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2. Roviditések jegyzéke

ADCY1 Adenilét-ciklaz 1

AMPA 2-amino-3-(5-metil-3-oxo0-1,2-oxazol-4-il)propansav
AMPAR 2-amino-3-(5-metil-3-oxo0-1,2-0xazol-4-il)propansav receptor
APP Amiloid-B-A4 prekurzor fehérje

ATP2A2 ATPaz 2 A2

BDNF Agyi eredetli neurotrop faktor

BRAF Szerin/treonin fehérje kindz B-Raf

C2 Conserved 2 (domén)

CALM Kalmodulin

CaMKII Kalcium/kalmodulin fiiggd fehérje kinaz 11

cAMP Ciklikus adenozin-monofoszfat

CAPRI Ras GTPaz aktivalo fehérje-szerti fehérje 2

CBP CREB-kot6 fehérje (CREB-binding fehérje)
ComPPI Kompartmentalizalt fehérje-fehérje interakcids (adatbazis/szoftver)
CREB cAMP reszponziv elemet kito fehérje

CSS Cascading Style Sheets

CSv Comma Separated Value

CTX Kemotaxis (puffer vagy lemez)

DAG Diacil-glicerol

ERBB Humén epidermalis ndvekedési faktor receptor

ERK Extracellularis szignal-regulalt kinaz

FAS Fas receptor

FLR Fenilalanin-leucin-arginin (motivum)

GAP GTPaz aktivalo fehérje

GDP Guanozin-difoszfat

GEF Guanin nukleotid kicseréld faktor

GFR Novekedési faktor receptor

GIMP GNU Image Manipulating Program

GTP Guanozin-trifoszfat

GPA-1 Guanin-nukleotid k&to fehérje, a-1 alegység



GPC-1
GPCR
GRB2
GRF1
HRAS
HTML
HTT
IGF-1
IP;

IPsR
IPO7
KEGG
KRAS
LET-60
LTP
MAPK
MAP2K
MAP3K
NGM
NMDA
NMDAR
NF1
NFI
NRAS
NTRK1
OCR-1
OCR-2
OP50
OSM-9
p120rasGAP
PDGFR
PH

PHP

Glypikan-1

G-fehérjéhez kapcsolt receptor

Novekedési faktor receptorhoz kotott fehérje 2
Guanin nukleotid felszabadito faktor 1

Harvey rat sarcoma fehérje

Hypertext Markup Language

Huntingtin (fehérje)

Inzulinszeri novekedési faktor 1
Inozitol-(1,4,5)-triszfoszfat
Inozitol-(1,4,5)-triszfoszfat receptor
Importin-7

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Kirsten rat sarcoma fehérje

Lethal-60 (fehérje)

Hossza tavu potenciacio (long term potentiation)
Ras/mitogén aktivalt fehérje kindz

Mitogén aktivalt fehérje kindz kinaz

Mitogén aktivalt fehérje kindz kinaz kinaz (RAF)
Nematode Growth Medium (C. elegans tenyésztofolyadék/taptalaj)
N-metil-D-aszpartat

N-metil-D-aszpartat receptor

Neurofibromin 1

I-es tipust neurofibromat6zis

Neuroblasztoma rat sarcoma fehérje

I-es tipust neurotrdp tirozin-kinaz receptor
Szagloreceptor csatorna 1 fehérje
Szagloreceptor csatorna 2 fehérje

E. coli OP50 torzs

Szagloreceptor csatorna 9 fehérje

Ras p21 fehérje aktivator 1

Vérlemezke eredetii ndvekedési receptor
Plextrin homologia (domén)

Hypertext Preprocessor programnyelv
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PLK
PKA
PKC
PLCb
PLN
PPlc
PSD
PSD-95
PTPNI11
RAF1
RAP
Ras
Ras/MAPK
RASA
RASAL
RNSi
RSK2
RTK
SEM-5
SH2
SH3
SHOC2
SOS-1
SPRED1
SQL
SynGAP
TRPV
UCHL1
VEGFR

Foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat-3-kinaz
Protein kindz A

Protein kinaz C

Foszfolipaz C

Foszfolamban

Szerin/treonin fehérje foszfataz y katalitikus alegység
Posztszinaptikus denzitas
Posztszinaptikus denzités fehérje 95

11-es tipusu fehérje tirozin foszfataz

Raf proto-onkogén szerin/treonin kinaz
Rap GTPaz koto fehérje

Rat sarcoma (fehérje)

Ras/mitogén aktivalt fehérje kinaz

Ras GTPaz aktivalo fehérje

Ras GTPaz aktivalo fehérje-szerti fehérje
RNS interferencia

90 kDa riboszomalis fehérje S6 kinaz 2
Receptor tirozin kindz

Sex muscle abnormal fehérje 5

Src homolédgia domén 2

Src homoldgia domén 3

Leucingazdag repeat fehérje 2

Son of sevenless 1

Sprouty-related fehérje 1

Structured Query Language

Szinaptikus GTPaz aktivalo fehérje
Transient receptor potential cation channel, V alcsalad, 6-os tag
Ubikvitin karboxi-terminalis hidrolaz L1

Vaszkuléris endotelidlis ndvekedési faktor receptor



3. Bevezetés

3.1. Altalanos attekintés

A tanulédsi képesség és memoriafunkciok romlasaval jaré neurokognitiv korképek,
valamint a tumoros megbetegedések vilagszerte az egyénre €s tarsadalomra legnagyobb
terhet rovo patoldgias allapotok kozé tartoznak. Mindkét klinikai teriilet molekuldris
hatterérdl hatalmas tudasanyag all rendelkezésre, az atfedésiikr6l azonban viszonylag
keveset tudunk. E metszetben taldljuk a GTPéaz aktivalo fehérjéket (GAPok). A
fehérjecsalad tagjai a G-fehérjék intrinzik guanin-foszfataz aktivitasat fokozzak (Trahey
¢s McCormick, 1987; Bernards, 2003). A RasGAP fehérjék a kis GTPazok csalddjaba
tartozo Rat sarcoma fehérje (Ras) specifikus GTPaz aktivalo fehérjéi (Harvey, 1964;
Malumbres és Barbacid, 2003). A monomer kis G-fehérje Ras az intracellularis jelatvitel
egy kozponti molekularis kapcsoldja: inaktiv allapotban a purin nukleotid guanozin-
difoszfatot (GDP) koti, melyet azonban a guanozin-kicseréld faktorok (GEFek) hatdséara
GTP-re tud cserélni (Bourne ¢és mtsai, 1990, Tocque és mtsai, 1997). A Ras jelatvitele
mindaddig aktiv marad, mig a fehérje alacsony intrinsic GTPéaz aktivitasaval a GTP-t
GDP-re ¢és fosztatcsoportra bontja. A RasGAPok ezen hidrolizist gyorsitjak fel, tehat a
Ras jelatvitelének aktivitasat a GEFek serkentd ¢s a GAPok géatlo hatdsanak egyensulya

szabalyozza (1. abra).

RasGAP

[ Ras-GDP ] [ Ras-GTP J

1. abra. A RasGAPok és GEFek szerepe sematikusan a Ras szabalyzasaban.
A RasGAPok a Ras intrinsic GTPaz aktivitasat fokozzak, mig a GEFek a GDP GTP-re valo

cseréjét segitik.



A RasGAP csalad tanuldsban és memoridban legismertebb tagja a human
SynGAP fehérje. Az agyi serkentd szinapszisokban gazdagon eléforduld fehérje az N-
metil-D-aszpartat (NMDA) receptorok, valamint a kalcium/kalmodulin kinaz II
(CaMKII) aktivalodéasara terjed szét a szinapszisban (Araki és mtsai, 2015). E
szétterjedéshez az sziikséges, hogy a CaMKII foszforildlja a SynGAPot, mely igy
aktivalédva képes a szinaptikus Ras-hoz kotddni. A szétterjedés mértéke aranyos a
szinapszis méretének valtozasaval is. A SynGAP aktivalodasa tehat kulcselemként koti
O0ssze a CaMKII aktivitast ¢és a kis G-fehérjék altal indukalt szinaptikus
méretnovekedést, AMPA receptor kihelyezddést és szinaptikus potencidciot.

A RasGAPok szerepére tanulasban ¢s memoridban kozvetetten a Ras/MAPK
jelpalya csiravonali mutéacioi altal okozott korképek, az tigynevezett Rasopatidk is fényt
deritenek (Tidyman és Rauen, 2010; Rauen, 2013). Az egyik leggyakoribb, mintegy
minden kétezredik magzatot érinté szindroma az I-es tipusi neurofibromat6zis (von
Recklinghausen betegség), melyet a GAPokat kodold gének csaladjaba tartozo
neurofibromin 1 (NFI) muticidja okoz. Az érintett betegek tobb, mint felének tanulasi
nehézségei vannak, illetve jellemzdéek a bdrelvaltozasok és a tumorokra, foképp
idegrendszeri neoplazidkra valo hajlam is.

Emberre vonatkozé felfedezések gyakorta erednek adott esetben kevésbé
bonyolult modellorganizmusokbdl. A Rattus norvegicus patkany, Mus musculus egér,
Drosophila melanogaster gytimolcslégy, Danio rerio zebrahal és Caenorhabditis
elegans fonalféreg egyarant bevalt modellallatok a tanulds és memoria molekularis
mechanizmusainak kutatasdban. A RasGAPok vonatkozasdban patkany hippokampusz
dendritikus nyulvényaiban a neurofibromin I-et a Ras inaktivalodéasaval tarsitottak
(Oliveira ¢és Yasuda, 2014). Egérben a heterozigbta syngap mutans torzs
hippokampuszaban a hosszu tavi potenciacid (long term potentiation, LTP) zavarat
figyelték meg, mig a homozigota syngap mutacid posztnatalisan letalis (Kim és mitsai,
2003). Gytlimoleslégyben a neurofibromin 1 null mutansok életképesek ugyan, de kis
termetliek, neuropeptid-jelatvitelilk és cirkaradian ritmusuk rendellenes (Bernards,
2003), valamint tanulasi defektus is jellemzi 6ket (Guo ¢és mtsai, 2000; Costa és mtsai,
2002). Zebrahalban is a neurofibromat6zis modelljei allnak a kutatasok kézéppontjaban,

ezek kapcsan deriilt fény az NFI mutansok tanulasi defektusara (Shin és mtsai, 2012).

S



Fonalféregben a gap géneket tanuldssal és memoriaval eddig egyaltalan nem hoztak
kapcsolatba.

A C. elegans ugyanakkor tobb szempontbdl is eldnyds modellrendszer. A
tanuldssal ¢és  memoridval  kapcsolatos  fenotipusok  vizsgalatat — szdmos
viselkedésbiologiai mddszer szolgalja (Ardiel és Rankin, 2010), valamint gazdag
molekuléris biologiai eszkoztar is rendelkezésre all. A révid generacios i1d6 a
vizsgalatok iddsziikségletét csokkenti, a nagy utddszam a statisztikai megbizhatosagot
javitja.

A RasGAPok jelatvitelének megértése C. elegans-ban egyuttal tobb kihivassal is
kecsegtet. Mas modellrendszerekben sziiletett eredmények alapjan feltételezhetd a
Ras/MAPK jelpalya szerepe, mely azonban kdzponti mivolta révén szamos jelatviteli
uttal 4allhat eddig tisztazatlan, vagy nem trividlis kapcsolatban. E komplexitas
megkozelitésében hasznos eszkozokkel szolgal a halozattudomany (Csermely és mtsai,
2013; Gyurkd és mtsai, 2013), mellyel intuitiv modon is megérthetové valhat a
megfigyelt fenotipusokat potencidlisan magyardz6 molekularis jelpalydk gazdag
rendszere. Szintén kihivas, hogy C. elegans-ban elézetes vizsgalataim alapjan a
jelatviteli  utak  feltérképezettsége  lényegesen  alacsonyabb  példaul a
legtanulmanyozottabb emberi jelatvitelhez képest. A tanulds, a memoria jelpalyai és a
Ras/MAPK jelpalya azonban jellemzden konzervalt jelatviteli utvonalak, ezért a
halézattudomany és bioinformatika ismét segitségiil hivhato: a fonalféregben hianyos
jelatvitel kiegészitheté a human jelatvitel elemeivel, mintha csak egy hianyos kép
elemeit rekonstrudlnank egy teljesebb kép motivumai alapjan. Az igy kapott jelatvitel
természetesen nem feltétleniil egyezik meg a biologiai valdsaggal, azonban jo
iranymutatast jelent tovabbi, célzott kisérletekhez. Szintén kihivas a jelatviteli adatok
adatbazisokban valo szétosztottsaga, valamint a szamos eltéré nevezéktan, vagyis az
azonos molekulékra, biologiai folyamatokra kiilonféle nevekkel valo hivatkozas. Ezekre
a nagy léptékii adatintegracid a valasz, vagyis a forrasok szintetizalt, azonos nevezéktan

szerinti egységesitése, mely bevett rendszerbiologiai €s gyogyszerkutatasi megoldas.

Doktori munkdm soran a fentiek alapjan a gap géneket kisérletesen C. elegans

fonalféregben, mint modellrendszerben vizsgaltam, az eredményeket pedig
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bioinformatikai €s rendszerbioldgiai megkozelitéssel helyeztem élettani, patologiai és

klinikai kontextusba.

3.2. A gap gének és fehérjéik bemutatasa

A gap gének filogenetikai faja széles, megtalalhatéak tobbek kozott C. elegans
fonalféregben, M. musculus egérben, R. norvegicus patkanyban, C. lupus kutyaban,
valamint emberben is (Stetdk és mtsai, 2008). A fonalféreg azonban az egyetlen jelenleg
ismert organizmus, melyben nem csupan a harom leirt gap gén egyszeres mutansai, de a

tetszolegesen kombinalt kettds mutansok is életképesek.

1. tablazat. A C. elegans gap gének human ortolégjai, valamint a kozoéttiikk fennallé
szekvenciahasonl6sag az NCBI nucleotide blast eszk6zének BLASTn algoritmusa alapjan

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

‘ C. elegans (Entrez Gene ID) ‘ BLASTn hasonlésag ‘ H. sapiens (Entrez Gene ID)
gap-1(180530) 87% rasa3 (22821)

| gap-2 (181172) | 79% | rasa2 (5922)
gap-3 (260016) 90% rasat (5921)

A géncsalad elsdként jellemzett tagja fonalféregben a gap-1 gén volt (Hajnal és mtsai,
1997), fehérjéje a LET-60 Ras/MPK-1 MAP kinaz jelpalya negativ szabalyozoja
vulvalis fejlddésben. A gap-2 gén felfedezésére hasonloképp a LET-60 Ras negativ
regulatoraként, azonban a férgek kivalasztocsovének fejlédésével kapcsolatban kertilt
sor (Hayashizaki és mitsai, 1998). A gap-3 azonositdsa szintén a LET-60 Ras
jelatvitelének vizsgalata soran tortént meg (Stetdk ¢€s mtsai, 2008), fehérjéje a
p120rasGAP csalad egyetlen C. elegans-ban ismert tagja. A gap-1 és gap-2 gén az X
kromoszéman, a gap-3 gén az I-es kromoszoman helyezkedik el. A C. elegans gap
gének human ortologjait az 1. tdblazat mutatja be.

A GAP fehérjék kozos vonasa a C termindlis feloli RasGAP katalitikus régio,
mely az enzimfunkcidért felel (2. dbra). Emellett mindegyik GAP fehérjeben talalhato
egy plextrin homoldgia (PH) domén is, a fehérje ezen része a plazmamembran

foszfatidilinozitol  lipidjeinek, els6sorban a foszfatidilinozitol-3-kindz  (PI:K)
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termékeinek megkotését szolgalja. A GAP-2 tartalmaz egy C2 (conserved 2) domént is,
mely a Ca*"-kotd képessége mellett a plazmamembrannal valo interakciot is segiti. A
GAP-3-ban két Src homologia 2 (SH2) domén is van, ezek a foszforildlt tirozin
oldalldncokhoz val6 koétddést szolgaljak. Az Src homologia domén 3 (SH3) pedig mas

fehérjék prolingazdag régidihoz valo kotddésben vesz részt.

111 459

GAP-14 RasGAP =
412 509
gal33 m

a 385 512 857
GAP-2 PH c2 RasGAP s
395 489 .
tm748
1 34 115 197 2768 343 457 651 .
(eY\2c) = SH2 ~SH3. 'SH2 PH RasGAP
13 188
ga139 zh94

Q844stop Q872stop

2. abra. A GAP fehérjék szerkezete. A sematikus abrazolas N terminals (bal oldal) fel6l C
terminalis felé mutatja be a GAP-1, GAP-2 és GAP-3 fehérjék szerkezetét C. elegans
fonalféregben. Mindharom fehérjében megtalalhaté a RasGAP katalitikus domén, illetve egy
plextrin homolégia (PH) domén. A GAP-2 ezen kivil tartalmaz egy C2 domént, mig a GAP-3-
ban két Src homolégia domén 2-t (SH2) és egy Src homoldgia domén 3-at (SH3) talalunk. A
gap-1(ga133) és a gap-2(tm748) mutaciok a katalitikus régioét érinté delécid miatt, mig a gap-
3(ga139) mutacié a katalitikus régidban lévé stop kodon miatt funkcidvesztéek. Az abra

Ujrakdzlése Stetak és munkatarsai (2008) irasos engedélyével tortént.

A GAP fehérjék a Ras GTPaz aktivitdsat fokozzak, mely kapcsolatban harom
szerkezeti elem kap fOszerepet: a katalitikus doménben talalhat6 arginin ujj hurok, az
ugynevezett FLR (fenilalanin-leucin-arginin) motivum, valamint az a7/valtozé hurok
régid (Scheffzek és Ahmadian, 2005). Az arginin ujj hurok kiemelt fontossagu, mivel
vonzo kutatasi célpontja az onkogén Ras muticiokndl 1étrejovo, hibas Ras-RasGAP
kapcsolat megsziintetésének. Az FLR motivum és az a7/véaltozé hurok régio a Ras-
specificitasban jatszanak szerepet. Az emlitett szerkezeti megfigyeléseket human GAP

fehérjéken tettek, a C. elegans ortologok szerkezete még feltarasra var.
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[ RTK ] RTK ]
[SEM-S [GRB2?I SOS-1 (GEF) ]

| LET-60 (Ras) + GTP| | LET-60 (Ras) + GOP|

RasGAP (RASA)

- LIN-45 (Raf)
MEK-2 (Mek)
MPK-1 (Erk)

Transzkripcio

i

3. abra. A RasGAPok a Ras GTPaz ciklusaban, valamint a prototipus Ras/MAPK
jelpalyaban.

A jelpalya elemeit C. elegans fehérjék nevei azonositjak, zardjelben az emberben el6forduld
fehérjecsaladok neve szerepel. Az aktivalt receptor tirozin kinazok (RTK) foszforilalt
oldallancaihoz adapterfehérje kapcsolddik, mely a komplexbe toborozza a Rast az azt aktivalo
guanozin kicseréld faktorokkal (GEFek) és GTPaz aktivald fehérjékkel (RasGAPok) egyitt. Az

aktivalt Ras a prototipus jelpalya esetén kinaz kaszkadot indit be, mely a sejtmagban ér véget.

A RasGAPok hatasa eddigi ismereteink szerint a Ras/mitogén aktivalt fehérje kindz
(MAPK) jelpalyan keresztiil érvényesiil, melynek prototipusat a 3. abra szemlélteti. Ez
ortologok szintjén azonos emberben €s C. elegans-ban. A ndvekedési faktorok eldszor
két receptor tirozin kinazhoz (RTK) kotddnek, melyek ennek hatdsara dimerizalodnak
¢s autofoszforilaljadk egymast. Az igy keletkez6 foszforilalt oldallancok
dokkolohelyekként szolgalnak adapterfehérjéknek, mint példaul a SEM-5 (emberben
GRB2). Az adapterfehérjék ennek kovetkeztében a komplexbe toboroznak guanin
nukleotid kicseréld faktorokat (példaul Son of Sevenless-1, SOS-1), melyek a Ras-t
(LET-60 Ras) aktivaljak azaltal, hogy a Ras-kotott GDP-t GTP-re cserélik. Az aktivalt

Ras-GTP ekkor mar meg tudja kotni és a plazmamembranhoz horgonyozni a Rafot
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(mitogén aktivalt fehérje kinaz kindz kindz MAP3K), amely ezaltal aktivalodik. Az
aktivalt Raf foszforilalja, igy aktivalja a MEKet (mitogén aktivalt fehérje kinaz kindz,
MAP2K/MAPKK), mely az Erk kindzt (mitogén aktivalt fehérje kindz, MAPK)
foszforilalja és aktivalja. Az Erk a citoplazméabdl a sejtmagba transzlokalddik, ahol
transzkripcidos folyamatokat indit el. A Ras GEFek altal torténd aktivalodasat
ellensulyozzédk a RasGAPok, vagyis a Ras molekularis kapcsold szerepe a GEFek ¢és
GAPok egyensulyatol fiigg.

