Use of b-strand Interaction Pseudo-Potentials inProtein Structure Prediction and ModellingTim J.P. HubbardCentre for Protein Engineering, Medical Research Council Centre,Hills Road, Cambridge, CB2 2QH, UK.AbstractA residue-residue interaction pseudo-potential has beendeveloped specific for protein b-sheets. The potential isderived by scoring the occurrence of all i—(j-2...j+2)residue-residue pairs between any two interactingb-strands, subdividing according to 4 classes of hydrogenbond pattern.The potential can be useful in distinguishing betweencorrect and incorrect alignments between b-strands in apredicted protein structure. It is not unduly influenced bythe quality or completeness of a model, because it is notbased on atom-atom distances.The potential can also be used directly to predict ab-strand contact map for any protein sequence. Mapsgenerated when considering a single protein sequence havea poor signal to noise ratio, however when a prediction issmoothed by considering a family of homologoussequences, native and non-native b-strand pairings can bepartially distinguished.1: IntroductionAlthough the database of experimentally determinedprotein structures is now expanding quite rapidly [1, 2],the ratio of protein sequences to known structures is stillincreasing due in part to the increasing activity of genomesequencing projects worldwide. The prediction of proteinstructure from sequence remains an unsolved problem.There is now however a consensus that the number ofdifferent protein ’folds’ is both finite and quite small [3],so the chance of a new protein sequence having a similarstructure to one that is already known is probablyincreasing. As a result there has been a shift in researchfrom ’fold prediction’ to ’fold recognition’.1.1: Fold RecognitionFold recognition can be thought of as a development ofhomologous modelling, whose basic assumption is thatwhere there is a significant sequence homology betweensequences there is structural homology. This assumptionhas not so far been contradicted by nature. Automaticprotein modelling programs have made it easy to generateuseful 3-D structural models for any sequence with astrong homology (>50% residue identity) to a sequence ofknown structure [4, 5]. However, structural homologyhas also been seen when there is no apparent sequencehomology. A recent example of this is the structures ofthe proteins Actin, the N-terminal ATPase fragment of70-kDa Heat Shock Cognate (Hsc70) and Hexokinasewhich have turned out to be very similar (particularlyActin and Hsc70), despite having no significant sequencehomology by standard methods [6].Such examples have led to two developments. Firstlya number of speculative homology models have beenmade based on barely significant sequence homologies toproteins of known structures. A successful example ofsuch a prediction was that of the HIV protease modelbased on structures of the aspartic proteases family [7]. Amore speculative prediction which had not yet beenconfirmed or refuted by experiment is the model of the C-terminal of Hsc70 based on the HLA binding fold [8].Secondly there has been an explosion of methods toextend the detection of structural similarity beyond whatcan be inferred from normal sequence alignment [9-11].These methods are all ways of increasing the amount ofinformation used in the matching 1-D information(sequence of unknown structure) with 1-D and 3-Dinformation (sequence and structure) and will subsequentlybe referred to as ’threading’ algorithms.Therefore at present, with or without threading, theaccuracy of the folds predicted when there is no clearsequence homology will vary greatly. The quality of anystructural model will also vary considerably sincealthough modelling programs build rough structures veryquickly, refining models is difficult (particularly with theuncertainty of a prediction) and time consuming.Structural models of uncertain reliability will not all be ofnatural sequences. A number of protein designs have beenmade where a designed sequence has been modelled ontoan example of the fold they are expected to adopt [12-14].In these cases there is no certainty that the sequence concerned will fold into any stable structure let alone theone modelled.How can such models be tested in a way whichassesses the accuracy of a fold without being biased bythe quality of the model? A number of authors havedeveloped methods to test protein structures. In generalthese have relied mainly on the distribution of solventaccessible and inaccessible residues [15-18] or the qualityof the residue packing [19]. A more recent derivation ofone of the threading methods tests the compatibility of aresidue with its local environment [20]. In all these casesthe results will at least partly reflect the quality of themodel.A number of authors have derived residue-residuepreference tables based on either a single cut-off distancedefining a contact or deriving preferences for ranges ofresidue separation distances [21-23]. More recentlycontact preferences have been subdivided according to thenumber of residues separating the contacting residues inthe chain [24]. In at least one case such contactpreferences have been used to evaluate models [19].In the work described here much more specificpreference tables are derived to describe each of the localpairwise residue positions between two adjacentb-strands. The approach is similar to that adoptedpreviously [25, 26] but takes advantage of theconsiderably larger structural database. The pseudo-potentials derived from these tables do not depend directlyon arbitrary distance cut-offs and can be applied to theb-sheet parts of a structural model in a test which isrelatively independent of model quality. Such pseudo-potentials are not limited to model testing but may beincorporated directly into threading algorithms.1.2: Fold PredictionThe philosophy of fold recognition and threading isbased on the assumption that we have already observed asubstantial percentage of possible folds experimentally. Ifthere are ~1000 folds [3] in nature and only ~100 havecurrently be determined experimentally, then, even if theseare the most popular folds for proteins, fold recognitionwill still only be of use in the structure prediction of asub-set of all sequences. The test case analysis of the 182proteins identified in Yeast chromosome III [27, 28]showed that without threading only 14% of sequencescould be associated with a protein of known structure.However there is now a substantial group of families ofhomologous sequences for which no structure is knownand 24% of chromosome III sequences aligned with one ofthese families. If prediction of a protein structure from asingle sequence is still impossible, prediction of astructure consistent with a family of sequences looksmuch more tractable. Multiple sequence alignments havebeen used in prediction for a long time [29] and haverecently been used to improve secondary structureprediction [30, 31] (1-D prediction).Multiple sequence information can be used to improvethe predictive power of the b-interaction potential derivedhere too. When applied directly to a single proteinsequence to predict a b-strand contact map the poor signalto noise ratio makes the prediction of little use. Ifhowever the prediction is smoothed by considering afamily of homologous sequences native and non-nativeb -strand pairings can be partially distinguished,particularly for short protein chains. Since a b-strand pairinteraction implies a large number of main chain atomicdistances this effective 2-D prediction may providesufficient unambiguous constraints to allow a 3-Dprediction of the protein structure of short protein chainswith high b-strand content using distance geometrytechniques.2: Analysis and results2.1: Data analysedRaw frequencies of occurrence of residue pairs ininteracting b-strands were derived from a combination ofthe Brookhaven Protein Data Bank (PDB) [1, 2] andHomology derived secondary structure of proteins (HSSP)databases [32] . To compensate for the small number ofb-strands in the structural database (PDB) relative to thenumber of parameters being derived, homologoussequence information (HSSP) was included wherepossible, weighted to correct for degeneracy.Dictionary of protein secondary structure (DSSP) files[33] were generated for a sub-set of the protein structurefiles contained in release 63 (January 1993) of the (PDB)and pre-release protein structure files available at thattime. The sub-set was defined by grouping all chainswith residue identity (Rid) of >90%. Only the proteinchain with the best crystallographic resolution in eachgroup remained a member of the sub-set. All non-proteinPDB entries, non-experimental entries, entries with poorgeometry [34] and a-carbon only datasets were excluded.Of the 375 chains selected by this criteria, 293 had at leastone b-strands pair and these formed the 90% Rid sub-set.In order to further correct for over representation ofsimilar chains this sub-set was clustered according to astructural homology threshold [32] corresponding toroughly 30% Rid. Each member of a cluster was given aweight such that the sum of the weights for each clusterwas 1. 179 clusters were found with between 1 and 15members. N C C N Figure 1Subdivisions of b-strand residue pairs byparallel/antiparallel; hydrogen-bonding pattern and withrespect to N and C termini. Some subdivisions have beenomitted from the figure for clarity.ij-2j-1jj+1j+2 b

