Az elmult 6t évben végzett munka egy tobb mint harminc éve az OTKA/NKFI altal
finanszirozott, és egy mar elnyert NKFI projekt tdmogatasaval tovabbiakban is folytatédo hosszi
tava program része. Sajnos sok nehézséggel kellett megkiizdeni ebben az 6t évben. Projektiink
2012-es indulasatol 2014 nyardig a négy fomunkatarsam koziil harom tavozott Lendiilet-csoport
vezetonek a csoportbol. A harom husz éves gyakorlattal rendelkezd, vilag szinvonalu kutatot
kezdokkel kellett ,,potolni”. A nagy Osszegli NK tipust projektbdl a létszamot részben tudtuk
potolni. A huszéves tapasztalatot viszont nem. Az MTA TTK mikdodésével, foleg a pénziigyi €s
gazdasagi helyzettel is rengeteg, a napi sajtobdl is ismert, probléma volt. Mindezek ellenére
megprobaltuk teljesiteni vallaldsainkat. A transzmembran fehérjék, a stabil térszerkezetl, vizes
kozegben oldhatd fehérjék és a rendezetlen fehérjék témakorében elért eredményeket kiilon
fejezetben, a fejezeteken beliil kozelitéleg idérendi sorrendben mutatom be. Ez egy
csoporttamogatd NK tipusu projekt volt. Tehat nem minden a palyazatban résztvevé kutatok
altal, a palyazat terhére, végzett munkaban szerepeltem olyan mértékben, ami indokolta volna a
tarsszerzOségemet. Ezekben természetesen nem szerepelek.

Az eredmények:
1. Transzmembran fehérjék

A korabbi évtizedek legnagyobb visszhangot kivaltott cikkeink, koztiik a harom, egyenként tobb,
mint ezer hivatkozasu eredeti kozlemény, a transzmembran fehérjék vizsgalata témakorbol
keriiltek ki. Mostanra ezt a témat egykori didkom majd munkatarsam Tusnddy Gébor sajat
Lendiilet csoportjaban miiveli. Csoportomb6l valo kivalasa utan is bent maradt ebben a
projektben. Eleinte késziiltek kozosen is cikkek, de késdbben inkabb sajat didkjaival és a
Lendiilet projekt terhére dolgozott. Ugyanakkor sok hasznos szakmai konzultaciot folytatunk.

Az elsd ilyen cikk egy fehérje szerkezet gépi analizalasat jelentd szdmos keresé motorral
ellatott web szervert mutat be. A szerver barmilyen fehérje analizalasara alkalmas, mégis itt a
transzmembran fehérjékrdl szolo résznél mutatom be. Nemcsak azért mert létrehozasat ilyen
fehérjék analizaldsanak igényének koszonheti. Hanem azért is mert ez az a meglehetdsen
bonyolult, altaldban sok alegységet tartalmazd fehérje tipus, ami az irodalomban fellelhetd
korabbi nyilvanos web szerverekkel nem tanulméanyozhato. A szerver, kutatok szamara szabadon
elérhet6 a vilaghalon. Mint ahogy a NAR folyoiratban 2012-ben megjelent cikkiink is. Kozma D,
Simon I and Tusnady GE: CMWeb: an interactive on-line tool for analysing residue-residue
contacts and contact prediction methods, Nucleic Acids Res 40, W329-W333, 2012.

Ugyanebben a nyolcas impakt faktorti folyoiratban jelent meg a 2013. évben az ¢l6z6hoz
hasonldéan Kozma Daniellel és Tusnadi Géborral irt cikkiink egy j PDBTM adatbazisrol. Ez a
munka nem a nyolc évvel korabban, Kozma Daniel helyett, Dosztanyi Zsuzsannaval készitett
adatbazis korszeriisitése, hanem sok szempontbol egy teljesen 0 adatbazis szerver. A két szerver
megjelenése kozotti idészakban 0j szerkezeti elemeket fedeztek fel. Ilyenek, mindenekel6tt a
membranba csak benyulo, de azon at nem mend hurkok, vagy a membran felszinén halado, félig
a vizes fazisba érd feliileti hélixek. Ezek az 0j elemek egészen 1j leirast tettek sziikségessé.
Kozma D, Simon I and Tusnady GE: PDBTM: Protein Data Bank of transmembrane proteins
after 8 years, Nucleic Acids Res 41, D524-D549, 2013.



Magyar Csaba kollégam az wugyancsak TTK-s Kardos Julianna csoportjaval
egylittmikodve készitett munkajaban egy transzmembran neurotransmitter szubsztrat kotését
vizsgalta molekula dinamikai szimulaciéval. Molekula dinamikai szamitdsokban itt keriilt
felhasznalasra els@ izben a stabilizaciés centrum mint az atmeneti allapotok stabilitasanak
jellemzéje. Ennek eredménye a CURRENT DRUG DISCOVERY TECHNOLOGIES
folyoiratban jelent meg 2014-ben. Simon A, Bencsura A, Héja L, Magyar C, Kardos J: Sodium-
Assisted Formation of Binding and Traverse Conformations of the Substrate in a
Neurotransmitter ~ Sodium  Symporter Model, CURRENT DRUG DISCOVERY
TECHNOLOGIES 11:(3) pp. 227-233, 2014.