Az emberben megtalalhatdo RasGAP fehérjék négy tipusba sorolhatéak (Lockyer
¢s mtsai, 2001), ezek a p120 GAP (Trahey és McCormick, 1987), a neurofibromin
(Skuse és mtsai, 1989), a SynGAP (Kim és mtsai, 2003), valamint a GAP1 fehérjecsalad
(Cullen, 1998), amelybe a RASA és RASAL fehérjéket is soroljuk. A human GTPaz
aktivalo fehérjék elsdsorban sejtdifferenciacioban, fejlddésben és tumorigenezisben
betoltott szereplik nyoman kaptak figyelmet (Malumbres és Barbacid, 2003), A GAPok
a Ras inaktivatoraiként tumorképzddésben kiilondsen fontosak (Friedman, 1995;
Karnoub és Weinberg, 2008; Pamonsinlapatham és mtsai, 2009; Ligeti és mtsai, 2012),
mivel aktivalt Ras egyes becslések szerint akdr a tumorok 20-30%-aban is megtalalhato
(Denayer €s mtsai, 2008).

A tanulds és memoria molekularis mechanizmusaiban a Ras aktivaldsa a
prototipus receptor tirozin kindzokon til szamos mas médon is sor keriilhet, melyeket a
4.3. fejezet ('A tanulds és memoria fontosabb jelpalydinak kapcsolatai a Ras’/MAPK
jelpalyaval') részletez. A GAPok 0nallé szerepére C. elegans tanuldsdban és

memoriafunkciojdban munkdmat megelézéen nem volt irodalmi adat.

3.3. A tanulas és memoria fontosabb jelpalyainak kapcsolatai a Ras/MAPK
jelpalyaval

A kalcium jelatvitele kozponti szerepli a szinaptikus plaszticitdsban, igy a tanuldsban és
memoridban. A Ca?" intracellularis szintjének megemelkedése tobbféle modon is képes
aktivalni a Rast (Yuan és mtsai, 2002; Cullen és Lockyer, 2002; Morozov €s mtsai,

2003; Birnbaum és mtsai, 2004; Wiegert és Bading, 2011). Ezek kozott talalunk révid,
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masodperc toredékében mérhetd idéskalan mitkoddeket, mig masok fehérjeszintézisen
keresztiil hosszu tava valaszt valtanak ki.

A szinaptikus plaszticitas €és hosszu tavu potenciacid kulcsszerepldiként is ismert
N-metil-D-aszpartat receptorok (NMDAR) kozvetlen Ca** bedramlast képesek
el6idézni, mig a Gq-fehérjehez kapcesolt receptorok a foszfolipaz C B (PLCb) aktivalasan
keresztiil érik el ezt. A PLCb a plazmamembran foszfatidil-inozil molekuldinak
hasitasaval allit el6 inozitol-(1,4,5)-triszfoszfatot (IPs) és diacil-glicerolt (DAG), melyek
koziil az IP; az endoplazmas retikulumbo6l szabadit fel kalcium-ionokat. Mind az IP;,
mind a DAG jelatvitele konvergalhat a fehérje kindz C (PKC) enzimcsalad tagjain,
melyek koziil a PKC a fehérjét irodalmi adatok az érzelmi memoriaval és poszt-traumas
stressz szindromdval hoznak kapcsolatba (de Quervain és mtsai, 2012). A fehérje kinaz
C enzimek pedig mind a Rast, mind a Rafot képesek aktivalni.

Az emelkedett intracellularis Ca®" szint a GEF-ek csaladjaba tartozo guanin
nukleotid felszabadito faktor 1-en (guanine nucleotide-releasing factor 1, GRF1)
keresztiil serkenti a Rashoz kotott GDP cseréjét GTP-re. E folyamat kovetkeztében a
Ras jelatvitele, igy kozvetleniil a Raf is, aktivalodik.

Az alapvetden lokalis Ca*" szint emelkedés tranziens modon terjedhet a sejtben,
mivel az elért endoplazmds retikulumokbol IP;-receptor medialt mddon tovabbi
kalcium-ionok szabadulnak fel. Végs6 soron a sejtmagban is megemelkedé Ca®" szint
aktivalhatja a CREB-et, mely tobb jelpalya, koztiik a Ras/MAPK egyik géntraszkripcios
effektora (Hagenston és Bading, 2011).

A Ca*"/kalmodulin-fiiggd fehérje kinaz II (CaMKII), a p135 SynGAP, és a PSD-
95 nevll allvanyfehérje is az ugynevezett posztszinaptikus denzitas (PSD) komplex
része, mely az NMDA receptorokat kapcsolja intracelluldris jelatviteli utakhoz (Chen és
mtsai, 1998; Komiyama és mtsai, 2002). A CaMKII képes foszforilalni a pl135
SynGAPot, ezéltal gatolja azt, igy a Ras/s/MAPK jelpalya gatldsoldas 1évén felszabadul
(Berridge, 2012b).

A Ras kapcsolja 6ssze az NMDAR ¢és CaMKII jelatvitelt oly médon is, mely
hossza tavli potenciacié soran az AMPA (2-amino-3-(5-metil-3-oxo0-1,2-oxazol-4-
il)propansav) receptorok szinapszisokba valo szallitasat facilitdlja (Zhu és mtsai, 2002).

A szintén a kis GTPaz fehérjék csaladdjaba tartozé Rap e folyamatot ellenstlyozza, a
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szinaptikus AMPA receptorok eltavolitdsaban jatszik szerepet. Az AMPA receptorok
vélhetéen Ras/MAPK jelpalyan keresztiil végzik a cAMP reszponziv elemet koto
fehérje (CREB) aktivalasat neuronokban (Perkinton és mtsai, 1999). Rumbaugh és
munkatérsai (2006) neurondlis sejtkultiraban mutattak be, hogy a SynGAP tultermelése
a szinaptikus AMPA receptorok szamanak csokkenéséhez vezet, mely hatds a
Ras/MAPK jelpalyan keresztiil érvényesiil.

A Kv4 tipusu kdliumcsatorna csalad tagjai a lokalis membrandepolarizéaciot
szabalyozzak. Az Erk fehérjék képesek foszforilalni e csatorndk komponenseit, mely
erésebb depolarizacidhoz, ezaltal tobb NMDA receptor aktivalodasahoz vezet (Moult és
mtsai, 2008). E gyors, fehérjeszintézist6l fiiggetlen mechanizmus a Ca*, K' és
Ras/MAPK jelatvitelét is érinti.

A RASA3 fehérjének inozitol-tetrafoszfat receptorként az intracellularis Ca**
szint emelkedésében is szerepet tulajdonitanak (El-Daher és mtsai, 2000), mely funkciot
eddig azonban csak vérlemezkék aktivalédasa kapcsan irtak le.

A RASA4 (CAPRI) fehérje az intracellularis Ca** szint megemelkedésének
hatasara képes inaktivalni a Ras/MAPK jelpalyat (Lockyer és mtsai, 2001). A Ca*'

hatasa e folyamatban a RASA4 C2 doménjén keresztiil érvényesiil.

Az adenilat-ciklaz 1 (ADCY1) aktivitasat a Ge-fehérjehez kapcsolt receptorok
fokozzédk, a Gi-fehérjehez kapcsolt receptorok gatoljadk. Az adenilat-cikldz 1 az
adenozin-trifoszfatbol alakit ki ciklikus adenozin-monofoszfatot (cAMP). Neuronokban
az adenilat-ciklaz 1 kalcium/kalmodulin-fiiggd, ezaltal a cAMP szint a kalcium fentebb
részletezett jelatvitelével Osszefiigg.

A cAMP fehérje-kinaz A-fiiggd és attol fiiggetlen modon is képes szabalyozni a
Ras/MAPK jelpalyat (Gerits és mtsai, 2008; Xia és Storm, 2012). A fehérje-kinaz A-
fliggd folyamatban a fehérje-kinaz A (PKA) szabalyzo alegységei cAMP-t kotnek, mely
a katalitikus alegységek aktiv kotOhelyének elérhetdvé valasahoz, valamint ennek
igy foszforilalhatjak a Ras-specifikus guanin nukleotid felszabadité faktor 1-et (GRF1),
amely serkenti a Ras-kotott GDP GTP-re vald cseréjét. Az aktiv PKA katalitikus
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alegységek a sejtmagba is transzlokalodhatnak, hogy ott foszforildljdk a CREB2-t,
ezaltal génexpresszids kaszkadot inditsanak meg.

A PKA-fiiggetlen jelatvitel soran a cAMP kozvetleniil kotédik a CNrasGEF-hez,
egy guanin nukleotid kicseréld faktorhoz, mely serkenti a Rashoz kotott GDP GTP-re
valé kicserélodését, ezaltal aktivalja a Ras jelatvitelét. E folyamat pontos részletei
egyeldre nem ismertek, mely annak tiikrében kiilonosen érdekes, hogy a cAMP/PKA
jelpalya a neuronokban legtobbet tanulmanyozott jelpalyak egyike.

A PKA a foszfolambant (PLN) is gatolja, mely a szarkoplazmas/endoplazmas
retikulum membranjaban talalhatd, Ca®-ot transzportalo ATPaz 2-es izoforma
(ATP2A2) negativ szabalyozdja. Amennyiben az ATP2A2 felszabadul a PLN gatlasa
alol, Ca*"-ot szallit az endoplazmas retikulumba, melynek kovetkeztében a citoplazmai

Ca*" jelet csokkenti.

A kiilonb6z6 Ras izoformak konvergenciapontot képviselnek a fentebb emlitett
jelatviteli folyamatokban. A KRas, HRas ¢és NRas egyarant aktivalhatja a
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat-3-kinazt (PI3K), mely az aktin citoszkeleton
szabalyzasaban vesz részt. Glutamattal végzett stimulacid példaul a dendritikus
térfogatot a Rason keresztiil szabalyozza (Harvey és mtsai, 2008), de az sem kizart,
mtsai, 1993). Interaktalnak a neurondlis sejtvaz szabalyzasaban szerepet jatsz6 amiloid-
B-A4 prekurzor fehérjével (AP, APP), illetve a RaplA-val is. Az APP egyben a
memoriazavarral is jaro Alzheimer koér egyik fontos biomarkere (Lewczuk és mtsai,
2015). A szinaptikus aktinfilamentumok felépiilésének és lebomlésanak dinamikdjarol
pedig a kozelmultban deriilt ki, hogy C. elegans fonalféregben és emberben egyarant

kdzponti szerepet jatszik a felejtésben (Hadziselimovic €s mtsai, 2014).

A Ras/MAPK, IPy/DAG/PKC, cAMP/PKA, Ras/PI:K jelpalyak és a Ca*" jelatvitel
keresztbeszélgetéseinek nagy szdma hangsulyozza a vonatkozd kisérletes adatgylijtés
fontossagat, illetve a meglévéd adatok rendszerbe foglalasat. Utdbbihoz idealis
megkozelitést jelent a hadlozattudomany, mely két szinten is hasznalhato: a nagy Iéptékii

halézatok segitségével integralhatdak az adatok, mig a kis 1éptékii, de nagy felbontast
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halozatokkal a jelatvitel részletei derithetdek fel, illetve a kisérletes iranyok kijelolése
segithetd. A szinaptikus interaktomot novekvo érdeklodés ovezi (Lalek ¢s mtsai, 2014),
az egyetlen célzott adatbazis azonban a szinaptikus fehérje-fehérje interakciokat

tomoritd SynSysNet adatbazis (von Eichborn és mtsai, 2013).

3.4. ARas/MAPK jelpalya patologiai és farmakologiai vonatkozasai

A Ras/MAPK jelpalya génjeinek csiravonali muticioival tarsitott betegségeket
Rasopatidknak nevezziik (Tidyman és Rauen, 2009; Rauen, 2013). Az ismert
Rasopatiakat a 2. tablazat listazza.

A rendellenességek mindegyike egyedi tiinetkombinacioval bir, a mogottiik
meghtuzodo kozos jelpalya miatt azonban a szimptomak atfednek. Jellemzdek az arc
karakterisztikus jegyei, a sziv fejlddési rendellenességei, a bortiinetek, a tumoros
elvaltozasokra valo hajlam, valamint a valtoz6é mértékli neurokognitiv zavar, beleértve a

tanuldsi nehézségeket és a végrehajtod funkciok zavarat.

2. tablazat. Rasopatiak: a Ras/MAPK jelpalya génjeinek csiravonali mutacioival

tarsitott betegségek.

Betegség neve Erintett fehérjék | K.é.” Hivatkozas
Autoimmun limfoproliferativ FAS, Nincs Tidyman és Rauen, 2010;
szindroma KRAS, Rauen, 2013

NRAS
Cardio-facio-kutan (CFC) BRAF, MAPKK1, Van Niihori és mtsai, 2006
szindréma MAPKK2, KRAS Rauen, 2013
Coffin-Lowry szindroma ™ RSK2 Van Trivier és mtsai, 1996
Costello szindroma HRAS Van Costello, 1977
Aoki és mtsai, 2005

Kapillaris malformacio-AV RASA1 Van Eerola és mtsai, 2003
malformacio-AV (CM-AVM) Boon és mtsai, 2005
szindroma
Legius szindréma SPRED1 Van Brems és mtsai, 2007

Brems és Legius, 2013
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LEOPARD szindréma PTPN11, Van Digilio és mtsai, 2002
RAF1, Pandit és mtsai, 2007
BRAF Koudova és mtsai, 2009
Sarkozy és mtsai, 2009
Neurofibromatoézis, I-es tipusu NF1 Van Wallace és mtsai, 1990
(von Recklinghausen betegség) Friedman és Birch, 1997
Hirbe és Gutmann, 2014
Noonan szindréma PTPN11, SOS1, Van Noonan, 1968
RAF1, KRAS, Schubbert és mtsai, 2006
NRAS, BRAF Pierpont és mtsai, 2013
Orokletes gingivalis fibromatosis, |SOS1 Nincs Hart és mtsai, 2002
I-es tipusu Jang és mtsai, 2007

* K. é.: Kognitiv érintettség. A Rasopatiak tiinetei valtozatosak és atfedbek, ezért a 'Kognitiv
érintettség' oszlop csupan a kognitiv tinetek lehetéségét jelzi, nem azok kételez6 meglétét.
CM-AVM szindrémaban a kognitiv érintettség vaszkularis okok miatt alakul ki, vagyis
masodlagos.

** A Coffin-Lowry szindromat egyesek nem soroljak a Rasopatiak kézé, oka azonban az Erk
kinazok egyik célpontjanak, a 90 kDa riboszomalis fehérje S6 kinaz 2 (RSK2) génjének
defektusa.

3.5. A C. elegans fonalféreg, mint modellrendszer

A C. elegans egy mérsékelt Ovi, talajlako, koriilbelil 1 mm hossza fonalféreg.
Modellrendszerként Sydney Brenner vezette be 1974-ben genetikai és idegtudomanyi
vizsgalatokra (Brenner, 1974), melyért Nobel dijat kapott. Azdta e paranyi férgek
elényos tulajdonsagaiknak koszonhetéen az élettudomanyok szamos teriiletén tettek
szert nagy népszeruségre.

A C. elegans laboratoriumi fenntartdsa egyszert, 15-25 °C-os hémérsékleten
agarlemezeken tenyészthetd, Escherichia coli OP50 baktériumtorzzsel taplalhatod. A
felndtt allatok tobb, mint 99%-a hermafrodita, toredéknyi szazalékban himek 1is
kiegészitik a populaciot. Gyors, hdmérséklettdl fliggden 2-5 napos generacios ideje és

magas utddszama alkalmassd teszi nagy egyedszamu mintdk gyakori tesztelésére is,
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valamint a késObbiekben leirdsra keriild tesztekben vizsgalt tobb ezres nagysagrendii
féregszam statisztikailag megbizhat6 adatokhoz vezet.

Fejlodése soran a férgek 4 larvastddiumon mennek keresztiil, melyeket a fiatal
feln6tt, majd a gravida allapot kovet. A vad tipus élettartama 2 hét. Kedvezdtlen
kornyezeti feltételek kozott a fiatal larvak képesek egy tugynevezett dauer larva
allapotba Iépni, mely rendkiviil ellendlld, akar honapokig is képes talélni példaul az
¢hezést. Megfeleld koriilmények esetén ismét visszalép normal fejlédési ciklusdba. A
fiatal larvak fagyaszthatoak is, igy torzsek konyvtarai alakithatoak ki.

A C. elegans 0Osszes sejtjiének leszarmazasi vonala ismert (Sulston és mtsai,
1983), ezért fejlddésbioldgiai  kutatasokban eldszeretettel haszndlt modelléllat.
Egyediilallo6 moédon 302 idegsejtjének teljes konnektomja, azaz idegrendszeri kapcsolati
haldzata is feltérképezett és torzsenként valtozatlan (White és mtsai, 1986; Varshney ¢és
mtsai, 2011). A felndtt allatok idegrendszerében ennek megfeleléen nem képzddnek és
¢épiilnek le dendritikus kapcsolatok, tehat a tanulasi folyamatok megfigyelésekor a
szinaptikus plaszticitas e fajtdja kizarhato.

Attetszé mivoltanak és egyszer(i felépitésének koszonhetéen a C. elegans sejtjei
fénymikroszkoppal is tanulmanyozhatoak, fluoreszcens mikroszkoppal pedig
génexpresszids €s fehérjelokalizacios vizsgalatoknak is alavethetd (Chalfie és mtsai,
1994).

Génallomanyanak teljes szekvencidja ismert. Evolicidsan magasabb rendi
modellallatokhoz viszonyitva mutans ¢€s transzgén vonalak létrehozasa egyszeriibb. A
rendelkezésre 4all6 széles molekularis biologiai eszkoztar kiemelkedd eleme a C.
elegans-ban felfedezett és leirt RNS interferencia (RNSi) géncsendesitési eljaras (Fire
¢s mtsai, 1998), melynek segitségével olyan gének szuppresszaldsa is lehetséges,
melyek egyébként letalisak volndnak, vagy amelyekre még nem ismert mutans torzs. A
molekuléris bioldgiai modszerekkel, valamint a felfedezésekkel kapcsolatban a C.
elegans kutatok kozossége interneten nagy tuddsbazist oszt meg szabadon elérhetden,
melynek kdzpontjai a WormAtlas, a WormBook, valamint a WormBase (Altun és mtsai,

2002; Girard ¢és mtsai, 2007; Yook és mtsai, 2012).
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3.6. A tanulas és memoria C. elegans-ban

C. elegans esetében megfigyelhetd a nonasszociativ és az asszociativ tanulas, valamint
az imprinting is. Larva stddiumu és felndtt férgek is képesek viselkedésvaltozast
kialakitani mechanikai és kémiai stimulusok irdnt: megtanuljdk, hogy rezgéseket,
illatokat, izeket, homérséklet és oxigénszint valtozasait kossék szamukra karos
hatasokhoz, vagy éppen taplalékhoz.

A nonasszociativ tanulds egyik fajtaja a mechanoszenzoros habituacid. Ezt
leggyakrabban az ugynevezett tap withdrawal reflex segitségével vizsgaljak (fordithato
razkodasi visszavonulas reflexként), mely soran az allat alokalizalt mechanikus ingerre
(altaldban lemez iitdgetése) valaszul haladasi irdnyat megforditja €s testhossznyit
hatrafelé¢ halad. Ujabb érintésekre a valasz csokken, rovid elektromos sokk pedig
gyorsitja e csokkenést (Rankin és mtsai, 1990). 60 masodpercenként 20-szor ismételt
razkodas 24 6ran keresztiil megmaradd hosszi tavii meméridt is kialakit (Beck and
Rankin 1995; Rose és Rankin, 2001).

