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1. Bevezetés

Az elmult fél évszdzad tudomanyos fejlédése szdmos Ujdonsagot hozott tobbek kozott a
biolégidban is. Uj médszerek sziilettek az él6 szervezet molekuldris szintl megismerésére, és e
maddszerek alkalmazdsa soran hatalmas mennyiségi Uj informdcidé keletkezett. Ezzel parhuzamosan
haladt el6re a szamitastechnika is, amely lehet6vé tette, hogy egyre bonyolultabb problémakat
gyorsan és egyszerlen oldjunk meg. E két tudomanyterilet taldlkozasa a bioinformatika, amelynek
feladata els6sorban a genomidlis informdcidkat tartalmazé adatbazisok kezelése, de hozza tartozik a
szamitégépes bioldgia valamennyi terilete. Annyi bizonyos, hogy f6 mozgatdrugédja az elérhets DNS-,
RNS- és fehérjeszerkezetek és szekvencidlis informaciok mennyiségének egyre gyorsabb névekedése
(pl. Protein Data Bank).[1] Ez kihivast jelent egyrészt azoknak, akik az adatbazis vizsgalatat,
rendszerezését tlzik ki célul maguk elé (fehérjék klaszterezése, szekvenciaanalizis, valdszinliségi
modellek készitése), és azoknak is, akik szamitogépes grafika vagy szerkezetszamitas segitségével,
NMR spektroszkédpiai és rontgenkrisztallografiai szerkezetekbdl kiindulva molekuldris modelleket
készitenek.[2]

Ebben a dolgozatban mind a két megkdzelitéssel taldlkozhatunk. Latni fogjuk, hogy a B-redék
komoly tudomanyos érdekl6dés targyat képezik, mert fGszereplGi az Un. aggregdcios betegségeknek
(2.3. fejezet). A statisztikai vizsgdlatok soran azt haszndljuk ki, hogy a fehérjeszerkezeti
adatbazisokban |évé informacidk lehetévé teszik szdmunkra, hogy ne csak egyedi molekulakat,
hanem sokasagot vizsgaljunk, és kovetkeztetéseket vonjunk le az aminosavak el6fordulasi
gyakorisagabdl, torzids szogek értekeinek vagy masodlagos szerkezeti elemek eloszlasabdl. Masrészt
kihaszndlva a kvantumkémia adta lehetGségeket, illetve az elérhet6 szamitasi kapacitas folyamatos
novekedését, egy olyan molekularis modell épitésére tesziink kisérletet, amely ala tudja tamasztani a
statisztikai vizsgalatok eredményét.

A bioinformatikdban altaldaban kétféle munkafazissal taldlkozunk: Uj eljarasok létrehozasa,
amelyekkel a szerkezeti adatainkat elemezni tudjuk, illetve az eljarasok alkalmazdsa és validaldsa
valds rendszereken. Munkank sordn egy mar kordbban leirt statisztikai médszert, a parkorrelacidok
vizsgdalatat haszndltuk fel és fejlesztettiik tovdbb, majd szamos adatkészleten teszteltiik, hogy képet

kapjunk az alkalmazhatdsagarol.[3]



2. A B-redok vizsgalatanak jelentosége

2.1. A fehérjék szerkezete

A fehérjék igen valtozatos molekuldk, melyek az él6 szervezet szinte minden folyamataban
valamilyen fontos funkcidt latnak el. Szerkezetiiket tekintve természetes biopolimerek, melyek
aminosav egységek peptidkotéssel torténd dsszekapcsolddasaval jonnek létre. igy a legtdbb fehérje
latszolag egyszerlien felépithet6 az ismert 20 féle fehérjealkoté aminosavbdél — nem emlitve az
esetleges poszttranszlacios mddositdsokat, a fehérjéhez kapcsolédd szerves vagy szervetlen
kofaktorokat, fémionokat — am valdjaban mar a legegyszer(ibb fehérjék is rendkivil bonyolult
haromdimenziés szerkezetet vehetnek fel, amely szerkezethez mindig valamilyen specifikus
biokémiai funkcié tarsul. Az aminosavak Osszekapcsolédasakor létrejové molekulat gyakran szokds
polipeptidnek hivni. Akkor beszéliink fehérjemolekularél, ha hangsulyozni szeretnénk, hogy a
peptidlanc feltekeredett, ezdltal j6I meghatdrozott haromdimenziés szerkezete van, amihez

valamilyen specifikus bioldgiai funkcié tartozik.[4, 5]

O H R H A fehérjék szerkezetét négy szinten szokas vizsgalni.
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az egymast koévet6 aminosavak gerinckonformacidja nem szabalyszerG. A fehérjék harmadlagos

szerkezetén a polipeptid lanc teljes haromdimenzids elrendez6dését értjik, mely egyértelm(ien



megadhatd az atomok koordinataival. A negyedleges szerkezet a tébb alegységbdl allé fehérjékben

az egyes polipeptid ldncok egymdshoz viszonyitott térbeli helyzetét adja meg.

360"

DIJ

o° @ 360°

3. abra: egy aminosav potencialis energia feliilete a minimumokkal (balra), illetve a Ramachandran-térkép vazlatos
felosztasa a kilencféle homokonformacio régidjara (jobbra).[10, 11]

Meg kell emliteniink, hogy léteznek rendezetlen fehérjék (Intrinsically unstructured proteins,
IUPs), melyeknek nincsen stabil haromdimenzids szerkezetiik, konformacidjukat folyamatosan
valtoztatjdk. Ennek ellenére minden jel szerint komoly bioldgiai funkcidval rendelkeznek, szerepik
van sok betegségek kialakuldsdban is. A rendezetlen fehérjék miikddését még tobb ponton homaly

fedi, ezért érthet6 médon szamos aktualis kutatas targyat képezik.[12-18]

2.2. A B-redok szerkezete

A B-redd egy igen stabil masodlagos szerkezeti elem. A teljesen nyujtott konformacidban
(extended B-sheet) az aminosavak torzids szogei @ = -130° és W = 130° értékek korul alakulnak.[4] Az
ilyen szerkezet(, tipikusan 3-10 aminosavbal allé fehérjeszegmenst hivjuk B-szalnak (beta-strand).

Bar a potencialis energia fellleten latszik (3. dbra), hogy a B-redé lokalis energiaminimumban
van, a red6k kiemelked6 stabilitasahoz elsGsorban a megfelelS hidrogénkotés mintazat jarul hozza, a
B-red6ben ugyanis a peptidgerinc a lehet6 legtobb hidrogénkotést alakitja ki, és sok esetben ez még
az oldallancokra is igaz.[19, 20] A B-szalak altaldaban egymas mellé rendez6dve fordulnak el6, hogy igy
a két szalban Iévé aminosavak gerincei kozott rendkiviil stabil hidrogénkotések johessenek létre. A

hidrogénkotés alapegységét nevezziik B-hidnak (B-bridge), amely |étrejottének feltétele:

Parallel hid(i,j) = [Hbond(i — 1,j) és Hbond(j,i + 1)] vagy [Hbond(j — 1,i) és Hbond(i,j + 1)]
Antiparallel hid(i,j) = [Hbond(i,j) és Hbond(j,i)] vagy [Hbond(j— 1,i + 1) és Hbond(i - 1,j + 1)]



ahol a két fehérjeszegmens aminosavainak sorszamai—1,i,i+1ésj—1,j,j+ 1, Hbond(donor,
akceptor) pedig az aminosavak kozotti hidrogénkotést jeloli.[21] B-létranak (B-ladder) nevezzik azt az
elrendez6dést, amelyben legalabb két B-hid koveti egymast, és B-red6nek azt, amely egy vagy tobb
parhuzamos B-1étrabdl all.

Fontos hangsulyozni a parallel és antiparallel red6k topoldgidja kozotti alapvets kilonbséget,
kijelolt pszeudogydriket felépité atomok szama a parallel red6kben 12, az antiparallel red6kben
pedig felvaltva 10 és 14 (4. abra).[22, 23] A tovdbbiakban az ilyen pszeudogydriket kialakitd
aminosav parokat AP10, AP14 és PARL jeloléssel fogom megkiilonboztetni. (Az irodalomban gyakran
taldlkozunk a HB és nHB jel6lésekkel az antiparallel red6re vonatkozdan, ezzel jelezve, hogy minden
masodik aminosav alakit ki hidrogénkotést — HB, és minden mdsodik nem — nHB.[3]) A bemutatott
elrendez6dés kovetkezménye az is, hogy az egyes parokban kiilonbozik egymastél a C, atomok
tdvolsaga, amely kiilonbozé mértékl kolcsonhatdst tesz lehet6vé az oldallancok kozott. Ezek a

tavolsagok AP10 péarokban 5,5 A, AP14 parokban 4,5 A, a PARL parokban pedig 5,0 A koril alakulnak.
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4, abra: hidrogénkotés mintazat parallel és antiparallel B-redébekben.
Az AP10 és AP14 jelolések a hidrogénkotések altal kijelolt
pszeudogytiriiket felépité atomok szamara utalnak.

A B-red6k harmadlagos szerkezete rendkiviil valtozatos lehet. A red6 csavarodhat (B-twist)[24,
25], képezhet horddt (B-barrel)[26, 27], hélixet (B-helix)[28, 29], propellert (B-propeller)[30]
elhajolhat, visszahajolhat sajat magara, lehet benne kitiremkedés (B-bulge)[31] vagy kanyar (B-
hairpin)[32]. Figyelmet érdemel a kilonb6z6 PB-red6zott szerkezetek egymdshoz torténd
kapcsoldédasa is, amelynek soran az oldalldncok mintegy cipzarként tartjdk Ossze az egyes
szalakat.[33-35] Mindezek a jelenségek megnehezitik a B-red6k pontos definicidjat, és sok esetben

lehetdséget adnak a masodlagos szerkezet 6nkényes hozzarendelésére.



2.3. Aggregacios betegségek

Szamos betegség hatterében a fehérjék aggregdcidja dall. Ennek soran a szervezet fehérjéi
elveszitik nativ térszerkezetiiket, és vizben oldhatatlan csapadékot képeznek, melyet amiloid
aggregatumnak vagy fibrillumnak is neveznek. (A ,fibrillum” elnevezés a csapadék szalas szerkezetére
szerint a fibrillumok keményit6t tartalmaznak; amylum latinul keményitét jelent.[36]) A kialakuld
betegség tlinetei széleskorlien valtoznak aszerint, hogy a szervezet mely részében torténik meg az
aggregacio. Osszefoglald neviikdn ezeket a betegségeket amiloiddzisnak hivjuk, melyek kdzt szamos
neurodegenerativ betegség is szerepel. Amiloidézisnak tekinthet6 az Alzheimer-kér, a ll-tipusu
cukorbetegség, a Parkinson-kor, és tovabbi korilbelll 20 betegség.[37, 38] Mindemellett |éteznek
funkcionalis amiloidok is, példaul bizonyos pékok haléjaban.[39]

Az amiloid lerakddasok a fehérjék polimerjeinek tekinthet6k, amelyek uUn. kereszt-béta (cross-
beta) szerkezetet vesznek fel. Ezek azonosithatok CD spektroszkdpiaval, FTIR spektroszkdpidval,
azonban legegyszer(ibben rontgenkrisztallografidval lehet bizonyitani a szerkezetiket. A szoérdasi
képen ugyanis két intenziv vonal latszik, (4,8 és 10,7 A koriil), amelyek tiikrozik az egymasra rakddott
B-rétegek tavolsagat, valamint az egyes rétegekben a B-szalak kozotti tavolsagot (5. abra). [40-42]
Szovettani vizsgdlatok sordn dltaldban a kongdvords vagy tioflavin-T festékkel adott szinreakcidja

alapjan azonositjak az amiloid aggregatumokat.[36]

9,6 A

484 t ~10,7A

5. abra: kereszt-béta szerkezetii amiloid fibrillumokrdl rontgensugarral késziilt szérasi kép (balra), valamint a fibrillumok
szerkezete, amelyen lathatok a szérasi képet megmagyarazé atomi tavolsagok (jobbra).[41, 42]

A folyamat hajtéereje még nem tisztazott pontosan, de az utébbi id6ben sok minden vilagossa
valt. Tudjuk, hogy bizonyos mutaciék noévelik a fehérje hibas feltekeredésének valdszinliségét
(misfolding), akarcsak a chaperonok hibas mukodése, vagy a mar hibasan feltekeredett fehérjék
degradacioja. Ezen kivil sikeriilt az egyes betegségek esetén megallapitani, hogy mely fehérje

viselkedik amiloid perkurzorként, igy példaul az Alzheimer-kér esetében a B-amiloid (AB)[43], vagy a
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[I-tipust cukorbetegségnél az amilin (I/slet Amyloid Polypeptide, |IAPP)[44]. S6t, Nelson és mts.
megnevezték ezekben a fehérjékben azokat a néhdny aminosavbdl allé szegmenseket (tipikusan
szabad B-élek), amelyeken altaldban elindul az aggregacio, és a kristalyok névekedéséhez hasonldan
a fehérje tobbi része, majd a kornyez6 fehérjék is hozzatapadnak.[34, 35, 45] Hasonlé munkak
eredményeképpen mar jo par olyan algoritmus létezik, amelyek rovid szekvencidk amiloid-képzé
hajlamat képesek jésolni. (Pl. Amyloid Propensity Applet[46], TANGO[47], PASTA[48], stb.) Szdmos jel
arra utal, hogy a természet igyekszik elkeriilni a B-élek szabadon hagyasat, példaul a fehérje
,betakarja” a veszélyes részt egy masik régidval, vagy olyan strukturak jonnek Iétre, mint a -hordd,
vagy a propeller, amelyek t6ltott aminosav-oldallancokkal, vagy az egymdasba zarddas révén gatoljak

az élek talalkozasat.[49]

3. A parkorrelacio

3.1. A statisztika mint eszkoz

A fehérje aggregacid jelensége arra utal, hogy a B-redd rendkiviil stabil szerkezet. Szdmos
kutatdsi projekt célozza e kiemelked6 stabilitas magyardzatat, modellezését. Molekuladinamikai
vizsgalatokkal becsilni lehet a kilonb6z6 B-red6s szerkezetek, példaul a 2 vagy 3 PB-szalu
elrendez&dés stabilitdasa kozti kilénbséget.[50-54] Hasonld informacidkhoz lehet jutni NMR mérések
segitségével.[55, 56] Mutdcidkkal meg lehet hatarozni, hogy egy-egy aminosav cseréje milyen
hatdssal van a B-red6 szerkezetére.[22, 57] Befolyasolja a red6 stabilitdsat az egyes szalakat
0sszekotd B-kanyar szekvencidja is.[58] Perczel és mts. kvantumkémiai mdodszerekkel bizonyitottdk,
hogy energetikailag messze a legkedvez6bb homokonformacié az antiparallel B-redd, pusztan a
gerincatomok kozotti kélcsonhatadsokat figyelembe véve [59, 60].

A fenti mddszerekkel szemben a statisztikai megkozelités a mar meglévé fehérjeszerkezetek
vizsgalataval foglalkozik, és az azokat felépité atomok, aminosavak, peptidlancok elrendezédésébdl
probal meg kovetkeztetéseket levonni. A tovabbiakban bemutatott pdrkorreldciés eljaras az
oldallancoknak a stabilitdsban jatszott szerepét tdrja fel. Abbdl a feltevésbdl indul ki, hogy a B-redét
stabilizdlé oldallanc-kdlcsonhatdsok gyakrabban fordulnak el6 a fehérjében, mint az azt
destabilizalék. Mivel bizonyos fehérjeszegmensek magas aggregaciés hajlammal rendelkeznek,
masok pedig alacsonyabbal, feltehetjik, hogy a B-red6k stabilitdsat valdban befolyasoljak az
oldallancok. Ez a megkdzelités nem ad informaciét a gerincatomok kodzotti kdlcsonhatasrodl, hiszen

peptidgerincben mindig ugyanazok az atomok koévetik egymast, barmilyen is legyen a szekvencia.
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6. abra: a PDB-ben (Protein Data Bank) tarolt fehérjeszerkezetek szamanak névekedése az évek el6rehaladtaval.[61]

Ami elsGsorban lehetdvé teszi a statisztikai médszerek haszndlatdt, az a fehérjeszerkezeti
adatbdzisok méretének rendkivil gyors novekedése. Gyakorlatilag az Osszes létezd,
rontgenkrisztallografidval, NMR spektroszképidval és elektronmikroszképiaval meghatarozott
fehérjeszerkezetet rendszerezett és egységesitett formatumban tarolja a Protein Data Bank (PDB)
internetes adatbazis.[1, 62] A PDB novekedésének mértéke az utdbbi két évtizedben ugrasszerlen
felgyorsult; évente mintegy 8000 Uj szerkezet keril feltoltésre (6. dbra). Ezt a hatalmas
adatmennyiséget pusztan tarolni és elérhet6vé tenni sem kis feladat, raadasul a PDB-ben nagyon sok
ismétl6dés fordul el6, nagymértékl a redundancia. Ezért szamos olyan adatbazis és algoritmus
szliletett, amelyek a meglévé fehérjéket haromdimenzids szerkezet, szekvencia, funkcié vagy
valamely egyéb tulajdonsag alapjan rendszerezik, nemredundans klaszterekbe soroljak (SCOP[63],
CATH[64-66], BLAST[67, 68], PDBSelect[61, 69], WHATIF[70], PISCES[71], cd-hit[72-74], SMS[75],
PIR[76], RefSeq[77], TrEMBL[78], PROSET[79], KIND[80], Blocks+[81-83], SwissProt[84], stb.) A hosszu
listdbdl latszik, hogy komoly tudomdnyos érdekl6dés Ovezi a szerkezeti és szekvencialis

adatbazisokat.

3.2. A parkorrelacoé irodalmi hattere és jelentésége

A parkorrelacidhoz az az alapvetd felismerés vezetett, hogy az aminosavak eloszlasa a fehérjék
kiilonboz6 régidiban nem egyenletes. Levitt mar 1978-ban észrevette, hogy globularis fehérjékben az
aminosavak pozitiv vagy negativ preferenciat mutatnak egyik vagy masik homokonformer felé.[85] Az

aminosavakat harom csoportra osztotta aszerint, hogy az el6fordulasi aranyuk az adott régidban
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kisebb vagy nagyobb, mint a teljes fehérjében. a-hélix kedvel6 aminosavnak bizonyultak az Ala, Cys,
Leu, Met, Glu, GIn, His és Lys, B-red6 kedvel6nek a Val, lle, Phe, Tyr, Trp és Thr, y-kanyar kedvel6nek
a Gly, Ser, Asp, Asn és Pro; az Arg pedig nem tartozik egyik csoporthoz sem. Vegylik észre, hogy a B-
red6kben gyakran el6fordulé aminosavak tébbnyire az apolaris, hidroféb oldalldncuak kozil keriilnek
ki. Az aminosavak homokonformdciékkal kapcsolatos preferencidit illetéen hasonlé eredményre

jutott Geisow és Robers 1980-ban.[86]

< y Ehhez hasonléan von Heijne és
Blomberg  1977-ben leirtdk  azt az
észrevételiket, hogy a B-redén belil is
rendez6dnek az aminosavak: egyesek
preferdljdk  egymas  kozelségét, mdsok
nem.[87] Csak a legkozelebbi aminosavakat

figyelembe véve, haromféle elrendez6désben

tudnak kolcsonhatni az oldallancok: a lancon
7. abra: két szomszédos B-szalban egymashoz kézel
lévé oldallancok lehetséges kdlcsonhatasai
egymassal.[87]

bellli szomszédok, a lancon bellli masodik
szomszédok, és két szomszédos szalban,
egymassal szemben 1évé aminosavak. (7. dbra) Az alacsony mintaszdm miatt az aminosavakat
csoportosan tekintették: hidroféb (Leu, lle, Phe, Met, Trp, Tyr, Val, Cys), semleges (Ala, Pro, Gly, Thr,
Ser) és polaris (Asn, Asp, GIn, Glu, His, Leg, Arg) aminosavakat kiilonboztettek meg. A korrelaciod
megallapitasahoz 6sszeszamoltak, hogy a harom elrendez6dés szerint hany aminosav par fordul el
az egyes tipusokbdl (polaris-polaris, poldris-semleges, stb.), a megfigyelt el6fordulast
Osszehasonlitottdk a véletlenszer( eloszlasnak megfelel6, varhaté el6forduldssal. Azt talaltak, hogy a
legerésebb korrelacio a szalak kozotti, egymassal szemben |év6é aminosavak kozott van, (a 7. abran a-
val jel6lt kolcsonhatds), a madsik két kolcsonhatds mentén az aminosavak eloszldsa nagyjabdl
egyenletes. Ezt megerdsitették a x* statisztikai prébaval, amely szerint csak az emlitett kélcsonhatds
mentén megfigyelt korrelacié mutatkozik szignifikansnak 0,1%-os konfidencia szint mellett. A x*-
probat a késébbiekben részletesen is bemutatom.

