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3. szamu melléklet - Tételes szerzo1 hozzajarulas

Alulirott Lazar Tamas a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil:

- a szerkezetbiologiai irodalmi attekintést,
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- az 0sszes bioinformatikai elemzést,

- a Perl szkriptek programozasat
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1. Bevezetés

1.1. Absztrakt

Mara mar elfogadott tény, hogy szamos, alapvetd bioldgiai folyamatban szerepet jatszo
fehérje nativ allapotban nem rendelkezik jol meghatarozott 3D-s szerkezettel. Ezek a
rendezetlen fehérjék leginkabb gyorsan valtozo, egymasba atalakul6 alternativ konforméaciok
sokasagaként jellemezhetok. Az irodalomban elfogadott nézet szerint - a rendezetlen
szerkezetiik kovetkezményeként - specifikus, de gyenge fehérje-fehérje kolcsonhatés
kialakitasara képesek. Erre vonatkozoan azonban még nem sziiletett atfogd vizsgalat, és
szamos megfigyelés utal arra, hogy ez az altalanositds nem allja meg a helyét. A feladatom a
rendezetlen fehérjéket tartalmazoé komplexek fiziko-kémiai, szerkezeti, biofizikai és egyéb
adatainak irodalombol torténd kigylijtésében vald részvétel, az Osszegyljtott adatokbol
adatbazis létrehozasa volt, mely alapul szolgal tovabbi részletes bioinformatikai
vizsgélatokhoz.

Munkdm sordan a rendezetlen fehérjepartnert tartalmazé komplexek kotddésének
tanulmanyozasaval, a rendezetlen fehérjekomplexek rendszerez6  adatbéazisanak
programozasaval és tesztelésével foglalkoztam, tovabba a disszociacids allandot tartalmazo
adatbazisok megismerése ¢és benniik rendezetlen komplexek bioinformatikai keresése tartozott
a feladataim kozé.

Jelenleg a rendezetlen fehérjék kotddésének bioinformatikai feltérképezését végzem mind
a kotéaminosavak, mind a szerkezetek kotofelszineinek szempontjabdl, valamint a

rendezetlen és globularis fehérjék komplexeinek dsszehasonlitd elemzésén dolgozom.

1.2. Rendezetlen fehérjék

Az ezredfordulo elétt elképzelhetetlennek tiint, hogy megd6ljon a molekuléris bioldgia
»szerkezet - funkcid paradigmdja”, miszerint a fehérjék funkcidjat a jol meghatarozott 3
dimenzids szerkezet hatarozza meg. Azonban egyre tobb bizonyiték gylilt Ossze arra
vonatkozolag, hogy létezik a fehérjéknek egy madsik csoportja, a rendezetlen fehérjék
(angolul: intrinsically disordered proteins, IDPs), és mara a rendezetlenség fogalma széles
korben elfogadotta valt. [1] [2] [3]

Ezek a fehérjék in vivo sem rendelkeznek jol definidlt rendezett szerkezettel, leginkabb

gyorsan valtoz6, egymasba atalakulé alternativ konformécidok sokasdgaként jellemezhetok.
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Kiilonféle mérési eredmények azt mutatjdk, hogy ezek a fehérjék/fehérje régiok kiilonos
egyediséget mutatnak a t6ltés - hidrofobicitas vizsgalatokban, nem hasonlatosak a rendezett,
globularis fehérjékhez. Alacsonyabb atlagos hidréfobicitas €s magasabb nettd toltés jellemzi
Oket [2]

A Protein Data Bank (PDB) gyors bdviilésével és uj, foként magneses magrezonancia
(NMR) ¢s cirkularis dikroizmus (CD) vizsgéalatok eredményeként szamtalan 0j rendezetlen
szerkezetli fehérjét sikertiilt felderiteni. [1][4] Ez adta meg a lendiiletet ahhoz, hogy
l1étrejohessen a rendezetlen fehérjéket tartalmazo adatbazis, a DisProt, mely napjainkra 1500-
nal is tobb rendezetlen fehérje régiot tartalmaz. [3][5] A kisérletes megkdzelitésen tul
megprobaltak a rendezetlenséget in silico modszerekkel josolni. Az elsé és legfontosabb
rendezetlen régio prediktor, amelybdl késobb tobb josloprogramot is kifejlesztettek, a
PONDR volt. Ez a prediktor az aminosav sorrend alapjan hatarozza meg, hogy egy adott
szekvenciaban melyik régio lehet rendezetlen. A prediktor neuralis haldzat tanitasan alapul,
melyhez NMR spektroszkopids, illetve rontgen-krisztallografidas mérésekkel azonositott
rendezett illetve rendezetlen fehérjerégiokat hasznaltak fel. Az NMR alapt jéslas jobban
miikodott, de megjelenésekor mindkét PONDR prediktor teljesitménye elismerendd volt. [6]
Azb6ta szémos rendezetlenség joslo programot készitettek, a legfejlettebbek pontossaga
meghaladja a 85%-ot. [7] Bioinformatikai becslések alapjan a humén fehérjék tobb mint
egyharmada tartalmaz legalabb egy hosszi (minimum 30 aminosav hosszu) rendezetlen

régiot. [8]

1.3. Rendezetlen fehérjék kotddése, komplexek képzodése

A rendezetlen fehérjék gyakran jatszanak szerepet szabalyzo folyamatokban, példaul a
jelatvitelben vagy a transzkripcidoban. Ezek a funkciok molekularis felismerésen alapulnak,
vagyis a partnerhez valo atmeneti vagy tartés kotddés altal. Ahhoz, hogy megértsiik ezen
fehérjék mukodését ¢és szerepét,  nagyon fontos, hogy feltérképezziik a kotddés
mechanizmusat. Altaldnosan elfogadott az a nézet, hogy a szerkezeti rendezetlenség
szétvalasztja a specifitast és a kotéserdsséget, €és igy gyenge, reverzibilis, mégis specifikus
kapcsolat johet 1étre két fehérje kozott. Bar rengeteg kutatds iranyult rendezetlen fehérjék
komplexeinek vizsgalatara, a kotddés folyamatat mdig nem sikeriilt teljes részleteiben
megérteni. [9] Tobb mechanizmus is ismert az IDP-k kotddésével kapcsolatban. Ezek koziil a

két legelterjedtebbet fogom megemliteni.
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Az els6 mechanizmus szerint a rendezetlen fehérjék feltekeredése/rendezddése (folding)
csak a kotOpartner jelenlétében, a dokkolds megkezdése utdn megy végbe. A masik
mechanizmus soran, mivel ezek a fehérjék nem rendelkeznek alland6 szerkezettel, hanem
szerkezetlik allanddan valtoz6 allapotsokasaggal irhatd le, a dokkolashoz az a konformer
valasztodik ki, amely épp a kotédéshez alkalmas allapotban van. Az angol szakirodalom a két

megkozelitésre az induced fit/folding és conformational selection kifejezéseket hasznalja. [1]

Scheme A
Binding before Folding

% 7 Binding

Folding W
Scheme B

Folding before Binding

Abra 1.1.: Induced folding, conformational selection
[10]

Az é4bra a rendezetlen fehérjék kotddésének kétféle
mechanizmusat mutatja be. Az dbra felsd részén a
kotédés megelézi a folding folyamatat, mig az also

részen a folding el6zi meg a dokkolast.

