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ELOSZO

Legyen sz6 barmilyen biologiai jelenségrol, ismertet6jegyrol, tulajdonsag-
16l, nincs olyan, amelyet egy kicsit ne hatarozna meg a genetika. Manapsag mar
kozismert a gének szerepe, erre az ismeretre pedig teljesen Uj tudomanyagak
épiiltek a molekularis genetikatol kezdve, az epigenetikan at egészen a modern
orvosi genetikaig. Segitségével kozvetlen bizonyitékot talalhatunk szamos be-
tegség kialakulasara, oroklodésére, és szinte latnoki képességgel meg tudjuk
allapitani annak lefolyasat, elére lathatjuk tovabboroklodését. Ma, a modern
genetika koraban természetes ennek a tudasnak a jelenléte, azonban ha csak
néhany évtizedre visszatekintiink, lathatjuk, mekkorat valtozott az ismeretkor
ezen a teriileten.

A legelsdé latvanyos 1épés a genetika torténetében a mendeli genetika
létrejotte. Habar kezdetben nem vették komolyan, szamos, maig érvényes
alapelvet felallitott, példaul az 6roklodés folyamatanak magyarazatat. 1953-ban
Watson és Crick DNS-modellje szamos addigi problémat megmagyarazott. Ek-
kor valt ismertté a DNS kett0s helix szerkezete, a replikacio, valamint a DNS
és RNS kozotti kapesolat. Az 1990 és 2006 kozott zajlo Human Genom Project
segitségével szinte az egész génkészletet sikeriilt felfedezni, szamos rendelle-
nességet sikeriilt megmagyarazni, és innentdl kezdve a genetika mar egy (j
szakaszba 1épett, a mai értelemben vett modern genetika korszakaba.

A kutatas keretein beliil a Human Genom Project eredményeként 1étrejott
DSPP-gén! standardizalt génvaltozata lett elemezve. Ez szamos génadatbazis-
ban elérhetd, példaul az altalam is valasztott Ensembl adatbazisban. Az ismert
bazissorrend és elsdsorban kombinatorikai miiveletek segitségével koénnyen
meg lehet hatarozni bizonyos mutaciok gyakorisagat és helyét is. Ez a munka
nem szo6l masrol, mint a gén pontmutacidinak ilyen szemszogl vizsgalatarol.

BEVEZETES

A DSPP-gén az emberi kromoszomakészlet 4. kromoszoméjanak q karjan
talalhato gén. Megkozelitoleg 8.35kb? hosszusagu és 5 exonbdl all, amelyek ko-
ziil az utolso négy kozvetleniil a protein kodolasaban vesz részt. A proteinkodo-
16 szekvencigjat 6sszesen 3906 bazispar alkotja, amelyrdl az 1301 aminosavbol
allo dentin sialophosphoprotein irddik at. Ezt a dentint képzd odontoblaszt sej-
tek valasztjak ki, majd poszttranszlacios modifikacio soran két kisebb egységre

! Dentin sialophosphoprotein gén.
2 Kilobazis.
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esik szét, a dentin sialoproteinre és a dentin phosphoproteinre. Mindkét fehérje
a dentin mineralizacidjaban jatszik fontos szerepet.

A gén mutacidja soran a fogakat érint6 egyik leggyakoribb és legstlyosabb
kor, az ugynevezett dentinogenesis imperfecta 1ép fel. Ez egy autoszomalis do-
minansan 6roklédo betegség, amelyek kovetkeztében a fog normalis nagysagu,
am a dentin er6sen hipomineralizalt, szerkezete szabalytalan; a dentincsatornak
tagak, szamuk csokkent és gyakran egymasba csavarodnak. A dentin a szoka-
sostol lazabb szerkezetii és konnyebben kopik. A fog sziirkés vagy barnas elszi-

e ey

rendellenesség is felléphet.

