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Abstrakt

S rozmachem bioinformatiky vyvstala moznost analyzovat a srovnavat i rozsahlé soubory
nejen genomickych, ale i proteomickych sekvenci. Byla tedy nutnost zavést numerické
reprezentace sekvenci pro jejich pocitacové zpracovani. Reprezentace proteinovych sek-
venci méa sva specifika a Casto vyssi vypocetni narocnost, nez reprezentace genomickych
sekvenci. V praci je predstaveno nékolik rtiznych metod pfistupu k numerickym reprezen-
tacim proteint. Vybrané metody jsou poté testovany na setu mitochondrialné kédovanych
proteinil a srovnany se standardni taxonomii i s bézné pouzivanou symbolickou reprezen-

taci.

Klicdova slova

Numerické reprezentace proteint, proteinové sekvence, mitochondrialni proteiny, klasifi-

kace organismt, bioinformatika

Abstract

Todays we have the opportunity to analyze huge sets of genomics and proteomics data.
In my bachaleor thesis I introduce a few numerical alternatives to represent proteins. The
usage of numerical representations opened the way to analyze proteomics data as digital
signals, which bring us quantity of new possibilities how to process the protein. In my
thesis I compare a few numerical representation with standard taxonomy and with sym-

bolic representation too.
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Numerical protein representation, protein sequences, mitochondrial proteins, organism
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1. Uvod

Bioinformatika je védni obor zabyvajici se metodami ziskavani, analyzy, vizualizaci a zpra-
covani rozsahlych biologickych dat, zejména pak z oboru molekularni biologie. Rozsahlé
soubory dat ziskané sekvenaci jednotlivych genti, proteinti nebo celjch genomi a proteomu
neni mozné zpracovavat bez pocitacové podpory [I]. Zpracovani dat zapsanych pismen-
nymi kédy se vyuziva pri zpracovani genomickych dat. Aplikace stejnych postupt na data
proteomicka se jiz nejevi jako vhodné z diivodu nutnosti znacného rozsiteni pouzivana pis-
menné abecedy a tim také prudkému nartistu vsech pocitanych moznosti a vypocetniho
casu. Nejjednodussim feSenim se tedy jevi pfevod textovych dat na data numericka, ktera
lze déle zpracovavat pouzitim matematickych modeli, ¢i signalovym zpracovanim.

Vyvstava vsak otazka, jak zvolit vhodnou numerickou reprezentaci, respektive, které
parametry daného proteinu jsou natolik vyznamné, aby se promitly do vysledné reprezen-
tace, a které lze naopak zanedbat. Jako vyhodné se jevi pracovat s méfitelnymi fyzikal-
néchemickymi vlastnostmi jednotlivych aminokyselin, potazmo celych proteint. Pti volbé
vhodné reprezentace je nutné také prihlédnout ke zpisobu dalsiho zpracovani.

Prace je rozélenéna do dvou ¢éasti. V prvni ¢asti (kapitoly 2 a 3) predstavim rtzné
zpusoby numerickych reprezentaci proteinii. Pro piehlednost jsem je rozttidil do kategorii
dle hlavniho popisného parametru. V druhé ¢asti prace (kapitola 4) provadim testovani
vybranych reprezentaci na realnych datech souboru mitochondridlné kédovanych proteinii
obratlovci.

Veskeré programové kody pouzité v praci jsou soucasti prilohy elektronické verze této

prace.



2. Proteomicka data

Pro analyzu a Kklasifikaci proteomickych dat jsme schopni tato data ziskavat primym
sekvenovanim proteinti. Tato metoda je vsak finan¢né a technicky stéle pfili§ naro¢né a pro
ucely taxonomickych studii tedy nevhodna. Vyznam miize mit snad jen pfi sekvenovani
koncové casti, kde ziskame kratké oligonukleotidy, které nam mohou pomoci pfi hledani
genu v genomové knihovné. Naproti tomu jsme pomérné snadno schopni ziskat sekvenaci

data genomicka, tedy posloupnost nukleotidii, ktera nasledné pocitacové prelozime na data

proteomické (viz. Tabulka 2.1)).

Tabulka 2.1: Geneticky kéd a kédovani aminokyselin

[ v K= [ A K |
U UUU Phe | UCU Ser UAU Tyr UGU Cys
UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr | UGC Cys
UUA Leu | UCA Ser | UAA stop | UGA stop
UUG Leu | UCG Ser UAG stop | UGG Trp
C CUU Leu | CCU Pro | CAU His CGU Arg
CUC Leu | CCC Pro | CAC His CGC Arg
CUA Leu | CCA Pro | CAA Gln | CGA Arg
CUG Leu | CCG Pro | CAG Gln | CGG Arg
A AUU 1Ile ACU Thr | AAU Asn | AGU  Ser
AUC 1Ile ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser
AUA 1le ACA Thr | AAA Lys AGA Arg
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys | AGG Arg
G || GUU Val GCU Ala | GAU Asp | GGU Gly
GUC  Val GCC Ala | GAC Asp | GGC Gly
GUA Val GCA Ala | GAA Glu | GGA Gly
GUG Val GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly

Geneticky kdd organismil je degenerovany, tedy jedna aminokyselina byva casto vy-
jadiena nékolika riznymi triplety. Pro klasifikaci organismi byva casto vhodnéjsi pra-
covat s proteomickymi daty z diivodu mensiho poc¢tu substituci v kédu. Jelikoz zaména
aminokyselin narusi funkci celého proteinu, byva takovato substituce repara¢nimi me-
chanismy buinlky opravena, zatimco substituce v genomickych datech nemusi nutné vést
ke zméné funkce proteinu, protoze poradi aminokyselin bude zachovano. Sekvence pro-

teint v organismu byvaji vice evoluéné konzervované. [2]



S rozmachem bioinformatiky se stalo standardni praxi zvefejniovani osekvenovanych
dat ve vefejné dostupnych internetovych databazich. V praxi jiz tedy neni nutné kazdy
organismus, gen, ¢i protein zvlast sekvenovat pro kazdou praci. Osekvenovand data, ¢asto
i s popisem a dalsimi tidaji, lze stdhnout z databaze a dale s nimi pracovat. Pro zapis dat
do digitalnich souborti byla vyvinuta fada formatia. Mezi bezpochyby nejrozsitenéjsi patti
GenBank a Fasta, umoznujici zapis sekvence v textovém souboru, ktery neni Citelny vy-
hradné strojové (human-readable). Pro vyjadieni sekvenci vyuzivame standardni [UPAC

kody. Sekvence byvaji casto variabilni, proto byva vhodnéjsi vyjadrit konsensus sekvence

pomoci zapisu i nejednoznacnych pozic (viz. Tabulka 2.2)). [3]

Tabulka 2.2: TUPAC kédy pro zapis sekvenci.

DNA a RNA Protein
Kéd Baze Kéd Aminokyselina Zkratka
A Adenin A Alanin Ala
C Cytosin C Cystein Cys
G Guanin D Asparat Asp
T Thymin E Glutamat Glu
U Uracil F Fenylalanin Phe
R A, G G Glycin Gly
Y C, T H Histidin His
S G, C I Isoleucin Ile
A% AT K Lysin Lys
K G, T L Leucin Leu
M A, C M Methionin Met
B C G, T N Asparagin Asn
D A G, T P Prolin Pro
H ACT Q Glutamin Gin
A% A C G R Arginin Arg
N cokoliv S Serin Ser
- mezera T Threonin Thr
A\ Valin Val
W Tryptofan Trp
Y Tyrosin Tyr
X Cokoliv Xzz
B Asparat, Asparagin Asz
Z Glutamat, Glutamin  Glz




3. Numerické reprezentace

V dalsi ¢asti textu této prace se budu zaobirat jednotlivymi moznymi metodami nu-
merického vyjadfeni proteinti. Jednotlivé metody jsem rozdélil do kapitol, dle hlavniho
vyuzitého popisného parametru.

