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Naslov master rada: Razvoj aplikacije za analizu poravnanja proteina predsta-

vljenih strukturnim alfabetom Proteinski blokovi

Rezime: Zahvaljujuéi razvijenim strukturnim alfabetima je mogucée opisivanje kom-
pleksne trodimenzionalne strukture glavnog lanca proteina jednodimenzionim nizom
strukturnih prototipova. Proteinski blokovi su jedan od najkoriSéenijih strukturnih
alfabeta. Predstavljanje strukture proteina pomocu strukturnih alfabeta omogucava
jednostavnije poredenje proteina od poredenja trodimenzionalnih struktura prote-
ina. Uporedivanje proteina se moze svesti na poravnanje sekvenci. Cilj ovog rada
je bio razvoj desktop aplikacije koja omogucava poravnanje sekvenci proteinskih
blokova bez potrebe za mreznom konekcijom, sa ve¢im izborom moguéih zadava-
nja ulaza i ve¢im izborom mogucih vizuelizacija. Dodatno, u razvijenoj aplikaciji je

omoguceno i poravnanje aminokiselinskih sekvenci.

Kljuc¢ne reci: bioinformatika, poravnanje, strukturni alfabet, Proteinski blokovi,

proteini
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Glava 1

Uvod

Svi proteini u zivom svetu su sacinjeni od samo 20 aminokiselina. Ipak, prote-
ini imaju najrazli¢itije uloge jer je uloga proteina odredena njegovom prostornom
strukturom [14]. Da bi mogle da se uoce sli¢nosti i razlike izmedu proteina i nji-
hovih funkcija, neophodno je da se na neki nacin njihove trodimenzionalne struk-
ture medusobno uporeduju. Direktno uporedivanje trodimenzionalnih struktura je
veoma kompleksno. Strukturnim alfabetima je omoguéeno opisivanje trodimenzi-
onalne strukture glavnog lanca proteina jednodimenzionim nizovima strukturnih
prototipova. Zahvaljujuéi takvoj reprezentaciji strukture proteina poredenje trodi-
menzionalnih struktura glavnog lanca proteina se moze svesti na poredenje sekvenci
za koje su razvijene metode poravnanja. Jedan od najpoznatijih i najrasprostra-
njenijih strukturnih alfabeta je strukturni alfabet Proteinski blokovi. U njemu je
opisano 16 mogucih konformacija 5 uzastopnih aminokiselina koje se zovu protein-
skim blokovima [27]. U ovom radu je radeno na implementaciji desktop aplikacije
koja omoguéava poravnanje dve ili vise sekvenci proteinskih blokova. Omoguéeno je
viSe nacina ulaza, tekstualni izvestaji i zadavanje Zeljenih vizuelizacija. Pored po-
ravnanja sekvenci proteinskih blokova omogucéene su i funkcionalnosti poravnanja
aminokiselinskih sekvenci. Aplikacija je razvijena u programskom jeziku Python u
radnom okviru Qt.

U drugoj glavi ovog rada su opisani proteini, struktura proteina i strukturni
alfabet Proteinski blokovi. Tre¢om glavom je obuhvaéeno poravnanje i dat pregled
metoda poravnanja sekvenci proteinskih blokova sa osvrtom na alate u okviru kojih
su te metode implementirane. U ¢etvrtoj glavi je dat opis aplikacije koja je razvijana
u okviru master rada i opis svih vizuelizacija koje su omoguéene u njoj. Peta glava

sadrzi zakljucak i osvrt na ceo rad i dalja potencijalna unapredenja.
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Proteini

2.1 Uloga proteina

Proteini su biologka jedinjenja koja su neophodna za zivotno funkcionisanje. To
su najvaznija jedinjenja koja izgraduju zive organizme. Pored gradivne uloge, pro-
teini imaju i mnoge druge vazne uloge kao Sto su prenos kiseonika, zgrusSavanje
krvi, razmena materije ¢elije sa spoljasnjom sredinom i mnoge druge. Neke od ulo-
ga proteina su prikazane na slici 2.1. Enzimi su vazan deo metabolickih procesa.
Hemoglobin se nalazi u crvenim krvnim zrncima i zaduZzen je za prenos kiseonika.
Fibrinogen je zastitni protein koji je odgovoran za zgruSavanje krvi i time spreca-
vanje gubitka krvi. Transportni proteini u sastavu ¢elijske membrane omogucavaju

razmenu materija ¢elija sa spoljasnjom sredinom [14].

WM

Slika 2.1: Uloge proteina: Fibrinogen za zgrusavanje krvi, titin u izgradnji misica, a
hemoglobin u crvenim krvnim zrncima. Slike su preuzete iz [1, 3, 6].
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Amino acid Abbreviations
Alanine Ala A
Arginine Arg | R
Asparagine Asn | N
Aspartic acid Asp | D
Cysteine Cys | C
Glutamine Gln | Q
Glutamic acid | Glu | E
Glycine Gly | G
Histidine His H
Isoleucine Ile I
Leucine Leu | L
Lysine Lys | K
Methionine Met | M
Phenylalanine | Phe | F
Proline Pro | P
Serine Ser S
Threonine Thr | T
Tryptophan Trp | W
Tyrosine Tyr | Y
Valine Val | V

Slika 2.2: Tabela 20 aminokiselina koje obrazuju proteine zivih organizama. Slika je
preuzeta iz [27].
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Slika 2.3: Primarna struktura proteina. Slika je preuzeta iz [2].

2.2 Struktura proteina

Proteini su polimeri sa¢injeni od aminokiselina [14]. Aminokiseline su medusobno
povezane peptidnom vezom izmedu ugljenikovog atoma jedne aminokiseline i atoma
azota druge aminokiseline [27]. Postoji 20 razli¢itih aminokiselina koje obrazuju
proteine zivih organizama [14]. Tabela aminokiselina koje ¢ine Zivi svet je prikazana
na slici 2.2.

Ulanc¢ane aminokiseline povezane peptidnom vezom obrazuju polipeptidni la-
nac. Linearni raspored aminokiselina u polipeptidnom lancu ¢ini njegovu primarnu
strukturu (slika 2.3).

Organizacija delova polipeptidnog lanca u prostoru bez vezivanja boc¢nih nizo-
va predstavlja sekundarnu strukturu proteina. Sekundarna struktura polipeptidnog
lanca je uspostavljena vodoni¢nim vezama izmedu karboksilne i amino grupe [14].

Sekundarna struktura proteina je definisana parom uglova ¢ i ¥ za svaku amino-
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Slika 2.4: Uglovi rotacije ¢ i 1) u molekulu aminokiseline. Slika je preuzeta iz [27].

kiselinu. Ugao ¢ predstavlja ugao rotacije oko veze izmedu ugljenikovog o atoma
(atoma za koji su u aminokiselini vezane amino grupa i karboksilna grupa) i ato-
ma azota. Drugi ugao 1 predstavlja ugao rotacije oko veze izmedu ugljenikovog «
atoma 1 ugljenikovog atoma u karboksilnoj grupi [27]. Prikaz ova dva ugla je dat
na slici 2.4. Dva standardna nacina opisivanja sekundarne strukture regiona je sa 3
ili 8 mogucih stanja. Nacin koji opisuje sekundardnu strukturu regiona sa 3 stanja
obuhvata dva regularna stanja a-heliks i f-ravan i jedno nedefinisano stanje (eng.
coil state) [27].

Tercijerna ili trodimenzionalna struktura se formira uspostavljanjem nekovalent-
nih veza u okviru osnovnog lanca i bo¢nih nizova aminokiselinskih ostataka [14].
Vizuelno, linearna struktura lanca se uvija i obrazuju se veze izmedu udaljenih de-
lova lanca. Vise polipeptidnih lanaca tercijerne strukture ¢ini njegovu kvaternarnu
strukturu [14]. Na slici 2.5 se moze videti odnos izmedu razli¢itih nivoa strukture

proteina.

