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1. Bevezetés

1.1. Az amiloiddzis altalanos attekintése

Az elmult évtizedben szamos klinikailag kiilonb6z6 betegséget kotott oOssze a kodzos
patomechanizmusuk, ezen betegségekben bizonyos fehérjék koros feltekeredés (misfolding)
miatt specidlis aggregatumokat, un. amiloidot képeznek, ami mai tuddsunk szerint toxikus a
sejtre nézve [1]. Ezekre a betegségekre egylttesen ezért az amiloiddzis kifejezést hasznaljuk,
mert bdr a kialakitdsdban szerepet jatszo fehérjék és a klinikai tiinetek igen sokfélék lehetnek, a
sejten bellli valtozasok mechanizmusa azonos. Amiloiddzissal alakul ki tobb igen gyakori
betegség: szdmos neurodegenerativ betegség (pl. Alzheimer- és Parkinson-kér), bizonyos
diabetes formak, a Huntington-kor és a vese-dializishez kéthetd szisztémas amiloidozis is [2-4].
A koz0s patomechanizmussal jaré betegségek tehat igen gyakoriak, orvosbioldgiai jelentéségiik
nagy, kialakuldsuk megértése legaldbb annyira fontos feladata a tudomdnynak, mint a
betegségek elleni gydgymod megtalaldsa.

Jelenlegi tudasunk szerint az amiloiddzis hatterében els6sorban olyan fehérjék allnak,
melyek valamilyen kérnyezeti hatasra a normal szerkezetiiktél eltérd, kdros szerkezetet vesznek
fel, mely allapotban lehet6ségiik van polimerek, Un. amiloid szalak kialakitasara [5]. Az eddig
ismert amiloidokban a stabil, olddszereknek, h6hatdsnak is igen ellenallo fibrillaris szerkezetet
egymas mellé rendez6dd béta-redd strukturdk alkotjak (1. dbra). Az amiloidot képz6 fehérjék
nativ szerkezete altalaban kevésbé stabil, mint az atlagos globularis fehérjéké, gyakran talalunk
koztik rendezetlen fehérjéket. A rendezetlen fehérjék alapveté tulajdonsaga, hogy nem
rendelkeznek jél definidlhatdé harmadlagos szerkezettel, sok kiilonb6z6 szerkezeti allapot kozott
fluktudlnak. Ez a tulajdonsaguk kulcs faktor lehet az amiloid képz6désben, hiszen mig egy jol
definidlt harmadlagos szerkezettel rendelkezd globuldris fehérjének jelentés energiatobblet
sziikséges a stabil szerkezetbdl vald kimozditasahoz, és a koros konformacio felvételére, addig a
rendezetlen fehérje konformaciés sokasdagdbdl tobb olyan dllapot is lehet, mely nagyon

konnyen épilhet be az amiloid szalba. A rendezetlen fehérjéket e tulajdonsaguk miatt tobb
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tanulmany is a sejtre nézve veszélyes fehérjéknek tartja, azonban fontos leszégezni, hogy az

ismert rendezetlen fehérjéknek csak toredéke képes valéban amiloid képzésre.

1. dbra. Az amiloid szalak harmadlagos szerkezetének példaja. A szalat felépit6 azonos fehérjék
egymas mellé rendez6dve, paralell vagy antiparalell béta-lemez szerkezetet képeznek. Az abran a
kiilénboz8 szinek kilon fehérje l[dncokat jelentenek, a fehérje amiloid szalba nem beépul6 részei nem
lettek dbrazolva. Forras: internet.

Az amiloid képz6dés kulcs mozzanata az elsé néhany aggregdtum, amiloid szal képz&dése. Az
in vitro kisérletekben ezeket az oligomereket seedeknek nevezziik, melyek az amiloid képz6dés
kisérletes tanulmanyozasakor nagymértékben el8segitik a szalképz6dés meginduldsat. Ugy
gondoljuk, hogy az él6 sejten beliil is egy fontos l1épés lehet a kritikus mennyiségl amiloid szal
megjelenése, egy szinten még a sejt javitd rendszerei (els6sorban a chaperon fehérjék) képesek
eliminalni a képz6dott kéros aggregatumokat, de ennek telitédése utdn az amiloid képzG6dés
nagy valdszinliséggel elszabadul, kikerll a sejt kontrollja alél, és exponencialis ndvekedésbe
kezd [6]. A képz6dott amiloid szalaknak els6sorban a végei azok, melyek a tovabbi monomerek
beépiilését el6segitik. Ez a kisérletes amiloid képz&désben is kimutathatd, az amiloid szdlak
novekedése sokkal gyorsabban elindul és nagyobb mértékd, ha nem hosszu, intakt amiloid
szalakat haszndlunk, hanem ezeket kisebb darabra térve (pl. mikrohullam segitségével)

alkalmazzuk seedként. A kisérletes Uton és a sejten beliil kialakult amiloid szalak is igen stabilak,
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ellenalléak, valdszinlileg ez az, ami miatt a sejtekre is toxikussa valnak, hiszen a felgyllemlé
aggregatumot a sejtek mar sem lebontani, sem elkildniteni nem tudjak [7]. Az amiloid képz6dés

folyamatat a 2. dbra foglalja 6ssze.
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2. abra. Az amiloid képz6dés folyamatanak sematikus vazlata. Az amiloid képz&dés alapvet6en két
fazisra oszthatd, az els6 “lag” fazisban az amiloid képzésre hajlamos fehérjék koros feltekeredése
torténik meg, melynek kovetkeztében oligomerek, amiloidogén kis polimerek képz6dnek. A megfelel§
hosszUsagu amiloid szalak (seedek) inditjak be a masodik, névekedési fazist. Ebben a mar kialakult
amiloid szdlakhoz éplilnek hozza a monomer vagy oligomer egységek, és novesztik a szal hosszat. A
hosszu fibrillaris szerkezetek egymas mellé rendez6désével alakul ki a végsd, igen stabil amiloid szal
forma. Az abran talalhato kifejezéseket angol nyelven hagytam, mert a legtobb kifejezésre még nincs
igazan magyar megfelel6 [8].

Ahogy az a 2. dbrdn is j6l Iathaté, az amiloid képz6&dés két fazisra oszthatd. A két folyamat in
vitro koriilmények kozott eltéré sebességgel zajlik. A nagy koncentraciéju amiloidogén fehérje
oldatban 6rak vagy akar napok szilikségesek az els6é fazis kialakuldsahoz, vagyis a kritikus
mennyiségl seed keletkezéséhez, amely utan a masodik fazisban torténd szalképzddés mar

jéval gyorsabb folyamat [9]. Természetesen él6 sejtben a folyamat kissé mas modon zajlik, de
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ugy tlinik, hogy in vivo is a folyamat elsé szakasza az id6 meghatarozo |épés. Az él6
szervezetben kialakulé amiloiddzis egyik fontos befolydsold tényez6je szintén az adott fehérje
koncentracidja, de a betegségek kialakulasanak ideje fligghet az amiloiddzis elsé szakaszanak
sebességétll is. Azok az orokletes mutacidok, melyek a Parkinson-kér korai kialakulasdhoz
vezetnek (50-60 éves kor helyett akar 20-30 éves korban is kialakulhat), in vitro koérilmények
kozott is hamarabb atesnek az amiloiddzis els6, azaz “lag” fazisan, és hamarabb indul el a
vizsgalt mintdban a szalképz&dés [10]. EbbdI arra kovetkeztethetlink, hogy az é16 sejtekben is az
els6 fazis a kritikus az amiloidézishoz kotheté betegségek kialakuldsdaban. Ez az a |épés ami
sokszor akar évekig, évtizedekig is eltarthat, és amennyiben a kritikus mennyiségl seed
felgyllemlett a sejtben, akkor az mar nem tud megszabadulni téle, és elindul a pusztulas utjan.
Az amiloid novekedésének in vitro kdvetésére a thioflavin t (THT) tesztet haszndljak. Ez a

heterociklusos kis molekula a merev béta-lemez strukturakhoz kot, igy az amiloid képz&dést

id6ben nyomon kdvetve kvantitativ méréseket is lehet végezni (3. abra).

3. abra. A THT k6t6dése az amiloid aggregatumhoz. Az amiloid kimutatasban hasznalt THT teszt
soran a thioflavin t molekula a béta lemezes struktiraba épul, mely altal nagymértékben csdkken a
molekula mozgdsa. A kékkel jelolt dimethylaminobenzyl rész nem tudja excitacids toltését atadni a

pirossal jel6lt benzothiazole résznek, emiatt tapasztalhaté a molekula fluoreszcens jelében egy voros
eltolodas, mely kisérletesen jol mérhetd. Forras: internet.

Mivel a THT molekula egyforman koti a révid és a hosszu amiloid szalakat, igy segitségével

csak a képz6dott amiloid mennyisége mérhetd, az amiloid szdlak morfoldgidja nem hatarozhato
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meg. Miutan egyes betegségekben az amiloid szdlak felépitésének is tulajdonitanak
jelent6séget, vizsgdlati mddszerek alakultak a morfoldgia vizsgdlatra is. A néhdny nanométer
atmérdgjl, de sokszor akdr mikrométeres hosszUsagl amiloid szalak makroszerkezetének
vizsgalatdra elektronmikroszképos (THT vagy negativ ozmium-tertoxid festés) vagy atomerdé

mikroszkdpos vizsgalatokat alkalmaznak (4. dbra).

