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A Drosophila melanogaster nimrod génjei altal kodolt fehérjék prediktalt do-
ménstrukturdja. Kurucz és mtsai (2007) nyomén, médositva. . . . . . . . . ..
A Drosophila melanogaster genom 34E régidjanak sematikus abrazoldsa. Ku-
rucz és mtsai (2007) nyomédn, médositva. . . . . . ... Lo Lo
A génduplikiciok termékeként 1étrejott génparok néhany lehetséges sorsa. A
fekete szin a funkcidvesztést, mig a piros szin Gj funkciét jelol. Innan (2009)
alapjan, modositva. . . . . ... oL Lo
Egy géncsaldd evolucios torténetét szemléltetd filogenetikai fa. A kék szini bel-
s6 csomdpontok specidcids, mig a piros szinliek génduplikaciés eseményeknek
felelnek meg. A, B és C kiilonb6z6 fajokat jelolnek. A piros nyil horizontélis
géntranszfert jelol. Fitch (2000) alapjan, médositva. . . . . . . . ... ... ..
A A monofiletikus, parafiletikus és polifiletikus csoportok jelentését szemlél-
tet6 filogenetikai fa. A kékkel jelolt csomopont a fa gyokere. Baldauf (2003)
alapjdn, médositva. A D dbrarészleten lathaté konszenzushalézat a C és D dbra-
részleteken lathat6 négylevell gyokértelen topoldgidk kozotti konfliktust szem-
I€lteti. . . . . ..
A filogenetikai rekonstrukci6 sordn kovetett leggyakoribb munkamenetek mo-
lekularis adatok esetén. A Holder és Lewis (2003) felosztasa szerint ,,tradicio-
nalisnak™ tekinthetd mdédszereket zold szinnel, mig a Bayes statisztikai alapo-
kon nyugvé mddszereket piros szinnel jeloltiik. A kék szin az adatokat jeloli a
munkamenet kiilonboz0 fazisaiban. . . . . . ..o Lo oo
A géncsaladok evolucidja a ,,Birth-and-Death” (A) és a ,,concerted” (B) mo-
dellek szerint. A kiilonboz6 szint téglalapok kiilonboz6 tulajdonsdgokkal bird
géneket jelképeznek. . . . . .. ..o
Két gén kozotti divergencia jellemzd alakuldsa abban az esetben ha a génkon-
verzid gyakorisdga jelentds. d a divergencidt, d. az egyensulyi divergenciét, mig
d; azt a kiiszobértéket jeloli, aminél nagyobb divergencia esetén a homogeniza-
ci6 mar nem lehetséges. Innan (2009) nyomén, modositva. . . . . . . . . . ..
A szekvencia-evoluci6 illusztracidja egy kéttagu géncsaldd esetében a homoge-
nizacio hidnya (A) és jelenléte (B) esetén. A C és D dbrarészleteken a szekven-
ciaadatokbdl rekonstruélt filogenetikai fak véarhat6 topoldgidi lathatdéak a két
emlitett esetben. A kiilonbozé szind téglalapok a szekvencidk kozotti kiilonb-
ségeket jelképezik. Innan (2009) alapjan, modositva. . . . . . . . ... .. ..
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A vizsgdlt fajok gyokeres filogenetikdja. A zold hattér a Drosphila génuszban
tartoz6 fajokat jeloli. Az dbra az iTOL webalkalmazas (Letunic és Bork, 2007)
segitségével késziilt. A fa topoldgidja a Zdobnov és Bork (2007), valamint a
Russo és mtsai (1995) altal kozolt fakon alapszik. . . . . . .. ... ... ...
A becsiilt tavolsag (d) és a kiilonbséget mutaté pozicidk ardnya (p) kozotti
Osszefiiggés a Jukes-Cantor szubsztitucios modell esetében. Az abra az R 2.8.1
szoftver segitségével késziilt. . . . . . . . ... ... L.
A Nimrod szekvencidk filogenetikai analizise sordn kovetett munkament. A
Holder és Lewis (2003) felosztasa szerint ,,tradicionalisnak” tekintheté moéd-
szereket z0ld szinnel, mig a Bayes statisztikai alapokon nyugvé mddszereket
piros szinnel jeloltik. . . . . . .. ... o oo
A tdbbsz0ros szekvencia-illesztés progressziv stratégidjanak illusztracidja. Az
A dbrarészleten a vezérfa, mig a B abrarészleten a paronkénti profil-profil illesz-
tések altala meghatarozott sorrendje lathaté. Baldauf (2003) alapjan, médositva.
Egy kvartett esetében lehetséges harom alternativ gyokértelen topoldgia posz-
terior valdszinliségeit tartalmaz6 vektor abrdzoldsa egy haromszogi koordiné-
tarendszer segitségével. 11, T, és 15 az alternativ topolégidk, mig p;,p2 és ps
a nekik megfeleld poszterior valdszintiségek. Strimmer és von Haeseler (1997)
alapjan, médositva . . . . . ... L. oL

A NIM domént modellez6 pHMM logdja. A bal felsd sarokban ldthaté vo-
nal egy aminosavnyi hozzdjdrulasnak felel meg. Az oszlopok alatti szdmok a
pHMM-ben elfoglalt poziciét jelolik. . . . . . .. ... ... ... ... ....
Az EGF-szerti (Pfam:PF00008) és NIM domének (A), valamint az EGF-szert
és EMI (Pfam:PF07546) domének (B) lokalis-lokdlis illesztéseit 4brazold paros
HMM logok. Az 6sszekotott oszlopok a megfeleld pozicidk illeszkedését, mig a
sziirkitett hatter oszlopok a nem illeszkedd pozicidkat jelképezik. A kék szinli
szamozds a konzervalt ciszteineket, mig fekete szinii a pHMM-ben elfoglalt
pozicidtjeloli. . . . . . . . ..
A NimB szekvencidkban azonositott NIM domének gyokértelen filogenetika-
jdnak ML becslése (illesztés: hmmalign, szoftver: ProtTest 1.3, a BIC sze-
rint legjobban illeszked$ szubsztitiicios modellel szdmolva). A leveleket a fa-
jok szerint szineztiik, az azonositok a szekvencidkban elfoglalt poziciét tiikkro-
zik.Az dghosszak egysége egy szubsztiticié pozicionként. Az dbra az iTOL 1.7
(Letunic és Bork, 2007) webalkalmazas segitségével késziilt. . . . . . . .. ..
A NimC szekvencidkban (a 7. castaneum NimClII és az A. gambiae NimCII
kivételével) azonositott NIM domének gyokértelen filogenetikdjanak ML becs-
Iése (illesztés: hmmalign, szoftver: ProtTest 1.3, a BIC szerint legjobban il-
leszkedd szubsztiticidés modellel szdmolva). A leveleket a fajok szerint szinez-
tilkk, az azonositok a szekvencidkban elfoglalt poziciot tiikrozik.Az dghosszak
egysége egy szubsztitiicid pozicionként. Az dbra az iTOL 1.7 (Letunic és Bork,
2007) webalkalmazas segitségével késziilt. . . . . . .. ... ... ... ...
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Az Drosophila Eater szekvencidkban, valamint a 7. castaneum NimCII és az
A. gambiae NimClII szekvencidkban azonositott NIM domének gyokértelen fi-
logenetikdjdnak ML becslése (illesztés: hmmalign, szoftver: ProtTest 1.3, a
BIC szerint legjobban illeszkedd szubsztitiiciés modellel szamolva). A levele-
ket a fajok szerint szineztiik, az azonositok a szekvencidkban elfoglalt pozici-
ot tilkkrozik.Az dghosszak egysége egy szubsztiticid pozicionként. Az dbra az
1TOL 1.7 (Letunic és Bork, 2007) webalkalmazas segitségével késziilt.

A D. melanogaster és D. yakuba NimB2 szekvencidkbdl szarmazé NIM do-
mének NJ algoritmussal rekonstrudlt (Clustal W 1.83) filogenetikdja (A) és az
ennek megfelel6 PRHD (B). A B dbra jobb oldalan lathaté skdla egysége egy
pozicid. A fa dghosszainak egysége egy szubsztitucié pozicionként. A leve-
lek azonosit6i a fajneveket (M - D. melanogaster, Y - D. yakuba) és a domének
szekvencidkban elfoglalt pozicidit tiikkrozik. A piros téglalapok a két szekvenci-
aban azonositott NIM doméneket jelképezik. A PRHD-n a kék vonalak az orto-
16gia kapcsolatoknak felelnek meg, a fan nekik megfeleld kladokat kék szinnel
kiemeltik. . . . . . . ..o
A D. melanogaster és D. yakuba Eater szekvencidkbdl szarmazé NIM domé-
nek NJ algoritmussal rekonstrudlt (Clustal W 1.83) filogenetikdja (A) és a neki
megfeleld6 PRHD (B). A fa dghosszainak egysége egy szubsztitiicié pozicion-
ként. A levelek azonositéi a fajneveket (M - D. melanogaster, Y - D. yakuba)
€s a domének szekvencidkban elfoglalt pozicidit tiikrozik. A piros téglalapok
a két szekvencidban azonositott NIM doméneket jelképezik. A PRHD-n a kék
vonalak az ortolégia kapcsolatoknak, mig a voros vonalak a paral6gia kapcsola-
toknak felelnek meg. A fan nekik megfelel6 kladokat kék, illetve vords szinnel
kiemeltiik. . . . . . . . L
A Drosophila NimB2 ortolég szekvencidk parbadllitisdval szamolt PRHD-k.
Az 4brdk a t2prhd 1.7 segitségével (w = 2) késziiltek a Clustal W 1.83
altal szamolt NJ domén-filogenetikdk alapjan. A piros téglalapok a két szek-
vencidban azonositott NIM doméneket jelképezik. A kék vonalak az ortoldgia
kapcsolatoknak felelnek meg. . . . . . . . . ... ... L oL,
A Drosophila NimB4 ortolég szekvencidk parbadllitdsdval szamolt PRHD-k.
Az 4brdk a t2prhd 1.7 segitségével (w = 2) késziiltek a Clustal W 1.83
altal szamolt NJ domén-filogenetikdk alapjan. A piros téglalapok a két szek-
vencidban azonositott NIM doméneket jelképezik. A kék vonalak az ortoldgia
kapcsolatoknak felelnek meg. . . . . . . . . .. ... ... L L.
A Drosophila NimC2 ortolog szekvencidk parbadllitisaval szdmolt PRHD-k.
Az abrak a t 2prhd 1.7 segitségével (w = 2) késziiltek a Clustal W 1.83 éltal
szamolt NJ domén-filogenetikak alapjan. A piros téglalapok a két szekvencid-
ban azonositott NIM doméneket jelképezik. A kék vonalak az ortoldgia, mig a
voros vonalak a paraldgia kapcsolatoknak felelnek meg. . . . . . . . .. .. ..
A Drosophila NimC1 ortolog szekvencidk parbadllitisdval szdmolt PRHD-k.
Az dbrak a t2prhd 1.7 segitségével (w = 2) késziiltek a Clustal W 1.83 altal
szamolt NJ domén-filogenetikak alapjan. A piros téglalapok a két szekvencid-
ban azonositott NIM doméneket jelképezik. A kék vonalak az ortoldgia, mig a
vords vonalak a paraldgia kapcsolatoknak felelnekmeg. . . . . . . . . . .. ..
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4.12. A Drosophila Eater ortoldg szekvencidk parbadllitasdval szamolt PRHD-k. Az
abrdk a t2prhd 1.7 segitségével (w = 2) késziiltek a Clustal W 1.83 4ltal
szamolt NJ domén-filogenetikdk alapjan. A piros téglalapok a két szekvencia-
ban azonositott NIM doméneket jelképezik. A kék vonalak az ortoldgia, mig a
vOrds vonalak a paraldgia kapcsolatoknak felelnekmeg. . . . . . . . . . . . ..

4.13. A D. melanogaster, D. sechellia és a D. virilis Eater szekvencidkban azonosi-
tott, és a pozicidjuk alapjan sorbadllitott NIM domének kozotti szinonim (dg)
és nemszinonim (dy) tdvolsdgok dbrizoldsa. A tdvolsdgi matrixokat a médo-
sitott Nei-Gojobori mddszerrel, a MEGA 3.1 szoftver segitségével szamoltuk
ki. A gobmbok méretei a megfelel6 tavolsagokkal ardnyosak. A téglalapokkal
jelzett 6sszehasonlitdsok esetében a tavolsag nem szdmolhato ki a modositott
Nei-Gojobori médszerrel. . . . . . . . . ... Lo

4.14. A D. melanogaster NimC1 és NimC2 szekvencidkban azonositott, és a pozici-
6juk alapjan sorbadllitott NIM domének kozotti szinonim (dg) és nemszinonim
(dn) tdvolsagok dbrazoldsa. A tavolsagi matrixokat a médositott Nei-Gojobori
modszerrel, a MEGA 3.1 szoftver segitségével szamoltuk ki. A gdmbok méretei
a megfeleld tavolsdgokkal ardnyosak. A téglalapokkal jelzett sszehasonlitdsok
esetében a tdvolsag nem szamolhat6 ki a mddositott Nei-Gojobori médszerrel. .

4.15. A Drosophila NimC1, NimC2 és Eater szekvencidkban azonositott NIM domé-
neket kddold nukleotid-szekvencidk tobbszoros illesztéseibdl szamolt szatura-
cids dbrdk. A pontok az egyes szekvenciapdrok kozott megfigyelhetd kiilonb-
ségek szamat abrazoljak, az F84 szubsztiticids modell altal szamolt tdvolsagok
fliggvényében. A vonalak a megfeleld ponthalmazokra illesztett linedris reg-
resszids egyenesek. A zold haromszogek és egyenesek a transzverzids, mig a
kék keresztek és egyenesek a tranzicids kiilonbségekhez tartoznak. Az dbrdk a
DAMBE 4.2.13 szoftverrel késziiltek. . . . . . . ... .. ... ... ..

4.16. A NimA , NimB és NimC szekvencidk ProbCons illesztéseinek likelihood tér-
képezése. A jobb oldalon ldthaté haromszogili koordindtarendszerek értelmezé-
séhez 1asd a 3.5. dbrat. A bal oldalon lathat6 koordindtarendszerek a megfeleld
régidkba esd pontok ardnyét szemléltetik. . . . . . . ... ...

4.17. A NimA szekvencidk gyokértelen filogenetikdjanak ML becslése (illesztés: Prob-

Cons 1.1, szoftver: PhyML 3.0, szubsztiticiés modell: JTT+I' + F, gamma
paraméter: 1,215, gamma kategoéridk szama: 4, bootstrap ismétlések szama:
1000). A kladok bootstrap tdmogatottsdga a megfelelé csomdpontban taldlhatéd
kordiagramok piros szeletével ardnyos. Az dghosszak egysége egy szubsztiti-
ci6 poziciénként. Az dbra az APE R csomag (Paradis és mtsai, 2004) segitsé-
gével késziilt. . . . . . ...
4.18. A NimB szekvencidk gyokértelen filogenetikdjanak ML becslése (illesztés: Prob-
Cons 1.1, szoftver: PhyML 3.0, szubsztiticiés modell: VT+I' + F, gamma
paraméter: 2,291, gamma kategéridk szdma: 4, bootstrap ismétlések szama:
1000). A kladok bootstrap tdimogatottsaga a megfelelé csomépontban taldlhatd
kordiagramok piros szeletével aranyos. A Drosophila ortolégokat azonos szin-
nel jeloltiik. Az dghosszak egysége egy szubsztitucid pozicidonként. Az dbra az
APE R csomag (Paradis és mtsai, 2004) segitségével késziilt. . . . . . . . . ..
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4.20.

4.21.

4.22.

4.23.

5.1.

A NimB szekvencidk filogenetikajanak Bayes MCMC rekonstrukcidja nyoman
kapott poszterior mintdkbdl az x = 0, 2-es szinten szamolt konszenzushél6-

zat. A konszenzushdldzat csak a topologidk kozotti konfliktus szemléltetésére
szolgdl, igy az dghosszaknak nincs jelentése. A Drosophila ortolégokat azonos
szinnel jeloltik. . . . . . . . .. .. 63
A NimC szekvenciak gyokértelen filogenetikdjanak ML becslése (illesztés: Prob-
Cons 1.1, szoftver: PhyML 3.0, szubsztiticiés modell: VT+I' + F, gamma
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5.2. Az EMI és a NIM domének eredetére vonatkozo hipotézis szemléltetése pHMM

5.3.

logok segitségével. A kék szinli szdmozds a konzervilt ciszteineket, mig fekete
szinli a pHMM-ben elfoglalt poziciét jeldli.
A Nimrod szupergéncsaldd evolicidjaval kapcsolatos hipotéziseink Osszefog-
laldsa.



1. fejezet

Bevezetés



A velesziiletett immunitds mechanizmusai a patogénekkel vald kapcsolatba 1épés utdn
azonnal mikodésbe 1épnek, igy ezen folyamatok a kérokozok elleni védekezés els6 védelmi
vonalat képezik (Kimbrell és Beutler, 2001).

A velesziiletett immunitds a patogének elleni védekezés Gsi és univerzdlisan elterjedt
mechanizmusa, amely korldtozott szamu, a csiravonalban 6rokl6dé receptororra hagyatkozik.
Ezek képesek felismerni a mikroorganizmusok 4ltal dltaldban termelt, de a gazdaszervezetben
nem eldfordulé molekuldkat (Janeway és Medzhitov, 2002).

A velesziiletett immunitds mechanizmusainak rendelkezésére &ll6 receptorkészlet
bovitésében nagy szerepe van a génduplikdcidknak, amelyek kiilonbozd specificitdssal
rendelkezd receptorokat kédold géncsalddokat hozhatnak 1étre. Ennek egyik legismertebb
példdja a Toll-szeri receptorokat kodold géncsaldd (Takeda és Akira, 2007).

Nagyszamu vizsgdlat utal arra, hogy a gerincesek és a gerinctelenek védekezési
mechanizmusai molekuldris szinten erésen konzervéltak, ami igéretes tdvlatokat nyit a
velesziiletett immunitds megértésében (Kimbrell és Beutler, 2001; Govind és Nehm, 2004)

A filogenetikai rekonstrukcié a géncsaladok tanulmanyozasanak alapvetd és széles korben
alkalmazott eszkoze, hasznosnak bizonyult péld4ul a Toll-szer(i receptorok vizsgélata sordn is
(Kimbrell és Beutler, 2001; Roach és mtsai, 2005). Ezen vizsgédlatok a homoldgia-viszonyok
felderitésének legpontosabb maddjat képezik (Futuyma, 2005), ennek kdszonhetéen jelentSs
mértékben hozzdjarulnak a modellorganizmusokban végzett kisérletes munkdk eredményeinek
altalanositdsdhoz. A filogenetikai fdk ugyancsak segitenek kijelolni a tovabbi vizsgdlatok
irdnyat is: a felderitd céld kutatdsok sordn érdemes példaul olyan génekre fokuszalni, amelyek
olyan kladokbdl szairmaznak, ahol a génekre nézve még nem éllnak rendelkezésre funkciondlis
adatok.

A filogenetikai médszerek nagyobb léptékben is alkalmazhatéak. Igy példaul egy adott
genetikai rendszer részét képezd géncsalddok filogenetikdjanak rekonstrukcidja, majd ezen
filogenetikdknak a fajok evoliicié torténetével valé Osszehasonlitdsa révén kovetkeztetéseket
vonhatunk ezek kialakuldsara nézve (Litman és mtsai, 2005). Egyes szerz6k hasonld
vizsgalatok nyomdan vontdk le azt a kovetkeztetést, hogy a gerincesek és az izeltlabuak
velesziiletett immunitdsdnak egyes fontos elemei valdszintileg egymastol fiiggetleniil alakultak
ki (Hughes, 1998).

A nemrégiben leirt Nimrod szupergéncsaldd (Kurucz és mtsai, 2007) tagjai
altal kodolt proteinek sajitossdga egy vagy tobb specidlis EGF-szeri domén, a
CxPxCxxxCxNGxCxxPxxCxCxxGY  konszenzus-szekvencidval leirhatdé  dgynevezett
NIM domén jelenléte. Az EGF-szeri domének (Pfam clan: CL0O001) az extracelluldris
fehérjék gyakori strukturdlis elemei, amelyek gyakran tobb példanyban fordulnak eld,
domén-ismétlddéseket képezve (Bork, 1991; Bork és mtsai, 1996).

A Nimrod szupercsaldd altal kodolt fehérjék mdsik jellegzetessége egy, a CCxGY/W
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konszenzussal leirhaté motivum jelenléte az aminosav-szekvencidk N-termindlis régidjaban,
amit egy rovid 0sszekotd szekvencia utdn mindig egy NIM domén kovet (Kurucz €s mitsai,
2007). A koédolt fehérjék ugyancsak minden esetben rendelkeznek szignalpeptiddel, ami arra
utal, hogy funkciéjukat az extracelluléris térben l4tjak el.

A szupercsaldd tagjai dltal kodolt fehérjék minden esetben rendelkeznek a fenti kozos

elemekkel, de emellett a doménstruktirdjuk igen nagy valtozatossdgot mutat (1.1. dbra).

= szignalpeptid/transzmembran extracellularis  intracellularis
EMI domén - NimA CG31841 + CG31765*
== N-terminalis motivumok g
=——O0-00-0-0a— NimB1 CG33119
) CCxGY/W Ve Yo Yo Yo e Yo Yo B2 CG31839
© NIM domén ) - 334 88%3003
o 4 e K ORORO-OOOODA— 115
EGF domen, € S 0000 B5 CG16873*
Cys gazdag régié
4 glikozilacids hely ==m000-00000-0-0H NimC1 CG8942
= C2 CG18146-PB
=me=0-0- - -- C3 CG16880*
- C4 CG16876

- »ooomm—%— Draper CG2086*
)-o—ﬁ— Eater CG6124* Toom

1.1. dbra. A Drosophila melanogaster nimrod génjei daltal kodolt fehérjék prediktélt
doménstruktardja. Kurucz és mtsai (2007) nyoman, médositva.

A doménstruktirdk alapjan a Nimrod proteinek tobb f6 csoportba sorolhaték. A Draper
tipusi doménstruktirdval rendelkezd fehérjék N-termindlis régidjaban a szigndlpeptid utdn
egy EMI domén (Callebaut és mtsai, 2003), és a NIM domén egy példanya talalhatd, amit
valtoz6 szama , klasszikus” EGF domén kovet. Ez a tipus széles korben elterjedt, az ilyen tipusu
fehérjéket kodold gének megtaldlhatéak példaul a Caenorhabditis elegans (Mangahas és Zhou,
2005), a Drosophila melanogaster (Manaka és mtsai, 2004) és az ember genomjdban (Hamon
és mtsai, 2006). Ezzel szemben ismétl6dé NIM doméneket tartalmazé architektiraval (,,poli-
NIM”) rendelkez6 fehérjéket kddol6 géneket eddig csak rovargenomokban sikeriilt azonositani
(Kurucz és mtsai, 2007). Ezen architektirdval rendelkezd proteinek nem tartalmaznak
,klasszikus” EGF doméneket és a CCxGY/W motivumot valtozé szamu rovid 0sszekotd
szekvenciak altal hatarolt NIM domének kovetik (1.1. abra).

A poli-NIM architektirdval rendelkezd fehérjéket a Nimrod C és Nimrod B tipusokra
oszthatjuk. A Nimrod C tipusu proteinek, mint példaul a Drosophila nimrodC1-4 és eater
gének termékei, dltaldban rendelkeznek transzmembran doménnel. Ezzel szemben a Nimrod B
tipusu proteinek (példaul a Drosophila nimrodB1-B5 gének termékei) rovidebb szekvencidval
rendelkeznek és nem tartalmaznak transzmembran domént.

A D. melanogaster Nimrod C tipusud fehérjéi koziil az Eater fehérje rendelkezik a legtobb
NIM doménbdl allé doménismétlédéssel (1.1. abra).

A Nimrod szupercsaldd tagjairdl jelentds mennyiségli olyan irodalmi adat all rendelkezésre,



ami ezen géneknek a velesziiletett immunitdsdban jdtszott szerepére utal. Szdmos
organizmusban azonositottak a fagocitdzisban szerepet jatszé Draper tipusi doménstruktiraval
rendelkezd fehérjéket. Ilyen példaul a C. elegans Ced-1 (Mangahas és Zhou, 2005), a
Drosophila Draper (Manaka és mtsai, 2004; Cuttell és mtsai, 2008), valamint a humédn MEGF-
10 (Hamon ¢és mtsai, 2006) fehérje.

Szdmos Nimrod C tipust fehérjét kodolé génrdl is bebizonyosodott, hogy szerepet
jatszik a fagocitézisban. Ilyenek példaul a D. melanogaster eater (Kocks és mtsai, 2005) és
nimrodC1 (Kurucz €s mtsai, 2007). Mindkét gén expresszalddik a hemocitakban és az Eater
proteinek esetében a baktérimkotés kozvetleniil is bizonyitott. A nimrodC4 (SIMU) génrdl
is bebizonyosodott, hogy szerepet jatszik az apoptotikus tormelékek fagocitzisdban (Kurant
és mtsai, 2008). Ugyancsak megtaldlhato egy, a Nimrod C tipust és a fagocitozisban szerepet
jatsz6 proteint kédold gén a Sarcophaga peregrina huslégy genomjaban (Nishikawa és Natori,
2001) és egy, a Holotrichia diomphalia bogarban taldlhat6 Nimrod B tipusd fehérjérdl is
kimutattdk, hogy bakteridlis lipopoliszacharid-receptorként miikodik és in vivo el8segiti az
Escherichia coli fagocitézisat (Ju és mtsai, 2006). Mindezen adatok arra utalnak, hogy a
szupercsalad tagjai a rovarok velesziiletett immunitasasdnak fontos elemeit képezik.

A D. melanogaster hemese gén altal kédolt fehérje szekvencidjanak egyes elemei arra
utalnak, hogy ez a szupercsalad részét képezheti (Dan Hultmark, személyes kozlés), de
kell6 evidencia hidnydban ezt nem vontuk be a vizsgélt gének korébe. Ezen kiviil Kurucz
és mtsai (2007) egy, a fentebb ismertetettektdl eltérd doménstrukturdval rendelkezd, de a
szupercsaldd jellegzetességeit (CCxGY/W motivum, NIM domén) magédn visel proteint
kédold Drosophila gént is megemlit (CG7447). Ezen gén esetében a szupercsaldd tobbi
tagjaval feltételezhetéen homoldgidt mutatd szekvencia-régiok meglehetdsen rovidek és a
doménstruktira nagymértékben eltérd, ezért vizsgalataink sordn a fentebb ismertetett tipusokra

szoritkoztunk.

