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1. Uvod

Bioinformatika je interdisciplinarno podrucje znanosti koje je usmjereno na
primjenu racunala i informacijskih tehnologija za pohranu, pristup, obradu i
distribuciju informacija koji opisuju bioloSke molekule i procese. Bioinformatika je
nastala zbog sve veée potrebe za suradnjom molekularne biologije, racunarske
znanosti i informacijskih tehnologija kako bi se omogucila $to efikasnija obrada
velike koli€¢ine podataka. Bioinformatika obuhvaca tri bitha podrudja: razvoj novih
algoritama koji se koriste za upravljanje velikim koli€inama podataka biolosSkog
karaktera; analizu i interpretaciju razliCitih tipova podataka koji se odnose na
sekvence aminokiselina, nukleotide i proteine; razvoj i implementaciju alata koji

omogucuju pristup i upravljanje razli€itim tipovima podataka. [7]

U sklopu ovog rada potrebno je implementirati algoritam za izraCun jacCine
elektrostatskih interakcija i energije otapanja. Za izraCun elektrostatske sile koriste
se naboji dobiveni iz amber polja sila. Prostorni rasporedi i koordinate atoma
unutar lanca proteina preuzeti su iz PDB zapisa koji su eksperimentalno utvrdeni i
dostupni u RCSB PDB bazi (engl. Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics — Protein Data Bank ([1])). Nakon izracuna elektrostatske sile i
energije otapanja, potrebno je rezultate korelirati s koeficijentom privlacnosti

proteina.

U narednim poglavljima rada objasSnjena je struktura proteina, vaznost
racunanja interakcija, biokemijska pozadina, dan pregled podataka potrebnih za
izraCune, opisni su implementirani algoritmi, opisano grafickog sucelja, dane su

upute za instalaciju i koriStenje te rezultati testiranja algoritma.
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2. Vaznost racunanja interakcija

Proteini su makromolekule gradene od razliCitih aminokiselina, medusobno
povezanih u duge lance peptidnim vezama. Proteini su esencijalni spojevi u
ljudskom organizmu koji izgraduju sve stanice, poput miSica, koze, noktiju,
unutarnjih organa. U ljudskom organizmu su jedna od najvaznijih tvari prisutnih, a
sve proteine tvore kombinacije svega 20 aminokiselina. Specificne karakteristike i
funkcije svakog proteina odreduje broj, slijed i prostorni raspored aminokiselina u
lancu proteina. Tako se tvore tisuCe razliCitih proteina s razli€itim bioloSkim
funkcijama. Za razumijevanje proteina s njihovim funkcijama potrebno je poznavati
strukturu proteina koja se definira naCinom savijanja (engl. folding) proteina.
Postoje Cetiri strukture proteina; primarna, sekundarna, tercijarna i kvartarna (Slika
2.1). Primarna struktura proteina je linearna sekvenca aminokiselina povezanih
peptidnom vezom. Sekundarna struktura je lokalna prostorna organizacija
aminokiselina u trodimenzionalnoj formi povezanih vodikovim vezama te ovisno o
nacinu na koji se aminokiseline saviju mogu biti a — uzvojnica ili B — plocica.
Tercijarna struktura je trodimenzionalna struktura polipeptidnog lanca dobivena
kombinacijom sekundarnih struktura. Kvartarna struktura tj. proteinski kompleks je

prostorni raspored viSe polipeptida koji tvore protein.

Primarna struktura aminokiseline

-3
ol -

Sekundarna
struktura

a-uzvojnica &%)
i

Tercijarna =———
struktura

Kvartarna
struktura ¢

Slika 2.1. Cetiri strukture proteina: primarna, sekundarna, tercijarna i kvartarna
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Prou€avanje interakcija proteina vazno je za shvacanje funkcioniranja zivih
organizama i predstavlja informacije kljucne za razumijevanje stabilnosti i funkcije
proteina. Potreba za objasSnjavanjem bioloskih procesa i primjena novih spoznaja
u drugim podrucjima kao Sto su sinteza umjetnih proteina sa zeljenim svojstvima
dovodi do porasta vaznosti raCunanja interakcija. Primjer primjene dobivenih
spoznaja je raCunalno pomognuta sinteza lijekova i cjepiva, kao i projektiranje
biokatalizatora i proteinskih terapija. Ra¢unanje proteinskih interakcija dovodi do
boljeg razumijevanja djelovanja lijeka, a time i efikasnijeg lijeCenja. Razvoj
pouzdanih i brzih algoritama za evaluaciju elektrostatskih energija biomolekula je

vazan ¢imbenik za ispravno razumijevanje cjelokupne funkcije proteina.[8]
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3. Biokemija

Aminokiseline su organske molekule koje se sastoje od centralnog atoma
ugljika, amino skupine -NH,, vodikovog atoma -H i karboksilne skupine -COOH na
koju se nadovezuje kiselinski ostatak, obi¢no oznacavan slovom R. (Slika 3.1.)
Aminokiseline se medusobno razlikuju po R skupini, odnosno bo¢nom ogranku
koji moze biti atom, jednostavna ili kompleksna molekula. Bocni ogranci

aminokiselina odreduju svojstva i funkciju proteina kojeg tvore.

CO0O~

|
H;N- —fl:—u
R

Slika 3.1. Opda struktura aminokiselina

Povezivanjem karboksilne skupine jedne aminokiseline i amino skupine
druge aminokiseline u kojem se atom ugljika veZe za atom duSika uz oslobadanje
molekula vode. Ta se kemijska veza naziva peptidnom vezom. Aminokiseline se
spajaju u velike lance polimera preko peptidnih veza. Proces povezivanja
aminokiselina naziva se sinteza proteina. Preostali dio aminokiseline naziva se
ostatak aminokiseline (engl. amino acid residue). Ostatci aminokiselina mogu imati
vide razliCitih struktura. Vazno svojstvo aminokiselina je topljivost, koja je za svaku
aminokiselinu odredena polarno§¢u bo¢nog ogranka. Raspodjela hidrofobnih
aminokiselina, koje se slabo otapaju u vodi, i hidrofilnih, koje se dobro otapaju u

vodi, ima veliku vaznost u promatranju proteinskih struktura i interakcija.

Pregled aminokiselina prema medunarodnoj udruzi IUPAC, koja
standardizira imenovanje organskih spojeva (engl. International Union of Pure and
Applied Chemistry [2]), dan u tablici Tablica 3.1.
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Tablica 3.1 Popis aminokiselina s medunarodnim i hrvatskim nazivom te troslovnim
kraticama

IUPAC naziv aminokiseline Hrvatski naziv aminokiseline Troslovna kratica

Alanine Alanin ALA
Arginine Arginin ARG
Asparagine Asparagin ASN
Aspartic Acid Asparaginska kiselina ASP
Cysteine Cistein CYS
Glutamine Glutamin GLN
Glutamic Acid Glutaminska kiselina GLU
Glycine Glicin GLY
Histidine Histidin HIS
Isoleucine Izoleucin ILE
Leucine Leucin LEU
Lysine Lizin LYS
Methionine Metonin MET
Phenylalanine Fenilanin PHE
Proline Prolin PRO
Serine Serin SER
Threonine Treonin THR
Tryptophan Tripotofan TRP
Tyrosine Tirozin TYR
Valine Valin VAL

3.1 Elektrostatska sila

RazliCita elektrostatska svojstva atoma u aminokiselinama i medusobno
povezanih aminokiselina utje€u na prostorni raspored atoma. Djelovanjem
privlacnih i odbojnih sila medu atomima, oni se rasporeduju u trodimenzionalnom
prostoru. Elektrostatske su interakcije vazne za razumijevanje makromolekularnih
interakcija. Pojedine grupe aminokiselina u proteinu sadrze cesto ionizirane

skupine, a zbog postojanja naboja prisutna je odredena prostorna gusto¢a naboja.

Pri raCunanju elektrostatske sila izmedu dva atoma F koristimo prilagodeni
Coulombov zakon koji govori da je elektrostatska sila izmedu dva toCkasta naboja
razmjerna umnosku iznosa oba naboja qi: i g, te obrnuto razmjerna kvadratu

udaljenosti r; ; izmedu njih. (3.1)
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gi * g; (3.1)

F=cx
2
rij

Elektrostatska sila aminokiseline je suma elektrostatskih sila atoma koji €ine
tu aminokiselinu. Ukupna elektrostatska sila 4G, proteina [8] s N atoma raCuna se
kao suma sila svih parova atoma, tj. suma svih elektrostatskih sila aminokiselina u

proteinu. (3.2.)

N N
.k (O
AGy =c *qu‘ 4 (3.2)
== T
i<j

Konstanta c koja se koristi iznosi 332 kcall/mol, naboji su izraCunati za svaki
atom aminokiseline pojedina¢no (jedinica je naboj elektrona e ~ 1.6 x 10*° C), a
udaljenosti se raCunaju ovisno o x, y i z koordinatama pojedinih atoma. Udaljenosti

koje se koriste izrazene su u angstremima (1A = 10™"° m).

3.2 Energija otapala

Za prouCavanje interakcija izmedu proteina i drugih molekula, kao i za
poznavanje funkcije proteina, vazno je poznavati topologiju povrsine proteina, jer u

interakcijama direktno sudjeluju neki dijelovi povrsSine.

