6x5=30-bol). D. melanogasterben mind a 8 utvonal aktiv, de az NHR és a
JAK/STAT utvonal izolalt (nincs keresztbeszélgetésiik). A 6 aktiv utvonal kozott a
gyiimolcslégyben mar tobb mint a lehetséges keresztbeszélgetések fele, 16
keresztbeszélgetés tipus van jelen. Ezzel szemben az emberben mér mind a 8 utvonal
aktiv, és az Osszes lehetséges keresztbeszélgetés is jelen van, azaz minden utvonal
kapcsolatban van a masikkal (22/a-c. abra). Ha megnézziikk a jelatviteli pozicid
csoportokat (22/d-f. abra), lathato, hogy C. elegans-ban keresztbeszélgetés féleg
receptorok, mediatorok és transzkripcios faktorok szintjén torténik. Gylimdlcslégyben
¢s emberben barmelyik topologia csoport kozott talalunk keresztbeszélgetést.

A keresztbeszélgetések nagy és novekvOé szdma a mar meglévd fehérjék
hatékony felhasznalasat is jelzi: az evollcid soran meglévd Utvonalfehérjék alakultak at
(Bhattacharyya és mtsai, 2006). A keresztbeszélgetés tipusok novekedése mellett a
jelatviteli komplexitds masik fontos indikatora maguknak a keresztbeszélgetések
szdmanak az aranya az Osszes jelatviteli kapcsolathoz képest. Mig a férgek
keresztbeszélgetései az Gsszes jelatviteli kapcsolat 4,6%-at alkotjak, addig ez a szam a
gyiimdlcslégyben mar 10,5%, emberben pedig 30,3%. Azaz az emberben jelenlévo
jelatviteli kapcsolatok egyharmada utvonalak kozotti kapcsolat. Erdekes modon, a
keresztbeszélgetések szamanak novekedése nincs Osszefliggésben a fajok Osszfehérje
szamaval, amely a féregben, gyiimoélcslégyben és emberben rendre 20.100, 13.800 és
23.000. Szintén nincs korrelacié az adott fajjal kapcsolatos cikkek szamaval sem (3.889,
11.367 és 214.193 cikk a Pubmedben 2010 aprilisaban).
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IV.4.3. Keresztbeszélgetések expresszios vizsgalata

Lathattuk, hogyan novekszik a keresztbeszélgetések szama ¢és tipusa féreg —
gyiimolcslégy — ember sorrendben, és ez hogyan noveli a jelatvitel kombinacios
képességét. Ugyanakkor ez komoly szabalyozasi kérdéseket is felvethet. Az ismert
keresztbeszélgetéseket ~ szabalyozd ~ mechanizmusok  kozil  (&llvanyfehérjék,
visszacsatolasi /feed-back/ hurkok, kinetikai szigetelés, térbeli és idébeli expresszios
kiilonbségek) a keresztbeszélgetések szovet- ¢&€s betegségspecifikus jelenlétét,

expresszigjat vizsgaltuk meg részletesen.

1V.4.3.1. Szovetspecifikus keresztbeszélgetés-expresszio

A jelatviteli Gtvonalak kozotti kapcsolatok, hasonldéan a tobbi fehérje-fehérje
kapcsolathoz nem altalanosan vannak jelen minden szdvetben. Annak érdekében, hogy
a keresztbeszélgetések szovetspecifikus tulajdonsagat felderitsiik, MRNS expresszios
mintazatokat hasznaltunk fel (Id. 111.4.2.1. alfejezet). Az itt bemutatasra kerild
eredmények a (Korcsmaros és mtsai, 2010) publikacioban keriiltek kozlésre.

Aktivnak tekintettem egy adott szdvetben egy kapcsolatot, ha a kapcsolodd
fehérjepart kodold mindkét mRNS expresszalodik az adott szovetben. Ez egy kozelités,
mivel feltételezhetd, hogy azon fehérjék, amelyek mRNS-e expresszalodik, azok jelen
vannak. Természetesen ez nem jelenti azt, hogy az adott mRNS biztosan transzlalodik,
hiszen a mikroRNS-ek képesek ezt gatolni, vagy a frissen keletkez6 fehérjét az
ubiquitin-proteaszoma rendszer le tudja bontani. Ami biztos, hogy azon fehérjék,
amelyek mRNS-e nem expresszalodik, biztosan nem lehetnek jelen, tehat a kapcsolataik
nem lehetnek aktivak. A Modszertan részben leirt megfontolasok és eljaras alapjan 5
szovet (végbél, izomszdvet, hdmszovet, mdj és kardiovaszkularis) egyiittes expressziojat
vizsgaltam a SignaLink adatsoron.

A vizsgalatom soran minden egyes Utvonalpar esetén megnéztem, hogy az
Osszes Signalinkben szerepld kapcsolatbdl hany van jelen a vizsgalt 5 szovetben, és ez
utobbit atlagoltam. Ezt kovetden Gtvonalparonként 0sszegeztem az egyes fehérje-fehérje
kapcsolatra kapott atlagos szdveti jelenléteket. Az eredmény abrdzoldsa céljabol egy
iranyitott kapcsolatokat bemutatd kapcsolat-matrixot készitettiink, ahol az egyes
kapcsolatok aktivitasat (jelenlétét) egy szinskalaval jeleztik (23. abra). A kapcsolat-

matrix lehetdséget biztosit arra, hogy azonositsunk olyan aktiv kapcsolatokat is, ahol
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kiilonbséget latunk két utvonalpar iranyitott kapcsolataban (aszimmetrikus
keresztbeszélgetések). Azonban jelentds kiilonbséget sehol sem talaltam az egyes
keresztbeszélgetés tipusok kozott. A matrix elrendezése miatt a matrix féatlojaban
Kiegészitd informaciokat lathatunk, mivel itt nem utvonalak k6zotti, hanem az egyes
Gtvonalakon beliili kapcsolatok szerepelnek. FErdekes moédon a Notch ttvonalat
leszamitva minden utvonal jelen van a legtobb vizsgalt szovetben, és a
keresztbeszélgetéseikben jelentds kiilonbségeket talaltam. Ez alapjan két csoportra
osztottam az utvonalparokat, amelyek az atlagtol eltéré aktivitassal rendelkeztek. Az
alabbi nagyobb utvonalak keresztbeszélgetései az atlagnal kevésbé voltak aktivak (23.
abra, zo6ld szinnel jelolt kockak): EGF/MAPK-IGF, IGF-JAK/STAT, EGF/MAPK-
JAK/STAT, IGF- TGF-B és IGF-WNT. Az EGF/MAPK-IGF keresztbeszélgetést
példaként vizsgalva az irodalmi adatok is megerdsitik ezen Keresztbeszélgetések
alulreprezentaciojat a vizsgalt szovetekben, mivel ezekr6l csak 2 publikaciot talaltam
(Roudabush és mtsai, 2000; Vardy és mtsai, 1995). Harom nagyobb és tobb kisebb
utvonal keresztbeszélgetései ezzel szemben az atlagnal gyakrabban aktivak (23. abra,
piros szinnel jel6lt kockdk): EGF/MAPK-NHR, NHR-TGF-B és NHR-WNT. Ut6bbiak
részletesebb vizsgalata rdmutatott arra, hogy ennek egyik oka a SMAD3 fehérje, amely
tobb utvonalban is jelen van (tobbttvonalas fehérje) és aktiv keresztbeszélgetése van a
legtobb vizsgalt szovetben. A SMAD?3 a fibrogenezis folyamatanak egyik fontos eleme,
igy a vizsgalt szOvetekben gyakran expresszalodik (Flanders, 2004; Roberts és mtsai,
2001).

