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Predvidanje povrsine dostupne otapalu iz slijeda aminokiselinskih ostataka

1. Uvod

Poznavanje strukture proteina jedan je od klju¢nih ¢imbenika u razumijevanju
mnogih vaznih procesa u organizmu te zbog toga dobiva sve vise i vise
paznje od strane akademske zajednice. Proteinsku strukturu mozemo
eksperimentalno odrediti pomoc¢u spektroskopskih i kristalografskih tehnika,
no zbog visoke cijene postupka, potrebnog vremena za analizu te drugih
Cimbenika, eksperimentalne tehnike su obi¢no ograni¢ene na manje proteine.
Alternativni pristup je da se skupe analize zamijene onima na racunalima.
Postojanjem javnih baza s tisu¢ama rijeSenih 3-D struktura te uz veliku
procesorsku mo¢ danasnjih raCunala omoguéeno je pronalazenje novih

metoda i algoritama za racunalno odredivanje proteinskih struktura.

Smatra se da slijied aminokiselina koje grade protein sadrzi dovoljno
informacija da se odredi njegova trodimenzionalna struktura. Ipak, specifi¢ni
mehanizmi koji se odvijaju pri smatanju proteina (engl. protein folding) jo$
nisu opisani. Stoga je precizna predikcija strukture mogu¢a samo za one
proteine koji imaju veliku slicnost u slijedu s proteinima ve¢ poznate
strukture. Jedan od mogucih pristupa predvidanja strukture proteina temelji
se na predvidanju strukturalnih karakteristika poput sekundarne strukture te
dostupnosti otapalu (engl. solvent accessibility). Dostupnost otapalu odreduje
stupanj interakcije ostatka aminokiseline (engl. amino acid residue) s
molekulama otapala te je vazan pokazatelj stanja presavijanja proteina.
Posto se mjesta interakcije (engl. active sites) proteina gotovo uvijek nalaze
na njihovoj povrsini, predvidanje izloZzenosti ostatka vazna je karika za
razumijevanje odnosa izmedu strukture i funkcije. Poznavanje dostupnosti
otapalu moze posluziti i kao potpora pri rjeSavanju problema smatanja te
prianjanja proteina (engl. protein docking), temeljnim problemima ovoga

podrucja.

Ovaj rad se bavi jednom od metoda predvidanja povrSine dostupne otapalu.
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2. Teorijski uvod

2.1. Proteini

Proteine dobivamo medusobnim povezivanjem aminokiselina peptidnim
vezama u duge lance od stotinu do priblizno tisucu aminokiselinskih
ostataka. Kako je razumijevanje strukture proteina klju¢no za razumijevanje
problema predvidanja dostupnosti otapalu, ovdje ¢e biti dan kratak opis
njihove strukture i formiranja. Ukratko ¢e se opisati neke od strukturalnih
karakteristika proteina s posebnim naglaskom na povrsinu dostupnu otapalu

(engl. accessible surface area).
2.1.1. Aminokiseline. Ostatak aminokiselina

Aminokiseline su osnovne gradevne jedinice proteina te kao takve uvjetuju
oblik proteina te njegova svojstva. Jedan te isti skup aminokiselina zajednicki
je svim zivim organizmima. Kao $to ime kazZe, aminokiseline posjeduju dvije
karakteristiCne funkcionalne skupine: amino skupinu te karboksilnu skupinu.
Kod aminokiselina, koje nas prvenstveno zanimaju kao sastavni dio proteina,
amino skupina je uvijek smjeStena u a-polozaju prema karboksilnoj grupi.
Opcenita formula aminokiseline je NH,-CHR-COOH.

COO’
R

Slika 2.1 Opcenita struktura aminokiselina. Zajednic¢ka je svim aminokiselinama
osim jedne — prolin je prstenasta aminokiselina. R skupina je razliCita za svaku

aminokiselinu. lonizacijsko stanje je prikazano pri pH 7.0.
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Aminokiseline se medusobno razlikuju po R skupini ili tzv. bo€nom ogranku
(engl. side chain) koji moze biti od atoma do kompleksne molekule. Boc¢ni
ogranci aminokiselina koje tvore protein odreduju njegova svojstva i funkciju.
Pregled dvadeset aminokiselina koje redovito dolaze u proteinima dan je u
tablici 1.1. Osim imena aminokiselina, u tablici se nalazi zapis aminokiselina
u FASTA formatu gdje svakoj od aminokiselina odgovara jedno slovo. Koriste

se sva slova engleskog alfabeta osim slova B, J, O, U, Xi Z.

Tablica 2.1 Najvaznije aminokiseline

1 A Ala alanin

2 C Cys cistein

3 D Asp asparaginska kiselina
4 E Glu glutaminska kiselina
5 F Phe fenilalanin

6 G Gly glicin

7 H His histidin

8 I Ile isoleucin

9 K Lys lizin

10 L Leu leucin

11 M Met metionin

12 N Asn asparagin

13 P Pro prolin

4 Q Gln glutamin

I5 R Arg arginin

16 S Ser serin

17 T Thr treonin

18 Vv Val valin

19 W Trp triptofan
20 Y Tyr tirozin

Kada se dvije ili viSe aminokiseline spoje u lanac pri ¢emu tvore peptid,
aminokiselina gubi vodu, a preostali dio aminokiseline naziva se ostatak
aminokiseline (engl. amino acid residue). Ostatci aminokiselina mogu imati
viSe razliCitin struktura. Prva mogucnost je da aminokiselini nedostaje vodik
iz amino skupine. Moguce su i strukture u kojoj karboksilna skupina gubi -OH
grupu te kombinacija nabrojanih; gubitak vodika iz amino skupine te -OH

grupe iz karboksilne skupine.

Jedno od bitnih svojstava aminokiselina je njihova topljivost. Zbog svoje
polarnosti, voda dobro otapa nabijene i polarne tvari. Tvari koje se dobro
otapaju u vodi zovemo hidrofilnima, a one koje se u vodi loSe otapaju
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zovemo hidrofobnima. Topljivost aminokiseline u otapalu (vodi) odredena je
polarno$¢u bo€nog ogranka. Vaznost svojstava bo¢nog ogranka dolazi zbog
utjecaja koji ima na interakciju ostataka aminokiselina s drugim strukturama,
bilo to unutar istog proteina ili izmedu proteina. Raspodijela hidrofobnih i
hidrofilnih aminokiselina ima veliku vaznost pri promatranju proteinskih

struktura i interakcija.
2.1.2. Peptidi i proteini

Peptidi su polimeri aminokiselina. Kemijskom strukturom su amidi te
hidrolizom daju aminokiseline. Aminokiseline se u peptidu vezu jedna uz
drugu peptidnim (ili amidnim) vezama koje veZzu amino skupinu jedne
aminokiseline uz karboksilnu skupinu susjedne aminokiseline. Duvije
aminokiseline izgraduju dipeptid, tri Cine tripeptid, osam oktapeptid itd. Ako
nije medusobno povezano viSe od deset aminokiselina, govorimo o
oligopeptidima, a ako ih je viSse o polipeptidima. Povecanjem lanaca
polipeptida dolazimo do proteina koji su izgradeni iz vise od stotinu

aminokiselina, koji se nazivaju i makropeptidima.

Kako bi se u potpunosti upoznao neki peptid, nije dovoljno poznavati samo
vrstu i broj aminokiselina koje ga izgraduju te koje se mogu osloboditi
hidrolizom, vec¢ i redoslijed njihova povezivanja, tj. njihov slijed. To je

razumljivo jer su npr. glicin-alanin i alanin-glicin potpuno razliCite supstancije.
2.1.3. Topologija povrsine proteina

U vodenom okruzenju hidrofobni bocCni ogranci okreéu se prema
unutrasnjosti proteina. Jedan od nacdina kvantifikacije hidrofobnog
ukopavanja aminokiselina je pomocu otapalu dostupnog podrucja povrSine.
Time je opisano podru€je povrSine proteina na kojem je mogu¢ kontakt s
otapalom u kojem se protein nalazi (najéeSce vode). Poznavanje topologije
povrSine proteina nam je prvenstveno bitno zbog Cinjenice da obicno dijelovi
povrSine koji su izlozeni direktno sudjeluju u interakcijama proteina.

Topologija povrsine usko je povezana i sa samom funkcijom proteina.
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2.1.4. Otapalu dostupno podrucje povrsine

Van der Waalsov radijus atoma je radijus imaginarne sfere koji se koristi za
razne reprezentacije atoma. Eksperimentalno je odreden za atome
mjerenjem prostora izmedu para nevezanih atoma unutar kristala. Ako
svakome atomu pridruzimo njegov van der Waalsov radijus, odnosno svaki
atom zamijenimo sferom van der Waalsova radijusa, dobiti ¢emo van der

Waalsovu povrsinu.

Slika 2.2 Otapalu dostupno podrucje povrsine atoma

Otapalu dostupno podrucje povrSine sada mozemo definirati pomoc¢u sferne
sonde koja predstavlja model molekule otapala. Sferna sonda kotrlja se po
van der Waalsovoj povrsini te definira otapalu dostupno podrucje povrsine.
Za radijus sonde se uzima obi¢no iznos od 1.4 A koji predstavlja radijus

molekule vode.
2.1.5. Otapalu dostupno podruc¢je povrsine aminokiselina

ASA vrijednost pojedine aminokiseline dobijemo tako da zbrojimo ASA
vrijednosti svih atoma koji grade tu aminokiselinu. Osim ukupne ASA (engl.
Total), postoje joS Cetiri vrijednosti koje se Cesto spominju pri prouCavanju

topologije povrsine aminokiseline:

a) ASA glavnog lanca (engl. Backbone) — suma ASA svih atoma koji
grade glavni lanac aminokiseline
b) ASA boc¢nog lanca (engl. Side-chain) — suma ASA svih atoma koji

grade boc¢ni lanac aminokiseline
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c) ASA polarnog dijela (engl. Polar) — suma ASA svih polarnih atoma
(atomi kisika i duSika) koji grade aminokiselinu
d) ASA nepolarnog dijela (engl Non-polar) — suma ASA svih nepolarnih

atoma (svi atomi osim kisika i duSika) koji grade aminokiselinu

U tablici 2.2 prikazane su standardne vrijednosti ASA koje su se Koristile
unutar ovoga rada. Vrijednosti su dobivene koristenjem programa PSAIA [1]

te su izrazene u AZ.