Colbert ¢és Bargmann (1995) figyelt¢k meg, hogy eredetileg csabitd
illatanyagoknak tartdsan kitett férgek kemotaxis valasza egy id6 utdn megszlint. E
megfigyelés alapja lehetne adaptacido ugyanugy, mint habituaciod, azonban Bernhard és
van der Kooy (2000) megmutattak, hogy a férgek mindkettére képesek. Eldszor a
pontszerli diacetilforras iranti vonzodast csokkentették diacetiles prekondicionalassal,
majd a csokkent valaszt diszhabitudcios hatassal (centrifugalds) visszaallitottak
alapallapotba. A glutamat receptort kodold glr-1 génben 1évé funkcidvesztd mutacid
az eredményeket benzaldehiddel is megerdsitették, ahol azonban a g/r-/ mutacié nem
volt hatassal a habituaciora. A legfrissebb eredmények a glutamat receptor
szabalyozasat a Rashoz is kotik (Hamakawa és mtsai, 2015).

A C. elegans-t figyelemre mélto asszociativ tanulas jellemzi, képes kemotaxisra,
termotaxisra €s aerotaxisra is a kedvezobb kornyezeti koriilmények gyorsabb eléréséhez
¢és megjegyzéséhez. Natrium-klorid és taplalék egylittes jelenlétét megtapasztald allatok
a késObbiekben nagyobb eséllyel valasztjdk a soval megjelolt helyet a lemezen, mint a

kontrollként szolgald ellenpontot. Az asszociacid negativ hatasokkal is miikodik, a sot
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¢s fokhagymakivonatot egyiittesen megtapasztalo allatok a késébbiekben ugy is
elkeriilik a sot, hogy eldtte vonzédtak hozza (Wen és mtsai, 1997). A natrium-klorid
iranti vonzodas helyét atvevd averziv viselkedést €¢hezéssel (Saeki €s mtsai, 2001) és
tomény glicerinnel, illetve benzaldehiddel kapcsolatban is megfigyelték (Hukema és
mtsai, 2008). A natrium-kloridhoz kapcsolodd averzidban részt vevd jelpalyak elemei
koziil Jansen ¢és munkatarsai (2002), valamint Hukema ¢és munkatarsai (2006)
azonositottdk a Gy GPC-1 alegységét, a Ga alegységei koziil a GPA-1 és ODR-3
molekuldkat, valamint a TRPV ioncsatorna OCR-1, OCR-2, és OSM-9 alegységeit.
Vellai és munkatarsai (2006) azt is megfigyelték, hogy a him férgek kevésbé jol tanuljak
inzulin/IGF-1 jelatvitel natrium-klorid érzékelésre gyakorolt modulald hatdsat talaltak.

A szaglason alapul6 asszociativ tanulasi kisérletek hasonldan elterjedtek, mivel a
férgek pozitiv kemotaxist mutatnak a taplalékul szolgalod baktériumok altal kibocsajtott
illékony anyagok irant. Ilyen példaul a diacetil, melyrél Morrison €s munkatarsai (1999)
mutattdk be, hogy averziv ecetsavval vald asszocidciot kdvetden a férgek diacetil iranti
vonzodasa csokkent. Stetak és munkatdrsai (2008) azt is leirtak, hogy a gap mutansok
kozel egyforma aranyban vesznek részt a LET-60, a C. elegans Ras ortolog
szabalyzasaban diacetil iranti kemotaxis soran.

Imprintingnek az egyedfejlodés korai szakaszaban rogziilé hosszii tavu
memoriat nevezziik. Példaul az L1 larvakorban tapasztalt illatokat a felnétt, peterakod
férgek elonyben részesitik mas, amigy szintén vonzodast kivalté anyagokkal szemben
(Remy ¢és Hobert, 2005). Azt is megfigyelték, hogy vad tipusu férgek etanollal szemben
elkeriil6 magatartasuak, azonban a fejlédésiik soran kronikusan etanolnak kitett egyedek
feln6tt korukban erdsebb vonzddast mutattak etanol irdnt még az alkohollal

prekondicionalt alllatoknal is (Lee és mtsai, 2009).

A C. elegans-ban megfigyelt tanulds és memoria tehat 6sszefoglalva az aldbbiak szerint
oszthat¢ fel:
I. Nem asszociativ tanulds
A. Mechanoszenzoros habituacio

B. Kemoszenzoros habituacio

—20-—



II. Asszociativ tanulés (a. t.)
A. Izérzésen alapulf a. t.
B. Szaglason alapulo¢ a. t.
C. Oxigénen alapul¢ a. t.
D. Homérsékleten alapulo a. t.

III. Imprinting

3.7. Rendszerbioldgiai megkozelités, molekularis halézatok

A komplex biologiai rendszerek kisérletes, szamitogépes ¢és matematikai eszkozokkel
valé interdiszciplindris modellezését nevezziikk rendszerbiologiai megkdzelitésnek
(Ideker és mtsai, 2001; Kitano, 2002). Korai eléfutarként Alan Lloyd Hodgkin és
Andrew Fielding Huxley akcios potenciadl modelljét emlithetjiik (Hodgkin és Huxley,
1952), a rendszerszemlélet gydkerei pedig Ludwig von Bertalanffy 4ltalanos
rendszerelméletébdl erednek (Lopreto és von Bertalanfty, 1970). Modern értelemben
barmely komplex rendszer — szerkezetét, funkcidjat és dinamikajat beleértve —

megkdzelithetd elemek és azok kapcsolatainak dsszességeként, vagyis haldzatként.

A B C
<
\:
o
*—.q
\

4. abra. A molekularis hal6zatok elvének sematikus abrazolasa.
(A) A sejten bellli molekularis kapcsolatok alapelemét a molekulaparok kozoétti interakciok

adjak, mely tetsz6leges anorganikus és organikus molekuldk kézott létrejohetnek. (B) E
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kapcsolatok jelpalyakat alkotnak, a jelatvitel hagyomanyos egységeit. (C) A jelpalyak
keresztbeszélgetéseik révén halézatokka allithatéak Ossze, melyekben egy-egy molekulanak
akar tébb ezer mas molekulaval is lehet kapcsolata, ezaltal a jelatvitel és szabalyzés

részletesebben is megismerhetd.

A redukcionalista szemléletli kisérletekbdl 0sszegytilt massziv mennyiségii informacio,
illetve a nagy ateresztoképességi kisérletekbdl szarmazé hatalmas adatkészletek 1j
lendiiletet adtak a rendszerszemléleti molekularis kutatdsoknak. Ennek Iényege, hogy a
hagyomanyosan molekulaparok kozotti kapcsolatok jelpalyakka szervezhetdek, a
jelpalyak pedig keresztbeszélgetéseikkel jelatviteli haldzatokat alakitanak ki, melyek
gazdagabb képet adnak a biologiai folyamatok molekuldris hatterérél (4. abra). A
molekuléris haldézatok a jelatvitel mellett alkalmazhatdéak anyagcserére (metabolikus
halézatok), gének kozott megfigyelt kolesonhatdsokra (génhalozatok), vagy fehérjék
kozotti kapesolatokra (fehérje-fehérje interakcids halozatok) is. Ezek kozos jellemzdje,
hogy a diszkrét molekuléaris eseményeket kontextusukban, kolcsonhatasaikkal egyiitt
veszik figyelembe. Az intracellularis halozatok univerzalis szabalyszeriiségek szerint
¢épiilnek fel és altaldnos érvényli, skéalazhatd elvek mentén miikddnek (Barabasi és
Oltvai, 2004), emiatt napjainkra az élettudomanyi haldzatokra épiilé elemzés a
fehérjeszerkezeti kutatdsoktol a génexpresszios vagy épp proteomikai tanulmanyokon at
a gyogyszermellékhatas-kutatasig széles korben elfogadott eszkozz¢ valt (Silberberg €s
mtsai, 2012; Csermely és mtsai, 2013, Gyurko és mtsai, 2014).

Grafelméleti terminoldgia szerint a hal6zatok csticsokbdl (példaul molekulak) és
¢lekbdl (példaul interakciok) épililnek fel. Az egy csucshoz kapcsolodd élek szdma a
fokszam. Az élek lehetnek iranyitatlanok (példaul két strukturalis fehérje kapcsolodésa)
¢s iranyitottak (példdul egy kindz és szubsztratjanak kapcsolata). Az egymast kovetd
csticsok ¢és ¢élek sorozatat utnak nevezziik, egy graf atmérdje pedig a két tetszéleges
csucsot 0sszekotd legrovidebb utak koziil a leghosszabb.

A nagy ateresztOképességii kisérletek, igy a tarolasukra megsziiletett adatbazisok
ugyanakkor komplexitasuk miatt tilmutatnak az intuitiv megértésen. Egyre nagyobb
mértékben valik sziikségessé bioinformatikai analizis és modellfejlesztés, mely a
kisérleti eredmények mogott meghuzodo bioldgiai folyamatok feltérképezését, valamint

a tovabbi kisérletes célpontok kivalasztasat egyarant segiti. E rendszerszintli

—22_



megkozelités a szerzd véleménye szerint nem valthatja fel a fokuszalt, nagy
részletességli kisérletes munkat, sokkal inkabb kiegésziti, kontextusba helyezi azt.

A SynSysNet nevli, rendszerszemléletli adatbazis a szinapszisokkal kapcsolatba
hozott gének, fehérjék ¢és gyodgyszerek szakértok altal kuralt gylijteménye

(http://bioinformatics.charite.de/synsysnet/; von  Eichborn és mtsai, 2013),

rendszerszemléletii idegtudomanyi adatbazisként az egyetlen. A humén GAP fehérjék
koziil a GAP-1-et tartalmazza annak interaktorai nélkiil. Tovabbi GAP fehérjéket nem
talalunk, illetve nem idegrendszeri, de abban mellékhatassal bird gyogyszereket sem.
Kifejezetten a tanulds €s memoria tanulmanyozasara 1étrehozott molekularis adatbazis
nem ismert. Mindezek a nagy 1éptékii adatintegracio, majd az abbol épitkezo, kézzel

kuralt, tanulasra és memoridra 0sszpontositd halozatépités fontossagat hangsulyozzak.
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4. Célkituzések

Kutatdsom céljaul a gap géncsaladd C. elegans modellrendszerben torténd, tanulasra és
memoriara vonatkozo fenotipizalasat, valamint a GAP fehérjék lehetséges jelatvitelének
in silico feltérképezését tiiztem ki.

A gap géncsaldd tanulasban és memoridban betoltott szerepét kisérletesen C.
elegans funkciovesztd gap mutansokon vizsgaltam meg. Ez magaban foglalja a mutans
allatok mozgasanak és érzékelésének felmérését is, mivel ezek defektusa alapvetéen
befolyéasolhatja a megfigyelt viselkedést, igy a tanulassal ¢s memoriaval kapcsolatban
levont kovetkeztetéseket is. A GAP fehérjéket a Ras szabalyozoiként ismerjiik, igy a
Ras-fiiggés kisérletes vizsgalatat is elvégeztem. Mindezek jellemzéséhez sziikséges volt
egy hazankban 1) viselkedésbioldgiai tesztrendszer meghonositasa, melyet a Bazeli
Egyetem Molekularis Pszichologia Tanszékével egylittmiikodésben valositottam meg.

A GAP fehérjek ismert jelatvitelének adatai szdmos adatbazisban, kiilonbdzd
nevezéktanok szerint és eltérd formatumokban voltak elérhetéek, emiatt a lehetséges
jelatviteli utvonalak feltérképezéséhez az adatok egységesitése volt sziikséges. Az
integraciot a hatalmas adatmennyiségre vald tekintettel laborunk tagjaival
egylittmiikddve, egy manudlisan létrehozott szabalyrendszeren alapuld, am az
adatintegraciot automatizaltan végzd programrendszer segitségével valositottam meg.
Az igy nyert adatbazist a kisérletes és irodalmi adatok altal kijeldlt iranyban fokuszaltan
manualisan ellendriztem ¢és kiegészitettem, majd az eredményiil kapott jelpalydkat
halézattd szerveztem. Az elkésziilt halozat egységes rendszerben képviseli a GAP
fehérjék tanulasban és memoridban betoltott lehetséges jelatvitelét, valamint tovabbi

kisérletes célpontokat jelezhet eldre.
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5. Modszerek

5.1. Kisérletes modszerek

5.1.1. Torzsek és anyagok

A férgek fenntartdsa inkubatorban, allando 20° Celsius hdmérsékleten tortént 10 cm-es
Petri csészébe ontott 20 ml NGM (Nematode Growth Medium, 5 mM KH>PO4/K,HPO,
pH 6.0, 1 mM CaCl,, | mM MgSO,, 1 mM NaCl,, 6 mM koleszterin, 2% agar,
ioncseré¢lt H,O) tenyésztélemezeken (Brenner, 1974). Minden lemezen 1 ml E. coli
OP50 varians biztositotta a taplalékot. A kisérleteket makro- és mikroszkdposan
vizualisan ellendrzott, fertozésmentes, fiatal felnétt allatokkal végeztem. Referenciaként
a C. elegans N2 torzsének Bristol variansat hasznaltam, amennyiben ezt masként nem
tiintettem fel.

A hasznalt torzseket a 3. tdblazat sorolja fel.

3. tablazat. A kisérletek soran hasznalt torzsek listaja a leiré publikaciokkal.

Név Hivatkozas F6 jellemz6
eri-1(mg366);lin-15B(n744) Sieburth és mtsai, 2005 Injektalt RNS-re érzékenyitett
gap-1(ga133) Hajnal és mtsai, 1997 Ras/MPK-1 negativ regulator
gap-2(tm748) Hayashizaki és mtsai, 1998 [Ras/MPK-1 negativ regulator
gap-3(9a139) Stetak és mtsai, 2008 Ras/MPK-1 negativ regulator

gap-1(ga133);sur-5::mDsRed |Gyurko és mtsai, 2015b \Vords fluoreszcens fehérje

génjével fuzionalt gap-1

et-60(n2021) Beitel és mtsai, 1990 C. elegans Ras ortolog

5.1.2. Kemotaxis teszt

A kemotaxis teszt soran a férgek illékony anyagokra adott valaszat vizsgéljuk
(Bargmann et al, 1993). Ezen anyagok koziil attraktansoknak nevezziik, amelyek irant a
férgek 0sztonds vonzodast mutatnak, ilyen példaul a diacetil, a benzaldehid, vagy az

1zoamilkohol.
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A kemotaxis teszteket 10 cm-es CTX lemezen végezzik (5 mM
KH,PO/K,;HPO4 pH 6.0, 1 mM CaCl,, 1 mM MgSO., 2% agar). A lemez aljat rajzolt
jeloléssel kétfelé valasztva mindkét oldalra 2 cm atmérdjii kor keriil (5. 4bra). Diacetilt,
benzaldehidet és izoamilalkoholt oldunk etanolban 1:100 és 1:1000 higitasban, majd
ebbdl 1 pl-t tesziink az egyik korbe, a masik korbe 1 pl 99,9%-0s toménységii etanolt
helyeziink, és mindkét kérbe 1 pul 20 mM natrium-azidot cseppentiink, mely a korokbe

masz6 férgeket megbénitja.

50-200 féreg

1 ul 99,9% etanolban higitott
attraktans vagy repellens

1 ul 99,9% etanol
/"

X 1 pl natrium-azid

1 pl natrium-azid

5. abra. A kemotaxison alapulé tesztek kisérleti kornyezetének illusztracidja.

A 10 cm-es CTX lemezen 2 db 2 cm atmérdji teriiletet jeldlink ki. Az egyikbe 1:100 vagy
1:1000 higitasban 1 pl attraktanst vagy repellenst, a masikba 1 pl 99,9%-o0s téménységii etanolt
cseppentlink, és mindkét oldalhoz 1 yl 20 mM natrium-azidot is hozzaadunk. A férgeket kozépre
cseppentjik, innen szabadon maszhatnak, a kisérlet eredményét 1 6ra multan értékeljik az (1)

képlet szerint megadott szamitassal.

Cseppentéssel 50-200 allatot tesziink kozépre minimalis CTX oldattal (5 mM
KH,PO+/K,HPO4 pH 6.0, 1 mM CaCl,, 1 mM MgSO,, ioncserélt H>O), amelyek egy
orat szabadon mozoghatnak. Az id6 lejarta utan a két korben, illetve azon kiviil maradt,
€16 férgeket 0sszeszamolva kalkulalhato a kemotaxis index az alabbi képlet (1) szerint:

Kemotaxis index (CI) = (A-B) / (A+B+C) (1)

Az index értéke a férgek adott anyag iranti vonzodasaval egyenesen aranyos.
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5.1.3. Motilitasi teszt

A férgek mozgasszervrendszerét az egy percre es6 mozgasi ciklusok szamaval
jellemezziik taplalkozo alapviselkedés, taplalékkeresé ¢€s ¢€hezés utani taplalkozo
allapotokban.

A téplalkozo alapviselkedés meghatarozasahoz a fiatal feln6tt férgeket NGM
tenyésztélemezekrdl féregkacs (wormpick, iivegesdbe olvasztott platinadrot vagy serte)
segitségével egyesével Gj 1 ml OP50-nel cseppentett NGM tenyésztélemezre helyezziik,
majd két perc varakozas utan egy percig szamoljuk a mozgasi ciklusok szdmat (Sawin
et al, 2000; Mohri et al, 2005).

A taplalékkeresd magatartas jellemzése az alapviselkedés meghatarozasdhoz
mindenben hasonld, kivéve, hogy a férgeket OP50-nel cseppentett lemezekrdl taplalékot
nem tartalmazé (OP50-mentes) NGM tenyésztélemekre helyezziik.

Az éhezés utani taplalkozd magartashoz a jol taplalt, fiatal felnétt allatokat elébb
1 ora iddtartamra lires NGM lemezre helyezziik, majd ezt kdvetden egyesével tessziik
vissza Oket az OP50-nel cseppentett NGM tenyésztdlemezre. A mozgas leirdsa minden

mas tekintetben megegyezik az alapviselkedés jellemzésével.

5.1.4. A tanulas és rovid tavu asszociativ memoria tesztje

A férgek tanulasat és memoriafunkcidjat leir6 tesztek alapjaul az szolgal, hogy egy adott
illékony anyag irdnti 0sztonds vonzdodast egy masik, averziv ingerrel dsszekapcsolva a
viselkedés ellenkezdjére fordithatd (Nuttley €s mtsai, 2002).

A naiv féregpopulacio kisérletes vizsgalatdhoz az NGM tenyésztdlemezekrdl a
fiatal felndtt férgeket CTX oldattal (5 mM KH,PO./K;HPO, pH 6.0, 1 mM CaCl,, 1
mM MgSO,) lemossuk, a folyadék rendszeres eltavolitdsaval és potlasaval tovabbi
haromszor atmossuk, majd a populacid egy részét a kemotaxis tesztnél leirt modon,
diacetil 1:1000 higitasat felhasznalva teszteljik.

A kondicionalas soran tomény diacetil illatat asszocialjuk ¢hezéssel. Ehhez a fel
nem hasznalt féregpopuléciot minimalis CTX oldattal 10 cm-es CTX lemezre tessziik,
majd a folyadék felszaritasat segitendd a lemez mozgatasaval egyenletesen elosztjuk. A

lemez tetejébe ragasztott papirra 2 pl tomény diacetilt cseppentiink, végiil a tomény
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diacetilg6z kialakitasdhoz a lemezt 1 orara parafilmmel lezarjuk. Az id6 leteltével a
sziikséges mennyiségli férget a kemotaxis tesztnél leirt modon, diacetil 1:1000 higitasat
felhasznalva teszteljiilk. Az eredmények kiértékelése sordn ugyanazon kondiciondlt
allapotban a vad tipushoz viszonyitjuk a mutans torzseket, megfigyelések a férgek
tanulési képességét jellemzik.

A memoriafunkcié leirdsahoz a megmaradt populéciot Falcon cs6ben, M9
oldatban, billegtetdn fél oran keresztiil 30/perc frekvencidval mosva pihentetjiik, majd a
kemotaxis tesztnél leirt modon, diacetil 1:1000 higitasat felhasznalva teszteljiik. Az

eredmények kiértékeléséhez ugyanazon torzs kondicionalt és pihentetett allapotait

crer

Drasztikusan eltérd kemotaxis indexi torzsek 0sszehasonlitasahoz tanulasi index

szamithato a (2) képlet szerint:

Tanulasi index (LI) = (Claiv - Clkond) / Cliaiv (2)

ahol Cl..iv: naiv kemotaxis index, Cliona: kondicionalt kemotaxis index.