A szbvetek atlagos szama, ahol a cross-talk aktiv 23. abra A Kkeresztbeszélgetések (cross-talkok)
szoveti aktivitasanak vizsgalata. Szinskala jeloli a
szovetek atlagos szamat, ahol a keresztbeszélgetés
aktiv. A piroshoz kozeli szin jelzi, hogy az adott
keresztbeszélgetés gyakori mind az 5 vizsgalt
EGF/MAPK szovetben, mig a zoldhoz kozeli szin a ritka, vagy
egyaltalan nem jellemz6 szoveti megjelenést mutatja.
A kapcsolat-matrix elrendezésébdl fakaddlag a matrix
utvonalakon beliili kapcsolatok aktivitasa lathatd. A
fehérrel jelolt kocka azt jelzi, hogy a SignaLink nem
tartalmaz keresztbeszélgetést abban az iranyban.

JAK/STAT
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1V.4.3.2. Betegségspecifikus keresztbeszélgetés-expresszio

A fehérje-fehérje és a jelatviteli kapcsolatokra nemcsak az jellemzd, hogy
jelentOs résziik szovetspecifikus, hanem az is, hogy betegség (pl.: rak), esetén ezek
megvaltoznak (Stelling és mtsai, 2004). Mivel ma mar a rakosodasi folyamatot
rendszerszintli valtozasnak és rendszerbetegségnek tekintik (Hornberg és mtsai, 2006),
ugy dontdttem, hogy megvizsgalom, hogy az utvonalak kapcsolatai mennyire valtoznak
meg rakban. Ennek érdekében egy gyakran el6forduldé és homogén szoveti
tulajdonsagokkal rendelkezé raktipus, a hepatocellularis karcindma expresszios
mintazatat hasonlitottam az egészséges madj expresszids mintdzatdhoz a 111.4.2.2.
alfejezetben leirtak szerint. Megvaltozottnak tekintettem egy kapcsolatot, ha az
Oncomine adatbazisbol letdltott elemzés szerint szignifikdnsan kiilonbozott a
kapcsolodo fehérjepar valamelyikének az expresszidja az egészségestdl. Nem
kiilonboztettem meg, hogy a fehérjét kodol6 mRNS jobban vagy kevésbé
expresszalodott, csak azt néztem, hogy megvaltozik-e. Ezt kdvetéen — hasonléan a
szOoveti vizsgdlathoz — Utvonalparonként Osszegeztem az egyes fehérje-fehérje
kapcsolatra kapott atlagos valtozasi értékeket. Az eredményt a 23. dbra hasonlo
kapcsolat-matrix segitségével abrazoltuk, ahol az egyes kapcsolatok megvaltozasat egy

szazalékos szinskalaval jeleztem (24. abra).

A cross-talkok szazaléka,

24, abra A keresztbeszélgetések
g amelyek majkarcinémaban megvaltoztak

majkarcinéma esetén bekovetkezo expreszio-
valtozasanak vizsgalata. A szinskidlan a
kapcsolatok szazalékos szamat jeloltem, ahol a
keresztbeszélgetés megvaltozott. A piroshoz
kozeli  szin  azt mutatja, hogy a
keresztbeszélgetések jelentds része
megvaltozott majkarcindmaban, mig a kékhez
kozeli szin azt jelzi, hogy ritkan, vagy
egyaltalan nem valtozik meg. A kapcsolat-
matrix elrendezésébdl fakadolag a matrix
foatlojaban nem keresztbeszélgetések, hanem
az egyes utvonalakon beliili kapcsolatok
megvaltozasa lathato. A fehérrel jeldlt kocka
azt jelzi, hogy a SignaLink nem tartalmaz
keresztbeszélgetést abban az iranyban.

JAK/ISTAT

EGF/MAPK 100%

50%

JAK/STAT

0%

Azt talaltam, hogy a 8 vizsgalt Gtvonalb6l harom (a WNT, az NHR és a
JAK/STAT) fehérjéinek minddssze a 30%-a esetében valtozik meg az expresszio
majkarcindmaban, mig a masik 5 Utvonal esetében ez a szdm 50% koril volt. Az

EGF/MAPK utvonal keresztbeszélgetései jelentdsen megvaltoztak a majkarcinomaban,
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hasonloan tovabbi harom ttvonal (WNT, TGF- és IGF) keresztbeszélgetéseihez. Ezzel
szemben a Notch és az NHR ttvonalak keresztbeszélgetései nem valtoztak meg

jelentdsen majkarcinomaban.

IV.4.4. Gyogyszercélpont-jeléltek meghatarozasa

A jelatviteli fehérjék kozott feliilreprezentaltak az emberi betegséghez kothetd
gének (Sakharkar ¢és mtsai, 2007), és ezen fehérjék a legintenzivebben kutatott
gyogyszercélpontok (Chaudhuri és Chant, 2005). Rdadasul wjabban mar haldzatos
modszerekkel is vizsgaljak a gydgyszercélponti tulajdonsagaikat (Berger és lyengar,
2009; Korcsmaros €és mtsai, 2007; Spiro €s mtsai, 2008). Tobb tanulmany a kovetkez6 4
tulajdonsagot azonositotta, amelyek leginkabb alkalmassa tesznek egy fehérjét arra,
hogy gyogyszercélpont legyen: (1) betegséghez kothetd gén kodolja, (2) a
plazmamembranban helyezkedik el, (3) enzimatikus funkcidval és (4) kinaz doménnel
rendelkezik (Fabbro és mtsai, 2002; Gao és mtsai, 2008; Yildirim és mtsai, 2007).
Felhasznalva a Signalink adatbazist és az eddigi eredményeinket elemeztem a
SignaLinkben szerepld és josolt fehérjéket, hogy 1j gydgyszercélpont jeldlteket
hatarozzunk meg. Két fehérjelistdn néztik az emlitett négy gydgyszercélponti
tulajdonsag jelenlétét az ember esetében: (1) A josolt, szignaldg fehérjék listaja (2) A
keresztbeszélgetések kialakitasaban fontos fehérjék listaja. Az itt bemutatasra keriilo
eredmények zome a (Korcsmaros és mtsai, 2010) és a (Korcsmaros és mtsai, 2011)

publikaciokban keriiltek kozlésre.

1IV.4.4.1. A szignalogok elemzése soran azonositott gyogyszercélpont-jeloltek

A szignalogok, olyan fehérjék, amelyeknek josoltam a jelatviteli utvonalbeli
funkcigjat az ortologjuk mas fajban betdltott és ismert funkcidja alapjan. Az emberben
73 ilyen szignalog fehérjét talaltam. Ezek kozil mindbssze Ot az, amely mar
gyogyszercélpont, tehat a fennmarad6 68 fehérje részletesebb vizsgalata rdmutathat 1;j
gyogyszercélpont-jeloltekre. S6t, azon 6t 0j jelatviteli fehérje esetében, amely mar
ismert gyogyszercélpont, egy ilyen vizsgalat ramutathat a lehetséges mellékhatasok
okaira, illetve a gyogyszer hatasmechanizmus részleteire is.