Tablica 2.2 Standardne vrijednosti ASA za aminokiselinske ostatke

Vrsta

ostatka Ukupno Glavni lanac  Boc¢ni lanac ~ Nepolarno Polarno
Ala 107,24 43,32 63,92 76,06 31,17
Arg 233,01 36,86 196,15 86,30 146,71
Asn 150,85 36,46 114,39 42,77 108,08
Asp 144,06 36,15 107,91 49,57 94,49
Cys 131,46 36,12 95,34 104,07 27,40
Gln 177,99 34,24 142,76 62,78 115,21
Glu 171,53 35,75 135,77 70,72 100,81
Gly 80,54 80,54 0,00 42,63 37,92
His 180,93 34,84 146,09 106,27 74,66
Ile 173,40 31,08 142,33 147,36 26,04
Leu 177,87 32,68 145,19 150,10 27,76
Lys 196,14 35,55 160,59 123,55 72,65
Met 186,80 34,06 152,74 159,15 27,65
Phe 200,93 33,67 167,26 174,16 26,77
Pro 133,78 32,90 100,88 112,82 20,96
Ser 115,30 40,86 74,44 52,93 62,37
Thr 136,59 34,14 102,45 80,39 56,20
Trp 240,12 32,51 207,61 186,22 53,90
Tyr 213,21 33,59 179,62 143,97 69,25
Val 149,34 31,33 118,01 123,43 25,91

Cesto umjesto ASA vrijednosti spominjemo njezinu relativnu vrijednost RSA
(engl. Relative Solvent Accessibility), tj. odnos ASA vrijednosti ostatka i
maksimalne ASA vrijednosti toga ostatka dok ona nije sastavni dio proteina.
Posto se aminokiseline nikad ne nalaze same u prostoru, te vrijednosti su
izraCunate tako da se promatra aminokiselina okruzena (po sekvenci) sa jo$

dvije aminokiseline (npr. Ala-X-Ala ili Gly-X-Gly trojka).

Kao i kod apsolutnih vrijednosti, postoji pet relativnih vrijednosti (ukupna,

glavnog lanca, boénog lanca, polarna i nepolarna) koje se racunaju omjerom
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apsolutne i standardne vrijednosti pomnozene sa 100. Relativne vrijednosti
ASA aminokiselina opisuju kolikim dijelom svoje povrSine, izrazenim u

postotcima, je aminokiselina dostupna otapalu.

2.2. Proteinske baze podataka

Dugi niz godina, u srediStu biologije i biokemije nalazili su se geni te struktura
i funkcija nukleinskih kiselina. Razvoj tehnologije donio je metode za
masovno sekvencioniranje genoma, kao i metode za odredivanje
trodimenzionalne strukture proteina. Ubrzo se je stvorila potreba za
pohranjivanjem velikog broja informacija o sekvenci i strukturi podataka. Ti
podaci danas su pohranjeni u bazama podataka od kojih su najvaznije PDB
[5] (Protein Data Bank) i UniProt.

PDB je baza proteinskih struktura u Cijim zapisima se nalaze podaci o
prostornim koordinatama svih ,teskih“ atoma u proteinu. Pod teSkim atomima
se podrazumijevaju svi atomi osim vodika. Trenutno se u bazi nalazi viSe od
50.000 struktura dobivenih kristalografijom X-zrakama ili NMR-om

(magnetskom rezonancijom).

2.3. Rad s pomi¢nim prozorima

Rec€eno je da se duzina proteinskih lanaca mjeri u stotinama, a Cesto i u
tisuéama aminokiselinskih ostataka. Kada bi se predvidanje vrsilo uzimanjem
svih aminokiselinskih ostatka lanca u obzir, stvorio bi se problem zbog
ogranicenih raCunalnih resursa. PoboljSanje toCnosti klasifikacije time ne bi
bilo zajam€eno, ve¢ bi samo postojala mogucnost da se unese Sum zbog

nedostatka podataka o dugim aminokiselinskim sekvencama.

Pri predvidanju se stoga Cesto koriste pomicni prozori fiksne duljine. Obi¢no
je rijeC o prozorima s neparnim brojem aminokiselinskih ostataka, duljine
izmedu 3 do 21. Poveéanjem duljine prozora povecava se broj

aminokiselinskih ostataka na pocetku i kraju sekvence za koje se ne vrsi
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predvidanje. Svaki od elemenata prozora sadrzi vise razli€itih svojstava na

temelju kojih se vrsi predvidanje.
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Slika 2.3 Kod predvidanja povrSine dostupne otapalu €esto se koristi pomi¢ni prozor
fiksne duljine koji se pomice od pocetka do kraja sekvence. Predvidanje se vrsi za

sredis$nji ostatak, dok svaki od elementa prozora sadrzi vise razli¢itih informacija.

2.4. Predvidanje dostupnosti otapalu klasifikacijom

Predvidanje povrsine dostupne otapalu moze se obaviti na dva bitno razliCita
nac¢ina. Kod predvidanje regresijom pokuSava se odrediti to¢na ASA
vrijednost za aminokiselinske ostatke, dok se klasifikacijom ostatci svrstavaju
u predodredeni broj kategorija (klasa). Cesto se umjesto povrsine dostupne
otapalu predvida njezina relativna vrijednost. U ovome radu predvidanje ¢e
se vrsiti klasifikacijom, pri €emu ¢e se broj kategorija kretati izmedu dva i pet.
Najve¢u paznju pri analizi rezultata imati ¢e klasifikacija u dvije kategorije,
prvenstveno zbog Cinjenice da je to¢nost pri klasifikaciju u veci broj kategorija

jo$ uvijek znatno manja.

Jedan od problema pri klasificiranju aminokiselinskih ostataka je izbor
granica kategorija. Vecina autora koristila je proizvoljne pragove, tj. granice
kategorija u koje bi se nakon toga ostatci rasporedivali. Pragovi su se
izraZavali kao RSA vrijednosti te se tako izbjegao problem zbog velike razlike
u ASA vrijednostima pojedinih aminokiselinskih ostataka. Proizvoljan izbor
pragova ne uzima u obzir raspodjelu ASA vrijednosti te se time gubi dio
korisnih informacija. Sam proizvoljni izbora pragova otezava i usporedba

to¢nosti razli¢itih metoda.

Kao alternativa proizvoljnom izboru pragova u poglavlju 4.1 biti ¢e objasnjeno
kako se primjenom optimalnog kvantizatora mogu odrediti granice kategorija,
dok c¢e usporedba rezultata metoda s proizvoljnim izborom praga te

predlozene metode u ovome radu biti detaljno obradeno u poglavlju 5.
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3. Podaci

3.1. Koristeni skupovi proteina

Usporedbu to€nosti izmedu razliCitih metoda Cesto je teSko provesti posto
autori obi¢no ne koriste iste skupove. Ipak, postoji nekoliko skupova koji se

Cesce upotrebljavaju te su stoga odabrani i u ovome radu.

Prvi izabrani skup potiCe iz rada Ofrana i Rosta [2]. Skup se sastoji od 333
proteina s 1500 proteinskih lanca. Skup se Cesto koristi i na Zavodu za
elektroniCke sustave i obradu informacija u sklopu diplomskih radova i
doktorskih disertacija na temu predvidanja mjesta proteinskih interakcija.
Nakon izbacivanja homolognih lanaca, broj lanaca u skupu iznosi 833 te se

je kao takav koristio za prikaz razli€itih ocjena kvalitete predvidanja.

Slije¢i odabrani skup, RS126, jedan je od najstarijih koristenih skupova za
ocjenu kvalitete predvidanja sekundarnih struktura. PredloZen je u radu
Rosta i Sandera [3], sadrzi 126 proteinskih lanaca pri ¢emu je slicnost
izmedu lanaca manja od 25%, $to je naknadno opovrgnuto. Usprkos tome
skup se joS uvijek Cesto koristi. Posljednji od skupova, MN215, predlozen je u
radu Manesha [4] te sadrzi 215 nehomolognih proteina sa slicnosti izmedu

lanaca manjom od 25%.

3.2. Svojstva na osnovu kojih ¢e se vrsiti predvidanje

Za predvidanje povrSine dostupne otapalu koristila su se slijedeca dva

svojstva:

e sekvenca duljine 3 do 17 aminokiselinskih ostataka

o profili slijeda svakog od ostataka unutar prozora

Kako svaka aminokiselina ima svoj profil slijeda, ukupan broj svojstava po
elementu pomic¢nog prozora iznosi 21. PomiCni prozor se stoga moZzZe

smatrati vektorom dimenzije 21xn, gdje je n duljina prozora.
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3.2.1. Profili slijeda aminokiselinskih ostataka

Kao mjera evolucijske oCuvanosti koriste se profili slijeda (engl. probability
profiles). Profili slijeda su vjerojatnosti pronalaska bilo koje od dvadeset
standardnih aminokiselina na onome mjestu u sekvenci na kojemu se nalazi
aminokiselina giji se profil odreduje. Cesto se koriste za predvidanja razligitih

strukturalnih karakteristika.

Kako bi se odredili profili slijeda, prvo je potrebno izvu¢i imena aminokiselina
koje tvore odredeni lanac. Imena aminokiselina se zatim zapisuju u FASTA
formatu, formiraju¢i pri tome niz slova (svako slovo se odnosi na
odgovarajucu aminokiselinu), odnosno sekvencu. Takva se sekvenca
propusta kroz PSI-BLAST algoritam koji daje rezultat kao PSSM (engl.
Position-specific scoring matrix) matricu odnosno profil. Profili su gradeni u
odnosu na SWISS-PROT proteinsku bazu podataka. Nacin odredivanja

profila slijeda biti ¢e detaljno objasnjen u poglavlju 4.1.

3.3. Struktura podataka

Podaci o strukturi proteina nalaze se u PDB [5] formatu. lako se unutar PDB
datoteka nalaze samo osnovni podaci, datoteka sadrzi veliki broj informacija
kao Sto su nacin na koji je odredena struktura proteina, od kojih se lanaca
ostataka, molekula i atoma sastoji promatrani proteinski kompleks te

prostorni raspored svakog pojedinog atoma.

