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1. Reziimé

A fehérjeevollcid soran a térszerkezet egyes elemei vagy akar egésze is megvaltozhat. Korabbi eredmények
alapjan valoszintisithetd, hogy harom specialis térszerkezeti elem, a charged single alfa-helix, a coiled coil
és a rendezetlen szakaszok viszonylag konnyen egymasba alakulhatnak. A célom konkrét példakon
megvizsgalni az ilyen atalakuldsok lehetdségét, majd az érintett fehérjék listajanak bovitésével atfogod képet

alkotni a valtozasok mikéntjérdl és az azokat kisérd egyéb evolucios folyamatokrol.

A dolgozatban egy, a fent emlitett struktirakkal varhatéan rendelkezé fehérjét (NONO Human(Non-POU
domain-containing octamer-binding protein)/splQ15233) ) vizsgaltam kiilonb6z6 bioinformatikai
szempontok szerint. Tobbféle maodszerrel kerestem térszerkezeti elemeket, illetve ezek mellett
dsszehasonlitast végeztem mas fehérjékkel, ahol azt figyeltem, mely konformécidk jelennek meg tobb
helyen és hogy ezek milyen Osszefliggésben vannak egymassal és egyéb doménekkel. Az ezekbdl kapott
eredmények alapjan filogenetikus fat készitettem, mely alapjan evollcios elemzéseket végeztem.
Megkerestem a fehérjét kddol6 mRNS-variansokat és vizsgaltam mely szakaszok kodoljak a fehérjét, és
melyek vagodnak ki a splicing soran.

A predikcidkat dsszevetettem a szakirodalomban olvasottakkal és a mar mashol fellelhet6 részadatokkal. A
coiled coil szakaszoknal az aminosav sorrend nagyreszt egyezik, igy elmondhatd, hogy a fehérjéken belil
egy er6sen konzervalt részt sikeriilt talalni. A vizsgalt fehérjék nagy része a coiled coil/charged single alfa-

helix szakaszon kiviil mutat csak jelentds eltéréseket.

Megallapithato, hogy a vizsgalt fehérjéken a coiled coil szakasz minden esetben egyutt jelent meg két RRM
(RNA recognition motif) régioval, amelyek igy egyltt a DBHS (Drosphilia behaviour, human splicing)
doment alkotjék. Tovabbi vizsgalatok illetve a friss szakirodalom ravilagitottak, hogy a coiled coil szerkezet
a DBHS egyik alkotoeleme.

A latottak megerdsitették, hogy térszerkezetek konnyen keresztbe-josolhatoak, nincs egységes €s egyértelmii
algoritmus annak eldontésére, hogy melyikkel allunk szemben. A vizsgalatokat tobb adatbazis fehérjéin is
elvégeztem, ez a részletesebben annotalt fehérjéknél megerdsitette a mar kordbban dokumentalt
eredményeket, és a nem annotélt, de az adatbazisokban fellelhet6 BLAST talalatok esetén is jo egyezést
kaptam. A joslasok alapjan feltételezhetd, hogy a vizsgélatok soran talalt, még nem annotalt fehérjék a

NONO fehérjecsalad ismert tagjait egészitették.



2. Abstract

Protein evolution often leads into the alteration of some part or the whole spatial structure. Previous results
indicate, that three special conformation, charged single alfa-helix, coiled coil and instrinsically disordered
proteins can be relatively easily converted into each other. The purpose of this thesis to study the possibility
of variations on specific examples, expand the list of involved proteins and making a broad evaluation of

the spatial changes and the evolutionary processes.

In this thesis, a protein expected to have one or more of the structures mentioned above was examined from
a number of different aspects. Several methods were used to examine spatial orders in NONO_HUMAN
(Non-POU domain-containing octamer-binding protein) and proteins besides it to figure out which
conformations appear in several places and how they are related to each other or to other domains. mRNA
variants able to encode the proteins were also identified either the relationship of the exon structure, the

protein domains and structural motifs were examined.

Comparison was made between results, articles and other datas and phylogenetic tree was made based on

them for evolutionary analysis.

At the coiled coil segments the amino acid sequences are almost the same, thus we can declare that strongly
conserved sections were found. Most of the examined proteins show variance only outside the coiled
coil/single charged alfa-helix parts.

In all of the examined proteins the coiled coil region appeared with two RRM (RNA Recognition Motif)
region and together they form the DBHS (Drosophila behaviour, human splicing) domain. Our results are in
the line with recent articles pointing out, that the coiled coil (along with the RRM domains) is a component
of the DBHS.

Results confirmed that coiled coils and charged single alfa-helices can be easily cross-predicted, there aren't
clear algorithms to decide what alterations were seen. Similarity can be noticed at disordered segments too,
however it's not nearly as clear as in the case of other two conformations. The tests were also made on other
homologous and confirmed already documented results on richly annotated proteins. In some places already
gathered informations were expanded with newer ones. The results assume, that proteins were found without

annotation expand the NONO family with variants of other species.



3. Bevezetés

A fehérjék alapvetd fontossagth makromolekulak, fontos szerepiiket jelzi, hogy minden sejtben lejatsz6do
folyamatban részt vesznek. Szamos feladatot lathatnak el: lehetnek a sejt szerkezeti komponensei,
ellathatnak védofunkciot, lehetnek transzportproteinek, jelatviteli fehérjék, szabalyoz6 fehérjék, illetve
szamos esetben enzimek, azaz valamilyen biokémiai folyamat katalizatoraként segitik el a sejt életben
maradasat. A fehérjék funkcioit nagymértékben befolyasolja térszerkezetiik, melynek vizsgalatara tébbféle

modszer sziiletett az elmult évtizedekben

Az élettudomanyokban az elmult 30 évben egyre nagyobb teret kapott a szamitastechnika és az informatika.
Kezdetben a bioinformatika nem alkotott ©nallé tudomanyagat, csak az adatok 6sszefoglalasaban,

elemzésében segitették az experimentalis modszereket alkalmazo szakembereket az Gj lehetéségek.

