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1. fejezet

Bevezetés

A molekuldris bioldgia teriiletén az elmult években tobb szemléletvaltdsnak lehettiink
tandi. Egyrészt, a fehérjemolekuldk belsd, inherens dinamikus mivolta elGtérbe keriil,
masrészt a fehérjeszerkezet alatt mar nem csupan globuldris fehérjéket értjiitk, hanem a
polipeptidlanc tovabbi, strukturalis és fizikokémiai jellemzGi alapjan elkiilonithet kon-
formdcidit; ennek f6leg az tin. rendezetlen fehérjék leirasaban van szerepe.

A fehérje-ligandum kolcsonhatds lefrasakor a kolcsonhaté partnerek mozgékonysa-
gdnak figyelembevétele szemléletvaltdshoz vezet. Az 1.1 dbra (Vértessy & Orosz utdn
[1]) Osszefoglal harom fehérje-ligand kotédéselméletet. A kulcs-zar modell (1.1 A) dbra)
mindkét partnert merev egységként értelmezi. A kolcsonhatds akkor jon létre, ha a ligand
(kulcs) konformacidja jol illeszkedik a fehérje kotdzsebébe (zdr). Az indukalt illeszkedés
elmélet (1.1 B) dbra) szerint a ligand térbeli kozelsége konforméciés valtozast indukal
a fehérje kotozsebén, igy lehetdvé téve a tényleges kotddést. A fluktudcids illeszkedés
elméletben (1.1 C) dbra) a fehérjeszerkezeteket konformacids sokasdgként értelmezziik,
azaz az egyes fehérjemolekuldk mds és mds konformdcids dllapotban lehetnek. A li-
gandum a kotodéssel ezt a konformdcids egyenstlyt tolja el, mintegy kivalasztva a jol
illeszkedd kotdzsebet "felmutaté" molekuldkat [1].

Fontos tovabbi aspektus, hogy nem csak a térszerkezet, hanem a dinamika is megval-
tozik a kot6dés soran, aminek a kot6dési szabadentalpia entropikus jarulékdnak megérté-
sében van jelentsége. Az tn. rendezetlen fehérjék esetében ez latvanyos, példaul a kotés
kozbeni feltekeredés (folding and binding) mechanizmus sordn, de globuldris fehérjéknél
is fellép ez a jelenség. A konformacids szelekcid fontossagat szamos publikdcié timasztja
ald[2, 3]. Ennek ellenére kevés tanulmany van, ahol ezt atomi szinten is bemutatndk a ku-
tatok [4, 5].

A fehérjék térszerkezetének €s dinamikdjanak atomi szintl jellemzésére az NMR

spek-troszkdpia a legalkalmasabb mddszer. Nagy elénye, hogy a mérés a fiziologiashoz
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1.1. abra. A fehérje-ligand kot6dési mechanizmus modelljei (Vértessy & Orosz utdn)

némileg hasonlé koriilmények kozott, oldatban torténik. A NMR minta oldata nagyja-
b6l 10'°-10!7 fehérjemolekult tartalmaz. Az oldatbeli konformerek mozgékonysagit és
szerkezeti heterogenitdsdt egyetlen konformerrel nem érdemes jellemezni, ugyanis csak
térben és id6ben atlagoltan mérheté minden kisérleti adat. Léteznek protokollok, ame-
lyek kiilonboz6 id6skdlakon a fehérjék bels6 dinamikajat figyelembe veszik [4, 6]. Ilyen
tipusu szerkezetszamolds eredménye egy tn. dinamikus szerkezeti sokasag, amely a vizs-
gélt makromolekula bels6 dinamikdjat kisérleti paraméterekb6l szarmaztatva irja le.

A fehérjeszerkezetek vizsgalodasi kore kiszélesedni latszik: a statikus, egyetlen kon-
formeres modellekkel szemben a dinamikus, egyre szélesebb iddskalat leiré fehérjemo-
dellek veszik dt a terepet, és ez a bioldgiai folyamatok atomi szinten térténé mélyebb
megértéséhez elengedhetetlen. A kisérleti adatok értékelése viszont még szamos kihivast

rejt magdaban.

A dinamika megvdltozhat a kot6dés, muticié vagy akar rendezett-rendeztelen dtme-
net hatdsdra is [7]. A globuldris szerkezettel szemben a rendezetlen fehérjék funkcionalis
eldénnyel birnak, a szdmos kérkép kapcesan leirt fehérjeaggregatumok pedig termodinami-
kai értelemben stabilabbak. Evolicids skaldn dontS szerepet jatszik fehérjék konforma-
cios valozatossaga, dinamikdja, ami kihat a bioldgiai rendszerekben betoltott funkciokra
[8]. Ha a fehérjék aggregdcios hajlama eleve inherensen magas és nem szamolunk véde-
kezési mechanizmusokkal, akkor az j fehérjék keletkezése gyakorlatilag lehetetlenné és

elhanyagolhat6 jelenséggé valna (1.2 abra, [9]).
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1.2. abra. Ismert fehérje szerkezeti struktirak

Az elmilt években viszont egyre tobb kisérleti bizonyiték van arra, hogy fehérjék
ténylegesen keletkeznek de novo, azaz spontan atirédas révén is [10]. Ez a kisérleti tény uj
megvildgitdsba helyezi a fehérjék evoliciéjat, mivel a nemkdédolé DNS szakaszok spon-
tan atiréddsa uj fehérje keletkezése mellett sokkal gyakoribb jelenség lehet, mint eredeti-
leg gondoltdk a kutatok. Felmeriil a kérdés, hogy evolucios skalan miképpen jottek 1étre
a fehérjék, hogy milyen térszerkezetet vettek fel az Gjonnan kialakuld polipeptidlancok,
valéban jelents-e az aggregaciora valé hajlamuk, €s hogy fehérjék mozgékonysaga és
dinamikdja milyen szerepet jatszott ebben a folyamatban.

Dolgozatomban a fehérjék dinamikdjat €s evolvabilitdsat jarom korbe a mozgékony-
sag titkrében. A dolgozat elsd részében a dinamikus szerkezeti sokasagokkal kapcsolatos
fejlesztéseimet mutatom be. Ez a rész az L., II. és III. sajat kozleményekre tdmaszkodik.
A dolgozat masodik fele evolicids tdvlatokban vizsgilja a de novo fehérjék dinamikus
tulajdonsdgait a rendezetlenségen keresztiil. Arra a kérdésre kerestem vélaszt, hogy az
aggregdcios hajlam befolydsolja-e az Gjonnan keletkezd fehérjék kialakulasat és stabilitd-
sat. Bz a rész a IV. sajt kozleményre tdmaszkodik.



I. rész

Az NMR Kkisérleti adatok és
a szerkezeti konformer-sokasagok

jellemzése



2. fejezet

Irodalmi attekintés

2.1. A polipeptidlanctdl a térszerkezetig

A fehérjék poliaminosav-lancok, amelyek specidlis strukturdlis tulajdonsdgaiknak ko-
szonhetden bioldgiai funkcidkat toltenek be. Az aminosavak kiilonb6zé oldalldncai adjak
meg a sziikséges kémiai véltozatossdgot a bioldgiai funkciok betoltéséhez. A fehérjék

szerkezetének négy szintjét szokds megkiilonboztetni (2.1 dbra).

harmadlagos szerkezet

negyedleges szerkezet

2.1. abra. A fehérjék szerkezeti szintjei

Az elsddleges szerkezet a fehérjét alkoté aminosavak sorrendje. Maésodlagos szer-
kezetnek a fehérjelanc egyes Osszefiiggd szakaszainak térbeli elrendezdéseit hivjuk: -

hélix, B-redd, B-, y-kanyarok, stb. A harmadlagos szerkezet a mdsodlagos szerkezeti



elemek elrendez&dése a térben, azaz a teljes fehérjelanc feltekeredési modjal. A fehér-
jék negyedleges szerkezetét azon fehérjeldncok egyiittese adja, amelyek nem kovalensen
kapcsolédnak egymdshoz [11].

2.2. Fehérjeszerkezetek osszehasonlitasa

tavolsag jellegii eloszlas alapjan

Az egyik legijabb, igen gyors és hatékony mddszer, a PRIDE (Probability of IDEntity)
analizis [12] alkalmas arra, hogy gyorsan talaljunk teljes vagy részleges szerkezeti ha-
sonlésagokat a fehérjeszerkezetek kozott. Az eljards az aminosavak Ca-atomjainak ta-
volsdgeloszldsdnak Osszehasonlitdsdn alapul. A vizsgdland6 fehérjék szerkezeteibdl 28
hisztogramot éllitunk el6 oly médon, hogy minden szekvencidlis tavolsagra (n), ahol 3 <
n < 30, a fehérjében mérhetd osszes Ca;-Cajyp tavolsagérték a hisztogram adott tartoma-
nydba keriiljon, a tdvolsdg nagysdga alapjan. A hisztogram felbontdsat véltoztathatjuk,
a tartomanyok lehetnek példaul 1 Angstmménként, és meghatdrozhatunk minimalis (pl.
310%) és maximalis tavolsagértéket, ami alatt és folott a Ca-Ca tavolsagokat nem vesszilk
figyelembe. A hasonlésdg megallapitdsa sordn a két Osszehasonlitandé fehérjére kapott
28-28 hisztogramot paronként, kontingencia-analizissel [13] vetjiik Ossze, és a kapott 28
val6szintiség atlagat véve kapjuk a PRIDE mér6szamot (PRIDE score).
A szamolds részletei egy adott n értékre a kovetkezSk (pl. n=3) [12]:

A két Osszehasonlitandé hisztogram legyen obs(1,1), obs(2,1), ..., obs(m,1) az els6 és
obs(1,2), obs(2,2), ..., obs(m,2) a masodik fehérje esetében, ahol m a tartomdnyok szdma
a hisztogramokon beliil. Minden észlelt adathoz varhat6 értéket szamolunk az aldbbi

mdédon:
obs(i,x) * 0bs(X,])

obs(x,X)
ahol obs(i,x) a két hisztogram j-edik tartomdnydban 1év6 értékek Osszege, obs(x.j) az

exp(i, J) = @.n

i-edik térszerkezetre kapott Osszes adat szama a hisztogramra, obs(x,x) pedig a két hisz-

togram Gsszes adatdnak szdma. Ezutan kiszamitjuk a megfeleld y? értéket:

2 m . . oa12
) lobs(i, j) — exp(i, j)]
X = —_— (2.2)
A x? érték a szabadsagi fokok ismeretében (m-1) dtszdmolhaté valdszintiséggé, feltéve
hogy a hisztogramok egyik tartoméanyaba sem esik az adatok 5%-anal kevesebb tavolsag-
érték. Ennek biztositdsa érdekében a szdmolds sordn a hisztogramok ilyen tartomdnyait

az el6z0 tartomdnnyal 0sszevonjuk mindaddig, amig a feltétel igazza nem vélik.

'Mi4s néven a fehérje "fold"-ja.



A PRIDE mérészam nulla és egy kozotti értéket vehet fel. Ha két eloszlas Ossze-
hasonlitdsanak eredménye nulla, akkor az eloszldsokhoz tartozé térszerkezetek teljesen
eltérnek egymdstol. Ha egy koriili értéket kapunk, valdszindsithetd, hogy van hasonl6-
sdg. A gyakorlatban ~ 0,85 feletti érték megegyez$ térszerkezetet jelent. Két teljesen
azonos térszerkezetre a mérdszam definicid szerint egy. Az eljaras eredményének kiér-
tékelésénél igen fontos még a taldlatok sorrendje. Ertéktd! fiiggetleniil az els6 taldlatot
mindig érdemes megvizsgdlni, mint a keresett szerkezet lehetséges legkozelebbi szom-

szédjat (rokondt): a PRIDE tn. "nearest neighbour classifier” eljardsnak! tekinthetd.

2.3. Fehérjék szerkezetének meghatarozasa

NMR spektroszképiaval

A fehérjék atomi szintli szerkezet-meghatdrozasdban a rontgenkrisztallografia mellett az
NMR spektroszkopia egyre nagyobb szerepet kap. Az NMR-spektroszkopids szerkezet-
szamolds eredményessége nagyban fligg a kisérleti adatok mindségétsl, mennyiségétdl és
a szekvencidlis asszigndci6 pontossdgatol [14, 15].

Jelrendszerek tipusba sorolisa
(COSY, TOCSY)

:

Szekvenciilis asszignicid

|

Kényszerfeltételek gylijtése
(NOESY)

Szerkezetszamolis

2.2. dbra. Az NMR spektroszkopia alapu térszerkezet-meghatdrozas folyamatabrdja

lazaz a legkozelebbi tallaton alapuld eljards



A Konstitiici6s viszonyokrdl informécit adé spektrumoktél eltérden (COSY!, TOCSY?),

a dip6l-dipél csatoldson alapulé NOESY? mérés az egyes atomok relativ térbeli helyze-
tére érzékeny. A csucsok alatti teriilet (térfogati integrdl) nagysdga forditottan ardnyos a

megfelel6 protonok kozotti tavolsag hatodik hatvanyaval [16].
mij =i * f(Te) 23)

ahol 7;; a NOE (Nuclear Overhauser Effect) érték (térfogati integrdl), r;; a két proton
(H; és Hj) tavolsiga (A), és f(t.) a molekula - annak méretével ardnyos €s oldatbeli for-
gasat jellemz6 - korreldciés id6 fiiggvénye [17]. Segitségével az egymadstdl legfeljebb
6 A tavolsagra 16v6 atomok azonosithatok. Megkiilonboztetiink homonuklearis (H-'H)
és heteronukledris NOE értékeket (példaul IH-15N), utébbiaknak a dinamikai mérések-
ben van szerepe. Amennyiben rendelkezésre dll az NMR spektrumok jelhozzarendelése,
azaz ismerjiik a fehérje protonjainak kémiai eltoléddsat, a NOESY spektrum alapjan le-
hetdség nyilik az atomi szint(i térszerkezet kiszdmitdsara. A NOESY spektrumban min-
den cstics a megfelelS protonok térbeli kozelségére utal, tavolsag jellegli kényszerfeltétel
rendelhetd hozzd. A tavolsag jellegli kényszerfeltételek kozott megkiilonboztetiink szek-
vencidlis (szomszédos aminosavak kozotti), kozeli (fi-j| < 4, ahol i és j a két aminosav
szekvencidban elfoglalt helye) €s tavoli (Ji-j| > 4) tipusuakat. A kozeli kényszerfelté-
telek a lokalis struktira, a tavoliak a fehérjelanc harmadlagos szerkezetére jellemzdek.
Amennyiben a fehérjében elegendden sok tavoli aminosavak kozotti atom-atom ('H-'H)

A térszerkezet-meghatdrozdsra a legelterjedtebb médszer a kényszerfeltételek felhasz-
ndldsdval futtatott molekuladinamikai szimuldcié. Ennek utolsé 1épése visszacsatoldsos
eljards (2.2 abra; [18]): a kiszamitott szerkezetek alapjan a spektrumokat atértékelve mo-
dositjuk a kényszerfeltétel-listat €s djra kiszamitjuk a szerkezeteket. Ez a gyakorlatban a
programok tobbszori futtatasit és a spektrumokban 1év6 informécié sokszori djraértéke-
1ését magaba foglal6 folyamat. A szerkezetfinomitdst akkor tekintjiik befejezettnek, ha a
kényszerfeltételeknek megfelels szerkezetek adott hatdrokon beliil* egymdsra jol illeszt-
het6k, azaz egyetlen £ konformert reprezentalnak® és j6 mindségiiek, azaz megfelelnek a
fehérjeszerkezetek mingségével kapcsolatos kovetelményeknek [19]. A szerkezetszdmo-
las legtobbszor kifejezetten erre a célra irt programokkal (pl. X-PLOR [20], CNS [21])
torténik.

!COrrelated SpectroscopY

2TOtal Correlated SpectroscopY

3Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

“4gerinc RMSD (Root Mean Square Deviation); tipikusan 0,3 - 0,5 A, egészen 1 A-ig

A megfogalmazds szandékosan elnagyolt. Nincs minden szerz6 dltal elfogadott kritérium, de szem-

pontként dltalanosan hasznalatos.



A szerkezetmeghatdrozds sordn olyan szerkezetet prébalunk elGallitani, ahol a de-
tektdlt kényszerfeltételek a lehetS legjobban teljesiilnek. A leggyakoribb kényszerfelté-
telként a NOE értékeket haszndljak fel, de ezen kiviil még mas adatok is alkalmazhatok,
példaul csatoldsi alland6kbol szamolt torzids szog jellegli kényszerteltételek. Ennek meg-
valésitasa példaul a NOE-k esetében, hogy ha a két atom kozotti aktudlis tdvolsdg a kény-
szerfeltétel dltal meghatdrozott tartomdnyon kiviil esik, akkor egy jarulékos energiatag
adddik a molekula energiafiiggvényéhez, igy ,terel6dik™ a szerkezet a kényszerfeltéte-
lek dltal megadott irdnyba. A gyakorlatban nem egyetlen szerkezetet kapunk, hanem egy
sokasdgot (ensemble), mely elvben jellemzd a molekula konformdcids heterogenitdsdra,
mivel a kényszerfeltételek tobb, egymdshoz hasonld szerkezetre is teljesiilhetnek!. Ezek
koziil kell kivalogatni azokat, amelyek a kényszerfeltételeknek a legjobban megfelelnek.
A hagyomdnyos molekuladinamikai szerkezetszamolds sordn egyszerre mindig egyetlen
konformert optimalunk. Ez az eljards hosszadalmas, f6leg ha semmilyen elzetes elkép-
zelés nincs a fehérje lehetséges térszerkezetérdl. A kényszerfeltételek mar Gnmagukban
az Osszes informadciot tartalmazzdak a térszerkezet kiszamitasahoz, a szerkezet visszasza-
molasa sokszor mégis nehéz feladat marad.

2.4. Fehérjék dinamikajanak meghatarozasa

Az NMR mérésekbdl szarmazo klasszikusan hasznalt tavolsag jellegii kényszerfeltételek
bdvithetek tobb paraméterrel (2.3 dbra; [22]).

Az éltaldnos rendparaméter (S?) a heteronukledris? relaxdciés mérésekbdl szdrmazta-
tott paraméter. Minden aminosavra megadhatd, €s pikoszekundumos - nanoszekundumos
id6skdlan jellemzi az aminosav adott atomjainak mozgékonysagit. Ertéke nulla és egy
kozé esik. Minél flexibilisebb az aminosav, anndl alacsonyabb az érték. A fehérje merev
részeire a 0,7 és 1 kozotti, a szubsztratkots zsebre 0,5-0,7, mig a termindlis szakaszokra
ennél alacsonyabb S? jellemzs. Ha az amid NH kétés vektordnak mozgdsit egy kuppaldst
koriili forgdssal irjuk le, akkor az S? a paldst szélességét adja meg — ha S? kicsi, akkor tig
a paldst [23] (2.3 dbra).

A rezidudlis dipoldris csatoldsokat (RDC-ket) tn. orientalt kozegben mérjiik és meg-
felelé atom-atom vektorok a magneses térhez, illetve egymashoz viszonyitott helyzetér6l
ad informdciot [24]. Az RDC-k idgskaldja a mikroszekundumig terjed.

A kémiai eltoléddsok valamint az RDC-k vizsgdlatdval a masodlagos és harmadlagos

szerkezeti elemekrdl kaphatunk pontosabb informéciot. Kizardlag kémiai eltoloddasok

A gyakorlatban rutinszertien hasznalt eljarasok ezt nem garantdljak.
2Tipikusan 'H-'5N, de esetenként 'H-'3C mérésekbdl is szarmaztathatd.
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2.3. abra. Az NMR adatokbdl kinyerhet6 altaldnos paraméterek és jellemzdik

alapjdn [25, 26] vagy kizdrélag RDC-k alapjan [4, 27] is lehetséges a szerkezetszamol4s.

Jelenleg tobb modszer is képes a szerkezeti sokasagra vonatkoztatni az NMR ada-
tokbdl szdrmazé kényszerfeltételeket a szerkezetfinomitds soran, mint a NOE kényszer-
feltételek [28, 29, 30], S2 paraméterek [31] és RDC [4, 32] értékek. A ma dltalanosnak
tekinthetd gyakorlatban azonban a NOE alapu tdvolsag jellegl kényszerfeltételek tulsu-
lya figyelhet6 meg, kiilonosen a megbizhatd, nem csak kozelit6 szerkezetmeghatdrozasra
torekvd kutatdsok esetében.

Nagy elénye az NMR-spektroszkdpidval torténd szerkezetmeghatdrozdsnak, hogy ol-
datfazisban vizsgalhaté a molekula és nem csak statikus térszerkezeti adatok nyerhetok,
hanem a fehérjemolekula belsd, dinamikus tulajdonsdgai is jellemezhetdk kiilonboz6 id6-
skdlakon (2.4 dbra; [33]).

A szokdsos molekuladinamikai protokollal szdmolt szerkezet(csalad) nem feltétleniil
tiikrozi a molekula konformdciés heterogenitdsat. Ennek oka, hogy az NMR mérés sordn
a fehérjék oldatban vannak és az egyes molekuldk eltéré konformdcids allapotban lehet-
nek. A mért paraméterek viszont nem egyes molekuldkra érvényesek, hanem az egyes
molekuldknak megfelel értékek atlagaként jonnek létre. Ezért ha a szerkezeti fluktud-
ciok tobb konformert eredményeznek, akkor a modell nem fedi le az Gsszes, statisztikai-
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lag kiilonb6z6 konformdaciét. Ezt alulillesztésnek vagy tilzott megkotésnek (underfitting,
over-restraining) nevezziik. Csokkenthetjilk a jelenséget, ha noveljiik a modellbe tar-
tozé szerkezetek szamat, ez azonban djabb problémédhoz vezet. Megnoveli a rendszer
szabadsagi fokdt, mig a kisérleti adatok szdima nem novekszik. Ekkor a kisérleti és a
szimuldciobodl visszaszamolt adatok jobb illeszkedése nem a valédi konformerekhez vald
hasonldsdg, hanem a szabad paraméterek megnovekedett szdma miatt van. Ez a tdlil-
lesztés (overfitting, under-restraining). A tilillesztést csokkenteni lehet tovabbi kisérletes

adatok, példaul az S? értékek kényszerfeltételként vald alkalmazaséval.

molekuladinamikai szimulacio

4 s2? NMR-relaxacié >
NOE RDC
102 10° 10¢ 103 10° 100 gac
ps ns ms ms s ~min
kétések, oldallancok domének,nagyobb szerkezeti
mozgéisa szerkezeti egységek mozgasa atrendezddések

(pl. feltekeredés)

2.4. dbra. Az NMR spektroszkopiai mérések idéskdldja és néhdny, az adott idGtartomany-

hoz kapcsolhaté molekuldris mozgas

A hagyomdnyos, er6tér alapi molekuladinamikai NMR szerkezetek szamoldsa sordn
a szerkezetek nincsenek kiilsn megfeleltetve a dinamikai paramétereknek, mint az S2-
ek, RDC-k, kémiai eltolédédsok, J-csatolds, stb. Ezt a hidnyossagot lehet kikiiszobolni a
kozelmiltban kifejlesztett néhany protokoll alkalmazasaval. A 2.5 dbra harom kiilonb6z6
szamoldsi protokollt mutat be.

A DER (Dynamic Ensemble Refinement, [28]) szerkezetfinomité protokoll a NOE
és a fehérje dinamikéjdra jellemz§ 4ltaldnos rendparamétereket (S? értékekt) egyiittesen
kezeli és igy a konformerek sokasdgdnak redlisabb, a dinamikat is tiikroz6 reprezentdld-
sit eredményezi. Az S? dltalanos rendparaméter mellett egyéb paraméter is integralhatd
a protokollba, mint a kémiai eltoléddsok, RDC-k, vagy akar rontgendiffrakcios adatok.
Az eljaras célja, hogy minél tobb kisérleti adatot hasznaljunk fel mint kényszerfeltételt
a molekuladinamikai szimuldci6 sordn oly médon, hogy egyszerre nem egy, hanem tobb
(tipikusan 8) konformert vagy replikdt optimdlunk (2.5 "DER" dbra). A MUMO (Mini-

mal Under-restraining Minimal Over-Restraining, [29]) eljards a DER tovabbfejlesztése.
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A NOE adatokat az el6z6t6l eltérSen nem a teljes sokasagra!, hanem replika pdrokra
optimdlja (2.5 "MUMO" dbra). Az EROS (Ensemble Refinement with Orientational reSt-
raints, [4]) kizdr6lag RDC adatokat haszndl fel a szerkezetszdmoldshoz. Az el6z6 két
protokollhoz hasonldan, ebben az esetben is az RDC adatokat egyszerre tobb konformerre

optimdljuk (2.5 "EROS" édbra).

NOE

2.5. dbra. A fehérje bels6 dinamikajat tiikkr6z6 NMR adatokat figyelembevevd néhdny

szerkezetszamolasi protokoll

A dinamikus sokasdg tehdt olyan molekulakonformer egyiitteseket takar, amelyek a
mért kisérleti adatoknak megfelelnek. A dinamikus szerkezeti sokasagok esetében csakis
a teljes sokasdg egyeztethet6 Ossze a kisérleti paramétereknek, és habar az egyes kon-
formerek geometriailag redlisak, kiilon-kiilon nem irjdk le az oldatbeli molekula Osszes
lehetséges dllapotat. Ez a szerkezetszamolds annyiban tér el a hagyomdnyos szerkezet-
szamoldstol, hogy a molekuladinamikai szimuldcié sordn a dinamikai adatok explicite
vannak figyelembe véve. Protokolltdl fiiggden egy vagy tobb NMR kisérleti adatot (ti-
pikusan NOE, S2 rendparaméter, rezidudlis dipoldris csatoldsok (RDC-k), J-csatoldsok,
kémiai eltol6das értékek; 1d 2.3 dbra) haszndlnak fel a szokdsos geometriai kényszerfel-
tételek mellé, és egyszerre tobb konformerre optimalunk. Ily médon a kapott konformer-
sokasdg egyiittesen teljesiti a kezdeti kényszerfeltételeket. Az egyes konformerek, habar
geometriai szempontbdl megfelelnek az elvart értékeknek, kiilon-kiilon a dinamikai para-
métereknek csak egy részét teljesitik. Ennek ellenére a kapott szerkezeti sokasdg tiikrozi
a molekula belsé dinamikdjat, ellentétben a hagyomdnyos szerkezetszdmolds sordn ka-
pott sokasaggal, ahol a "mozgékonysdg" a nem teljesiilo kényszerfeltételekbdl ered és a

szerkezetek bizonytalansagat jelzi.

laz egyszerre optimdlt konformerek szdma
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2.5. A szerkezetek mindségellenorzése

Minden szerkezet amivel a polipeptid ldnc konformdcids valtozatossagat igyeksziink le-
irni egy-egy modell, ami valamilyen szinten 9sszeegyeztethet6 a rendelkezésre allo kisér-

leti adatokkal. Minden modellnél kritikus a precizitds és a pontossag kérdése (2.6 dbra).