PDB datoteke sluze kao ulazni podaci iz kojih se odreduju ASA vrijednosti
ostataka primjenom PSAIA alata [1]. Za svaku od PDB datoteka alat generira
po jednu izlaznu XML datoteku. Nakon Sto se obrade sve PDB datoteke
skupa koji se koristi za predvidanje, pokrece se skripta napisana u Python
programskom jeziku. Nakon $to se skripta izvrSi, u izlazne XML datoteke
dodani su profili slijeda te oznake klasa dobivene primjenom Lloyd-Max
kvantizatora. Skripta u isto vrijeme generira prozore razliCitih duljina te sve
navedene podatke zapisuje i u odgovaraju¢e ARFF (engl. Attribute-Relation

File Format) datoteke.
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3.3.1. Priprema podataka za klasifikaciju

Predvidanje povrSine dostupne otapalu vrsiti ¢e se primjenom paralelne
inacice algoritma slu€ajnih Suma, PARF [6]. Algoritam je razvijen na Institutu
Ruder Boskovi¢ na temelju originalnog algoritma slu¢ajnih Suma autora L.
Breimana. PARF Koristi izmijenjeni ARFF format za podatke, koji je vec¢inom
kompatibilan s originalnim formatom koji koristi Weka projekt. Ukratko,
datoteka pocinje imenom relacije, slijedi definicija atributa, te na kraju dolazi
blok s podacima. Definicija jednog atributa daje mu ime i moguce vrijednosti:
numeric (brojCane), string (tekstualne) ili skup kategorija u vitiCastim

zagradama.

Kako ce se klasifikacija vrsiti ovisno o vrsti aminokiselinskog ostatka te zbog
koriStenja prozora razliCitih duljina, broj ulaznih datoteka iznosi 160. Svaka
datoteka sadrzavati podatke o ostacima unutar prozora, njihovim profilima te
klasama kojima pripadaju ostaci. U nastavku je prikazan jedan zapis unutar
ARFF datoteke :

SER,CYS,ILE,ILE,SER,MET,VAL,VAL,GLY,GLN,LEU,1A2K,A,84,0,0,0,8,0,4,3,37,0,
0,0,6,0,0,6,9,24,3,0,0,4,3,0,11,9,0,0,35,0,0,7,0,3,0,0,21,8,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0, 36,

10,0,17,2,0,0,5,0,0,30,0,0,0,0,10,4,0,0,0,14,49,0,8,0,0,0,0,0,0,13,0,0,0,0,3,0,0,0,0,2

2,10,0,0,10,0,7,0,0,0,47,2,0,5,0,0,13,0,0,0,0,8,0,31,12,0,14,4,0,0,10,10,0,0,0,0,0,0,0
,0,9,0,0,0,0,0,0,4,0,0,77,5,0,17,0,4,0,0,0,2,0,8,0,8,0,0,16,32,0,0,7,0,0,0,0,0,0,0,100,

0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,10,0,2,6,0,14,18,0,0,2,12,0,0,0,0,7,12,0,0,17,0,0,0,0,0,0,0,0,0
,0,48,0,10,24,0,0,0,0,0,17,2,3,3,4

U primjeru se radi o prozoru duljine 11 aminokiselinskih ostataka, kojemu je
sredi$nji ostatak za kojega se vrSi predvidanje metionin. Sekvenca pripada
lancu A proteina 1A2K. Serijski broj srediSnjeg ostatka unutar lanca je 84.
Nakon tih informacija slijede profili slijeda za svih 11 ostataka unutar prozora.
Cetiri zadnje znamenke predstavljaju klase kojima pripada sredi$nji ostatka.
Prvi broj predstavlja klasu kojoj pripada ostatak za klasifikaciju u dvije klase,
drugi za klasifikaciju u tri klase itd. Ti podaci sluze za treniranje slu€ajnih

Suma, a dobiveni su primjenom Lloyd-Max kvantizatora.
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4. Metode

4.1. Odredivanje profila slijeda. PSI-BLAST

PSI-BLAST [7][8] je poboljSani algoritam tehnike BLAST pomocu kojeg je
moguce pronaci evolucijsku oCuvanost aminokiselinskog ostatka. Koristi se
metodom sekvencijalnog poravnanja (engl. sequence alignment) za
prepoznavanje sli¢nosti dvaju proteina koji nisu blisko povezani, tj. nemaju
bliskog zajedni¢kog homologa. Proteini mogu biti sekvencijalno ili
strukturalno sli¢ni, pri ¢emu slicnosti nisu nuzno povezane. Temeljna ideja
algoritma je prepoznati zajedniCku strukturu iz slabe sekvencijalne sli¢nosti.
Toj se problematici pristupa metodom sekvencijalnog poravnavanja u sklopu
tehnike BLAST.

4.1.1. Sekvencijalno poravnanje

Prvi korak u gradnji profila jest za neku proteinsku sekvencu pronaci da li ona
pripada ve¢ poznatoj familiji proteina. Poravnavanjem primarnih sekvenci
koje predstavljaju neku familiju proteina vrSi se prepoznavanje sli¢nih
elemenata Sto moze upucivati na funkcionalnu, strukturnu ili evolucijsku
povezanost izmedu sekvenci. Poravnati aminokiselinski ostaci se prikazuju
kao redovi unutar matrice. Ako dvije poravnate sekvence dijele zajednickog
pretka, nepravilnosti u sekvencama mogu se interpretirati kao toCke mutacije
ili pak praznine koje su posljedice delecije i insercije tokom evolucije, u
odnosu na izvornu sekvencu, homologa. Dijelovi sekvenci za koje se ocjeni
da su sli¢ni ili ¢ak jednaki, nazivaju se motivi. Za motive se smatra da se
tokom evolucije nisu mijenjali tj. da su konzervirani, te da su strukturno ili

funkcionalno vazni.

Poravnate sekvence u odnosu na aminokiselinske ostatke prikazuju se
grafiCki i tekstualno. U gotovo svim zapisima, sekvence su zapisane u recima

tako da se slicni ili jednaki aminokiselinski ostaci nalaze u istom stupcu. U
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grafickim prikazima na slici 4.1 boje simboliziraju razliCite skupine
aminokiselinskih ostataka. Tako su crvenom bojom prikazane male te

hidrofobne (ukljucujuéi aromatske) aminokiseline.

AARZ4882 TYHMCOFHCRYWHRNHE GEELYECHEREFAFSCPEHLOCHERRQ I GEFTHEHNQCGEAFPT 60
aAB24881 00 —-----mmmmmm———-———- YECHNQCGEAFAQHESLECHYRTHIGEEPYECHQCGEAFSE 40
bk L EHKE *® O HE X THNER  F HENERENR
LARZ4882 PEHLOYHERTHTGEKPYECHOQUGQAFKECELLOFHERTHTGEEPYE -CHOCGEAFAQ- 116
AARZ4881 HEHLOCHERTHTGERPYECHQCGEAF EOHGLLORHERTHTGERPYMIVINMVEPLHNS 95

HEEE K EAXEXEXREAEN I HXE HH 1 AEAEREXEXRXRERX RN H *® ot

Slika 4.1 Sekvencijalno poravnanje izmedu dva proteina iz zinc finger porodice
proteina. Prikaz je dobiven pomoc¢u programa ClustalW pri €¢emu je koristen FASTA
format prikaza aminokiselinskih ostataka. Identi¢ni dijelovi prikazani su simbolom ™,

konzervirani s "' te sa simbolom "' djelomi¢no konzervirani ostaci.

Sekvence se mogu poravnati na lokalnoj i globalnoj razini. Pri globalnom
poravnanju svi se ostaci pojedinacno poravnaju te se ¢uva duljina sekvence.
Lokalno poravnavanje ima veci uCinak kada se sekvence razlikuju, ali se
sumnja na eventualnu sli€nost pojedinih dijelova. Takoder postoji i hibridno

poravnavanje koje je kombinacija lokalnog i globalnog.

Slika 4.2 Globalno i lokalno poravnanje
4.1.2. BLAST. BLOSUM supstitucijske matrice

BLAST [7][8] (engl. Basic Local Alignment Search Tool), je algoritam za
usporedbu sekvenci aminokiselinskih ostataka proteina ili nukleotida DNK
lanca. BLAST omogucuje da se za neku sekvencu koja se ispituje, pretrazi
proteinska baza podataka. Tako algoritam, pretrazujuCi bazu, nalazi
sekvence koje odgovaraju sekvenci koja se ispituje, pri tome zadovoljavajuci
odredeni prag sli¢nosti koji u pravilu zada korisnik. Kada se radi sravnjenje
sljedova aminokiselinskih ostataka, algoritam BLAST Kkoristi supstitucijsku
matricu za procjenu slicnosti sljedova. Postoji nekoliko takvih matrica, medu

kojima se najCesce koriste BLOSUM i PAM matrice.

13



Predvidanje povrsine dostupne otapalu iz slijeda aminokiselinskih ostataka

BLOSUM (Blocks Substitution Matrix) bazira se na lokalnom poravnavaniju, a
prvi put je predstavljena u radu Henikoff and Henikoff [10]. Nastala je
empirijski na temelju poznatih i vrlo konzervativnih regija proteinskih familija u
proteinskoj bazi podataka i raCunanja relativnih frekvencija pojavljivanja
pojedinih aminokiselina. Za razliku od PAM matrica koje su dobivene
usporedivanjem poznatih i slicnih sekvenci tj. onih koje slabo divergiraju,

BLOSUM matrice su nastale iz evolucijski divergentnih sekvenci.

Postoji viSe BLOSUM matrica ovisno o bazi podataka iz koje su nastale, a
oznacuju se brojem koji upucuje na sli¢nost sljedova iz kojih su nastale.
Primjerice, BLOSUMBS80 znaci da se radi o sekvencama sli¢nosti iznad 80%.
Takva Ce se matrica koristiti u slu€aju manje evolucijski divergentnih
sekvenci, dok ¢e se BLOSUM45 koristiti u slu€aju viSe divergentnih sekvenci.
Na slici 4.3 prikazana je matrica BLOSUMG62, kakva se je koristila u ovome

radu.

A C D E F G H—»

«— o R m AR U Q@

BLOSUM 62

Slika 4.3 BLOSUM®62 — broj 62 upucuje na sli¢nost od barem 62%

Vrijednosti matrice mogu se izraCunati slijede¢om izrazom:

(e P
(5)eu(2% ) @

gdje je pj vjerojatnost da Ce aminokiseline /i i j zamijeniti jedna drugu u
homolognoj sekvenci, a q; i q; su vjerojatnosti sluCajnog nalazenja

aminokiselina i i j u sekvenci proteina. A je skalirajuci faktor.
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4.1.3. Opis algoritma

Osnovna ideja algoritma jest da svako, dobro ocjenjeno, lokalno poravnanje
dviju sekvenci, gotovo uvijek sadrzi dobro oCuvanu jezgru. Za parove
ostataka u slijedu, odreduje se ocjena poravnanja i ako je ona iznad nekog
zadanog praga, taj se par ostataka naziva dobro ocjenjeno lokalno
poravnanje tj. HSP (engl. High-scoring Segment Pairs). BLAST pretraZuje
sekvence nalazeci dobro ocjenjena poravnanja izmedu sekvence koja se
ispituje i onih sekvenci u bazi sekvenci. Algoritam radi na nacin da ulaznu
sekvencu koja se ispituje podijeli u trigrame, tj. u rije€i od po 3 slova kao sto

je prikazano na slici 4.4.