Az elemzésem soran azt néztem, hogy a 73 szignalog fehérjébdl hanyra igaz a 4

gyogyszercélponti tulajdonsag (25. abra). Azonositottam 2 fehérjét (ANPRA és
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CASK), amelyekre mind a 4 tulajdonsag jellemzd volt. Kideriilt, hogy az ANPRA ¢és a
CASK mar ismert gyogyszercélpont, ami erdsiti a 4 tulajdonsagon alapuld osztalyozasi
rendszert. Fontos viszont megjegyezni, hogy egyik fehérjét se irtak még le jelatviteli
fehérjeként. Az ANPRA a kardiovaszkularis homeosztazisban vesz részt, a CASK egy
multidomén allvanyfehérje, ami a szinapszisok melletti ioncsatornak Gsszeszerelésében
vesz részt (Boutet és mtsai, 2007). Ezen feliil most az ANPRA-t a WNT, a CASK-ot az
EGF/MAPK futvonalhoz tudtam rendelni.

Ezt kdvetden két olyan fehérjét talaltam, amelyre 3 tulajdonsag volt jellemz6 a
négybol, de egyik sem ismert gyogyszercélpont vagy betegség gén. Ez a két fehérje az
INSRR ¢és a MARK?2. Elébbit szekvenciahasonlosag alapjan mar korabban prediktaltak
az IGF/inzulin Utvonalhoz (Hanze és mtsai, 1999), most ezt a predikciot erdsitettem
meg egy rendszerszintii vizsgalattal. A MARK2-nek az epitélium fejlédésében és a graft
kilokddésben van ismert szerepe (Boutet €¢s mtsai, 2007). A szignaldog vizsgalattal a
MARK2-t két jelatviteli utvonalba is josoltam, az EGF/MAPK ¢s a WNT utvonalakba.
Erdemes megjegyezni, hogy azok a fehérjék, amelyek egynél tobb utvonalban is részt
vesznek, fontosak lehetnek a gyogyszercélpontok azonositasa soran (Hopkins, 2008;

Korcsmaros és mtsai, 2007; Korcsmaros €s mtsai, 2010; Spiro és mtsai, 2008).

a) b)
Josolt jelatviteli fehérjgk K500 2 5 % 2 %
Emberi jelatviteli fehérjék  pmmmmm Gyogyszercélpontok NI  Nem gydgyszercélpontok
250 b
g g40 - 4
L o R AP2A2, AQPS
E 20 o AUXILIN,
% 7] B3GL1, BMP2K
3 EDDI, FZD6,
4 150 F . ‘0 GNAZ, PIK3R2,
0. = PTPRB, STK24,
= Q5 | YWHAB r
= 3
o 100 - B
w w
ANPRA INSRR
50 b CASK MARK2
X RER p— | [—
pr=e— ' Betsaséutel 4 3 . " 0
embran i ina s : &
fehérjék ((Eglll\ll‘;‘) (lrln(tle?ral’zro kapgsolg?os Josolt jelatviteli fehérjék a rajuk egyiittesen jellemzé
(GO CC) domain) fehérje tulajdonsagok szama alapjan csoportositva:
(OMIM, GAD) membranfehérje, enzim, kinaz, betegséggel kapcsolatos

25. abra A jésolt jelatviteli fehérjék (szignalogok) gyégyszercélponti jelentoségének elemzése. a)
Négy, a mar ismert gyogyszercélpontokra leginkabb jellemzd tulajdonsag elemzése a josolt jelatviteli
fehérjék kozott (kontrollként a SignaLink adatbazisban szerepld 0Osszes emberi jelatviteli fehérje
szerepel). Az egyes tulajdonsagok forrasa zardjelben szerepel. b) A 4 tulajdonsag egyiittes jelenléte
alapjan csoportositott josolt jelatviteli fehérjék bemutatasa. Kiilon szinnel jeloltem a mar ismert
gyogyszercélpontokat és azokat, amelyek még nem ismertek. Azon fehérjéknek, amelyek a leginkabb
esélyes 10j gyogyszercélpontok-jeldltek, illetve amelyek mar ismert gydgyszercélpontok, a nevét is

feltlintettem az abran.

88




Végiil 12 olyan fehérjét taldltam, amelyre a négybdl két tulajdonsag volt
jellemzd. Ezek koziil egyik fehérje sem volt ismert gydgyszercélpont, és harom koziiliik
(GNAZ, PTPRB ¢és STK24) membranban talalhaté enzim. Ez azért fontos, mert ez a

kombinacio a leggyakoribb a jelenlegi gyogyszercélpontok kozott (Gao és mtsai, 2008).

IV.4.4.2. A Kkeresztbeszélgetések elemzése soran azonositott gyogyszercélpont-
jeloltek

A SignaLink adatbazis elemzése soran azonositottam 62 olyan emberi
keresztbeszélgetésben résztvevd fehérjét, amelyeknek egynél tobb utvonalban van
szerepik. A 62 tobbutvonalas fehérje koziil 21 (33,8%) mar ismert gyogyszercélpont,
ami jelentdsen nagyobb ardny, mint amit az Osszes jelatviteli fehérje kozott (16,9%;
89/525) vagy az Osszes ismert emberi fehérje kozott (8,2%; 1.610/ 19.534) lathatunk.
Kovetkezésképp a maradék 41 tobbutvonalas fehérje relevans, uj gyodgyszercélpont
jelolt lehet. Az elemzésem soran ezt a 62 fehérjét kiegészitettem azokkal, amelyeket a
rakos keresztbeszélgetés expresszid vizsgalat soran (1V.4.3.2. alfejezet) azonositottunk,
mint megvéltozott expresszioval rendelkezd fehérjét. Osszesen 244 ilyen,
majkarcindmaban megvaltozott expresszidju fehérjét talaltunk, amelyek koziil 28 mar
szerepelt a 62 tobbutvonalas fehérje kozott. fgy Osszesen 278, az ttvonalak
Osszekotésében jelentds fehérjét vizsgaltam meg, hogy mennyire alkalmas
gyogyszercélpontok.

Hasonloan a szignalogoknal elvégzett vizsgalathoz, azt néztem, hogy a 278
fehérjéb6l hanyra igaz a 4 gyogyszercélponti tulajdonsag. Nyolc olyan fehérjét
talaltunk, amelyre mind a 4 tulajdonsag jellemz6, és ezek koziil 4 (EGFR, ErbB2,
IGFIR és INSR) mar ismert, mint gyogyszercélpont. Erdekes megjegyezni, hogy ezek
mind a patologiaban igen ismert receptor-tirozinkinazok, amely aldtamasztja az
osztalyozasi rendszeriinket. A masik négy keresztbeszélgetésben résztvevd fehérje,
amelyre igaz a négy gyogyszercélpontokra jellemzd tulajdonsdg, de még nem
gyogyszercélpontok az IRAK1, MAP3K13/LZK/MLK, ROR2 ¢és TGFBR1 fehérjék.
Ezek koziil a ROR2 esszencialis a csontfejlédésben (Liu és mtsai, 2007), mig a masik
harom fehérje a gyulladasi folyamatokban vesz részt (Klein ¢és mtsai, 2001).
Kiemelendd, hogy nemrég publikaltdk, hogy kisérletes vizsgalatok szerint a ROR2 az

oszteoszarkoma kezelésnél hatékony célpont lehetne (Morioka és mtsai, 2009). Az
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IRAKI, a TGFBRI1 és az MLK Aaltal érintett utvonalakra tobb gyulladaselleni gydgyszer
(rendre az imiquimod, a dexamethasone és az L-arginine) is hat, de ezek aspecifikus
hatasu kezelések (Klein és mtsai, 2001). Mindezek a mar 1étez6 megkozelitések

alatdmasztjak a javasolt gydgyszercélpont-jeldltek relevancidjat.
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V. Az eredmények megvitatasa

V.1. A SignaLink adatbazis

A létrehozott SignaLink adatbazis egy 0 €s atfog6 jelatviteli haldzati adatforras,
amely harom tobbsejtli allat, a fonalféreg C. elegans, a gytimolcslégy D. melanogaster
¢és az ember Utvonalainak kommunikacios térképét tartalmazza. A SignaLink készitése
soran egységes ¢és pontosan dokumentalt, kézi gyljtési modszert alkalmaztam. Ennek
eredményeként a mar létezd, hasonld forrdsokhoz képest mind mindségileg, mind
mennyiségileg jobb adatbazist sikeriilt 1étrehozni. Valamint az altalunk kidolgozott

adatszerkezet lehetové tette a jelatviteli halozat rendszerszintli vizsgalatait.

