SVEUČILIŠTE U ZAGREBU

FAKULTET ELEKTROTEHNIKE I RAČUNARSTVA

ZAVOD ZA ELEKTRONIČKE SUSTAVE I OBRADBU INFORMACIJA

WAVELETI U ANALIZI STRUKTURE PROTEINA

Seminarski rad iz kolegija 

Napredne metode digitalne obradbe signala
PREDAVAČ : Prof.dr.sc. Damir Seršić 



STUDENT: Skočanić Ivana

Zagreb, siječanj 2007.

SADRŽAJ:
	1.
	UVOD
	3

	2.
	BIOLOŠKA POZADINA
	4

	
	       Peptid i peptidna veza
	5

	
	       Struktura proteina
	7

	3.
	UKLANJANJE ŠUMA POMOĆU METODE PRAGA
	8

	
	       Primjena praga
	8

	
	       Metode za odabir praga
	9

	
	       Skaliranje koeficijenata
	11

	4.
	RAD U MATLABU
	12

	5.
	REZULTATI
	13

	6.
	ZAKLJUČAK
	26

	7. 
	LITERATURA
	27

	8. 
	DODATAK – KOD PROGRAMA
	28


1. UVOD

Svaka je sekundarna struktura potpuno određena kutevima rotacije Ψ i Φ. Ideja ovog projekta je da se pomoću korištenja wavelet transformacije i određivanja vrijednosti praga, dobiju nove vrijednosti kuteva rotacije koji u potpunosti zadovoljavaju pravila i  predstavljaju idealizirane sekundarne strukture proteina.
2. BIOLOŠKA POZADINA
Proteini su polimeri građeni od niza aminokiselina, koje su povezane između sebe različitim vrstama kovalentnih veza. Postoji 20 različitih aminokiselina. Njihov redoslijed vezanja definira funkciju proteina. 

	aminokiselina
	oznaka
	simbol

	Alanine
	Ala
	A

	Cysteine
	Cys
	C

	Aspartate
	Asp
	D

	Glutamate
	Glu
	E

	Phenylalanine
	Phe
	F

	Glycine
	Gly
	G

	Histidine
	His
	H

	Isoleucine
	Ile
	I

	Lysine
	Lys
	K

	Leucine
	Leu
	L

	Methionine
	Met
	M

	Asparagine
	Asn
	N

	Glutamine
	Gln
	Q

	Proline
	Pro
	P

	Arginine
	Arg
	R

	Serine
	Ser
	S

	Threonine
	Thr
	T

	Valine
	Val
	V

	Tryptophan
	Trp
	W

	Tyrosine
	Tyr
	Y


Tablica 1. aminokiseline
Osnovna građa svih aminokiselina je jednaka. Sastoje se od karboksilne i amino skupine povezane atomom α-ugljika. Razlike se javljaju zbog različitih sporednih lanaca, odnosno R grupa (simbol R označava radikal), koji su različitih veličina, struktura, električnog naboja i koji različito utječu na topljivost aminokiselina u vodi.  
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Slika 1. Građa aminokiselina
Kao sinonim za izraz protein često se upotrebljava izraz polipeptid. Međutim, postoji razlika između njih. Polipeptid je naziv za lanac od manje od 10 000 aminokiselina, dok se izraz protein upotrebljava za lance veće od 10 000 aminokiselina.
Peptid i peptidna veza

Kovalentne veze stavljaju značajna ograničenja na konformaciju polipeptida. Konformacijom se naziva prostorni razmještaj atoma u proteinu. Ona predstavlja bilo koje stanje koje se može postići bez prekidanja kovalentnih veza. Različita konformacija se postiže npr. rotiranjem oko samo jedne veze. U teoriji, postoji neograničeni broj konformacija, no nisu sve konformacije stabilne. 

Kada se dvije aminokiseline povežu, one tvore peptid, a veza kojom su povezane naziva se peptidna veza. 

