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Egyszer( elemzések (lasd Expasy Tools)

Fehérjeazonositas

« AACompldent: fehérje azonositdsa aminosav-6sszetétel alapjan. Megadhaté még az izoelektromos pont (pl) és a
molekulatémeg (Mw). Eredmény: rangsorolt lista a SWISSPROT-ban |év8, a megadott adatokhoz kdzeli paraméterekl
rendelkezd fehérjékrdl. Tavoli homoldgiak detektalhatok ezen a médon!

« PROPSEARCH: A megadott szekvenciabdl (csak az aminosav-6dsszetételbdl) 144 tulajdonsagot szamit ki (pl. nagy és
kis oldalldncok részaranya, atlagos hidrofobicitas, atlagos toltés, bizonyos dipeptidek gyakorisaga, stb.) Ezek alapjan
keres hasonl6t a szekvenciaadatbazisokban. Tavoli homoldgiak detektalhatdak vele!

Fehérjeazonositas tomegspektrometriai eredmények alapjan

Tdmegspektrometria: valamilyen specifikus proteazzal (pl. tripszin) valé emésztés utdn megadja a kapott peptidek pontos
molekulatémegét. Ennek alapjan a fehérje azonosithaté.

Leggyakrabban hasznalt médszer: MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation Mass Spectrometry)
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« MOWSE: megadva az emésztéshez hasznalt proteazt és a peptidtdmegeket, rangsorolt listat ad az OWL adatbazisba
Iévd, a megadott adatoknak megfeleld fehérjékrdl

Fizikai tulajdonsagok a szekvenciabal

* ProtParam: a szekvenciabdl egy sor mennyiséget szamit ki (Mw, pl, aminosav— és atomdsszetétel, extinkcids
koefficiens, stb.)

 PeptideMass: a megadott szekvencia proteolitikus emésztési fragmentumainak témegét szamitja ki

» SAPS (Statistical Analysis of Protein Sequences): rengeteg fizikai és kémiai informaciot szamit a szekvenciabol
(aminosav-0sszetétel, téltéseloszlas, pozitiv és negativ toltésh klaszterek, mintazatok, hidroféb szegmensek, repetitiv
régiok, periodicitas, stb.)

Térszerkezet—predikcio

A probléma bonyolultsaga

minimumat adja.

« Egyszer( modellekben kimutathaté: a feladat in. NP—-nehéz, vagyis a megoldasahoz sziikséges id6 a (fehérje)mérette
nempolinomidlis fuggvény szerint (hanem anndl gyorsabban) névekszik. (Vagyis bizonyos mérethatar f6l6tt nem
megoldhaté.)

« Gyakorlatban:

¢ avalddi fehérjék szekvenciai nagyon specifikusak (evolucié soran kivalogatodtak);
¢ a predikcidhoz felhasznalhatjuk a mar ismert térszerkezeteket mint tudasbazist

« A gyakorlatban tehat a probléma kezelhetd.

A predikci6 szintjei

Joésolhatbak a fehérjeszerkezet egy—, két—, ill. hAromdimenziés aspektusai:
P PP P 128 11y
Q Qaay 175 Lol
I FFQVI 70 £ &7
T SSITR 77 £ &8
L LLSTL 120 £ I¥
W WWQED 238 £ &
Q RKQAK 169 £ 87 - .
R RRRPQ 200 &5 -
P PPPFP 24 E . -
L VITKF E 71 £ 5% 5.
T VYTLII E 14 £ ¢ -
T TTKEK E 74 £ &% wF"
I AALIV E [
K HIKKF E 90 £
I IILVI 4 £ 7
& EENGG 46 €7
G GGGTG 62 =
Q QOKRR 68 /4
L PPLYW E 118 £ 5¥
K TIFKY E 31 £ ™
E EESKK E 124 £ 85
A& TVGLG E 1 £ ¢
L LLILL E 2% £ ¢
L LLLYY E 2¢ £ ¢
D DDDDD 49 £ ¥ H o
T TITTT 72 o7 110 20 30 40 SO 60 70 80 90
G GGGGEG 62 30
e @ | | mm——
D DDDDD 102 o
D DDAKE 69 58 o -1 -2 -3 -4 -5 keallmol
T SSTTY 1 &8
T IIVIV E 14 £ ¢
L TVIVL E 0o £ 7

(1D, 2D és 3D informécio. A 2D a kontaktustérkép.)

