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1. Bevezetés

A transzmembran fehérjék fontos szerepet tolterela lsejtek rikddésében. A sejt
belsejét a kllvilagtdl elvalaszt6 membranon kekd@szinyag-és informacidéatvitelben,
szerepet. A ma forgalomban tegyogyszerek kdzel fele transzmembran fehérjéldqel |
kolcsonhatasba. Ennek ellenére az ismert fehérjeszetek igen kis része tartozik
transzmembran fehérjékhez, mivel a szerkezetmeglzdighoz vezét|épések ezen
fehérjék specialis fiziko-kémiai tulajdonsagaik thigyakran nem jarnak sikerrel. Egy
human transzmembran fehérje szerkezetének meghasar@zek miatt a nehézségek
miatt par milli6 dollarba, valamint tébb évbe is ridaet. Ugyanakkor a
fehérjeszerkezetek ismerete nagyban segiti a gyégegflesztést, a fehérje
kolcsbnhatasok megismerését, funkcidbecslést, edgmla nikddésiik megértését.

A legel® szerkezeti genomikai projektek altaldaban kihagy&ktranszmembran
fehérjéket a célpontok kozil, mivel mar ismert ybibgy nehezen kezellét €s nem
alltak rendelkezésre olyan kisérleti protokollokyedyek nagyobb sikert biztosithattak
volng. Kégsbbi projektekben, mint az amerikBiotein Structure InitiativéPSI), akar
teljes kutatdécsoportok, centrumok foglalkoztak medmbehérjék kristalyositasaval,
vagy a folyamat egyes lépéseinek optimalizalasdvaAz ilyen projekteknek
koszonheaten nagyban fefidtek a rendelkezésre allo kisérleti étséigek, protokollok;
ugyanakkor a transzmembran fehérjék szerkezeténsjolddsa még mindig nagy

kihivast jelent

A jelen dolgozatban egy olyan adatbazis, illetvedikciés program elkészitését
ismertetem, amelyek human transzmembran fehérjékrkaszetmeghatarozasat
segithetik. A dolgozat az Orszagos Tudomanyos DidkkKonferencian eladott

munkam Uj témaval, moédszerekkel és eredményekkévitett valtozata.



2. lrodalmi attekintés

2.1.Biologiai membranok és alkotérészeik

A sejteket, valamint az eukariéta sejtek kompartionmait ketbs lipidréteglél allé
membranok hatéaroljak. A membranok feladata a kidathérrészek, példaul a sejt
belseje és a kilvilag kozotti kiulonbségek fennsataugyanakkor kapcsolatot is kell
biztositania ezen terek kdzott. A lipidmolekulakidofob alkil lancukkal egymas felé,
hidrofil fejukkel kifelé fordulva hoznak létre egy viz és mas hidrofil molekulak
szamara atjarhatatlan réteget. A membranok nagyetrésilonbdd foszfolipidek
(foszfogliceridek, szfingolipidek) alkotjak, ezewldl glikolipidek és a membranok
merevségét szabalyozd koleszterinek is megtaladlbatthilk. A membranok pontos
Osszetétele fligg az oknytsl, sejttipustdl, kornyezeti hatasoktél, a membran
elhelyezkedését a sejtben, valamint eltérés van a membranokait@lkeét lipidréteg

osszetételében’i&

Az eukaridta sejtek membranjai lipidek mellett d@éiratokat is tartalmaznak. A
szénhidréat részekkel rendelkeglikolipidek eloszlasa teljes aszimmetriat mutsak a
membran extracitoszolikus oldalan fordulnak, elagyrészt a sejt felszinén, ahol fontos
feladatuk van a sejt és a kérnyezet kozotti kolbatdsokban. Tobbféle funkcidjuk
lehet: védhetik a sejtek membranjat a kornyezedbkéatasaitol, mint az alacsony pH
vagy a degradalé enzimek Az elektromos toltéssel rendelezszénhidratok
befolyasoljak a membran kérnyezetében az elektrderes, valamint az iondsszetételt.
Részt vesznek a sejt-sejt felismerésben, sejtelézigjaiban. Néhany glikolipid
bakteridlis toxinok vagy virusok receptoraként molgélhat, lehdivé téve azok
bejutasat a sejtbeA szénhidrat részeket a sejt a Golgi-késziilékigina lipidekre.

A membranok fontos alkotérészei a membranfehéfelek mennyisége nagyban fiigg
a sejt tipusatdl, atlagosan a membran témegénetegyira felét teszik ki. Az 1. abra
mutatja a membranfehérjék lehetséges szerkezéteihembranfehérjék egy része,
amelyeket transzmembran fehérjéknek nevezinkseglj@tszeli a membréant, egy (1.
adbra) vagy tobb (1. &bra2) a-hélixet, vagy p-hordot (1. 4bra3) alkotva a
membranrégioban. A membranfehérjék tobbi része esakembran egyik oldalahoz
csatlakozik. Egyes membranfehérjék a lipidrétegkefgiébe agyazodnak (Bbra4),
masok kovalens kotéssel csatlakoznak a membramgdekulaihoz, akar kdzvetlendl
(1. &bra5), akér oligoszacharid linkeren keresztil @bra6). Membranfehérjék
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csatlakozhatnak nemkovalens kotéssel transzmemtfaidérjekhez is (1.4bra7-1.

abra8)°. Dolgozatomban a membranrégiélehélixet alkotd fehérjékkel foglalkozom.

réteg| 3 : %
% CITOSZOL \9 r@_\)/
C )

OOH

NH,
o 4
lipid kettGs-| 3

1. bra. A membranfehérjék lehetséges szerkeZetei

A membranokban nemcsak a lipidekhez, hanem a fdtigaz is csatlakozhatnak
szénhidrat egységek, leginkabb N-vagy O-glikozdaal. Mindkét poszttranszlaciés
modositas dként eukaridtakban és archeékban torténik, derribaktériumokbaf’ is
lejatszodik. Az eukariota N-glikolizacié altalabaNXS/T motivum aszparagin
aminosavjanak nitrogénjén torténik az endoplazmétkulumban, a transzlaldédé
fehérjén. A szénhidrat egységek tovabbi mdédositasaolgi-készilékben zajlik, a
folyamat minden lépését enzimek katalizaljdk. AzglRezilacié soran hidroxil-
csoporttal rendelkéz aminosavak oxigénjéhez kapcsolddik szénhidrat aolgiG

készilékben

2.2. Transzmembran fehérjék

2.2.1.Jelentéség
A human proteom korilbelill 25-30%-4t transzmembeirérjék teszi Ki A piacon
levé gyogyszerhatéanyagok 50%-a transzmembran fehénjgéodését befolyasolja,
azokkal lép kolcsonhatastia?

2.2.2.Szerkezet

A hidrofob membran atszelése alagest befolyasolja a transzmembran fehérjék
szerkezetét, mivel igy az energetikailag legkeflibzszerkezetet ugy kell felvenniik,
hogy az mind a hidroféb membranrégidban, mind aodfiildkérnyezetben megfelél
legyen. A membréanrégiokban ezek a fehérjék toblmagéidrofob aminosavakat
tartalmaznak, bar éordulhatnak toltott aminosavak is, jelleé®n csatornat alkotd

fehérjék membranrégidjdban, hogy a csatornak dsr@ldksat biztositsak.



Energetikailag kedvéz ha az 6sszes hidrogénhid-donor és -akceptor dskjést tud
kialakitani, ami a peptidlanc gerince esetén cddioravalosul meg, ha masodlagos
szerkezet,a-hélix vagy p-redd alakul ki a membranrégidbamf-redskbsl kialakuld
B-hordo szerkezetet felvévmembranfehérjék jellenden Gram-negativ baktériumok
kilsd membréanjaban, valamint a mitokondriumban és klasgtban talalhatéaka-
hélix szerkezét membranfehérjék minden sejtben megtalalhatdak.

Az aminosav szekvencia ismeretében a transzmemfehérjék topografijja (a
membranrégiok elhelyezkedése a peptidlancon belaglamint topologiaja (a
membranrégiokat 0sszekot szakaszok orientacibja — extracellularis vagy

citoplazmatikus oldal) is j6l becstillsét.

A topologiabecslés folyaman éslzér meghatarozzak, hogy a fehérje tartalmaz-e
szignalszekvenciat, valamint azt, hogy globuldagwtranszmembran fehérjét kédol-e.
Majd ezutan kovetkezik a membranrégiok felismerésg, a szekvenciaban Iev
hidroféb aminosavak eloszlasa alapjan lehet megbaiga mivel ezeket a részeket
nagyrészt hidrofob aminosavak alkotjak. Végul a memrégiok kozotti részek
elhelyezkedésének meghatarozasa kovetkezi: ehpeliclgedtebben a ,pozitiv benn”
szabalyt alkalmazzak, amely szerint a membran leitopa febli oldalan halmozédnak
fel a pozitiv toltés aminosavak*> A HMMTOP'®!" predikciés program egy masik
megkozelitést hasznal: a membranfehérje topoldgidgyy becsli, hogy maximalis
legyen az egyes térrészekben elhelyeéladinosavak eloszlasanak kulonbgege. A
becslés pontossaga javithatd tébb predikciés pnoggeedményének egyesitésétel
ismert kisérletes topolégiai adatok felhasznalds&¥h valamint egyéb informaciok,
példaul a membran konzisztensen egy oldalan IcMakid doméneRk??

meghatarozasaval

2.2.3.Funkciok

A transzmembran fehérjék l|étfontossagu szerepdenghk be az 68l szervezetek
miikodésében (2. abra). A membranok elvalasztjak @nkidz terrészeket, ugyanakkor
az anyag és az informéaciéo aramlasat biztositani kekzt a szerepet toltik be a
transzmembran fehérjék. Biztosithatjak sejtek egymézotti folismerését és
kapcsoldodasat, receptorként részt vesznek jelhtvifelyamatokban. Egyes
transzmembran fehérjék enzimatikus aktivitassadeteznek. A kilonbdzmolekulak

transzportjat a membran egyik oldalarél a masikratén ezek a fehérjék végzik, aktiv
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(ATP-t hasznalo, koncentraciégradienssel ellentétesvagy passziv
(koncentraciogradienssel megegyetzranyd) transzporttal. A sejt extracellularis
matrixhoz valé kapcsolédasat, horgonyzaséat is traembran fehérjék biztositjak.
Mivel ilyen fontos szerepet toltenek be a sejtektéden, hidnyuk, rendellenes
mikodésik sulyos betegségekhez vezethet, ugyanaki&orgypgyszercélpontok:

hatékonyan lehet rajtuk keresztil befolyasolnilaulZis folyamatokat.

i e g O e

Transzport Sejt-sejt Horgonyzas/
(Aktiv/passziv) felismerés kapcsolodas

Sejt-sejt

kapcsolatok Jelatvitel

Enzimek

2. 4bra. A transzmembran fehérjék funkcidi

2.3. Transzmembran fehérjék szerkezetének meghatarozasa
A legink&bb elterjedt fehérjeszerkezet-meghataiozasmddszerek a
rontgenkrisztallografia, a magneses magrezonciaktsgekopia, valamint az
elektronmikroszkopia. A kulonbéz eljarasok kezdeti Iépései azonosak, valamint
hasonloak a globuléaris fehérjék szerkezetmeghaaémmk folyamatahoz, azonban van

néhany lépés, amelyeket csak membranfehérjek eseadkalmaznak (3. abra).

Els6 I1épésként expresszios rendszerben klénozni és5 kaknnyiségben ki kell
fejeztetni a fehérjét, amit ezek utan oldatba \e&zas tisztitanak. A fehérjének igen
nagy tisztasagunak kell lennie, hogy a kulortbomodszerekkel a szerkezete
meghatarozhaté legyen, példaul, hogy rontgenkilegtafiai vizsgalatoknal a
kristalyositas soran a leldetlegkevesebb zarvany és egyéb szenfiylegyen a
kristalybarf>. E 1épések utan keriilhet sor a tulajdonképpenikezetmeghatarozasra,
ez torténhet rontgenkrisztallografiaval, magnesemgrezonancia spektroszkopiaval,

valamint legujabb technikaként krio-elektronmikreggiaval is.
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Célkivalasztas és klonozas
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3. abra. A membranfehérjék kristalyositdsanak altalanosdioigta.

Kék hattérrel a membranfehérjékre specifikus lékfése

2.3.1.Klénozas, expresszio
A membranfehérjék klbnozasa megegyezik a tobbirfeddonozasi technikjaval. A
folyamat soran figyelembe kell venni, hogy egyesmbenfehériek az N-terminalis
végukon szignalszekvenciat tartalmaznak, igy atitéshoz gyakran hasznalt
hexahisztidin, vagy egyéb tageket altalaban a @iteéilisra viszik be.

A klonozas el§ lépéseként a fehérjét kddold DNS szakaszt az eretigp kodon
kivételével PCR-rel felszaporitjak, majd emésztikvektornak megfelél restrikcios
endonukleazokkal. A szekvenciakat expresszios vekb@ épitik be, majd
szekvenalassal aladtdmasztjak, hogy a klonozand@szaal6ban beépiilt a vektorba. A
fehérje cDNS-ét kddol6 vektorokat expresszidés reads transzformaljak, majd

megfeleb idejii nOvesztés utan kinyerik a sejteket.
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A membranfehérjék megfetelmennyiségben torténkifejeztetése tobb nehézségbe is
utkozik. Egyrészt, a nagymennyisémembranfehérje gyakran toxikus a sejtre nézve.
Masrészt, sokszor nem funkcionalis formaban ttktémifehérje termelése, példaul
prokariota rendszerekben a poszttranszlaciés métkmsunem jelennek meg, vagy a
membran 6sszetétele eliéttdl, ami a fehérje eredeti kdrnyezete; ezekriélkignyek

a fehérje szerkezetét, igy stabilitasat is befalajak®. Harmadrészt, a nagy tonieg
vagy sok transzmembran hélixet tartalmazé fehérjgikakran egyaltalan nem sikerul
kifejeztetni. A siker ebben az esetben novélhat megfeled expresszidés rendszer

kivalasztasaval, valamint a tenyésztési korilmérymimalizalasaval’.