Kisérletekkel mindkét mechanizmusra szamos példat talaltak, sot eléfordul az is, hogy

ugyanaz a fehérje mindkét mechanizmussal képes kotddni. [10]

Termodinamikai nézépontbol a reakciok lefutasat a Gibbs-féle szabadentalpia valtozasa
vagy mas szoval szabadenergia valtozas (AG°) hatdrozza meg. A kezdd- €s végallapot kozti

szabadentalpia valtozas hatarozza meg a K egyensulyi konstans nagysagat is:

—AG°
K = e RT
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A Gibbs-féle szabadentalpia valtozas harom tényez6tdl fligg: a hdmérséklettdl, és az entalpia
(H), valamint az entropia (S) valtozasatol: AG° = AH° — TAS°. Ez azt jelenti, hogy a
kotésaffinitas erdsségét befolyasolja a kotés sordn fellépd entalpiavaltozas, ami a
kolcsonhatasba 1ép6d molekuldktol fiigg, €és az entrOpiavaltozas, ami a szerkezeti
sajatossagoktol fligg. A legkorabbi elképzelés a fehérjék komplexeinek képzodésérdl a kulcs-
zar elmélet volt, mely a partnerrel vald kémiai és geometriai komplementaritast feltételezi.
Azonban ma mar tudjuk, hogy a szerkezet nem mindig merev, igy a kotohely a kotédéskor
némileg moédosulhat, vagyis szabad és kotott allapotban a fehérje konformacidja nem egyezik
meg teljesen. Ezt induced fit-nek nevezi az angol szaknyelv. A szabad és a kotott allapot

konformacidja kozotti kiillonbség a konformacios szelekcid esetében ugyanigy fennall. [11]

Osszehasonlitva a jol definialt szerkezettel rendelkezd fehérjék és a nativ allapotban is
rendezetlen szerkezetli fehérjék konformacids energidit, a kiilonbség markans, hiszen a
rendezett fehérjék energiadiagramjan tdlcsér alaku grafikon rajzolodik ki, amin a magas
energidju allapotok kedvezdtlenek a fehérje szdmdara, mig a tolcsér aljan 1évd pontok
reprezentaljak a kedvezo, altalaban egy jol meghatarozott, konformaciot. Ezzel szemben az
IDP-k grafikonja hullamz6, a globdlis minimum energiadllapota nem kiilonbozik sokban a
konformécio valtoztatast és a jol definidlt szerkezet, valamint a belsd, intramolekularis

kotddések hianyat. [11]

4y globular protein iB) disordered protein

RWAVATYS

Abra 1.2.: Globularis (A) és rendezetlen fehérjék (B)
konformacios energiaprofilja [11]

A sematikus abran latszanak a két fehérjecsalad
konformdacioihoz tartozd energiaallapotok. Lathato,
hogy az IDP-k nem rendelkeznek optimalis

konformacidval és ahhoz tartozé globalis minimummal.
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A rendezetlen fehérjék nagyon jo jelatviteli molekuldk, melyet annak a képességiiknek
koszonhetnek, hogy a partnerhez valo kotddés soran képesek feltekeredni az éppen sziikséges
konformécioba. El6fordulhat, hogy egy adott rendezetlen szakasz képes kotddni tobb
rendezett partner kotézsebébe, vagy az, hogy tobb kiilonb6zo rendezetlen fehérjébdl szarmazo
szakasz kotodik egy és ugyanazon globuldris partner kotohelyeire . Az elsd esetet one-to-

many, mig a masodikat many-to-one jelatvitel kdz¢ soroljuk. [9]

Abra 1.3.: A rendezetlen p53 és TRTK-12 kotdése
a rendezett S100B fehérjéhez. [9]

Az abran baloldalt a p53 — S100B komplex, a jobb
oldalon a TRTK-12 — S100B komplex lathat6. Ebben a
két esetben olyan kotddést lathatunk, ahol a ,,folded”
allapotba keriil6, kiilonb6zé fehérjébdl szarmazo
rendezetlen szakaszok ugyanazon partner molekula

hidrofob zsebébe kotodnek.

A kotdfelszinek tekintetében is nagy kiilonbségeket talalhatunk a rendezett és rendezetlen
fehérjék elemzésekor. Nem is a kotofelszinek nagysagat, hanem a kotdfelszinek és a
lanchossz aranyat tekintve. Az IDP-k képesek kisebb lanchosszal nagyobb relativ felszint
megvaldsitani, mint a globularis fehérjék, vagyis nagy interakcids potenciallal rendelkeznek.
Az IDP-k esetében a kotofelszin (interfész) és a teljes hozzaférheto felszin arany nagyobb,
mint a rendezett fehérjék esetében, foleg, ha az interfész méretét az aminosavak szaméra

vetitjitk: [12][13]
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fehérjekomplexek kotofelszinének, teljes felszinének
és aminosav hosszanak vizsgalata 1. [12]

Az ébra a kiilonboz6 fehérjecsaladok kotdfelszinének
(accessible surface area (ASA) interface) ¢€s a teljes
hozzatérhetd felszinének (ASA monometer), valamint
az aminosavak szdmanak aranyat, illetve a teljes
hozzaférhetd felsziniikk és az aminosavak szdmanak

aranyat irja le.

