Doktori (PhD) értekezés tézisei

Onkopatologiai génvariansok- és
fuziok klinikai jelentoségének
tanulmanyozasa in silico fehérje
modellezés segitségével

Madarasz Kristof

Témavezeto: Dr. Mokanszki Attila

DEBRECENI EGYETEM

Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola

Debrecen, 2025



Onkopatologiai génvariansok- és fuziok
klinikai jelentoségének tanulmanyozasa in
silico fehérje modellezés segitségével

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében a
klinikai orvostudomanyok tudoméanyéagaban

frta: Madaréasz Kristof, okleveles biologus

Késziilt a Debreceni Egyetem Klinikai Orvostudoméanyok
Doktori Iskolaja (Konzervativ orvostudomanyok és klinikai
vizsgalatok programja) keretében

Témavezetd: Dr. Mokanszki Attila, PhD
Az értekezés biraloi:

Prof. Dr. Csész Eva, az MTA doktora
Prof. Dr. Véasarhelyi Barna, az MTA doktora

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Németh Norbert, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Cs6sz Eva, az MTA doktora

Prof. Dr. Véasarhelyi Barna, az MTA doktora
Prof. Dr. Balogh Istvan, az MTA doktora
Dr. Czajlik Andras, PhD

Az értekezés védésének helyszine és idopontja:
Debreceni Egyetem AOK, 2025. oktober 07. 13:00 6ra,
DE AOK Belgyogyaszati Intézet A épiilet tanterme.



1. Bevezetés

A mielodiszplazias szindromak (MDS) és az akut mieloid leukémia
(AML) a vérképzd rendszer klondlis rendellenességeibdl eredd
hematoldégiai malignitasok, amelyeket a mieloid Ossejtek genomikai
instabilitasa és differenciacios zavara jellemez. Az MDS egy heterogén
betegségcesoport, amelyet a vérsejtek elégtelen termelése €s a periférias
vér citopénidja hataroz meg, mig az AML egy gyorsan progredialo,
agressziv megbetegedés, amelyet a leukémias blasztok kontrollalatlan
burjanzasa dominal. A két korkép kozotti szoros kapcsolatot igazolja,
hogy az MDS esetek jelentds része AML-be progredial.

Globalisan mindkét betegség incidencidja ndvekszik az életkorral,
kiilonosen a 70 év feletti populdcioban. Genetikai szempontbol a
patogenezisben kiemelkedd szerepet jatszanak a DNS metilaciojat, a
kromatin strukttra atalakuldsat, valamint az RNS-splicingot szabalyozé
gének mutacidi, amelyek eldsegitik a klonalis evolucidt és a terapias
rezisztenciat. A komplex kariotipussal és TP53 mutaciokkal jellemezhetd
alcsoportok progndzisa kiilondsen kedvezbtlen, a median talélési id6
intenziv kezelés mellett is rovid, féként biallélikus mutaciok vagy magas
varians allél frekvencia esetén.

A modern prognosztikai modellek, mint a Molekularis Nemzetk6zi
Prognosztikai Pontozasi Rendszer (IPSS-M), integraljak a klinikai
paramétereket, a citogenetikai rendellenességeket és a szomatikus
mutéaciokat, igy pontositva a betegek kockazati besorolasat. Ez a
megkdzelités hangsulyozza a genetikai profil meghatarozé szerepét a
kezelési dontésekben.

Az onkolégiai kutatasok egyik legnagyobb kihivéasa az ismeretlen

klinikai jelentéségli variansok (VUS) értelmezése. Az ujgeneracios



szekvenalasi (NGS) technologidk elterjedésével egyre tobb genetikai
eltérést azonositanak, amelyek funkcionalis és klinikai hatdsa gyakran
tisztazatlan. Ezen variansok pontos értékelése alapvetd feltétele a
hatékony célzott terapidk alkalmazasanak és a precizidos onkologia
sikerességének, amely integralt megkdzelitést, tobbek kozott
bioinformatikai predikcios eszk6zok alkalmazasat igényli.

A génfuzidk szintén kiemelt szerepet jatszanak szamos daganat,
koztik a szarkomak patogenezisében. Ezek az eltérések onkogén
fehérjéket hoznak 1étre, amelyek célzott terapiak hatékony célpontjai
lehetnek. Az NGS és a bioinformatikai eszk6zok fejlodése lehetové tette
ezen fuziok pontosabb detektalasat, azonban klinikai jelentOségiik és
funkcionalis kdvetkezményeik értelmezése tovabbra is kihivast jelent. A
multiomikai adatok integralt elemzése elengedhetetlen ezen fizidk altal
aktivalt jelatviteli itvonalak feltérképezéséhez és 1ij terapids célpontok

azonositasahoz.



2. Célkituzések

Munkank célul tiizi ki a malignus elvaltozasok hatterében allo két
alapvetd molekularis genetikai eltérés, a kisebb méretl, nukleotid
bazisokat érintdé aberraciok (SNV, indel) és a nagyobb kiterjedési,
strukturalis valtozasokat eredményezé génfiziok (transzlokéciok)
tanulmanyozasat. Ennek megvalositasa érdekében az egyik leggyakoribb
onkohematologiai betegségekhez vezetd eltérés, a TP53 gén variansok, és
az egyik legritkdbb lagyrész szarkémakban eléforduldo BCOR
génatrendez6dések vizsgalatat tervezzik elvégezni. Az Ujgeneracios
szekvenalas soran kimutatott ismeretlen klinikai jelentdségi
nukleotidokat érint eltérések és génfuziok fehérje szinten torténd
elemzése in silico bioinformatikai programok segitségével kivanjuk
megvalodsitani.