Kurucz és mtsai (2007) a Nimrod szupergéncsaldd leirdsa sordn észrevették, hogy a
nimrod gének nagy része a Drosophila melanogaster genomjéban egymas kozvetlen kozelében
helyezkedik el a mdsodik kromoszéma 34E régidjaban (1.2. dbra) és ez a klaszterizacio
egyéb fajok genomjaiban (Anopheles gambiae (Diptera), Apis mellifera (Hymenoptera)) is
megfigyelhetd.
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1.2. dbra. A Drosophila melanogaster genom 34E régidjanak sematikus dbrazoldsa. Kurucz
és mtsai (2007) nyomdan, médositva.

Tovébbi izeltldbu genomok, vagyis a Tribolium castaneum (Coleoptera), Pediculus
humanus (Phthiraptera) és a Daphnia pulex (Cladocera) fajok genomjainak vizsgdlata sordn
azt talaltuk, hogy a szupercsaldd tagjai egyéb géncsalddokkal egyiitt egy nagyobb iddléptékben
konzervalt génklasztert alkotnak, amit a tovdbbiakban ,,Nimrod klaszter”’-nek fogunk nevezni.

A Nimrod klaszter vizsgélatat a konzervaltsag id6léptéke (300-350 millié év) Gnmagéban is
jol indokolja, de az is vonz6va teszi, hogy irodalmi adatok szerint a D. melanogaster genomban

az immungének hajlamosak klaszterekbe tomoriilni (Wegner, 2008).

1.1. Génduplikaciok, géncsaladok és homoldgia

Az Ohno (1970) altal végzett Gttdr6 munka nyomdn a génduplikacidk, a nagyobb genomi
régidkat érint6 ,,en bloc” duplikacidk, illetve a genomduplikacidk evolicidban betdltott szerepe
sz€les korben elismertté valt és ezeket a folyamatokat mind a mai napig a molekularis €s
fenotipikus evolucié legfontosabb hajtéerejének tartjak (Koonin, 2009a).

A gradualista szemléletbe jol illeszked6 pontmuticiokkal ellentétben a duplikécids
események hatdsa ugrasszerlibb. A méar meglévo gének 1j példanyai a funkcionalis kényszerek
al6l felszabadulva mintegy ,nyersanyagként” szolgilnak, amibdl az evolicié a kozismert
metafora szerint ,,barkdcsol”. A duplikdciok szerepét illetben még sok a nyitott kérdés, de
fontossagukat jol szemlélteti, hogy az eukaridtdk esetében a génduplikdciok fixdlodasanak
egy génre becsiilt ratdja nagysagrendileg megkozeliti a pontmuticidk egy pozicidra becsiilt
rogziilésének ratijat (Lynch és Conery, 2003).

A kisebb genomi régidkat érint6 génduplikdciok mechanizmusaként leggyakrabban az
egyenlGtlen rekombindcidt és a retrotranszpoziciét szoktdk megnevezni (Zhang, 2003a; Hahn,
2009). Barmi is legyen az a mechanizmus, ami révén a képiaszdm-valtozat' a populdciéban
felbukkan, rogziilését a populdcidgenetikai tényezdk, vagyis a mutaciok természete €s ratdja, a
genetikai sodrodas (drift) és a természetes szelekcid hatarozzdk meg (Korbel és mtsai, 2008).

Ohno (1970) munkija nyomdn a génduplikdciok fixdlédds utdni lehetséges sorsdval
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kapcsolatban a kovetkezd fobb utvonalakat targyaljak (Walsh, 2003; Zhang, 2003a; Hahn,
2009, 1.3. abra):

Delécio - az egyik példanyt a genombdl eltdvolité delécid rogziilése.

Pszeudogenizdcio - inaktivalé muticiok hatdsara az egyik kopia elveszti funkciojat.

A génfunkcio konzervdloddasa - a duplikdcié utdn mindkét gén megtartja eredeti

funkcigjat, ami a géntermék dézisdnak megdupldzéddsahoz vezethet.

Szubfunkcionalizdcio - mindkét példanyban részleges funkcidvesztést okozé mutaciok
fixdlédnak, vagy megvadltozik a gének expresszids mintdzata, aminek eredményeként
mind a két példany sziikségessé vilik az eredeti funkci6 ellatdsdhoz. Ezt a mechanizmust
a szubfunkcionalizaci6 DDC vagyis ,,Duplication-Degeneration-Complementation”
modelljének nevezik. Ide soroljak tovdbba azt az esetet is, amikor a duplikécié révén

elkeriilhetévé vilik a szegregicio és igy a heterozigéta eldny allandésul®.

* Neofunkcionalizdcio - az egyik példanyban rogziilt muticiok egy dj funkcid ellatasit

teszik lehetové.

Ezek az események még a muticié rogziilése el6tt megtorténhetnek, de az egyszeriiség

kedvéért sokszor a duplikdciok rogziilését és tovabbi sorsat kiilon targyaljak (Walsh, 2003).
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1.3. dbra. A génduplikécidk termékeként 1étrejott génparok néhany lehetséges sorsa. A fekete
szin a funkcidvesztést, mig a piros szin 0j funkciot jelol. Innan (2009) alapjan, médositva.

A gének funkcidjdban bekovetkezett véltozdsokban nem csak a kédolé szekvencidkban,
hanem a szabdlyozé régidkban fixalédott mutacidknak is jelentds szerepe lehet, ezek ugyanis
véltozdsokat okozhatnak a gének expresszids mintdzatdban. Ezek a véltozédsok, ugy tlinik,
gyakran fellépnek a duplikdcids események utdn (Zhang, 2003a).

2,,segregation avoidance”



A rogziilt duplikdcidk sorsit tovabbra is a mar emlitett populdcidgenetikai tényezdk
(mutécid, szelekcid, genetikai sodrédds) hatidrozzdk meg. A természetes szelekcid nagy
szerepet jatszhat a megvaltozott funkcidval rendelkezd mutdns gének rogziilésében és a
populdciéban val6é megtartdsdban, de ehhez nem minden esetben van sziikség pozitiv szelekcids
hatasra, mint ahogy azt a szubfunkcionalizicié6 DDC modellje példdzza.

A specidcios események és a duplikdciok révén megjelend 4j példanyok fixdlédasa révén
homoldg gének csoportjai jonnek 1étre, amelyeket géncsalddoknak neveziink.

Homoldgia alatt a bioldgiaban két olyan struktura (pl. szerv, szekvencia) kozotti reldciot
értiink, amelyek kozos evolicids eredetiiknél fogva szamottevden hasonlitanak egymadsra
(Fitch, 2000). A homoldg struktirdk gyakran ugyanazt a funkciét toltik be, de ez egyéltalan
nem sziikségszerd.

A homolégia egy hipotézis, amivel a struktirdk kozotti hasonldsdgot magyardzzuk.
Legtobbszor ez a feltevés magan a hasonlésdgon alapszik (kiilondsen a szekvencidk esetében),
de a homoldgia-hipotézisek feldllitisaban nem csak a struktirdk kozotti hasonldsdg, hanem
azok pozicidja is segitségiinkre lehet, igy példaul egy gén genomban elfoglalt viszonylagos

pozicidja.

[
A1 AB1 B1 B2 C1 C2 C3

1.4. dbra. Egy géncsaldd evolicids torténetét szemléltetd filogenetikai fa. A kék szinl bels6
csomépontok specidcids, mig a piros szinliek génduplikacids eseményeknek felelnek meg. A,
B és C kiilonboz6 fajokat jelolnek. A piros nyil horizontdlis géntranszfert jelol. Fitch (2000)
alapjan, modositva.

Attdl fliiggden, hogy milyen események révén léptek a gének a fiiggetlen evolicio utjara

(1.4. 4dbra), a homoldgidnak tobb véllfajat kiilonboztetjiik meg. Ezekre nézve a terminoldgia



nem teljesen egységes, a jelen dolgozatban a Fitch (2000) altal javasolt definiciokat fogjuk

haszndlni, amelyek a kovetkezdk:

* Ortoldgia - ortolognak nevezziik azokat a génparokat, amelyek egy specidcios esemény
kovetkeztében indultak el az 6néllé evolicio utjan. Ilyenek példaul az A1-B2 és B2-C2

génpdarok az 1.4. dbran.

* Paralégia - paralégoknak nevezziik azokat a génparokat, amelyek egy génduplikécids
esemény révén indultak el a fliggetlen evoluci6 utjan. Paralogok példaul a C2-C3 és B1-

C2 génparok az 1.4. dbran.

» Xenologia - xenoldégoknak nevezziik azokat a génpdrokat, amelyeknek kapcsolata

horizontdlis génétvitellel értlemezhet6 (AB1 és B1 az 1.4. dbran).

A géncsalddok fentebb emlitett definicidja szerint ortolég gének csoportja (fajonként egy-
egy génnel) is egy géncsalddnak tekintendd. Az egymadssal valdszindisitheten leszarmazasi
kapcsolatban 1év6 géncsalddokat nagyobb csoportokba szoktdk sorolni, amelyeket Nei és

Rooney (2005) nyomén ,,szupergéncsalddoknak™ neveziink.

1.2. Filogenetikai fak és halozatok

A fastruktirdkat mar Darwin 6ta haszndljak a kiilonb6z6 bioldgiai objektumok (pl.
fajok, szekvencidk) kozotti leszarmazasi kapcsolatok szemléltetésére. A filogenetikai fak
és modszerek kozponti szerepet jatszanak a szisztematikai és molekuldris evolicids
vizsgalatokban (igy a géncsalddok tanulmdnyozasdban is), ezek célja ugyanis bizonyos
objektumok evolucids torténetének megértése.

A filogenetikai fak f6 elemei a csomdpontok és az Sket 0sszekotd dgak (1.5. A édbra). A
fa végpontjai (a ,,levelek™) legtobbszor, de nem minden esetben, a recens objektumokat jeldlik,
mig a belsé csomopontok az illetd részfaban taldlhaté objektumok k6zos, potencidlisan ,.kihalt”
hipotetikus dseinek felelnek meg.

A filogenetikai mddszerek célja, hogy kiilonb6zd természetli adatokra alapozva
(morfoldgia, szekvencidk) kovetkeztessenek a vizsgalt objektumok evolucids torténetére,
aminek egyik mddja az ezt leirni hivatott fastruktdra ,,felépitése”. A csomdpontokat 6sszekotd
agak hosszdnak értelmezése fiigg a felhasznalt filogenetikai médszertdl, vagy akéar a felhasznélt
karakter-evolticiés modelltél is (Lid és Goldman, 1998; Felsenstein, 2002). Igy jelképezheti az
1d6t vagy a két csomopont kozott lezajlott valtozdsok becsiilt értékét (a divergenciat).

A filogenetikai fdkon lathat6 objektumokat kiilonboz6képpen csoportosithatjuk, erre

vonatkozodan hasznalni szoktdk a kovetkezd terminusokat (1.5. A abra):

3, supergene family”



* , monofiletikus csoportnak”, vagy , klddnak” nevezziik a belsé csomépontokbdl eredd
részfakban taldlhat6 objektumokat, az illeté bels6 csomdpontot is beleértve. Az
eredmények tirgyaldsa sordn a klddokat, valamint a klddokon beliili eldgazdsok
mintdzatdt az elterjedt zardjeles jeloléssel irjuk le (Newick formatum). Az 1.5. A 4dbran

z0ld szinnel jelolt klad példaul az ,,((A, B), (C, D))” zargjeles jelolésnek felel meg.

e, parafiletikusnak” nevezziik a fentihez hasonlé csoportokat, amelyek az adott belsd

csomoOpontnak nem tartalmazzak minden egyes leszarmazottjat.

o polifiletikusnak” neveziink egy csoportot, ha az az adott belsd6 csomdépont

leszarmazottain kiviil mas objektumokat is tartalmaz.

A polifiletikus

-
-

s

B C D
D D B
C B
D—— A
A A /
B C C

1.5. abra. A A monofiletikus, parafiletikus €s polifiletikus csoportok jelentését szemléltetd
filogenetikai fa. A kékkel jelolt csomépont a fa gyokere. Baldauf (2003) alapjdn, médositva.
A D ébrarészleten lathat6 konszenzushdl6zat a C és D &dbrarészleteken lathaté négyleveld
gyokértelen topoldgidk kozotti konfliktust szemlélteti.

A filogenetikai fa eldgazasi mintdzatdt (vagyis az édltala meghatarozott kladok Osszességét)
topoldgianak nevezziik. A filogenetikai fa minden 4ga a leveleket két diszjunkt halmazra

osztja, amit ,,split’-nek neveziink. Egy filogenetikai fa altal meghatarozott Gsszes splitek

9



,.kompatibilis” halmaza az 6sszes informdciot hordozza az evolicids torténetrdl és ezek a fa
topoldgidjat teljes mértékben meghatarozzak (Felsenstein, 2002).

Az 1.4. dbra alapjan nyilvanval6, hogy a géncsalddok esetében a filogenetikai fa eldgazdsai
génduplikécids, illetve specidcios eseményeknek felelhetnek meg, valamint hogy a géncsaladok
és az Oket ,,hordoz6” fajok filogenetikdja nem feltétleniil egyezik meg. A géncsaladok és
a fajok filogenetikdja egymadssal ,,0sszeegyeztethetd” (,,reconciliation™), ha a géncsalddok
filogenetikdjanak belsé csomoépontjaihoz hozzdrendeljiik a megfeleld specidcids €s duplikacios
eseményeket, mint ahogy az a 1.4. abran lathato.

A filogenetikai fak rendelkezhetnek gyokérrel (1.5. A dbra), ami meghatdrozza az evolicid
iranyét. Csak a gyokeres fak irjak le pontosan a vizsgélt objektumok evoluicids torténetét. A
gyokérhez kozelebb ledgazo6 klddokat bazalisnak szokds nevezni.

Mivel a filogenetikai mddszerek tobbsége eredményként gyokértelen fakat ad, sziikség
van olyan eljardsokra, amelyeknek segitségével kovetkeztethetiink a gyokér pozicidjara. Ez
megéllapithaté egy, a vizsgdlt objektumokkal homolég, de rdjuk nézve feltehetSleg bazalis
objektumok (kiilcsoport) bevondsaval, vagy ,,molekuléris 6ra” felhaszndldsdaval. Géncsaladok
esetében a gyokér pozicidjara kovetkeztethetiink a fajok gyokeres filogenetikdjaval valo
Osszeegyeztetés révén (Felsenstein, 2002).

A filogenetikai fdkra jellemzd, hogy minden csomépont maximum egy ,.bemeneti dggal”
rendelkezik. A filogenetikai fa ezen megkttés miatt nem mindig alkalmas az evoldcids
torténet leirdsdra. Ilyen esetekben tgynevezett ,.filogenetikai hélézatokat” hasznédlnak,
amelyeken az ,.extra 4gak” a médszertdl és vizsgalt objektumoktdl fiiggden jelképezhetnek
példaul hibridizaciot, rekombinécidt, horizontdlis généatvitelt, illetve kifejezhetik az evolicios
torténet becslésében rejlé bizonytalansdgokat (Huson és Bryant, 2006). Példaul az
ugynevezett ,.konszenzushél6zatok” (Holland és Moulton, 2003; Huson és Bryant, 2006) a
konszenzufdkhoz hasonléan alkalmasak tobb topoldgia 6sszegzésére, azonban az elébbiekkel
ellentétben a konfliktusokat nem tobbszords eldgazasokkal (politémidkkal), hanem ,.extra
agakkal” jelképezik (1.5. D abra).

1.3. A filogenetikai rekonstrukcios modszerek attekintése

A kiilonbozd bioldgiai objektumok megfigyelhetd struktirdi (karakterek) informdciot
hordozhatnak azok evolucios torténetérdl (Wiley és mtsai, 1991; Felsenstein, 2002). A homolég
karakterek kiilonboz6 objektumokban felvett dllapotai képviselik azt az informéaciét, amibdl a
filogenetikdra kovetkeztethetiink. Ezen okbdl kifolydlag a homoldgia-hipotézisek feldllitasa és
a karakterallapotok megdllapitdsa nagy jelentdséggel bir.

A bioldgiai szekvencidk esetében a karakterallapotok megallapitdsa nem okoz kiilondsebb

gondot, mig morfologiai karakterek esetében ez nehezebb lehet. Ezzel ellentétben a
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szekvencidk esetében a homoldgia-hipotézisek felallitdsa - ami a tobbszoros illesztés feladata
- nagyobb gondot okozhat, mint a morfolégiai karakterek esetében, ahol altaldban erre
nézve tobb informacié all rendelkezésre (Wiley és mtsai, 1991; Kumar és Filipski, 2007). A
tovdbbiakban a , karakter” kifejezés alatt egy homolog karakterkészletet értiink, hacsak nem
jelezziik az ellenkez6jét.

Elegendd szamu, megfeleld valtozatossiagot mutatd, és a tulajdonképpeni evolicids
torténettel teljes Osszhangban 1év6 (azzal kompatibilis) karakter birtokdban a filogenetika
viszonylag konnyen és egyértelmiien megéllapithat6 lenne (Felsenstein, 2002). A valésagban
azonban a felvehetd karakterdllapotok szdmédnak véges volta miatt fellépd reverzid és
konvergens evolicié miatt gyakran el6fordul, hogy egy karakter két kiilonb6z6 objektumban
nem a leszdrmazasi kapcsolatok miatt mutatja ugyanazt az allapotot. Igy a karakterek mar
nem tiikrozik tokéletesen a tulajdonképpeni filogenetikat és egymadssal sem sziikségszertien
kompatibilisek.

A filogenetikai rekonstrukciés moédszerek célja, hogy ezekbdl a ,,zajos” karakterekbdl
kovetkeztessen a leszarmazasi kapcsolatokat megjelenits filogenetikai fara (Holder és Lewis,
2003). A bioldgiai szekvencidkbdl valé filogenetikai rekonstrukcié sordn alkalmazott gyakori
munkameneteket a 1.6. dbra foglalja dssze.

Egy adott filogenetika keretein beliil értelmezve a konvergens evolicié miatt fenndlld
hasonlésdgok mint a karakterdllapotok véltozdsaira nézve fenntartott extra hipotézisek
jelentkeznek (homoplédzia). A parsziménia (MP), az egyik legrégebbi multra visszatekint6
optimalitasi kritériumon alapul6 rekonstrukcidés médszer, a homopldzia mértékét minimalizalé
fa megkeresésével probal kovetkeztetni a filogenetikara.

A parsziménia azonban a karakterevolicié szdmos fontos elemét elhanyagolja, ami
jelentds torzitdsokat okozhat, emellett az optimélis fa kivalasztdsa is er6forrdsigényes lehet.
Ezen problémadk orvosladséra tett er6feszitések szamos 1j, optimalitasi kritériumokon alapuld,
valamint a fat bizonyos rogzitett eljardsok alapjan felépitd algoritmikus mddszert hivtak
életre (Holder és Lewis, 2003), melyek a szisztematika alapvet6 eszkoztardnak részeként, de
kiilonboz6 filozéfiai/mddszertani hétterd iskoldkban teljesedtek ki (Felsenstein, 2001).

Napjainkra a legelterjedtebb nézGpont az Osszetett parametrikus modelleket felvonultatd
statisztikus filogenetika, amely a rekonstrukciét statisztikai becslésnek tekinti és az
eredményeket is ebben a keretben értelmezi (Felsenstein, 2001; Whelan és mtsai, 2001b). Ezen
értelmezés szerint tehdt a filogenetikai rekonstrukcié sordn a rendelkezésre all6 adatokbol,
legtobbszor egy, a karakterek evolicidjat leir6 modell segitségével megbecsiiljiik a fa
topoldgidjat, az 4ghosszakat és az egyéb paramétereket.

A kiilonboz6 optimalitési kritériumokon alapul6 becslések (példaul a Maximum Likelihood
- ML) és a Bayes statisztikai mddszerek mellett még szdmos algoritmikus moédszer is jol

illeszkedik ebbe a keretbe, amennyiben valamelyik optimalitdsi kritérium szerinti becslés
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Szekvenalas, adatbazisok

!

Homolég szekvenciak

~

Tobbszoros illesztés

{

Modellszelekci6 ~€é——— Illesztett szekvenciak

Bootstrap
djramintazas

ML, MP, (_/

ME, NJ stb.

w
Filogenetika
és bootstrap
értékek

1.6. édbra. A filogenetikai rekonstrukci6 sordn kovetett leggyakoribb munkamenetek
molekularis adatok esetén. A Holder és Lewis (2003) felosztiasa szerint ,tradiciondlisnak”
tekinthetd moédszereket zold szinnel, mig a Bayes statisztikai alapokon nyugvé médszereket
piros szinnel jeloltiik. A kék szin az adatokat jeloli a munkamenet kiillonboz6 fazisaiban.

kozelitéseként foghato fel. Ilyen példdul a népszerti Neighbor-Joining médszer, ami a minimélis
evolucio kritérium egyik valtozatdnak moho optimalizacidjaként foghat6 fel (Gascuel és Steel,
2006).

A Holder és Lewis (2003) felosztdsa alapjan ,tradiciondlis” mddszerek - amelyeknek
korébe a legtobb alkalmazott eljards (ML, NJ, stb.) tartozik - eredményként egy fat adnak,
vagyis a filogenetika egy pontbecslését, mig a Bayes statisztika elvein alapulé mddszerek
ezekkel ellentétben egy, az 0Osszes lehetséges topologidn értelmezett poszterior eloszldst
becsiilnek meg. A tradiciondlis modszerek esetében tehat sziiks€g van egy olyan eljardsra,
aminek segitségével a becslés bizonytalansdga felmérhet6. Ezen bizonytalansdg felmérésére
szamos modszer 1étezik (Felsenstein, 2002), ezek koziil a leggyakrabban alkalmazott médszer
az ugynevezett ,,nemparaméteres bootstrap” (Felsenstein, 1985).

A nemparaméteres bootstrap sordn az illesztés poziciéit fiiggetlennek tekintjiik és ezekbol

visszatevéses mintdzdssal az eredeti illesztéssel megegyezd hosszisdgu ,,djramintdzott”
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illesztéseket generdlunk (1.6. abra). Nagyszamu (4ltalaban tobb mint ezer) ujramintdzott
illesztésbodl az eredeti illesztés esetében alkalmazott rekonstrukciés moédszer segitségével
filogenetikai fak egy halmazat kapjuk. A becsiilt filogenetikai fa klddjainak bootstrap
tdmogatottsdga nem mds, mint az igy kapott fahalmazban azon topol6gidk aranya, amelyek az
adott kladot tartalmazzak. Az irodalomban a bootstrap értékeket dltaldban szdzalékban adjdk
meg és a 70%-ndl nagyobb értékekkel rendelkezd kladokat ,,szignifikdnsnak™ tekintik (Holder
és Lewis, 2003; Alfaro és Holder, 2006).

A tobbszoros szekvencia-illesztés €s a filogenetika rekonstrukcidja tulajdonképpen nem
két jol elhatarolhat6 fiiggetlen probléma, ugyanis az illesztés sordn az inszercidk és deléciok
helyes stilyozdsdhoz sziikség van a filogenetika ismeretére (Lunter és mtsai, 2005). Ezen kiviil,
ahogy az mar emlitésre keriilt, a szekvencidk esetében a homoldgia-hipotézisek feldllitasa
(illesztés) jelentds bizonytalansdgot foglalhat magdba. Azok a mddszerek, amelyek egy
rogzitett tobbszoros illesztésbdl indulnak ki, ezt a bizonytalansdgot elhanyagoljdk, ami jelentds
torzitdsokhoz vezethet (Redelings és Suchard, 2005).

Ezen torzitasok kikiiszobolhetSk olyan médszerek alkalmazédsaval, amelyek a tobbszoros
illesztést és a filogenetikat egyidejlileg becsiilik meg. Ezek koziil a legnépszertibbek a Markov
Lanc Monte Carlo*-t (MCMC) haszndlé6 Bayes statisztikai médszerek (Lunter és mitsai,
2005; Redelings és Suchard, 2005). Ezen mddszerek erdforrdsigénye jelentés lehet, de
alkalmazasukkal a homoldgia-hipotézisek feldllitisdban rejlé6 bizonytalansdg megfelelGen
propagélhato.

1.4. A géncsaladok evolacigjanak modelljei

A géncsaladok evoluciéja komplex folyamat, igy nehéz lenne egy olyan modellt
konstrudlni, ami ennek minden aspektusit figyelembe veszi. Ennek kovetkezményeként a
géncsaladok evolucidjdnak leirdsara és vizsgalatdra szdmos modell 1étezik, amelyek gyakran
kiilonboz6 folyamatokra és paraméterekre koncentralnak.

Igy példdul vannak modellek, amelyek a populdciékban felbukkané génduplikadciék
rogziilésének valoszintségére és a duplikdcioval keletkezett gének sorsdra nézve probdlnak
meg predikcidkat tenni kiilonboz6 tényezdk fiiggvényében, mint amilyenek példaul az effektiv
populdcioméret vagy a szelekcid irdnya és erdssége (attekintve: Walsh, 2003; Innan, 2009).
Ezen modellek koziil egyesek a génkonverzié hatdsit is megprobaljdk figyelembe venni.
A gének funkcidjdban bekdvetkezett valtozasokat magyardzni probdlé populacidgenetikai
modellek predikciéi kozott azonban jelentds atfedések vannak, ami ezek magyardzé erejét
csokkenti (Hahn, 2009).

Mis modellek a géncsalddok méretének nagyobb iddléptékben bekovetkezett valtozasaira

4Markov Chain Monte Carlo
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koncentralnak. Ezek felhaszndldsdval megbecsiilhetjiik a méret valtozasdnak globalis ratajat
(Hahn és mtsai, 2005), vagy akar a duplikdciok és delécidk ratdjat az egyes leszarmazasi
vonalakban (Cstiros és Miklds, 2009). A becsiilt ratdkbol kovetkeztethetiink a genomevolicio
altaldnos trendjeire, illetve az egyes géncsalddok méretének adaptiv valtozdsaira.