Ehhez a témakorhoz tartozik, hogy amerikai kollégakkal egylittmiikkddve vizsgaltuk a
transzmembran fehérjék természetes kdrnyezetének a membranoknak a fazis atalakulasat is. Az
err6l Sugar IP-vel és Chong PL-lel. irt cikkiink 2013-ban a Biophysical Journalban jelent meg.
Sugar IP, Simon I and Chong PL: Series of concentration-induced phase transitions in
cholesterol/phosphatidylcholine mixtures, Biophys J 104, 2448-2455, 2013 .

Ugyancsak Sugar Istvannal jelent meg a kovetkezd évben 2014-ben egy a tdbbi
cikkemhez nehezen kothet6 rendszer biologiai cikkem a Self-regulating genes-rél. Egy analitikus
leirast adtunk Poisson reprezentacidval a probléma ,,steady state” meoldéasarol. Cikkiink a CEJP-
ben jelent meg. Sugar IP, Simon I: Self-regulating genes. Exact steady state solution by using
Poisson representation, CENT EUR J PHYS 12: (9) 615-627, 2014

2. Stabil térszerkezetli, vizes kdzegben oldhato fehérjék

2014-ben megjelent egy a stabil térszerkezetll vizes kozegben oldhat6 fehérjék ciszteinjei
kovalens allapotardl szolo cikkiink. A cikk Iényege, hogy kiillonb6zd kordbban eltérd elméleti
hattérrel kidolgozott becsld eljarasok Osszevetésével kimutattuk, hogy ha egy adott hipotézis
alapjan kidolgozunk egy becslé modszert €s az j61 miikodik, az még nem bizonyitja az elvi alapul
szolgald hipotézis helyességét. Ugyanis a bioldgiai informéciok kozott annyi a kdlesonds fliggés,
hogy ugyanhoz az eredményhez nagyon kiilonb6z6 kiindulési alaprdl is el lehet jutni hibatlan
logikaval. Cikkiink Amit , Fiser Andrassal, Mészaros Balinttal és Tiids Evaval irtunk a FEBS
OPEN BIO folydiratban jelent meg. Tiidos T, Mészaros B, Fiser A, Simon I: A word of caution
about biological inference - Revisiting cysteine covalent state predictions, FEBS OPEN BIO 4:
310-314, 2014.

Szintén 2014-ban jelent meg egy masik stabil térszerkezetli vizes kdzegben oldhatd
fehérjékrol szolo cikkiink Magyar Csabaval valamint a Targetex Ltd és a Chemaxon Ltd cégek
munkatarsaival. Tiidé ¢és kardiovaszkularis betegségek gyogyitdsdban fontosnak tartott
foszfodiészteraz inhibitorok azonositdsara kiillonbozé 2D ¢és 3D modszerek kombinécidjat
hasznaltuk fel. Irodalombdl ismert 44 szerkezetileg kiilonb6zd PDE inhibitor molekulabol
indultunk ki. A kétdimenzios €s a Screen3D szoftver segitségével flexibilis illesztésébdl szamitott
haromdimenziés hasonlésagok Tanimotd koefficiensei (T2D ¢és T3D) alapjan vizsgaltuk a
kiindulasi molekulakat. A haromdimenzids hasonlosag haszndlhatdo paraméternek bizonyult és a
T3D>0.3 feltétel hasznosnak bizonyult elsé kords illetve T3D>0.6 feltétel masodik kords
szlirések elvégzésére. Egy 2D hasonlosagon alapuld elsé kords sziirés altal szolgaltatott



molekuldk kisérletileg validalt talalatai alapjdn egy masodik sziirési ciklust is elvégeztiink. A
masodik szlirés sordn egy kombinalt ,,fzi6s” rangsorolast alkalmaztunk, mely soran a
T2D+T3D>1.5 feltételt alkalmaztuk. Ez a feltétel alkalmasnak bizonyult nagy 2D ¢és kisebb 3D ,
illetve nagy 3D ¢és kisebb 2D hasonldsagu molekulak azonositasara. A kisérletileg meg vizsgalt35
molekulabol 10 hatdsosnak bizonyult. A kombinalt 2D/3D mddszerrel azonositott molekuldkat
kiilonbozo foszfodiészterazakkal szemben mutatott specificitasat is vizsgaltuk. A Schrodinger
Suite programcsomag Glide XP programjanak a segitségével bedokkoltuk a hatasos molekulakat
a kovetkezd foszfodiészteraz PDB szerkezetekbe: 3G45 (PDE4B), 3G4G (PDE4D), 2H42
(PDE5SA), 3HR1 (PDE10A). Megkiséreltik a kiilonb6z6 PDE alosztdly specificitasra
magyarazatot adni a fehérje-ligand komplexek szerkezeti analizise alapjan. Az egyszerl
dokkolasi szamolasokon tul a kotdhely flexibilitasat, illetve a ligandhoz torténé konforméacios
ligand komplex szerkezeteken MM-GBSA kotési szabadentalpia szamitasokat végeztiink, melyek
a docking score-nal sokkal megbizhatobb egyezést mutatnak a kisérleti eredményekkel altalaban.
Végiil a PDE4B esetében az UCR2 domént tartalmazd és nélkiilozd fehérje szerkezetek
felhasznalasaval arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az UCR2 domén szerepet jatszik a
ligandkotésben. A cikk a MOLECULES cimi folyoiratban. Dobi K, Hajdu I, Flachner B, Fabo
G, Szaszko M, Bognar M, Magyar C, Simon |, Szisz D, Lorincz Z, Cseh S, Dorman G:
Combination of 2D/3D Ligand-Based Similarity Search in Rapid Virtual Screening from
Multimillion Compound Repositories. Selection and Biological Evaluation of Potential PDE4 and
PDES Inhibitors., MOLECULES 19: (6) 7008-7039, 2014.

