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BEVEZETES

Az ¢l6lényekben, mas komplex rendszerekhez hasonldéan megfigyelhetoek haldzatok, amelyek

rendszerszintli elemzésével 1j ismeretekre tehetlink szert. Bioldgiai haldzatokat megfigyelhetiink a

populacid, az egyed, a szervrendszerek, a sejt, a szubcellularis elemek és a molekulak szintjén. Jelen

munkankban az utobbi szinttel foglalkozunk, és haldzati motivumokat azonositottunk és elemeztiink az

emberi jelatviteli utvonalak haldzataban.

Halézati motivumoknak nevezziik az olyan természetes és mesterséges haldozatokban el6fordulo

kapcsolati mintazatokat, amelyek a randomizalt haldézatokndl gyakrabban fordulnak elé és a halozat

felépitéséhez sziikségesek . Ilyen motivumok példaul a visszacsatolasi, tn. feedback és az

eloérecsatolasi, un. feed-forward motivumok. Az elmult évtized kutatdsai ramutattak arra, hogy a

legkiilonfélébb bioldgiai haldzatok (6kologiai vagy sejten beliili haldozatok) nagyon hasonld belsd

felépitéssel rendelkeznek, és hasonld motivumok épitik fel 8ket Y. A halozati motivumokat elészor az
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E. coli baktérium transzkripcionalis szabalyozasanal irtak
le, mint fontos szabalyzok ©®. Majd kimutattak, hogy a
halozati motivumok evoluciosan konzervaltak és szerepiik
van a bioldgiai adaptacid és a szabalyzas kialakitasaban @
A halézati motivumok, mint a bonyolult rendszerek
funkciondlis alegységei, segitenek 1) nézOpontot kialakitani
a nagy mennyiségli adatbol késziilt adatbazisokban.
Tovéabba a motivumok segitségével jobban megérthetjiik a
rak  kialakuldsa soran bekovetkezd  rendszerszintli
valtozasokat . Az igy szerzett eredmények alkalmazéasaval
pedig uj gyogyszercélpontok felfedezésre nyilik lehet6ség
“)

Halozati motivumok a jelatviteli Utvonalakban is
ismertek. A feed-forward motivumoknak fontos szerepe
van a jeltovabbitds dinamikdjaban és az adaptacioban ® A
sejtciklus jelatvitelének egyik fontos eleme a negativ
feedback szabalyzas, amely segiti a visszacsatolast a
képzodott fehérje és a transzkripcid kozott © A pozitiv
feedback pedig alapvetd

jelentéségli a  jelatviteli

utvonalakban a jel erdsitésében S (1. abra).



A jelatviteli ttvonalak kutatdsa nemrégiben egy komoly paradigmavaltason esett at. Egy
évtizeddel ezeldtt még a fejlett eukariotak esetében is a jelatviteli Gitvonalakat 6nalld, egymastol jol
elkiiloniild, linedris molekularis (genetikai vagy fehérje) kaszkadokként kezelték (2/a dbra). Az elmult
években alkalmazott modszerek fejléddésének kdszonhetéen egyre tobb kisérletes adat mutatott ra a
jelatviteli utvonalakon beliili és azok kozotti kapcsolatok jelenlétére (2/b-d abra). Az Gitvonalak kozotti
kapcsolatokat keresztbeszélgetésnek, angolul cross-talk-nak nevezik. A jelatviteli Gtvonalak kozotti
kapcsolatok részei lehetnek haldzati motivumoknak is. A 2/b abran a PDGFR névekedési faktor
receptorbol kiindul6 jelatviteli utak €s az itt talalhatdo pozitiv és negativ szabalyoz6é motivumok
lathatéak. A 2/c abran harom tovabbi tGtvonal, a WNT, Notch és TGF-béta titvonalak kozotti néhany
cross-talk motivum szerepel. Az EGF/MAPK ¢és az Inzulin Gtvonal kozotti kapcsolatok és haldzati
motivumok a leginkabb ismertek, igy ezekrdl egy kiilon tanulmany is késziilt ®), A 2/d 4bran jol
lathatoak egyrészt az utvonalakon beliili legfontosabb kapcsolatok, masrészt a két ttvonalat 6sszek6td
cross-talk kapcsolatok. A kiillonboz6 serkentd €és gatld hatasi motivumok biztositjadk a két tvonal

egylittmiikodésének a szabalyozasat.
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2. abra A jelatviteli utvonalak és halozatok felépitése, a keresztbeszélgetések jelentésége. a) A WNT ligandum altal aktivalt linearis
elrendezésti jelatviteli utvonalak. b) Pozitiv és negativ visszacsatolasi hurkok egy novekedési faktor (PDGF) altal aktivalt MAPK
kaszkadban. A pozitiv visszacsatolas zolddel, a negativ pirossal van jeldlve. Itt az is lathatd, hogy az aktivalas hatdsara nemcsak a
MAPK, hanem egyéb utvonalak felé is haladhat a jel. ¢) A PDGF, a WNT, a Notch és a TGF-B jelatviteli utvonalak kozotti
keresztbeszélgetések altal alkotott jelatviteli halozat. d) Az EGF/MAPK és az Inzulin jelpalya cross-talk kapcsolatai és halozati
motivumai. Forrasok: a-c) (9); d) (8)



Mindezen eredmények kovetkeztében ma mar a

EGF/MAPK e e el e . SR TERIE Y . :
jelatviteli rendszereket egységes jelatviteli halozatként kezelik,

amelynek a stirin kapcsolt itvonalak a fobb épitokovei. Ez az
ujfajta szemlélet és a megndvekedett adatmennyiség miatt 0j
adatforrasokra van sziikség a jelatviteli haldzat rendszerszintt
vizsgélatdhoz. Ezt felismerve az elmult o6t évben

témavezetdink kutatocsoportjai, egyiittmikodésben az MTA

i Statisztikus és Biofizikai Kutatocsoportjaval elkészitették a
edgehog

IGF/Insulin

SignaLink adatbazist ™. Ez a jelatviteli itvonal adatbazis
Notch

3. dbra A Signalink jelitviteli adatbazis. Az CSYSEEES, kézi gyijtés alapjan késziilt, és csak iranyitott, ill.

abran a nyilak vastagsaga egyenesen aranyos a az s £

Utvonalak kozotti kzﬁocsi)latok szdmaval. A korok pubhkalt ka’p csolatokat tartalmaz. Igy alkalmas a cross-talkok
mérete a jelatviteli Gtvonalak méretével aranyos.
A sotétebb korok az utvonala esszencialis (core)

rendszerszintii elemzésére 0. A SignaLink vizsgalata soran a
kutatdcsoportunk azt taldlta, hogy nyolc fontos utvonal
egységes cross-talk haldzatot alkot: valamennyi utvonala kapcsolatban all egymassal 19 (3. 4bra). Egy
ilyen striin kapcsolt jelatviteli halozat preciz szabalyozast igényel. Tekintettel a néhany, kevésszamu
utvonal kozott azonositott cross-talk motivumra (2. ébra) és a cross-talkok altalanos jelenlétére (3.
abra), felmertilt, hogy a SignaLink adatbazist felhasznalva rendszerszinten, tobb Gtvonal hal6zataban is

azonositsunk cross-talk motivumokat.



