GENOM ANNOTACIO
Részletes szakmai zarojelentés

A projekt célja

Az orvostudomany, a gyogyszerfejlesztés, a mezdgazdasag és a biotechnologia nagymértékben
tamaszkodik a genom projektekbdl szarmazé adatokra. A genom szekvencia értelmezésének elsd
Iépése a gének bioinformatikai Giton torténd azonositasa €s szerkezetiik meghatarozasa: minden
tovabbi biologiai kutatas ezekre az adatokra épiil.

A génazonositas nehézségeit illusztralhatjuk azzal, hogy — jollehet a huméan genom szekvenciajanak
»draft” verzigjat mar tobb mint egy évtizede publikaltdk — az emberi genomban talalhato
fehérjekodold gének pontos szama még mindig nem ismert. Ennél is stlyosabb problémat jelez,
hogy - a génpredikcios modszerek fejlodése ellenére - a fehérjekodold gének szerkezetének
predikcidja nem kelléen megbizhato: a megjosolt gének kevesebb, mint 50%-anak helyes a
szerkezete. Ennek kovetkezményeként a bioldgiai kutatasok alapjaul szolgalo nyilvanos fehérje
adatbazisok er6sen szennyezettek hibas és félrevezetd adatokkal, €s mindez sulyos problémakat
okozhat a genom informacidkat hasznositod kutatasok szempontjabol. Mindezek miatt jelentds az
igény megbizhatobb génpredikcios eljarasok kifejlesztésére, illetve a meglévd adatok
mindségellendrzésére.

A korabbi munkank soran kifejlesztettiik az els6 6t MisPred eszkozt, amelyek lehetdvé teszik a
tévesen megjosolt gének/fehérjék automatizalt azonositasat. A megkozelités alapja, hogy egy
fehérjekodold gén valosziniileg tévesen megjosolt, ha a gén (vagy az 4ltala kddolt fehérje) jellemzoi
nincsenek 6sszhangban a fehérjekodold génekrél és a fehérjékrdl alkotott jelenlegi tudasunkkal. A
kifejlesztett eszkozokkel elemeztiik kiillonb6z6 Metazoa fajok fehérje adatbazisait, azonositottuk a
hibas fehérje-szekvenciakat és a vizsgalatok eredményeinek publikalasara Iétrehoztuk a MisPred
adatbazist.

A 2011.09.01-én elkezdoédott PD 101201 ,,Genom-annotacio” projekt fo célkitiizései:

1. Uj MisPred hibaazonositasi modszerek kidolgozasa tovabbi hibatipusok azonositaséara.

2. Tovabbi eukariota genomok bevondsa a vizsgéalatokba. Nyilvanos fehérje adatbazisok legutobbi
verzidinak elemzése €s a MisPred adatbazis folyamatos frissitése.

3. A MisPred éaltal hibasként azonositott gének/fehérjék szerkezetének kijavitasara alkalmas
FixPred modszer kidolgozésa ¢€s a kijavitott szekvencidkat tartalmazo FixPred adatbazis
létrehozasa.

4. A kijavitott gének/fehérjék funkcidjanak €s bioldgiai szerepének predikcioja, j predikcios
modszerek alkalmazasaval.

5. Automatizalt eljaras kidolgozasa az orvosbiologiai, agrarbioldgiai vagy biotechnologiali
szempontbdl hasznosithat6 gének kivalasztasara.



A projekt folvaman elvégzett szakmai feladatok

1. MISPRED

1. Tovabbfejlesztettiik a MisPred moédszert annak érdekében, hogy tovabb noveljiik a
mindségellendrzo vizsgalatok hatékonysagat, noveljiik az automatikusan azonosithato
hibatipusok és a vizsgalt eukariota genomok szamat.

a) Uj MisPred eszkizok kidolgozdsa tovabbi biologiai dogmdk alapjdan

1) Az eredeti célkitiizéseknek megfelelden kidolgoztuk a 7-10. tipust hibik azonositasi mdédszerét
és kifejlesztettik a 7-10. MisPred eszkozoket:

7. konfliktus: GPl-horgonyt jelenléte és szignal peptid hianya.

8. konfliktus: GPI-horgony és intracellularis domén egyiittes eléfordulasa.

9. konfliktus: GPI-horgony ¢s nuklearis domén egyiittes eléfordulasa.

