Szakmai zarojelentés
a 75460 sz. ,,Transzmemban fehérjék elméleti szerkezet vizsgalata és tudasbazisa” cimii OTKA
palyazatrol

A palyazat sordan — a munkatervnek megfelel6en — elkészitettiik a TOPDB adatbdzis 1j web interfészét
meghajto programkdonyvtarat (XBuilder). Ez, egy C++ nyelven irt program konyvtar, amelyhez a
szintén C++ nyelven irt web toolkit (wt, http://www.webtoolkit.eu/wt) kényvtarat hasznaltuk. Ez az
interfész a modern programozoéi kdvetelményeknek megfelel, ugyanis az interfészben teljesen
szeparaltuk a modell, a megjelenés és a felhasznaldk tevékenységét megadé egységeket (MVC, model-
view-controller). Az XBuilder programcsomag lehet6vé teszi, hogy egy XML paraméter fajlban
megadott adatok alapjan teljesen automatikusan épiiljon fel és jelenjen meg egy dinamikus web oldal.
Természetesen az elkésziilt Xbuilder programkonyvtarat 6nmagaban nem kozolhettiik, mint
tudomanyos eredményt, a konyvtarat felhasznalé publikus és tudomanyos eredményeket, szervereket és
adatbazisokat leir6 eredményeket igen. Bar a TOPDB adatbazis 1j webfeliiletén még dolgozunk, és
jelenleg még nem publikaltuk, az XBuilder kdnyvtarat hasznaltuk egy 1j projekt megvaldsitasa soran is
(14sd lalabb), illetve az ebben a programkodnyvtarban levo lehet6ségeket kivanjuk hasznalni a PDBTM
1j webfelszinének a létrehozasanal is.

A palyazat els6 évben modositottuk a HMMTOP transzmembran topologia becsld algoritmust oly
moddon, hogy a meghatarozott topologiai kisérleti adatokat, még ha azok ellentmondoéak is, figyelembe
tudja venni a topologia becslés soran. Ehhez mind a optimalizacio6 soran hasznalt Baum-Welch
algoritmust, mind a becsléshez hasznalt Viterbi algoritmus kodjat modositani kellett. A HMMTOP
algoritmusrol, annak helyes hasznalatarol, valamint a moédositasokrol az ebben az idében késziilt,
felkérésre irt konyvfejezetben részletesen is irtunk (Tusnady GE and Simon I: Shedding light on
transmembrane topology, Protein Structure Prediction: Method and Algorithms , 107-136., 2010). A
modositott algoritmust — egy amerikai csoporttal egyiittmiikbdésben - sikeresen alkalmaztuk egy eddig
még ismeretlen topologiaju fehérje, a SLC20A1 jeli foszfat transzporter fehérje topologia becsléséhez.
Ez a Ill-as tipusu natrium-fiigg6 inorganikus foszfat transzporter azért keriilt a kutatok nézéterébe, mert
kidertilt, hogy szamos gamma-retrovirus ezt a transzportert hasznalja a sejthez valo kot6déshez, ami az
els6 1épése a fert6zésnek. Emiatt, nemcsak molekularis szempontokbdl érdekes ezen fehérje vizsgalata,
hanem virolégiai szempontokbdl is. Ebben a munkaban el8szor kapcsoltuk 6ssze a kisérletek
tervezését, kivitelezését az elméleti topoldgia becslés lehetdségeivel. Az errdl késziilt munkank a J.
Biol. Chem. folydiratban publikaltuk (Farrell KB, Tusnady GE and Eiden MV: A new structural
arrangement of the extracellular regions of the phosphate transporter SLC20A1, the receptor for
gibbon ape Leukemia virus., J Biol Chem 284, 29979-87., 2009).

A transzmembran fehérjék membranban val6 pontos helyzetének a meghatarozasahoz sziikséges Uj
eljaras kidolgozasa kdzben szamos problémaba iitkoztiink. Ezek koziil az egyik az volt, hogy kideriilt, a
modellezéshez hasznalni kivant APBS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver) médszer parametrizacioja
membrén fehérjékre nem hasznalhat6. Uj paraméterek
tesztelésére nekiink nem volt lehet6ségiink, raadasul
kozben megjelent egy cikk (Callenberg et al,
APBSmem: a graphical interface for electrostatic

calculations at the membrane. PLoS One. 2010 Sep
29;5(9). pii: e12722.), amelyben ezt a problémat
nagyon részletesen leirtak, és megoldottak. A cikkben
I leirt apbsmem szoftver TMDET integracioja jelenleg
O l & o — . mMég folyamatban van.
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Klaszterméret (aminosav)