-strand 2 b-strand 1Figure 2For each b-strand residue pair ij, theoccurrences of pairs ij-2, ij-1, ij, ij+1, ij+2 a r e counted in separate tables.The database was enlarged beyond the sequences foundin PDB alone by the use of the HSSP database. For mostPDB files there is an HSSP file which contains analignment of all homologous sequences found in theSWISSPROT protein sequence database [35]. HSSPsequences with unknown structure were added to eachcluster with appropriate weighting, taking the DSSPsecondary structure summary from the closest structuralmember. HSSP sequences with >90% Rid to the closestDSSP member were not used.The list of clusters at 30% Rid were used to generatelists for jack-knife cross validation. 10 parameter and 10evaluation lists of chains were made: each parameter listcontained 90% of the clusters and the correspondingevaluation list the remaining 10%. Evaluation statisticsreported are the sum of the results for each evaluation listof chains, using parameters derived from thecorresponding mutually exclusive parameter list of chains.2.2: Generation of b-strand residue-residuepropensity tablesThe DSSP file for each selected protein chain wasprocessed to sub-classify each b-strand amino acid residuepair into one of 4 classes and according to N-terminal, C-terminal order as shown in Fig˚1. DSSP files specify theconformation and main chain hydrogen-bonding of eachresidue. A total of 10,600 antiparallel and 3,150antiparallel residue pairs were counted from the DSSPfiles alone.The use of HSSP sequence information relies on thealignment to the sequence of known structure being bothaccurate and meaningful. Wherever the local sequencehomology was low or there were nearbyinsertions/deletions the extrapolation of structuralinformation about that residue was regarded as unreliableand it was rejected. 59% of possible HSSP residuespassed this test resulting in a further 149,650 antiparalleland 29,720 parallel residue pairs being counted.For each accepted b-strand residue-residue pair (i—j inFig˚2), the occurrence of each residue-residue combinationwas counted for each of the 5 pair positions betweenadjacent b-strands shown.The 20 tables of raw residue-residue counts created wereconverted into propensities according to (1) where, for thePDB files considered, n(a,b) is the number of caseswhere residues i and j in Fig 2 were amino acids a and b;n(a) is the total number of amino acids a. The sums ofn(x,y) and the n(x) are the total number of i,j casesconsidered and the total number of amino acids in thePDB respectively.

prop(a,b) = - log n(a,b) n(x)x=all res∑ ^2

n(x,y)

y=all res∑ x=all res∑

n(a)n(b) ( ) 1( )

05010015000.10.20.30.40.50.60.70.80.91ΧΧ βετωεεν διϕϕερεντ ταβλεσ

Νο. Χομπαρισονσχορρελατιον χοεϕϕιχιεντ(α)01234567800.10.20.30.40.50.60.70.80.91ΧΧ βετωεεν ιδεντιχαλ ταβλεσ εαχηγενερατεδ ϕρομ 50% οϕ ΠΔΒ χηαινσ

Νο. Χομπαρισονσχορρελατιον χοεϕϕιχιεντ(β)024681000.10.20.30.40.50.60.70.80.91ΧΧ βετωεεν ι-φ ανδ φ-ι ελεμεντσ ωιτηιν εαχη ταβλε