L A TP53 gén mutacidinak klinikai és molekularis jelentdségének
vizsgalata mielodiszplazias szindroméban (MDS) és akut mieloid

leukémidban (AML) szenved6 betegekben.

e A TP53 gén mutacidinak klonalis heterogenitasanak vizsgalata
MDS és AML csontvelomintakban.

e A TP53 mutaciods statusz és a hematopoetikus rendellenességek
stlyossaga kozotti sszefliggések vizsgalata.

e A TP53 gén mutacidi altal okozott TPS53 fehérje szerkezeti és
funkcionalis valtozasainak in silico elemzése, kiilonos tekintettel
a fehérje-fehérje és fehérje-DNS kolcsonhatasokra.

o Kiilonb6zo patogenitasi pontozasi rendszerek dsszehasonlitasa a
TP53 génmutaciok értelmezésének megkdnnyitésére.

e A TP53 fehérje stabilitasanak valtozasait vizsgald in silico
szekvencia- és szerkezetalapu elemzések elvégzése.
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II. A BCOR-atrendez6déssel jar6 szarkomak (BRS) onkogén
mechanizmusanak feltarasa in silico megkdozelitésekkel.

e A vizsgalt betegcsoport (BRS) jelenleg elérhetd irodalmi
adatainak Osszegyljtése, beleértve a fuzids gének cDNS
szekvenciait, amelyek reverz transzkripcios valds ideji PCR
(RT-qPCR) és szekvenalasi adatokon alapulnak, valamint a
fuzios fehérjék aminosavszekvencidinak dsszeallitasa.

o In silico megkdzelitések alkalmazasa a fuzids fehérjék
szekvenciainak és szerkezeteinek elemzésére, Kkiilonos
tekintettel a funkcionalis domének valtozasaira és a fehérje-
fehérje kdlcsonhatasokra.

e A fuziods fehérjek 3D szerkezeteinek felépitése, a BCOR fuzioval
rendelkezd szarkémak onkogén mechanizmusanak
tanulmanyozasa, ideértve a RAWUL-PUFD domének kotési
affinitasanak valtozasait és azok hatasat a PRC1 komplexen

beliili kdlcsonhatasokra.



3. Anyagok és modszerek

3.1 TP53 mutaciok molekularis és in silico fehérjeelemzése

mielodiszplazids neoplazidkban és akut mieloid leukémiaban

3.1.1 A mintak kivalasztasa és a vizsgalat felépitése

A betegeket a Debreceni Egyetem, Klinikai Kézpont, Hematologiai
Tanszékén kezelték. Formaldehiddel fixalt, paraffinba 4gyazott
csontveld-biopszia  szovetmintdkat (formaldehyde-fixed paraffin-
embedded, FFPE) retrospektiv mddon elemeztiink Osszesen 77 olyan
betegtdl, akiket a WHO 2022-es iranyelvei szerint AML-MR,
megndvekedett blasztaranyu mielodiszplazias szindroma (MDS-IB; 12
eset), illetve alacsony blasztaranyi mielodiszplazias szindroma (MDS-
LB; 39 eset) kategoridkba soroltak at a Debreceni Egyetem, Klinikai
Kozpont, Patolégiai Intézetében. A hematoxilin-eozinnal (H&E) festett
metszeteket patologus kategorizalta. A citogenetikai elemzést a
rutindiagnosztikai eljaras részeként végezték el. A vizsgalatokhoz etikai
engedélyekkel rendelkeztink (60355-2/2016/EKU  és  1V/8465-
3/2021/EKU). A tanulmanyok a Helsinki Nyilatkozat iranyelveinek

megfelelden zajlottak.

3.1.2 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A H&E metszetek vizsgalatat kovetéen TPS53 IHC elemzést
végeztiink Do-07 klonnal (Dako, Agilent Technologies Company, Santa
Clara, CA, USA). Az IHC pozitivitast akkor allapitottuk meg, ha a TP53
festési intenzitasa magas (3+) volt, és legalabb a sejtek 10%-a pozitivnak

bizonyult.



3.1.3 DNS izoldlas FFPE mintakboél

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 eludld pufferben oldottuk fel. A DNS koncentracidkat a Qubit
dsDNS HS Assay Kit segitségével mértilk Qubit 4.0 Fluorométerrel
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

3.1.4  Ujgeneracios szekvenalas

A gDNS fragmentalasat kovetéen a konyvtarakat az Accel-
Amplicon Comprehensive TP53 panel (Swift Biosciences, Ann Arbor,
MI, USA) segitségével hoztuk 1étre. A szekvenalast MiSeq rendszerrel
végeztiik (MiSeq Reagent Kit v3 600 cycles, Illumina, San Diego, CA,
USA). A konyvtarakat (végsd koncentracid: 4 nM, egyenldé molaritas
szerint dsszemérve) 0,2 nM NaOH hozzdadéasaval denaturaltuk, majd
[llumina hibridizaciés pufferrel (San Diego, CA, USA) 40 pM-ra
higitottuk. A végs6 betdltési koncentracio 10 pM konyvtar és 5% PhiX
volt. A szekvenalast a MiSeq hasznalati utasitdsanak megfelelden
végeztiik. Az elkészitett konyvtarakat multiplex formaban szekvenaltuk
paros végii 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) elemeztik SNV ¢és indel
jelenlétének kimutatasara. A szekvencidk illesztéséhez a GRCh37 (UCSC
hg19) referencia genomot hasznaltuk. Az egyes variansok esetében a cut-

off 5% VAF volt.



