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Abstrakt

Tato prace se zabyva proteiny, predevsim jejich strukturou a zplsoby predikce terciarni, neboli
3D, struktury. Predikce terciarni struktury je dulleZitd pro zjisténi funkce téchto Zivotné
dalezitych latek. VyuZiti metod bioinformatiky velice zefektiviiuje a zrychluje predikci, protoze
klasické metody pfimého zjistovani struktury z molekuly jsou drahé a pomalé. Na druhou
stranu jsou zatim mnohem presnéjsi. Cilem prace je pfiblizit metody pouZivané pro predikci
terciarni struktury, popsat nastroje, které se pouZivaji a moznosti automatické komunikace
s nimi. Déle je cilem popsat implementaci serveru, ktery bude slouzit proteinovym inZzenyriim
pro efektivnéjsi zjistovani informaci o terciarni struktufe z vice nastrojl, aniz by museli zadavat
pozadavek na kazdy zvlast. Také zde budou popsany vysledky testovani.

Abstract

This work deals with proteins, especially with their structure and kinds of tertiary, or 3D,
structure prediction. Tertiary structure prediction is very important for function prediction of
this vitally important substance. Bioinformatics do this prediction much more effective and
faster, because classical methods of structure prediction directly from molecule are very
expensive and slow. On the other hand they are much more exact. Objective of this thesis is to
describe tertiary structure prediction methods, describe used tools and possibility of automatic
communication with them. Next objective is describe implementation of server, that will serve
to protein engineers for more effective finding of information about tertiary structure from
more servers without requesting each of them separately. Results of testing will be described
in this work too.
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1 Uvod

Proteiny, znamé také jako bilkoviny, jsou zdkladnim stavebnim kamenem vSech znamych Zivych
organizmd a vykonavaji mnoho duleZitych funkci. Jsou nejen stavebnimi kameny bunék, ale také
vykonavaji Zivotné dulezité funkce jako transport latek, pohyb, fizeni a regulace tvorby latek nebo
obrana organizmu.

Veskeré funkce jsou urceny predevSim strukturou proteinu. Proteiny jsou fetézce sloZeny
z aminokyselin. Aminokyseliny svym pofadim strukturu proteinu, a tedy i jeho vyslednou funkci,
zdsadné ovliviuji. Vliv na funkci a strukturu proteinu vSak maji i v okoli pfitomné proteiny a rlzné
dalsi latky.

Vétsina z 21 aminokyselin, ze kterych se proteiny skladaji, byla objevena v letech 1819 az 1904. Nazev
protein navrhl pro sloZité organické slouceniny bohaté na dusik, nalézané v bunkach Zivocichl a
rostlin, pan Berzelius v roce 1838. Prvnim dilezitym objevenym proteinem byl hemoglobin (¢erveny
transportni protein cervenych krvinek), ktery krystaloval a pojmenoval Hoppe-Seyler v roce 1864.
V roce 1897 Buchnerové poloZili zaklady enzymologii (védé o enzymech). V roce 1933 pan Tiselius
zaved| elektroforézu jako metodu pro déleni proteinl v roztoku. Jen o rok pozdéji provedli panové
Bernal a Crowfoot prvni podrobnou rentgenovou difrakci ve vzorcich proteini. Chromatografie,
Siroce pouzivana technika k déleni proteint, byla vyvinuta pany Martin a Syngre v roce 1942. V roce
1951 panové Pauling a Corey navrhli strukturu alfa-Sroubovice a beta-listu, coZ jsou struktury, které
byly nasledné nalezeny v mnoha proteinech. Prvni protein, jehoZ presné poradi aminokyselin bylo
stanoveno, byl insulin. Jeho analyzu dokoncil roku 1955 pan Sanger. Prvni podrobny popis struktury
proteinu ziskali panové Kendrew (vorvani myoglobin) a Perutz (o néco detailnéjsi struktura
hemoglobinu). Vroce 1963 pdnové Monod, Jacob a Changeux poznali, Ze mnoho enzym( je
regulovano zménami své konformace. [1]

V této praci se budu zabyvat 3D, neboli terciadrni, strukturou proteinu. Touto strukturou je potfeba se
zabyvat zvlasté z toho dlivodu, Ze je nejduleZitéjsi pro uréeni funkce proteinu a mechanizmu jeho
fungovani, coz lze pozdéji mnoha zpUsoby vyuZit (napf. k urychleni jeho funkce nebo zvyseni
odolnosti). Experimentalni zjisténi tercidrni struktury je financné a ¢asové velice naro¢né, u nékterych
proteind dokonce nelze experimentdlnim zplsobem strukturu zjistit vibec. Z téchto dlvod( vzniklo
nékolik metod, které se snazi predikovat strukturu proteinu pomoci pocitacového zpracovani
sekvence aminokyselin.

Budu se zabyvat samotnou funkci proteind, vznikem terciarni struktury a jednotlivymi metodami
predikce této struktury. Dale se budu zabyvat existujicimi nastroji, které ze zadané sekvence dokazou
terciarni strukturu predpovédét. Posledni ¢ast prace se bude zabyvat tvorbou webového serveru,
ktery bude spolupracovat s existujicimi nastroji a co nejefektivnéji zpracovdvat a zobrazovat jejich
vysledky.

Text prace se sklada z nékolika ¢asti. V kapitole 2 je popis jednotlivych Urovni organizace struktury

evyvs

proteinu. Blizsi informace o jednotlivych drovnich jsou v podkapitolach 2.1 az 2.4. V kapitole 3 je



strucné popsano, k cemu vSsemu jsou proteiny dobré. Kapitola 4  se zabyvd metodami predikce
terciarni struktury. Podkapitola 4.1 se zabyva potencialni energii a silovymi poli, pomoci kterych se
vyhodnocuje, zda aktualni struktura proteinu je z energetického hlediska vyhodnd nebo nikoliv.
Podkapitola 4.2 se zabyva predikci terciarni struktury metodou de novo, ktera vyuziva k predikci
pouze znalosti sekvence aminokyselin. Metodou threading, ktera vyuZivd ke své praci knihovny
znamych struktur, se zabyvd podkapitola 4.3. Posledni pouZivanou metodou, homolognim
modelovanim, které vyuziva zarovnani a hledani nejpodobnéjsich proteinl k néjakému zkoumanému,
se zabyva podkapitola 4.4. V kapitole 5 lze zjistit informace o ndstrojich pouzivanych pro predikci
tercidrni struktury. Kratce se zminim i o dalSich nastrojich, pouzivanych naptiklad k vizualizaci nebo
verifikaci struktury. Podkapitola 5.1 se zabyva soutéZemi nastroji pro predikci struktury proteinu,
kazdd metoda predikce ma svou vlastni podkapitolu. V posledni podkapitole, 5.6, jsou popsany
moznosti automatické komunikace s nastroji. V kapitole 6 je popsan navrh serveru pro predikci
terciarni struktury, predevsim pouzity programovaci jazyk, uzivatelské vstupy a vystupy serveru,
metoda zvoleni nastroji k vyuZiti pfi implementaci apod. Zplsobem testovani nastroji a jejich
vybérem se zabyvd kapitola 7 .V posledni podkapitole této kapitoly jsou vysledky testovani. Kapitola
8 popisuje implementaci serveru v jazyce JAVA. Testovani vysledného serveru je popsano a shrnuto
v kapitole 9 . Jednotlivé jeji podkapitoly se zabyvaji jak vybérem testovacich dat, tak zplsobem
testovani a zjisténymi vysledky. Kapitola 10 tvofi zavér, kde je stru¢né shrnuti dosazenych vysledk( a
zjisténych informaci. PouZité zdroje jsou shrnuty v kapitole Zdroje.



2 Urovné organizace struktury

Text celé kapitoly bude Cerpan z [2] a z mensi ¢asti z [1]. Nez se budeme zabyvat tim, jak vznikd a
predikuje se terciarni struktura proteinu, ukdzeme si, jaké existuji dalsi struktury a jaky je mezi nimi
vztah.

Existuji tyto nasledujici irovné struktury proteinl: primarni struktura (primary structure), sekundarni
struktura (2D nebo secondary), terciarni struktura (3D nebo tertiary) a kvartérni stuktura
(quarternary).

2.1 Priméarni struktura

Primarni struktura (primary structure) je sekvence aminokyselin tvofici protein. Aminokyseliny jsou
molekuly, které vlastni karboxylovou a aminovou skupinu. Obé tyto skupiny jsou pfipojeny k jednomu
uhlikovému atomu zvanému uhlik alfa. Kazda aminokyselina ma jiné vlastnosti predevsim kvuli
postrannimu fetézci, ktery je k uhliku alfa také ptipojen.

H H
] | |
HzN C COOH |:> HsN' C coo”
CHs CHs
MNeionizovana forma lonizovana forma

Obr. 1 Aminokyselina alanin [1]

Vazba mezi sousednimi aminokyselinami v fetézci se nazyvd polypeptidovd vazba, fetézec
aminokyselin je také znamy jako polypeptid nebo polypeptidovy retézec. Existuji ale specifické
aminokyseliny, které jsou na koncich popypepdidu: NH2 se oznacuje jako N-konec, COOH se oznacuje
jako C-konec. To ddva fetézci smérovou vlastnost, strukturni polaritu. Pokud je protein syntetizovan
translaci mRNA, pak je amino konec syntetizovdn jako prvni. Proto jsou sekvence zapisovany také
s N-koncem na levé strané.

Kazda z jednadvaceti druhll aminokyselin, které existuji, se lisi ve velikosti a sloZitosti postranniho
fetézce, ktery je pripojen k uhliku. Pét z jedenadvaceti druhl aminokyselin maji postranni fetézce
schopné nést naboj.

lonizovana forma na Obr. 1 je spiSe pro zajimavost, vyskytuje se v bunikach, kde je pH blizké sedmi.
Kdyz se vsak zaradi do polypeptidového retézce, ndboje u aminoskupiny i karboxylové skupiny zmizi.



2.2 Sekundarni (2D, Secondary) struktura

Sekundarni struktura (Secondary structure), nékdy také 2D vznika tak, Ze aminokyseliny maji vliv na
okoli a ¢asti retézce se tak skladaji do nékolika rGznych zakladnich tvar( (napf. alfa-Sroubovice nebo
beta-listy).

Sekundarni struktura je ovlivnéna torznimi, jinak také dihedralnimi, dhly, coz jsou dhly mezi vazbami
¢tyf atomQ A-B a C-D spojenych v poradi A-B-C-D (viz Obr. 2A,B) nebo mezi dvéma rovinami A-B-C a
B-C-D (viz Obr. 2C). Nejcastéji jsou to uhly mezi peptidovymi vazbami v kostfe proteinu a jsou
zapisovany jako ¢ a . Tyto uhly jsou hlavnim zdrojem flexibility polypeptidového fetézce a
teoreticky mohou nabyvat hodnot v rozsahu -180° aZ +180°, v praxi vSak nabyvaji pouze urcitych
mezi. Dale existuje Uhel w, coz je Uhel mezi atomy Ca N.

Kazdy typ sekundarni struktury se vyskytuje nejcastéji, pokud atomy sviraji urcité uhly. Napftiklad
pravotociva alfa-Sroubovice preferuje thly (¢, ), které jsou pfiblizné (-60°,-60°). Detailnéji tyto Ghly
mUzeme vidét na Obr. 3.
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Obr. 3 Ramachadran plot — Ghly ¢ a U jsou na vodorovné a svislé ose. Vykreslené oblasti reprezentuji uhly, kde se
nejpravdépodobnéji struktura zformuje do nékterého tvaru: A) idealni graf (a je a-Sroubovice, B reprezentuje p—
listy, L je levotociva Sroubovice a P je struktura €) B) skutecné namérené hodnoty. V ¢astech A) i B) plati, Ze ¢im
tmavsi oblast je, tim je pravdépodobnéjsi vyskyt) [2]



2.2.1 zé&kladnitypy sekundarni struktury
V zasadé existuji tfi nejcastéji se vyskytujici typy sekunddrni struktury. Existuji i dalsi typy struktur,
napf. t-helix, 31 helix, Beta-most apod. Tyto struktury vSak co do poctu nejsou tak vyznamné. T¥i

zakladni typy sekundarni struktury jsou:

a)

b)

o-Sroubovice (a-helice)
Pravotociva nebo levotociva Sroubovice, kde jeden zavit
Sroubovice je sloZzen z 3.6 rezidui

B-list ( B-sheet)

Struktura odlisna od a), je tvofena z jednotlivych B-vlaken
(B-strand). Jednotliva vlakna jsou mezi sebou stabilizovana
slabymi vodikovymi vazbami.

Kazdé vlakno muze mit néjaky smér — pak jsou v listu
vSechna vldkna bud stejnym smérem (paralelni B-list),
nebo se néjakym zplUsobem stfidaji (antiparalelni B-list).
Specidlnim typem PB-listu je pak B-turn, coZ je struktura
nachdzejici se obvykle mezi B-vldknem a a-Sroubovici

Coil
Ndhodné usporadana struktura.

. ~Sp

(g W =

Obr. 4 Struktura Beta-listu (nahofe
antiparalelni, dole paralelni usporadani) [2]

Dale existuji supersekundarni struktury, coZ je pojmenovani struktur slozenych z néjaké kombinace
a-Sroubovic a B-listd (naptiklad BapP repeat, B-mander, nékteré priklady viz Obr. 5).

(A) (B)

Obr. 5 Supersekundarni struktury: A) Bap repeat B)
B-mander C) Greek key D) jina reprezentace struktury

Greek key [2]



2.3 Terciéarni struktura

Terciarni struktura (Tertiary structure), 3D struktura, nebo také proteinovy fold, vznikd dalSim
plUsobenim aminokyselin na sebe poté, co utvofily sekundarni strukturu. Az po zformovani této
struktury se protein stane aktivni a funkéni biologickou jednotkou. Casto méa protein nékolik moznosti
jak utvofit tuto strukturu, kazda takova moznost se nazyvd konformace. Kazdd konformace vznika
tak, aby protein mél co nejmensi energii — tedy aby vSechny vazby v proteinu byly propojeny co
nejstabilnéji.

amino acid
side chains

unfolded protein

lFOLDING

binding site

folded protein

Obr. 6 Skladani proteind (protein folding) — Postranni
fetézce v sekvenci aminokyselin (amino acid side chains) se
po sloZeni proteinu do foldu preméni ve vazebni misto
(binding site) [2]



2.4 Kvartérni struktura

Kvartérni struktura (Quarternary structure) se vyskytuje, pokud je protein tvofen vice neZ jednim
fetézcem aminokyselin (je to vice protein( spojenych v jeden). KaZzdy jednotlivy fetézec je pak
podjednotka, nebo monomer, néjakého oligomeru. Rikdme, Ze se protein sklada z vice podjednotek.
Protein se dvéma podjednotkami se nazyva dimer, se tfemi trimer, se ctyfmi tetrametr, apod.
Vsechny podjednotky mohou byt ze stejné sekvence proteinu.

Primary structure
amino acid sequence

Secondary structure
reqular sub-structures

. Tertiary structure
\ |\ three-dimensional structure

Quaternary structure
complex of protein molecules

Obr. 7 Urovné organizace struktury proteinu [9]



3 Funkce proteinu

Kapitola cerpdna z [1]. Pfedevsim tercidrni a kvartérni struktura ovliviiuje vyslednou funkci proteinu.
Obecné délime funkce proteinli do téchto kategorii:

a)

c)

g)

Enzymy

SlouZi ke katalyze (urychleni nebo zpomaleni) rlznych reakci, napf. syntéza jinych proteing,
pepsin odbouravajici proteiny z potravy v Zaludku, ribulosabisfosfatkarboxyldza pomahajici
preméné oxidu uhli¢itého na cukry v rostlindch nebo DNA-polymeraza syntetizujici DNA.

Strukturni proteiny
Mechanickd opora burikdm a tkanim, napf. tubulin a aktin tvotici rlznd vldkna uvnitf bunék, alfa-
keratin tvofici vldakna zpevnujici epitelidini buriky a tvorici zakladni slozku neht(, vlasd a roh.

Transportni proteiny
Pfenos malych molekul a iontQ, napt. prenos kysliku a Zeleza v krevnim obéhu, rlizné proteiny
v membrdnach bunék, které pres né prenasi ionty a molekuly.

Pohybové proteiny
Jsou plvodcem pohybu bunék a tkani, napf. myozin v kosternim svalu, kinetin umozniujici pohyb
organelami uvniti bunky, dynein umoznujici pohyb eukaryotnich bicik a rasinek.

Zasobni proteiny
Skladuji malé molekuly a ionty, napt. Zelezo, které se ukladd v jatrech navazanim na feritin,
kasein v mléce jako zdroj aminokyselin pro novorozené Zivocichy.

Signalni proteiny

Prendseji informacni signdly z buriky do buriky, napf. insulin regulujici hladinu glukosy v krvi, NGF
stimulujici nékteré typy nervovych bunék krilstu axonl, EGF stimulujici déleni epitelidlnich
bunék.

Receptorové proteiny

V bunkach detekuji chemické a fyzikdlni signaly a predavaji je ke zpracovani burice, napf.
rodopsin v ocni sitnici zachycujici svétlo nebo acetylcholinovy receptor v membrané svalové
bunky pfijimajici signal z neuronu.

Regulacni proteiny v genové expresi
Vaze se na DNA a spousti nebo vypina transkripci nékterych gend.

Proteiny se zvlastnim poslanim
Tato skupina je také velmi rozmanitd, napf. protimrazové proteiny nékterych ryb, rzné
fosforeskujici nebo adhezni proteiny, kterymi se pfichytavaji mofsti Zivocichové k morskému dnu.
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4 Predikce terciarni struktury

Kapitola Cerpdna predevsim z [2], podkapitola 4.2 ¢erpana z [3]. Predikce tercidrni struktury proteinu,
je potfebna pro zjisténi funkce proteinu, mechanizmu jak protein pracuje a ke zjisténi jeho
strukturné-funkénich vztahd. S pomoci téchto znalosti mliZeme navic pfizplsobit jeho funkénost
rdznym medicinskym nebo prdmyslovym uceldm (zrychleni nebo zpomaleni procesl, zvétseni
vazebniho mista umoZnujici proteinu pracovat s vétsimi ¢asticemi apod.)