Otapalu dostupno podrucje povrSine proteina (engl. Accessible Surface
Area, skraceno ASA) je podrucje povrSine proteina na kojem je mogu¢ kontakt

proteina s otapalom u kojem se nalazi, a to je najéesc¢e voda.

Otapalu dostupno podrucje povrSine atoma mozZemo definirati pomocu
pozicije sferne sonde koja predstavlja molekulu otapala i kotrlja se po van der
Waalsovoj povrsini proteina (Slika 3.2). Taj nacin odredivanja ASA-e opisali su
Lee B. i Richards F.M. 1971. godine [9]. Van der Waalsova povrSina proteina

dobiva se tako da svaki atom zamijenimo sferom van der Waalsovog radijusa, koji
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je za atome eksperimentalno odreden mjerenjem prostora izmedu para nevezanih

atoma unutar kristala.

oy L ~
~ / \ \.A.{
g . {( Van der Waalsova
¢ e & . povrSina
E ". |' P
3. ¥ 5 o ¢
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Slika 3.2. Otapalu dostupno podrucje povrsine molekule — ASA

IzraCun otapalu dostupne povrSine atoma preuzet je prema diplomskom radu
Josipa Mihela ([4]) i prebaCen u Java programski jezik. Prvo se svakom atomu
unutar promatranog proteina pridruzi njegov Van der Waalsov radijus, koji se
ucCitavaju iz datoteke chothia.radii i spremaju u mapu, zatim se taj radijus prosiruje
za radijus sferne sonde (prosireni radijus R). Kao radijus sonde uzima se iznos od
1.4 A, koji ujedno predstavlja i radijus molekule vode. Svaki atom smatra se
sferom s centrom odredenim koordinatama atoma i radijusa jednakom dobivenom
proSirenom radijusu pojedinog atoma. Struktura proteina moze se promatrati kao

skup ispresijecanih sfera.

Podrucje dostupne povrSine svakog atoma raCuna se tako da se proSireni
volumen atoma "izreze" po jednoj osi dvodimenzionalne ravnine (kruznice),
udaljene za neku odredenu vrijednost (zslice). Ako za promatrani atom postoji dio
kruznog luka koji se ne sijeCe s niti jednom kruznicom susjednih atoma, atom je
dostupan otapalu. Duzina slobodnog luka (L;) odreduje dostupnost atoma u i-toj
ravnini, a ukupna dostupna povrSina atoma proporcionalna je zbroju duZina

slobodnih lukova u svim ravninama. Na slici (Slika 3.3.) plavom bojom
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predstavljena je duzina slobodnog luka atoma obojanog crvenom bojom u jednoj
ravnini.

Slika 3.3. DuZina slobodnog luka proteina u jednoj ravnini (oznacena plavom bojom)

Ukupno dostupno podrucje povrSine racuna se pomoc¢u formula ((3.3.) ((3.4.) i

((3.5.), pri Cemu je Z; duljina okomice spustene iz centra sfere na i-tu ravninu.

SR D * L
ASA =) ——1L (3.3)

‘= \JR% — 72

zslice
D= + AZ (3.4)

AZ =mi ,R —
mm{ >

zslice
l.} (3.5)

Otapalu dostupno podrucje povrSine aminokiseline dobije se tako da se zbroji
ASA vrijednost svih atoma koji grade tu aminokiselinu. To podrucje povrSine
naziva se ukupna ASA (engl. total ASA), a postoje jo$ Cetiri vrijednosti ASA-e:

e ASA glavnog lanca — suma ASA svih atoma koje grade glavni lanac

aminokiseline

e ASA boc€nog lanca — suma ASA svih atoma koje grade boc¢ni lanac
aminokiseline

10
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e ASA nepolarnog dijela — suma ASA svih nepolarnih atoma (svi osim
dusika i kisika) koji grade aminokiselinu
e ASA polarnog dijela — suma ASA svih polarnih atoma (dusika i kisika)

koji grade aminokiselinu.

U tablici (Tablica 3.2Tablica 3.2 prikazane su standardne vrijednosti ASA-e.
Vrijednosti su dobivene koriStenjem programa PSAIA (engl. Protein Structure and

Interaction Analyzer) ([3]) i izraZzene su u A,

Tablica 3.2 Vrijednosti standardnih vrijednosti otapalu dostupnih podrucja proteina (ASA)
za aminokiseline

Vrsta Ukupna ASA ASA ASA ASA
aminokiseline ASA glavnog boénog nepolarnog polarnog

lanca lanca dijela dijela

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 34,84 149,09 106,27 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

11
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Dostupnost otapalu odreduje stupanj interakcije ostatka aminokiseline (engl.

Amino acid residue) s molekulama otapala.

Energija otapala ili solvatacije je energija koja se oslobodi kod stvaranja
interakcija izmedu Cestica otapala i Cestica topljive tvari, odnosno u procesu

privlaCenja i pridruzivanja molekula otapala s molekulama ili ionima u otopini.

Energiju otapala (4Gs) raCunamo za aminokiseline i baze, a ne i za metale i
ostale atome koji mogu biti dio proteina. Ukupna energija otapala dobiva se
mnozenjem potencijala otapanja pojedine aminokiseline s omjerom povrSine

dostupne otapalu cijele aminokiseline i totalne povrSine dostupne otapalu. (3.6.)

_ ASAyL . (3.6.)

AGs =
" ASAror

U navedenoj formuli ASAa.. predstavlja podrucje povrine dostupne otapalu
molekule bez atoma vodika, odnosno zbroj ASA svih atoma koje grade
aminokiselinu, ASAror predstavlja standardnu ASA vrijednost aminokiseline, a p

predstavlja potencijal otapala.

3.3 Korelacija

Korelacija dviju varijabli govori o njihovoj povezanosti. Graficki se korelacija
prikazuje toCkastim dijagramom (engl. scatter diagram), a matematicki se moze
racunati Pearsonov rp i Spearmanov koeficijent korelacije rs. Korelacija moze imati

vrijednosti u intervalu -1 <r<1.

Pearsonov koeficijent korelacije je parametrijski test (raCuna s izmjerenim
vrijednostima), a Spearmanov koeficijent korelacije (rang korelacija) je

neparametrijski (raCuna s ,rank” vrijednostima). [11]
Korelacija moze biti:

e Pozitivna potpunar=+1
e Pozitivna nepotpuna O <r < +1

e Negativna nepotpuna -1 <r<0

12
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e Negativna potpunar =-1.
Ukoliko je korelacija nepostojeca, koeficijent iznosi r = 0.
Za bioloske se varijable koeficijent moze tumacditi na sljededi nacin:

e 0=<r=<10.25 nema povezanosti
+ <

.50 slaba povezanost

26 0

51<r=<x0.75 umjerena do dobra povezanost
76 1 vrlo dobra do izvrsna povezanost
1

matematic¢ka povezanost.

U formuli za izraun Pearson-ovog koeficijenta korelacije (3.7) i ((3.8) xi i Vi
predstavljaju vrijednosti varijabli za koje se koeficijent korelacije racuna, x je

aritmeticka sredina vrijednosti x;, a n je broj koliko se varijabli usporeduje.

Ty 1= Xxi—0*i—y) (3.7)
VX — ©)2 % Xy — ¥)?

nxY X *xy;— XX DY

Ty i=

P
\/n*inz—(in)z * Jn*ZyE—(Zyi)z

(3.8)
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4. Formati podataka

4.1 PDB datoteke

Podatke za analizu proteinskih interakcija saznajemo iz PDB (engl. Protein
Data Bank) datoteka koje je moguce dobaviti iz baze Protein Data Bank, baze
informacija o strukturama bioloSkih molekula, uklju€ujuci proteine i nukleinske
kiseline. U zapisima PDB baze nalaze se podaci o prostornim koordinatama svih
atoma u proteinu osim atoma vodika. Podaci o strukturi molekula dobiveni su
metodama nuklearne magnetske rezonance (skraceno, NMR spektroskopije) i
rendgenske difrakcije te objavljeni na internetu. PDB format zapisa strukture
proteina podijeljen je na dva glavna dijela; zaglavlje, s op¢im podacima o proteinu i

zapis koordinata atoma u prostoru.

Svaka linije PDB datoteke sastoji se od maksimalno 80 znakova. Prvih Sest
znakova svakog retka opisuje sadrzaj tog retka unaprijed odredenim rijeCima,
poravnatim lijevo i pisanim velikim tiskanim slovima, kao §to su ATOM, HETATM,
MODEL, TITLE i HEADER, Oznaka ATOM odreduje poCetak zapisa podataka o
jednom atomu aminokiseline ili nukleinske kiseline, a oznaka HETATM odreduje
poCetak zapisa o vodi, metalu ili ligandu. Kraj PDB datoteke oznacCava se rijecju
END. Nakon oznaka ATOM i HETATM dolaze stupci s raznim informacijama o

svakom atomu, kao Sto su:
e Redni broj atoma u lancu
¢ Naziv atoma koji odreduje njegovu ulogu i molekuli
¢ Naziv molekule (aminokiseline)
e Oznaku lanca proteina u kojem se atom nalazi
e X, Yizkoordinate atoma u prostoru (mjerna jedinica je angstrem, A)
e Faktor zauzeca (engl. occupancy) i temperaturni faktor

e Naziv elementa

14
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Primjer jedne PDB datoteke dan je na slici (Slika 4.1.).