3.1.5 Insilico fehérjeelemzés

A TP53 fehérjére (P04637, P53 HUMAN) vonatkozd
informaciokat az UniProt adatbazisbol é€s az RCSB Protein Data Bankbol
gyljtottiik 6ssze. A trunkalt fehérjék 3D szerkezeteit a Robetta szoftver
segitségével épitettiik fel. A mutaciok altal érintett TP53 fehérje
poszttranszlaciés mddositasi (PTM) helyeit a PhosphoSite Plus weboldal
segitségével azonositottuk. A szekvencidk strukturalis rendezetlenségi
meghatarozasat az IUPred3 webszerverrel végeztik. A masodlagos
szerkezet becslésére a GORIV alkalmazast hasznaltuk. A variansok
szekvenciaalapu (Seq) stabilitasvaltozasait az [-Mutant2.0 és a DDGun
szerverekkel, alapértelmezett paraméterekkel allapitottuk meg. A
szerkezetalapu (struk) stabilitasi tesztekhez az I-Mutant2.0, a DynaMut2
és a DDGun3D alkalmazasokat hasznaltuk. A predikciokat szamos TP53
kristaly-szerkezet (Cry) (SMCT, 5SMG7, SMF7, 1AIE, 1C26, 2FOO,
1YCS) és az AlphaFold (AF) nagy pontossagi mélytanulasi algoritmus
altal épitett 3D modellek felhasznalasaval végeztik. A mutaciok
fehérjestabilitasra gyakorolt prediktalt hatasat (AAGubilas €rték) a
kisérletileg meghatarozott eltéresekkel a p.G245S és p.R248Q mutaciok
esetében hasonlitottuk Ossze, mivel kisérleti adatok csak ezekben az
esetekben alltak rendelkezésre.

A fehérje-fehérje kolesonhatasok (PPI) vizsgalatdhoz az mCSM-
PPI2 programot alkalmaztuk, hogy a p.G334R mutacié esetében
kiszamitsuk a TP53 monomerek egymasra gyakorolt kdolcsonhatas
valtozasait homotetramer szerkezetben. Valamint meghatarozzuk a
p-S362N mutacidt érintd kolesonhatas valtozasokat az ubiquitin-karboxil-
terminalis hidrolaz 7 (vagy herpeszvirus-asszocialt ubiquitin-specifikus
protedz; USP7/HAUSP) fehérjével torténd interakcié soran. A PPI

elemzéshez a p.G334R mutacio esetében a 2FOO kristalyszerkezetet
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hasznaltuk, mivel ez tartalmazta az USP7/HAUSP N-terminalis doménjét
TP53 peptiddel komplexben. A p.S362N mutacié esetében olyan
kristalyszerkezeteket hasznaltunk, amelyek tartalmazzak a TPS53
tetramerikus oligomerizacios doménjét: 1OLG és 1SAL. A mutans TP53
fehérjék DNS-hez valé affinitdsdnak valtozdsait az mCSM-NA
segitségével szamitottuk ki.

A varians fehérjék patogenitdsanak meghatarozasara a National
Cancer Institute International Agency for Research on Cancer (IARC)
TP53 adatbazisat (R20, 2019. julius) , és annak komponenseit (Align-
GVGD, BayesDel, REVEL, Sift class, PolyPhen2, Transactivation,
TransactivationClass, DNE_LOFclass , DNE class , Structure/Function
class ), valamint a ClinVar, Varity, Phd-SNP¢ ¢s FATHMM-XF

patogenitast meghatarozé pontrendszereket hasznaltuk.
3.2 A BCOR-génatrendezodéses szarkémak in silico elemzése

3.2.1 Fehérjeinformaciok

A szakirodalomban eddig ismert BCOR gént érint6 kilenc fizi6
nukleotid  szekvenciait  vizsgaltuk. Az Ensemble adatbazist
(GRCh37.p13; GCA_000001405.14) hasznaltuk a faziok toréspontjainak
lokalizalasara és a szekvencidk manualis Osszeallitasara. A kodolo
aminosav szekvenciakat in silico modon hataroztuk meg az ExPASy:
Translate segitségével. A BCOR/BCOR-2, CCNB3, MAML3, ZC3H7B,
KMT2D, CIITA, RTL9, CLGN, MAMLI1 és AHR fehérjék, valamint az
Osszeallitott fuzios fehérjék informacidit az UniProt adatbazisbol
dupla kettdsponttal (::) jeloltiik). A doméninformaciokat az UniProt , a
Conserved Domain Database (CDD) és az InterPro (verzio 5.67-99.0)
adatbazisokbol nyertik. A Gén Ontologiai kifejezéseket (GO) az
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Osszeallitott aminosavszekvencidk alapjan hataroztuk meg az InterPro

segitségével, specifikusan a PANTHER GO kifejezéseket alkalmaztuk.

3.2.2  Fizikai-kémiai tulajdonsagok szamitasa

A fizikai-kémiai paramétereket az ExXPASy ProtParam eszkdzével
szamoltuk , beleértve az elméleti izoelektromos pontot (Tpl), a
molekulatdomeget, a pozitiv és negativ toltésti aminosavak Osszesitett
szamat, az extinkcios egyiitthatot (EC), az instabilitasi indexet (II), az
alifas indexet (Al), valamint a hidropatia atlagértékét (GRAVY). A vad
tipusu fehérjék és a fuzios fehérjék kozotti fizikai-kémiai értékek

valtozasanak kiszamitasahoz a kovetkezo képletet alkalmaztuk:

fazios fehérje értéke-vad tipust fehérje értéke

valtozds (o= |vad tipusu fehérje értéke|
3.2.3  Szignilpeptidek és rendezetlen fehérje szakaszok
predikciéja

A SignalP 6.0 programot alkalmaztuk a fehérjékben talalhatd
szignalpeptidek azonositasara. Csak az eukariotakban eléforduld
Sec/jelzOpeptideket ~ (Sec/SPI)  kerestiik, mivel a  bemeneti
organizmusként az ,,Eukariotak” opciot valasztottuk. A DeepLoc 2.0
tobbcimkés  prediktort  hasznaltuk a  fehérjék intracellularis
lokalizacidojanak becslésére; ez az eszkoz transzformator-alapt fehérje
nyelvi modellt hasznal, pontos eldrejelzéseket és interpretalhatosagot
amelyek meghaladtdk a DeepLoc 2.0 alapértelmezett kiiszobértékeit:
citoplazma (0,4761), sejtmag (0,5014) és endoplazmatikus retikulum
(0,6090). Az elorejelzések érvényességének ellendrzéséhez az
eredményeket dsszevetettiik az UniProt adatbazis és a The Human Protein

Atlas adataival. Emellett a NetGPI-1.1 GPI-anchored prediktort
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alkalmaztuk a fehérjék glikozilfoszfatidilinozitol (GPI) horgonyzottsag
vizsgalatara.

