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1. Bevezetés
1.1. Rendezetlen fehérjék

Az ezredfordulon felfedezett rendezetlen fehérjék megvaltoztattak azt a nézetet,
miszerint a normalis funkcid ellatasahoz a proteineknek egy jol definialt harmadlagos
szerkezettel kell rendelkezniiik. A rendezetlen fehérjéknek funkcionalis formajukban sincs
stabil harmadlagos szerkezetiik, hanem folyamatosan egymasba alakuldo konformaciokkal
rendelkeznek. Funkcioik ellatasahoz gyakran a partnereik felismerése, illetve ezen molekulak
jelenlétében torténd feltekeredés sziikséges, de vannak olyan esetek is, amikor a flexibilitas

ilyenkor is megmarad [1].

Szamos rendezetlen fehérje hibas miikodése vagy hidnya kothetd betegségekhez,
vagyis a teriilet orvosbiologiai szempontbdl is igen jelentds. Gyakran talalnak rendezetlen
fehérjéket neurodegenerativ betegségek hatterében (Alzheimer kor, Parkinson koér, Prion
betegség), illetve a szabalozo rendszerekben betoltott kulcsszerepiik miatt daganatos korképek

hatterében is allhatnak (pl. p53 fehérje) [9].

Altalanossagban elmondhatd, hogy a komplexebb, a torzsfejlédés magasabb szintjén
all6 organizmusokban nagyobb szamban fordulnak eld rendezetlen régidkat tartalmazo
fehérjék. Eukariotakban nagy aranyban talalhatbak meg, a proteom mintegy 5-15%-a teljesen
rendezetlen fehérje, valamint 40-60%-a legalabb egy hosszabb rendezetlen régiot tartalmazo
fehérjékbdol all [1]. Ennek oka egyes elméletek szerint az, hogy a fejlettebb organizmusokban
nagyobb sziikkség van a gyakran rendezetlen fehérjék altal medidlt szabalyozo,

kommunikacios folyamatokra (pl. jelatvitel).

Bar a fehérjék rendezetlensége elsé ranézésre feleslegesnek tiinhet a hossza idén at
evolvalddott funkcionalis globularis doménekkel szemben, valojaban tobb elonye is van [10].
Az egyik, hogy magas specificitasi, de tdg hatdrok kozott finomhangolhato affinitast
kotéseket hozhat létre, ez pedig hasznos az olyan folyamatok sordn, ahol csak atmeneti
kapcsolatra van sziikség a partnerek kozott. Masik eldnye, hogy a flexibilitasnak
koszonhetden egy rendezetlen fehérje kiilonbozé partner molekuldkhoz kapcsolodhat,
nagymértékii rugalmassadganak kdszonhetdéen idomulni tud tobb eltérd alaku partnerhez is. Ez
természetesen a globularis fehérje oldalardl nézve is igaz, azaz egy kotdéfelszinhez akar tobb
szekvencidban igen kiilonbozd partner is kotddhet. A nagy kotdfeliilettel rendelkezd

rendezetlen fehérjék koril tudjak tekerni, vagy korbe tudjak venni partnereiket (1. dbra). Nagy
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elony, hogy mivel a térbeli orientaciotol kevésbé fligg a kapcsolat 1étrejotte, az gyorsabban

tud létrejonni, valamint a disszocidcid is gyorsabban torténik.

1. abra: Calpastatin és n-calpain komplex a PDB adatbazisbol (ID: 3BOW).

Jol lathatd, hogy a zolddel kiemelt rendezetlen lanc (calpastatin) kérbedleli a
globularis lancokat, a tobb kotohely altal biztositott kapcsolat ebben az

esetben a nagy mértékii specificitas mellett igen nagy affinitasu is.
1.1.1. Fehérjék szerkezeti eléofordulasai

Egy felvetés szerint a fehérjék hdromféle nativ allapotban fordulhatnak eld, ezek a
rendezett, az ugynevezett molten globula és a random coil allapotok (2. abra). Tudni kell,
hogy tényleges random coil nem johet létre a természetben, ezért ez alatt az elnevezés alatt a
fehérjék random coil-szerii szerkezetét értjiik. Ezt az elképzelést fehérje haromsagnak (protein
trinity) szokas hivni, melynek lényege, hogy a fehérjék szabadon alakulhatnak at egyik
allapotbol a masikba, és mindegyik képes lehet funkcio ellatasara [10]. Egy adott funkcid
alapulhat az egyik allapoton, vagy akar kettd kozti atmeneten is. A rendezett fehérjék
jellemzden keletkezésukkor, a feltekeredés folyamatdban mennek at ezeken a 1épéseken,
késobb a stabil harmadlagos szerkezetiiket felvéve mar abbol az allapotbol normal
koriilmények kozott nem keriilnek ki. A rendezetlen fehérjék igazan rendezett szerkezetet
magukban nagyon ritkan vesznek fel (esetleg koros amiloid szerkezetet), stabil, merev

allapotban csak komplexben kotott formaban vannak.
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2. abra: A fehérje haromsag szerkezeti allapotai.

Egy masik elképzelésben egy ujabb szerkezeti allapot is megjelenik, mégpedig a
premolten globula. Emiatt ezt fehérje kvartettnek (protein quartet) nevezziik (3. abra) [12]. A
premolten globula leginkabb denaturalt allapotra emlékeztet, de képes funkcio ellatasara, és
kompatkabb a random coilnal. Nem rendelkezik stabil harmadlagos szerkezettel, azonban
masodlagos szerkezeti elemek talalhatok benne, bar kisebb mennyiségben, mint a rendezett

vagy molten globula allapotokban.
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3. abra: A fehérje kvartett szerkezeti allapotai.
1.1.2. Rendezetlen fehérjék funkcidi

A rendezetlen fehérjék f0 funkcidja a fehérje-fehérje kolcsonhatdsok kialakitdsa,
ilyenkor altalaban egy rovid peptidszakasz kapcsolodik a rendezett partnerhez. A rendezetlen
fehérjék gyakran latnak el szabalyzo szerepet, példaul a transzkripcio, transzlacidé soran,
valamint Onfelépit6 komplexek Osszeallasa soran segédkeznek (allvanyfehérjék pl. a
riboszoma kialakulasa soran) [9]. A rendezetlen fehérjéknek a sejten beliili jelatvitelben is
fontos szerepiik van, egyrészt kivaloan alkalmasak atmeneti kotddések kialakitasara, igy a jel
atvételére ¢€s tovabbaddsira, valamint annak koszonhetéen, hogy a benniik talalhatéd
aminosavak jol hozzaférheték enzimek szdmdara, gyakran torténik rajtuk poszttranszlacids

modositas. Egy 0 4ga a rendezetlen fehérjék kutatasanak a rendezetlen chaperonok témakore,



tobb teljes mértékben rendezetlen fehérjérél kimutattak mar, hogy ATP felhasznalasa nélkiil

képesek globularis fehérjék térszerkezetének helyreallitasaban kdzremiikddni [8].

A funkci6ik szerint alapvetéen négy kategoriaba sorolhatjuk a rendezetlen fehérjéket
[10]. Az elsé az ugynevezett ,entropic chain”, azaz entropikus lanc. Ezeket a funkcidkat
kizarolag rendezetlen fehérjék tudjak elvégezni. Ide tartoznak példdul a linker fehérjék,
melyeknek szerepe a multidomén fehérjékben az egyes domének 6sszekotése ugy, hogy azok
egymashoz képest elmozdulhassanak (emiatt van sziikség a flexibilis rendezetlen fehérjékre).
A spacer fehérjék (pl. mikrotubulus asszocialt fehérje) fehérje doméneket, vagy nagyobb
fehérje komplexeket kotnek Ossze, szigortian szabalyozva az azok kozti minimalis tavolsagot,
meggatolva Osszetapadasukat. Ezek a rendezetlen fehérjék tehat a funkcidjuk ellatasa kozben
sem vesznek fel egy rendezett szerkezetet, végig random coil jellegii konformacioban

maradnak.

A masodik funkcid, melyet igen gyakran rendezetlen szakaszok latnak el, a
poszttranszlacios modositasok célszakaszai. Ezek a modositasok nagy szerepet jatszanak a
sejtek szabalyoz6 folyamataiban, és mivel a nem feltekeredett rendezetlen szakaszok igen jol
hozzatérhetok mas enzimek szamara, igy mind a kémiai addicié (foszforilacio, glikozilacio,

sth.), mind a proteaz hasitas jobban jellemz6 ezekre a szakaszokra.

