A fehérjék térszerkezetének joslasa

1. A probléma bonyolultsaga

2. A predikci6 szintjei

3. 1D predikciok (mésodlagos szerkezet, hozzaférhetdség, transzmembran hélixek

4. 2D predikciok (oldallanc—kontaktusok, szalkontaktusok)

5. 3D predikciok (homoldgiamodellezés, gombolyfelismerés és felfizés, ab initio modellezés)

A probléma bonyolultsaga

« Altalanossagban: talaljuk meg egy tetszdleges szekvencia azon konforméciojat, amely a szabadentalpia globalis
minimumat adja.

« Egyszer( modellekben kimutathaté: a feladat in. NP-nehéz, vagyis a megoldadsahoz sziikséges idd a (fehérje)mérett
nempolinomidlis fuggvény szerint (hanem anndl gyorsabban) ndvekszik. (Vagyis bizonyos mérethatér folott nem
megoldhaté.)

« Gyakorlatban:

+ avalddi fehérjék szekvenciai nagyon specifikusak (evollcié soran kivalogatodtak);
¢ a predikciohoz felhasznalhatjuk a mar ismert térszerkezeteket mint tudasbazist

* A gyakorlatban tehat a probléma kezelhetd.

A predikcio szintjei

Josolhatbak a fehérjeszerkezet egy—, két—, ill. hAromdimenziés aspektusai:
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I FFQUVI 70 £ &7
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L LLSTL 120 £ I
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I AALIV E [
K HIKKF E 90 £
I IILYI 4 £ 2
G EENGG 46 L4
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Q QOKRR 68 /s
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K TVFKY E 31 £ =
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T TIIIT 72 o7 1 10 20 30 40 SO 60 70 30 90
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L b v C—
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(1D, 2D és 3D informéci6. A 2D a kontaktustérkép.)

« 1D: aminosavakhoz kdthetd tulajdonsagok, melyek 1D stringként irhat6ak fel. Pl.: szekvencia, masodlagos szerkezet,
oldoszer altali hozzaférhetdség, hidrofobicitas

« 2D: aminosavparok kozotti tavolsagok, kontaktusok

« 3D: az dsszes atomi koordinata

1D predikciok

Masodlagos szerkezet j6slasa a szekvenciabdl



Maodszer M0kodés elve Kb. pontosséag (%)
Chou-Fasman (CF) Az egyes aminosavtipusok 55
: eléfordulasanak
1. generacids Garnier-Osguthorpe-Robson (GOR lyai6szintisége a kiilonbszo 56
GOR II) masodlagos szerkezeti
elemekben
Lim 57
Nagano Statisztikai adatok 61
(aminosavparok, ill.
GOR Il triplettek) 62
2. generécios
Ptitsyn—Finkelstein Fizikai—kémiai tul. 61
Qian—Sejnowski Neuronhélézat 60
GOR IV Szegmensstatisztika 63
Schneider 63
NSSP Tdbbszoros 70
3. generacioés Osszerendezések,
LPAG neuronhal6zat 68
PHD 73

1. és 2. generaciés mbdszerek: pontossag <70%, béta—szerkezetre csak 28-48%, tal révid hélixek és béta—szalak.
Miért pontatlanok? Szokasos magyarazat: mert nem veszik figyelembe a szekvenciaban egymastdl tavol, de a
térszerkezetben kozel [évé aminosavak hatasat a masodlagos szerkezetre.

« 3. generaciés mbdszerek: tébb hasonlé aminosavszekvencia tébbszorés 6sszerendezésében rejld informaciot haszné
fel.

Miért pontosabbak? Az egymastdl a szekvencidban tavol, de a térszerkezetben kdzel |évé aminosavak gyakran
mutalédnak egyszerre (korrelalt mutaciok), s ez az informacié a tébbszords szekvenciadsszerendezésekben megvan
tbbbszoros 6sszerendezés tehat impliciten a térszerkezetre vonatkozédan is tartalmaz informaciét, ezaltal lehet pontos
a masodlagos szerkezet j6slasa.