A KUTATAS PROBLEMAFELVETESE ES CELKITUZESE

crer

l6va valik a gén fontossaga ¢és jelentdsége nemcsak a laboratériumi, hanem kli-
nikai kutatdsban is. A kutatas szamitogépes elemzésen alapszik. Természetesen
ez nem helyettesitheti a klinikan, illetve a laboratériumban végzett kutatasokat,
viszont néhany, elsésorban matematikan alapuld jelenségre fényt derithet, s
egy jo utiranyt adhat egy esetleges, késébbi klinikai vagy laboratoriumi megfi-
gyeléshez. Az elérhetd forrasokat figyelembe véve a kovetkezo célok fogalma-
z6dtak meg:
*  kimutatni, hogy az adott gén hanyféleképpen mutalodhat;
* az adott mutaciok koziil hany nem okozza a képzddo protein médosu-
lasat;
e a gént alkotd nitrogénalapt bazisok koziil melyiket milyen gyakran
érintheti mutacio;
« akiilonféle aminosavakat milyen gyakorisaggal érinti mutacio;
*  egymashoz képest milyen gyakoriak az aminosavak szinonim mutécioi;
* mekkora eséllyel jon Iétre nonsense mutacié abban az esetben, ha csak
egy darab bazis mutalodik, és ezek a mutaciok hol taldlhatoak meg a
szekvencian.

A KUTATAS HIPOTEZISE

A génszekvencia Osszetételébdl mar kovetkeztetni lehet, hogy az esetlege-
sen fellépd pontmutaciok elsésorban azokat a nitrogénalapu bazisokat érinti,
amelyeknek az el6fordulasi gyakorisaga a legnagyobb; azokat az aminosavakat
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érinti leggyakrabban mutacio, amelyeknek megfelelé kodonjai3 a leggyakorib-
bak, szinonim valtozatainak szama pedig a gyakorisaga mellett a legtobb szino-
nim kodonnal rendelkez6 kodon jelentkezik. Az 6sszes szinonim mutaci6 a hi-
potézis szerint elenyész6 az 6sszes mutaciohoz képest, kevesebb, mint 0.1%-ot
képvisel, ugyanis nincs olyan aminosav, amely tobb mint 6 szinonim kodonnal
rendelkezik a lehetséges 40 féle variaciobol, valamint léteznek olyan aminosa-
vak is (metionin ¢€s triptofan), amelyeket csak egyféle kodonnal kodol. Az egy
darab pontmutacidval fellépé nonsense mutaciok szama pedig nem haladja meg
a 200-at, tekintettel arra, hogy a szekvencia csak egy start és stopkodont tar-
talmazhat, és mindossze csak 3 kodon kodol stopkodont, igy viszonylag kevés
esélyt adva mas, missense mutaciohoz képest. A szekvencia hosszat tekintve a
lehetséges 0sszes mutacid szamanak nagysagrendje nagyobb a 101000 ért¢knél.

A KUTATAS MODSZERE

A kutatds matematikai jellegét tekintve teljes egészében kivitelezhetd in-
formatikai kdrnyezetben. Az erre a célra alkalmas, kész szoftver hianyaban
sajat fejlesztésiit alkalmaztam, ami PyCharm fejlesztékornyezetben késziilt.4
A program kodja dsszesen 591 sorbdl all, amely a beviteli mezdbe bevitt gén-
szakasz bazissorendje alapjan logikai, kombinatorikai miiveleteket és szazalék-
szamitast végez.

Géenszekvencia:

1. abra: A program beviteli mezdje

A program elsésorban ellenérzi, hogy a bevitt elem megfelel-e a gén
szokasos 0Osszetételének, tehat hogy a szakasz adenin-, guanin-, timin- és
citozinbazisokbol all-e. Abban az esetben, ha a program a felsorolt bazisokon
kiviil mast is talal, rogton kiirja a probléma forrasatd és miikodése leall.

* A DNS- vagy RNS-szekvencian talalhato bazisharmas, a program tripletként hivatkozik
rajuk.

