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Abstrakt

Tato prace se zabyvéa predikci vlivu aminokyselinovych mutaci na stabilitu proteinu. Cilem
je vytvorit konsenzudlni prediktor vyuzivajici vystupy vybranych existujicich nastroju za
ucelem zvyseni tspésnosti predikce. Optiméalni konsenzus mezi témito nastroji byl hledan
s pomoci evoluénich strategii (ES) ve tfech variantach: evolu¢ni strategie s pravidlem 1/5,
varianta s autoevoluci typu 2 a metoda CMA-ES. Kvalita nalezenych feseni byla nasledné
testovana na nezavislé datové sadé. Vysledky vsech tii variant dosahovaly podobnych ptes-
nosti predikce, jako nejlepsi byl vyhodnocen vektor vah nalezeny ES s autoevoluci typu 2.
Oproti samostatnym prediktorim vykazovala konsenzualni metoda na trénovacich datech
zlepseni Pearsonova korela¢niho koeficientu o 0,057. Na testovaci sadé€ byl jeji pfinos nizsi
(zlepseni o 0,040). Pomérné maly pfinos k presnosti predikei na trénovaci i testovaci datové
sadé byl zptisoben tim, Ze pro nékteré zdznamy se nepodafilo ziskat vysledky vsSech di-
I¢ich nastroju. V pripadé vypusténi téchto zdznami prinesla konsenzualni metoda zlepseni
Pearsonova korela¢niho koeficientu o 0,118.

Abstract

This thesis is focused on predicting the impact of amino acid substitution on protein stabi-
lity. The main goal is to create a consensual predictor that uses the outputs of chosen exis-
ting tools in order to improve accuracy of prediction. The optimal consensus of theese tools
was designed using evolution strategies in three variants: 1/5 success rule, self-adaptation
variant and the CMA-ES method. Then, the quality of calculated weight vectors was tes-
ted on the independent dataset. Although the highest prediction performance was attained
by self-adaptation method, the differences between all three variants were not significant.
Compared to the individual tools, the predictions provided by consensual methods were
generally more accurate - the self-adaptation variant imporved the Pearson’s corelation
coeficient of the predictions by 0,057 on the training dataset. On the testing dataset, the
improvement of designed method was smaller (0,040). Relatively low improvement of pre-
diction performance (both on the training and the testing dataset) were caused by the
fact, that for some records of testing dataset, some individual tools vere not able to pro-
vide their results. When omitting these records, consensual method improved the Pearson’s
corelations coeficient by 0,118.

Klicova slova

Aminokyselinové mutace, aminokyselinové substituce, stabilita proteinu, evoluc¢ni strategie,
proteinové predikce.

Keywords

Amino acid mutations, amino acid substitutions, protein stability, evolution strategy, pro-
tein predictions.

Citace

Miroslav Kadlec: Evolu¢ni strategie v tloze

predikce vlivu aminokyselinovych mutaci

na stabilitu proteint, diplomovéa prace, Brno, FIT VUT v Brné, 2015



Evolué¢ni strategie v tloze
predikce vlivu aminokyselinovych mutaci
na stabilitu proteint

Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto diplomovou praci vypracoval samostatné pod vedenim pana
Ing. Jaroslava Bendla.

Miroslav Kadlec
26. kvétna 2015

Podékovani

Dékuji svému vedoucimu panu Ing. Jaroslavu Bendlovi za odbornou pomoc a ¢as, ktery mi
vénoval pii vypracovani této prace. Jeho rady a pripominky mi velice pomohly pfi feseni
mnohych problémi.

Dékuji rovnéz MetaCentru za poskytnuti pfistupu k distribuované vypocetni infrastrukture
nezbytné pro provedeni velkého mnozstvi vypoctt (projekt LM2010005).

(© Miroslav Kadlec, 2015.

Tato prdace vznikla jako skolni dilo na Vysokém uceni technickém v Brné, Fakulté informa-
¢nich technologit. Prdce je chranéna autorskym zdkonem a jeji uZiti bez udélent oprdvnéni
autorem je mezdkonné, s vyjimkou zdkonem definovanych pripadai.



Obsah

1 Uvod

2 Proteiny

2.1 Deéleni proteind . . . . . . . .. L e
2.2 Aminokyseliny . . . . . . .. e e e
2.3 Proteosyntéza . . . . . . ...
2.4 Struktury proteinti . . . . .. .. L e

2.4.1 Primarni struktura . . . . . . ... e

2.4.2 Sekundarni struktura . . . ... ..o

2.4.3 Tercidrni a kvartérni struktura . . . . . . . . . ... ... L.

3 Mutace

3.1 Déleni mutaci . . . . . . . . e e e e e
3.2 Vznik mutacl . . . . . . . e e e

4 Stabilita proteinu

4.1 Databaze ProTherm . . . . . . . . . . . . . . . .
4.2 Predikéni nastroje . . . . . . .. L L
4.2.1 PoPMuSiC2. . . . . . . . . e
4.2.2 SDM . . . . e e e e e
4.2.3 FoldX 3.0 . . . . . . . e e
4.2.4 Eris . .. ..
4.2.5 Auto-mute2 . . . . ..
4.2.6 I-Mutant . . . . . . . . ...
4.2.7 Rosetta . . . . . . . . . . e e e e
4.2.8 iPTREE-STAB . . . . . . . . . . . e
429 mCSM . . . . . . e e e e
4.2.10 DUET . . . . . . . e e

5 Evoluéni algoritmy

5.1 Evoluéni strategie . . . . . . . . . . . L e
5. 1.1 Mutace . . . . ...
5.1.2 Kiizenl . . . . . . . e
5.1.3 Obmnova populace . . . . . . . . ... L
514 Pravidlo1/5 . .. ... ...
5.1.5  Autoevoluce Fidicich parametra . . . . . . . .. ... ... ... ...

52 CMA-ES. . . . . e

w

© 00 00 00 J O Ut 3

15
16
17
17
18
18
18
18
19
19
19
19
20



6 Navrh a implementace
6.1 Priprava trénovaci a testovaci datovésady . . . . . .. .. ... ... ...
6.1.1 Pridani vysledkt dalsich nastroja . . . . . . ... .. ... ...
6.1.2 Zaznamy pouzité pro trénovani nastroju . . . . . . . . ... ... ..
6.1.3 Vybér trénovaci a testovaci datové sady . . .. ... ... ... ...
6.1.4 Statistiky . . . . . ..
6.2 Implementace evolucni strategie . . . . . . . .. ... ...

7 Experimenty a zhodnoceni vysledku
7.1 Parametry a nastaveni . . . . . . . . ... L L L0
7.2 Faze trénovani ES . . . . . . ...
7.3 Fazetestovani . . . . . . . . . .. e

8 Zavér
A Obsah CD

B Schéma souboru mutations.txt

29
29
29
30
31
31
33

36
36
40
43

48

52

54



Kapitola 1

Uvod

Proteiny jsou prirodni latky sloZzené z aminokyselin. Pfedstavuji vyznamnou slozku vSech
Zivych organismi a v jejich télech zastavaji rozmanité funkce. Existuje velké mnozstvi riz-
nych proteini lisicich se svymi fyzikalnimi, chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Jednou
z hlavnich vlastnosti proteinu je jeho stabilita udavajici jeho schopnost zachovat si pevnou
trojrozmérnou strukturu pfi zvysujici se teploté okolniho prostiedi. Je ur¢ena celkovou silou
vazeb mezi jednotlivymi atomy proteinu.

Plsobenim urcitych vlivii mizZze dochazet k substitucim jednotlivych aminokyselin, ze
kterych je protein slozen. Tyto mutace jsou do jisté miry ndhodné a jsou zadkladnim jevem
umoznujicim biologickou evoluci. Dochéazi pfi nich nejen k zadméné konkrétni aminokyseliny,
ale ke zméné vlastnosti proteinu jako celku. Ovlivnéna tedy muze byt i zminéna stabilita
proteinu. Existuji softwarové nastroje pracujici na rtznych principech, které dokazi zménu
stability konkrétniho proteinu pro zadanou aminokyselinovou substituci predikovat.