2.3 Strukturni alfabet Proteinski blokovi

Strukturni alfabeti

Neophodno je da opiSsemo trodimenzionalnu strukturu na pogodan nacin kako
bismo mogli da vr$imo poravnanja izmedu trodimenzionalnih struktura, da prime-

njujemo metode istrazivanja podataka i razne druge analize pomoc¢u kojih mozemo
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PROTEIN STRUCTURE
PRIMARY SECONDARY TERTIARY QUATERNARY
STRUCTURE STRUCTURE STRUCTURE STRUCTURE

&

Slika 2.5: Odnos izmedu razli¢itih struktura proteina. Primarnu strukturu ¢ini sam
redosled aminokiselina u lancu. Sekundarna struktura vizuelno daje oblik lancu bez
poprec¢nog savijanja i vezivanja udaljenih krajeva. U tercijernoj strukturi se moze
videti da se lanac savija popre¢no i da se medusobno stvaraju veze izmedu njegovih
udaljenih delova. Vige lanaca tercijerne strukture ¢ini kvaternarnu strukturu prote-
ina. Slika je preuzeta iz [4].

viSe saznati o medusobno sli¢nim proteinima i njihovim ulogama.

Cesto koriscéen pristup je predstavljanje strukture sekvencom stanja sekundarne
strukture [13]. Za opisivanje bi se koristila reprezentacija od dva regularna stanja
sekundarne strukture i jednog nedefinisanog (eng. coil state) stanja. Zbog nepostoja-
nja jasnih pravila za odredivanje stanja sekundarne strukture razli¢iti algoritmi istoj
sekvenci aminokiselina dodeljuju stanja sekundarne strukture koja mogu znacajno
da se razlikuju [27].

Bolji pristup je opisivanje trodimenzionalne strukture proteina nizom fragmena-
ta od n uzastopnih aminokiselina. Fragmenti duzine n aminokiselina predstavljaju
prototipove lokalne strukture proteina. Skup svih prototipova kojima predstavljamo
trodimenzionalnu strukturu proteina je strukturni alfabet lokalne strukture protei-
na.

Razvijeno je viSe razlic¢itih strukturnih alfabeta. Neki od njih su Building Blocks,
Structural building blocks i I-sites [27|. Dobijeni su razli¢itim tehnikama istrazivanja
podataka. Strukturni alfabet Proteinski blokovi je jedan od najpoznatijih i najko-
riséenijih strukturnih alfabeta [27]. Razvijeni su programi za konverziju iz PDB

formata u format nizova proteinskih blokova.
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Slika 2.6: Prototipovi lokalne strukture strukturnog alfabeta Proteinski blokovi. Slika
je preuzeta iz [27].

Proteinskt blokovt

Strukturni alfabet Proteinski blokovi se sastoji od 16 prototipova od 5 uzastopnih
aminokiselina. Svaki blok je odreden vrednostima diedralnih uglova ¢ i v koji su
opisani u odeljku 2.2.

Proteinski blokovi su nastali kao rezultat klasterovanja. Pri klasterovanju su uzi-
mane u obzir sekvencijalne zavisnosti izmedu blokova [9]. Algoritmi koji su koris¢eni
su zasnovani na Kohonenovom algoritmu (SOM) i skrivenim Markovljevim modeli-
ma koji su zasnovani na Bajesovoj teoriji verovatnoce [13]. Svi proteinski blokovi su
obelezeni malim slovima engleske abecede od a do p i sluze za opis strukture glav-
nog lanca proteina. Na slici 2.6 se mogu videti proteinski blokovi ovog strukturnog
alfabeta.

2.4 Reprezentacija podataka o proteinima u

racunaru

FASTA format

Standardni i veoma Cest format ¢uvanja bioinformatickih podataka su FASTA
datoteke. U FASTA datotekama mozemo ¢uvati podatke o jednom ili vise poli-
peptidnih lanaca, ali i o drugim razli¢itim bioloskim sekvencama. Pocetak prikaza
podataka o svakoj proteinskoj sekvenci u datoteci oznac¢avamo linijom zaglavlja koja
pocinje sa '>’. U nastavku linije je obi¢no dat kratak opis ili detaljnije informacije

o polipeptidnom lancu. U narednim linijama je data primarna struktura polipeptid-

6
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>seq0

FQTWEEFSRAAEKLYLADPMKVRVVLKYRHVDGNLCIKVTDDLVCLVYRTDQAQDVKKIEKE

>seql
KYRTWEEFTRAAEKLYQADPMKVRVVLKYRHCDGNLCIKVTDDVVCLLYRTDQAQDVKKIEKFHSQLMRLY
LKVTDNKECLKFKTDQAQEAKKMEKLNNIFFTLM

>seq?2
EEYQTWEEFARAAEKLYLTDPMKVRVVLKYRHCDGNLCMKVTDDAVCLQYKTDQAQDVKKVEKLHGK
>seq3

MYQVWEEFSRAVEKLYLTDPMKVRVVLKYRHCDGNLCIKVTDNSVCLQYKTDQAQDVK

Slika 2.7: Primer jedne FASTA datoteke sa aminokiselinskom sekvencom. Slika je
preuzeta iz [15].

nog lanca u kojoj su aminokiseline opisane sa jednim slovom [18|. Primer FASTA
datoteke sa aminokiselinskom sekvencom se moze videti na slici 2.7.

Posto je FASTA uobicajen format ¢uvanja podataka [18], razvijeni su mnogi
programi i biblioteke za parsiranje FASTA datoteka. U okviru biblioteke Biotite
[29] koja je korig¢ena u implementaciji postoji potpaket sequence.io u okviru kog se

nalaze funkcionalnosti za ¢itanje i pisanje sekvenci u FASTA datoteke.

PDB format

Podaci o 3D strukturi proteina se ¢uvaju u PDB (Protein Data Bank) dato-
tekama [8]. U prvom delu datoteke (zaglavlju) se nalaze razne metainformacije o
proteinu (ime, izvor uzorka, eksperimentalni metod dobijanja uzorka, autor uzorka,
...). Takode, moze sadrzati podatke o sekundarnoj strukturi i informacije o opisanim
stanjima sekundarne strukture regiona [18]. U drugom delu do kraja datoteke se u
linijama nalaze podaci o koordinatama atoma u prostoru sa informacijama kao Sto je
hemijski element atoma, podaci o aminokiselini kojoj atom pripada i druge [31]. Na
slici 2.8 se moze videti primer strukture PDB datoteke za ¢uvanje trodimenzionalne

strukture proteina.

PDB baza proteina

Protein Data Bank (PDB) je baza podataka trodimenzionalnih struktura protei-
na sacuvanih u datotekama PDB formata opisanih u prethodnom odeljku. PDB baza
podataka poseduje i razli¢ite korisne funkcionalnosti vezanih za pretragu i analizu
podataka [18].

Svakoj instanci u ovoj bazi podataka je dodeljen jedinstveni ID od 4 karaktera
koji je naziv odgovarajuce datoteke u PDB bazi podataka i preko koje joj se moze

direktno pristupati i iz raznih programa i biblioteka.
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HELLX 1 / SER A 18 GLY A 8Z > 5
HELIX 8 8 ASP A 83 HIS A 98 1 16
HELIX 9 9 GLU A 103 VAL A 122 1 20
HELIX 10 10 ASN A 125 ALA A 148 1 24
HELIX 11 11 ASN B 2 ALA B 18 1 17
HELIX 12 12 LYS B 19 TYR B 35 1 17
HELIX 13 13 PRO B 36 HIS B 41 5 6
HELIX 14 14 PHE B 42 ILE B 48 1 7
HELIX 15 15 PRO B 49 LEU B 53 5 5
HELIX 16 16 ASN B 56 LEU B 77 1 22
HELIX 17 17 SER B 78 GLY B 82 5 5
HELIX 18 18 LYS B 84 HIS B 98 1 15
HELIX 19 19 GLU B 103 VAL B 122 1 20
HELIX 20 20 ASN B 125 ALA B 148 1 24
LINK NE2 HIS A 97 FE HEM Al1152 1555 1555 1.96
LINK FE HEM Al1152 01 OXY All53 1555 1555 1.85
LINK FE HEM Al1152 02 OXY All53 1555 1555 2.36
LINK NE2 HIS B 97 FE HEM B1152 1555 1555 2.04
LINK FE HEM B1152 02 OXY B1153 1555 1555 2.17
LINK FE HEM B1152 01 OXY B1153 1555 1555 2.47
SITE 1 AC1 15 TYRA 31 HISA 41 PHEA 42 TRP A 44