2.3.2.Szolubilizalas

A fehérjék membranbal toértérkioldasahoz detergenseket hasznalunk, amik képesek
membranbol kioldédo hidrofob részeket beboritarianazva a membranban &ev
korilményeket, ezzel megakadédlyozva a fehérjék emgmiojat a hidrofob
membranrégiokon keresztil. A kemény detergenseki ad SDS sokszor nemcsak
kioldjak a fehérjét, hanem denaturaljak is. A latptergensek alkalmasak a fehérjek
szerkezetének meghatarozas&hd¥ legtobb fehérje egy detergenst vagy detergens
keveréket preferal, ennek megtalalasat altalabayy réderesitképesséfy siréssel
(screeningy végzik. Ebfordulhat, hogy a fehérjét egy bizonyos detergensbe
szolubilizaljak, majd atoldjak egy masik detergensamely megfelébb kdrnyezetet

biztosit a tisztitdshoz.

A szolubilizélas el$ 1épéseként homogenizaljak a sejteket, majd cegtilfs és a

fellluszé eltavolitdsa utan a pellethez hozzaadjaletergenst. A detergenssel vald
inkubacio és centrifugalas utan a kapott feltlUsmpa tartalmazni a membranfehérjét.
A fehérje jelenlétét festéssel vagy a hexahiszttdigre specifikus antitestekkel lehet

kimutatnf®.

2.3.3.Tisztitas
A fehérjék tisztitdsa torténhet kulonkbdagek alapjan, mint a fent emlitett hisztidin tag.
Ezenkivul alkalmazhatd streptavidin, biotin, FLAGgy hemagglutinin tag is. A
tisztitast koveten a tag-eket altalaban proteazzal eltavolitjgdhe@fjieél. Amennyiben
elérheb az adott fehérjehez antitest vagy ligand, a té&ztiezek segitségével is

megtorténhet.
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Ezeken a mddszereken kivil klasszikus biokémiair&tokkal is térténhet a tisztitas.
Hasznalatos ammonium-szulfat precipitacio, szachar@radienssel tortén
centrifugalas, amelyeknek hatranya, hogy a tobbidsmérhez képest nagyobb
mennyiség fehérje kell az elvégzésiikh6z. Lehetséges mégtkmaeisos, hidrofob

koélcsénhatason alapulé vagy forditott aramlas latogréafia alkalmazasats

2.3.4.Szerkezetmeghatarozas rontgenkrisztallogréafiaval

2.3.4.1. Rontgenkrisztallografia
A rontgensugarzas nagyenergiaju elektromagneseészigy Mint minden hullam, ha a
hullamhosszaval dsszemémerontgensugarzasnal 0,01 és 10 nm kozott) raéret
akadaly vagy hasadék kerul az utjaba, akkor azffrakitiét (azaz elhajlast) szenved.
Mivel a kristalyos anyagok racssikjainak a tavotséfpbe a tartomanyba esik, ezért a
rontgensugarzas elhajlik ezen a racson, &elgettéve ezzel a kristalyos anyagok
vizsgalatat. Ehhez megfefemeéreti (par tizedmilliméteres), rendezett egykristalyokra
van szukség, amelyeké@llitasa 6leg makromolekuldk (példaul fehérjék) esetében
igen nehéz és hosszu folyamat is lehet. Az egg@tyiskban minden elemi cella azonos

orientacioju.

A mérést alacsony dmérsékleten végzik, megakadalyozva ezzel a fehérjék
rontgensugar altali roncsolédaséat, mikdzben a fekstalyt folyamatosan forgatjak,
hogy a kristalyrdl a lehétlegtobb informaciot szerezzék. A kapott diffrakimmokat
elemezve Fourier-transzforméacioval kapjuk meg aérfeh elektronériiség-térképét,
amely a fehérje haromdimenzios konturjaként fogh&b A fehérjeszekvencia

ismeretében az elektrdiréiség eloszlasabol meghatarozhaté a fehérjeszetkdzet

A maddszer hatrdnya, hogy a fehérjét nem fiziologkdisnyezetben vizsgaljak, a
fehérjedinamikajarél nem kapunk informéciét, valambizonyos fehérjék (példaul a
transzmembran fehérjék) nehezen kristalyosithaigk,a modszer kevésbé alkalmas
ilyen fehérjek szerkezetének meghatarozasaraényEl ugyanakkor, hogy nagy
felbontasu szerkezetek felderitésére alkalmasmiataaz, hogy nagymériefehérjék és
fehérje komplexek, akar egy teljes vituszerkezete is meghatarozhaté vele.
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2.3.4.2. Membranfehérjék kristalyositasa
Az egykristalyok létrehozasat célzo kristalyositaszerkezetmeghatarozasi folyamat
legnehezebb |épése, gyakran tobb szaz vagy akldrettdr beallitas tesztelését jelenti,
sokszor igy is sikertelenil. Tobbvaltozos 1épés| abngeteg biokémiai, fizika, kémiai
paramétert kell megfelékn beallitani a sikerhez. Automatizalassal a pg#iak sokkal
gyorsabb, de még mindig igen nagy kihivast jéferdalékok, példaul kismolekulas

ligandok, kofaktorok, antitestek hozzaadasavatled a fehérje stabilita&a

A kristalyositast leggyakrabbam surfo technikdkkal hatjak végre, 6gdiffazios,
mikrodializis vagy mikrobatch technikékkal. Ezekrs#élmddszereknél az egykristaly
novekedéséhez szikséges fehérje kolcsbnhatasoksitAza kulcsfontossagu, ezt
megfeleb detergensek hasznalataval lehet eférnKis extramembran régiokkal
rendelked membranfehérjék kristalyositdsa nehezebb, mifehérjekdlcsonhatasok a
hidroféb részeket burkolé detergensek miatt nehezgmak 1étrejonrit.

2.3.5.Magneses magrezonancia spektroszkopia
A magneses magrezonancia spektroszkdpialéar magnetic resonance spectrosgopy
NMR) az atommagok azon kvantummechanikai tulajdgaséalapul, hogy magneses
térbe helyezve az atommag bizonyos frekvenciak@nkérnyezetél flggéen — egy
masik radiofrekvencias elektromégneses térrel nértesugarzaskor azt elnyeli, azaz
.fezonal” vele. Erre csak NMR aktiv atommagok k&besazaz, olyan atommagok,
amelyek rendszama paratlan és igy spinkvantumszdena egész szam. llyen a

hidrogén, vagy egyes izotdépok (példaul a szén 18ap/ a nitrogén 15-0s izotdpja).

A molekulaszerkezet-meghatarozast, igy a fehénkszetek megismerését az un.
kémiai eltolédas teszi leh@té, vagyis az, hogy az atommagok radiofrekvencias
elnyelése nagyban flgg a kornyedetta fehérjén bellli elhelyezkedésékt a
koraléttik lew elektronoktdl és atommagoktol. Mivel egy fehérptil meég igy is sok
hasonléo atommag van, amelyek a spektrumon haseldt gdnak, atlapolé csucsokat
létrehozva, ezért szilkséges lehet a fehéff@tés >N izotopokkal jelélni; valamint
lehetséges a mérést tobb dimenziéban is végreijtan

Az NMR spektroszkopiat jellenéen 35 kDa alatti fehérjék esetében hasznéljak, azaz
nagyjabol 350 aminosavnal kisebb fehérjékhez, haraalomban fellelhét néhany,

ennél nagyobb fehérje szerkezetének a meghatariszézzel a médszerfal Az eljaras
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hatranya tehat, hogy jobbara kisebb szerkezeteksmegesét teszi lehteé, éppen
ezeért a transzmembran fehérjék nagy részére neamnmekhato, hiszen ezen fehérjéek
mérete altalaban nagyobb, akar tobb szaz kDa ist.|&bnye ugyanakkor, hogy a
fehérje oldatban, fiziologias kortlmeények kozoétthasznalhatd, akar a sejten beldl,
nativ korilmények kozo®t®! valamint a fehérje dinamikaja, rendezetlen régiok
fehérje-fehérje kolcsénhatésok is vizsgalhatok NMEE

2.4. Homologia modellezés
A homoldgia modellezés sordn a fehérje szekvericiégy megfeldl templat
szerkezetre illesztve prébéljak meghatarozni a rfehézerkezetét. Mig globularis
fehérjék esetében a modellezés teljes mértekbeamatizalhato, transzmembran

fehérjék esetében eddig nem tudtak automatizalseetkésziteri.

A modellezés folyamata a kovetkeza rendelkezésre all6 megoldott szerkezetek
szekvenciaibdl kivalasztjdk azokat, amelyek a keeddehérjének homoldgjai lehetnek,
a lekere§ és talalati szekvenciakbol illesztést készitenék.szekvenciaillesztés
minésége alapvéen meghatarozza az eredményiil kapott modellsseiget’. A
kovetked |épés a modell elkészitése: az illesztésben neamodz aminosavakat
kicserélik a lekerdsszekvencia megfel@laminosavaira. Amennyiben a teljes szerkezet
nem fedi le a szekvenciat, a kimarado részeketknégaoként modellezik. Lehé&tég
van a modell tovabbi finomitasara is: iterativanlegjobb modellek illesztései

felhasznalhat6k Gjabb illesztések elkészitédére

Altalanosan elmondhatd, hogy minél nagyobb a szsta& kozotti azonossag, annal
pontosabb a kapott mod€ll Nagy pontossagi modellek &ltaldban legalabb 58P6-n
nagyobb azonossagu fehérjék esetében kés#ithetkdzepes pontossagu modellek a
30-50% azonossagu illesztések alapjan készilnekp#intossagunak altalaban a 30%
alatti szekvenciaazonossaggal renddlkemodelleket nevezzik. Nem minden
kutatashoz van feltétlenll sziikség nagy pontossdgellre, vannak olyan feladatok
is, amelyekhez a rosszabb @sedi modellek is felhasznalhatok, példaul u;,
kismolekulas ligandok keresése esetébefranszmembran fehérjék esetében a nagyon
kicsi, akar 20% alatti szekvenciaazonossagu szet#kis felhasznalhatok homolégia
modellezésre a membranrégiok sajatos aminosaviéssiee miatt, dleg, ha
foldfelisme eljarassal a fehérje foldja, azaz a gerincet alko¢ptidvaz kozeldt

szerkezete meghatarozh#to
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Ha a kiszamolt modellt egy ismert fehérje szerk&zetr szeretnék hasonlitani, akkor a
modell mirbségének meghatarozasara legegydaez atlagos négyzetes gyokeltérés
(root mean square deviatipRMSD) méészamot hasznalni:

1
RMSD = |-, 67 1)
Az RMSD kiszamitasdhoz a modellezett és referepeiiszetet egymasra illesztik,

majd az egymasnak megfeleltetdttiarab atom kdzotti tavolsagokbdl)(kiszamoljak
az RMSD értéket.

2.5. Szerkezeti genomikai célpontok kivalasztasa
A szerkezeti genomika egyik fontos kérdése anne&l&sztasa, hogy mely fehérjék 3D
szerkezetét probaljak megoldani, hiszen egy-eggrfeszerkezet megoldasa rengeteg
idét és pénzt emészt fel. Szamos kulortbomegkozelités lehetséges annak

meghatarozasara, hogy milyen fehérjékkel érdenmalkmzni.

2.5.1.Lehetséges megkozelitések
Orvostudomanyi szempontok alapjan toétéwalasztas esetén olyan célpontok
szerkezetének megoldasa a cél, amelyek betegségelékének vagy kialakuldsanak
megeértésehez jarulhatnak hozza. Ez természetesecsak human, hanem mas olyan
elolények fehérjéi kozotti valasztast is jelent, ame&lpefolyasoljak az emberi szervezet
mikodését, példaul virusok, baktériumok, &8 A megoldott szerkezetek

gyogyszertervezés soran is felhasznalhdtoak

Célpontok azonositasa lehetséges biofizikai, vagws nkisérleti szempontok
figyelembevételével is, ekkor azokat a fehérjékészesitik d€nyben, amelyek

szerkezete a tapasztalatok alapjan nagy valésegyel megoldhaté

Tovabbi leheiség egy kivalasztott modellorganizmushoz tartozéémtébb fehérje
szerkezetét megoldani, bar nyilvanvald, hogy etaalrél sem fedhétle a lehetséges
szerkezetek szama, ugyanakkor mégis sok kulonéHeérjesl kaphatunk szerkezeti

informaciof™.

Tobb szerkezeti genomikai centrumban lékég van a tudomanyos kézdsségnek is

kéréseket megfogalmazni. Ezek szerkezetének meghasat altaldban a centrumokkal
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kapcsolatban &y egydtttniikods kutatdcsoportok kérték, olyan fehérjékre, amelyeke

tanulmanyoztaf.

2.5.2.Szerkezeti lefedettség novelése
A bioinformatikai analizisek, modellezések szemgddl igen fontos mddszer a minél
nagyobb szerkezeti lefedettségre vald térekvés.ekldw esetben a feheérjek koziil
kivalogatjak azokat, amelyeknek vagy mar létezikgatdott 3D szerkezete, vagy a
megleé szerkezetek alapjan modelleziletA tébbi fehérje kdzott meghatarozzak a
homolég kapcsolatokat, példaul klasztéregrogram hasznalataval, és az alapjan
hatdrozzak meg a célpont fehérjék listdjat, hogygatuott szerkezetilk mennyivel

jarulna hozza a szerkezeti tér lefedettségénekkebléséheZ*°

2.6. Tanulogép eljarasok
A mesterséges intelligencia egyik aga a tanulodg@pasok, amelyek lehé&te teszik,
hogy a szamitogépek adatokbdl szabalyszageket ismerjenek fel, ezek alapjan
modellt épitsenek az adott problémara, és a medgitségével predikciot végezzenek
Uj adatokra. A modell az adatok fifgérélvaltozd) valtozoja és fliggetlen (magyarézo)
valtozoi kozott keres Osszefuggést. A célvaltozi@ékére szeretnénk becslést adni, a

magyarazo valtozokkal pedig az adathalmaz elemiéimezzuk.