Existuje nékolik experimentdlnich technik, které ndm dovoluji zjistit strukturu pfimo z biologické
molekuly. Jsou to rentgenova krystalografie (X-ray crystallography) a nuklearni magneticka rezonance
(NMR). Rentgenova krystalografie je sice velice presnd a zvlada rozsahlé struktury, mize vsak
poskytnout pouze staticky pohled na molekulu. Nuklearni magneticka rezonance je méné presna, na
druhou stranu ndm ale dava souradnice v urcitém case, coz ndm umoziuje sledovat interni
pohyb proteinu. Obé metody jsou vSak zatim finanéné a casové velmi narocné a nelze tak zjistit
strukturu vSech molekul. U mnoha proteinl dokonce tyto techniky selhdvaji uplné (napf. pokud
nemuUze krystalizovat, co? je predpoklad pro rentgenovou krystalografii). Pro predikci struktury proto
vzniklo nékolik metod vychdzejicich ze sekvence aminokyselin, které lze provadét s pomoci pocitace.

Pro predikci terciarni struktury existuji tfi zdkladni metody, a to homologni modelovéni (jinak také
komparativni modelovani nebo modelovani zalozené na znalostech, anglicky homology, comparative
nebo knowledge-based modeling), threading (nebo také rozpoznavani fold(i, anglicky fold
recognition) a de novo. Prvni dvé metody jsou béziné pouzivané, dobfe rozvinuté a vychdzeji ze
znalosti o pfirozeném skladani proteinl do stabilni struktury. To znamen3, Ze se protein posklada do
struktury, kterd ma co nejmensi volnou energii (takova struktura se pak nazyva pfirozend struktura
nebo také pfirozeny stav). Entropickou ¢ast této volné energie je obtizné spocitat. Bylo vsak zjiSténo,
Ze ji Ize bez dasledkl ignorovat. Pfirozena struktura je pak predikovana na zakladé co nejmensi
entalpie, kterd je definovdna jako minimalni potencidlni energie. Tato energie je napfiklad
v kovalentnich vazbach a nekovalentnich interakcich. Zarovnani proteinu je tedy mozné
vypocitat pomoci funkce energetického potencidlu nebo silového pole odvozeného z interakci mezi
véemi atomy v proteinu.

Metoda de novo, Casto se ji fika také ab initio, predikuje strukturu pomoci principl termodynamiky a
fyzikalni chemie. Tyto principy jsou opét vyuzity k identifikaci struktur s minimalni energii. De novo
vSak zatim s dostatecnou ucinnosti dokaze predikovat pouze malé proteiny s jednou doménou.

Krom tfi zminénych zakladnich metod existuje mnozZstvi nastrojd, které rdznymi zplsoby kombinuji
vice principld. Kazda ze tfi zakladnich metod (ab initio, threading a homologni modelovani) bude
detailnéji popsana v nasledujicich podkapitolach. Prvni podkapitola se vSak bude zabyvat potencialni
energii a silovymi poli, jeZ ndm pomahaji hodnotit energetickou vyhodnost struktury proteinu.
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4.1 Potencialni energie a silova pole

Pfi modelovani struktury proteinu, at uz metodou ab initio nebo porovnanim s jinym foldem, je cilem
zjistit strukturu, kterd ma co moind nejmensi energii, a kterd zdroven splfiiuje stereochemicka
omezeni na strukturu proteinu. Takovymi omezenimi jsou napfiklad torzni Ghly ¢ a ¢ pro kostru
proteinu.

Abychom spocitali ohodnoceni pro vsechny konformace a zjistili, které konformace jsou energeticky
preferované, musime pocitat s energetickym potencialem proteinu jako s kolekci rovnic. Tyto rovnice
jsou znamé jako funkce potencidlni energie a reprezentuji vSechny komponenty, které pfispivaji
k celkové potenciondlni energii. Kombinace vSech takovych energetickych funkci pro néjakou
konkrétni konformaci se nazyva silové pole.

Existuji dva vyznamné typy silovych poli:

a) Pocitaji potencidlni energii konformace, kterd muZe obsahovat dals$i molekuly (napf.
rozpoustédla)
b) Pocitaji energii, kterd obsahuje statisticky zprimérované ucinky na prostredi

Jakmile je vypocitano silové pole, mlze byt definovana energie konformace a nasledné
identifikovana energeticky nevyhodna oblast. To mlze byt vhodné k napfiklad k vyhodnoceni
navrhovanych struktur a komplexu. Pro predikci pfirozenych konformaci existuje nékolik technik, ve
kterych jsou tyto konformace predikovany na zakladé identifikace energetického minima. Témito
metodami se zabyvad molekularni mechanika.

Potencialni energie molekuly zavisi na polohach a ¢astecné i
na typech atomO a muZe byt definovana pro kteroukoli
konformaci. Konformace malych molekul mulze byt
definovdana pomoci nékolika malo proménnych, casto
postacuji tfi soufadnice kaZdého jednotlivého atomu.
V pripadé vétsich molekul, jako i protein(, jsou potieba stovky
nebo tisice proménnych. Povrch, ktery reprezentuje odchylky
potencionalni energie, Ize vykreslit jako ,,povrch potenciondlni
energie” (potential energy surface). Prikladem mlze byt

Ramachadran plot (viz Obr. 3), kde oblasti koresponduji s nizSi Obr. 8 Graf volné energie - na horizontalni
ose jsou souradnice konformace, na

a vysSsi potencionalni energii. L ) .
ysstp g vertikalni energie systému [10]

Z pohledu teorie termodynamiky mulzZeme fici, Ze se

evvs

energie v sobé zahrnuje jak entropii, tak potenciadlni energii. Priklad zobrazeni volné energie je na
Obr. 8. Konformace, které bude struktura nejcastéji zaujimat, jsou ty, které lezi nejnize v grafu.

Entropickou Cast volné energie je velice obtizné spoditat, protoZe vyzaduje zprlimérovani velkého
mnozstvi stavl systému. Ke zjednoduseni problému ndm nepom{ze ani to, Ze mnoho stavi muze byt
vyjadreno konstantou, nebo dokonce muZe byt zcela ignorovano.
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4.2 De novo modelovani

Cilem metody de novo je predikce struktury proteinu, a to pouze na zakladé sekvence aminokyselin.
Obecné se ocekavd, Ze se protein zabali do néjaké vyhodné konformace a Ze tato konformace je
stavem energetického minima nebo mu se bliZi. Problém hleddni stavu energetického minima lIze
rozlozZit na dva mensi problémy. Zaprvé zjisténi pfesného potencidlu, zadruhé vyvoj ucinné metody
pro hledani energetického obrazu, ktery zjistujeme z potencialu.

Mnoho metod, které jsou dnes vedeny jako de novo, byly dfive vedeny jako ab initio. Obvykle jsou
jako de novo nazyvany metody, které se nespoléhaji na homologii mezi dotazovanou sekvenci a
sekvenci v PDB. Metody de novo jsou teoreticky uréeny pro mnohem rozsahlejSi obrazy nez pfi
homolognim modelovani a metodé threading, které limituje vzor, ze kterého se vychazi pti predikci.
Predikce de novo je vSak vypocetné ndroc¢nd a proto zatim neni vhodna pro bézné aplikace. Ani zatim
neni dostateéné presnd pro vice nez 150 rezidui. S timto problémem se dd vyporadat napftiklad tak,
Ze rozdélime sekvenci na mensi domény. Pro mnoho proteinl je takovéto rozdéleni snadné, zatimco
u nékterych je problém takovéto domény detekovat. Uréeni doménové rodiny (domain family) a
hranic domény pro vice-doménové proteiny je tak vhodnym zac¢dtkem predikce. Vétsina metod pro
rozpoznavani domén se spoléha na hierarchické prohledavani dotazované sekvence. Pfi tomto
prohleddavani si vypomaha nahlizenim do knihovny domén a do databaze PDB.

Teoreticky existuji dva principy, jak by mohla byt struktura proteinu predikovdna. Prvni je zalozeny na
statistice, druhy na fyzice. VétSina metod dnes vyuziva spise statistiku.

Abychom zrychlili predikci a pfedesli problém(im s délenim na domény, vétSina metod vyuziva rliznd
zjednoduseni modelu (zanedbava néjaké skutecnosti). Metody pro redukci sloZitéjsi struktury
proteinu na jednotlivé jednodussi modely mohou byt rozdéleny do dvou tfid: mfizkové (lattice), a bez
mtizky (off-lattice).

Mrtizkové modely maji dlouhou historii v modelovani chovani polymerd, a to predevsim kvdli jejich
analytické a vypocetni jednoduchosti. Vyhodnoceni energii v mfizce mlze byt dosdhnuto pomérné
ucinné a metody umozZiujici Uplné prohledavani prostoru moznych konformaci jsou také pomérné
dostupné a efektivni. Tyto metody vSak maji omezenou schopnost reprezentovat drobné aspekty a
mohou reprodukovat kostru s presnosti, kterd neni o moc vétsi nez priblizné polovicni rozte¢ mfrizky.
Nejbéznéjsi systematickd chyba pozorovana pro velké mnoiZstvi mfizkovych modell je v jejich
neschopnosti reprodukovat Sroubovice, coZ je z divodu duleZitosti sekundarni struktury problém.
Vypocetni vyhody vSak prevazuji nad témito problémy.

Dale existuji diskrétni stavové bezmfizkové (Discrete state off-lattice) modely. VétSina takto
redukovanych modelll zjednoduSuje postranni fetézce na jediny rotamer nebo nékolik centroidd
s kosternimi atomy. Také jsou casto redukovany uhly { a ¢, obvykle na Ctyfi az tficet dva stavd,
reprezentujicich vSechny typy sekundarni struktury.

Kdyz mame model, ktery co nejefektivnéji redukuje sloZitost prohledavani, je tfeba mit néjakou
skérovaci nebo energetickou funkci. Energetickd funkce musi adekvatné reprezentovat sily
zodpovédné za strukturu proteinu. ProtoZze mame zjednodusSeny model, ktery nereprezentuje
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véechny atomy, je presnost vypoctu nizsi a funkce proto musi byt robustni a s chybami se co
nejucinnéji vyporadat. Také musi byt vypocetné efektivni, protoze v pocatecni fazi vyhledavani
konformace je provadéno velké mnozstvi vyhodnoceni.

Skére muize byt vypocéteno napfiklad na zakladé solvatace (solvation-based scores). Bézny zpUsob je
klasifikovat sit v proteinu na zdkladé plsobeni rozpoustédel. Pak je bud vystaveny plsobeni cely
povrch, nebo néjaky pocet blizkych rezidui. Pak jsou uréeny frekvence vyskytu aminokyselin kazdého
typu a ztohoto vychazeji dalsi vypolty, ze kterych vychazi vysledné skére. Dalsi bézny zpUsob
klasifikace vychazi z globalni miry hydrofobniho usporadani. Jednoduchy zplsob takovéto klasifikace
je vzdalenost rezidua od tézisté konformace, které muize byt pouZito k vypoctu mnozstvi, které je
analogické hydrofobickému poloméru otaceni. Takové metody vsak maji problém s malymi
vzdalenymi podoblastmi.

4.3 Threading

Dalsi mozny nazev pro tento zpUsob modelovani je rozpoznavani folda (fold recognition). Tato
metoda na rozdil od homologniho modelovani (popsaného dale) nepotiebuje homologni strukturu
proteinu. Misto toho strukturu porovnava se vSéemi znamymi foldy a zjistuje, ktery z nich se zda byt
energeticky a stereochemicky nejvyhodnéjsi. Jakmile je vhodny fold nalezen, miZe byt pomoci
technik homologniho modelovani zjistén realistictéjsi strukturdlni model. Od metody ab initio se
tento zpUsob lisi predevsim tim, Ze neni tolik vypocetné narocny.

Z analyz a velkého mnoZstvi experimentl bylo zjisténo, Ze existuje pouze omezené mnozstvi zplsobd,
jak se protein miZe zarovnat, a to mozna i méné nez 2000. U sekundarni struktury plati, Ze stejna
struktura maze byt formovana rlznymi sekvencemi, a toto tvrzeni plati i u terciarni struktury.

ProtoZe techniky rozpoznavani foldi nezdvisi primarné na porovnavani sekvenci, vztahy mezi
strukturami rdznych proteind mohou byt zjistény i kdyz podobnost sekvenci je velmi mald nebo
dokonce Zadna. Zachovani struktury muaZe byt zplUsobeno jednak spolecnymi predky a jednak
faktem, Ze fyzickd omezeni limituji pocet fold(, které protein mlze zaujmout. Proto mohou byt
stejné foldy nalezeny ve velkém mnozstvi riznych proteina.

Metoda threading se tedy snazi najit foldy, které jsou kompatibilni se sekvenci zkoumaného proteinu.
Zkoumana sekvence je zarovnana ke kazdé proteinové strukture v knihovné foldl a je vypocitano
skore kazdého takového zarovnani. Pokud je v knihovné nalezena struktura, kterd ma toto skore
dostatecné vysoké, pak je velice pravdépodobné, Ze zarovnani zkoumané sekvence bude z vétsi ¢asti
stejné. Vysledek muZe byt navic porovnan s dalsi ¢asto pouZivanou technikou, bézné zndmou jako
inverzni skladani protein( (inverse protein folding), ktera spociva v prohledani databdaze proteinovych
sekvenci a abychom predikovali sekvence, které maji podobny fold, vyuzivdme znalosti struktury.

V databazi PDB (Protein Data Bank) existuje mnoho proteind, kterym odpovidd mnoho homologd.
Abychom co nejpresnéji predikovali vyslednou strukturu, je nejlepsi vyuZit tyto homology vSechny.
K efektivnéjsi praci bylo proto vytvoreno nékolik knihoven neopakujicich se foldd. Vyhodnoceni
kompatibility zkoumané sekvence a proteinového foldu vyZzaduje skérovaci schéma. Cilova sekvence
mUzZe byt zarovnana sfoldem také mnoha zplsoby a metoda threading musi urcit pro kazdou
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knihovnu foldl tu nejlepsi. Metody zarovnani, které se zde vyuZivaji, jsou az na nékteré rozdily stejné
jako v zarovnani sekvenci.

4.3.1 Knihovny a databaze foldil pouzivané v metodé threading

Dnes je v databazi PDB okolo 80 000 proteind [4]. Pokud bychom je chtéli vSechny prohledat,
abychom nasli jednu cilovou polozku, potfebovali bychom mnoho ¢asu. Proto byly vytvoreny
knihovny, které obsahuji pouze ty unikdtni, a je tak drasticky sniZzen potifebny c¢as pro jejich
zpracovani. Abychom reprezentovali vSechny experimentdlné urcené struktury, potfebujeme pouze
nékolik malo tisic struktur [5].

Asi nejvyznamné;jsimi knihovnami unikatnich fold( jsou CATH a SCOP. Tyto dvé knihovny se lisi v tom,
jak klasifikuji proteinové foldy a také v tom jak jsou jednotlivé foldy identifikovany. Knihovna CATH
foldy klasifikuje do ¢ty urovni: tfida (Class, zn. C), arcihtektura (Architecture, zn. A), topologie (
Topology, zn. T) a homologni nadtfida ( Homologous superfamily, zn. H). Pro nds je vtomto okamziku
vyznamna trida T, ve které jsou popsany a klasifikovany foldy. Knihovna SCOP,z anglického Structural
Clasification Of Protein, klasifikuje do tfi Urovni: foldy, superrodiny a rodiny. Uroveri fold je
ekvivalentni drovni Tv knihovné CATH.

4.3.2 Pouzivana skoérovaci schémata

V metodé threading se nejcastéji pouZivaji dva typy skdrovacich schémat. Prvnim typem je schéma
vyuzivajici modifikace klasickych skérovacich matic pro aminokyseliny. Druhy typ schémat explicitné
obsahuje detaily o strukture v okoli kazdého rezidua, a to véetné mezi-atomickych vzdalenosti nebo
poctu rezidui uvnitf néjaké vzdalenosti.

Substituéni matice pouzivané pro threading se od téch pouZivanych v zarovndani sekvenci lisi v jedné
zakladni véci a to vtom, Ze si dvé zarovnana rezidua nejsou ekvivalentni. U jednoho rezidua totiz
zname jeho strukturu, zatimco u druhého, toho zkoumaného proteinu, strukturu nezname. Dalsi véc,
kterou musime brat v Gvahu je, Ze substituc¢ni matice jsou nesymetrické (pokud alanin ve vzorovém
reziduu nahradime lysinem v tom zkoumaném, neni to stejné jako bychom lysin ve vzorovém reziduu
nahradili alaninem v tom zkoumaném).

Napriklad metoda FUGUE, popsana panem Tomem Blundellem a jeho kolegy, pouZiva sedesat Ctyri
raznych skérovacich matic, kazda znich definuje specifické podminky pro kazdou cast foldu.
Podminky jsou definovany ve tfech kategoriich. Jsou definovany Ctyfi tfidy pro konformaci hlavniho
fetézce, dvé tfidy pro dostupnost rozpoustédel, ,solvent accessibility”, a osm tfid pro vodikové
vazby, pficemz lze rozliSit vazby navazujici postranni fetézec, skupinu NH na hlavnim tetézci, a
skupinu CO na hlavnim ftetézci. Tyto tfi kategorie podminek jsou na sobé nezavislé a ddvaji
dohromady onéch Sedesat Ctyfi moznosti. Pouzivané matice byly odvozeny podobnym zplisobem
jako BLOSUM. Dalsi existujici metodou je LOOPP od pana Rona Elbera a jeho kolegll, kde matice
podobného charakteru jako v metodé FUGUE byly odvozeny jinym zplsobem.

Druha tfida skérovacich schémat v sobé zahrnuje funkce, které v néjaké mire zavisi na vzdalenostech
mezi specifickymi atomy foldu. Patefni N a O atomy a postranni fetézec Cg kazdého rezidua jsou
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vyuzivany k rozliSeni interakci na kratké (méné nez 11 rezidui), stfedni a dlouhé (vice nez 22 rezidui).
Pocet pozorovanych specifickych part atomG (napf. Cg = Cg ) na dané vzdélenosti je konvertovan na
energii.