Peptidi su skupina organskih spojeva koja sadrži dvije ili više aminokiselina (istih ili različitih) povezanih peptidnom vezom. Peptidna veza nastaje reakcijom između susjednih karboksilnih (-COOH) i amino (-NH2) skupina uz izlučivanje vode.
Polipeptidi su peptidi koji se sastoje od deset ili više aminokiselina. Svojstva polipeptida su uvjetovana tipom i rasporedom aminokiselina od kojih je sastavljen.
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Slika 2. Peptidna veza

Atomi α – ugljika susjednih aminokiselina su odvojeni sa tri kovalentne veze, što se može prikazati kao Cα – C – N - Cα. Dokazano je da je kovalentna veza C – N u peptidu kraća od kovalentne veze C – N u slobodnoj aminokiselini i da su atomi povezani peptidnom vezom koplanarni. Također, zbog toga što atom kisika i atom dušika zbog svojih električnih naboja tvore dipol, i zbog samog razmještaja atoma u ravnini, peptidne C - N veze ne mogu slobodno rotirati. Rotacija je dozvoljena samo oko N - Cα i Cα – C veza.
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Slika 3. Planarna peptidna grupa

Iz tog razloga se kostur polipeptida može prikazati kao niz uzastopnih ravnina, gdje svaka ravnina dijeli zajedničku točku rotacije oko atoma Cα. Tako "tvrde" peptidne veze ograničavaju broj konformacija koje može zauzeti polipeptidni lanac.
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Slika 4. Planarna peptidna grupa - prikaz kuteva
Kutevi rotacije oko Cα za N - Cα vezu se označavaju sa Φ (phi), a kutevi rotacije za  Cα – C vezu sa Ψ (psi). Oni su definirani sa 180° kada je polipeptid u u posve ispruženoj konformaciji i kada su sve peptidne grupe u istoj ravnini. U principu, Φ i Ψ mogu imati bilo koje vrijednosti između -180° i 180°, ali mnoge vrijednosti nisu dozvoljene zbog steričnih smetnji između atoma u kosturu polipeptida i atoma u sporednim lancima. Dozvoljene vrijednosti Φ i Ψ se mogu grafički prikazati ako prikažemo kut Ψ nasuprot kutu Φ. Takav se prikaz naziva Ramachandran prikaz, prema G. N. Ramachandranu koji je uveo takav prikaz dozvoljenih konformacija polipeptida.
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Slika 5. Ramachandran prikaz
Konformacije polipeptida su definirane vrijednostima kuteva Φ i Ψ. Dozvoljene konformacije su one čiji se kutevi rotacije nalaze unutar plavog područja na slici 5. Također, kutevi rotacije za svaku sekundarnu strukturu se nalaze na određenom području prikaza. 

Struktura proteina
Za tako velike makromolekule kao što su proteini, za analizu i razumijevanje njihove strukture, potrebno im je pristupiti s više razina, tako da su definirane 4 strukturne razine. To su: 
· primarna struktura 
Opisuje sve veze koje povezuju aminokiseline u lanac i tako stvarajući polipeptid. Najvažniji element primarne strukture je redoslijed svih aminokiselina u polipeptidu.

· sekundarna struktura
Opisuje stabilnu raspodjelu aminokiselina u polipeptidu i tako stvorene strukturne uzorke: 

· α helix

· β sheet

· β turn  - spaja krajeve dva susjedna segmenta antiparalelnih β sheet-ova

· tercijarna struktura
Potpuno pisuje trodimenzionalnu strukturu polipeptidnog lanca.  

· kvatenarna struktura

Kada protein ima više polipeptidnih podjedinica, njihov razmještaj u prostoru je opisan kvatenarnom strukturom.

3. UKLANJANE ŠUMA POMOĆU METODE PRAGA
Uklanjanje šuma metodom praga temelji se na na činjenici da wavelet transformacija komprimira energiju signala u relativno malen broj koeficijenata visokih vrijednosti. Preostali koeficijenti, malih vrijednosti, sadrže zanemarivu informaciju i mogu se izostaviti iz razmatranja bez gubitka informacije u signalu. Nakon postavljanja praga u neku određenu vrijednost, koeficijenti detalja koji su manji od zadane vrijednosti se postavljaju u nulu. Potom se izvršava rekonstrukcija na temelju modificiranih wavelet koeficijenata koja rezultira signalom očišćenim od šuma.

