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1. Bevezeto

1.1 Rak genom projektek

A rék egy tobbgénes Osszetett betegség.! Egyes gének sokfajta raktipusban szerepet
jatszhatnak, de gének egy csoportja akar specializaltan, csak egyes tipusokban is okozhat
betegséget. Alapvetden azoknak a géneknek a mutacidja okoz daganatos elvaltozast, amelyek
kozvetve vagy kozvetleniil fontos szignalizacids utvonalakat befolydsolnak és a sejtosztodast,
valamint a ndvekedést segitik, vagy az immunvalaszt gatoljak. A rak kialakulasaban szerepet
jatszo géneket feloszthatjuk onkogénekre €s tumorszupresszorokra. A tumorszupresszorok
funkcidjuk inaktivalasaval segitik a rak kialakuldsat, mig az onkogének a tilmukoddésiikkel
vagy tulexpresszidjuk révén. Az elmult években a rakkal diagnosztizalt betegek genomjanak
a megszekvenalasanak koszonhetden rengeteg adat valt elérhetdvé a kutatok szamara. Ennek
nyoman szamos Uj rak gént tudtak azonositani. A rdkos mintdkban megfigyelt genetikai
elvaltozasok elérhetdéek nyilvanos adatbazison keresztiil, mint példaul a Catalogue Of

Somatic Mutations In Cancer (COSMIC)? vagy a The Cancer Genome Atlas (TCGA)?>.

A genomon beliil a mutaciok barhol megjelenhetnek, de a mutacidknak csak egy része
felelds kozvetleniil a betegség kialakulasaért. Azokat a mutdcidkat, amelyek olyan
funkciondlis terliletre esnek, melyeknél bizonyithatd, hogy funkcidjuk megvaltozasaval
indukaljak a rak kialakuldsat, driver mutacioknak nevezziik. Az Osszes tobbi mutaciot
passenger mutacionak hivjuk. Az egyik legnagyobb kihivas driver mutacidkat tartalmazé
gének (driver gének) azonositasa'. Az egyes driver gének tobbfajta mechanizmusokon
keresztiil is sériilhetnek, példaul valtozhat expresszids szintjiik, vagy trunkaldodhatnak. A
leggyakoribb mutéacid tipus a kodold régidkat érintdé pontmutaciok illetve a kisebb, a
leolvasési keret elcsuszasat nem okozo inzercidk és delécidk. Ezek hatdsa direkt modon

crer

ezeknek a mutacioknak a hatasat probaljadk meg kompenzalni.

A jelenleg ismert gyogyszercélpontok jol definialt térszerkezettel rendelkezd fehérjék
, példaul kindzok. Ma mar tudjuk, hogy vannak olyan fehérjék, amik nem rendelkeznek jol
definialt térszerkezettel, mégis fontos bioldgiai folyamatok vesznek részt, ezek az
ugynevezett rendezetlen fehéjrék. Ezeknek a fehérjéknek szerepiik lehet a rak kialakuldsaban
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https://paperpile.com/c/Hs01UH/VQHM
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1.2 Rendezetlen fehérjék

A fehérjekutatasok sokdig a szerkezet-funkcid paradigman alapultak, mely szerint
csak a jol definidlt strukturaval rendelkezd fehérjék és azok régioi lathatnak el bioldgiai
funkcidkat. Az utobbi években bekdvetkezett egy szemléletvaltozas, amit a rendezetlen
fehérjék alapoztak meg. A rendezetlen fehérjék nem vesznek fel jol definialt térszerkezetet,
ellenben fontos biologiai funkcidkat latnak el. A human proteom koriilbeliil 50 szazalékat

olyan fehérjék alkotjak, amelyek részben vagy egészében rendezetlenek.*

A rendezetlen régiok funkcioi igen valtozatosak, lehetnek “linkerek”, melyek
flexibilis kapcsolatot teremtenek két domain kozott, de gyakran vesznek részt molekularis
felismerésben 1is. A rendezetlen kotd régiok kotodésiik alatt képesek lehetnek
rendezetlen-rendezett atmenetre, de vannak olyan rendezetlen régiok, amelyek kotddésiik
soran sem vesznek fel rendezett szerkezetet. A rendezetlen fehérjék gyakran tartalmaznak
rovid linearis motivumokat (SLIMs).> Ezek kompakt funkcionalis modulok, amelyek 3-11
aminosav hosszuak és foként molekularis felismeré helyként funkcionalnak. A SLiM-ek
miikodését gyakran befolyasoljak kiillonbozo poszttranszlaciés modositasok, melyek révén a
molekularis kapcsolok alakulnak ki. A legujabb eredmények ramutattak arra, hogy a
rendezetlen fehérjék a membran nélkiili organellumok kialakitasaban is szerepet jatszanak,

fazis szeparacio révén.’

A rendezetlen fehérjék kutatdsat szamos adatbazis és bioinformatikai eszkoz segiti.
Ezek koziil kozponti szereppel bir a DisProt’ adatbazis, ami a kisérletesen igazolt rendezetlen
fehérjéket gylijti 6ssze. Bar az adatbazis jelenleg tobb mint kétezer annotaciot tartalmaz, ezek
csak a rendezetlen fehérjék csak nagyon kis részét képviselik. Szdmos predikcios modszer
létezik a rendezetlenség aminosav szekvenciabol torténd becslésére. Az egyik legelterjedtebb
ilyen modszer a csoportunk 4ltal kifejlesztett IUPred.® Jelenleg az egyik legjobb
rendezetlenség josld6 modszer a térszerkezet predikcid terén attoré eredményt elérd
AlphaFold2 modszer pLDDT megbizhatosagi értékein alapul.’

