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1. Bevezetés

A Human Genom Project [1, 2] egy 1990-2003-ig tarté nagyszabdsi munka volt, mely
feltarta az emberi genomot egészen a nukleotidok szintjéig. A genom szekvenciajanak
meghatarozdsa nem azonos jelentésének megértésével. A bioinformatikai mddszerek je-
lentds része valamilyen funkciot prébél rendelni a megszerzett informaciéhoz, hogy kivaltsa
a koltséges és idGigényes in vivo és in vitro kisérleteket. Az annotacié tobb szinten torténik,
amelynek része az ismert proteomok megismerése is, a fehérje térszerkezeti elemek felderitése
és ezaltal a funkcidk hozzarendelése a fehérjékhez. A jelenleg forgalomban levo gyogyszerek
fele a G-protein kapcsolt receptor szupercsalddot (legnagyobb olyan csoportosulds, amely
visszavezethetd kozos Osre) célozza [3], amelyekre 7 transzmembrén szegmens jellemz6, igy
ezek szerkezetének felderitése kiemelt fontossagi. A transzmembran fehérjék szerkezetének
kisérletes meghatarozasa a tisztitds és a kristalyositas koriilményei miatt nehezen megold-
hatéak. Jelenleg a PDB-ben taldlhaté szerkezetek 2%-a tartalmaz transzmembrén szakaszt
a PDBTM adatbézis szerint és az Osszes szerkezet 0.1%-a tartalmaz humdan transzmembran
hélixet [4-6]. Kiilonb6zé predikciés médszerekkel vizsgalva a teljes genomot, jelenlegi is-
mereteink szerint a teljes proteom koriilbeliil 25%-a transzmembran fehérje [7].

A membranfehérjék polipeptid lanca tobbszor is athatol a membréanon. Azok a régiok,
melyek az apolaris kettos lipidrétegben helyezkednek el csak meghatarozott formékat ve-
hetnek fel. A legkisebb szabad-entalpidju allapot elérése a-hélix és [-hordd szerkezet
kialakitasaval lehetséges, igy a legkevesebb a szabad hidrogénhid akceptor és donor atom. A
B-hordé szerkezet szalakbol épiil fel és csak ezutan épiilhet a membréanba, az ilyen szerkezetek
ritkabbak. Az utébbi 10-15 évben tobb olyan szerkezeti elemet is azonositottak, melyek je-
lentés komplexitast adnak a korabban feltételezett modellhez. A membranba visszahurkold
régi6 (re-entrant loop) hélix-coil-hélix, hélix-coil vagy coil-hélix részekbdl &ll, a membran
ugyanazon oldalan 1ép be és halad ki. Az interface hélix a membran hataran, annak sikjaval
parhuzamosan helyezkedik el [8].

A transzmembran fehérjékkel kapcsolatos bioinformatikai mddszerek nagy része azok
topolégidjaval foglalkozik. Egyes médszerek a topogréafiat (elrendezést, jelen esetben csak a

membranrégidknak az aminosav szekvenciaban val6 elhelyezkedését) adjak meg, mig fejlet-



tebb eljarasok képesek a topoldgia becslésre, azaz meghatarozzak, hogy a polipeptidlanc mely
része taldlhaté a membranban és mely annak citoszolikus vagy extra-citoszolikus oldalan. A
topoldgia becslés esetében valtozo lehet a megbecsiilt elemek szdma (pl.: megkiilonboztetik
a membranrégié hataran elhelyezkedd, a kiilso és belso részekkel kolcsonhatdsban levo
részeket), illetve valtozd lehet a felismert szerkezetek szama és tipusa: a legtobb mddszer
a-helikdlis transzmembran fehérjék topolégia becslésére képes (lasd 5.2), de léteznek re-
entrant loopot [8, 9], S-hordét [10, 11] felismerd médszerek is. A topoldgia becslé médszerek
hibdja, hogy a fehérje N-terminalisan esetlegesen elhelyezkedd szignal peptidet helyteleniil
transzmembran hélixnek predikaljak. Emiatt a topoldgia becslés soran a szignal peptid rész
eltavolitasa a szekvencia elejérél tobb maddszer hasznélatanak eldfeltétele. Bar a fehérjék
egyes szegmenseihez rendelt helyzetiik 6nmagukban nem elegendoek a 3 dimenzios felépitésiik
megalkotasdhoz, fontos 1épést jelentenek térszerkezetiik pontosabb becsléséhez.

A kiillonboz6 becslo eljarasok a fehérjék kémiai és fizikai tulajdonsagain alapulnak,
sok esetben szekvenciaillesztéssel javitva a predikciét. Ezek mellett figyelembe veszik a
topoldgiara vonatkozo szabdlyokat, amik a megjosolt elemek szamatol fiiggéen egyre komp-
lexebbek. A legegyszertibb szabaly, hogy a membranon athalad6 szekvencia darabban
az apoldros aminosavak felhalmozddnak. Fzeket a régidkat hidrofébicitasi skdla (t6bb
is létezik) segitségével, ablakoldssal lehet megkeresni. Az tjabb programok jéval tébb
paramétert vesznek figyelembe és kifinomultabb mddszerekkel keresik a membranrégiokat.
Osszességében a helyesen megvélasztott hidrofébicitdsi skdla és szabadentalpia profil ele-
gendé lehet a pontos topografia meghatarozaséhoz [12]. A mddszerek egy része topoldgiat
is becsiil. Ehhez a pozitiv-bent szabdlyt alkalmazzak, amely azon a megfigyelésen alapul,
hogy a pozitivan toltétt aminosavak (arginin és lizin) el6forduldsa a membranhoz kozel
esO citoszélikus részben gyakoribb, mint az extra-citoszélikus részben [13]. Ahogy egyre
tobb térszerkezetet sikeriil felderiteni, a tanul6gép (machine learning) eljardsok, mint a
mesterséges neuralis halézat (ANN), a rejtett Markov modell (HMM), a tdmogaté vektor
gép (SVM) stb, amelyek ismert topol6gidji adatszett alapjan képesek tanulni, a kiilonbozo
térrészekben jellemz6 aminosav karakterisztikat felhasznalva egyre pontosabb eredményt
képesek adni. Fontos kiemelni, hogy ezek a moddszerek nem feltétlentil visznek kozelebb

az aminosav eloszlast okozo fizikai vagy kémiai szabalyok megértéséhez, illetve folyamatosan



ujra kell ezeket tanitani az ismert térszerkezetek béviilésével. A tanitas nem feltétleniil
sziikséges, ellentétben mas HMM alapi médszerekkel, a HMMTOP eljaras a kiilonbozo
térrészekben fellelheté aminosavak eloszlasanak maximalis divergencidjat keresve osztja fel
részekre a szekvencidt (részletesebben lasd: 5.2). Ahogy egyre tébb mddszer jelent meg,
érdemessé valt ezeket egyiitt is haszndlni a megbizhatosdg meghatarozasa miatt, vagy
osszevonni ezeket egy még pontosabb konszenzus predikcié érdekében.

A predikcié pontossaga tovabb novelhetd, ha a program képes figyelembe venni
adott részekre vonatkozd, mar meglévé topoldgiai informéaciokat, amelyeket kiilonbozo
kisérleti eredmények bevondsaval nyerhetiink. Ilyen kisérlet lehet fizi6 (a riporter enzim
faziéval vagy inzerciéval a transzmembran fehérjéhez valé kapcsoldodasa utan a riporter
enzim aktivitdsa meghatdrozhatja annak lokalizécijat), poszt-transzlaciés mdédositas (N-
és O-glikozilaci6/foszforilacié rendre az extra- és intracelluldris részben torténik), protedz
(fehérjebonté enzim, amely nem tud athatolni a membranon, igy a vagas lokalizacidja
meghatédrozhatd), immunolokalizdcié (inzertdlt epitép lokalizaciéjdnak meghatdrozasa im-
munokémiai médszerekkel) [14] stb. A kisérleti eredményeket kiegészitheti a konzervativan,
mindig azonos oldalon (citoszdlikus vagy extra-citoszolikus) el6fordulé motivumok vagy
domének felhasznalasa. Néhany modszert ennek megfeleléen atalakitottak, hogy ezeket az
eredményeket figyelembe tudjak venni és egyes részek lokalizaciojat felhasznalva noveljék a
predikcié pontossagat. A predikciés modszerek pontossagat tobb dolog befolyéasolja. Legtobb
szerkezetet a-helikélis transzmembran fehérjébdl all rendelkezésre, igy az ezeket felismerd al-
goritmusok a legpontosabbak. Ismert re-entrant loop, interface hélix és 8 hordo szerkezetbdl
sokkal kevesebb érheté el publikus adatbazisokban, igy ezeknek felismerése ugyan adhat
jo eredményt az ismert halmazon, de a megbizhatdsdga nem lesz magas. Kiilon problémat
okozhat a re-entrant loop felismerése: egy hosszabb re-entrant loop kénnyen 6sszetévesztheto
egy transzmembran a-hélix-szel, egy révidebb, amely nem hatol olyan mélyen a membranba
az interface hélix-szel. Azoknal a médszereknél, amelyek nem tudnak szignal peptidet jésolni
problémat okozhat a mér kordbban emlitett transzmembran hélix keresztpredikcio, mivel
ezek hasonld hosszal és aminosav Osszetétellel rendelkeznek. A becslést befolydsolja a tanito
és teszthalmaz, ezek rendszerint prokaridta szekvenciakat tartalmaznak, amelyek idedlisan

nem tartalmazhatnak homolég szekvenciakat.