Teoreticky uvod do problematiky proteint, véetné popisu jejich vlastnosti a struktury,
je obsazen v druhé kapitole prace. Soucasti je i prehled trojrozmérnych struktur, do nichz
se proteiny formuji a popis vazeb mezi atomy, které tuto strukturu udrzuji. Ve tfeti kapitole
jsou popsany aminokyselinové mutace, ke kterym v proteinech mize dochazet. Jsou uvedeny
jejich pficiny, Cetnosti, s jakymi k jednotlivym mutacim dochézi, a jejich vliv na vlastnosti
proteinti. Ctvrt4 kapitola obsahuje struéné vysvétleni pojmu stability proteinu a zpiisobii
jeji kvantifikace. Dale je popsana databize ProTherm obsahujici experimentalné zjisténé
zmény stability nékterych proteinti pii konkrétnich mutacich. Soucasti této kapitoly je i
popis metod pro predikci téchto zmén a konkrétnich nastroji pouzitych v této praci pro
ziskani konsenzualniho vysledku. Z nich jsou dikladnéji rozepsany programy DUET, Auto-
mute2 a PoPMuSiC2. V paté kapitole je vysvétlen obecny princip evoluénich algoritmii,
operatory mutace, rekombinace a zptisoby obnovy populace. Podrobnéji je popsana evolucni
strategie vyuzivajici pravidlo 1/5, varianta s autoevoluci fidicich oparametri a strategie
CMA-ES.

Sest4 kapitola popisuje praktickou ¢ast diplomové prace. Je zde rozebran princip vybéru
trénovaci a testovaci datové sady a uvedeny statistiky popisujici tyto mnoziny zaznami.
Druha ¢ast této kapitoly popisuje implementaci evolucni strategie ve tfech variantach véetné
konfigura¢niho souboru pro nastaveni aplikace a ostatnich vstupnich a vystupnich soubori.
Sedmé kapitola je vénovana provedenym experimentim a jejich vysledkim. Jsou zde po-
psény zavislosti kvality nalezeného feseni na volbé jednotlivych parametrt a rozepsan po-
stup trénovani ES. Néasleduje ohodnoceni nejlepsich nalezenych feseni na testovaci datové
sadé pomoci nékolika metrik véetné grafického i numerického srovnani konsenzualni metody
s existujicimi nastroji. Vysledky prace jsou pak diskutovany z hlediska pfinosu evolucnich



strategii k problematice predikce zmén stability proteind v zavislosti na provedené mutaci.
V zavéru je shrnuta odvedend prace, stru¢né popsany vysledky testovani a zminény
nejdulezitéjsi zavéry z nich vyvozené.



Kapitola 2

Proteiny

Proteiny, neboli bilkoviny, jsou biomakromolekuly se zcela zdsadnim vyznamem pro zivot
na zemi. Vyskytuji se ve vSech zivych buinkach a podle svych fyzikalnich, chemickych a
biologickych vlastnosti plni rozmanité funkce. V télech zivocichti prevlada funkce stavebni,
proteiny v jejich tkanich tvoii az 80% podil vSech pfitomnych organickych latek. Pletiva
rostlin jsou na bilkoviny méné bohatd, protoze je tvori z velké ¢asti polysacharidy. Rostliny
vSak dokazou proteiny vytvaret, takzvané syntetizovat z nékterych prirodnich anorganic-
kych latek. Zivocichové naproti tomu museji proteiny piijimat v potravé (v organickych
latkach), tépit je na aminokyseliny a z nich opét skladat jiné pot¥ebné bilkoviny.

2.1 Déleni proteinu

Proteiny je mozné rozdélit na jednoduché a slozené. Zatimco jednoduché proteiny jsou
tvoreny pouze aminokyselinami, ve sloZzenych proteinech je vazana jesté dalsi neproteinova,
obvykle organicka latka dodavajici komplexu specifické vlastnosti. Podle této neproteinové
slozky se rozlisuje nékolik typt bilkovin uvedenych s konkrétnimi ptiklady v tabulce 2.1.

’ Typ proteinu ‘ Neproteinova slozka Priklad
jednoduchy protein neni serumalbumin
glykoprotein sacharid imunoglobuliny
nukleoprotein nukleova kyselina chromozomy
metaloprotein iont kovu hemoglobin
lipoprotein lipid chylomikrony (transportni forma tuki)

Tabulka 2.1: Priklady sloZenych proteini. [32]

V télech organismt plni proteiny rtzné funkce. Stavebni a strukturni proteiny jsou primo
soucasti bunéénych struktur tvoricich tkané organismu. Pfikladem mohou byt kolagen a
elastin vyskytujici se ve vazivu, kiizi a cévach, v nichz zajistuji jejich pevnost a pruznost.
Enzymy ptisobi jako katalyzatory nékterych chemickych reakci, napriklad pepsin v zaludku
umoztiuje Sté€peni bilkovin prijimanych v potravé. Jako zasobni protein slouzi naptiklad
ovalbumin, ktery je hojné obsazen ve vaje¢ném bilku. Transportni proteiny na sebe vazou
jiné latky a rozvadi je po téle. Prikladem je krevni barvivo hemoglobin které vaze kyslik a
zajistuje jeho distribuci krevnim fec¢istém. Ochrannou funkci plni imunoglobuliny schopné
rozeznat a zlikvidovat cizi bakterie a viry v téle. Dtlezité pro pohybovou soustavu jsou kon-
traktilni proteiny, napt. myozin a aktin podilejici se na stazich svalovych vldken. Hormony



jsou proteiny vyplavované nékterymi zlazami do krve a spoustéjici rizné biologické procesy.
Neékteti zivocichové také tvori toxiny, neboli jedy, které pouzivaji k obrané a k lovu [32].

2.2 Aminokyseliny

Stavebnimi jednotkami proteind jsou aminokyseliny. Jde o latky obsahujici karboxylovou
skupinu (—COOH ), funkéni aminovou skupinu (-N Hz ) a postranni fetézec. Jednotlivé ami-
nokyseliny se od sebe odlisuji pravé strukturou, velikosti, elektrickym nabojem, rozpustnosti
a dalsimi vlastnostmi tohoto postranniho fetézce. Aminokyselin existuje velké mnozstvi,
nicméné v bilkovinach se jich vyskytuje 20. Tyto tzv. proteinogenni aminokyseliny maji
karboxylovou skupinu i aminoskupinu navazanou na jednom atomu uhliku oznacovaném
jako a-uhlik, proto se také nazyvaji a-aminokyseliny. Na obrazku 2.1 je znazornén obecny
vzorec a konkrétni priklad aminokyseliny.

(a) (b)

Obrdzek 2.1: Obecny vzorec aminokyseliny (a) a konkrétni piiklad alaninu (b). U konkrétni aminokyseliny

je Tetézec R nahrazen specifickym postrannim tetézcem.

Pro zjednoduseni zapisu byly zavedeny jednopismenné a t¥ipismenné zkratky pro vSechny
a-aminokyseliny. Podle vlastnosti postranniho fetézce je mozné rozdélit aminokyseliny do
nasledujicich skupin [22]:

e Nepolarni: Glycin (Gly, G), Alanin (Ala, A), Prolin (Pro, P), Valin (Val, V), Leucin
(Leu, L), Isoleucin (Ile, I) a Methionin (Met, M)
e Aromatické: Fenylalanin (Phe, F), Tyrosin (Tyr, Y), Tryptofan (Trp, W)
e Polarni:
— Kladné nabité: Lysin (Lys, K), Histidin (His, H), Arginin (Arg, R)

— Nenabité: Serin (Ser, S), Threonin (The, T), Cystein (Cys, C), Asparagin (Asn,
N), Glutamin (Gin, Q)

— Zaporné nabité: Aspartat (Asp, D), Glutamét (Glu, E)



2.3 Proteosyntéza

Proteiny jsou polypetidy, tedy fetézce slozené z aminokyselin spojenych tzv. peptidovymi
vazbami. Peptidova vazba vznika reakci mezi karboxylovou skupinou jedné aminokyseliny
a aminoskupinou druhé. Spojeni dvou aminokyselin se nazyva dipeptid, kratky peptidovy
fetézec je oligopeptid a dlouhé aminokyselinové sekvence se oznacuji jako polypeptidy. Poly-
peptidy v télech zivocicht jsou vysledkem procesu zvaného proteosyntéza [22]. Pfi prote-
osyntéze se vysledny protein spojuje z jednotlivych volnych aminokyselin ziskanych zpra-
vidla Stépenim bilkovin pfijimanych v potravé. Piedpis urcujici, ze kterych aminokyselin
a v jakém poradi méa byt vysledny protein slozen, je kédovin v DNA (deoxyribonukleové
kyseling).