Metoda GenThreader pouZiva pro kazdé reziduum solvatacni potencial, ktery zavisi na poc¢tu atom(
Cg umisténych ve vzdalenosti deset Angstromd od daného atomu C. Déle existuje napf. metoda 3D-
PSSM, kterd vyuZiva kombinaci obou typl skérovacich schémat. Misto vyuZiti substitu¢nich matic
vyuzivd PSSM (Pozi¢né Specifické Skérovaci Matice) a ke generovani profil( pro kazdy fold v knihovné
vyuzivd PSI-BLAST. Knihovna obsahuje identické foldy pro nehomologni sekvence a pro kazdy
z takovych foldl je generovan odlisny profil. Vysledny profil je generovan zkombinovanim pozic na
odpovidajicich mistech rGznych fold( a k urceni ekvivalence vyuziva principu superpozice.

energie paru

solvatacni energie

skére zarovnani — — ptibuzné proteiny (related)

délka zarovnani — ostatni proteiny (unrelated)

délka struktury i .ﬁ' vystupni vrstva

délka sekvence

vstupni vrstva

Obr. 9 Architektura neuronové sité pouzivané v algoritmu GenThreader (Misto abychom vyuzili
k predikci foldd pouze energetické skdre, zkombinujeme jej s dalSimi hodnotami. Poté vyuZijeme klasickou
doprednou neuronovou sit.) [2]
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Obr. 10 Flow diagram algoritmu 3D-PSSM (Kazdd sekvence xq v knihovné fold( je zarovnana se svymi homology x4,%,, ...
s vyuzitim PSI-BLAST. Poté je kidentifikaci dalSich homologl y, a z, vyuZita databaze SCOP, tyto homology jsou
zarovnany rovnéz pomoci PSI-BLAST. Pro rlizné rodiny jsou vytvofeny PSSM, a ty jsou asociovany se stejnym proteinem
jako x,. Ty jsou pak zkombinovany s daty o sekundarni strukture a pristupnosti rozpoustédel a je vyprodukovan 3D profil
foldu. Obdobny profil je zkonstruovadn pro dotazovanou sekvenci a je rovnéz zalozen na homologni sekvenci, i kdyz
vtomto pfipadé predikované, sekundarni struktury. Nakonec jsou k zarovnani dotazovaného profilu s 3D profilem
kazdého foldu v knihovné foldd vyuZity metody dynamického programovani.)[2]

4.3.3 Zarovnani sekvenci a foldu

Pro optimalni zarovnani cilovych sekvenci a foldd svyhodou vyuZivame metod dynamického

programovani. ProtoZe vSak ve skoérovacich schématech vyuZzivdame odliSné skutecnosti, budeme

muset provést oproti zdkladnim metodam zarovnani sekvenci nékteré modifikace, jako jsou napftiklad

dvojité dynamické programovani (double dynamic programming, které bylo navrzeno panem Willie

Taylorem a kolegy) nebo schémata dynamického programovani zaloZzena na iteraci.

Nejvyssi skére zarovnani pak mlze byt pouzito k okamzitému navrhu foldu cilové sekvence. Protoze

vSak bylo skére odhadovadno a neni presné, nemusi byt tento zplisob nejefektivnéjsi a vyuziva se

komplexnéjsich metod, napftiklad neuronovych siti (jako je vidét na Obr. 9).
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4.4 Homologni modelovani

Jinak také nazyvano komparativni modelovani nebo modelovani zaloZené na znalostech (knowledge-

based modeling). Tato metoda vyuZiva jiz znamych struktur, a na zdkladné homologie hledané

nezndmé struktury s nékterou jiz znamou provadi predikci struktury. Vse je zaloZzeno na faktu, Ze

struktury homolognich proteini jsou béhem evoluce stalejsi nez sekvence aminokyselin. Nejcastéji se

homology vyhledavaji v databazi Protein Data Bank (PDB). Pokud homolog zkoumaného proteinu

v této databazi neexistuje, je lepsi vyuzit napf. threading.

Prvni homologni modely byly sestaveny v Sedesatych letech pomoci dratl reprezentujicich vazby a
plastikovych kulicek misto atomd. Prvni takovy publikovany model se vsak objevil az v roce 1969 (byl

to kulovity protein a-lactalbumin).

| vybér proteinu |

FASTA, BLAST ﬁ

|h|edén|' homologli

(e |} e

| SwissPDB, Quanta |

| modelovani jadra oblasti |

|eyes and gray matter|

— [Spatné
z z —
novuzarovnani — | kontrola jadra modelu |

oblasti

| hledani fragmentt |

| Modelovani smyéek|

@ | rotamery |

| postranni retézce modelu |

ﬁ | CHARMM |
|

| minimalizace

PROCHECK |

kontrola celého modelu |

"~ [itveasig |

Obr. 11 Flow diagram homologniho modelovani [2]
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Sestavovani modelu proteinu pomoci homologniho modelovani je, jak je vidét na Obr. 11,
vicekrokovy proces. Ve vétsiné krokd, at uz vyuzivaji automatického nebo manualniho modelovani,
jsou rozhodnuti o vybéru zakladany prevainé na experimentalnich znalostech. Pocet moznych vybéru
a presnost modelu silné zavisi na podobnosti mezi modelovanym proteinem — cilovou strukturou — a
proteinem, nebo proteiny, které jsou pouZzity jako model.

Pokud identita presdahne 90%, kostra modelu bude stejné dobra jako pfi krystalografii. Pokud ale
identita spadne pod 25%, odhad neni pfili§ spolehlivy a je tfeba pouzit dalsi experimentdlni data,
ktera pomohou odhad zpresnit. Identita vSak zdavisi na délce, proto je tfeba fici, Ze 25% plati pro
délku proteinu nad sto aminokyselin (pro méné nez sto aminokyselin je tfeba pro spolehlivy odhad
zvysovat minimalni identitu).

Homologni modelovani si klade dva predpoklady. Ocekavd se, Ze polypeptidova kostra
konzervovanych region ma u vzoru i cile identické prostorové souradnice. Také se ocekava, Ze
vkladani a mazani ptizarovnavani sekvenci bude spadat hlavné do regionl, které se skladaji
z neusporadané struktury, tedy struktury typu coil.

4.4.1 Kroky homologniho modelovani

Proces homologniho modelovani terciarni struktury se sklada z nékolika oddélenych krokd, které jsou
znazornény na Obr. 11. Existuji napf. programy Swiss-PdbViewer nebo MolIDE, které jsou volné
dostupné a pracuji na tomto principu, ¢ast rozhodnuti je vak tfeba provést manudlné.

Pfed zacatkem vlastniho modelovaciho procesu se musime rozhodnout co délat v pfipadé, Ze jsme
nasli vice homologli s feSenym problémem. Mlzeme bud jednoduse vzit ten nejpodobnéjsi vzor,
udélat priimér zaloZeny na vSech vzorech nebo pouzit fragmenty z rliznych vzord. Kazda z moznosti
ma své vyhody a nevyhody. Model zaloZzeny na jednom nejpodobnéjsim vzoru muize byt presny,
pokud jsou si vzor a zkoumand sekvence velice blizké. Nékdy vsak napfiklad nevime nic o
zkoumaném proteinu a primér ndm muze dat mnohem bliZsi reprezentaci. Pfi spojovani fragmenti
nam muZe vzniknout mnoho chyb, mize vsak dat nejlepsi vysledky.

Prvnim krokem je nalezeni strukturnich homologl ke zkoumanému proteinu. Ty mlZeme nalézt
napfiklad v databazi PDB (Protein Data Bank), kde je uloZeno nejvice experimentalné vyresSenych
struktur. Jako vzor je pak vybran protein s nejvétSim skére podobnosti. KdyZz zname funkéni rodinu
cilového proteinu, mGZeme v této rodiné nalézt idealni vzor. Pokud nenajdeme Zadny vhodny vzor,
mUlzZeme bud' provést predikci ab initio, predikci typu threading, nebo mizeme hledat homology
k jednotlivym kratkym regionim. Pokud vybereme posledni mozZnost, miZeme nalézt alespon
CastecCné feseni.

Kdyz jsme nasli vhodny vzor, cilovd a vzorovd sekvence musi byt zarovnana. Tato faze je klicova.
Model proteinu povazujeme za tfidimenzionalni reprezentaci zarovnani sekvenci. Pokud je zarovnani
Spatné, pficemZ chyba o jedno reziduum je jiz poklddana za vaznou chybu, dostaneme i Spatnou
tercidrni strukturu. Oblasti, které je obtiZiné zarovnat, by proto mély byt prekontrolovany. Takova
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kontrola je zaloZena na nékolika jednoduchych zakladnich pravidlech, jako naptiklad Ze nejvice nabita
rezidua by méla byt na povrchu proteinu, dokud nejsou jejich naboje prekondny ostatnimi ndboji ve
struktufe nebo neni jiny dlvod, pro¢ by mél byt atom zatlacen dovnité struktury. Pokud jadro
algoritmu nedokdZe upravit zarovnani, bude nutné provést znovu celé zarovndni a znovu vse
vymodelovat.

Nejdfive jsou modelovany konzervované oblasti struktury, tzv. jddra. Modelovani jader je provedeno
transformaci soutadnic (x, y, z) kazdého odpovidajiciho atomu zarovnaného rezidua ze vzorové do
cilové molekuly. Tyto atomy jsou pak spojeny dohromady, aby zformovaly peptidové vazby se
spravnymi uhly. Obvykle je mozZné zkopirovat souradnice pouze nékterych postrannich fetézc(,
protoZe mnoho z postrannich fetézcd nebude identickych tém ve vzorové struktufe. Oblasti
s inzercemi a delecemi jsou ponechany na pozdéji.

V této fazi je dlleZité zkontrolovat, zda jadro neobsahuje chyby, protoZe nasleduji ¢asové narocné
procesy modelovani smycek a minimalizace energie. Jakmile je sestavena struktura jadra, musi byt
zkontrolovany oblasti s inzercemi a delecemi a oblasti, které bylo obtizné zarovnat. Oblasti, kde
zarovnani vyZadovalo vloZeni, by nemély byt soucasti nebo narusovat elementy sekundarni struktury.
V regionech, které bylo obtizné zarovnat, bychom méli provéfit, zda posun inzerce o jedno nebo dvé
rezidua nevytvofi lepsi konformaci.

Pokud inzerce narusila jddro nebo sekundarni strukturu, pak je nutné se vratit o krok zpét a znovu
zarovnat vzor, vymodelovat jadro a provést kontrolu.

Jakmile jsme ziskali dobré zarovnani, provedeme dalsi dlleZitou proceduru, modelovani smycek.
Smycky jsou oblasti, které obvykle obsahuji inzerce a delece a jsou to nejvariabilnéjsi oblasti
v sekvenci. ProtoZe jejich variabilita je jak v samotné sekvenci, tak v délce, vymodelovani téchto
oblasti je velice obtizné. Smycky jsou Casto vyuzivany v rozpoznavani ligand(, ve vazbach ligandl a
pfi hledani vazebnich mist proteinu. Je proto dlilezité je modelovat co nejpresnéji.

Kdyz zkoumany protein obsahuje inzerci tak nemame soufadnice, se kterymi lze pracovat.
Nejjednodussi je najit homolog, ktery ma stejnou inzerci a nasledné k modelovani chybéjicich casti
vyuZit soufadnice z homologu. Casto viak takovy homolog nelze najit, pak se pomoci manudlnich
nebo automatickych procedur hledaji v databazi struktur svysokym rozliSenim (high-resolution
structures) fragmenty stejné délky. Fragmenty jsou pak pfipojovany k jadru struktury. Mista, na ktera
se fragment vaZe, se nazyvaji kotevni body (anchor points). Pfi zkoumani vhodnosti pfipojeni
fragmentu se kromé aminokyselin smycky ptipojuji jesté dvé aminokyseliny z kazdého konce. P¥i
vyhodnoceni vhodnosti fragmentll je pocitan vliv kazdého z nich na okoli a ten, ktery interferuje
s okolim nejméné a ma s cilem nejvétsi podobnost, je do struktury pfipojen.

S kratkymi delecemi se Ize vyporadat pomoci lokalni minimalizace energie, kterd nam spoji hranice
smycky. S vétsimi delecemi je extrémné obtiZzné se vyporadat.
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Nékteré programy, jako je napf. COMPOSER, zkousi modelovat smycky pouze pomoci homolognich
struktur. Tento zpUsob, ktery je zaloZzen na analyze smycek nalezenych v homolognich strukturach, je
presnéjsi nez jiné zpUsoby.

Postranni fetézce ovliviiuji charakteristiky proteinu jak z pohledu struktury, tak funkce. Abychom
predikovali konformaci postrannich fetézcl, kdyZ zarovnana rezidua nejsou identickd, vyuZijeme
knihovnu rotamerl. Rozsahlé analyzy konformaci postrannich fetézc zndmych struktur ukazaly, Ze
kazdy postranni retézec je limitovan na relativné malé mnoiZstvi energetickych minim (resp. nékolik
malo mozZnych kombinaci dihedralnich uhlG). Také bylo dokdzano, Zze konformace postranniho
fetézce je ovlivnéna konformaci hlavniho fetézce (predevsim typem jeho sekundarni struktury).
Proto byly vytvofeny knihovny rotamer( zavislych na kostre (backbone dependent rotamer libraries).
K modelovani postrannich fetézcll bylo vyvinuto nékolik algoritmd vyuZivajicich rdzné knihovny
rotamery a lisicich se v energetickych funkcich. Kterd metoda je pouZita v praxi Casto zavisi na tom,
jakou program vyuzivd pro modelovani.

Kdyz mame model, ktery se skladd z jader a smycek, je na smycky aplikovan algoritmus minimalizace
energie. Ten se provadi predevsim ztoho dlvodu, Ze oblasti smycek maji vlivem spojeni z vice
raznych proteinl Spatnou geometrii. Existuje lokalni minimalizace energie, pti které je dovolen posun
pouze atoml nebo jejich blizkého okoli. Déle existuje globalni minimalizace energie, ktera se pouziva,
kdyz potfebujeme upravit Uhly v kostfe proteinu. U obou zplsobl se minimalizace energie provadi
béZné v padesati azZ sto krocich.

V dalsim kroku je dlleZité ovérit presnost modelu a odhadnout pravdépodobnost a zavaZnost
potencidlnich chyb. Abychom odhadli chybu, porovndme parametry struktury se strukturou
zjisténou krystalografii. Bylo vyvinuto nékolik metod, které by dokdzaly chybovost odhalit jinym
zplsobem. Napfiklad prohledavani rliznych energetickych kritérii nebylo nakonec dostatecné citlivé.
Také muZe byt pocitano s rdznymi statistickymi kritérii, jako jsou torzni uhly, Uhly a délky vazeb,
rozloZeni polarnich a hydrofobickych rezidui a vazby mezi rezidui. Na tomto principu funguje nékolik
program.

Program PROCHECK pracuje na principu sledovani stereochemické kvality struktury. Zkoum3 jaka je
geometrie zkoumaného proteinu v porovnani s presnéji vypocitanymi strukturami s vysokym
rozliSenim. Oblasti oznacené timto programem nemusi nutné byt chyby, mohou to byt pouze méné
obvyklé struktury. Vstupem takového programu je soubor se soufadnicemi modelu, vystupem pak
soubory PostScript s grafem Ramachadran plot. Webovy nastroj MolProbity pracuje na podobném
principu. Dale existuje program WHAT_CHECK, jeZ je soucasti balicku WHAT IF. Ten porovnava vzory
lokdlnich vazeb s primérnymi vzory vazeb podobnych kontaktl dvou rezidui v databazi. Vystupem
jsou aminokyseliny, které maji néjaké neobvyklé vlastnosti. Vystupem tohoto programu je
neprehledny a dlouhy seznam aminokyselin. Nastroj ANOLEA vyuZiva k ovéfeni Zivotaschopnosti
modelu réiznych znalosti. Zivotaschopnost ovéfuje porovnavanim vztahG mezi rGznymi typy rezidui
pozorovanymi ve skutecnych strukturach proteinu. Z informaci o interakcich je pak vypocitana
energie. Pokud je tato energie vysoka znaci to, Ze protein je v daném segmentu chybné zarovnan.
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Vystupem programu ANOLEA je seznam vsech rezidui s vysokou energii a sekvence, ktera je barevné
obarvena.

Zakladnimi programy vyuzivanymi pfi automatizovaném homolognim modelovani jsou programy
MODELLER a COMPOSER. MODELLER vytvarfi teoretickou cilovou strukturu na zdkladé znamé
vzorové struktury a vyuziva pri tom myslenku splfiovani omezeni, coz jsou napfiklad vzdalenosti dvou
atom( a dihedraini uhly. Nejdfive jsou tato omezeni extrahovana ze vzorové struktury a pouZity ve
strukture cilové a jsou pak kombinovany se zakladnimi pravidly vyuZivanymi ve struktufe proteinu,
coz jsou napftiklad délky vazeb a preferované uhly. K uréeni ekvivalentnich rezidui mezi vzorem a
cilem je vyuZito zarovndni. Nakonec je provedena optimalizace, aby byla splnéna prostorova
omezeni.

COMPOSER ziskava strukturu spojovanim fragment( z proteint, které maji podobnou sekvenci.
V prvnim kroku jsou vyhledany v databazi homology k cilovému proteinu a je provedeno zarovnani.
To je provedeno tak, Ze jsou nalezena ve vSech homolozich nejméné tfi topologicky ekvivalentni
rezidua. Ta jsou pak vyuZita k nalezeni dalSich topologicky ekvivalentnich rezidui a ke znovu zarovnani
struktury. Tyto kroky jsou opakovany, dokud Ize najit dalsi topologicky ekvivalentni rezidua. VSechna
tato rezidua pak definuji strukturné konzervované regiony (Structurally conserved regions, SCR),
které nasledné definuji primérnou kostru. Dale je vypocitan ptinos kazdého vzoru do této kostry a
vzor s nejvyssim prinosem je pak povaZovan za strukturu dané ¢asti proteinu. Postranni fetézce jsou
predikovany pomoci vypoctl energie, podobné jako bylo popsano vyse, bylo vsak pridano dalsich
1200 pravidel. Vysledny model mlze byt vylepsen napfiklad pomoci minimalizace energie nebo
pomoci modelovani zaloZzeného na omezenich.
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5 Nastroje pro predikci
je pro predik

Seznam nastroju pro tuto kapitolu éerpan predevsim z [6] a [7]. Odkazy na detailné&jsi informace o
nastrojich budou uvedeny u popisu kazdého jednotlivého nastroje. Nastrojd vyuZivanych pro predikci
terciarni struktury existuje velké mnozZstvi, proto uvedu pouze pfiklad téch zajimavéjsich. VSechny
nastroje pro modelovani maji vesmés podobny charakter: jedna se o webovou sluzbu, kde na vstupu
je tfeba vyplnit formular (nejcastéji ocekavajici emailovou adresu a FASTA soubor se zkoumanou
sekvenci) a vystup je odeslan bud na email (takovym vystupem je bud soubor PDB nebo odkaz na
webovou stranku s vysledky), je vracen PDB soubor pfimo na strance, nebo jsou vysledky graficky
zobrazeny pomoci néjakého ndstroje. Na strance s graficky zobrazenymi vysledky je obvykle i
vysledny PDB soubor.