A fehérjékben talalhatd belséleg rendezetlen régiok (IDR)
elérejelzéséhez az [UPred3-at hasznaltuk, amely biofizikai modellen
alapuld online eszkdzzel azonositja a nativ koriilmények kozott stabil
szerkezet nélkiili teriileteket. Az [UPred3 webes szerver segitségével
Osszehasonlitd elemzést végeztiink a vad tipusi BCOR (vBCOR) és
annak flzids fehérjéinek 1448-1633 (regionN&*linkery &g 1634-1748

aminosavig terjedd (region’VrP) szakaszain.

3.2.4  Fehérjeszerkezetek elemzése

A BCOR-PCGF1 és PRCI1.1 komplexekben részt vevd fehérjék
haromdimenziés (3D) modelljeit az AlphaFold3 (AF3) segitségével
generaltuk. A BCOR ¢és a PCGF1 dimerjeit, valamint a BCOR, a PCGF1,
a KDM2B ¢és az S-fazis kinaz-asszocialt fehérje 1 (SKP1) tetramerjeit
épitettiik fel. Minden komplexhez 50 modellt készitettiink. Az altalunk
generalt modelleket dsszevetettiik a kisérletileg meghatarozott BCOR-
PCGF1 dimer szerkezettel (PDB ID: 4hpl és a vad tipust fehérjék
modelljeivel. Az AlphaFold Server (béta) szekvencia hosszra vonatkozo
limitacioi miatt az 5480 aminosavbol allo KMT2D::BCOR szerkezetét
nem tudtuk elkésziteni.

A PRODIGY (PROtein binDIng enerGY prediction) web szervert
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
sordn bekovetkezd AG valtozast a fehérje-fehérje komplexek 3D
szerkezete alapjan. Az algoritmus intramolekuléris kontaktokat és nem

kolecsonhato feliileti tulajdonsagokat integral a kotési affinitds pontos
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becsléséhez. A BCOR-PCGF1 dimerek AG-valtozasait a teljes
fehérjeszekvencia (teljes hossz), kiilonosen a BCOR PUFD régi6 (1634-
1748) ¢és a PCGFl RAWUL régio (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. Ezenkiviill kiilonboz6 kolcsonhatasi  feliileteket  és
kulcsfontossagli aminosav reziduumokat vizsgaltunk. Ez lehetové tette a
modellek  Osszehasonlitisait a BCOR-PCGF1 dimer kisérleti
szerkezetével, valamint a PRODIGY alkalmazasit a relevans
szekvencidkra. A fehérjeszerkezetek vizualizacidjahoz a PyMOL
szoftvert hasznaltuk. A RAWUL domén 178-184-es szakaszait kihagytuk
az elemzésbdl, mivel ez a hurok struktiira hianyzik a kristalyszerkezetbdl
(PDB ID: 4HPL). Bar ez a régi6 nem Iép kdlcsonhatasba a PUFD
doménnel, a konzisztencia érdekében eltavolitottuk a modellezett
komplexekbdl PyMOL segitségével, ahol a 4hpl kontrolként szerepelt.
Tovabbi kontrollként BCOR-PUFD vad tipust dimereket generaltunk a
4hpl kristalyszerkezet alapjan AF3 felhasznalasaval. A BCOR, PCGFI,
KDM2B és SKP1 heterotetramereket teljes hossziasagu szekvenciakkal
(BCOR 1-1755, PCGF1 1-259, KDM2B 1-1336, SKP1 1-163)
modelleztiik és elemeztik. A BCOR-2 izoforma jelenléte esetén a
kanonikus fehérjének megfeleld izoformszekvenciat hasznaltuk. A
kontakttérképet a MAPIYA webszerverrel készitettiik 5.5 A tavolsagra
vonatkozo kiiszobérték alkalmazasaval. A MAPIYA az aminosav parok
kozotti kolcsonhatasokat a tdvolsag fiiggvényében hatarozza meg a
fehérjeszerkezet alapjan. A megadott kiiszobértéken beliili reziduumok
lehetévé teszik a fehérje szerkezeti szervezddésének és kolcsonhatasi
halézatanak vizualizacidjat. A PDB 4hpl szerkezetet az RCSB Protein

Data Bank-bol toltottiik le.
11



3.2.5 Molekularis dinamikai szimulaciok

A dimer szerkezetek vizsgalatara 10 ns hosszisagu molekularis
dinamikai (MD) szimulaciokat végeztiink a GROMACS szoftvercsomag
segitségével. A kilenc BCOR-PCGF1 dimer (egy vad tipusu és nyolc
génfuzié) az AlphaFold altal generalt 50 replikdtumébol egyetlen
szerkezetet valasztottunk ki, a legmagasabb ipTM (interface predicted
template modelling) és pTM (predicted template modelling) pontszamok
alapjan, Dbiztositva, hogy a legstabilabb ¢és legmegbizhatobb
konformaciokat elemezzik. A BCOR fehérjék és a PCGF1 kozotti
kotédési  affinitdsokat a gmx MMPBSA program segitségével
szamitottuk ki, amely a molekulamechanika energidkat kombinalja
Poisson-Boltzmann ¢és felilleti kontinuum szolvatacios (MM-PBSA)
moédszert alkalmazva, hogy nagy pontossaggal becsiilje meg az

interakcios energiakat.