Prvni ¢asti proteosyntézy je tzv. transkripce probihajici v bunééném jadie. Pii ném se
podle predlohy vytvori fetézec mRNA (medidtorové ribonukleové kyseliny). Vldkno DNA,
které ma za béznych podminek tvar dvojsroubovice, se rozpléta a rozdéli se na dva jed-
noduché retézce nukleotidi. Kazdy nukleotid obsahuje jednu ze ¢tyt dusikatych bazi. Na
rozpletené DNA vlakno se vaze enzym RNA-polymeraza v misté, kde zac¢ina usek kdédujici
néjaky protein. RNA-polymeraza se pohybuje po vlakné a k jednotlivym nukleotidiim nava-
zuje komplementarni nukleotidy mRNA. Dusikaté baze DNA a jejich komplementy z RNA
jsou uvedeny v tabulce 2.2. Mezi pfipojovanymi nukleotidy mRNA ptisobi vzajemné vazby,
diky nimZ vzniké podobné vldkno, jako predlohovy DNA fetézec. Po pfepsani celého tiseku
se mRNA vlakno oddéli a v ribozomu poslouzi jako vzor pfi jevu zvaném translace.

’ baze DNA ‘ komplementarni baze RNA ‘

adenin uracil

thymin adenin
cytosin guanin
guanin cytosin

Tabulka 2.2 : Rozdélent proteini podle slozent. [32]

U A C tRNA A A G
(antikodony)

G C C AU G u u c
| | | | | | | | |

mRNA (kodony)

Obrdzek 2.2: Prabéh translace. Antikodony v tRNA (zndzornény zelené) se pdruji s kodony mRNA
(zndzornény modie). tRNA nese aminokyselinu, kterd je ke stdvajicimu Tetézci pfipojena peptidovou

vazbou.



Béhem translace se podle pfedpisu kédovaného v mRNA vytvari odpovidajici feté-
zec aminokyselin. Proces probihé v ribozomu za pfispéni molekul tRNA (transferové ribo-
nukleové kyseliny), na nichz jsou navazany aminokyseliny. Priubéh translace je zndzornén
na obrazku 2.2. Trojice za sebou jdoucich bazi mRNA se nazyvaji triplety neboli kodony a
kazdy z nich jednoznac¢né urcuje néjakou aminokyselinu, nebo mé specidlni vyznam iniciac-
niho ¢i terminac¢niho kodonu. Podobné se v urcité ¢asti tRNA nachézi trojice bazi zvanych
antikodony. Detekce inicia¢niho kodonu na mRNA spousti proces translace. Po pfibliZzeni
antikodonu ke komplementarnimu kodonu dochéazi k vazbam mezi jednotlivymi bazemi a
tRNA je docasné pfipojena na vldkno mRNA. Tim se aminokyselina pfipojena k této mole-
kule tRNA dostane do blizkosti aminokyseliny pfipojené pfed ni a mezi jejich karboxylovou
a aminovou skupinou vznikne peptidova vazba. Zpracovanim celého tseku mRNA aZ po
terminac¢ni kodon vznikne vysledny protein.

2.4 Struktury proteint

Kromé peptidovych vazeb spojujicich jednotlivé aminokyseliny do fetézce piisobi mezi
atomy proteinu i dalsi sily. Jsou to napiiklad kovalentni vazby a Van der Waalsovy sily.
Diky nim se proteiny formuji do tzv. foldu, tedy unikatniho trojrozmérného usporadani.
Rozlisujeme 4 trovné struktury proteint.

2.4.1 Primarni struktura

Primérni struktura je uréena poradim aminokyselin v peptidovém fetézci. Obvykle se za-
pisuje jako posloupnost znakt odpovidajicich pritomnym aminokyselinaim postupné od N-
konce k C-konci Tetézce. Primarni struktura je sama o sobé linearni, ale prfimo ovliviiuje
vy$8i trovné trojrozmérného usporadani a tim i vlastnosti a funkci proteinu.

2.4.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura je dana vyskytem ¢asto se opakujicich trojrozmérnych vzora ve struk-
ture proteinu. Prostorové usporadani proteinu je formovano volnym otacenim okolo dvou
vazeb a je definovano hodnotami odpovidajicich torznich thld. Jde o vazbu mezi a-uhlikem
a uhlikem karboxylové skupiny s torznim thlem v a vazbu mezi a-uhlikem a atomem du-
siku, kde je torzni thel oznacen ¢. Tteti torzni hel w odpovidajici rotaci peptidové vazby
nabyva pouze hodnoty 180°, ve vyjimec¢nych ptipadech 0°. Peptidova vazba je tedy tzv. pla-
ndrni. V pripadé, ze v peptidovém fetézci za sebou nasleduje nékolik rezidui s podobnymi
hodnotami torznich thli, dochéazi ke vzniku element? sekundarni struktury. Nejéastéjsimi
dvéma pripady jsou a-heliz a [3-sheet. Jejich podoba je znazornéna na obrazku 2.3.

Element «-heliz mé tvar pravotocCivé Sroubovice a formuje se v tsecich proteinu, kde
maji torzni tthly hodnoty pfiblizné ¢ = —57° a ¥ = —47°. Jedna otocka Sroubovice ma
délku pramérné 0,54 nm, coz odpovida po¢tu 3,6 minokyselin [20]. Délka a-helizu se ob-
vykle pohybuje okolo 12 rezidui, existuji vSak pripady sroubovic sestavajicich z vice nez 50
aminokyselin [23]. Stabilita a-helizu je zajisténa vodikovym mistkem mezi atomem kysliku
karboxylové skupiny a atomem vodiku navazaném na atomu uhliku aminokyseliny o 4 mista
dale.

Druhym elementem sekundarni struktury je (3-sheet. Tvoii ho dvé nebo vice rovno-
béZnych vlaken spojenych vodikovymi mustky opét mezi C=0 skupinou a N-H skupinou.
K tomu dochézi, kdyz torzni uhly nabudou hodnot ¢ = —130° a ¢ = —125° [20]. Tvar



beta-sheetu se podoba slozenému listu. Maji-li vlakna tvorici 5-sheet stejny smeér, hovorime
o tzv. paralelnim [-sheetu, pokud je smér vlaken opacny, jde o antiparalelni 3-sheet. Vzhle-
dem k tomu, Ze v pfipadé antiparalelniho §-sheetu jsou C=0 a N-H skupiny orientovany
pfimo naproti sobé, jsou vodikové mistky kratsi a cely element je stabilnéjsi [20].

Kromé «a-helizu a [-sheetu existuji jeSté dalsi elementy sekundarni struktury, které
se vSak vyskytuji méné ¢asto. Useky peptidového Fetézce, na kterjch se nenachazi zadny
element sekundérni struktury se oznacuji jako coil.

(b)

Obrdzek 2.3: Schematicky nakres a-helizu (a) a B-sheetu (b) [20].

2.4.3 Terciarni a kvartérni struktura

Terciarni struktura oznacuje celkové trojrozmérné usporadani peptidového fetézce véetné
elementt sekundarni struktury do tzv. proteinovych domén. Proteinova doména je ¢ast pro-
teinové struktury schopna vykonavat urcité chemické nebo fyzikalni ikony, jako napiiklad
vazat jiné ligandy. Malé a jednoduché proteiny se mohou skladat pouze z jedné domény, jiné
obsahuji domén vice. Podle tercidlni struktury rozliSujeme t¥i zakladni proteinové tiidy [3]:

e globularni proteiny - molekuly maji kulovity tvar, vétSina globuldrnich proteint je
rozpustnd a funguje jako enzymy,

e fibrilarni proteiny - molekuly maji protahly tvar, vétsinou plni stavebni a strukturalni
funkci,

e membranové proteiny - obvykle slouzi jako receptory nebo tvoii kanaly, skrz které
mohou polarni molekuly prochazet bunéénymi membranami.