5.1.5. A hosszi tavu asszociativ memoria tesztje

A hosszu tava asszociativ memoria tesztje a tanulds és rovid tavl asszociativ memoria
tesztjéhez nagyon hasonld (Vukojevic és mtsai, 2012). A férgeket egy helyett haromszor
kondicionaljuk tomény diacetil gézében, a memodriafunkcidt pedig a kemotaxis
teszteknél leirt mdédon kondicionalas eldtt, kozvetleniil utdna, majd 16 és 24 ora
elteltével értékeljiik. C. elegans esetében a révid tava memoria 2-3 6rdnal nem tart

tovabb (Ardiel és Rankin, 2010), igy a 16 és 24 oras mérési idopontok biztositjak a

hosszu tavii memoria vizsgalatat.
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5.1.6. Transzgén gap-1(gal33);sur-5::mDsRed allatok 1étrehozasa

A gap-1 transzgenikus mentett torzs létrehozasdhoz alacsony képiaszami Fosmid
konyvtarbol izolaltam a gap-1 gént. A mentett vonalak fluoreszcens mikroszkop alatt
torténd azonositasahoz dsRed fehérjét kodold, teljestest-expressziot biztositd sur-5
promoterrdl hajtott génnel egyesitettem. Az igy létrejott gap-1(gal33);sur-5::mDsRed
DNS-t protokoll szerint 50-100 ng/ul koncentracidban gap-1(gal33) funkcidvesztd
mutans férgek mindkét gonadjaba injektaltam (Mello et al, 1991). Az injektalt férgek
elsé utoddgeneracidjabol fluoreszcens mikroszkopiaval valasztottam ki a hordozo

allatokat.

5.1.7. RNS interferencia Kisérletek

Az RNS interferencia tesztek sordn az RNS-érzékeny eri-1(mg366);lin-15B(n744)
(KP3948) torzset 1M izopropil-d-tiogalaktopiranozidot (IPTG) tartalmaz6 lemezeken,
gap-1, gap-2 ¢és gap-3 kétszali RNS-t hordozd baktériumpazsittal taplaltam az
irodalomban leirtak szerint (Kamath et al, 2001). Az RNS interferencia kezelést az L4

stadiumot elért allatok 1 napig kaptak.

5.2. Bioinformatikai modszerek

5.2.1. A ComPPI adatbazis létrehozasahoz hasznalt eszkozok

A ComPPI infrastruktirdja alapvetéen egy webkiszolgaléra, egy adatbdzisra és a
réépiildé honlapra (0sszességében webes technoldgidkra), valamint az elemzéshez
hasznalt kodra oszthatdo. Az adatbazist Ubuntu 14.04 linux kornyezetben

(http://ubuntu.hu/), nginx webkiszolgalora (http:/nginx.org/) ¢és MySQL 5

(http://www.mysqgl.com/) adatbazis-kezelére épitve hoztuk létre. Az adatbazist feltoltd

kodot dontéen PHP 5 (http://php.net/) programnyelvben irtuk a Symfony 2

keretrendszer (http://symfony.com/) segitségével. Az adatbdzisra épiild honlapot a mar

emlitett PHP 5 és Symfony 2 segitségével, valamint HTML 4 (hypertext markup

language, http://www.w3.org/), CSS 3 (cascading style sheets, http://www.w3.org/) és

JavaScript nyelvek felhasznalasaval készitettiik, utobbihoz a jQuery (http://jquery.com/)
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keretrendszert hasznaltuk fel. Az adatbazis direkt kezelését és elemzését Python 3
programnyelven irt koddal valdsitottuk meg.
A halozatos vizualizacidhoz a d3.js konyvtarat (http://d3js.org/) és a CytoScape

3 programot (http://cytoscape.org/) hasznaltuk.

A fejlesztés soran minden programkodot git elosztott verzidkezeld rendszerben

(http://git-scm.com/) egységesitettiink ¢és taroltunk, ennek kdszonhetéen az egész kod az

Osszes valtoztatas torténetével egylitt bongészhetd, let6lthetd a

http://bificomp2.sote.hu:22422/comppi webcimen. Jelen dolgozatban ComPPI néven a

ComPPI 1.1-es, 2014. oktober 9-én kozzétett valtozatara utalok, mely 6sszhangban van
a kapcsolodo publikacionkkal is (Veres €s mtsai, 2015).

Az informatikai infrastruktira kialakitdsa sordn széles korben hasznalt és
tesztelt, jogi és anyagi szempontbol szabadon elérhetd eszkozoket valasztottunk. A
ComPPI forraskodja is teljes egészében nyilt. Ennek kdszonhetéen a szoftvercsomagot
barki egy egyszerii asztali szamitogépen felépitheti, az eredményeket megismételheti. A
rendszer belsé miikodése is megismerhetd, illetve az érdekléddk bekapcsolddhatnak a

tovabbi fejlesztésekbe.

5.2.2. A RasGAPok jelatvitelének, valamint a tanulas és memoria fobb
jelpalyainak hal6zatos integracioja

A Ras/MAPK jelpalya, valamint a tanulas és memoria jelpalyainak halézatat a ComPPI
adatbazis alapjan kézi gytiijtéssel publikaciok és jelatviteli adatbazisok segitségével

allitottam Ossze, a halozatépités folyamatat a 6. dbra szemlélteti.
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ComPPI Irodalomkutatés KEGG

[ UniProt J { Egységes nevezéktan J [ Patolégia J

{Neuron-speciﬂkushaldzat} [ DrugBank }

6. abra. A RasGAPok lehetséges jelatvitelét, valamint a tanuldas és memoéria fébb
jelpalyait halézatos megkozelitésben gylijtdé adatbazis épitésének folyamatabraja.

Az irodalomkutatas, a Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes jelpalya-adatbazis és a
ComPPI fehérje-fehérje interakciés adatbazis iterativ felhasznalasaval kdzos nevezéktanra
hozott listakat hoztam létre, mely a RasGAPok, a tanulas és a memodria jelatvitelében szerepet
jatszo legfontosabb molekulakat (javarészt fehérjéket) és egymassal vald interakcidikat
tartalmazta. A k6zd8s UniProt (UniProt Consortium, 2015) nevezéktan ellendrzéséhez annak
fehérjeadatbazisat is felhasznaltam. Az egységes nevezéktanu listakbol mar lehetséges volt egy
Osszeflggd halézat épitése, melynek fehérjéihez kapcsolodd betegségeket tovabbi
irodalomkutatassal, a gyogyszercélpontokat pedig a DrugBank adatbazis (4.0 kiadas, 2014.

januar 1.; Law és mtsai, 2014) segitségével azonositottam.

A kézi gyljtés soran elsésorban a Ras/MAPK, IPs/DAG/PKC, cAMP/PKA,
Ras/PIK jelpalyakra és a Ca*" jelatvitelre, illetve ezek keresztbeszélgetéseire
Osszpontositottam. Forrdsként a National Center for Biotechnology Information (NCBI)
PubMed-Medline  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), a  Google Scholar

(http://scholar.google.com/), valamint a Mendeley Papers (http://www.mendeley.com/)

publikacids adatbazisokat hasznaltam. A felhasznalt publikaciokat a Bevezetd 'A tanulés
¢s memoria fontosabb jelpalyainak kapcsolatai a Ras/MAPK jelpalyaval' fejezete
részletesen targyalja. Minden felhasznalt jelpalya vagy interakcio esetén kovetelmény
volt a kisérletes bizonyiték €s az, hogy ne legyen a jelpalya neuronalis jelenlétét kizaro
publikacié (eldnyben részesiiltek a neuronalis expressziot leird forrasok). A jelpalyak
elsddleges forrdsa a Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes volt (KEGG 71.0

kiadas, 2014. julius 1.; Kanehisa és mtsai, 2014). Az irodalmi és interakcios
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adatbazisokbol szarmazo forrasadatok alapjan Iétrehoztam a molekuldk és kapcsolataik
listajat. Fehérjék esetében a UniProt nevezéktant hasznaltam. Anorganikus vegytiletek
esetén képletiik szolgalt azonositoul. Gének, illetve fehérjekomplexek esetében pedig
egy absztrakt cstics (melyet jellemzden a gén- vagy fehérjecsaldd nevével jeldltem)
képviselte az adott gént vagy fehérjekomplexet egy bizonyos szubcellularis
lokalizacioban, mely csucshoz az ismert fehérjéket UniProt azonositoikkal
hozzarendeltem. E megkozelités eldnye, hogy izoforma-agnosztikus, képes géneket is
fehérjeszinten reprezentalni, ugyanakkor a sejten beliili elhelyezkedést is figyelembe
veszi.

A ComPPI adatbazisbodl a fehérjék kapcsolatairdl, szubcellularis lokalizaciojarol
¢és transzlokacigjardl meritettem informacidkat. Szinonimaszotaranak kdszonhetéen a
nevezeéktanok felderitésére és egyeztetésére, valamint az UniProt nevezéktan szerinti
fehérjeazonositok gytijtésére is hasznaltam.

A manudlisan ellenérzott halozati mag automatizalt kiegészitésére Pythonban
irtam szkripteket, mely a ComPPI-bol toltotte be a kurdlt mag els6 szomszédait. A
halézatelemzést szintén sajat Python szkriptek segitségével végeztem, melyek a

networkx 1.8 (https://networkx.github.io/) hal6zatos kodkonyvtarat is hasznaltak.

Végiil a fehérjék koziil a lehetséges gyogyszercélpontokat a DrugBank adatbazis
segitségével azonositottam (4.0 kiadas, 2014. januar 1.; Law ¢és mtsai, 2014), a
betegségekhez kothetd gének fehérjéit pedig tovabbi irodalomkutatdssal hatdroztam

meg.

5.2.3. Statisztikai elemzés, grafikonok és abrak készitése

A kisérletes eredmények statisztikai elemzését €és grafikonokon valod 4brazolasat az e
célra irt programmal végeztem, melyet Python 3.4 programnyelvben készitettem el a
numpy 1.8 numerikus konyvtar, a matplotlib 1.4 grafikus konyvtar, valamint a SciPy
0.13.3-as  valtozatdban implementalt statisztikai modul felhaszndldsaval. A
szignifikanciat Welch-féle t-teszttel (Welch, 1947) ¢és kettds ANOVA teszttel
szamitottam, a p érték minden esetben két oldalu t-tesztre utal, és amennyiben tobb

adatpopulacio dsszehasonlitasara vonatkozik, igy mindig Bonferroni szerint korrigalt.
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A halézatos abrazolashoz Cytoscape 3.0-4t (Smoot és mitsai, 2011), a grafikai
utomunkakhoz GIMP 2.8-at (http://gimp.org) hasznaltam.

Az alkalmazott szoftverek, kodkonyvtarak és programnyelvek kivétel nélkiil nyilt
forraskoduak, széles korben haszndltak és szakértdk tesztelték Oket, mely eldsegiti a

magas szakmai mindséget ¢s reprodukalhatdsagot.
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6. Eredmények

6.1. A gap mutansok fenotipizalasa

6.1.1. A gap funkcidvesztés hatasa a C. elegans kemotaxisara

A tanulési és memoriatesztek a kemotaxistol fliggnek, mivel a kornyezeti informaciokat
a férgek szaglads Utjan szerzik meg. A kemotaxis tesztek célja igy az volt, hogy
felmérjem a mutans torzsek szaglasat, valamint meghatdrozzam a tanulési tesztekben
0sztonods vonzodast mutatnak (attraktansok), masokat pedig elkeriilnek (repellensek). E
viselkedés a kemotaxis indexszel szamszertsithetd, nagyobb szamérték erdsebb
vonzodast jelent (részletes magyardzat talalhatdo a '5. Modszerek' fejezet '5.1.2.
Kemotaxis teszt' alfejezetében). Kisérleteimben a diacetilt, a benzaldehidet, valamint az
izoamilalkoholt (attraktansok) vizsgaltam, irodalmi adatokra, valamint egyiittmiik6do
partneriink korabbi eredményeire alapozva mindegyiket szazszoros és ezerszeres
higitasban (Nuttley és mtsai, 2002; Stetdk és mtsai, 2008, Hadziselimovic €s mtsai,
2014). Az eredmények az 5. abran lathatoak.

Altaldnosan megallapithatd, hogy a gap mutans torzsek reagalnak a szaglasi
ingerekre (Gyurko és mtsai, 2015b). A gap-2(tm748), gap-3(gal39), gap-1(gal33) gap-
2(tm748) és gap-2(tm748),gap-3(gal39) mutansok a vad tipusnak megfeleld kemotaxis

cre

crer

mindkét koncentracidja irant (p=2,14x10? a magas és p=1,57x107 az alacsony
koncentraci6 irant), mikozben a benzaldehid iranti vonzodas érintetlen maradt. A gap-
3(gal39) mutans torzs esetében szintén csokkent vonzodast taldltam magas
megfigyelhetd. A gap-1(gal33),;gap-3(gal39) mutans térzs az Osszes vizsgalt attraktans
irant kemoszenzoros defektust mutatott (7. dabra, A-F panelek, pa=1,80x107,
pe=1,17x10", pc=1,74x102, pp=2,35%1072, pp=1,83x102, pr=6,46x107"?).
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7. abra. A kilonb6z6 RasGAP izoformak szerepe a kemotaxisban.

(A) Diacetil 1:100 higitasa irant csékkent vonzodast mutatnak a gap-71(ga?33) (p=7,88x10?), a
gap-3(ga139) (p=2,45x10%) és a gap-1(ga133);gap-3(ga139) (p=1,80%x107) mutaciét hordozo
torzsek. (B) Diacetil 1:1000, (C) valamint benzaldehid 1:100 és (D) 1:1000 higitasa irant a gap-
1(9a133);,gap-3(ga139) mutans allatok kemoszenzoros defektust mutatnak (ps=1,17x10",
pc=1,74x102, pp=2,35x10?). (E) 1:100 higitasu izoamilalkohol irant a gap-1(ga133) (p=2,14x10
%) és a gap-1(ga133);gap-3(ga139) (p=1,83%x10?) mutacidét hordozo torzseket kemotaxis
defektus jellemzi. (F) A gap-1(ga133) mutans férgek kemotaxisa 1:1000 higitasu izoamilalkohol
irant csokkent (p=1,57x102). A gap-1(ga133);gap-3(ga139) mutans torzs szintén kemotaxis
defektussal bir (p=6,46x10"%). A bajuszvonalak standard devianciat, a csillagok
szignifikanciaszintet jeldlnek (* < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001).

—-35—



A kemotaxis tesztek 0Osszefoglalasaként elmondhat6d, hogy a gap mutansok

képesek kemotaxis valaszra. FOként a GAP-1 érintett e folyamatokban, elsésorban az

crer

crer

tanulasi ¢és memoriakisérletekre nincsenek hatassal. A diacetil ezerszeres higitasu oldata
irant megfigyelt valasz biztositotta a kemotaxis index legelénydsebben vizsgalhatd
tartomanyat is: a valasz robusztus, mely jellemzden 0,8 koriili kemotaxis értéket jelent,
ugyanakkor nem til magas, vagyis az ingerekre adott, esetlegesen még erdsebb pozitiv
valasz is jol megtfigyelhetd, statisztikailag elemezhetd marad. E higitds megegyezik a
viselkedésbioldgiai tesztekben széles korben haszndlt, az irodalomban részletesen leirt
tesztek kisérleti felallasaval (Nuttley et al, 2002), valamint a torzsenként és dsszesitetten
is magasabb kemotaxis index atlagnak koszonhetéen a benzaldehiddel és
izoamilalkohollal 6sszehasonlitva is eldonyOsebbnek bizonyult. A fentiek aldl egyediili
kivételt a gap-1(gal33);,gap-3(gal39) torzs jelent, melynél minden kisérleti feltétel

esetén szignifikans kemoszenzoros defektust igazoltam.

6.1.2. A gap mutaciok nem befolyasoljak a férgek mozgasat

A viselkedési tesztek soran megfigyelt eredményeket a szaglashoz hasonléan barmely
motoros defektus befolydsolhatja, ezért sziikséges a mutans férgek mozgasanak
vizsgélata is. Ez az egy percre es6é mozgasciklusok szamaval jellemezhetd (Sawin et al,

2000; Mohri et al, 2005).
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8. abra. A gap mutaciék nem befolyasoljak a motilitast.

(A) A gap mutans férgek nyugalmi taplalkozasi aktivitdsa az N2 vad tipushoz viszonyitva. (B) A
gap mutansok és az N2 vad tipus taplalékkeres6 aktivitasa. A gap-1(ga133),9ap-3(ga139) torzs
csokkent mozgast mutat (p=3,62x10"%). (C) A gap mutaciok nem befolyasoljak az egy orat
éheztetett férgek taplalkozasi aktivitasat. n=20 minden kisérleti felallasban, a bajuszvonalak

standard deviaciot, a csillagok Bonferroni-korrigalt szignifikanciat jelentenek (*** < 0,001).

A gap mutansok mozgasat felmérd kisérletek eredményei a 8. abran lathatoak.
Eloszor a jol taplalt allatokat a taplalékul szolgald baktériumpazsiton vizsgaltam azért,
hogy a nyugalmi taplalkozasi aktivitdst meghatarozzam. Ezt kdvetden a taplalékkeresd
magatartast szamszerisitettem gy, hogy jol taplalt allatokat helyeztem iires lemezekre.
Végil az ¢hezés utani taplalkozast figyeltem meg azéltal, hogy egy orat ¢heztetett
férgeket helyeztem ismét baktériumpazsitra. A nyugalmi taplalkozo €s az éheztetett
allatok percenkénti mozgasi ciklusai az N2 vad tipusnak megfeleléek. A taplalékkeresd
allatoknal ugyanez elmondhatd, kivéve a gap-1(gal33);gap-3(gal39) torzset, mely az
atlagban mért 1,75 mozgasi ciklus/perc kiilonbséggel szignifikansan csokkent motilitast
(p=3,62x10"). E kiilonbségre magyarazatul szolgalhat a tOrzs kemoszenzoros
defektusabol szarmazd csokkent taplalékkeresé motivacid, ugyanis taplalkozd és
¢heztetett allapotban nem figyelhetd meg ilyen mértékii eltérés.

Kovetkeztetésként levonhatd, hogy a torzsek mozgésszervrendszerét és annak

neuronalis vezérlését a gap-1(gal33), gap-2(tm748), gap-3(gal39), gap-1(gal33) gap-
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2(tm748), gap-2(tm748);gap-3(gal39) mutaciok egyik kisérleti felallasban sem
befolyésoljak (Gyurkéd €s mtsai, 2015b). A gap-1(gal33);gap-3(gal39) torzset a mar
részletezett kemoszenzoros ¢és lehetséges lokomotoros defektus miatt a tovabbi

modszeres vizsgalatokbol kizartam.

6.1.3. A RasGAPok komplex egyiittmiikodése sziikséges a tanulashoz és a rovid

tavu asszociativ memoria Kialakulasahoz

A szaglo- és mozgatorendszer fentebb leirt kisérleteivel megallapitottam, hogy az
egyszeres €s kettdés gap mutaciok (a gap-1(gal33);gap-3(gal39) kivételével) nincsenek
hatassal a negativ asszociacion alapuld, tanuldst és rovid tavii memoriat vizsgald
tesztekre. Ezek sordn a naiv férgek diacetil irdnti 6sztonds vonzdodasat a kondicionalasi
Iépésben az ¢hezés negativ ingerével tarsitjuk, ezaltal elkeriild6 magatartas alakul ki,
amely a naiv allapothoz képest csokkent kemotaxis indexben nyilvanul meg. A vad tipus
¢s a mutans torzs ugyanazon kondicionalt allapotban vald Osszehasonlitdséval tehat a
férgek tanulasa jellemezhetd.

teszteljiik. Az igy kapott eredményeket a vad tipushoz hasonlitva a kevésbé emlékezd
allatoknal a megndvekedett vonzddas, vagyis magasabb kemotaxis index
memoriazavarnak felel meg (bdvebben: 'S. Modszerek' fejezet '5.1.2. Kemotaxis teszt'
¢€s '5.1.4. A tanulas és rovid tdva asszociativ memoria tesztje').

crer

kisérleti eredményeket a 9. dbra és a 4. tdblazat foglalja ossze.
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9. abra. A RasGAPok komplex egyiittmiikodése sziikséges az asszociativ tanulashoz és
rovid tdva memériahoz.