A rendezetlen régiok ortologokban vizsgalt konzervaltsdg szempontjabol valtozatos
képet mutatnak, mely alapjan harom kategdriaba sorolhatok. Az elsé csoport a “constrained
disorder”, amely esetében a régiokra az jellemzd, hogy mind a szekvencia, mind maga a

rendezetlenség is konzervalt. A mésodik kategoria a “flexible disorder”, mely osztaly régioi


https://paperpile.com/c/Hs01UH/kTPE
https://paperpile.com/c/Hs01UH/wYfp
https://paperpile.com/c/Hs01UH/j9Ua
https://paperpile.com/c/Hs01UH/cjw8
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https://paperpile.com/c/Hs01UH/EsxX

ugyan nagymértékil szekvencia divergenciat mutatnak, azonban a régio rendezetlensége, mint
szekvencia tulajdonsdg konzervalt. A “non-conserved” kategériat azok az eseteket adjak,
amikor az adott rendezetlen régidé aminosav szinten se és a rendezetlenség szempontjabol se
konzervalt. Az evolucids konzervaltsag szempontjabol a SLiM-ek egy specialis kategoriaba
esnek, nagyon valtozatos konzervaltsagot mutatva, mely a specifikus tulajdonsagaikbol
adodik. Megfigyelhetk esetek amikor egy SLiM csupan egy vagy két pozicidja konzervalt,
de olyan esetet is talalunk amikor t6bb motivum atfedve alakit ki egy hosszabb funkcionalis
régiot, amely pozicidinak tialnyomo tobbsége nagymértékben konzervalt. A SLiM-ek egyedi
tulajdonsaga, hogy tobbszords szekvencia illesztésben, sok esetben konzervaltabbak mint
szekvencialis kornyezetiik, un. szigetszerli konzervaltsagot mutatnak, mely tulajdonsag egyik

fontos alapjat adja az evolicios megkozelitésii, bioinformatikai SLiM keresésnek. '

1.3. Rendezetlen fehérjék és a rak kapcsolata

A rendezetlen fehérjék fontos biologiai folyamatokban vesznek részt és kozponti
szerepet jatszanak szamos jelatviteli és szabalyozé folyamatban.' Ezért nem meglepd, hogy a
rékban, illetve mas betegségekben is kulcsfontossaguak. Kutatocsoportunk nemrégiben
ramutatott arra, hogy az ismert rakos gének 20 szazalékaban a mutaciok elsddleges célpontja
rendezetlen régi6. Ezek a rendezetlen driver gének a kontextusfiiggd interakcids haldzatok
kozpontjaban helyezkednek el és olyan folyamatokban vesznek részt, mint a transzkripcio,
génexpresszid szabalyozasa és a fehérjék degradacidja.'> A rendezetlen fehérjék és azok
régioinak rakban betoltott szerepére Gjabban vizsgalatokat végeztek és azt is bebizonyitottak,
hogy tobbek kozott a fazis szepardcid is szerepet jatszhat a rak kialakuldsaban.” Attol
fliggden, hogy a mutécio rendezett vagy rendezetlen régiora esik, 0sszefliggéseket talaltak a
génexpresszids szint valtozasa, illetve a betegek talélése vonatkozasaban.

Az egyik legjobban tanulményozott rendezetlen rdk gén a béta-catenin, ami a Wnt
jelatvitel utvonal kanonikus utvonaldnak egy kozponti fehérjéje. Ez a fehérje egy jol ismert
onkogén, aminek a mutacidéi az N-terminalis végén, egy rendezetlen, rovid szakaszon
strisodnek. A régid6 mutéacidja a fehérje felhalmozodasahoz vezet, ami révén a jelatviteli
utvonal egyensulya felbomlik, ami a célgének tulexpresszalodasahoz vezet.'* Az ujabb
vizsgalatok rdmutattak arra, hogy szamos tovabbi esetben megfigyelhetd, hogy a rendezetlen
részeken halmozodnak fel mutaciok, azonban ezek altaldban joval kevésé karakterizaltak.'> A
rendezetlen fehérjék és a rakos mutaciok kozotti kapcsolat vizsgalatat nagyban megneheziti,

hogy nem 4all rendelkezésre egy olyan eszkdz, ahol a rendezetlen régiokra vonatkozo
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https://paperpile.com/c/Hs01UH/vD1H

szerkezeti ¢és funkciondlis tulajdonsdgokat a mutdciokkal egyiitt lehetne vizsgélni. A
COSMIC adatbazisban megtalalhatd vizualizacids eszkdz jo alapot ad a mutacids eloszlasok
és a gocpontok azonositasiara, mig a ProViz"” a rendezetlenség megallapitisara és a
funkciondlis annotacidkra megfeleld, amibdl viszont a mutacids adatok hidnyoznak. Jelenleg
nem talalhato olyan vizualizaciés webszerver ami rendezetlen fehérjéknek rakban betoltott

szerepére helyezi a fokuszt.


https://paperpile.com/c/Hs01UH/Z6ZV

2. Célkitiizés

Az elmult években a rdk genom projektek rengeteg adatot kinaltak a rdk molekuléris
mechanizmusanak jobb megértéséhez. Ezzel parhuzamosan a rendezetlen fehérjékrdl szerzett
informécionk is boviilt. Ennek ellenére eddig még nem allt rendelkezésre megfelelé modszer
ezeknek az adatoknak az dsszehangolasara, feldolgozasara és megjelenitésére és végsd soron

a rendezetlen fehérjék a rakban betoltott szerepének megértésére. Célom az volt, hogy

e  Létrehozzak egy komplex vizualizacidés webszervert , ami a rendezetlen fehérjékre es6
rakos mutéaciok funkcionalis és strukturélis annotécioit tartalmazza.
° A vizualizacids eszkoz felhasznalasaval olyan rendezetlen részeket azonositsak,

amelyek mutacidja rak vagy egyéb betegségek kialakulasahoz vezethet.