CELKITUZESEK

Kutatasunk kezdetén célul tiiztik ki, hogy azonositjuk az irodalomban leirt halézati motivumok

kozlil a hadromelemi harom kapcsolattal rendelkez6 motivumokat az emberi jelatviteli halozatbol.

Tovabba az alabbi elemzéseket is célul tliztiik ki az azonositott jelatviteli motivumokkal kapcsolatban:

Jelatviteli ttvonalak rendszerszintli osszehasonlitasa: Az egyes utvonalak motivum
tulajdonsagainak Osszehasonlitisa annak érdekében, hogy felderitsiik, hogy van-e
szignifikéans eltérés az egyes utvonalakban megjelend motivumtipusok kozott.

Jelatviteli pozicio6 meghatarozasa: Az egyes jelatviteli poziciokra (pl.: receptor, ligand,
transzkripcids faktor), illetve a poziciok kozott leginkabb jellemzé motivumok azonositasa
¢s a motivumtipusok dsszehasonlitd vizsgalata jelatviteli poziciok szerint.

Szoveti expresszio Osszehasonlitiasa: A talalt halozati motivumok megoszlasa, az egyes
szovet tipusokban val6 expresszalddas szerint.

Jelatviteli motivumok vizsgalata az egyes utvonalakon beliil és az egyes utvonalak
kozott: A talalt jelatviteli motivumok megoszlasa egy adott jelatviteli itvonalon beliil és az
utvonalak kozotti cross-talkokban.

Orvosi vonatkozasok: Az egyes haldzati motivumok betegség gén tartalom szerinti
megoszlasa. Illetve patologids, rakos allapotokban az azonositott jelatviteli motivumok
el6fordulasanak vizsgalata és a motivum pozicidk szerinti elemzése.

Gyodgyszerészeti vonatkozasok: Az egyes motivumok, illetve a motivum tipusokban 1évd
egyes motivum poziciok gyogyszerészeti relevanciajanak, illetve gyogyszercélpontissaganak

Osszehasonlitd vizsgalata.



MODSZERTAN ES ESZKOZOK

Ahhoz, hogy halozati motivumokat a jelatviteli rendszer szintjén azonositsuk elengedhetetleniil
sziikséges egy megfeleld jelatviteli utvonal adatbazis. Az irodalomban tobb adatbazis is 1étezik,
amelyet gyakran hasznalnak jelatviteli utvonalak vizsgalata soran. Ilyen a KEGG, a NetPath, vagy a
REACTOME “¥ Azonban ezek nem alkalmasak az egyseéges jelatviteli haldzat vizsgalatra, mivel
nem megfeleld részletességgel tartalmazzék az utvonalak kozotti kapcsolatokat ¥, Célkitiizéseink
kozott szerepelt, hogy az utvonalak kozotti cross-talk kapcsolatokban is felderitsiik a motivumokat.

Ezért a cross-talk vizsgalatra leginkabb alkalmas Signalink adatbazist (www.signalink.org) hasznaltuk

adatforrasul. A SignaLink a jelatviteli tvonalak koziil nyolc, a differenciacioban és a tumorgenezisben

alapveté fontossagl, biokémiai és evollcios szempontokbol jol elkiiloniilé ttvonalat tartalmaz (10)

Ezek a WNT, Hedgehog, NHR, Notch, JAK/STAT, EGF/MAPK, TGF-p ¢és az Inzulin/IGF ttvonal. A
SignaLink Osszehasonlitasa a KEGG, a NetPath, és a REACTOME adatforrasokkal ramutatott arra,
hogy a SignaLink (1) pontosan definialt utvonalakat tartalmaz; (2) a legtobb fehérjét és iranyitott
kapcsolatot tartalmazza az 6sszehasonlitott tvonalak kozott; (3) a legtdbb cross-talkot és azt alkoto
fehérjét tartalmazza; (4) a legnagyobb az atfedése a masik harom utvonal-adatbazissal; (5) a legtobb
irodalmi forrast tartalmazza (6) szerepel benne az egyes fehérjéknek az utvonalakon beliili szerepe is
10 Az itt bemutatasra keriilé munka szempontjabol a cross-talkok nagy szama és azok iranyanak,
illetve serkentd/gatld hatdsdnak a megadasa volt az, ami miatt a SignaLink adatbazis tlint a
legalkalmasabbnak arra, hogy cross-talk motivumokat azonositsunk a jelatviteli utvonalak kozott. Az
adatbazis az emberi fajban 525 fehérjét tartalmaz, amely kozott 1006 iranyitott kapcsolat keriilt leirasra
(10)

A jelatviteli halozat megjelenitésére és a haldzati motivumok kereséséhez sziikségiink volt egy
halézat é&brazolasra képes szoftverre. Ebbdl a célbol a Cytoscape programot hasznaltuk

(http://www.cytoscape.org, *) a halozatok megjelenitésére és elemzésére. Mig az ehhez elérhetd

NetMatch pluginnel (http://baderlab.org/Software/NetMatch, “*) azonositottuk az &sszes halézati
motivumot a SignaLink jelatviteli hal6zatban.