Νο. Χομπαρισονσχορρελατιον χοεϕϕιχιεντ(χ)Φιγυρε 3Χορρελατιον χοεϕϕιχιεντσ (ΧΧ) ωερε χαλχυλατεδβετωεεν αλλ 400 ελεμεντσ ιν α παιρ οϕ ταβλεσ (α,β) ορ βετωεεν190 ελεμεντσ ωηερε ιφ≠φι ιν αν ινδιϖιδυαλ ταβλε (χ).Διστριβυτιον οϕ ΧΧσ αρε σηοων (α) ϕορ αλλ παιρωισεχομπαρισονσ βετωεεν ταβλεσ δεριϖεδ ϕρομ στρυχτυραλλψδιστινχτ δατα; (β) ϕορ αλλ παιρωισε χομπαρισονσ βετωεεν ταβλεσδεριϖεδ ϕρομ στρυχτυραλ ιδεντιχαλ, βυτ ινδεπενδεντ δατα; (χ) ϕορεαχη ταβλε.2.3: Εϖαλυατιον οϕ προπενσιτψ ταβλεσΑ θυαλιτατιϖε μεασυρε οϕ σιμιλαριτψ βετωεεν ανψ τωοταβλεσ χαν βε δεϕινεδ ασ τηε χορρελατιον χοεϕϕιχιεντ (ΧΧ)βετωεεν τηε 400 εθυιϖαλεντ ρεσιδυε-ρεσιδυε ελεμεντσ ινεαχη ταβλε (ϕιγ 3). Τηε αϖεραγε οϕ τηε ΧΧσ χαλχυλατεδ ϕοραλλ ποσσιβλε παιρσ οϕ ταβλεσ (190 παιρσ) ισ αβουτ 0.3. Τηισσυγγεστσ τηατ τηερε αρε σιγνιϕιχαντ διϕϕερενχεσ ινρεσιδυε-ρεσιδυε προπενσιτιεσ ϕορ τηε διϕϕερεντ β-στρανδστρυχτυραλ συβ-χλασσεσ δεϕινεδ ιν Φιγ 1. Ηοωεϖερ, σινχετηε τοταλ νυμβερ οϕ β-στρανδ ρεσιδυε παιρσ ισ στατιστιχαλλψσμαλλ, ιτ ισ ιμπορταντ το εσταβλιση τηατ τηισ διϕϕερενχεβετωεεν τηε ταβλεσ ισ νοτ φυστ δυε το νοισε.Το τεστ τηισ τηε προτειν χηαινσ ιν τηε οριγιναλ λιστ ωερερανδομλψ σεγρεγατεδ ιντο τωο ηαλϕ λιστσ ανδ α σεπαρατε σετοϕ 20 ταβλεσ χαλχυλατεδ ϕρομ εαχη. ΧΧσ ωερε τηενχαλχυλατεδ βετωεεν αλλ παιρσ οϕ ταβλεσ γενερατεδ ϕρομ εαχηηαλϕ λιστ. Ιϕ τηε διϕϕερενχε βετωεεν ταβλεσ ωασ φυστ νοισετηεν ΧΧσ βετωεεν παιρσ οϕ ταβλεσ οϕ ιδεντιχαλ στρυχτυραλσυβ-χλασσεσ γενερατεδ ϕρομ εαχη λιστ μιγητ βε εξπεχτεδ τοβε σιμιλαρ το τηοσε ΧΧσ ϕορ παιρσ οϕ διϕϕερεντ ταβλεσ. Τηεαϖεραγε οϕ τηε ΧΧσ βετωεεν διϕϕερεντ ταβλεσ ισ 0.3 (ϕιγ 3α)ωηερεασ τηε αϖεραγε οϕ τηε ΧΧσ βετωεεν ιδεντιχαλ ταβλεσ ισ0.55 (ϕιγ 3β). Τηισ σηοωσ τηε λαργε αμουντ οϕ νοισε ιντηε ταβλεσ (ιϕ τηερε ωασ νο νοισε ΧΧ=1.0 ϕορ ϕιγ 3β), βυττηε διϕϕερενχε βετωεεν τηεσε αϖεραγεσ ινδιχατεσ τηατ τηεπροπενσιτιεσ δο χονταιν υσεϕυλ ινϕορματιον αβουτ προτεινστρυχτυρε.Φιγ 3χ σηοωσ ΧΧσ χαλχυλατεδ ωιτηιν εαχη ταβλε ωηερετηε εθυιϖαλεντ ελεμεντσ αρε παιρσ οϕ ιφ ανδ φι ρεσιδυε παιρσ(ι.ε. Αλα-ςαλ:ςαλ-Αλα). Σινχε τηε ονλψ διστινχτιονβετωεεν συχη παιρσ ισ ωηιχη ρεσιδυε ισ Ν-τερμιναλ το τηεοτηερ ανδ β-σηεετσ αρε σψμμετριχαλ ϕρομ τηισ ποιντ οϕϖιεω ιτ ισ συρπρισινγ τηατ συχη λαργε διϕϕερενχεσ αρεοβσερϖεδ, βυτ φυστιϕιεσ τηε συβ-χλασσιϕιχατιον ιν τηισ ωαψ.2.4: Χονστρυχτιον οϕ αν ιντεραχτιον πσευδο-ποτεντιαλ ϕρομ προπενσιτιεσ ταβλεσΦορ ανψ τωο σεγμεντσ οϕ α προτειν σεθυενχε, α πσευδο-ποτεντιαλ ϕορ τηειρ ιντεραχτιον ιν β-σηεετ χονϕορματιον χανβε δεϕινεδ ασ τηε συμ οϕ τηε προπενσιτιεσ ϕρομ τηε ρελεϖαντταβλεσ ϕορ αλλ παιρ ιντεραχτιονσ ιν Φιγ 2, ϕορ εαχη ρεσιδυε ινεαχη σεγμεντ, διϖιδεδ βψ τηε τοταλ νυμβερ οϕ ιντεραχτιονσσυμμεδ. Φορ α παιρ οϕ σεγμεντσ τηερε αρε ϕουρ ποσσιβλεβ-στρανδ-στρανδ χονϕορματιονσ ασ σηοων ιν Φιγ 1 (ειτηερπαραλλελ ορ αντιπαραλλελ, εαχη ωιτη τωο αλτερνατιϖεηψδρογεν-βονδινγ αρρανγεμεντσ) ανδ σο ϕουρ αλτερνατιϖεπσευδο-ποτεντιαλ σχορεσ χαν βε χαλχυλατεδ ανδ χομπαρεδ.2.5: Σελεχτιϖιτψ οϕ πσευδο-ποτεντιαλ ωηεν αππλιεδτο κνοων β-στρανδσΣχορεσ ωερε χαλχυλατεδ ϕορ αλλ β-στρανδ παιρσ ιν τηεΔΣΣΠ δαταβασε ϕορ εαχη οϕ τηε 4 αλτερνατιϖε χονϕορματιονσσηοων ιν Φιγ 1. Ιϕ τηε ποτεντιαλσ αρε σελεχτιϖε, τηεχονϕορματιον οβσερϖεδ ιν τηε προτειν ωουλδ βε εξπεχτεδ τοηαϖε τηε λοωεστ σχορε. Φιγ 4α ανδ 4β σηοω τηεδιστριβυτιον οϕ διϕϕερενχεσ ιν σχορε βετωεεν χορρεχτ ανδινχορρεχτ χονϕορματιονσ. Φιγ 4β σηοωσ διϕϕερενχεσ ινσχορε βετωεεν τηε τωο χονϕορματιονσ ωιτη χορρεχτ σηεεττψπε βυτ χορρεχτ ανδ ινχορρεχτ ηψδρογεν-βονδινγ. Φιγ 4ασηοωσ διϕϕερενχεσ ιν σχορε βετωεεν τηε χορρεχτχονϕορματιον ανδ τηε βεστ οϕ τηε τωο χονϕορματιονσ οϕινχορρεχτ σηεετ τψπε. Ιτ χαν βε σεεν τηατ τηε ποτεντιαλ∏σπρεδιχτιονσ ϕορ σηεετ τψπε αρε ον αϖεραγε αβουτ 75%αχχυρατε ανδ βετωεεν αλτερνατε ηψδρογεν-βονδινγ αρε αβουτ85% αχχυρατε. Τηε ρελιαβιλιτψ οϕ τηε πρεδιχτιον ισ ηοωεϖερρελατεδ το τηε διϕϕερενχε ιν σχορε. Α γρεατερ τηαν αϖεραγε

050100150200250-1.5-1.2-0.9-0.6-0.300.30.60.91.21.5ΔΕ νυμβερ οϕ στρανδ παιρσ(α) Σελεχτιϖιτψ βετωεεν παραλλελ/αντιπαραλλελ0100200300400500-1.5-1.2-0.9-0.6-0.300.30.60.91.21.5ΔΕ νυμβερ οϕ στρανδ παιρσ(β) Σελεχτιϖιτψ βετωεεν η-βονδ αρρανγεμεντσ0100200300400500-1.5-1.2-0.9-0.6-0.300.30.60.91.21.5(χ) Σελεχτιϖιτψ ϕορ χορρεχτ στρανδ ορδερΔΕ

νυμβερ οϕ στρανδ παιρσΦιγυρε 4Τηε διστριβυτιον οϕ διϕϕερενχεσ ιν σχορε βετωεεν(α) χορρεχτ ανδ ινχορρεχτ σηεετ τψπε (παραλλελ ορ αντιπαραλλελ),(β) χορρεχτ ανδ ινχορρεχτ ηψδρογεν-βονδινγ αρρανγεμεντσ ανδ(χ) νατυραλ ανδ ρεϖερσε στρανδ ορδερ (ωιτη ρεσπεχτ το Ν ανδ Χτερμινι), ϕορ αλλ στρανδ παιρσ ιν τηε δαταβασε υσεδ. Α -ϖεδιϕϕερενχε ινδιχατεσ τηε οβσερϖεδ χονϕορματιον ηασ τηε λοωερσχορε.