SITE 2 ACl1 15 ARG A 58 HIS A 62 ARG A 65 ILEA 66

SITE 3 ACl1 15 GLN A 69 LEU A 93 HIS A 97 VAL A 102

SITE 4 AC1 15 SER A 106 TYR A 140 OXY All53

SITE 1 AC2 3 HISA 62 ILEA 66 HEM All52

SITE 1 AC3 14 TYR B 31 HIS B 41 PHE B 42 TRP B 44

SITE 2 AC3 14 ARG B 58 HIS B 62 ILEB 66 GLN B 69

SITE 3 AC3 14 HIS B 97 SER B 106 TYR B 107 LEU B 110

SITE 4 AC3 14 TYR B 140 OXY B1153

SITE 1AC4 4 PHEB 42 HIS B 62 ILE B 66 HEM B1152

CRYST1 47.697 47.697 145.245 90.00 90.00 120.00 P 31 6

ORIGX1 1.000000 0.000000 0.000000 0.00000

ORIGX2 0.000000 1.000000 0.000000 0.00000

ORIGX3 0.000000 0.000000 1.000000 0.00000

SCALE1l 0.020966 0.012105 0.000000 0.00000

SCALE2 0.000000 0.024209 0.000000 0.00000

SCALE3 0.000000 0.000000 0.006885 0.00000

MTRIX1 1 -0.178870 0.983870 -0.003480 0.11482 1

MTRIX2 1 0.983870 0.178860 -0.001560 0.07935 1

MTRIX3 1 -0.000910 -0.003700 -0.999990 0.34739 1

ATOM 1 N MET A 1 10.263 -7.566 -4.747 1.00 47.36 N
ATOM 2 CA MET A 1 9.077 -7.905 -5.617 1.00 47.69 [
ATOM 3 C MET A 1 9.155 -9.333 -6.212 1.00 47.89 [
ATOM 4 O MET A 1 10.028 -9.649 -7.048 1.00 48.03 [o]
ATOM 5 CB MET A 1 8.869 -6.852 -6.731 1.00 47.38 [
ATOM 6 CG MET A 1 7.608 -7.091 -7.622 1.00 47.57 [
ATOM 7 SD MET A 1 5.992 -6.631 -6.851 1.00 51.09 s
amam 2 O® mMET 2 1 £ naQ _4 R4Q _& 222 1 NN 4K &7 ~

Slika 2.8: Primer strukture PDB datoteke. Slika je preuzeta iz [20].

Kada se otvori stranica instance u okviru RCSB.org sajta [8], pored linka ka
PDB datoteci stukture, nalaze se osnovni podaci o sekvenci, umanjena slika trodi-
menzionalne strukture [18] i jo§ razne vrste drugih podataka i vizuelizacije.

Posebno je interesantan interaktivni 3D pregleda¢ u okviru koga je veran prikaz
trodimenzionalne strukture. Na slici 2.9 se nalazi primer prikaza trodimenzionalne

strukture keratina.
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ZIPID B 3D Protein Feature View: 6JFV

=
PROTEIN DATA BANK

The crystal structure of 2B-2B complex from keratins 5 and 14 (C367A mutant of K14)

Chain
A

CHAIN A

UNIPROT P02533
SECONDARY STRUCTURE
UNMODELED

ROTAMER OUTLIER
BINDING CHAIN B
MUTATION

HYDROPATHY

DISORDER

DISORDERED BINDING

PFAM

SCoP

MOLECULE PROCESSING
GENOME VARIANT

MUTAGENESIS

Keratin, type | cytoskeletal 14 - Homo sapiens

Help Back o

T e ' -'F_r v

L——-—._-.__..__.J

%

Keratin, type | cytoskeletal 14
6JFV | Model 1 | Instance ASM_1 | A | MET 42 [auth 368]
— m e ———

Slika 2.9: Prikaz trodimenzionalne strukture keratina u 3D interaktivnom pregledacu
u okviru PDB baze podataka. Slika je preuzeta iz [20].
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Poravnanje 1 algoritmi za poravnanje

sekvenci proteinskih blokova

3.1 Uvod i motivacija

U uobic¢ajenim algoritamskim zadacima se slicnost izmedu dve sekvence poredila
egzaktnim merama kao sto je Hamingovo rastojanje. Takvim pristupom proverava se
da li karakter jedne sekvence na tacno i - toj poziciji odgovara karakteru na tacno ¢
- toj poziciji u drugoj sekvenci. Medutim, bioloska jedinjenja kao sto su nukleotidne
sekvence su podlozna razli¢itim mutacijama, medu kojima su insercije (umetanje) i
delecije (brisanja) nukleotida. Zato se moze desiti da simbol na i-toj poziciji jedne
sekvence bioloski odgovara simbolu na j-toj poziciji druge sekvence [30]. Jasno je da
u bioinformatici moramo da imamo drugaciji pristup poredenja sli¢nosti sekvenci.

Na slici 3.1 se moze videti primer dve sekvence. Po meri Hamingovog rastojanja
izmedu sekvenci nema nikakve slicnosti. Medutim, na slici 3.2 se moze uociti da su

sekvence zapravo veoma sli¢ne.

CCTGACTTC
TGCCTGACT

Slika 3.1: Uporedivanje sekvenci

10
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CCTGATCTTC
TGCCTAGACT

Slika 3.2: Uporedivanje sekvenci.

SGA—-—ALVW
P—-APPALV-

Slika 3.3: Primer jednog poravnanja dve aminokiselinske sekvence.

Poravnanje izmedu dve sekvence se moze posmatrati kao matrica u kojoj se
nalaze dva reda koja odgovaraju, redom, prvoj i drugoj sekvenci [25]. U svakom
redu se nalaze znakovi odgovarajuce sekvence sa eventualno ubacenim prazninama
koje se oznacavaju specijalnim znakom ’-’. Za znakove koji se nalaze u istoj koloni
se moze rec¢i da su poravnati. Kolone u kojoj se nalaze obe iste vrednosti poravnatih
znakova se nazivaju konzerviranim kolonama. Primer jednog poravnanja je dat na
slici 3.3.

Pri poravnanju dve sekvence je cilj da bude poklopljen sto veéi broj istih i sli¢nih
znakova (pojam sli¢nosti ¢e biti opisan kasnije). U isto vreme je cilj i da u poravnanju
bude §to manji broj insercija (praznina u prvom redu) i delecija (praznina u drugom

redu) [25]. Za insercije i delecije se koristi zajednicki naziv indeli [25].

Mere kvaliteta poravnanja

Ukupan skor poravnanja je glavna mera kojom se kvantifikuje kvalitet porav-
nanja dve sekvence. Postoje razli¢iti nacini ra¢unanja skora. Ovde ¢emo prikazati
jedan od najcesce koriscenih [25]. Skor se ra¢una kao zbir vrednosti skorova za svaku
kolonu. Ako su poravnata dva potpuno ista znaka vrednost skora je pozitivna i naj-

veceg intenziteta, a ako su sli¢na, vrednost skora je isto pozitivna. Intenzitet zavisi

11
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od intenziteta sli¢nosti poravnatih znakova. Ukoliko su znakovi razli¢iti, vrednost

skora tog para je negativna. Negativno se boduje i svaki indel. Mogu se sa manjim
intenzitetom bodovati indeli koji su ve¢ nadovezani u nizu od prvog indela u nizu.
Ovakav na¢in kaznjavanja indela je afino kaznjavanje indela [25].

Sada se sa pojmom skora problem poravnanja moze preciznije definisati. Opti-
malno poravnanje je poravnanje kod koga je vrednost skora maksimalna.

Pored skora, u postojec¢im alatima i bibliotekama su obuhvacene i dodatne vred-

nosti koje mogu pomodéi pri kvantifikovanju kvaliteta poravnanja:

e broj insercija i broj delecija ili ukupan broj indela [18] (3to su manji, to je

poravnanje bolje);
e broj poklopljenih znakova (eng. match);

e mera identi¢nosti (eng. identity) koja predstavlja udeo poklopljenih znakova u
poravnanju - koli¢nik broja poklopljenih znakova i ukupne duzine poravnatih

sekvenci [18].