A hélozati motivumok azonositdsa soran az Uri Alon altal a molekuléris biologiaba bevezetett
besorolast alkalmaztuk, amely differencialta a motivumokat feed-forward és feedback mintazatokra. A
feed-forward motivumon beliill megkiilonboztethetéek a koherens és inkoherens feed-forward
motivumtipusok (1. 4bra). Feedback tipusok elemzéséhez a haromelemii és harom kapcsolatot
tartalmazd motivumok koziil 3 motivum tipust definidltunk: (1) korkapcsoldsos feedback, amikor a jel
onmagaba tér vissza (2) hatul- és (3) eldl szabalyazott feedback, amikor a szabalyzé molekula vagy az

indito vagy a végrehajtdo molekulat szabalyozza oda-vissza kapcsolattal.
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A motivumok egyszeriibb elemzése és attekinthetdség miatt az egyedi motivumtipusokat

felépitésiik szerinti kategoridkban vontuk 6ssze. Osszesen 4 kategéridba csoportositottunk (4. abra),

ezek a kovetkezoek:

feed-forward hurkok (koherens+inkoherens feed-forward hurok)
korkapcsolasos feedback hurkok (pozitiv és negativ feedback hurok)
elol szabalyozott feedback hurkok (elol szabalyozott pozitiv és negativ feedback)

hatul szabalyozott feedback hurkok (hatul szabalyozott pozitiv és negativ feedback)

| InditS
Y

&

Végrehajto

Feedforward hurok

Végrehajto

Hatul szabalyozott
feedback

| Indito
Y

¢

Végrehajto

Feedback hurok

P> 2 T T

Végrehajto 2 Szabalyzé

El6l szabalyozott
feedback

4. abra A vizsgalatok soran definialt halozati motivum tipusok. Feliil: feed-forward hurkok, mellette a
korkapcsolasos feedback. Alul: hatul szabalyozott, valamint elol szabalyozott feedback motivumok.

A talalt halozati motivumokat ezt kovetden, kézzel egyenként leellendriztiik, és twtvonal

tagsagokat és utvonal poziciokat rendeltiink hozzajuk a SignaLink adatbazis alapjan (egy fehérje tobb

utvonal tagja is lehet). PHP és Python programozasi nyelvek segitségével elemzéseket végeztiink a

kapott motivumokon, vizsgaltuk azok megjelenését, megnéztiik hogyan oszlanak el a kiilonbdzd

jelatviteli Gtvonalakban, valamint megvizsgaltuk, hogy a jelatviteli topologia szempontjabol mely

régidban talalhatoak.

A motivumon beliili poziciok elemzéséhez 3 motivum pozicidt definidltunk: inditd, szabalyzo €s

végrehajto pozicidt (4. abra). Ezek a poziciok minden motivum tipus esetén eltértek. Ertelemszertien a

korkapcesolt feedback motivumok esetében ezeket a motivum pozicidkat nem vettiik figyelembe, mivel

azokban a motivumokban nézdépont kérdése, hogy melyik poziciot tolti be éppen az alkotd fehérje.
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Az utvonalak kozotti cross-talk vizsgalatdhoz, illetve abrazolasahoz kutatocsoportunk altal
Python programozasi nyelven fejlesztett matrix-abrazold programot hasznaltuk fel. A szoveti
informaciokat az egyes expresszidos mintdzatok elemzéséhez az ENSEMBL adatbazisbol

(http://www.ensembl.org/) toltottik le. Itt az egyes szovettipusokat és kategoriakat Gsszevontunk a

konnyebb értelmezés miatt. Osszesen 17 szoveti kategoriat definidltunk és vizsgaltunk.
Az azonositott halézati motivumok rak-fejlédésben (tumorgenezis) betoltott szerepének

vizsgalatahoz a COSMIC  (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/) ¢és a CGC

(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/Census/) adatbazisokat alkalmaztuk. A CGC adatbazis

igazoltan daganatot okozo géneket tartalmaz, mig a COSMIC adatbazisban olyan gének is szerepelnek
melyek nem sziikségesek a tumor kialakulasahoz. Ezen utobbiaknak foleg akkor van szerepiik, amikor
egy benignus sejtburjanzas elfajul és malignizalodik.

Gyogyszercélpont vizsgalatokhoz felhasznaltuk a DrugBank (http://www.drugbank.ca/)

adatbazist, amely tartalmazza az egyes gyogyszerek célmolekulait. Ez az adatbazis csak a kozvetlen
fehérje hatasokat veszi figyelembe a tavolabbi halozati turbulencidkat nem.

A motivumok gyogydszati relevancidjanak vizsgdlatdhoz felhasznaltuk egy kutatécsoportunk
altal korabban publikalt relevanciaszamitasi modszert @, ami megmondja, hogy mennyire lenne az
adott fehérje valos gyogyszercélpont. Ehhez a vizsgdlathoz minden fehérje esetében egy értéket
szamitunk, ami a kdvetkezOkbol tevodik Ossze: a motivumbeli fehérje (1) enzim-e, (2) rendelkezik-e
kindz doménnel, (3) membranfehérje-e ill. (4) részt vesz-e betegségek alkotasdban. Minél magasabb a
szam, annal valdsziniibb, hogy a fehérje alkalmas lenne gyogyszercélpontnak.

Végezetiil eredményeinket statisztikai elemzésnek vetettik ala, Khi-négyzet probat, Fischer
tesztet, Kolmogorow-Smirnow tesztet és Wilcoxon rang probat végeztink. Minden statisztikai
elemzésnél a 0,05 alatti értéket tekintettilk szignifikansnak. Az &brdkon ennek megfeleléen, ha
szignifikansak voltak az eltérések azt jeleztiik is a p értéktdl fiiggben:

e +/-:<0,05 szignifikancia szint;
e ++/--:<0,01 szignifikancia szint;
e +++/---1<0,001 szignifikancia szint.

A motivumok tutvonalakra esd gyakorisagdhoz a teljes adatbazisban vald el6fordulasaval
vetettiik 0ssze a motivumok utvonalakon beliilli el6fordulasat. Egyes utvonalak és ttvonal régiok
gyakorisdga a motivumok pozicidiban elemzésnél azt vizsgaltuk meg, hogy az adott utvonal/Gtvonal
negativ irdnyban. Hasonl6 elvet alkalmaztunk a motivumok orvosi, illetve daganatokbeli vizsgéalatanal
is. A gyogyszerészeti vizsgalatok esetében megnéztiik, hogy van-e eltérés a gyogyszercélpontok
megoszlasanak a motivum poziciok szempontjabol. A gyogyszerészeti relevancia érték kiszamitasakor
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motivumonként hasonlitottuk dssze az egyes poziciokat, hogy melyik pozicié lenne a legalkalmasabb

gyogyszercélpontnak.
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EREDMENYEINK

Motivumok azonositasa a jelatviteli halozatban
A SignaLink jelatviteli adatbéazist felhasznalva Gsszesen 676 egyedi motivumot azonositottunk a 4

motivum kategoria alapjan: feed-forward, korkapcsolt feedback, elol szabalyozott feedback, hatul

szabalyozott feedback (Id. 4. abra). A kategoriak elkészitése utan késziilt eloszlast az 5. abra mutatja.

