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Abstrakt

Tato prace se zabyva problematikou z oblasti bioinformatiky, algoritmi a datovych typt
a strojového uceni. Zakladem prace jsou jiz existujici aplikace Caver a Deleterious, na
jejichz vyvoji se podileli studenti Fakulty informatiky Masarykovy univerzity a Fakulty
informac¢nich technologii Vysokého uceni technického v Brné. Aplikace Deleterious slouzi
k ziskavani a vypoctu atributi proteint dilezitych k predikci vlivu mutace proteinu na jeho
vyslednou funkci a Caver je program pro hledani tunelid v prostorovém modelu proteinu.
Vysledkem mé byt rozsifeni téchto aplikaci o vypocet novych atributti, které mohou pifis-
pét ke zlepseni presnosti predikce. Pridané atributy souvisi s hledanim a méfenim kapes
proteinu.

Abstract

This thesis deals with issues of bioinformatics, machine learning, algorithms and data struc-
tures. The thesis is based on existing applications, Caver and Deleterious, developed by stu-
dents from the Faculty of Informatics, Masaryk University and the Faculty of Information
Technology, Brno University of Technology. The Deleterious framework calculates protein
attributes that are important for the prediction of the effect of protein mutations on its
function. Caver is a tool that finds tunnels in the 3-dimensional model of a protein. The
goal of the thesis is to extend these applications by adding more attributes to the predic-
tion process that could lead to improved prediction. The added attributes are related to
detection and measurement of protein pockets.
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Kapitola 1

Uvod

Pokrok v oblasti vypocetni techniky umoznil vznik novych védnich obori, které kombin-
uji informatiku s pfirodnimi védami jako jsou fyzika, biologie a chemie. Jednim z téchto
obori je bioinformatika, kterd se zabyva shromazdovinim, analyzou a zobrazovanim bio-
logickych dat, primarné na molekulérni irovni. Databéze s biologickymi tdaji se vyznacuji
svou rozsahlosti a bez pouziti vypocetni techniky by bylo ¢asové netnosné provést jejich
podrobnou analyzu.

Bioinformatika se mimo jiné dotyka proteinoveho inZenyrstvi. To se zabyva navrhem
a vyrobou novych proteinti s pozménénou funkci skrze tpravu sekvence aminokyselin, které
protein tvori. Motivaci pro takovou ¢innost muze byt napriklad primyslové vyuziti proteint,
likvidace znedisténi zivotniho prostredi nebo syntéza léka. Je Casové a finan¢né neinosné
experimentalné zkouset vsechny mozné kombinace mutaci. Zatim vSak nebyl nalezen zpu-
sob, jak presné predpovédét zménu chovani proteinu po mutaci. Jednim ze smérti, kterym
se bioinformatika v oblasti proteinového inzenyrstvi ubira, je proto odhad vlivu mutace po-
moci metod strojového uceni na zakladé laboratorné zjisténych znalosti. Vysledky odhadt
jsou ale zatim stale nepiesné.

Tato prace ma za tukol prispét k vyvoji a zvySeni spravnosti zminéného odhadu. Ve
spolupraci s Loschmidtovymi Laboratofemi (viz http://loschmidt.chemi.muni.cz) byly
v ramci prace do jiz existujicich aplikaci pridany algoritmy na vyhledani a méreni kapes
v bilkovinach a nasledné urceni, zda mutovana ¢ast proteinu v néjaké kapse lezi. Kapsy jsou
dilezité pro vazbu molekul, se kterymi proteiny interaguji, proto je jejich vypocet dilezity
pro predikci chovéani proteinu. V aplikacich zatim neni hledani kapes pfimo implementovano
a k tomuto ucelu slouzi externi nastroje, které jsou vSak casto nespolehlivé a nelze je podle
potfeby upravovat.

Dokument je rozcélenén na nékolik kapitol. Po tomto Gvodu se druha kapitola zaméii
na biologicky zaklad, ktery popisuje terminy z biologie pouzité v této praci. Zahrnuje vy-
klad o DNA, RNA a bilkovinach. Ve tfeti kapitole je ivod do bioinformatiky souvisejici
s proteinovym inzenyrstvim, jsou zde uvedeny metody strojového uceni, které jsou v bioin-
formatice Siroce pouzivany, a nakonec jsou shrnuty ruzné pristupy a aplikace, které se
vénuji odhadu vlivu mutace proteinu na jeho funkci. Tvirci ¢ast prace se déli na teoretic-
kou analyzu a praktickou aplikaci. Ve ¢tvrté kapitole se prace zabyva metodami na hledéni
kapes v proteinu, analyzuje aplikace, které budou touto praci rozsifeny a pouzivany, a uvadi
formaty dat, se kterymi se bude pracovat. Kapitola pata pak vysvétluje nékteré zakladni
principy implementace novych algoritmi. V Sesté kapitole jsou uvedeny a popsany vysledky
a sedmé kapitola shrnuje poznatky ziskané z tvorby a vysledkid prace a nastinuje moznosti
dalsiho pokracovani vyvoje.


http://loschmidt.chemi.muni.cz

Kapitola 2
Biologicky zaklad

Tato kapitola se zabyva uvedenim do problematiky proteinil. Popisuje zadkladni terminy
potiebné pro pochopeni vsech aspektt této prace. Po obecném sezndmeni s funkci molekuly
DNA a principy dédic¢nosti je zde vysvétlen proces vzniku proteinu, jeho struktura a vyznam
v organismu.

2.1 DNA

Kyselina deoxyribonukleova (zkracené DNA z anglického Deoxyribonucleic acid) je nositelka
genetické informace. Na DNA se da pohliZet jako na plan celého konkrétniho organismu a je
tedy kriticka pro rozvoj a funkénost témér vsech Zzijicich organismt. Informace DNA kdduje
pomoci sekvence ¢tyr nukleovych bazi: adeninu, guaninu, cytosinu a thyminu. Kazda baze
ma svij protéjsek: adenin se vaZe na thymin a cytosin na guanin. Z téchto bazi jsou spolu
s pétiuhlikatym monosacharidem a jednim nebo vice zbytky fosforeéné kyseliny sestaveny
nukleotidy, které se fetézi do dvou vlaken. Tato struktura je zobrazena na ilustraci 2.1.

Vldkna DNA jsou komplementarni, ¢ili nukleotidy jednoho vldkna jsou fadou kom-
plementarnich nukleotidi k tém z vlakna druhého. Nukleotidy jsou spojeny vodikovymi
mustky. Dvé vlakna v DNA se staceji do charakteristického tvaru pravotocivé dvojsroubovice
(odtud pojem “dvojsroubovice DNA”) [24]. DNA se u eukaryot, kam spadaji rostliny
a zivocichové, vyskytuje v jadrech bunék, kde probiha i jeji replikace.

2.1.1 Replikace DNA

Pf1i déleni buiiky se DNA replikuje, ¢imz dochézi k pfesnému pienosu genetické informace.
Obé burky vzniklé délenim nesou tedy DNA se stejnou informaci jako ptvodni bunka.
Diky komplementarité obou vldken DNA je moZné pouzit obé vldkna na vytvoreni pfesné
kopie ptivodni dvojsroubovice [3]. Proces replikace provadi soubor proteint zvany replika¢ni
aparat, ktery DNA na nékolika mistech zaroven zacne rozplétat obéma sméry a k prectenym
nukleotidiim pridava jejich komplementarni protéjsky. Replikace je zobrazena na ilustraci
2.2.

2.2 RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) je, podobné jako DNA, tvofena nukleotidy. Na rozdil od DNA
je vétsinou pouze jednovldknovd a misto thyminu pouziva jinou bézi: uracil [2]. Nékteré
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Obréazek 2.1: Chemicka struktura DNA [26)]

useky RNA jsou komplementarni s jinymi, coz umoznuje jejich spojeni a nasledné sbaleni
RNA do trojrozmérné struktury. Zname nékolik zakladnich typt RNA:

1. Mediatorovd RNA (mRNA)
Tato makromolekula je pfepsédna pfimo z DNA a nese informaci o sloZzeni proteinu.
Je pouzita v procesu proteosyntézy, neboli vytvareni nového proteinu.

2. Transportni RNA (tRNA)
Také nazyvana transferova. Slouzi k pfesunu aminokyselin k ribozomu a napojuje ji
do tvofeného proteinu.

3. Ribozomalni RNA (rRNA)
Tvori spolu se specifickymi proteiny ribozomy a podili se tak na proteosyntéze. Je
nejéetnéjsim typem RNA v bunce.

4. miRNA a siRNA
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Reguluji vyrobu nékterych proteind.

5. snRNA
Upravuje strukturu mRNA pfed jejim dokoncéenim.

Zapojeni nékterych typia RNA do procesu tvorby proteinu — proteosyntézy — je popsan
v dalsi kapitole.

2.3 Proteosyntéza

Proteosyntéza je proces vytvoreni nového proteinu. Sestéava ze dvou ¢asti: transkripce (syn-
téza RNA) a nasledné translace (sestaveni nového proteinu).

2.3.1 Transkripce RNA

RNA je syntetizovana v bunééném jadre enzymem zvanym RNA-polymeraza podle vzoru
v DNA, nebo vzéacné v jiné RNA. Tento proces se nazyva transkripce [3, strana 212 - 218].
RNA-polymeraza najde promotor, coz je sekvence nukleotid urcujici zacatek transkripce.
Dvojsroubovice DNA je rozstépena a podle posloupnosti nukleotidi je vytvareno vldkno
RNA. Po precteni kazdého tiseku se dvojsroubovice za RNA-polymerazou zase zapléta. Po
dosazeni tzv. termindtoru je transkripce ukonéena. Ilustrace 2.3 ukazuje transkripci RNA.

Jelikoz je v burice vétsinou jen jedna kopie genu, ktery popisuje vznik urcitého proteinu,
je transkripce velmi dilezita: kdyby byla misto mRNA pouzita jako vzor pfimo DNA, byla



by vyroba potfebného mnozZstvi proteinu mnohem zdlouhavéjsi. Naproti tomu jeden tsek
DNA muze byt vicekrat prepsan v potfebnou RNA a zaroven muze byt jedna kopie RNA
pred svoji degradaci pouzita opakované k vyrobé proteinu [3, strana 121].