3.3  Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 8.0.1 és 9.5.1
szoftverrel végeztiikk (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A
statisztikai probak kivalasztasa minden esetben az adatok tipusanak
(folytonos, kategorialis), az 6sszehasonlitand6 csoportok szamanak (kettd
vagy tOobb), a csoportok fiiggetlenségének vagy Osszetartozasanak,
valamint az adatok eloszlasanak gondos mérlegelésén alapult. Minden
Osszehasonlitd statisztikai elemzés el6tt megvizsgaltuk az adatok
eloszlasat és a varianciadk 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 megadasara, hogy feltételezziik-e a
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Gauss-eloszlast és az egyenld szorast. Amennyiben a normalitas és/vagy
a szoérasok egyenléségének feltétele nem teljesiilt, és ezt a szoftver
diagnosztikdja is alatamasztotta, a megfeleld nem-parametrikus teszteket
vagy az ANOVA robusztusabb valtozatait (pl. Brown-Forsythe ANOVA)
valasztottuk.

Annak vizsgalatara, hogy van-e kiilonbség a TP53 fehérje
patogenitdsara  vonatkozé patogenitasi pontszamai  (kiilonbozd
adatbazisokbol ¢és predikcids eszk6zokbdl szarmazd pontszamok,
stabilitasi értékek) kozott a harom fiiggetlen klinikai csoportban (AML-
MR, MDS-IB, MDS-LB), egyszempontos varianciaanalizist (ordinary
one-way ANOVA) alkalmaztunk, amennyiben az adatok csoportonként
normalis eloszlast és homogén varianciat mutattak. Szignifikins ANOVA
eredmény esetén Tukey tobbszords dsszehasonlitasi tesztet hasznaltunk
annak azonositasara, hogy mely specifikus csoportatlagok kiilonboznek
egymastol szignifikansan. Amennyiben a variancidk homogenitasanak
feltétele sériilt, a Brown-Forsythe ANOVA tesztet alkalmaztuk, amelyet
Dunnett T3 tobbszorés Osszehasonlitasi teszt kovetett, mivel ez utdbbi
nem feltételezi az egyenld variancidkat. Ha az adatok eloszlasa jelentdsen
eltért a normalitastol, a nem-parametrikus Kruskal-Wallis tesztet
valasztottuk, amit szignifikdns eredmény esetén Dunn tobbszoros
Osszehasonlitasi teszt kdvetett a csoportok paronkénti dsszehasonlitasara,
korrigalva a tobbszords tesztelésbol adodo hibat.

Korrelacios matrixot készitettiink Pearson-féle  korrelacios
egylitthatd (r) felhasznalasaval annak meghatarozasara, hogy milyen
linearis kapcsolat van a stabilitast elérejelz6 modszerek altal generalt
folytonos valtozok kozott (I-Mutant2.0, DynaMut2, DDGun és

DDGun3D). A Pearson-korrelacié alkalmazasa el6tt meggy6zddtiink a
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valtozok kozotti legalabb kozelitéleg linearis kapcsolatrol és a
normalitasrol.

Az intrinzikusan rendezetlen régiok (IDRs) IUPred3 pontszamainak
Osszehasonlitasara, ahol ugyanazon fehérjéken tobb, Osszetartozé (nem
fliggetlen) mérést hasonlitottunk Ossze, a nem-parametrikus Friedman-
probat (az ANOVA nem-parametrikus megfeleldje Osszetartozé mintak
esetén) alkalmaztuk. Szignifikdns eredmény esetén a paronkénti
kiilonbségek azonositasara Dunn tobbszords Osszehasonlitasi tesztet
hasznaltunk.

A BCOR-PCGF1 és PRCI1.1 komplexek kotési affinitasértékeinek
Osszehasonlitasara a kiillonb6zé fuzids fehérjék és a vad tipust
kontrollcsoportok kozott a fentebb mar részletezett elvek alapjan, az
adatok el6zetes vizsgalatat (normalitds, szorasegyenl6ség) koveten
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. A valasztds 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 és abrak elkészitéséhez a GraphPad
Prism 9.5.1 verziojat és az IBS (Illustrator of Biological Sequences)

szoftvert hasznaltuk.
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4. Eredmények

41 A TP53 molekularis és in silico fehérjeelemzése

mielodiszplazids neoplazidkban és akut mieloid leukémiaban

4.1.1 Klinikopatolégiai jellemzok

A vizsgalatba bevont 77 beteg atlagéletkora 64,1 év volt, a férfi-n
arany 42:35 volt. A betegek a diagndzis alapjan harom csoportba
sorolodtak: 26 beteg akut mieloid leukémia mielodiszplaziaval
Osszefiiggd eclvaltozasokkal (AML-MR), 12 beteg emelkedett
blasztaranyt mielodiszplazias szindroma (MDS-IB), és 39 beteg alacsony

blasztarany mielodiszplazias szindroma (MDS-LB) kategériaba

4.1.2  Ujgeneraciés szekvenalas

A 77 vizsgalt esetb6l 26-ban (33,8%) azonositottunk legalabb egy
TP53 mutaciot, osszesen 41 kiilonalldé mutaciot detektalva, amelyek 30
kiilonbdz6 genotipust alkottak. A mutéaciok eléfordulasa az AML-MR
csoportban volt a legmagasabb (57,7%), ezt kovette az MDS-IB (33,3%)
és az MDS-LB (17,9%) csoport. Hét esetben egy mintan beliil tobb
mutacié is jelen volt. A varians allélfrekvencia (VAF) atlagértéke a
legmagasabb az MDS-IB és AML-MR csoportokban volt. A 30 egyedi
mutacié tulnyomo tobbsége (83,3%) a fehérje DNS-koté doménjében
(DBD) helyezkedett el. A mutaciok tobbsége (77%) misszensz varians
volt, de azonositottunk frameshift és stop kodont eredményezd

elvaltozasokat is, amelyek koziil tobb a fehérje jelentds rovidiilését,

ey
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4.1.3 A citogenetikai, az IHC eredmények, a tulélés és a TP53
mutacios statusz kozotti kapcesolat vizsgalata