Pontos és preciz Pontos de nem preciz Preciz de nem pontos

2.6. dbra. Precizitds és pontossdg modellek esetében

A rontgenkrisztallogrifidval ellentétben az NMR szerkezetek mingségellendrzésére
nincs atlaldnosan elfogadott mérészam. A szerkezetszdmolds geometriai eljards mely so-
ran a kotésszogek, kotéshosszak optimalizdldsa a donté motivum. Az egyes modellek
illesztésének josdga (RMSD) rontgenszerkezetek esetén relevans josdgi informdciot tar-
talmaz, de a dinamikus szerkezeti sokasagok esetén nem feltétleniil relevans.

Ma mdr létezik néhdny olyan médszer, amely az NMR-szerkezetekhez a krisztallog-
rafiai R-faktorhoz hasonlé mérszamot rendel. Példaul a mért és szamolt szerkezet alap-
jan szamolt rezidudlis dipolaris csatoldsok Osszevetésével, vagy a NOE-k alapjan torténd
elemzéssel (RFAC [34]). Az emlitett mddszerek azonban egyéltalan nem rutinszerien
alkalmazott eljardsok. A PROCHECK-NMR vagy AQUA programok [35] tobb adatot
kiszamolnak mindségellendrzés végett, mint a Ramachandran felszint, a nem teljestlo
NOE-k, RMSD értékeket a kiilsnboz6 médon illesztett konformerekre. Atfogé, a kiilon-
boz6 dinamikai paramétert is egyszerre ellendrz6 alkalmazds viszont nincs. A dinamikus
szerkezeti sokasagok esetén a teljes sokasagra kell ellendrizni a megfelelést a kisérleti
adatokkal, nem a konformerekre kiilon-kiilon, ugyanis a szerkezetszamolas sordn egyiitt
optimdltuk a konformereket az adott paraméterre nézve. Az elérhetd mindségellenorzd
programok és szerverek konformer-sokasdgot nem tudnak egyiittesen kezelni, csak az
egyes konformereket kiilon-kiilon. A paramétereket viszont ebben az esetben csak atla-

golva lehet megfeleltetni.
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3. fejezet
Célkitiizések

Az els6 részben a fehérje térszerkezete és dinamikdja kapcsolatdt jartam korbe. Egyik
célom egy NMR-orientalt fehérje térszerkezet-becsld algoritmus fejlesztése és megvalo-
sitdsa volt. Masrészt az NMR adatokbdl szarmaztatott, a fehérje dinamikdjat jellemz6
paraméterek és a fehérje térszerkezetének megfeleltetését és jellemzését elSsegitd proto-
koll megvaldsitdsa volt. E célokat az aldbbi lépésekben kivantam elérni:

1. Egy algoritmus fejlesztése, amely gyorsan és egyértelmiien kapcsolatot teremt a
mdr ismert térszerkezetli fehérjék és a kisérleti NOE-k kozott.

2. A moédszer teljesitképességének tobboldalu tesztelése.

3. Egy mindségellen6rz6 protokoll kifejlesztése, amely segitségével a szerkezeti so-
kasdag megfeleltethetd a kisérleti NMR-adatoknak.
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4. fejezet

Az alkalmazott modszerek

4.1. A hasznalt adatbazisok

Az RCSB PDB [36] egy rendszerezett és egységes fehérje és DNS szerkezeti adatba-
zis, amely a makromolekuldk szerkezeti informécidit tartalmazza. A PDB adatbdzisban
megtaldlhat6 szerkezetek szama ma mar meghaladja a 80.000-et'. Ujabban az elavult
és elméleti tton konstrudlt modellek adatait nem tartalmazza ez az adatbdzis, kizdrélag
kisérleti adatokon tdmaszkodé modellek keriilhetnek be. A PDB adatbdzisbdl a térszer-
kezeti adatokat valamint az NMR-szerkezetek kisérleti adatait hasznaltam fel.

A RECOORD [37] adatbdzis NMR spektroszkdpiai adatokra tdmaszkodo, egységes
protokollok szerint Gjraszdmolt szerkezeteket tartalmazza. A RECOORD standard adat-
bazisnak tekinthets, tobbek kozott fehérje NMR-spektroszkopiai adatokat felhaszndlo
modszerek fejlesztésénél. A RECOORD 545, kiilonboz6 kutatécsoportok altal NMR-
spektroszkopidval meghatdrozott fehérje jraszdmolt térszerkezetét és kisérleti adatait
tartalmazza. A szerzGk a fehérjeszerkezeteket egységes eljarasokkal szamoltdk €s fino-
mitottak djra. Igy a szerkezetek "minGsége” egységes és nem torzitjdk el a kiilonbozs
kutatécsoportokban haszndlt szerkezetszdmoldsi eljardsok kozotti eltérések. Az eredeti
mérési adatok megbizhat6sdgat természetesen ez nem befolyasolja.

A SCOP [38] adatbazis 1995 ota létezik; az utolso frissités 2009 juniusdban tortént
(1.75-6s verzi). A SCOP adatbazisban egyes csalddok til vannak reprezentdlva, ezért a
teljes adatbdzis mellett megtaldlhaté a 95%-os valamint a 40%-os szekvencia-sz{irt adat-
készlet (ASTRAL [39]). A 95%-os szekvencia-szlirt adatkészletben a 95%-nal nagyobb
szekvencidlis hasonlésdgot mutat6 szerkezetek koziil csak egy keriilt be az adatbazisba
és igy redundanciamentes adatkészlet dll rendelkezésre. A SCOP adatbdzisban minden

12012. 4prilis 24.-én 81.048 szerkezetet tartalmazott az RCSB PDB adatbdzis.
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egyes domén jellemzGje egy egész szdm és egy rovid, a szerkezet hierarchidban elfoglalt
helyére utalé besorolds. A besoroldsok haszndlatdval konyen automatizdlni lehet a kere-
sést a SCOP adatbazis kiilonboz6 szintjein. Munkdm sordn a SCOP ASTRAL teljes és

95%-o0s szekvencia-sziirt dllomany 1.71-es verzidjat hasznaltam.

4.2. A fehérjeszerkezet-osszehasonlité médszerek
értékelése

Az dltalam kifejlesztett egyik eljrds tesztelésére sziikség volt egy széles korben alkal-
mazhatd, jol dokumentdlt tesztre. Mivel a mddszer koncepciondlisan a fehérjeszerkezet-
Osszehasonlit6 algoritmusokkal rokon, egy ilyen eljardsokra kifejlesztett tesztet alkalmaz-
tam. Novotny és munkatdrsai 0sszehasonlitottak tizenegy, a vildghdlén publikusan elér-
hetS fehérje-osszehasonlitd szervert [40]. Szempont volt a teljesitmény (a szerkezeti ha-
sonlésdagot milyen mértékben taldlja meg) és a haszndlhatésag (felhaszndloi feliilet, leirds,
eredmények értékelése).

A teljesitmény értékelésére mar meghatarozott szerkezeti fehérjék PDB atomi koor-
dinatait hasznaltik, tobb adatkészletet kialakitva. Referenciaként a CATH térszerkezet-
osztalyoz6 adatbdzis [41] adataira timaszkodtak. A talalatot pozitivnak tekintették, ha
a CATH hierarchia harmadik szintjéig ("T", topology) azonos besoroldsu a keresd €s a
talalt szerkezet. A hasonlésag referencidja itt a CATH térszerkezet-osztalyoz6 adatbdzis
volt. Az értékelési nehézségek elkeriilése végett a szerverek teljesitményének mérésére
bevezettek egy egyszer( bindris mérészamot: egy, ha legaldbb egy pozitiv taldlat van az
elsG szdz kiadott taldlat kozott, egyébként nulla'.

Altaldnos tesztként a CATH osztalyokat egyenléen reprezental6 61 fehérjeszerkeze-
tet tartalmazo adatkészletet haszndltak. Specidlis tesztek a nem trividlis szerkezetekre, a
tobbdoménes, az NMR-szerkezetekre (érzékenység mérése), valamint a csak Ca model-
lekre is kitértek. Egyik szerver sem teljesitett 100%-osan, a leghatékonyabb a CE [42]
(93%), a DALI [43] (90%) és a VAST [44] (86%) bizonyultak. Az emlitett mdédszerek
mind viszonylag idSigényes mddszerek, 5-20 perc kozott van az dtlagos keresési id6 egy
szerkezetre. A PRIDE [12] szerver fejlesztett valtozata, a PRIDE2 [45], ezen a teszten

84%-os teljesitményt ért el, minden esetben egy perc alatti keresési idGvel.

IKivéve, ha a szerver az dltala haszndlt belsd szignifikancia-vizsgalatok eredményeként ennél kevesebb

talalatot ad meg.
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4.3. A statisztikai elemzés modszerei

Az dsszehasonlitdsokhoz kontingencia-analizist haszndltam [13]. Két eloszlds ismereté-
ben, ha az eloszldsok analitikai modellje nem ismert, ez a statisztikai eljards tudja meg-
mondani, hogy vajon azonos vagy egymashoz kozeli populaciokbdl szarmaznak-e. A
kontingencia-analizist' a PRIDE eljardshoz (Id. 2.2 fejezet) [12] hasonldan a tivolsagel-

oszlasok szamszerd 0sszevetésére hasznaltam.

A statisztikai elemzés sordn minden egyes paraméterre kiilon-kiilon korreldcids koef-
ficienst (r) szamoltunk:
n
D iD=
P ] @.1)

A\l i =i =7
i=1

Tovébba a szerkezeti sokasdgokra dtlagolt tn. g-faktort ("quality", vagy josdgi faktort)

\,Z(Pcalc_Pexp)z

qQ=— = “4.2)

ahol P4 a sokasdgra dtlagolt, a szerkezet atomi koordindtdi alapjdn visszaszdmolt para-

szamoltunk:

méter, P, pedig a kisérletileg mért, vagy kisérleti adatok alapjén szdrmaztatott paramé-

ter:

4.4. A hasznalt programok és alkalmazasok

A rontgendiffrakcidval meghatdrozott szerkezetek a hidrogénatomok koordindtdit nem
tartalmazzak. Munkam sordn ezekre az adatokra sziikség volt, igy a hidnyz6 hidrogén-
atomokat utdlag illesztettem be a PDB dllomdnyokba. A GROMACS molekuladinamikai
programcsomag [46] pdb2gmx programjit hasznaltam az OPLS-AA erGteret [47] alkal-
mazva. A pdb2gmx programot ehhez kismértékben médositani kellett, hogy az elemzés
sordn nem relevans hibdkat (pl. hidnyzé oldallanc-atomok) tartalmazé szerkezeteket is

megfelelGen kezelje.

Az ubiquitin szerkezeti sokasdgot a GROMACS molekuladinamikai programcsomag-
hoz integralt MUMO [29] szdmolasi protokollal szamoltuk ki [48], az 1D3Z PDB il-
loményhoz [49] rendelkezésre 4116 NOE és S? adatokat felhaszndlva. A NOE adatokat

1

més néven becsléses fiiggetlenségvizsgalat y? prébaval
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tisztitani kellett, csak az egyértelmi kényszerfeltételeket tartottuk meg. A szimudcidt 5
nanoszekundumig, 300K-en, explicit viz (SPC; Single Point Charge) modellt haszndlva,
4 femtoszekundumos 1épéskozokkel, kotéshossz megkotéssel nyolc replikdt szamoltunk
[48]. Nyolcvan szerkezetet (azaz tizszer nyolc replikdt) szamoltunk; a teljes gerinc men-
tén illesztett szerkezetekre az RMSD (1.6110.64)A.

A kémiai eltolédasokat a SHIFTX [50] program segitségével szamoltuk ki. A SHIFTX
program a kémiai eltolédasok becslését 6t tagra bontva szamolja ki:

Ocale = Ocoil + ORC + OEF +OHB +OHS (4.3)

ahol 8.0 az adott aminosav 'H, '3C vagy >N random coil eltolédédsa (DSS-hez viszo-
nyitva) [51], ogrc a gy(r( eltoléddsa, g az elektromos tér, dyp a hidrogén hidak hozza-
jaruldsa és oy a gerinc dihedrélis szogek egy specidlis hozzdjaruldsa.

A rezidualis dipoldris csatolasi allandékat (RDC-ket) a PALES (Prediction of ALign-

mEnt from Structure) [52] program segitségével szamoltuk ki.

Az S? dltaldnos rendparamétereket a Lipari-Szabé kozelitésben, a 4.4 egyenlet szerint
szamoltuk ki [31]:

303 Nrep 2
2cale _ 3 1 . . —
S = —2 (rsz)4 ; ;1 Nrer ; r:,k,lr.f,k,l] 1 4.4

A fejlesztés és kiértékelés sordn felhaszndlt programokat magam irtam PERL prog-
ramnyelven. Munkdmat LINUX operaciés rendszer alatt, szabad programok felhasznald-

sdval végeztem. A szerverek PERL és C++ programnyelven késziiltek.
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S. fejezet

Eredmények

5.1. Fehérjeszerkezetek becslése NMR adatokbol

A PRIDE (PRobability of IDEntity; 1d 2.2 fejezet [12]) mdédszer Ca-Ca atomi tdvolsdg-
eloszlasok elemzésén alapul. Hasonld jellegli 0sszefiiggést kerestem a NOE kényszerfel-
tételek és a fehérje térszerkezete kozott. Az NMR spektroszkopidval nyerhetd tavolsagi
adatok 6 Angstre}mbn beliil vannak. Onmagdban a tavolsdg jellegli kényszerfeltételek
nem alkalmasak arra, hogy az eredeti PRIDE mddszerhez hasonléan tobbféle szekvencia-
lis tavolsdghoz is térbeli tavolsdgot rendeliink. Igy, szdmos prébélkozés utan végiil csupan
egyetlen eloszldst vizsgdltam, mégpedig az észlelt kényszerfeltételek szamat a szekven-
cidlis tdvolsagoknak megfeleltetve. Ez az eloszlds varhatéan minden fehérjére egyedi és

a tavolsageloszlas egyértelmtien jellemzi majd a konforméciot.

5.1.1. A PRIDE-NMR algoritmus fejlesztése

Hogy a médszer ne csak kozeli rokon fehérjék esetében legyen haszndlhato, a szekvenci-
at6l nagymértékben fiiggetlennek tekinthet6 He, HB és HN atomok kozotti kényszerfel-
tételeket hasznaltam fel. Ezek a gerinc protonoknak felelnek meg és az Osszes lehetsé-
ges kombindcidjukat vizsgdltam. Az eljardsban nem a NOE adatbdl szamitott tdvolsdg,
hanem csupdn a NOE adat megléte a fontos, valamint az, hogy milyen szekvencidlis ta-
volsagnal (n)! észleltiik . Az n=1 és n=2 eseteket figyelmen kiviil hagytam, mivel azok
csak lokdlis tdvolsaginforméciot tartalmaznak és az el6zetes vizsgalatok szerint kiugréan
magas szamuk miatt csupdn torzitandk az elemzést. A kényszerfeltételek, azaz a térben

i és i+ nkozott; n = 3 — k, ahol k a kérdéses fehérje lanchossza
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kozeli H-H parok szamdt hisztogramon abrazoltam, amely mutatja, hogy adott szekven-
cidlis tavolsag esetén hany darab NOE cstics észlelhetd.

Az igy kapott hisztogramokat 6sszevetettem a mdr ismert szerkezet( fehérjékbdl szar-
maztatott tavolsagelsozlasokkal, hogy a rokon szerkezeteket azonositani tudjuk. Az els6
Iépésben a térszerkezeti adatbazis adatait 4t kellett alakitani. A kisérleti adatok alapjan
szamolt szekvencidlis tdvolsageloszldsokhoz hasonl6 eloszlds szadmithato ki a fehérje tér-
szerkezetébdl is adott tavolsagi kiiszobérték figyelembevételével. Az NOE jelenség hato-
sugara 6 A maximalisan. A visszaszdmolt tavolsdgeloszldsokhoz a tdvolsdg-adatkészletet
5 A-6s kiiszobértékkel szdmoltam ki. Az eloszlasok szdmitdsakor szintén csak a He, HB
és HN atomok kozotti kényszerfeltételeket hasznaltam fel. Az atomi koordindtak alapjan
minden egyes fehérjére elGdllitottam a H-H tdvolsagi eloszldsokat 5 A-6s kiiszobértékre.
Ezek az adatok alkotjdk a tovdbbiakban a hattéradatbdzist.

‘J NMR spektrum 3D fehérjeszerkezet

\N

H-H tavolsageloszlasok
(szekvenciaflggetlen,
gerinc Ha, HB, HN atomok)

NOE d,,<5 6vagy7A
térben
NOE-k ——— kozeli
szama statisztikai H-H
osszevetés parok
szama
szekvencialis tavolsag l szekvencialis tavolsag

0 = PRIDE-NMR mérészam =< 1

5.1. dbra. A PRIDE-NMR mddszer folyamatdbrdja

A tavolsagelsozldsok szamszer( 6sszevetését a PRIDE eljardshoz hasonl6éan konting-
enciaanalizissel [13] végeztem (Id 2.2 fejezet). Az Osszevetés végeredménye egy nulla
és egy kozé esd, valdszintiségként értelmezhets szam. Mivel a statisztikai médszer meg-
egyezik a PRIDE eljaras statisztikai médszerével, a kapott mérészamot "PRIDE-NMR"-
nek neveztem el. A kapott érték - 0 < PRIDE-NMR < 1 - annak a valésziniisége, hogy a
két adatkészlet azonos fehérjefeltekeredést reprezentdl. Minél magasabb az érték, annal
valdszintibb a szerkezeti hasonlésag a keresd és az adatbazisbeli adatkészlet, és igy a rep-

rezentdlt szerkezetek kozott. Ha két eloszlds 0sszehasonlitdsdnak eredménye nulla, akkor
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az eloszlashoz tartozé térszerkezetek teljesen eltérnek egymadstdl. Ha egy koriili értéket
kapunk, valészintsithetS hogy van hasonlosdag. Az eljaras eredményének kiértékelésénél

1 Ertéktd] fiiggetleniil

nem csak a konkrét érték fontos, hanem a taldlatok sorrendje is
az elsd taldlatot mindig érdemes megvizsgalni, mint a szerkezet lehetséges legkozelebbi
rokondt. Bar a PRIDE-NMR mérészam elméleti felsé hatara egy, ezt a gyakorlatban kis
valészintiséggel kaphatjuk meg. Az egyik ok, hogy az NMR spektrumokbdl az dsszes
lehetséges kényszerfeltételt nem tudjuk kimérni és kiértékelni a mérési hibdk és a fehérje-
szerkezetek dinamikus jellege miatt. A masik ok, hogy nem varhato el a listaban szerepld
Osszes kényszerfeltétel egyide;jii teljesiilése a szamolt szerkezetben, ugyancsak a fehérjék

belsd dinamikdja miatt.

5.1.2. A hattéradatbazis felépitése

A fejlesztés soran a RECOORD [37] adatbdzisbol szarmaztattam a hattéradatbazist. Ezen
teszteltem a médszer alkalmazhatésagat és hatékonysdgat, mivel a RECOORD adatbazis
egyéges és megbizhaté adatokat tartalmaz?. A tovabbi tesztek és a szerver fejlesztéséhez
mdr egy reprezentativ adatbdzisra is sziikség volt, mivel a médszer hatékonysaga a keresd
adatbdzis josdgan is mulik.

A vilasztas a SCOP [38] térszerkezeti adatbazisra esett, mivel ez tartalmazza a negy-
ven aminosavndl rovidebb térszerkezeteket (a CATH pl. nem) és a rontgenszerkezeteket is
(a RECOORD pl. nem). A hierarchia negyedik szintjén a szerkezetek egymashoz képest
hasonlénak mondhaték. A 95%-os szekvenciasziirt adatkészletet haszndltam. Ez egy re-
dundanciamentes és reprezentativ adatkészlet, mivel a szekvenciaban 5%-nal kisebb mér-
tékben eltérd szerkezetek koziil csak egy kertilt be az adatbdzisba. A rontgenszerkezetek
esetén a hidrogén atomok koordindtdit utdlag kellett beépiteni. A GROMACS moleku-
ladinamikai programcsomaggal [46], OPLS-AA erSteret [47] alkalmazva dolgoztam. Az
alanin metil-csoportjainak helyzeteit dtlagoltam, mivel a metil-csoport harom hidrogénje
ekvivalens €s szabadon forog a molekuldban, ezért a kényszerfeltételek szempontjabol
egyetlen egységként kezelend6®. Az igy kapott adatbazis az atomi koordinatakbél el6re
kiszdmolt tdvolsdgeloszldsokat tartalmazza.

A NOE effektus az atom-atom tdvolsag novekedésével fokozatosan gyengiil (2.1 egyen-
let). Ezért felmeriilt, hogy a koordinatdk alapjan visszaszamolt tavolsageloszldsok eseté-
ben tobbféle kiiszobtavolsagot lehessen alkalmazni. A maximélisan mérhets tavolsagér-

! Un. "nearest neighour classifier", azaz a legkdzelebbi taldlaton alapuld eljards.
2A RECOORD adatbizis leirdsa a 4.1 fejezetben megtaldlhat6.
3 Mivel a gerinctdl a B-protonokndl tdvolabbi atomokkal nem dolgoztam, a tobbi lehetséges metilcso-

porttal nem foglalkoztam.
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6k 6 A koriili, ezért valasztottam az 5, 6 és 7 A-6s értékeket, és a H-H tavolsdgeloszla-
sokat mind a hdrom kiiszobtdvolsdggal kiszamoltam. A héttéradatbazis jelenleg 11.490
hisztogrambdl 4ll; a tovabbiakban erre az adatbazisra SCOPselect néven utalok. Ez nagy-
jabol reprezentalja az ismert fehérjeszerkezet tipusokat a SCOP térszerkezeti adatbdzis
tiikrében. A taldlatok kiértékelésénél a SCOP hierarchia negyedik szintjéig azonos be-
soroldsu, azaz az azonos csalddba tartozd szerkezeteket tekintettem hasonlénak, ezeket
neveztem pozitiv taldlatoknak az elemzés soran. Ha a megtaldlt szerkezet a keres6 NOE
adatoknak megfelelS térszerkezetet takarja, azaz onmagat taldltam meg, sajdr taldlatmak
neveztem. A hattéradatbazis szekvencia-sziirt, vagyis nem tartalmazza az adott SCOP
osztdly Osszes lehetséges képviselGjét, ezért elvileg nem is kaphattunk minden esetben
taldlatot. Az eredmények azt mutatjak, hogy a sajat taldlat léte nem befolydsolja az algo-

ritmus eredményességét.

5.1.3. Silyozas bevezetése

A hattéradatbazisban szerepld szerkezetek mérete nagyon eltér6 lehet: a 20-30 amino-
savastol az akdr tobb szdz aminosavas szerkezetekig bezarélag sokféle fehérjemérettel
taldlkozhatunk. A hisztogramok normalizaldsa és a tartomanyok Osszevondsa kovetkez-
tében a keresG szerkezet lanchosszdra vonatkoz6 informéacio elvész, emiatt az Osszevetés
nem veszi figyelembe a fehérje méretét. Ugyanakkor fontos kisz{irni a hasonlé lanchosszi
talalatokat, mivel ezek bioldgiailag 4ltaliban relevansabbak'. A fehérje mérete ismert az
NMR-spektroszkdpus szamara, mindazonaltal ez kevésbé specifikus informdacid, mint a
szekvencia. A szekvencia figyelmen kiviil hagydsa garantalja, hogy evolicidsan tavoli
rokon, de hasonld térszerkezetl fehérjék is vizsgalhatéak maradjanak. Az érzékenység
novelése érdekében tehdt silyozast vezettem be: a PRIDE-NMR mérgszamot megszo-
roztam a vizsgalt fehérjelancok hosszaranyanak adott hatvanykitevén (x = 1, 2 vagy 3)

vett hanyadosdval, az aldbbi képlet szerint:

rovidebb fehérje lanchossza \*

PRIDE-NMR_W, = PRIDE-NMR
- - hosszabb fehérje lanchossza

(5.1

A PRIDE-NMR mérgszam silyozasaval a taldlati sorrend a fehérjehosszak ardnydnak
megfelelen dtrendezddik. A hossz-sziiréssel célzottabb keresés végezhetd el; a taldla-
tok lanchossza igazodik a keresd fehérje lanchosszahoz, azaz a nagyon eltérd hosszisagt

fehérjékre kapott mérdszamok a lanchosszbeli eltérés mértékétdl fiiggden leskdlazodnak.

A sulyzott hossz-sziirés mellett egy szdzalékos sziirést is bevezettem. Ebben az esetben

"' Pl. egy 25 aminosavas fehérje biztosan nem hasonlithat egy egy doménes 150 aminosavas fehérje

egészére.
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az adatbdzisbeli szerkezetek koziil az elemzés el6tt kizartam azokat, amelyeknek a ldnc-
hossza a keresd szerkezet lanchosszatol adott szazaléknal jobban eltértek (+ 5, 10, 15
vagy 20%). A szdzalékos szlrd segitségével a keresést még tovabb lehet finomitani.

5.1.4. Tesztelés kiemelt adatkészleten

A SCOPselect adatbazisbdl negyven, NMR-spektroszkopidval meghatarozott szerkezetet
vélasztottam ki, nagyjabodl lefedve a SCOP hierarchidt. A negyven szerkezet a SCOP hi-
erarchidbdl 40 csalddot és 37 szupercsalddot reprezentdl. A kivélasztott szerkezetekhez
tartozé aminosavankénti kényszerfeltételek szdma' minden esetben egynél nagyobb, azaz
minden aminosavra statisztikailag legaldbb egy tavoli kényszerfeltétel 1étezik. A fehérje-

lancok hossza 28 és 182 aminosav kozott van.

Pozitiv talalatok ardnya
Kiiszobtavolsagok | els6 5 kozott | els6 10 kozott | elsé 100 kozott

5A 57 62 100

6A 42 53 85

7A 25 38 82

5,6 A 60 62 97
6,7A 38 60 93
5,6,7A 55 65 95

5.1. tablazat. Pozitiv taldlatok ardnya szazalékosan a 40 fehérjés tesztkészletre

A tesztelést a fehérjeszerkezet-0sszehasonlité szerverek érékelése sordn haszndlt el-
vek szerint végeztem [40]. Pozitiv taldlatnak a vizsgdlt szerkezetekkel azonos szupercsa-
ladba (a SCOP hierarchia harmadik szintje) sorolt talalatokat tekintettem, és az elsd szdz
taldlat adatait értékeltem ki. Fontos megemliteni, hogy a fehérjeszerkezet-6sszehasonlité
eljarasokkal ellentétben a PRIDE-NMR mddszer esetében a keresd €s az adatbazisbeli
adatkészlet még azonos fehérje esetében sem egyezik meg. Ugyanis az adatbdzisban a tér-
szerkezeti koordindtakbdl visszaszdmolt tdvolsageloszldsok szerepelnek és ezzel szemben
a keresd tavolsageloszlds a NOE adatokbodl késziilt. Ezért a sajat taldlatok sem irrelevan-
sak a médszer teljesitképessége szempontjabol. Ennek ellenére a teszt szigorisaganak
megtartdsa érdekében a sajat taldlatokat nem vettem figyelembe pozitiv taldlatként, azaz

BackBone Restraints Per Residue (BBRPR)
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kizartam a taldlatot az elemz€sbdl, ha a keres$ kisérleti adatkészlethez a hozza tartozd
fehérjeszerkezetet taldltam meg. Az eredményeket a 5.1 tabldzatban tiintettem fel.

