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Tiivistelma

Proteiinien toiminnan mé&édrdd niiden kolmiulotteinen rakenne eli konformaatio.
PDB:n (Protein Data Bank) tietokannassa on kokeellisesti rontgenkristallografian ja
NMR-menetelmén avulla selvitettyjd proteiinien kolmiulotteisia rakennemalleja yli
21000 ja SwissProt-tietokannassa on yhteensd 136 000 proteiinisekvenssi.
Rakennemallien selvittiminen on hidasta késity6td automaattisen proteiinin
sekvenssitiedon tuottamiseen verrattuna ja timén vuoksi on kehitetty menetelmid,
joissa kéytetddn hyvéksi rakennemallien tietoja muiden proteiinien rakenteita ja
toimintaa ennustettaessa.

Tdssd raportissa kuvataan menetelmi, jolla voidaan selvittdd proteiinien
rakenteellisia samanlaisuuksia eli motiiveja, jotka ovat jollekin piirteelle ominaisia
rakennekomponentteja ja jotka yleensd ovat myos proteiinin toiminnan kannalta
keskeisid kohtia. Menetelmissd kdytetdin kahta eri algoritmia. Ensin seitsemin
aminohapon mittaisten proteiinisegmenttien koordinaattitietojen avulla selvitetyt
konformaatiot eli rakenteet kuvataan merkkeina, jolloin koko proteiini voidaan esittda
merkkijonona (Matsuo-Kanehisa-algoritmi). Tdmén jidlkeen wuseita proteiinien
rakenteista saatuja merkkijonoja rinnastamalla (Needleman-Wunsch-algoritmi)
voidaan havaita proteiinien rakenteellisia motiiveja, jotka voidaan havannoida
rinnastuksista konservoituneina eli samanlaisina alueina.

1. Johdanto

DNA:n sekvensoinnin ja kloonauksen kehittymisen mydtd proteiinisekvenssitiedon méérd on
kasvanut eksponentiaalisesti ja lukuisten genomiprojektien mydtd sekvenssidatan méédrd vain
kasvaa. Tunnetuimpana on ihmisen genomiprojekti, jossa selvitettiin ihmisen perima.
Sekvenssimateriaalin tehokas hyoddyntdminen edellyttdd térkedtd biologista informaatiota
tuottavien menetelmien kehittdmistd sekvenssitietoa analysoimalla. Perinteinen menetelmé
proteiinien rakenteiden ennustamiseen perustuu aminohappojen ja sekundédrirakenteiden
riippuvuussuhteisiin.  Uudempi tietdimykseen pohjautuva menetelmd perustuu empiiristen
sdantdjen joukkoon, missd on sekvenssi ja rakenteellisten hahmojen suhteita. Esimerkki
tdllaisesta sdédnnodstd on konservoidun aminohappohahmon GxGxxG, missd x kuvaa mitd tahansa
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aminohappoa, ja nukleotidia sitovan rakenteellisen motiivin, Saf-yksikon, vilinen suhde.
[MK93]

Tietdmysperusteisen menetelmén onnistuminen riippuu siitd, kuinka monta sddntod
voidaan kerétd. Télloin tulisi havaita ja karakterisoida niin monta proteiinien rakenteellista
motiivia tietokantoja tutkimalla kuin on mahdollista. Rakenteiden vertailuun on kehitetty useita
laskennallisia menetelmid, mutta niiden aikavaativuus on liian suuri tietokantojen perusteelliseen
tutkimiseen, silld rakennetiedot on talletettuina tietokantoihin atomikoordinaatteina. Suurin osa
ndistd menetelmistd perustuu samanlaisten rakenteiden kokonaisrinnastukseen, jolloin paikalliset
samanlaisuudet voivat jiddd huomioimatta. [WSD99,MK93]