Magyar Csabaval és a Targetex Ltd munkatarsaival a 2015 évben is irtunk egy cikket.
Tobb kozponti idegrendszeri betegségek gyogyitasanak egy igéretes célpontja a 5-
hidroxitriptamin receptor 6. Az 5HT6 receptor ismert, 25 kiilonb6z6 kemotipusba tartozo
gatloszereibdl kiindulva 2D hasonlosagi szlirést (T2D>0.65) végezve 1étrehoztunk egy kiindulési
molekulakonyvtarat. A 49 kiindulasi molekulat és a 2D sziirésbdl kapott 11 kisérletesen igazolt
molekulat felhaszndlva farmakofor modelleket épitettiink. Az irodalomban ismert volt mar egy 4
elembdl allo farmakofér modell, amelynél specifikusabb modelleket akartunk épiteni.
Farmakofor modellek felhasznaldsaval tobb milli6 molekulat tartalmazé adatbéazisok
atvizsgalasaval sikeresen azonositottunk tobb kisérletileg is igazolt hatékonysdgii molekulat,
melyek kozott talaltunk egy eddig nem ismert kemotipusba tartozé molekulat is. A cikk a
Chemical Biology & Drug Design folyoiratban jelent meg. Krisztina Dobi, Beata Flachner, Maria
Pukancsik, Eniké Méthé, Melinda Bognar, Maria Szaszkd, Csaba Magyar, Istvan Hajdu, Zsolt
Lérincz, Istvan Simon, Sandor Cseh, Gyoérgy Dorman: Combination of pharmacophore
matching, 2D similarity search and in vitro biological assays in the selection of potential 5-HT6
antagonists from large commercial repositor, Chemical Biology & Drug Design 86 (4) 864-880,
2015.

Magyar Csaba a 2016-ban Szollési Daniellel, Erdei Aronnal, Gyimesi Gergellyel és
Hegedds Tamadssal irt cikkében a multidrog rezisztenciat vizsgalta. Az aryl hydrocarbon
receptoron (AhR), mint a multirog rezisztencia hatterében allo széles ligand specificitassal
rendelkezd receptorok PAS-B modénjének modelljén kollaboracidban in silico vizsgalatokat
végeztek. Alacsony szekvencialis hasonlosagot mutatdé PAS domének, egy HIF-2a és egy
CLOCK szerkezet felhasznéalasdval homoldgia modelleket épitettek. A modelleken DMD és MD
molekuladinamikai szimulaciokat végeztek azok dinamikus tulajdonsagait vizsgalva. Replica
exchange szimulaciok segitéségével meghataroztak a kiilonboz6 templat szerkezeten alapulod



modellek olvadasgorbéjét. A multidrog kotd képességet az MD szimulaciok eredményeként
kapott szerkezetekbe az Autodock Vina program segitségével bedokkolva tobb mint egy tucat
molekula segitségével vizsgaltak. A kiilonbozé templatok alapjan késziil homologia modellek
nem mutattak Iényegesen eltérd viselkedést vizsgalataik soran. A konformdacios sokasagba
torténd dokkolas nem volt képes megkiilonboztetni az alacsony és magas affinitassal rendelkez6
ligandokat. Ellendrzésképpen a fehérje flexibilitasat masképpen figyelembe vevd Induced Fit
Docking szamolésokat is végeztek. Az eredmények ugyanazt mutattdk. Ezek alapjan
valoszintsitették, hogy a ligand specificitasért nem csak a PAS-B domén tehetd feleldssé. A
ligand kot6 zseb mellett az oda vezetd csatorna is fontos szerepet jatszhat a testidegen molekulak
felismerésében. A cikk a PLOS ONE folyoéiratban jelent meg. Szollési D, Erdei A, Gyimesi G,
Magyar C, Hegedts T: Access Path to the Ligand Binding Pocket May Play a Role in Xenobiotics
Selection by AhR, PLoS One 11(1):e0146066, 2016.