Neékteré proteiny jsou tvoreny vice polypeptidovymi Fetézci, neboli protomery. Kvartérni
struktura proteinu definuje celkovou kompozici a u proteini s vice fetézci udava prostorové
vazby mezi jednotlivymi podjednotkami. Monomerické proteiny se skladaji pouze z jednoho



polypeptidového fetézce. Dimery obsahuji fetézce dva. Jde-li o dvé kopie téhoz polypepti-
dového fetézce, oznacuje se dany protein jako homodimer, jsou-li naopak fetézce odlisné,
hovoii se o heterodimeru [20].

Kazdy protein mé své unikatni prostorové usporadani, do kterého se za normalnich pod-
minek formuje. Piisobenim fyzikalnich nebo chemickych zmén vSak miize dojit k rozlozeni
proteinového foldu a ztraté vlastnosti proteinu, tzv. denaturaci. Schopnost bilkoviny zacho-
vat si své trojrozmérné usporadani navzdory ptisobeni téchto podminek se nazyva stabilita
proteinu. Této problematice je vénovana kapitola 4.
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Kapitola 3

Mutace

V oblasti genetiky se mutacemi oznacuji takové zmény nukleotidové sekvence genomu orga-
nismu, které respektuji syntakticka pravidla zapisu genetické informace. Tyto zmény jsou
nezbytné pro biologickou evoluci a diverzifikaci Zivota na Zemi. Geneticky material po pro-
béhlé mutaci tedy déle slouzi jako funkéni predloha k expresi gent a tim muze ovlivnit
napfiklad proteiny vznikajici pfi proteosyntéze. Mutace délime na Skodlivé, neutralni nebo
prospésné podle toho, jak ovliviuji zivot jedince. Podle zpiisobu vzniku pak rozliSujeme 2
druhy mutaci. Ke spontdnnim mutacim, které jsou méné ¢asté, dochéazi napriklad v dusledku
chyby pfi replikaci a reparaci DNA. Béznéjsi indukované mutace vznikaji ptisobenim tzv.
mutagennich faktort.

3.1 Déleni mutaci

Existuje vice kritérii, podle kterych je mozné mutace tiidit. Jednim z nich je droven, na
které pusobi:

Genomové mutace plsobi na nejvyssi drovni a projevuji se zménou poctu chromo-
zomi, pripadné chromozomovych sad. Chromozomy jsou komplexni molekuly, které se na-
chazeji v jadrech bunek a obsahuji genetickou informaci. Jsou slozeny z fetézcti DNA a z his-
tont, proteint udrzujicich jejich specifické trojrozmérné usporadani. Organismy maji urcity
pocet sad chromozomi, které dohromady tvori genom. Jev, pfi kterém dojde k odchylce
v po¢tu jednotlivych gent se nazyva aneuploidie a mé zasadni vliv na zivot jedince [21].
Prikladem aneuploidie u ¢lovéka je Turnertiv nebo Downilv syndrom. Znasobeni poctu ce-
Iych chromozomovych sad se nazyva polyploidie. Takovd mutace neni u vétsiny zivocicht
slucitelna se zivotem.

Chromozomové mutace méni tvar a strukturu jednotlivych chromozomi. Jsou na-
sledkem tzv. chromozomovych zlomi zapfi¢inénych ptisobenim mutagennich faktori. Struk-
tura chromozomu je porusena, pfi¢emz muze dojit k uvolnéni fragmentu DNA a néasledné
prestavbé. Chromozomové mutace lze déle rozdélit na balancované (ztstane-li zachovano
ptvodni mnozstvi genetické informace) a na nebalancované (pokud se mnozstvi genetického
materidlu zméni).

Bodové mutace (téZ nazyvané genové) pusobi na trovni konkrétnich bazi sekvence
DNA. Pokud ke zménam jednotlivych nukleotidi dojde v misté genu, mohou mit tyto
mutace vliv na vysledky proteosyntézy. Existuji 3 zpisoby, jak miize bodova mutace zménit
vldkno DNA. Jsou to:
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e inzerce,
e delece,

e substituce.

Inzerci se oznacuji mutace, kdy je do nukleotidové sekvence vloZena jedna nebo vice
novych bazi. Mira vlivu na vysledny syntetizovany protein je urcena pravé tim, kolik nuk-
leotidd je pri mutaci vlozeno. Zmény v poctu prekladanych nukleotidt pfi translaci totiz
zpusobi posun ¢teciho ramce. Jednotlivé aminokyseliny jsou kédovany konkrétnimi kodony
tvorenymi trojicemi nukleotidi. Je-li pocet mist, o kolik se ¢teci rdmec posune, délitelny
tfemi, vysledek prekladu mutované sekvence bude odpovidat puvodnimu proteinu s néko-
lika aminokyselinami navic. Béznéjsi jsou vsak mononukleotidové a dinukleotidové mutace,
pri nichZ je vlozen jeden nebo dva nukleotidy. Posun ¢teciho ramce pak nerespektuje pu-
vodni kodony a posunuté sekvence nukleotidi je prekladana jako posloupnost jinych kodont
do zcela odlisné sekvence aminokyselin. Zaroven muze vlivem posunu ¢teciho ramce dojit
k vyskytu terminac¢niho kodonu v misté, kde diive nebyl. Po jeho prec¢teni je proces translace
predcéasné ukoncen a vysledny protein je zkracen. Takto drastickd zména obvykle zapric¢ini
nefunkénost proteinu [10]. Je také zfejmé, Ze ¢im blize k iniciaénimu kodonu k mutaci dojde,
tim vétsi je zasazend Cast proteinu a také pravdépodobnost vyskytu terminac¢niho kodonu.

V pripadé delece dochézi ke ztraté nékolika nukleotidi. Stejné jako u inzerce zavisi mira
vlivu na poc¢tu odstranénych nukleotidli. Nejcastéjsi mononukleotidové a dinukleotidové
delece zpusobi posun ¢teciho ramce nerespektujici hranice kodonu a vysledkem je zcela jina
aminokyselinova sekvence s rizikem pfedc¢asného ukonceni translace [10].

Pri substituci dochéazi k nahrazeni jednoho nebo vice nukleotidd stejnym poc¢tem jinych.
Miuze dojit ke zméné aminokyselin kddovanych zasazenymi kodony. Ostatni aminokyseliny
jsou prelozeny stejné, protoze k posunu cteciho ramce nedochézi. Stale vsak existuje riziko
zmény zasazeného kodonu na terminac¢ni kodon a v disledku toho predcasné ukonceni
procesu translace [10].

V DNA rozliSujeme nukleotidy se dvéma typy bézi: purinovymi (adenin a thymin) a
pyrimidinovymi (cytosin a guanin) bazemi. Je-li pfi substituci nahrazen ptvodni nukleotid
nukleotidem s bazi jiného typu, oznacuje se mutace jako transverze. V pfipadé nahrazeni
nukleotidem se stejnym typem béze jde o tranzici. Rozdily mezi purinovymi a pyrimidi-
novymi bazemi mohou mit vliv i na ¢etnost mutaci. V pfipadé chloroplastové DNA bylo
napiiklad zjisténo, ze nukleotidy ohrani¢ené z obou stran nukleotidy s purinovou béazi jsou
2,2krat nachylnéjsi k transverzi, nez k tranzici. Naopak u nukleotidi, jejichZ oba sousedé
maji pyrimidinovou bazi, je pravdépodobnost tranzice 1,5krat vyssi, nez pravdépodobnost
transverze [10].