A géncsaldadok evolucidjanak vizsgalata €s leirdsa sordn alkalmazott modellek koziil nem
mindegyik rendelkezik egységes €s explicit matematikai megfogalmazdssal. A félreértések
elkertilése végett az ilyen modelleket Hahn és mtsai (2005) nyomén ,,.konceptualis modellek™-
nek fogjuk nevezni. Ezek kozé tartoznak példdul a vizsgélataink sordn kdzponti szerepet jatszo

,,0sszehangolt” (,,concerted”) és ,,sziiletés és haldl™ (roviditve ,,BD”’) modellek.

1.4.1. Az ,,06sszehangolt” és ,,sziiletés és halal” modellek

Az ,,0sszehangolt”, ,sziiletés €s halal” és divergens modellek a géncsalddok evolucidjanak
leirdsara haszndlt legrégebbi konceptudlis modellek (attekintve: Nei és Rooney, 2005),
amelyek még a géncsalddok tanulmanyozasinak ,hdskordban” keriiltek megfogalmazasra.
Ezen modellek az egységek (a géncsalddok esetében gének) evolicidjanak fiiggetlenségére,
illetve az ezt megsért6 folyamatokra koncentralnak.

A BD modell alatt alapvetéen a gének fiiggetlen evoldcidjat értjiik, ami magédba foglalja
az Uj gének keletkezését duplikdcios folyamatok révén, gének delécigjat és a mutdcidk
fliggetlen halmozodéasat a kiillonbozé génekben (divergencia), ahogy azt az 1.7. A é4bra
szemlélteti. A mutdciok halmozdéddsanak kovetkezményeként a gének funkcidjdban valtozasok
kovetkezhetnek be (neo- és szubfunkcionalizacid), és a nonszensz, valamint a frameshift
mutidciok nyomdn pszeudogének johetnek létre.

Az irodalomban szdmtalan példat taldlunk a BD modell szerint viselkedd géncsalddokra
(példaul Ota és Nei, 1994; Nei és mtsai, 2000; Quesada és mtsai, 2005). Jelenleg ugy
tartjdk, hogy a géncsalddok tobbségének viselkedését ez a konceptudlis modell jol leirja és
gyakran hangsulyozzdk ennek jelentoségét a genetikai rendszerek (pl. gerincesek adaptiv
immunrendszere, gerinces szagléreceptorok) kialakuldsdban (Nei, 2005; Nei é€s Rooney, 2005).

A ,divergens” modell a BD modellhez hasonld, de statikusabb viselkedést ir le, ami
feltételezi a gének szekvencidja kozotti divergenciat, de nem szamol a géncsalddok méretének
valtozdsaival és a pszeudogenizacidval, ezért a tovabbiakban ezt a konceptuélis modellt a BD

modell egy specidlis esetének tekintjiik.

SAz angol nyelvii terminoldgidban ,,Birth-and-Death”. Nem osszetévesztendd az azonos nevet viseld
sztochasztikus folyamattal.
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1.7. dbra. A géncsalddok evolicidja a ,,Birth-and-Death” (A) és a ,,concerted” (B) modellek
szerint. A kiillonboz6 szini téglalapok kiilonbozd tulajdonsagokkal bird géneket jelképeznek.

A BD modellel ellentétben az 6sszehangolt evoliciés modell szerint a géncsaldd tagjainak
evolicidja egymdstdl nem fiiggetlen, hanem a kiilonb6z6 génekben felbukkandé mutdcidk
egy homogenizdl6 mechanizmus révén az egész géncsalddban elterjednek, és ilyen médon
a géncsaldd tagjai egy egységként viselkednek ( 1.7. B dbra). Fontos leszogezni, hogy az
0sszehangolt evolici6 egy jelentds ideig hatd €s intenziv homogenizacids folyamatot feltételez
(Nei és mtsai, 2000).

Osszehangolt evoldciét szamos géncsaldd esetében figyeltek meg a prokariétaktdl
az emldsokig (Liao, 1999). Az egyik legismertebb példa a tandem riboszomdlis RNS
l6kuszok evolicidja (Eickbush és Eickbush, 2007), aminek jellemzésére a modellt eredetileg
megfogalmaztak, €s aminek nyomdan egészen az 1990-es évekig tugy tartottdk, hogy a
géncsalddok tobbségére érvényes (Nei €s Rooney, 2005).

Az irodalomban a homogenizicié mechanizmusaként a leggyakrabban a génkonverzi6t
(Chen és mtsai, 2007) és az egyenldtlen rekombinéciot (Hastings és mtsai, 2009) nevezik meg.
Altaldban nem ismert, hogy a két mechanizmus koziil melyik jarul hozz4 jelentGsebb mértékben
a homogenizéicidhoz, de ugy tartjdk, hogy a kisméretli géncsaladok (két gén) esetében a {6
mechanizmus a génkonverzid, mig a kozepes és nagyméretli géncsaladok esetében mindkettd
szerepet jatszik (Innan, 2009).

Az 6sszehangolt és BD modellek tdl egyszertiek ahhoz, hogy a géncsalddok evoluicidjat
kiilon-kiilon teljesen és minden id6léptékben jellemezzék, igy szamos olyan példét taldlunk
az irodalomban, amikor csak egyes gének vesznek részt a homogenizdcidban, illetve a
homogenizéicié epizodikus €s a hatdsa csak bizonyos taxonokban figyelhet6 meg (Zhang
és mtsai, 2003b; Das €s mtsai, 2008). Ezek a megfigyelések jol 6sszhangban vannak Teshima és

Innan (2004) eredményeivel, amelyeket két gén génkonverzio altal 6sszehangolt evolicidjanak
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szimulacidja sordn kaptak.
Az 1.8. dbran a két szekvencia kozotti divergencia (d) tipikus alakuldsa lathaté abban
az esetben ha a génkonverzié gyakorisiga jelentds. Teshima és Innan (2004) a divergencia

alakuldsaban harom szakaszt kiilonboztet meg:

* Az elsé szakaszban a génduplikdcidval létrejott szekvenciapar kozotti divergencia
novekszik és elér egy egyensulyi értéket (d.), amit alapveten a szubsztiticios €s a

génkonverziods rata viszonya hatdroz meg.

* A masodik szakaszban a divergencia az egyensulyi érték koriil ingadozik, ebben a

fazisban zajlik a tulajdonképpeni dsszehangolt evolucid.

* Ha a divergencia atlépi azt a kiiszobértéket, ami folott a homogenizacié mar nem
lehetséges, a gének elindulnak a fiiggetlen evolicid tutjan €s a divergencia tobbé-kevésbé

linearisan novekszik.

=z
(dt) .................................................
f/\,vv'\/\n\//\/\/\/\/\/‘f\,\,\,\/»\,\/‘/\xxM\//V\ - d,
T=0 1d§ (T) —> |
4 |: b =|= ty =
elsd szakasz masodik szakasz harmadik szakasz

1.8. dbra. Két gén kozotti divergencia jellemzd alakuldsa abban az esetben ha a génkonverzié
gyakorisdga jelents. d a divergenciat, d. az egyensilyi divergencidt, mig d; azt a kiiszobértéket
jeloli, aminél nagyobb divergencia esetén a homogenizdcié mér nem lehetséges. Innan (2009)
nyomdn, médositva.

Az 0Osszehangolt evoliciés epizédok (a mdsodik szakasz) hosszdt a génkonverzid,
szubsztitucio és a természetes szelekcid 0sszjatéka hatarozza meg (Innan, 2009).

Az elsd két tényezd esetében a hatds irdnya nyilvanvald, nem ugy a szelekcid esetében.
Az ) szubsztiticiok fixalodasat el6segitd szelekcids hatdsok (pl. irdnyitott szelekcid) a
divergencia novelése éltal az 6sszehangolt epizddok idotartamét csokkentik, ezzel szemben
az erds kényszerek alatt dll6 szekvencidkban a szubsztiticiok rogziilése ellen hat6 ,,negativ”
szelekcids hatdsok dltaldban novelik.

Ugyancsak elképzelhetd, hogy a géntermékek nagyobb doézisit favorizdlé szelekcios
hatdsok az Osszehangolt epizédok id6tartamat novelik azdltal, hogy el6nyben részesitik az

egyes kopidkban taldlhat6 elénytelen mutdcidkat ,kijavitd” konverzids események termékeit.
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Ezt a tényezOt gyakran hangsulyozzdk az irodalomban a riboszomalis RNS 16kuszok
esetében megfigyelt dsszehangolt evolicid targyaldsakor (Liao, 1999). Sugino és Innan (2006)
szignifikans pozitiv korrelaciot talalt a sorélesztd esetében az 0sszehangolt epizédok idStartama
és a génexpresszio intenzitdsa kozott, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ez a tényezd ltaldban

1s fontos lehet.

1.4.2. Az ismétlodo szekvenciaelemek osszehangolt evoliicidja

A fehérjék jelentds része tartalmazza ugyanazon domén tobb példanyat (,,domén
ismétlédéseket”, ,,domén repeateket”), illetve kisebb ismétl6dd szekvenciaelemeket (Andrade
és mtsai, 2001; Borklund és mtsai, 2006). A fentebb ismertetett konceptudlis modellek ezen
géneknél kisebb egységek evoliiciéjanak jellemzésére is alkalmazhatok. Igy az ezen ismétlsds
elemek kozotti hasonldsdg mutdciok felhalmozdoddsa révén csokkenhet, mint példaul a HEAT
tipusd ismétlddéseket tartalmazé proteinek esetében (Andrade és mtsai, 2001), de ugyanigy
szdmos példat taldlunk az Osszehangolt evoliciéra (Swanson és Vacquier, 1998; Carmon
és mtsai, 2007; Johannesson és mtsai, 2005).

A géncsalddokhoz hasonl6an a domének Osszehangolt evoldcidja is lehet epizodikus, és
nem minden domén vesz részt sziikségszerlien a homogenizicids folyamatban, ahogy azt
jOl példazzak Hughes (1999) az emlds Tenascin fehérjékben taldlhatd EGF és fibronektin-III
domének evolucidjival kapcsolatos eredményei.

Fontos megjegyezni, hogy a jelen dolgozatban a ,,domén” kifejezés alatt nem a harmadlagos
fehérjeszerkezet (Orengo és Thornton, 2005), hanem a protein-evolicié egy egységét
értjiik. Ezen értelmezés szerint a domén nem mds, mint potencidlisan tobb fehérjében is
el6fordulé homoldg szekvenciarészletek csalddja, ami megegyezik a Pfam adatbazis (Finn
és mtsai, 2006) altal hasznalt definicidval. A fehérjék aminosav-szekvencidja €s funkcidja
kozotti 0sszefiiggés nehezen altaldnosithatd, ennek ellenére a fenti médon definidlt domének
jelenlétére és az irodalmi adatokra tdmaszkodva haszndlhaté hipotézisek allithatok fel a
funkcidval kapcsolatban, ami a szekvencidk automatikus annotdcidjanak alapjit képezi. Az
ilyen kovetkeztetések Osszefiiggést feltételeznek a szekvencia, és a funkcidt végsGsoron
meghatdrozé struktdra kozott, ami vildgossa teszi a ,,domén” evolicidés €s strukturdlis

értelemben vett meghatdrozasa kozotti kapcsolatot.

1.4.3. Az osszehangolt evoldcio vizsgalata

Az 6sszehangolt evolicid a paralégok kozotti hasonldsdg novelésének irdnydba hat és igy
dramai hatdsa lehet a szekvenciaadatokbdl rekonstrudlt filogenetikai fak topoldgidjara (Nei és
Rooney, 2005).
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Innan (2009) nyoman tekintsiink egy paralég génpart, ami egy, a speciicids esemény
el6tti duplikacié terméke. Ha a gének evoldcidja egymastdl fiiggetlen, a két szekvencidban a
muticiok fliggetleniil halmozddnak, és igy informaciét hordoznak a fajok evolicids torténetérdl
(1.9. A abra). Ebben az esetben azt varjuk, hogy az egyazon l6kuszokon taldlhaté gének egy
kladba csoportosuljanak és ez a kldd 6sszhangban legyen a fajok filogenetikdjaval (1.9. C dbra).

B

L e e L T )
X X Y Y X X Y Y

1.9. dbra. A szekvencia-evolucid illusztricidja egy kéttagi géncsaldd esetében a
homogenizicié6 hidnya (A) és jelenléte (B) esetén. A C és D dbrarészleteken a
szekvenciaadatokbdl rekonstrudlt filogenetikai fak véarhat6 topoldgidi lathatdak a két emlitett
esetben. A kiilonboz6 szinii téglalapok a szekvencidk kozotti kiillonbségeket jelképezik. Innan
(2009) alapjan, médositva.

A homogeniziciés folyamatok (1.9. B dbra) kovetkezményeként a fajok filogenetikdjaval
inkongruens topoldgidkat kaphatunk, amelyeken a paralég gének csoportosulnak egy kladba
(1.9. B abra). Ez az inkongruencia abban az esetben 1ép fel, ha a specidcié idépontjdban a
divergencia alakuldsa a mdsodik szakaszban van, igy ennek valdszintisége a duplikicios és
specidcids események kozott eltelt id6tol és az 6sszehangolt epizdd idStartamétdl fiigg (Innan,
2009).

Az Osszehangolt és BD modellek tehdt kiilonb6z6 predikcidkat tesznek a

szekvenciaadatokbdl rekonstrudlt fa és a fajok filogenetikdjanak inkongruencidjara nézve
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(Nei és Rooney, 2005). Ezt ugy is megfogalmazhatjuk, hogy az Osszehangolt modellel
ellentétben a BD modell esetében azt varjuk, hogy a poziciondlis- és szekvencia-informacidk
alapjan feléllitott homoldgia-hipotézisek egymdssal 6sszhangban vannak.

Az inkongruencia alapjdn azonban nem minden esetben lehetséges annak eldontése, hogy
melyik modell irja le jobban a vizsgélt géncsaldd evolicidjat, mivel nagyobb id6léptékekben,
a duplikécidk és deléciok nyomédn, a BD modell szerint viselkedd géncsaladok esetében is
kaphatunk hasonlé mintdzatokat. Az Osszehangolt evolicié azonban definicié szerint egy
intenziv homogenizicios folyamat (Nei €s mtsai, 2000), aminek hatdsa még kozeli rokon
fajok esetében is érvényesiil, ahol egyébként nem varunk nagyobb mértékli kdépiaszam-
valtozdsokat. Ilyen esetekben tehdt a szekvenciaadatokbdl rekonstrudlt filogenetikai fa és a
fajok filogenetikdjanak inkongruencidjit a homogenizaciora mutatd evidenciaként kezelhetjiik
(Nei és Rooney, 2005; Innan, 2009), ami az 6sszehangolt evolicié detektdlasdnak leggyakoribb
modjat képezi.

Az dsszehangolt evolicié sordn a homogenizacio a nukleotid-szekvencidk szintjén torténik,
de sok esetben praktikusabb a kédolt aminosav-szekvencidk vizsgélata. Ezekben az esetekben
el6fordulhat, hogy nagyfoku hasonlésdgot taldlunk bizonyos paralég szekvencidk kozott, de
ezt nem homogenizicids folyamatok, hanem egy nagyon erds negativ szelekcids kényszer
tartja fenn. Ezekben az esetekben a kodold nukleotid-szekvencidk kozotti szinonim tdvolsagok
vizsgalatdval a homogenizicié ténye megerdsithetd (Nei és mtsai, 2000). A szinonim
mutécidkra a szelekcio kevésbé hat, ezért ha a szinonim tavolsagok is homogenizdcidra utalnak,
akkor a szelekci6 hatdsa kizarhat6.

Lehetséges tovabba egy fajon belill megfigyelhetd polimorfizmusbdl kovetkeztetni az
0sszehangolt evolicid jelenlétére. Ilyen célra haszndlhatéak példdul a Sawyer (1989)
altal kifejlesztett statisztikai mddszerek, amelyek a polimorf pozicidk eloszlasdra alapozva
probédlnak kovetkeztetni a génkonverzids €s rekombinacids eseményekre. Ezek azonban rosszul
teljesitenek abban az esetben, ha a homogenizaci6 intenziv és a szekvencidk szinte azonosak
(Innan, 2009).

1.4.4. Az osszehangolt evolicio jelentosége

Az 6sszehangolt evolicié a molekuldris evolicids vizsgalatok egyik legrégebbi és maig is
népszerl témdja, amirdl rendszerint minden 4tfogébb tankonyv is emlitést tesz (Ridley, 1996;
Futuyma, 2005). Az ilyen viselkedést mutat6 géncsaladok, valamint a jelenség elterjedtségének
vizsgélata feltehetSleg azért maradt napjainkig népszerd, mert a gének kozotti informdacidcsere
a géncsalddok evoldcidjdnak szinte minden aspektusdra jelent6s, és nem minden esetben
konnyen belathat6 hatdssal van. A teljesség igénye nélkiil felhozunk néhdny példit, ami az

0sszehangolt evolici6 jelent6ségét szemlélteti:
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* A duplikéci6 utdn haté génkonverzié jelentds hatdssal lehet a duplikdcid rogziilésének

valdszintiségére és a gének tovabbi sorsara. (Innan, 2009).

* Mano és Innan (2008) egy kétlokuszos modell vizsgélata sordn arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy mivel a két 16kusz kozott a mutaciok cseréje zajlik, ami két azonos méreti
dém kozotti migracidhoz hasonlithaté. Ebben az esetben az Osszehangolt evolicid
az effektiv populdcioméretet mintegy megdupldzza, €s ennek kovetkezményeként a
természetes szelekcid jobban érvényesiil, vagyis az elényos muticiok nagyobb eséllyel
rogziilnek €s a hatranyos mutiaciok hatékonyabban szelektidlédnak ki. Ugyanezen oknél

fogva a ,,majdnem semleges” mutdciok rogziilésének gyakorisdga csokken.

* Szdmos, a szekvenciaadatokra alapozé statisztikai moddszer nem szdmol az
0sszehangolt evoluci6 hatdsdval, igy amennyiben az szdmottevd, az dltaluk szolgaltatott
eredményekbdl hibds kovetkeztetéseket vonhatunk le, ahogy ez példaul a pozitiv

szelekciot detektdlé modszerek esetében bebizonyosodott (Casola és Hahn, 2009).

* A génkonverzié nagyobb iddléptékben érvényesiild6 homogenizdlé hatdsa ellenére a
populdcidk szintjén a haplotipus-diverzitast noveli (Innan, 2009). Egyes esetekben
feltételezik, hogy ennek szerepe lehet a fajképzddésben (Swanson és Vacquier, 1998),

vagy a gazda-patogén kolcsonhatdsokban (Johannesson és mtsai, 2005).
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2. fejezet

Ceélkituzések



A Nimrod szupergéncsalad tagjait a Kurucz és mtsai (2007) éltal prediktalt
doméntstruktirdkra alapozva besorolhatjuk ugyan fébb csoportokba (NimA/Draper, NimC,
NimB), de a doménstruktirdk nem informativak a szupercsaldd részletes evolicids
torténetére nézve. Vizsgdlataink egyik f6 célja tehdt a szupercsaldd evolucidjanak, vagyis
az egyes csalddok filogenetikdjdnak, valamint csalddok kozotti leszdrmazasi kapcsolatoknak
a felderitése volt, a molekuléris filogenetika és altaldban a bioinformatika eszkoztardnak
bevetésével. A Nimrod szekvencidk filogenetikai analizise a doménismétlédések jelenléte és
egyes paraldgok kozotti nagyfoku divergencia miatt fokozott koriiltekintést igényel. Mivel
a szupercsaldd egy kisérletesen aktivan kutatott géncsoport, remélhetd, hogy a raforditott
figyelem a jovében megtériil.

Ugyanezen modszerekre alapozva megprobaltunk kidolgozni egy, a szupercsaldd

karakterisztikus doménstruktirdjdnak eredetét magyarazé hipotézist.

Vizsgélataink masodik f6 célja a NimB és NimC szekvencidkban taldlhat6 ismétlodo NIM

domének evolucidjanak jellemzése volt, az 6sszehangolt €s a BD evoliciés modellek fényében.

Céljaink koz¢€ tartozott még a Nimrod klaszter konzervaltsdgdnak vizsgélata, az irodalomra

és a nyilvdnosan elérhetd adatbdzisokban taldlhat6 adatokra alapozva.
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3. fejezet

Anyag és modszer



3.1. A szekvencidk Osszegytijtése

A szupercsaldd tagjait a kovetkezd fajok genomjaiban azonositottuk: Drosophila
melanogaster, D. pseudoobscura, D. sechellia, D. yakuba, D. virilis, Anopheles gambiae,

Tribolium castaneum €s Apis mellifera (3.1. abra).

D. melanogaster
D. sechellia

D. yakuba

D. pseudoobscura
D. virilis

A. gambiae

T. castaneum

A. mellifera

3.1. dbra. A vizsgalt fajok gyokeres filogenetikdja. A zold hattér a Drosphila génuszban tartoz6
fajokat jeloli. Az dbra az iTOL webalkalmazas (Letunic és Bork, 2007) segitségével késziilt. A
fa topoldgidja a Zdobnov és Bork (2007), valamint a Russo és mtsai (1995) éltal k6zolt fakon
alapszik.

A géncsalad tagjai mar elozbleg leirasra keriiltek a D. melanogaster (Kurucz és mtsai,
2007), T. castaneum (Zou és mtsai, 2007), A. mellifera (Evans és mtsai, 2006) és az A. gambiae
genomjaiban (Holt és mtsai, 2002).

A fennmarad6é genomokban a szupergéncsalad tagjainak azonositasat a kovetkezdképpen
végeztilk: TblastN (Altschul és mtsai, 1990) keresést végeztink a CCxGY motivummal
és a rdkovetkez6 NIM doménnel. Az igy azonositott prediktalt génmodelleket sziikség
esetén manudlisan javitottuk a kimaradt konzervalt szekvenciarészek hozzdadasédval és a
hibdsan 0sszeolvasztott génmodellek szétvalasztdsdval. A génmodelleket tovabb finomitottuk
a rendelkezésre 4ll6 EST és cDNS szekvencidkkal és az egyéb fajokban azonositott
génmodellekkel valé 0Osszehasonlitds 4ltal. Néhany esetben a szekvencidk az olvasdsi
keretet eltolé (frameshift) mutdcidkat tartalmaztak, ezek a kromatogram-archivumokkal val6
0sszehasonlitds révén javitdsra keriiltek. A nimrod gének szekvencidinak Osszegytjtését és a
génmodellek manudlis annotdldsat Dan Hultmark és Somogyi Kdlmén végezte.

A génmodellek exonjait 0sszeolvasztva és az igy kapott kddolo szekvencidkat a standard
genetikai kod segitségével leforditva kaptuk a tovabbiakban haszndlt aminosav-szekvencidkat

(azonositoikat 14sd az 1. fiiggelékben). A dolgozatban a nimrodA, nimrodB és nimrodC
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gének altal kodolt aminosav-szekvencidkra mint NimA, NimB és NimC szekvencidkra fogunk
hivatkozni. A doménstruktirdkra alapozva az eater gének altal kédolt szekvencidkat a NimC

szekvencidk kozé soroljuk.

3.2. A NIM domének azonositasa profil Rejtett Markov
Modellek segitségével

Mivel a NIM domén konszenzusa (Kurucz és mtsai, 2007) meglehetésen laza, ezért
érzékenysége és elméleti megalapozottsdga miatt a profil Rejtett Markov Modell (pHMM,
Durbin és mtsai, 1998) moddszert alkalmaztuk a nimrod gének altal kodolt aminosav-
szekvencidkban taldlhaté6 NIM domének azonositasara.

A pHMM felépitését €s a NIM domének azonositdsait a HMMER 2.3.2 programcsomag
(http://hmmer. janelia.orqg) segitségével végeztik. A modell betanitisit a D.
melanogaster nimrod és eater szekvencidkban taldlhat6 NIM domének szekvencidival
végeztiik. Ezen szekvencidkban egy Perl szabdlyos kifejezés segitségével' azonositottuk a
CCxG motivum utén taldlhaté hat ciszteint tartalmazo szekvenciaegységeket.

A NIM konszenzushoz viszonyitva tdl hosszd vagy tdl rovid szekvencidkat kiszrtiik,
majd a fennmarad6 szekvencidkat a ProbCons 1.1 szoftver (Do €s mtsai, 2005) segitségével
illesztettiik. A kapott illesztésbdl eltavolitottuk a GY motivum utdni pozicidkat. Ezen illesztés
alapjan, a hmmbui 1d program (alapértelmezett paraméterek) segitségével, betanitottunk egy
pHMM-et, majd ezt a hmmcalibrate program segitségével kalibraltuk. A pHMM-et teljes
NIM domének azonositasdra kivantuk felhasznélni, ezért valasztottuk az alapértelmezett 1s
modellarchitekturat.

Az igy kapott ,,el6zetes” pHMM és a hmmsearch program segitségével (alapértelmezett
paraméterekkel) azonositottuk a NIM doméneket a teljes adathalmazban. A keresés altal
azonositott szekvencidkat egy BioPerl (Stajich és mtsai, 2002) modulokat felhaszndlé Perl
szkript segitségével egy Fasta formatumi dllomanyban Osszegy(jtottiikk, majd az ,.el6zetes”
pHMM és a hmmalign program segitségével (alapértelmezett paraméterekkel) illesztettiik
Oket. Az igy kapott illesztéssel a fentebb ismertetett eljards alkalmazasaval egy 1j, ,,finomitott”
pHMM-et tanitottunk be és kalibraltunk.

Az igy kapott pHMM-eket a Logomat-M szerver? dltal készitett HMM logék (Schuster-
Bockler és mtsai, 2004) segitségével dbrazoltuk. A ,.finomitott” és az ,.elézetes” pHMM-
ek logéi nem kiilonboztek szdmottevéen, de az el6bbi néhdny szekvencidban tobb domént
azonositott, ami nagyobb érzékenységre utalt. A tovabbiakban minden esetben a ,,finomitott”

pHMM-et hasznéltuk, kivéve a potencidlisan doménszintii 6sszehangolt evoliciét mutatd

"'m/(2:C.*D){5}C(%:(*N(2=C)I)/gsx
’http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/software/analysis/logomat-m.cgi
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szekvencidk tobbszoros illesztés eldtti azonositdsa soran, amikor is az ,.el6zetes” modellt
hasznéltuk.

A NIM domének azonositdsidt a hmmsearch program segitségével végeztiik. A legtobb
esetben az alapértelmezett bedllitdsokat és ,,cutoff” értékeket hasznaltuk, amennyiben nem, azt

jelezziik.