Φιγυρε 5Μετηοδ ϕορ σεαρχηινγ λοχαλ αλιγνμεντ σπαχεαρουνδ α β-στρανδ παιρ (ΚΙςΨΩ ανδ ΛΙΛΓΧ) ωηιχη ιντεραχτ τοϕορμ α παραλλελ β-σηεετ. Αρροωσ ϕολλοωινγ τηε σεθυενχεσποιντ τοωαρδσ τηε Χ-τερμινυσ οϕ τηε προτειν. Εαχη βοξινδιχατεσ αν ιφ αλιγνμεντ βετωεεν χορρεσπονδινγ ρεσιδυεσ ονεαχη αξισ. (1) ινδιχατεσ τηε χορρεχτ αλιγνμεντ. (2) ινδιχατεσαν μισαλιγνμεντ οϕ τηε στρανδσ βψ 3 ρεσιδυεσ. (3) ινδιχατεσαν αλιγνμεντ οϕ τηε ωρονγ σηεετ τψπε. (4) ινδιχατεσ αναλιγνμεντ ωηιχη αλιγνσ τηε χορρεχτ ρεσιδυεσ, βυτ ωηιχη ισ αδιϕϕερεντ λενγτη ανδ οϖερλαπ.διϕϕερενχε ιν σχορε γιϖεσ α ηιγηερ πρεδιχτιϖε αχχυραχψ ϕορβοτη τψπεσ οϕ χλασσιϕιχατιον.Ασ αν εξπεριμεντ, τηε σχορε ωασ αλσο χαλχυλατεδ ϕορ αρεϖερσεδ στρανδ ορδερ ωιτη ρεσπεχτ το Ν ανδ Χ τερμινι (ϕιγ4χ), το τεστ τηε εϕϕεχτ οϕ τηε ιφ, φι συβ-διϖισιον δισχυσσεδιν 2.3. Ρεμαρκαβλψ, ιν 85% οϕ χασεσ, τηε νατυραλλψοβσερϖεδ στρανδ ορδερ ιν τηε σεθυενχε ηασ τηε λοωερ σχορε.2.6: Αβιλιτψ οϕ πσευδο-ποτεντιαλ το ιδεντιϕψχορρεχτ β-στρανδ αλιγνμεντσΤηε αβοϖε τεστ σηοωσ τηατ τηε πσευδο-ποτεντιαλσχονταιν στρυχτυραλλψ διστινχτ ινϕορματιον, βυτ νοτ ωηετηερτηεψ χαν βε υσεϕυλλψ αππλιεδ το ρεαλ προβλεμσ. Α μυχημορε σιγνιϕιχαντ αβιλιτψ ωουλδ βε το διστινγυιση βετωεενχορρεχτ ανδ ινχορρεχτ στρανδ αλιγνμεντσ, ωιτηουτ κνοωινγτηε λενγτη οϕ τηε στρανδ-στρανδ ιντεραχτιον ιν αδϖανχε. Τοτεστ τηισ, ϕορ εαχη κνοων παιρ οϕ ιντεραχτινγ στρανδσ, τηε

0100200300400500600700-Ν-2-10+1+2+ΝΑΠΣεαρχη οϖερ ±3 ρεσιδυεσΣεαρχη οϖερ ±6 ρεσιδυεσΒεστ πρεδιχτεδ αλιγνμεντοϕ ΑΝΤΙ-ΠΑΡΑΛΛΕΛ στρανδσ

Νυμβερ οϕ παιρσΝυμβερ οϕ ρεσιδυεσ βψ ωηιχη στρανδσ αρε μισαλιγνεδ(α)050100150200-Ν-2-10+1+2+ΝΠΣεαρχη οϖερ ±3 ρεσιδυεσΣεαρχη οϖερ ±6 ρεσιδυεσΒεστ πρεδιχτεδ αλιγνμεντοϕ ΠΑΡΑΛΛΕΛ στρανδσ

Νυμβερ οϕ παιρσΝυμβερ οϕ ρεσιδυεσ βψ ωηιχη στρανδσ αρε μισαλιγνεδ(β)Φιγυρε 6Τηε διϕϕερενχε βετωεεν τηε αλιγνμεντ οϕ α παιρ οϕσεθυενχεσ (ϕιγ 4) γιϖινγ τηε βεστ σχορε υσινγ τηε β-στρανδιντεραχτιον ποτεντιαλ ανδ τηε ρεαλ αλιγνμεντ ωασ χαλχυλατεδ.Τηε διστριβυτιον ϕορ κνοων αντιπαραλλελ (α) ανδ παραλλελ (β)β-στρανδ ιντεραχτιονσ ισ σηοων. Τηε ϕιναλ χολυμν σηοωσ τηενυμβερ οϕ παιρσ πρεδιχτεδ ωιτη τηε ωρονγ β-ιντεραχτιον τψπε(παραλλελ ωηεν ρεαλ ιντεραχτιον ισ αντιπαραλλελ ανδ ϖισαϖερσα.). Τηε ρελατιϖελψ ηιγη ϕρεθυενχψ οϕ μισπρεδιχτιονσ οϕπαραλλελ ασ αντιπαραλλελ ισ δυε το τηε ρελατιϖε οχχυρρενχε οϕαντιπαραλλελ/παραλλελ ιντεραχτιονσ ιν τηε δαταβασε οϕ 4:1.02040608010000.2 1060.4 1060.6 1060.8 1061.0 1061.2 106-2-1.5-1-0.500.511.5Αλλ νον-σηεετ αλιγνμεντσΕξαχτ ΔΣΣΠ σηεετ ονλψΒεστ σχορε, αλιγνεδ ωιτη ΔΣΣΠ σηεετ