Matsuon ja Kanehisan kehittimén algoritmin avulla proteiinin kolmiulotteisen
rakennemallin alfa-hiilien koordinaattitiedot muutetaan symbolimerkkijonoksi. Algoritmin
kehityksessd tekijdt olivat kiinnostuneita sdéntdpohjaisesta menetelmdstd rakenteellisten
motiivien, kuten faf-yksikon, EF-kdden ja p-hiuspinnirakenteiden havaitsemisesta
supersekundééritasolla. Proteiinikoordinaattitietojen symbolimerkkijonoiksi muuttamisen jidlkeen
voidaan saatua merkkijonoa vertailla muiden proteiinien symbolimerkkijonoihin sekvenssien
rinnastusmenetelmilld. Rinnastuksen tarkoitus on 16yt sekvensseistd samanlaisia domeeneja' ja
motiiveja, ja péételld niiden biologisia funktioita tai evolutiivista sukulaisuutta. Yleisimmin
kdytetyt rinnastusmenetelmét perustuvat niin sanottuihin dynaamisiin algoritmeihin, jotka
voidaan jakaa kahteen kategoriaan: kokonais’- ja paikallisrinnastukseen®. Tavallisimmat
sekvenssivertailumenetelmét perustuvat Needleman-Wunsch—algoritmiin (kokonaisrinnastus) ja
Smith-Waterman-algoritmiin  (paikallinen rinnastus). [APS99, NW70, SWS81] Naistd
ensimmadisen algoritmin kehittyneempid versiota kdytetddn merkkijonojen rinnastamiseen, jolloin
saadaan sekd sekvenssi ettd rakenteelliset motiivit eroteltua automaattisesti. [WSD99, MK93]

2. Proteiinit

Kappaleessa 2.1 kuvataan proteiineja ja niiden rakennetta. Kolmiulotteista proteiinin
rakennemallia ja motiiveja kisitellddn kappaleessa 2.2 ja tunnetuimpia proteiinitietokantoja
kappaleessa 2.3.

2.1. Rakenne

Proteiinit ovat monimutkaisia makromolekyylejd, jotka toimivat esimerkiksi kudosten
rakennusaineina, osana metaboliaverkostoa, entsyymeind, vasta-aineina, hormoneina ja
kuljettajamolekyyleind. Rakenteellisesti ja toiminnallisesti mitd erilaisimmat proteiinit ovat osa
lahes kaikkia biologisia prosesseja. [ZPV94]

Jokainen proteiini voidaan kuvata aminohappoina, joiden liittyessd yhteen muodostuu
polypeptidiketju. Aminohappoja koodaavassa DNA:ssa on koodi jokaiselle 22:lle eri
aminohapolle, joista ihmiselle vilttdiméttomid aminohappoja on noin kymmenen. Proteiinit
voidaan jaotella rakenteen mukaan primiiri-, sekundééri-, tertiddri- ja kvaternddrirakenteisiin
(Kuva 1). Primédrirakennetta (esim. HKIWARPRPPARLA) voidaan kuvata siten, ettd proteiini
muodostuu jonosta toisissaan kiinniolevia aminohappoja. Sekundiirirakenteella tarkoitetaan

' Domeeni on proteiinirakenteen itsendisesti poimuttuva yksikko.

% Kokonaisrinnastuksessa rinnastetaan sekvenssejd niin, etti sekvenssien samankaltaisuuksia pyritiin 16ytimaan koko vertailtavien sekvenssien
pituudelta.

? Paikallisella rinnastuksella vertailtavista sekvensseisti etsitiin huomattavan samankaltaisia alueita eli paikallisia samanlaisuuksia.

52



aminohappoketjun jérjestdytymistd eli laskostumista erilaisiksi rakenteiksi, joista tdrkeimmaét
yksikdt  ovat  alfa-heliksi ja  beta-laskos.  Proteiinin  laskostumiseen  vaikuttaa
aminohapposekvenssin koostumus. Tertidddrirakenteella tarkoitetaan alfa-heliksien ja beta-
tasojen muodostaman yhden polypeptidiketjun kokonaismuotoa, kun taas kvaterniirirakenteen
muodostaa usea polypeptidiketju. Jokaisella proteiinilla on monimutkainen kolmiulotteinen
rakenne, konformaatio, (Kuva 1) johon vaikuttaa sen kemiallinen ja fysikaalinen ymparisto,
kuten pH-arvo ja lampdétila. [ZPV94, VJ03]
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A) Priméarirakenne

B) Sekundéairirakenne @
- B-1: a-heliksi ja B-2: 8-laskos

C) Tertiddrirakenne

D) Kvaternéarirakenne

Kuva 1 Proteiinin konformaatio.

