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Моjоj породици



Наслов мастер рада: Развоj веб апликациjе за предикциjу и метапредикциjу
Т-ћелиjских епитопа

Резиме: Имуноинформатика (енгл. immunoinformatics) jе дисциплина био-
информатике коjа укључуjе примену рачунарских метода у решавању имуно-
лошких проблема. Jедан од изазова имуноинформатике представља предик-
циjа Т-ћелиjских епитопа. Т-ћелиjски епитопи су врло значаjне супстанце (по
структури протеини), одговорне за имунитет организма. Наиме, епитоп jе део
антигена, а антиген jе било коjа супстанца коjа може да изазове имуни одго-
вор. Дакле, епитоп или антигентска детерминанта jе структурна компонента
антигена (низ аминокиселина) коjу препознаjу ћелиjе имуног система, нарочито
антитела и рецептори на Б-ћелиjама и Т-ћелиjама.

Идентификациjа епитопа, поготово оних коjи су карактеристични за тумор-
ске ћелиjе, од круциjалне jе важности у дизаjнирању вакцина и персонали-
зованоj туморскоj имунотерапиjи. Експерименталне методе за препознавање
Т-ћелиjских епитопа су веома скупе и временски захтевне, што jе условило
потребу за развоjем рачунарских метода за њихову предикциjу.

Главни циљ рада jе развоj веб апликациjе коjа комбинуjе неколико посто-
jећих предикционих алата коjе корисник може да покреће са жељеним пара-
метрима. Као улаз, веб апликациjа користи примарну секвенцу протеина, а
као излаз, на основу одабраног предиктора, приказуjе коjи су делови протеина
препознати као епитопи и са коjим скором. У оквиру веб апликациjе jе такође
имплементиран и нови алат за метапредикциjу епитопа.

Кључне речи: Т-ћелиjски епитоп, предикциона метода, имуноинформатика
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Глава 1

Увод

Научна заjедница jе преплављена огромном количином биолошких података
из различитих биолошких дисциплина. Како технике секвенцирања људског
генома нове генерациjе (енгл. next-generation sequencing) све више напредуjу,
тако се нагомилава количина доступних информациjа о људском геному. Те ин-
формациjе су од огромног значаjа и захтеваjу напредне рачунарске алгоритме
и алате коjи ће их обрађивати. Између осталог, и имуноинформатичке базе
података се константно унапређуjу у циљу прилагођавања оваквоj експанзиjи
података [20].

Главни циљ имуноинформатике jесте да разуме и организуjе ту огромну
количину података служећи се математичким и рачунарским методама у циљу
добиjања имунолошки смислених интерпретациjа тих података. Те рачунарске
методе базираjу се на статистици и машинском учењу и у стању су да моделуjу
молекуларне интеракциjе и механизме имуног система.

У раду ће бити речи о jедном од изазова имуноинформатике - предикциjи Т-
ћелиjских епитопа. Епитоп jе, наиме, део антигена изложен на површини ћелиjе
у коjоj се таj антиген синтетише и коjи захваљуjући своjоj позициjи може бити
препознат од стране ћелиjа имуног система. На пример, секвенцирањем генома
човека коjи има тумор могу се добити информациjе о мутациjама специфичним
за тог човека. На основу њих можемо добити информациjе о антигенима коjи
су по структури протеини и коjи настаjу услед тих истих мутациjа коjе су узро-
ковале тумор, а самим тим и о епитопима коjе имуни систем може да препозна,
а затим и уништи такве „лоше ћелиjе”. Захваљуjући информациjама коjе доби-
jамо секвенцирањем људског генома, егзома и РНК секвенцирањем, могуће jе
са великом прецизношћу добити информациjе о таквим епитопима.
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ГЛАВА 1. УВОД

Овакав развоj доводи до нових концепата у дизаjнирању вакцина саставље-
них од изолованих епитопа коjи могу да стимулишу специфичне имуне одго-
воре. У односу на традиционални приступ где се при прављењу вакцина гаjе
одговараjући патогени у лабораториjским условима, овакав приступ има пред-
ност jер jе бржи и jефтиниjи. Како би овакав приступ уопште био могућ, по-
требно jе узети у обзир потенциjалне протеинске продукте и идентификовати
оне коjи могу бити имуногени, односно оне коjи су способни да изазову имуни
одговор [19]. У овом контексту, биоинформатика игра кључну улогу у анализи
људских генома и препознавању одговараjућих епитопа.

Наиме, у раду ће бити представљени различити алати за предикциjу Т-
ћелиjских епитопа. Алати су бесплатни за академске кориснике и могу се пре-
узети са веб стране Центра за анализу биолошких секвенци Техничког Уни-
верзитета у Данскоj [3]. Централна тема рада jе развоj веб апликациjе коjа
укључуjе 5 различитих предикционих алата и омогућава њихово покретање са
различитим параметрима. Веб апликациjа такође садржи и нови, тзв. „мета”
метод (метапредиктор) коjи комбинуjе резултате ових алата и врши коначну
предикциjу на основу различитих гласачких шема.

Након уводног поглавља, у глави 2 дат jе кратак приказ основних имуноло-
шких поjмова и механизама. Затим су у глави 3 обjашњене методе на коjима
алати за предикциjу Т-ћелиjских епитопа почиваjу, а након тога, у глави 4,
описани су сами алати и начин на коjи раде. У глави 5 приказана jе развиjена
апликациjа и њене функционалности. У глави 6 дат jе осврт на постигнуте
резултате и могућа унапређења.
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Глава 2

Основи имунологиjе

У овом поглављу дат jе преглед основних имунолошких поjмова неопходних
за разумевање начина на коjи функционишу предикциони алати. На самом
почетку биће речи о антигенима и антителима, затим о лимфоцитима као наj-
важниjим ћелиjама људског имуног система и на краjу о протеинима главног
комплекса хистокомпатибилности коjи играjу кључну улогу у излагању делова
антигена - епитопа на површину ћелиjе и без коjих не би било могуће препо-
знавање епитопа од стране ћелиjа имуног система.

2.1 Антигени и антитела

Антиген jе сваки молекул коjи може да изазове имуни одговор, односно било
коjа супстанца коjа може да изазове имуни систем да ствара антитела против
ње. Они су по структури протеини, прецизниjе липопротеини, гликопротеини,
нуклеопротеини или полисахариди велике молекулске масе [7]. Антигени су
основа стеченог имунитета, jер се он развиjа тек након инициjалног уласка раз-
них микроорганизама, токсина и других страних тела у организам. Механизам
помоћу ког тело препознаjе ову инициjалну инвазиjу заснива се управо на при-
суству антигена и њиховом препознавању. Као резултат jавља се имуни одговор
[7].

Антитело (енгл. antibody) jе гликопротеин коjи се производи као резултат
стимуланса антигена. Свако антитело jе направљено од стране имуног система
тако да препознаjе антиген након што су ћелиjе имуног система дошле у контакт
с њим [6]. На слици 2.1 може се видети интеракциjа антигена и антитела.
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ГЛАВА 2. ОСНОВИ ИМУНОЛОГИJЕ

Слика 2.1: Интеракциjа антигена и антитела

2.2 Лимфоцити

Да бисмо могли да представимо механизме имуног одговора, неопходно jе
навести основне карактеристике белих крвних зрнаца, односно лимфоцита, као
jедноj од две основне врсте белих крвних зрнаца. Лимфоцити имаjу одбрам-
бену улогу тако што производе антитела и на таj начин учествуjу у имуном
одговору. Постоjе три основне групе лимфоцита коjе се разликуjу и морфоло-
шки и структурално: Б-ћелиjе, Т-ћелиjе и тзв. ћелиjе природне убице (енгл.
natural killer cells) [9].

Функциjа Б- и Т-ћелиjа jе да препознаjу антигене у току процеса коjи се
назива излагање антигена. Jедном кад их препознаjу, ове ћелиjе генеришу спе-
цифичне одговоре коjи су организовани тако да елиминишу патогене или ћелиjе
коjе су захваћене патогеном. Б-ћелиjе реагуjу на патогене тако што производе
велику количину антитела коja неутралишу стране обjекте као што су бактериjе
и вируси. Као одговор на патогене, неке Т-ћелиjе производе цитокине - про-
теине коjи регулишу или помажу активни имуни одговор и те ћелиjе називамо
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ГЛАВА 2. ОСНОВИ ИМУНОЛОГИJЕ

Т-помоћним ћелиjама. С друге стране, постоjе и цитотоксичне Т-ћелиjе. Oне
испуштаjу токсична зрнца коjа садрже моћне ензиме. Ти ензими су способни да
униште ћелиjе заражене неким патогеном или туморске ћелиjе. Што се ћелиjа
природних убица тиче, о њима се наjмање зна и сматра се да би могле бити
одговорне за спречавање размножавања страних ћелиjа, посебно туморских [9].