Class ASA interface ASA interface ASA monometer
ASA monometer No. of residues No. of residues
Stable monomer (three-state; n — &) [p&3 (tetramer; 1sas), GCN4-p1 0.19-0.38 7-17 37-48
{dimer; 1ysa), B-nerve growth factor {dimer; 1bet), trp-aporepressor
(dimer; 3wrp), bowman-birk protease inhibitor (complex; 1d6r)]
Disordered monomer (two-state; n = 4) [tryptophan synthase (dimer; 0.29-066 26-82 67-123
1ttgy), aspartate aminotransferase (dimer; 1tar), glutathione S-
transferase (dimer; 1glg) and triose phosphate isomerase (dimer; 1tim)]
Ribosomal proteins (30S; n = 18} [53 to S20and THX ribosomal proteins of — = —f— 56-103
thermus thermophilus 208 ribosomal subunit (1§)]
4 r
Abra 14.: Rendezetlen és rendezett

[h} 5000
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Abra 1.5.: Rendezetlen és rendezett fehérje
komplexek kotofelszinének, teljes felszinének és
aminosav hosszanak vizsgalata I1. [13]

Az (a) abra a rendezett (kék) és a rendezetlen (piros)
fehérje-komplexek kotdfelszinének eloszlasat mutatja,
mig a (b) abra az interfész nagysagat az aminosav-

szekvencia hosszanak fiiggvényében abrazolja.
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A fent emlitett két fehérjetipus komplexei nem csak a kotdfelszin nagysadganak és az
aminosavak szdmanak aranydban mutatnak kiilonbségeket. A kiilonb6zd tipusu kotddo
aminosav parok (hidrofob-hidroféb, hidrofob-polaros, polaros-hidroféb, poldros-poléros)
aranya is mérvado a komplexek Osszehasonlitasdban. Az erre irdnyuld mérési adatokbol azt
olvashatjuk le, hogy az IDP komplexekben sokkal gyakoribb a hidrofob-hidroféb aminosav-
kapcsolat, mint a globularis fehérjék esetében, és sokkal ritkdbb a polaros-hidrofob és a

polaros-polaros arany. [13]

40

35|
30
25
#+ 20

15

on

HH HP P
Contact Type

Abra 1.6.: Kot6dé aminosav parok rendezetlen
(piros) és globularis fehérjében (kék). [13]
Az é4bran a hidrofob aminosavak H-val, mig a poléaros

aminosavak P-vel vannak jelolve.

Szintén emlitésre méltd kiilonbség a targyalt fehérjecsaladok kozott a kotéfelszinek
energetikai profiljai, melyek egyértelmiiek a két fehérjetipust ismerve, hiszen tudjuk, hogy a
rendezett fehérjékkel ellentétben a rendezetlen fehérjékre nem jellemzd intramolekularis
kotések kialakitasa. A diagramon is latszik, hogy az adatokat abrazolva a két fehérjetipus jol

elkiilontl. [13]
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Abra 1.7.: Rendezetlen (piros) és rendezett (kék)
fehérjék energetikai profilja [13]

Az abra x tengelyén az energia/aminosav érték, mig az
y tengelyén a kolcsonhatési energia/kotdfelszinen 1évo
aminosavak szama lathatdo, ami jol szeparalhatéan
leképzi a kétféle tipusu fehérje jellemzd energetikai

tulajdonsagait.

1.4. Fehérje aminosav-aminosav interakciok tipusai

A bioinformatikdban az egyik legkézenfekvobb moddszer a fehérjekomplexek lancai kozti
interakciok megallapitasdra, ha a kiilonb6z6 lancok aminosav-aminosav kolcsonhatésait
elemezziik. En a kovetkezd kolcsonhatasokat vizsgéaltam: hidroféb, hidrogén hid, ionos,

aromas-aromas, aromas-kénes és kation-pi, melyek az alabbi kritériumoknak felelnek meg:

Hidrofoéb kolcsonhatassal szamolunk, ha ALA, VAL, LEU, ILE, MET, PHE, TRP, PRO,

TYR aminosavak a kiilonbozé lancokban 5 A tavolsagon beliilre keriilnek egymashoz. [14]

Hidrogén hid meglétét feltételezziik, amennyiben a donor-akceptor tavolsdg a oxigén ¢€s
nitrogén kozt a lancokban nem nagyobb, mint 3,5 A vagy a donor-akceptor tavolsag a kén

esetében kisebb vagy egyenld, mint 4 A. [15]

10
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Az ionos kotések kritériuma, hogy maximum 6 A tdvolsigban legyenek ARG, LYS, HIS,
ASP, GLU parok.

Az aromas-aromas interakcio feltétele, hogy a benzolgylirik centruma minimum 4,5 —

maximum 7 A tavolsagra legyen. [16]

Aromads-kénes kolcsonhatassal szdmolunk, ha a cisztein vagy a metionin kénatomja és a
fenilalanin, tirozin vagy a triptofin aromds gytiriije 5,3 A tavolsagon beliil helyezkedik el.

[17]

Kation-pi interakciét definidlunk, ha lizin vagy arginin oldallanc keriil 6 A-nél kdzelebb

fenilalanin, tirozin vagy triptofan oldallanchoz.

1.5. Fehérjekomplex hozzaférhetd felszine

Adott fehérjekomplex hozzaférhetd felszine alatt a komplex olddszermolekula (altalaban
viz) altali probaval meghatarozott felszinét értjiik (ahova az olddszermolekula képes
behatolni), pontosabban a (viz)molekula kozéppontja altal leirt felszint (Abra 1.8./A). A
fehérjekomplex kotofelszine értelemszerlien nem lesz elérheté az oldészer szdmara az
“eltemetettsége” miatt, tehat a kotdinterfészt szamolhatjuk a fehérje maganyos illetve kotott

formaban 16v6é hozzaférhetd felszinének kiilonbségébél (Abra 1.8./B).
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Solvent accessible surface area

Solvent probe

Abra 1.8.: Hozzaférhet6 felszin [18]
Az olddészermolekula probajaval (viz esetében ezt
vizprébanak  mondjuk)  hatdrozhatjuk meg a

fehérjekomplex hozzaférhetd felszinét.

2. Célkituzések

Kutatdsom egy nagyobb projekt része az MTA TTK Enzimologiai Intézetben, ahol
bioinformatikai eszkozokkel vizsgalunk rendezetlen szerkezetli fehérjéket, ugynevezett IDP-
ket (intrinsically disordered proteins). A kutatds f6 célja az, hogy a rendezetlen fehérjét
tartalmazd komplexek kotddését megismerjiik, fizikai-kémiai hatterét megértsik és
figyelemmel kisérjiik a fehérjék szerkezeti valtozasait. Ezen komplexek vizsgalata kiilonosen
fontos, hiszen fontos jelatviteli utvonalakban jatszanak szerepet, de részt vehetnek a koros

szerkezeti atalakuldssal és neurodegenerativ kovetkezményekkel jaré amiloid képzddésben is.