(A) A gap-1(ga133) mutacio tanulasi defektushoz vezet (n=23, p=6,18x107) a rovid tavu
memoria érintettsége nélkil. (B,C,D,F) A rovid tavi memoria erés defektusa figyelheté meg a
(B) gap-2(tm748) (n=33, p=1,34x10?), (C) gap-3(ga139) (n=23, p=2,75%107), (D) gap-1(ga133)
gap-2(tm748) (n=15, p=3,14x10"?), és (F) gap-2(tm748);gap-3(ga139) (n=21, p=3,45x107)
mutans allatoknal a tanulas szignifikans defektusa nélkil. (E) A gap-1(ga133);gap-3(ga139)
kettbs mutans tanulasa és memodriaja a kemoszenzoros defektusa miatt (n=24, p=8,02x10"%)
nem itélhet6 meg. N: naiv, K: kondicionalt, P: pihentetett allatok (5.1.4. fejezet). A bajuszvonalak

a standard deviaciot, a csillagok a szignifikanciaszintet jelzik (** < 0,01, *** < 0,001).

—39_



A kondicionalds, vagyis a diacetil jelenlétében torténd 1 o6ras éhezés, nagy
mértékben csOkkentette mind a vad tipust, mind a mutans férgek diacetil iranti
vonzodasat.

A gap-1(gal33) torzs ugyanakkor szignifikans tanulasi defektust mutat a vad
tipushoz képest (p=6,18x107, 9. 4bra, A panel, 'K' jel6lésli oszlopok). Ugyanezen
torzsnél szignifikins memoriadefektus is megfigyelheté (p=9,7x10°), mely azonban a
tanuldsi defektus kovetkezménye is lehet. Ennek tisztazasara elemeztem a memoria
romlasanak mértékét gy, hogy kettds ANOVA teszttel sszehasonlitottam a vad tipusu
¢s a gap-1(gal33) mutans allatok kondicionalt és pihentetett allapotat. A vizsgalat
eredménye szerint a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans, vagyis a vad tipus és a
mutans memoriafunkcidjanak kiilonbsége a tanuldsi defektus kovetkezménye.
Osszességében tehdt a GAP-1 a tanuldsi folyamatban jatszik szerepet.

A gap-2(tm748) torzsnél tanulasi defektus nincs, azonban memoriadefektus
mérhetd (p=1,34x107?, 9. 4bra, B panel).

A gap-3(gal39) torzsnél szintén szignifikdns memoriadefektust taldlunk
(p=2,75%107, 9. bra, C panel) tanulasi zavar nélkiil.

Az egyszeres mutansok mellett azt is megvizsgaltam, hogy a gének kombinalt
kilitése milyen hatast okoz. A gap-1(gal33) gap-2(tm748) (p=3,14x10"%) és a gap-
2(tm748),;gap-3(gal39) kettds mutans torzsnél (p=3,45x107) egyarant a rovid tava
memoria defektusa figyelheté meg (9. abra, D és F panel).

A gap-1(gal33);,gap-3(gal39) kettdés mutans torzs esetében feltételezhetd volt,
hogy a kemoszenzoros defektus miatt a tanuldsi és memoriafunkci6 nem lesz
értekelhetd, ezt a kisérletek igazoltak is. A vad tipushoz viszonyitott alacsony kemotaxis
indexek kondicionalt és pihentetett allapotban tehat nem egy ,.szupertanuld” vagy
,szuperemlékezd” torzset jelentenek, hanem a kemotaxis zavaranak kovetkezményei (9.
abra, E panel).

Az eredmények Osszességében azt jelzik, hogy a GAP-1 elsdsorban a
tanulasban, mig a GAP-2 és GAP-3 foképp a rovid tdva memodria molekuldris

folyamataiban jatszik szerepet (Gyurko és mtsai, 2015b).
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6.1.4. A RasGAPok szerepet jatszanak a hosszu tavii memdria kialakulasaban

A RasGAPok szerepét a rovid tdvi memoéria mellett a hosszu tavi asszociativ
memoriaban is megvizsgaltam. E kisérletek soran haromszor ismételtem meg a
kondicionalast, mindegyik alkalommal 30 percnyi, taplalkozassal egybekotott
regeneralodast lehetdve téve a férgeknek, majd kozvetleniil a harom kondiciondlas utan,
illetve 16 ¢és 24 oraval késobb végzett tesztekkel vizsgaltam a vonzddasukat alacsony

A gap-1(gal33) torzs esetében a révid tavl asszociativ memoria vizsgalatanal
megfigyelt tanuldsi zavar e kisérletek sordn nem volt mérhetd (10. abra, A panel). A
jelenség lehetséges magyardzata a haromszori kondicionalas szemben a rovid tava
memoria tesztelésénél hasznalt egyetlen kondicionalassal.

A hosszl tavu asszociativ memoria robosztus zavara volt azonban megfigyelhetd
a gap-2(tm748) (p16c=5,61x107, ps=6,89x107), gap-3(gal39) (pi16s=9,33%10°",
P26=1,67x10"), gap-1(gal33) gap-2(tm748) (p16s=2,53 107, p24s=5,18 x10™) és gap-
2(tm748),;gap-3(gal39) (pisv=3,57x10", 1un=7,93x107) torzsek mindegyikénél.
Utobbi torzs tanulasi defektussal is rendelkezik (p=8,70%107) (Gyurké és mitsai,
2015Db).

A gap-1(gal33);gap-3(gal39) kettdés mutans torzsnél a kemoszenzoros defektus

kizarta a hosszu tava asszociativ memoria értékelését.
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10. dbra. A RasGAPok szerepet jatszanak a hosszu tavi meméria kialakulasaban.
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(A) A gap-1(ga133) mutansok nem mutatnak szignifikans tanulasi vagy hosszu tavia memoria
defektust (n=5). (B) A gap-2(tm748) (n=12, p16s=5,61%107, p»4s=6,89%107), (C) gap-3(ga139)
(n=15, p166=9,33%10™", p24s=1,67x10"°), (D) gap-1(ga133) gap-2(tm748) (n=6, pies=2,53%10*,
P24s=5,18%x10®) mutansok mindegyike kifejezett hosszl tavi memdriazavarban szenved, mint
ahogy a (E) gap-2(tm748);gap-3(ga139) (n=9, pn=3,57%10", p2n=7,93%x107) is, melynek
raadasul tanulasi defektusa is van (p=8,70x107). N: naiv, K: kondicionalt, P: pihentetett allatok
(5.1.5. fejezet). A bajuszvonalak a standard deviaciét, a csillagok a szignifikanciaszintet jeldlik
(*** < 0,001).
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4. tablazat. A gap gének mutaciodival kapcsolatban megfigyelt fenotipusok.
A vad tipussal megegyezd fenotipust 'OK’, a mutans fenotipust 'Defektus’ jeldli az érzérendszer
(Erzérsz.), mozgatérendszer (Mozgatérsz.), tanulds, révid tavi asszociativ meméria (RTAM) és

hosszu tavu asszociativ memoria (HTAM) vonatkozasaban.

Erzérsz. Mozgatérsz. Tanulas RTAM HTAM
gap-1 OK OK Defektus OK OK
gap-2 OK OK OK Defektus Defektus
gap-3 OK OK OK Defektus Defektus

gap-1 gap-2 OK OK OK Defektus Defektus
gap-1;gap-3 Defektus OK’ N/V N/V NV
gap-2;9ap-3 OK OK Defektus Defektus Defektus

" A gap-1(ga133If);gap-3(ga139If) mutaciot hordozo torzsnél taplalékkeresé magatartas soran

megfigyelt motoros defektusra a kemoszenzoros zavar magyarazatul szolgal.

6.1.5. A gap gének szerepeinek validalasa géncsendesitéssel és mentett vonalakkal

A gap gének tanulassal és memoriaval kapcsolatos fenotipusainak fiiggetlen
megerdsitésére géncsendesitést végeztem RNS interferencia segitségével. A vad tipussal
megegyez0 fenotipust, KP3948 nevii, eri-1(mg366);lin-15B(n744) genotipust teljestest
RNS-szenzitiv torzset (Sieburth és mtsai, 2005) gap-2, illetve gap-3 kettds szala RNS-t
hordozo6 baktériummal taplaltam. A gap-2 és gap-3 dsRNS-t taplalkozd KP3948 férgek
rendre a gap-2(tm748), illetve gap-3(gal39) mutacidt hordozd torzsekkel megegyezd
fenotipust mutattak, vagyis a feltart tanulasi és memoriadefektusokat valéban a gap
gének muticidja okozta (11. abra). Ez a vizsgalat egyben annak esélyét is minimalizalta,
hogy a fehérjék N terminalis feldli, a delécié altal nem érintett szakaszabol maradjon

valamilyen funkcidval rendelkezd fehérjetoredek.
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11. abra. A GAP-2 és GAP-3 RNS interferencia altali csendesitése a gap mutans

A grafikonok az eri-1(mg366);lin-15B(n744) genotipusu KP3948 teljestest RNS-szenzitiv tdrzsek
(Sieburth és mtsai, 2005) tanulasi és memodriatesztjeinek eredményeit mutatjak, miutan a férgek
(A) gap-1 (n=3), (B) gap-2 (n=13, p=2,72x107) és (C) gap-3 (n=9, p=3,75x107%) elleni kettés
szali RNS-t tartalmazoé baktériummal taplalkoztak. Kontrollként inzert nélkdili, ,lres vektort”
tartalmazo6 baktériummal taplalt KP3948 térzs szolgalt. N: naiv, K: kondicionalt, P: pihentetett
férgek. A bajuszvonalak standard deviaciot, a csillagok szignifikanciaszintet jeldlnek (*** <
0,001).

A gap-1 gén csendesitése nem szignifikans tanulasi defektusra, valamint javult
memoridra jellemzd fenotipust eredményezett. A nem egyértelmii fenotipus miatt a
validalast mentett vonalak létrehozasaval folytattam, gap-1(gal33) mutaciot hordozd
férgekbe mikroinjektaltam a gap-1 génjét (bdvebben: 'S. Mddszerek' fejezet, '5.1.6.
Transzgén gap-1(gal33);sur-5::mDsRed &llatok létrehozasa' alfejezet). A gap-
1(gal33);sur-5::mDsRed genotipusu torzsek harom fliggetlen vonalaval végzett tanulasi
¢s memoriatesztek a vad tipussal megegyezé fenotipust tartak fel, vagyis a gap-
I(gal33) mutans torzsbe visszajuttatott gap-/ gén a tanuldsi defektust megsziintette, a

normal tanulési funkciot helyreallitotta (12. dbra).
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12. abra. A gap-1 gén mikroinjektalasa menti a funkciovesztd gap-1 fenotipust.

A gap-1(ga133);sur-5::mDsRed genotipusu, visszajuttatott gap-1 gént hordozdé térzsek harom
izolalt vonalaval (A, B, C) végzett tanulasi és memodriatesztekben a vonalak egyike sem
mutatott szignifikans eltérést a kontrollként szolgalé vad tipushoz képest. N: naiv, K:

kondicionalt, P: pihentetett allatok (5.1.4. fejezet), a bajuszvonalak standard deviaciét jeldinek.

Osszefoglalva tehat elmondhatd, hogy RNS interferencian alapuld
géncsendesités és mentett vonalak segitségével a megfigyelt mutans fenotipusok és a

gap gének kozotti kapcsolat megerdsitést nyert.

6.1.6. A let-60 gén sziikséges a megfigyelt funkcioveszto gap fenotipusokhoz

A RasGAPok novelik a Ras fehérje intrinsic GTPaz aktivitisat, ezaltal negativan
szabalyozzak annak jelatvitelét (Trahey és McCormick, 1987; Bernards, 2003). A
funkcioveszté gap muticid ezzel szemben megndvekedett Ras aktivitashoz vezet
(Malumbres ¢s Barbacid, 2003). Ezen irodalmi adatok alapjan felmeriil, hogy a gap
mutaciokat és a LET-60 C. elegans Ras fehérjét kodold génnek, a [let-60-nak
a let-60 alulmiikddése kompenzalhatja. A hipotézis igazoldsara elvégzett kisérletek
valoban azt mutatjak, hogy a gap-1(gal33);let-60(n2021), gap-2(tm748);let-60(n2021)
€s gap-3(gal39)let-60n2021) kettés mutans térzseknek nincs sem tanuldsi, sem

memoriadefektusa (13. 4bra). A let-60 mutacid6 Onmagaban is kemoszenzoros

45—



defektushoz vezet (Hirotsu et al, 2000), amely megfigyelhetd a kettés mutans torzseknél
is (13. abra, A panel).
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13. abra. A let-60 gén sziikséges a gap mutans torzseknél megfigyelt tanulasi és
memoria-fenotipusokhoz.

A grafikonok a tanulas és rovid tavd memodria tesztjének eredményeit mutatjak a (A) naiv allatok
kemotaxis indexeiként, illetve a (B) kondicionalt és (C) pihentetett allatok tanulasi indexeiként
N2 vad tipus és gap(lf);let-60(hf) kettés mutansok esetén. N: naiv, C: kondicionalt, P: pihentetett
allatok (5.1.4. fejezet). A filggbleges bajuszvonalak a standard deviaciot jelzik. Az
Osszehasonlithatésag érdekében a tanulasi index szamitasa mindkét esetben a (Tl = [Klondicionait

— Klnaiv] / Kinaiv) formulaval tértént.

6.2. ComPPI, a kompartmentalizalt fehérje-fehérje interakcios adatbazis

6.2.1. Adatintegracio

A ComPPI (Compartmentalized Protein-Protein Interaction Database) egy fehérjéket,
kapcsolataikat és szubcelluldris lokalizaciojukat halézatos megkozelitésben gyiijto,
integralt adatbazis, valamint elemzdé és kiszolgald szoftvercsomag (Veres és mitsai,
2015).

A nagy kapacitasti kisérletek hatalmas adatmennyiséget generalnak. Az

eredményeknek azonban csak toredéke érhetd el nyilvanos adatbazisokban, és ezek is
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eltérd nevezéktanok szerint, szétszorva, nem ritkan jogilag is bizonytalan héattérrel
férhetdek hozza. Az adatbazisok atfedése csekély (Cusick és mtsai, 2009), emiatt nagy
mennyiségli 1étezd ismeret maradhat figyelmen kiviil kiilondllo forrdsok hasznalata
esetén. Az adatok sokfélesége és tobb forrdsra vald tagozddasa miatt a koztik 1évo
atfedésekbdl nyerhetd adatmindség-javulas kihasznalatlan. Tobb forras feldolgozasakor
pedig a kézi gylijtés a fentebb targyalt okok miatt rendkiviil id6igényes, mikdozben a
folyamat szadmos része teljesen automatizalhato.

E kihivasokra vélaszul készitettik a ComPPI adatbazist. F6 feladataim az
adatbazis kereshetOségét, letdltését és az adatok megjelenitését biztositd honlap, a
letolthetd adatkészletek, valamint az adatelemzéshez sziikséges kodhattér elkészitése
volt. Létrehoztam egy Python szoftverkdnyvtarat is, mellyel a ComPPI szdmitogépes
memoridban nagy teljesitményli héalozatként felépithetd, kereshetd és tetszélegesen
szlirhet6. Emellett bioinformatikai és biologiai hatterti dontésekben, az architekturalis
tervezésben, valamint a kapcsolatok ¢és lokalizaciok megbizhatosagat leirdé pontértékek
optimalizacidjanak tervezésében vettem részt. Jelen munkaban a munkamegosztasnak
koszonhetden az adatbazis felépitését és a lokalizacios adatokbdl fakado elonyoket csak
érintOlegesen targyalom, ¢€s egy hasznalati példat, illetve az adatbazis segitségével nyert
tovabbi eredményeket mutatom be. Az adatbazisr6l gazdag leirds érhetd el annak

honlapjéan (http://comppi.linkgroup.hu).

A ComPPl H. sapiens, D. melanogaster, C. elegans ¢s S. cerevisiae fajokra
vonatkozdan tartalmaz fehérje-fehérje interakcids ¢€s szubcellularis lokalizacios
adatokat.

Minden forrés-adatbazishoz 1étezik egy interfész, melynek segitségével a
forrasadatokat feldolgozzuk ¢és betdltjiik egy kdzponti adattaroloba. A forrasadatbazisok
letoltése és feldolgozasa utan a fehérjéket, interakcidikat és lokalizacidikat egyarant
egyeztetjik egymadssal. Példaul tobb kiilonb6zé nevii forrasfehérje is jelentheti
biologiailag ugyanazt a fehérjét, ekkor elére meghatarozott nevezéktan szerint az 9sszes
nevet egyetlen névre forditjuk (a legtobb esetben UniProt nevezéktanra,
http://uniprot.org). E megkdzelités fébb eldnyei, hogy (a) a biologiailag atfedd, de

kiilonboz6 nevil fehérjék, interakciok vagy lokalizaciok a ComPPI-ban egyetlen elemet
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fognak képviselni, vagyis javul az adatmindség, (b) a nevezéktanok kdozti
megfeleltetéseket elég egyszer kézzel elvégezni, (c) a jovobeni adatfrissitések minimalis
emberi beavatkozds mellett is elvégezhetéek, (d) tovabbi forrasadatbazisok
hozz4dadasahoz elég csupan egy Uj interfészt bevezetni, és ezek kdovetkeztében (e) a
fenntartas és karbantartas er6forras-igénye a lehetd legalacsonyabb.

A ComPPI-ban 9 fehérje-fehérje interakcios adatbdzisbol és 8 szubcelluléris
lokalizacios adatbazisbol egységesitettiink €s szinkronizaltunk adatokat (14. és 15.
abra). Ennek eredménye a 383.753 fehérjét, 1.059.650 interakciot, valamint 195.815
lokalizaciot tartalmazé adatkészlet, mellyel a legnagyobb nyilt fehérje-fehérje
interakcids adatbazis.

A forrasok csekély atfedését jol mutatja, hogy egyetlen fehérje sem volt, amely
a fehérjéket szolgaltatd adatbazisok mindegyikében eléfordult volna tigy, hogy fajra
vonatkozoan semmiféle megkotést nem tettiink. Mindossze 301 fehérje talalhatdo meg
mindegyik adatbazisban akkor, ha csak azon forrasokat nézziik, melyek kozott barmely
kettd atfedése legalabb 5.000 fehérjényi. E 301 fehérje minddssze 0.9%-a a teljes 383
753 fehérjényi adatkészletnek, a legtobb fehérjét szolgaltato eSLDB is csupan 22%-at
biztositja az integralt adatkészletnek. A névterek megfeleltetéseinek és technikai
korlatoknak koszonhetéen ugyanakkor a forrasadatbazisok joval tobb fehérjét is

tartalmazhatnak anndl, amennyit a ComPPI keretében integraltunk beldliik.
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14. abra. A ComPPIl-ban megtalalhaté O0sszes fehérje szama, illetve az ezeket biztosito

forrasok a szolgaltatott adatmennyiség szerint cs6kkend sorrendben.
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15. abra. A ComPPI-ban megtalalhaté O6sszes interakcio, illetve az adatokat biztosité

forrasok a szolgaltatott adatmennyiség szerint cs6kkend sorrendben.
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Az adatmindség tovabb javithatd a lokalizacids adatok figyelembe vételével is, ugyanis
a kisérletesen meghatarozott kapcsolatok sok esetben figyelmen kiviill hagyjak a
fehérjék lokalizaciojat, vagyis in vitro fizikailag lehetséges, de in vivo bioldgiailag
valdsziniitlen interakciok is bekeriilnek az adatbazisokba.

