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. Roviditések jegyzéke

e 3D: Haromdimenzios

e AA: Aminosav

o ADD: Acetiltranszferdz domén

o AF: AlphaFold

e AHR: Aromadsszénhidrogén-receptor

e Al Alifas index

e AML: Akut mieloid leukémia

e AML-MR: Akut mieloid leukémia mielodisplaziaval 6sszefiiggo eltérésekkel
e ANK: Ankyrin ismétlodések

e APR-246: Eprenetapopt

e BCOR: BCL6 korepresszor

e BCOR-2: BCOR 2-es izoforma

o BRS: BCOR-atrendezddéssel jaro szarkdma

o CCNB3: G2/Mitotikus-specifikus Ciklin-B3

o CDD: Konzervalt domén adatbazis

o CDK: Ciklin-dependens kinaz

e CIC: Capicua transzkripcids represszor

e CIITA: MHC osztaly II transzaktivator

e Cry: Kristalyszerkezet

e D-box: Destrukcios Box

o DBD: DNS-kotdé domén

o ERAD: Endoplazmatikus retikulum-asszocialt degradacio
e EWSRI: RNS-ko6t6 fehérje EWS

o EZH2: Enhancer of Zeste Homolog 2

o FFPE: Formaldehiddel fixalt, paraffinba dgyazott szovetminta
o FISH: Fluoreszcens in situ hibridizacio

e FYRC: FY-gazdag domén C-terminalis régiod

e FYRN: FY-gazdag domén N-terminalis régio

e GO: Génontologia



GOF: Funkcionyerés (gain of function)

GPI: Glikozilfoszfatidilinozitol

GRAYVY: Hidropatia atlagérték

hESC: Human embrionalis dssejt

HMG-box: High mobility group box domén

HOX: Homeobox

IHC: Immunhisztokémia

IDRs: Intrinszikusan rendezetlen régiok

IPSS-M: Molecular International Prognostic Scoring System

IPSS-R: Revised International Prognostic Scoring System

ipTM: Interfész prediktalt templat modellezés (interface predicted template modeling)

ITD: Internal tandem duplikaciok

KDM2B: Lizin-demetilaz 2B

KMT2D: Hiszton-Lizin N-Metiltranszferaz 2D

LD motif: Leucin-Aszpartat ismétlddé motivum

LOF: Funkcidvesztés (loss of function)

MAMLI1: Mastermind-szer(i fehérje 1

MAML1/3 TAD1/2: Mastermind-like transzaktivacidos domének 1 és 2
MAML3: Mastermind-szerli fehérje 3

MD: Molekularis dinamikai

MDS: Mielodiszplazias szindroma

MDS-IB: Mielodiszplazias szindroma emelkedett blasztarany mellett
MDS-LB: Mielodiszplazias szindroma alacsony blasztarany mellett

mESC: Egér embrionalis dssejt

MM-PBSA: Molekulamechanikai energidk kombinalva a Poisson-Boltzmann és a

feliileti kontinuum szolvatacioval

NES/NLS: Nukledris export/lokalizacios szignalok
NGS: Ujgeneracios szekvenalas

NLS1: Nukleéris lokalizacios szignal 1

OFCD-szindroma: Oculofaciocardiodental szindroma



PANTHER GO: Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships Génontologiai
PARP: Poli ADP-Rib6z Polimeraz

PCGF1: Polycomb csoport RING finger homolog

PRC1.1/ncPRC1.1 komplexek: Nem-kanonikus Polycomb repressziv komplexek
PRC1: Polycomb repressziv komplex 1

pTM: Predicted template modeling

PUFD: PCGF Ubikvitin-szer(i fold diszkriminator domén

RAWUL: RING-ujj é¢s WD40-asszocialt ubikvitinszerti domén

RGAGT1: Retrotranszpozon Gag domént tartalmazé fehérje 1

Rg: Giracios sugar

RMSD: Négyzetes kozépeltérés

RMSF: Négyzetes kozépfluktuacio

RNS-pII T+/-: RNS-polimeraz II altal szabalyozott transzkripci6 pozitiv/negativ
szabalyozéasa

RTLY: Retrotranszpozon Gag-szerti fehérje 9

SD: Standard devidcio (szoras)

Sec/SPI: Szekretoros szignalpeptidek

SET domén: Specifikus metiltranszferaz aktivitassal rendelkezé domén
SKP1: S-fazis kinaz-asszocialt fehérje 1

SNPs: Egypontos nukleotid polimorfizmusok

TCR-T: TCR-modositott T-sejtek

TplI: Elméleti izoelektromos pont

UPR: Kibomlott fehérje valasz (Unfolded Protein Response)
WHO: Egészségiigyi Vilagszervezet

Z.C3H7B: Cinkujj CCCH domént tartalmaz¢é fehérje 7B



2. Bevezetés

A mielodiszplazias szindromak (MDS) ¢és az akut mieloid leukémia (AML) a vérképzo
rendszer klonalis rendellenességeibdl eredd hematoldgiai malignitasok, amelyeket a mieloid
Ossejtek genomikai instabilitdsa és differenciacids zavara jellemez [1]. Az MDS egy heterogén
betegségcsoport, amelyet a vérsejtek elégtelen termelése és a periférids vér citopénidja jellemez,
mig az AML gyorsan progredialo, agressziv megbetegedés, amelyet a leukémids blasztok
kontrollalatlan proliferacidja dominal [2]. Az MDS és AML kozotti kapcsolatot alatdmasztja, hogy
az MDS esetek 20-30%-a alakul at AML-¢, amelyet a csontveldben >20%-os blasztarany és
klonalis genetikai elvaltozasok jelenléte igazol [3,4].

Globalisan az MDS incidenciaja 4-5 eset/100 000 {6/év, mig az AML eldéfordulasa 3-4/100
000 f6/év [5,6]. Az idoskorti populacioban (70+ év) ezek az értékek 5-10-szeresére ndnek,
kiilonosen komplex kariotipusu vagy 7P53 mutacioval rendelkezd esetekben [7]. Genetikai
szempontbol mindkét betegségben kiemelkedd szerepet jatszanak a DNS metilaciot (TET2,
DNMT3A), a kromatin struktura atalakuldsat (ASXLI, EZH2), valamint az RNS splicing-ot
(SF3B1, SRSF2) szabalyoz6 gének mutacioi, amelyek eldsegitik a klonalis evolliciot és a terapias
rezisztenciat [8,2,9]. A komplex kariotipusokkal (pl. 5q-, 7q- delécio) és TP53 mutaciokkal (a
betegek ~10-30%-4aban) jaré alcsoportok prognézisa kedvezotlen, a median talélési id6 <6 hénap
intenziv kezelés mellett is, kiilondsen biallelikus mutaciok vagy magas 7TP53 varians allél
frekvencia (VAF) (>40%) esetén [10-13].

A Molecular International Prognostic Scoring System (IPSS-M) 0j prognosztikai modellje
integralja a klinikai paramétereket, citogenetikai rendellenességeket €s 31 gén szomatikus
mutacioit, pontositva a betegek kockazat besorolasat [2]. Ez a modell 46%-ban mddositja a
Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R) kategoriakat, kiillondsen 7P53
mutéciokkal vagy FLT3-ITD-vel rendelkezé betegeknél, ami hangsulyozza a genetikai profil
szerepét a kezelési dontésekben [2].

Az ismeretlen klinikai jelentdségili variansok (variants of uncertain significance, VUS)
értelmezése tovabbra is az onkoldgiai kutatdsok egyik legnagyobb kihivdsa. Az Gjgeneracios
szekvenalasi (NGS) technologidk elterjedésével egyre tobb genetikai eltérést azonositanak
daganatokban, melyek koziil szamos varians funkcionalis €s klinikai hatdsa nem tisztazott [14,15].
Ezek az ismeretlen varidnsok kiilonosen fontosak a daganatos betegségek esetében, mivel a
genetikai eltérések pontos értelmezése alapvetd feltétele a hatékony célzott terdpidk
alkalmazéséanak és a precizios onkoldgia sikerességének. A VUS megfelel6 értékelése nemcsak a
diagnosztikai pontossdgot javitja, hanem Ilehetdvé teszi a daganatok genetikai profiljanak
pontosabb megértését is [16]. Ez hozzdjarulhat a személyre szabott terapids stratégiak

kidolgozéasadhoz, amelyek figyelembe veszik a beteg egyedi genetikai adottsagait. A klinikai
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dontéshozatalban azonban ezeknek a variansoknak az értelmezése komplex feladatot jelent. Ez
integralt megkdzelitést igényel, amely magéaban foglalja a klinikai adatok elemzését, csaladi
kortorténetet, szovettani vizsgalatokat és bioinformatikai predikcios eszkdzok alkalmazasat [17].

A génfzidk, mint példaul az ALK, ROS1 és NTRK géneket érintok, kiemelt szerepet jatszanak
szamos daganat patogenezisében. Ezek az eltérések onkogén fehérjéket hoznak Iétre, amelyek
célzott terapidk hatékony célpontjai lehetnek [18,19]. Az NTRK génfuziok kiilondsen igéretesek,
mivel tumor-agnosztikus terdpids célpontot jelentenek, azaz kiilonbozé szdvettani tipust
daganatokban is jelen lehetnek [18,20]. Ugyanakkor a célzott terapidkra adott valasz utan gyakran
kialakul terapids rezisztencia, ami tovabbi kutatasokat igényel [21].

Az NGS technolégiak és a bioinformatikai eszkozok fejlddése lehetové tette ezen fuzidk
pontosabb detektalasat, azonban a klinikai jelentdségiik értelmezése tovabbra is kihivast jelent. A
szolid tumorokban eléforduld génfuziok gyakorisaga 0,3%-t6l 5%-ig terjed, és szdmos esetben
célzott terapidk hatékony célpontjai lehetnek, kiilondsen NTRK, ALK vagy ROSI fuzidval
rendelkezo esetekben [18,19].

Az ALK, ROSI és NTRK génfuziok esetében alkalmazott kindzgéatlok (pl. entrectinib,
larotrectinib) jelentds klinikai valaszokat eredményeznek, azonban a terdpias rezisztencia gyakori
[19,20]. A génfuzidk detektalasara a fluoreszcens in situ hibridizaci6 (FISH), az
immunhisztokémia (IHC) és az NGS alapi modszerek alkalmazasa a leggyakoribb [22,18]. A
hagyomanyos modszerek korlatai miatt a bioinformatikai eszk6zok (pl. FusionCatcher, STAR-
Fusion) valtak kulcsfontossdguva az dsszetett fizios szerkezetek (pl. dupla vagy harmas fiziok)
érzékeny és specifikus azonositasaban [23,24]. A harmadik generacids, egy molekula
szekvenalasan alapulo technoldgidk (pl. Oxford Nanopore) hasznalata lehetdveé teszi a fizidk teljes
szerkezetének feltarasat, kiilondsen olyan esetekben, ahol a hagyomanyos modszerek nem
hatékonyak, példaul komplex kromoszoma-rendellenességek vagy repetitiv régiok esetén [25].

A Dbioinformatikai eszk6zok integracidja elengedhetetlen a fizidok funkcionalis
kovetkezményeinek értelmezéséhez. Az olyan platformok, mint a Fusion-sq, kombinaljak az RNS-
szekvenalast és a teljes genom szekvenalast (WGS), csokkentve ezzel a fals pozitiv eredmények
kockézatat. Ezen tulmenden a tobb omikai adat (pl. transzkriptomika, proteomika) integralt
elemzése lehetdvé teszi e fuziok altal aktivalt jelatviteli utvonalak feltérképezését, lehetdveé téve

Uj terapias célpontok azonositasat [26].



3. A precizios onkologia és a bioinformatika szerepe az ismeretlen jelentdségii

génvariansok patogenitasanak meghatarozasaban

3.1 A precizios onkologia és bioinformatika

Az NGS technoldgidk és a bioinformatikai eszk6zok integracidja alapvetden atalakitotta a
precizids onkologia teriiletét, kiilonosen a VUS patogenitasanak értékelésében. Az NGS alapt
nagy ateresztoképességii molekularis profilozas lehetdvé teszi a genomikus mutaciok, génfuziok
¢s mas molekularis jellemzok gyors €s pontos detektalasat, amelyek kulcsfontossaguak a célzott
terapidk kivalasztasaban. Az ilyen innovacidk révén a betegspecifikus tumorprofil alapjan
személyre szabott kezelési stratégidk alakithatok ki [27-29].

A variansok patogenitasanak eldrejelzésére szamos klasszikus és modern bioinformatikai
eszkoz all rendelkezésre. A klasszikus algoritmusok, mint példaul a SIFT (Sorting Intolerant from
Tolerant) és a PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2), tovabbra is széles kdrben alkalmazott
hogy egy adott aminosav csere milyen mértékben zavarhatja meg a fehérje funkciojat [30], mig a
PolyPhen-2 strukturalis és evolucios informéciokat integralva osztalyozza a varidnsokat
"benignus", "lehetségesen patogén" vagy "valdsziniileg patogén" kategdridkba [31].

A modern predikcios eszkdzok, mint példdul a REVEL (Rare Exome Variant Ensemble
Learner) és a FATHMM-XF (Functional Analysis through Hidden Markov Models eXtended
Features) tovabbfejlesztett algoritmusokat alkalmaznak. A REVEL tobb kiilonboz6 prediktiv
modell eredményét egyesiti egy konszenzusos pontszam érdekében, amely pontosabban jelzi a
variansok patogenitasat [32]. A FATHMM-XF pedig kiterjesztett genomikus jellemzdoket hasznal,
beleértve a kontextualis informécidkat, hogy azonositsa a potencidlisan patogén mutaciokat [33].

A fehérjestabilitas valtozasainak eldrejelzésére szolgaldo modszerek koziil kiemelkedik az I-
Mutant2.0, amely az aminosav szekvencia vagy fehérjestruktira alapjan becsiili meg a mutaciok
altal okozott stabilitds valtozasokat [34]. Az ujabb eszk6zok, mint példaul a DynaMut2 és a
DDGun, képesek a fehérjestrukturdk részletes elemzésére, tovabba az AlphaFold 4ltal generalt
modellek is felhaszndlhatok bemenetként az eldrejelzésekhez, igy pontosabb becsléseket
nyUjtanak a stabilitasi valtozasokrol és azok funkcionalis kdvetkezményeirdl [35-37].

A TP53 gén mutécidinak vizsgalataban alkalmazott specifikus modszerek kozé tartozik az
Align-GVG, amely elemzi a mutaciok elhelyezkedését és azok funkcionalis doménekhez vald
viszonyat. Emellett az olyan prediktiv modellek, mint a PhD-SNP ¢és a BayesDel, kiilondsen
hasznosak az SNP-k patogenitasanak bindris osztalyozasaban [38,39]. Ezek az eszkozok

kiilonb6zd szempontokat vizsgalnak: mig egyesek (pl. SIFT, PolyPhen-2) elsdsorban evolucios



konzervacios adatokat hasznalnak, masok (pl. DynaMut2, DDGun3D) strukturalis valtozasokat €s
fehérje-fehérje vagy fehérje-DNS kolcsonhatasokat is figyelembe vesznek [27,29].

Az ismeretlen jelentdségli varidnsok klinikai értelmezése azonban tovéabbra is kihivast jelent.
Az olyan bioinformatikai eszk6zok, mint példaul a Cancer Genome Interpreter (CGI) vagy a
PODS (Precision Oncology Decision Support) szabalyalapu és gépi tanulasi megkozelitéseket
alkalmaznak ezen variansok klinikai relevancidjanak és terapias célozhatdsaganak értékelésére. A
CGI példaul olyan jellemzoket vizsgal, mint a mutacid helye a gén funkcionalis doménjeiben és
annak prevalencidja az emberi populdcioban, mig a PODS rendszer az ismert onkogén variansok
terapias lehetdségeit is vizsgalja [27,29].

A mesterséges intelligencia (Al) és mélytanulasi modellek szintén igéretes eszkzok ezen
variansok értelmezésében. Az olyan modellek, mint az AlphaMissense és az ESM1b, bizonyitottak
hatékonysagukat oOrokletes emldrak génekben taldalhatd missense varidnsok patogenitdsanak
eldrejelzésében [29,40,41]. Ezek az algoritmusok képesek komplex mintdzatok felismerésére nagy
adathalmazokban, igy timogatva uj biomarkerek felfedezését és driver mutaciok azonositasat [42].

A multiomikai adatok integracidja szintén kulcsfontossagii szerepet jatszik a precizids
onkologiaban. A genomika, a transzkriptomika és a proteomika egylittes elemzése lehetdvé teszi
a tumorbioldgia mélyebb megértését €és 1) terapias célpontok azonositdsat. Az ilyen integralt
megkozelitések nemcsak a molekularis eltérések kozotti Osszefliggések feltarasat teszik lehetove,
hanem hozzajarulnak j biomarkerek azonositasdhoz is, amelyek prognosztikai vagy terapias
jelentdséggel birhatnak [43-45].

Osszességében ezek az innovativ moédszerek nemcsak pontosabba teszik a VUS-ok
patogenitasanak meghatarozasat, hanem hozzdjarulnak ahhoz is, hogy ezek alapjan személyre

szabott terapiak keriiljenek kifejlesztésre.

3.2 A TP53 gén és a mieloid neoplaziak

3.2.1 A TP53gén

A TP53 gén, amely a 17-es kromoszoma rovid karjan (17p13) helyezkedik el, az emberi
daganatokban leggyakrabban érintett gén. Mutacioi az 6sszes malignus megbetegedés tobb mint
50%-ban el6fordulnak, ami kiemeli a gén kozponti szerepét a daganatképzddésben és a
progresszidban [46,47]. A TP53 altal kodolt TP53 fehérje egy 393 aminosavbdl allo transzkripcios
faktor, amely alapvetd szerepet jatszik a sejtciklus szabéalyozdsdban, a DNS javitasban, az
apoptdzis kivaltasaban €és a genom stabilitasanak fenntartdsdban. E funkciok miatt a TP53-at
gyakran nevezik a ,,genom 6rzdjének” (guardian of the genome), mivel kulcsszerepet tolt be a

sejtek normalis mitkodésének fenntartasaban és a daganatképzdédés megakadalyozasaban [47].
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A TP53 fehérje tumorszuppressziv funkciéi kozé tartozik a karos sejtosztodas
megakadalyozasa azaltal, hogy lehetové teszi a DNS karosodasok kijavitdsat még a sejtosztodas
elétt. Amennyiben a kdrosodas irreverzibilis, a TP53 aktivalja az apoptotikus utvonalakat, emellett
transzkripcids aktivitdsa révén szamos DNS javito gént aktival, amelyek hozzajarulnak a genom
integritasdnak helyreallitasdhoz [47]. A TP53 aktivaciojat kiilonbozd stresszhatasok valtjak ki,
példaul hipoxia, hdésokk vagy DNS-karosodds. Az aktivaci6 mechanizmusa fOként
poszttranszlaciés modositasokkal torténik, amelyek koziil az N-termindlis transzaktivator
doménben (TAD) talalhato szerin- €s treonin foszforilacidk kulcsszerepet jatszanak [48].

A TP53 mutacidi két f6 tipusba sorolhatok: szomatikus és csiravonalbeli mutaciok. A
szomatikus mutaciok egy adott daganatban fordulnak elé és lokalis genetikai karosodasok
kovetkezményei, mig a csiravonalbeli mutaciok orokolhetdk, és az egész szervezetben jelen
vannak. A csiravonalbeli 7P53 mutaciok feleldsek olyan 6rokletes malignus szindromakeért, mint
példaul a Li-Fraumeni szindroma (LFS), amelyet korai életkorban kialakulé emldrék, szarkémak,
agydaganatok és adrenokortikalis karcinomak jellemeznek [49,50].

A TP53 mutéaciok funkcionalisan harom f6 kovetkezménnyel jarhatnak: a fehérje tumor-
szuppresszios funkcidjanak elvesztése (loss of function, LOF), dominans negativ hatés kifejtése
(dominant negative effect), vagy j onkogén aktivitasok szerzése (gain of function, GOF) [51,52].
A leggyakoribb mutaciok misszensz tipustiak, amelyek a TP53 DNS-k&td doménjében (DBD)
fordulnak el6 (5-8. exon), és jelentds mértékben hozzajarulnak a daganatok agresszivitdsdhoz €s
rossz prognézisahoz [50,53].

A TP53 mutéciok eléfordulési gyakorisaga és prognosztikai jelentdsége jelentdsen valtozik a
daganatok tipusatol fliggéen. Emlddaganatokban koriilbeliil az esetek 30%-aban talalhaté meg
TP53 mutacid, amely kiilondsen rossz progndzissal jar az dsztrogénreceptor-pozitiv altipusokban
[54], és rosszabb taléléssel tarsul mind Ossztalélés (OS), mind betegségspecifikus tulélés
tekintetében [54]. Vastagbéldaganatok esetében ez az arany elérheti az 50%-ot is, kiilondsen
eldrehaladott stddiumokban [50], ahol a transzaktivacios képességet inaktivaldo mutaciok
gyakoribbak ¢és rosszabb prognoézissal tarsulnak, valamint befolyéasoljak a kezelésre adott valaszt,
kiilondsen az S-fluorouracil (5-FU) alapti kemoterdpidk esetében [55]. Nem kissejtes
tiidédaganatban (NSCLC) a TP53 mutacidok gyakorisaga koriilbeliil 40%, mig hepatocellularis
karcindmakban ez az arany 30% [56,57]. A méhnyakot érint6 malignus elvaltozasokban azonban
nem maga a TP53 gén mutacidja domindl, hanem annak indirekt inaktivalasa a magas kockazata
human papilldémavirus (HPV) E6 onkoproteinje altal, amely eldsegiti a TP53 ubiquitin-fiiggd
lebomlasat [58].

Osszességében a TP53 gén kozponti szerepet jatszik mind a daganatok kialakuldsaban, mind

azok progressziojaban. Mutacidi nemcsak diagnosztikai és prognosztikai értékkel birnak szdmos
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daganattipus esetében, hanem potencialis célpontokat is kindlnak 1j terapids stratégiak
fejlesztéséhez. Az ilyen célzott terapidk kidolgozéasa azonban tovabbi kutatasokat igényel annak
érdekében, hogy jobban megértsik a 7P53 mutans tumorok bioldgiai sajatossagait és azok

terapiara adott valaszait.

3.2.2 A TP53 gén szerepe a mieloid neoplaziaban

A TP53 gén mutacidi kiemelkedd jelentdséggel birnak a MDS ¢és az AML patogenezisében,
tovabba meghatarozo prognosztikai értékkel rendelkeznek. Az MDS és AML esetében a 7P53
mutaciok jelenléte gyakran tarsul komplex kariotipussal €s terapiarezisztenciaval, amelyek
jelentdsen rontjak a betegek tulélését. Ezen mutaciok egyedi biologiai entitdst hoznak létre,
amelyet rossz prognézis és terapias valasz jellemez [59,60] A legjabb eredmények szerint a
TP53-mutaciok - tobbnyire misszensz tipustiak - az Gjonnan diagnosztizalt (de novo) MDS/AML
esetek 5-10%-aban, mig a terapiaval dsszefiiggd MDS/AML esetek 30-40%-aban fordulnak eld,
¢s a mutaciok altal kialakuld domindns negativ hatas illetve funkciovesztés a rendkiviil rossz
prognoézis 6 oka [61].

A TP53 mutaciok MDS-ben ¢és AML-ben szenvedd betegek teljes tulélésének egyik
legerdsebb fiiggetlen prediktorai. Bejar és munkatarsai (2011) [62] kimutattak, hogy a TP53
mutans betegek median talélése minddssze 5-12 hoénap volt, szemben a vad tipusa 7P53-val
rendelkezd betegek 66 honapos median talélésével. A prognosztikai hatis szoros Gsszefiiggeést
mutat a VAF-val: magasabb VAF (>40%) esetén rovidebb talélést figyeltek meg, mig alacsonyabb
VAF-értékekkel rendelkezd betegeknél kedvezObb kimenetel tapasztalhatd [63]. A biallélikus
inaktivacidhoz vezetd "multihit" 7P53 mutaciok kiilondsen rossz prognozissal tarsulnak, gyakran
gyors betegségprogresszioval és terapiarezisztenciaval jarnak [3].

Az intratumoralis genetikai heterogenitas jelentds szerepet jatszik az MDS ¢és AML
progresszidjaban. A TP53 fiiggd és fiiggetlen klonok egyidejii jelenléte hozzajarulhat a betegség
bioldgiai sokszinliségéhez és a terdpias rezisztencia kialakuldsdhoz [62,63]. A TP53 mutaciok
altalaban korai, "trunkalis" eseményekként jelennek meg, €s domindns klonokka fejlddnek,
kiilondsen kemoterapia vagy sugarkezelés altal kivaltott szelekcios nyomads hatésara [64]. Szamos
TP53 fiiggd és fiiggetlen klon egyiitt 1étezhet, ami aldtdmasztja a tumorok széles genetikai
intratumoralis heterogenitasat [65]. Az érzékeny szekvendldsi technikdk alkalmazésa
kulcsfontossagu az MDS diagnosztikajaban, mivel mar a kezdeti diagnozis soran is kimutathatok
olyan kis szubklonok, amelyek késObb terapias rezisztencidhoz vezethetnek [62].

Az1j terapias stratégiak terliletén szamos igéretes megkdzelités jelent meg a 7P53 mutacioval
rendelkez6 MDS és AML kezelésében. Az immunterapidk, példaul a PD-1/PD-L1 gatlok,
bispecifikus antitestek és kimérikus antigén receptor (CAR) T-sejt terapiak, 0j lehetdoségeket
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kinalnak az immunrendszer daganatellenes aktivitasanak fokozasara [66,67]. A TP53 szerkezetet
moduldlé szerek, mint az eprenetapopt (APR-246), célzottan probaljak helyreallitani a TP53
funkcioit, igéretes eredményeket mutatva korai klinikai vizsgalatokban [68]. Egy masik igéretes
megkdzelités a magrolimab nevii anti-CD47 monoklonalis antitest, amely el0segiti a daganatos
sejtek fagocitozisat a CD47-SIRPa jelatviteli itvonal blokkolasaval, amely hatékonysagat jelenleg
klinikai vizsgalatokban értékelik [69,70]. Ezenkiviil olyan kombinéciods terapidk, mint az arzén-
trioxid és a decitabin alkalmazésa, valamint Uj gyogyszerek, példaul az idasanutlin (MDM?2
inhibitor), szintén biztatd eredményeket mutattak MDS-ben és AML-ben [3]. E stratégiak
jelentdsége kiillonosen azoknal a betegeknél né meg, akiknél - a gyakori terapiarezisztencia és
relapszus okan - az allogén hematopoetikus sejttranszplantacié (allo-HCT) nem hoz tartds
betegségmentes tulélést, igy az 11j terapiak célja nemcsak a teljes remisszid aranyanak javitasa,

hanem a péaciensek életmindségének fokozasa is [10,71].