Castym zptisobem hodnoceni proteinti je vizualni kontrola. Takovato kontrola je mozn4,
zejména pii zobrazenich jedno az tiivektorovych. Pti 1D reprezentaci miizeme na jednot-
livé hodnoty pohlizet jako na amplitudu signalu a vynést ji do grafu s ekvidistantni osou x,
vyjadiujici poradi zobrazeného prvku. Pii grafickém znazornéni mtzeme signal vynaset
kumulativné, tedy hodnota nasledujicitho prvku se pricte k hodnoté prvku ptredchazeji-
ciho. Nebo budeme postupné spojovat jednotlivé body pevné dané v prostoru a tim dame

vzniknout zigzag kiivce, kterou dale hodnotime.

3.1 Reprezentace prirozenymi Cisly

Pro préaci se soubory lze vyuzit nejjednodussi numerickou reprezentaci. Nahrazeni jednot-
livych aminokyselin ¢isly 0-20, ktera vyjadiuji jejich pofadi v tabulce IUPAC kédu (viz.
Tabulka 2). Zavedenim této reprezentace nedokadzeme vyjadiit biochemické vlastnosti da-
ného proteinu, je tedy nutné ji dale zpracovavat jinymi metodami. Vyznam ma pouze
pokud je tfeba vyjadiit sekvenci nikoliv posloupnosti pismen, ale zapisem ve vektoru
Cisel. [4]

Jiny pfistup lze zavést pomoci mapovani celych triplett. Tim dojde k zachovani infor-
maci o genomickém puvodu vybrané aminokyseliny. Celkem mame k dispozici Sedesatctyti

riznych kodént, tedy c¢isla 0 az 63. Pridélovani ¢isel vychazi ze standardni tabulky ko-

dovani aminokyselin (viz. Tabulka 2.1J), kde kodontim v prvni butice (UUX) ptidélime

postupné ¢isla 0-3 a poté se presuneme do bunky napravo a pridélime ¢isla 4-7 a tak dale
(viz. Tabulka 3.1J). [5]
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Tabulka 3.1: Vyjadieni kodénti pfirozenymi ¢isly.

Cisla kodéna ‘ Cislo aminokyseliny ‘ Nazev ‘ Kéd ‘

10, 11, 14 0 Stop stop
0,1 1 Fenylalanin F

2,3, 16, 17, 18, 19 2 Leucin L
4,5,6, 7,44, 45 3 Serin S
8,9 4 Tyrosin Y

12, 13 5 Cystein C

15 6 Tryptofan W

20, 21, 22, 23 7 Prolin P
24, 25 8 Histidin H

26, 27 9 Glutamin Q

28, 29, 30, 31, 46, 47 10 Arginin R
32, 33, 34 11 Isoleucin I

35 12 Methionin M

36, 37, 38, 39 13 Threonin T
40, 41 14 Asparagin N

42, 43 15 Lysin K

48, 49, 50, 51 16 Valin A%
52, 53, 54, 55 17 Alanin A
56, 57 18 Asparat D

58, 59 19 Glutaméat E

60, 61, 62, 63 20 Glycin G

3.2 Reprezentace EIIP hodnotami

Tabulka 3.2: EIIP hodnoty aminokyselin.

Proteinovou sekvenci lze transformovat do jednovektorové reprezentace jednoduchym na-
hrazenim jednotlivych aminokyselin hodnotami jejich electron-ion interaction potential
(EIIP). (viz. Tabulka 3.2)) (viz. Obrazek 3.1|) [6]

aminokyselina A C D E F G H I K L
EIIP [Ry] 0,0373 | 0,0829 | 0,1263 | 0,0058 | 0,0946 | 0,0050 | 0,0242 | 0,0000 | 0,0371 | 0,0000

aminokyselina M N P Q R S T v w Y
EIIP [Ry] 0,0823 | 0,1263 | 0,0198 | 0,0761 | 0,0959 | 0,0829 | 0,0941 | 0,0057 | 0,0548 | 0,0516

merickou reprezentaci a naopak.
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3.3 Reprezentace zaloZené na tetrahedronu

Tyto numerické reprezentace jsou pouze upravenou verzi jiz znamé reprezentace pro nuk-
leotidy. Pro jejich pouziti je tfeba znat nukleotidovou sekvenci zpracovavaného proteinu.

Vysledny vektor je znacné konzervovany a tedy je mozné prechazet mezi ptivodni a nu-




rep_EIIP
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a,
—
-
I
N sl —WTFESRNDPAKDPVILWLNGGPGCSSLTGL
—WFFESRNDPANDPIILWLNGGPGCSSFTGL
I 1 1 ]

[ 5 10 15 20 25 30
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Obrazek 3.1: Grafické znazornéni reprezentace EIIP hodnotami.

Existuji tii hlavni klasifika¢ni ptfiznaky pro nukleotidy, na zakladé kterych je lze roz-
délit do t¥i t¥id. Prvni tiida vyjadiuje molekularni strukturu, tedy zda jde o nukleotidy
na béazi purinu, ¢i pirimidinu. Druha tfida vyjadifuje vazebnou silu, tedy pocet vazeb mezi
nukleotidy, a tfeti tfida vyjadiuje obsah amino nebo keto skupiny. Umistime-li pomyslny
tetrahedron do stfedu 3D soutadného kartézského systému, pak kazdy vrchol tetrahedronu
reprezentuje jeden nukleotid a kazda hrana odpovida jedné klasifikacni tridé. Kazdy nuk-

leotid pak mize byt vyjadien vektorem vychéazejicim z bodu (0; 0; 0).

0,7, k) (3.1)

ol
I

[
—~ T —~
|
S
!
~—

Pokud toto vyjadreni rozsifime na aminokyseliny, je tfeba prochazet sekvenci nuk-
leotidii po jednotlivych tripletech. Kazdy jednotlivy nukleotid prevedeme na vektor dle
vyse uvedeného postupu. Vysledny vektor vyjadiujici aminokyselinu ziskdme sectenim
vahovanych vektort jednotlivych nukleotidii. Vahy volime jako ¢isla o zakladu 2, tedy pro
posledni nukleotid nastavime vihu na 2°, jelikoZ tento nukleotid neni piili§ signifikantni
pro urceni vysledné aminokyseliny. Prostfednimu, vyznamnéjsimu vektoru nukleotidu,
ptidélime vahu 2! a prvnimu nukleotidu v tripletu vahu 22, jelikoz mé pro urcéeni amino-
kyseliny nejvétsi vyznam.

—

7= 2%y + 2'0y + 2%y, b € {@,b,&d}, i={0,1,2} (3.2)
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Promitnutim nukleotidového tetrahedronu do komplexni roviny lze zredukovat rozmeér

reprezentujiciho vektoru na 2D. Jako redlnou osu lze zvolit vektor ve sméru osy x a jako

imaginarni osu smér osy z v 3D soufadném systému (viz. Obrazek 3.2)).

a = 147
c = —1—3j
g = 1+
t = 1—7

(3.3)

Vysledny vektor pro jednotlivé aminokyseliny ziskdme obdobné jako v pfedchozi repre-

zentaci, tedy vahovanym souctem vektorii jednotlivych nukleotidi. Vahy zvolime stejné

jako v pfedchozim pfipadé, tedy mocniny ¢isla 2. [5]

Tr = 22b2 + 21b1 + 20b0,

rep_tetrahedron (3D)

b; € {a,c,g,t},

i=40,1,2}

—WTFESRNDPAKDPVILWLNGGPGCSSLTGL
— WFFESRNDPANDPIILWLNGGPGCSSFTGL

rep_tetrahedron (2D)

(3.4)

—WTFESRNDPAKDPVILWLNGGPGCSSLTGL
—WFFESRNDPANDPIILWLNGGPGCSSFTGL

30

Obrazek 3.2: Grafické znazornéni reprezentace pomoci tetrahedronu.

3.4 Reprezentace hodnotami izoelektrického bodu

Dalsi z moznosti vyjadieni proteinu ve formé signélu je reprezentace jednotlivych aminokyselin

jejich hodnotami izoelektrického bodu pii teploté 25 °C (viz. Tabulka 3.5)). Izoelektricky
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bod je hodnota pH rozpoustédla, v némz méa aminokyselina nulovy volny elektricky naboj.
Jde o jeden z vyznamnych biochemickych deskriptori jednotlivych aminokyselin a je pro
kazdou aminokyselinu unikatni.