Lifson és Sander 1980-ban megismételték a vizsgdlatot egy nagyobb mintdn, és hasonld
eredményre jutottak, mint von Heijne és Blomberg, de még mindig nem tudtak minden egyes
aminosavra lebontva vizsgdlni a parkorrelaciot.[88] Erre el6szér 1995-ben nyilt lehetdség, amikor mar
kell6en sok fehérjeszerkezet allt rendelkezésre.[3] Ezek utdn tobben ugyanezeket a szamolasokat

ismételték meg.[23, 89-93] Képletekkel 6sszefoglalva minden egyes i,j aminosav parra:

! (1)
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ahol o; a megfigyelt parok szama (observed), E; a parok szdmanak varhatd értéke (expected),
(ez a véletlenszer(i eloszldasnak megfelel§ eléfordulds), g; pedig a kett6 hanyadosa, melyet a
tovabbiakban pdrpreferencia értéknek hivok. A parpreferencia érték jelzi két aminosav egymashoz
valé viszonyuldsat: ha az adott aminosav par preferdlt, akkor a parpreferencia érték nagyobb 1-nél,

ha nem preferalt, akkor kisebb. A varhaté el6forduldst a kovetkez6képpen lehet meghatarozni:

"N 2)
ahol n; és n; az i-edik és j-edik aminosav 0sszes el6fordulasa, N pedig az sszes aminosav.

20 aminosav esetén az Osszes parpreferencia értéket egy 20x20-as tablazatba lehet foglalni,
amelyre a tovabbiakban pdrkorreldcids tabldzatként fogok hivatkozni. A parkorrelacids tablazatnak
20x20, azaz 400 eleme van, de a szimmetrikus pozicioban lévé offdiagonalis elemek parosaval
megegyeznek, mivel az olyan parok azonosak, mint az A-B és B-A. Igy 6sszesen 210 féle aminosav par
|étezik, ha nem kiilonboztetjik meg az AP10, AP14 és PARL pdrokat.

A pdrkorrelacidkat vizsgdld és szamszerlsit6 munkdk kvalitative hasonlé eredményekre
jutottak, amely az ismert kozmondassal foglalhatd 0ssze: hasonlé a hasonlénak 6rvend. Erés pozitiv
korrelacié figyelhet6 meg az apolaris oldallanci aminosavak kozétt (Val, lle, Leu), az aromasok kdzott
(Phe és Tyr), valamint nagy Osszetartd erG az elektrosztatikus kompatibilitas (pl. Glu és GIn az Arg-nel
vagy a Lys-nel). Ugyanakkor negativ korrelacié tapasztalhaté az elektrosztatikusan ellentétes toltési
aminosavak kozott, valamint a kiilonb6z6 természet(, példaul polaris és hidroféb aminosavak kozott.

Wouters és Curmi, Hutchinson és mts., valamint Fooks és mts. az egyes parpreferencia értékek
statisztikai szignifikancidjat szintén a x’-teszttel ellendrizték. Mi Fooks és mts.-hoz hasonldan a Yates-
korrigalt x*-tesztet fogjuk alkalmazni.[94] Ennek sordn minden egyes aminosav parhoz készitiink egy
2x2-es, Un. kontingencia tablazatot, amelyben a minta 6sszes aminosav parjat a kdvetkezéképpen
csoportositjuk, példaul egy tetsz6leges A-B par esetén: A-B, A-nem B, nem A-B, és nem A-nem B. Erre

a négy értékre Osszegezziik az alabbi képletet:

>
_0,5/

72 = 24: ﬁ)i - E
= 3)
ahol a jelolések valtozatlanok.

A statisztikai teszt soran egy nullhipotézist mondunk ki, amely a y*-teszt esetében nem mas,
minthogy A és B a mintaban egymdstdl fliggetlenek. Ennek cafolasara vagy elfogaddsara egy adott
megbizhatdsagi, vagyis konfidencia szint mellett tgy nyilik lehetség, hogy a kiszamolt y*-értéket
Osszehasonlitjuk statisztikai tdblazatokban taldlhaté értékekkel, a minta szabadsagi fokanak

fliggvényében, ami a szabadon megadhatd elemek szdma (2x2-es tablazat szabadsagi foka 1.) 1
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szabadsagi fok esetén, ha xz > 23,93, az arra utal, hogy a nullhipotézisiinket p = 0,000001 tévedési
valdszinlséggel elutasithatjuk, vagyis az adott két aminosav korreldcidja szignifikans.[23, 95]

A szalak kozotti kolcsonhatasra (cross-strand interaction vagy inter-strand interaction) az
irodalomban gyakran hivatkoznak, és a parpreferencia értékeket felhasznaljak mas munkdkhoz is. A
parkorrelacid szerepet jatszik a y-kanyarok stabilitdsaban, ha a kanyar el6tt és utdn néhany aminosav
B-hidat képez [96-98]. Segitséget nyujt a fehérje feltekeredés megértésében is [92, 99], de taldn a
legfontosabb, hogy alkalmazhaté az aggregacidés hajlam joslasaban [93, 100, 101] és a de novo
fehérjetervezésben [22, 55, 102, 103]. Kulon vizsgaljdk az oldallancok orientdcidjdnak a hatasat is a
parkorrelaciéra.[104, 105]

Osszességében azt mondhatjuk, hogy a parkorrelacié jelenségét komoly tudomanyos

érdekl6dés ovezi, és sok kapcsolddd kutatas igényli a parpreferencia értékek pontos meghatdrozasat.

3.3 Az alkalmazott kvantumkémiai modszerek

Az elmult években az elérhet6 szdmolasi kapacitas novekedésével egyre inkabb teret héditott
a szamitogépes kémia a fehérjekutatas teriletén. ElGszeretettel alkalmazzdk konformdcids
vizsgalatoknadl a potencialis energia fellilet szdmolasahoz, molekuladinamikai er6terek fejlesztéséhez,
elektrosztatikai potencidlok meghatarozasahoz, spektroszkdpiai paraméterek becsléséhez, kiiléndsen
a fehérje NMR teriiletén.[106] A mi vizsgdlataink sordn az aminosavak oldallancai kozotti
kolcsdnhatdsi energia szamolasaban bizonyult hasznosnak (7.7. fejezet).

A kvantumkémiai mddszerek a Schrédinger-egyenlet megoldasat célozzak:

(4)

ahol a rendszer Hamilton-operatora, E az energidja, ¥ pedig a rendszert leird

hullamfliggvény, amelybdl tobbnyire meghatdrozhatdk a rendszer tulajdonsdgai. A hulldmfliggvény

az absztrakt Hilbert-tér eleme, amelyen a Hamilton-operator is hat.[107]
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3.3.1. A Hartree-Fock-modszer

A Schrodinger-egyenlet megolddsat legegyszerlibben a Hartree-Fock médszer kozeliti.[108]
Ebben a rendszer hullamfliggvényét az egyelektron hulldmfliggvényekbdl képzett determindnssal
irjuk le. Ennek kovetkeztében a rendszer Hamilton-operatora egyelektron operdtorokra esik szét,

amelynek alakja:
_ — (5)

Az Osszeg els6 tagja az elektronok kinetikus energidjat irja le, a mdsodik a mag-elektron
kolcsdnhatdsokat, a harmadik tag pedig az elektronok kozotti kdlcsdnhatast kozeliti egy atlagos, un.
effektiv potenciallal. A megolddst egy iterativ eljards sordn kapjuk: el6szér kezdeti pdlyakat
valasztunk, azokbdl kiszamoljuk az effektiv potencialt, majd megoldjuk az egyelektron egyenleteket:

(6)
amelyekbdl 4j palyakat kapunk. Ezt a mddszert az irodalomban SCF (self consistent field)
madszernek nevezik. A Hartree-Fock-médszer olcsd, azonban pontatlan, mivel nem veszi figyelembe

az elektronkorrelaciot.

3.3.2. ADFT modszer

Az Osszetettebb maddszerek koziil az egyik legnépszeriibb a slrlségfunkciondl-elmélet (DFT,
density functional theory). A DFT mddszerek az els6 Hohenberg-Kohn-tételen alapulnak.[109] E tétel
szerint az alapallapotu elektrons(rlség egyértelmlen meghatarozza a rendszer potencialfiiggvényét,
ebbdl kovetkez6en pedig a rendszer Osszes mérhet6 tulajdonsagat, beleértve a gerjesztett

elektrondllapotok tulajdonsagait is. Ezt fejezi ki a kovetkezd egyenlet.

A=ab_ @)

irjuk fel a rendszer energiajat mint az elektrons(riség funkcionaljat:

Eb=1bv_bav _b=rFb o) (8)

ahol T az elektronok kinetikus energidjabol adddo jarulék, V.. és V,. pedig az elektron-elektron
és mag-elektron kolcsdnhatdsbdl szarmazd jarulék. Kihaszndlhatjuk, hogy a mag-elektron vonzas

minden elektronra ugyanakkora, és a jobb oldalon 1évé integrallal irhatd fel. igy a T és V.. tagot dssze
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tudjuk vonni F-be, amely a Hohenberg-Kohn-funkcional. Ez egy kiils6 potencialtdl fliggetlen, kizardlag
a részecskeszamtdl fliggs funkcional.

A madsodik Hohenberg-Kohn-tétel kimondja, hogy ha a rendszer alapdllapotanak energidja Ej,
elektrons(rlsége pedig po(r), akkor barmely p proébasirlségre a kapott energia E[p] > E,.[109]
Variacids uton tehat meg is lehetne hatdrozni a funkcionalt, de F-et nem ismerjik.

Egy apré triikkel azonban at tudjuk alakitani a kérdést. Egy olyan fiktiv rendszer Hohenberg-

Kohn-funkcionadljat kénnyen fel tudjuk irni, amelyben az elektronok nem hatnak kolcson:

Fh=1 b=obse_b_ o)

ahol T; a fiktiv rendszer kinetikusenergia-funkcionalja, amit kdnnyen fel tudunk irni, J a V,.-bél
a klasszikus Coulomb-tag, amit szintén ismerink, E,. pedig az un. kicserélédési-korrelacids funkcional,
aminek az alakjat viszont tovdbbra sem ismerjuk.

Az energidt varidciésan érdemes szamolni:

b b ~orb_ab_ e b - oor b
5p € _ X DI AT ST S 5p( I D

¢
(10)

A variacios problémat a Hartree-Fock mddszerhez hasonlé iterativ eljarassal meg tudjuk oldani:

{——V“rvﬁ (ﬂw _an”(pj

(11)

Ez a Kohn-Sahm-egyenlet[110], a megoldasai a Kohn-Sahm-palydk, amelyek segitségével
meghatarozhatd az elektronslirlség, ebbdl pedig a rendszer energidja. A DFT moddszerek nagy
népszerliségének az oka, hogy nagyszerlen alkalmazhaté esetiikben a Hartree-Fock-mddszer miatt
mar a legtdbb kvantumkémiai programcsomagba el6z6leg implementalt SCF formalizmus.

A nehézséget az jeleni, hogy E,. alakjat nem ismerjik. A multban szamos prébalkozas tortént
ennek a hidnynak az orvoslasara, amelyek mindegyikéhez egy-egy lehetséges DFT-mddszer parosul. A
maddszer nagy hatranya, hogy nem tudjuk a hibajat becsliilni, de a tapasztalat mégis azt mutatja, hogy
relative kis szamolasigény igen pontos eredményeket ad. Mi a szamoldsok soran az egyik

leggyakrabban hasznalt, B3LYP[111] funkciondl mellett az M052X[112] funkcionalt alkalmaztuk.
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3.3.3. A BSSE hiba és a counterpoise korrekcio

A bazisatfedési hiba (basis set superposition error, BSSE) altaldban egymashoz gyengén kotott
molekuldk, példaul komplexek esetében keletkezik annak eredményeképpen, hogy az egyik molekula
kihasznalatlan palyai a masik szdmara elérhetévé valnak, ezaltal ndvelve annak bazisat, és mélyebb
energiaszintet josolva a szerkezetnek a valésagosnal.[113, 114] Bizonyos esetekben intramolekularis
atfedés is okozhat hibat.[115] Ennek kikiszobolésére tobb megoldas is l|étezik: a Chemical
Hamiltonian Approach[116] vagy a BSSE-free SCF moddszerek.[113] Mi a counterpoise correction
mddszert hasznaltuk, amelynek sordn a hibdt egy AB komplex esetében a kovetkez6 képlettel

becsiljik [117-119]:

C _ a \_ avup ~ Vid \_ avup =
AE® =ES QO EL QM EL B EL"6. (12)

ahol a és B az A és B molekulara illesztett bazist jel6li, a zardjelben jeldljik a tényleges
rendszert, aminek az energidjardl sz6 van, az alsé indexben talalhaté AB pedig a geometriara utal,
melyet a hibaszamitas kozben nem valtoztatunk. llyen mddon a teljes energia:

E® @B =E

total total

4. Problémafelvetés, célkitiizés

Az 1995 és 2010 kozott elkészitett parkorrelacids tablazatok mind kiilonb6z6 adatkészletekbdl
dolgoztak, méretiik 253 és 4036 fehérjelanc, illetve domén kozott valtozott.[3, 23, 89, 93] Mas volt az
adatkészletek redundancidjanak mértéke, illetve a sz(irési algoritmus. igy nem lepédtiink meg, mikor
észrevettiik, hogy bar a tendencidk hasonldak, a konkrét parpreferencia értékek sok ponton eltérnek
az egyes tablazatok kozott. Az 1. tablazat két kordbbi adatbdazis eredményeit hasonlitja 6ssze hdrom
altalunk elkészitett adatkészlet eredményeivel (melyeket a kés6bbiekben részletesen is bemutatok).
A parkorrelacios tablazatok hasonldésaganak mérésére a Pearson-féle korrelacidés koefficienst
haszndltuk. A képletben az egyes parpreferencia értékekre 6sszegeztiink:

(14)

ahol cov(X,Y) a kovarianciat, o(X,Y) a szérast (standard deviacid) jelolik, és az atlagot

jelentik.[120] A Pearson-féle korrelacids koefficiens értéke -1 és 1 kozott valtozik aszerint, hogy az
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Osszehasonlitott X és Y adathalmazok korreldlnak (corr = 1), fliggetlenek (corr = 0) vagy
antikorrelalnak (corr = -1). Ennek megfelel6en két adatbazis 6sszehasonlitasakor 1 kdzeli Pearson-féle
korrelacios koefficienst varunk.

Fent kifejtettem, hogy a parpreferencia értékek sok tovabbi vizsgdlat soran hasznosnak
bizonyulnak, am most az derl ki, hogy gyakran nem egyértelmdek. Sziikség van arra, hogy egy
megbizhatd betanitd adatkészletet hozzunk Ilétre, és donteni tudjunk arrdl, hogy egy-egy

fehérjeszerkezetet milyen kritériumokkal vegylink be vagy hagyjunk el.

1. tablazat: kiilonb6z6 adatbazisok parpreferencia értékei k6z6tt szamolt Pearson-féle
korrelacios koefficiensek. Az 1-3. adatbazis sajat eredmény, a 4-5. adatbazisok
az irodalomban korabban k6zolt eredményekbdl szarmaznak.

Adatforras 1 2 3 4 5
PDB select 2009 |1 1,00 {0,91/0,85/0,59|0,68
WHATIF 2009 2 1,00(0,88/0,61|0,71
PISCES 2010 3 1,00/0,52/0,68
Wouters 1995 [3] |4 1,00/0,69
Fooks 2006 [23] |5 1,00

Szintén szikség van arra, hogy tudjunk mondani valamit egy-egy pdrpreferencia érték
megbizhatdsagardl, illetve az egész adatbazis josdgdrdl, azonban az adatok validaldsa sordn is
nehézségekbe Utkoztiink. Az derilt ki, hogy az adatkészlet méretének névekedésével a x*-prdba
alkalmatlanna valik, ugyanis szinte minden aminosav parra gyakorlatilag 100%-os konfidencia szint(
korrelaciot josol. Ez kdvetkezik a (3) egyenletbdl is: mivel az aminosav parok megfigyelt és varhaté
gyakorisaga is nagyjabdl linedrisan n6 az Gsszes aminosav par szamaval (vagyis az adatbazis
méretével), a szamlaldban nagyjabdl négyzetes, a nevez6ben pedig nagyjabdl linearis novekedés
varhatd, tehat a x>-érték is nagyjabdl linearisan fog néni. A szabadsagi fokok szdma természetesen
nem né (Yates-korrigalt x’-teszt esetén 2x2-es tablazatra mindig 1). Ennek kdvetkeztében a x*-érték
egyre nagyobb lesz, igy egyre nagyobb valdszinliséggel utasithatjuk el a nullhipotézist.[95] Ezt a sajat
tapasztalatunk is megerdésiti (8. abra), amely szerint ha a felhasznalt lancok szdma meghaladja a
kétezret, a x>-érték mar olyan nagy lesz, hogy nincs értelme a x’-prébat hasznalni. Ez nyitva hagyja azt
a kérdést, hogy a tovabbiakban hogyan tudjuk megallapitani egy adott adatbazisrél, hogy a benne
|év6 adatok mennyire megbizhatdak. LehetGségiink van ugyan a Pearson-féle korreldcids koefficienst
haszndlni, de ez csak az adatbazisok egymdstdl valdé eltérésérdl ad informaciot, ami példaul két

,hagyon rossz” adatbazis esetében is lehet kicsi.
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x2-értékek k atlaga a teljes
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8.4dbra:a xz-értékek és az adatbazis méretének korrelacidjat szemléltet6é diagram. Az adatok az NMR-es
fehérjeszerkezetekbdl szarmaznak (4. tablazat).

A fenti problémak felismerése utan a kovetkezd célokat tiztlik ki magunk elé:

1.

Egy olyan standard eljaras kidolgozasa a parkorrelaciés vizsgalatokhoz, amely kdvetni
tudja a folyamatosan béviilé adatbazisokat.

Egy olyan validalasi eljaras kidolgozasa, amely 6nmagdban képes az adatkészlet
josdganak becslésére, és ez a jésadgi paraméter Osszehasonlithatdé a tobbi
adatbaziséval.

A parpreferencia értékék fliggésének megallapitasa a kiindulasi adatkészlet
paramétereitl, azaz az adatbazis méretétél, a szerkezetmeghatarozas maédjatél (NMR
spektroszkdpia, rontgenkrisztallografia), rontgenszerkezet esetén a josagi
paraméterektSl (felbontas, R-faktor), az adatkészlet redundancia szintjét6l és az
alkalmazott sz(irési algoritmustadl.

A parpreferencia értékek Osszefliggésének felderitése az oldallancok kozotti

kolcsdnhatasi energidval.

5. A statisztikai analizis bemutatasa

5.1. A kiindulasi adathalmaz

A kiinduldsi adataink harom csoportra oszthatok: a PDB (Protein Data Bank, [121])

rontgenszerkezetei, a PDB NMR-szerkezetei, valamint 3 ingyenesen elérhetd, elGszlirt adatbazis

szerkezetei.
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Az ingyenesen elérhet6, elGsz(irt adatbazisoknak az atlagos felhasznalé szamara megvan az az
elényik, hogy relative kicsik, ezért konnyen kezelhetdk, vdlogatva vannak a szerkezetek jésagi
paraméter szerint (felbontas, R-faktor), és nemredundansak, ezért a szliréssel sem kell bajlodni.
Hatranyuk, hogy csak rontgenszerkezeteket tartalmaznak. A mi munkank soran felhasznalt 5
kiilénboz8 elbsz(irt adatkészletet tartalmazza a 2. tablazat.