V.1.1. A SignaLink adatbazis elonyei

A rendszerszintli vizsgalatokhoz megfeleld0 méretli, igen gyakran hasznalt
adatbazisok, az un. nagy-ateresztOképességii (high-throughput) adatforrasok. Ezek
azonban nem alkalmasak a jelatviteli halozat atfogd vizsgalatdra, mivel technikai
okokbol, a sejten kiviili térben 1év6 ligandumokat, a membranhoz kotott receptorokat és
a sejtmagban 16v6 transzkripcios faktorokat csak alacsony szamban tartalmazzék. igy a
jelatviteli halozat vizsgalatdhoz egy masik tipusu adatbazist, a kézzel készitett
adatbazisokat érdemes haszndlni. Ezen adatforrasokkal kapcsolatban egy nemrég
megjelent elemzés (Cusick és mtsai, 2009) megallapitotta, hogy: (1) a kivalasztott
kisérleti modszerek miatt gyakran torzitottak; (2) ritkan vannak pontosan definidlva a
gytjtési céljaik; (3) nehéz megallapitani a teljességiiket €s a megbizhatésagukat. Ezeket
a kézi gytijtéssel szembeni jogos kritikdkat, és az igényt egy megbizhatd, nagyméretii
jelatviteli adatbazis 1étrehozasara tartottam szem el6tt, amikor kialakitottam a SignaLink
adatbazis gylijtési modszerét.

A SignaLink adatainak beviteléhez egy nagyon szigora kézi gyiijtési protokollt
dolgoztam ki. Ennek alapjat utvonal-szakértok altal készitett 6sszefoglalok (review-k)
adjak, amelyek segitségével illesztettem be a megbizhato, kisérletesen kimért és
publikalt kapcsolati informaciokat. Ezaltal a jelenlegi ismereteinkhez képest igen teljes,

¢s megbizhatd adatbazist kaptunk. A gyljtésre keriilt utvonalak meghatdrozasanal

91



fontos — és mas forrasoknal gyakran nem alkalmazott — cél volt, hogy csak biokémiailag
jol definialt utvonalakat valasszak ki. Ennek a kiilonbségnek egyik példaja a
SignaLinkben az EGF/MAPK fttvonal, amely az EGF ligandum és a terminalis MAPK
kozotti, evolucios és biokémiai szempontok alapjan is indokolt Gtvonal fehérjéit és azok
kapcsolatait tartalmazza. Ugyanakkor tobb adatbazis ezt az utvonalat sok (al)itvonalra
osztja fel (pl.. EGFR, RAS, p38, JNK, ERK, ASK). Ennek a szigori tutvonal
meghatarozasnak az is a kovetkezménye, hogy lecsokkenti az adatbazisban szerepld
utvonalak teljes szamat. Ugyanakkor ugy gondolom, hogy a megfeleléen azonositott és
csoportositott utvonalak, elkeriilendd a mesterséges csoportositasokat, sokkal fontosabb
indikatorai egy adatbazis josaganak, mint a benne szerepld Gtvonalak szama.

Minden halozati adatbazisra igaz, hogy az ¢él6 szervezetekben jelenlévo
kapcsolatoknak csak egy kis részét tartalmazzak, mivel igen sok kapcsolatot, beleértve a
jelatviteli fehérjék kapcsolatait is, még nem fedeztek fel (Venkatesan és mtsai, 2009).
Ebbdl kovetkezik, hogy az adatbazisok készitdi megprobalnak minél tobb kapcsolatot
Osszegylijteni. Azonban a SignaLink készitése soran alkalmazott protokollban a
megbizhatdsag fontosabb szempont volt, mint az adatbazis méret. Ezért ugy gondoljuk,
hogy a SignaLink kevés hamis pozitiv kapcsolatot tartalmaz.

A folyamatosan novekvd szamu jelatviteli adatbazisok (Id. (Bader és mitsai,
2006)) jelentds része esetleges, és kevesebb mint 200 molekulat tartalmaz. Tovabba
gyakran limitdlva van egy adott utvonalkomponensre, példaul kinazokra, illetve
ingyenesen hozzaférhetd akadémiai haszndlatra. Még azon kevés adatbazis kozott,
amelyek megfelelnek ezen kritériumoknak (t6bb mint 200 fehérje, minden
utvonalkomponens, ingyenes hozzaférés) sem taldlunk olyat, amely a SignalLink
céljaival és modszertanaval dsszehasonlithato lenne. Azaz nincs ,,gold standard”. Hogy
képet kapjunk arrdl, hogy milyen elénydkkel rendelkezik a SignaLink a tobbi hasonlo
utvonal-adatbdzishoz képest, a 1IIl.2 ¢és V.2 fejezetekben leirtak szerint
osszehasonlitottuk a KEGG, Reactome és NetPath adatforrasokkal. Mindezen
Osszehasonlitasaink eredményeként megallapitottuk, hogy a SignaLink (1) pontosan
definidlt utvonalakat tartalmaz; (2) a legtobb fehérjét és kapcsolatot tartalmazza az
Osszehasonlitott uUtvonalak kozott; (3) a legtobb tobbutvonalas fehérjét  és
keresztbeszélgetést tartalmazza; (4) a legnagyobb az atfedése a masik harom utvonal-

adatbazissal; (5) a legtobb irodalmi forrast tartalmazza.
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Az elmult évtizedben megvaltozott a jelatviteli titvonalakrol alkotott képiink, és
ma mar ezeket az utvonalakat keresztbeszélgetésekkel siirlin kapcsolt halézatnak
tekintik. Ezért a SignaLink adatbazis legfontosabb elénye, hogy a
keresztbeszélgetéseket ¢és keresztbeszélgetésekben résztvevd fehérjéket a tobbi
adatbazishoz képest magasabb szamban tartalmazza, valamint gy(jtési modszere
lehetdvé teszi az utvonalak egységes, rendszerszintii vizsgalatat. Mindezen
tulajdonsagoknak koszonhetben a SignalLink adatbazis megfelel a jelenlegi

kihivasoknak, és tobb rendszerszintli megkozelités szamara is hatékony forras tud lenni.

V.1.2 A SignaLink adatbazis hatranyai

Annak ellenére, hogy mindent megtettiink a SignaLink készitése soran, hogy egy
JjO mindségl, megbizhatd adatforras legyen, természetesen ennek az adatbazisnak is
vannak korlatai. Példaul a SignaLink nem tartalmazza az Gsszes jelatviteli utvonalat.
Még a jol definialhatd utvonalak koziil is csak nyolc, a tobbihez képest kiemelten
fontosnak itélt Gitvonalat tartalmaz. Tovabba nem tartalmazza az Gsszes ismert jelatviteli
fehérjét sem. Csak azokat a fehérjéket tartalmazza, amelyek szerepét a kivalasztott
nyolc utvonal valamelyikében kisérletesen igazoltak, és rendelkezik iranyitott
kapcsolattal egy masik fehérjéhez. Bar a SignaLink gylijtése sordan nagyszamu
Osszefoglalo és kisérletes publikacio hasznéltam fel, az adatbazis mostani verzidja 2008
majusaban lett lezarva, igy az azota megjelent eredményeket nem tartalmazza. Terveink
szerint 2011-t61 kezdve minden masodik év juliusaban frissitjilk az adatbazist. Ezen
frissitések soran hasonldé modszerekkel meghatarozott tovabbi titvonalakkal bdviilhet az
adatbazis, valamint megbizhatd tovabbi adatbazisok integralasaval noéhet az
adatbazisban 1évo fehérjék kozotti kapcsolatok szama.