3.2.3 Mieloid neoplaziaval osszefiiggé akut mieloid leukémia

Az akut mieloid leukémia mielodiszplazidval Osszefiiggd valtozasokkal (AML-MR) egy
kiilonalld, magas kockazatu betegségformanak tekinthetd, amely az AML-esetek 24-35%-at teszi
ki [72,73]. Az AML-MR diagnézisa a leglijabb WHO ¢és ICC (International Consensus
Classification of Myeloid Neoplasms and Acute Leukemias) osztalyozasok szerint morfologiai,
genetikai vagy klinikai jellemzdk (példaul megel6z6 az MDS-hez kothetd citogenetikai eltérések,
illetve a korabbi MDS/MPN transzformécio) alapjan torténik. Ezeknél a betegeknél rendszerint
komplex kariotipus figyelheté meg, és a terapiarezisztencia is gyakoribb, ami Osszességében
alacsonyabb remisszios aranyt és rovidebb tulélést (gyakran kevesebb mint 1 év) eredményez. A
standard intenziv indukcids protokollok hatékonysaga altaldban erdsen korlatozott, részben a
magas ¢€letkor €s tarsbetegségek, részben pedig a leukémids klonok genetikai sokfélesége miatt. A
liposzoémas daunorubicin-citarabin (CPX-351) alkalmazasa az AML-MR esetében - kiilondsen a
60 év feletti betegek korében - hosszabb teljes tilélést eredményezett a hagyomanyos 7+3
protokollhoz képest, ugyanakkor a teljes remisszio aranyéanak javitasa tovabbra is kihivast jelent.
Az allo-HCT egyes betegekben potencialisan gyogyulashoz vezethet, de az AML-MR-es
paciensekben e beavatkozast kdvetden is magas a relapszus kockazata és korlatozott a hossza tava
tulélés. A célzott terapiadk, koztik az immunterapids megkozelitések és a TPS53 funkcionalitasat
helyreallito gyogyszerek igéretesnek bizonyulhatnak a magas kockazati betegcsoport
kezelésében, am tovabbi, jol megtervezett klinikai vizsgélatok sziikségesek annak érdekében, hogy
az AML-MR-ben szenvedd paciensek szamara hosszu tavu terapids elényt és érdemi életmindség

javulést lehessen elérni [10,61,64].
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3.3 A BCOR és a BCOR-atrendezodéssel jaro szarkomak

3.3.1 A génatrendezodések szerepe tumoros meghetegedésekben

A kromoszomalis atrendezddések - beleértve a génfuzidk kialakulasat is - a daganatok egyik
kritikus genetikai eseményének szamitanak, és szamos kiilonb6z6 tumor (koztiik hematologiai €s
szolid daganatok) patogenezisét meghatarozhatjak [74,75]. A génatrendezddések tobbféle modon
jarulhatnak hozza a karcinogenezishez. Egyes esetekben uj, konstitutiv onkogén fehérjék jonnek
létre, amelyek alland6 aktivacidt vagy jelatviteli zavarokat idéznek elé (ALK-, RET-, vagy
BCR::ABL-f0zi6k), mig maskor a génfuziok meghatarozott transzkripcids kontrollt, epigenetikai
szabalyozast vagy alternativ genetikai Utvonalakat aktivalhatnak [76]. Szdmos diagnosztikai €s
terapias protokoll ma mar kifejezetten a génfuzidk jelenlétének kimutatasara tdmaszkodik: a
célzott gyodgyszerek - példaul tirozin-kindz gatlok - alkalmazasa akkor lehet a leghatékonyabb, ha
a tumor onkogén fzids fehérjéit gatoljak [77]. A kromoszomalis atrendezddések kdvetkezményei
nem korlatozddnak az onkoproteinek termelddésére: a fuzios gének olyan nem kodold RNS-eket
(példaul hosszi nem koédold RNS-eket vagy cirkularis RNS-eket) is létrehozhatnak, amelyek
kozvetve modosithatjak a sejtek proliferacios, apoptotikus vagy differencialodasi folyamatait [75].

A génszerkezeti valtozasok sokszinli kvantitativ és kvalitativ eltéréseket hozhatnak 1étre: a
génatrendezddés gyakran feleldssé tehetd a primer klondlis eseményért (mint példaul a klasszikus
Philadelphia-kromoszéma esetében), de a tumor evolucidja sordn ujabb fuzids variansok is
megjelenhetnek, amelyek terapiarezisztenciat €s betegségkijulast okozhatnak [74]. Mindezek
alapjan napjainkban mar rutinszeri a molekuldris diagnosztika keretében végzett célzott
szekvenalasi, FISH, vagy real-time qPCR vizsgalat, amely képes fényt deriteni az esetlegesen jelen
1évo, daganatképzddésért felelds kromoszomalis atrendezdédésekre. A modern, ,,precizios
onkologiai” megkozelitések egyik célja, hogy az adott betegnél kimutatott fizids gének €s azok
fehérjetermékei specifikus tdmadaspontként szolgalhassanak, igy maximalizalva a terapids valasz

¢s minimalizalva a mellékhatasok esélyét [76,78].

3.3.2 A szarkémas megbetegedések altalanos jellemzoi

A szarkémak a mesenchimalis eredetii rosszindulati daganatok koz¢é tartoznak, amelyek a test
kiilonb6zé kotd- €s tdmasztoszoveteiben alakulnak ki, beleértve a csontot, porcot, izmot,
zsirszovetet és ereket [75,79,80]. Rendkiviil heterogén csoportot alkotnak, tobb mint 100
kiilonbo6z6 altipussal, amelyek klinikai és molekularis jellemzdik alapjan osztalyozhatok. Ezek a
daganatok két {6 kategéridba sorolhatok: csontszarkomdk és lagyrészszarkomak. A
csontszarkomak kozé tartozik az osteoszarkoma, Ewing-szarkéma és kondroszarkoma, mig a

lagyrészszarkomak kozé sorolhatok példaul a liposzarkoma, leiomyoszarkoma és
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gasztrointestindlis stroma tumorok (GIST). A szarkomak egyes altipusai - példaul a
differencidlatlan kisméretli kereksejtes szarkomak - kiilonosen fontosak a molekuldris
diagnosztika és célzott terapidk szempontjabol, mivel ezek gyakran genetikai atrendezddésekkel,
példaul BCOR génfluzidkkal tarsulnak [81-85].

A szarkomak genetikai hatterének egyik legfontosabb jellemzdéje a kromoszomalis
atrendezddések jelenléte, amelyek génfuzidkat eredményeznek. Ezek a fuzidk transzkripcios
faktorokat vagy epigenetikai szabalyozokat érintenek, és alapvetden megvaltoztatjadk a sejtek
biologiai viselkedését. Példaul az EWSRI::FLII fuzi6 az Ewing-szarkdmaban egy kimerikus
transzkripcids faktort hoz 1étre, amely szamos downstream célgén expresszidjat szabalyozza,

crer

BCOR-atrendezddéssel jaro szarkéma (BRS) patogeneziséhez vezet [82].

3.3.3 A BCOR és szerepe a daganatokban

3.3.3.1 A BCOR gén

A BCOR (BCL-6 korepresszor) gén az X kromoszoma rovid karjan, az Xpl1.4 régioban
helyezkedik el, és egy 1755 aminosavbdl allo fehérjét kodol, amely transzkripcids represszorként
mikodik [88,89]. A gén szamos alternativ exonbol all, amelyek kiilonb6z6 izoformak 1étrejottét
teszik lehetdvé, de ezek koziil csak néhany képes ismert fehérje interakciokra, attol fliggden, hogy

a splicing soran mely domének maradnak meg [90].

3.3.3.2 A BCOR fehérje, funkcionalis doménjei és interakcios partnerei

A BCOR fehérje széles korben expresszalodik az emberi szovetekben, és alapvetd szerepet
jatszik az embriondlis fejlédésben, a sejtdifferencidcié szabalyozasdban, valamint az epigenetikai
mechanizmusokon keresztiil torténd génszabalyozasban [88,89,91-95]. A BCOR fehérje tobb
kulcsfontossagu funkcionélis doménnel és interakcios hellyel rendelkezik. A BCL-6 k6t domén
(Bbs) (498-514 aminosav) a BCL-6 transzkripcios represszorral 1ép kolcsonhatasba a BCL-6 POZ
doménjén keresztiil, eldsegitve annak géncsendesitd aktivitdsat[88,96]. Ez a kapcsolat kritikus a
B-sejt germinalis kdzpontok kialakitdsdban, és a BCOR itt specifikus 1. és II. osztaly hiszton-
deacetildzokkal (HDAC) is kolcsonhat, tovabb fokozva a repressziot[88,97,98].
Meghatarozo régidja a PUFD (PCGF Ubiquitin-szerii fold diszkriminator) domén, amely a
Polycomb csoport RING finger homolog 1 (PCGF1) RAWUL doménjéhez kotddik. Ez az
interakcié alapvetd6 a nem-kanonikus Polycomb repressziv komplex (ncPRCI1.1)
Osszeszerelésében [93,94,99]. Az ncPRCI1.1 komplex hiszton modifikéaciok (pl. H2AK119ub)

------

sejtsorsdnak meghatarozasaban [92,94,100]. A BCOR az ncPRC1.1 komplex részeként részt vesz
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a homeobox (HOX) gének represszidjaban is [93,99], ami kritikus az embrionalis fejlédés soran
[101,94,102]. Az epigenetikai szabalyozason keresztil a BCOR részt vesz olyan gének
csendesitésében is, amelyek kontrollaljadk a sejtciklust vagy apoptoézis Utvonalakat [92,94]. A
PRCI1.1 komplexen beliili szerepe mellett a BCOR a H2AK119ub révén eldsegitheti a PRC2
kapcsolddasat is bizonyos kromatin régiokhoz [94,103].

Tovabbi fontos interakcidés hely az AF9-cel (MLLT3) valo kotési régié (Mbs) (1123-1245.
komplexekhez kapcsolddo epigenetikai szabalyozéasban [104].

A BCOR szorosan kolcsonhat a KDM2B hiszton-demetildzzal is. Ez az interakcio alapvetd
fontossagi a ncPRC1.1 Gsszeszerelése soran, mivel lehetévé teszi annak pontos lokalizacigjat
specifikus CpG-szigetekhez [105,106]. A KDM2B-hez val6 kotddést elsésorban két
kulcsfontossagi motivum medialja. A PUFD domén hierarchikus modon kolcsonhatasba 1ép a
PCGF1 RAWUL doménjével, amely lehetdveé teszi a KDM2B komplexben valé részvételét. Ez az
interakcid stabilizalja a PRC1.1 komplexet és biztositja annak epigenetikai aktivitasat [93,99,107].
A BCOR fehérje specifikus szekvencidi - kiilondsen azok, amelyek prolinban és savas-oldallanccal
rendelkezd aminosavakban gazdagok - kozvetleniil kapcsolodnak a KDM2B katalitikus

crer

génszabalyozasi helyekre, ahol CpG-szigetek talalhatok [103,108].

3.3.3.3 A BCOR gén szerepe a tumorgenezisben

A BCOR gén mutacidit szamos betegségben leirtdk [90]. Germline mutéaciok esetén
heterozigdta néknél oculofaciocardiodental (OFCD) szindromét okozhatnak, amely ritka genetikai
rendellenességként kraniofacialis, sziv- és szemfejlodési rendellenességekkel jar egyiitt [109].
Szomatikus mutacidk gyakran fordulnak eld hematologiai malignitasokban, példdul MDS és
AML-ben [60,110]. Az MDS-ben szenvedd betegek korében a BCOR muticiok rossz
prognosztikai tényezot jelentenek, mivel alacsonyabb taléléssel és nagyobb AML transzformacios
kockézattal tarsulnak [111,112]. Ezen kiviil a BCOR internal tandem duplikécioi (ITD) és fuzios
eseményei i1s jelentds szerepet jatszanak kiilonboz0 daganatok kialakuldsaban. Az ITD-k
leggyakrabban a PUFD domént érintik, ami megvaltoztatja annak funkcionalis aktivitasat. Ezeket
az eltéréseket gyakran figyelték meg vesedaganatokban, példaul a vese vilagos sejtes
szarkomajaban, kozponti idegrendszeri daganatokban, magas rizik6ji meéhszarkomakban és

primer csontszarkomakban [113-118].

3.3.4 A BCOR-atrendezodéssel jaro szarkomak
A BRS egy ritka mesenchimalis daganattipus, amely elsdsorban fiatal betegeket érint. A WHO

cres
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lagyrész differencialatlan kisméretli kereksejtes szarkomainak" harmadik kiilonallo alcsoportjaba
tartozik [119]. A BRS hisztologiai jellemzdi, immunprofilja és génexpresszios mintazatai eltérnek
azoktol a kereksejtes szarkémaktol, amelyekben az EWSRI gén fuzidja nem-ETS (non-E26
transformation-specific) géncsaladba tartozokkal fordul eld, valamint a Capicua transzkripcios
represszorral (CIC) atrendezett szarkomaktol [120]. A BCOR-hoz kapcsolddo leggyakoribb
genetikai eltérések kozé tartoznak az ITD-k és a transzlokaciok, amelyek génfuzidkat
eredményeznek. A G2/mitotikus-specifikus ciklin-B3 (CCNB3) a BRS-ben azonositott
leggyakoribb fuzios partner [82,121]. A molekularis diagnosztikai modszerek, kiilondsen az NGS
elterjedésével Gjabb fuzidkat azonositottak: 2016-ban Spacht és munkatarsai két 1) faziot irtak le:
BCOR::MAML3 (mastermind-like protein 3) és ZC3H7B::BCOR (zinc finger CCCH domain-
containing protein 7B) [122], ezt kovetden Kao és munkatarsai 2018-ban fedezték fel a
KMT2D::BCOR (histone-lysine N-methyltransferase 2D) [120], mig Yoshida és munkatarsai
2020-ban a CIITA::BCOR (MHC class II transactivator) génatrendezddést [123]. Legutobb, 2022-
ben Vassella és munkatarsai azonositottak az RTL9::BCOR génfuziot (retrotransposon gag-like
protein 9, amelyet retrotranszpozon gag domén-tartalmt fehérje 1-ként is emlitenek). Ez a fuzios
fehérje egyedi modon tartalmaz egy nem-kanonikus BCOR-t, amelybdl hianyzik a 1168-1201
régio, igy megfelel a BCOR-2 fehérje izoformanak [124]. Kutatdcsoportunk 2023-ban egy tovabbi
génfuziot irt le BRS-ben: BCOR::CLGN (calmegin) [125]. Ezen kiviil Cocchi és munkatarsai
2024-ben két 1) BCOR-2 izoform fuzios fehérjét azonositottak, a BCOR::MAML I-t (mastermind-
like protein 1) és az AHR::BCOR-t (aryl hydrocarbon receptor) [126].

3.3.4.1 Diagnosztika és kezelés

A BRS leggyakrabban gyermekeknél, serdiiloknél €s fiatal felndtteknél fordul eld, dontéen
csontokban (pl. végtagokban, gerincben) vagy lagyrészekben [120,127]. Klinikai képiikre
jellemzd a gyors novekedés és a metasztazis képzd hajlam, noha a végleges diagndzist leginkabb
Osszetett molekularis vizsgélatok - példaul RT-qPCR, FISH, illetve NGS - segitségével lehet
felallitani [122,128,129]. A diagndzis megallapitasdban a morfoldgiai és immunhisztokémiai
jellemzdk jatszanak kulcsszerepet. A tumorok sejtes dllomanyat kisméretii, kerek vagy esetenként
orso alaku sejtek alkotjak, amelyek BCOR THC esetén erds nukledris pozitivitdst mutathatnak;
ezzel szemben a CD99 altalaban gyengén, foltszeriien pozitiv vagy negativ [120,127]. Radiologiai
vizsgalatok, példaul az MRI, extraosszealis lagyrészbe terjedd folyamatot tarnak fel, ami bizonyos
esetekben hasonlithat az Ewing-szarkomak képére [128,130].

A terapias megkozelitések tekintetében jelenleg nincs egységesen elfogadott protokoll, jorészt

a daganat ritka el6forduldsa miatt [127]. Gyakran alkalmazzdk az Ewing-szarkomara kifejlesztett

.....
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sebészi reszekcio €s sziikség szerint sugarkezelés egészit ki [120,131]. Az irodalmi adatok szerint
azonban a nem-Ewing-alapu terapias megkozelitések is kozel azonos eredményeket mutathatnak,
ezért elképzelhetd, hogy a BRS szamara sajat, specifikusabb kezelési algoritmus kidolgozasa valik
sziikségessé [128]. A lokalizalt esetekben az 6t éves tilélési arany altalaban 70-80% koriil mozog,
mig a metasztatikus megbetegedések progndzisa jelentésen rosszabb [120,127,131]. A
molekularis diagnosztikai modszerek fejlédése kiemelt fontossagli a BRS korai felismerésében, a

helyes terapids dontéshozatalban és a betegek hosszl tavua életmindségének javitdsaban [122,131].
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4. Célkituzések

Munkank célul tizi ki a malignus elvaltozasok hatterében allo két alapvetd molekularis

genetikai eltérés, a kisebb méretii, nukleotid bazisokat érint6 aberraciok (SNV, indel) és a nagyobb

kiterjedésii, strukturalis valtozasokat eredményezd génfuzidk (transzlokaciok) tanulmanyozasat.

Ennek megvaldsitasa érdekében az egyik leggyakoribb onkohematologiai betegségekhez vezetd

eltérés, a TP53 gén variansok, és az egyik legritkabb lagyrész szarkomakban eléfordulo BCOR

génatrendezddések vizsgalatat tervezziik elvégezni. Az jgeneracios szekvenalas soran kimutatott

ismeretlen klinikai jelentdségli nukleotidokat érintd eltérések és génfuzidk fehérje szinten torténd

elemzése in silico bioinformatikai programok segitségével kivanjuk megvaldsitani.

L.

A TP53 gén mutacidinak klinikai ¢és molekuldris jelentdségének vizsgalata
mielodiszpldzias szindroméaban (MDS) és akut mieloid leukémidban (AML) szenvedd
betegekben.

A TP53 gén mutdcidinak klondlis heterogenitdsanak vizsgalata MDS ¢és AML
csontveldmintakban.

A TP53 mutacids statusz és a hematopoetikus rendellenességek sulyossdga kozotti
Osszefiiggések vizsgalata.

A TP53 gén mutacidi altal okozott TP53 fehérje szerkezeti és funkcionalis valtozasainak
in silico elemzése, kiilonos tekintettel a fehérje-fehérje és fehérje-DNS kdlcsonhatasokra.
Kiilonb6zd patogenitasi pontozasi rendszerek Osszehasonlitisa a 7P53 génmuticiok
értelmezésének megkonnyitésére.

A TP53 fehérje stabilitdsanak valtozasait vizsgalo in silico szekvencia- és szerkezetalapt

elemzések elvégzése.

I. A BCOR-atrendezddéssel jard szarkomak (BRS) onkogén mechanizmusanak feltarasa in silico

megkozelitésekkel.

A vizsgalt betegcsoport (BRS) jelenleg elérhetd irodalmi adatainak Osszegytijtése,
beleértve a fuzios gének cDNS szekvencidit, amelyek reverz transzkripcios valos idejii
PCR (RT-qPCR) és szekvenalasi adatokon alapulnak, valamint a fuzios fehérjék
aminosavszekvenciainak Osszeallitasa.

In silico megkdzelitések alkalmazasa a fuzids fehérjék szekvencidinak és szerkezeteinek
elemzésére, kiilonos tekintettel a funkcionalis domének valtozasaira és a fehérje-fehérje
kolesonhatasokra.

A fazios fehérjék 3D szerkezeteinek felépitése, a BCOR fuzidval rendelkezd szarkomak
onkogén mechanizmusanak tanulményozasa, ideértve a RAWUL-PUFD domének kotési

affinitdsanak valtozésait és azok hatasat a PRC1 komplexen beliili kolcsonhatasokra.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 TP53 mutaciok molekularis és in silico fehérjeelemzése mielodiszplazias neoplaziakban

és akut mieloid leukémiaban

5.1.1 A mintak kivalasztasa és a vizsgalat felépitése

A betegeket a Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont, Hematoldgiai Tanszékén kezelték.
Formaldehiddel fixalt, paraffinba agyazott csontveld-biopszia szovetmintdkat (formaldehyde-
fixed paraffin-embedded, FFPE) retrospektiv modon elemeztiink &sszesen 77 olyan betegtdl,
akiket a WHO 2022-es iranyelvei szerint AML-MR, megnovekedett blasztaranya MDS (MDS-
IB; 12 eset), illetve alacsony blasztaranytt MDS (MDS-LB; 39 eset) kategoridkba soroltak 4t a
Debreceni Egyetem, Klinikai K6zpont, Patologiai Intézetében. A hematoxilin-eozinnal (H&E)
festett metszeteket patologus kategorizalta. A citogenetikai elemzést a rutindiagnosztikai eljaras
részeként végezték el. A vizsgalatokhoz etikai engedélyekkel rendelkeztiink (60355-2/2016/EKU
¢és 1V/8465-3/2021/EKU). A tanulmanyok a Helsinki Nyilatkozat irdnyelveinek megfelelden
zajlottak.

5.1.2 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A H&E metszetek vizsgalatat kovetden TP53 THC elemzést végeztiink Do-07 klonnal (Dako,
Agilent Technologies Company, Santa Clara, CA, USA). Az IHC pozitivitast akkor allapitottuk
meg, ha a TP53 festési intenzitdsa magas (3+) volt, és legalabb a sejtek 10%-a pozitivnak

bizonyult.

5.1.3 DNS izolalas FFPE mintakbél

Az FFPE szovetek genomikus DNS-ének (gDNS) kinyeréséhez a QIAamp DNA FFPE Tissue
Kit-et (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznaltuk. Az izolalast a gyarto utasitasai szerint végeztiik,
és a gDNS-t 50 pL elual6 pufferben oldottuk fel. A DNS koncentraciokat a Qubit dsDNS HS
Assay Kit segitségével mértiik Qubit 4.0 Fluorométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA).

5.1.4 Ujgeneracios szekvenalas

A gDNS fragmentalasat kovetden a konyvtarakat az Accel-Amplicon Comprehensive TP53
panel (Swift Biosciences, Ann Arbor, MI, USA) segitségével hoztuk létre. A szekvenalast MiSeq
rendszerrel végeztiik (MiSeq Reagent Kit v3 600 cycles, Illumina, San Diego, CA, USA). A

konyvtarakat (végsd koncentracio: 4 nM, egyenld molaritas szerint 6sszemérve) 0,2 nM NaOH
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hozzaadéasaval denaturéltuk, majd Illumina hibridizacids pufferrel (San Diego, CA, USA) 40 pM-
ra higitottuk. A végs6 betoltési koncentracio 10 pM kdnyvtar és 5% PhiX volt. A szekvenalast a
MiSeq hasznalati utasitdsanak megfeleléen végeztik. Az elkészitett konyvtarakat multiplex
formaban szekvenaltuk paros végl futtatassal, hogy 2 x 150 bp hosszisagu readeket nyerjiink
legalabb 250X lefedettséggel. Az adapterektdl trimmert fastq fajlokat a MiSeq Reporter (Illumina,
San Diego, CA, USA) segitségével generaltuk.

A nyers szekvencia adatokat a NextGENe szoftverrel (v.2.4.3.; SoftGenetics, State College,
PA, USA) elemeztiik SNV ¢és indel jelenlétének kimutatasara. A szekvencidk illesztéséhez a
GRCh37 (UCSC hgl9) referencia genomot hasznaltuk. Az egyes variansok esetében a cut-off 5%
VAF volt.

Az NGS vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont, Patologiai Intézet,
Molekularis Daganatpatologiai Laboratoriumaban végeztem, a laboratérium munkatarsainak

kozremikodésével.

5.1.5 Inssilico fehérjeelemzés

A TP53 fehérjére (P04637, P5S3_HUMAN) vonatkozo6 informacidkat az UniProt adatbazisbol
¢s az RCSB Protein Data Bankbdl gytjtottiik dssze. A trunkalt fehérjék haromdimenziés (3D)
szerkezeteit a Robetta szoftver segitségével épitettiik fel [132,133]. A mutaciok altal érintett TP53
fehérje poszttranszlacios modositasi (PTM) helyeit a PhosphoSite Plus weboldal segitségével
azonositottuk [134]. A szekvenciak strukturalis rendezetlenségi meghatarozasat az [UPred3
webszerverrel végeztilk [135]. A masodlagos szerkezet becslésére a GORIV alkalmazast
hasznaltuk [136]. A variansok szekvenciaalapt (Seq) stabilitasvéltozasait az [-Mutant2.0 [34] és
a DDGun [137,138] szerverekkel, alapértelmezett paraméterekkel allapitottuk meg. A
szerkezetalapu (struk) stabilitasi tesztekhez az [-Mutant2.0 [34], a DynaMut2 [36] ¢s a DDGun3D
[137,138] alkalmazasokat hasznaltuk. A predikciokat szamos TP53 kristaly-szerkezet (Cry)
(5MCT, 5SMG7, SMF7 [139], 1AIE [140], 1C26 [141], 2FOO [142], 1YCS5 [143]) és az AlphaFold
(AF) [35,144] nagy pontossagu mélytanulasi algoritmus altal épitett 3D modellek felhasznalasaval
végeztiik. A mutaciok fehérjestabilitasra gyakorolt prediktalt hatasat (AAGsubilitas €rték) a
kisérletileg meghatarozott eltéresekkel a p.G245S [145] és p.R248Q [146] mutacidk esetében
hasonlitottuk 6ssze, mivel kisérleti adatok csak ezekben az esetekben alltak rendelkezésre. A
DynaMut2 és DDGun3D stabilitdsvizsgalatokhoz olyan emberi TP53 kristalyszerkezeteket
(5MCT, 5SMG7, SMF7) hasznéltunk, amelyek csak a 94-293-as DNS-kot6 domént tartalmazzak,
igy a rendezetlen szakaszok kozvetlen hatdsa a AAGgubilitss becslésekben nem jelentkezett.

A fehérje-fehérje kolcsonhatdsok (PPI) vizsgalatdhoz az mCSM-PPI2 [147] programot
alkalmaztuk, hogy a p.G334R mutacié esetében kiszamitsuk a TP53 monomerek egymadsra
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gyakorolt kolcsonhatas valtozasait homotetramer szerkezetben. Valamint meghatarozzuk a
p-S362N mutacidt érintdé kolesonhatas valtozasokat az ubiquitin-karboxil-terminalis hidroldz 7
(vagy herpeszvirus-asszocialt ubiquitin-specifikus protedz; USP7/HAUSP) fehérjével torténd
interakcid soran. A PPI elemzéshez a p.G334R mutaci6 esetében a 2FOO [142] kristalyszerkezetet
hasznaltuk, mivel ez tartalmazta az USP7/HAUSP N-terminalis doménjét TP53 peptiddel
komplexben. A p.S362N mutéacio esetében olyan kristalyszerkezeteket hasznaltunk, amelyek
tartalmazzadk a TP53 tetramerikus oligomerizaciés doménjét: 10LG [148] és 1SAL [149]. A
mutans TP53 fehérjék DNS-hez val6 affinitasdnak valtozasait az mCSM-NA [150] segitségével
szamitottuk ki.