Νο ηιτσ

Νο ηιτσστρανδ-στρανδ ιντεραχτιον σχορεβ-Φιγυρε 7Τηε διστριβυτιον οϕ σχορεσ γενερατεδ ϕρομ τηεποτεντιαλ ϕορ αλλ ποσσιβλε παιρωισε χομβινατιονσ οϕϕραγμεντσ ιν α δαταβασε σεθυενχε. Τηε σχορεσ αρε χλασσιϕιεδασ (∞) Αν εξαχτ λενγτη ματχη ωιτη αν οβσερϖεδ ΔΣΣΠβ-ιντεραχτιον; (Δ) τηε βεστ σχορε αλιγνινγ ωιτη α ΔΣΣΠβ-ιντεραχτιον, βυτ νοτ νεχεσσαριλψ οϕ τηε σαμε λενγτη; (∠)αλλ σχορεσ ϕορ νον-β σεθυενχε ανδ μισαλιγνεδβ-ιντεραχτιονσ. Νοτε τηατ (∞) ανδ (Δ) υσε τηε σχαλε ον τηε λεϕτωηερεασ (∠) υσεσ τηε σχαλε ον τηε ριγητ.σχορεσ ϕορ αλλ ποσσιβλε ιντεραχτιονσ οϕ α λενγτη οϕ 2-8ρεσιδυεσ ωερε χομπαρεδ ανδ τηε ονε ωιτη τηε βεστ σχορερεχορδεδ. Τηε σεθυενχε-σεθυενχε αρεα σεαρχηεδ ινχλυδεδ αναδδιτιοναλ 3 ορ 6 ρεσιδυεσ βεψονδ τηε ενδσ οϕ εαχη στρανδ.Φιγ 5 ουτλινεσ τηε χλασσιϕιχατιον οϕ τηε τψπεσ οϕ αλιγνμενττηατ χαν ρεσυλτ ϕρομ συχη α σεαρχη. Τηε οϕϕσετ οϕ τηεαλιγνμεντ ωιτη τηε βεστ σχορε ϕρομ τηε χορρεχτ αλιγνμεντωασ τηεν ρεχορδεδ ανδ τηε διστριβυτιον αχροσσ τηε δαταβασεισ σηοων ιν Φιγ 6. Ιν Φιγ 5, αλιγνμεντσ οϕ τψπε (1) ανδ(4) ωουλδ γιϖε αν οϕϕσετ οϕ 0 ιν Φιγ 6β (χορρεχτ παραλλελαλιγνμεντσ); τψπε (2) ωουλδ ηαϖε αν οϕϕσετ οϕ 3; τψπε (3)ωουλδ βε σχορεδ ιν τηε λαστ (ινχορρεχτ σηεετ τψπε) χολυμν.Ιτ ισ ιμπορταντ το αππρεχιατε τηατ α πρεδιχτιον οϕ τψπε (4)γιϖεσ α χορρεχτ αλιγνμεντ δεσπιτε βεινγ οϕ α διϕϕερεντλενγτη ανδ δεσπιτε οϖερλαππινγ τηε ενδσ οϕ τηε τρυε β-στρανδσ.Τηε ρεσυλτσ ϕρομ Φιγ 6 σηοω τηατ ϕορ σεαρχηεσ οϖερ αναδδιτιοναλ 3 ρεσιδυεσ τηε χορρεχτ αλιγνμεντ ηασ τηε βεστσχορε ιν ∼45% οϕ χασεσ ωηερε τηε σηεετ τψπε ηασ βεενπρεδιχτεδ χορρεχτλψ. Τηε ρεσυλτσ αρε σιμιλαρ ϕορ παραλλελ ανδαντιπαραλλελ σηεετ χλασσεσ ανδ οϕϕσετσ οϕ ±1, ±2, ±3 ετχ. αλλοχχυρρινγ ωιτη ρουγηλψ εθυαλ ϕρεθυενχψ. Ιϕ αν αδδιτιοναλ 6ρεσιδυεσ ατ τηε ενδ οϕ εαχη στρανδ αρε χονσιδερεδ ινστεαδ οϕ3, δεσπιτε τηε ινχρεασε ιν τηε νυμβερ οϕ ποσσιβλεαλιγνμεντσ, ιν ∼35% οϕ χασεσ τηε χορρεχτ αλιγνμεντ ισπρεδιχτεδ.Τηισ σηοωσ τηατ τηερε ισ σιγνιϕιχαντ ρεχογνιτιονινϕορματιον ιν α συβσταντιαλ ϕραχτιον οϕ β-στρανδ-ιντεραχτιονσ εϖεν ωηεν χονσιδερινγ ονλψ ονε σεθυενχε.Τηισ τψπε οϕ αναλψσισ χαν τηερεϕορε βε υσεϕυλλψ αππλιεδ τορεαλ μοδελλινγ προβλεμσ: β-σηεετσ ιν προτειν μοδελσ χανβε αναλψσεδ βψ χομπαρινγ τηε ποτεντιαλ ϕορ τηε μοδελλεδβ-στρανδ αλιγνμεντσ ωιτη οτηερ ποσσιβλε συρρουνδινγαλιγνμεντσ.2.7: Υσε οϕ πσευδο-ποτεντιαλ το πρεδιχτ α β-σηεετχονταχτ μαπ διρεχτλψΡατηερ τηαν φυστ αππλψινγ τηε ποτεντιαλ το α λοχαλ b Φιγυρε 8Τηε β-στρανδ χονταχτ μαπ ϕορ Σρχ-ηομολογψ 3(ΣΗ3) δομαιν προτειν δεριϖεδ ϕρομ τηε κνοων στρυχτυρε αλσοσηοωινγ τηε χοννεχτιϖιτψ οϕ τηε σηεετ. Χονταχτσχονταινινγ ∋α∋ αρε αντιπαραλλελ ανδ ∋π∋ παραλλελ. Τηε 4χολυμνσ ον