U ideanom slučaju, šum se manifestira kao bijeli šum, sa standardnom devijacijom σ =1.

Kod stvarnih signala ova pretpostavka najčešće ne vrijedi, pa je prije određivanja praga potrebno normalizirati promatrani signal x(n). Signal se normalizira tako da se svi njegovi uzorci podijele s procjenom standardne devijacije šuma.

Temeljna ideja metode praga  jest procijeniti nepoznatu funkciju f(n) iz signala x(n) tj. dobiti procjenu 
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 funkcije f(n) na način da se minimizira očekivana vrijednost srednje kvadratne pogreške: 
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Primjena praga
Postoje dva načina primjene praga: hard (tvrdi) i soft (meki). Kod tvrdog praga svim koeficijentima čija je apsolutna vrijednost manja od definiranog praga dodjeljuje se vrijednost nula; ostali koeficijenti ostaju nepromijenjeni. Primjenom mekog praga koeficijenti čija je apsolutna vrijednost veća od praga umanjuju se za vrijednost praga, dok se oni koeficijenti čija je apsolutna vrijednost manja od praga postavljaju u nulu. Ako vrijednost praga označimo s Τ, a wavelet koeficijent s w, tada će koeficijent na kojeg je primijenjen prag biti:
tvrdi prag:
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meki prag:
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Slika 6. Primjena tvrdog i mekog praga
Metode za odabir praga
U Matlabovom Wavelet Toolboxu definirane su četiri metode za odabir praga. To su:

· rigrsure prag

Ova adaptivna tehnika proračunava vrijednosti pragova na temelju karakteristika wavelet koeficijenata te primjenjuje principe Stein-ove procjene (eng: Stein’s Unbiased Risk Estimate – SURE). Vrijednosti pragova ovisne su o razinama dekompozicije.
SURE algoritam provodi se na slijedeći način: Apsolutne vrijednosti n wavelet koeficijenata na svakoj razini, {
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n-1)  sortiraju se po rastućem redoslijedu, kreirajući niz {
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Slijedi proračun težinskog niza {
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Prag se određuje na temelju minimalne vrijednosti niza {
[image: image24.wmf]i

r

}: nakon što se pronađe najmanja vrijednost, za prag se odabire wavelet koeficijent istog indeksa. 

SURE algoritam smatra se tehnikom koja “čuva” koeficijente.
· heursure prag

Ova metoda predstavlja kompromis između SURE tehnike koja “čuva” koeficijente i vizualne kalibracije, suprotne SURE metodi. Naime, ako se prag primjenjuje na signal s malim omjerom signal/šum, SURE metoda može rezultirati rekonstruiranim signalom koji također ima nizak SNR. Ako se ovakva situacija detektira, primjenjuje se vizualna kalibracija.
Vrijedi: 
Neka su {wi}, (0
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n-1) koeficijenti detalja i neka je vrijednost 
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Za razinu k; n=N/2k, kriterij za odabir praga, c, definira se kao:
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Ako je 
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 < c, tada se prag računa metodom vizualne kalibracije. U slučaju 
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 c, za prag se bira manji od pragova proračunatih vizualnom kalibracijom i SURE algoritmom.

· sqtwolog prag (vizualna kalibracija)
Ova metoda primjenjuje fiksne pragove koji se računaju neovisno o karakteristikama koeficijenata. Nakon što se signal normalizira, prag se za svaku razinu računa prema izrazu: 
sqrt(2*log(length(x)))
pri čemu x označava wavelet koeficijente na pojedinoj razini. Kad je potrebno dobiti  izglađenu rekonstrukciju, ova metoda daje najbolje rezultate. Međutim, postoji mogućnost preizglađivanja. Ovu je metodu najbolje koristiti kad se zna da je signal koji se želi rekonstruirati iz zašumljenog signala gladak.