Jedna z moznych reprezentaci je nahrazeni jednotlivych aminokyselin hodnotami je-

jich izoelektrického bodu. Dostaneme konecné dlouhy diskrétni signal (viz. Obrazek 3.3]

nahote), ktery lze dale zpracovavat znAmymi metodami signalového zpracovani jako na-
ptiklad spektralni analyzou. [7]

Druha mozna reprezentace vyuzivajici k charakterizaci proteinu hodnotu isoelektric-
kého bodu a hydrofobicitu aminokyseliny je P-H kfivka. [§] Jde o reprezentaci, kde pro
kazdou aminokyselinu ur¢ime jeji hodnoty v 2D kartézském prostoru dle vzorce 3.5 a 3.6.

Jejich néaslednym spojenim vznikne kfivka, kterd miize slouzit pro grafické porovnavani

s dalsimi sekvencemi (viz. Obrazek 3.3| dole).

pl; — min(pl)

max(pl) — min(pl)

rep_izoel

—WTFESRNDPAKDPVILWLNGGPGCSSLTGL
150 | == WFFESRNDPANDPIILWLNGGPGCSSFTGL

0 5 10 15 20 25 30
Poradi AA

rep_PHCurve

—WTFESRNDPAKDPVILWLNGGPGCSSLTGL
— WFFESRNDPANDPIILWLNGGPGCSSFTGL

5

10 15

pl; — min(pl)

max(pl) — min(pl)

Obrazek 3.3: Grafické znazornéni reprezentace hodnotami izoelektrického bodu.
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3.5 Reprezentace zaloZené na hydrofilité aminokyselin

Pro numerickou reprezentaci aminokyselin se ¢asto vyuziva detailniho hydrofobné-hydrofilné
polarniho modelu (detailni HP model). Na zdkladé polarity rezidui lze rozdélit aminoky-
seliny do ¢tyT kategorii: nepolarni, negativné polarni, nenabité polarni a pozitivné polarni

(viz. Tabulka 3.3).

Tabulka 3.3: Kategorizace aminokyselin dle detailniho HP modelu.

’ Kategorie | Aminokyseliny ‘
nepolarni (np) A V,L, I, P, F, W M
negativné polarni (nep) | D, E
nenabité polarni (up) G,S, T,C,Y,N,Q
pozitivn& polarni (pp) K,R, H

Pro kazdou aminokyselinu v sekvenci je urcena kategorie reprezentovana vektorem B:

Bnpy = (L,1),(L1) (3.7)
Bhepy = (1,1),(1,-1)
By = (1,-1),(1,1)
B,, = (1,-1),(1,-1)

Celou sekvenci prevedeme na signal o dvojnasobné délce sekvence. Jednotlivé vzorky

signalu ziskdme postupnym skladanim vektorti za sebe, kde koncovy bod jednoho vektoru

bude vychozim bodem vektoru nésledujiciho (viz. Obrazek 3.4)). Jestlize vychozim bodem

bude bod (0,0), pak jednotlivé vzorky signalu obdrzime dle vzorce:

proi = 1,2,3,...n (3.8)
SQ' = S2i72 + 1a pro Bnp a Bnep

Z_ bSQi_Q — 1, pro Bup a Bpp
{ 527;71 + 1, pro Bnp a Bup }

S 7 -
2 bSQifl — 1, pro Bnep a Bpp

Takto ziskany signdl (viz. Obrazek 3.5| nahofe) muzeme déle zpracovavat postupy

signélového zpracovani. [9]

Dalsi reprezentace nepouziva ke kategorizaci aminokyselin detailni HP model, ale mo-
del jiny. Dle vlastnosti jednotlivych molekul aminokyselin je mizeme zjednodusené roz-
tfidit dle hydrofility do ¢tyt kategorii: silné hydrofobni, slabé hydrofobni, silné hydrofilni
a slabé hydrofilni (viz. Tabulka 3.4)).
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nepolarni (np) negativné polarni (nep)
2

15 1.5
>~ 1 >
0.5 0.5
0 0
) 0.5 1 15 2 0 0.5 1 15 2
X X
nenabité polarni (up) pozitivné polarni (pp)
0
0.5 0.5
> A > -
1.5 1.6
-2 -2
o 0.5 1 15 2 0 0.5 1 15 2
X X

Obrazek 3.4: Grafické znazornéni vektori kategorii HP modelu.

Tabulka 3.4: Zatazeni aminokyselin do kategorii.

’ Kategorie | Aminokyseliny ‘
silné hydrofobni (SH) FLLY W
slabé& hydrofobni (WH) | M, V, AP, C
slab& hydrofilni (WP) | T, H, Q, E, G
silné hydrofilni (SP) S,N, K, D, R
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Ziskanou sekvenci aminokyselin transformujeme do vektoru d dle vzorce:

2 s € SH
_ 1 s, € WH

dZ - { —1 s; € WP} (39)
-2 s; € SP

Vyslednou sekvenci S ziskame ve formeé ekvidistantniho vektoru, kde amplituda ve sméru
osy y bude spocitana jako primeér ¢tyt po sobé€ jdoucich hodnot. Vzhledem k omezeni vy-
poc¢tu do okna o Sifce ¢tyf aminokyselin, pohybujiciho se po celé délce sekvence, bude

vysledny vektor kratsi o t¥i prvky. (viz. Obrazek 3.5 dole) [10]

T, =1
S = =12, N3 3.10
{inZ;Jr?édj} (3.10)

rep_hydrofil1
— WTFESRNDPAKDPVILWLNGGPGCSSLTGL

25 ‘

— WFFESRNDPANDPIILWLNGGPGCSSFTGL

0 5 10 15 20 25 30
Poradi AA

rep_hydrofil2

—WTFESRNDPAKDPVILWLNGGPGCSSLTGL
i — WFFESRNDPANDPIILWLNGGPGCSSFTGL

10 15 20 25 30

Poradi AA

d
® & A N oD N s @ o
T

o
=]

Obrazek 3.5: Grafické znazornéni reprezentace zalozené na hydrofilité aminokyselin.

3.6 Reprezentace zalozené na disociac¢nich konstantach

Bylo popsano nékolik numerickych reprezentaci umoznujicich priradit kazdé aminokyse-
liné jeji vlastni reprezentujici vektor, ktery se da spocitat pomoci znamych fyzikalné--
chemickych vlastnosti dané aminokyseliny. Casto je pak na sekvenci nahliZeno jako na 2D

numericky signal.
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Jednim z urcujicich parametri aminokyseliny, ktery souvisi také s jejimi vyslednymi

vlastnostmi, je disocia¢ni konstanta. Disocia¢ni konstantu dané aminokyseliny urc¢ujeme

zv1ast pro -COOH a -NH3 konec (viz. Tabulka 3.5)). Tento parametr mtzeme zvolit jako

jeden ze zékladnich parametri pro tvorbu numerické reprezentace, jelikoz determinuje

aktivitu enzymii a dalsich biochemickych vlastnosti.

Tabulka 3.5: Disocia¢ni konstanty, izoelektricky bod a index hydrofobicity.

| Aminokyselina | Kéd | pKa-COOH | pKa-NH3 | pI | h |
Alanin A 2,34 9,69 6,00 1,80
Cystein C 1,71 10,78 5,07 2,50
Asparat D 2,09 9,82 2,77 | -3,50
Glutamat E 2,19 9,67 3,22 | -3,50
Fenylalanin F 1,83 9,13 5,48 2,80
Glycin G 2,34 9,60 5,97 | -0,40
Histidin H 1,82 9,17 7,59 | -3,20
Isoleucin I 2,36 9,68 6,02 4,50
Lysin K 2,18 8,95 9,74 | -3,90
Leucin L 2,36 9,60 5,98 3,80
Methionin M 2,28 9,21 574 | 1,90
Asparagin N 2,02 8,80 5,41 -3,50
Prolin P 1,99 10,60 6,30 | -1,60
Glutamin Q 2,17 9,13 5,65 | -3,50
Arginin R 2,17 9,04 10,76 | -4,50
Serin S 2,21 9,15 5,68 | -0,80
Threonin T 2,63 10,43 5,60 | -0,70
Valin A% 2,32 9,62 5,96 4,20
Tryptofan w 2,38 9,39 5,89 -0,90
Tyrosin Y 2,20 9,11 5,66 | -1,30

Reprezentace zalozena na hodnotach disocia¢nich konstant byla navrzena v Chemical
Physics Letters [11]. Vystupem bude 2D signél, kde kazdd aminokyselina je reprezen-
tovana vlastnim vektorem. Prvni soufadnice vektoru odpovida hodnoté disociacni kon-
stanty COOH-konce aminokyseliny. Druhou soufadnici vypocitame jako rozdil hodnoty
disocia¢ni konstanty NH3 konce a aritmetického priméru hodnot disociacnich konstant

NHS3 konce vSech aminokyselin:
by = (pKa(COOH)Za pKa(NH3) - pKa(NH3)) (311)

Vysledny signal vytvorime opét skladanim vektort za sebe, kde koncovy bod jednoho

je pocatetnim bodem vektoru nasledujiciho (viz. Obrazek 3.7| nahofe).

