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Abstrakt

Zkoumani proteinovych struktur ma klic¢ovy vyznam pfi zjiStovani zplsobd plsobeni bilkovin v
organizmu. Prace zpracovava problematiku 1D, 2D a 3D struktur, do kterych se proteiny v prostoru
usporadavaji. Diraz je kladen na sekundarni strukturu, kterou lze predikovat piimo ze sekvenci
aminokyselin a nasledné ji vyuzit pro odhad prostorové struktury. Tomuto postupu se vénuji vypocetni
metody, které pomoci algoritmi konvertuji sled aminokyselin na sled sekundarnich struktur. Pfimym
uréenim struktury, pomoci vytvareni strukturnich modell, se zabyva Cast vénovana experimentalnim
metodam (NMR spektroskopiie, RTG krystalografie). Hlavnim cilem prace je programova realizace
metody predikujici sekundarni strukturu proteind. Vytvofeny program je doplnén o grafické
uzivatelské rozhrani. Vysledky programu, navrzeného na zakladé metody Chou-Fasman, jsou v
zaveérecné Casti prace porovnany s vystupy volné dostupnych softwarti z internetu.

Klic¢ova slova

proteiny, sekundarni struktura, predikce, RTG krystalografie, NMR spektroskopie, vypocetni metody,
Chou - Fasmanova metoda

Abstract

The examination of protein structure is crucial in determining protein function in organism. This work
deals with the issue of 1D, 2D and 3D structures, into which are proteins organized in space. Emphasis
is placed on secondary structure, which can be predicted directly from the amino acid sequences and
then used for the estimation of spatial structure. On this procedure are focused computational methods,
using algorithms that convert the order of amino acids into the order of preferences for secondary
structures. To direct determination of the structure by creating structural models is devoted chapter
Experimental Methods (NMR spectroscopy, RTG crystallography). The main aim of this work is
practical realization of protein secondary structure prediction method. The created program is
supplemented by graphical user interface. In the final part the results of the program based on Chou-

Fasman method are compared to the outputs of freely available softwares from the Internet.

Keywords

proteins, secondary structure, prediction, RTG crystallography, NMR spectroscopy,
computational methods, Chou-Fasman method
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Uvod

Proteiny predstavuju zéklad zivého organizmu a stvisia takmer s kazdym prejavom jeho
existencie. Pre pochopenie priebehu zlozitych biologickych a chemickych procesov v organizmoch je
nutné uréit’, akym spésobom v niom jednotlivé proteiny participuji. Rozhodujtci vyznam pri zistovani
funkcie a spdsobu uéinku bielkovin v organizme ma prave uréovanie ich §truktiry. Struktira proteinu
je kl'icom k odhaleniu vztahu medzi génom, vyjadrenym postupnostou aminokyselin, a jeho

prejavom — funkciou proteinu.

Struktiru je mozné ,rekonStruovat™ z izolovanych vzoriek proteinov pomocou
experimentalnych metoéd. Ziskané modely proteinov poskytuju vel'mi presnt Struktirnu informaciu,
vyzaduju vSak sofistikované vybavenie a st finanéne a Casovo naro¢né. Rozne obmedzenia,
vyplyvajice z charakteru pouzivanych metod, tiez sposobuju, Ze nie s aplikovateI'né na vsetky

proteiny. Ich vyuzitie nie je preto pre poziadavky modernej bioldgie Gplne postacujuce.

Rychlo sa rozvijajuca genomika a metédy sekvenovania DNA prispeli k odlisnému pristupu
v urCovani bielkovinovej Struktiry. Nastal stav, kedy mnozstvo znamych proteinovych sekvencii
vysoko prevysuje rychlost’ urCovania ich piestorovej Struktiry. Z tohto dovodu je v sucasnej dobe
prevazujuca snaha derivovat’ StruktGrnu informaciu priamo z aminokyselinovych sekvencii, t;.
predikovat’ Strukturu. Touto ulohou sa zaoberaju vypoctové predikéné metody, ktoré predstavuji

hlavnt napln tejto prace.

Praca sa zameriava S$pecialne na predikciu sekundarnej Struktury, ktora je doélezitym krokom
pri odhade Struktary na vysSich Grovniach usporiadania (3D, 4D). Cielom je programova realizacia
metoédy 2D predikcie a jej otestovanie na vybranom subore dat. Prva Cast’” dokumentu je venovana
v§eobecnému popisu proteinovej problematiky — funkcii, zloZeniu a usporiadaniu proteinov
v priestore. V dalSej cCasti sa praca zaobera samotnymi metddami skimania tychto
Struktar — experimentalnymi s vyuzitim RTG, NMR a vypoctovymi, zameranymi na sekundarnu
Struktiru. Nasleduje popis realizacie predik¢ného programu vratane grafického rozhrania pre
uzivatela. Na zaver je uvedeny prehlad vybranych softvérov dostupnych z internetu, ktoré sa
zaoberaju touto problematikou, zobrazenie vysledkov ich predikcii a vzajomné porovnanie

s realizovanym programom.



1  Proteiny

Proteiny, z chemického hladiska organizovanejSia forma polypeptidov, predstavuju
biopolyméry aminovych kyselin so Sirokospektralnym vyznamom v zivych Struktarach. Zabezpecuju
uchovéavanie a prenos rdéznych castic, vratane makromolekil na strane jednej a elementarnych castic
na strane druhej. Vo forme enzymov katalyzuju biologické metabolické procesy. Zucasttiuju sa
fotosyntézy, kde bielkovinové komplexy sprostredkiivaju priebeh chemickych reakcii a veda tok
elektronov. Dalsie druhy sa podielajii na §truktare filament a bunkovych membran. Tu zaroveii
posobia ako prenasace molekul z extracelularneho do intracelularneho prostredia. Na vyssej Grovni st
sucastou kosti, vlasov a svalov — umoznuju premenu chemickej energie na energiu mechanickt.
Predstavuju zakladny zdroj dusika v organizme, d’alej vyuzivaného pre syntézu proteinov
anukleovych kyselin de novo. V neposlednom rade zastavaju funkciu informacnu (hormoény),

imunitna (rozpozndvania patogénov) a signalnu. [1], [2]

1.1 Chemické zloZenie proteinov

Aj ked maju proteiny velkt funkénu variabilitu, z molekularneho hl'adiska st si vel'mi
podobné. Ich rozdiely vo funkcii st spdsobené predovSekym réznymi usporiadaniami a Struktirou
v priestore. Chemické zlozenie proteinov je teda prakticky rovnaké, st tvorené aminokyselinovym
reziduami. Jedna sa o kombinacie 20' moZnych aminokyselin - monomérov, ktoré sa navzajom viazu
peptidovou vidzbou a v zoskupeni spravidla 50 az 3000 vytvaraju polypeptidové retazce. Takéto
retazce su linedrne a opakuje sa v nich zakladna jednotka spolocna pre vsetky aminokyseliny.
V priemere je polymémy retazec tvoreny asi 250-timi aminokyselinovymi reziduami. Molekulova
hmotnost’ je teda znaéne vysoka, od 10 000 po 50 000 kDa a dizka ret'azca dosahuje az 3 um. [3], [5]

H-N—C—C-OH

kS -

Aminoskupina Karboxylova skupina

il a-uhlik
Postranny retazec

Obr. 1: Obecny chemicky vzorec aminokyselin, centralny atom uhlika je oznacovany
ako a-uhlik [4]

1 'V stcasnej dobe sa pocet geneticky kddovanych aminokyselin rozsiril na 21. Poslednt zatial

znamu aminokyselinu podielajucu sa na Strukture proteinov predstavuje selenocystein.



1.1.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny, zdkladny stavebny kamen bielkovin, sa zaraduji medzi organické
karboxylové kyseliny. Okrem charakteristickej karboxylovej skupiny —COOH vs$ak navySe obsahuji
primarnu aminoskupinu —NH,. Téato skupina je viazand prevazne na o-uhlik priamo spojeny
s karboxylovou skupinou (obr. 1). Na rovnaky uhlik je viazany i postranny retazec, ktorym sa
jednotlivé  aminokyseliny  liS§ia. ~ Rozne  postranné  retazce  spdsobuju  odliSnosti
vo fyzikélno- chemickych vlastnostiach. Va¢sinu aminokyselin podiel’ajucich sa na tvorbe proteinov
oznacujeme ako o- aminokyseliny. Vynimkou je prolin, ktory méa postranny retazec zviazany
s dusikom charakteristickej skupiny. Ta je tym padom sekundarna a prolin vytvara o - iminoskupinu
[2], [3]- Aminokyseliny sa vyznacuju asymetrickym, tzv. chirdlnym uhlikom, ktory staca rovinu
linearne polarizovaného svetla. Jedna sa o spominany o-uhlik, ktory viaze Styri r6zne substituenty.
Vynimkou je glycin, pretoze jeho postranny retazec tvori samotny atom vodika, ktory sa nepovazuje
za substituent. Chirdlny uhlik spdsobuje, Ze aminokyseliny sa vyskytuji vo forme L- izomérov
¢i D- izomérov. Pre proteiny je charakteristickd L-izoméria. Toto oznaCenie je odvodené
od usporiadania, v akom sa vyskytuje aminokyselina vo Fisherovej projekcii [3]. Pre lepsiu
prehladnost’ sa aminokyseliny oznacuji kdédom, ktory predstavuje trojpismenovu, pripadne

jednopismenovu skratku ich trividlneho nazvu (Tab. 1). [5]

Tab. 1: Prehl'ad aminokyselin a ich skratené oznacenia [6]

Znacenie aminokyselin
Trivialny nazov 3-pism. 1-pism. [Trividlny ndzov 3-pism 1-pism.
Alanin Ala A Glycin Gly G
Valin Val \ Serin Ser S
Leucin Leu L Treonin Thr T
Izoleucin lle I Cystein Cys C
Fenylalanin Phe F Tyrozin Tyr Y
Tryptofan Trp w Asparagin Asn N
Metionin Met M Glutamin Gln Q
Prolin Pro P Lys K
Asparova kys. Asp D Arg R
Glutamova kys. Glu E His H
Hydrofobne Hydrofilné Kyslé [l Zasadité

1.1.2 Peptidové vizby

V proteinoch sa dve a viac aminokyselin spaja do dlhsich retazcov pomocou kovalentnych
peptidovych vizieb. Vézba vznika procesom kondenzacie, kde sa aminoskupina jednej aminokyseliny

spaja s karboxylovou skupinou druhej aminokyseliny a vyluCuje sa molekula vody. Vzniknuta



peptidova vézba ma potom tvar —-CO-NH-. Znacenie vzniknutych peptidov sa nasledne odvodzuje
od jedného z dvoch koncov; N-koniec vytvara aminokyselina s nezreagovanou aminoskupinou,
C- koniec aminokyselina s nezreagovanou karboxylovou skupinou. Konvencia zvy€ajne udava poradie
aminokyselin od N-konca [3]. Peptidové vézby su vel'mi stabilné vo vodnom prostredi s neutralnym
pH a pripadna hydrolyza je enzymaticky kontrolovana. Délezitym faktorom v stabilite a d’alSom
spravani polypeptidu je rezonancia, tj. kmitanie elektronov ponad atomy vézby. Tento jav spdsobuje
jednak zvysSenu polaritu vidzby (prejavuje sa dipolovym momentom) a jednak Ciastoény dvojity
charakter peptidovej vizby (40%). Tento fakt ma za nasledok rovinné usporiadanie troch
atomov — karbonylového uhlika C, karbonylového kyslika O a amidového dusika N. Tym je
obmedzena vol'na rotacia atdbmov okolo vdzby a teda aj moznosti priestorového usporiadania. Zvys$né
dve viazby v kostre peptidu (medzi atdmami centralneho uhlika C,, dusika a karbonylového uhlika) st
vizby jednoduché s moznou rotaciou. Celkové usporiadanie vizby v priestore vyjadrujeme pomocou
uhlov rotacie, tzv. torznych uhlov (®, ¥, Q). Torzny @ uhol je definovany ako uhol vizby N-C,
k prilahlej peptidovej vdzbe a W uhol medzi vdzbou C-C, a pril'ahlou peptidovou vézbou (Obr. 2).
Uhol Q, ktory ma povicSine hodnotu 180°, spdsobuje spominanu planaritu peptidovej vizby.
V takomto pripade sa jedna o konfiguraciu trans. Pomerne ojedinena konfiguracia peptidovej vizby
cis sa vyskytuje pri nulovou uhle Q, znama napriklad u rezidua prolinu. Komplexne si mdzeme
predstavit’ kostru polypeptidového retazca ako striedajiice sa kovalentné védzby, umoziujice rotaciu,
s pevnymi plandrnymi peptidovymi vidzbami. Takyto charakter hlavného retazca znacne obmedzuje
pocet moznych usporiadani proteinovych makromolektl v priestore. [4], [6]

L ﬁ"-\‘

. MY _
', C-koniec
L —

Obr. 2: Viazanie aminokyselin peptidovymi vizbami do peptidového retazca s vyznacenymi torznymi uhlami
[22]



2 Struktiry proteinov

2.1 Primarna Struktara

Vlastnosti jednotlivych proteinov st dané nielen zastipenim aminokyselin, ale tiez ich
usporiadanim v retazci. Primarna Struktura teda udava pocet a sled aminokyselinovych rezidui
v bielkovine. Mnozstvo réznych proteinov, ktoré mézu vznikat’ z rovnakych molekul aminokyselin je
zna¢né. Matematicky je tento pocet vyjadreny permutaciou poctu aminokyselin v proteine. Ako dva

odli$né pripady berieme aj vyskyt aminokyseliny na C a N konci. [5]