HEADER CCOMPLEYX - (HORMCHNE/BECEETCR) 15-JaN-98 122
TITIE HUMAEN - GROWIH - HORMONE - BOUND - TO - SINGLE RECEFTOR

COMEND MOL ID: 1;

COMEND 2 MOLECULE: - GROWIH HORMONE;
COMEND 3 CHRAIN: A;
COMEND 4 ENGINEERED: YE3;
COMEND 5 MOTATICH: YES:
COMEND 6 MOL ID:= 2;
COMEND 7 MOLECULE: GROWIH HOBMOWE BECEFTOR;
COMEND g CHRAIN: B;

COMEND 9 FRAGMENT: EXTRACELLULAR DOMATN;
COMEND - - 10 ENGINEERED: YE3

SO0URCE MOL ID: 1;

SOURCE 2 ORGANISM 3CIENTIFIC: HOMO SAFIENS;
SO0URCE 3 ORGANISM COMMON:  HUMRN;

SO0URCE 4 ORGANISM TRXID: 3940a;

SO0URCE 5 EXFRES5I0N_S5YSTEM: ESCHERICHIZA COLI;
SOURCE 6 EXPRESSTON_3YSTEM TARXID: 562;

SO0URCE T -MOL ID:= 27

SO0URCE & ORGANISM SCIENTIFIC: HOMD SAFIENS;
SO0URCE 9 ORGANISM COMMON: HUMAN;

SOURCE - 10 CRGANISM TARXID: 9&60&;

SOURCE - - 11 EXPFRESSION SYSTEM: ESCHERICHIA COLI;

SO0URCE - - 12 EXFRES53ION_ SYSTEM TAXID: 562

KEYWDS COMPLEX - (HORMONE/RECEFTOR) , FPITUITARY, HORMONE
EXFDOTR E-BRY DIFFRACTICH

Slika 4.1. Primjer pocetka PDB datoteke 1a22.pdb

Pri raCunanju elektrostatske sile izmedu aminokiselina koriste se nazivi

atoma, oznaka lanca proteina te x, y i z koordinate atoma.

4.2 Naboji atoma i otapalu dostupna podruéja povrsine

Podatci o nabojima pojedinih atoma u aminokiselini preuzeti su iz datoteke
amberCharge.txt koja je nastala obradom podataka o atomima svake
aminokiseline i sadrzi oznaku aminokiseline, oznaku atoma te naboj atoma (Slika
4.2)).
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o S S S
0 9] 0 0
4 t CRC!

CH3 -0

CE HH32 O

HH33 0

CE C 0.51

¢ -0.5

HH31 0.

076010
.190263
.076010
.076010
2403
50170

N -0.404773
H 0.294276
CA -0.027733
HA 0.120802

LEEEDECE

CB -0.
HB1 0.
HB2 0.

HB3 0.

223995
0774
0774
0774

0 m |

NN

n o«

0

Slika 4.2. Dio datoteke s nabojima atoma amberCharge.txt

Podaci potrebni za izraCun energije otapala preuzimaju se iz datoteke

asa.txt koja sadrzi oznaku aminokiseline te zatim redom, vrijednost ukupne ASA-e

svih atoma aminokiseline, ASA-e glavnhog lanca aminokiseline, ASA-e boc¢nog

lanca aminokiseline, ASA-e nepolarnog dijela, ASA-e polarnog dijela, totalne ASA-

e i potencijal otapala. Datoteka je prikazana na slici (Slika 4.3.).

mj asa - Notepad = | E 2
File Edit Format View Help
ALA 107.24 43,32 63,92 76,06 31.17 B0 0.42 -
ARG 233.01 36.86 196.15 86.30 146,71 216 -1.37
ASM 150.85 36.46 114,39 42.77 108.08 131 -0.79
ASP 144,06 36.15 107.91 49,57 94.49 123.9 -2.486
CYs 131.46 36.12 95.34 104,07 27.40 108.4 1.39
GLM 77,99 34,24 142.76 ©62.78 115.21 159.4 -0.30
GLU 171.53 35.7 135.77 70.72 100.81 152 -2.35
GLY 80. 54 80. 54 0.00 42.63 7.92 43.3 0.0
HIS 180.93 34,84 146.09 106.27 74.66 164. 3 0.18
ILE 172.40 31.08 142,33 147.326 26.04 158.1 2.46
LEU 77 87 32.68 145.19 150.10 7.7 159.3 2.30
LYS 196.14 35.55 160.59 123.55 72.59 188. 3 -1.35
MET 186.80 34.06 152.7 159.15 7.85 166.9 1.68
PHE 200,93 33.67 167.26 174.16 26.77 187.0 2.44
PRO 132.78 32.90 100,88 112,82 20.986 119. 8 0.e7
SER 115.30 40, 86 74,44 52.93 02.37 93.2 -0.05
THR 136.59 34.14 102.45 80,39 56. 20 119.9 0.35
TRFP 240,12 32.51 207.81 186.22 53.90 228.5 3.07
TR 212,21 33.59 179.862 143.97 69,25 203.1 1.31
WAL 149,34 31.33 118.01 123.43 25.91 133.1 1.66
4 2
Lnl, Coll
Slika 4.3. Datoteka s ASA vrijednostima i potencijalom otapala asa.txt
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4.3 Van der Waalsovi radijusi atoma

Podaci o Van der Waalsovim radijusima atoma ucitavaju se iz datoteke
chothia.radii. U njoj se redom nalaze oznaka aminokiselina, oznaka atoma i Van
der Waalsov radijus tog atoma te aminokiseline (Slika 4.4).

ALRA N

~
Ca

.65

:tl

|

-

O

(8]

o [ [ [ [ [ [ [ [ )

(R4

J

Slika 4.4. Dio datoteke s vrijednostima Van der Waalsovih radijusa atoma chothia.radii

4.4 Koeficijent privlaénosti

Za potrebe racunanja koeficijenta korelacije izmedu vrijednosti dobivenih
napisanim algoritmom i koeficijenta privlaCnosti proteina, koristi se tablica s
eksperimentalno utvrdenim vrijednostima koeficijenta priviacnosti (engl. affinity
data). Podaci su za potrebe izrauna zapisani su tablicno te je za izraun

koriStena funkcija CORREL programa Microsoft Excel.
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5. Implementacija

Diplomski rad je izraden u programskom jeziku Java. Dijagram obrazaca
(engl. use case) algoritma prikazan je na Slika 5.1., a dijagram toka podataka

(engl. data flow ) na Slika 5.2.

Utitavanje amberCharge

Stearanje GUI sufelja

Karisnik

|spis rezultata

lzafun elektrastatzkesile

LIitavanje POE datoteke i :
1
LIitavanje asa.tat Liitavanje chothia.radii

Slika 5.1. Dijagram obrazaca algoritma

loadPdh harges floadCharge
fKorisnik
POE dat
E FDE data
{FileChoosenindow Isalve idistance
ICaleulateEleFarce Histances
floadAsa [Total electrostatic energ\-{
[startCaleulateEneray rsa datd]
fgetEnergy
flspis rezultata
Radius data floadRadius
Saolvation energ

llspis rezultata

Slika 5.2. Dijagram toka podataka algoritma
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5.1 Opis algoritma

Algoritam je podijeljen na dva dijela, jedan za raCunanje elektrostatske sile
izmedu aminokiselina i drugi koji raCuna energiju otapala. U glavnoj klasi
MainProgram stvara se instanca klase FileChooserWindow koja oblikuje graficko
sucelje aplikacije. Ovisno o oznacenom gumbu za racunanje energije solvatacije
i/ili  elektrostatske sile proteina, pokrecu se metode klase Proteins
startCalculateEnergy i/ili calculateEleForce. Prilikom pokretanja metode
calculateEleForce stvaraju se instance klasa Pdb i Charges, a prilikom pokretanja

metode startCalculateEnergy instance klasa Radius, Asa kao i Charges te Pdb.

Za svaki redak PDB datoteke koja se ucitava, stvara se jedna instanca
klase Atom (Slika 5.3.), i spremaju se podaci potrebni za racunanje elektrostatske
sile. UCitavanje iz PDB datoteke opisano je u metodi loadPdb klase Pdb. Ucitavaju
se podaci o imenu, rednom broju atoma, oznaci aminokiseline, oznaci lanca,
rednom broju aminokiseline u lancu i koordinatama atoma u prostoru. Svi su
atributi klase Atom privatni i dohvacaju se pomocu metoda getAtomName,
getAminoAcid, getChainMark i getAminoAcidNumber. Kako bi se mogla izraCunati
elektrostatska sila, potrebno je izraCunati udaljenosti svaka dva atoma
aminokiseline (svaki atom sa svakim). To raCunanje odvija se u funkciji distance

koja prema koordinatama ra¢una udaljenosti jednog atoma od drugog.