A webszerver elOsegiti hogy jobban megértsiik a rendezetlen fehérjék bioldgiai szerepét

illetve hogy mutéciojuk hogyan jarul hozza rak és egyéb betegségek kialakulasahoz.



3. Anyagok és modszerek

3.1 Szekvencia és mutacios adatok 0sszegyljtése

A fehérjék kozponti adatbazisa az UniProt adatbazis.'® Ez két részbdl all. A SwissProt
tartalmazza a manudlisan leellen6rzott fehérjéket, a hozza tartozé funkciondlis és szerkezeti
annotaciokkal. A Trembl adatbazis az automatikusan annotalt fehérjéket tartalmazza. Az
adatbazisbol letoltheto a kiilonbozo fajok, koztiik a human, fehérje szekvencidk és az azokhoz
tartoz6 izoformak. A Uniprotban éltaldban a leghosszabb fehérje a f6 izoforma. Munkam
soran a UniProt adatbazisbdl (2022.08) szarmaz6é humdan fehérje proteomot a hasznaltam

referencia szekvencidknak.

A COSMIC adatbéazis a legnagyobb és legatfogobb forrasa az emberi rdkban eléforduld
szomatikus mutacioknak. Az adatbazis tartalmazza gén specifikus €s genom szintli
vizsgélatok eredményeit, beleértve a TCGA projekteket is. A COSMIC (v96) adatbazisbol
letoltottem a CDS szekvenciakat, ezeket atforditottam fehérje szekvenciadkra. Szintén
letoltottem a COSMIC adatbazisbol a kodold pontmutaciokat. Ez egy tablazatos formaban
fehérje szinten, az érintett gént, valamint az ahhoz tartozo kromoszomat. A mutacioknal csak
a missense, in-frame inzerciot és delécidt, valamint a nonsense mutéaciokat vettiik figyelembe.
Bar a COSMIC adatbéazis joval nagyobb, de a TCGA projekt altal generalt mutacios
informaciok letisztultabbak, ezért szamitasainkat ebbdl a projektbdl végeztiik. Ugyanakkor a
TCGA projekt a transzkriptek egy elavultabb verziojat hasznalja. Ezért munkdm soran a
COSMIC altal ujratérképezett TCGA adatokat hasznaltam, a TCGA-s mutaciokat pedig
kiszlirtem a minta azonositok alapjan. Az ismert rakos géneket a COSMIC Cancer Gene

Census és az IntOGen'” adatbazisokbol gylijtottem.

Ahhoz, hogy a TCGA adatbazisban megadott mutacidkat a Uniprot fehérje szekvencidkra
minél pontosabban rd tudjuk vetiteni, minden UniProt szekvenciat az atforditott COSMIC
fehérje szekvenciakra térképeztem. A térképezést kromoszomanként, BLAST-al végeztem.'®
A BLAST egy szekvencia illeszt6 program, ami a egy adatbazisban 1év6 szekvencidk kozil a

legjobban egyez0 szekvencidkat adja vissza. A transzkripteket ratérképeztik a human


https://paperpile.com/c/Hs01UH/FEIq
https://paperpile.com/c/Hs01UH/lGAQ
https://paperpile.com/c/Hs01UH/4E8C

genomra (hg38) is a UCSC Genome Browser'® command line eszkozeit hasznalva. Igy a

UCSC Genomre Browserben a genom szinten dsszegyijtott adatokat is tudtuk integralni.


https://paperpile.com/c/Hs01UH/F4WV

3.2 Annotacidk Osszegylijtése

A Uniprot adatbdzis nagyszdmui manudlis és automatikusan generdlt annotaciot
tartalmaz fehérje szinten, illetve szdmos egyéb adatbdzis hasznalja referenciaként, lehetové
Osszegyljtottem a fehérje funkciondlis miikodése szempontjabdl fontos annotacidkat,
elsdsorban a “Region of interest” és “Binding region” informacidkat. A Uniprot azonositd
segitségével tudtam annotdlni az ELM? és ELM Switches?' adatbazisbol a rovid lineéris
motivumokat (SLIMs), valamint a PhosphoSitePlus* és a dbPTM?* adatbazisokbdl a
poszttranszlaciéos modosuldsokat. A UniProthoz kapcsolddd Humsavar adatbazisbol az
OMIM Disease* mutaciok azon varidnsait szedtem ki, amelyek igazoltan betegséget

okoznak.

A szerkezeti informacidkat is tobb adatbazisbol gyljtottiik Ossze. Az ismert
doméneket a Pfam® alapjan a PfamScan® program segitségével szereztem meg. A
kisérletesen igazolt fehérje szerkezeteket a Protein Data Bank (PDB)* adatbazisbol
gyljtéttem. A  MobiDB?® adatbazison keresztiil Osszegylijtottem a kisérletesen igazolt
rendezetlen régidkat. A rendezett és rendezetlen régiok becslésére IUPred predikcigjat és az
AlphaFold2-bdl szarmazo pLDDT értékeket hasznaltam. A rendezetlen kotdhelyek
predikciojara az ANCHOR2-t hasznaltam.”