4. dbra. Amiloid szalak morfoldgidjanak vizsgalata. Bal oldalon negativ ozmium-tetroxiddal festett
elektronmikroszképos kép lathaté (a mérték 100 nm hosszu), jobb oldalon pedig a fibrillumok atomerd-
mikroszkdpos képe. Forras: internet.

Az amiloidézisokat a szervezetben valé megjelenési helyik alapjan csoportokba oszthatjuk,
igy beszélhetlink szisztémds (teljes szervezetre kiterjedd), szervi lokalizaciéju és specifikus

sejteken beliil kialakuld amiloidézisrdl.

1.2. Szisztémas amiloidozis
A szervezet egészére kiterjed6 amiloiddzisok alapja, hogy az extracelluldris térben valamilyen
amiloidogén fehérjének felborul az egyensulya, és a megnovekedett mennyiség kovetkeztében
amiloid plakk lerakddasok keletkeznek a test tobb pontjan [11]. A teljes szervezetre kiterjed6
amiloiddzisok egyik leggyakoribb véltozata a béta-2-mikroglobulinhoz kotott szisztémas
amiloiddzis. Ez a fehérje a minden sejtlinkdn kifejez6dé6 MHC I-es osztalya fehérjekomplex

része, ezaltal igen fontos eleme az immunrendszer sajat / nem sajat elkl6nitd rendszerének. A
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fehérje egy transzmembrdn komplex extracelluldris régidjanak része, melyr6l a fehérje
konnyedén disszocidlhat. llyenkor a béta-2-mikroglobulin a vérbe keriil, ahonnan a vese
kivalasztd funkcidja tavolitja el. Ennek a természetes folyamatnak kdszonhet6en egészséges
emberekben a fehérje koncentracidja az extracelluldris térben és a vérkeringésben igen
alacsony. Vesebetegek esetében azonban a fehérje kivalasztasa séril, a sulyos
veseelégtelenségben szenved6k hemodializis (m(ivese) kezelésében pedig teljes mértékben
megszlinik. A jelenlegi mivese technoldgiak képesek megszabaditani a vért minden kdros
kismolekulatdl, bizonyos ionoktél, azonban a fehérjeként alapvet6en kis méretli, de az
ionokhoz, bomldstermékekhez képest mégis dridsi béta-2-mikroglobulin fehérjét nem képesek
kiszrni. Emiatt az akar éveken at tartd mlvese kezelés a fehérje szervezeten beliili
felgyllemléséhez vezet, az extracelluldris térben a fehérje koncentracidé eléri azt a kritikus
koncentraciot, melynél az amiloid képz6dés beindulhat, és megkezdddik a plakkok lerakddasa.
A béta-2-mikroglobulinhoz kdthet6 szisztémas amiloiddzis igen sok szervre, szovetre kiterjed,
elsédlegesen érintettek az érfalak, az iztiletek és a szivburok.

A kés6i immunvdlasz kovetkeztében keletkez6 antigén-antitest komplexek felgylilemlése is
okozhat szisztémas amiloiddzist. Az akut fert6zések kdvetkeztében keletkezé immunkomplexek
eliminalasaval a szervezet kdnnyedén megkiizd, azonban egy sok éven at tartd, elhdzédd
krénikus betegségben (pl. gyulladasos betegség) keletkez6 immunkomplex mennyiség teliti a
szervezet kilrité rendszerét, és ilyenkor megindul az immunkomlexek képezte amiloid plakkok
lerakddasa kilonb6z6 szovetekben.

A szisztémas amiloidézisok f6ként a fizikai tér elfoglalasaval, mas szévetek 6sszenyomasaval,
azok megfelel6 keringésének zavarasaval okoznak egészségligyi problémakat. A lerakddasok
kovetkeztében elsésorban sziv-érrendszeri és mozgasszervi betegségek alakulnak ki, melyek
tovabb sulyosbitjdk az egyébként a szisztémas amiloiddzist kivaltd betegségben szenvedd

paciens allapotat.

1.3. Szervilokalizaciéju amiloidozis
Az amiloiddzisok egy szervre lokalizalodé fajtainak kialakuldsa nagyjabol megegyezik a

szisztémads amiloiddzis kialakuldsaval. Mindkét tipusban valamilyen amiloidogén fehérje



extracellularis térben vald felgylilemlése vdltja ki az amiloiddzist. Az egy bizonyos szervre
lokalizdlédé amiloiddzis esetében a fehérje termel6dése az érintett szervben nagyon
nagymértékben né és a fehérje nagyon kis mértékben tavozik a szervbdl a vérkeringés altal. igy
a kritikus koncentracidé csak a szerven beliil, annak extracelluldris dllomanydban lép fel, és az
amiloid plakkok lerakodasa arra a szervre korlatozédik. A kivaltd okok is hasonldéak, mint
szisztémas amiloiddzisnal, legtobbszor elhizddo, krénikus betegségekhez kapcsolt (gyulladas,
daganatos megbetegedés) tulzott fehérje termeléssel, felgyllemléssel kapcsolatos. Ebbe a
csoportba tartozik a kalcitonin lerakddas miatt kialakulé pajzsmirigy-elégtelenség, és az amylin

hasnyalmirigyben torténd lerakdddsa miatt kialakuld Il-es tipusu cukorbetegség is.

1.4. Fehérje misfolding és sejten belili amiloidazis

Az elmult évtized felismerései nyitottdk meg a tudomany kapuit szdmos betegség,
els6sorban az idds korral egyitt jaré neurodegenerativ betegségek megértésében. Tobb, akdr
évszazadok 6ta ismert, klinikailag jol karakterizalt kérképpel kapcsolatban deriilt fény a hasonld
patomechanizmus, az intracellularis amiloiddzis koroki meglétére. Ezen betegségek hatterében
a sejten belili kéros, nem megfelelé fehérje feltekeredés, az un. “misfolding” jelensége all.
Valészinlleg a szisztémds és szervi amiloiddzisokhoz hasonléan a sejten belili amiloid
képz6désben is szerepe van az amiloidogén fehérje tultermel6désének, azonban ennél a
formandl az egyéb faktorokat, elsGsorban kornyezeti hatdsokat tesznek felel@ssé. Szintén
komoly szerepet tulajdonitanak a sejt felborult homeosztazisanak, els6sorban a csokkent
hatékonysagu javitd és elimindld rendszereknek (chaperon rendszer, proteoszdma rendszer) a
sejten bellli amiloidézis kialakuldasaban.

A kornyezeti hatasra kialakuld intracellularis amiloidézis legjobb példai a prion fehérje altal
kivaltott neurodegenerativ betegségek, melyet emberben Creutzfeldt—Jakob szindrémanak,
vagy Kuru-kuru betegségnek neveziink, allatokban pedig kilénb6z6 szivacsos agyveld
gyulladdsokat okoz (pl. bovine spongioform encephalopatia, BSE) [2]. Ebben a betegségben a
kozponti idegrendszerben talalhaté egyel6re még nem teljesen ismert funkciéju prion fehérje
koros feltekeredése okozza a betegség kialakuldsat. A vad tipusu fehérje magatél nem képez

amiloidot, a folyamat elinditdsdhoz sziikség van az amiloid valamilyen forrasbdl torténd
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bevitelére, amely koéros szerkezeti vdltozat (vagyis gyakorlatilag a kordbban mar emlitett
amiloid seed). A normal szerkezet( és szekvenciaju fehérjét hasznalva épitéanyagként noveszti
az amiloid szalat [12]. A leggyakrabban neurodegenerativ betegséghez vezet6 mas
intracellularis amiloidézisoknal a betegséget kivalté tényez6 nem ennyire egyértelmi [13].
Vannak esetek, amikor egy-egy ismert orokletes mutdcié az eleve amiloidogén fehérjében
el6segiti a koros konformacid kialakuldsat, ezzel nagymértékben meggyorsitva a betegség
kialakuldsat. Ezt figyelhetjik meg a Parkinson-kér kialakuldsaban is. Ebben a betegségben
féként az alfa-synuclein fehérjét teszik felel6ssé a kozponti idegrendszer bizonyos sejtjeiben
lerakédo amiloid plakkok (szovettani megnevezésében Lewy-testek) kialakuldsaért. A betegség
megjelenése id6s korban jellemz, els6sorban a mozgds koordindcidért felel6s agyi strukturdk
degeneracidja torténik meg, ennek megfeleléen a klinikai képre is a mozgds, beszéd
érintettsége jellemzG6. Az id&skori Parkinson-kor kialakulasaért sok kornyezeti hatdst préobaltak
mar felel@ssé tenni, melyek k6zott szerepelnek nehézfém szennyezések, fizikai behatasok (feji
sérilések) is. Az esetek bizonyos részében azonban (kb. 15%) a Parkinson-kér joval hamarabb
jelentkezik, akar mar fiatal vagy kozépkorban. llyenkor szinte minden esetben lehet taldlni olyan
orokletes mutacidt az alfa-synuclein fehérjében (ilyen ismert mutaciék: A53T, A30P, E46K),
melyekrél kimutathatd, hogy in vitro korilmények kozott is elésegitik az amiloid képzédést. Ez
esetben tehat nem annyira a kérnyezeti tényez6k, mint inkdbb egy genetikai faktor az, ami

kivaltja a betegség, az amiloid plakkok keletkezését.

