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Bevezetés

A nemrégiben leirt Nimrod szupergéncsaldd szdmos tagja rendelkezik a
baktérium-kotéshez és a fagocitdzishoz tarsithaté funkcidval, ami arra utal, hogy ez
a géncsoport a velesziiletett immunitds fontos elemét képezheti.

A szupercsaldd génjei dltal kodolt fehérjéket egy, az N-termindlis régidéban
taldlhaté szekvencia-motivum (CCxGY/W) és egy, vagy tobb specidlis EGF-szeri
domén, az tgynevezett ,,NIM domén” jelenléte jellemzi. A fehérjék minden esetben
rendelkeznek szigndlpeptiddel, ami arra utal, hogy funkcidjukat az extracelluldris
térben latjak el.

A szupercsalddon beliil a doménstruktiira nagy valtozatossdgot mutat, ami alapjan
harom f6 csoport kiilonithetd el. A Draper tipusi fehérjék egy N-termindlis EMI
domént, egy NIM domént és szdmos ,.klasszikus” EGF-szeri domént tartalmaznak.
A Nimrod C és Nimrod B tipusu (,,poli-NIM”) fehérjék egy valtozatos felépitésti N-
termindlis domént, valamint egy ismétl6dé NIM doménekbdl all6 régidt tartalmaznak.
A Draper és Nimrod C tipusu fehérjék, a Nimrod B tipusiakkal ellentétben altaldban
rendelkeznek egy transzmembran doménnel is.

A Draper tipusi doménszerkezet széles korben elterjedt, az ilyen tipusu fehérjéket
kédolé gének megtaldlhatéak példaul a Caenorhabditis elegans, a Drosophila
melanogaster és az ember genomjiban. Ezzel szemben ismétl6dé6 NIM doméneket
tartalmazé doménszerkezettel rendelkezd fehérjéket kodolé géneket eddig csak
rovargenomokban sikeriilt azonositani.

Egyes, a Nimrod szupercsalddba tartozé gének, a centaurin gamma génnel,
valamint az ance és a CPF géncsaladokba tartozé génekkel egyiitt egy nagy

id6léptékben (300-350 millié év) konzervalt klasztert alkotnak (,,Nimrod klaszter”).



A Nimrod szupercsalddba tartozé génekrSl szamos olyan irodalmi adat all
rendelkezésre, ami ezen géneknek a velesziiletett immunitdsdban jitszott szerepére
utal. Tobb organizmusban azonositottak a fagocitdzisban szerepet jatszé Draper
tipust doménstruktirdval rendelkezd fehérjéket. Ilyen példaul a C. elegans Ced-1, a
Drosophila Draper, valamint a humdn MEGF-10 fehérje.

Szdmos Nimrod C tipusu fehérjét kdédold génr6l is bebizonyosodott, hogy
szerepet jatszik a fagocitézisban. Ilyenek példdul a D. melanogaster eater és
nimrodC1. Mindkét gén expresszalddik a hemocitdkban. Az Eater proteinek esetében
a baktériumko6tés kozvetleniil is bizonyitott. A nimrodC4 (SIMU) génrdl ismert, hogy
az apoptotikus tormelék fagocit6zisaban vesz részt.

Ugyancsak megtaldlhaté egy Nimrod C tipusi, a fagocitézisban szerepet
jatsz6 proteint kédolé gén a Sarcophaga peregrina hislégy genomjaban. Egy, a
Holotrichia diomphalia bogér fajbdl azonositott Nimrod B tipust fehérje bakteriélis
lipopoliszacharid receptorként mikodik és in vivo eldsegiti az Escherichia coli

fagocitozisat.

Az ,,0sszehangolt” (,,concerted”), ,,sziiletés és halal” (,,Birth-and-Death”, roviditve
»BD”) konceptudlis modelleket a kezdetektél fogva haszndljadk a géncsalddok
evolicidjanak jellemzésére. Ezen modellek a gének evolicidjanak fiiggetlenségére,
illetve az ezt megsértd folyamatok (génkonverzié, egyenl6tlen rekombindcid) hatdsaira
koncentralnak.

A fehérjék jelentSs része tartalmazza ugyanazon domén tobb példanyat (,,domén
ismétlédéseket”, ,,domén repeateket”), illetve kisebb ismétl6dd szekvenciaelemeket.
A fentebb ismertetett konceptudlis modellek ezen géneknél kisebb egységek

evolicidjanak jellemzésére is alkalmazhaték, mint amilyenek példaul a poli-NIM
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fehérjék NIM doménjei.

A két modell kiillonboz6 predikciokat ad a kozeli fajokbdl szarmazéd
szekvencidkban taldlhaté domének filogenetikdjara nézve. Az 0sszehangolt evolicids
eseményeket megélt gének, illetve domének esetében ugyanis gyakran eléfordul, hogy
a szekvencia-informacidokbol megbecsiilt topoldgia nincs 6sszhangban az ket hordozé
fajok filogenetikdjaval. Erre alapozva lehet6ség nyilik az ©sszehangolt evolicids

események detektdldsa.