τηε λεϕτ αρε σεθυενχε ινδεξ (1-ν), ρεσιδυε νυμβερ(ϕρομ ΠΔΒ ϕιλε), αμινοαχιδ, ΔΣΣΠ συμμαρψ ινϕορματιον[Β=ισολατεδ β-βριδγε, Ε=στρανδ, Γ=310 τυρν, Η=ηελιξ, Σ =βενδ, Τ=τυρν]. b Φιγυρε 9Πρεδιχτεδ β-στρανδ χονταχτ μαπ ϕορ ΣΗ3 ϕρομ ασινγλε σεθυενχε. Τηε πρεδιχτεδ χονταχτσ αρε ιδεντιϕιεδ ασΑ5Α5Α ανδ Π4Π4 ϕορ α λενγτη 5 αντιπαραλλελ ιντεραχτιον ανδ αλενγτη 4 παραλλελ ιντεραχτιον ρεσπεχτιϖελψ. Νο ινϕορματιοναβουτ τηε σχορε οϕ τηε πρεδιχτεδ χονταχτ ισ σηοων.σεθυενχε ωινδοω αρουνδ α κνοων β-ιντεραχτιον ιτ χαν οϕχουρσε βε αππλιεδ γλοβαλλψ. Φιγυρε 7 σηοωσ τηεδιστριβυτιον οϕ σχορεσ ϕορ β-ιντεραχτιονσ ανδ νον-β-ιντεραχτιονσ. Ωηερεασ ιτ ισ χλεαρ τηατ τηε πεακσ αρεσεπαρατεδ, σινχε τηερε αρε 104 μορε νον-β τηανβ-ιντεραχτιονσ, τηε ταιλ οϕ τηε ϕορμερ σωαμπσ τηε πεακ οϕτηε λαττερ. Ιτ σηουλδ βε νοτεδ τηατ βεττερ σχορεσ αρεϕρεθυεντλψ ϕουνδ ϕορ ιντεραχτιονσ τηατ αλιγν ωιτη ρεαλβ-ιντεραχτιονσ βυτ ηαϖε α διϕϕερεντ λενγτη (ι.ε. ασ Φιγ 5,τψπε (4) αλιγνμεντσ). Τηε διστριβυτιον οϕ τηεσε βεσταλιγνμεντσ (Δ) ηασ α πεακ βεττερ σεπαρατεδ ϕρομ τηε νον-βπεακ (∠) τηαν τηε (∞) πεακ ηοωεϖερ τηισ δοεσ νοτ ελιμινατετηε ταιλ οϖερλαπ προβλεμ. Ιτ ωουλδ τηερεϕορε σεεμ τηαττηισ ποτεντιαλ χαννοτ βψ ιτσελϕ πρεδιχτ α β-ιντεραχτιονχονταχτ μαπ, ηοωεϖερ τηε υσε οϕ μυλτιπλε σεθυενχεινϕορματιον ασ σηοων ιν τηε ϕολλοωινγ εξαμπλεσυβσταντιαλλψ ιμπροϖεσ τηε σιτυατιον.Τηε εξαμπλε σηοων ισ ϕορ τηε Σρχ-ηομολογψ 3 (ΣΗ3)στρυχτυρε. Τηισ ωασ χηοσεν ηερε σινχε ιτ ισ α σμαλλ,ρεχεντλψ σολϖεδ [36] μαινλψ β-σηεετ προτειν τηατ ηασ βεεντηε συβφεχτ οϕ α νυμβερ οϕ σεχονδαρψ στρυχτυρε πρεδιχτιονσ[37, 38] ανδ ρεχεντ δεβατε [31, 39-41].Φιγ 8 σηοωσ τηε β-στρανδ χονταχτ μαπ δεριϖεδ ϕρομ τηεκνοων στρυχτυρε. Ιτ χαν βε σεεν τηατ τηερε αρε 5 μαιν b Φιγυρε 10Πρεδιχτεδ β-στρανδ χονταχτ μαπ ϕορ ΣΗ3 σμοοτηεδβψ χονσιδερινγ μυλτιπλε σεθυενχεσ. Τηε Διαγοναλ βοξεσσηοω τηε λοχατιον οϕ τηε τρυε β-ιντεραχτιονσ (ϕρομ ϕιγ 7).Πρεδιχτεδ χονταχτσ αρε ιδεντιϕιεδ ασ ιν ϕιγυρε 9.β-στρανδσ ανδ 4 μαφορ αντιπαραλλελ ιντεραχτιονσ βετωεεντηεμ χονστρυχτινγ α σινγλε β-σηεετ. Τωο ισολατεδβ-βριδγεσ αρε αλσο σεεν.Φιγ 9 σηοωσ τηε ρεσυλτ οϕ α πρεδιχτιον ϕρομ α σινγλεΣΗ3 σεθυενχε, ρεχορδινγ αλλ σχορεσ αβοϖε αν αρβιτραρψτηρεσηολδ. Ιτ χαν βε σεεν τηατ χονταχτσ αρε πρεδιχτεδ αλμοστεϖερψωηερε ανδ χερταινλψ ϕορ αλμοστ αλλ ποσσιβλε β-στρανδιντεραχτιονσ. Α πρεδιχτιον οϕ τηισ σορτ χονταινσ νο μορεινϕορματιον τηαν α σεχονδαρψ στρυχτυρε πρεδιχτιον.