Az altalam Osszegylijtott jellemzOk mellett a Dosztdnyi csoport tagjai tovabbi
annotaciokkal és modszerekkel jarultak hozza az adatbazishoz. Fehérje szintén integraltuk a
rendezetlen kotd régiokat a DIBS* és az MFIB?' adatbazisbol. A fazisszeparacids
informaciokat a PhaSePro*® adatbazisbol gyljtottik Ossze. A rendezetlenség joslo
modszereket kiegészitettiik egy kombindlt rendezetlenség profillal, ami a kisérletes
informaciok és az [UPred és Alphafold modszerek alapjan készit egy rendezetlenségi profilt

gépi tanuldsos dontési fat alkalmazva. Ezeket a munkakat Erdés Gabor végezte.

UCSC Genome Browser adatbazisat felhasznalva beazonositottuk az exon hatarokat,
valamint Osszegyljtottiik az egypontos nukleotid-polimorfizmusokat (SNPs) a dbSNP*
adatbazisbol és a ClinVar** mutaciokat. Ezek mellé integraltuk a genomikus konzervaltsagi
értékeket a phastCons® programmal. Az ismétlédd genomidlis régiok azonositisara a TRF

modszert®® hasznaltuk. A szignifikdnsan mutalodd régiok meghatarozdsa az iSiMPre
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programmal végeztik a TCGA muticiok alapjan.’” Az iSiMPre modszer elénye, hogy

automatikusan megtalalja a mutacios hatarokat anélkiil, hogy eldre definidlnank a régidkat.

A konzervaltsadgi adatokat Dr. Pajkos Matyas generalta le az Osszes adatbéazisban
szerepl0 fehérje szekvenciara. A konzervaltsdg megallapitasara ortolog szekvenciakra
tobbszOrds szekvencia illesztést végzett (multiple sequence alignment) és ezekbdl
konzervaltsagi értékeket szamitott. Az ortoloég szekvencidk konzervaltsagi értékei 5 evolucios
csoportba lettek csoportositva: Mammalia, Vertebrata, Eumetazoa, Opisthokonta ¢&s
Eukaryota. Szintenként minimum 3 ortolég szekvencia kell a konzervaltsag

megallapitdsdhoz.
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https://paperpile.com/c/Hs01UH/Be8C

3.3 Adatok dsszehangolasa, SQL tablak, Webszerver

Minden altalam vagy a csoport altal generalt adatot a referencia szekvencidra és azok
azonositdjara illesztettem. Az adatokat a megjelenitéstdl fliggden sziirtem és normalizaltam.
A webszerver megjelenitéséhez egy SQL alapu adatbazist terveztem, hogy minden adat a
leheté leggyorsabban elérhetd legyen. A reldcios adattablakat ugy terveztem meg, hogy egy

fehérjérdl az 6sszes annotaciot konnyen és gyorsan elérjem. (1.4bra)

A)

B)

EH discanvis_server_protein

53 entry_uniprot

=, . B discanvis_server_combineddisorder
oH transcript_id

| £zl gene_name .E combined_dis

.ﬁ name o9 protein_id
33 chromosome Rid
,33 cancer_driver

N ﬁ sequence

o-9 accession

protein_id:accession

1.4bra a) Az abra elsd fele mutatja az Osszes tablat és azok kapcsoltsagi logikajat. Osszesen
39 tablat tartalmaz az adatbazis fehérjékkel kapcsolatos adatai. A relacids adatbazisnal egy
tablabol at tudunk jutni mas tdblakhoz, ha azok Ossze vannak kapcsolva. Az annotécids
tablak a fehérje tdblahoz kapcsoltak az egyedi azonositon keresztiil. b) Az dbra masodik
felében egy példat lathatunk. Ebben az esetben a fehérje tablabol a kombinalt rendezetlenség

adatait is megkaphatjuk, ha arra hivatkozunk, illetve ugyan ez igaz forditva is.

A vizualizacion 1évé annotaciok képi megjelenitésének teljes kodolasat én végeztem. A

gyorsabb betoltés érdekében, minden annotacidt hattérben futé parhuzamos lekéréssel
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oldottam meg. A megjelenitdben szerepld informécidkat elére formaztam, hogy csak a
legsziikségesebb, de leginformativabb adatokat prezentdljam. Az annoticiok minden egyes

blokkjat egyedileg készitettem el €s testre szabtam az adatokhoz.

4.4 Programozasi nyelvek, keretrendszerek

Az adatok processzdlasahoz hasznalt nyelvek: Python (Pandas, Numpy, Scipy, Biopython,
matplotlib), R.

A webszerverhez hasznalt programozasi nyelvek : Python (Django), SOL (MySQL),
Javascript (JQuery), CSS (CSS3), HTML (HTMLS).