PHD mddszer (ma a legjobb, akar 77% pontossag) [Burkhard Rost]
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1. adatbazisbdl kikeressuk a rokon szekvenciakat (BLAST program)

2. Elkészitjuk ezek tdbbszords 6sszerendezését (MaxHom program)

3. Az 6sszerendezés sz(rése, j6 homologok megtartasa, Ujbdl 6sszerendezés

4. A végso 6sszerendezés alapjan mindegyik poziciora elkészitjuk az eldfordulé aminosavcserék profiljat
5. Ez szolgal bemenetként a neuronhél6zatnak



Oldészer altali hozzaférhetbség predikcidja

* Felszini vagy eltemetett az oldallanc
» Kezdetleges predikcio: az oldallanc hidrofobicitasa alapjan ——> gyenge eredmény
« Jobb predikcié: evollciés informacio bevitele tobbszords 6sszerendezések Gtjan ——> 75% pontossagu joslas (PHDac

Transzmembran hélixek predikcidja

:
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Transzmembran fehérjék topolégigja

« Harom &llapot: bent, kint, membranban
« Tobb mddszer; a tébbszoros 6sszerendezést hasznaldk itt is eredményesek (>95% pontossag)
 Legpontosabb: rejtett Markov—modell (Tusnady G.): kézel 100%

2D predikciok

Oldallanc—kontaktusok predikcidja

» Az dsszes kontaktusbdl elvben felépithetd a 3D szerkezet
* Probélkoztak kontaktusokat josolni a kovetkezdk alapjan:
¢ szekvenciaban tavoli aminosavak egyiitt el6forduld (korrelalt) mutacioi
¢ statisztika
+ atlagtér—potencialok
¢ neuronhél6zatok
» Az eddigi eredmények nem kielégitdek

3D predikcidk

CASP-o0k

« CASP: Critical Assessment of Methods of Protein Structure Prediction (fehérjeszerkezet-jéslasi mddszerek kritikai
felllvizsgalata): kétévenként megrendezett "verseny" a predikcidval foglalkozé kutatécsoportok kdzott
* CASP1 (1994), CASP2 (1996), CASP3 (1998), CASP4 (2000).
* CAFASP1 (1998), CAFASP2 (200): FA=Fully Automated: teljesen automatikus médszerek ellendrzése
 Forgatokonyv:
+ Rontgenes és NMR-es csoportoktol begyQijtik azon fehérjék szekvenciait, melyek szerkezete varhatéan
révidesen ismertté valik
¢ a kutatdcsoportok néhdny hénap alatt ezekre predikciokat kiildenek be
¢ decemberben (mikor mar megvanak a kisérleti szerkezetek) 6sszelilnek és megbeszélik az eredményt; a
legsikeresebb josok elbadast tartanak; a Proteins c. folydirat kiilénszamot ad ki (a kdvetkezd év oktdbere t4ja
tehat a CASP4 eredményeit még nem kdzolték).

Harom kategoria

« Homolégiamodellezés (komparativ modellezés): ha a szekvenciankhoz van ismert térszerkezet(, a szekvenciankkal
szamottevd szekvenciaazonossagot (> 20%) mutaté homoldg, akkor annak térszerkezete alapjan épithetjik fel a mi
szekvenciank josolt térszerkezetét.



« Gombolyfelismerés (fold recognition): alacsony szekvenciaazonossag mellett meg kell talalni, van—e az ismert
térszerkezetek kdzott a szekvenciankkal kompatibilis gomboly, s melyik az. Ha talaltunk ilyet, akkor

homoldgiamodellezéssel szerkezet is épithetd.
Emlékeztetd: gomboly alatt (az angol fold sz6 forditasa) a fehérje nagy vonalakban vett szerkezetét, a polipeptidlanc gerincének hozzavetdleges térbeli lefutasat értjuk. A
hasonl6 szerkezet( fehérjék tehat azonos gombollyal rendelkeznek.

« Ab initio predikcid: nincs szdmottevd szekvenciaazonossag ismert térszerkezetl fehérjével, s nincs kompatibilis
gomboly sem, tehat a szekvenciankhoz tartozé gomboly ismeretlen. A térszerkezet—predikcio ilyenkor fizikai elvek
felhasznalasaval torténhet.