Matrica supstitucije

Za svaki par znakova iz azbuke znakova u sekvencama koji se pojavi u istoj
koloni u poravnanju je potrebno da bude definisan skor. Za tu svrhu se definise
matrica supstitucije (matrica skora). Ako se u azbuci nalazi n znakova (npr. u azbuci
aminokiselina se nalazi n = 20 znakova), matrica supstitucije sadrzi n* vrednosti.
Znaku na i-toj poziciji u azbuci odgovaraju i- ti red i i- ta kolona. Vrednost u i-tom
redu i j-toj koloni predstavlja skor izmedu ¢-tog i j-tog znaka azbuke.

Matrica supstitucije je klju¢an deo algoritama za poravnanje sekvenci i zato
im se posvecuje velika paznja. Postoje¢e matrice skora koje su u Sirokoj upotrebi
su konstruisane empirijski iz prethodno radenih poravnanja. Na primer, jedna od
najpoznatijih matrica skora za aminokiseline je BLOSUMG62, konstruisana 1992.
godine. Biolosko objasnjenje skora izmedu dve aminokiseline je u ¢injenici da $to
su dve aminokiseline sli¢nije, tj. imaju veéi skor, one su vise menjale jedna drugu

tokom evolucije [18].

Lokalno poravnanje

Do sada su razmatrana globalna poravnanja, poravnanja na nivou ¢itavih se-

kvenci. Ipak, Cesto nije u interesu pronaéi optimalno poravnanje izmedu dve cele
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1l: YAFDLGYTCMFPVLLGGGELHIVQKETYTAPDEIAHYIKEHGITYIKLTPSLFHTIVNTA
2: -AFDVSAGDFARALLTGGQLIVCPNEVKMDPASLYAIIKKYDITIFEATPALVIPLMEYI
3: IAFDASSWEIYAPLLNGGTVVCIDYYTTIDIKALEAVFKQHHIRGAMLPPALLKQCLVSA

1l: SFAFDANFESLRLIVLGGEKIIPIDVIAFRKMYGHTE-FINHYGPTEATIGA
2: -YEQKLDISQLQILIVGSDSCSMEDFKTLVSRFGSTIRIVNSYGVTEACID
3: ----PTMISSLEILFAAGDRLSSQDAILARRAVGSGV-Y-NAYGPTENTVL

Slika 3.4: Primeri visestrukog poravnanja. Slika preuzeta iz [30].

sekvence, nego pronaci najsli¢nije zajednicke regione [18|. Ovaj problem je pronala-
zenje lokalnog optimalnog poravnanja. Za lokalno poravnanje je pogodnije koristiti

afino kaznjavanje indela jer bi linearno kaznjavanje svakog indela bilo preostro [25].

ViSestruko poravnanje

Izmedu vise bioloskih sekvenci mogu postojati suptilne sli¢nosti koje ne mogu da
budu otkrivene metodama dvostrukog poravnanja, zbog cega se koriste viSestruka
poravnanja koja mogu uo¢iti prikrivene sli¢nosti izmedu sekvenci [25].

Analogno kao kod problema dvostrukog poravnanja, poravnanje n (n > 2) se-
kvenci se moze posmatrati kao matrica od n redova koju ¢ine simboli iz sekvenci sa
eventualnim prazninama, oznacenih sa ’-’. Na slici 3.4 se mogu videti primeri vige-
strukog poravnanja. Pored konzerviranih kolona (kolona koje ¢ine iste vrednosti),
znacajne su i kolone kod kojih vrednost nije ista u svim redovima, ali je ista u dva

ili vise redova [30].

3.2 Opste metode za poravnanje sekvenci

U nastavku ¢e biti dat kratak pregled opstih metoda za poravnanje sekvenci. Po-
red izlaganja metoda bice prikazani i primeri onlajn dostupnih alata koji primenjuju

te metode.

Globalno poravnanje dve sekvence

Za globalno poravnanje sekvenci je razvijen algoritam Needlman- Wunsch [28].
Ideja ovog algoritma je zasnovana na dinamickom programiranju.
Za dve sekvence duzina, redom, m i n se konstruise graf poravnanja koji sadrzi

(m+1)-(n+1) ¢vorova koji su rasporedeni u pravougaonu mrezu sa po n+ 1 ¢vorova
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u svakom redu i m+1 ¢vorova u svakoj koloni. Svaki ¢vor po duzini odgovara znaku,

a jednoj poziciji u prvoj sekvenci, izuzev prvog ¢vora koji odgovara praznoj sekvenci.
Analogno je i za svaki ¢vor po Sirini. Svaki ¢vor je povezan usmerenom granom sa
slede¢im ¢vorom u koloni, redu i dijagonalno. Graf je tezinski. Tezina svake grane ka
narednom ¢voru u redu i koloni je jednak kazni za indele, a prelazak dijagonalnom
granom zavisi od vrednosti u matrici supstitucije.

Prelazak u naredni ¢vor u istom redu ili koloni predstavlja dodavanje indela
u jednoj sekvenci i dodavanje narednog karaktera u drugoj sekvenci, a prelazak na
naredni ¢vor na dijagonali predstavlja dodavanje narednog karaktera u obe sekvence.
Tezina dijagonalne grane je jednaka vrednosti u matrici skora koja odgovara paru
karaktera koji se dodaje u sekvence.

Pronalazenje optimalnog poravnanja se svodi na pronalazenje optimalne putanje
od ¢vora u gornjem levom uglu (¢vora u prvom redu i prvoj koloni) do ¢vora u donjem
desnom uglu (¢vora u poslednjem redu i poslednjoj koloni) u grafu poravnanja. Time
se reSavanje problema dvostrukog poravnanja svodi na resavanje problema turiste na
Menhetnu [25]. Problem turiste na Menhetnu se reSava dinamic¢kim programiranjem
tako Sto za svaki ¢vor u grafu pronalazi optimalna putanja do njega. Pamdcenjem
optimalnih putanja do prethodnih ¢vorova na kraju se dolazi do optimalne putanje
do ciljnog ¢vora.

Pri primeni principa afinog kaznjavanja indela se modifikuje algoritam. Umesto

jednog Menhetn grafa se izgraduje Menhetn graf na tri nivoa [25].

Onlajn dostupan alat

Na veb sajtu Evropskog bioinformatickog instituta je dostupan alat EFmboss Ne-
edle [22] koji primenjuje algoritam Needleman- Wunsch za globalno poravnanje dve
nuklteotidne ili aminokiselinske sekvence. Izgled korisnickog interfejsa se moze videti
na slici 3.5. Na pocetku se ucitavaju sekvence koje se poravnavaju. Moguce je i do-
datno podesavanje kojim se bira format izveStaja poravnanja. Primer standardnog

tekstualnog izvestaja poravnanja se moze videti na slici 3.6.

Lokalno poravnanje dve sekvence

Za lokalno poravnanje dve sekvence je razvijen algoritam Smith- Waterman |34].
Osnovni princip ovog algoritma je isti kao kod algoritma Needlman-Wunsch. Na

isti nacin se konstruiSe tezinski graf poravnanja. Jedina je razlika u tome sto se kod
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Pairwise Sequence Alignment

EMBOSS Needle reads two input sequences and writes their optimal global sequence alignment to file.
STEP 1 - Enter your protein sequences

Enter a pair of

PROTEIN v

sequences. Enter or paste your first protein sequence in any supported format:

Vi

Or, upload a file: | Choose file | No file chosen Use a example sequence | Clear sequence | See more example inputs

AND

Enter or paste your second protein sequence in any supported format:

Or, upload a file: | Choose file | No file chosen

STEP 2 - Set your pairwise alignment options

OUTPUT FORMAT

pair v

The default settings will fulfill the needs of most users.

More options... | (Click here, if you want to view or change the default settings.)

Slika 3.5: Izgled interfejsa Emboss Needle onlajn alata. Slika je preuzeta iz [22].

algoritma Smith- Waterman ne kaznjava niz praznina od pocetka sekvenci do regiona
obuhvacenog lokalnim poravnanjem, ni niz praznina od kraja regiona obuhvac¢enog

lokalnim poravnanjem do kraja sekvenci.

Onlajn dostupan alat

Takode je na veb sajtu Evropskog bioinformatickog instituta dostupan alat EFm-
boss Water [23| za lokalno poravnanje sekvenci algoritmom Smith- Waterman. Posto
su korisnicki interfejs i izgled izveStaja potpuno identicni kao kod alata Emboss

Needle, njihov izgled nece biti prikazan.