A varians fehérjék patogenitasdnak meghatarozasara a National Cancer Institute International
Agency for Research on Cancer (IARC) TP53 adatbazisat (R20, 2019. julius) [151], és annak
komponenseit (Align-GVGD [152,153], BayesDel [154,155], REVEL [32], Sift class [30],
PolyPhen2 [31], Transactivation, TransactivationClass [156], DNE LOFclass [157], DNE class
[158,159], Structure/Function class [156]), valamint a ClinVar [160—164], Varity [39], Phd-SNP*
[38] és FATHMM-XF [33] patogenitast meghatarozd pontrendszereket hasznaltuk.

5.2 A BCOR-génatrendezodéses szarkomak in silico elemzése

5.2.1 Fehérjeinformaciok

A szakirodalomban eddig ismert BCOR gént érintd kilenc fuzié nukleotid szekvenciait
vizsgaltuk [82,120,122—125]. Az Ensemble adatbazist (GRCh37.p13; GCA_000001405.14) [165]
hasznaltuk a fuziok toréspontjainak lokalizalasara és a szekvencidk manudlis Osszeéllitasara. A
kodolé aminosav szekvencidkat in silico modon hatdroztuk meg az ExPASy: Translate
segitségével [166]. A BCOR/BCOR-2, CCNB3, MAML3, ZC3H7B, KMT2D, CIITA, RTL9,
CLGN, MAMLI1 ¢és AHR fehérjék, valamint az Osszeallitott fuzios fehérjék informacioit az
szerint dupla kettOsponttal (::) jeloltik [168]). A doméninformacidkat az UniProt [167], a
Conserved Domain Database (CDD) [169] és az InterPro (verzid 5.67-99.0) adatbazisokbol
nyertiik [170]. A Gén Ontolégiai kifejezéseket (GO) az 6sszedllitott aminosavszekvencidk alapjan
hatéroztuk meg az InterPro segitségével, specifikusan a PANTHER (Protein ANalysis THrough
Evolutionary Relationships) GO kifejezéseket alkalmaztuk [171-174].

5.2.2 Fizikai-kémiai tulajdonsagok szamitasa
A fizikai-kémiai paramétereket az ExXPASy ProtParam eszkdzével szamoltuk [175], beleértve

az elméleti izoelektromos pontot (Tpl), a molekulatomeget, a pozitiv és negativ toltésii
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aminosavak 0sszesitett szamat, az extinkcios egyiitthatot (EC) [176—178], az instabilitasi indexet
(I) [179], az alifas indexet (AI) [180], valamint a hidropatia atlagértékét (GRAVY) [181]. A vad
tipusu fehérjék és a fuzios fehérjék kozotti fizikai-kémiai értékek valtozasanak kiszdmitasahoz a
kovetkezo képletet alkalmaztuk:

fuzios fehérje értéke-vad tipusu fehérje értéke

valtozas (%)= >
(%) [vad tipust fehérje értéke|

5.2.3 Szignalpeptidek és rendezetlen fehérje szakaszok predikcidja

A SignalP 6.0 programot alkalmaztuk a fehérjékben talalhato szignalpeptidek azonositasara.
Csak az eukariotakban el6forduld szekretoros szignalpeptideket (Sec/SPI) kerestiik, mivel a
bemeneti organizmusként az ,,Eukariotak™ opcidt valasztottuk [182]. A DeepLoc 2.0 tobbcimkés
prediktort hasznaltuk a fehérjék intracellularis lokalizacidjanak becslésére; ez az eszkoz
transzformator-alapt fehérje nyelvi modellt haszndl, pontos eldrejelzéseket és interpretalhatosagot
DeepLoc 2.0 alapértelmezett kiiszobértékeit: citoplazma (0,4761), sejtmag (0,5014) ¢és
endoplazmatikus retikulum (0,6090) [183]. Az eldrejelzések érvényességének ellendrzéséhez az
eredményeket Osszevetettiik az UniProt adatbazis és a The Human Protein Atlas adataival
[167,184]. Emellett a NetGPI-1.1 GPI-anchored prediktort alkalmaztuk a fehérjék
glikozilfoszfatidilinozitol (GPI) horgonyzottsag vizsgalatara. A harom elorejelz6t a
https://services.healthtech.dtu.dk/ weboldalon értiik el.

A fehérjékben taldlhato intrinszikusan rendezetlen régiok (IDRs) elérejelzéséhez az [UPred3-
at (https://iupred3.elte.hu/) hasznaltuk, amely biofizikai modellen alapuld online eszkdzzel
azonositja a nativ koriilmények kozott stabil szerkezet nélkiili teriileteket. Az IUPred3 webes
szerver segitségével 0sszehasonlitd elemzést végeztiink a vad tipusit BCOR (vBCOR) és annak
fazios fehérjéinek 1448-1633 (regionNK*linkery ¢g 1634-1748 aminosavig terjedd (region®V'P)

szakaszain [135].

5.2.4 Fehérjeszerkezetek elemzése

A BCOR-PCGFI1 ¢és PRCI.1 komplexekben részt vevd fehérjék haromdimenzids (3D)
modelljeit az AlphaFold3 (AF3) segitségével generaltuk [37]. A BCOR és a PCGF1 dimerjeit,
valamint a BCOR, a PCGF1, a KDM2B és az S-fazis kindz-asszocialt fehérje 1 (SKP1) tetramerjeit
épitettilk fel. Minden komplexhez 50 modellt készitettiink. Az altalunk generdlt modelleket
Osszevetettiik a kisérletileg meghatarozott BCOR-PCGF1 dimer szerkezettel (PDB ID: 4HPL)
[93] és a vad tipusu fehérjék modelljeivel. Az AF Server (béta) szekvencia hosszra vonatkozo
limitacioi miatt az 5480 aminosavbol all6 KMT2D::BCOR szerkezetét nem tudtuk elkésziteni.

23



A PRODIGY (PROtein binDIng enerGY prediction) web szervert [185] alkalmaztuk a kotési
affinitds becslésére, amelyet a Gibbs-féle szabadenergia-valtozas (AG, kcal mol™) ir le. A
PRODIGY webszerver strukturalis és energetikai paraméterek kombinalasaval becsli meg a kotés
soran bekovetkezd AG valtozast a fehérje-fehérje komplexek 3D szerkezete alapjan. Az algoritmus
intramolekularis kontaktokat és nem kolcsdnhato feliileti tulajdonsagokat integral a kotési affinitas
pontos becsléséhez. A BCOR-PCGF1 dimerek AG-valtozésait a teljes fehérjeszekvencia (teljes
hossz), kiillondsen a BCOR PUFD régié (1634-1748) és a PCGF1 RAWUL régi6 (167-255;
RAWUL-PUFD doménhossz) mentén vizsgaltuk. A RAWUL domén 167-177 és 185-254,
valamint a PUFD domén 1636-1748 (4HPL hossz) tartomanyait elemeztiik [93]. Ezenkiviil
kiilonboz6 kolesonhatasi feliileteket és kulcsfontossdg aminosav reziduumokat vizsgaltunk. Ez
lehetové tette a modellek Osszehasonlitasat a BCOR-PCGF1 dimer kisérleti szerkezetével,
valamint a PRODIGY alkalmazasat a relevans szekvencidkra. A fehérjeszerkezetek
vizualizaciojahoz a PyMOL szoftvert hasznaltuk [186]. A RAWUL domén 178-184-es szakaszait
kihagytuk az elemzésbol, mivel ez a hurok struktira hidnyzik a kristalyszerkezetbdl (PDB ID:
4HPL). Bar ez a régio nem lép kolcsonhatasba a PUFD doménnel, a konzisztencia érdekében
eltavolitottuk a modellezett komplexekbdl PyMOL segitségével [186], ahol a 4HPL kontrolként
szerepelt. Tovéabbi kontrollként BCOR-PUFD vad tipust dimereket generaltunk a 4HPL
kristalyszerkezet alapjan AF3 felhasznalasaval. A BCOR, PCGF1, KDM2B ¢s SKP1
heterotetramereket teljes hosszusagu szekvencidkkal (BCOR 1-1755, PCGF1 1-259, KDM2B 1-
1336, SKP1 1-163) modelleztiik és elemeztiik. A BCOR-2 izoforma jelenléte esetén a kanonikus
fehérjének megfeleld izoformszekvenciat haszndltuk. A kontakttérképet a MAPIYA
webszerverrel készitettiik 5.5 A tavolsagra vonatkozo kiiszobérték alkalmazasaval. A MAPIYA
az aminosav parok kozotti kolcsonhatasokat a tavolsag fliggvényében hatarozza meg a
fehérjeszerkezet alapjan. A megadott kiiszobértéken beliili reziduumok lehetdvé teszik a fehérje
szerkezeti szervezOdésének és kolcsonhatasi héalozatanak vizualizacigjat [187]. A PDB 4HPL

szerkezetet az RCSB Protein Data Bank-bol toltottiik le [188].

5.2.5 Molekularis dinamikai szimulaciok

A dimer szerkezetek vizsgalatira 10 ns hossziisagl molekularis dinamikai (MD)
szimulaciokat végeztiink a GROMACS szoftvercsomag segitségével [189-196]. A kilenc BCOR-
PCGF1 dimer (egy vad tipust és nyolc génfuzio) az AF altal generalt 50 replikatumabol egyetlen
szerkezetet valasztottunk ki, a legmagasabb ipTM (interface predicted template modelling) ¢€s
pTM (predicted template modelling) pontszdmok alapjan, biztositva, hogy a legstabilabb és
legmegbizhatobb konformacidkat elemezziik. A BCOR fehérjék és a PCGF1 kozotti kotddési
affinitasokat a gmx MMPBSA program segitségével szamitottuk ki, amely a molekulamechanika

24



energidkat kombinalja Poisson-Boltzmann ¢s feliileti kontinuum szolvatacios (MM-PBSA)

modszert alkalmazva, hogy nagy pontossaggal becsiilje meg az interakcids energidkat [197,198].

5.3 Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 8.0.1 és 9.5.1 szoftverrel végeztiik (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) [199]. A statisztikai probdk kivalasztasa minden esetben az
adatok tipusanak (folytonos, kategorialis), az 6sszehasonlitand6 csoportok szdmanak (ketté vagy
tobb), a csoportok fiiggetlenségének vagy Osszetartozasadnak, valamint az adatok eloszlasanak
gondos mérlegelésén alapult. Minden Osszehasonlito statisztikai elemzés elétt megvizsgaltuk az
adatok eloszlasat és a variancidk homogenitasat. A GraphPad Prism beépitett diagnosztikai
eszkozeit hasznaltuk, beleértve a normalitasvizsgalatokat (pl. Shapiro-Wilk, Anderson-Darling,
D'Agostino & Pearson, Kolmogorov-Smirnov tesztek), valamint a rezidualisok diagnosztikajat. A
szoftver lehetdséget biztosit annak megadésara, hogy feltételezziik-e a Gauss-eloszlast és az
egyenld szorast. Amennyiben a normalitds és/vagy a szorasok egyenldségének feltétele nem
teljesiilt, és ezt a szoftver diagnosztikaja is alatamasztotta, a megfeleld nem-parametrikus teszteket
vagy az ANOVA robusztusabb valtozatait (pl. Brown-Forsythe ANOVA) vélasztottuk.

Annak vizsgélatira, hogy van-e kiilonbség a TP53 fehérje patogenitdsira vonatkozd
patogenitasi pontszamai (kiilonb6zé adatbazisokbol és predikcios eszkozokbdl szarmazd
pontszamok, stabilitasi értekek) kozott a harom fiiggetlen klinikai csoportban (AML-MR, MDS-
IB, MDS-LB), egyszempontos varianciaanalizist (ordinary one-way ANOVA) alkalmaztunk,
amennyiben az adatok csoportonként normadlis eloszlast €s homogén variancidt mutattak.
Szignifikdns ANOVA eredmény esetén Tukey tobbszoros dsszehasonlitasi tesztet hasznaltunk
annak azonositasara, hogy mely specifikus csoportatlagok kiilonbéznek egymastol szignifikansan.
Amennyiben a variancidk homogenitasanak feltétele sériilt, a Brown-Forsythe ANOVA tesztet
alkalmaztuk, amelyet Dunnett T3 tobbszords 0sszehasonlitési teszt kovetett, mivel ez utobbi nem
feltételezi az egyenld varianciakat. Ha az adatok eloszlasa jelentdsen eltért a normalitastol, a nem-
parametrikus Kruskal-Wallis tesztet valasztottuk, amit szignifikans eredmény esetén Dunn
tobbszords Osszehasonlitasi teszt kovetett a csoportok paronkénti 6sszehasonlitasara, korrigélva a
tobbszoros tesztelésbdl adodo hibat.

Korrelacidés matrixot készitettlink Pearson-féle korrelacids egylitthatd (r) felhasznalasaval
annak meghatarozasara, hogy milyen lineéris kapcsolat van a stabilitast eldrejelz6 modszerek altal
generalt folytonos valtozok kozott (I-Mutant2.0, DynaMut2, DDGun és DDGun3D). A Pearson-
korrelaci6 alkalmazasa el6tt meggy6zddtiink a valtozok kozotti legalabb kozelitdleg linedris

kapcsolatrol és a normalitasrol.
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Az intrinzikusan rendezetlen régiok (IDRs) IUPred3 pontszdmainak 6sszehasonlitasara, ahol
ugyanazon fehérjéken tobb, Osszetartozd (nem fiiggetlen) mérést hasonlitottunk 6ssze, a nem-
parametrikus Friedman-probat (az ANOVA nem-parametrikus megfelel6je 0sszetartozé mintdk
esetén) alkalmaztuk. Szignifikdns eredmény esetén a paronkénti kiilonbségek azonositasara Dunn
tobbszords 0sszehasonlitési tesztet hasznaltunk.

A BCOR-PCGF1 ¢és PRCI.1 komplexek kotési affinitasértékeinek Osszehasonlitasara a
kiilonb6z6 fuzids fehérjék és a vad tipust kontrollcsoportok kozott a fentebb mar részletezett elvek
alapjan, az adatok eldzetes vizsgalatat (normalités, szordsegyenldség) kdvetden ordinary one-way
ANOVA-t (Tukey post-hoc teszttel), Brown-Forsythe ANOVA-t (Dunnett T3 post-hoc teszttel),
vagy Kruskal-Wallis tesztet (Dunn post-hoc teszttel) hasznaltunk [200-202]. A vélasztas minden
esetben a GraphPad Prism altal végzett diagnosztikai tesztek eredményein alapult.

A P <0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak minden elvégzett teszt esetében.
A grafikonok ¢€s abrak elkészitésé¢hez a GraphPad Prism 9.5.1 verziojat [202] és az IBS (Illustrator
of Biological Sequences) szoftvert hasznaltuk [203].
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6. Eredmények

6.1 A TP53 molekularis és in silico fehérjeelemzése mielodiszplazias neoplaziakban és akut

mieloid leukémiaban

6.1.1 Klinikopatologiai jellemzok

A betegek atlagéletkora 64,1 év (tartomany: 25-90) volt. Az alcsoportok atlagéletkora a
kovetkezo volt: AML-MR esetén 64,7 év (tartomany: 33-88), MDS-IB esetén 63,1 év (tartomany:
25-90), valamint MDS-LB esetén 63,9 év (tartomany: 25-89). A ndi/férfi arany: 42/35 (AML-MR:
13/13, MDS-IB: 4/8, MDS-LB: 25/14). A ndi betegek atlagéletkora 68,9 év (AML-MR: 47-88),
62,5 év (MDS-IB: 25-90) ¢és 68,9 év (MDS-LB: 43-89) volt, mig a férfiak atlagéletkora 60,6 év
(AML-MR: 33-78), 63,5 év (MDS-IB: 48-90) és 55 ¢v (MDS-LB: 25-77) volt. A TP53 IHC, az

NGS, a citogenetikai eredmények €s az 6ssztilélés (OS) adatait az 1. tablazat foglalja dssze.

1. tablazat. A betegek klinikopatologiai eredményei és az Ossztalélés (OS) adatai.
AML-MR: akut mieloid leukémia mielodisplaziaval 0sszefiiggd eltérésekkel, MDS-IB:
mielodiszplazids neopldzia emelkedett blasztarany mellett, MDS-LB: mielodiszplazias neoplézia
alacsony blasztarany mellett, CK: komplex kariotipus. Tulélési statusz: 1=elhunyt, 0=kdvetés
megszakadt.

Talélési  TPS3

Esetek Nem Eletkor (Ev) Diagnézis OS (napok) statusz  THC* TP53 NGS** Kariotipus

1 N 65 0 0 + + CK

2 F 73 119 1 + + n.a.

3 F 35 169 1 - CK

4 N 47 2506 0 1F normal
5 F 76 1244 1 A CK

6 F 64 308 1 + + n.a.

7 F 69 171 0 - CK

8 N 76 3 0 - n.a.

9 F 33 131 1 4 - normal
10 F 78 153 1 CK

11 N 53 291 1 4 + CK

12 F 64 AMLMR = 1 - - normal
13 N 73 70 1 it tetraszomia
14 N 88 95 1 - normal
15 N 83 1 0 + + CK

16 F 66 174 1 + CK

17 F 61 224 0 A normal
18 N 64 186 1 - 47,XX,+8
19 N 66 341 1 - CK
20 F 63 19 0 CK
21 N 86 224 1 n.a.
22 F 41 58 0 - normal
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23 N 56 613 1 CK
24 F 65 10 1 CK
25 N 69 16 1 CK
26 N 69 1398 1 normal
27 F 48 89 1 normal
28 F 56 32 0 n.a.
29 F 59 85 0 CK
30 N 69 989 0 normal
31 N 25 260 1 46,XX,t(8;21)/46,XX
32 F 80 20 1 CK
33 F 61 MDS-IB 199 0 normal
34 F 79 122 1 na.
35 F 59 49 0 CK
36 N 90 97 0 normal
37 F 65 309 0 normal
38 N 66 522 1 normal
39 N 52 626 0 normal
40 N 80 312 1 normal
41 N 71 494 1 46,XX,t(2;12)/46,XX,1(17;17)
42 F 64 2296 1 normal
43 N 64 754 1 n.a.
44 F 70 450 1 normal
45 F 64 918 0 normal
46 F 41 294 1 n.a.
47 N 74 710 1 46,XX,del(20q)
48 N 61 75 0 normal
49 N 58 1086 1 normal
50 N 60 993 1 normal
51 F 36 274 1 normal
52 F 60 175 1 normal
53 F 72 513 1 normal
54 N 71 MDS-LB 1105 0 normal
55 N 78 1559 0 46,XX,del(5q)/46,XX
56 N 64 20 1 n.a.
57 N 89 541 1 n.a.
58 F 68 1101 1 CK
59 F 36 203 0 n.a.
60 N 64 2137 1 normal
61 F 77 1144 0 CK
62 N 43 726 1 normal
63 N 74 947 0 n.a.
64 F 70 680 0 normal
65 F 30 135 1 normal
66 F 25 635 0 normal
67 N 84 801 0 normal
68 N 76 1245 1 normal
69 N 75 1183 0 normal
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70 N 69 988 1 normal

71 N 73 957 1 normal

72 F 58 397 0 normal

73 N 85 108 0 46,XX,del(7q)

74 N 46 358 0 46,XX,del(5q)/46,XX
75 N 71 206 1 + - normal

76 N 67 317 0 normal

77 N 73 117 1 normal

* A TP53 THC pozitivitast akkor definialtuk, ha a TP53 festddés intenzitdsa magas (3+) és a pozitiv
sejtek aranya legalabb 10% volt.

** A TP53 NGS pozitivitas olyan eset, ahol varidnst legalabb 5%-os varidns allél frekvencia és
250X lefedettség jellemezte.

6.1.2 Ujgeneracios szekvenalas

A 77 vizsgalt esetbdl 26-ban legaldbb egy TP53 muticidét azonositottunk, Osszesen 41
mutaciot detektalva (1. dbra), amelyek 30 kiilonb6z6 genotipust foglaltak magukban.
Csoportonként az alabbi megoszlast figyeltik meg: az AML-MR mintdk koziil 15 a 26-bol
(57,69%), az MDS-IB mintak koziil 4 a 12-b6l (33,33%), és az MDS-LB mintak koziil 7 a 39-bol
(17,95%) mutatott TP53 géneltéréseket. Hét esetben egyetlen mintaban két vagy tobb mutaciot is
talaltunk: 6t6t az AML-MR csoportban, egyet az MDS-IB csoportban és egyet az MDS-LB
csoportban. Az atlagos VAF 0sszességében 22,75% volt; csoportonkénti bontasban az AML-MR
esetében 34,12%, az MDS-IB esetében 35,59%, mig az MDS-LB esetében 22,83% volt. Az NGS

eredményeit a 2. tablazat foglalja 0ssze.

N239D

T253| V272M E2860fs
A161T R213X S260F R273S S362N
L93Lfs Y163Xfs E271K G334R Q375E
| 16M
TAD1 TAD2| PRR 0D LR
1 (220 | 303
PosL P152Q R248Q K373Rfs
S215N  G245S 12561
C1358
Y205C M246K G266R

C135X
M246V C275Y

1. abra. A TP53 fehérje szerkezetének sematikus abrdzoldsa és a kimutatott mutaciok.
Domének: transzaktivacidos domén 1 (TAD1) (1-40 aminosav, AA), TAD2 (40-60 AA), prolinban
gazdag régié (PRR) (60-90 AA), DNS-k6té domén (DBD) (94-312 AA), oligomerizaciés domén
(OD) (323-355 AA), valamint lizinben gazdag C-termindlis szakasz (LR) (364-393 AA). Az ,.fs”
a frameshift tipust aminosav-valtozast, az ,,X” pedig a stop kodont jeloli.

A 30 egyedi mutaciobol 25 (83,3%) a DBD-ben volt megtaldlhato (1. abra és 2. abra). A 30
kiilonbozé TP53 mutacio kozil 23 (77%) misszensz varians, négy (13%) frameshift varians,
valamint harom (10%) stop kodont eredményezett. A hét nem-misszensz mutaciobdl hat esetben

a fehérjetermék hossza csokkent, ami trunkalt fehérje képzodését eredményezte (3. abra).
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2. tablazat. A kimutatott 7P53 mutaciok és varians alléfrekvencidk (VAF).

TPS3 AA

Esetek Diagnézis T7P53 nukleotid variansok varidnsok VAF (%)
c.811G>A p.E271K 27,8
! c.715A>G p-N239D 29,14
c.824G>A p-C275Y 88,04
c.779C>T p-S260F 16,2
¢.279delG p-L93Lfs 36,66
c.814G>A p-V272M 30,7
6 c.660T>G p-Y220X 8,38
c.811G>A p-E271K 6,08
10 c.715A>G p-N239D 6,67
11 c.736A>G p-M246V 28,39
AML-MR c.811G>A p-E271K 8,28
13 c.737T>A p-M246K 8,35
c.405C>A p-C135X 5,65
15 c.817C>A p-R273S 41,02
16 c.856_869dell14 p-E286Qfs 16,96
17 c.824G>A p-C275Y 12
20 c.796G>A p-G266R 41,73
21 c.481G>A p-Al61T 73,42
24 c.403T>A p.C135S 45,06
. c.646G>A p-V216M 39,44
c.733G>A p-G245S 38,22
c.644G>A p-S215N 30,65
c.1118delA p-K373Rfs 11,59
c.767C>T p-T2561 6,82
2 c.293C>T p-P98L 6,25
c.1123C>G p-Q375E 5,6
MDS-IB
c.758C>T p-T2531 5,45
29 ¢.489delC p-Y163Xfs 70,27
0 c.743G>A p-R248Q 39,93
c.455C>A p.P152Q 38,21
34 c.614A>G p-Y205C 13,49
39 c.824G>A p.C275Y 12,2
41 c.814G>A p.V272M 13,06
c.1085G>A p-S362N 5,19
c.1000G>A p-G334R 5,04
42 T c.814G>A p-V272M 6,27
c.715A>G p-N239D 10,81
46 c.814G>A p.V272M 10,42
48 c.814G>A p-V272M 7,52
50 c.814G>A p-V272M 19,77
60 c.637C>T p-R213X 5,94
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2. abra. A TP53 géneltérések azonositdsa Ujgenerdcios szekvenalassal (NGS).
A: A mutédcidk gyakorisdga a harom betegcsoportban. A TP53 fehérje szerkezetén jeldltiik a
kimutatott eltérések helyét. B: A mutaciok megoszlasa az alcsoportok kozott.
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N-terminus

p.C135X

3. abra. A trunkalt TP53 fehérjék szerkezetének Robetta-alapu predikcidja. A: A vad tipusu TP53
fehérje harmadlagos szerkezete (AlphaFold). B: A vad tipusu fehérje doménszerkezetének
abrazolasa. C-H: A vad tipusu fehérje hossz kék szinnel, a mutans (piros) pedig a rovidiilt részek
hosszaig van szinezve: C: p.L93Lfs (121 AA), D: p.C135X (134 AA), E: p.Y163Xfs (162 AA),
F: p.R213X (212 AA), G: Y220X (219 AA), H: p.E286Qfs (299 AA).