Két évtizede vezettiik be a stabilizacids centrumok fogalmat. Azokat a nem kovalens
kolesonhatasokkal Osszetartott specialis klasztereket melyek elsddlegesen felelosek a nativ
fehérje szerkezet fenntartdsdért. EbbdOl a téméabdl tobb cikket irtunk melyekre tobb széaz
hivatkozast kaptunk, €s szamos mas szerzé szerzd is foglalkozott a témaval. Meglepé modon,
eddig senki sem vizsgalta, hogy bar a klaszterek neve a stabilitasra utal, van-e koziik a fehérjék
hé stabilitasahoz. Egy nagy pont mutacids informaciokat és termodinamikai paramétereket
Osszegyljtd adatbazis statisztikus elemzésével a kérdésre pozitiv valasz adtunk. Cikkiink amit
Magyar Csabaval, Savoly Zoltannal és indiai kozremiikodonk M Michael Gromiha-val irtunk a
BBRC-ben jelent meg 2016-ban. Csaba Magyar, M. Michail Gromiha, Zoltan Savoly, Istvan
Simon: The role of stabilization centers in protein thermal stabilization and human diseases,
Biochem Biophys Res Com 471, 57-62, 2016.

Legutobbi, 2017-ben az elsé cikkiink amit Magyar Csabaval és a Targetex Ltd
munkatarsaival irtunk, j potencidlis hatdéanyagok glutaminil ciklaz gatldsara fragmens alapt
drog tervezéssel tortént keresését mutatjuk be. A glutaminil cikldz egy igéretes célfehérje
neurodegenerativ betegségek gyogyitasaban. Irodalombol ismert gatldoszereinek felhasznéalasaval
2D hasonlosagi sziirés alapjan osszeallitott fragmens-konyvtar kisérletileg leghatékonynak itélt
15 elemét vizsgaltuk a Schrodinger Suite 2015 programcsomaggal. A Glide program segitségével
bedokkoltuk a fragmenseket a glutaminil ciklaz 3si0 PDB szerkezetébe. Fragmensek esetében
nem varhatjuk, hogy a pontozoéfiiggvények gyodgyszermolekuldkra jellemzd pontértékeket
szolgaltassanak, mivel azok nem fragmensekre, hanem drog jellegli molekuldkra lettek
optimalizalva. A lehetd legjobb pontértékek elérése érdekében a fehérje szerkezetét is flexibilisen
kezeld Induced Fit Docking szamitdsokat végeztiink a fragmenseken. A legjobb pontszamokat
kapott fehérje-fragmens komplexek szerkezeti dsszehasonlitasa azt mutatta, hogy egy fragmens a
fehérje mas részéhez kotddik, mint a tobbi. Ezt a fragmenst egy vele komplementer felszinhez
kotddd masik fragmenssel manudlisan Osszekotottiik és az igy kapott molekuldn Gjabb IFD
szamolast végeztiink. A szamolas kedvezObb kotddést josolt, mint egyes irodalmi gatloszerek
esetében. Azonban ez a molekula nem elérhetd kereskedelmi forgalomban €s a kémiai szintézis is
nagy kihivas lett volna. Ezt a problémat megkeriilend6 2D hasonlosagi keresést végeztiink
kereskedelmi forgalomban kaphatdé molekula adatbazisokban. A taldlatokon ujbol IFD
szamitasokat végeztiink. Mivel a sztenderd pontozo fliggvények az aktiv és inaktiv molekulak
szeparaciojara lettek optimalizdlva, ezek nem hasznalhatoak kis kotési szabadentaplia
kiilonbségek becslésére. Ezért az igy kapott fehérje-ligand komplexeken MMGBSA kotési
szabadentalpia szamolasokat végeztink. Ez a modszer tapasztalataink szerint sokkal jobb



egyezést mutat a kisérleti eredményekkel. Mivel azonban nem akartuk az IFD szamitasok
eredményét sem teljesen figyelmen kiviil hagyni a molekulakat az IFD docking score és az
MMGBSA szadmitasok eredményeibdl kapott konszenzus Z-score alapjan rangsoroltuk. A
listaban legelol szerepld molekuldk kisérleti validalasa folyamatban van. A cikk a MOLECULAR
DIVERSITY folyoiratban jelent meg. Szaszk6 M, Hajda I, Flachner B, Dobi K, Magyar C,
Simon I, Lérincz Z, Kapui Z, Pazmany T, Cseh S, Dorman G: ldentification of potential
glutaminyl cyclase inhibitors from lead-like libraries by in silico and in vitro fragment-based
screening,, MOLECULAR DIVERSITY 21 (1) 175-186, 2017.

3. Rendezetlen fehérjék

A rendezetlen fehérjék miikodése leggyakrabban egy rendezett fehérjéhez kotddve valdsul
meg. A kolcsonhatds tipusok szamon tartdsara korabban kisérletes térszerkezeti informaciok
alapjan létrehoztak egy ELM adatbazist. Egy kordbbi OTKA projektiink keretében mi is
készitettiink egy ANCHOR nevill algoritmust illetve web szervert a kolcsonhatasban 1évo
rendezetlen fehérje szegmenseknek az aminosav sorrendbdl vald becslésére. Az ELM adatbazis
nem nagyon hasznalhatd kotdhelyek azonositdsara, mert az egyes linearis motivumok nagyon
sokszor fordulnak el a fehérjékben és ezek koziil csak kevés a tényleges kotOhely. Rdmutattunk,
hogy ez a hiba jelentdsen csokkenthetd az ELM adatbazis és az ANCHOR algoritmus egylittes
alkalmazasaval. Mészaros Balinttal és Dosztanyi Zsuzsaval irt cikkiink 2012-ben a PLOS ONE
folyoiratban jelent meg. Mészaros B, Dosztanyi Z and Simon I: Disordered Binding Regions and
Linear Motifs-Bridging the Gap between Two Models of Molecular Recognition, PLoS ONE 7,
e46829, 2012