A tanuldgép eljarasok két nagy csoportra oszthdegyelt és nem felligyelt tanitasra.
A felugyelt tanitds cimkézett adatokon torténikazaa tanitbhalmaz minden rekordhoz
tartalmazza a célvaltozd helyes értékét is. A fgdligtanitas is kétfelé oszthato:
klasszifikaciora, ami az adatok csoportositas@njel(a célvaltozé diszkrét értékeket
vehet fel), valamint regressziéra, amikor a fiiggltozo folytonos értékeket vesz fel. A
leggyakrabban alkalmazott eljarasok a tamogatovejdpek, a dontési fak és a véletlen
erdd modszer. A nem fellgyelt tanitasu eljarasok nemkékett adatokban réjl
csoportosulast, vagy azok b&lsrejtett szerkezetét probaljak feltarni. Ide taikto
példaul a klaszterezés, anomaliaérzékelékprponens-analizis, de rejtett Markov
modell hidden Markov modelHMM) is betanithaté nem, feliigyelt tanitas&aMivel

a munkahoz fellugyelt tanitasu, klasszifikaciot egdgoritmusokat hasznéltam, a

tovabbiakban ezekkel fogok foglalkozni.
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2.6.1.Adatok eléfeldolgozésa

A megfeleb pozitiv és negativ adatok Osszégdse, valamint megfelélcimkézése
kulcsfontossadgu egy sikeres modell felallitasahdz. eléfeldolgozds nagyban fligg
attol, hogy milyen modellt épitiink. Vannak olyagaitmusok, amelyek hasznalatanak
eléfeltétele az adatok atalakitasa példaul normaldsggl centralassal, kilonben egyes
valtozok nagyobb sulyt kapnak a végaodellben. A valtozékat logaritmikus skalara is
transzformalhatjuk. Dimenziécsokkentést hajthatunégre példaul dkomponens-
elemzéssel, amely egyméssal kdlcsdnhatasban bz ok linearis kombinacioit allitja
elé, ugy, hogy az adatokban tewariancia a lehét legkevésbé csokkenjen, igy

csokkentve a magyarazé valtozok szamat.

El6fordul, hogy nem minden valtozéhoz all rendelkezéstat az egyedehr Erre a
helyzetre kétféle megoldasi mdodszer létezik: vajpsen kihagyjuk az adott egyedet
vagy valtozét, amihez hianyoznak az értékek, vagpslkessel poétolni tudjuk a hianyzé
adatokat. Becslést az adott valtozo értékei alagaetleg mas valtozoval kdlcsénhatas
alapjan adhatunk. Néhany algoritmus esetében émos szikség, ezekkel épithet

modell hianyos adatsorok esetébéf is

2.6.2.Teljesitmény mérése
Az osztalyoz6 modellek kétféle becslést szolgédlatnegy kategorikus besorolast,
valamint egy valdsziiséget, hogy az adott egyed mennyire tartozik albtaegydriaba.
A kategorikus besorolas egyik legnépsibér kiértékelése az Un. igazsagmatrix
(1. tablazat). Ebben a kiértékelés soran a beésidt valds osztalyokat vetjuk dssze. Az

igazsdgmatrix segitségével tobbféle éis@amot kiszamolhatunk.

becsiilt osztaly
valos osztaly pozitiv negativ
pozitiv VP AN
negativ AP VN

1. tAblazat. lgazsagmatrix.
(VP: valds pozitiv, AN: alnegativ, AP: alpozitivNV valos negativ becslés.)
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VP +VN
VP + AN + AP+ VN (2)

Pontossag =

A pontossag éhye, hogy kdnnyen atlathato, értelmeshéisszeveti az 6sszes helyesen
becsililt értéket az 6sszes kimenetellel. Hatranggy Imem ad informaciot arrél, hogy
milyen tipusu hibdkat kévet el az algoritmus a Becsoran. Masik probléma, hogy
nem veszi figyelembe az osztalyok mintabeli argnyataz amennyiben az egyik
csoport felllreprezentalt a mintdban, és pontossaptimalizaljuk a modellt, a
pontossag magas lesz, ha a modell a becslésekrészit a tulreprezentélt osztalyba
teszi.

0-E
Kappa = P 3)

A Kappa statisztika a mérD} és vart E) pontossagot veti 6ssze. A Kappa -1 és 1
kozotti érteket vehet fel. A 0 érték azt jelentbgly nincs 0sszefiiggés a megfigyelt és
becsult osztalyok k6zott; az 1 érték jelentéseyheljes egyezés van. A negativ értékek
forditott 6sszefliggést mutatnak a becslés és mefig kozott.

VP
VP + AN (4)

Szenzitivitas =
A szenzitivitas vagy felidézés (valés pozitiv andayt méri, hogy a pozitiv osztélyba
tartoz6 egyedek kozil hany kerilt a becslés soafiban a pozitiv osztalyba.

VN
VN + AP (5)

Specificitas =

A specificitas (valdés negativ arany) a szenzitwigdlentétét méri, vagyis azt, hogy a
negativ osztalyba tartozé egyedek koziul hanyat Itsmio be valéban a negativ

osztélyba.

A modell betanitdsa soran altaldban egyensulyt taflinunk a szenzitivitas és a
specificitas kozott, mindkeit egyszerre igen ritkan lehet tokéletesen optirahliz
Tudnunk kell megallapitani, hogy az adott probléesetén melyik fontosabb a
szamunkra: hogy ne legyenek olyan talalatok, ansikiib pozitivok, vagy inkabb a
hamis negativokat kell elkertlnink.

. e, VP VP
Precizitas = — = — —— (6)
VP+AP Y. pozitiv predikciok
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A precizitas vagy pozitiv prediktiv értépdsitive predictive valyePPV) azt mutatja
meg, hogy mekkora a pozitiv eredmény megbizhatoséggis egy pozitiv predikcio
esetén annak a valostisgege, hogy az adott egyed val6ban a pozitiv osmébyrtozik.
A precizitas 0 és 1 kozotti értéket vehet fel.

, . VN VN
Negativ prediktiv érték = — = - —— (7)
VN + AN Y negativ predikciok

A negativ prediktiv értéknggative predictive valyeNPV) a precizitdshoz hasonléan a
negativ predikciok megbizhatésagat méri, szintéa 0 kHzott.

precizitas * szenzitivitas

precizitas + szenzitivitas

Az F; mélBszdm binaris osztalyozékra a precizitds és a dhété&s harmonikus
kozépértékeként szamolhatd ki. A hatranya, hogyakdsv negativ értékekkel nem
szamol, ezért a teljesitmény mérésére csak kodtitozalkalmas. Ertéke 0 és 1 kozotti

lehet, ahol O a legrosszabb, az 1 pedig a legjdiéked jelenti.

A vevo mikodési karakterisztikaréceiver operating characteristicROC) gorbén (4.
abra) a szenzitivitast &brazoljuk akz— specificitas (fals pozitiv arany) érték
flggvényében. Kulonb®z kiiszobértéekek mentén kiszamolva a specificitastaés

szenzitivitast, és ezeket az értekeket abrazolppkaneg a gorbét.

09 —] ,
08 _| 7

07 _| ’

06 _| ,

0.5 ’

0.4 g

Valés pozitiv arany
|

0.3 #

0.2 ’

0.1 ’

Fals pozitiv arany

I

. abra. Vevo mitkkodési karakterisztika gorbék.
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A ROC gorbe alapjan megallapithatd a modell jos&py teljesen véletlensZam
osztalyozé modell 0,0) és(1,1) pontok kdzott egy egyenes vonalként fut (4. abra,
szirke szaggatott egyenes). Ebben az esetben & é@daz alpozitiv arany
természetesen meg fog egyezni. Az optimalis mad®ll a bal fel$ sarok felé mozdul

el (4. abra, piros és sarga gorbe). Kuilogbomodellekldl szarmazd gorbék
O0sszevetésével a modellek (edtgraraméterek, algoritmusok, magyarazé valtozok) is

o0sszehasonlithatova valnak.

A ROC gorbe alatti tertletetafea under the curyeROC-AUC) is hasznaljak a
modellek 6sszehasonlitasra. Egy nagyobb teriletdin jobb modellt is jelent, de ez

nagyban fligg a gorbe lefutasatdl is, egy tokélesesdlyozohoAUC = 1 tartozik.

Egy masik gyakran hasznalt 4brazoldsmaod a presizitéelidézés gorbepfecision —
recall, PR, 5. abra). Egy modell optimalizacidja esetérk dgizott altalaban forditott
0sszefluggés van, azaz, ahogdy an precizitas, ugy csokken a felidézés, és viszant;
ketts kozott egyensulyt kell taldlni, annak a figyelemékelével, hogy milyen céllal
készitjuk a modellt, egy alnegativ vagy egy alpezibecslést tartunk nagyobb
problémanak. A ROC goérbéhez hasonldan, erre isidéfatunk gorbe alatti teriletet
(PR-AUC).

Precizitas

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Felidézés

5. abra. Precizitas — felidézés gorbe.

(Piros és sarga: PR gorbék, szirke: random oszialyorbéje).
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. VPxVN—-APxAN )
= J(VP+AP)(VP+AN)(VN+AP)(VN+AN)

McCC

A Matthews korrelaciés egyutthatdiétthews correlation coefficientMCC) binaris
osztalyozas esetén hasznalhat6. Mivel mind a vasalpozitiv illetve alnegativ
csoportokat is figyelembe veszi, ezért nagyon leegulyozatlan adatkészletek esetén

is elég jol hasznalhaté a modell teljesitményéntdkélésére.

2.6.3.A modellek betanitasa
A feligyelt tanitasi modszerek altalanos betaniégsivalidalasi sémajat az 6. abra
mutatja be: az adatok 6sszéfjgse utan meghatarozzuk a magyarazo valtozokesrték
azaz kvantifikalunk olyan tulajdonsagokat, amelgekigy gondoljuk, befolydsolhatjdk

az egyedek osztalyba sorolasat.

[ Nyers adatok ]
Osszegy(jtése

U

Eléfeldolgozas ]

U

[ Mintavétel

@ Elosztds

Tanitéhalmaz

U

Valtozokivalasztas - \ Teszthalmaz | | Uj adatok
Eléfeldolgozas Végsé modell
/ kiértékelése

U

Tanulé algoritmus
betanitéasa

O

e ; N
Hiperparaméterek

optimalizacidja

Hiényzé adatok

Tulajdonséagkinyerés

Jellemz8k skalazasa Predikcié

| Dimenzidcsékkentés

~

s s s Finomitds
Keresztvalidacio

Teljesitmény )
jellemzése , .
Utofeldolgozas
Modellkivalasztas
\ J
Végsé modell
\ J/

6. abra. Fellgyelt tanitasu algoritmusok tanitasa
(Sebastian Raschka munkaja alapjan, http://sebassieéhka.com/)
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Minden paraméter optimalizaciét a tanitohalmazorngzuék. A paramétereket
legaltalanosabban keresztvalidacidval hatarozzul méanitohalmazt egyend részre
osztjuk, ék-szor ismételve a folyamatdt; 1 halmazt 6sszevonva betanitjuk a modellt,
majd a kimaradt részen teszteljuk. lkylarab modellt kapunk, a pontossagot pedig a
modellek pontossaganak az atlaga adja. Amennyibemegegyezik a tanitdhalmaz
elemeinek szamavakave-one-outvalidaciordl beszeélink, mivel mindig egy kimaradt
egyeden tesztelink. Ha alkalmazunk valtozokivééestz+ azaz a magyardzo valtozok
szamat a modell betanitasaoétel csokkentjik, hogy a korrelald, redundans

tulajdonsagokat eltavolitsuk, azt is ezekben adékigen tesszik meg.

Az eléfeldolgozas utan betanitjuk az algoritmust, majegézzik a hiperparaméterek
optimalizaciojat. Az utédfeldolgozas sordn kiszamblja teljesitmény, amire tobb
mészamot (pontossdg, PR-AUC, ROC-AUC) hasznédlhatutde tartozik a

modellkivalasztas, azaz a legjobb teljesitniéngnodell meghatarozasa is. Az
utofeldolgozas eredményétfiiggéen vissza lehet térni azéétldolgozasra, példaul
tovabbi, feleslegesnek vélt valtozokat kihagyva,jdna modellt Gjratanitva jobb
teljesitményt modellt Iétrehozni.

2.6.4.Alul-és tulillesztett modellek
A modellek |étrehozasakor a két leggyakoribb himajt elkdvethetliink, ha a modellt
alul-illetve tulillesztjuk a meglay adatokra. Alulillesztés esetén. (@braA abra) a
modell nem irja le elég jol a megtevadatokat, ennek kovetkeztében még a
tanitbhalmaz elemeire sem ad megtelebcslést, Uj adatokra altalanositani pedig még

kevéshé tud.

7. dbra. Modellillesztések.

A) alulillesztett modell, B) megfelélmodell, C) tulillesztett modell.
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Tulillesztés esetén (7AbraC abra) ennek az ellenkige torténik, a modell nagyon
pontosan becsuli a tanitbhalmaz elemeit, ugyanakkan altalanosit jol, a fliggetlen
teszthalmazon nagy hibat ad. A modell nemcsak atokban leg szerkezetet, hanem

az adatokban élordul6 zajt, random ingadozasokat is megtanulja.

Alulillesztés Tulillesztés
Nagy torzitas Kis torzitas
Kis variancia Nagy variancia
41

Predikcio hibaja

Optimalis modell

1

>

Modell komplexitasa
8. abra. Alul-és tulillesztett modellek hibaja.

(Séarga: tanitbhalmazon, kék: teszthalmazon méathib

Elkertlni mindkét esetet vagy keresztvalidaciovalyy teszthalmaz kihagyasaval lehet,
amelyen a védgs modell teljesitményét mérjik (8. abra). A modetniplexitdsa

fluggvényében kiszamoljuk az egyes modellek predgébiibajat, valamint abrazoljuk a
varianciat és a torzitast. Az optimalis modelltkapjuk, ahol a predikcio teljes hib4ja a

legkisebb.