Visestruko poravnanje

Moguce je pravolinijsko uopstavanje dvodimenzionalnog grafa poravnanja na k-
dimenzioni graf poravnanja n sekvenci i svodenje problema viSestrukog poravnanja
na problem pronalazenja puta u k-dimenzionom grafu poravnanja. Za ra¢unanje

skora bi se koristila k-dimenziona matrica supstistucije. Medutim, vremenska slo-
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Results for job emboss_needle-120230925-063932-0898-80975366-p1m

“Aelglu=ie  Submission Details

View Alignment File

# Program: needle

# Rundate: Mon 25 Sep 2023 06:39:43

# Commandline: needle

—auto

-stdout

-asequence emboss needle-I120230925-063932-0898-80975366-plm.asequence
-bsequence emboss_needle-120230925-063932-0898-80975366-plm.bsequence
-datafile EBLOSUM62

-gapopen 10.0

-gapextend 0.5

-endopen 10.0

-endextend 0.5

-aformat3 pair

-sproteinl

-sprotein2

Align_ format: pair

Report_file: stdout

FoH o R WO R KRR HH

#

# Aligned_sequences: 2

# 1: HBA_HUMAN

# 2: HBA_ MOUSE

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend penalty: 0.5

#

# Length: 142

# Identity: 122/142 (85.9%)

# Similarity: 131/142 (92.3%)

# Gaps: 0/142 ( 0.0%)

# Score: 648.0

#

#

#

HBA_ HUMAN 1 MVLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHFDLS 50
e nemnmn

HBA_ MOUSE 1 MVLSGEDKSNIKAAWGKIGGHGAEYGAEALERMFASFPTTKTYFPHFDVS 50

HBA HUMAN 51 HGSAQVKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFK 100
NN aInnnm

HBA MOUSE 51 HGSAQVKGHGKKVADALASAAGHLDDLPGALSALSDLHAHKLRVDPVNFK 100

HBA HUMAN 101 LLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR 142
INNNEEnnnIn

HBA MOUSE 101 LLSHCLLVTLASHHPADFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR 142

Slika 3.6: Primer standardnog tekstualnog izvestaja poravnanja alata Emboss Nee-
dle. Slika je preuzeta iz [22].
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Zenost ovog algoritma je O(n* - 2%) [30]. Za velike vrednosti k je ova vremenska

slozenost neprihvatljiva, pa je potrebno da se primeni drugaciji pristup. Metod pro-
gresivnog poravnanja se zasniva na rac¢unanju sli¢nosti parova sekvenci dvostrukim
poravnanjem.

Ideja metoda je u rac¢unanju slicnosti parova sekvenci dvostrukim poravnanjem.
Rezultati poravnanja se ¢uvaju u matrici rastojanja izmedu sekvenci. Na osnovu
dobijene matrice rastojanja se uzimaju redom najsli¢nije sekvence i izgraduje po-

ravnanje. Takode, izgraduje se i filogenetsko stablo [16].

Onlajn dostupan alat

Alat ClustalWW [7] primenjuje metod progresivnog poravnanja. Primer korisnic¢-
kog interfejsa implementacije ClustalW sa GenomeNet portala [5] je prikazan na slici
3.7. Prikazanom implementacijom je moguée poravnanje aminokiselinskih ili nukle-
otidnih sekvenci. Na pocetku se zadaju sekvence. Kao i kod prethodno prikazanih
alata, moguca su i dodatna podeSavanja, kao sto je zadavanje matrice supstitucije,
podesSavanja intenziteta kazni za indele 1 druga. Primer dobijenog izvestaja se moze

videti na slici 3.8.

3.3 Metode za poravnanje PB sekvenci

Zahvaljujuéi ¢injenici da je moguce trodimenzionalnu strukturu glavnog lanca
proteina svesti na jednodimenzioni niz proteinskih blokova [13] poravnanje proteina
se moze svesti na poravnanje sekvenci. U ovom delu ¢e biti opisana dva metoda za
poravnanje sekvenci proteinskih blokova: iPBA [13| za poravnanje dve sekvence i
mulPBA [33] za poravnanje vise sekvenci. Pored opisa samih metoda bice prikazani

i postojeéi onlajn alati u okviru kojih su primenjene te metode.

iPBA

Prva verzija metoda je imala naziv PBALIGN [13]. Ona je primenjivala algo-
ritam Needlman- Wunsch [28] za globalno poravnanje i algoritam Smith- Waterman
[34] za lokalno poravnanje [11]. Matrica supsitucije za proteinske blokove je bila
generisana na osnovu uparenih proteinskih blokova proteina u okviru strukturnih

poravnanja iz PALI skupa podataka [32, 36]. Korig¢eno je linearno kaznjavanje pra-
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Help
General Setting Parameters:

Output Format: | CLUSTAL v

Pairwise Alignment: @ FAST/APPROXIMATE O SLOW/ACCURATE

Enter your sequences (with labels) below (copy & paste): @ PROTEIN ODNA

Support Formats: FASTA (Pearson), NBRF/PIR, EMBL/Swiss Prot, GDE, CLUSTAL, and GCG/MSF

Or give the file name containing your query
Choose file | No file chosen

[ Execute Multiple Alignment ” Reset ]

More Detail Parameters...

Pairwise Alignment Parameters:

For FAST/APPROXIMATE:
K-tuple(word) size:, Window size:, Gap Penalty:
Number of Top Diagonals:, Scoring Method: | PERCENT v

For SLOW/ACCURATE:

Gap Open Penalty:, Gap Extension Penalty:

Select Weight Matrix: | BLOSUM (for PROTEIN) v
(Note that only parameters for the algorithm specified by the above "Pairwise Alignment" are
valid.)

Multiple Alignment Parameters:

Gap Open Penalty:, Gap Extension Penalty:

Weight Transition: O YES (Value: [0.5 |), ©® NO
Hydrophilic Residues for Proteins: GPSNDQER

Hydrophilic Gaps: @ YES O NO

Slika 3.7: Korisnicki interfejs ClustalW sa portala GenomeNet. Slika je preuzeta iz
7]

znina, sa vrednoséu —3.0 za svaku prazninu u globalnom, odnosno vrednoséu —5.0
za svaku prazninu u lokalnom poravnanju.

Daljim unapredivanjem metode PBALIGN je dobijena metoda iPBA (improved
the Protein Block Alignment methodology) [13|. Radeno je na unapredivanju dva
aspekta metoda: profinjavanju matrice supstitucije i modifikaciji algoritma dina-
mickog programiranja. Matrica supstitucije je generisana na osnovu novije verzije
PALI baze podataka, izvrSena je normalizacija vrednosti u matrici i vrSena je se-
lekcija poravnatih parova na osnovu kojih je generisana [13].

[zmenjena verzija dinamickog programiranja (anchor based dynamic program-
ming algorithm) polazi od skupa lokalnih poravnanja (eng. anchors) dobijenih SIM
algoritmom [11, 13|. Segmenti izmedu lokalnih poravnanja (eng. linkers) su po-
ravnati klasicnim algoritmom Needlman-Wunsch. 1 kod lokalnih poravnanja i kod
poravnanja segmenata je koriséen afin metod kaZnjavanja indela [11].

Unapredena verzija metoda PBALIGN u opstem sluc¢aju daje bolje rezultate od

ve¢ine dostupnih alata za strukturna poravnanja [13].
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CLUSTALW Result

[clustalw.aln][clustalw.dnd][readme]
Select tree menu Vv || Exec

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to Protein
Sequence format is Pearson

Sequence 1: sp|P69905|HBA_HUMAN 142 aa
Sequence 2: sp|P01942|HBA_MOUSE 142 aa
Sequence 3: sp|P13786|HBAZ CAPHI 142 aa

Start of Pairwise alignments
Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 85.9155
Sequences (1:3) Aligned. Score: 56.338
Sequences (2:3) Aligned. Score: 56.338
Guide tree file created: [clustalw.dnd]

There are 2 groups
Start of Multiple Alignment

Aligning...