2013-ban egy nagyobb nemzetkézi csapat tagjaként a projekt egyik senior
kozremiikodoje, Dosztanyi Zsuzsanna, részt vett egy rendezetlen fehérjék adatait tartalmazo
adatbazis létrehozasaban. Az adatbazisba nem csak a kisérletes munkakkal igazolt
rendezetlenségli fehérjék, hanem a legjobb teljesitményli becslé modszerek eredményei is
belekeriiltek. Ez természetesen kis mértékben csokkentette az adatbazis pontossagat de egy
nagysag rendel novelte a benne talalhat6 adatok szamat. Az errdl sz6l6 cikk a NAR folyodiratban
jelent meg. Oates ME, Romero P, Ishida T, Ghalwash M, Mizianty MJ, Xue B, Dosztanyi Z,
Uversky VN, Obradovic Z, Kurgan L, Dunker AK and Gough J: D2P2: database of disordered
protein predictions, Nucleic Acids Res 41, D508-D516, 2013.

Ugyanebben az évben, szintén nemzetkozi egyiittmiikodéssel, Dosztanyi Zsuzsanna részt
vett egy részlegesen rendezetlen mitokondrialis fehérjét vizsgaltatdban is. Errél a munkarodl a
PLOS ONE folyo6iratban szamoltak be. Hayward DC, Dosztanyi Z, Clark-Walker GD: The N-
terminal intrinsically disordered domain of Mgm2101p is localized to the mitochondrial nucleoid,
PLoS One. 2013;8: €56465, 2013.

Intézetliink egy masik csoportjaval egylittmikodve Dosztdnyi Zsuzsanna €s Mészaros
Baélint részt vett a humén proteomban taldlhatd MAPK koétdmotivumok felderitésében és
analizisében. Munkajuk soran kisérletes ¢és elméleti csoportokkal egyiittmikodve kifejlesztettek
egy bioinformatikai protokollt, mely képes az ismert MAPK motivumok alapjan kapott, nagy
szamu lehetséges MAPK-koto fehérje koziil azonositani azokat, melyeknél a valddi kotés esélye



nagy. A protokoll szamos meglévo predikcios algoritmus a feladathoz alakitott, specializalt
valtozatat (tobbek kozott a mar bemutatott linearis-motivum optimalt ANCHOR-t) kombinalva
figyelembe veszi a fehérjék szekvencialis, szerkezeti és evolucids tulajdonsagait, majd minden
egyes talalathoz rendel egy pontszamot mely alapjan azok sorba rendezhetdek. A legjobb
talalatokat kisérletes MAPK-kotési esszékben vizsgalva a protokoll és maguk a MAPK
kotémotivumok is ujradefinidlhatoak. Az iterativ eljards végén nem csak szamos 1j, eddig
azonositatlan human MAPK szubsztratot lehetett azonositani, de az eddigi elnagyolt MAPK
motivum definicidkat is sikeresen Gjradefinialni és pontositani szamos MAPK alosztalyra. A cikk
a rangos, tiz feletti impact faktora, MOLECULAR SYSTEMS BIOLOGY folyéiratban keriilt
publikalasra 2015-ben. Zeke A, Bastys T, Alexa A, Garai A, Mészaros B, Kirsch K, Dosztanyi Z,
Kalinina OV, Reményi A: Systematic discovery of linear binding motifs targeting an ancient
protein interaction surface on MAP kinases, Mol Syst Biol 11 (11) 837, 2015.