1.5. Az amiloid képzddés szerkezeti alapjai, bioinformatikai
megkozelithetosége

Ahogy azt mar a korabbiakban is emlitettem, az amiloid szdlak paralell vagy antiparalell béta-
reds szerkezetbdl felépiilé béta-lemezes szerkezetlek. A béta-redé és a béta-lemez szerkezet is
igen elterjedt szerkezeti egység a harmadlagos szerkezettel rendelkez6 globuldris fehérjékben,
azok nagy része mégsem amiloidogén. Ennek elsGsorban az az oka, hogy a globularis fehérjék a
helyes szerkezetiik felvételével olyan alacsony energiadllapotba keriilnek, melybdl nagyon
nehéz kizokkenteni 6ket, igy nincs lehet6ség arra, hogy koros feltekeredéssel eltérg, amiloid

képzb szerkezetet vegyenek fel. Az amiloid képz6 fehérjékben a bennlik talalhaté amiloidogén
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fehérje szakaszok a legtobbszor rendezetlen vagy metastabil régidkban talalhatok. Ezek a régidk
eleve csak nagyon kis mértékben vagy egyaltaldan nem vesznek fel harmadlagos szerkezetet,
nincsenek alacsony, stabil energiaallapotban. Természetesen mivel a sejt szamara toxikus az
amiloid képz6dés, szamos mechanizmus alakult ki ezen szakaszok kordaban tartasara, ennek
kulcsfontossagu elemei a chaperon rendszerek, a helytelen feltekeredést felismeré rendszerek
és a fehérje lebonté folyamatok. ValdszinUsithet6 az is, hogy ezek a fehérje szakaszok
valamilyen fontos funkciot is hordoznak, ennek kdszonhetd, hogy az evollicidosan hatranyos
amiloidogén tulajdonsag nem szelektalddhatott ki.

Az ismert amiloid képz8d fehérjeszakaszok felhaszndlasaval tobb algoritmus készilt mar a
potenciadlisan amiloidogén szakaszok felismerésére. A mddszerek részben ezen algoritmusok
kozul a legtobbet haszndlt valtozatokat részletesen ismertetem majd, de |ényegében minden
program az els6édleges szerkezetbdl, vagyis az aminosav szekvencidbdl prébalja megjésolni a
potencialisan amiloid képzésre hajlamos fehérjeszakaszokat. Ezek a mddszerek tehat vagy
ismert amiloid képz6 szekvencidk alapjan vagy in vitro tesztelt révid peptid szekvencidk alapjan
lettek ,betanitva” arra, hogy a béta-lemez struktirdba nagy valdszinliséggel beépil6
szekvencidkat megtaldljak. Az ilyen mdodszereknél az egyik f6 veszély a magas fals pozitivitdsi
arany, hiszen a felismeréshez hasznalt ismert amiloidogén szakaszok mellett viszonylag kevés
informacié all rendelkezéslinkre a bizonyitottan nem amiloid képz6 szekvencidkrol.
Természetesen el6dllithatd sok olyan random révid peptid szakasz, melyeken az amiloid
képzddés in vitro tanulmanyozhatd (a kés6bbiekben ismertetésre keriil6 WALTZ programnal ezt
alkalmaztak), ezzel azonban csak arra kapunk valaszt, hogy egymagaban egy ilyen szakasz
mennyire amiloidogén. A szervezeten, sejten bellil természetesen az amiloidogén szakaszok egy
fehérjeldncon belll taldlhatok, és akar annyira rejtve, szerkezetbe foglalva is lehetnek, hogy
sosem lesz alkalmuk egy masik, esetlinkben kéros amiloid szerkezetbe beépiilniiik. Az amiloid
képz6dés megértésében és a pontosabb josl6 programok kifejlesztésében nagy sziikség lenne
arra, hogy a kérdéses szakasz kozvetlen kdrnyezetét is minél pontosabban feltérképezziik,
valamint megértsiik a motivumban és az azt hatarold ,flanking” régiéban munkalkodo fizikai és

kémiai tényez6ket, melyek amiloid szerkezet kialakuldsahoz vezetnek.
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2. Célkittizések

Az MTA TTK Enzimolégiai Intézetében végzett munkdm egy nagyobb atfogd bioinformatikai
kutatas része, ezért célkitlizéseimet két részben ismertetem.

A dolgozatomban ismertetett munkam f6 célja az amiloid képz6dés hatterének részletes
megismerése, a koros szerkezeti atalakulds szerkezeti alapjainak és bioinformatikai vizsgalati
lehet6ségeinek megismerése volt. Célom volt tovabba az 0Osszes kisérletesen igazolt
amiloidogén szekvencia 0Osszegyl(ijtése, a rendelkezésre all6 algoritmusok altali potencialis
amiloidogén szekvencidk josldsa és 0Osszegylijtése. Az itt ismertetett munkdmban az
adatgydjtésen kivil elvégeztem a szekvenciadk els6dleges kiértékelését, melyek alapul szolgdlnak
a kutatas tovabbi elemzéseihez.

Bar a dolgozatomnak nem része, de fontosnak tartom megemliteni a kutatasunk hosszu tavu
céljait, hiszen els6sorban ezek adnak értelmet a munkdamnak. A laborban folyé atfogd
bioinformatikai vizsgalat f6 kérdése az, hogy a rendezetlen fehérjeszakaszokon belil taldlhaté
fehérje-fehérje kapcsolatban résztvevé motivumok és azok kozvetlen kérnyezete milyen fizikai
és kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, mik azok a kulcsfaktorok, amik ezeket a motivumokat
egymastdl elkilonitik. Az egész vizsgdlatnak nagyon komoly evollcids vetilete is van, arra is
keressiik a valaszt, hogy miként lehet j6 interakciés motivum egy rovid rendezetlen
fehérjeszakasz anélkil, hogy potencidlis amiloid képz6 szakassza valjon. A vizsgdlat alapjait a
dolgozatomban ismertetett mddszerek képzik, els6é megkozelitésben tehat a bioinformatika
eszkdzeit hasznaljuk, de a kés6bbiekben mindenképpen kisérletes uton is igyeksziink

bizonyitani az in silico kapott eredményeinket.
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3. Mddszerek

3.1. Adatgyiijtés

Az amiloid képz6 szakaszok vizsgdlataban két forrasra, kisérleti eredményekbdl szarmazo
illetve szekvencia alapjan josolt adatokra tdmaszkodtam.

A kisérleti adatokat a szakirodalombdl és az ahhoz kapcsolédd adatbdazisokbdl gydjtottem
0ssze. Tobb in vitro kisérletben csak a konkrét amiloid kot6 szakaszt vizsgaltak, ezekbdl
kizarélag az amiloidogén peptid szakaszokat tudtam volna kinyerni. Mivel elsédleges célom az
amiloidogén régié és a kornyezetének részletes vizsgalata, ezért a szakirodalom kutatdsom
olyan irdnyba fordult, ahol konkrét ismert akar patoldgids fehérjéket vizsgaltak meg, és ahol
megallapitottak az amiloidogén szakaszt. Ezen adatok segitségével és a Uniprot adatbazis
felhasznaldsaval késziilt el az ismert amiloid képz6 régidkat tartalmazoé adattdblam, mely a koté
és az el6tte illetve utana lévé un. flanking szekvencidkat tartalmazza. Mivel munkdm elsésorban
a patoldgias amiloiddzis hatterének felderitésére irdnyul, a kisérletes munkak kozil kiszlirtem
azokat az amiloidogén régiokat, melyek fiziolégids amiloid képzésben vesznek részt (ezek
elsGsorban éleszt6 fehérjék). A kisérleti eredményekbdl nyert amiloidogén szakaszok listdjat az

1. tablazat tartalmazza.
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1. Tablazat. Az analizis soran felhasznalt kisérletesen igazolt amiloidogén régiok listaja [14,15]

UniProtAC Elnevezés: Faj: Szekvencia:

Q86WK6 AMIGO1 H. sapiens LLLPSLSLLLFEVARA
P02655 Apolipoprotein C-lI H. sapiens NLYEKTYLPAVDEKLRDL
P61769 Beta-2-microglobulin H. sapiens IQRTPKIQVYSRHPAENGKSN
P61769 Beta-2-microglobulin H. sapiens LLKNGERIEKVEHSDLSFSKD
P02671 Fibrinogen alpha chain H. sapiens VVTSEDGSDCPEAMDLGTLSGIG
P02724 Glycophorin-A H. sapiens VYPPEEETGERVQLAHHFSEPEITLIIFG
P10636 Tau protein H. sapiens FTFHVEITPNVQKEQAHSEE
Q08431 Lactadherin H. sapiens GDVFPSYT