2.3.2 Translace

Po transkripci mRNA je ihned mozné ji pouzit k vytvoreni nového proteinu. Tato druha
¢ast proteosyntézy se nazyva translace a uz neprobihd v jadfe bunky, ale v ribozomech.
Sekvence nukleotid v mRNA je ¢tena po trojicich, zvanych kodony. Kazdy kodon kéduje
jednu aminokyselinu, ktera je zdkladnim stavebnim prvkem proteind. Mnozina aminoky-
selin, kterych je 21, je pak surjektivnim zobrazenim mnoziny vSech kombinaci bazi v kodonu
(64 moznosti). Kodony na mRNA samy o sobé nejsou schopny interpretovat aminokyselinu,
ktera k nim néalezi. To maji na starost molekuly tRNA. Ty maji na svém téle pfipojenou
aminokyselinu a na jiném misté, zvaném antikodon, je posloupnost tii nukleotid komple-
mentarni ke kodonu, ktery pripojenou aminokyselinu kéduje. Redundance genetického kédu
je feSend dvéma zpisoby: pro konkrétni aminokyselinu bud existuje mnoho variant tRNA,
které pokryvaji rtizné kédujici kodony, nebo jedna tRNA doléhé prvnimi dvéma nukleotidy
a treti, ktery uz neni pro rozpoznani aminokyseliny tolik podstatny, je svazan jinym, méné
stabilnim, typem vodikového mustku [3, strana 227]. Translace za¢ind napojenim ribozomu
na mRNA a néaslednym rozpoznanim mista, odkud méa byt ¢tena posloupnost kodonti. Toto
misto je urceno specidlni trojici nukleotidii. Poté se opakuji t¥i kroky:

1. tRNA s pfipojenou aminokyselinou se vazbou kodon-antikodon navaze na aktualni
prekladané misto v mRNA.

2. Vytvori se peptidicka vazba, ktera spoji posledni aminokyselinu v uz prelozené c¢asti
proteinu s aminokyselinou na tRNA, ¢imZ dochézi zaroven k odpojeni piedchozi
aminokyseliny od jeji tRNA.

3. tRNA nesouci predchozi aminokyselinu je odpoutdna od mRNA.

Ribozom se v prubéhu kazdého cyklu posune o tfi nukleotidy dale po mRNA. Proces
¢teni konci, kdyz je rozpoznan jeden ze tfi terminac¢nich kodont. Na ty se nevaze zadna
tRNA — protein je v takové chvili odpojen od ribozomu. Translaci zobrazuje ilustrace 2.4.

2.4 Proteiny

Proteiny mohou byt také c¢esky nazyvané bilkoviny. Nékteré jsou stavebnimi kameny bunék,
zatimco jiné obstaravaji vétsinu bunéénych funkei [3, strana 133]. Proteiny mohou byt
enzymy, katalyzujici chemické reakce (pepsin), zadsobarny na ruzné latky (ferritin), nebo
mohou prenaset molekuly po organismu (hemoglobin) ¢i hrat jednu z mnoha dalsich roli.
Jsou tedy velice dulezité pro spravné fungovani prakticky kazdé bunky.

2.4.1 Struktura proteini

Proteiny jsou slozené z dlouhého fetézce aminokyselin. Tento Tetézec se v primé zavislosti
na poradi jednotlivych aminokyselin sklddd v prostoru do utvaru s co nejnizsi energii.
Rozlisujeme ¢tyrfi arovné struktury proteint, pro které plati, Zze kazda troven pifimo vychézi
z predchozi:
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1. Primérni struktura
sekvence aminokyselin tvoricich protein

2. Sekundarni struktura
useky fetézce aminokyselin slozené do tutvart, z nichz jsou hlavni tyto dva typy:

e «-Sroubovice
e (-pruhy

3. Terciarni struktura
usporadani celého proteinu v prostoru

4. Kvartérni struktura

proteinovych komplexech.

O usporadani proteinu se n€kdy mluvi jako o jeho konformaci.

2.4.2 Funkce proteina

Funkce kazdého proteinu je pfimo urcena zptusobem, jakym je protein schopen navazat spo-
jeni s jinymi molekulami. To pfimo zavisi na konformaci proteinu. Proteiny maji povrch
s mnoha riznymi nerovnostmi. Nékteré z nich jsou vazebnymi misty, které svymi vlastnos-
tmi uréuji specifickou latku!, ktera se k proteinu v tomto misté miize navazat [19]. Vazebn4

!Pfipojena molekula je nékdy oznacovéna jako ligand, u enzymil se mluvi o substratech. V jingch
ptipadech se mtze piipojit napiiklad dalsi protein.



mista mohou byt naptiklad:

e Uvnitf proteinu. Cizi molekula se do takového mista dostava napriklad tunely ve-
doucimi skrz protein, které jsou sice mnohokrat uzsi, nez je potieba, ale konformace
proteinu je flexibilni a tak umoziiuje protlaceni molekuly dovnit¥.

e Na povrchu proteinu. Zde muze jit napriklad o kapsy, které maji specificky tvar
a vlastnosti, komplementarni ke tvaru a vlastnostem cizi molekuly. Kapsa je konkrétné
dutina (nékdy také kavita) v proteinu, kterd ma hrdlo vedouci na povrch proteinu.
Toto hrdlo je uzsi, nez dutina, do které vede.

Cizi molekula je do vazebného mista navidzdna velkym mnozstvim nekovalentnich?
vazeb. Takové spojeni mize mit ruzné efekty: nékteré molekuly modifikuji funkci pro-
teinu, jiné zpusobi aktivaci prace proteinu lehkou zménou konformace proteinu nebo naopak
protein deaktivuji. Dalsi moznosti napojovanych molekul jsou tieba latky, které protein
odbourava — pfi rozvazovani vazeb si mnohokrat pomahé i fyzickou silou, kdy pouziva svoji
unikatni konstrukci k ohybu a natahovani rozkladané molekuly.

2.4.3 Mutace DNA a proteina

V pribéhu evoluce se jednotlivé formy Zivota od sebe postupné oddélovaly pri¢inou mutaci
— z dtvodu, popsanych dale, obcas dojde u jedince ke zméné genetického kédu, coz se
projevi néjakou zménou v jeho organismu. Obcdasnd zména v DNA je v evoluci vskutku
klicova — organismy, které jsou diky mutacim schopné se prizpiisobit zménam okoli, jsou
uspésné a preziji. Z pohledu jednotlivce je vSsak ndhodna mutace, ptisobici napiiklad zménu
aminokyseliny v proteinu, vétsinou skodliva, ne-li zhoubna.

Piiciny vzniku mutaci

Ny

Mutace se daji rozdélit na dvé skupiny podle pficiny: jednou jsou mutace vzniklé chybou
pii replikaci DNA, druhé maji za puvodce vnéjsi vlivy [23].

1. Chyba prfi replikaci DNA
I pies vysokou spolehlivost replikace DNA (jedna chyba na zhruba 10° zkopirovanych
nukleotid@® [3, strana 200]) obcas néjaka chyba zlstane neopravens a zafixuje se —
pri dalsich replikacich DNA se v systému zachovava.

2. Vnéjsi vlivy mutaci
Vnéjsim vlivem rozumime radiaci nebo nékteré chemikalie, které mohou zptisobit
rozpad DNA. Burnka sice mé mechanismy pro opravu DNA, ale tento proces rozhodné
neni vzdy uspésny.

2Vazby, pii kterych spojené atomy nesdili elektronové pary. Tyto vazby jsou obecné slabsi nez vazby
kovalentni.

3Replikaéni aparat mé ve skute¢nosti zhruba o dva fady mensi spolehlivost, ale po samotné replikace
je DNA jesté kontrolovana za i¢elem odhaleni neshody parity nukleotidti. Tento postup zajistuje vyslednou
spolehlivost.



Typy mutace

Na trovni nukleotidi v DNA rozliSujeme t¥i typy mutaci [23]:

1. Substituce

leotid je nahrazen nukleotidem s jinou nukleovou bazi. Tento typ mutace mé nejmensi
Sanci na zménu funkce proteinu — diky redundantnimu genetickému kédu (kodony —
aminokyseliny) je mozné, ze substituéni mutace dokonce ani nezpisobi zddnou zménu
cilového proteinu. Mozny vliv takové mutace na protein je vymeéna aminokyseliny na
uréitém misté. I to mize vSak mit radikalni vliv na funkci ¢i stabilitu vysledného
proteinu. Takovato mutace se casto oznacuje anglickym terminem non-synonymous
nucleotide polymorphism (nsSNP) a je dnes nejsledovanéj$im typem mutace z hlediska
proteinového inzenyrstvi.

2. Vlozeni
Méné obvyklé, ale zato nebezpecnd mutace, ktera pridava do sekvence v DNA jeden
¢i vice novych nukleotidl. V piipadé, zZe jsou vlozeny tii nukleotidy, je do proteinu
pfidana nova aminokyselina. Uz to samo o sobé muze byt pro protein ni¢ivd zména
— mnohem vétsi dopad ma vSak pridani jiného poc¢tu nukleotidd. V takovych pi¥i-
padech ztraci cela sekvence za mistem mutace svilj ptivodni vyznam, protoze jsou pfi
dekédovani ¢teny uplné jiné trojice.

Priklad

Sekvence CTG-GAG dostane novy nukleotid A na ¢tvrtém misté. Vysledna sekvence
bude ¢étena jako CTG-AGA-G.