A harmadik kategoria a molekularis 0sszeszerelés. Megfigyelték, hogy foként a nagy
méretll komplexek Osszeszerelésében a részlegesen rendezetlen alegységek elonyt élveznek a
teljesen rendezett alegységekkel szemben. Ennek oka, hogy sokkal konnyebben véghezvihetd
a komplex Iétrehozdsa ugy, rugalmas alegységek mintegy ragasztoként behdlozva a

komplexet tobb ponton biztositjak annak integritdsat.

Az utolsé funkcié a molekularis felismerés, melyben legtobbszor a rendezetlen
fehérjén 1évé kotdmotivum a rendezett fehérje specifikus kotdfelszinéhez kapesolodik. Ez a
funkcio kulcsfontossdgt a legtobb sejten beliili szabdlyozd folyamatban, a kotddés

finomhangolaséaval (pl. poszttranszlaciés modositassal) jo1 szabalyozhat6 a kotddés erdssége.
1.1.3. Rendezetlen fehérjék vizsgalati modszerei

A rendezetlen fehérjék kisérleti uton torténd vizsgalata korlatozott, mivel a globularis
fehérjékre kidolgozott modszerek koziil tobb nem alkalmas a gyorsan valtozo szerkezettel

bird proteinek hatékony elemzésére. Bar rendelkezésre allnak olyan médszerek, melyekkel ez



mégis lehetséges (foleg tobb kombinalasaval) [11], azonban ezek magas koltségigénye miatt a

bioinformatika a rendezetlen fehérjék vizsgalataban komoly szerepet kap.

A rontgen krisztallografia, mellyel els6sorban rendezett, kristalyos szerkezetli anyagok
szerkezete vizsgalhatod, korlatozott hatékonysdggal rendezetlen fehérjék esetében is
hasznalhat6. A rendezetlen régiok flexibilis atomjair6l a rontgensugarak inkoherens médon
szorodnak szét, ezért ezek helyén hianyzo elektronsiiriséget lehet tapasztalni. Ezt a jelenséget
azonban mas is okozhatja, igy érdemes mas modszerekkel is bizonyitani egy ilyen szakasz

rendezetlenségét.

Gyakran hasznaljadk az NMR (nuclear magnetic resonance, magneses magrezonancia)
spektroszkopiat is. Ennek segitségével szilard vagy oldatban eléforduld mintdk 3D-sS
szerkezetét lehet megéllapitani. Rendezetlen fehérj¢k vizsgalatanal sokszor a °N-'H
heteronuklearis NOE (nuclear overhauser effect) mérést alkalmazzak. Ennél a médszernél az
eredményben a rendezett régiok pozitiv, a rendezetlenek negativ jelet adnak, igy konnyen
elkiilonithetok. A fehérjék aminosavainak asszignalasara, a kiilonb6z6 hatasok (pl. fehérje-
fehérje interakcid) kovetésére hasznalhato HSQC spektrumban is nagy kiilonbség
tapasztalhatd rendezett és rendezetlen fehérje kozott, a rendezetlen fehérjék joval sziikebb
jeldiszperziot mutatnak. Azonban az NMR spektroszkopianak is van hatranya, mégpedig az,
hogy a molten globula allapota proteineket nehéz vele vizsgalni. Ennek egyik f6 oka, hogy a

méréshez szlikséges koncentracioban mar aggregalddnak ezek a fehérjék.

A CD (circular dichroism, cirkularis dikroizmus) spektroszkopia alapja az a fizikai
tulajdonsag, hogy a jobbra vagy balra cirkularisan polarizalt fény elnyelésében kiilonbségek
mutatkoznak masodlagos szerkezeti elemek kozott. Segitségével oldatban levd mintak
szerkezeti informacidit vizsgalhatjuk. A moddszernek tobb fajtaja is van, az egyik ilyen a
tavoli UV CD, mellyel a masodlagos szerkezetrdl nyerhetd informacio, egy masik pedig a
kozeli UV CD, ami aromas csoportokat vizsgal. A kettd kombinalasaval a fehérjék kiilonb6zo
allapotai elvalaszthatok egymastol, mivel a tavoli a random coil fehérjéket kiilonbozteti meg a
tobbit6l, a kozeli pedig a rendezetteket. Azonban pont ez a hianyossaga is, hiszen tobbféle
elemet tartalmazo proteineket nehézkesen vizsgalni vele, mivel ilyenkor sokszor egy kevert

spektrumot kapunk.

Egy aranylag egyszeriien kivitelezhetd modszer a limitalt proteaz emésztésen alapuld
vizsgalat. Amikor egy rendezett, globuléris fehérje protedz hasitdsa torténik, annak elébb le

kell tekerednie, hogy az enzim a megfeleld helyen hozza tudjon férni. Azonban a rendezetlen
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fehérjék esetében erre nincs sziikség, mivel alapbdl nincsenek feltekeredve, emiatt az
emésztés gyorsasaga nagysagrendekkel nd. Ennek segitségével akar pozicid specifikus
informaciot is kaphatunk a rendezetlen régiokrol. Természetesen a moddszerrel csak olyan

fehérjék vizsgalhatok, melyekben a proteaz enzimek altal felismert szekvencia talalhato.

1.1.4. Rendezetlen fehérjék tulajdonsagai

A rendezetlen fehérjék esetében altalanossagban elmondhaté, hogy a rendezett

tarsaiktol eltérd, jellemz6é aminosav eloszlas figyelhetd meg benniik (5. 4bra).

mdis XRAY
Wdis NMR
Odis CD

Odis Fam32

0.5

AlGlobular 3D
o

WCFIYVLHMATRGQSNZPDEHK
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5. abra: A rendezetlen fehérjék aminosav eloszlasa a globularis fehérjékhez

képest kiilonb6z6 vizsgalati modszerek alapjan [11].

A grafikonon j61 megfigyelhetd, hogy a triptofan, cisztein, fenil-alanin, izoleucin,
tirozin, valin, leucin, vagis altalanossagban a hidrofob aminosavak kisebb mennyiségben
fordulnak eld, ezzel szemben az hidrofil, polédros, toltott, vagy kicsi és mozgékony
aminosavak joval gyakoribbak. Emiatt az el6bbi csoportba tartozokat rendezettséget elésegito,
mig az utdbbiakat rendezetlenséget eldsegité aminosavaknak nevezziik. A hisztidin, metionin,
treonin és aszparaginsav mennyiségében nincs jelentds eltérés a kétféle fehérje csoport kdzott

[11]. Megfigyelték azt is, hogy a rendezetlen fehérjék gyakran kisebb komplexitastak a

rendezett tarsaiknal.

Altalanossagban megallapithato tehat, hogy a rendezetlen régiokra a kevés hidrofob,

tobb hidrofil, valamint gyakori t6ltott aminosavak jellemzbéek [8]. Ha a hidrofobicitas €s a



toltés alapjan rendezetlen és rendezett fehérjéket egy grafikonon abrazolunk, jol lathato lesz,

hogy konnyen elkiilonithetdek ezen tulajdonsagok alapjan (6. abra).
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6. abra: Az x tengelyen az atlagos netto toltés, az y tengelyen az atlagos
hidrofobicitas szerepel. A fekete korok a rendezett, a fehér korok a
rendezetlen fehérjéket jelolik. Ezt a grafikai megjelenitést kitalaloja utan

,Uversky plot”’-nak nevezziik [12].

A rendezetlen fehérjék szerkezetébdl adodik az is, hogy a kevés aminosavbol allo
rendezetlen fehérjék, fehérje szakaszok is rendelkezhetnek nagy interakcios feliilettel (7. abra).
Ez egyben azt is jelenti, hogy ugyanakkora interakcios feliilet kialakitasahoz egy rendezetlen
fehérjének sokkal kevesebb aminosavra van sziiksége, mint egy globuldris fehérjének, vagyis
joval hatékonyabb (evolicidosan koltséghatékonyabb) rendezetlen régiobol kialakitani

kolcsOnhatd szakaszt.
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7. abra: A kotofelszin az aminosavak szadmanak fliggvényében abrazolva. A
piros négyzetek a rendezetlen, mig a kék haromszogek a globularis
fehérjéket jelolik [14].
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1.2. Linearis motivumok

A linearis motivumok (linear motif, LM) olyan rovid fehérje szakaszok, melyek a
leggyakrabban rendezetlen régiokban talalhatok, és funkcidikat harmadlagos szerkezet nélkiil

latjak el. Masik elnevezésiik a rovid linearis motivum (short linear motif, SLiM).

képviselik, és fontos feladatokat latnak el tobbek kozott a jelatvitelben, fehérje-fehérje

interakcioknal, és szabalyzo szerepeik is vannak [6].