Atom

- idMumber :int

- nameAtom : String

- aminoAcid ; String

- chainMark : char

- aminoAcidiumber :int
-X: double

-y double

-z double

+ Atom (int idMumber, String nameAtom, String aminoAcid, char chainMark, int aminoAcidiumber, double x, double y, double z)
+ getNameAtom : String

+ getAminoAcid ; String

+ getChainMark : char

+ gettminoAcidMumber : int

+ getldMumber :int

+ get  double

+ gefy : double

+get?Z : double

+ distance (Atom a) : double

Slika 5.3. Dijagram klase Atom s pripadajucim atributima i metodama
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Klasa koja sadrzi vektor svih atoma jednog lanca naziva se Chain. Metoda
za dohvacanje pojedine instance klase Atom je getAtom, metoda koja dodaje
Atom u vektor je addAtom, a metoda koja odreduje veli€inu lanca je getSize.

Dijagram klase Chain prikazan je na slici (Slika 5.4.).

Chain

- chains : List=Atom=

+ getatom (inti) : Atom
+ getSize int
+ addAtom (Atom a) : void

Slika 5.4. Dijagram klase Chain s pripadajuéim atributima i metodama

Klasa Pdb sadrzi svaki lanac aminokiselina koji se nalazi u ucitanoj PDB
datoteci. Uz atribut chains koji je lista instanci klase Atom sadrzZi i referencu na
instancu klase Charges u kojoj su spremljeni ucitani naboji atoma. Prilikom
pokretanja izraCuna elektrostatske sile se stvara instanca klase Charges, koja
uCitava naboje svih atoma iz datoteke amberCharge.txt te se zatim pokrece se
uCitavanje PDB datoteke metodom loadPdb. Nakon ve¢ navedenog ucitavanja u
instance klase Atom, pokreCe se solve funkcija koja racuna elektrostatske sile
unutar jednog lanca proteina i izmedu njih viSe (ovisno ima li ih protein) te daje
ukupan zbroj tih elektrostatskih sila. Dijagrami klasa Pdb i Charges prikazani su na
slikama (Slika 5.5. i Slika 5.6.).

Charges

- charges : Map <5tring, Map=5tring, Double==

K

+ Charges (3Tring chargesFilePath)
getChargeValue (String amino, String atom) . double
- loadCharges(String chargesFilePath) @ void

Slika 5.5. Dijagram klasa Charges s pripadajuéim atributima i metodama
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Pdb

+ FORCE_IM_FILE_MAME : String

+ FORCE_BETWEEN_FILE_MAME : String
+C: Double

+ pdibld : String

- chains : List =Map=Integer, List=Atom===
-ch:Charges

+ Pdb(String pdbFilePath, Charges ch)

+ getChains() : List =Map=Integer, List=Atom===

+ solve (3tring outputDirPath) : double []

- loadPdb (String pdbFilePath) : void

- gleZilalzmedjulanaca (int length, String outputDirPath) : double
- eleSilalnutarLanca (int length, String outpurDirPath) : double

Slika 5.6. Dijagram klasa Pdb s pripadajuc¢im atributima i metodama

Naboje koju su potrebni za algoritam ucitavamo iz datoteke s nabojima u
mapu, koja svakom paru (ime aminokiseline, ime atoma) dodjeljuje vrijednost
naboja, ucitavsi je iz datoteke. Mapa je atribut klase Charges, a vrijednost naboja
se prilikom raCunanja u metodama eleSilalzmedjuLanaca i elesilaUnutarLanca
klase Pdb dohvac¢a metodom getChargeValue. Tako spremljeni naboji mnoze se
za svaka dva odgovarajuca atoma, dijele s kvadratom udaljenosti tih atoma i
mnoze s konstantom c¢ (¢ = 332 kcall/mol). Elektrostatska sila izmedu
odgovarajucih aminokiselina dobiva se zbrajanjem elektrostatskih sila izmedu
svaka dva atoma aminokiseline. Na dijagramu klase Charges (Slika 5.6.) vidi se

konstruktor klase, kao i metoda loadCharges u kojoj se odvija ucitavanje naboja.

Drugi dio algoritma je raCunanje energije otapala. Za svaki redak datoteke s
ASA vrijednostima stvara se instanca klase Molecule koja sadrzi podatke o imenu
aminokiseline, potencijalu otapala, ukupnoj vrijednosti povrSine dostupne otapalu
aminokiseline, podatak o ukupnoj povrsini svih atoma te aminokiseline, podatak o
povrSini dostupnoj otapalu bocnog lanca aminokiseline, podatak o povrsini
polarnog dijela lanca, nepolarnog dijela lanca i povrsini dostupnoj otapalu glavnog
lanca aminokiseline. Kasnije se u algoritmu ti podaci dohvaéaju pomoc¢u metoda

za dohvacanje getAminoName, getAminoPotential, getTotalAsa,
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getAllTogetherAsa, getSideChainAsa, getPolarAsa, getNonPolarAsa i

getMainChainAsa. Dijagram klase Molecule prikazan je na slici (Slika 5.7.).

Molecule

- aminoMame : String
-aminoPotential . double
-totalAsa : double
-allTogetherAsa : double
- sideChainAsa: double
- polarAsa : double
-nonPolarAsa: double
-maniChainAsa : double

+ Molecule(String aminoMame, double aminoPotential, double totalAsa, double allTogetherAsa, double sideChainAsa, double polarAsa, double nonPolarAsa, double mainChainAsa)
+ getdminoMame() : String

+ getAminoPotential() - double

+ getTotalA=a() : double

+ getAllTogetherAsal) - double

+ getSideChainAsa() : double

+ getPolarAsa() : double

+ getMonPalarAsal) : double

+ getMainChainAsa() : double

Slika 5.7. Dijagram klase Molecule s pripadajuc¢im atributima i metodama

Podaci o otapalu dostupnoj povrsini se ucitavaju iz datoteke asa.txt u mapu
aminokiselina, prilikom Cega se za svaku aminokiselinu stvara instanca klase
Molecule. Klasa koja to obavlja je Asa, a metoda loadAsa. Metoda u kojoj se
raCunanje energije otapanja za svaku aminokiselinu odvija je getEnergy. Dijagram

klase Asa prikazan je na slici (Slika 5.8.)

Asa

+ENERGY_FILE_MAME : 2tring
-aminoAcids - Map=3tring, Molecule=

+ Aga (3tring asaFilePath)
-loadAsa (String asaFilePath) : void
+ getEnergy ( Pdb pdb, Radius r, String outputDirPath) : double

Slika 5.8. Dijagram klase Asa s pripadajucim atributima i metodama

Radijusi pojedinih atoma u odredenoj aminokiselini uCitavaju se u metodi
loadRadius klase Radius (Slika 5.9), te se spremaju u mapu koja za svaku
aminokiselinu sprema par vrijednosti atom i radijus, a dohvacaju se metodom

getRadiusValue.
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Radius

-radii : Map=5tring, Map=3tring, Double==

+ Radius (String radiiFilePath)

+ getRadiusValue(String amino, String atom) : double
+ containsRadius(String amino, String atom) : boolean
+ |padRadius(String radiiFileFPath) : void

Slika 5.9. Dijagram klase Radius s pripadajuéim atributima i metodama

Opisani dio algoritma racuna vrijednosti otapala na osnovu vec definiranih
ASA vrijednosti pojedinih aminokiselina, a taj izraCun napravljen je i pomocu
algoritma Josipa Mihela za raCunanje ASA vrijednosti svakog atoma. Vrijednosti
ASA za aminokiselinu se dobiju zbrajanjem vrijednosti ASA-e svih atoma, a

energija solvatacije proteina kao zbroj energija solvatacije svih aminokiselina.

Stvaranje trodimenzionalne mreze atoma implementirano je u Kklasi
cAtomGrid. Klasa sadrzi atribute poput offset (informacija o potrebnom pomicanju
atoma unutar mreze za olak$anje izraCuna, size (veliina stranice polja mreze) i
cnt_x, cnt_y, cnt_z (broj polja koja ¢ine mrezu po x, y i z osima). Pretrazivanje

prostora oko atoma odvija se u metodi getNeighboursinRangeByCenter.

cAtomGrid

+ gridArraySize : int

+ size | int

+cnt_x, cnt_y, cnt_z: int

+ offset . SPoint

+qrid : sAtomGridiode []
+dummy : sAtomGridhode

+insertstom (cResidusstam) : void

+ getGridindex (double x, double v, double z) : int

+ cAtomGrid(cResiduetom] ] atoms, int full_count, sPaint max_point, sPoint min_paint)
+gethleighboursinRangeByRadius (cResiduestom a, double range, double max_R, cResidueAtom[] neighbours) :int

Slika 5.10. Dijagram klase cAtomGrid s pripadaju¢im atributima i metodama
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6. Instalacijai pokretanje

Implementirani algoritam moze se pokrenuti na bilo kojem racunalu i nema
posebnih zahtjeva, osim instaliranog Java okruzenja (Java Development Kit ili
Java Runtime Environment). Program se moze pokretati na Windows i Unix

platformi.

Direktorij aplikacije sadrzi Cetiri poddirektorija: .settings, bin, data, i src. U
direktoriju data nalaze se sve potrebne datoteke koje se zadaju kao argumenti
algoritma. Direktoriji bin sadrzi .class datoteke svih klasa. U direktoriju src nalaze
se paketi proteininteractions i surface koji sadrze .java datoteke svih klasa koje se
koriste u algoritmu, a koje sadrze pisani kod algoritma. U mapi src nalazi se
glavna klasa MainProgram, u paketu proteininteractions nalaze se klase potrebne
za raCunanje elektrostatske sile izmedu aminokiselina, a u paketu surface klase

potrebne za raCunanje energije otapala.