4 A program a kovetkezo linkr6l tolthetd le: https://docs.google.com/uc?export=download
&id=13NUAshbiGNAcYoOuLaycdXgGJeVoFPPc

> Ebben az esetben ,,A bevitt elem nem génszakasz (Nem all nukleotidokbol)” iizenetet irja ki.
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2. abra: A beviteli szakasz és az dsszetételt ellenorzo szakaszok

Ezek utan leméri a szakasz hosszat, megszamolja a benne 1év6 bazisok sza-
mat, majd csoportositja dket és szazalékos értékben kimutatja eléfordulasukat.

3. abra: A szakasz hosszat és dsszetételét elemzd szakaszok

A tovabbiakban kiszamolja a lehetséges Osszes mutacid szamat, és tizes ala-
pu hatvannya alakitja, majd négy tizedes pontossaggal mutatja ki dket.

4. dbra: A lehetséges mutdaciok szamat kiszamito szakasz és az ezeket tizes
hatvanyalakba alakito szakaszok

Ezt kovetden a kodonokat ellendrzi, és csoportositja a neki megfelelé amino-
savakkal, emellett az aminosavnak sorszamot ad. Ha a kodon csak egy bazisban
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kiilonbozik valamelyik stopkodontdl,® a sorszamat elmenti, valamint annak a
bazisnak a sorrend;jét is, ahol a mutacio nonsense mutaciot hozhat 1étre.

5. abra: Aminosavakat sorszamozo szakaszok

Az aminosavak ellenérzése ugy torténik, hogy az x, y és z valtozo helyére
a kodonban talalhato elsd, masodik és harmadik bazis jelét (A, T, G és C) veszi
fel. Els6 lépésben az x értékét hasonlitja bazisokhoz, ha megtalalta a megfele-
16t, attér az y-ra. Amennyiben itt is megtalalta, a neki megfelel6t, a z értékét
kezdi hasonlitani. Abban az esetben, ha minden x, y s z valtozora megtalalta
a neki megfelelé A, T, G és C értéket, a program felismeri a neki megfeleld
kodont, és igy mar kimutathato a szinonim kodonok szama, az egy mutacidval
jaré nonsense mutaciok szama, a sorszama. Ezutan a ciklus Gjraindul és a ko-
vetkez0 kodont figyeli.

6. abra: Példa glicint kimutato sorokra

Abban az esetben, ha a szakasz nem startkodonnal’ kezdddik, a program
kiiratja a hiba okat és leall.

¢ A stopkodonok a TAG, TAA és TGA.
7 Csak ATG lehet startkodon.
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7. abra: A startkodont ellenorzo szakaszok

Ugyanezt elvégzi a stopkodonra is.

8. dbra: A stopkodont ellendrzo szakaszok

Ha a bevitt szakasz nem kodonokbdl all, a legutolso lépésnél a program nem
tudja felallitani a kodont,3 kiiratja a hiba okat és leall.

9. abra: A hibakodot megjelenito szakasz

Ezek utan a szinonim mutéciokat szamolja ki, a szamat tizes alapt hatvany-
nya alakitja, és négy tizedes pontossaggal elmenti. Ugyanigy szdzalékosan is
kimutatja kéttizedes pontossaggal az 6sszes mutaciohoz képest. Abban az eset-
ben, ha a szazalékos érték kisebb, mint 0,1, helyére ,,<0.1%" kertil.

10. abra: A szinonim mutaciokat kiszamito és kiirato szakaszok

8 Abban az esetben, ha csak egy vagy két bazis marad a szekvencia végéig.
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Ezt kdvetden kiszamitja az sszes aminosav szamat, €s az el6z6hdz hasonlo-
an kiszamitja a nonsense mutaciok el6fordulasi gyakorisagat. Az eredményeket
kimutatja tizedes és szdzalékos formaban is.

11. abra: Az aminosavak szamat és nonsense mutaciokat kimutato szakaszok

A program miikddése soran szerzett eredmények — tobbek kozott a bazisok
és aminosavak szama és szazalékos Osszetétele, az 0sszes mutacid szama, a
szinonim mutaciok szama tizedes és szazalékos formaban, a nonsense mutaciok
Osszetétele, részaranya szazalékokban és ezek helyei a szekvencian — a kimeneti
ablakban jelennek meg a felhasznalo szamara érthet6 formaban.