Ulazna sekvenca: PQGEFG

» Rije¢ 1: PQG

» Rijeé& 2: QGE

» Rije& 3: GEF

» Rije& 4: EFG

Slika 4.4 Rastavljanje sekvence u rije€i od po tri slova

Za svaku takvu rije€ se pronalaze ciljne rije€i odnosno svi trigrami na alfabetu
aminokiselina koji imaju dovoljno veliku slicnost s pocCetnim. Slicnost se
iSCitava iz supstitucijske matrice za svaki par aminokiselinskih ostataka u
trigramu. Primjerice, usporedujuéi rije¢ PQG s rijeCi PEG ocjena sli¢nosti je
(iS¢itavaju¢i BLOSUMG62) 15, dok je sli¢nost rijeCi PQG i primjerice, rijeCi
PQA 12. Ako se zada prag slicnosti 13, tada je ciljna rije€ PEG, te se kao

takva zadrzava na listi ciljnih rijeci.

Nakon $to se pronadu ciljne rijeci za svaku rije€ od tri slova ulazne sekvence,
slijedi traZenje tih istih ciljnih rije€i u sekvencama baze. Kada se pronade
cilina rije€C u sekvenci baze, ona moze upucivati da s odgovarajucom rijeCi
ulazne sekvence Cini jezgru. Da bi se to zakljucCilo vrSi se proSirivanje u oba

smjera. Odnosno, gledaju se susjedni ostaci, te rauna ocjena. Prosirivanje
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poravnanja traje sve dok ocjena sli¢nosti (koja se Cita iz BLOSUM matrice)

ne po¢ne padati (slika 4.5).

Ulazna sekvenca: R PP Q@ G L F

Sekvencaubazi: D P P E G WV W

|—:= Prepozniavanie podudarnosti
Ocjena:-2 7 7 2 6 1 -1

L oher

Sveukupna optimalna ocjena = 74+7+2+6+1=23

Slika 4.5 Prosirivanje ciljne rije€i na susjedne dok ocjena sli¢nosti ne po¢ne padati

U cilju brzeg rada algoritma osmisljena su poboljSanja. Jezgru produljenja
poravnanja sada Cine dva pogotka slicnih rijeCi takva da leZze na istoj
dijagonali. To znacCi da su dvije rijeCi jednako udaljene u obje sekvence. Pri
tome se mora smanijiti prag slicnosti za ciljne rijeCi da bi se zadrzala
osjetljivost. Ujedno se i smanjuje broj produljenja. Produljenje se radi Smith-
Waterman algoritmom koji vrSi poravnavanje s razmacima (engl. gapped
alignment). Ova se verzija BLAST algoritma prema tome naziva gapped
BLAST.

4.1.4. Procjena znacajnosti ocjene lokalnog poravnanja

Dobro ocjenjeno lokalno poravnanje ne mora nuzno znacCiti da su
odgovarajuce sekvence slicne te da imaju zajedni¢kog homologa. Lokalno
poravnanje moze biti posljedica sluCajnosti. Stoga se radi model slu¢ajnih
sekvenci u cilju uklanjanja takvih pojava. Jednostavan model proteina sastoji
se od sluCajno odabranih aminokiselinskih ostataka na temelju njihovih
specificnih frekvencija pojavljivanja (engl. background probability). Ocjena
lokalnog poravnanja poprima negativnu vrijednost u slu¢aju da je poravnanje
slu€ajno. InaCe bi dugacCka poravnanja imala visoku vrijednost ocjene

poravnanja neovisno da li su evolucijski povezani.

U dovoljno dugackim sekvencama duljine m i n, zna€ajnost ocjene lokalnog

poravnanja karakteriziraju dva parametra K i A. OcZekivani broj dobro
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ocjenjenih lokalnih poravnanja, E-value, koji su posljedica slu€ajnosti, a

vrijednost ocjene barem S' jest:

E= (4.2)

gdje je N = mn, a S' normalizirana ocjena S (S je prag za dobro ocjenjeno
lokalno poravnanje):

_AS-InK
In2

S (4.3)

|z izraza za E-value moZe se dobiti izraz za normaliziranu vrijednost praga
koje mora zadovoljiti lokalno poravnanje da bi bilo dobro ocjenjeno. Navedeni
izrazi se odnose na BLAST bez razmaka, ali se mogu primijeniti i na BLAST
s razmacima. Medutim, statistiCcki parametri K i A se viSe ne odreduju

teorijski, ve¢ eksperimentalno.

U slu€aju BLAST algoritma bez razmaka, parovi dobro ocjenjenih poravnatih
rijeCi odnosno aminokiselinski ostaci koji &ine rije€, pojavljuju se s

frekvencijom:
g, = PPe™" (4.4)
koja tezi prema 1. Vrijednosti s;su elementi supstitucijske matrice:

sy =[In(q,; / PP, ]2, (4.5)

4.1.5. PSI-BLAST

PSI-BLAST, punog naziva Position Specific lteration BLAST inacica je
BLAST algoritma u kojemu se profil, odnosno matrica vjerojatnosti
pronalazenja svake od 20 aminokiselina na mjestu aminokiseline Ciji se profil
trazi (engl. Position Specific Scoring Matrix, PSSM), gradi iz viSestrukog
sekvencijalnog poravnanja te najvise ocjenjenih lokalnih poravnanja koja se
traze u inicijalnom BLAST algoritmu. Visoko konzervirane pozicije dobivaju
visoke ocjene, a slabo konzervirane pozicije dobiju ocjenu oko nule. Profil

izgraden u prvoj iteraciji se koristi za drugu iteraciju i tako dalje, sve dok se
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proces ne izvrSi zadani broj iteracija ili ne konvergira. Iterativni postupak
poboljSava rezultat i povecava osjetljivost. PSI-BLAST omogucéava
pronalazak udaljenih sekvenci odnosno onih manje slicnih. Profil izgraden u
prvoj iteraciji se temelji na slicnim sekvencama ulaznoj sekvenci te sluzi za

sljededu iteraciju u kojoj se pronalaze udaljene, a sli€ne sekvence.

Algoritam se sastoji od sljedecih elemenata. Koristenjem BLAST algoritma, u
prvoj se iteraciji izgradi profil koji se zatim usporeduje s proteinskom bazom
podataka odnosno njihovih sekvenci. PoCetna toCka u kreiranju profila jest
grupa sekvenci koje su poravnate, a ujedno su i izlazni podatak BLAST
algoritma. Taj se rezultat reducira u cilju odredivanja vrijednosti profila. Za
svaki stupac poravnatih sekvenci, u obzir se wuzimaju i susjedni
aminokiselinski ostaci. Tako se poravnati redci sekvenci reduciraju, tj.

uzimaju se samo oni redovi Ciji su stupci postavljeni na nacin da svaki sadrzi

odredeni ostatak ili prazninu, s time da su redovi iste duljine.

ulazne sekvence poravnate sekvence
16 108 121
e e . -y
P49779 I;Bagu'ici na poziciji
P49775
Q11066 -_—
P49378 e ——— ]
P32064 ——mme O —

Slika 4.6 Za profil se uzimaju samo one sekvence odgovarajuc¢e duljine &iji se stupci

podudaraju ovisno o aminokiselinskim ostacima

Sljededi korak je raCunanje vrijednosti profila odnosno matrice. U raCunu se
koriste vrijednosti BLOSUM matrice, a izraz po kojemu se dobivaju

vrijednosti elemenata matrice profila je:

20 N
Profile(r,c) = z Z weight(i)5( A, ,d)x Comp(residue, ,residue,) (4.6)

d=1 i=1

gdje je Profile(r,c) vrijednost profila za redak r i stupac c; r moze imati

vrijednosti od 1 do N (duljina seta), ¢ i d poprimaju vrijednosti od 1 do 20,
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prezentiraju¢i aminokiseline; i je pozicija sekvence u setu; N ukupan broj

sekvenci; J(Ai,d) ima vrijednost 1 ako ostatak na poziciji r u sekvenci i je

aminokiselina d, inace je jednak nuli. Comp(residuey, residue;) je vrijednost u

supstitucijskoj tablici. Weight(i) se odnosi na tezinu sekvence i. Tezina

sekvence se moze izraCunati aproksimativno iterativnom metodom na

slijedeci nacin:

1.

7.

skupiti aminokiseline koje se nalaze na pojedinoj poziciji poravnatog
seta sekvenci.

inicijalna vrijednost svake sekvence je nula.

slu€ajnim odabirom odabrati sekvencu, birajuéi na svakoj poziciji
(stupcu matrice) jednu aminokiselinu (praznine se tretiraju kao
dodatna aminokiselina).

izraCunati udaljenost slu€ajne sekvence od ostalih sekvenci.

dodati 1 teZini najblize sekvence. Ako je viSe takvih, njih K, tezini
svake od tih sekvenci se dodaje vrijednost 1/K.

ponoviti korake 3-5 dok tezine ne konvergiraju. Kriterij konvergencije
nalaze da je relativha promjena tezine bliska nuli.

normalizacija tezine da zbroj tezina bude 1.

Na slici 4.7 prikazan je princip rada PSI-BLAST algoritma.

Ulazna BLAST . BLAST
Kreiranje PSSM - .
sekvenca — Fi i 1 .. — prefragivanie s
prekrazivanje o
proteina ednosno profila PSSM kao ulaz

GOTOWO Konvergira?

ILI
dovaling
iteracijar

PSSM se moZe saduwati i koriskiti
kao ulaz za pretraZivanie neke
druge proteinske baze podataka

preradivanije
P55M-a

Slika 4.7 Dijagram PSI-BLAST algoritma
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4.2. Lloyd — Max kvantizator

Za kvantizaciju je odabran Lloyd — Max kvantizator, skalarni kvantizator
optimalan s obzirom na srednju kvadratnu pogresku. Kvantizator dijeli skup
realnih brojeva u N podskupova R; do Ry. Svako od tih kvantizacijskih
podru¢ja R; predstavlja jednu kvantizacijsku razina a; , koja je i sama realni
broj. Realni broj x koji pripada podskupu R; tada se kvantizira na vrijednost a;
Osnovni problem je kako odabrati kvantizacijska podrucja i kvantizacijske
razine da bi srednja kvadratna pogresSka kvantizacije bila minimalna. Uz te

uvjete odredujemo granice intervala b4,bo,...,bn-1.