6.1.3 A citogenetikai, az IHC eredmények, a tulélés és a TP53 mutacios statusz kozotti
kapcsolat vizsgalata

A TP53 mutans esetek kozil 11/26 (42,3%) esetben komplex kariotipus (CK) volt
kimutathatd. A 15 TP53 mutdns AML-MR beteg koziil 9-nél (60%) igazolddott CK, mig az MDS-
IB csoportban 4/2 (50%) esetben, az MDS-LB muténs pozitiv csoportban pedig egyetlen esetben
sem ¢észleltek CK-t (a citogenetikai vizsgalat 12 esetben nem tortént meg). Az AML-MR
csoportban 15/26 (57,7%) citogenetikai eltérést detektaltunk, mig az MDS csoportokban a
kromoszomaeltérések alacsonyabb gyakorisdggal fordultak eld6 (MDS-IB: 4/12 - 33,3%; MDS-
LB: 7/38 - 18,4%). Osszesen 13 esetben (16,9%) értékeltiik pozitivnak az IHC eredményt: 10
(38,5%) az AML-MR csoportban, 2 (16,7%) az MDS-IB csoportban, ¢és 1 (2,6%) az MDS-LB
csoportban. Az dsszes eset 14,3%-aban IHC és NGS pozitivitas egyiitt mutatkozott, mig az 6sszes
NGS muténs eset 42%-a volt IHC pozitiv. Az AML-MR csoportban 15 NGS mutans kozil 9
(60%), az MDS-IB csoportban 50% volt IHC pozitiv, az MDS-LB betegeknél pedig egyetlen IHC
€s NGS pozitiv eset sem keriilt kimutatasra. A hat trunkalt fehérjét eredményez6é minta koziil 6t
esetben negativ IHC eredményt kaptunk. A p.R213X, p.Y163Xfs, p.E286Qfs és p.L93Lfs
mutaciok (utébbi egy mintaban két masik mutacioval egyiitt) IHC negativnak bizonyultak, mig a
p-Y220X mutacid (egy masik mutacioval parhuzamosan) IHC pozitiv volt. A median dssztulélés
(OS) szignifikans kiilonbséget mutatott a harom csoport kozott (P < 0,0001) a 7P53 mutans/vad
tipusu allapot fiiggvényében (4. abra). A vad tipust esetek medidn OS-értéke 918 nap volt (AML-
MR: 341, MDS-IB: 260, MDS-LB: 1101 nap), mig a muténs betegeknél 224 nap (AML-MR: 199,
MDS-IB: 58,5, MDS-LB: 626 nap).
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4. abra. A TP53 mutans ¢és vad tipust AML/MDS betegek talélése.
A vizszintes tengely a tulélési id6t napokban, a fliggbleges tengely a talélési aranyt (%) abrazolja.
A: A betegek hat csoportokba soroltuk a mutécios allapot és diagndzis (AML/MDS) alapjan. B: A
betegek csoportositdsa a varians allélfrekvencia (VAF) szerint. VAF >23% esetén rosszabb a
talélés a vad tipust betegekhez képest, mig a VAF <23% mutans esetek tulélése hasonld volt a
vad tipusu kontrollcsoportéhoz [204].
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6.1.4 A mutaciok patogenitasanak in silico predikcioja

A hat trunkalt fehérjét (3. abra) LOF-nak tekintettiik a C-terminalis domén hianya miatt. A
stabilitasi vizsgalatok teljes kori elvégzése és a patogenitds pontos meghatdrozdsa nem volt
lehetséges. Bar a p.K373Rfs hossza azonos a vad tipusu fehérjével, a szekvencia jelentdsen eltér
a frameshift mutacié miatt, igy a stabilitast €és patogenitast értékeld rendszeriinkben nem volt
Osszehasonlithat6 a tobbi misszensz SNV mutanssal.

A 23 kiilonb6z0 mutécio klinikai relevanciajat el6szor a ClinVar adatbazisban vizsgaltuk,
amely szerint hét mutidcidt patogénnek, kettét valoszinlileg patogénnek, egyet
patogénnek/valosziniileg patogénnek klasszifikalt, mig 11 esetben az értékelés bizonytalan maradt
(hat esetben ,bizonytalan jelent6ségli”, Ot esetben ,ellentmondasos <értelmezések a
patogenitasrél”). Két mutacid (p.S260F és p.Q375E) nem szerepelt az adatbazisban. Az adatok
bizonytalansdga miatt a 23 mutacidt tovabbi elemzésnek vetettiik ald kiilonboz6 adatbazisok és

pontozasi rendszerek segitségével (5. abra).
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5. abra. A kimutatott TP53 mutdciok klinikai relevancidjadnak 0Osszehasonlitasa.
Az abra a TP53 misszensz mutaciok klinikai jelentdségét mutatja be kiilonboz6 elemzé modszerek
alapjan. Minden sor egy mutacionak felel meg, mig az oszlopok a fehérje-stabilitas elérejelzéseit
(A, B), pontozasi rendszereket (C, D) és interakcids affinitds-vizsgalatokat (E) dbrazoljak. A
szinskala zoldt6l (nem patogén) pirosig (patogén) valtozik, 0-1 kozotti szamértékekkel. A
stabilitas-eldrejelzéshez szekvencia-alapu (Seq), kristalyszerkezeti (Cry) és AlphaFold altal
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modellezett (AF) mddszereket alkalmaztunk. A stabilitdsvaltozast a mutaciok AG értéke alapjan
kategorizaltuk: <-0,5 kcal/mol esetén csokkend (piros), >0,5 kcal/mol esetén ndvekvd
(vilagoszold), egyébként semleges (z0ld). A pontozési rendszerek kozé tartozik az Align-GVG
(C0-C65 skala), a SIFTClass (0 =benignus, 1 = patogén), a Polyphen2 (hdrom kategoria), valamint
a TAClass (funkcionalitds alapjan). A dominans-negativ hatds (DNE, LOFclass) és a
transzaktivacios befolyas (DNE on TA) szintén 0-1 skalan van értékelve. A REVEL, BayesDel,
Varity és FATHMM-XF pontok 0-1 kozotti értékekkel jelzik a patogenitasi potencialt. Az
interakcids affinitas-vizsgalatoknal a fehérje-fehérje (PPI) ¢és DNS-fehérje (DNA-PI)
kolcsonhatasok valtozasait mértiik. A ClinVar adatbazis szerint csak a patogén vagy valdsziniileg
patogén mutéaciok kaptak szamértéket (1 vagy 0,8), mig a bizonytalan vagy hianyzé adatok fekete
négyzetekkel vannak jelolve. Az eredmények a TP53 adatbazisbol és kiegészitd algoritmusokbol
(pl. Varity) szarmaznak, hangstlyozva a modszerek kozotti egyezéseket €s eltéréseket.

6.1.5 Az IARC TP53 adatbazis in vitro Kisérleti eredményeinek analizise

Az adatbazis nyolc tipusi promoter specifikus transzkripcios aktivitast (TA) tartalmaz
(WAF1, MDM2, BAX, h1433s, AIP1, GADD45, NOXA, P53R2), amelyeket ¢élesztében végzett
funkcionalis tesztekkel mérték €és a vad tipust aktivitas szdzalékos értékében fejeztek ki. A 30
tipust mutacio koziil a p.L93fs, p.Y163fs, p.E286Qfs és p.K373fs esetében nem alltak
rendelkezésre adatok. A 26 elérhetd mutdciot két csoportba oszthatjuk a doménszerkezet alapjan
(23 a DBD-ben és harom a fehérje C-terminalis részében). Atlagosan a DBD-ben talalhato
mutacidk promoter specifikus TA-ja csupan 13,84% a vad tipusu fehérjéhez képest (tartomany:
0,09% a p.C275Y esetében és 40,24% a p.P9SL esetében). A C-termindlis doménben detektalt
p-G334R, p.S362N ¢és p.Q375E variansok aktivitasa 87,72%, 78,06% ¢és 80,33% volt.

Az in vitro kisérletek alapjan a p.C135X, a p.C135S, a p.A161T, a p.Y163fs, a p.Y205C, a
p.-R213X, ap.S215N, ap.V216M, a p.Y220X, a p.N239D, a p.G245S, a p.M246K, a p.M246V és
a p.R248Q funkciovesztd mutacid a ndvekedésgatlas szempontjabol. Egy mutécio, a p.C135S,
LOF az apoptdzis indukcidjaban és funkcionyeré (GOF) a RAS vagy mads transzformald
onkogénnel vald kolcsonhatasban, hasonloan a p.Y205C, a p.G245S, a p.M246V, a p.R248Q és a
p.C275Y variansokhoz. Domindns-negativ hatds hét mutacio (p.G245S, p.M246V, p.R248Q,
p.G266R, p.V272M, p.R273S, p.C275Y) esetében igazolddott. Az adatbazis szerint a p.G245S, a
p-R248Q, a p.G266R ¢és a p.R273S mutacidok funkcionyerdként viselkednek, és gatoljak a p73

aktivitasat, ha mindkét fehérje jelen van a sejtben.

6.1.6 Mutans TPS3 fehérjék stabilitas analizise

A TP53 fehérje stabilitasara gyakorolt hatést in silico elemzések segitségével vizsgaltuk az I-
Mutant2.0, DynaMut2 és DDGun eszkoézokkel (6. abra). Az elemzést fehérje szekvencia (I-
Mutant2.0 seq, DDGun seq) vagy szerkezet alapjan végeztiik, felhasznalva a vad tipusu fehérje
kristalyszerkezetét (I-Mutant2.0 Cry, DynaMut2 Cry, DDGun 3D Cry) és egy AF altal generalt

modellszerkezetet (DynaMut2 AF, DDGun 3D AF).
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A prediktalt és a rendelkezésre allo kisérletes eredmények Osszehasonlitasa (6. abra) szerint

a p.G245S esetén pontos egyezést kaptunk (DDGun 3D AF), mig a p.R248Q mutaciéonal a

stabilitasvaltozas csokkenése hasonld volt a kisérleti eredményhez.
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6. abra. A mutans TP53 fehérjék stabilitasvaltozasa (AAGsubilitis). A: A szamitott eredmények
piros (stabilitas csokkenése) és zold (stabilitas novekedése) szinnel jeldlve. Az dbra mutatja, mely
mutéciokhoz tartozik csdkkend vagy novekvé AAGsubiiitas €rték kcal/mol mértékegységben. B: A
stabilitas csokkent, ha <-0,5 kcal/mol (piros), ndvekedett, ha >0,5 kcal/mol (z6ld), egyébkeént
semlegesnek (fehér). C: Két kisérletes uton mar meghatarozott stabilitdsu mutacio (p.G245S [145]
¢és p.R248Q [146]) és a predikcidk dsszehasonlitdsa.
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Hasonlé eredményeket kaptunk a kristdly (Cry) és modellszerkezetek (AF) elemzésével
ugyanezen moddszerekkel (DynaMut2, DDGun 3D), de szignifikdns eltérések voltak
megfigyelheték az egyes modszerek kozott (7. abra). Ezért kiszirtik azokat a moddszereket,
amelyek Pearson-féle korrelacios egyiitthatdja <0,5 volt a matrix tobbi tagjahoz képest (I-Mutant
2.0 seq é¢s struc, DDGun seq). A Cry alapu predikciok ¢és a teljes AF modell alapjan végzett
stabilitasi becslések nagyon magas korrelaciot mutattak (DynaMut2 Cry és AF kozott: r = 0,89;
DDGun3D Cry és AF kozott: r = 1,0).

1,0
Imutant2.0 Seq
Imutant2.0 struc 0,8
Dynamut2 Cry a8
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- 104
DDGun Seq
DDGun 3D Cry 0,2
DDGun 3D AF
0
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7. abra. A hét predikcidos mddszer Pearson-féle korrelacios matrixa. Az [-Mutant 2.0 elemzések
egyike sem mutatott >0,5 Pearson-r értéket a tobbi modszerhez viszonyitva. A tablazat cellai a
Pearson-r értékek szerint szinezettek (szinskala). *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,0001, ****P <
0,0001

A maradék négy eldrejelzés (DynaMut2, DDGun 3D eszk6zok) alapjan szignifikans
kiilonbségeket észleltiink a TP53 fehérjék stabilitasvaltozasaiban (AAGsubilitss) @ harom klinikai
csoport (AML-MR, MDS-IB, MDS-LB) koézott one-way ANOV A statisztikai proba segitségével.

6.1.7 A mutans TPS53 fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata
A p.G334R mutaci6 (az MDS-LB csoportban) az oligomerizacios doménben helyezkedik el,
¢s igy befolyasolhatja a TP53 monomerek tetramerizdcidjat. A mutacidé hatdsat a tetramer

szerkezet kialakitasaban részt vevd monomer kolcsonhatasokra az mCSM-PPI2 programmal

crer
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(PDB: 10LG ¢és 1SAL). Négy-négy lanc elemzése alapjan csokkent affinitast (atlagosan -1,218
kcal/mol) prediktaltunk. Ez a mutaci6 potencialisan gyengitheti a monomer kolcsonhatasokat az
oligomerizaci6 soran (8. abra).

A p.S362N mutaci6 (MDS-LB csoport) a TP53 és a USP7/HAUSP fehérjék kolcsonhatasi
feliiletén (359-362) helyezkedik el. Annak vizsgalatara, hogy a mutacid befolyasolja-e ezt a
kolcsonhatast, az mCSM-PPI2 programmal szimulaltuk az interakcids energia valtozasat (-0,178
kcal/mol; 8. abra). A mutacié modositja a két fehérje kozti kdlcsonhatas erdsségét a kdlcsonhatési

feliilet valtozasa miatt.
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8. abra. A fehérje-fehérje kolcsonhatasok (PPI) véltozasa a p.G334R (A-C) és a p.S362N (D-F)
mutaciok hatasara. A: A kotési affinitds csokkenése a tetramer szerkezetben a p.G334R mutacid
hatasara. D: A kotési affinitds csokkenése a dimer szerkezetben a p.S362N mutacio kdvetkeztében.
Az 10LG, az 1SAL ¢és a 2FOO a vizsgalt kristaly szerkezetek PDB azonosit6i. A p.G334R mutacio
a tetramer TP53 monomer kdlcsonhatasait befolyasolja (A és C), mig a p.S362N a TP53 ¢s a
USP7/HAUSP fehérjék kolcsonhatasat modositja (D és F). B: A vad tipusu lancok kozotti, C: a
vad tipust és mutans lanc kozotti, E: a vad tipusu fehérje és az USP7 kozotti, F: a mutans fehérje
¢és az USP7 kozotti PPIL. A szaggatott vonalak az interakci6 tipusat jeldlik: rozsaszin = litkozés,
vilagoskék = van der Waals, piros = hidrogénkotés, sarga = ionos kotés, zold = hidrofob, narancs

= polaris.
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6.1.8 A TP53 fehérje-DNS kolcsonhatasok vizsgalata a mutaciok hatasara

Négy olyan mutdciét azonositottunk (p.R273S az AML-MR csoportban; p.C275Y és
p-N239D az AML-MR és MDS-LB csoportokban; p.R248Q az MDS-IB betegekben), amelyek
kozvetleniil befolyasoljak a TP53 és a DNS kozotti kolcsonhatast. Az mCSM-NA program
segitségével harom kiilonb6z6 TP53-DNS komplex kristaly szerkezetet elemeztiink az
intermonomer kolcsonhatas valtozasok elérejelzéséhez (9. abra). Szinte minden esetben a
mutdciok gyengitették a TP53 és a DNS kozotti kolcsonhatast. A legnagyobb csokkenést a
p.R273S mutécional (-0,8370 kcal/mol), mig a leggyengébb valtozast a p.C275Y mutacional (-
0,03867 kcal/mol) mértiik.
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9. abra. A TP53 és a DNS kozotti kdlcsonhatasok valtozdsa a mutaciok hatdsira. A: Kotési
affinitas valtozas a talalt mutaciok esetében. B: DNS-fehérje kolcsonhatas (fekete szaggatott kor)
a vad tipust p.R273 (zold jelolés) és a DNS kozott. C: A DNS-fehérje kolcsonhatas hianya a
p-R273S muténs fehérje (zold jelolés) €s a DNS kozott.

6.1.9 A mutans TP53 fehérje patogenitasi és szerkezeti stabilitasanak statisztikai elemzése
AML/MDS betegekben

A héarom csoport (AML-MR, MDS-IB, MDS-LB) kozotti kiilonbségek értékelésére Kruskal-

Wallis tesztet végeztiink az adatbdzisokon alapuld pontozasi rendszerek alapjan (5. abra), amely

szignifikans kiilonbséget mutatott legalabb két csoport kozott (P = 0,0021). A Dunn-féle

tobbszords Osszehasonlitasi teszt szignifikans eltérést adott az AML-MR ¢és az MDS-LB (P =
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0,0081), illetve az AML-MR ¢és az MDS-IB (P = 0,0061) csoportok kézott. Nem volt szignifikans
kiilonbség az MDS-IB ¢és az MDS-LB csoportok kézott (P > 0,9999) (10. abra).

Az elemzést négy olyan modszerrel végeztiik, ahol minden mutacidhoz elérhetdk voltak az
adatok, ¢s a patogenitasi osztalyozas eredetileg nem volt egyértelmiien meghatarozott (5. abra).
A REVEL, BayesDel, Varity ¢s FATHMM-XF pontozasok alapjan Brown-Forsythe and Welch
ANOVA tesztet alkalmaztunk a patogenitasi statusz Osszehasonlitdsdra, mely szignifikans
kiilonbséget igazolt legalabb két csoport kozott (P = 0,0002). A Dunnett-féle T3 tobbszoros
Osszehasonlitasi teszt szerint szignifikansan eltért az AML-MR és az MDS-IB (P=0,0019), illetve
az AML-MR ¢és az MDS-LB (P = 0,0004) csoport. Nem volt szignifikans kiilonbség az MDS-IB
¢s az MDS-LB csoportok kézott (P = 0,9330) (10. abra).

Négy predikciés modszert alkalmaztunk a szerkezeti stabilitasi kiilonbségek elemzésére. A
DynaMut2 Cry (kristalyos szerkezet alapt), az AF, a DDGun 3D Cry és az AF mddszereket
hasznéltuk. Az [-Mutant2.0 Seq, [-Mutant2.0 struc és DDGun Seq moddszereket kizartuk az
elemzEsbdl az alacsony Pearson-r érték miatt (7. abra). A one-way ANOVA teszt szignifikans
kiilonbséget adott legalabb két csoport kozott (P < 0,0001). A Tukey-féle tobbszords
Osszehasonlitési teszt szerint az AML-MR ¢és az MDS-IB (P < 0,0001), valamint az MDS-IB ¢és az
MDS-LB (P = 0,0003) csoportok szignifikansan eltértek egymastol. Az AML-MR és az MDS-LB
csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség (P = 0,0698) (10. abra).

Osszehasonlitottuk még a 26 kiilonbdz6 nem kereteltoloddssal jard mutdcié promoter
specifikus transzkripcios aktivitasi értékeit. A one-way ANOVA teszt legalabb két csoport kozott
szignifikans kiilonbséget mutatott (P = 0,0003). A Tukey-féle tobbszords Osszehasonlitasi teszt
alapjan szignifikans eltérések voltak az AML-MR ¢és az MDS-IB (P < 0,0024), valamint az MDS-
IB és az MDS-LB (P = 0,0005) csoportok kozott. Az AML-MR és az MDS-LB csoportok kozott
azonban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (P = 0,7716) (10D. abra).
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10. abra. A mutans TP53 fehérje eldrejelzett patogén hatasanak és stabilitdsanak 6sszehasonlitasa
AML/MDS beteg csoportok kozott. A: A TP53 mutaciok stlyossaganak Osszehasonlitasa a
patogenitasi pontozasi rendszerek alapjan (SC és SD. abra alapjan) az AML-MR, az MDS-IB ¢és
az MDS-LB esetekben. A Kruskal-Wallis teszt alapjan szignifikans kiilonbségek vannak a csoport
kozott. B: A mutaciok patogenitdsi képességének dsszehasonlitaisa REVEL, BayesDel, Varity és
FATHMM-XF pontozasokkal (SD. abra). A Brown-Forsythe and Welch ANOVA teszt
szignifikans kiilonbségeket mutatott ki a csoportok kozott. C: A TP53 fehérje
stabilitasvaltozasainak statisztikai kiilonbségei a csoportok kozott az SB. abra moédszereivel. A
one-way ANOVA teszt szignifikdns kiilonbséget mutatott. D: A TP53 muticiok promoter
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specifikus transzkripcios aktivitdsanak mértéke a vad tipusu TP53 (100%) fehérjéhez képest (%).
*P <0,05, **P <0,01, ***P <0,0001, ****P < 0,0001
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6.2 BCOR-gént érinté génfuziok in silico funkcionalis elemzése szarkomakban

6.2.1 A fuzios fehérjék szekvencia- és doménjellemzoi

A BRS diagnosztikdja és terapiaja jelentds kihivas a ritkasdga és mas szarkomakkal valo
atfedo jellemz6i miatt. A BCOR-fzidk azonban diagnosztikus markerekként szolgalnak, segitve
a BRS elkiilonitését hasonld malignitasoktol [128].

Ennek a ritka malignitasnak a vizsgalatdhoz Osszegyljtottik a BRS-hez kdothetd
szakirodalomban fellelhet6 BCOR génfuzidkat (3. tablazat). A nukleotid szekvenciakon in silico
atirast végeztiink, majd elemeztiik a fuzids fehérjék szekvenciait, és Gsszevetettiik oket a vad
tipusuakéval (Blastp eszkoz segitségével). A kilenc vizsgalt fuzios fehérjét két csoportba soroltuk
a vBCOR pozicioja alapjan. Kilenc esetbdl négyben a vBCOR fehérje a fuzios fehérje N-terminalis
részén, mig az 6t tovabbi esetben a C-terminalis részén helyezkedett el (BCORNT és BCOR®™).

A CDD, az UniProt és az InterPro adatbazisokat hasznaltuk a domének és kolcsonhatasi
helyek feltérképezésére a vad tipusu és fuzios fehérjék esetén. Kiemelendd, hogy a BCOR ankyrin
(ANK) ismétlodései és a PUFD doménje minden fuzios fehérjében megmaradt. Az Mbs-t minden
fuzios fehérjében azonositottuk. Azonban a BCOR-2 izoformdkban csak 89 AA talalhat6, szemben
a kanonikus BCOR 123 aminosavaval. A Bbs minden BCORM! fiiziéban jelen van, de a BCOR®T
csoportbdl csak az RTL9::BCOR-2 fzios fehérjében taldlhatdo meg. A tobbi partnerrel kialakitott
fuzios fehérjék funkcionalis doménjeiben kiilonb6zé mértekll valtozasok figyelhetok meg (11.
abra).

A BCOR::CCNB3 (UniProt ID H9A532 [82]) 3038 aminosavbol 4ll és tartalmazza a teljes
hosszisagu vBCOR-t (1755 AA). A fuzié a CCNB3 fehérje rovid N-terminalis régiojanak (a teljes
fehérjeszekvencia 10%-a) elvesztését okozza. A fizi6 kdvetkeztében a CCNB3 révid N-terminalis
régidja, amely a destrukcios boxot (D-box) tartalmazza, elveszett, mig a C-terminalis ciklin boxok
megmaradtak.

A BCOR::MAML3 fuzios fehérje szinte teljes hossziisagh vBCOR-t tartalmazza, az 1-1751.
aminosavak megmaradnak, és csak az 1751-1755. C-terminalis részek hidnyoznak. A fuzios
fehérje 1752-2734. régidja a MAML3 fehérje trunkalt N-termindlis részének felel meg, ahol az 1-
156. aminosavak hidnyoznak a 1138 hosszusagu fehérjébdl. Az 1752. pozicidban 1évé aminosavat
a BCOR adenin ¢és guanin, illetve a MAML3 guanin bazisa kodolja. A BCOR::MAML3 fuzids
fehérje elvesztette a neurogén mastermind-szerli N-terminalis (MamL-1) domént és a MamL1/3
transzaktivacios domén 1 (MamL1/3 TADI1) egy részét, de a MamL1/3 TAD2 doménje
megmaradt.

A BCOR:CLGN (2070 AA) tartalmazza a teljes hossziisagh vBCOR-t (1755 AA). Ebben az
esetben jelentésebb trunkacid (~50%) figyelhetd6 meg a CLGN esetében, ahol az 1-295.
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aminosavak hianyoznak a 610-bdl [125]. A BCOR::CLGN fuzi6é a kalretikulin domén 368
aminosavabol 232-t veszit el, amely kulcsfontossagu a kalciumion kotéshez.
A BCOR-2:MAMLI (2699 AA) fuzids fehérje megtartja a BCOR-2 (UniProt ID Q6W2J9-2)
integritasat, még a MAMLI elvesziti kezdeti 39 szekvencidjat, ami a MamL-1 domén 26
aminosavjat érinti.
A ZC3H7B::BCOR fuzids fehérje hossza 1108 AA, amelynek 1-433. régidja a trunkalt ZC3H7B
fehérjének, mig a 434-1108. régigja a VBCOR 1081-1755. aminosavainak felel meg. A
ZC3H7B::BCOR fuzids fehérje megtartja az LD motivumot és a harom tetratrikopeptid ismétlést
(TPR), de elvesziti az 6sszes cinkujjat.
A KMT2D::BCOR fuzi6 esetében egy 5480 AA hosszasagl fuzids fehérje keletkezik, amely a
KMT2D 1-4667. ¢s a vBCOR 943-1755. aminosav szekvencidjat tartalmazza. Ennek megfelel6en
a KMT2D 16%-a és a BCOR 54%-a hidnyzik a fuzioés fehérjébdl. A KMT2D-ben csak a
kiterjesztett novényi homeodomén (ePHD) cinkujj, az 6t PHD és a high mobility group (HMG)
box domének maradtak meg, mig a masodik ePHD, a F/Y-gazdag N-terminalis (FYRN), az F/Y-
gazdag C-terminalis (FYRC) és a SET (beleértve a post-SET-et) domének elvesznek.
A CIITA::BCOR fuzios fehérje a vizsgalt fuzios fehérjék koziil a legrovidebb (821 AA). A fizids
fehérje a CIITA 13%-4at (1-145. N-terminalis régid) és a vBCOR 38%-4t (1081-1755. C-terminalis
régio) tartalmazza. A 146. pozicidban 1év0 argininnak megfeleld triplettet a C/ITA citozinja, illetve
a BCOR gén guaninja és citozinja kodolja. A CIITA::BCOR fuzios fehérje csak a CIITA
acetiltranszferaz doménjét (ADD) tartalmazza, mikdzben a prolin-szerin-treonin gazdag (P/S/T)
¢s a NACHT domének, valamint a leucin-gazdag ismétléddések (LRR) kiesnek.
Az RTL9::BCOR-2 fuzios fehérje - 2891 aminosavbdl 4ll - tartalmazza a C-termindlis részén
trunkalt RTL9 fehérjét (az 1200-1388. régid hidnyzik), valamint a szinte teljes hosszisagti BCOR-
2-t, amelybdl csak az 1-29. N-termindlis régiod hianyzik a fuzids fehérjébol. Az RTL9::BCOR-2
fazi6 az RTLY 1199. pozicidjanal toréspontot okoz, ami a C-terminalis régio kdzelében 1€v0 teljes
kapszid-szerli domén (1169-1316. régio) kiesését eredményezi.
Az AHR::BCOR-2 flzios fehérje 1676 AA hosszisagii. Az AHR 801. aminosavanal torést
szenvedett és a fuziés esemény miatt a 10-es intronbol szdrmazod 802-806. aminosavakkal
kapcsolodott. A fuzids fehérje C-termindlisa a BCOR-2 fehérje nagymértékben trunkalodott 868-
1721. részével ér véget. A BCOR-2::AHR fuzioban az AHR C-terminélisa 39 aminosavval
rovidebb. Az AHR::BCOR-2 fzi6 esetében az AHR minden funkciondlis doménjét megtartja, de
elveszit 47 C-termindlis aminosavat, mig a BCOR-2 elvesziti a Bbs doménjét (11. abra).
Osszefoglalva, a szekvenciaelemzés jelentds valtozatossagot mutatott mind a BCOR, mind
annak fuzios partnerei esetében, ezzel hangsulyozva a fizids események altal okozott szerkezeti

sokszintiséget. A BCOR-ndl megfigyelt szekvenciamegtartas mértéke 38% ¢és 100% kozott
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valtozott, atlagos érteke 79% volt. Fontos megjegyezni, hogy a legnagyobb mértékili trunkécio a

CIITA::BCOR fuzidban volt megfigyelhetd, ahol a BCOR fehérjeszekvencidjanak csak 38%-at

Orizte meg, mig a BCOR teljesen érintetlen maradt olyan fuzidkban, mint a BCOR::CCNB3,
BCOR::MAML3 ¢és BCOR::CLGN. A BCOR-hoz képest a fuzids partnerek nagyobb mértékii

trunkaciot mutattak, eredeti szekvencidjuk 13-98%-at Orizték meg (4atlagosan 65%).
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11. abra. A BCOR-atrendezddéses szarkomak ismert fuzios fehérjéinek doménjei és funkcionalis
helyei. Minden fizios partner és fizios fehérje sematikus dbrazolésa a fuzios fehérjékben elfoglalt
N- vagy C-termindlis pozicioknak megfeleld sorrendben lathatd. A piros szaggatott vonalak a
toréspontok helyét jelolik. Bbs: BCL6 kotési hely, Mbs: MLLT kotési hely, ANK: Ankyrin
ismétlodések, PUFD: PCGF Ubiquitin-szeri fold diszkriminator; D-box: Destrukcios box,
MamL-1: Neurogén mastermind-szerii N-terminalis domén, Mamll_3 TAD 1-2: Mastermind-
szerli 1/3: transzaktivaciés domén, TPR: Tetratrikopeptid ismétlddések, LD motivum: Leucin-
asparaginsav ismétlddési motivum, C3H1-type: CCCH tipus, C2H2-type: CCHH tipus, ePHD:
Kiterjesztett novényi homeodomén, PHD: Novényi homeodomén, HMG-box: High mobility
group -boksz, FYRN: FY-gazdag domén N-terminalis régi6, FYRC: FY-gazdag domén C-
terminalis régid, SET: Pre-SET és post-SET régio, ADD: Acetiltranszferaz domén, P/S/T: Prolin-
szerin-treonin gazdag domén, LRR: Leucin-gazdag ismétlddésti ribonukleaz inhibitor, NLS1:
Nukledaris lokalizacios szignal 1, bPHLH: Alap hélix-hurok-hélix, PAS: Per-ARNT-Sim domén,
PAC: PAS C-termindlis alegység.