Jak jiz bylo zminéno vyse, konkrétni aminokyseliny jsou kédovany jednotlivymi kodony.
Protoze je vSak pocet rtiznych aminokyselin nékolikandsobné mensi nez pocet riznych ko-
donti, jedna aminokyselina je obvykle kédovana nékolika réiznymi kodony. Diky tomu se
nemusi bodova substituce nékterého nukleotidu projevit, je-li ptivodni kodon nahrazen ko-
donem determinujicim stejnou aminokyselinu. Takovad mutace se pak oznacuje jako syno-
nymni mutace (synonymous). Z hlediska pfirodniho vybéru jsou tyto mutace nevidi-
telné, tedy neutralni. Pro konkrétni organismus vsak mutze mit vyznam, zda je novy kodon
preklddan vzacné se vyskytujici, nebo naopak béznou tRNA [10]. Mutace se zménou
smyslu (missense) méni pivodni triplet na jiny, ktery kéduje odlisnou aminokyselinu.
Takové zména pak do urcité miry ovliviiuje vlastnosti vysledného proteinu. Je-li amino-
kyselina nahrazena aminokyselinou s podobnymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi,
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hovotrime o konzervativni zaméné. Konzervativni zamény nemusi prili§ ménit trojrozmeéné
usporadani proteinu a tedy i jeho biologickd funkce mutze byt viceméné zachovana. Ge-
neticky kdd je usporadan takovym zptisobem, Ze vétSina zamén aminokyselin, ke kterym
muze dojit v disledku bodové substituce, jsou pravé konzervativni [10]. Dojde-li v disledku
substituce ke zméné néjakého kodonu na kodon terminacni, oznacuje se takovd mutace za
nesmyslnou (nonsense). V misté takové mutace pak dojde k predéasnému ukonceni pro-
cesu translace a vysledny protein je odpovidajim zptsobem zkracen [10].

3.2 Vznik mutaci

Spontanni mutace, tedy mutace bez zjevné vnéjsi pri¢iny, jsou pomérné vzacné. Nékteri
biologové dokonce predpokladali, Ze k veskerym mutacim dochézi v disledku ptisobeni mu-
tagennich faktort. Pri replikaci DNA, coz je jev, kdy se geneticka informace kopiruje a
zdvojuje, dochazi k tzv. tautomernim prechodim. Tyto jevy jsou pouze docasné a kratko-
dobé a dochézi pfi nich k pfechodim nukleotidovych bazi z béznych strukturnich forem
na formy méné obvyklé, v nichZ jsou schopné vytvaret vodikové mustky s nespravnymi nu-
kleotidy. V disledku toho mtize byt do vytvafené sekvence DNA zaclenén chybny nukleotid.
Ptikladem je baze thymin v enol-formé, kterd se paruje s cytosinem namisto adeninu, nebo
imino-forma cytosinu vytvarejici vazby s adeninem misto guaninu. Vétsina takto vzniklych
chyb byvé opravena bud pfimo DNA-polymerazou, nebo v rdmci nasledného ptisobeni re-
paracnich enzymi; nékteré mutace vSak mohou ztstat neopraveny. Pravdépodobnost téchto
mutaci je tedy malé, ale vzhledem k tomu, ze tautomerni prechody jsou statisticky ndhodné,

je mozné tyto mutace oznacit za spontanni [10]. Castéji dochazi k mutacim v diisledku ptiso-
beni nékterych fyzikalnich jevi nebo chemickych latek, které souhrné nazyvame mutagenni
faktory.

Jednim z nejéastéjsich fyzikdlnich mutagent jsou rtzné druhy zafeni (ionizujici i ne-
ionizujici). Mira mutace struktury DNA je pak tmérnd absorbovanému mnozstvi zafeni.
Mezi ionizujici zafeni patii Rontgenové a gama paprsky a proudy neutronti, protoni a elek-
tronti o vysoké energii. Jejich ptisobenim mtize dochézet ke tvorbé nezadoucich kovalentnich
vazeb mezi protilehlymi nukleotidy, nebo ke vzniku zlomt na sekvenci DNA. NejCastéjSim
neionizujicim zafenim s mutagennim u¢inkem je ultrafialové (UV) zafeni. Pokud je molekula
DNA vystavena UV zafeni, miaze v ni dochéazet k tzv. dimeraci dvou sousednich thymind,
tedy k vytvofeni chemicky stabilniho komplexu. Pokud nejsou dimery ostranény, zptisobuji
problémy pfi replikaci i transkripci. UV zafeni navic pravdépodobné podporuje tautomerni
prechody zminéné v odstavci o spontannich mutacich [10].

Chemické mutagenni faktory jsou latky, které méni strukturu DNA svoji chemickou
reaktivitou. V dnesni dobé je znamé velké mnozstvi chemickych mutagent; mezi nejucinnéjsi
z nich patii:

e Alkyla¢ni ¢inidla (napf. dymethylsulfat ¢i bojovy plyn yperit) - tyto latky obsahuji
alkylové skupiny, které mohou predavat molekuldam DNA a tim je poSkozovat

e Oxydacni cinidla
e Desaminujici ¢inidla (napft. dusitany)

e Interkalac¢ni ¢inidla (napf. akridiny) - molekuly téchto latek se mohou vsouvat mezi
pary bazi v sekvenci DNA [10]
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Neékteré z téchto latek se pouzivaji pfi upravé potravin, vyrobé lékiu a v zemédélstvi, takze
s nimi lidsky organismus prichazi bézné do styku.
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Kapitola 4

Stabilita proteinu

Proteiny se za normalnich podminek formuji do trojrozmérného uspoiradéani popsaného
v kapitole 2, tzv. nativniho stavu. Ten je stabilizovan rtiznymi silami jako jsou hydrofobické
interakce, elektrostatické sily, vodikové a disulfidické vazby a van der Waalsovy sily [24].
Procentuélni vyjadfeni vlivu jednotlivych sil je uvedeno v tabulce 4.1. Plisobenim urcitych
vlivi vS8ak muze dojit k denaturaci, tedy k poruseni této struktury a rozpleteni molekuly
do neuspofadané a biologicky nefunkéni konformace. Schopnost proteinu zachovat si svoji
puvodni trojrozmérnou strukturu se nazyva stabilita proteinu.

’ Typ vazby ‘ Podil na stabilité
Hydrofobické interakce 50,8
Vodikové vazby 27,1
Van der Waalsovy sily 14,6
Elektrostatické sily 6,4
Disulfidické vazby 1,1

Tabulka 4.1: Procentudlni vyjddient podilu jednotlivijch sil na stabilité proteinu. [11]

Stabilita proteinu miize byt definovdna pomoci rozdilu tzv. Gibbsovy volné energie
(AAG) mezi proteinem v nativni konformaci a jeho denaturovanym stavem. Existuji rizné
metody k uréeni stability proteinu, napfiklad diferen¢ni snimaci kalorimetrie (DSC), ab-
sorp¢ni metoda, fluorescencni metoda nebo isoterméalni kalorimetrie. Se stabilitou proteinu
tizce souvisi jeho teplota tani T},, pii které k denaturaci dochézi. Cim vyssi je pak teplota
tani proteinu, tim vétsi je jeho stabilita.

Spravna trojrozmérna struktura je zasadni pro fungovani proteinu, nékteré neurodege-
nerativni poruchy a jiné nemoci jsou zptisobeny nespravnym sbalenim molekul proteini [31].
Vzhledem k tomu, Ze je protein v nativnim stavu udrzovéan silami ptisobicimi mezi atomy
jednotlivych aminokyselin, je zfejmé, Zze bodové mutace aminokyselin maji obecné vliv na
jeho stabilitu a tim i jeho schopnost plnit svoji funkci. Zaroven existuje moznost cilenou
mutaci ménit stabilitu primyslové pouzivanych proteint a tim rozsitit pole jejich ptsob-
nosti. Pfikladem mohou byt enzymy pouZivané v pracich prascich. Zvyseni jejich stability
by umoznilo pouzivat takovy prasek pii vyssi teploté prani se zachovanim funkénosti en-
zymu v ném obsaZenych. Studium vlivu aminokyselinovych mutaci na stabilitu proteinu je
jednou z oblasti, jimiz se bioinformatika zabyva.
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4.1 Databaze ProTherm

Pro plné porozuméni mechanismtim proteinové stability je nutny dostatek termodynamic-
kjch dat. Jejich experimentalnim ziskdvanim se zabyva velké mnozstvi védeckych studii,
jejichz vysledkem byly mimo jiné zmény volné energie AAG pfi aminokyselinovych mu-
tacich konkrétnich proteind za stanovenych podminek. Data z jednotlivych experimentt
zkompletoval a publikoval Dr. Gromiha v roce 1999 jako volné dostupnou databézi Pro-
Therm obsahujici 3300 zédznami [12]. V dnesni dobé tato databaze pres 25 000 zdznamii
mutaci ze 740 proteint. Z této databaze byla vytvorena i trénovaci a testovaci datova sada
pro experimenty provadéné v ramci této prace.