3. Odstranéni
Pro tuto mutaci plati to samé co pro predchozi s tim rozdilem, Ze je nukleotid z fetézce
vynat.

Efekty mutaci

Mutace mtize mit rizny vliv na funkci organismu. Jsou mista DNA, kde mutace nevede
k zadnému efektu, naopak jsou mista, ktera svou mutaci znemozni spravné fungovani pro-
teinu napfiklad Gpravou tvaru vazebného mista. Z pohledu proteini mize mutace v DNA
a naslednd zdména aminokyseliny mit na organismus rizné efekty — na nékterych mistech
v proteinu mohou dvé podobné aminokyseliny fungovat stejné dobfe, v aktivnich mistech
vsak jakakoli zdména vede vétsinou k vyrazné zméné fungovani proteinu. Pokud je na misté,
kde aminokyselina v proteinu plni ¢isté strukturni roli, dosazena aminokyselina s jinou ve-
likosti, mtize toto vést napiiklad k uzavieni néjaké kapsy, ¢imz je znemoznéno pripoutani
cizi molekuly a tim padem protein ztraci funkci.
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Kapitola 3

Odhad vlivu mutace na funkci
proteinu

Presna predikce funkce proteinu je dnes nemozna — neexistuje zadny model, ktery by byl
schopny pfesné urcit, jak bude protein s libovolnou konfiguraci aminokyselin fungovat ¢i
jestli bude viibec stabilni. Dokonce ani nebyl nalezen zptsob, jak predpovédét finalni kon-
formaci proteinu v prostoru v zavislosti na jeho primarni struktuie. Mame vsak k dispozici
pomérné velké mnozstvi idaji, které pomahaji vliv mutace na funkci proteinu s urcitou
pravdépodobnosti odhadnout. Tyto tdaje, spojené s konkrétnim proteinem, budu v ramci
této prace nazyvat atributy proteint. Existuji t¥i zdkladni typy atributi:

Sekvenéni atributy

Sekvenc¢nimi atributy se mysli atributy ziskané z primarni struktury proteinu. Mohou
to byt atributy vychézejici pfimo ze sekvence aminokyselin jednoho proteinu, nebo
z porovnani sekvence studovaného proteinu se sekvencemi jinych, znamych proteint.
Existuji rozsahlé databaze, které obsahuji experimentalné ziskané informace o pro-
teinovych mutacich a jejich efektu. Nékteré jsou i vefejné pristupné, viz strana 20. Pti
shodé delsi sekvence aminokyselin sledovaného proteinu s proteiny z téchto databazi
Ize tvrdit, Ze protein se pfi mutaci v této ¢asti své konfigurace zachova podobné nebo
stejné jako referenc¢ni proteiny. Konkrétnimi atributy mohou byt napiiklad evolucni
konzervovanost' nukleotidu na uréité pozici, ndboj a hydrofébnost aminokyseliny atd.
Tyto vlastnosti mohou mit vyznamny vliv na okoli aminokyseliny.

Anotace v databéazich
variantam. Jako priklad lze uvést naptiklad oznaceni aktivnich nebo vazebnych mist
proteinu.

Strukturni atributy
Stejné jako v pripadé sekvenci jsou k dispozici i idaje o 3D konformaci proteini a jejich
variant. Z toho primo plyne moznost vyuziti takovychto tdaja pro ziskani strukturnich
atribut. Sem spadaji atributy jako povrch proteinu pfistupny rozpoustédlu (angl.
accessible solvent area), nebo vlastnosti a pfistupnost aktivnich mist.

! Aminokyselina na uréité pozici je evoluéné konzervovand, pokud zde mutace v pfirodé nevyskytuje. To
totiz ukazuje na to, ze jedinec s takovouto mutaci pravdépodobné neprezil.
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3.1 Bioinformatika

Bioinformatika je rapidné se rozvijejici obor, ktery kombinuje vypocetni technologie s bi-
ologii [13]. Dnes se bioinformatika vyuziva hlavné v oblasti molekuldrni biologie. Zakladem
bioinformatiky jsou velkd mnozstvi experimentalné ziskanych dat, u jejichz ziskavani se
klade dfiraz na co nejpresnéjsi méreni. Cim vétsi mnozstvi presnych dat je k dispozici, tim
vétsi moznosti bioinformatika nabizi. Jako priklad lze uvést néasledujici srovnani:

e 7 jedné sekvence aminokyselin, kterd urcuje jeden protein, jsme schopni ziskat rela-
tivné malo uziteénych tdaja pro dalsi vyzkum.

e Pokud vsak zname i strukturu proteinu v prostoru, lze protein zobrazit pro lepsi pred-
stavu vyzkumnika, nebo jej 1ze analyzovat a napriklad takto urcit, které aminokyseliny
jsou pristupné rozpoustédlu.

e Pokud jsou k dispozici data o vice proteinech i s jejich mutacemi a experimentalné
zjisténym dopadem téchto mutaci na jejich funkci, je mozné pomoci strojového ucéeni
s urcitou pravdépodobnosti odhadnout, jaky vliv bude mit nova, jesté nevyzkousena
mutace.

Hlavnim zaméfenim bioinformatiky je vyvoj a analyza algoritmu, které jsou pouzitelné
pti praci s biologickymi daty. Jedna se naptiklad o porovnavani totoznosti fetézcti, optimal-
izované prohledavani rozsahlych databazi nebo tieba préce se strojovym ucenim. V oblasti
proteinového inzenyrstvi se bioinformatika zabyva mimo jiné pravé odhady vlivu mutace
proteinu na jeho funkci na zakladé souhrnu vySe zminénych atributi. Vysledkem takového
odhadu muze byt napfiklad informace, zda bude funkce proteinu po mutaci zménéna, ¢i
nebude mit na funkci zadny vliv. Casto se pracuje s anglickymi terminy disease-asociated
mutation (mutace spojend s nemoci z divodu nespravné funkce proteinu) a neutral mutation
(mutace, u které nebyl zjistén vliv na funkci proteinu).

3.2 Strojové uceni

Strojové uceni je védecka oblast zabyvajici se vyvojem algoritmii, které pocita¢im umozinuji
nachazet v datech vzory. Tyto vzory pak mohou byt vyuzity pro rozhodovani nebo porozumeéni
datim.

3.2.1 Déleni metod strojového uceni

Zakladnimi tfemi typy strojového uceni jsou: [10]

1. Rizené (supervised)
Ucici se systém dostane vzorek dat ve formatu vstup — vystup a podle nich vytvari
mapovaci funkci, ktera je poté schopna pro jakykoli validni vstup generovat odhadovany
vystup

2. Nefizené (unsupervised)
V tomto pripadé nejsou data v uc¢icim vzorku ohodnocena. Cilem algoritmi netfizeného
uceni je zaradit data podle spoleénych znaki — zjistit, jak jsou data organizovéna.
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Obrazek 3.1: Ukazka vysledku prace SVM [26]. Prostor vzorki je zde dvojrozmérny. Piimky
H;_3 ukazuji mozné rozdéleni tohoto prostoru, Hs je idealnim vysledkem SVM.

3. Polofizené (semi-supervised)
Kombinuje oba pfistupy: ucici se stroj dostane na vstupu jak oznacend, tak neoz-
nacena data. Tento postup je vyhodny v pripadech, kdy je ziskdvani oznacenych dat
zavislé na zdlouhavém procesu ohodnocovéani ze strany clovéka. Obvykle se pfi tomto
zpusobu pouziva maly vzorek ohodnocenych vstupu a velky vzorek neohodnocenych.

Priiklady algoritmu strojového uceni

Nasleduji dva priklady algoritmt strojového uceni, které se vyuzivaji v bioinformatickych
vypoctech [27].

Support vector machine’ (SVM)

SVM je stroj patrici do skupiny fizenych typt strojového uceni. Cilem stroje typu SVM je
najit nadrovinu, kterd prostor vzorki rozdéluje tak, ze jeji vzdalenost od nejblizsich vzork
je co nejvétsi. SVM jsou v zékladni verzi binarni (rozdéluji vzorky do dvou skupin), ale
existuji i variace pro pouziti na vicerozmérnych prostorech. Ukazka vysledku SVM nad
dvojrozmérnym prostorem je na ilustraci 3.1.

2Cesky nazev se zatim neustalil.
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Neuronové sité

Neuronova sit je jednim z vypocetnich modelti pouzivanych v umélé inteligenci. Vzorem
pro vznik tohoto typu modelu byly pravé neuronové sité v biologickém slova smyslu. Neu-
ronové sit v informatice slouzi jako néstroj pro provadéni paralelnich vypodéti. Sit se skladé
z mnoziny neuronu (jednotek, uzl), které jsou mezi sebou spojeny a predavaji si informace
transformované pfenosovymi funkcemi. Neuronovéi sit méa schopnost udéeni — vysledkem
takového uceni je nastaveni sité tak, aby davala co nejoptimalnéjsi vysledky. Rozlisujeme
zde dvé varianty jiz zminénych typi uceni:

1. s ucitelem
Neuronové siti jsou predavany vstupy a na zakladé jejich vystupt, porovnanych se
skutec¢nymi vysledky, jsou upravovany vlastnosti sité.

2. bez ucitele
Sif se v tomto pfipadé ué¢i sama: jedna moznost uceni bez ucitele je tfidéni vzora do
urcitych skupin a néasledné reagovani na typického zastupce skupiny, druhou moznosti
je prizpusobeni své topologie vlastnostem vzort.

3.3 Nastroje pro vypodet atributti proteint a predpovéd vlivu
mutace na funkci proteinu

Dnes je jiz zndmo mnoho metod, pouzitelnych k vypoctu atributi varianty proteinu. Nék-
teré tyto metody pouzivaji idaje o sekvenci nukleotidii/aminokyselin v proteinu, nékteré
vyuzivaji udaje o struktufe a jiné tyto dvé skupiny kombinuji. V této ¢asti shrnu nékteré
ze soucasnych aplikaci, které tyto metody implementuji, nebo vyuzivaji.

3.3.1 Nastroje pro vypocet atributu proteint
FoldX

FoldX je metoda pouzivajici empirické silové pole, vyvinuté pro rychlé vyhodnoceni efektu
mutace na stabilitu a dynamiku proteinti a aminokyselin a jejich skladani v prostoru [22].
FoldX nejlépe pracuje pii srovnani proteinu, ktery se bézné vyskytuje v pfirodé, a jeho zmu-
tované varianty. Nastroj vyhodnocuje celkovou volnou energii proteinu za pouziti atributt
jako: elektrostatické interakce, sila vodikovych miistkti, nebo Van der Waalsovych sil mezi
atomy.