A webszerveren szerver oldali (back-end) keretrendszerként a DJANGO-nak (v. 2.0.4)
a masodik verzidja fut. Az adatok tarolasa az SQL alapu SQLite3-at hasznaltam. A kliens
oldalon (front-end) a DJANGO-Template-et és a jQuery-t (Javascript nyelv alapt konyvtar)
(v. 3.6.0) , valamint a Bootstrap-et (css-javascript konyvtar) (v. 5.0) hasznalok

megjelenitoként.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 Eredmény 6sszefoglalo

Munkdm soran egymasra térképeztem a fehérje szinti adatokat a mutacids adatokat és
kiilonbozé szerkezeti és funkciondlis annotdciokat integraltam. Az adatbazis koré egy
mindenki szaméra konnyen hasznalhatd, vizualizaciés webszervert épitettem. Az eredmények
soran bemutatom az adatbazis fObb adatait, a webszervert és funkcioit, majd példakkal

illusztralom a szerver hasznalhatosagat.

4.2 Statisztikak

A TCGA o6sszesen 19 125 olyan gént tartalmaz aminek vannak mutédcioi. Ezekhez
kigytijtottem a COSMIC azonositot és az ezekhez tartozd transzkriptekhez megkerestem a
legjobban illeszkedd Uniprot szekvenciat. Ez a modszer bizonyult a legjobbnak ahhoz, hogy
legjobban ki tudjam aknazni a fehérje annoticidkat ¢és maximalizdlni tudtam az
attérképezhetd mutaciok szamat is. Az adatbdzisomban a COSMIC-ban hozzarendelt
transzkript azonositét hasznaltam egyedi azonositoként, de ezekhez hozzarendeltem a gén
nevet, a Uniprot azonositot és a fehéjre nevét, illetve az ENSEMBL transzkript ID-t is.
Osszesen 18 525 SwissProt szekvenciat térképeztem a transzkriptekre. Néhany esetben
Trembl-6s (270) vagy a SwissProt isoforma (170) bizonyult a legjobb szekvencianak. Az
adatbazisban 0Osszesen 18 965 szekvencia talalhatd, ezekhez Osszesen 1 836 026 rakos
mutacidt rendelhetiink a TCGA alapjan. Ezek mellett 3 136 gén esetén Osszesen 28 523

disease mutaciot tartalmaz az adatbazis.

Készitettem statisztikdkat a rendezett/rendezetlen régidra es6 adatok megoszlasarol is.
Az adatbazisban taldlhato tobb mint 11 millid pozicid kozil 35%-uk esik rendezetlen és
65%-uk rendezett régiora. Az ismert rakos gének (driver) mutacidinak 40%-a rendezetlen
régiora esik, mig az 0sszes gén esetében csak a mutaciok egyharmada. A disease mutaciok

csak 15%-a esik rendezetlen régiora, mig a gyakori polimorfizmusok majdnem 40%-a.

Osszegyiijtottem az ismert ELM és ELM Switches motivumokra es mutacidkat is. (2. dbra)

Ehhez hasonlé tablazatokat készitettem a linearis motivumokat koto doménekre, a
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kisérletesen igazolt rendezetlen fehérjékre, illetve a driver és a szignifikdnsan mutal6do

régiot tartalmazo fehérjekre.

Mutation per region in known ELM

F
53
PREKCE DOC, 656-660
65872 LIGILIGILIG|LIS, 50-T0
BAKL , 1085
POEF2 LIGILIGILIG, 20-37
PCP4 LG, 40-58
RNFA40 LG, 106-126
REL TRG(TRG|DOC(TRG| DOCIDOCIDOC| DOCIDOC, B60-873
SMARCAL LG, 1355-1370

SLAMFT LIG, 300-301
SRSF6 MOD, 300-303
ApEA2 DOC, 260-2685
BTC TR, 156-161
AMPH MOD, 230-243
R51 MOD, 327.332
MrOSA LIG, B66-E80
@2 LIGILIGILIG|LIS, 204-302
CDKNIA MOD| TRG|MOD{TRG|LIG|MOD| TRE|LIG| DEGMOD(TRG|LIG| DEG[TAG|DES| TRG, 140-157
ATENZ LiG, 812623
0PROL TG, 241245
HEY2 LG, 327-336
e DOC, 1146-1154
CLGAP3 LIG, 333-400
ADAM22 LIG, 831633
IDLRAPL TRG, 256-265
WBFL LG, 3348
PRDM2 LG, 309327
SMARCALL LG, 12-26
CBLE LIG, 806-01
KRCCS DaC, 720-727
CACNALS LIG, 1523-1541
WBF1 LIGILIG|LIG|LIG, 451-465
HIC10 516
SACINL LIG, 1032-1045
wa47 LIG, 69-85
WhKS DEG, 537-545
I T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

2. abra. Ismert ELM motivumokra esé mutaciok €s azok fehérjén beliili régioi, a mutacidok

szdma szerint csOkkend sorrendben. Az elsd helyeken ismert rakos gének talalhatoak. Az

atfedd motivumokat 6sszeolvaszottam.
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4.3 Webszerver

4.3.1 Kereso, Tablak, Rolunk, oldalak

Az altalam készitett DisCanVis adatbazis nyilvanosan elérhet6 a https://discanvis.elte.hu web

helyen. A webszerver kezddoldalan taldlhatdé egy rovid Osszefoglald a szerverrdl,
utmutatassal és példakkal. A fehérjéket neviik, gén neviik vagy UniProt azonositojuk alapjan
a Search oldalon kereshetiink. Annak érdekében, hogy a rendezetlen régiokra esé mutacios €s
funkcionalis informécidkat konnyebben reprezentaljuk, tobb tablazatot készitettiink , amelyek
a “Browse tables” oldalon taldlhatéak. Minden tablazatban megtalalhato, hogy az adott gén
igazolt rakos génként szerepel-e, valamint alapinformacidkat az adott génrdl (kromoszoémalis
lokéacid, gén név és fehérje név). Az informaciok kiegésziilnek alap statisztikdkkal, mint
példaul a rendezetlen régiokon fekvo rakos és egyéb mutaciok szama. Egyes tablazatok a
génnel kapcsolatban szolgaltatnak informéciot, mig masok a géneken beliili régiokrol. Abban
az esetben ha régidkat tartalmaz a tablazat, a région beliili mutaciok szazalékos eloszlasa is

megjelenik a teljes génhez képest.