A SignaLinkben szovet-specifikus jellemzok nélkiil szerepelnek a fehérjek és a
kapcsolatok. Ez egyrészrdl eldny, mert a tobbi adatbazis altaldban csak egy-egy szovet
adatait tartalmazza. Masrészrdl hatrany is, mivel olyan kapcsolatokat, csoportosulasokat
1s megjelenit, amelyek az €16 szervezetben nem, vagy csak nagyon kivételes esetben
jonnek létre. Annak érdekében, hogy a Signalink adatait dinamikusan, szovet-, vagy
betegségspecifikusan lehessen vizsgalni, sziikség van a I11.4.2. és az IV.4.3.
fejezetekben leirtak szerint specifikus expresszios mintazatok illesztésére. (Ennek

felhasznalobarat és konnyen kezelheté megoldasarol az V.3. fejezetben irok.)
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Osszességében az ismertetett korlatok ellenére a SignaLink adatbazis tobb
elénnyel rendelkezik, mint hatrannyal. Emellett az eddigiekben bemutatott tulajdonsagai
lehetové teszik olyan elemzések elvégzését, amelyekre a korabbi adatbazisokkal nem,
vagy csak nagyon limitalt modon volt lehet6ség: (1) szovet-, vagy betegségspecifikus
keresztbeszélgetések Osszehasonlitasa; (2) tobb tutvonalhoz tartozd (tobbutvonalas)
fehérjék megtalalasa; (3) a gyogyszerkutatds szamdra fontos (keriilendé vagy

tamadando) uj fehérjék felsorolasa.

V.2. A SignaLink adatbazison végzett vizsgalatok
V.2.1. Uj génfunkcibk azonositisa

Az un. poszt-genomi korszakban 0j eszk6zokre és modszerekre van sziikség,
hogy a mar publikalt genomi informaciokat fel tudjuk hasznalni a sejttani folyamatok
megértéséhez. Az egyes fajokban jelenlévd jelatviteli utvonalakrol a tudasunk
korantsem teljes. Ha kiilonb6z6 fajok ismert jelatviteli rendszereit Gsszehasonlitjuk,
akkor a még nem felfedezett, ,,fehér-foltokrol” informaciokat tudhatunk meg. Ennek
megfelelden Osszevetettem két modellorganizmus €s az ember jelatviteli fehérjéinek a
jelatviteli utvonalakhoz valo eddigi hozzarendelését. Ha talaltam olyan, kevésbé ismert
fehérjét, amelynek a masik fajban 1évd ortologjanak ismert volt mar a jelatviteli szerepe,
akkor ez alapjan predikaltam a kevésbé ismert fehérje lehetséges utvonaltagsagat. Az
ilyen fehérjéket szignalogoknak neveztem el. Természetesen az Osszehasonlitashoz
hasznalt fajok és tvonalak szaménak novelésével ez a modszer tovabb bdvithets. Ugy
gondoljuk, hogy az altalunk josolt, un. szignalog fehérjék igéretes forrasai lehetnek a
jelatvitellel kapcsolatos funkcionalis hipotéziseknek, és eldsegithetik a kisérletek
tervezését és értékelését egyarant. Az Uj jelatviteli komponensek azonositasa, nemcsak a
jelatvitellel foglakozo szaktertiletekre lehet hatdssal: Ha jobban ismerjiikk a gének
lehetséges funkcidit, jobban meg tudjuk érteni a nem vart mutdns fenotipusokat is.
Kiilondsen akkor, ha a mutacidt szenvedett szignalog génnek a josolt utvonaldhoz

hasonlé mutans fenotipusa van.

V.2.2. Az utvonalak és a keresztbeszélgetések osszehasonlitasa
A SignaLink adatbazis gyjtési modszere és adatszerkezete lehetdvé tette a

jelatviteli utvonalak rendszerszintli vizsgalatat és Gsszehasonlitasat. Mivel mindharom
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vizsgélt fajban mind a 8 utvonal azonos gyijtési szabalyok mellett keriilt az
adatbazisba, az Utvonalak méretét, fehérjéinek tipusait Gssze tudtuk hasonlitani. Az
utvonalak Osszehasonlitdsa ramutatott az utvonalak kozponti és mellék régidinak
egymashoz viszonyitott arany kiilonbségeire mind a fajokon beliil, mind pedig a fajok
kozott. Ezeknél az Osszehasonlitasoknal az egyes tutvonalak topologiai pozicidiban
megmutatkozd (pl. ligandum, receptor) kozotti kiilonbségek is jol lathatoak voltak. A
miikodésének megértése szempontjabol alapvetdeknek tekinthetok. Jol megfigyelhetd
volt, hogy az egyes utvonalak kiilonb6z6 stratégiak szerint alakultak ki, illetve
miikddnek. Példaul az emberben a WNT, az IGF, a Hedgehog és TGF-B utvonalak
kozponti ¢és mellék régionak aranya egyforma, mig maés Utvonalak esetében ez
jelentdsen kiilonbozik (a Notch Utvonalnadl a mellék, mig az EGF/MAPK ¢és a
JAK/STAT futvonalnal a kdzponti régié aranya volt jelentdsen nagyobb). Az NHR
utvonal — fdleg a SignalLink adatbazis gytjtési elvei miatt — szinte csak kdzponti
elemeket tartalmazott. Ezen kiilonbségekre a jelatviteli topologiai poziciok eloszlasa ad
magyarazatot. A jelatviteli topologiai poziciok eloszlasanak kiilonbségei mind a fajokon
beliil, mind a fajok kozott megfigyelhetoek voltak. A WNT vagy a JAK/STAT ttvonal
esetében egy-egy ligandum vagy receptorcsalad nagyszamu jelenléte tobbfajta bemeneti
(input) lehetdséget teremt. Az EGF/MAPK utvonal esetében a féleg a kdzponti régioban
lévé mediatorok nagy szama volt megfigyelhetd, feltehetéen a harom szintbdl allo
MAPK-kaszkadokat alkoto fehérje-csaladok jelenléte miatt. A Notch Gtvonalban a mar
emlitett mellék régi6 foleg a jelterjedésében kozvetlen részt nem vevd, de azt
szabalyoz0, kofaktor fehérjék miatt nagyméretii.

