Valaszok Dr. Sziits David biralatara

Nagyon szépen k6szondm Dr. Szits Davidnak az MTA doktori dolgozatomra adott pozitiv és
tamogaté biralatat és a biralatra forditott energiat.

A feltett kérdésekre az alabbiakban valaszolok:

1. A dolgozat f6leg ‘rendezetlen fehérjék’ néven emliti a kutatasok targyat, holott gyakran
eqgy fehérjén beliil rendezett és rendezetlen régiok is megtalalhatok. Mégis, példaul a 4.
abran is kiilén szerepelnek a globularis és a rendezetlen fehérjék, akar 800 aminosav
hosszusagig. Kérdésem, hogy mi a tipikus doménszerkezete a rendezetlen fehérjéknek?
Vannak-e tisztan rendezetlen fehérjék, hany és mekkora rendezetlen réqio jellemzé egy-
egy fehérjére, lehet-e a fehérjéket eszerint csoportositani, osztalyozni?

A dolgozatomban a 4. abran a PDB szerkezetekre illetve az akkor ismert rendezetlen
régiokra vonatkozo adatokat abrazoltam, ezek tehat legtébbszor nem teljes fehérjék.
Valéban, gyakran egy fehérjén bellil rendezett és rendezetlen régiodk is talalhatéak. A
legalabb 30 aminosanyi rendezetlen régiét tartalmazoé fehérjéket gyakran nevezik az
irodalomban egyszerlen rendezetlen fehérjének (IDP - intrinsically disordered protein), és
én is ezt a konvenciot kdvettem. Vannak tisztan rendezetlen fehérjék is, ezek azonban
viszonylag ritkak. Altalanossagban nem igazan beszélhetiink tipikus doménszerkezetrél, ez
mar a rendezetlen fehérjék jelentés szamabdl is adddik. Példaul a human fehérjék kordlbeldl
40-50%-a tartalmaz legalabb egy 30 aminosavnyi rendezetlen régiét, ezek hossza pedig
nagyon széles skalan mozog, elérheti a tobb ezer aminosavat is. A domének és a
rendezetlenség kapcsolatat vizsgalta részletesen Pentony and Jones 2010-ben
[Pentony,M.M. and Jones,D.T. (2010) Proteins, 78, 212]. Ok a Disopred2 médszer
vizsgalataval arra jutottak, hogy a rendezetlen régiok szama egy fehérjén belll 1 és 25
kozott valtozik, és a legtdbb fehérje kevesebb mint 5 rendezetlen régiot tartalmaz. Az
altalanos tendenciakon tul, tehat példaul, hogy a prokari6ta fehérjékben jéval kevesebb a
rendezetlenség mint a magasabb rendi eukariétakban, vagy hogy a szignalizaciés és
szabalyozasi folyamatokban is gyakoribb a rendezetlenség, masrdl nem igazan tudunk
beszélni.

2. A fehérje interakcios halézatok csomoponti (hub) fehérjéi mennyivel tartalmaznak tébb
rendezetlen régiot az atlagnal? Csak a rendezetlen régidikban tébb a kblcsbnhatas, vagy
a rendezett domeénjeikben is, az utobbiakhoz viszonyitva is dusulnak-e a

kdlcsénhatasok a rendezetlen régiokban? A relevans 2006-os kbzlemény ota keletkezett
adatok fényében is fennall az interakcids halézatok skalafiiggetlen volta, és a
csomoponti fehérjék kiemelked6 rendezetlensége?

A rendezetlen régiok szamat nem szoktuk vizsgalni, mivel ez nagyon érzékeny a predikciok
zajossagara, nagyban fugg a fehérjék hosszatol és egy hosszabb rendezetlen szakasz tobb
funkcionalis egységet is tartalmazhat. Azt sajnos altalanossagban nem tudjuk megmondani,
hogy mely régiok felel6sek a kdlcsdnhatasokért. Néhany jol ismert fehérje esetén, példaul
p53, egyertelm, hogy a rendezetlen régiok jéval tobb kdlcsdnhatas kialakitasaban vesznek
részt [Gibson,T.J. (2009) Trends Biochem. Sci., 34, 471]. Az interakciés halézatokra
vonatkozd legujabb adatok fényében, szigoru értelemben véve eltérést latunk a
skalafliggetlen viselkedéstdl (1A. abra). Azonban a kézponti fehérjék megléte, ami leginkabb
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megklldonbozteti a skalafliggetlen halézatokat a véletlenszeriektél, tovabbra is fennall. A
csomoponti fehérjék magasabb rendezetlensége szintén tovabbra is megfigyelhet6 (1B.
abra).
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1. Abra (A): A kdlcsdnhatasi halézatban az adott fokszammal rendelkezé fehérjék
szama 4 faj (Human, muslica, fonalféreg, élesztd) esetén. (B) A rendezetlen
aminosavak aranyanak megoszlasa a human proteom kdlcsénhatasi halézataban a
hub fehérjékre (a partnerek szamat tekintve a legfelsé 1000), az 6sszes fehérjére, és
az alacsony fokszamu fehérjékre (a partnerek szamat tekintve a legalsé 1000).

A szamitasokhoz a BioGrid adatbazis [Stark,C., et al. (2006). Nucleic Acids Res., 34, D535]
hasznaltam (version 4.4.228). A rendezetlen aminosavak aranyat az IlUPred médszeriinkkel
hatéroztam meg.

3. Milyen, hanyféle funkcioja ismert a rendezetlen fehérjeknek/régioknak? Mennyiben
Jjosolhaté meg a szekvencia (beleértve a méret) alapjan a rendezetlen régiok funkcidja?