Dalsi pouzivana reprezentace navrhuje vyuzit hodnoty disocia¢nich konstant pifimo
jako soufadnice jednotlivych aminokyselin. Jako vhodné se prokazalo odecteni primeérné
hodnoty disocia¢ni konstanty vsech dvaceti aminokyselin od hodnoty uvazované amino-

kyseliny. Tim ziskdme hodnoty rozlozené na obou stranach ciselné osy.
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r; = pKa(COOH)z—pKa(COOH), (312)
Yy = pKa(NH:a)i—pKa(NH:s)-

Pokud takto prevedenou posloupnost aminokyselin vyneseme do grafu a interpolujeme
fraktalovou metodou, obdrzime F-ktivku, vhodnou ke grafickému tvarovému porovnavani
proteinovych sekvenci. [12]

Pti grafickém porovnavani takto vytvorenych kiivek proteinovych sekvenci mtze do-
chazet ke zkresleni vlivem nestejné velké hodnoty x-souradnice. Ta v ptipadé stejné dlou-
hych sekvenci, mtze zapricinit rtizné dlouhou kiivku, coz ztizi lokalni porovnani nékterych
useki. V nékterych pripadech je proto vhodnéjsi nastavit x-soufadnici neménnou hodnotu
(viz. Obrazek 3.6)).

15 15

05

0.5

-1 -1
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 05 1 15 2 25 3

Obrazek 3.6: Ekvidistantni a proménné x-soutfadnice reprezentace.

Disociac¢ni konstanta vsak neni jedinym vyznamny popisnym parametrem aminokyselin.
Do vypoctu mizeme zahrnout také dalsi popisné parametry jako hodnotu izoelektrického
bodu nebo stupen hydrofobicity. Takova reprezentace byla navrzena napiiklad v ¢lanku
A graphical representation of protein based on a novel iterated function system [I3] nebo
Novel Numerical Characterization of Protein Sequences Based on Individual Amino Acid
and Its Application [14].

V téchto ¢lancich je kazda aminokyselina opét vyjadiena svym unikatnim vektorem P,
kde pfi vypoctu jeho souradnic zohlediiujeme i dalsi parametry. Vysledna sekvence bodt
S uz neni prostym skladanim pivodnich vektori, ale v potaz je brana také aminokyselina
predchazejici, jelikoz i ta svymi vlastnostmi ovliviiuje vlastnosti okolnich aminokyselin.
Vysledné 2D reprezentace bude pocitana podle vzorce 3.13, kde Sy je (0; 0) (viz. Obra

dole).
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pK.(COOH); — pK,(COOH) + h; — h (3.13)
pK,(NHs); — pK,(NHs) + pI; — pI
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Obrazek 3.7: Grafické znazornéni reprezentace zalozené na disociac¢nich konstantach.

P1i reprezentacich vhodnych k vytvofeni grafického vystupu se nemusime omezovat
pouze na 2D prostor. Pro praci jsem vybral reprezentaci rozsitujici vzorec 3.12 o vypocet

soutadnice tfeti: [15]

xT; = pKa(C'OOH), —pKa(COOH); (314)
yi = pK.(NHs); — pK,(NHs);
yi = hi—h

Transformaci provedeme pro kazdou aminokyselinu v sekvenci zvI4st, ¢imz obdrzime
soufadnice jednotlivych bodt v 3D prostoru. Posloupnost bodt poté upravime dle vzorce

3.15, tak abychom obdrzeli kontinualni diskrétni signal vhodny k dalsi analyze.
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X, = Y (3.15)

K3
Zi = sz
k=1

3.7 Binarni vyjadreni zalozené na metodé Huffmanova

stromu

Jde o dvouvektorové vyjadieni zaloZzené na binarnim zakddovani jednotlivych aminokyselin.
Vyjadreni aminokyselin pomoci jedni¢ek a nul umoznuje kompresi celkové informace
s ohledem na frekvenci zastoupeni jednotlivych aminokyselin v sekvenci.

Huffmanovo kédovani [16] je metodou digitalni komprese dat. Je to metoda s promén-
nou délkou kédovani, zavisejici na kédovaném souboru dat. Délka jednoho kédu zavisi
na frekvenci vyskytu zvoleného symbolu v souboru. Huffmanovo kédovani miizeme roz-
délit na dynamické, kde neni dopfedu znama frekvence vyskytu symbolu, a statické, kde
mame informaci o frekvenci vyskytu symboli pfedem danou. Pro transformaci proteinové
sekvence miZzeme vyuzit statickou metodu kédovani, nebot kédovanou sekvenci jiz zndme.

Huffmantv strom je striktné bindrnim stromem. Striktné binarni stromy jsou speci-
alnim typem binarnich stromt, ve kterych maji vSechny uzly, az na koncové, pravé dva
potomky, pravého a levého.

Pro vytvoreni Huffmanova stromu z nasich dat musime nejprve ziskat veskeré sekvence,
které budeme porovnavat. Nasledné zjistime pocetni zastoupeni jednotlivych aminokyselin
v celém souboru dat. Najdeme prvky s nejnizsi frekvenci vyskytu a spojime je do uzlu.
Nasledné prepocitame tabulku frekvenci tak, ze prvky v uzlu spojime a jejich frekvence
seCteme. Poté opét hledame prvky s nejnizsi frekvenci a spojime je do uzlu. Postup opa-
kujeme dokud nebudou vsechny prvky spojené do jednoho kotenového uzlu.

Nyni méame binarni strom s kofenovym uzlem vyjadiujicim celkovy pocet aminokyselin.
Dale postupujeme od kofene stromu a jednotlivym vétvim stromu pfifazujeme hodnoty
nula a jedna tak, aby kazda vétev vystupujici z uzlu doleva méla hodnotu nula a kazda
vétev smérujici doprava hodnotu jedna. Strom néasledné ¢teme od kofene ke koncovym

uzlim vyjadiujicim jednotlivé aminokyseliny. Kod kazdé aminokyseliny je vytvoren po-
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stupnym skldadanim hodnot vétvi ukazujicich cestu ke kédované aminokyseliné. Kazda
aminokyselina tak obdrzi svou binarni hodnotu a do binarniho kédu je prevedena celd
sekvence prostym nahrazenim symboli jejich kody.

Pro grafické znazornéni a zhodnoceni zakédovanych sekvenci mitizeme vyjadrit obé

hodnoty jejich vektory umisténymi v jednotkovém souradném systému; do prvniho kvad-

rantu pro hodnotu jedna a do ¢tvrtého kvadrantu pro hodnotu nula (viz. Obréazek 3.8)).

Vysledny signél ziskdme spojenim jednotlivych vektora za sebou. [17]

Obrazek 3.8: Vektorové vyjadieni binarnich hodnot 1 a 0.

3.8 Reprezentace zaloZené na teorii chaosu

V této kapitole si predstavime nékolik zakladnich pristupt k numerickym reprezentacim
proteinovych sekvenci vyuzivajicich teorii chaosu. V odborné literatufe mtizeme nasledu-
jici reprezentace najit sdruzené pod pojmem chaos game representation (CGR).

Jeden z prvotnich algoritmi vyuzival ,magického ¢tverce“. [18] Jde o ¢étverec, pro
numerické vyjadieni umistény do souradného systému s tézistém v pocatku systému a
délkou hrany o dvojnasobku jednotkové délky. Pivodné byl navrzen pro reprezentace
nukleotidovych sekvenci, pozdéji byl algoritmus upraven i pro proteinové sekvence. Kazdy
vrchol étverce predstavuje jinou bazi (A, C, G, T). Baze A je umisténa na vrchol ve tfetim
kvadrantu a nasledné ve sméru hodinovych rucicek umistime postupné baze C, G a T.