Munkam 6 célja a rendezetlen fehérjék és komplexek képzddésének megismerése volt,
valamint a laborban végzett in silico vizsgalatok koziil az ismert komplexekrdl sz6l6 cikkek
gyljtésével parhuzamosan ezek sziirését végeztem. Az Osszegyiijtott adatokbdl rendszerezd
adatbazist hoztam létre, melynek vizsgalom az automatizalasi lehetdségeit is. Megkezdtem az

adatok osztalyzasat és feldolgozasat bioinformatikai eszkdzokkel. Az adatbazisba feltoltott

12
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rendezetlen fehérjék komplexeinek adatain kiilonb6zé bioinformatikai

webszerverek

segitségével és sajat szkriptekkel kiillonbozo eloszlasi statisztikdkat és kvantitativ szerkezeti

biologiai elemzéseket futtattam.

Ezt kovetéen in vitro kutatdsokra is lehetdségiink nyilhat, amellyel igazolhatjuk a

prediktalt kovetkeztetéseket.

3. Modszerek

3.1. Az IDPCOMPLEX adatbazis

Létrehoztam phpMyAdmin feliilet alatt az adatbazis relacios modelljét MySQL nyelven,

mely tartalmazza a komplexet, a fehérjepartnereket, a bizonyitékot a rendezetlenségre, a

mérési adatokat, a PDB szerkezeteket és az ezeket leir6 cikkeket is, mint entitdsokat. [19] [20]

evidence

evidence_to_article

article_note

[note |

evidence of disorder

id_evidence e
[Caatice P 2
>,

/
additional info_|
d_articla

pratein to_evidence ™ binding |

binding_note

g [id_binding | d
~——{id evidence __| id T2 uniprot acl \ »cdiionsl bnoty
uniprol_name ~f{_uniprot ac2_| | . Lid binding
uniprot_organism roles -
| \\\4
| \\\
v ggﬂkﬂ | =
PMID T |
—— - [l binding_to_article
e
Y Gdofide |
rotein_to_article [

measurement_to_article

date e
journal ':E unigrot_ac
I id article

M pdb_to_arricle pdb T~<{idaice |
\ | PDBID —
“idartide | id bindin

|

compound_conc
temperature
H

ol
id_binding

Abra 3.1.: A rendezetlen fehérjék komplexeinek

kotodését leird adatbazis relacios sémaja

A sémaban a téglalapok jelzik az entitdsokat, a nyilak a
relaciokat. A ,,tobb az egyhez kapcsolatban” nyil mutat

a tobbrol az egyhez, tehat a nyil hegye a hozzarendelt

attribitumra mutat
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3.2. Az adatbazis automatizalasi lehetOségei

A szlirni kivant cikkeket két oldalrdl is megkozelitettem: osztalyoztam az adatbazisainkban
mar szerepld teljes cikkeket, valamint az internetes adatbazisokbol elérheté cikkek

»Abstract”-jait, ami a kés6bbi automatizalt sziiréshez kiilondsen fontos.

Els6 Iépésként a PDF fajlokat — melyeket Perl szkript és XPDF pdftotext eszkozok
segitségével eldszor szovegfijlla alakitottam —, valamint az ,,Abstract”-okat — melyeket Perl
szkripttel €s BIOPYTHON eszkozokkel toltdttem le PubMed-rél —, eldsziirtem Perl nyelven
futd, reguléris kifejezéseket hasznald programmal, mely kiszlrte a szdmunkra 1ényegtelen

cikkek nagy részét. [21] [22][23][24]

A masodik Iépésben tanuldalgoritmusokkal szétvalasztottam az adathalmazokat, és
megvizsgaltam, melyik képes legmegbizhatobban kisziirni az ismert, manudlisan atvizsgalt
pozitiv, illetve negativ cikkhalmaz alapjan a talalatokat. Fontos kritérium volt, hogy a fals-
pozitiv talalatok mennyiségét leszoritsuk. A fent leirtakhoz a Rapid-I —-RAPIDMINER 5.3
szoveg €s adatbanyasz szoftvert hasznaltam, melyben el6szor feldolgoztam a bemend cikket,

majd valamilyen tanul6 algoritmus modellt futtattam rajta. [25]

+ Process SIS

@ - - & Process ¢ @F-BREHS

Abra 3.2.: RAPIDMINER modell

Process Documents — Validation — Result modell
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daw

G - « i |&iProcess » =] Process Documents from Files » 2~ H 86 H &~
Transform Ca... Tokenize Stem (Porter) Generate n-Gr...
doc [) (] dee ::‘.::_“ doa [) (] doc = doc ) (] dee ‘;:_-:a.ﬁ doc (] doe f__~:-=:F dog
o o o 8
Abra 3.3.: RAPIDMINER Process Documents
modell
TransformCases: minden karakter kisbetlivel szerepel
Tokenize: tokenizalja (szavak) a szoveget
Stem (Porter): eltavolitja tokenek toldalékait
Generate n-Grams: kifejezéseket keres szomszédos
tokenekbol
& - ~ 1 BiProcess » T validation » @~ 8 E 8 £~

tra [}

k-NH
tra l,—\r‘ mad )
U exa )

s]

q

mod mod
thr  tes
thr

Apply Model
Cmutl -
qn

5]

lab )

mod )

Performance
L L per
b

per 0 exa
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L

Abra 3.4.: RAPIDMINER Validation modell

k-NN: k-NearestNeighbor tanuldalgoritmus (k:=32)

Apply Model: tanitja az algoritmust, alkalmazza az

adott modellt a szoveghalmazra

Performance: statisztikat készit a klasszifikacio

pontossagarol
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3.3. Az fehérjekomplexek mérési adatainak bioinformatikai elemzése

A kiilonbdzé modszerrel, de azonos vagy hasonld koriilmények kozt mért komplexek
disszociacios allandoi és a modszerek kozt végrehajtott korrelacidelemzés szamitdsokhoz a
GraphPad Prism 5 programot hasznaltam, mely egy kifejezetten biostatisztikai
adatelemzésre, korrelacidszamitasra, gorbék illesztésére, linedris és nonlinedris regressziora

¢s a mérési adatok kirajzoltatasara kifejlesztett szoftver. [26]

Szintén a GraphPad Prism 5 programot hasznéltam az adatok logaritmalasara, t probakra
és normalitasvizsgalatokra (Kolmogorov-Smirnov teszt, D’Agostino-Pearson

normalitasvizsgalat, Shapiro-Wilk normalitasvizsgalat).