A hattéradatbézisbeli kiiszobértékre nincs éles hatdr, mivel a NOE egy lecsengs ef-
fektus és 6 A koriil eltinik. Epp ezért megvizsgéltam, melyik kiiszobérték mellett kapom
a legjobb eredményeket, azaz a visszaszdmolt tavolsdgeloszldsokndl a taldlt H-H pdro-
kat milyen tavolsagig érdemes figyelembe venni. Az 5 A-6s, valamint az atlagolt 5 és
6 A-6s kiiszobérték mellett az elsé 100 taldlat kozott legalabb egy pozitiv taldlat volt az
esetek 97%-aban. Ez az eredmény megkozeliti a legjobb fehérjeszerkezet-6sszehasonlitd
szerverek teljesitményét [40].

5.1.5. A tavolsageloszlasok elemzése

A hattéradatbdzisban atomi koordinatdk alapjan visszaszamolt tdvolsdgeloszldsok van-
nak. Mivel a visszaszdmolt eloszlds minden lehetséges tavolsdgadatot tartalmaz, ez ter-
mészetébdl adéddan eleve nagyobb adathalmaz, mint a kényszerfeltételekbol kapott el-
oszlasok. A haszndlt negyven fehérjébdl dllo tesztkészletre ez a kiilonbség nagyjabol
tizszeres.

1005 Brandom_d5
.80 Brandom_d6

> Brandom NOE [—
0.601"

Pozitiv talalatok
hényada az elsd 100
Kiszott 0.40-

0201

0.00+

100 95 75 55 23

Megtartott adatok %-a

5.2. dbra. A szerkezetekbdl visszaszamolt (d=5A és d=6A kiiszobérték mellett) véletlen-
szertien csonkitott tdvolsageloszlasok és a véletlenszeriien csonkitott NOE tévolsdgelosz-

lasokra kapott pozitiv taldlati ardnyok dsszehasonlitdsa

A PRIDE-NMR médszer robusztussaganak vizsgélatdra szisztematikusan "elrontot-
tam" mind a kisérleti, mind a visszaszamolt tdvolsdgadatokat. A 40 fehérjés adatkészleten
véletlenszer( csonkitdst végeztem el. A tavolsdgeloszlasokbdl véletlenszertien toroltem a
H-H parok 5%-at, majd 15%-at, egészen az adatok 85%-anak kidobdsaig, 10%-onként. A

24



PRIDE-NMR algoritmust a csonkitott eloszldsokkal tizszer futtattam minden egyes l1épés-
ben. A héttéradatbazist nem véltoztattam!. A kapott PRIDE-NMR értékeket tlagoltam
minden csonkitdsra. Azt a meglepd eredményt kaptam, hogy a csonkitott visszaszamolt
adatkészletekkel észrevehetSen rosszabb eredményeket kaptam, mint a csonkitott NOE
adatkészletek esetében. A visszaszamolt adatokndl 5 és 6 A-6s kiiszobértékekkel dolgoz-
tam és ezzel a kiiszobértékkel szamolt adatbazisbeli hisztogramokat hasznaltam. Folve-
tédik a kérdés, hogy mivel magyardzhatd az a tény, hogy a visszaszamolt adatok véletlen-
szer( elrontdsa utdn maga a fehérjefold nem ismerhetd fel. Egy lehetséges magyarazat,
hogy egyetlen H-H tdvolsag nem reprezentélja elég pontosan a fehérje térszerkezetét, amit
az eredeti PRIDE eljdrdsban [12] 28 Ca-Ce tdvolsdgeloszlds dtlagoldsaval kapunk meg.
Ez a megfigyelés ravilagit arra, hogy az NOE adatok mennyire j6l képesek jellemezni
a fehérjefeltekeredés alapvetd szerkezeti vondsait. Mds széval, a NOE adatok egydlta-
lan nem tekinthetSk véletlenszeriinek és a spektrumban megjelend NOE csticsok valoban
reprezentativak. A NOE adatokbdl kapott H-H tavolsageloszlds tehat, természetébdl ere-

dendden tartalmazza a térszerkezet szempontjabol leglényegesebb adatokat.

5.1.6. Statisztika a PDB adatbazisbeli NMR-szerkezetekre

A PDB adatbazis a legnépszeriibb fehérjeszerkezet-adatbazis. Mind a térszerkezeti koor-
dinatak, mind a kisérleti adatok elérhet6k, ugyanakkor nagyon vegyes a kozzétett szerke-
zetek mindsége, megbizhatdsdga, valamint sok esetben csupdn az adatok egy része érhetd
el. A PDB adatbézisbeli NMR-kényszerfeltételek hasznalhatésagardl késziilt korabban
egy atfogo elemzés [53]. Az NMR-szerkezetek esetében a kényszerfeltételek elemzése
azért is elényos, mert csak egyetlen adatkészlettel kell foglalkozni a szdmolt szerkezeti
sokasdaggal szemben. Az atfogd elemzés eredményeként statisztikai osszefoglalas késziilt
kozel 2.000 dllomanyra, amely a H-H kapcsolattipusok el6forduldsi ardnyat mutatja be.
A PRIDE-NMR algoritmus haszndlhat6sdgat kivantam felmérni at dltaldnosan kozzétett
adatokon. Az allomanyok egy része ohatatlanul terhelt mind mérési, mind kiértékelési
hibakkal.

Az elemzéshez a PDB adatbdzisban 2007 szeptember 24.-én elérhetd Osszes, kizarolag
fehérjére vonatkozé NMR kényszerfeltétel-listat hasznaltam. Ez 6sszesen 3555 dlloményt
jelent. Mivel a SCOP adatbazis alapjan torténik a szerkezeti rokonsag keresés, alapfeltétel
volt, hogy az adott dllomdny be legyen sorolva a SCOP hierarchikus adatbdzisba, vala-
mint, hogy egyetlen doménbdl dlljon, azaz a PDB azonositéhoz egyetlen SCOP azonositd
legyen rendelhets. A SCOP adatbdzisban ugyanis az evolicids rokonsag a 6 szerkezet-
besorolasi szempont, igy elSfordulhat hogy egy tobbdoménes fehérje minden doménje

'SCOPselect reprezentativ héttéradatbazis; 5 és 6 A-6s kiiszobérték
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mas-mds SCOP csaladba van besorolva. Ez a PDB kéd és a SCOP szerkezeti csaldadok
kozotti egyértelmi kolesonos megfeleltetést tenné lehetetlenné jelen esetben. Mar csak
1399 kisérleti adatra volt igaz, hogy egydoménes szerkezethez tartozik. Az algoritmus az
X-PLOR formatumi kényszerfeltétel-listakat tudja feldolgozni. Atkonvertdlds nélkiil ezt
865 allomdnyra tudtuk igy alkalmazni. Kizartam még azokat a fehérjéket, ahol egyediil
kéviseli a fehérje az adott SCOP fehérjecsalddot, mivel ezekben az esetekben elvileg sem
taldlhatunk 6nmagén kiviil pozitiv taldlatot. Végeredményben 806 NMR kényszerfeltétel-
lista teljesitette a sziirési feltételeket. A rutinszertien vizsgalt fehérjék 5-10 kDa-osak (~
50-100 aminosavasak); az adatkészlet is tiikrozi ezt az ardnyt.

Tévolsag d=5A d=5,6A d=5,6,7A

Sajat taldlatok kizarasdval | els6 5 | els6 100 | els6 5 | els6 100 | els6 5 | elsé 100

WO elsd pozitiv 17,77 18,19 18,67
pozitiv ardny (%) | 17,62 | 49,38 | 17,62 | 46,40 | 13,52 | 42,80
pozitivak szdma 0,33 2,46 0,32 2,39 0,26 2,22
W1 els§ pozitiv 15,18 15,00 16,94
pozitiv ardny 36,85 | 67,74 | 36,72 | 67,74 | 34,12 | 66,38
pozitivak szama 0,75 4,36 0,77 4,33 0,69 4,11
W2 elsd pozitiv 16,78 16,08 15,64
pozitiv arany 39,08 | 70,72 | 39,83 71,96 | 36,97 | 71,59
pozitivak szdma 0,81 5,07 0,83 5,13 0,77 5,01
W3 els§ pozitiv 16,31 16,62 16,74
pozitiv ardny 43,67 | 75,06 | 42,06 | 7531 |4045 | 7531
pozitivak szama 0,88 5,67 0,88 5,75 0,83 5,68

5.2. tdblazat. PRIDE-NMR taldlati statisztika a PDB adatbazisra

Az elemzést a sajdt taldlatok kizardsdval, tobb kiiszobtavolsdg mellett végeztem el.
A SCOP adatbdzis csaldd szintjén (4. szint) azonos besoroldsu szerkezeteket tekintet-
tem hasonldénak, azaz pozitiv taldlatnak. A futtatdsok eredménye a kiilonboz6 silyozasok
mellett (W=0 vagy 3) és a kiilonboz6 adatbazisbeli kiiszobértékek mellett az "els6 pozi-
tiv" az elsd pozitiv taldlat dtlagos helyét mutatja az elsé 100 taldlat kozott. A "pozitiv
ardny" azt jelenti, hogy az els6 10, illetve az els6 100 taldlat kozott van-e pozitiv taldlat
és a "pozitivak szama" a pozitiv taldlatok atlagos szamdt adja meg az els6 10, illetve 100
taldlat kozott. Ez az elemzési mod megfelel a fehérjeszerkezet-6sszehasonlité modszerek
teljesitményvizsgdlatanal alkalmazottakkal [40].
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A kiilonboz futtatdsi eredményeket a 5.2 tdblazatban foglaltam 6ssze. A legjobb ta-
lalati ardnyokat - 75% - a hattéradatbazisbeli d=5 A, ad=5és6 A, valamint a d= 5, 6
és 7 A-re atlagolt kiiszobértékek mellett kaptam. Ez azt jelenti, hogy a NOE effektust a
két értéken beliil 1évé tavolsagok figyelembevételével lehet a legjobban visszaadni. A 6
A-nél nagyobb tavolsdgok figyelembevétele elrontja a tdvolsdgeloszlds jellegzetességét,

és a fehérjefold nem lesz azonosithato.

A statisztika alapjat képez6 806 PDB dllomany tovédbbi elemzése sordn néhany tech-
nikai problémadra bukkantam. Néhdny dllomdny esetében nincs elegendd adat a kiértéke-
Iéshez: kevesebb, mint 6t szekvencidlis tavolsdgi tartomdnyra (BIN) van adat, vagy ke-
vesebb, mint tiz NOE adat olvashat6 ki a kényszerfeltételekbdl (BIN <5 vagy NOE<10).
Tobb esetben a kiértékelés sordn a statisztikai 0sszevondsok miatt elvész a tavolsagelosz-
las specificitdsa; ez helikdlis szerkezetekre kiilonosen igaz. Néhany allomany esetében a
nagyon magas aminosavankénti kényszerfeltételek szima (BBRPR >5) kiértékelési hibat
sejtet. A problémds dllomdnyok kizdrdsdval (az adatkészlet 10%-a) a statisztikai elem-
z€sbol, a tisztitott adatkészletre 85%-nyi pozitiv taldlat van az elsd 100 taldlat kozott. A
PRIDE-NMR teljesitménye figyelemre mélté egyszertisége €s gyorsasiga miatt is, vala-

mint azdltal, hogy kizardlag tavolsag jellegli kényszerfeltételek felhaszndldsdn alapul.

5.1.7. A PRIDE-NMR médszer elérhetosége

A PRIDE-NMR mddszer elérheté a PRIDE szerverr6l a http://net.icgeb.org/pridenmr/ ol-
dalrdl, a PRIDE2 szerver mellett (5.3 abra).

Protein fold estimation from NMR distance
PRIDE-NMR restraints

Welcome to the PRIDE-NMR server!

The new PRIDE-NMR server is capable of comparing NOE restraint sets to folds in the SCOPselect database. Flease read the PRIDE-NMR help page before submitting your
data.

You can find a brief method explanation and help on using the server by following this link. Please read the help before trying to

PRIDE-NMR help
ERENE submit your data to the PRIDE-NMR server.

PRIDE-NMR Compare your NOE restraint set to the SCOPselect database

If you would like to compare protein structures, please go to the PRIDE2 Server @ ICGEB

Questions and suggestions regarding the PRIDE 2 server should go to Zoltan Gaspari (szpari at chemn.lte.hu) ©KV2002 & 262004

5.3. dbra. A PRIDE-NMR szerver



A modszer bemenete a kényszerfeltétel-lista tdvolsdg jellegii adatai, valamint a fe-
hérje lanchossza. A szerver jelenleg a kényszerfeltétel-listakat kizar6lag X-PLOR/CNS
formatumban fogadja el. A szerverbe tobb opcié van beépitve. Az opcidk az elemzést
pontositjdk és a hatékonysdgot novelik. A hattéradatbazis kiiszobértékét érdemes az 5
A-6s, vagy az 5 és 6 A-re atlagolt értéken hagyni. A kezdd szekvencidlis tavolsag ér-
téke véltoztathaté. Ha nagyon nagy az eltérés az elsd tartomanybeli NOE darabszdm és
az eloszlas tobbi tartomanydnak NOE darabszama kozott, érdemes elvégezni az elemzést
a 3-as helyett 4-es szekvencidlis tdvolsagtdl indulva is. A szdzalékos sz(ir, a stlyozds,
valamint a kiadott legjobb taldlatok darabszdama is dllithatd.

5.1.8. Példa a PRIDE-NMR szerver hasznalatara: az SH3 domén

Az SH3, vagy Src Homology 3 domén hatvan aminosav koriili, elterjedt és jol konzervalt
szerkezet. Jeldtviteli folyamatokban jdtszik fontos szerepet (citoszkeleton, Ras fehérjék,
Src kindzok). A humdn genomban tobb, mint hdromszaz SH3 domént kédold régid is-
mert. Kis méretének koszonhetéen NMR spektroszképiaval is konnyen vizsgalhato. Az
elemzéshez az 1GBR kodu dllomény kényszerfeltétel-listdjat valasztottam ki [54]. Az
egér GRB2 (Grow factor Receptor Bound 2) N és C termindlis doménjének felel meg a
kivalasztott 74 aminosavas SH3 domén.

A szerverrel kapott keresési eredményt a 5.4 dbrdn mutatom be, 5 A-6s héttéradat-
bazis kiiszobérték mellett. A tiz legmagasabb mérészamdu taldlat adatait tiintettem fel,
W=3-as lanchossz-siilyozdis szerint rendezve. A taldlatok a SCOP kdédok alapjan egyérte-
mtien azonosithatok €s a térszerkezeti osztalyokbdl a szerkezeti rokonsagok kiolvashatok.
A legelsd taldlat sajat taldlat, 0,965 PRIDE-NMR értékkel: maga a "d_lgbra" domént. Az
els6 harom taldlat kiemelten jé taldlat, a PRIDE-NMR értékek 0,8 felettiek. Az elso tiz
taldlat kozott 6sszesen nyolc tartozik az SH3 domén csalddjaba a SCOP besorolas értel-
mében (b.34.2.1). A megfeleld térszerkezeteken jol latszik a szerkezetbeli hasonlésdg,
egymassal €s a keress szerkezettel is; az elss taldlat sajat taldlat is egyben (5.5 dbra).

Ha a keresést lanchossz-stilyozas nélkiil végzem el, a legjobb taldlat "d_emxa_", egy
30 aminosavas pok toxin, 0,995 PRIDE-NMR értékkel. A mdsodik taldlat mar egy SH3
domén (d_1gl5a) 0,980 PRIDE-NMR értékkel és az elsé tiz taldlat kozott silyozas nélkiil
is 6 SH3 domén van. A hittéradatbazis kiiszobértékét d=5 és 6A-re dllitva és stlyozds
nélkiili keresésnél osszesen 8 taldlat SH3 domén, és a sajat taldlat (d_1gbra_) a 10. taldlat
0,931 PRIDE-NMR értékkel. Ezzel szemben a silyozdssal mar csak hat SH3 domén
van az els6 tiz taldlat kozott, de a sajat taldlat elsS talalat lesz. A keresés tanulsdga,
hogy lehetSleg az dsszes paramétert érdemes végigprobalni, és a konkrét PRIDE-NMR
értékeket a taldlatok szerkezeti besoroldsaval parhuzamosan értelmezni.
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PRIDE-NMR results (specified query length: 74)

NOE per resiclus; 1.49
Displaying results 1-10 sorted by PRIDE_NMR_W3

Minimal sequential distance used: 3

HIT SCOPID LENGTH PRIDE_MMR PRIDE_NMR_WL PRIDE_NMR_W2 PRIDE_NMR_W3
| 1 digbra_(b.34 2.1 74 0.965 0.965 0.965 0.965 |
| 2 dlj3ta (p.342.1) 74 0931 0931 0.931 0.931 |
| 3 dlugva_(b 34.21) 72 0.904 0.880 0.856 0.810 |
| 4 dlujya (b 3421 76 0.809 0.788 0.767 0.727 |
5 dligfa_(b.38.11 71 0.847 0813 0.780 0.718
| 6 dlglsa (3421 a7 0.980 0.888 0.804 0.659
7 d2Zeifal (b.345 7 73 0.639 0.630 0.622 0.605
| 8 dluhca_(b.34.2.1 78 0.767 0718 0.673 0.590
| 9 dlnega (b.34271 g5 0.978 0.259 0.755 0.582
|lU digctal (h.34.2.1 L) 0.963 0.846 0.743 0.573

5.4. abra. Az 1GBR dllomany kényszerfeltételek keresési eredménye (d=5A, W=3)

5 32 BN

SHlé ﬁgBRRZ 2. 1337 3.1UGV 4, 1U3Y
(SH3, ) (SH3, (SHS3, oligophreinl (SH3, guanine nucl.
human interszektin) Rac/cdc42) el. faktor)

o

5. 1I8F
(archaikus SM fehérje) 6. 1GL5 7. 2EIF (al)

(SH3,Tec kinaz) (eukariéta transzéciés faktor 5A)

8. lUHC 9. INEG 10. 1QCF
(SH3, KIAA1010) (SH3, csirke a spektrin) (SH3, hemapoetic sejtkinaz)

5.5. abra. A human SH3 doménre talalt hasonlé szerkezetek (d:SA, W=3)
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5.1.9. A moédszer korlatai

A PRIDE-NMR algoritmus kizdrdlag a tdvolsdg jellegli kényszerfeltételeken alapszik.
Fontos szem el6tt tartani, hogy mads tipusu kényszerfeltételek is nyerheték az NMR-
spektrumok alapjan (hidrogénhidak, diéderes szogek, kotések egymdshoz viszonyitott
orientacidja) és a szerkezetszamolds sordn ezeket is figyelembe veszik, kiilonosen akkor,
ha nem nyerhetd elegendd tavolsag jellegti kényszerfeltétel.

A PRIDE-NMR mddszer bizonyos esetekben nem szolgéltat értékelhetd eredményt.
A 5.3 tabldzatban hdrom példat gydjtottem Ossze az eredménytelenségre. A "BBRPR"
(BackBone Restraints Per Residue) érték az aminosavankénti atlagos tavolsag jellegtli

kényszerfeltételek szamat adja meg.

PDB koéd 1P88 1VND 1SP2

szerkezet
SCOP csalad d.68.2.2 a4.1.1 g.37.1.1
lanchossz 216 77 31
BBRPR 2,23 152,32 0,65

5.3. tablazat. Példdk a PRIDE-NMR keresés eredménytelenségére

Az 1P88 PDB kédu dllomdny egy foszfat szintdz szerkezetet tartalmaz. A szerkezet
SCOP csalddjdnak osszes tobbi képviselGje legalabb kétszer nagyobb fehérje (nagyobb,
mint 400 aminosav). A hossz szerinti stlyozds ebben az esetben lerontja a hatékonysagot.
Viszont a stlyozas nélkiili elsé harom talalat a kereso szerkezettel azonos SCOP osztilyba
van sorolva, tehdt realisztikus és reprezentativ eredményt kaptam.

A kisérleti adatok minSsége nagyon vegyes. Egy kisebb fehérje esetében elvben
konnyebb tobb kényszerfeltételt gydjteni, de a térszerkezet szempontjabdl informativ,
azaz tavoli NOE-k szdma nem feltétleniil ardnyos ezzel a novekedéssel. Egyes kényszer-
feltétel listak sok, nem egyértelmi kényszerfeltételeket tartalmaznak vagy egyéb formai
hibaval terheltek. Az 1 VND PDB kédu dllomanyhoz tartozé kényszerfeltétel-lista érdekes
modon az 6sszes lehetséges H-H tavolsag jellegli kényszerfeltételt tartalmazza. Azokhoz
a H-H pérokhoz, amelyek nem kisérleti adatra vonatkoznak, egy irredlisan magas tavol-
sagot (99 A) rendeltek a szerzSk. Mivel a PRIDE-NMR algoritmusban a kényszerfeltétel
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megléte a figyelembevétel kritériuma és nem a konkrét tavolsag, fetételezve hogy csak
azok a H-H adatok szerepelnek a listdban amelyek ténylegesen NOE csticsnak felelnek
meg, teljesen irredlis aminosavankénti kényszerfeltétel szamot kapunk és az elemzés ered-
ménye nem specifikus és irrelevans.

A taldlatok hidnydnak oka részben az, hogy egyes dllomanyokban rendkiviil kevés in-
formativ szekvencidlis tdvolsdgi adat taldlhatd, vagyis a generalt tdvolsdgeloszlds alapjan
nem lehet a fehérje feltekeredését jellemezni. Osszesen harom vagy négy egyedi tévol-
sagi adatb6l még a PRIDE-NMR algoritmus sem képes megbecsiilni a szerkezetet, de ez
nem is vdrhaté el. A PDB adatbdzisban elérhetd kisérleti kényszerfeltétel-listak alapjan
szamolt tavolsageloszlasok egy részében rendkiviil kevés adat all rendelkezésre. A keve-
sebb, mint 6t tdvolsdgi tartomanyt tartalmazé eloszlasokra végzett szamszerd dsszeveté-
sek esetén egydltaldn nem kaptam eredményt. Az 1SP2 PDB kdédu dllomdny egy nagyon
rovid, 31 aminosavas zink-ujj doménnek felel meg. Mivel a szekvencia rovidsége miatt
elméletben is csak nagyon kevés tavolsdgi kategéria lehetséges és kevés NOE adat is all
rendelkezésre, a statisztikai Osszevetés sordn nem marad értékelhetd eredmény a kevés
Osszevethetd tdvolsagi kategoria miatt.

A szamszer(i Osszevetés sordn tartomdny-osszevonds torténhet, mivel a y? érték csak
akkor szdmolhat6 at megbizhatéan, ha egyik tartomdnyba sem esik az adatok 5%-dndl
kevesebb tavolsagérték. Ezért, ha adott tavolsagi tartomanyba ardnylag sok NOE tarto-
zik, az Osszevonds utdn eldfordul, hogy mar nem értékelhetd ki az eloszlds. A helikalis
szerkezetekre ez kiemelten igaz, mivel a kis szekvencidlis tdvolsdgokra ardnylag sokkal
tobb NOE adat gyfjthets. Ilyen esetben érdemes az elsé tartomany (3-as szekvencidlis

tavolsdg) figyelmen kiviil hagyasaval is elvégezni az elemzést.

5.1.10. Lehetséges alkalmazasok

A PRIDE-NMR eljdrdssal kizar6lag NMR kisérletekbdl rendelkezésre 4ll6 tavolsag jel-
legtli kényszerfeltételek alapjan képesek vagyunk rokonitani a vizsgélt szerkezetet mas,
mar ismert térszerkezetl fehérjékkel [I, II]. Az eljaras gyors, az eredmények egy per-
cen beliil rendelkezésre dllnak. Az NMR szerkezetszamoldst sokszor megneheziti, hogy
nem all rendelkezésre megbizhaté kiinduldsi szerkezet a folyamat elején. A PRIDE-NMR
algoritmus segitségével lehetSség nyilik egy jol haszndlhat6 szerkezetbdl inditani a sza-
moldst, mivel a mddszer mds jellegii, kozvetlenebb kapcsolatot teremt a NOE adatok és
a térszerkezet kozott a szerkezetszamolds mellett. Ily mddon a szerkezetszamolds fo-
lyamata megkonnyithetS és felgyorsithatd. A PRIDE-NMR mddszer alkalmas az NMR
kényszerfeltételek teljességének ellendrzésére is. Segitségével felderithetGek az egyes
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jelhozzdrendelési hibak, illetve eldonthetd, hogy az adott kényszerfeltétel-lista alkalmas-
e megbizhat6 szerkezetszamoldsok elvégzésére.

A PDB adatbdzison elvégzett statisztikai elemzés tiikrében tobb paramétert is azono-
sitottam, amely egyrészt a mddszer teljesit6képességét befolydsolja, masrészt vildgosan
mutatja az adott kényszerfeltétel-készlet minGségét, azaz a szerkezetszamolds véarhat§
eredményességét. Ugyanis, ha nagyon kevés tavolsdg jellegli kényszerfeltételt tudunk
csak gyfjteni, kizar6lag ezek alapjan nem lehet megfeleld minGségi szerkezetet szamolni.
Masrészt a mar kiszamolt szerkezeti sokasdgok mindsége is ellendrizhetd az algoritmus
segitségével. Ebben az esetben a hattéradatbazist a szdmolt sokasdg modelljei alkotjdk.
Vizsgélhatjuk a kisérleti kényszerfeltételeket és a szamolt szerkezeti sokasdag kozotti meg-

feleltetést, példaul atlagos PRIDE-NMR mér6szamot szamolva a teljes sokasdgra.

Osszefoglalva, egy miikods, hatékony és tj médszert fejlesztettem ki, amellyel kiza-
rélag kisérleti adatok alapjan, képesek vagyunk atom-atom tdvolsdgeloszlasokbol pilla-
natok alatt rokonitani a vizsgdlt szerkezetet mds, mar ismert térszerkezet( fehérjékkel. A
tudomanyos kozosség szdmdra a modszer elérhetS a vilaghdlérdl. A modszer:

o szekvencidlis hasonl6sag hidnyaban is miikodik,

o kiinduldsi szerkezetet eredményez a szerkezetszdmoldshoz és igy a szerkezetmeg-

hatdrozas folyamata lerovidithetd,

o ismert szerkezetek NOE adatainak teljessége és jésdga ellendrizhetd, a fehérje moz-

gékonysdgarol is kaphatunk informaciot.