Do oblasti vymezené nasim ¢tvercem vykreslujeme body, tedy jednotlivé nukleotidy.
Vychazime ze stfedu systému (bod [0,0]), dalsi bod umistime do poloviny vzdélenosti
k prislusnému vrcholu ¢tverce, dle vykreslovaného nukleotidu. Nasledné si zvolime tento

vykresleny bod jako vychozi a postup opakujeme v celé délce sekvence.
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Vyse uvedeny algoritmus lze uplatnit i na reprezentaci celych kodonii. Nejjednodussim
zpusobem je prosté vykreslovani pouze kazdého tfetiho bodu. Pro zlepseni efektivity algo-
ritmu jej vSak musime vice poupravit. O tom, kterou aminokyselinu triplet reprezentuje
nerozhoduji vSechny nukleotidy stejnou vahou, urcujici je jejich poradi. Proto i poradi
nukleotidf v algoritmu prifadime rozdilnou vahu.

Prvni krok ziistane neménny a prvni nukleotid ndm urc¢i posun do poloviny vzdalenosti
k prislusnému vrcholu ¢tverce. Tento posun nas prenesl do pomyslného stfedu c¢tverce
mensiho, ale stejné koncipovaného. Opét se posuneme o polovinu vzdalenosti k vrcholu
tentokrate vSak mensiho pomyslného ¢tverce. Tento posun nas opét presunul po poloviné
diagonaly do pomyslného stiedu nejmensiho ¢tverce. Dle typu tfeti baze jiz vykreslime bod
v poloviné vzdalenosti k ptislusnému vrcholu nejmensiho ¢tverce. U dalsiho zobrazovaného
kodonu vychazime z predchoziho bodu, uvazovat vsak budeme opét ptvodni nejvétsi
¢tverec a algoritmus obdobné opakujeme. [1§]

Uvedeny postup vsak vyzaduje, aby byla dopfedu znama nukleotidova sekvence daného
proteinu. Z modifikovaného algoritmu mutzeme sestrojit mapu 8x8 vsech 64 kodont, kde
bod reprezentujici kazdy jednotlivy kodon nélezi pravé jedné bunce. Pohledem na mapu

zjistime, ze kodony jsou organizovany tak, ze v prvnim kvadrantu lezi vSechny zacinajici

bazi T, ve druhém vSechny zac¢inajici bazi C, atd... (viz. Obrazek 3.9).

C T|C T
CCC|CCT|CTC | CTT |TCC| TCT | TTC | TTT Phe
Pro Leu Ser
CCA|CCG|CTA |CTG | TCA | TCG | TTA | TTF Leu
CAC | CAT |CGC| CGT | TAC | TAT | TGC | TGT His Tyr Cys
Arg
CAA|CAG |CGA | CGG | TAA | TAG | TGA | TGG Gln Stop Try
ACC| ACT | ATC | ATT |GCC| GCT | GTC | GTT lle
Thr Ala Val
ACA | ACG | ATA | ATG |GCA|GCG | GTA | GTG Met
AAC| AAT |AGC | AGT |GAC| GAT |GGC | GGT Asn Ser Asp
Gly
AAA | AAG | AGA | AGG | GAA | GAG | GGA |GGG Lys Arg Glu
A G| A G

Obrazek 3.9: Rozlozeni aminokyselin v ”magickém ¢tverci”.

Soutadnice pro vyjadfeni jednotlivych aminokyselin uré¢ime jako umisténi tézisté ob-

lasti se stejnou aminokyselinou (viz. Tabulka 3.6)).

Pro aminokyseliny mtzeme magicky ¢tverec rozsifit na dvacetistranny polygon, po je-

hoz obvodu rovnomeérné rozmistime jednotlivé aminokyseliny. Za¢iname alaninem umisté-
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nym na poloprimku oddélujici prvni a ¢tvrty kvadrant a postupujeme dale proti sméru
hodinovych rucicek dle abecedy, konce valinem. Z vyobrazeného polygonu umisténého
do jednotkového souradného systému obdrzime soutadnice pro jednotlivé aminokyseliny
(viz. Tabulka 3.6)).

Tabulka 3.6: Soufadnice aminokyselin odvozené ze ¢tverce (X, Y) a z polygonu (x, y, ra-
diany). [19]

’ Aminokyselina ‘ X ‘ Y ‘ X ‘ y ‘ Radiany ‘
A +1/4 -1/4 1 0 0
R -1/4 -1/8 0,9511 0,3090 0,3142
N -3/4 -5/8 0,8090 0,5878 0,6283
D +1/4 -5/8 0,5878 0,8090 0,9425
C +3/4 +3/8 0,3090 0,9511 1,2566
Q -3/4 +1/8 0 1 1,5708
E +1/4 -7/8 -0,3090 | 0,9511 1,8850
G +3/4 -3/4 -0,5878 | 0,8090 2,1991
H -3/4 +3/8 -0,8090 | 0,5878 2,5133
I -7/24 -5/24 -0,9511 | 0,3090 2,8274
L +1/6 | +17/24 -1 0 3,1416
K -3/4 -7/8 -0,9511 | -0,3090 3,4557
M -1/8 -3/8 -0,8090 | -0,5878 3,7699
F +3/4 +7/8 -0,5878 | -0,8090 4,0841
P -3/4 +3/4 -0,3090 | -0,9511 4,3982
S +1/12 | +7/24 0 -1 4,7124
T -3/4 -1/4 0,3090 | -0,9511 5,0265
W% +7/8 +1/8 0,5878 | -0,8090 5,3407
Y +1/4 +3/8 0,8090 | -0,5878 5,6549
\% +3/4 -1/4 0,9511 | -0,3090 5,9690

Pro hodnoceni proteinovych struktur mtzeme vyuzit jak reprezentace vyvozené ze zjisté-
nych soutradnic, tak také analyzu vykreslenych kiivek a bodi pfimo do ¢tverce, ¢i poly-
gonu.

Casto byva vyuzivano také dvanactivrcholového polygonu aminokyselinami sdruze-
nymi tak, Zze jednomu vrcholu polygonu mtize nalezet soucasné vice aminokyselin. Ty jsou

sdruzeny nebo umistény tak, aby ve spoleéném vrcholu lezely aminokyseliny u kterych

dochazi ¢asto k vzajemné substituci (viz. Obrazek 3.10)).

Vyuzijeme vyse zminéného algoritmu umisténi bodu do poloviny vzdélenosti k prislu-
snému vrcholu. Po vykresleni celé sekvence rozdélime polygon do 24 oblasti a spocitame
procentualni zastoupeni bodt v jednotlivych oblastech. Tyto hodnoty byvaji velmi po-

dobné u pfibuznych proteint. [20]
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Obrazek 3.10: Dvanactivrcholovy polygon s vyznacenymi oblastmi.

3.9 Reprezentace zaloZené na mrizce

Tyto jednoduché reprezentace byly vytvoreny predevsim pro grafickou analyzu sekvenci.
Aminokyselinam prifazuji soufadnice o prirozenych hodnotach v 2D souradném prostoru.

Zacneme s ¢tvercem 10x10 umisténém do stfedu souradného systému. Po jeho obvodu
rovnomérné rozmistime body, kterym nasledné prifadime jednotlivé aminokyseliny. Ami-
nokyseliny budeme pritazovat podle jejich relativniho vyskytu v sekvencich. Za¢neme tedy
leucinem pravém spodnim rohu a postupujeme proti sméru hodinovych rucicek
. Soufadnice pro reprezentaci jednotlivych aminokyselin ur¢ime odec¢tenim sou-

radnic ze Ctverce.

Asp Arg lle | Lys Thr Glu
Pro Val
Asn Gly
Phe Ala
GIn Ser
wr Met His | Cys Tip Leu

Obrazek 3.11: Rozmisténi aminokyselin v mfizce.

Toto fazeni umozni ¢astecné zamezit kiizeni vysledné kiivky, nebot aminokyselindm

s Castéjsim vyskytem jsou prifazeny kladné hodnoty x-soufadnice (viz. Tabulka 3.7/(X, Y)).
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Kfizeni kiivky je sice omezeno, ale neni zcela vylouceno. Aby jsme jeje zcela vyloudili,

je tfeba priradit vsem aminokyselindm kladné x-soutadnice. Uvazujme opét ¢tverec 10x10

umistény ve stfedu souradného systému. Mista pfifazovand aminokyselinam nyni rozmis-

time pouze v pravé poloviné ¢tverce, a soufadnice odecteme (viz. Tabulka 3.7| (x, y)).