Φιγυρε 10 σηοωσ τηε ρεσυλτ οϕ σμοοτηινγ ωιτη τηεσχορεσ χαλχυλατεδ ϕορ 13 οτηερ σεθυενχεσ ωιτη σεθυενχειδεντιτιεσ οϕ βετωεεν 90% ανδ 36% το τηε σεθυενχε οϕ τηεκνοων στρυχτυρε. Τηε σμοοτηινγ προχεδυρε ισ τηατ ϕορ ανψποσιτιον ον τηε χονταχτ μαπ, τηε σχορε ϕορ αλλ σεθυενχεσμυστ βε αβοϖε τηε τηρεσηολδ. Τηε εϕϕεχτσ αρε θυιτεδραματιχ, λεαϖινγ σομε νοισε (μαινλψ σχορεσ ϕορ λενγτη 2)βυτ λονγερ ηιτσ ονλψ ιν ρεγιονσ ωηερε α β-ιντεραχτιον ισνατυραλλψ οβσερϖεδ. Φορ τωο οϕ τηεσε ρεγιονσ τηερε ισ ανεξαχτ αλιγνμεντ οϕ ονε οϕ τηε ματχηεσ το τηε νατιϖεαλιγνμεντ (3-6:56-53) ανδ (36-41:49-44). Τηε 3ρδ μαφοριντεραχτιον (27-30:40-38) (ωηιχη ινχλυδεσ α β-βυλγε) ισπρεδιχτεδ βψ τηε ποτεντιαλ βυτ ινχορρεχτλψ ασ α παραλλελιντεραχτιον. Ηοωεϖερ, σινχε β-στρανδσ φοινεδ βψ α λοοπ οϕ<10 ρεσιδυεσ ονλψ εϖερ ϕορμ αντιπαραλλελ ιντεραχτιονσ, τηισπρεδιχτιον χαν βε ρεσολϖεδ χορρεχτλψ.Τηε λαστ μαφορ ιντεραχτιον (3-5:27-25) ισ αλσο πρεδιχτεδβυτ ονχε μορε ασ παραλλελ ρατηερ τηαν αντιπαραλλελ. Ιϕ αναττεμπτ ωασ μαδε το μοδελ τηισ προτειν ον τηε βασισ οϕτηε πρεδιχτεδ ιντεραχτιονσ, τηισ μισπρεδιχτιον μιγητ βερεσολϖεδ χορρεχτλψ σινχε α σινγλε παραλλελ ιντεραχτιον ιν ασηεετ ωηιχη ισ οτηερωισε αντιπαραλλελ μιγητ λεαδ τοτοπολογιχαλ ινχονσιστενχιεσ.Ατ πρεσεντ τηισ χονταχτ μαπ πρεδιχτιον ισ μορεθυαλιτατιϖε τηαν θυαντιτατιϖε. Ον αλλ σμαλλ β-σηεετπροτεινσ τεστεδ σο ϕαρ ιτ ωορκσ ρεασοναβλψ ωελλ, ηοωεϖερ αωαψ οϕ ασσεσσινγ τηε πρεδιχτιϖε ποωερ στατιστιχαλλψ ισ στιλλβεινγ δεϖελοπεδ. Ιτ σηουλδ βε εμπηασισεδ τηατ νο μετηοδχαν βε προϖεδ βψ α σινγλε εξαμπλε συχη ασ ισ γιϖεν ηερε[41].3: ΔισχυσσιονΤηε ρεσυλτσ πρεσεντεδ σηοω τηατ ρεσιδυε-ρεσιδυεπροπενσιτιεσ αρε στρονγλψ αϕϕεχτεδ βψ τηε λοχαλχονϕορματιον οϕ τηε ιντεραχτινγ χηαινσ ανδ τηατ ϕορβ-σηεετ ιντεραχτιονσ υσεϕυλ πσευδο-ποτεντιαλσ χαν βεγενερατεδ.Συρπρισινγλψ τηεσε πσευδο-ποτεντιαλσ σηοω αν αβιλιτψ τοπρεδιχτ τηε ορδερ οϕ στρανδσ ιν τηε σεθυενχε (ϕιγ 4χ). Σινχεβ-σηεετσ αρε εσσεντιαλλψ σψμμετριχαλ ωιτη ρεσπεχτ το χηαινχοννεχτιϖιτψ τηισ διϕϕερενχε ισ διϕϕιχυλτ το εξπλαιν ανδπερηαπσ ιμπλιεσ τηε εξιστενχε οϕ σομε πρεϖιουσλψυνκνοων σιγναλ ιν προτειν σεθυενχεσ.Τηε σετ οϕ ποτεντιαλσ δεσχριβεδ ηερε ονλψ χονσιδερσβ-στρανδ ιντεραχτιονσ. Φυρτηερ ποτεντιαλσ ϕορ ηελιξ-ηελιξανδ ηελιξ-στρανδ ιντεραχτιονσ χαν βε ιμαγινεδ ανδ αρε βεινγδεϖελοπεδ αλτηουγη, ωιτηουτ τηε στρονγ ηψδρογεν-βονδδιστανχε χονστραιντ οϕ σηεετσ, ιτ ισ αντιχιπατεδ τηατ τηεπρεδιχτιϖε ποωερ οϕ τηε ποτεντιαλ ωιλλ βε μυχη ωεακερ.Τηεσε ποτεντιαλσ αρε βεινγ αππλιεδ το ϕολδ ρεχογνιτιον βψτηρεαδινγ (δατα νοτ σηοων) ανδ ιτ ισ ηοπεδ τηατ τηεψ ωιλλπροϖε μορε σενσιτιϖε τηαν τηοσε υσεδ ιν εξιστινγ μετηοδσ.Τηερε αρε αλσο α λαργε νυμβερ οϕ ιμπροϖεμεντσ το τηεεξιστινγ ποτεντιαλ ιν προγρεσσ, μοστ νοταβλψ τηε ινχλυσιονοϕ ι∠(ι+1,ι+2) ινϕορματιον, ωηιχη σηουλδ ιμπροϖε τηεσελεχτιϖιτψ βετωεεν παραλλελ ανδ αντιπαραλλελ, ανδ αττεμπτστο τρεατ ενδσ οϕ στρανδσ ανδ εδγεσ οϕ στρανδσ σεπαρατελψ.