Mivel NMR-es szerkezeteket is vizsgalni szerettlink volna, és a kilonb6z6 redundanciasz(iré
algoritmusok kozotti kilonbség is érdekelt minket, ezért ugy dontottink, hogy felhasznaljuk az

Osszes, PDB-ben taldlhaté NMR-, valamint rontgenszerkezetet (3. tablazat).

2. tablazat: az altalunk felhasznalt ingyenesen elérhetd, el6sziirt adatbazisokbodl szarmazé
fehérjeszerkezeti listak, és a rontgengszerkezetek josagi paraméterei.

.| 2 3. | 4 5,
Adatforras PDB select [61] | WHATIF [70] | PISCES [71]
Datum 2010.03.23. 2009.02.28. | 2010.09.12.
Max. lanc azonosséag (%) | 25 25 30 30 25
Felbontas (A) 15 1,75 1,8 1,8 1,8
R-faktor 0,18 0,18 0,18 | 0,19 0,25
Lancok szama 1020 | 1516 |1962| 2519 3416

3. tablazat: a PDB-bdl felhasznalt fehérjeszerkezetek, valamint a keresési feltételek.

Rontgenszerkezetek | NMR-szerkezetek

Kisérleti modszer Roéntgenkrisztallografia Oldat NMR
Tartalmaz fehérjét lgen Igen
Tartalmaz DNS-t Nem Nem
Tartalmaz RNS-t Nem Nem
Tartalmaz hibridet Nem Nem
Max. felbontas (A) 2,0 -

Max. R-faktor 0,25 -
Letoltés datuma 2012.07.11. 2011.07.06.
Fehérjék szama 28674 7792
Lancok szama 57331 9037

5.2. A redundanciasziirés

A ,hasonlésag” (similarity) és a ,homoldgia” (homology) fehérjékre vagy nukleinsavakra
vonatkozé fogalmak, melyeket gyakran tobbféle értelemben hasznalnak. En Reek és mts. ajanlasanak

megfelel6en a kovetkez6ket értem rajtuk.[122]
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Két fehérje akkor homoldg, ha bizonyithatdan kozos 6stdl szarmazik, tehat mindenképpen van
koztiik valamilyen fejl6déstani kapcsolat. A homolégia vagy fennall, vagy nem; nem lehet kiilonb6z6
szintekrél beszélni. A hasonlésag jeloli ezzel szemben az egyezést két fehérje szerkezetében vagy
szekvencidjaban, amely altalaban kifejezhet6 valamilyen szammal. Se a szekvencialis , se a szerkezeti
hasonlésag nem bizonyitja a homoldgiat, ami lehet pusztan konvergens fejl6dés eredménye is,
ugyanakkor szerepet jatszanak az érvelés alatdmasztasaban.

A fehérjék szerkezeti hasonlésag alapjan térténd csoportositdsdara komoly tudomanyos igény
van; a 3.1. fejezetben felsorolt nemredundans adatbdzisok jo része ezt a mddszert koveti (pl. SCOP,
CATH, SMS, stb.) [63-66, 75]

Mi magunk a szekvencidlis hasonlésagot (sequence similarity) vizsgaltuk, amely az elsédleges
szerkezet, tehat az aminosavak sorrendjének hasonldsagat jelenti. Szamszer(siteni lehet az adott
pozicibban azonos aminosavak és az 0Osszes aminosav szazalékosan kifejezett aranyaval. A
biostatisztikdban bevett szokas szerint ezt a mennyiséget szekvencia azonossagnak hivom (sequence
identity). 100%-os szekvencia azonossag két egyforma lancra utal, vagy két olyan lancra, ahol az egyik
szekvencidja teljes mértékben tartalmazza a masikét. Egy 25%-os szekvencia azonossagi
kiiszobértékkel rendelkez6 adatbazisban semelyik két l[dnc k6zott nem lehet magasabb a szekvencia
azonossag, mint 25%. Mivel a szekvencia és a térszerkezet 6sszefliggenek egymassal, a szekvencia
azonossagnak is komoly jelent&sége van a fehérjék csoportositdsanak szempontjabdl.

A nemredunddns adatkészletek haszndlatdnak sok esetben praktikus oka van: nem érdemes
nagy mennyiségli adatot feldolgozni, ha ugyanazt az informacidmennyiséget sokkal kisebb
adatkészletbdl is kinyerhetjik. (Klasszikus példa: sok fehérje tébbszér van benne a PDB-ben, vagy
ugyanannak a fehérjének nagyon sokféle variansa van, amelyekben a szerkezet nagy része azonos).
Egy statisztikai analizis soran azonban a redundancia eltavolitdsdanak ennél sokkal nagyobb
jelent6sége van. Ugyanis a parpreferencia értékeket éppen egy adott aminosav par el6fordulasi
gyakorisagabdl szamoljuk ki. Ha viszont egy szekvencia, vagy egy teljes B-red6 tobbszor szerepel,
akkor a benne szerepl6 aminosav parok sulyat tévesen nagyobbnak szamolhatjuk. Ezzel szemben ha
nagyon alacsonyra allitjuk a szekvencia azonossagi kiliszObértéket, akkor nagyon lecsdkken az
adatkészlet mérete, ami szintén rontja a statisztikai elemzés megbizhatdsagat.

Az alapveté nehézséget két dolog jelenti. Egyrészt egy adatkészletnek nem egyértelmi a
nemredundans részhalmaza, kilonb6z6 szlrési algoritmusokkal masféle eredményhez jutunk.
Masrészt pedig a szlirés a teljes szekvencidra vonatkozik, tehat nem tudjuk, hogy mennyi B-redét
hagyunk el, vagy tartunk meg hibdsan. Indokolt tehat a kiilonb6z6 szlrési algoritmusok vizsgalata,

ahogy a kiilonboz6 szekvencia azonossagi szintek 6sszehasonlitasa is.

21



A redundanciasz(irés hatdsat az NMR-es adatkészleten teszteltik. Kivalasztottunk harom
szlir6programot (PDBSelect, cd-hit, PISCES), amelyek egymastdl eltéré szlrési algoritmust
hasznalnak.

A PDBSelect egy el6re definialt sorrend mentén, amely sorrendet a felhasznalé mddosithat;ja,
végighalad a listaban felsorolt fehérjéken vagy fehérjeldncokon, és, ha az éppen vizsgdlt fehérje
megfelel az esetlegesen kiszabott kritériumoknak (lanchossz, felbontds, stb), akkor megvizsgalja,
hogy a mdr kivalasztott lancok valamelyikével nem mutat-e a vizsgalt lanc a kiiszobértéknél nagyobb
szekvencia azonossagot. Ez alapjan az vizsgalt lancot elveti vagy beveszi az kivalasztott lancok kozé.

A PISCES program a bemenetként megadott fehérjéket vagy fehérjelancokat algoritmikusan
sorbarendezi novekv6é felbontds, azonos felbontds esetén pedig novekvé R-faktor szerint, az
esetleges NMR-es szerkezetek pedig a lista végére kerllnek. Ezt kovetGen az elsé lancot
automatikusan beveszi a kivalasztott lancok k6zé, majd a listardl kihtizza az Osszes olyan utadna
kovetkez6t, amely a kiiszobértéknél magasabb szekvencia azonossdgot mutat a vizsgalt lanccal. llyen
maddon végighalad az 0sszes felsorolt lancon.

E két modszer kritikus |épése a szekvencidk Osszehasonlitdsa. A lancokat egymas mellé
rendezve azt a , legjobb” elrendezédést kell megtalalni, amelyben a lehet6 legtobb azonos aminosav
szerepel a két lancban, figyelembe véve az esetlegese beékel6déseket, (példaul ha két szekvencia
csak abban kilonbozik, hogy az egyik néhdny aminosavval hosszabb, mint a masik, viszont az a
néhany plusz aminosav nem a szekvencia végén, hanem a kdzepén szerepel.) Ha minden lehetGséget
figyelembe szeretnénk venni, akkor két, N hosszisagu szekvenciat " lehetésges
elrendezédésben kell dsszehasonlitanunk. Ez 250 aminosav esetén 10'*° nagysagrendbe esik, ami
Oriasi szam, gyakorlatilag lehetetlen ezt a mddszert alkalmazni. Valamelyest egyszer(siti a helyzetet a
Needelman-Wunsch-algoritmus, amely egy NxN-es matrix elemeinek meghatarozasara, és a matrix
celldiban torténd konszekutiv keresésre csokkenti a szlikséges szamitasokat.[123] Mivel a bemeneti
lista minden egyes fehérjéjét 6ssze kell hasonlitani az 6sszes tdbbivel, a szamitas még igy is igen
hosszura nyulhat. A masik gyengesége a PISCES és PDBSelect programok altal hasznalt algoritmusnak,
hogy az eredménynek fliggenek a bemeneti adatok sorrendjétdl. Igaz, a PISCES program sorbarendezi
a szerkezeteket, de ezt is valamelyest 6nkényesen teszi.

A cd-hit program mind a két problémat kikliszobdli az an. short-word filtering (,révid szavak
szlirése”) hasznalataval. Belathatd, hogyha két szekvencia egy bizonyos szint(i azonossagot mutat,
akkor sziikségszer(i, hogy tartalmazzanak valamennyi azonos dipeptidet, tripeptidet, stb., amelyeket
,rovid szavaknak” (short-word) neveznek. Példaul két, 100 aminosavbél allé polipeptid 80 %-os
azonossag esetén legaldbb 70 azonos dipeptidet, 55 tripeptidet, 25 pentapeptidet tartalmaz. A cd-hit
2-5 peptid hosszUsagu ,rovid szavakat” vizsgdl, amelyek kénnyen indexelheték, és ezért nagyon révid

id6 alatt rengeteg, egymashoz viszonlag hasonld lancot azonositani lehet. A program klaszterekbe
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sorolja a lista fehérjéit vagy fehérjelancait. Barmely klaszteren beliil a lancok nagyobb azonossagot
mutatnak egymdssal a megengedett kiiszobértéknél, de a kiilonb6z6 klaszterek fehérjéi legalabb a
sziikséges mértékben kilonboznek egymastdl. A reprezentativ adatkészletet minden klaszter
leghosszabb képvisel6jéb6l all. Az algoritmus hatrdnya, hogy 40%-os szekvencia azonossagi
kiiszObérték ald nem lehet vele menni, valamint a gyors szamolas érdekében fel kell adni a

matematikai korrektséget, hiszen a ,,rovid szavak” keresése valdszin(iségi alapon valésul meg.

4. tablazat: felhasznalt NMR-es fehérje adatkészletek, A harom bemutatott programmal
feltlintetve a szekvencia azonossagi kiiszobot.
ugyanabbdl a kiinduldsi adatkészletbdl (3. tablazat,

Oldat NMR) tobb kilénb6z6 szekvencia azonossagi

: Azonossag| Lancok
Algoritmus (%) szama kiiszobérték( listat allitottunk els, melyeken kiilén-
25 2270 kiilon elvégeztiik a parkorrelaciés analizist (4.
PDBSelect 30 3122 tablazat). A PDBSelect és PISCES weboldalan
[61] ig 2;;2 megtaldlhatok az el8sz(irt adatbazisok is, de az

50 4116 NMR-es szerkezetek vizsgdlatdhoz nem ezeket,

25 2560 hanem magukat a sziir8programokat hasznaltuk
SCES 22 éggi fel. A szlrBalgoritmusok kilonb6z6ségét szemléleti
PISCE

[71] 40 3527 a 9. abra, amelyen latszik, hogy ugyanabbdl a

45 3806 kiindulasi adatkészletbdl kiilonb6zé méretl listak

50 4017 alinak el.

40 3138 B o
cd-hit 50 4001 A rontgenszerkezeteken a josagi
[72-74] 60 4570 paraméterek vdltoztatdsanak hatasat akartuk

70 4885 tesztelni, ezért felbontas és R-faktor szerint

teljes lista - 9047

megsz(irt listdkat hoztunk létre . Mindazonaltal a

biztonsag kedvéért a rontgenszerkezeteken is végrehajtottunk egy redundanciaszlirést: a cd-hit
programmal 40%-os szekvencia azonossagi kiiszobot allitottunk be, és az igy kapott listdn, amely
|ényegesen kisebb volt, mint az eredeti, megismételtiik a j6sagi paraméterek szerinti csoportositast

(5. tablazat).
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9. abra: a teljes NMR-es adatkészletbdl rendundanciasziiréssel elGallitott listak, részletesen Id. 4. tablazat. Latszik, hogy a
kilonbo6z6 algoritmusok mas-mas listat hoznak létre, még akkor is, ha ugyanakkora azonossagi kiiszobértéket allitunk be.

5. tablazat: rontgenszerkezetekbdl allé redundans és nemredundans listak. Minden lista meghatarozott josagi
paraméterrel (felbontas, R-faktor) rendelkezd szerkezetekbdl all. Az nemredundans listak cd-hit programmal késziiltek,
40%-os azonossagi kiiszébbel. Latszik, hogy a redundanciasziirés legalabb negyedére csokkenti a listak méretét.

Redundans adatkészlet (lancok szama)

Max. R-faktor

Maximalis felbontas (A)

1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
0,10 51 69 72 78 78 86
0,13 246 622 847 968 1005 1037
0,16 347 1151 2184 3335 4588 5551
0,19 369 1333 3182 6564 11991 17638
0,22 381 1402 3558 8220 16409 26736
0,25 383 1411 3606 8475 17160 28664

Nemredundans adatkészlet (cd-hit, 40 %) (lancok szama)
Maximalis felbontés (A)
Max. R-faktor

1,0 1,2 14 1,6 1,8 2,0
0,10 7 10 10 10 10 11
0,13 34 89 134 160 167 173
0,16 49 194 447 793 1087 1316
0,19 52 228 671 1637 3089 4780
0,22 53 242 756 2053 4368 7704
0,25 53 244 765 2139 4623 8378
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5.3. Az SDB program

A teljes statisztikai analizist egy sajat fejlesztés(i programmal végeztiik el, melynek a Sheet
Database Builder, roviden SDB nevet adtuk. A programot Jakli Imrével kézosen, Java nyelven irtuk;
mintegy 30 osztdlybdl, 6sszesen tébb mint 15000 programsorbdl all. A program aktualisan legfrissebb

verzidja megtaldlhatod az interneten (http://www.chem.elte.hu/departments/jimre/sdb/).

Bemenetként a négybetlis PDB kddokbdl (pl. 1ACY), vagy pedig 6tbetlis, PDB kodbdl plusz a
fehérjelanc kodjabal (pl. 1ACYB) all6 listat fogad. A fent bemutatott szlir6programok kimenetét (cd-
hit, PISCES, PDBSelect) is képes feldolgozni. Megadhaté egy vagy tobb lista is, amelyekre kilon-kilén
elvégzi a parkorreldciés analizist, a végén pedig Osszehasonlitja az eredményeit. Ennek részleteit
késébb bemutatom.

Az SDB program elsd lépésként letolti a PDB weboldalardl (http://www.rcsb.org) a listdban

szerepl6 fehérjék szerkezeti fajljait, amelyekre a tovabbiakban PDB fajlként fogok hivatkozni. A PDB
fajlok tartalmazzak a fehérje szekvenciajat, az atomi koordinatakat, valamint még egy sor informaciot
a fehérjérdl, amelyet mi kozvetlenil nem hasznalunk fel.

A program tovabbi funkcidira a statisztikai analizis egyes lépéseinek részletes bemutatdsakor

kitérek.

5.4. Masodlagos szerkezeti elemek meghatarozasa

Szamos olyan program létezik, amely felismeri a masodlagos szerkezeti elemeket a fehérjében.
(PROSIGN [124], P-SEA [125] STRIDE [126], DSSP [21], stb.) Munkank soran a DSSP egyik
tovabbfejlesztett vdltozatat hasznaltuk, a DSSPcont-ot [127]. Egy algoritmus szerint parcialis
toltéseket helyez el az atomokon, és a haromdimenzids koordinatdk alapjan a hidrogénkotések
erdsségét becsli. A masodlagos szerkezeti elemeket (6sszesen nyolcfélét: 3,9-hélix, a-hélix, m-hélix,
kanyar, B-redd, B-hid, hajlat [bend], hurok [loop]) a hidrogénkotés mintazat alapjan rendeli hozza az
aminosavakhoz. A B-redét és a B-hidat a 2.2. fejezetben bemutatott mintazatrdl ismeri fel.

A DSSP program bemenete egy tetsz6leges PDB fajl. Nem tudja azonban megfeleléen kezelni
az NMR szerkezeteket, ugyanis ezekben gyakran tobb, akar 10-20 szerkezeti modell van felsorolva,
ezzel mintegy tikrozve a fehérje kiilonbozé régidinak mozgékonysagat. (A modelleket Iényegében
egy-egy fényképnek tekinthetjik egy folyamatosan mozgé lancrél). Szamunkra ez egy nagyon fontos
effektus, ugyanis a fehérjével egyltt a P-red6k is mozognak, ami szlikségessé teszi annak
mérlegelését, hogy a redd, és a redé6t felépité aminosav parok szerkezetileg mennyire stabilak. Ezzel

szemben a DSSP mindig az els6 modell alapjan értékeli ki a PDB fajlt. Bar a B-reddk altalaban a
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fehérje leginkdbb robosztus részét képezik, ez adott esetben hibat eredményezhet, példaul ha egy

relative instabil B-red6rél pont az els6 modellben egy olyan ,fénykép” taladlhatd, amelyiken a redé

éppen szétesett. Azért, hogy ezt a hibat elkeriljik, a PDB fajlokat feldaraboltuk annyi részre, ahany

modellt tartalmaztak, és minden egyes modellre elvégeztilk a masodlagos szerkezeti elemek

azonositasat a DSSP programmal.

A DSSP a kimeneti dllomanydban a kévetkezd (szamunkra hasznos) informaciok szerepelnek:

az aminosavak sorszama, amivel egyértelmden azonositani lehet 6ket a fehérjén belill,

a masodlagos szerkezeti elem fajtdja, illetve annak fontosabb tulajdonsagai (pl. hanyadik
pozici6 a kanyarban, mely aminosavval van parban a B-red6ben, parallel vagy
antiparallel parost adnak),

hogy mely aminosavakkal alakit ki hidrogénkotést, és a hidrogénkotés erGssége
kcal/mol-ban, (kiilén a donor- és akceptor-csoportokra, és kulon jeloli a bifurkalt
hidrogénhidakat),

az aminosav ¥ és @ torzids szogei, az oldallancok y; és x, torzids szogei,

a C, atomok haromdimenzids koordinatai.

Az altalunk irt SDB program képes helyben futtatni a DSSP-t, vagy letdlteni a kimeneti

allomanyokat egy kilén megadhaté URL-rél. A DSSP kimeneti dllomanyanak feldolgozasat is elvégzi.

A feldolgozds soran a kovetkezs Iépéseket hajtjuk végre:

1.
2.

Kivalogatjuk a B-red6ben vagy B-hidban Iévé aminosavakat.

Tobb modell esetén csak azokat tartjuk meg, amelyeket az NMR modellek legalabb 80%-
a ugyanolyan szerkezeti elemhez tartozénak jdsol, igy kiszlirve a nagyon instabil redéket.
Csak azokat az aminosavakat tartjuk meg, amelyiknek megtalaltuk a parjat (ugyanis nem
mindegyiknek van, pl. B-kitliremkedés (bulge) esetén).

Antiparallel parok esetén megallapitjuk, hogy AP10-es vagy AP14-es parrdl van-e szo.
Ehhez el kell donteni, hogy megfeleléen alakit-e két hidrogénkotést a parjaval,
amelyeknek eréssége legalabb 0,8 kcal/mol. Ha igen, akkor AP10, ha nem, akkor AP14.
Tobb modell esetén kiszamoljuk a torziés szégek, valamint a C, atomok koordinatdinak
szérdsat.