Databaze ProTherm je implementovana jako 3DinSight rela¢ni databazovy systém obsa-
hujici data o struktufe, funkci a vlastnostech biomolekul. V databazi jsou obsazeny nasledu-
jici experimentéalné zjisténé udaje (zadna vypoctend nebo predikované data do ni zahrnuta
nebyla):

e Informace o proteinech:

— Nézev proteinu, jméno organismu
Identifikator proteinu v databazi PIR, SWISS-PROT ¢i RCSB PDB

Enzyme Commission ¢islo

— Detaily provedené mutace

— Sekundarni struktura v misté mutace

Plocha mutovaného rezidua vystavena vnéjsimu prostiedi

e Experimentalni podminky:

Teplota

pH (kyselost/zasaditost prostiedi)
Bulffer, Ton

— Koncentrace proteinu

— Mira DSC, CD a dalsi

— Metoda denaturace

e Termodynamicka data:

— Denaturace prostfednictvim denaturantu:
* Gibbsova (volna) energie AGw,0
* Zmeéna volné energie AAGp,0
*x Koncentrace denaturace
* Sklon denaturacni kfivky
x Teplota
— Denaturace teplotou
* Gibbsova (volna) energie AG
* Zména volné energie AAG

*

Teplota tranzice
*x Zména teploty tranzice
* Zmeéna enthalpie
* Zména tepelné kapacity
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4.2 Predikéni nastroje

Existuje celd fada softwarovych nastroji, které slouzi pro predikci vlivu mutaci na stabilitu
proteinu. Vstupem téchto programt je obvykle soubor obsahujici piivodni nemutovanou
sekvenci a textoveé zapsand aminokyselinovd mutace. Jako vysledek je pak obvykle vracena
hodnota AAG, proto byla také tato veli¢ina pouzita pro porovnavani uspésnosti metod
a vypocet celkového vysledku. Cilem této prace je nalézt mezi dostupnymi metodami co
nejspolehlivéjsi a nejpresnéjsi konsenzus, z existujicich nastroji proto byla vybrana pomérné
velka sada vhodnych programi. Nasleduje jejich vycet spolené se strué¢nym popisem jejich
principu a dalSich specifik.

Rozlisujeme nékolik pfistupt k feseni problému predikce vlivu aminokyselinovych mu-
taci na stabilitu proteinu:

¢ Metody zaloZené na strojovém uceni vyuZivaji datasety s experimentélné zjisté-
nymi daty k natrénovani klasifika¢niho modelu.

e Metody zaloZené na energetické funkci popisujici interakce mezi jednotlivami
atomy. Dale se déli podle zpusobu uréeni energetické funkce na pristupy zalozené na:

— fyzikalnim potencidlu (simuluji rozlozeni sil mezi atomy),

— statistickém potencidlu (vyuzivaji statistické analyzy zndmych proteinovych struk-
tur),

— empirickém potencidlu (kombinuji vahované fyzikdlni a statistické vyrazy). [10]

4.2.1 PoPMuSiC2

Prvnim vybranym nastrojem je program PoPMuSiC2. Jako vstup vyuziva informace o struk-
tufe mutovaného proteinu. Jadrem vypoctu je linedrni kombinace 15 energetickych funkei
a jednoho nezavislého ¢lenu podle vzorce:

13
AAG D ai(A)AAW; + a1a(A)AAW + a15(A)AAV_ + ae(A). (4.1)
i=1

Prvnich 13 ¢leni je soucet tzv. statistickych potenciald extrahovanych z databaze zna-
mych proteinovych struktur. Tyto potencidly popisuji rizné interakce piispivajici ke sta-
bilité proteinu. Podle komplexnosti je mozné je rozdélit na lokalni potencialy popisujici
korelaci mezi vzajemné blizkymi rezidui v fetézci aminokyselin a nelokalni potencialy, které
vyjadfuji ptisobeni rezidui blizkjch v trojrozmérném prostoru. Na stabilitu proteinu mtize
mit vliv i zména objemu molekuly v disledku mutace, coz statistické potencidly nemo-
hou pokryt. PoPMuSiC2 proto zavadi dalsi dva termy AV, vyjadiujici zvétSeni a AV_
udavajici zmenseni objemu molekuly. Posledni ¢len je tzv. nezavisly term jehoZ hodnota
je konstantni a rovna 1. Pro urceni vSech 16 koeficientti jednotlivych ¢lend rovnice byla
pouzita jednoduchd neuronova sit [7].

PoPMuSiC2 poskytuje uzivatelské rozhrani prostfednictvim webové sluzby. Ta je do-
stupnd pouze registrovanym uzivatelim. Diky tomu nastroj nabizi moznost ukladat vstupy
a vystupy diive probéhlych mutaci, coz usnadinuje naptiklad znovuprovedeni nékterych ex-
perimenti. Vstupni sekvenci program pfijima ve formatu PDB [2]; je mozné nahrat soubor
z disku, nebo zadat pouze PDB identifikator, podle néhoz si PoPMuSiC2 dokaze prislusny
soubor dohledat a stahnout. Mutace je mozné zadavat v jednom ze tii rezimu:

17



e Single: slouzi pro zadavani jednotlivych bodovych substituci zapsanych jako pozice
mutace, wild-type aminokyselina a nova aminokyselina, jiz je ptivodni nahrazena.

e Systematic: provede predikci AAG nad zadanou PDB strukturou systematicky pro
vSechny mozné mutace na vSech pozicich fetézce, tedy celkem 19x pocet_rezidui.

e File: umoziuje uzivateli nadefinovat mutacni soubor s libovolnym poc¢tem mutaci.
Tento soubor je navic automaticky ulozen pro pripadné dalsi pouziti.

Vysledkem predikce je hodnota AAG udavajici zménu stability proteinu. Tato hodnota
je zakladem pro konstrukci trénovaciho datasetu pouzivaného v této praci.

4.2.2 SDM

Program SDM (Site Directed Mutator) je nastroj pro predikci vlivu aminokyselinovych
mutaci na stabilitu proteinu pracujici na zakladé statistickych potencidlti. Vyuziva sadu
tabulek aminokyselinovych substituci ve specifickém prostfedi v homolognich proteinech.
Tabulky byly odvozeny z databaze zarovnani sekvenci. Z téchto dat je vypocteno skdre sta-
bility, které je analogii ke zméné volné energie mezi wild-type a mutovanou sekvenci [33].
Vstupem néastroje SDM je struktura proteinu zadéna bud prostiednictvim PDB identifika-
toru, nebo nahrana jako soubor v PDB forméatu. Mutace je specifikovana zadanim fetézce
proteinu, pozice mutace a nové aminokyseliny. Vystup sestavé z celkového zafazeni mutace
(stabilizujici/destabilizujici), zmény volné energie AAG a dalsich informaci, které nejsou
pro ucely této prace vyuzity (napi. predikovana sekundarni struktura mutované sekvence).

4.2.3 FoldX 3.0

Nastroj FoldX pocitad zménu stability pomoci empiricky odvozeného silového pole simulu-
jiciho pusobeni sil mezi jednotlivymi atomy. Pouzité silové pole (force field) bylo odvozeno
z vysledki laboratornich experimentti na redlnych proteinech, z nichz vétsina je uloZena
v databazi ProTherm. Tento pfistup je kompromisem mezi ¢asové naro¢nym modelovanim
slozitych fyzikalnich funkci na jedné strané a obtizné aktualizovatelnym vyuzitim statistic-
kého potencidlu na strané druhé. Volna energie je pocitana jako vdhovany soucet hodnot
vyjadiujicich, jakou mérou se na stabilité proteinu podili rtizné meziatomové interakce [13].
Program umoziiuje uzivateli nastavit velké mnozstvi parametri, jako je teplota, pH nebo
molarni plynova konstanta.