P11686 SFTPC H. sapiens FGIPCCPVHLKRLLIVVVVVVLIVVVIVGALLMGL
P02766 Transthyretin H. sapiens CLAGLVFVSEA

Q726G8 ANKS1B H. sapiens ALVEK

Q726G8 ANKS1B H. sapiens LGGGSG

Q726G8 ANKS1B H. sapiens LPLSN

P02671 Fibrinogen alpha chain H. sapiens SGIGTL

P02766 Transthyretin H. sapiens SPFHEHAEVVF

P04156 Major prion protein H. sapiens SNQNNF

P10636 Tau protein H. sapiens VQIVYK

P01308 Insulin H. sapiens VEALYL

P01308 Insulin H. sapiens LYQLEN

P40967 Melanocyte protein PMEL  H. sapiens GQVIWVN

P40967 Melanocyte protein PMEL  H. sapiens AEVSIVV

P40967 Melanocyte protein PMEL  H. sapiens LASLIYR

P07184 Chorion protein S18 D. melanogaster DAQAIAL

P17110 Chorion protein S36 C. capitata RQGNINIVA

P17110 Chorion protein S36 C. capitata VQQNYQA

P07182 Chorion protein S36 D. melanogaster QQEVINK

Q8J0V5 Hydrophobin N. fumigata GLINIAT

060048 Hydrophobin P. ostreatus FNGLIVV

Q8WzI5 Hydrophobin 1 P. ostreatus GILNIVV

Q8Wzl6 Hydrophobin 1 P. ostreatus SLLNIVV

Q8WzJ2 Hydrophobin 1 D. glabratum TAFTILA

Q8wzJ3 Hydrophobin 1 D. glabratum GVVAIGC

Q6YF32 Hydrophobin 1 D. glabratum NLSLFDQ

Q6YF31 Hydrophobin 2 G. moniliformis ~ TVIAFLA

Q9PS8TO Hydrophobin 1 L. edodes YGNLISL

Q6YF29 Hydrophobin 4 G. moniliformis  EFQEICA

P28307 Major curlin subunit E. coli AIAAIVF

P28307 Major curlin subunit E. coli SELNIYQY

POA1E5 Major curlin subunit S. typhimurium  TLSIYQY

B1W2X5 Chaplin S. griseus GNTCVN

A kisérletes adatok mellett a tovabbi analiziseinket in silico josolt amiloidogén
szekvencidkon is elvégeztiik. A predikcidhoz sziikséges szekvencidkat a Uniprot adatbazisbdl
toltottem le, melyekbél a redundancia elkeriilése érdekében csak a human fehérjéket szlrtem
ki. A kivalogatas utan 6sszesen 20235 fehérjébdl allé szekvencia adatbazis fajlt hoztam létre,

amit a kutatdcsoport szerverén tarolok, és melyen kiilénb6z8 jéslo szoftvereket futattam.
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Két amiloid jéslé algoritmust haszndltam fel, a CRG-EMBL-VIB altal fejlesztett TANGO
aggregdlodo és fel nem tekeredett ldncok felismerésére kifejlesztett algoritmust hasznaltam,
sajat szerveren futtatva. Tobb beadllitasi lehet6ség kozil, a kivalasztott program beallitdsokkal
(nt="N" ct="N" ph="7.4" te="303" j0o="0.05" tf="0" stab=.-10) futtatva 1013 fehérjében
0sszesen 1743 amiloid képz6 szakaszt josolt.

A 2004 oktéberében publikalt TANGO aggregacios és fel nem tekeredett lancokat joslo
algoritmus, mely a PB-redd fizikai-kémiai tulajdonsagain alapul, kiegészitve azzal a
feltételezéssel, hogy az aggregdtum kodzponti régidi teljesen eldsottak a fehérjében (5. abra)

[16].

prediction of aggregating regions in unfolded polypeptide chains

Examples of Tango calculations
About
S iEirances Version 2.3 using input file:

Handbook o Input file: example txt

Examples ---- Start of Example txt ----

Support sup2 NN 7298 0.1 AMAPVLYLQDKSS
sup2 N'N 7298 0.1 AMASVLYLQDKSS

Sasiait sup2 NN 7298 0.1 AMAPVLYLQSKSS

Related Sites sup2 NN 7298 0.1 AMASVLYLQSKSS
---- End of Example txt ----

Each line follow the organisation: "name c-term n-term pH Temperature Ionic Sequence”

* Run of Tango: Tango.exe -inputfile=example txt

Version 2.3 using command line:

© Run of Tango: Tango.exe

X 3R
CRG’ S

Home Contact us Logi

5. abra. A TANGO szoftver honlapja, példa kimeneti fajllal.(képernyé mentés)

Az algoritmus alapja a szakirodalombdl szdrmazé 179 és tovabbi 71 G (koztuk példaul:
prion protein, lizozim és B2-mikroglobulin) peptid szekvencia. Mivel a kisérletek azt mutattak,
hogy bizonyos fehérje szekvenciak el&segitik az aggregaciét és az amiloid képz6dést, ezért

beépitettek egy statisztikai mechanizmust, ami azonositja a fehérjében a B-aggregdld
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szakaszokat. A TANGO algoritmusnal kilénb6z6 kornyezeti paraméterek is megadhatdk, ugy
mint a pH, koncentrdcio, ionerdsség és triflouretanol koncentracid. A TANGO négy kiilonb6z6
konformacids allapotot és kiilonb6z6 energia szinteket vizsgdl meg, figyelembe véve a
hidrofdébicitdst, szolvatacids energetikat, elektosztatikus kélcsonhatasokat és a hidrogén-hid
kotést.

A TANGO miikodése:

- Az aminosav szekvencia a-hélix hajlamanak vizsgalatara az AGADIR-1s paramétert
hasznadlja a program, kétablakos megkozelitést beépitve [17].

- B-turn hajlamot 3 energia adatbdl szamolja: (1) B-turn kompatibilitasi konformacios
entrépidjanak aminosav specifikus értéke (2) minden aminosavnak turn strukturaval
valé poziciofliggs interakcidja (3) az i és i+3 lancpozicid kozti H-hid kotés kialakulasanak
valdszinlsége.

- B-red6 aggregaciéjdhoz a kovetkezd feltevésekkel él: (1) rendezett B-red6 aggregatum
masodlagos szerkezete (2) Az aggregacidban érintett régidk teljesen el vannak
asva/rejtve. (3) az ellentétes toltések egy specifikus ablakon belil csokkentik az
aggregacios készséget.

- Az amiloid képz&désre haté fizikai-kémiai hatdasok, mint a pH, hémérséklet, ionerdsség,
elektrosztatikus kdlcsonhatdsok figyelembe vétele.

- Trifluoretanol hatdsanak vizsgdlata (40%-os koncentrdcidig linedris).

Ugyancsak a VIB gondozasaban készilt WALTZ amiloidogén szakaszt jéslé szoftvert is
haszndltam [18]. Tobb beallitasi lehet6ség kozil a pH-t: 7.0-ra a predikcids hatarértéket: 97%-
osra allitottam. A vizsgalt 20235 szekvencidbdl 831 fehérjében 2780 amiloid képz6 régidt talalt

a program (6. abra).
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Y
Predicting amylogenic regions 5 ‘) BITSVIB
€ ] in protein sequences -/ & BIOINFORMATICS 'S TRAINING
E 4 VIB ANO Service FACILITY CRG

Submit 3 sequence

Training data

Paste a single sequence or several sequences in FASTA format into the field below (max 10000 letters)

About us

o inks. E

Switch Lab

CRG
vis

Threshold @ Best Overall Performance

€ High Spedificity (less false positives)
€ High Sensitivity

€ custom : [0 [0-100]

pH 70 3]
Output Format shorttext output ~]

Submitsequences | Reset

Switch | VIB | CRG
Home | Contactus

Copyright & 2010, Switch Laboratary

6. abra. A WALTZ amiloid joslé program webes feliiletének nyitéoldala (képernyé mentés)

A WALTZ szoftver készitésekor tobb mint 200 kisérletileg is bizonyitott peptid szekvenciat
vettek alapul. A program készitésének idején a szekvencia adatok koziul elsGsorban
hexapeptidek amiloid képzé hajlamabdl szlrtek le informaciét. Egyik ilyen adatbazis az
AmylHex, ami 0sszesen 67 db amiloid képzésre nézve “pozitiv” és 91 “negativ”’ hexapeptidbdl
all. Az amiloidogén ‘STVIIE’ szakasz mutdnsainak érdekes mddon igen jelentés (51%-os) a
tulreprezentaltsaga. Hogy adatbazisuk a természetben el6fordulé amiloidogén szakaszok
tulajdonsagait jobban megkozelitse, készitettek tovabbi 46 amiloid képz6 és 71 nem-amiloid
képzé peptid szekvenciat. A peptideket és a képz6dé aggregatumokat kiilonb6z6 mddokon
vizsgaltak: elektronmikroszkdp, FTIR, rontgen diffrakcid, és CD mddszerekkel. Az amiloidogén
hexapeptidek tulajdonsagainak vizsgdlatara létrehoztak egy pozicié specifikus pontozasi
matrixot (PSSM), ami a j6sld algoritmus alapja.