Obecné Ize je rozdélit nastroje do Ctyf kategorii podle metody, kterou vyuzivaji. Toto rozdéleni je
tfeba vzhledem ke sloZitému principu fungovani nékterych nastrojd brat spise obrazné. Kazdy nastroj
bude detailnéji rozepsan v podkapitoldch, které budou ndsledovat. Jména podkapitol odpovidaji
kategoriim, Uvodni podkapitolu vsak bude tvofit testovani nastroji. Dale popsané nastroje a
kategorie nastrojU:

Homologni modelovani

a) Swiss model
b) CPHmodels

c) ESyPred3D
d) Geno3d

e) AS2TS
f) 3D-JIGSAW

Threading

g) HHpred
h) SAM-TO8

i) PSlpred
j)  RaptorX

Ab initio
k) Rosetta

Kombinace vice metod:

) LOOPP
m) Fugue

n) Phyre’ (naslednik 3D-PSSM)
0) Robetta ( novéjsi verze néastroje Rosetta )
p) I-TASSER ( metaserver — kombinuje v sobé mnoho nastroj)
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Dale existuje nékolik nastroji pro vyhodnoceni a analyzu terciarni struktury (pouze struéné):
a) Anolea
Nastroj pro testovani nelokalniho prostfedi atom( (Atomic Non-Local Environment).
b) LiveBench
Slouzi pro testovani server( pro predikci struktury
c) NQ-Flipper
Poskytuje nastroje pro validaci a korekci asparaginovych a glutaminovych postrannich
fetézcl rotamerd v proteinovych strukturdch, fesenych pomoci rentgenové krystalografie
d) PROCHECK
Nastroj pro verifikaci stereochemické kvality struktury proteinu.
daldi informace: http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/
e) ProSA-web
Slouzi k identifikaci chyb v tercidrni struktufe proteinu.
dalsi informace: https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php (jen online)
f) QMEAN
Server pro odhad kvality modelu
dalsi informace: http://swissmodel.expasy.org/gmean/cgi/index.cgi
g) Whatlf
Analyticky program pro predikci mutaci a verifikaci struktury.
dalsi informace: http://swift.cmbi.ru.nl/gv/whatcheck/

Priklady programu pro vizualizaci terciarni struktury (existuje jich mnohem vice):
a) Swiss-PdbViewer

Program schopny analyzovat a vizualizovat terciarni strukturu.
dalsi informace: http://spdbv.vital-it.ch/
b) MarvinSpace
Vizualizacni nastroj dostupny v rliznych jazycich
dalsi informace: http://www.chemaxon.com/download/marvin/
c) Jmol
Volné dostupny ndstroj v Javé slouZici pro zobrazeni chemickych struktur.
dalsi informace: http://jmol.sourceforge.net/
d) PymMOL
Vizualizace molekul
dalsi informace:_http://www.pymol.org/
e) VMD
Program pro vizualizaci, animaci a analyzu velkych biomolekularnich systému.
daldi informace: http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
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5.1 Testovani modelovacich nastroja (CASP, CAFASP)

Nastroje, jejichz detailnéjsi informace budou popsany ddle, jsou porovnavany ve dvou otevienych
soutézich. Prvni soutézi je CASP, Critical Assessment of Strucure Prediction, druhou je CAFASP,
Critical Assesment of Fully Automated Structure Prediction. Porovnavani se provadi predikci struktury
na preddefinovanych vzorcich, jejichz struktura byla jiz dfive zjiSténa nukledrni magnetickou
rezonanci nebo rentgenovou krystalografii. Predikce je provddéna zadanim sekvence aminokyselin.
SoutézZe se konaji kazdoroc¢né, a kazdorocné se kond v Asilomar v USA setkani, kde jsou porovnavany
vysledky.

Zadny ze zplsobl predikce neni absolutné presny, homologni modelovani s detailnimi vzory viak
davaji nejlepsi vysledky. Pokud neni Zadny homolog nalezen, vyuZiva se metody ab initio. V mensi
mife se pak vyuzivd metody threading. Cerpano z [2].

5.2  Nastroje homologniho modelovani

V této podkapitole popisu nastroje vyuZzivajici pouze metodu homologniho modelovani. Jedna se o
nastroje Swiss model, CPHModels, ESyPred3D, Geno3D, AS2TS a 3D-Jigsaw.

5.2.1 Swiss-Model

Byl vyvinut na institutu bioinformatiky univerzity v Baselu (University of Basel). Jedna se o nastroj,
ktery automaticky generuje modely pomoci techniky homologniho modelovani. Je zaloZeny na
znalostech.

Nastroj je urcen k tomu, aby poskytoval informace védecké komunité, a vyhrazuje si proto pravo
ukladat informace o vyuZiti svych stranek, a to pouze k internimu vyuZiti. Pro nekomeréni vyuziti
nejsou kladena zadnda zvlastni omezeni. Je v3ak zakdzano stahovani celé databaze nebo jakékoli
automatické stahovani dat z ni, zrcadleni serveru a operace, které by mohly ohrozit jeho funkénost.
Komer¢ni vyuziti je také zdarma, ale vyZzaduje podepsanou licenci.

Server je dostupny pres webovy server ExPASy nebo pomoci programu DeepView (Swiss Pdb-
Viewer).

Nastroj pracuje ve dvou reZimech. ReZim automatického modelovani pfijima vstupni soubor typu
FASTA se sekvenci aminokyselin, a volitelné také vzor ktery se ma pouzit (bud’ jako PDB-ID nebo jako
soubor). Alignment madd pfijimd soubor se zarovnanim, a to bud ve formatu FASTA, CRUSTALW,
DeepView, MSF, PFAM nebo SELEX. Tento mdd se vyuzivd predevsim pokud zname strukturu
alespon jedné ze zarovnanych sekvenci.

Vystupem jsou, krom dalsich informaci o pribéhu zpracovani, soubory pro program DeepView a
soubor ve formdatu PDB. Odkaz na vysledky je odeslan emailem, zobrazi se i po odeslani formulare se
vstupnimi Udaji (vstupni sekvence ve FASTA formatu a email kam poslat upozornéni) a jejich
zpracovani.

Odkaz pro dalsi informace: http://swissmodel.expasy.org/
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5.2.2 CPHmodels

Tento server vznikl v centru pro analyzu biologickych sekvenci (CBS) na oddéleni systémové biologie
technické univerzity v Dansku ( DTU, Technical Univerzity of Denmark). Soucasna verze nastroje ma
Cislo 3.2. Pracuje na principu homologniho modelovani a k rozpoznavani vzor( vyuziva zarovnani
profild. Pro lepsi efektivitu pracuje se sekundarni strukturou a s predikcemi vlivu na okoli.

Ke své Cinnosti vyuZiva dva nastroje. Nastroj Sowhat, coZ je neuronova sit schopna predikovat
kontakty mezi atomy C-alfa, a ndstroj RedHom, ktery umi najit podmnozinu dat s malo podobnymi
sekvencemi.

Pfistup na predikéni servery CBS je pro akademické uZivatele volny a bez limitd. Pro vSechny ostatni
uzivatele je také volny a limity jsou obecné pro vSechny servery CBS nastaveny na padesat dotaz(
denné s maximdlné dvéma tisici sekvencemi na dotaz. Na samotném serveru CPHmodels je vsak
omezeni trochu jiné, a to na pocet aminokyselin, ktery je v rozmezi od 15 do 4 000.

Vstup tvori soubor FASTA s jednou nebo vice sekvencemi, vystup tvori soubor PDB (lze jej nalit na
linku svysledky spolu s dalSimi informacemi o zpracovani, ktery se zobrazil bud po odeslani
formulare a zpracovani, nebo dorazil emailem).

Pro nékteré servery je umoznén programatorsky pristup pomoci technologie SOAP. Tyto sluzby jsou
zatim volné a neomezené pro vSechny uzivatele. Sluzba CPHmodels bohuZzel mezi podporované
sluzby nepatfi. Je vSak mozné pomoci e-mailu ziskat pfenosnou verzi.

Odkaz pro dalsi informace: http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/

5.2.3 ESyPred3D

Automatizovany nastroj ESyPred3D byl vyvinut na vyzkumném institutu molekuldrni biologie na
univerzité v Namuru, Belgie (The Univerzity of Namur). Soucasnd verze 1.0.

Nastroj ma vylepSenou efektivitu pfi zarovndvani, protoZe vyuZivda neuronové sité a vysledky
zarovnavani kombinuje z nékolika nastrojl pro vicenasobna zarovnani. Vysledna terciarni struktura je
vytvorena pomoci modelovaciho balicku MODELLER.

Pfesné informace o omezenich provozu, licencich apod. jsem nenasel. Na strankdch neni ani odkaz na
néjakou dokumentaci, férum nebo néco podobného.

Odkaz pro dalsi informace: http://www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/
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5.2.4 Geno3D

Nastroj byl vyvinut na institutu biologie a chemie proteinti v Lyon-Gerland (PBIL-IBCP Lyon-Gerland).
Soucasna verze ma Cislo 2. Na vyuZivani tohoto ndstroje pro neziskové organizace nejsou kladena
zadna licencni omezeni. Server verze 2 vSak generuje modely pouze do pétiset aminokyselin.

Ve druhé verzi je moZno vybrat vzory s nizkou identitou (pod 20%, ale je zdliraznéno, Ze se ma
vyuzivat opatrné), je mozno pomoci predikce sekundarni struktury validovat vybér a zarovnani vzoru
a je moZno vybrat vice vzor(. Také byla pfidana dostupnost nastroje pomoci webového rozhranni.

Nastroj na vstupu pfijima sekvenci aminokyselin. Nasledné uZivatel vybere vzory, jakoZto nékteré
z vypocitanych homologt z PDB. Odkaz na vysledky je zobrazen po odeslani vstupniho formulare.

Odkaz pro dalsi informace: http://geno3d-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/geno3d_automat.pl?page=/GENO3D/geno3d_home.html

525 AS2TS

Tento systém vyvinula Lawrence Livermore National Laboratory nachazejici se v Livermore, USA.
Informace o licenci nebo omezeni pouZiti jsem nenasel. Je zde obsaZzeno nékolik nastrojd na analyzu
sekvenci, analyzu a modelovani struktury, nékteré z nich je mozno si stdhnout. Jedna se napf. o
nastroje AL2TS (viz dale) a nastroje pro vizualizace RasTop a RasMol2.

NejzajimavéjSimi nastroji jsou AL2TS (ALignment TO Tertiary Structure), jehoZ vstupem je soubor se
zarovnanim sekvence a struktury ve formatu AL, SAL nebo BLAST. Pokud nemdame potiebna data, je
pro nas vhodny nastroj AS2TS (Aminoacid Sequence TO Tertiary Structure).

Pro nastroj AS2TS existuji dvé verze, které se lisi pouze v interpretaci vysledk(. Klasicka verze zobrazi
vysledky ve formé textovych informaci. Verze AS2TS — Model Builder (v dobé psani textu mimo
provoz z divodu udrzby) zobrazuje vysledky v prehlednéjsi grafické formé. Obé verze pfijimaji jako
vstup soubor ve formatu FASTA.

Na dokonéeni zpracovani mizeme byt upozornéni emailem, pokud jsme jej zadali. Jinak je zobrazen
odkaz na vysledky ihned po odeslani formulare.

Odkaz pro dalsi informace: http://proteinmodel.org/AS2TS/system.html

5.2.6 3D-JIGSAW

Vyuziti nastroje je zdarma pro vyzkumné ucely, nesmi byt pouZita pro pfimy komercni zisk. P¥i
nadmérném vyuzivani sluzby si Cancer Research UK vyhrazuje pravo zablokovat sluzbu nebo
vyZadovat platbu.

Nastroj je nyni ve verzi 2. Tato verze slibuje lepsi vysledky za cenu delSiho zpracovani. Vyhodou je
moznost vybéru automatického nebo interaktivniho pristupu (kdy uzivatel mlze rozdélit sekvenci na
domény, vybrat vzory a editovat zarovnani). Na vstupu jsou vyZzadovany klasické informace, e-mail,
na ktery je odeslan vysledek zpracovani formou PDB souboru, a sekvence aminokyselin. Navic je
vyZadovdano zaddni identifikdtoru proteinu.

Odkaz pro dalsi informace: http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/
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5.3 Nastroje threading

V této podkapitole se budu zabyvat nastroji, které vyuZzivaji pouze metodu threading. Jedna se o
nastroje HHpred, SAM-T08, PSlpred a RaptorX.

5.3.1 HHpred

Pochazi z,planckova institutu pro vyvojovou biologii“ (Max Planck Institute for Developmental
Biology), jenz se nachazi ve mésté Tubingen v Némecku. Krom ndstroje HHpred Ize na strankach
naleznout mnoho nastrojl pro dalsi praci s 3D strukturou, 2D stukturou, klasifikaci, analyzu sekvenci,
zarovnani apod.

HHpred je zaloZen na dvou nastrojich zpracovavajicich markovovy modely (HMM), a to HHblits pro
detekci homologii a HHsearch, ktery umi vyhledat v databdzi vzory podobné profilu HMM nebo
vicendsobnému zarovndni sekvenci. Oba ndstroje jsou dostupné v open-source bali¢cku HH-suite 2.0 a
funguji na platformach Linux a MAC OS X. Pro webovou sluzbu samotného nastroje HHpred jsem
nenasel Zadna licen¢ni omezeni.

Na webovém serveru je vyZadovano zadani sekvence ve formdatu FASTA nebo Cisté jako sekvence
nebo je mozno zadat vicenasobné zarovnani v téchto formdatech: CLUSTAL, Stockholm, A2M, A3M,
EMBL, MEGA, GSG/MSF, PIR/NBRF, TREECON. Déle je moZno nastavit néktera nastaveni tykajici se
vyhleddvani, napf. vybrat databaze pro HMM, zda se ma pouZit Psiblast nebo HHblits apod.

Po odeslani vstupniho formulafe je stranka obnovovana, dokud nejsou zobrazeny ¢astecné vysledky.
Napf. pfi zadani FASTA na vstupu je vSak zobrazena volba, zda chceme vysledny model vytvofit
manudlné (ru¢né vybrat vzory) nebo automaticky. Déle je pak potieba vybrat kolik vzord se ma
zarovndvat — jeden nebo vice. Tyto vysledky zarovnani jsou pak odeslany do ndstroje MODELLER, kde
zadame jméno a odeSleme na dalsi zpracovani. Vystupem nastroje MODELLER je jiz kyZzeny PDB
soubor. Krom 3D struktury jsou zobrazeny i hodnoceni kvality nastroji SOLVX, VERIFY3D a ANOLEA.

Odkaz pro dalsi informace: http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred

5.3.2 SAM-TO08

Tento server vznikl a vyvijel se pod vedenim Kevina Karpluse. Byl testovan na CASP8 a jeho vysledky
byly dobré na primarni server, metaservery kombinujici vysledky z vice serverl mély vsak celkové
vysledky lepsi.

Informace o licenci nebyla na strankach nalezena. Sekvence by vsak z didvodu mensiho pretéZzovani
serveru nemeély presahovat 700 aminokyselin. Zpracovani je omezeno na jednu sekvenci (nelze
zpracovavat vice sekvenci paralelné).

Server hledd podobné proteiny v NR a zarovnava je. Vystupem této faze jsou sekvenéni loga, kterd
ukazuji relativni konzervovanost jednotlivych pozic v sekvenci. Predikce lokalni struktury je
provadéna pomoci neuronové sité a pomoci HMM, které jsou pro zvyseni efektivity také vytvoreny.
Nasledné jsou prohleddvany foldy a jsou provddéna zarovnavani v PDB. Podle vysledného
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zarovnavani je pak konstruovan 3D model. U vysledku je tfeba se divat na hodnotu E (Error, chyba),
protoze se zde 3D modely konstruuji i kdyZ je tato hodnota vysoka.

Na vstupnim webovém formuldfi je vyZzadovana emailova adresa, na kterou mohou byt odeslany
vysledky. Je mozno zvolit, zda chceme emailem poslat predikovanou sekundarni strukturu (format
CASP SS), predikci kontaktu dvou rezidui (format CASP RR) a nejlepsich pét modell (format CASP TS).
Dale je vyZzadovana vstupni sekvence ve formatu FASTA. Odkaz na vysledky se zobrazi po zadani
formulare pfimo na webu.

Odkaz pro dalsi informace: http://compbio.soe.ucsc.edu/SAM_T08/

5.3.3 PSlpred

Nastroj byl vytvotreny v Bloomsburyho centru pro bioinformatiku, které nalezi k Univerzity of London.
Obsahuje nékolik rdznych predikénich metod. Metoda PSIPRED slouZi pro predikci sekundarni
struktury. Pro nds jsou vsSak vyznamnéjsi metody GenTHREADER a pGenTHREADER. Metoda
pGenTHREADER je vylepsenim GenTHREADER, je Uspésnéjsi, ale o néco pomalejsi, protoZe navic
vyuziva zarovnani dvou profild (profile-profile alignments) a jako vstup pfijima sekundarni strukturu
(predikovanou pomoci PSIPRED).

Nastroj je volné dostupny i pro komercéni pouzZiti avsak s tim, Ze veSkera data jsou néjakou dobu (v
soucasnosti asi 5 dni) vefejné dostupna. Pokud je opravdu nutné utajeni dat, je moznost spoluprace.
UZivatelé pouzivajici automatické skripty bez pfedchoziho svoleni budou potrestani. Pocet uloh neni
omezen, zaroven jich vSak mlZe béZet pouze deset.

Pokud je treba vyssi priorita Uloh, vyssi kapacita apod. je mozno si zaplatit napf. samostatny server.

Na webovém formuladfi je tfeba nejdfive vybrat metodu predikce (napf. GenTHREADER,
pGenTHREADER, predikce sekundarni struktury apod.). Dale je tfeba zadat vstupni sekvenci, a to bud’
jako vicenasobné zarovnani (ve formatu FASTA, pozor aby byly vSechny sekvence stejné dlouhé ),
jednu sekvenci ve formatu FASTA nebo Cisté jako posloupnost znak(l. Déle lIze nastavit nékolik
moznosti tykajicich se filtrovani a zarovnani a Ize nastavit emailovou adresu, kam ptijde upozornéni o
dokonceni prace. Je vyZadovano jesté zadani pojmenovdni zadaného ukolu. Odkaz na stranku
s vysledky je odeslan emailem. Stranka s vysledky je zobrazena ihned po odeslani formulare.