Végliil pedig eltdroljuk az egyes parokat. Minden egyes PDB-fajlhoz Iétrehozunk egy-egy
fajlt, amelynek 6nkényesen . sheet kiterjesztést adtunk, a belsé formatuma pedig a 10.

abran lathato.
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fifddd e 44 HE R4 HF HEEH 0444 44

Pair number 4

Pair summary: F_¥ (25_53) PARL
Beta sheet label: s

Beta chain label: b

Hydrogen bond pattern: PAEL

Models taken: 20

Distance of Ca atoma: 3.1 +/- 0.11
Firat residue

Mminc acid types: PHE

POE sequence number: 23

DS5F seguence number: 25

PLOEB chain cocde: L

PLOE inserticn code:

Fegidue sheet poaiticn: 7

Side chain crientaticn: g-

FHI1 +/- delta (PHI1): -106.7 +/- 10.6

P5I1 +/- delta(P5I1): 112.2 +/- G.1

CHI11 1 +/- delta({CHI11 1): -88.8 +/- 3.7

CHI1Z 1 +/- delta(CHI1Z 1): Hal +/- HalN
Second residue

Mminc acid type: TYR

PLOE sequence number: 59

D35F aequence number: 59

PLCE chain code: A

PLCEB inserticn code:

Feaidue sheet positicon: 7

Side chain crientaticn: g-

PHIZ +/- delta (PHIZ): -114.4 +/- 3.5

PSIZ2 +/- delta(PSIZ): 1688.8 +/- 4.4

CHI11 2 +/- delta(CHI11_Z2): -933.4 +/- 0.5

CHI1Z 2 +/- delta({CHIlz 2): Hall +/- Hal

Fiidddd SRS 4EEE 4T HE i 4444
10. dbra: az SDB program altal generalt sheet fajlok formatuma.

Tapasztalataink szerint sok mulik a szubjektiv paramétereken (hidrogénkotés erdsségének
kiiszobértéke, modellek feldolgozdsa, bifurkalt hidrogénhidak figyelembe vétele), ugyanis a legtébb
B-red6é nem olyan ,szép”, mint ahogy azt a tankonyvi abrdkon latjuk; csavarodik, kitliremkedések
vannak benne, a fehérje tobbi részével is kdlcsonhat, gyakran nem egyértelmd, hogy AP14 vagy AP10
parossal van dolgunk. Ezek valamennyire dnkényessé teszik B-red6k meghatarozasat.

Az eddig felsorolt m(iveletek (PDB f4jl feldolgozasa, DSSP fajl generdldsa és feldolgozasa, sheet
fajl generaldsa) egy jol elkialénil6 munkafazist alkotnak, melyet szinkronizaciénak hivok. Ha a
bemeneti listdban szereplé 6sszes fehérjéhez tartozik egy korabbi szamolasbdl szarmazo sheet fajl,

akkor a szinkronizacid elhagyhatd, és rogton a sheet fajlok feldolgozasara lehet térni.

5.5. A parpreferencia értékek meghatarozasa
A parpreferencia értékeket az SDB program szamolja ki. EI6szor feldolgozza a sheet fajlokat, és

a benne eltarolt parokat csoportositja aszerint, hogy AP10, AP14, vagy PARL parok. Megszamolja és

csoportositja az el6fordulé aminosavakat is. Nagyon fontos, hogy mindegyik aminosav egyértelmden
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azonosithatd legyen, mert van koztiik olyan, amelyik két parnak is tagja (pl. egy B-red6 kozepén,
ezért két parja is van), és figyelni kell arra, hogy ezeket nehogy duplan szamoljuk.

A parpreferencia értékeket az (1) és (2) egyenletek szerint szamoljuk ki, azzal a kiegészitéssel,
hogy valéjdban mindegyik paroshoz 4 érték tartozik: a teljes redére szamolt, csak az AP10-es parokra,
csak az AP14-es parokra, és csak a PARL parokra. Ezért fontos, hogy a hidrogénkotés mintazat szerint
csoportositani tudjuk a parokat és az aminosavakat is. Vegylik észre, hogy a parok szamat tekintve:

ij=1,2..,20 (15)

Viszont az aminosavak szamara

ij=1,2..,20 (16)
éppen azért, mert egy aminosav két parban is szerepelhet.

Fentebb megmutattam, hogy 210 féle aminosav par létezik. igy egy listdhoz 4 korreldcids
tadblazatot tudunk elkésziteni, amelyekben 6sszesen 840 kiilonbdz6 parpreferencia érték szerepel.

A program a parkorreldcids tdblazatokat csv formatumban hozza létre. Minden egyes redd
tipusra (ALL, AP10, AP14, PARL) egy-egy 20x20-as tablazatban 6sszefoglalja az aminosav parok
megfigyelt (o) és varhato (E;) gyakorisdgat, valamint a parpreferencia értékeket (g;). A kimenetben

ezen kivll szerepel egy-egy 0sszefoglalas az aminosavak szamardl minden egyes redétipusra.

5.6. Kiilonb6z6 adatkészletbdl szarmazo parkorrelacios tablazatok
o0sszehasonlitasa

Munkank kiindulépontja az volt, hogy a kilénb6z6 adatbazisokbdl szdrmazé eredmények
egymastdl kalonboznek. Ennek a kilonboz6ségnek a mérésére hasznaljuk a (14) egyenletben
bemutatott Pearson-féle korreldcios koefficienst, valamint egy masik mérészamot, a parpreferencia

értékek eltérésnek négyzetosszegét:

(17)

Fontos megjegyezni, hogy az 6sszegzés mind a két esetben 1-t6l 840-ig megy, tehat az Gsszes
lehetséges parpreferencia értéket 6sszehasonlitjuk. Természetesen ez a két érték hasonld tendenciat
mutat, hiszen kvalitative ugyanazt mérik, az egyetlen kilénbség, hogy a korrelacios koefficiens -1 és 1
kozott valtozik, az eltérések négyzetdsszege pedig egy pozitiv szam.

Az SDB program ezeket az értékeket szintén tablazatba foglalja. Hogy két adatbazis
hasonldsaganak vagy kiilonboz6ségének az okat fel tudjuk deriteni, a program készit még két tovabbi
tablazatot is, amelyben a listakban k6z0s fehérjelancok szamat és szdzalékos aranyat tinteti fel, a

kisebb listdhoz viszonyitva. Példaul egy tisztdn NMR- és tisztan rontgenszerkezetekbdl allo lista
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hasonldsdga 0%, de két olyan listaé, amelyek koziil az egyik teljesen tartalmazza a masikat, plusz még

tovabbi szerkezeteket is, 100%.

5.7. Adatbazisok 6nallo josaganak jellemzése

Mar utaltam rd, hogy a kilénboz6 adatbazisok parpreferencia értékeinek 6sszehasonlitdsa
nem mindig vezet eredményre, mert két ,rossz” adatbdzis is lehet hasonlé. Ezért mindenképpen
szlikség van egy olyan mddszerre, amellyel egy adott adatbazis jéosagat tudjuk becsiilni, fuiggetlenl
attél, hogy honnan szarmazik.

A 4. fejezetben részleteztem, hogy a x*-préba nagy adatbazisok esetén nem alkalmazhato,
mert valogatds nélkil mindegyik parpreferencia értékre 100%-os szignifikanciat ad. Ugyanakkor
magat a x>-értéket elvileg fel tudjuk hasznalni a parok jellemzéséhez (3. egyenlet). Még ez sem
tokéletes megoldas, ugyanis szintén a 4. fejezetbdl kideriil, hogy két, nem azonos méret(i adatbazis
x>-értékei mindenképpen kilonbozni fognak, tehat kiilonb6z6 méretli adatbazisok josaga igy nem
hasonlithatd 6ssze. A 8. dbran latszik, hogy a x’-értékek nagyjabdl linearisan korreldlnak az adatbazis
méretével, ami azt az dtletet adja, hogy probéljuk meg a kettd hanyadosat felhasznalni. A x’-teszt
minden egyes aminosav pdrhoz ad egy-egy értéket, igy a teljes adatbazis j6sdgdnak jellemzéséhez a
840 aminosav parra kapott y’-értékek &atlagat hasznaltuk, illetve a x*-értékek &tlaganak és az
adatbdzis méretének a hanyadosat. Ez utdbbi mennyiséget a tovabbiakban a lancok szamdval
normalt x’-értéknek fogom hivni.

Egy masik mddszert is alkalmaztunk, amely a statisztikdban ,jackknife-teszt” néven
ismert.[128] Ennek soran véletlenszerlien elhagyjuk az adatkészlet egy részét, és megvizsgaljuk, hogy
az eredmény mennyire valtozik. Munkank soran kovetkezetesen a kiinduldsi adatkészlet 10%-at
hagytuk el, és ezt a miveletet 5-szor végeztiik el adatbazisonként. igy minden parpreferencia értékre
5 kiildbnbdz6 eredmény sziletett, amelyek az eredeti érték koriil ingadoztak. igy minden
parpreferencia érték stabilitasat jellemezni tudjuk a jackknife-teszt eredményeinek az eredetitél vald
atlagos eltérésével. A teljes adatbazis josaganak becslésére az Gsszes eltérés atlagat hasznaltuk fel,
amely szamot mostantdl altagos jackknife-ingadozasnak hivok.

A SDB program tehat minden egyes adatbdzis josdganak jellemzésére harom értéket hoz létre:
az atlagos x*-értéket, a lancok szamaval normalt x’-értéket, valamint az atlagos jackknife-ingadozast.

Ezeket tablazatosan feltiinteti a kimeneti allomanyban.
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6. A kvantumkémiai elemzés bemutatasa

A kvantumkémiai elemzés célja elsGsorban valamilyen 0Osszefliggés megdllapitdsa volt a
parpreferencia értékek és az aminosav pdrok oldallancainak kdlcsonhatasi energidja kozott. Ennek
megfelel6en a legkisebb egység, amelyet modelleztiink, két kdlcsbnhaté aminosav volt. Hogy a
modell jobban hasonlitson a B-redére, mind a két aminosavhoz hozzakapcsoltunk két-két tovabbi
aminosavat, amelyek az N-terminalison egy acetilcsoporttal, a C-terminalison pedig egy metil-amid
csoporttal védett alaninmolekuldk voltak. Azért esett az alaninra a valasztas, mert kicsi, apoldris
oldallanca van, amely nem alakit ki erés kélcsonhatasokat, viszont jelent6s preferenciat mutat a B-
redé felé. Az aminosavak torzids szogeit a kiindulasi allapotban a B-red6nek megfelel6 értékekre
allitottuk be (@ = -130°, W = 130°), és a két tripeptidet egymadssal szembe helyeztik, hogy az igy
|étrejové hidrogénkotés mintdzat megfelel§ legyen (11. abra). Munkank soran az AP10-es aminosav
parokat modelleztik. Mivel a szdmitasokat tobb elméleti szinten is elvégeztik, a limitalt szamitasi
kapacitds miatt négy, nem tul nagy aminosav kozotti kdlcsonhatds modellezésére szoritkoztunk,
melyek kozott tobbféle természetli aminosav szerepel, ugyanakkor a B-red6ben egymassal tobbnyire
szignifikans pozitiv vagy negativ korrelaciét mutatnak (Gly, Ala, Val, Ser).

igy 6sszesen 7 tripeptid dimer modell elemzését végeztiik el. Fontos megjegyezni, hogy a valin
és a szerin oldalldncanak 3 lehetséges stabil orientdciéja van (gauche+, gauche-, transz), ami
megnodvelte a modellezend§ szerkezetek szamat (6. tablazat).

A szdmolashoz a Gaussian09 programot hasznaltuk.[129] Teljes szerkezetoptimalast, valamint
frekvenciaszamolast végeztiink, ez el6bbit GDIIS mddszerrel, szigorubb konvergenciakritériumokat
tdmaszté tight pontossaggal. Mindegyik szerkezetre counterpoise korrekcidval, és anélkil is

elvégeztik a szamitasokat. A kdvetkezé elméleti szinteken szamoltunk:

6. tdblazat: modellezett tripeptid dimerek, és az
oldallancok lehetséges rotamerjeinek szama.

e HF/3-21G

. B3LYP/631G* Modellek | rotamerek
AGA-AGA 1

e B3LYP/6-31+G** AAA-AAA |1
AAA-AGA |1

e MO052X/6-31G* AVAAGA |3

e  MO052X/6-31+G** AVA-AAA | 3
AVA-AVA | 6
AVA-ASA 9

30



11. abra: modellezett tripeptid dimer haromdimenzids szerkezete és szerkezeti képlete. Az abran egy AAA-AAA lathaté.

A kvantumkémiai szdmolas eredményeképpen elSallé paraméterek kozil az energiat és a
szabadentalpiat hasznaltuk fel. Ezen kivil mindegyik szerkezetre meghatdroztuk a stabilizacids
energiat illetve szabadentalpiat, amely a két lanc kolcsonhatasakor felszabaduld energiat jelenti, az
aldbbi képlet szerint. igy mindegyik szerkezetrél négy kiilonboz8, energia tipusi mennyiséget
kaptunk:

e AG

e AE

e A.,,G(AB) = AG(AB) - [AG(A) + AG(B)]
e A...E(AB) = AE(AB) - [AE(A) + AE(B)]

Mivel a B-red6k a tapasztalat szerint a fehérje belsd, eltemetett régidiban helyezkednek el,
ahol viszonylag kevés koélcsonhatast tudnak az olddszer molekuldival kialakitani, nem haszndltunk
olddszermodellt.

A parpreferencia értékek kdzvetetten az egyes aminosavak, illetve aminosav parok el6fordulasi
gyakorisagatol fuggenek. Egy rendszer kiilonb6z6 allapotainak energidja és az allapotok gyakorisaga
kozott teremt kapcsolatot a Boltzmann-eloszlas [130]:

_ (18)

ahol n; az i-edik allapot gyakorisaga, N a teljes gyakorisag, €; az i-edik allapot energidja, k a
Boltzmann-allandd, T pedig a h6mérséklet. A mi esetiinkben n;/N helyettesithet6 egy parpreferencia
értékkel, ugyanis az nem mas, mint egy sulyozott el6fordulds, a sulyfaktor pedig a korreldcidn nem
valtoztat, csak egy konstanssal szoroz. igy, az egyes parpreferencia értékek logaritmusdnak
fliggvényében dbrazolva a parok kozotti kdlcsdnhatdsi energidkat, egy egyenest varunk. Allandé

hémérsékleten és nyomason a kdlcsdnhatdast indokoltabb szabadentalpidval leirni, melyhez a tébb

,,,,,,
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7. Az eredmények diszkusszidja

7.1. Aminosavak eloszlasa

Mint mar kordbban mdsok, mi is kimutattuk bizonyos aminosavak preferenciajat a B-redék felé
(12. 4bra).[85] Ezek a Phe, lle, Leu, Thr, Val, Trp, Tyr. (Ez a sorozat megegyezik Levitt 1978-as
listdjaval, a leucinnal kiegészitve.) Ezek nagyrészt apolaris vagy aromds aminosavak, amely
megegyezik azzal az elképzelésiinkkel, hogy a B-reddk alkotjdk a fehérje hidroféb magjat.

Eszrevettiink egy masik egyenetlenséget: az aminosavaknak a teljes fehérjében megfigyelt
gyakorisdga nem azonos a rontgenszerkezetekben, mint az NMR-szerkezetekben, és az eltérés sok
esetben szignifikans (13. dbra). Egy fehérje tulajdonsaga természetesen nem flgghet attol, hogy a
kutatok milyen mdédszerrel hatdroztak meg a szerkezetét, forditva viszont mar anndl inkdbb igaz lehet
az allitds. Az NMR spektroszkdpidval nem, vagy csak nagyon nehezen lehetséges a 100 aminosavnal
hosszabb fehérjéket vizsgalni. A kisebb fehérjékben pedig nagyobb a fellilet/térfogat arany,
ennélfogva érthetévé valik, hogy nagyobb aranyban fordulnak elé benniik a hidrofil oldallancu (Gin,
Thr, Cys), valamint sav-bazis tulajdonsagd aminosavak (Arg, Lys, Glu), melyek kozvetlendl
kolcsdnhatnak az olddszer molekuldival. A mozgékonysagot valamelyest noveld glicin és alanin pedig
kisebb aranyban fordulnak el6, a nagyon mozgékony fehérjéknek ugyanis nincs stabil
haromdimenzids térszerkezete, igy ezeket nem is lehet NMR-rel meghatarozni.

Ennek megfelel6en kilondsen figyelniink kell arra, hogy a pdrkorrelaciék szamolasandl a
betanitd adatkészletet célszerlien valogassuk meg annak megfelelGen, hogy a kapott parpreferencia
értékeket milyen célra akarjuk felhasznalni.

A 14. abrdn azt figyelhetjik meg, hogy az egyes aminosavak nem egyforma aranyban
alakitanak ki parokat a kiilénb6z8 hidrogénkétés mintazatokban. Latszik, hogy parallel red6b6l sokkal
tobb van, mint antiparallelbdl, de azon belll az AP10 és AP14 pszeudogy(r(ik szama nagyjabol
megegyezik. Kiugrd, hogy prolin nem fordul el6 AP10 gy(ir(iben, hiszen hidrogénkotésben nem tud
donor lenni, és PARL gy(ir(iben kisebb ardnyban fordul el8, mivel ott is minden mdasodik aminosav két
hidrogénkotést alakit ki (4. abra). Cisztein relative nagy aranyban fordul el6 AP14-es gy(riben;
kés6bb latni fogjuk, hogy ez a formacio a diszulfid hid kialakitasanak kedvez. A glicin kisebb aranyban
fordul el6 AP14-es gy(rlben. Ez azzal magyarazhatd, hogy nincs oldallanca, ezért nem tudja
kialakitani azokat a kedvez6 kolcsonhatasokat a vele szemben 1évé aminosavval, amelyet a C, atomok

kozelsége altalaban lehet6vé tesz; ezeken a pozicidkon inkdbb mas aminosavakkal helyettesitGdik.
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12. dbra: aminosavak szazalékos el6fordulasi aranya B-redében (Beta sheet) és a teljes fehérjében (Global).
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13. dbra: aminosav szazalékos el6fordulasi aranya a teljes fehérjében rontgenkrisztallografiaval, illetve NMR
spektroszkdpiaval meghatarozott szerkezetek esetén.
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14. abra: az egyes aminosavak megoszlasi aranya AP10, AP14 illetve PARL pszeudogytiriikben. Nincs értelme szam-
szerlien feltiintetni a konkrét el6fordulasokat, hiszen egy adott aminosav egy vagy két pszeudogyiiriinek is tagja lehet.
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7.2. A parpreferencia értékek altalanos tendenciai

A parkorrelaciok altaldnossagban ugyanazt a kvalitativ képet mutatjak, mint amit a korabbi
munkak ezzel kapcsolatban feltartak.[3, 23, 89] A leger&sebb korrelaciék az ellentétes toltéssel
rendelkez8, vagy nagyon polaris oldallancok kdzott vannak (Glu-Lys, Glu-Arg, Asp-Lys, Asp-Thr, Glu-
Thr, stb.), ezeket kdvetik az aromas-aromas és az apolaris-apolaris kélcsénhatasok (Phe-Tyr, lle-Leu,
Leu-Val, stb.) JelentGs pozitiv korrelacié van az aromas és az apolaris oldallancok kézott is. (Leu-Trp,
Leu-Phe, Val-Tyr, stb.) A legerGsebb antikorrelacid az azonos toltések kozott figyelhetd meg (Lys-Lys,
Glu-Glu, Arg-Arg, Lys-Arg), valamint az apoldris-polaris és az apolaris-toltott parok kozott (Leu-Asp,
Leu-Glu, Leu-GIn) stb.