2.6.5. Tamogatdvektor gépek
A tamogatévektor gép (support vector machineSVM) az egyik leggyakrabban
hasznalt a tanulogép eljarasok kozul, mivel gyanstést és predikciot tesz lebed. Az
adatokat egyn dimenzioju vektorként taroljuk, mindegyik dimenzéh egy-egy
jellemzjiket tarolva. A jellemé&k numerikusak, a kategorikus jelletket mesterséges
(dummy valtozokka konvertaljuk, amelyek 0 vagy 1 értekehetnek fel. Az algoritmus

lényege, hogy egy olyan hipersikot keresnatimenzios térben, amely leligé teszi a
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kulonbo® osztalyokba tartoz6 egyedek elvalasztasat oly modwgy a lehét
legnagyobb elvalasztast (margot) biztositsa (9a)alitz azt jelenti, hogy az igy talalt
hipersik barmelyik osztaly legkdzelebbi pontjatéllehets legnagyobb tavolsagra
helyezkedik el.
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9. abra. Adatpontok elvélasztdsa tamogatdvektor géppel.
A) Kilénb62 megoldasok egy lineérisan elvalaszthaté feladBiyra feladat

legnagyobb margot biztositd megoldasa

Az elvalasztas nem minden esetben valosulhat nmegrisan, ekkor kilénbézan.

kerneleket hasznalhatunk, ami azt jelenti, hogy agyarazo valtozok terét
transzformaljuk valamilyen flggvény szerint, és &y kapott térben keresiink
hipersikot (0. abral0. abra). Ekkor éfordulhat az, hogy a transzformalt térben
talalunk olyan hipersikot, ami az eredeti térbem hi@earis. Gyakran hasznalt kernelek

példaul polinomidlis vagy a Gauss-féle radialisi$i@iggvényt hasznald kernelek.
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1C. 4bra. Az adatok transzformalasa és elvalasztasa kaigghvEny segitségével.

A maddszer €inye, hogy nem probléma szamara a jell&nmnultikollinearitasa, azaz a
valtozok egymas kozotti korrelacioja, nagyszamlemetovel is jol mikodik, valamint
kulénbo®d kernelek hasznalataval linearisan nem szeparaladabok elvalasztasa is
lehetségessé valik. Ugyanakkor, ha a tanitohalneggyszama egyedet tartalmaz, a
betanitasa hosszudidvehet igénybe, valamint feladattél fitgan probléma lehet, hogy
a predikcio eredményét nem valds@égekkel, hanem binarisan (egyik vagy masik
csoport) adja vissza, bar vannak mddszerek argy Bp osztalyozas megbizhatésagat
szamszdisitsik.

2.6.6.Véletlen erdd
A véletlen erd modelf*® dontési fak sokasagabol all. A dontési fa olyardetip ami a
tanitbhalmaz alapjan kérdéseket fogalmaz meg aedegyjellemaivel kapcsolatban,
és predikcio esetén a kérdésekre adott valaszghkaalavégzi el az osztalyozast (11.
abra). A dontési fak matematikai értelemben grafélisznalatuk egyik éhye, hogy
mindenféle (ordindlis, nominalis, intervallum, ayfirskalan elhelyezkéd adatokat

a4

kezelni tud, és nincs sziikség azok tovabbi norraedasgy standardizalasara sem.

A dontési fakat ugy kell felépiteni, hogy a leh&tgtomorebben, legkevesebb |épésben
jussanak optimalis eredményre. Ehhez a gydké&rindulva kell az egyes Iépésekben
olyan tesztet végezniink, ami a legnagyobb inforémg@reséget illetve nyereség-
aranyt biztositja, azaz az adatokat a legnagyobhtékiden szét tudja valasztani.
Onmagéaban egy dontési fa hajlamos a tlltanulastaaeteszthalmaz alapjan a fa
meélységének szabalyozasaval (metszéssel) szoktdlalgmzni. A fak felépitéséhez

illetve metszéséhez tobbféle algoritmus hasznalhat6
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11. abra. Egyszeii dontési fa.
X1, X2... @ vizsgalt valtozok, 1, 2 a lehetséges kimendiekastag vonalak egy

osztalyozast mutatnak be.

A véletlen erdk felépitéséhez nagyszamu kulonbdidntesi fat allitunk él agy, hogy

a tanitbhalmazbdl visszatevéses mintavétellel nmiridleoz kulon tanitohalmazt hozunk
létre, felépitjik a fakat, majd mindegyikkel besslédunk a kimenetelre. A modell azt
az eredményt adja vissza végslaszul, amelyikre a legtdbb szavazatot adjékd12.
abra). Minden fa elkészitésotl véletlenszdren mintavételezik a rendelkezésre allo
magyarazo6 valtozékat, és ébla halmazbaol valasztjak ki azt, ami egy adott akégnal

a legjobb elvélasztast biztositja. Az algoritmugabéasakor optimalizalni kell, hogy a
rendelkezésre allo valtozokbol hanyat valasszanflk 1étrehozasakor.
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\:){ Tobbségi szavazat :/

12. 4bra. Véletlen erd sematikus modellje.

A hatékonysag tobb paraméteren mulik: a létrehda&tszaman, illetve azon, hogy az
egyes fak mennyire korrelalnak egymassal — a n#&gyf@orrelacié rontja a
hatékonysagot. A véletlen érdnodell altalaban védett a tdlillesztéssel szertben
modell magas komplexitasa (a generalt fak szametvdl mélysége) nem eredményez
tulillesztést, a fak nagy szama miatt. A predikbibaja egy értékhez konvergal, igy a
fakon éaltaldban metszést sem alkalmaznak. Mindenészetesen nagyban fligg az
adatoktdl, azok betsstrukturajatol, megbizhatdésagatdl is, a tulillészéem lehetetlen,
ebben az esetben a fak szamanak a novelésévelsagiky csokkentésével, illetve a

valtozok szamanak csokkentésével lehet javitanbdetien.

A véletlen erd elsnye, hogy nagy, magas dimenzioju adathalmazonassgyetanitast
tesz lehdivé, valamint nemcsak klasszifikaciora, hanem reggiésa is hasznalhat6. Az
egyes paraméterek fontossagat is becsiini tudjaaleozokhoz tartozo értékek
véletlenszei 6sszekeverésével: egy olyan valtozo, amelyik mlempdsa esetén a
predikcié hibaja nagyobb mértékbeé, magyobb pontszamot kap. Nagyszamu valtozé
esetén csak a fontosnak itélt valtozokat megtaifvanagyobb hatékonysagu modell
epithed.

2.7. Fehérjék kristalyosithatosagat becd eljarasok attekintése
A fehérjék kristalyositasanakasskegitésére tobb predikcids eljarast kifejlesztetiedek

k6zott vannak nagyon egys#ercsak par paramétert hasznaldo modszerek, de @dar t
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szaz, a kristalyositési folyamat Iépéseit kilonskiligyelembe vebk is. A programok
egy része interneten érfiatl, mas részik letdlthgtés lokalisan futtathato.

Az elgs médszert 2006-ban publikaltak, ez volt az OB-stoami a GRAVY pontozast
(grand average of hidropathyés a fehérje izoelektromos pontjat vette alapu.
izoelektromos pont a fehérje oldhatésagaval, tistibsagaval van kapcsolatban, a
hidrofobicitas felhasznalasa pedig éslsrban a membranfehérjék Kisesét tette

lehetvé, mint nehezen kristalyosithato fehérjéket.

A CRYSTALP? és annak frissitett véltozata, a CRYSTAPP2aminosavak, di-és
tripeptidek ebforduldsi gyakorisdgéat, valamint az izoelektromamtpértékét és a
fehérje hidrofébicitasat veszi figyelembe, a predkoz neurdlis halét hasznal. A
CRYSTALP2 létrehozasahoz hasznalt adathalmazt Aiaknegy masik program, az
SVMCRYS betanitasara is. Ez utobbi szekvencidbdyhatrozott adatokat hasznal
bemenetként egy SVM alapu modellhez, mint kilodbfiziko-kémiai tulajdonsagok
az AAIndex* adatbéazis alapjan, valamint masodlagos szerkezsésd|> szarmazo

értékeket.

A 2011-ben publikalt PPCPrédaz el$ olyan mddszer volt, amely mar nemcsak
magara a kristalyositasra, hanem a kristalyosfidlgamat kilonbodé lépéseire is

becslést adott, ezzel megadva a lehetségék keresztmetszeteket is a Kkisérlet
folyaman. A szekvenciak alapjan szamolt értékekariilkfelhasznaltak masodlagos

szerkezet, rendezetlen régio és az oldoszer &tdled relativ felszin becslést is.

Az XtalPred’ és az azt megujitd XtalPred-BFa TargetTrack adatbazisbdl
Odsszegyjtott adatokbol épitett modellek. A valtozék kozategtalalhatd a felszini
egyenetlenség, hidrofobicitas, a felszini aminokaMdallanc entropigja, és a felszin

aminosav-0sszetétele, az XtalPred-RF véletle erdldszeren alapul.

Az egyik legljabb eljaras a 2016-ban megjelent &8ligs, amely tobb feladatot is ellat.
Egyrészt becslést ad egy adott fehérje kristaljagisagara, masrészt olyan
pontmutéciokat keres, amelyek valositég novelhetik az egyes Iépések sikerességét,
valamint annotalja az egyes szekvenciakat masosllaggerkezet, transzmembran
hélixek, rendezetlenség, olddszer altali feltéwetiezlérheiség szerint. A modszer
tamogatdvektor gépeket hasznal az egyes |épédeaknina a teljes folyamat becslésére,
ilyen médon kétrétdgpredikciot épitve.
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A legljabb eljaras a Cry8f amely a szekvenciabdl meghatérozott valtozékdratl
UniProf! adatbazish6l szarmazé tulajdonsagokat, mint skigekvencia vagy

diszulfidhidak megléte, sejten bellli lokalizacikplcsonhatasok, poszttranszlaciés
modosulas, alegységek, stb. is felhasznal. Az egglkozata tobb masik predikcios

eljaras eredményeit integralva ad Uj becslést.

Az egyetlen, transzmembran fehérjékre specifikugggjlesztett eljards a MEME®,
amely 2008-ban jelent meg és naiv Bayes modelltriédsa predikciora. A felhasznalt
valtozok kozott globalis értékek, mint a GRAVY ingea fehérje toltése, a
transzmembran hélixek valamint a loopok szdma léslyezkedése, a transzmembran
hélixek kozotti interakciot meghataroz6 GxxG- ésx@R-szefi motivumok 100
transzmembran szakaszon elhelye#keaiminosavra €s gyakorisaga, valamint az

aminosavak, illetve aminosav csoportok gyakorisaga.

Célkitiizések

A human transzmembran fehérjék igen kis részénddttdlk meg a szerkezetét. Ahhoz,
hogy a lehet leggyorsabban — azaz a legkevesebb fehérje kasidhsaval — fedjik le
ezen fehérjék szerkezeti terének minél nagyobbétészaz minél tbbb fehérfédr
készithed legyen szamitogépes modell, &dént szilkség van arra, hogy tudjuk, hogy
melyek azok a human transzmembran fehérjék, amasbetkezetét meghataroztak mar
agy, hogy a szerkezet minden transzmembran régitdlinazzon, valamint, hogy a
meglevd humén és nem human fehérjék alapjan mely fehéneéellezheitk minden
membranrégié lefedésével. A tobbi fehé&fjéel kell donteniink, hogy a szerkezetik
meghatarozasa hany masik fehérje szamara jeleptteatiplat szerkezetet. A szerkezeti
tér legjobb lefedését a legtobb homoldggal rendélkéehériék szerkezetének
meghatarozasa biztositand. Human transzmembramjdietee eddig két, a mostani
dolgozatban bemutatotthoz hasonlé vizsgalatot ég€?> azonban ezeknek az
eredménye a megjelenésik ota (2011 és 2013) nssillftiannak ellenére, hogy az
elmult idsszakban folyamatosan, ha nem is drasztikus meémekloe Bt a

meghatarozott szerkezetek szama.

A munka soran a célunk volt egy olyan adatbazislktani, amely szabadon elértigt
tartalmazza a megoldott szerkdzevagy modellezhét human transzmembran

fehérjéket, valamint egy olyan listat, amely utntésal szolgalhat ahhoz, hogy milyen
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modon lehetne minél kevesebb fehérjeszerkezet mi@ggval a lehét legnagyobb
szerkezeti tér lefedettséget elérni. Céliktiik ki azt is, hogy a folyamat soran
mindvégig figyelembe vegytk a fehérjék becsiilt tog@jat, hogy elkeruljuk azt, hogy
kilonbdd szamu transzmembran régiokat tartalmazé fehérggnhashoz hasonlonak
és modellezhének allitsunk be. Az adatbazist olyan médon kiviérgliallitani, hogy
kovetve a keészitéséhez felhasznalt adatbazisoksuléisét, a kébbiekben

automatikusan frissithétegyen.

A munka masodik része egy predikcids program fejése. Kristalyositasi predikciora
nagyszamu program all rendelkezésre, ugyanakkde k@eil minddssze egy olyan
van, amely transzmembran fehérje specifikus. Ebhitd008-ban jelent meg, és azéta
sem frissitették, tanitottak Ujra a modellt, igg kisérleti protokollok fefldése miatt —
egészen biztosan elavult, hiszen nem hasznaltdlazZehzéta szerzett () tudast. A
programban nemcsak a kristalyositasi folyamat atédpésére, hanem azoee lew
szolubilizdlasi és tisztitasi lépésekre is becskEmtretnénk adni. A kl6nozési és
expresszios lépések kihagyasat az indokolja, hamgpk esokkal inkdbb flggenek a
fehérjét kodol6 DNS szakaszoktbl valamint az expressziés rendséermint az
aminosav szekvenciatol, azonban sajnos a szerkgzetdimikai kisérletekhez hasznalt
DNS szekvencidkat az adatbazisok altalaban neairtetzak.