2. Célkituzések

Jelenleg nem létezik olyan egységes adatbazis, mely megbizhaté és naprakész
topoldgiai informaciot tartalmazna a humén transzmembran proteomrdl. A proteinatlas
(http://www.proteinatlas.org) [7, 15] ugyan tartalmaz topoldgia becsléseket, illetve konszen-
zus predikcié is elérhetd, azonban teszthalmaz hianydban nem &llapithaté meg a becslések
pontossaga és az adatok globalisan nem tolthetoek le. A gydgyszerkutatasban és a pontos
térszerkezet meghatarozasahoz is hasznos és jol felhasznalhato lenne egy ilyen adatbazis.
Ezért célunk a humén transzmembran proteom leheto legpontosabb becslése, amit ugy

kivanunk elérni, hogy:

e Létrehozunk egy huméan transzmembran fehérje teszt adathalmazt (eddig prokariéta

szekvencidkon tesztelték a mddszereket).

e Szétvalasztjuk a topologia becslés problémajat a globularis és transzmembran fehérjék
megkiilonboztetésének probléméjatol. FEz utébbira a tovabbiakban, mint transz-

membran fehérjék sziirése, TMFilterként hivatkozunk.

e Létrehozunk egy munkamenetet a becslés menetére, amely a kovetkezo 1épésekbdl all:
szekvencia elofeldolgozasa, szignal peptid predikcid, transzmembran fehérjék sziirése,

topoldgia becslés.

e Kidolgozunk egy konszenzus becslo6 eljarast, aminek a legmagasabb a pontossaga a csak

emberi fehérje szekvencidkat tartalmazo teszthalmazon.
e Kidolgozunk egy moddszert a predikcié megbizhatésaganak a becslésére.

e Olyan eljarast dolgozunk ki, ami képes a kisérleti adatokat figyelembe venni és auto-

matikusan beépiteni a becslésbe.

e A human transzmembran fehérjéken végzett nagy atereszté képességli kisérleti tech-

nikakkal meghatarozott topologiai adatok Osszegytijtése és beépitése a predikcidba.

o A kész programot lefuttatjuk az 6sszes human fehérjére, a splice varidansok figyelembe

vételével, aminek az eredménye a Human Transmembrane Proteom adatbazis.



3. Felhasznalt adatbazisok, mdédszerek

3.1. Adatbazisok
3.1.1. PDBTM

A PDBTM [4, 5] a PDB adatbdzis transzmembran fehérjéket tartalmazé része. A sziirés a
TMDET eljéréssal [6] torténik. Az algoritmus el6szor kivalogatja és elveti a virusokat, pilust
képzo6 fehérjéket és a 15 aminosavnal rovidebb szerkezeteket. Ezutan az alacsony-felbontasu
szerkezeteket valogatja ki, ezeket a tovabbiakban mashogy kezeli. A PDB szerkezet alapjan
felépiti a biomolekulat, eltdavolitja azokat a lancokat, melyek nem biolégiai kapcsolatot
létesitenek. Kiszamitja a viz altal hozzaférhet6 felszint, majd hidrofébicitds és szerkezet
alapjan keresi azokat a részeket, amelyek a membranban lehetnek. Ezekbdl a részekbdl
megkeresi egy bizonyos célfiiggvény segitségével a legnagyobb értékii 15A-6s szeletet és ha ez
egy felso kiiszobérték felett van, akkor a szeletet addig tégitja, amig nem valtozik a szeleten
athalado részek szama: ez lesz a membranrégié. A PDBTM adatbazist hetente frissitik, a

PDB adatbazis frissitését kovetden, igy a benne levo informacié naprakésznek tekintheto.

3.1.2. TOPDB

A TOPDB [16] a legteljesebb és legétfogdbb transzmembran fehérje topoldgiai adatbazis.
Az adatbazisban taldlhato topolégidk a fellelhetd irodalomban talalhaté kisérleti eredmények
felhasznaldsaval a HMMTOP algoritmus készitette. A térszerkezeti informéaciék a PDB és a
PDBTM adatbazisbol vannak atvéve. Az egyes topoldgidk mellett szerepelnek a felhasznalt
irodalmi hivatkozasok, illetve talalhaté keresztreferencia a PDB, a PDBTM és a UniProt
adatbazisokkal. Az adatbazis 3 f6 lépésben késziilt:

e Kisérleti adatok feldolgozasa (PubMed).
e HMMTOP topoldgia predikcid, felhasznédlva a megszerzett kisérleti adatokat.

o Meghizhatdsagi érték szamitasa a megbecsiilt topologidkra.



3.1.3. TOPDOM

A TOPDOM [17] azoknak a doméneknek és motivumoknak a gytijteménye, melyek kon-
zervativ médon a transzmembréan fehérje mindig ugyanazon az oldaldn (citoszolikus vagy
extra-citoszolikus) helyezkednek el. A keresé algoritmus a UniProt adatbézis helyesen an-
notalt transzmembran fehérjéin hajt végre keresést és amennyiben a megtalalt domén vagy
motivum rendszeresen a membran ugyanazon oldalan helyezkedik el, bekeriil az adatbazisba.
A keresést a Hmmpfam (Pfam, Smart adatbazisokon), a Prosite (Prosite adatbdzison) és a

Fingerprint (Prints) algoritmusok hajtjak végre.

3.1.4. Egyéb

A humaén transzmembran proteom a UniProt és az NCBI adatbazisa alapjan késziilt, a
teljes proteomon valé sziiréssel. Az egyes glikozilacios helyek a O-GlycBase-bél [18] illetve

az irodalom feldolgozasaval keletkeztek.

3.2. Szignal peptid, topoldgia és topografiabecsl6é algoritmusok
3.2.1. DAS

Statisztikus eljaras segitségével hatarozza meg, hogy melyik globularis vagy transz-
membran fehérje. A vizsgalt fehérjét ismert topoldgidgju TM fehérjékkel veti Gssze, ezt
dot-ploton dbrazolja (aminosav hasonlésdgot haszndl, nem csak egyezést). A dot-plot in-
tegraljat osszegzi a becsléshez Osszedllitott, tobbnyire prokariéta transzmembran fehérjéket

tartalmazé konyvtéar felhasznaldsaval, ez adja a vizsgalt fehérje hidrofébicitds profiljat [19].

3.2.2. HMMTOP

A HMMTOP [20-22] azon feltevésen alapszik, hogy a kiilénbozé szerkezeti részekben
talalhaté aminosav eloszlasok maximalisan kiilonboznek egymastoél, illetve a fehérje egészére
jellemz6 eloszlastol. A maximalis kiilonbséget add szekvencia felosztast egy specialis rejtett
Markov modell segitségével lehet megadni. A modell 5 kiilonb6zo térszerkezeti részbol all: in-

side loop, inside hélix tail, outside loop, outside hélix tail, transmembrane hélix (1. dbra). Az
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1. dbra: A HMMTOP architekturdja. Az azonos dtmeneti métrixhoz tartozé allapotok azonos szinnel vannak jelolve (hélix:
sarga; extracellularis tail: lila; intracelluldris tail: piros; extracellularis loop: kék; intracelluldris loop: barna. A négyszog alaku
4llapotok hossza fix (ebben az esetben ldthatéak az aldllapotok), a hatszog alakdak hossza nem fix. A nyilak a lehetséges
atmeneteket jelolik.

egyes allapotokat az atmeneti valésziniiségek alapjan szarmaztatja, egymas utan. A folya-
matot egy pszeudd vektor segit optimalizalni, kisérletileg meghatarozott paraméterkészlet
alapjan. Az egyes térrészek aminosav-Osszetételeinek a teljes fehérje aminosav-6sszetételére
vonatkozo divergenciainak az otféle térrészben vett 0sszege akkor maximalis, ha a megfelelo
térrészekbol vett relativ gyakorisdgok szorzata maximalis. Ezt a felosztdast nem lehet meg-
talalni a lehetséges varidciok nagyon magas szdma miatt, de egy specidlis rejtett Markov

modell segitségével meghatarozhaté. A HMMTOP képes kisérleti adatokat is figyelembe

venni, amelyet a Baum-Welch algoritmusban, mint feltételes valoszintiséget épit be.