Pro popis takto sestrojenych sekvenci mtzeme vyuzit také konstrukce matice vzda-

lenosti 20x20. Najdeme vyskyt jednotlivych aminokyselin v sekvenci a spocitame je-

jich primeérné souradnice. Obdrzime sérii bodi, jejichz vzdalenost zmétime, nejcastéji

za vzdalenost povazujeme euklidovskou. Vysledna matice vzdalenosti popisuje dany pro-

tein a mize byt vyuzita pro srovnavaci analyzu.

Tabulka 3.7: Relativni vyskyt aminokyselin a jejich soufadnice dle miizky.

’ Aminokyselina ‘ Relativni vyskyt [%] ‘ (X,Y) ‘ (x, y)

|

9,36
7,38
7,34
6,89
6,48
6,22
5,85
5,81
5,76
5,20
5,12
5,00
4,57
4,12
3,96
3,25
2,32
2,26
1,76
1,34
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4. Testovani reprezentaci

4.1 Naprogramované reprezentace

Na zékladé vypracované reserse metod numerickych reprezentaci proteinovych sekvenci
bylo vybrano celkem 5 metod k realizaci a testovani na realnych datech. Pro realizaci bylo
zvoleno programové prostiedi Matlab a programové kédy metod jsou soucasti elektronické

prilohy prace. Realizovany byly tyto metody:

e Reprezentace EIIP hodnotami popsana v kapitole 3.2, v kumulované i nekumulované

formé (rep_eiip).

e Reprezentace hodnotami izoelektrického bodu popsana v druhém odstavci kapitoly

3.4, v kumulované i nekumulované formé (rep_izoel).

e Reprezentace hodnotami izoelektrického bodu popsana v kapitole 3.4 vzorcem 3.5
(rep_PHCurve).

e Reprezentace zalozena na hydrofilité aminokyselin popsané v kapitole 3.5 vzorcem
3.9 a 3.10 s nastavitelnou délkou okna (rep_hydrofil2).

e Reprezentace zaloZzena na disociacnich konstantach popsana v kapitole 3.6 vzorcem

3.11, v kumulované i nekumulované formé (rep_disocl).
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4.2 Metodika testovani kvality

Numerické reprezentace pro fylogenetickou klasifikaci organismti by mély odrazet jejich
taxonomické zatazeni. To znamenad, ¢im taxonomicky vzdalenéjsi organismy, tim by méla
byt vétsi vzajemna vzdalenost numerickych signali téchto organismi. Kvalita numerické
reprezentace tedy zavisi na kombinaci vhodné zvolené reprezentace a na zptisobu vypoctu

vzdalenosti mezi nimi. Zptsoby vypoctu vzdalenosti se zabyva kapitola 4.3.

Distancni matice,
Organismy,
Referenéni strom,
M, N

Vytvof nahodné N
skupin po M
organismech

Skupiny
Vytwof strom ze skupiny Robinson-Foul dovy
organismu vzdalenosti

Porovnej strom s
referenénim

Obrazek 4.1: Metoda testovani kvality reprezentace.

Predmétem testu kvality je vzadjemna kombinace reprezentace a distanéni metody.
Testovany soubor pirevedeme do numerické reprezentace a vysledny signal prevzorkujeme
tak, aby testované signaly meély stejnou délku. Prevzorkovani zavadime z dtvodu na-

sledného vypoctu vzajemné vzdalenosti, kterd je vétsinou definovana pro stejné dlouhé
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signaly. Nyni vypocitame vzajemnou vzdalenost pro kazdou dvojici signali z testovaného
souboru. Vysledné hodnoty vzdalenosti zapisujeme do distanc¢ni matice symetrické podle
diagonaly. Tuto matici pouzijeme pro sestrojeni fylogenetického stromu.

Ze souboru vybereme N organismi, pro které sestrojime fylogeneticky strom z dista-
ncni matice upravené tak, aby obsahovala pouze vybrané organismy. Tento vytvoreny
strom porovname se standardni taxonomii vybranych organismi. Pro porovnani jsme
zvolili metodu Robinson-Fouldovy vzdélenosti (RF vzdalenost) [21].

Robinson-Fouldova vzdalenost je metoda porovnavani dvou dendrogramii udavajici
pocet rozdilnych shlukt v obou stromech ku celkovému poctu shlukt. Vysledkem je skore
v rozmezi 0 az 1. Minimalni hodnoty nabyva v pripadé identickych stromii.

Tento postup s vybérem organismi opakujeme M-krat. Vysledna skére nasledné zprimeéru-
jeme. Cim vétsi pocet priimérovanych hodnot, tim reprezentativnéjsi vysledek. Celé schéma,
testovani lviz. Obrazek 4.1]

Vyse popsany postup slouzi pouze k otestovani kombinace jedné reprezentace jednoho

genu a jedné distanéni metody. Pro urceni nejvhodnéjsi distanéni metody pro zvolenou
reprezentaci a zvoleny gen je tieba testovani provést pro vSechny mozné kombinace repre-

zentaci a distanc¢nich metod. Idealné pro nékolik genti, aby jsme je mohli srovnavat. Toto

rozsiteni ukazuje schéma [viz. Obrazek 4.2
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Organismy,
Referenéni strom

Numerické
reprezentace

Pievod sekvenci na
numericou reprezentaci

Y

Pievzorkovani sekvenci na
stejnou délku

Distanéni metody

Vypocet distanéni matice

Robinson-
Fouldovy
vzdalenosti

|

Obrazek 4.2: Postup pii vyhodnocovani kvality reprezentaci.
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4.3 Distan¢ni metody
Pro urceni vzajemné vzdalenosti dvou konec¢nych signaltt pouzivame distanéni metody.
Jde o matematické vyjadieni miry odlisnosti. Dale uvadim pfehled v praci pouzitych
metod vypoctu vzdalenosti [22].
Euklidova vzdalenost

A3y = (x5 — x4) (25 — 7)' (4.1)
Standardizovana euklidova vzdalenost

d? = (zs — )V Hzg — 1) (4.2)

Cityblock vzdalenost
dst = Z ’xsj — Ty (43)
j=1

Chebychevova vzdalenost

dst = maz;{|zs; — x4} (4.4)
Cosinova vzdalenost
dy=1_ %% (4.5)
(@sw) (221)
Korela¢ni vzdalenost
dy =1— (s —Ts) (2 —T7)' (4.6)

V (@s=75) (ws—T5)\/ (w0 —T2) (v —T7)"
kde T3 = Y 0 a T = 30y
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Hammingova vzdalenost

ds = (#(2s; # 45) /1)

Spearmanova vzdalenost

dsy = 1 — (ra—73) (re —70)’ |
t \/(TS 7K) (TS *H),\/(thﬁ) (7't ,ﬁ)/

— 1 _ (n+1)
kde 75 =31y =5,

= 1 o (ntD)
Tt = 2Tty = 5

Jaccardova vzdalenost

g, = @ 7 205) O (25 # 0)U (1 7 0))]

#(zs; # 0) U (245 # 0)]

32

(4.7)

(4.8)

(4.9)



4.4 7Zvolena mnozZina dat

Pro testovani kvality navrzenych reprezentaci jsem zvolil soubor dat mitochondrialnich
genti organismi ziskanych z volné dostupné databaze NCBI poskytnutych vedoucim ba-
kalarské prace. Zaznamy obsahuji kédujici tseky pro geny ATP6, ATPS, CYTB, COX1,
COX2, COX3, ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 a ND6. Ze souboru dat jsem vyclenil
pouze obratlovce a dale odstranil zaznamy neobsahujici vSech tfinact sledovanych gent a
organismy vyskytujici se v souboru vicekrat. Vysledny testovaci soubor ¢ita 2410 orga-
nismii. V pfiloze elektronické verze této prace jsou dostupné soubory jednotlivych gent
ve formatu fasta.