A rendezetlen fehérjék funkcidinak Keith Dunker és munkatarsai illetve Tompa Péter vezetett
be klasszifikaciot, melyek 28 illetve 6 fébb bévebb kategdriat tartalmaztak [Dunker,A.K., et
al. (2002). Biochemistry, 41, 6573.; Tompa,P. (2005) FEBS Lett., 579, 3346]. Jelenleg a
DisProt adatbazis annotaciéjakor a Tompa Péter altal javasolt funkcionalis kategoriak
tovabbfejlesztett valtozatat hasznaljuk. A fébb kategdriak: entropikus lancok, illetve
kllénb6zb molekularis felismeréshez kapcsolddé funkcidk, pl. 6sszeszerels, begyiijts,
effektor, bemutatasi hely és chaperon funkcidk. Ezeknek a kategdériaknak egy része direkt
modon attérképezheté a Gene Ontology (GO) funkcidira [Gene Ontology Consortium,
Aleksander,S.A., et al. (2023) Genetics, 224]. Fontos ugyanakkor figyelembe venni, hogy a
GO kategodriak alapvetéen a teljes fehérje funkciéit irjak le. Egyes, a rendezetlen régidkhoz
szorosan kapcsolddé funkcionalis kategoriak, példaul entropikus funkcidk, illetve az
autoregulacios és moédositasi helyek, nem értelmezhetdk fehérje szinten. Ezért ezeket egy
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kulén, a rendezetlen fehérjékre hasznalt, IDPO ontoldgia irja le [Aspromonte,M.C., et al.
(2023) Nucleic Acids Res., 10.1093/nar/gkad928.].

A rendezetlen fehérjék funkcidjanak predikcidjara viszonylag kevés moédszer all
rendelkezésre, a rendezetlen kétéhely predikcidos médszereken tul vannak médszerek
rendezetlen DNS és RNS kot6 fehérje, illetve lipid kot6 régiok joslasara, illetve a linkerek
predikcidjara [Kurgan,L., et al. (2023). Nat. Protoc., 18, 3157]. Osszességében az ismert
példak viszonylag kis szama erésen limitalja ezeknek a modszereknek a
teljesitbképességét.

Van egy olyan torekvés, hogy a rendezetlen fehérjék funkciéjanak predikcioja beépuljon a
CAFA kihivasba (Critical Assessment of protein Function Annotation algorithms) [Zhou,N., et
al. (2019). Genome Biol., 20, 244.], aminek a célja a fehérje funkciok szamitdgépes
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eredmények eddig még nem kertiltek kdzzétételre.

4. Létezik-e szekvenciaalapu megkézelités az olyan fehérjék felismerésére, amelyekben a
rendezetlen réqio fazisszeparacio céljat szolgalja, és nem pl. Kbzvetlen
fehérjekblcsbnhatast?

Igen, tobb ilyen megkdzelités is Iétezik. EQy nemrégiben megjelent publikacidoban
[Kuechler,E.R., et al. (2023) Biomolecules, 13.] 11 médszert hasonlitottak 6ssze, mig egy
masik publikacioban [Vendruscolo,M. and Fuxreiter,M. (2023). Curr. Opin. Chem. Biol., 75,
102317.] majdnem 20 kilénb6z6 eljarasat sorolnak fel.

5. Az evolucioé soran megjelend rendezetlen fehérjerégiok kialakulasaban mekkora
szerepet jatszhatnak régziilt intronretenciés események?

Ez egy nagyon érdekes kérdés, de mi ezt nem vizsgaltuk. Mivel a rendezetlen régiokat
tartalmazé fehérjékben nagyon gyakori az alternativ splicing [Romero,P.R., et al. (2006).
PNAS, 103, 8390.], feltételezhetd, hogy az intronretencié fontos szerepet jatszhatott a
rendezetlen fehérjék kialakulasaban.

6. Megfigyeléseik szerint a rendezett régiok gyakrabban mutalédnak a rak kialakulasaban
érintett fehérjékben. Feltehetbleg ez csak missense mutaciokra igaz, nonsense
mutaciokra nem?

A TCGA rak genom projektek adatai alapjan a nonsense mutéaciok eloszlasa nem mutat
szignifikans eltérést rendezett és rendezetlen részek kozott.

7. A modszerek részben emliti, hogy a predikciés moédszereket vagy fliggetlen adatokon
tesztelik, vagy t6bb program eredményének konszenzusahoz viszonyitva. Az utobbi
eset mit jelent? Nem fordulhat-e el6, hogy esetlegesen hasonlé megkdzelitést
alkalmazé predikciés programok hasonlé médon tévednek?

Egészen pontosan azt irtam: “A predikcios mdodszerek alkalmazasaval kapott eredmények
megerdsitése érdekében gyakran alkalmaztam tobb kilonbdzé programot, vagy ezek
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konszenzusat.” Erre egy példa, hogy annak vizsgalatakor, hogy egy mutacié rendezetlen
részre esik-e, nemcsak az IUPred mddszert vettem figyelembe, hanem esetenként mas,
eltér6 megkdzelitésen alapuld mddszereket is. A predikcios mddszerek tesztelésénél nem
gondolom j6 megoldasnak tobb program eredményének konszenzusahoz viszonyitani,
természetesen eléfordulhat, hogy a predikcidos programok hasonlé médon tévednek.

Ismételten koszonom Dr. Szlts Davidnak a biralatot és kérdéseket. Kérem fenti valaszaim

szives elfogadasat, és az MTA doktora cim odaitélésének tamogatasat!

Budapest, 2023. December 5.

Dr. Dosztanyi Zsuzsanna