Jellemz6 rajuk, hogy a korilottik talalhaté régioknal, evolucidosan jobban
konzervaltak. Sokszor masodlagos szerkezeti elemeket alakitanak ki a partnerhez valo
kapcsolodaskor, ezt a folyamatot a hatarold régiok segithetik. Két fontos tulajdonsaguk is
kovetkezik abbol, hogy ezekben a motivumok 4ltaldban rovidek, kevés konzervalt
aminosavbol allnak. Egyrészt hajlamosak a konvergens evolaciora, vagyis k6zos 6s nélkiil
konnyedén kialakulhat tobb fehérjében ugyanazt a funkcidt ellatdé motivum. Masrészt
aranylag Kis affinitassal birnak a partner molekuldkhoz valé kotédéskor, emiatt kénnyen

hoznak Iétre tranziens, atmeneti kapcsolatokat [7].

Megfigyelték, hogy az 4atlagos rendezetlen aminosav kompoziciohoz képest
kotomotivumokban gyakrabban fordulnak el hidrofob aminosavak, a toltottek pedig kevésbé
gyakoriak. Ezzel szemben a motivumot hatarold régidkban a hidrofil aminosavak a
jellemzoek, aminek az evolicids magyarazata az, hogy mig a hidrofob motivum hajlamos
lenne az aggregaciora, amiloid képzésre, addig a flankingben talalhat6 hidrofil aminosavak

ezt meggatoljak [13].
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2. Célkitiizés

A tovabbiakban ismertetett munkdm soran az elsddleges feladatom a rendezetlen kotd
régiok PDB adatbazisbol valo kisziirése volt. A feladat elvégzésekor figyelnem kellett arra,
hogy a PDB adatbazisban talalhato szamos hibas adatot kisziirjem. Ezen kiviil a programok
irasa kozben arra is térekedtem, hogy az igy elkészitett adatbazis a lehetd legkevesebb emberi
beavatkozassal tudjon frissiilni, amit az indokol, hogy a PDB hetente frissiil. Bar munkam
jelentds részeét a PDB adatbazis feldolgozasa tette ki, és ez elsésorban a munkam eredménye

is, ennek targyalasat a modszerek fejezetbe illesztettem a munka jellege miatt.

Az adatok kiszilirése utan azok feldolgozasa is munkam része volt. Egyrészt a kotd
motivumok, valamint az azokat hatarold régiok fizikai és kémiai tulajdonsagait vizsgaltam
bioinformatikai médszerekkel, masrészt egy olyan algoritmus elkészitése is a feladatom volt,

mely segitségével rendezetlen kotérégiok ismerhetok fel.

A munkam eredménye a csoportban folyd atfogd kutatasanak szerves részét képezi
majd. Ennek soran elsésorban a rendezetlen motivumok kialakuldsat, altalanos felépitését,
fizikai ¢és kémiai tulajdonsagaikat, valamint a mikodésiinkhoz sziikséges kulcs faktorokat
vizsgaljuk. A bioinformatikai médszerekkel kapott eredményeket késobb kisérletes uton is

szeretnénk bizonyitani.
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3. Médszerek
3.1. Felhasznalt adatbazisok
3.1.1. PDB adatbazis

A PDB, azaz a Protein Data Bank egy olyan hetente frissiilo adatbazis, mely fehérjék,
nukleinsavak, valamint ezek komplexeinek szerkezeti informacioit tarolja. Ezeket az adatokat
elsdsorban rontgenkrisztallografia, valamint NMR spektroszkopia segitségével nyerik ki, €s
3D atomkoordinatak formajaban taroljak. Mara mar tobb mint 95 000 makromolekula

struktarajat tartalmazza.
3.1.2. UniProt adatbazis

A UniProt, vagyis Universal Protein Resource adatbazisban fehérje szekvenciakat és

ezek annotacioit tartalmazza. Nagy mennyiségli informacié taldlhatdé benne a proteinek

crer

kovetkezok: UniProtKB, UniParc, UniRef, és UniMES.

A UniProtKB (UniProt Knowledgebase) a kdzponti része az adatbazisnak, nagyon jol
annotalt szekvenciakat tartalmaz. Az adatok egyik részének annotacidja manudlisan torténik
(SwissProt), mig a masiké szamitogépes analizis segitségével (TFEMBL). A UniParc (UniProt
Archive) egy nem-redundans adatbazis, mely a legtobb publikus fehérje szekvenciat
tartalmazza. Ez csakis a szekvenciakat tartalmazza, tovabbi informaciok az adatbazis tobbi

részébol nyerhetdk ki.

A UniRef (UniProt Reference Clusters) a UniProtKB-b6l valamint a UniParcbodl
szarmazo fehérjék clusterezett csoportjait tartalmazza. A UniMES (UniProt Metagenomic and
Environmental Sequences) adatbazis specifikusan metagenomikus ¢és kornyezeti adatok

tarolasara szolgal.
3.1.3. ELM adatbazis

Az ELM, azaz Eukaryotic Linear Motif resource egy olyan adatbazis, amely
eukariotdkban talalhatéo rovid linearis motivumokat tartalmaz, tobb mint 2000 bejegyzés

talalhato benne [3].
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Az adatbazisban 6 csoportra vannak osztva a linearis motivumok. Az egyik a LIG
(ligand site), ebbe az osztalyba ligandumként szolgaldo motivumok tartoznak. Egy masik
csoport a MOD (modification site), mely a poszt-transzlacios modifikacid helyeit tartalmazza.
A CLV (cleavage site) csoportban a proteolitikus hasitasi és feldolgozasi folyamatokban
résztvevo motivumok szerepelnek. A TRG (targeting site) osztalyban a sejten beliili célzassal
kapcsolatos szakaszok talalhatéak. A DEG (degradation site) és a DOC (docking site) csoport

a degradacioért és dokkolasért felelés motivumokat tartalmazza.

Az adatbazisbdl vald lekérdezéskor bemenetként egy vagy tobb szekvenciat, illetve
UniProt ID-t adhatunk meg. Ezen kiviil lehetéség van egyéb adatok megadasara is, ilyen a
sejten beliili elhelyezkedés, valamint a faj. Kimenetként a szekvenciaban talalt motivumokat

¢és azok helyét kapjuk meg kiilonb6z6 informaciokkal kiegészitve [2].
3.2. Felhasznalt programok
3.2.1. IUPred

Az IUPred segitségével egy adott aminosav szekvencia rendezetlensége josolhatd. A
modszer a polipeptidek stabilizalé kapcsolat kialakitasara valo hajlamat becsli meg [4]. Az
alapelv az, hogy a globularis fehérjéknél sok ilyen Osszekottetés keletkezik, azonban a
rendezetlen fehérjék nem képesek hatékonyan ilyen kapcsolatok létrehozasara. Az IUPred

algoritmus az interakcids energiak kiszamitasaval josolja az egyes szakaszok rendezetlenségét.

A szerzotol elkért programot csoportunkban kis mértékben atalakitva hasznaljuk
(kizarolag a kimeneti formatum lett megvaltoztatva, a predikcids algoritmus nem), mely
bemeneteként mindig FASTA formatumban adtam meg a szekvenciakat, a kimenet pedig egy
olyan f4jl, melyben az eredeti adatok kiegésziilnek szekvencianként egy sorral, ami minden
aminosav rendezetlenségi értékét tartalmazza. Ez az érték annak a valdsziniiségét mutatja,
hogy az adott aminosav rendezetlen-e vagy sem, értéke 0 és 1 kozott lehet, a program altal
felajanlott alapértelmezett hatarérték 0,5, az efeletti régidkat, aminosavakat vessziik

rendezetlennek.
3.2.2. ANCHOR

Az ANCHOR segitségével rendezetlen kotorégiokat josolhatunk. Ez az algoritmus
olyan szakaszokat keres, melyek rendezetlen régiok részei, tehadt nem tudnak dnmagukban

feltekeredni, azonban nagy lokalis interakciés potencialjuknak koszonhetéen nagy
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valosziniiséggel kotédhetnek egy globularis partnerhez [5]. A moddszer az IUPrednél is
hasznalt energiabecslésen alapul, biofizikai tulajdonsagokra koncentral. Az alapelv az, hogy a
rendezetlen fehérjék kevésbé kedvezd energiaallapotokban vannak, de kedvezobb allapotba

kertilnek, ha egy partnerrel kapcsolodnak.