Az eljards alkalmas arra, hogy kialakitsunk egy els6 képet a vizsgdlt fehérje térszerkezeté-
r6l. Az eredményeim a jovoben megkonnyithetik a NMR spektroszkdpids fehérjeszerkezet-

meghatdrozast.
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5.2. Kapcsolat a szerkezeti sokasag és a Kisérleti adatok

kozott

Az NMR-spektroszkopids fehérjeszerkezet-meghatdrozas végeredménye egy sokasag: azok
a szamolt szerkezetek, amelyek a legjobban megfelelnek a kisérleti adatoknak (tavolsdg
jellegli kényszerfeltételek, diéderes szogek, hidrogén-hidak). A kapott szerkezetek jésdga
nehezen ellendrizhetd, kiilonosen az un. dinamikus szerkezeti sokasdgok esetében!.

Zargovic és munkatdrsai elemezték a szamolt NMR-szerkezetek és a NOE adatok
kozotti megfeleltetést [S5]. Rendkiviil véltozatosak lehetnek a szdmolt szerkezeti soka-
sdgok, sot a fehérje feltekeredésének sem felelnek feltétlen meg, annak ellenére, hogy
a NOE adatkészlettel 0sszeegyeztethetSk. Tovabba a szamolt szerkezetekben lehetnek
olyan NOE kapcsolatok, amelyek a kisérletben nem mutathaték ki vagy nem is 1étez-
nek. A kisérleti adatok mingsége meghatarozza a PRIDE-NMR algoritmus teljesitoké-
pességét. A szamolt szerkezetek viszont nem biztos, hogy tiikrozik a fehérje dinamikus
tulajdonsdgait. A szdmolt sokasdgon végezve az elemzést, megkapjuk a legjobb szerke-
zetet, €s a szerkezeti sokasdg dltaldnosan jellemezhetS egy egyértelmti mérészammal. A
PRIDE-NMR médszer a tavolsag jellegli kényszerfeltételeknek felelteti meg a szerkeze-
teket. Tovabbi, a fehérjeldnc dinamikdjaval kapcsolatba hozhaté NMR paraméternek is
meg lehet feleltetni a szerkezeteket. Ennek megval6sitdsara egy integrdlt mindségellen-
6rz$ szervert éllitottunk 6ssze. A szerver arra ad vélaszt, hogy mennyire felelnek meg
a szerkezeti sokasdg konformereire visszaszamolhat6é paraméterek a kisérleti adatoknak
(NOE, S2, RDC, kémiai eltol6ddsok, csatoldsi allandok).

5.2.1. A PRIDE-NMR médszer alkalmazasa szerkezeti sokasagon

Az ubiquitin esetében mutatom be a PRIDE-NMR hasznalatat szerkezeti sokasagra. Ezt a
vizsgdlatot egy minSségellendrzd alkalmazasnak lehet tekinteni. Az ubiquitin fontos sze-
repet jatszik a fehérjelebontds folyamataban az eukariéta sejtekben. J61 konzervdlt szerke-
zetl, univerzalisan el6forduld, 76 aminosavas fehérjérdl van sz6. Az éleszt6bdl szarmazo
és az emberi ubiquitin kozott 96%-os a szekvencia-azonossdg. A PDB adatbdzisban tobb
madszerrel is meghatdrozott szerkezet is megtaldlhaté: egyrészt rontgenkrisztallografia-
val (RCSB PDB kod: 1UBQ [56]), mdsrészt NMR spektroszkopidval is (RCSB PDB kod:
1D3Z [49].

A fehérjék szerkezete és a mozgékonysag kozotti kapcesolat figyelembevétele egyre
fontosabb az NMR szerkezet-meghatdrozasa soran. A DER (Dynamic Ensemble Refine-

11d. 4.3 fejezet
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ment) vagy a MUMO (Minimal Under-restraining Minimal Over-restraining) szdmolasi
protokoll alkalmazdsdval a tdvolsdg jellegli kényszerfeltételek mellett a szerkezetek a di-
namikai paraméterekkel is 6sszhangba vannak hozva. A PDB adatbédzisban az ubiqiutinre
mindkét szerkezeti sokasag elérhet. A DER protokollal szdmolt, NOE és S$? adatokon
alapul6 szerkezeti sokasdgot 128 konformer alkotja (RCSB PDB: 1XQQ [6]. A MUMO
protokoll fejlesztése sordn a Richter és munkatdrsai molekuladinamikai szimuldciéval ka-
pott konformer sokasdg adatait reprodukaltdk. Ennek erdménye a 144 modell (RCSB
PDB ko6d: 2NR2 [29]). Egy harmadik szerkezeti sokasdgot szamoltunk a GROMACS
molekuladinamikai programcsomaggal, a NOE és az S? kisérleti adatokat felhasznalva
(80 szerkezet, MUMO protokoll, Sns, 300K, explicit viz; I1d 4.4.fejezet). Mind a DER,
mind a MUMO sokasagok esetében a modellek jol illeszkednek a gerinc mentén, viszont
a C-termindlis rész nagyon mozgékonynak bizonyult.

PRIDE-NMR értékek

hattér adatbazisbeli (1D3Z kényszerfeltételekre)
kiiszobtdvolsdgok | szerkezeti sokasdg | maximdlis | minimdlis | dtlag + szérds
d=5A 1XQQ (128) 0,997 0,170 0,660 + 0,203
2NR2 (144) 0,961 0,377 0,667 + 0,144
1D3Z_mumo (80) 0,954 0,093 0,576 + 0,217
d=5és6A 1XQQ (128) 0,942 0,247 0,625 + 0,154
2NR2 (144) 0,880 0,276 0,604 + 0,130
1D3Z_mumo (80) 0,886 0,129 0,538 + 0,156

5.4. tablazat. A PRIDE-NMR keresés eredményei az ubiquitin (PDB kéd: 1D3Z)

kényszerfeltétel-lista esetén, d = 5 A valamint d = 5 és 6 A kiiszobértékek mellett

Az 1D3Z kényszerfeltétel-listat osszevetettem a hdrom szerkezeti sokasdg konforme-
reinek hattéradatbdzisaval. Minden sokasdgra megadtam a legnagyobb, legkisebb és az
atlagos PRIDE-NMR értéket. Az eredményeket az 5.4 tablazat foglalja 6ssze. Mind-
hdrom sokasdgra a mérdszam mind maximadlis, mind atlagos értéke magas. A vizsgalt
fehérje mozgékonysagat a 0,600 koriili atlagos érték jol tiikrozi; még a lehetd legjobb
protokoll esetén sem teljesiilhet az dsszes kényszerfeltétel. Nem elegendd a legjobb szer-
kezetet kiragadni a szerkezeti sokasdgbol, még akkor sem, ha a kényszerfeltételeknek ez
feleltethetd meg a legjobban. Fontos figyelembe venni a teljes szdmolt sokasagot, nem fel-
tétleniil elegendd egy esetlegesen kivalasztott "reprezentativ konformer" vizsgélata, mint

az a gyakorlatban sokszor el6fordul.
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5.2.2. A CoNSEnsX megkozelités

Az NMR spektroszkdpiai adatokbdl szamolt szerkezeti sokasdgok mindségellendrzésére
a PRIDE-NMR mddszer tehdt alkalmasnak bizonyult. Felmeriilt, hogy a tdvolsdg jellegii
kényszerfeltételek mellett tovdbbi, a molekula dinamikdjat jellemz6 kisérleti paramétert is
ellendrizni lehetne. A szerkezetekbdl visszaszamolt paramétereket 9ssze lehet vetni a ki-
sérleti adatokkal. E feladat megvaldsitdsara allitottuk 6ssze a CONSEnsX (Consistency of
NMR-derived Structural Ensembles with eXperimental data) mddszert [III].A protokoll
célja egységesen megfeleltetni a szerkezeti sokasdgokbol visszaszamolt paramétereket az
NMR adatokbdl szarmaztatott paraméterekkel és ily médon egy Osszetett minségellen-
Orzést szolgdltatni. A paramétereket a szerkezetek alapjan szamoltuk vissza, a haszndlt
programokat és egyenleteket a 4.2 fejezetben mutattam be. A CoNSEnsX protokoll az
alabbi NMR paramétereket hasznalja:

e A 'H-TH tavolsagi kényszerfeltételeket a PRIDE-NMR [I] segitségével dolgoz-
zuk fel. Minden konformert megfeleltetiink az NOE kényszerfeltétel-listanak (Id.
5.1 fejezet). A program hisztogramként abrazolja az egyes konformerekre kapott
PRIDE-NMR értékek eloszldsat, valamint a minimalis és maximalis értékeket, az
atlagot és a szordst adja meg a teljes sokasdgra.

Az S? éltaldnos rendparamétereket a 4.4 képlet alapan szdmoltuk vissza a szerkezeti

sokasdgbdl (1d. 4.2 fejezet; [31]). Jelenleg a gerinc N-H és Ca-Ha rendparaméte-
reket szdmolja ki a program.

o A kémiai eltoléddsokat a SHIFTX [50] program segitségével szamoljuk vissza min-
den egyes konformerre, majd atlagolunk minden egyes magra. Jelenleg a SHIFTX
program a Ca, He, amid N, amid H és CB kémiai eltoléddsokat szamolja ki. A
glicin esetében a két Ha dtlagdval szamoltunk mind a kisérleti adatoknal mind a
visszaszdmolt adatok esetében.

o A rezidudlis dipoldris csatoldsokat (RDC-k) a PALES [52] program segitségével

szamoltuk vissza. Minden konformerre kiilon-kiilon kiszamoljuk, majd dtlagolunk.

A skaldris csatoldsokat a teljes sokasdg dtlagaként szamoljuk ki. Egy adott konfor-
merre az értékeket a ¢ gerinc dihedrdlis szog alapjan, a Karplus egyenlet segitségé-
vel szamoljuk ki:

J(¢) = A% cos2¢+Bxcosp+C (5.2)

ahol J a 3J csatolasi dllandd, ¢ a dihedrilis szog és A, B és C empirikus tton szar-
maztatott atom-fiiggé paraméterek, melyeket jelen esetben az [57] kozlemény 1.
mellékletbeli tablazat NMR/X-ray sor adatait hasznaltuk. A ¢ gerinc torzids szog
ismeretében kiszdmolhatk a kovetkezd J-csatoldsi dllandsk: 3J 5~ 5@, 3T 5%,
3y N _ B3y, N

I, " Iu" e,
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5.2.3. A CoNSEnsX szerver felépitése

A CoNSEnsX szerver megtaldlhat6 a http://consensx.chem.elte.hu cimen. A szerver fel-
épitését a 5.6 dbra szemlélteti. A szerver megjelenitését a honlapon a 5.7 dbra mutatja be.
Nem virhat6 el, hogy egy adott rendszer esetén az Osszes lehetséges NMR paraméterre
rendelkezésre alljon kisérleti adat. Fontos viszont, hogy az adatok hasonlé koriilmények
kozott végzett kisérletekbdl szarmazzanak (olddszer, hdmérséklet, pH, ioner§sség, stb).

A program harom bemeneti dllomanyt var:

e atomi koordindtdk PDB formatumban
o tavolsdg jellegii kényszerfeltétel-lista XPLOR/CNS formatumban

o NMR paraméterek (kémiai eltolodasok, S2-ek, RDC-k, csatoldsi 4llanddk, stb...)
NMR-STAR (BMRB) formatumban.

Bemenet Szerver Kimenet

PDB
formdtum

wir

Szerkezeti okasa’g ]

X—PL,OR
— formatum
kényszerfeltételek e CoNSEnsX
BMRB
TS Ee N  formatum
-

RDC-k
S? értékek

J-csatolasok

5.6. dbra. A CoNSEnsX szerver elvi felépitése

A hidnyz6 paramétereket nem veszi figyelembe a program, az adatok koziil csak az
atomi koordinatdk megaddsa kotelez6. Az atomi koordinatdk takarhatnak egyetlen kon-
formert vagy tobbet. Utdbbi esetben a program egyes paramétereket minden konformerre
kiilon-kiilon is megad. Az S? 4ltandnos rendparaméterekre, a kémiai eltoléddsokra és a
csatoldsi dllandokra a CoNSEnsX szerver a kisérleti adatok és a szerkezet alapjan vissza-
szamolt értékek kozott korreldcidkat, josdgi faktort (q-faktor) és RMSD-t a sokasdgra
atlagolva szdmolja ki. A kimenet tehdt két £6 részbdl tevodik ossze: a NOE adatok
értékelését egyrészt a PRIDE-NMR kimenetben, mdsrészt a nem teljesiilé NOE adatok

hisztogrammos dbrizoldsa teszi ki.
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P Compliance of NMR-derived

é é Structural Ensembles with

experimental data

OJ* Version 1.1

Input a multi-model PDE file, an X-PLOR format NOE distance restraint file and a BMRB file to check the accuracy of the
protein structural ensemble against experimental data. For more details on the method and usage of the service, please
consult the CoNSEnsX help page

PDB file: Browse.
H-PLOR file; Biiawrei Parfom NOE violation analysis
BMRE file: Browse... = RDCLCmodel: bicelles  w
Use SVD for ROC backcalculation
Reset form Submit gquery

When publishing results obtained with CoNSEnsX, you are kindly asked to cite the relevant references from these!

 Angyan etal. (2010): ColSENsX: an ensemble view of protein structures and NUP-derived experimental data. BMC Struct. Biol. 10:39

 Angyan etal. (2008): Fast protein fold estimafion from MR derived distance restraints. Bioinformaics 24:272. (PRIDE-MMR reference)

 HNeal etal. (2003): Rapid and accurate calculation of protein IH. 13C amd 15M chemical shifts. J. Biomol. MR 26:215.

* Zweckstelter & Bax (2000): Prediction of sterically indused alignmentin a dilute liquid crystalline phase: aid to protein strcuture determination
by MMR. J. Am. Chem. Soc. 122:3791

Questions and suggestions regarding the ColNSEnsX server should go to Zoltan GAspari (szparl at chern.efte.hu)

5.7. abra. A CoNSEnsX szerver megjelenitése

5.2.4. Példa a CoNSEnsX szerver hasznalatara:
human ubiquitin, mint globularis fehérje

Az ubiquitint el8szeretettel vizsgdljak az NMR spektroszképusok véltozatos médszerek-
kel és koriilmények kozott. Az ubiquitin S? értékei magasak, tehat a ps-ns idéskalan rigid,
merev struktiraval jellemezhetS a molekula. Kiilonb6z6 médon meghatarozott szerkezeti
sokasdgok segitségével teszteltiik a kiilonboz6 szerkezetek megfeleltetését a kisérleti ada-
toknak. Osszesen 13 szerkezetet gyfijtottem dssze a PDB és a RECOORD adatbdzisokbdl,
valamint harom tovéabbi szerkezeti sokasagot szdmoltunk. Az elérhet kisérleti adatokkal
rendelkez6 NMR-szerkezeteket a 5.5 tabldzatban foglaltam Gssze.

A rontgendiffrakciéval meghatdrozott szerkezetek mellett dinamikus szerkezeti soka-
sdgok is szerepelnek az NMR-spektroszképai adatok alapjan szdmolt szerkezeti sokasa-
gok kozott. A DER és MUMO dinamikus szerkezeti sokasagok mellett az ISD (Inferential
Structure Determination; [58]) sokasdg is szerepel. Tovabbi hdrom sokasdgot szdmol-
tunk. A COCO (COmplementary COordinates; [62]) mddszer tovabbi konformerekkel
egésziti ki az eredetileg szamolt sokasagot oly médon, hogy az tiikrozze a teljes diver-
zitast (U_COCO; 5.8 a) abra; 20 konformer). A masik két sokasdg molekuladinamikai
szamitdsokbol ered. Az U_NNR sokasdghoz (5.8 b) dbra; 32 konformer) NOE, NH S és
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Szerkezetazonosité | Leirds modellek szama | referencia
U_1D3Z oldat NMR 10 [49]
U_CcoCco oldat NMR + COCO 20 [11I]
U_1XQQ DER sokasag 128 [6]
U_2NR2 MUMO sokasag 144 [29]
U_2K39 EROS sokaség 116 [4]
U_ISD ISD sokaség 25 [58]
U_NNR NOE(2)+S%(8)+RDC(8) 32 [1I1]
U_IUBQMD Sns MD szimuldcié 1XQQ alapjan 32 [1I1]
U_CNS RECOORD (CNS) 25 [37]
U_CNW RECOORD (CNS vizben) 25 [37]
U_CYA RECOORD (CYANA) 25 [37]
U_CYW RECOORD (CYANA vizben) 25 [37]
U_1G6J ubiquitin reverz micelldkban 32 [59]
U_1V80 ubiquitin 30 bar nyomdson mérve 10 [60]
U_1V8l ubiquitin 300 bar nyomdson mérve 10 [60]
U_2J77 silard fazisi NMR szerkezet 20 [61]

5.5. tablazat. Az elemzésben hasznalt human ubiquitin szerkezeti sokasdgok

L)

c)

5.8. dbra. Human ubiquitin dinamikus szerkezeti sokasagok: a) U_COCO; b) U_NNR; c)

1UBQ_MD
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N-H RDC kisérleti adatokat hasznaltunk fel. A harmadik sokasagot a rontgenszerkezetbdl
szamoltuk ki, molekualdinamikai szimuldciéval, kényszerfeltételek nélkiil (1UBQ_MD;
5.8 ¢) dbra; 32 konformer). Mindhdrom esetben a konformereket a molekulagerinc men-
tén egymadsra illesztettem a MOLMOL program segitségével [63].

A BMRB adatbizis' és az irodalom alapjin Gsszegyfijtottem a rendelkezésre 4116
NMR kisérleti adatokat. Az Osszevetéshez egyetlen kisérleti adatkészletet haszndltunk,
természetes koriilményeknek megfelelen annak ellenére hogy egyes adatok méas hGmér-
sékleten is rendelkezésre dlltak. Ily médon a kiilonboz6 mérési koriilményekbdl eredd
eltéréseket is elemezhetjiik a sokasagok kozott. Alapos mérlegelés utdn a kovetkezd ki-

sérleti paramétereket valasztottuk ki az ubiquitin sokasdgok elemzésére:

o atdvolsag jellegli kényszerfeltételként az RCSB PDB 1D3Z kéd alatt taldlhato listat
haszndltuk, a listdbdl csak az 1320 egyértelmi kényszerfeltételt tartottuk meg;

a gerinc NH S? adatokat a szerzék (Chang és mtsai. [64]) bocsdtottdk rendelkezé-
siinkre; a 20°C-on mért adatokat hasznaltuk fel;

e Ca-Ha S? rendparamétereket a BMRB 6466-0s dllomény tartalmazza [65];

a kémiai eltol6ddsokat a BMRB 6466-0s dllomdny tartalmazza [65];

e N-H RDC adatokat Cornilescu [49] alapjdn vettiik;

e N-Ha RDC adatokat Perttu Permi [66] bocsatotta rendelkezésiinkre;

e Ca-Ha, C-Ca, C-Ha RDC adatokat a szerz6k (Wurtz és mtsai [67]) bocsétottak
rendelkezésiinkre;

J-csatoldsi dllandokat Wang [57] cikke mellékletébdl toltottiik le (Supplementary
Material, Table 2).

A "H-'H tavolsdg jellegii kényszerfeltételeket X-PLOR formdtumba, az 6sszes tobbi
NMR kisérleti adatot egyetlen BMRB formatumd dlloményba foglaltuk. Minden egyes
szerkezeti sokasdgra ezzel a két kisérleti adatsorral végeztiik el az elemzést. A 5.9 dbra
egy tipikus CoNSEnsX kimenetet mutat be, konkrétan az U_NNR sokasdgra. Az ab-
rdk a MOLMOL programmal késziiltek [63]. Az Osszevetéseket NMR adattipusonként
csoportositva az 5.10 dbra foglalja 6ssze. Az eredményekbdl kiolvashatd, hogy nem ta-
pasztalunk dramai eltérést a kisérleti adatok és a szerkezeti sokasdgok megfeleltetésében.
Ez annyiban meglepd, hogy nagyon eltér6 technikdkkal és koriilmények kozott meghata-
rozott szerkezeteket egyetlen kisérleti paraméterkészlettel vetettiink 6ssze a szdmolt szer-
kezeti sokasagokkal. Az elemzés tehat csak arra a kérdésre ad vdlaszt, hogy mennyire
feleltetheték meg a kiilonb6z6 modszerekkel, kiilonboz6 koriilmények kozott meghata-
rozott szerkezetek az oldatbeli, szobahdmérsékleten és 1égkori nyomdson felvett kisérleti

!Biological Magnetic Resonance data Bank
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adatoknak. Az eltérd koriilményekbdl adodo esetleges szerkezeti valtozas ily médon ko-
vethetd lehet.

Az amid NH S? paraméterek tekintetében minden szerkezet jél teljesit, ellentétben a
Ca-Ha S? értékekkel, amit egyetlen sokasdg szamitdsanal se haszndltak kényszerfeltétel-
ként. Az amid NH S? paraméterek egyforman magasak a szekvencia mentén, kivéve a
C-termindlisndl.

Az RDC adatok elfogadhaté szinten egyeznek meg az Osszes sokasdgndl, kivéve a
Ha-N adatkészletre. Megjegyzendd, hogy minden RDC adat ab initio lett kiszamolva,
SVD (singular value decomposition) alkalmazdsa nélkiil, a kisérleti adatok alapjan. A
CoNSEnsX engedi az SVD haszndlatat; ehhez a PALES programot "best fit mode"-ban
kell meghivni az alapértelmezett molekuldris illesztés helyett.

A kémiai eltoléddsok is jo egyezést mutatnak a kisérleti adatokkal az 6sszes ubiquitin
sokasagra. Az eltérd érzékenység a kiilonboz6 szerkezeti faktorokra nagyon szépen kiraj-
zolddik, ahogy ezt a 5.10 dbra is szemlélteti. Példaul a CS kémiai eltoléddsok fiiggnek
leginkdbb az aminosav tipusdtdl, bar a nagyon nagy eltérések inkdbb jelhozzarendelési
hibdval fiigghetnek 0ssze, és nem azzal, hogy ténylegesen szerkezetileg relevans infor-
madciot tartalmazndnak.

Egyik sokasdg se mutat megfelels egyezést sem a Ha-Ca S? rendparaméterekkel,
sem az elsorendi kozelitésben kapott He-N RDC tenzorokkal. Nem meglepd médon a
szilard fazisi NMR spektroszképidval meghatarozott szerkezetek (U_2JZZ; [61]) értékei
jelentdsen eltérnek az oldatfazis-beli szerkezetek korrelaciditdl. Ezt az alacsony PRIDE-
NMR értékek is tiikrozik. Tehat a CoNSEnsX megkozelités képes szerkezeti eltérések
kimutatasara akkor is, ha a két szerkezeti sokasdg nagyon hasonl6.

Az osszesitett konformerek (U_1D3Z + U_2JZZ; 10+20 konformer) RMSD értéke
mindossze 2,42+0,7 A. Tovabba csak egy integrdlt elemzés mutatja ki egyértelmten a
nagynyomdsu oldatszerkezet (U_1V81) eltéréseit a 1égkori nyomdson mért oldatszerke-
zettel szemben. Az U_NNR sokasdg (5.8 b) dbra) jol szerepel mind az NOE-k, az amid
NH S2-ek, amid NH RDC-k és néhdny ritkdn haszndlt paraméter, mind a Ce és Her ké-
miai eltoléddsok dsszevetésében. Osszességében, a tobbi dinamikus szerkezeti sokasdg
(U_1XQQ, U_2NR2, U_2K39) altalanos jellemzoikben megegyeznek. Az U_1UBQMD
sokasdg (5.8 ¢) dbra) elfogadhaté paraméterekkel rendelkezik, bar valamivel rosszabb az

egyezés mint az U_COCO sokasdg (5.8 a) dbra) esetében.
Osszefoglalva, a humén ubiquitin egy j6l meghatdrozott szerkezettel jellemezhetd,

ami nagyon kiilonboz8 koriilményekbdl kiindulva is jol egyez6 végeredményhez vezet.

Ez a tény a molekula belsd, inherens rigiditasara utal [4].
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5.9. dbra. Az ubiquitin (U_NNR sokasdg) CoNSEnsX elemzés kimenete
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5.10. abra. Ubiquitin szerkezeti sokasagok és az osszedllitott kisérleti adatkészlet Gssze-

vetéseinek eredményei
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5.2.5. Példa a CoNSEnsX szerver hasznalatara:
PDE 5/6 y-alegység, mint rendezetlen fehérje

A fehérjék belsd dinamikdja az un. rendezetlen fehérjék felfedezése ota - alig 10 éve -
egyre fontosabb szerepet kap. A belsoleg rendezetlen fehérjék esetében nem csupén belsd
mozgékonysagrol van sz6, hanem fontos biolégiai szerepe van [68].

A rendezetlen fehérjét szabad édllapotban csak egy nagyon magas RMSD értékkel biré
szerkezeti sokasdggal tudjuk jellemezni. Ilyen esetben az NMR spektroszképiai adatok-
bél szarmaztatott valos dinamikai paramétereknek torténd megfeleltetés fokozott jelentd-
séggel bir.

A cGMP foszfodiészteraz (PDE) 5/6 y alegysége egy 87 aminosavas, rendezetlen fe-
hérje; a szerkezete a PDB adatbazisban 2JU4 kod alatt elérhetd [69].

5.11. dbra. PDE 5/6 y-alegység konformereinek illesztése és dbrdzoldsa

A 100 konformeres szerkezeti sokasiagot NOE és PRE! kisérleti adatokbdl szarmaz-
tatott kényszerfeltételek alapjan szamoltak ki. A kapott szerkezeti sokasdg nagyon eltér
konformerekbdl all: a gerinc RMSD érték 12 A felett van, ami nagyon magas érték. Je-
len esetben kizdrdlag a PDB adatbazisbdl elérhet$ szerkezeti sokasdgot vizsgaltam (PDB
kéd: 2JU4; 5.11 abra; [69]). A 5.11 dbra a PDE vy alegység konformereinek gerinc menti
illesztését mutatja be. Az illesztést a teljes fehérjeldnchosszra, a gerinc mentén végeztem,
a MOLMOL program [63] segitségével.

!Paramagnetic Resonance Enhancement
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5.12. dbra. PDE 5/6 y-alegység korreldcids adatai

A 5.12 dbra Osszefoglalja a szerver kimeneteként kapott korreldcids eredményeket.
Az egyes konformerek korreldcidja kékkel, ezek dtlaga pirossal, a teljes sokasdgra sza-
molt (ensemble) korrelacié pedig zolddel van feltiintetve az dbran. Minden kémiai elto-
16dasra, amire volt kisérleti adat, a kisérleti és a visszaszamolt értékek kozotti korrelacid
joval magasabb volt a sokasagra nézve, mint az egyes konformerekre kiilon-kiilon. S6t, a
sokasdgra szamolt korreldcié még az egyedi konformerekre kapott legmagasabb korrela-
ci6s értéknél is magasabb. A megfigyelés aldtdmasztja azt a gyakorlatot, hogy rendezetlen
fehérjék esetében a teljes, nagyon eltérd konformer-készlettel reprezentaljuk a molekula

oldatbeli szerkezeti valtozatossagat.
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5.2.6. A CoNSEnsX szerver alkalmazasai

Osszefoglalva, a CONSEnsX szerver hidnypétlénak az NMR-spektroszképiai adatokbdl
szarmaztatott szerkezetek mindségellendrzésénél. A szerverben a NOE adatok mellett a
fontosabb NMR-alapt dinamikai paramétert megfeleltetjiik a teljes szerkezeti sokasdg-
nak. A tovabbi szerkezetfinomitast is elGsegiti.