A legtobb motivumot a feed-forward tipusbdl talaltuk, tovabba eldl illetve hatul szabalyozott

Feed-
forward kor
302

El6l
szabalyozott
feedback
222

Feedback
kor
18

5. dbra A motivumok megoszlasa a SignaLink adatbazisban
Osszesen 676 egyedi motivumot talaltunk.

feedbackek voltak megtalalhatoak az
adatbazisban. Erdekes modon a feedback

hurokbdl viszonylag kevés motivumot talaltunk.

Motivumok a jelatviteli utvonalakban

Elemzésiink kovetkezd 1épéseként mind a 676
motivum mindharom fehérjéjéhez
utvonaltagsagot rendeltiink. Egy motivum akkor
tartozott egy Utvonalba, ha legalabb egy fehérjéje
eleme volt az adott tutvonalnak. Ha egy

fehérjének tobb utvonal tagsaga volt, akkor

értelemszerilien ,,tvonaltagsdg — motivum” alapjan tobb alkalommal keriilt szamléalasra. Ennek alapjan

megnéztiik a mely utvonalakra mely motivum kategoria volt jellemzd. Az EGF-MAPK, WNT, TGF,

IGF és Notch utvonalak esetében szignifikansan gyakoribbak voltak az el6l szabalyozott motivumok

(6. abra). Mig a hatul szabalyozott feedback tipus az EGF-MAPK, TGF és Hedgehog esetében volt

szignifikansan gyakoribb az adatbazis eredeti motivum megoszlasahoz képest (6. abra). A feed-
forward motivumok esetében az EGF-MAPK, WNT, TGF, IGF, Notch és NHR tutvonalak esetében

viszont szignifikansan ritkdbb volt a motivumok el6éfordulasa (6. bra).
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6. 4bra Adott Gtvonalban 1évé motivumok eloszlasa. Az x tengelyen az egyes jelatviteli utvonalakat tiintettiik fel. A szamok az

adott jelatviteli utvonalba legalabb egy fehérjével tartozé motivumokat jelolik. Az y tengelyen az adott Gtvonalba tartozo

motivumok aranya lathato. Az oszlopokon a teljes adatbazishoz mérve a szignifikancia szinteket latjuk (Id. Médszertan fejezet)
Motivumok elhelyezkedése a jelatviteli utvonalakban: a jelatviteli pozicio meghatarozasa

A jelatviteli fehérjéket a jelatvitel topologidjaban betoltott funkcid szerint az alabbi tipusokba
sorolja a SignaLink adatbazis: ligandum, receptor, mediator, kofaktor, transzkripcios faktor, egyéb. A
SignaLink adatbazisban egy fehérjének maximum két funkcioval rendelkezhet. Ezt a motivumokban
szerepld fehérjéknél is alkalamaztuk. Miutan azonositottuk a halézati motivumokat az egyes jelatviteli
utvonalakban, arra voltunk kivancsiak, hogy az egyes topoldgiai pozici6 milyen motivumra a
leginkabb jellemzG. A 7. abran az altalunk vizsgalt 4 f6 motivum tipusban lathatjuk az adott jelatviteli
topoldgiai tulajdonsag gyakorisagat az adott motivum egyes pozicidiban.

A feed-forward jelatviteli motivumban az inditd fehérjék kozott szignifikansan gyakoribbak
voltak a receptorok €s a kofaktorok. Ritkabbnak bizonyultak a transzkripcids faktorok. A szabalyozo
elem esetén szignifikdnsan gyakoribbak a mediator fehérjek. A receptorok, transzkripcios faktorok és
kofaktorok szintje pedig szignifikdnsan ritkdbb volt, mint ahogy az adatbazisbeli eléforduldsukhoz

képest varnank. A végrehajtd fehérjék koziil szignifikdnsan gyakoribbak voltak a transzkripcios

faktorok és a mediatorok (7/a. abra).
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Feed-forward hurok

Indito Szabalyozé

Végrehajto

b) Feedback kor

HLigand ™Receptor H“Kofaktor “Mediator “ Transzkripcios faktor
6. abra A jelatviteli utvonalakban 1évé motivumok eloszlasa a jelatviteli és motivum poziciok szerint. a) Feed-
forward hurkok, b) Feedback hurkok (Itt nem jeldltink kiilon poziciokat mivel a feedback hurkok esetén ezek
egyenértékiiek.) ¢) Hatul szabalyozott feedback d) Elol szabalyozott feedback motivumok. A szinek az egyes fehérjék
utvonal pozicidjat jelentik. A szamok a fehérjék szamat jelentik, amelyek az adott tipusba tartoznak. A — jel jelzi, hogy

szignifikansan gyakoribb. A — és + jelek szama a szignifikancia szintjét jelzi (1d. Mdodszertan fejezet).
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A feedback korkapcsolas motivumokbol nagyon kevés volt az adatbazisban (18 darab), illetve
mivel mind a 3 fehérje mind a 3 pozicidt betdltheti nem vizsgaltuk pozicid megnevezés szerint.
Kvalitativan annyi lathatd hogy a motivum fehérjéi minden pozicidoban legalabb 50%-ban mediator
fehérjék. Ez az arany joval magasabb, mint a SignaLink adatbazisban a mediator fehérjék aranya

(18%). Statisztikai teszttel ez az allitas azért nem bizonyithatdé mivel a khi-négyzet teszt nem
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végezhetd a tal kicsi mintaszam miatt. A Fischer teszt pedig Matlab programmal nem végezhetd a
kontroll magas értéke miatt.