· minimaxi prag

Ova metoda temelji se na minimax teoriji koja se koristi za računanje statističkih estimatora. Na svakom nivou dekompozicije primjenjuje se fiksni, prethodno izračunati prag, neovisan o karakteristikama promatranog signala. Prag se računa na temelju procjene minimalne vrijednosti maksimalne srednje kvadratne pogreške. Jednaki pragovi, ovisni o nivou dekompozicije, koriste se za sve signale. Minimax, kao i SURE metoda, “čuva” koeficijente, te se također primjenjuje u slučajevima kad se mali ali značajni detalji signala nalaze u rangu šuma. Međutim, također je vjerojatno da određena količina šuma ostane u rekonstruiranom signalu.

Skaliranje koeficijenata
U idealnom slučaju signal je zašumljen bijelim šumom, sa standardnom devijacijom koja je jednaka jedan. Za realne signale to najčešće nije slučaj. Zato je potrebno skalirati koeficijente prije primjene praga. 

Detalji dobiveni na prvom nivou dekompozicije predstavljaju koeficijente šuma sa standardnom devijacijom σ. Za skaliranje koristi se medijan apsolutne vrijednosti koeficijenata koji predstavlja estimaciju σ. Takva se estimacija koristi iz dva razloga: kako bi se izbjegli utjecaji rubova i kako bi bila točnija estimacija vrijednosti koeficijenata.  
U Matlabovom Wavelet Toolboxu postoje 3 opcije:

· 'one'

Opcija 'one' odgovara osnovnom modelu, i ne provodi skaliranje.

· 'sln'

Opcija 'sln'  definira skaliranje temeljeno samo na detaljima prve razine dekompozicije.
· 'mln'
Opcija 'mln' se koristi ako nemamo bijeli šum. Tada je potrebno skalirati prag sa estimacijom koja ovisi o svakoj razini dekompozicije. 
4. RAD U MATLABU
Korišteni kutevi rotacije dobiveni su primjenom programa pdb2xyz koji iz pdb-a "izvlači" prostorne koordinate i funkcije xyz2phipsi koja iz prostornih koordinata izračunava kuteve rotacije za određeni protein.
Algoritam za uklanjanje šuma iz diskretnog signala: 

1. Dekompozicija signala:

Potrebno je odabrati vrstu waveleta i nivo dekompozicije N, te izvršiti dekompoziciju odnosno proračunati wavelet koeficijente na svim nivoima .

Odabrana je SWT transformacija na 4 nivoa i Haarov wavelet, zbog njegove jednostavnosti. Transformacija se vrši nad kutovima phi i psi, koji su predstavljeni kao kompleksni broj:

phipsi = phi + i * psi
Zbog izvođenja transformacije nad vektorom kompleksnih brojeva, potrebno je konjugirati dobivene koeficijente.

2. Primjena praga na wavelet koeficijente:

Na svakoj razini dekompozicije odabiru se vrijednosti praga nakon čega se prag primjeni na koeficijente detalja. Potrebno je odrediti metodu odabira praga, način skaliranja koeficijenata i način na koji primijeniti prag.
3. Rekonstrukcija signala:

Računa se inverzna transformacija na temelju originalnih koeficijenata aproksimacije N-te razine i koeficijenata detalja na svim razinama, modificiranih primjenom praga.
Nakon izvršene inverzne transformacije ISWT kompleksni rezultat potrebno je razložiti na kuteve phi_clean i psi_clean koji su ulazi u funkciju ProtRefold koja na osnovu tih kuteva izračunava nove prostorne koordinate i upisuje iz u pdb file, i takoreći ponovno "folda" protein. 

Usporedbom u nekom alatu koji prikazuje trodimenzionalnu strukturu proteina (npr. Swiss PDB Viewer) moguće je uočiti utjecaj denoisinga nad kutevima rotacije. 
5. REZULTATI

Ovaj algoritam je korišten za proteine koji se sastoje od samo jednog lanca, radi jednostavnije izvedbe. Uklanjanje šuma prikazano je za protein 2FE-2S ferrdoxin dobiven iz Haloarcula Marismortui [image: image32.png]