CASTp (Compute Atlas of Surface Topology of proteins)

CASTp je nastroj, ktery hledd v 3D struktufe proteinu konkavni povrchové regiony, coz
zahrnuje kapsy a dutiny ,pohfbené“ uvnitt molekuly [4]. Pro analyzu molekuly vyuziva
moderni poznatky z oblasti vypocetni geometrie jako jsou alfa tvary a dudlni komplexy
(alpha shapes, dual complexes [9]).

Metoda vyhledavani kapes, kterou pouzivda CASTp, je zahrnuta v praktické ¢asti této
prace a bude vice popsana v dalsi kapitole.
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Framework Deleterious

V této praci bude pouzit pro kompilaci atributt framework Deleterious, o kterém se blize
zminim v sekci 4.3.1 na strané 20.

3.3.2 Nastroje pro odhad vlivu mutace na zakladé vypoctenych atributi
SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)

SIFT je nastroj, ktery k vypoctu predpovédi vyuziva udaje o sekvenci aminokyselin v pro-
teinu [17]. Pfedpovéd se zakladd hlavné na velmi dulezitém atributu, kterym je konzer-
vovanost aminokyseliny na urcité pozici. Pfedpoklad vypoctu je takovy, ze aminokyseliny
na dilezitych pozicich budou evolu¢né zakonzervované: budou stejné ve vice proteinech
stejného typu. Mutace evoluéné konzervované aminokyseliny tim padem nejspis povede
k vyrazné zméné funkce proteinu, coz v disledku vede k ovlivnéni jeho funkce natolik, ze
se stava zména pro organismus zhoubnou.

SNAP (Screening for Non-Acceptable Polymorphisms)

SNAP je nastroj zaloZeny na uceni neuronovych siti, ktery umoziuje predpovéd vlivu nsSNP
na funkci proteinu [6]. Pouziva sekvenéni udaje, ale lepsich vysledki dosahuje, pokud jsou
k dispozici i strukturni nebo funkcionalni data o proteinu. K odhadu vlivu mutace na
funkci proteinu pouzivd mimo jiné piistupnost residua rozpoustédlu (mutované proteiny
jsou rozdeéleny podle pristupnosti rozpoustédla do t¥i skupin: povrchové, stfedné zanofené
(intermediate) a ,pohfbené“ (buried)) a algoritmus BLAST pro srovnani sekvenci vice
proteinti.

3.4 Dalsi vyvoj v této oblasti

Cim vice relevantnich atributti je pouzito v systému strojového udeni, tim vétsi je Sance,
ze bude vysledny odhad spravny. Je tedy zadouci ziskdvat o proteinech co nejvice udaji
a naslednymi experimenty zjisfovat, které z téchto atributii prispivaji ke spravnosti odhadt.
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Kapitola 4

Analyza

Po dohodé s vedoucim prace byly vybrany atributy, které by mély pomoci zlepsit vysledky
predikce. Tato kapitola je predstavi, uvede ¢tenaie do problematiky jejich vypoctu a popise
jiz existujici aplikace, které jsou zakladem pro tyto vypocty a jejich nasledné pouziti.

4.1 Vybrané atributy

Cilem této prace je vyhledat a zmétit kapsy ve struktufe proteinu a nasledné urcit, zda se
v nékterych mutované residuum' nachazi. Praktickou éast této prace lze rozdélit na algo-
ritmus vyhledani kapes v proteinu a nasledné vypocitani riznych atributi, které s kapsami
souvisi. Vysledné atributy jsou kombinaci naméfenych hodnot a jinych vlastnosti proteinu,
spocitanych pomoci knihoven piistupnych ve frameworku. Vybranymi atributy jsou:

e Prislusnost residua v kapse —binarni atribut. Kladn4 hodnota znamen4, Ze residuum
se ucastni struktury néjaké kapsy.

e Objem kapsy —¢islo vyjadiujici priblizny objem nejvétsi kapsy, ve které se residuum
nachézi (pokud takova kapsa existuje).

e Prislusnost residua v katalytické kapse—binarni atribut. Kladna hodnota zna-
mena, ze v kapse, oznacené predchozimi atributy, je piitomno katalytické residuum?
a zaroven je relativné blizko zkoumanému residuu.

e Vzdalenost k nejblizsimu katalytickému residuu v kapse

e Katalytické residuum — binarni hodnota, ktera je kladné, pokud je zkoumané residuum
pfimo oznacené jako katalytické

4.2 Hledani kapes v proteinu

Existuje mnoho pfistupt k problematice vyhledavani kapes. Souhrn nékolika vyznamnych
lze nalézt napiiklad ve ¢lanku [25]. V zdsadé jde o dva p¥istupy:

! Aminokyselina v proteinu
2Residuum, které se ticastni katalytické ¢innosti proteinu, ziskdno pies jiné néstroje piitomné ve frame-
worku
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1. Rychlé hledani za pouziti virtudlni vyplné (déle diskrétni resent). Vyplni muze byt
myslena naptiklad trojrozmérnéd miizka, kterou se struktura proteinu protkne. Nasledné
se jako kapsa oznaci sousedici buriky, které uvniti sebe neobsahuji zadné atomy pro-
teinu.

2. Pomalejsi, ale velice pfesné hledéni kapes pomoci triangulace v prostoru (dale ana-
lytickeé resent).

Metoda, pouzita v této praci, vychazi z vipocti pouzitych v programu CASTp 3.3.1. Al-
goritmus vyuziva vlastnosti Delaunayho triangulace a algoritmu diskrétniho toku. Vyhody
této metody analyzy jsou naptiklad:

e analytické feseni neposkytuje tolik prostoru pro chybu jako diskrétni feseni

e hranice mezi atomy molekuly a okolnim rozpoustédlem je urcena presné, nikoli odha-
dem

e vsechny vypocitané parametry jsou nezavislé na oto¢eni molekuly v prostoru—vysledek
analyzy je vzdy stejny

Pro identifikaci kapes po provedeni triangulace je pouzita metoda diskrétniho toku (z angl.
discrete flow). Stejnou metodu vyuziva aplikace CASTp, ale existuje pouze jako webovy
server, ktery je znacné nestabilni a casto je pomaly, nebo tuplné nedostupny. Navic jde
o uzavienou aplikaci a tim padem zde neni prostor pro pripadné rozsifeni.

4.2.1 Delaunayho triangulace

Delaunayho triangulace nad mnozinou bod@ M na plose vytvofi soubor trojihelnikt s nésle-
dujicimi vlastnostmi:

kazdy trojuhelnik ma jako vrcholy body z M a kazdy bod je vrcholem néjakého tro-
juhelniku

kazdé dva trojuhelniky sdileji maximalné jednu hranu

sjednoceni vsech trojuhelnikt tvoii souvislou plochu

pro kazdy trojahelnik plati, Ze uvnit¥ kruznice opsané tomuto trojuhelniku nelezi
zadny bod z M kromé bodt tvoricich tento trojihelnik

Analogickd pravidla plati i v trojrozmérném prostoru s nékolika Gpravami: misto trojihel-
nikli jsou pouzity CtyTstény, misto opsanych kruznic se pouzivaji opsané koule. Priklad
Delaunayho triangulace na plose je na ilustraci 4.1 a vypocet této triangulace je naptiklad
na [12].

4.2.2 Diskrétni tok

Diskrétni tok je definovan ve ¢lanku [7] jako relace mezi dvéma ¢tyfstény Delaunayho
triangulace. Pro kazdy ¢tyrstén je potfeba nejdiive nalézt jeho ortogondlni centrum.
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Obrazek 4.1: Ukézka Delaunayho triangulace nad mnozinou bodt v dvojrozmérném pros-
toru [26]. Jsou zobrazeny i kruznice opsané kazdému trojuahelniku.

Ortogonalni centrum ¢étyisténu

Jako ortogondlni centrum oznacujeme stied koule ¢tyfsténu opsané. Pojem ortogondlni zde
oznacuje to, ze pokud vytvorime v jakémkoli bodé umisténém na kruznici vzniklé prinikem
dvou kouli te¢né plochy k témto koulim, budou na sebe kolmé. Pokud oznac¢ime vrcholy
¢tyrsténu T jako body a, b, c,d a stfed koule opsané jako m, ziskdme m podle vzorce 4.1.

|d—al?*[(b—a) x (c—a)] +|c—a|**[(d—a) x (b—a)] + |b—a|* x[(c —a) x (d— a)]

2x(b—a)-[(c—a)x (d—a)] (4.1)

m=a-+

Relaci diskrétniho toku oznacujeme 7 < o, pokud o, 7 jsou Ctyfstény, pro které plati
nasledujici:
e o a 7 jsou sousedy — sdili trojithelnik ¢

e vrchol 7, ktery netvoii trojuhelnik ¢, a ortogonalni centrum 7 lezi na opacnych
stranach roviny, kterd obsahuje vSechny vrcholy ¢

Zjisténi, zda dva body lezi na opac¢nych stranéch ¢i na stejné strané plochy, se provadi
pomoci upraveného vzorce na vypocet vzdalenosti bodu od roviny (viz vzorec 4.2). Pokud
je vysledek pro oba zkoumané body rtzny, lezi na opa¢nych stranach plochy.

(4.2)

. (ax0+by0+020+d)
sign = sgn
VIR &

Pokud ¢tyrstén obsahuje své ortogonalni centrum, nazyvame tento CtyTstén wvypusti
(angl. sink). Z kazdého ¢tyfsténu, ktery neni vypusti, relace prechdzi do maximélné tii
dalsich ¢tyfstént, protoZe ortogonalni centrum muze byt na odvracené strané maximalné
t¥ stén ¢tyfsténu. Kazda dutina molekuly obsahuje vypust.

Algoritmus nenachdazi vzdy kompletni dutiny, ale pouze jejich ¢asti - kazda takové Cast
ma4 svoji vypust. Z definice relace totiz vyplyva, Ze velikost poloméru koule étyfsténu opsané
se zvétsuje se smérem relace. Tim padem pocatecni Ctyrstény kazdého diskrétniho toku
jsou bud u stén dutiny, nebo u tzkého hrdla. Principy diskrétniho toku jsou zobrazeny na
ilustracich 4.2 a 4.3.
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Obrézek 4.2: Princip fungovani diskrétniho toku ve 2D. Obrazek A ukazuje situaci, ktera
je vyhodnocend jako kapsa, kdezto B kapsou neni. Trojihelniky, které neobsahuji své or-
togondlni centrum (v tomto pfipadé stfed kruznice opsané) ”pretékaji”’ve sméru tohoto
centra. Obrazek ziskan na [1].