Algoritam se moZe pokretati u Java okruzenju ili kao .jar datoteka

(imenovana proteininteractions.jar).

Za pokretanje algoritma iz naredbenog retka potrebno je pozicionirati se u

direktoriju u kojem je .jar datoteka. Program se pokre¢e naredbom:

java —jar proteininteractions.jar

Ukoliko se program pokre¢e iz neke od razvojnih okolina JAVA
programskog jezika kao Sto je program Eclipse, pokrece se glavna klasa

MainProgram.java iz paketa osnovnog paketa src.

Nakon $to se pokrene program, otvara se prozor, tj. graficko sucelje
aplikacije nazvano Proteininteractions. U sliede¢em poglavlju dane su upute kako

ga Koristiti.
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7. Grafi€ko sucelje i upute za koristenje

Nakon pokretanja programa otvara se sucelje aplikacije. Kao korisnicko
sucelje aplikacije koristi se grafi¢ko, Ciji je poCetni izgled pokazan na slici (Slika
7.1.). RaCunanje elektrostatske sile i energije solvatacije pokrec¢u se ucitavanjem

svih datoteka s podacima potrebnima za raCunanje.

| £| Protein Interactions | = 2 |

Help About

Data

Path to PDB file: | | | Browse
8 | Path to asa file: | | Browse
|
|

| Browse
| Browse
Output files

Destination directory: | | Browse

Ele. force inside chain

Path to charges file:

Path to radius file;

Ele. force between ch...

Solvatation energy

i  Calculate:

[ ] solvatation energy [ ] Electrostatic force

Slika 7.1. Graficko sucelje aplikacije

Pritiskom na gumb ,Help“ otvara se dijaloSki okvir s kratkim uputama za
koriStenje programa (Slika 7.2), a pritiskom na gumb ,About” otvara se novi
dijaloSki okvir s osnovnim informacijama o verziji, autoru i podatak o kakvoj vrsti

aplikacije se radi (Slika 7.3).
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Help ] =
| Application works with following files: PDB file, ASA data, charges data and radius data.
Cutput files destination folder should be selected by user.
Generated file names will be shown when created.
Results will be shown in text box at the bottom.
Select action to calculate.

OK

Slika 7.2. Dijaloski okvir koji se pokrece pritiskom na gumb ,,Help“

About ProteinInteracticnsA , — &J

|/ i Protein Interactions:
Version 1.1
Sofiware developed by: Katarina KuSevic, FER
This product includes sofiware for calculating solvation energy and electrostatic force in proteins.

OK

Slika 7.3 Dijaloski okvir koji se pokrece pritiskom na gumb ,, About”

Graficko sucelje podijelieno je na tri dijela; ,Data“, ,Output files" i
,Calculate®. U ,Data“ dijelu upisuju se putovi do datoteka potrebnih za izraCun, a to
su: put do PDB datoteke koja sadrzi zapis o proteinu, put do datoteke s podacima
o otapalu dostupnom podrucju aminokiselina, put do datoteke s nabojima atoma u
pojedinoj aminokiselini i put do datoteke s radijusima atoma. Kraj svakog polja za
upis postoji gumb ,Browse®. Klikom na njega, otvara se dijaloski okvir za
uCitavanje datoteke. Ovisno o polju za pojedinu datoteku, ograni¢eno je ucitavanje
samo ispravne ekstenzije datototeke. Primjer dijaloSkog okvira dan je na slici
(Slika 7.4.)

U dijelu ,,Output files korisnik mora upisati put do odrediSnog direktorija za
datoteke koje program stvara. Korisnik taj put moze sam upisati ili otvoriti trazenu
mapu klikom na gumb ,Browse” pokraj tekstualnog polja. Preostala tri polja ovog
dijela korisnik ne moze mijenjati, na tim se mjestima pokazuje ime stvorene
datoteke. lzgled grafickog sucelja prije pokretanja programa prikazano je na slici
(Slika 7.5.).
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File Hame:

Files of Type:

Slika 7.4. Dijaloski okvir za odabir datoteke koju se ucitava

Data

Path to PDB file: |larina\wnrkspace‘.F’rmeinlnteractinns\dataﬁ ﬂzz.pdb| Browse
Path to asa file: |.Katarina".wnrkspace‘.F’rmeinlnteractiuns‘.data‘.asa.txﬂ Browse
Path to charges file: |mrks pace'\Proteininteractions\datalamberCh arge.rxt| Browse
Path to radius file: | naiworks pace".F’mteinInteracti0ns‘.data".chnthia.radii| Browse
Qutput files

Destination directory: |C:‘.Users‘.Katarina\wnrkspace‘.F’rmeinlnteradions | Browse

Ele. force inside chain

Ele. force between ch...

Solvatation energy
Calculate:
Solvatation energy [] Electrostatic force

Slika 7.5. Izgled grafickog suéelja prije pokretanja izracuna
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Korisnik u dijelu ,Calculate” odreduje to Zeli izraCunati, energiju solvatacije
proteina i/ili elektrostatsku silu proteina te pokre¢e program klikom na gumb ,Run®.
Ukoliko korisnik ne oznadci niti jedan izracun kvacicom, nije mogucée kliknuti na
gumb ,Run“ i pokrenuti program. Primjer ispisa rezultata kada se raCuna samo

energija solvatacije dan je na slici (Slika 7.6.)

Help About

Data

Path to PDB file: |tarina*.wnrkspaceﬁ.Prnteinlntera ctions\d ata\1.&22.pdb| Browse
Path to asa file: |.Katarina\wnrkspaceﬁ.F’mteinlntera ctionsidatala sa.’rxt| Browse
Path to charges file: |mrkspau:e*.F'rnteinlntera ctionsid ata*.amberCharge.’rxt| Browse
Path to radius file: | natworkspace\Proteininteractionsidatalch nthia.radii| Browse
Output files

Destination directory: |C:".L.Isersﬁ.Katarinaﬁ.wnrkspaceﬁ.Prnteinlnteraminns | Browse

Ele. force inside chain
Ele. force between ch...

Solvatation energy Solvation_energy.fut

Calculate:

Solvatation energy [ ] Electrostatic force

Pdb file 1A22.pdb

Energy of solvation: 3268,00545

Slika 7.6. Graficko sucelje nakon izra¢una energije solvatacije

Primjer ispisa rezultata kada se racuna energija solvatacije i elektrostatska

sila proteina dan je na slici (Slika 7.7.).
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Help

Data
Path to PDB file: |tarina*.wnrkspace*.F'rnteinlnteraminnsﬁ.dataﬁﬂzpdb| Browse

Path to asa file: |.Katarina\wnrkspaceﬁ.F’rnteinlntera ctions\datalas a.’rxt| Browse
Path to charges file: |mrkspau:e*.F'rnteinlntera ctions\datalamberCharg e.’rxt| Browse
Path to radius file: | natworkspace\Proteininteractionsidatalch nthia.radii| Browse

Qutput files
Destination directory: |C:1.Users*.Katarinaﬁ.wnrks pace\Proteininteractions | Browse

Ele. force inside chain Ele_force_inside_chain.txt
Ele. force between ch... Ele_force_belween_chains tut

Solvatation energy Solvation_energy. fxt

Calculate:

Solvatation energy Electrostatic force

Electrostatic force inside chain: 6322917380
Electrostatic force belween chains: 14309 70326

Total protein electrostatic force: ¥7538,87715

Slika 7.7. Graficko sucelje nakon ra¢unanja elektrostatske sile i energije solvatacije

Program se prekida zatvaranjem prozora. Moguée je nakon izraCuna
vrijednosti za jednu PDB datoteku, promjenom datoteke izraCunati vrijednosti za
bilo koju drugu PDB datoteku bez zatvaranja i ponovnog pokretanja programa.

Samo se klikom na gumb ,Browse" da programu put do nove PDB datoteke.
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8. Rezultati

Prikazani c¢e biti rezultati za testni primjer PDB datoteke preuzete s
interneta, imenom 1A22.pdb. Navedena PDB datoteka sadrzZi 2 lanca, od kojih
jedan ima 1466 atoma raspodijeljenih u 191 aminokiselinu, a drugi 1578 atoma
raspodijeljenih u 205 aminokiselina. Algoritam racuna elektrostatske sile izmedu
svake dvije aminokiseline razliCitih lanaca, unutar jednog lanca i energiju otapala

svake aminokiseline iz PDB datoteke (Slika 8.1).

Help About
Data
Path to PDB file: |tarina*.wnrkspace*.F'rnteinInteractinns*.data*.1.&22.pdb| Browse
Path to asa file: |.Katarina\wnrkspaceﬁ.F’mteinlntera ctionsd ataﬁ.asa.’rxﬂ Browse
Path to charges file: |mrkspan:elF'mteinlntera ctionsid atatamberCharge.Txﬂ Browse
|| | Path to radius file: |na\wnrkspace*.F'rnteinlnteractinnsﬁ.dataﬁ.chnthia.radii| Browse
Dutput files

Destination directory: |C:".LI5ers\Katarina\wnrkspace\F’rnteinlntera ctions | Browse
Ele. force inside chain
Ele. force between ch...