Ασ ηασ βεεν σηοων, τηε αππλιχατιον οϕ τηεσε πσευδο-ποτεντιαλσ ισ νοτ λιμιτεδ το τεστινγ εξιστινγ προτεινμοδελσ ορ ιν ϕολδ ρεχογνιτιον. Τηε εξιστινγ ποτεντιαλ χανβεεν αππλιεδ το α σετ οϕ ηομολογουσ σεθυενχεσ το πρεδιχτ αβ-στρανδ χονταχτ μαπ ανδ γιϖεσ ενχουραγινγ ρεσυλτσ.Πρεδιχτινγ ηελιχεσ ανδ σηεετσ ρατηερ τηαν ηελιχεσ ανδστρανδσ μαψ βε α βεττερ αππροαχη το προτειν στρυχτυρεπρεδιχτιον.ΑχκνοωλεδγεμεντσΤηανκσ αρε δυε το ϑοην Μουλτ ανδ Χηρισ Σανδερ ϕορυσεϕυλ δισχυσσιονσ, το Χηρισ Σανδερ ανδ χολλεαγυεσ ϕορ υσεοϕ τηε ΔΣΣΠ προγραμ ανδ αχχεσσ το τηε ΗΣΣΠ δαταβασεανδ το αλλ τηοσε ωηο ηαϖε δεποσιτεδ προτειν στρυχτυρε χο-ορδινατεσ ωιτη ΠΔΒ. Τ.ϑ.Π.Η ισ γρατεϕυλ το ΜΡΧ ανδΖΕΝΕΧΑ ϕορ ϕινανχιαλ συππορτ.Ρεϕερενχεσ1.Φ. Χ. Βερνστειν, ετ αλ., ϑ Μολ Βιολ 112, 535-42 (1977).2.Ε. Αβολα, Φ. Χ. Βερνστειν, Σ. Η. Βρψαντ, Τ. Φ. Κοετζλε, ϑ.Ωενγ, ιν Χρψσταλλογραπηιχ Δαταβασεσ - ΙνϕορματιονΧοντεντ, Σοϕτωαρε Σψστεμσ, Σχιεντιϕιχ Αππλιχατιονσ Φ.Η. Αλλεν, Γ. Βεργερηοϕϕ, Ρ. Σιεϖερσ, Εδσ. (ΔαταΧομμισσιον οϕ τηε Ιντερνατιοναλ Υνιον οϕΧρψσταλλογραπηψ, Βονν/Χαμβριδγε/Χηεστερ, 1987) ππ.107-132.3.Χ. Χηοτηια, Νατυρε 357, 543-4 (1992).4.Μ. ϑ. Συτχλιϕϕε, Φ. Ρ. Ηαψεσ, Τ. Λ. Βλυνδελλ, Προτειν Ενγ1, 385-92 (1987).5.Μ. ϑ. Συτχλιϕϕε, Ι. Ηανεεϕ, Δ. Χαρνεψ, Τ. Λ. Βλυνδελλ,Προτειν Ενγ 1, 377-84 (1987).6.Κ. Μ. Φλαηερτψ, Δ. Β. ΜχΚαψ, Ω. Καβσχη, Κ. Χ. Ηολμεσ,Προχ. Νατλ Αχαδ. Σχι. ΥΣΑ 88, 5041-5045 (1991).7.Λ. Η. Πεαρλ, Ω. Ρ. Ταψλορ, Νατυρε 329, 351-4 (1987).8.Φ. Ριππμανν, Ω. Ρ. Ταψλορ, ϑ. Β. Ροτηβαρδ, Ν. Μ.Γρεεν, ΕΜΒΟ ϑ 10, 1053-9 (1991).9.ϑ. Οϖερινγτον, Μ. Σ. ϑοηνσον, Α. Σαλι, Τ. Λ. Βλυνδελλ,Προχ Ρ Σοχ Λονδ Βιολ 241, 132-45 (1990).10.ϑ. Υ. Βοωιε, Ρ. Λυτηψ, Δ. Εισενβεργ, Σχιενχε 253, 164-70 (1991).11.Δ. Τ. ϑονεσ, Ω. Ρ. Ταψλορ, ϑ. Μ. Τηορντον, Νατυρε 358,86-9 (1992).12.Χ. Σανδερ, Εδσ., Προτειν Δεσιγν Εξερχισεσ 1986, ΕΜΒΛΒΙΟχομπυτινγ Τεχηνιχαλ Δοχ. 1. , ϖολ. 1(ΒΙΟχομπυτινγ, ΕΜΒΛ, Ηειδελβεργ, ΦΡΓ., 1987).13.Τ. ϑ. Ηυββαρδ, Τ. Λ. Βλυνδελλ, ιν Χομπυτερ σιμυλατιονσοϕ Βιομολεχυλαρ σψστεμσ: Τηεορετιχαλ ανδ εξπεριμενταλαππλιχατιονσ. Ω. Φ. ϖαν Γυνστερεν, Π. Κ. Ωεινερ, Εδσ.(ΕΣΧΟΜ, Λειδεν, Ηολλανδ., 1989) ππ. 168-82.14.Χ. Σανδερ, ετ αλ., Προτεινσ 12, 105-10 (1992).15.ϑ. Νοϖοτνψ, Α. Α. Ρασηιν, Ρ. Ε. Βρυχχολερι, Προτεινσ 4,19-30 (1988).16.Γ. Βαυμανν, Χ. Φρομμελ, Χ. Σανδερ, Προτειν Ενγ 2,329-34 (1989).17.Λ. Χηιχηε, Λ. Μ. Γρεγορετ, Φ. Ε. Χοηεν, Π. Α. Κολλμαν,Προχ. Νατλ. Αχαδ. Σχι. ΥΣΑ 87, 3240-3 (1990).18.Δ. Εισενβεργ, Α. Δ. ΜχΛαχηλαν, Νατυρε 319, 199-203(1986).19.Λ. Μ. Γρεγορετ, Φ. Ε. Χοηεν, ϑ Μολ Βιολ 211, 959-74(1990).20.Ρ. Λυετηψ, ϑ. Υ. Βοωιε, Δ. Εισενβεργ, Νατυρε 356, 83-5(1992).21.Σ. Τανακα, Η. Α. Σχηεραγα, Μαχρομολεχυλεσ 9, 945-50(1976).22.Γ. Μ. Χριππεν, ς. Ν. ςισωαναδηαν, Ιντ ϑ Πεπτ ΠροτεινΡεσ 25, 487-509 (1985).23.Χ. Ωιλσον, Σ. Δονιαχη, Προτεινσ 6, 193-209 (1989).24.Μ. ϑ. Σιππλ, ϑ Μολ Βιολ 213, 859-83 (1990).25.Σ. Λιϕσον, Χ. Σανδερ, ιν Μολεχυλαρ Μεχηανισμσ οϕΒιολογιχαλ Ρεχογνιτιον Μ. Βαλαβαν, Εδσ. (Ελσεϖιερ,Αμστερδαμ, 1979) ππ. 145-156.26.Σ. Λιϕσον, Χ. Σανδερ, ϑ Μολ Βιολ 139, 627-39 (1980).27.Π. Βορκ, ετ αλ., Νατυρε 358, 287 (1992).28.Π. Βορκ, ετ αλ., Προτειν Σχι. 1, 1677-1690 (1992).29.Μ. ϑ. Ζϖελεβιλ, Γ. ϑ. Βαρτον, Ω. Ρ. Ταψλορ, Μ. ϑ.Στερνβεργ, ϑ Μολ Βιολ 195, 957-61 (1987).30.Σ. Α. Βεννερ, Δ. Γερλοϕϕ, Αδϖ. Ενζ. Ρεγυλ. 31, 121-181(1990).31.Β. Ροστ, Ρ. Σχηνειδερ, Χ. Σανδερ, ΤΙΒΣ 18, 120-123(1993).32.Χ. Σανδερ, Ρ. Σχηνειδερ, Προτεινσ 9, 56-68 (1991).33.Ω. Καβσχη, Χ. Σανδερ, Βιοπολψμερσ 22, 2577-637(1983).34.Α. Λ. Μορρισ, Μ. Ω. ΜαχΑρτηυρ, ϑ. Μ. Τηορντον,Προτεινσ 12, 345-364 (1992).35.Α. Βαιροχη, Β. Βοεχκμανν, Νυχ. Αχιδσ Ρεσ. 19, 2247-2250 (1991).36.Α. Μυσαχχηιο, Μ. Νοβλε, Ρ. Παυπτιτ, Ρ. Ωιερενγα, Μ.Σαραστε, Νατυρε 359, 851-5 (1992).37.Σ. Α. Βεννερ, Μ. Α. Χοηεν, Δ. Γερλοϕϕ, ϑ. Μολ. Βιολ.229, 295-305 (1993).38.Β. Ροστ, Χ. Σανδερ, Νατυρε 360, (1992).39.Σ. Α. Βεννερ, Μ. Α. Χοηεν, Δ. Γερλοϕϕ, Νατυρε 359, 781(1992).40.Γ. ϑ. Βαρτον, Ρ. Β. Ρυσσελ, Νατυρε 361, 505-506(1993).41.Β. Ροβσον, ϑ. Γαρνιερ, Νατυρε 361, 506 (1993).