2.3 Главни комплекс хистокомпатибилности

Како бисмо комплетирали основе имунологиjе, неопходно jе представити и
главни комплекс хистокомпатибилности (енгл. major histocompatibility complex -
MHC ). Наиме, ради се о скупу протеина на површини ћелиjе кодираних великом
породицом гена коjи контролишу главни део имуног система свих кичмењака
тако што препознаjу стране молекуле. Главна функциjа MHC молекула je да се
вежу за антигене коjи се налазе у ћелиjи и да их прикажу на површини ћелиjе
како би их одговараjуће Т-ћелиjе препознале. Сваки MHC ген има необично
велики броj алела. Aлели су различити облици jедног истог гена, тако да се
из тог разлога каже да су MHC гени jако полиморфни - кодираjу велики броj
различитих протеина. Протеини кодирани од стране MHC гена се код људи
називаjу људски леукоцитни антигени (енгл. human leucocyte antigen - HLA).

За потребе овог истраживања од интереса су антигени коjи су по своjоj
структури протеини, тако да ћемо у наставку, када говоримо о антигенима,
заправо подразумевати да говоримо о антигенима коjи су по свом саставу про-
теини.

У ћелиjама се протеини константно синтетишу и деградираjу. Ти протеини
могу бити синтетисани од стране самог организма домаћина, али и од стране
других биолошких ентитета. Антигени могу бити ћелиjски (енгл. self ) или
ванћелиjски (енгл. non self ). Ћелиjски антигени су они коjи се нормално син-
тетишу у ћелиjи и нису штетни по ћелиjу, док су ванћелиjски антигени они
коjи припадаjу нпр. бактериjама или вирусима. Врло jе важно да имуни си-
стем може да их разликуjе, како би знао на коjе од њих треба да реагуjе и
како не би уништавао здраве ћелиjе организма домаћина. На површину ћелиjе
никад се не излажу цели антигени, већ само делови антигена, односно кратке
пептидне секвенце величине наjчешће од 8 до 11 аминокиселина. Сваки MHC
молекул на ћелиjскоj површини приказуjе молекуларну фракциjу протеина, од-
носно пептид, такозвани епитоп. Епитоп jе дакле, антигенска детерминанта,
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ГЛАВА 2. ОСНОВИ ИМУНОЛОГИJЕ

односно део антигена за коjи могу да се вежу антитела, Б- или Т-ћелиjе.
MHC молекули се деле на 3 класе [20]:

1. MHC молекули класе I се могу наћи у свим ћелиjама и излажу епитопе
цитотоксичним Т-ћелиjама. Цитотоксичне Т-ћелиjе поред своjих цито-
токсичних Т-ћелиjских рецептора експримираjу и тзв. CD8 рецепторе.
Када се Т-ћелиjа своjим CD8 рецептором веже за MHC молекул класе I
и ако се притом Т-ћелиjски цитотоксични рецептор веже за епитоп коjи
MHC молекул излаже, у том случаjу ће цитотоксична Т-ћелиjа изазвати
програмирану смрт ћелиjе на чиjоj je површини оваj комплекс MHC моле-
кул/пептид изложен. MHC класа I се код људи састоjи од HLA-A, HLA-B
и HLA-C гена. Захваљуjући информациjама коjе добиjамо секвенцира-
њем људског генома, егзома и РНК секвенцирањем могуће jе са великом
прецизношћу добити информациjе о HLA типовима пациjента. Сваки чо-
век носи два алела за сваки од HLA типова класе I (HLA-A, HLA-B и
HLA-C ), тако да свака особа може да експримира шест различитих MHC
I типова.

2. MHC молекули класе II су присутни само у ћелиjамa коjе излажу ан-
тигене, нпр. дендритским ћелиjама или макрофагама коjе обавештаваjу
Т-помоћне ћелиjе да jе страно тело ушло у организам, а коjе затим иза-
зиваjу активни имуни одговор од стране осталих ћелиjа имуног система.
Они реагуjу са CD4 рецепторима коjи су присутни на Т-помоћним ћели-
jама.

3. MHC молекули класе III су разни протеини коjи немаjу везе са антиген-
ским процесирањем и излагањем.

На слици 2.2 дат jе приказ имуног одговора Т-ћелиjа.

2.4 Процеc излагања антигена

Пошто су нам од интереса Т-ћелиjски епитопи коjи се везуjу за MHC мо-
лекуле класе I, у наставку ће бити описан начин на коjи се они излажу на
површину ћелиjе. Важно jе напоменути да се оваj процес разликуjе од процеса
везивања пептида за MHC молекуле класе II.
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ГЛАВА 2. ОСНОВИ ИМУНОЛОГИJЕ

Слика 2.2: Имуни одговор Т-ћелиjа

Антигене, коjи су по саставу протеини, протеозоми у ћелиjскоj цитоплазми
разграђуjу на више мањих пептида. Након тога, долази до пребацивања пеп-
тида у ендоплазматични ретикулум од стране посебних протеина, тзв. транс-
портера повезаних са антигенским процесирањем (ТАП). У ендоплазматичном
ретикулуму пептиди се повезуjу са MHC молекулима класе I коjи се ту синте-
тишу. Таj комплекс MHC -I/пептид улази у Голџиjев апарат где се подвргава
одређеним ензиматским процесима након чега га обухвата секреторна везикула
коjа се стапа са ћелиjском мембраном и излаже на ћелиjскоj мембрани ода-
кле може да интерагуjе са Т-ћелиjама. На слици 2.3 дат jе сликовит приказ
излагања антигена посредством MHC молекула класе I [10].

Jачина везе између пептида иMHC молекула - тзв. афинитет (eнгл. affinity)
се мери помоћу константе дисоциjациjе (Kd). У хемиjи, биохемиjи и фармаколо-
гиjи, константа дисоциjациjе jе специфични тип константе равнотеже коjи мери
склоност обjекта да се реверзибилно раздвоjи у мање компоненте [8]. Примери
дисоциjациjе су раздваjање хемиjског комплекса у молекуларне компоненте.
Нека су [P ], [M ] и [PM ] редом моларне концентрациjе пептида, MHC молекула
и њиховог комплекса. Тада се одговараjућа константа дисоциjациjе израчунава
као:
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ГЛАВА 2. ОСНОВИ ИМУНОЛОГИJЕ

Кd =
[P ][M ]

[PM ]

Константа дисоциjациjе се изражава у моларима (mol/L) и одговара концен-
трациjи лиганда (у овом случаjу пептида) при коjоj jе концентрациjа протеина
(MHC молекула) са везаним пепитидом jеднака концентрациjи MHC молекула
без везаног пептида. Што jе константа дисоциjациjе мања, jачи jе афинитет
између пептида и MHC молекула, тj. већа jе концентрациjа комплекса моле-
кула [PM ] у односу на концентрациjе поjединачних супстанци [P ] и [M ]. На
пример, пептид са наномоларном (nM) константом дисоциjациjе се jаче везуjе
за одређени MHC молекул него пептид са микромоларном (µМ) константом
дисоциjациjе [8]. Ова мера се користи и у алатима за предикциjу епитопа.

Слика 2.3: Излагање антигена посредством MHC молекула класе I

Неоантигени су антигени кодирани од стране туморских гена. Када го-
воримо о неоантигенима, мислимо на протеине коjи су услед неких мутациjа
променили своjу структуру, односно код коjих jе дошло до промене у jедноj
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или више аминокиселина. Пошто се ради о протеинима коjи су се раниjе (пре
мутациjа) нормално синтетисали у ћелиjама и као такви нису били предмет
прeпознавања ћелиjа имуног система, зовемо их новим (нео) антигенима. Ова-
кви протеини изложени су од стране молекула MHC класе I и MHC класе II
на површини туморских ћелиjа, тако да цитотоксичне Т-ћелиjе онда могу да
препознаjу овакве антигене и да униште туморске ћелиjе.