Bizonyos aminosav parok parkorrelacios értéke jelentésen eltér a kiilonbozé pszeudogy(irlik
esetén. Ennek tipikusan az az oka, hogy az oldallancok nagyon kedvezéen tudnak kdlcsdnhatni, ha
egymashoz képest a megfelel6 orientaciot veszik fel, ehhez viszont kulcsfontossagu, hogy a C,
atomok milyen tdvol vannak egymastd|, illetve hogy milyen relativ orientdcidéban van a két oldallanc.
Eklatans példaja ennek a mar emlegetett Cys-Cys paros, amelyhez tartozoé parpreferencia érték AP14-
es gylrlben 4 folott van (ebben az esetben kerlilnek egymashoz elég kozel az oldallancok, hogy
diszulfid hidakat hozzanak létre), AP10-esnél 1,5 koérili, mig PARL gy(riben egyenesen antikorrelacio
tapasztalhatd, 0,5 korili parpreferencia értékkel. Az Ala-Trp paros erGs korreldciéot mutat a PARL
gy(riben (g = 2,0), ahol az alanin metilcsoportja megfelelGen tud orientalédni az aromas gy(ir(ihoz,
az apoldris kolcsonhatas kialakitasa érdekében. A Glu-Lys paros hasonldan csak PARL gy(riben tudja
felvenni a kedvez8 orientaciot (g = 3,5), az Asp-Lys viszont éppen ebben a formacidéban mutat
alacsonyabb korreldciot (g = 1,7 vs. 2,3 AP10-ben és AP14-ben).

Hogy attekinthetSk legyenek egy parkorreldcids tablazat altaldnos tendencidi, az egyik
nemredundans adatbazisbél (NMR, cd-hit, 40%) szdrmazd korrelaciés tablazatot és aminosav

el6fordulasokat feltiintettem a 1-7. mellékletekben.

7.3. NMR-es adatbazisok vizsgalata

A 4. tdblazatban tlintettem fel azokat a nemredundans NMR-es listakat, amelyeken elvégeztiik
a parkorreldcids analizist. EIGszor vegylik szamba, hogy melyek a megfelel6 mddszerek, amelyekkel az
adatbazis josagat tudjuk jellemezni. A 8. dbrdn megmutattam, hogy a x>-érték linearisan né az
adatbazis méretével, ami alkalmatlanna teszi erre a feladatra.

Ezért kiprobaltunk két masik médszert is: a lancok szamaval normalt x>-értéket, és az atlagos

jackknife-ingadozast. Azt tapasztaltuk, hogy a jackknife-értékek szintén korreldlnak az adatbazis
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méretével, csak éppen forditottan (15. dbra). Ez nem meglepd; hiszen ha egy nagyobb adatbazisbodl
hagyunk el akdr 10%-ot, akkor is egy nagy adathalmaz marad, és varhatd, hogy ennek a halmaznak a
stabilitdsa nagyobb, mintha azt a m(iveletet egy kisebb halmazon végeztiik volna el. A jackknife-teszt
tehdt megerGsiti azt a logikus feltevést, hogy a nagyobb adatbazisok megbizhatébb eredményt
adnak. A lancok szamaval normalt x*-érték ellenben egy maximumot mutat a kdzepes méreti
adatbazisok kornyékén (16. dbra). Ez azt sejteti, hogy van olyan szekvencia azonossagi kiiszéb, amely

jobb adatbdzist eredményez, mint a tobbi.
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15. abra: atlagos jackknife-ingadozas értékek az NMR-es adatbazisokbdl szamolva, az adatbazis méretének fliggvényében
abrazolva (Id. 4. tablazat).
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16. abra: a lancok szamaval normalt xz-érték az NMR-es adatbazisokbdl szamolva, a kiugré pontok megjelélésével (Id. 4.
tablazat).
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17. abra: a lancok szamaval normalt xz-érték az NMR-es adatbazisokbol szamolva, a szekvencia azonossagi kiiszob
fuggvényében (Id. 4. tablazat).
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18. abra: atlagos jackknife-ingadozas az NMR-es adatbazisokbdl szamolva, a szekvencia azonossagi szint fiiggvényében
(Id. 4. tablazat).

Igen hasznos informacidkat nyerhetiink mind a kilénb6z6 sz(irési algoritmusokrdl, mind pedig
az adatbazisban taldlhatd redundancia mértékérdl, ha ezt a két josagi paramétert az egyes
adatbazisok szekvencia azonossagi kiszobértékének fliggvényében dabrazoljuk (17-18. abra). A
jackknife-értékek valamennyire megtartjdk csokkend tendencidjukat az azonossagi kiliszObérték
novekedésével, ami, figyelembe véve, hogy a magasabb kiiszobérték tobb lancot enged at a szlirén,
megmagyarazhaté az iménti érveléssel. Azonban az dbran mintha azt vehetjik észre, hogy a
csokkenés megtorpan 35-40%-koril, s6t mind a cd-hit, mind a PDBSelect adatsornak minimuma van
35%-nal. Ezzel 6sszhangban van, hogy a lancok szamaval normalt x*-értékek éppen 35-40%-nal
mutatnak maximumot (PISCES 40%-ndl, a PDBSelect 35%-nal). Ezeket a megfigyeléseket annak
aldtdmasztdsdra hangsuilyozom, hogy a redundanciaszlirés, bar csokkenti az adatbazis méretét,

Osszességében mégis hasznos, mégpedig a legeredményesebb a 35-40%-o0s szekvencia azonossagi
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kiiszobérték. Természetesen hozza kell tennem, hogy célszer( lenne a vizsgalatot megismételni mas
kiindulasi mintan is, ugyanis ezek a szamok nem fliggetlenek az adatbdzis méretétSl. Kénnyen lehet,
hogy még alacsonyabb kiiszObérték még jobb lenne, de az mar annyira lecsdkkenti a minta méretét,
hogy az imént bemutatott statisztikai analizis mar inkdbb rosszabbnak fogja jésolni.

Megvizsgaltuk azt is, hogy az adatbazisok mennyire hasonlitanak egymasra. Mivel minden lista
ugyanabbdl az NMR-es adatkészletbdl sziiletett, a tartalmuk Iényegesen nem kiilonbozik egymastol:
barmely két listdban szerepl§ fehérjeszerkezetek legaldbb 40%-a azonos. Ennek megfelel6en a
bel6liik szamolt parkorrelaciés tablazatok is igen hasonléak: a legalacsonyabb szamolt Pearson-
korrelacids koefficiens nem kisebb, mint 0,78. Kontrollként elvégeztiik a teljes NMR-es adatkészletre
is a parkorreldcids analizist. Mivel a teljes lista nagyfoku redundancidt mutat, ezért még a legkevésbé
szigoru redundanciasz(rés is (cd-hit, 70%) felére csokkenti a benne 1évé ldncok szamat (4. tablazat).
Azt varnank, hogy a bel6le szamolt parkorrelaciés tablazat szignifikdnsan alacsonyabb hasonldsdgot
mutat majd a toébbivel, mint a tdbbi egymassal, ami valéban teljesiil is. Am ha megfigyeljik azt a
tendenciat, ami megmutatkozik az egyes sz(rési algoritmusok kozott, akkor azt vessziik észre, hogy
az azonos algoritmussal készllt adatkészletek jobb egyezéseket mutatnak, mint a kilonboz6ek (7.
tablazat). igy érthetd, hogy a teljes lista kilég ebbdl a sorozatbdl.

Az egyes szlrési algoritmusok kozott

7. tablazat: a kiilonbo6z4 sziirési algoritmusokkal készitett nehéz egyértelmd kilonbséget tenni.
listakbol szarmazé parkorrelacios tablazatok atlagos

Pearson-korrelacios koefficiensei (Id. 4. tablazat). Figyelmesen végigtanulmdnyozva az
1. 2. 3 A eredményeket az deril ki, hogy 6sszességében a

PDBSelect | 1. | 0,97 | 0,89 | 0,91 | 0,89 cd-hit jobban korreldl a masik kettével, mit azok
PISCES 2. 0,89 | 0,97 | 0,96 | 0,84 ‘ssal Kivill 6saei becslések i
d-hit 3. [ 091096 099089 egymassal, ezen kivil a josagi becslések is
teljeslista | 4. | 0,89 | 0,84 | 0,89 | 1,00 kedvez6bb értékeket adtak neki, de valdjaban

nincsen sokkal lemaradva a PDBSelect és a
PISCES sem. Ugyanakkor a 17. abran figyelemre mélté a cd-hit 40% és 50%-hoz tartozé pontjainak
kiugré értéke. Eszben kell tartanunk, hogy a cd-hit klaszterezi a fehérjéket, és minden klaszterbél a
leghosszabb fehérjeldancot valasztja ki. Mivel az alacsony szekvencia azonossagi kiiszobértékek esetén
relative kevés klaszter jon Iétre, a kivalasztott lancok atlagos hosszUsaga nagyobb lesz, és ezért az egy
lancra es6 aminosavak szama is megnovekszik. Ebbél kovetkezik, hogy a lancok szama szerint normalt
x>-értéknek is novekednie kell. Ez a hatas kétségkiviil elénydssé teszi szamunkra a cd-hit szrési
algoritmusanak haszndlatat.
Osszességében azt mondhatjuk, hogy az NMR-es fehérjeszerkezeteken elvégzett parkorrelacids
analizis rdvilagitott a redundanciaszlirés fontossagdra, és hozzdsegitett minket kétféle jésagi
paraméter helyes értelmezéséhez. Az NMR-es adatbazisokkal kapcsolatos pontos szamoldasi adatok

megtaldlhatdk a 8-10. mellékletben.
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19. abra: rontgenszerkezetekbdl szarmazé nemredundans adatbazisok normalt xz-értékei a lancok szamanak
figgvényében abrazolva. Az azonos maximalis felbontassal, illetve R-faktorral rendelkez6 adatbazisok pontjait
osszekotottiik. A nagyon kicsi felbontasu illetve R-faktoru szerkezeteket nem abrazoltuk.
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20. abra: rontgenszerkezetekbdl szarmazé nemredundans adatbazisok parpreferencia értékeinek atlagos ingadozasa a
lancok szamanak fiiggvényében.

7.4. Rontgenszerkezetekbdl allé adatbazisok vizsgalata

A rontgenszerkezetek vizsgalatatdl azt reméltik, hogy megtudjuk, fligg-e valamilyen médon a
rontgenszerkezetek josagi paramétereitél (felbontds, R-faktor) a parpreferencia értékek
megbizhatdsaga. A felbontds azt jelenti, hogy a diffrakcids mérés alapjan mennyire pontosan tudjuk

megmondani az egyes atom-atom tavolsagokat a molekuldban, az R-faktor pedig a felépitett modell
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és a mért adatok eltérését jelzi; ennélfogva mind a két paraméter ndvekedése a rontgenszerkezet
romlasat jelenti.

Az 5. tabldzatban vannak felsorolva azok a rontgenes listdk, amelyekre elvégeztiik a
parkorrelacids analizist. Latszik, hogy a listdk méretei k6zott akar szdzszoros, ezerszeres kiilonbségek
is vannak. Igy azt vérjuk, hogy az adatbazis stabilitdsaban is nagy eltérések lesznek.

A tapasztalatok az elvarasoknak megfeleléen alakultak: a lancok szamaval normalt x*-értékek
nének, a jackknife-ingadozasok pedig csokkennek az adatbazis méretével. A 20. abrdn lathatd, hogy
az atlagos jackknife-ingadozdsok a lancok szamanak fliggvényében nagyon hamar lecsengenek, ami a
kordbbi érvelésnek megfelel6en azt jelenti, hogy az adatbdazis méretével rohamosan javul annak
stabilitasa.

A 19. abran megfigyelhet6 a lancok szaméval normalt x’-értékek fiuggése kiilon-kilén a
felbontastdl és az R-faktortdl. A 0,16-nal alacsonyabb R-faktoru, és az 1,4 A-nél jobb felbontdsu
szerkezeteket tartalmazé adatkészleteket nem dbrazoltuk, mivel kis méretiik miatt a josaguk sokkal
rosszabb a tébbinél.

Vildgosan megmutatkozik, hogy az adatbdzis josdga az R-faktor fliiggvényében 0,16 koril egy
maximumon megy at. Azt 1atjuk tehat, hogy nem érdemes nagyon szigrira venni az R-faktor szerinti
sz(irést, mert akkor az adatbazis méretének csokkenése a megbizhatdsag rovasara megy, ugyanakkor
valogatds nélkiil sem szabad a rossz R-faktorral rendelkez6 szerkezeteket felhasznalni.

A felbontassal kapcsolatban elsére azt a meghokkent6 megallapitdst tehetjik, hogy a rosszabb
felbontdsu szerkezeteket tartalmazé adatbazis megbizhatdsdga magasabb, és ez nem magyardzhaté
minden esetben az adatbazis méretének novekedésével, ugyanis példaul a 0,16-os R-faktoru
szerkezetek esetén az adatbdazis mérete csak kismértékben né a felbontassal, a jésagban viszont
jelent6s novekedést tapasztalunk. A hatdas magyardzatat abban tényben kell keresniink, hogy a
nagyobb méret(i fehérjékrdl altaldban rosszabb felbontasu diffrakcids képet lehet késziteni, mivel
minél nagyobb az elemi cella mérete, annal rosszabb lesz a diffrakcios kép jel/zaj aranya. A nagyobb
fehérjékben azonban tobb az aminosav, ezért tébb aminosav par esik egy lancra, igy a lancok
szamaval normalt y’-értékben is novekedést kell tapasztalnunk. Ebbdl a vizsgalatbdl tehat nem tudjuk
egyértelmlen megdllapitani azt a kiszobértéket, amelynél nem érdemes rosszabb felbontasu
szerkezeteket felhasznalni. Ennek eldéntéséhez azt kell figyelembe venni, hogy milyen tovabbi
informdcidkat szeretnénk kinyerni a fehérjeszerkezetbdl; példaul ha sziikséglink van az aminosavak
oldallancainak orientaciodira is, akkor legfeljebb 1,8 A felbontésu szerkezeteket hasznalhatunk.

A redundans listdkbdl szdrmazdé diagramokat itt nem mutattam be, mert azokbdl is
ugyanezeket a kdvetkeztéseket lehet levonni. Az dsszes lista szamolt josagi értékei megtalalhatdk a

11. mellékletben.
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7.5. NMR- és rontgenszerkezetek osszehasonlitasa

Ehhez a vizsgdlathoz az 6t elGszlirt adatkészletet hasznaltuk fel (2. tablazat), valamint 6t
kivalasztott NMR-es adatkészletet (PDBSelect 25%; PDBSelect 30%; PISCES 30%; PISCES 35%; cd-hit
40%, részletekért |asd a 3-4. tablazatot).

Az adatbazisok jésaganak jellemzéséhez ezittal nem tudjuk felhasznalni a lancok szamaval
normalt x’-értékeket, ugyanis az NMR-es fehérjék altaldban révidebbek, és mivel egy lancra igy
sokkal kevesebb aminosav par esik, azokra kisebb stabilitdst jésolna. Informativ viszont az
adatbazisok egymassal vett Pearson-korrelacids koefficiense, valamint az atlagos jackknife-ingadozas.
A 8. tablazatban lathatd, hogy az NMR-es és a rontgenes adatok is maguk kozt korreldlnak jél,
keresztbe viszont rosszul. Az is latszik, hogy a rontgenes adatok korrelacidja egymas kozt valamivel
jobb, mint az NMR-eseké, és ehhez hozzdadva, hogy az atlagos jackknife-ingadozasuk is kisebb, és
hogy a teljes listaval is szignifikdnsan jobban korrelalnak, azt lehet mondani, hogy ebben a szerepben
6k bizonyulnak jobbnak.

EttSl persze még szem el6tt kell tartanunka f6 kdvetkeztetést, (amit mar a 7.1. fejezetben is
hangsulyoztam), amely szerint az NMR-, illetve rontgenszerkezeteket tartalmazé adatkészletek
alapvetéen kiulonboznek. A betanitd adatkészletet aszerint célszerl 0Osszevdlogatni, hogy a
parpreferencia értékeket mire szeretnénk hasznalni, illetve hogy milyen kdlcsonhatasokat szeretnénk

megérteni beléle.

8. tablazat: NMR-es és rontgenes adatbazisok parpreferencia értékei kozott szamolt Pearson-féle korrelacios
koefficiensek.

1|2 |3|4 |5 |6|7|81]09]10]11
PDBselect, 25% 1| 1 |092]0,85(0,87|0,86]0,63|0,65]0,64]0,66|0,68]0,72
PDBselect, 30% 2 [0,92] 1 [0,91]0,93]0,94] 0,7 [0,720,71|0,72|0,74 0,79
= PISCES, 30% 3 |o,85(0,91] 1 [0,98]0,95]0,72]0,74]0,74|0,75]0,76 0,81
= PISCES, 35% 410,87(0,93[0,98] 1 [0,97|0,72]0,74]0,74]0,75]0,76 | 0,81
cd-hit, 40% 5 10,86/0,94]0,95/0,97| 1 |0,72]0,74]0,74|0,75]0,76 0,81
PDBSelect, felb. 1.5, R:0.18 | 6 |0,63| 0,7 |0,72]0,72]0,72 1 [0,96|0,93|0,93]0,93|0,93
c | PDBSelect, felb. 1.74, R:0.18 | 7 |0,65]0,72|0,74/0,74[0,74[0,96] 1 [0,96]0,96|0,95]0,96
2 | WHATIF, felb. 1.8, R: 0.18 8 [0,64]0,71]0,74]0,74]0,740,93]0,96] 1 [0,99]0,94(0,96
£ | WHATIF, felb. 1.8, R: 0.19 9 [0,66]0,72]0,75[0,75|0,75|0,93|0,96 (0,99 1 [0,95]0,98
PISCES, felb.1.8, R: 0.25 10/0,68|0,74]0,76|0,76 | 0,76 0,93 |0,95|0,94 |0,95| 1 [0,98
teljes lista 11/0,72/0,79|0,81|0,81|0,81(0,93|0,96|0,96 | 0,98 [0,98| 1
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21. abra: NMR-es és rontgenes adatbazisok atlagos jackknife-ingadozasa. Az adatbazisok szamozasa megegyezik a 8.
tablazatéval.

7.6. Az aminosav parok gyakorisaga és kolcsonhatasi energiajuk

A kvantumkémiai analizis soran 7 féle tripeptid dimert modelleztlink (6. tablazat). Azt vartuk,
hogy a vizsgalt aminosav parokat jellemzd parpreferencia értékek logaritmusa és a kolcsonhatasi
energidjuk kozott a Boltzmann-eloszlasnak megfelelGen [lasd (18) egyenlet] linearis 6sszefliggés all
fenn. A tapasztalat nem igazolta ezt a feltevést. Ellenkez6leg: semmilyen korreldciét nem
tapasztaltunk e két mennyiség kozott. Ennek bemutatdsa céljdbdl a 22. dbran az egyik kivalasztott
elméleti szinten szamolt kdlcsdnhatasi szabadentalpidkat dbrazoltam, de a tébbi elméleti szinten is
hasonlé eredményekre jutottunk.

A korrelacié hidnya kapcsan megkérdGjelezhetd, hogy ebben az esetben jogosan feltételezziik-
e a Boltzmann eloszlast. Valdjaban ezt csak akkor tehetnénk meg, ha a kiilonb6z6 energidju allapotok
egymassal termodinamikai egyensulyban lennének. Egy Ala-Ala par természetesen nem lehet
egyensulyban egy Ala-Val parossal. Azonban tekinthetlink rajuk ugy is, mint a fehérje két kilonb6z6
konformerére; a feltekeredés sordn az egyik esetben a szekvencidban az alaninnal éppen egy masik
alanin keriilt szembe, a masik esetben pedig egy valin. A tapasztalatok alapjan biztonsaggal
kijelenthetjik, hogy ezek a konformerek nincsenek egyensulyban egymadssal. Ez 6sszhangban van a
feltekeredésrél alkotott elképzeléseinkkel: a fehérje korantsem véletlenszerlien keril egyik
konformaciobdl a masikba, egészen addig, amig meg nem taldlja a globdlis minimumot, hanem
nagyon célirdnyosan, minden esetben pontosan ugyanabba az allapotba tekeredik fel.[131] Tehat az

az észrevétel, hogy az aminosav pdrok el6forduldsi gyakorisdga nincs 6sszefliggésben a kélcsonhatasi
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energiajukkal, nagyon is informativ: azt a gondolatot er@siti, hogy a fehérjék feltekeredése nem

energia-kontrollalt folyamat.

