XXXII. OTDK Biolodgia Szekciod

RNS-MOLEKULAK TERSZERKEZETENEK
GLOBALIS ES LOKALIS OSSZEHASONLITASA
ATOMI TAVOLSAGELOSZLASOKON ALAPULO
MODSZEREKKEL

OTDK DOLGOZAT
Fodor Matyas

Konzulens: Gaspari Zoltan
Molekularis Bionika BSc III. évfolyam
Pazmany Péter Katolikus Egyetem
Informacids Technolodgiai és Bionikai Kar

2013.



Tartalomjegyzék

TartalomMJEEYZEK .......ccvviiiiiiiiiici e 1

1. S AT A1 TP

2. TEOAAIMT ALEEKINIEES ... oottt et e e e e et e e e e e e e e e e e e et eeeeeeeeeeeeennas

2.LLAZ RNS. e 4
2.2.AZ RNS SZEIKEZELE ... .o 5
2.3.AZ RINS tIPUSATL.c.vviiiiiiiiiiiie ettt sttt e e nanees 8
2.4. A7 RNS €VOIUCIOJA....eiiiiiiiiiiiii ittt 9

3. CIKITUZESEK ..ovvveeiteiie sttt ettt et et e e ettt e et s e tee et et e ss b s e see et eeessbbnrreeeseeessnnnnns

4, MOASZETEK €S TNELOAUSOK .vvvvniiiiiiiieeeiie et ettt s e e et et e e et s e e e e e s eee s et s e reeeseeesssnnnns

4. 1A SARA PIOGIAM ..ottt 11
4.2.A PRIDE PrOQraM .....cviiiiiieiiiie sttt e s s nsneesnnneesnsneeans 12
4.3.A CD-Nit PrOgram ......cooiieie et 13

5. Eredmények €s €rteKelESTIK .........ooiiiiiiiiiiiiiiie e

5.1.AZ adatkESZIet IEtrENOZASA. ... .oeeeeeeeeeee ettt e e eeeae e e e e eeeeeen 15

5.1.1. A KeEresés PAramELeIel ... uueveeririeeiiieiesiiesieere ettt

5.1.2. A CO-RIE SZUTES oo,

5.2.A fajlok tovabbi sziirése, formazasa szkript segitségével ..........coovviviiiiiiinnnn. 16

5.2.1. A PDB f4jlok SZErKeZete ........ccvvvviiiiiiiiiiiieiic e
9.2.2. A fAJI0K SZUIES......ooiiiiiiiiiiic

5.2.3. A szlrd szkript MUKOAESE .......c.ovviiiiiiiiiiiii e

5.3.AZ EDIRP implementaCiofa ........ccvivereeriiriiiieiisie et 19

5.3.1. A hisztogramok KiSZAMItASa ...........ccevvriiiiiiiiiie e
5.3.2. Az EDIRP pontok kiszamitdsa, a hisztogramok 0sSzevetése ..............c.cuenun.
5.3.3. Kontin@encia analiZiS...........ceevvereerieiiiiieiiesiesee et

5.34. Sulyfliggvény alkalmazasa..........ccccoveiiiiiiiiiiiie e

5.4.Egyéb szkriptek megvalOsitadsa: ........cccovviiiiiiiiiiieieceee e 23

5.4.2.  Burkol6 szkript a SARA programhoz...........cccccviiiiiiiiiiiiniiiceee



6.

7.

5.5.A hasonlosagkeresés eredmMeEnye .........ooveveierierierienesiesesesee e 24

5.5.1. Az eredmények statisztikai ert€kel€se ..........ccovvriiiiiiiiiiiiiiis 24
5.5.2.  Alegjobb EDIRP talalatok .........ccccouriiiiiiiiiiiiiiiiiees e 25
5.5.3. A SARA legjobb taldlatai az EDIRP eredményeivel dsszevetve ..................... 28
5.54. Az eredmények OSSZEZZESE .......ovviriiiiiiiiiiiiie i 28
5.6.Tavlati IehetOSEZEK .......civiiiiiiiiiii e 29
(@ Y3 (o4 -1 Y-SR 30
[rodalomIEEYZEK ..o 31



1. BEVEZETES

Az RNS informécidohordozé molekulaként keriilt be a kdztudatba, am tobb olyan felfedezés is
szliletett, amely az RNS egyéb, térszerkezetével kapcsolatba hozhato szerepét igazolja. Ezek koziil
talan a legismertebb a riboszomat alkotd riboszomalis RNS (rRNS) és a tRNS. A gének
expresszioja egy meglehetdsen Osszetett, finomhangolt folyamat, melyben részt vesz példaul a
mikroRNS és a small interfering RNS (siRNS). Ezek a nukleinsavak képesek egymassal, a DNS-
sel és fehérjékkel interakcidoba 1épni, emiatt szereplik pontos megismeréséhez nem szabad

figyelmen kiviil hagyni térszerkezetiiket sem.

Dolgozatom célja egy olyan algoritmus fejlesztése, mely a bazissorrend figyelmen kiviil
hagyasaval, pusztdn a térszerkezetek adataibol szamitott tavolsagtartoményokhoz tartozo
szekvencialis tdvolsageloszlas segitségével képes 0sszehasonlitani az RNS lancokat. Az algoritmus
lehet6séget nyujt arra, hogy a késébbiekben osztalyozasra is alkalmazhato legyen. Amennyiben
sikeriil az eltéro bazissorrendi, ellenben hasonlé térszerkezeti molekulakat azonositani, korabban

nem ismert funkcionalis 0sszefliggéseket fedezhetiink fel.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. AZRNS

Az RNS a bioldgiai makromolekuldk csaladjaba tartozik, a transzlacidban, a transzkripciodban,
a gének szabdlyozéasaban és expressziojaban jatszik fontos szerepet. Felépitését tekintve a DNS-
hez hasonléan nukleotidok lancabol all, de a DNS-tdl eltéréen tobbnyire egyszali. Egyes RNS
molekuldk a sejten beliil aktiv szerepet toltenek be a bioldgiai reakciok katalizisében, a
génkifejez0dés szabalyozasaban, a sejten beliili szignalizacio érzékelésében és tovabbitasban. Ezen
folyamatok egyike a fehérjeszintézis, melynek soran az mRNS molekula segitségével a riboszoma
fehérjét szintetizal. Ebben a folyamatban tRNS szallitja az aminosavakat a riboszéméhoz, ahol

riboszomalis RNS-ek (rRNS) kapcsoljak 6ssze azokat. [2,3,13]

Az RNS kémiai szerkezete nagyon hasonlit a DNS-éhez, azonban tobb dologban kiilonbozik

téle:

o A kétszalu DNS-sel ellentétben a sejtben talalhato RNS tobbnyire egyszala, és sokkal
rovidebb lancot alkot.

e Mig a DNS dezoxiribozt tartalmaz, az RNS-ben ribdz talalhatd (a dezoxiriboz pentdz
gytriijének 2' szénatomjahoz nem csatlakozik OH csoport) (1. abra). Ez a hidroxil
csoport teszi az RNS-t a DNS-nél kevésbé stabilla, mivel igy konnyebben tud
hidrolizalni.

e Az RNS-ben az adenin bazisparja a DNS-sel ellentétben nem timin, hanem uracil, mely
a timin metilalatlan formaja. Tovabba a DNS-sel szemben az RNS-re jellemzd, hogy

modositott bazisokat tartalmaz.