Студиjе у последњих пар година показуjу кључну улогу неоантигена у ту-
морскоj имунотерапиjи. Наjновиjе технологиjе секвенцирања људског генома
напредуjу у циљу што бржег идентификовања мутациjа ткива захваћених ту-
мором, тако да се данас захваљуjући постоjећим рачунарским алатима може
открити много о пептидним секвенцама, односно епитопима коjи потичу од
тако мутиране ДНК. Сазнање о таквим епитопима нам омогућава обећаваjућу
циљану туморску имунотерапиjу. У наставку ће бити дат преглед рачунарских
метода и техника коjе детектуjу ове епитопе.
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Глава 3

Предикционе методе

Предикциjа Т-ћелиjских епитопа jе нарочит изазов због високог степена по-
лиморфизма MHC региона и огромне количине података коjа jе последица
различитости и комплексности самих корака при генерисању и излагању Т-
ћелиjских епитопа о коjима jе већ било речи у поглављу 2.4. Броj познатих
HLA алела jе порастао са 1000 у 1998. години до преко 13 000 у 2015. години
[12]. Од огромног броjа различитих пептида коjи могу да буду генерисани од
стране jедног патогена, jако jе мали проценат оних коjи заиста могу да изазову
имуни одговор. Процењуjе се да jе таj броj 1 у 2000 или 1 у 5600 [2]. Овако
мали броj могућих имуногених пептида jе последица три кључна корака: се-
чења протеина и транспорта добиjених пептида у ендоплазматични ретикулум,
затим везивања за MHC молекул и њиховог препознавања од стране цитоток-
сичних Т-ћелиjа.

Када jе у питању предвиђање епитопа, главни циљ jе истражити склоности
антигенског пептида ка везивању за MHC молекуле (енгл. binding affinity), jер
jе то наjрестриктивниjи корак од претходна три поменута. Само 1 пептид од
40-200 пептида веже се за специфични MHC молекул са довољним афинитетом
коjи може да изазове имуни одговор [2]. Врло jе важно напоменути да се сви
Т-ћелиjски епитопи добро вежу за MHC молекуле, али ниjе сваки пептид коjи
се добро веже за MHC молекул у исто време и Т-ћелиjски епитоп [5].

Експерименталне технике за препознавање Т-ћелиjских епитопа су се пока-
зале као скупе, временски захтевне и неефикасне и због тога су развиjене броjне
рачунарске (енгл. in silico) методе коjе могу да моделуjу имунолошке процесе.
Jедан од начина да се унапреди читав процес откривања потенциjалних епитопа
jесте да се прво изврше предикциони алати коjи ће дати листу наjвероватниjих
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пептида коjи представљаjу епитопе, а онда да се експериментално посматра таj
мањи скуп потенциjалних епитопа [2].

Развиjени су многи алати за предикциjу Т-ћелиjских епитопа, многи од њих
се и даље унапређуjу, а многи од њих су доступни на различитим веб серверима.
Ти алати почиваjу на више различитих принципа и делe сe на директне и ин-
директне. Директни алати раде тако што узимаjу у обзир тродимензионалну
структуру протеина или нуклеотидне секвенце протеина. Они посматраjу ам-
фипатичност пептида, затим обрасце или мотиве (енгл. motifs) - специфичне
секвенце коjе су карактеристичне за места везивања пептида и MHC молекула.
Проблем са оваквим алатима jе таj што нису довољно прецизни и даjу велики
проценат лажних позитива. С друге стране, индиректне методе се базираjу на
статистици, неуронским мрежама, методама потпорних вектора, итд. За ал-
горитме коjи су засновани на неуронским мрежама показало се да предвиђаjу
епитопе са наjвећом тачношћу [20].

3.1 Директне методе

У даљем тексту биће приказани наjчешћи директни приступи у предикциjи
Т-ћелиjских епитопа. Они се, дакле, ослањаjу на анализу секвенци аминокисе-
лина из коjих се пептиди састоjе, као и на анализу структуре пептида за коjе
се врше предикциjе. Биће речи о амфипатичности, приступу заснованом на
мотивима и квантитативним матрицама.

Амфипатичност

Амфипатичност се односи на своjство молекула да у исто време испоља-
ваjу хидрофилна (воле воду, раствараjу се у води) и хидрофобна (не воле воду,
одбиjаjу се од воде) своjства. Амфипатични региони могу бити присутни код
протеина, као и код пептида. Т-ћелиjски епитопи могу формирати амфипа-
тичне структуре код коjих се хидрофобични региони периодично понављаjу, те
се та особина може користити при предикциjи потенциjалних епитопа. Важно
jе имати у виду да ниjе свака таква структура потенциjални епитоп [20].
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Приступ заснован на мотивима

Оваj приступ jе наjстариjи, али и наjшире коришћен метод предвиђања епи-
топа. Базира се на налажењу одређених региона на нуклеотидним секвенцама
коjи садрже позната места везивањаMHC молекула и пептида. Наиме, пептиди
коjи се везуjу за MHC молекуле садрже одређене аминокиселине на одређеним
позициjама и таква места називамо мотивима. Мотив присутан у пептиду коjи
се веже за jедан MHC молекул се може разликовати од мотива на пептиду коjи
се везуjе за неки другиMHC молекул. Алати коjи раде по овом принципу функ-
ционишу тако што траже познате мотиве у датоj протеинскоj секвенци, а затим
генеришу листу мотива за дати протеин. Такви мотиви се онда кластеруjу и
врши се предикциjа епитопа у зависности од релативне заступљености мотива
у датоj протеинскоj секвенци. Неки алати узимаjу у обзир и амфипатичност
и мотиве. При оваквим предикциjама, могу се узети у обзир и аминокиселине
коjе су непожељне на неким позициjама у протеину. Наиме, постоjе алгоритми
коjи раде по принципу бодовања. Свакоj аминокиселини на одређеноj позициjи
у оквиру пептида се додељуjе одређена вредност у зависности од њене фре-
квенциjе у експериментално потврђеним епитопима или везуjућим пептидима
(коjи не мораjу нужно да представљаjу епитопе). Та вредност може да варира
од високе позитивне вредности - нпр. 15, коjа представља идeалну вредност,
малих позитивних вредности - нпр. 1, до негативних вредности коjе означаваjу
да jе нека аминокиселина непожељна на тоj позициjи у пептиду. Вредности на
свим позициjама се сумираjу и даjу краjњу вредност пептида на основу коjе се
даље врши предикциjа [20].

Квантитативне матрице

Квантитативне матрице (енгл. quantitative matrix ) приказуjу квантитативну
вредност квалитативних информациjа/података. Те матрице су заправо тежин-
ске матрице коjе за сваку аминокиселину на одређеноj позициjи у пептиду са-
држе њен допринос у коначноj предикционоj вредности везивања тог пептида
заMHC молекул. Такве матрице постоjе за различитеMHC молекуле. Кванти-
тативна матрица садржи вредност коjа означава утицаj (пожељан, неутралан
или непожељан) одређене аминокиселине на некоj позициjи на везивање тог
пептида за одређени MHC молекул. Алгоритми коjи користе квантитативне
матрице деле протеин на преклапаjуће фрагменте (пептиде) одређене дужине.
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Ако се, на пример, одабере дужина 10, онда ће свакоj аминокиселини у пептиду
дужине 10 бити додељен одређени коефициjент у зависности од вредности те
аминокиселине на одређеноj позициjи у квантитативноj матрици. Краjња вред-
ност за пептид се добиjа сабирањем или множењем коефициjената свих ами-
нокиселина у пептиду и за пептиде коjи имаjу вредност већу од неког задатог
параметра се сматра да ће да се вежу за MHC молекул [20]. На слици 3.1
приказана jе jедна таква матрица.

Слика 3.1: Пример квантитативне матрице

3.2 Индиректне методе

Индиректне методе се базираjу на машинском учењу и статистици. У даљем
тексту ће бити речи о неуронским мрежама и методи потпорних вектора.
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Неуронске мреже

Неуронске мреже (енгл. artificial neural networks) представљаjу метод ма-
шинског учења способан да уочи нелинеарности међу подацима. Оне могу да
буду трениране тако да практично науче карактеристике одговараjућих обра-
заца (тренинг скуп података) и да се након тога користе да препознаjу сличне
обрасце у новим подацима. Неуронска мрежа се састоjи од одређеног броjа по-
везаних чворова (процесних елемената) коjе називамо вештачким неуронима.
Чворови могу бити повезани у више слоjева. Обично постоjи jедан улазни слоj,
jедан или више средишњих (скривених) слоjева и jедан излазни слоj. Улазни
слоj jе jедини коjи прима податке из спољашње средине. Следећи (скривени)
слоj(еви) прослеђуjу релевантне податке до излазног слоjа где добиjамо ко-
начан резултат. Средишњи слоjеви се наjчешће састоjе из неурона коjи могу
бити повезани на такав начин да што боље осликаваjу обрасце у тренинг пода-
цима. Док неуронска мрежа учи обрасце коjи су присутни у тренинг подацима,
она формира одговараjуће везе међу чворовима и додељуjе им одговараjуће
тежине. Неуронска мрежа може успешно да препозна одговараjуће обрасце у
тест подацима, али исто тако може и да направи грешке. Те грешке се могу
редуковати ажурирањем тежина између чворова мреже. Неуронске мреже се
користе у разне сврхе, као што су предикциjе генских експресиjа, секундарних
структура протеина, Б- и Т-ћелиjских епитопа итд. Неуронске мреже коjе се
тренираjу у циљу предикциjе T-ћелиjских епитопа обично као улазне чворове
имаjу секвенцу аминокиселина, а као излазни слоj обично имаjу jедан чвор коjи
за улазну секвенцу аминокиселина каже да jесте епитоп или ниjе епитоп [20].