2.2. Kolmiulotteinen (3D) rakennemalli ja motiivi

Proteiinien toiminnan mairid niiden konformaatio. Kaikkia proteiinien rakenteeseen vaikuttavia
tekijoitd ei tunneta, joten pelkdn aminohapposekvenssin avulla ei pystytd selvittimaan
kolmiulotteista proteiinirakennetta. Rakennemallien tunteminen helpottaa ymmértaméan
proteiinien toimintaa ja tunnettujen proteiinirakennemallien avulla voidaan ennustaa muiden
proteiinien toimintoja. Ennustamisessa tdytyy ottaa kuitenkin huomioon, ettd kaksi
samankaltaisesti  laskostuvaa (kolmiulotteisen rakenteen syntyminen) proteiinia voi
sekvensseiltdén olla tdysin erilaisia tai kahdella sekvenssiltdén samankaltaisella proteiinilla voi
olla eri funktiot. [ZPV94]

Motiivit ovat lyhyehkdja jollekin piirteelle ominaisia sekvenssijaksoja tai
rakennekomponenteja, joita esiintyy samansukuisissa proteiineissa. Motiivit ovat proteiinin
toiminnalle keskeisid alueita, esimerkiksi sitoutumiskohtia, ja tdimén vuoksi ne ovat sdilyneet
evoluution kuluessa [HKM+02]. Rakenteellisten motiivien tai paikallisten rakenteiden
ymmaértaminen ja tulkitseminen on tdrkedd proteiinien toiminnan kannalta, silld on osoitettu, etti
rakenteeltaan erilaisilla proteiineilla on samanlaisia paikallisia laskostumishahmoja, ja talldin
kyseessd olevilla proteiineilla on konservoituja toimintoja. Proteiinien tertiddrirakennetasolla
tunnetuimpia rakenteellisia motiiveja ovat fBof-yksikkd, EF-kdsi ja heliksi-kddnnos-heliksi.
Esimerkkind voidaan mainita dehydrogenaasit, joilla on rakenteellinen motiivi nimeltddn
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Rossman-laskos (fold), joka muodostuu kahdesta perdkkidisestd faf-yksikostd. Useimmilta

dehydrogenaaseilta on 16ydetty paikallinen sekvenssimotiivi GxGxxG nukleotidia sitovan alueen
ldheisyydessd. [ASP99, XSD99]

2.3. Proteiinitietokannat PROSITE ja PDB

Prosite on biologisesti merkittdvien proteiiniperheiden ja motiivien tietokanta, joka kokoaa
yhteen sekvenssihahmoja ja nithin liittyvid toimintoja. Tietokanta sisédltdd paljon erilaisia
proteiingja, joista suurin osa on ryhmitelty sekvenssihomologioiden perusteella perheisiin.
Proteiinit tai proteiinimotiivit kuuluvat tiettyyn perheeseen, joilla on toiminnallisia
samanlaisuuksia ja niin ollen ne periytyvdt yhteisestd kantaisdstd. Tutkittaessa proteiinien
sekvenssiperheitd jotkut alueet sdilyvit paremmin kuin toiset evoluution edetessi. Téllaiset alueet
ovat yleensd térkeitd proteiineille ja kolmiulotteisen rakenteen ylldpitdmiselle. Tietokantaa
kayttdmilla on mahdollista ennustaa aminohapposekvenssien perusteella proteiinin paikalliset
rakenteet ja toiminta. [TUO3, P03, WSD99]

Rakennebiologian keskeisin tietokanta Protein Data Bank (PDB) sisdltdd biologisten
makromolekyylien kolmiulotteista rakennetietoa. PDB:ssa olevan tiedon maird kasvaa nopealla
vauhdilla ja tilld hetkelld tietokannassa on noin 22810 rakennetta, joista valtaosa on proteiineja,
mutta liséksi tietokannasta 16ytyy myds nukleiinihappojen (DNA, RNA) ja hiilihydraattien
rakenteita. Rakenteet on pddosin selvitetty kokeellisesti rontgenkristallografian ja NMR:n
(ydinmagneettiresonanssispektroskopia) avulla. Kolmiulotteiset rakennemallit talletetaan
koordinaattitiedostoina, joissa proteiinimolekyylin jokainen tunnistettu atomi on maédritetty
koordinaatteineen. Koordinaattitiedoston standardimuoto on PDB-formaatti. Keskeisin asema
proteiinien kolmiulotteisilla rakennemalleilla on lddketeollisuudessa lddkkeiden suunnittelussa,
bioteknologiassa ja proteiinien suunnittelussa. [PDB03, KS00, WSD99]

3. Rakenteellisten motiivien selvittiminen

Proteiinien rakenteellisten motiivien selvittiminen perustuu kahteen menetelmiin, joista
ensimmaéistd Matsuo-Kanehisa-algoritmia kuvataan yksityiskohtaisemmin kappaleessa 3.1 ja
rinnastusalgoritmeista kappaleessa 3.2. Kappaleessa 3.3 on esitetty esimerkki rakenteellisten
motiivien etsimisesté.