3.3. Profil-profil 6sszehasonlitasok

A fentebb emlitett pHMM mddszereket haszndlhatjuk két szekvenciacsaldd kozotti
homoldgia vizsgalatira azdltal, hogy az egyik csaldd modelljét egy, a masik csalddba
tartoz6 szekvencidval illesztjiik. Ilyen esetekben azonban a profil-szekvencia 6sszehasonlitdsra
alapoz6 eljarasndl sokkal jobban teljesitenek a profil—profil 6sszehasonlitdsok (Soding, 2005;
Madera, 2008), melyek esetében az illesztés a szekvenciacsaladokat valamilyen modon
modellezd ,,profilok™ szintjén torténik.

A PRC szoftver (Madera, 2005) tobbféle algoritmust is implementdl a csalddokat modellezé
pHMM-ek kiilonboz6 illesztéseinek (lokélis—lokalis, lokdlis—globalis, stb.) kiszdmolasara, de
mivel a PRC ,nyers” kimenete nehezen értelmezhetd, ezért a pHMM-ek 6sszehasonlitdsara a
PRC 4ltal szamolt lok4lis-lokalis illesztéseket paros HMM logok® altal abrazolé Logomat-P
szervert* hasznaltuk (Schuster-Bockler és Bateman, 2005).

A Logomat-P szerver dltal hasznalt PRC paraméterek a kovetkezdk:

—align prc -hits 1 -algo viterbi -mode local-local
-MMfn dot2 modell.hmm modelZ2.hmm

3.4. A szinonim és nemszinonim tavolsagok becslése

A vizsgdlt nimrod gének altal kodolt fehérjék aminosav-szekvencidiban taldlhatéd
NIM doméneket az el6zéekben betanitott profil HMM segitségével azonositottuk és
illesztettilk. Az igy kapott illesztéseket a taldlatok pozicidja és a kddolé szekvencia
alapjan kodonszekvencia-illesztéssé alakitottuk at egy Perl szkript segitségével, ilyen moédon
elkeriilvén a gapek felbukkandsat a kodonok belsejében. Az datalakitist ugy ellendriztiik,
hogy a kddol6 szekvencidkban elfoglalt pozicidjuk alapjan sorbadllitott NIM doméneket
kodol6 szekvencidk osszeftizésével képzett szekvencidkat a megfeleld kédold szekvencidkkal
paronként illesztettiik. Ez az 6sszekotd szekvencidk DNS-szinten val6 azonositdsat is lehetové

tette.

3pairwise HMM logos
“http://www.sanger.ac.uk/Software/analysis/logomat-p
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Az egy adott szekvencidban talalhaté NIM doméneket k6dol6 szekvencidk kozotti szinonim
és nemszinonim tdvolsdgok mddositott Nei-Gojobori mddszerrel (Nei és Gojobori, 1986;
Zhang és mtsai, 1998) val6é kiszdmoldsdra a MEGA 3.1 (Kumar és mtsai, 2004) szoftvert
hasznéltuk. A szdmolds sordn az illesztésekbdl a PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2003) és a
Modeltest 3.7 (Posada és Crandall, 1998) éltal szdmolt, az Akaike sulyok alapjan modellatlagolt
tranzicids-transzverzids aranyt hasznaltuk. A kapott tdvolsagi matrixokat egy Perl szkript és a
PGF/TikZ I£TEX csomag segitségével abrazoltuk.

3.5. A szaturacios abrak

Az, hogy egy illesztés szekvencidi kozotti tdvolsdg milyen mértékben kozeliti meg a
szaturdci6 szintjét, vizudlisan felmérhet6 a Philippe és mtsai (1994) altal javasolt szaturacids
abrak altal.

A szaturdciés dbrdkon az illesztés szekvenciapdarjai kozott megfigyelt kiillonbségeket
abrazoljuk egy szubsztiticiés modell altal szamolt tdvolsag fliiggvényében. Kis tdvolsagokndl
a kiilonbséget mutaté pozicidk ardnya (p) megkozelitden linedrisan ndvekszik, majd a tdvolsag

novekedésével ez egy adott értékhez tart €s tovabb nem novekszik (telitédik, szaturdlodik).

T T T T T T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50

3 4
dye ==In(1 -
e 4n( Sp)

3.2. dbra. A becsiilt tdvolsdg (d) és a kiilonbséget mutaté pozicidk ardnya (p) kozotti
Osszefiiggés a Jukes-Cantor szubsztiticidos modell esetében. Az dbra az R 2.8.1 szoftver
segitségével késziilt.
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A tranziciés és transzverziés mutdciok ratdja és igy a szaturdcié foka is jelentGsen
kiilonbozhet. Az ezen mutdcids tipusokra felrajzolt szaturdcids dbrdk Osszehasonlitdsdval ez
a kiilonbség felmérhetd.

A Drosophila NimC és Eater szekvencidkban taldlhat6 NIM doméneket kodolo
szekvenciarészek génenkénti illesztéseibdl a szaturdcids dbrdkat a DAMBE 4.2.13 szoftver
(Xia és Xie, 2001) segitségével készitettiik el. A gorbék elkészitése sordn a tranzicidkat és

transzverzidkat kiilon kezeld F84 szubsztiticios modellt (Felsenstein, 2002) hasznaltuk.

3.6. Filogenetikai rekonstrukcio

A nimrod gének éltal kodolt aminosav-szekvencidk filogenetikai analizise sordn kovetett

munkamenetet a 3.3. dbrdn lathat6 folyamatdbra szemlélteti.

Tobbszoros illesztés:

Homolég szekvencidk
‘ e Clustal W 1.83

[NimA], [NimB], ¢ Muscle 3.6
[NimC] - —_—
osszehangolt NIM e Dialign 2.2
¢ T-Coffe 4.45

£ 2

D. melanogaster ProbCons 1.1
paralégok l

[NimA], [NimB] Likelihood
és [NimC] SE—— térképezés -

illesztések frecPuzzle
5.2
Modellszelekci6 ﬁjfa?z;;zzzs
- ProtTest 1.3 1000 ismétlés
b4
ML - PhyML
3.0, NJ -
& hd MEGA 3.1
L 4

~ Vv
Filogenetika és
bootstrap értékek
3.3. dbra. A Nimrod szekvencidk filogenetikai analizise sordn kovetett munkament. A Holder

és Lewis (2003) felosztdsa szerint , tradiciondlisnak™ tekinthetd médszereket zold szinnel, mig
a Bayes statisztikai alapokon nyugvé mddszereket piros szinnel jeloltiik.
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3.6.1. Az aminosav-szekvenciak tobbszoros illesztése

A gapek egy adott sulyozasi sémdjara €s egy szubsztitiiciés modellre nézve optimalis
illesztés multidimenziondlis dinamikus programozas segitségével kiszdmolhaté (Durbin
és mtsai, 1998), azonban ez nagy erbforrdsigénye miatt a gyakorlatban csak kevés szdmu
szekvencia illesztésére alkalmazhat6. Ebbdl kifolydlag szamos olyan ,,heurisztikus™ algoritmus
létezik, ami megad ugyan egy illesztést, de nem garantdlja annak optimalis voltat (Thompson
és mtsai, 1999).

A legtobb heurisztikus mddszer az ugynevezett ,,progressziv profil” stratégiat hasznalja az
illesztés sordn (3.4. dbra). Ennek els6 1épéseként az illesztetlen szekvencidkbdl valamilyen
eljards segitségével, példaul a paronkénti illesztésekbdl kiindulva, felépitiink egy ,,vezérfat™
(3.4. A abra). A masodik 1épésben a vezérfa mentén, a levelektdl a gyokér felé haladva, minden
belsdé csomdpontban paronként illesztjiik a két leszarmazott kladban taldlhaté szekvencidk mar

illesztett csoportjait (,,profilokat”), ahogy ez a 3.4. dbran lathato.

A |

iy

A B C DE F G H I J K

5 4]
> [AB

+

—_—
>
w
m

3 | ABC + D| | EFG+H |
4 | ABCD + EFGH |
5 |  ABCDEFGH + lUK |

3.4. dbra. A tobbszords szekvencia-illesztés progressziv stratégidjanak illusztricidja. Az A
abrarészleten a vezérfa, mig a B &dbrarészleten a paronkénti profil-profil illesztések éaltala
meghatdrozott sorrendje lathatd. Baldauf (2003) alapjan, modositva.

A progressziv illesztés ,,moh6” stratégiat kovet, ugyanis a mar egyszer illesztett
szekvencidk csoportjait egy egységként kezeli és egy megfeleléen mddositott stilyozasi séma

segitségével paronként illeszti Sket, ezeken beliil a poziciok Osszerendezése tehat az illesztés

3,,guide tree”
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végéig nem valtozik. A progressziv algoritmusok esetében nincs tehat lehetdség az illesztés
elején vétett ,,hibak™ kijavitasara.

Ha az illesztés sordn haszndlt vezérfa topoldgidja nagyban eltér a szekvencidk ,,valodi”
filogenetikdjatol, az jelentds torzitdsokat okozhat (,,guide tree bias”), amelyek a szdmolt
illesztésre alapozott tovabbi vizsgdlatok eredményére is kihat (Redelings és Suchard, 2005;
Kumar és Filipski, 2007). Ennek a veszélye éaltaldban fenndll, ugyanis a szekvencia-
analizis ezen fazisdban még nyilvanvaléan nem 4ll rendelkezésiinkre egy tobbszoros illesztés,
amibdl a filogenetikdt megbecsiiljiik, a vezérfat kénytelenek vagyunk durva médszerekkel
megbecsiilni. Ezt a ,,tytk-tojas” problémat a filogenetika és az illesztés egyiittes becslése révén
kikiiszobolhetjiik (1asd az 1.3. részben).

Az aminosav-szekvencidk heurisztikus illesztésére hasznédlhaté szamos modszer altal
szamolt illesztések, és igy az azokbdl a tovabbi analizisek sordn levont kovetkeztetések
jelentdsen kiillonbozhetnek (Kumar és Filipski, 2007; Wong és mtsai, 2008). Ezen okbdl
kifolydlag a Nimrod szekvencidk vizsgalata sordn a nagyfokd divergencidra, €s az illesztést
megnehezitd repetitiv elemek jelenlétére vald tekintettel (Higgins, 2003) tobb népszert, és
tobbé-kevésbé kiillonboz6 eljardsokat implementdld szoftvert is felhaszndltunk (alapértelmezett

paraméterekkel):

Clustal W 1.83 (Thompson és mtsai, 1994) - progressziv illesztd, a gapek silyozasi

sémdjanak szamos Otletes modositasa altal probal javitani az illesztés mindségén.

* Muscle 3.6 (Edgar, 2004) - progressziv iterativ illesztd, a kapott illesztésbdl egy uj

vezérfat szamol majd Ujra elvégzi az illesztést. Ezt tobbszor is megismétli.

* T-Coffee 4.45 (Notredame és mtsai, 2000) - progressziv illeszt6, amely a ,.konzisztencia”
elvére alapozva megprébdlja felépiteni a paronkénti lokdlis és globalis illesztések altal

tdmogatott legtobb pozicioét tartalmazo tobbszoros illesztést.

* ProbCons 1.1 (Do és mtsai, 2005) - progressziv, a konzisztencia elvét és paros HMM-

eket hasznaldé modszer.

* Dialign 2.2 (Morgenstern, 1999) - jol illeszkedd szegmenseket a konzisztencia elvére
alapozva tobbszoros illesztéssé rendezd mddszer. Ebben az esetben az illesztéseket egy,
a NIM konszenzus lazdbb valtozatdval® leirhaté szegmensek illeszkedésére alkalmazott

,bonusz” jelenlétében is elvégeztiik.

A fentebb targyalt okok miatt nyilvdnvaléan nem mindegy, hogy melyik heurisztikus
modszerrel illesztjiik a szekvencidkat, nem egyszerli azonban eldonteni, hogy az adott esetben

melyik 4ltal szolgaltatott illesztés tekinthetd bioldgiai szempontbdl a legrelevansabbnak.

6 CxPxCxxxCxxGxCxxPxxCxCxxGx”
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Az 1illesztések mindségének felmérése sordn a vizudlis kiértékelésen kivill a kovetkezd

kritériumokat is hasznaltuk:

* A CCxGY/W motivumok és a NIM domének illeszkedése, amit egy, az illesztésekben
az emlitett elemeket vizualizdlé Perl szkript segitségével vizsgaltunk. A szkript a NIM

doméneket az el6zbekben betanitott pHMM segitségével azonositja. A szkript csak sajat

haszndlatra késziilt, ezért implementacidjat nem részletezziik.

Az 1igy felfedezhet6 kiilonbségeket a NimC szekvencidk Clustal W és ProbCons
illesztéseit vizualizal6 dbrakkal szemléltetjiik, amelyek a 2. fiiggelékben lathatok. Ezeket
0sszehasonlitva példdul szembetiinik, hogy a Clustal W illesztésben a nyilvanvaléan
homolég CCxGY/W motivumok egymassal nem mindig, €s a NIM domének néhol az
N-termindlis régidval illeszkednek, és igy az illesztés bioldgiai relevancidja kétségbe

vonhato.

* A T-Coffee altal szamolt konzisztencia-értékek. Ezek haszndlata bizonyos mértékben
korbenforgd, ugyanis a konzisztencia alapd modszerek pontosan ennek az
optimalizdcidjara torekednek, de mivel jol kifejezik, hogy a tobbszords illesztés
mennyire felel meg a lokdlis és globalis illesztési kritériumoknak, jobbnak lattuk ezeket

is figyelembe venni.

7z

* A Neighbor-Joining algoritmussal (1dsd késébb a 3.6.6. részben) felépitett ,,eldzetes” fak

segitségével felmértiik az illesztések topoldgidra gyakorolt hatdsat.

Az 0Osszehangolt evolicids epizddokat megélt doméneket tartalmazd szekvencidk
tobbszoros illesztésének lehet ugyan strukturdlis relevancidja, de a homogenizdcié miatt
nem vdrhatjuk, hogy ezek az evolucids torténetre nézve informativak legyenek. Ezért a
tobbszoros illesztésekbdl, és igy a tovabbi filogenetikai analizisekbdl is, kizdrtunk minden
olyan szekvenciat, amelyek a becsiilt doménfilogenetikdk alapjan 6sszehangoltan evolval6do
doméneket tartalmazhatnak, igy a 7. castaneum NimCI és NimClI, az A. mellifera NimCI és a
Drosophila fajok Eater szekvenciait.

A Nimrod szekvencidk analizise sordn megkiséreltiik a fenti modszerekkel a szekvencidkat
a szupercsalad szintjén illeszteni, az Osszes szekvencia bevondsaval. Mivel a kritériumaink
szerint rossznak mindsiild illesztéseket kaptunk, és bizonyos esetekben a vezérfa hasznalata
miatt fellépd torzitdsokra utald jeleket figyeltink meg, ezeket az illesztéseket a tovabbi
analizisek sordn nem haszndltuk.

Mind a NimA, mind a NimB és NimC szekvenciak esetében a ProbCons altal szamolt

illesztéseket itéltiik legjobbnak és ezeket hasznaltuk a tovdbbi analizisek sordn.
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3.6.2. Modellszelekcio

A modellekre alapozé filogenetikai rekonstrukciés mddszerek (pl. Maximum Likelihood)
esetében csak akkor varhat6, hogy ezek jo tulajdonsagai érvényesiiljenek, ha a hasznalt modell
nem sériil lényegesen, ezért ajanlott az adatokra jOl illeszkedd modellek haszndlata (Yang
és mtsai, 1995).

A modell kivdlasztdsidban segitségiinkre vannak az ugynevezett ,,modellszelekcios
modszerek™ (attekintve: Posada és Buckley, 2004), melyek koziill a legnépszeriibbek az
tgynevezett ,,informédciés kritériumok™, mint az Akaike kritérium (AIC’) és a Bayes
kritérium (BIC®, Reiczigel és mtsai, 2007). Az informdaciés kritériumok segitségével
lehetdség van egyszerre tobb, nem sziikségszerlien egymdsba dgyazott modell illeszkedésének
Osszehasonlitasdra.

A nukleotid-szekvencidkbodl torténd filogenetikai rekonstrukcié sordn a modellszelekcids
eljarasokat rutinszerien alkalmazzdk. Egyre tobb eredmény utal arra, hogy az aminosav-
szubsztiticiés modellek esetében sem indokolhaté ennek elhanyagoldsa (Keane és mitsai,
20006), ezért vizsgalataink soran ezek alkalmazdsa mellett dontottiink.

A modellszelekciét a legtobb empirikus aminosav-szubsztiticiés modellt kezeld ProtTest
1.3 szoftverrel (Abascal és mtsai, 2005) végeztiik, illetve ezen szoftver online futtathatd
véltozatdval®. Az illesztésekre legjobban illeszkedd modellek kivalasztasdra a BIC kritériumot
hasznaltuk. Mintanagysdgként az illesztések hosszdt adtuk meg. A filogenetikai analizisek
sordn az adott szoftverben implementdlt modellek koziil mindig a legnagyobb BIC értékkel

rendelkezGt hasznaltuk.

3.6.3. A filogenetikai szignal tesztelése: likelihood térképezés

A filogenetikai szigndl”, vagyis az, hogy egy tobbszoros illesztés mennyire informativ
a topoldgidra nézve, felmérhetd tobbek kozott a ,likelihood térképezés”lo—nek nevezett
modszerrel (Strimmer és von Haeseler, 1997).

A likelihood térképezés soran az illesztésben taldlhaté szekvencidkbodl négyes csoportokat
(,,kvartetteket””) mintdzunk. A kvartettek esetében mindhdrom lehetséges gyokértelen topoldgia
poszterior valdszinlisége pontosan kiszdmolhatd. A poszterior valdszinliségeket tartalmazoé

vektorokat egy haromszogi koordindtarendszerben dbrazoljuk (3.5. dbra).

7 Akaike Information Criterion”

8,,Bayesian Information Criterion”
http://darwin.uvigo.es/software/prottest_server.html
10 likelihood mapping”
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T;

P3
T, T,

3.5. dbra. Egy kvartett esetében lehetséges harom alternativ gyokértelen topoldgia poszterior
valdszintiségeit tartalmazo vektor dbrdzoldsa egy hdromszogi koordindtarendszer segitségével.
Ty, T, és T3 az alternativ topoldgidk, mig p;,po és ps a nekik megfeleld poszterior
valészintiségek. Strimmer és von Haeseler (1997) alapjan, mddositva

A pontok eloszldsdbol kovetkeztethetiink a filogenetikai szigndl mértékére: ha ezek
tobbsége a koordinatarendszer szogleteiben helyezkedik el, akkor kvartettek tobbségének
esetében az adatok egy bizonyos topoldgidt timogatnak, ami megfeleld filogenetikai szignalra
utal.

A ProbCons illesztések likelihood-térképezését a TreePuzzle 5.2 szoftverrel végeztiik
(Strimmer és von Haeseler, 1997) a legjobban illeszkedd szubsztiticiés modell
felhaszndlasdval. A NimB és NimC illesztések esetében az analizis 100 000 random
kvartett mintazasaval, mig a NimA illesztés estében az 6sszes lehetséges kvartett (szdm szerint

70) figyelembevételével tortént.

3.6.4. Maximum Likelihood filogenetikai rekonstrukcio

A Maximum Likelihood rekonstrukcidokat a PhyML 3.0 (Guindon és Gascuel, 2003)
szoftver segitségével végeztilk az el6zetesen kivdlasztott legjobban illeszkedd modellek
felhaszndlasdval.

A pozicidk kozotti ratavaltozatossdg modellezésére egy négy ratakategoriaval rendelkezd
diszkretizalt gamma eloszldst hasznéltunk a ProtTest altal becsiilt megfelelé paraméterekkel.
A BioNJ algoritmus 4ltal generdlt kiinduldsi topoldgidkat és az NNI keresési stratégiat
hasznaltuk. A kladok tdmogatottsdgat nemparaméteres bootstrap segitségével becsiiltiik meg
(1000 replikécio).

3.6.5. Filogenetikai rekonstrukci6 Bayes statisztikai modszerekkel

A rogzitett ProbCons illesztésekbdl a Bayes MCMC filogenetikai rekonstrukcidkat a
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MrBayes 3.1 szoftver (Huelsenbeck €s Ronquist, 2001) segitségével végeztiik.

A szekvencia-illesztésekben a gapek inszercids €s delécids eseményeknek felelnek meg,
amelyek informativak lehetnek a topoldgidra nézve. Hogy képet alkothassunk arrdl, hogy
a gapek mennyire informativak, valamint arrdl, hogy felhaszndldsuk milyen hatdssal van
a becsiilt topoldgidra, ezeket Simmons €s Ochoterena (2000) egyszerli kédoldsi eljardsaval
bindris karakterekké alakitottuk egy Perl szkript segitségével. Ezeket a bindris karaktereket
restrikcids karakterekként kezeltiik a MrBayes wiki'! ajanldsdnak megfelelé médon.

Minden illesztés esetében hdarom analizist végeztiink. Ezek koziil az elsGben csak
szekvenciaadatokat, a masodikban csak a gapek alapjan bekddolt bindris karaktereket, mig a
harmadikban mindkét informéciét felhaszndltuk.

A futtatdsok sordn alapértelmezett paramétereket és a priori eloszlasokat hasznéltunk,
egy fontos kivétellel. A MrBayes ugyanis megengedi, hogy a rogzitett ratdji aminosav-
szubsztiticiés matrixokra nézve egy egyenletes a priori eloszlast értelmezziink (prset
aamodelpr=mixed) és a modellszelekciot a filogenetika becslésével Osszekapcsoljuk
(,,model jumping”), ami révén modellatlagolt becslésekhez jutunk.

A ratavéltozatossdg modellezésére haszndlt gamma eloszlds paraméterének ProtTest altal
szolgaltatott modellatlagolt értéke minden esetben megkozelitette vagy meghaladta az 1-et
(NimA: 1.22, NimB: 2.29, NimC: 0.98). Mivel az ilyen értékeknél a ritavaltozatossig nem
tekinthetd szamottevonek (Yang és mtsai, 1995), ugy gondoltuk, hogy a ratavaltozatossig
elhanyagoldsa nem jdr jelent6sebb kockazattal és igy éltiink a fentebb részletezett lehet6séggel.

A MrBayes futtatasok egy részét egy Linux klaszteren, parhuzamositva végeztiik (Altekar
és mtsai, 2004). A futtatdsok sordn hasznalt paramétereket tartalmazé nexus blokkok a 3.
fiiggelékben taldlhatok.

A Nimrod szupergéncsaldd D. melanogaster-ben taldlhat6 tagjai éltal kédolt aminosav-
szekvencidkbdl az illesztés €s a filogenetika egyiittes becslését a Bali-Phy 2.0.0 (Suchard és
Redelings, 2006) segitségével végeztiik. A felhaszndlt szekvencidk viszonylag kis mennyiségét
a modszer er6forrdsigénye indokolta. A Bali-Phy futtatdsokat a WAG+I" szubsztitticiés modell
(4 gamma kategéria) €és az alapértelmezett ,.fragment-based indels +T” modellel végeztiik.
Harom fiiggetlen lancot futtatunk 30000 generdcion keresztiil illesztetlen szekvencidkbol
kiindulva. Az MCMC altal szolgaltatott mintak koziil az elsd tizezret figyelmen kiviil hagytuk.

Mindkét szoftverrel végzett analizisek sordan a konvergencia diagnosztikajat a likelihood és
a splitgyakorisagok alakuldsa, valamint Gelman és Rubin (1992) éltal javasolt PSRF (Potential
Scale Reduction Factor) kritériumot hasznaltuk, ami a fiiggetlen lancokon beliili és a lancok
kozotti variancia 6sszehasonlitdsan alapszik. A Bali-Phy futtatdsok esetében a PSRF értékeket

a 0.13-4 R csomag (Plummer és mtsai, 2009) segitségével szamoltuk ki és a splitgyakorisdgok

http://mrbayes.csit.fsu.edu/wiki
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kiértékeléséhez igénybe vettiikk az AWTY szoftvert (Nylander és mtsai, 2008).

A poszterior mintdk kiértékelése sordn a tobbségi konszenzusfikat'>? a megfelels
szoftverekkel, mig a konszenzushdl6zatokat a SplitsTree 4.10 (Huson és Bryant, 2006)
segitségével épitettiik fel. A konszenzushdl6zatok a poszterior mintdban egy bizonyos
kiiszobértéknél (x) gyakoribb spliteket jelenitik meg, igy ezek segitségével sokkal konnyebben

képet alkothatunk a poszterior mintdban taldlhaté alternativ topolégidkrol.

3.6.6. Neighbor-Joining filogenetikai rekonstrukcio

A Neighbor-Joining (a tovdbbiakban ,,NJ”, Saitou és Nei, 1987; Studier és Keppler,
1988) filogenetikai rekonstrukciét a MEGA 3.1 (Kumar és mtsai, 2004) szoftver segitségével
végeztiik. Az ML rekonstrukcidhoz hasonléan a szoftverben implementélt legnagyobb BIC
értékkel rendelkezd szubsztiticiés modellt hasznéltuk. A pozicidk kozotti ratavéltozatossagot
gamma eloszldssal modellezd (4-1") modellek estében a modellszelekcié sordn a ProtTest 1.3
altal becsiilt modelldtlagolt gamma paramétert haszndltuk.

A péaronkénti tdvolsagok szamoldsa sordn a szoftver a gapeket két stratégia szerint képes

kezelni:

* az akdr egy gapet is tartalmazd pozicidknak a teljes illesztésbdl vald eltdvolitdsaval

(,,complete deletion” - CD)

* az éppen aktudlis szekvenciapar esetében a gapeket tartalmazo pozicidk eltavolitdsaval

(,,pairwise deletion” - PD).

A rekonstrukciét minden esetben mindkét stratégidval elvégeztiik. A klddok tdmogatottsagat

nemparaméteres bootstrap segitségével becsiiltiik meg, 1000 ismétlést végezve.

3.6.7. A génfak gyokereztetése

A géncsaladok filogenetikdjanak rekonstrukciéja sordn az illesztési problémak miatt nem
alltak a rendelkezésiinkre megfeleld kiilcsoportok, ezért megkiséreltiink a gyokér pozicidjara
kovetkeztetni a fajok gyokeres filogenetikdjaval (3.1. abra) val6 Osszeegyeztetés éltal, a Notung
2.1 (Chen és mtsai, 2000) szoftver segitségével (alapértelmezett paraméterekkel).