10. konfliktus: GPI-horgony és transzmembran szegmens egyiittes eléfordulasa.

A tervezett négy uj eszkozzel (7-10. konfliktus) a fehérjéknek azt a csoportjat vizsgaljuk, amelyek
C-terminalis végéhez egy GPI (glikozil-foszfatidil-inozitol)-horgony kapcsolodik. Ezek a fehérjék
egy szignal peptidet is kell, hogy tartalmazzanak, amely a sejtbdl az extracellularis térbe iranyitja
Oket, ahol a sejtmembran kiilsé feléhez kapcsoltan maradnak. A GPI-kotott fehérjék esetén a teljes
fehérje az extracellularis térben helyezkedik el, ezért csak extracellularis doménnel rendelkezhet (de
nem sziikségszeriien tartalmaz extracellularis domént), az intracelluléris és nuklearis domén
el6forduldsa, illetve a transzmembran szegmens jelenléte tiltott. Mindezek alapjan hibasnak
tekintjlik azokat a GPI-kotott fehérjéket, amelyek nem tartalmaznak szignal peptidet, illetve obligat
intracellularis vagy obligat nuklearis domént vagy transzmembran szegmenst tartalmaznak.

11) Az eredeti célkitizéseken kiviil kidolgoztunk és kifejlesztettiink két (i) MisPred eszkozt (6. és 11.
konfliktus). Ennek oka, hogy a két \j eszk6z jelent6sen megnoveli a MisPred teljesitményét:
e 6. konfliktus: A szignal peptid €s intracellularis domén egyiittes jelenléte, valamint a
transzmembran domén hianya.
e 11. konfliktus: Domén architektiira deviacio.

A 6-0s szamu eszkozzel a fehérjéknek azt a csoportjat vizsgaljuk, amelyek tartalmaznak szignal
peptidet €s citoplazmikus Pfam-A domént. Ezen fehérjéknek az N-terminalis része az extracellularis
részben helyezkedik el, van azonban olyan része, amely a sejten beliil, ezért sziikségszeriien
tartalmaznia kell legalabb egy transzmembran hélixet. Mindezek alapjan hibasnak tekintjiik azokat
a szignal peptidet és citoplazmikus Pfam-A domént tartalmazé fehérjéket, amelyek nem
tartalmaznak transzmembran szegmenst.

A 11-es szamu eszk6z a fehérjék domén architekttrajat, azaz a fehérjékben a domének sorrendjét
vizsgalja. A hibaazonositdsi modszer alapja, hogy az evoliicio soran a fehérjék domén architekturaja
ritkan valtozik meg, ezért ha taldlunk egy olyan domén architekturat, amely eltér a kdzeli rokon
fajok ortolog (azonos eredetii és funkcioji) fehérjéinek domén architekturajatol, akkor ez
valosziniileg nem 0j domén architekturat, hanem hibas fehérjét jelez.

A fenti biologiai dogman alapulé 0j eszk6zok elérhetdek €s a kutatdk szamara szabadon
hasznalhatok a www.mispred.com webhely ,,Analyze your sequence” meniipontja alatt.



http://www.mispred.com/

b) Tovabbi eukariota genomok bevondsa a vizsgalatokba

i) Ui, evolticios szempontbol kulesfontossagi Metazoa fajok bevonésa

A projekt soran négy uj faj vizsgalatara tettiik alkalmassa a MisPred eszkozoket: az Amphimedon
queenslandica (a Poriferdk, szivacsok képviseloje), Mnemiopsis leidyi (a Ctenophorak képviseldje),
Petromyzon marinus és Aplysia californica teljes protedmaja a projekt idétartama alatt valt
hozzaférhetové.

fgy jelenleg az aldbbi Metazoa fajok protedmainak vizsgalatara alkalmasak a MisPred eszk6zok:
Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus, Gallus gallus, Monodelphis domestica, Xenopus
tropicalis, Danio rerio, Fugu rubripes, Ciona intestinalis, Branchiostoma floridae,
Strongylocentrotus purpuratus, Drosophila melanogaster, Drosophila simulans, Drosophila
pseudoobscura, Caenorhabditis elegans, Caenorhabditis briggsae, Hydra magnipapillata,
Nematostella vectensis, Trichoplax adhaerens + Amphimedon queenslandica, Mnemiopsis leidyi,
Petromyzon marinus, Aplysia californica.