12. abra: A legvalosziniibb nonsense mutdaciok szamat és helyeit kiirato sorok
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13. abra: A lefuttatott program kimeneti ablaka eredmények nélkiil
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A KUTATAS EREDMENYEI

A génszakasz beillesztése és a program lefuttatasa soran a kovetkezo ered-
mények sziilettek. A génszakasznak dsszesen 1.5026 x 102730 szubsztiticios és
pontdelécios pontmutéacioja lehetséges, ebbél mindossze 7.2409 x 10714 a szino-
nim valtozatok szama, tehat kevesebb mint 0.1%-a az dsszes mutacionak.

A nitrogénalapt bazisok koziil legnagyobb szamban az adenin talalhato
meg, ezt koveti a guanin, majd citozin és timin. Ebbdl kiindulva a mutacio
legnagyobb valoszinliséggel adenint érint (1457 helyen, tehat 37.30% eséllyel),
majd guanint (1140 helyen, 29.19%), citozint (712 helyen, 18.23%) és legkisebb
valészintiséggel timint (597 helyen, 15.28%).

Ami a kodonokat érinti, a szerin aminosavat kodolo kodonbol talalhato meg a
legtdbb, ezért az 6t érinté mutaciok szama lesz a leggyakoribb (542 helyen, tehat
41.63% részaranyban), azt kdveti az aszparagin (259 helyen, 19.89%), glicin (80
helyen, 6.14%), glutaminsav (64 helyen, 4.92%), lizin (43 helyen, 3.3%), treonin
(29 helyen, 2.23%), izoleucin (24 helyen, 1.84%), valin és alanin (minkettd 23
helyen, 1.77% valosziniiséggel), glutamin (21 helyen, 1.61%), hisztidin (15 he-
lyen, 1,15%), prolin és arginin (mindkettd 14 helyen, 1.08% valdsziniiséggel),
leucin (10 helyen, 0,77%), tirozin (8 helyen, 0.61%), triptofan és metionin (mind-
kettd 4 helyen, 0.31% valoszintiséggel), fenilalanin (3 helyen, 0.23%), cisztein (2
helyen, 0.15%), és legkevésbé valoszinii stopkodon (1 helyen, 0.08%). Szinonim
mutaciok legnagyobb valosziniiséggel a szerinnél jelentkeznek (2710 mutécio,
az 0sszes szinonim mutacid 71.28%-a), azt kdveti az aszparagin (259 mutacio,
6.81%), glicin (240 mutacio, 6.31%), treonin (87 mutacio, 2.29%), arginin (70
mutacio, 1.84%), valin és alanin (mindkett6 69 ilyen mutacioval rendelkezik,
az ilyen mutéciok 1.81%-a), glutaminsav (64 mutacio, 1.68%), leucin (50 muta-
cio, 1.32%), izoleucin (48 mutacio, 1.26%), lizin (43 mutacio, 1.13%), prolin (42
mutacio, 1.01%), glutamin (21 mutacio, 0.55%) hisztidin (15 mutacio, 0.39%),
tirozin (8 mutacio, 0.21%), fenilalanin (3 mutacio, 0.08%) cisztein és stopkodon
(mindketté 2 mutacio, 0.05%-a az 6sszes mutacionak). Triptofan és metionin
nem rendelkezik szinonim mutacioval.

A szekvencia 3906 nukleotidjabdl 6sszesen 210 olyan nitrogénalapt bazis
talalhato, mely mutacioja nonsense mutaciot idéz eld a szekvenciaban, ezzel az
Osszes bazis 5.38%-at képviselve. Megoszlasuk szerint 101 (48.1%) guanin, 56
(26.67%) adenin, 38 (18.1%) citozin és 15 (7.14%) timin, ezzel az dsszes bazis
2.59%, 1.43%, 0.97% és 0.38%-at képviselve. A szekvencian az 1.,,2., 3., 4., 18.,
24.,29., 30., 41, 42., 58., 64., 73., 76., 85., 88., 101., 115., 119,, 128., 133., 139.,
143., 154., 163., 166., 187., 196., 199., 205., 208., 217., 229., 232., 235., 250., 254.,
255.,259.,265., 271., 288., 296., 304., 307., 319., 326., 327., 340., 343., 349., 357.,
367., 379., 382., 385., 409., 412., 415., 439., 451., 466., 478., 487., 520., 538., 541.,

102



Pletikoszity G.: A DSPP-gén proteinkodolo... LETUNK 2023. 93-105.