A legtobb biologiailag aktiv RNS (mRNS, tRNS, rRNS, snRNS és egyéb nem kodold RNS-ek)
un. palindrom (itt: dnmagaval bazisparosodasra képes) szekvencidkat tartalmaznak, melynek
koszonhetden az egyszali RNS-en beliil kettds hélix alakulhat ki. Ezen nukleinsavak vizsgalata
megmutatta, hogy meglehetdsen strukturaltak. A DNS-sel ellentétben ezek a hélixek rovidek, és a
fehérjék masodlagos szerkezetéhez hasonloan a harmadlagos szerkezet vazat adjak. Ennek a

szerkezetnek koszonhetden az RNS képes kémiai folyamatokat katalizalni, akarcsak az enzimek.
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2. abra. A baloldalon lathaté az A tipusu , a jobb
1. 4bra. Az RNS ldnc kémiai szerkezete. Az abrin oldalon a B tipusu hélix. Az RNS-re altalaban az elébbi,
lathaté, hogy a rib6z molekula 2’ szénatomj4an hidroxil mig a DNS-re az utobbi szerkezet kialakitasa jellemzo. Az
csoport talalhaté, valamint a 3° é 5° szénatomokhoz A tipusu elrendezddésre jellemzo a széles, sekély kisarok
kotédoé foszfatcsoporttal csatlakozik a szomszédos valamint a mély és szik nagyirok a B tipussal
nukleotidokhoz. Forras: Wikipédia osszehasonlitva. Forras: Wikipédia

2.2. AZRNS SZERKEZETE

Az RNS polimerizalodott nukleotidokbdl all. Ezek mindegyike tartalmaz egy ribdz gytrtit,
melynek szénatomjai 1'-t61 5'-ig meg vannak szamozva (1. abra). Az 1' szénatomhoz kapcsolodik
a nukleotid bazisa, mely adenin, citozin, guanin vagy uracil lehet. Az adenin és a guanin purin, mig
az uracil és a citozin pirimidin alapt bazisok. A 3' szénatomhoz csatlakozik egy foszfatcsoport,
melyen keresztiil a nukleotid egy masik nukleotid ribéz gytiriijének 5' szénatomjahoz kapcsolodik.
A foszfatcsoportnak fiziologias pH értékeken negativ toltése van, ezért a teljes RNS molekula
negativan toltott. A DNS és az RNS ko6zotti fontos szerkezeti kiilonbség a hidroxil csoport jelenléte
a 2' szénatomon. Ennek koszonhetéen a DNS-sel szemben az RNS altaldban ,,A” tipusu hélixet
alkot (2. abra). A hidroxil csoportnak kdszonhetd az is, hogy az RNS flexibilis részein a csoport
kolcsonhatasba 1€p a foszfodiészter kotéssel, ezzel a lancot elhasitva. Ennek kdszonhetéen az RNS

a DNS-nél kénnyebben elhasad.[7]



3. abra A Trypanosoma brucei 80S riboszomalis

alegységének szerkezete szalagos reprezenticioval
abrazolva (PDB kod: 3ZEX). Az abran lathato, hogy a 8
RNS lancbdl allé alegység igen komplex harmadlagos
szerkezettel rendelkezik.
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4. abra nem Watson-Crick bazisparok. A: egy
adenin és egy citozin kozott kialakulé bazisparosodas; B:
egy adenin, egy uracil és egy citozin kozott kialakulo
hidrogénkotések; C: egy adenozin kapcsolodik egy
guanin-citozin bazisparhoz; D: Egy citozin és egy guanin
kapcsolodasa viz molekula segitségével; E: egy citozin-

citozin bazispar. Forras: Wikipédia

Bizonyos bazisok egymadssal hidrogénkdtést alakithatnak ki: altalaban citozin €és guanin, adenin

és uracil valamint guanin és uracil kdzott jon 1étre kotés. A bazisparosodason kiviil még sokféle

kotés kialakulhat, gyakran tobb bazis is részt vesz az interakcio kialakitasaban (4. abra).

Az enzimatikus funkcidval rendelkez6 egyszalu RNS a fehérjékéhez hasonld specifikus

harmadlagos szerkezetet kovetel meg (3. abra). A harmadlagos szerkezet vazat a masodlagos

elemek alkotjak, melyeket a molekulan beliili hidrogénkotések stabilizalnak. Ennek kdszonhetden

szdmos masodlagos szerkezeti elemet megkiilonboztetlink, példaul: hajtithurkot, ,,kidudorodast”

(angolul bulge) és belsd hurkot. [11] Mivel az RNS toltéssel rendelkezik, fémionok (pl.: Mg?*)

sziikségesek a térszerkezet stabilizalasahoz.



| E
Double-stranded
segment (dsRNA)

em junction

J
al stack)

b

(it i = j, symmetri Hairpir
fij, asymmetric tem-loop)

oo

'seudoknot KISSING hairpins

5. abra. Kiilonb6z6 RNS masodlagos szerkezetek. Balrdl jobbra haladva:

a) Kaétszalu RNS; , kidudorodas” — a kétszala RNS egy szakaszan az egyik szal egy szakasza
nem parosodik, hanem Kkifelé fordul; Bel6 hurok — i=j esetén szimmetrikus, i #j esetén
aszimmetrikus; hajtii hurok — egy RNS szakasz két vége onmaganak forditott sorrendii
komplementere

b) Kozos tengely menti elrendezédés; Alcsomé — a hajtii hurok ivében kifelé fordulé bazisok
egy masik lancszakasszal parosodnak; Csokol6zo hajtii hurkok: ez el6z6hoz hasonlé, azzal
a kiilonbséggel, hogy itt két hajtiihurok ivének bazisai parosodnak.

Az RNS gyakori tipusai, azok szerepe €s par nevezetes RNS

Rovidités [ Angol név Szerep

MRNS messenger RNA Fehérje szekvenciat kodol

tRNS transer RNA Aminosavak szallitasat végzi

rRNS ribosomal RNA Enzimatikus folyamatokat lat el a riboszomaban

SNRNS small nuclear RNA A szplajszingban van szerepe

snoRNS |small nucleolar RNA | Néhany RNS kémiai modosulasat iranyitja

miRNS | microRNS RNS alapti génszabalyozas

SiRNS small interfering RNS | RNS alapu génszabalyozas

IncRNS | long noncoding RNS | Génszabalyozas RNS kozremiikodésével

7S RNS |SRP RNA A sejt belso jelazonositasdban van szerepe

TERC telomerase RNS A telomeraz holoenzim része, templatot alkot a
component szintetizal6do telomerikus DNS szamara

Rnase P | ribonuclease P Egy ribozim, mely a tRNS érésben jatszik szerepet

1. tablazat az RNS fobb funkcidi. A nem kédolé RNS-ek koziil mindnél fontos szerepet tolt be a harmadlagos szerkezet.