Navedeni problem zapravo se sastoji od dva dijela: kako za odredeni skup
kvantizacijskih razina odrediti kvantizacijska podru€ja te kako za odredeni
skup kvantizacijskih podrucja odrediti kvantizacijske razine. Odgovor na prvo
pitanje je jednostavan: da bi se minimizirala pogreska kvantizacije, granica b;
izmedu intervala R; i Ri+1 mora lezati na polovini puta izmedu a; i aj+s. Ovo ne
ovisi o vjerojatnosti pojavljivanja pojedine vrijednosti x, dok odgovor na drugo
pitanje ovisi. Neka funkcija Q(x) preslikava sve vrijednosti xeR; u a; i neka je
f«(x) funkcija gustoce vjerojatnosti od x. Tada srednja kvadratna pogreska
iznosi:

+0 N
E[(x-0()' |= [ (x=0) f,(dxr =3 [ f,(x)(x=a) dx (A7)
—w i=l g,
Za pojedini interval R; dobije se da je srednja kvadratna pogreSka minimalna

za:

a=x, (4.8)

1

Lloyd - Max algoritam alternira ova dva uvjeta, optimizirajuc¢i prvo granice
intervala b; za odredene kvantizacijske razine a;, a potom odredujuci nove
razine a; za dobivene granice b;, sve dok se srednja kvadratna pogreska ne
smanji na neku odredenu vrijednost. Tocnije, algoritam se sastoji od

slijedecih koraka:
1) odabere se proizvoljan skup N razina a; < az < a,
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2) za1=<i =N odrede se b; = 0,5(ai+ + aj),

3) za 1=<i < N odrede se a; kao uvjetne srednje vrijednosti x, pri ¢emu je
xe (bi1,bi],

4) koraci se ponavljaju dok srednja kvadratna pogreSka ne postane

zanemarivo mala.

Potrebno je naglasiti da se za predstavljanje klasa nece Koristiti

kvantizacijske razine a;, ve¢ redni broj klase.

Ako se za odredivanje kvantizacijskih granica b, uzme medijan vrijednost
dviju susjednih kvantizacijskih razina ai+1 i a; , novi kvantizator biti ¢e manje

osjetljiv na vrijednost koje zna€ajno odstupaju od ostalih (engl. outlier).

4.3. Metoda sluc¢ajnih suma

Slu¢ajne Sume (engl. Random Forest) su u ovome radu odabrane kao

metoda klasifikacije zbog slijedecih svojstava:

e velika toCnost prepoznavanja,

e relativno je otporna na outliere i Sum

e daje korisne interne procjene pogreske bez potrebe za korelacijom

e daje procjenu o vaznosti pojedinih znacajki za klasifikaciju

e algoritam je jednostavan za paralelizaciju te postoji paralelna inacica
PARF izradena na IRB-u.

Slu€ajna Suma [9], u kasnijem tekstu RF, je opCeniti naziv za skupinu metoda
koje se koriste stablastim klasifikatorima {h(x,®%), k=1,...,} gdje je {®k} skup
jednoliko distribuiranih, medusobno potpuno neovisnih vektora, a x ulazni
vektorski uzorak. Prilikom treniranja, RF algoritam stvara veliki broj stabala,
od kojih se svako trenira na odredenom broju uzoraka originalnog trening
seta odabranih bootstraping metodom. Za razliku od klasi¢nih stabala gdje se
odabire najbolji atribut, za grananje RF koristi m slu¢ajno odabranih varijabli
(m < M, obi¢no logz M+17) i uzima one koja omogucavaju najbolje grananje.

Vrijednost m se unaprijed odreduje i konstantna je za cijelu Sumu. Za
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klasifikaciju svako stablo unutar RF daje glas jednoj od klasa unutar skupa x.

Izlaz klasifikatora ovisi 0 broju glasova stabala svakoj pojedinoj klasi.

Trening skup za pojedino stablo stvara se tako da se iz poCetnog skupa za
treniranje, velicine N, uzme N instanci, slu€ajnim odabirom s ponavljanjem. 1z
tako stvorenog skupa za treniranje stabala, vrijednosti koje nisu odabrane
koriste se za procjenu pogreske. Ove instance se nazivaju oob instance
(engl. out of bag) i ima ih oko 38 % ukupnog broja instanci N poCetnog skupa
i koriste se za dobivanje nepristrane procjene greske klasifikacije. Takoder se

koriste i za procjenu vaznosti pojedinih varijabli ulaznih instanci.

Kod sluCajne Sume nema potrebe za krosvalidacijom ili koriStenjem
posebnog seta za testiranje kako bi se dobila nepristrana procjena greske.
Svako stablo se stvara tako da se koristi podskup iz pocCetnih podataka za
uCenje Kkoji se naziva bootstrap podskup. Svaki uzorak izostavljen pri
stvaranju k-tog stabla, oob instance, treba pustiti niz k-to stablo da bi se
dobila klasifikacija. Nakon zavrSene obrade definiramo j kao klasu koja je
dobivala najviSe glasova u slu€aju kada je n bila oob instanca. Omijer broja
izlaza kada j nije bila jednaka pravoj klasi instance n s obzirom na sve

instance naziva se procjena pogreske oob-a.

Za svako se stablo u Sumi uzimaju oob instance, te zbroje glasovi koji su
ispravno doneseni s obzirom na klasu. U sljedecem se koraku slu¢ajno
permutiraju vrijednosti varijable m u oob instancama, te ih se ponovo propusti
kroz stablo. Nakon toga se oduzima broj glasova za ispravnu klasu oob
instanci s permutiranom m varijablom od broja glasova za ispravnu klasu
neupotrijebljenih oob instanci. Srednja vrijednost dobivene razlike u svim
stablima unutar Sume naziva se vaznost varijable m. Ukoliko su vrijednosti
ove vaznosti nezavisne od stabla do stabla, njezinim dijeljenjem sa

standardnom pogreskom dobiva se z-skor.
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4.3.1. Postupak izgradnje stabala

Postupak izgradnje stabla odlucivanja je rekurzivan proces. Stablo se grana
od pocetnog Cvora po razli€itim znaCajkama i njihovim vrijednostima.
Grananje je zavrSeno u trenutku kada se odredeni skup vrijednosti znacajki
poveze s klasom kojoj pripada. Ulazni skup je vektor od N znacajki, a izlaz je
klasa M kojoj taj skup pripada. Prilikom izgradnje stabla koristi se skup od n

uzoraka trening skupa, Ciji je razred poznat.
Koraci izgradnje stabla odluke su sljedeci:

1. u korijenu stabla je Cvor koji sadrzi sve uzorke iz trening skupa

2. ako svi uzorci iz skupa promatranog ¢vora pripadaju istom razredu,
vraca se odgovarajuéa klasa te se grananje zavrSava

3. inacCe, ako su sve ulazne vrijednosti jednake, vrac¢a se klasa koje ima
najviSe te se grananje zavrSava

4. inaCe se skup uzoraka u promatranom c¢voru dijeli na podskupove
odredene vrijednostima znacajke N, N; je pri tome znaCajka koja nosi
najvecu koli¢inu informacije.

5. razvija se k novih ¢vorova iz promatranog ¢vora gdje je k broj razlicitih
vrijednosti znaCajke N; koje je javljaju u ¢voru roditelju. Svaki ¢vor
dijete poprima jednu od k vrijednosti i nasljeduje one uzorke iz
roditeljskog skupa koji imaju odgovarajucéu vrijednost znacajke Ni..

6. koraci 2-5 se rekurzivno ponavljaju za svaki ¢vor

4.4. Mjerenje uspjesSnosti predvidanja

4.4.1. Toénost. Matrica greske

Jedna od mjera koja Ce se Koristiti za ocjenu uspjesSnosti predvidanja je
toCnost. Podaci o to€nosti izvlaCiti ¢e se iz matrice greSke koju generira
PARF. Za definiranje toCnosti koristiti ¢e se primjer matrice greSke za dvije
klase. U slu€aju modela s dvije klase Cesto se definira pozitivha i negativna

klasa. Nazivi klasa nemaju prakticno znacCenje, vel predstavljaju dvije
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razliCite kategorije u koje klasifikator raspodjeljuje objekte nekog skupa. Tako
objekti oznaceni kao pozitivni mogu biti klasificirani kao stvarno pozitivni TP
(engl. true positives) i lazno pozitivni FP (engl. false positives). Uzorci
podataka koje je klasifikator oznacio kao negativne takoder su rasporedeni u
dvije kategorije, stvarno negativni TN (engl. true negatives) i lazno negativni

FN (engl. false negatives).

TocCnost klasifikacije sada mozemo definirati kao omjer to¢no klasificiranih

uzoraka te ukupnog broja slijedeéim izrazom:

IP+TN _ TP+TN

= (4.9)
N TP+ FN+TN + FP

tocnost =

Pogledom na matricu greSke prikazanu na slici 4.8 moze se uociti da brojnik
odgovara dijagonali matrice, dok je nazivnik jednak sumi svih elemenata.
Zbroj stupaca matrice odgovara broju objekata u pojedinoj klasi iz ¢ega
proizlazi da suma svih elemenata matrice odgovara broju objekata skupa.

Time definiramo to¢nost za N klasa slijedeéim izrazom:

suma elemenata na dijagonali matrice

tocnost = : : (4.10)
suma svih elemenata matrice
Stvarna klasa
p n
TP FP
P Stvarno pozitivni LaZno pozitivni

8 (engl. true positives) (engl. false positives)
@

=

o

X

@

[T}

2

[®]

=

T N FN TN

LaZno negativni Stvamo negativni
(engl. false negatives) | (engl. true negatives)
Zbroj stupaca: P N

Slika 4.8 Matrica greSke za klasifikaciju u dvije kategorije
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4.4.2. Pearsonov koeficijent korelacije

Slijedeéa mjera koja Ce se koristiti za mjerenje uspjesSnosti predvidanja je
koeficijent korelacije. Koeficijent korelacije izrazava mjeru povezanosti
izmedu dvije varijable neovisno o konkretnim jedinicama mjere u kojima su
izrazene vrijednosti varijabli. Varijable izmedu kojih ¢e se mijeriti povezanosti

su vektori hipotetskih te predvidenih klasa.