A predikci6 véarhato6 sikeressége

* A szekvencia—adatbazis gyorsabban névekszik, mint a térszerkezeti adatbazis
« Térszerkezet jobban konzervalédott, mint a szekvencia: két fehérje 30%-0s szekvenciaazonossaga esetén térszerke:
nagyon hasonlé. 20-30% kozott (szlrkileti zona) a hasonlosag kérdésessé valik, de még 10% alatti
szekvenciaazonossag esetén is eldfordulhat
« Térszerkezet—j0slas legjobban hasznalhat6 mddszerei:
¢ Homolégiamodellezés: ha az ismeretlen térszerkezetl fehérje szekvencigja >20-25% azonossagot mutat egy
mar ismert térszerkezetlével, akkor jo kdzelitd modell épithetd
¢ "Gombolyfelismerd" (fold recognition) eljarasok: az esetek egy részében kisebb szekvenciaazonossag esetén
azonositjdk a "gombolyt", ezutan pedig a homoldgiamodellezés mar alkalmazhat6 a megtalélt hasonld
térszerkezet felhasznélasaval.
« Adott szekvencia mekkora valdszinlséggel modellezhetd a fenti eljarasokkal? Attol fligg, honnan vessziik a szekvenc

4 entire genomes SWISS-PROT PDB
FoRc + UFo
FoRc + UFo

UFo

Increasing bias in data set.

(HoMo: homoldgiamodellezés, FoRc: fold recognition [gombolyfelismerés], UFo: unknown fold [ismeretlen gomboly],
UFo+FoRC: hatareset)

¢ PDB erdsen redundans: a benne 1évd szerkezetek 58%—a modellezhetd lenne mas ismert szerkezetek alapja
¢ SWISS-PROT szekvenciaadatbazis szintén torz: a benne Iévd szekvenciak kb. 30%—ara lehetne
homoldgiamodellezéssel modellt épiteni
+ Ujonnan megszekvenalt genomok fehérjéi: csak kb. 10%-ra lenne épithetd homolégiamodell; kb. 40%
felismerhetd lenne gombolyfelismeréssel, a tobbi 50% teljesen U] szerkezet
» Szerkezeti genomika: célja, hogy a genomban kodolt fehérjék kézil kivalogassa azokat a fehérjéket, amelyek
szerkezetét kisérletesen (réntgen, NMR) meghatarozva az 6sszes t6bbi fehérje homologiamodellezhetdvé valik

Homologiamodellezés
A homolégiamodellek rendkiviil hasznosak kisérletek tervezéséhez, hipotézisek felallitasahoz, stb.
Hagyomanyos maodszer: lanctoredékek dsszeszerelése
Kiindulas:
- referenciafehérjék (mas néven: templatok vagy anyaszerkezetek): a modellezendd fehérje szekvenciajaval jelentds

azonossagot mutato fehérjék ismert szerkezete
« "Uj" fehérje (méas néven: célfehérje): a modellezendd fehérje, melynek csak a szekvenciaja ismert



Referenciafeherjek:

,Uj"” fehérje szekvenciaja:

TADACFNLOLTVKIEAWDSLGIASSNP

A harom fehérjét egymasra illesztjik, igy kitanik, melyek a szerkezetileg konzervalédott régiok (SCR-ek) és a variabilis
régiok (VR-ek):

A harom fehérje szekvenciajat a térszerkezetek fedése alapjan 6sszerendezziik, majd hozzarendezziik az Uj fehérje szekvenc

A terszerkezetek szuperpozicioja:

—— Szerkezetileg konzervalodott regiok
(SCR-¢k)

e } Variabilis regiok (VR-ek)

A [ 1] r
A szekvenciak osszerendezese:

AT ATCD-FALSVEIDAYN--GIAT--SQP
(B SENQ- -VVLTVRIDAWNTMGIAN--AEG
(g SSNACR-YVLSVEIK-———— GIASHGTDP
2 EH s TADACFNLQLI AWDSLGIAS—--SNP

Az (j fehérje felépitése: az SCR-eket barmelyik referenciafehérjébdl atvehetjik:



A VR-eket egyenként megvizsgaljuk. A referenciafehérjek megfeleld VR-jei kdzll kivalasztjuk a legilleszkeddbbeket. Ha ninc:
megfeleld, akkor adatbazisban keresiink odailld hurkot.

« Oldallancok modellezése: az oldallancokat ki kell cserélni a célfehérjének megfelelére. Konformaciojuk beallitdsa: a
templatfehérjékbdl atvenni, amennyire lehet, ill. kilénféle optimalizalasi eljarasok (pl. rotamerkonformacidkkal)

« Hurkok modellezése: ha a templatfehérjék kdzott nincs megfeleld, akkor hurokadatbazisban kerestink megfeleldt, vag
valamilyen konformaciokeresd eljarast alkalmazunk



« A modell pontossaga: az SCR-ek kézepén a legpontosabb, a hurkokban a legpontatlanabb
A térbeli kényszerek kielégitésén alapulé modszer

« MODELLER program (Andrej Sali)

» A templatszerkezetekbdl térbeli kényszereket vezet le a célszerkezetre vonatkozdan (pl. atomparok tavolsaga,
atomharmasok szoge, stb.)