2.3. AZ RNS TiPUSAI

A messenger RNS szallitja a genetikai informaciot a DNS-t6l a riboszoma felé, ahol a
fehérjeszintézis végbemegy. Az mRNS kodold szakasza hatarozza meg a képzddd fehérje
aminosav-sorrendjét. Az RNS molekulak nagy részérél (eukaridtdkban az atirodd6 RNS
kb. 97%-a) nem szintetizalodik fehérje, ezeket nevezziikk nem kodolo RNS-nek (non-coding,
ncRNS) (1. tablazat).[1]

A nem kodolo RNS-ek egy része a DNS-16l szintetizalodik, a sajat génjérdl (RNS gének), de
az mRNS intronok is ide tartozhatnak. Ezen nem kodold RNS-ek ko6zé tartozik a transzfer RNS
(tRNS), ¢és a riboszomalis RNS (rRNS), melyek a fehérjeszintézis alappillérei. A
génszabalyozasban és az RNS-feldolgozasban is szerepet jatszanak a nem kodoldo RNS-ek.
Bizonyos RNS molekuldk képesek kémiai reakcidkat katalizalni: példdul mas RNS lancokat
elvagni, vagy a peptid kotést kialakitasat segiteni a riboszoémaban. Ezeket az enzimatikus

tulajdonsaggal rendelkez6é RNS-eket ribozimeknek nevezziik.



2.4. AZ RNS EVOLUCIOJA

Mira elfogadottnak tekinthetd az az elmélet, amely szerint a DNS ¢és fehérje alapi biokémiat
egy un. RNS vilag elézte meg. Ekkor a bioldgiai informécid tarolasat, reprodukalasat, a molekulak
szintézisét kizarolag RNS szerkezetek hajtottak végre. Késobb kialakult egy ribozim komplex, a
riboszoma, mely képes volt aminosavak polimerizacidjara a peptidkotések katalizise révén. Ez a
korai ,,0s riboszoma” feltételezhetben még nem a genetikai informacié alapjan, csupan
véletlenszertien kapcsolta sorba az aminosavakat, igy alakultak ki az els6 fehérjék. A szelekcio
eredményeként a jellemzden stabilabb szerkezettel rendelkezd fehérjék toltotték be az enzimatikus
szerepeket, valamint a korai riboszéma fejlédésével egy 0 funkciot nyert, RNS alapjan szintetizalta
a fehérjéket. Mara a riboszoma egy Osszetett RNS — fehérje komplexszé valt. Feltételezhetd, hogy
evollcidja soran akkor 6rzott meg egy-egy motivumot, ha az nem gétolta funkcidja betdltésében,
ugyanakkor stabilabbda, vagy hatékonyabba tette. K. Bokov és S. V. Steinberg cikkiikben
ismertettek egy RNS evoltcio modellt.[1] Ennek alapja, hogy a riboszomarél egyesével valasztjak
le a kiilonbozd egybefiiggd térbeli egységet alkotd hurkokat. A folyamat sordn figyelembe vették
azt, hogy a riboszomanak minden allapotban stabilnak kellett maradnia. Egy RNS lancdarabot
akkor lehetett levalasztani a komplexumrdl, ha annak 5° és 3’ vége térben kozel volt egymashoz.
Ez azt jelenti, hogy az RNS szerkezet az evolucid soran ugy valtozik, hogy az eredeti térszerkezetbe
hurokként inzertalodik az 0j lancrészlet. Ezt a modellt sikeriilt alatdmasztaniuk, 10 ,réteget”
sikeriilt levalasztaniuk a riboszomarol, és a megmaradt, feltételezett Os riboszoma tartalmazta a

PTC-t, ez meger6siti a modell helyességét.[1]

Ha a riboszoma fejlodésére valoban igaz, hogy az inzercié soran a molekula megtartja eredeti
szerkezetét, és az 0j lanc egy hurokként csatlakozik, akkor érdemes megvizsgalni ezeket a
molekulakat olyan modszerrel, amely a szekvencialis tdvolsagot és a térbeli tavolsagot hasonlitja
Ossze, mivel lokalisan illesztve a kiillonb6z6 RNS lancokat igazolhatjuk a rokonsagot az egyes

molekulak kozott.



3. CELKITUZESEK

Célom egy olyan EDIRP nevii algoritmus fejlesztése volt, mely képes az RNS térszerkezeteket
Osszehasonlitani a kiilonb6z6 tavolsagtartomanyokban talalhaté nukleinsavak szekvencialis
tavolsageloszlasa alapjan. A bemeneti PDB fajlokbol egy olyan kimenetet kell adnia, melyben az
egyes lancparok térbeli tavolsagtartomanyokhoz tartozd szekvencidlis tdvolsageloszlasan alapulod
Osszehasonlitdsanak pontszama szerepel. Az algoritmussal szemben tamasztott egyéb elvarasok:
legyen gyors, hatékony, kizardlag a térszerkezet (és ne a bazissorrend) alapjan dolgozzon, legyen
RNS-re optimalizalt.

végeznie a lancok 0sszehasonlitasat.

Az algoritmus miikddésének teszteléséhez sziikség van egy adatkészlet 1étrehozédsara, mely
megfeleld mindségii adatokbol, és megfeleld hosszusagu lancokbol all, valamint minél kevésbé

redundans.

Az eredmények értékeléséhez sziikkség van egy eszkozre, melynek segitségével
megvizsgalhatom, hogy az adatok statisztikailag szignifikansnak tekinthetdek-e, illetve segit a

program finomhangolasahoz sziikséges paraméterek meghatarozasaban.

Az EDIRP eredményeit egy térszerkezet illeszté program, a SARA eredményeivel dssze kell
hasonlitanom, ehhez sziikséges automatizalni azt. A legjobb eredményeket, valamint a két
programban jelentds eltéréseket mutatd szerkezeteket a CHIMERA program segitségével lathatova

kell tennem.[15]
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4. MODSZEREK ES METODUSOK

Az RNS-térszerkezetek Osszehasonlitasara mar léteztek kordbban is eszkdzok, ezek koziil a
SARA programmal ismerkedtem meg részletesebben. Az EDIRP el6zményének szamit a PRIDE,
mellyel korabbi munkam soran mar végrehajtottam RNS térszerkezet 0sszehasonlitasokat. Az
hasznaltam, mely rendkiviil gyorsan képes osztalyozast és — ennek melléktermékeként — sziirést

végrehajtani.

4.1. A SARA PROGRAM
A SARA programot 2006-ban fejlesztették, az EDIRP-hez hasonléan altalanos RNS

Osszehasonlitas céljabol.[12]

A SARA az RNS szerkezeteket dsszevetését egységvektorok dsszehasonlitasaval hajtja végre,
melyeket a lancban egymast kdvetd vazatomokbol szamol ki (az atomot a felhasznal6 valasztja ki,
lehet foszfor vagy C3-as szénatom, alapértelmezetten az utobbi). Egy egyszerisité reprezentaciot
hasznal az RNS lancok péaronkénti Osszehasonlitdsara. Ez kulcsfontossagi a strukturalisan
megegyez0 atomok gyors megtalalasahoz két merev testnek tekintett lanc kozott. Az algoritmus a

kovetkezdképpen jar el:

1. Atom-nyomvonalat szdmol az egymast kovetd (C3 vagy P - elére meghatarozott) vazatom
tipusbol.

2. A nyomvonal alapjan kiszamol k db vektort a szekvencidban egymastdl k tavolsagra 1évo
atomok k6zott, majd azokat normalja. ,,k” egy paraméter, ajanlott értéke: 7.