Korelacija ¢e se izraZzavati preko Pearsonovog koeficijenta korelacije, Cije se
vrijednosti kre€u od +1 (savrSeno pozitivna korelacija) do -1 (savrSeno
negativna korelacija). Predznak koeficijenta nas upucuje na smjer korelacije
— da li je pozitivna ili negativna, ali nas ne upucCuje na snagu korelacije.
Pearsonov koeficijent korelacije bazira se na usporedbi stvarnog utjecaja
promatranih varijabli jedne na drugu u odnosu na maksimalni mogudi utjeca;j
dviju varijabli. OznaCava se malim latiniCkim slovom r. Za izraCun koeficijenta
korelacije potrebna su tri razliCite sume kvadrata (SS): suma kvadrata

varijable X, suma kvadrata varijable Y i suma umnoZzaka varijabli Xi Y.

Suma kvadrata varijable X jednaka je sumi kvadrata odstupanja vrijednosti

varijable X od njezine prosje¢ne vrijednosti:
Sy = (X, - X)? (4.11)
pr
dok je prosjeCna vrijednost varijable X dana relacijom:
X- %ZX (4.12)
P

Nakon $to definiramo sumu umnozaka varijabli X'i Y kao sumu umnozaka

odstupanja vrijednosti varijabli X i Y od njihovih prosjeka relacijom:
Sy = 2 (X, = X)(Y,~Y) (4.13)
mozemo definirati koeficijent korelacije:

P (4.14)

JSS v - SS,,
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5. Rezultati

5.1. Odabir duljine prozora.

Ovisnost to¢nosti o duljini prozora prikazana je na slici 5.1. Plava linija
prikazuje kretanje srednje vrijednosti to¢nosti za klasifikaciju u dvije do pet
kategorija (klasa). lako je varijacija vrijednosti toCnosti mala, lako se moze
uociti povecanje to¢nosti za prozore s 5 ili viSe ostataka. IdentiCnha svojstva

pokazuje klasifikacija u dvije kategorije (crvena linija).

S - — dvije klase
_— ukupno
[va]
[=Thn S o a a o o a
a
A7)
2 o~ |
L] (]
(=]
= g ————m—m23a o o o Q Q
o
@« |
(]
]
(]
I T T T T T T 1
3 5 7 9 1" 13 15 17

Duljina prozora

Slika 5.1 Ovisnost tonosti o duljini prozora za skup Ofrana i Rosta

U tablici 5.1 dane su to€nosti za klasifikaciju u dvije kategorije. Za dva od tri
koriStena skupa toCnost klasifikacije je najvece za prozor duljine 9 ostataka.
Zbog toga ¢e se pri usporedbi to¢nosti koristiti upravo rezultati dobiveni za
prozor duljine 9 aminokiselinskih ostataka, osim ako ne bude drugacije

navedeno.

26



Predvidanje povrsine dostupne otapalu iz slijeda aminokiselinskih ostataka

Tablica 5.1 Ovisnost to¢nosti o duljini prozora za razli€ite skupove pri klasifikaciji u

dvije kategorije. Istaknute su maksimalne vrijednosti to¢nosti za svaki od skupova.

Duljina pomi¢nog prozora

Koristeni skup 3 5 7 9 11 13 15 17
Ofran-Rost 78,36 79,20 79,49 79,64 79,63 79,50 79,52 79,55
Manesh 85,13 85,61 85,84 85,89 85,83 8581 85,72 85,75

Rost-Sander 70,77 71,20 71,43 71,16 71,09 71,01 71,07 70,73

5.2. Ovisnost tocnosti o aminokiselinskom ostatku

U poglavlju 3.3.1. reCeno je da Ce se predvidanje vrSiti ovisno o vrsti
aminokiselinskog ostatka. Razlog tome su razlike u razdiobi ASA vrijednosti
te razliCit utjecaja susjednih ostataka na ASA vrijednost ostatka za kojeg se
predvidanje vrSi. Na slici 5.2 prikazana je ovisnost toCnosti o vrsti

aminokiselinskog ostatka za klasifikaciju u dvije kategorije.
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Aminokiselinski ostatak

Slika 5.2 Ovisnost tocnosti klasifikacije o vrsti aminokiselinskog ostatka za razli€ite

skupove. Podaci su dani za klasifikaciju u dvije kategorije.
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Sa slike su moze uociti velika sli€nost u raspodjeli vrijednosti to€nosti, pri
¢emu najvecu razliku €ini srednja vrijednost. U sva tri skupa najloSiji rezultati
dobiveni su za lizin, dok je toCnost klasifikacije bila najbolja za cistein i
fenilalanin, ovisno o koriStenom skupu. Sli€nu pojavu prijavili su autori Z.
Yuan i B. Huang u svome radu [11], iako su radili regresiju, a ne klasifikaciju.
Najbolje rezultate dobili su za cistein, dok su za arginin, koji je i primjenom

ove metode medu najlosije klasificiranim ostacima, dobili najlosije rezultate.

Tablica 5.2 Ovisnost to¢nosti predvidanja o vrsti aminokiselinskog ostatka.

Istaknute su minimalne i maksimalne vrijednosti za svaki od skupova.

Vrsta
aminokiselinskog ~ Ofran-Rost Manesh Rost-Sander
ostatka

Ala 82,48 88,71 73,54
Cys 89,46 91,92 81,77
Asp 76,79 81,66 66,64
Glu 74,01 81,93 64,95
Phe 83,93 92,31 83,74
Gly 79,56 84,95 70,12
His 76,57 85,13 67,77
Ile 83,62 91,78 77,60
Lys 72,79 80,12 62,55
Leu 83,81 90,51 77,98
Met 81,07 90,51 77,77
Asn 75,27 81,00 64,04
Pro 77,37 83,31 63,44
Gln 75,31 80,85 63,04
Arg 73,25 80,45 65,54
Ser 78,20 82,36 67,58
Thr 78,68 82,26 65,26
Val 83,76 90,42 78,07
Trp 82,91 87,61 82,39
Tyr 80,91 88,88 74,83

Posto je ponaSanje spomenutih aminokiselinskih ostatka uofeno medu
raznim skupovima, koji su uostalom medusobno nezavisni, potrebno je
pogledati razdiobe ASA vrijednosti kako bi se pokuSao pronaci uzrok
opazene pojave. Promatrati Ce se raspodjela ASA vrijednosti za lizin i cistein,
posto su za navedene aminokiselinske ostatke dobivene to¢nosti najvece,

odnosno najmanje.
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5.2.1. Utjecaj raspodjele ASA vrijednosti

Na slici 5.3 prikazane su raspodjele ASA vrijednosti za ostatke cistein i lizin.
Podaci su uzeti iz skupa autora Manesha, no sli¢ne raspodjele uocene su i u
ostalim skupovima. Raspodjele su prikazane kao histogrami, gdje y-os
prikazuje frekvencije pojavljivanja ostatka unutar odredenog intervala ASA

vrijednosti.

Frekvencija pojavljivanja
200 00 400 500 600
| 1 I 1 ]
Frekvencija pojavljivanja
00 400 500 600
1 I 1 |
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Povrsina dostupna otapalu Povréina dostupna otapalu

Slika 5.3 Raspodijela ASA vrijednosti za cistein (lijevo) te lizin (desno)

Raspodjela ASA vrijednosti cisteina dosta se razlikuje od raspodijele
vrijednosti za lizin. Cistein pripada skupini izrazito hidrofobnih
aminokiselinskih ostataka, $to objasnjava zasto velik broj ostataka ima ASA
vrijednost blisku ili jednaku nuli. Od ukupno 1611 ostataka tipa lizin unutar
skupa, PSAIA alat je za njih 802 odredio da im je povrSina dostupna otapalu
manja od 5 A2, Fenilalanin takoder pripada grupi izrazito hidrofobnih ostataka
te zbog toga ima razdiobu jako sli¢nu cisteinu. Sukladno tomu jedan je od

najbolje predvidenih aminokiselinskih ostataka.

Posto su prikazani rezultati za prozor duljine 9 ostataka, treba imati na umu
da predvidanje nije vrSeno za sve ostatke, ve¢ samo za one Koji
zadovoljavaju odredenje uvjete. Spomenuti uvjeti su da nema prekida unutar

prozora te da je ostatak za koji se vrSi predvidanje srediSnji ostatak prozora.
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Zbog toga je predvidanje vrSeno za samo 1271 ostatak cisteina od ukupno

1611 Sto ih se nalazi u spomenutom skupu.

Osim raspodjele ASA vrijednosti, potrebno je pogledati vrijednosti pragova
koje su koriStene za raspored ostataka u hipotetske kategorije. Vec je reCeno
da je kvantizacija vrSena pomocéu Max-Lloyd kvantizatora s time da su
koriSteni sve vrijednosti aminokiselinskih ostataka koji su potencijalni
elementi prozora. Dobiveni pragovi za spomenute aminokiselinske ostatke
dani su u tablici 5.3, dok se u Dodatku nalaze svi pragovi koriSteni u ovome
radu. S pragom od 32,52 A? te prikazanom razdiobom, veéina ostataka

cisteina, tj. njih 1063, dodijeljena je kategoriji 1.

Tablica 5.3 Pragovi za klasifikaciju u dvije kategorije

Vrsta ostatka Prag [A%]
Cistein 32,52
Lizin 99,01

Zbog takve raspodjele klasa, oCekivano je da ¢e toCnost biti visoka, jer
samim favoriziranjem znatno brojnije klase postizu se dobri rezultati. Iz
matrica greSke koju generira PARF moze se vidjeti da je od 1063 uzoraka
ostatka koji pripadaju kategoriji 1, njih 1057 to€no klasificirano, dok je od 208
uzoraka koji pripadaju kategoriji 2, samo njih 114 ispravno klasificirano.
Posto kategorija 1 broji viSestruko viSe aminokiselinskih ostataka koji su

klasificirani s jako visokom to€noScu, ukupna to€nost je takoder visoka.

Raspodijela vrijednosti za lizin nalikuje normalnoj razdiobi te se iz tablice 5.3 i
pogledom na samu raspodjelu ASA vrijednosti moze uoditi da prag dijeli
skupinu ostataka na dvije kategorije s priblizno istim brojem elemenata. Zbog
nepovoljnije situacije u kojoj nema vecCinske kategorije, to¢nosti klasifikacije
po kategorijama su ujednacCene, dok su ukupni rezultati predvidanja loSiji u

odnosu na cistein.