Célkitiizések
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* A Nimrod szupergéncsaldd tagjait az el6z6ekben prediktilt doméntstruktirdkra
alapozva besorolhatjuk ugyan f6bb csoportokba (Nimrod A/Draper, Nimrod
C, Nimrod B), de a doménstruktirdk nem informativak a szupercsaldd
részletes evolicids torténetére nézve. Vizsgélataink egyik 6 célja ezért
a szupercsaldd evolicidjanak, vagyis az egyes csalddok filogenetikdjanak,
valamint csalddok kozotti leszdrmazdsi kapcsolatoknak a felderitése volt,
a molekuldris filogenetika eszkoztdrdnak bevetésével. Vizsgdlataink sordn a
rovargenomokban fellelhetd, ,,poli-NIM” tipusti doménszerkezettel rendelkezd

fehérjéket kodold génekre koncentraltunk.

* Bioinformatikai moédszerek  segitségével vizsgdltuk a  szupercsaldd

karakterisztikus doménstruktirajanak eredetét.

* Vizsgalataink masik 6 célja a Nimrod B és Nimrod C szekvencidkban talalhaté
ismétlédé NIM domének evoliciéjanak jellemzése volt, az 6sszehangolt és a

BD evoliiciés modellek fényében.

e Céljaink kozé tartozott még a Nimrod klaszter konzervaltsdganak vizsgélata,
az irodalomra és a nyilvdnosan elérhetd adatbdzisokban taldlhaté adatokra

alapozva.



Alkalmazott modszerek

A NIM domének azonositisat és illesztését az &ltalunk betanitott profil
Rejtett Markov Modellel (pHMM) végeztiik, a HMMER 2.3.2 programcsomag

felhasznalasaval.

A NIM és EGF-szert, valamint az EGF-szeri és EMI domének kozotti
hasonlésdgot a PRC dltal szdmolt lokdlis-lokdlis pHMM  illesztéseket

megjelenitd pairos HMM logé médszerrel vizsgédltuk (Logomat-P webszerver).

Az doménillesztésekre legjobban illeszkedd aminosav-szubsztiticiés modell
kivalasztasat és a doménfilogenetikdk Maximum Likelihood becslését a ProtTest
1.3 segitségével, a domén-filogenetikak Neighbor-Joining rekonstrukciéjat a

pedig a MEGA 3.1 szoftverrel végeztiik.

A doméneket kodold szekvencia-részletek kozotti szinonim és nemszinonim
tdvolsagokat a mddositott Nei-Gojobori mddszerrel becsiiltik meg (MEGA

3.1).

A Nimrod A, Nimrod B és Nimrod C tipusu szekvencidk illesztésére tobb,
kiilonboz8 heurisztikus stratégidkat alkalmazé illesztGprogramot hasznaltunk
(Clustal W 1.3, Muscle 3.6, T-Coffee 4.45, ProbCons 1.1, Dialign 2.2). Bizonyos
kritériumok alkalmazdsdval (pl. a CCxGY/W motivumok és a NIM domének
illeszkedése, a T-Coffee altal szamolt konzisztencia-értékek) megprdbaltuk
kivalasztani a biolégiai szempontbdl legrelevansabb illesztéseket. A feltehetSen
Osszehangolt eseményeket megélt NIM doméneket tartalmazé szekvencidkat az

illesztésekbdl és a tovabbi filogenetikai elemzésekbdl kizartuk.



* A ProbCons altal szdmolt szekvencia-illesztésekre legjobban illeszked6

aminosav-szubsztiticiés modellt a ProtTest 1.3 segitségével vélasztottuk ki.

* A ProbCons illesztésekben taldlhaté filogenetikai szigndl mértékét likelihood

térképezés segitségével vizsgaltuk (TreePuzzle 5.2).

* Klasszikus (Maximum Likelihood - PhyML 3.0, Neighbor-Joining - MEGA
3.1) és Bayes-statisztikai alapokon nyugvé filogenetikai rekonstrukcids
modszerek (MrBayes 3.1) segitségével rekonstrudltuk a Nimrod A, Nimrod
B és Nimrod C szekvencidk filogenetikdit. A Bayes MCMC analizisek
sordn bindris karakterekké alakitottuk az illesztésekben taldlhaté gapeket, és
megvizsgaltuk, hogy ezek bevondsa milyen hatdssal van a topoldgia becslésének

bizonytalansaga.

* A D. melanogaster Nimrod paralégok illesztésének és filogenetikdjanak
egyidejl becslése dltal (Bali-Phy 2.0.0) kovetkeztetni probaltunk a Nimrod
A/Draper, Nimrod C és Nimrod B szekvencidk kozotti leszdrmazasi

kapcsolatokra.

* A Nimrod klaszter konzervaltsdgdnak statisztikai szignifikancidjat egy, a
géncsalddok jelenlétét is figyelembe vevd kozelité analitikus moddszerrel
vizsgaltuk, a D. melanogaster, Anopheles gambiae, Apis mellifera és a Pediculus

humanus fajok genomjaiban taldlhat6 klaszterek bevonasaval.

e A filogenetika fakat az iTOL 1.7 webalkalmazas és az APE R csomag
segitségével dbrazoltuk. A poszterior famintdk kiértékelése sordn az

konszenzushdl6zatokat a SplitsTree 4.10 segitségével épitettiik fel.