A szerver alkalmazasi lehetSségeit az alabbi pontokban lehet 6sszefoglalni:

o szerkezeti sokasdgok megfeleltetése kisérleti adatoknak: web szerver az NMR ada-

tok és a szerkezeti sokasagok megfeleltetésére;

e PRIDE-NMR megfelelteti a konformerek térszerkezetét a NOE kényszerfeltételek-

nek (legjobb konformer mint reprezentativ konformer);

o korreldciés adatokat szolgdltat a teljes molekuldra, valamint egyes konformerekre

visszaszamolt NMR paraméterek és a kisérleti adatok kapcsolatdra;

Az eredmények segitségével megbecsiilhetd, hogy mennyire j6 az adott sokasdg - mint
sokasdg - a molekula lefrdsara és hogy mennyire jol tiikrozi a vizsgdlt sokasdg az adott
id6skéldju dinamikdt. A CoNSEnsX szerver nem helyettesiti a megszokott szerkezetva-
liddlast, de segit eldonteni milyen mértékben képes magyardzni a dinamikus szerkezeti

sokasdg a bioldgiai folyamatokat.
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6. fejezet

Diszkusszio

A dolgozat elsd felében az NMR spektroszkdpiai kisérleti adatokb6l szarmaztathatd szer-
kezeti informdciok és a szamolt konformerek megfeleltetésére mutattam be két modszert.

A PRIDE-NMR algoritmus segitségével képesek vagyunk a tdvolsdg jellegi NOE
adatokat ismert fehérjeszerkezetekkel rokonitani. A mdédszer nem egy fehérjeszerkezet
Osszehasonlité algoritmus, de a teszteléshez mégis hasonld elveket és adatkészleteket
haszndltam. A PRIDE-NMR elemzést minden esetben érdemes tobb paraméter valtoz-
tatdsdval is elvégezni. A hattéradatbdzis kiiszobértéke, a legkisebb szekvencidlis NOE
tdvolsdg valamint a ldnchossz-sulyozds pontositja az elemzést. A lanchosszbeli eltérések
eltiintetése végett vezettem be a lanchossz-stilyozast (5.1 egyenlet). A kisérleti NOE ada-
tok alapjan kapott hisztogramok a térszerkezet alapjan visszaszamolt 'H - 'H tdvolsdgok
csupan 10%-dnak felelnek meg. Ez azt jelenti, hogy a szerkezetben 1év6 kozeli proton-
proton parok 90%-a "lathatatlan" marad az NMR mérés sordn, legaldbbis ha az NH, He és
Hp protonokat vizsgaljuk. A lathatalansag oka kétségteleniil 6sszefiiggésben van a fehér-
jék belsd, inherens dinamikdjdval és mozgékonysdgdval. Ennek ellenére, csupan a NOE
adatokbdl szdrmaztatott tavolsageloszlasok ismerete elegend$ a fehérjeszerkezetet azo-
nositasara (Id. 5.1.5 fejezet). Tehat az NMR adatok alapjan a fehérjeszerkezet 1ényeges
vondsai kirajzolédnak a 'H - "H tdvolsagok segitségével.

A 'H - "H NOE adatok atomi szinten adnak informaciét a fehérje térszerkezetét il-
leten és segitségiikkel j6 mindségti, pontos konformerek szamolhaték. A PRIDE-NMR
algoritmus fejlesztése sordn éltiink a feltételezéssel, hogy csupdn a NOE tdvolsdgadatok
alapjan megbizhat6an lehet becsiilni a fehérje szerkezetét adatbdzisbol, a PRIDE mdédszer
analdgidjara. A PRIDE algoritmus [12] Ca- Ca tavolsageloszlasok elemzésén alapszik.

Osszesen 28 kiilonbozd szekvencidlis tavolsagot' haszndl, 1 Angstrﬁmés Iépésekkel. A

13-as és 30-as szekvencidlis tivolsigok kozott
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fehérje Ca koordinatdit egyszertien Ha koordinatdkra lecserélve a PDB dllomédnyban gya-
korlatilag ugyanazt az eredményt kaptam, mint az eredeti Cer koordinatakkal!. Viszont a
Hea-Ha parok a kisérleti NOE adatokban annyira szérvanyos tavolsagi eloszlast eredmé-
nyeznek, hogy a feltekeredett fehérje térszerkezetérdl mar gyakorlatilag semmi specifikus
informdciét nem hordoznak magukban. Megprébaltam tovabbi Ha-He atomtavolsdgo-
kat becsiilni ugyanarra az atompdrra valdszinlségi alapon, de a kapott eredmény nagy
bizonytalansaga miatt ezt a megkozelitést is elvetettem. Végiil az adatokat egyetlen hisz-
togramként dbrazoltam a 28 helyett. A szekvencidlis tavolsag fliggvényében dbrazoltam
az 6sszes NOE adatot a kiilonboz6 atomtipusok szétvdlasztdsa nélkiil. Felhaszndltam az
osszes NOE kapcsolatot az NH, He és HB atomok kozott. Ily médon elegend6 adat all
rendelkezésre, hogy hasonl6 lanchosszi fehérjék térszerkezetét megbizhatéan meg tudjuk
kiilonboztetni.

A dinamikat tiikrozni igyekvé szerkezeti sokasagok eltéré mindsége és esszencidja
megneheziti a "reprezentativ konformer" kivdlasztasdt. Altaldnosan elfogadott nézet,
hogy a kisérleti adatoknak leginkdbb a kivdlasztott reprezentativ konformer feleltethetd
meg leginkabb, és igy bizonyos értelemben a molekula "atlag-szerkezetének" tekinthetd.
A PDB adatbdzisban sok olyan szerkezet van, ahol annak ellenére, hogy tobb konformert
szamoltak a szerkezetmeghatdrozds sajatossagai miatt, egyetlen tn. dtlag szerkezet kertilt
be az adatbazisba. Ez a megkozelités szemben &ll a tobb-konformeres molekulaleiras-
sal. A reprezentativ konformer egy mds tipusu kivdlasztdsi médja lehet a legmagasabb
PRIDE-NMR értéket kapé konformer kijeldlése, mint reprezentativ konformer. A CoN-
SEnsX szerverbe implementalt PRIDE-NMR modul nem egyezik teljesen a PRIDE-NMR
szerverrel. A PRIDE-NMR szerver a NOE kényszerfeltétel-lista alapjdn keres hasonld
szerkezetet a hattéradatbazisbol. A NOE adatok az NMR spektroszképiai titon meghata-
rozott fehérjeszerkezetek nagy tobbségénél rendelkezésre is dllnak, és ezek az adatok jol
jellemzik a fehérje feltekeredési modjat. A PRIDE-NMR médszer az eloszldsok 0sszeve-
tését végzi, és az eredményként kapott érték j6 mérdszama a bemenetként kapott kisérleti
adatok teljességének és josaganak, amennyiben ismert a vizsgélt fehérje térszerkezete.
Tovabba a PRIDE-NMR értékek szorasa a szerkezeti sokasag heterogenitdsara is utalhat.

A klasszikus NMR spektroszkopiai fehérjeszerkezet-meghatdrozds sordn minden egyes
kiszamolt konformer minden kényszerfeltételnek meg kell hogy feleljen a szerkezetfino-
mitds sordn. A paraméterek pontatlansagat és bizonytalansdgat is tiikrozik ezaltal, mivel
minden konformerrel Osszeegyeztethetd. Ugyanakkor az a feltételezés, hogy az ilyen
tipusu szerkezeti sokasdgok a fehérje bels6é dinamikdjat is tiikkrozi, egyaltalan nem sziik-

ségszeri. A szerkezetfinomitas célja amellett, hogy a szerkezetek hasonléak legyenek, a

! Az adatok nem képezik jelen dolgozat részét
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minél kisebb RMSD érték elérése a szerkezeti sokasdgra nézve. Ez a rontgendiftrakcids
reprezentativ konformer nézet dtvételét jelenti sokszor. Viszont a rontendiffrakcios szer-
kezetmeghatdrozds a fehérjekristaly diffrakcids képének megolddsdn alapul, tehat egy-
szerre egyetlen konformer szerkezetetét hatarozzuk meg. Ezzel szemben az NMR spekt-
roszkopiai szerkezetmeghatdrozas fehérjeoldatbdl torténik, ahol a molekuldk mind tér-
ben mind id6ben szerkezetbeli valtozdsokon mennek keresztiil, és végeredményben egy
konformer-sokasagrol kapunk kisérleti adatokat adott iddskalan beliil. A NOE kényszer-
feltételek bizonytalansdga elénnyé kovdcsolhat6 tovabbi, a molekula belsd dinamikdjat
jellemzd kényszerfeltételek figyelembevételével. A szerkezetszamolds eredménye ilyen
esetben mdr olyan szerkezeti sokasdg, amely variabilitdsa a molekula kisérleti adatok-
bdl szdrmaztatott mozgékonysagat tikrozi. Ugyanakkor a molekula belsé dinamikdja
idGskdla-fiiggd, igy fontos szem el6tt tartani hogy adott kisérleti adat milyen id6skaldja
mozgast ir le, é&s az NMR spektroszkdpia iddskéldjaval hogyan egyezik. Minden szerke-
zeti sokasdg bizonyos idGskaldn jol irja le a molekula belsé mozgékonysagat.

A sokasdg alapu szerkezetreprezentdlds a molekuldk belsé mozgékonysdgdbdl eredd
konformadcids diverzitast integralé fehérjeszerkezetek uj tipusu leirdsa. A molekuldris
mozgdsok nagyon tdg iddskaldja (ps-s) tovabbra is alapvetd probléma marad. Ugyanis
egy adott szekezeti sokasdg csak egy adott idGintervallumon lehet hivatott lefrni a mo-
lekula belsé dinamikajat. Ugyanakkor az NMR paraméterek nagy részére a mérés csak
tobb nagysagrend( idSintervallumra dtlagolt értékeket eredményez. Ebbdl kifolydlag az
az elvards, hogy egyetlen szerkezeti sokasdg az 6sszes molekuldris mozgdst lefrja amit
a dinamikai paraméterek tartalmaznak, nem redlis, mivel ez csak nagyon nagy szamu
konformerrel lehetséges. Egy adott szerkezeti sokasdg méret mellett egyszerre csak egy
kivdlasztott paramétert lehet optimdlni, ezt is csak azon az dron, hogy a tobbi NMR pa-
raméterrel valé megfeleltetés romlik. A mdsodik probléma technikai, nevezetesen hogy
egy adott molekuldra vagy rendszerre egyszerre tipikusan csak néhany dinamikai paramé-
terre 4ll rendelkezésre megbizhatd, azonos koriilményekre mért kisérleti adat. A szerke-
zetek pontossdgdnak felmérése tobb tipusi adat bevondsdval ezért rendkiviil fontos. Az
NMR mérési technikdk fejlédésével djabb és ijabb NMR paramétereket vezethetiink be
a molekula mozgékonységat tiikroz6 szerkezeti sokasagok szamoldsanak pontositasara.
Tovéabbi paraméterek sziikségesek €s a szerkezeti sokasdgok szdmoldsa sordn alkalmazott
protokollok tovabbfejlesztése is sziikséges, hogy minél pontosabb és precizebb szerkezeti
modell alljon rendelkezésre a makromolekuldk oldatbeli viselkedésének leirdsa, és igy a

biol6giai folyamatok leifrdsdnak precizebb és pontosabb legyen.
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II. rész

Véletlenszertii fehérjeszekvenciak

in silico szerkezetvizsgalata
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7. fejezet

Irodalmi attekintés

7.1. A biolégiai informaciéaramlas

A fehérjék elsddleges szerkezetét, a fehérjelanc aminosav-sorrend;jét, a kdolé DNS szek-

mreplikécié
DNS

vencidja hatirozza meg.

\ direkt
transzkripcio \ transzldcio
s reverz- \\
7 transzkripcié %
R
’ . L}
transzldcio ,
RNS » FEHERJE

7.1. abra. A molekuldris bioldgia centrélis dogmaja

A centralis dogma kimondja, hogy a genetikai informédcidaramlas a DNS-t6l a fehérje

felé torténik és nem forditva: DNA makes RNA makes protein'

. A hipotézist Francis
Crick fogalmazta meg el6szor (7.1 dbra; [70]). A kédolé DNS szdl alapjan épiil fel a
messenger, vagy hirvivé RNS (mRNS) és a mRNS bazissorrendje hatdrozza meg a fehérje
aminosavsorrendjét (7.1 dbra). Az atirt RNS szekvencia megfelel a DNS szekvencidnak.

A riboszomaval kapcsolaltba 1épve elindul a fehérjeszintézis az mRNS kodonok alapjan.

' A DNS adja az RNS-t, ami adja a fehérjét
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Az atirédas az 5°-3” iranyban torténik az mRNS-16l, a fehérje az N-terminélistél a C-
termindlis felé szintetizalodik. Az informdcié mds irdnyd dramldsdra vannak példdk, de a
DNS — RNS — fehérje az alapvetd kodoldsi irdny.
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7.2. abra. Standard genetikai kod elrendez6dése €s a triplettek dltal kédolt aminosavak

kémiai képletei

A DNS négy kiilonb6zd bazisa kédolja a természetben elsddlegesen elSforduld hisz
aminosavat. A standard genetikai kod adja meg a kulcsot a helyes aminosav kivalaszta-
sdra. A standard genetikai kod a mai él6lények szdmadra univerzalis [71]; csak minimalis
eltérések figyelhet6k meg a mitokondridlis DNS-ben és egyes fajoknal [72]. A kddolas
bazistriplettekkel torténik, azaz 4*4*4 = 64 kiilonboz6 kombindcié adja vissza a hisz

aminosavat (7.2 dbra). A genetikai k6d tehat redunddns, mivel tobb triplet is kédolhatja
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ugyanazt az aminosavat. Harom triplet, az in. STOP kodonok, nem kédolnak aminosavat,
hanem az atirdst befejezését, azaz a szintetizalt fehérjeldnc végét jelentik. A fehérjeszin-
tézist indit6é kodon, AUG, egyben a metionint is kodolja. Barmilyen génszakaszt, amit
egy START kodon és egy STOP kodon hatdrol be, ORF-nek (Open Reading Frame) ne-
vezziik. Az ORF egy technikai kifejezés, ez nem jelenti hogy a kérdéses DNS szakasz
ténylegesen atirédik/forditédik. A genetikai kéd evoliciot vizsgald kutaték szamos élta-
lanos, az aminosavak fizikokémiai tulajdonsagaikkal kapcsolatos megdllapitdsokat tettek
[73].

A fehérjék szerkezetérdl alkotott klasszikus kép szerint minden fehérjemolekula j61
meghatdrozhato, stabil térszerkezettel jellemezhetS. A rontgendiffrakcioval vizsgalt szer-
kezetekre ez a médszer sajdtossagaibol kovetkezik is, mivel egy kristdly diffrakciés képé-
bdl épiil fel a molekula. A PDB-beli szerkezetek tilnyomo tobbségét igy hataroztik meg.
Feltételezziik, hogy az igy kapott modell Gsszevethetd a bioldgia koriilmények kozott 1¢-
tez6 molekuldéval. Oldatbeli vizsgdlatok esetén, NMR spektroszképiai médszerekkel,
Osszetettebb képet kapunk [22]. Dunker a nativ fehérjék szerkezetét harom kategdridba

sorolja: a rendezett, globuldris fehérjék, a "molten globule" vagy "olvadt gombdc" dllapot,

és a random coil, vagy rendezetlen fehérjék [74].

7.2. Belsoleg rendezetlen fehérjék

Az tn. bels6leg rendezetlen fehérjék (Intrinsically Disordered Proteins, IDP-k) tanulma-
nyozdsa Uj tudomdnydgnak nétte ki magdt [75, 76]. Uversky vezette be a belsdleg ren-
dezetlen fehérjékre, mint a proteom egyik alkoté részére, az "unfoldome" kifejezést [77].
Aminosav-0sszetételiik jelentSsen eltér a globuldris fehérjééktdl [68, 78]. A rendezetlen
fehérjék felfedezése, felismerése teljesen atirta a kordbban alkotott képiinket a fehérjék-
r6l. A rendezetlen fehérjék szabad dllapotban nem jellemezhetSk egyetlen konformerrel,
azaz a molekula szerkezetét bemutato térbeli strukturdval. Ennek ellenére van bioldgiai
aktivitdsuk és esetenként partnerhez kotddve akar rendezSdhetnek is [79]. Egyes becslé-
sek szerint a részlegesen vagy teljesen rendezetlen fehérjék aranya nagyobb, mint 20% az
élesztd (Yeast) és meghaladja a 30%-ot az egér proteomban [80]. A rendezetlen fehérjék
ardnya a proteomban novekszik az organizmus komplexitdsaval (baktérium — archea —
eukariéta). Az IDP-k funkciéndlis szempontbdl evolicids eldnyt jelentenek a globuldris
fehérjékkel szemben bizonyos bioldgiai folyamatok sordn [81].

52



7.3. Transzmembran fehérjék

A rendezett, globuldris fehérjék egy kiilonleges csoporja a membran és transzmembrén fe-
hérjék. A transzmembran fehérjedomén olyan alegység, amely a membranba dgyazodva
termodinamikaiag stabil térszerkezetet vesz fel. A transzmembran fehérjék lehetnek he-
likalisak vagy B-hordé jellegtick. Altaldnosan ezek a szakaszok 20-30 aminosava tesznek
ki. A transzmembran fehérjék aminosav-osszetétele is eltér a globulariséktol, a toltott és
hidroféb aminosavak nagyobb stlyban vannak. Mivel a sejtmembran egyik oldaldn vagy a
membrdnba dgyazddva helyezkednek el, és a globuldris fehérjékhez képest mds, oldatban
tiltott szerkezeti elrendez6désre is lehetGség van [82]. A membranfehérjék teszik lehetové
a szabdlyozott sejtkommunikdaciét a kiilvilaggal, valamint a szabdlyozott anyagaramlast
is. Ahram és munkatdrsai predikcids algoritmusok segitségével a transzmembréin szeg-
menst tartalmazé fehérjék ardnyat a humén proteomban 15 és 35% kozottinek becsiilték,

konszenzus predikciéval 13%-ra [83].

7.4. Amiloid fehérjék és a fehérjeaggregacio

allapot a tekinthet6 a legstabilabb konformdciénak minden polipeptid szdmdra, aminosav-
Osszetétel és -sorrendtd] fiiggetleniil [84, 85]. A globuldris fehérjék nativ dllapotban is ké-
pesek amiloidképzésre [86] Egyre szélesebb korben elfogadott tény tehat, hogy a fehérje-
aggregdcio inherens, belsd tulajdonsdga minden polipeptidlancnak szekvenciatol fiigget-
leniil €s az amiloid fibril minden lehetséges fehérje legkedvez&bb termodinamikai dllapo-
tat takarja [85]. Az elképzelés, hogy az aggregacios hajlam bels6 tulajdonsdga minden
polipeptidldncnak a fehérjeevoliciot nagy kihivds elé allitja [9, 87]. Baldwin és munka-
tarsai eredményei szerint az amiloid szerkezet fiziol6gids kornyezetben is a legstabilabb
allapot, igy a fehérjék funkciondlis formdi nem a szabadenergia globalis minimumanak
megfeleld szerkezetek, hanem konformécios és kémiai értelemben is metastabilak és az
evoliicios és szelekcids nyomdsok egyenstilya tartja meg [88]. Szdmos tény tdmasztja ald,
hogy a fehérjeevoliicié sordn az aggregacids hajlam csokkentése és az aggregacié meg-
akaddlyozasa fontos szelekcids nyomds. Részletes tanulmdnyok tobb ilyen mechanizmust
mutatnak be [89, 90]. Rousseau és munkatdrsai tanulmdnya kihangsilyozta, hogy a fe-
hérjék rendezetlenségi és az aggregaciés hajlama negativan korreldl egymadssal [91, 92].
Tovéabba az aggregdcids hajlam az organizmus komplexitdsdval is antikorreldl [93]. Mon-
sellier és munkatdrsai a humdn proteomot elemezték az aggregacios hajlam szempontja-
bol [94]. Azt talaltdk,hogy a IDP-k, transzmembrén és a globuldris fehérjék aggregicios
hajlama nagyon eltér.
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7.5. Teljesen uj fehérjék keletkezése

Tobbféle dj gén keletkezési mechanizmusa ismert: exon ugralds, génduplikdcid, stb [95].
Sokdig azt gondoltdk a kutatdk, hogy de novo, azaz teljesen ujszer( fehéje spontin kelet-
kezése gyakorlatilag sohasem fordul el6 bioldgiai koriilménynek kozott. Bornberg-Bauer
és munkatdrsai az Uj fehérjék keletkezési mechamizmusait elemzik, a szerkezetek kozotti
atmenetek lehetSségeit kiemelve [96]. Ezzel szemben az elmdlt par évben humén [97],
f6emlds [98] és drosophila [10] genomok elemzésével mindhdrom esetben ald tudtak ta-
masztani a kutatok, hogy adott fehérje de novo keletkezett, azaz a kozeli fajok proteomja-
iban nincs azonosithaté homoldgja. Li és munkatdrsai az agy szoveteibdl izoldltak human
de novo fehérjét [99]. Wu és munkatarsai 60 fehérjek6doloé gént azonositottak az ember-
nél, ami a csimpdnzban nem fejezddik ki [100]. A de novo fehérjék a nem-kédolé DNS
szakaszok spontdn atirodasdsa sordn is keletkeznek [99, 101, 102]. A de novo fehérjék
egyben arva, vagy "orphan" fehérjék is, definicié szerint. Az arva fehérje olyan fehérje,
amelynek nincs ismert homoldgja adott proteomon vagy mds fajok proteomjan beliil. A
humdn genom alacsony szint( atirddsi aktivitdsa is aldtimasztja ennek lehetSségét [103].
Tovédbba a teljesen 1j fehérjék keletkezése a fajok alkalmazkoddképességét is noveli, te-
hat mindenképp evolicids eldnyt is jelenthet [104]. Tehét az evolicié soran teljesen Uj,
humaén-specifikus fehérje keletkezett, ami semmilyen kordbbira nem hasonlit, vagyis de
novo fehérje. A de novo keletkezést nehéz bizonyitani; az irodalomban alig néhany példa

van de novo fehérjére.

Randomizalt fehérjeszekvencidk elemzése
aminosav-készlet | randomizalas elve Kisérlet | Eredmény
QLR [105] (50%Q,40%L, 10%R) | in vitro | 80-100aa; 30-70% helikdlis; oldhatatlan
VADEG [106] fag-bemutatds in vitro | valtozo6 lanchossz; nincs 3D; 100% oldhat6
20 aa [107] fig-bemutatas invitro | 1/10'" funkciondlis fehérje
20 aa [108] fag-bemutatds invitro | 141aa; 20% oldhato
20 aa [109] fag-bemutatds in vitro | 20% oldhaté nincs 3D
20 aa [110] fag-bemutatds in vitro | 50aa; 3D; nincs homolég
20 aa[111] 5% gyakorisdg /aa in silico | 70aa; globuldris, helikalis; oldhaté

7.1. tablazat. Irodalomban leirt randomizalt fehérjeszekvenciak kisérleteinek 6sszefogla-

lasa

A fehérjék feltekeredése kapcsan tovabbra is nyitott a kérdés, hogy evolicios, sze-
lekciés nyomads hatdsdra vagy a bioldgiai kornyezet hatdsdra alakul ki az adott szerkezet.
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Schaefer és munkatarsai in silico mutaltdk a fehérjéket és a masodlagos szerkezetek és
a rendezetlenség valtozasat vizsgdltak. Meglepd modon azt talaltak, hogy a mdsodlagos
szerkezeti elemek konzervéltabbak, mint a szekvencia rendezetlensége [112]. A fehérjék
lehetséges szekvenciaterét lehetetlen szisztematikusan bejarni, mivel egy szdz aminosavas
szekvencia lehetséges kombindci6i 20190 ~ 1.3%10130, és ehhez viszonyitva a vildgegye-
tem Gsszes atomjainak szamat 10%0-ra becsiilik. A kutatSk djabb technikakat fejlesztettek
ki egy adott fehérje lehetséges varidcioi korbejarasara. A véletleszerli szekvencidk in
vitro el6allitasara a fag-bemutatdsos ("phage display") technikat alkalmazzdk [113]. A
randomizédcié nukleotid szinten torténik, csak meghatdrozott ardnyu és bazis-osszetétell
kodonokbdl épiilhet fel a keletkezS fehérje. A 7.1 tablazat 6sszefoglal néhdny, az iroda-
lomban leirt sikeres kisérletet random fehérjeszekvenciak elemzésére [114]. A szdmos

eredmény ellentmondani latszik egymdsnak, kiemelve a teriilet nehézségeit és kihivésait.
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8. fejezet
Célkitiizések

A dolgozat mdsodik részében a fehérjék dinamikdjit evolicids tdvlatba kivdntam he-
lyezni, a rendezetlenségen keresztill. Munkdmban a de novo fehérjék keletkezését mo-
dellezve, in silico strukturdlis elemzést kivantam végezni, annak eldontése végett, hogy
az tjonnan keletkezd fehérjékre nézve az aggregacios vesz€ly tényleg jelentGs-e.

A kidolgozast a kovetkezd 1épésekben kivantam megvaldsitani:

1. Véletlenszeri fehérjeszekvencidk szisztematikus generdldsa a szekvenciatér lehetd

legtdgabb lefedése érdekében.

2. A véletlenszer( szekvencidk strukturdlis elemzésére teljes korii elemzési protokoll

felépitése szekvencia-alapu strukturalis prediktorok implementéaldsaval.