Метод потпорних вектора

Метод потпорних вектора (енгл. support vector machines) jе jош jедан од ме-
тода надгледаног машинског учења са jаком статистичком основом. Оваj метод
такође учи и препознаjе обрасце коjи су присутни у подацима. За дати скуп тре-
нинг података, од коjих сваки податак има обележjе категориjе коjоj припада,
метод прави модел коjи нове податке сврстава у jедну од категориjа. Подаци се
представљаjу као вектори и ако се налазе у дводимензионалном простору, онда
се раздваjаjу правом у две категориjе, а ако су пак представљени као тачке у
вишедимензионалном простору, онда jе потребна хиперраван коjа ће их раздво-
jити у категориjе. Нови подаци се мапираjу у простор истих димензиjа као и
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тренинг подаци и додељуjе им се категориjа у зависности са коjе стране праве
или хиперравни се налазе. Метод потпорних вектора има широку примену у
модерноj биологиjи. Користи се, на пример, у анализи генских експресиjа у
нормалним и туморским ћелиjама да издвоjи гене коjи се експримираjу само
у туморским ћелиjама. Такође, може се користити и у идентификовању Т-
ћелиjских епитопа међу многим пептидима коjи нису епитопи [20].
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Глава 4

Предикциони алати

Предиктори за MHC молекуле класе I су врло ефикасни, покриваjу широк
скуп HLA алела и процењуjе се да достижу тачност (енгл. accuracy) од 90-95%.
Пошто jе везивање пептида за MHC молекул главни фактор коjи утиче на то
да пептид буде имуноген, већина алата се фокусира на ову фазу процесирања
пептида. Информациjе о епитопима коjи су добиjени експерименталним путем
користе се за тренирање алгоритма све док алгоритам не достигне максималну
ефикасност у предвиђању нових MHC -I/пептид структура, односно епитопа.
Као што jе већ речено, сами алгоритми почиваjу на различитим принципима,
па су самим тим и различите комплексности и тачности. Обично се алгоритми
деле на две групе: jедноалелски (енгл. allele-specific) и вишеалелски (енгл.
pаn-specific). Први се односе на оне код коjих jе модел трениран независно за
сваки HLA алел. Oвакви приступи су непрактични због сталног откривања
нових HLA алела. Вишеалелски алгоритми, с друге стране, односе се на оне
код коjих jе модел трениран над скупом података коjи покрива велики броj
HLA алела. Алгоритми коjи припадаjу другоj групи су се показали као веома
моћни, jер омогућаваjу предикциjе за све познате MHC молекуле, укључуjући
и оне за коjе постоjи ограничен броj података о везивању са пептидима или их
уопште нема. У наставку ће бити дат преглед неколико алата за предикциjу
Т-ћелиjских епитопа [20].

4.1 NetMHC

NetMHC jе алат коjи предвиђа везивање пептида за MHC молекуле кори-
стећи неуронске мреже. Оне су трениране за 81 различит људски HLA алел,
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укључуjући HLA-А, HLA-B, HLA-C и HLA-Е алеле. Такође су могуће предик-
циjе за 41 животињски MHC алел. Предикциjе могу да се врше за пептиде
дужине од 8-14 аминокиселина, али треба узети у обзир да се MHC молекули
углавном добро везуjу за пептиде дужине 9, док предикциjе за пептиде коjи су
дужи од 11 аминокиселина треба узети са резервом. Метод користи експеримен-
талне податке из IEDB базе (познати епитопи и њихове склоности ка везивању
са познатим HLA типовима) и SYFPEITHI базе (колекциjа MHC лиганда и
пептидних мотива како за људску, тако и за животињску врсту). Тренинг ме-
тод коjи оваj алат користи показао се као наjбољи тренутно доступан. Алат jе
коришћен за предвиђање везивања MHC молекула и различитих вирусних пеп-
тида укључуjући САРС, инфлуенцу и ХИВ и резултат jе у просеку био 75-80%
експериментално потврђених резултата. Његове перформансе су даље вали-
диране на новим скуповима података коjи нису редундантни са подацима над
коjима jе метод трениран. Други MHC предиктори су тренирани над пепти-
дима исте дужине као што jе она коjу предвиђаjу, но с обзиром да су много ређи
подаци за пептиде чиjа jе дужина различита од 9, самим тим jе и могућност
предикциjе за пептиде дужине различите од 9 ограничена.

Оно што NetMHC разликуjе од других алата jесте то што он, иако jе тре-
ниран над скупом пептида коjи су дужине 9, може да врши предикциjу за
пептиде дужине од 8 до 14 аминокиселина, што му даjе предност у односу на
остале MHC предикторе. Ипак, NetMHC може да врши предикциjе само за оне
MHC алеле над коjима jе трениран [16].

На слици 4.1 приказан jе излаз из NetMHC-а. За сваки пептид израчунат jе
његов афинитет ка задатом HLA типу изражен у наномоларима (nМ). Kолона
affinity се заправо односи на константу дисоциjaциjе дефинисану у поглављу
2.4. Дакле, што jе мања константа дисоциjациjе, пептид се jаче веже за MHC
молекул. Подразумевана горња граница за вредност affinity колоне за пептиде
коjи се добро вежу за MHC jе 50, а за пептиде коjи се слабо вежу та вредност jе
500. Jаки и слаби епитопи се одређуjу у односу на дистрибуциjу афинитета из-
рачунатих за 400 000 случаjно одабраних пептида. Позициjа епитопа у растуће
сортираном низу ових вредности се назива ранг и он се користи као мера jачине
епитопа. Епитоп се дефинише као jак уколико се вредност његовог афинитета
налази у првих 0,5% свих израчунатих вредности, док се епитоп сматра слабим
ако jе његов афинитет између 0,5 и 2% свих израчунатих вредности. Колона
1 − log50000 (aff) jе само логаритамски трансформисана вредност афинитета и
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представља ништа друго него скалиран афинитет на интервалу [0,1]. Колона
Bindlevel показуjе на jаке/слабе епитопе.

Слика 4.1: Приказ командне линиjе и излаза из NetMHC-а

Верзиjа NetMHC-a коjа jе коришћена у веб апликациjи jе 4.0. Као улаз, алат
може да прими секвенце протеина у FASTA формату или секвенце пептида коje
мораjу да буду исте дужине. FASTA формат jе текстуални формат за предста-
вљање нуклеотидних или пептидних секвенци где су нуклеотиди или аминоки-
селине представљене jедним словом. Формат дозвољава коментаре коjи прет-
ходе секвенцама и обично представљаjу имена секвенци. Пептидни формат jе
у овом случаjу само низ пептида исте дужине записаних jедан испод другог.
Пример FASTA и пептидног улаза се може видети на фрагментима кода 4.1 и
4.2.

1 >sekvenca 1
2 ASTPGHTIIYEAVCLHNDRTTIP
3 >sekvenca 2
4 ASQKRPSQRHGSKYLATASTMDHARHGFLPRHRDTGILDSIGRFFGGDRGAPK
5 LVSVKVSDDFTIAAMRPSYLSYEDLDMTFVENEYKALVAELEKENEERRRLKD
6 IPQFASRKQLSDAILKEAEEKIKEELKAQGKPEKIWDNIIPGKMNSFIADNSQ

Код 4.1: FASTA формат
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1 ILYQVPFSV
2 VVMGTLVAL
3 ILDEAYVMA
4 KILSVFFLA

Код 4.2: Пример пептидног формата

При покретању алата могуће jе одабрати пептидну дужину (коjа може бити
8-14), као и HLA тип за коjи се врши предикциjа. Ако се не задаjу ови параме-
три, подразумевани параметри су 9 за пептидну дужину и HLA-A0201 за HLA
тип. Такође, могуће jе задати и параметре коjи се односе на горњу границу за
пептиде коjи се добро вежу за дати MHC молекул, као и горњу границу за пеп-
тиде коjи се слабиjе вежу и њих корисник може подешавати по потреби. Оба
параметра се односе на колону %Rank. Као што jе претходно речено, подразу-
мевана горња граница за пептиде коjи се добро вежу jе 0,5, док jе та граница за
пептиде коjи се слабиjе вежу 2. И коначно, могуће jе сортирати и филтрирати
пептиде по афинитету.