11) Novények bevonasa a MisPred vizsgalatokba

A palyazatban nem terveztiik, de mivel tobb kiilfo1ldi kutatocsoport azzal a javaslattal keresett meg
minket, hogy a MisPred eszkdzdket ndvényi protedmak vizsgalatara szeretnék hasznalni, elkezdtiik
optimalizalni a ndvényekre is a MisPred eszkézoket.

Ennek soran megvizsgaltuk, hogy az 1-3. és 6. konfliktus vizsgalata soran hasznalt obligat
extracellularis, citoplazmikus €és nuklearis doménlistdkban milyen valtoztatasok sziikségesek, illetve
megvizsgaltuk a MisPred pipeline altal hasznalt szignal peptid és GPI-horgony joslé programok
teljesitOképességét novények esetén. A tapasztalatok azt mutatjak, hogy a MisPred eszkozok
optimalizalasa a ndvényi protedmak vizsgalatara jelentdsebb bioinformatikai és informatikai
munkat igényel és ez egy 1Uj projekt feladata lehet.

2. Frissitettiik a MisPred vizsgalatok hatterében miikodo programokat és adatbazisokat.

A palyazat feladatai kozott nem szerepelt, de sziikségessé valt a MisPred pipeline altal hasznalt
programok, adatbazisok €s az 1-3. és 6. konfliktusok azonositasanak alapjaul szolgéalo obligat
extracellularis, intracelluléris szignalling és nuklearis doméncsaladokat tartalmaz6 doménlistak
frissitése.

3. Elemeztiik a UniProtKB/Swiss-Prot, UniProtKB/TrEMBL, EnsEMBL és NCBI/RefSeq
adatbazisok legijabb verzioit és folyamatosan frissitettiik a hibas fehérjéket tartalmazo
MisPred adatbazist.

A MisPred pipeline segitségével megvizsgaltuk 23 Metazoa faj fehérje szekvenciait a
UniProtKB/Swiss-Prot, a UniProtKB/TrEMBL, az NCBI/RefSeq és az EnsEMBL adatbazisokban,
kiszlirtiik az 1-10. konfliktusban szenvedd szekvencidkat, és ezeket elhelyeztiik a MisPred
adatbazisban. Ennek eredményeként a MisPred adatbazis (www.mispred.com) 6.0 verzidja 80.890
db, a 7.0 verzidja 92.016 db, a 8.0 verzidja pedig 110.186 db hibas fehérjét tartalmaz.

A legfrisebb adatbazis verziohoz tartozo hibas fehérjék annotacioi a www.mispred.com webhelyen
a ,,Search MisPred” meniipont alatt érhetdk el.

A hibas fehérjék vizsgalatara vonatkozo statisztikai adatok a http://www.mispred.com/statistics
oldalon lathatéak.
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2. FIXPRED

1. Kidolgoztuk és kifejlesztettiik a MisPred 1-11. eszkozok altal hibasként azonositott
szekvenciak kijavitasara alkalmas FixPred eljarast.

a) Az eredeti terveknek megfeleloen kidolgoztuk a MisPred eszkozok dltal hibasként azonositott,
az 1-5. és 7-10. konfliktusokban szenvedo fehérjeszekvenciak hibdinak kijavitasara szolgalo
eljardasokat, és kifejlesztettiik az 1-5. és 7-10. konfliktusok hibdinak kijavitasara alkalmas
FixPred pipeline-t:

e 1. konfliktus: A fehérje sejten beliili lokalizacidja és a megfeleld szekvencia-szignal hianya.
2. konfliktus: Az extracellularis és intracellularis domének jelenléte és a transzmembran
domének hidnya.
3. konfliktus: Az extracellularis és nukledris domének egytittes eléfordulasa.
4. konfliktus: Domén méret deviacio.
5. konfliktus: Kiilonb6z6 kromoszémak altal kodolt kiméra fehérjék.
7. konfliktus: GPI-horgony jelenléte és szignal peptid hianya.
8. konfliktus: GPI-horgony ¢s intracellularis domén egyiittes eléfordulasa.
9. konfliktus: GPI-horgony ¢s nuklearis domén egyiittes eléfordulasa.
10. konfliktus: GPI-horgony és transzmembran szegmens egyiittes eléfordulasa.

b) Az eredetileg tervezett 9 hibajavito modszerhez képest tovabbi 2 modszert dolgoztunk és
fejlesztettiink ki (6. és 11. konfliktus), hogy az uj eszkozokkel megnoveljiik a FixPred
teljesitményét:

e 6. konfliktus: A szignal peptid és intracellularis domén egyiittes jelenléte, valamint a
transzmembran domén hianya.
e 11. konfliktus: Domén architektura devidcio.