A Browse tables utan a Help/About oldal talalhato, ahol a szerverrdl talalhatoak segédletek,
valamint Utmutaté az idézéshez. Az oldalak sorat a Statistics oldal zarja, ahol Osszesitett

statisztikak talalhatoak.

4.3.2 Fehérje vizualizacio

A vizualizacidhoz a keresO tablakon 1évé Protein Identifier-re kattintva juthatunk el. A

vizualizacid harom részre oszthato fel.

4.3.2.1 Fejléc, funkcids gombok

Az els6 rész a fejléc, ahol az infé gombra kattintva a génhez kapcsolodd alapvetd
adatok lathatoak. Itt talalhatd meg tobbek kozott a gén neve, UniProt azonositoja,
kromoszémalis lokécioja és ENSEMBL transcript id-ja és a szekvencia hossza. A fejléc tobbi
részén Osszesitd statisztikak, illetve funkciondlis gombok taldlhatoak, amelyek a f6
vizualizacids abra iranyitasara szolgalnak. Abban az esetben, ha ismert rakos gént vizsgalunk,

akkor a hozzatartozé adatbazisban megtaldlhatd informacidkat is lathatjuk. Ha tartalmaz az
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1SiMPre éltal szignifikdnsan mutéalodott régiot, akkor funkcionalis gomb is megjelenik “ROI”
néven. A “Cancer type”-ra kattintva sziirhetiink célzottan a raktipusokra, aminek valtoztatasai

mind az 0sszesitd abran, mind a {6 vizualizacios abran megjelennek.

4.3.2.2 Teljes fehérje Osszesito abra

A fejléc alatt talalhatdo a masodik szekcid, ahol a fehérjét teljes hosszaban lathatjuk,
Pfam doménekkel, mutacidokkal, és a kombinalt rendezetlenség profillal. A missense
mutaciok fehérjén beliili eloszlasat frekvencia szerint ardnyosan abrazoltam, a f6

vizualizacids abrahoz hasonloan.

4.3.2.3 FO vizualizacios abra

A harmadik szekcid a f6 abra, ahol genomikus és fehérje szintli adatokat talalhatunk.

A 06 abrat tovabbi 6t f6 régidra bonthatjuk.

Legfeliil talalhatjuk a szekvencia poziciokat és a szekvenciat, ¢és altalanos
informaciokat, melyek segithetnek eldonteni a kiilonféle variaciok relevancigjat. Ezek kozé
tartoznak az exon hatdrok, melyek hasznosak lehetnek a splicing site-ra esé mutaciok
azonositasdban. Az ismétlodéseket tartalmazo régiok (TRF modszerrel), az alacsony
genomikus konzervaltsagth régiok (PhastCons modszer alapjan), vagy a gyakori
polimorfizmusok tartalmazé poziciok valdsziniisithetik, hogy az ezekre es6 mutéaciok

passenger mutaciok.

A masodik blokk a rdkos mutaciokat ( TCGA, COSMIC), valamint egyéb
betegségbdl szdrmazd mutdcidkat (ClinVar, OMIM) jeleniti meg. A rdkos mutdcioknal
alapbdl csak a TCGA-bdl szarmazd mutadciokat jelenitem meg, de bekapcsolhatd az dsszes
COSMIC mutaciok megjelenitése is. A mutdciok vizualizalasa soran kiilon jelenitem meg az
egyetlen aminosavat érintd6 missense mutaciokat, az inframe delécidkat és inzercidkat, és

trunkalo (frameshift, nonsense) mutacidkat.

A harmadik szekcid a szerkezeti tulajdonsdgokra vonatkoz6é — informacidkat
tartalmazza. Az els0 rész a Pfam annotaciokat tartalmazza, a domén ¢és egyéb tipusu

szekvencia csaladokat eltérd szinnel jelolve. Ezt kdveti az adott szekvencidhoz tartozo ismert
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tészerkezetek a PDB adatbazisbol. Ezutan jon a kombinalt rendezetlenségi profil, majd a
kisérletesen igazolt rendezetlen régiok a MobiDB adatbazisbol. Ezt kdveti az AlphaFold2
PLDDT score-ja altal prediktalt rendezetlenség, az IUPred és az ANCHOR modszerek altal
becsiilt rendezetlen illetve rendezetlen kotohely régidk. A rendezetlen régiok pirossal, mig a

rendezett részek kék szinnel vannak feltiintetve.

A negyedik szekcié tartalmazza a funkciondlis annoticiokat, a SwissProt
adatbazisbol, a rovid linedris motivumokat illetve az ezeken alapuld molekularis kapcsolokat,
tovabba a kiilonbozd poszttranszlacios modosulasokat. Ezek utan kovetkeznek a DIBS és
MFIB adatai, ahol azok a rendezetlen régidk talalhatoak, amelyek maés fehérjékkel

kdlcsonhatasba 1épnek és ennek sordn meghatarozott térszerkezetet alakitanak ki.