A bioinformatika a bioldgiai informacid kezelésére képes szamitdgépes algoritmusok alkalmazasaval
foglalkozik, melyek az alkalmazott matematika, a szamitastechnika és a statisztika kombinalasaval johettek
letre. Ezek a mddszerek a bioldgiai informacié nagyléptékli feldolgozasara jottek 1étre. A bioinformatika
feladata az adatbazisok kezelése, az ott felgyiilé informacido kezelése és biologiai értelmezése. A
bioinformatika jelenleg nélkiilozhetetlen kiegészit6je szamos kisérleti modszernek (pl.: Ujgeneracios
szekvenalas), illetve sok esetben képes megbizhato joslatokat tenni, csokkentve ezzel az elvégezendd

kisérletek szamat.

Ma a bioinformatika képes kvalitativ valaszokra olyan terileteken is, mint példaul a szekvencia-analizis,
struktira meghatarozas rontgen-krisztallografia és NMR adatok alapjan, strukturalis domének azonositasa,
biomolekulak interakcidinak vizsgalata és szimulacidja, vagy akar konkrét (bioldgiailag hatékony)

molekulak tervezése.

A Dbioinformatika jol hasznalhatd olyan esetekben is, mint a Kklaszterezés, szekvencia-illesztés,
struktara/funkcio osszefliggések megallapitasa, molekuléris vizualizacio, teoretikus validacio, biologiai és

evollcios modellek prediktiv erejének becslése.

A dolgozat célja, hogy a human NONO-n (Non-POU domain-containing octamer-binding), mint
modellfehérjén és annak homologjain a coiled coil, a maganyos t6ltott alfa-helix (charged single alfa-helix
(a tovabbiakban CSAH)) és a rendezetlen szerkezetii struktarakat vizsgalja bioinformatikai modszerekkel, az
eredményeket vesse 0Ossze az adatbazisok eredményeivel, illetve ezek alapjan elemezze az egymaéasba

alakulas lehetdségét €s a lehetséges evolucios utvonalakat.

A coiled coil és a charged single alfa-helix szerkezeti motivumok szdmos fehérjében eléfordulnak és

jelentds szerepet jatszanak azok strukturalis kialakitdsaban, a kettd kozotti hatdrvonal azonban nem ¢€les.
6



4. Célkittizés

Feladatom egy tetszéleges maganyos toltott alfa-hélixet (CSAH) tartalmazd fehérje vizsgalata volt, a
bioldgiai jelentdség attekintése, kiilonos tekintettel a mas fehérjékkel kolcsonhatasban allo szakaszaira. A
fehérje homologjainak azonositdsa az UniProt adatbazisban, human és néhany kivalasztott tovabbi
genomban. Kimerité predikciok vegzése a fehérjékben talalhaté rendezetlen, coiled-coil és CSAH
szakaszok azonositdsa céljabol. A kiilonbozdének josolt szakaszok kozotti atfedéseket elemzése. Néhany
kivalasztott fehérje kddold szakaszanak ismeretében az esetlegesen azonositott térszerkezeti atmenetek

mutacios hatterének értelmezése.

A vizsgalatokat a Non-POU domain-containing octamer-binding protein (NONO_HUMAN/Q15233)
fehérjen végeztem. Szerkezetileg azért jelent6s a vizsgalat szempontjabol, mert a témaval kapcsolatos
cikkek alapjan varhatdan tartalmaz coiled coil és CSAH régi6t'?, illetve szamtalan fontos kélcsénhatasban
szerepet jatszhat, amelyet biokémiailag és terapiasan is alkalmazni lehet®, viszont eddig nem végeztek rajta
atfogo bioinformatikai vizsgalatokat.

El6szor homoldg szekvenciaparokat kerestem, majd a taldlatokon tobbszoros illesztést hajtottam végre. A
kereséskor tobb adatbazist felhasznaltam, és csak a nagymértékben egyez6 aminosav-lancokat vizsgaltam
tovabb. Mindegyik fehérjén végeztem coiled coil, CSAH és rendezetlen szakasz keresést, illetve
megvizsgaltam milyen egyéb doménekkel rendelkezhetnek. Figyelembe vettem a szekvencia konfliktusokat,
hogy ezek befolyésoljak-e a kapott eredményeket.

Kerestem a NONO_HUMAN-t lekddolni képes mMRNS-variansokat és ezek exon-intron hatérait.

A fenti eredmények felhasznalasaval filogenetikus fat rajzoltattam, amely segitségével levontam az
evolucids kovetkeztetéseket.

A feladatokhoz kiilonbozé programokat vagy sajat magam illetve masok altal irt scripteket és programokat
hasznaltam fel. Ezek python és c++ nyelven irodtak. Egyes feladatok elvégzéséhez az R statisztikai
programcsomagot hasznaltam, ennek alapszintii megismerése szintén része volt feladataimnak. A grafikai

vizualizaciora a RasMol nevii programot hasznaltam.



5. El6zmeények, irodalmi attekintés

A fehérjék esetén tobb, egymadsra épiild strukturdlis szintet kiillonbozethetiink meg. Térszerkezetiik
kialakuldsa elsésorban az dket felépitd aminosav szekvencia altal meghatarozott (els6dleges szerkezet).
Maésodlagos struktdra alatt a polipeptidlanc lokalis konforméacidjat értjiik. Az a-helikalis vagy B-red6zott €s
egyeb masodlagos szerkezeti elemek egyitt hozzak létre a harmadlagos szerkezetet. Negyedleges struktdra

azokat a feherjéket jellemzi, amelyeket tobb alegység (peptidlanc) alkot.