A tobb, mint 1.600 lehetséges szubcellularis lokalizdcio hierarchikus faba
torténd egyszeri, kézi rendezésével lehetévé valt, hogy az 0sszes lokalizacios adatot
(kozel 200.000 rekord) automatizaltan e fa egyes elemeinek feleltessiik meg. A fa hat
nagy kompartmentbe csoportositja a lokalizacidkat, ezek a citoszol, mitokondrium,
sejtmag, szekretoros rendszer, membranok, és az extracellularis tér. Az egységes
nevezéktanu kozponti taroldval és az egyértelml lokalizacios megfeleltetésekkel mar
létre tudtunk hozni két mérdszamot, a lokalizaciés ¢és az interakcidés pontot
(http://comppi.linkgroup.hu/help/scores). A lokalizacids pont értéke azt irja le, hogy egy
fehérje milyen valoszintiséggel talalhato a hat f6 kompartment egyikében, az interakcios
pont pedig két fehérje kapcsolatdnak valoszinliségét jellemzi. Utobbi értékébe
beleszamitanak a kompartmentenkénti lokalizacidés pontok is, vagyis két fehérje
kapcsolata akkor lesz nagy valoszintiséggel valos, ha példdul mindkettd a citoszolban
van, vagy példdul mindkettd citoszolikus és nukledris jelenlétére egyarant van
megbizhatdo adat (igy tehat a transzlokdlodd fehérjék sem kapnak alacsonyabb
interakciés pontot). A pontok bevezetése egyben a kisérletes, szadmitogépesen
elorejelzett és ismeretlen adatforrasok sulyozéasat is lehetdvé teszi, hisz példaul a
kisérletesen tobbszordsen megerdsitett adatok vélhetden megbizhatobbak, mint az
ismeretlen modszerrel eldallitott adatok. E sulyoknak olyan kombinécidjat allitottuk be,
amely egyszerre maximalizdlja a csak megbizhatd kisérletes adatokat tartalmazé
referencia adatkészlet (pozitiv kontroll) interakcids pontértékeit, mikdzben ugyanakkor
minimalizdlja is a referencia adatkészletet nem tartalmazé ComPPI adatkészlet
interakcidos  pontértékeit  (http://comppi.linkgroup.hu/help/scores#scoreopt). Ezen
eloszlasok biztositjdk, hogy a szamitisaink soran magas interakcids pontértéket kapd
fehérje-fehérje kapcsolatok jellemz6éi a lehetd legkozelebb élljanak a kisérletesen
valéban megbizhatonak itélt interakciokhoz.

Végsé soron tehat a ComPPI adatbazisként fehérjéket, ezek iranyitatlan

kapcsolatait és szubcelluldris lokalizécioit tartalmazza egységesitett nevezéktan szerint
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egy kozponti taroldoban, valamint az adatok biologiai valoszinlségét jellemzi az
interakcidos és a lokalizaciés pont segitségével. Lehetévé teszi az adatok
felhasznalobarat keresését, letoltését, valamint elére megirt parancssori programokkal

direkt hozzaférésiiket is.

6.2.2. Felhasznalobarat Kkeresés a keresorendszerrel

A ComPPI kialakitdsa soran kiilon figyelmet szenteltiink annak, hogy bioinformatikai
szaktudas nélkiil is elérhetdek legyenek az adatok. Ezt egy intelligens keresOrendszer,

on-line oktatdéanyagok és részletes sugok tdmogatjak.

AN\ HOME // SEARCH // DOWNLOADS // HELP / TUTORIAL // CONTACT US
com
V7 A

COMPARTMENTALIZED PROTEIN-PROTEIN INTERACTION DATABASE

SEARCH

Proteins can be searched in all species and subcellular localizations by filling in a partial or full protein name and clicking on
Search. A list of suggested protein names will pop up after typing in 3 characters.

Advanced Settings allow the customization of the species, the subcellular Click 'Advanced Settings' to ire threshold.

Version(s) of the query protein, which fulfill these parameters, will appear on the customize the species, the

The (filtered) results are available for download, see the help for details. subcellular localizations and
the probability of these
Details and Tutorial localizations.

Protein Name: ‘ SEARCH ADVANCED SETTINGS » RESETx

Species: & H. sapiens Localizations: & Cytosol
@ D. melanogaster @ Mitochondrion
& C. elegans & Nucleus
& S. cerevisiae @ Extracellular
@ Secretory Pathway
& Membrane

Localization Score — ] IIl
Threshold: .7

@ Apply all settings to the results page

16. abra. A ComPPI weboldalanak keresofeliilete.

A keresérendszerben (http://comppi.linkgroup.hu/fehérje search, 16. abra) kezdjiik el
begépelni a keresett fehérje nevét. A ComPPI képes szamos nevezéktan €s alternativ név
automatikus felismerésére, igy harom karakter begépelése utdn ugynevezett

autocomplete funkcioként keresési javaslatok listdja jelenik meg.
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A keresést testre is szabhatjuk az 'Advanced Settings' gomb megnyomaséara
megjelend Urlapon. Bedllithatd tetszéleges kombinacidban a négy faj, illetve a hat f6
kompartment is (citoszol, mitokondrium, sejtmag, szekretoros rendszer, membranok,
extracellularis tér). A lokalizacids pont kiiszobértéke is meghatarozhat6 egy csuszkan, a
talalatokban csak a kiiszob feletti pontértékkel rendelkez6 fehérjék fognak megjelenni.
Végiil mindezen beallitasok atorokithetdek a taldlati oldalra is, vagyis nem csak a

keresett fehérjere, de annak interaktoraira is érvényessé tehetdek.

7 ™~ HOME // SEARCH // DOWNLOADS // HELP // TUTORIAL // CONTACT US
. com! |
\ P .

COMPARTMENTALIZED PROTEIN-PROTEIN INTERACTION DATABASE

Protein Name: ‘ rasal ‘ SEARCH ADVANCED SETTINGS » RESETx

As the result of your search query, the following 3 proteins were found. If you want to see their detailed localization
and/or interaction pattern, please select one of them by pressing its "Details” button.

Name Full Name Species  UniProt ComPPI Details

Q7Z4M2 RASA1 protein H. Q7Z4aM2 DETAILS
(UniProtKB/TrEmbl) sapiens &
QO05CUS RASA1 protein H. QO05CU5 DETAILS
(UniProtKB/TrEmbl) sapiens &
P20936 Ras GTPase-activating protein 1 (GAP) H. P20936 DETAILS
(UniProtKB/Swiss-Prot) (GTPase-activating protein) (RasGAP) (Ras sapiens &

p21 protein activator) (p120GAP) [GAP]

[RASA]

17. abra. A koztes talalatvalaszto oldal fehérjekeresés esetén.

Tobb taldlat esetén egy koztes taldlatvalasztd oldalra jutunk, ahol a keresési
feltételeket teljesitd fehérjék felsorolasat kapjuk elterjedt neveikkel, UniProt
azonositojukkal, valamint kozvetlen weblinkkel a UniProt adatbazis honlapjara (17.
abra). A szinonimdak ¢és az UniProt link nagyban leegyszer(isiti ismeretlen fehérjék
beazonositasat.

E felsorolasbol valasztva, illetve egyetlen taldlat esetén kozvetleniil is a kért
fehérje adatlapjara jutunk, melynek fobb részei a fehérje névjegye, interaktorainak
halézata és azok részletes listdja (18. dbra, A és B panelek). A névjegy megjeleniti a

keresett fehérje Osszes tarolt nevét, UniProt azonositdjat, illetve a lokalizacidkat.
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Minden lokalizacié hat jellemzoével bir, ezek (1) a f6 kompartment (példaul 'citoszol'),
(2) nagy felbontasu lokalizacio (amelyet a f6 kompartmentbe besoroltunk, példaul
'citoszol perinukleéris régioja'), (3) a lokalizacié pontértéke 0-1 skélan, (4) a fehérjét az
adott  lokalizacioba sorold  kisérlet tipusa (példaul 'Kisérletes: annotalt

fehérjeexpresszid'), (5) forrasadatbazis, (6) forrast vagy kisérletet leird cikk hivatkozasa.

HOME // SEARCH // DOWNLOADS // HELP // TUTORIAL // CONTACT US
P20936 | POS067 (UniProtK8/Swiss-Prot) DETALLS
...... PROTEIN-PROTEIN INTERACTION DATABASE Amyloid beta Ad (ABPP) (APPI) (APP) 2 v vascular amyloid peptide)
Intgraction| | (CVAP) (PreAd) (Protease nexin-Il)(PN-1) [Contains: N
o0re || CompPi Interactors // UniProtkE Profile
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18. abra. A talalati oldal egyes részei (A) a keresett fehérje adataival és (B) interaktorainak

részletes listajaval.

Az interaktorok halézata grafikus formaban abrazolja a keresett fehérjéhez
kapcsolddo tovabbi fehérjéket. Az interaktorok részletes listaja ugyanakkor minden
adatot megjelenit, igy a kapcsolodd fehérjék Osszes nevét, a fentebb részletezett
formaban lokalizacidikat, valamint az interakci® pontértékét is, vagyis azt a
mérdszamot, mely leirja, hogy a szubcelluldris lokalizacidkat is figyelembe véve
mennyire valdszinii a két fehérje kapcsolata.

A taldlati oldal adatai a mar targyalt keresési feltételeken tul tovabb sziirhetdek.
Beadllithato a hat f6 kompartment tetszéleges kombinacidban, valamint az interakcios és
lokalizaciés pont kiiszobértéke is, igy a keresett fehérjérdl és interaktorairol

megjelenitett adatok a kutatod igényei szerint szlikithetdek. A fehérjekeresés eredménye
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tablazatkezeld programok altal ismert CSV (comma separated value, vesszovel
elvalasztott szoveges allomany) formatumban le is tolthetd, igy az adatgytjtés
bioinformatikai szaktudds nélkiil is lehetséges. A haszndlatban mindentitt
helyzetérzékeny sugok segitenek, melyek akkor jelennek meg, ha az egeret a fentebb

leirt honlapelemek folé vissziik.

6.2.3. Letoltheto adatkészletek

A keresés a fokuszalt, gyors, kis 1éptékii adatfeldolgozasra a legalkalmasabb. A
ComPPI-ban tarolt adatok ugyanakkor eldre Osszerakott adatkészletekként, valamint
egészében is letolthetdek, mely lehetévé teszi a bioinformatikai szaktudéssal
rendelkezOk szdmara, hogy nagy léptékben is dolgozhassanak az adatokkal, sajat
szamitogépiikon létrehozzdk a ComPPI fehérjehalozatat, vagy akar reprodukéalhassak az
egész adatbazist.

Az eldre 0Osszedllitott adatkészletek harom csoportba sorolhatdak, ezek a
kompartmentalizalt interaktomok, az integralt fehérje-fehérje interakcids adatkészletek,
valamint az integralt szubcelluldris lokalizacids adatkészletek. A kompartmentalizalt
interaktomok azon fehérjék haldzatai, melyek mindegyikének szigoruan a hat f0
kompartment koziil egyben vagy tobben megtalalhatonak kell lennie (példaul a sejtmagi
fehérjék halozata). Ezen adatkészletek kiilonosen alkalmasak egy adott
sejtkompartmentum fehérjéinek és azok egymashoz vald viszonyadnak vizsgalatara,
valamint tobb sejtkompartmentum fehérjéinek, igy példaul transzlokaldédo fehérjék
halozatos elemzésére. Az integralt fehérje-fehérje interakcids adatkészletek ezzel
szemben nem tesznek kiilonbséget a lokalizaciok kozott, vagyis a lokalizacids adattal
nem rendelkezd fehérjéket €s kapcsolataikat is magukban foglaljak, emiatt a fehérjék
kapcsolatait, a lehetséges jelatviteli utvonalakat célz6  vizsgalatokhoz a
legalkalmasabbak. Végiil az integralt szubcelluldris lokalizacids adatkészletek a
fehérjéket nagy részletességli lokalizaciés adatokkal egyiitt tartalmazzak, az
interakcidkat azonban nem, igy ezek legfoképp a fehérjék szubcellularis
elhelyezkedésével kapcsolatos kutatdsokhoz késziiltek.

Az adatbazis egésze is letdlthetd Structured Query Language (SQL)

formatumban, valamint a tudomanyos reprodukalhatosag érdekében a korabban kiadott
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valtozatokat is nyilvanosan elérhetden kiszolgaljuk. A ComPPI nyilt forraskodu, tehat a
kodbazis €s az adatbazis letdltésével a teljes szoftvercsomag tjra felépithetd. Ez egy
parancssori Python programot is magaban foglal, amellyel a fehérjék és kapcsolataik

szamitdgépes memoridban tarolt, kereshetd, sziirhetd, atalakithato halozatta épithetdek.

6.2.4. A RasGAPok szomszédsagi halézata a ComPPI-ban

A RasGAP fehérjecsalad fehérje-fehérje interakcids szomszédsagat a 19. dbra mutatja
be. E halézat a RASA1, RASA2, RASA3, SynGAP1, CAPRI, RASALI, RASAL?2 és
RASALZ3 fehérjékbdl, elsé szomszédaikbol, illetve az ezek kozotti kapcsolatokbol all. A
teljes halozat egyetlen komponensti (193 csucs, 1365 ¢l), mely a poliubikvitin C

prekurzor eltavolitasadval 5 komponensre bomlik szét. Ezek méretiik szerinti sorrendben
1. aRASAI, RASA3, SynGAP1 és CAPRI halézata (140 csucs, 865 él),
2. aRASAL2 halozata (14 csucs, 51 él),
3. aRASALS3 halozata (6 csucs, 15 ¢€l),
4. a RASALI halézata (4 csucs, 4 €l) és
5. aRASAZ2 hélozata (2 cstcs, 1 él).

A legnagyobb komponensben a RASA1 gazdagon feltérképezett szomszédsagi
halozatatol jol elkiiloniiléen a SynGAP1, a CAPRI és a RASA3 szomszédsagi halozatai
onallé modulokat alkotnak. A RASA3 és RASA1 modulok k6zo6tt tobb hidat is talalunk,
példaul a guanin nukleotid koté fehérjét (GBLP), a Rapl fehérjét (RAP1A), vagy az
amiloid prekurzor fehérjét (APP). A RASAT és SynGAP1 modulok kozott hidat alkot a
vaszkularis endothelidlis ndvekedési faktor receptor 2-es tipusa (VEGFR2), valamint a
vérlemezke eredetli novekedési faktor B lanca (PDGFRb). A CAPRI modult a RASA1
modullal pedig a receptor tirozin kindzok csalddjdba tartoz6 human epidermalis
novekedési faktor receptor 3 (ERBB3, ismert HER3 néven is) kapcsolja Ossze. A
szomszédsagi haldzat a teljes molekuldris halozatnak csupan egy kiragadott részlete,
ezért modulszerkezete els6sorban a RasGAPok feltérképezettségének meértékérdl ad

tajékoztatast, nem pedig a halozatban betoltott helyzetiikrol.
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19. abra. A RasGAP fehérjecsalad tagjainak fehérje-fehérje interakcios halézata a ComPPI
alapjan.

A fehérjecsalad tagjait sotétlila téglalapok, szomszédaikat fehér téglalapok jeldlik, a kdzottik
ismert vagy valdszinlsitett kapcsolatokat szirke vonalak reprezentaljdk. A fehérjéket
altalanosan elterjedt neviikk azonositja, az azonos névvel jeldlt cslcsok adott fehérjék

izoformdira utalnak. A teljes halézat az egyedi UniProtKB azonositokkal, illetve a nevek

feloldasaival elérhetd a http://linkgroup.hu/rasgaps/rasgap_szomszedsagi_halozat.zip
webcimen. Az abra az atlathatésag kedvéért nem tartalmazza a poliubikvitin C fehérjét, az

ismeretlen fehérjéket vagy fragmentjeiket azonosité cDNS-eket, illetve ezek kapcsolatait. A
halézat megjelenitése Cytoscape 3.0 (Smoot és mtsai, 2011) és GIMP 2.8 (http://gimp.org)

programokkal készdlt.

A rendkiviil sokszinli szomszédsagi hal6zat molekularis €és bioldgiai funkcidinak
felderitéséhez gene enrichment analizist végeztem. Az UniProtKB nevezéktan szerinti
fehérjéket a BioMart (Haider és mtsai, 2009) segitségével Entrez Gene nevezéktan
szerinti génazonositokra forditottam, majd a Gene Ontology Consortium (The Gene
Ontology Consortium, 2000) GO Enrichment Analysis eszkozével elemeztem. A
molekularis funkciok kozott elsdsorban kinaz aktivitast, foszfotranszferaz aktivitast,
purin nukleotid kotést és receptorokkal, illetve ioncsatornakkal kapcsolatos feladatokat
talalunk. A biologiai funkciok kozott az altalanos jelatviteli feladatok mellett a
neurogenezis, axonogenezis, valamint a Ras jelatvitelével kapcsolatos funkcidk is
szerepelnek. Osszességében azonban elmondhatd, hogy bar a gene enrichment analizis
eredménye az irodalombdl feltart feladatokkal dsszhangban 4ll, a tanulds és memoria

szempontjabol 1 ismeretekkel nem szolgal.

Szubcellularis lokalizaciok tekintetében a szomszédsagi haldzat fehérjéi a
ComPPI hat f6 sejtkompartmentumanak mindegyikében megtalalhatoak, legtobbjiik a
membranhoz kapcsoltan, a citoszolban, illetve a sejtmagban helyezkedik el. A ComPPI

szOveti eloszlasra, igy neurondlis expresszidra vonatkozo adatokat nem tartalmaz.
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6.3. A RasGAPok lehetséges jelatvitelének halozata

6.3.1. A Ras/MAPK, IP;/DAG/PKC, cAMP/PKA, Ras/PL;K jelpalyak és a Ca®*

jelatvitelének halozata

A RasGAPok ComPPI segitségével feltart sokszinli szomszédsdgi halozatanak
neuronokra specifikus bdvitéséhez a tanulds és memoria jelatviteléhez fordultam. A
Ras/MAPK jelpalya, illetve a tanuldssal és memoridval kapcsolatba hozott fobb
jelpalydk a bevezetdben targyalt interakcidik és keresztbeszélgetéseik révén egységes
halézattd szervezhetdek. E megkozelités eldnye, hogy a nagy szamu interakciot
konnyen atlathatd, abrazolhat6 és elemezheté formaban dolgozza fel. C. elegans-ban e
haldézat Iényegesen kevesebb informaciot tartalmaz a H. sapiens-ben feltart jelatvitelhez
képest, ugyanakkor a jelpalydk evoliciosan konzervalt mivoltdnak kdszonhetden a két
halozat kozott jelentds hasonlosag varhatd. Az ilyen, fajok kozott ativeld halozatokat
hivjuk ortologdbmnak (Wenger és Galliot, 2013).

A C. elegans RasGAPok tanulassal ¢s memoriaval kapcsolatos jelatvitelének
megfeleld human ortologdm felépitéséhez eldszor publikacidkhoz, valamint a Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes adatbazishoz fordultam (KEGG; Kanehisa és
mtsai, 2014). A gylijtés elsésorban a Ras/MAPK, IP;/DAG/PKC, cAMP/PKA, Ras/PI;K
jelpalyakra és a Ca* jelatvitelére, valamint ezek kapcsolataira 6sszpontosult. Az eltérd
nevezéktanok mar részletezett problémadja itt is felmeriilt, ezért a jelpalyak fehérjéit a
ComPPI adatbézis segitségével, UniProt nevezéktan szerint egységesitettem. Minden
egyes halozati csiucs esetén ellendriztem, hogy a molekula neuronalis jelenlétét
szomszédai €s publikaciok nem zarjak-e ki. Fehérjék esetén ez az ismerten neuronalis
izoformdkat jelentette. Az iterativ folyamat eredménye egy ellendrzott, kézzel
Osszeallitott neuronalis jelatviteli halozat, mely a ComPPI adatbazis és jelpalyak alapjan

késziilt. Megjelenitése a 20. abran lathato.
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20. abra. A Ras/MAPK, IP,/DAG/PKC, cAMP/PKA, Ras/PI;K jelpalyak és a Ca* jelatvitel
sematikus halézata neuronokban.

A csucsok neveinek feloldasa a Bevezeté fejezetben, valamint a roviditések jegyzékében
talalhatdé, a 'Citoszk." a citoszkeletalis valtozasokra, a 'Szinapsz.' a szinaptikus fehérjék
szintézisére, a 'DNS' a génekkel vald interakcidra utal. A halézat az atlathatosag érdekében
egyszerisitéseket tartalmaz. A nyilak serkentd, a T-végl nyilak gatlé kapcsolatokat jeldlnek. A
hélézat vizualizacidja Cytoscape 3.0 (Smoot és mtsai, 2011) és GIMP 2.8 (http://gimp.org)
programokkal készilt.

A héldzat csucsai lehetnek szervetlen molekuldk, gének, fehérjék, mésodlagos hirvivok,
valamint absztrakt elemek. Utobbiak gén- és fehérjecsaladokat, illetve izoformakat

képviselhetnek, melyek adatbézis szinten egyedi génekké és fehérjékke is feloldhatoak.
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E megkozelités elonye, hogy az absztrakcié soran informdciét nem veszit, képes
barmely jelatviteli folyamatot reprezentalni, valamint jelentdsen leegyszertsiti a halozat
képét anélkiil, hogy a biologiai jelatvitel grafelméleti paramétereit megvaltoztatna.