A SignaLink adatbazis készitésének egyik alapvetd célja volt a
keresztbeszélgetések rendszerszintli vizsgalatanak lehetdvé tétele. Az utvonalalapu
jelatviteli halozatmegjelenités kiemelte a keresztbeszélgetések jelenlétet az utvonalak
mennyiségi kiilonbségeit is meg tudtuk figyelni. Mivel a SignaLink minden fehérje-
fehérje kapcsolata iranyitott, a kapcsolatokbol Osszevont utvonalak kozotti
keresztbeszélgetések is iranyitottak. fgy az tGtvonalalapa halozatmegjelenitésnél az
egyes utvonalparok kozotti keresztbeszélgetések iranyanak szimmetrikussaga is

lathatova valt. A fajok kozotti 6sszehasonlitas kimutatott 2 olyan keresztbeszélgetést
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(EGF/MAPK-WNT ¢és EGF/MAPK-IGF), amely mindharom fajban jelen volt, és
jelentés  mennyiségli  kapcsolatot  tartalmazott. Sikeriilt  aszimmetrikus
keresztbeszélgetéseket is azonositani, példaul az emberi EGF/MAPK ¢és TGF-B
utvonalpar kozotti kapcsolat féleg az EGF/MAPK utvonal iranyaba tartalmaz tobb
iranyitott kapcsolatot. A fajok kozotti, rendszerszintli dsszehasonlitds sordn csak az
emberben talaltuk azt, hogy minden utvonal kapcsolatban van a mésikkal.

Mivel a SignaLink eredeti adatait szdvetspecifikussdg nélkiil gytjtottiik,
felmeriilt, hogy az egyes szovetekben 1évé expresszionak milyen hatdsa van a
keresztbeszélgetések megjelenésére. Ot egészséges és egy rakos szovet expressziojanak
felhasznalasaval vizsgaltuk meg a keresztbeszélgetések szovetspecifikus jelenlétét.
Sikeriilt harom kiilonb6z6 keresztbeszélgetés mintazattipust azonositani az itvonalak
kozott:

e Az EGF/MAPK futvonal kapcsolatai a legtobb vizsgalt szdvetben

expresszalodnak, és ezek a kapcsolatok a majkarcindmaban megvaltoznak.

e A JAK/STAT utvonal kapcsolatai szintén gyakran expresszalodnak a

szovetekben, de csak kissé valtoznak meg majkarcinomaban.

e A Notch utvonal kapcsolatai ritkan vannak jelen a szovetekben, és nem is

nagyon valtoznak meg majkarcindmaban.

Irodalmi adatok alapjan megvizsgaltuk, hogy ezen jellemzdk kialakuldsanak
milyen okai lehetnek. Azt talaltuk, hogy az EGF/MAPK keresztbeszélgetéseinek
erdteljes jelenléte annak a kovetkezménye, hogy ez az utvonal, féleg a MAPK
kaszkadok miatt, kozponti jelentdségili a jelatviteli haléozatokban (Manning és mtsai,
2002). Bizonyitott az is, hogy hibas miikodése tobb raktipus kialakulasahoz is vezethet
(Amit ¢és mtsai, 2007). A JAK/STAT futvonalhoz tartozd receptorok (pl.: citokin
receptorok) az immunsejtekre jellemzdé jelatviteli utvonalakban jelent6sek. Ezen
receptorok jelentds része tobb szovetben is jelen van (Haan és mtsai, 2006). A Notch
utvonalnak féleg a fejlodoé szovetekben van szerepe, ami csokken a mar differencialt
szoveteknél. Valoszinlileg emiatt talaltuk gy, hogy a Notch utvonal kevésbé van jelen
a vizsgalt szoveteinkben (Bolos és mtsai, 2007). Ugyanakkor a Notch utvonalnak fontos
szerepe lehet a majrak kialakuldsaban: Egy nemrég megjelent tanulméany ramutatott

arra, hogy a Notch utvonal képes gatolni a WNT onkogén utvonalat, azonban majrakban
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a Notch utvonal fehérjéinek az expresszidja csokkent mértékii (Wang és mtsai, 2009).

Tehat az irodalmi adatok megerdsitik az altalunk azonositott harom ttvonaljellemzdt.

V.2.3. Uj gyégyszercélpont-jeloltek azonositisa

A halézat-elemzések a rendszerszintli adatforrasok felhasznalasaval jelentdsen
hozzajarulhatnak 0j gyodgyszercélpontok felfedezéséhez (Farkas és mtsai, 2011;
Hopkins, 2008; Korcsmaros és mtsai, 2007; Korcsmaros és mtsai, 2010; Spiro és mtsai,
2008). A SignaLink segitségével lehetdségem volt gyogyszercélpont-jelolteket
azonositani a jelatviteli haldézatban. Ehhez két kiillonbozd elemzés eredményeként
létrejott listat alkalmaztam: (1) a josolt jelatviteli fehérjék (szignalogok) listajat; (2) a
keresztbeszélgetés elemzésben kapott un. tobbutvonalas fehérjék és radkban megvaltozo
keresztbeszélgetésekben résztvevd fehérjék listajat. Ezek kozil néhany fehérje
megfelelden specifikus és alkalmazhato célpontként, de néhany tul kozponti vagy
aspecifikus.

A szignalogok elemzésével ramutattam arra, hogy az eddig nem ismert jelatviteli
funkcidval rendelkezd fehérjék kozott sok lehetséges uj gyogyszercélpont van. A
tulajdonsagaik vizsgalataval sikeriilt 14 szignalog fehérjére lesziikiteniink az igéretes
jeloltek listajat, amelyek 1j terapias célpontok (utvonalak 0j blokkolasi helyei) is
lehetnek. Tovabba sikeriilt 6t, mar jelenleg is alkalmazott gyogyszercélpontnak ttvonal-
annotaciot rendelnem, amivel mellékhatasok és egyéb gyodgyaszati tulajdonsagok
elemzése valt lehetove.

A tobbutvonalas fehérjék ¢és a rakban megvaltozd keresztbeszélgetésekben
résztvevl fehérjék elemzése soran 4 igéretes célpont-jeldltet azonositottam. Koziiliik
egyrol, a ROR2-rdl a vizsgéalataimmal parhuzamosan jelent meg egy kozlemény, ahol
kemoteréapids célpontnak javasoljak. A masik 3 gyogyszercélpont-jelolt pedig mar eddig
is nem specifikus célpontja volt tobb, gyulladds elleni hatéanyagnak. Ugyanezen
elemzés soran tovabbi 35, kevésbé igéretes, de specidlis kezelés esetén hatékony
célpontot is talaltam. Fontos megjegyezni, hogy a tébbutvonalas fehérjék célpontként
vald hasznalata — definiciojukbol fakadolag — aspecifikus. Kovetkezésképp a
tobbutvonalas fehérjék listdja nemcsak igéretes célpontokat, hanem bizonyos esetekben

keriilendéeket is tartalmaz. Ugyanakkor rendszerszintli karositd6 hatast (pl.:
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kemoterapids kezelés sordn) ezen fehérjék gatlasaval konnyebben lehet elérni, mint a
sima utvonal fehérjék célzasa esetén.

Egy-egy tutvonal kozotti Osszekotetés gyakran csak finomhangolja az egész
halozatot, vagy olyan Uj funkciot hoz létre, amely példaul a rékossejtet ellenallobba
teszi (Kitano, 2007). Az ilyen keresztbeszélgetésben résztvevd fehérjék gatlasa (ha az
expressziojuk rakban emelkedett), vagy serkentése (ha az expressziojuk rakban
csokkent) eldsegitheti az adott rakos sejt elpusztitasat. Fontos azt is megjegyezni, hogy
néhany keresztbeszélgetésben résztvevo fehérje részleges blokkoldsa nagyobb hatéassal
lehet az egész sejt jelatviteli rendszerére, mint egy utvonal kdzponti elemének teljes
blokkolésa (Csermely és mtsai, 2005; Korcsmaros és mtsai, 2007).