4.2.3 Meéreni kapes

U vyhledanych kapes je vypocitan jejich priblizny objem tak, Ze se vypocita objem vSech
Ctytstént, které kapsu tvori a nasledné se odectou ¢asti atomil, které do étyfsténi zasahuji.
U nékterych usporddani atomii ve ¢tyfsténu vznikaji situace, kdy je algoritmicky naroc¢né
vypocitat presné objemy vzajemnych prinikt atomt a ¢tyfsténu. Tyto slozitéjsi situace ne-
jsou brany v potaz, protoze pro strojové uceni neni relevantni presny obsah kapsy. Diilezité
je identifikovat poméry mezi mensi a vétsi kapsou. Rozdil v pomérech pfesnych objemu
kapes a pribliznych jsou pii vyjadieni dilezitosti kapes zanedbatelné.
Vypocet objemu c¢tyisténu se pocita podle vzorce 4.3

[(a—d)-((b—d) x (c—d))|

V=
6

(4.3)

Priniky atomu s ¢tyfsténem jsou vypocitany na zakladé nékterych algoritmi uvedenych
ve ¢lanku [3], kde jsou oznac¢ené anglickymi terminy sector a wedge.

4.2.4 Caver

Caver je aplikace pouzivana na analyzu 3D struktury proteinu a nasledné vyhledani tunelt
v této struktuie. Tunelem je myslena co nejsirsi souvisla cesta od povrchu proteinu k danému
mistu uvnitt proteinu [15]. Caver nad 3D strukturou proteinu vypocitd Delaunayho tri-
angulaci a nasledné pouziva Dijkstriv algoritmus na prichod grafu k nalezeni optimélni
cesty. Aplikace jako takova neobsahuje mechanismy pro zobrazeni nalezeného tunelu, ale
poskytuje vysledky pouzitelné ve specializovanych programech vytvorenych pro tyto tcely
(naptiklad PyMOL, viz http://www.pymol.org).

Caver zatim nezahrnuje algoritmy pro hledani kapes, ale poskytuje struktury, které se
daji k tomuto tucelu pouzit. Proto bude v rdmci této prace rozsifen o mechanismy vypoctu
diskrétniho toku.

Strukturu proteinu nac¢itd Caver ze souboru ve formatu PDB.
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pawrch meolekuhy

Obrazek 4.3: Ukazka kapsy, kterd vznika sjednocenim nékolika dutin, které postupné nasel
algoritmus diskrétniho toku. Kruhy znazornuji atomy, ptvodni tfi dutiny jsou oznacené
postupné cCervenou, zelenou a modrou barvou. Pro jednoduchost je ukézka zobrazena ve
2D.

Format PDB

Soubory PDB pouzivaji textovy format. Kazdy fadek popisuje jeden atom, o kterém uvadi
mimo jiné jeho prislusnost ke konkrétni aminokyseliné a jeho pozici v prostoru. Prostorové
soufadnice atomu jsou definovany v kartézské soustavé soutadnic (viz obrazek 4.4). Hod-
noty na radku jsou oddéleny mezerami a zarovnany tak, aby zacinaly na stejnych pozicich
v fadku. Tabulka 4.1 ukazuje pfiklad souboru ve formatu PDB. Databaze obsahuje velké
mnozstvi struktur zndmych proteinti. Proteiny jsou v databazi znacené zkratkami ze Ctyt
znaku (tzv. PDB ID). Grafické znazornéni proteinu z PDB databéze je na ilustraci 4.5.

Pristup k databazi je na webovém rozhrani umisténém na adrese http://www.pdb.
org. Na strance http://www.wwpdb.org/docs.html lze nalézt podrobnéjsi dokumentaci
k formatu soubori PDB.

4.3 Vypocdet atributu ze ziskanych hodnot

Nové funkce Caveru umi vyhledat kapsy a zmérit jejich objem. Tyto daje jsou néasledné
zpracovany ve frameworku Deleterious, kde jsou z nich vytvoreny konkrétni atributy pouzitelné
pro nasledné strojové uceni.

4.3.1 Deleterious — framework na vypocet atributt

Aplikace s nazvem Deleterious je uréena pro spojeni vypoctu z riznych zdroju za tcelem
jejich hromadného pouziti v odhadu vlivu mutace na protein. Jak jiz napovida oznaceni
framework, nejde o koncovou aplikaci, ale spise o sadu nastroju pro vyvojare. Od doby, kdy
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Obrazek 4.4: Kartézskd soustava soufadnic je takova soustava soufadnic, u které jsou
soufadné osy vzajemné kolmé a protinaji se v jednom bodé - pocatku soustavy sourad-
nic [26].

se frameworkem zabyval ve své praci (viz [14]) Be. Jifi Matéjicek, byla struktura ¢asteéné
zménéna a aktudlné se nepouziva uzivatelské rozhrani, které bylo jednim z vysledki jeho
prace.

Pro tuto praci byly pouzité nastroje frameworku, které maji jako vstup seznam mutaci
proteint s jejich riznymi atributy —mutze jit napfiklad o binarni nebo ciselné hodnoty vy-
jadfujici néjakou zméfenou, odhadnutou nebo vypocitanou vlastnost mutovaného proteinu.
Vystupem frameworku je soubor typu ARFF (viz strana 23), ktery obsahuje vstupni data
pro aplikaci WEKA (viz strana 23).

V aplikaci se pouzivaji dva hlavni typy moduli, které pfimo pracuji s vzorky pro strojové
uceni:

1. Prekladaci moduly, které maji za kol formatovani struktury rtznych vstupnich dat
na ARFF soubory

2. Vypocetni moduly, které pracuji se soubory formatu ARFF, do kterého pridavaji dalsi
hodnoty.

V aktualni verzi jsou dostupné mimo jiné moduly druhého typu vypsané v tabulce 4.2.
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ATOM 51 CE2 PHE A 21 4,371 85,5633 38,534 0,83 13,62 C
ATOM 52 CZ PHE A 21 5,458 85,265 39,362 1,00 13,60 C
ATOM 53 N ASP A 22 3,655 81,902 33,110 1,00 13,57 N

Tabulka 4.1: Ukézka formatu soubortt PDB. Jde o nékolik atomi z proteinu leqw. Prvni
fadek popisuje atom s pofadovym cislem 51, ktery je soucasti aminokyseliny fenylalaninu
s ID 21. Souradnice X, Y a Z jsou prvni tfi ¢iselné hodnoty na fadku a posledni sloupec
udéavé typ prvku (v tomto ptipadé uhlik).

PyMOL Viewer

ti

ICAEST NL IR

Obrazek 4.5: 3D struktura proteinu 1K2P zobrazena v aplikaci PyMOL. Tento protein je
sloZzeny ze dvou Fetézcu, které jsou znazornény odliSnymi barvami.
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Modul Priklad pfidaného atributu
MSAExpander® evoluéni konzervovanost

NeighbourExpander | pocet atomi v blizkosti residua

FoldXExpander energie aminokyseliny

Tabulka 4.2: P¥iklady vypocetnich moduld dostupnych ve frameworku Deleterious

Q@relation ’deleterious’

@attribute PDB string % pdb code

@attribute IN_POCKET {TRUE,FALSE} 7 true if the residue is in a pocket
@attribute POCKET_VOLUME numeric % only relevant if IN_POCKET is TRUE

@data
1B2X,TRUE,248.83691
1LBI,FALSE,0.0

Obrazek 4.6: Ukéazka souboru formatu ARFF. Jde o vynatek z vysledného souboru po
nalezeni kapes. Jsou zde ukézany tfi typy atributii: fetézec znakid, vyctovy typ a ciselnd
hodnota. Znak % oznacuje zacatek komentare.

Format ARFF

ARFTF je zkratkou pro Attribute-Relation File Format. Soubory tohoto typu popisuji relaci
strojového uceni, typy atributi, které se v relaci vyskytuji a pak soupis hodnot téchto
atributi. Pri definici typu atributt se klicova slova oddéluji mezerami, kazdy vzorek je na
novém radku a hodnoty atributt jsou pak oddélovany ¢arkami. Ukazka souboru ve formatu
ARFF je na ilustraci 4.6.

4.3.2 WEKA

Zkratka WEKA pochazi z anglického Waikato Environment for Knowledge Analysis [10].
Jde o aplikaci, kterda ma cil otevtit odborniktim z nejriiznéjsich obortt moznosti strojového
uceni. Soucasti aplikace je nékolik grafickych uzivatelskych rozhrani, které usnadnuji praci
se systémem. Aktudlni verze je z fady 3.X a je psand kompletné v Javé. WEKA bere jako
vstupni data soubory s riznymi formaty jako napiiklad CSV*#, ale nativnim formatem je
ARFF. WEKA umi se zdrojovymi daty pracovat nejriznéjsimi zptsoby. Pouziti aplikace
WEKA pro tcely této prace je podrobné vysvétleno v kapitole 6.

Klasifikatory

Klasifikator je funkce, ktera zaradi kazdy vzorek dat podle jeho atributt do jedné z vysled-
nych t¥id. Vyroba klasifikatoru je procesem strojového ucéeni na skupiné vzorka.
Pri strojovém uceni byly pouzity tyto klasifikatory:

Naivni Bayesuv klasifikator

Tento jednoduchy klasifikator je zaloZzeny na Bayesové teorému. Klasifikdtoru byl odvozen
z predpokladu, ze jednotlivé atributy jsou na sobé nezavislé. Vice o Bayesovskych klasifika-

4C4rkou oddélené hodnoty, z angl. Comma-Separated Values
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torech lze nalézt v publikaci [11].

Nahodny les (Random Forest)

Nahodny les je metoda kombinujici ndhodné generované stromy, které o vysledném rozhod-
nuti hlasuji. Vice v [5].

SMO°

Tato metoda patii do skupiny SVM (viz strana 13) a implementuje algoritmy popsané
v publikaci [20].