Az egyéb alapvetd statisztikai eredményeket, eloszlasokat a Microsoft Excel 2007 szoftver

segitségével szamitottam ki. [27]

A fehérjekomplexek kotorégioit eldszor az ,,A Tools for Calculating Binding-site Residues
on Proteins (TCBRP)” webszerver [28] segitségével szamoltattam ki, mely egy tavolsagalapu
megkozelitést alkalmaz: azt tekinti aminosav-kontaktnak, ha két kiilonb6zd lancban 1€vo
aminosav egymashoz adott tavolsagra keriil. [29] Ezzel a moddszerrel azonban olyan
aminosavakat is kotének vettiink, melyek valdjaban nem vesznek rész a kotés kialakitasaban,
ezért mas modszert kerestiink. A ,,PIC: Protein Interactions Calculator” webszerver szamitasi
modszereit teljesen alkalmasnak itéltiik a feladat ellatasara, hiszen ez csak a koto
aminosavakat veszi szamitdsba. [30] [31] A kolcsonhatdsok csoportositisara az 1.4.

fejezetben bemutatott besorolast és kritériumokat alkalmazza.

A szerkezetek interakcids profiljainak meghatarozasara tehat a PIC webszerveren torténd
szamitasokat kellett automatizalnom, melyeket Perl szkriptekkel sikeriilt lefuttatnom, mely a
PDB szerkezet letoltése utan feltdltotte a szerkezetet a webszerverre és lementette a kimenetet
HTML (HyperText Markup Language) formatumban. A HTML formatumu fajlokat
HTMLAsText v1.11 szoftver segitségével konvertdltam TXT formatumu fajlokka, melyek
mar konnyen feldolgozhatoak ujabb szkriptekkel. [31] [32]

A fehérjekomplexek hozzaférhetd felszinének szdmitasahoz a PIC webszervert hasznaltam,
majd ennek nagyfoku elérhetetlensége miatt a Helix Systems — StrucTools webszerverre
tértem at, mely tobb mas funkcidja mellett szintén képes a fehérjék és fehérjekomplexek

hozzaférhetd felszinének szamitdsara. A webszerver automatizalasa Perl szkriptekkel tortént,
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mely HTML formatumban mentette le a szerkezeti szamitdsok kimenetét, majd ezeket a
fajlokat HTMLAsText v1.11 szoftver segitségével alakitottam at TXT kiterjesztésti fajlokka.
[31][32] [33] [34] A kotointerfészek kiszamitdsa az 1.5. fejezetben leirtak szerint tortént.

4. Eredmények

4.1. Az IDPCOMPLEX adatbazis

Az adatbazis eldzetes formédja jelenleg (2013. november) statikus, vagyis tablazatszert, és
csak egy nem redundans adatkészlet talalhatd meg benne, mely rendezetlen komplexek

mindegyikéhez ismeriink PDB szerkezetet.

Ezek kivalasztdsa tgy tortént, hogy az azonos fehérjekomplexhez tartozé adatokbol
(amennyiben tobb mérési eredmény is rendelkezésemre allt) azokat valasztottam be a nem
redundans adathalmazba, mely mérések lehetdleg 20-25 °C homérsékleten és 6,5-7,5
semleges pH-hoz kozelité koriilményeken zajlottak. Ha tobb talalat is megfelelt ennek a
kritériumnak, akkor azt a taldlatot tartottam meg, amelyet lehetdleg ITC (Isothermal Titration
Calorimetry) moédszerrel mértek, hiszen ez egy megbizhaté mddszer, és ezen méréseknél

gyakran all rendelkezésre termodinamikai adat is.

A kozeljovében azonban ezt a statikus adatbézist dinamikus adatbazissé tervezziik alakitani a
fent leirt relacidos sémanak megfelelden, kiegészitve az Osszes altalunk gyiijtott adattal. Az

adatbazis jelenleg az alabbi linken, a sajat intézeti weboldalamon érhetd el:

http://www.enzim.hu/~lazta/

Az eddig atnézett cikkek szdma, melyekbdl hasznos talalatokat annotéaltunk, eléri a 140-
et, ami 350 mérési eredményt jelent, ha megkiilonboztetjiik a kiilonb6z6é hdmérsékleten, pH-
n, ionerdsségen vagy kiilonb6zé modszerrel mért disszociacids erdsséget. Fontos
megemliteni, hogy a mérési eredmények szdma még emelkedni fog, hiszen az adatgyiijtés
nem zarult le, st még az ADAN adatbazisbol szarmaz6 30 komplexre vonatkozd tobb mint

100 mérés sincs annotalva. [35] [36]
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Elemezve ezt a nagy adatmennyiséget, azt tapasztaljuk, hogy a mérések koriilményei,
modszerei ¢és a kotddés erdssége is széles skalan mozog. A legkisebb kotéserdsséget két
fehérje kozt 4 mM-os, a legnagyobbat pedig 4,4 pM-os erdsséggel mérték, ami kilenc
nagysagrend kiilonbséget jelent, tehat elmondhatd, hogy a rendezetlen fehérjék alkotta
komplexek esetében is talalhatunk erds és gyenge kotddést egyarant. A pH €s a homérséklet
is széles intervallumban mozog: savastol (pH: 5,5) az erdsen lugosig (pH: 10), valamint
4°C-tol 40°C-ig. A kiilonféle modszereket név szerint nem emliteném meg, hiszen
nagyjabol 25-30 kiilonb6z6 mérési moddszert alkalmaztak a disszocidcids allandok

feltérképezésére, melyek koziil a leggyakoribb modszerek az ITC, SPR (Surface Plasmon

Abra 4.1.: Mérési eredmények gyiijtése Excel

tablazatban

Resonance) €s fluoreszcencia mérések voltak.
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Abra 4.2.: a teljes adatkészlet pH eloszlasa
Az abra vizszintes tengelyén a pH, mig a fiiggdleges

tengelyén az adatok mennyiségét abrazoltam.
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Abra 4.3.: a teljes adatkészlet hGmérséklet eloszlasa
Az abra vizszintes tengelyén a homérséklet (°C), mig a

fliggbleges tengelyén az adatok mennyiségét abrazoltam.

A kiilonb6zé modszerrel, de azonos vagy hasonld koriilmények koézt mért komplexek
disszociacios allandoi és a moddszerek kozt végrehajtott korrelacidelemzés sajnos nem

hozott megbizhato eredményt ezen parok kis szamban vald el6fordulasa miatt.