Ezen analizisek azonban a gyokeret mindig az A. mellifera-bdl szarmazé szekvencidkhoz
vezetd dagra helyezték. Mivel ez egyenértékli ezen szekvencidk kiilcsoportként valo
felhaszndlasaval, az eredmények targyaldsa sordn a fdkat gyoOkértelennek abrizoljuk és

feltételezziik, hogy a gyokér az emlitett 4gakon helyezkedik el.

2majority rule consensus
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3.7. A Klaszterizacio statisztikai szignifikanciajanak
vizsgalata

A genomok struktirdjdnak alakitdsaban ugyanugy részt vesznek a semleges (,,neutralis”),
mint a szelekcids tényezdk. Nagyobb id6léptékekben a genomokat érintd, €s tilnyomorészt
neutrdlisnak tekinthet6 atrendezddések kovetkezményeként a génsorrend gyakorlatilag
randomizdlodik, és csak kevés régid Orzi meg a génosszetételét. Ezek esetében ésszerd
feltételezni, hogy a konzervaltsagot a természetes szelekci6 tartja fenn (Hurst és mtsai, 2004;
Koonin, 2009b).

Tegyiik fel, hogy két olyan genomot hasonlitunk 0ssze, amelyek elég régen ,,szétvéltak™
ahhoz, hogy benniik a génsorrend egymadshoz viszonyitott randomizadl6ddsahoz elegendd
id6 élljon rendelkezésre. Hogy az Osszehasonlitds sordn taldlt, egy bizonyos konzervalt
génosszetétellel rendelkezd régié nagysdga (pl. a gének szamdban kifejezve) mennyiben
tekinthetd rendkiviilinek, az nyilvdnvaléan fiigg a genomok méretétSl, ugyanis a kisebb
genomokban a randomizal6das sordn a gének nagyobb eséllyel keriilnek egyméas mellé.

Az egyes géncsalddokon beliil a pontos homoldgia-viszonyok nem mindig éallapithatok
meg konnyen, melynek kovetkezményeként az Osszehasonlité genomikai vizsgélatok sordn
sokszor a géncsalddokat tekintik egységnek, ami bonyolitja a randomizaciét feltételezd ,,null
modellt”. Ugyantigy hatdssal lehet a genom struktirdja egy random semleges modell alapjan
vart klaszterméretek eloszldsara. Sziikség van tehét olyan statisztikai eljarasokra, melyeknek
segitségével eldonthetd, hogy egy klaszter konzervaltsdganak targyaldsa sordn a null modellt,
vagy egy mdasik, mondjuk szelekcids hatdst feltételezd alternativ magyarazatot tekintsiink
relevansnak.

A Nimrod klaszter statisztikai szignifikancidjanak felmérésére Raghupathy és Durand
(2009) kozelitd kombinatorikai mddszerét haszndltuk, ami a genomokban taldlhaté gének
szamat €és a géncsalddok jelenlétét is figyelembe veszi. A mddszer a szerzOk szimuldcion
alapul6 vizsgdlatai sordn konzervativnak bizonyult.

A Klaszter vizsgélata sordn az adatok begy(jtéséhez publikus adatbazisokat (FlyBase'?,
Vectorbase'4, Wfleabase'>, NCBI Blast!® keresések), valamint a rendelkezésre 4116 irodalmat
vettiik igénybe. Néhdny esetben sziikség volt a génmodellek manudlis javitdsdra, illetve ezek
de novo predikci6jara. A klaszter vizsgélata sordn felhasznalt adatok és azok forrdsai a 11.
fiiggelékben taldlhatok.

A kiilonb6z06 fajokban taldlhato klaszterek konzervaltsdgat a D. melanogaster-ben taldlhatéd

Bnttp://flybase.org
Ynttp://vectorbase.org
Bhttp://wfleabase.org
®http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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klaszterrel parba allitva vizsgdltuk, a szamolt p-értékek tehdt az ecetmuslica klaszterral
kozos géncsalddok szdmara vonatkoznak. A p-értékeket a mddszert leird cikk mellékleteként
kozzétett Mathematica fiiggvények segitségével szamoltuk ki. A géncsaladok méretét kifejezd
paraméter (f) értékeként 2-t adtunk meg, ahogy azt Raghupathy és Durand (2009) a 25000-nél
kevesebb gént tartalmazé genomok esetében ajanlja. A tobbszoros 6sszehasonlitisokbdl adodé
problémadk elkeriilése véget a kapott p-értékeket Bonferroni-korrekciénak (Reiczigel és mtsai,
2007) vetettiik ald a p.adjust R (2.8.1) fiiggvény segitségével.
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4. fejezet

Eredmények



Az eredmények bemutatdsa sordn a fajok neveinek kovetkezo roviditéseit hasznaljuk: Dmel
- Drosophila melanogaster, Dpse - D. pseudoobscura, Dsec - D. sechellia, Dyak - D. yakuba,
Dvir - D. virilis, Agam - Anopheles gambiae, Amel - Apis mellifera.

4.1. A NIM és az EGF domének kozotti hasonlésag

Az altalunk betanitott, a NIM domént modellez6 pHMM logé6ja (4.1. dbra) 6sszhangban van
a domén kordbban leirt konszenzus-szekvencidjaval, de az egyes poziciok aminosav-eloszlasat

pontosabban jellemzi.

Relative Entropy

:

E£ 25; E 2E _wu=

%E.:—: Qs; =
1 5 15 25
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4.1. abra. A NIM domént modellez6 pHMM logéja. A bal felsé sarokban lathaté vonal egy
aminosavnyi hozzdjarulasnak felel meg. Az oszlopok alatti szimok a pHMM-ben elfoglalt
poziciot jelolik.

A Pfam domén-adatbazis tobb kiilonb6z6, de egymashoz hasonlé EGF-szeri domént is
tartalmaz, melyeket a CLO0O1 jelzési ,.klanba™ csoportositanak. Ezen domének modellezése
koriilményes, mert a ,kldn” tagjai egyméshoz szdmottevéen hasonlitanak. Az ,,EGF-szer(i™!
domén (Pfam:PF00008), ami hat konzervalt pozicidjdban tartalmaz ciszteint, meglehet6sen
hasonlit a ,,Laminin EGF-szeri” doménhez (Pfam:PF00053), ami nyolc konzervalt ciszteint
tartalmaz.

A korabbi elemzések (Kurucz és mitsai, 2007) a Draper-tipusi doménarchitektirdval
rendelkez6 proteinekben a NIM domén utdn nyolc konzervilt ciszteint tartalmazé EGF-szer(
doméneket azonositottak (1.1. dbra). Ha azonban a hmmpfam segitségével az EGF kldnba
tartozd (1s architektiraju) modelleket illesztjilk a Draper tipusu szekvencidkkal, akkor a
legtobb esetben a hat ciszteint tartalmazé domének (EGF2 - Pfam:PF07974 és EGF-szert)
rendelkeznek a teljes szekvencidra nézve legnagyobb ,,bit score”-ral.

Mir Kurucz és mtsai (2007) is észrevették, hogy a NIM domén konszenzusa a ,,tipikus”
EGF konszenzushoz képest ,,el van tolédva”, de ezt részletesen nem vizsgaltdk. Mivel a
fenti eredmények hat konzervdlt ciszteint tartalmaz6 EGF domének jelenlétét valdszindsitik

a Draper-tipust fehérjékben, ezért a ,,tipikusabb”” EGF konszenzussal jobban 6sszhangban 1év6

!, EGF-like”
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EGF-szerli domén €s a NIM domén kozotti hasonlosdgot vizsgéltuk meg a paros HMM logé
modszer segitségével.

A NIM domén koriilbeliil harmadik konzervalt ciszteinje, és a konzervilt, tirozint
tartalmazo pozicidja kozotti régio illeszthetd az EGF-szerti doménnel, nem ugy a domén elsé
része (4.2. A).

Arrél, hogy a modellillesztések mennyire tdimasztjdk ald a kétséges régiok homoldgidjat,
képet alkothatunk a PRC dltal szamolt ,,score”-ok alapjdn, amelyek kifejezik, hogy az adott
illesztés a hasonldsdgokat mennyire jol magyardzza bizonyos null modellekhez viszonyitva.

A NIM és EGF-szerti domének az abran lathat6 illesztésének ,,dot2 score”-ja (Madera,
2005) 11,5, amit gy értelmezhetiink, hogy az illesztés a hasonlosdgokat egy egyszerdi null
modellhez? képest tébb mint 98000-szer jobban magyardzza.

Az illesztés ,reverz score-ja 5,8, ami azt jelenti, hogy az illesztés dot2 score-ja 330,29-
szer nagyobb, mint a ,reverz null” modell score-ja. A reverz null nem mads, mint az elsd
modell és a masodik modell megforditasdval kapott modell illesztése, igy ez megfelel6 médon

figyelembe veszi a modellezett szekvenciacsalddok jellegzetes aminosav-eloszlasat (Madera,
2005, 2008).

A 2

—_ 10 e 20 g 30

>
NEN
N
V)

EGF

4.2. dbra. Az EGF-szerli (Pfam:PF00008) és NIM domének (A), valamint az EGF-szer( és
EMI (Pfam:PF07546) domének (B) lokélis-lokdlis illesztéseit dbrazolé paros HMM logdk. Az
0sszekotott oszlopok a megfeleld poziciok illeszkedését, mig a sziirkitett hatterd oszlopok a
nem illeszkedd pozicidkat jelképezik. A kék szinli szdmozds a konzervdlt ciszteineket, mig
fekete szini a pHMM-ben elfoglalt poziciét jeloli.

A Draper-tipust fehérjék N-termindlis régiojaban taldlhaté EMI domén (Pfam:PF07546)
Pfam adatbazisban fellelhet6 modellje magaba foglalja a CCxGY/W motivumot is, €s a modell
két konzervalt ciszteint kovetd hét konszenzus-pozicidja illeszthetd az EGF-szerli domén egy
régidjaval (4.2. B 4bra).

Az illesztés egyszerli score-ja ebben az esetben 5,9, vagyis az illesztés az egyszerd null

modellnél 365-szor jobban magyardzza a hasonldsdgokat. A reverz score ebben az esetben

2, joint null”
3 reverse null”
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1,8, amit ugy értelmezhetiink, hogy az illesztés az adatokat a reverz null modellnél koriilbeliil

hatszor jobban itja le.

4.2. A ismétlodo NIM domének evolucidja

A NimB szekvencidkban azonositott NIM domének ML mddszerrel rekonstrualt
filogenetikdjan (4.3. dbra), amelyen a leveleket a fajok szerint szineztiik, szembet{ind, hogy a
termindlis kladok nagy tobbsége ,,vegyes szinezésli”, és ez nincs masként az NJ algoritmussal
rekonstrudlt fak esetében sem (4.1. és 4.2. fliggelék).

Ez annak kovetkezménye, hogy a domének éltaldban az ortolog szekvencidkban hasonld
poziciét elfoglalé doménekkel alkotnak klddokat. Ezen klddok koziil egyesek, a szekvencidk
rovid volta ellenére, pontosan tiikrozik a Drosphila fajok aktudlisan elfogadott filogenetikdjat
(3.1. dbra, Russo és mtsai, 1995). A NimB szekvencidkbol szarmazé domének filogenetikdja
tehat ezek fliggetlen evoldcidjara utal, ami jol leirhaté a BD konceptudlis modellel.

Ezzel ellentétben a NimC tipusi szekvencidk ML filogenetikdit (4.4. és 4.5. 4brak)
szemiigyre véve szdmos olyan klddot taldlunk, amelyeket egyazon szekvencidbdl szdrmazé
domének alkotnak, és amelyeken beliil az dgak hossza is meglehet&sen rovid, és ezzel az NJ
algoritmussal szamolt fak is 6sszhangban vannak (4.3-6. fliggelék).

Ilyen kladdokat alkotnak példaul egyes, az A. mellifera NimCl, a T. castaneum NimCI
és NimClII szekvencidkbol szarmazé domének, de kiillondsen szembetlind ez az trend a
Drosophila Eater ortolég szekvencidkbol szdrmazé NIM domének esetében. A fentebb
emlitett szekvencidkban taldlhaté domének esetében a rekonstrudlt filogenetikai fak topolégidja

0sszehangolt evoluciot valdszindsit.

4.2.1. Egy vizualis mddszer a domén-evolicios trendek vizsgalatara

Az 6sszehangolt evolicié vizsgdlata sordn tulajdonképpen a poziciondlis informécidk és a
szekvencia-informdciok alapjan felallitott homoldgia-hipotéziseket ,,iitkoztetjiik” egymassal.

A gének esetében a poziciondlis informdciot a ,,l6kusz”, vagyis a genomi pozicid testesiti
meg. Ennek megfeleléen a domének esetében a szekvencidkban elfoglalt pozicidt ésszert
figyelembe venni. A domének egyszert, a teljes szekvencidban elfoglalt sorrendet tiikr6z0
»megszamozasa” ellen az szo6l, hogy ha akar csak egy domén is deléciot szenved, vagy a
domének azonositasara hivatott modszer nem ismeri azt fel, akkor a szamozas ,.eltolédhat”
és mar nem vdrhatjuk, hogy az azonos sorszamot visel6 domének egymas ortoldgjai legyenek.

A domének pontos pozici6 szerinti azonositisa (mint ahogy az a bemutatott
doménfilogenetikdk esetében lathatd) tehat korrektebb, de igy a szekvencidk és a domének

hosszdnak véltozatossdga miatt vélik nehézkessé a fak értelmezése. Nagyszdmu domén
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D Apis mellifera . Drosophila melanogaster
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4.3. abra. A NimB szekvencidkban azonositott NIM domének gyokértelen filogenetikdjdnak
ML becslése (illesztés: hmmalign, szoftver: ProtTest 1.3, a BIC szerint legjobban illeszked6
szubsztitdciés modellel szdmolva). A leveleket a fajok szerint szineztiikk, az azonositok
a szekvencidkban elfoglalt poziciét tiikrozik.Az aghosszak egysége egy szubsztiticid
pozicionként. Az dbra az iTOL 1.7 (Letunic és Bork, 2007) webalkalmazdis segitségével

késziilt.
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4.4. dbra. A NimC szekvencidkban (a 7. castaneum NimCIl és az A. gambiae NimCII
kivételével) azonositott NIM domének gyokértelen filogenetikdjanak ML becslése (illesztés:
hmmalign, szoftver: ProtTest 1.3, a BIC szerint legjobban illeszkedd szubsztitiiciés modellel
szamolva). A leveleket a fajok szerint szineztiik, az azonositok a szekvencidkban elfoglalt
poziciot tikrozik.Az dghosszak egysége egy szubsztiticié pozicionként. Az dbra az iTOL 1.7

(Letunic és Bork, 2007) webalkalmazas segitségével késziilt.
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4.5. abra. Az Drosophila Eater szekvencidkban, valamint a 7. castaneum NimCII és az A.
gambiae NimClIII szekvencidkban azonositott NIM domének gyokértelen filogenetikajanak
ML becslése (illesztés: hmmalign, szoftver: ProtTest 1.3, a BIC szerint legjobban illeszked6
szubsztiticiés modellel szamolva). A leveleket a fajok szerint szineztiikk, az azonositok
a szekvencidkban elfoglalt poziciét tiikrozik.Az dghosszak egysége egy szubsztiticid
poziciénként. Az dbra az iTOL 1.7 (Letunic és Bork, 2007) webalkalmazdis segitségével

késziilt.
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vizsgalata esetén a fak mérete is megnehezitheti azok értelmezését, és ha ezeket kisebb
csoportokra osztva vizsgéljuk, az is csak részben oldja meg a problémat.

Mindezekbdl lathatjuk, hogy a doménfilogenetikdk alkalmasak arra, hogy jellemezziik
ezek evoldcidjanak altaldnos trendjeit, de kevésbé praktikusak, ha meg szeretnénk vizsgalni,
hogy a szekvencidk kiillonbozé régidiban a domének evolicidjat melyik konceptudlis modellel
irhatjuk le legjobban. A fenti problémék orvosldsdra, valamint azért, hogy megkonnyitsiik
az 1smétl6dd domének evolicidjanak vizsgalatit, kifejlesztettiink egy, a doménfilogenetikan
alapul6 egyszerQ vizualis mddszert.

A modszer 1ényege, hogy egy szekvenciapdrban azonositott domének filogenetikdjidn
azonositja azokat a klddokat, amelyeket csupdn két levél, és az Gket Osszekapcsold egyetlen
belsé csomépont alkot (4.6. A és 4.7. A dbrak). Az azonositott levél-paroknak* megfeleld
domének nyilvanvaléan egy, a teljes vizsgalt domén-halmazra nézve legkozelebbi kozos
Gssel rendelkeznek. Igy ezeket egymds ,legkdzelebbi” homolégjanak tekintjiik, vagyis
,ortologoknak™, ha kiilonb6zd, illetve ,,paralégoknak™, ha egyazon szekvencidbdl szirmaznak.

A szekvencia-informdcidk alapjdn feldllitott homoldgia-hipotéziseket a poziciondlis
informdcidval a kovetkez6 moddon ,iitkdztethetjiik” praktikusan: a két szekvencidt egymads
mellett dbrazoljuk az azonositott doméneknek megfeleld régiok kiemelésével, majd az
azonositott levélparoknak megfelel6 doméneket 6sszekotjiik, egy kék egyenessel, ha kiilonboz6
szekvencidkbdl szarmaznak (,,ortologia kapcsolatok™), illetve egy vords vonallal, ha azonos

szekvencidkbdl szarmaznak (,,paralégia kapcsolatok™).
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4.6. abra. A D. melanogaster és D. yakuba NimB2 szekvencidkbol szarmazé NIM domének
NI algoritmussal rekonstrualt (Clustal W 1.83) filogenetikdja (A) és az ennek megfelel6 PRHD
(B). A B abra jobb oldaldn l4that6 skéla egysége egy pozicid. A fa dghosszainak egysége egy
szubsztitucié pozicionként. A levelek azonositoi a fajneveket (M - D. melanogaster, Y - D.
yakuba) és a domének szekvencidkban elfoglalt pozicidit tiikkrozik. A piros téglalapok a két
szekvencidban azonositott NIM doméneket jelképezik. A PRHD-n a kék vonalak az ortoldgia
kapcsolatoknak felelnek meg, a fan nekik megfeleld kladokat kék szinnel kiemeltiik.

4_sister leaf nodes”
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Az igy kapott dbra segitségével, amit ,,Pairwise Repeat Homology Diagram”-nak (a
tovabbiakban PRHD) neveziink, konnyen felmérhetd, hogy a vizsgélt szekvencidk kiillonb6z6
régidiban taldlhaté6 domének evolicidja melyik konceptudlis modellel irhat6 le a legjobban.

Ha az adott régidban, vagy a teljes szekvencidban az ortolégia kapcsolatok egy tobbé-
kevésbé ,.létraszeri” mintdzatot alkotnak, az azt jelenti, hogy a domének a filogenetikai fan
nagyrészt az ortoldg szekvencidkban hasonlé poziciéban 1évd doménekkel asszocidlédnak, ami
fiiggetlen, a BD modellel jol leirhat6 evoliciora utal (4.6. B dbra).

Ha egy régidban az ortoldgia kapcsolatok nem mutatjdk az emlitett mintazatot, hanem
a paraldgia kapcsolatok domindlnak, az az adott régiéban taldlhaté domének Gsszehangolt
evolucidjara utal (4.7. B dbra). A domének vizualizdldsa révén a mddszer megkonnyiti az

0sszekotd régiok és egyéb nem ismétlddd szakaszok hosszanak felmérését is.
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4.7. abra. A D. melanogaster és D. yakuba Eater szekvencidkbdl szarmazé NIM domének NJ
algoritmussal rekonstrudlt (Clustal W 1.83) filogenetikdja (A) és a neki megfelel6 PRHD (B). A
fa 4ghosszainak egysége egy szubsztiticié pozicionként. A levelek azonositdi a fajneveket (M
- D. melanogaster, Y - D. yakuba) és a domének szekvencidkban elfoglalt pozicidit tiikrozik. A
piros téglalapok a két szekvencidban azonositott NIM doméneket jelképezik. A PRHD-n a kék
vonalak az ortoldgia kapcsolatoknak, mig a voros vonalak a paralégia kapcsolatoknak felelnek
meg. A fan nekik megfelel6 kladokat kék, illetve voros szinnel kiemeltiik.

Mivel a PRHD-k alapvetéen a domén-filogenetikdkon alapulnak, esetiikben is kozeli
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fajokbol szarmaz6 szekvencidkra van sziikkség a doménevolicio jellemzéséhez.

Az 6sszehangolt evolicié epizodikus is lehet. A filogenetikdban kiilonbozd pozicidkat
elfoglalé fajokbdl szarmazé szekvencidk parbadllitdsaval kapott PRHD-k segitségével
kovetkeztethetiink arra, hogy ezen epizédok melyik klddokban, és melyik szekvencia-régidkon
beliil zajlottak le.

A modszer implementacidja

A médszert implement4lé Perl szkript (t 2prhd’) elérhetd ahttp://t2prhd.sf.net
weblapon.

A szkript az els6 1épésben egy, a vizsgalt domént modellez6 pHMM és a hmmsearch
program segitségével azonositja a két szekvencidban taldlhatdé doméneket, és BioPerl
modulok segitségével a nyers keresési eredményekbdl azok szekvencidit kinyeri és a
hmmalign program segitségével ezeket illeszti. Az igy kapott domén-illesztéseket a szkript
szekvencidlis PHYLIP és Fasta formitumokba konvertdlja, majd ezekb6l a Clustal W
(Thompson és mtsai, 1994) vagy a PhyML (Guindon és Gascuel, 2003) programot felhasznédlva
megbecsiili a domének filogenetikdjat, az NJ vagy az ML mddszer segitségével.

Az alkalmazds a becsiilt filogenetikai fit a Bio::Tree::Treel objektumként
beolvassa, majd azonositja az ortoldgia és paraldgia kapcsolatoknak megfelel6 kladokat. Ezen
kladok, valamint a két szekvencidban azonositott domének poziciéi alapjan felépitett PRHD-t
a szkript az XML : : Writer modul segitségével SVG® formatumban elmenti.

A domének kozotti kapesolatok szinének intenzitdsa a két domén kozott az dghosszak

Osszegeként szamolt patrisztikus tavolsag (d;;) €s a fa dghosszainak 6sszegétdl (1) fiigg:

diy\"

A kapcsolatok alapjaul szolgdld kldadokat alkotd levelek kozotti patrisztikus tdvolsig
sziikségszerten kicsi. A w paraméter novelésével a szinezés intenzitdsa igy modosithatd, hogy
az jobban eldsegiti a kis kiilonbségek észrevételét. A w paraméter alapértelmezett értéke 1,
ami a linearis szinskéldnak felel meg. A szinek intenzitdsa €s a patrisztikus tavolsdgok kozotti
Osszefiiggést egy opciondlis szinskdla szemlélteti.

A szkript opciondlisan IKIEX formdtumban is elmenti a PRHD-t, és a kimeneti fajlok
kozott meg6rzi a felhaszndlt segédprogramok kimeneteit €s napléfijljait. Az eredményként
kapott SVG formatumi allomanyok megjelenithetdk példdul a Firefox’ bongészével, vagy

raszterizdlhatéak a Bat ik® szoftvercsomag segitségével. A ISIEX formdtumi 4llomdnyok a

5 Tree To PRHD”

6 _Scalable Vector Graphics”
"http://www.mozilla.com/en-US/firefox
8http://xmlgraphics.apache.org/batik
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pdflatex program, valaminta pgf/TikZ, fancyhdr, xcolor és fullpage csomagok
felhaszndldsaval PDF dllomanyokka alakithatéak. A t 2prhd szkript tartalmazza a parancssori
paramétereket ismertet6 POD formatumu kézikonyvet is.

A szkript elsGsorban a doménevolicié vizsgdlatinak megkonnyitésére szolgdl, de
nukleotid-szekvencidkat és nukleotid-szekvencidkkal betanitott pHMM-eket is képes kezelni.
Nem veszi azonban figyelembe a szekvencidk reverz komplemensét, ezért genomikai
vizsgélatokban csak korlatozott mértékben hasznalhaté.

A t2prhd szkript 1.7-es verzidja minden azonositott kapcsolatot feltiintet a PRHD-n,
ez azonban nem minden esetben célszerti. Ha példaul a domének intenziv homogenizaciés
epizédokon esnek at, akkor gyakran el6fordul, hogy szekvencidik teljes mértékben
megegyeznek. A teljesen azonos szekvencidk 4ltal alkotott klddokon beliil azonban az
eldgazdsok a felhaszndlt programtdl fiiggden vagy véletlenszerliek, vagy a szekvencidk
illesztésben elfoglalt pozicidjatdl fiiggenek, és igy a nekik megfeleld paraldgia kapcsolatok
semmiképpen nem tekinthetdek informativnak a domének evolicidjara nézve.

Ez a jelenség nem érinti a kiilonbozd régidk domén-evolicidjanak jellemzését, de
problémat jelent, ha a belsé kapcsolatok mintdzatabdl kovetkeztetni probdlunk példdaul a
homogenizéci6 egységeire. Ez a probléma, sokkal kisebb eséllyel, de az ortolégia kapcsolatok
esetében is jelentkezhet.

A szkript 2.0-4s verzidjdban lehetGség van a teljesen azonos szekvencidk altal alkotott
kladokbodl szarmazé kapcsolatok kisziirésére. A NIM domének vizsgélata sordn a PRHD-k
még az el6zb verzidval (1.7) késziiltek, de ez nem befolydsolja az evolicidjukra vonatkozd

kovetkeztetéseinket.

4.2.2. A NIM domének evolicidjanak vizsgalata PRHD-K segitségével

A Drosophila NimB ortol6gok parbaallitasdval késziilt PRHD-k (4.8. és 4.9. abrdk, 5.1-2.
fliggelék) megerdsitik a doménfilogenetikdk alapjan levont azon kovetkeztetést, miszerint az
ezen szekvencidkban taldlhaté NIM domének evolicidja jol leirhaté a BD modellel.

Hasonl6képpen a Drosophila NimC2 (4.10. dbra), valamint a NimC3 és NimC4 ortolégok
parbaallitasaval készitett diagramok (5.3-4. fiiggelék) is egyértelmiien a domének fiiggetlen
evolucidjara utalnak. A NimC1 ortolégok esetében (4.11. dbra) az ortolégia kapcsolatok
mdar nem minden esetben mutatnak egy jol kivehet6 1étraszeri mintdzatot, de Osszefiiggés
mutatkozik ezen jelenség és a két szekvencia kozotti evolicids tavolsdg kozott, amit az illetd
fajoknak a Drosophila filogenetikdban elfoglalt pozicidja alapjan becsiilhetiink meg (3.1. dbra).