547., 553., 562., 586., 592., 601., 612., 613., 619., 634., 646., 658., 661., 673., 676.,
682., 700., 703., 748., 757., 763., 769., 787., 793., 796., 808., 811., 832, 838., 841.,
847., 859., 862., 889., 896.,904., 907.,912.,915.,922., 928., 931., 946., 955., 961.,
970.,976.,979., 1000., 1015., 1018., 1024., 1033., 1036., 1048., 1051., 1057., 1066.,
1072., 1081., 1084., 1088., 1090., 1108., 1114., 1120., 1123., 1129., 1135., 1156.,
1168., 1171., 1180., 1189, 1195., 1198., 1204., 1207, 1210., 1216., 1226., 1231.,
1243., 1249., 1252., 1255., 1270., 1273., 1282., 1285., 1289., 1291., 1297., 1303,,
1309., 1345., 1350., 1359., 1372., 1381., 1384., 1408., 1436., 1438., 1462., 1465.,
1479., 1489., 1493., 1495., 1520., 1522., 1525., 1531., 1556., 1615., 1619., 1630.,
1636., 1640., 1867., 1871., 1882., 1886., 1888., 1915., 1919., 2098., 2572., 2659.,
2773., 3247., 3445., 3697., 3802., 3814., 3820., 3844., 3868., 3890., 3904., 3905.
¢és a 3906. nukleotid helyén talalhatoak.

A génszekvenciaban dsszesen 202 kodonban elég egy darab pontmutacio,
amely kovetkeztében nonsense mutacio 1ép fel. Ebbdl egy a startkodon muta-
cioja, melyek kovetkeztében a fehérjeszintézis nem indul el, egy a stopkodon
mutdcidja, mely kovetkeztében a fehérjeszintézis nem all le a megfeleld helyen.
A maradék 200 kodon a 2., 6., 8., 10., 14, 20., 22., 25., 26., 29., 30., 34., 39., 40.,
43, 45.,47.,48., 52., 55., 56., 63., 66., 67., 69., 70., 73., 77., 78., 79., 84., 85., 87.,
89.,91., 96.,99., 102., 103., 107, 109., 114., 115., 117, 119, 123., 127., 128., 129.,
137, 138, 139., 147., 151., 156., 160., 163., 174., 180., 181., 183., 185., 188., 196.,
198.,201., 204., 205., 207., 212., 216., 220., 221., 225., 226.,228., 234., 235., 250.,
253.,255.,257.,263., 265., 266., 270., 271., 278., 280., 281., 283., 287., 288., 297.,
299.,302., 303., 304., 305., 308., 310., 311., 316., 319., 321., 324., 326., 327., 334,
339.,340., 342., 345., 346., 350., 351., 353., 356., 358., 361., 362., 363., 364., 370.,
372.,374.,375.,371., 379., 386., 390., 391., 394., 397., 399., 400., 402., 403., 404.,
406., 409., 411., 415., 417., 418., 419., 424., 425., 428., 429., 430., 431., 433., 435.,
437.,449., 450., 453., 458., 461., 462., 470., 479., 480., 488., 489., 493., 497., 498.,
499., 507., 508., 509., 511., 519., 539., 540., 544., 546., 547., 623., 624., 628., 629.,
630., 639., 640., 700., 858., 887., 925., 1083., 1149., 1233., 1268., 1272., 1274.,
1282., 1290., 1297. és az 1302. kodon helyén talalhato, a kodonok 15.51%-at
érintve. Az ilyen fajta nonsense mutdcié a kodonok 15.36%-4t érinti. Osszeté-
teliik szerint 64 (31.68%) glutaminsavat, 43 (21.29%) lizint, 27 (13.37%) glicint,
21 (10.4%) glutamint, 15 (7.43%) szerint, 12 (5.94%) arginint, 8 (3.96%) tirozint,
4-4 (1.98%) triptofant és leucint, 2 (0.99%) ciszteint és 1-1 (0.5%) stop- és
startkodont, ezzel az 6sszes kodon 4.92%, 3.3%, 2.07%, 1.61%, 1.15%, 0.92%,
0.61%, 0.31%, 0.31%, 0.15% és 0.15%-at képviselve. A tobbi kodonnal mindosz-
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mutacio.