A hélozat manudlisan kuralt magja 55 csucsot és 77 élet tartalmaz, atlagos
fokszama 2,836, atlagos tuthossza 3,611, atmérdje 7, és nem tartalmaz egyediilalld
csucsot. A tanulmanyozott jelpalydk mindegyike kozott volt keresztbeszélgetés. A
Ras/MAPK jelpalya és a tanuldssal, illetve memoridval kapcsolatba hozott fobb
jelpalyak kozott 0sszesen 18 keresztbeszélgetést azonositottam, ezek koziil 7 GAPokon
¢s GEFeken keresztiil modulalja a Ras/MAPK jelpalya aktivitasat. A SynGAP1 fehérje
kiilonosen érdekes, mivel a poszt-szinaptikus denzitds részeként, a PSD-95
allvanyfehérjén keresztiil kapcsolodhat az NMDA receptorok (NMDAR) szabalyoz6
alegységeihez, valamint a kalcium/kalmodulin kindz II-héz (CAMK2) is. Utdbbi
foszforilacioval inaktivalhatja, ekkor a Ras felszabadul a SynGAP1 gatlasoldasa alol,
vagyis az intracellularisan megemelkedett Ca*" szint gatlasoldds révén a Ras/MAPK
jelpalya aktivalodasahoz vezet. A 20. abran bemutatott keresztbeszélgetések révén a
Ras/MAPK jelpélya kapcsolatban all az NMDA és AMPA receptorok szabéalyzasaval, a
citoszkeleton atalakulasaival, valamint kozvetlen szerepe lehet a szinaptikus fehérjék

expressziojanak szabalyzasaban is.

6.3.2. A Ras/MAPK jelpalyat célzé gyogyszerek

A DrugBankbdél (Law és mtsai, 2014) kisziirtem az Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer
Ellen6rz6 Hatésag (U.S. Food and Drug Administration) altal jovahagyott, a
Ras/MAPK jelpalyat célz6 gyogyszereket, melyeket az 5. tdblazat sorol fel. A
gyogyszerek mindegyike tumorellenes szer, tobbségében a Raf fehérjecsalad egy tagjat
célozzak meg (21. abra). Hatasmechanizmusukat tekintve jellemzdéen kindzgatlok, és

egyetlen sincs kozottiik, melynek indikéacioja kognitiv tiinetekkel hozhato kapcsolatba.
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5. tablazat. A Ras/MAPK jelpalyat célzé, jéovahagyott gyégyszerek a DrugBank adatbazis
alapjan.

A gydgyszercélpont fehérjéket UniProt nevezéktan szerinti neveik alapjan azonositottam a
DrugBank adatbazisban (2014. januar 1-ei kiadas; Law és mtsai, 2014), majd az eredménylistat
az Amerikai Elelmiszer- és Gydgyszer Ellenérzé Hatésag altal jovahagyott készitményekre

szlrtem. Az igy kapott gydgyszerek relevanciajat kzlemények alapjan ellenériztem.

Gyobgyszer neve Célpont fehérje Hatasmechanizmus DrugBank ID
Bosutinib MEK1, MEK2 Ismeretlen DB06616
Dabrafenib BRAF, CRAF Kinazgatlo DB05190
Regorafenib BRAF, CRAF Kinazgatlo DB08881
Sorafenib BRAF, CRAF Kinazgatlo DB08553
Trametinib MEK1, MEK2 Kinazgatlo DB08911
Vemurafenib BRAF, CRAF Kinazgatlo DB00398
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21. abra. A Ras/MAPK jelpalyahoz kapcsolédé gyogyszerek és betegségek sematikus
halézata.

A Ras/MAPK jelpalya elemeit a 20. abraval 6sszhangban négyszdgek képviselik. A nevek
feloldasai a roviditések jegyzékében, illetve a '4. Bevezetés' fejezet '4.3. A tanulas és memoria
fontosabb jelpalyainak kapcsolatai a Ras/MAPK jelpalyaval' alfejezetben talalhatéak. A
nyolcszogek a gydgyszereket mutatjak (5. tablazat), a t-végl szaggatott vonalak gatld, a nyilban
végzBdbek serkenté gyogyszerhatast jeldinek. Az ovalis elemek a betegségeket képviselik (2.
tablazat). A pontozott vonalak a betegség és a jelpalya fehérjéi, vagy azok génjei kozotti
kapcsolatot szimbolizaljak. A hal6zat megjelenitése Cytoscape 3.0 (Smoot és mtsai, 2011) és

GIMP 2.8 (http://gimp.org) programokkal készilt.
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7. Megbeszélés

A tanulés és memoria fenotipusanak felméréséhez eldszor a mutans torzsek érzékeld- és
mozgatérendszerét sziikséges jellemezni, mivel ezek alapvetden befolyasolhatjak a
tanulasi és memoriatesztek soran kapott eredményeket. A funkciovesztd gap mutansok
ugyan valtozatos szerepeket jatszanak a kemotaxisban, a gap-1(gal33), gap-2(tm748),
gap-3(gal39) egyszeres és a gap-1(gal33) gap-2(tm748), valamint gap-2(tm748),;gap-3
kettds mutansok azonban diacetil iranti vonzddasukban nem mutattak szignifikans
eltérést a vad tipustol (7. abra), vagyis érzérendszerilk miikodését a tovabbi tesztek
szempontjabol a gap mutacié nem befolyésolta. Ez annak tiikrében kiilondsen meglepd,
hogy a RasGAP fehérjék altal szabalyzott LET-60 Ras szerepet jatszik a C. elegans
szaglasaban (Hirotsu ¢és mitsai, 2000). A gap-1(gal33);gap-3(gal39) mutans torzs
ugyanakkor szenzoros defektussal rendelkezik. Kordbbi eredmények alapjan
mindhidrom gap gén szerepet jatszik a kemotaxisban (Stetak és mtsai, 2008), koziiliik
eredményeim alapjan a gap-1 és gap-3 jatssza a fOszerepet, mivel ezek egyenként is a
szaglds zavaraihoz vezettek, kettds mutansuk pedig minden vizsgdlt anyag irant
kifejezett kemotaxis defektust mutatott. A receptorokat érintd defektus kizarhato, mivel
a tesztelt négy illékony anyag vonatkozasaban nincs teljes atfedés az érzékeld AWA és
AWC neuronok receptorai kozott (Bargmann, 2006). A LET-60 Ras/mitogén aktivalt
fehérje kindz jelpalyarol ugyanakkor Hirotsu és munkatarsai bemutattdk, hogy
izoamilalkohol, benzaldehid és butanon, valamint gyengén diacetil esetében is részt
vesz a kemoszenzoros érzékelésben (Hirotsu €s mtsai, 2000). Mind a funkcioveszto let-
60(n2021lf), mind a funkcionyerd let-60(nl1046gf) torzsekben megfigyelhetd volt a
kemoszenzoros zavar, mely a LET-60 RAS/MAPK jelpalya aktivitasanak egyensulyat,

mint kdvetelményt feltételezi érzékelésben.

A gap muténs torzsek mozgasi ciklusainak szdma a vad tipusnak megfeleld volt
taplalkoz6 alapdallapotban is, valamint taplalékkeresd ¢és éhezés utan taplalkozo
magatartas soran is (8. abra). Kivételt a gap-1(gal33),gap-3(gal39) kettés mutans torzs
jelent, melynél taplalékkeresd magatartds soran csokkent lokomotoros aktivitas

figyelhet6 meg. Irodalmi adat nincs arra vonatkozoan, hogy a gap gének barmilyen
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szerepet jatszananak a fonalféreg mozgatérendszerében. A leirt neurondlis expresszid
(Hajnal és mtsai, 1998; Hirotsu és mtsai, 2000, Stetdk ¢s mtsai, 2008) miatt nem zarhatd
ki a gap mutaciok motoros neuronok jelatvitelét érintd hatasa, ugyanakkor a megfigyelt
jelenség legvaldszinlibb magyardzata a fentebb leirt kemoszenzoros defektus: a
csokkent motoros aktivitas csak a szaglason alapulo tablalékkeresésnél figyelheté meg,
a taplalkoz6 alapallapotban és az ¢hezés utani taplalkozas soran nem mérhetd, valamint
a gap-1(gal33) és gap-3(gal39) torzseket nem, csak ezek kettds mutdnsait érinti. A
gap-1(gal33);gap-3(gal39) mutansok kemoszenzoros defektusa mindenképp elfedi a
tanulds és memoria fenotipusait, igy a motorium szempontjabol vizsgalt jelenség

tovabbi kutatas targyat képezheti.

A gap gének szerepére C. elegans tanulasat és memoriafunkcigjat illetéen eddig
nem volt adat. Eredményeim tantisdga szerint a gap géncsalad szerepet jatszik az
asszociativ tanulasban, valamint a rovid és hosszii tavi asszociativ memoria
kialakulasaban is.

A gap-1(gal33) funkcidvesztd mutans tOrzs tanulasi zavart mutat
memoriadefektus nélkiil. A gap-2(tm748) tfunkcidvesztd mutacidt hordozéd torzs ezzel
szemben révid €s hosszl tavi memoriazavarral bir tanulasi zavar nélkiil. A gap-
3(gal39) funkcidvesztd mutans torzset hasonloképp rovid és hosszi tdvi memoria
zavara jellemzi, tanulasi defektusa nincs. A gap-1(gal33) gap-2(tm748) ¢és gap-
2(tm748);gap-3(gal39) kettés mutaciot hordozo torzseket robusztus rovid és hosszl
tavi memoriazavar jellemzi, mely még erdsebb a gap-2(tm748) és gap-3(gal39)
mutéciok kiilon-kiilon megfigyelt hatdsanal. Tanuldsi defektusuk nincs. Az eredmények
egylittesen felvazoljdk a gap gének szerepeit: a gap-1 elsddlegesen az asszociativ
tanulasért felelds, mig a gap-2 ¢és gap-3 rendundansan, egymastol fiiggetlentil
elengedhetetlenek mind a rovid, mind a hossza tava memoria kialakulasahoz. Izgalmas
moédon a gap-1(gal39),gap-2(tm748) torzs tanuladsi defektusa a hossza tavi memoria
tesztjében mar nem volt megfigyelhetd, melyre az ismételt kondiciondlas magyarazatul
szolgdl. A gap-1(gal33);gap-3(gal39) mutaciokat hordozd torzs esetén a
kemoszenzoros defektus elfedi a lehetséges tanuldsi €s memoriazavarokat: a torzs a vad

tipusndl is alacsonyabb kemotaxis indexeket mutat tanuldsra és memoridra egyarant,
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amely azonban nem ,,szupertanul6” vagy ,,szuperemlékez6” férgeket, csupan a csokkent
érzékelés kovetkeztében fellépd minimalis szenzoros motivaciot jelez.

A tanulassal és memoriadefektussal rendelkezé gap mutans torzseknél nem a
tanulasra vald képesség, vagy a memoria teljes elvesztésérél van szd, hanem azok
részleges hibajarol. A GAP fehérjék tehat nem esszencialis elemei a tanulds és memoria
molekuléris folyamatainak, hanem mintegy moduléljak — feltehetden a Rason keresztiil
— az ¢érintett f0 jelpalydkat, valamint integraljdk azok jelatvitelét. A Megbeszélés
fejezetben targyaltak szerint kozponti jelpalydk teljes farmakologiai gatlasa gyakran
sulyos mellékhatasokhoz vagy toxicitashoz vezet, a GAP fehérjék azonban szabalyozé
szerepiik 1évén ajtot nyithatnak a Ras/MAPK jelpélya egyensulyanak in vivo kisérletes

¢s farmakologiai befolyéasoléasara.

A gap géncsalad evoluciésan ugyan konzervalt, a filogenetikai vizsgalatok alapjan
azonban két szempontbol is kiilonleges a tobbi fajhoz képest. Az emberi neurofibromin
1 (NFI) génnek nincs nyilvanvald ortologja sem C. elegans, sem C. briggsae
fonalféregben, noha élesztOben, mas fonalférgekben, illetve D. melanogaster-ben is
megtalalhato (Stetak és mtsai, 2008). Ez lehetséges a neurofibromin 1 gén elvesztése
kovetkeztében is, de akar azt is jelezheti, hogy a neurofibromin I csak evolucidsan
magasabb rendli szervezetekben jelent meg, specializadlodott. Az eddig leirt gap gének
koziil a legkozelebb a gap-2 all hozza. Masfeldl, C. elegans-ban eddig nincs bizonyiték
a RasGAPok funkcionalis specializacidjara szemben példaul a D. melanogaster, vagy
H. sapiens gap génekkel, melyek fehérjéi koriilhatarolhatd feladatokért felelnek. A
funkciok e nagyobb redundancidja C. elegans-ban a specializaci6 kialakuldsanak
hidnyat, vagy annak elvesztét sugallja (Stetdk és mtsai, 2008), noha egyeldre a
transzkripcids faktorok feltaratlansagabol fakadoan a szovetspecifikus szabalyozas sem

zarhato ki.

A RasGAPok jelatvitele C. elegans-ban javarészt felderitetlen. A Ras/MAPK
jelpalyaban wvald érintettségiilk ismert, a memoéria ¢€s tanulds mas molekularis
folyamataival azonban egyaltalan nem hoztdk még Oket kapcsolatba. A rendelkezésre

allo adatok radadasul adatforrasok kozt szétszortan, eltérd nevezéktanokban szerepelnek.
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E kihivasokra is valaszul készitettiikk el a ComPPI-t, azaz kompartmentalizalt fehérje-
fehérje interakcios adatbéazist. Ebben 9 fehérje-fehérje interakcids adatbazisbdl és 8
szubcellularis lokalizaciés adatbazisbol integraltunk adatokat. Adatbazisunkba a
forrasokra egyedileg jellemzd interfészeken keresztiil toltottiik be az adatokat, melyeket
a kiilonb6zo nevezéktanok Osszefésiilése érdekében egymas kozott szinkronizaltunk.
Ennek eredménye a 383.753 fehérjét, 1.059.650 iranyitatlan interakcidt, valamint
195.815 lokalizéciot tartalmazo, letdlthetd adatkészlet. Ez a publikaci6é idOpontjaban a
legnagyobb nyilt fehérje-fehérje interakcids adatbdzis, mely raadasul részletes
lokalizacios adatokat is biztosit.

Az integralt adatkészlet egyik legfobb elénye maga az egybevonas. Cusick és
munkatarsai (2009) S. cerevisiae és H. sapiens fehérje-fehérje interakcids haldzatokon
mutattdk be, hogy az Aaltaluk hasznélt forrasok kozt barmiféle megkotés nélkiil
legfeljebb 50% atfedés volt, nagy megbizhatosagn, kuralt adatok esetén pedig ez
forrastol fiiggden mindossze koriilbeliil 5% volt. Ez egybecseng sajat eredményeinkkel,
a paronként legalabb 5000 fehérjényi atfedést mutatd adatbazisok mindegyike kozott
minddssze 301 kozos fehérjét talaltunk, mely jol illusztrdlja az adatintegracio
fontossagat.

A koz6s nevezéktanra hozas révén torténd forrasintegracio két szempontbdl is
javitja az adatmindséget: a kiilon néven szerepld, de azonos fehérjét takard elemek
Osszevonasaval a hamis fehérjék szama csokken, valamint az ellentmondd adatokkal
rendelkezé fehérjék megjelolhetéek kevésbé megbizhatd adatként, melyek tovabbi
experimentalis megerdsitést igényelnek.

A lokalizaciok figyelembe vétele ¢és egységesitése szintén javitja az
adatmindséget. Kisérletes modszerekkel felfedhetd példaul olyan kapcsolat két fehérje
kozott, mely fizikailag lehetséges, bioldgiailag azonban valésziniitlen. E biologiai
valoszinltlenség egyik potencidlis oka a fehérjék eltérd szubcellularis lokalizacidja,
vagyis a lokalizacids adatok egyeztetésével és a megbizhatdsagi pontértékben vald
figyelembe vételével a kevésbé megbizhato interakciok megjeldlhetdek, illetve fehérjék
transzlokacidja is prediktalhaté (Veres et al, 2015). Tovabbi elény, hogy a
felhasznalénak nem sziikséges minden egyes interakcid esetén egyedileg figyelembe

vennie ¢és egyeztetnie a lokalizdciokat, majd ezek fliggvényében megitélnie a kapcsolat
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megbizhatosagat, mivel ezen erdsen automatizalhato feladatot a ComPPI szoftvereivel
elore elvégeztilk. Az interakciok ¢és lokalizacidk megbizhatosagi pontjai rdadasul
szliréfeltételként is miikodnek, vagyis a felhaszndld nem csupan tdmpontot kap egy
lokalizacio vagy interakcid ,.bizonyitottsagarol”, de automatikusan ki is sziirheti azon
fehérjéket, melyek nem érik el az adatmindség felhasznal6 altal beallithato kiiszobét. Az
interakciok jelenleg iranyitatlanok, de vizsgaljuk az irdnyitottsdg bevezetésének
lehetdségét.

A ComPPI webes alkalmazas intelligens keresdje és szinonimaszotira révén
kivaloan alkalmas fehérjék beazonositasara is. Tegyiik fel példaul, hogy human
RasGAP fehérjéket keresiink, de nem ismerjik pontos neviikett A ComPPI
fehérjekeresdjébe a 'gap' szot beirva automatikus javaslatokat kapunk mar a gépelés
soran. A példa kedvéért maradjon a 'gap' sz6 a keresokifejezés (6.2.2 fejezet, 16. és 17.
abra) ¢s szikitsiik a fajt H. sapiens-re. A kapott koztes taldlati oldalon 275 fehérje
szerepel, ezek kozott fellelhetoek példaul a GTPaz aktivald fehérjék szupercsaladjaba
tartozo Arf-, Rho- és RanGAPok is, valamint szamunkra relevans RasGAPok is, igy
példaul a p120GAP, vagy a neurondlis RasGAP néven is ismert SynGAPok is. Az adott
fehérjéket egyértelmiien meghatdroz6 UniProtKB/Swiss-Prot azonositd mellett tovabbi
szinonimakat is latunk, a nem fragment jellegli elemek esetén jellemzden 5-6 nevet is,
valamint egy kattintdssal megtekinthetéek az érdekesnek itélt fehérjék adatlapjai is.
Konkrét példank fentiekben vazolt koztes talalati oldaldn tobbszor is el6fordul a RASA
név is, pedig mi a kis betlis 'gap' kifejezésre kerestiink, mely tény jol illusztralja, hogy a
ComPPI keresOrendszere képes volt szemantikai kapcsolatot teremteni relevans, de
szintaktikailag (neviikben) semmiben sem hasonlitdo taldlatok kozott is. A
keresérendszer korlatai kozott fontos megemlitenlink a potencidlisan nagy szamu
talalatot, mely pontosabb keresési kifejezésekkel sziikithetd, valamint a bioldgiailag
esetleg kevésbé relevans fehérjetoredékek felsorolasat is, mely a forrasadatok
mindségének javulasaval csokkenni fog, valamint a keresdalgoritmus tovabbi
fejlesztésével szintén szlirhetd.

A keresések eredményét szubcellularis lokalizacio szerint is sziikithetjiik hat
nagy sejtalkotd tetszéleges kombinacidjara, ezek a citoszol, mitokondrium, sejtmag,

szekretoros rendszer, membranok, és az extracellularis tér. Ennek segitségével konnyen
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ellendrizhetd egyes fehérjék jelenléte adott sejtkompartmentumban, ugyanakkor a
lokalizaciok nagy felbontasu sziirése, illetve az adott lokalizdcidoban fellelhetd Gsszes
fehérje listazasa tovabbi fejlesztések targya.

A ComPPI adatainak nagy 1éptékii elemzését a letdlthetd adatkészletek teszik
lehetové, melyek kozt megtalalhaté interakcidkra Osszpontositd, lokalizaciokat
tartalmazo, illetve kompartment-centrikus is, rdadasul a fajok €s lokalizaciok tetszoleges
kombinacioi is bedllithatok letdltéskor. Az adatbazis egésze letdlthetd SQL

formatumban, mely fontos feltétele az iddtallé reprodukélhatosagnak.