3. tablazat. A fzios események ¢és a toréspontok (BP) BCOR-atrendezddéses szarkomakban. Az
RTL9, a MAMLI ¢s az AHR génpartnerek kivételével a BCOR a kanonikus forménak felel meg
(1755 AA). A BCOR-2 izoforma 1721 aminosav hosszl. Partner 1 vagy 2: N és C terminalis
fehérje partner. Partner 1 vagy 2 / VT: a vad tipusu fehérjéhez (VT) viszonyitott AA hossz.

Fiziék Gén5'BP  Gén3' BP P];’l‘f';‘,ﬂ_“;f Partner 1/ VT (AA) Part'&r;)/ VI FﬁZi‘(i;f)"érj ¢
BCOR:CCNB3 39911366 50051 504 15.-5. 1755 /1755 1283 /1395 3038
BCOR:MAML3 39911374 141074014 15.- 1. 1751 /1755 982 /1138 2734
BCOR:CLGN 39911366 141317359 15.-9. 1755 /1755 316/610 2070
BCOR:MAMLI 40051795 179733 227 10. - 4. 172171721 978/ 1016 2699
ZC3H7B:BCOR 41738632 39923852 12.-7. 433/977 675/ 1755 1108
KMT2D:BCOR 49424063 39931774 4.-4. 4667/ 5537 813 /1755 5480
CIITA::BCOR 10992859 39923 852 5.-7. 145/ 1130 675/ 1755 821
RTLY::BCOR 109697442 39937097 2.-3. 1199 /1388 1692 /1721 2891
AHR::BCOR 17340228 40072790  10.(+intron 10.)4.  801/848 + 6 (intron 10)  853/1721 1676

6.2.2 A fuzios fehérjék fizikokémiai tulajdonsagai

A fuzios fehérjék fizikokémiai tulajdonsagait a ProtParam web szerver segitségével
szamitottuk ki. Minden esetben megfigyelhetd volt a fizids fehérjék tulajdonségainak valtozasa a
vad tipusu fehérjékhez képest (12. abra)

Az 6sszes esetre vonatkozo6 atlagos eltérés 29,54% volt. A +R (%) és -R (%) értékek - amelyek
a toltéssel rendelkezd aminosavak aranyat jelzik a teljes szekvencidhoz viszonyitva, 9,79% és
voltak. A BCORNT csoport 4tlagos eltérése 62,47%, mig a BCOR®T csoportndl ezek az értékek
3,20% volt.

A MAMLI fehérje mutatta a legnagyobb atlagos eltérést a vizsgalt tulajdonsagok esetében
(132,20%), ami a fuzids esemény kovetkeztében bekdvetkezett jelentds trunkacié magyarazhato.
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Ezzel szemben a ZC3H7B és KMT2D esetében a legkisebb atlagos eltérés (0,47%) volt
megfigyelhet6. A GRAVY értékek atlagos eltérése 26,13% volt, a legkisebb és legnagyobb
eltérések a BCOR-2:MAML1 (BCOR-2: 3,18%) és a CIHTA::BCOR (305,10%) esetében
fordultak eld. Az Al értékek atlagos valtozasa elhanyagolhato volt (0,19%), bar a CIITA 24,29%-

ot csOkkent, ami a termikus stabilitds romlasara utal.
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12. abra. A fuzios fehérjék fizikai-kémiai tulajdonsagainak valtozdsa a vad tipusu
partnerfehérjékhez képest. A: A nyolc vizsgélt jellemzd (%) eltérései a vad tipusu és fuzios
fehérjék kozott. GRAVY: Atlagos hidrofobicitas, Al: Alifas index, II: Instabilitasi index, EC:
Abszorpcids egylitthatd 280 nm-en, +R: Pozitiv toltésli aminosavak szdma, -R: Negativ toltésii
aminosavak szama, Tpl: Elméleti izoelektromos pont, Mw: Molekulatomeg, VT: Vad tipust. B:
A fehérjékben a vizsgalt fizikokémiai tulajdonsagok szazalékos valtozasanak atlaga és szorasa. C:
A nyolc paraméter szazalékos valtozasanak atlaga és szordsa a fuzidk esetén a vad tipust
fehérjéhez képest. SD: Standard deviécio, szorés.

Az instabilitasi index (II) atlagos valtozasa kifejezettebb volt (4,69%), a legnagyobb valtozas
a KMT2D::BCOR fuzioban 1évé BCOR fehérjénél (39,63%) jelentkezett, ami a fehérje termikus
stabilitdsanak csokkenésére utal. A +R és -R szdzalékos valtozasanak atlaga 62,61% és 69,71%

kozott mozgott, a legmagasabb értékeket (258,67% ¢és 301,41%) a MAML1 mutatta, ami a fuzid
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kovetkeztében bekdvetkezett massziv trunkacié eredménye. A fuzids fehérjék EC értékének
atlagos valtozasa 74,18% volt a vad tipusuakhoz képest. A BCOR-2:MAMLI1 mutatta a
legnagyobb EC novekedést (352,6%), mig a CIITA::BCOR a legnagyobb csokkenést (19,2%). A
fazios fehérjék Tpl értéke atlagosan 6,31%-kal csokkent, a ZC3H7B::BCOR mutatta a legnagyobb
Tpl csokkenést (27,67%), mig a BCOR::CLGN esetén a Tpl 20,6%-kal magasabb volt. Azonban
egyik fuziods fehérje sem 1épte tal a 4,5-10 pH-tartomanyt, ami nukleéris lokalizaciora utal [205].

A CIITA fehérje Al és GRAVY értékei 305,10%-kal és 24,29%-kal csokkentek, jelezve a
termikus stabilitas romlasat €s a hidrofilicitas ndvekedését. Kiemelendd, hogy a KMT2D::BCOR
fazidban 1évo BCOR fehérje II értéke nétt, annak ellenére, hogy a BCOR mar eredetileg magas I1
értékkel és hosszabb szekvencidval rendelkezett. Ez jelentds stabilitdscsokkenést okozhat a
BCOR-nal, mig a KMT2D stabilitasa csak mérsékelten valtozott.

Az Al az Il és a Tpl értékeknél jelentdsen alacsonyabb szoras (SD) volt megfigyelhetd, mint
a tobbi paraméternél. A hasonldé Al értékek hasonld termikus stabilitdst jeleznek a fuzids
fehérjéknél. Az instabilitasi indexek is hasonloak voltak, a legmagasabb értéket a KMT2D::BCOR
mutatta, ami a legkisebb relativ stabilitasra utal.

A partnerfehérjek és fuzios fehérjék atlagértékeinek osszehasonlitasa alapjan a GRAVY, az
Al -R(%) és +R(%) értékek csokkentek, mig az II nétt. Ez hidrofobicitas novekedését, termikus
stabilitds csOkkenését, toltott aminosavak ardnyanak romlasat és a fehérjekarosodas

valoszinliségének novekedését jelzi.

6.2.3 Génontologia

A PANTHER GO tulajdonsagokat az InterPro keresdvel értiik el, hogy meghatarozzuk a vad
tipusu ¢€s fuzids fehérjék funkcionalis jellemzdit €s sejten beliili lokalizaciojukat (4. tablazat). Az
eredmények szerint a BCOR fehérjéhez kapcsolodd GO tulajdonsagok - példaul a transzkripcid
negativ szabalyozasa RNS-polimeraz II altal, a transzkripcids korepresszor aktivitas és a sejtmagi
lokalizaci6 - a fuzids fehérjékben is jelen voltak. A vad tipusu fehérjék GO értékei csaknem
minden fiizids partner esetében megvaltoztak, kivéve a BCOR-t. Erdekes modon a
KMT2D::BCOR fehérje csak a vad tipusu KMT2D GO tulajdonsagat érizte meg, de a BCOR-ét
nem. Az RTL9 és az RTL9::BCOR-2 fehérjékre nem talaltunk GO tulajdonsagokat, mivel ezekre

a fehérjékre nem allt rendelkezésre domén informacid az adatbazisban.
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4. tablazat. A vad tipusu fehérjék és fuzids alakjainak PANTHER Gén Ontoldgias tulajdonsagai.

RNS-plI:

RNS polimerdz I,

TKRA: Transzkripcios

korepresszor aktivias,

TKAA:

Transzkripcios koaktivator aktivids, T+: Transzkripcio pozitiv szabalyozéasa, T-: Transzkripcid
negativ szabalyozasa, CDK: Ciklin-dependens kinaz, ERAD: Endoplazmatikus retikulum-
asszocialt degradacio, H3K4 MA: Hiszton H3K4 metiltranszferaz aktivitas, MHC: Fo
hisztokompatibilitasi komplex, MLL3/4: Mixed Lineage Leukemia 3/4.

Fehérjék Biologiai folyamat Molekularis funkcio Sli)jlzzlllizbéecliﬁ()li
BCOR ¢és BCOR-2 RNS-plI altali T- TKRA sejtmag
CDK aktivitas szabalyozasa CDK komplex
CCNB3 CDK szabalyozo akt.
Mitotikus ciklus fazisvaltas citoplazma
BCOR::CCNB3 RNS-plI altali T- TKRA sejtmag
MAML3 Notch célpont T+ TKAA nukleoplazma
BCOR::MAML3 RNS-plI altali T- TKRA sejtmag
Fehérje folding
CLGN Ca®"-kotés ER membréan
Ubiquitin-fliggd ERAD
BCOR::CLGN RNS-plI altali T- TKRA sejtmag
MAMLI1 Notch célpont T+ TKAA nukleoplazma
BCOR-2::MAML1 RNS-plI altali T- TKRA sejtmag
RNS-plI altali T+
KMT2D Hisztonkotés TKAA MLL3/4 komplex
H3K4 MA
RNS-plI altali T+
KMT2D::BCOR TKAA H3K4 MA MLL3/4 komplex
Hisztonkotés
ZC3H7B miRNS feldolgozas miRNS kotés -
ZC3H7B::BCOR RNS-plI altali T- TKRA sejtmag
MHC I bioszintézis +
CIITA MHC II bioszintézis + - -
RNS-plI altali T+
CIITA::BCOR RNS-plI altali T- TKRA sejtmag
RNS-plI altali T+ Cis-regulacios régio kotése sejtmag
AHR Nuklearis receptor akt. Aril-szénhidrogén receptor -
AHR::BCOR-2 RNS-plI altali T- TKRA sejtmag
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6.2.4 Elore jelzett sejten beliili lokalizacio és jelzopeptidek

A SignalP 6.0 eszkozt a Sec/SPI-ek azonositasara, a DeepLoc 2.0-t pedig a sejten beliili
lokalizacio predikcidjara hasznaltuk. Emellett a NetGPI-1.1 prediktort alkalmaztuk GPI-
horgonyzottsagi jelek azonositasara (5. tablazat).

A SignalP 6.0 elemzés szerint csak a CLGN fehérje tartalmaz szignalpeptidet, pontosabban
99,92%-0s valosziniiséggel Sec/SPI-et. Azonban a CLGN N-termindlis régidja, amely ezt a
szekvenciamotivumot tartalmazza, hidnyzik a BCOR::CLGN fuzio6s fehérjébol.

A DeepLoc 2.0 szamitasai szerint a tiz vad tipusu fehérjébol hét (BCOR, CCNB3, MAML3,
MAMLI1, KMT2D, CIITA, AHR) valdsziniileg a sejtmagban lokalizal6dik, mig a CLGN az ER-
ben, ami §sszhangban van az UniProt adatbazis adataival. A Human Protein Atlas adatbazis szerint
a KMT2D a plazmamembranban és citoszolban is jelen lehet. A ZC3H7B szubcelluléris
lokalizaci6ja bizonytalan: az UniProt sejtmagi jelenlétet ir le, de a Human Protein Atlas adataival
Osszhangban citoplazmaban lokalizalodik. Az RTL9 fehérjére vonatkoz6 adatok hidnyoztak az
UniProt-bol. Legujabb eredmények szerint az egér RTL9 fehérje intracellularis, és erdsen
expresszalodik az Gjsziilottkori agy mikroglialis lizoszomaiban [206]. Minden fuzids fehérjének
sejtmagi elhelyezkedést prediktaltunk, kivéve a BCOR::CLGN fehérjét, amely az ER-ben
lokalizalodhat.

A DeepLoc 2.0 eldrejelzések alapjan minden vad tipust és fuzios fehérje (a CLGN,
BCOR::CLGN, a CIITA::BCOR ¢s az RTL9 kivételével) tartalmaz nuklearis export szignalt
(NES). A CLGN fehérjében szignalpeptidet és transzmembran domént josolt, még a
BCOR::CLGN esetében csak szignalpeptidet. A ZC3H7B::BCOR, a KMT2D::BCOR ¢s az
RTL9::BCOR-2 eset¢ben a NES mellett nukleéaris lokalizacidés szignal (NLS) jelenlétét
valoszintsitettilk, még a CIITA::BCOR és az RTL9 fehérje a DeepLoc 2.0 predikcio szerint
tartalmaz NLS-t. Fontos megjegyezni, hogy az NES eldrejelzés pontossaga a legalacsonyabb
(<50%), ezért mutathattunk ki NES-t a legtobb vizsgalt fehérjében.

Osszességében a DeepLoc 2.0 altal prediktalt lokalizacio a legtobb esetben dsszhangban volt
az UniProt és a Human Protein Atlas adatbazisok adataival. A NetGPI-1.1 programmal nem
azonositottunk GPI-horgonyzottsagi szignalokat, ami azt jelzi, hogy sem a vad tipusu, sem a fuzids

fehérjék nem tartalmaznak lipidhorgonyzot és nem sejtfelszini fehérjék.
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5. tablazat. A vad tipusu és a fuzios fehérjék intracelluldris lokalizécidja és a DeepLoc 2.0
segitségével elére jelzett szigndlok. NES: Nuklearis export szignal, SP: szekretoros
szignalpeptidek, TD: Transzmembran domén, NLS: Nuklearis lokalizaciés domén, ER:
Endoplazmatikus retikulum, PML: Promielocita leukémia magtestek, egyéb: nem taldltunk
szignalpeptidet. A DeepLoc predikciok esetében csak a kiiszobértéket elérd lokalizacidok vannak
feltiintetve.

DeepLoc 2.0
Feherjk Prediktalt lokalizicio Valoszintiség ls) ;T;EEE UniProt adat
BCOR Nukleusz 0,8702 NES Nukleusz
CCNB3 Citoplazma Nukleusz ~ 0,5879  0,7553 NES Nukleusz
BCOR::CCNB3 Citoplazma Nukleusz ~ 0,5760  0,7130 NES NA
MAML3 Nukleusz 0,8818 NES Nukleusz magfolt
BCOR::MAML3 Citoplazma Nukleusz  0,4820 0,7875 NES NA
CLGN Endoplazmatikus retikulum 0,8276 SP, TD End;ﬁilzlﬁizlkus
BCOR::CLGN Endoplazmatikus retikulum 0,6739 SP, TD NA
MAMLI1 Nukleusz 0,8781 NLS, NES Nukleusz
BCOR-2::MAMLI1 Citoplazma Nukleusz 0,4892  0,7800 NES NA
ZC3H7B Citoplazma 0,6175 NES Nukleusz
ZC3H7B::BCOR Citoplazma Nukleusz  0,5808 00,7169  NLS, NES NA
KMT2D Nukleusz 0,7295 NES Nukleusz
KMT2D::BCOR Nukleusz 0,8675 NLS, NES NA
CIITA Citoplazma  Nukleusz ~ 0,5189  0,6742  NLS, NES N”kliisj; PML
CIITA::BCOR Nukleusz 0,9452 NLS NA
RTL9 Citoplazma Nukleusz  0,6454  0,5456 NLS NA
RTL9::BCOR-2 Nukleusz 0,8576 NLS, NES NA
AHR Citoplazma ~ Nukleusz ~ 0,5320 0,802 NES Cﬁiﬂiﬁf
AHR::BCOR-2 Citoplazma Nukleusz 0,4890 0,8070 NES NA

6.2.5 A fehérjék rendezetlen régidinak elérejelzése

Az IUPred3 online eszkdzt hasznaltuk a fehérjék IDRs-jainak azonositasara. Ezt kovetden
Osszehasonlitottuk a regionNKHinker g5 3 region®VP szakaszokat a flizids fehérjékben a BCOR
fehérjével, és az IUPred3 pontszamokat statisztikai elemzéseinkbe is integraltuk, kiilon-kiilon
vizsgéalva minden régio értékeit Friedman-tesztek segitségével (13. abra).

A vBCOR regionANKHinker réoipia (1448-1633 AA) ANK ismétlésekbdl és egy linker régiobol
all, mig a region”"P a PUFD domént (1634-1748) tartalmazza.

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a fehérjék region*N<*inker [Pred3 IDRs pontszamai

PUFD

kozott (P=0,3022). Ugyanakkor szignifikéans kiilonbségeket figyeltiink meg a region esetében

legalabb két csoport kozott (P < 0,0001). A Dunn-féle tobbszords Osszehasonlitdsi teszt
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szignifikans kiilonbségeket adott az IUPred3 IDR pontszdmok rangatlagaiban a vBCOR ¢s
BCORMNT fehérjék kozott. Szignifikans kiilonbségeket talaltunk a rangatlagokban az aldbbi parok
kozott: BCOR vs. BCOR::CCNB3 (P <0,0001), BCOR vs. BCOR::MAMLS3 (P <0,0001), BCOR
vs. BCOR::CLGN (P < 0,0001) és BCOR vs. BCOR-2::MAMLI1 (P < 0,0001). Nem volt
statisztikailag szignifikdns kiilonbség a rangatlagokban a vBCOR ¢és az alabbi fuzios fehérjék
kozott: ZC3H7B::BCOR, KMT2D::BCOR, CIITA::BCOR, RTL9::BCOR-2 és AHR::BCOR-2.

A Dunn-féle tobbszords Osszehasonlitds Z-pontszdma statisztikai mutatoként szolgal a két
BCOR csoport kozétti kiilonbség nagysaganak jelzésére. A legnagyobb kiilonbséget a BCORNT
csoporton beliill a vBCOR-hoz képest a BCOR::CLGN fuzioban figyeltiik meg (Z = 12,59),
amelyet a BCOR::MAML3 fuzi6 (Z = 11,63), a BCOR-2::MAMLI (Z = 9,256) és végiil a
BCOR::CCNB3 fuzidés fehérje (Z = 8,13) kovetett. E jelentds kiillonbségek ellenére fontos
megjegyezni, hogy egyik IDR pontszdm sem érte el az rendezetlenségre vonatkozo 0,5-0s
kiiszobértéket, ami azt jelzi, hogy ez a régié megdrzi strukturalt természetét.

Az IPred3 elérejelzése szerint a BCORNT fiizids fehérjék megndvekedett rendezetlenségi
hajlamot mutatnak a region”*P-ben, ami potencidlisan befoly4solhatja a fehérje kdlcsdnhatasat a
PCGF1 fehérje RAWUL doménjével és a KDM2B fehérje LRR régidjaval. llyen valtozasokat nem
prediktaltunk a BCOR®T csoport tagjai esetében.
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13. abra. A vad tipusit BCOR ¢és a fuziés fehérjék rendezetlenségi hajlaméanak 6sszehasonlitasa.
A rendezetlenségi hajlamokat az [UPred3 online eszkoz segitségével szamitottuk ki. A BCOR
regionNKHinker (14481633 AA) és region” Pt (1634-1748 AA) vizsgaltuk mind a vVBCOR-ban,
mind pedig a fuzios fehérjékben. A: A fehérjék intrusztikusan rendezetlen régidinak (IDRs)
IUPred3 pontszamai koordinatarendszerben abrazolva. A zold nyil az elsé kiilonbséget mutatd
pontot jeloli. A piros nyil a csoportok szétvalasi pontjara mutat. B és C: Friedman-teszt és Dunn-
féle tobbszords dsszehasonlitas vBCOR-ra €s fzios fehérjékre vonatkozdan (n = 8). A vizszintes
vonal mediant jeldl, mig a pluszjel (+) az atlagértéket mutatja. D és F: A Friedman-teszt rangatlag
diagramja. E és G: A Friedman-teszt rangatlag kiilonbségei a csoportparok kozott. A
regionNKHinker (A B D, E) és a region”V*P (A, C, F, G) szakaszok mutatjak a csoportok kdzotti
kiilénbséget. BCORNT: A BCOR a fuzids fehérje N-termindlis végénél talalhat6. BCORCT: A
BCOR a fuziods fehérje C-terminalis végénél lokalizalodik. Kiil.: Kiilonbségek. ****P < 0,0001

6.2.6 A BCOR-PCGF1 dimer kotési affinitasanak statisztikai elemzése

Amint azt fentebb leirtuk (11. abra), a PUFD domén megdrzi szekvenciajanak integritasat,
de ennek ellenére varhatd, hogy a fuziok befolyasoljdk a BCOR ¢és mas fehérjék kozotti
kolesonhatasokat. Ezt a lehetdséget a fizios fehérjék, vBCOR és a PCGF1 komplex prediktalt
haromdimenzids szerkezetei alapjan vizsgaltuk statisztikai probakkal (14. abra). Ezt kdvetden
post-hoc teszteket végeztiink a vBCOR ¢és fuzids dimerek kozti szignifikans kiillonbséget mutato

parositasok meghatarozasara (14. abra). A sziikséges statisztikai elemzések Osszetettsége miatt
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fehérjénkként 50 predikcids szerkezetet vizsgaltunk, ami varhatéan elegendé megbizhatdsagot
nyujtott az elemzésekhez. A dimer AG értékeit a PRODIGY segitségével szamitottuk ki. Atfogo
vizsgalatot végeztiink a teljes hosszusagu fehérjéken, a RAWUL-PUFD domén hossz, valamint a
4HPL hossz tartomanyokban [93]. Emellett hat kiilonb6z6 kolcsonhatési felszint és az interakcid
szempontjabol kiemelkedé aminosavat elemeztiink. A RAWUL-PUFD ko6todési helyeket Junco et
al. irta le [93]. Osszesen kilenc région vizsgaltuk a kotési affinitasi értékeket, hogy meghatarozzuk

a fuziés esemény hogyan befolyédsolja a BCOR ¢és a PCGF1 interakcidjat.
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14. abra. A BCOR-PCGF1 dimerek kétddési affinitdsanak (AG) 6sszehasonlitasa kiilonbozé BRS
fzios fehérjékkel. Otven predikciot végeztiink mind a kilenc fehérjedimerre (egy vad tipust és
nyolc fuzios fehérje), amelyek BCOR-t vagy BRS flzios fehérjéket és PCGF1-et tartalmaztak.
Egy kisérletileg meghatarozott RAWUL-PUFD dimer (PDB ID: 4HPL) tovabbi kontrollként
szolgalt (C-I). A statisztikai elemzések kozé tartozott a one-way ANOVA (A, I) és a Kruskal-
Wallis tesztek (B-H). A: A teljes hosszusagh BCOR-PCGF1 dimer fehérjék 6sszehasonlitisa
szignifikans kiilonbségeket mutatott AG értékekben a BCOR-PCGF1 komplex ¢€s a nyolc fuzids
dimer ko6zott. B: A RAWUL-PUFD domén hosszéban végzett 0sszehasonlitas (BCOR: 16341748,
PCGF1: 167-255) statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutatott az AG értekekben. C: A
prediktalt szerkezetek kotddési affinitasok Osszehasonlitisa a 4HPL tartomanyon beliil és a
generdlt vad tipust szerkezettel (BCOR-PCGF1) két fuzidés dimer esetében szignifikdnsan
alacsonyabb AG értékeket mutatott, mint a BCOR-PCGF1 esetében. D-I: A kiilonbozd
tartomanyokban végzett kotési affinitasok (D: ISNVCT E: ISNT, F: Phe1639/Phel641, G: IS™¥, H:
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Leul706, I: 1SCT) szignifikans eltéréseket mutattak a fuzids fehérjéket tartalmazé dimerek és a
BCOR-PCGF1 kontroll k6zott. A kolcsonhatasi felszinek kozé tartoznak: a Vall636-Asnl651, a
Ser1704-Aspl712 és a Glyl1738-Asp1748, specifikus régiokkal, az Interaction-Surface™N"¢T
(ISNTCT) &5 az Interaction-Surface™ (IS™*"), valamint egyedi aminosavakkal, mint a Leul706 és
a Phe1639/Phel641. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ***P < 0,0001
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15. abra. A kotddési affinitasok poszt-hoc statisztikai 6sszehasonlitasainak P értékei hdtérképen.
A one-way ANOVA ¢és a Kruskal-Wallis tesztek statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
mutattak a csoport kozott minden vizsgalt tartomanyban. Tobbszords Osszehasonlitod teszteket
alkalmaztunk a kontrollcsoportok (BCOR-PCGF1 (VT) és 4HPL) és a fuzios fehérjék kozotti
kiilonbségek feltarasara. Az oszlopok a tartomanyokat és a kontrollcsoportokat (domain hossz -
VT), mig a sorok a PCGF1-el dimerizalt fuzios fehérjéket jelolik.