103



Pletikoszity G.: A DSPP-gén proteinkodolo... LETUNK 2023. 93-105.

A KUTATAS DISZKUSSZIOJA

A kapott eredmények ravilagitanak arra, hogy a gén rengeteg lehetséges
mutacioval rendelkezik, amelyeknek csak kizarolag egy toredéke szinonim mu-
tacio, igy nagy valoszinliséget adva a keletkezo protein szerkezetének megval-
tozasara. Kiilonds szerepet jatszik egy-egy elvaltozas keletkezésében az a 210
bazismutacio, amely nonsense mutaciot idézhet el6, ugyanis ezek mutacioja a
fehérje hosszat vagy drasztikusan ler6viditi, és a fehérjeszintézis id6 el6tt leall,
vagy ellenkezbleg, meghosszabbitja, ugyanis stopkodon mutacidja kovetkezté-
ben a fehérjeszintézis nem all le, vagy a fehérjeszintézis elkezdését akadalyozza
kovetkeztetni lehet arra, hogy a mutacié melyik aminosavnal, vagy a szekven-
ciat figyelve melyik kodonnal vagy bazisnal jelentkezhet, ezzel kiszamithatobba
téve az elvaltozasok mechanizmusait.

A kutatas soran felhasznalt informaciok tobbszordsen is ellendrizve lettek.
A génszekvencia standardizalt valtozata tobb génbazisban is elérhetd (Ensembl,
National Center for Biotechnology Information, UniProt), amely szerverek altal
feltiintetett génszekvenciak kdzott nem talalhato eltérés.

OSSZEFOGLALO

A megkozelitoleg 8.35kb hosszisagti DSPP-gén elsdsorban a fogaszatban je-
lentds gén. Az altala termelt dentin sialophosphoprotein modifikacion esik at, és
két kisebb egységgé valik szét, melyek a dentin mineralizacidjat segitik. Muta-
ciojakor dentinogenesis imperfecta léphet fel, mely a dentint érint6 koros elval-
tozas. Kovetkeztében a dentin szervetlenanyag-tartalma kritikusan lecsokken,
ami maga a dentin minéségi romlasahoz vezet. A kutatas egy sajat fejlesztést
szoftverrel tortént, amellyel elsdsorban logikai és kombinatorikai modszereket
el6fordulasat lehet elemezni. A kutatas eredményeként arra lehet kovetkeztet-
ni, hogy a génnek 1.5026 x 102730 pontmutacioja van, amelybdl 7.2409 x 10714
szinonim. A mutacio leggyakrabban adenint érint (1457 helyen), legkisebb va-
16szintiséggel pedig timint (597 helyen). A kodonok koziil legnagyobb valoszi-
niiséggel a szerint kodolo kodon mutdlodik (542 helyen, 41.63%-ot adva) vala-
mint nala jelentkezhet a legtobb szinonim mutéacio (2710 mutacio, 71.28%-ot
adva), legkevésbé valoszinll pedig, hogy a stopkodon mutalddik (csak 1 helyen,
0.08%-ot képviselve), legkevesebb szinonim mutacioval pedig a triptofant és a
metionint k6dolo kodonok rendelkeznek (mindkét esetben 0). Emellett 6sszesen
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210 nitrogénalapt bazis és 202 olyan kodon van, amelynél egy mutacio elég
nonsense mutacio kialakitasahoz, ebbdl egy a stopkodon, egy a startkodon, a
maradék 200 ilyen kodon pedig elszortan talalhaté meg a szekvencian.
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