3. Az elemzési protokoll robusztussaganak vizsgalata: a véletlenszerti szekvenciakra
kapott eredmények Osszevetése a valds, funkciondlis fehérjékre kapott elemzési

eredményekkel.
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9. fejezet

Az alkalmazott modszerek

9.1. Hasznalt adatbazisok és adatkészletek

A val6s, mai fehérjék reprezentdldsara kiilonb6z6 adatbazisokat haszndltam. A globuld-
ris fehérjéket az ASTRALA40 [115], a rendezetlen fehérjéket a DISPROT [116], a transz-
membran fehérjéket pedig a PDBTM adatbazis [117] elemzésével jellemeztem. Az amiloid-
aggregdlo fehérjék reprezentdldsara az AmyPDB adatbazist [118] haszndltam, noha ez az
adatbdzis inkdbb amiloidképzddésre hajlamos, rendezetlen fehérjéket tartalmaz. Két tel-
jes - human és egér - proteomot is elemeztem. Az ASTRAL40 [115] a 40%-os homoldgia-
szlrt ismert globuldris fehérjék adatbdzisa, és a SCOP [38] adatbdzisbdl van szarmaztatva.
Az AmyPDB [118] az amiloid-prekurzor fehérjecsalddok és az ezekre jellemzd fehérje-
szekvencidk gydjtShelye. A fehérjeszekvencidkat az UniProt 6.1-es verzids adatbazisbol
vették 4t a szerz6k. Az adatbazist utoljara 2008. aprilis 7.-én frissitették. A DISPROT
[116] a kisérletileg igazoltan részben vagy teljesen bels6leg rendezetlen fehérjék adatba-
zisa. Minden fehérjére a rendezetlen szegmens pontos helye van feltiintetve. A PDBTM
adatbézis [117] a kisérletileg igazoltan transzmembran hélix vagy S-hordé fehérjék gydj-
teménye. A teljes humadn és egér proteomot az UniProt [72] adatbdzisbdl toltottem le.

Az adatbazisokat egységesen homoldgia-szlirésnek vetettem ala. A CD-HIT prog-
ram [119] segitségével, 0.7-es kiiszobértéket hasznalva, ami 70%-os homoldgiasziirésnek
felel meg. A haszndlt algoritmusok minimdlis szekvenciahossz kovetelményei miatt a
vizsgélatot lesziikitettem a legalabb 30 aminosavas, de legfeljebb 1000 aminosavas szek-
vencidkra. A 9.1 tdblazat osszefoglalja az igy kapott adatkészletek fobb jellemzit. A
humén 4rva, vagy tin. "orphan" fehérjék! esetében az az UniProt adatbazisbdl [72] a

Az drva fehérjék olyan fehérjeszekvencidk, amelyekre nincs ismert homolég mds faj vagy organiz-

musban sem.
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Adatbazis hasznalt verzio szekvencidk szdma | 70% sztrt | atlagos lanchossz
ASTRALA40 1.75 10569 10175 173,80 + 110,66
AmyPDB osszes szekvencia 1687 247 267,22 + 223,47
DISPROT v.5.7 684 529 347,95 + 227,30
PDBTM all.seq (v.2.3) 4550 429 287,36 + 197,42
Human proteom | UniProt 2011_05 51265 20899 375,09 + 231,66
Egér proteom UniProt 2011_05 45826 18525 396,41 + 231,56

9.1. tablazat. A hasznilt adatbazisok dsszetétele és jellemzdi

megfelel6 kddold6 mRNS szekvencidkat toltottem le. Az mRNS szekvencidkat a standard
genetikai kod alapjan leforditottam a megfelel6 olvasokeretben (frame). A fehérjeszek-
vencidk meglétét a leforditott fehérjelancban ellendriztem. Mind a teljes letoltott mRNS
szekvencidra (GC% exon) mint a csak fehérjét kddol6 mRNS szekvencidra (GC% mRNS)

kiszamoltam a GC-tartalmat.

9.2. Random fehérjeszekvenciak generalasa

9.2.1. Teljesen random mRNS szekvenciak

Random nukleotidszekvencidkat generdltam kiilonboz6 GC-tartalmak mellett, 10%-t6l
90%-0s GC-tartalommal, 10%-onként. A 10%-0s GC-tartalom 5% guanint, 5% citozint,
45% adenint és 45% timint (uracilt) jelent. A GC-tartalom novelése sordn feltételeztiik,
hogy a mintavételezésiink a lehetSségekhez mérten egyenletes lesz a lehetséges fehérje-
szekvencidk terében. A DNS és az RNS 0sszetétele egyediil a T—U cserében kiilonbozik.

Az elemzésben ennek a kiilonbségnek nincs jelentGsége, egységesen timint haszndltam.

G+C

GC-tartalom =

Lancon beliili STOP kodon el6fordulds esetén uj kodontriplettet generdltam, hogy
egyenld lanchosszi random fehérjeszekvencidkat kapjak. Az dtlagos doménméret a CATH
adatbdzisban 153 aminosav [41]. Shen és munkatarsai modellezték az optimalis globula-
ris fehérjeméretetet 156 aminosavra becsiilték [120]. Minden nukleotidszekvenciat tehdt
480 bézis hosszira terveztem, hogy 160 aminosavas fehérjeszekvencidkat kapjak.

A kédolé random DNS szekvencidkat a standard genetikai kod alapjan fehérjeszek-

vencidra forditottam. A tovdbbiakban az igy kapott 160 aminosavas, GC-tartalmanként
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160 aminosavas
random fehérjeszekvenciak

10.000 db random,
480 bp mRNS
szekvencia

<
Genetikai kod
Bioinformatikai elemzés
« Fiziko-kémiai paraméterek
* Rendezettség/rendezettlenség
GC arany valtoztatasa £z o
‘ * Aggregaci6s hajlam
Véletlen szekvencia generator + Transzmembrén hélix

9.1. dbra. Random fehréjeszekvencidk generdldsa a bioldgiai folyamatot modellezve

10.000 szekvencids adatkészleteket elemeztem random szekvenciaként. Az 9.1 dbra 6ssze-
foglalja a véletlenszeri fehérjeszekvencidk in silico elGallitasat.

A fent leirt randomizdciés médszerrel a bioldgiailag esetlegesen relevédns fehérjeszek-
vencidk terénél nagyobb teret lehet bejarni. A keresés semmi esetre sem teljes; az adat-

készlet random mintavételnek tekinthetd. A fehérjeszekvencidk elallitasi modja model-

lezi in silico a transzkripci6 €s a transzlacié bioldgiai folyamatit.

9.2.2. Proteomok randomizalasa

Az adatkészletek randomizéldsara az irodalomban dltaldnosan ismert modjat vélasztot-
tam. Az adatkészletben a fehérjék lanchosszait valamint az egyes szekvencidk aminosav-
Osszetételét megtartva permutdltam az aminosavakat. Az egyes fehérjéknél a végrehajtott
permuticiok szdma megegyezett a fehérje lanchosszaval. Ezzel a randomizaldsi tech-
nikdval elddllitottam egy random humadn és egy random egér proteom adatkészletet. A
randomizdldst sajait PERL programmal végeztem, a shuffled beépitett modul hasznalata-

val.
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9.3. Homolégiasziirés, fiziko-kémiai elemzés

A teljesen random szekvencidkat a BLAST program [121] 2.2.23-as verzié segitségé-
vel elemeztem. A BLAST valaszt ad arra a kérdésre, hogy egy adott szekvencidhoz
rendelhetd-e hasonld, ismert szekvencia. A hasonldsdgot a szekvencidk Osszevetése alap-
jan mérjiik. Alapbedllitasok mellett fehérje-fehérje keresést végeztem, az aldbbi parancsot
hasznélva: blastall -p blastp -d nr

ahol a blastp a standard fehérje BLAST programot takarja, ami a fehérjeszekvencidk
azonositdsdra és fehérje-adatbdzisbeli homoldgiakeresésre lett optimdlva. Az nr, azaz
"non-redundant" adatbazis az osszes ismert adatbazisbeli fehérjeszekvenciat tartalmazza'
Alapbeallitott (10-es) E-érték mellett futtattam a programot. A BLAST programot asztali
gépen futtattam. A kiértékelést sajat PERL programokkal végeztem, E=10 és E=1073
értékekre. Az E-€rték ("expectation value", E) azt hivatott mérni, hogy egy random mo-
dell esetén [122] hany véletlenszerii egyezés fordul el6. 10-es E-érték az jelenti, hogy 10
taldlatot inkabb a szerencsének kosszonhetiink. E=1073 esetén a taldlat mar egyedinek te-
kinthet, nem hiba vagy véletlennek kdszonhetd. Jelen esetben az E-értéket alapbeallita-
son hagytam, hogy minden lehetséges taldlatot megkapjak, mivel a generalt véletlenszert

szekvencidk egyediségét szeretném vizsgdlni.

A fehérjeszekvenciak fontos jellemzGje az aminosav-osszetétel. Minden adatkészletre
kiszdmoltam az atlagos aminosav-0sszetételeket. Az adatkészletek aminosav-Osszetételét
is elemeztem. Kiszdmoltam az egyes aminosavak el6forduldsi gyakorisagat a teljes adat-
készletre nézve mind a mai fehérjék, mind a random szekvenciak esetében.

Fi = NN i 9.2)
total

ahol F; az i-edik aminosav el6fordulasi gyakorisaga, N; az i-edik aminosav elSforduldsa
az adatkészletben, Ny, az Gsszes aminosav darabszama a teljes adatkészletben.

Tovabbi jellemzdk a hidrofobicitds és a nettd toltés. Ezt a két paramétert tobb mo-
don is ki lehet szimolni. Jelen munkdban az Uversky dltal bevezetett tin. "charge-
hydropathy", vagy "toltés-hidropatia" dbrdzoldsdhoz hasznalt szamolasi médot alkalmaz-
tam. Uversky és munkatdrsai a toltés-hidropdtia plot segitségével empirikus tton kiilon-
boztetik meg a rendezett és rendezetlen fehérjéket.

<C>= 2,785x <H> -1,185 (9.3)

I'Nem-redunddns GenBank CDS forditdsok + PDB + SwissProt + PIR + PREF, az env_nr adatait kizarva
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ahol <C> az adott szekvencia atlagos nett6 toltése, <H> pedig a normalizalt atlagos hid-
rofobicitds érték. Az egyenes bal oldaldn (alacsony hidrofobicitds, magas nettd toltés)
1év6 szekvencidk varhatéan rendezetlenek, a mésik oldalra es6k pedig varhatéan globula-
risok lesznek.

A hidorfobicitdst a normalizdlt Kyte-Doolittle skdla [123] alapjan szdmoltam ki. A

A fehérjeszekvencia atlagos hidrofobicitdsa valamint netté toltése fontos informécidkkal
szolgdl a szekvencia térszerkezetét illetéen [124]. Kiszamoltam minden egyes szekvenci-
dra a normalizdlt hidrofobicitdsi értékét a Kyte-Doolittle skdla alapjan.

> Kpporm

Z aminosav

Egy adott szekvencia teljes nettd toltést jelen esetben egyszertien a toltott aminosavak

<H> = 94

elGjeles 0sszegeként definidltam. Az dtlagos nettd toltést (<C>) pedig tgy kapm meg,
hogy a teljes nettd toltést elosztom az Gsszes aminosav szdmdval. A szekvencia nettd
toltését az alabbi képlet szerint szdmoltam:

Z (K+R)— Z (D+E)
Z aminosav

9.4. Szekvencia alapu predikciés modszerek

<C> = 9.5)

elméleti hattere és alkalmazasa

Minden szerkezeti struktira lefrdsdra legalabb hdrom, lehetdleg kiilonb6z6 elméleti meg-
fontolasokon alapuld, kizarélag a fehérjeszekvenciat felhaszndld predikcids algoritmust
hasznaltam. A legtobb szabadon hozzaférhet kutatasi célokra.

A rendezetlenségre, a transzmembran hélix-képzésre és az aggregacidra valé hajlamot
minden esetben legalabb harom kiilonboz6 szekvencia-alapu algoritmussal becsiiltem.
Egyik predikciés médszer sem hasznal hasonlésagbeli vagy evoliiciés informaciot, ellen-
tétben a mai leghatékonyabb mdsodlagos szerkezet predikcids algoritmusokkal [125]. A
B-hordékat mint transzmembran elemeket jelen munkdban nem vettem figyelembe, mert
nem taldltam elérhetd, aminosav szinten feldolgozhaté szekvencia-alapu predikciés mod-
szert.
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De novo szekvenciak szerkezeti jellemzéséhez sziikséges, hogy minden egyéb infor-
madciot kizarjunk, mert csak igy érhet$ el, hogy az eredményeket ne torzitsdk a valds,
ismert fehérjék tulajdonsdgai. Az elemzésben haszndlt konszenzus predikcidk de novo
fehérjék esetében is alkalmazhatdk, és evoliicids prekoncepci6 nem torzitja az eredményt.
Tovéabba az elemzést olyan predikciés algoritmusokkal végeztem, amelyeknél aminosav
szintl kiértékelés lehetséges. A kiértékelés a szekvencidnkénti aminosavszdzalékokra
korlatozodik, azaz az adott tulajdonsdaggal rendelkezd aminosavak Osszegét feltiintettem.

Az aldbbiakban réviden dsszefoglalom az algoritmusok elméleti hatterét.

9.4.1. Rendezetlenség prediktorok

A rendezetlenséget harom, eltér6 elveken alapulé médszerrel josoltam.

Az IUPred [126] algoritmus azt a jelenséget haszndlja fel, hogy a rendezett régidk a
rendezetlenhez képest kevesebb stabilizal6 aminosav-aminosav kolcsonhatast tartalmaz-
nak és PSSM mddszerrel az aminosavpdrok paronkénti energidjat szaimolja. Ennek fel-
haszndlasdval a szekvencidn beliil a rendezetlen régidk elkiilonithetSk a rendezettSl. A
RONN (Regional Order Neural Network [127]) algoritmus neurdlis halézatot hasznal.
Az algoritmus Osszeveti a keres6 szekvencidt ismert feltekeredési dllapotd fehérjeszek-
vencia sorozattal (rendezett, rendezetlen, kevert dllapotok). Az illesztés eredményeként
kapott mérészam alapjdn a program rendezettként vagy rendezetlenként osztdlyozza az
adott szegmenst a neurdlis hdlézat segitségével. A VSL2B [128] a VSL2 program egyik
varidnsa. Két predikcids szintje a van az algoritmusnak. Az els6 szinten két prediktor van,
egyik a rovid, masik a hosszu - tobb mint 30 aminosavas - rendezetlen (IUP) szakaszok
felismerésére. A masodik szinten a két predikcié eredményeit dolgozza fel egy harmadik
prediktorként, amely a végs6 eredményt adja a szekvencia rendezetlenségének mértékére.
A predikcié minden egyes aminosavra ad becslést.

Az elemzések soran mindhdrom rendezetlenség prediktort alkalmaztam és a hdarom
predikci6 atlagdval jellemeztem a szekvencia konszenzus rendezetlenségi hajlamat:

Z TUPred + Z RONN + Z VSL2B
konszenzus D % = %100 9.6)
3 x Z szekvencia

9.4.2. Transzmembran prediktorok

A HMMTOP [129] és a TMHMM [130] programok a Hidden Markov Model (HMM) al-
goritmus alapjan vannak felépitve. A HMMTOP kategéridkba sorol minden egyes amino-
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savat: sejtoldali, membranon beliili (i, I), sejten kiviili avagy membranon kiviili (o, O), és
a transzmembran részek (H). A kategorizdldsnak koszonhetSen nem csak a transzmemb-
ran régiok azonosithatok, hanem azok geometridjat és elhelyezkedését is jellemezziik. A
TMHMM program, szintén HMM aloritmus alapd, nem szolgéltat aminosav-szintl pre-
dikcidt, de megadja a transzmembran (TM) szegmensekben 1€vS Gsszes aminosav szamat,
valamint a TM szegmensek dtlagos hosszat. A DASTMfilter [131] a "Dense Alignment
Surface" algoritmuson alapszik. A hosszi kimenet grafikusan is értelmezhetd, de minden
fontosabb paraméter szekvencidra bontva van megadva.

Mindhdrom prediktort hasonléan megbizhaténak tekintettem, és a harom predikci6

atlagaval jellemeztem a szekvencia konszenzus transzmembran hélixképzd tendenciajat.

> HMMTOP + 3" DASTMfilter+ % TMHMM
konszenzus T % = «*100  (9.7)
3 x Z szekvencia

9.4.3. Aggregacio és amiloid prediktorok

A TANGO [132] kiilonboz6 tendencidk osszegzése alapjan ad becslést az adott szekven-
ciarészlet aggregacios hajlamdra. Az algoritmus kiilondsen a rendezetlen szekvencidk
B-aggregicids hajlamdnak elGrejelzésére lett optimdlva. A WALTZ [133] a TANGO-val
szemben az amiloid tendencidju régiok felismerésére van optimalva. A szerzSk szerint
a TANGO és a WALTZ kiegészitik egymast a szekvencia teljes aggregaciés hajlam el6-
rejelzésének tekintetében. A FoldAmyloid [134] a fentiektSl szemben eltéré moédon, a
"packing density", avagy a molekula tomorsége alapjan becsiili a szekvencia aggregacids
hajlamat. Tobb kiiszobértéket is lehet hasznalni.

A konszenzus aggregécios hajlamo két részbdl tevédik dssze. A TANGO és a WALTZ
egymast kiegészitik, igy ezt a két predikciét egyben kezeltem, és az atlagukat a FoldAmy-
loid eredményeivel kombindltam az aldbbiak szerint:

5" FodAmyloid s D TANGO + ) WALTZ
2 X Z szekvencia

konszenzus A % = 100 (9.8)
2 X Zszekvencia
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Az alkalmazott konkrét koszobértékeket a 9.2 tablazat foglalja Ossze.

Predikci6 Moédszer aminosav cutoft | szekvencia cutoft
rendezetlenség | IUPred [126] >0,5 min 1 db 30 aminosavas szegmens
RONN [127] >0,5 min 1 db 30 aminosavas szegmens
VSL2B [128] >0,5 min 1 db 30 aminosavas szegmens
transzmembran | HMMTOP [129] adott min 1 db 17 aminosavas szegmens
DASTMfilter [131] >2.5 min 1 db 21 aminosavas szegmens
TMHMM [130] adott min | db szegmens (No of TMHs)
aggregacid FoldAmyloid [134] >21.4 min | db 5 aminosavas szegmens
TANGO [132] >5% min 1 db 5 aminosavas szegmens
WALTZ [133] >5% min 1 db 6 aminosavas szegmens

9.2. tablazat. A predikciok kiértékelésére alkalmazott kiiszobértékek

A szekvencia alapu prediktorokat igy valasztottam ki, hogy aminosav-szinten adjanak
eredményt. Ily médon a lokdlis eltérések elemzésére is lehetdség van. Minden szekvenci-

dra meghatdroztam az dtlagos "pozitiv"' aminosav-szamot, a szegmensek darabszamat és
az dtlagos szegmenshosszakat a 9.2 tdbldzatban 6sszefoglalt kiiszobértékek értelmében.
Minden adatkészletre kiszamoltam ezen feliil a normalizalt szegmensszamot (szegmens
/100 aminosav) és a normalizdlt szegmenshosszt. Ezeket az adatokat a dolgozatban nem

targyalom részletesen, a tovabbiakban az adatbazisra szamolt szdzalékos "pozitiv" amino-
savak adataival dolgoztam. Minden strukturélis tulajdonsagot a konszenzus predikcioban

kapott szekvencia aminosav szdzalékaként definidltam.

9.5. A statisztikai elemzés modszerei

A statisztikai kiértékelés tobb 1épésben tortént. A Pearson-féle korreldcids egyiitthatd (r)
a két minta kozotti kapesolat szorossdganak mutatja. Ertéke -1 és +1 kozé eshet. Ha az
érték nulldhoz van kozel, a kapcsolat nagyon gyengének szamit; 0.75 felett mar erds szo-
chasztikus kapcsolattal jellemezhetjiik a két adatsort. Negativ eldjellel antikorrelaciorol,
pozitiv elGjellel pozitiv korrelaciorél beszéliink.

2 w=D0i-Y)

VD =P -9)?

T

9.9
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Két eloszlas egyezését egy- és kétdimenzids Kolomorov-Smirnov (K-S) teszttel lehet
vizsgdlni [135]. A mintdk darabszdma nem kell hogy egyezzen, mivel nemparametrikus
statisztikai tesztr6l van sz6. A Kolomorov-Smirnov préba két minta tapasztalati elosz-
lasfiiggvényét veti Ossze €s a tapasztalt eltérésbdl szamol prébastatisztikdat. A kumulativ
eloszlas Sy(x) az adatpontokhoz tartozé szamok fiiggvénye. A Kolmogorov-Smirnov D
érték definicié szerint két kumulativ eloszlasfiiggvény abszolit kiilonbségének maxima-
lis értéke. Két eltérd kumulativ eloszlasfiiggvény - Sy, (x) és Sy, (x) - Osszehasonitdsdra a
K-S statisztika a kovetkez§:

D= max |Sn,(x)=Sn,(x) 9.10)

—0o<x<+

A szignifikanciat a 9.11 egyenlettel lehet leirni; Qs (4) monoton fiiggvény, Qgs (0)=1 és

Qs (00)=0 szélsdértékekkel.

Qis () =2 Y (- le ©.11)
=1
A nullhipotézis (HO) szerint a két eloszlds ugyanaz. HO-t elfogadjuk, ha P(D>obs)<a,

(1-a) szignifikancia-szint mellett.

P(D > 0bs) = Qks ([\/ﬁe+o,12+%]0) 9.12)

e

ahol N, az adatpontok effektiv szdma. Egydimenzids K-S teszt esetében N, = N, kétdi-
menzids esetben pedig:
Ni N
Ne=—— 9.13
¢ N1 + N ( )

ahol Nj az els6, N a médsodik eloszlds adatpontszama.

A predikciés eredménynek tovabbi kiértékelésére az atfedd teriileteket is meghatd-
roztuk két- €s haromdimenziéban. Az atfedd teriiletek meghatarozasat sajat programmal
végeztilk. A teret 0,1 egységnyi felbontdsu raccsal fedtiik le. Ha adott racsponton beliil
taldltunk adatpontot, a racsegységet hozzdadtuk az osszteriilethez. Ily médon pdsztiztuk
a teret minden egyes két és haromdimenzids adatkészletre. Biztositottuk, hogy a rics az
x és y tengelyek mentén végig folytonos legyen, azaz hogy az x és y iranyban a kitoltott
rdcspontok ne legyenek megszakitva az x és y koordindtdk mentén. A kapott teriiletetek
nagysagat és az atfedéseket Osszegeztiik.

Mindhdrom statisztikai elemzést C++ programmal végeztiik el.
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10. fejezet

Eredmények

10.1. Véletlenszerii szekvenciak alatlanos jellemzése

A humdn genom atlagos GC-tartalma 41% [136]. A genomok GC-tartalma 20% és 60%
kozott véltozik altalanosan. Extrém példaként, a Streptomyces coelicolor A3(2) GC-
tartalma 72%, ezzel szemben a Plasmodium falciparum GC-tartalma 20% koriili. A geno-
mok elérheték az NCBI honlapjarél' Tovabba megfigyelték, hogy a ténylegesen fehérjét
kédold génszakaszok GC-tartalma magasabb, mint a "hattér" genomé [137].

A teljes GC-tartomany 1épésenkénti lefedésével tehat egy nagyobb szekvenciateret ja-
runk be, mint ami bioldgiailag relevdns és igy dltaldnos trendek azonositdsdra alkalmas
adatkészlet dll rendelkezésre. Az mRNS szinten randomizalt 9*10.000 fehérjeszekvenciat
adatkészleteket egységesen 160 aminosavasra terveztem, az dtlagosan elfogadott domén-
méretnek megfelelen [45]. Az igy kapott fehérjéket BLAST keresésnek vetettem ala.
A BLAST algoritmus az 0sszes ismert fehérjeszekvencidval veti 0ssze a célszekvencidt
és jelzi a szekvenciabeli hasonl6sagot. A szekvencialis rokonsagot E=10710 érték alatt
tekintjilk nem véletlenszerti egyezésnek. A 90.000 véletlenszer( fehérjeszekvencia ko-
zott E=10710 alatt egyetlen szekvencidra sem taldltam hasonl6t, és csak 30 szekvencia
esetében van hasonlésiag E=1073 alatt. Tehdt az Gsszes generdlt random szekvencia ko-
tott csupan 30 fehérjére azonositott az algoritmus hasonld fehérjét az ismert fehérjeszek-
vencidk adatbdzisdban. Ez a teljes GC-tartalmat lefedd adatkészlet 0,03%-a. A BLAST
homoldgia-keresés részletes osszefoglaldsat a 10.1 tablazat mutatja be. Zardjelben feltiin-
tettem a homol6gként taldlt szakaszok atlagos hosszat. A randomizalt szekvencia-készlet

tehdt elegendGen tdvoli az ismert fehérjeszekvencidkhoz képest, randomnak és egyben de

! Streptomyces coelicolor A3(2) genom; Plasmodium falciparum genom
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novo-nak is tekinthetjuk. De novo fehérjék egyben tin. arva, vagy "orphan” fehérjék, mi-
vel nincsen ismert homoldgjuk. A random fehérjeszekvencia adatkészletek tehat egyben
lehetséges arva fehérjék is, amelyek akdr bioldgiai koriilmények kozott is szintetizdléd-
hatnak.

GC-tartalom | E=10 E=0.001

nincs  van homolég nincs van homolég
10% 8862 1138 (68.25+25.83) | 9999 1(54)
20% 4651 5349 (91.13+33.33) | 9998 2(47)
30% 2460 7540 (100.81+32.99) | 10000 0
40% 1891 8109 (102.30+32.53) | 9992 8 (105.38+35.96)
50% 1822 8178 (102.13+33.01) | 9996 4 (96.00+10.92)
60% 2141 7859 (99.64+33.91) | 10000 0
70% 4073 5927 (90.11+34.56) | 9991 9 (105.11+£21.76)
80% 7953 2047 (68.35+£27.55) | 9994 6 (73.67+31.51)
90% 9971 29 (45.66+13.23) 10000 0

Osszesen | 43824 46176 89970 30

10.1. tablazat. BLAST homolégia-keresés eredménye

A random fehérjeszekvencidk aminosav-osszetétele természetesen tiikrozi a geneti-
kai kod elrendezddését [71]. Alacsony GC-tartalomndl a hidroféb aminosavak nagyobb
gyakorisaggal jelennek meg, tipikusan a szekvencia 50-70%-at teszik ki, ami nagyjabél
80-100 aminosavnak felel meg a 160-bél. 90%-o0s GC-tartalomndl az 6sszes aminosav
kozott a hidrofébok mar csak 10%-ot tesznek ki és dtlagosan a szekvencidk 20%-a argi-
nin (~ 30 aminosav). A glutaminsav és az aszparaginsav ardnya meglepGen alacsony. A
random szekvencidk aminosav-osszetételét a 10.1 dbra foglalja ossze.