3. A k db egységvektort leképzi az egységgdmbre.

4. Egy mindent mindennel 0sszevetd pontmatrixot szamol a két szerkezet egységgdmbjeibdl;
az egyes egységgdmbon talalhatd egységvektorok eltérésének négyzetatlaganak gyodke
alapjan (RMSD — root mean square deviation).

5. A pontmatrixbol dinamikus programozas segitségével 0 end gap biintetést alkalmazva
meghataroz egy illesztést a két szerkezet kozott.

6. A Max Sub algoritmus egy valtozatdval maximalizalja az atomok szamat 3.5 A tavolsdgon

beliil a két strukttira kozott.[16]
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7. Az illesztés szignifikancidjanak megitéléséhez P-értéket szamol, valamint annak negativ

logaritmusat.

A fehérjeszerkezet-illesztéssel szemben, ahol az illesztett részletek szaméanak maximalizalasa
¢s az RMSD (Root-mean-square deviation) minimalizalasa a f6 cél, RNS szerkezetek esetén a
masodlagos szerkezet kialakitdsaban résztvevd bazisparok pontos illesztése is fontos szempont.
Ezért az 1. és 6. 1épés opcionalisan felhasznélja a lehetséges masodlagos szerkezetekrdl elérhetd
informaciot a 3DNA program segitségével. Ezt az opcidt valasztva a SARA csak azokat az
atomokat veszi figyelembe, melyek csak a bazisparosodasban vesznek részt, és a bazispar atomok

szamat maximalizdlja a 3.5 A tavolsagon beliil.

4.2. APRIDE PROGRAM

A fehérjékben szekvencialisan 3 és 30 aminosav tavolsagra 1évo alfa szénatomok térbeli
tavolsaganak eloszldsa meglehetdsen jellemzd a térszerkezetre, ezért jogosan meriil fel az otlet,
hogy ennek alapjan hasonlitsuk Ossze Oket. Emellett sz6l az is, hogy az igy képezhetd
tavolsageloszlas-hisztogramokat konnyi dsszehasonlitani. A PRIDE program az dsszehasonlitast
kontingencia analizissel hajtja végre, mely megadja a mintdk azonossaganak valosziniiségét
(PRIDE pont). Ennek értéke 0 és 1 kozott van. Egymashoz kozel all6 szerkezetek esetén a PRIDE
pont erdsen Osszefligg az alfa-szénatomok RMSD tévolsagéaval (az atomok kozotti tavolsagok
négyzetes atlagaval). Azonban e moddszer korrekt klasszifikaciot nyujt egymastol tavol eso
struktirdk esetén is, amikor a szerkezetillesztésnek nincs jelentdsége. A CATH adatbazis analizise
azt mutatta, hogy a térszerkezetek 98,8%-a a megfeleld homoldg szupercsaladba esik, ha a
legmagasabb PRIDE pont szerint van osztalyozva. A szerkezetek illesztése és a masodlagos
szerkezet ismerete nem sziikséges a PRIDE pont szamitasdhoz, mely igy megfeleld sebességii nagy

adatbazisok vizsgalatahoz is.[6]

12



43. ACD-HIT PROGRAM

A CD-hit egy altalanos felhasznalast fehérje- és nukleinsav-szekvenciaosztalyozé program,
mukodését tekintve egy moho algoritmus (a lokalis optimumok alapjan keresi a globalis
optimumot). Alkalmazéasa széleskorli, hiszen nagyon gyorsan képes nagy adatkészletek
osztalyozasara, melynek sordn az egyes osztalyok reprezentativ szekvenciaibol egy nem redundans

adatkészlet jon 1étre. Az algoritmus Iépései:

1. Elso 1épésben hossz szerinti csokkend sorrendbe rendezi a szekvenciakat.

2. A leghosszabb lanc lesz az els6 klaszter reprezentativ szekvenciaja.

3. Ezt egy iterativ eljaras koveti, melynek soran minden szekvenciat Osszehasonlitunk a
reprezentativ szekvencidkkal, és ha nincs olyan reprezentativ szekvencia, amellyel
Osszehasonlitva egy bizonyos kiiszobérték feletti pontszamot kapunk, akkor a vizsgalt lanc

egy Uj reprezentativ szekvencia lesz.

A paronkénti Osszehasonlitds a legidGigényesebb 1épése az osztalyozasnak, ezért az
Osszehasonlitasok szamanak csokkentésére egy rovidszo-szirét (révid szekvenciadarabokon
alapuld heurisztikus szlr6t) alkalmaz. Ha két fehérje egy bizonyos szinten hasonlit, akkor
megadhatd, hogy minimum hany dipeptidnek, tripeptidnek és pentapeptidnek kell megegyeznie a
két szekvenciaban. Ezért azokat a parokat, melyek ezt a feltételt nem teljesitik, nem kell

Osszehasonlitanunk, ez pedig gyorsitja az adatbazis osztalyozast.

Az algoritmus fejlesztéi egy Uj szlird eljarast alkottak, amely rovidebb szavak
Osszehasonlitasan (2 és 5 betii hosszusagl szavak) €s indextablan alapszik. A rovid szavak eldnye,
hogy konnyen indexelhetdek. Pentapeptidek esetén Osszesen 2175 féle szod lehetséges (20 féle
aminosav és X), az indextabla 4 milli6 bejegyzést tartalmaz. Igy egy olyan indextabla, melyben
fejlesztdk modszerében minden bejegyzés tartalmazza azon reprezentativ szekvencidk szamat,

melyek tartalmazzak ezt a pentapeptidet.
Amikor egy 1) szekvenciat feldolgoz az algoritmus, a rovidszo-sziiré a kovetkezo 1épéseken
halad végig:

1. Meghatdrozza az 01j szekvencia pentapeptideinek szdmat és tipusat
2. Atfésiili az indextabla azon bejegyzéseit, amelyekben ezek a pentapeptidek megtalalhatoak
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3. Minden korabbi reprezentativ szekvenciara kiszamolja azokat a pentapeptideket, amelyek

megegyeznek az 1j és a korabbi szekvenciaban.

4. Csak akkor hajt végre paronkénti 6sszehasonlitast, ha ez a szdm nagyobb egy bizonyos

kiiszobértéknél.

Ezzel a szliréssel az algoritmus nagyon sok folosleges 1€pést elkeriil. Az indextabla
feldolgozasa sokkal gyorsabb, mint egy look-up tabla alkalmazasa. A rovidszd-sziird lehetové teszi
tetrapeptid sziirok 80 és 85% feletti kiiszobértékek esetén érvényesek, mig a tripeptid és
dipeptidsziirék 75 és 65% kozott.

A program bemeneti formatuma egy FASTA f4jl, amely Osszeflizve tartalmazza az egyes
szekvenciakat. Els6dleges kimenete egy, a reprezentativ szekvencidkat tartalmazé FASTA fajl. A

masik kimenete a klasztereket tartalmazoé f3jl.