Eldszor one-way ANOVA tesztet alkalmaztuk a teljes hosszusdgu fehérjek dimerjeinek AG
értékeinek elemzésére. Statisztikailag szignifikans kiilonbséget talaltunk az atlagos AG értékek
kozott legalabb két csoport esetében (P < 0,0001). A Dunnett-féle tobbszoros dsszehasonlitod teszt
alapjan az atlagos AG értekek szignifikansan eltértek a BCOR-PCGF1 és a fi1zids tipusu csoportok
kozott (14. abra és 15. abra). Az atlagos AG értékek szerinta BCOR::CCNB3-, BCOR::MAML3-
, BCOR-2::MAMLI1- és RTL9::BCOR-2-PCGF1 dimerek szignifikdnsan alacsonyabb, mig ezzel
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ellentétben a BCOR::CLGN-, ZC3H7B::BCOR-2-, CIITA::BCOR- ¢és AHR-BCOR-2-PCGF1
dimerek magasabb AG értékeket mutattak.

A masodik dsszehasonlitas soran a RAWUL-PUFD domén hosszéban 1év6 kilenc csoport AG
értékeit elemeztiik. A vizsgalt régiok magukban foglaltdk a BCOR 1634-1748 ¢és a PCGF1 167-
255 aminosav szakaszait. A Kruskal-Wallis teszt szignifikans kiilonbséget mutatott ki a RAWUL-
PUFD domén hosszaban a kilenc csoport kozott (P < 0,0001). A domén tartomanyon beliili AG
értekek rangatlagai szignifikdnsan eltértek a csoportok kozott (14. abra). Dunn-féle tobbszords
Osszehasonlito tesztet is végeztiink, amely szignifikans kiilonbségeket adott a BCOR-PCGF1 és a
CIITA::BCOR-PCGF1 kozott, ahol a fizids fehérje alacsonyabb AG értéket mutatott.

A harmadik elemzés soran kontrollként hasznaltuk a 4HPL kristalyszerkezetet, mivel az
tartalmazza az ismert RAWUL-PUFD dimert. A PyMOL-t hasznaltuk az AF3 szerkezetek
hosszanak uniformizélésara, hogy azok megegyezzenek a kristalyszerkezetben (4HPL) szerepld
fehérje szekvencidjaval. Ezutan 6sszehasonlitast végeztiink ezen szerkezetek és a BCOR-PCGF1
prediktalt szerkezete kozott fuzids tipustt dimerekkel. A Kruskal-Wallis teszt szignifikans
kiilonbséget mutatott a 4HPL hosszéban (PCGF1 RAWUL: 167-177 és 185-254; BCOR PUFD:
185-254) a tiz csoport kozott (P <0,0001) (14. abra). A Dunn-féle tobbszoros 0sszehasonlitod teszt
kimutatta, hogy a BCOR::CCNB3- ¢és a ZC3H7B::BCOR-PCGF1 alacsonyabb AG értékekkel
rendelkeztek. Ennek ellenére nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a 4HPL és a fizids
dimerek kozott.

A PRODIGY elemzés feltarta a két fehérje (BCOR-PCGF1) kozotti intermolekularis
kontaktusokat (IC-k), amelyek Osszhangban vannak Junco et al. altal kordbban leirt kotddési
felszinekkel [93]. Megallapitottuk, hogy a RAWUL ¢és a PUFD domének kozotti kolesonhatasok
két f6 teriiletre koncentralodtak (16. abra). Az elsd, ami a RAWUL kotési helyeivel interakcioba
lép a PUFD Vall636 aminosava, az N-terminalis B-lemez (Phe1637-Ser1642), az azt kdvetd
Glul1643-Asnl1651 szakasz, valamint a hurok (Gly1738, Ser1739), amely atmenetet képez a C-
termindlis PB-lemezbe (Serl1740-Leul744) illetve az ezutani His1745-Asp1748 aminosavak
(Interaction-SurfaceN"CT). A RAWUL-PUFD kontakt masik megfigyelt IC felszine a Leul 706
koriil koncentralodott, amely a Ser1704-Asp1712 régidban talalhaté (Interaction-Surface™®*). Az
Interaction-SurfaceN“T magéba foglalja a Phel639/Phel641 aminosavakat, amelyek hidrofob
kontaktot létesitenek RAWUL Val206 aminosavaval, mig az Interaction-Surface™™ Leul706

aminosava RAWUL Leu Cage-vel 1¢ép interakcioba [93].
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16. abra. A PUFD domén koélcsonhatasi felszinei a RAWUL-PUFD dimerben. A PRODIGY
elemzés kimutatta, hogy a PUFD domén harom kolesonhatési felszinnel rendelkezik: Interaction-
SurfaceNT (Vall636-Asn1651), Interaction-Surface®” (Gly1738-Asp1748) és Interaction-
Surface™® (Ser1704-Asp1712). Ezekben a szakaszokban koncentralddtak az intermolekuléris
kolesonhatasok. A: A RAWUL-PUFD dimer kodlcsonhatasi térképe. B: A RAWUL-PUFD dimer
reakcids felszinei és egyéb kontaktok (PDB ID: 4HPL). C: A fehérje dimer aminosavszekvenciai.
Kék szinnel jeldlve az Interaction-Surface™N"CT, zolddel az egyéb interakcids aminosavak, sargaval
az Interaction-Surface"®", sziirkével a nem interaktilé aminosavak és pirossal a RAWUL domén
kolcsonhatasban résztvevd aminosavai. Nt: N-terminalis, Ct: C-terminalis.

A PUFD kotédési affinitds predikcioi  soran kiilonds figyelmet forditottunk a
Phel1639/Phel641 ¢és a Leul706 aminosavakra [93], valamint azok RAWUL doménnel valo
kapcsolatara.

A Kruskal-Wallis teszt szignifikans kiilonbséget mutatott az ISNTCT AG értékei kozott a tiz
csoportban (P < 0,0001) (14. abra). A Dunn-féle t6bbszords Osszehasonlitdsi teszt alapjan
szignifikansan alacsonyabb AG értékeket kaptunk a BCOR::CCNB3-, a ZC3H7B::BCOR- és a
CIITA::BCOR-PCGF]1 csoportok eseteben a BCOR-PCGF1-hez képest.

A Kruskal-Wallis teszt szignifikéans kiilonbséget mutatott az ISN tartomany AG értékei kozott
a tiz csoportban (P < 0,0001) (14. abra). A Dunn-féle tobbszords 0sszehasonlitasi teszt szerint a
BCOR::MAML3- ¢és az RTL9::BCOR-2-PCGF1 csoportok szignifikdnsan alacsonyabb AG
értekeket mutattak a BCOR-PCGF1-hez képest, de a 4HPL-hez viszonyitva nem. A Kruskal-
Wallis teszt szintén szignifikans kiilonbséget mutatott a Phe1639/Phel1641 aminosavak AG értékei
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kozott a tiz csoportban (P = 0,0017) (14F. abra), de a Dunn-féle tobbszords dsszehasonlitasi teszt
nem talalt szignifikéns kiilonbségeket a csoportok kozott, még a fuzios fehérjék esetében sem.

A Kruskal-Wallis teszt szintén szignifikans kiilonbséget mutatott az IS**" AG értékei kozott a
tiz csoportban (P < 0,0001) (14. abra). A Dunn-féle tObbszoros Osszehasonlitasi teszt nem
mutatott szignifikans kiilonbségeket a kontrollcsoportok €s a fizids fehérje csoport kozott, csak a
fuzios fehérje dimerek értékei kozott.

A Kruskal-Wallis teszt szignifikans kiilonbséget mutatott a Leul706 aminosav AG értékei
kozott a tiz csoportban (P < 0,0001) (14. abra). Szignifikansan gyengébb kotddési affinitast
figyeltiink meg a ZC3H7B::BCOR- ¢s a CIITA::BCOR-PCGF1 csoportokban a BCOR-PCGF1-
hez képest.

Végiil statisztikailag szignifikans kiilonbséget talaltunk az ISCT tartomany atlagos AG értékei
kozott legalabb két csoport esetében (P < 0,0001) (14I. abra) A Holm-Sidék tobbszoros
Osszehasonlitasi teszt szignifikdnsan alacsonyabb AG értékeket talalt a BCOR::CCNB3- ¢s a
ZC3H7B::BCOR-PCGF1 csoportokban a BCOR-PCGF1-hez képest.

Atfogd elemzésiink szerint a BCOR-PCGF1 dimerek jelentés kiilonbségeket mutattak
kotédeési affinitasukban a vad tipushoz képest, kiilondsen teljes hosszusdgu szerkezetiikben (14.
abra). Kiemelkedden négy BCOR fuziés fehérje - BCOR::CCNB3, BCOR::MAML3, BCOR-
2::MAMLI1 és RTL9::BCOR-2 - novekedett, mig masik négy - BCOR::CLGN, ZC3H7B::BCOR,
CIITA::BCOR, ¢s AHR::BCOR-2 - csokkent kotési affinitast mutatott a vad tipushoz képest. A
kilenc 6sszehasonlitas koziil mindegyikben jelentds eltéréseket talaltunk a csoportok kozott, ezek
koziil hét esetben a poszt-hoc tesztek statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutattak a BCOR-
PCGFI1 é¢s legalabb egy fuzios dimer kozott. A vad tipushoz viszonyitva a legjelentdsebb
valtozasokat a ZC3H7B::BCOR fuzios fehérje esetében talaltuk (hat esetben szignifikans eltérés),
amely két dsszehasonlitas soran csokkent, mig harom alkalommal ndvekedett kotddési affinitast
mutatott. Négy szignifikans eltérés volt megfigyelheté a BCOR::CCNB3 esetében, ami mindig
novekedett kotddési affinitast mutatott. Az eredmények szerint az 6sszesen végzett 72 BCOR-
PCGF1 és fuzios tipusu tobbszords Osszehasonlitasbol 20 szignifikans kiilonbséget talaltunk a
kotédési affinitdsban (28%) (15.4bra). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a fuzids fehérjék
jelentdsen befolyasoljdk a BCOR-PCGF1 dimerizacids tulajdonsagait, ami potencialis
funkciondlis kovetkezményekkel jarhat. Nem figyeltink meg jelentds eltéréseket a

kontrollcsoportként hasznalt 4HPL-hez képest, valosziniileg annak limitalt szdma miatt.
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6.2.7 A BRS fuziés fehérjék hatisa a nem kanonikus Polycomb repressziv komplex 1
kotodési affinitasaira

A BRS fehérjefuziok PRCI1.1-ben betoltott szerepének tovabbi megértése érdekében

modelleztiik a vad tipustu és fuzids fehérjéket a PCGF1, a KDM2B és az SKP1 alegységekkel. A

PRODIGY segitségével kiszamitott AG értékekkel statisztikai elemzéseket végeztiink, hogy

meghatarozzuk a kolcsonhatdsok kozotti kiilonbségeket, dsszehasonlitva a nyolc fuzids fehérje

(Fuzios fehérje™C) kotddési affinitdsat egy vad tipust komplexszel (BCORPRC) (17. abra).
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17. abra. A PRCI.1 partnerfehérjék kotddési affinitdsanak 6sszehasonlitasa vad tipust és fiizios
BCOR fehérjék kozott. Az elemzés sordn vizsgaltuk a BRS fuzios fehérjék alegységeinek és harom
tovabbi PRC1.1 komponensnek (PCGF1, KDM2B, SKP1) a kotddési affinitasat. A: A BCOR és
a PCGF1 kozotti kotddési affinitast Brown-Forsythe ANOVA teszttel elemeztiik. B, C és D: A
BCOR ¢és a KDM2B, illetve a PCGF1 és a KDM2B, valamint a KDM2B és a SKP1 kozotti
kotédési affinitasokat Kruskal-Wallis tesztekkel vizsgaltuk. Az interakcios erdsség kcal/mol-ban
van kifejezbe, ahol a nagyobb negativ érték erdsebb interakciot jelent. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P
< 0,001, ***P < 0,0001

A Brown-Forsythe és a Welch-féle ANOVA teszteket hasznaltuk a PRC1.1 komplexekben
talalhatd BCOR-PCGF1 parok AG értékeinek Osszehasonlitasara (17. abra). Az elemzés

statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket talalt a csoportok kézott (P < 0,0001). A Dunnett-féle
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T3 tobbszords dsszehasonlitasi teszt szerint szignifikansan eltérd értékeket talaltunk a BCORPRC

és az alabbi csoportok kozott: BCOR::MAML3PRC (P = 0,0114), BCOR-2:MAMLI1PRC (p =
0,0008), ZC3H7B::BCORRC (P < 0,0001), CIITA::BCORPRC (P < 0,0001) és AHR::BCOR-2PR¢
(P < 0,0001). Nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget a BCORPRC és a kovetkezd
csoportok kozott: BCOR::CCNB3PRC (P = 0,8719), BCOR::CLGNRC (P = 0,7544) és
RTL9::BCOR-2PRC (P =0,8188) (17A. abra).

A BCOR-KDM2B fehérjék AG értékeinek kilenc csoport kozotti Osszehasonlitdsdhoz
Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk (17. abra). Statisztikailag szignifikans kiilonbség volt a
csoportok kozott (P < 0,0001). A Dunnett-féle tobbszords Osszehasonlitasi teszt szignifikdns
kiilonbségeket talalt a BCORPRC és a kdvetkezd fuziok kozott: BCOR::CCNB3PRC (P = 0,0080),
BCOR::MAML3™RC (P <0,0001), BCOR-2::MAMLI1RC (P =0,0076), ZC3H7B::BCOR™C (P =
0,0004) és RTL9-BCOR-2"R€ (P < 0,0001). Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a BCORPRC
és a BCOR::CLGNPRC (P = 0,7025), valamint a BCORRC és a CIITA-BCORPRC kozott (P
>0,9999).

Elemzésre keriilt tovabba a PCGF1-KDM2B koélesonhatasok kotddési affinitasa is (17. abra).
A Kruskal-Wallis teszt statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutatott ki a csoportok kozott
(P < 0,0001). A Dunnett-féle tobbszoros Osszehasonlitdsi tesztek szignifikans kiilonbségeket
talaltak a BCORPRC és a BCOR:MAML3PRC (P = 0,0082), illetve a RTL9::BCOR-2PRC (P <
0,0001) kdzott. Nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a BCORPRC és a masik hat fuzids
fehérjét tartalmazo komplexek kozott (P> 0,9999).

Végiil megvizsgaltuk és dsszehasonlitottuk a KDM2B-SPK1 parokat a PRC1.1 komplexben
(17. abra). A Kruskal-Wallis teszt statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutatott ki a
csoportok kozott (P < 0.0001). A Dunnett-féle tobbszords Osszehasonlitdsi teszt statisztikailag

RPRC

szignifikans kiilonbséget mutatott ki a BCO és kovetkezd fluzids tetramerek kozott

BCOR::MAML3PRC (P = 0,0029), CIITA-BCOR®RC (P = 0,0047) és AHR::BCOR-2PRC (P =
0,0283). Nem figyeltiink meg statisztikailag szignifikdns kiilonbséget a BCORPRC és az ot
fennmarado fzids fehérjét tartalmazé tetramer kozott.

A AG értékek jelentdsen eltértek a PRC1.1 komplexen beliil 1évé BCOR-PCGF1-, BCOR-
KDM2B-, PCGF1-KDM2B- ¢s KDM2B-SKP1 fehérjekolcsonhatasok esetében. Az ANOVA és a
Kruskal-Wallis tesztekkel végzett statisztikai elemzések soran Osszesen 32 tObbszoros
Osszehasonlitast végeztiink, ezek koziil tizenhat esetben mutattunk ki valtozasokat a fuzios
fehérjék kotodési affinitdsdban a vad tipushoz képest (50%) (17. abra). Nyolc fuzios fehérje koziil
6t (BCOR::CCNB3, BCOR:CLGN, ZC3H7B::BCOR, CIITA:BCOR ¢és AHR::BCOR-2)
csokkent kotddési affinitdst mutatott, mig harom esetében (BCOR::MAML3, BCOR-2::MAML1

¢s RTL9::BCOR-2) novekedett az affinitas. Csak két fuzios fehérje - a BCOR:MAMLS3 és az
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AHR::BCOR-2 - mutatott statisztikailag szignifikans eltéréseket mind a négy 6sszehasonlitasban.
Eredményeink azt mutatjak, hogy bar a PUFD domén szekvencidja nem trunkalodik a fizios
esemény kovetkeztében, az interakciok mégis jelentds valtozdsokon mentek at, ami médositja a

PRCI1.1 komplex interakcids dinamikajat €s funkciojat.

6.2.8 A dimer komplexek molekularis dinamikai elemzése

Az MD szimulécidkat a szerkezeti és kotddési affinitas elemzések kiegészitéseként végeztiik
el, hogy dinamikus betekintést nyerjiink a BCOR-PCGF1 dimer komplexek - beleértve a
génfuziokat is - stabilitdsaba, interakcids er0sségébe €s termodinamikai tulajdonsagaiba.

A BCOR-PCGF1 dimereken - beleértve a kiilonbozé BRS fuzids fehérjéket is - végzett MD
szimulaciok jelentds kiilonbségeket tartak fel a szerkezeti stabilitdsban és a kolcsonhatasi
dinamikaban. A négyzetes kozépeltérés (Root Mean Square Deviation, RMSD) analizisek (18A.,
B. abra) szignifikans eltérést mutattak a dimerek szerkezeti stabilitasaban, a Kruskal-Wallis teszt
pedig statisztikailag szignifikans kiilonbségeket igazolt (P < 0,0001). A Dunnett-féle tobbszords
Osszehasonlito tesztek szignifikans kiillonbségeket talaltak a BCOR-PCGF1 és az Gsszes fzios
fehérje dimer kozott (18B. abra).

Az RMSD analizis kimutatta, hogy a vBCOR-PCGF1, valamint a BCOR::CCNB3-PCGF1,
BCOR-2::MAMLI1-PCGF1 és RTL9::BCOR-2-PCGF1 fuziés komplexek gyorsabban érték el a
stabilitast (3000 ps-on beliil), és alacsonyabb atlagos RMSD értékeket (<0,4 nm) tartottak fenn a
szimulaci6 soran, ami stabilabb konformaciora utal. A BCOR::CCNB3-PCGF1, a BCOR-
2::MAMLI1-PCGF1 ¢és az RTL9::BCOR-2-PCGF1 flzios variansok szintén viszonylag gyorsan
stabilizalodtak (3000 ps-on beliil) mérsékelt RMSD értékekkel (<0,4 nm). Ezzel szemben mas
fuzi6s variansok, kiilonosen a BCOR::MAML3, a BCOR::CLGN, és foként a ZC3H7B::BCOR,
CIITA::BCOR ¢s az AHR::BCOR-2, emelkedett RMSD értékeket mutattak, és még 5000 ps utan
is folytatodo fluktuacidkat jeleztek, ami ezeknek a fuzids fehérjéknek a tartés szerkezeti
instabilitdsara és konformacios flexibilitasara utal.

A négyzetes kozépfluktuacid (Root Mean Square Fluctuation, RMSF) analizis sordn a fiizios
tipusu szekvencidkat a vBCOR-hoz illesztettiik. A fizids fehérjék megvaltozott fluktuaciokat
mutattak a vVBCOR-hoz képest, kiilonosen a funkciondlisan kritikus PUFD doménben (1634-
1748). A BCOR::MAML3 és CIITA::BCOR variansok magasabb aminosav szintli fluktuaciokat
mutattak ebben a doménben, ahol az RMSF csucsértékek elérték a 0,3-0,4 nm-t, szemben a
stabilabb vad tipusi komplexszel (RMSF értékek <0,3 nm). Figyelemre méltd, hogy a
legalacsonyabb fluktuaci6t a BCOR::CCNB3 esetében figyeltik meg (18G. 4abra), ami

alatamasztja az RMSD analizisben megfigyelt szerkezeti stabilitasat.
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Hasonloképpen, a gmx MMPBSA kotési affinitas analizisek (18C., D. abra) eltéré dimer
termodinamikai profilokat jeleztek. A Kruskal-Wallis teszt statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket igazolt (P < 0,0001). A Dunnett-féle tobbszoros 0sszehasonlité tesztek szignifikans
kiilonbségeket taladltak a BCOR-PCGF1 ¢s a kovetkezd fuzidos fehérje dimerek kozott:
BCOR::CLGN (P <0,0001), ZC3H7B::BCOR (P < 0,0001), CIITA::BCOR (P < 0,0001),
RTL9::BCOR-2 (P = 0,0007), AHR::BCOR-2 (P < 0,0001). Az 6sszes fuzids fehérje csokkent
kotési affinitdst mutatott a vBCOR-PCGF1 komplexhez képest (atlagos AG = -142 kcal/mol). A
leggyengébb atlagos AG értéket (-90,24 kcal/mol) a CIITA::BCOR-PCGF1 esetében talaltuk, mig
a legerésebbet a BCOR::CCNB3-PCGF1 komplexre szamitottuk (-141,4 kcal/mol) (18D. abra).

A hidrogénkotések szamanak meghatarozasa - kizarolag a két fehérjelanc kozott, mivel a viz
altal kozvetitett hidrogénkotéseket nem vontuk be az elsddleges elemzésbe - (18E., F. abra)
tovabb hangsulyozta a kdlcsonhatasok erdsségében mutatkozo kiillonbségeket. A Kruskal-Wallis
teszt szerint szignifikéns eltérés volt a kotések szdmaban a dimerek kozott (P < 0,0001). A post-
hoc Dunnett-féle tobbszoros 0sszehasonlitasok statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutattak
ki a BCOR-PCGF1 és az Osszes fuzios dimer kozott (a P értékek 0,0009 ¢s <0,0001 kozott
mozogtak), kivéve a BCOR::CCNB3 flziot tartalmaz6 dimert (P > 0,9999). A legalacsonyabb
hidrogénkotés szamot a ZC3H7B::BCOR-PCGF1 dimer esetében talaltuk (54,4 atlagérték), mig a
legmagasabbat a vad tipust (90,41 atlagérték) és a BCOR::CCNB3-PCGF1 dimer (90,27
atlagérték) esetében.

A gmx MMPBSA koétési affinitasok korreldciot mutattak a PRODGY eredményekkel
(Pearson-teszt: P =0,00014, R*=0,8885). Korrelacid volt tovabba a hidrogénkotések szama és az
RMSD (Spearman-teszt: P < 0,0001, R* =-0,530), valamint a AG értékek kozott (P < 0,007, R? =
-0,417), de nem volt korrelacié az RMSD és a AG értékek kozott (P = 0,862). Ezek a korrelaciok
azt mutatjak, hogy a magas RMSD értékekkel rendelkezd régiok kevesebb stabil hidrogénkdtésnek
felelnek meg, mechanisztikus kapcsolatot teremtve a szekvencidk flexibilitdsa és a csokkent
kolcsonhatési erdsség kozott. A vBCOR fehérjét és fuzids partnereket, koztik a CCNB3, a
MAML3, a MAMLI és az RTL9 fehérjét tartalmazo BCOR-PCGF1 dimerek egy kiilon csoportot
alkottak magasabb hidrogénkdtés szammal és erdsebb kotési affinitassal, 6sszehasonlitva azokkal,
amelyek a CLGN, a ZC3H7B, a CIITA és az AHR fuzi6s partnereket tartalmaztak (18C-D. abra).
A kevesebb hidrogénkotéssel rendelkezd dimerek gyengébb kotési affinitast mutattak, ami
kevesebb stabil kolcsonhatast jelez. A ZC3H7B::BCOR, a CIITA::BCOR ¢és az AHR::BCOR-2
fuzios fehérjék csokkent kotési affinitasa annak tudhatd be, hogy ezekben a fuzidkban a BCOR
fehérje trunkalodik, ami megzavarja a kulcsfontossagt kolesonhatasi feliileteket. A BCOR::CLGN
esetében azonban a teljes BCOR fehérje megmarad a fazids fehérjében. Ennek ellenére a

BCOR::CLGN dimer csokkent kotési affinitast €s redukalt hidrogénkotés szamot mutatott. Ez a
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megfigyelés arra utal, hogy a CLGN partner szerkezeti valtozéasai akadalyozhatjak a PCGF1-gyel
valé hatékony interakcidt, ami potencidlisan a dimer altalanos stabilitdsdnak megvaltozasat
eredményezheti.

A giréacids sugar (Radius of Gyration, Rg) analizise tovabbi betekintést nyujtott a szerkezeti
kompaktsagba a vVBCOR-PCGF1 dimerek és fuzios varidnsaik esetében (18H. abra). A vad tipust
komplex mutatta a legkompaktabb konformaciot, a legalacsonyabb Rg értékeket (3,8-3,9 nm)
produkalva, ami szoros szerkezeti illeszkedést jelez a szimulacid sordn. Ezzel szemben az 6sszes
fuzids fehérje magasabb Rg értékeket (4,0-4,6 nm) mutatott, ami kiterjedtebb konforméaciokra utal.
Figyelemre mélto, hogy bar a fehérje hosszusaganak valtozasai befolyasoltak az Rg gorbék
magassagat, sok fizios fehérje a szekvenciahosszaval ardnytalan Rg értékeket mutatott, ami arra
utal, hogy ezeket a konformacids valtozasokat inkabb szerkezeti atrendezddések, mintsem pusztan
méretbeli kiilonbségek okozzak. A BCOR::MAML3 fzi6 mutatta a legmagasabb Rg értékeket
(4,4-4,6 nm), jelentds szerkezeti Kkiterjedést sugallva, mig a CIITA::BCOR mutatta a
legalacsonyabb Rg értéket a fuzids variansok kozott (4,0-4,1 nm). Megfigyeltiik, hogy minden
rendszer 2500 ps-on beliil elérte az egyensulyt, ezt kdvetden az Rg értékek kisebb fluktuaciokkal
stabilizalodtak, kivéve a CIITA::BCOR és a ZC3H7B::BCOR fuzidkat. Az eredmények azt jelzik,
hogy a fzi6s események jelentdsen megvaltoztatjdk a BCOR komplex térbeli elrendezddését és
kompaktsagat, potencialisan befolyasolva annak kolcsonhatasat a PCGF1 fehérjével és a késobbi
funkcionalis tulajdonsdgokat a PRC1.1 komplex dsszeallasaban.