4.2.4 FEris

Program Eris vyuziva fyzikalniho force field pristupu modelujiciho atomy spolecné s rych-
Iymi algoritmy pro sbaleni postrannich Fetézcii a uvolnéni atomi proteinové kostry. Volna
energie je vyjadrena jako vdhovy soucet sil piisobicich v proteinu, tedy zejména van der
Waalsovych sil a vodikovych vazeb [34]. Sluzba je dostupné prostfednictvim webu a od
uzivatele vyzaduje registraci. Mutovanou proteinovou strukturu lze vlozit jako PDB iden-
tifikator, nebo vlastni soubor ve formatu PDB. Mutace je mozné zadavat jednotlivé, nebo
spustit predikci davkové. Vystupem programu je predikovand zména volné energie AAG.

4.2.5 Auto-mute2

Nastroj Auto-mute2 vyuziva pro predikci zmén stability proteind principy strojového uceni.
Nabizi dva klasifika¢ni modely Random Forest (RF) a Support Vector Machine (SVM),
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které rozhoduji o vlivu mutace pouze v oboru stabilizujici/destabilizujici a dva regresni
modely Tree Regression (REPTree) a SVM Regression (SVMreg), které predikuji pfimo hod-
notu AAG [19]. Auto-mute2 je k dispozici jako sada aplikaci implementovand v jazyce Perl;
trénovani klasifikdtoru je realizovano pomoci softwarového baliku WEKA. Sestava z néko-
lika nastroji, pfi¢emz pro ucely tohoto projektu je pouzit néstroj stability_changes_ddG,
ktery predikuje stabilitu proteinu jako zménu volné energie. Pomoci parametri prikazové
radky je mozné nastavit:

e zpusob predani PDB struktury (automatické stazeni z internetu/lokalni tlozisté),
e jméno souboru se seznamem mutaci,
e pouzity klasifika¢ni/regresni model,

e jméno vystupniho souboru.

4.2.6 I-Mutant

Dalsim programem vyuzivajicim strojové uceni je -Mutant. V ramci této prace byly po-
uzity verze I-Mutant2.0 [4] a I-Mutant3.0 [5]. Nova verze se kromé toho, ze je k dispozici
pouze jako webova sluzba, odlisuje zejména oborem hodnot provadéné klasifikace. Verze 3.0
totiz rozlisSuje mutace stabilizujict, destabilizujici a neutrdlni. U obou verzi je vSak mozné
pozadovat vysledek jako zménu volné energie, coz bylo vyuzito v praktické ¢asti této prace.
Z hlediska vstupu lze rozlisit dva rezimy predikce. V sekvencénim rezimu je vyuzita pouze
primérni struktura, jako vstup tedy postaci soubor se zapsanou sekvenci aminokyselin. Ve
strukturnim médu je tfeba piredat PDB soubor obsahujici strukturu mutovaného proteinu.
Dalsimi dilezitymi parametry jsou pozice mutace, wild-type aminokyselina na této pozici,
novéa aminokyselina, teplota a pH.

4.2.7 Rosetta

Rosetta [29] je oznaceni sady programu slouzicich pro funkéni design proteint. Jeho sou-
¢asti je 1 samostatny modul pro predikci zmény stability po provedeni mutace (modul
ddg_monomer). Spole¢né s néastrojem Eris jsou jedinymi reprezentanty metod vyuzivaji-
cich fyzikalni silové pole. Vypocetni naro¢nost tohoto pfistupu by vsak méla byt vyvazena
vyssi tspésnosti predikce. Z dtvodu dlouhé doby trvani jedné predikce je nastroj Rosetta
k dispozici pouze offline

4.2.8 iPTREE-STAB

Néstroj iPTREE-STAB [15] slouzi k predikei efektu bodové mutace na stabilitu proteinu
(stabilizujici/destabilizujici) a miry této zmény jako AAG. K vypoétu vyuzivd metody
strojového uceni. Jednoduchy rozhodovaci strom realizujici klasifikaci byl natrénovan na
datasetu 1859 mutantii 64 rtznych proteini [15]. iPTREE-STAB je k dispozici on-line.
Jako vstupni data pfijima wild-type aminokyselinu spolecné se tfemi sousednimi rezidui na
obé strany, novou aminokyselinu, teplotu a pH.

4.2.9 mCSM

Program mCSM [26] vyuziva ke studiu a nasledné predikci vlivu jednobodovych amino-
kyselinovych mutaci na stabilitu proteinu koncept strukturalnich signatur zaloZenych na
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grafech. Prostredi rezidui je reprezentovano grafy, jejichz uzly odpovidaji atom@m a hrany
fyzikalnim a chemickym interakcim mezi nimi. Nastroj je dostupny prostiednictvim webo-
vého rozhrani, s jehoz pomoci uzivatel programu preda PDB soubor a definuje pozadované
mutace. Ty je mozné zadat tfemi zptisoby:

e Single: slouzi pro zadavani jednotlivych bodovych substituci zapsanych jako pozice
mutace, wild-type aminokyselina a nova aminokyselina, kterou je pivodni nahrazena.

e Systematic: provede predikci AAG nad zadanou PDB strukturou systematicky pro
vSechny mozné mutace na vSech pozicich fetézce, tedy celkem 19x pocet_rezidui.

e File: umoziuje uzivateli nadefinovat mutacni soubor s libovolnym poc¢tem mutaci.
Tento soubor je navic automaticky ulozen pro pripadné dalsi pouziti.

Vysledkem predikce je tradiéné rozdil ve stabilité proteinu vyjadfeny jako AAG.

4.2.10 DUET

Predikéni server DUET [27] v sobé kombinuje dva nastroje pro predikci zmény stability
proteinu vlivem mutace, konkrétné mCSM a SDM. Pro nalezeni optimalniho konsenzu vy-
uzivad metodu strojového uceni SVM. Za timto tcelem byl natrénovan na datasetu mutaci
s dostupnymi termodynamickymi daty odvozeném z databaze ProTherm. Vstupni protein
muze uzivatel nahrat jako soubor ve formatu PDB, nebo zadat PDB identifikator. Mutace
lze vkladat jednotlivé jako pozici a ptivodni a novou aminokyselinu, nebo provést syste-
matickou mutaci, jako v pripadé nastroje mCSM. Na strance s vysledkem predikce jsou
vypsany dil¢i predpovédi pro zménu volné energie jednotlivych metod a vypocteny konsen-
zus. Déle stranka obsahuje interaktivni vizualizaci zadané PDB struktury [27].
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Kapitola 5

Evoluc¢ni algoritmy

Evolu¢ni algoritmy jsou stochastické metody pro feseni slozitych problémt inspirované dar-
vinistickjm paradigmatem. Jsou zalozené na principu variace a selekce, ktery je povazovan
za fundamentélni princip Darvinovy teorie evoluce [3]. Evolu¢nich algoritmi existuje vice
typt, spojuji je vSak nékteré zédkladni znaky.

e Evoluc¢ni algoritmy jsou zalozené na populaci. To znamend, ze algoritmus pracuje
s celou mnozinou kandidatnich reseni daného problému, které optimalizuje paralelné.
Koncept populace je zdkladnim principem klasického evoluéniho procesu.

e Orientace na kvalitu feseni. Kazdy jedinec je tvofen tzv. chromozomem, coZ je vhod-
nym zpusobem zakddované reseni problému. Dale je kazdému jedinci prirazena hod-
nota fitness, kterd vyjadruje jeho kvalitu. V prubéhu evolu¢niho algoritmu jsou pak

ez

e Variace. Jedinci jsou vystaveni variacnim operatortim, které mohou meénit jejich chro-
mozomy. Tento princip je hybnou silou evoluce a umoznuje prohledavani stavového
prostoru. [35]

begin
t := 0;
inicializace G (t);
vyhodnoceni G (t);
while (not ukoncovaci podminka) do
begin
t =t + 1;
selekce G(t) z G(t-1);
zména G(t);
vyhodnoceni G(t);
end
end