31



3. Mdbdszerek
3.1. Felhasznalt programok

3.1.1.HHDblits

A HHblits®® program egy rejtett Markov modellen (HMM) alapsifekvenciakerés és
illeszto algoritmus, amely specialis HMM profilokat hasznéiMM-en alapulo
algoritmusokat gyakran hasznalnak homolégia modédleez, mivel nagyon szenzitiv
keresést tesznek leldge, tavoli homologokat is megtalalva. A program ahtkas
parhuzamos futtatasra, ezzel gyors lekereséstedztédst lehété téve, valamint sajat
lekeresési adatbazis is épithdtozza. Bemenetként a lekeres&rstekvenciat és az
adatbéazist kell megadni.

Sajat lekeresési adatbazist készitettem két addudlzeegyrészt az 6sszes human
transzmembran fehérjéh valamint a PDBTM adatbazisbdl. Ezeket az adasiokat a

program dokumentacidjaban leirt médon épitettem fol

A program futtatasait mind a két adatbazison vekelesés esetén ugyanugy végeztem,
€s az értékelés is hasonld volt. Futtataskor ppoéifil 6sszehasonlitast hasznaltam,
globalis keresést, valamint minden lekérdezési-témpzekvenciapart csak akkor
vettem figyelembe, ha ezt visszafelé, azaz akkardgtalélta, ha a templat szekvenciéat
hasznaltam lekérdezésként. A két tal&latalueértékének a geometriai kozepét vettem,
ahogy a dokumentacio ajanlotta, az igy kapott kodbE-valueérteke nem haladhatta

meg a 10° értéket.

Mivel az algoritmus topografiat vagy topoldgiat nettertriz, ezért ezt szikséges volt
kilén megtenni, annak érdekében, hogy két fehécgak akkor fogadjunk el
homoldgnak, ha a transzmembran régidik szama megigyigy minden talalatnal
leellerbriztem, hogy a transzmembran régiok atfednek-eamalt hogy a fehérjék

szekvenciaazonossaga legalabb 25% legyen.

3.1.2.CCTOP
A Constrained Consensus Topoldg¢CCTOP) algoritmussal transzmembran fehérjék
topolégidja becsiulhét Mar régebben kimutattak, hogy a transzmembrarérfék
topologiabecslését javitani lehet () kisérletes tadaés egyéb megszoritasok
bevonasaval’ valamint tobb, mar meglév algoritmus eredményének
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vsszevonasavil Az eljaras az eddigieknél pontosabban, mindo$% hibaval donti
el, hogy egy fehérje transzmembran-e, vagy nemezlndrom becsl algoritmushbal
legaladbb ketinek kell transzmembranként azonositani a fehé§étpologiabecsléhez
10 algoritmus eredményét kombinalja, és edkldd veg$é eredményt. Ezenkivil
hasznal kisérletes eredményeket a TOPBBadatbazisbél, valamint informéaciét a
membran azonos oldalan lokalizal6dé fehérjedoméhekif OPDOM™'?? adatbazishdl.
Amennyiben elérhét a fehérjéhez megoldott homolég szerkezet, a PDBTM

Ve

algoritmus mintegy 84% éatlagos pontossagot értepalgiabecslésbén

A programot nem a webszerveren keresztil, haneidlisak futtattam a TargetTrack

fehérjeszekvenciaira. Az alapbeallitasokon nenozédttam.

3.1.3.TMFoldrec

A TMFoldred® topografiai adatot is felhasznalé foldfelistealgoritmus, amelyet
specifikusan transzmembran fehérjékre fejlesztettek Az algoritmus nem
szekvenciahasonl6sag alapjan hatarozza meg a delednptséges foldjat, hanem az
dsszes, azonos szamu transzmembran régiot tartalmaerkezetre megprébalja
felilleszteni a transzmembran régidkat, majd mindearkezet esetében becslést ad a
fehérje energiajara, egy specialis statisztikusempmél fuggvény felhasznalasaval,
amely figyelembe veszi a fehérje kornyezetét, pdldigid-fehérje kdlcsonhatasokat.
Ha a legkisebb energiaju szervezetre adott ponthelad egy kiszobértéket, akkor a
program a szerkezetet mint legvalGsibin foldot adja vissza a fehérjére.

“ sz

lehetséges szerkezeteket tartalmazo szerkezetk&aykell megadni. A munka soran a

legalabb 0.5 valosziiséggel kapott szerkezeteket vettem figyelembe.

3.1.4.BLAST
A Basic Local Alignment Search TdOI(BLAST) algoritmus az egyik leggyakrabban
hasznalt szekvenciaketesprogram. Nagyon gyorsan futtathatd, tébb millio
szekvenciabol all6 adatbazisok esetében is konnypgmrsan hasznélhaté. Az
algoritmusnak tobb valtozata is eléfed munka soran lalastp programot hasznaltam,

amely fehérje szekvenciat keres feheérfgldlo adatbazison.
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A lekeresési adatbazist a felhasznald éllithatgzésa munkahoz a TargetTrack un.
trial szekvenciaibol &ll6 adatbazist hasznaltam. A leké&s soran legalabb 95%
azonossagu fehérjetalalatokat fogadtam el, amdfye#lueértéke maximum It volt,

és a fehérjék illesztése lefedte a lekéfeférje 6sszes transzmembran régiojat.

3.1.5.CD-HIT

A CD-HIT'? programcsomag szekvencidkat csoportosit a hasmuksalapjan. A
beadott szekvenciak kozul a leghosszabbal kezdwk&vatkes szekvenciakat ehhez
hasonlitja, és megdallapitja, hogy az éppen vizsgédtkvencia redundans (hasonlit
valamelyik reprezentativ szekvencidhoz) vagy egyreprezentativ szekvencia. A
programcsomag tobbféle algoritmust tartalmaz, ekékil a CD-HIT algoritmust,
valamint a 2D-CD-HIT-et hasznaltam. Azokbi egy szekvenciaadatbazist klaszterez
adott azonossagra (40%-0s azonossagot hasznakamjobbi 2 adatbazist 6sszevetve
kivdlogatja az el adatbazisbdl azokat, amik a masodikbané lezekvencidkhoz
kevesebb, mint adott aranyban (40%-ot hasznaltasgriitanak.

3.1.6.caret csomag
A caref® csomag ¢lassification and regression trainipggz R programnyelv egyik
kiegészié csomagja. Tartalmazza a legtébb olyan algoritmastely tanulégépek
sikeres betanitasahoz szikséges, valamint 233séget modellt. Tamogatovektor
gépekhez tobbféle kernel (lineéris, radidlis, pminélis, stb.), valtozdékivalasztés,
mintavételezés, validaciok (egyszeres vagy ismétetesztellebrzés, leave-one-out
validacio, bootstrap), kilonbézléfeldolgozasi lehéiségek erhétel. Az algoritmusok
a modellek hangolasat a beallitasok szerint aui@osstn végzik az altalunk valasztott
mémszamok (ROC, AUC, pontossag, Kappa, stb.) alapf@ncsomagban ley
fluggvények nagy része tobb szélon is futtathat@gyersitva ezzel a megfetemodell

kivalasztasat és betanitasat.

3.1.7.EVFold

Az EVFold™ (http://evfold.org) egy korrelalt mutaciés anaséa alapuldab initio

szerkezetbed$lalgoritmus. A program tobbszoros illesztésekkdfjonik, ezek minden
oszloppérjara kiszamolja az aminosavak egyuttefforelulasat, majd a kapott
eredmények alapjan becslést ad, hogy a szekvemcialgdy aminosavak allhatnak

egymassal kolcsonhatasban, és ez alapjan szerlaimdteket épit. A modelleket
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molekuladinamikai szimulacioval finomitja, majd @lkészilt modelleket rangsorolja a
modell val6szifisége szerint. A megfetel eredmény eléréséhez a tdbbszords
illesztésnek tobb szaz, de inkabb tobb ezer szekdtekell tartalmaznia. A modszert
500 aminosavnal révidebb szekvenciakra, doméngstienalizaltak, a honlapon egyes

domének dlre kiszamolt szerkezete is eléihet

Bemenetként megadhat6 a fehérje szekvencigja, heely program sajat maga készit
tobbszoros illesztést, vagy hasznalhatjuk az adothén Pfarff adatbazisbél vett
tobbszoros illesztését is. Tovabbi léisgtg, hogy sajat illesztést készitlink, és azt t6ltju
fel a honlapra. Transzmembran fehérjékre lehetssgj@s$ topoldgiai adatok megadéasa
is, ezzel felllirva a program sajat topologia béess.

3.2. Felhasznalt adatbazisok

3.2.1.Human Transmembrane Proteome

A Human Transmembrane Protedmg@HTP, http://htp.enzim.hu/) adatbazisban a
Consensus Constrained TOPolohfCCTOP) algoritmussal meghatarozott human
transzmembran fehérjék és azok kisérletes médsadraekeghatarozott, vagy becsult
topologidja van o0sszefjgve. Az adatbazis mindegyik topolégiahoz megbiabagi
ertéket rendel, az egyes fehérjék topoldgiadja igad is megjelenitésre kertl. Az
adatok az egyes fehérjékkulon-kulon, valamint egyesitve is letdlthikta holnaprél, a
letoltott fajlok tartalmazzak az dsszes adatott @miégé topoldgia dsszedllitAsahoz a

CCTOP algoritmus felhasznalt.

Az adatbazis v1.4 (2016.06.24.) verzidja 5 609szamembran fehérjét tartalmaz.

3.2.2.Protein Data Bank of Transmembrane Proteins

A Protein Data Bank of Transmembrane Prof8if{PDBTM, http://pdbtm.enzim.hu/)
adatbazis a PDB-ben talalhatdo transzmembran féhésperkezeteit tartalmazza,
amelyeksél a TMDET’ algoritmus segitségével hataroztdk meg, hogy aatt ad
fehérjeszerkezet hogyan illeszkedik a membranbaTMDET algoritmus elszor

kivalogatja a virus és pilus fehérjéket, valaminttGh rovid lancokat tartalmazé
rekordokat. Ezutan meghatarozza a fehérje biolldgjaaktiv oligomer szerkezetét,
valamint kis#firi azokat a fehérjelancokat, amelyek bioldgiailagmn lehetséges
kolcsbnhatasokkal kapcsolédnak egymashoz. Majdakistjia a lipidek szamara
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hozzaférhet fellletet, és a membrant alkoté sikokat a fehZege®zetre illeszti.

Amennyiben ez az illesztés megféleh fehérjét transzmembranként ismeriel

Az adatbazis rendszeresen frissil, a 2016.06.03iovésszesen 2 829 transzmembran
szerkezetl, koztik 2 464u-helikélis és 344-hordo szerkezeth all.

3.2.3.TargetTrack
A TargetTrack® (http://sbkb.org/tt/) adatbazis Rrotein Structure Initiativeprogram

alatt jott léetre. A cél egy atlathatd, koveiheddatbazis létrehozasa volt, ahol t6bb
szerkezeti genomikai centrum munkdja egységesemaydkovethet. Minden egyes
célpontrdl tartalmaz alapvetinforméciokat: melyik centrum, és mikor kezdetizhé,
milyen protokollokkal folyt a munka, milyen statbsm van (klonozott, expresszalt,
stb.), vagy melyik Iépésnél és miért szakadt fékbgleg a munka az adott szekvencian.
Az egyes célfehérjékhez tdbb prébalkoZfsal) is tartalmazhat, amennyiben az eredeti
szekvenciat mutaltdk, csonkoltak, vagy egyéb mobdoddositottak a sikeresebb

kristalyositas érdekében.

Az adatbazis része a 2004-ben létrehozott Targ&tB8 PepcDBRrotein expression
purification and crystallization Databake amelyeket 2010-ben olvasztottak a
TargetTrackbe. A felhasznalt 2016.06.18 verzijuatbézis korulbelll 330 ezer

célfehérjét tartalmazott, majdnem 2 miltital szekvenciaval.

3.3. Az adatbazis felépitéséhez hasznalt munkafolyamat
kidolgozasa

Az adatbazis épitéséhez olyan munkafolyamatot tetth, amellyel automatikusan
letolthetk a forrasadatbazisok legujabb verziéi, futtathaddkilonbdd programok,
valamint feldolgozhaték azok eredményei. A munkgdotat nemcsak a legujabb
adatok esetében, hanem visszadhemaz ebz6 évek adataira is futtathatd, a megfélel
verzioju adatbazisok felhasznalasaval. Segitségéazel adatbazis folyamatosan
frissithet, kovetve a felhasznalt adatbazisok UGjabb verzidimaegjelenését. A
munkafolyamatban lévscipteket Perl programnyelvben, valamint bashldiesl irtam

meg. A folyamat sémaja a 13. abraan lathato.

A munka el$ Iépéseként a HTP adatbazisbdl kivalogattam azakatnszmembran

fehérjéket, amelyek legalabb két transzmembranovédi rendelkeznek. Az egy
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transzmembran régiéval rendelkdehérjéket a vizsgalat soran nem vettik figyelembe
tobbek kozott azért, mert ezeknél a fehérjekn@gadloszitibb, hogy hibas a fehérje
transzmembranként valé6 meghatarozasa (a deedforitmusok hajlamosak a
szekvencia elején lév hidrofob tulajdonsagokat mutatdé szignélszekvenciat
transzmembran régioként azonosityni masrészt az egy transzmembran régidval
rendelked fehérjék globularis része Aaltaldaban megtedal levaghatd és kulon

kristalyosithato.

Human Transmembrane 3D / \
Proteome — g
>2 TM régiok HTP V(3). 4
. 2
&

<

PDBTM TSTMP

’ The most 'Am

Transmembrane proteins

modellezhetd

célpont

13. 4bra. Az adatbazis elkészitésének folyamatabraja.

A tobbi fehérjet a kovetkéképpen soroltam klaszterekbe: a HHblits programot
futtattam a HTP adatbazison, az igy kapott tal&kdtta fentebb leirt médon valogattam
ki. Ezzel a médszerrel tulajdonképpen egy grafdadoatam meg, amely 6sszefibgg
komponenseit, mint klasztereket definialtuk.

A PDBTM adatbazisbdl kigjjtottem mindazokat a human transzmembran
fehérjeszerkezeteket, amelyeknél a szerkezet aze$dsanszmembran régiot lefedi.