Dosztanyi Zsuzsaval, Mészaros Balinttal ¢és intézetink Reményi Attila vezette
csoportjaval a rakhoz kothetd fehérje funkciondlis helyek mutacids profilok alapjan torténd
azonositasadval foglalkoztunk. A projektiink alapvetd célja az volt, hogy kifejlessziink egy
statisztikai analizisen alapuld modszert, amely képes nagy mennyiségli tumor szekvenalasi
adatbol meghatarozni, hogy mely humén fehérjék mely részei érintettek egyes raktipusok
kialakulasdban. Ehhez a COSMIC adatbazisban 1évé pontmutacids, illetve in-frame inzercids és
delécios adatokbol indultunk ki. Bar a rdkban szerepet jatsz6 fehérjék ezen kiviil méas modon is
tudnak sériilni, ezen adatok adjak az ismert szekvenalasi eredmények talnyomoé részét. Ezen
adatokbol kiindulva az altalunk kifejlesztett, iISIMPRe nevii modszer képes meghatarozni azokat
a fehérje-szegmenseket, melyekbe statisztikailag szingnifikansan t6bb mutacié esik, mint amit
egy egyenletes mutdcios ratabol feltételeznénk. Ezt a hattéreloszlast meghatdrozd mutacids ratat
az egyes fehérjékre kiilon-kiilon szdmoljuk, igy kompenzalhaté az egyes genomi régiok kozotti
mutacios rata-kiilonbség. Modszerlink ujdonsdga hogy a pontmuticiokat, illetve a lokalis
inzercidkat és deléciokat képes egységes statisztikai rendszerben kezelni, mellyel lehetdség nyilik
olyan régiok azonositasara is, amelyek egyébként a klasszikusan figyelembe vett pontmutaciok
altal csak kevésseé érintettek. A rakban fontos fehérjerégiok azonositasa mellett a projekt egyéb
biologiailag szignifikdns eredményekkel is szolgalt. A kapott régiok nagyrészt lefedik a mar
ismert human rakgéneket, amely azt mutatja hogy az algorimusunk megkozelitése teljesen
altalanos és a tipikus rakgének egy nagyon specifikus csoportjat (azon gének halmazat, amely
tipikusan genomi atrendezO0dések soran sériil) leszamitva minden tumorigenezisben érintett gén
azonositasara alkalmas. Ez azt mutatja, hogy bar a pontmutacidk és az inzerciok/deléciok csak
egy szik részét jelentik a lehetséges €s el6forduld tumorigenikus genomi valtozasok fajtainak,
ezen genetikai valtozasok szignifikdns feldusuldsa egy altalanos kisérdjelensége a rékos
elvaltozasoknak. Kiemelt fehérje példakon keresztiil, melyek funkcidjara megfelel6 mennyiségi
ismeret all rendelkezésre, megmutattuk, hogy a pontmutéciok szigetszerii szignifikans feldusulasa
hogyan tudja biologiai hatdsdban kivaltani a génvesztést, az amplifikaciot, illetve bizonyos
korlatozott esetekben akar a génfuziot is. A cikk a Biology Direct folyoiratban jelent meg 2016-
ban. Mészaros B, Zeke A, Reményi A, Simon I, Dosztanyi Z: Systematic analysis of somatic
mutations driving cancer: Uncovering functional protein regions in disease development,
Biology Direct 11 (1) Paper 23, 2016.

Az egész palyazat legnagyobb volumenii eleme, amire a teljes 26.5 FTE kapacitas 6todét
forditottuk, a rendezetlen fehérjék altal kialakitott komplexek vizsgalata és a komplexre
vonatkoz6 informacidk Osszegylijtése egy korszerli keresé motorokkal ellatott adatbazisba volt,



olyanba ami a vilaghalon barki szdmara elérhet6. A munkat Ficho Erzsébettel és Mészaros
Balinttal végeztiik. Mivel ennek az anyag még nem jelent meg és a web szerver sem érhetd még
el kiilsO felhasznald szamara, ezt kissé részletesebben ismertetem.

A rendezetlen fehérjékkel kapcsolatos eddigi kutatasaink kozéppontjaban a rendezetlen fehérjék
globularis partnerekhez vald kolcsonhatédsai alltak (rendezetlen kétohelyek és linearis motivumok
kapcsolatanak vizsgalatai, illetve MAPK linearis motivum kolcsonhatasok). Az ezen a teriileten
kapott eredményeinket és a kdzben szerzett tapasztalatokat elkezdtiik atiiltetni egy hasonl6 teriilet
vizsgalatara is. Ennek keretében olyan fehérje komplexek vizsgdlatat kezdtiik meg, amelyekben
nem csak egy, hanem az Osszes résztvevo partner rendezetlen a monomer allapotdban. A linearis
motivum-domén kolcsonhatasok esetében leirt kapcsolt rendezddés és kotddés itt is lejatszodik a
komplex kialakuldséndl, azonban az eddigi rendszerekkel ellentétben ez a jelenség nem csak egy
résztvevo fehérjére korlatozodik, hanem a kolcsonhatas dsszekapcesolodik a komplexet kialakitd
Osszes fehérje egyidejlileg lejatszo6dod foldingjaval. Ezen rendszereknek lényegében két allapota
létezik: egy, melyben a monomerek rendezetlenek, illetve egy, melyben a kolcsonhatds mar
kialakult és az 0Osszes partner rendezett (ellentétben a 'klasszikus', globularis fehérjék altal
kialakitott kolcsonhatasoknal, ahol van egy koztes allapot is, ahol a kdlcsonhatds még nem
alakult ki, de a monomerek mar rendezddtek). Ezek alapjan az ilyen rendszereket gyakran
kétallapotti komplexeknek is nevezik (szemben a 'klasszikus' harom allapott rendszerekkel).