Odkaz pro dalsi informace: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

5.3.4 RaptorX

Nastroj vyvinula skupina Xo, a slouZi pro predikci sekunddrni a terciarni struktury. Také umi provadét
zarovnani struktury k zaznamu v PDB. Na webu nebyla nalezena zadna licen¢ni omezeni, pouze Ze
kazdy mUzZe zadat do fronty pouze dvacet sekvenci, jeden job mliZze obsahovat maximalné deset
sekvenci. Vice zdrojl Ize domluvit prostfednictvim emailu. Nastroj mél vyborné vysledky v soutézi
CASP9 a je velice vhodny na struktury, které maji s vyfesenymi strukturami v PDB identitu méné nez
30%.
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V soucdasnosti se sklada ze ctyf hlavnich modulG: Threading sjednim vzorem (single-template
threading), testovani kvality zarovnani, threading s vice vzory (multi-template threading), modelovani
nevyuZzivajici fragmentaci.

RaptorX lze stdhnout jako balicek, je vSak tfeba do formulafe na webu zadat jméno, jméno
organizace a email s koncovkou .edu, .edu.* nebo .gov. Pro ostatni emailové adresy, nejlépe
poskytované ptfimo organizaci namisto napt. gmail, je tfeba kontaktovat pfimo vyvojovou skupinu.

Webovy formuldr vyzaduje na vstupu obvyklé udaje, email a vstupni sekvenci ve formdatu FASTA. Dale
mUlzZeme vybrat, zda chceme predikovat sekundarni strukturu, terciarni strukturu nebo oboji. Po
odeslani vstupniho formulare lze zobrazit stranku s vysledky, vysledky jsou rovnéz odeslany na email.

Odkaz pro dalsi informace: http://raptorx.uchicago.edu/predict/

5.4 Nastroje ab initio

Kategorie nastrojl vyuZivajici pouze metodu ab initio ma jednoho jediného zastupce, Rosettu.

5.4.1 Rosetta
Tento software byl vytvoren na University of Washington. Univerzita negarantuje soukromi (data
nahrana na stranku mohou byt verejné pfistupna).

Zpracovani na serveru Rosetta muZe trvat nékolik hodin, proto je doporuceno, pokud mame
k dispozici vhodny hardware, stdhnout bali¢ek program@ Rosetta ™, ktery je po zfizeni licence
dostupny pro nekomeréni i komeréni uziti (komeréni uZiti je viak zpoplatnéno ¢astkou 40 000S).

Webovy nastroj je pfistupny pomoci rozhranni PyRosetta, které je napsané v pythonu. Vstup tvofi
soubor FASTA, kde pocet aminokyselin, je omezeny od 40 do 650. Doporuceno jich je pfiblizné 200.
Lze zadat i sekvenci DNA, protoZe ji lze pfimo ve formuldfi prevést na sekvenci aminokyselin.
Vystupem je pak soubor ve formatu PDB, ktery se zobrazuje nastrojem RasMol.

Na vstupnim formulati je vyZzadovano zadani registrované emailové adresy nebo registrovaného
jména. Ddle je vyZzadovdano zaddani sekvence ve formatu FASTA a jméno ulohy.

Odkaz pro dalsi informace: http://boinc.bakerlab.org/rosetta/
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5.5 Nastroje kombinujici vice metod

Tato podkapitola se bude zabyvat nastroji, které kombinuji rlznym zplsobem metody threading,
homologni modelovani a ab initio. Jednd se o nastroje LOOPP, Fugue, Phyre2, I-Tasser a Robetta
(novéjsi verze jiz zminéného nastroje Rosetta).

5.5.1 LOOPP

Vznikl v rdmci CBSU, Computational Biology Service Unit, ktery je podporovdn Microsoftem. N&stroj
je open-source, zdrojové kédy jsou napsané v Perlu, C++ a FORTRANu a je dostupny pres SVN. Je
platformé agnosticky, testovan byl primarné na clusterech zaloZenych na Linuxu.

Rozpoznavani fold( je zaloZzeno na sbéru nékolika signalll a jejich spojovani do jednoho vysledného
skore. Nasledné jsou na zakladé zarovnani k homologni struktufe generovany souradnice atomd.
Signdly, které se pouZivaji, mohou vychdzet napf. ze zarovnani sekvenci, profilu sekvence, ze
samotného procesu metody threading, sekundarni struktury nebo z Udaji predikce exponovanych
ploch.

Webovy formular vyzaduje na vstupu obvyklé zakladni Udaje, a to sekvenci a emailovou adresu, kam
budou odeslany vysledky zpracovani. Navic vyzaduje jméno zadané ulohy. Odkaz na vysledky je
odeslan emailem.

Odkaz pro dalsi informace: http://loopp.org/

5.5.2 Fugue
Tento nastroj vznikl na Ustavu biochemie na univerzité v Cambridge a spolupracuje s knihovnou
HOMSTRAD (Homologous Structure Alignment Database). Soucasna verze 2.0.

Nastroj je psany v ANSI C a je volné dostupny ke staZeni. Lze jej vyuzit na platformach typu UNIX a po
obstarani licence je povolen pro akademické uZivatele. Pro webové sluzby hledani homologl a
zarovnani jsem nenaSel Zddna specialni omezeni.

FUGUE je program pro rozpoznavani vzddlenych homologli pomoci porovndvani sekvence a
struktury. VyuZiva substitu¢ni tabulky zavislé na okoli a na penalizacich za mezery. Skére pak zavisi na
okoli kazdé aminokyseliny v néjaké jiz zndmé struktufe. Po zadani sekvence (nebo zarovnani
sekvenci) je skenovana databdze struktur a je vypocitdno skore kompatibility. Nasledné je
vyprodukovan list potencidlnich homologl a zarovnani.

Webovy server pozaduje na vstupu e-mailovou adresu, kam posle vysledky. Dale bud sekvenci
aminokyselin ve formatu FASTA, nebo zarovnani sekvenci ve formatu FASTA, NBRF, CLUSTAL nebo
MSF, pficem? je tfeba vybrat, kterou variantu jsme zadali (jedna sekvence a chceme hledat homolohy
pomoci PSI-BLAST, jedna sekvence ale chceme predikovat pfimo bez homolohu, nebo zarovnani vice
sekvenci). Dale existuje nékolik doplnujicich volitelnych parametr(.
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Odkaz na vystup je zobrazen ihned po odesldni formulare. Je zobrazen také odkaz na stranku, kde
mUlZeme sledovat status nami zadané predikce. Stejné odkazy také dorazi na zadanou emailovou
adresu.

Odkaz pro dalsiinformace: http://tardis.nibio.go.jp/fugue/

5.5.3 Phyre?
Nazev pochazi z anglického Protein Homolohy/analogY Recognition Engine verze 2, v pfekladu nastroj
pro rozpoznavani homologie/analogie protein(. Nastroj byl vytvoren na Imperial College v Londyné.

Ndstroj je pouze pro akademické pouziti. Materidly pristupné pres stranky projektu jsou k dispozici
pouze pro osobni, akademické, nekomercni a informacni Ucely. Komeréni uziti mlze byt potrestano
zakdzanim ndstroje nebo vyzadovanim poplatku.

Jedna se o automatizovany nastroj vyuZzivajici porovnani pomoci dvou skrytych markovovych modeld.
Jeden model byl ziskan pomoci hledani homolog( z prohledavané sekvence, druhy transformaci foldu
z databaze (vybér vzorl proveden pomoci nastroje HHpred). Tento princip podstatné zvysuje
ucinnost zarovnani a schopnost detekce (je schopen detekovat velmi vzdalenou homologii a vytvaret
pomérné presné modely i pfi identité mensi nez 15%). Také je schopen provést simulaci typu ab
initio, nazyvanou Poing, kterou vyuZiva u proteind, kde nebyla detekovana Zadna homologie. Nastroj
ma dva mdédy modelovani, normalni je rychly, ale méné presny a intenzivni provadi porovnavani
podle vétsiho mnoZstvi vzord a vyuZiva jiz zminénou metodu ab initio.

Na vstupu je vyZzadovana sekvence aminokyselin a emailova adresa, vysledky jsou zobrazovany
prabézné po odeslani formulare (a Ize je pak stdhnout jako zazipovany soubor, nebo lze stahnout
PDB soubor), pfipadné po zpracovani dorazi e-mailem.

Odkaz pro dalsi informace: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index

5.5.4 Robetta

Tento software byl vytvoren na University of Washington a je vylepsenim nastroje HMMSTR/Rosetta.
Aktudlné je pouze ve verzi Beta a je pouze pro nekomercéni poutziti. Univerzita negarantuje soukromi
(data nahrana na stranku mohou byt vefejné pristupna).

Zakladni princip a podminky pouZiti jsou stejné jako u plvodni verze nastroje.

Nejdfive je protein pomoci protokolu Ginzu rozdélen na domnélé domény, a na tyto domény je
pouzito bud" homologni nebo ab initio modelovani. Dalsi sluzby, které tento server poskytuje, je
rozliSovani domén, 3D modelovani, generovani knihovny fragment( a ,Interface Alanine Scaning”
(pokousi se odhadnout, jak hodné prispiva kazdé reziduum v rozhranni mezi dvéma proteiny k volné
vazebni energii).

Odkaz pro dalsi informace: http://robetta.bakerlab.org/index.html
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555 I-TASSER

Nastroj patfi univerzité v Michiganu a je volné dostupny pro nekomercni pouZiti. Modelovani je
zaloZzeno na vicenasobném zarovnani. I-TASSER se stal vitézem v oblasti predikce struktury na
soutézich CASP7 az CASP10 a v soutézi CASP9 zvitézil i v predikci funkce.

Nastroj je dostupny v balicku, ktery Ize stdhnout na domovské strdnce. Akademicka licence je pak
zdarma (po registraci), komercni licence také zdarma, ale po podpisu smlouvy.

Predikce na samotném serveru I-TASSER trvd obvykle jeden az dva dny, pfi vétSim vytizeni i déle.
Zalezi také na velikosti sekvence proteinu.

Krom hlavniho serveru je mozno vyuZit server LOMETS (LOcal MEta-Threading Server), kde je
zakomponovano deset lokalné nainstalovanych program( vyuZivajicich threading (FUGUE, HHsearch,
MUSTER, PPA, PROSPECT2, SAM-T02, SPARKS, SP3, FFAS a PRC). Z téchto nastrojl je vygenerovano
200 model(, kazdy nastroj jich generuje deset. Z téchto vSech modell je pak podle skérovaci funkce
vybrano 10 nejlepsich.

Dale je moZno vyuzit server MUSTER (MUIti-Source ThreadER). Tento server, ktery pracuje metodou
threading, vyuziva Sest rliznych zdroja: profily odvozené ze sekvence, sekundarni struktury, profily
odvozené ze struktury, dostupnost rozpoustédel, torzni Uhly Phi a Psi a skdrovaci matici. Vystup
serverl MUSTER a LOMETS je vytvoren pomoci balicku MODELLER.

Samotny server I-TASSER pracuje tak, Ze zkusi pomoci LOMETS vybrat z PDB vzory, které maiji
podobny fold nebo supersekundarni strukturu. Pokud takové vzory nejsou nalezeny, je vyuZita
metoda ab initio. Potom jsou pomoci ndstroje TMalign, ktery vyvinula stejnd instituce, vzory
z nastroje LOMETS a struktury z PDB zarovndny a s timto zarovnanim je ddle pracovano. Pro lepsi
vysledky je provedena jesté jedna dalsi iterace. Nakonec jsou zvysledkll vybrany struktury
s nejmensi energii. Vysledné modely atomU jsou ziskdny pomoci nastroje REMO, coZ je opét jejich
vlastni nastroj, ktery vysledné modely konstruuje optimalizaci paternich vodikovych vazeb.

Na vstupu je na vSech tfech serverech vyZzadovana emailova adresa, kam budou odeslany vysledky, a
sekvence ve formatu FASTA. Na samotném serveru I-TASSER je navic vyZadovana registrace — pfi
zadani sekvence je pak krom emailové adresy vyZzadovano heslo a stranka s vysledky je dostupna
ihned po odeslani formulare.

Odkaz pro dalsi informace: http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/LOMETS/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/MUSTER/
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5.6 Moznosti automatické komunikace s nastroji

V této kapitole se budu zabyvat moznosti automatické komunikace s jednotlivymi nastroji. Nabizi se
nékolik moZnosti jak takovou komunikaci provést, a to bud’ pfimo vyuzit webovy formular, lokalné
nainstalovany program nebo vyuZit rozhranni (APl). Kazdd z mozZnosti ma své nesporné vyhody a
nevyhody.

5.6.1 Komunikace pomoci formulare

Vétsina nastroju pfijima vstupy pomoci webového formulare, nabizi se tedy moznost komunikace
pomoci nich. Nejcastéji proces zadavani dat probiha tak, Ze do formulare zaddme vstupni Udaje a
odesleme je na server ke zpracovani. Ve vétsiné pripadu je pak zobrazen odkaz na stranku s vysledky,
pfipadné jsou pfimo vysledky zobrazeny. Takovyto formulaf mlzZe byt prevzat pfimo z webu a po
Castecné Upravé by byl vyuZitelny externim programem. Problém tohoto zplsobu je predevsim ten,
Ze Cas od Casu jsou stranky aktualizovany, a drobna zména v HTML kédu mUze zp(lsobit nefunkénost
komunikace. DalSim problémem je to, Zze musime po urcité dobé zkouset ziskat stranku s vysledky,
dokud vysledky nejsou zobrazeny (neexistuje moznost, jak zjistit efektivnéji zda bylo dokonéeno nebo
jak dlouho bude proces jesté trvat).

5.6.2 Lokéalniinstalace nastroje

Druhd moznost, kterou vSak nabizeji pouze nékteré ndstroje, je stdhnout si dany ndstroj a
nainstalovat lokdlné na server. Odpadala by tak nutnost komunikace s ostatnimi servery, coz je
pomérné velka vyhoda, a pfi dostatecném vykonu by mohl byt protein i rychleji zpracovany. Problém
vsak nastava v nékolika zaleZitostech. Zaprvé by byla pomérné slozita udrzba, hlavné z divodu ¢asté
aktualizace nékterych nastroju. Zadruhé je problém se zminénym dostatecnym vykonem, tézko
muzeme docilit rychlejsiho zpracovani, nez kdyz kazdy ndastroj pobézi na svém vlastnim serveru.

MozZnost staZzeni a instalace nastroje a vhodné licen¢ni podminky ma pouze ¢ast z vySe popsanych
nastroji. Je moznost lokadlné nainstalovat nastroj CPH-Models, kde je akademicka licence bez
omezeni Ize také stdhnout a vyuZivat AL2TS, coZ je open-source nastroj, napsany v jazyce C patfici
k serveru AS2TS.

Dale je mozZnost stdhnout ndstroj Fugue, ktery je open-source, open-source balicek HH-suite, ve
kterém jsou obsaZeny napf. nastroje HHblits a HHsearch (ze kterych vychazi predikéni nastroj
HHpred), open-source nastroj LOOPP, po obstardni licence emailem nastroj RaptorX, a I-TASSER
SUITE, sadu nastroji meta-serveru I-TASSER.
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5.6.3 API

NejidealnéjSi moznosti vzdalené komunikace je API, nebo obecné jakékoli rozhranni pro vzdalenou
komunikaci se serverem. Vzhledem k tomu, Ze se vétsina server( a nastrojl spoléha nejvice sama na
sebe, pfipadné na lokdlné nainstalované nastroje, neni tato mozZnost pfilis rozsSifend. Prinasi vsak
vyhodu jak vyuZitelnosti vykonu ostatnich server(, tak efektivity prace s nimi.

Rozhranni API, maji z popsanych nastroji pouze dva. Je to ROBETTA/ROSETTA, kterd ma interface
psany v jazyce Python a je volné dostupny pro nekomercni uziti a nastroj PSI-PRED, ktery ma
interface napsany v jazyce RUBY.
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6 Navrh serveru

Jednim z hlavnich cil( této prace je navrhnout server pro predikci terciarni struktury proteinu. Jedna
se o server, ktery pfijme vstupy od uZivatele, automaticky zvoli vhodné ndstroje, se kterymi bude sdm
komunikovat, ziska od nich vysledky predikce a tyto vysledky vhodné uzivateli zobrazi.

6.1 Programovacijazyk

MozZnosti volby jazyka, ve kterém bude server naprogramovan, je mnoho, a kazdy ma své nesporné
vyhody a nevyhody. Tento server bude vytvoren v jazyce JSP, Java Server Pages. Nejdfive jsem
premyslel o vytvoreni serveru formou klient-server aplikace, ktera by vsak méla nevyhodu potreby
instalace, resp. stazeni, klienta, ktery by umél komunikovat se serverem.

Naproti tomu JSP je jazyk, ktery vyuzivd velice rozsifeny, propracovany a moderni jazyk JAVA, a
kombinuje jej s klasickym HTML. Zakladni principy fungovani jazyka JSP jsou podobné i dalSim v této
oblasti Casto pouzivanym programovacim jazykim, PHP a ASP.NET Web Forms. ASP.NET je
designovany spise pro Windows, coZ z divodu potfebné nezavislosti na operac¢nim systému neni
vyhodné. Jazyky JSP a PHP jsou vtomto ohledu agnostické. Sohledem na mé zkuSenosti
s programovanim v jazyce JAVA jsem zvolil z této dvojice JSP. [8]

6.2 Vstupy uzivatele

Vstupy od uZivatele budou formou formulafe vyzadujictho nékolik zakladnich udajli. Predevsim
vstupni sekvenci proteinu, a to bud’ ve formatu FASTA (samostatny soubor nebo jako text, vloZzeny do
textového pole) nebo jako Cisty text (sekvence nukleotid(l). Dale bude vyzadovana emailova adresa,
protoze nékteré nastroje ji vyzaduiji.

Dale bude vstupni formuladi obsahovat nékolik malo poli, kde budou mozZnosti uZivatelské volby
nékterych proménnych, které ovlivni vybér pouzitych nastrojt, pfipadné jejich nastaveni.

6.3 Princip ¢innosti serveru

Cilem serveru je propojit vysledky predikce struktury proteinu z nékolika nastroji a poskytnout tak
presnéjsi vystup. Zakladnim vystupem vsech nastrojl je soubor ve formatu pdb, ve kterém je
uloZzena vysledna predikovana struktura proteinu. Vtomto souboru jsou obsazeny pozice a typ
kazdého atomu, jejich propojeni, informace o postrannich fetézcich a dalsi dalezité informace.