Solvatation energy Solvation_energy fxt

Calculate;

Solvatation energy [ ] Electrostatic force

Pdb file 1422 pdb

Energy of solvation: 3268, 00545

Slika 8.1 Izgled grafickog sucelja nakon izvrSenog programa za testni primjer 1A22.pdb

Algoritam rezultate zapisuje u tri .txt datoteke, Ele_force_between_chains.txt,
Ele_force_inside_chain.txt i Solvation_energy. Rafuna se elektrostatska sila
izmedu svaka dva para aminokiselina u interakciji unutar lanca i izmedu svaka dva
lanca te energija otapala pojedine aminokiseline iz ucitane PDB datoteke. Ispis
rezultata sadrzi zbroj elektrostatske sile unutar lanca za sve parove iz te datoteke,

zbroj elektrostatske sile izmedu lanaca za sve parove te datoteke, ukupni zbroj te
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dvije vrijednosti (dobiva se vrijednost za protein) i zbroj energija solvatacije
proteina.

Primjer ispisa rezultata algoritma za raCunanje elektrostatske sile izmedu dva
lanca, prikazan je na slici (Slika 8.2.). Rezultati su zapisani za svaki par
aminokiselina njihove oznake, redni broj u lancu i oznaka lanca. Pri tome

algoritam se izvodi za par lanaca, sve parovi aminokiselina.

= 1222 p0db | =] Be_force between_chains bt |E Ble_force_inside_chain bd IE Solvation_energy b l

1 Pdb file: 1R22

2 (Output format by pair: amincacid, amincacids number in chain, chain mark, electr
4 PHE 1 A - GLU 275 B-=-0,16369
5 PHE 1 & - GLMN 274 B = 0,20599
& PHE 1 A - THR 273 B = 0,08380
7 PHE 1 &L - RSN 272 B =0,17123
& PHE 1 A - GLU 279 B-=-0,13889
5 PHE 1 A - GLN 278 B-=-0,176&53
10 FHE 1 A - THE 277 B =-0,1273&
11 FHE 1 A - TRP 276 B =-0,17927
12 PFHE 1 A - CY¥5 283 B = 0,09403
13 PFHE 1 A - GLU 282 B =-0,12542
14 PFHE 1 A - L¥YS5 281 B = 0,08342
15 FHE 1 A - TRP 280 B = 0,14345
s FHE 1 A - VAL 287 B = 0,02443
17 PFHE 1 A - TYR 286 B =-0,12110
12 PFHE 1 A - RSP 285 B = 0,15988
12 FHE 1 A - FRO 284 B = 0,02522
20 PFHE-1 A - GLY 262 B-=-0,02880
21 EFHE -1 A - BFRO 263 B =-0,01611
22 PFHE -1 AR - LEU 261 B -=-0,04070
23 PFHE -1 R - LEU 266 B-=-0,08118
24 FHE -1 R - BHE 267 B-=-0,09420
25 PFHE 1 A - ILE 264 B =-0,05879
26 PFHE- 1 AR - GLN 265 B-=-0,11188
27 EFHE- 1 A - ARG 270 B-=-0,22031
25 PFHE 1 AR - ARG 271 B =-0,22069
29 PFHE 1 R - TYR 268 B =-0,14824

Slika 8.2 Prikaz datoteke s rezultatima ra¢unanja elektrostatske sile izmedu lanaca
Ele_force between_chains.txt

Primjer ispisa rezultata algoritma za raunanje elektrostatske sile unutar
lanca, prikazan je na slici (Slika 8.3.). Rezultati su zapisani za svaki par

aminokiselina njihove oznake, redni broj u lancu i oznaka lanca. Pri tome
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algoritam se izvodi za sve parove aminokiselina, za svaki lanac, svi parovi

aminokiselina.

& 1422 pdb l =l Ele_force between chainsbd | [= Be force inside chain bd ]E Solvation_enengy bd

1 Pdb file: 1RA22

2 (Output format by pair: amincacid, amincacids number in chain, chain mark, elect
4 PHE 1 A - PRO 2 R = 0,04551
5 PHE 1 A - THR 3 A = 7,03950
& PHE 1 A - ILE 4 A = 3,08722
7 PHE 1 A - PRO 5 A =0,46591
2 PHE 1 A - 1EU & A = 0,97983
% PHE 1 A - SER 7 A =1,07821
10 PHE 1 A - ARG &8 R =1,07031
11 PHE 1 A - LEU 9 A = 0,60812
12 PHE 1 A - FHE 10-Z = 0,86%907
13 PHE 1 A - RSP 11 A =-0,86757
14 PHE 1 A - ASN 12 A =-0,67010
15 PHE 1 A - RLR 13 A = 0,36304
18 PHE 1 A - MET 14 A =-0,56138
17 PHE 1 A - LEU 15-A =-0,25088
15 PHE 1 A - RLR 17 A =0,23723
19 PHE 1 A - ARG 16 A = 0,60806
20 PHE 1 A - ARG 19 A =-0,32033
21 PHE 1 A - HIS 18 & =-0,35816
22 PHE 1 AR - HIS 21 A =-0,29736
23 PHE 1 A - LEU 20K =-0,17373
24 PHE 1 A - LEU 23-4-=-0,13459
25 PHE 1 A - GLN 22 L =-0,30454

Slika 8.3. Prikaz datoteke s rezultatima racunanja elektrostatske sile unutar lanca
Ele_force_inside_chain.txt

Na slici (Slika 8.4.) prikazan je primjer ispisa racunanja energije otapala za
aminokiseline iz PDB datoteke 1A22.pdb. Rezultati su zapisani za svaku

aminokiselinu njezina oznaka i redni broj u lancu.
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B 1422 pdb IE Ble_force_between_chains bd l &l Ele_force inside_chainbd | [=| Sclvation_enerngy b

Pdb file: 1RA22
Cutput format: amincacid, amincacids number in chain, soclvation energy.

[ LS

FHE
FRO
THR
I1E
ERO
3 LEUT
10 SER
11 &
12 LEO
13 FHE
4 ASF
15 ASH
1a ALR
17 MET
18 LEO
19 ALR

- -~
FAS (g

(= L T ) B =

9,150411
3,8677460
10,323037
-0,407598
-6,059853
14,484483
13,089985
-21,5824648
-&, 793064
5,913837
11,5917&8
18,332824
&6,671517
-8,382549%
-8,861541
1,5681942
1,565728
20,835109
20,899131
-2,7904852
15,762727

T,952105
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LET
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]

FHE

L4}

[T T L5 T 5 T 5 8

=

[ T S T % R % R N |

;

Slika 8.4. Prikaz datoteke s rezultatima racunanja energije solvatacije
Solvation_energy.txt

Primjer izraCunate ukupne energije solvatacije dan je na slici (Slika 8.5.), a

primjer izracunate ukupne elektrostatske sile proteina na slici (Slika 8.6.).
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Ly rotein merction NN, |~ -l

Data
Path to PDB file: |tarina'\workspace".F'rUteinInterac:tions".d ata".1A22.pdb| Browse

Path to asa file: |.Katarina\.workspace\.P roteinlnteradions\.dataﬁ.asa.w Browse
Path to charges file: |mrkspa|:e1.F' roteinintera dions*.data‘.amberCharge.mﬂ Browse
Path to radius file: | naworkspace\Proteininteractions\datalch 0thia.radii| Browse

Qutput files
Destination directory: |C:1.Users‘.Katarina\wnrkspace\F‘rmeinlnterac’[ions | Browse

Ele. force inside chain
Ele. force between ch...

Solvatation energy Solvation_energy. i

Calculate:
Solvatation energy [ | Electrostatic force

Fdbfile 1422 pdb

Energy of solvation: 3268 00545

Slika 8.5. Prikaz rezultata izracunate ukupne energije solvatacije proteina 1A22 u
grafickom sucelju

Data

Path to PDB file: |tarina\workspace\PrnteinInterac‘[ions‘.d at;a\.1A22.pdb| Browse
Path to asa file: |.Katarina\workspace\ProteinInterac‘[ions‘.d ata‘.asa.‘rxﬂ Browse
Path to charges file: |mrkspacelProteinInterac‘[ionsxd ataxamberCharge.mﬂ Browse
Path to radius file: | na\workspac:e*.F'roteinInteradions‘.data‘.chothia.radii| Browse
Output files

Destination directory: |C:1.Users\Katarina\workspac:e\F'roteinInterau:tions | Browse

Ele. force inside chain Ele_force_inside_chain.txt
Ele. force between ch... Ele_force_belween_chains it

Solvatation energy Solvation_energy. it

Calculate:
[] solvatation energy Electrostatic force

Electrostatic force inside chain: 63229,17390
Electrostatic force belween chains: 14309 70326

[ »

Total protein electrostatic force: Y7538 87715

o

Slika 8.6. Prikaz izracunate elektrostatske sile proteina 1A22 u grafickom sucelju
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Za potrebe ovog rada i izraCuna korelacija izraCunate su vrijednosti
elektrostatske sile i energije solvatacije za 48 PDB datoteka te su dobivene

vrijednosti prikazane u tablici (Tablica 8.1). Prikazane vrijednosti su:

e oznaka PDB datoteke,

e elektrostatska sila unutar lanca,

e elektrostatska sila izmedu lanaca,

e ukupna elektrostatska sila,

e vrijeme izvodenja algoritma za izraCun elektrostatskih sila,

e energija solvatacije,

e vrijeme izvodenja algoritma za izraCun energije solvatacije,

e zbroj energije solvatacije i elektrostatske sile izmedu lanaca |

e zbroj energije solvatacije i ukupne elektrostatske sile.