3.2.3. Membrain

PSSM segitségével kétféle ablakolassal keres transzmembran szegmens ”hajlanddsdgot”.
Simitas utan dinamikus kiiszobértéket hasznalva keresi a membranrégiot. Miutan az alsé
kiiszobértékkel talal egy régiét, tovabb noveli a kiiszobot amig ennek hatésara két részre
valik a membranrégiot. Ha a két kapott régié hosszabb 5 aminosavnal, megtartja, ellenkezo

esetben az eredetileg megtaldlt szakaszt fogadja el [23].



3.2.4. Memsat-SVM

SVM osztalyozdson alapulé médszer. Mivel az SVM-ek binaris klasszifikacié esetén adnak
megbizhatd eredményt, tobbféle predikciét készit és ezeket vonja ossze. ElGszor azt vizsgalja,
hogy transzmembran vagy globuléaris-e a fehérje, majd el6bbi esetben minden aminosa-
vat négy szempont szerint osztdlyoz: szigndl peptid/nem szignal peptid; TM hélix/nem
TM hélix; intracelluldris loop/extracelluléris loop; re-entrant loop/nem re-entrant loop. A
Memsat-SVM [24] ezutan a kordbbi verziéban hasznélt [25] dinamikus programozassal keresi

azt a modellt, melyre a log-likelihood értékek Osszege maximalis.

3.2.5. Octopus és SPOctopus

Az Octopus [26] a paraméter optimalizdldshoz kétféle cimkézést hasznal. Az elsd
felbontds membran (membrancentertdl vett tévolsdg <13 Angstrém), interface (11-18
Angstrom tévolsag), loop (13-23 Angstrom tévolsdg), globuldris (>23 Angstrom tavolsag)
szétvalasztast hasznal. A masodik cimkézés a loop kategéridba esd, a membrantél legalabb 12
poziciéra levé aminosavakat inside/outside cimkével 14tja el. Ezutdn két ANN-t haszndlva,
az elsé és a masodik cimkézés szerint torténik a tulajdonsagok becslése. A végso topoldgiat
HMM-el Viterbi algoritmus segitségével szamitja ki.

Az SPOctopus [27] a fenti médszer kiegészitése, mely az ANN részben egy ”SP preference”
pontszamot allapit meg minden aminosavhoz. Amennyiben 13 elem geometriai kozepe egy

kiiszob felett van, egy 3 allapoti HMM allapitja meg a szignal peptid rész hatérait.

3.2.6. Philius

A Philius [28] a Phobius eljaras kiterjesztése DBN és a HMM éltalanositdaséval, melyek

a kovetkezo elényoket jelentik:

e Két-dllapotui dekédolds (posterior dekddolds és a nyelvtani megszoritast hasznéld

Viterbi algoritmus kombinéldsa).

o A rejtett Markov modell egyszert allapot atmenet valdszintiségeket hasznalva egy-

egy allapot hosszusag eloszlasa geometriai eloszlast ad. Ez sokszor nem felel meg a
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fehérjékben levé szegmensek (pl. rovid hurok) hosszisdgeloszlasanak. Ezért ebben a

modellben a geometriai eloszlas tetszdleges méas eloszlasra cserélhet6.
e Uj megkozelités a bizonytalan elemek cimkézésére a tanitds soran.

e Minden HMM megfeleltethet6 DBN-vel. Egy rendszer allapotat annak véltozoéi szerint
dekompondlva, DBN képes kihasznélni az id6beli valészintiségi modell ritkasagat, ami

jelentGsen kisebb szamitdsi kapacitdst igényel [29].

A Philius 4 osztalyba sorolja a fehérjéket (globuldris, szignal peptid+globuldris, transz-
membrén, szignal peptid+transzmembran) és a becslés soran meghatérozza a transzmembrén

szegmenseken kiviil eso régiok membranhoz viszonyitott helyzetét is.

3.2.7. Pro és Prodiv

Profil alapi, HMM alapu mddszerek, a profilt a paraméterillesztéshez és a becsléshez is
felhasznaljak. Az illesztéseknél az adott oszlopba tartozé aminosavaknak azonos éllapotban
kell lenniiik. A PRO a TMHMM architektirdjara épiil, a PRODIV ennek egy kiter-
jesztett valtozata, mely a HMMTOP-hoz hasonléan az aminosavak egyes szerkezeti részekben

mérhet6 relativ gyakorisdganak szorzatanak maximumaét keresi [30].

3.2.8. Scampi

A Scampi [31] 4-allapotos modellel dolgozik (membran (M), extra- és intracelluldris (O,I),
utébbinal megkiilonboztetve a membréanhoz kozel esé részeket (i) a pozitiv-bent szabaly
felhaszndlasaval). Az I/O/i részeknél egyenletes eloszldssal taldlja meg a legvaldsziniibb
aminosavat, i esetén a Lys and Arg kibocsatési valészintiség optimalizalva van. A membran
részeket a hidrofébicitasi momentum és szabadentalpia profil segitségével adja meg. Nem
hasznal tranziciés valdszintiségeket, hanem a kapott nyelvtant tartja meg vagy veti el.
A legjobb megoldast Viterbi algoritmus elvével azonos dinamikus programozési eljaras

segitségével hatarozza meg.
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3.2.9. SignalP

ANN segitségével keresi a szignal peptid részeket. A tanitas soran kétféle negativ ada-
tot hasznal fel: a korabbi verzié negativ adatszettjén kiviil - ami citoplazmatikus vagy
nukledris fehérjéket tartalmazott (SignalP-noTM) - egy olyan halmazon is tanul, ami nem
tartalmaz szignal peptidet, de rendelkezik transzmembran régioval a szekvencia elso felében
(SignalP-TM). Egy dontési fa segitségével hatarozza meg, melyik ANN-t hasznélja: amennyi-
ben a SignalP-TM legalabb 4 poziciét transzmembrannak josol, azt hasznalja fel a végso

predikcidra, egyéb esetben a SignalP-noTM-et 32, 33].

3.2.10. Sosuil

A SOSUI [34] az aminosavak fizikai és kémiai tulajdonsagain alapulé médszer. A program

a kovetkezo feltevéseket hasznalva hatarozza meg a transzmembran fehérjék topografiajat:

e A transzmembran fehérjék tartalmaznak legaldbb egy, részben hidroféb aminosavakat

tartalmazé elsédleges hélixet.

e Hidrofil transzmembran hélixek is el6fordulhatnak abban esetben, ha a fehérje polipep-

tid lanca tobbszor athalad a membranon.

e Stabilizdlé hatasok figyelembe vétele: amfifil aminosavak eléfordulhatnak a hélixek

végén, valamint hidroféb aminosavak a hélix kozepén.

A program képes kiilonbséget tenni globuldris és transzmembran fehérjék kozott és képes

masodlagos, illetve harmadlagos szerkezetet josolni.

3.2.11. TMHMM, Phobius

A TMHMM [35] a HMMTOP eljardssal egyszerre publikalt, szintén HMM-en alapulé
algoritmus. Az egyes allapotok (Osszesen 7: hélix, hélix sapka (extra- és intracelluldris oldal
kiilén), intracelluldris loop, rovid /hosszi extracelluldris loop, globuldris domén) t6bb részre
vannak osztva, hogy az adott szerkezeti elem hosszat jél modellezzék. Az allapotok hossza
szintén eltérd, a hélixek hossza 15 és 35 aminosav kozott lehet. A 7kintrél be” és ”bentrél

ki” atmenetek paramétereit azonosnak valasztottak.
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A tanitas 160 fehérjén, két lépésben zajlott: elészor bizonytalannak véve a régidk hatarait
a modell paramétereinek maximalizdlasat a Baum-Welch algoritmus végzi. A globdlis ma-
ximum megtalaldsa érdekében az adathoz zajt kevertek, amelyet minden iteracidéval 5%-kal
csokkentettek. A mésodik lépésben az eljaras a topoldgia megtartdsaval tjraszamitja a régiok
hatarait, 5 aminosavnyi eltérést engedélyezve minden régié hataran (azaz Gsszesen 10-et a
régidk talalkozasandl).