J48

J48 vytvaii rozhodovaci stromy typu C4.5, vice v préci [21].

5Sekvenéni minimélni optimalizace, z anglického Sequential Minimal Optimalization
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Kapitola 5

Implementace

Implementace navrzenych algoritmi sestava ze dvou hlavnich c¢asti:
1. Rozsifeni aplikace Caver o hledani a méfeni kapes

2. Vytvoreni modulu do frameworku Deleterious, ktery pfidéd tdaje ziskané z Caveru
k existujicim atributim

V této kapitole budou tyto dva body podrobné popsany. Pro pfehlednost uvadim vzdy
nejprve piehled API dané aplikace a pak teprve popis samotné implementace

5.1 Caver

5.1.1 API Caveru

Aplikace Caver je napsand v programovacim jazyce Java. Pateri celého projektu je balik
tiid nazvany AnBeKoM', ktery obsahuje par zékladnich tiid, na kterjch je hledani kapes
zalozeno. Dalsim dilezitym balikem je mymath. Oba tyto baliky zde budou popsany detail-
néji.

Balik AnBeKoM

Molecule Tfida obsahuje veskeré tidaje o proteinu (mimo jiné soupis residui a atomut
a jejich ndzvl) a po vypoctu Delaunayho triangulace také poskytuje piistup k vypoctenym
¢tyrsténtim pres pole s objekty t¥idy Tetra. Také obsahuje metody, které umoznuji riznym
objektim v systému spolupracovat.

InputLoader Trida zpracovava vstupni PDB soubor a nacitd z néj potfebné struktury
pro béh aplikace.

Tetra Objekty této tiidy jsou ¢tyfstény vzniklé pfi Delaunayho triangulaci. Kazda in-
stance tedy obsahuje identifikaci ¢tyt atomt (objekt t¥idy Atom), které ji tvofi. Déale skrze
metody této tridy lze zjistit, zda dané souradnice lezi uvnitt ¢tyrsténu, nebo ziskat polomér
otvoru mezi atomy nékteré ze stén ctyfsténu.

Nézev je zkratkou jmen pivodnich autort aplikace
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Atom Instance tifidy zastupuje atom molekuly a obsahuje mimo jiné informaci o pfis-
lusnosti ke konkrétnimu residuu.

DelaunayTriangulation Tato abstraktni tiida je zdkladem pro nékolik riiznych pfistupt
k vypoctu Delaunayho triangulace. Tyto metody se lisi rychlosti vypoc¢tu a také posky-
tuji ponékud jiné vystupy. Rozdilné piistupy k triangulaci ale vedou k velice podobnym
vysledktm.

balik myMath

Funkce spojené s umisténim objektti Caveru do prostoru jsou implementovany v baliku
myMath. Mezi vyznamné t¥idy zde patii:

Vertex3f Kazda instance této tFidy identifikuje bod nebo vektor v prostoru. Kazdy objekt
je definovan t¥emi soufadnicemi (kartézskd soustava soutradnic, viz obrazek 4.4). Ttida
dale poskytuje metody pro provadéni zakladnich vektorovych operaci - velikost vektoru,
vzdalenost dvou bodt, soucet a nasobeni vektori, vektorovy a skalarni soucin atp.

Vertex4f Tato tiida je podobnd tiidé Vertex3f s tim rozdilem, Ze misto bodu popisuje
kouli v prostoru. Kromé t¥i souradnic, které zde vyjadiuji pozici stfedu koule, obsahuje
instance této tridy jesté polomér koule.

5.1.2 Implementace algoritmu hledani kapes

Pro ucely hledani kapes byly pridany nové metody do stavajicich tfid Tetra a Molecule.
Zaroven byl vytvoren balik pockets obsahujici nové tiidy. Ve vétsiné objektil se u vypocetne
naroénych operaci pouziva line inicializace (angl. lazy initialization), vSechny vypocty tedy
probihaji az ve chvili, kdy jsou vysledné hodnoty potfeba. VSechny vypoctené hodnoty jsou
v objektech ulozeny pro opakované pouziti, protoze pfi sbéru atributt je potieba ziskat
udaje o kapsach jednoho proteinu vicekrat.

Dutiny v molekule se hledaji od vypusti, ¢ili proti sméru relace diskrétniho toku. Kromeé
podminek relace se jesté ovéruje sifka pruchodu mezi dvéma ¢Etyfstény, kterd musi byt
natolik velka, aby mezi ¢tyistény prosel atom jiné molekuly. Tato Sirka je nastavena na 1,4

Angstromi®.

Upravy ve stavajicich ti¥idach

Tiida Tetra Prvni metodou pifidanou do této tfidy je initCircumsphere, kterd vy-
pocitava soutadnice stiedu koule ¢tyfsténu opsané podle vzorce 4.1.

Dalsi podstatnou metodou je initFlowUnit, kterd podle pozice stiedu opsané koule
zjistuje, do kterych sousednich ¢tyfsténu tento Gtyistén tece (viz sekce 4.2.2). Algoritmus
vypoctu je na 5.1.

2 Angstrom je mezinarodné uznavana jednotka pouzivana v souvislosti s molekularni biologii. 1 Ang =
1079 metra
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Algoritmus 5.1 Identifikace ¢tyfstént, do kterych sméfuje relace diskrétniho toku. Metoda
sign pouziva vzorec 4.2 pro zjisténi, zda je bod na jedné, ¢i druhé strané plochy. opposite
je vrchol ¢tytsténu, ktery nelezi na plose zkoumané stény.

i=0;
for (side in tetra.sides){
if (side.sign(center) !'= side.sign(opposite)) {
flowTo[i] = tetra.getNeighbour(i);
i++;

I

Trida Molecule Inicializaci struktur potfebnych pro vypocet kapes zafizuji po fadé
metody initializeFlow a dale pak £indA11Voids. Prvni prochézi vSechny objekty tiidy
Tetra a zjistuje, zda jde o vypusti, nebo ne. Pokud jde o vypust, tak se jesté ovéri, zda
vede do ¢tyfsténu alesponl z jedné strany cesta o minimalnim poloméru (viz vyse). Tato
podminka filtruje vypusti, které nejsou pristupné pro atomy jinych molekul. Pokud vypust
projde podminkou, je zarazena do lokalniho seznamu sinks. Druhé metoda, findA11Voids,
prochazi tento seznam a nad kazdou vypusti vytvofi instanci objektu tfidy DiscreteFlow
a vola jeji metodu flow, ¢imz je vytvorena nova kapsa. Po nalezeni kapes probéhne jesté
jejich spojovéni, o coz se stard metoda uniteVoids volanim prislusnych metod tr¥idy MVoid.

Nalezené kapsy lze ziskat volanim getPockets() bez parametrl, coz vrati vSechny
nalezené kapsy. Druhou moznosti je pfedani parametrid chain a position, které definuji
residuum, jehoZ atomy maji v kapse lezet.

Nové pridané tfidy (balik pockets)

Tiida IDGenerator V systému je vytvafeno mnoho objektit, které je potfeba od sebe
odlisit a zaroven nemaji zadné vlastnosti, ze kterych by Sel jednoduse vypocitat unikatni
identifikator. Proto vznikla staticka tf¥ida IDGenerator, kterd vnitiné mapuje tfidu na ¢islo.
Toto cislo vyjadiuje aktualni ¢itac objektt klicové tfidy. IDGenerator poskytuje metody
pro ziskani dalsiho volného ID pro danou tfidu, takze lze inicializovat objekty, aniz by jim
bylo nutné néjaké ID predavat pii konstrukci.

TFida MVoid Instance této tfidy identifikuji kapsy. Obsahuji seznam ¢tyfstént a atoma,
které kapsu tvofi. Kromé metod slouzicich k pristupu k vlastnostem kapsy je zde nékolik
dalsich dulezitych metod: calculateVolume provede soucet objemu vsech ¢tyfsténd kapsy,
connectTo slouzi ke spojovani vice kapes (pokud navazuji, viz obrazek 4.3) a savePyMol
ulozi na cestu definovanou Caverem soubor, ktery je pouzitelny jako vstup do zobrazovaciho
programu PyMOL.

Tiida DiscreteFlow Objekt diskrétniho toku je uréen vypusti, do které stékd 0 — n
¢tyrsténti. Metoda flow spousti proces prohledavani sady Ctyfstént zavolanim metody
flowStep nad touto vypusti. Blizsi popis je v algoritmu 5.2. Metoda getVoid sestavi
z nalezenych ¢tyfrstént objekt tfidy MVoid a tento objekt vrati.
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Algoritmus 5.2 Diskrétni tok - algoritmus. Projde vSechny stény (sides) ¢tyfsténu tetra.
Nasledné, pokud je priichod mezi ¢tyistény dostateéné velky a pokud je aktualni ctyfstén
cilovym v relaci diskrétniho toku, rekurzivné se vola funkce flowStep na sousedni ¢tyfstén.
Proces se spousti na vypusti sink.

flowStep(sink);
function flowStep(tetra) {
pocketTetras.add(tetra);
flow = false;
for (side in tetra.sides) {
if (side.hole > minimalRadius){
destinations = tetra.getNeighbour(side).getFlowDestinations();
for (destination in destinations) {
if (destination == tetra) {
flowStep(tetra.getNeighbour(side);
flow = true; break;
}
}
if (flow == false) {
pocketOpenings.add(new PocketOpening(side));
}

T¥ida PocketOpening Instance této tiidy reprezentuji tsti kapsy. Usti je sténa Gtyfsténu,
ktera je sice dostatec¢né siroka pro vstup atomu cizi molekuly, ale neticastni se relace diskrét-
niho toku spojené s touto dutinou. Takové usti je pak pouzito pii spojovani vice kapes.
Pokud mé dutina néjaké Gsti i po spojovani kapes, jde o usti vedouci na povrch molekuly
a tim padem je dutina kapsou. Ttida poskytuje metodu connectsTo, kterd vyhodnoti prav-
divost napojeni tohoto tsti na jiné. Objekty jsou inicializovany béhem diskrétniho toku
(algoritmus 5.2).

Tiida PocketException Nestandardni situace jsou v pfidaném systému kapes FeSeny
objekty této vyjimkové tiidy. Inicializuji se fetézcem vysvétlujicim podstatu vyjimky.