A joslé algoritmus harom komponensbél szamitja ki a szekvencidhoz tartozo értéket:

- Aszekvencidhoz tartozd pozicio specifikus matrixbdl kiszamolt érték a Sprofile
- Az algoritmus altal figyelembevett 19 fizikai paraméterbdl szamolja ki a Sphysprop €rtéket
- A harmadik 0Osszetev6t a strukturalis modellb6l szarmazd pozicido specifikus

pseudoenergia matrixbdl szamolja ki (Sstruct)-
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Mind 3 6sszetev6hoz tartozik egy suly, igy egy szekvenciahoz tartozd 0sszérték:
Stotal= Otprofile * Sprofile + Olphysprop * Sphysprop *+ Olstruct ™ Sstruct
Miutdn 6sszehasonlitottdk a WALTZ és a TANGO algoritmust, kiderilt, hogy a TANGO
alkalmasabb barmilyen tipusu, de kiilonosen a béta-aggregacié kimutatdsara, mig a WALTZ az
aggregacios hajlamot kevésbé észleli, azonban sokkal jobban jésolja az amiloidogén aggregacids

hajlamot.

3.2. Amiloidogén szakaszok feldolgozasa

3.2.1. Aminosav kompozici6é elemzése
Az adatgy(jtés soran kapott amiloidogén és az azt hatarolé szakaszok kiértékelését az
aminosav Osszetétellik elemzésével kezdtem. A tovabbiakban ahol lehet6ségem volt, mindig a

motivum el6tti 20 aminosavat, a motivumot, és az utdna kovetkezé 20 aminosavat elemeztem.

3.2.2. Aminosav index szerinti kategorizalas

A kisérleti és josolt szekvencidk elemzésénél tobb aminosav hasonlé tulajdonsagai miatt
nem csak arra voltam kivancsi, hogy milyen poziciéban milyen aminosav jellemz§, hanem
inkabb az adott pozicidban az aminosavak jellemz§ fizikai és kémiai, szerkezeti és egyéb
tulajdonsagait prébaltam felderiteni.

A csoportositdashoz az Institute for Chemical Research, Kyoto University kutatdéi altal
publikalt AAindex adatbazist haszndltam, mely az aminosavaknak kiilonb6z6 fizikai- kémiai
tulajdonsagait tarolja [19,20]. Az AAindex adatbazis jelenleg 3 részbdl all: az AAindex1-ben
minden aminosavhoz az adott tulajdonsag alapjan egy szamot rendeltek, az AAindex2-ben
aminosav subsztiticiés matrixok taldlhatdok, mig az AAindex3 statisztikai fehérje kapcsolati
potencidlokat tartalmaz. Az adatbazis letolthet6 az adatbazis FTP szerverérgl (ftp://

ftp.genome.jp/pub/db/community/aaindex/)
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Munkam soran az AAindexl-et hasznaltam, mely Osszesen 544 kiilonb6z6 tulajdonsag
szerint ad értékeket az egyes aminosavaknak (aktudlis 9.0-ds verzié). 1988-ban Nakai és
munkatarsai 222 indexet allitottak 0ssze, melyet 4 f6 osztalyba soroltak: (1) a-helix és turn
hajlam, (2) B-red6 hajlam, (3) hidrofdbicitas és (4) egyéb. 1996 6ta Tomii és Kanehisa tovabb
bévitette az adatbazist, igy érte el mai formajat az AAindex1. Minden bejegyzéshez tartozik egy
azonositd, egy rovid leirds, referencia informacié és az aminosavak numerikus értéke. A

bejegyzések PubMed és LitDB keresztreferenciakat is tartalmaznak (7. dbra).

//

H CIDHS20102

D Normalized hydrophobicity scales for beta-proteins (Cid et al., 1992)

R LIT:181710Sb PMID:1518784

|a Cid, H., Bunster, M., Canales, M. and Gazitua, F.

T Hydrophobicity and structural classes in proteins

J Protein Engineering 5, 75 (1992)
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1.24 -0.09 1.27 1.53 -0.01 -0.93 -0.59 2.25 1.53 1.09

7. abra. Példa bejegyzés az AAIndex 1 adatbazisbdl

. Az elemzéshez sziikséges aminosavakra

vonatkozo informaciot az alsé két sorbdl nyertem ki.

Hogy egyszer(sitsem az AAindex1-gyel valé munkat, a letoltott adatbazisbdl készitettem

egy olyan fajlt, ami minden sorban egy-egy AAindex azonositéval kezdve, ARNDCQEGHILK
MFPSTWY YV sorrendben tartalmazza sz6kozzel elvalasztva az egyes aminosavakhoz tartozo
index értéket.

Ezt az elkészitett elemz6 programjaim felhasznaljak az in silico josolt és a kisérleti uton
bizonyitott szekvencidkra is. Az adatok elemzéséhez hasznalt legfébb programom minden
AAindex-hez megvizsgalja, hogy az adott pozicibban mi az atlagos érték. Mivel az AAindex

legtobb tulajdonsdga mas és mas értékek kozoétt pontoz (van tobb, ami 0 és 1 kozotti
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értékekkel, de olyan is van, ahol az értékek 62,9 és 224,6 kozott vannak), ezért hogy az
aaindexek egymassal 6sszehasonlithaték legyenek, egy kilén programban normalizaltam az
indexeket. Az adott aaindex mimuma -5, a maximuma +5 értéket vesz fel, a tobbi értéket pedig
aranyosan. A kisérleti szekvenciak alacsony szama miatt a jobb statisztikai er6 elérésének
érdekében szekvencidlis 6sszevondst alkalmaztunk. Az amiloidogén szakasz el6tti és utani
flanking régiét 3 aminosavanként 6sszevontuk (igy 6sszesen 6-6 pozicid lett a két hatarold
régidbol), az amiloidogén motivumot pedig 3 szakaszra osztottam, az elsé és utolsd harom
aminosav képzett 1-1 poziciét illetve a fennmaradd kdzepe egy harmadikat. Az ebbdl szamolt
poziciéatlag szdmoldst az aldbbi képlettel is Osszefoglalhatjuk, ahol az s jelenti az adott
aminosav adott aaindexéhez tartozo értéket, / a kivalasztott fehére szekvenciat, p adott pozicidt

a szekvenciaban, n pedig az aminosavak szdma:

v 212q Sip)

n

Az igy kapott atlagértékeket az el6z6 programmal -5 és 5 kozotti értékkel lattam el. Az igy
megkapott adatsorbdl valogattuk ki azokat az aaindex tulajdonsagokat, amik elég informativak
a motivum és a hatdrold régidk elkiilonitésében.

A kivalogatds soran csoportositottam is az egyes indexeket alapvet6 tulajdonsagaik szerint:
fizikai, fizikai-kémiai, flexibilitds, hidrofdbicitas, statisztikai, szerkezeti, szerkezeti B-redg,

szerkezeti coil, szerkezeti hélix és szerkezeti turn alcsoportokat képeztem.

3.2.3. Aminosav index értékek statisztikai szlirése

A tovabbi munkankhoz olyan aminosav indexekre lesz sziikséglink, amelyek a legjobban, de
ugyanakkor kuloénboz6 tulajdonsagok, megkozelitések alapjan kilonitik el az amiloidogén
motivumot, a motivum flanking régidjat egy véletlenszer(ien valasztott szekvenciatél. A
kordbban leirt, els6sorban vizudlis értékelésen alapuld elGszliré modszer utan az aminosav

indexek alapjan kapott pozicid értékeket statisztikai mddszerekkel Ujraelemezziik, és a kapott
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normal eloszldsbeli kilonbségek alapjan szlkitjik tovabb a felhaszndlni kivdnt aminosav
indexek korét. A modszerben a kdvetkezs |épéseket alkalmazzuk:
- az aminosavak aaindex értékeit atlagolom a fragmentumon belil (fragmentum pl. a
motivumot megel6z6 3 aminosav).
- Az adatok ezutdn atesnek egy Z-transzformdcion
- Az adatokat egy -1 - 1 range transzformacidval uniformizalom

- Végiil a normal eloszlas illesztése torténik meg, Naive Bayes klasszifikacidval és Laplace-

korrekcioval.
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4. Eredmények

4.1. Aminosav kompozicié

Osszehasonlitva a TANGO, WALTZ és a kisérletes Osszeallitasbdl szarmazé aminosav
kompozicidkat, lathatd, hogy a josolt szekvencidkndl f6leg csak a koté motivumban van
valtozds, az elGtte és az utdna lévé szakasz sokkal egységesebb képet ad. A kisérletes

eredmények alapjan szamolt aminosav dsszetétel sokkal valtozatosabb képet ad (8. Abra).