A FixPred pipeline tobbféle megkozelitést alkalmaz a hibak kijavitasara és a hibas szekvenciak
korrekt verzidit a FixPred adatbazisban helyezi el. A pipeline a legegyszertibb megoldasokkal
indul (a hibas szekvencia korrekt verzidjat azonositja, vagy rekonstrualja az adatbazisokban
talalhato Kisérletes adatok alapjan) és ha ezek a megoldasok nem vezetnek eredményre akkor
alkalmazza az id6igényesebb génpredikcios modszereket. A FixPred eljaras folyamatat az 1.
abran lathato dichotomikus ,,dontési fa” illusztralja:

. Iépés: A MisPred hibaazonositasa.

. Iépés: A fehérje helyes verzidjanak megkeresése mas fehérje adatbazisokban.

. Iépés: A javitott fehérje kijavitasa atfedd fehérje fragmentumok felhasznalasaval.

. lépés: A hibas fehérje szekvencia kijavitasa atfedd cDNS vagy EST szekvenciak segitségével.

. Iépés: A hibas fehérje szekvencia kijavitdsa genomikus szekvencia felhasznalasaval, nem hibas
szekvencidval szekvencia-hasonldsag alapjan.

6. 1épés: A hibas fehérje szekvencia kijavitasa genomikus szekvencia felhasznalasaval, de novo

predikciok révén.
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Erroneous sequence identified by MisPred

v

Correct version of the sequence is found in other protein datahases?

No * Yes

Correct protein sequence can be reconstructed from protein fragments? Yes

.

Correct protein sequence can be reconstructed using ESTs and cDNAs?

No + Yes

Correct protein sequence can he predicted by Yes
homology-hased gene prediction?

vy

Correct protein sequence can bhe predicted by de nove
gene prediction?

Yes FixPred
Database
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A FixPred pipeline jelenlegi verzidja az alabbi Metazoa fajok hibas fehérje szekvenciainak
kijavitasara alkalmas: Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus, Gallus gallus,
Monodelphis domestica, Xenopus tropicalis, Danio rerio, Fugu rubripes, Ciona intestinalis,
Branchiostoma floridae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Amphimedon
queenslandica, Mnemiopsis leidyi, Petromyzon marinus, Aplysia californica.

A FixPred hibajavito eszkdzok elérhetdek €s a kutatok szdmara szabadon hasznalhatok a
www.fixpred.com webhely ,,Correct your sequence” meniipontja alatt.

2. Létrehoztuk a FixPred adatbazist, amely a MisPred eszkozok altal hibasként azonositott és
a FixPred altal kijavitott fehérje szekvenciakat tartalmazza.

Megterveztiik és 1étrehoztuk a kijavitott szekvencidkat tartalmazé FixPred adatbazist és a hozza
kapcsolodo FixPred portalt (www.fixpred.com). A javitasok soran az 1-10. szamu MisPred
eszkOzokkel hibasként azonositott UniProtKB/Swiss-Prot , illetve NCBI/RefSeq fehérjéket
javitottuk ki. A javitasok helyességét ellendriztiik, és a helyes fehérje szekvenciakat és azok
annotacioit elhelyeztiik a FixPred adatbazisban. Az adatbazis a www.fixpred.com webhelyen a
»Search FixPred” meniipont alatt érhetd el.

3. TARGETPRED

1. Kidolgoztuk az orvosbiolégiai szempontbol hasznosithaté human fehérjék kivalasztasara
szolgalo TargetPred eljarast.

Korabbi kutatdsaink alapjan megallapitottuk, hogy a human gyogyszercélpont adatbazisok
fehérjekészlete jelentdsen eltér a fehérjék altaldnos készletétdl a biologiai funkcio, a szubcellularis
lokalizéci6 és az evolicios eloszlas szempontjabol. Mindezek alapjan a TargetPred eljaras a fehérje
harom paramétere, 1. az evolucids eloszlasa, 2. a szubcellularis lokalizacioja, 3. és a biologiai
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funkcioja alapjan dont arrol, hogy az adott fehérje milyen valdszinliséggel hasznosithatd
gyogyszercélpontként.