« 1D: aminosavakhoz kothet6 tulajdonsagok, melyek 1D stringként irhatoak fel. Pl.: szekvencia, masodlagos szerkezet,
oldoszer altali hozzéaférhetdség, hidrofobicitas

« 2D: aminosavparok kozétti tavolsagok, kontaktusok

« 3D: az dsszes atomi koordinata




1D predikciok

Masodlagos szerkezet joslasa a szekvenciabol

A fontosabb mddszerek &xpasy — Tools oldalrél elérhetbek.

Moédszerek (rengeteg van, ez csak néhany példa):

Maodszer M0kodés elve Kb. pontosséag (%)
Chou-Fasman (CF) Az egyes aminosavtipusok 55
1. generaciés  |Garnier-Osguthorpe-Robson (GOR | elofordulasanak valészindsége .
GOR i) killonbdzd masodlagos szerkezpti 56
- elemekben
Lim 57
Nagano Statisztikai adatok 61
GOR Il (aminosavparok, ill. triplettek) 62
2. generaci6és  |Ptitsyn—Finkelstein Fizikai—kémiai tul. 61
Qian—Sejnowski Neuronhal6zat 60
GOR WV Szegmensstatisztika 63
Schneider 63
3. generacios NSSP TObbszords 6sszerendezések, 70
-9 LPAG neuronhalézat 68
PHD 73
JPRED .. . . .
Tobb mas médszer alapjan _
Konszenzus SOPMA KONSZENZUS 73-75
CNRS

« 1. és 2. generéacios modszerek: az egyes aminosavaknak a kilénbdzd mésodlagos szerkezetekben valé eldfordulasar
gyakorisagai alapjan dolgoznak. Pontossag <70%, béta—szerkezetre csak 28-48%, tul rovid hélixek és béta—szalak
¢ Chou-Fasman: Alfa—hélixet indit ott, ahol 6 egyméas melletti aminosav k6zll 4-nek 1,03 a hélixben levési
valoszinlsége, béta szdlat ott, ahol 5 egymas melletti aminosav kdzil 3—nak legalabb 1,0 a bétaban levési
valoszinOsége. Ezutan a hélixeket és béta—szalakat kiterjeszti mindkét iranyba addig, amig 4 egymas melletti
aminosav atlagos hélix—, ill. béta—képzési valoszinisége 1,0 ald nem esik. Béta—kanyar joslasa hasonlé médc
¢ GOR (Garnier-Osguthorpe—Robson): 17 aminosav szélesség( ablakban vizsgalja az aminosavak eldfordulas:

« 3. generacios modszerek: a vizsgalt szekvenciakhoz hasonléakat keresnek és ezekbdl tdbbszords 6sszerendezést
készitenek, majd a tébbszorés 6sszerendezésekben rejld informaciét hasznaljak fel. A tdbbszoros 6sszerendezések
informaciot tartalmaznak az egyitt mutalodé aminosavakrol (korreldlt mutaciok), ezek tdbbnyire a térszerkezetben
egymashoz kézel vannak, tehat a tdbbszoros dsszerendezés informéciot tartalmaz a fehérje harmadlagos szerkezetér

Ty

ily médon segiti a méasodlagos szerkezet joslasat.

» Konszenzusos modszerek: tobb mas maédszert (2. és 3. generaciés modszereket) alkalmaznak, az eredmények

konszenzusat veszik. Pl. JPREPEIda



http://www.expasy.ch/tools/
jpred.htm

PHD médszer (ma a legjobb, akar 77% pontossag) [Burkhard Rost]
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1. adatbazisbol kikeressiik a rokon szekvencidkat (BLAST program)

2. Elkészitjuk ezek tdbbszords dsszerendezését (MaxHom program)

3. Az 6sszerendezés sz(rése, j6 homol6gok megtartasa, Ujbdl 6sszerendezés

4. A végso 6sszerendezés alapjan mindegyik poziciora elkészitjiik az el6fordulé aminosavcserék profiljat
5. Ez szolgal bemenetként a heuronhél6zatnak

Bar a PHD médszer a legjobbnak latszik, mégsem mindig az, ezért helyes, ha konszenzus médszert alkalmazunk, ill. tébb
mabdszert egyitt.