Diagram tfid zobrazuje dva dulezité balicky aplikace Caver pouzité pri hledani kapes
spolu s tfidami a jejich metodami. Diagram je na obrazku 5.1.

5.2 Framework Deleterious

Prace frameworku sestava ze dvou Casti: nejprve jsou napocitany a shromazdény zakladni
atributy, potfebné pro dalsi zpracovani. Jde napiiklad o identifikaci proteinu nebo o tdaje
o aminokyseliné, ktera je ménéna. Tuto ¢ast je mozné preskocit, pokud je jako vstup poskyt-
nut soubor s pfipravenymi zakladnimi atributy. Druhou fazi je spousténi jednotlivych mo-
dulti, které do souhrnu atributt pfidavaji nové na zdkladé bud pfimo implementovanych
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Obrazek 5.1: Diagram vyznamnych balick, tiid a metod aplikace Caver, které jsou pouzity
pri hledani kapes

vypocti, nebo volanim externich aplikaci. Framework je napsany v programovacim jazyce
Java.

Framework obsahuje mimo jiné knihovnu pro praci s aplikaci HotSpot Wizard. Jde
o webovy server, ktery slouzi k identifikaci aktivnich mist (angl. Hot Spots) v proteinu
[18]. Tato knihovna se pouZiva pro vypocet atributii souvisejicich s katalytickymi kapsami.
Navic v ramci svého vypoctu knihovna stahuje PDB soubor k aktudlnimu proteinu, ktery
se vyuzije k inicializaci objektu molekuly z projektu Caver.

V soucasné verzi frameworku sice neni zadné uzivatelské rozhrani, ale pro acely testovani
a ziskdvani vysledkt je zde tfida deleterious.Main, ve které jsou pripravené zakladni
moduly a ukazky jejich pouziti. Pro ucely demonstrace této prace byla tfida upravena tak,
aby byla aplikace spustitelnd z prikazové Ffadky. Pouziti je vysvétleno v priloze A.
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Nazev MozZné hodnoty | Vyznam

IN_POCKET TRUE,FALSE prislusnost residua k néjaké kapse

POCKET_VOLUME desetinné c¢islo objem kapsy

IN_.CAT_POCKET TRUE,FALSE prislusnost residua ke katalytické
kapse a blizkost ke katalytickému
residuu

DISTANCE_TO_POCKET_AS | desetinné ¢islo vzdalenost k nejbliz§imu katalytick-
ému residuu v kapse

CATALYTIC TRUE,FALSE TRUE, pokud je zkoumané
residuum katalytické

Tabulka 5.1: Typy atributti poc¢itanych modulem PocketExpander

5.2.1 Pridani obsluhy Caveru do projektu Deleterious

Pro pridévani dalsich moduli do frameworku slouZi systém sestavajici z abstraktni t¥idy
deleterious.attributes.AbstractAttributeExpander (dale Expander) a nésledné kon-
figurace spusténi modulu ve t¥idé deleterious.Main. Abstraktni metody, které je treba
pfi rozsifovani Expanderu implementovat, jsou tyto tii: newPdbId, getAttributeTypes
a calculateAttributes. Hlavni funkci Expanderu je nac¢teni dat z moduld, které uz svou
préaci ukoncily a nasledné piidani novych atributti. Tato akce se spousti na instanci konkrét-
niho Expanderu volanim metody expand.

Trida PocketExpander

Metoda newPdbId slouzi k inicializaci struktur pro konkrétni protein. V PocketExpanderu
se tato metoda pouziva na vytvoreni instance t¥idy Molecule z baliku Caver . AnBeKoM, ¢imz
se napocita triangulace atomi molekuly. Také se zde vytvoii objekt proteinu z knihovny
HotSpot Wizardu, ktery obsahuje informace o pozici a slozeni aktivnich mist proteinu.
HotSpot Wizard umi vratit ID residui, ktera se podili na aktivnich mistech. Pro identifikaci,
zda se residuum podili na strukture kapsy, je potieba ho pfes toto ID spojit s prislusnymi
atomy ve struktufe molekuly z Caveru.

Nakonec se zde naplni struktury, které slouzi k urychleni dalsiho vypoctu atributa. Jde
o dva seznamy: seznam katalytickych kapes, seznam katalytickych residui a tfi mapy: ke
kazdé kapse se prifadi jeho aktivni mista a na aktivni residuum se mapuje jeho vypocitané
tézisté a seznam jeho atomu.

Uéelem metody getAttributeTypes je poskytnout informace o atributech, které Ex-
pander pocita. Vracenou strukturou je pole instanci t¥idy AttributeType, kterd je ses-
tavena s parametry ndzev atributu, datovy typ hodnoty (popFipadé vycet hodnot) a komentar
k atributu. Atributy poskytované PocketExpanderem jsou uvedeny v tabulce 5.1.

Metoda calculateAttributes nejdiive z predchozich atributt vycte hodnoty chain
a position, které nasledné preda jako parametry metodé getPockets privatni instance tiidy
Molecule. Metoda vraci pole instanci tfidy Attribute, kterad se vytvaii s parametry urcu-
jicimi typ atributu a jeho hodnotu. V pfipadé, zZe residuum v kapse neni, je objem kapsy
nastaveny na hodnotu 0. U atributu vzddlenost k nejblizsimu katalytickému residuu v kapse
je v pripadé, ze residuum neni v katalytické kapse, nastavena vzdélenost na 88. Tato hod-
nota je tak velka, ze ji algoritmy strojového uceni neprirazuji k negativnimu efektu mutace.
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Obrazek 5.2: Diagram vyznamnych balickd, t¥id a metod frameworku Deleterious, které
jsou pouzity pfi vytvareni novych atributt (externi knihovny nejsou v diagramu zminény)

Diagram t¥id zobrazuje dva dileZité balicky frameworku Deleterious pouZité pfi vytvéareni
novych atributt spolecné s jejich tfidami a metodami. Diagram je na obrazku 5.2.
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Kapitola 6

Testovani a vysledky

V této kapitole budou popsény principy vyhodnoceni vysledkd poskytnutych aplikaci Dele-
terious spolu s novymi atributy. Jedna se hlavné o zjisténi pomeéru spravnych a Spatnych
vysledk predikce pri pouziti dat s novymi atributy. Také budou uvedeny nékteré vyznamné
hodnoty, které z téchto testi vyplynuly.

6.1 Pouzity dataset

Atributy byly vygenerovany na datasetu' z projektu AUTO-MUTE (viz http://proteins.
gmu.edu/automute). Tento dataset obsahuje mutace lidskych proteinti, které byly pivodné
ziskdny z databdze Swiss-Prot (viz http://www.expasy.org/sprot). Dataset obsahuje
mimo jiz napocitanych atributt i vSe potfebné pro PocketExpander - PDB ID a pozici
aminokyseliny, kterd byla mutovana. Kazda mutace je také oznacena jednou ze tii t¥id:

e neutral (nt) je mutace, kterd neméla vliv na efekt proteinu

e disease-associated (da) ma souvislost s nemoci, tedy mutace, kterd zpisobuje zménu
v chovani nebo stabilité proteinu

e undefined (un), ¢ili nedefinovand, je mutace, u které nebyl vliv na funkci nebo stabilitu
popsan

Tento dataset byl nejprve preformatovan na soubor ARFF a nasledné byl predan aplikaci
s frameworkem Deleterious, kde byly vypocitany vSechny atributy. Protoze bylo cilem
otestovat pfinosnost novych atributi pro strojové uceni, byl v Deleterious pouzit pouze
novy modul, PocketExpander.

Pro ziskani spravnych vysledkt bylo potfeba nejdfive urcit spravné hodnotu, ktera limi-
tuje atribut IN.CAT_ POCKET (minimalni vzdalenost ke katalytickému residuu v kapse).
Proto byl pro vzorek nejdfiv napoc¢itdn samotny atribut DISTANCE_TO_POCKET_AS.
Po analyze vysledkt byly jako vhodné limity vybrany hodnoty 8, 16, 24, 32 a neomezené
Angstromu a ke kazdému tomuto atributu byl tedy vygenerovan zvlastni atribut.

Originédlni dataset obsahuje skupiny mutaci téhoz proteinu a pfitom vSechny mutace
jedné skupiny casto patii do jediné t¥idy. To by mohlo vést k objeveni zcela nezadouciho
vzoru ” patti-li mutace do jistého proteinu, pak patii do jisté t¥idy”. I pfes vymazani atributu
s identifikdtorem proteinu nelze identifikaci proteinu z ostatnich atributii vyloucit. Proto

!Termin ¢asto pouzivany pro oznaéeni sady dat, na které se bude aplikovat strojové uéeni
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Dataset | J48 | NaiveBayes | RandomForest | SMO
A 58,81 | 63,26 58,14 60,13
B 61,45 | 70,78 59,39 64,77
C 60,51 | 69,75 58,00 64,89

Tabulka 6.1: Porovnani kifzové validace datasetii. Ciselné hodnoty vyjadiuji procenta
spravnych odhadt. Tu¢né oznacené hodnoty jsou o vice jak 10% vySsi. A je ptivodni dataset
bez novych atributt, B obsahuje atributy IN.CAT_POCKET a CATALYTIC a C mé i zbylé
pocditané atributy.

byla v datasetu ponechana pravé jedna mutace z kazdého proteinu. Pritom byly upfednos-
tnény mutace nachazejici se v katytickych kapsach. Nakonec byly pro zjednoduseni analyz
odstranény da mutace tak, aby dataset obsahoval stejny pocet da a nt mutaci.

Pfi porovnani vzdy pracuji s datasetem A, ktery neobsahuje zadné nové atributy. Déle
pouziji dataset oznaceny jako B, ktery méa nové atributy CATALYTIC a vsechny varianty
IN_.CAT_POCKET (viz tabulka 5.1). Posledni dataset je oznacen C' a obsahuje oproti B
navic jesté atributy INPOCKET, POCKET_VOLUME a DISTANCE_TO_POCKET_AS.