4.2 NetMHCpan

За наjвећи броj HLA алела и даље не постоjе експериментални подаци о
везивању. NetMHCpan jе алат коjи омогућава предикциjе везивања пептида за
било коjи MHC молекул чиjа jе секвенца позната користећи неуронске мреже
(дакле, не само за оне над коjима jе трениран). Метод jе трениран на преко 180
000 квантитативних података коjи покриваjу 172 HLA алела код човека (HLA-
А, HLA-B, HLA-C и HLA-Е ), као и на одређеном броjу животињских MHC
алела. Омогућено jе предвиђање за пептиде дужине 8-14 аминокиселина [1].

На слици 4.2 приказан jе излаз из NetMHCpan-а. Параметри за покретање
NetMHCpan-а су исти као и код NetMHC-а, осим што NetMHCpan може да
ради над ширим скупом HLA типова. Излази се подудараjу са излазима из
NetMHC-а.

4.3 NetCTL

NetCTL jе алат за предвиђање епитопа коjи се везуjу за MHC молекуле
класе I и интегрише три кључна корака у излагању антигена на површину ће-
лиjе, а о коjима jе било речи у поглављу 2.4: деградациjу протеина на мање
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Слика 4.2: Приказ командне линиjе и излаза из NetMHCpan-а

фрагменте - пептиде, ТАП транспорт пептида и везивање MHC молекула и
пептида. Предикциjа везивања пептида за MHC молекул класе I заснована jе
на претходно описаном NetMHC алату, док се предикциjа ефикасности ТАП
транспортног канала врши коришћењем квантитативних матрица. Предикциjа
деградациjе протеина у протеозомама се врши алатом NetChop. То jе алат коjи
jе такође базиран на неуронским мрежама и коjи jе трениран да препознаjе ме-
ста сечења протеина у протеозомама. Коначна предикциона вредност NetCTL
алата добиjа се као тзв. тежинска сума поjединачних предикционих вредности
у сва три главна корака. Овде jе могућа предикциjа везивања пептида за неки
од 12 HLA супертипова и то: A1, A2, A3, A24, A26, B7, B8, B27, B39, B44, B58 и
B62 и подржана jе предикциjа само за пептиде дужине 9. Метод jе трениран на
886 познатих лиганда MHC класе I. У предвиђању епитопа могу да се поставе
различите границе за сваку од вредности ових поjединачних корака. Рађено
jе детаљно упоређивање алата са другим алатима из научне заjеднице (WAPP,
EpiJen, MHC-pathway) и показано jе да NetCTL има већу предикциону моћ од
поменутих алата [17].
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4.4 NetCTLpan

NetCTLpan jе унапређена и проширена верзиjа NetCTL-a. Из тог разлога
jе само он укључен у веб апликациjу. To je алат коjи предвиђа епитопе коjи
се везуjу за MHC молекуле класе I и такође интегрише три кључна корака у
излагању антигена на површину ћелиjе: деградациjу протеина на мање фраг-
менте - пептиде, ТАП транспорт пептида и везивање MHC молекула и пептида.
Коначна предикциона вредност NetCTLpan алата се добиjа као тзв. тежинска
сума поjединачних предикционих вредности у сва три главна корака. За сваки
од ова три корака користе се исти алати као и у NetCTL алату, осим што се
за предикциjу везивања пептида за MHC молекул класе I користи NetMHCpan
алат. NetCTLpan може да врши предикциjу за пептиде дужине 8, 9, 10 и 11
аминокиселина.

Како би се што више смањио броj лажних позитива, метод jе оптимизован
тако да постиже што већу специфичност (мера пропорциjе негативних исхода
коjи су коректно идентификовани као такви, нпр. проценат неепитопа коjи
су коректно идентификовани као неепитопи). Такав приступ, с друге стране,
води до потенциjалног губитка у сензитивности (пропорциjа позитивних исхода
коjи су коректно идентификивани као такви, нпр. проценат епитопа коjи су
коректно идентификовани као епитопи).

Метод jе трениран и валидиран над великим скуповима података и експери-
ментално идентификованим пептидима коjи се везуjу за MHC молекуле класе
I и Т-ћелиjским епитопима. Предиктивна моћ NetCTLpan алата показала се
бољом у односу на све постоjеће алате за предикциjу Т-ћелиjских епитопа. У
односу на NetCTL и NetМHCpan оваj алат може да смањи експериментални
труд за проналажење епитопа за 15% и 40%, респективно [18]. Све претходне
методе су ограничене чињеницом да врше предикциjу везивања пептида за врло
ограничен скуп различитих MHC молекула класе I, док NetCTLpan врши пре-
дикциjу за све MHC молекуле класе I чиjе су протеинске секвенце познате.
Скуп MHC молекула класе I са коjима NetCTLpan ради константно се пове-
ћава како се базе коjе их складиште допуњаваjу (IMGT/HLA и IPD-MHC ).

На слици 4.3 приказан jе излаз из NetCTLpan-а. Колоне Cle, TAP и MHC се
односе редом на скорове сваког од поменутих корака (деградациjу протеина на
пептиде, ТАП транспорт пептида и везивање MHC молекула и пептида). Ко-
лона Comb представља комбиновани предикциони скор коjи комбинуjе вредно-

21



ГЛАВА 4. ПРЕДИКЦИОНИ АЛАТИ

сти претходне три колоне. Што се улазних параметара тиче, слични су улазима
претходних алата. NetCTLpan нуди додатну могућност да му се задаjу тежине
коjе се даjу сваком од корака у комбинованоj предикционоj вредности. Такође,
могуће jе сортирати пептиде по свакоj од вредности поjединачних корака, као
и по комбинованоj предикционоj вредности, по коjоj jе такође омогућено и фил-
трирање пептида.

Слика 4.3: Приказ командне линиjе и излаза из NetCTLpan-а

4.5 PickPocket

С обзиром да постоjе на хиљаде MHC алела, тешко jе експериментално
потврдити вероватноће везивања пептида за сваки MHC молекул. PickPocket
jе метод коjи може да на основу познатих података врши предвиђање везивања
лиганда за оне MHC молекуле за коjе не постоjе експериментални подаци.

За сваки део пептидног лиганда, тзв. резидуе, користимо информациjе о
сличним пептидним деловима за коjе знамо како се вежу за коjи MHC моле-
кул. Из скупа MHC молекула са познатим лигандима, прави се библиотека
коjа се састоjи од матрица везивања. Свака од матрица из библиотеке садржи

22



ГЛАВА 4. ПРЕДИКЦИОНИ АЛАТИ

вероватноће везивања MHC молекула за сваку аминокиселину у пептидном ли-
ганду. Како би се конструисала матрица везивања за било коjи MHC молекул
(за ког, потенциjално, не постоjе експериментални подаци), упоређуjе се сваки
део тог MHC молекула са деловима MHC молекула из овако направљене би-
блиотеке. Наjjедноставниjа имплементациjа претпоставља да ће део датогMHC
молекула за сваку резидуу пептидног лиганда имати исту вредност везивања
као њему наjсличниjи део познатих MHC молекула из библиотеке. У напред-
ниjим имплементациjама, вредност везивања се рачуна као тежински просек
базиран на сличностима ка свим деловима MHC молекула из библиотеке. У
оба случаjа, предиктоване вредности за сваки део MHC молекула се комбинуjу
у матрицу вредности и ова матрица може да се користи за предвиђање нових
лиганда за таj MHC молекул.

На слици 4.4 приказан jе излаз из PickPocket-а.

Слика 4.4: Приказ командне линиjе и излаза из PickPocket-а

PickPocket се показао као врло прецизан метод за предикциjу везивања пеп-
тида над широким скупом MHC алела, како за људску, тако и за животињске
врсте. Taкође се показао као врло робустан метод у случаjевима када jе слич-
ност неког новог MHC молекула са MHC молекулима за коjе су познате вред-
ности о везивању за пептиде мала, за разлику од метода коjи почиваjу на не-
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уронским мрежама. Консензус метод коjи комбинуjе PickPocket и NetMHCpan
jе показао супериорне предикционе перформансе [14].

4.6 NetMHCcons

Тачност свих предикционих метода наjвише зависи од тога колико jе ек-
сперименталних података о специфичностима везивања неког MHC молекула
доступно. Показано jе да консензус метод као комбинациjа два или више алата
наjбоље ради у пракси [13]. С обзиром на постоjање великог броjа предикцио-
них алата, неком краjњем кориснику тих алата коjи ниjе експерт jе врло тешко
да одабере наjбољи алат за одређени MHC молекул.

На слици 4.5 приказан jе излаз из NetMHCcons-а.