A Phobius [36] ennek a tovabbfejlesztett valtozata, amellyel szignalszekvenciét is lehet

becsiilni. A szignalszekvencia jellemzo6 részei:
e 1 régié: n-termindlis (1-10)
e h régi6: hidroféb szakasz
e c régié: c-terminédlis (1-12)
e cut: vagas helye

Az becsld eljarasok tipusait (topografia, topoldgia, szignal peptid, transzmembran-

globuldris szétvélasztas) az 1. tdblazat foglalja Gssze.

Modszer TMFilter | Szignal peptid | Topogréafia | Topolégia
DAS + - + -
HMMTOP - - + +
Membrain - - + -
Memsat + + + +
(SP)Octopus | + + + +
Philius + + + +
Phobius + + + +
Pro + - + +
Prodiv - - + +
Scampi + - + +
SignalP - + - -
Sosui + + + -
TMHMM + - + +

1. tabldzat: A kiilonb6z6 mddszerek altal adott predikcidk tipusa.

13



3.3. Egyéb programok
3.3.1. BLAST (Basic Local Alignment Searching Tool)

Az algoritmus adott hossziisdgu, adott értéknél nagyobb hasonldsagi (de nem feltétlentil
azonos) szegmensparokat keres két szekvencia kozott. Eloszor torli a kereso szekvenciabdl az
alacsony komplexitésu részeket. Ezutén az Osszes k elemii szegmensre (aminosavaknal k=3)
megkeresi, hogy azok milyen mas k elemii ”szavakkal” adnak az aminavak hasonldsagat
megadd matrix alapjan adott kiiszobérték feletti pontszamot. A szavakbol készitett lista
alapjan keresést folytat a bemenetként kapott adatbazisban. Talalat esetén mindkét iranyba
noveli a szegmenspart, hogy High-score Segment Pairt (HSP) kapjon eredményiil. Az
egy szekvencian beliil kapott tobb HSP-t Needleman Wunsch algoritmussal kapcsolja 6ssze
és hataroz meg egy mar betoldasokat (gap) tartalmazd szekvenciaillesztést a keresd és
adatbazisbeli szekvencia kozott.

A kapott taldlatokat szignifikancia-becslés alapjan rangsorolja, amelynek legfontosabb
mérészama az E érték (varhaté gyakorisig): adatbazison vald kereséskor a véletlennek
koszonhetden varhato, a tényleges talalattal azonos vagy nagyobb pontszammal rendelkezdo
talalatok szama.

Az altalam irt programok a BLAST eljaras eredményeit abban az esetben fogadjak el,

ha,
1. E érték: 10710

2. Az igy megmaradt taldlatok pontozasa: a HSP-ken a lekért és a kapott szekvencia
hasonlésagat az alabbi képlet hatdrozza meg, ahol az egyes pontok a BLOSUM 62-es
matrixbdl vannak szarmaztatva. A taldlatok sziirésénél a kiiszobérték: 0,8.

score?(querysequencelil, hitsequenceli))

n
“— score(querysequenceli, querysequenceli]) * score(hitsequenceli], hitsequenceli])

3.3.2. CD-hit

Hatékony és gyors eljaras, ami a fehérje szekvencia adatbéazisokat a fehérjék aminosav

szekvencidjanak hasonlésaga alapjan sziri meg. A szekvencia rovid szakaszait hasonlitja

14



Ossze és ezen darabok statisztikaja alapjan dont, hogy két szekvencia bizonyos hasonlésagi

kiiszob alatt van-e. A hasonlé taldlatokbdl egyet tart meg [37].

3.3.3. Swiffknife, Varsplic

Sok fehérje létezik tobbféle izoformaban, az alternativ splicing-nak koszonhetoen. Ezek az
izoformak jelentOs részben eltérhetnek egymastol. A UniProt-rdl letéltheté human proteom
nem tartalmazza ezeket a fehérjéket, vizsgalatuk azonban hozzatartozik a teljes vizsgalathoz.
A Swiftknife és Varsplic programcsomagok a UniProt adatbazisban taldlhaté annotacié

alapjdn &llitjédk el6 ezeket a szekvencidkat [38].

3.4. Becslés pontossaganak mérése

Az eredmények kiértékeléséhez a "megtévesztési matrixban” definidlt (2. téblazat)

méroszamokat szoktdk haszndlni.

megfigyelt pozitiv | megfigyelt negativ
josolt pozitiv | Helyes pozitiv Hibas pozitiv
josolt negativ | Hibas negativ Helyes negativ

2. tablazat: Megtévesztési méatrix

A becslés pontossagat kétféleképpen is szokas mérni. Az elsO, a szegmensen értelmezi
a valds/becsiilt pozitiv/negativ értékeket (per szegmens predikcidés pontossig), a maésik,
szigoribb lehetdség, hogy ezeket a fogalmakat a fehérjéken értelmezziik (per fehérje
pontossig), igy, hogy azt a becslést vessziik valds pozitivnak, amelyben az Osszes szegmens
(transzmembran hélix) helyesen lett meghatarozva. Ezeket az értékeket felhaszndlva

definialjuk a kovetkez6 fogalmakat:

Szenzitivitas: a ténylegesen a halmazba tartozo elemek helyesen besorolt része.

TP
TP+ FN
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Specificitas: a nem a halmazba tartozé elemek helyesen besorolt része.

TN
TN+ FP

Matthews correlation coefficient: binaris klasszifikacié esetén korrelacids koefficiens a megfi-
gyelt és a josolt osztalyok kozott. Ertéke -1 (teljes eltérés a 2 osztéaly kozott) és 1 (tokéletes

predikcid) kozott valtozhat, a 0 azt jeldli, ha becslés nem jobb a véletlen 6sszerendezésnél.

TP+«TN — FPx FN
/(TP + FP)(TP+ FN)(TN + FP)(TN + FN)

Per fehérje topogréafia pontossag: azon fehérjék aranya a halmazban, amelyekben az Gsszes
transzmembran régio helyesen lett megadva.

Per fehérje topologia pontossag: azon fehérjék aranya a halmazban, melyekben az Osszes
transzmembran és a koztiik levo szegmensek membranhoz viszonyitott helyzete is helyesen

lett megbecsiilve.

3.4.1. A predikcié megbizhatosaganak becslése

A predikalt topoldogia megbizhatésdganak becsléséhez a HMMTOP programot
modositottuk gy, hogy a program meghatdrozza minden egyes szekvencialis pozicioban
a hdrom lehetséges éllapot (kint, bent és hélix) "posterior” valészinliségét és ezek kozil a
legnagyobbat 0sszegzi a szekvencia mentén. A becsiilt megbizhatésag alapjan csokkend sor-
rendbe helyezve az elemeket rendre az elsé, méasodik (stb) fehérjéig 6sszehasonlitast végezve
ellenorizheto, hogy a meghizhatdsagi érték mennyire korrelal a topoldgia pontossagéaval, il-
letve az egyes megbizhatosagi értékekhez ezen a modon hozzarendelheto a tényleges pon-
tossag.

Szignal peptid predikcid esetén figyeltem azt is, hogy a TP taldlatok esetén az ismert
és a megfigyelt szigndl peptid hossza mennyire tér el. A 20% alatti eltérést tekintettem

megbizhaténak.
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4. Modszerfejesztés

4.1. A Constrainted Consensus TOPology predikcios eljaras ele-

mei

A cél egy olyan konszenzus predikcié megvaldsitdsa volt, amely jobban teljesit mint més
algoritmusok onmagukban és figyelembe tudja venni a becslés sordan a kisérleti eszkozokkel
meghatarozott biztos topolégiai adatokat. Tobbféle programot teszteltem, melyek eltérd
moédszerrel és eredményességgel becslik a topoldgiat (vagy csak topogréafiat). Végil 12
modszer valasztottam ki, melyek konnyen hozzaférhetéek és az altaluk adott becslések
egyiittesen jobb eredményt ad, mint kiilon-kiilon barmelyiké. A kivalasztott mddszerek
a kovetkezéek: DAS, HMMTOP (kisérleti adatok figyelembe vételével), Membrain, Memsat,
Octopus, Philius, Phobius, Pro, Prodiv, Scampi-msa, Sosui, TMHMM.