A hatul szabalyozott feedbackek vizsgalata soran az indit6 és a végrehajtod fehérjék kozott a
jeltovabbitasban kulcsfontossagu medidtorokat taldltuk szignifikdnsan gyakoribbnak. Ezen két
pozicioban sokkal ritkabb a transzkripcios faktork eléfordulasa. Viszont a szabdlyozé fehérjék kozott
szignifikdnsan gyakrabban talalunk transzkripcids faktorokat a mediatorok mellett. (7/c. abra)

Az eldl szabalyozott feedbackek vizsgalata szerint az indit6 fehérjék kozott a kofaktoroknak és
a receptoroknak szignifikansan magasabb volt az aranya. A végrehajté fehérjék kozott szignifikansan
tobb a medidtor és a transzkripcids faktorok aranya. A szabdlyoz6 fehérjék kozott egyarant talalunk
mediatorokat, transzkripcids faktorokat és kofaktorokat az adatbazisbeli eléfordulasuknaal joval

gyakrabban. (7/d. abra)

Motivumok szoveti expresszidja
Elemzésiinkben arra voltunk kivancsiak, hogy az emberi szervezetben milyen szdévetekben

expresszalodnak az altalunk talalt jelatviteli héalozati motivumok. Az 0Osszes motivumkategoriat
megvizsgalva azt talaltuk, hogy vannak altalanosan el6fordulé motivumok, amelyek 13-16 szovet

tipusban eléfordulnak, illetve szovetspecifikus motivumok, amelyek 1-5 szovettipusban fordulnak eld.

(7. abra)
80 -
[
70
B FBKK
60 O FBE
B FBH
ESO C1FEL
‘O
b
%
E40
=}
=]
°
230
20
10
0 EEHHHWHHH
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Szovetek szama

7. abra Szoveti expressziok eloszlasa. A roviditések az egyes szovet tipusokat jelentik. FBKK: korkapcsolt feedback,
FBE: eldl szabalyozott feedback, FBH: hatul szabalyozott feedback, FFL: feedforward hurok.

15



Jelatviteli motivumok megoszlasa az utvonalakon beliil és az utvonalak kozotti cross-talk
motivumokban
Elemzésiinkben ezt kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy a taldlt jelatviteli motivumoknak

milyen megoszlasa van egy adott jelatviteli utvonalon beliil és az utvonalak kozotti cross-talkokban.
Az elemzést a 8. abran lathatjuk, amelyet kutatdécsoportunk altal kifejlesztett matrix abrazold
programmal készitettiik. Az abran a matrix soraiban a kiinduldsi itvonalak, mig a matrix oszlopaiban a
cél utvonalak szerepelnek. Ennek megfelelden a féatlo az azonos itvonalon beliili kapcsolatokat jelzi.
A matrix szinezésén két szinskalat talalunk. Els6 egy sarga-piros skala, amelyen azt dbrazoljuk, hogy
mennyire gyakori a kapcsolat a két jelatviteli utvonal kozott, a viszonyitasi alapunk az §sszes azonos
motivumtipusban talalhatdé kapcsolat volt. Sargdbb a matrix négyzet akkor, ha ritka volt az
eléfordulasa ebben a pozicidban az Gsszes kapcsolathoz képest, piros, ha gyakoribb az adott pozicidk
kozott. A masik dbrazolasunk egy sziirke-fehér szinskéla, amelyen azt mutatjuk be, hogy a kapcsolat
miért nem jelenik meg az adott két pozicid kozott. Fehér, ha jelen van az adatbazisban, de nem jelenik
meg az adott két Gtvonalat 6sszekotdé motivum pozicid kozott, sziirke, ha nem 1étezik az adatbazisban.
Mivel iranyitott kapcsolatokrol beszéliink, és nem 1étezik minden par esetében oda-vissza kapcsolat,
ezért az abrak az atlojuk mentén nem tiikrozhet6ek (8. abra). A feedback korok elemzését kihagytuk
mivel a poziciok itt is megcserélhetdnek tekinthetdk.

A feed-forward motivumban a JAK/STAT jelatviteli utvonal volt gazdagabb (6. abra). A
JAK/STAT fttvonal kapcsolataibol szignifikdnsan tobb a cross-talk a motivumban a motivum t6bbi
utvonalanak kapcsolataihoz képest. Ha megfigyeljiik a 8 abrat, lathatjuk, hogy az inditobol a
szabalyozd pozicioba mutatd kapcsolatok a JAK/STAT cross-talkok nagyobb részét érintik. A
JAK/STAT, NHR ¢és Hedgehog utvonal kozott az egyes motivumpoziciokban latvanyos kiilonbségeket
lathatunk. Az abrarol leolvashaté az is hogy motivumpoziciotol fiiggetleniil a Notch utvonal fehérjéi
csak a WNT jelatviteli utvonallal alkotnak cross-talkot.

Az eldl illetve hatul szabalyozott feedbacknél jellegzetes mintdzatra lehetiink figyelmesek az
egyes motivumpozicidk esetén. Mindkét motivumban elsésorban a jelterjedést jelentd indito
végrehajtd kapcsolatban figyelhetk meg a cross-talkok.

Az eldl szabalyozott feedback esetén meglepd hogy sem a Hedgehog sem az IGF jelatviteli
utvonalban nem talalhatd sajat utvonalon beliili oda vissza kapcsolat. Ez azt jelenti, hogy a fenti
jelatviteli utvonalakban szerepld eldl szabalyozott feedback motivumok valamennyien cross-talk
motivumok. Fontos megjegyezni, hogy az NHR utvonalnak szinte valamennyi cross-talkja jelentkezik
a motivum indit6 és végrehajto pozicidja kozott.

A hatul szabalyozott feedback motivum kapcsolatainak 80%-a cross-talk motivum. Az Gtvonalak

koziil a JAK-STAT utvonal sajat magéval alkotott kapcsolataira érdemes felhivni a figyelmet. Lathato,
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hogy nagyon sok kapcsolat ezen az utvonalon beliil részt vesz az hatul szabdlyozott feedbackek
kialakitasaban. A Notch ttvonalban a szabalyoz6 elemnél mindkét iranyba kozel az 6sszes cross-talk

kapcsolat megjelenik.