čiji je pdb ID 1DOI. 
Za procjenu estimacije šuma uzeta je opcija 'mln' jer je potrebno izvršiti skaliranje praga na svakoj razini dekompozicije. Također, uzet je tvrdi prag, 'h'.
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Slika 7. Prikaz 3D strukture za 1DOI
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Slika 8. Ramachandran prikaz za 1DOI
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Slika 9. Prikaz vrijednosti kuteva rotacije za 1DOI

tptr: 'minimaxi'
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Slika 10. Prikaz aproksimacija i detalja
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Slika 11. Prikaz aproksimacija i detalja nakon primjene praga
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Slika 12. Signal očišćen od šuma
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Slika 13. Usporedba stvarnog i rekonstruiranog proteina
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Slika 14. Usporedba 3D struktura
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Slika 15. Ramachandran prikaz za minimaxi metodu
tptr: 'sqtwolog'
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Slika 16. Prikaz aproksimacija i detalja
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Slika 17. Prikaz aproksimacija i detalja nakon primjene praga
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Slika 18. Usporedba originalnog i rekonstruiranog proteina
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Slika 19. Ramachandran prikaz za sqtwolog metodu
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Slika 20. Usporedba 3D struktura za sqtwolog metodu
tptr: 'rigrsure'
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Slika 21. Prikaz detalja i aproksimacija
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Slika 22. Prikaz detalja i aproksimacija za očišćeni signal
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Slika 23. Usporedba originalnog i rekonstruiranog proteina
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Slika 24. Usporedba 3D struktura
[image: image51.png]i

180
120

£l

&0

El

P 0
a

&0

t
120
180

180,

Tdai

e th 150
S I

- 90

+ - 60

! ot

o 0
Sl x

R ot

ot
b
I

*

80150120 -90 60 -30 0 30 60 90 120 150 mnmn

Phi





Slika 25. Ramachandran prikaz za rigrsure metodu

tptr: 'heursure'
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Slika 26. Prikaz aproksimacija i detalja
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Slika 27. Prikaz aproksimacija i detalja za očišćeni signal
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Slika 28. Usporedba 3D struktura
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Slika 29. Ramachandran prikaz za heursure metodu
6. ZAKLJUČAK

Ideja ovog projekta je bila da na osnovu kuteva rotacije dobivenih iz tercijarne strukture proteina, pomoću korištenja wavelet transformacije,odrediti vrijednosti praga za koje će se preko novih vrijednosti kuteva rotacije sekundarna struktura moći smatrati idealnom. Prag je bilo potrebno odrediti i primijeniti zbog toga što je moguće da je određivanje iznosa prostornih koordinata bilo podložno pogreškama, što onda izravno utječe na iznos kuteva rotacije, pa tako i na sekundarnu struturu.

Iz dobivenih rezultata može se zaključiti da je metoda 'heursure' davala jednake rezultate kao i metoda 'rigrsure', kao i da postoji značajna razlika između metoda 'sqtwolog' i 'minimaxi'. 
Ovaj je algoritam određivanja praga moguće (pa čak i potrebno) doraditi i produbiti jer u obzir nisu uzeti problemi rubnih dijelova, kao i određivanje praga pomoću mekog praga. Također, pošto su ove metode određivanja praga statističke, problemi nastaju zbog malog broja uzoraka. Vektor kuteva rotacije imao je 218 elemenata što je premalo za točno određivanje koeficijenta skaliranja. Potrebno je razviti metode koje se ne temelje na statistici.
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8. DODATAK – KOD PROGRAMA

%% ======================================================= %%
%%                  glavni program




%%
%% ======================================================= %%
close all
clear all
clc
% Ucitavanje, ekstrapolacija broja uzoraka
proteinName = '1doi ' % ime proteina
[phi, psi, C, inStruct] = xyz2phipsi([proteinName '.xyz']);
N = 4;
len = length(phi(:,1)); 
% Uklanjanje zadnjeg NaN -a iz psia
if isnan(psi(len,1))
    psi(len,1) = 0;
end
phix = zeros((2^N)*ceil(len/(2^N)),1); 
psix = zeros((2^N)*ceil(len/(2^N)),1);
phix(1:len) = phi(:,1); 
psix(1:len) = psi(:,1);
figure, title('pocetni signal');
subplot(1,2,1), stem(phix)
subplot(1,2,2), stem(psix)
phipsix = complex(phix,psix);
[PHIPSIA, PHIPSID] = swt(phipsix, N, 'haar');
PHIPSIA = conj(PHIPSIA);
PHIPSID = conj(PHIPSID);
figure, % prikaz PHIPSI wavelet dekompozicije
subplot(4,2,1), stem(abs(PHIPSIA(1,:))), title('PHIPSI'), subplot(4,2,2), stem(abs(PHIPSID(1,:))), title(proteinName)
subplot(4,2,3), stem(abs(PHIPSIA(2,:))), 