3.1. Proteiinien kolmiulotteisten rakennemallien koordinaattien kuvaaminen
merkkijonoina

Matsuo-Kanehisa-algoritmi muuttaa proteiinin rakenteesta saatujen alfa-hiilien
koordinaatit symbolimerkkijonoksi. Tdmd menetelmd vastaa kvantisointiproseduuria, jota
kaytetddan  esimerkiksi  digitaalisen signaalin  prosessoinnissa ja  kuvankésittelyssa.
Kvantisointiproseduuri muuttaa jatkuvan signaalin, kuten &idnen ja kuvan digitaaliseksi
signaaliksi, jotta signaalia voidaan kisitelld tietokoneella. Yhtélaisesti tdiméd kehitetty algoritmi
tiivistdd pienten peptidisegmenttien konformaatiot diskreeteiksi hahmoiksi. Jokainen hahmo
esitetddn symbolina ja titen koko polypeptidiketju esitetdén symbolimerkkijonona. Toisin sanoen
jokaiselle tietyn mittaiselle peptidisegmentille annetaan oma symboli sen konformaation
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perusteella. Talloin on mahdollista tunnistaa konformaationaaliset samanlaisuudet, joita ei voida
erotella tavallisella sekundéérisid rakenteita erottelevalla menetelmalla.

Algoritmin kehitykseen kéytetty koordinaattidata 93 polypeptidiketjusta on perdisin PDB-
proteiinitietokannasta (heindkuu, 1989). Polypeptidiketjujen atomitarkkuus oli selvitetty alle 3.0
A' tarkkuudella ja lisiksi polypeptidiketjulla ei ollut merkittdvdd sekvenssien homologiaa
toisensa kanssa. [WSD99, MKO93] Matsuo-Kanehisa-algoritmi valitsee
proteiinisegmenttitiedostosta eri konformaation omaavia edustajia. Algoritmissa on madritelty
kaksi parametria / ja d;, missd / on segmentin pituus ja d; ndytteenottovili. Peptidisegmentin
pituus (/) valittiin kuvaamaan mitd tahansa proteiinirakenteen ’rakennuspalikkaa’. Tutkimuksien
perusteella sekunddirirakenteen yksikon pienin pituus on neljd aminohappoa (esimerkki: yhden
alfa-heliksin kierto on neljad aminohappoa). [WSD99] Koska algoritmin kehittimisessd oltiin
kiinnostuneita rakenteellisten hahmojen osoittamisesta, valittiin peptidisegmentin pituudeksi
seitsemdn aminohappoa. Talloin 93 polypeptidid sisdlsi yhteensd 15320 peptidisegmenttia.
[MK93]

Néytteenottovéli d; kuvaa etdisyyttd kvantisoitaessa peptidisegmenttien konformaatioita
(Kuva 2). Parametriarvo valittiin manuaalisesti, jotta saataisiin helposti késiteltivd midrd eri
konformaation omaavia edustajia ja saavutettaisiin sopiva homogeenisuuden taso, jolla kaikki
saman kategorian edustajat olisivat samankaltaisia toisiinsa verrattuna. Naytteenottoviliksi
médriteltiin 2.01 A, jolloin tulokseksi saatiin helposti kisiteltivd miird edustajia (Nr =37).
Kahden segmentin viliseksi etdisyyksi mdidriteltiin minimoitu neli6llinen keskiarvoetdisyys
(RMS etiisyys) kahden alfa-hiilen” vilille. RMS-etdisyydet edustajajoukon sisélld olivat 1.28 +
0.3 A, jota verrataan niytteenottoviliin dy (=2.01 A). Toisin sanoen yhden edustajajoukon eli yhti
konformaatiota edustavien peptidisegmenttien vilinen etdisyys on < 2.01 A. Tutkitut proteiinit
(93 kpl) sisdlsivdat yhteensd 15320 seitsemédn aminohapon mittaista peptidisegmenttid, joista
valittiin 37 edustajajoukkoa (Taulukko 1). Jokaiselle edustajajoukolle méairiteltiin oma symboli
(1-9, A-Z, @, #), joista yleisimpid olivat heliksit ja S-sdikeet eli symbolit N (HHHHHHH) ja #
(EEEEEEE) [H=c-heliksi, E=3-sdie]. Taulukon 1 toisessa sarakkeessa on eri segmenttien (15320
kpl) konformaatioiden jasenméddrit ja osuudet, ja kolmas sarake ilmaisee sekundairirakenteen.
[WSD99, MK93]