1. dbra: Kontaktusban levé aminosavak klaszterméret
eloszldsa globuldris fehérjékben.
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A transzmembran fehérjék szerkezet becsléséhez, illetve a transzmembran szakaszok kodzotti
kolcsonhatasok becsléséhez az un korrelalt mutacids eljarason alapul6 kontaktus becslé modszert
kivantuk felhaszndlni. Ezért el6szor 6sszegyljtottiink tobb kontaktus becsl6 eljarast, és teszteltiik ezek
becslési pontossagat mind globularis, mint transzmembran fehérjéken. Azt tapasztaltuk, hogy bar a
valddi kontaktusok feldisulnak a becsiilt kontaktusok kozott, a becslés pontossaga, még ha az un 60—4
modszert alkalmazzuk a kiértékelés soran, sem éri el azt a szintet, ami lehet6vé tenné ezen modszerek
transzmembran fehérjék membranba dgyazott részeinek pontos szerkezeti becslését. Megvizsgaltuk,
hogy mi lehet a szerkezeti/szekvencialis oka, ezen modszerek igen alacsony becslési pontossaganak. Az
irodalomban szamos okot taladlhatunk, pl nem megfelel6 szekvencia illesztés hasznalata, nem megfelel
scoring matrix hasznalata, ,,evoluciés zaj” stb., azonban altalunk generalt mesterséges szekvenciakon
és szekvencia illesztéseken végzett becslések segitségével ezeket mind ki tudtuk zarni. Mivel a
fehérjékben levé aminosavak koordinacios szama ketténél nagyobb (1. abra), ezért nem varhato, hogy
egy konkrét aminosav valtozasat a térben mindig csak egy szomszédja kompenzalja, hanem a térbeli
szomszédok koziil barmelyik kompenzalhatja. Véleményiink szerint a kontaktus becslés alacsony
teljesitoképességének ez az alapvet6 oka, mert ezekben az aminosav parok korrelaciojat vizsgaljak a
szekvencia illesztésben, holott nagyobb klaszterek egyiittes valtozasat kellene figyelembe venni.
Jelenleg egy ilyen mddszeren dolgozunk, amely képes magasabb rendii korrelaciokat figyelembe venni
a szerkezet becslés soran.

A Contact Map WebViewer
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A kontaktusok vizsgalatat nagyban megkonnyiti, ha a
kontaktus térképen levé kapcsolatokat mind a
fehérjék térszerkezetében, mind a szekvencia
illesztésben egyszerre tudjuk vizsgalni, vizualizalni. A
projekt soran kidolgozott Xbuilder kényvtar
segitségéevel ezért létrehoztunk egy web szervert,
amely az interneten keresztiil interaktiv médon képes
egy-egy fehérje 3D-s szerkezetét megjeleniteni, a
kontaktus térképpel, illetve szekvencia illesztéssel
egylitt. A Szerver nemcsak megjeleniti ezeket az
informaciokat, hanem azokat interektiv médon 0ssze
is kapcsolja. Igy a kontaktus térképen egy adott
kontaktus kénnyen megjelenithet6 a 3D-s
szerkezetben, illetve a szekvencia illesztésben (2.
abra). A szervert CMWeb szervernek neveztiik el, és
publikussa tettiik az akadémia felhasznal6k szaméara
(http://cmweb.enzim.hu). A CMWED szerverrdl sz6lo
kozleményiink jelenleg kozlés alatt van a Nucleic

) e ~ Acids Research folyoiratban (Kozma D, Simon I and
2. dbra: CMWeb szerver. A, Menii és navigdcio; B, Teljes  snsdy GE (2012), CMWeb: an interactive on-line
kontaktus térkép; C, Informdciés mez6; D, Szerkezet . . .
nézeget6: E, Nagyitott kontaktus térkép részlet; E, tool for analysing residue - residue contacts and
Szekvencia illesztés; G, statisztikai adatok. contact prediction methods. Nucl Acids Res, Web
Server issue).
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A projekt 3 esztendeje alatt tobb konyvfejezet, illetve 6sszefoglald cikk megirasara kaptunk felkérést a
transzmembran fehérjék topoldgia becslésével illetve szerkezeti adatainak dsszegy(jtésével
kapcsolatban (Tusnady GE and Simon I (2010), Shedding light on transmembrane topology. Protein
Structure Prediction: Method and Algorithms , 107-136; Tusnady GE and Simon I (2010) Resource for


http://cmweb.enzim.hu/

structure related information on transmembrane proteins. Structural Bioinformatics of Membrane
Proteins , 45-59; Tusnady GE and Simon I (2010) Topology prediction of helical transmembrane
proteins: how far have we reached? Curr Protein Pept Sc 11, 550-61).

Az elmult évben, egy tovabbi az OTKA kutatas tamogatasaval megjelent egy cikkiink a Epigenetics
cimii folyéiratban, amelyben a belgiumi Center for Medical Genetics (Ghent University Hospital)
munkatarsaival egyiitt, egy tj, biszulfittal kezelt DNS mintakon hasznalhat6 PCR primer tervezési
algoritmusrol sz616 implementaciot irtunk le (Lefever S, Hoebeeck J, Pattyn F, Tusnady GE, De Paepe
A, Speleman F, Aranyi T and Vandesompele J (2010) methGraph: A genome visualization tool for
PCR-based methylation assays. Epigenetics 5, 159-63).