Primarna Struktura je teda dand hlavnym polypeptidovym retazcom a postrannymi ret'azcami
aminokyselin. V hlavnom retazci proteinov sa vyskytuju tri zdkladné atomy kazdej aminokyseliny,
ktoré sa pravidelne opakuju. Jedna sa o amidovy dusik (N), centralny atom uhliku (C,) a karbonylovy
uhlik (C). [3]

Postranné ret'azce moézeme zaradadit’ do nasledujucich skupin (Tab. 1):

* nepolarne — tieto rezidua si hydrofobne, vyhybaju sa interakciam s vodou. Spajaju sa iba

slabymi van der Waalsovymi vdzbami, prikladom st aminokyseliny obsahujuce skupinu —CHs

* polarme — oznacované ako hydrofilné, mdézu obsahovat' neutralne alebo nabité skupiny
(- COOH, — OH). Hydrofilia sa prejavuje v tendencii vytvarat' interakcie s vodou, pripadne
inymi hydrofilnymi molekulami, va¢Sinou vo forme vodikovyh mostikov. Skupiny s ndbojom

dalej rozdel'ujeme na:
* acidické (zaporne nabité) — obsahuju pocetné dikarboxylové skupiny
e béazické (kladne nabité) — obsahuju pocetné diaminové skupiny

» amfipatické — tieto retazce médzu nadobudat’ za réznych podmienok rézne vlastnosti, pripadne

maju Ciastocne polarny a ¢iastocne nepolarny charakter (Trp, Tyr, Lys, Met). [6], [7]

Primarna Struktira urcCuje biologické a chemické vlastnosti proteinu a nasledne aj formu
vysSieho usporiadania. Je tomu tak preto, Ze proteiny sa z rozvinutého primarneho retazca usporiadaji
do svojej nativnej formy samovol'ne. Na zaklade primarnej $truktiry je tieZ mozné zistovat’ vzajomné
vztahy s inymi proteinmi v evolucii. 1D S$truktura je vyjadrenim genetickej informdacie ulozenej
vDNA ¢i RNA spracovanej procesom transkripcie a translacie. Poradie aminokyselin
v polypeptidovom retazci zodpoveda poradiu nukleovych kyselin danych genetickym kodom.
Primarna Struktira podava kompletntl informaciu o konfigurécii proteinu, ale naopak, bez d’alSieho

skiimania sa z nej neda dozvediet’ ni¢ o jeho konformacii. [3]



2.2 Sekundarna Struktara

Sekundarna Struktira proteinov predstavuje lokalne usporiadanie polypeptidového retazca.
Obsahuje pravidelne sa opakujuce charakteristické segmenty, ktorych tvar a Struktaru udavajua @ a ¥
torzné uhly.

Protein je schopny vytvarat' 2D Struktirne elementy vd’aka vodikovym mostikom, ktoré ich
stabilizuju. Zaroven neutralizuju polarny charakter hlavného retazca a ten tak dokaze existovat
v hydrofébnom prostedi jadra Struktury. Zo samotnej sekundarnej Struktiry je mozné v urCitych
pripadoch dokonca priamo determinovat’ funkciu (a-hélixy v DNA). [1], [6]

2.2.1 Helikalne Struktiary

Zakladnym druhom sekundarnej Struktiry s tzv. hélixy alebo zavitnice. Maji osobitné
nazvoslovie odvodené od charakteristickych geometrickych parametrov. Medzi najzakladnejSie
patria: pocet aminokyselinovych rezidui na jeden zavit, pocet atomov v sl'ucke uzatvorenej susednymi
vodikovymi vdzbami, vyska zavitu a stipanie zavitnice. Prvé dve charakteristiky udavaji oznacenie
helixu. NajznamejSia a-zavitnica ma napriklad oznacenie 3.6,5. Hélixy sa vytvaraju stocenim
polypeptidovej kostry do tvaru zavitu okolo uhlika C, v konstantnej vzdialenosti. Vzniknuta zavitnica
je chiralna, tGto chiralitu vSak nemozno stotoznovat’ s chiralitou aminokyselin. Rozoznavame zavitnice
lavotocivé a pravotoCivé. a- aminokyseliny, z ktorych proteiny pozostavaji, vsak vo vacsine pripadov
nie su schopné vytvarat’ l'avotoCivé zavitnice. Je to najméd kvoli blizkosti vdzieb postrannych retazcov
a karbonylovej skupiny. Konformacia vacsiny hélixov je taka, ze hydrofilné skupiny aminokyselin sa

vyskytuji na povrchu, kym hydrofobne skupiny s vnorené do vnutra zavitu.
*  o-hélix

Predstavuje najrozsirenejSiu helikdlnu Struktaru. Z konformaéného hladiska sa jedna
o pravotoCivu zavitnicu s presne definovanymi torznymi uhlami; @ =57° a ¥ = - 47°. a-hélixy su
tvorené 3,6 reziduami na zavit. Vytvaraju vodikové mostiky medzi karbonylom (C=0) n- t€ho rezidua
a amidovou skupinou (N — H) n+4 -tého rezidua. Vzorec viazania molekul sa preto oznacuje n+4.
Mostiky su usporiadané rovnobezne s osou hélixu a teda v stilade s dip6lovym momentom peptidove;j
kostry. Preto su a-hélixy najstabilnejSie, energeticky najvyhodnejSie a vyskytuji sa ako
v globularnych, tak vo fibrilarnych proteinoch. Spominanym spdsobom su spojené vsetky rezidua

s vynimkou prvého amidu a posledného karbonylu zavitnice (Obr. 3).
+  Specialne helikilne $truktiry

Medzi najcastejSie patria modifikacie klasickej zavitnice, ktoré oznaCujeme ako Struktary

n+3 (hélix 3,0) a n+5 (hélix m), podla vzorca spdjania rezidui vodikovymi vazbami.

Hélix 34 je od a-hélixu tvarovo znacne odlisny, je uzsi a pretiahnuty, jeden zavit ma tri
peptidové rezidua. Retazec je vd’aka tomu pevnejSie utiahnuty. Tato Struktura Casto vznika medzi

a- hélixom a zvys$nou Cast’ou polypeptidového retazca, alebo tvori ukoncenie ret'azca na C-konci.



Hélix m ma, naopak, §irSiu a malo zvinuti konformaciu s 4,4 jednotkami na zavit. Tato
Struktira je vel'mi malo stabilna. Kvoli sploStenému usporiadaniu sa vytvara v smere osi polypeptidu
otvor, ktory spdsobuje, ze nemdze dochadzat’ k stabilizacii van der Waalsovymi vézbami. Preto sa

tieto Struktary v proteinoch vel'mi vzacne. [7]
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Obr. 3: Struktira a-hélixu [23]

2.2.2 B-Struktary

Narozdiel od hélixov, vodikové viazby nespajaji rezidua vo vnutri B-Struktar, uplatiiuji sa len
pri spajani prilahlych retazcov. B-Struktury rozdelujeme na paralélne a antiparalélne. Casto su
oznacované ako B-skladané listy podl'a tvaru konformacie, ktory zaujimaju. Paralélne listy predstavuju
vlakna spojené vodikovou védzbou v rovnakom smere, tj. C-koniec jedného vlakna je spojeny
s N- zaCiatkom d’alSieho vlakna. V pripade antiparalélnych listov sa vladkna spdjaju v opacnom smere .
Na prvé vlakno v klasickom smere N-C sa pripdja d’alSie vlakno v opatnom smere, C- koncom
(Obr. 4). Oba druhy maji charakteristicky sposob spajania vodikovymi vdzbami. Antiparalélne listy sa
navzajom spajaju vdzbou v rovine listov (B-ohyb), spojenie paralélnych vlakien je o niecCo zlozitejSie.
Spoj sa vytvéara priecnou vdzbou, ktora uz zviera s rovinou listu urCity uhol. Paralélne Struktary st
kvoli tomu menej stabilné v priestore. Oba B-Struktirne elementy sa mdzu rdéznym spdsobom
kombinovat’ a vytvarat' tak zmieSané Struktary. Postranné retazce B-listov vybiehaju striedavo
od stredu osi retazca nad a pod rovinu listu. Listy nemaji tplne rozvinuté usporiadanie, aj ked by sa
tak na prvy pohlad mohlo zdat. Torzné uhly ® a ¥ sa pohybuju okolo hodnot -130° a +125°. To je

doévodom, preco su kostry retazcov tychto Struktir mierne pravotoCivé, predovsetkym



u antiparalélnych listov. Koncové ¢asti C a N sa uz neviazu v ramci Struktury, ale vytvaraju vodikové
mostiky bud’ s okolitym prostredim rozptstadla, napajaju sa na helikalne Struktary alebo vytvaraju
rozsirené B-Struktary. [6], [7]

Obr. 4: B skladané listy: a) antiparalélne usporiadanie b) paralélne usporiadanie
[19]

2.2.3 Nerepetitivne Struktary

Zarad’'ujeme ich medzi doplnujice Struktury polypeptidu, ktoré maji tvar réznych ohybov
asluciek. Vécsinou sa podielaji na spojoch medzi jednotivymi a- a [-StruktGrami alebo ich
ukonéeniach. Maju variabilné geometrické usporiadanie a vyskytuji sa prevazne na povrchu
proteinovej molekuly, priCom a- a B- Struktiry tvoria ich jadro.

Najznamej$im prikladom je P-ohyb, oznaCovany tiez B-otocka ¢i spdtny ohyb. Vodikova
vizba spaja karbonyl n-t¢ho rezidua s amidovou skupinou n+3-t¢ho rezidua v spdtnom smere.
K zostaveniu tejto Struktiry teda stacia Styri (v urcitych pripadoch iba tri) rezidua. Vd’aka tomu
predstavuje najjednoduchsiu sekundarnu Struktiru. Pripady, Ze Struktira zasahuje len tri rezidua, st
ojedinelé, pretoze takato konformacia je uz prili§ ,,napnuta“. Vacsina ukoncujucich ohybov je

vystavend vodnému prostrediu kvoli jednoduchSiemu vytvoreniu vodikovych vizieb. Vdaka
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reverznému smeru retazca umoznuje B-ohyb kompaktné usporiadanie proteinovej makromolekuly.

[6], [7]

Dalsiu znamu nerepetitivnu $truktiru predstavuje Q-sl'u¢ka, nazvana podla svojho zvinutého
tvaru. Predpoklada sa, Ze zastava tlohu v signalnych procesoch a pri Specifickom rozpoznavani
molekul, pretoze sa takmer vyhradne nachadza na povrchu proteinov. [7]

2.3 Supersekundarna Struktira

Struktarne motivy, ktoré tvoria charakteristické frekventované zoskupenia jednotlivych
sekundarnych $truktar, mézeme povazovat' za d’al§iu uroven proteinovej Struktiry. Casto byvaju
asociované s konkrétnou funkciou proteinu.

Najjednoduchsou supersekundarnou Struktarou je hélix- ohyb- hélix, znamy z viazania kalcia
&i DNA. Obdobu v B-forme predstavuje B-vlasenka (,,B-hairpin®). Struktury p-a-p st tvorené dvoma
paralélnymi B-skladanymi listami, ktorych spojenie je pomerne naroéné. Casto je realizované prave
pomocou a-Struktary a dvoch sluciek, ktoré spajaji jednotlivé elementy.

a) b) c)

" % ()

= {‘;\-)’ (O {'f‘_'

: B

5 ~0Q0k — A )

i (_(_{.(- . G ['(t gl FA
A

_d) e) f)

Obr. 5: Vybrané strukturne motivy: a) Helix-ohyb-helix b)
Superhelix c) Helixovy zvézok (,,Helix bundle®) d) B-a- e)
B - vlasenka f) B - meander g) Grécky kl'a¢ h) B-sandwich [24]

Motiv Grécky kI'G¢, naopak, pozostava zo Styroch antiparalélnych [-vlakien. Prilahlé dve
a dve vldkna sa spajaju B-ohybmi a vytvaraju tzv. B-meander. Zaroven su navzajom spojené d’al$im
B - ohybom (Obr. 5).
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Superhélix (,,coiled coil®) tvori zéklad fibrilarnych proteinov. Vznika vzadjomnym zvinutim
dvoch a- hélixov okolo seba do jedného spolo¢ného hélixu a umoziiuje maximalne interakcie
postrannych retazcov. Dochddza tym k vyraznej stabiliz4cii Struktiry oproti samotnym izolovanym
a- hélixom. Vytvorenim tejto Struktury sa meni repetitivny vzorec aminosekvencii. Vidzby vznikaju

pravidel'ne po siedmich reziduach (heptatové opakovanie).

B-sudok (,,p-barrel”) je tvoreny Osmimi antiparalélnymi p-listami, ktoré si navzijom
pospdjané ohybmi. Zaciatocny a koncovy list sa spaja vodikovou vidzbou, ¢o spodsobuje
charakteristicki gul'ovita Struktiru. Ma klasické usporiadanie postrannych retazcov, kde hydrofobne

rezidua vypliaju vnutro Struktury a hydrofilné rezidud st exponované na povrchu.

B-sendvic je tvoreny dvoma listami oproti sebe, narozdiel od ,,barrelu* konce nie s spojené
a vytvaraju tak Struktiru podobnu sendvicu. Listy s zvdcSa oproti sebe stoCené o urlity uhol

(priblizne 30°). Jednotlivé vldkna B-listov mézu mat’ réznu topologiu, Casto sa vyskytuje Grécky kIac.

Vicsina motivov je usporiadana tak, ze prilahlé elementy su tvorené z aminokyselin, ktoré

v primarnej Struktire nasleduju za sebou. [1], [3], [6], [8]

2.4 Terciarna Struktara

Terciarna Struktira predstavuje celkové usporiadanie jedného polypeptidového retazca
v priestore. Tvoria ju tzv. domény, ktoré vznikaju bud’ asociaciou viacerych Strukturdlnych motivov
alebo priestorovym zvinutim samostatného polypeptidového retazca. Domény st zakladnymi
priestorovymi a funkénymi jednotkami proteinu. Motivy, ktoré st tvorené z prilahlych aminokyselin

v primarnej Struktire sa usporaduvaju do terciarnej Struktary, v ktorej spolu taktiez susedia.