Peptidien (pituus 7 aminohappoa) konformaationaalinen alue

Kuva 2 Kuvaus
peptidisegmentti-
konformaatioiden @
kvantisoinnista. ” -
\ ) \

/ Edustaja

Peptidikonformaatioiden jakautuminen

! Angstrém (A) mitta vastaa 10" metrid
% Alfa-hiili = Aminohappojen atomien nimeémisessi kiytetin yleensi seuraavaa kaavaa: Paiketjun muodostavat aminoryhmi
(NDH),0-hiili (Ca) ja siihen liittynyt vety (Ha), sekd karbonyyliryhma (C=0).
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Matsuo-Kanehisa-algoritmi on esitetty pseudokoodina kuvassa 3. Algoritmissa valitaan
proteiinisegmenttitiedostosta eri konformaation omaavia edustajia. Algoritmin sy0tteend
annetaan néytteenottovéli (dy), proteiinisegmenttien joukko (S) ja edustajienjoukko (R). Joukosta
S valitaan mielivaltaisesti yksi segmentti s. Segmentti s lisdtdan edustajienjoukkoon R ja samalla
s poistetaan joukosta S. Tdmaén jilkeen kdydddn joukon S segmenttejd yksitellen I&pi niin kauan
kunnes joukko S on tyhjad eli kaikki segmentit on lisdtty joukkoon R. Joukosta S otetaan
mielivaltaisesti segmentti u ja jokaiselle joukon R edustajalle  lasketaan etdisyys segmentin u ja
edustajan r vililld. Jos etdisyys segmentin u ja edustajan r vélilldi on pienempi kuin
ndytteenottovili d;, niin tdlléin segmentti # kuuluu edustajan » joukkoon. Jos segmentin u ja
edustajan r vilinen etdisyys on suurempi kuin ndytteenottovili d;, muodostetaan uusi edustaja
joukkoon R..

Algoritmi ei ole deterministinen, mikd tarkoittaa sitd, ettd edustajienjoukko riippuu
segmenttien valintajirjestyksesti. Edustajienjoukon tulee aina toteuttaa seuraavat ominaisuudet;
a) kahden edustajan etiisyys tiytyy olla suurempi kuin néytteenottovili ja b) jokaisen segmentin
minimietdisyys toiseen edustajaan samassa joukossa tiaytyy aina olla pienempi tai yhtdsuuri kuin
ndytteenottovili. Sen jdlkeen kun edustajienjoukot on médritelty voidaan jokainen tietojoukosssa
oleva segmentti sijoittaa omaan luokkaan. [WSD99]

EDUSTAJIEN_VALINTA(ds, S, R)
/* Aluksi joukko S sisaltaa kaikkien proteiinien kaikki segmentit
/" ja edustajienjoukko R on tyhja
Valitse mielivaltaisesti segmentti s joukosta S;
Lisaa segmentti s edustajienjoukkoon R, ja poista se joukosta S;
[* kaydaan lapi kaikkien joukkoa S, jossa kaikki segmentit,
[* niin kauan kunnes se on tyhja
while S ei ole tyhja do
begin
Valitse mielivaltaisesti segmentti u joukosta S;
dist(u) & ;
for jokaiselle edustajalle r joukossa R do
begin
Laske etaisyys u ja rvalilla, d(u,r);
if d(u,r) < dist(u) then dist(u) < d(u,r);
end;
if dist(u) > ds then lisda u joukkoon R;
Poista u joukosta S;
End;

Kuva 3 Matsuo-Kanehisa-algoritmi pseudokoodina.
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Edustaja- | Jdsenien Sekundaari- Edustaja- | Jdsenien Sekundaairi-
joukko madra (%) rakenne joukko Maara (%) rakenne
symboli symboli