A TP53 mutaciét hordozd betegek jelentds részénél (42,3%)
komplex kariotipus volt kimutathato, kiilonésen az AML-MR csoportban
(60%). Az immunhisztokémiai (IHC) pozitivitas és az NGS-sel kimutatott
mutéaciok kozott részleges volt az atfedés; az NGS-sel igazolt mutans
esetek 42%-a mutatott IHC pozitivitast. A hat, fehérje-trunkaciot okozo
mutaciobol 6t esetben az IHC-vizsgalat negativ eredménnyel zarult. A
tulélési analizis szignifikans kiilonbséget mutatott a TP53 mutans és vad
tipusu betegek kozott. A vad tipusu esetek median tilélése 918 nap volt,
mig a mutacidt hordozoké csupan 224 nap. A progndzist tovabb rontotta

a magas, 23%-ot meghalad6 varians allélfrekvencia

4.1.4 A mutaciéok funkcionalis hatasainak in silico predikcidja

Az azonositott misszensz mutdciok jelentés részét a ClinVar
adatbazis bizonytalan klinikai jelentdségiinek vagy ellentmondasosnak
mindsitette, ami indokolta a tovabbi, részletes bioinformatikai elemzést.
Szamos, kiilonbozé elven miikodd patogenitast és fehérjestabilitast
elérejelz6 program segitségével értékeltik a mutaciok potencialis
kartékony hatasat. Az eredmények alapjan a legtobb vizsgalt mutacid
valdszinUsithetden patogén funkcionalis kovetkezményekkel jart. Az
IARC TP53 adatbazisaban elérhetd in vitro kisérletes adatok
megerdsitették, hogy a DNS-ko6té doménben talalhatdé mutaciok atlagosan
a vad tipusu fehérje transzkripcidos aktivitdsanak csupan 13,8%-at
mutattdk. Ezen mutaciok jelentds része funkciovesztd (loss-of-function),
mig kisebb résziikk dominans-negativ vagy akar funkcionyerd (gain-of-

function) hatéssal birt.
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4.1.5 A mutans TP53 fehérjék stabilitisanak és kolcsonhatasainak

elemzése

Az in silico stabilitdsvizsgalatok kimutattak, hogy a legtobb
elemzett mutacio szignifikansan csokkentette a TP53 fehérje szerkezeti
stabilitasat. A kiilonbozé predikcidos modszerek eredményei kozott erds
korrelaci6 volt megfigyelhetd, ami novelte az eldrejelzések
megbizhatosagat. A fehérje-fehérje kolcsonhatasok modellezése soran
kimutattuk, hogy a p.G334R mutacidé gyengitette a TP53 monomerek
kozotti kotédést, ami a funkcidhoz nélkiillozhetetlen tetramer szerkezet
kialakulasat gatolhatja. A p.S362N varians pedig megvaltoztatta a TP53
és az azt szabalyoz6 USP7/HAUSP fehérje kozotti kolcsonhatés
erésségét.

Az AML-MR, MDS-IB és MDS-LB csoportok Osszehasonlitd
elemzése kimutatta, hogy az AML-MR csoportban azonositott mutaciok
jartak a legsulyosabb funkcionalis koévetkezményekkel, mind a
patogenitasi pontszamok, mind a fehérjestabilitas-csokkenés, mind pedig
a transzkripcios aktivitas elvesztése tekintetében. Az MDS-IB csoport
ezen mutatok alapjan egy koztes allapotot képviselt az AML-MR és az
alacsonyabb kockazata MDS-LB kozott.

42 A BCOR-génatrendezdédéssel jaré szarkémak in silico

elemzése

4.2.1 A faziés fehérjék szekvencia- és doménjellemz6i

A ritka BCOR-atrendezédéssel jard  szarkomak (BRS)
patomechanizmusanak vizsgalatdhoz a szakirodalomban leirt kilenc
ismert génfuziot elemeztiik atfogd bioinformatikai modszerekkel. Az
analizis kimutatta, hogy bar a fuzidos események jelentds szerkezeti

valtozasokat okoztak, a BCOR fehérje kulcsfontossagti, PCGF1-koto
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PUFD doménje minden vizsgalt fuzidos fehérjében megmaradt.
Ugyanakkor a fiziok soran gyakran elvesztek mas funkcionalis domének,
mint példaul a BCOR BCL6-k6t6 doménje (Bbs), ami a fehérje
transzkripcios korepresszor funkcidjanak karosodasahoz vezethet. A
fuzios partnerek is jelentds trunkalodast szenvedtek, elveszitve kritikus
funkcionalis régidikat, mint példaul a CCNB3 destrukcids boxat, a

KMT?2D a hiszton-metiltranszferaz aktivitasért felelos SET domént.

4.2.2 A fazios fehérjék fizikokémiai és lokalizaciés tulajdonsagai
A fuzioés fehérjék in silico elemzése a fizikokémiai tulajdonsadgok
markans megvaltozasat mutatta ki a vad tipusi fehérjékhez képest.
Altalanossagban a fiizios fehérjék instabilitisi indexe megndtt, mig
hidrofobicitasuk csokkent, ami a fehérjék szerkezeti stabilitasanak
romlasara és potencidlisan megvaltozott oldékonysagara utal. A sejten
beliili lokalizaciot eldrejelzé modellek a legtobb fzids fehérje szamara -
a vad tipusit BCOR-hoz hasonléan - sejtmagi elhelyezkedést josoltak. A
fehérjék belsé rendezetlenségének vizsgalata a fuzids fehérjék PUFD
strukturalis rendezetlenséget tart fel a fuzios fehérjék egy részében, ami
alapvetéen befolyasolhatja a fehérje kotddési képességeit és a PRC1.1

komplex megfeleld 0sszeszereldését.