A joslas harom {0 kritériumon alapszik. Az elsé az, hogy a vizsgalt szakasz egy
hosszabb rendezetlen régid része legyen, a masodik biztositja, hogy az adott aminosav ne
tudjon elegendd kapcsolatot 1étesiteni a kornyezetével, azaz ne legyen képes Onmagaban
feltekeredni, ne rendelkezzen jol definidlhato szerkezettel. Az utolso kitétel azt teszteli, hogy
egy aminosavnak mennyi esélye van elegendd kotés kialakitasara egy globuralis partnerrel

valé kapcsolddaskor.

Bemenetként megadhatunk egyetlen vagy tobb szekvenciat (akar FASTA
formatumban), de UniProt ID alapjan is végezhetjiik a joslast. Fontos megemliteni, hogy a
partner molekular6l nem sziikséges informaciét megadni, a program sem josol konkrét
kotOpartnert, csupan az interakcios készséget. A kimenetben minden sorban egy aminosav
hogy kot6 aminosavnak lett-e predikalva. Ezen kiviil grafikus abrazolast is kérhetiink, ekkor
egy gorbe mutatja az [UPred altal josolt rendezetlenségi valosziniiséget, valamint egy masik

annak a valoszinliségét, hogy az adott aminosav egy rendezetlen kotorégio része.
3.2.3. USEARCH

A USEARCH algoritmus segitségével nagyon hatékonyan rendezhetiink csoportokba
fehérje szekvenciakat. Az algoritmus a magas pontszammal rendelkezd globalis illesztéseken
alapszik [16]. Egy adott lekérdezés esetében az adatbazisban talalhatd szekvenciak csokkend
sz6szam alapjan vannak rendezve, mivel a hasonld szekvencidk kozds részei altaladban rovid
szavak. Emiatt hogyha van megfeleld taldlat a lekérdezett szekvencidhoz, akkor ez az elsd
né¢hany jelolt kozott lesz, és az esély arra, hogy van megfeleld taldlat, nagyon gyorsan
csokken a sikertelen probalkozasok szdméanak novekedésével. Tehat az algoritmust néhany

jelolt vizsgalata utan le lehet allitani, igy nagyon gyors.

A felhasznalé hatdrozza meg, hogy mekkora mértékii hasonldsag esetén tekintsen az
algoritmus két szekvenciat hasonlonak. Ezen kiviil tobb paramétert is valtoztathat, példaul azt,

hogy hany sikertelen probalkozas utan alljon le az algoritmus.
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3.2.4. MUSCLE

A MUSCLE (multiple sequence comparison by log-expectation) egy olyan program,
mellyel fehérje szekvencidk tobbszords illesztését készithetjik el. A sebessége és a
gyorsasdga is jobb, mint mdas hasonld funkcioval rendelkez6 programoknak (pl
CLUSTALW), ezért is ezt valasztottam [15]. Az algoritmusnak harom szakasza van,

mindegyik végén elérhetd egy tobbszoros alignment, és az algoritmus leallithato.

Az elsd szakasz egy progressziv illesztést készit. El0szor kiszdmitja a szekvenciak
paronkénti hasonlosagat, majd egy tavolsagi matrixot hoz létre ezek alapjan. Ezutan egy fat
készit, melynek meghatirozza a gyokerét. A progressziv illesztést ezen fa alapjan késziti el a

szakasz végeén.

A masodik lépésben megprobalja ezt a fat finomitani, €s 1j, javitott progressziv
alignmenteket késziteni. Ez a szakasz tObbszor ismételhetd. A szekvencidk péaronkénti
hasonlosagat a mar meglevd illesztés alapjan szamolja ki. Ezutdn egy 0j fat allit 6ssze egy 0]
tavolsagi matrix haszndlataval. A régi és az 01j fakat 6sszehasonlitja, és megallapitja, hogy hol
tortént valtozas. Ha tobbszor ismételtiik ezt a szakaszt, és ugy itéli a program, hogy a fak

konvergalnak, akkor befejezddik az iteracid. A végén egy Uj progressziv alignment késziil.

Az utols6 szakasz soran még tovabb probalja finomitani az algoritmus az eredményt.
El6szor két csoportra osztja a szekvenciakat, majd az aktualis tobbszoros illesztésbol kinyeri a
program az egyes alcsoportokhoz tartozo illesztéseket. Ezt a két alignmentet aztan egymashoz
igazitja. Hogyha igy jobb lett az illesztés, akkor megtartja, majd masféle felosztassal
megismétli a 1épéseket, amig az §sszesen végig nem ér, vagy a maximalis iteracid szamot el

nem €ri.
3.3. Az adatok kinyerése a PDB adatbazisbol

A munkam soran a sajat készitésli programokhoz végig a perl programozasi nyelvet
hasznaltam. A teljes folyamatot a fiiggelékben talalhato abra tartalmazza. Az els6 1épés elején
rendelkezésemre 4llt letdltve az aktudlis PDB adatbazis Osszes allomadnya. Elészor a
komplexeket szerettem volna kiszlirni, tehat az elsé lépésben a PDB fajlok ,,DBREF” sorait
vizsgaltam meg. Ezekben a sorokban egyéb informaciok mellett az szerepel, hogy a fehérje
egy adott lancahoz milyen UniProt ID tartozik. Itt tehat olyan eseteket kerestem, melyeknél

ezekben a sorokban legaldbb két kiilonb6zd UniProt ID szerepel, azaz tobb fehérje,
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feltehet6en komplexben szerepel a szerkezetben. Ha ilyet talaltam, a PDB és a UniProt ID-t is
kiirtam egy fajlba.

A kovetkezd lépéshez rendelkezésemre alltak a UniProt adatbazisbol letdltott
szekvencidk (a hozzajuk tartozé informaciokkal). Ebb6l az ID-k alapjan csak azokat a
szekvenciakat kerestem és tartottam meg, melyek szerepeltek az elézéleg elkésziilt (PDB
adatbazisbol kiszlrt) fajlban. Erre a Iépésre egyrészt azért volt sziikség, mert mig a UniProt
adatbazisban a teljes szekvencia szerepel, addig a PDB-ben sokszor csak egy szakasz,
masrészt, tapasztalataink alapjan a PDB adatbazis gyakran tartalmaz hibas adatokat (példaul
az adott helyen mas aminosav talalhato, vagy a helyzetiik el van cstiszva), a UniProt adatbazis

alapvetden megbizhatobb forras, tehat érdemes 0sszevetni a kettot.

Ezutan a kiszirt szekvencidkon az IUPred program segitségével elvégeztem a
rendezetlenség joslasat. Igy egy olyan fajlt kaptam, melyben szerepelt a szekvencia, alatta
pedig az adott aminosavhoz tartozo rendezetlenséget jelzd, 0 és 1 kozotti valoszintiség. Ez
alapjan kiszlrtem a rendezetlennek tekinthetd szekvencidkat. Ehhez egy 25 aminosav hossza
ablakkal végigmentem az adott lancon, és akkor tekintettem rendezetlennek, ha minden
ablakban legalabb 23 aminosav IUPred értéke 0,6 felett volt (tehat egy valamivel szigoribb

hatart hasznaltam a hagyomanyos 0,5-6s hatarértékhez képest).

Miutan ez megtortént, mar csak azokkal a komplexekkel dolgoztam tovabb,
melyekben legalabb egy (az el6zdekben kisziirt) rendezetlen lanc szerepelt. Ezekben a PDB
szerkezetekben kiszamoltam a rendezetlen és a tobbi lanc nehézatomjainak (nem hidrogén)
tavolsagat, a PDB f4jl ,,ATOM” kezdetli sorainak segitségével. Az ,,ATOM” sorokban tobbek
kozott az atom, az azt tartalmazd aminosav, valamint az atom térbeli elhelyezkedése szerepel.
Ha két atom kozti tavolsag kisebb, mint 6A, akkor képesek lehetnek kotést kialakitani egymads
kozott. Ez alapjan kigytijtottem azokat az aminosavakat, melyek kapcsolédhatnak egymashoz
(a feltétel az volt, hogy mindkettében legalabb 1-1 nehézatom elég kozel legyen egymashoz).
Az ebben a lépésben elkészitett kimeneti fajlomban minden sorban szerepel az adott PDB ID,
az aminosav neve, a lanc betiijele, az aminosav helyzete a lancban, valamint az ehhez k6t6d6

aminosav neve, pozicidja, és az azt tartalmazé lanc jele.

A kovetkezOkben az igy elkésziilt fajl, és a UniProt adatbazisbol kiszlirt rendezetlen

szekvencidkat tartalmazé fajl alapjan ellendrizem, hogy az aminosavak pozicioja egyezik-e a
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két adatbazis szerint. Amennyiben olyan esetet talaltam, melyben nem volt egyezés, az adott

UniProt és PDB ID-kat elmentettem egy fajlba.