A genetikai kéd elrendezddéseire és az aminosavak fiziko-kémiai tulajdonsdgaira vo-
natkozo altaldnos megfigyeléseket mar a hetvenes évek végén megtették [138]. A valds
fehérjék aminosav Osszetétele néhany érdekességet tartogat (10.2 dbra), mint példaul az,
hogy savas oldalldnct aminosavak (Glu, Asp) szignifikdnsan gyakoribbak mint a geneti-
kai kéd kondoneloszldsa alapjan ez varhat6 lenne. Ugyanakkor az arginin €s a lizin valds

aranya j6val alacsonyabb, mint a kodoneloszlds szerinti.
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A rendezetlen fehérjék egyik aminosav-osszetételbeli eltérése, hogy a toltott amino-

savak nagyobb aranyban fordulnak el§. Uversky kétdimenzids térben vizsgilta az egyes

fehérjeszekvencidkat, az dtlagos nettd toltés €s az datlagos normalizalt hidrofobicitds mel-

lett. Az IDP-k nett6 toltése dtlagosan magasabb, mint a globuldrisoké. A hidrofobicitds a

viz taszitdsanak mértékét jelzi. A rendezetlen fehérjék esetében ez az érték alacsonyabb,

mivel kevesebb a hidroféb jellegii, apoldros aminosav. Ezt a két értéket a 9.3. fejezetben

leirtak szerint, a 9.4 és 9.5 egyenletek alapjan szdmoltam ki. A két paraméter altal kife-

szitett teret Uversky altal meghatdrozott empirikus osszefiiggés valasztja el (9.3 egyenlet)
[124]. Mind a random szekvencidk (10.3 dbra), mind az adatbazisbeli szekvenciak (10.4
abra) esetében elkészitettem az abrat.
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Az atlagos hidrofobicitas csokken a novekvé GC-tartalommal és a valds szekvencidké
nagyobb tartomdnyt jar be. A de novo fehérjék dtlagos nettd toltése minimumot mutat
40%-0s GC-tartalom kornyékén, de igy is magasabb mint barmelyik valés szekvencia
atlagos nett6 toltése, ami a DISPROT (rendezetlen fehérjék) esetében a legmagasabb.

Az ASTRALAO0 és a humdn proteom szekvencidi nagyjdbdl ugyanazt a teret jarjdk be,
mint a bioldgiailag relevans GC-tartalmui random szekvencidk, csak a szérds nagyobb.
A DISPROT fehérjeszekvencidk egy jelentSs része a rendezett oldalra keriilt. Ez arra
vezethetd vissza, hogy egy adott fehérje esetében nem feltétleniil a teljes szekvencia ren-
dezetlen és az adatbazis a teljes szekvencidt tartalmazza. Ennek kovetkeztében atlagosan
a nettd toltés €s a hidrofobicitds mar a rendezett fehérjékre jellemzo értéket veheti fel.

A bioldgiai fehérjeszintézis modellezése révén in silico szintetizalt de novo random
fehérjeszekvencidkat jellemeztem az aminosav-osszetétel és két fiziko-kémiai szempont
szerint. A megfigyeléseim megegyeznek az irodalomban korabban leirt 9sszefiiggésekkel
[124].

10.2. A szekvencia-alapu predikciokboél kiolvasott
altalanos trendek

A random szekvencidk és a randomizalt proteomok mellett a valés fehérjék! tobb csoport-
jat is elemeztem ugyanazt a protokollt alkalmazva, azonos feltételek mellett. A globula-
ris, feltekeredett fehérjéket az ASTRALA40 adatbazis képviseli, a rendezetlen fehérjéket
a DISPROT, a transzmembran fehérjéket pedig a PDBTM adatbazis. Az AmyPDB f6leg
amiloid-képzs rendezetlen fehérjéket tartalmaz, mint példdul prion vagy tau fehérjéket;
az elemzés soran ezt a kettSsséget figyelembe vettem.

Minden szerkezeti tulajdonsdgra a 9.4 fejezetben leirtak szerint szdmoltam ki a szek-
vencidkra egy konszenzus rendezetlenségi, transzmembran hélix és aggregdcios hajlamot,
majd a teljes adatkészletre atlagoltam. A 10.2, a 10.3 és a 10.4 tablazatok osszefoglaljak
az adatbdzisokra atlagolt konszenzus predikcidkat. Minden tdbldzatban vastagon kiemel-
tem a hdrom legmagasabb dtlagos értéket. A fehérjék abszolut aggregacios hajlamat jelen
elemzéssel nem tudom és nem is kivanom meghatdrozni. Jelen elemzésben az egyes
szekvencidkra kapott eredményekre se térek ki. Az elemzés célja minden esetben az
altalanos trendek azonositdsa és a hasonlé modszerekkel észlelt tendencidk Gsszevetése,
illetve elemzése volt. Minden esetben az altaldnos tendenciakat vizsgdlom, nem a konkrét

fehérje rendezetlen, transzmembran hélixképzd, aggregacios hajlam értékét.

!'A valés adatbazisok fehérjéit mai fehérjéknek is nevezem.
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10.5. abra. Rendezetleségi hajlamra kapott konszenzus predikciok grafikus osszefoglaldsa

Rendezetlenség
adatsor # atlag + szérds | 0% 25% 50% 75% 100%
PDBTM 429 12.59+ 9.65 0 575 9.89 16.88 57.38

AmyPDB 247 | 33.62+23.62 | 2.01 4490 2830 47.29 100
DISPROT 529 | 43.89+28.22 | 3.20 21.11 37.85 6448 100
ASTRAL40 | 10175 | 16.26+13.45 | 0O 7.10 12.10 20.77 100

Humadn 20899 | 34.74+24.14 0 1499 2879 51.11 100
random humdn | 20899 | 3440+ 2542 | 0 1435 2736 50.67 100
Egér 18525 | 33.31+23.95 | 0.50 13.69 26.89 49.56 100
random egér | 18525 | 33.00+£25.27 | 0 1323 2549 49.10 100
GC=40% 10000 | 10.26x+ 7.32 0 479 875 1396 61.46
GC=50% 10000 | 24.01+13.71 | 0.21 13.75 21.88 31.67 94.58

GC=60% 10000 | 50.57+19.25 | 0.83 36.04 49.90 64.58 100

10.2. tablazat. Konszenzus rendezetlenségi hajlam predikciok dtlagai az adatkészletekre
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10.6. dbra. Transzmembran hélixképzo hajlamra kapott konszenzus predikciok dbrazolasa

Transzmembran hajlam

adatsor # atlag + szoérds | 0% 25% 50%  75% 100%
PDBTM 429 | 31.86+20.11

12.00 38.10 48.02 71.43
1.57  6.73 66.32
0 2.08 47.61
0 0 67.68
034 500 75.14
0 2.09 7282
0.69 6.10 7143
0 245 73.39
396  12.08 4250
0 396 38.54
0 0 31.25

AmyPDB 247 420+ 6.74
DISPROT 529 2.61+6.03
ASTRAL40 | 10175 | 1.15+5.45

Humdn 20899 | 6.10+ 11.91

Egér 18525 | 7.03+13.03
random egér | 18525 | 3.89+ 8.81
GC=40% 10000 |  6.98+8.08
GC=50% 10000 | 2.65+4.68
GC=60% 10000 | 1.01x+2.63

0
0 0
0 0
0 0
0 0
random humdn | 20899 | 3.31+ 7.88 0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

10.3. tdblazat. Konszenzus transzmembran hélix predikciok atlagai az adatkészletekre
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10.7. abra. Aggregacios hajlamra kapott konszenzus predikciok grafikus dsszefoglaldsa

Aggregacios hajlam

adatsor # atlag £ szérds | 0%  25% 50% 75% 100%

PDBTM 429 | 34.47+10.79 | 7.10 25.61 36.82 4197 6797
AmyPDB 247 19.18+6.55 | 235 929 19.10 23.87 50.00
DISPROT 529 16.51+ 6.80 0 11.72 17.26  21.07 44.19

ASTRALA40 | 10175 | 21.26+5.49 0 18.09 21.20 24.33 67.97
0 15.25 2020 25.07 68.50

random humdn | 20899 | 20.84+ 8.39 0 15.12 20.16 25.08 70.5
0

0

Humidn 20899 | 21.05+ 8.41

Egér 18525 | 21.69+ 8.88 15.60 20.64 25.69 66.18
random egér | 18525 | 21.49+ 8.86 1535 20.62 2574 64.71
GC=40% 10000 | 30.29+5.25 | 10.94 26.56 30.00 33.75 52.50
GC=50% 10000 | 22.31+4.58 | 594 19.06 22.19 2531 44.38
GC=60% 10000 | 15.50+3.81 | 3.12 12.81 1531 17.81 34.69

10.4. tablazat. Konszenzus aggregéacios hajlam predikcidk atlagai az adatkészletekre
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10.8. dbra. Rendezetlenségi hajlam konszenzus predikcidk a valds adatkészletekre

A szerkezeti tulajdonsagok joslasdra alkalmazott konszenzus predikcidk segitségé-
vel dltaldnos trendeket azonositottam a véletlenszer( fehérjeszekvencidk, valamint a mai,
természetes fehérjeszekvencidk adatkészleteire vonatkozéan. A tovabbiakban a random
adatkészletet lesziikitettem a bioldgiailag relevans GC-tartalmu random fehérjeszekven-
cidkra, 40, 50 és 60%-o0s GC-tartalommal. A random szekvencidk konszenzus predikcids
eredményei mutatjak, hogy a GC-tartalom meghatdrozza a szerkezeti preferencidkat és
vildgos trendek olvashatdk ki az adatokbél, amelyek jéval markansabbak mint a 10.1 fe-
jezetben bemutatott fiziko-kémiai paraméterekbdl kiolvasott trendek.

Magas GC-tartalom mellett a rendezetlenség domindl. 50%-o0s GC-tartalom kornyé-
kén a szekvenciak felére igaz, hogy az adott szekvencia negyede rendezetlen. Atlagban ez
az érték majdnem 50%. Ebben a vonatkozdsban csak a transzmembrén és az amilod adat-
bazisok fehérjéi mutatnak kisebb atlagos értéket. 60%-os GC-tartalom felett a random
szekvencidkat gyakorlatilag teljesen rendezetlennek josoljak a prediktorok; éltalaban ez
egyetlen nagy vagy két hosszabb rendezetlen szakaszt takar!.

A transzmembran hélixképz6 hajlam aranylag nagy a magasabb GC-tartomédnyban,
de nagyon gyorsan csokken, hogy végiil 60%-0s GC-tartalom kornyékén gyakorlatilag

'1d. TV. publikécié 1. tiblazata
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10.9. dbra. Transzmembran hélixképzd konszenzus predikcidk a valés adatkészletekre
70 T T T

human profeom "
ASTRAL40 »

60 AMYFDB |
DISPROT  »
PDETM

50 GC=(40-50-60)% -

40

30

20

szekvencia aggregacids hajlama (%)

10

; i i i . |
00 7000 8000 9000 10000
szekvencidk szama (10000-re normalizalva)

O : 1 L L 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 60
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elttinjon. 40%-os GC-tartalom kornyékén a transzmembran hélix-josolt aminosavak ara-
nya hasonl6 a teljes egér vagy humdn proteomra josolt dtlagos ardnyhoz. A random szek-
vencidk aggregiciés hajlama alacsony GC-tartalomnal a legmagasabb. Magasabb GC-
tartalmak mellett nagyon hamar eltlinik ez a hajlam; 50%-o0s GC-tartalomnal mar csak
az aminosavak 5%-dat josoljak a prediktorok aggregdciora hajlamosnak. A rendezetlenség
nagyon erdsen fiigg a random fehérjeszekvencidk GC-tartalmatol. A 60%-os GC-tartalmu
szekvencidk atlagos rendezetlensége hatdrozottan magasabb, mint akdr a DISPROT adat-
bazisbeli fehérjéké. A 40 és 50%-os GC-tartalmu szekvencidkra ezzel szemben kisebb
mértéki rendezetlenséget jeleznek az algoritmusok, mint a teljes proteomok esetében.

A jésolt transzmembrdn hélixképzd hajlam alacsonyabb az 50%-os és 50% alatti GC-
tartalmui random szekvencidk esetében, mint a teljes proteomokra josolt értékek. Ter-
mészetesen a transzmembrdn adatkészlet (PDBTM) josolt transzmembrédn hélix tartalma
joval meghaladja a tobbi adatkészletre jelzett értékeket. A PDBTM transzmembréan adat-
készletre kapott transzmembran hélix tartalom teljesen Osszeegyeztethetd az adatkészlet
Osszetételével. Az adatkészletben 75%-ban hélix, 25%-ban S-hordé transzmembran ele-
mek taldlhatok; a konszenzus predikcid a szekvencidk 75%-ban hélixet josol. A konszen-
zus predikcidk és a val6s adatkészletek ismert Osszetétele a tobbi esetben is jol egyeznek.

Meglepé médon, a konszenzus predikci6 atlagosan a PDBTM adatbazisra jelzi a leg-
magasabb aggregacios hajlamot, és nem az AmyPDB adatkészletre. Az AmyPDB adat-
készlet aggregaciés tendencidja kozelebb van a rendezetlen fehérjék (DISPROT), glo-
buldris (ASTRALA40) vagy a teljes proteom adatkészletek aggregdcids hajlamdhoz. Az
AmyPDB adatbézis f6leg prion és tau fehérjéket tartalmaz; ezekre a fehérjékre van adat
az in vitro vagy in vivo aggregaciés hajlamra vonatkozéan. Ugyanakkor ez a két fehér-
jecsaldd belsSleg is rendezetlen, ami a josolt rendezetlenségi hajlamban is megjelenik,
alatdmasztva a konszenzus predikcié hatékonysagat. Ugyanakkor a konszenzus aggre-
gaci6 predikcid a kisebb mértékben adja vissza az AmyPDB kett6s arculatit. A transz-
membran fehérjék esetében a membranba valé beépiilés védelmet jelent az aggregacio
ellen a sejtben. A transzmembran fehérjék aminosav-Osszetétele is tiikkrozi ezt a "sza-
badsagot". A konszenzus predikcidk eredményei végképp aldtamasztjak ezt a kettGséget
(10.9 és 10.10 dbrdk). A transzmembrdn adatbdzisokra kapott eredmények a konszen-
zus predikcidk robusztussdgat is aldtdmasztja, mivel az adatbdzisra jellemzd szerkezeti
tulajdonsédgot kiilonosen jol tiikroz6 adatkészletet szolgdl.

A természetes fehérje-adatkészletek esetében a szordsok! magasabbak, mint a vélet-
lenszert fehérjeszekvencidk adatkészleteinél. A valds, evolticiés szelekcion dtesett, funk-
ciondlis fehérjék tehdt nagyobb variabilitdst mutatnak, mint a véletlenszer(, adott GC-

tartalmu polipeptidlancok.

Istandard deviation
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10.3. A strukturalis tulajdonsagok egymas kozotti

osszefiiggései

Az irodalomban tobben is leirtdk a rendezetlenségi és az aggregaciés hajlam kozotti ne-
gativ korrelaciét. Minél rendezetlenebb egy szekvencia, anndl kisebb az aggregécios haj-
lama. Linding és munkatdrsai ezt a negativ korreldciot teljes proteomok dsszevetése soran
tapasztaltdk [91]. Monsellier és Chiti a humdn proteom elemzése sordn is kimutatta, hogy
a belsbleg rendezetlen fehérjék aggregacios hajlama kisebb, mint a kevésbé rendezetlen
globuldrisoké [89].

Megvizsgaltam tehdt, hogy a josolt szerkezeti preferencidk kozott tapasztalhaté-e ha-
sonlo Osszefiiggés. Eldszor szekvencia-szinten elemeztem az adatokat. Kiszdmoltam a
Pearson-féle korreldcios egyiitthatékat a rendezelennek, transzmembran-hajlamiinak vagy
aggregalonak josolt aminosav-szazalékok kozott. Az eredményeket a 10.5, 10.6 és 10.7
tablazatok foglaljdk 0ssze; minden esetben 0,05 szignifikancia-szintre értend6k az ered-

mények. A P-érték minden esetben nulla; az egyetlen kivételnél feltiintettem az értéket.

Korreldltatott tulajdonsdgok 40% 50% 60%  (40-50-60)% | Human Egér
szekvencidk szama (n) 10000 10000 10000 30000 25000 18555
rendezetlenség-transzmembran | -0,205 -0,193 -0,248 -0,375 -0,350 -0,380
rendezetlenség-aggregacio -0,572 -0,692 -0,771 -0,834 -0,780 -0,781
aggregacio-transzmembran 0,587 0,433 0,331 0,588 0,742 0,780

10.5. tablazat. Korreldciok a bioldgiailag relevans GC-tartomdnyd random és a human

adatokra

Korreldltatott tulajdonsdgok 10% 20% 30% 70% 80% 90%
szekvencidk szama (n) 10000 10000 10000 10000 10000 10000
rendezetlenség-transzmembran | -0,126 -0,185 -0,206 -0,198 -0,125 -0,012*
rendezetlenség-aggregacio -0,344 -0,406 -0,452 -0,748 -0,583 -0,311

aggregdci6-transzmembran 0,482 0,647 0673 0,156 0,060 -0,115
*: p=0.244

10.6. tablazat. Korrelacidk a random adatkészletekre

A vizsgdlt tulajdonsdgok csak gyengén kapcsolhatok ossze, de az irodalomban leirt
rendezetlen-aggregacié negativ korreldcio kirajzolédik. A |0,75] feletti, er6snek mond-
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Korrelaltatott tulajdonsagok | ASTRAL40 AmyPDB DISPROT PDBTM
szekvencidk szdma (n) 10500 250 530 442
rendezetlenség-transzmembran -0,012 -0,142 -0,080 -0,514
rendezetlenség-aggregacio -0,573 -0,800 -0,860 -0,631
aggregacio-transzmembran 0,455 0,453 0,334 0,891

10.7. tablazat. Korreldciok a valds adatbazisokra

hat6 korreldcids érékeket vastagon szedtem a tablazatokban. A rendezetlenség €s az agg-
regdcid antikorreldciéja mind a random, mind a valés adatkészletekre kimutathaté. A
rendezetlenség tovabba a transzmembran hajlammal ellentétesen véltozik. Az aggregacio
és a transzmembran tendencia ezzel szemben minimadlis pozitiv korrelaciét mutat.

A random adatok korreldcids egyiitthatéi szignifikdnsan valtoznak a GC-tartalommal.
A sz8ls6séges GC-tartalmakra a korreldciés értékek az mutatjak, hogy a két adatkészlet
teljesen eltér. A valos adatkészletek korreldcids egytitthatéi nagyon eltérnek a 40 és 60%
kozotti és az atlagolt random adatkészletekre kapott tendencidktol.

A PDBTM adatkészletre kapott értékek jelentGsen eltérnek a tobbi adatkészlettdl,
nagyon erds pozitiv korreldciot mutat az aggregicio-transzmembran adatokra. Ezzel
szemben a DISPROT esetében az aggregicio-transzmembran korreldcié csak 0,334. A
rendezetlen-aggregacié adatkészletparra a DISPROT adatbdzisra -0,860 a korreldcié és
hasonl6an erds negativ korreldciot tapasztaltam az AmyPDB adatokra. Az ASTRAL40
adatkészletekre mindhdrom vizsgalt tulaljdonsdgpdros gyenge korreldciét mutat. A valds
adatkészletek korreldcios értékeibdl tehat kikovetkeztethetd, mely szerkezeti tulajdonsag

a domindns a szekvencidkra.

Abrizoltam a transzmembran hajlamot a rendezetlenség fiiggvényében (10.11 dbra),
valamint a transzmembréan hajlamot €s a rendezetlenséget az aggregacids potencial fiigg-
vényében (10.12 abrak). Az dbrdkon nagyon szembetiing, hogy a random és a val6s szek-
vencidk dltal behatdrolt tér nem azonos teljes mértékben. Bar a tendencidk megegyeznek,
a rendezetlenség-transzmembran-aggregdcid altal bejarhaté tér csak részben egyezik a
random és a valds fehérjéknél, és a human proteom fehérjéi altal behatarolt tér nagyobb,
mint amit a teljes random szekvenciakészlet dltal le lehet fedni. Az dbrakon csak a biol6-
giailag relevans GC-tartomdny szekvencidit tiintettem fel, de a teljes GC-tartalommal se
lehet lefedni teljes mértékben a human proteom altal behatérolt teret.

Azok a szekvencidk, amelyek rendezetlenebbnek lettek josolva, alacsonyabb jésolt
transzmembran hélixképzs és aggregacids hajlamot mutatnak. Ennek ellenére ez az 6ssze-

kapcsolas szélesebb spektrumot jar be. Alacsony josolt rendezetlenség szamos esetben
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10.11. abra. Kétdimenziés dbrazolds a szekvencidk konszenzus (rendezetlen-

transzmembrdn) predikcidira

magasabb transzmembran hélixképz6 hajlammal parosul. Az aggregici6 ezzel szemben
sokkal szigoribban antikorreldl a rendezetlenséggel. A transzmembran hélixképzd haj-
lam viszont egyiitt vdltozik az aggregiciés hajlammal. A humén proteom adatkészlete
ebben az esetben is latvanyosan tilmutat a random adatkészletekkel bejart teriilethez ké-
pest. Hasonl6 tendencidk olvashatok ki a valés adatkészletekkel Osszevetve. A josolt
transzmembran hélixképzd hajlam egységesen majdnem minden adatkészlet esetében jo-
val magasabb, mint a random szekvencidkkal elérhet maximalis érték.

A tendencidk tehat azt mutatjak, hogy a fehérjeszekvencidk aminosav-gsszetétele dontd
szerepet jatszanak a struktirdk kialakuldsdban. A szerkezetjoslé algoritmusok kizarélag a
fehérjeszekvencidt hasznéljak fel, de a betanit6 adatkészletek és az algoritmusok elméleti
hétterében minden esteben jelen vannak a mai ismert fehérjék strukturdlis jellemz&i. A
transzmembran hélixek esetében a lokdlis struktirdk kialakuldsa és felismerése egy ismert
szekvencia esetében magasabb értékhez vezethet, mint a teljesen véletlenszerti szekvencia
esetében.
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10.12. dbra. Kétdimenziés dbrdzolds a szekvencidk konszenzus predikcidira.
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10.4. Statisztikai elemzés

Arra a kérdésre, hogy a véletlenszerli aminosavszekvencidji fehérjék aggregicios haj-
lama megakadélyozza-e az uj fehérje keletkezését, ugy tlinik nem a vdlasz, ugyanis a ran-
dom szekvencidk aggregaciés hajlama nem tér el a valds fehérjééktdl. A kétdimenzidban
dbrazolt szerkezeti tulajdonsdgok tehdt szokatlan Osszefiiggésekre vildgitottak rd a valds
fehérjék és a random szekvencidkra nézve. Az aggregicids hajlamot dbrazolva a rende-
zetlenségi haljam fiiggvényében, a humén proteom dltal bejart teriilet csak minimalisan,
de szignifikdnsan ldtszik eltérni a random szekvencik dltal bejart teriilettdl.

A tapasztalt eltérést probaltam szamszerisiteni az egy és kétdimmenziés Komlomorov-
Smirnov teszt segitségével [135]. A K-S teszt két kumulativ eloszlastiiggvény abszoluit
kiilonbségének kozotti maximadlis eltérést keresi. A bioldgiailag relevans GC-tartalmat
lefed6 random szekvencidk adatkészleteit kiilon-kiilon €s egyesitve a humén proteom fe-
hérjekészletével szemben vizsgaltam. A statisztikdk viszont azt mutattdk, hogy a humén
proteom ¢és a feltiintetett random adatkészletek mintaeloszldsa mindhdrom esetben nem

egyeznek (P-érték nulla minden esetben).

1D KS 40%  50%  60% | (40-50-60)%
szekvenciak szama (random) | 10000 10000 10000 30000
szekvencidk szdma (humdn) | 20899 20899 20899 20899

Rendezetlen 0,550 0,250 0,373 0,117
Transzmembran 0,367 0,273 0,396 0,226
Aggregicio 0,612 0,298 0,418 0,154

10.8. tdblazat. 1D Kolomorov-Smirnov korreldciok a random és a human adatok predik-
cidi kozott

A pontok elhelyezkedése végss soron az egyenld szekvenciahosszak miatt sokkal sza-
balyosabb, mintegy rdcsszerl a random adatkészletek esetében, mig a valtozatos lanc-
hosszakkal rendelkez6 human fehérjekészletnél a kumulativ eloszlds sokkal egyenlete-

sebb. Ezen feliil a pontok 4ltal legstir(ibben lefedett teriiletek is kiilonboznek.

Ezért az adatokat egy racsozdsos médszerrel is dsszehasonlitottam (Id. 9.5 fejezet).
A statisztikai elemzéssel szemben, ha a két- és haromdimenziés térben a kiilonbozé tu-
lajdonsagok dltal lefedett teriileteket vetem Ossze, mds kép rajzolédik ki (10.13 abak).
A random szekvencidk éltal lefedett teriilet tobb mint 95%-ban dtfed a human proteom

altal lefedett teriilettel. Viszont az atfedés csupan 35% koriili, ha a humén proteom éltal
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2D KS

40%

50%

60%

(40-50-60)%

szekvencidk szama (random) | 10000

szekvencidk szdma (human) | 20899

10000 10000 30000
20899 20899 20899

Aggregaci6-Transzmembran | 0,494

0,279 0,377 0,129

Rendezetlen-Aggregacio

0,591

0,233 0,383 0,119

Rendezetlen-Transzmembran | 0,290

0,148 0,294 0,054

10.9. tablazat. 2D Kolomorov-Smirnov korreldciok a random és a humdn adatok predik-

cioi kozott

lefedett teriiletet nézziik a randoméhoz képest. A random szekvenciak azon teriilete, ami

nincs atfedésben a humdn proteom altal lefedett teriiletekkel az alacsony aggregécios haj-

lamu szekvencidknak felel meg. A random és a proteombeli szekvencidk adatai kozott a

leglatvanyosabb eltérés a human proteom kiemelked6en nagyobb hajlama a transzmemb-

ran hélixképzésre.

Humin pro- | (40-50- Atfedés | Atfedés % | Atfedés %
teom dltal le- | 60)%  altal a humén | a randomra
fedett teriilet | lefedett proteomra vonatkoz-
teriilet vonatkoz- tatva
tatva
Aggregacié- 317321 121654 121654 | 38,34% 100%
Transzmembran
Rendezetlen- 284584 184756 182566 | 64,15% 98,81 %
Aggregicio
Rendezetlen- 447448 189539 182566 | 42,05% 99,27 %
Transzmembran
Rendezetlen- 8611471 3138021 515864 | 34,87 % 95,70 %
Transzmembran-
Aggregicio

10.10. tablazat. Becsiilt atfedések a kivalasztott rendezetlen-transzmembran-aggregacio

adatsorok kozott
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10.13. dbra. A lefedett teriiletek 6sszehasonlitasa, 0.1%-os felbontdsban.
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10.5. Proteomok és randomizalt proteomok Gsszevetése

A random adatkészletek és a humdn proteom Osszevetésére kapott némileg meglepd ered-
ményeket egy masik random adatkészlettel is ellendrizni kivantam. A fehérjeszekvencidak
randomizdldsdanak egy mddja, hogy a fehérjelanchossz és az aminosav-osszetétel megtar-
tdsa mellett, a véletlenszertien kivalasztott két aminosav pozicidjit n-szer permutdltam,
ahol n a fehérje lanchossza. A humdn és az egér proteomra is alkalmaztam ezt a randomi-
zaldsi médot. Az irodalomban dltalanosan ily médon el@éllitott random adatkészleteket
haszndlnak a médszerek robusztussdgdnak vizsgdlatai sordn. Ebben az esetben mar nem
csupan 160 aminosavas random fehérjéket vizsgalok, hanem a random proteommal meg-
egyez0 lanchosszeloszlasd és aminosav-0sszetételd adatkészlettel dolgozom.