Jelen dolgozat a specidlis térszerkezeti elemekre fokuszal, azon belll is a coiled coil, CSAH, illetve a
rendezetlen részletekre. Ezeket a konformaciokat elsGsorban az aminosav sorrendbdl tudjuk josolni. A
coiled coil, a CSAH illetve a rendezetlen részek kénnyen osszekeverhetéek egyméassal’, jelenleg még nem
létezik olyan egységes algoritmus ami a motivumokat egyértelmiien megtalalna®, ezért sok a keresztbejéslas.
Nagyfoku valtozékonysaguknak kovetkeztében kénnyen egymasba alakulnak feltehetéen mind a fehérjék
belsd dinamikdja sordn, mind evolucios értelemben, az egyik vagy masik szerkezetet elényben részesitd
aminosav-helyettesitések révén. Ennek ellenére mostani tudasunk mar lehetévé teszi ezeknek a
térszerkezeteknek az Ujrarendszerezéset. Sense mutation esetén ugyan véltozik a DNS nukleotid sorrend,
azonban ugyanazt a fehérjét fogja kddolni, igy nem tortenik funkciobeli valtozas. Missense esetén mutalodik
a DNS, de kémiailag hasonld, indifferens aminosav épul be, ezért nincs fehérjeszinten jelent6s biologiai
valtozas. Nonsense mutacié esetén stop-kodonra mutalddik a DNS, ilyenkor teljes funkcidvesztés
kdvetkezhet a hidnyz6 rész miatt®. A lehetséges evolliciés utak tervezése soréan figyelembe kell venni, hogy
az egyes valtozasok mutaciok altal elérhetéek legyenek, mikdzben a funkcionalitas bizonyos szinten marad.
Az aldbbiakban egy adott fehérje struktarajat vizsgalom, és az aminosav modosulas hatasara bekovetkezd

funkcio és térszerkezetbeli valtozasokat figyelem.

5.1. Motivumok

5.1.1. Coiled coil

A coiled coil egy strukturdlt szerkezeti motivum, amelynek fontos szerepe van példaul a tébb alegységes
fehérjek kialakitasaban. Szerepét tekintve nagyon sokoldalu, ezért fehérje tervezes szempontjabol idealis
jelolt. Molekularis ,,tépézarnak™ is hivjak, mivel a sejten beliili struktardk és polipeptid lancok
Osszetartasaban is szerepet jatszik. Coiled coil motivumok szamos bioldgiai kontextusban eléfordulnak, pl.
izomfehérjék, transzkripcios faktorok, sejtvdz fehérjék, sejtfelszini- és virus-felszini fehérjék, tumor
szupresszorok, molekularis motorfehérjék, és sejtvaz komponensek (részletesebben: 1. tablazat). A

szekvenciaadatok alapjan az 6sszes eukariota fehérje 10%-aban van jelen (<5% a prokariotakban).’

Felépitését tekintve (legalabb) két egymasra tekeredett alfa-hélix alkotja. Az oldallancok allasa tébbféle
lehet, mer6leges, parhuzamos, vagy a ketté kozotti. A stabilitds fenntartdsat inter/intrahelikalis
8



kolcsonhatdsok segitik, a két jobbra tekered6 parhuzamos alfa-helix egy balra tekeredd szupertekercsben
helyezkedik el (1. bra).

Ezt az elrendezest gyakran hivjak ,.knobs into holes”-nak. llyenkor a helix oldallanca 4 mésik oldallancha
van csomagolva. Tipikus példa klasszikus coiled coil-ra a leucine zipper, amely t6bb transzkripcio regulator
fehérjeben megtalalhaté. A coiled coil-okat altalaban rendezetlennek tekintik monomer formaban és
rendezettnek szupercoil formaban. A ketté kozotti atalakulast egy monomer peptid lanc és egy csomagolt
coiled coil dimer/oligomer kozotti ketallapotu atmenet irja le (Gjabb eredmények szerint sok esetben ehhez
sziikség van egy ugynevezett katalizator szekvenciara is). A Kklasszikus 2 szalu forman tdl bonyolultabb
coiled coil alakzatok is Iétrejohetnek. A fébb szempontok a tengelyes szimmetria, a hidroféb mag valamint a

tolt6tt ionpar jelenléte’.

1. abra:Kétszalu coiled coil felul- és oldanézetbdl: ,,a”° és ,,d” hidroféb magok, ,,e’és ,,g”” toltott ion

par. Jol lathaté a 7 amindsavbol allo ismétlédés®



Funkci6 példak

Transzkripcios faktor NONO [Q15233]

Motorfehérje Kinesin-1 heavy chain [P33176]

Izomkontrakcid Myosin [P11055]

Adhézids fehérjek lokalizaciojanak Angiomotin-like protein 2 [Q9Y2J4]

regulacidja

Strukturfehérje (csillok) Rootletin [Q8CJ40]

Sejtproliferacio es differenciacio Coiled-coil alpha-helical rod protein 1
[Q8TD31]

Jelatviteli Ut inicializacié Dixin [Q80Y83]

Sejtmag transzport: receptor aktivacié | Calcium-binding and coiled-coil domén-
containing protein 1 [Q8CGU1]

Splicing faktor SFPQ protein [P23246]

1. tablazat: Néhany jellegzetes coiled coil funkcio, illetve annak eldfordulasa (zardjelben az UniProt

azonosito)®

5.1.2. Maganyos tolt6tt alfa-hélix

A maganyos toltott alfa-hélix (CSAH) egy nemrégiben felfedezett toltéssel rendelkez6 egylancu alfa-
helikalis struktira kis komplexitassal, sok ismétléssel. A benne talalhat6 pozitiv/negativ t6ltésti aminosavak
alapjan szerkezetileg konnyen josolhatd, hogy a szekvencian belll hol lesz alfa-helix. Akkor beszélhetiink
CSAH-19l, ha az i, i+3 vagy it4 helyen valtakozo toltésti aminosavak helyezkednek el. Ez az egyébként
ritka motivum viszonylag gyakori az emberi fehérjékben. A szerepe lehet mechanikai (pl. miozin VI elékar),
illetve sokszor fordul el6 DNS/RNS kotésben, génexpresszidban részvevo fehérjében. Ugyan tudjuk, hogy

milyen funkcioju fehérjékben szerepelnek, azonban az itt betdltott pontos szerepiik egyeldre ismeretlen?.
5.1.3. Funkcionalisan rendezetlen szakaszok

A rendezetlen fehérjék/szakaszok nem rendelkeznek iddatlagban alland6 atlagos harmadlagos szerkezettel,
hanem szamos kiilonb6z6 konformécid kozotti gyors, folyamatos atalakulasban vannak. Fontos, hogy ezek a
szakaszok ilyen formaban fejtik ki bioldgiai funkcidjukat, szekvenciakbol valé felismerésiukre szamos
kiilonb6z6 algoritmus sziiletett. A fehérjék hasonldsagat a rendezettséggel szoktdk parhuzamba Aallitani.