subplot(4,2,4), stem(abs(PHIPSID(2,:)))
subplot(4,2,5), stem(abs(PHIPSIA(3,:))), 

subplot(4,2,6), stem(abs(PHIPSID(3,:)))
subplot(4,2,7), stem(abs(PHIPSIA(4,:))), 

subplot(4,2,8), stem(abs(PHIPSID(4,:)))
% tptr = 'rigrsure';
% tptr = 'heursure';
% tptr = 'sqtwolog';
tptr = 'minimaxi';
% sorh = 's';
sorh = 'h';
% scal = 'one';
% scal = 'sln';
scal = 'mln'; 
switch scal
  case 'one' , s = ones(1,N-1);
  case 'sln' , s = ones(1,N-1)*noise_est(PHIPSID,1);
  case 'mln' , s = noise_est(PHIPSID,N-1);
end
for k = 1:N-1
    if tptr=='sqtwolog' | tptr=='minimaxi'
        thr = thselect(PHIPSID(k,:),tptr)
    else
        if s(k) < sqrt(eps) * max(PHIPSID(k,:))
            thr = 0;
        else
            thr = thselect(PHIPSID(k,:)/s(k),tptr)
        end
    end                                               
    thr      = thr * s(k);                           % skaliranje praga
    PHIPSID(k,:) = cwthresh(PHIPSID(k,:),sorh,thr);  % thresholding
end
figure, % prikaz ociscene PHIPSI wavelet dekompozicije
subplot(4,2,1), stem(abs(PHIPSIA(1,:))), title('PHIPSI clean'), subplot(4,2,2), stem(abs(PHIPSID(1,:))), title(proteinName)
subplot(4,2,3), stem(abs(PHIPSIA(2,:))), 

subplot(4,2,4), stem(abs(PHIPSID(2,:)))
subplot(4,2,5), stem(abs(PHIPSIA(3,:))), 

subplot(4,2,6), stem(abs(PHIPSID(3,:)))
subplot(4,2,7), stem(abs(PHIPSIA(4,:))), 

subplot(4,2,8), stem(abs(PHIPSID(4,:)))
phipsi_clean = iswt(PHIPSIA(end,:), PHIPSID, 'haar');
phi_clean = real(phipsi_clean);
psi_clean = imag(phipsi_clean);
phi_clean = phi_clean(1:len);
psi_clean = psi_clean(1:len);
figure, 
subplot(1,2,1), stem(abs(phipsix))
subplot(1,2,2), stem(abs(phipsi_clean))
figure,
subplot(1,2,1), stem(phi_clean)
subplot(1,2,2), stem(psi_clean);title('ocisceni signal');
%Rekonstrukcija pdb file-a
[pos, pdb] = ProtRefold([proteinName '.pdb'],phi_clean,psi_clean,C,inStruct{1},'*');
%% =================================== %%
%%   estimacija standardne devijacije
%% =================================== %%
function stdc = noise_est(c, num)
stdc = zeros(1, num);
for k = 1 : num
    stdc(k) = median(abs(c(k,:)))/7;
end
%% =================================== %%
%%   thresholdiranje koeficijenata
%% =================================== %%
function y = cwthresh(x,sorh,t)

switch sorh
  case 's'
    tmp = (abs(x)-t);
    tmp = (tmp+abs(tmp))/2;
    y   = exp(j * angle(x)).*tmp;
  case 'h'
    y   = x.*(abs(x)>t);
  otherwise
    error('Invalid argument value.')
end














































































































































































PAGE  
15

_1231264127.unknown