A legtobb part tartalmazdo ITC-NMR esetében is csak 4-7 part taldltam, annak
fliggvényében, hogy mit tekintiink hasonld koriilménynek: Spearman korrelacio itt -0,8000
¢és -0,8420 értékek kozt mozgott (0,3333-0,0238 kozti P value mellett).
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Abra 4.4.: A rendezetlen fehérjét tartalmazé komplexek
disszociacios allanddjanak (Kp) eloszlasa

Az éabra vizszintes tengelyén a disszociacids allandot (nM),
mig fliggéleges tengelyén az adatok mennyiségét
abrazoltam. Lathatdo, hogy rendezetlen komplexek is

rendelkezhetnek erds disszociacios allanddval.
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Abra 4.5.: Globularis komplexek disszociacios
allandéjanak (Kp) eloszlasa [37]

Az éabra vizszintes tengelyén a disszociacids allandot (nM),
mig fliggdleges tengelyén az adatok mennyiségét
abrazoltam. Ezen adatok referenciaként szolgalnak

kutatasunk soran.

Mivel a rendezetlen fehérjekomplexek nem redundans adatkészletének disszociacios
erOsségeinek eloszlasara is kivancsiak voltunk, valamint arra, hogy az eloszlasuk

normaleloszlast mutat-e, linearizalni kellett a logaritmikus vizszintes tengelyt, ezért a

dissziciacios konstansokat atszamoltuk a jol ismert AG® = —RT InKj képlettel Gibbs-féle
szabadentalpiara.
15+ 167
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_?L
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Abra 4.6.: Rendezetlen fehérjekomplexek nem
redundans adatkészletének kotéserosségi (dG) eloszlasa.
A baloldali abran a teljes nem redundans adatkészlet, mig a
jobboldali abran a 20-25°C, 6,5<pH<7,5 mérési
eredményei lathatok kcal/mol-ban mérve. (Az abrak

globularis megfeleldi a mellékletben talalhatok.)
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Mind a teljes nem redundéns adatkészlet, mind a 20-25 °C, 6,5<pH<7,5 adatok mind a

harom normalitasvizsgalata igazolta a Gauss eloszlast a rendezetlen komplexek esetében:

Teljes adathalmaz:

Kolmogorov-Smirnov teszt: KS = 0,06347 és P value > 0,10 — Normal elo.
D’ Agostino-Pearson normalitasvizsgalat: K2 = 3,570 és P value = 0,1678 — Normal elo.
Shapiro-Wilk normalitasvizsgalat: W = 0,9784 és P value = 0,1886 — Normal elo.

20-25 °C, 6,5<pH<7,5 adathalmaz:

Kolmogorov-Smirnov teszt: KS = 0,08173 és P value > 0,10 — Normal elo.
D’ Agostino-Pearson normalitasvizsgalat: K2 = 3,411 és P value = 0,1817 — Normal elo.
Shapiro-Wilk normalitasvizsgalat: W = 0,9747 és P value = 0,3201 — Normal elo.

Annak eldontésére, hogy a rendezetlen és rendezett nem redunddns adatkészlet
szignifikdnsan eltér-e egymastol, kétmintas t probakat alkalmaztunk és az alabbi értékeket
kapuk: P value < 0,0001 a teljes adathalmazra is és a 20-25 °C és 6,5<pH<7,5 adathalmazra
is, tehat mindkét t proba erdsen szignifikans eltérést mutatott.

Ahhoz, hogy a taldlataink az adatbazisba feltoltheté formaba keriiljenek, a méréseket
manualis uton kellett tablazatba rendezni, paraméterek szerint szétvalasztani. A
komplexekrdl Osszegylijtott adatokat kiegészitettem az azokat egyértelmlien definialo
azonositokkal (pl. fehérjenév — UniprotAc), valamint az adott komplexekrdl szolo cikkek

azonositoival (PubMed ID [PMID] és doi). [38] [39] [40]

4.2. Az adatbazis nem redundans adatkészletének bioinformatikai elemzése

Miutan a rendezetlen fehérjekomplexek nem redundéns adatkészletét megkaptuk,
kivancsiak voltunk arra, mekkora a rendezetlen komplexek atlagos kotérégioja, mekkora
kiilonbséget tapasztalunk a globularis fehérjekomplexekkel Osszevetve. Referenciaként itt is
az ,,A structure-based benchmark for protein—protein binding affinity” cikkben leirt globularis

fehérjeadatbazist hasznaltam. [37]

A teljes nem redundans adathalmazt vizsgalva az atlagos kotorégio hossz 25 aminosav volt,
mig a csak sztenderd (20-25 °C és 6,5<pH<7,5) koriilményeken mért adatok esetében ez
atlagosan 32 aminosav volt. Kotérégionak az egymdstdl maximum 5 aminosav tavolsagra
1év6 kdtdaminosavakat szamitottam. A szoras a teljes és sztenderd adatkészlet esetében 2,4 és
3,8 aminosav volt. Ezzel szemben a globularis komplexek adatbazisat vizsgalva 19,5 és 19,3

atlagos kotorégid hosszusagot kaptam 1,3-as €s 1,7-es szorassal.
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A tovabbiakban az adatokat a kotésaffinitds nagysaga szerint harom csoportra kiilonitettem el:
a gyenge kotéserdsséggel rendelkezdkre (Kp>100 uM), a kdzepes disszocidcios allanddval
rendelkezOkre (100 uM<Kp<100 nM) ¢és az nagy kotéserdsséggel rendelkezoket (Kp<100
nM). Sajnos a gyenge klaszter adatait nem taldltam értékelhetonek, ugyanis kevés mérési
eredmény keriilt ebbe a csoportba mind a rendezetlen, mind a globularis fehérjekomplex
adatbazisbol. A kozepes erdsségli Kp-val rendelkezd klaszter 20 aminosav hosszl atlagos
kotoérégioval (szoras: 2,9), mig az alacsony Kp-val (vagy erds kotéssel) rendelkezd komplexek
atlagosan 31 hosszu kotorégioval (szoras: 4) birtak. A globuléris adatbazis esetében atlagosan
18,9 aminosav (szoras: 1,6) hossza kotorégioval rendelkezd komplexek voltak kdzepes Kp
mellett, ami az erds kotéssel (vagy alacsony Kp-val) rendelkezé komplexek esetében 19,3

aminosav volt (szorés: 1,6).

Megalkottam tovabba a rendezetlen €s globularis fehérjekomplex adatkészletek interakcids
profiljait, ahol hidrofob, félanc-félanc kozti H-hid, félanc-oldallanc kézti H-hid, oldallanc-
oldallanc kozti H-hid, ionos, aromas-aromds, aromas-kénes ¢és kation-pi interakciokat

kiilonboztettem meg.
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Abra 4.7.. Rendezetlen fehérjekomplexek nem
redundans adatkészletének interakcios profilja a 20-25
°C, 6,5<pH<7,5 adatsavban.