A NimC1 szekvencidkkal ellentétben a Drosophila Eater ortolégok esetében mindegyik
szekvenciapar esetében az Osszehangolt evolucidra utalé mintazatot kapunk a szekvencia
kozépsd régidjaban (4.12. dbra). Ugyancsak megfigyelhetd, hogy a domén-ismétlédés N-
termindlis régidjdban a C-termindlis régi6hoz képest tobb domén marad ki a homogenizécids
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folyamatbol. Ezekben az inkdbb a BD modellel leirhat6 régiokban - a NimC1 szekvencidkhoz
hasonléan - jelentkezik a létraszeri mintdzat hangsulyos volta és a szekvencidk kozotti
evolucids tavolsidg kozotti Osszefliggés.

A NIM domének evolucidjanak vizsgélata sordn a kapcsolatok szinezésének intenzitdsa
nem bizonyult informativnak, igy ezeket nem targyaljuk.

A 4.13. dbran megfigyelhetd, hogy az Eaterekben taldlhaté doménismétlddések kozépsod
régidjdban a domének kozotti szinonim tdvolsdgok a tobbi Osszehasonlitisokhoz képest
kisebbek, ami a PRHD-k alapjan feltételezett homogenizéciét a nukleotid-szekvencidk szintjén
is meger0siti. A becsiilt tdvolsdgokra alapozva tehat kizarhatjuk, hogy az emlitett domének a
BD modell szerint viselkednek és kozottiik a hasonldsdgot egy erds, az aminosav-szekvencidk
szintjén hat6 negativ szelekcio tartja fenn.

Az Eater-ekkel ellentétben, a NimC1 és NimC?2 szekvencidkban azonositott NIM domének
tavolsagi matrixait elemezve nem taldltunk az sszehangolt evoldcidra utalé mintdzatokat (lasd
példaul a 4.14. 4brit).
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D. sec

D. vir

4.8. abra. A Drosophila NimB2 ortolég szekvencidk parbadllitdsdval szamolt PRHD-k. Az
abrdk a t 2prhd 1.7 segitségével (w = 2) késziiltek a Clustal W 1.83 altal szdmolt NJ domén-
filogenetikdk alapjan. A piros téglalapok a két szekvencidban azonositott NIM doméneket
jelképezik. A kék vonalak az ortoldgia kapcsolatoknak felelnek meg.
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D. sec

D. vir

4.9. abra. A Drosophila NimB4 ortolég szekvencidk parbadllitdsdval szamolt PRHD-k. Az
abrdk a t 2prhd 1.7 segitségével (w = 2) késziiltek a Clustal W 1.83 dltal szamolt NJ domén-
filogenetikdk alapjan. A piros téglalapok a két szekvencidban azonositott NIM doméneket
jelképezik. A kék vonalak az ortologia kapcsolatoknak felelnek meg.
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4.10. dbra. A Drosophila NimC2 ortoldg szekvencidk pdarbadllitasaval szdmolt PRHD-k. Az
abrdk a t 2prhd 1.7 segitségével (w = 2) késziiltek a Clustal W 1.83 altal szdmolt NJ domén-
filogenetikdk alapjan. A piros téglalapok a két szekvencidban azonositott NIM doméneket
jelképezik. A kék vonalak az ortoldgia, mig a vords vonalak a paraldgia kapcsolatoknak
felelnek meg.
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4.11. abra. A Drosophila NimC1 ortolég szekvencidk parbadllitidsdaval szamolt PRHD-k. Az
abrdk a t 2prhd 1.7 segitségével (w = 2) késziiltek a Clustal W 1.83 dltal szamolt NJ domén-
filogenetikdk alapjan. A piros téglalapok a két szekvencidban azonositott NIM doméneket
jelképezik. A kék vonalak az ortoldgia, mig a vords vonalak a paraldgia kapcsolatoknak
felelnek meg.
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4.12. abra. A Drosophila Eater ortolog szekvencidk parbaallitdsaval szamolt PRHD-k. Az abrdk
a t2prhd 1.7 segitségével (w = 2) késziiltek a Clustal W 1.83 altal szdmolt NJ domén-
filogenetikdk alapjan. A piros téglalapok a két szekvencidban azonositott NIM doméneket
jelképezik. A kék vonalak az ortoldgia, mig a vords vonalak a paralégia kapcsolatoknak
felelnek meg.

N
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4.13. dbra. A D. melanogaster, D. sechellia és a D. virilis Eater szekvencidkban azonositott,
és a pozicidjuk alapjan sorbadllitott NIM domének kozotti szinonim (dg) €s nemszinonim
(dn) tavolsdgok dbrdzoldsa. A tdvolsdgi matrixokat a médositott Nei-Gojobori mddszerrel,
a MEGA 3.1 szoftver segitségével szamoltuk ki. A gdmbok méretei a megfeleld tdvolsagokkal
ardnyosak. A téglalapokkal jelzett sszehasonlitdsok esetében a tdvolsdg nem szamolhato ki a

modositott Nei-Gojobori médszerrel.
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4.14. abra. A D. melanogaster NimC1 és NimC2 szekvencidkban azonositott, és a poziciéjuk
alapjan sorbadllitott NIM domének kozotti szinonim (dg) és nemszinonim (dy) tdvolsdgok
abrazoldsa. A tdvolsdgi madtrixokat a moédositott Nei-Gojobori mddszerrel, a MEGA 3.1
szoftver segitségével szdmoltuk ki. A gdbmbok méretei a megfeleld tdvolsdgokkal ardnyosak.
A téglalapokkal jelzett 6sszehasonlitdsok esetében a tdvolsag nem szamolhat6 ki a médositott
Nei-Gojobori médszerrel.

A szinonim és nemszinonim tdvolsdgok kiszdmoldsdhoz sziikséges volt megbecsiilni a
tranzicids/transzverziés mutéciok aranyat’ a megfeleld illesztésekbdl, és ennek sordn tettiik a
kovetkezd megfigyelést: egy kivétellel (D. yakuba NimC1) az Eater szekvencidkbdl szdrmazé
doméneket kédol6 szekvencidk illesztéseibdl becsiilt tranzicids/transzverzids ardnyok mindig
lényegesen nagyobbak voltak a NimC szekvencidk doménjeit kodolo szekvencidk illesztéseibdl
becsiilteknél.

Ez magyardzhat6 azzal, hogy a feltehet6en alacsonyabb ritdval bekovetkezd transzverzids
mutidcidkat a homogenizdaciés események elfedik. Az egymdstdl fiiggetleniil evolval6do
domének esetében az id6 muldsdval mindkét tipusi muticié megkozeliti a szaturdcié szintjét,
ami kisebb tranziciés/transzverzids ardnyok becsléséhez vezet.

Ezt a magyardzatot megerdsiteni latszanak a NimC1, NimC2 és Eater szekvencidkban

taldlhaté NIM doméneket kddold nukleotid-szekvencidk illesztései alapjan szdmolt szaturdcios

9Nem osszetévesztendd a tranziciés/transzverzids rata-arannyal.
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abrdk (4.15. 4bra).

Az Eater szekvencidk doménjeit kodolo illesztések esetében a korrekcid nyomdn a
tavolsagok 1ényegesen nem véltoznak, a NimC illesztéseknél azonban mindkét tipusti mutacio
esetében a pontokra illesztett egyenesek a vizszinteshez kozel édllnak, ami arra utal hogy az

ezen szekvencidk kozott felhalmozddott kiillonbségek szama megkozeliti a szaturacid szintjét.
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4.15. abra. A Drosophila NimC1, NimC2 és Eater szekvencidkban azonositott NIM doméneket
koédol6 nukleotid-szekvencidk tobbszords illesztéseibdl szdmolt szaturdcids abrak. A pontok
az egyes szekvenciapdrok kozott megfigyelhetd kiilonbségek szdmat dbrazoljak, az F84
szubsztiticiés modell 4altal szamolt tdvolsagok fiiggvényében. A vonalak a megfeleld
ponthalmazokra illesztett linedris regresszidos egyenesek. A zold haromszogek és egyenesek
a transzverzids, mig a kék keresztek és egyenesek a tranzicids kiilonbségekhez tartoznak. Az
abrak a DAMBE 4.2.13 szoftverrel késziiltek.
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4.3. A filogenetikai analizisek eredményei

A likelihood térképezések értelmezése (4.16. dbra) csak a szekvencidk hosszdnak
fliggvényében lehetséges (Strimmer és von Haeseler, 1997). A Nimrod szekvencidk illesztései
azonban sok olyan poziciét tartalmaznak, melyek nagyrészt gapekbdl dllnak, és igy
nem informativak a topoldgidra nézve. Ezért nem lenne ésszerli az illesztések hosszdra
alapozni a likelihood térképezések értelmezésénél, igyhogy erre a célra az illesztésekben

2,10

talalhatd parszimonia-informativ'"® pozicidk szamdét hasznaltuk, amit a MEGA 3.1 szoftverrel

szamoltunk ki.

4.16. abra. A NimA , NimB és NimC szekvenciak ProbCons illesztéseinek likelihood
térképezése. A jobb oldalon lathaté haromszogi koordinatarendszerek értelmezéséhez lasd a
3.5. 4brat. A bal oldalon lathat6 koordindtarendszerek a megfeleld régidkba esé pontok ardnyat
szemléltetik.

A NimA illesztés likelihood térképezésének esetében a kozépsd régidkban talalhaté pontok
aranya 0%, ami az adat mennyiségétdl fiiggetleniil erds filogenetikai szignalra utal.

A NimB és NimC illesztések esetében, melyekben a parszimdnia-informativ pozicidk
szama 352 és 587, a kozépso régidban a pontok ardnya 5,4% és 4,9%. Strimmer és von Haeseler
(1997) eredményeire tamaszkodva ezt ugy értelmezhetjiik, hogy ezekben az illesztésekben a
filogenetikai szigndl ugyan megfeleld erésségti, de bizonyos mértékii bizonytalansag varhat6 a
becsiilt topoldgidkban.

10 parsimony informative”

59



A likelihood és a splitgyakorisagok alakuldsa, valamint a PSRF értékek mindegyik Bayes

MCMC futtatds esetében a konvergencidra utaltak, beleértve a Bali-Phy futtatdsokat is (PSRF
=1,09).

A NimA ortolégok ML mddszerrel becsiilt filogenetikdja (4.17. dbra) teljes mértékben

0sszhangban van a fajok jelenleg elfogadott filogenetikdjaval (3.1. dbra) és nem tartalmaz
jelent8sebb bizonytalansagot.

Dpse.NimA

-Amel.NimA

\gam.NimA

4.17. dbra. A NimA szekvencidk gyokértelen filogenetikdjanak ML becslése (illesztés:
ProbCons 1.1, szoftver: PhyML 3.0, szubsztiticiés modell: JTT+I" + F, gamma paraméter:
1,215, gamma kategoéridk szdma: 4, bootstrap ismétlések szama: 1000). A kladok bootstrap
tdmogatottsaga a megfeleld csomdpontban taldlhaté kordiagramok piros szeletével aranyos.

Az 4ghosszak egysége egy szubsztiticié pozicionként. Az abra az APE R csomag (Paradis
és mtsai, 2004) segitségével késziilt.
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A szekvencia-informacidk alapjan Bayes MCMC-vel becsiilt tobbségi konszenzusfa
topoldgidja (7.3. fiiggelék), valamint az NJ PD mddszerrel felépitett topoldgia (7.1. fiiggelék)
ezzel teljes mértékben megegyezik, és ettdl az NJ CD fa topoldgidja is csak két taxon
tekintetében tér el (7.2. fliggelék).

A NimA szekvencidk illesztésében kevés gap volt, igy ezek nem voltak szamottevden
informativak a topoldgidra nézve, amit a csak gapinformdiciék felhaszndldsaval becsiilt
poszterior mintdbol felépitett tobbségi konszenzusfa is tiikrozott. Erre vald tekintettel a
szekvencia- és gapinformdciok felhaszndlasaval becsiilt NimA filogenetikat nem targyaljuk.

A NimB szekvencidk ML moddszerrel becsiilt filogenetikai fdjan (4.18. dbra) - ami jol
0sszhangban van az NJ PD mddszerrel becsiilt faval (8.1. fliggelék) - megfigyelhetjiik, hogy
a Drosophila NimB ortol6gok tobbé-kevésbé jol tiikrozik a fajok filogenetikdjét, valamint azt,
hogy a ((NimB1, NimB4), NimB5) kladok bootstrap tdimogatottsiga magas. Ugyancsak magas
a NimB2 és NimB3 paralégokat, valamint a tobbi fajokbdl szarmazé NimB szekvencidkat
tartalmazo klad tdimogatottsaga, de ezen beliil a bootstrap értékek egyes csomdpontok esetében
jelentds bizonytalansagot sugallnak, igy nehéz eldonteni, hogy melyik kladot tekintsiik
bazélisabbnak.

Az NJ CD mddszerrel kapott fa topoldgidja (8.2. fiiggelék) az el6zGekben targyaltaktol
jelentésen eltér. Ezt a gapeket tartalmazd pozicidk figyelmen kiviil hagydsa miatt fellépd
informdci6-vesztésnek tudjuk be.

A NimB szekvencidk esetében a csak gapinformdciok alapjan becsiilt poszterior
mintdbol felépitett konszenzushdlozat (9.1. fiiggelék) arra utalt, hogy ebben az esetben a
gapek a topoldgidra nézve bizonyos mértékben informativak. Azonban a csak szekvencia-
informdcidk (4.19. dbra) és a szekvencia- és gapinformacidk alapjan kapott (9.2. fiiggelék)
konszenzushal6zatokat Osszehasonlitva arra jutottunk, hogy a gapek bekddoldsaval kapott
karakterek felhaszndldsa a hal6zat kritikus részeiben nem hogy csokkentené, de inkabb
noveli a bizonytalansdgot. Ezen okbdl csak a szekvencia-informdciok alapjan becsiilt
konszenzushaldzatot targyaljuk.

A szekvencia-informaciokbol Bayes MCMC-vel becsiilt konszenzushdl6zat (4.19. 4bra)
0sszhangban van az ML mddszerrel becsiilt fa topoldgidjaval, de ennek segitségével jobban

felmérhetd a NimB2 és NimB3 paral6gokat tartalmazé klddon beliili bizonytalansag.
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4.18. abra. A NimB szekvencidk gyokértelen filogenetikdjanak ML becslése (illesztés:
ProbCons 1.1, szoftver: PhyML 3.0, szubsztiticiés modell: VT+I" + F, gamma paraméter:
2,291, gamma kategoridk szdma: 4, bootstrap ismétlések szama: 1000). A kladok bootstrap
tdmogatottsaga a megfelel6 csomépontban taldlhaté kordiagramok piros szeletével ardnyos.
A Drosophila ortolégokat azonos szinnel jeloltiik. Az dghosszak egysége egy szubsztiticio
poziciénként. Az dbra az APE R csomag (Paradis és mtsai, 2004) segitségével késziilt.
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4.19. abra. A NimB szekvencidk filogenetikdjdnak Bayes MCMC rekonstrukciéja nyomén
kapott poszterior mintdkb6l az z = 0,2-es szinten szdmolt konszenzushdl6zat. A
konszenzushdlézat csak a topoldgidk kozotti konfliktus szemléltetésére szolgdl, igy az
aghosszaknak nincs jelentése. A Drosophila ortolégokat azonos szinnel jeloltiik.

A hélézat alapjan arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a Drosophila paralégok koziil a
NimB2 a legbazalisabb, és a NimB3 szekvencidk a Drosophila fajok leszarmazasi vonaldban,
de az Anopheles leszarmazdsi vonaltol valdé szétvdlast kovetden megtortént duplikdciods
esemény termékei.

A D. melanogaster nimrodB paralogok esetében még nem allnak rendelkezésre funkcionalis
adatok. A filogenetika ismerete segitséget nyujthat a kisérletes munka fékuszaldsdhoz.
Eredményeink nyomén els6ként a két bazalisabb klad egy-egy génjének (nimrodB2 és példaul
nimrodB4) géncsendesitéses vizsgélata javasolhato.

A NimC szekvencidk ML mddszerrel becsiilt filogenetikdjanak topoldgidja (4.20. dbra),
valamint az NJ PD algoritmussal felépitett topoldgidk (8.3. fiiggelék) kozott egyetértés van a
((NimC3, NimC4), NimC1) kladot illetSen.

Az ML filogenetikan az emlitett klad bootstrap tdmogatottsiga nagy, és jelentGsebb
bizonytalansdgokat a NimC?2 Drosophila ortolégokat, valamint a tobbi fajokbdl szarmazd
szekvencidkat tartalmazé kladban taldlunk.

Az NJ PD mddszerrel rekonstrudlt topoldgia (8.3. fiiggelék) ebben az esetben is a fentiekt6l
eltér, feltehetSleg az informacié-veszteség kovetkezményeként.
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4.20. abra. A NimC szekvencidk gyokértelen filogenetikqjanak ML becslése (illesztés:
ProbCons 1.1, szoftver: PhyML 3.0, szubsztiticiés modell: VT+I' + F, gamma paraméter:
2,526, gamma kategoridk szdma: 4, bootstrap ismétlések szama: 1000). A kladok bootstrap
tdmogatottsaga a megfeleld csomdpontban taldlhaté kordiagramok piros szeletével aranyos.
A Drosophila ortolégokat azonos szinnel jeloltiik. Az dghosszak egysége egy szubsztitiucid
pozicionként. Az dbra az APE R csomag (Paradis és mtsai, 2004) segitségével késziilt.

A poszterior mintdkbdl szamolt konszenzushdlézatok (9.3. fiiggelék, 4.21. dbra, 9.4.

fliggelék) Osszehasonlitdsa nyomdn, a NimC szekvencidk esetében is azt taldltuk, hogy a
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gapinformdcidk felhasznéldsa nem csokkentette a topoldgia becslésében rejld bizonytalansigot,
sOt, okunk van azt feltételezni, hogy ebben az esetben az illesztés alacsonyabb mindsége miatt a
gapek bekddoldsdval kapott karakterek felhasznéldsa torzitdsokat okozhat. Ezen okb6l a NimC
szekvencidk esetében is csak a szekvencia-informdaciok alapjan szdmolt konszenzushdldzatot
targyaljuk.

Ezen konszenzus hdlézat (4.21. dbra) teljes mértékben timogatja a (NimC3, NimC4) kladot,

de bizonytalansdgot sugall a tobbi paraldgokat tartalmaz6 klddok pozicidjét illetden.
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4.21. abra. A NimC szekvencidk filogenetikdjdnak Bayes MCMC rekonstrukciéja nyomén
kapott poszterior mintdkb6l az x = 0,2-es szinten szdmolt konszenzushdlézat. A
konszenzushdlézat csak a topoldgidk kozotti konfliktus szemléltetésére szolgdl, igy az
aghosszaknak nincs jelentése. A Drosophila ortolégokat azonos szinnel jeloltiik.

Az A. gambiae NimC paralégokra nézve az ML fa és a Bayes MCMC konszenzushal6zat
topoldgidja alapjan ugyanazt a kovetkeztetést vonhatjuk le, mégpedig azt, hogy ezek az
Anopheles €és Drosophila leszarmazasi vonalak szétvdldsa utan rogziilt duplikaciok termékert,
ezen gének tehdt nem rendelkeznek a D. melanogaster-ben egy-az-egyhez ortoléggokkal.
Ennek nyomén érdekes lenne megvizsgdlni, hogy ezen gének milyen szerepet jatszanak a
fagocitozisban az A. gambiae-ben.

A D. melanogaster Nimrod szekvencidk illesztésének €s filogenetikdjanak egyiittes Bayes
MCMC becslése soran kapott poszterior mintabol felépitett konszenzushélézat (4.22. 4bra)

nem tartalmaz nagyobb bizonytalansidgokat. Ezt jol tiikkrozik az dgakon l4thaté poszterior
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valészintiségek, valamint az, hogy ebben az esetben a konszenzushdlézat tulajdonképpen egy
fa. A konszenzushélézaton a Draper tipust doménstruktira széles taxonémiai eloszldsa alapjan
a (NimA, Draper) kladot bazalisnak tekintjiik.

Dmel.NimB4
Dmel.NimB5 Dmel.NimB2
100
Dmel.NimB1
100
100 {00 Dmel.NimB3
91.2 100
99.5 99.1
99.9
Dmel.NimC2
Dmel.NimC1

Dmel.Drp

Dmel.NimA

Dmel.NimC4
Dmel.NimC3

4.22. dbra. A D. melanogaster Nimrod paral6gok illesztésének és filogenetikdjanak egyiittes
Bayes MCMC becslése nyoman kapott poszterior mintakbol az x = 0, 2-es szinten szamolt
konszenzushalézat. A konszenzushéldzat csak a topoldgidk kozotti konfliktus szemléltetésére
szolgal, igy az dghosszaknak nincs jelentése. Az dgakon a poszterior valdszintiségek lathatok.
A Dmel.Drp a D. melanogaster Draper szekvenciat jeloli. A szinezés a NimA/Draper, NimB
és NimC klddokat emeli ki.

7 2

A konszenzushdlézat megerdsiti ML modszerrel a csalddok szintjén becsiilt filogenetikdk
esetében kapott (NimC1, (NimC3, NimC4)) és ((NimB1, NimB4), NimB5) kladok 1étét.
A NimB3 paral6gok pozicidjat illetden azonban a konszenzushdlézat konfliktusban van a
B csalddok szintjén rekonstrualt ML filogenetikdval. A NimB3 szekvencidk rovid voltara,
valamint az ML filogenetikédn a rajuk vonatkozo bootstrap értékek altal sugallt bizonytalansagra
val¢ tekintettel ezek topoldgidban elfoglalt pozicidjat bizonytalannak tekintjiik.

A konszenzushdldzat alapjan arra is kovetkeztethetiink, hogy a NimB szekvencidk

valésziniileg a NimC2 szekvencidkkal egy, a NimCIl, NimC3 és NimC4 szekvencidkat
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tartalmazo kladtol elkiiloniil6 leszdrmazasi vonal részét képezik.

A Nimrod paraldég szekvencidk kozotti divergencidra az ezek parbadllitdsdval készitett
PRHD-k alapjan is megprébéltunk kovetkeztetni a kovetkezd elgondolds szerint: abban az
esetben, ha a paralégok recens duplikdciés események termékei, valamint ha kizarhatjuk
az 0sszehangolt evolicid jelenlétét, akkor azt varjuk, hogy a két szekvencidban azonositott
poziciondlisan homol6g domének kozotti ortologia kapcsolatok egy tobbé-kevésbé 1étraszeri
mintazatot alkossanak.

A paralégok kozotti divergencia novekedésével a domének szekvencidiban felhalmozodott
kiillonbségek mértéke egyre jobban megkozeliti a szaturdcié szintjét, ami a filogenetikai
rekonstrukcié pontossdganak csokkenéséhez vezet, és ennek kovetkezményeként az ortoldgia
kapcsolatok altal alkotott 1étraszerli mintdzat egyre kevésbé lesz kihangsulyozott.

Az egyes Drosophila fajokbdl szdrmazé szekvencidk parbaallitasdval kapott PRHD-k (lasd
példaul a 10. fiiggeléket) elemzése nyomén azt taldltuk, hogy az ortolégia kapcsolatok altal
alkotott 1étraszeri mintdzat hangsulyos volta Osszhangban van a NimB szekvencidk ML
modszerrel rekonstrudlt filogenetikdjdval. Ezzel ellentétben a NimC paral6gok esetében nem
figyeltiink meg semmilyen trendet az ortoldgia kapcsolatok mintdzatdra vonatkozdan. Ezt az
eredményt az ezen szekvencidk kozotti nagyfoku divergencidval magyardzzuk, ami vélhetden
ezek korabbi radidcidjanak tudhatd be, ahogyan azt a 4.22. dbra sugallja.

A paral6gok pérbadllitdsaval kapott PRHD-k arra utalnak tehat, hogy viszonylag alacsony
divergencia esetén a domén-ismétlédések filogenetikdja informativ lehet az Sket tartalmazé

szekvencidk kozotti divergencidra nézve.

4.4. A Nimrod Kklaszter konzervaltsaganak statisztikai
szignifikanciaja

A Nimrod klasztert a D. melanogaster-ben a Nimrod géncsalddokba tartoz6 géneken kiviil
az ance'' géncsalddba (Macours és Hens, 2004) tartozé gének, harom, a CPF csalddba (Togawa
és mtsai, 2007) tartozd, dltalunk Vajkl, 2, 3-nak nevezett gén és a centaurin gamma (cenG) gén
alkotja (4.23. 4bra).

A Vajk gének, amennyiben jelen vannak a klaszterben, mindig az egyik Ance gén
nagyméretii intronjaban foglalnak helyet. A P. humanus az a D. melanogaster-t6] legtavolabbi
faj, melynek genomjdban a klaszter hasonl6 Osszetételben megtaldlhato.

A megszekvendlt Drosophila genomok tilnyomé részében a klaszter egysége nem bomlik

meg (Bhutkar és mtsai, 2008), de a D. yakuba és a D. mojavensis klaszterben nincs jelen a cenG

Mangiotenzin konvertdlé enzimek
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4.23. dbra. A Nimrod klaszter szervezddése a vizsgilt genomokban (sematikus dbrdzolés). A
fajok filogenetikdjan csak a génuszneveket tiintettiik fel. A szinezés a kiilonb6zd géncsaldadokba
tartoz6 gének megkiillonboztetésére szolgdl, a D. melanogaster esetében ezek nevét is
feltiintettik. Az ance3 gén esetében a Vajk géneket tartalmazé nagyméretl intront is
feltiintettiik. A divergencia id6k forrdsa: Honeybee Genome Sequencing Consortium (2006).

és két ance gén. Ennek alapjan ugy tlnik, hogy a centaurin gamma a klaszternek egy tobbé-
kevésbé ,.fakultativ” tagja, kiilondsen, mivel nincs jelen az A. gambiae klaszterben, valamint
nem azonosithat6 az ortolégja az A. mellifera genomban. Mindezek ellenére a cenG feltehetGen
fontos szerepet toltott be a klaszter 1étrejottében, mert az dbran kiilcsoportként feltiintetett
Daphnia pulex genomjaban is taldlunk egymads kozelében fekvd ance és centaurin gamma
géneket.