Bar a kétallapotu komplexek vizsgalata egy logikus 1épés a rendezett-globularis komplexek
vizsgalata utdn, ezen rendszerekbdl lényegesen kevesebb ismert. Az ezen komplexekre
vonatkoz6 informacionak nincs egy jol definialt gylijtéhelye (mint pl. a fehérje szerkezeteknek a
PDB, vagy a motivum-domén kolcsonhatdsoknak az ELM adatbazis). Emiatt a kétallapotu
komplexekre vonatkozo kutatasaink elsd 1épését egy dedikalt adatbazis 0sszeallitasa jelentette. A
lehetd legnagyobb szamu kétallapott komplex azonositdsdhoz kiillonboz6 adatbazisok
integracigjat valositottuk meg. Mivel az 0Osszegylijtott komplexeket késobb szerkezeti
vizsgalatokra is fel akarjuk hasznalni, csak olyan kolcsonhatasokat tekintettiink, amelyeknek van
megoldott 3D szerkezete. Emiatt a kiindulasi adatbazist a PDB jelentette. A PDB-ben 1év6
nagyjabol 100 000 szerkezet koziil valasztottuk ki azokat, amelyek megfelelnek annak a
kritériumnak, hogy egyrészt csak fehérjelancok szerepelnek benniik (a fehérje-DNS és fehérje-
RNS kolcsonhatasok alapvetden masok, illetve néhany extrém esetet leszamitva a DNS/RNS
molekuldk nem a kolcsonhaté fehérje hatasara vesznek fel egy meghatarozott szerkezetet),
masrészt az Osszes benniikk 1évd fehérje-régid a kolcsonhatas nélkiill, monomer forméban
rendezetlen. Az elsd kritérium teljesitése trividlis, a madasodik teljesitéséhez pedig egyéb
adatbazisokat integraltunk a kivalasztasi protokollunkba. A rendezetlenségre vonatkozo kisérletes
informéciok két legnagyobb adatbazisa jelenleg a DisProt és az IDEAL. Az ezekben leirt
rendezetlen fehérje-régiokat attérképeztiik UniProt fehérjékre, majd ezekre térképeztiik ra a PDB-
ben leirt fehérje-régiokat is. Ahol a kisérletesen megallapitott rendezetlenség és a PDB-ben
szerkezettel rendelkezd fehérje-régid jelentdés mértékben (legalabb 70%-ban) atfedett, ott az adott
PDB-ben szerepld fehérje lancot rendezetlennek tekintettiik. Az olyan szerkezeteket tartottuk
meg, ahol az 6sszes kolcsonhato lanc megfelel ugyanilyen kritériumoknak. Mivel a DisProtban és
IDEAL-ban csak korlatozott szdmu fehérjére van rendezetlenséget alatdmasztd informacio, a
keresés kiterjesztéséhez homoldgian alapuld annotacié-transzfert alkalmaztuk. Ez 1ényegében azt
jelenti, hogy ha A fehérjének van komplex szerkezete, de nincs rd vonatkozd rendezetlenségi
annotacio, akkor végignéztiik az 6sszes B, C, D... kozeli homologjat is. Ha valamelyikre talaltunk
rendezetlenségi annotaciot €s a két fehérje kozotti hasonlosag elért egy megfelelé mértéket, akkor



ugy tekintettiik, hogy A fehérjére is van (attételes) bizonyitékunk a rendezetlenségre.
Nyilvanvald, hogy a mddszer elfogadhatésdga nagyon erdsen fiigg attol, hogy mit tekintlink
,megfelel6” mértékli hasonldésagnak. Ismert, hogy ha két rendezett fehérje legalabb 30%-0s
szekvencialis egyezést mutat, akkor 90% a valosziniisége, hogy ugyanazt a foldot veszik fel.
Ennek mintajara valdsziniisithetd, hogy a rendezetlen allapot atviteléhez sziikséges hasonldsagi
mérték sem kiilonbozhet ettdl radikalisan, de azért hogy minimalizaljuk az esetleges fals
annotaciokat, a két fehérje kozott mi legalabb 90%-o0s szekvencia azonossagot koveteltiink meg.
Emellett a rendezetlenségi tulajdonsag homoldgok kozotti atviteléhez elégséges feltételként
fogadtuk el azt is, ha a két homoldg fehérje kolcsonhatd részeikben ugyanazt a konzervalt
szekvencia-részt talaltuk meg a Pfam algoritmussal.

Az adatbazis-integracion alapulé automatizalt keresések eredményeit manudlis irodalmi
keresésekkel bovitettiik ki. Nagyszamu olyan komplex ismert, amelynek kétallapotii volta
kisérletesen igazolt, azonban az egyes monomer egységeire vonatkozd rendezetlenségi
informacio — egyeldre — hidnyzik a rendezetlenségi adatbazisokbdl. A kulcsszavakra tdmaszkodo
irodalmi kereséseink eredményei ezt legalabb részben képesek ellenstlyozni.