4.2.3 A komplexek hiromdimenziés modellezése és a kotési

affinitas statikai elemzése

A fuziés események funkcionalis kovetkezményeinek mélyebb
megértése érdekében a BRS esetében leirt fuzios fehérjék, a vad tipusu
BCOR VvBCOR ¢és a PCGF1 partneriik altal alkotott komplexek
haromdimenziés szerkezetét modelleztiik. A modellezéshez az AF3

mélytanulasi algoritmust alkalmaztuk, amely nagy pontossaggal képes
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elére jelezni a fehérjék és komplexeik térszerkezetét. A modellezés
kiterjedt a BCOR-PCGF1 dimerekre, valamint a tagabb, a nem-kanonikus
Polycomb repressziv komplex 1 (PRC1.1) alegységeit (KDM2B, SKP1)
is tartalmazo tetramer komplexekre.

A komplexek stabilitdsdnak és a fehérjék kozotti kdlesonhatasok
erésségének szamszertsitésére a PRODIGY webszervert hasznaltuk,
amely a 3D szerkezet alapjan megbecsiili a kotési affinitast, a Gibbs-féle
szabadenergia-valtozas (AG) értékével kifejezve. Az elemzések
szignifikans valtozasokat mutattak ki a kotési affinitasban a vad tipusu és
a fuziés komplexek kozott. Az eredmények alapjan a fuzids fehérjék két
csoportra voltak oszthatok: egyes fuzidk, mint a BCOR::CCNB3,
megnovekedett kotddési affinitast (alacsonyabb AG értéket) mutattak,
ami egy tulzottan stabil, merev komplex kialakuldsira utal; mig mas
fuziok, példaul a ZC3H7B::BCOR ¢és a CIITA:BCOR, jelentdsen
csokkent affinitassal (magasabb AG értékkel) rendelkeztek, ami a
komplex instabilitasat és gyengébb kotddését jelzi. A PRCI.1 komplex
megfeleld epigenetikai mikodéséhez a stabilitdis és a dinamikus
rugalmassag finom egyensulya sziikkséges a génszabalyozashoz
elengedhetetlen  Osszeszerelési és  szétszerelési  folyamatokhoz.
Eredményeink szerint mind a tilzott stabilizacid, mind a gyengiilt kotédés
megzavarja ezt a kényes dinamikat, ami a komplex funkcidvesztéséhez

vezethet.

4.2.4 A dimer komplexek molekuldris dinamikai elemzése

A statikus 3D modellek elemzését kovetden 10 nanoszekundumos
MD szimulacidkat végeztink a GROMACS szoftvercsomaggal, hogy
dinamikus betekintést nyerjink a BCOR-PCGF1 dimer komplexek
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viselkedésébe. Az MD szimulaciok megerdsitették és tovabb finomitottak
a statikus modellekbdl levont kdvetkeztetéseket.

A négyzetes kozépeltérés elemzése kimutatta, hogy a fuzidés komplexek
altalaban nagyobb szerkezeti instabilitast és konformacios rugalmassagot
mutattak a vad tipusi komplexhez képest, amely a szimulacid sordn
stabilabb maradt. Kiilonésen a ZC3H7B::BCOR ¢és a CIITA::BCOR
fuziok mutattak magas ¢és ingadozdé RMSD értékeket, ami tartds
szerkezeti instabilitasra utal.

A két fehérje kozotti hidrogénkotések szamanak elemzése feltarta, hogy
a gyengébb kotési affinitasu fuzidés komplexek (pl. ZC3H7B::BCOR)
szignifikansan kevesebb stabil hidrogénkotést alakitottak ki a PCGF1
fehérjével, ami kdzvetleniil magyarazza a csokkent kotéerot és a komplex
instabilitasat.

A girdciés sugar vizsgalata megmutatta, hogy a fuziés komplexek
kevésbé voltak kompaktak és kiterjedtebb konforméaciot vettek fel, mint a
szorosan illeszkeddé vad tipusu dimer. Ez a szerkezeti "fellazulas" arra
utal, hogy a flziés események megvaltoztatjdk a komplex altalanos
térbeli elrendezését, ami befolyasolhatja annak funkciojat.

Az MD szimulaciokbdl szamitott kotési energidk erds korrelaciot
mutattak a PRODIGY altal becsiilt statikus AG értékekkel, ami
alatamasztja az eredmények megbizhatdsagat, és konzisztens képet ad a
faziok altal okozott termodinamikai valtozasokrol.

Osszességében ezek az elemzések mechanisztikus magyarazatot
adnak arra a paradoxonra, hogy a BRS-ben a kulcsfontossagi PUFD
domén megmaradasa ellenére miért kéarosodik a PRCI1.1 komplex
miikodése. A fiziok nem csupan a domének elvesztésével, hanem a
fehérjék  finom  szerkezeti és  dinamikai  tulajdonsagainak

megvaltoztatasaval - a rugalmassag nodvelésével, a kolcsonhatasok
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gyengitésével és a globalis szerkezet destabilizalasaval - jarulnak hozza a

génszabalyozas hibaihoz és a daganatok kialakuldsahoz
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5. Fobb eredmények és kovetkeztetés

Roviden 0Osszefoglalva, jelen Ph.D munka f6bb megallapitasai a

kovetkezok:

Sikeresen elvégeztiik 77 mielodiszplazias szindrémaban (MDS) és
akut mieloid leukémiaban (AML) szenved6 beteg 7TP53
mutéaciodinak molekularis és in silico elemzését, mely soran 26
betegben (33,8%) Osszesen 41, koztik 30 egyedi tipusa TP53
mutaciot azonositottunk.