Szignal peptid predikciora a SignalP programot hasznaltam, melynek eredményét a 6.7

fejezetben leirt médon, a topologia becslést és a kisérleti adatokat is figyelembe véve kor-
rigdltam (SignalP kor).
A konszenzus becslés soran szintén figyelembe vettem az eddig megismert biztos és ho-
molog kisérleti adatokat. A végsoé kimenet 3 topoldgiai elemet tartalmaz: citoszélikus,
extra-citoszoélikus és transzmembran régio. Ezeken kivill az annotalt tranzit és predikalt
szignal peptid részek szintén bekertiltek a végso topoldgia eredménybe. Az egyes becsld
eljarasok pontossaga novelheto, ha a becslés soran figyelembe vessziik a homolog fehérjék
aminosav szekvenciait. Azokban az eljarasokban, ahol lehetdség volt tobbszoros szekvencia
illesztést hasznélni a becsléshez, a rokon szekvencidkat a UniProt adatbazisban taldlhaté
transzmembran fehérjékbdl kerestem ki a BLAST eljaras segitségével.

A fenti 1épések végrehajtasara hoztam létre a Constrainted Consensus TOPology
predikcids eljarast (tovdbbiakban CCTOP - 2. dbra), melynek 1épéseirdl részletes dttekintést
adok a tovabbiakban.
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2. dbra: A CCTOP vaézlatos folyamatdbréja.

4.2. A CCTOP altal hasznalt nyelvtan

A CCTOP t6bb esetben a topoldgia nyelvtana alapjan hoz dontést. Ez azt jelenti, hogy
az egyes térszerkezeti elemek csak bizonyos sorrendben kovethetik egymast. Jelen esetben a

kovetkezo megkotéseket tettem:

e Extra- és intracellularis rész kozott membranrégionak kell elhelyezkednie.

e A membranrégiénak legalabb 16 aminosav hosszinak kell lennie (/3-hord6 és re-entrant

loop elemek kizarésa).

e Nem lehet azonos oldalra esé rész membranrégio két oldaldn (tovabbi re-entrant loop

elemek kizarasa).

Az ismeretlen helyeket nem cimkézi fel, ezek tetszoleges értéket vehetnek fel a nyelvtan

teljesiiléséhez.

4.3. Transit szakasz és szignal peptid eltavolitasa

A CCTOP eloszor a UniProt-on annotalt transit peptidet tavolitja el. A kapott fehérjéken

ezutan a SignalP-vel keresi a szignal peptideket. Az el6feldolgozas azért fontos, mert sok-
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szor a teljes fehérje szekrécidra keriil, de szignal peptid nem vagodik le. Egy masik fontos
szempont, hogy szamos modszer csak az érett membranfehérjét tudja hatékonyan feldolgozni.
Ezeknél a programoknél gyakori a szignél peptid-transzmembran keresztpredikeié (a hasonlé
szerkezet és aminosav Osszetétel miatt), illetve szdmos eljaras nem lett felkészitve a szignél

peptid becslésre (igy arra sem, hogy ezutdn mindig extracelluldris résznek kell kovetkeznie).

4.4. TMPFilter

A CCTOP a megmaradt fehérjéket két osztalyra bontja a Sosui, a TMHMM és a Phobius
segitségével: globularis és transzmembran fehérjék halmazara. Transzmembrannak mindsit
egy fehérjét, amennyiben a fenti 3 médszerbdl legalabb ketté legalabb egy transzmembréan

szegmens jelenlétét valdszintsiti a szekvenciaban.

- * — -
D& J~ > D
DD P L

3. dbra: A kisérleti és predikciés eredményekbél kovetkez6 megszoritasok ellenérzésének folyamata I: a vizszintes z6ld vonal
jeloli a fehérjét, rajta a kiillonboz6 lokalizacidkkal. Kék jeloli az extracelluldris, piros az intracellularis megszoritdst. Az dbra
azt a folyamatot mutatja, ahol a CCTOP az egymdsnak (ldsd 6.7) vagy a nyelvtannak (ldsd 6.2) ellentmondé megszoritasokat
eltavolitja (sziirkével jelolve), majd a hibdsan becsiilt szigndl peptidek szekvencia darabjdt visszailleszti. Végiil a szigndl
peptiddel ellentmondé megszoritas visszakeriil, mivel a kisérleti eredmény erdsebbnek tekintheté mint a predikcid.

4.5. Megszoritasok keresése

A becslés pontossdagat jelentésen javitja, ha a kiilonboz6 kisérleti eredményeket, mint a
rejtett Markov modellben feltételeket, megszoritasként vessziik figyelembe. A CCTOP a

becslés soran a kovetkezd adatokat hasznalja fel, mint megszoritdasokat:

1. Szignal peptid kovetd rész mindig extracellularis. FEz a szigndl peptid szakaszok
joslasara kiilonosen érzékennyé teszi a CCTOP-t, mivel egy helyteleniil pozitiv becslés

a rossz orientacié miatt a teljes topolégiat elronthatja.

2. Glikozil4ciés helyek (extracelluldris).  O-glikozildcié a szerin, threonin, triptofan

aminosavak OH csoportjan torténik, N-glikozilacié az aszparginsav aminocsoportjan.
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3. TOPDOM keresés eredménye: amennyiben a kérdéses szekvencia tartalmaz olyan
szekvencia motivumot, vagy domént, amely megtalalhato a TOPDOM adatbézisban,
azt is felhasznalhatja kényszerfeltételként. A keresést a TOPDOM adatbéazis hon-
lapjan levé keresémotorok felhasznaldasaval végzi. A talalt domént csak akkor fogadja
el, amennyiben a TOPDOM adatbazisban az annotalt extracellularis és intracellularis

helyek szamanak eltérése 15-nél nagyobb.

4. TOPDB adatbézisban levé fehérjével nagyfoki szekvencialis azonossag. Amennyiben
a vizsgalt fehérje szekvencidhoz BLAST keresés segitségével taldl hasonlé szekvenciat
a TOPDB adatbazisban, akkor a TOPDB-ben levé topolégiai informacidkat szintén
felhasznalja megszoritasként a becslés soran. A BLAST keresés soran hasznalt
paraméterek az 5.3.1. fejezetben taldlhaték. Ezutdn a CCTOP Clustal-W [39]
segitségével parillesztést végez a lekért (UniProt) és a taldlt (TOPDB) fehérjeparokon.
A szekvenciaknak megfeleléen a topoldgiai informécidkat is illeszti és kizarja a

kovetkezo fehérjéket:

e Ertelmetlen illesztés (ha a topologia altal leirt nyelvtan értelmezhetetlen a-

helikalis transzmembrén fehérjékre).

e Az érett fehérjének nincs transzmembréan régidja.

A megmaradt fehérjéknél a CCTOP nem veszi figyelembe a TOPDB-n tarolt teljes

topoldgiat, csak a kiilonbozo kisérleti eredmények altal definialt lokalizacidkat.

4.6. Topoldgiabecslo eljarasok

A CCTOP ezutan meghivja a kilonb6zo topografia és topoldgiabecslo eljardsokat.
Ahol az eredmény 3-nal tobb kimeneti allapotot tartalmaz (a membrantdl valé tavolsag
fiiggvényében a topoldgia tovabb van osztva), az eredményt 3 allapotuva alakitja. A to-

pografiabecsléseknél ismeretlennek cimkézi a nem a membréanhoz tartozd részeket.
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4.7. Megszoritasok ellen6rzése

Egyes esetekben elofordulhat, hogy a kisérleti vagy predikciés megszoritdsok nem pon-
tosak. Ennek oka lehet emberi hiba (kisérlet sordn), hibdsan becsiilt szignél peptid vagy egy
kivétel a konzervalt helyen megjelen6 domének esetén.

Ennek elkeriilése miatt a CCTOP a kiilonboz6 kisérleti helyekbdl kizarja az egymasnak
vagy a nyelvtannak ellentmonddkat. Kivételt képez a szignal peptid: ez egy predikcid, igy
ellentmondés esetén automatikusan csak ez esik ki, mivel a kisérleti eredmény megbizhatobb.
Amennyiben a szignal peptid predikciot elveti, a szignal peptidnek becstilt szakaszt vissza-
illeszti (3. dbra).