Az RMSD, RMSF, hidrogénkotés-dinamika és Rg értékek egylittes elemzése atfogo képet ad
arrol, hogyan valtoztatjak meg a fuzids események a BCOR-PCGF1 dimer stabilitasat. Két fuzio,
a ZC3H7B::BCOR ¢s a CIITA::BCOR mutatta a legkifejezettebb szerkezeti instabilitast, amelyet
a legalacsonyabb kotési affinitas, a legkevesebb hidrogénkotés, a legmagasabb RMSD értekek, a
legnagyobb PUFD domén flexibilitas és a leginstabilabb Rg trajektoridk jellemeztek. Ez a
szerkezetdinamika funkcid Osszefliggés magyardzza, hogy a meg6rzott domén architektiraval
rendelkezd fuzios fehérjék miért mutatnak meégis csokkent kotési tulajdonsagokat, mivel a lokalis
flexibilitasi valtozasok globalis szerkezeti destabilizacidhoz vezetnek. Ezek az eredmények
Osszhangban vannak a 14A. dbran ezen dimerek esetében megfigyelt kotési affinitasi

tendenciakkal.
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Aminosav szekvencia
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18. abra. A BCOR-PCGFI1 dimerek molekularis dinamikai szimulacioi kiilonb6zd BRS fuzids
fehérjékkel 10 ns id6tartamon keresztiil. A: Négyzetes kozépeltérés (RMSD) elemzés grafikonon.
B: Az RMSD ¢értékek statisztikai Osszehasonlitdsa. Vizualisan és statisztikailag is kimutathatd
eltéréseket detektaltunk az RMSD értékek kozott C: A kotddési affinitas (AG) valtozasa
grafikonon abrazolva. D A mért AG adatok statisztikai 6sszehasonlitdsa. A legerdsebb AG-val
rendelkezé dimer a vad tipust volt. E: A hidrogénkotések szdma grafikonon abrazolva. F: A
hidrogén kotések szamanak statisztikai 6sszehasonlitasa. A hidrogén kotések aszama a BCOR ¢s
a BCOR::CCNB3 dimererk esetében volt a legymagasabb. G: A BCOR szekvencidk négyzetes
kozépfluktuacio (RMSF) analizise, amely kiemeli a PUFD domén megvaltozott flexibilitasat a
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fazidos variansok esetében a vad tipushoz képest. Az 1168-1201 szdmok a BCOR-2
fehérjeszekvencidkban 1év0 specifikus hidnyt jelzik. H: A girdcidés sugér analizise a fizids
variansok esetében a vad tipusti dimerekhez képest a szerkezeti kiterjedés jelentds novekedését
mutatja. A statisztikai szignifikancidt Kruskal-Wallis teszttel hataroztuk meg, amely szignifikans
kiilonbségeket mutatott ki (P < 0,0001) minden tesztben a kilenc dimer k6zott az RMSD (B), AG
(D) és a hidrogénkdtések szama (F) tekintetében. ***P < 0,001, ****P < (,0001
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7. Megbeszélés

7.1 TP53 mutaciok potencialis patogén hatasanak vizsgalata és klinikai relevanciaja AML
és MDS esetekben

A precizios onkoldgia teriiletén a nagy ateresztoképességii molekuléris elemzés alapvetové
valt a biologiailag eltérd betegség alcsoportok azonositasdhoz és a leghatékonyabb kezelési
lehetéségek személyre szabasahoz. Az MDS a klonalis hematopoetikus Ossejt rendellenességek
csoportja, amelyek gyakran AML-be progredidlnak, igy preleukémias allapotnak tekinthetok. A
szomatikus 7P53 génmutaciok kulcsfontossagu tényezék az MDS/AML betegek progresszidjaban
és betegség tulélésében [207]. Az MDS-ben a 7P53 mutacioval rendelkezd betegek egy
egységesen rossz progndzisi molekularis kohortot képviselnek, azonban a TP53 mutacid statusza
tovabbra is az egyik legfontosabb kockazati tényezo [60,62—64,208]. A mechanizmusok, amelyek
révén a TP53 mutaciok ezeket a kedvezdtlen kimeneteleket okozzak, még nem tisztazottak.

Munkank soran NGS analizist végeztiink a 7P53 génre célzottan 77 AML-MR, MDS-IB ¢és
MDS-LB beteg mintdin. Osszesen 26 TP53 muticioval rendelkezd beteget azonositottunk és 30
kiilonbdz6 variaciot azonositottunk a 41 mutaciobol. A TP53 mutaciok legmagasabb aranyat AML
esetekben detektaltuk (57,69%), majd 33,33%-ot az MDS-IB mintakban és 17,95%-ot az MDS-
LB mintdkban. A 7P53 mutaciods statusz €s citogenetikai kép Osszehasonlitdsakor az irodalmi
adatokkal 6sszhangban az AML és az MDS-IB csoportokban detektaltuk a legtobb citogenetikai
aberraciot és TP53 mutaciot [209,204]. TP53 pozitvitdas 60%-ban tarsult CK-val az AML-MR ¢s
50%-ban az MDS-IB betegek esetében, mig az MDS-LB betegeknél nem detektaltunk CK-t.

A VAF és a variansok szamanak egylittes figyelembevételével kovetkeztetni lehet, hogy a
betegmintakban egy vagy tobb klon van-e jelen. Hét esetben két vagy tobb mutaciot talaltunk
ugyanazon mintdban. A hasonlé VAF (1., 10., 13., 32., 42. eset) azt sugallja, hogy parhuzamos
mutaciok lehetnek mindkét 7P53 allélon (Osszetett heterozigota) egyetlen klonban vagy tobb
mutacid ugyanazon az allélon multi-hit-ként értelmezhetd [204]. Két vagy tobb, eltérd
gyakorisaggal észlelt 7P53 mutacid arra utal, hogy ezek kiilonbozd klonokbodl szarmaznak (6., 28.
eset) (2. tablazat).

A TP53 mutaciok prognosztikai jelentdsége részben a varians allélfrekvenciatol fiigg és a
kevésbé gyakori klénok kevésbé kedvezdtlen hatassal birnak [210,211]. Az irodalmi adatok szerint
az alacsonyabb VAF-val rendelkezd betegeknek jobb a tulélésiik. Mig a 7P53 mutaciok VAF
>23% nagyobb haldlozasi kockéazatot hordoznak a vad tipust betegekhez képest, addig a VAF
<23% esetek tulélése hasonld volt a vad tipust betegekhez képest [212] (4. abra). Eredményeink
magasabb atlagos VAF-t mutattak ki az AML-MR ¢és az MDS-IB csoportokban az MDS-LB
esetekhez képest (34,12%, 35,59%, 22,83%).
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A TP53 immun pozitivitasat akkor allapitottuk meg, ha a TP53 festési intenzitasa magas volt
(3+) legalabb 10%-o0s pozitiv sejtszam mellett. Ez 6sszesen 13/77 esetben (16,9%) fordult eld. A
TP53 mutacid nélkiili betegeknél nem volt TP53 THC pozitivitas. A stop kodonnal jaré esetekben
(5., 16., 29., és 60.) az IHC nem detektalta a médosult TP53 fehérjét, amit a felgyorsult felezési
id6re utal.

A varidns fehérjék in silico szerkezeti elemzése feltarja a TP53 és az AML/MDS
progresszidjanak fehérjeszintli 6sszefiiggéseit. A pontmutaciok altal okozott szerkezeti valtozasok
potencialisan befolyasoljak a fehérje funkcigjat, és a TP53 fehérje prediktalt szerkezeti valtozasai
klonalis modon 6sszefiigghetnek a klinikai viselkedéssel. A kiilonb6z6 mutacié csoportok eltérd
hatdsokat okoznak, amelyeket szekvencia- és szerkezetalapi szamitogépes megkdzelitésekkel
lehet prediktalni. Példaul a DBD-ben nem minden mutacid vezet feltétleniil funkciovesztéshez.
Ezeket a kategoridkat a varians helye (N-terminalis, DNS-kot6 vagy oligomerizacios domén) és a
mutacionak a TP53 funkcidjara gyakorolt hatdsai alapjan hatdrozzdk meg, mint a teljes vagy
részleges funkcidvesztés, a dominans-negativ hatas és/vagy a funkcidonyerési tulajdonsagok [213].
Osszességében a TP53 mutaciok 87,8%-at (36) a fehérje DBD-ben mutattuk ki.

In silico bioinformatikai modszereket alkalmaztunk a leggyakoribb 7P53 hotspot mutéaciok
validalasara az alkalmazott adatbazisok segitségével, azonban a ritka mutaciok AML/MDS-re
gyakorolt hatasa tovabbra is nagyrészt ismeretlen. Ezért megvizsgaltuk a 7P53 mutaciok
patogenitasat, hogy 0j informécidkat szerezziink a rendelkezésre all6 adatok alapjan, valamint
stabilitdsi és interakcios elemzéseket végeztiink biostatisztikai algoritmusok segitségével. A
detektalt 6sszesen 30 mutaciobol 20 nincs kategorizalva a ClinVar adatbazisban, igy klinikai
jelentdségiik tovabbra is ismeretlen. Ezért in silico elemzéseket és adatgyiijtést végeztiink a
variansok patogenitasanak meghatdrozasara. Szignifikans kiilonbségeket talaltunk az AML-MR
¢s az MDS-IB, valamint az AML-MR ¢és az MDS-LB csoportok kozott 12 pontozasi kategoria
alapjan (10. abra). Ugyanezeket a szignifikans kiilonbségeket figyeltiilk meg a REVEL BayesDel,
Varity és FATHMM-XF-re sziikitett elemzési csoportban a patogenitdsi pontszamok esetében. A
stabilitasi vizsgalatok (DynaMut2, DDGun) szintén kimutattak a AA Gsbilitss (kcal/mol) valtozasait
a mutaciok kovetkeztében, bar szignifikans kiilonbségeket (a harom betegcsoport kdzott) csak az
AML-MR ¢és az MDS-IB, valamint az MDS-IB és az MDS-LB csoportok kozott figyeltiink meg.
Ahogy a Cry és AF alapu AAGsubilitss Vizsgalati eredmények korrelacidja kimutatta a rendezetlen
régiok bevondsa nem modositotta érdemben a stabilitasi eredményeket, vagyis a DNS-k6té domén
szerkezeti allapota onmagaban jol reprezentalja a TP53 stabilitasvaltozasat.

A TPS53 fehérje stabilitdsanak in silico predikcidja soran a DynaMut2 és DDGun3D
programokat olyan TP53 kristalyszerkezetekre (SMCT, SMG7, SMF7) alapoztuk, amelyek csak a

94-293-as DNS-kotd domént tartalmazzak - ebben a régioban fordul eld a mutaciok tilnyomo
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tobbsége. Ezeken a modelleken a rendezetlen szakaszok nem szerepelnek, igy azok kozvetlen
hatasa a AAGsubiliss-ra nem jelentkezett. Ugyanakkor a teljes, rendezetlen régiokat is tartalmazé
AF modell alapjan végzett stabilitasi predikciok nagyon magas korrelaciot mutattak a Cry alapt
eredményekkel (DynaMut2: r = 0,89; DDGun3D: r = 1,0). Ez azt mutatja, hogy a rendezetlen
régiok jelenléte nem modositotta érdemben a stabilitasi eredményeket, vagyis a DBD szerkezeti
allapota 6nmagdaban jol reprezentalja a TP53 stabilitasvaltozasat.

A kiilonb6zé mutaciok promoter-specifikus TA értékeit is megvizsgaltuk és szintén
szignifikans kiilonbséget talaltunk az AML-MR ¢és az MDS-IB, illetve az AML-MR ¢és az MDS-
LB csoportok kozott. Az rosszabb prognozissal jar6 AML-MR ¢és az enyhébb MDS-LB csoport
kozotti szignifikans kiilonbség hianya, valamint az MDS-LB csoportban tapasztalt alacsonyabb
atlagos stabilitasértékek oka valdszinlileg az MDS-IB csoport kis mintaszamaban keresendo.
Ugyanakkor mind a patogenitasi pontozasi modszerek, a stabilitdsvaltozast eldre jelz6 és mind
pedig a promoter-spcifikus TA értékeit 0Osszehasonlitdo modszerek is képesek voltak
megkiilonboztetni a harom csoportban 1évo mutaciok elérejelzett patogenitasat (10. abra).

Megallapitottuk, hogy a 30 mutacidtipus koziil 23 varians (p.E271K, p.S260F, p.T256I,
p.P98L, p.Q375E, p.T2531, p.R248Q, p.P152Q, p.S362N, p.N239D, p.C275Y, p.V272M,
p-M246V, p.M246K, p.R273S, p.G266R, p.A161T, p.C135S, p.V216M, p.G245S, p.S215N,
p.-Y205C és p.G334R) csokkent stabilitasi értékeket mutatott. Hét varians (p.S260F, p.T256I,
p-P98L, p.Q375E, p.T2531, p.R248Q ¢és p.P152Q) semleges hatasunak bizonyult, mig egy
(p-T2531) az aberrans TP53 fehérje stabilitdsanak ndovekedését mutatta a vad tipushoz képest (6.
abra). Néhany csokkent stabilitdsi mutans TP53 fehérjét klinikai vizsgalatokban is
tanulmanyoztak [214,215], ahol rosszabb kimenetelt igazoltak komplex kromoszdma aberracioval
Osszefiiggésben. A fennmarad6 hét nem misszensz mutacié koziil hat (négy kereteltolodéasos és
két stopkodon mutacid) olyan trunkalt fehérjéket eredményezett, amelyek elvesztették a teljes C-
termindlis domént és sériilt DBD-vel rendelkeztek. Ezek a fehérjék valoszinlileg nem
funkcionalisak és kozvetleniil a transzlacio utdn lebomlanak. Csoportokra bontva megfigyeltiik,
hogy az AML-MR esetekben a 13 misszensz mutacio koziil 12-nek csokkent a fehérje stabilitasa
(6. abra). Ezen kiviil két kereteltolodasos és két stopkodon mutaciot is detektaltunk. Ebben a
csoportban mind a hét nem misszensz mutacidé és harom varidns a fehérje-DNS interakcios
feliiletein helyezkedtek el, ami gyengébb DNS-kotddést eredményez (9. abra). Az MDS-IB
csoportban a nyolc misszensz varians koziil hatnak semleges hatdsa volt a fehérjére, kettd
csOkkentette és egy pedig novelte annak stabilitdsat. Ebben a csoportban két kereteltolodasos
mutaciot és egy fehérje-DNS interakcios partnert is azonositottunk (9. abra). Az MDS-LB
csoportban - amely a legjobb prognoézissal rendelkezik - az 6t misszensz varians koziil négy

esetben csokkent stabilitast prediktaltunk, egy esetben pedig semlegesnek osztalyoztuk, ezen kiviil
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egy stopkodon mutacio is jelen volt (6. abra). Erdekes modon ebben a csoportban figyeltiikk meg
mindkét fehérje-fehérje interakcidban kdzvetleniil részt vevd mutaciot (p.G334R és p.S362N) (8.
abra).

In silico elemzéseket végeztiink a fehérje-fehérje €s fehérje-DNS interakciok lehetséges
valtozasainak kiszamitidsara (8. abra és 9. abra). Ezek az elemzések kimutattdk, hogy az
oligomerizaciés domén p.G334R muticidja csokkentheti a TP53 monomerek kozotti
intermolekularis interakciot (-1,218 kcal/mol), ami hatassal lehet a homotetramer szerkezet
kialakulasara (8. abra). Tovabba, a korabbi tanulméanyok altal mar vizsgalt p.S362N mutacid
megakadalyozza az USP7/HAUSP és a TP53 fehérje kozotti interakciot (8. abra). A Ser362-nek
nemcsak az USP7/HAUSP-hoz val6 kotédésben van szerepe hanem PTM hely is (foszforilacio).
A Ser-362 ¢és Ser-366 alaninra torténd cseréje a TP53 IKK2 altali foszforilaciojanak
csokkenéséhez, a TrCP1-gyel valo tarsulas csokkenéséhez, valamint a TP53 stabilitdsanak és
altalunk azonositott mutacié (p.S215N) is PTM helyként funkcional. A p.Ser215 a PAK4 kinaz
foszforilacios helye, ennek a helynek a modositasa csokkenti a TP53 aktivitasat hepatocelluldris
karcinoma sejtekben [216]. Az MDS-IB esetekben e modositas elvesztésének hatasa azonban még
nem ismert.

A promoter-specifikus TA [156,217,218] adatok 0Osszhangban vannak az in silico
eredményeinkkel (10. abra), amelyek azt mutatjak, hogy a p.S362N és a p.Q375E variansok
rendelkeztek a legalacsonyabb patogenitasi tulajdonsdgokkal. A p.G334R varidns mutatta a
leginkabb vad tipusti promoter-specifikus transzkripcios aktivitast, és az in vitro adatok szerint
képes tetramer szerkezetet kialakitani annak ellenére, hogy az in silico adataink csokkent PPI
affinitast prediktaltak.

A p.T2531 mutéacié esetében az altalunk alkalmazott modszerek megndvekedett TP53
fehérjestabilitast josoltak, ellentétben a patogenitdsi osztidlyozasi rendszerek vegyes
eredmeényeivel (6. abra), ami részlegesen funkcionalis mutans fehérjére utal (TransactivationClass
[156]). A p.S362N varianst szinte minden mddszer benignusnak értékelte (5. abra), azonban -
ahogy fentebb emlitettiik - a p.S362 egy PTM hely, ezért a p.S362N mutacié megakadalyozhatja
ennek az aminosavnak a foszforilacigjat, és potencidlisan befolyasolhatja a TP53 fehérje
oligomerizaciojat. Kovetkezésképpen a p.S362N mutaciot nem lehet teljes bizonyossaggal
benignusnak mindsiteni. Ezzel szemben a p.Q375E nagyobb valoszinliséggel tekinthetd benignus
mutécionak az altalunk gytijtott adatok és elvégzett szamitasok alapjan. A tobbi mutacio patogén
jellemzoéket mutatott még akkor is, ha predikcids modszereink szerint nem csokkentették a

fehérjestabilitast.
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7.2 A BCOR fuziok patogenitasi vizsgalata in silico eszkozokkel

A BCOR-t el6szor, mint a BCL-6 1 interakcids korepresszorat azonositottak, amely fokozza
a BCL-6 altal kozvetitett transzkripcios repressziot [88]. Késobb felfedezték, hogy a BCOR 498-
514-es helyén talalhato a specifikus BCL6 kotddési motivum. Emellett kidertilt, hogy a BCOR
kozvetleniil kdlcsonhatasba 1ép az AF9 (MLLT3) [219] transzkripcids szabalyozoval, és kotodik
az MLL-AF9 kimérikus fehérjékhez (MLL: mixed lineage leukemia), bar csak néhany BCOR
izoform képes kotddni az AF9-hez. A BCOR ismert része a PRCI1.1 komplexnek. A komplex
Osszeallitdsa soran interakcio alakul ki a BCOR PUFD doménje és a PCGF1 fehérje RAWUL
kolesonhatéasba kell 1épnie a KDM2B C-terminalisaval [107,99].

Egy 0j génflzios alcsoportot irtak le csontszarkdémaban 2013-ban Pierron és munkatarsai [82].
Azota nyolc tovabbi fuzidés gént azonositottak [82,122,120,123—-126], amelyeket a ,,csont és
lagyrész differencidlatlan kis kerek sejtes szarkomainak” harmadik kiilonallé alcsoportjaba
soroltak [82,119]. Bar a patologiai jellemzodiket alaposan megvizsgaltak, a fizids fehérjéket eddig
nem elemezték szerkezeti szinten. Munkank soran in silico megkozelitéseket alkalmaztunk ezen
ritka fuzids fehérjék tulajdonsagainak feltdrasara. Ennek érdekében elemeztiik a szarkomakban
ismert BCOR-atrendez8dések  szekvenciait, Osszehasonlitottuk a  fizidos  fehérjék
doménarchitektirait (11. abra) és fizikokémiai jellemzdit (12. dbra), valamint elemeztik a
PANTHER GO tulajdonsagaikat (5. tablazat), a szignalpeptideket, az intramolekularis
lokalizaciokat (5. tablazat) ¢és az IDR-eket (13. abra). A BCOR-PCGF1 komplexek 3D
szerkezetét is vizsgaltuk (14. abra,

15. abra, 16. abra és 17. abra), kiilonos tekintettel a RAWUL-PUFD domének kozotti
kotddési affinitasra (14. abra) a BCOR és partnereik kozott. Emellett 1) RAWUL-PUFD dimer
interakcios felszineket is feltartunk (16. abra). Tovabba megvizsgaltuk a fehérje-fliziok hatasat a
kotddési affinitasokra tetramer PRC1.1 szinten (17. abra).

A kilenc fuziés fehérjét két csoportra osztottuk a BCOR lokalizacioja alapjan: BCORN! és
BCOR®T. A BCOR::CCNB3 fuziés fehérje elvesztette destrukciés boxat. Ez a motivum az
ubiquitin-proteaszoma Utvonal felismerési jeleként miikodik, és elengedhetetlen a ciklin B3
mitotikus lebontasahoz, ami meghosszabbitott sejtciklus-progressziot és kontrollalatlan
sejtosztodast eredményez [220,221]. Emellett a fizids fehérje ektopikus expresszidja NIH3T3
sejtekben rendellenes CCNB3 kifejez0dést eredményezett, valamint ndvelte az S-fazisba belépd
sejtek szdmat [82,222,120]. A MAML3 ¢s MAMLI1 megrovidiilése érintette azok 1-157-es és 1-
ankyrin ismétlédési régioival vald kolesonhatasért, mint peldaul NOTCHI1, NOTCH2, NOTCH3

¢s NOTCH4 [223-226]. A MamL-1 domén megrovidiillése a BCOR::MAML3 fazidban
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megzavarja a Notch jelatvitelt, ami hozzdjarul az onkogén potencialhoz [227,228]. A
BCOR::CLGN kozel felét elvesztette szekvencidjanak, beleértve kalretikulin szekvenciajanak
nagy részét is. Ez valdszintlileg hatassal van a kalmegin funkcidjara, rontva a fehérje foldingjat és
megzavarva az ER chaperon funkciokat. Ez potencialisan ER stresszt okozhat, eldsegitve ezzel a
tumor progresszidjat a diszfunkcionalis fehérjemindség ellenérzés révén [229], ami
befolyasolhatja a férfi spermiumok funkcionalis képességet is [230].

A ZC3H7B:BCOR fuzid, amely a BCORCT csoportba tartozik, jelentds szerkezeti és
funkcionalis valtozasokat mutat. A BCOR fehérje elvesztette a Bbs helyét, ezaltal megsziint a
BCL6-tal valdé korepresszor funkcioja. Bar a ZC3H7B megoérizte TPR és LD motivumait,
elvesztette C2H2- és C3H1-tipusu cinkujjait. A ZC3H7B felismeri a miR-7-1, miR-16-2 és a miR-
29a hajtliszerkezeteit [231]. Korabban kimutattak, hogy a ZC3H7B hianya csokkentette az érett
miR-7 szintjét HEK293 sejtekben. Ezért a fehérje trunkacié és a C2H2, valamint a C3HI
cinkujjainak elvesztése, amelyek kdlcsonhatasba 1éphetnek az RNS-sel [232-234], az RNS kotési
képességek romlasdhoz vezet és hatassal lehet a miR-7-tel val6 interakciora. Ez megzavarhatja a
poszttranszkripcidos génszabalyozast ¢és hozzajarulhat olyan kulcsfontossagu tutvonalak
diszregulacigjahoz, mint példaul a miRNS biogenezis [235]. A KMT2D és a BCOR gének fuzidja
kovetkeztében kialakulod kiméra fehérje nem tartalmazza a BCOR Bbs helyét, igy elvesztette a
BCL6 korepresszor funkcidjat. Az elveszett ePHD domén feltételezhetéen DNS kotési funkcidval
rendelkezett [236], mig a FYRN/C és a SET domének kulcsfontossaguak a COMPASS komplexen
beliili fehérje-fehérje interakcidkhoz. Ez a komplex elengedhetetlen a hiszton H3 lizin 4 (H3K4)
metilaciojahoz, amely alapvetd szerepet jatszik a génszabalyozéasban és fejlddésben [237]. A
FYRN/C, az ePHD ¢és a SET domének elvesztése destabilizalja a kromatin atrendezOdést, ami
rendellenes génexpresszidhoz és genom instabilitashoz vezet [238]. A CIITA::BCOR fuzio
esetében a BCOR elvesztette Bbs helyét, mig a CIITA fehérje {6 része (146-1130) hidnyzik, kivéve
valamint az MHC 1II osztaly f6 hiszton kompatibilitdsi komplex transzkripcios aktivacidjara. Ez
potencialisan karosithatja az MHC II osztaly génexpresszidjat, ami elOsegitheti a tumor sejtek
immunelkeriilését [240]. Az RTL9 mas néven sushi-ichi retrotranszpozon homolog 10 (SIRH10)
vagy retrotranszpozon Gag domént tartalmazd fehérje 1 (RGAGI1) az ugynevezett gag-szerl
fehérjék csaladjaba tartozik, amelyek doménjei homologok a retrovirusok és retrotranszpozonok
poliproteinjeinek doménjeivel, beleértve a kapszid fehérjét is [241,206]. Az RTL9 1169-1316
régidja, amely kozel van annak C-termindlisdhoz, magéaban foglalja mind az N-, mind pedig a C-
terminalis alegységeket a kapszid-szerli doménen beliil. Ez a domén nagy szerkezeti hasonldsagot
mutat az emberi immundeficiencia virus kapszid doménjével és mas emlds gag-szerli fehérjék

kapszid-szerli doménjeivel, mint példaul az aktivitas-szabalyozott citoszkeleton-asszocialt
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fehérjék (Arc/Arg3.1). Ezekrdl a fehérjékrol és mas gag-szerti fehérjékrdl - beleértve az RTL
csalad tagjait, példaul az RTL1-et (mas néven PEGI11) és az RTL2-t (mas néven PEG10 vagy
RGAG3) - ismert, hogy képesek onalldan Osszedllni virus kapszid-szerli részecskékké kapszid-
szerli doménjeik oligomerizacidjan keresztiil [242]. Az ép RTL9 fehérje potencialisan szintén
képes lehet 6nallo 6sszeallasra, bar ezt kisérletileg eddig nem igazoltak. Az RTL9::BCOR-2 fzi6s
fehérje csak az RTL9 1-1199 aminosavait tartalmazza, ennek kdvetkeztében az RTL9 kapszid-
szeri doménjének szinte teljes egésze elveszett. fgy az RTL9 nem képes elésegiteni a fuzids
fehérje oligomerizaciojat kapszid-szerti doménjén keresztiil. Az AHR::BCOR-2 kiméra fehérjében
az AHR funkcionalis doménjei nem szenvedtek deléciot, azonban a BCOR szekvenciak
hozzaadasa valoszinlileg megvaltoztatja interakcids dinamikajat, potencialisan megzavarva olyan
utvonalakat, mint példaul xenobiotikum-metabolizmus és immunvélaszok, amelyek kritikusak
lehetnek tumor szupresszor folyamatok szempontjabol [243] (11. abra).