Ezeket a fehérjéket a megoldott 3D szerkezettelakkez (3D) kategdridba soroltam.

Lefuttattam a TMFoldRec és HHblits kereséseket 8P adatbéazis ellenében. Ha
egy fehérjéhez a megfeteklfogadasi kritériumok alapjan mindkét algoritmadott
talalatot, akkor a fehérjét modellezbetk (modelable)vettem. Ahhoz, hogy ezekhez
legalabb 25%-0s azonossaggal rendéikemdelleket készithessiink, nem szikséges
tovabbi fehérjeszerkezetek megoldasa.
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A transzmembran fehérjék maradéka a célpdiatrget) fehérjék. Ezekhez a
rendelkezésre allo szerkezetéklegfeljebb csak nagyon rossz rég@dgi modellek

készllhetnének, ezért szilkséges tovabbi fehérjeszagek megoldasa.

Minden fehérjéhez, amennyiben elétheolt, BLAST kereséssel rendeltem megfélel
TargetTrack azonositot és éllapotot. igy az ad#bépngészése soran koénnyebb
nyomon kovetni a fehérjék kristalyositasi folyanmatié llapotat.

3.4. A predikcios programhoz szukséges adatok édllitasa
A predikcios programhoz szikséges volt olyan adiahzok Osszeallitdsa, amely
minden becsulni kivant lépéshez tartalmaztak s&ereralamint sikertelen
probalkozasokat. Ezeket az adatokat a TargetTrat&mint a PDBTM adatbazisokbal
nyertem (14. abra).

A PDBTM adatbazis feldolgozasa egyszeolt: mivel ebben mar teljes szerkezetek
vannak, az itt megoldott szekvenciak mar mindegdép sikeresen atmentek. Minden
szekvenciat felhasznaltam a szolubilizalasi, vatma tisztitasi lépések pozitiv
adathalmazahoz. A kristalyositasi lépéshez ertederien csak a

rontgenkrisztallografiaval meghatarozott szerkdadtbasznaltam.

A TargetTrack adatbazis feldolgozasa nagyobb k#tiMdentett. A résztvévszerkezeti
genomika centrumok eli@minésédi és mennyiségadatot toltottek fel, ezért bizonyos
feltételezésekkel, vagy elhanyagolasokkal kelléterd a feldolgozas soran. Ezek a

feltételezések a szakirodalomban mar mashol isla#tsk, és elfogadottak voltak.

Az egyik feltételezés az volt, hogy mivel az adaibdosszu iét olel fel (az alapjaul
szolgalo TargetDB 2004-ben indult), ezért a sikertgprobalkozasok meghatarozasat a
modszerek fefldése nagyban befolyasolhatja. Ennek elkerlléséresikartelen
probalkozasokbdl csak a 2009 utaniakat vettik fegypbe.

Masik probléma volt, hogy az egyutiktodé centrumok, kutatécsoportok kivalhattak,
megsi#inhettek; a PSI program részei lejartak, igy nemesat nem folytatddhatott
egy kisérlet, mivel technikailag sikertelen volbl¥an az esetben, ha ezt kulon jeleztéek
(pl. ,End of PSI-1), akkor egyértelmi volt, hogy ezekkel a bejegyzésekkel nem
foglalkozom. Ha nem jel6lték, akkor csak azokatikarselen prébalkozasokat vettem

figyelembe, amik még aktiv egyuttikodé partnerekhez tartoztak.
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Harmadszor, a centrumok nem mindig jelezték, ha ldggrlet sikertelen, ezért tébb
ezer bejegyzeés évek ota folyamatban van” az adatlsazerint. Ebben az esetben azzal
a feltételezéssel éltem, hogy a 201Bttelfolyamatban le% kisérletek az utolsé
Iépésben sikertelenek voltak.

PDBTM TargetTrack
bejegyzések bejegyzések

Expresszios és purifikacios
tag-ek levagasa

v

Teljesen azonos szekvenciak
adatainak 6sszegy(ijtése

Van
kozrem(kodd

7 res? centrum?

Igen

Osszes lépésben

Igen

pozitiv halmazba Utolsé lépés Utolso lépés
klvélelé;elkgozm'v kivételével pozitiv
szettekbe
Osszes lépésben szetiekbe
pozitiv halmazba
2009 eltti?
Igen Nem Nem lgen
Utols6 képés Utols6 lépésben Utolsé Iépés Utolsé Iépésben
elhagyasa negativ szettbe elhagyasa negativ szettbe

A4 \4 ‘l’

Lépésenként redundanciaszirés

14. abra. Az adatok 0sszegjtésének folyamata.

A TargetTrack bejegyzések esetébetssdr levagtam az expresszios és purifikacios
tageket a szekvenciakrol, amennyiben ezek jeletakoinajd 6sszegjtottem azokat a
szekvenciakat, amik igy teljesen azonossa valtakk Etan az azonos szekvenciakhoz
tartoz6 bejegyzéseket Osszesitve dolgoztam fel. Mayiben a bejegyzések kodzotti
legutolsé statuspWork stopped”volt, megnéztem, hogy az utolsé Iépés sikeresesolt
Ha igen, az 0sszes vizsgalt |épésben, amit az ddbérjével elértek, a pozitiv
adathalmazba tettem. Ha nem volt sikeres, csakta@souebtti |épésig soroltam a
pozitiv halmazba. Az utolsé 1épéshen pedig a 20068i dejegyzéseket elhagytam, és

csak a 2009 utaniakat soroltam a Iépésnek meg@fedzjativ halmazba.

Ezek utan a kristalyositasi folyamat minden vizsggdésere a kdvetkéket futtattam:
a negativ példak kozil a 2D-CD-HIT algoritmussaldkbgattam azokat, amelyek 40%
azonossaggal hasonlitottak egy, a pozitiv adatlddera lev példara. Majd a két
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halmazban le¥ szekvencidkat kulon-kulon klasztereztem 40%-osnagsagra a

CD-HIT algoritmussal.

Végul minden egyes példara kiszamoltam a magyaradtozokat az altalam irt
programmal, a ProtPardfn webszerver segitségével és a CCTOP algoritmus
topologiabecslésének felhasznalasaval, amit Iakdlfattattam. A kiszamitott valtozok

a kovetkedk voltak (zarojelben a valtozék szdma, 6sszesen 97)

* Hossz, tdmeg (2)

» ProtParam: instabilitas index, izoelektromos p@RAVY, féléletids (4)

* Transzmembran és extramembran régiok aranya, Gsszdotranszmembran
régiok szama (5)

* Leghosszabb transzmembran és extramembran régio (2)

e Aminosavak aranya a teljes fehérjében, a transzm@mbilletve az
extramembran régidkban (60)

* Aminosav-csoportok (toltott, nem toltott, pozitivegativ, alifas, aromas, ként
tartalmazd, hidroxilcsoportot tartalmaz6) aranya teljes fehérjében, a

transzmembran illetve az extramembran régiokbaj (24

3.5. A modell betanitasa
A modellek az R programnyelv caret csomagjaval ztege. Haromfajta SVM kernelt
hasznaltam (lineéris, radidlis, polinomialis), vaiat véletlen erd algoritmust, hogy
ezek eredményét dsszehasonlitsam. A folyamat sdtdmintavételezést hasznaltam,
mivel a pozitiv és negativ halmazok szamossagal lsera volt egyerdl, a negativ
halmazban majdnem kétszer annyi egyed taldlhatont na pozitivban. A
kiegyensulyozatlan halmazokra az egyik megoldagyy héletlenszdren kihagyunk
annyit a nagyobb halmazbdl, hogy a szamossaga ipezEen a masik adatkészlet
szamossagaval. A probléma masik kezelési moédjarmk valasztottam, hogy a
modelleket nem pontossagra, hanem ROC-AUC illetvR-ARIC értékekre

optimalizaltam.

Az SVM-hez és a véletlen oz kilonb6a eléfeldolgozasi Iépéseket hasznéltam. Az
SVM a betanitds soran igényli, hogy az adatok azoskalan legyenek, ezt

legegyszdibben azok standardizalasaval lehet elérni, azazdaniregyes valtozéhoz
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tartozo értékekdl kivonjuk azok atlagéat, valamint osztunk a szévaséA véletlen erd
nem igényel ilyen lIépéseket, ott az adatokat eréaiendjukban meghagytam.
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4. Eredmények

4.1. Adatbazis létrehozasa, elérése

A munkafolyamat futtatasaval kapott adatbazistrimgten szabadon elértieé tettiik
(TSTMP, http://tstmp.enzim.ttk.mta.hu/). A honlagskitése soran az altalanosan
elterjedt Apache, PHP, MySQL héarmast alkalmaztukydbbd a Bootstrap CSS
keretrendszert. Leh®&té tettlk az adatbazis keresését és bongészeés@nbkidl
azonositok (UniPr6t, PDB*® HTP), szekvencia, klaszterek, TargetTrack bejéggk
vagy homolégok szama alapjan.

:%ﬁ;& TSTMP: Target Selection for human
%} TransMembrane Proteins

)V:J’V\;”‘. Home Documents Database Search Statistics Lists

X
: Links Colors
Show entry
Quick links
HTML XML Download .‘ Usage of
Description & (DCNED
Identifier Description
TSTMP_000505 of the
Evidence database
modelable
Name a Download
ATP-binding cassette sub-family G member 4 the
Cross References database
Database Link(s) (=] Browse the
)
UniProt ABCG4_HUMAN Ta database
HTP HTP_000505 Jhe most
w Wanted'
PDBTM 5do7 TMPs for
SG
TargetTrack h Identifier Status Sequence Identity  Overlap
TransportPDB-0722  membrane protein solubilized 100 646
TransportPDB-0650  expressed 100 646
TransportPDB-0045  cloned 100 646

Cluster: 0139 (Size: 5, #Homologues: 4, Best(s): TSTMP_000505, TSTMP_000545, TSTMP_002649)
# TSTMP id Sequence identity Overlap #Homologues

15. 4bra. Az elkészilt adatbazis egy rekordja (UniProt IIB@G4_HUMAN).

Az egyes bejegyzésekben (15. abra) megjelennek skbreatkozasok mas
adatbazisokra, amelyek megkonnyitik a hivatkozd#tlaazis megfelélbejegyzésének
az elérését. 3D fehérjék esetében eléradehérje szerkezetének PDBTM azonositdja,
modellezhet fehérjék esetében azok a szerkezetek, amelyekatlbgiamodellezéshez
mint templat szerkezeteket ajanlunk. Ez utdébbiakémen meghataroztuk a fehérje és
az egyes PDBTM szerkezetek illesztédéd transzmembran régiok éatfedésének a

mértéket, valamint a szekvenciaazonossagot. Ambanyia fehérjéhez tartozik

42



TargetTrack bejegyzés, ezt is feltlintetjiuk, azd#ésel és a szekvenciaazonossaggal
egyltt, azonban ekkor ezeket az értékeket a telfgsje alapjan szamoljuk.

4.2. Az XML fajlok jellemzése
A honlaprol letolthetk az egyes rekordok XML fajlformatumban. Lebsstg van az

0sszes rekord, a kulonb®kategoriakba (3D, modellezléetcélpont) tartozo, valamit a
felhasznald altal valasztott rekordok egyidégtoltésére is. Az adatbazishoz hasznalt
XML séma definicidja elérhét a honlapon:

http://tstmp.enzim.ttk.mta.hu/data/tstmp.xsd).

Az XML fajlok tartalmazzak 16. abra) az egyes fehérjék UniProt ID és AC azoaitsit
neveét, szekvencigjat, hosszusagat és a fehérjsztreambran régidinak szamat.3®
kategoriaban lev fehérjékre megadtuk az azokhoz tartoz6 PDBTM azivdkat,
ahogyan a modellezltetcsoportba tartozé fehérjékre is. Az utdbbiakhozébia
feltintettik a transzmembran régidokbanslezekvenciaazonossag és atlapolas mértékét
is. Amennyiben a fehérjéhez a fent targyalt feledtemellett talaltunk TargetTrack
bejegyzést vagy bejegyzéseket, Ugy ezeknek az sitoja legutolso statusza, valamint

a két szekvencia atlapolasa és azonossaga is he&ef@jlokba. A fajl ezeken kivl
tartalmazza még az adott fehérje homoldgjait, valanannak a klaszternek az
azonositgjat, amelybe a fehérje tartozik. A fehregiéa homoldégokkal valo azonossaga

és atlapolasa szintén bekerilt a fajlba.
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<?xml version="1.0" encoding="utf-8"?>
<TSTMPIltem id="TSTMP_000505" evidence="modelable">
<Copyright>Copyrighted by the Institute of Enzylogy, CNRS, HAS, see
http://tstmp.enzim.ttk.mta.hu/data/copyright.txt €tetails.</Copyright>
<Name>ATP-binding cassette sub-family G membéName>
<CrossRef>
<UniProt id="ABCG4_HUMAN">
<AC>Q9H172</AC>
<AC>A8K1B5</AC>
<AC>Q8WWHO0</AC>
<AC>Q8WWH1</AC>
<AC>Q8WWH2</AC>
</UniProt>
<HTP id="HTP_000505"/>
<PDBTM id="5do7">
<Chain id="A" tmsOverlap="124" tmsSequenceiltitg="27"/>
</PDBTM>
<TargetTrack id="TransportPDB-0722" sequencetithe="100" overlap="646" status="membrane
protein solubilized"/>
<TargetTrack id="TransportPDB-0650" sequencetithe="100" overlap="646" status="expressed"/>
<TargetTrack id="TransportPDB-0045" sequencetithe="100" overlap="646" status="cloned"/>
</CrossRef>
<Cluster id="0139">
<Homologue id="TSTMP_000546" sequenceldenti®s-"overlap="618"/>
<Homologue id="TSTMP_000013" sequenceldentii2-"overlap="646"/>
<Homologue id="TSTMP_002649" sequenceldentid8*"overlap="615"/>
<Homologue id="TSTMP_000545" sequenceldentids-"overlap="626"/>
</Cluster>
<Sequence length="646" numTM="6" checkSum="d188884a5e5de30cf20d38ab4dc4">
<Seq>MAEKALEAVGCGLGPGAVAMAVTLEDGAEPPVLTTHLKKVENHITEAQRFSHLPKRSA
VDIEFVELSYSVREGPCWRKRGYKTLLKCLSGKFCRRELIGIMGPSGAGKE-MNILAGYRESGM
KGQILVNGRPRELRTFRKMSCYIMQDDMLLPHLTVLEAMMVSANLKLSEKQEVKKELVTEILTA
LGLMSCSHTRTALLSGGQRKRLAIALELVNNPPVMFFDEPTSGLDSASCFQVSLMKSLAQGGR
TICTIHQPSAKLFEMFDKLYILSQGQCIFKGVVTNLIPYLKGLGLHCPTYHNPADFIIEVASGEYG
DLNPMLFRAVQNGLCAMAEKKSSPEKNEVPAPCPPCPPEVDPIESHTFATSTQFCILFKRTFLSI
LRDTVLTHLRFMSHVVIGVLIGLLYLHIGDDASKVFNNTGCLFFSMLFLMF AALMPTVLTFPLEM
AVFMREHLNYWYSLKAYYLAKTMADVPFQVVCPVVYCSIVYWMTGQPAETS RFLLFSALATA
TALVAQSLGLLIGAASNSLQVATFVGPVTAIPVLLFSGFFVSFKTIPTYLQWSSYLSYVRYGFEGVI
LTIYGMERGDLTCLEERCPFREPQSILRALDVEDAKLYMDFLVLGIFFLALRLLAYLVLRYRVKS
ER</Seq>
</Sequence>
</TSTMPIltem>

16. abra. Az adatbazis egyik rekordjat (UniProt ID: ABCG4_MIAN) leir6 XML fajl.