A gybgyszercélpontok megfeleldé meghatarozasahoz a jelatviteli halozat minél
teljesebb korii ismerete sziikséges. Ezaltal elkeriilhetéek a visszacsatolasi-hurkokban
résztvevo fehérjék célzasai, amelyek ellenkezd hatast érnek el (Sergina és mtsai, 2007).
Ezért a SignaLink és a hozza hasonld adatbazisok illetve elemzések sok kapcsolattal és

jelatviteli komponenssel szolgalhatnak a modern gydgyszercélpont-kereséhez.

V.3. A SignaLink adatbazison végezheto tovabbi vizsgalatok

A SignalLink adatbazison végzett elemzések ramutattak arra, hogy egy
rendszerszintli szempontok alapjan, egységes gylijtési szabalyokkal felépitett ttvonal-
adatbazissal olyan kérdésekre tudunk valaszt talalni, amelyet az eddigi forrasokkal nem
lehetett volna megvalaszolni. Az elemzésekben érintett témakorok mellett a SignaLink
adatait tovabbi megkdzelitések soran is fel lehet hasznalni.

A jelatviteli rendszer matematikai modellezése sordn fontos, hogy minél
megbizhatobb és részletesebb halozat alljon a rendelkezésiinkre (Papin és mtsai, 2005).
A SignaLink adatbazis konnyen kezelhetd, egységes szerkezete, amely statikus adatokat
tartalmaz konnyen integralhaté sztochiometriai és expresszidos adatokkal. A
reakcidallandok ismeretében pedig az egyes utvonalak dinamikaja véalhat
modellezhetévé numerikus vagy differencidlegyenlet alapti megkozelitésekkel. Mivel a
SignaLink irdnyitott kapcsolatokat tartalmaz, sokkal alkalmasabb forras a perturbacio
elemzések elvégzésére, mint az iranyitatlan kapcsolatokat tartalmazo nagy ateresztd

képességii (high-throughput) adatokat tartalmaz6 adatbazisok.
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A szintetikus biologia (synthetic biology) célja a sejtek mesterséges
megvaltozatasa, uj feladatok létrehozasa a metabolikus vagy a jelatviteli rendszer
mesterséges athuzalozasa révén (Bhattacharyya és mtsai, 2006; Friedland és mtsai,
2009). A jelatviteli rendszeren ezeket a modositasokat allvanyfehérjék vagy
visszacsatolasi-hurkokban 1évé fehérjék megvaltoztatasaval lehet elérni. Ehhez pedig
szlikség van a jelatviteli rendszer felépitésének minél részletesebb ismeretére, kiillonds
tekintettel a keresztbeszélgetésekben résztvevé fehérjékre.

Az Osszehasonlitdo evolicids vizsgadlatok az egyedfejlodés és a testfelépités
kiilonbségeit illetve konzervaltsagat vizsgalja. Mivel ezek kialakitasaban a regulacios és
egyéb kapcsolatok fontosak (Levine és Tjian, 2003; Szathmary és mtsai, 2001), és a
jelatviteli rendszer kiemelt szereppel bir, sziikség van olyan forrasra, amely megfeleld
mennyiségli és mindségll jelatviteli kapcsolatot tartalmaz. A SignaLinkben egységesen
gylujtott informaciok vannak héarom, testfelépitésében kiilonbozo, de jelatviteli
komponenseinek szamaban és tipusaban igen hasonlé €161énybdl. Ennek kdszonhetéen
a SignaLink alkalmas lehet evolucids hipotézisek vizsgéalatara akar az egyes utvonalak
evolucidja soran bekovetkezett valtozasokkal, akar rendszerszintii kérdésekkel, példaul
a keresztbeszélgetések és az un. Kritikus pontok (Taniguchi és mtsai, 2006) evolucids
szerepével kapcsolatban.

Az elméleti kutatdsok mellett a Signalink adatbazis a kisérlettervezések ¢és
kiértékelések sordn is hasznos forras lehet. Az elmult évben Farkas Illéssel
egylittmiikddésben  kifejlesztettem egy ingyenesen elérhetd alkalmazast, a
PathwayLinkert, amely — tobbek kozott — a SignaLink adatain alapul, és a
kisérlettervezések és kiértékelésekben segiti a kutatokat. A PathwayLinker
(http://PathwayL inker.org) felhasznalva a sejt ismert fehérje-fehérje halozatat, a beadott

fehérjékrol képes megmondani és abrazolni, hogy milyen tavol vannak egy-egy
jelatviteli utvonaltol. Ez azért nagyon fontos, mert a kisérletek soran gyakran gy
modositanak 1-1 fehérjét, hogy annak nem tervezett globalis vagy meglepd hatasa van a
rendszerre, amely megneheziti a kisérletek lebonyolitasat vagy értékelését. Az is
kevésbé ismert, de gyakori probléma, hogy a kisérlet elvégzéséhez egy olyan anyagot
vagy mutans hatteret alkalmaznak a kutatok, amely a kisérlet elvégezhetdsége
szempontjabol fontos, de a detektalt eredményt nem megfeleléen torzitja (Farkas és

mtsai, beadva).
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Egy masik alkalmazas a Fazekas Daviddal kdzosen kifejlesztett ExViz program,
amely a SignaLink keresztbeszélgetés adatait hasznalja a keresztbeszélgetések
expresszidjanak  Vizualizacidja. (A béta  verzid ingyenesen elérheté a

http://netbiol.elte.hu/exviz weboldalrél.) Az ExViz program a SignaLink elemzése

soran mar bemutatott keresztbeszélgetés expresszios kapcsolatmatrix kezelofeliilete.
Segitségével a legtobb emberi vagy egér expresszios adatok betdlthetdek. Az ExViz
szinskalan jel6li az tutvonal-kapcsolatok szovet-, vagy betegségspecifikus jelenlétét
vagy differencial expressziojat a Signalink halozatdban. A program tobb lehetdséget is
ad a felhasznalonak, hogy a vizsgalati beallitasokat modosithassa, igy mindenki a sajat
céljai szerint tudja alakitani. Az ExViz a SignalLink halozati adatait felhasznalva
halozatképet is készit, €s az expresszios értékek szerint szinezi a pontokat.

Az itt bemutatott lehetdségek mellett tovabbi megkozelitések és alkalmazasok is
profitalhatnak a SignaLink adatbazis adatainak, elemzésének ¢és abrazolasi
megoldasainak felhasznalasaval. Bizom benne, hogy a jovében mind az alap, mind az

alkalmazott kutatasok soran egy hasznos forrés és eszkoz lesz!
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V. Osszefoglalas

A kiilonb6z6 tudomanyteriiletek integralasa, és az eredmények halozatos
modszerekkel torténd vizsgalata a jelatviteli Gtvonalak kutatasdnak egy uj iranyzata. A
bemutatott munkaban Ot teriilet, a biokémia, a genetika, a sejtbiologia, a bioinformatika
¢s rendszerbioldgia eredményeit €s moddszereit integraltam, hogy harom tobbsejtii
¢l6lény (a Caenorhabditis elegans, a Drosophila melanogaster és az ember) jelatviteli
utvonalainak halézatat felépitsem egy erre a célra készitett programkornyezetben. A
létrehozott jelatviteli adatbazis a felhasznalt teriiletek szamara uj eredményekkel tud
szolgélni. Ezen eredményeket az adott diszciplina a hagyomanyos eszkoztaraval
nehezen tudta volna elérni, mivel a jelatvitel rendszerszintli vizsgalatahoz sziikséges az
integrativ megkozelités.