Olddszer éltali hozzaférhetdség predikcidja

* Felszini vagy eltemetett az oldallanc
» Kezdetleges predikcié: az oldallanc hidrofobicitdsa alapjan ——> gyenge eredmény
« Jobb predikcio: evolulcios informécio bevitele tébbszords 6sszerendezések Utjan ——> 75% pontossagu joslas (PHDacc

Transzmembran hélixek predikcidja

Transzmembran fehérjék topoldgiaja

» Harom &llapot: bent, kint, membranban
« Hidrofobicitési plot: valamilyen hidrofobicitasi skéla (itt: Kyte—Doolittle) alapjan, simitassal. Pl. egy transzmembran
fehérjére a ProtScale programmal:



ProtScale output for ILSE HUMAN
4 T T T T T T T
Hphob. |/ Kyte & Dgolittle —

Score

Position

Jo, de durva becslést ad a transzmembran régidkra.

« Kifinomultabb modszerek; a tdbbszords 6sszerendezést hasznaldk itt is eredményesek (>95% pontossag) Pl. TMPREI
HMMTOP.

 Legpontosabbnak tlnik: rejtett Markov—modell (HMMTOP by Tusnady Géabor): kdzel 100%. De: kevés az ismert
szerkezet, igy kevéssé ismert a megbizhatésag.

2D predikciok
Oldallanc-kontaktusok predikcidja

» Az 8sszes kontaktusbél elvben felépithetd a 3D szerkezet
 Prébalkoztak kontaktusokat josolni a kovetkezdk alapjan:
¢ szekvencidban tavoli aminosavak egyiitt eléfordulé (korrelalt) mutacioéi
¢ statisztika
+ atlagtér—potencialok
¢ neuronhéldzatok
» Az eddigi eredmények nem kielégitbek

Fehérjeszerkezetek elemzése

Célja: a mOkodés mechanizmusanak részletes megértése, az egyes szerkezeti motivumok felismerése, jelentdségik feltarasa
Mindségellendrzes

» PDB-ben lévd szerkezetek nagy része tokéletlen, hibakat tartalmaz. A modellezéssel nyert szerkezetek még inkabb.
» MinBGségellendrzés elvei:
¢ Kémiai felépités: megvan—e minden atom, nem szakadt-e a lanc, stb.
¢ Sztereokémia: Kotéshosszak, kotésszogek, torzids szoégek megfelelnek—e az elvarhato (a j6 szerkezetek
atlagabdl szamitott) értekeknek? Nincsenek—-e tul kdzel esd atomok?
¢ Fehérjetulajdonsagok: Ramachandran—térképen a fi és pszi sz6gek eloszlasa (nincs—e valami a tiltott zénabar
stb.); oldallancok j6 kérnyezetben vannak-e, megfelelden szoros—e a hidrofob mag pakoltsaga, stb.
 Tobbféle programPROCHECK, WHAT_CHECK
* PROCHECK kimenetek pl.:


http://www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck.html
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Residue properties
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Geometriai torzulasok

Masodlagos szerkezet
A meglévd atomi térszerkezet alapjan hogyan definialjuk a benne Iévé méasodlagos szerkezeti elemeket?

» Mésodlagos szerk. definialhato a fi, pszi szogek alapjan is, de ez nem megbizhaté
* Bevalt: a hidrogénkotési mintazat alapjan (pl. hélixek: i—-—>i+4 H-koétések, stb.)
 Standard médszer: DSSP program (és adatbh&zila

« Kbdok: H: Hélix, E: Béta-szal, B: izolalt H-ko6tés, S: gorbllet, G: 3—10 hélix, stb.


pgk.dss

Szerkezeti motivumok

PROMOTIF program és adatbazis.

5CPA

Foélanc H-kotései

532 Belix_blps Helices: 5Scpa Page 1

Helix Start End Helix No. of
Number | Residue | Residue | Type |Residues Sequence

1 15 28 o 14 LDEIYDFMDLLYAQ

2 73 89 o 17 WITQATSVWFAXKFTEN
3 94 100 o 7 FSFTALL

4 113 121 o 9 FNGFAFTHS

5 143 145 310 3 am

6 174 186 o 13 YEVKSIVDFVXNK

7 216 231 o 16 XTELNQVAKSAVAALK
8 243 246 o 4 mrr

9 254 260 o 7 smwsYN
10 283 285 310 3 asq
11 286 306 o 21 OPTAQETWLGYLTIMEKTYN

Hélixek


http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/promotif/promotif.html

5 bran_abps Beta turns: Scpa Page 1
Residue numbers |Sequence| Tum Type &) (+2) (”’ i'to 3
¢ y ¢ Y Region | Distance