4.3. Az adatbazis jellemzése

4.3.1.Klaszterek
Az adatbazis fehérjéilb 346 klasztert épitettiink, amelyek 6sszesen 2fehérjét
tartalmaznak. Az egyes fehérjék kozotti kapcsolat enutatja, hogy az egyik
szerkezetének az ismerete segitheti a masik femégiellezését. A legnagyobb klaszter
685 G-fehérje kapcsolt fehérj@hall; amely 24 3D, 239 modellezléeés 422 célpont

szekvenciat tartalmaz. A legtébb célpont homologgatlelked fehérje is innen kertdl
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ki: az Olfactory receptor 8STehérje szerkezetének megolddsa majdnem 400 éehérj
szamara jelenthetne homoldgia modellezéshez aleel szerkezetet.

4.3.2.3D kategoria

A becslések szerint a transzmembran fehérjék légess foldjainak mindbssze
egy6todét sikerilt eddig feltérképeZniés ez az arany még rosszabb, ha a huméan
transzmembran fehérjéket nézzik. A 3 102 fehérjésszesen 60 rendelkezett az
G-fehérje kapcsolt receptorcsaladbdl szarmazdéh@rjének pedig nincs homoldgja az
adatbézisban. 32 fehérjenek van 7 transzmembrambjaggde ezek egyittes
figyelembevételével sem lehet minden 7 transzmembégioval rendelkdy fehérjét
megbizhatdban modellezni. Tovabbi 14 fehérje reredgkk 4, valamint 7 fehérje 6
transzmembran régioval. Megvizsgaltuk a megoldaterkezetek szekvencidinak
hosszét is. A szerkezetek majdnem kétharmada 38002aminosav kdzotti hosszusagu

volt.

4.3.3.Modellezhet® kategoria
A modellezhet csoportban 606 olyan fehérje talalhatd, amelyekégalabb egy olyan
templat szerkezet van, amelynek szekvencia-azogas&s®-nal nagyobb (17A abra).
Egy fehérje modellezhé&tégének megallapitdsahoz mind szerkezeti, mind
szekvencialis, mind topologiai informéciét felhadltunk. A ,Legjobb célpontok” lista
(lasd 4.3.4 fejezet) éish0 szerkezetének megoldasaval a modellékretama 797-tel
emelkedne (606-rél 1 403-ra, 17B abra), mig azaik@ivetked 50 fehérje tovabbi 134
fehérjét tenne modelleztie® (17C 4bra).
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17. &bra. A csoportok aranyanak valtozasa az adatbazisban.
A) Jelenlegi helyzet. B) a ,Legjobb célpontok” dstl$ 50 szerkezetének megoldasa
utén. C) Az el§ 100 szerkezet megoldasa utan. (Piros: 3D, sargdelhezhed, kék:

célpont).

4.3.4.Célpont kategoria
A célpont fehérjék csoportja tartalmazza azokatelaéfieket, amelyekhez sem 3D
szerkezet, sem megfaleiinésédi homoldg szerkezet nem all rendelkezésre, ezeket a

fehérjéket javasoljuk kristalyositasra.

Ezeket a fehérjéket sorba rendeztik aszerint, hégy céelpont homoldgjuk van, és a
listabdl kivalasztottuk a legtébb homoldggal relkded fehérjét, ez lett a ,Legjobb
célpontok” lista (18. abra) élsleme. Az eredeti listabdl eltavolitottuk ezt hégét és
az 0sszes homologjat, és Ujbdl sorba rendezésadidig ismételtik az eljarast, amig

csak olyan fehérjék maradtak, amelyeknek nincs hagyk.
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The most JAKIEN TMPs for
structural genomics

The most wam list shows, how the human transmembrane proteome could be modeled with the minimum number of steps (i.e.
with the smallest number of crystallized proteins). We have sorted the proteins based on how many target homologues they have,
then selected the one with the most relative. Then we removed all entries from the list that could be modeled based on the selected
protein(s) and iterated this process until every human transmembrane protein were covered

Number of entries: 335 Download selected item(s)

#TM #Homologues

# Identifier Name segments #TargetTrack (targets) Cluster
B I Offactory receptor 851 7 1 418 (396) 0005
I Solute carrier family 22 member 7 12 2 23(21) 0119
Putative adhesion G protein-coupled 7 1 21(20) 0084

receptor E4P I

] . Palmitoyltransferase ZDHHC5 4 0 14 (14) 0055
I Taste receptor type 2 member 3 7 1 24 (14) 0125
: I Monocarboxylate transporter 4 12 1 13(13) 0263

18. 4bra. A ,Legjobb célpontok” lista.

4.3.5.Konnyen és nehezen modellezhitehérjék
A munka soran elkészitettink tovabbi két listé imodellezhét fehérjéklsl. Ezekhez
a listakhoz szikség volt az egyes modellezhtthérjekhez javasolt PDBTM
szerkezetek transzmembran régidinak atlapolasasasfsenciaazonossagara. Az egyik
lista tartalmazza azokat a modellezhdehérjéket, amelyekhez van legaldbb egy
modellszerkezet, ahol a transzmembran régiobah aaenossag legalabb 50%. Ezt a
listat nevezzik a konnyen modellezh&thérjék listajanak, ami 237 rekordot tartalmaz.
Ezekl®dl a fehérjékhez a rendelkezésre all6 szerkezetagjéa legalabb kozepes
minésédi modellek épithék viszonylag egyszéen.

A masik listaban ehhez hasonléan a nehezen moletiefehérjéket gyjtottik dssze,
amelyekhez j6 modellt nagyobb kihivas épiteni. Hista azon fehérjéket tartalmazza,
amelyekhez nincs olyan PDBTM bejegyzés, ahol asmaembran régiéban valo
azonossag 25%-nal nagyobb lenne. A listan 50 fetszgrepel.
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4.4. Az adatbazis statisztikai

4.4.1.Szamitott allapotok
A létrehozott munkafolyamatot nemcsak a forrasaasiok jelenlegi allapotara, hanem
az elmult évek adataira is lefuttattam. Az adatlapjan elmondhatd, hogy a korabbi
évek feltételezett ,Legjobb célpontok” listajardyék fehérje szerkezetét sem oldottak
meg, ugyanakkor sok kozuluk modellezive valt. Az is nyilvanvalé az adatok alapjan,
hogy inkdbb olyan szerkezeteket oldanak meg, arklegze mar van valamilyen
homolog fehérje. Ezek megoldasa nyilvanvaléan egilbh a mar megley
protokollok, kisérletek alapjan. A 2016-ban 3D amtipa sorolt fehérjék kozul
mindbdssze 26,7% volt azoknak az aranya, amelyeleléz évek soran célpont
allapotbdl egybl 3D kategoriaba kertiltek (azaz nem volt k6zbenaolgv, amikor
modellezhaik voltak).

Az adatokat extrapolaltam 2016 utani évekre isydigmbe véve a 3D fehérjék
novekedésének eddigi ttemét, valamint, hogy hoggdtozna a modellezh&éfehérjek

szama, ha a ,Legjobb célpontok” lista sorrendje rinzetorténne a fehérjék
kristalyositasa. Ezt ©sszehasonlitottam azzal attedés amikor a kristélyositando

fehérjéket véletlenszéen valasztanank ki (19. 4bra)

3000

2500 I

2000 64%
1500

1000 . 34%

500

Fehérjék szama

0 ______-I.I

2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020
Ev
1¢. 4bra. A fehérjék eloszlasanak valtozasa az évek fluggiaery.
2016 utan az adatokat extrapolaltuk a korabbi négék ttemét figyelembe véve
(piros: 3D, sarga: modellezléekék: célpont, fekete: véletlen kivalasztas). Fékel
jeléltem azt a vonalat, ahol a modellezhigthérjék oszlopai futhanak abban az esetben,

ha a j6wben véletlen médon valasztanank ki a fehérjékstddgrositasra.
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4.4.2. TargetTrack

A TargetTrack adatbazis informaciot tartalmaz ayeegfehérjék kristalyositasanak
elérehaladasardl. A honlapon elérhelgy statisztika (2. tablazat), ami azt mutatjayyho
az egyes célpont fehérjék a homoldgjaik szamarszesbportositva milyen statuszban
vannak. A tablazatbdl latszik, hogy nagyon kevéskaak a fehérjéknek a szama,
amelyek kristalyositasa@kthaladott allapotban van, és sok homologgal réedakk.
Az egyik ilyen fehérje a 22 homoléggal rendelké&olute carrier family 22 member 1
amelyet mér sikerillt megfetin tisztitani. Ezzel szembeselectedstatuszban — azaz
kristalyositasra kivalasztva — sok olyan fehérjen,vami csak 1-2 homoldggal
rendelkezik, azaz kristalyositasuk a szerkezetiefé@désének szempontjabdl nem jarna

sok haszonnal.

Homolégok szama

z%rtﬂzgrac" 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
selected .543226923771210651744 31 25 8 3 1
cloned 1519 7 3 6 4 3 3 1 2 1 2
expressed 2410 9 7 4 7 5 2 3 1 1 2 5 1 1 2 1 1

work stopped 9 6 2 3 2 5 2 3

other 4 1 1

soluble 3 1

meoweron |45 plaE 2 i

purified 11 4 3 5 1 2 2 1 2 1
crystallized 2

diffraction 1 1

2. tablazal. A célpont fehérjék megoszlasa homoldgjaik szanmaistlyositasi

folyamatban le allapotuk szerint.

4.5. Osszehasonlitas mas adatbazisokkal
Elvégeztik az adatbazis 6sszehasonlitdsat, mamlbaglt szolgdlé adatbazisokkal, a
2011-ben keészilt 3DSpecs és a 2013-ban késziilt Medinembrane adatbazisokkal
(3. tablazat). Ehhez az dbbiekben bemutatott, a korabbi évekre futtatottt@ds

hasznaltuk, mivel ezek az adatbazisok elkészulégiikem lettek frissitve.
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Modbase

——. 3DSpecs TSTMP
_Szekvenpiélis Azonossag Azonossag Azonosség
informacio Topolégia
Szerkezeti informacio Homolégia-modellezés  Foldfelismerés TfMP sp_ecn‘llfus
oldfelimerés
TMP sz(irés TMHMM TMHMM CCTOP
Frissités 2013 2011 2016

3. tAblazat. A TSTMP adatbazis 6sszehasonlitisa mas adatbkalsok

Az egyes modszerek mas-mas definiciét hasznaltiarszmembran fehérjékre, az
egyik a 2, a masik a 3 TMH-val rendelketehérjékkel dolgozott, valamint mindkétt
egy masik topolégiabedslalgoritmussal, a TMHMNf-el dolgozott. Az altalunk
hasznalt CCTOP algoritmus topoldgiabecslés pongassgdbb mint 20%-kal nagyobb,
igy pontosabb kiinduléhalmazzal dolgoztunk. A mask modszer jeledsen
felulbecstli a modellezh&tés megoldott szerkezettel rendelikdehérjék szamat (20.
abra) — koszonhé&b annak, hogy az egyik csak szekvencidlis inforgtdloasznalt, a
masik pedig nem transzmembran specifikus foldfedigst, mi pedig mind
szekvencialis, mind szerkezeti, mind topoldgiaomiaciét felhasznaltunk.

TSTMP 3DSpecs

Modbase/membrane

2C. abra. A TSTMP adatbazis 6sszehasonlitasa méas adatbkalsok
A szamok a modellezhiets meghatarozott 3D szerkezettel rendélkebérjék

egyuttes szamat jelentik.
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4.6. Esettanulmany
Az adatbazisban lévinformaciok, adatok nemcsak a szerkezetmeghatsinozahanem
a transzmembran fehérjek modellezéséhez is U] tAmposzolgaltatnak. Ennek

illusztralaséara a kovetkézsettanulmanyt végeztem.