A kordbbi nézdpontokkal ellentétben a jelatviteli utvonalakat ma mar nem
onalld, linearis tutvonalaknak tekintik, hanem keresztbeszélgetések altal erdsen
keresztkapcsolt halozatnak. Ez a paradigmavaltas sziikségessé tette 01j, rendszerszintii
megkozelitések (gyljtési és elemzési technikak) kidolgozasat. Annak érdekében, hogy
ennek megfeleljiink, 1étrehoztam egy jelatviteli utvonal adatbazist, amelyet
SignaLinknek neveztem el. A SignaLink harom tobbsejti ¢161ény, a fonalféreg C.
elegans, a gyiimoleslégy D. melanogaster és az ember 8, egyedfejlédésben és a felnott
¢letben is fontos jelatviteli Gitvonalait tartalmazza, egységes gylijtési szabalyok alapjan.
Az elkészitett adatbazist Osszehasonlitottuk a mar meglévd utvonal-adatbazisokkal, és
azt talaltuk, hogy tobb mindségi €s mennyiségi szempont szerint is jobb, sot,

hidnypotlo. Kidolgoztunk tobb 1) megjelenitési lehetdséget a jelatviteli halozatok

abrazolasara. A http://SignaLink.org honlapon interaktiv, felhasznalobarat moédon ezek
az abrazolasi modok megtalalhatoak.

A Signalink egységes gylijtésének ¢és adatszerkezetének kdoszonhetden
lehetdséglink nyilt az eredeti céljainkban megfogalmazott rendszerszintii vizsgalatokra.
Ennek eredményeként sikeriilt azonositanom 253 1 jelatviteli komponenst
(szignalogot), és igazolnom ezek ujdonsagat. A SignaLink adatait felhasznalva
Osszehasonlitottam a  jelatviteli utvonalakat ¢és az azok kozott 1évo
keresztbeszélgetéseket mindségi és mennyiségi szempontbdl. Miutan azt talaltam, hogy

emberben mind a nyolc vizsgalt utvonal egymassal kapcsolatban van, megvizsgaltam a
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keresztbeszélgetések szovet-specifikus jelenlétét is. Egészséges szovetekbdl és
hepatocellularis karcinomabdl szarmazé mintak felhasznalasaval bemutattam, hogy a
SignalLink statikus adatait expresszidos mintazatokkal integralva lehet specifikus
vizsgalatokat végezni. Ezen vizsgalat sordn harom utvonal-expresszio tipust talaltam.
Megvizsgalva a szignalogok ¢és a keresztbeszélgetésekben fontos fehérjék
tulajdonsagait, sikeriilt két olyan listat (short list) késziteni, amely az igéretes, Uj
gyogyszercélpont-jeldlteket tartalmazza.

Végezetiill megallapithaté, hogy egy rendszerszintli vizsgalatokra alkalmas,
keresztbeszélgetéseket ¢és tobbutvonalas fehérjéket, azok iranyitott kapcsolatait
tartalmazo adatbazis jott 1étre. A 1étrejott adatbazis alkalmas arra, hogy elméleti és
alkalmazott kutatdsokat végezziink rajta, hiszen a jelatvitel evolicigjatol,
modellezésétol, a jelatvitel felépitésén at, a betegségek hatasainak és gyogyszerek
lehetséges 1j célpontjainak azonositasa is lehetséges a Signalink alkalmazéasaval. Ezen
megkozelitések egy részét a disszertacio ,,Eredmények” részében mutattam be, és a
jovoben elvégezhetd vizsgalatok koziil néhényat a ,,Az eredmények megvitatasa”

részben soroltam fel.

A doktori munkim soran kapott uj tudomanyos eredményeim a
kovetkezok:

1. Egységes gyijtési szabalyrendszer alapjan létrehoztam a SignaLink adatbazist,
hogy megalapozzam a jelatvitel rendszerszintt és 6sszehasonlithatd elemzését.

2. Osszeallitottam harom tobbsejtii faj, a C. elegans, a D. melanogaster és a H.
sapiens 8 jelatviteli utvonalanak haldzatat, és 253 uj jelatviteli komponenst
(szignalogot) azonositottam.

3. Megvizsgalva a szignalogok és a keresztbeszélgetésekben fontos fehérjék

tulajdonsagait, sikeriilt kiemelnem 30 igéretes, 01j gyogyszercélpont-jeldltet.

A gylijtési szabalyrendszert témavezetdimmel és Farkas Illéssel kozosen
alakitottuk ki. Az adatbéazisban 1évé adatokat én gyiijtdttem, az elemzéseket és az
abrazolasokat Farkas Illéssel egyiitt terveztiik, ¢és Fazekas David TDK hallgatbmmal
kozosen végeztik el. A szignaldogok azonositasat és az Osszehasonlitasokat egyediil

végeztem. A gyogyszercélponti elemzéseket Farkas Illéssel kozosen végeztiik.
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VI. Summary

Integrating existing disciplines and applying network analysis is a novel trend
for signal transduction research. In the presented work, | integrated the methods and
results of 5 disciplines, biochemistry, genetics, cell biology, bioinformatics, and systems
biology to create a signaling pathway network in a designated program environment for
3 metazoans (Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, and human). |
performed manual curation with uniform rules, using bioinformatical sources and
scientific publications. The developed network database could give new results and
possibilities for the mentioned 5 disciplines. These possibilities cannot be achieved by
the classical methods of these disciplines as they require integrative approach and
systems level examination of the signaling system.

In contrast to earlier views, intracellular signaling is now viewed as a set of
intertwined pathways forming a single signaling network. This paradigm shift calls for
novel experimental, curation, and network modeling techniques. Accordingly, |
developed a signaling pathway database, called SignaLink. SignaLink contains the
signaling pathways of 3 metazoans, the nematode C. elegans, the fruit fly D.
melanogaster and humans. These pathways are important in both development and
adulthood, and they were curated based on uniform curation rules. We compared
SignaLink with 3 existing pathway databases. SignaLink was found to be better both in
quantitative and qualitative properties. We created several novel methods to visualize
signaling networks. All these visualized networks can be interactively accessed in a
user-friendly website at http://SignaLink.org.

Thanks to the uniform curation rules and data structure of SignaLink, we had the
opportunity to perform system-level examination on the signaling network. | identified
253 novel signaling proteins, called signalogs, and verified their novelty. Based on the
pathway data of SignaLink, I compared the pathways and their cross-talks, and found
that only in humans every pathway can cross-talk. | found that in humans, cross-talk
expression is tissue and disease-specific, which underscores its importance in
development and medicine. | could identify 3 cross-talk expression types. Examination
of signalogs, multi-pathway proteins, and proteins important in cross-talk of cancer

cells, allowed us to create a short list of possible novel drug targets.
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Finally, I conclude that the newly developed database is capable for system-level
analyses, as well as to examine cross-talks and multi-pathway proteins. The database
can be further used for theoretical and applied research (e.g., evolution of signaling
networks, modeling of drug effects). Some approaches have been shown in the result
chapter of the Thesis, while | listed some other possibilities in the Discussion chapter.

The major scientific results of my PhD work are the following:

1. Based on uniform curation rules, | developed the SignaLink database to allow
system-level and comparative analyses on the signaling network.

2. | compared the signaling pathway networks of 3 metazoan species, C. elegans, D.
melanogaster, and H. sapiens, and identified 253 novel signaling components
(signalogs).

3. With the property analysis on signalogs and cross-talking proteins, I could highlight
30 promising novel drug target candidates.

The curation protocol was created with my mentors and Illés Farkas. The
curation was done by me, the analyses and visualization was plant in partnership with
Illés Farkas, and was done with David Fazekas. | alone identified the signalogs an
compared the networks. The drug target relevance analyses were done by me and Illés

Farkas.
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