Az utolso szekcio tartalmazza a fehérje konzervaltsag adatait kiilonbozé evolicids
szinteken. A konzervaltsagi értékek aranyositva jelennek meg, hogy vizudlisan is konnyen el

tudjuk kiiloniteni a konzervalt és kevésbé konzervalt régiokat.

Minden annotaci6 pozicidja az abran megjeldlhetd, illetve ezekhez az annotacidkhoz
tartoznak kapcsolt hivatkozdsok és egyéb hasznos adatok. Minden pozicid adataihoz
hozzaférhetiink a REST-API segitségével, vagy a szekvencidn az aminosavra kattintva. A
REST-API osztott kapcsolati és gyors hozzaférést biztosit az adatbazis adataihoz.

Nagyléptékii analizis soran a REST-API segitségével kiilonb6zo fehérjék kulcspozicidinak

crer
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4.4 Peldak

A kovetkezd fejezetben példakon keresztiil mutatom be a szerver hasznossagat a

rendezetlen fehérjék rakos és egyéb betegségek feltérképezésében.

4.4.1 RAF1

A vizualizacionk kiindulé pontja lehet az ismert linearis motivumok szerepének
megértés¢hez kiilonbozd betegségek kialakulasaban. Erre példa a RAF (RAFI1
UniProt:P04049), ami egy protoonkogén szerin/treonin kindz. Ez a fehérje szabalyozza a
sejtosztodast €és a sejtdifferenciaciot és fontos szerepet tolt be a RAS/RAF/MEK/ERK
jelatviteli Utvonalban.(Cobb et al. 1994) Ezeknek az utvonalak zavara egyrészt rakos
elvaltozasokhoz vezethet, masrészt szerepet jatszhat a Noonan szindroma kialakulasdban, ami
egy gyakori fejlédési rendellenesség. A hdrom leggyakoribb tiinete a betegségnek a szokatlan
arcvonasok, alacsony termet valamint a velesziiletett szivrendellenességek.”® Ha a
vizualizacids abrara megyiink, megfigyelhetjiik, hogy a rdkos mutaciok a RAF1-ben a
szekvencia kozepén talalhatéd (254-262) 14-3-3 koto foszfopeptid motivumra esnek (3. ébra).
Ez a motivum egy 0si, evolucidésan konzervalt motivum, amit a konzervaltsagi plot is jol
mutat. A rdkos mutéaciokon kiviil az egyéb betegségek mutdcioit is talalhatunk ebben a
régioban, amiknek a nagy része a Noonan szindromahoz kapcsolodnak. Az ELM
adatbazisbol és az annotaciokbol kideriil, hogy az erre a régidra es6 mutaciok gatoljak a
14-3-3 kotodését a RAF1-re a S259-es aminosav foszforilacidjanak elrontdsa révén. Ez az
ERK talzott aktivitisahoz vezet, ami végsd soron Noonan szindromat eredményez.*” Ezen
eredmények is igazoljak, hogy az adatbazisunk remek kiindulé alapot ad a funkcionalis

annotaciok segitségével a rakos és egyéb betegségek feltérképezésére is.
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3. abra. RAF1 fehérje vizualizacioja.

4.4.2 Ataxin-1, Ismeretlen rakos gének azonositasa

A vizualizacios eszkoziink a még funkcionalisan nem jol ismert, de mutacidkban
gazdag régidk jobb megértésében is segitséget nyujt. Az egyik ilyen példank az Ataxin-1
(ATXNT1 UniProt: P54253) (4. abra). Az Ataxin-1 egy kromatin-koto faktor gén, ami szerepet
jatszik a génkifejez0dés szabalyozasaban. A fehérje tartalmaz egy poliglutamin (PolyQ)
régiot, amely a spinocerebellaris ataxia 1 (SCA1) neurodegenerativ betegségben kiterjedtebb.
Az Ataxin-1 szamos fehérjével interakcioba 1ép, de funkcidja még nem tisztazott.* Azt
eddig is tudtak, hogy az ataxin intranuklearis testecskét képzett, de tijabban kimutattak, hogy

14" Az ataxinl jelenleg nem tartozik az ismert driver gének

fazis szeparacion megy keresztii
kozé, annak ellenére, hogy a méhnyakrakkal kapcsolatba hoztak.* A polyQ régidjaban
megfigyelt muticiok jelentds slrtisodése arra kovetkeztet, hogy a fehérje nem csak

neurodegenerativ betegségekben, de a rakban is fontos szerepet jatszhat.*
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4. dbra Ataxin-1 poliglutamin régigja.