Ezek utan a célom az volt, hogy egy olyan fajlt készitsek, mely formailag megegyezik
a kotddé aminosavakat tartalmazé fajlommal, de ahol a poziciok eltérnek a két adatbazisban,
ott a PDB helyett a UniProtbol szdrmaz6 informacio szerepeljen. Ehhez el6szor a mar emlitett
,ATOM” sorok alapjan kivettem a sziikséges szekvencidkat a PDB fijlokbdl, majd
ellendriztem, hogy ez megtalalhato-e a megfelelé UniProt szekvencidban. Amennyiben igen,
az azt jelenti, hogy az aminosavak maguk jok, csak a helyzetiik el van cstiszva a PDB-ben,
tehat ezt a késébbickben egy MUSCLE alignment elkészitésével kijavitottam. Azonban ha

nem, akkor az aminosav sorrendben is van eltérés a két adatbazisban.

Az utdbbi esetben elsd 1épésként szintén egy MUSCLE alignmentet végeztem el.
Eszrevettem, hogy néhany esetben a PDB fajlban hibéasan, felcserélve szerepelnek a lancok,
tehat a ,,DBREF” sorokban egy adott lanchoz egy adott UniProt ID tartozik, am az ,,ATOM”
sorokban mar egy masik lancnal szerepel a UniProt ID-hez tartoz6 szekvencia. Ahhoz, hogy
ezeket az eseteket kisziirjem, a MUSCLE eredményébdl csak azokat az eseteket tartottam
meg, melyekben az aminosavak legaldbb 80% egyezik az eredeti és az illesztett

szekvenciakban.

Az el6z0 lépésekben kapott adatok alapjan végiil el tudtam késziteni egy olyan fijlt,
mely a mar korabban elkészitett kot aminosavakat tartalmazo fajlra hasonlit, annyi
kiilonbséggel, hogy ha a PDB és a UniProt adatbazis adatai nem egyeztek meg, akkor a
UniProt adatai szerepelnek. Ezt a fajlt a tovabbi feladatokhoz ki kellett egészitenem egy olyan
oszloppal, melyben az adott aminosav, és a szomszédsagaban levé 2-2 aminosav

rendezetlenségi értékének atlaga is szerepel (8. abra).

pdb3bum.=ent TYR B 274 0.0€358 ASN A 53 0.7¢c84
pdb3bum.ent TYR B 274 0.06358 GLU A 54 0.79124
pdb3bum.=ent GLN B 31¢ 0.13712 GLU A 54 0.79124
pdb3bum.ent ILE B 318 0.1623 THR A 56 0.82692
pdb3bum.=ent GLN B 31e¢ 0.13712Z THR A 56 0.8ZeB%Z2
pdb3bum.ent TYR B 307 0.080% PRO A 59 0.8742

8. dbra: Néhany sor a fentiek alapjan elkésziilt fajlbol.

Az igy elkésziilt fajl, és néhany korabbi segitségével egy 0j adatallomanyt készitettem,
melyben a PDB ID, a lanc jele, és a UniProt ID szerepel, alatta pedig egy (a szekvencidnak
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megfeleld hosszusagl) binaris string, ahol 1 all az adott pozicidoban, ha az abban a helyzetben

levé aminosavhoz legalabb 0,6-os (mar atlagolt) IUPred érték tartozik, és 0, ha ennél kisebb.

A kovetkezokben egy olyan fajlt készitettem el, melyben a legszélsé kotohelyek kozti
aminosav szekvencia, valamint a binaris string szerepel, amennyiben abban van 1-es. A két
legszélsd kotohelyet a kotd aminosavakat tartalmazo fajl alapjan kerestem meg. A
tovabbiakban kiszlirtem azokat a szekvenciakat, amelyeknek legalabb a fele rendezetlen (azaz

a string legalabb fele 1-esekbdl all).

Mivel a kutatas soran a kotd motivumokat hatarold, ugynevezett flanking régidknak
nagy szerepik lesz, ezért a UniProt adatbazis alapjan az el6zdleg kiszirt szekvenciakat
kiegészitettem (az elején és a végén) 20-20 aminosav hosszi szakaszokkal. Miutdn ez
megtortént, egy 0j fajlt készitettem, melyben mar az is szerepelt, hogy melyik aminosav koto
aminosav. Ezt szintén egy nulldkbodl és egyesekbdl allo sorral oldottam meg, ahol az 1 a koto,

a 0 pedig a nemkotd aminosavat jelenti (9. abra).

>pdb3mlf.ent v Q87GE5 110..171

PAPPLNLSKGAPKSSSNSLD SVNEDHSELMEQIRQGVELESA TKSLSADESSADAHSKIMEE
ooooo000000O0O0O0O000000 111011011121211117171711111 00000000000000000000
11111111111111131131311 11111313131111111110002111 111131313111311111111110

9. abra: Egy példa a leirtak alapjan elkésziilt fajlbol. Az ID sor alatt a
szekvencia talalhato, a motivum elejét és végét szokoz jelzi. Az els6 binaris
sor a megfeleld pozicidban 1évo aminosav kdtésben valo részvételét jelzi,
mig a masodik a rendezetlenségre ad informaciot. Alatta a 3D-s szerkezete a
PDB-bd6l, mely igazolja, hogy valdban egy koté régidval van dolgunk.
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Tobbszor is eléfordult, hogy egy lancon beliil tobb kiilonalld motivum is szerepelt
(ilyen példaul a bevezetdben emlitett kalpain-kapasztatin komplex), am mivel az elézéekben a
két legsz¢lsé aminosav kozti szakaszt irtam ki, ezek nem kiiloniiltek el. Azonban a kot
aminosavakat jelzo string alapjan szét tudtam darabolni a motivumokat. Ez ugy tortént, hogy
ha legalabb 4 nemkoté aminosavat talaltam egymas mellett, akkor ott kettévagtam a lancot, és

két kiilon motivumkeént irtam ki.

A tovabbi munkam soran els6sorban a redundancia csokkentésére, €s a nem kivanatos
adatok torlésére torekedtem. Sokszor egy komplexen beliil tobbszor is szerepel ugyanaz a
szekvencia mas lancként, el0szor ezeket az ismétlodéseket tavolitottam el. Azonban az is
gyakran eléfordult, hogy kiilonb6z6 PDB ID-val jelolt komplexekben teljesen egyezd

motivumok szerepeltek, igy ezekbdl is csak egyet hagytam meg.

Az el6z0 lépések elvégzése utan tovabbra is maradtak redundéns adatok. Ezek foleg
abbol adodtak, hogy sok esetben ugyanolyan UniProt ID-vel rendelkez6é, de nem teljesen
egyezO0 motivumok talalhatoak az adatszettben. Ennek oka, hogy ugyanannak a fehérjének
kiilonb6zd, de atfedd szakaszai szerepelnek motivumként. Az ilyen esetekben kézzel

végeztem el a sziirést, és mindig a leghosszabb szekvenciat tartottam meg.

A kovetkezokben a riboszomalis fehérjék is sziirésre keriiltek, a PDB fajl HEADER
soraban szerepld ,,ribosome” szd alapjan. Erre elsdsorban azért volt sziikség, mert jelenlegi
vizsgalatunkban a molekularis felismerd elemekre vagyunk kivancsiak, melyek elsdsorban
tranziens kotddéssel kapcsoldodnak a partneriikhéz, a riboszomaban talalhatd rendezetlen
fehérjék azonban a nagy komplex allando részei, abban allvanyfehérje szerepét toltik be.
Ezutan az ugynevezett coiled coil fehérjéket is eltavolitottam az adatszettbdl. Ezekben a
fehérje komplexekben ketté vagy tobb alfa-hélix tekeredik egymés koré, és gyakran
rendezetlennek joslodik, bar valdjaban egy igen merev és stabil szerkezeti elem, ezért volt
sziikség erre a lépésre. Az ilyen fehérjék felismerése a COILS program segitségével tortént,
mely az adott szekvenciat egy olyan adatbazissal veti Ossze, melyben ismert coiled-coil
fehérjék talalhatok, majd kiszdmolja annak a valoszinliségét, hogy ilyen konformaciot vegyen

fel a megadott fehérjénk.

fgy elkésziilt a végleges adatszett, mely a PDB adatbazisban talalhaté rendezetlen

kotoszakaszokat tartalmazza.
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3.4. Az adatok kinyerése az ELM adatbazisbol

Mivel az ELM adatbézisban szerepld linearis motivumok koziil szdmomra csak a
ligandumként szerepld fehérje szakaszok voltak fontosak, ezért az elsé 1épésben a ,,LIG”
kezdetli bejegyzéseket szlirtem ki. Mig az ELM adatbazis alkalmas ismeretlen szekvenciabol
torténd motivum joslasra is (bar igen magas fals pozitiv arannyal), én csupan a benne szerepld
ismert, kisérletes uton bizonyitott motivumokat hasznaltam fel PDB-s adataim kiegészitésére.
Ezutan az adatokat az eddig is hasznalt formatumban taroltam, azaz egy ID sor utan a

kotémotivum szerepelt a 20-20 aminosav hosszu hatarolo régiokkal kiegészitve.