A RasGAPok jelatvitelének ortologémja 18 lehetséges keresztbeszélgetést tart fel,
melyek koziil 7 GEFeken és GAPokon keresztiil moduldlja a Ras/MAPK jelpalya
aktivitasat.

A kisérletes eredmények, valamint a bemutatott keresztbeszélgetések lehetséges
implikacidéi jO Osszhangban allnak a klinikai megfigyelésekkel. A 10 ismert
Rasopatiabol 8 esetében eléfordulhat neurokognitiv tiinet (2. tablazat). A GTPaz
aktivalo fehérjéket és a guanin nukleotid kicseréld faktorokat érintd mutaciok egyarant
vezethetnek kognitiv zavarokhoz (Fasano és Brambilla, 2011), mely azt sugallja, hogy a
Ras/MAPK jelpalya aktivitasdnak egyensulya €s szoros szabdlyozasa az egészséges
kognicio feltétele.

Miként lehetséges az mégis, hogy mig egyes Rasopatidkban neurokognitiv
zavarok figyelhet6k meg, addig az akar ugyanazon gének mutécioja altal okozott mas
korképek nem jarnak hasonléd tiinetekkel? Példaul a son of sevenless 1 (sosl) gén
megfigyelték, azonban csak Noonan szindromaban jar tanulasi zavarral. A fehérjék
izoformainak szoveti expresszids mintazata egy lehetséges magyarazat: példaul a KRAS
mutaci6é cardio-facio-cutan szindrémaban vélhetden kevésbé lesz szovetspecifikus a
szigorian T- és B-limfocitdkat érintd autoimmun limfoproliferativ szindromaval
szemben. Az ¢rintett fehérjék interakcids partnerei a kiilonbozd szovetek és
sejtkompartmentumok kozott szintén eltérhetnek, mely megvaltoztathatja a fehérjék
szabalyzasat. Ez Gjabb érv a halozatkozponti megkozelités mellett, a mechanizmusok

felderitése azonban tovabbi kutatast igényel.
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A Ras/MAPK jelpalya és a neurodegenerativ betegségek kozott szdmos
kapcsolatot taldlunk. Az Alzheimer-korban tapasztalhatdo kognitiv €s memoriatiinetek
hatterében példaul jelen ismereteink szerint az amiloid-f plakkok és aggregélodott tau
fehérjék okozta patologias folyamatok kulcsszerepliek. Az Erk negativ szabalyozoja a 3-
szekretaz enzim expresszidjanak, mely enzim az amiloid-§ plakkok kialakuldsaban vesz
részt (Vassar ¢és Kandalepas, 2011). Az a-szinuklein, az ubikvitin karboxi-terminalis
hidrolaz (UCHL1) és a leucin-gazdag repeat kindaz 2 (LRRK2) mind a Parkinson-korral
kapcsolatba hozott fehérjék. Felmeriilt, hogy a megndvekedett a-szinuklein szint a
Ras/MAPK jelpalya zavaranak kovetkezménye (Klegeris €s mtsai, 2008). Az UCHLI-
nek kozvetlen kapcsolata van a Ras/MAPK jelpalyaval (Kim és Choi, 2010; Thao és
mtsai, 2012). Az LRRK2 pedig a Ras GTPaz szupercsaladra jellemz6 szerkezeti
motivumokkal rendelkezik (Shen, 2004), noha tényleges kapcsolat eddig nem ismert. A
3.,4-dihidroxifenil-L-alanin (L-DOPA) a Parkinson-kor jelenleg leghatékonyabb kezelési
modja, ugyanakkor az L-DOPA a fehérje-kindz A célpontjain keresztiili L-DOPA
indukalt diszkinéziat tud okozni (Murer €s Moratalla, 2011). E célpontok kozott a
Ras/MAPK jelpalya tagjait is megtalaljuk (20. dbra).

A nagy affinitast idegnovekedési faktor receptor (NTRK) 1 és 2 az agyi eredetii
neurotrop faktor (BDNF) receptorai, melyek kozvetleniil szabalyozzak a Ras-GEF-
GRB2 komplex novekedési faktor receptor-kotott fehérje 2 (GRB2) nevii tagjat. A
BDNF-et kutatasok tanulassal és memoriafunkcioval (Cunha és mtsai, 2012), autizmus
spektrum betegségekkel (Nishimura és mtsai, 2007) és a depresszid modelljeivel
(Duman ¢és mtsai, 2007; Brunoni és mtsai, 2008) is tarsitjdk. Autizmusra jellemz6
tiinetek felfedezhetéek Rasopatidk esetén is (Adviento és mtsai, 2014), mi tobb, a
syngapl gén muticidja az agyi fejlodés zavardn keresztiill autizmus spektrum
betegséghez és szellemi fogyatékhoz vezet (Berridge, 2012a). A RasGAPok SH3
doménje lehetdvé teszi kapcsolodasukat a huntingtin fehérjéhez is (HTT), mely a
Huntington-koér mellett a tanuldsban és memoridban is érintett (Dumas ¢és mtsai, 2013).
A RasGAP-HTT kapcsolatot in vitro jellemezték (Liu és mtsai, 1997), in vivo
jelentdsége még feltarasra var.

Fontos azonban hangsulyoznunk, hogy a Ras/MAPK jelpalya szerepére e

betegségekben csupan kozvetett bizonyitékok utalnak, akar a neurondlis jelatvitel
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altalanosan felborult egyensulyarol is sz6 lehet. A neurodegenerativ koérképek és a
Ras/MAPK jelpalya Osszefiiggései azonban igéretes célpontjai klinikai idegtudomanyi

kutatasoknak.

A Ras/MAPK jelpalyat célzo Osszes gyodgyszer tumorellenes hatdéanyag, mely
tény a Rasopatiak szempontjabol két okbol fontos. Egyrészt a tumorellenes kezelés
Rasopatia-szerti tiinetekhez vezethet. Egy kozlemény valoban aldtdmasztja, hogy
vemurafenib hasznalatakor a mellékhatasok 4tfedtek a Rasopatidkra jellemz6
boértiinetekkel (Rinderknecht és mtsai, 2013). Masrészt a kemoterapids kezelések
gyakori velejaroja a kognitiv diszfunkcié (Janelsins és mtsai, 2011). Osszefoglalva tehat
a Ras/MAPK jelpdlya szerepet jatszik a tanuldsban és memoriaban, tumorellenes szerek
e jelpalyat célozzdk meg, és a kemoterapia mellékhatasai atfednek a Rasopatidk
tiineteivel. Ezek alapjan felmeriil, hogy a Ras/MAPK jelpalyat célz6 kemoterapias
kezelések okozta kognitiv diszfunkcid hatterében akar a Rasopatidk kognitiv tiineteit is
okozd, k6z6s molekularis hattér allhat (Gyurko és mtsai, 2015).

A Rasopatiak oki kezelésére jelenleg nincs gyogyszer. Egy megfelelé hatéanyag
irant kovetelmény volna a hatds reverzibilitasa, a vér-agy gaton vald atlépés, és
vélhetéen az érintett jelpalydk tagjai vagy szabalyzoi koziil tobbnek is megcélzasa. A
Ras 6nmagaban bonyolult gyogyszercélpont (Mattingly, 2013) tobbek kozt azért is, mert
kozponti, sok interaktorral rendelkezé molekulaként (haldézatos csomopontként) a rajta
keresztiil érvényesiild gyodgyszerhatas erds lehet ugyan, de a molekularis haldzat
perturbacidoi a szamos szomszédnak koOszonhetéen sokfelé¢ terjednek, amely
mellékhatasokhoz vagy toxicitashoz vezethet (Csermely és mtsai, 2013). A molekularis
halozatok elemzésén nyugvé multitarget farmakologiai megkozelités lehetdvé teszi a
sziikséges jelatviteli utvonalak modulalasat azok teljes blokkolasa helyett, valamint a
redundans jelpalydk leszabdlyzasaval a gyogyszerrezisztenciat is csokkentheti
(Zimmermann ¢és mtsai, 2007; Lu és mtsai, 2012). E stratégiat KRAS esetében mar
sikerrel alkalmaztdk is (Zimmermann ¢s mtsai, 2013), illetve egér szinaptikus
plaszticitasa esetén is megfigyelték, hogy a szerotonin és dopamin receptorokat aktivald
kiilonb6zé gyogyszerkombinaciok képesek voltak felerdsiteni a Ras-PI;K/PKB
jelatvitelt (Lim és mtsai, 2014). Mindez azt sugallja, hogy a RassMAPK jelpalyat érintd,
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tobb célpontra is hato gyogyszeres kezelés 1étezé hatéanyagok kombinacidjaval vagy uj
hatdanyagokkal ¢€letképes stratégia. A RasGAPok pedig modulalé hatasuk révén épp e
stratégia célpontjai lehetnek.

A RasGAPok manudlisan kuralt jelatviteli halozatat elemezve kideriilt az is,
hogy a Raf a legnagyobb kozti centralitdsi csucs, amely érték a jelatvitelben betoltott
fontossaggal korreldl (Wang ¢és mtsai, 2013). Ezzel 6sszhangban a jovahagyott
gyogyszerek célpontjai kozott tilnyomd tobbségben épp a Raf csalad tagjait talaljuk. A
kis méretii, fokuszalt molekuléris hal6zatok szerkezeti elemzése ugyanakkor korlatozott
jelentéségli, a prediktiv ereji elemzésekhez nagy 1éptékli kisérletes (példaul
génexpresszids) €s haldzatos vizsgalatok Osszehangoltan sziikségesek. A fonalférgek
illékony anyagokat érzékeld receptorai és a RasGAPok és/vagy a Ras/MAPK jelpalya

kozotti 0sszefiiggések szintén tovabbi kutatast igényelnek.

A C. elegans fonélféreg egyszerli, am reprezentativ modellrendszert kinal akar
olyan komplex allapotok molekularis hatterének vizsgdlatdhoz is, mint példaul az
alkoholfliggdség (Yu és mtsai, 2011). A human betegségek génjeinek és fehérjéinek, igy
a gyogyszercélpontok fonalféregben ismert ortologjainak vizsgalata a mogottes
molekuldris mechanizmusok jobb megértéséhez vezethet (Burne és mtsai, 2011). Ez
forditva is igaz, a C. elegans-ban feltart folyamatok humdan ortologoknak vald
megfeleltetése 1) kisérletes és gyodgyszerészeti célpontokat kindlhat (Kaletta és mtsai,

2006).
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8. Kovetkeztetések

Munkam soran a gap géncsaladot C. elegans modellrendszerben tanulasra és memoridra

fenotipizaltam, majd az eredményeket, valamint a GAP fehérjék lehetséges jelatvitelét

bioinformatikai, hal6zatos modszerekkel helyeztem patologiai és klinikai kontextusba.

Doktori munkam legfontosabb 1j eredményei a kovetkezok:

1.

Kimutattam, hogy a gap gének C. elegans fonalféregben sziikségesek a
kemotaxishoz, a tanulashoz, a révid, valamint a hosszu tavu asszociativ memoria
kialakulasahoz. A kemotaxissal elsdsorban a gap-1 és gap-3 gének hozhatoak
kapcsolatba. A gap-1 gén emellett nagy szerepet tolt be a tanulasban. A gap-2 ¢€s
gap-3 redundénsan a révid és hosszu tdva asszociativ memoria kialakuldsahoz
jérul hozza. Megmutattam tovabbd, hogy e hatdsokhoz a C. elegans Rast kodolo
let-60 gén is sziikséges.

Létrehoztuk a ComPPI-t, azaz kompartmentalizalt fehérje-fehérje interakcios
adatbazist, mely integralt, egységesitett, megbizhatésdg szempontjabol is
jellemzett formaban kindl informaciokat fehérjék kapcsolatairdl és szubcellularis
lokalizacioikrol. A célzott, kis 1éptékii fehérjeelemzést és a nagy 1éptékd,
interaktom alapu adatelemzést egyarant tdmogatja.

Felépitettem a RasGAPok humén, neuronalis jelatvitelét reprezentalo,
egyediilallo hélozatot a Ras/MAPK, IP;/DAG/PKC, cAMP/PKA, Ras/PI:K
jelpalyak és a Ca?" jelatvitelének figyelembe vételével. 18 keresztbeszélgetést
tartam fel a Ras/MAPK jelpalya, a tanulas és a memoria fobb jelpalyai kozott.
Felvetettem az emlitett folyamatok és az egyes tumorellenes kezelések soran
tapasztalt kognitiv mellékhatasok kozos molekularis mechanizmusainak
lehetdségét is, illetve a Ras/MAPK jelpalya és neurodegenerativ betegségek

kozotti molekularis hidak lehetséges jeloltjeit.
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9. Osszefoglalas

A Ras/MAPK jelpalya kiemelt fontossagu a sejtdifferenciacioban és tumorképzddésben,
mely mellett tanuldsban és memoridban betoltétt szerepére is egyre tobb eredmény
mutat. E kdzponti jelleg miatt szoros szabdlyzas alatt all, jelatvitelének valtozasai sejt
¢s organizmus szintjén is szerteagazo hatastuak. Regulatorainak, igy tobbek kozt a
RasGAP fehérjecsalad tagjainak kisérleti vagy gyogyszerészeti céli, rendszerszintii
vizsgalata ugyanakkor igéretes irdny, melyhez a C. elegans fondlféreg in vivo
modellrendszert, a haldozattudomany pedig in silico eszkdzoket biztosit.

Doktori munkam céljaul igy a RasGAP fehérjéket kodold géncsalad, a gap
gének asszociativ tanulasban és memoriaban betoltott szerepének atfogod fenotipizalasat,
illetve fehérjéik jelatvitelének haldzatos feltérképezését tiiztem ki.

Funkcidvesztd gap mutansok és RNS interferenciaval torténd géncsendesités
segitségével igazoltam, hogy a gap géncsalad C. elegans fonalféregben valtozatos
modon vesz részt a kemotaxisban, tanulasban €s memoridban. A gap-1 és gap-3 a
szaglasban jatszik szerepet, a gap-1 f0ként a tanulasban, a gap-2 és gap-3 pedig a rovid
¢s hosszii tdva asszociativ memoridban érintett. E folyamatok a /ler-60 génrdl
expresszalodo Ras fehérjén keresztiil érvényesiilnek. A férgek motilitasara a gének
kititése nincs hatassal.

A RasGAPok molekularis jelatvitelének megértéséhez a nyilvanos interakcids
adatokat a ComPPI fehérje-fehérje kapcsolati adatbazisban egységesitettiik és javitottuk,
¢s publikaciokra épiilve 1étrehoztam a RasGAPok ¢és a tanulds, valamint memoria fébb
jelpalydinak halézatat, melyben a kognitiv folyamatok lehetséges molekuléris
Osszefliggéseire 18 keresztbeszélgetés mutat rd, és amely Osszekapcsolja a tumoros és a
kognitiv folyamatok molekuldris hatterét.

Osszefoglalva, doktori munkam interdiszciplinaris megkdzelitésben elséként
valamint humén ortologdbm képében felderiti lehetséges jelatviteliiket, klinikai és
farmakologiai vonatkozésaikat, ezzel rendszerbioldgiai kapcsolatot teremtve a tanulas

és memoria, valamint a rakkutatas e kiemelt teriiletei kozott.
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10. Summary

The Ras/MAP kinase pathway is a critical component in cell growth and tumorigenesis,
and recent progress suggests its involvement in learning and memory as well. The
pathway is tightly regulated due to its central role, and its activity changes lead to
widespreading perturbations at both cellular and organismal level. On the other hand,
the experimental and pharmaceutical, systems-level study of its regulators, including the
members of the RasGAP protein family, is a promising direction. C. elegans serves as a
good in vivo model system for it, and network science provides in silico tools.

The goal of my doctoral work was therefore to comprehensively phenotype the
genes of the RasGAP proteins, the gap genes, in learning and memory, and to map their
signalling in a network-oriented manner.

By using gap loss-of-function mutants as well as gene silencing by RNA
interference, I showed that the gap genes play diverse roles in the chemotaxis, learning
and memory of C. elegans. The gap-1 and gap-3 are involved in olfaction, gap-1 is
mainly involved in learning, while gap-2 and gap-3 participate in the molecular
processes of short-term and long-term associative memory. The discovered effects show
up through the Ras protein expressed from the let-60 gene. The knock-out of the gap
genes does not affect the motility of the worms.

To gain a deeper, topological understanding of the cellular signaling of
RasGAPs, we unified and enhanced publicly available protein-protein interaction data
and created ComPPI, to our knowledge the most comprehensive freely available
protein-protein interaction database. Based on the database and other publications, I
developed the network of the RasGAPs and the major pathways of learning and
memory, in which 18 cross-talks point to the possible molecular interactions of these
signalling events. This network links the molecular background of tumors and cognitive
processes.

In summary, my doctoral thesis describes the role of gap genes in learning and
memory in an interdisciplinary manner, and explores the possible signaling network, the
clinical and pharmacological implications of GAPs as a human orthologom to provide a

connection at the systems level between cell growth, learning and memory.
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14. Abrak és tablazatok jegyzéke

14.1. Abrak

1. dbra. A RasGAPok ¢s GEFek szerepe sematikusan a Ras szabalyzdsaban. 6
2. abra. A GAP fehérjék szerkezete. 10
3. ébra. A RasGAPok a Ras GTPaz ciklusaban, valamint a prototipus RassMAPK 11
jelpalyaban.

4. dbra. A molekularis halozatok elvének sematikus dbrazolasa. 21
5. abra. A kemotaxison alapul6 tesztek kisérleti kornyezetének illusztracidja. 26

6. abra. A RasGAPok lehetséges jelatvitelét, valamint a tanulds és memoria f6bb 31

jelpalyait hal6zatos megkdzelitésben gyiijté adatbazis épitésének folyamatabraja.

7. abra. A kiilonb6z6 RasGAP izoformdk szerepe a kemotaxisban. 35
8. abra. A gap mutacidok nem befolyasoljak a motilitast. 37
9. abra. A RasGAPok komplex egyiittmiikodése sziikséges az asszociativ 39

tanulashoz és rovid tavi memoridhoz.

10. abra. A RasGAPok szerepet jatszanak a hosszu tdvu memoria kialakulasaban. 42
11. abra. A GAP-2 és GAP-3 RNS interferencia altali csendesitése a gap mutans 44
12. abra. A gap-1 gén mikroinjektdldsa menti a funkciovesztd gap-1 fenotipust. 45
13. abra. A let-60 gén sziikséges a gap mutans torzseknél megfigyelt tanulasi és 46
memoria-fenotipusokhoz.

14. abra. A ComPPI-ban megtalalhat6 0sszes fehérje szama, illetve az ezeket 49
biztositd forrasok a szolgéltatott adatmennyiség szerint csokkend sorrendben.

15. abra. A ComPPI-ban megtalalhat6 0sszes interakcio, illetve az adatokat 49

biztositd forrdsok a szolgéltatott adatmennyiség szerint csokkend sorrendben.

16. dbra. A ComPPI weboldalanak kereséfeliilete. 51
17. dbra. A koztes taldlatvalaszto oldal fehérjekeresés esetén. 52
18. abra. A taldlati oldal egyes részei a keresett fehérje adataival és 53

interaktorainak részletes listajaval.
19. abra. A RasGAP fehérjecsalad tagjainak fehérje-fehérje interakcids halozata 56
a ComPPI alapjan.
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20. abra. A Ras/s/MAPK, 1Ps/DAG/PKC, cAMP/PKA, Ras/PL:K jelpalyak és a
Ca*" jelatvitel sematikus halozata neuronokban.
21. abra. A Ras/MAPK jelpalyahoz kapcsolodd gyogyszerek €s betegségek

sematikus halozata.

14.2. Tablazatok

1. tablazat. A C. elegans gap gének human ortologjai, valamint a kdzottiik
fennallo szekvenciahasonlosadg az NCBI nucleotide blast eszkdzének BLASTn
algoritmusa alapjan

2. tablazat. Rasopatidk: a Ras/MAPK jelpalya génjeinek csiravonali mutacidival
tarsitott betegségek.

3. tablazat. A kisérletek soran hasznalt torzsek listaja a leird publikaciokkal.

4. tablazat. A gap gének mutacidival kapcsolatban megfigyelt fenotipusok.

5. tablazat. A Ras/MAPK jelpalyat célzo, jovahagyott gyogyszerek a DrugBank

adatbazis alapjan.
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