Group 1: Sequences: 2
Group 2: Sequences: 3
Alignment Score 1764

Score:2179
Score:1216

CLUSTAL-Alignment file created [clustalw.aln]

clustalw.aln

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

sp|P69905 |HBA_HUMAN
sp|P01942 |HBA_MOUSE
sp|P13786 | HBAZ_CAPHI

sp|P69905 | HBA_HUMAN
sp|P01942 |HBA_MOUSE
sp|P13786 |HBAZ_CAPHI

sp|P69905 | HBA_HUMAN
sp|P01942 |HBA_MOUSE
sp|P13786 |HBAZ_CAPHI

LSFPTTKTYF!

TKAAWGK PTTKTYF

TILSLWSKISTQADV:

ERLFSCYPQAKTYFPHFDLHSGSAQLRA

VNF)

TP
TP

IDNVTSALSKLSELHAYVLI
AVHASLDKFLASVSTVLTSKYR

AVHASLDKFLASVSTVLTSKYR
DAHAAWDKFLSIVSGVLTEKYR

VNF]
'LSHCLLVTL:

clustalw.dnd

(

sp|P69905 |HBA_HUMAN:0.07042,
sp|P01942 |[HBA_MOUSE:0.07042,
sp|P13786 |HBAZ_CAPHI:0.36620);

Slika 3.8: Primer izvestaja dobijenog u prikazanoj implementaciji ClustalW alata.
Slika je preuzeta iz [7].

Onlajn dostupan alat

U okviru veb sajta DSIMB (Dynamics of Structures and Interactions of Ma-
cromolecules in Biology) [17] je dostupan alat IPBA web server [11]. Za svaki od
dva proteina su moguca dva nacina zadavanja ulaza: unos PDB ID-a ili prilaganje
odgovarajuce strukturne datoteke. Za svaki od dva ulaza se zadaje lanac koji uce-
stvuje u poravnanju. Ukoliko lanac nije izabran, podrazumevano je izabran A lanac.
Na kraju se zadaje Zeljeni tip poravnanja. Podrazumevano je izabrano globalno po-
ravnanje. Na slici 3.9 se moze videti forma za zadavanje ulaza za poravnanje dva
proteina. Primer izveStaja poravnanja je dat na slici 3.10.

Pored poravnanja zadate dve sekvence, ovim alatom se mogu pretrazivati sli¢ni
lanci proteina unutar strukturne SCOP baze podataka [10]. Kao parametar se moze

zadati mera sli¢nosti, kao i tip poravnanja.
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Compare and align two protein structure

Either upload two PDB files and enter the respective chain IDs or enter both PDB and chain IDs.

Protein 1

Enter PDB idenfier chain|:] chainC]

or

Upload first structure file: | Choose file | No file chosen chainD

Protein 2

Enter PDB idenfier chain[j chainD

or

Upload second structure file: [ Choose file | No file chosen chain[_|

[Align[ciear Forn|
Advanced option
Alignment Type:
OGlobal
Olocal

Note that data older than 15 days are deleted.

Slika 3.9: Zadavanje ulaza za poravnanje dva proteina u okviru onlajn alata :PBA
web server. Slika je preuzeta iz [11].

Alignment of protein 2cOk (chain A) and protein 104m (chain A)

Summary

Color code for Quality of alignment

- +

Normalized score  177.30
RMSD 1.39
Alignment length 160
Aligned residues 143

Fraction aligned 89.38%

GDT TS 70.23

Alignment
Position 1 11 21 31 41 51 61 71 81
PB k1 1 1 1mmpcfk lmmmpEfkl lat
2c0k A DIK \4 KRYFKKYPHNLNHFPWFKEIPF-DDLPENARFKTHGTRILRQVDEGVKALSVDFGI
Identity | I RN [ \
104m A VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKSHPETLEKFDRFKHLKTEAEMKASEDLKKHGVTVLTALGAILKKK---G-}
P zzfkl 1 1mmmmmk 1mmpmb f k1 mmmmmk 1 no p i
Position 1 11 21 31 41 51 61 71 ¢

Anchor(s) used by iPBA apears in Bold

Slika 3.10: Primer izvestaja dobijenog alatom iPBA web server. Slika je preuzeta iz
[11].
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Compare and align multiple protein structure - PDB data

Use this form to analyse chain from Protein Data Bank files. In order to make multiple protein analysis a
minimum of 3 protein are required. The files can also be uploaded see bellow.

Protein Data Bank uploader

1FBNA
1G8AA
1G8SA
INT2A
1PRYA /

m Clear Form

Data have to be formatted as below: PDBCODECHAIN.

Separate identifiers by a newline or a space

Slika 3.11: Zadavanje ulaza u formatu <PDB ID><lanac> u okviru alata mulPBA
web server. Slika je preuzeta iz [12].

mulPBA

Metod mulPBA [33] je zasnovan na sli¢noj strategiji progresivnog poravnanja kao
kod alata ClustalW. Za svaka dva proteina se vrsi poravnanje metodom iPBA i time
utvrduje sli¢nost [12]. Na osnovu dobijenih sli¢nosti izmedu proteina se izgraduje
stablo na osnovu koga se formira visestruko poravnanje.

Gledajuc¢i mere kvaliteta poravnanja i efikasnost pri prepoznavanju strukturno
slicnih proteina ovaj metod se pokazao prilicno uspesnim poredeéi ga sa velikim

brojem dostupnih metoda [33].

Onlajn dostupan alat

Takode se u okviru veb sajta DSIMB [17] moze na¢i onlajn dostupan alat koji
je zasnovan na metodu mulPBA. Ime alata je mulPBA web server [12].

U ovom alatu je nekoliko moguéih nacina zadavanja ulaza. Moguée je zadavanje
redom PDB ID-a za svaki protein sa oznakom Zeljenog lanca (slika 3.11) i sukcesivno
prilaganje PDB datoteka sa zadavanjem oznake lanca za svaku od njih. Takode se
moze priloziti i kompresovana arhiva u okviru koje se nalaze PDB datoteke pro-
teina. Pored poravnanja, moze se i pristupiti izveStajima veé¢ izvrSenih poravnanja
zadavanjem ID-a procesa ukoliko nisu izvrSena pre vise od 7 dana.

Primer izvestaja se moze videti na slici 3.12.
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PROTEINSKIH BLOKOVA

Summary

Color code for Quality of alignment

Score 3.399843

Nrms 94.736839

GDT score 91.387558

RMSD of core 0.795348

N3.5A 209.300003

30% gap 91

Alignment

Position 19

1fbn a =MEDIKIKEI=-FENIYEVDL==GDGLKRIATKSIVKGKKVYDEKIIKI-GDEEYRIWNPNKSKLAAAITIKGLKVMI

PB -zzdddddeh-jhiacddeh--nopacdddddfbghiafklpacddeh-jaccddddfklomklmmmmnopabdfl

Position 1 2 22 46

lg8a a M---VEVKKHKFPGVYTVIDDDGS—--ERIATKNLVPGQRVYGERVIKWEG-EEYRIWNPNRSKLGAAIMNGLKNF1

PB z---zddddfbghiacdddfklgh--iacdddfbghklpghiacddeehi-acddddfklomklmmmmnopabd£fl

Position 1 10 19

1g8s a —=MEDIKIKEI-FENIYEVDL--GDGLKRIATKSIVKGKKVYDEKIIKI-GDEEYRIWNPNKSKLAAATTKGLKVM!

PB —zzdddddeh-jhiacddeh--nopacdddddfbghiafklpacddeh-jbccddddfklomklmmmmnopabdfl

Position 23 13 22 32 5!

Int2 a DTLVTKSKY--GSHYGEKVFD=———~ GYREWVPWRSKLAAMILKGHR-L}

PB accdddfbd--cfklmcbgeh-—--- iacddfklocklmmmmnopac—dc

Position 2 22 46
—=-=VEVKKHKFPGVYVVIDDDGS--EKIATKNLVPGORVYGERVIKWEG-EEYRIWNPHRSKLGAAIVNGLKNF1

PB —---zzdddfbghiacdddfkopa--cdddddfbghiafkopacddeehi-acddddfklomklmmmmnopabdct

Dendrogram

Slika 3.12: Primer izvestaja dobijenog u okviru alata

preuzeta iz [12].

mulPBA web server. Slika je
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Glava 4

Razvijena aplikacija za poravnanje

sekvenci

4.1 Implementacija

Alat Lotos |26] je implementiran u programskom jeziku Python u radnom okviru
Qt [35]. Izgled celog grafickog korisnickog interfejsa je inicijalno napravljen u gra-
fickom alatu Qt Designer u okviru razvojnog okruzenja Qt Creator [35|. Graficki
korisnicki interfejs je formiran prevlacenjem i dodavanjem elemenata, kao sto je pri-
kazano na slici 4.1. Izgled prozora je sacuvan u okviru .xzml datoteka sa ekstenzijom
.ut. Datoteke u okviru kojih je sa¢uvan izgled prozora su prevedene u odgovarajucée
PySide klase ¢ije su kontrole povezivane sa odgovaraju¢im slotovima (metodama).
Ti slotovi u zavisnosti od akcija korisnika pozivaju funkcije koje na osnovu ulaza
ucitavaju podatke, izvrsavaju poravnanje i generisu izvestaje i vizuelizacije. Na slici

4.2 je prikazan uvodni prozor ove aplikacije.