Az igy kapott kétallapoti komplexeket aldvetettiik egy redundancia-szlirésnek, melyben egy
klaszterbe soroltuk az 6sszes olyan komplexet, amelyek azonos szamu lancot tartalmaznak és a
lancaik kozott paronként legalabb 90%-os szekvencia azonossag van. Minden ilyen klaszterbdl
egy reprezentans elemet valasztottunk ki, altalaban a hozzajuk tartoz6 szerkezetek mindsége
alapjan. Igy Gsszesen 158 klasztert kaptunk, melyekre kézzel ellendriztiik a rendezetlenségre
vonatkoz6 annotaciokat, hogy a fals pozitiv taldlatok szamat minél inkabb leszoritsuk.
Végeredményben kaptunk egy nagyon magas mindségli, kontrollalt redundanciéval rendelkezd,
annotalt adatbazist. A tovabbi szerkezeti és funkcionalis analizisek megalapozasdhoz az
adatbazisban 1évo elemeket tovabbi osztalyokba és alosztalyokba soroltuk be. Ez az osztalyozas
segithet a kivant redundancia-szintek bedllitdsahoz is a késdbbi vizsgalatok sordn. Az adatbazist
Mutual Folding Induced by Binding néven egy publikus web-szerver formajaban tervezziik
kozreadni, amely az MTA TTK Enzimologiai Intézet szerverein keriil belizemelésre.

A kapcsoldddan rendezddd fehérjekomplexek azonositdsa utdn az eredmények publikélasdhoz
elengedhetetlen volt egy webszerver, a Mutual Folding Induced by Binding (MFIB) szerver
létrehozasa. Az elkésziilt adatbazisnak egyuttal tobb — altalunk tdmasztott — kritériumnak is meg
kellett felelnie: a benne 1évé adatoknak tobbféle szempontrendszer szerint kereshetének és
attekinthetdnek kell lenni, egyszersmind letdlthetdnek a kutatok és érdekl6dok szamara.

Az altalunk azonositott fehérjeszerkezetek vonatkozd bioldgiai és szerkezeti annotdldsa is
megtortént az adatbazis dsszeallitasa soran. A 1étrehozando szerver egyik legnagyobb kihivasa az
volt, hogy mindezen informacidkat egységes formaba kellett rendezni, mind az online feliilet,
mind pedig a letdlthetd fajlok elkészitése soran. Minden altalunk listazott fehérjeszerkezet
egyedi, az adatbazisban tarolt adatokkal 6sszefliggésben all6 specifikus azonositot is kapott.

A webszerver szerveroldala foként PHP scriptnyelven irodott. Ezt egészitik ki a kliensoldalon
hasznalt HTML ¢és sajat CSS-keretrendszert a kiilonb6zé open-source JavaScript-konyvtarak.
Utobbiak foként az oldal kezelhetdségének leegyszeriisitését, attekinthetdségét, és kiilonbozo
dinamikai illetve animacios elemek hasznalatat tették lehet6vé. Az adatbazis adatai egy integralt



MySQL adatbéziskezeld segitségével tarolodnak, majd kérdezddnek le, és jelennek meg az
oldalon, a kiilonb6z6 aloldalak funkcidinak megfelelden.

A webszerver elkésziilt, nyilvanosan elérhetd mindenki szdmara. Az ott k6zolt adatok tobbféle
formatumban letolthetdek, de egy webes bongészd segitségével is olvashatoak és kereshetdek,
kulcsszavas illetve altalunk definialt szerkezeti és egyéb csoportositasi szempontok alapjan is. A
fehérjekomplexek azonositasa soran tobb adatbézis adatait is felhaszndltuk (UniProt, UniRef90,
DisProt, IDEAL, Pfam), ezekre kereszthivatkozasok is talalhatdak a webszerver egyes, adott
fehérjeszerkezethez tartozo oldalain. Az elkésziilt webszerver az adatbazis esetleges bovitése
esetén automatikusan frissithetd, minimalis emberi feliigyelettel. Tovabbi adatok publikalasara a
webszerver alkalmas, 1) funkcidkkal kdnnyedén kiegészithetd a jelenlegi konstrukcio.

Végiil, de nem utolsé sorban, rendezetlen fehérjékrdl megjelent két nagy terjedelmii
Osszefoglalonk konyv fejezetek formajaban. Az els6t ami 2014-ben a Spriger Verlag
gondozasaban jelent meg. Mészaros B, Dosztanyi Z, Magyar C and Simon I: Bioinformatical
Approaches to Unstructured/Disordered Proteins and Their Interactions, Computational
Methods to Study the Structure and Dynamics of Biomolecules and Biomolecular Processes; (Ed.
Liwo A) Spriger Verlag: pp 525-556, 2014.

A masikat ami 2015-ben szintén a Spriger Verlag gondozéasaban a Methods in Molecular
Biology 1261. kotetében jelent meg Dosztanyi Zsuzsaval és Marco Puntdval irtuk. Punta M,
Simon |, Dosztanyi Z: Prediction and analysis of intrinsically disordered proteins, In: Owens RJ
(szerk.) (szerk.) Structural Proteomics (Methods in Molecular Biology, Volume 1261): High-
Throughput Methods. New York: Humana Press Inc., Springer, 2015. pp. 35-59., 2015.

Ami a munkaink visszhangjat illeti, nagy siker szamomra, hogy 2014 utan 2016
novemberében jra, ez alkalommal egyediili magyarként, megkaptam az igen megtiszteld ,,highly
cited researcher” cimet az utolsé bd évtizedben megjelent cikkekre kapott hivatkozasok alapjan.,
Természetesen figyelembe kell venni, hogy ennek az évtizednek az eleje még nem ennek a
projektnek az idejére esett.
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