Iz analize toCnosti za cistein i lizin moze se zakljuciti da predstavljena metoda
predvidanja ima znatno bolje rezultate za veclinske kategorije. U slu€aju
aminokiselinskih ostataka Cija raspodjela ASA vrijednosti nalikuje normalnoj
razdiobi ne dolazi do stvaranja vecinskih kategorija zbog ujednacenog broja
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ostataka po kategorijama, Sto u konacnici rezultirala loSijim rezultatima
predvidanja. Slicne ponaSanje moze se uoCiti u radu [4] M. Manesha i
suradnika koji su predlozili metodu baziranu na teoriji informacija. Autori su
proizvoljno birali pragove koji su bili izraZeni kao relativha povrSina dostupna
otapalu, s time da su isti pragovi koristili neovisno o vrsti aminokiselinskog
ostatka. Povecavajuéi vrijednost praga, stvarale su se vecinske kategorije,
prvenstveno kad je rije€ o izrazito hidrofobnim ostacima, koji su zbog toga

klasificirani s veéom to¢noscéu.

Zaklju€ak ove analize je da je to¢nost predvidanja veca za izrazito hidrofobne
aminokiselinske ostatke, Sto se u potpunosti slaze s rezultatima dobivenim za
sva tri koriStena skupa. U slu€aju raspodjele ASA vrijednosti nalik normalnoj
razdiobi, to¢nost predvidanja pada. Normalna razdioba je Cesta kod ostataka
koji nemaju izraZzenu hidrofobnost, a takvi ostaci imaju i iznose povrSine

dostupne otapalu vecée od hidrofobnih ostatka.

Il srednja viijednost
[ medijan vrijednost

0z 03 04 05

Relativna povrsina dostupna otapalu

0.1

00

ALA CYS ASP GLU PHE GLY HS ILE LYS LEU MET ASN PRO GLN ARG SER THR VAL TRP TYR

Aminokiselinski ostatak

Slika 5.4 Raspodjela srednje i medijan RSA vrijednosti ovisno o aminokiselinskom
ostatku. Ostaci kojima je srednja i medijan vrijednost bliska imaju raspodjelu

vrijednosti nalik normalnoj razdiobi te je to¢nost predvidanja losija.
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5.3. Prikaz rezultata

Rezultati prikazani u nastavku dobiveni su za skupove Manesha te Rost-
Sandera. Ti skupovi se Cesto koriste pri provjeri to€nosti metoda za
predvidanju ASA vrijednosti te ¢e se tako moci napraviti usporedba s drugim
metodama. Za ocjenu kvaliteta predvidanja koristiti ¢e se koeficijent
korelacije te toCnost. Prikazati ¢e se i rezultati dobiveni zanemarivanjem
profila slijeda, tj. koriStenjem samo imena aminokiselina unutar pomi¢nog
prozora. Na kraju Ce biti prikazani rezultati postignuti koriStenjem pragova

dobivenih pomoc¢u medijan Lloyd-Max kvantizator opisanog u poglavlju 4.2.
5.3.1. Koristenje informacija iz sekvence i profila slijeda

Na slici 5.5 prikazana je ovisnost to¢nosti i korelacije o broju klasa. Rezultati
su dani za pomi¢ni prozor duljine 9 aminokiselinskih ostatka. Isti rezultati

prikazani su numericki u tablici 5.4.
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Slika 5.5 Ovisnost to¢nosti i koeficijenta korelacije o broju klasa za skupove

Manesha (lijevo) te Rost-Sandera (desno)

Iz slike se moze uoCiti da za oba skupa dolazi do naglog pada toCnosti kako
se poveCava broj klasa u koje klasifikator raspodijeljuje ostatke. Zbog
razliCitog mjerila, na prvi pogled moZzda nije vidljivo da je pad dosta izraZeniji
za skup Rost-Sandera. Korelacija izmedu predvidenih i hipotetskih klasa pri

tome neznatno rasta s povecanjem broja klasa kao posljedica ravhomjernijeg
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rasporeda hipotetskih klasa. Dok je pad toCnosti bio oCekivan za veéi broj
klasa, postavlja se pitanje zaSto postoji toliko velika razlika u kvaliteti

predvidanja izmedu skupova.

Tablica 5.4 Ovisnost to¢nosti i korelacije o broju klasa

Manesh 215

2 3 4 5
Toc¢nost 85,89 77,71 72,81 69,24
Korelacija 65,01 67,16 68,17 68,06

Rost-Sander 126

2 3 4 5
Tocnost 71,16 57,85 49,16 44,34
Korelacija 17,04 22,80 21,96 23,08

Skup Rost-Sander sadrzi 126 relativno kratkih proteinskih lanca, od kojih 20
ima manje od 100 aminokiselinskih ostataka. Pri odredivanju profila slijeda
PSI-BLAST algoritam je u vecini sluCaja prekinut ogranienjem broja
iterativnih pretrazivanja, nego li konvergiranjem algoritma. Nedovoljno to¢no
odredeni profili slijeda tako smanjuju kvalitetu predvidanja te se postavija

pitanje mogu li se posti¢i bolji rezultati ako se zanemare profili slijeda.
5.3.2. Predvidanje bez koristenja profila slijeda

Rezultati dobiveni koriStenjem samo imena aminokiselinskih ostataka unutar
prozora dani su u tablici 5.5. Rezultati su loSiji nakon Sto su zanemareni
profili slijeda, pri Cemu je pad koeficijenta korelacije znatno izraZzeniji od pada

toénosti.

Tablica 5.5 Ovisnost to¢nosti i korelacije o broju klasa za skup Rost-Sander.

Predvidanje je vrSeno za prozor duljine 9 ostataka s zanemarenim profilima slijeda.

2 3 4 5
Toc¢nost 66,99 52,88 44,58 39,99
Korelacija 7,41 5,52 5,59 7,12

Moze se zakljuCiti da imena aminokiselinskih ostataka nisu dostatna za
postizanje zadovoljavajuée kvalitete predvidanja. Promatranjem podataka o

vaznosti varijabli moze se uoCiti da se za neke ostatke profili slijeda imaju
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vecu vaznost, dok za druge imaju imena ostataka unutra prozora. Podatke o

vaznosti varijabli generira PARF, kao Sto je objasnjeno u poglaviju 4.3.

Sa slike 5.6 moze se uoCiti da za izrazito hidrofobne ostatke toCnost ne pada
ako se predvidanje vrSi bez koristenja profila slijeda. Crvena linije prikazuje
to¢nost dobivenu koristenjem profila slijeda, dok je plava linija dobivena
zanemarivanjem profila slijeda te koriStenjem samo imena ostataka unutar

prozora.
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Slika 5.6 Ovisnost to¢nosti o vrsti aminokiselinskog ostatka za skup Rost-Sander

zanemarivanjem te koristenjem profila slijeda
5.3.3. Medijan Lloyd-Max kvantizator. Rezultati predvidanja

Rezultati dobiveni koristenjem Lloyd-Max kvantizatora koji za odredivanje
kvantizacijskih granica uzima medijan vrijednost susjednih kvantizacijskih
razina dani su u nastavku. KoriSteni kvantizator manje je osjetljiv na outliere.
Na slici 5.7 prikazana je to¢nost za klasifikaciju u dvije kategorije koristeci

dvije varijante Lloyd-Max kvantizatora. TocCnosti su loSije za vecinu
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aminokiselinskih ostataka, pri Cemu je narocito pogor$anje uocljivo za izrazito
hidrofobne ostatke koji su primjenom klasiénog Lloyd-Max algoritma

klasificirani s najvecom toCnoScu.

Dobiveni rezultati su se mogli i predvidjeti, posto medijan Lloyd-Max
algoritma ne iskoridtava raspodjelu ostataka u vecinske kategorije za slucaj
izrazito hidrofobnih ostataka. Kako novi kvantizator daje identi¢ne pragove za
slu€aj normalne razdiobe, ostaci kojima raspodjela ASA vrijednosti nalikuje
normalnoj razdiobi imaju pragove slicnog iznosa kao u slu¢aju klasi¢nog
Lloyd-Max kvantizatora. Time je promjena to¢nosti znatno manja nego u

slu€aju ostataka s vecinskim kategorijama.
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Slika 5.7 Ovisnost to€nosti o vrsti Lloyd-Max algoritma za kvantizaciju u dvije

kategorije. Rezultati su dani za skup Manesh-215.

5.4. Prikaz rezultata koji su postigli drugi autori

U nastavku Ce se prikazati rezultati predvidanja za dvije razliCite metode. U
oba rada, autori bi izbacili jedan od ukupno k lanaca skupa te bi se algoritam
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trenirao na preostalim proteinskim lancima. Postupak se ponavlja k puta, tj.
dok se ne izvrSi predvidanje za svaki od izdvojenih lanca. Za granice klasa

koristili su proizvoljno odredene pragove, prikazane kao RSA vrijednosti.

Prva metoda [4] zasniva se na principima teorije informacija, a predlozena je
od autora H. Manesha i suradnika. Koristio se je pomicni prozor duljine 17
aminokiselinskih ostataka, a prikazani slu€aj dobiven je koristenjem
informacija para (engl. pair information) srediSnjeg ostatka sa svakim od

njegovih susjeda.

Slijede¢a metoda [12] s kojom ¢e se vrsiti usporedba temelji se na, kao i u
ovome radu, profilima slijeda, a predlozena je od autora G. Gianesea i
suradnika. Nacin odredivanja profila te izbor pragova utjecali na razliku u
kvaliteti predvidanja, Sto ¢e se biti pokazano u nastavku. Autori koriste prozor
duljine 17 ostatka, a naCin odredivanje profila slijeda se razlikuje od metode

opisane u ovome radu.

Tablica 5.6 Rezultati predvidanja dobiveni metodom [4] temeljenoj na teoriji

informacija. Rezultati su prikazani za skup Manesh-215.

broj kategorija pragovi to¢nost korelacija
dvije kategorije
4 75,1 0,49
9 75,9 0,51
16 75,5 0,50
25 74,4 0,47
36 74,1 0,41
49 79,9 0,36
64 97,2 0,46
81 80,5 0,05
tri kategorije
4;25 493 0,39
4;36 57,9 0,43
9;16 62,3 0,42
9;36 57,4 0,41
9;64 74,1 0,47
16;64 73,7 0,47
cetiri kategorije
9;16;36 452 0,32
9;36;49 41,2 0,25
4;16;36 46,4 0,36
4;16;49 51,8 0,37
4;25;49 47,1 0,34
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U tablici 5.6 prikazani su rezultati predvidanja dobiveni u radu [4] Manesha i
suradnika za klasifikaciju u dvije do Cetiri kategorije. KoriSten je skup od 215

proteina, koji je prvi put predstavljen od strane istoimenog autora.

