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Abstract: Alignment of the three-dimensional structures of proteins is an essential task in bioin-
formatics. Because there are many tools offering this functionality, only a limited subset of them
was chosen for comparison (DALI, LOCK 2, SPALIGN, MUSTANG and CLICK). These tools va-
ry in the principle of calculation. Their performance was measured on three proteins, which repre-
sent main protein classes (all-a, all-, a/p). These proteins were tested against a subset of PMD da-
tabase containing 2 357 records. The results were visualized by ROC curves and the tools were
compared by their area under ROC curve (AUC metric). According to this metric, the best results
were obtained for SPALIGN.
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. UVOD

Jeden z nejvétsich problému bioinformatiky spo¢iva v uréovani podobnosti proteint. Proteiny jsou
molekuly nezbytné pro zivotni pochody vSech organizmi, nebot’ plni fadu dulezitych funkei (napf.
stavebni nebo pohybova funkce) [1]. Urcovani podobnosti proteinovych struktur nachazi uplatnéni
zejména pii snaze o zjisténi piiblizné funkce nezndmych proteinil. Pfi feSeni takové ulohy se ne-
znamy protein porovnava s mnozinou proteinti se znamou funkci a poté je zafazen do stejné rodiny
a foldu (pravidelné uspotadani sekundarnich struktur, které 1ze pozorovat v ramci proteinové struk-
tury), jaky nalezi nejpodobné&jsimu z nich. Ke vzajemnému zarovnani dvojic proteinovych struktur
lze vyuzit fadu nastroju. Posledni srovnani jejich vykonnosti je vSak jiz vice neZ deset let staré [2].
Od té doby vzniklo nékolik novych nastroji uplatitujicich nové techniky zarovnani. Cilem tohoto
ptispévku je porovnat sadu vybranych nastroju a uréit, ktery z nich pracuje nejpiesnéji.

. STRUKTURNI ZAROVNANI

Techniky pro zarovnani proteinovych struktur mohou byt vyuzity pro zjisténi proteinové rodiny a
foldu. Pokud tedy vime, jakou funkci dany protein ma, da se s vysokou pravdépodobnosti predpo-
kladat, ze sekvencné podobny protein v jiném organismu tuto funkci bude plnit také. VétSina bézné
uZivanych zarovnavacich metod zvladne docela dobie rozpoznat spole¢né znaky v proteinech - na-
ptiklad odpovidajici si tseky sekundarnich struktur. Nicméné uplné zarovnani, tedy konkrétni ma-
povani atomtl z jedné struktury na druhou, je velice obtizné a jeho pfesnost miize zaviset na nékoli-
ka rGznych faktorech. Velkou roli hraje i konkrétni nastaveni pouzitého nastroje.

2.1. METRIKY PODOBNOSTI

Bézné pouzivanou metrikou k ohodnoceni podobnosti dvou zarovnanych proteinovych struktur na
atomarni urovni je tzv. RMSD (root-mean-square deviation). Tato ¢iselna charakteristika, jejiz jed-
notkou je angstrom, je urcitou obdobou standardni odchylky — udava primérnou vzdalenost odpo-
vidajicich si dvojic atomii v porovnavanych proteinech. Jinou metrikou muze byt zarovnani



s vyuzitim prvkd sekundarnich struktur. Zatimco v pribéhu evoluce v proteinech dochazi k mnoha
mutacim ménicich aminokyselinové slozeni, tseky sekundérnich struktur zistavaji zachovany
mnohem Iépe.

. VYBER NASTROJU K ANALYZE

Pifi vybéru bioinformatickych nastroji byl kladen nejvetsi diraz na jejich odliSny piistup
k zarovnani proteinovych struktur. Byl analyzovan nastroj, ktery vyuziva podobnost elementi
sekundarni struktury (nastroj LOCK 2) nebo zarovnava dvé struktury tim, ze optimalizuje vyhod-
nocovaci funkei, ktera méfi strukturni podobnosti na atomarni trovni (nastroj SPALIGN). Jiny na-
stroj vyuziva k zarovnani pouze C, na proteinové patefi bez jakékoliv optimalizace (nastroj DALLI).
Dalsi vyuziva prostorovou informaci zC, Kvytvofeni sekvenéniho zarovnani (nastroj
MUSTANG). Jako posledni zkoumany nastroj srovnava shluky bodii (nastroj CLICK). VSechny ty-
to uvedené nastroje poji jediné - a to vysledna RMSD hodnota kazdého zarovnani.