a) Feedforward kor

INDITO
UTVONAL

8. abra Az egyes motivumtipusokban a jelatviteli itvonalak megoszlasa. Az egyes matrixok jelzik a kapcsolatok gyakorisagat a két
motivumpozicidban 1évé fehérje kozott. ,,x” tengelyen az kiinduld, ,,y” tengelyen a végzddo jelatviteli utvonalak vannak. Jelzési skala:
sarga-piros: kapcsolat el6fordulasa a motivumban; fehér: nem fordult el6 a kapcsolat a motivumban sziirke: nem létezik ilyen iranyu
utvonalak kozotti kapcsolat a SignaLinkben a) feed-forward Kovetkezo oldalon: b) elél szabalyozott feedback c) hatul szabalyozott
feedback.
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b) Elol szabalyozott feedback
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Motivumok orvosi vonatkozasai
Elemzésiinkben ez utan megvizsgaltuk, hogy taldlunk-e eltérést a rakban eléfordulo fehérjék és a

motivumokban pozicid szerint megjelend fehérék kozott. Vizsgalatunkban a rdk kialakulésa
szempontjabol két fontos fehérje allapotot vettiink figyelembe. Egyrészt vizsgaltuk a rak kialakuldsaért
felelds un. driver mutaciokat, amelyek inditod 1épései egy malignus elfajulasnak. Masrészt vizsgaltuk a
malignizalodasert felelos mutdciokat. Vizsgalatunkhoz a motivumok koziil a feedback korkapcsolason
kiviili 6ssze motivumot figyelembe vettiik, és dsszevetettiik a motivumokon beliil a tobbi fehérjével. E
két tulajdonsag vizsgalata azt mutatta, hogy az inditd pozicidba tartozo fehérjék kozott szignifikans
ritkdbban fordulnak el6 a rakot okozo driver és malignitast okoz6 masodlagos mutaciok (p < 0,001). A
szabaly0z6 pozicioban a malignitast okozo mutaciok szignifikansan gyakoribbak (p < 0,001), a driver
mutacioknak pedig enyhén nagyobb a gyakorisaga (p < 0,05). A végrehajtdo pozicioban a driver
mutaciok voltak szignifikansan gyakoribbak (p < 0,001).

Megvizsgaltuk hogy ammotivumok fehérjéi kozott milyen aranyban talalunk olyanokat melynek
elgalabb egy ilyen fehérjét. Ezen géneknek megoszlasa inkabb a szabaylozds és a végrehajtod pozicidra

volt jellemzo (p< 0,001 khi négyzet teszt).

Motivumok gyogyszerészeti elemzése
Ugyan szinte valamennyi altalunk megtalalt motivum tartalmaz olyan gént melynek mutacidja

betegséget okzohat a motivumoknak csak az 55%-ra hat gyogyszer. A motivumokon beliil pozicio
szinten nincsen kiilonbség a gydgyszercélpontok megoszlasaban.

Ezen altalanos megallapitasoktol a feed-forward motivum részben eltér (9. abra). Azt talaltuk,
van betegséggén. E mellett az inditd és a végrehajtd pozicidkban a betegséggének eldfordulasa
szignifikansan ritkabb. Viszont a gyogyszercélpont vizsgalatok azt mutattak, hogy a feed-forward
motivumok esetében a gyogyszercélpontok eléforduldsa szignifikdnsan nem tér el, egyik pozicid
esetében sem. Tehat 1ényegében nincs kiilonbség az inditd, szabalyzo illetve végrehajtdé poziciok
kozott, ahogy az dsszes tobbi motivumban Sincs.

Tovabba szerettiink volna ramutatni, hogy a talalt halozati motivumok milyen eséllyel
lehetnének jo gyogyszercélpontok. Ennek vizsgalatahoz relevanciaértékeket szamitottunk, amely
alapjan azt talaltuk, hogy minden motivumkategoridnként a szabalyzo6 pozicidban 1évd fehérjék célzasa

lenne indokolt (p < 0,001 Kolmogorow-Smirnow teszt illetve Wilcoxon rang proba).



a)  Indité b) Indito

B Gydgyszer célpont
B Betegséget okoz yosy P

@ Nem gydgyszer
célpont

ENem okoz
betegséget

J

Végrehajtd Szabalyoz6 Végrehaijté Szabalyozé

9. 4bra Motivumok betegség-gén tartalma és gyogyszercélpont vizsgalata. Az dbra a feedforward motivumokat mutatja be. Az a.)
részén az lathatod, hogy szabalyzo pozicidban szignifikansan tobb betegség-gén van, mint inditd vagy végrehajtd pozicidban. Mig a b.)
része, hogy a gyodgyszercélpont vizsgalatoknal nincs eltérés a 3 pozicio kdzott.
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DiSzKuUSSzIO

Az altalunk vizsgalt SignalLink emberi jelatviteli halozatban 0sszesen 676 motivumot sikeriilt
azonositanunk. Ezek a motivumok 8 jelatviteli tvonalban vagy azok kozott voltak megtalalhatoak.
Annak érdekében, hogy megismerjiik a hal6zati motivumok rendszerszintli tulajdonsagait, szerepét és
jelentdségét a jelatviteli halozatban hat elemzést végeztink az azonositott motivumokon: (1)
Osszehasonlitottuk az egyes Gtvonalakon beliil eléfordulé motivumokat; (2) Megvizsgiltuk, hogy az
egyes motivumtipusok adott pozicidiban (inditd, végrehajtd, szabalyozo6) a kiilonbozo jelatviteli
az egyes motivumok milyen szovetekben expreszalodnak; (4) Tovabba elemeztik az egyes
motivumtipusok adott pozicidiban az utvonalak eléforduldsat, valamint a motivumokon beliili
kapcsolatokban (pl.: indito-végrehajtd; inditd-szabalyozd) a cross-talkok gyakorisagat; (5)
Megvizsgaltuk, hogy a rdkot vagy malignitast okozé mutéciok milyen eléforduldssal vannak jelen a
motivumokban (6) Végezetiil megnéztiikk a motivumok gyodgyaszati relevanciajat, illetve, hogy jelenleg
mennyi motivum fehérje ellen létezik gydgyszer.

Az egyes jelatviteli utvonalakban a 4 vizsgalt motivumtipus koziil az EGF/MAPK ttvonalra az
elol és hatul szabélyozott feedbackek voltak a leginkdbb jellemzdéek. Ennek oka valosziniileg az
utvonalra igen jellemzd, egymast kdlcsondsen befolydsold kindzok és foszfatazok 18 A Notch
utvonalban kiemelkedéen magas az eldl szabalyozott feedbackek mennyisége. Ez az utvonal
alapvetden kiilonleges felépitésébdl fakad. Az utvonalban minden szabalyoz6 elem a kiilonb6zo
NOTCH receptor izoforméakra hat, amelyek tovabbviszik a jelet a sejtmagba. Kiemelend6 még, hogy a
feed-forward hurkok csak a JAK/STAT fttvonalra voltak jellemzdk, ahol a névaddo JAK és STAT
fehérjék, valamint a kiilonboz0 citokin receptorok alkotnak hatékony aktivalé motivumot (18),