N 2351 (16.52) | HHHHHHH Y 197 (1.29) ..S..S.
# 1979 (12.92) | EEEEEEE 0 202 (1.32) HTTS..E
C 1005 (6.56) HHHHHHH 6 194 (1.27) HHHTT. .
X 868 (5.67) .S . EEEE L 184 (1.20) HHTT . EE
4 775 (5.06) EEEE . ST R 182 (1.19) TTS.TT.
\Y 747 (4.88) T...EEE M 180 (1.18) HHHTTT .
@ 740 (4.83) EEE.S.. 9 159 (1.04) .SSST ..
5 511 (3.34) .. HHHHH Q 157 (1.03) T...S..
W 468 (2.99) ET..... F 151 (0.99) EE . TTEE
H 415 (2.71) EEE.TT 8 133 (0.87) ..TT..E
A 389 (2.54) TT...E 7 126 (0.82) E.TT..E
D 385 (2.51) E .. HHHH S 115 (0.75) .T..TTH
E 375 (2.45) LTIT .. K 107 (0.70) E.TTS.E
U 341 (2.23) ..SS... 4 100 (0.65) .. SHHHH
2 339 (2.21) H.TT... 3 90 (0.59) E.TTT..
1 302 (1.97) HHHHHT . I 87 (0.57) EE . TTS.
B 271 (1.77) .TT..EE P 14 (0.09) SSSSSS .
G 269 (1.76) E..SSS. J 13 (0.09) HHTTTS .
T 229 (1.50) ETS..EE

Taulukko 1. Edustajienjoukko.
37 samankaltaisen peptidikonformaation omaavaa edustajaa (Nr). E=8-siie, H=ca-heliksi,
T=vetysidonnainen kiinnos, S="kaari’.

3.2. Rakenteellisten motiivien selvittiminen rakenne- ja sekvenssivertailulla

Edelld kuvattu Matsuo-Kanehisa-algoritmi muuttaa proteiinien kolmiulotteisten rakenteiden
koordinaattitiedot symbolimerkkijonoiksi, joita voidaan verrata eli rinnastaa keskenddn
rakenteellisten motiivien identifioinnissa. Merkkijonojen rinnastuksen tarkoituksena on heijastaa
rakenteellisesti samoja tai samankaltaisia alueita, jolloin merkitykselliset rakenteelliset motiivit
voidaan havaita toiminnaltaan sukulaissekvenssien monirinnastetuksesta. Rinnastukseen on
kehitetty erilaisia rinnastusalgoritmeja. [WSD99] Rinnastuksessa on tidrkedd késitelld oikein
identtiset parit, ei-identtiset parit, aukot ja lisdksi kdytettdivd samanlaisuuspisteytysmatriisi (=
mutaatiomatriisi  tai  substituutiomatriisi) aminohapposekvenssien  vertailuihin. Tdma
yksinkertaisimmillaan tarkoittaa sitd, ettd jokaisesta identtisestd parista annetaan piste ja
jokaisesta ei-identtisestd parista nolla pistettd. Nykyisin kidytetyimpid ja tdrkeimpid ovat
Dayhoffin (1978) PAM-matriisit ja Henikoff & Henikoff (1992) kehittdmidt BLOSUM-matriisit.
Naistd kahdesta PAM-matriisit perustuvat vahvasti evoluutioteoriaan ja BLOSUM-matriisit
puolestaan konservoituneiden proteiinisekvenssien samankaltaisuuksiin. [WSD99, TUO03].
Tunnetuimpia sekvenssien rinnastamisalgoritmeja ovat dynaamiseen ohjelmointiin
perustuvat Smith-Waterman ja Needleman-Wunsch-algoritmit [APS99]. Smith-Waterman-
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algoritmi etsii kahden sekvenssin vilisen parhaan osittais- eli paikallisrinnastuksen. Sen sijaan
Needleman-Wunsch-algoritmi  etsii  kahden sekvenssin vélisen parhaan mahdollisen
kokonaisrinnastuksen ja télldin sekvenssit rinnastetaan koko pituudeltaan optimaalisesti. [NW70,
SW81]

Matsuo ja Kanehisa kiyttivdt modifoitua Goad-Kanehisa-algorimia, mikd on yleistys
Needleman-Wunsch-algoritmista, merkityksellisten paikallisten samanlaisuuksien etsimiseen
laskostumishahmoista.[MK93] Rakenteellisten motiivien etsimiseen kdytetty Goad-Kanehisa-
algoritmi toimii kuten Needleman-Wunsch-algoritmi, mutta se 10ytdd pitkid sekvenssejd
rinnastamalla myds kaikki alisekvenssit, jotka muistuttaa toisiaan paikallisesti [GK82].