A CD-hit programot az adatkészlet szlirésére hasznaltam, hogy a 70%-nal nagyobb
hasonlosagot mutatd szerkezetek koziil csak az egyik maradjon benne az adatkészletben. A fent
leirt algoritmust eredetileg fehérjék osztalyozasara alkottak, de 2006 6ta nukleinsav-szekvenciak

Osszehasonlitasara is képes.[4,5]
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

51. AZ ADATKESZLET LETREHOZASA

A megfeleld adatkészlet elengedhetetleniil fontos az eredmények értékelése szempontjabol,
mivel egy nem redundans bioldgiai adatkészletbl kapott eredmények eloszlasa alapjan

kovetkeztetni tudunk a program mitkodésének helyességére.

5.1.1. A Kkeresés paraméterei
A PDB.org weboldal ADVANCED SEARCH lehet6ségét valasztva a kovetkez6 szirdfeltételt

allitottam be:

Macromolecule Type:

Contains Protein Ignore
Contains DNA Ignore
Contains RNA Yes
Contains DNA/RNA Hybrid Ignore

Ennek a lekérdezésnek az eredményében azok a szerkezeti fajlok talalhatoak, melyek
tartalmaznak RNS-t, de amellett egyéb makromolekuldkat is tartalmazhatnak. A kiilonbz6
szerkezeti fajlok neveit 2013 augusztusaban kérdeztem le, dsszesen 2697 eredményt adott. Bar a
szerkezetek letdlthetdek a webes feliiletrdl, célszeriibbnek tartottam ezt egy szkript segitségével
végrehajtani.

5.1.2. A cd-hit sziirés

Adatkészletembdl egy perl szkript segitségével létrehoztam a FASTA f3jlokat, majd
Osszefliztem Oket. A cd-hit-et 3-as szohosszal, 70%-0s azonossagi kiiszobértékkel futtattam le a
fajlon. A reprezentativ szekvencidkat tartalmazé kimeneti f4jlbol konnyen ki tudtam nyerni a

lancok nevét.

15



A FAJLOK TOVABBI SZURESE, FORMAZASA
SEGITSEGEVEL

5.2. SZKRIPT

A PDB f3jlok meglehetdsen sok adatot tartalmaznak, melyek nagy részét nem hasznalja fel
egyik program sem, tehat ezek kisziirése gyorsitja azok futasat, illetve megkonnyiti a beolvasast.
A bemeneti fajlt ugy terveztem meg, hogy az kompatibilis legyen a PRIDE programmal, ezzel

egyszerlivé téve az eredmények 6sszehasonlitasat.

5.2.1. A PDB fijlok szerkezete
A PDB fajlok részletes dokumentacioja a http://pdb.org/ webcimen elérhetd. Ebbdl szamomra
az “ATOM” jelzésti sorok voltak fontosak, hiszen ezek tartalmazzak az egyes atomok

térkoordinatait. Ezen sorok felépitése a 2. tablazatban lathatoak.

2.

Karakterek szama: | Tipus: Tartalma:

1-6 szoveg “ATOM”

7-11 szam atom sorszama

13-16 atom atom tipusa

17 karakter alternativ hely jelzése

18- 20 szoveg monomer tipusa (nukleotid/aminosav)
22 karakter lanc jelzése

23-26 szam monomer sorszama

27 karakter inzercio jelzése

31-38 valés szam | X koordinata

39 - 46 valés szam |Y koordinéta

47 - 54 valés szam | Z koordinata

55 -60 valds szdm | az adott hely elfoglalasanak
61 - 66 valos szam | hdmérsékleti tényezd
77-78 szoveg atom vegyijele

79 -80 szoveg toltés

tablazat: A PDB fijlok atom sorainak tartalma
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5.2.2. A fajlok sziirése

A PDB fajlok szlirését az altalam irt FETCHVS.PY szkript hajtja végre, melynek nincs bemeneti
argumentuma, automatikusan felismeri a mappaban talalhato ,,.pdb.tar.gz” kiterjesztési fajlokat. A
kimeneti f4jl formatuma egy 0sszefiizott PDB struktara, melyben minden lanc kiilon szerkezetként
(kiilon HEADER ¢és END cimkék kozott) szerepel. A lancok megkiilonboztetésére a [PDB fajl
neve] [Lanc jelzése] elnevezést hasznaltam. Csak azokat a lancokat tartottam meg, melyek minden
monomere ,,A”, ,U”, ,G” vagy ,,C” jelzésiieck. Az ATOM szekcioban fel van sorolva a
makromolekulat alkotdé Osszes atom, programomban azonban minden monomert egyetlen atom
koordinataival jellemeztem, ezért csak a nukleotidhoz tartoz6 foszfatcsoport foszforatomjanak
elhelyezkedését vettem figyelembe. A sziirés soran elhagytam a 30 bazisnal rovidebb és a 3

Angstréomnél rosszabb felbontéasu szerkezeteket.

5.2.3. A sziiré szkript miikodése
A szkriptet az (egyenként) tomoritve letoltott pdb.tar.gz fajlok mappajaba kell helyezni, és

terminalbol a “python fetchv5.py” paranccsal indithat6. Osszesen 6 kimeneti f4jlt general:

o gzfiles.txt: a “.tar.gz” fajlok listdja, ez pusztdn technikai megoldas, illetve az ellendrzés
szempontjabol fontos

o errorlist.txt: azon fajlok listaja, melyek felbontdsat nem tudta értelmezni a szkript. Ennek
szintén ellenérzd funkcidja van

e DiscardedList.txt: azon fajlok listaja, melyek felbontasa nem volt megfeleld

o distell.txt: ellendrzd f4jl, azokat a sorokat tartalmazza, ahol tobb pozici6 is meg van jeldlve
a fajlban.

e pridelnput.txt: a kKimeneti 6sszefiizott PDB fajl

e dataset.txt: a kimeneti fajlban taldlhato szerkezetek listaja [PDB azonositd] [lancazonositd]

névvel ellatva

A program eldszor inicializdlja a kimeneti fajlokat (torli tartalmukat, ha megtalalhatoak a
mappaban), mivel futds kozben nincsenek folyamatosan megnyitva a fajlok, hanem f4jlba iraskor
hozzaflizi az 1) sort. A mappéaban taladlhatdé “.tar.gz” Kkiterjesztésii fajlok neveit kimenti a

“gzfiles.txt”-be.

17



A “gzfiles.txt”-n soronként végighaladva megnyitja a fajlnévvel jelolt szerkezetet, és beolvassa
annak sorait. A RESOLUTION attributum alapjan eldonti, hogy megfelelé-e a szerkezet felbontasa.
Amennyiben a felbontas megfeleld, elkezdi lanc szerint szétvalogatni a foszforatomokat (egy hash
tablaba). A lancokbdl ezutan kivalogatja az alternativ hellyel rendelkezd atomokat, és az az
alacsonyabb "occupancy" (betoltottség) értékkel rendelkezét elveti. Megvizsgalja, hogy a lanc
RNS-e (csak A, U, G és C szerepelhet a sor 22. oszlopaban) és hossza legalabb 30 bazis. A sziirés

utan megmaradt lancokat hozzaflizi a pridelnput.txt fajlhoz.