Fehérjéket akkor neveziink ugyanlgy rendezettnek, ha ugyanazzal a f6 masodlagos szerkezettel, ugyanolyan
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orientacioval és kapcsolodassal rendelkeznek. Ez azonban egy komoly szubjektiv tényezdt hagy nyitva,

miszerint mit tartunk ,,f6”” masodlagos szerkezetnek. Sok esetben a kutatok sem tudnak megallapodni egyes

fehérjek besorolasan, mivel szerkezeti tényez6k mellett/helyett gyakran evolicios és funkcionalis tényezoket

is figyelembe vesznek™.

5.2 ANONO_HUMAN

A huméan NONO (Non-POU domén-containing octamer-binding protein) egy 471 aminosav hosszu fehérje,

funkcioit a lenti tablazatban foglaltam dssze (2. tAblazat). A szerkezetére azért figyeltem fel, mert a témaval

kapcsolatos cikkek szerint coiled coil régiot tartalmaz, de mivel az IDP/CC/CSAH keresztpredikcio gyakori,

meg akartam vizsgalni, hogy valéjaban milyen régiokbdl is &ll*. A sejtmagban fordul elé, megjelenését a

sziv, a tiid6, az agy, a vese, a harantcsikolt izom, a hasnyalmirigy, a méhlepény €és a maj szdvetében is

kimutattak, tehat nem mutat jelentés szovet-specifikussagot génexpresszié szempontjabol*.

Funkci6

Mechanizmus

DNS repair

SFPQ-NONO complex heterodimer és a MATR3 fehérje

interakcidjaval

DNS rekombinéacio

SFPQ-NONO complex heterodimer formaban a

topoizomeraz I/TOP1 funkcidjanak modulécidja

DNS repair

SFPQ-NONO complex heterodimer direkt kotddik a DNS-
hez, és kooperal a Ku70/G22P1-Ku80/XRCC5 dimerrel

Transzkripcio

aktivacié

NONO direkt modon kotddik a célgén enhancer elemének

ey

transzkripciét

Transzkripcio

szabalyozésa

The SFPQ-NONO-NR5A1 complex kotédik a CYP17
promoteréhez, CAMP-fliggé transzkripcionalis aktivitast

mutat

MRNS érés

mMRNS splicing

SFPQ fehérjével heterodimert alkotva

Paraspeckle formalas

PSPC1-el

2. tablazat: A NONO_HUMAN szerepe'!*?
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6. A tervezés részletes leirasa, felhasznalt modszerek

6.1. Adatbazisok

A bioinformatikaban felhasznalt informéacidkat adatbazisokban taroljak, amelyek folyamatosan béviilnek a
kiilonbozé kisérleteket végzo kutatok jovoltabol. Adatbazisokra azért van sziikség, mert a feldolgozatlan
DNS ¢és fehérje szekvencia (egyeldre) sokszorosan meghaladja az atlathaté és mas modon rendszerezhetd
mennyiséget. Az adatbazisokban talalhatd adatok részletes kiértékelése folyamatosan torténik, azonban az
ott talalhaté informécid sokszor hianyos, vagy egyes esetekben téves is lehet. A kiilonb6z6 adatbazisok
tartalma kiilonboz6 lehet, pl.: fehérje-adatbazis (UniProt). A kiilonb6z6 adatbazisok kapcsolatban allhatnak

egymassal, sokszor egymas adatait is felhasznaljak.

Az NCBI (The National Center for Biotechnology Information) az els6 nyilvanos adatbazis, amely az adatok
trolasa mellett a szdmitogépes biologiai kutatdsokban (szekvenciaanalizalé szoftverek fejlesztése) is
tevékenyen reszt vesz. Az NCBI ala tartozik tobbek kodzott az Entrez univerzalis kereséje, a PubMed
(tobbmillios kereshetd adatbazis cikkek Osszefoglaloi kozott). Az NCBI a GenBank (DNS) és a RefSeq

(mRNS, fehérje) szekvenciaadatbazisara épul.

Az UniProt a legrészletesebben annotalt fehérje adatbazis, ahol tobbféle modon is rasziirhetiink fehérjékre
vagy szekvencidkra. Az egyes lekéréseknél TrEMBL (feldolgozatlan adatokat tarol, esetleges automatizalt
annotaciokkal) és a SwissProt (részletesen annotélt fehérjék, melyekhez az informaciot szakemberek altal
lefuttatott vizsgalatok biztositjak) adatbdzisokra tamaszkodik. Az egyes fehérjékrdl részletes informaciot
kapunk, Ggy, mint eredet, aminosav sorrend (és az azon beliil fellelhetd struktirak), bioldgiai funkcio,
ontoldgia, kapcsolodd szakirodalom. Egyes DNS vagy fehérjelancok esetében a kilonbdzési szekvenalasi
kisérletek és projektek hatasara tobbféle szekvencia is adott lehet egyféle azonositoval rendelkezd

bejegyzéshez. Ezek az UniProt-ban szekvenciakonfliktusként vannak feltiintetve.