-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0/4
. -10:6
E ~ -10.8
C\_U 11
o g W
<
112
3 R2=0.132 the
* ——— 11 4
(O] i N A
5| e  GAVARYA——___ | AAAACA
Y
¢ AGA_AGA T AVAAA
N 118
Ko}
= & AVA AGA
12
AVA_ASA
Ing (WHATIF, felbontas: 1,18, r-faktor: 0.1,8)

22. abra: tripeptid dimerek kolcsonhatasi energidai a parpreferencia értékek logaritmusanak fliggvényében
abrazolva. A parpreferencia értékek (g) szarmazasahoz lasd a 2. tablazatot.

7.7. Aminosav parok oldallancorientacié-eloszlasa

Mint kordbban utaltam ra (6. tablazat), a vizsgdlt 4 aminosav kozil kettének (Val, Ser) az
oldalldanca hdrom lehetséges orientaciét tud felvenni: gauche+, gauche- és transz. Ezeket az
elnevezéseket az IUPAC-IUB ajanlasa szerint hasznalom, és a tovabbiakban g+, g- és t roviditésekkel
fogom Gket jel6Ini.[132]

Az elBsz(rt adatbdazisokon (2. tdblazat) végzett statisztikai analizis soran megszamoltuk, hogy
hany adott konformacidhoz rendelheté aminosav pdr van. Ezek ardnya a Boltzmann-eloszlas szerint
Osszefliggésben kell, hogy legyen a rotamerek energidjaval. A 6. fejezetben bemutatott
kvantumkémiai mddszerek segitségével kapott energiaértékekbdl visszaszamolhatjuk az oldallancok
eloszlasat [lasd (18) egyenlet], és 6sszehasonlithatjuk a megfigyelt eloszlassal, ami természetesen
adatkészletenként szintén valtozik. A Val-Val aminosav parra szamolt eredményeket tartalmazza a 9.
tablazat. A tovabbi 3 vizsgalt aminosav par eredményei a 12-13. mellékletekben taldlhatok.

Referencidanak az 6t kilonboz6 adatkészleten szamolt oldallancorientdcié-eloszlas atlagat
haszndltuk fel. A statisztikai mddszerek ebben a vizsgalatban nagyon egységesnek mutatkoztak:
legfeljebb egy-két szazalék eltérés tapasztalhaté az oldallancok kilonb6z6 adatbazisokbdl

szarmaztatott eloszlasa kdzott, és a tendencia mindegyiknél ugyanaz.
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9. tablazat: Val-Val parok lehetséges oldallanc-orientacidinak eloszlasa szazalékosan. Feliil a kvantumkémiai
modellezésbdl, alul a statisztikai analizisb6l szarmazo értékek lathatok. SumSq az egyes kvantumkémiaval szamolt
értékek négyzetes eltéréseinek 0sszegét jelenti az atlagos statisztikai értékhez képest.

g+g+ g+8- g+t g-8- gt tt Sumsq

AP10, AVA-AVA (%) (%) (%) (%) (%) (%)
HF/3-21G, AE 5 47 23 7 16 2 4257
B3LYP/6-31G*, AE 38 20 18 8 12 5 3801
B3LYP/6-31G*, AG 8 3 20 1 15 52 282
MO052X/6-31G*, AE 34 31 10 17 8 0 4578
MO052X/6-31G*, AG 3 44 11 2 20 20 2520
B3LYP/6-31G*, cp, AE 38 18 18 7 11 8 3476
B3LYP/6-31G*, cp, AG 8 8 25 3 15 42 410
MO052X/6-31G*, cp, AE 47 27 6 14 5 0 5513
MO052X/6-31G*, cp, AG 14 11 53 6 15 1 4171
B3LYP/6-31G*, Aq.E 20 8 29 3 15 24 1412
B3LYP/6-31G*, AyG 4 1 17 0 10 68 711
MO052X/6-31G*, AganE 21 13 34 5 19 8 2629
MO52X/6-31G*, AgaG 2 64 4 7 19 5 5612
B3LYP/6-31G*, cp, AsuabE 17 7 27 2 13 35 866
B3LYP/6-31G*, cp, AsabG 4 2 23 1 11 59 505
B3LYP/6-31+G**, AE 14 10 23 6 20 26 848
B3LYP/6-31+G**, AG 7 4 24 2 23 40 276
B3LYP/6-31+G**, Ay 12 6 26 3 16 37 565
B3LYP/6-31+G**, AysyG 11 4 28 1 19 37 556
PISCES, felb1.8, r0.25 1 3 13 7 29 48

WHATIF, felb 1.8, r0.18 2 4 14 5 27 48

WHATIF, felb 1.8, r0.19 1 5 14 8 24 49
PDBSelect, felb 1.5, r0.18 1 4 11 8 27 50
PDBSelect, felb 1.75, r0.18 1 4 12 8 26 49

atlag 1 4 13 7 27 49

szoras 0,36 0,60 1,25 1,27 1,86 0,79

A kiilonb6z6 kvantumkémiai mddszerek joéval valtozatosabbak. Az atlagos statisztikai
eloszlastdl vett eltérések négyzetdsszege (SumSq) alapjan értékelhetjik 6ket. Nem tehetiink olyan
kijelentést, hogy valamelyik médszer minden esetben kiugréoan jobb eredményt ad, mint a tobbi. Az
MO052X funkcionallal szdmolt eredmények a legtobb esetben rosszabb egyezést adnak, mint az
ugyanolyan bazison és mddszerrel szamolt B3LYP funkcionadllal szdmolt megfelel§jik. Ez nem felel
meg az elvardsainknak, hiszen az M052X mddszertdl vartuk volna, hogy jobban leirja a diszperzids
kolcsdnhatdsokat.[112] A counterpoise korrekcié sem valtja be hozza fizétt reményeket: nem ad
szignifikdnsan se jobb, se rosszabb eredményt. Igaz, ezt a mddszert elsésorban a kdlcsonhatasi
energidk pontos szamitasanal lehet alkalmazni, a rotamereloszlasok esetén nem feltétlenil

célravezetd. A legtdbb esetben a AG értékekbdl szamolt eloszlas kézelebb van a megfigyelthez, mint
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a AE értékekbdl szamolt. Ennek a magyarazata nyilvan az, hogy az entropikus tag bevétele a leirdsba
kozelebb viszi a modellt a valdsaghoz. A stabilitasi energidkbdl szamolt eloszlds toébbnyire kdzelebb
van a valdsaghoz, mint amit kozvetlenll a dimerek energidjabdl szamoltunk. A statisztikai adatok
szerint a valin transz orientaciéja jéval nagyobb aranyban van jelen, mint a masik ketté. Ez
O0sszhangban 3ll a kordbbi parkorrelaciés munkakkal[89], a felhaszndlt kvantumkémiai mddszerek
kozlil azonban csak a nagyobb bazison végzett szamolasok reprodukaljak ezt az aranyt.

A DFT médszerek eredményeinek értékelését megneheziti az a tény, hogy nincs informacionk a
szamitott energia hibajardl, és arra sincs garancia, hogy a nagyobb bazis pontosabb energiat ad.
Ugyanakkor megnyugtaté az a tapasztalat, hogy a legjobbnak bizonyult, (azaz a statisztikdhoz képest
legkisebb négyzetes eltérést mutatd) mddszerekkel szamolt oldallancorientacié-eloszlasok jo
egyezést adnak a statisztikai eredményekkel. Eppen a DFT megjésolhatatlan bizonytalansaganal fogva
ezek a legjobb mddszerek nem azonosak mindegyik vizsgalt aminosav par esetén (lasd 9. tdblazat,
valamint 12-13. melléklet), de koz6s benniik, hogy mind a B3LYP funkciondlt hasznaljik.
Osszességében kijelenthetjiik, hogy 6sszefiiggést talaltunk az oldallancorientacié-eloszlds, és a

kiilonb6z6 rotamerek energiai kozott.

7.8. A szamolt geometriak 6sszehasonlitasa a statisztikai adatokkal

Mivel a kvantumkémiai szamoldsok soran szerkezetoptimaldst is végeztiink, a kapott
szerkezetek lokalis minimumban vannak. A feltételezésiink tehat az, hogy az optimalt geometridk
(legaldbb hibahataron belll) egybeesnek a statisztikdbdl kapott atlagos geometridkkal. Hogy ezt
ellendrizni tudjuk, atlagoltuk az egyes kvantumkémiai maddszerekkel kiszamolt @ és @ torzids
szogeket, és 6sszevetettik azzal, amit az el6szlirt adatbazisok (2. tablazat) statisztikai analizise soran
az 6sszes B-red6ben lévé aminosavra torténé atlagoldssal nyertiink. Ezeket az eltéréseket a valinra a
10. tablazat tartalmazza; kiegészitve a torzids szogeknek a statisztikai analizis soran nyert standard
deviacidival. Ez a tablazat felhivja a figyelmiinket egy igen fontos tényre: a kiilonb6z6 orientacioju
oldallancok nem ekvivalensek. Ha ez igy lenne, akkor a kérdéses aminosav ¥ és @ torzids szbgei nem
mutatnanak szignifikans eltérést annak fliggvényében, hogy az oldallanc milyen konformaciét vesz
fel. A tapasztalat azonban azt mutatja, hogy ezek az eltérések akar 25°-osak is lehetnek. Ezzel sikeriilt
megerdsiteni azt a tényt, hogy bar a kilénb6z6 oldalldnc orientaciék konnyen atalakulhatnak
egymasba, egy olyan komplex rendszer esetén, mint egy fehérje, érdemes koztiik kiillonbséget tenni.
Fontos hangsulyozni, hogy ezt a statisztikai elemzést jo felbontasu réntgenszerkezeteken végeztiik.
Oldatfazisban koénnyen lehet, hogy nem tudnank ilyen hatdrozott képet festeni az oldallancok
konformacioirdl.

Osszehasonlitva az 4tlagos torzids szdg értékeket a kvantumkémia altal meghatarozottakkal azt

tapasztaljuk, hogy az esetek tulnyomo tobbségében az eltérés nagyobb, mint a mintahalmaz szérasa,
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de egyik esetben sem talalunk kiugréan magas kiilonbséget. Ha Gauss-eloszlast feltételeznénk, akkor
azt mondhatndnk, hogy a kvantumkémiai értékek a statisztikai analizishez képest 90%-os hibahatdron
belll vannak. Mivel vannak olyan esetek is, amikor az eltérés nem lépi at a standard deviaciét,
kijelenthetjik, hogy a kvantumkémia nagyjabdl ugyanazt a geometriat jésolja, mint a statisztika, csak
nagyobb bizonytalansaggal. Ez 6sszhangban van azokkal a korabbi munkakkal, melyek szerint a
Ramachandran-térkép reprodukdlhaté mint az aminosavak potencidlis energia felilete.

A valin torzids szogeinek eloszlasat grafikusan is abrazoltuk (23. abra). Tanulmdanyozva az
abrakat meggy6z6dhetiink arrél, hogy az eloszlasnak csak egy maximuma van. Az is latszik, hogy az
eloszlds nem teljesen szimmetrikus; ez annak a kévetkezménye, hogy az egyes geometridk energidja
nem egyforman flgg az Aabrazolt torzids szogektdl az 4tlagosnal kisebb, illetve nagyobb
tartomanyban. Ez mindenképpen aldhdzza annak sziikségességét, hogy az atlagos torzids szogeket a

szOrasaikkal egyitt vizsgaljuk.

10. tablazat: valin aminosav @ és W torzids szogeinek értéke Val-Ala, Val-Gly, és Val-Ser aminosav parok esetén,
oldallanc-orientaciokra lebontva. A tablazatban szerepelnek a kvantumkémiaval szamolt értékek (szam), a statisztikai
analizis eredményeképpen kapott, az 6t elGsziirt adatbazison (2. tablazat) atlagolt értékek (stat), ezek szérasa (o),
valamint a kvantumkémiaval és statisztikdval szamolt értékek kilonbsége (AD = @, s - Dsyar), AW-re hasonléan. A
szamolt sz6gek a B3LYP/6-31G* és M052X/6-31G* elméleti szinten counterpoise korrekcidval és anélkiil szamolt
eredmények atlagai.

Val-Ala Vg+ Vg- Vit Val-Gly Vg+ Vg- Vit
Dgzim -158° -141° -165° -159° | -141° | -140°
Wezim 154° | 158° 143° 154° | 158° | 143°
Dgtar -135° -128° -117° -135° | -128° | -117°
0(Dstat) 16° 11° 14° 16° 11° 14°
T 141° | 155° | 126° 141° | 155° | 126°
0(Wstat) 8° 11° 10° 8° 11° 10°
AD -23° -13° -48° -24° -13° -23°
AW 13° 3° 17° 13° 3° 17°
Val-Ser Vg+Sg+ | Vg+Sg- | Vg+St | Vg-Sg+ | Vg-Sg- | Vg-St | ViSg+ | ViSg- VSt
Dszam -140° -160° | -162° | -155° -142° -142° | -138° | -142° -139°
Wi 147° | 157° | 155° | 154° 162° | 162° | 159° | 148° | 141°
Dstat -138° -128° -125° -122° -127° -125° | -117° | -119° -120°
0(Dstat) 11° 17° 27° 19° 9° 10° 15° 16° 13°
W, 142° | 137° | 140° | 155° 147° 153° | 127° | 126° 127°
0(Wsiat) 4° 6° 7° 11° 8° 18° 9° 11° 9°
AD -2° -32° -37° -33° -15° -17° -21° -23° -19°
AW 5° 20° 15° -1° 15° 9° 32° 22° 14°
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46

-120

-120

-60

Julk

< o+

60 120 180

Val, gauche+

1
-60

T 1
60 120 180



8. Osszefoglalas és Kitekintés

A parkorreldcidk statisztikai és kvantumkémiai mddszerrel torténd vizsgdlata kiegészitik
egymast. A parpreferencia értékek a valds fehérjeszerkezetekbdl kinyerhetd informacidok, amelyek
jellemzik az aminosavak viselkedését a B-redékben. A kvantumkémiai elektronszerkezet-szamitd
mddszerek pedig betekintést nyujtanak a parkorrelacids értékek mogott huzédd kélcsdénhatasokba,
ezzel lehetSséget adnak a statisztikai elemzés eredményeinek helyes interpretacidjara.

Most, hogy attekintettilk a statisztikai és kvantumkémiai vizsgalataink eredményeit,
osszefoglalom, hogy mennyire sikeriilt megvaldsitanunk a dolgozat elején kitlzott célokat (4. fejezet).

1. Az SDB program megirdsdval létrehoztunk egy olyan eljardst, amely egy jol definialt
algoritmussal végzi el a parkorrelacios vizsgalatot barmilyen, tetsz6leges méretli és minGségl
fehérjeszerkezetekbdl all6 adatkészleten. A kordbban kidolgozott eljarast kiegészitettiik a kiilonb6z6
adatkészletek 6sszehasonlitasanak lehet&ségével (Pearson-féle korrelaciés koefficiens).

2. Megallapitottuk, hogy a X*-teszt nem j6| miikodé validalasi médszer, ha az adatbazis nagy,
ezért, szamolva a fehérjeszerkezeti informacidk folyamatos bdvilésével, két alternativ mddszert
javasoltunk és teszteltiink egy adatkészlet josaganak a jellemzésére: a lancok szamaval normalt x*-
érték meghatarozasat, illetve a jackknife tesztet. A jackknife teszt az adatbazis konzekvens javulasat
josolja a méret novekedésével. igy kiillonbdz6 méretii adatbazisok nem hasonlithatdk dssze ezzel a
mddszerrel, viszont egy konkrét adatkészletb8l szdmolt parpreferencia értékek stabilitdsa kilon-
kiilon jellemezhetd. A jackknife teszt esetén két paraméter tetszGlegesen megvalaszthato: az
elhagyandd adatok aranya, illetve hogy hanyszor ismételjiik meg a prébat. A lancok szdmaval normalt
x>-érték j6 lehetSséget nyujt, ha az Osszehasonlitandé adatbazisok azonos szerkezetvizsgald
madszerrel meghatdrozott fehérjeszerkezetek vannak. Ha ez nem teljesil, akkor a lancok
szignifikansan eltéré hossza miatt nem alkalmazhato; ehelyett inkdbb az aminosav parok szamaval
normalt x’-érték lehet eredményes.

3. Az aminosavak eloszlasdban és a parkorrelacids tablazatokban felismertik azokat a
tendencidkat, amelyeket el6ttiink tobben leirtak (hasonlé aminosav a hasonléval korrelal).[3, 23, 89]
Ugyanakkor a statisztikai vizsgalatok abbodl az észrevételbdl indultak ki, hogy a pontos parpreferencia
értékek fuggenek kiindulasi adatkészlet szamos paraméterétél. Munkank soran sikeriilt jellemezniink,
hogy hogyan valtozik egy adatbazis josaga ezekkel a paraméterekkel. A nemredundans adatkészletek
jobbnak bizonyultak, mint a szliretlenek, mindazonaltal a tdl szigord szlrési feltétel nagyon
lecsokkenti az adatbdzis méretét, ami szintén nem szerencsés, ahogy azt a jackknife-teszttel
igazoltuk. Az idealis szekvencia azonossagi kiiszobértéket 35-40%-ra becsiltik, de ezt még meg kell

erdsiteni nagyobb adatbazisokon végzett szdmolassal is. Kiprobaltunk tobb szlrési algoritmust
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(PDBSelect, PISCES, cd-hit), melyek koziil a cd-hit bizonyult a legel6nyésebbnek mind a gyorsasaga,
mind pedig a klaszterezési algoritmusa miatt. Kiderilt, hogy a lancok szdmaval normalt y*-érték az R-
faktor flggvényében 0,16 koril egy maximumon megy at, amely azt jelzi, hogy ésszerd
kompromisszumot kell kotniink a tul szigoru jésagi paraméterek és a kell6en nagy adatbazis kdzott.
Ugyanezzel a josdgi becsléssel nem lehet célszerli kiliszobértéket megallapitani a szerkezetek
optimadlis felbontdsara; ennek a masodlagos szerkezeti elemek és az oldallanc rotamerek megbizhato
azonosithatésaga szab hatart. Es végiil megmutattuk, hogy az NMR-, illetve réntgenszerkezetekbdl
allé adatbazisokbdl egymastdl lényegesen eltér6 parpreferencia értékek szarmaznak. Ebben a
kérdésben nem érdemes jobb vagy rosszabb maddszert keresni; kijelenthetjiik, hogy valéjaban nem
|étezik ,tokéletes” parkorrelacios tablazat. Mindig szem el6tt kell tartanunk, hogy oldatfazisban
masképpen viselkedik a fehérje, mint kristalyos 4dllapotban, és ennek megfelel6en kell
megvalasztanunk a kiinduldsi adatkészletet.

4. A kvantumkémiai elemzés soran 7 tripeptid dimeren végeztiink szerkezetoptimalast és
frekvenciaszamitast, 6sszesen mintegy 20 moddszerrel. Az derilt ki, hogy az aminosav parok
kélcsonhatasi energidja nem fligg 6ssze a parpreferencia értékekkel, amib6l az a kovetkeztetés
vonhatd le, hogy a fehérje feltekeredése, illetve a mi konkrét esetiinkben a B-reddék kialakuldsa nem
energiakontrollalt folyamat. Ugyanakkor rontgenszerkezetekben korrelaciot tapasztaltunk a valint és
szerint tartalmazé parok oldallanc-orientacidinak (gauche+, gauche-, transz) elé6fordulasi aranya, és
az aminosav parok kolcsonhatdsi energidja kozott. A felhasznalt kvantumkémiai mddszerek josagat a
kolcsdnhatdsi energidbdl szamolt, és az adatbdazisokban tapasztalt oldalldncorientacidé-eloszlas kdzotti
eltéréssel tudjuk jellemezni. A B3LYP funkcional jobbnak bizonyult, mint az M052X, és jobb egyezést
adnak a szabadentalpia értékek, mint az energia értékek. Nem hozott azonban javulast a
counterpoise korrekcié hasznalata.