A

S T szekvencialis tavolsag: 6-1=5

i A 20-25 A tavolsagra lévé foszforatomok
szekvencialis tavolsageloszlasa

A 20-25 A tavolsagra lévé atomok
szama adott szekvencialis tavolsagban

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Szekvencialis tavolsag

6. abra: Az EDIRP algoritmus lépései. a: minden atom tavolsagat kiszamitja a tobbi atomtél (az
abran csak egy atom tobbi atomtol szamitott tavolsaga lathaté az atlathatésag érdekében); B:
Meghatarozza az egyes atomparokhoz tartozo6 szekvenciilis tavolsagot, valamint eldonti, hogy melyik
tavolsagtartomanyba esik az atompar; C: A megfeleld tavolsagtartomanyhoz tartozé hisztogram
adott szekvencialis tavolsagértékhez tarotozé értékét noveli.
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5.3. AZ EDIRP IMPLEMENTACIOJA

5.3.1. A hisztogramok kiszamitasa
Az 6sszeflizott PDB fajlbol a STRUCTURELIST.PY szkript generalja a hisztogramokat tartalmazé
pickle formatumu fajlokat.[14] Azért ezt a megoldast alkalmaztam szoveg alapt fajl generalasa
helyett, mert a pickle formatumu fajlok python kodbol gyorsan beolvashatoak, €s gyakorlatilag
azonnal 1étrejonnek a benne reprezentalt adatstruktirak a memoriaban. A szkriptnek egyetlen
bemenete van, a pridelnput.txt, kimenetét a [PDB azonositd] [lancazonosito].p névvel ellatott,
hisztogramokat tartalmazo pickle fajlok, valamint a structurelist.txt alkotja. Az utobbi csupan egy

listat készit a 1étrehozott fajlokbdl, ellendrzés céljabol.

A szerkezetek adatai a HEADER ¢s az END jelzésti sorok kozott talalhatdak, a HEADER
kezdetli sorban talalhato a szerkezet neve. El0szor egy listat készit a program, melyben kizarélag
az egyes nukleotidok foszforatomjanak térkoordinatai szerepelnek szekvencia szerinti sorrendben,
majd a szerkezet neve, ¢és a lista alapjan létrehoz egy structure tipusi objektumot. Ennek a
COMPUTEPRIDEHISTOGRAM() tagfiiggvénye szamolja ki a hisztogramot, és menti azt el pickle
fajlba. Ennek soran kiszamitom az 6sszes foszforatom tobbi foszforatomtdl mért térbeli tavolsagat,

¢s tavolsagtartomanyonként hisztogramban tdrolom az atomok szekvencidlis tavolsageloszlasat.

Eldzetes vizsgalatok sordn azt az eredményt kaptam, hogy a tomegkozépponttol legfeljebb 160
A tavolsagra taldlhatoak foszforatomok, ezért igy dontdttem, hogy a 0-300 A-8s tavolsagot 5 A-
ként osztom fel, igy legfeljebb 60 hisztogramot készitve lanconként. Mivel az adatkészlet
elemeinek mérete eltérd, a futdsidd és fajlméret szempontjabdl elénydsnek vélt megoldasként a
hisztogramokat egy hash tablaban taroltam el. Elvetettem azokat a hisztogramokat, melyek 15-nél
kevesebb elemet tartalmaztak. A hisztogramok is hash tablaként tarolodnak el, ezaltal nincs felsé

hatara a feldolgozhat6 szekvencidk hosszanak, de a folosleges nulla értékek nem tarolddnak el.

5.3.2. Az EDIRP pontok kiszamitasa, a hisztogramok osszevetése
Az elkésziilt hisztogramokat tobbféleképpen felhasznalhatjuk, egy adatbazisként funkcional.
Futtathatunk rajta egyetlen szerkezet — Gsszes szerkezet tipust Osszehasonlitast, és mindent —
mindennel 0Osszehasonlitd keresést is. Az algoritmus helyes mikodésének igazolasara a
legcélravezetdbb a kimeritd keresés megvalositasa volt, mivel igy az algoritmust egyszer lefuttatva

az eredményeket tartalmazo kimeneti f4jlbol konnyen kisziirhetéek a vizsgdlandd adatok. Az
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objektum orientalt tervezésmodnak koszonhetden par sor megvaltoztatasaval lehetdség nyilik mas

tipusu 6sszehasonlitas elvégzésére is.

5.3.3. Kontingencia analizis
Az eldz6 szkript segitségével olyan hisztogramokat kaptunk, melyek RNS ldnconként a

bizonyos tavolsagtartomanyra 1évo nukleinsavak szekvencialis tavolsageloszlasat reprezentaljak.

Ebben a Iépésben a hisztogramokat paronként dsszehasonlitjuk egy statisztikai modszer, a
kontingencia analizis segitségével. Ez a mddszer megadja annak a valdszinliségét, hogy a két

eloszlas kozott van-e Osszefliggés.

Els6 1épésként a hisztogramokat reprezentald sorvektorokat egymads ald illesztem, igy egy

matrixot kapok. A kovetkezo elnevezéseket vezetem be:
Ng j): azi.sor j.eleme,azi.(1.vagy 2.) hisztogram j.osztalyanak elemszama
N;: azi.sor dsszege,az i.(1l.vagy 2.)hisztogram elemeinek 6sszege

N;: az j.sor 6sszege, az i.(1.vagy 2.)hisztogram elemeinek 6sszege

N: a matrix elemeinek 6sszege, a hisztogramok 0sszes elemének szama
N j: az i.sor j.elemének varhato értéke

Az a nullhipotézisiink, hogy a két hisztogram fiiggetlen, az analizis soran pedig megkapjuk

annak a valdsziniiségét, hogy mekkora a valdszintisége annak, hogy 0sszefiiggdek.
N(; jyvarhaté értéke sor €s oszlopdsszegekbdl szamolhaté a kovetkez6 modon:

nap _ Ni 11 s ; _ NixNj
N W ebbdl kovetkezik, hogy ng; j) = ~

Ezek alapjan latszik, hogy ha az egyik sor vagy oszlopdsszeg 0, akkor az 0sszes hozza tartozo
varhat6 érték 0, igy azok az oszlopok, melyek értéke mindig 0, egyszerlien eltavolithatdéak az
analizisbol. A kovetkezd 1épésben a varhatd értékek alapjan kiszamitjuk a két hisztogramhoz

tartoz6 Khi-négyzet statisztikat, a kovetkezd képlettel:

(N{U} —ng, '})
= z} o
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A Khi-négyzet értékének és a szabadsagfokok ismeretében egy tablazatbol meghatarozhatd a
két hisztogram Osszefliggéségének valoszinlisége. A mintak szabadsagfoka megegyezik a mintak
(a matrix értékeinek szama) és a megkotések szamanak Osszegével. Megkotés a szélsdértékek
szama, amely eggyel kevesebb, mint az oszlopok ¢és sorok szdmanak Osszege.

Ennek képlete esetiinkben
nx2—(n+2-1)
ahol n a hisztogram osztalyainak szama.