6.2 WEKA - Kfizova validace

Po napoditani vsech atributt byly z vysledného ARFF souboru odstranény znackovaci
atributy, které nevypovidaji o vlastnostech mutaci, ale jen je popisuji. Jde o PDB ID,
pozici residua a jaka aminokyselina byla na této pozici mutovana. Nasledné bylo nutné
urcit, zda a o kolik se zlepsil pomér spravnych predpovédi oproti Spatnym. Na toto zjisténi
bylo pouzito kriZové ovéreni (také krizovd validace?).

Nejprve se dataset rozd€éli nahodné na X slozek. Klasifikatory se u¢i na X —1 trénovacich
skupinach a poté se zjisfuje pocet spravnych a Spatnych vysledkil predikce na tdajich
z testovaci skupiny, kterd ve trénovani nebyla. Toto se poté opakuje tak, aby postupné
kazda skupina byla jednou testovaci a (X — 1)krat ucici. Po kazdém uceni a testovani se
zjisti, v kolika procentech pripadti nauc¢eny algoritmus spravné odhadl vyslednou hodnotu.
Vysledna spravnost se vypocita jako primér diléich vysledk.

Byly vybrany ¢tyfi rtizné metody klasifikace: J48, Naive Bayes, Random Forest a SMO.
Pocet slozek pro kiizovou validaci (Ve WEKA se nazyvaji anglicky folds) byl nastaven na
10.

6.2.1 WEKA Experimenter

Experimenter umoziuje porovnani vysledki riznych dataset a rdznych algoritmt stro-
jového uceni. Byly pouzity vsSechny tii uvedené datasety. Pro porovnani vysledkda byly
pouzity dvé vysledné hodnoty: procentudlni vyjadfeni spravnosti odhadu a plocha pod
kiivkou Receiver Operating Characteristic’ (ROC). Pro nadhodny klasifikitor vychéazi hod-
nota ROC plochy 0,5 a pro dokonaly klasifikator vyjde 1 - ¢im vySsi je hodnota, tim je lepsi
predikce.

Vysledky kfiZzové validace jsou zobrazeny v tabulkach 6.1 a 6.2.

2Casto se pouzivé anglicky termin cross-validation
3¢esky termin se zatim neustélil
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Dataset | J48 | NaiveBayes | RandomForest | SMO
A 0,58 | 0,69 0,61 0,64
B 0,62 | 0,76 0,64 0,69
C 0,61 | 0,76 0,62 0,69

Tabulka 6.2: Porovnani kiizové validace datasetti. Ciselné hodnoty ukazuji plochu pod ROC
kiivkou. Tu¢né oznacené hodnoty jsou o vice jak 10% vySsi. A je ptivodni dataset bez novych
atributti, B obsahuje atributy IN.CAT_POCKET a CATALYTIC a C ma i zbylé pocitané
atributy.

6.2.2 WEKA KnowledgeFlow

KnowledgeFlow je grafické rozhrani aplikace WEKA. Poskytuje moznost naplanovat testovani
pomoci orientovaného grafu, kde jsou jednotlivé uzly kroky experimentu, které maji kazdy
své vstupy a vystupy, jimiz jsou propojeny. Pro lepsi porovnani vysledkt s kapsami a bez
nich byly naplanovany dva experimenty, jejichz cilem bylo vytvorit ROC kfivky. Z tohoto
testu byl vyrazen dataset C, protoze podle predchozich testti vykazoval stejné nebo horsi
vysledky jako B a neposkytoval tedy atributy, které by odhad zlepsovaly. Experiment je
zobrazeny na ilustraci 6.1 a vysledny graf, zobrazujici obé ROC kfivky je na ilustraci 6.2.
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Obrazek 6.1: WEKA KnowledgeFlow diagram pro generovani ROC kfivky. ArffLoader
nahrava vstupni dataset, ClassAssigner vybira t¥idu, kterd bude slouzit ke klasifikaci (da,
nt) a ClassValuePicker vybere, kterd hodnota z této tiidy bude oznacena jako TRUE pro
ucely ROC kiivky. CrossValidationFoldMaker vytvaii jednotlivé skupiny pro ki¥izovou vali-
daci a predava jak trénovaci i testovaci mnozinu dat NaiveBayes modulu, ktery se na tréno-
vaci sad€ nauci a na testovaci sadé se otestuje. ClassifierPerformanceEvaluator z vysledki
kiizové validace sestavi data pro graf ROC kfivky a ModelPerformanceChart graf zobrazi.
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Obrazek 6.2: ROC ktivky datasetii. Jde o spojené grafy pro oba datasety. Oranzova krivka

je ptivodni dataset, modra je dataset novy. Cim vice se body kiivky blizi bodu (0, 1), tim
presnéjsi vysledky metoda na datasetu poskytuje.
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Kapitola 7
Zaver

Cilem této prace bylo najit atributy proteind, které maji potencial zlepsit odhad vlivu
mutace na funkci proteinu. Nasledné mély byt vytvoreny algoritmy, které tyto atributy
ziskavaji. Na doporuceni vedouciho prace jsem analyzoval metody, které jsou pouzivané
pro vyhledavani kapes ve struktufe proteintt. Vyznamnym atributem mélo byt zjiSténi,
zda mutované residuum lezi v kapse dilezité pro funkci proteinu. Do aplikace Caver byl
poté implementovan modul na hledani a méreni kapes a Caver byl néasledné pripojen jako
knihovna do frameworku Deleterious. Pomoci Deleterious byly nové atributy napocitany pro
sadu lidskych mutaci, o nichz je znamo, zda maji negativni vliv na lidské zdravi. Pouzitim
strojového uceni bylo ukazano, Ze informace o pritomnosti residua v kapse aktivniho mista
a o katalytickych residuich vedou ke kvalitnéjsi predpovédi vlivu mutace proteinu na lidské
zdravi. Nejlepsich vysledkt dosahoval Naivni Bayestuv klasifikator.

Modul pro vypocet kapes je rozsifenim aplikace Caver, kterd byla doposud zamérena na
vyhledavani tuneli ve struktuie proteinu. Nyni Caver umoziuje zobrazeni nalezenych kapes
v programu PyMOL a poskytuje informace o objemu kapes a o atomech, které tvori stény
téchto kapes. Tyto udaje jsou dilezité pro studium vztahu struktury a funkce proteinu
a pro navrh mutaci v proteinovém inZenyrstvi.

Dalsi vyvoj programu Caver by mohl vést k podrobnéjsi analyze struktury proteinu.
Presny objem kapes by bylo mozné ziskat diky vylepSeni algoritmi vypocetni geometrie,
které se zatim pouzivaji pouze k pfibliZznému vypocétu objemu. Framework Deleterious ma
velky prostor k vyvoji. Mozna by bylo dobré zavést paralelizaci vypoc¢tu nezavislych proteint
pro zrychleni vypoctu na procesorech s vice jadry. Hlavni prinos vSak bude mit pfiddvéani
novych modult. Neni jisté, nakolik bude kazdy dalsi atribut prospésny pro ucely odhadu.
I odhaleni neuzitecnych atributt je vSak prospésné, protoze vede k bliz§imu pochopeni
vztahtl mezi atributy popisujicimi mutaci a funkci proteind.
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Priloha A

Konfigurace a spusténi

Ptiloha popisuje pozadavky na systém, pokyny ke konfiguraci a spusténi a poznamky k béhu
aplikace Caver a frameworku Deleterious.
A.1 Konfigurace

Aplikace pro své spusténi potfebuji nainstalovanou javu verze 1.6 a vyssi. Obé aplikace jsou
NetBeans projekty. Projekt Caveru je nazvan AnBeKoM.

A.2 Spusténi

Ve slozce, kterd obsahuje pielozeny soubor .jar a slozku lib s potfebnymi knihovnami pouzit
nasledujici davky:

A.2.1 Caver

java -jar AnBeKoM.jar

A.2.2 Deleterious

java —-jar Deleterious.jar

Na vystup bude vytisténa napovéda, ze které 1ze vycist parametry aplikace. Lze také pouzit
davkové soubory demo.bat nebo demo.sh (podle systému) na spusténi programu s demon-
stracnimi vstupy.

NetBeans projekty se daji v NetBeans IDE otevrit a spustit pfimo z pielozenych .class
soubort.

A.3 Dokumentace

Obé aplikace maji ve slozce PROJEKT /dist/javadoc vygenerovanou programovou doku-
mentaci javadoc.
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A.4 Upozornéni

Caver pri zpracovani velkych molekul zabere az 1GB, Deleterious se blizi 1.5GB. Obé
hodnoty jsou pouze orientacni - vice se pii testovani nezabralo. Pokud selZze vypocet na
nedostatku paméti, je mozné virtudlnimu stroji Javy povolit vice pfi spusténi s parametrem
-Xmx, naptiklad -Xmx1500M povoli az 1500 MB paméti.

Deleterious pfi prvnim béhu nad kompletnim AUTO-MUTE datasetem bézi zhruba 2.5
hodiny.
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Priloha B

Obsah CD

Adresarova struktura obsahu prilozeného CD:

/
| aplikace
CAVET .« o oottt SPUSTITELNA APLIKACE
Deleterious.........ociuiiiiiiiiiininnenn.. SPUSTITELNA APLIKACE
zdrojovy_kod
AnBeKoM............ ... .. oo NETBEANS PROJEKT APLIKACE CAVER
| _aist
| javadoc ... ... PROGRAMOVA DOKUMENTACE CAVERU
Deleterious................ NETBEANS PROJEKT APLIKACE DELETERIOUS
Ldist
L javadoc................ PROGRAMOVA DOKUMENTACE DELETERIOUS
| technicka zprava ........................ PDF SOBOR S TECHNICKOU ZPRAVOU
BOX o IATEXZDROJE TECHNICKE ZPRAVY
. vysledky
dataset A.arff................. MINIMALNI DATASET BEZ NOVYCH ATRIBUTU
dataset B.arff............. ATrIBUTY IN.CAT _POCKET A CATALYTIC
dataset C.arff........ ... ... ... .. .. il VSECHNY NOVE ATRIBUTY
experiment_spravnost.................. VYSTUP EXPERIMENTU - SPRAVNOST
experiment roc................. VYSTUP EXPERIMENTU - PLOCHA POD ROC
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