Propojeni vysledkl by se dalo provést nékolika zplUsoby, jako napt. rozdélenim sekvence proteinu na
Casti a predikce kazdé casti jednim ndstrojem. Ddle by se dalo prochazet jednotlivé atomy, a
souradnice kazdého z nich predikovat dle vysledkl zvice nastroji (napf. pomoci aritmetického
praméru nebo vybérem nejcastéjsi hodnoty). Tyto metody by vSak pravdépodobné byly pomérné
sloZité a presnost by pfilis nezvysily, spisSe naopak.

Hlavnim dlvodem pravdépodobného sniZeni pfesnosti metodou prichodu jednotlivymi atomy je, Ze
terciarni struktura pfili§ nezavisi na jednotlivych aminokyselinach, ale na komponentach sekundarni
struktury. Kdybychom pfrifazovali jednotlivé atomy misto celkl, mohli bychom nejen porusit
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celistvost aminokyselin (protoZe prochazime jednotlivé atomy, ze kterych se aminokyseliny skladaji),
ale i pozménit sekundarni strukturu a celkovou strukturu proteinu tak jesté vice zdeformovat.

Rozdélenim na mensi casti bychom dosli k obdobnému problému, svelkou pravdépodobnosti
bychom porusili sekundarni strukturu. Jedind situace, kdy by takovyto princip byl pouzitelny, je
rozdéleni vicedoménovych proteinli na jednotlivé domény a na kazdou doménu pak pouzit jiny
nastroj. Jednotlivé domény by vsak ze stejnych dlivodd nebylo vhodné rozdélovat.

Pro implementaci serveru jsem zvolil jiny zplQsob. V prvni fazi otestuji presnost predikce jednotlivych
nastroji pro rlzné typy proteind. V idedlnim pfipadé zjistime, Ze kazdy nastroj je vhodny na urdity
typ proteinu, a ten bychom potom ve vhodné kombinaci s dalSimi nastroji vyuzili ke zjiSténi vysledné
struktury.

Server pfijme vstupy od uZivatele a kontaktuje nékteré z nastrojii za ucelem zjisténi typu proteinu.
Pro rozdéleni protein(i na jednotlivé typy se nabizi jejich sekundarni struktura, lze vyuzit napf. t¥id
proteind v databazi SCOP. Za Gcelem zjisténi typu proteinu tedy kontaktuje néktery z nastrojl, které
umi v databazi SCOP vyhledavat. Poté podle zjisténého typu proteinu vybere ndstroj, ktery je pro
dany typ proteinu nejvhodnéjsi. Pfeda data zvolenému nastroji a zjisti vysledky (stdhne vysledné pdb
soubory a pripadné dalsi informace jako odhadovana presnost predikce, identita s pouzitym
homologem, apod.). Vysledky z riznych pouzitych nastroja poté vhodné vizualizuje.

6.4 Princip vybéru nastroju

IdedInim zplsobem pro automatickou komunikaci s néstroji by bylo, kdyby poskytovaly API. To vsak
poskytuje zanedbatelné mnoZstvi nastrojli, je tfeba je tedy vybirat podle jinych kritérii. Velice
dllezité jsou udaje tykajici se samotné predikce, naptiklad jeji rychlost a presnost, forma predani
vysledkl, sloZitost implementace automatické komunikace s nimi, nebo princip funkcnosti (zda
pracuje metodou homologniho modelovani, metodou threading nebo je néjak kombinuje), apod.

Pro spravny vybér nastrojl je bude tedy potieba vhodné otestovat a rozdélit podle toho, na které
typy protein( je jejich predikce nejpresnéjsi. Idealni bude zkombinovat nékolik nastroji pracujicich
metodou homologniho modelovani s nékolika dalsimi, které pracuji metodou threading (pfipadné
kombinuji vice metod), pro ptipad, Ze homologni modelovani selze (nebude existovat vhodny
homolog v databazi proteint).
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7 Testovani nastrojl

7.1 Vybér vzorovych proteinti a zpisob provedeni test

Testovani nastrojl bude provadéno pomoci experimentdalné zjisténych proteind, které lze stahnout
na strankach PDB. PoufZiji proteiny zji$téné pomoci rentgenové krystalografie s rozlienim 1.5 a7 2A,
abych zajistil urcitou spolehlivost a presnost testovani. Takto vybrané proteiny Ize rozdélit do tfid dle
databaze SCOP (Structural Classification Of Proteins) do Sesti kategorii:

a) A/B - hlavné paralelni beta-listy

b) A+B - hlavné anti-paralelni beta-listy

c) allalpha - domény skladajici se pouze z alfa-Sroubovic

d) all beta - domény skladajici se pouze z beta-listl

e) coiled coil - obsahuje vice alfa-Sroubovic sto¢enych dohromady
f) alphaand beta - obsahuje 2 a vice domén, které patti do vice tfid

Seznam pdb id jednotlivych vybranych testovacich protein( v jednotlivych SCOP tfidach lze nalézt
v priloze2.

ProtoZe se jedna o vybirani nastrojl, které budou zaclenény do serveru az pozdéji, bude testovani
provadéno z vétsi ¢asti rucné a na mensim mnozstvi vzork(, priblizné jich bude pét v kazdé kategorii.
Rucni zplsob testovani je vyhodny mimo jiné pro zjisténi dalSich dat o nastrojich, jako je ptiblizna
doba zpracovéni, privétivost uzivatelského rozhranni, detailnost informaci, které jsou zobrazeny
strance s vysledky a v e-mailu apod. Zjisténi vSech téchto dat by bylo z takového mnoZstvi nastroju
pomérné sloZzité.

Vysledky predikce, které budou predevsim ve formatu pdb, bude potfeba porovnat s pdb soubory
experimentalné zjisténymi. K tomu vyuZiji nastroj iPBA®, ktery umi porovnat dva soubory ve formatu
pdb a poskytnout o ném rlizné statistické informace.

Pro efektivnéjsi testovani, resp. porovnavani, vysledkl z nastroji implementuji vjazyce JAVA
program, ktery projde zadané slozky s referencnimi pdb soubory a s pdb soubory, které byly
vystupem z jednotlivych nastrojd, a provede jejich porovnani. Vysledné hodnoty z nastroje iPBA poté
uloZi do textového souboru tak, aby Sly zpracovat v jinych programech, napt. v programu Microsoft
Excel.

1iPBA -- http://www.dsimb.inserm.fr/dsimb_tools/ipba/index.php
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7.2 Nastroj pro automatické porovnavani pdb soubort
Vstupem implementovaného programu budou cesty ke dvéma slozkdm. K jedné, ktera obsahuje
referencni pdb soubory, a druhé, ktera obsahuje pdb soubory z nastrojd ziskané. Vystup porovnani

bude uréen tfeti zadanou cestou, tentokrat k jednomu konkrétnimu souboru, do kterého se vysledek
bude ukladat.

Program precte soubory ze vstupnich cest a ulozi si jejich seznam. Pak bude prochazet jednotlivé
referen¢ni pdb soubory, a podle jména souboru, které je tvoreno identifikatorem proteinu z databaze
pdb (tedy jméno souboru je ve formatu [PDB_ID].pdb), bude vybirat odpovidajici vysledné pdb
soubory nastroji, které jsou ve formé [PDB_ID] [jméno nastroje].pdb. Cesty kvybranym pdb
soubortim spolu s dalsimi informacemi, jako napr. identifikator konkrétniho fetézce v pdb souboru, je
nasledné vloZen do vstupniho formulafe nastroje iPBA. Po néjaké dobé jsou staZeny a dekddovany
vysledky zpracovani.

Vysledné hodnoty jsou ukladdny po fadcich do vysledného souboru. Kazda z nasledujicich hodnot je
oddélena stfednikem, po posledni hodnoté je misto stfedniku znak konce fadku:

a) jméno nastroje (zjiSténo ze jména vstupniho souboru)

b) ID proteinu (zjiSténo ze jména vstupniho souboru, nasledujici Udaje jsou jiZ z nastroje iPBA)

c) nscore — celkové skére zarovnani

d) RMSD (Root Mean Square Deviation ) — mira, kterd je dana primérnou vzdalenosti mezi
atomy, nejcastéji témi patefnimi (v nasem pripadé se tedy jedna o atomy Ca)

e) Alignment length — délka zarovnani

f)  Number of aligned residues — pocet zarovnanych rezidui

g) GDT_TS (Global Distance Test — Total Score) — jedna se o skdre vyuZivané na soutézich CASP,
béZzné se vyuzivd pfi porovnavani vysledkl predikce struktury proteinu vzhledem
k experimentdlné zjisténym strukturdm. Toto skdre vyuZiji pfi porovnavani nastroji a to
predevsim z toho dlivodu, Ze je pro tyto ucely odzkousené a pouzivané.

-39-



7.3 Vysledky testovani a vybér nastroju

Hodnoty porovnanych soubor( budu porovnavat podle soutéZzemi CASP ovéreného skore GDT_TS.
Vysledné hodnoty z nastroje pro automatické testovani vystupnich pdb soubor(l (vyuZivajiciho nastroj
iPBA) byly zpracovany programem Microsoft Excel tak, Ze byly z vysledného souboru prekopirovany
do Excelu. Nasledné byla data rozdélena podle oddélovace (stfedniku) do sloupct. Poté byly fadky
sefazeny podle prvniho sloupce, nazvu nastroje. Nakonec byl vypocitan pridmér hodnot GDT_TS
kazdého z nastroji, a hodnoty byly porovnany. Cely proces byl provadén na kazdou kategorii
protein zvlast, abychom zjistili, jak moc je kazdy z nastroji vhodny na kterou z kategorii.

Vysledné ohodnoceni nastrojd v riznych SCOP tfidach mlzZeme vidét v Tab. 1. Celkové nejlépe vysel
z hodnoceni nastroj Swiss Model, ktery se v témér vsech tfidach umistil na prvnim misté (ve tridé all
alpha se umistil na druhém misté). Krom dobrého umisténi je vyhodou tohoto nastroje také rychlost
zpracovani. Jedna se vSak o nastroj vyuzivajici principu homologniho modelovani a testovaci proteiny
nalezl v databazi pdb, jeho Uspésnost pro nové proteiny je tedy pochybna. Nastroj tedy vyuZiji pro
rychlé prohleddni databaze pdb a pokus o zpracovani proteinu metodou homologniho modelovani.

Jako dalsi nastroje se budu snaZit vybirat ty, které pracuji metodou threading (resp. kombinuji vice
metod) a zaroven maji dobré skére a primérenou dobu zpracovani. Tyto nastroje by nemély byt tolik
ovlivnény tim, zda protein existuje v databazi pdb nebo nikoliv. Nasleduje seznam nastrojd a tfid, ve
kterych budou vyuZity:

a) PsiPred - a/b, alpha and beta
b) Phyre 2 - a+b, coiled coil

c) Fugue - all alpha

d) Loopp - all beta

Zajimavosti je ndastroj Raptor X v kategorii multidoménovych proteind (alpha and beta), kde na
vystupu protein rozdélil na jednotlivé domény a pro kazdou doménu poskytl jeden pdb soubor. Nic
takového zadny jiny nastroj neposkytl. Jeho vyuziti vSak bude pfipadnym vylepsenim do budoucna,
protoZe by bylo sloZité zhodnotit spravnost predikce. Navic jeho webové rozhranni neni pro ucely
automatické komunikace pfilis privétivé. Z dlvodu pro komunikaci nevhodného rozhranni nebyl
vyuZit nastroj HH pred, i kdyZ napf. v kategorii a+b ma velice dobré vysledky.
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a/b a+b all beta
swissm 98,5 swissm 97,1 swissm 96,7
esypred3D | 98,3 hhpred 96,8 loopp 93,7
psipred 97,5 phyre2 96,0 psipred 92,5
loopp 97,4 esypred3d | 94,9 3djigsaw 92,5
raptorx 97,0 psipred 93,0 hhpred 92,4
hhpred 96,3 loopp 89,3 phyre2 92,4
phyre2 95,7 cphmodels | 88,7 raptorx 92,4
3DJigsaw 94,9 3Djigsaw 87,6 esypred3d | 91,6
cphmodels | 94,1 raptorx 87,1 cphmodels | 90,6
fugue 82,1 fugue 78,7 fugue 69,0
all alpha coiled coil Multi domain
fugue 97,4 swissm 96,2 swissm 87.4
swissm 96,2 3djigsaw 91,6 hhpred 81.8
psipred 91,8 cphmodels | 78,2 phyre2 80.5
hhpred 90,6 esypred3d | 74,8 psipred 80.5
3djigsaw 89,9 phyre2 74,4 fugue 75.8
phyre2 88,1 loopp 66,4 loopp 75.4
raptorx 84,5 hhpred 65,7 esypred3d | 74.0
esypred3d | 82,6 psipred 63,0 cphmodels| 69.5
loopp 80,3 fugue 60,4 3djigsaw 51.8
cphmodels | 78,2 raptorx ??? raptorx ???

Tab. 1 Ohodnoceni nastroji v riiznych SCOP tfidach

V Tab. 1 je zobrazeno primérné skére GDT_TS z priblizné deseti testovanych protein( kazdym
nastrojem v kazdé kategorii. Skére GDT_TS je vyuZivané pfi ohodnocovani kvality predikce terciarni
struktury v rliznych soutézich (napf. CASP). Vidime, Ze nastroj zaloZeny na principu homologniho
modelovani Swiss model (v tabulce oznacen swissm) se umistil na hornich mistech ve vsech
kategoriich, bude jej tedy vhodné vyuzit pfi predikci struktury kazdého typu proteinu. Vzhledem k
pouzité metodé, pri které hledd co nejpodobnéjsi proteiny v databazi PDB, je vSak pomérné
pravdépodobné, Ze nebude pfilis presny na sekvence, ke kterym Zadny podobny protein nenalezne
(resp. pokud najde, ale bude mit nizkou identitu). Swiss model, spolu s dalSimi nastroji, které budou
vyuZity pri implementaci serveru, je zvyraznén tu¢nym pismem. Ostatni vybrané (a tedy zvyraznéné)
nastroje byly voleny nejen na zdkladé hodnot skére GDT_TS ale také tak, aby vyplriovaly nedostatek
nastroje swiss model. To lze zajistit tak, Ze vybereme ndstroje pracujici na jiném principu nez
homologni modelovani (napf. pomoci metody threading, nebo kombinovali homologni modelovani
s jinymi metodami).

Kolizi stejného skére GDT_TS u multi-doménovych protein(i rozhodla doba zpracovani, psipred je dle
skore stejné kvalitni, aviak jeho zpracovani je rychlejsi. Nastroj phyre2 vsak z divodu nékolika
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vypadkl nastroje Psi Pred byl vybran jako nahradni. Stejné tak bude nastrojem Phyre 2 predikovana
struktura pokud néktery z nastroju selhal.
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8 Implementace serveru

Server byl implementovdn v programu Eclipse, svyuZitim serveru Apache Tomcat 7.0.33 a byl
pro uchovdni dat a pfimou komunikaci s nastroji tvofi balicek processing. Prostfedni vrstvu pro
zpracovani a parsovani dat a kontrolu vstupniho formulare tvoti balicek preparing. Nejvyssi vrstvu
uréenou pro prezentaci dat tvofi predevsim hlavni stranka mainForm.jsp a strdnka pro zobrazeni
vysledkd.

8.1 Nejnizsi vrstva

Je tvofena dvéma tfidami. V prvni jsou uloZeny formulare vsech vyuZitych nastroji (ve formatu
MultipartEntity) a adresy jednotlivych nastrojd (jedna se o adresy, kam se odesilaji formulare). Druha
tfida slouzi predevsim pro pfimou komunikaci s nastroji, je v ni implementovan http klient. K jeho
implementaci jsem vyuzil knihovny HttpClient verze 4.2.3” (org.apache).

8.2 Stredni vrstva

Tato vrstva je tvofena tfemi ¢astmi. Prvni ¢3ast je tvofena tfidou FormProcessing, kterd je po zadani
spravnych hodnot voldna z hlavniho formuldfe a fidi celé nasledné zpracovani proteinu. Dalsi soucast
této vrstvy tvofi dva balicky. Jeden obsahuje tfidy fidici zpracovani jednotlivych nastroja (stahovani
riznych podstranek a zpracovani udajd z nich), a druhy obsahuje tfidy, které umi zjistit rlzné
pozadované Udaje z jednotlivych webovych stranek nastroji. Krom dalSich informaci jsou vystupem
této vrstvy pdb soubory z jednotlivych nastrojd. Tyto pdb soubory budou ukladany pfimo ve sloZce
s webovym obsahem projektu (slozka WebContent), konkrétné v podslozce Jmol/outputs/[jedinecné
Cislo predikce] z divodu spravné funkcnosti vizualizaéniho appletu Jmol.

8.3 Prezentacni vrstva

Jedna se o vrstvu pro interakci s uZivatelem. Obsahuje stranku s hlavnim formulafem, pres ktery je
mozno zahdjit predikci struktury, a stranky pro zobrazeni vysledkl. Pro lepsi prezentaci struktury je
vyuzit nastroj Jmol. Tomuto nastroji je mozno predat pdb soubor, a on nasledné zobrazi vizualizaci
tercidrni struktury. Jmol je vloZen na stranku s vysledky formou appletu. Pro zobrazeni vizualizace
z pdb souboru je potfeba, aby byl pdb soubor ve stejné sloZce jako tfida tento nastroj implementuijici,
je s tim tfeba pocitat pfi ukladani pdb souborl z nastroji (podslozky jsou také dovoleny).

2 Nejnovéjsi verzi knihovny Ize stahnout na http://hc.apache.org/downloads.cgi
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8.4 Postup zpracovani

Hlavni strdnka, kterd umoZni spusténi celého procesu, je v prezentacni vrstvé, v souboru
mainForm.jsp. Tato strdnka obsahuje formuldf, kam uzivatel vloZi zdkladni udaje o predikci,
predevsim sv(j email, kratky popis predikce a vloZi sekvenci aminokyselin bud jako soubor, nebo
prfimo jako sekvenci aminokyselin do textového pole. Vyplnény formuldf je pak odeslan opét na
stranku mainForm.jsp, ktera zajisti kontrolu spravnosti udaja.