. KONSTRUKCE TESTOVACIHO DATASETU

Pied procesem vzajemného srovnani nastroju je nutné korektné zkonstruovat testovaci dataset pro-
teinovych struktur. K tomuto ucelu se pouzil nastroj PDBselect spustény nad databazi PDB
S parametrem maximalni sekven¢ni identity nastavenym na 25%, ¢imz bylo zajiSténo, Ze v datasetu
nebudou pfili§ podobné proteiny ve vice instancich. Vygenerovany dataset ma textovy format a ob-
sahuje 2 357 zaznamt, kde kazdy zaznam se sklada z jednoznacného identifikatoru proteinové
struktury a nazvu piitazené tiidy a foldu. Foldy byly spole¢né s tfidami ptifazeny z databaze struk-
turni klasifikace proteinit SCOP.

4.1. VYBER REPREZENTATIVNICH STRUKTUR

Z datasetu byly vybrany 3 struktury, které reprezentuji odlisné ttidy strukturni topologie proteind:
- PDB ID: 1k78, tetézec I, tiida all-a (v datasetu je 74 dalSich struktur se stejnym foldem),

- PDB ID: leaj, fetézec B, tiida all-p (v datasetu je 86 dalsich struktur se stejnym foldem),

- PDB ID: 1us0, fetézec A, tiida a/B (v datasetu je 48 dalsich struktur se stejnym foldem).

. VYSLEDKY EXPERIMENTU

Experiment probihal tim zpiisobem, ze kazda reprezentativni struktura byla zarovnana ke vSem
ostatnim strukturdm v testovacim datasetu (to bylo provedeno pro kazdy nastroj zvlast). Pti kaz-
dém zarovnani se ulozila hodnota RMSD vypocitanad danym néstrojem. Pro kazdou reprezentativni
strukturu byla vytvoifena tabulka se sloupci: tfida, fold a namétené RMSD hodnoty od vSech na-
stroji. Poté byly v této tabulce vzestupné sefazeny vSechny zaznamy podle velikosti RMSD hodno-
ty pro aktualné analyzovany nastroj a napocitany tzv. false positive. Zaznam je oznaceny jako false
positive v tom piipadé, kdyZ ma jiné zafazeni do proteinové tfidy a foldu neZ ma reprezentativni
struktura a zaroven niz§i RMSD hodnotu nez zaznam s nejvy$$im RMSD se zafazenim stejnym ja-
ko reprezentativni struktura. Spolu s false positives byly vypocitany dalsi dvé metriky — sensitivity
(udava zavislost ristu poctu spravné zarazenych struktur na soucasné rostoucim poctu struktur, kte-
ré jsou nespravné oznaceny jako strukturné podobné) a true positive (udava pocet spravnych po-
dobnosti jako ma reprezentativni struktura) a vSechny vysledné hodnoty ulozeny do tabulky. K to-
mu, aby byla vygenerovana ROC kiivka, bylo zapotiebi vypocitat jesté dalsi 3 metriky — false ne-
gative (udava pocet ve skutecnosti podobnych struktur, které nebyly nastrojem rozpoznany jako
podobné), true negative (udava pocet ve skute¢nosti odliSnych struktur, které nebyly nastrojem
rozpoznany jako podobné) a specificity (udava zavislost ristu poétu nespravné zarazenych struktur
na soucasné rostoucim poctu struktur, které jsou spravné oznaceny jako strukturné¢ podobné).
Z vySe uvedenych metrik se nasledné vypocitaji aktudlni hodnoty pro sensitivity (true_positive /
(true_positive + false_negative)) a specificity (false_positive / (false_positive + true_negative)).



Z téchto hodnot se poté vygeneruje ROC ktivka a spocita se hodnota AUC (area under curve). Tato
hodnota nejlépe popisuje chovani zkoumaného nastroje, pfi¢emz za nejlepsi je povazovan program
s nejvyssi hodnotou této metriky.
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Obrazek 1: ROC pro vsechny reprezentativni struktury.

6. ZAVER

Uspé&$nost nastrojli pro zarovnani proteinovych struktur lze nejobjektivngji ohodnotit podle vypo&i-
tanych ploch pod odpovidajicimi ROC ktivkami. Podle této metriky je nejlepsi nastroj SPALIGN
(prume&rné AUC pro vSechny tfi reprezentativni struktury je 0.85), dale pak MUSTANG
(avg AUC =0.78), DALI (avg AUC=0.63), LOCK 2 (avg AUC=06) a CLICK
(avg AUC = 0.57). Toto pofadi viceméné odpovida i datu vzniku jednotlivych nastroju.
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