A Kkinyert adatokon elvégeztem az IUPred rendezetlenség joslast, majd csak a
rendezetlen szekvencidkat tartottam meg, azaz azokat, melyeknél a motivum t6bb mint fele

legalabb 0,6-os értékel rendelkezett.

A kovetkezod Iépésben a USEARCH program segitségével clusterezést végeztem 80%-
os hatarral. Ez alapjan kisziirtem a legalabb 80%-ban hasonlité szekvencidkat, és mindegyik

hasonlo fehérje szakaszbol csak egyet hagytam meg.

Miutan ezzel elkésziiltem, Osszefésiiltem ezeket az adatokat a korabban elkészitett
PDB-b6l szarmazé adatszettel, majd ezen is végeztem egy clusterezést, €s eltdvolitottam a

nagyon hasonl6 szekvenciakat.
3.5. Rendezetlen kotoszakasz joslas SVM segitségével

A kovetkezOkben az volt a célom, hogy egy olyan mddszert talaljak, mely segitségével
egy véletlenszerlien megadott fehérjeszakaszrol eldonthetd, hogy rendezetlen ktdmotivum-e.
Els6 1épésként megismertem a support vector machine és a Kohonen map moédszereket, hogy

ezek koziil az egyiket fel tudjam hasznalni a feladat megoldésa soran.

A support vector machine (SVM) egy olyan tanuld algoritmus, melyet adatok
klasszifikaciojara haszndlhatunk. Olyan hipersikot hoz létre, amellyel a lehetd legjobban el
lehet szeparalni a kiilonb6zd osztalyokba tartozo adatokat. Bindris esetben, azaz két csoport

elkiilonitésekor a tanitas soran sziikség van egy pozitiv és egy negativ adatszettre.

Ezzel szemben a Kohonen map, mas nevén self-organizing map (SOM) egy olyan
neuralis halézat, mely nem igényel tanitd halmazt. A beadott tobbdimenzids adatokat

kétdimenziossa redukdlja ugy, hogy az egyes elemek kdzott tavolsagot szamol, és ez alapjan
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helyezi el 6ket a sikban. Ezzel a mddszerrel tehat a hasonlosadg alapjan csoportosithatunk

kiilonbozo adatokat.

Ugy dontdttem, hogy bar a Kohonen map a késébbi kutatas soran hasznos lesz, de a

mostani feladatom elvégzésre a support vector machine az alkalmasabb.

A tanitashoz a pozitiv szett a korabban Kisziirt, PDB és ELM adatbazisban talalhato
motivumokbol allt. Ezen kiviil egy negativ szettre is sziikségem volt, azaz olyan
szekvencidkra, melyek rendezetlennek mindsiilnek, am nem kotdmotivumok. Ezeket a

UniProt adatbazisbol nyertem ki.

El6szor csak a human fehérjéket szlirtem ki, majd az ANCHOR program segitségével
megjosoltam azt, hogy egy adott aminosavnak mekkora a rendezetlensége, valamint azt, hogy
koté aminosav-e. Miutan ez megtortént, olyan 50 aminosav hosszi szekvenciakat
valasztottam ki, melyekben csak nemkdtd, 0,5-nél nagyobb rendezetlenségli aminosavak

szerepeltek.

Az igy elkésziilt negativ szettben sok alacsony komplexitasti szekvencia volt, ezeket
szerettem volna eltavolitani. Ezért komplexitast rendeltem az Gsszes fehérje szakaszhoz a

Shannon entrépia képletét hasznalva.

=z % (logz i )

A képletben szerepld N ebben az esetben egyenld az aminosavak szamaval, azaz 20, L
az ablak hossza, n; pedig azt mutatja meg, hogy az i. aminosav hanyszor szerepel. Ennek
kiszamitasa utan csak a legalabb 3-as komplexitasi értékkel rendelkez6 szekvenciakat

tartottam meg.

Ezek utan a pozitiv és negativ szettben taldlhatd szekvencidkat egy szdmsorozattd
kellett alakitanom, ennek oka, hogy az SVM csak numerikus informacié feldolgozasara képes.
Azonban nem lett volna elegend6 az egyes aminosavaknak egy-egy szamot megfeleltetni,
mivel minket elsdsorban nem a konkrét aminosav sorrend érdekel, hanem a motivumban (és

annak kornyékén) taldlhatdo aminosavak kiilonb6z6 jellemzdi, tulajdonséagai.

Emiatt a legjobb megoldasnak az aminosav indexek haszndlata bizonyult. Az
aminosav indexek (AAindex) az egyes aminosavak fizikai és kémiai tulajdonsagait adjak meg
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numerikus formaban. Mivel ezekb6l az indexekbdl tobb mint 500 van, ezért természetesen
nem hasznalhattam mindet, hanem ki kellett valogatnom a legfontosabbakat. Ehhez alapul
szolgalt egy olyan fajl, melyet csoporttarsam, Hatos Andrds biztositott szdmomra, és azt
mutatta, hogy mely AAindexek azok, melyek értékei a legjobban kiilonboznek az egyes

régiok esetén (tavoli régio, flanking régid, motivum).

Az gy kivélasztott 6 db aminosav index a kovetkezé volt: GOLD730101,
SIMZ760101, KARP850101, ZIMJ680105, GRAR740102, és QIAN880114. Ezek sorban a
kovetkezOkrél adnak informaciot: hidrofobicitas, egy energetikai tulajdonsag, flexibilitas, egy

masik energetikai tulajdonsag, polarités, béta-redére valé hajlam.

A pozitiv és negativ szettbe tartozé szekvencidimban talalhaté aminosavakhoz tartozo
konkrét AAindex értékeket szintén a csoporttarsam biztositotta. Az aminosav indexek
értéktartomanya az 1-t6l 5-ig terjed6 egész szamokbol allt. Ez alapjan készitettem el a
végleges tanitd halmazokat. Mivel szdmunkra elsésorban a motivum, valamint az azt hatarold
régiok az érdekesek, ezért csak a motivum el6tt talalhatd hatarolo régioé utolso 3-3, a motivum
elsé és utolsd 3, valamint a motivum utéani flanking elsé 3-3 aminosavahoz tartozo értékeket
hasznaltam. Ezeket 3 aminosavanként atlagoltam, majd egymas mogé irtam ki az §sszes index
alapjan. Természetesen az igy kapott vektorok alatt azt is jeleztem, hogy az adott szekvencia a

pozitiv vagy a negativ szett része (1 vagy 0).

Az igy kapott fajlt 10 csoportra osztottam, ligyelve arra, hogy mindegyik nagyjabol
ugyanannyi szekvenciat tartalmazzon, és vegyesen legyenek egy csoportban pozitiv és negativ
szettbdl szarmazo elemek. Az SVM tanitdsa soran mindig 9 csoportot hasznaltam, 1
csoporttal pedig a validalast végeztem. Ezt addig ismételtem, mig az 6sszes halmaz szerepelt
a validalas soran. A folyamat sordn nem csak azt figyeltem, hogy hdny szekvenciat sorol
helyes osztalyba az SVM, hanem azt is, hogy ezekbdl mennyi a fals pozitiv és a fals negativ

eredmény.

Természetesen ebben az esetben mindig tudtam, hogy hol van a motivum, de ha egy
véletlenszeri szekvenciarol szeretnénk megallapitani, hogy tartalmaz-e rendezetlen

kotdszakaszt, és ha igen, az hol talalhato, akkor egy cstiszoablakos modszert kell alkalmazni.

A kovetkezdkben tehat nem csak egy, hanem tobb SVM-et tanitottam. Az egyiket a
motivum el6tti flanking utolsd 3-3 aminosavara vonatkozd AAlndexek értékének atlaga

alapjan, egy masikat pedig ugyanigy, csak a motivum utani hatarold régio szerint tanitottam.
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Ezen kivil a motivumokhoz 6 kiilon SVM-et készitettem, mégpedig a kiilonbozd
hosszusaguakhoz, 4-t61 9 aminosavig. Ezeknél az egész motivumra egy atlagot szamitottam

az egyes indexek szerint, tehat egy 6 hosszu vektor tartozott az egyes kotdszakaszokhoz.