4.4.3 WNK csalad, ismeretlen rakos gén vagy egyéb betegség azonositasa paralogok altal

A Browse tables oldalon specifikalt keresések segitenek a lehetséges driverek beazonositasat.
Az ELM fiilon az ELM adatbazisban megtalalhat6 ismert linearis motivumokra eso
mutaciokat vizsgalhatjuk azok tipusa szerint. A linearis motivumok egyik tipusat a degron
indukaljak. Az “ELM type”-on beliil, ha a degronokat szeretnénk sziirni akkor a “DEG”-et
kell kivalasztani. Az els6 harom legtobb rakos mutéacidval rendelkezd degron a Béta-Catenin
(CTNBBI1), a NFE2L, valamint a MYC onkogén. Ezek mind ismert rdkos gének, viszont ezt
a sort koveti a WNK3, ami jelenleg nem tartozik az ismert rdkos gének kozé. A WNK
csaladnak harom tovabbi paraldgja 1étezik. Ezeket megvizsgalva lathatjuk, hogy a WNKI1 a
WNK2 ¢s a WNK4 is rendelkezik degron motivummal. A WNK csaladnal a degron
motivumot egy Kelch fehérje (KLHL3) ismeri fel, aminek ko6tdédése soran a fehérjét
ubikitinalja és degradalja egy E3 ubikitin ligdz komplexen keresztil.*** A WNK4 degronja
szdmos mutaciodt tartalmaz, amit Osszefiiggésbe hoztak a Gordon hipertonids szindroémaval
(pszeudohipoaldoszteronizmus). Ennek a szindromanak a missense mutacié megtalalhatoak a
kotddoméneken is, és kijelenthetd, hogy ezt a rendszert érintd missense mutaciok Gordon
hipertonias szindromat okoznak.*#® A WNK2 és WNK4 fehérje ismert rakos driver gének,
de érdekes mddon jelenleg nincs tanulmany a rak és WNK3 kapcsolatarol.

Az 5. abran taldlhatbak a WNK csalad degronjai és a paralogok betegségekkel
kapcsolatos jelenlegi Osszefiiggései. Ezen eredmények ramutathatnak a WNK3 degron rak

¢s egy¢eb betegségekben valo szerepére.
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5. abra a) A WNK csaléd kiilonb6z6 paraldgjai és a veliik 6sszefiiggésbe hozott betegségek.

b) WNK3 fehérje és a degron pozicidja. A WNK csalad tagjaiban a degronja kdzvetlen egy

kindz domén utdn helyezkedik el. A tobbi izoforma is hasonld szerkezetet mutat,

ugyanazokkal a doménekkel. c) A kiilonbozd paralégokon a degron motivum és az azokra

esO rakos és egyeb betegségek mutacidoi. A WNK3 jelenleg nem rakos gén, mégis szdmos

mutacid esik a degron motivumara, tovabba a csalad tobbi izoformjat és a degron motivumat

is 0sszefliggésbe hoztak rakos és egyéb betegségekkel kapcsolatban.
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4.5 Konkluzid

A webszerverem egy olyan altalanos vizualizaciés eszkoz, melynek célja a
rendezetlen fehérjék megértése a rdkban €és mas betegségekben. A szerveren 1évo strukturalis
¢s funkciondlis annotdciokkal, valamint a genomikus ¢s fehérje szintli adatok
egymasratérképezésével egy komplexebb és az eddigiektdl eltéré megkozelitéssel lehet
vizsgalni a rendezetlen fehérjék és a rak kapcsolatat. LehetOség nyilik arra is, hogy a
globularis fehérjék szerepét is jobban megértsiik a rendezetlen kotd régiok altal, amik
rendezett doménekhez kotnek. A specializalt keresésekhez létrehoztunk kiilonféle tablakat
amikkel a funkcids csoportokat kiilon-kiilon rendezetlen specifikusan tudunk vizsgalni. Igy
lehetdség van akar kisérletesen igazolt rendezetlen régidk szerint keresni géneket, vagy akar
az ismert rakos gének kozott, de gén ontologia alapjan is. A jovOben szeretnénk kiegésziteni
az adatbazist tovabbi rakos €s mas betegségek mutacidval. Ezen kiviil szeretnénk célzott
kezelések iranyaba tovabb haladni. A DisCanVis a fent emlitett példdkon keresztiil jol
reprezentalja a hasznalhatdsagat, a muticiok megértését a rendezetlen fehérjékben, és igy a

rak kialakulasaban.
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5. Osszefoglalas

A rendezetlen fehérjék nem rendelkeznek jol definialt térszerkezettel, ugyanakkor
kulcsfontossagu szerepet jatszanak szinte minden sejten beliili folyamatban. Hibas
miikodésiik szdmos betegséggel hozhatd kapcsolatba, tobbek kozott rakkal is. Az elmult
iddszakban jelentésen kitarult a rendezetlen fehérjékrdl szerzett tudasunk, és ezzel
parhuzamosan a rak genom projektek rengeteg, a betegség kialakuldsaban fontos genetikai
varianst azonositottak. Ennek ellenére a rendezetlen fehérjék rakban betoltott szerepe maig
nem tisztazott. Munkdm sordn létrehoztam egy komplex webszervert, a DisCanVis-t

(https://discanvis.elte.hu), amely eldsegiti a rdk és a rendezetlenség kozotti kapcsolat

vizsgalatat. A webszerver megalkotasara tobb programnyelvet (Python, Javascript, HTML,
CSS, SQL) és azok keretrendszereit hasznaltam (Django, JQuery, Bootstrap, SQLite). Ez az
egyedi vizualizacios eszkdz genom szintll informaciot kombinal a fehérje szinten 1évo
strukturalis és funkcionalis informacidkkal. Tobb mint 30 kiilonb6z6é annotaciot gytljtdttem
Ossze €s processzaltam, €s ezeket Osszehangolva vizualizaltam. Dolgozatomban példakon
keresztiil mutattam be, hogyan hasznalhaté a webszerver a rak kialakulasaban szerepet jatszo
rendezetlen fehérjék, illetve azok kulcs régidinak azonositdsdhoz. A DisCanVis szerver
kiindulopontja lehet biomedikai relevanciaval rendelkez6, de ma még nem jellemzett
rendezetlen fehérjék karakterizalasdnak ¢és eldsegitheti ujfajta gyogyszercélpontok

azonositasat is.
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