Biblioteka Biotite

Centralna biblioteka koja je koris¢ena pri implementaciji ovog alata je biblioteka
Biotite |29] za rad sa bioinformatickim podacima. Iz te biblioteke su kori¢eni moduli
sequences za rad sa bioloskim sekvencama, align za poravnanje sekvenci i graphics
za generisanje vizuelizacija. Ostale biblioteke koje su koris¢ene pri izradi ovog alata
za vizuelizaciju i podrsku vizuelizaciji su Matplotlib i Seaborn |21, 37|.

Metode modula align koje su koriséene za poravnanje sekvenci su align_ optimal()

za poravnanje dve sekvence i align_multiple() za viSestruko poravnanje. Funkcija
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Broj ucitanih: 0 I

Otvori novu datoteku Izvrsi poravnanje

[ ] 3 £

Name Used Text Shortcut Checkable

Action Editor | Signals and Slots Editor ‘

Slika 4.1: Pravljenje izgleda grafickog korisnickog interfejsa u okviru alata Qt Desig-
ner. Slika je kreirana u okviru okruZenja Qt Creator [35].

Lotos

Dve PB sekvence

Vise PB sekvenci

Dve aminokiselinske sekvence

Vise aminokiselinskih sekvenci

L

4

Slika 4.2: Uvodni prozor aplikacije Lotos. Napomena: Slika unutar prozora je gene-
risana uz pomo¢ vestacke inteligencije.
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align_ optimal() koristi Needleman- Wunsch algoritam za globalno i Smith- Waterman
algoritam za lokalno poravnanje, a funkcija align multiple() koristi metod progre-
sivnog poravnanja. Osim za poravnanje nukleotidnih i aminokiselinskih sekvenci za
koje postoje predefinisana podeSavanja alfabeta, ove metode se mogu koristiti za
poravnanje sekvenci simbola iz proizvoljne azbuke. U tom slucaju je potrebno defi-
nisati skup mogucih simbola kao i matricu supstitucije tih simbola. Na taj nacin je
i uradeno sa strukturnim alfabetom Proteinski blokovi. Matrica supstitucije koja je

koriS¢ena pri poravnanju je preuzeta iz implementacije alata PBXplore [24].

Kratak pregled funkcionalnosti aplikacije
Ucitavanje sekvenci

Moguca su tri nacina zadavanja ulaza koji se mogu medusobno kombinovati. Je-
dan nacin je da korisnik unese PDB ID Zeljenog proteina preko prozora. Ukoliko je
odgovaraju¢a PDB datoteka ve¢ na masini, alatom PBXplore [24] se vrsi konverzija
u format proteinskih blokova koji se ¢uva u FASTA datoteci. U suprotnom, najpre
se iz PDB baze podataka preuzima PDB datoteka. Drugi na¢in zadavanja ulaza je
da korisnik izabere PDB datoteku sa rac¢unara na osnovu koje ¢e biti generisana se-
kvenca proteinskih blokova. Treé¢i nacin zadavanja ulaza je biranje FASTA datoteke
sa sekvencama proteinskih blokova i njihovo direktno ucitavanje u aplikaciju.

Za ucitavanje sekvenci aminokiselina korisnik u prozoru pregledaca datoteka bira

odgovaraju¢e FASTA datoteke iz kojih se sekvence direktno ucitavaju u program.

Poravnanje sekvenci

Obezbedeno je poravnanje dve sekvence proteinskih blokova (lokalno i globalno),
dve aminokiselinske sekvence (lokalno i globalno), vige sekvenci proteinskih blokova
i vise aminokiselinskih sekvenci. Za svako od ovih poravnanja se prikazuje tekstualni
izvestaj sa rezultatima u novom prozoru. Ukoliko korisnik zZeli, moze da bira i nacin

prikaza rezultata u grafickom obliku.

Vizuelizacije

Za svaku vrstu poravnanja korisnik moze da bira jedan ili viSe razli¢itih nacina
prikaza rezultata u grafickom obliku koje Zeli da mu se prikaze. Vise o moguéim

oblicima grafickog prikaza rezultata ¢e biti reci u delu 4.3.
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Izvestaj lokalnog poravnanja izmedju dve PB sekvence:
solorokkkkRkokokok ok

Duzina poravnanja: 203

Broj poklopljenih: 99

Broj insercija: 56

Broj delecija: 45

Mera identity: 0.4876847290640394

Score poravnanja: 30535

0 49
4 !

[1TT1T] I11
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Slika 4.3: Tekstualni izvestaj poravnanja izmedu dve sekvence proteinskih blokova.

4.2 Tekstualni izveStaji

Posle poravnanja c¢e se korisniku prikazati tekstualni izvestaj koji moze da sacuva
za ponovljena gledanja i dalje moguée analize. Izvestaji su pravljeni po ugledu na
tekstualne izvestaje postojecih alata ClustalW [7] 1 EMBOSS Needle [22]. U svakom
izveStaju su obuhvaceni graficki prikaz poravnanja izmedu sekvenci i osnovne mere

kvaliteta.

Poravnanje izmedu dve sekvence

Na slici 4.3 mozemo da vidimo primer tekstualnog izvestaja dobijenog lokalnim
poravnanjem izmedu dve sekvence. U zaglavlju su date ukupne duzine celog porav-
nanja i koliko je proteinskih blokova poklopljeno, broj insercija i broj delecija i mere
kvaliteta identiteta i skor poravnanja.

U nastavku izvestaja je dat graficki prikaz ovog lokalnog poravnanja. Kao i kod

postoje¢ih poznatih alata, izmedu poklopljenih proteinskih blokova je prikazan znak

7|7

Poravnanje izmedu vise sekvenci

U zaglavlju tekstualnog izvestaja su date ukupna duzina poravnanja, broj poklo-
pljenih proteinskih blokova (kod svih poravnatih sekvenci na istoj poziciji) i ukupan
skor poravnanja. Skor poravnanja vise sekvenci se ra¢una kao zbir skorova izmedu

svih parova sekvenci.
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Izvestaj

Tekstualni izvestaj dobijenog poravnanja

.................
Duzina poravnanja: 277
Broj poklopljenih: 75

@ ®

Izaberi vizuelizacije

Izaberi zeljenu vizuelizaciju/vizuelizacije

Klasicna vizuelizacija poravnanja
Matrica rastojanja prikazana preko heatmap-a
Izgradnja drveta primenom hijerarhijskog klasterovanja

ammm
Ty P nmmmm
Generisi vizuelizacije

Generisi vizuelizaciju Sacuvaj tekstualni izvestaj

Slika 4.4: Izbor vizuelizacija za prikaz rezultata poravnanja vise sekvenci proteinskih
blokova.

U nastavku izvestaja je dat graficki prikaz poravnanja izmedu vise sekvenci.

Ispod kolone u kojoj su svi poklopljeni proteinski blokovi je prikazan znak *’.

4.3 Vizuelizacije u aplikaciji

U ovoj sekciji ée biti prikazani moguéi izbori za graficki prikaz rezultata. Naravno,
moguci izbor zavisi od toga da li je izvrSeno poravnanje dve ili vise sekvenci.

Kada se izvrsi poravnanje i kada se dobije tekstualni izvestaj, korisnik moze pri-
tisnuti dugme Generisi vizuelizaciju nakon ¢ega se otvara prozor Izaber: vizuelizacije
(slika 4.4) na kom moZe da bira na koji na¢in Zeli da se rezultat prikaZze u grafickom
obliku. Posle pritiska na dugme Generisi vizuelizacije ¢e biti prikazani svi izabrani

oblici grafickog prikaza rezultata.