A kontingencia analizist oly moédon hajtottam végre, hogy a két hash tablaban tarolt hisztogram
kulcsértékeinek unidjat vettem, és egy 2 dimenzids tombot készitettem beldliik. Igy elkeriiltem,
hogy iires oszlopok szerepeljenek a kontingencia tdblazatban. (Ures sorok nem szerepelhettek
benne, mivel a 15-nél kevesebb elemet tartalmazé hisztogramok automatikusan elvetésre kertiltek.)
A margindlis értékek ¢és a varhatd érték kiszdmitdsa utdn a scipy konyvtar
SCIPY.STATS.CHIZ_CONTINGENCY fliggvényével szamitottam ki a hisztogramok 6sszefliggdségének
valosziniiségét. A kontingencia analizisnél fontos, hogy lehetdleg ne szerepeljenek benne alacsony
értekek, €s a varhato értékek kozott nem szerepelhet 0, mivel ekkor a Khi-négyzet szamitasakor
nullaval kellene osztanunk. A beépitett fliiggvény 0 varhato érték esetén hibat jelez. Ezt a hibat ugy
kezeltem le fiiggvényemben, hogy ilyenkor 0-nak vettem az adott hisztogrampar dsszefliggésének

valosziniiségét.[10]

Az egyes hisztogramparokhoz tartozo valdszinliség-értékeket atlagoltam, majd beszoroztam
egy bintetd egylitthatoval, amelyet Ugy kaptam, hogy a hisztogramokhoz tartozo
kulcsértékhalmazok metszetének és a nagyobbik kulcsértékhalmaz szamossagat elosztottam

egymassal.
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5.3.4. Sulyfiiggvény alkalmazasa

A szamtani atlaggal szamitott EDIRP pontok nem feleltek meg az elvarasoknak, a szerkezetek
tobbsége 0 vagy 1 pontszamot kapott. Ekkor meriilt fel az 6tlet, hogy érdemes lenne megvizsgalni
a kiilonbozd tavolsagtartomanyban taldlhaté hisztogramok statisztikai mindségét. Ezt ugy
valositottam meg, hogy ismét lefuttattam a mindent — mindennel 6sszehasonlitast, azonban ezuttal
nem atlagoltam a tdvolsdgtartomany pontszamait, hanem minden hisztogramhoz tartozé
pontszamot fajlba mentettem, majd ezek Shannon-féle entropiajat kiszdmitottam. Ezt az adatsort
vettem alapul a stilyozas elkészitéséhez, melynek kritériuma az volt, hogy 0sszege 1 lehet. Az igy
kapott szamsort beillesztettem az EDIRP-be és a tovabbiakban a kiilonb6z6 tavolsag
tartomanyokhoz tartoz6 pontszdmokat ezzel a sulyozéssal 6sszegeztem. Az igy kapott eredmények

statisztikai vizsgalata megfelelt az elvarasoknak.
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5.4. Egyéb szkriptek megvalositasa:

Munkéam soran tobb rovidebb szkriptet irtam, melyek tobbnyire az adatok rendezését, illetve

vizualizaciojat segitették.
5.4.1. A Sulyfiiggvény kiszamitasa

Amint fentebb emlitettem, az algoritmus els6 verzidjaban a szerkezetek nagy része (tobb mint
95%) 0-as és l-es pontszamot kapott, ekkor ujrafuttattam az algoritmust, és a kiilonb6z6
tavolsagtartomanyokhoz tartozd valdsziniiségek pontszamait nem atlagoltam, hanem f3jlba
mentettem. A késObbiekben ezt a f4jlt a CONVERTER.PY szkripttel dolgoztam fel. A program a fajl
megnyitdsa utdn a tavolsagtartomanyokhoz tartozd pontszamokat hisztogramokba rendezi,

melyekben 100 osztaly van a 0-1 tartoméanyon.

A Shannon-féle entropia az informacidoelméletben hasznalt mérészam, mely egy iizenet
informaciotartalmanak varhato értékét adja meg. Ugy szamitjuk, mint a valoszinliségi véltozo
atlagos megjosolhatatlansaganak mértékét, amely megegyezik az informaciotartalom

varhatoértékével. [8]

A hisztogramokat normaltam, majd Shannon-féle entropiat szamoltam beldliik a kovetkezd

képlettel:

HOO = ) Px) * Logy(P(x)

A kapott eredményeket pedig egy listdban helyeztem el, és bemdsoltam az 6sszehasonlito

szkriptbe, melyben sulyfiiggvényként funkcional.

5.4.2. Burkol6 szkript a SARA programhoz
A SARA alkotoi ingyenesen hozzaférhet6vé tették programjukat, annak atirdsa meglehetésen
bonyolult lett volna, ezért irtam egy Python szkriptet, amely egy ciklusban parancssorbol hivja meg
a SARA-t a kiilonboz6 szerkezetek 0sszehasonlitasara. A SARA kimenete minden illesztésre egy
PDB fajl, mely tartalmazza az illesztett lancokat, illetve annak REMARK-Kal jelzett soraiban
megtaldlhatok az illesztés pontszdmai. Ezeket egy masik szkript segitségével exportaltam egy

,»-Csv” fajlba, hogy rendezni és formazni tudjam az adatokat.
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55. A HASONLOSAGKERESES EREDMENYE

Az EDIRP eredményeinek validaciojat ugy végeztem, hogy megvizsgaltam a nem redundans

adatkészlet pontszamainak eloszlésat, illetve 6sszevetettem a SARA eredményeivel.

5.5.1. Az eredmények statisztikai értékelése

Az elv helytallosdganak és az algoritmus helyességének feltétele az, hogy az eredmények
eloszlasa megfeleld legyen (7. abra). Az eloszlasfiiggvény maximuma kb. 0.6-nal van, koriilbeliil
10 léncpar tartozik a 0.99-1.0 tartomanyba, a legalacsonyabb pontszdmmal rendelkez6
szerkezetekbdl is koriilbeliil 10 van. Megfigyelhetd, hogy egyik szerkezet sem kapott 0.0-0.03
kozotti pontszamot. Ennek hatterében valosziniileg az all, hogy a legelsé tavolsagtartomanyok
hisztogramjai minden szerkezet esetén megegyeznek. Az adatkészletbdl ki vannak sziirve a
szekvencialisan 70%-nal jobban hasonlité lancok, mégis vannak szerkezetparok, melyek magas
pontszamot kaptak. Ezekr6l elmondhatd, hogy bazissorrendjiik alapjan nem szamitanak

hasonlonak, de térszerkezetiik az EDIRP alapjan hasonlo, érdemes Oket tovabbi vizsgalat ala vetni.

[9]

90

Az egyes pontszamokhoz tartozé

Osszehasonlitasok szama

EDIRP

7. abra: A cd-hit sziirt EDIRP pontok eloszlasa. A vizszintes tengelyen az eredmények
értékkészlete, a 0-1 tartomany lathatd, 100 rekeszre osztva, a fiiggéleges tengelyen pedig az egyes
rekeszekbe tartozé EDIRP pontok szama.
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5.5.2. A legjobb EDIRP talalatok
A Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhatd.ban lathatéak a legmagasabb EDIRP
pontszammal rendelkezd lancparok, és a hozzajuk tartozo részletes SARA értékek. 9-bdl hat
esetben mind az EDIRP, mind a SARA ¢értékek magasak. A SARA éltal készitett illesztések képei
a kovetkezd oldalon taldlhatéak. Megtfigyelhetd, hogy mindegyik esetben latszolag hasonlo

szerkezetek kaptak magas pontszamot.