Zjednodusene si mozno terciarnu Strukturu predstavit’ ako sekvenciu jednotlivych strukturnych
motivov. Dal3ia klasifikacia terciarnej $truktiry sa odvija od priestorového usporiadania. Domény 3D
Struktiry st zaradované do troch tried: a-domény, B-domény a o/f domény. a- a B- domény su
tvorené vyhradne elementami svojho druhu, kym o/f domény obsahuji paralélny (- list obklopeny
a- hélixami. Za d’al$iu skupinu je mozné povazovat a+f domény, kde sa jednotlivé motivy vyskytuju

oddelene, bez vzajomnych asocidcii. 8]

2.5 Kvartérna Struktira
Jednotlivé polypeptidové retazce zvyknt d’alej vzajomne interagovat. Vzniknuté komplexy

reprezentuju kvartérnu Struktiru proteinu. Podjednotky Struktiry st oznacované monoméry a protein,

pozostavajuci z viac ako jedného polypeptidového ret'azca, oligomér, resp. polymér. [6]

12



3  Metody skimania proteinovych Struktar

3.1 Experimentialne metody

Experimentalne metody vyuzivaji pre odhad priestorovej Struktary relativnu poziciu
jednotlivych atomov v molekule. K najrozsirenejSim biofyzikalnym metdédam skimania bielkovinovej
Struktary patri RTG kryStalografia a NMR spektroskopia. Fyzikalne su tieto metddy odlisné, RTG
krystalografia zobrazuje difrakény obrazec vzniknuty rozptylom ziarenia na elektronoch, preto je
obmedzena len na uréenie nevodikovych atdbmov. Naopak, NMR zist'uje vzajomné pdsobenie jadier, je
schopna urcit’ polohu vsetkych atdmov molekuly. Obe metody teda podavaji na tato problematiku
do istej miery komplementarny pohlad, vo vysledku ale predstavuju vel'mi presnt formu stanovenia
Struktuary. [6], [9]

3.1.1 Rentgenova kryStalografia

Vnutorna Struktira idedlneho krystalu je dand uréitym opakujucim sa trojrozmernym
atomovym motivom. Tento vzor je mozné urcit na zaklade rozptylu sekundarneho Ziarenia
na elektronoch krystalu oziarenom monochromatickym zvizkom X-Ziarenia. Rentgenové Ziarenie sa
vyuziva preto, lebo mé priazniva vlnova dizku, ktora je porovnatelna s dizkou kovalentnych vizieb.
[19]

Prvym, Casovo najnarocnejSim, krokom k urceniu Struktiry je krystalizacia makromolekuly,
predpokladom dobrého vysledku je homogénna vzorka proteinu. Medzi dalSie faktory nutné
k uspokojivej krystalizacii patria: pH blizke izoelektrickému bodu, nizke teploty, vhodné rozpustadlo
a pridané i6ny ¢i ligandy. Do vysoko saturovaného roztoku proteinu sa d’alej pridavaji rézne soli,
napr. siran amonny, ktoré znizuju rozpustnost’ bielkoviny a umoziuji tak vytvorit' krystalickt

zrazeninu. [18]

Dostatocne vykrystalizovany protein sa umiestiiuje do pdsobenia primarneho zvézku Ziarenia.
X-ziarenie s vinovou dizkou spravidla 1,54 A je generované bud’ prostrednictvom rotujicej anddy
rentgenky, v pripade malych kryStalov sa vyuziva synchrotron, ktory dokéze vytvarat’ mnohonasobne
vagsiu intenzitu Ziarenia. Cast’ zvizku prechadza kry$talom nezmenene, &ast’ je rozptylena. Jednotlivé
viny rekombinuju a interferujt, celkova difrakcia je potom zachytend na filme ako miera zCernania
emulzie v zavislosti na intezite rozptylen¢ho ziarenia. V sucasnosti byva RTG film povicsine
nahradeny CCD detektorom. Posudzuje sa difrakény vzor, konkrétne ampitidy a pozicie jednotlivych
rozptylenych lucov. Ked’Zze na trovni atomov sa zvdzok rozptyluje na elektronoch, amplitida
rozptylenych vin udava pocet elektrénov a tym aj druh atému. Koneénym vystupom je mapa
elektronovej hustoty, ktora sa vytvara analyzou intenzit a uhlov jednotlivych difrakcii. Informacie
o intenzitdch a uhloch ziskané priamo z RTG experimentu vSak pre zostrojenie mapy elektronovej
hustoty nie st postaujuce. K ur€eniu pozicie jednotlivych atdmov a rekonstrukcii Struktary

potrebujeme navySe poznat fazu jednotlivych roptylenych vin. Jedna sa o tzv. fazovy problém,

13



pretoze fazové informacie nie je mozné ziskat' priamo z RTG experimentu. Fazovy problém je
rieSitelny bud’ vypoctovo alebo experimentalne, napr. s vyuzitim metéody izomorfnej zameny
(,,Multiple Isomorphous Replacement™). Funguje na principe vpravenia atomov tazkych kovov do
proteinu za predpokladu, Ze nezmenia jeho Struktiru. Fazova informaciu ziskame z rozdielu
v intenzitach obrazca pdvodnej a upravenej molekuly zostrojenim Pattersonovej mapy. [6], [17], [18],
[19]

Obr. 6: Vykrystalizovany protein [25]

Difrakény vzor predstavuje velké mnozstvo bodov s danymi intenzitami, poziciami a fazami
jednotlivych vin odkazujucich na usporiadanie molekiil v kryitale. Aplikovanim inverznej Fourierovej
transformacie vznikaju mapy distribucie elektronovej hustoty molekil. Skladanim jednotlivych vin
so znamou fazou v trojrozmernom priestore pomocou rotacie krystalu ziskavame priestorovy model
tychto distribucii. Dalgou délezitou ilohou je priradenie spravneho retazca k spravnym datam mapy
elektronovej hustoty (,,stopovanie retazca®), ¢o je vo velkej miere zavislé na rozliseni dat. Posledna
faza zdokonalovania je iterativny proces, ktory sa snazi minimalizovat’ tzv. R-faktor. Ide v podstate
o rozdiel medzi pozorovanymi amplitidami difrakcie a amplitidami modelovo vypocitanymi. Model
je vyhodnoteny ako tspesny v pripade, Ze sa R-faktor pohybuje do hodnoty 0,20. [20]

3.1.2 NMR spektroskopia

Spektroskopia s vyuzitim nuklearnej magnetickej rezonancie sa oproti inym metodam
uréovania priestorovej Struktary odliSuje najmi tym, Ze podkladové data mozu byt zaznamenané
v roztoku, nie vSetky proteiny totiz kryStalizuju Tahko. Roztoky st prirodzenym prostredim
proteinovych makromolekal. Naviac sa NMR vyznacuje schopnostou zachytit' dynamické vlastnosti
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Struktar, ako napriklad termodynamické ¢i kinetické aspekty interakcie medzi jednotlivymi proteinmi

¢i inymi molekulami. [16]

Narozdiel od rentgenovej kryStalografie, NMR spektroskopia je obmedzend velkostami
vzoriek, je vhodna pre vzorky o molekulovej hmotnosti mensej ako 50 kDa [6]. Metdda je zalozena na
fakte, ze jadra uritych atomov (H, C, N, P) vykazujua spin, tj. magneticky moment. Na zaklade neho je
mozné skimat’ chemické okolie tychto atomov a zaroven zistovat’ vzdialenosti medzi jednotlivymi
atomami. Vyuzivany je predovSetkym vodikovy proton, pretoze jeho vyskyt je najcastejsi. Pokial’ su
takéto atdomy, resp. ich jadra, vystavené u¢inkom vonkajSieho magnetického pola, ich spin sa zarovna
v jednom smere pozdiz pola. Atom sa z tohoto zékladného stavu méze dostat’ do stavu excitovaného
aplikovanim impulzu elektromagnetického Ziarenia. Ide o radiofrekvencny (RF) pulz, pricom dodana
energia pulzu musi zodpovedat' rozdielu medzi energetickymi hladinami. Jedna sa o frekvenciu,
na ktorej dochédza k rezonancii. Pri navrate do zédkladného stavu potom atom emituje prislusna RF,
ktort dokédzeme zmerat. Tato frekvencia nam zaroven podava informacie o okoli jadra, kde elektrony
vytvaraju uréité lokalne magnetické polia pdsobiace proti vonkajSiemu pol'u a menia tak jeho U¢inok.
Sposobi to, ze atomy potom rezonuju pri inej intenzite pola, resp. inych RF. Jednotlivé liSiace sa
frekvencie rovnakych jadier sa v spektrach oznacuju ako chemické posuny 9 (,,chemical shifts®).
Posuny st udavané vzhl'adom k referenénej vzorke. Casto viak takato jednodimenzionalna NMR nie
je vhodna, pretoze rozdiely v signdloch chemickych posunov stt malé a prekryvaji sa.

V praxi sa preto vyuzivaju prevazne 2D a 3D NMR experimenty. V ramci
dvojdimenzionalneho spektra predstavuje diagonala klasické 1D spektrum, teda data vztahujice sa
k rovnakému atomu. Piky mimo diagondlu poukazuju na interakcie vodikovych atémov, ktoré su
blizko seba v priestore. Menenim hodnoty RF a jeho aplikaciou na jednotlivé H atoémy dokazeme na
zaklade tychto pikov odhalit’ r6zne interakcie medzi nimi.

Existuju viaceré experimentalne pristupy v ramci NMR, medzi najznamejsie patria COSY
a NOE. Pomocou COSY (,,Correlation Spectroscopy*) ziskavame informaciu o kovalentne spojenych
vodikovych atomoch. NOE spektrum (,,Nucelar Overhauser Effect™) spaja pary vodikovych atomov,
ktoré su navzajom blizko seba v priestore, bez ohl'adu na ich polohu v primarnej aminokyselinovej
sekvencii. Zozbieranim a spracovanim tychto signalov dokaZzeme ziskat kompletni informaciu
o sekundarnej a terciarnej Strukture. Miera vzajomnych interakcii jadier je imernd Siestej mocnine
vzdialenosti. Tym padom je mozné definovat’ vzdialenost’ jednotlivych vodikovych atdémov v ramci
retazca. 2D spektra st vyhodnocované metoédou sekvencného priradenia (,,sequence assignment*),
ktora kazdému reziduu prirad’uje tzv. ,fingerprint“. Ide o jedine¢ni kombinaciu pikov v COSY
spektre, pretoze kazdé reziduum md Specificky subor kovalentnych spojeni vodikovych atéomov.
Metoda teda umoznuje identifikaciu H atomov jednotlivych aminokyselin a zaroven je schopna
urcovat’ postranné retazce rezidua. Z COSY spektier v§ak nedostdvame informaciu, ktorému reziduu
v poradi aminokyselin dany vodik patri, tj. na ktorej pozicii v retazci sa nachddza. To moZeme
odvodit’ prave z NOE spektra, signalizujuceho susedné atdmy v priestore.

Metody vyuzivajuce magnetizaciu H atomov si vhodné pre S$tudium menSich proteinov,

do vécsich molektl musia byt vpravné C alebo N atémy. [8], [19]

15



3.2  Vypoctové metody

Jednou z najvyznamnejsich tloh bioinformatiky je uréenie priestorovej konformacie proteinu
ab initio, od pociatku. Znamena to snahu zrekonStruovat’ terciarnu, pripadne kvartérnu Struktiru
proteinu priamo zo znamej aminokyselinovej sekvencie. KI'i¢ovym krokom v tomto procese je prave
odhad sekundarnej Struktary proteinu z jeho primarnej $truktury. Vysledky odhadu 2D Struktry su
nezanedbatel'ne napomocné pri predikcii bodovych mutécii, identifikovani proteinovych tried,
predikovani epitopov a celkovo dizajnovani novych proteinov. V oblasti predikcie sekunarnej

Struktlry rozliSujeme dva hlavné smery:
1. predikcie Struktarnej triedy (tzv. ,all a-, ,,all -, o/P triedy)

2. predikcie Strukturnuch stavov pre kazdé jednotlivé reziduum proteinu. Metédy rozobrané

v nasledujucich podkapitolach riesia druhy spdsob predikcie. [27]
3.2.1 Metoéda Chou-Fasman

Chou-Fasmanov algoritmus sa radi k zakladnym metédam predikcie sekundarnej Struktiry.
Podkladom jeho vzniku bola databaza experimentalne zistenych proteinovych struktar. Na ich zaklade
sa stanovilo pocetné zastupenie urcitej aminokyseliny v jednotlivych formach sekundarnej Strukury.
Metoda je schopna detekovat’ Styri formy Struktirneho usporiadania: a-hélix, p - skladany list, B-ohyb,
pripadne ziadnu z uvedenych, ndhodny zhluk (,,coil*). Vysledkom Statistického zhodnotenia dat bolo

stanovenie preferencnych parametrov k jednotlivym druhom sekundéarnych §trukttr (Tab. 2):

~—

Pisl=P S (1)

~—~

Preferenc¢ny parameter P pre Struktirnu formu S je pomer pravdepodobnosti vyskytu daného
rezidua R vo forme S a pravdepodobnosti vyskytu rezidua R v celej databaze. Parametre teda urcuju
tendencie jednotlivych rezidui vytvarat’ dant Struktrnu formu. Podla tychto hodnét sa reziduam
pridel’'uji oznacenia:

e former* (P> 1) - silny (,,H*), slaby (,,h*)
e breaker (P <1)— silny (,,B*), slaby (,,b®)

* indiferentna aminokyselina (P =1) — ,,I*, ,,i

Pre B- ohyb je zaroven urcend pozicnd preferencia. Niektoré rezidud sa totiz vyskytuju na

urcitej pozicii s va¢Sou pravdepodobnost’ou ako na inej (prolin) [10], [11].
Parametre tvoria zaklad empirickych predikénych pravidiel:

1. Kazdej aminokyseline sa priradia preferenéné hodnoty na zaklade tabulky pozdiz celého

polypeptidového ret'azca.
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Vytvori sa skenovacie okno o dizke $est aminokyselinovych rezidui. Zagiatoény tsek
a- helixu indikuje zhluk Styroch po sebe nasledujicich aminokyselin s preferencnymi
hodnotami patriacimi do skupiny ,,former (Ho, ha). Nijdeny helikdlny usek (jadro
hélixu) je rozSirovany po oboch stranach retazca, kym sa nenarazi na tetrapeptidovi
oblast’ s reziduami ,,breaker” (Ba, ba). Celkovo musi byt’ pre hélix splnena podmienka, ze
priemerna hodnota P (o) > 1,03 a zdroven P (o) > P (B). Tymto spésobom st vymedzené
helikalne useky. Rozsirené verzie uvazuju, ze niektoré rezidua typicky tvoria Struktiry
v urcitych oblastiach retazca.