A T. castaneum esetében a klaszter egy része egy olyan kontigban taldlhatd, amelynek
a genomban elfoglalt pozicidja ismeretlen. Mivel ebben az esetben a klaszter Osszetételét
bizonytalannak tartjuk, a 7. castaneum-ot a konzervéltsag tesztelése sordn figyelmen kiviil
hagytuk.

Az A. gambiae, A. mellifera és P. humanus klasztereknek a D. melanogaster-ben
taldlhat6 klaszterhez viszonyitott konzervaltsagira vonatkozd, a Raghupathy é€s Durand (2009)
altal kidolgozott mddszerrel szdmolt p-értékek a Bonferroni korrekcidé utidn is mindhdrom
esetben kisebbek voltak mint 1075, Ezen eredményeknek megfelelGen elvethetd a neutrélis,
randomiziciét feltételezd null modell és ésszerli a klaszter konzervaltsagéit szelekcids

tényezokkel magyardzni.
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3. fejezet

Az eredmények targyalasa



5.1. A Nimrod génklaszter integritasat fenntarté tényezok

A Nimrod klaszter nagy id6léptékekben is jol megbrzi génosszetételét annak ellenére, hogy
a gének orientdcidja nagy valtozatossdgot mutat, ami ezen evolicids egység fontossdgéra utal,
és egyuttal felveti azt a kérdést, hogy melyek lehetnek a klaszter integritdsat fenntarté tényezok.

A konzerviltsdgot fenntartdé negativ szelekcié motorjai lehetnek példdul a klaszter
génjeinek expresszidjaban szerepet jatszé olyan kozos elemek, amelyek a gének kozelségét
igénylik (Hurst és mtsai, 2004; de Wit és van Steensel, 2009; Koonin, 2009b). Az irodalmi
adatok arra utalnak, hogy ez a Nimrod klaszter esetében is egy fontos tényezd lehet (5.1. dbra):
Spellman és Rubin (2002) atfogd elemzése alapjan megallapithatd, hogy a Nimrod klaszter
~-magjat” képez6 gének egy, a D. melanogaster-ben koexpressziot mutaté klasztert alkotnak.
Ezen koexpresszids klasztert alkoté gének egy csoportjdnak expresszids szintje a Drosophila
fajok evolici6ja sordn is korrelédltan valtozott (Mezey és mtsai, 2008), ami ugyancsak egy k6zos

génexpressziot szabalyoz6 elem jelenlétére utal.

D. melanogaster gének
(2L: 13490000-14490000 bp)

koexpresszalodo klaszterek (Spellman és Rubin, 2002)
osszehangolt expresszioju klaszterek (Mezey és mtsai, 2008) m T [

- CTCF | 11 Il | 111 | [ |
inzulatorok (modENCODE) l: BEAF-32 | [0 I TN I | I [

Polycomb domének (Tolhuis és mtsai, 2006)
eve BRICK (de Wit és mtsai, 2008)

5.1. abra. A Nimrod klaszter kozvetlen kornyezetének sematikus dbrazoldsa a D. melanogaster-
ben, néhany idevonatkoz6 irodalmi adat feltiintetésével. A legfelsé sor téglalapjai a
koriilbeliil két megabazisnyi 2L:13490000-14490000 régidban taldlhaté 102 gént jelképezik.
A géneket a 4.23. 4dbranak megfeleléen szinkdédoltuk. A tovdbbi sorok a kovetkezd, a
régié génjeire vonatkozé genomikai adatokat jelképezik: egyiittesen expresszdlodd gének
klaszterei (Spellman és Rubin, 2002); a Drosphila fajokban a génexpresszios szint 9sszehangolt
evoliciéjat mutatd klaszterek (Mezey €s mtsai, 2008), a kiillonb6z6 méretli mozgd ablakokkal
kapott atfedd klasztereket dsszeolvasztottuk; a CTCF és BEAF-32 fehérjéket kot inzulator-
elemek hozzavetSleges pozicidja (modENCODE, http://modencode.org), a Nimrod
gének tobbségét tartalmazd inzuldtoroktdl mentes intervallumok kiemelésével; a Polycomb
fehérje kotddési doménjei (Tolhuis és mtsai, 2006); az Eve (,,Even-skipped™) kot6dési helyeit
jellemz6 legnagyobb azonositott ,,Eve BRICK™ régi6 (de Wit és mtsai, 2008).

A génklaszterek konzervéltsdgat fenntarté tényezdk kozott jelentSs szerepet jatszhatnak a
kromatinstruktira szintjén megvalosuld génszabalyozasi mechanizmusok (Spellman és Rubin,
2002; Hurst €s mtsai, 2004; Sproul és mtsai, 2005). A Nimrod klaszter esetében ezen
mechanizmusok potencidlis szerepére utal az, hogy sejtvonalakon (Tolhuis és mtsai, 2006) és
embriokon (de Wit és mtsai, 2008) végzett kisérletek sordn a klaszterrel jol atfedd, kromatin-
kot6 fehérjék dltal meghatdrozott ,,doméneket” azonositottak (5.1. dbra).

Ugyancsak a kromatin-szint{ szabalyozasi mechanizmusok lehetséges szerepére utal egyes,
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a kromatin-struktdra szervez6désében részt vevd, ugynevezett ,,inzuldtor’-elemek eloszldsa a
klaszter kornyezetében. A Spellman és Rubin (2002) éltal a régidban azonositott koexpresszids
klaszter példaul jol 4tfed két CTCF fehérjét kot6 inzulator (Wallace és Felsenfeld, 2007) altal
kozrefogott régidval.

A ko6z0s szabdlyozds alatt all6 klaszterek génjei gyakran ugyanazon bioldgiai folyamatban
jatszanak szerepet (Lee és Sonnhammer, 2003; Hurst és mtsai, 2004). A klaszterben taldlhat6
nimrod gének mellett az ance géncsalad (Macours és Hens, 2004) és a centaurin gamma gén
(Stuart és mtsai, 2007), valamint a Vajk gének is kapcsolatba hozhatéak az immunitéssal.
Mindezeket, valamint a klaszter konzervaltsagat figyelembe véve elképzelhetd, hogy a Nimrod
klaszter a rovarok velesziiletett immunitdsdban fontos szerepet jatsz6 ,,funkciondlis modul”,
ami kétségteleniil ennek tovdbbi vizsgalatit indokolja. A legfontosabb irdnyvonal annak
a pontos bioldgiai folyamatnak a felderitése lenne, amelyben a statisztikai mddszerekkel

kimutatott koexpresszid szerepet jatszik.

5.2. Mintazatok az ismétlodo NIM domének evoliiciojaban

7

Az el6z6 fejezetben részletezett eredmények elegendd evidenciat szolgaltatnak a
Drosophila Eater szekvencidk ko6zépsé régidjdban taldlhaté NIM domének Osszehangolt
evolucidjara nézve. A homogenizici6 hatdsa mindegyik szekvenciapar esetében
megmutatkozik, ami ennek folyamatossidgat sugallja a Drosophila kladon beliil. Ha nem
feltételezzilk a homogenizicié folyamatossdgat, akkor az eredmények magyardzatidhoz
legaldbb azt kell feltenniink, hogy a domének mindegyik specidcids esemény utdn megéltek
egy Osszehangolt epizodot.

Magyarazatra szorul azonban az Eater szekvencidkban taldlhaté domén-ismétlodésen
beliil az evolicidés trendekben megmutatkozé ,,aszimmetria”, vagyis az, hogy az N-
terminalis régioban a C-termindlis régidhoz képest tobb domén ,,marad ki” a homogenizacids
folyamatokbdl.

A mechanizmustél (génkonverzid, illetve egyenlStlen rekombindcid) fiiggetleniil az
ismétlodések végein taldlhaté egységek, a veliik szomszédos nem homoldg szekvencidk
jelenléte miatt, kevésbé hajlamosak részt venni a homogenizacids folyamatokban, ahogy ezt j61
példazzak a Drosophila dumpy gének éltal kodolt fehérjékben taldlhatd ismétlodések (Carmon
és mtsai, 2007), illetve egyéb repetitiv elemek (McAllister és Werren, 1999). A hatarolé nem
homoldg szekvencidk jelenléte azonban nem ad megfelel6 magyardzatot a fentebb emlitett
aszimmetridra.

A tobb exon altal kédolt szekvencidk esetében az intronok, mint az ismétlodd egységekkel
nem homoldg szekvencidk hatdsét is szdmba kell venniink. Az Eaterek esetében azonban az

ismétl6dod egységeket 1-3 domén kivételével egy nagy kozos exon kddolja, vagyis az intron-
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exon struktdra sem ad kielégité magyarazatot az aszimmetridra, ezért igy gondoljuk, hogy ezt
szelekcids tényezOk okozzdk. Ez arra is utal, hogy az Eater szekvencidk esetében az exon-
dtrendez8dések!, melyeknek dltaldban nagy szerepet tulajdonitanak (Borklund és mtsai, 2006),
nem jitszanak jelent8s szerepet a domén-ismétlodések evolicidjdban.

Kocks és mtsai (2005) is észrevették a Drosophila Eater fehérje vizsgalata sordn, hogy
a kozépsd régid repetitiv elemei kevésbé valtozatosak, és kimutattdk, hogy az els6 néhany
N-termindlis egységnek megfeleld régid elégséges a baktériumkotéshez. Ugyancsak nagyobb
szamban prediktaltak az N-termindlis régioban N-glikozil4cids helyeket. Mindezekre alapozva
feltételezték, hogy a kozépsé régidnak nincsen szerepe a baktériumkotésben, €s mintegy
»palcaként” szolgélva csupdn strukturdlis szerepet tolt be.

A fentiek alapjan gy gondoljuk, hogy az asszimetridt az okozza, hogy az N-terminalis
régidban taldlhaté domének a rijuk fokozottabban hat6 kényszerek miatt nem vesznek
részt az Osszehangolt evolicids folyamatokban. Ha ugyanis az N-termindlis domének koziil
valamelyiknek, példdul egy génkonverziés esemény hatdsdra, jelentGsen megvdltozik a
szekvencidja, az nagy eséllyel negativ hatdssal lesz a fehérje baktériumkotd képességére, ami
csokkenti egy ilyen konverziés mutdcié rogziilési esélyeit. Ezen magyarizat szerint tehét a
funkciondlisan mar divergdlédott N-terminalis domének kozotti kiilonbségeket egy erds negativ
szelekcio tartja fenn.

A tavolsdgi madtrixok kiértékelése nyomdn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
0sszehangolt evoluicidé egysége nem minden esetben egy NIM domén. A D. melanogaster
esetében példdul minden masodik domén kozott figyelhetjiik meg a legnagyobb hasonldsagot.
Ez arra utal, hogy ebben az esetben a homogenizaci6 egysége két domén, amit az 6sszekotd
szekvencidk kozotti hasonlésdgok is aldtdmasztanak.

Az A. mellifera NimCl, a T. castaneum NimClI €s kisebb mértékben a 7. castaneum NimCII
szekvencia esetében a domén-filogenetikdk alapjan felmeriil ugyan annak a gyandja, hogy
a domének az Osszehangolt modellnek megfelelden viselkednek, azonban kozeli ortolégok
hidnydban, csak a tdvolsdgi matrixokra alapozva, ezt nem tudjuk megerdsiteni.

A Drosophila NimC1 szekvencidkndl a domén-filogenetika €s a tdvolsdgi matrixok nem
utalnak 0sszehangolt evolicidra. A PRHD-k esetében az ortolégia kapcsolatok altal alkotott
l1étraszeri mintdzat hangsulyos volta 0sszefiiggést mutat a divergencidval. Ezért itt a 1étraszerd
mintdzat megbomlasit nem az Osszehangolt evolucié hatdsaval, hanem a NimC1 ortolégok
nagyobb szubsztiticiés ratdjaval magyarazzuk. Ezt meger6siti az, hogy a NimC szekvencidk
ML mdédszerrel becsiilt filogenetikdjan (4.20. dbra) a NimC1 klddban az dghosszak a tobbi
NimC ortologot tomoritd kladban megfigyelt aghosszakhoz képest jelentdsen nagyobbak.

Azt, hogy az Eater szekvencidkhoz hasonlé méreti domén-ismétlodéseket tartalmazé egyéb

NimC tipusu Drosophila szekvencidk esetében miért nem taldlunk Osszehangolt evolicidra

1 exon shuffling”
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utald jeleket, tobb tényezdvel is magyardzhatjuk, mint amilyen példaul a genomban elfoglalt
pozicié vagy az eltérd intron-exon struktira. Ezek koziil a nimrod gének klaszterizacidja
nyomdn a genomi poziciét tekintjiik a legfontosabbnak, kiilondsen mivel a lokdlis kromatin-
struktirarol bebizonyitottak, hogy hatdssal van a génkonverziora (Cummings és mtsai, 2007).
Az irodalomban elterjedtek az Osszehangolt evolucid esetleges adaptiv voltara vonatkozo
spekulécidk (1asd példaul Swanson és Vacquier, 1998; Johannesson és mtsai, 2005; Paoletti
és mtsai, 2007). Ennek lehet6ségét a jovOben az Eaterek esetében is érdemes lehet
megvizsgdlni, de megfeleld evidencia hidnydban egyel6re az el6zd, neutrdlis magyardzatot

részesitjiik elényben.

5.3. A Nimrod szupercsalad evolacios torténete

Az EMI és EGF-szerti doméneket modellez6 pHMM-ek illesztése (4.2. B dbra) megfeleld
mértékben aldtdmasztja az EMI domén részét képez6 CCxGY/W motivum és az EGF-
szeri domén egy régiéjanak homoldgidjat. Az EMI és EGF-szeri domének pHMM logéit
Osszehasonlitva egyéb hasonldsdgokat is felfedezhetiink a két domén fennmarad6 részében
(5.2. abra): az illesztés alapjan homolognak tekinthetd régidk el6tti részben mindkét
domén tartalmaz harom konzervalt ciszteint, valamint egy tobbé-kevésbé konzervalt, tirozint

tartalmazo poziciot.

EGF EGF

el

! 56 I

EMI NIM

5.2. abra. Az EMI és a NIM domének eredetére vonatkozd hipotézis szemléltetése pHMM
logdk segitségével. A kék szinl szdmozds a konzervalt ciszteineket, mig fekete szinti a pHMM-
ben elfoglalt poziciét jeloli.

Az EGF-szer(i és NIM domének illesztésébdl arra kovetkeztethetiink, hogy a NIM domén
elsé két konzervélt ciszteinje kozotti régié nem homoldg az EGF-szeri doménnel, ami

megmagyardzza a Kurucz és mtsai (2007) 4ltal megfigyelt ,,eltolodast”.
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Mindezen megfigyelések azt sugalljak, hogy az EMI domén és a NIM domén két EGF-szerti
doménbdl és az Sket 6sszekotd rovid 6sszekotd régiobal jott 1étre egy strukturalis dtrendezddés
révén, ahogy azt az 5.2. dbra szemlélteti.

Ez a strukturdlis atrendezddés nyilvdnvaléan mutacids, inszercids €s delécids eseményeket
feltételez. Ahogy az az dbran is lathatd, az EMI domén az EGF-szeri doménnél jelent&sen
hosszabb, igy feltételezhetjiik, hogy az inszerciok ebben a folyamatban kiemelkedd szerepet
toltottek be. Ez Osszhangban van Jiang és Blouin (2007) kovetkeztetéseivel, ami szerint
a valtozékony régidkban bekovetkezett egymdasba dgyazott inszercidos események a domén-
evoluci6 fontos tényezdi.

A fenti hipotézist az is timogatja, hogy a taxondmiai eloszldsa alapjan 6sibbnek tekinthetd
Draper-tipust domén-architektira a CCxGY/W motivumot kdvetéen csak egy NIM domént
tartalmaz, melyet valtozé szamui EGF ismétlodések kovetnek. Ez arra utal, hogy ez a domén-
architektira egy EGF-szerli doménismétlddést és egy transzmembran régidt is tartalmazé ,,poli-
EGF” architektura leszdrmazottja.

A NIM domén duplikicidjaval és a ,klasszikus” EGF-szeri domének elvesztésével
l1étrejohetett a NimC tipust, majd a NimC2 leszarmazdsi vonalon a transzmembrdn domén
elvesztése révén a NimB tipusu architektira (5.3. dbra). Ezt a hipotézist a kiillonbdz6 csaladokat
modellez6 pHMM-ek paros logok 4ltali, az eredmények ismertetése sordn nem emlitett
illesztései is timogatjak.

Nim A
[EGF-linker-EGF] —[inszerciok, mutaciok]— [EMI-NIM]

Draper

,poli-EGF” v Draper-tipus — _

EGF deléciok, NIM duplikaciok .7 \
e B[S, (

transzmembran domén elvesztése

5.3. dbra. A Nimrod szupergéncsalad evolucidjaval kapcsolatos hipotéziseink dsszefoglaldsa.
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A szupercsaldd evolucigja kétségteleniil a BD konceptudlis modellel irhaté le legjobban.
A szupercsaldd tagjainak funkciéjara nézve rendelkezésre all6 adatok arra utalnak, hogy
a duplikdcidk révén megjelend 1Uj gének funkcidja mind kothetd ugyan a velesziiletett
immunitdshoz és a fagocitézishoz, de a nimrod gének az emlitett folyamatok kiillonb6dzd
Iépéseiben vesznek részt. Ez azt valdszindsiti, hogy a szupercsaldd evolicidja sordn a neo-
és szubfunkcionalizacié volt a duplikdcidval rogziilt gének leggyakoribb sorsa. Ezek az
események feltehetGen fontos szerepet jatszott az izeltdbuak velesziiletett immunitdsdnak
evoldcidjaban azdltal, hogy létrehoztak egy vadltozatos ligand-specificitdssal rendelkezd
receptor-készletet.

A NIM domének eredetére vonatkoz6 forgatokonyv egy adltaldnosabb hipotézist is felvet az
aminosav-szekvencidkban talalhat6 1smétlodd elemek evolicidjira nézve.

Az (j tipusu ismétl6dd elemek aminosav-szekvencidkban valé megjelenésének éltalanos
mechanizmusa egy még nem teljesen tisztdzott folyamat. Andrade és mtsai (2001) példaul
targyalnak egy erre vonatkoz6 problémat: ha feltételezziik, hogy az ismétlodések esetében a
,,kooperativ folding”-nak nagy jelent6sége van, akkor valészintitlennek tiinik egy eltér tipusu
egység megjelenése az ismétlodéseket tartalmazo régidban.

A szerz6k ezt az ellentmondast ugy probaljdk feloldani, hogy azt feltételezik, hogy
az egységek még kiilondllé oligomerekként vannak jelen, amikor az uj tipusu egységek
megjelennek, de azt is megjegyzik, hogy erre nézve egy példa sem ismeretes. A NIM domének
példdjara alapozva azonban egyszeriibben is feloldhatjuk a fentebb ismertetett ellentmondést:
ha feltételezziik is a kooperativ folding hatdsat, annak jelent6sége kisebb lehet az ismétl6dések
sz€1s6 egységei esetében, igy ezekben a jelentdsebb szerkezeti médosuldsokat okoz6 mutacidk
nagyobb eséllyel rogziilhetnek.

Ugyancsak érdekesnek bizonyulhat a NIM domének eredetére vonatkozd hipotézist
Lavorgna ¢és mtsai (2001) eredményeinek fényében vizsgdlni, a szerz6k ugyanis
pozitiv Osszefiiggést taldltak egy organizmus ,.komplexitisa” €s a genomjdban taldlhato,
ismétlodéseket tartalmazd proteinek ardnya kozott. Ennek tdrgyaldsa sordn a szerzOk
az ismétlédéseknek a komplexitds evolicidéjdban betoltott szerepét hangsilyozzdk, a
népszerd ,,barkdcsolé evolicié” metafordjat felhaszndlva. Ennek relevancidjat nem nehéz
belétni, ugyanis az j domének kialakuldsdanak esetében egy mar valamilyen harmadlagos
struktdrdval rendelkezd ismétlédés jobb ,,nyersanyagnak” bizonyulhat, mint egy tobbé-kevésbé
,»Véletlenszerl” szekvencia (lasd példaul S6ding, 2005).

A NIM és EMI domének eredete jol példdzza a domén-ismétlédések ,rekrutalasat”™ az
Uj domének kialakuldsa sordn. Ennek nyomén érdekes lehet az egyes protedmok szintjén
megvizsgélni a doménismétlédéseket tartalmazé doménszerkezetekben az ismétl6dd egység

és az ugyanazon doménszerkezetben el6forduld egyéb domének kozotti hasonldsagot.

2,,recruiting”, exaptation”

75



Mindezek Osszefoglaldsaként elmondhatjuk, hogy eredményeink nyoman Osszetett kép
rajzolddik ki a Nimrod szupercsaldd evoluciéjardl, ami jol példdzza a géncsalddok szerepét
a bonyolult genetikai rendszerek kialakuldsdban. Reméljiik, hogy eredményeink hasznosnak
bizonyulnak majd a szupercsaldd génjeire, €s igy a rovarok velesziiletett immunitdsira iranyuld
tovéabbi vizsgélatok sordn.
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Osszefoglalé

A nemrégiben leirt Nimrod szupergéncsaldd szamos tagja rendelkezik a baktérium-kotéshez
és a fagocitézishoz tarsithaté funkcidval, ami arra utal, hogy ez a géncsoport a velesziiletett
immunitds fontos elemét képezi. A szupercsaldd dltal kodolt fehérjéket egy, az N-termindlis
régidban taldlhaté szekvencia-motivum (CCxGY/W), és egy vagy tobb specidlis EGF-szert
domén, az ugynevezett ,,NIM domén” jelenléte jellemzi. A fehérjék minden esetben rendelkez-
nek szignalpeptiddel, ami arra utal, hogy funkcidjukat az extracellularis térben latjdk el.

A szupercsalddon beliil a doménstruktira nagy véltozatossagot mutat, ami alapjan harom
6 csoport korvonalazddik. A Draper tipust fehérjék egy N-termindlis EMI domént, egy NIM
domént és szamos ,klasszikus” EGF-szeri domént tartalmaznak. A NimC és NimB tipusu
(,,poli-NIM”) fehérjék egy véltozatos felépitésti N-termindlis domént, valamint egy NIM do-
ménekbdl 4116 doménismétlddést tartalmaznak. A Draper és NimC tipusu fehérjék, a NimB
tipusuiakkal ellentétben édltalaban rendelkeznek egy transzmembran doménnel is.

Egyes, a Nimrod szupercsalddba tartozé gének, a centaurin gamma génnel, valamint az
ance és a CPF géncsalddokba tartoz6 génekkel egyetemben egy nagy id6léptékben (300-350
millié év) konzervalt klasztert alkotnak (,,Nimrod klaszter”).

A Nimrod szupercsalddra irdnyul6 vizsgalataink egyik f6 célja a ,,poli-NIM” architektuira-
val rendelkez6 fehérjékben taldlhaté NIM domének evolicidjanak jellemzése volt, az ,,0ssze-
hangolt” (,,concerted”) és a ,,sziiletés €s haldl” (,,Birth-and-Death”) konceptudlis modellek fé-
nyében. Vizsgdlataink masik f6 célja a Nimrod szupercsaldd részletes evolucids torténetének
rekonstrukcidja volt, a molekuldris filogenetika, €s altaldban a bioinformatika moédszereinek
segitségével. Céljaink kozé tartozott még a Nimrod klaszter konzervaltsagdnak vizsgalata, az
irodalomra és a nyilvdnosan elérhet6 adatbédzisokban taldlhat6 adatokra alapozva.

A klaszter konzervéltsdganak statisztikai szignifikancidjat egy, a géncsaladok jelenlétét is
figyelembe vevd kozelitd analitikus modszerrel vizsgaltuk. A D. melanogaster-hez viszonyi-
tott konzervaltsag szignifikancidjit felmérd tesztek eredményei arra utalnak, hogy a klaszter
konzervaltsdga nem magyardzhat6 egy semleges, a génsorrend teljes dtrendezddését feltételezd
null modellel. Az irodalmi adatokra alapozva azt feltételezziik, hogy a Nimrod klaszter egysé-
gét a gének kozelségét igényld, a kromatin-struktira szintjén hat6 k6zos szabdlyozasi mecha-

nizmusok jelenléte tartja fenn. A konzervéltsag és a gének expresszidjara, valamint funkcidjéara
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vonatkoz6 adatok alapjan ugyancsak valdszinGsithetd, hogy ez klaszter a rovarok velesziiletett
immunit4saban fontos szerepet jatszoé ,,funkciondlis modul”.

A szupercsaldd 4ltal kédolt fehérjékben taldlhaté NIM domének aminosav-szekvencidibdl
becsiilt filogenetikai fak elemzése nyomdan azt taldltuk, hogy a szupercsaldd legtobb tagjaval
ellentétben, az eater gének altal kddolt egyes domének evolicidja az dsszehangolt modellel ir-
hat6 le legjobban. Ezen kovetkeztetésiinket a doméneket kddol6 nukleotid-szekvencidk kozotti
becsiilt szinonim tavolsdgok is megerdsitették. A NIM domének 6sszehangolt evolucidjra uta-
16 jeleket talaltunk még az A. mellifera NimCl, a T. castaneum NimCI és kisebb mértékben a
T. castaneum NimCII szekvencia esetében is, azonban kozeli ortolégok hidnydban a homoge-
nizacio tényét nem tudjuk megerdsiteni.

Mivel a gének 6sszehangolt evolucidjanak vizsgdlata sordn a leggyakrabban alkalmazott fi-
logenetikai médszerek a domének esetében kevésbé praktikusnak bizonyultak, kifejlesztettiink
egy, a domén-filogenetikdkon alapul6 vizudlis mddszert, amelynek segitségével egyszeriibben
felmérhetd, hogy a szekvencidk egyes régidiban taldlhaté domének evolicidjat melyik koncep-
tudlis modell irja le a legjobban. A mddszer 1ényege, hogy egy diagramon dbrdzolja az egy
adott szekvenciaparban taldlhat6 doméneket, valamint a domén-filogenetikabdl kinyert, a kon-
ceptudlis modellekre nézve relevins informdcidkat. A médszert egy Perl nyelven irt alkalmazas
formdjaban implementaltuk, ami elérhet§ a http://t2prhd. sf.net weblapon.