Az EVFold harmadlagos szerkezet predikciés algaréinihonlapjan elérh&tegyik
fehérje, a human ABCG2 transzporter (UniProt ID:@®2_HUMAN). Konszenzus
topologia predikciéo alapjan ennek a fehérjének thabhszmembran szegmense van

(21. &bra), és ezt az informéciét epitdp jelolékémdrietesen is medeitettéR®,

ik
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21. 4bra. Az ABCG2 transzmembran fehérje topolégiaja
Az EVFold honlapon az &te kiszamolt szerkezet 7 transzmembran régiétinaaia
(22. abra), valdszitileg a topoldgiabecsléshez hasznalt algoritmus hgvédikcioja
miatt, vagyis ez a szerkezet biztosan tartalmazathiBz ABCG2_membrane Pfam
domén (PF01061) tdbbszords illesztésének haszmadlatéfutatott foldpredikcio is
hibas eredményt, 5 transzmembran régidval rendékkeerkezetet ad (2abra), mivel
a Pfam illesztés nem tartalmazza az utolsé transwrén hélixet, igy hiaba adjuk meg

a bemenetben a helyes topologiat, mégis rossz émdnkapunk. Amennyiben az
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alapértelmezett bedllitAsokkal futtatiuk az algoust, szintén nem kapunk jo
eredményt, a tobbszords illesztésben a 6. memlgiédbriglenty oszlopok kiesnek,
mivel ezek az oszlopok sok szekvenciaban hézagtk@almaznak, és ezért az

algoritmus kihagyja azokat.

A j6 megoldast a helyes topolégia megadisa medletielyes szekvenciaillesztés
megadasaval lehet elérni (23bra): vagy a Pfam illesztését kell kiegésziteni a
kihagyott szekvenciarészekkel, vagy azon parambgaliitasait kell valtoztatni, hogy
mennyi hézag engedléetneg az illesztés egy oszlopaban ugy, hogy az iaiges ne
hagyja ki ezeket az oszlopokat. Mind a két modsteetérheb, hogy a becsiilt
szerkezet végul hat transzmembran hélixet tartaiorazReferencia szerkezetként a
human ABCG5 megoldott szerkez&féhasznaltam (PDB id: 5do7). Az ABCG5
kisérleti és ABCG2 becsiilt térszerkezetének ilissitor kapott RMSD érték 7,38 A,
ami nagyon jénak mondhaté. A kihagyandé hézagoknamak csdkkentésével becsult
szerkezet ABCG5-re val6 illesztése 5,55 A RMSDetlenényezett (22bra).
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22. abra. A human ABCG2 modellje.
A) 7, B) 5, C) 6 transzmembran hélix topoldgia @agkészilt modellek. D) a 6
transzmembran hélixes modell (sarga) illeszkedeFBLG5 szerkezetére (kék).

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a transzm@miehérjék szerkezetének
predikci6jahoz elengedhetetlen a minél pontosablpolégiabecslés, hogy a
transzmembran hélixek megfdleh modellezhék legyenek; valamint a tobbszorés
illesztés létrehozasakor is figyelni kell arra, iagtranszmembran régidkat lefedjuk a
korrelalt mutaciés szamitasokhoz igényelt megbeteénnyiséf szekvenciaval.
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4.7. A predikcios modellhez 6sszedijtott adatok
A kristalyositasi folyamat egyes |épéseihez Ossgéily adatok szamat a 4. tablazat
tartalmazza. Ahogy a folyamatban haladunk el természetesen egyre kevesebb adat
all rendelkezésre, hiszen az egyes lépések negdtthalmazaiban lévegyedeiél
semmit sem tudunk a kovetkelépésekben. Az adatkészlet minden egyes eleméhez 9

magyarazo valtozot szamoltam ki.

Lépés Pozitiv Negativ
Szolubilizalas 1965 1000
Tisztitas 1469 518
Kristalyositas 443 800

4. tablazat. A predikcios programhoz dsszdigytt adatok szama a kristalyositasi

folyamat egyes lépéseiben.

4.8. A betanitott modellek kiértékelése

4.8.1.A modellek teljesitménye

A Kkilénbod lepésekre készdil predikcios programok koéziul dolgozatomban a
kristalyositasi lépésre keészilt modelleket ismentet A betanitott modellekhez
kiszamitottam az irodalmi beveaben ismertetett mészamokat (5. tablazat, 23. abra).
Megallapithatd, hogy az ROC-AUC-re optimalizalt ratbek a linearis SVM
kivételével mind jobb eredményt adtak, mint a PREAk® optimalizaltak. Az eddigi
vizsgalatokbdl az is valés4isithet, hogy ezekre az adatokra a véletlenéejabb
predikciét ad, mint a kilonbézSVM modellek, a ROC-AUC-re tréningezett véletlen
erds is a legtbbb mérés szerint dsszehasonlithatd, yelgy eredményt ad, mint a
radialis SVM, ami a legjobb az SVM modellek kézdl.
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23. abra. A betanitott modellek 6sszehasonlitasa.
Kék: PR-AUC-re, piros: ROC-AUC-re optimalizalt maieé.
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Optimalizacio

Modell (AUC) Szenzitivitas ~ Specificitas PPV NPV F1 MCC Pontossag
Radidlis SVM ROC 0.642 0.854 0.772 0.757 0.701 0.512 0.762
Radialis SVM PR 0.618 0.844 0.761 0.734 0.682 0.479 0.744
Linearis SVM ROC 0.602 0.809 0.691 0.741 0.643 0.421 0.723
Linearis SVM PR 0.612 0.822 0.715 0.744 0.660 0.446 0.733
Polinomialis SVM ROC 0.645 0.837 0.736 0.770 0.687 0.494 0.758
Polinomialis SVM PR 0.616 0.827 0.725 0.744 0.666 0.456 0.737
Véletlen erd 6 ROC 0.700 0.858 0.762 0.815 0.729 0.567 0.796
Véletlen erd 6 PR 0.691 0.854 0.755 0.809 0.722 0.554 0.789

5. tablazat. A modellek teljesitménye. A félkdvérrel szedetekek minden oszlop

legmagasabb értekét mutatjak.

A vizsgalt modellek kozil a harom legjobban teli@dROC gorbéjét is abrazoltam
(24. abra). A ROC gorbe alapjan is megallapithat@latlen erd modellek SVM-nél
jobb teljesitménye, ugyanakkor azoldbiek kozott a gorbe alapjan nem téhet

kulonbség.
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24. abra. Modellek teljesitményének 6sszehasonlitasa.
(Kék: véletlen erd — ROC-AUC, piros: véletlen eéd- PR-AUC, sarga: SVM — ROC-
AUC)
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A tovabbiakban a legjobbnak itélt, ROC-AUC-re ogiipalt modellt vizsgalom.

Abrazoltam a modell minden kereszteberési lépéshez tartoz6 ROC gorbéjét,
valamint az atlagos gorbét (25. abra). Ezzel a faftrdzolassal képet kaphatunk arrdl,
hogy a tanitéhalmaz véltozasa mennyiben befoly@saljmodell teljesitményét. Az
egyes lépésekre nagy a gorbék szérasa, §slent eltérnek egymastol, a modell

teljesitménye tehat nagyban fligg attol, hogy arokdaelyik részén tanitjuk be.

0.8

Valds pozitiv arany
04

S T
0 0.5 1

Fals pozitiv arany

25. abra. A véletlen erd modell keresztellgirzés alapjan készult ROC gorbéi.

(Fekete: atlagos gorbe, szirke: a kereszt@lss egyes lépéseiben készult gorbek.)

A modell teljesitményének novelésére tobb lébéeg all rendelkezésre. Blent,
novelhetjik a paraméter optimalizalasnal azon éatik szamat a jelenlegi 15 helyett,
amelyeket az algoritmus véletlengiam kiprobal. Masodszor, az egyes szekvenciakhoz
tobb valtozét kiszamolva (példaul AAlndex alapjanasodlagos szerkezetbecslést,
csuszobablakot, stb. alkalmazva) olyan valtozokdélhatunk, amelyek segitik az
adatpontok minél optimalisabb elvalasztasat. Hasnaid egyes valtozokat mas
formaban (példaul az értékek logaritmusat vévelipsobalhatjuk, bizonyos esetekben

ezzel is jobb modell hozhato létre.

4.8.2.Teljesitmény fliggetlen tesztadatokon

A modell teljesitményét a tanitbhalmaztol fliggetiesztadatokon is vizsgaltam. Ehhez
a PDBTM adatbazisbol a 2016.06.03 verzid utani dygéseket gyjtottem ki, ezek

alkottdk a pozitiv teszthalmazt. A negativ teszttehoz a TargetTrack adatbazisbol
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kivalogattam azokat a bejegyzéseket, amelyeket .2Q1BL és 2015.07.01 kozott
frissitettek, ésRurified’ vagy ,Mass Spec verifiedolt az utols6 bejegyzett statuszuk.
Az utébbi idBpontok meghatarozasaban a tanitbhalmaz kialakidésalkalmazott
logikat kdvettem, abban a lépésben ugyanis netgpalimazba csak aVork stopped’,
illetve a 2015 ditti, be nem fejezett statusziu bejegyzések keridkellivel a tanito-és
a teszthalmaz létrehozasa kozott fél év telt edrtefel évvel elcsusztattam ezt a
kritériumot, és az igy kapott bejegyzések alkottiakegativ adatokat. A halmazokbdl
kihagytam azokat az egyedeket, amelyek legaldbb 40Q%nossagot mutattak a
tanitdhalmaz barmelyik elemével, valamint a tedmthat is CD-HIT-tel klasztereztem
40 %-ra. Ezekre a halmazokra ugyanugy kiszamoltaiisazes valtozo értéket, majd a
betanitott modellt hasznalva, becslést adtam azeé&segyed csoportjara. A pozitiv
teszthalmazban 88, a negativban 29 egyed volt. gathe egyedek alacsony szama
valosziriileg annak koszonh&thogy 2015-ben ért véget a PSI program, és endén

minden kdzremkods centrum frissitette az adatbéazist rendszeresen.

becslult osztaly
val6s osztaly pozitiv negativ
pozitiv 106 54
negativ 2 27

6. tAblazat. A figgetlen teszthalmaz becslésével kapott iganséx.

A teszthalmazon kapott eredményeket a varakozasmgjfeleben rosszabbak, mint a
keresztvalidacioval kapott értékek. Az igazsagmbéi (6. tdblazat), valamint a
specificitas értékald (7. tablazat) latszik, hogy a modell jelésen felllbecsili a
negativ osztalyba tartozé elemeket, ugyanakkorsatacaz alpozitiv becslések szama.
Ez val6szifleg annak kdszonh&t hogy a tanitbhalmaz kiegyensulyozatlan volt a
tanitas soran, és még az alkalmazott technikakkalniintavételezés, ROC-AUC-re
tanitas), sem sikerult ennek a hatasat teljes Rigtekikiiszobolni. A modell tovabbi
optimalizalasa sordan meg kell keresni azokat aliov@nddszereket, paramétereket,

amelyek megfelél beallitasaval ezek az értékek javithatok.
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Mérészam
Szenzitivitas
Specificitas
PPV

NPV

F1

MCC

Pontossag

7. tAblazat. A flggetlen teszthalmazon kapott eredmények.

4.8.3.A predikcié integralasa az adatbazisba

Erték
0.981
0.333
0.663
0.931
0.791
0.432

0.704

A modellt felhasznélva, Ujra megvizsgaltuk, hogydakulna a modellezh&tfehérjék

szamanak alakulasa, ha csak azokat a fehérjéketjiehfel a Legjobb célpontok

listara, amelyeket az ddetes modell kristalyosithatonak becsul

(26. abra).

Megallapithat6, hogy az eredeti listdhoz képedtat@an nem csokken nagymértékben

azon fehérjék szama, amelyek modellegket

3000
2500
2000 -

1500

Fehérjék szama

1000

500 -

2008 2010 2012 2014
Ev

26. abra. A fehérjék eloszlasanak valtozasa az évek fluggiéery.

(Piros: 3D, sarga: modellezbigkék: célpont, szlirke: véletlen kivalasztas, feket

kivalasztas predikcios eredmények bevonaséaval).
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5. Osszefoglalas, kitekintés

A transzmembran fehérjéknek minden sejtikddésében fontos szerepe van és
rendellenes rikodésiik sulyos betegségek kialakulasahoz vezethegk ellenére, a
mai napig 60, a fehérjék transzmembran régidieselp lefed human transzmembran
fehérje szerkezetét sikerllt megoldani, valaminvabdi koralbelil 600 fehérje

szerkezete modellezlietugyanakkor ezek gyakran egymassal rokon fehérjek.

A munka soran elkészitettiink a TSTMP adatbazisgharartalmazza mindezeket a
fehérjéket, a hozzajuk tartozo, illetve modelledh&thérjék esetében a sablonként
szolgalé szerkezetek. A célpont fehérjglkkésztettilk a ,Legjobb célpontok” listéat,
amely azokat a human transzmembran fehérjeketnezaa, amelyek szerkezetének
meghatarozasaval a lebetlegtébb masik human transzmembran fehérje lenne
modellezhet. Az adatbazist més, kiegésriddatokkal és esettanulmanyokkal egyutt
elérhetvé tettik. A munkdbdl készult publikacido a Nucléidids Research folydirat

2017. januér 1-jén megjelent Database szamabiik teizz&°.

A membranfehérjék kristalyositasat mas modon igukudszamitasokkal segiteni.
Transzmembran fehérjékre jelenleg nem elérh@yan predikciés program, amely
becslést adna a kristalyosithatésagra. Egy ilyedath&idolgozasaba kezdtem bele, a
megfeleb adatbazisokbol dsszevalogatva, sajat programdidkaBmolva a sziikséges
adatokat. A létrejott adatokon a folyamat egyikélegre betanitottam és kiértékeltem az
adatokat, valamint &tetes vizsgalatot végeztem arra, hogyan befolyasam
adatbazisban mar megtevadatokat. A kristalyositasi folyamat tobbi lépésé
modellek betanitasa jelenleg is folyik, valamintnden |épésre el fogom végezni a

modellek optimalizalasat is.

A végd modellek alapjan olyan szervert szeretnénk lérehoamely szabadon
elérheb, és hasznalhatdé a transzmembran fehérjék kristiiganak becslésére.
Ezenkivil futtatni szeretnénk a teljes TSTMP adatva is, és Iétrehozni egy olyan
.Legjobb célpontok” listat, amely ezen adatokatfiggelembe veszi. A programbdl

készUlt publikaciot végil majd tudomanyos folydwat szeretnénk k6zzé tenni.
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