Vytvori sa skenovacie okno o diZke pat’ aminokyselinovych rezidui. Jadro B-skladaného
listu predstavuje zhluk troch po sebe nasledujucich aminokyselin s preferencnou hodnotou
P (B) > 1 (HB, resp. hP). V pripade, Ze sa objavi tetrapeptidova oblast rezidui Bf, pripadne
bB (P (B) < 1), jedna sa o ukoncenie B-listu. Pre B-list musi byt’ d’alej splnend podmienka,
ze celkova tendencia useku P (B) > 1,05 a zaroven P () > P (o)

U prekryvajucich sa a- a P-isekov sa vyslednd Struktira uréi na zaklade vécsej
z priemernych hodnét P (o)) a P (B) pre dant oblast’.

Useky B-ohybu st uréené podl'a vypo&itaného parametru p(t), kde:

p(e)=f (i) fli+1)-f(i+2)-f(i+3) , (2)

pri¢om i indexuje polohu daného rezidua. V pripade, ze p(¢)>7.5-10"" , dané oblast

ma tendenciu vytvarat’ B-ohyb. Aby bol tsek skutocne predikovany ako ohyb, musi byt’
zéroven splnend podmienka, Ze priemerna hodnota P (turn) > 1 pre Styri po sebe

nasledujtce rezidua a zarveni P (o) <P (turn) > P (B).

V pripade, ze vysledny predikovany usek je kratsi ako jadro definované pre danu
Struktaru, sa tato predikcia anuluje.

Useky, ktorym nebola priradena Ziadna z troch $truktir, st oznatené ako ndhodné zhluky.
[12], [13]

17



Tab. 2: Preferencné hodnoty jednotlivych aminokyselin vzhl'adom k sekundérnej Struktare [11]

a-helix B-skladany list B-ohyb

Reziduum | P(a) | Ozn. Reziduum | P(B8) | Ozn. Reziduum |P(turn)| f(i) | f(i+1) | f(i+2) | f(i+3)
Glu 1,44 Ha Val 1,64 HB Asn 1,56 | 0,161 | 0,083 | 0,191 | 0,091
Ala 1,39 Ha lle 1,57 HB Gly 1,56 | 0,102 | 0,085 | 0,190 | 0,152
Met 1,32 Ha Thr 1,33 hB Pro 1,52 | 0,102 | 0,301 | 0,034 | 0,068
Leu 1,3 Ha Tyr 1,31 hB Asp 1,46 | 0,147 | 0,110 | 0,179 | 0,081
Lys 1,21 ha Trp 1,24 hB Ser 1,43 | 0,120 | 0,139 | 0,125 | 0,106
His 1,12 ha Phe 1,23 hB Cys 1,19 | 0,149 | 0,050 | 0,117 | 0,128
Gln 1,12 ha Leu 1,17 hB Tyr 1,14 | 0,082 | 0,065 | 0,114 | 0,125
Phe 1,11 ha Cys 1,07 hB Lys 1,01 | 0,055 | 0,115 | 0,072 | 0,095
Asp 1,06 ha Met 1,01 B Gln 0,98 | 0,074 | 0,098 | 0,037 | 0,098
Trp 1,03 la GIn 1,00 I3 Thr 0,96 | 0,086 | 0,108 | 0,065 | 0,079
Arg 1,00 la Ser 0,94 iB Trp 0,96 | 0,077 | 0,013 | 0,064 | 0,167
lle 0,99 ia Arg 0,94 iB Arg 0,95 | 0,070 | 0,106 | 0,099 | 0,085
Val 0,97 ia Gly 0,87 iB His 0,95 | 0,140 | 0,047 | 0,093 | 0,054
Cys 0,95 ia His 0,83 iB Glu 0,74 | 0,056 | 0,060 | 0,077 | 0,064
Thr 0,78 ia Ala 0,79 iB Ala 0,66 | 0,060 | 0,076 | 0,035 | 0,058
Asn 0,78 ia Lys 0,73 bB Met 0,6 | 0,068 | 0,082 | 0,014 | 0,055
Tyr 0,73 ba Asp 0,66 bB Phe 0,6 | 0,059 | 0,041 | 0,065 | 0,065
Ser 0,72 ba Asn 0,66 bB Leu 0,59 | 0,061 | 0,025 | 0,036 | 0,070
Gly 0,63 Ba Pro 0,62 BB Val 0,5 | 0,062 | 0,048 | 0,028 | 0,053
Pro 0,55 Ba Glu 0,51 BB lle 0,47 | 0,043 | 0,034 | 0,013 | 0,056

3.2.2 GOR (Garnier-Osguthorpe-Robson) metéda

V porovnani s Chou-Fasmanovou metdédou, ktord uvazuje pri predikcii iba jednu samostatnii
aminokyselinu ako faktor rozhodujuci o sekundarnej Struktare, metdéda GOR prichadza s urcitym
zdokonalenim. Predpoklada vplyv okolitych rezidui, ¢im sa zvySuje presnost’ metody. Celkovo je teda
pri predikcii urcitého rezidua uvazovanych 17 rezidui, 8 rezidui pred a 8 rezidui za touto poziciou.
GOR predstavuje Statisticki metdoda vychadzajuca z Bayesovskej podmienenej pravdepodobnosti
a informacnej tedrie. Zakladna myslienka metddy sa odvija od informac¢nej funkcie v tvare:

1(S;R)=log[P(S|R)/P(S)] | 3)

kde S je jedna zo Struktarnych foriem, R je dané reziduum a P (S|R) podmienend

pravdepdobnost’ vyskytu S Struktiirnej formy, ak je pritomné R reziduum. [9]

Zaroven plati (z Bayesovskej pravdepodobnosti):

P(S|R)=P(S,R)/P(R) , (4)

kde P (S, R) je spolocné pravdepdobnost’ vyskytu R rezidua a zaroven vyskytu S Struktury a P(R)
pravdepdobnost’ vyskytu R rezidua.
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Pravdepodobnosti mézeme vyjadrit’ vo forme frekvencii vyskytu rezidui a Struktar v znamej databaze:
](S:’R):10g<fs,1e/fs> > (5)

kde fsg je frekvencia vyskytu rezidua R v Struktare S a fs frekvencia vyskytu vSetkych rezidui
v Struktare S'.

Potom modZeme vypocitat tzv. informacné rozdiely medzi jednotlivymi reziduami

ovplyviiujacimi predikované reziduum na pozicii m:

P(Sm,R, ..R ) 1-P(S)

+1
1—P(Sm,R,.R.) ® P(s) ° ©

I(ASm,R,,..R )=log

kde A4S predstavuje informa¢ny rozdiel medzi hypotézou, Ze R sa vyskytuje v konformécii S a
hypotézou, Ze R sa v tejto konformacii nevyskytuje (je v inej konformacii). M6Zme ho teda definovat’
ako rozdiel informaénych funkcii 7 (S; R) a [ (nonS; R). Z tejto rovnice dokaZzeme vyjadrit’ podiel

zdruzenych pravdepodobnosti :

P(Sm,Rl,..RX) P(S) Lo (ASmiR R

1-P(Sm,R,..Rx) 1—P(S)

(7

Po aproximovani pravdepodobnosti ako frekvencie vyskytu jednotlivych stavov, sa tieto
podiely vyuzivaji ako hodnoty skorovaci matic pre predikciu Struktary. [13], [14]

Samotny algoritmus predikcie pozostdva zo zostrojenia Styroch skorovacich matic
orozmeroch 20x17. Kazdej zo 17 pozicii v polypeptidovom retazci, ktoré berieme do uvahy,
zodpoveda stipec s hodnotami parametrov pre kazdi z 20 moZnych aminokyselin. Jednotlivé
skérovacie matice reprezentuju hodnoty pre jednu zo Styroch foriem Struktury, ktort méze centralne
reziduum zaujat’. (hélix, list, ohyb, nahodny zhluk). Hodnoty pravdepodobnosti v kazdej matici sa
vypocitaju na zaklade vzt'ahov uvedenych vyssie pre kazdi aminokyselinu a kazda poziciu. Nasledne
sa prechadza pozadovant sekvencia skenovacim oknom o dizke 17 rezidui a na zéklade matic sa
vypocita celkové skore pre centrdlne reziduum ako suma pravdepodobnosti vSetkych pozicii.

Struktarna forma sa prirad’uje podl’a matice, v ramci ktorej sa dosiahne najvyssie skore. [15]

Jednotlivé metédy GOR sa postupne vyvijali. Kvoli zjednoduseniu GOR I a GOR II zaviedli
predpoklad, ze kazdé zvazované reziduum v okoli centralneho rezidua nai pdsobi samostatne, bez
vzajomnych interakcii s ostatnymi reziduami. Metéda GOR III uz predpokladd parovy vplyv
okolitych rezidui, teda urcita korelaciu medzi reziduami. Najnovsia metéda GOR V zvySuje presnost’

predikcii s vyuzitim viacnasobného zarovnania. [9], [13], [14]
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3.2.3 Metoda najblizSieho suseda (,,k-Nearest Neighbor*)

Na rozdiel od predchadzajucich metod, ,,k-Nearest Neighbor* metdda neposkytuje priradenie
k jednotlivym Struktirnym stavom, ale skér pravdepodobnostné rozlozenie nad tymito stavmi.
Zékladnd myslienka spo¢iva v ndjdeni urcitého mnozstva k-najblizSich susedov k predikovanej
sekvencii. Jednd sa o sekvencie s podobnou primarnou $trukturou (homologne sekvencie) a znamou
sekundarnou $trukturou pristupnou z databazy. Predpoklada sa, Ze sekvencie s podobnym obsahom
a sledom aminokyselin v retazci budl taktiez vytvarat podobné sekundarne Struktiry. Predikcia
prebieha na principe priradenia prislusnosti k Strukturnej triede pre centralne reziduum zo zvoleného

okna. Najbliz§i susedia sa vyberaju z databazy sekvencii s aplikovanim okna rovnakej dizky. [13]

Pre proteiny databazy a predikovany protein sa vytvori skorovacia matica, najcastejSiec PSSP
(,,Position Specific Scoring Matrix*), ktora predstavuje vstup predikéného systému. Nasledne sa ziska
sekvenény profil jednotlivych rezidui z viacnasobného zarovnania sekvencii aplikovanim algoritmu
PSI-BLAST. Ten je potrebny k vypoctu vzdialenostnej miery d, ktora vyclefiuje najblizSich susedov

sekvencie:

53

1

0o w
d=max(1,(2 2| p, "= pi Ymin{j,(W+1=j)||)} . ®)
1j=1

kde W je velkost okna, p; profil j-tej pozicie v okne pre i-tu aminokyselinu skiimanej
sekvencie a homoldgnej sekvencie z databazy. Vzdialenostna miera je pozi¢ne vahovana, berie teda do
uvahy fakt, Zze vzdialenejSie rezidua maji na Struktiru centralneho rezidua okna mensi vplyv ako

rezidud v jeho blizkosti.

Dalsim krokom metédy je priradenie prislusnosti vybranych susedov k $trukturnej triede.
Vyuziva sa fragment s oknom rovnakej dizky ako u predikovanej sekvencie. Pévodné ,,Nearest
Neighbor* metody prirad'ovali prislusnost priamo podla Struktary centralneho rezidua. Hodnoty
prislusnosti k triedam boli teda vyluéne bindrne. NovSie metddy zohladiuji vplyv okolitych rezidui
na Struktarnu formu centralneho rezidua. Berie sa tiez ohl'ad na vzdialenost’ reziduii od centralnej
pozicie, na zaklade ¢oho st okolité rezidua vahované. Vahy sa vécSinou urCuju ako prevratena
hodnota vzdialenosti od centralnej pozicie, ked’ze so vzdialenost'ou klesa vplyv na Struktirnu formu
vybraného rezidua. Prislusnost’ k Struktirnej triede je susedom priradend zvéacsa ako percento vyskytu

susedov (rezidui) v danej triede vahované uvedenymi vahami.