A folyamat az el6z6hoz hasonldan zajlott, tehat 10 csoportra osztottam az adatszettet,
¢s mindig 9-cel tanitottam, 1-gyel pedig validaltam. Miutan a hatarold régiokat és a
kiilonboz6 hosszusagu fehérjeszakaszokat felismerd SVM-eket betanitottam az aktudlis tanito
halmazokkal, a maradék csoporton ugy végeztem el a validalast, hogy egy csuszoablakkal
végigmentem az adott szekvencidn, és azt figyeltem, hogy az adott részt hatarold régionak
josolja-e. Mind a motivum el6tti, mind az azutani régionak josolt szakaszok pozicidjat
elmentettem. Miutan ez megtortént, végigmentem az Gsszes lehetséges motivumon (az 1.
flanking ¢és a 2. flanking kozti 6sszes lehetséges szakaszon), és a megfeleldé SVM-be beadva

figyeltem, hogy melyiket josolja valoban motivumnak.
3.6. Markov lanc

A kovetkez6 feladatom a Markov lanc, illetve a rejtett Markov modell megismerése,
¢s a szamomra megfelelobb alkalmazasa volt. A Markov lanc egy olyan diszkrét
sztochasztikus folyamat, melynek alapelve, hogy egy adott jelenbeli allapot mellett a jovObeli
allapot nem fiigg a multbéliektdl. Megmutatja, hogy egy adott allapotb6él mekkora

valdszintiséggel Iéphetiink mas allapotokba.

A rejtett Markov modell (hidden Markov model, HMM) hasonl6 elveken alapszik, am
mig a Markov lanc esetében az egyes allapotok jol megfigyelhetéek, a HMM-nél maga az
allapot nem lathatd, am az attol figgé kimenet igen. Tehat itt minden allapothoz tartozik egy

eloszlas, mely megmutatja, hogy melyik kimenetet milyen valdszinliséggel kdvetkezik beldle.

Mivel én arra voltam kivéancsi, hogy az egyes pozicidkban egy adott aminosav index
érték esetén a kovetkezd pozicidban milyen értékek milyen valdsziniiséggel fordulnak eld,
ezért elegendd volt a Markov lancot alkalmazni. Ehhez egy olyan programot készitettem,
mely a PDB-bd6l és az ELM-bdl sziirt adatszettben szereplé szekvenciak minden pozici6janal
kiszdmolja, hogy egy adott aminosav index egyes értékeibdl mekkora valosziniiséggel lesz
egy masik érték a kdvetkezd pozicidban. A kapott eredmények értelmezése késdbbi munkam

része lesz.
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4. Eredmények
4.1. APDB és ELLM adatbazisbol torténé sziirés eredményei

A sziirés elsd 1épésében tobb mint 9000 fehérje komplexet nyertem ki a PDB-bdl. Az
ezekben a komplexekben el6forduld UniProtbol szarmazd szekvencidk kigyiijtése utan
majdnem 7000 fehérjét kaptam eredményiil. Miutan ezekre a szekvencidkra elvégeztem a
rendezetlenség joslast, és csak a rendezetlennek itélteket tartottam meg, koriilbeliil 2600
fehérjére csokkent az adatszettem, melyek Kicsivel tobb, mint 5000 PDB komplexben
szerepeltek.

Amikor a pozicidkat ellendriztem, kideriilt, hogy ebb6l az 5000-b61 majdnem 3000
PDB tartalmaz valamilyen hibas adatot. A MUSCLE illesztés elvégzése utan kiesett kb. 100
PDB komplex amiatt, hogy az illesztett és az eredeti szekvencia nem egyezett meg legaldbb
80%-ban. A hibas adatok kijavitasa utan nagyjabol 6500 olyan lancot kaptam, melyben
rendezetlen aminosavak taldlhatéak. Miutdn ezekbdl kiszlirtem a rendezetlennek itélt
szekvencidkat (legalabb a fele rendezetlen aminosav), a szamuk jelentésen lecsokkent,

mindo6ssze valamivel tobb, mint 2000 lanc maradt.

Mivel ez az allomany még jelentés mennyiségii redundans adatot tartalmazott,
kisziirtem az azonos komplexben tobbszor szerepld lancokat, valamint a teljesen azonos
motivumokat tartalmazo kiilonb6z6 PDB-ket, igy koriilbeliil 800 fehérje szakasz maradt. Az

eltavolitott riboszomalis fehérjék szama 50, a coiled coil képzdké pedig 20 koriil volt.

Végiil a kiilonallo motivumok kiilonvalasztdsa, és az atfedd szekvencidk esetén a
leghosszabbak meghagyasa utan megkaptam a végsé fajlt, melyben pontosan 424 rendezetlen
kotdmotivum szerepel. Természetesen ez a PDB adatbazis egy kordbbi allapotan alapszik, de

késobb feladatom lesz a folyamat lehetéség szerinti teljes automatizalasa, igy frissiilni fog.

A PDB adatbazisbol kinyert adataim kiegészitésére az ELM adatbazisbol eloszor a
,LIG” jeli bejegyzéseket sziirtem ki, ezekb6l kozel 1500 rekord volt. Miutan az igy kapott
motivumokbdl csak a rendezetleneket tartottam meg, ez a szam 700 ala csokkent. A legalabb
80%-ban egyez6 motivumok sziirése utan mar csak kb. 500 motivum maradt. Ezeket a PDB-
bdl szarmazo adatokkal Osszefésiiltem, majd az \jra elvégzett hasonlosagi sziirés utan a

végleges adatszett 777 rendezetlen kotdmotivumot tartalmaz.
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A feladatomnak az is része volt, hogy minél kevesebb emberi beavatkozads legyen
sziikséges az adatok kinyerésénél, hogy egyszeriien lehessen kdvetni a hetente frissiildé PDB
adatbazisban bekovetkezett valtozasokat. Ezt részben sikeriilt csak megvaldsitanom, mivel a
motivumok szétvalasztasat, valamint az atfed6 szekvencidk szlirését nem tudtam
automatizalni. Ez azonban nem okoz kiilonosebb problémat, mivel a heti frissiilés soran
nagyon kevés olyan fehérje keriil a PDB adatbazisba, amely eljut a szliréseken keresztiil

ezekhez a Iépésekhez, tehat kis mértékii manualis feldolgozas lehetségessé valik.

Az igy kapott f4jl alapjan elkészitettem a motivumok méretének eloszlasat, és

grafikonon dbrazoltam (10. &bra).
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10. abra: A PDB-b6l és ELM-bdl szarmazo rendezetlen motivumok

meéretének eloszlasa.

Jol lathato, hogy a legtobb motivum 5 aminosav hossziisagu, és altalaban a 4-10
aminosav hosszi régiok szamitanak gyakorinak, a néhany 10 aminosavval rendelkezéek

pedig mar elenyészd mértékben fordulnak eld.

Ezen kiviil az aminosav eloszlast is elkészitettem, mégpedig a motivum eldtti flanking

--------

crer

régid milyen mértékben befolyasolja a motivum szerkezetét, kotodését, egyeldre 2-2
aminosavas régiot elemeztem. Mind a flanking régiokra (11. abra), mind a kotoérégiora (12.

abra) vonatkoz6 informécidkat grafikonon dbrazoltam.
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Ha ezeket megfigyeljiik, 4ltalanossdgban elmondhatd, hogy a rendezetlen
motivumokban és kozvetlen kornyezetiikben a legjobban jellemzé aminosav a prolin (P). Ezt
koveti a szerin (S), de jelentdsebb mennyiségben fordul eld még glutamat (E), arginin (R),
aszparaginsav (D), és treonin (T) is. Ezek koziil az R, G, S, P és E valoban rendezetlenséget
eldsegitd aminosavak, a D ¢és T pedig semlegesek ilyen szempontbol. Nagyon Kkis
mennyiségben fordul eld triptofdin (W), cisztein (C), metionin (M), izoleucin (I) és hisztidin
(H). AW, C, I rendezettséget eldsegité aminosavak, a T és H pedig a semleges aminosavak

koziil kertilt ki.

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02 ~

M mot. el6tti 2.

H mot. el6tti 1.

WFYI MLVNCTAGRDHOQKSTEFP

0,2

0,18
0,16 - B mot. utani 2.

H mot. utani 1.