2. Kifejlesztettiik a human fehérjék ortologjai ,,Evolucios eloszlasanak” meghatarozasara
szolgalo eljarast, a TargetPred modszer elsé komponensét.

A kifejlesztett eszkdz meghatarozza azt az él6lénycsoportot (evolucids vonalak, taxonémiai
csoportok), amelyben eléfordulnak az adott human fehérje funkcionalisan ekvivalens ortologjai
(utalva arra, hogy az adott biologiai funkci6 az ortologokat tartalmazé vonalak k6zos 6sében jelent
meg).
A kifejlesztett eszkoz a human fehérjéket négy 16 kategoriaba sorolja:

1. Univerzalis (ortologjai a prokaridtakban és eukariotakban egyarant eldfordulnak)

2. Eukariota-specifikus (ortologjai csak eukaridtakban fordulnak eld)

3. Metazoa-specifikus (ortologjai csak Metazoakban fordulnak el0)

4. Gerinces-specifikus (ortologjai csak gerincesekben fordulnak el6)

3. Kifejlesztettiik a human fehérjék ,,Szubcellularis lokalizaciojanak” meghatarozasara
szolgalo eljarast, a TargetPred moédszer masodik komponensét.

A ,szubcellularis lokalizaci6” paraméter meghatarozza a fehérje lokalizaciojat a sejten beliil vagy
azon kiviil.
A kifejlesztett TargetPred eszkoz a fehérjéket hat nagyobb kategdridba sorolja:

1. Szekretalt/extracellularis

2. Mitokondrialis

3. Nuklearis

4. Plazmamembran

5. Citoplazmikus

6. Citoplazmikus-nuklearis
A fehérjék besorolasahoz a TargetPred 6t megkozelitést alkalmaz:

1. Szubcellularis lokalizaci6 meghatdrozasa a fehérje Swiss-Prot annotécidja alapjan

2. Szubcellularis lokalizaci6 meghatéarozasa a fehérje GO annotécioja alapjan

3. A fehérje szubcellularis lokalizaciojanak joslasa MisPred eszkozokkel

4. A fehérje szubcellularis lokalizacidjanak josolasa a WoLF PSORT programmal

5. A fehérjére vonatkozd Swiss-Prot annotacio kovetkezetességének ellendrzése
Az otféle vizsgalattal kapott besorolds alapjan a tobbségi szabalyt hasznalva dont az eszkoz a
fehérje szubcellularis lokalizaciojarol.

4. Kidolgoztuk a fehérjék ,,Biolégiai funkciojanak” meghatarozasara szolgalo eljarast, a
TargetPred mdédszer harmadik komponensét.

Ez a paraméter meghatarozza a fehérjék bioldgiai funkcidjat, bioldgiai szerepét.

Ebben az elemzésben a TargetPred a fehérjéket harom funkcionalis szuperosztalyba sorolja:
1. Energia, metabolizmus és a sejtes ¢€let alapvetd szerkezetei
2. Informacio
3. Kommunikécié a kornyezettel

Az eredeti tervek szerint a TargetPred-nek ez a komponense az altalanosan elfogadott, széleskoriien
hasznalt Swiss-Prot és GO adatbazisok funkcionalis annotéaciot kivanta hasznositani. Munkank
sordn azt tapasztaltuk, hogy a biologiai funkcid meghatarozasahoz hasznalni kivant funkcionalis
annotaciés adatok sem a Swiss-Prot, sem a GO adatbazisokban nem kovetkezetesek, nem
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egyértelmiick, nem megbizhatéak, nem ellentmonddsmentesek ¢és nem teljeskortiek.
Megallapitottuk, hogy a szakirodalomban és az adatbazisokban talalhato, funkciora vonatkozo
informaciok kigylijtéséhez és rendszerezéséhez 1j, lényegesen tobb kifejezésbdl allo ,kulcsszo
gyljteményt” kell Osszeallitani, és a fehérjék funkciondlis kategorizalasa is Iényeges fejlesztést
igényel. Mindez a vartnal lényegesen bonyolultabb feladat, ezért a TargetPred mdédszer harmadik
komponensének tokéletesitése, megbizhatobba tétele tovabbi munkat igényel.