Слика 4.5: Приказ командне линиjе и излаза из NetMHCcons-а

NetMHCcons управо омогућава осврт на оваj проблем и имплементира метод
коjи за сваки MHC молекул аутоматски дaje оптималну комбинациjу предик-
ционих метода, што омогућава краjњем кориснику прецизну предикциjу. Ради
се о консензус методи коjа укључуjе следеће алате: NetMHC, NetMHCpan и
PickPocket. Показано jе да комбинациjа NetMHC и NetMHCpan алата даjе наj-
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боље перформансе када се ради о предикциjи везивања за алеле коjи постоjе у
тренинг скупу и за коjе постоjе подаци о везивању са бар 50 лиганда, од коjих
се бар 10 са великом вероватноћом заиста и вежу за таj алел [13]. У супротном,
NetMHCpan jе наjбољи алат. Када нема података за неки MHC алел, перфор-
мансе алата зависе од растоjања тог алела од тренинг података. NetMHCpan
jе показао наjбоље перформансе када се блиски суседи датом алелу налазе у
тренинг скупу, док комбинациjа NetMHCpan и PickPocket алата превазилази
моћ оба поjединачна алата када су суседи тог алела удаљениjи [13]. Очигледно
jе да се не могу сва три алата користити за произвољан MHC алел. На пример,
NetMHC алат jе могуће користити само ако jе таj алел део тренинг скупа над
коjим jе оваj метод трениран, док jе друга два алата могуће користити за било
коjи MHC алел чиjа jе протеинска секвенца позната. У овом консензус методу
комбинациjа два или више алата биће укључена у краjњи резултат само ако jе
показано да jе боља од сваког поjединачног алата при истим условима. Оваj
алат илуструjе како интеграциjа потпуно различитих алгоритамских приступа
може да доведе до унапређене предикциjе.
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Глава 5

Опис веб апликациjе

Централна тема овог рада jесте развоj апликациjе коjа би корисницима омо-
гућила обjедињено коришћење претходно описаних алата кроз удобни веб ин-
терфеjс. Као улаз, апликациjа користи секвенце протеина, а као излаз, на
основу одабраног предиктора, приказуjе коjи су делови протеина препознати
као епитопи и са коjим скором. У оквиру апликациjе jе такође имплементиран
и нови алат за метапредикциjу епитопа. Метапредиктор користи предикциjе
више постоjећих алата и доноси коначну одлуку на основу различитих гласач-
ких шема (консензуса).

Како би оваj циљ био остварен, било jе неопходно реализовати неколико за-
датака. Први задатак jе подразумевао детаљно упознавање са начином на коjи
описани алати раде, а затим и осмишљавање начина на коjи би нови метапре-
диктор функционисао. Даље, било jе потребно одабрати погодни радни оквир
(енгл. framework). И на краjу, не мање важно, неопходно jе било пронаћи и
прилагодити одговараjуће експерименталне податке над коjима би поjединачни
алати и метапредиктор могли да оперишу.

Проjекат jе отвореног кода и може се преузети на адреси [21]. С друге
стране, алати коjи су укључени у апликациjу су бесплатни за коришћење само
академским корисницима и не могу се користити у комерциjалне сврхе. Из тог
разлога они се не налазе на наведеноj адреси заjедно са кодом проjекта. На
адреси [21] дато jе такође и упутство на коjи начин академски корисници могу
да преузму алате, а затим и како да их прилагоде да би апликациjа могла да
ради.

При развоjу апликациjе коришћен jе Django web framework [4] чиjи ће приказ
бити дат у наставку.
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5.1 Django

Django jе веб радни оквир отвореног кода (енгл. open source) и доступан
jе под БСД лиценцом. Сам Django не би био могућ без других проjеката
отвореног кода као што су Apache, Python и PostgreSQL. Написан jе у Python
програмском jезику и прати MVC архитектуру (енгл. Model-View-Controller).
Омогућава развоj софтвера на jедноставан и брз начин. Django ставља акце-
нат на поновно коришћење и „прикључност” компоненти, брз развоj и принцип
„без понављања”. Django програмерима омогућава да избегну уобичаjене и че-
сте безбедносне грешке, као што су уметање SQL упита (енгл. SQL Injection),
yметање скриптова (енгл. cross-site scripting) и преваре унакрсним захтевима
(енгл. cross-site request forgery). Изузетно jе скалабилан, што значи да jе спосо-
бан да поднесе велики пораст обима послова, без угрожавања функционално-
сти и поузданости система, па га због тога користе познати саjтови као што су
Instagram, Mozilla, National Geographic, Pinterest, Bitbucket и многи други [4].

Основна идеjа при развоjу апликациjе била jе омогућити корисницима да
покрећу све наведене алате на знатно jедноставниjи начин у поређењу са по-
кретањем из командне линиjе. Django jе одабран због своjе jедноставности и
робусности. Као што jе већ речено, Django се сматра MVC радним оквиром,
али заправо не имплементира MVC архитектуру на стандардан начин. У да-
љем тексту следи кратак опис MVC архитектуре.

5.2 МVC архитектура

Jедна од кључних ствари при развоjу корисничких апликациjа jесте раздва-
jање садржаjа од презентациjе. У овом контексту акценат jе на подели одго-
ворности између различитих слоjева апликациjе. Апликациjа jе подељена на
три главне компоненте и свака од њих обавља различите задатке:

1. Модел (енгл. model) jе интерна репрезентациjа података и пословне ло-
гике. Садржи главне програмске податке као што су информациjе о обjек-
тима из базе података. Сви подаци се добиjаjу од модела, али се он не
може директно позвати, већ посредством контролора. Контролор jе таj
коjи од модела захтева податке, модел затим обрађуjе захтеве од контро-
лора и враћа податке контролору. Модел не зна ништа о корисничком
интерфеjсу.
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2. Поглед (енгл. view) jе компонента коjа обезбеђуjе кориснику интерфеjс
преко кога корисник уноси податке и позива одговараjуће операциjе коjе
треба да се изврше над моделом. Поглед приказуjе кориснику стање мо-
дела.

3. Контролор (енгл. controller) садржи главну контролу програма и одгово-
ран jе за његов ток. То jе први слоj у веб апликациjама коjи се позива
када корисник позове неки УРЛ. Контролор jе такође задужен за упра-
вљање корисничким захтевима (нпр. када корисник кликне на неки ГУИ
елемент) и иницира активности на нивоу модела и промене на погледу
[22].

Слика 5.1: Приказ МVC архитектуре

У наставку ће бити приказана архитектура имплементираног система, са
освртом на битне компоненте Django радног оквира.
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5.3 Структура проjекта

У Django интерпретациjи МVC архитектуре поглед описуjе податке коjи се
приказуjу кориснику и то не нужно са фокусом на то како подаци изгледаjу,
већ са акцентом на томе коjи се подаци приказуjу кориснику. Поглед, дакле,
описуjе податке коjе корисник види, не како их види. У овом случаjу, поглед jе
Python callback функциjа за одређени УРЛ и та функциjа описуjе податке коjи
се приказуjу. Пошто jе кључнo раздвоjити садржаj од презентациjе, неопходно
jе увести тзв. шаблоне (енгл. template), коjи су задужени за приказ података.
Намеће се питање какву улогу контролор обавља. У овом случаjу, контролор
би заправо био сам радни оквир: машинериjа коjа шаље захтев одговараjућем
погледу на основу постоjеће Django УРЛ конфигурациjе о коjоj ће бити речи
у наставку. Закључак jе да Django архитектуру заправо можемо звати MTV
архитектуром (енгл. Model-Template-View). У наставку ће бити речи о овим
компонентама у току проласка кроз структуру проjекта.

Важно jе на почетку обjаснити разлику између проjекта и апликациjе у
Django радном оквиру. Наиме, апликациjа може бити било шта што има неку
одређену функциjу, нпр. апликациjа за гласање, док jе проjекат колекциjа
различитих конфигурациjа и апликациjа за одређени веб саjт. Дакле, проjекат
може да се састоjи из више апликациjа и jедна апликациjа може да се налази у
више различитих проjеката. Оваj проjекат се састоjи из jедне main апликациjе
и сав код се налази унутар ње. Django долази са механизмом коjи може да
генерише основну директориjум структуру апликациjе. На слици 5.2 приказана
jе структура проjекта.