» A kényszereket egy célfliggvénybe egyesiti, majd random kiindulé szerkezetbdl kiindulva szimulalt hdkezeléssel
optimalizalja

« J6 mindségl szerkezeteket allit eld, kevés sztereokémiai hiba

Homolégiamodellezés a CASP3-on

 Alkalmazott médszerek: a fenti médszerek kombinacioéi, specidlis algoritmusokkal bdvitve, sok helyen emberi
beavatkozassal

* Sikeresség:
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X: szekvenciaazonossag a templattal, Y: rmsd a valddi szerkezettdl
rmsd: root mean square deviation, két szerkezet egymastél valé kilonb6zdségének mértéke, tkp. az egymasnak megfeleld atomok kdzotti tavolsagok négyzetes kdzepe.

Lathaté: kb. 30% szekvenciaazonossag folott igen j6 modell épithetd

« A nagyobb, templat nélkili hurkok és az oldallancok modellezése nem kielégitd pontossagu
« Legkritikusabb tényezd: a szekvencia—szerkezet 6sszerendezés.
¢ Az 6sszerendezést nagyon gondosan kell elkésziteni, pl. figyelembe véve a templatszerkezetekben
konzervalédott H-kotéseket, kontaktusokat, stb.

+ Az elkészilt modellt megvizsgalva az 6sszerendezésen javitani lehet, s annak alapjan jobb modellt épiteni

Gombolyfelismerés

« Tavoli homoldgok (<25% szekvenciaazonossag) gyakran azonos gombollyal rendelkeznek. A feladat ennek felismeré
 Két dolog kell hozza:
+ Egy "gombolykényvtar", ami az ismert térszerkezeteket (Jombolyokat) tartalmazza valamilyen formaban.
¢ Egy 0sszehasonlité modszer, amellyel meg tudjuk allapitani, hogy egy adott szekvencia mennyire illeszthetd,
hazhat6 ra egy adott térszerkezetre
« A mbdszer: a szekvenciankat egyenként az 6sszes gombollyal 6sszehasonlitjuk, hogy megtalaljuk, van—e koztik olya
amit a szekvenciank felvehet.
« Altalanos eljaras: felfiizés (threading): az ismeretlen szerkezeti fehérje szekvenciajat valamiképpen "fel kell fizni" az
ismert térszerkezetekre, és valamilyen potencialfiiggvénnyel értékelni kell a szekvencia és a szerkezet illeszkedését
+ Korabbi eljarasok: az oldallancok kérnyezetét vették alapul (kdrnyezet polaritasa, eltemetettség, masodlagos
szerkezet, sth.)

+ Ujabb eljarasok: a parpotencialokon van a hangsuly (az ismert térszerkezetekben talalhat6 aminosav—aminos
kontaktusok alapjan levezetett potencialfiiggvények)



FelfGzés a CASP3-on

« A hat legeredményesebb csoport médszerei:
+ Harom csoport (Jones, Sippl, Bryant) parpotencialokon alapulé pontozéfiiggvényt alkalmazott,
kiegészitésekkel:
¢ Jones csoportja és Sippl csoportja (ProFIT program): a potencialfiiggvény az aminosavparok szekvenciabeli €
térbeli tavolsagatdl is fligg; tovabba a jésolt masodlagos szerkezetet is figyelembe veszik
¢ Bryant: a kontaktpotencialokon fellll az ismert térszerkezetekben talalt, konzervalédott hidroféb magok
ismeretére is tamaszkodott
¢ K. Karplus: tisztan szekvencia alapt modszer, an. rejtett Markov—modell
+ Nishikawa, Koretke csoportjai: sokféle modszer kombinaciéjat alkalmaztak, ezek alapjan konszenzus
« Eredmények:
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A legjobb gombolyfelismerési predikciék. X: a fehérje hossza; Y: az 5 angstromnél kisebb rmsd-vel (a valédi
szerkezettdl valé eltérés) prediktalt aminosavak szama
« Lathat6: az eredmény vegyes. Néhany fehérjére j6 a predikci6, a tbbbségre elég rossz, némelyikre csapnivald
« A felflizési médszerek egyel6re nem kielégitdek (egyetlen médszer sem képes az esetek >40%—-aban helyes eredmél
adni)