Mindkét adatbazis beépitett BLAST funkcidval is rendelkezik.
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6.2. Bioinformatikai algoritmusok

6.2.1. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Ez az algoritmus adott hosszUsagu, adott értéknél nagyobb hasonldsdgi (de nem feltétlenil azonos)
szegmensparokat keres két szekvencia kozott. Talalat esetén mindkét irdnyba noveli a szegmenspart egy
bizonyos kuszobertékig. A hasonlosagok pontozasat az atmeneti valosziniiségeket leird matrixokkal adjuk
meg, amelyek figyelembe veszik, hogy az egyes aminosavak milyen valosziniiséggel mikre cserélédnek
ismert esetekben. Tobbféle pontozas létezik, az ,,engedékenyebbeknél”, magasabb lehet a zaj mértéke (azaz
nem rokon fehérjék is talalatként fognak szerepelni), a szigorabbaknal viszont el6fordulhat, hogy a
megkotések miatt egyes rokon fehérjék is kimaradnak. A pontozast a statisztikai szignifikancianal
hasznaljuk fel, mely két értéket veszink figyelembe: a P-value annak a valdsziniisége, hogy a kapott
Osszerendezes a veletlen szileménye. Az E-value a varhatd gyakorisdg: adatbazison vald kereséskor a
véletlennek kdszonhetden varhato, a tényleges talalattal azonos pontszammal rendelkezdé talalatok szama.
Az E-értéket noveli a keres6be vitt szekvencia hossza (hosszabb szekvencia esetén nagyobb az esély a
lokélis, véletlen azonossagokra), illetve hogy az adatbdzis mérete (nagyobb adatbazisban kénnyebb talalni
hasonlot, ami csak a véletlennek koszonhetden tlinik hasonléonak). Mind a P-, mind az E-value esetében a
kisebb érték a jo, tipikusan E=1e-10 alatt tartjuk jonak a taldlatokat. Att6l fliggéen, hogy milyen

szekvenciakat keresiink, kiilonb6z6 BLAST programok allnak rendelkezésre.

A dolgozatban meghatarozott eredményekhez a blastp-t hasznaltam, mely fehérje-fehérje hasonlosagi
keresést végez. A Kiértékelt adatoknal BLOSUM 62-es matrixot hasznaltam, azokat a talalatokat vettem

figyelembe, ahol a kimenetben 0 volt a E-value numerikus értéke.
6.2.2. TObbszoros illesztés

Szekvencia-illesztés esetén a hasonlosag mértéket keressiik ketté vagy tobb szekvencia k6zott. A nagy
hasonldsag rokonsagra utal. Az dsszerendezés soran hézagokat is szurhatunk be, igy az egyezések szama
néni fog. Ebben az esetben akar 100%-0s azonossagot is elérhetnénk, ami bioldgiailag értelmetlen, ezért a
végeredmeényt pontozzuk az egyezések, a hézagok és az eltérések mértékében. A pontozashoz itt is

hasonlosagi matrixokat hasznalunk, bar mas parameéterekkel.

A ClustalX®® egy tobbszoros-illesztést végzé program, amely az eredményt grafikusan is megjeleniti. Az
algoritmus el6szor minden bemend szekvenciat dsszerendez az 6sszes lehetséges médon, majd ezek alapjan
tdvolsagokat szamit a szekvenciaparok kozott, majd az ennek alapjan megéallapitott sorrend szerint illeszti a

szekvenciakat.
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Tehat els6 esetben, a BLAST analizissel egy szekvenciat hasonlitunk 0ssze az adatbazisban talalhato
dsszesel, mig utdna a Clustal segitségével a mar megszerzett talélatokat hasonlitjuk 6ssze egymassal.

6.2.3. Filogenetikus fa

A molekularis filogenetika a fajok, organizmusok vagy géncsalddok kozotti kapcsolatok felderitésével
foglalkozik, ami segitséget ad az egyes (az adott fehérjével/DNS szekvencidval rendelkezd) fajok kozotti
evollcios rokonsdg meghatarozésaban. A filogenetikus fa az adott szekvencidk kozotti kapcsolatotokat
abrazolja grafikusan. Elkészitésekor mar feltételezziik, hogy a vizsgalt szekvencidk kozott evolucios
kapcsolat van. A nehézséget ugyanaz okozza, ami a tobbszoros illesztés esetében is: a szubsztitlciok, az
inszerciok és a deléciok. Egy fat lehet gyokérrel vagy anélkiil abrazolni, elobbi az elagazasokat idérendben
mutatja. Ez 4altaldban akkor Ilehetséges, ha rendelkeziink informacioval a szekvencidk iddbeli
megjelenésérél, vagy, ha a vizsgalt adatok kozott van olyan, amelyik egyértelmiien a vizsgalt csoporttol
kordbban elkulonult szekvencia (Ugynevezett outgroup). A legmegfelelobb fa kivalasztasahoz az Gsszes
lehetségeset meg kell vizsgalni. A tdrzsfa mar a tobbszords illesztés alapjan készil. A fa abrazolasahoz
oldalon talalhat6 BioNJ alkalmazast valasztottam™.

6.3. Egyéb bioinformatikai eszkdz6k

6.3.1. RasMol

A RasMol programmal fehérjéket, nukleinsavakat és kisebb molekuldkat lehet grafikusan abrazolni
kiilonboz6 szempontok szerint. A program a beolvasott koordinatakat tartalmazo fajlbol a fehérje vagy
nuklinsav 3-dimenziés modelljét tobbféle mddon (szélak, felulet stb.) képes megjeleniteni, illetve
lehetéséget ad néhany alapvetd szamitasra (pl.: atomok tavolsaga). Az adatokat tartalmazé fajlt a Protein

|l5

Data Bank oldalarol™ t6ltottem le.

6.3.2. Coiled coil szakaszok keresése és vizsgalata

Coiled coil szakaszok szamitogéppel torténé meghatarozésa korabban Fourier transzformacio és profil alapu
modszerek alapjan tortént. Mivel ezek gyakran teljesen figyelmen kivil hagyték a jellegzetes 7 aminosavbol
allo ismétlédéseket, az ujabb algoritmusok mar (részben) ezek felismerésén alapulnak. Coiled coil szakasz

keresésekor killonbdzé méretii ablakolasok lehetségesek'®.

Coiled Coil kereséshez a Svajci Bioinformatikai Intézet Coils programjat hasznaltam®’, amely 3 méretii

ablakolassal, szdveges és grafikai kimeneti formatummal is rendelkezik.