U novSich metdod mé priradenie Struktirnej triedy samotnému predikovanému reziduu fuzzy
formu. Miera prislusnosti k triede sa pohybuje v rozmedzi <0,1>, kde 0 indikuje, zZe reziduum nepatri

do danej triedy a 1 indikuje Gplnt prislu$nost’ k triede. Prislusnost’ u; () rezidua r ku kazdej z tried i

mozno vyjadrit’ vztahom:
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Z uij(ll|d(r, rj)ym_l‘)
u,(r)=1=% . )
Z (l/|d(r,rj)2/'"71‘)

Jj=1

Podl'a vztahu je prisluSnost’ k triede dand poctom susedov priradenych k tejto triede u;
a vzdialenostnou mierou d (7,7;) medzi predikovanym reziduom r a prislu$nym reziduom suseda 7;.
Premenna m, vystupujica vo vztahu predsatvuje tzv. fuzzifikator. Fuzzifikator urcuje, ako je hodnota
prislusnosti k triede zavisla na vzdialenosti medzi reziduami. Konkrétny spdsob priradovania sa u
jednotlivych algoritmov 1isi a mé vyrazny vplyv na ucinnost’ algoritmu. Zavedenie fuzzy klasifikacie
do metody ,,Nearest Neighbor ma znacny vyznam, pretoZze umoznuje urcit’ mieru istoty s akou patri

skimané reziduum k jednotlivym $truktarnym triedam. [30]

Délezitym krokom v predikcii je vhodny vyber parametrov, ako je pocet susedov
k ,zohladiiovanych v predikcii a dizka okna. Pévodne sa volil parameter k v rozmedzi 1-25, empiricky
sa viak zistilo, Ze najlepsich vysledkov sa dosahuje pri k v rozmedzi 50-200 . Paradoxne, diZka okna
nie je umernd kvalite predikcie, napriek tomu, Ze urcitym zvacSovanim okna je mézné lepSie zachytit’
globalne interakcie. Algoritmus NN dosahuje najvyssej presnosti predikcie pri zvazovani 9 rezidui

pred a 9 rezidui za centralnym reziduom, teda s pouzZitim okna o dizke 19 rezidui. [29]
3.2.4 PhD

Metoda PhD vyuziva viacnasobné zarovnanie sekvencii (MSA) v kombinacii s neurénovymi
sietami. Z viacnasobného zarovnania je vytvoreny sekvenény profil, tj. zastipenie jednotlivych

rezidui v jednotlivych stipcoch zarovnania. Architektira metddy je navrhnuta do troch trovni:
1. Neur6nova siet’ sekvencia — Struktira

Vstupom dvojvrstvovej doprednej siete st profily v ramci okna s dizkou 13 rezidui
(a.¢...a;...a;:6), centralnu poziciu predstavuje reziduum a; , ktoré¢ho Struktaru predikujeme.
Kazdé reziduum (resp. pozicia okna) teda produkuje 20 vstupov, jeden vstup je
vymedzeny pre pre pripad, Ze okno presahuje C- alebo N-koniec proteinu a d’alsi udava
kvalitu MSA zarovnania. Siet' nasledne pozostava z 13x22 uzlov. Vystupom siete su
3 vahy — pravdepodobnostné hodnoty prislusnosti predikovaného rezidua k jednotlivym
Struktrnym triedam: P(ja) — hélix, P(jB) — skladany list a. P(jC) — nahodny zhluk

2. Neurdnova siet’ Struktara — Struktara

Vstup siete predstavuje okno o dizke 17 rezidui, pric¢om kazdé reziduum je reprezentované
tromi vahami z vystupu prvého stupfia sekvencia — Struktira. Jedna vaha je opat

vyhradend pre pripad, Ze okno presahuje jeden z koncov proteinu. Siet’ je teda tvorena
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17x4 jednotkami a vystupom st upravené pravdepodobnosti moznych Struktirnych

stavov.
3. Rozhodovaci systém

Ked’ze st neurénové siete zavislé na rade paramatrov — vyber trénovacich dat, poradie
trénovania atd’., PhD vyuziva va¢s§i poCet separatne trénovanych parov sieti. Jednotlivé
predikcie st privadzané na vstup tretej siete, oznacovanej ako rozhodovaci systém. Na
tejto urovni dochadza k spriemerovaniu jednotlivych predikcii a vysledny vystup
predstavuje Struktirna forma s najvaésim priemernym skore. Zaroven su anulované
predikcie kratkych Strukturnych tsekov, ktoré st nasledne oznacené ako ,,nahodny zhluk*.

[27], [28], [32]
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Obr. 7: Architektira siete — metéda PhD [31]
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4  Prakticka realizacia predikéného programu

Pre samotnu realizaciu predikcie bola zvolena Chou-Fasmanova metoda, ktora je vdaka svojej
jednoduchosti a rychlosti spracovania cCastou volbou pre orientané stanovovanie Struktury.
Chou- Fasman predstavuje vo vSeobecnosti zakladnti metodu predikcie sekundarnej Struktary, na ktort
nadvézuju niektoré zlozitejSie metody, pripadne ju urcitym sposobom rozsiruju. Zaroven je metoda
uskuto¢iiovana po krokoch a tym padom pomerne dobre ndzornd. U mnohych inych metod,
vyuzivajucich napr. umelé neurénové siete, vacsina rozhodovacich procesov prebieha skryte, resp.
neposkytuje adekvatny popis svojich rozhodnuti uzivatel'ovi. Chou - Fasmanovu metédu teda mozno z

uvedenych dovodov povazovat’ za vhodnu k tomuto ucelu.

Program, vratane grafického uzivatel'ského rozhrania, je realizovany v programovom prostredi
Matlab R2009/a, ktory je vdaka bioinformatickym toolboxom dobre vyuzitelny pre pracu
s biologickymi sekvenciami.

4.1 Vyber dat

Vstupnymi datami kazdého predikéného algoritmu sekundarnej Struktary su sekvencie
aminokyselin v jednopismenovom kdédovani (Tab. 1). Realizovany program, podobne ako vécsina
predikénych softvérov, pracuje so subormi vo formate FASTA, ktory zaroven podporuje vécsina
proteinovych databazi. Tento textovo zalozeny format obsahuje hlavicku s jednoriadkovym popisom
proteinovej sekvencie a samotnil znakovl reprezentaciu sekvencie. Tieto Ccasti st odliSené

identifikatorom ,,>*, ktory uvadza popisny riadok sekvencie.

Pre testovanie vytvoreného programu a nasledne volne dostupnych internetovych softvérov
bol zvoleny nasledujuci subor vyznamnych I'udskych proteinov:

1. HBB [Human] — hemoglobin (podjednotka )

2. CRP [Human] — C-reaktivny protein

3. ACTS [Human] —aktin a

4. ALBU [Human] — albumin

5. P53 [Human] — bunkovy tumorovy antigén p53

4.1.1 Databaza UNIPROT

Déta pre testovanie samotného programu a porovndvanie vybranych softvérov pochadzaji
z UNIPROT databazy. Ide o jeden z najkomplexnejSich zdrojov proteinovych sekvencii a dat
suvisiacich s proteinmi. Kedze sa zaroven jednd o databazu znamych sekundarnych Struktur,
pochédzajtcich prevazne z RTG a NMR experimentov, pri porovnavani vysledkov predikcii ju

modzno povazovat za referencnu.
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Nasledujuca cast’ je prehladom reprezentacie zvolenych dat (sekvencii vo FASTA formate

aich znamych sekundarnych Struktir) v databaze UNIPROT, dostupnej z http://www.uniprot.org/.

V zéatvorke je uvedené identifikacné Cislo sekvencie v rdmci databazy.

Sekvencia 1: HBB (P68871)

>sp|P68871 |HBB HUMAN Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens GN=HBB
PE=1 SV=2
MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNPK
VKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFEG
KEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH

Secondary structure

[ | |
Helix Strand ] Tumn

Details...

Helix 6-16 1

Turn 21-23 3 -+
Halix 24 - 35 12 —

Helix 37-42 6 —

Helix 44 — 46 3 —

Helix 52487 6 —

Helix 89 -77 19 . E—
Turn 78 - 80 3 . E—
Helix 82 - 94 13 S —
Turn 95 -97 3 S E—

Helix 102 - 119 18 ———&—
Helix 120 - 122 3 ————+—
Helix 125 - 142 18
Helix 144 — 146 3

Obr. 8: Sekundérna struktura sekvencie 1 z databazy UNIPROT

Sekvencia 2: CRP (P02741)

>sp|P02741|CRP_HUMAN C-reactive protein OS=Homo sapiens GN=CRP PE=1
Sv=1

MEKLLCFLVLTSLSHAFGQTDMSRKAFVEFPKESDTSYVSLKAPLTKPLKAFTVCLHEYTE
LSSTRGYSIFSYATKRODNEILIFWSKDIGYSFTVGGSEILFEVPEVTVAPVHICTSWES
ASGIVEFWVDGKPRVRKSLKKGYTVGAEASTIILGQEQDSFGGNFEGSQSLVGDIGNVNMW
DEVLSPDEINTIYLGGPFSPNVLNWRALKYEVQGEVFTKPQLWP
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http://www.uniprot.org/

Secondary structure

Helix | Strand ] Tum

Detais...
Beta strand
Beta strand
Beta strand
Helix
Beta strand
Beta strand
Turn
Beta strand
Beta strand
Beta strand
Turn
Beta strand
Beta strand
Helix
Beta strand
Helix
Beta strand
Helix
Beta strand

Beta strand

256-29
37-40
48 - 58
61-63
67 -73
80 — 86
87 -89
90-95
98 - 103
112 -119
120 -122
124 - 129
150 — 155
166 — 168
172 - 182
186 — 194
201-203
205 -207
210-215
217 - 220

Obr. 9: Sekundarna Struktira pre sekvenciu 2 z databazy UNIPROT

B O W W @ O W M W o o @ W o= = W o s

Sekvencia 3: ACTS (P68133)

>sp|P68133|ACTS HUMAN Actin,

PE=1 Sv=1

MCDEDETTALVCDNGSGLVKAGFAGDDAPRAVEPSIVGRPRHOQGVMVGMGQKDSYVGDEA
OSKRGILTLKYPIEHGIITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREK
MTQIMFETEFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMRL
DLAGRDLTDYLMKILTERGYSEVTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFENEMATAASSSSLEK
SYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETTYNSIMKCDIDIRKDLYANNV
MSGGTTMYPGIADRMOKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOMWIT

KOEYDEAGPSIVHRKCEF
Helix Strand ] Tum

Obr. 10: Sekundarna Struktura pre sekvenciu 3

alpha skeletal muscle OS=Homo sapiens GN=ACTAl
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Sekvencia 4: ALBU (P02768)

>sp|P02768 |ALBU_HUMAN Serum albumin OS=Homo sapiens GN=ALB PE=1 SV=2
MKWVTFISLLFLFSSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPF
EDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEP
ERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLF
FAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAV
ARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLK
ECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYAR
RHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEFDEFKPLVEEPONLIKQONCELFE
QLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVV
LNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTL
SEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLV
AASQAALGL

Helix strand ] Tumn

Obr. 11: Sekundarna $truktara pre sekvenciu 4

Sekvencia 5: p53 (P04637)

>sp|P04637|P53 HUMAN Cellular tumor antigen p53 OS=Homo sapiens GN=TP53
PE=1 SV=4

MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWETEDPGP
DEAPRMPEAAPPVAPAPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFRLGFLHSGTAK
SVTCTYSPALNKMFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMATIYKQSQHMTEVVRRCPHHE
RCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEYLDDRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNS
SCMGGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENLRKKGEPHHELP
PGSTKRALPNNTSSSPQPKKKPLDGEYFTLOQIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGKEPG
GSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKKLMEFKTEGPDSD

Helix Strand || Tum

Obr. 12: Sekundarna $truktara pre sekvenciu 5



4.1.2 Pozadované vystupy

Pozadovanym vystupom predikcie je sekvencia transformovana do postupnosti Struktirnych
tried podla Standardného koédovania DSSP (,,Database of Protein Structure Assignment®). Ide o
databazu jednotlivych Struktirnych priradeni obsahujucu osem zékladnych tried sekundarnej
Struktary: H (,,Helix", a-hélix), E (,,Extended®, B-skladany list), G (3,0-hélix), I (n-hélix), B (,,Bridge®,
jednoreziduovy B-list), T (,,Turn“, B-ohyb), S (,,Bend), C (,,Coil*, ndhodny zhluk nezaradeny do
ziadnej z tried). Vo vicSine pripadov su predikované Struktiry redukované na tri triedy, v pripade
nasledujtiiceho algoritmu je vyuzita Stvorstavova redukcia podl'a tzv. CASP Standardu: {H, G, I} — H,
{B,E} - E, {S, T} —» T, {C} —»C.

4.2 Navrh predikéného algoritmu

Algoritmus pre predikciu sekundarnej Struktary je navrhnuty na zaklade Chou-Fasmanove;j
metody a rozhodovacich pravidiel zo str. 16. Grafické znadzornenie zjednoduseného navrhu poskytuje

vyvojovy diagram na Obr. 13.