A topoldgiabecslo eljarok eredményét felhasznalva a CCTOP egy gyors ellenorzést hajt
végre, hogy a hibasan becsiilt szigndl peptidek szamét (tovabb) cstkkentse.

Ehhez egy kozelit6é topografidt szamol, az aldbbi mddszerrel. A topoldgia/topografia

prediktalé programok koziil kizarasra keriil egy maddszer, ha:
1. egyéltalan nem josol membranrégiot
Kizarasra keriil a médszer altal predikdkt membranszegmens, ha:

2. teljes részében atlapol egy TOPDOM-1dl szarmazo extra- vagy intracellularis doménnal

vagy szekvencia motivummal.

3. a predikdlt régié és a megszoritdas atfedésben van és nincs legaldbb 3 aminosav

atfedetlen rész.
4. barmilyen médon sérti a nyelvtant.

A kozelité topografia kiszamitasa a kovetkez6 médon torténik: egy vektor minden el-
eme az adott pozicibhoz tartozé aminosav membranrészhez vald tartozasanak mérészama
(minél magasabb, annél nagyobb eséllyel tartozik a membranhoz). A kiilénbéz6 mddszerek
sulya (melyet a topografidgjuk josdga hataroz meg) csak akkor keriil a vektorba, ha nincs
ellentmondésban a korabbi megszoritasokkal.

A kovetkezo rész addig fut, amig lehet membranrégiot predikalni:

A CCTOP megkeresi a vektor legnagyobb elemét és amennyiben ez egy kiiszob felett van
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(az Osszes figyelembe vett modszer sulyosszegének fele) a membranrégiét meghosszabbitja
mindkét irdnyba, amig egy masik kiiszob ald nem ér (az el6zéleg kapott legnagyobb elem
70%-a). Az Osszes predikciéban a szakasszal (akar csak) részben atfed$ transzmembrén
régionak becsiilt szakaszokat a tovabbiakban nem veszi figyelembe. Ha a vektor minden
eleme a kiiszob ala keriil, vége a ciklusnak.

A kapott kozelité topografiara a megszoritasokat raillesztve ki lehet sziirni a hibasan
becstilt szignal peptidek egy részét (ha a szigndl peptid és az elsé megadott megszorités
kozotti membranrégidk szama nem felel meg a nyelvtani szabalyoknak). Amennyiben a

szignal peptid predikciot elvetjiik, az adott szakaszt visszaillesztjiik (4. abra).

4.8. Sulyozas

Miutan a hamis megszoritasok ki lettek zarva, djra futtatja majd validalja a kiilonbozé
moédszereket (1dsd kizérdsok: 6.7/1-4), kiegészitve djabb (mdr a topoldgidra) vonatkozd

résszel. Kizdrasra keriil a médszer altal predikélt topoldgia (de a topografia nem), ha:

5. egy membranrészre valé megszoritas nem fed at legaldbb 3 aminosavval egy becstilt

membranrégioval.

6. a megszoritas és a predikcid kozott ellentmondas van az extra- vagy intracellularis

lokalizéciét illetoen.

A megmaradt médszerek kiillonbo6zé régiéi adjak a silyozéast (membranrégiok a topografia
altal adott sullyal, a kiils6 és belsé régick a topolégia altal meghatarozott sillyal), amit a

CCTOP a végsé topolégia meghatarozaséhoz fog felhaszndlni (5. dbra).
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4. dbra: A kisérleti és predikcidés eredményekbdl kovetkezd megszoritdsok ellendrzésének folyamata II: a kozelitd topogréfia
szamitdsa. A vizszintes z0ld vonal jeloli a fehérjét, rajta a kiilonboz6 lokalizdcidkkal. Kék jeldli az extracelluldris, piros az
intracelluldris megszoritdst. A sziirkével jelolt elemek ellentmondanak egymésnak (ldsd 6.7) vagy a nyelvtannak (lasd 6.2). Feliil
lathatéak a megszoritdsok, alatta a predikcidk (a membrénrégick sdrgaval vannak jelolve), legalul a kozelitd konszenzus médszer
kimenete. Az a) részen az ldthaté, ahogy a CCTOP a mddszerek silydt Osszegezve megkeresi a legnagyobb valdsziniiséggel
membréanrésznek predikalt részt, majd ezt két irdnyba noveli egy kiiszobig. Lilaval vannak jelolve azok a régidk, amelyek atfednek
a legnagyobb elemmel, ezek kés6bb mar nem vesznek részt a silyozdsban. A sziirkével jelolt membranrégié ellentmondédsban
van egy megszoritdssal, ezt nem veszi figyelembe a program. A b) részen a folyamat utolsé dllapota ldthaté. A c) részen
ldthaté a nyelvtannak (1dsd 6.2) ellentmondé megszoritdsok eltavolitdsa, majd a hibdsan becsiilt szigndl peptid szekvencidjdnak
visszaillesztése. A szigndl peptiddel ellentmondé megszoritas visszakeriil, mivel a kisérleti eredmény erésebbnek tekintheté mint
a predikcid.
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5. dbra: Predikciok és megszoritdsok Osszevetése. A vizszintes vonal jeloli a fehérjét, rajta a kiilonbozé lokalizdcidkkal. Kék
jeloli az extracelluldris, piros az intracelluldris megszoritast, sirga a membranrészre vonatkozét. A predikciékndl a vonal szine
a predikcidt, a héttér a megszoritdst jelenti. Az a) résznél minden predikdlt elem megfigyelhetd, a b) részben az egymdsnak
(14sd 6.6 és 6.7) vagy a nyelvtannak (ldsd 6.2) ellentmondé részek sziirkével vannak jelolve. Ami sziirkével van jelSlve, az nincs
felhasznélva a c) részben lathaté végs6 HMMTOP predikcid stilyozésdndl.

4.9. Végs6 topolégia (HMMTOP)

A legtobb konszenzus predikciét haszndlé moédszer (pl.: [7, 40]) nyelvtani szabalyok
alapjan alakitja ki a konszenzus predikciot, anélkiil, hogy barmilyen magasabb rendii
Osszefiiggést figyelembe venne (ilyen az CCTOP altal hasznalt kozelité topografia is). A
CCTOP a végso topolégiat a HMMTOP erre a célra atalakitott verzidjaval szamolja
ki, tgy, hogy az egyes becsld6 mddszerek eredményét - a kisérleti adatokhoz hasonléan -
kényszerfeltételként veszi figyelembe, de ebben az esetben az egyes modszerek globalis pon-

tossdgaval silyozza a kényszerfeltétel nagysagat.
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4.10. Az XML f3ajl felépitése

A CCTOP eljaras az eredményeket XML formatumba menti el (6. abra), mely tartal-
mazza a kilonbozo predikcidk kimeneteit, a felhasznalt megszoritasokat és a mindezeket
figyelembe vevé HMMTOP predikcié eredményét. A késébbi verzidkban az XML file tartal-
mazni fogja az egyes fehérjékhez talalhato keresztreferencidkat mas adatbazisokhoz (UniProt,
PDB, PDBTM, TOPDB, NCBI), valamint megtaldlhatéak lesznek a fehérje izoformai is. Az
XML fajlokbdl épiil fel a Human Transmembrane Proteom (HTP) adatbdzis, mely sajét 6
jegyu numerikus azonositékat hasznal a fehérjék cimkézésére. Az XML fajl XSD Schema

definici6ja a http://htp.enzim.hu/htp.xsd url-en érheté el.