Az R egy statisztikai szamitasokra és grafikus megjelenitésre alkalmas programcsomag'®. Szamok

kiterjesztéssel rendelkezik, melyek kozott tobb bioinofmatikai is van. A vizsgélatok sordn a dolgozatban
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szereplé eredményekhez a ProCoil addont hasznaltam, mely adott coiled coil szakasz szalainak szdmét
jésolja. Az eredményeket kés6bb megerésitette a LOGICOIL algoritmus is, mely egyedilallé médon

pusztan a szekvencia alapjan, kiilsé adatbazis nélkiil prediktal oligomerikus :élllapotot.19

A RasMol programmal torténé vizualizacional a coiled coil szakaszt a SOCKET szerver -a térszerkezetet

figyelembe vevé- predikci6ja alapjan jeloltem®.

A felhalmozddé informaciot sajat készitésii cpp programokkal értékeltem ki.
6.3.3. Maganyos toltott alfa-hélix szakaszok keresése

CSAH szakaszok kereseséhez az témavezetdm kozremiikodésével korabban fejlesztett szerverprogramot
hasznaltam. Kétféle modszer létezik CSAH detekciora: A SCANACSAH az CSAH-ot stabilizal6 ionikus
kolcsonhatasokat elényben részesité pontozason alapszik, a FT CHARGE az ismétlédé toltésmintazatot
ismeri fel Fourier transzformacio segitségével. Az eredményekhez a mindkét modszer alapjan megtalalhatd

konszenzus szekvenciékat vettem figyelembe?.
6.3.4 Rendezetlen szakaszok keresese

Rendezetlen szakaszok keresését az Enzimolégiai Intézet?® honlapjan talalhaté programmal kerestem. Az
algoritmus az aminosavszekvencia alapjan kalkulalt paronkénti energiatartalom alapjan szamol, feltételezve,

hogy az aminosav-osszetétel nem biztosit elegendd energiat kedvezo kdlesonhatasok kialakitasara.
6.3.5 Domének keresése

A kiilonb6z6 régiokat a Pongor Sandor csoportja altal fejlesztett és fenntartott, az ICGEB (International
Centre for Genetic Engineering and Biotechnology) oldalan elérhet6, SBASE domén keres6 programmal
kerestem?®. A kiilonbdzé doméneket sajat (python) programokkal is kerestem a teljes SwissProt adatbézison.

6.3.6. Exon-intron hatarok keresése

Ezeknek a hataroknak vizsgalata azért fontos, hogy megtudjuk, a vizsgalt térbeli struktirak hany részbol
allnak. Az mRNS szakaszokat az NCBI adatbazisan kerestem, ahol jeldlve voltak az exonhatarok. A
transzlaciot "szimulald" algoritmusok 3-as ablakolassal miikodnek (igy a 3 nukleotidbdl &ll6 kodon 6sszes
lehetséges kodolasat figyelembe veszik), ami oda-vissza lefuttatva mRNS variansonként 6 lehetséges
polipeptidlancot ad eredmenyil, melyek kozil 1 kodolja a keresett fehérjét. A megfeleld szakaszok

forditasahoz az Eurdpai Bioinformatikai Intézet altal kozzétett EMBOSS programcsomagot hasznaltam®*
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7. Elemzeés, értékelés

Eldszor hasonlosagi keresést végeztem az UniProt adatbazisban a NONO_HUMAN fehérjén. A talalatok
kozul csak azokat vettem figyelembe, melyeknél az E-value numerikus értéke 0 volt. Az illesztés utan a
fehérjék jelentOs része nagymértékben egyezett, nem csak a coiled coil/ CSAH szakaszokon, hanem azokon
kivul is. Nehany fehérje teljesen egyforma volt, akar kiilonboz6 fajokon belil is. Az eredményeket késébb
kibdvitettem ¢és az NCBI adatbazison is lefuttattam a hasonlosagi keresést, illetve kiilonboz6 hasonlosagi
matrixokkal is probaltam bdviteni a talalatokat. Az eredmény az UniProton végzett 62-es BLOSUM matrix
esetében tiint a legpontosabbnak, ezek mellé vagy szamunkra jelentéktelen (coiled coil/CSAH szakasszal

nem rendelkezd) vagy még tobb teljes mértékben azonos talalatokat kaptunk.

Kiilonboz6é régié és domén felderité algoritmusok segitségével megvizsgaltam, hogy a hasonl6ségi

kereséskor talalatul kapott fehérjék milyen térszerkezeti elemekkel és/vagy funkciokkal rendelkeznek.

A Coils-sal vald coiled coil keresést tébbféle ablakolassal végeztem el. Kereséskor egy valosziniiségi érteket
kapunk a szekvencia minden egyes eleméhez, hogy az mekkora eséllyel lehet része egy esetleges coiled
coilnak. A kiilonb6z6 ablakolasi méretek koziil a legnagyobb (28-as) latszott a legmegbizhatobbnak. Mig
kisebb ablakolasnal tobb bizonytalan kiugrast is lathatunk, a szekvencia mésodik felében minden esetben
lathatd kiugras, a kiilonboz6 ablakméretek itt megerdsitik egymast (2. abra). A NONO_HUMAN esetében
ezt az UniProt annotdcidja is megerdOsitette, bar ott megfigyelhetd egy kis eltérés a jelzett szakasz
hosszaban.. A ProCoil és a LogiCoil segitségével megvizsgaltam hany szalu coiled coillal van dolgunk, ez
mindenesetben dimernek (kétszall) bizonyult. A fehérjét ezutdn RasMolban is abrdzoltam, a Protein Data
Bank oldalérol letoltott pdb fajl alapjan. A coiled coil szakaszt kiemeltem a SOCKET és a COILS szerver

coiled coil predikcioja alapjan. (3. abra)

A CSAH keresés megerdsitette az irodalmat, a jelenleg rendelkezésre allo algoritmusok minden coiled coil
szakasz masodik felét CSAH-nek érzékelték. CSAH szakasz keresésnél a konszenzus szakaszt figyeltem,

azaz azt a metszetet, ahol mindkét keresési modszer ezt a térszerkezetet prediktélta.