Matsuo-Kanehisa-algoritmin kehityksessa kdytetyn 15320 segmenttii siséltdvan tiedoston
perusteellisen vertailun seuraksena saavutettiin 858 merkittdvdd samankaltaisuusparia, jotka
saavuttivat halutut kriteerit. Rakennevertailun tuloksena 16ydettiin muun muassa nukleotidin
sitovat motiivit (Rossman-laskos) ja kalsiumia sitovat motiivit (EF-kdsirakenne), joista
molemmat osoittivat hyvdid rakenteellisen hahmon, sekvenssihahmon ja toiminnallisen
merkityksen korrelaatiota. [WSD99].

3.3. Esimerkki proteiinien rakenteellisten motiivien etsimisesta

Esimerkkiin on otettu mukaan neljdn eri proteiinin osasekvenssid (Taulukko 2).

PDB id Proteiinin nimi Sekvenssialue
1ABP L-Arabinose-Binding Protein Complex With L-Arabinose 35-48

6LDH M, Apo-Lactate Dehydrogenase 20-65

4ADH Apo-Liver Alcohol Dehydrogenase 192-236
1GD10 holo-D-Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase-Chain O 1-47

Taulukko 2: Esimerkissé olevien proteiinien PDB (Protein Data Bank) numero (id), nimi ja
sekvenssialue.

Taulukossa 2 esitetyistd proteiineista ensimmdinen on arabinoosia sitovat proteiini (1ABP), ja
kolme viimeisintd dehydrogenaaseja, joiden sekvenssi siséltdd Saf-yksikon eli nukleotidia
sitovan domeenin.

Kuvan 4 kohdassa a) on proteiinin 6LDH aminohappojen 20-26 alfa-hiilien
atomikoordinaatit. Neljin mainitun proteiinien aminohapposasekvenssit on rinnastettu kohdassa
b) yleistettylld Needleman-Wunsch-algoritmilla. Monirinnastuksessa voidaan erottaa
konservoitunut alue GXGXXG, joka on tyypillinen dehydrogenaaseille mutta ei arabinoosia
sitoville  proteiineille ~ (IABP).  Matsuo-Kanehisa-algoritmilla ~muutetaan  proteiinien
kolmiulotteisen rakenteen koordinaattitiedot symbolimerkkijonoksi, joita rinnastetaan
Needleman-Wunsch-algorimilla  (kohta c¢). Symbolimerkkijonorinnastuksesta huomataan
konservoituneita alueita kaikkien proteiinien vélilli enimmékseen merkkijonorinnastuksen
alkupédidssd. Dehydrogenaasien vililli samanlaisuutta on enemmén 6LDH ja 4ADH kesken,
toisaalta 1GD10 ndyttdd kovin erilaiselta rinnastuksen keskivaiheilla, vaikka niilld kaikilla
kolmella hydrogenaasilla on samanlainen rakenne eli Baf-yksikko, joka on kuvattu mustalla
6LDH proteiinin kolmiulotteiseen rakenteeseen (kohta d).
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a) ATOM 149 CA TYR=Y 20 -2.773 3.286 20.335 1.00 8.63 d) l‘: @& o
ATOM 161 CA ASN=N 21 -0.666 4,430 17.332 1.00 4.51 W N4
ATOM 169 CA LYS=K 22 -1.381 8.133 17.849 1.00 2.61 . P et SV
ATOM 178 CA |LE=I 23 0.772 10.728 16.070 1.00 4.34 & ‘}" :'('
ATOM 186 CA THR=T 24 0.762 14.529 16.591 1.00 6£024 ,’f \_\
ATOM 193 CA VAL=V 25 1.824 17.263 14.238 1.00 5/70 i ‘}]‘ / y
ATOM 200 CA VAL=V 26 2.728 20.763 15.489 1.00 5.03 > £ L

v

b) ()‘\f"‘-bx J

1ABP(35-78) VI KI AVP- DGEKTLNAI DSLAASG- AKGFVI CT- PDPKL GSAI [

6LDH(20-65) YNKI TWWGVGAVGVACAI SI LMKDLADEVALVD- VI

4ADH(192-236) GSTCAVFGLGGVAE.SVI MGCKAAGA- ARI | GVD- | NKDKFAKAKEVG

1GD10 (1-47) AVKVG NGRGRI GRNVFRAAL KNPDI EVVAVNDL TDANTLAHL LKYD

GXGXXG

c)