Na zaklade diagramu mozno predikény algoritmus rozdelit' do piatich suborov blokov. V
prvej Casti su vstupnej sekvencii priradované preferencie k sekundarnym Struktaram. Predikcia sa
nasledne vetvi na predikciu hélixu a listu. Bloky obsahujiice vyraz P(x) pocitaji priemerné
preferenc¢né hodnoty rezidui na danej oblasti pre dany druh Struktary x. Rozhodovacie pravidla a
postup samotnych predikcii zndzornenych v diagrame je uvedeny v popise samotnej metody.
Vysledkom st useky hélixov a listov priradené prisluSnym poziciam. V d’alSom subore blokov sa
useky ,,zjednocuju“ do jednej postupnosti pre danu sekvenciu spracovanim prekryvajicich sa oblasti.
Samostatnu Cast’ predstavuje vyclenenie usekov ohybu. Blok p(#) pocita poziéni preferenciu pre
potencidlny ohybovy usek. Pri predikcii ohybu sa prekryvajuce oblasti nevyhladavajui, po splneni
prislusnych podmienok je usek do vyslednej predikcie dosadeny automaticky. Ciastoéné predikcie
priradené poziciam sa spajaju do jednej vyslednej postupnosti predikcii v poslednom stubore blokov.
Ten zabezpecuje anulovanie kratkych predikcii Struktar s nedostatoénym poc¢tom rezidui, ktoré vznikli

v dosledku prekryvajtcich sa oblasti.
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Preferencie

Predikcia a-hélixu

Predikcia 3-listu

Prechadzanie
predikcie

RozSirovanie
po koniec
Useku

Pocet rezidui

Pocet<jadro
Struktary

Skenovanie hélix Skenovanie
prefer. list.prefer.
Rozsirovanie Rozsirovanie
sekvencia Gseku obomu useku oquu
smermi Okno (5 AA) smermi
Prechadzanie
sekvencie )
Tetrapeptid. Tripeptid.
etrapeptid oblat ‘B’ oblat ‘H’
Priradenie el
parametrov
Jadro
Y Jadro listu=okno P(a), P(3)
Priradenie hélixu=okno
preferenci |
(@)>P(B) && P(B)>P(a) &&
P(0)>0.03 P((B)>0.05
+
Nahodny zhluk Usek hélixu Nahodny zhluk Usek listu
>

Skenovanie

Y

Prechadzanie
hélix. a list.

Predikcia hélixu

< ‘4
<

Predikcia listu

Ohyb. pref.

v

Okno (4 AA.)

v
P(B)
P(a)

P(turn)

p(t)

P(turn)>1 &&
P(t)>7,5E-04

Usek ohybu

¥
i Struktara ;

Odstranenie

kratkych predikcii

Predikcia prekryvajucich sa usekov

Predikcia P(turn)>P(a) &&
Anulovanie ohybu P(turn)>P(B)
predikcie Useku
o - - — i — === o - - - m == E =

Predikcia 3-ohybu

Obr. 13: Vyvojovy diagram realizovaného programu s vyznacenymi funkénymi celkami
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4.3 Popis programovej realizacie, ukazka funkcie

Predikciu sekundarnej Struktary realizuje funkcia ChouFasman. Vstupom je sekvencia vo
formate FASTA, nacitand zo suboru pomocou funkcie fastaread, pripadne priamo zadana

sekvencia vo forme retazca. Vystupom je sekunddrna Struktura vo forme uvedenej v podkapitole
4.1.2.

Funkcia v tvare[hlavicka, sekvencial=fastaread ([PathName,FileName])
ziskava vstupné parametre o umiestneni suboru z vystupu funkcie uigetfile, ktord otvara
dialogové okno pre vyber suboru s vymedzenym formatom FASTA. Priklad fungovania programu
moze byt demonstrovany na kratkej fiktivnej sekvencii:

sekvencia =

PEMMLMNFPPPPMFPCFFLLVLYYYYGDEEDQTDMSRKKESDTSYVYYYYPLTQTIDSEWRWCSPPPP

Program pracuje s preferenénymi parametrami pre jednotlivé Struktirne triedy — P(a),
P(B) , P (turn) a p(t) z tabulky ¢.2, uloZenymi v Struktire Pref param. KaZzdej aminokyseline
sekvencie su priradené hodnoty parametrov pre kazdu Strukturu vo forme vektorov Val helix,
Val listaVal ohyb. Pre predikciu ohybov st retazcu zaroven priradené pozicné preferencie pre
mozné polohy aminokyseliny v tetrapeptidovom ohybovom useku — ptl az pt4. Pre predikciu
hélixov a listov su prislusné hodnoty porovnavané s empiricky stanovenymi hranicami (Tab. 2)
a kazdej aminokyseline retazca je priradend miera preferencie k jednotlivym triedam v podobe znakov
H, h, B, b, I, i . Tymto sposobom vznikni vektory preferencii k StruktGram — Pref helix

aPref list.

Pref helix =
BHHHHHihBBBBHhBihhHHiHbbbbBRhHHhhihHbIhhHbhibbibbbbBHihiihbhIIIibBBBB
Pref list =

BBIThIbhBBBBIhBhhhhhHhhhhhibBBbIhbIiibbBibhihHhhhhBhhIhHbihhihhiBBBB

Nasledujucou castou je prevod preferencii do postupnosti Strukturnych tried. Kazda
uvazovana trieda je predikovand najprv samostatne a uloZena vo forme vektorov Strukt 1 (list),
Strukt h (helix) a Strukt o (ohyb). Tieto vektory su prealokované na indiferentnu triedu ,,C*.
Preferenéné vektory Pref helix a Pref list su skenované oknom prislusnej dizky pre
konkrétny druh Struktiry. Funkcia strcmpi porovnava znaky okna s tripeptidovym (list) alebo

tetrapeptidovym (hélix) zhlukom ,,formerov* v 'ubovol'nom zlozeni (,,H, ,,h*) a poradi. Okno, ktoré
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obsahuje takyto zhluk, je vyhodnotené ako ,,jadro* danej Struktary. V prislusnych oblastiach vektorov
Strukt 1, resp. Strukt h je zaznamena jeho poloha symbolom Struktirnej triedy (,,E*, resp.
»H). Jadro sa rozSiruje dopliiovanim znakov do vektorov Struktar, kym strcmpi nevyhodnoti
tetrapeptidovu oblast’ ,,breakerov®, taktiez v 'ubovolnom zlozeni a poradi. Cyklus rozsirovania je v
tomto pripade zastaveny, analogicky sa rozsiruje v opa¢nom smere. Takto st vymedzené helikalne a
listové useky. Medzi zaciato¢nou a koncovou polohou useku st vypocitané priemerné preferencie
P(a) a P(p) z vektorov Val helix aVal list. V pripade, Ze nie s splnené podmienky metody
(vid’ prislusné bloky diagramu), je ich predikcia anulovana (na tsek si dosadené znaky ,,C*). Zafina
nové skenovanie preferencnych parametrov s oknom posunutym na nepredikovanu oblast’.

Pre urCenie ohybu sa vyuziva tetrapeptidové okno, v ramci ktorého sa pocita priemerna preferencna
hodnota pre ohyb. Pokial je splnend podmienka pre hodnotu P(turn) na danom useku a zaroven
podmienka pre pozicné preferencie p(¢), na prislusnu tetrapeptidovu oblast’ vektoru Strukt o st

dosadené znaky ,,T*. Okno sa postiva na nepredikovant oblast’.

Strukt helix =
HHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHEHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
Strukt list =
CCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEEEEEEECCCCEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEECCCC
Strukt ohyb =

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTTTTCCCCTTTTCTTITTTTTTCCCTTTTCCCCCCTTTTCCCTTTTC

Ciasto¢né predikcie su v d’alsom cykle prechadzané a zjednotené do vysledného vektoru
Struktary Strukt. Ohybové oblasti (vzdy Stvorice aminokyselin) st do vektoru dosadené v pripade,
ze vypocitana preferencia usekov je visia ako preferencia k listu a zaroven k hélixu. Prekryvajice sa
oblasti Struktur listov a hélixov sa rieSa nasledovne: na useku, kde je predikovana Struktira pre obe
triedy, sa vypodita priemerna preferenéna hodnota rezidui k obom triedam. Usek ozna¢eny symbolom
triedy je dosadeny do vysledného vektoru, zvysné pozicie su doplnené pdvodnymi znakmi vektorov.

Posledny cyklus spresiiuje predikciu vyhodnotenim dizky jednotlivych tisekov vo vyslednom
retazci a v pripade, Ze je predikovanad oblast’ menSia ako jadro danej Strukturnej triedy, predikciu
anuluje. Vystupny vektor Strukt v danych poziciach obsahuje znak ,,C*, rovnako ako v pripade, zZe
danej pozicii nebola ziadna predikcia priradend. Kratke useky sa kontroluju iba v pripade hélixov
alebo listov, ked’Zze u ohybu sa vzdy do vysledného vektoru dosadzuju Stvorice znakov. Vysledna
predikcia pre zvolent sekvenciu potom vyzera nasledovne:

Strukt =

HHHHHHHHCCCCEEEEEEEEECEEEEECCCTTTTCTTTTTTTTEEEEEEEEEEEEETTTTCCCTTTTC
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4.4 Grafické rozhranie
Grafické uzivatel'ské rozhranie bolo vytvorené z cCasti programovo a z Casti pomocou
matlabovského prostredia GUIDE. Sluzi predovsetkym ku grafickému zobrazeniu predikcie, zdznamu

predikovanych sekvencii a exportu vysledkov do stiboru.

4.4.1 Popis komponentov

E B, = et

Pouzité sekvencie

Zadaj nazov sekvencie I

Obr. 14: Uzivatel'ské prostredie programu ChouFasman

Tlacitko Vyber sekvenciu otvara dialogové okno, ktoré umoziiuje vybrat a naditat
pozadovani sekvenciu zo suboru. Aplikacia pracuje so subormi vyhradne vo formate FASTA.
Editovatel'né pole nizSie sluzi pre zobrazenie vybranej sekvencie alebo jej priame zadanie vo forme

ret'azca (postupnosti znakov) v Standardnom aminokyselinovom kédovani.

Pole Zadej nazov sekvencie priraduje vybranej sekvencii nazov, pod ktorym bude dalej
identifikovatel'na. V pripade, Ze pole ostane nevyplnené, priradi sa sekvencii ndzov automaticky, a to

nasledovne: pokial’ nie je zadany nazov, ale je znamy subor, nazov je ziskany priamo z hlavicky
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FASTA formatu. V opacnom pripade, pri zadani do prazdneho pol'a, je sekvencia oznacend Bez ndzvu

x, X predstavuje poradové ¢islo predikcie.

) o |

Zada] nazov sekvencie

MFEMPIVCLVLEVVCETAWTAD SCECDFLAECCCYVRGPEVVERH SACKFDSDWEF CSDEDIT
IWECPEGC M CLIDEVH D FTHREINE LEN S LFEY CFNNFD SHELTTHIMEILECDFSSA
NNEDHNTYHNEVEEDLESEIEVLEREVIEEVOHI ¢ LLOFNVEACLVDMERLEVDIDIETIREC
RGSCSPALAREVDLEDYEDQCEQLEQVIAKDLLPSEDRECHLPLIEMEPVPDLVPGNFESG
LOEVPPEWEALTDMPOMPMELERPGCNEITRCGETEYCTCEETESPRIPSSAGENECES
GPEETCHEN P CE S TGCTATWE P GEEGPCETCEWNEGESCTCE TGN ONPGEPRPCETCTIT
NPCESERGEACHNTSESSVECETCUWMHEESCEFRPDEP CECIARPNNPDWCT FEEVE CITW
SPGTRREYHTEKLVTSEGDEELRTGEEEVTSGETTTTRESCEETVTETVIGED GHEEVTE
EVVTEEDGEDCPEAMDLGTLEGIGTLD GFRHEHPD EAAFFDTASTCETFPGFFSIMLGEF
VEETESRGSESGIFTNTEESSSHHPGIAEFPSRGESSSYSKOFTSSTSYNRGDSTFESES
YFMADEAGESEADHECTHETERGHAKERPVED CDDVLOTHP ECTOSCIFNIKELPGESEIFE
VYCDQETSLGEWLLIGOPMD CELNFHRTW O DY RGFCELNDECEGEFTLGNDYLHLLT QR
GEVLEVELEDWACHEAYAEYHFRVGEEAECYALOUVEESTECTACDALIEGSVEECAEYTEH
NMMCFSTFDEDADWEENCAEVY GGEIMIY I C AANLNGIYYPCEETDPENNEPYETENG
VUV S FRGADYSLEPAVEMETRPLUTC

Obr. 15: Vzhl'ad hlavného okna po prevedeni predikcie

Tlacitko Predikuj otvara samostatné okno s predikciou vytvorenou vyssie uvedenou funkciou
ChouFasman. Tla¢itko zaroven uklada aktualne spracovavanu sekvenciu do zoznamu, bud pod
zadanym alebo automaticky priradenym nazvom. Pre spustenie predikcie je nutné, aby bola zadana

aminokyselinova sekvencia.

Predikcia je zobrazena formou, kde kazda cast povodnej sekvencie (70 rezidui) je
nasledovana odpovedajucou sekunddrnou Struktirou s farebne vyznacenymi oblastami pre jednotlivé
Struktirne triedy podl'a legendy (Obr. 16).

Zoznam PouZité sekvencie obsahuje vSetky sekvencie, pre ktoré bola predikovana $truktira
od zaciatku spustenia aplikdcie. Vyber polozky zo zoznamu umoziiuje zobrazenie sekvencie a jej

nazvu do prislusnych okien a tiez opatovné vygenerovanie predikcie.
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Obr. 16: Grafické zobrazenie predikcie programu v novom okne Predikcia

Tlac¢itko Exportuj do stiboru otvara dialdogové okno, ktoré umoznuje ulozenie predikovanych
dat do textového suboru. Subor je defaultne ukladany pod ndzvom prisluSnej sekvencie a obsahuje
nazov proteinu, povodnu sekvenciu a predikovanu Struktiuru. Pre vytvorenie stiboru je potrebné, aby
bola najprv predikovana Struktira pozadovanej sekvencie.

Tlacitko Ndpoveda, otvara samostantné okno, v ktorej je zobrazend népoveda k pouzivaniu
aplikacie z textového suboru.