Pri klasifikaciji u dvije kategorije toCnost se kretala od 74,1% do 97,2%, s
time da se s povecavanjem vrijednosti praga toCnost povecavala.
Povecanjem broja klasa to¢nost se smanjuje na vrijednosti oko 75%, Sto
odgovara slucaju za klasifikaciju u 3 kategorije. Pri tome koeficijent korelacije
neznatno pada. U slucaju klasifikacije u 4 kategorije, to¢nost nastavlja padati
na iznos oko 45%, ovisno o pragu. Najveca toCnost pri klasifikaciju u dvije
kategorije za skup Rost-Sander iznosi 78,2%. Navedena vrijednost to¢nosti

je postignuta za RSA prag od 9%.

Rezultati predvidanja pomocu metode [4] bazirane na profilima slijeda
prikazani su u tablici 5.7. Prikazani su za skupove Rost-Sandera te Manesha
za klasifikaciju u dvije i tri kategorije. ToCnost klasifikacija je loSija za oba

skupa u odnosu na metodu temeljenu na teoriji informacija.

Tablica 5.7 Rezultati predvidanja dobiveni metodom [12] temeljenoj na profilima

slijeda. Prikazani su rezultati za klasifikaciju u dvije i tri kategorije

skup proteinskih o postotak to¢ne koeficijent
lanaca pragovi (%) klasifikacije korelacije
Rost-Sander-126

9 72,8 0,387

16 71,5 0,421

23 71,4 0,426

6,64 61,7 0,408

9;36 54,7 0,462

Manesh-215

4 75,5 0,374

9 72,8 0,423

16 72,2 0,445

25 72,8 0,403

36 79,5 0,282

4;36 56,2 0,488

9;16 66,4 0,457
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6. Zakljucak

Cilj ovoga rada bio je utvrdivanje kvalitete predvidanja povrSine dostupne
otapalu na osnovu podataka iz slijeda aminokiselinskih ostatka. Predvidanje
se je vrSilo metodom slu€ajnih Suma, odnosno njenom paralelnom
implementacijom PARF. Aminokiselinski ostaci su se svrstavali u dvije do pet
kategorija prethodno odredenih pomocéu Lloyd-Max kvantizatora ovisno o
vrsti ostatka. Kao ulazni podaci koristili su se pomicni prozori duljine 3 do 17
aminokiselinski ostataka koji su osim imena ostataka, sadrzavali i profile

slijeda.

Najbolji rezultati predvidanja dobiveni su za duljinu prozora od 9 ostataka.
Zbog karakteristika algoritma slu€ajnih Suma, razlika toc¢nosti izmedu prozora
razliCite duljine je neznatna, iako prozor duljine 3 ostatka daje nesto loSije
rezultate. UoCena je i ovisnost to¢nosti o vrsti aminokiselinskog ostatka, tako
da su izrazito hidrofobni aminokiselinski ostaci poput cisteina i fenilalanina

klasificirani s najve¢om to¢noscu.

Najbolji rezultati su uoCeni za skup Manesha, pri ¢emu je toCnost za
klasifikaciju u dvije kategorije iznosila 85,89%. Povecéanjem broja kategorija
toCnost pocinje padati sve do iznosa od 69,24%, koliko iznosi za klasifikaciju

u pet kategorije. Korelacija se pri tome kre¢e izmedu 65,01% i 68,06%.

Za skup Rost-Sandera, tocnost pri klasifikaciji u dvije kategorije iznosi
71,16% Razlog pada to¢nosti lezi u ve¢em broju kratkih proteinskih lanca
unutar skupa za koje PSI-BLAST algoritam nije dovoljno to¢no odredio profile
slijeda. Korelacija za skup Rost-Sandera krece se od 17,04% do 23,08%,

koliko iznosi za klasifikaciju u dvije, odnosno pet kategorija.
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Dodaci

Dodatak 1 Granice kategorija za skupove Manesh (MN215) i Rost-Sander (RS126)

MN

Broj kategorija

215 2 3 4 5

prag | l.prag | 2.prag | l.prag | 2.prag | 3.prag | l.prag | 2.prag | 3.prag | 4.prag
Ala 38,46 24,68 64,55 16,44 4544 79,14 1490 41,19 69,41 107,75
Cys 32,52 21,60 63,17 1598 44,62 82,59 15,71 43,66 80,09 136,19
Asp 63,15 4192 88,72 32,40 67,92 10445 23,54 51,58 79,39 110,77
Glu 7540 52,13 103,61 4337 8425 121,67 35,12 69,87 100,80 133,66
Phe 61,26 33,06 97,64 2423 64,51 118,73 16,87 44,21 79,87 128,13
Gly 32,51 2001 5045 1496 37,63 61,87 14,82 37,17 60,20 97,85
His 68,70 46,38 104,37 30,49 72,31 121,77 26,74 60,78 95,52 135,78
Ile 46,82 24,54 7441 20,81 58,19 103,58 1491 41,12 73,58 114,94
Lys 99,01 6891 122,62 54,64 96,48 138,82 50,16 86,97 119,67 154,74
Leu 48,62 2933 84,74 20,93 58,26 108,06 15,50 42,98 76,62 120,35
Met 6433 3570 102,18 2696 69,99 122,30 28,80 6544 106,99 151,85
Asn 6236 4431 9556 34,02 71,89 110,14 23,49 53,56 83,25 116,63
Pro 57,05 3644 81,99 2795 62,81 96,70 18,22 4425 71,72 101,22
Gln 72,23 50,91 103,54 39,08 80,04 119,68 30,64 6437 9562 128,81
Arg 101,07 66,66 132,06 54,16 102,89 156,23 46,43 88,33 128,72 174,50
Ser 45,57 29,81 70,59 21,82 51,13 8237 18,09 43,04 68,66 96,71
Thr 4849 3335 77,95 23,17 56,54 93,62 1926 46,59 72,49 102,70
Val 4195 27,11 75,03 16,19 46,85 88,55 13,05 37,88 67,57 104,27
Trp 6431 34,75 98,35 2632 66,99 12442 2339 56,22 96,74 150,18
Tyr 71,38 39,40 104,38 2945 74,00 133,76 25,01 59,20 100,96 15531
RS Broj kategorija
126 2 3 4 5

prag | l.prag | 2.prag | l.prag | 2.prag | 3.prag | l.prag | 2.prag | 3.prag | 4.prag
Ala 39,60 26,58 66,90 17,10 44,52 7598 14,05 38,38 65,70 95,36
Cys 33,01 2337 64,10 20,73 53,73 106,39 13,71 36,54 66,34 121,90
Asp 6343 4385 90,32 29,54 65,07 102,17 27,59 58,63 86,42 115,53
Glu 79,24 5587 107,69 42,64 84,10 12346 3592 71,13 103,73 138,35
Phe 6748 32,73 98,81 28,64 77,77 137,13 19,50 50,97 94,49 148,11
Gly 34,12 21,38 53,03 16,43 40,21 65,10 1596 38,66 61,34 91,49
His 69,49 54,73 11848 31,16 72,62 12592 30,10 70,42 115,59 168,65
Ile 50,90 29,59 8530 23,84 6536 11550 17,92 48,29 84,06 128,79
Lys 100,78 77,44 131,71 59,03 101,24 144,12 57,61 99,22 140,68 210,48
Leu 5396 3281 89,09 2499 66,02 114,60 17,90 4827 84,47 127,10
Met 6391 44,51 115,82 25,10 69,49 125,80 25,09 69,11 119,64 173,02
Asn 61,65 4441 93,59 31,63 68,96 107,09 27,18 58,70 87,80 118,40
Pro 58,39 3888 84,71 31,58 67,05 100,53 2340 52,55 80,69 110,19
Gln 74,92 52,68 107,37 4526 89,43 132,96 32,66 68,73 101,74 138,34
Arg 10540 69,17 137,88 54,05 107,54 162,37 47,59 90,57 128,56 170,93
Ser 47,83 3323 76,35 24,16 5581 88,74 19,43 46,51 7441 105,29
Thr 54,60 38,00 86,23 26,61 59,99 96,92 19,05 4577 73,10 104,84
Val 4723 28,04 7594 20,69 57,54 102,25 20,11 5491 93,07 147,67
Trp 76,87 37,79 113,38 34,98 91,84 159,08 26,22 67,19 118,85 177,94
Tyr 74,55 46,27 108,58 28,58 71,20 12542 2796 69,83 122,51 191,55
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Sazetak

U okviru ovoga rada opisana je metoda predvidanja povrSine dostupne
otapalu na osnovu podataka iz slijeda aminokiselinskih ostatka. Kvantizacija
povrSine dostupne otapalu vrSena je primjenom Lloyd-Max kvantizator, pri
¢emu su vrijednosti kvantizirane u dvije do pet razina. Kvantizacijske razine
zasebno su odredene za svaku pojedinu vrstu ostatka. Za predvidanje se je
koristila paralelna implementacija algoritma slu¢ajnih Suma PARF. Previdanje
se je vrsilo za srediSnji ostatak pomicnog prozora, Cija se je duljina kretala od
3 do 17 ostataka. Kao vektor ulaznih podataka koristila su se imena ostataka
u prozoru te njihovi profili slijeda tako da je ukupan broj svojstava na temelju

kojih se je obavljalo predvidanje iznosio 271 x n.

Pregledom rezultata uocena je najveca to€nost za prozore duljine 9 ostataka.
UocCena je i ovisnost toCnosti o vrsti aminokiselinskog ostatka, tako da su
izrazito hidrofobni aminokiselinski ostaci poput cisteina i fenilalanina
klasificirani s najvecom toCnoS¢u. Ostaci Cija je raspodjela vrijednosti
povrSine dostupna otapalu nalik normalnoj razdiobi bile su klasificirane s

najmanjom to€noscu.

Za skup predlozen od strane autora Rosta i Sandera dobiveni su najlosSiji
rezultati. Razlog lezZi u vecem broju kratkih proteinskih lanca unutar skupa za
koje PSI-BLAST algoritam nije dovoljno to¢no odredio profile slijeda. Pokusaj
predvidanja koriStenjem samo imena aminokiselina unutar prozora dao je
nesto loSije rezultate u usporedbi s onima dobivenim koriStenjem profila
slijeda. lzrazito hidrofobni ostaci su pri tome klasificirani s istom to¢noSc¢u

neovisno o tome koriste li se informacije o profilima slijeda ili ne.
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