81 59 29 Z!ZJ' 61 63 37 13 71 131
34 25 7,7| 26 18

111 1218450

1,9
87 6,5

A 3118 97 ss| 70144 75 9 121 a4
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o IR o5 26| 52 220 N 61
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M - U]
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=
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62 62 65 68 73 74 72 64 48 58 6G 65 60 56 61
25021 21 217l 2 28 23 31 25 24H| 24 25 23 26
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45 54 56 52 34 28 51 66 63 55 56K 52 56 56 56
3 34 25 34 39 31 25 24 19 22 23M 25 27 28 25
45 5 51 53 58 58 58 55 5 5 47F 50 47 49 50
59 62 5 46 55 3 49 49 55 61 57 46 47 56 52
75 83 78 73 69 78 69 74 7 74 71s 67 65 68 7,0
6 54 54 51 59 62 46 53 55 58 53T 56 62 55 59
18 24 26 22 2 23 26 21 21 21 2w 16 18 16 14
32 37l as 3a 36 38 4 43 35 32y 37 35 32 29
72 59 62 68 78 82 74 61 72 52 58V 68 71 73 7,0

66 68 63 63 70
52 47 52 56 50
44 34 39 42 39
47 48 43 46 48
21 20 19 26 20
38 42 42 39 43
60 57 59 58 59
65 63 51 62 56
2,;7.025 29 26 2,9
52 61 56 53 56
10,8 11,6 10,7 11,1 11,3
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26 23 26 24 22
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L5 55, 16 1853
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8. abra. Az amiloidogén szekvencidk és kdrnyezetiik aminosav kompoziciéja. A felsé abran a
kisérletesen bizonyitott, mig alul a TANGO (jobbra) és WALTZ (balra) programokkal jésolt amiloidogén
motivumok (fekete keretben) és kérnyezetilk aminosav kompozicidjat lathatjuk. Az egyes cellakban
talalhato gyakorisagok nem egyes aminosavakra vonatkoznak, hanem 6sszevont atlagok (lasd
madszerek fejezet)
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A hidrofébb aminosavak (F, I, L, V, A) motivumon belili dusuldsat egyértelmien meg lehet
figyelni. Erdekes megfigyelni, hogy mig a jésolt szekvencidkban az amiloidogén motivumban a
hidroféb aminosavak aranya egyformdn magas, a kisérletesen bizonyitott szekvencidkban néhol
aszimmetria észlelhetd (pl. leucin és izoleucin esetében).

A prolin esetében szintén egyértelm( a tapasztalt alacsony arany a motivumon beliil, hiszen
ez az aminosav igen nehezen épil be barmilyen mdsodlagos szerkezeti elembe, marpedig az
amiloid fibrillum alapvet6 szerkezeti eleme a masodlagos béta-redé szerkezeti elem.
Ugyanakkor figyelemreméltdé a prolin mennyiségének novekedése a hatadrolé flanking
régiokban, ezeken a helyeken szerepe lehet az utana kévetkezd, vagy az elGtte 1évé masodlagos
szerkezeti elem stabilizalasaban.

A toltott aminosavak szintén kis gyakorisaggal fordulnak el6 az amiloidogén motivumon
beliil, ezek az aminosavak elsGsorban a rendezetlen vagy az alfa-hélix strukturaknak kedveznek,
és magas hidrofilitdsuk miatt kifejezetten csokkentik az aggregdcidos hajlamot. Fontos
megjegyezni, hogy a motivumtdl tavolabb esé hatarold régidkban a téltott aminosavak aranya
igen magas (hiszen ezek sokszor rendezetlen szakaszok), de a motivum felé kozeledve mar a
flanking régidban is igen alacsony az el6fordulasi valdszinliséglk (kiilondsen igaz ez a lizin és a
glutaminsav esetében).

A szerin, mint erésen hidrofil aminosav ardnya szintén alacsony az amiloidogén motivumon
belil, de a korabban emlitett toltott aminosavakkal ellentétben a kornyezé flanking régidkban
mindenhol magas az el6forduldsi gyakorisaga.

A glicin a legkisebb és legmozgékonyabb aminosav, igy szintén jél magyarazhaté magas
aranya az altalaban flexibilis rendezetlen hatdrolé régidban, és aranylag alacsony gyakorisaga
merev motivumon beldl.

A rendezetlen fehérjékben taldlhaté kotémotivumok esetében a foszforilalhaté aminosavak
kiemelt szerepet kapnak, hiszen ezek poszttranszlaciés modositasaval a kotGdés erGssége
jelent6sen valtozhat. Az amiloidogén motivum koérnyezetében taldlhatdé ezen aminosavaknak
szintén lehet szerepe a foszforilacidban, az igy bevitt toltés pedig erésen befolyasolhatja a

motivum amiloid képz6 hajlamat. Tovabbi érdekesség a kisérletes eredményekbdl szarmazd
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gyakorisagok kilonleges eloszlasa ezen aminosavak esetében, mig a tirozin kifejezetten
gyakoribb a motivum végén, a treonin pont ellenkezéleg.
A glutamin el6forduldsaban is lathatd egy érdekes jelenség, erGteljes feldusuldst lathatunk

mind a kisérletes, mind a WALTZ altal jésolt amiloidogén motivumok N-terminadlis végén.

4.2. AAIndex eloszlasok vizualis kiértékelése, elosziirés

Mivel tobb AAindex kiértékelés nem mutatott érdemi informaciot (nem volt lathaté
semmilyen elkilonilés az amiloidogén motivum és a hatarolérégiok kozott), ezért az 544
tulajdonsag kozil elsé korben Osszesen 219 tulajdonsagot valasztottam ki. A kivalasztashoz a
régidkat a maddszerek fejezetben leirtak alapjan felbontottam, a rajuk vonatkozé aminosav
index atlagokat uniformizaltam, és excel program segitségével, feltételes formazas (szinezés)
utan vizudlisan vélogattam ki az informativnak vélt indexeket (9. abra). A kivdlasztott
AAindexeket 11 kategéridba soroltam, melyeken beliil majd a kovetkez6 fejezetben
bemutatandd statisztikai kiértékelés segitségével fogom kivalasztani a leginformativabbakat. A
kategdriakon belili tovabbi sz(ikitést majd akkor tudom biztonsagosan megtenni, ha mar a

tobbi tipusu kétémotivumokrdl is rendelkezésiinkre allnak majd az AAindex informacidk.
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9. abra. Vizualis aminosav index informativitds vizsgalat. A képeken néhany reprezentativ AAindex
régidkra vetitett atlaga lathato a kisérlettel bizonyitott (balra), TANGO altal jésolt (k6zépen) és WALTZ
altal josolt (jobbra) amiloidogén motivumokra (bekeretezett kozépsé harom oszlop) és hatarold
régioikra. Els6sorban olyan indexeket kerestiink, melyek lehetéleg mindhdarom csoportban, de f6ként a
kisérletes csoportban a motivum kozelében markans valtozast mutatnak.
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A kiszlrt 219 tulajdonsdgot a kovetkez6 moddon soroltam kategdridkba. A fizikai
tulajdonsagok csoportjdba Osszesen 6 tulajdonsag kerilt, mint példaul molekula méret. A
fizikokémiai tulajdonsagok csoportjdba Osszesen 29 indexet soroltam, melyek kozt szerepel
informacié az olvaddsponttal, toltéssel, tomeggel kapcsolatban. Mindharom a flexibilitas
kategdridba sorolt indexnél megmutatkozik, hogy a koté motivum merevebb szerkezet(i, mint
az azt hatarolé flanking régié. Kulon kategériaba kertltek a hidrofébicitasra vonatkozé indexek
(34 db AAindex), ezekben kiilonb6z6 mértékben ugyan, de markansan el6tlinik az amiloidogén
hidroféb karaktere, f6ként az el6tte és mogotte elhelyezkedd hatdrold régidkhoz képest.
Osszesen 37 darab elemet tartalmaz a statisztikai alapokat hasznald indexek kategoridja,
melyben az igen sokrétl index tipus miatt sokféle mintazat figyelhet6 meg. A szerkezeti elemek
kialakitdsara vald hajlammal kapcsolatban az egyes madsodlagos szerkezeti elemeknek
megfelel6en alkategdriakat képeztem. Ennek megfelel6en 27 index a béta-redé szerkezettel, 25
index az alfa-hélix szerkezettel, 19 index a visszaforditd ,turn” szerkezettel és 9 darab a
rendezetlen szerkezettel kapcsolatos. 23 szerkezetre vonatkozd indexet nem tudtam a fenti
alkategoriakba sorolni, ezeket kiilon, altalanos szerkezeti kategoriaként kezelem. A leirds lapjan
egyik kategdridba sem sorolhaté indexet egy egyéb kategdridba soroltam (6sszesen 7db). Az
Osszes 219 kisz(irt aminosav index azonositéjat és rovid leirasat kategoriakba foglalva a

melléklet tartalmazza.