3 - 6 STNT 1 -68.9 -14.2 -88.1 -16.0 Al 51

4 - 7 |TNTF I 881 | -160 | -97.7 | -283 | AA 5.1

8 - 11 [NYAT| I 784 | -42 | 993 | 197 | Aa 6.1
29 - 32 |HPEL I 670 | -259 | 770 | -109 | AA 55
30 - 33 |[PELV| IV 770 | -109 | -1211 | -35.0 | Aa 5.5
41 - 44 SYEG 1 -53.1 -404 -97.8 16.0 Al 4.8
56 - 59 |GSNR| IV 664 | -1053 | 1311 | 797 | aB 5.9
67 - 70 |GIHS | VI 591 | 345 | -988 | 1173 | AP 53
69 - 72 HSRE 1 -66.6 -31.1 -74.1 -12.8 Al 59
70 - 73 [SREW| IV 741 | -128 | -827 | 654 | AP 68
89 - 92 NYGQ 11 -72.9 1224 754 -1.8 PL 5.0
% - 9% |YGQN| IV 754 | -18 | -10018 | -446 | La 65
91 - 94 |GQNP| IV 1018 | -446 | -1084 | 118.0 | aB 67
108 - 111 |EIVT | VI 776 | 388 | 1239 | 919 | 4B 59
110 - 113 |[VTNP| VI 671 | 322 | -1289 | 810 | 4B 5.5
123 - 126 |[NRLW 1 -59.2 -32.5 -96.0 201 Aa 56
133 - 136 |TSSS v 1292 | -1265 | -1113 | 422 a 66
148 - 151 |[DAGF v -150.0 85.4 64.1 343 BL 5.2
150 - 153 |[GFGK| I 519 | 1334 | 777 | 33 PL 56
153 - 156 |[KAGA| 1 603 | 1472 | 1082 | 168 | PG 67
159 - 162 SPCS 1 -54.5 -384 -72.0 -14.6 Al 54
162 - 165 |SETY I 672 | -21.0 | -1123 | 288 | Aa 5.0
169 - 172 |[YANS 11 -58.4 131.3 65.0 217 PL 54
206 - 209 [YGYT I 925 | 351 | -908 | -207 | AA 58
213 - 216 |IPDK I 595 | -23.2 | -1007 | 212 | AA 5.4
232 - 235 [SLYG| IV 882 | -496 | -1300 0.9 Aa 59
23 - 266 |IKYS v 685 | -406 | -914 | 751 | 4B 64
273 - 276 |[DTGR v -104.4 7.8 136.1 -13.6 A 6.7
275 - 278 [GRYG| I 540 | -502 | -113.0 | -258 | AA 45
277 - 280 |YGFL r 701 -133.3 -6%.0 =215 E&A 54

Béta turnok
Kdlcsbnhatéas ligandumokkal
Vizualizalhat6:LIGPLOT
.. Gly 250(C)
Ala251(C) @

Ser 190

Ser217

H-kotéseket és hidrofob felszineket mutatja

Ser 214 @*



http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/ligplot/ligplot.html

Toltésviszonyok

 Poisson—Boltzmann maddszerrel szamithatd az elektrosztatikus potencial a fehérje felszinén és kornyzzeteen:
program. Megjelenités: GRASP program (nem ingyenesek).

Surface Potential 10,000

acetilkolin—észteraz
Szubsztrat kbzelében a fokuszald hatés, stb. leirhato.
Felszinek, tregek
« A felszin meghatarozasa: Vizmolekula (1,4 angstrém sugard gémbbel modellezve) végiggorditése a felszinen

Solvent accessible surface area

Solvent probe

Hozzaférhetd felszin: a vizmolekula kdzepe altal leirt felszin
Molekuléris felszin: a vizmolekula felllete altal leirt felszin

10


http://trantor.bioc.columbia.edu/

« Standard prograniolecular Surface Package (Connolly) (nem ingyenes; szamos ingyenes program van, amelyek
rosszabbak)

Az apolaros, pozitiv, és negativ toltésd felszinrészek mas—mas szinnel jelélve

Kék szinnel jeloltik a fehérje belsejében Iévd liregeket.
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http://www.biohedron.com/