A TP53 mutaciok gyakorisaga szignifikansan magasabb volt az
AML-MR (mielodiszplaziaval Osszefiiggdé AML) alcsoportban
(57,7%), mint az MDS-IB (emelkedett blasztaranyt MDS, 33,3%)
vagy MDS-LB (alacsony blasztaranyt MDS, 17,9%)
alcsoportokban, ¢és rosszabb tuléléssel, valamint komplex
kariotipussal tarsultak.

Az in silico patogenitasi, stabilitasi és transzkripcios aktivitast
elérejelzb elemzések szignifikans kiilonbségeket tartak fel az AML-
MR, MDS-IB és MDS-LB csoportokban kimutatott 7P53 mutaciok
kozott, ami alatdmasztja a kiillonboz6 klinikai lefolyast és
prognozist.

A fehérje-fehérje (pl. homotetramerizacio, USP7 kotddés) és
fehérje-DNS kolcsonhatasok in silico modellezése ravilagitott egyes
TP53 mutéaciok funkciondlis kovetkezményeire, mint példaul a
tetramerizacid zavara vagy a DNS kotodés gyengiilése, hozzéjarulva
patogén mechanizmusuk megértéséhez.

Az alkalmazott in silico eszk6zok (pl. Align-GVGD, REVEL,
BayesDel, I-Mutant2.0, DynaMut2, DDGun, mCSM-PPI2, mCSM-
NA) hasznosnak bizonyultak a TP53 gén ismeretlen klinikai
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jelentéségli variansainak (VUS) értékelésében és patogenitasuk
elérejelzésében MDS és AML korképekben.

Kilenc, az irodalomban korabban leirt, BCOR-atrendezédéssel jaro
szarkomaban (BRS) eléforduld6 BCOR génfuzié atfogd in silico
funkcionalis elemzését végeztiik el, vizsgdlva a szekvencidlis,
doménszerkezeti, fiziko-kémiai, lokalizacidés és rendezetlenségi
tulajdonsagokat.

Megallapitottuk, hogy bar a BCOR fehérje PRC1.1 komplexhez
kotédés szempontjabol kritikus PUFD doménje minden vizsgalt
fazios fehérjében megmaradt, a fiziok jelentds szerkezeti és fiziko-
kémiai valtozasokat idéztek el6 a vad tipust fehérjékhez képest.

Az AlphaFold3 ¢és PRODIGY segitségével végzett 3D
szerkezetmodellezés és kotési affinitds szamitasok kimutattak, hogy
a BCOR fuziok szignifikdnsan befolyasoljak a BCOR ¢és a PCGF1
fehérje kozotti dimerizaciot, egyes fuzidk (pl. BCOR::CCNB3,
BCOR::MAML3) néovelték, mig masok (pl. ZC3H7B::BCOR,
CITA::BCOR) csokkentették a kotési affinitdst a vad tipusu
komplexhez képest.

A nem-kanonikus PRCI1.1 komplex (BCOR/Fuzi6, PCGF1,
KDM2B, SKP1) modellezése és kotési affinitdsanak elemzése arra
utal, hogy a BCOR fuziés fehérjék megzavarhatjadk a komplex
normal dsszeszerelddését és/vagy epigenetikai funkciojat.

Az in silico modellezés értékes eszkoztarnak bizonyult a BRS
hatterében all6 BCOR fuzidk patomechanizmusanak vizsgalatara,
lehetévé téve a fluzids fehérjék altal okozott szerkezeti és

kolcsonhatas béli valtozasok részletes elemzését.
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Koszonetnyilvanitas

EzOton szeretnék koszonetet mondani témavezetOmnek, Dr.
Mokanszki Attilanak a Debreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomanyi
Kar, Patolégia Intézet egyetemi adjunktusanak a tdmogatasért és
tiirelméért, amelyet a kutatdsom soran tanusitott. Az 6 szakmai tanacsai
¢és tudomanyos precizitasa nélkiil ez a munka nem johetett volna létre.

Halas kdszonettel tartozom a Patologiai Intézet igazgatdjanak Prof.
Dr. Méhes Gabornak, aki lehetdséget biztositott kutatasaim elvégzésére
és tamogatott az elmult években. Halas kdszonet illeti a Patologiai Intézet
Molekularis Laboratoriumanak munkatarsait, akik nemcsak bevezettek a
rutin diagnosztika vildgaba, hanem baratsagukkal és tamogatasukkal
jelentdsen hozzajarultak kutatdsi munkdm gazdagitasahoz. Kiilon
szeretném megkdszonni Moénus Anikénak és Csoma Szilvidnak a hosszu
évek soran nyujtott 6nzetlen segitségiiket és szakmai tdmogatasukat.

Koszonettel tartozom Dr. Motyan Janos Andrasnak, a Biokémiai és
Molekularis Biologiai Intézet egyetemi docensének a munkdm soran
nyujtott értékes segitségért, valamint azért, hogy bevezetett az in silico
moédszerek alkalmazéasanak vilagaba, ezzel is jelentésen hozzajarulva

szakmai fejlédésemhez.

Kutatasunkat az aldbbi palyazatok tamogattak: UNKP-23-3-11
Felséoktatasi Doktori Hallgatéi Kutatéi Osztondij, GTIDEA Kivalosagi
PhD Osztondij, Debreceni Egyetem Doktorandusz Kiegészité Osztondij,
EKOP-24-3-11 Doktori Hallgatéi Osztondij I1.
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