Bizonyos eredmények teret hagynak tovabbi vizsgdlatok szamadra is. A statisztikai elemzésben
érdemes lenne tovabb finomitani az aminosavak osztalyozasat, és nem csak AP10, AP14 és PARL
parokat vizsgalni, hanem kiilon kezelni a red6 szélén és belsejében elhelyezked6 aminosavakat. Ezt az
a tapasztalat indokolna, hogy a szabadon hagyott B-élek a legveszélyesebbek a fehérje aggregacio
szempontjabdl. Indokolt lenne tovabba tesztelni a parpreferencia értékek alkalmazhatdsagat
aggregacids hajlamot perdiktald programokban, illetve megvizsgdlni, hogy egy adott algoritmus,
amelyben az altalunk megfelelének tartott parpreferencia értékeket hasznaljuk fel, milyen ardnyban
josolja veszélyesnek a mar ismert, korilbelll 30 amiloid prekurzor szekvenciat.[34, 35]

A kvantumkémiai elemzésben tovabblépési lehetbséget jelente az olddszermodell bevezetése.
Kordabban amellett érveltem, hogy a B-red6k tobbnyire a fehérje belsé régidiban vannak, ezért
kevéssé hatnak kolcson az olddszerrel, ugyanakkor mas érvelés szerint a jorészt hidrofdb

aminosavakbdl allé B-red6 aggregacidjat éppen az azt koriilvevé viz segiti el6. Mindenesetre a fehérje
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feltekeredésére vonatkozdé megallapitasaink valdszinlileg nem véltoznanak az olddszermodell
haszndlata soran, de kénnyen lehet, hogy a kiilonb6z8 oldallanc-rotarmerek kélcsénhatasi energidira

jobb becslést tudndank vele elérni.
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Mellékletek

1. melléklet: aminosavak gyakorisaga az NMR-es szerkezetekben, cd-hit programmal sziirve, 40%-os szekvencialis azonossagi kiiszobbel.

A C D F G H I K L M N P Q R S T \Y w Y
Osszes B-red6 |l 1992 | 1079 | 1051 | 2311 | 2403 | 1243 | 828 | 3969 | 2269 | 4108 | 792 | 842 | 628 | 1335 | 2080 | 1809 | 2748 | 5659 | 754 | 1994
AP10 1038 | 464 | 447 | 1040 | 1333 | 783 | 418 | 1957 | 1067 | 1985 | 375 | 341 0 661 | 1063 | 802 | 1107 | 2837 | 365 | 1027
AP14 1106 | 720 | 560 | 1340|1345 | 536 | 443 | 2193 | 1256 | 2245 | 453 | 486 | 580 | 751 | 1177 | 1057 | 1742 | 3061 | 488 | 1163
PARL 291 | 102 | 163 | 267 | 330 | 126 | 113 | 776 | 279 | 803 | 107 | 128 | 49 131 | 207 | 204 | 368 | 1078 | 72 | 273

2. melléklet: az NMR-es szerkezeteken végzett parkorrelacios analizis eredményeinek 6sszefoglalasa, adatkészlet cd-hit programmal sziirve, 40%-os szekvencialis azonossagi kiiszobbel.

ALL AP10 AP14 PARL
Parok szama 24455 9555 11655 3245
45782 18008 21738 6013
0,0174| 10,0223 0,0211| 0,0580
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3. melléklet: aminosav parok megfigyelt el6fordulasa NMR-es szerkezeteken, adatkészlet cd-hit programmal sziirve, 40%-os szekvencialis azonossagi kiiszobbel.

A C D E F G H I K L M N P Q R S T \'% W Y
A 59 53 40 106 | 167 68 63 286 | 101 | 329 55 19 33 54 92 96 136 | 492 41 149
C 53 119 21 35 95 87 20 118 43 119 20 19 22 25 34 34 57 166 50 66
D 40 21 22 46 54 43 45 80 125 66 20 42 16 57 144 61 123 | 101 14 44
E 106 35 46 59 112 44 71 199 | 352 | 174 47 78 28 116 | 337 | 154 | 249 | 261 35 128
F 167 95 54 112 | 135 | 131 49 347 | 120 | 351 72 51 56 90 132 | 105 | 120 | 498 57 216
G 68 87 43 44 131 30 26 133 47 152 25 28 20 33 46 52 69 304 34 81
H 63 20 45 71 49 26 14 92 63 67 17 27 12 37 53 60 85 106 17 59
I 286 | 118 80 199 | 347 | 133 92 427 | 206 | 735 | 111 38 40 115 | 162 | 115 | 252 | 915 83 246
K 101 43 125 | 352 | 120 47 63 206 56 192 45 62 29 118 83 152 | 292 | 285 60 155
L 329 | 119 66 174 | 351 | 152 67 735 | 192 | 440 | 129 68 57 102 | 203 | 150 | 176 | 905 | 113 | 267
M 55 20 20 47 72 25 17 111 45 129 14 17 18 24 47 31 41 144 19 45
N 19 19 42 78 51 28 27 38 62 68 17 29 15 43 60 72 122 88 29 38
P 33 22 16 28 56 20 12 40 29 57 18 15 3 13 33 27 40 66 43 55
Q 54 25 57 116 90 33 37 115 | 118 | 102 24 43 13 40 109 | 108 | 182 | 137 40 77
R 92 34 144 | 337 | 132 46 53 162 83 203 47 60 33 109 53 126 | 182 | 293 67 166
S 96 34 61 154 | 105 52 60 115 | 152 | 150 31 72 27 108 | 126 89 230 | 215 35 93
T 136 57 123 | 249 | 120 69 85 252 | 292 | 176 41 122 40 182 | 182 | 230 | 213 | 346 25 108
\ 492 | 166 | 101 | 261 | 498 | 304 | 106 | 915 | 285 | 905 | 144 88 66 137 | 293 | 215 | 346 | 712 97 380
w 41 50 14 35 57 34 17 83 60 113 19 29 43 40 67 35 25 97 17 50
Y 149 66 44 128 | 216 81 59 246 | 155 | 267 45 38 55 77 166 93 108 | 380 50 50
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4. melléklet: aminosav parok varhato el6fordulasa NMR-es szerkezeteken, adatkészlet cd-hit programmal sziirve, 40%-os szekvencidlis azonossagi kiiszébbel.

A C D E F G H | K L M N P Q R S T Vv w Y
A 99,47 | 53,88 | 52,48 | 115,39 | 119,99 | 62,07 | 41,34 | 198,18 | 113,3 | 205,12 | 39,55 | 42,04 | 31,36 | 66,66 | 103,86 | 90,33 | 137,21 | 282,57 | 37,65 | 99,57
C 53,88 | 29,18 | 28,43 | 62,5 | 64,99 | 33,62 | 22,39 | 107,35 | 61,37 | 111,11 | 21,42 | 22,77 | 16,99 | 36,11 | 56,26 | 48,93 | 74,32 | 153,06 | 20,39 | 53,93
D 52,48 | 28,43 | 27,69 | 60,88 | 63,31 | 32,75 | 21,81 | 104,56 | 59,78 | 108,22 | 20,87 | 22,18 | 16,54 | 35,17 | 54,8 | 47,66 | 72,4 | 149,09 | 19,86 | 52,53
E 115,39 | 62,5 | 60,88 | 133,87 | 139,2 | 72,01 | 47,96 | 229,92 | 131,44 | 237,97 | 45,88 | 48,78 | 36,38 | 77,33 | 120,49 | 104,79 | 159,19 | 327,82 | 43,68 | 115,51
F 119,99 | 64,99 | 63,31 | 139,2 | 144,74 | 74,87 | 49,87 | 239,07 | 136,67 | 247,44 | 47,71 | 50,72 | 37,83 | 80,41 | 125,29 | 108,96 | 165,52 | 340,87 | 45,42 | 120,11
G 62,07 | 33,62 | 32,75 | 72,01 | 74,87 | 38,73 | 258 |123,66| 70,7 | 128 | 24,68 | 26,23 | 19,57 | 41,6 | 64,81 | 56,36 | 85,62 | 176,32 | 23,49 | 62,13
H 41,34 | 22,39 | 21,81 | 47,96 | 49,87 | 258 | 17,19 | 82,38 | 47,09 | 85,26 | 16,44 | 17,48 | 13,03 | 27,71 | 43,17 | 37,55 | 57,03 | 117,45 | 15,65 | 41,39
| 198,18 | 107,35 | 104,56 | 229,92 | 239,07 | 123,66 | 82,38 | 394,87 | 225,74 | 408,7 | 78,8 | 83,77 | 62,48 | 132,82 | 206,94 | 179,97 | 273,39 | 563,01 | 75,01 | 198,38
K 113,3 | 61,37 | 59,78 | 131,44 | 136,67 | 70,7 | 47,00 | 225,74 | 129,05 | 233,65 | 45,05 | 47,89 | 35,72 | 75,93 | 118,3 | 102,89 | 156,29 | 321,86 | 42,88 | 113,41
L 205,12 | 111,11 | 108,22 | 237,97 | 247,44 | 128 | 85,26 | 408,7 | 233,65 | 423,01 | 81,55 | 86,7 | 64,67 | 137,47 | 214,18 | 186,28 | 282,97 | 582,72 | 77,64 | 205,33
M 39,55 | 21,42 | 20,87 | 45,88 | 47,71 | 24,68 | 16,44 | 78,8 | 4505 | 81,55 | 1572 | 16,72 | 12,47 | 26,5 | 41,29 | 3591 | 54,55 | 112,35 | 14,97 | 39,59
N 42,04 | 22,77 | 22,18 | 48,78 | 50,72 | 26,23 | 17,48 | 83,77 | 47,89 | 86,7 | 16,72 | 17,77 | 13,25 | 28,18 | 43,9 | 38,18 | 58 |119,44| 1591 | 42,09
P 31,36 | 16,99 | 16,54 | 36,38 | 37,83 | 19,57 | 13,03 | 62,48 | 35,72 | 64,67 | 12,47 | 13,25 | 9,89 | 21,02 | 32,74 | 28,48 | 43,26 | 89,08 | 11,87 | 31,39
Q 66,66 | 36,11 | 35,17 | 77,33 | 80,41 | 41,6 | 27,71 | 132,82 | 7593 | 137,47 | 26,5 | 28,18 | 21,02 | 44,67 | 69,6 | 60,54 | 91,96 | 189,37 | 25,23 | 66,73
R 103,86 | 56,26 | 54,8 |120,49 | 125,29 | 64,81 | 43,17 | 206,94 | 1183 | 214,18 | 41,29 | 43,9 | 32,74 | 69,6 |108,45| 94,32 | 143,28 | 295,05 | 39,31 | 103,96
S 90,33 | 48,93 | 47,66 | 104,79 | 108,96 | 56,36 | 37,55 | 179,97 | 102,89 | 186,28 | 35,91 | 38,18 | 28,48 | 60,54 | 94,32 | 82,03 | 124,61 | 256,61 | 34,19 | 90,42
T 137,21 | 74,32 | 72,4 |159,19 | 165,52 | 85,62 | 57,03 | 273,39 | 156,29 | 282,97 | 54,55 | 58 | 43,26 | 91,96 | 143,28 | 124,61 | 189,29 | 389,81 | 51,94 | 137,35
\Y 282,57 | 153,06 | 149,09 | 327,82 | 340,87 | 176,32 | 117,45 | 563,01 | 321,86 | 582,72 | 112,35 | 119,44 | 89,08 | 189,37 | 295,05 | 256,61 | 389,81 | 802,73 | 106,96 | 282,85
W 37,65 | 20,39 | 19,86 | 43,68 | 4542 | 23,49 | 1565 | 7501 | 42,88 | 77,64 | 14,97 | 1591 | 11,87 | 25,23 | 39,31 | 34,19 | 51,94 | 106,96 | 14,25 | 37,69
Y 99,57 | 53,93 | 52,53 | 115,51 | 120,11 | 62,13 | 41,39 | 198,38 | 113,41 | 205,33 | 39,59 | 42,09 | 31,39 | 66,73 | 103,96 | 90,42 | 137,35 | 282,85 | 37,69 | 99,67
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5. melléklet: aminosav parok parpreferencia értékei NMR-es szerkezeteken, adatkészlet cd-hit programmal sziirve, 40%-os szekvencidlis azonossagi kiiszébbel.

A C D E F G H I K L M N P Q R S T \Y w Y

A 059098076 |09 (139 110|152 | 144,089 | 160 | 139 045105081089 | 106|099 | 1,74 | 1,09 | 1,50
C 0,98 | 408 | 0,74 | 0,56 | 1,46 | 2,59 | 0,89 | 1,10 | 0,70 | 1,07 | 0,93 | 0,83 | 1,30 | 0,69 | 0,60 | 0,69 | 0,77 | 1,08 | 2,45 | 1,22
D 0,76 | 0,74 | 0,79 | 0,76 | 0,85 | 1,31 | 2,06 | 0,77 | 2,09 | 0,61 | 0,96 | 1,89 | 0,97 | 1,62 | 2,63 | 1,28 | 1,70 | 0,68 | 0,70 | 0,84
E 092 | 056 | 0,76 | 0,44 | 0,80 | 0,61 | 1,48 | 0,87 | 2,68 | 0,73 | 1,02 | 1,60 | 0,77 | 1,50 | 2,80 | 1,47 | 1,56 | 0,80 | 0,80 | 1,11
F 139|146 | 085 |08 (09317509 145|088 | 142|151 101|148 | 1,12 | 105|096 | 0,72 | 1,46 | 1,26 | 1,80
G 1,10 | 259|131 061|175 0,77 | 101|108 | 0,66 | 1,19 | 1,01 | 1,07 | 1,02 | 0,79 | 0,71 | 0,92 | 0,81 | 1,72 | 1,45 | 1,30
H 1,52 1 089 | 206 | 1,48 | 098 (101|081 | 1,12 | 134|079 | 103 | 155|092 | 134 | 123|160 | 1,49 | 0,90 | 1,09 | 1,43
I 1,44 110 | 0,77 | 087 | 145|108 | 1,12 | 1,08 | 0,91 | 1,80 | 1,41 | 0,45 | 0,64 | 0,87 | 0,78 | 0,64 | 0,92 | 1,63 | 1,11 | 1,24
K 0,89 | 0,70 | 2,09 | 2,68 | 0,88 | 0,66 | 1,34 | 091 | 0,43 | 0,82 | 1,00 | 1,29 | 081 | 155| 0,70 | 1,48 | 1,87 | 0,89 | 1,40 | 1,37
L 1,60 | 1,07 | 061 0,73 | 142 (119|079 180|082 | 1,04 | 1,58 | 0,78 | 0,88 | 0,74 | 0,95 | 0,81 | 0,62 | 1,55 | 1,46 | 1,30
M 139 /093 |09 102151101103 141|100 158|089 | 1,02 | 1,44 091 | 1,14 (086 | 0,75 | 1,28 | 1,27 | 1,14
N 04508318 | 160 | 101|107 | 155045129078 | 102163 1,13 | 153|137 |18 | 210 0,74 | 1,82 | 0,90
P 105|130 097|077 | 148 | 1,02 | 092 | 064 | 081|088 | 1,44 | 1,13 | 030 | 062 | 1,01 | 095 | 0,92 | 0,74 | 3,62 | 1,75
Q 08069162 |15 | 112|079 | 134|087 |155|074|091 153 062|090 | 157|178 | 198 | 0,72 | 1,59 | 1,15
R 0,89 060|263 |28 10071123078 |070 |09 | 114 137|101 | 157|049 | 134 | 127|099 | 1,70 | 1,60
S 1,06 | 069 | 1,28 | 1,47 | 0,9 | 0,92 | 1,60 | 0,64 | 1,48 | 0,81 | 0,86 | 1,89 | 095 | 1,78 | 1,34 | 1,08 | 1,85 | 0,84 | 1,02 | 1,03
T 09 0,77 1,70 | 1,56 | 0,72 | 0,81 | 149|092 | 187|062 | 075|210 092|198 | 127 |18 | 113 | 0,89 | 0,48 | 0,79
\Y 1,74 | 108 | 068 | 0,80 | 1,46 | 1,72 | 090 | 1,63 | 0,89 | 1,55 | 1,28 | 0,74 | 0,74 | 0,72 | 0,99 | 0,84 | 0,89 | 0,89 | 0,91 | 1,34
W 1,09 | 245|070 | 0,80 | 1,26 | 1,45 | 1,09 | 1,11 | 1,40 | 1,46 | 1,27 | 1,82 | 3,62 | 1,59 | 1,70 | 1,02 | 0,48 | 0,91 | 1,19 | 1,33
Y 150 122|084 111|180 | 130|143 | 124|137 130|114 |05 | 175|115 | 160 | 1,03 |0,79 | 1,34 | 1,33 | 0,50
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6. melléklet: aminosav parok xz-értékei NMR-es szerkezeteken, adatkészlet cd-hit programmal sziirve, 40%-os szekvencidlis azonossagi kiiszobbel.
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7. melléklet: aminosav parok parpreferencia értékeinek atlagos eltérése a Jackknife teszt eredményeképpen az eredeti értékektdl. Jackknife tesztek szama: 5, elhagyott adatmennyiség:
10%. NMR-es szerkezeteken szamolva, adatkészlet cd-hit programmal szlirve, 40%-os szekvencialis azonossagi kiiszobbel

A C D E F G H I K L M N P Q R S T Vv w Y
A 0,03 003003002005 | 007|012 |004 ) 003|003]|004]|004]006]|005]|005])005]002]002]|0,06/| 004
C 0,03 | 0,16 | 0,06 | 0,03 | 0,04 | 0,06 | 0,10 | 0,03 | 0,04 | 0,03 | 0,06 | 0,06 | 0,17 | 0,08 | 0,04 | 0,03 | 0,04 | 0,03 | 0,04 | 0,06
D 0,03 | 0,06 | 0,08 | 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,07 | 0,04 006 002 009|011 |006)|009)|005]005]|008]| 005|007 | 0,05
E 0,02 | 0,03 | 0,03 | 0,01 | 0,03 | 0,04 | 0,07 | 0,02 | 0,04 | 0,02 | 005|004 | 0,03 | 003|009 | 005|004 ) 002|006 | 0,03
F 0,05 | 0,04 | 003|003 |002] 006|004 004002004006 )005]|007,002]004|003]|003])001]|0,04])0,03
G 0,07 | 0,06 | 0,03 | 0,04 | 0,06 | 0,05 | 0,05 | 0,03 0,04 | 003 006)|001|005]|009]006]|002]003]| 002 007 | 0,06
H 0,12 | 0,10 | 0,07 | 0,07 | 0,04 | 0,05 | 0,12 | 0,04 | 0,20 | 0,02 | 0,06 | 0,19 | O,11 | 0,04 | 0,06 | 0,05 | 0,06 | 0,04 | 0,09 | 0,09
I 0,04 | 0,03 | 0,04 | 0,02 | 0,04 | 0,03 | 0,04 | 0,02 | 0,01 | O,01 | 0,04 | 003|004 )|002]002]002]|001]| 003005 ] 0,02
K 0,03 | 0,04 | 0,06 | 0,04 | 0,02 | 0,04 | 0,10 | 0,01 | O,02 | 0,02 | 0,06 | 0,05 | 0,06 | 0,03 | 0,03 | 0,05 | 0,03 | 0,02 | 0,09 | 0,02
L 0,03 | 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,04 |0,03|002) 001002001003 005]|004,003)|001003])0,01)002]|0,03] 0,03
M 0,04 | 0,06 | 0,09 | 0,05 | 0,06 | 0,06 | 0,06 | 0,04 | 0,06 | 0,03 | 0,09 | 0,10 | 0,05 | 0,08 | 0,07 | 0,05 | 0,06 | 0,03 | 0,14 | 0,06
N 0,04 | 0,06 | 0,11 | 0,04 | 0,05 | 0,01 | 0,19 | 0,03 | 0,05 | 0,05 | 0,10 | 0,09 | O,17 | 0,20 | 0,08 | 0,07 | 0,07 | 0,02 | 0,09 | 0,04
P 0,06 | 0,17 | 0,06 | 0,03 | 0,07 | 0,05 | 0,11 | 0,04 | 0,06 | 0,04 | 0,05 | 0,17 | 0,01 | 0,06 | 0,04 | 0,07 | 0,07 | 0,04 | 0,16 | 0,10
Q 0,05 | 0,08 | 0,09 | 0,03 | 0,02 | 0,09 | 0,04 | 0,02 | 0,03 | 0,03 |0,08|0,0 | 0,06 |005]|005]004]|003]| 002009 |0,02
R 0,05 | 0,04 | 0,05 | 0,09 | 0,04 | O,06 | 0,06 | 0,02 | 003|001 007008004, 005]|001|004)|003])002]|0,05] 0,03
S 0,05 | 0,03 | 005|005 |003]|002]|005|002|005|003)|005]|007]|007]|004]| 004|008 003 001|007 0,03
T 0,02 | 0,04 | 0,08 | 0,04 | 0,03 | 0,03 | 0,06 | 0,01 0,03 001 0,06)007]|007]|003]|003]|003]|003]) 001|004 0,03
\Y 0,02 | 0,03 | 0,05 | 0,02 | 0,01 | O,02 | 0,04 | 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,03 |0,02|0,04)|002]002]001] 001 002|005 0,03
w 0,06 | 0,04 | 0,07 | 0,06 | 0,04 | 0,07 | 0,09 | 0,05 | 0,09 | 0,03 | 0,14 | 0,09 | 0,16 | 0,09 | 0,05 | 0,07 | 0,04 | 0,05 | 0,06 | 0,06
Y 0,04 | 0,06 | 0,05 | 0,03 | 0,03 | 0,06 | 0,09 | 0,02 | 0,02 | 0,03 | 0,06 | 0,04 | 0,0 | 0,02 | 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,03 | 0,06 | 0,03
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8. melléklet: NMR-es szerkezetekbdl kiilonb6z6 sziirési algoritmussal és szekvencialis azonossagi kiiszobbel megsziirt adatkészletek hasonldsaga: az egyes parkorrelacios tablazatok kozott
szamolt Pearson-féle korrelaciés koefficiensek értéke.