Az abra vizszintes tengelyén az interakcid tipusokat,
fliggbleges tengelyén az interakciok relativ. mennyiségét

abrazoltam.
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Abra 4.8.: Globularis fehérjekomplexek adatkészletének
interakcios profilja a 20-25 °C, 6,5<pH<7,5 adatsavban.
Az abra vizszintes tengelyén az interakcio tipusokat,
fiiggbleges tengelyén az interakciok relativ mennyiségét
abrazoltam.
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Alacsony Kp:
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Abra 4.9.-4.10.: Rendezetlen fehérjekomplexek nem
redundans adatkészletének interakcios profilja a
kozepes és alacsony Kp-val rendelkezé adatok
esetében.
Az abra vizszintes tengelyén az interakcid tipusokat,
fiiggbleges  tengelyén az  interakciok  relativ
mennyiségét abrazoltam.
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Abra 4.11.: Globularis fehérjekomplexek
adatkészletének interakcios profilja referenciaként.
Vilagoskék: kozepes, sotétkék: alacsony Kp-val
rendelkez6 adatok.

Az abra vizszintes tengelyén az interakcié tipusokat,
fiiggbleges  tengelyén az  interakciok  relativ
mennyiségét abrazoltam.
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4.3. Fehérjekomplexek hozzaférhetd felszine és kotdinterfésze

Azért, hogy a rendezetlen és globuldris fehérjekomplexek kotéfelszinének nagysagat
Osszevessiik, mind a sajat nem redundans adathalmazunkra, mind a mar kordbban bemutatott
eredmények esetében is referenciaként szolgald ,,A structure-based benchmark for protein—
protein binding affinity” cikkben leirt globuldris fehérjeadatbazisra is kiszdmoltuk a

hozzaférheto- és kotofelszineket. [37]
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Abra 4.12.: Az IDP (kék) és globularis (piros)
komplexek kotofelszin eloszlasa

Az abra vizszintes tengelyén az kotOinterfészek mérete
van abrdzolva, mig a fliggéleges tengelyén az adott
kotdinterfész adatsavjahoz tartozoé relativ gyakorisag.

Az IDP komplexeket tartalmazoé adatkészletiink esetében a legtdbb komplex 800-1200 A?
nagysagu kotofelszinnel rendelkezett, de gyakori volt a 400-800 A* és 1200-1600 A* méretii
kotodinterfész is. Az IDP komplexek kotofelszinének és monomer allapoti hozzaférhetd
felszinének aranya atlagosan 33% volt, az IDP komplex kotéfelszinének és a teljes komplex

hozzéaférheto felszinének aranya pedig 10% volt.

A globuléris fehérjekomplexek esetében atlagosan kicsit nagyobb kotéfelszinek mérete,
ugyanis a legtbb globularis komplex 1200-1600 A” nagysaga koté interfésszel rendelkezett,

de szintén soknak mondhat6 1600-2000 A% méretii kotéfelszinii komplexet is talaltunk.

Osszehasonlitva a kdzepes és alacsony disszocicios allandoval kotédé komplexeket, azt

tapasztaltuk, hogy az erdsebb affinitdsu komplexek mind a rendezetlen, mind a globularis
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komplexek esetében altaldban (2-400 A’-mel) nagyobb kotd interfész megvalositasara

képesek, mint a kozepes Kp-val mért komplexek.

A statisztikai vizsgalatok soran a rendezetlen fehérjék komplexeinek kotéserdsségére €s a
kotodinterfész méretére vonatkozdan azt tapasztaltuk, hogy a két mennyiség erésen korrelal
egymassal, a Spearman korreldcios vizsgalat erdsen szignifikans r = -0,4166 és P<0,0004

értékeket adott.
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Abra 4.13-4.14.: Az IDP (kék) és globularis (piros)
komplexek kotoéfelszin eloszlasa.

Fent: kozepes KD, lent: alacsony KD

Az é4bra vizszintes tengelyén az kotdinterfészek mérete
van abrdzolva, mig a fliggéleges tengelyén az adott
kotodinterfész adatsdvjahoz tartozo relativ gyakorisag.
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4.4. Néhany példa

Abra 4.15.-4.17.: Baloldalon a gyenge Kp-val (114
uM) rendelkezd6 WASP — Cdc42 komplex (PDB:
1CEE), kozépen a kozepes Kp-val (700 nM)
rendelkez6 CREB KID — CBP KIX komplex (PDB:
1KDX), jobboldalon az erés Kp-val (7 nM)
rendelkez6 Hif-1alpha CAD — CBP TAZ1 komplex
(PDB: 1L8C).

A komplexek nevében az els6 tag a rendezetlen fehérje,
a masodik tag a globularis partner, mig az abran a
rendezetlen fehérje kék szinnel, a globularis partner
piros szinnel lett jeldlve.

0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10 I
0,00 | ---- |
0 Q> e} QO S ) ) >
<O S & o ) 3 L )
© X X X & & & &
S & & & 3 S 3
A NG \\"b \\"b S ((\'b X
"02\0 P &P & VSO
« <<o,o Q},o N
0\6

Abra 4.18.: A gyenge Kp-val (114 pM) rendelkezé
WASP - Cdc42 komplex interakciés profilja
beleillik az atlagos gyenge affinitasu kolcsonhatasi
profilba.
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Abra 4.19.: A kozepes Kp-val (700 nM) rendelkezo
CREB KID - CBP KIX komplex interakcios profilja
is viszonylag jol beleillik az atlagos kozepes erésségii
kolcsonhatasi profilba.
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00 T T T T . T T T
0 O O O S "o S >
) O S N o 3 & K
S X & S & & & S
\b < < < ’é wS '5\'
Q ‘\',b(\ \"b{\ \',b‘\\ G 3 X
S > > & &
<<‘| E\ 0\6 0\6 ‘0 <
& &
o

Abra 4.20.: Az erés Kp-val (7 nM) rendelkezé Hif-
lalpha CAD - CBP TAZI1 komplex interakcios
profilja remekiil beleillik az atlagos eros affinitasu
kolcsonhatasi profilba.
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4.5. Az adatbazis automatizalasi lehetdségei