Као што jе већ речено, поглед jе тип веб стране у Django апликациjи коjи
има одређену функциjу и придружен шаблон. Све веб стране и сав садржаj се
испоручуjу кроз поглед. Сваком погледу одговара jедна Python функциjа. У
овом случаjу имамо следеће погледе коjи су дефинисани у views.py :

• index - поглед коjи приказуjе насловну страну апликациjе,

• netctlpan - поглед коjи приказуjе netctlpan страну,

• netctlpan_rezultati - поглед коjи jе задужен за достављање резултата
након позива netctlpan алата,

• netctlpan_instrukcije - поглед коjи jе задужен за приказивање инструк-
циjа за покретање netctlpan-a,
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Слика 5.2: Приказ структуре проjекта

• netmhc - поглед коjи приказуjе netmhc страну,

• netmhc_rezultati - поглед коjи jе задужен за достављање резултата на-
кон позива netmhc алата,

• netmhc_instrukcije - поглед коjи jе задужен за приказивање инструк-
циjа за покретање netmhc-a,

• netmhcpan - поглед коjи приказуjе netmhcpan страну,

• netmhcpan_rezultati - поглед коjи jе задужен за достављање резултата
након позива netmhcpan алата,

• netmhcpan_instrukcije - поглед коjи jе задужен за приказивање ин-
струкциjа за покретање netmhcpan-a,

• pickpocket - поглед коjи приказуjе pickpocket страну,

• pickpocket_rezultati - поглед коjи jе задужен за достављање резултата
након позива pickpocket алата,
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• pickpocket_instrukcije - поглед коjи jе задужен за приказивање ин-
струкциjа за покретање pickpocket-a,

• netmhccons - поглед коjи приказуjе netmhccons страну,

• netmhccons_rezultati - поглед коjи jе задужен за достављање резултата
након позива netmhccons алата,

• netmhccons_instrukcije - поглед коjи jе задужен за приказивање ин-
струкциjа за покретање netmhccons-a,

• metapredikcija - поглед коjи приказуjе страну за метапредикциjу,

• metapredikcija_rezultati - поглед коjи jе задужен за достављање резул-
тата након позива алата за метапредикциjу,

• metapredikcija_instrukcije - поглед коjи jе задужен за приказивање ин-
струкциjа за покретање метапредикциjе,

• korisni_linkovi - поглед коjи приказуjе страну са корисним линковима.

Битна одлика Django радног оквира jе елегантнa УРЛ схема коjа jе омогу-
ћена захваљуjући тзв. УРЛ конфигурациjи (енгл. URL configuration). УРЛ
конфигурациjа представља обичан Python модул и омогућава jедноставно упа-
ривање између УРЛ-ова коjи су описани регуларним изразима (енгл. regular
expression) и функциjа (погледа).

Ако jош jедном погледамо структуру проjекта, видећемо два urls.py фаjла
- jедан коjи се налази ван main апликациjе и jедан коjи се налази унутар main
апликациjе. Први се практично односи на УРЛ садржаj читавог проjекта и
укључуjе, између осталог, и УРЛ конфигурациjу main апликациjе (у овом слу-
чаjу jе то jедина апликациjа у проjекту). Тиме што се у глобалном urls.py фаjлу
налази референца на urls.py фаjл апликациjе омогућено jе jедноставно манипу-
лисање УРЛ-овима и лако надовезивање на /main/ УРЛ.

1 u r l p a t t e r n s = [
2 u r l ( r ’^main/ ’ , i n c lude ( ’main . u r l s ’ ) )
3 ]

Код 5.1: Глобални urls.py - онаj коjи jе везан за цео проjекат
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Django ће одабрати одговараjући поглед на основу УРЛ-a коjи му jе про-
слеђен, односно дела УРЛ-a након имена домена. УРЛ образац (енгл. URL
pattern) jе само генерална форма УРЛ-a (нпр. /main/metapredikcija/ ) и у овом
случаjу описан jе регуларним изразом. У фрагментима кода 5.1 и 5.2 приказано
jе како изгледаjу оба urls.py фаjла.

1 u r l p a t t e r n s = [
2 u r l ( r ’^$ ’ , v iews . index , name=’ index ’ ) ,
3 u r l ( r ’^netc t lpan /$ ’ , views . netct lpan , name=’ netc t lpan ’ ) ,
4 u r l ( r ’^ne t c t l pan_re zu l t a t i /$ ’ , v iews . ne t c t l pan_rezu l t a t i , name=’

ne t c t l pan_re zu l t a t i ’ ) ,
5 u r l ( r ’^netmhc/$ ’ , views . netmhc , name=’ netmhc ’ ) ,
6 u r l ( r ’^netmhc_rezultat i /$ ’ , v iews . netmhc_rezultat i , name=’

netmhc_rezultat i ’ ) ,
7 u r l ( r ’^netmhcpan/$ ’ , views . netmhcpan , name=’ netmhcpan ’ )
8

9 . . .
10

11 ]

Код 5.2: Део urls.py кода коjи jе везан за саму апликациjу

Ако би на пример корисник затражио страну /main/netctlpan/, Django би
прво учитао Python модул ime_sajta.url jер му jе то задато у глобалним по-
дешавањима. Затим би нашао променљиву urlpatterns и онда би ишао редом
кроз регуларне изразе коjима су УРЛ-ови дефинисани и покушавао да нађе по-
клапање са задатом адресом. Прва линиjа у фрагменту кода 5.2 одговарала би
делу main/. При даљем обиласку овог низа би наишао на поклапање са целом
траженом адресом - линиjа 3. Када наиђе на поклапање са траженом адресом,
он у том случаjу зна да треба да позове netctlpan() метод и да га изврши на
начин на коjи jе приказан у фрагменту кода 5.3.

1 de f ne tc t lpan ( r eque s t ) :
2 re turn render ( request , ’main/ netc t lpan . html ’ )

Код 5.3: NetCTLpan поглед

Ако бисмо се одлучили да у нашим погледима пишемо код коjи се односи
на дизаjн стране, нарушили бисмо основни концепт раздваjања садржаjа од
презентациjе. Из тог разлога направљен jе templates директориjум у оквиру
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main апликациjе у ком су смештене HTML стране. Оне представљаjу шаблоне
о коjима jе претходно било речи и њих сада погледи могу да користе. У фраг-
менту кода 5.3 приказан jе jедноставан поглед коjи само дохвата и рендеруjе
netctlpan.html страну. Ово jе основни принцип на основу ког апликациjа ради.

Поред HTML страна, веб апликациjи су обично потребни CSS фаjлови,
слике, JavaScript библиотеке. Они се сматраjу статичким фаjловима и налазе
се у оквиру static директориjума, а коjи се налази у оквиру main апликациjе.
Django на паметан начин зна да увек ту треба да тражи статичке фаjлове, исто
као што зна да увек у оквиру директориjума templates треба да тражи шаблоне.

5.4 Рад апликациjе

Дакле, основни циљ апликациjе jе развоj заjедничког интерфеjса за покре-
тање различитих предикционих алата и имплементациjа новог тзв. метапредик-
тора коjи ће да комбинуjе постоjеће алате и омогући бољи увид у резултате.

Слика 5.3: Део насловне стране апликациjе

Као што се види на слици 5.3, са насловне стране jе могуће прећи на сваку од
страна поjединачних алата. У наставку ће бити обjашњен сам рад апликациjе
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на примеру jедног од алата - NetCTLpan-a, са освртом на неке разлике код
осталих алата. Посебно ће бити размoтрeн део коjи jе везан за метапредикциjу.

NetCTLpan

Када се отвори NetCTLpan страна, кориснику се приказуjе формулар са
пољима коjа служе да корисник унесе различите параметре коjи су карактери-
стични за сам алат. На основу тих параметара се гради командна линиjа сваког
алата. На слици 5.4 може се видети део NetCTLpan формулара.

Слика 5.4: Део NetCTLpan формулара

Кориснику се нуди да унесе протеинске секвенце у FASTA формату у тек-
стуално поље или да дода фаjл у истом формату коjи ће служити као улазни
фаjл у алат. За разлику од свих осталих алата код коjих jе то имплементи-
рано, NetCTLpan jе jедини алат коjи не прима фаjл са подацима у пептидном
формату. Затим, кориснику се нуди могућност да одабере дужину пептида за
коjу ће се вршити предикциjа. И овде jе важно нагласити да NetCTLpan, као
и PickPocket, у току jедног извршавања могу да врше предикциjе за пептиде
фиксне дужине, док jе осталим алатима могуће проследити више пептидних
дужина у исто време. Кориснику се такође нуди опциjа да одабере HLA тип
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за коjи ће се вршити предикциjа. Допуштен jе и унос прага за приказивање
резултата алата (коjи се односи на комбиновани предикциони скор), као и прага
за слабе и jаке епитопе. Такође, могуће jе бирати начин сортирања резултата,
као и филтрирање резултата, у смислу да се као финални излаз приказуjу само
препознати епитопи, не и сви остали процесирани пептиди. Поред приказа
резултата алата, кориснику jе омогућено и преузимање оригиналног излазног
фаjла из сваког алата. На слици 5.5 могу се видети излазни резултати из
NetCTLpan-a.