Tavoli homoldgiak felismerése

Ha szekvenciahasonlésag alapjan a szekvenciankhoz nem talalunk ismert térszerkezetli homolégot, akkor segithet egy olyan
mobdszer, amely tavoli homolégokat is megtalal, s ezek k6éz6étt lehet egy olyan, ismert térszerkezet homolég, amelyet fel tudt
hasznalni a térszerkezet-jéslashoz. A gombolyfelismerés is tkp. tavoli homoldgiat detektal (felismeri a rokonsagot két fehérje

kozo6tt az alacsony szekvenciabeli hasonldsag ellenére).

« A probléma masik megkdzelitése: tisztan a szekvenciak alapjan dolgozunk
« PSI-BLAST program (Position Specific Iterated Basic Local Alignment Search Tool): a BLAST 6sszerendezés—kerest
program kiterjesztése:
¢ EI6bb egy hagyomanyos BLAST kereséssel kigyQijti egy szekvencia homoldgjait, ezekbdl tdbbsz6rés
Osszerendezést készit
¢ A tdbbszords dsszerendezéshdl elkészit egy szekvenciaprofilt
¢ A szekvenciaprofillal Ujbél keresést végez a szekvenciaadatbazison
+ Ezaltal tavolabbi homoldgokat is megtalal
« A PSI-BLAST a felflizési médszerekkel 6sszemérhetd hatasfokkal talalja meg a tavoli homolégokat, igy a
gombolyfelismerés versenytarsa lehet.

Ab initio térszerkezetjoslas
CASP3

A célszerkezetek:



3D Predictions for Ab Initio Targets

Difficulty of Targets

Az alkalmazott modszerek
Nincs standard eljaras. Sokféle, egyedi médszer:

« Skolnick és mtsai: tdbbsz6rds szekvenciadsszerendezésekbdl kényszerfeltételeket vezettek le a masodlagos és
harmadlagos szerkezetre [kontaktusok] nézve. Ezutan racsmodellként szimulaltak a fehérje felgombolyodasét; 1000
szimulacioé kozil a legalacsonyabb energiat eredményezét tekintették végleges modellnek

« Scheraga és mtsai: "egyesitett—atom" modellben (csak alfa—szénatomok) konformaciokeresés, majd "6sszes—atom"
modellben finomitas

» Osguthorpe: egyszerUsitett fehérjemodell, molekuladinamikai szimulélt hdkezelés

« Levitt és mtsai: tetraéderes racsmodellként generaltdk az dsszes lehetséges konformaciét, majd a legalacsonyabb
energiajlakat alapul véve, masodlagosszerkezet-joslast is felhasznalva, attértek "6sszes—atom" modellekre, ezeket «
komplex pontozofiiggvénnyel értékelték

» Mosberg és mtsai: masodlagosszerkezet—jdslas utan manualisan illesztgették 6ssze a masodlagos szerkezet elemeit,
hogy eltemetddjenek a hidroféb felszinek

» Baker és mtsai: 3-9 aminosav hosszusagu fragmentumokra kerestek modelleket az ismert szerkezetek adatbazisaba
majd ezeket Osszeillesztették, egy energiafiggvénnyel értékelték, majd a szemre legjobban kinézd mellett dontottek

Eredmények

» Tdbb csoportnak sikerilt >30 aminosavas fragmentumokat j6 kozelitéssel jésolni (< 4 angstrdm rmsd)
» Az alfa és az alfa—béta tipusu fehérjék architektarajat tébbnyire jol megkdzelitették
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« A tudas alapu (ismert szerkezetek adatbazisara tamaszkodd) modszerek jobban teljesitettek, mint a fizikai alapu
maédszerek

» Egészében véve komoly eldrelépés van a CASP2-hoz képest
CAFASP1

« Teljesen automatikus gombolyfelismerési médszerek tesztje
« Eredmény: joval gyengébben mikddnek, mint emberi beavatkozassal

Tovéabbi kilatasok
* CASP4: mér lezajlott, de még nem kozolték az eredményeket.
» Nagyobb szabasu predikcios projektek kezdddtek a szerkezeti genomikai programok kapcsan

« Mar van MODBASE modelladatbéazis, mely folyamatosan bdviil. A kisérletes szerkezetek meghatéarozésaval
parhuzamosan ellendrizhetdk a modellek
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