Rendezetlen szakaszok esetében nem ilyen egyértelmii a helyzet. A talalatok itt is valosziniiségeket adnak
meg. Az IUPRED altal javasolt 50%-o0s kiiszobot figyelembe véve a fehérjék legnagyobb része rendezetlen,
70-90%-o0s esetben a szekvencia elejen es végeén lathatd rendezetlen szakasz, azonban ezek nem esnek

egybe a coiled coil és CSAH szakaszokkal.

Az, hogy SFPQ (Splicing Factor, Proline- and Glutamine rich) heterodimerekrél van sz6 magyarazza a
konzervaltsagot (sajat készitésii cpp program alapjan ez a két amindsav teszi ki a fehérje mintegy 20%-at ,
illetve a coiled coil szakasz 40%-at) , mivel a teljes felszinen van kot6hely, azonban a CSAH-ot tartalmazé

fehérjékre nem jellemz6 az ilyen szintti konzervaltsag.
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2. dbra: A Coils*’ program grafikus kimenete « NONO _HUMAN esetén, a fiiggbleges tengely a
valosziniiség, a vizszintes az amindsav helye a lancban. A 3 ablakolas (14/21/28) koziil minden esetben a

szekvencia masodik felében jelez egyértelmiien coiled coilt. Kisebb ablakolas esetén lathatdé néhany

bizonytalan kiugras

3. 4bra: A NONO_HUMAN vizualizaciéja RasMol-ban (pdb azonositd: 3SDE™), kiemelve a SOCKET
(sarga) és a COILS (piros) altal prediktalt Coiled Coil rész. A kdzds rész narancssargaval van jelélve. Az
abran megfigyelheto még a ProCoil és a LogiCoil altal is josolt kétszalusag.
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A kiilonb6z6 domének kereséséhez az SBASE-t hasznaltam. Megfigyeltem, hogy a CSAH, coiled coil és
rendezetlen szakaszok mellett a szekvenciak mindegyikén megjelenik az RRM (Rna Recognition Motif),
amely tobbek kozott RNS koté funkcioval rendelkezik. A friss szakirodalom ravilagitott, hogy két RRM
szakasz és egy coiled coil regio egyitt a DBHS domént alkotjak, melynek fontos szerepe van a
transzkripcid-regulacioban, DNS-repairben, valamint szdmos biologiai folyamatot befolyasol, tobbek kozott
a napi ritmust és a rak fejlédését. 2 A szekvenciakban talalhaté egyéb domének pontszéma alacsony volt,

igy ezekr6l nem lehet egyértelmiien kijelenteni, megtalalhatoak a fehérjékben:

e Adeo Terminal: a replikdlédé DNS végéhez kapcsolodo régid.

e Ribosomal 60S: A transzlacio elongaci6 szakaszaban jatszik szerepet.

e T-Complex Protein P11: a termékeny emlés herékben expresszalodik, a termékenyégben jatszhat
szerepet.

e Collagen triple helix: A szovetek kapcsolodasi struktirajaban jatszik szerepet.

e Bacterial inner membrane transport: tobbkomponensii rendszerek, amelyek szubsztrat-kotd
fehérjébol, egy vagy két egymasra kolcsonosen homoldog membran fehérjébdl és egy vagy két
periférikus ATP-kot6 fehérjébdl allnak.

e Papillomavirus capsid L1: Papillomavirus, rdkot és borkititéseket okozhat.

e For complement C1r/Cls, Uegf, Bmpl: Funkcionalisan sokszinii, tobbnyire fejlédésszabalyozo
proteinekben van jelen

e CcGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cyclases and FhlA: A phytochromeban jelenlevd
domén, mely a fotoreceptorok egyik fajtaja®®

Az teljes SwissProt adatbazison lefuttatott keresés alapjan elmondhatd, hogy két RRM szekvencia
megjelenése nem szamit ritkanak, azonban tekintettel, hogy a coiled coil szakaszok igen szegényesen

vannak annotédlva, egyelére nem lehet tovabbi kdvetkeztetéseket levonni a DBHS tovabbi megjelenéseirdl.

A filogenetikus fan (6. abra) jol latszik, hogy a kiilonb6z6 fajokban fellelhet6 fehérjék viszonylag koran
elagaznak. A NONO fehérjék a fejlodés egy korai szakaszaban elvaltak mar, a patkanyban és az egérben
expresszalodok kozelebb keriiltek egymashoz, az ordngutanban és az emberben levd viszont kettd, mar a
fejlodés legelején elvalt agon vannak. Fontos megjegyezni, hogy a taldlatok jelentds része a TrEMBL-b6I
szarmazik, ahol nem talalhatunk részletes annotaciot ezekrdl a fehérjékrol, sem csalad, sem pedig ellatott
funkciok szempontjabol. A talalt fehérjék nagymértékii hasonlosaga miatt ez az eredmény kevésbé

megbizhato.
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Vizsgaltam a szekvencia-konfliktus lehet6ségét is. Azoknal a fehérjéknél, ahol fel volt jegyezve szekvencia
konfliktus az 6sszes programot még egyszer lefuttattam a modositasokkal. Az taldlatok nem véltoztak, igy

kijelenthet6 hogy ezek az anomalidk nem befolyasoljak az eredményeket.

A talalatokon tObbszoros illesztést hajtottam végre. Az képr6l (5. abra) leolvashatd, hogy a keresett
motivumok egy erdsen konzervalt részt alkotnak. Az illesztésen abrazoltam az Gsszes talalt domént és
struktirat. Azt a részt jeloltem coiled coilnak, ahol a valészintiség legalabb 90% volt a legnagyobb ablaknal
a Coils eredményei szerint. Az IUPRED Altal javasolt 50%-0s kiiszob esetén a fehérje legnagyobb része
rendezetlennek bizonyult, 80-90%-0s kuszob esetén a coiled coil/lCSAH  rész nem tekinthetd

rendezetlennek. A tdbbszoros illesztésen ez utdbbit vettem abrazoltam.