Pro cely soubor organismt jsem vytvoril standardni taxonomicky strom pomoci online
nastroje na strankach NCBI [23]. Ziskany strom pouziji jako referenéni pro porovnavani
se stromy vytvorenymi z numerickych reprezentaci. Pro pouziti v programovém feseni
byl strom mirné upraven, ze stromu byly odstranény duplikatni identifikatory tiid orga-
nismt a ve jménech organismu jsem nahradil mezery podtrzitky pro snadnéjsi vypocetni
zpracovani.

Pro konstrukci stromti ze vzdalenosti numerickych sekvenci jsem zvolil metodu UPGMA
[24]. Volitelny parametr testu udavajici velikost vytvarenych stromit N jsem zvolil 20. Pa-
rametr udavajici pocet vytvarenych stromi M jsem nastavil na 500.

Pro tcely porovnani se symbolickou reprezentaci jsem vsechny zminéné sekvence jed-
notlivych genti globalné zarovnal algoritmem ClustalOmega [25] aplikovanym v baliku
msa [20] pro R [27]. Zarovnané sekvence jsou rovnéz dostupné ve fasta formatu v priloze

elektronické verze této prace.
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4.5 Vyhodnoceni kvality reprezentaci

Vyse popsanym postupem jsem otestoval vSech tfinact mitochondrialnich genti celkem pro
trfinact reprezentaci a kazdou reprezentaci pti pouziti kazdé z deviti zvolenych distanc¢nich
metod. Vysledné skére jednotlivych testi prikladam v piiloze A, Tabulky A.3-15.

Pro vyhodnoceni jsem vybral pro kazdy gen tfi kombinace reprezentace a distanc¢ni

metody o nejnizsim pramérném skére (viz. Tabulka A.2]).

Vyhodnoceni kvality reprezentaci

ND6
ND5
ND4L
ND4
ND3
ND2
ND1
COX3
COX2
COX1
CYTB
ATP8
ATP6

o055 o6 065 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9
Prumérna Robinson-Fouldova vzdalenost

H 3. num. repre B 2. num. repre B 1. num. repre

Obrazek 4.3: Srovnani RF vzdalenosti nejvhodnéjsich reprezentaci od standardni taxono-

mie.

Z grafu (viz. Obrazek 4.3)) se jako nejvhodnéjsi protein pro klasifikaci jevi protein ND2,

ktery ma nejnizsi Robinson-Fouldovu vzdalenost od standardni taxonomie a to 72,46 %.
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Dalsi vhodné proteiny jsou ND4 a NDA4L jejichz primérné vzdalenosti se pohybuji kolem
75 %. Z ostatnich testovanych proteinti se vétsina pohybuje okolo 80 %. P¥i porovnavani
se standardnim taxonomickym stromem musime brat v potaz, ze strom nemusi korespon-

dovat se vzajemnou podobnosti jednotlivych genii.

Srovnani Robinson-Fouldovych
vzdalenosti strom

ND6
ND5
ND4L
ND4
ND3
ND2
ND1
COX3
COX2
COX1
CYTB
ATP8
ATP6

o55 o6 065 0,7 0,75 08 085 0,9
Prumérna Robinson-Fouldova vzdalenost
B Num. Repre vs. Ref. B Symbol. vs. Ref.

Obrazek 4.4: Srovnani RF vzdélenosti reprezentaci od standardni taxonomie pfi pouziti

globalni distan¢ni matice.
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4.6 Porovnani se symbolickou reprezentaci

Nejlépe vyhodnocené reprezentace z predchoziho testovani jsem si vybral k porovnani
s bézné pouzivanymi symbolickymi reprezentacemi. Postup testovani jsem nijak nemé-
nil. Distan¢ni matice pro zarovnané sekvence proteinti byla spocitdna pomoci algoritmu
Jukes-Cantor. Pro tvorbu stromt jsem zvolil metodu first-order, implementovanou v bio-

informatickém toolboxu pro Matlab [28]. Vysledky testi, tedy primérné hodnoty vzdale-

nosti od standardniho stromu, nalezneme v p¥iloze této prace (viz. Tabulka A.2)). Stejnym

zpusobem byla zmérena i vzdalenost stromii vytvorenych nejvhodnéjsi numerickou repre-
zentaci a stromem vytvofenym ze symbolické reprezentace. Vysledné srovnani vzdalenosti
pro jednotlivé proteiny nalezneme na Obrazku V grafu neni zobrazena vzajemna
vzdalenost stromt numerické a symbolické reprezentace, jelikoz se jeji primérné hodnoty
pohybuji pod hranici 0,2 %. Touto metodikou vytvorené stromy jsou téméf identické pro
numerickou i symbolickou reprezentaci.

Pro snizeni vypocetnich narokti na zpracovani testii jsem pfevzorkovan na stejnou
vzdélenost (zarovnani v piipadé symbolické reprezentace) a vypocet distanéni matice
provedl vzdy pro cely soubor vsech testovanych organismii. Z této matice byly nasledné
vybrany hodnoty vztahujici se pouze k aktudlné zpracovavanému stromu. Vzdalenosti
zpracovavané skupiny organismt tak mohly byt zkreslené velikosti celého souboru.

Testovani kvality jsem provedl pro nejvhodnéjsi numerické reprezentace a symbolickou
reprezentaci znovu. Algoritmus pro tento test upravim tak, aby se prevzorkovani a dista-
néni matice pocitala vzdy pro kazdy konstruovany strom zvlast. V piipadé symbolické
reprezentace provedeme pro kazdy strom zvlast globalni zarovnani a vypocet distancéni
matice. K zarovnani vyuzijeme skérovaci matici GONNET, kterd byla pouzita i pfi za-
rovnavani celého souboru. Metoda vypoctu vzdalenosti a konstrukce stromu je stejna

jako v pfedchozim testu. Vysledné primérné vzdalenosti najdeme v pftiloze této prace

(viz. Tabulka A.l). Z grafické reprezentace (viz. Obrazek 4.5 vidime, Ze zména ve vy-

poctu neméla na numerické reprezentace témeér zadny vliv. U symbolické reprezentace
pozorujeme vyrazné zlepseni, a tato reprezentace se standardni taxonomii blizi vice ve
vSech testovanych proteinech, nez zvolené reprezentace numerické. Jako nejvhodnéjsi pro-

tein se stale jevi protein ND2.
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Srovnani Robinson-Fouldovych
vzdalenosti stromii

NDé
ND5
ND4L
ND4
ND3
ND2
ND1
COX3
COX2
COX1
CYTB
ATP8
ATP6

o555 o6 065 0,7 0,75 08 0,85 0,9
Primérna Robinson-Fouldova vzdalenost
H Symbol. vs. Num. Repre.

B Num. Repre vs. Ref.
B Symbol. vs. Ref.

Obrazek 4.5: Srovnani RF vzdalenosti reprezentaci pfi pouziti vybérovych distancnich

matic.
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5. Zavér

Cilem prace bylo provést resersi na téma numerické reprezentace proteinovych sekvenci.
Vybrané metody poté naprogramovat a navrhnout zptisob testovani jejich kvality. Testo-
vani provést na realnych datech a vysledky vyhodnotit a porovnat se standardni taxono-
mii.

V prvni ¢asti prace se vénuji riznym zptisobtim numerickych reprezentaci proteinti.
Reprezentace jsou rozdéleny do podkapitol podle zptisobu tvorby numerické reprezentace.
Vétsina reprezentaci je matematicky popsana a ¢ast i graficky prezentovana. Z popsanych
reprezentaci jsem vybral pét, které jsem naprogramoval v prostfedi Matlab.

V druhé c¢asti prace prezentuji naprogramované reprezentace a jejich pouzité modi-
fikace. Popisuji zde také metodu testovani kvality navrzenych reprezentaci. Testovani je
zalozeno na porovnavani Robinson-Fouldovych vzdalenosti fylogenetickych stromt vy-
tvofenych z numerickych reprezentaci vici referen¢nimu stromu predstavujiciho stan-
dardni taxonomii. Nejlépe vyhodnocené reprezentace porovnavam stejnym zptisobem také
se symbolickou reprezentaci stejného souboru proteinti.