1. 23 [a 5 [6 [7. 8 |9 [10]11.]12.[13.]14. ] 15. ] 16.
PDBselect, 25% | 1. 1/0,93/0,92|0,92|0,91]0,78(0,81|0,82(0,83|0,83|0,83|0,82|0,83|0,83|0,83 | 0,84
PDBselect, 30% | 2. |0,93| 1]0,98|0,97|0,97]|0,86|0,88|0,89|0,90|0,91|0,91/0,90|0,91|0,91|0,91|0,88
PDBselect, 35% | 3. |0,92]/0,98| 1|0,99|0,99]0,87|0,89|0,90|0,92|0,93|0,93|0,92|0,93 (0,93 (0,93 (0,90
PDBselect, 40% | 4. |0,92|0,97|0,99| 1| 1]0,87|0,89|0,90|0,92|0,93|0,93(0,92|0,94|0,94|0,94 0,91
PDBselect, 50% | 5- ]0,91/0,97|0,99| 1| 1]0,87|0,89|0,90/0,92|0,93|0,93(0,92|0,94|0,94|0,94 0,92
PISCES 25% 6. |0,78/0,86/0,87|0,87|0,87] 1/0,97(0,96(0,95(0,94(0,94]0,93|0,93|0,92|0,91|0,78
PISCES 30% 7. |0,81/0,88|0,89|0,89|0,89]0,97| 1(0,98(0,97|0,96(0,96]0,95|0,95|0,94|0,93|0,82
PISCES 35% 8. |0,82(0,89(0,90(0,90| 0,9]0,96|0,98| 1[0,98|0,98|0,97]0,97|0,97|0,96]0,95|0,84
PISCES 40% 9. |0,83(0,90(0,92(0,92(0,92]0,95|0,97|0,98| 1|0,99|0,99]0,98|0,98|0,97|0,96 0,86
PISCES 45% 10. | 0,83 /0,91/0,93|0,93|0,93]0,94|0,96 0,98 (0,99| 1[0,99}0,98(0,99|0,98|0,97|0,87
PISCES 50% 11. ] 0,83 /0,91 0,93/ 0,93|0,93]0,94|0,96|0,97|0,99/0,99| 1]0,98|0,99|0,98|0,97|0,87
cd-hit 40% 12. |0,82| 0,9/0,92/0,92/0,92|0,93|0,95|0,97|0,98|0,98(0,98] 1(0,98(0,97|0,96]0,85
cd-hit 50% 13. |0,83/0,91/0,93|0,94|0,94|0,93|0,95|0,97|0,98(0,99(0,99]0,98| 1|0,99|0,98]0,88
cd-hit 60% 14. |0,83/0,91/0,93|0,94|0,94|0,92|0,94|0,96|0,97|0,98(0,98]0,97|0,99| 1| 1]0,91
cd-hit 70% 15. 10,83 /0,91 0,93 |0,94|0,94|0,91|0,93|0,95|0,96 0,97 (0,97]0,96|0,98| 1| 1]0,92
teljes lista 16. | 0,84 /0,88 0,90|0,91|0,92|0,78|0,82|0,84|0,86|0,87(0,87|0,85/0,88|0,91|0,92] 1
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9. melléklet: NMR-es szerkezetekbdl kiilonb6z6 sziirési algoritmussal és szekvencialis azonossagi kiiszobbel megsziirt adatkészletek hasonldsaga: az egyes listak kozotti atfedés,
szazalékosan kifejezve. 100% a teljesen azonos listat jelent, igy értelemszeriien a diagonalisban csupa 100% van feltiintetve.

1. 2. 3. | 4 5. 6. 7. 8. 9. |10. | 11. | 12. | 13. | 14. | 15. | 16.

PDBselect, 25% | 1. J100| 68 | 58 | 55 | 53 } 51 | 50 | 49 | 48 | 46 | 45 | 48 | 45 | 42 | 40 | 25
PDBselect,30% | 2. | 68 |100| 81 | 77 | 73 } 55 | 62 | 67 | 66 | 65 | 63 | 68 | 64 | 59 | 57 | 35
PDBselect,35% | 3. | 58 | 81 |100| 94 | 89 ) 52 | 58 | 66 | 73 | 77 | 76 | 67 | 77 | 71 | 68 | 41
PDBselect,40% | 4. } 55 | 77 | 94 |100| 95} 51 | 57 | 64 | 71 | 77 | 79 | 66 | 81 | 75 | 72 | 43
PDBselect,50% | 5. } 53 | 73 | 89 | 95 | 100 49 | 55 | 62 | 69 | 74 | 79 | 64 | 80 | 79 | 76 | 45
PISCES 25% 6. | 51 | 55 | 52 | 51 | 49 )100| 88 | 77 | 71 | 66 | 63 | 64 | 59 | 54 | 51 | 28
PISCES 30% 7. | 50 | 62 | 58 | 57 | 551 88 [100| 8 | 78 | 73 | 69} 72 | 65 | 60 | 56 | 31
PISCES 35% 8. 149 | 67 | 66 | 64 | 62 | 77 | 85 |100| 88 | 82 | 78 | 80 | 74 | 68 | 64 | 36
PISCES 40% 9. |48 |66 | 73 | 71 | 69| 71 | 78 | 88 |100| 91 | 87 | 81 | 83 | 75 | 71 | 39
PISCES 45% 10. | 46 | 65 | 77 | 77 | 74 | 66 | 73 | 82 | 91 [100| 94 | 78 | 90 | 81 | 76 | 42
PISCES 50% 11. |45 | 63 | 76 | 79 | 79} 63 | 69 | 78 | 87 | 94 |100] 75 | 95 | 86 | 81 | 44
cd-hit 40% 12. | 48 | 68 | 67 | 66 | 64 | 64 | 72 | 80 | 81 | 78 | 75 J100| 77 | 68 | 64 ] 35
cd-hit 50% 13. | 45 | 64 | 77 | 8 | 80 | 59 | 65| 74 | 8 | 90 | 95| 77 | 100 | 87 | 82 | 44
cd-hit 60% 14. | 42 | 59 | 71 | 75| 79 | 54 | 60 | 68 | 75| 81 | 8 | 68 | 8 |100| 93 | 51
cd-hit 70% 15. | 40 | 57 | 68 | 72 | 76 | 51 | 56 | 64 | 71 | 76 | 81 ] 64 | 82 | 93 |100] 54
teljes lista 16. | 25 | 35 | 41 | 43 | 45| 28 | 31 | 36 | 39 | 42 | 44 | 35 | 44 | 51 | 54 ] 100
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10. melléklet: NMR-es adatbazisok josaganak 6sszessége. A tablazatban szerepel a lancok szama (Nj;,..«), az atlagos Pearson-féle korrelacios koefficiense (CORR) a tobbi listahoz képest (a
parpreferencia értékekre szamolva), az atlagos xz-érték (szint a parpreferencia értékekre szamolva), a lancok szamaval normalt atlagos xz-érték, valamint a parpreferencia értékek atlagos
ingadozasa a jackknife-teszt eredményeképpen (JNF).

ALL AP10 AP14 PARL

Nléncok E—

25% | 2270 0,858 27881 12,28 | 0,0228 | 10828 | 0,0298 | 13093 | 0,0282 | 3944 | 0,0701
30% | 3122 0,919 40345 12,92 | 0,0176 | 15847 | 0,0232 | 19207 | 0,0230 | 5270 | 0,0594
PDBSelect | 35% | 3718 0,933 48554 13,06 | 0,0157 | 19180 | 0,0242 | 23408 | 0,0186 | 5942 | 0,0433
40% | 3928 0,936 50889 12,96 | 0,0177 | 20079 | 0,0215 | 24580 | 0,0203 | 6205 | 0,0577
50% | 4116 0,936 53130 12,91 | 0,0168 | 21038 | 0,0203 | 25670 | 0,0186 | 6396 | 0,0499
25% | 2560 0,905 31785 12,42 | 0,0205 | 12434 | 0,0286 | 14911 | 0,0210 | 4423 | 0,0588
30% | 2839 0,924 36052 12,70 | 0,0190 | 14130 | 0,0276 | 16929 | 0,0257 | 4975 | 0,0565
35% | 3221 0,936 41738 12,96 | 0,0180 | 16337 | 0,0249 | 19778 | 0,0206 | 5601 | 0,0530

PISCES 0% | 3527 | 0,945 | 46105 | 13,07 | 0,0178 | 18130 | 0,0227 | 21941 | 0,0215 | 6010 | 0,0548
45% | 3806 | 0,949 | 49721 | 13,06 | 0,0176 | 19721 | 0,0226 | 23789 | 0,0207 | 6186 | 0,0535

50% | 4017 | 0,948 | 52124 | 12,98 | 0,0177 | 20705 | 0,0207 | 25088 | 0,0207 | 6305 | 0,0514

40% | 3138 | 0,939 | 45782 | 1459 | 0,0174 | 18008 | 0,0223 | 21738 | 0,0211 | 6013 | 0,0580

| s0% | a001 | 0,049 | 53436 | 13,36 | 0,0176 | 21212 | 0,0202 | 25727 | 0,0212 | 6469 | 0,0511
cd-hit % | 4570 | 0.948 | 57881 | 12,67 | 0,0170 | 22974 | 0,0206 | 27967 | 0,0188 | 6912 | 0,0514
70% | 4885 | 0,944 | 61006 | 12,49 | 0,0156 | 24285 | 0,0200 | 29545 | 0,0188 | 7146 | 0,0505
telieslista | - | 9047 | 0,878 | 93551 | 10,34 | 0,0126 | 36656 | 0,0149 | 44833 | 0,0145 | 12023 | 0,0407
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11. melléklet: rontgenszerkezetekbdl all6 listak josagi becslése. A sorok és oszlopok

a listaban 1évé fehérjeszerkezetek maximalis felbontasat és R-faktorat jelzik. A tablazatok
celldiban feltiintettiik a lancok szama szerint normalt xz-értékeket a redundans és nemredundans
listakbdl szarmazé parpreferencia értékekre szamolva, valamint a nemredundans adatkészlethez
tartozo parpreferencia értékeinek az atlagos jackknife-ingadozasat.

(redundans adatkészlet)

Maximalis felbontas (A)

Max. R-faktor 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
0,10 41,35 64,67 61,95 62,11 61,95 62,04
0,13 44,61 75,95 79,41 80,23 79,59 79,55
0,16 47,56 88,75 90,37 90,81 90,67 90,79
0,19 50,22 91,99 | 100,87 | 104,87 | 104,21 | 104,03
0,22 50,22 92,91 | 109,28 | 115,59 | 115,13 | 114,94
0,25 46,65 94,66 | 118,54 | 127,08 | 127,18 | 127,28

(nemredundans adatkészlet)

Maximalis felbontas (A)

Max. R-faktor 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
0,10 57,55 66,27 64,66 64,02 62,98 62,98
0,13 66,37 64,59 75,99 79,47 77,7 77,72
0,16 66,37 75,75 88,34 88,5 87,16 86,93
0,19 66,37 79,91 | 104,01 | 106,21 | 103,87 | 103,4
0,22 66,37 81,69 | 117,47 | 123,02 | 118,56 | 117,62
0,25 68,95 87,05 | 131,48 | 139,99 | 135,5 | 134,92

(nemredundans adatkészlet)

Maximalis felbontas (A)

Max. R-faktor 1 1.2 14 1.6 1.8 2
0,10 0,1379 | 0,1902 | 0,2086 | 0,1411 | 0,167 | 0,0754
0,13 0,0856 | 0,0636 | 0,0402 | 0,0394 | 0,0445 | 0,0364
0,16 0,0879 | 0,0383 | 0,0248 | 0,0213 | 0,0158 | 0,0138
0,19 0,0839 | 0,0383 | 0,0194 | 0,0141 | 0,0109 | 0,0081
0,22 0,078 | 0,0484 | 0,0216 | 0,0111 | 0,0094 | 0,0065
0,25 0,0511 | 0,0294 | 0,023 | 0,0155 | 0,0087 | 0,0065

65



12. melléklet: Val-Gly és Val-Ala parok lehetséges oldallanc-orientacidinak eloszlasa szazalékosan. Feliil a kvantumkémiai modellezésbdl, alul a statisztikai analizisb6l szarmazé értékek

lathatok. SumSq az egyes kvantumkémiaval szamolt értékek eltéréseinek négyzetosszegét jelenti az atlagos statisztikai értékhez képest.

Ver | Ve vt SumSq
AP10_AVA_AGA (%) | (%) | (%)
HF/3-21G, AE 65 33 2 6429
B3LYP/6-31G*, AE 60 32 8 5222
B3LYP/6-31G*, AG 39 28 34 1532
MO052X/6-31G*, AE 66 32 1 6635
MO052X/6-31G*, AG 57 36 5095
B3LYP/6-31G*, cp, AE 56 30 14 4296
B3LYP/6-31G*, cp, AG 46 | 26 | 28 2316
MO052X/6-31G*, cp, AE 63 34 3 6019
MO052X/6-31G*, cp, AG 43 41 17 3073
B3LYP/6-31G*, Aq.pE 54 23 23 3424
B3LYP/6-31G*, AgapG 34 20 47 862
MO052X/6-31G*, Ag.nE 69 23 8 6177
MO052X/6-31G*, Ay,G 35 62 3 4923
B3LYP/6-31G*, cp, AtanE 46 | 19 | 35 2019
B3LYP/6-31G*, cp, AyarG 41 | 19 | 40 1494
PISCES, felb1.8, r0.25 11 33 57
WHATIF, felb 1.8, r0.18 9 29 63
WHATIF, felb 1.8, r0.19 8 29 63
PDBSelect, felb 1.5, r0.18 11 29 60
PDBSelect, felb 1.75, r0.18 11 31 58
Atlag 10 | 30 | 60
Széras 1,39 | 1,69 | 2,69
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Ver | Ve- vt SumSq
AP10_AVA_AAA (%) | (%) | (%)
HF/3-21G, AE 60 30 10 5445
B3LYP/6-31G*, AE 58 33 9 5389
B3LYP/6-31G*, AG 34 25 41 1052
MO052X/6-31G*, AE 58 39 3 6254
MO052X/6-31G*, AG 35 44 21 2828
B3LYP/6-31G*, cp, AE 54 30 15 4350
B3LYP/6-31G*, cp, AG 31 25 44 851
MO052X/6-31G*, cp, AE 61 37 3 6438
MO052X/6-31G*, cp, AG 73 21 7352
B3LYP/6-31G*, AgapE 52 23 25 3211
B3LYP/6-31G*, Ay:aG 28 17 55 450
MO052X/6-31G*, Ag.uE 57 27 16 4535
MO052X/6-31G*, Ay.pG 20 72 8 5459
B3LYP/6-31G*, cp, AqanE 43 | 19 | 38 1765
B3LYP/6-31G¥*, cp, AsanG 26 17 57 336
PISCES, felb1.8, r0.25 12 24 64
WHATIF, felb 1.8, r0.18 12 25 63
WHATIF, felb 1.8, r0.19 11 23 66
PDBSelect, felb 1.5, r0.18 9 26 65
PDBSelect, felb 1.75, r0.18 10 25 64
Atlag 11 | 25 | 65
Széras 1,07 | 1,17 | 1,12




13. melléklet: Val-Ser parok lehetséges oldallanc-orientacidinak eloszlasa szazalékosan. Feliil a kvantumkémiai modellezésbdl, alul a statisztikai analizisb6l szarmazo értékek lathatok.
SumSq az egyes kvantumkémiaval szamolt értékek eltéréseinek négyzetosszegét jelenti az atlagos statisztikai értékhez képest.

Vg+Sg+ | Vg+Sg- | Vg+St | Vg-Sg+ | Vg-Sg- | Vg-St | VtSg+ | VtSg- | ViSt Sumsq
AP10, AVA_ASA (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) | (%) | (%)
HF/3-21G, AE 3 0 73 1 0 18 0 0 4 6639
B3LYP/6-31G*, AE 0 0 41 0 0 49 0 0 11 | 4401
B3LYP/6-31G*, AG 0 0 30 0 0 40 0 0 30 | 3051
MO052X/6-31G*, AE 0 0 88 0 0 7 0 0 8924
MO052X/6-31G*, AG 0 0 86 0 0 9 0 0 8550
B3LYP/6-31G*, cp, AE 0 0 0 0 0 70 0 0 30 | 5027
B3LYP/6-31G*, cp, AG 0 0 0 0 0 45 0 0 55 3651
MO052X/6-31G*, cp, AE 27 17 12 10 7 8 6 11 1801
MO052X/6-31G*, cp, AG 4 12 2 26 49 3 1 2 3939
B3LYP/6-31G*, Aq.pE 21 7 12 3 11 25 4 10 976
B3LYP/6-31G*, AgapG 4 3 17 2 2 18 20 7 26 588
MO052X/6-31G*, Ag.nE 38 11 14 15 1 12 2 4 2664
MO052X/6-31G*, Ay,G 14 9 7 55 11 2 1 0 0 4766
B3LYP/6-31G*, cp, AanE 12 14 0 4 5 14 16 12 | 24 450
B3LYP/6-31G*, cp, AsabG 3 5 0 2 3 20 8 9 50 1452
B3LYP/6-31+G**, Ay 9 9 12 4 5 15 16 21 473
B3LYP/6-31+G**, Ay.,G 2 3 21 1 1 20 6 5 41 1590
PISCES, felb1.8, r0.25 1 5 3 3 7 10 28 21 | 23
PDBSelect, felb 1.5, r0.18 3 6 3 1 6 9 26 28 | 18
PDBSelect, felb 1.75, r0.18 3 6 3 1 6 10 28 22 | 22
WHATIF, felb 1.8, r0.18 2 4 4 1 8 9 29 19 | 24
WHATIF, felb 1.8, r0.19 2 3 3 2 7 10 27 20 | 25
atlag 2 5 3 2 7 10 28 22 | 22
sz0ras 0,95 1,14 0,54 0,94 0,71 0,21 | 1,11 | 3,30 (2,69
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