A motivumok jelatviteli topologiai pozicid szerinti elhelyezkedésének elemzését 4 motivum
tipus szerint kiilon végeztilk. A korabbi irodalmi adatokkal Gsszhangban a feed-forward motivum
kiindulasi elemei elsdsorban a receptorok voltak. Koztes, szabalyoz6 elemként a jelet megvaltoztato,
amplifikald vagy gatlassé alakito fehérjéket talalunk. Példaul: a GSK3B-SMADS3-JUN motivum esetén
a SMAD3 a szabalyozo fehérje, mig az ERK1-Rafl-MEK 1 motivumnal, a Rafl. A végrehajto fehérjék
kozott a jelatvitel tovabbvivdiként mediatorok, illetve végallapotként transzkripcios faktorok
szerepelnek. A feed-forward koherens motivum lehetévé teszi, hogy rovid impulzusokrol is értesiiljon
az adott végponti fehérje, komolyabb reakcié nélkiil vagy minimal valaszreakcioval W Mig hosszabb
impulzus esetén pedig teljes kisiiléssel, maximalis informacid tovabbadassal, esetleg maximalis
transzkripcioval valaszolhat @. A feed-forwad inkoherens motivum jelentdsége a jel érzékenység

késésen alapul. Ez azt jelenti, hogy az indit6 fehérje a kdzvetlen uton egy gyors valaszt indit el, ami
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azonnali jeltovabbitashoz, illetve transzkripcidhoz vezet. Viszont folyamatos impulzus esetén emellett
egy tobb fehérjét tartalmazo Uton egy lassabb valaszt is elindit, amely feliilszabéalyozza az el6z6
folyamatot @ Ennek szerepe van a receptorok sejtfelszinérdl valod internalizacidban, a receptor
autéregulacidban, és szerepet jatszhatnak a gydgyszerekkel szembeni rezisztencia kialakulasban is @

A hatul szabalyozott feedback motivumot ugy is értelmezhetjiik, mintha a jel két iranyba menne
tovabb a forréas fehérjétdl, de kdzvetleniil csak az egyik iranybol kap visszajelzést. Ezért fordulnak eld
a jelet kiado fehérjék kozott a mediatorok nagy aranyban. A kozvetleniil visszahato fehérjék kozott a
transzkripcids faktorok nagy szdma a transzkripcié finom beallitasat célz6 mechanizmust sejtet. Ezen
fehérjék kozé példaul a SMAD3 tartozott.

Az ¢ldl szabalyozott feedback motivumoknal az indité pozicié mellett a szabalyoz6 helyen is
szignifikansan gyakoribbak a receptorok. Ezért ez a motivum feltehetben a receptorok
szabalyozasaban fontos. A kiindulédsi kofaktoroknak a nagy szdma is egyrészt a receptorokat (pl.:
NOTCHI receptor szabalyoz6i (MAML, LFNG, stb.) masrészt a mediator fehérjéket szabalyozzak
(pl.: az ERK1 szabalyoz6 scaffold MORGI1).

A motivumok szdveti megjelenésének vizsgilata sordn az azonositott motivumok 55%-ardl
talaltunk szoveti adatokat. Az elemzés segitségével két csoportra tudtuk osztani a motivumokat.
Egyrészt megallapithatd volt egy szinte valamennyi szovetben megjelend ubiquiter/house-keeping
tipus, masrészt specialis, mindossze egy vagy néhany szovetben eléfordulé motivumokat is talaltunk.
Ezeket a motivumokat részletesen megvizsgalva kideriilt, hogy az immunvédekezés szempontjabol
jelentds interleukinok és azok receptorai alkotjak (IL28, 22, 29 és receptorai).

A négy f6 motivumtipus adott pozicidiban (indit6, szabalyozo, végrehajtd) elemeztiik, hogy
leginkabb milyen utvonalak fordulnak eld, valamint azt, hogy az egyes motivum-kapcsolatokban (pl.:
indit6-végrehajto; inditd-szabalyozd) mi a cross-talkok gyakorisaga és jellege. A jelatviteli Gtvonalak
vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a feed-forward koron beliil a Notch és a JAK/STAT utvonal
els6sorban sajat utvonalukon beliil alkot kapcsolatot. Ez az utvonalak belsd felépitésének
kovetkezménye, amely sziikségessé teszi az erds belsd szabalyozast. Mind az el6l, mind a hatul
szabalyozott motivumokra jellemz6, hogy a legtobb motivum-kapcsolat cross-talk volt. Ez egy tjabb
bizonyiték arra, hogy a biokémiai mechanizmusukban és evolucidjukban kiilonb6z6 ttvonalak nagyon
szoros, szabalyozd és iranyitod kapcsolatban allnak egymassal. A kutatocsoportunk korabbi eredménye
szerint barmely két utvonal kozott siirti cross-talk kapcsolatok talalhatoak ™. Az itt bemutatott
eredményeink ramutatnak a cross-talkok rendszerszintii szerepére az Utvonalak koordinalt, egymas
kozotti szabalyozasaban. Az Inzulin és a Hedgehog jelatviteli utvonalban fontos megjegyezni, hogy az

eldl szabalyozott feedbackek valamennyi tagja cross-talk.

22



A jelatviteli halézatban 1évé motivumok, kiillondsen a cross-talk motivumok jelatviteli és
halézatos elhelyezkedésiik és szerepilk miatt fontosak lehetnek a kiilonbozé betegségek
kialakulasaban. A motivumokban résztvevd fehérjék tumorbeli mutacids eldfordulasa alapjan ugy
gondoljuk, hogy az ezen fehérjéket kodold génekben bekdvetkezd mutacioknak fontos szerepe van a
tartoz6 fehérjék kozott szignifikans ritkabban fordulnak eld a driver és a malignitast fokoz6 mutéaciok.
Kiilonosen a JAK/STAT, IGF és TGF utvonal muticiéo fordulnak eld itt ritkabban. Ezek fdleg
tumorszuppreszorként ismert Gtvonalak. A végrehajtd pozicioban szignifikdnsan gyakoribbak voltak a
driver mutaciot szenvedd fehérjék, kiilondsen a sok onkogént tartalmazd6 EGF/MAPK ¢és WNT
ttvonalbol. Erdekes médon a szabédlyozd pozicidban 1év6 fehérjék kozott kiilonosen a malignitast
fokozd mutaciok voltak szignifikansan gyakoriak. Ezek az eredmények Osszhangban vannak a
tumorgenezis sordn bekovetkezd inditd és rendszerszintli folyamatokkal. A tumoros sejt driver
mutaciok kovetkeztében eldszor fliggetlenedik a bejové nodvekedési faktor jelektdl, valamint a
kikapcsolja a DNS javitd, un. gatekeeper mechanizmusokat *. Mindezt a ,legkdnnyebben” a
végrehajtd pozicidban 1évd elemek megvaltoztatisaval lehet elérni. A driver muticiok hatisara
folyamatos osztodas €s patoldgidsan jo indulati daganat alakul ki. A rosszindulatd, agressziv tumor
kialakulasadhoz a jelatvitel rendszerszintii megvaltozasara van sziikség @0 Az igy kialakul6 legfobb
daganatbeli tulajdonsagok a korlatlan szaporodd képesség, az érképzés, az invazivitas €s metasztazis
képzés, a novekedés ellenes faktorok elkeriilése és az apoptozis indukalo faktorok jelének elterelése
19 Ezen allapotok eléréséhez sziikség van a jelatviteli rendszer athuzalozésra, ahogy arrdl példaul a