1ABP(35-78) ##Z\W GD5 CNNNCCCCNNL6L - GAWXVAE @D WROY! NN

6LDH(20-65) ##Z\WWE45NNNNNNNNNL 68 BAUVX##Z @ NNN

4ADH(192-236) ##Z\WWF45NNCCCCCNNL 6 AW @VXH##Z@ WED'5CCCNNN

1GD10 (1-47) ##Z\WWE45NNNNCNNCN2 A9 2 OXZ @VXZ @EURDS NNNNNN

Kuva 4: Dehydrogenaasit (sis. fafB-yksikot).
a) Osa 6LDH proteiinin koordinaattitiedostoa, missi on esitetttyni vain alfa-hiilien
(CA) koordinaatteja b) Dehydrogenaasien aminohapporinnastus yleistetylla
Needleman-Wunsch-algoritmilla ¢) Matsuo-Kanehisa-algoritmilla aikaansaatujen
seitsemin aminohapon mittaisten polypeptidisegmenttien symboliesitysten rinnastus, d)
6LDH proteiinin kolmiulotteinen molekyylimalli (B¢f-yksikko mustalla) [PDB03].

4. Yhteenveto

Lyhyiden peptidisegmenttien kolmiulotteisten rakennemallien koordinaattien muuttaminen
symboleiksi on késitteellisesti jatkumo sekundéérirakenteiden analyysistd. Menetelmidn avulla
heijastuu ainoastaan proteiinisegmenttien paikalliset rakenteet ja tdméin vuoksi se ei ole
saavuttanut laajaa hyvéksyntdd proteiinien laskostumisen analyysissd. Proteiinirakenteiden
symbolimerkkijonoesitys soveltuu paikallisten rakenteellisten motiivien selvittdmiseen. Yleisesti
voidaan todeta, ettd paikalliset rakenteelliset motiivit korreloivat hyvin aminohapposekvenssien
motiiveihin [WSD99].

Tassd raportissa kuvattiin proteiinien rakenteellisten motiivien selvittiminen Matsuo-
Kanehisa—algoritmia ja yleistettyd Needleman-Wunsch-algoritmia kéayttamélld. Taméd on
kuitenkin vain yksi menetelmd proteiinien rakenteellisten motiivien selvittimisessd. Taméan
menetelmidn suurin hyoty lienee siind, ettd proteiinien  kolmiulotteisten rakenteiden
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atomikoordinaatit voidaan esittdd symbolimerkkijonona, jolloin on mahdollista tehdd proteiinien
rakennevertailuja tyypillisid sekvenssien rinnastusmenetelmid kdyttden. Pdinvastainen menetelma
rakenteellisten =~ motiivien  selvittdimiseen  olisi  aloittaa  tutkiminen  proteiinien
aminohapposekvensseistd, rinnastaa ndmi ja konservoitujen aminohappojen avulla tunnistaa
sekvenssimotiiveja, jotka voisivat korreloida yleisten rakenteellisten hahmojen ja konservoitujen
toimintojen kanssa. [WSD99]

Auttaako proteiinien kolmiulotteisten rakennetietojen  ja aminohapposekvenssien
jarjestelmédllinen analyysi ymmaértdmdén proteiinien toiminnan, sekvenssien ja rakenteiden
suhdetta? Monet kiinnostavimmat proteiinien toiminnalliset ja evolutionaaliset suhteet ovat
muinaisia, jolloin niitd ei voida luotettavasti havaita sekvenssivertailulla. Tdménkaltaiset suhteet
voidaan havaita ainoastaan proteiinien tertiddrirakenteita vertailemalla. Matsuo ja Kanehisan

kehittiman menetelmén on todettu sopivan hyvin tertiddrirakenteisiin, mutta algoritmia kéytetaan
kuitenkin harvoin. [JECT02, WSD99]
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