Az illesztés, a doménkeresés és a filogenetikus fa alapjan megallapithatd, hogy a nem SwissProt
adatbazisbol gyijtott fehérjék koziil 5 kivételevel (GINXZ5, G3N361, HOXVX7, F6XLC7, Q3TF40) jo
eséllyel mindegyik a NONO csaladba tartozik, valoszinlileg még nem keriilt sor a feldolgozasukra. A
kiemelt 5 fehérjérél sem lehet egyértelmiien kijelenteni, hogy nem tartoznak ide, azonban kozottik

szekvencidban és funkcioban is eltérés talalhatd szemben a tobbi fehérje relativ egysegességevel.

Az exon-intron hatarok keresesekor 4 féle mRNS varians alt rendelkezésre az NCBI talélatai alapjan, amely
(elvileg) képes kodolni a NONO_HUMAN-t. Megéllapithatd, hogy ebbél 3 a NONO HUMAN
szekvenciandl egy jelent6sen hosszabb szakaszt, mig 1 csak egy részét képes létrehozni (dbra). Az exon
hatarok felszabdaljak a talalt doméneket. A CSAH és az Adeo terminal eleje ugyan megegyezik egy
exonhatérral, azonban a CSAH szekvenciat félbevédgja egy intron. Az adeo terminal ezzel szemben
végigkodolodik, ami megerdsiti azt a varakozasunkat, hogy szerepet jatszik a DNS replikacidoban, és mindig
a kddolo rész hataran helyezkedik el, ezért alacsony SBASE pontszama ellenére lehet, hogy megjelenik a

fehérjében.
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5. abra: A filogenetikus fa. 4 kiilonbozé fajok mds dgakra keriiltek, igy veliik egyiitt a 4 korabban mar

annotalt NONO fehérje is mar a fejlédés korai szakaszaban elvalt egymastol. A TrEMBL (tr jelolés a fehérje

ID elétt) adatbazisbol szarmazo fehérjék nagy valosziniiséggel a NONO csalad eddig nem vizsgalt tagjai.

Fontos megjegyezni, hogy az erds konzervaltsag miatt a filogenetika nem feltétlenil ad pontos eredményt.
22
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8. Osszefoglalas, kitekintés

A feladat soran fehérjék masodlagos szerkezetében kerestem coiled coil, charged single alfa-helix és
rendezetlen motivumokat. A kapott irodalom alapjdn valasztottam a NONO_HUMAN-t, mivel ezzel a
fehérjével még nem végeztek sok vizsgélatot, viszont varhatoan tartalmaz coiled coil és CSAH szakaszokat.
Kilonb6z6 bioinformatikai modszerekkel kerestem vele homoldg fehérjéket, vizsgaltam a szekvenciajukat
(és ezen keresztil a strukturajukat), funkciojukat illetve az evolucios valtozasokat. Ez az els olyan munka,
ahol egy teljes fehérjecsaladon végeztek bioinformatikai vizsgalatot a coiled coil/CSAH/rendezetlen

szakaszok vizsgalata céljabol.

A munka megerdsitette a szakirodalomban olvasottakat: az egyes konformacidok kdnnyen egymasba
hajlanak, nehezen megkiilonboztethetdek, nincs egységes algoritmus annak megallapitasara, hogy milyen
szerkezetet latunk. A homoldg szakaszok keresése soran tobbféle bedllitast is megprobaltam: a tal erds
feltételeket allitd algoritmusok elvesznek jo eredményeket, ellenkez6é esetben til sok hibas vagy nem
relevans szekvenciat kaptam. Az adatbazisok téredezettségét mutatja, hogy a keresés sorén olyan fehérjéket
is talaltam, amelyeket még nem annotéltak. A hasonldsagi keresés eredményei tartalmaztak coiled coil
régiokat, CSAH szekvencidkat és rendezetlen szakaszokat. Ezeknek a fehérjéknek jelentds része

valosziniileg a NONO csaladba tartozik, csak korabban még nem végeztek rajtuk részletes vizsgalatokat.

A tobbszoros illesztés eredményébdl jol lathatd, hogy a vizsgalt fehérjék coiled coil régidi nagyon kevés
kiilonbséget mutatnak szekvencidjukat illetden, illetve az aminosavak eloszldsdnak mintdzata is csaknem
minden esetben megegyezd. Mindez arra utal, hogy adott molekularis funkcié betdltéséhez evolucidsan

meglehetdsen konzervalt rész sziikseges a vizsgalt fehérjék esetén.

A Kkisérleteket érdemes tovabbfolytatni, mas moddszereket kiprobalni. Az NCBI adatbazisra torténé
kiterjesztés nem feltétlendl jart sikerrel, azonban érdekes lehet PSI-BLAST modszerrel keresni homolog
szekvenciaparokat. Ez a BLAST 0sszerendezés-keresé program Kkiterjesztése, mely a tobbszoros illesztés
alapjan létrehozott profilt hasznalja kereséshez. Szintén meg lehet probalni a kiterjesztést Hidden Markov
Model segitségével, bar az ilyen jellegli analizishez egyelére kevés adat all rendelkezésre. Fontos lehet a
DBHS a coiled coil és a CSAH szakaszok kozotti dsszefiiggést tovabb vizsgéalni. Erdemes lehet mas

fehérjecsaladot is bevonni a vizsgalatba.

A coiled coil-ok fontos szerkezeti motivumok, amelyek szamtalan fontos koélcsonhatasban szerepet
jatszanak, amelyeket biokémiailag, terapidsan és a nanotechnoldgiaban is alkalmazni lehet. A Charged
Single Alfa-Helix-ek pontos funkcioit még nem ismerjik, viszont mivel az emberben gyakran eléfordulo,
fontos funkcidkat ellatd fehérjékben jelenik meg, érdemes foglalkozni velik. Els6ként azonban jobban meg
kell értenlink azokat az interakcidkat, amelyek a coiled coil bizonyos atalakulasaihoz vezetnek, amelyhez

tovabbi kisérletek és bioinformatikai 6tletek sziikségesek.
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