@

prosztata radk esetében beszamoltak 7. A jelatviteli halozat athuzalozésa leghatékonyabban a

keresztlil érhetd el. Ezt erdsiti, hogy a vizsgalt jelatviteli fehérjék kozott itt voltak egyediil
szignifikansan gyakoribbak a masodlagos, malignitast fokozé mutaciok.

A daganatokbeli szerepiik miatt a cross-talk motivumok szabdlyozasaban résztvevd fehérjék
fontos gyogyszercélpontjeldltek lehetnek. Azonban haldzati motivumok elemeire nehéz megfeleld

gyogyszermolekulat tervezni (22),

Lathattuk, hogy a motivumok eleminek mindossze fele
gyogyszercélpont. A jovoben taldn lehetdség lesz egyes interakcids felszinekre szelektiv
gyogyszermolekulakat tervezni, amelyek csak egy adott motivumban valtoztatja meg az adott
jelatviteli fehérje funkciojat. Ehhez azonban még sok adatra és elemzésre van sziikség.

A SignalLink adatbazis 2012 tavaszan elkésziild, Uj verzidja mar tartalmazni fog
transzkripcionalis kapcsolatokat is. gy késébb lehetdségiink lesz elvégezni olyan motivum-keresd

vizsgalatokat, amelyek az utvonalak kozotti cross-talk kapcsolatok transzkripciondlis vonatkozésait is
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meg tudjuk majd vizsgalni, illetve amelyek a mikro RNS-ek szabalyozé szerepét is be tudjuk majd

épiteni a jovébeni haldzati motivum-elemzéseinkbe.
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24



HIVATKOZASOK JEGYZEKE

1. Alon U. Network motifs: theory and experimental approaches. Nat. Rev. Genet. 2007;8(6):450-461.

2. Seshasayee ASN, Bertone P, Fraser GM, Luscombe NM. Transcriptional regulatory networks in bacteria: from input
signals to output responses. Curr. Opin. Microbiol. 2006;9(5):511-519.

3. Cloutier M, Wang E. Dynamic modeling and analysis of cancer cellular network motifs. Integr Biol (Camb).
2011;3(7):724-732.
4. Winkler DA. Network models in drug discovery and regenerative medicine. Biotechnol Annu Rev. 2008;14:143-170.

5. Macia J, Widder S, Solé R. Specialized or flexible feed-forward loop motifs: a question of topology. BMC Syst Biol.
2009;3:84.

6. Novak B, Vinod PK, Freire P, Kapuy O. Systems-level feedback in cell-cycle control. Biochem. Soc. Trans.
2010;38(5):1242-1246.

7. Le D-H, Kwon Y-K. The effects of feedback loops on disease comorbidity in human signaling networks. Bioinformatics.
2011;27(8):1113-1120.

8. Borisov N, Aksamitiene E, Kiyatkin A, et al. Systems-level interactions between insulin-EGF networks amplify
mitogenic signaling. Mol. Syst. Biol. 2009;5:256.

9. Kestler HA, Wawra C, Kracher B, Kiihl M. Network modeling of signal transduction: establishing the global view.
Bioessays. 2008;30(11-12):1110-1125.

10. Korcsmaros T, Farkas 1J, Szalay MS, et al. Uniformly curated signaling pathways reveal tissue-specific cross-talks and
support drug target discovery. Bioinformatics. 2010;26(16):2042-2050.

11. Joshi-Tope G, Gillespie M, Vastrik I, et al. Reactome: a knowledgebase of biological pathways. Nucleic Acids Res.
2005;33(Database issue):D428-432.

12. Kandasamy K, Mohan SS, Raju R, et al. NetPath: a public resource of curated signal transduction pathways. Genome
Biol. 2010;11(1):R3.

13. Ogata H, Goto S, Sato K, et al. KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. Nucleic Acids Res. 1999;27(1):29-
34.

14. Shannon P, Markiel A, Ozier O, et al. Cytoscape: a software environment for integrated models of biomolecular
interaction networks. Genome Res. 2003;13(11):2498-2504.

15. Ferro A, Giugno R, Pigola G, et al. NetMatch: a Cytoscape plugin for searching biological networks. Bioinformatics.
2007;23(7):910-912.

16. Kondoh K, Nishida E. Regulation of MAP kinases by MAP kinase phosphatases. Biochim. Biophys. Acta.
2007;1773(8):1227-1237.

17. ltoh S, ten Dijke P. Negative regulation of TGF-beta receptor/Smad signal transduction. Curr. Opin. Cell Biol.
2007;19(2):176-184.

18. Haan C, Kreis S, Margue C, Behrmann I. Jaks and cytokine receptors--an intimate relationship. Biochem. Pharmacol.
2006;72(11):1538-1546.

19. Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell. 2000;100(1):57-70.

20. Hornberg JJ, Bruggeman FJ, Westerhoff HV, Lankelma J. Cancer: a Systems Biology disease. BioSystems. 2006;83(2-
3):81-90.

21. Papatsoris AG, Karamouzis MV, Papavassiliou AG. The power and promise of “rewiring” the mitogen-activated
protein kinase network in prostate cancer therapeutics. Mol. Cancer Ther. 2007;6(3):811-819.

22. Stelling J, Sauer U, Szallasi Z, Doyle FJ 3rd, Doyle J. Robustness of cellular functions. Cell. 2004;118(6):675-685.

25