Vizuelizacije rezultata poravnanja dve sekvence
Klasi¢na vizuelizacija poravnanja

Na slici 4.5 je prikazana klasi¢na vizelizacija dve sekvence proteinskih blokova
(eng. Plot alignment type based). Isti prototipovi su oznaceni istom bojom. Insercije

i delecije nemaju svoje boje i izgledaju kao - na slici. Na osnovu ove vizuelizacije
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Klasicna vizuelizacija poravnanja izmedju dve sekvence

2COK-A

104M-A

2COK-A Imm- - -- %
104M-A - - K Inmmrmmrm T minnop - - - - - - 2
138

137

145
144

Slika 4.5: Primer klasi¢ne vizuelizacije poravnanja dve sekvence proteinskih blokova.

se jasno moze videti da je ovo poravnanje sa visokim skorom i velikim udelom

poklapanja proteinskih blokova.

Vizuelizacija poravnanja zasnovana na sli¢nosti

Na grafickom prikazu poravnanja baziranom na sli¢nosti (eng. Plot alignment
similarity based) uparenih proteinskih blokova, upareni proteinski blokovi se boje
na osnovu njihove medusobne sli¢nosti. Intenzitet medusobne sli¢nosti je definisan
vrednoséu u matrici supstitucije koja odgovara paru uparenih proteinskih blokova.
Ako su poravnati proteinski blokovi isti, boja je najtamnija. Insercije i delecije, kao
i protenski blokovi upareni sa njima ostaju neobojeni. Na slici 4.6 se moze videti

primer jedne takve vizuelizacije.

Vizuelizacije rezultata poravnanja vise sekvenci
Klasi¢na vizuelizacija poravnanja (Plot alignment type based)

Ovaj tip vizuelizacije je isti kao i kod klasi¢ne vizuelizacije poravnanja dve se-
kvence. Kao i kod poravnanja dve sekvence i ovde se sa slike ocigledno moze videti
koliko je poravnanje kvalitetno. Na slici 4.7 je prikazan primer klasi¢ne vizuelizacije

za vise sekvenci.
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Vizuelizacija poravnanja izmedju dve sekvence bazirana na slicnosti
2COK-A 30
104M-A 31
2COK-A mm - -c - -mp f 56
104M-A -m k m b mmm - - 58
2COK-A m--pcehhl f k
104M-A nnofpl- - - - - -m
2COK-A m-pccd 113
104M-A nopa- - 110
2COK-A mmmm - - - - - piccd 138
104M-A mmmm | m - ¢ - - 137
2COK-A 145
104M-A 144

Slika 4.6: Primer vizuelizacije poravnanja dve sekvence proteinskih blokova zasno-
vane na sli¢nosti uparenih proteinskih blokova.
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Slika 4.7: Primer klasi¢ne vizuelizacije poravnanja izmedu vise sekvenci proteinskih
blokova.
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Matrica rastojanja izrazena toplotnom mapom

104L-A  104M-A  2COK-A
\

102L-A
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10GS-A

| -0.0
2COK-A 104M-A 104L-A 102L-A 10GS-A

Slika 4.8: Toplotna mapa na osnovu matrice rastojanja dobijene viSestrukim porav-
nanjem sekvenci proteinskih blokova.

Vizuelizacija rastojanja izmedu sekvenci toplotnom mapom

Matrica rastojanja koju dobijamo algoritmom poravnanja vise sekvenci se moze
prikazati toplotnom mapom (eng. heat map) (slika 4.8). Takvim prikazom se stice
uvid u medusobnu sli¢nost poravnatih sekvenci. Sto je boja na mapi tamnija, to su

sekvence manje sli¢ne. Toplotne mape su generisane koriséenjem biblioteke Seaborn

37).

Drvo spajanja na osnovu rastojanja izmedu sekvenci

Na osnovu dobijene matrice rastojanja se moze izvrsiti hijerarhijsko klasterovanje
sekvenci. U ovoj aplikaciji je takvo generisanje stabla (dendrograma) omoguéeno
izvrSavanjem hijerarhijskog sakupljajuceg klasterovanja funkcijom biblioteke scikit-
learn [19]. Korisnik moZe da bira da li ¢e tip veze biti single (podrazumevano),
complete ili average. Primer ovako dobijenog drveta spajanja je prikazan na slici
4.9.

Vizuelizacije poravnanja aminokiselinskih sekvenci

Identi¢ne funkcionalnosti koje su omoguéene za sekvence strukturnih prototipova
se koriste i za vizuelizaciju poravnanja aminokiselinskih sekvenci. Posto primarna

struktura proteina nije fokus ovog rada, nece biti prikazane.
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Dendrogram dobijen algoritmom hijerarhijskog klasterovanja (singlelinkage
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Slika 4.9: Dendrogram dobijen sakupljajué¢im klasterovanjem (tip veze single-
linkage).

4.4 Uporedni rezultati sa postojeé¢im alatom

U ovom poglavlju je izvrSeno uporedivanje rezultata lokalnog poravnanja parova
sekvenci dobijene alatom Lotos sa rezultatima postoje¢eg onlajn alata iPBA web
server 11| koji je zasnovan na iPBA metodi poravnanja sekvenci proteinskih blokova
[13]. Uporedene su vrednosti identi¢nosti poravnanja i duzine poravnanja.

Za svaki par sekvenci proteinskih blokova je pokrenut alat Lotos za kombinacije
vrednosti parametara ¢ = 1000 i e = 200 i 0 = 1000 i € = 400 (parametar o
oznacava afinu kaznu za otvaranje praznine, a parametar € oznacava afinu kaznu za
produzavanje praznine) i alat iPBA web server. Rezultati se mogu videti u tabeli
4.1. Za odgovarajuce vrednosti parametara je ponekad davao rezultate sa boljom
vrednosti identi¢nosti od onlajn dostupnog alata. Moze se primetiti da je za veéinu
parova sekvenci izracunavao veée poravnanje od alata iPBA web server. Prema
dobijenim rezultatima na osnovu test podataka za lokalna poravnanja za iste duzine
dobijenih poravnanja se dobija sli¢na identi¢nost. Alat 1PBA web server preferira

kraée duzine sa veéom identi¢noScu.
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pi)(?z;vnla o — 1500(])5’0?: 200 o — 1(%)5’0?: 400 iPBA web server
identicnost| duzina | identi¢nost| duzina | identi¢nost| duzina
11?%83_‘2 0.5849 53 0.7105 38 1.0 5
ﬁg?gf\ 0.6205 166 0.7223 90 0.68 o5
21;,31%%'_/; 0.5616 146 0.5872 109 0.7576 33
?gfﬁ:ﬁ 0.8243 148 0.8243 148 0.8231 147
a%il\Ld_'AA 0.74 100 0.7396 96 0.7228 100

Tabela 4.1: Rezultati lokalnog poravnanja pomoc¢u alata Lotos i alata iPBA web

Server.
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Zakljucak

U okviru ovog rada je radeno na razvoju alata koji omogucava poravnanje tro-
dimenzionalnih struktura glavnog lanca proteina predstavljenih kao sekvence pro-
teinskih blokova. U aplikaciji se poravnanje dve sekvence vrsi opStim pristupom
dinamickog programiranja, algoritmima Needlman-Wunsch i Smith- Waterman. Po-
stoje metode koje su posebno pravljene za poravnanje sekvenci proteinskih blokova
i onlajn alati koji primenjuju te metode. Prednosti razvijenog alata ukljucuju veéi
broj nacina zadavanja ulaza i moguénost direktnog ucitavanja sekvenci proteinskih
blokova. Omogucen je i ve¢i broj moguéih vizuelizacija rezultata algoritma. Takode,
za upotrebu ove aplikacije nije neophodna mrezna konekcija.

Moguéi dalji pravci unapredivanja razvijene aplikacije bi obuhvatili kombino-
vanje zadavanja aminokiselinskih sekvenci i PDB datoteka ili sekvenci proteinskih
blokova, kao i dodatne vizuelizacije. Takode, postoji prostor i za unapredivanje me-

tode poravnanja.
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