A fazi6s fehérjék fizikokémiai tulajdonsagait vizsgaltuk €és Osszehasonlitottuk a vad tipusu
fehérjékével (12. abra). A vizsgalat kimutatta, hogy a fuzids fehérjék GRAVY értékei 35,95%-
kal csokkentek a vad tipusu fehérjékhez képest (12. abra). Ez a csokkenés a hidrofobicitas
csokkenésére utal, amely jelentOs hatdssal lehet a fehérje foldingjara és interakcidira. Ez helytelen
Osszeszerelést és funkcidvesztést eredményezhet a sejtkornyezetben. A hidrofoéb koélesonhatasok
kulcsszerepet jatszanak a fehérje térszerkezetének stabilizalasaban és a tobbfehérjés komplexek
Osszeszerelésében [244]. Ezek a hatdsok aggregacidhoz ¢s funkcidvesztéshez vezetnek [245].
Tovéabba, a hidrofobicitas valtozasai befolyasolhatjak a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat és a
fehérjeszerkezetek altalanos stabilitasat, kiilondsen stresszhelyzetekben [246]. Azonban az értékek
nem értek el pozitiv tartomanyt, ami arra utal, hogy a fehérjeszerkezetek tovabbra is globularis
konfiguraciot vesznek fel [181]. Az Al értékek nagyrészt valtozatlanok maradtak. Az II
novekedése a fehérje stabilitasanak €s az in vivo felezési id6 csokkenésére utal [179] (12. abra).
Ez az instabilitds megzavarhatja a proteosztazist, amely kritikus fontossagl a sejtfunkciok és
jelatviteli utvonalak fenntartdsdhoz. A proteosztdzis zavara thlterheli a sejt mindségellendrzési
mechanizmusait, beleértve a molekularis chaperonokat és proteaszémakat, ami sejtmiikddési
zavarhoz és betegségekhez vezet [74]. Mar leirtdk a BCOR fehérje magas expresszidjat BRS
esetekben [247], ami a proteosztazis zavaraval fligghet §ssze. Kimutattak, hogy a BCOR tulzott
expresszioja nuklearis aggregatumok kialakulasat eredményezi, amelyek eltérnek a klasszikus
aggreszomaktol [248]. Tumorsejtekben ez a deregulacio eldsegiti a tulélést €s a proliferaciot
proteotoxikus stressz alatt, timogatva ezzel a tumor progresszidjat [249]. Az instabilitas kivaltja
az unfolded protein response (UPR) folyamatat, amelynek célja a proteosztazis helyreallitasa tigy,

hogy fokozza a fehérje folding kapacitéast, lebontja a hibas folding-al rendelkezd fehérjéket és
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csokkenti a fehérjeszintézist. Azonban kimutattak, hogy az UPR kréonikus aktivacioja timogatja a
tumorképzddést azaltal, hogy lehetdvé teszi a tumorossejtek ttlélését stressz hatasra [250].

A fazios fehérjék EC értékeinek valtozasai (12. abra) jelentds hatassal lehetnek funkcionalis
tulajdonsagaikra. Az emelkedett EC érték az aromas aminosavak - kiilonosen triptofan, tirozin €s
cisztein - megnovekedett tartalmara utal, amelyek ultraibolya fényt nyelnek el 280 nm-en [177].
Az abszorpcid novekedése pontosabb kvantifikalast tesz lehetévé spektrofotometrids
vizsgalatokkal, ami kritikus tényezd a biokémiai elemzések és fehérjejellemzés szempontjabol
[251]. Az aromas aminosav &sszetétel valtozasai azonban befolyasolhatjak a fehérje folding-jat és
stabilitasat. Az aromds oldallancok fontos szerepet jatszanak azokban a hidrofob
kolesonhatasokban, amelyek stabilizaljadk a fehérjék harmadlagos szerkezetét [252]. Az ilyen
valtozasok hatassal lehetnek folding utvonalakra, potencialisan konformacids valtozasokat idézve
eld, amelyek befolyasoljak a fehérje biologiai aktivitdsat és mas makromolekuldkkal valo
kolcsonhatasat. Tovabba az EC valtozéasai jelezhetik a fehérje felszini tulajdonsagainak
modosulasat is, amelyek hatdssal lehetnek sejten beliili lokalizacidjara, fehérje-fehérje
kolesonhatasokra és poszttranszlacios modositasokra vald hajlamara [176].

A fuzios fehérjék Tpl értékei partnerfehérjéikhez viszonyitott véaltozasai (12. abra) jelentds
biokémiai valtozasokra utal. A legtobb fizids fehérje pl értéke csokkent a nativ megfeleldikhez
képest (12. abra). A pl csokkenése az oldhatosag csokkenését eredményezheti fiziologias pH-n,
ami befolyasolhatja a fehérje stabilitdsat ¢s novelheti az aggregacio valdszinliségét [253]. Az
alacsonyabb pl értékli fehérjék semleges pH-n nagyobb negativ toltést hordoznak, ami hatassal
lehet sejten beliili lokalizacidjukra, mas makromolekuldkkal valé kolcsonhatdsukra és
fehérjekomplexekben vald részvételiikre [254]. Ezzel szemben a megfigyelt pl emelkedés
pozitivabb netté toltés fele¢ tolodast jelez fiziologias koriilmények kozott, ami szintén
megvaltoztathatja a fehérje kolcsonhatasi dinamikdjat és funkciondlis aktivitasat [255].

A SignalP 6.0 és DeepLoc 2.0 eredményeink nagyrészt dsszhangban voltak az irodalmi
adatokkal (13. abra). Azonban néhany kordbban leirt szignalpeptidet ezek az eszk6zok nem
ismertek fel. Csak a kalmegin esetében talaltunk szekrécios szignalpeptideket, annak ellenére,
hogy az AHR két NLS-t is tartalmaz a 13-16 és a 37-42 aminosavaknal [256], amelyek nem
vesztek el a fuzids esemény soran. A DeepLoc 2.0 eredményei szerint szinte minden fizios fehérje
a sejtmagban talalhato, kivéve a BCOR::CLGN-t, amely az ER-ban helyezkedhet el. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak a PANTHER GO eredményeivel, amely szintén nuklearis
lokalizaciot jelez a legtobb fuzids fehérje esetében. Csak a BCOR::CLGN esetében figyeltiink meg
ER lokalizaciot a DeepLoc 2.0 hasznélatdval, mig nuklearis lokalizaciét mutatott a PANTHER
GO. Ismert, hogy a CLGN egy N-terminalis hidrofob szignalpeptidet tartalmaz [257] a kordbban

altalunk prediktadl 1-19 pozicidban [125], amely az ER lokalizacioért felelds, valamint egy
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hidrofob C-terminalis régiot transzmembran doménnel és ER szignallal [230]. A fuzios esemény
kovetkeztében az N-terminalis hidrofob szignal elveszett a fehérje elsé 295 aminosavaval egyiitt,
de a C-terminalis helyek érintetlenek maradtak. Az N-terminalis hidrofob szignalpeptid alapvetd
a kalmegin ER-be irdnyitasdhoz. Hianya megakadalyozhatja a fehérje megfeleld lokalizaciojat,
ami funkciovesztést eredményez. A CLGN C-terminalisa rogziti a fehérjét az ER membréanjahoz,
biztositva annak ottani chaperon funkcioit. Ez elengedhetetlen a calmegin ER-en beliili
szerepéhez, amely magéban foglalja a fehérje folding-jat, mindségellendrzését, valamint a
spermatogenezisben €s spermium-petesejt kolcsonhatasokban betoltott funkcioit [230,258]. A
DeepLoc 2.0 azonositotta a CLGN C-terminalisat és azt az ER-ben helyezte el annak ellenére,
hogy az N-termindlis hidnyzik (5. tablazat). A KMT2D és KMT2D::BCOR sejtes komponens
terminusa az MLL3/4 komplex, amely egy hiszton-metiltranszferaz komplex, €s a sejtmag
nukleoplazmajaban taldlhat6 (5. tablazat). Az RTL9::BCOR-2 esetében nem alltak rendelkezésre
irodalmi adatok.

A BCOR-atrendezddéses szarkomat kis méreti daganatok jellemzik, amelyek fibrovaszkularis
stromaval rendelkeznek, néha mixoid valtozassal. A daganat sejtmagjai lehetnek kerek vagy ovalis
alakuak, de k6zds jellemzdjiik a kevés citoplazma, hasonléan az Ewing-szarkoméahoz. Bar a fizids
fehérjék elméletileg kimutathatok lennének a citoplazmaban vagy az ER-ben, minimalis
mennyiségiik megneheziti az immunhisztokémiai festések értelmezését.

Az [UPred3 segitségével végzett rendezetlenségi elemzés jelentdés ndovekedést mutatott a
BCORNT fuzios fehérjék PUFD régiojaban a vBCOR-hoz képest (13. 4abra). Ez a novekedés
befolyasolhatja a BCOR interakcioit a PCGF1 RAWUL doménjével és a KDM2B C-
terminalisaval, potencidlisan zavarva a PRC1.1 komplex kialakulasat. Feltételeztiik, hogy a fizids
események befolydsoljak a BCOR ¢és kotddési partnerei kozotti interakcidos dinamikat. Ennek
vizsgalatara felépitettiik a BCOR-PCGF1 és PRCI1.1 komplexeket AF3-mal és értékeltiik a kotési
affinitdsaikat (14. abra, 15. abra és 17. abra). A komplexek szerkezeti elemzése jelentds
eltéréseket tart fel a kotési affinitdsban mind a dimer (14. abra és 15. abra), mind pedig a tetramer
formak esetében, valamint azok interakcidés partnereinél (17. abra). A 92 elvégzett
Osszehasonlitasbol (

15. abra és 17. abra) 32 (35%) mutatott megvaltozott AG értékeket. Tovabba két interakcios
felszint azonositottunk a BCOR-ban, ISNTCT ¢s IS néven (16. abra), amelyek mindegyikét
érintették a fuzidés események (14. abra). Ezenkiviil a BRS fehérjéket érintd interakcidok
kozvetetten befolyasoltdk a tetramer kotddési affinitasait, kiilondsen a PCGF1-KDM2B ¢és a
KDM2B-SKP1 kozott (17. abra).

A fazids fehérjék koziil példaul a BCOR::CCNB3, a BCOR::MAML3, a BCOR-2::MAML1

¢s az RTL9::BCOR-2 megnovekedett kotési affinitast, mig a BCOR::CLGN, a ZC3H7B::BCOR,
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aCIITA::BCOR ¢s az AHR::BCOR-2 csokkent affinitast mutattak (14. abra). A csokkent affinitas
gyengiilt kotddést jelez, a megnovekedett affinitas fokozott, merevebb komplexre utal. Azonban a
PRCI1.1 Aaltal kozvetitett epigenetikai szabdlyozashoz egyensuly sziikséges a stabilitas ¢és
rugalmassag kozott annak érdekében, hogy fenntartsak az dsszeallitas €s szétszerelés dinamikajat,
amely elengedhetetlen a preciz génszabdlyozashoz [259]. A tulzott stabilizadcid akadalyozhatja
ezeket a dinamikus folyamatokat, rontva a sejtek jelatviteli valaszképességét és megzavarva a
génexpressziot [260].

A molekuladinamikai (MD) szimuldciok (10 ns) szignifikans valtozasokat mutattak az
RMSD-ben, a hidrogénkdtés mintazatban és a kotési affinitasokban a kilenc legpontosabb dimer
szerkezet kozott. A gmx MMPBSA kotési affinitds predikciok eredményei erds korrelaciot
mutattak a PRODIGY pontszamokkal, ezaltal alatimasztva az eredmények megbizhatosagat. A
kapott eredmények kiemelik a BCOR fuzios fehérjék szerkezeti és energetikai hatdsat a dimer
stabilitasara és a PCGF1 fehérjével valo kolcsonhatasi dinamikéjara.

A fuziés fehérjék MD szimulaciokban megfigyelt dinamikus viselkedése mechanisztikus
betekintést nyujt abba, hogyan zavarjdk meg ezek az atrendez6dések a PRCI1.1 komplex
Osszeallasat, ami tilmutat azon, amit csupan a statikus szerkezetekbdl lehetne kovetkeztetni. A
megnodvekedett konformacids flexibilitds konzisztens mintzata arra utal, hogy még akkor is, ha
az esszencialis kotd domének megmaradnak a fuzios fehérjékben, azok dinamikus tulajdonsagai
alapvetéen megvaltoznak. A domén destabilizacioja, a ZC3H7B::BCOR ¢s a CIITA::BCOR
fuziok esetében, ugy tiinik, hogy végig terjed a fehérje szerkezetén, amit a megnovekedett giracios
sugaruk és csokkent kompaktsaguk is bizonyit.

Ezek a dinamikai valtozasok valdsziniileg magyarazatot adnak arra a paradox megfigyelésre,
hogy a teljes BCOR szekvenciat megtarto fuzios fehérjék mégis funkciondlis hidnyossagokat
mutatnak az epigenetikai szabalyozasban. A hidrogénkotés instabilitds és a csokkent kotési
affinitas kozotti korrelacio bemutatja, hogyan befolyasolhatjak dramaian az aminosav szekvencia
flexibilitasaban bekovetkez6 finom valtozasok a kritikus kdlcsonhatasi feliileteken a kolesonhatés
erdsségét. Ez a paradigma 1) keretet biztosit azon mechanizmusok megértéséhez, amelyek révén
a tumoros megbetegedésekkel Osszefiiggd fuzids események megzavarjdk a biologiai
folyamatokat, tilmutatva az egyszerti domén trunkalodas hatokorén. A tanulmany egyik korlatja,
hogy hosszabb, 100 ns-os szimulaciok helyett 10 ns-os MD szimulacidkat alkalmaztunk. Szamitasi
er6forras korlatok és a kilenc BCOR-PCGF1 dimer elemzésének sziikségessége miatt 10 ns-os
szimuldciokat alkalmaztunk, de ez az id6tartam elegendd a kulcsfontossagi szerkezeti és
kolesonhatési trendek megfigyeléséhez.

A talzott kotési affinitas olyan konformacios valtozasokat idézhet eld, amelyek gatoljak a

PRC1.1 miikddéséhez sziikséges kofaktorok vagy enzimatikus tevékenységek, példaul a RING1B
76



E3 ubikvitin ligdz aktivitadsat, amely kritikus a hiszton H2A ubikvitindciojahoz [261]. A fazids
fehérjék dominans-negativ hatast is kifejthetnek azaltal, hogy kiszoritjadk a vBCOR-t a PRC1.1
komplexekbdl, de a szerkezeti valtozasok miatt nem képesek fenntartani a normal funkciot [262].
Az 1j fehérjeszegmensek beépitése a fuziok révén megzavarhatja a BCOR szabalyozo szerepét,
még akkor is, ha az esszencialis domének érintetlenek maradnak [263,264]. Ez a jelenség mas
tumoros megbetegedésekben is megfigyelhetd, ahol a kiméra fehérjék megvaltoztatjak
lokalizaciojukat és funkciojukat annak ellenére, hogy szabalyoz6 elemeket tartanak meg [265].

Az ilyen zavarok veszélyeztethetik a BCOR képességét a PRC1.1 komplex Osszeéllitasara,
ami onkogének, kiilonosen a HOX génklaszter génjeinek hatastalan represszidjat eredményezi
[266]. A PRC1.1 komplex kéarosodasa csokkenti a H2A-K 119 monoubiquitindcidjat (H2A-K119-
ubl), amely egy alapvetd epigenetikai jel a géncsendesités fenntartdsdhoz [267]. Ennek
eredményeként a géncsendesitési mechanizmusok zavara miatt bekovetkezd HOX gének
rendellenes felregulacidja eldsegitheti az onkogenezist azaltal, hogy kontrollalatlan sejtosztodast
valtanak ki és megzavarjak a normal differenciacios utvonalakat [266]. Ezenkiviil ezek a BCOR-
atrendezddések megvaltoztathatjdk az epigenetikai mintazatot, hozzajarulva a génexpresszid
molekularis valtozasok jelentdsen karositjak annak szerepét a géncsendesitésben, 6sszességében
hozzajarulva az onkoldgiai betegségek kialakulasahoz és progressziodjahoz.

A fizikokémiai valtozasok, példaul a csokkent hidrofobicitas és a megndvekedett instabilitas
stlyosbithatjak a diszfunkciot azéltal, hogy befolyasoljak a fehérje folding-jat vagy eldsegitik az
aggregaciot [245,246]. A fehérje aggregacid funkciondlis komponenseket vonhat el vagy
diszfunkcionalis komplexeket képezhet, veszélyeztetve ezzel a PRCI1.1 kromatin moddositd
kapacitasat és génszabalyozd funkciojat. Ezek az eredmények kiemelik, hogy az esszencialis
domének megtartdsa nem elegendd, ha a fuzidbol szdrmazd szekvencidk kérositjak a fehérje
miikddését vagy kdlcsonhatésait.

Osszegzésképpen eredményeink azt mutatjak, hogy a BCOR flzios fehérjék megzavarjik a
PRC1.1-en beliili molekularis mechanizmusokat ¢és az onkogenezist indukéalnak szabalyozatlan
génexpresszion keresztiil. Annak ellenére, hogy elméletileg képesek komplexekbe sszeallni, ezek
a fuzids fehérjék nem mitkddnek hatékony epigenetikai szabalyozoként, ami hangsulyozza
szerepiiket a BRS patogenezisében.

A vizsgalt genetikai aberraciok célzott kezelése sokoldali megkdzelitést igényel, mivel
jelenleg nincsenek kifejezetten a BRS-re tervezett hatékony terdpids lehetdségek [128].
Ugyanakkor elengedhetetlen annak vizsgélata, hogy a meglévd vagy potencidlis terapias szerek

hogyan alkalmazhatoak. A CDK4/6 inhibitorok, példaul a palbociklib, igéretesnek bizonyultak

crer
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Preklinikai modellek ¢és II. fazisu klinikai vizsgalatok is igazoltak a betegség kontrolljat [268,269].
A Kklinikai tesztek igéretes progressziomentes ¢&s teljes talélést mutattak eldrehaladott
szarkdbmakban ahol CDK4 talzott expressziot figyeltek meg [269]. Ezzel parhuzamosan a
hagyomanyos kemoterapias protokollok, mint példaul a vincristin/doxorubicin/cyclophosphamid
alkalmazasa ifosfamid/etoposiddal, kemoterapias érzékenységet €s terapias valaszt mutattak
csecsemOkori BRS esetén [270]. Bar a PARP-inhibitorokat kiilonb6z6é daganatokban vizsgaltak,
azok specifikus szerepe BRS-ben - kiilonosen HMGA 1-kromatin mddositokkal vagy ATR/CHK1
inhibitorokkal kombinalva homol6g rekombinécids hidny indukaldsara - tovabbi kutatasokat
igényel [271,272]. Az epigenetikai modulaciot célzo EZH2-inhibitorok és RING1B ubiquitin ligaz
blokkoldk célja a PRCI.1 funkcié helyreéllitasa és a PROTAC technologidk pedig képesek
lehetnek szelektiven lebontani a diszfunkcionalis BCOR fuzios fehérjéket, bar kozvetlen
bizonyitékok BRS esetében még nincsenek [273,274]. Preklinikai adatok arra utalnak, hogy a
BCOR génfuzio 4altal indukalt PRCI.1 destabilizacidé mieloid differencidciés gének
stratégidk, mint példdul a TCR-moédositott T-sejtek (TCR-T), amelyek a tumorspecifikus
antigéneket célozzak, szintén igéretesek, kiillondsen az olyan intracellularis antigéneket kifejezd
tumorok esetében, mint a BCOR génfuziok [276-279]. Ezenkiviil kombinalt terdpidk is jelentds
potenciallal rendelkeznek. Egy metaanalizis szerint, a nem-Ewing kezelés (pl. doxorubicin-alapt
protokollok) biztonsagos opcionak tekinthetd. A tulélési aranyok Osszehasonlithatok az Ewing-
protokollokkal BRS esetén (20% ¢és 21,8%-0s mortalitas) [128]. Klinikai szempontbol molekularis
diagnosztikai moddszerek (pl. BCOR FISH/RNS-szekvenalas) nélkiilozhetetlenek a
fuzidspecifikus célpontok azonositasahoz (pl. BCOR::CCNB3), mivel a terapias eredmények
jelentdsen fliggenek a genetikai varidnsoktol [130,247]. E daganatok ritkasdga €s a konszenzusos
iranyelvek hidnya miatt elengedhetetlen a folyamatos kutatas (pl. NCT04889924) és a klinikai
vizsgalatok, amelyek PARP- vagy checkpoint-inhibitorokat alkalmaznak. Ezek kulcsfontossaguak
az optimalis terapids stratégidk kidolgozasahoz és a személyre szabott kezelések alkalmazasahoz

[280-286].
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8. Osszefoglalas

Az értekezés célja az ismeretlen génvariansok és fuziok vizsgalata in silico eszkdzokkel,
amely sordn a 7P53 gén mutacioit MDS-ben és AML-ben, illetve a BCOR fazi6t vizsgaltuk BRS-
ben.

Az NGS eredmények szerint a 7P53 mutéciok tobbsége a DBD-ben helyezkedett el, amelyek
jelentds valtozasokat okoztak a fehérje stabilitadsaban és funkcidjaban. Az in silico modellezés
kimutatta, hogy ezek a mutaciok csOkkentették a fehérje stabilitasat és gyengitették a DNS-
kotédést, ami dominans-negativ hatast vagy funkcidvesztést eredményezett. Klinikai szempontbol
a TP53 mutaciok jelenléte rosszabb tulélési arannyal tarsult, kiillondsen magas allélfrekvencia
esetén. Az AML-MR csoportban kimagasléan magas volt a komplex kariotipusok eléfordulésa,
amely tovabb rontotta a prognozist. A fehérje-fehérje kdlesonhatasok elemzése soran kimutattuk,
hogy bizonyos mutaciok, példaul a p.G334R, gyengitették a homotetramer szerkezet kialakulasat,
mig masok, mint példaul a p.S362N, megvaltoztattdk az USP7/HAUSP fehérjével vald
kolcsonhatast. Az MDS/AML csoportokban detektal mutaciokat 6sszehasonlitva szignifikdnsan
kitint az AML-MR csoport, ahol a legtobb ¢és legsulyosabb kovetkezményekkel jard
rendellenességet talaltuk beleértve a komplex karitipust, az 0ssztulélést, a patogenitasi pontokat, a
fehérje stabilitast és a promoter specifikus TA értékeket. Molekularis és fehérje in silico adataink
alapjan az MDS-IB egy koztes csoport az AML-MR ¢és az MDS-LB betegek kozott, amely gyakran
progresszalddik AML-be, és igy pre-leukémids allapotnak tekinthetd. Az egyes, nem egyértelmii
klinikai jelentdségli variansok in silico modellezéssel tovabb értékelhetdk, lehetdvé téve
patogenitasuk eldrejelzését.
silico modszerekkel. A fizios események jelentds szerkezeti valtozasokat, funkciondlis domének
elvesztését vagy modosulasat okoztdk. A fizikokémiai tulajdonsagok elemzése csokkent
hidrofobicitast és novekvd instabilitasi indexet mutatott. A tovabbi szekvencia alapt analizisek is
jelentds elvaltozasokat eredményeztek az intrarcelluléris lokalizacio, a rendezetlenség ndvekedés,
mind pedig a gének ontologias tulajdonsagainak valtozasaban. Nyolc fuzios fehérje 3D struktarajat
is felépitettiik, dimer és tetramer komplexben szimulélva a PRC1.1 komplexen beliili interakcioit.
Szignifikdns kotési affinitds valtozasokat talaltunk, egyes fizids fehérjék ndvekedett, mig masok
gyengitett kolcsonhatasokkal birtak, ami az epigenetikai szabalyozas zavardhoz vezet. Dimer
eredményeinket az MD szimuléci6 is megerdsittette.

Osszességében az értekezés eredményei ravilagitanak arra, hogy mind a P53 mutaciok, mind
pedig a BCOR génfuzidk jelentds szerepet jatszanak a daganatok patogenezisében. Az in silico

modszerek pedig hatékony eszkdzok ismeretlen varidnsok €s fuziok szerkezeti és funkcionalis
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kovetkezményeinek feltdrasdra. Az eredményeink hozzédjarulhatnak 1) terapias célpontok

azonositasdhoz ¢€s személyre szabott kezelési stratégidk kidolgozéasahoz.
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9. Summary

The dissertation aims to investigate unknown gene variants and fusions using in silico tools,
focusing on 7P53 mutations in MDS and AML and BCOR fusions in BCOR-rearranged sarcomas.

According to NGS results, most 7P53 mutations were located in the DNA-binding domain,
resulting in significant changes to protein stability and function. In silico modeling demonstrated,
these mutations reduced protein stability and weakened DNA binding, leading to dominant-
negative effects or loss of function. Clinically, the presence of 7P53 mutations was associated with
poorer survival rates, particularly in cases with high allele frequency. In the AML-MR group, a
remarkably high occurrence of complex karyotypes was observed, further worsening the
prognosis. Protein-protein interaction analysis revealed that certain mutations, such as p.G334R,
weakened the formation of the homotetramer structure, while others, like p.S362N, altered
interactions with the USP7/HAUSP protein. When comparing mutations detected in MDS/AML
groups, the AML-MR group stood out significantly due to the most severe abnormalities found,
including complex karyotypes, overall survival rates, pathogenicity scores, protein stability, and
promoter-specific TA values. Based on molecular and protein in silico data, MDS-IB appears to
be an intermediate group between AML-MR and MDS-LB patients, often progressing to AML
and thus considered a pre-leukemic state. Certain variants of uncertain clinical significance can be
further evaluated using in silico modeling to predict their pathogenicity.

In the second part of our work, we investigated nine fusion proteins identified to date in
BCOR-rearranged sarcomas using in silico methods. The fusion events caused significant
structural changes and loss or modification of functional domains. Analysis of physicochemical
properties revealed reduced hydrophobicity and increased instability indexes. Further sequence-
based analyses also indicated major alterations in intracellular localization, increased disorder, and
changes in gene ontology terms. We constructed 3D structures for eight fusion proteins and
simulated their interactions within dimeric and tetrameric complexes of PRCI1.1. Significant
changes in binding affinities were identified; some fusion proteins exhibited increased, while
others showed weakened interactions, leading to disruptions in the epigenetic regulation. MD
simulations confirmed our dimer results.

In summary, the dissertation's results highlight that both TP53 mutations and BCOR gene
fusions play significant roles in tumor pathogenesis. Moreover, in silico methods are effective
tools for uncovering the structural and functional consequences of unknown variants and fusions.
Our findings may contribute to identifying new therapeutic targets and developing personalized

treatment strategies.
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Szilvidnak a hosszl évek soran nyujtott onzetlen segitségiiket és szakmai tdmogatasukat.

Koszonettel tartozom Dr. Motyan Janos Andrasnak, a Biokémiai és Molekularis Biologiai
Intézet egyetemi docensének a munkam soran nyujtott értékes segitségért, valamint azért, hogy
bevezetett az in silico modszerek alkalmazédsdnak vilagdba, ezzel is jelentdésen hozzéjarulva

szakmai fejlédésemhez.

Kutatasunkat az alabbi palyazatok tamogattak: UNKP-23-3-II Felséoktatasi Doktori Hallgatoi
Kutatéi Osztondij, GTIDEA Kivalésagi PhD Oszténdij, Debreceni Egyetem Doktorandusz
Kiegészitd Osztondij, EKOP-24-3-11 Doktori Hallgatoi Osztondij I1.
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