0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02 -

WFY I MLVNCTAGRDHOQKSETP

srcr

crer

Elmondhaté még a grafikonok alapjan, hogy az adott helyen megfigyelt két pozicio

aminosav eloszlasa a flanking régiokban nagyjabol megegyezik, nagyjabol megfelel a

crcr

kis mértékben tlreprezentaltak.
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Ha a motivum kornyezetében levé aminosavak eloszlasat Osszehasonlitjuk a
motivumban taldlhatokéval, akkor is eltéréseket figyelhetiink meg. Szembetiing, hogy a
motivumban megnovekszik a prolin mennyisége, féleg a belsdbb részeken. Ezzel szemben a
szerin mennyisége a motivum belsejében lecsokken. Lathatjuk azt is, hogy a glutamin (Q) és
az alanin (A) el6fordulasa kisebb a kotdszakaszban, az aszparaginé (N) pedig a motivum
belsobb részén csokken. A fenilalanin (F), leucin (L) nagyobb mennyiségben van jelen a
motivumban, ez kisebb mértékben a tirozinra (Y) is elmondhatd, az aszparaginsav és arginin
pedig csak a motivum elején fordul el gyakrabban. A hidrofob aminosavak megemelkedett
aranya egyértelmiien arra utal, hogy a rendezetlen régié ezen szakasza hajlamosabb lehet

fehérje-fehérje kapcsolat kialakitasara.
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4.2. Az SVM eredményei

El6szor ugy alkalmaztam az SVM-et, hogy tudtam, hol a motivum helye, és ez alapjan
végezhettem a validaciot. Tobbféle paramétert is valtoztattam a feladat soran, hogy
megtalaljam a legmegfelelobbeket. Végiil a C-SVC hasznalta radialis fliggvénnyel bizonyult a
legjobbnak. Ezzel a modszerrel nagyon jo eredményeket sikeriilt elérni, atlagosan 80%-0s

talalati arannyal, valamint alacsony fals pozitiv és fals negativ rataval.

Amikor mar csuszdablakot hasznaltam, sajnos nem sikeriilt megfeleld eredményt
elérni, mert a motivum hatérait sokszor rosszul josolta a program. Emiatt tobb valtoztatasra is
sziikség volt. Egyrészt 1) aminosav indexeket valasztottam, masrészt késobb a mar emlitett
Kohonen map alapjan csoportositott szekvencidkon kiilén fogom elvégezni tanitast (a fehérje
szakaszok osztalyozasat Hatos Andras végezte). Az 1) mddszerrel torténd joslasra a késObbi

munkam soran keriil majd sor.

A korabban valasztott aminosav indexekre kiszamoltam, hogy az egyes poziciokban
mennyi az atlagos értékiik, majd ezt grafikonon dbrazoltam (13. abra). Az elsé éabran a
motivum eldtti 6, valamint a motivum els6 6 aminosava lathatd, a masodik abran pedig a

motivum utolsé 3, és a motivum utani 6 aminosav.
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13. 4bra: Az egyes poziciokban az aminosav indexek atlagos értéke.

A grafikonokon jol lathatd, hogy a motivumon beliil mas érték a jellemzd, mint a
hatarold régioknal. Mivel a narancssargaval jelolt QIAN880114 AAindex esetében nincs tul
nagy valtozas az egyes poziciokban, ezért ugy dontdttem, hogy egy masik béta-reddre
vonatkoz6 indexet keresek helyette. Ezen kiviil hozzavettem még 4 indexet, igy a
tovabbiakban Osszesen 10 aminosav indexet hasznalok majd, méghozza a kovetkezdket:
GOLD730101, SIMZ760101, KARP850101, ZIMJ680105, GRAR740102, CRAJ730101,
FAUJ880111, FAUJB80112, KOEP990102, ¢és ZHOHO040103. Az els6é 5 az eddig
hasznaltakkal megegyezik, a tobbi pedig a kdvetkez6 tulajdonsagokkal kapcsolatos: alfa-hélix
gyakorisadg, pozitiv toltés, negativ toltés, béta-redére vald hajlam (mds, mint amit eddig

hasznéltam), és eltemethetdség.

29



5. Osszefoglalas

Munkam soran sikeriilt elvégeznem az els6dleges feladatomat, azaz létrehoztam egy
adatszettet, mely a PDB adatbézisban taldlhat6 rendezetlen kotémotivumokat tartalmazza, az
ELM adatbazisban talalhat6 rendezetlen linearis motivumokkal kiegészitve. A kotorégiok ¢€s
azok kornyezetének vizsgalataval kideriilt, hogy az altalam kinyert szekvencidk nagyrészt

kovetik a szakirodalomban korabban leirt tulajdonsagokat.

Munkdm soran végig mindig szem el6tt tartottam, hogy bar az adatok kinyerésére,
valogatasara, 0sszehasonlitdsara bioinformatikai modszereket hasznaltam, a kiindulasi adatok
semmiképpen ne szamitogépes annotaciok eredményébdl szarmazzanak, hanem mindig valos

kisérletes adatokon alapuljanak.

Sikeriilt betanitanom egy support vector machine-t ugy, hogy nagyon jo
hatékonysaggal meg tudja Aallapitani egy szekvenciarol, hogy rendezetlen motivumot
tartalmaz-e. Azonban a motivum konkrét helyének azonositasara mar nem miikodik jol az
SVM-eket alkalmaz6 modszer. A problémat a kés6bbi munkam soran szeretném megoldani,
ezt mar el6 is készitettem az 1j AAindexek Kivalasztasaval, valamint a motivumok kiilonb6z6
csoportokba sorolasa is segitségemre lesz benne. Ezen kiviil a Markov lanc elkészitésével egy

masik szemszogbdl is meg tudom majd kbzeliteni a feladatot.

Az eredményként létrejott adatszettet nem csak én fogom tovabbi munkdmban
hasznalni, hanem a Rendezetlen Fehérje Kutatdcsoport szdmos mas munkatarsanak is hasznos
»alapanyagot” szolgaltattam. Bar az automatizdlassal kiegészitett, rendszeresen frissiild
adatbazis tudoményos folydiratban 6nalld eredményként lekozolhetd lenne, mi mar az

elemzéssel (SVM, Markov lanc, stb.) egyiitt tervezziik a cikk megirasat.
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6. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Kalmar Lajosnak, aki folyamatos
segitséget nyljtott a munkdm sordn. Koszondm csoporttarsamnak, Hatos Andrasnak, hogy
biztositotta szdmomra az aminosav indexekkel kapcsolatos adatokat, és segitett a megfeleld
indexek kivalasztasaban. Végiil koszonettel tartozom Horvath Tamas PhD hallgatonak a

modszerekkel kapcsolatos meglatasaiért.
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8. Fiiggelék

PDB adatbazis

komplexek kiszlrése

komplexekben
talalhato lancok
szekvencidja
UniProtbdl

rendezetlenség joslasa
IUPred segitségével

rendezetlennek itélt
fehérjék kiszlrése

rendezetlen és a
komplexen beliili tobbi
lanc atomjainak
tavolsaga

aminosavak
helyzetének

Osszevetése UniProt és
PDB alapjan

ha nem egyezett:
MUSCLE alignment
PDB-s és UniProtos
szekvenciakra

szekvencia sz(irése,
ahol az illesztett és
eredti >80%-ban
egyezik

hibas aminosavak és
poziciok kicserélése
UniProtosra

legszéls6 kotShelyek
kozti szekvencia kiirasa,
ha van rendezetlen
régioja

rendezetlennek itélt
szekvenciak szlirése

kotéhelyek kiegészitése
20-20 aminosav hosszu
szakaszokkal

azonos komplexekben
ismétlédé lancok
eltavolitasa

azonos motivumokat
tartalmazé kiilonboz6
komplexek eltavolitasa

riboszémak eltavolitasa

coiled coil fehérjék
eltdvolitasa

atfed6
fehérjeszakaszok
esetén leghosszabb
megtartasa

PDB-b6l szdrmazé

ELM adatbazis

LIG bejegyzések
kiszlirése

rendezetlenség
joslasa lUPred
segitségével

rendezetlennekitélt
motivumok
kiszlirése

USEARCH
clusterezés 80%-os
hatarral

>80%-ban egyezd
szekvencidkbol csak
egy megtartdsa

ELM-bél szarmazé
végleges adatszett

végleges adatszett

adatok
Osszefésulése

USEARCH
clusterezés

>80%-ban egyezd
szekvenciakbol csak
egy megtartasa

végleges adatszett




Tételes szerzéi hozzajarulas

Alulirott Szepes Dora a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

- arendezetlen kotémotivumok PDB adatbazishol torténd sziirésének minden részfolyamatat,
- arendezetlen kotémotivumok ELM adatbazisbol torténd szirésének minden részfolyamatat,
- a végleges adatszett Iétrehozasat,

- az SVM tanitasat és validalasat

végeztem el.

Budapest, 2014.05.14.

alairas
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