4.5 Vysledky
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Obr. 17: Predikcia programu pre sekvenciu 1
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Obr. 18: Predikcia programu pre sekvenciu 2

File Edit View Insert Tools Desktop Window Help

lCDII. lm:{x lr.mum?.n T TURK

MCDEDETITALVCDHNGIGLVEAGFAGDDAPRAVFEFPIIVGEGRPREQGVHMVGEMGEGQEDIYVGEDEAQIERGILTLE

Brrz-AEEEEE- - -AEEEEEEEE - - - AR EEEE - - - ~EEEEE - - == r = HEEEEE = = - - EEEEE

¥PIEHEGI ITHWDDMEEREIWHEHHET FYNELRVAPEEHEHPTLLTEAPLNPEANREEREMTQIM FPETFPFNVEPEAMY VAIQR

EEENERERER===RENNNNENNNNNRERERN====0NNNEN-===RNNENNNNENNNRNENEENEEEEE

VL3LYASGRTTGIVLDSGDEVTI HN VP IYEGYALPHAIMEBELDLAGRDLTIDY LMEILTERGYSFVITAERETI

EEEEE===HENEEN====ANNNNANEN====HANNNNNNERNR====RNRNNNAN====HANNNNNEEEN

VRDIEKEEEKELCYVALDFENEMATAAIIIILEESYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPIFIGMESAGIHETT

ENNENNRNNENENEERNEEER====M0====0= === ANNANREREEN====00====RHNNEEENEEEN

YN S IMECDIDIREDLYANNVHMIGGEITHYPGIADRMQEE I ITALAPSTMEMEIERKIIAPPEREYIVWIGGIILAS

lllllllllllllllf*ffllllllllff*flllllllllllff*flllllllfTTTIIIITTTTIIIII

LSTF MWITEQEYDEAGPIIVHRECTE

lllllllllllllllllfTTTIIIIII

Obr. 19: Predikcia programu pre sekvenciu 3
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Obr. 20: Predikcia programu pre sekvenciu 4
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Obr. 21: Predikcia programu pre sekveniu 5

4.6 Hodnototenie predikovanych vysledkov, vypocet presnosti predikcie

Pre objektivne zhodnotenie vysledkov predikénych metod a ich vzajomné porovnanie je nutné
zaviest’ parameter vyjadrujuci spravnost’ predikcie. NajcastejSie vyuzivanym skore je tzv. trojstavova
presnost’ Q;, udavajica percentaz vsetkych spravne predikovanych reziduii vzhladom k znamym
Struktarnym stavom z experimentov cez tri Strukturne formy #:

predikované,

0,=2 (t=H ,E,C)————-100 , (10)

pozorovane,

kde H = hélix, E = skladany list a C = nahodny zhluk/in §truktira.

Skore je analogicky mozné vypocitat’ i pre viac Strukturnych tried, v praxi, pri hodnoteni
metdd, je vSak Q; urcitym Standardom. Napriek tomu, poddva predovSetkym prehl'adova informaciu o
spravnosti predikcie. Nie je uplne vhodna, pokial’ ciel'ova Struktirna trieda je pritomna iba v kratkom
useku sekvencie, vtedy jeho spravna predikcia fiktivne zvySuje celkové skore. SofistikovanejSou
metddou je odhad Matthewho korelacného koeficientu podla vzorca:

— tptn_fpfn
e, +7 )+ 1) +7 )+ 1)

(11

kde #, (,true positive™) — pocet spravne pozitivnych predikcii, #, (,,true negative®) — pocet
spravne negativnych predikcii, f, (,,false positive™) — pocet faloSne pozitivnych predikcii a f, (,,false

negative*) — pocet faloSne negativnych predikcii. Hodnota C sa pohybuje v intervale <0,1>.
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Spominané parametre hodnotia spravnost’ predikcie vzhl'adom na samostatné rezidua. Pre
zachytenie predikcie jednotlivych segmentov sa vyuziva SOV (,,Segment Overlap®) index, ktory
pocita s rozsahom, na ktorom sa Struktiry dvoch segmentov prekryvaju:

1 minov(s,,s,)+o

en(s,) , (12)

N < maxov(s,;s,)

kde N je celkovy pocet rezidui a s porovnavané segmenty, ktoré vykazujii pre aspon jednu
poziciu rezidua rovnaku sekundarnu Struktaru (index 1 pre pozorovany segment, index 2 pre
predikovany segment). Minov predstavuje pocet rezidui, pre ktoré maju oba segmenty rovnaku
Struktiru, tj. aktualne prekrytie segmentov, maxov cely rozsah, ktorému je aspon u jedné¢ho z dvoch
segmentov priradena dana Struktira. Hodnota J povoluje urcité malé odchylky pre nerovnaké rezidua
na konci segmentov, ktoré si bezné u $truktirnych homolognych sekvencii. Vaha len(s;) je dizka

experimentalnej sekvencie a predstavuje asymetriu medzi oboma segmentami. [26], [27]
4.6.1 Hodnotenie metod

Kvalita predikcie, hodnotenie metdod a ich vzajomné porovnavanie sa zaklada takmer vyluéne
na presnosti predikcie. Hodnoty parametru Q; pre jednotlivé metody uvedené v praci st zhrnuté
v nasledujucej tabulke spolu s odkazom na literatiru, ktora ich uvadza. Metody st na ich zaklade

porovnatel'né len orienta¢ne, ked’Ze kazda z nich mala pravdepodobne ini mnozinu testovacich dat.

Tab. 3: Uvadzana presnost’ vybranych metdd a presnost’
vypocitana pre realizovany program

Metéda Q,[%] Hodnota prevzana z
GORI| 55,00 [14]
GOR I 56,00 [14]
GOR I 63,30 [14]
GOR IV 64,40 [14]
zakladné PhD 70,80 [29]
fuzzy k-NN 75,75 [30]
ChouFasman 57,89

Skutoc¢na presnost’ programov vo vysledku z&visi na vybere databazy, spdsobe implementacie,
nastaveni parametrov metody a zahrnutia d’alSich vyhladzujucich postupov, napr. réznych druhov

zarovnania sekvencii.

V tabulke je zaroven uvedend vypocitand hodnota presnosti realizovaného programu podla
metdédy Chou-Fasman. Aj ked’ program umoziuje Stvorstavovu predikciu, pre vypocet presnosti bola
pouzita redukcia do troch stavov ({T} — C), aby boli vysledky vzajomne porovnatelné. Presnost
bola ziskana podl'a vzt'ahu (10) na zaklade vysledkov predikcie (Tab. 4) pre celkovy pocet rezidui
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N=1750. Presnost’ pre Chou-Fasmanov algoritmus uvadzand v literature sa pohybuje v rozmedzi

50- 60%. Nedokonalostou metédy je predovSetkym fakt, ze nepocita s vplyvom okolitych

aminokyselin, predikcia prebieha pre samostatné aktudlne reziduum. Daldim nedostatkom su

preferencné parametre metody, ktoré boli odvodené z relativne malého siboru dat a empirické

rozhodovacie pravidla.

Tab. 4: Vysledky predikcie programu ChouFasman spolu s ,,pozorovanymi‘ hodnotami z databazy

H E C
tp pozorované tp pozorované tp pozorované
sekv. 1 73 112 0 0 22 35
sekv. 2 3 18 79 94 44 112
sekv. 3 71 122 7 49 79 206
sekv. 4 341 424 0 9 47 176
sekv. 5 40 58 49 83 154 252
z 528 734 135 235 346 781

Hodnoty #p (,,true positive®) v Tab. 4 predstavuji pocet spravne predikovanych rezidui pre

konkrétnu Struktiru. Ako pozorované si uvedené hodnoty na zaklade zndmych sekundarnych Struktar

z UNIPROT databazy. Vyslednu presnost’ v§ak nie je mozné brat’ reprezentacne, ked’Zze nebol pouzity

Statisticky relevantny subor dat.
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PrehPad vybranych softvérov

Nasledujuca kapitola je venovana vybranym, volne pristupnym softvérom na internete a

porovnaniu ich grafickych vystupov a parametrov predikcie (Cas, presnost). Presnost’ predikcie, udana

vo forme parametru Q; pre tri stavy (vid’ vysSie), je uvadzand v dokumenticidch softvérov. Pre

otestovanie bola pouzita sekvencia 1 (HBB) a sekvencia 2 (CRP), najmid kvoli vyrazne odlisnej

sekundarnej Strukttre, ktord pozostava u oboch sekvenci takmer vylucne z jednej Struktarnej formy.

Predikované vysledky je teda mozné orienta¢ne zhodnotit’ i vizualne.

5.1

Conf;
Pred:

Conf:
Pred:
RA:

Conf:
Pred:
hA:

Conf:
Pred:
AA:

PSIPRED

online predikcia a stiahnutel'ny softvér

metoda: dopredné neurdénové siete, pre analyzu vyuzivaju vystup ziskany z PSI-BLAST

zarovnania

Cas predikcie: cca 20 min

uvadzana presnost: 80,7 % (Q3)

predikcia dostupna z: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

poznamka: navySe urcuje i mieru istoty priradenia Struktiry

Vysledky:
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Target sequence
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Obr. 22: Predikcia programu PSIPRED pre sekvenciu 1
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http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

Conf:
Pred:
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Conf:
Pred:
Ad:
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Pred:
AR:

Conf:
Pred:
AR:

Conf:
Pred:
AR

5.2

HBB

HBB

HBB

Confidence 0 =low 9 =high
Predicted secondary structure 8 =helix & =strand ¢ =coil
Target sequence
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Obr. 23: Predikcia programu PSIPRED pre sekvenciu 2

CLC Protein Workbench 5.6.1

stiahnutel'ny softvér

metoéda: Hidden Markov Model (HMM), modely trénované na datach z PDB databazy
Cas predikcie: okamzite
uvadzana presnost: 68% (Q3)

softvér dostupny z: http://www.clcbio.com/index.php

Vysledky:

Helix Strand Helix
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Obr. 24: Predikcia programu CLC Protein pre sekvenciu |
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http://www.clcbio.com/index.php
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Obr. 25: Predikcia programu CLC protein pre sekvenciu 2

GOR 1V

online predikcia

Metoda: oproti klasickej metdode GOR (vid’ str. 18) navyse uvazuje vplyv parovych frekvencii

vyskytu rezidui v ur¢itom konformacnom stave
Cas predikcie: cca 2-3 min
uvadzana presnost: 64,4% (Qs)

predikcia dostupna z: http:/npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html

Vysledky:
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Obr. 26: Predikcia programu GOR IV pre sekvenciu 1
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http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html
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Obr. 27: Predikcia programu GOR IV pre sekvenciu 2
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6 Zaverecné grafické porovnanie vysledkov softvérov

B Helix E Skladanylit T Ohyb C Zhluk

Sekvencia 1:

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
FASTA :MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVD
UNIPROT: CHlliccccc
PSIPRED: ccceeeccee C
CLC :
ChF

110 120 130 140

FASTA
UNIPROT:C
PSIPRED:
CLC : CCCEEEEEEECCCCCCCCC(]
ChF B TTTTCCCITTT

Sekvencia 2:

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
FASTA :MEKLLCFLVLTSLSHAFGQTDMSRKAFVEPKESDTSYVSLKAPLTKPLKAFTVCLHEYTELSSTRGYSIFSYATKRODNEILIFWSKDIGYSEFTVGGSEI
UNIPROT: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCEEEECCCCCCCEEEEEEEEEEECC-CCCEEEEEEECCCCCCEEEEEEETTTEEEEEECCEEE
PSIPRED:CCCEEEEIEECCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCCCEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEEEEECCCCCCEEEEEEECCCCCCCEEEEEECCCCEEEEECCEEE

CLC :CCCEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCCEEECCCCCCCCCCEEEEEEEEEEECCCCCCEEEEEECCCCCCCCEEEEECCCCCEEEEECCCEE
ChF :CCCEEEEEEEEEEEEEEEEETTTTEEEEETTTTTTTTEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEETTTTEEEEEEEEEEETTTTEEEEEETTTTEEEEEEEEEEE
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

FASTA :LFEVPEVTVAPVHICTSWESASGIVEFWVDGKPRVRKSLKKGYTVGAEASIILGQEQDSFGGNFEGSQSLVGDIGNVNMWDFVLSPDEINTIYLGGPFSP
UNIPROT: EEECCCCCCCCEEEEEEEETTTCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCC-CCCEEEEEEEEEEECCC-CCCCCC
C

PSIPRED:EEECCCCCCCCEEEEEEEECCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCEEECCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCEEEEECCEEEEEECCC CCCcCcCcC
CLC :EEECCEEEEECEEEECCCCCCCCEEEEEECCCCCECCCCCCCCEECCCEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCCCCEEECCCCCCC
ChF :EEEEEEEEEEEEEEEEEEETTTTEEEETTTTEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEETTTTCTTTTTTTTCCTTTTEEEEEEEETTTTEEEEEEETTTTH
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FASTA
UNIPROT
PSIPRED
CLC

ChF

210 220

: NVLNWRALKYEVQGEVFTKPQLWP
:EEECHBECCEEEEEECEEEEEEEE
: CEECCCCCCEEEEEEEEECCCCCC

:CCCC CCCEECCCCCCC
: CCEEEEEEECEEEEE

Sekvencia 3:

FASTA

CLC
ChF

FASTA
UNIPROT

PSIPRED:
:CCCCCEECCCCCccCccece

:ElTTTTHEEEEE T T T T T 7T TEEEEEE T T T T R T T T T

CLC
ChF

FASTA

CLC
ChF

FASTA
UNIPROT

PSIPRED:

CLC
ChF

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

:MCDEDETTALVCDNGSGLVKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGIITNWDDMEKIWHHTEFYNELRVAP
UNIPROT:
PSIPRED:
:CCCCCCCEEEEECCCCCCEECCCCCCCCCCCECCCECCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCEEECCCC

CCCCCCCCCEEEECCCCCEEECCCCCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTTTCCCCCcceeecceeecccecece
CCCCCCCCEEEEECCCCCCEECCCCCCCCCEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC-CCCCCEEECCCCCCCCCC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

:EEHPTLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMRLDLAGRDLTDYLMKILTERGY
:[ficCEEEEECCCCC CCCCEEEEEEE CCCCCCCEEEECCCCEEEECccccccCHElCEEECcCCC

CCCccceeeeceececece CCCCCCEEEEEE CCCCEEEEEECCCCCEEEEECCCCCCCCCCEEEECCC
CCCCCCCEEECCCCCCECCCCEECCCCCC

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

: SEVTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFENEMATAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSEFIGMESAGIHETTYNSIMKCDIDIRKDLYANNV
UNIPROT:
PSIPRED:

cCCCCEEEECCCCCEEEECC_C-CCCCCCCHCCTTT CEE
C

ccccCCEEEEECCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe C CCEE
CCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC ccee
TTTTCCTTTTCTTTTEEEEEEEEEEETTTTCCTTTTEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEETTTTE

310 320 330 340 350 360 370

:MSGGTTMYPGIADRMOKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOMWITKQEYDEAGPSIVHRKCE
:EECCCCCCCCCTTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCTTTTCTTTCCCC

EECCCCCCCCC CCCCCCCEEEECCCCCCCCCC
:CCCccceeeece CCCCCEEEEECCCCCCEEEEECCCE

:EEEEEEETTTTCCEEEEEEEEETTTTEEEEEEETTTTEEEETTTTCCCCC

CCCHEBHEEE

CCCCCcCCccca

ccccllligcc

CCCCCCCEECCCC
CCCCCCEECCCCC




144

Sekvencia 4:

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
FASTA :MKWVTFISLLFLFSSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCT
UNIPROT:CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC(
PSIPRED : CCHENENENEREEEENE C CCCCCC
CLC : CCEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCC

ChF : CHHHHHHHHHHHHHTTTT TTTTCCCTTTT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
FASTA :VATLRETYGEMADCCAKQEPERNECEFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETIARRHPYFYAPELLEFAKRYKAAFTECCQAADKAA
UNIPROT: CCCCCCCccceececcee
PSIPRED: CCCCCCcccceeeeccece
CLC
ChF

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
FASTA  :CLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQREFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLK
UNIPROT:
PSIPRED:
CLC
ChF

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
FASTA :ECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADEFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEDE

UNIPROT : il c cCHEBBENEH ccccccceccccccliiiiccccc ccececce ccee
PSIPRED:HBECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCl ccece ccee
CLC : ccca cc
ChF : TTTT TTTT,

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
FASTA :FKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKC
UNIPROT: cccciEnEs
PSIPRED: CCCCCCCCCCCCCCCCCC CCCCCCCCCCCCCC
CLC : EECCCCCCCCCCC CCCCCCCCCCCCCCCCCCCel CCCCCCCCCEEEC
ChF TTTTCCCCTTTTTTTT



Sy

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
FASTA :CTESLVNRRPCESALEVDETYVPKEEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCEFAEEGKKLV

UNIPROT : [l cc RIS ccccccccecccciiiiccccliiicc

PSIPRED:CCCCCCCCCCCCCCCCCCcCcceeeeceececeeeeeeceeecceecce
CLC CCCCCCcccceece
ChF
610
FASTA :AASQAALGL
UNIPROT: CCCC
PSIPRED: cC
CLC cC
ChF cC

Sekvencia 5:

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
FASTA :MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWETEDPGPDEAPRMPEAAPPVAPAPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQ
UNIPROT : CCCCCCCCCCCCCCCCCC ccceccccccccliiific cHlilicc CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCeCe
PSIPRED:CCCCCCCCCCCCCCC CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHBBCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe
CLC : CCCCCCCCCCCCCCC ccceecceece C CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCeCee
ChF :CCCTTTTCCCCTTTT, TTTTCCCTTTT TTT T EENEE T T T TEEEEETTTTCTTTTTTTT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
FASTA :KTYQGSYGFRLGFLHSGTAKSVTCTYSPALNKMFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQOSQHMTEVVRRCPHHERCSDSDGLAPPQHLIRVEGN
UNIPROT: CCCCTTTTCEEECCCCCCCCCCEEEEETTTTEEEECCCCCEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEEEEE-CCCCCCCC-CCCCCCEEECCCCEEEEEEC
PSIPRED:CCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCEEECCCCCEEEEECCCCEEEEEEEECCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECC

CLC : CCCCCCCCCEECEECCCCCCEEEECCCCMMBMMENNS CCCCEEEEECCCCCCCCCHEMBNENE CCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECC
ChF :CCTTTTEEEEEEEETTTTEEEEETTTTCCEEEEEEEEEEEEEEEEEETTTTTTTTCCCCEEEECEEEEEEEEECCTTTTCCTTTTEEEEEEEEEEEEEEE
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

FASTA :LRVEYLDDRNTEFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNSSCMGGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENLRKKGEPHHELP
UNIPROT:CCCEEEECTTTCCEEEEEECCCCCCCCEEEEEEEEECCCCCCITTTTTCCEEEEEEEECCCCCEEEEEEEEEEECCC CCCCCCccceecece
PSIPRED:CCEEEECCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCEEEEEEEEEEEECCCCCCCCC
CLC :CEEEEECCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCC
ChF tEEEEETTTTEEEEEEEEEEECTTTTTTTTCCCTTTTCTTTTTTTTCTTTTEEEEEECTTTTEEEETTTTEEEEETTTTTTTTCC




9%

310 320 330 340 350 360 370 380 390
FASTA  :PGSTKRALPNNTSSSPQPKKKPLDGEYFTLQIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGKEPGGSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKKLMFKTEGPDSD
UNIPROT:CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEE CCCCCCCCCCCCccceeeeeecceceecceececececececececececcce
PSIPRED:CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEE CCCCCCCCCCCcreeeeeeceeeceeeceeeeeeeceeceeccece

CLC : CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCC CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe ccceceece
ChF :TTTTTTCTTTTTTTTCTTTT TTTTCCCTTTTHEMENT TTTTTTT TTTTC




6.1 Dodatok k zavereénému grafickému porovnaniu

Porovnanie a spravnost’ predikovanych vysledkov sa vztahuje k datam z databazy so znamymi
Stuktarami, tj. k riadku oznacnému UNIPROT. Ked’ze testované softvéry z internetu umoziuju iba
trojstavovu predikciu, pre objektivne porovnanie musi byt’ prevedena redukcia tychto dat ({T} — C).
V zavereénou zhrnuti boli pouzité dva z uvedenych softvérov, ktoré mali vysSiu uvadzanu
presnost’ — PSIPRED a CLC BIO. Podl'a teoretickych predpokladov, resp. podl'a hodnoty presnosti
predikcie, by mal najlepsie vysledky dosahovat softvér PSIPRED. Tento predpoklad sa podarilo
overit' i v praxi. Na pouzitych testovanych datach spravne predikoval 75,75% vSetkych hélixov,
79,57% listov a po prevedeni redukcie 83,10% zhlukov. Softvér CLC BIO odhadol spravne 72,34%
hélixov, 48,09% listov a 72,86% zhlukov.

Celkova vypocitana presnost’ realizovaného pogramu ChouFasman a spravne predikované
pocty su uvedené v Tab. 3 a Tab. 4. Pre prehl'adnost’ mozno uviest’ percentuadlne vyjadrenie ,true
positive” predikcii: 71,93% hélixov, 57,45% listov a 44,30% zhlukov. Problematickou ¢ast'ou
realizovanej metédy je nadmerna predikcia ohybov neumernd ich skutoénému vyskytu. Vic¢sina
softvérov vSak vyskyt ohybov vobec neuvazuje, su zahrnuté v ramci triedy ,,ndhodny zhluk* — nemaju

teda vplyv na udavanu presnost’ Q.
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Z.aver

V praci su spracované teoretické naleZitosti tykajuce sa proteinov vratane zloZenia,
chemickych vlastnosti a védzieb na molekularnej urovni, ktoré maji vplyv na usporiadanie
do vyslednej Struktary proteinu. Jednotlivé Struktury su spracované s dorazom na sekundarnu (2D)

Struktaru, ktorej sa nasledne tykaju predikéné algoritmy.

Metodika sktimania proteinovych Struktur je rozdelena do dvoch casti. Podkapitola
Experimentalne metddy popisuje zdkladny princip vytvarania StruktGrnych modelov na zaklade
usporiadania atomov v makromolekule. Toto usporiadanie sa zistuje prevazne pomocou RTG Ziarenia
a nukledrnej magnetickej rezonancie. Podkapitola Vypoctové metédy sa venuje Styrom metdodam,
ktoré predstavuju Styri hlavné pristupy k predikcii sekundarnej Struktiry. Stcasny trend smeruje k
vyuzivani umelej inteligencie a roznym zdokonaleniam (napr. viacnasobnému zarovnaniu sekvencii),

pripadne k hybridizécii zakladnych metod.

Prakticka cast’ prace sa venuje programovej realizacii Chou-Fasmanovej metddy, ktora je
testovana na subore piatich l'udskych proteinov z databazy UNIPROT a doplnena o jednoduché
uzivatel'ské rozhranie. Na rovnakom stbore dat boli zdroven testované tri vol'ne dostupné softvéry
z internetu zalozené na odliSnych metodach predikcie. Vysledky tychto softvérov su vzajomne
graficky porovnané s vlastnym programom v zaverecnej Casti prace. Na zaklade vysledkov porovnania
sa potvrdil teoreticky predpoklad o miere presnosti jednotlivych softvérov. Celkova presnost’ Q; pre
realizovany program a dany subor dat vysSla 57,89 %, ako najdokonalejsia sa ukazala predikcia
a- hélixov (71,93 %). Metdda a zaroven program umoziuju v porovnani s testovanymi softvérmi
navySe predikciu ohybov, ktord vSak nie je prili§ presnd. Ohyby vSak predstavuju ,,dopliiujace™

sekundarne Struktary, takze odchylky su viac akceptovatel'né, ako u predikcie hlavnych Struktur.

Samotnu metddu predikcie by pre dosiahnutie vacSej presnosti bolo vhodné vylepsit
zahrnutim vplyvu lokdlnych interakcii, ¢o uz v podstate realizuje metoda GOR. Zaroven by bolo
mozné vytvorit' pozicné preferencie nielen pre ohyb, ale aj pre o-hélix a B-skladany list, ked’ze
niektoré rezidua maju tendenciu vyskytovat sa v uréitych Struktirach na Specifickych poziciach
v retazci. Prikladom je prolin, ktory zvykne vytvarat tzv. ,N-cap“. V prvych troch poziciach
od N- konca sa toto reziduum podiela na Strukture hélixu, aj ked’ v inych Castiach retazca funguje ako

,,helix breaker®.
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AA

CASP
CCD
COSY
DNA
DSSP
GOR

MSA

NMR

NN

NOE

PDB
PSSP

RTG
SOV

Zoznam skratiek a symbolov

aminokyselina

uhlik

Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction
Charged-Couple Device

Correlation Spectroscopy
deoxyribonukleova kyselina

Database of Protein Structure Assignment
Garnier-Osguthorpe-Robson

vodik

Multiple Sequence Alignment

dusik

nukledrna magneticka rezonancia

Nearest Neighbor

Nuclear Overhaus Effect

kyslik

Protein Data Bank

Position Specific Scoring Matrix
ribonukleova kyselina

rentgen

Segment Overlap Score
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Priloha — Uzivatel’sky manual
E . (=l

Pouzité sekvencie

= I

Program sa sptsta zo stuboru predikcia.m stla¢enim F5. Zobrazi sa hlavné okno aplikacie

(vid’. obrazok). Pozadovanu sekvenciu uréent na predikcie vlozte jednym z dvoch sposobov:

1. stlacenim tlacitka Vyber sekvenciu — otvori sa dialogové okno pre vyber suboru
sekvencie vo formate FASTA. Samotna sekvencia sa zobrazi do editovaciecho pola
nizsie

2. priamym zadanim sekvencie vo forme textového retaza do editovacieho pol'a

Vyplnenie pola Zadaj nazov sekvencie je volite'né. Prirad’uje sekvencii nazov, pod ktorym

bude d’alej vystupovat’. V pripade, Ze ostane nevyplnené, sekvencia bude oznacend automaticky podl'a

sposobu zadania sekvencie:

1. v pripade nacitania sekvencie zo suboru je oznacenie ziskané priamo z hlavicky
FASTA formatu

2. pri priamom zadani bude sekvencia oznacend Bez ndzvu x, x je poradovym ¢islom

predikovanej sekvencie
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Predikcia nacitanej sekvencie sa spusta pomocou tlacitka Predikuj. V novom okne sa zobrazi
predikcia podl'a uvedenej legendy. Povodna sekvencia je rozdelend na Casti a zobrazena v riadkoch
bez farebného vyznacenia. Za kazdou Cast’'ou nasleduje prislusné predikcia zodpovedajuca jednotlivym
aminokyselinam sekvencie. Stlacenie tlacitka zaroven ulozi sekvenciu, s ktorou sa pracovalo, spolu

s nazom do listboxu Pouzité sekvencie.

Po predikovani je mozné predikciu spolu s nazvom a povodnou sekvenciou ulozit’
do textového stiboru. Stlacenim tlacitka Exportuj do suboru sa otvori dialégové okno pre uloZenie
vytvoreného suboru, defaultne pod nazvom priradenym sekvencii. Exportuje sa vzdy aktualna polozka

zo zoznamu pouzitych sekvencii

Po stlaceni lubovol'nej polozky zoznamu Pouzité sekvencie je mozné opédtovne vygenerovat
jej predikciu a zobrazit’ povodnu sekvenciu s ndzvom, pripadne dodato¢ne exportovat’ do suboru.
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