Pro testovani na realnjch datech jsem zvolil soubor tfinacti mitochondrialné kédova-
nych proteint. Testovani jsem provedl pro vSechny naprogramované reprezentace a jejich
modifikace, jakozto i pro vSechny v praci uvedené metody vypoctu vzajemnych vzdale-
nosti sekvenci. Veskeré vysledky testti jsou uvedeny v Ptiloze A této prace. Vyhodnoceni
vysledkt testl je graficky zpracovano a prezentovano na konci druhé ¢asti této prace.

7 vysledku testii je mozno urcit nejvhodnéjsim proteinem pro klasifikaci protein ND2,
ktery vykazuje nejmensi odchylky vytvofenych stromti od standardni taxonomie. Rov-
néz RF vzdalenost mezi symbolickou a nejvhodné€jsi numerickou reprezentaci je u tohoto
proteinu nejmensi.

Pro kazdy gen se ukazala jind vhodna kombinace numerické reprezentace a distanc¢ni
metody. Mezi nejlépe vyhodnocenymi reprezentacemi se nachézi velka ¢ast reprezentaci
nekumulujici numerické hodnoty.

P1i porovnani stromi sestrojenych numerickou a symbolickou reprezentaci viici stan-
dardni taxonomii se podatilo pfiblizit se obéma metodami k podobnym hodnotdm RF
vzdalenosti od standardni taxonomie. Z celkového srovnani se stale jevi vyhodnéjsi pou-

ziti symbolické reprezentace.
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A. Vysledky testti

Tabulka A.1: Vyhodnoceni prumérnych RF vzdalenosti pti pouziti pfimého vypoctu dista-

n¢énich matic.

’ Gen ‘ RF vzdalenost H Symbol. vs. Ref. ‘ Num. Repre vs. Ref. ‘ Symbol. vs. Num. Repre. ‘
ATP6 | mean 0,7563 0,7978 0,6548
std 0,0954 0,0901 0,1325
ATP8 | mean 0,7772 0,8032 0,7387
std 0,0896 0,0886 0,1095
CYTB | mean 0,7172 0,7960 0,7222
std 0,0902 0,0880 0,0110
COX1 | mean 0,7179 0,7988 0,7161
std 0,0875 0,0887 0,1150
COX2 | mean 0,7476 0,7952 0,6808
std 0,0842 0,0769 0,1012
COX3 | mean 0,7476 0,7952 0,6808
std 0,0922 0,0764 0,0853
ND1 mean 0,7371 0,7928 0,6926
std 0,0875 0,0756 0,1154
ND2 mean 0,6771 0,7337 0,5654
std 0,0679 0,0742 0,0987
ND3 mean 0,7357 0,7750 0,6784
std 0,0754 0,0803 0,0911
ND4 mean 0,6809 0,7588 0,6002
std 0,0802 0,0746 0,0821
ND4L | mean 0,7136 0,7497 0,5771
std 0,0722 0,0746 0,0954
ND5 mean 0,7566 0,8232 0,6889
std 0,0748 0,0746 0,1357
ND6 mean 0,7064 0,7878 0,6831
std 0,0766 0,0942 0,1277
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Tabulka A.2: Vyhodnoceni Robinson-Fouldovych vzdalenosti nejvhodnéjsich reprezentaci

vici referenénimu stromu.

Symbolicka vs.

Gen 1. num. repre. 2. num. repre. 3. num. repre. Symbolicka repre.
1. num. repre.

ATP6 0,7931 0,7954 0,7981 0,8827 0,0016
délka: 227 aa rep-hydrofil2 rep-eiip rep-disocl seqneighjoin
(207aa - 272aa) (okno=4) (nekumulovane) (nekumulovane) (firstorder)

cityblock hamming jaccard Jukes-Cantor
ATPS8 0,7998 0,8102 0,8108 0,8961 0,0017
délka: 58 aa rep-disocl rep-hydrofil2 rep_eiip seqneighjoin
(50aa - 7laa) (nekumulovane) (okno=4) (nekumulovane) (firstorder)

cosine cityblock cosine Jukes-Cantor

CYTB 0,7874 0,7977 0,7980 0,8829 0,0017
délka: 379 aa rep-eiip rep-hydrofil2 rep-hydrofil2 seqneighjoin
(284aa - 413aa) (nekumulovane) (okno=12) (okno=12)(detrend) (firstorder)

cityblock cityblock cityblock Jukes-Cantor
COX1 0,7919 0,7983 0,7983 0,8912 0,0018
délka: 517 aa rep-hydrofil2 rep_hydrofil2 rep-eiip seqneighjoin
(425aa - 543aa) (okno=30) (okno=30)(detrend) (nekumulovane) (firstorder)

cityblock cityblock cityblock Jukes-Cantor
COox2 0,7953 0,7960 0,7977 0,8696 0,0018
délka: 229 aa rep-hydrofil2 rep-hydrofil2 rep-eiip seqneighjoin
(166aa - 268aa) (okno=12) (okno=4) (nekumulovane) (firstorder)

cityblock cityblock hamming Jukes-Cantor
COX3 0,7830 0,7859 0,7911 0,8822 0,0018
délka: 261 aa rep-eiip rep-disocl rep-hydrofil2 seqneighjoin
(215aa - 279) (nekumulovane) (nekumulovane) (okno=12) (firstorder)

jaccard hamming jaccard Jukes-Cantor
ND1 0,7939 0,7947 0,8031 0,8757 0,0018
délka: 322 aa rep-eiip rep-disocl rep-hydrofil2 seqneighjoin
(311aa - 332aa) (nekumulovane) (nekumulovane) (okno=4)(detrend) (firstorder)

cityblock euclidean cityblock Jukes-Cantor
ND2 0,7246 0,7247 0,7317 0,8680 0,0018
délka: 347 aa rep-eiip rep-hydrofil2 rep-disocl seqneighjoin
(339aa - 369aa) (nekumulovane) (okno=4) (nekumulovane) (firstorder)

cityblock cityblock cosine Jukes-Cantor
ND3 0,7722 0,7852 0,7939 0,8728 0,0019
délka: 116 aa rep_disocl rep_eiip rep_hydrofil2 seqneighjoin
(103aa - 130aa) (nekumulovane) (nekumulovane) (okno=4) (firstorder)

cityblock jaccard cityblock Jukes-Cantor
ND4 0,7554 0,7613 0,7621 0,8573 0,0019
délka: 459 aa rep-disocl rep-hydrofil2 rep_eiip seqneighjoin
(445aa - 485aa) (nekumulovane) (okno=4)(detrend) (nekumulovane) (firstorder)

spearman cityblock spearman Jukes-Cantor
ND4L 0,7546 0,7646 0,7648 0,8711 0,0017
délka: 98 aa rep-disocl rep-hydrofil2 rep-eiip seqneighjoin
(92aa - 10laa) (nekumulovane) (okno=4) (nekumulovane) (firstorder)

jaccard cityblock jaccard Jukes-Cantor
ND5 0,8041 0,8067 0,8164 0,8763 0,0020
délka: 608 aa rep-hydrofil2 rep-hydrofil2 rep_hydrofil2 seqneighjoin
(582aa - 635aa) (okno=12) (okno=12)(detrend) (okno=4)(detrend) (firstorder)

euclidean cosine euclidean Jukes-Cantor
ND6 0,7763 0,7764 0,7769 0,8767 0,0018
délka: 173 aa rep_eiip rep_hydrofil2 rep_hydrofil2 seqneighjoin
(156aa - 342aa) (nekumulovane) (okno=12) (okno=4)(detrend) (firstorder)

cosine cityblock cityblock Jukes-Cantor
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Ohodnoceni kvality reprezentaci genu ATP6.

Tabulka A.3
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Ohodnoceni kvality reprezentaci genu ATPS.

Tabulka A.4
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Ohodnoceni kvality reprezentaci genu CYTB.

Tabulka A.5
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Ohodnoceni kvality reprezentaci genu COX1.
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B. Obsah CD

Data adresar obsahujici pouzité data.

Fasta adresar s fasta soubory vsech gent.
data.mat matlabovska datova skruktura obsahujici vSechny pouzité geny orga-
nism.
Funkce adresar obsahujici pouzité funkce.

rep_disocl.m
rep_eiip.m
rep_hydrofil2.m
rep_izoel.m
rep_PHCurve.m
Resample2.m
RF _dist.m

Test.m
Barton BP.pdf elektronické verze prace.

test.m skript pouzity pro testovani kvality reprezentaci.
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