<Predictions>
—<Item AC="AGNHPG">
—<OriginalSequence>
MFCCLGYEWLSGGCKTWHSAWVINTLADHHHCGTGFRGSPWLHFIIAFPRSYKVFIILWTVYLWMSLLKTILW!
</OriginalSequence>
<Protein type="transmembrane"/>
—<Sequence>
MFCCLGYEWLSGGCKTWHSAWVINTLADHHHCGTGFRGSPWLHFIIAFPRSYKVFIILWTVYLWMSLLKTILW!
</Sequence>
—<Topology>
—<Prediction name="HTP" reliability="0.67">
0000000000000000000000000000000000000000000MMMMMMMMMMMMMMMMMM
</Prediction>
—<Prediction name="DAS">
RUERBHRRBRRBRRRRARR AR R AR R AR H AR H AR H AR H B R H R R R R R HRFH R H#HFHFMMMMMMMMMMM
</Prediction>
—<Prediction name="hmmtop">
0000000000000000000000000000000000000000000MMMMMMMMMMMMMMMMMM,
</Prediction>
—<Prediction name="membrain">
HIFRAHHRHHFHHF R R RRARHHRHABHABH AR H R HHHFHFHFAMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMNM
</Prediction>
—<Prediction name="memsat">
RERBBRRBRRBRARRARH AR R AR H AR HHRH#FRH# R F#HFHH#OO0000MMMMMMMMMMMMMMMMMM
</Prediction>
—<Prediction name="octopus">
000000000000000000000000000O0000000000000000000000OMMMMMMMMMMMM
</Prediction>
—<Prediction name="philius">
T I I IIIMMMMMMMMMMMMMMMMMMO0O000000000000000000
</Prediction>
—<Prediction name="phobius">
00000000000000000000000000000000000000000MMMMMMMMMMMMMMMMMMMNM
</Prediction>
—<Prediction name="pro">
0000000000000000000000000000000000000000000000OMMMMMMMMMMMMMMMM
</Prediction>
—<Prediction name="prodiv">
IIMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMOO0O00000000000000000MMMMMMMMMMMMMMM
</Prediction>
—<Prediction name="scampimsa">
T I I T I TIT I T T I I I T I T T IMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMOO 000000000000 00!

6. dbra: A CCTOP elsé verzidja altal generalt XML fajl részlete.
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5. Eredmények

5.1. Teszthalmaz
5.1.1. Szignal peptid predikcié és topoldgia becslés

A teszthalmazt a UniProt-rdl letéltheto 6sszes humén fehérjét tartalmazéd ”fasta” fajl
szlirésével allitottam eld. A keresési algoritmus megegyezik az 6.5 4. pontban leirtakkal, a

kovetkezo kiegészitésekkel:

A keresést kibévitettem a PDBTM adatbézisra is.

Az adatbazisban megtalalhato teljes topoldgiat figyelembe vettem.

A taldlatokat a CD-HIT programmal sziirtem 40%-os kiiszobbel, hogy kizdrjam a ha-

sonlo szekvenciaju fehérjéket.

A megmaradt halmazt manudlisan is dtnéztem, kiegészitettem a hidanyos topoldgiai

informaciokat és kisztirtem néhany megmaradt, de nem felhasznalhaté adatot.

Az igy kapott adatszettet hasznaltam a topoldogiabecslé eljarasok és a szignal pep-
tid predikcidk jésdgdnak mérésére. Osszesen 343 szekvencia maradt, ezek hossza és a
transzmembran régidik szama jol lefedi az eddig ismert kategéridkat. Ezen teszthalmaznak
hasznélt fehérjék listaja és topoldgidja a HTP adatbazis honlapjardl (http://htp.enzim.hu)
letolthetoek.

5.1.2. TMPFilter

A transzmembran és globuldris fehérjék szétvélasztasanak pontossdganak mérésére az
elozoleg generdlt adatszettet egészitettem ki globuldris fehérje aminosav szekvenciakkal.
Ezeket a szekvencidkat a PDBSelect [41] adathalmazbdl valogattam ki gy, hogy
PDBTM-ben szereplé fehérje ne keriilhessen kozéjiik. A kapott halmazbdl véletlenszeriien
valasztottam ki annyit, hogy a teszthalmaz globularis-transzmemban fehérje Osszetétele

megegyezzen a human proteomban becsiilt 1:3 arannyal.
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5.2. Szignal peptid predikcio

El6szor minden esetben levagtam a UniProt adatbazisban annotalt tranzit részeket, a
szignal predikciét az igy maradt szekvencidkon végeztem. A taldlatoknal figyeltem azt is,
hogy az adott mddszer a helyesen becsiilt taldlatokon mennyire pontosan josolja a szakasz
hosszat. A SignalP és a Phobius adta a legpontosabb eredményt (MCC: 0.89), azonban
a Phobius kevésbé pontosan talalta el a TP taldlatokon a szignédl peptid rész hosszat. Az
SPOctopus és a SOSUI sok hibds pozitiv eredményt adott (3. tabldzat).

A CCTOP (a tablazatban: Signalp kor)a SignalP eredményeit hasznalja fel és korrigédlja a

6.7 fejezetben leirtak szerint.

Memsat | Phobius | SignalP | Sosui | SPOctopus | Signalp_kor
Osszes fehérje szama 343 343 343 343 343 343
Helyes pozitiv 28 158 157 123 161 157
Hibds pozitiv 32 6 5 19 21 3
Helyes negativ 141 167 154 154 152 156
Hibés negativ 142 12 13 47 9 13
Szenzitivitds 0.16 0.93 092 | 0.72 0.94 0.92
Specificitds 0.82 0.97 0.97 | 0.89 0.88 0.98
mcc -0.02 0.89 0.89 | 0.62 0.83 0.90
TP: a hossz eltérés 20% alatt[%] 57 89 93 80 91 93
TP: a hossz eltérés 20% felett [%)] 43 11 7 20 9 7

3. tdbldzat: A vizsgalt szigndl peptid becslé mddszerek eredménye.

5.3. Transzmembran fehérjék sziirése

A transzmembran fehérjék szilirését tobb fiiggetlen modszerrel is elvégeztem. Ezek
pontossiga dltaldban énmagaban is elég j6 (MCC 0.93 vagy felette), azonban kombindlva
ket még pontosabb becslés is elérhet6. A leghatékonyabb a Sosui, a TMHMM és a
Phobius altal adott predikcidk Ossszefésiilése volt (4. tédblazat), ami alapjan transzmembran
fehérjének azt tekintettem, ha a 3 modszerbdl legalabb 2 legalabb 1 membréan régiot josol.
Ezt az eljardst TMFilternek neveztem el. Tovabbi moddszerek bevonasaval az eredményt

nem sikeriilt javitani.
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Memsat | Octopus | Phobius | Sosui | TMHMM | TMFilter
Osszes fehérje szama 1372 1372 1372 | 1372 1372 1372
Helyes pozitiv 339 340 332 | 327 321 336
Hibés pozitiv 36 28 9 14 10 8
Helyes negativ 993 1001 1020 | 1015 1019 1021
Hibas negativ 4 3 11 16 22 7
Szenzitivitas 0.99 0.92 0.97 | 0.95 0.93 0.98
Specificitds 0.97 0.99 0.99 | 0.99 0.99 0.99
MCccC 0.93 0.94 0.96 | 0.94 0.94 0.97

4. tablazat: A transzmembran fehérjék szilirésének eredménye.

5.4. Topolégia becslések eredménye

A topolégia becslés eredménye minden esetben a fehérje elofeldolgozasa utan tortént
(lasd 6.2-6.8). Mivel ilyenkor a szigndl peptid szakaszt egy becsléssel allapitjuk meg, az
egyes modszerek hatékonysaga par szézalékkal csokken ahhoz képest, mintha a tényleges
szignal peptid részt tavolitanank el. Az egyes mddszerek kozott jelentds eltérés talalhatéd a
becstilt topoldgia szintjén, topografia esetén a kiillonbség nem olyan szamottevd (lasd 7. és 8.
abra). Az 6nallé médszerek koziil tobb is viszonylag pontos (70-80 % kozott) topografiat tud
becstilni. A legjobb eredményt itt az Octopus érte el (81%). A topoldgidt is figyelembe véve
a kisérleti adatokkal (megszoritdsokkal, 1ldsd 6.5) megtamogatott HMMTOP és az Octopus
volt a legpontosabb - rendre 78% és 77%. A megszoritdsokat is figyelembe vevd, konszenzus
predikcién alapulé CCTOP-pal 7%-ot sikeriilt javitani a legjobb (HMMTOP) topolégiabecsls
eljaras eredményén (5. tabldzat).Mivel a teszthalmaz 90%-os atfedésben van a TOPDB
adatbazissal, amivel az 0sszehasonlitas is torténik, a TOPDB kisérleti helyeket nem vettem

figyelembe a konszenzus mddszer tesztelése soran.