U nastavku tablice za svaku PDB datoteku ispisan je izmjeren Kkoeficijent
privlaCnosti, te su izraCunati njegov prirodni logaritam, te negativna vrijednost

prirodnog logaritma koeficijenta privlaCnosti (Tablica 8.2).
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Tablica 8.1 Tabli¢no ispisani rezultati izracuna elektrostatske sile i energije solvatacije, duljina trajanja izvodenja za vise pdb datoteka

PDB ele.sila u. ele. silaiz. UK. ele. Sila  vr.izvodenja energ.solv. vr. ele. silaiz. + ene. uk.ele.sila +
izvodenja solv. ene.solv.

1a22 63229,17390 14309,70326  77538,87716 2,82067 2368,00545 4,21737 16677,70871 79906,88261
la2k 132658,33964  49096,82815 181755,16779 11,25961 8074,07340 9,40992 57170,90155 189829,24119
1a37 70010,84426  11338,25157  81349,09583 3,29882 3251,34204 4,54872 14589,59361 84600,43787
1a3b 42168,21178 3840,77123  46008,98301 1,7951621 2484,03771 2,81857 6324,80894 48493,02072
la3e 41631,27424 3828,85749  45460,13173 1,66933 2507,96560 2,78082 6336,82309 47968,09733
lady 248111,37387 90220,06915 338331,44302 22,23191 19375,91195  13,31482 109595,98110 357707,35497
labt  -13043,52004 69745,88993 56702,36989 5,86573 257,49531  40,77702 70003,38524 56959,86520
lacb 46832,87998 5762,24392  52595,12390 1,99020 4749,85128 3,14992 10512,09520 57344,97518
lahw 204125,51631 93383,04921 297508,56552 23,25112 9413,37875  14,43679 102796,42796 306921,94427
lak4 -9462,74528 3816,91282  -5645,83246 10,49625 3884,15087 9,18762 7701,06369 -1761,68159
1akj 96011,64973  44520,35086 140532,00059 6,46971 4091,07174 7,99434 48611,42260 144623,07233
lanl 40926,46916 4082,90460 45009,37376 1,49946 3251,15913 2,66338 7334,06373 48260,53289
laqc 28287,41424 8435,14588  36722,56012 1,40929 2315,65786 2,68855 10750,80374 39038,21798
latn 141752,77468  14588,47555 156341,25023 7,99015 9442,87624 7,02127 24031,35179 165784,12647
lava 256224,27877  71934,52268 328158,80145 22,63876 12561,64663  13,10510 84496,16931 340720,44808
lavg 66887,19940 11184,80297 78072,00237 3,44958 2769,97431 5,34774 13954,77728 80841,97668
lavp -1625,85311 -21,86938  -1647,72249 2,23976 2837,62414 3,48966 2815,75476 1189,90165
lavx 60508,17821  10520,06007 71028,23828 3,44772 3915,56882 4,77312 14435,62889 74943,80710
lavz 32593,26477 8893,46935  41486,73412 1,47849 1720,94389 3,08281 10614,41324 43207,67801
2pms 166235,88696  49850,54800 216086,43496 13,81813 5428,24131  10,00342 55278,78931 221514,67627
2pnx 8160,48875 3644,96778  11805,45653 0,40265 497,19116 1,16811 4142,15894 12302,64769
2vip 28310,17040 5268,06150 33578,23190 1,05906 -337,11461 2,33413 4930,94689 33241,11729
3aa0 101320,83282  27898,54880 129219,38162 5,57633 3050,60048 6,58715 30949,14928 132269,98210
3aab6 101634,68440 28716,50374 130351,18814 6,60603 3090,93176 7,05063 31807,43550 133442,11990
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PDB ele.sila u. ele.silaiz. UK. ele.Sila  vr.izvodenja energ.solv. vr. ele. silaiz. + ene. uk.ele.sila +
izvodenja solv. ene.solv.

3aaa 108851,72932 35063,75451 143915,48383 8,10549 3887,11947 7,51200 38950,87398 147802,60330
3ajb 51117,34739 2321,29696  53438,64435 2,47674 5834,93496 3,11427 8156,23192 59273,57931
3alz  105486,85357 11781,37067 117268,22424 12,15509 14683,80100  12,04394 26465,17167 131952,02524
3bzd 63963,31163 8652,86881  72616,18044 2,54804 1527,75276 3,37222 10180,62157 74143,93320
3c09 151231,91250 79843,63628 231075,54878 16,67655 10210,72342  11,21557 90054,35970 241286,27220
3csf  274439,50758 0,00000 274439,50758 17,12115 41223,62167  10,64095 41223,62167 315663,12925
3chw 103460,32178 14532,90151 117993,22329 5,21771 6925,35207 5,50293 21458,25358 124918,57536
3cx6 104696,78445  13849,20899 118545,99344 4,93250 3685,33774 5,32886 17534,54673 122231,33118
3cx7  105431,60076  14839,90507 120271,50583 5,01639 3640,45469 5,35403 18480,35976 123911,96052
3doe  51451,20346 8301,85284  59753,05630 4,86539 2124,70847 5,98737 10426,56131 61877,76477
3dpo  73800,73272 17378,77533  91179,50805 3,70567 1667,80669 4,44596 19046,58202 92847,31474
3ds0 8421,12616 1341,97803 9763,10419 1,09891 440,07175 1,60852 1782,04978 10203,17594
3eyf 127423,72582  48866,35026 176290,07608 11,15895 8479,49634 9,11213 57345,84660 184769,57242
3h8d  74327,55394  58023,52907 132351,08301 6,34179 1581,38271 7,04224 59604,91178 133932,46572
3ncbh 68679,40062  13946,96689  82626,36751 3,18348 4692,12668 4,36837 18639,09357 87318,49419
3qux 128196,58919  46852,25626 175048,84545 17,50073 7976,79393  15,60910 54829,05019 183025,63938
3rt0  192782,59931 64313,23955 257095,83886 23,15256 9167,68907  18,68562 73480,92862 266263,52793
3s8v  351642,03192 58208,40052 409850,43244 28,22137 29408,34331  14,10125 87616,74383 439258,77575
3t2n  251473,17766 105497,34858 356970,52624 45,27332 25464,78728  31,52439 130962,13586 382435,31352
3uaj  241800,06561 101368,49011 343168,55572 34,00742 23616,71902  15,59023 124985,20913 366785,27474
3ssb  155763,28288  40576,03306 196339,31594 15,03448 6775,64521  14,18933 47351,67827 203114,96115
3t04 22410,38244 4226,25873  26636,64117 0,94582 1540,31792 1,99649 5766,57665 28176,95909
derd 64807,16745 1897,88916  66705,05661 2,72420 7668,00668 3,18557 9565,89584 74373,06329
4thn 42651,46939 2267,43722  44918,90661 1,79307 2512,32676 2,75356 4779,76398 47431,23337
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Tablica 8.2 Tabli¢no ispisani podaci koeficijenta privlacnosti po pdb datotekama

Racunalna metoda za odredivanje proteinskih interakcija

PDB koef. privlacnosti In neg. In
koef.priv. koef.

1a22 3,40E-10 -21,8020755 21,8020755
1a2k 1,50E-07 -15,7126305 15,7126305
1a37 1,20E-07 -15,9357741 15,9357741
1a3b 3,00E-10 -21,9272386 21,9272386
1la3e 3,50E-09 -19,4705029 19,4705029
lady 1,00E-15 -34,5387764 34,5387764
labt 1,40E-06 -13,4790383 13,4790383
lacb 2,00E-10 -22,3327037 22,3327037
lahw 3,40E-09 -19,4994904 19,4994904
lak4 1,70E-05 -10,9822972 10,9822972
1akj 1,26E-04 -8,97922865 8,97922865
lanl 9,00E-10 -20,8286264 20,8286264
laqc 4,56E-06 -12,2981879 12,2981879
latn 4,50E-10 -21,5217735 21,5217735
lava 2,20E-10 -22,2373936 22,2373936
lavg 3,00E-12 -26,5324088 26,5324088
lavp 1,20E-08 -18,2383592 18,2383592
lavx 6,00E-14 -30,4444318 30,4444318
lavz 1,58E-05 -11,0555006 11,0555006
2pms 1,03E-08 -18,3911219 18,3911219
2pnx 7,90E-06 -11,7486478 11,7486478
2vip 5,43E-13 -28,2416671 28,2416671
3aal 4,00E-06 -12,4292162 12,4292162
3aa6 2,60E-07 -15,1625842 15,1625842
3aaa 2,10E-08 -17,6787434 17,6787434
3ajb 4,08E-08 -17,0145838 17,0145838
3alz 5,20E-07 -14,469437  14,469437
3bzd 9,60E-05 -9,25116237 9,25116237
3c09 4,30E-08 -16,9620657 16,9620657
3csf 1,10E-06 -13,7202004 13,7202004
3chw 5,70E-08 -16,6802146 16,6802146
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PDB koef. privlacnosti In neg. In
koef.priv. koef.