Kontrola spravnosti udajl spociva v ovéreni emailové adresy, kontrole délky popisu a jeho pfipadném
zkraceni a kontrola vloZzené sekvence proteinu. Pokud je sekvence ve FASTA formatu, je hlavicka
odriznuta. Stejné tak jsou odriznuty pfipadné dalsi retézce nachdzejici se v témze souboru. Nasledné
je zkontrolovano, Ze sekvence neobsahuje Zadné jiné znaky neZ ty, které oznacuji aminokyseliny.
KdyZ jsou vSechny udaje v poradku, miZe se pokraCovat ve zpracovani. Nejdfive se vygeneruje
jednoznacné identifikacni Cislo procesu predikce a je vytvorena slozka se jménem stejnym jako Cislo
tohoto procesu. Slozka outputs, kterd vsechny vystupni podslozky obsahuje, se kvuli spravnému
fungovdni nastroje Jmol nachdzi uvnitf projektu ve slozce WebContext a podslozce Jmol. Protoze se
cesta kprojektu témér vibec neméni (pouze pfi pfeneseni projektu), zaddvd se Uplna cesta
k projektu do proménné projectHome nachazejici se na hlavni strance (mainForm.jsp). Pfi zadavani je
tfeba si davat pozor na oddélovace, které se lisi v riznych systémech.

Kdyz je vygenerovano jednoznaéné Cislo zpracovani a je vytvorena slozka pro vystupy, pokracuje
zpracovani ve tfidé FormProcessing, kterd rozsituje tfidu Thread. Vytvofi se tak nové vlakno, které se
stard o pozadavek, a klient mUZe s aktualnim oknem dale pracovat. Tfidé FormProcessing jsou
prfedany vsechny zdkladni Udaje jako vloZeny email, popis a sekvence, fyzickd cesta k domovské
sloZce projektu (ta je potiebnd pro pozdéjsi ukladani vyslednych soubor(), vygenerované cislo ulohy
(job id) a URI adresa serveru. Tyto udaje jsou uloZeny a dale predavany pomoci ttidy InputData.

Poté vlakno preda udaje do dalsi vrstvy modelu, konkrétné tfidé processSwissModel, ktera zajisti
zpracovani sekvence proteinu pomoci nastroje Swiss model a uloZi nékteré potfebné udaje (o
postupu zjistovani Gdajd z nastrojl se detailnéji zminim pozdéji). Hlavnim vystupem z tohoto nastroje
je identifikdtor pouzZitého templatu v databazi pdb (pdb id), procento podobnosti zkoumané
sekvence s templatem, chybovd hodnota, a odkaz na soubor pdb. Pro budouci vyuZiti jsou také
uloZeny odkazy na detaily o templatu v nékterych dalSich ndstrojich nebo databazich.

Kdyz jsou zpracovany potiebné Udaje z nastroje Swiss model, zjistim tfidu sekundarni struktury podle
¢lenéni, které pouziva databaze SCOP. Ktomu pouziji nastroj SuperFamily, ktery umi predikovat
SCOP rodinu, jejiz ¢asti je hledana tfida sekundarni struktury. To SuperFamily provadi bud pfimo
vyhledanim v databazi SCOP pomoci PDB id, nebo pouzitim skrytych markovovych modelli (HMM) na
zadanou sekvenci aminokyselin. Pokud je identita s templatem po zpracovani nastrojem Swiss model
dostatecné velka a chybova hodnota dostatecné mala, mohu pouZit zjisténé PDB id. Pokud
podobnost s templatem neni dostatecna nebo nic v databazi SCOP nebylo nalezeno, predikuji rodinu
pomoci HMM ze sekvence.
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Nastroj SuperFamily mi vSak nevrati pouze jednu tfidu, ale tfidu pro kazdou doménu, ktera byla
nalezena. Vysledna tfida, podle které bude pouZit jeden z nastrojli, bude zjisténa z mnoZiny tfid
prioritnim zpUsobem, jak vyplyva z definice konkrétnich tfid. Pokud je v mnoZziné zjisténych tfid tfida
coiled coil, bude také vyslednd, protoZze je pomérné hodné specifickd. Trida multi-doménovych
proteind bude vysledkem, pokud je nalezeno vice domén a alespon dvé domény patti do rGznych
tfid. Ostatni tfidy all alpha, all beta, a+b a a/b nastanou v situacich, kdy bud’ byla nalezena jedna
doména daného typu, nebo vice domén, avsak stejného typu.

Kdyz vime SCOP tfidu proteinu, miZeme dle vysledkd predchoziho ruc¢niho testovani nastroji vybrat
odpovidajici nastroj a v ném zpracovat vstupni Udaje podobné jako v nastroji Swiss model. Vyjimkou,
kdy vybereme ndstroj podle jinych kritérii, jsou situace jako pfili§ dlouha sekvence, nebo jind SCOP
tfida proteinu neZ se kterymi pocitdme. AZ mame zpracovany i Udaje z druhého nastroje, vytvofime
vyslednou stranku s nékterymi vystupnimi hodnotami nastroji a predevsim s jejich vyslednymi
modely. Modely jsou na vysledné strance vykresleny pomoci ndstroje Jmol.

Stranka s vysledky je tvofena pomoci tfidy OutputSummary a jsou do ni pribézné ukladany vysledky
zpracovani. Po ziskani nékterych duleZitéjsich udaji tfida odeSle data metodou GET strance
outputSummary.jsp, ktera vygeneruje HTML stranku s vystupnimi Udaji. Ttida OutputSummary tuto
HTML stranku stdhne, a ulozi do odpovidajici vystupni slozky.

Zpracovani kazdého z nastroju je zajisténo odpovidajici tfidou v balicku preparing.process, a to velice
podobnym zplsobem (vyjma nastroje LOOPP, ktery v urcité situaci pracuje jinym zpUsobem, o
kterém se zminim pozdéji). Nejdfive je pomoci metod tfidy ToolForms vygenerovan formular, ktery
je odeslan na adresu uloZenou v téze tfidé. Tim je zadano zpracovani proteinu odpovidajicimu
nastroji. Nasledné je navazana spoluprace s balickem preparing.parse, ktery obsahuje tfidy schopné
zjistit nékteré Udaje z nastroji. Jsou tak postupné zjistovany adresy presmérovani na stranky
s vysledky, adresy na pdb soubory a dalsi zajimavé Udaje. Zjistovani dat ze stranky je provedeno
hledanim vyznamnych souslovi na strance, podle kterych je moZno se zorientovat, a naslednym
uloZzenim dané ¢asti kddu html. Snazil jsem se vie provést tak, aby drobné zmény v html kédu mély
co nejmensi efekt na zpracovani.

Trochu sloZitéjsi situace je se zpracovanim nastroje LOOPP, a to v pfipadé, Ze sekvence nebyla
v blizké dobé zpracovdavana. V této situaci nelze zjistit odkaz na stranku s vysledky, adresa na vysledky
je odeslana na zadanou emailovou adresu. V této situaci je vystupni stranku vloZzen formuldf, do
kterého uZivatel vlozi cely obsah emailu, ze kterého si z divodu privétivosti pro uZivatele server sam
zjisti adresu na vysledky. O zpracovani tohoto formuldre a jeho pfepsani na strance s vysledky se
stara stranka loopContinue.jsp a s ni spolupracujici tfida processLoopp.
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O Testovani serveru

V této kapitole bude popsan zplsob a pribéh testovani implementovaného serveru a zhodnoceni
vysledkl z tohoto testovani.

9.1 Vybér testovacich dat

Testovaci sada proteind byla vybrana obdobnym zplsobem jako pfi predchozim rucnim testovani.
Byly vybrdny proteiny ziskané experimentalni metodou, rentgenovou krystalografii, s pfesnosti 1.5 az
3A (0 néco vétsi rozptyl ne? pfi ruénim, aby byl vétsi vybér vzorkd). Opét jsem vybral tyto SCOP tfidy:

a) A/B - hlavné paralelni beta-listy

b) A+B - hlavné anti-paralelni beta-listy

c) allalpha - domény skladajici se pouze z alfa-Sroubovic

d) all beta - domény skladajici se pouze z beta-listl

e) coiled coil - obsahuje vice alfa-Sroubovic stocenych dohromady
f) alphaand beta - obsahuje 2 a vice domén, které patfi do vice tfid

Kazdy protein jsem zaradil do slozky, kterd odpovidala kategorii. To mi umozni krom pouZitych
nastrojl pro predikci struktury také kontrolu nastroje predikujiciho SCOP tfidu.

9.2 Zpusob testovani

Hlavni ¢ast testovani bude opét automatickd komunikace s nastrojem iPBA, ktery dokaZe porovnat
dva pdb soubory. Po dokonceni zpracovani nastroje Swiss model porovna vysledny pdb soubor
s referenénim souborem. Nasledujici faze zjisténi typu sekundarni struktury, tedy SCOP tfidy, je
ovérena porovnanim zjisténé struktury se strukturou referencni, kterou zjistime ze jména slozky, ve
které je referencni protein umistén. Po zpracovani dalSim ndstrojem je jeho vysledny pdb soubor
opét porovnan pomoci nastroje iPBA s tim referencnim.

Pro komunikaci s nastrojem iPBA jsem pouzZil pfedchozi implementaci, kterou jsem zabudoval do
serveru. Pro zjednoduseni jsem vsak udélal nékolik Uprav, aby bylo porovnavani vysledk( nastroja
pIné automatické, ale Uprav na serveru bylo potifeba co nejméné. Kazdy porovnavany protein jsem
zadaval ze souboru, coz byl FASTA soubor stazeny z rcsb pdb, pojmenovany dle pdb id, a koncovkou
fasta. Ze jména souboru si server zjistil id zkoumaného proteinu, a to pouZil jako popis predikce
(label). Vstupem tfidy pro zpracovani nastroje iPBA a vysledk( z néj (PDBCompare) byly pak pdb
soubory zjisténé z nastrojl, jejich jména se neméni (méni se slozka, ve které jsou umistény, a ta ma
stejné jméno jako job id), a referencni pdb soubor, ktery byl vyhledan dle nastaveného labelu (jména
slozek, které prohledavat, byly pro zjednoduseni pfedem nastaveny v poli fetézca).

Vysledky kazdého z porovnani jsou uklddany do jednoho souboru. Vystupem jsou tedy tfi soubory,
v jednom jsou vysledky porovnavani ndstroje Swiss model, v jednom vysledky porovnani SCOP tfidy,
a ve tfetim jsou vysledky porovnani dalsiho pouzitého nastroje. Cesty a jména soubord, do kterych se
maiji informace ukladat, jsou opét nastaveny v proménnych typu retézec.
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Pro spojeni tabulek a jejich zdkladni zpracovani jsem pouZzil nejdfive program RapidMiner 5, jehoZ
vstupem byly csv soubory, a vystupem tabulka xlIs, kterd byla dale zpracovdvdna programem
Microsoft Excel.

9.3 Vysledky testovani

Vystupnimi hodnotami testovani jsou pfedevsim informace o podobnosti modell ve formé skore
GDT_TS a informace o predikci SCOP tfidy proteinu nastrojem Superfammily. Tabulky se vSemi
vystupnimi hodnotami budou obsaZzeny v pfiloze 3, v této podkapitole bude souhrn a zhodnoceni
téchto vystupnich hodnot.

Nastroj vyuzivajici homologniho modelovani Swiss model, ackoli ve vétsiné pripad uddval identitu
100 a chybovou hodnotu nulovou, nebo blizkou nuly, mél celkové priimérné skére GDT_TS pfiblizné
90, coz se da hodnotit jako vysoka presnost. Nejnizsi vyskytujici se skore bylo 40.3, jinak se ty nizsi
skére pohybovaly kolem 70 — 80. Rychlost zpracovani byla vysokd a jeho pouziti ve vSsech SCOP
tridach pro prvotni zpracovani se tak zda byt vyhodné.

Nejméné vyuzitym nastrojem je ndastroj fugue, ktery pri predchozim ruénim testovani podal dobré
vysledky u proteinl tfidy all alpha. Zpracovani sice bylo rychlé, primérné skére viak ma hodnotu
pfiblizné 65, coZ neni pfilis uspokojivé. Nejnizsi skore bylo 7.5, nékolik se jich pohybovalo kolem 50, a
nékolik i kolem hodnoty 95.

DalSim pouzitym nastrojem, ktery byl pfi ruénim testovani velice dobry pro tfidu proteinu all beta, je
nastroj LOOPP. Skdre sice ma uspokojivé, pohybuje se kolem hodnoty 90, je vsak velice pomaly na
zpracovani. Cisté zpracovani ne zfidka trva i deset hodin, né&jakou dobu se také ¢ekd ve fronté.
Vysledky, které prichazeji pouze e-mailem, by pfi mensim mnozstvi protein(i zpracovavanym timto
nastrojem a troSe pozornosti uzZivatele, nemély byt problém.

Dvéma nejlepsimi nastroji byly PsiPred a Phyre2, jejichz skdre se pohybovalo kolem hodnoty 90.
Doba zpracovani nastrojem PsiPred se pohybovala od pul hodiny do nékolika hodin (i 12ti), a to spise
v zavislosti na vytiZzeni serveru. Doba zpracovani nastrojem phyre2 zavisi ve vétsi mife na délce
sekvence. Z ¢asti samoziejmé doba zpracovani zavisi na poctu béZicich predikci, kterych zde bézi
obvykle mnoho zdrover. Pro sekvence délky vétsi nezZ tisic aminokyselin se ukazal nepouZitelny
nastroj PsiPred, protoZe takto dlouhé sekvence odmitd zpracovat. Dfive jsem o tomto chovani
nenalezl nikde zminku.

Vysledkem hodnoceni serveru je tedy to, Ze nastroje Phyre2, PsiPred a Swiss model jsou jeho
vhodnou soucasti. Nastroje fugue z diivodu nizsi presnosti a LOOPP z divodu pomalejsiho zpracovani
by bylo vhodné vyuzZivat obezietnéji.

Pfesnost nastroje Superfammily pro zjistovani SCOP tfidy proteinu byla vysoka. Tfida asi tfi Ctvrtin
zkoumanych protein( byla ziskana pfimo pomoci identifikatoru templatu pouZitému ndastrojem Swiss
model, a témér vsechny odpovidaly té referencni. Pti odhadu tfidy zbylych proteini ze sekvence byla
Uspésnost pres 75%, coz je také vyhovujici.
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Nastroj iPBA, ktery byl vyuZit pro porovnavani dvou pdb souborl a je vyuZit pro zobrazeni modell
dvou nastroji v jednom vystupu, se ukazal byt ¢as od ¢asu problémovym. | kdyZ totiz nastroj Jmol
oba pdb soubory bez problémi zpracoval, stavalo se, Ze vratil chybu tykajici se spravnosti vloZzeného
pdb souboru. Chyba vsak byla pfilis obecnd na to, aby se dala zjistit pfesna pficina tohoto chovani.

Kuriozitou se stala tfida zahrnujici v sobé nejmensi mnozstvi proteind, coiled coil. | nastroj phyre2,
ktery byl jinak pomérné presny, v této tfidé nepodaval pfilis dobré vysledky. Potvrdily se tedy celkové
nizsi vysledky vsech nastrojl v této tridé, které byly zjistény pfi rucnim testovani. Primérné skoére
nastroje phyre2 se v této kategorii pohybovalo kolem hodnoty 60.
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10  Zaver

Prostudoval jsem nékolik publikaci tykajicich se jak protein( obecné, napf. Zaklady bunécéné biologie:
uvod do molekularni biologie buriky od pana Bruce Albertse, tak druh( zarovnani proteint a zpUsobu
jejich predikce, napf. Structural bioinformatics od autor( Jenny Gu a Philip Eric Bourne a
Understanding bioinformatics od autord Marketa Zvelebil a Jeremy Baum. Z téchto publikaci jsem
pochopil k ¢emu jsou nam dobré proteiny, proc potfebujeme predikovat terciarni strukturu a princip
zakladnich metod pouZivanych pro jeji predikci. Dale se mi podafilo vyhledat a detailnéji prozkoumat
rizné nastroje pro predikci terciarni struktury a nékolik nastroji pro jeji analyzu, verifikaci a
vizualizaci.

Na zakladé ziskanych znalosti jsem navrhl server pro predikci tercidrni struktury, ktery vyuZiva
nékteré z prozkoumanych ndastroji. Pro jejich vhodnéjsi vybér jsem provedl testovani, jehoz
vysledkem bylo zjisténi presnosti predikce vétSiny zkoumanych nastrojd pro rlzné tfidy proteinu.
Tato tfida byla zjistovana na zakladé rozdéleni protein( do rodin vyuzitych v databazi SCOP. Nejlépe
z testovani vysel nastroj vyuzivajici homologni modelovani Swiss Model, ktery vSak dle oéekdvani
vétsinu testovacich proteinl nalezl v databazi PDB. Velice dobfe dopadlo také testovani nékterych
nastroju vyuzivajici metody threading nebo kombinace rliznych metod. ProtoZe byl takovy nastroj
Casto vhodny pouze pro nékterou tfidu proteind, ale na jinou tfidu byla presnost nizsi, daly se
zkoumané nastroje zkombinovat tak, Ze je nastroj vyuZit pouze na typ proteinu, pro ktery je jeho
predikce nejpresnéjsi. Server tedy nejdfive s pomoci ndstroje Swiss model a nastroje Superfammily,
schopného pomoci skrytych markovovych modeld predikovat rodinu proteinu, predpovi tfidu
proteinu. Nasledné podle predpovézené tridy pouZije néktery z nastroja.

Nasledné jsem navrieny server implementoval v jazyce JAVA, svyuZitim technologie Java Server
Pages. Implementace vSak nebyla vlibec jednoducha, protoZe vétSina nastroju s automatickou
komunikaci viibec nepoditd, a je tak slozité zjistit jaké informace presné odesilat ve formulafich a jak
z pfijatych dat vhodné zjistit potfebné Udaje. Navzdory vsem problémim je server funkéni a
pouzitelny pro predikci struktury. Vzhledem k prvotnimu ru¢nimu testovani, diky némuz byly vybrany
pouze spolehlivéjsi nastroje, a jejich vhodnému zkombinovani pevné véfim, Ze server poskytuje
dostatecné kvalitni modely. Nelze vsak fici, Ze by byla predikce stoprocentné spolehlivd pro vSsechny
proteiny, protozZe dnesni techniky predikce struktury nejsou zatim dostatecné dokonalé.

To se potvrdilo i pfi ndsledném testovani serveru. Celkova presnost se pohybovala kolem osmdesati
bod( ze sta. Dobre vySel z hodnoceni co se tyCe presnosti nastroj LOOPP, ktery mél skére pres
devadesat, jeho rychlost zpracovani vsak byla velice nizka. Nastroj fugue mél pro zménu nizsi
presnost predikce. Ostatni z pouZitych ndstrojd, tedy Swiss model, PsiPred a Phyre2, mély skore
kolem devadesati, jejich vyuZiti vimplementovaném serveru bylo tedy velice vhodné.