4.3. AAindex eloszlasok statisztikai feldolgozasa

Az aminosav indexekb8l kapott nagy mennyiségli gyakorisag adat automatikus
feldolgozasara, kiértékelésére, és azok informacidtartalmdnak meghatarozdsara statisztikai
feldolgozé moddszereket alkalmazok. Ezzel a médszerrel a jov6ben a vizudlis szlréssel
alkalmasnak taldlt AAindexek korét fogom tovabb szlikiteni tobb szempontot is figyelembe
véve. Elsédleges szempont az eredményként kapott normal eloszldsok kiilonb6z6sége. A
kiilonbséget azonban nem kizardlag az amiloidogén motivumra nézve keressik, legaldbb
annyira fontosak lesznek szdmunkra azok az AAindex eredmények, melyek akdr csak az egyik

kozeli hatarold régidra informativak, vagy éppen a motivumra és vele egyltt valamelyik kozeli

e sez
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klonboz6 régidkra jellemzé normal eloszlas markdansan nem kulonil el, de a végsé analizisnél
(ahol mar ezek segitségével a tobbi rendezetlen kot6motivumhoz hasonlitjuk ezeket) a tobb kis
mértékben informativ index egylttes haszndlataval megfelel6 eredményeket érhetiink el. A

statisztikai feldolgozast kdvetd normal eloszlas kiilonbségekre mutat egy példat a 10. dbra.
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10. abra. Normal eloszlasbeli kiilonbségek az amiloid képzé motivumban és
kornyezetében az aminosavak méretére vonatkozé aminosav indexbdl szarmazé eredmények
alapjan. Az dbran lathatd példdban az AAindex értékek eloszlasa a motivum utan kozvetlendl
kovetkez6 hatdrolé régid (piros szin) a teljesen random szekvencidra hasonlit (kék vonal), az
amiloidogén szakaszt N-termindlis oldalrél hatarolé régié (ciankék vonal) pedig inkdbb a

motivumnak (z6ld vonal) megfelel6 értékeket vesz fel.
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5. Diszkusszio

Az amiloiddézishoz kothet6 betegségek patomechanizmusanak felismerése ota illetve a
hatterében 3all6 kéros fehérje lerakdddsok kozos szerkezeti tulajdonsaganak ismerete 6ta a
tudomany szamdra egy lényeges kérdés, hogy a jelenség milyen mértékben terjesztheté ki a
mar ismert, de még amiloiddzishoz nem kothet§ fehérjék korére. A kérdést in vitro
megkozeliteni szinte lehetetlen, hiszen a human proteom tobb tizezer fehérjéjének
szisztematikus megvizsgalasa amiloid képz& hajlam szempontjabdl jelenleg kivitelezhetetlen
feladat. A potencialis Uj amiloidogén fehérjék megtalalasa, a lehetséges célpontok szdmanak
feldolgozhatd méretlivé csokkentése a bioinformatikai kutatasok, alkalmazdasok feladata. Erre a
célra szamos szoftver késziilt mar tdbb tudomanyos mhelyben is, melyek koziil a két legtobbet
hasznalt eszkozt (TANGO és WALTZ) én is bemutattam dolgozatomban. Ezek a programok
kivaléan alkalmasak arra, hogy egy ismerten amiloidot képez6 fehérjeldncban lokalizaljak,
megtalaljak a kéros szerkezet kialakitasaért felelGs szakaszt, esetleg szakaszokat, azonban igen
nagy fals pozitiv rataval mikddnek ismeretlen szekvencidk esetében. A dolgozatom egyik célja
és a kapott eredmények alapjan az egyik haszna az, hogy az eddig kevésbé vizsgalt amiloidogén
motivumot hatarolé régidkat és kilonésen a hatdrold régid6 — motivum atmenetet
részletesebben ismerhetjliik meg, feltarhatjuk azokat a tényez6ket, melyek el6segitik, lehetévé
teszik vagy éppen gatoljak egy bizonyos régién bellil amiloidogén motivum kialakulasat. A
kapott eredményeken mar most markansan el6tlinnek olyan aminosav tulajdonsagok, melyek
nem kizarélag a motivumra specifikusak, hanem a kozvetlen kozelben 1évé hatarold régiot,
régidkat is jellemzik. Reményeink szerint a munkamban kapott eredmények beépitése egy
TANGO vagy WALTZ szer( algoritmusba ndévelheti annak specifikussagat, vagyis tovabb
csokkentheti az esetleges fals pozitiv talalatok esélyét.

A munkdmban kapott eredmények kivalé alapként szolgalnak abban a kdzeljovében indulé
atfogd bioinformatikai vizsgdlatban, melyben a rendezetlen fehérjeszakaszokon kialakuld
fehérje — fehérje interakcids motivumok szerepét, szekvencidlis sajatossagait, evolucids

kialakulasukat, valtozasaikat kivanjuk feltarni.
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7. Melléklet

A vizuadlis értékelés alapjan kisziirt 219 tulajdonsag aaindex azonositdja és rovid leirasa

kategdridkba rendezve:

Kategodria

Kivalasztott aminosav indexek azonositéi és rovid leirasuk

Fizikai
tulajdonsagok

Fizikokémiai
tulajdonsagok

Flexibilitasra
vonatkozo
tulajdonsagok

BIGC670101 (Residue volume),

BULH740102 (Apparent partial specific volume),

FAUJ880101 (Graph shape index),

FAUJ880102 (Smoothed upsilon steric parameter),

FAUJ880105 (STERIMOL minimum width of the side chain),

LEVM760106 (van der Waals parameter RO)

BROC820101 (Retention coefficient in TFA),

BROC820102 (Retention coefficient in HFBA),

CHAMB830107 (A parameter of charge transfer capability),

CHAMS830108 (A parameter of charge transfer donor capability),

FASG760102 (Melting point),

FASG760105 (pK-C),

FAUJ880111 (Positive charge),

FAUJ880112 (Negative charge),

GUYH850101 (Partition energy),

JOND750102 (pK (-COOH)),

NOZY710101 (Transfer energy, organic solvent/water),

O0BM770103 (Long range non-bonded energy per atom),

O0BMS850103 (Optimized transfer energy parameter),

RACS770101 (Average reduced distance for C-alpha),

RADA880101 (Transfer free energy from chx to wat),

RADAS880106 (Accessible surface area),

RADA880108 (Mean polarity),

ROBB790101 (Hydration free energy),

VELV850101 (Electron-ion interaction potential),

VHEG790101 (Transfer free energy to lipophilic phase),

Z2IMJ680102 (Bulkiness),

C0SI940101 (Electron-ion interaction potential values),

GUODS860101 (Retention coefficient at pH 2),

GUYH850102 (Apparent partition energies calculated from Wertz-Scheraga index),
MIYS990101 (Relative partition energies derived by the Bethe approximation), MIYS990102
(Optimized relative partition energies - method A),

MIYS990103 (Optimized relative partition energies - method B ),

MIYS990104 (Optimized relative partition energies - method C),

MIYS990105 (Optimized relative partition energies - method D)

KARP850101 (Flexibility parameter for no rigid neighbors),

VINM940102 (Normalized flexibility parameters (B-values) for each residue surrounded by
none rigid neighbours),

VINM940103 (Normalized flexibility parameters (B-values) for each residue surrounded by
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Hidrofobicitasra
vonatkozo
tulajdonsagok

Egyéb
tulajdonsagok

Statisztikai
vizsgalatokbdl
szdrmazo
tulajdonsagok

one rigid neighbours)

BULH740101 (Transfer free energy to surface),

CIDH920101 (Normalized hydrophobicity scales for alpha-proteins),

CIDH920102 (Normalized hydrophobicity scales for beta-proteins),

CIDH920103 (Normalized hydrophobicity scales for alpha+beta-proteins),
CIDH920104 (Normalized hydrophobicity scales for alpha/beta-proteins),
CIDH920105 (Normalized average hydrophobicity scales),

EISD840101 (Consensus normalized hydrophobicity scale),

FAUJ830101 (Hydrophobic parameter pi),

GOLD730101 (Hydrophobicity factor),

HOPT810101 (Hydrophilicity value), KYTJ820101 (Hydropathy index),

LAWE840101 (Transfer free energy, CHP/water),

LEVM760101 (Hydrophobic parameter),

MEIH800101 (Average reduced distance for C-alpha),

MEIH800102 (Average reduced distance for side chain),

MEIH800103 (Average side chain orientation angle),

NAKH900104 (Normalized composition of mt-proteins),

PARJ860101 (HPLC parameter),

PLIV810101 (Partition coefficient),

NADHO010101 (Hydropathy scale based on self-information values in the two-state model),
NADH010102 (Hydropathy scale based on self-information values in the two-state model),
NADHO010104 (Hydropathy scale based on self-information values in the two-state model),
PONP930101 (Hydrophobicity scales),

WILM950101 (Hydrophobicity coefficient in RP-HPLC, C18 with 0.1%TFA/MeCN/H20),
WILM950102 (Hydrophobicity coefficient in RP-HPLC, C8 with 0.1%TFA/MeCN/H20),
JURD980101 (Modified Kyte-Doolittle hydrophobicity scale),

CASG920101 (Hydrophobicity scale from native protein structures),

CORJ870101 (NNEIG index),

CORJ870103 (PRIFT index),

CORJ870104 (PRILS index),

CORJ870105 (ALTFT index),

CORJ870106 (ALTLS index),

CORJ870107 (TOTFT index),

CORJ870108 (TOTLS index)

GRAR740101 (Composition),

SNEP660101 (Principal component I),

VENT840101 (Bitterness),

WOLS870101 (Principal property value z1),

PARS000101 (p-Values of mesophilic proteins based on the distributions of B values),
ZHOHO040102 (The relative stability scale extracted from mutation experiments),
BAEK050101 (Linker index)