A random proteomokat is aldvetettem a konszenzus szerkezeti elemzéseknek. Az
eredményeket a 10.14 dbra szemlélteti: az aggregacids hajlam fliggvényében abrazoltam

a transzmembran hélixképzd és a rendezetlenségi hajlamot.

Korrelaltatott tulajonsdgok Human random Human | Egér random Egér
szekvencidk szama (n) 20899 20899 18525 18525
rendezetlenség-transzmembran | -0,350 -0,386 -0,380 -0,420
rendezetlenség-aggregacio -0,780 -0,836 -0,781 -0,833
aggregacio-transzmembran 0,742 0,686 0,780 0,714

10.11. tablazat. Korreldciok a valos adatbazisokra

Péronként korreldltattam a josolt szerkezeti tulajdonsagokat. A Pearson korrelacids
koefficienseket a 10.11 tablazat foglalja 6ssze. A strukturélis tulajdonsdgok kozotti kor-
reldci6 irdnya nem vdltozott, a mértéke viszont megndtt. Kiilonosen a rendezetlenség-
aggregacio negativ korreldcidja markansabb a randomizalt adatkészletekre.

Az adatkészletekre tortént dtlagolds utan a rendezetlenségi €s az aggregaciés hajlam
nem valtozik jelentdsen (10.2 és 10.3 tablazatok). Viszont mind a humén, mind az egér
randomizélt proteom dtlagos transzmembran hajlama csokken a human és egér proteomé-
hoz képest (10.4 tablazat). A transzmembran hajlam josldsa tehat érzékenyebb a konkrét
aminosav-sorrendre, mint a rendezetlenségi vagy az aggregdcids hajlam elGrejelzése.

A 40-60%-0s GC-tartalmu random adatkészletekhez hasonléan dbrazoltam a szerke-
zeti tulajdonsdgokat kétdimenzidban, a human proteom konszenzus predikcidival egyiitt.
Tovébbra is minden pont egy szekvencidt jelent a két strukturalis tulajdonsdg dltal kife-
szitett térben. Az aggregacio fiiggvényében abrazolt transzmembran hélixképzs €s ren-
dezetlenségi hajlamot mutatom be a 10.14 dbran. A humén proteom szekvencidi nagyobb
teret jarnak be, mint a randomizdlt humdn proteom szekvencidi. Ez az eredmény teljes
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10.14. dbra. Rendezetlenségi, transzmembran €s aggregacios hajlamok a humdn és a

random (shuffled) humén proteomra
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0sszhangban van a random de novo fehérjeszekvenciakra kapott eredményekkel. Ugyan-
ugy a transzmembran hélixképz hajlam nagyobb a humén proteom, mint a randomizalt
humén proteom szekvencidi esetében.

Tehét a random de novo fehérjékre megfigyelt trendek nem a szekvencidk el6allita-
sdnak modjabdl erednek, hanem a nem valds, bioldgiai kornyezetben keletkezett fehér-
jékre jellemz6 eltéréseket mutatnak. A bemutatott két random fehérjeszekvenciakészletre
ugyanazokat a trendeket figyeltem meg mind a szerkezeti tulajdonsdgok egymmas kozotti

kapcsolataiban, mind a valds fehérjékkel szembeni eltérésekben.

10.6. De novo fehérjék a human genomban

A vizsgélat célja a de novo keletkezd fehérjék aggregdcios hajlamédnak becslése volt. A
random szekvencidkkal modellezett de novo fehérjéket a valés de novo fehérjék szerkezeti
tualjdonsdgaival is 6sszehasonlitottam. Knowles és munkatarsai hdrom human fehérjérél
bizonyitottak be, hogy mds féemlds genomjaban megtaldlhaté a megfelel6 DNS szek-
vencia de nem irédik &t, viszont a humdn genomban egyértelmiien atirédik és fehérje
keletkezik [97]. Mindhdarom szekvencia esetében az UniProt [72] semmilyen szerkezeti
informéciét nem tartalmaz a fehérje térszerkezetét illetéen. Funkciondlis szempontbdl is
csak a CLLUI fehérjérdl tudjuk, hogy kréonikus limfocitds leukémia esetében kimutathatd
mennyiségben expresszalddik.

sét, majd dbrazoltam Sket a toltés-hidropétia térben a teljes GC-tartomdnyt lefed6 random
szekvencidk és a bioldgiailag relevanas GC=40, 50 és 60%-os szekvencidkat (10.15 dbra).
A hdrombdl egy szekvencia (P86434) az IDP vagy rendeztlen, kett6 (POCZ25, Q5K131)
pedig a rendezett vagy globuldris oldalra esik. Ez 6nmagdban még nem elegendd infor-
mécid, mivel a hdrom szekvencia koziil kettd is nagyon kozel esik a vdlasztéegyeneshez.

A harom fehérjékre kiszamoltam a konszenzus strukturalis predikciokat. Az eredmé-
nyeket a 10.12 tablazat foglalja 6ssze. Tovabbd a nukleotidszekvencidkra visszaszamolt
GC-tartalmakat is feltiintettem.

A kapott értékek meglepden jol 6sszhangban vannak a random de novo fehérjéknél
megfigyelt tendencidkkal. A megfelels DNS szegmens GC-tartalma és a keletkezd fehérje
stukturalis preferencidi ebben a harom esetben is ugyanazokat a tendencidkat tiikrozik.

A P86434 és a POCZ2S5 azonositéju fehérjéke inkdbb rendezetlennek hozta ki a kon-
szenzus predikcid, és a kddolé DNS szegmensiik GC-tartalma 60% koriili. Ezzel szemben
a Q5131 azonositdji fehérje aggregdcios hajlama jelentSs €s a szekvencia 10%-dra transz-

membran hélixet josolt a konszenzus predikcid; a kédolé DNS szegmens GC-tartalma
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10.15. dbra. A teljes random adatkészlet, a human proteom és az arva human fehérjék

dbrazoldsa a C-H diagramon

G+C%
fehérje fehérje-lanchossz | %D %T %A | mRNS koédolo
P86434|CV045 159 3431 0 9,11 | 58,89 63,60
POCZ25|D100S 163 8631 O 525 | 5492 59,12
Q5K131|CLLU1 121 3,18 1042 3342 | 37,11 31,96

10.12. tdblazat. Humén de novo fehérjék konszenus szerkezeti predikcioi és szamolt GC-

tartalmuk

pedig 32%. A két eredmény pontosan tiikrozi a random szekvencidk elemzésébdl vart
trendet. A toltés-hidropdtia elemzés sordn csak a P86434 fehérje keriilt latszélag "rossz"
oldalra. Ugyanakkor a jésolt rendezetlenségi hajlama csak 34%, tehdt a szekvencia na-

gyobbik fele nem rendeztelen és 6sszhangba keriil a két eredmény.
Az drva de novo humdn fehérjék elemzése tehat teljes mértékben aldtdmasztja a fen-

tebb bemutatott trendeket, és igazolja a de novo keletkezd fehérjeszekvencidk szerkezeti

preferencidit vizsgalé modell robusztussagat és hatékonysagat.

87



11. fejezet

Diszkusszio

A dolgozat masodik részében bemutatott in silico elemzésben hipotetikus, de novo vé-
letlenszer( szekvencidju fehérjéket elemeztem. A véletlenszerl aminosav-szekvencidkat
a nukleotid szintli szisztematikus GC-tartalom valtoztatdsaval értem el. Az irodalom-
ban vizsgdlt random fehérjeszekvencidk aminosav-Osszetételeit dltaldban a priori hata-
rozzak meg. Ezzel szemben az dltalam vizsgdlt random fehérjeszekvencidk aminosav-
Osszetételét a kddolo DNS szegmens GC-tartalma és a (standard) genetikai k6d hatdrozza
meg.

A GC-tartalom és a genetikai kéd kapcsolata a leforditott fehérjék aminosavossze-
tételével nem 4j, és nem meglepd, de az dltalam kovetett 1j megkozelitési mod biztos
alapokra helyezi az ujonnan keletkez6 fehérjék szerkezeti, strukurdlis in silico elemzé-
sét. Tovdbbd a random fehérjék szdrmaztatdsi mddja egy realisztikus forgatokonyvnek
felel meg: kimutattdk hogy ténylegesen keletkeztek fehérjék a human genombdl is ilyen
mechanizmussal. Bemutattam, hogy azonositani lehet a potencidlis de novo strukturalis
tendencidkat a hipotetikus leforditott genomszakaszok fiiggvényében. Magasabb GC-
tartalom genom szinten a leforditand6 szekvenciaban nagyobb rendezetlenségi hajlamot,

és fehérjeszinten kisebb transzmembran és aggregacios hajlamnak felel meg.

A 40 és 60%-o0s GC-tartalom kozotti random DNS szakaszok alapjan leforditott fe-
hérjék a human proteomhoz viszonyitva kisebb teriiletet feszitenek ki a josolt szerkezeti
tulajdonsdgokkal. A random de novo fehérjék josolt aggregéiciés tendencidja nem na-
gyobb, mint a valds fehérjéékeé, és a josolt rendezetlenségre valé hajlamuk sem nagyobb
mint a mai fehérjééké. Ugyanakkor a random fehérjékhez jéval kisebb transzmembréin
hélixképzd hajlamot tudtam rendelni, mint amit a valds fehérjék esetében taldltam. Tehdt
ugy tiinik, hogy a transzmembran hélixek keletkezése nagyobb evolicids nyomdsnak van

88



kitéve mint a masik két szerkezeti tulajdonsag, azaz a transzmembran hélixek kialakulasa
a szerkezet optimdldsat igényli.

A bemutatott elemzés kizdrdlag in silico szerkezeti predikciékbol kiolvasott tendenci-
dkat mutat be. Egyetlen paramétert vettem figyelembe, nevezetesen a szekvenciaban adott
szerkezeti tulajdonsagtinak jésolt aminosavak szdzalékos ardnyat. Nincs sz6 valds evolu-
ci6s folyamatok modellezésérdl, bizonyos strukturdlis trendek megfigyelésére irdnyult a
munka. A genomok szekvencidi nem véletlenszertiek, és a valds fehérjékre josolt szer-
kezeti tulajdonsdgok eltérhetnek a GC-tartalom alapjan varhatéaktdl. Példaul, a PDBTM
adatbdzis aminosav-osszetétele a 70-80%-os GC-tartalmu nukleotidoszekvencidkbdl le-
forditott fehérjék aminosav-osszetételéhez 4llt legkdzelebb. Ugyanakkor a PDBTM adat-
bazis atlagosan magasabb transzmembran hélixképzo és aggregacios hajlamot mutat, mint
a tobbi természetes fehérje, ellentétben a magas GC-tartalmu fehérjékkel val6 hasonlésag

alapjan varhat6 tendenciaval.

A megéllapitds, hogy a de novo fehérjék nem kiilonosebben hajlamosak aggregaciora,
ellentmondani latszik az irodalomban leirt elvvel, hogy az aggregicié elleni védekezés
optimalasi 1épés a fehérjeevolicié soran. Ugyanakkor az alkalmazott predikcids maod-
szer, ami csak hdrom globdlis szerkezeti tulajdonsdgra ad becslést, nem mond semmit a
részletes szerkezeti vagy funkciondlis elemekrdl. Feltételezziik, hogy a de novo fehérje
keletkezése utdn a szerkezet szelekcid utjan optimalizdlédik a funkcié betoltésére, és a
szerkezet, stabilitds és a mozgékonysag egyiitt lesz optimdlva a funkciéval. E folyamat
alatt az aggregacios hajlam megtartasa vagy akar csokkentése, ami az djonnan keletkezd
de novo fehérje belsd tulajdonsiga, egy erds szelekcids nyomadst gyakorol az evolicié
sordn.

A hidroféb mag vagy a transzmembrdn hélixek kialakuldsa sordn az eredetileg na-
gyobb aggregdcios hajlam elony is lehet. A strukurdlis dtalakulds utdn az aggregécios
hajlam megvaltozik. Amig az Gjonnan keletkez6 fehérje tiléli a szervezet viszontagsagait,
kiilonosen ha alacsony a kifejez6dése a sejtben, a fent leirt forgatékonyvek nem irredlisak.

Az eredményeink elég jol dsszeegyeztethetSk a szelekcios nyomas létezésével, ami a
fehérjeevolicié minden késébbi szakaszandl felléphet. Viszont ki kell hangstlyozni, hogy
az 4j k6dol6 szekvencia megjelenését nem gatolja feltétleniil az a tény, hogy a leforditott

fehérjeszekvencia majd szokatlanul nagy aggregacios hajlammal rendelkezik.
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12. fejezet

Osszefoglalas

A doktori munkdmban bemutatott két témakor k6zos pontja a mozgékonysdg kérdése. A
fehérjék bels6 dinamikdjanak leirdsdval lehetGség nyilik a bioldgiai folyamatok j szem-
szogbdl torténd vizsgdlatra. Az djonnan keletkezd fehérjék szerkezeti preferencidinak
vizsgdlata a fehérjeevoliciot dj dimenzidba helyezi.

A PRIDE-NMR szerver [I, II] a tavolsdg jellegl kényszerfeltételek alapjan becsiili a
fehérje térszerkezetét. Megmutattam, hogy a NOE adatok elegendd specifikus informa-
ciot tartalmaznak a fehérje varhaté térszerkezetérdl. Az NMR spektroszkopiai adatokbdl
nyerhetd paraméterek a vizsgdlt makromolekula térszerkezete mellett a belsé dinamika-
jardl, a mozgékonysdgardl is szolgdltatnak informdcidkat. Az a tény, hogy a moleku-
lat oldatban vizsgaljuk, kozelebb viszi az eredményeket a valds biolégiai rendszerekben
tapasztalhaté koriilményekhez. A kutaték az NMR mérések alapjan molekuladinami-
kai szimuldciok sordn egyre tobb fiiggetlen paramétert vesznek figyelembe (NOE, S2,
RDC-k, J-csatoldsok, kémiai eltoléddsok, stb.) a geometriai adatokon til. A kiilonbozé
id6skdldkon lefrt molekuldris mozgdsok dinamikdjanak figyelembevételele a szimuldcié
sordn lehetové teszi, hogy a kapott szerkezeti sokasdgok strukurélis heterogenitdsa ne a
kényszerfeltételek bizonytalansdgabdl eredjen, hanem a molekula tényleges belsé moz-
gékonysdgat tiikkrozze adott id6skdlan.

A CoNSEnsX szerver [III] a szerkezeti sokasdgokat és az NMR kisérleti adatokat fe-
lelteti meg. Az egyes konformereket kiilon-kiilon is, és a konformer sokasagot egyiittesen
is tudja kezelni. A konformer térszerkezete alapjdn visszaszamolunk elméleti kisérleti
adatokat adott programok segitségével, majd az igy kapott adatokat dsszevetjitk a mért
kisérleti adatokkal. A mddszert tobb példan is elemeztem, globuldris és bels6leg rende-
zetlen fehérjére is. A fehérjék térszerkezete a belsé mozgékonysdg figyelembevételével
kiegésziil a negyedik dimenzidval. Fontos a figyelembevett paraméterek iddskdldjat szem
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el6tt tartani, hiszen a fehérjék dinamikdja tobb nagysdgrendet 6lel fel, és egyes paraméte-
rek csak bizonyos idSskdldra vonatkoznak.

A de novo fehérjék vizsgalatara felépitettem egy in silico modellt, a bioldgiai infor-
mdciédramlds mintdjara [IV]. A GC-tartalom inkrementalis valtoztatdsaval igyekeztem
minél szélesebb korben és szisztematikusan lefedni a biolégiai koriilmények kozott szin-
tetizalodhat6 véletlen szekvencidk terét. Olyan szekvencia alapu prediktorokat haszndl-
tam, amelyek evoliiciés és hasonlésagi informéciét nem vesznek figyelembe. Osszedl-
litottam egy konszenzus predikcios protokollt harom prediktort hasznélva a rendezetlen-
ségi, a transzmembran hélixképzd és az aggregacids hajlam becslésére. A de novo fehér-
jék esetében az aggregaciés hajlam volt az egyik kulcskérdés a munka megkezdésekor.
Jim Schnabel cikkében Christopher Dobsont idézi, miszerint ha véletlenszertien general-
nank fehérjeszekvencidkat, nagyon ritkdn kapnank stabil, oldhaté fehérjét! [9]. A ran-
dom szekvencidk konszenzus predikcids elemzése ravildgitott a szerkezeti tulajdonsdgok
GC-fiiggésére. A GC-tartalom meghatdrozza a fehérjeszekvencidk aminosav-0sszetétét
és ezen keresztiil a térszerkezeti preferencidit a standard genetikai kéd alapjan. A rende-
zetlenségi hajlam novekszik a GC-tartalommal, ellentétben a transzmembran hélixképzd
és az aggregacis hajlammal.

Tovébba a konszenzus predikcidk robusztussdgdt is megvizsgaltam. A valds fehérje-
szekvencidk elemzése nagyon jol visszaadta a vart tendencidkat. A humén proteom és
a bioldgiailag relevans 40 és 60% kozotti GC-tartalmu random szekvenciak predikcidi-
nak Osszevetése Uj megvilagitasba helyezi az egész térszerkezeti jellemzdk kozotti Ossze-
fiiggéseket. Ugyanakkor az adataim a de novo szintetizdl6dé fehérjékre vonatkoznak,
amelyek még semmilyen kolcsonhatdsba nem léptek sem egymassal, sem mds sejtkom-
ponenssel. Az irodalomban leirt védekezési mechanizmusok [90] tehat fontosak, sét a
szintetizlt fehérje mennyisége is meghatdrozo lehet. Az Gjonnan szintetizal6dé fehérjék,
ha el8szor nagyon kis mennyiségben jelennek meg, feltételezhetSen kisebb veszélyt je-
lentenek a sejtre még komoly aggregdcids hajlam esetén is, mint a nagy mennyiségben
folyamatosan szintetizdl6dé fehérjék.

A bioldgiai folyamatokban tehat a mozgékonysag és a kiilonbozo idéskaldju dinami-
kus viselkedés ismerete elengedhetetlen, hogy a megfigyelt jelenségekre kielégits szer-
kezeti vagy funkciondlis modelleket tudjunk épiteni. Doktori munkdm sordn két szervert
fejlesztettem ki és egy uj szemléletli in silico szerkezeti elemzést végeztem el, a fehérjék

térszerkezetét és evolicidjat vizsgalva a mozgékonysag tiikrében.

Most modern proteins fold into globular structures. But their folding patterns are so complex that they
couldn’t have evolved by accident. "If you had a machine that could generate protein sequences randomly,

you would only rarely get one that can remain stable in the globular, soluble state,” Dobson says.
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Roviditések jegyzéke

<C>
<H>
BLAST
BMRB

CATH

COCO
COSY

DER

EROS

HMM
IDP
ISD

MUMO

NMR
NNR
NOE

NOESY

OPLS-AA

ORF

atlagos netto toltés

atlagos normalizalt hidrofobicitasi érték

Basic Local Alignement Tool

biol6giai NMR-adatok adatbazisa (Biological Magnetic Resonance data Bank)

térszerkezet-osztalyozé adatbazis (Class - Architecture - Topology - Homo-
logy)

(COmplementary Coordinates)
korreldlt spektroszkdpia (COrrelated SpectroscopY)

NMR alapu, tavolsag és dinamikai jellegli kényszerfeltételeket figyelembe
vevé fehérjeszerkezet szamolo eljards (Dynamic Ensemble Refinement)

NMR alapt, kizdr6lag RDC adatokat mint kényszerfeltételeket figyelembe
vevé fehérjeszerkezet szamolo eljards (Ensemble Refinement with Orientati-
onal Restraints)

rejtett Markov modell (Hidden Markov Model)
belsdleg rendezetlen fehérjék (Intrinsically Disordered Proteins)
Inferential Structure Determination

NMR alapi, tavolsag €s dinamikai jellegli kényszerfeltételeket figyelembe
vevl fehérjeszerkezet szamol6 eljdrds (Minimal Under-restraining Minimal
Over-restraining)

magneses magrezonancia (Nuclear Magnetic Resonance)
NOE, NH S? és N-H RDC-k felhasznaldsaval szamolt szerkezeti sokasdg
atommagok kozott felléps Overhauser effektus (Nuclear Overhauser Effect)

atommagok kozott fellépd Overhauser effektus (Nuclear Overhauer Effect
SpectroscopY)

minden atomot figyelembe vevé molekulamechanikai ertér (Optimized Po-
tential for Liquid Simulations, All Atoms)

(Open Reading Frame)
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PSSM pozicio-specifikus pontozé matrix (Position-Specific Scoring Matrix)

RDC rezidualis dipoldris csatoldsok (Residual Dipolar Coupling)

RECOORD djraszamolt NMR-szerkezeteket tartalmazé adatbazis (REcalculated COOR-
Dinates

RFAC NMR-szerkezet mindségellendrz6 eljards (automated NMR R-FACtor es-timation)

RMSD az atlagos négyzetes eltérés négyzetgyoke (Root Mean Square Deviation)

RPR (aminosavankénti atlagos kényszerfeltétel szam (Restraints Per Residue)

s? dltalanos rendparaméter

SCOP térszerkezet-oszalyoz6 adatbazis (Structural Classification Of Proteins)

SCR Single Conformer Refinement

SH3 Src Homology 3 domén

SPC Single Point Charge

SVD Single Value Decomposition

TOCSY teljesen korreldlt spektroszkopia (TOtal Correlated SpectroscopY)

X-PLOR makromolekuldk rontgendiffrakciés vagy NMR-spektroszkdpiai adatokbdl tor-

ténd térszerkezet-szamoldsra alkalmas program
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Kivonat

A fehérjék térszerkezetének meghatdrozdsa NMR spektroszkopidval hosszadalmas fel-
adat. A folyamat kulcslépése a szerkezetre jellemzs kényszerfeltételek iterativ felhaszna-
ldsa. Munkam sordn egy olyan egyszerd statisztikai alapokon nyugvé algoritmus kidol-
gozdsat tliztem ki célul, mely csupdn a tavolsag jellegli kényszerfeltételek alapjan képes
pillanatok alatt rokonitani a kérdéses makromolekuldt mar ismert térszerkezet fehérjék-
kel. A PRIDE-NMR eljarasban a NOE adatokbdl kapott H-H tavolsageloszldsokat ve-
tem Ossze az NMR szerkezetek térbeli koordinatdi alapjan kiilonboz6 kiiszobtavolsagok
mellett szamolt H-H eloszldsokkal. A statisztikai 0sszevetés kontingencia-analizissel tor-
tént. A kifejlesztett modszer segitségével kizardlag az NMR kényszerfeltételek alapjan
egy elsd képet kapunk a vizsgalt fehérje térszerkezetérl. Emellett az eljards alkalmas az
NMR kényszerfeltételek teljességének és pontossdgdnak ellendrzésére is. A biomoleku-
ldk molekuladinamikai szimuldcidira fejleszett ijabb mddszerek a molekula bels6 dina-
mik4jit lefré paramétereket is implementatak a szerkezetszamoldsba, mint az S> rendpa-
raméterrel, a klasszikusan hasznalt NOE (és RDC) adatokon til. A CoNSEnsX mdédszer
segitségével az NMR spektroszkdpai adatok alapjan meghatdrozott szerkezeti sokasdgok
pontossagat lehet becsiilni. A program minden kisérleti adatot megfelelteti a szerke-
zeti sokasdg alapjdn visszaszamolt megfelelé elméleti paraméternek. Mindkét program
(PRIDE-NMR és CoNSEnsX) szerverként elérhetd a vildghalon.

Evolicids skdlan dontd szerepet jatszik a fehérjék konformacids valtozatossaga, dinami-
kdja, ami kihat a bioldgiai rendszerekben betoltott funkciéra. A nemkdédolé DNS atito-
dédsa révén de novo fehérjék keletkezhetnek. Szisztematikusan valtoztatott GC-tartalom
mellett in silico random DNS szegmenseket allitottam eld, leforditottam, és a kapott 160
aminosavas fehérjeszekvencidkat konszenzus predikcidknak vetettem ald, hogy a rende-
zetlenségi, a transzmembran hélixképzd és az aggregdcids hajlamat becsiiljem. Vildgos
trendeket azonositottam a GC-tartalom fiiggvényében: a magas GC-tartalmu fehérjék in-
kabb rendezetlenek és alacsony a transzmembran hélixképzd és az aggregdcios hajlamuk.
A hdrom vizsgdlt szerkezeti tulajdonsag dltal behatdrolt térrész majdnem teljesen egybe-
esik a 40, 50 és 60%-os random szekvencidk €s a human proteom fehérjéi esetében. A
legnagyobb eltérés a human proteomok nagyobb transzmembran hélix tartalmédban volt.
Az eredményeim azt mutatjak, hogy a de novo keletkezd fehérjék szamdra az aggregacio

nem akkora vesz€ly, legaldbbis nem nagyobb, mint a valés fehérjékre nézve.
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Abstract

Protein NMR structures are usually determined by computer-intensive simulation proto-
cols using the experimentally determined NMR restraints. This process could be speed
up and assisted by an initial estimation of the fold using NMR data. PRIDE-NMR is a
fast novel method to relate known protein folds using NMR distance restraints based on
comparing the distributions of backbone H-H distances . Distance distributions are com-
pared by a robust statistical test against a filtered database. The improved algorithm can
be used to obtain a first guess about a structure being determined, as well as to estimate
the completeness or verify the correctness of NOE data. Traditional structure calcula-
tion techniques use only NOE (and RDC) data and the resulting ensemble is usually not
in compliance with dynamical parameters such as backbone S? values. Recent develop-
ments in molecular simulations of biomolecules allow to incorporate multiple experiment-
derived restraints yielding a conformational ensemble revealing the internal dynamics of
the system. We have developed a tool named CoNSEnsX to assess of the accuracy of
protein structural ensembles determined by NMR spectroscopy. The program outputs
measures of correspondence between the available experimental parameters and the their
back-calculated counterparts based on the submitted structures. Both programs (PRIDE-
NMR and CoNSEnsX) are available as webservers.

At evolutionary scale, protein conformational diversity play a crucial role and protein dy-
namics has a strong effect on its biological function. Proteins can emerge de novo from
the translation of previously noncoding DNA segments. I have generated in silico random
DNA segments with systematically altered GC-content, translated them, and subjected the
resulting 160-residue protein sequences to consensus predictions to assess their propensity
to form disordered regions, transmembrane helices and aggregates. I have identified clear
trends in the investigated properties based on the GC-content of the underlying DNA seg-
ments: polypeptides translated from segments of high GC content tend to be disordered
and not prone to aggregation or to form transmembrane helices. The three-dimensional
region defined by the three properties of sequences translated from random DNA with a
GC-content of 40, 50 and 60% lies practically entirely within that spanned by the proper-
ties of the human proteome. The largest observed difference between these two data sets
is the higher occurrence of transmembrane helices in the human proteome. My results
suggest that aggregation is not a serious risk for de novo proteins, at least not higher than

for extant ones.
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