Vysledkem prace je server, ktery muZe slouzit proteinovym inZenyrdm pro zjistovani informaci
zkombinovanych z rGznych server( tak, aby nemuseli zadavat dotazy postupné na vice mist. Dale
byly doporuéeny nékteré nastroje, které se osvédcily pro rGzné tfidy proteind. V budoucnu by bylo
vhodné testovani rozsifit na vice tfid a vice nastroja. Kvalitni nastroje pro rizné tridy proteinl by se
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pak mohly stat dalSimi soucastmi serveru. Server by bylo také mozné rozsifit tak, aby poskytoval co
nejkomplexnéjsi informace o strukture, Ucelu a principu fungovani proteinu. Nékterymi moznymi
rozsitenimi, jako je predikce sekunddarni struktury, predikce vlivu aminokyselinovych mutaci na
sekundarni strukturu, nebo predikce proteinovych domén a kontaktd, se zabyvaly letosni diplomové
prace a bylo by vhodné je zkombinovat s timto serverem.
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Priloha 1 — Aminokyseliny véetné postrannich fetézctl a reprezentujicich symbol(i(2)

BASIC SIDE CHAINS

lysine _arginine histidine
(Lys, or K) (Arg, or R) (His, or H)
H O M O H O
[l [ [
N—C—C— —N—C—C— ~N—ﬁ—c~
- |
FLI CH, H CH, H CIHZ
| |
CH, CH, /C .
[ I HN CH
CH, CH, | |
| | HC =NH*
CH, NH
- l
NH, C
%
*H,N NH,
ACIDIC SIDE CHAINS
aspartic acid glutamic acid
(Asp, or D) (Glu, or E)
H O 4 O
[ [l
—N—C—C— —T;ﬁ—c—
-
H CH, H ﬁHz
|
4 CH,
& N |
o} o c
/7 \
(0] o~
UNCHARGED POLAR SIDE CHAINS
asparagine glutamine
(Asn, or N) (GIn, or Q)
H O H O
|l [l
—T-c~c— —T-c—c—
\ |
H CH, H %Hz
c CH,
&N |
o) NH, c
F N
0 NH,
serine threonine tyrosine
(Ser, or S) (Thr, or T) (Tyr, or Y)
H O H O H O
[l ' 8 [
»T—ﬁ—c~ —T—ﬁ~c~ —N—C—C—
\
H ?Hz H CH—CH, H CH,
OH OH
OH
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NONPOLAR SIDE CHAINS

alanine
(Ala, or A)

leucine
(Leu, or L)

H O
[l
—N—C—C—
E. il
H CH,

CH
7N
CH; 'CHs

proline
(Pro, or P)

methionine
(Met, or M)

glycine
(Gly, or G)

H O
Ll
H H

valine
(Val, or V)

isoleucine

(lle, or 1)

phenylalanine
(Phe, or F)

H O
[
—N—C—C—
|
H CH,

tryptophan
(Trp, or W)

cysteine
(Cys, or C)



Priloha 2 — PDB ID proteinti pouzitych pro prvni, ruéni, testovani
V této priloze je seznam proteinll pouzZitych v prvni fazi testovani nastrojd, rozclenény do jednotlivych
SCOP tfid:

a) A+B

2EZQ, 3BH8, 3E9V, 3ECF, 3ETH
b) A/B

2W6K, 3DYB, 2QX8, 3BSG, 2V7X
c) allalpha

3CR2, 2ZG7, 3CSl, 2VVN, 2GZ)
d) all beta

3DDS, 3DJ9, 2V7V, 3B6S, 2ZQN
e) coiled coil

2HVS8, 2GGX, 2E42, 2Q5U
f) alphaand beta

2JEJ, 2PU2, 2PY5, 2ZD1, 3DLK
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Priloha 3 — vysledky testovani serveru

Prvni tabulka: Presnost predikce druhého pouZitého nastroje (predevsim skore GDT_TS) spojena s vysledky
predikce SCOP tfidy proteinu (v tabulce predikovana a referencni tfida, a typ jejiho zjisténi — dle PDB ID nebo ze
sekvence). Vse je doplnéno jménem pouzitého nastroje a poctem animokyselin (sloupec amino). Sloupec

pramér udava priimérnou hodnotu GDT_TS z kazdé ttidy, dole pak celkové skére implementovaného serveru.
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pdbid ]jmeno predikovana tfida referencni tiida |zjiSténi | amino |GDT_TS| pramér
IN8F |PsiPred |a_lomeno_ b a_lomeno_b id 350 95.9

1FJ2 PsiPred a_lomeno_b a_lomeno_b id 232 98.7

10AB |PsiPred |a_lomeno b a_lomeno_b id 370 78.9

2BI5 PsiPred |a_lomeno_b a_lomeno_b id 360 99.5

1KIM PsiPred |a_lomeno_b a_lomeno_b sekv 366 80.1

1ZAH |PsiPred |a_lomeno b a_lomeno_b id 363 86.0

3D4N | PsiPred a_lomeno_b a_lomeno_b id 286 91.7

27B2 PsiPred |a_lomeno_b a_lomeno_b Id 849 85.34 89.5
1YRX Phyre2 a+b a+b id 121 79.4

3C8W | Phyre2 a+b a+b id 255 87.5

1J3W | Phyre2 a+b a+b id 163 82.1

3D3H | Phyre2 a+b a+b sekv 200 72.0

3D03 Phyre2 a+b a+b id 576 89.8

2v4) Phyre2 a+b a+b id 437 95.0

2HZ5 Phyre2 a+b a+b id 106 66.1

3E88 Phyre2 a+b a+b id 335 85.9

2RA5 | PsiPred |alpha_and_beta a+b sekv 247 37.4

3DS6 | Phyre2 a+b a+b id 366 76.0 77.1
1HCI Fugue all_alpha all_alpha id 476 100.0

2HR2 | Fugue all_alpha all_alpha id 159 53.2

2VUE | Fugue all_alpha all_alpha id 585 7.5

1Qs) Fugue all_alpha all_alpha id 278 66.2

1209 | Fugue all_alpha all_alpha id 473 94.7

1H41 PsiPred alpha_and_beta all_alpha id 554 94.7

1KKQ | Fugue All alpha proteins all_alpha id 269 45,5

3DY6 Fugue All alpha proteins all_alpha sekv 271 49.8

3EJN Fugue All alpha proteins all_alpha id 474 64.5

3DPY ]Fugue All alpha proteins all_alpha sekv 377 90.4 66.6
1FU) LOOPP All beta proteins all_beta id 221 99.6

1JCC Phyre2 coiled-coil proteins | all_beta sekv 56 61.9

2EDM | LOOPP All beta proteins all_beta id 161 95.8

2VDL | LOOPP All beta proteins all_beta sekv 452 98.0

3EHW - All beta proteins all_beta sekv 164 -




21H8 - All beta proteins all_beta sekv 559 -
21X0 - All beta proteins all_beta id 663 -
2PHF | LOOPP All beta proteins all_beta id 252 99.3
2QyI - All beta proteins all_beta sekv 223 -
3BU7 - All beta proteins all_beta id 394 - 90.9
1EI5 PsiPred |alpha_and_beta alpha_and_beta |id 520 99.3
1F06 PsiPred alpha_and_beta alpha_and_beta |id 320 98.6
1IXL PsiPred alpha_and_beta alpha_and_beta |id 352 85.5
1ECF PsiPred |alpha_and_beta alpha_and_beta |id 504 96.8
1K1Y PsiPred alpha_and_beta alpha_and_beta |id 659 93.8
1CVU | Phyre2 alpha_and_beta alpha_and_beta |sekv 552 99.3
2POM | Phyre2 alpha_and_beta alpha_and_beta |id 662 88.0
1KRC | Phyre2 a+b alpha_and_beta |sekv 100 97.2
1JVA PsiPred alpha_and_beta alpha_and_beta |id 475 84.6
1CKN ] PsiPred |alpha_and_beta alpha_and_beta |id 330 95.3 93.8
1RF1 Phyre2 coiled_coil coiled_coil sekv 66 73.9
1J1D Fugue all_alpha coiled_coil sekv 161 5.2
1QU1 | Phyre2 coiled_coil coiled_coil id 155 9.6
20YH | Phyre2 coiled_coil coiled_coil sekv 66 76.3
1EPW | Phyre2 a+b coiled_coil id 1290 91.8
2FYZ Phyre2 coiled-coil proteins | coiled_coil sekv 63 43.1
1EBO | Phyre2 coiled-coil proteins | coiled_coil id 131 41.8
2VSG | Phyre2 coiled-coil proteins | coiled_coil id 358 88.5
- - - - - - - 53.8
Celkovy priimér: 78.6
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Tabulka druha: Predikované hodnoty nastroje Swiss Mode

Ilt

a srovnani s referenénim souborem

PDBID | GDT_TS | Identita Evalue
1B0G 93.26 100 5.2E-150
1CKN 99.63 100 0
1CVU 98.87 100 0
1EBO 85.44 100 8.85E-57
1ECF 99.95 100 0
1EI5 100 100 0
1EPW 25.63 100 0
1F06 63.03 100 0
1FJ2 98.36 100 6.3E-131
1FUJ 100 100 3.7E-129
1GJQ 95.32 100 0
1GWF 99.95 100 0
1H4I 93.7 99.83 |0
1HCI 100 100 0
1J1D 59.7 100 1.33E-61
1J3W 93.4 100 1.9E-59
1JcC 93.57 100 7.62E-05
1JVA 76.19 98.23 |0
1XL 96.69 100 4.7E-173
1K1Y 94.81 96.51 |0
1K90 68.11 100 0
1KIM 88.08 97.26 |4.5E-177
1KKQ 76.47 100 1.4E-152
1KRC 100 100 6.39E-46
1IN7K 100 100 6.9E-114
1N8F 99.76 100 0
1INO7 96.42 96.44 |0
10AB 97.93 100 0
1QSJ 97.67 100 2.5E-153
1Qu1l 70.02 100 4.19€-74
1RF1 89.67 100 4.97E-17
1XG5 96.86 100 1.1E-148
1YRX 100 100 1.03E-60
1ZAH 92.07 100 0
1Z09 99.11 100 0
2EDM 100 100 1.74E-68
2EFY 97.3 100 2.48E-156
2EQB 100 100 1.44E-89
2FYZ 86.15 100 1.78E-16
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2HR2 98.63 100 4.23E-77
2HZ5 64.54 100 6.72E-46
21H8 100 100 0
2IX0 77.12 99.84 |0
20YH 90.5 100 4.97E-17
2POM 100 100 0
2PHF 99.38 100 3.5E-120
2QyYI 98.22 100 6.8E-110
2RA5 68.76 43.24 |2.4E-24
2v4) 100 100 0
2VDL 99.11 100 0
2VSG 90.51 100 0
2VUE 40.29 100 0
2YSU 78.09 100 0
27B2 78.68 100 0.0
2718 81.13 100 2.32E-121
3BU7 100 100 0
3C8W 99.86 99.6 |3.4E-139
3CMM 77.81 99.21 |0
3D03 100 100 2.7E-165
3D3H 93.22 99.45 |3.49E-90
3D4N 94.19 100 3.8E-147
3DPY 99.31 100 1.3E-170
3DS6 73.35 100 0
3DY6 83.95 100 3E-153
3E88 91.77 100 8.06E-179
3EHW 85.47 100 1.55E-66
3EJN 98.01 98.04 |0
Priimér: | 89.32866 | 98.92015| 1.25E-06
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Priloha 4 — Instalace a spusténi serveru

Projekt byl implementovan ve Windows v prostredi Eclipse, nejjednodussi jej tedy bude zprovoznit
zde. Vyhodou tohoto prostiedi je, Ze umi sdmo nastavit spusténi projektu na aplikacnim serveru,
napf. na mnou pouzitém serveru Apache Tomcat v7.0. Verze javy, ktera byla pouzita pfi
implementaci, je JavaSE-1.7.

Pro spusténi je tedy vhodné mit nainstalovany Eclipse, Apache Tomcat v7.0 a spravnou verzi Javy.
Dale je potireba vlozZit na aplikacni server dodatecné knihovny vyuZité v projektu. Tyto knihovny lze
nalézt v projektu v adresafi lib, a je potfeba je nakopirovat do adresare lib, ktery se nachdzi na misté,
kam byl aplika¢ni server nainstalovan. Po spusténi aplikacniho serveru uz staci jen otevfit v prohlizeci
hlavni stranku projektu, predictionServer/mainForm.jsp, ktery se implicitné nachazi na adrese
localhost, na portu 8080. Celd adresa, pokud neni na serveru nastavena jinak, je tedy takovato:

http://localhost:8080/predictionServer/mainForm.jsp

Nyni bychom méli vidét hlavni stranku serveru, kterd obsahuje vstupni formular a priklad zadani
sekvence proteinu, mdzZeme ji vidét na Obr. 12.

3D Structure prediction server

This is server for tertiary structure prediction.

E-Mail Address:
Short label:

Protein sequence:

OR file: Prochazet

Submit prediction

Example of protein:

=2RIA:APDBID|CHAIN|SEQUENCE
AMADIGSDVASLRQQVEALQGQVQHLQAAFSQYKKVELFPNGQSVGEKIFKTAGFVKPFTEAQLLCTQAGGQLASPRSAA
ENAALQQLVVAKNEAAFLSMTDSKTEGKFTYPTGESLVY SNWAPGEPNDDGGSEDCVEIFTNGKWINDRACGEKRLVVCEF

Obr. 12 Hlavni stranka implementovaného serveru

Pro dalsi spravnou funkcnost je tfeba nastavit rucné cestu k domovskému adresati projektu (cesta
kam jsme projekt umistili), predevSim z divodu spravného ukladani vyslednych soubor(. Ta se
nastavuje v hlavnim vstupnim souboru, mainForm.jsp. Jednd se o proménnou projectHome typu
String. Bud' je moZno vloZzit pfimo cestu do uvozovek, nebo pokud nevime, jaké oddélovace presné
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systém poutziva, pouzZijeme misto néj proménnou separator, ve které je spravny separator jiz ulozen.
VloZena cesta pak miZe vypadat napf. takto:

projectHome = "G:"+separator+"projekty"+separator+"implementaceServeru"

Ve slozce implementaceServeru by se tedy mély nachazet zakladni slozky projektu jako src, lib nebo
WebContext. Doporucenim, které neni potifebné pro instalaci a spusténi, ale zjednodusi dalsi praci se
serverem, je nastaveni automatickd aktualizace workspace. KdyZz v eclipse zobrazime Window —
Preferences — Workspace, tak by mélo byt zaskrtnuto (krom implicitnich hodnot jako ,Build
automaticcaly”) také hodnoty ,Refresh using native hooks or polling” a ,,Refresh on access”. Jinak
bychom museli jednou za ¢as dat obnovu projektu (pravym kliknutim na projekt a refresh, nebo
levym kliknutim a stisk kldvesy F5), aby se na server nacetly soubory, které v projektu ptibyly.

Pouziti serveru a jeho vystupy

PFi spravném spusténi serveru se nam tedy objevi vstupni formulaf, ktery bude ocekavat data. Po
odeslani formulare budou vloZena data prekontrolovdna a zobrazi se Udaje o tom, co chybi, nebo co
je Spatné. Pri kontrole udaji je provedeno ovéreni spravnosti emailu, email musi byt v obvyklém
formatu. Dale je provedena kontrola popisu. V popisu jsou dovoleny malé a velké znaky anglické
abecedy, Cislice a podtrzitko. Mezery jsou nahrazeny podtrzitkem automaticky. Délka popisu by
neméla byt vétsi nez dvacet znakl. Posledni kontrola, kterd je provedena, je spravnost vloZené
sekvence a pfipadné ofiznuti sekvence ve fasta formatu tak, aby neobsahovala hlavicku ani dalsi
sekvence, pokud se jednalo o multi-fasta vstup, at uz se jednalo o zadani formou souboru nebo
formou textu v textovém poli.

Po Uspésném ovéreni viech udajl jsme presmérovani na stranku, kde jsou zobrazeny vloZzené udaje,
a predevsim odkaz na stranku s vysledky. Stranka s vysledky neni vygenerovana ihned po odeslani
formulare a zobrazeni stranky presmérovani, nesmime se tedy divit, kdyZ se nam po kliknuti na odkaz
objevi stranka nenalezena.

Zpocatku na vystupni strance, kdyZ uz je vygenerovana, jsou pouze informace o tom, Ze predikce neni
hotova. Postupné pak pfibudou vysledky z nastroje Swiss model, vystup ndstroje Superfammily a
vystup z dalSiho nastroje, resp. textové pole pro email z nastroje LOOPP, pokud je potfeba. Na konci
vystupni stranky se, pokud vSe dobre probéhlo, objevi informace o porovnani vystup(l obou nastroj
pomoci iPBA, predevsim 3D model vykreslujici fetézce z obou nastrojd. Z divodu obcasného
odmitnuti zpracovani pdb souborl nastrojem iPBA, se obcas stane, Ze tento model kombinujici
vysledky z obou nastroji nebude pfitomen.

Vystupem nastroje Swiss model je pdb id pouzitého templatu (po kliknuti na néj se zobrazi stranka
vrcsb pdb obsahujici informace o ném), hodnotu uddvajici identitu s templatem a chybovou
hodnotu. Na vystupu jak nastroje Swiss model, tak dalSiho zpracovaného nastroje, je zobrazen 3D
model proteinu v nastroji Jmol. Pfi kliknuti na jména obou néstroji se zobrazi odkaz na vyslednou
stranku nastroje. Ta je vSak obvykle ukladana pouze po néjakou dobu, a po jejim uplynuti je smazana.
Delsi dobu uchovani a prehled vysledk( za posledni nabizi nastroj swiss model, kdyzZ se registrujeme.
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Pokud je druhym zpracovavanym nastrojem loopp a vysledky nebyly nedavno zpracovavany (nejsou
v paméti nastroje), zobrazi se textové pole pro obsah emailu s vysledky, které dorazi na zadanou
emailovou adresu, kdyz je zpracovani dokonceno (je tfeba sledovat, aby email byl opravdu od
nastroje LOOPP, a jednu ¢ast predmétu emailu tvofil zadany popis). Po zadani obsahu je po kratké
dobé vystupni strdnka znovu vygenerovana. Formulafr je nahrazen vystupem ndstroje, krom 3D
modelu je zobrazeno také id stromu, ktery byl pouZit (pofadi divéryhodnosti jednotlivych id jsou
rovnéz zobrazeny).
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