Слика 5.5: Део NetCTLpan излаза

Важно jе напоменути да, уколико корисник унесе лоше параметре или лошу
пептидну секвенцу на улазу, добиће одговараjуће поруке и биће упућен на нови
покушаj покретања алата са исправним параметрима.

На страни Инструкциjе дата су детаљна обjашњења за покретање сваког
поjединачног алата, a затим и поjашњења излазних резултата. На слици 5.6
могу се видети инструкциjе за покретање NetCTLpan-а. Што се осталих алата
тиче, формулари су врло слични овом. Разликуjу се у поjединим параметрима,
али нема неке значаjниjе разлике у самоj имплементациjи.

Да бисмо обjаснили механизам коjи омогућава описану функционалност,
неопходно jе описати начин на коjи се подаци из формулара шаљу серверу, од-
носно специфичном погледу коjи jе задужен за покретање алата на серверскоj
страни и слање одговора назад клиjенту. У ове сврхе коришћен jе AJAX меха-
низам. AJAX или асинхрони JavaScript и XML (енгл. Asynchronous JavaScript
And XML) омогућава да веб стране буду ажуриране асинхроно док размењуjу
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Слика 5.6: Део инструкциjа за покретање NetCTLpan-a

податке са веб сервером у позадини, односно да буду ажурирани делови стране,
а да се притом не учитава цела страна.

Притиском на дугме У реду шаље се AJAX позив одговараjућем погледу (у
овом случаjу jе то поглед netctlpan_rezultati). Поглед на основу параметра коjи
су му послати кроз AJAX позив формира командну линиjу и екстерни програм
NetCTLpan се позива из погледа са претходно формираном командном лини-
jом. Резултат извршавања сваког програма се уписуjе у фаjл, а затим се таj
фаjл парсира специфично за сваки алат. Тако парсиран фаjл се затим учитава
у pandas.DataFrame - табеларну структуру података коjа даље бива обрађена
и пребачена у JSON (енгл. JavaScript Object Notation) формат. JSON je тек-
стуално базиран отворени стандард коjи jе дизаjниран за људима разумљиву
размену података и пре свега се користи за размену података. Тако формиран
JSON се шаље назад клиjенту и на основу тих података се ажурира део стране
коjи jе задужен за приказивање резултата програма.

Jош jедан важан аспект у развоjу сваке апликациjе jесте њен кориснички ин-
терфеjс. У изради корисничког интерфеjса коришћена jе MDL (енгл. Material
Design Lite) библиотекa [15]. MDL библиотека састављена jе од нових и побољ-
шаних верзиjа уобичаjених компоненти интерфеjса, као што су дугмад (енгл.
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buttons), текстуална поља (енгл. text fields), поља за потврду (енгл. check boxes)
итд. Бесплатна jе за преузимање и коришћење и подржана jе независно од веб
прегледача и радног оквира.

MDL компоненте састављене су од CSS-a, JavaScript-a и HTML-a. При из-
ради веб страна, компоненте се комбинуjу и заjедно доприносе њиховоj атрак-
тивности, конзистентности и функционалности. Стране коjе су развиjене кори-
шћењем MDL-a придржаваjу се основних приципа у модерном веб развоjу као
што су портабилност на различитим прегледачима и независност од уређаjа на
ком се апликациjе чиjе су оне део извршаваjу.

Метапредикциjа

Након што jе приказано покретање поjединачних алата, у овом поглављу
биће дат опис новог предиктора, тзв. „метапредиктора”. У метапредикциjу
су укључени свих 5 претходно описаних алата, коjи се комбинуjу jедноставним
консензусом. Примера ради, ако од 5 предиктора 3 за неку секвенцу амино-
киселина у протеину предвиде да представља потенциjални епитоп, резултат
метапредиктора jе да jе та секвенца епитоп, у супротном да ниjе. Подразуме-
вано, неки пептид jе епитоп ако бар jедан од ових 5 алата каже да jесте, мада
jе оваj параметар могуће мењати. На слици 5.7 може се видети део стране за
метапредикциjу. У наставку ће бити речи о начину на коjи jе комбиновање ових
алата омогућено.

На самом почетку jе било потребно формирати скуп HLA типова коjи су
подржани од стране свих 5 алата. Дакле, метапредикциjа може да ради над
ограниченим скупом HLA типова, односно само над оним коjи су заjеднички
за све алате. Као улаз може да прими само секвенце у FASTA формату (jер
NetCTLpan не подржава пептидни улаз). Ово ограничење ниjе велико jер се
лаким претпроцесирањем података од пептидног улаза може направити FASTA
формат. За jедно покретање, метапредиктору се може дати само jедна пептидна
дужина, због ограничења NetCTLpan-a и PickPocket-a о ком jе било речи у
поглављу 4.5. У наставку ће посебна пажња бити посвећена мерама на основу
коjих се резултати алата комбинуjу.

Наиме, NetMHC, NetMHCpan и NetCTLpan као излаз за сваки пептид даjу и
ранг о ком jе било речи у поглављу 4.1. С обзиром да аутори ових алата препо-
ручуjу да се ранг узима као мера на основу коjе се за дати пептид одлучуjе да
ли jе епитоп или не, природно jе ранг одабран као заjедничка мера. Међутим,
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Слика 5.7: Део стране за метапредикциjу

NetMHCcons поред ранга узима у обзир и афинитет, док PickPocket уопште
не даjе ранг пептида у свом излазу, већ за сваки пептид даjе 1 − log50000 (aff),
односно логаритамски трансформисану вредност афинитета коjа jе била споме-
нута у поглављу 4.1. Пошто се пептиди чиjи jе афинитет мањи од 500 сматраjу
слабим епитопима, а пептиди чиjи jе афинитет мањи од 50 сматраjу jаким
епитопима, ова мера jе у недостатку ранга код PickPocket узета у обзир. Од
логаритамски трансформисане вредности афинитета лако jе израчунат афини-
тет за сваки пептид у случаjу PickPocket-a. NetMHCcons рангира пептиде и на
основу ранга и на основу афинитета. Из ових разлога, обе поменуте мере се
нуде као параметри кориснику при метапредикциjи, а ако их не унесе, подразу-
меване вредности су, као и до сада, 2 и 0,5 за ранг, као и 500 и 50 за афинитет
за слабе и jаке епитопе, респективно. И као последњи, не мање важан параме-
тар, jесте броj алата чиjи резултати за дати пептид треба да се сложе како би
пептид био проглашен епитопом. Као излазне вредности, за сваки пептид дат
jе резултат сваког предикционог алата, као и колона коjа каже да ли jе дати
пептид метапредиктором препознат као епитоп.

Развоj веб апликациjе jе подразумевао да, након што су имплементиране
функциjе за позиве разматраних алата, све оне буду интегрисане у jедном по-

38



ГЛАВА 5. ОПИС ВЕБ АПЛИКАЦИJЕ

гледу, а њихови резултати обjедињени узимаjући у обзир претходно описане
мере.

За потребе тестирања апликациjе коришћени су подаци из IEDB базе (енгл.
Immune Epitope Database and Analysis Resource). IEDB нуди претрагу експери-
ментално потврђених Т ћелиjских епитопa. Mогуће jе преузети ове податке са
адресе [11] и прилагодити их форматима коjе ови алати користе.
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Глава 6

Закључак

Оваj рад осмишљен jе са намером да се неки од наjпопуларниjих алата за
предикциjу Т-ћелиjских епитопа у научноj заjедници обjедине у jедноj апли-
кациjи. Омогућено jе њихово самостално покретање кроз веб интерфеjс, коjе
jе тако имплементирано да корисницима пружа сву удобност у раду са овим
алатима. Кориснику jе дата слобода да сам подешава параметре коjи одгова-
раjу његовом истраживању и дат му jе детаљан опис за коришћење и покретање
алата, као и обjашњење излазних резултата. Имплементиран jе и нови метапре-
диктор коjи користити предикциjе свих разматраних алата и доноси коначну
одлуку на основу различитих гласачких шема (консензуса). Метапредиктор jе
заправо покушаj да се резултати разматраних алата интегришу, као и да се
обезбеди сигурниjа и поузданиjа предикциjа.

Систематична процена перформанси алата коjе веб апликациjа обухвата,
укључуjући и постоjеће алате и метапредиктор, била би веома корисна као
круна овог истраживања. Међутим, приликом разматрања овог корака наи-
ђено jе на више проблема. То су пре свега неадекватне документациjе скупа
података и самих метода коjе алати имплементираjу, а затим и недоступност
самих скупова података над коjима су методе трениране и евалуиране.

Даљи развоj би подразумевао детаљно и исцрпно анализирање и поређење
перформанси метапредиктора у односу на перформансе поjединачних алата ко-
ристећи унапред одабрани скуп експериментално потврђених Т-ћелиjских епи-
топа.
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