DAS | HMMTOP | Membrain | Memsat | Octopus | Philius | Phobius
Szenzitivitds (/szegmens) | 0.83 0.83 0.95 0.92 0.93 0.9 0.90
Specificitds (/szegmens) 0.85 0.95 0.87 0.92 0.94 0.94 0.96
MCC (/szegmens) 0.84 0.88 0.91 0.92 0.94 0.92 0.93
Topografia (/fehérje) [%)] 62 78 69 78 81 75 79
Topoldgia (/fehérie) [%] 0 78 0 62 77 66 69

Pro | Prodiv | Scampi-msa | Sosui | TMHMM | Kozelit6 topogrifia | CCTOP
Szenzitivitas (/szegmens) | 0.87 0.94 0.92 | 0.88 0.87 0.92 0.96
Specificitds (/szegmens) | 0.95 0.84 0.9 ] 0.92 0.97 0.97 0.95
MCC (/szegmens) 0.91 0.93 0.91 0.9 0.92 0.94 0.95
Topogréfia (/fehérje) [%) 70 67 72 66 4 83 85
Topoldgia (/fehérje) [%] 5 52 68 0 65 0 85

5. tabldzat: A topoldgia becslések eredménye
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7. dbra: A kiilonb6z6 mdédszerek tavolsiga topoldgia szerint. A kiilonb6zé programok becsléseit minden aminosav poziciéban,
paronként Osszehasonlitva hoztam létre a csoportokat, hierarchikus clusterezéssel. Az egymasra épiil6 mddszerek eredményei
kozotti korrelacié jol 1latszik (PRO-PRODIV/TMHMM-Phobius-Philius).
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8. dbra: A kiilénb6z6 mdédszerek tdvolsidga topografia szerint. A kiilénb6z6 programok becsléseit minden aminosav poziciéban,
péaronként Osszehasonlitva hoztam létre a csoportokat, hierarchikus clusterezéssel. Amig a teljes topolégidt nagy eltéréssel
j6soljak a moédszerek, itt az eredmények kozotti tavolsag egy nagysdgrenddel kisebb, az eredmények kozel egyezdek.
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5.5. A moédszer megbizhatésaga

A HMMTOP kimenete minden predikciéhoz megbizhatisagi értéket is tud rendel (1dsd 5.4.1 fejezet).
A megbizhatdsdg alapjan csokkend sorrendbe helyezve az elemeket rendre az elsd, méasodik (stb) fehérjéig
Osszehasonlitast végezve megfigyelhetd a teljes adatszett pontossiganak alakuldsa. A CCTOP pontossiga
az esetek tobb mint 90%-ban 90% feletti (lasd 8. dbra)
A topoldgia pontossigat a transzmembran hélixek eloszldsa alapjén vizsgdlva (9. dbra) az 1 (91%-os pon-
tossag) és 7 (95%-os pontossig) transzmembran régiéval rendelkezd fehérjéken a legprecizebb a becslés.
Utobbi azért fontos, mivel a G-protein-kapcsolt receptorok is 7 transzmembréan régiéval rendelkeznek és a

jelenleg forgalomban levd gydgyszerek fele ezeket célozza [3].

HMMTOP Megbizhatésag x 100
Topoldgia pontossag (%)
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90
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7©
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9. dbra: A lefedettség, a predikcié pontossiga és a HMMTOP megbizhatdsagi értéke kozotti Osszefliiggés. Az adatokat a
megbizhatdésigi érték alapjdn rendeztem sorba. A vizszintes tengelyen a lefedettség (%) a fiiggblegesen az addig megszerzett
topoldgia pontossiga (kék) és a HMMTOP &ltal szdmolt megbizhatésdgi érték szdzszorosa (piros) ldthaté. Az adatok 50%-
hoz tobb mint 98%-o0s pontossdggal sikeriilt topoldgidt predikdlni. Az adott helyen becsiilt megbizhatdsig és a lefedett rész
pontossiga jol korreldl az adatok 70%-4n. A simitdst mozgé 4tlag ablakoldssal végeztem.
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10. abra: A teszthalmazban taldlhaté fehérjék eloszldsa a transzmembran hélixek szdma szerint. A kék oszlop jeloli a meg-
figyelt transzmembréan fehérjék szamat, a piros, hogy ezen belill hdnyhoz sikeriilt helyes topolégiat becsiilni. Kiemelkedd a 7
transzmembrén hélixet tartalmazé fehérjéken a becslés pontossiga (a gydgyszerek nagy része dltal célzott G-protein-kapcsolt
receptorok is 7 transzmembran régiéval rendelkeznek).
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5.6. A HTP adatbazis

A fent részletezett CCTOP predikciét a teljes human proteomon lefuttatva hoztam
létre a Human Transmembrane Proteom (HTP) adatbdzis, amely a http://htp.enzim.hu
oldalon érhet6 el. Az adatbézis 4845 transzmembran fehérjét tartalmaz (a teljes proteom
24.74%-a). Az adatok XML formatumban vannak (10. abra), az elsé (teszt) verzié elérhet6
a honlaprol. Az ujabb adatok feltoltése és frissitése jelenleg is folyamatban van, hamarosan
a végleges verzié is elérheto lesz. Az oldalon tobb paraméter szerint lehet keresést folytatni,

az egyes predikciok és a konszenzus becslés eredménye grafikusan is megjelenitheto.
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11. dbra: A HTP adatbdzis els6 verzidja.
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6. Osszefoglalds, kitekintés

A Human Genome Project 6ta folyamatosan torténik a szekvendlasi adatok an-
notalasa. A dolgozatban kidolgozott CCTOP a jelenlegi legmegbizhatobb transzmembréan
topoldogiabecslo eljaras, amelyet kifejezetten a humén transzmembréan fehérjék topoldgia
becsléséhez dolgoztam ki. A moddszert a teljes human proteomon végigfuttatva jott létre
a Human Transmembrane Proteom adatbazis (HTP), amely a teljes human transzmembran
proteomot tartalmazza, az egyes fehérjékhez tartozé topoldgia becslésekkel egyiitt. Az ehhez
tartoz6 weboldal (http://htp.enzim.hu) mér elérhet6 az adatbdzis elsé verzidjaval. Az adatok
feltoltése és frissitése (izoformak hozzaadasa, az NCBI adatbazis huméan proteom részének
feldolgozasa) folyamatban van.

A CCTOP tovabbi optimalizdldsa utan cél egy webszerver létrehozasa, ahol tetszoleges
szekvencian futtathaté a médszer.

A kiillonb6z6 1j generacids szekvenalasok eredményeképpen meghataroztak az emberi
populacioban természetesen el6forduld, illetve a kiillonbo6zo rakos és egyéb megbetegedések
sordn megjelend szekvencia varidcidkat is. Ezen nukleotid szekvencia varidcidk (SNP:
single nucleotide polymorphism) egy része a nukleotidok &ltal kédolt aminosavak kozott
is valtozast okozhat (non-synonym SNP), amelyek az altaluk kédolt fehérjék fenotipusat
befolyasolhatjak. Tovabbi cél a HTP adatbézisra tdmaszkova ezeket az SNP-ket a
meghatarozott topologiara illeszteni.

Tobb médszer is foglalkozik szekvencia-alapi foldfelismeréssel. El6zetes eredmények
alapjén a topoldgiasziirés kozel 20%-al novelheti ilyen mddszerek pontossagat. Ez segithet
a pontosabb térszerkezet-meghatarozdsban és ezaltal a funkcidék hozzarendelésében.

A HTP a gyégyszerkutatasban is hasznos lehet: a ma forgalomban lev6 gyogyszerek tobb
mint fele valamilyen transzmembran fehérjére fejt ki hatast. Egy megbizhato topoldgiai

adatbazis segithet ezeknek a gyogyszereknek a fejlesztésében.
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7. Hasznalt roviditések

ANN: Artificial Neural Network (Mesterséges Neurdlis Halézat)

BLAST: Basic Local Alignmnent Searching Tool

CCTOP: Constrainted Consensus TOPology prediction method

DBN: Dynamic Bayesian Network (Dinamikus Bayes-i Halézat)

HMM: Hidden Markov Model (rejtett Markov Model)

HTP: Human Transmembrane Proteom

HSP: High-scoring Segment Pair

NCBI: National Center for Biotechnology Information PDB: Protein Data Bank
PDBTM: Protein Data Bank of Transmembrane Proteins

SVM: Support Vector Machine (Tdmogaté vektor gép)

TOPDB: Topology Databse of Transmembrane Proteins

TOPDOM: Conservatively Located Domains and Motifs in Transmembrane Proteins
PSSM: Position Specific Scoring matrice (Pozicié Specifikus Pontozé Matrix)
XML: eXtensible Markup Language (Kiterjesztheté Jelolé Nyelv)
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