3cx6 4,80E-06 -12,2468946 12,2468946
3cx7 5,20E-04 -7,56168175 7,56168175
3doe 2,00E-05 -10,8197783 10,8197783
3dpo 5,50E-09 -19,0185177 19,0185177
3ds0 1,49E-05 -11,1141493 11,1141493
3eyf 9,40E-08 -16,1799711 16,1799711
3h8d 8,00E-08 -16,3412392 16,3412392
3nch 9,30E-02 -2,37515579 2,37515579
3qux 2,47E-07 -15,2138775 15,2138775
3rt0 1,20E-06 -13,633189  13,633189

3s8v 5,00E-08 -16,8112428 16,8112428
3t2n 4,00E-07 -14,7323014 14,7323014
3uaj 2,90E-09 -19,6585551 19,6585551
3ssb 6,00E-10 -21,2340915 21,2340915
3t04 5,20E-08 -16,7720221 16,7720221
derd 1,60E-07 -15,648092  15,648092

4thn 9,00E-11 -23,1312114 23,1312114

Racunalna metoda za odredivanje proteinskih interakcija

U tablici (Tablica 8.3) su prikazani parametri izraCunati za datoteke

navedene u tablicama.

Tablica 8.3 Vrijednosti izraCunatih parametara analize rezultata algoritma

Broj obradenih PDB datoteka 48
Prosjecno vrijeme izvodenja izracuna dijela
9,08377 s
programa za izracun elektrostatske sile
Prosjecno vrijeme izvodenja dijela programa
8,25491 s
za izra€un energije solvatacije
Prosjecno ukupno vrijeme izvodenja programa 8,25687 s
Koeficijent korelacije elektrostatske sile i
energije solvatacije s prirodnim logaritmom -0,166049736
koeficijenta privlacnosti
Koeficijent korelacije elektrostatske sile s
negativnim prirodnim logaritmom koeficijenta 0,169552879

privlacnosti
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Kao Sto se moze vidjeti, korelacija izmedu elektrostatske sile proteina i

koeficijenta privlaCnosti nema, tj, korelacija je neznatna. Isto vrijedi i za korelaciju

zbroja ukupne elektrostatske sile i energije solvatacije proteina s koeficijentom

priviacnosti. Na slikama (Slika 8.7 i Slika 8.8) prikazani su toCkasti dijagrami (engl

scatter chart) korelacije, gdje se vidi velika rasprdenost izraCunatih vrijednosti $to

takoder pokazuje neznatnu korelaciju.

Korelacija (ele.sila+ene.solv.) i (In koef.privlac.)

[en]

Zbroj ele.sile proteina i energije solvatacije
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Slika 8.7. Prikaz korelacije zbroja elektrostatske sile i energije solvatacije proteina s
prirodnim logaritmom koeficijenta privlacnosti tockastim dijagramom
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Negativna vrijednost prirodnog logaritma koeficijenta

Korelacija (ukupne ele.sila) i (-In koef.priv.)
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Slika 8.8. Prikaz korelacije elektrostatske sile proteina s negativnom vrijednoscu
prirodnog logaritma koeficijenta privla¢nosti toc¢kastim dijagramom
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9. Zakljucéak

Novi izazovi suvremenog doba podrazumijevaju suradnju znanstvenika s
raznih podru€ja. Spojem molekularne biologije, informacijskih tehnologija i
racunarske znanosti nastala je bioinformatika, koja omogucuje veéu efikasnost u
obradi, organizaciji i uporabi podataka o kemijskim spojevima i njihovim
svojstvima. Razumijevanje bioloskih interakcija pomaZe biolozima, kemiCarima i
obi¢nim ljudima razumjeti funkcioniranje svih Zivih organizama. Kako su proteini
jedni od najvaznijih tvari u ljudskom organizmu, zanimaju nas interakcije proteina i
do kakvih one reakcija dovode u tijelu. Nove informacije u predvidanju proteinskih
interakcija mogu olakSati stvaranje novih lijekova, objasnjavanje metaboli¢kih

reakcija i u drugim sliénim procesima.

Zadatak ovog diplomskog rada je utvrdivanje elektrostatske sile pri
interakciji aminokiselina i utvrdivanje energije otapala pomoc¢u povrsine dostupne

otapalu pojedine aminokiseline.
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10. Sazetak

Racunalna metoda za odredivanje proteinskih interakcija

Algoritam implementiran ovim radom racuna elektrostatsku silu i energiju
solvatacije proteina. Elektrostatska sila raCuna se kao zbroj elektrostatskih sila pri
medusobnim interakcijama svih atoma u svim aminokiselinama. Podaci potrebni
za raCunanje dobivaju se ucitavanjem PDB datoteka i u€itavanjem naboja svakog
atoma u odredenoj aminokiselini. Energija solvatacije raCuna se kao zbroj energija
solvatacije svih aminokiselina u proteinu.Za izraun energije solvatacije potrebni
podaci ucitavaju se iz datoteke s vrijednostima povrSina dostupnih otapalu i
potencijalom otapala te iz datoteke s radijusom atoma svake aminokiseline.

Dobivene vrijednosti se koreliraju s koeficijentom privliacnosti proteina.

Klju¢ne rijeCi: proteini, elektrostatska sila, energija solvatacije, koeficijent

priviaénosti, ASA, aminokiseline, JAVA, korelacija
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Summary

Computing method for determing protein interactions

The algorithm implemented in this thesis calculates electrostatic force of a protein
by calculating the force between every pair of amino acids in protein. Solvation
energy is also calculated for a protein by summing the energy of each amino acid
in it. Electrostatic energy is calculated as the sum of electrostatic energies in the
interaction of all two pairs of atoms in amino acids. The data needed to calculate
the electrostatic energy is loaded from PDB file and file with the charges of each
atom in a certain amino acid. To calculate solvents energy all required data is
retrieved from a file with the values of accessible solvent area and solvents
potential for each amino acid and from a file with atom radius. The values obtained

are correlated with protein's affinity data .

Keywords: proteins, electrostatic energy, solvation energy, affinity data, ASA,

amino acids, JAVA, corelation
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Dodatak - Skice dijagrama klasa

U nastavku su dani dijagrami klasa paketa surface i proteininteraction koje se koriste u razvijenoj aplikaciji. Na dijagramima je

prikazana medusobna povezanost svih klasa aplikacije (Skica A i Skica B).
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MainProgram

+main (String[] args) : void

Charges

- charges : Map <String, Map<String, Double==

+ Charges (STring chargesFilePath)

- loadCharges(String chargesFilePath) : void

getChargeValue (String amino, String atom) : double

Proteins

+ CalculateEleForce ( String chargeFilePath,String pdbFilePatn, String outputDirPaath, ) : double []

+ StarntCalculateEnergy (String chargeFilePath, String pdbFilePath, String asaFilePath, String radiiFilePath, String outputDirPath) : double

FileChooserWindow

- chooser: JFileChooser

- serialVersionUID : long

- contentPane, panel_1, panel_2 : JPanel

- destFilePathTx, asaFilePathTu, pdbFilePath T, chargeFilePathTut, radiusFilePathTxt : JTextField

- IblPdbFilePath, IbiChargesFilePath, IbIRadiiFilePath, IblAsaFilePath, IblOutputFileDestination : JLabel
- btnBrowse, binBrowse_1, binBrowse_2, binBrowse_3, btnBrowse_4, runBin : JButton

- insideChain, betweenChains, solvEnergy : JTextField

- textArea - ITextArea

- menuBar: JMenuBar

+ pdbldMark : String

+ FileChooserwindow()
- initGUIC) © void

-ch

Pdb

+ FORCE_IN_FILE_NAME - String
+FORCE_BETWEEN_FILE_NAME : String
+C:Double

+ pdbld : String

-chains : List <Map=integer, List<Atom===
-ch: Charges

Chain

+ Pdb(String pdbFilePath, Charges ch)

+ getChains() : List =Map=Integer, List=Atom=»=

+s0lve (String outputDirPath) : double []

-loadPdb (String pdbFilePath) : void

- gleSilalzmedjuLanaca (intlength, String outputDirPath) : double
- eleSilaUnutarLanca (int length, String outpurDirPath) : double

- chains : List=Atom=

+ getAtom (inti): Atom
+ getSize() :int
+ addAtom (Atom a) - void

-chains

+

Atom

- idMNumber : int
-nameAtom : String

- aminoAcid : String

- chainMark : char

- aminoAcidNumber: int
-x: double

-y double

-z: double

+ Atom (intidNumber, String nameAtom, String aminoAcid, char chainMark, int aminoAcidMumber, double x, double y, double z)

+ getNameAtom() : String

+ getAminoAcid() : String

+ getChainMark() : char

+ getAminoAcidhumber() : int
+ getldMumber() : int

+ getX(): double

+ get¥(): double

+getZ(): double

+ distance (Atom a): double

Skica A — Dijagram svih klasa paketa proteininteractions — izraCun elektrostatske sile
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Skica B — Dijagram svih klasa paketa surface —izraCun energije solvatacije
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