Az eldsziirés pontossadgat a 2013. marcius végi tesztelés soran — amikor is 62 cikken

teszteltem a helyes talalatok aranyat —, az alabbi eredményeket szamoltam, amit kielégitonek

talaltam:
TP 20
TN 14
FP 5
FN 23

Abra 4.21.: Az elGsziirés pontossaga és a fals-pozitiv
talalatok aranya

A teljes cikkek és absztraktok 2013. aprilisi binaris klasszifikacioja 153 f4jl bemenettel,
amibol 94-et irrelevansnak és 59-et relevansnak mindsitettiink, és RAPIDMINER
segitségével 10 részhalmazra osztott validacidé mellett, ahol rétegelt mintavételezést
hasznaltam (vagyis lokalisan a relevans és irrelevans talalatok ardnya egyezett a globélissal), a

kiilonboz6 tanuldalgoritmusok a lent leirt pontossaggal végezték a halmaz-szeparaciot:

: .
Learning Algorithms 100,00%
90,00%

Abstract 50,00%

Naive Bayes with |aplace correetion 66,67% 70,00%

Perceptron 80 rounds, 0.04 learning rate “ 50,00%

k-NN (non-weighted) k=32 69,42%

k-NN (weightad) k=33 68,08% o T T T T

Fast Large Margin L2 Logistic Regression, C=1.0 54.92% Naive Bayes Perceptron k-NN [non- k-NN [weighted)  Fast Large Margin

‘ & = weighted)

Full Article 100,00%

Naive Bayes with laplace correction B54,00%

k-NN (non-weighted) k=13 71,37% 90,00%

k-NN [weighted) k=13 68,75% 80,00%

Fast Large Margin L2 Logistic Regression, C=1.0 71,09%

70,00%
= In . . E
50,00% -

Naive Bayes K-NN (non-weighted) K-NN (weightad) Fast Large Margin

Abra 4.22.: A tanuldéalgoritmusok
klasszifikaciojanak pontossaga mindkét
adathalmazra

Leolvashatd, hogy a klasszifikaciét az absztraktok
esetében a Perceptron modell (74,1%), mig a teljes
cikkek esetében a kNN modell és a Fast Large Margin
modell végezte a legmegbizhatobban (71,4%).
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Tesztelésre kertiltek a fenti abran lathatd jol teljesité modelleken (Naive Bayes, Fast Large
Margin, k-NN, Perceptron) kiviil egyéb (Decision Tree, ID3, Rule Induction, Neural Net,
Auto MLP) modellek is, de a szeparacio lassusaga, és/vagy az eredmény pontatlansaga miatt

az adott feladatokra hasznalhatatlannak itéltem ezeket.

5. Diszkusszid

Lathatd a rendezetlen fehérjék komplexeinek Kp eloszldsi diagramjan, hogy bdven
akadnak olyan talalatok is, melyek erds kotéssel (disszociacios dallanddo <100 nM)
rendelkeznek, cafolva az altalanositast, hogy a rendezetlen komplexek minden esetben gyenge
affinitassal kotddnek. Gyenge kotddésti komplexekbdl is sok taldlat van, természetesen tobb
mint a globularis referencia adatbazisban: nem csak 1000 uM-os, de akar 10.000 pM-os Kp-t

is talalunk benne.

A normaleloszlasu Gibbs-féle szabadentalpia valtozas eloszlasi diagram is ugyanezt mutatja:
mind kisebb, mind nagyobb dG-vel rendelkezé komplexeket is sikeriilt 6sszegytiijteni, mely

igaz a nem redundéns adatkészletiinkre is.

Osszehasonlitva a rendezetlen és rendezett fehérjekomplexek kotérégidjanak hosszat, azt
tapasztalhatjuk, hogy a rendezetlen fehérjék atlagosan kicsit hosszabb aminosav-lanccal
képesek kotddni szerkezetiikbol adoddan. Szintén fontos észrevétel, hogy foleg az alacsony

KD-val bir6 rendezetlen komplexek kotédnek hosszabb lanccal, mint globularis megfeleldik.

Az interakcids profilokat tekintve azt figyeltiik meg, hogy barmelyik adatszettet vizsgaljuk,
a rendezetlen fehérjekomplexek esetében szinte mindig a hidrofob kdlcsonhatds dominal.
Masik fontos megfigyelésiink, hogy a rendezetlen fehérjekomplexek esetében, ha a kdzepes és
erds affinitdsi csoportokat Osszehasonlitjuk, a H kotések szignifikdns ndvekedését
tapasztaljuk, vagyis az IDP komplexek ugy képesek affinitdsukat megndvelni, hogy a H hidak
szamat novelik. Ha a hidrofob kotések szamat emelnék, az megndvelhetné az aggregaciora
valo hajlamot. Tehat tgy véljiik, az IDP-t tartalmazd komplexben a gyorsan kialakuld

hidrofob kotések utan a lassabb H hid kdlcsonhatasok stabilizaljak tovabb a kotddést.

Az adatbazis automatizalasi tesztelése soran kapott eredmények alapjan lathatjuk, hogy a

szlirés és az osztalyozas alkalmas nemcsak a teljes cikkek, de az absztraktok koziil is a
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relevansak kivalasztdsara, igy a kutatds tovabb folytatodhat ezen cikkek adatainak

automatikus kigytlijtésére és az adatbazisba valo feltdltésére is.

Az adataink bioinformatikai vizsgalatai nem zarultak le, tervezziik még az IDP komplexek
csoportositasait Kohonen klaszterezéssel az interakcios profil szerint, a H kotések
tavolsageloszlasainak kiszamitdsat, a 20-25 °C-on mért adatok Osszehasonlitasat a 4°C-on és
35 °C-on mért adatokkal, az adatok aggregiaci6 predikcidjat eredeti és modositott
kotdmotivummal. Valamint szdndékunkban 4l az eltemetett hidrofob kolcsonhatas
eloszlasainak és az eltemetett H hidak eloszlasainak, tovabba az preformalt motivumok

(PreSMo — Pre-Structured Motifs) és kotorégiok aranyanak feltérképezése is. [41]

Az adatok elemzését folytatni fogjuk, hogy ezaltal jobban megérthessiik, hogy a
rendezetlen (€és rendezett) fehérje komponensek aminosav 0Osszetétele, kotofelszinei és
motivumai hogyan és milyen mértékben jarulnak hozza a komplexképzddés kialakulasdhoz és

specificitasahoz.

6. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani konzulensemnek Schad Evanak, valamint Kalmar Lajosnak
¢s az Enzimologiai Intézet Rendezetlen fehérjék munkacsoport tagjainak, hogy segitettek a

munkamban, tovabba Gaspari Zoltannak, belsé konzulensemnek.
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8. Melléklet

Abra 4.6.2 Globularis osszes és sztenderd koriilmények kozt mért fehérjekomplex adatok
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