Eredmények és értékelés

* A D. melanogaster-hez viszonyitott konzervaltsdg szignifikancigjat felmérd
tesztek eredményei arra utalnak, hogy a Nimrod klaszter konzervaltsidga nem
magyarazhat6 egy semleges, a génsorrend teljes atrendez&dését feltételezd null
modellel. Irodalmi adatokra alapozva feltételezziik, hogy a Nimrod klaszter
egységét a gének kozelségét igényls, a kromatin-struktira szintjén haté k6zos
szabdlyozdsi mechanizmusok jelenléte tartja fenn. A konzervaltsag és a gének

expresszidjdra, valamint funkcidjara vonatkoz6 adatok alapjin valészinfisithetd,

hogy ez klaszter a rovarok velesziiletett immunitdsdban fontos szerepet jatszé

,.funkcionalis modul”.

* A szupercsaldd 4ltal kodolt fehérjékben taldlhaté NIM  domének
aminosav-szekvencidib6l becsiilt filogenetikai fak arra utalnak, hogy a
szupercsalad legtobb tagjdval ellentétben, az eater gének éltal kodolt egyes
domének evolicidja az Osszehangolt modellel {rhaté le legjobban. Ezen
kovetkeztetésiinket a doméneket k6dolé nukleotid-szekvencidk kozotti becstilt

Py

szinonim tavolsagok is megerdsitették.

* A NIM domének 0Osszehangolt evolicidjara utaldé jeleket taldltunk az A.
mellifera Nimrod CI, a T. castaneum Nimrod CI és kisebb mértékben a
T. castaneum Nimrod CII szekvencia esetében is, azonban kozeli ortolégok

hidnydban a homogenizacié tényét nem tudtuk megerdsiteni.

* Mivel a gének Osszehangolt evoliciéjdnak vizsgdlata sordn a leggyakrabban
alkalmazott filogenetikai médszerek a domének esetében kevésbé praktikusnak

bizonyultak, kifejlesztettiink egy, a domén-filogenetikdn alapulé vizudlis

7



modszert, amelynek segitségével egyszertibben felmérhetd, hogy a szekvencidk
egyes régidiban taldlhaté6 domének evolicidjat melyik konceptudlis modell irja
le a legjobban. A mddszer 1ényege, hogy egy diagramon dbrdzolja az egy
adott szekvenciapdrban taldlhaté doméneket, valamint a domén-filogenetikabol
kinyert, a konceptudlis modellekre nézve relevdns informacidkat. A médszert
egy Perl nyelven irt alkalmazds formdjiaban implementdltuk, ami elérhet6 a

http://t2prhd.sf.net weblapon.

* A vizudlis médszer segitségével megallapitottuk, hogy az Eater szekvencidk
kozépsd régidjaban taldlhaté NIM domének vesznek részt az Osszehangolt
evoliciéban. Ugyancsak megfigyeltiik, hogy a domén-ismétl6dés N-termindlis
régidjaban a C-termindlis régi6hoz képest tobb domén viselkedik a ,,sziiletés
és halal” konceptudlis modellnek megfelel6en, amit szelekciés tényezdkkel

magyarazunk.

e A piros HMM logdk, valamint egyéb megfigyelhetd hasonlésdgok alapjan
azt feltételezziik, hogy az EMI és NIM domének két EGF-szerti doménbdl
és egy linker régiobdl jottek 1étre egy olyan strukturalis atrendez6dés-sorozat
révén, amiben az inszercidk kiemelkedd szerepet jatszottak. Ennek fényében
valdészintisithetd, hogy a Draper tipusi doménszerkezet egy transzmembrin
régidt és egy EGF-szerli doménekbdl 4ll6 ismétlddést tartalmazé ,,poli-EGF”
architektira leszdrmazottja. A NIM és EMI domének eredete j6 példdja lehet

a doménismétldések rekrutdldsanak az dj funkciot ellaté domének kialakuldsa

soran.

* A D. melanogaster Nimrod paralégok illesztésének és filogenetikdjanak


http://t2prhd.sf.net

egyideji becslése sordn kapott poszterior mintdbdl felépitett konszenzus-hédlézat
alapjan feltételezhetd, hogy a Nimrod B tipusd szekvencidkat tomoritd klad a

Nimrod C2 leszdrmazdsi vonal részét képezi.

A filogenetikai analizisek €s a modellillesztések nyoméan kapott eredményeinket
0sszegezve kidolgoztunk egy hipotézist, ami a szupercsalad evolticids torténetét
magyarazza az elsé jellegzetes doménstruktura kialakuldsdt6l az egyes csalddok
radidci6jdig, ami reményeink szerint hasznosnak bizonyul a szupercsaldd

génjeire irdnyulo tovabbi vizsgalatok soran.
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