BIOV880101 (Information value for accessibility; average fraction 35%),

BIOV880102 (Information value for accessibility; average fraction 23%),
CHOC760102 (Residue accessible surface area in folded protein),

FAUJ880110 (Number of full nonbonding orbitals),
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Alkategoriaba nem
sorolhato szerkezeti
tulajdonsagok

JANJ780102 (Percentage of buried residues),

KRIW790101 (Side chain interaction parameter),

KRIW790102 (Fraction of site occupied by water ),

MANP780101 (Average surrounding hydrophobicity),

NAKH920105 (AA composition of MEM of single-spanning proteins),
NAKH920108 (AA composition of MEM of multi-spanning proteins),
NISK800101 (8 A contact number), NISK860101 (14 A contact number),
PONP800101 (Surrounding hydrophobicity in folded form),

PONP800102 (Average gain in surrounding hydrophobicity),

PONP800103 (Average gain ratio in surrounding hydrophobicity),
PONP800105 (Surrounding hydrophobicity in beta-sheet),

PONP800106 (Surrounding hydrophobicity in turn),

PONP800108 (Average number of surrounding residues),

PRAMS820101 (Intercept in regression analysis),

RACS770102 (Average reduced distance for side chain),

RACS820101 (Average relative fractional occurrence in AO(i)),
RACS820108 (Average relative fractional occurrence in AR(i-1)),
RACS820109 (Average relative fractional occurrence in AL(i-1)),
RACS820110 (Average relative fractional occurrence in EL(i-1)),
RACS820111 (Average relative fractional occurrence in EO(i-1)),
RACS820113 (Value of theta(i)),

RACS820114 (Value of theta(i-1)),

RICJ880112 (Relative preference value at C3),

RICJ880115 (Relative preference value at C-cap),

RICJ880116 (Relative preference value at C'),

ZIMJ680105 (RF rank),

FUKS010103 (Surface composition of amino acids in extracellular proteins of mesophiles),
FUKS010112 (Entire chain compositino of amino acids in nuclear proteins),
YANJ020101 (Side-chain conformation by gaussian evolutionary method),
BASU050101 (Interactivity scale obtained from the contact matrix),
BASUO050102 (Interactivity scale obtained by maximizing the mean of correlation coefficient
over single-domain globular proteins),

BASUO050103 (Interactivity scale obtained by maximizing the mean of correlation coefficient
over pairs of sequences sharing the TIM barrel fold )

ANDN920101 (alpha-CH chemical shifts),

CHAMS830103 (The number of atoms in the side chain labelled 1+1),
CHOP780207 (Normalized frequency of C-terminal non helical region),
CHOP780210 (Normalized frequency of N-terminal non beta region),
CHOP780211 (Normalized frequency of C-terminal non beta region),
GEIM800108 (Aperiodic indices),

GEIM800110 (Aperiodic indices for beta-proteins),

GEIMS800111 (Aperiodic indices for alpha/beta-proteins),

O0BM850101 (Optimized beta-structure-coil equilibrium constant),
PONP800107 (Accessibility reduction ratio),

PTIO830101 (Helix-coil equilibrium constant),

PTIO830102 (Beta-coil equilibrium constant),
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Béta-redés
szerkezeti elem
kialakitasaban
szerepet jatszo
tulajdonsagok

Rendezetlen
szerkezeti elem
kialakitasaban
szerepet jatszo
tulajdonsagok

ROBB760113 (Information measure for loop),

ROSG850101 (Mean area buried on transfer),

ROSG850102 (Mean fractional area loss),

SUEM840101 (Zimm-Bragg parameter s at 20 C),
TANS770110 (Normalized frequency of chain reversal),
VASM830101 (Relative population of conformational state A),
VASM830103 (Relative population of conformational state E),
YUTK870102 (Unfolding Gibbs energy in water, pH9.0),

KOEP990101 (Structure-based conformational preferences of amino acids),
KOEP990102 (Structure-based conformational preferences of amino acids),
GEORO030108 (Linker propensity from helical)

CHOP780208 (Normalized frequency of N-terminal beta-sheet),
CHOP780209 (Normalized frequency of C-terminal beta-sheet),
CRAJ730102 (Normalized frequency of beta-sheet),

GEIM800106 (Beta-strand indices for beta-proteins),

GEIM800107 (Beta-strand indices for alpha/beta-proteins),
ISOY800102 (Normalized relative frequency of extended structure),
KANMB800102 (Average relative probability of beta-sheet),
KANMS800104 (Average relative probability of inner beta-sheet),
LEVM780102 (Normalized frequency of beta-sheet, with weights),
LIFS790101 (Conformational preference for all beta-strands),
LIFS790102 (Conformational preference for parallel beta-strands),
LIFS790103 (Conformational preference for antiparallel beta-strands),
NAGK730102 (Normalized frequency of bata-structure),
PALJ810103 (Normalized frequency of beta-sheet from LG),
PALI810104 (Normalized frequency of beta-sheet from CF),
PRAM900103 (Relative frequency in beta-sheet),

QIAN880116 (Weights for beta-sheet at the window position of -4),
QIAN880121 (Weights for beta-sheet at the window position of 1),
QIAN880122 (Weights for beta-sheet at the window position of 2),
QIAN880125 (Weights for beta-sheet at the window position of 5),
QIAN880126 (Weights for beta-sheet at the window position of 6),
ROBB760105 (Information measure for extended),

ROBB760106 (Information measure for pleated-sheet),
MUNV940103 (Free energy in beta-strand conformation),
MUNV940104 (Free energy in beta-strand region),

MUNV940105 (Free energy in beta-strand region),

KIMC930101 (Thermodynamic beta sheet propensity)
CHAMS830101 (The Chou-Fasman parameter of the coil conformation),
QIAN880130 (Weights for coil at the window position of -3),
QIAN880131 (Weights for coil at the window position of -2),
QIAN880132 (Weights for coil at the window position of -1),
QIAN880133 (Weights for coil at the window position of 0),
QIAN880134 (Weights for coil at the window position of 1),
QIAN880136 (Weights for coil at the window position of 3),
QIAN880139 (Weights for coil at the window position of 6),
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Alfa-hélix szerkezeti
elem kialakitasaban
szerepet jatszé
tulajdonsagok

Visszafordulo
szerkezeti elem
kialakitasaban
szerepet jatszé
tulajdonsagok

ROBB760112 (Information measure for coil)

BEGF750101 (Conformational parameter of inner helix),

CHOP780201 (Normalized frequency of alpha-helix),

CHOP780202 (Normalized frequency of alpha-helix),

ISOY800101 (Normalized relative frequency of alpha-helix),

KANMB800101 (Average relative probability of helix),

KANMS800103 (Average relative probability of inner helix),

QIAN880104 (Weights for alpha-helix at the window position of -3),
QIAN880105 (Weights for alpha-helix at the window position of -2),
QIAN880106 (Weights for alpha-helix at the window position of -1),
QIAN880107 (Weights for alpha-helix at the window position of 0),
ROBB760102 (Information measure for N-terminal helix),

ROBB760103 (Information measure for middle helix),

AURR980101 (Normalized positional residue frequency at helix termini N4'),
AURR980102 (Normalized positional residue frequency at helix termini N"'),
AURR980103 (Normalized positional residue frequency at helix termini N"),
AURR980108 (Normalized positional residue frequency at helix termini N3),
AURR980109 (Normalized positional residue frequency at helix termini N4),
AURR980110 (Normalized positional residue frequency at helix termini N5),
AURR980111 (Normalized positional residue frequency at helix termini C5),
AURR980112 (Normalized positional residue frequency at helix termini C4),
AURR980113 (Normalized positional residue frequency at helix termini C3),
AURR980114 (Normalized positional residue frequency at helix termini C2),
MUNV940102 (Free energy in alpha-helical region),

BLAM930101 (Alpha helix propensity of position 44 in T4 lysozyme),
FODMO020101 (Propensity of amino acids within pi-helices)

BEGF750103 (Conformational parameter of beta-turn),

CHOP780101 (Normalized frequency of beta-turn),

CHOP780203 (Normalized frequency of beta-turn),

CHOP780212 (Frequency of the 1st residue in turn),

CHOP780216 (Normalized frequency of the 2nd and 3rd residues in turn),
CRAJ730103 (Normalized frequency of turn),

ISOY800103 (Normalized relative frequency of bend), ISOY800104 (Normalized relative
frequency of bend R),

ISOY800105 (Normalized relative frequency of bend S),

LEVM780103 (Normalized frequency of reverse turn, with weights),
LEVM780106 (Normalized frequency of reverse turn, unweighted),
LEWP710101 (Frequency of occurrence in beta-bends),

PALJ810105 (Normalized frequency of turn from LG), PRAM900104 (Relative frequency in
reverse-turn),

ROBB760108 (Information measure for turn),

ROBB760109 (Information measure for N-terminal turn),

ROBB760110 (Information measure for middle turn),

ROBB760111 (Information measure for C-terminal turn),

MONM990101 (Turn propensity scale for transmembrane helices)
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