Osszesen 11 lanc alkotja a legjobb 9 talalatot, mivel egyes lancok (a 3KNH W 6tszor, az 1UOB
A haromszor, a 3ZJV B kétszer, a 3KNH kétszer) tobbszor is el6fordulnak a listaban, egymassal
kapcsolatba allitva. Ezeket a lancokat a SARA is hasonlonak talalta egy kivétellel, az ITUOB A
lancanak és a 3ZJV B lancanak az illesztésére alacsony, 2.486-os log P értéket szamolt, a

szerkezetillesztés volt sikertelen.

A legjobb talalatok kozott a legalacsonyabb SARA pontszamot eléré 2LHP A lanca és az 1T4L
A lanca kozotti illesztés az abran lathaté modon tényleg nem volt sikeres. Ennek a két szerkezetnek
az egymads mell¢ illesztett szalagmodellje Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhat6.n lathato.
Tovabba a szintén rovid 2FDT A lancanak ¢s a 2LWK A lancéanak illesztése is alacsony pontszamot
kapott. Az utdbbi két szerkezetpar esetében nehéz hasonldsagot megallapitani, hiszen mind a kettd
egy rovid hajtiszerkezet, azaz "stem loop". A Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhaté.ban

lathato, hogy a két lanc szekvenciajat sem sikeriilt illesztenie a SARA-nak.

A talalatok valoban hasonldak, azonban tobbnyire tRNS-ek, illetve rovid hurkok. Ezaltal az
algoritmus muikodését igazoljak, hiszen nagyfoku szekvencialis eltérés esetén is megtalalja a

hasonlo szerkezeteket, azonban nem jelent biologiai szempontbdl 11j eredményt.
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8. 4bra: A legmagasabb EDIRP pontszimmal rendelkezé lancparok illesztése
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5.5.3. A SARA legjobb talalatai az EDIRP eredményeivel dsszevetve
A 3. tdblazatban talalhat6 az automatizalt SARA-val végzett dsszehasonlitdsok legjobb 10

eleme, ¢€s azok EDIRP pontszamai. A 10 illesztésb6l 8-ndl az EDIRP pontszam is magas.

Az egyik alacsony pontszamu dsszehasonlitas a 2ZZM B lanca, illetve a 2BTE B lanca kozott
tortént, a 2BTE lancaban van egy szakadas, valdsziniileg ez okozza az alacsony EDIRP pontot. A
3AMI1 B lancanak és a 3ADB C lancanak vannak hasonld régiéi, azonban ahogy a Hiba! A

hivatkozasi forras nem talalhat6. mutatja, jelentds szerkezeti eltérések is talalhatdak koztiik.

6. abra: Magas SARA, ellenben alacsony EDIRP pontszammal rendelkezé illesztések:
A, A27Z7ZM B lancanak és a 2BTE B lincanak illesztése; B, A 3AM1 B lancanak és a 3ADB C lancianak
illesztése

5.5.4. Az eredmények dsszegzése
Az EDIRP pontszdmok eloszlasa, és a SARA pontjaival torténd Osszehasonlitds alapjan
elmondhat6, hogy a program valdban képes hasonldsagot taldlni az RNS térszerkezetek kozott,

érdemes alaposabb vizsgalatot végezni a helytallosagat és az alkalmazasi teriiletét illetden.
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5.6.

TAVLATI LEHETOSEGEK

Az EDIRP mar tartalmaz optimalizaciokat (pl.: pickle fajlok hasznalata, hash tablak

hasznalata), azonban még szamtalan lehetdség van a futtatds gyorsitasara, a kezelés

konfiguralhatdva tételére, az eredmények pontositasara is. Ezek a kdvetkezok:

29

Az EDIRP és a PRIDE kozotti nagy kiilonbség, hogy az EDIRP-ben hisztogramok adatait
“elcsusztatva” az x tengely mentén inzercidt, illetve deléciot tudunk vizsgélni. Erre a
legjobb modszer a Needleman-Wunsch eljaras alkalmazasa a hisztogramok
Osszehasonlitasakor. Ez a mddszer alkalmazhaté homolog szerkezetek keresésére is.
Extrém-érték eloszlast illeszteni a pontszamok eloszlasara: a program statisztikai
helytallosagat ezzel lehet a legjobban bizonyitani.

Paraméterezhetévé lehet tenni azokat a tavolsdg-tartomanyokat, amelyekhez a
hisztogramokat hozzarendeljiik, igy a tavolabbi tartomanyok (200 A f516tt) nagyobbak
lennének, a 60 A koriilieck pedig kisebbek. FErdemes megfontolni az atfeds
tavolsagtartomanyok hasznalatat.

Parancssor paraméterek: Jelenleg konstans f4jlnevekkel miikddnek a szkriptek, azonban igy
csak az tudja hasznalni, aki ismeri a kodot. Ha a bemeneti paramétereket és a konfiguraciod
paramétereket parancssorbdl kapnd meg a program, konnyedén beagyazhatova valna, €s
“felhasznalobaratabb” is lenne.

Implementalas C++-ban: A jelenlegi verzié Python nyelven irodott, melynek elénye a gyors
fejleszthetdség és a sok beépiild konyvtar, azonban sokkal lassabb, mint ha C++-ban irdédott
volna.

RNS osztilyozas: Az egyszerlsitett, hisztogram alapu reprezentacié eldnye, hogy
kumulalva is tud adatokat tarolni. Ennek legegyszerlibb modja az adatok atlagolésa,
melynek hasznat osztalyozas esetén latjuk: minden klasztert egy ‘“atlaghisztogram”
reprezentalna, igy az algoritmus nagyon gyorsan lefutna, hiszen csak annyi dsszehasonlitast

kell elvégezni, ahany osztalyunk van



6. OSSZEFOGLALAS

Munkdm soran megismerkedtem az RNS térszerkezetének jellemzdivel, enzimatikus
jelentdségével, a kiilonbozo bioinformatikai eszk6zok hasznalataval. Létrehoztam egy RNS
adatkészletet a PDB adatbazisbol, és ennek alapjan egy sziirt RNS adatkészletet is a cd-hit 70%-0s
szekvencia-azonossagi sziirbje segitségével. Irtam egy szkriptet, melynek segitségével a PDB
fajlokat atalakitom egy olyan konkatenalt PDB fajlla, mely nukleotidonként csak a foszforatom
koordinatajat tarolja el, illetve lanconként szétvalasztja a szerkezeteket. Egy masik szkripttel
létrehoztam a részeredményeket tarold fajlokat, melyekben a szerkezetekhez egy egyszerusitett
reprezentacio tartozik. Ebben a reprezentacioban az egymastol bizonyos tavolsagtartomanyban
talalhat6 nukleinsavak szekvencialis tdvolsdganak hisztogramjai szerepelnek. A teljes adatkészlet
minden elemét Osszehasonlitottam minden elemével, és az igy kapott adatokat statisztikailag
megvizsgalva meghataroztam egy sulyfiiggvényt, melynek kovetkeztében statisztikailag jobb
eredményeket kaptam. Az EDIRP 4&ltal meghatarozott pontszamokat Osszevetettem a SARA

program eredményeivel, azokat abrazoltam a CHIMERA programmal.
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