A vizudlis médszer segitségével megallapitottuk, hogy az Eater szekvencidk kozépsé régi-
6jaban taldlhat6 NIM domének vesznek részt az 6sszehangolt evolicioban. Ugyancsak megfi-
gyeltiik, hogy a domén-ismétl6dés N-termindlis régidjaban a C-termindlis régiéhoz képest tobb
domén viselkedik a ,,sziiletés és halal” konceptuélis modellnek megfeleléen, amit szelekcids té-
nyez6kkel magyarazunk.

A domén NIM eredetének felderitése érdekében a domént modellez6 profil Rejtett Markov
Modellt (pHMM-et) az EGF-szerli domén modelljével 6sszehasonlitottuk, az ezen modellek
lokalis-lokdlis illesztésén alapul6 paros HMM logd médszer segitségével. Ugyanezen mddszer
segitségével megvizsgaltuk a taxondmiai eloszldsa alapjan Gsibbnek tekinthetd Draper tipusu
domén-architektira N-terminalis részében taldlhatd, a CCxGY/W motivumot is magaba foglalé
EMI domén és az EGF-szerli domén kozotti hasonldsagot.

A paros HMM logdk, valamint egyéb megfigyelhetd hasonldsdgok alapjan azt feltételez-
ziik, hogy az EMI és NIM domének két EGF-szeri doménbdl és egy linker régiobol jottek
l1étre egy olyan strukturdlis dtrendez&dés-sorozat révén, amiben az inszercidok kiemelkedd sze-
repet jatszottak. Ennek fényében valdsziniisithetd, hogy a Draper tipusi domén-architektira
egy transzmembran régiot és egy EGF-szerti doménekbdl allé ismétlddést tartalmazo ,,poli-
EGF” architektira leszarmazottja. A NIM és EMI domének eredete j6 példdja lehet a doménis-
métlddések rekrutdldsanak az 0j funkciot ellaté domének kialakuldsa sorén.

Klasszikus (Maximum Likelihood, Neighbor-Joining) és Bayes-statisztikai alapokon nyug-
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vo filogenetikai rekonstrukcids modszerek segitségével rekonstrudltuk a NimA, NimB és NimC
szekvencidk filogenetikdit, a domén-szintli 6sszehangolt evoliicioé jeleit mutatd szekvencidk ki-
zéarasaval. A Bayes MCMC analizisek sordn egy egyszerli médszerrel bindris karakterekké ala-
kitottuk az illesztésben taldlhaté gapeket, és megvizsgaltuk, hogy ezek bevondsaval mennyire
csokkenthetd a topoldgia becslésének bizonytalansdga.

A D. melanogaster Nimrod paral6gok illesztésének és filogenetikdjanak egyidejli becslése
altal kovetkeztetni probaltunk a NimA/Draper, NimC és NimB szekvencidk kozotti leszarma-
zasi kapcsolatokra. A becslés sordn kapott poszterior mintabol felépitett konszenzus-halézat
alapjan feltételezhet6, hogy a NimB tipusu szekvencidkat tomoritd klad a NimC?2 leszarmazasi
vonal részét képezi.

Eredményeinket 6sszegezve kidolgoztunk egy hipotézist, ami a szupercsaldd evolucids tor-
ténetét magyardzza az elsd jellegzetes doménstruktira kialakuldsatol az egyes csalddok radia-
cidjaig, €s ami reményeink szerint hasznosnak bizonyul majd a szupercsaldd génjeire irdnyul6

tovéabbi vizsgélatok sordn.
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Summary

Many members of the recently described Nimrod gene superfamily have been demonstrated
to play a role in phagocytosis and binding of bacteria, which suggests that this group of genes
may be an important constituent of innate immunity. The proteins encoded by the members
of the superfamily are characterized by the presence of a sequence motif (CCxGY/W) in their
N-terminal region, and of at least one "NIM domain", a special type of EGF domain. They also
possess a signal peptide suggesting that they act extracellularly.

The domain structure within the superfamily is highly variable. Based on the domain
architecture, we can define three major groups. The proteins with the Draper-type architecture
have an N-terminal EMI domain, and only one copy of the NIM domain, followed by a variable
number of "classic" EGF-like repeats. The NimC and NimB type ("poly-NIM") proteins posses
a variety of N-terminal domains, and an array of NIM domains separated by short linker
sequences. The Draper and NimC type proteins, in contrary to the NimB type, generally have
a transmembrane domain.

Some genes belonging to the Nimrod superfamily, along with the centaurin gamma gene,
and with genes from the ance and CPF gene families, are a part of a gene cluster (the "Nimrod
cluster") which is conserved on large evolutionary timescales (300-350 million years).

One of the major objectives of our study on the Nimrod was the characterization of the
evolution of the domain repeats in the "poly-NIM" type protein in the light of the "concerted"
and "Birth-and-Death" conceptual models. The other main objective of our study was to
reconstruct the detailed evolutionary history of the Nimrod superfamily by using phylogenetic
reconstruction and other sequence analysis methods. We also intended to study the conserved
Nimrod cluster, based on the literature and other publicly available data.

We used an approximate analytical method, which also deals with the presence of gene
families, to asses the statistical significance of the conservation of the Nimrod cluster. Pairwise
tests assessing the conservation against the cluster from the D. melanogaster genome indicate
that this cannot be explained by a neutral null model assuming randomization of the gene order.
Based on previously published data, we propose, that the conservation of the Nimrod cluster is
maintained by some common regulatory elements requiring the vicinity of the genes, probably

acting at the level of chromatin structure. Considering the timescale of the conservation and
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the available functional and expression data concerning the member gene families, it seems
possible that the cluster is an important "functional module" of insect innate immunity.

During the analysis of phylogenetic trees based on the amino acid sequences of the NIM
domains, we found that, in contrary to the majority of the members of the superfamily, the
evolution of a group of domains from the proteins encoded by the Drosophila eater genes could
be described best by the concerted model. This finding was also corroborated by the estimated
synonymous distances between the respective domains. Based on the domain phylogenies,
we also suspect that domains from the A. mellifera NimCl, T. castaneum NimClI and also T.
castaneum NimCII may have been involved in episodes of concerted evolution, but in the lack
of closely related ortologues, we were not able to confirm that.

Since the analysis of phylogenetic trees, which is routinely used to study gene family
evolution, proved to be less practical in the case of domain repeats, we have developed a
new visual method. The method is based on domain phylogenies, and makes possible the
rapid assessment of which conceptual model describes the best the evolution of the domains
from the different regions. The basic idea behind the method is to visualize the domains
from a pair of sequences and the information relevant to the conceptual models from the
phylogeny of the domains. The Perl script implementing the method can be downloaded from
http://t2prhd.sf.net.

By using the newly developed visual method we found that the domains from the middle of
the Eater sequences are the ones involved in the concerted evolution. We also found, that more
domains avoid homogenization at the N-terminal end of the domain array as compared to the
C-terminal region, which we explain as caused by natural selection.

In order to study the evolutionary origins of the NIM domain, we have used the pairwise
HMM logo method based on the local-local alignment of profile Hidden Markov Models
(pHMMs) to asses the similarity between the EGF-like and NIM domains. The Draper-
type architecture can be considered more ancient based on its taxonomic distribution. This
architecture contains an N-terminal EMI domain which also includes the characteristic
CCxGY/W sequence motif. By using pairwise HMM logos we also assessed the similarity
between the EMI and the EGF-like domains.

Based on the pairwise logos and other similarities, we proposed that the EMI and NIM
domains originated from two EGF-like domains and a short linker sequence through structural
reorganizations in which insertions played an important role. This means that the Draper-
type architecture is the descendant of a "poly-EGF" architecture containing a transmembrane
domain and also an array of EGF-like domains. Our hypothesis for the origin of the EMI
and NIM domains could be a good example for the recruitment of domain repeats during the
emergence of domains with new functions.

By using classical (Maximum Likelihood, Neighbor-Joining) and Bayesian methods, we
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reconstructed the phylogenies of the NimA, NimB and NimC sequences, with the exclusion
of those with domains supposedly engaged in concerted evolution. We used a simple method
to encode the gaps from the multiple sequence alignments into binary characters, and during
the Bayesian analyses we have studied the effect of the inclusion of these characters on the
uncertainty of the topology estimation.

We also tried to infer the evolutionary relationship between the NimA/Draper, NimB and
NimC sequences by the joint estimation of the alignment and phylogeny of the sequences of
the D. melanogaster Nimrod paralogs. The consensus network built from the posterior sample
suggests that the NimB sequences are part of the NimC2 lineage.

In conclusion, we have developed a hypothesis discussing the evolutionary history of the
Nimrod superfamily from the emergence of the first characteristic domain architecture to the
diversification of the individual families, and which we hope will prove to be useful for further

studies aiming its member genes.
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Fiiggelék



A fiiggelékben a kovetkezd fajokat fogjuk emliteni, a génusznév roviditésével: Drosophila
melanogaster, Drosphila pseudoobscura, Drosophila sechellia, Drosphila yakuba, Drosphila

virilis, Anopheles gambiae, Apis mellifera, Pediculus humanus, Tribolium castaneum.

1. A vizsgalt Nimrod szekvenciak adatai

Faj Név (sajat jelolés) Azonosito Adatbazis Referencia
NimA CG31841+CG31765
NimBl1 CG33119
NimB2 CG31839
NimB3 CG34003
NimB4 CG33115
D. melanogaster gizg? ggégi;’j Kurucz és mtsai, 2007
NimC2 CG18146
NimC3 CG16880
NimC4 CG16876
Eater CG6124
Draper CG2086
NimA GA16517 + GA16460
NimB1 GA17296
NimB2 GA16515
NimB3 GA29057
NimB4 GA17294
D. pseudoobscura N¥mB5 GAI4188
NimCl1 GA21423
NimC2 GA14817
NimC3 GA14193
NimC4 GA14190
Eater GA19372
Draper GA15231
NimA GM15396 + GM1540
NimBl1 GM15419
NimB2 GM15024
NimB3 GM15018
NimB4 GM15007
T NimB5 GM15430 FlyBase version FB2008_02, g .
D. sechellia NimC1 GM 14996 released February 20, 2008 Evans és mtsai, 2006
NimC2 GM15452
NimC3 GM14974
NimC4 GM15468
Eater GM10134
Draper GM14179
NimA GJ18159
NimB1 GJ18160
NimB2 GJ18075
NimB3 GJ18074
NimB4 GJ18073
D. virilis NimBS GJ18161
NimCl GJ18072
NimC2 GJ18162
NimC3 GJ18068
NimC4 GJ18170
Eater GJ24134
Draper GJ12529
NimA GEI19013 + GE19014
NimB1 GE19015
NimB2 GE25257
NimB3 GE25246
NimB4 GE25236
D. yakuba N?mBS GE19016
NimC1 GE25203
NimC2 GE19018
NimC3 GE25181
NimC4 GE19022
Eater GE10589
Draper GE20925
NimA AGAP009760
NimB AGAP009761
A. gambiae gizgl 222}2883;2? Ensembl release 48 Kurucz és mtsai, 2007
NimCIII AGAP012386
Draper AGAP007256
NimA GB12883
NimB GB12454 ’ .
A. mellifera NimCI GB14645 GenBank Kuruez és mtsa, 2007; Evans
NimCIT GB13979 & mtsai, 2006
Draper GB14962
NimA GLEAN_11427
NimB GLEAN_11428
T. castaneum NimCI GLEAN_15258 Tribolium Genome Assembly 2.0 Zou és mtsai, 2007
NimCII GLEAN_02053
Draper GLEAN_00689
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2. A NIM domének és a CCxGY/W motivumok tobbszoros illesztésekben
valé vizualizaciojat szemlélteto példak.

Az abrédkon a téglalapok a NIM doméneknek megfeleld pozicidkat jelképezik. A szinek a
NIM konszenzus konzervalt aminosavainak felelnek meg, igy az N-termindlis régiéban a kék-

z0ld szind vastagitisok a CCxG motivumokat jelzik.
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3. A Bayes MCMC filogenetikai rekonstrukcié soran hasznalt MrBayes
nexus blokkok

Nimrod B, szekvenciaillesztés

begin mrbayes;

prset aamodelpr=mixed;

charstat;

mcmcp ngen=2000000 nruns=4 samplefreg=100
printfreg=100 savebrlens=yes;

showmodel;

mcme;

sump burnin=5000;

sumt burnin=5000;

end;

Nimrod B, gapek, parhuzamositott futtatas

begin mrbayes;

lset coding=variable;

charstat;

showmodel;

mcmcp ngen=2000000 nchains=5 nruns=3 samplefreg=100
printfreg=100 savebrlens=yes;

mcme;

sump burnin=5000;

sumt burnin=5000;

end;

Nimrod B, szekvenciaillesztés és gapek, parhuzamositott futtatas

begin mrbayes;

lset applyto=(1l) coding=variable;
prset applyto=(2) aamodelpr=mixed;
unlink statefreg=(all);

unlink revmat=(all);

unlink pinvar=(all);

charstat;

showmodel;

mcmcp ngen=2000000 nchains=5 nruns=3 samplefreg=100
printfreg=100 savebrlens=yes;
mcmc ;

sump burnin=5000;

sumt burnin=5000;

end;

Nimrod C, szekvenciaillesztés

begin mrbayes;

prset aamodelpr=mixed;

charstat;

mcmcp ngen=2000000 nruns=4 samplefreg=100

printfreg=100 savebrlens=yes;
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showmodel;

mcme;

sump burnin=5000;
sumt burnin=5000;

end;

Nimrod B, gapek

begin mrbayes;

lset coding=variable;

charstat;

showmodel;

mcmcp ngen=2000000 nchains=4 nruns=4 samplefreg=100
printfreg=100 savebrlens=yes;

mcme;

sump burnin=5000;

sumt burnin=5000;

end;

Nimrod C, szekvenciaillesztés és gapek

begin mrbayes;

lset applyto=(1l) coding=variable;

prset applyto=(2) aamodelpr=mixed;
charstat;

mcmcp ngen=2000000 nruns=4 samplefreg=100
printfreg=100 savebrlens=yes;

showmodel;

mcme;

sump burnin=5000;

sumt burnin=5000;

end;

Nimrod A, szekvenciaillesztés

begin mrbayes;

prset aamodelpr=mixed;

charstat;

showmodel;

mcmcp ngen=2000000 nruns=4 samplefreg=100
printfreg=100 savebrlens=yes;

mcme;

sump burnin=5000;

sumt burnin=5000;

end;

Nimrod B, gapek, parhuzamositott futtatas

begin mrbayes;

lset coding=variable;

charstat;

showmodel;

mcmcp ngen=2000000 nchains=5 nruns=3 samplefreg=100

printfreg=100 savebrlens=yes;
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mcme;
sump burnin=5000;
sumt burnin=5000;

end;

Nimrod B, szekvenciaillesztés és gapek, parhuzamositott futtatas

begin mrbayes;

lset applyto=(1l) coding=variable;
prset applyto=(2) aamodelpr=mixed;
unlink statefreg=(all);

unlink revmat=(all);

unlink pinvar=(all);

charstat;

mcmcp ngen=2000000 nchains=5 nruns=3 samplefreg=100
printfreg=100 savebrlens=yes;
showmodel;

mcme;

sump burnin=5000;

sumt burnin=5000;

end;
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4. NimB, NimC és Eater szekvenciakban azonositott domének NJ
algoritmussal szamolt filogenetikaja.

4.1 NimB, NJ, PD

D Apis mellifera . Drosophila melanogaster
. Tribolium castaneum . Drosophila sechellia
. Anopheles gambiae - Drosophila yakuba
- Drosophila pseudoobscura
B Drosophila virilis
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4.2 NimB, NJ, CD

D Apis mellifera . Drosophila melanogaster
. Tribolium castaneum . Drosophila sechellia

. Anopheles gambiae - Drosophila yakuba
- Drosophila pseudoobscura

. Drosophila virilis
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4.3 NimC, NJ, PD

D Apis mellifera . Drosophila melanogaster
. Tribolium castaneum . Drosophila sechellia

- Anopheles gambiae - Drosophila yakuba
. Drosophila pseudoobscura

. Drosophila virilis
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4.4 NimC, NJ, CD

. Drosophila melanogaster
. Drosophila sechellia

- Drosophila yakuba

. Drosophila pseudoobscura
. Drosophila virilis

D Apis mellifera
. Tribolium castaneum
- Anopheles gambiae
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4.5 Eater, NJ, PD

D Apis mellifera . Drosophila melanogaster
. Tribolium castaneum . Drosophila sechellia
. Anopheles gambiae . Drosophila yakuba
. Drosophila pseudoobscura
. Drosophila virilis
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SEFIEES
s55838¢8¢
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4.6 Eater, NJ, CD

D Apis mellifera . Drosophila melanogaster
. Tribolium castaneum . Drosophila sechellia
- Anopheles gambiae - Drosophila yakuba
. Drosophila pseudoobscura
. Drosophila virilis

3B8BS83
Ovirayg
" Eat 49, 3
O at 275 4,
Ovir Ear 4, 357
OvirEat 506 55
Dvir Eat 449 466
Dvit Eat 770 706 ] Oyak Eat691 717
Duir Eat 638 664. \ Dyak Eat 493519
Dvir Eat 473 499 Dyak Eat 394 420
Dvir Eat 530 565 Dyak Eat 658 684
Dvir Eat 605 631 Dyak Eat 361 387

vi 598
Dvir Eat 572 = Dyak Eat922 943
Dvir Eat 308 Dyak Eat 757 783
Ovir Ea1 374 400

Dmel Eat 24
20
vir Eat 67167

S 253588
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5. Kiilonb6z6 Drosophila Nim ortolégok szekvenciainak parbaallitasaval
késziilt PRHD-k.

5.1 Drosophila NimB1 ortolégok

D. pse D. sec D. vir D. yak
D. mel
—
D. pse —— |
———
—
D. sec —
, ,
D. vir
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5.2 Drosophila NimBS5 ortolégok

D. pse D. sec

D. mel

D. pse

D. sec

D. vir

i
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5.3 Drosophila NimC3 ortolégok
D. pse D. sec

D. mel

D. pse e —
—

I

D. sec

D. vir
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5.4 Drosophila NimC4 ortolégok
D. pse D. sec

D. mel
D. pse
I__I,
D. sec
D. vir
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6. A D. pseudoobsucra és D. yakuba Eater szekvenciakban azonositott
domének kozotti szinonim és nemszinonim tavolsagok abrazolasa
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Az abra értelmezéséhez lasd a 4.13. dbra magyarazatat.
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7. A NimA szekvenciak NJ és Bayes MCMC moédszerekkel rekonstrualt

filogenetikai

7.1NJ, PD

gar Dmel. NimA
93[L Dsec. NimA,
ﬂ‘—r;Dyac.NimA

9 Dpse.NimA

100 Dvir NimA

Agam.NimA
’7 Teas.NimA
Amel.NimA

—i
01

Illesztés: ProbCons 1.1, Szoftver: MEGA 3.1, Szubsztiticiés modell: JTT41', Gamma pa-
raméter: 1,22, gamma kategoridk szdma: 4, Bootstrap ismétlések szama: 1000 Az 4bra az
MEGA 3.1 (Kumar és mtsai, 2004) szoftver segitségével késziilt.

gar Dmel.NimA

93 [ Dyak.NimA

33 Dsec.NimA

99 Dpse.NimA

Dyir. NimA

7.2NJ, CD

100

Agam.NimA
Teas.NimA

Amel. NimA

Illesztés: ProbCons 1.1, Szoftver: MEGA 3.1, Szubsztiticiés modell: JTT+4I', Gamma pa-
raméter: 1,22, gamma kategoridk szdma: 4, Bootstrap ismétlések szama: 1000 Az 4bra az
MEGA 3.1 (Kumar és mtsai, 2004) szoftver segitségével késziilt.

7.3 Bayes MCMC

Tobbségi konszenzusfa. [llesztés: ProbCons, szoftver: MrBayes 3.1, modelldtlagolt becslés.

Amel.NimA
g7 - Dmel.NimA
100 FDsec.NimA
100 Dyac.NimA

100 Dpse.NimA

Dwir. NimA

L Agam.NimA
Tcas. NimA

01
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8. A NimB és NimC szekvenciak NJ algoritmussal rekonstrualt
filogenetikai

8.1 NimB, NJ, PD

83 4 Dmel NimB1
100 |L- & Dsec NimB1
@ Dyak NimB1
4 Dpse NimB1
@ Dvir NimB1
% 100~ < Dmel NimB4
100 L & Dsec.NimB4
< Dyak NimB4
<> Dpse NimB4
<& Dvir NimB4
s2r A Dmel NimB5
100 A Dyak NimB5
A Dsec NimBS
A Dpse NimBS
A Dvir NimBS
73— W Dmel NimB3
,,,,,, 5[y Dyak NimB3
[ ‘ ¥ Dsec NimB3
¥ Dpse NimB3
W Dvir NimB3

63

100
85

98

91

@ Dyak NimB2

@ Dpse NimB2

@ Dvir NimB2

Tcas NimB
Agam NimB
el NimB

Illesztés: ProbCons 1.1, Szoftver: MEGA 3.1, Szubsztiticiés modell: JTT+1', Gamma pa-

raméter: 2,29, gamma kategéridk szdma: 4, Bootstrap ismétlések szama: 1000 Az dbra az
MEGA 3.1 (Kumar és mtsai, 2004) szoftver segitségével késziilt.

8.2 NimB, NJ, CD

A Dvir NimBS
100 A

Dpse.NimBS
71— 4 Dyak NimB5
. A Dsec NimB5
69

% | & Dmel NimBs

< Dvir NimB4

< Dpse NimB4

< DyakNimB4
33| < Dsec.NimB4

= 50 < Dmel NimB4
@ Dvir NimB1

4 Dpse NimB1

54~ @ Dsec.NimB1

4 Dyak NimB1

9L & DmelnimB1

81 W Dvir.NimB3
99 I: ¥ Dpse NimB3

¥ Dyak NimB3

g7 | '¥ Dsec.NimB3
- 61— W Dmel.NimB3
AmelNimB

31| @ Dmel NimB2
61| | @ Dsec NimB2
@ Dyak NimB2
@ Dpse NimB2
@ Dvir NimB2
Agam NimB

Tcas NimB

115



Illesztés: ProbCons 1.1, Szoftver: MEGA 3.1, Szubsztiticiés modell: JTT+1', Gamma pa-
raméter: 2,29, gamma kategéridk szama: 4, Bootstrap ismétlések szama: 1000 Az dbra az
MEGA 3.1 (Kumar és mtsai, 2004) szoftver segitségével késziilt.

8.3 NimC, NJ, PD
s2r @ Dmel NimC3
39 -[0 Dsec.NimC3
100 4 DyakNimC3
@ Dpse NimC3

7 @ Dvir NimC3

100 70~ O Dmel NimC4

10011 & Dsec.NimC4

&2 © DyakNimC4

< Dpse NimC4

L] wnl— < DvirNimC4

100 A Dmel NimC1
100 A Dsec.NimC1
8 A Dyak NimC1
52 0 A Dpse NimC1
I— A Dvir NimC1
937 @ Dmel NimC2
100 L @ Dsec.NimC2
2 @ DyakNimC2
® Dpse NimC2
100
@ Dvir NimC2
Agam.NimClll
75 Agam.NimCll
Agam.NimCl
59 Amel NimCll

Illesztés: ProbCons 1.1, Szoftver: MEGA 3.1, Szubsztiticiéos modell: PAM+I', Gamma
paraméter: 2,78, gamma kategoridk szdma: 4, Bootstrap ismétlések szdma: 1000 Az dbra az
MEGA 3.1 (Kumar és mtsai, 2004) szoftver segitségével késziilt.

8.4 NimC, NJ, CD

531 € Dmel NimC3
39’ @ Dsec NimC3
100 @ Dyak NimC3

@ Dpse NimC3
72 @ Dvir NimC3
% g3 - & Dmel NimC4
3|1 Dsec NimC4
B 5 © Dyak NimC4
= < Dpse NimC4
54 < Dvir NimC4
Agam NimCl
Agam NimCIll
£l Agam.NimCll

a3 — & Dmel NimC1
95| E A Dsec NimC1
A Dyak NimC1
il A Dvir NimC1
m NimC1
937 @ Dmel NimC2
%2 l:. Dsec NimC2
100 @ Dyac NimC2

_lj @ Dvir NimC2
68| 67 @ Dpse NimC2

Amel NimCll

Illesztés: ProbCons 1.1, Szoftver: MEGA 3.1, Szubsztiticiéos modell: PAM+I', Gamma
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paraméter: 2,78, gamma kategoridk szdma: 4, Bootstrap ismétlések szdma: 1000 Az édbra az
MEGA 3.1 (Kumar és mtsai, 2004) szoftver segitségével késziilt.
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9. A NimB és NimC szekvenciak filogenetikajanak Bayes MCMC

rekonstrukci6ja nyoman kapott poszterior mintakbdl szamolt
konszenzushal6zatok

A konszenzushdl6zatokat az x = 0, 2-es szinten szdmoltuk. A Drosophila ortolégokat azo-
nos szinekkel kiemeltiik.

9.1 NimB, csak gap informaciok

ero'v
g, %
" Wi, O
Dsec'”"’nss
Dmel.NimB1
SeC.Nimg
Dvir.NimB2
Y,,c.mm‘*
2
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0 &
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o iy
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2,
£ £
55 o &
g g - 927
&£ 5 8 2%
s R
< s 2% 2
2239
$3%
[=] ©

9.2 NimB, gap informéaciok és szekvenciak
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9.3 NimC, csak gap informaciok

7

D, Dvip p,.
Q”'"bo "Hime
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e \a\nn
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e
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\/\S’%" o 2, %
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9.4 NimB, gap informaciok és szekvenciak
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10. A D. virilis NimB szekvenciak parbaallitasaval késziilt PRHD-k.

B2 B3 B4 B5

HC A

B3
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11. A Nimrod klaszter konzervaltsaganak vizsgalata soran felhasznalt

adatok a forrasok megjelolésével

Genom A gének | A gének A géncsaladok | A D. mel.-el kozos
szama | szamanak szama a géncsaladok

forrasa klaszterben szama

D. melanogaster | 13733 | Drosophila 12 Genomes 28 -
Consortium, 2007

A. gambiae 13683 | Holt és mtsai, 2002 13 5

A. mellifera 10157 | Honeybee Genome Sequ- 9 5
encing Consortium, 2006

P. humanus 11194 | Vectorbase 7 4
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