Obrdzek 5.1: Princip obecného evoluéniho algoritmu. [17]

Obecny princip evolu¢niho algoritmu je popsan pseudokédem na obrazku 5.1. Na pocatku
algoritmu je inicializovana celd populace vytvorenim odpovidajiciho poctu jedinct. Kazdy
jedinec je pak ohodnocen hodnotou fitness. Proménna ¢ slouzi k odliSeni jednotlivych cykla
iterativniho béhu algoritmu. Po inkrementaci proménné ¢ dochézi k vybéru jedinct do nové
populace na zakladé jejich fitness hodnoty. Tato populace je oznac¢ena G(t), zatimco ptvodni
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je jiz G(t-1). Nékteti z jedinci nové populace jsou vystaveni pusobeni genetickych opera-
tord, které z nich vytvori nova feseni. Dva hlavni typy téchto transformaci jsou mutace a
kiizeni. Mutace je unarni operator, ktery provede nahodné drobné zmény v jednom jedinci.
Kfizeni je operator vyssiho fadu, ktery vytvori nové feseni kombinaci nékolika jedinct. [17]

Dulezitou soucasti evolu¢niho algoritmu je ukoncovaci podminka. P#i jejim splnéni dojde
k preruseni iterativniho vypoctu a jako feSeni problému je vracen jedinec s nejlepsi hodnotou
fitness v aktualni populaci. Jako ukoncovaci podminka se obvykle zadava poZzadavek na
kvalitu vysledného feSeni nebo maximaéalni pocet iteraci, po jehoZ prekroceni je algoritmus
ukoncen.

Mezi evolucéni algoritmy se fadi genetické algoritmy, evolucni strategie a genetické pro-
gramovani. Diky svym vlastnostem byly pro ticely praktické ¢asti této prace pouzity evolucéni
strategie, jejichz specifika a jednotlivé varianty jsou podrobnéji popsany dale.

5.1 Evoluéni strategie

Evoluéni strategie (zkrdcené ES) jsou zvlastnim pfipadem evoluénich algoritmt. Pouzivaji
se pro optimalizaci funkci, které nejsme schopni fesit analyticky. Od genetickych algoritmii,
které mezi evolucni algoritmy také patii, se piivodni koncept evolucnich strategii odlisoval
zejména v tom, ze:

e jedinec v populaci je reprezentovan vektorem redlnych cisel,

e neobsahovaly operator kiizeni a novi jedinci vznikali pouze s pouzitim operatoru
mutace.

Pozdéji vsak bylo krizeni do nékterych evoluc¢nich strategii zaclenéno.

5.1.1 Mutace

Operator mutace ma v pripadé evoluCnich strategii v porovnani s operatorem kiizeni vétsi
vahu, nez u genetickych algoritmt. Vzhledem k tomu, Zze evolu¢ni strategie pracuje s vek-
torem realnych hodnot, provadi se zpravidla pfictenim stejné dlouhého vektoru nahodnych
malych hodnot ke kandidatnimu reseni. Tento vektor se nazyva vektor mutace a jednotlivé
slozky jsou generovany s Gaussovym norméalnim pravdépodobnostnim rozdélenim. Vznik
nového jedince x(;1 1) lze zapsat vztahem

.Z'(i+1) = T; + N(O, O'), (51)

kde z je kandidéatni feSeni, o vektor standardnich odchylek a N (0, o) vektor nezavislych na-
hodnych ¢isel generovanych s normélnim rozdélenim, nulovou stfedni hodnotou a standard-
nimi odchylkami danymi slozkami vektoru o [17]. Velikost prvki tohoto vektoru ovlivituje
velikost pric¢itanych odchylek a tedy i silu mutace. V jednodussich pfipadech miiZze misto
vektoru o existovat pouze jedna hodnota, kterd pak bude stejna pro vSechny slozky. Priklad
mutace je uveden na obrazku 5.2.
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064 029 -0143 -002 011 031 048 0.82 Nahodné generované hodnoty
(nahodné promichani)

011 -064 031 082 -013 -029 048 -002 Mutainivektor
4.24 9.7 -5.57 3.42 11.62 -6.04 8.04 5.25 Pflvodr" vektor hodnot

435 1035 -526 424 1149 -633 852 523  Mutovany vektor
Obrdzek 5.2: Priklad aplikace operdtoru mutace.

5.1.2 Kfifizeni

V soucasnych evolucnich strategiich se kromé mutace pouzivad i operator kiizeni, neboli
rekombinace. Dva zakladni typy tohoto mechanismu jsou tzv. pohlavni kiizeni a ki'izeni pan-
miktické. Pro vytvoreni potomka pomoci pohlavniho kiiZeni jsou vybrani jedinci ptivodni
populace a vSechny slozky nového jedince jsou vytvoreny kombinaci slozek téchto dvou
rodi¢d. Je béznym postupem, Ze neni mozné vybrat téhoz jedince za oba rodic¢e. Naproti
tomu v pripadé panmiktického kfiZeni je vybran jeden z rodi¢a jako fixni pro celou operaci,
ale pro kazdou slozku jeho vektoru je druhy rodi¢ nové ndhodné vybran z populace. Pii
pouziti této metody je na populaci nahlizeno jako na zdsobarnu geni, z nichz jsou potomci
konstruovani. [1]

Konkrétni postupy kfizeni opét zohlednuji fakt, Ze jedinec je predstavovan vektorem
realnych hodnot. Dva tradi¢ni rekombinacni operatory pouzivané v evolucnich strategiich
jsou tzv. k¥izeni diskrétni a k¥izeni prumérem. V pripadé diskrétniho kiiZeni je novy jedinec
skladan ze slozek rodi¢ovskych vektori a vzdy je ndhodné rozhodnuto, ze kterého jedince
bude hodnota zkopirovana. Potomek vznikly kfizenim primérem ma kazdou svoji slozku
vypoctenou jako priameérnou hodnotu odpovidajicich slozek obou rodi¢ovskych vektort.
Piiklad kfiZeni je uveden na obrazku 5.3. Oba zminéné rekombinac¢ni operatory je mozné
provadét v pohlavni i panmiktické varianté. [1]

424 971 557 342 1162 -6.04 804 525 Prvnirodic

226 -461 -7.55 614 823 -256 11.03 477 Druhy rodié

325 -716 -656 478 993 -430 954 501 Potomek vznikly kfiZenim

Obrazek 5.3: Priklad aplikace operdtoru kriZeni primérem.

5.1.3 Obnova populace

Nejjednodussi evoluéni strategie pracuji pouze s jednim jedincem. Oznacuji se jako dvou-
¢lenné ES, nebo téz zapisem (1 + 1)-ES, ktery vyjadiuje, Ze populace ma velikost jedna a
v kazdé iteraci je generovan jeden potomek. Z principu téchto strategii je patrné, ze ope-
rator kiizeni postrddd vyznam, ponévadz je k dispozici pouze jeden rodi¢. Tato evolucni
strategie obsahuje nasledujici ¢tyfi kroky [17]:
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1. Volba pocatecniho feseni x a odchylek o.
2. Vznik mutovaného jedince podle vzorce z(; 1) = z; + N(0,0).
3. Pokud f(y) < f(x), jedinec z je nahrazen jedincem y.

4. Pokud je splnéna ukoncovaci podminka, vypocet je zastaven, jinak se pokracuje bo-
dem 2. [(]

Pokrocilejsi evolucni strategie zavadéji pojem populace tak, jak je chapan z biologického
hlediska, tedy jako mnozinu jedinci, kteri mezi sebou soutézi. Tyto ES jsou oznacovany jako
vice¢lenné, cemuz odpovida zapis (p + A)-ES nebo (i, A)-ES. Hodnota p oznacuje velikost
populace a A zna¢i pocet potomkt generovanych v kazdé iteraci. Cely (u + A)-ES postup
sestava z nasledujicich ¢tyt krokii.

1. Volba pocateéni populace P sestavajici z u kandidatnich Feseni ()i = 1,2, ..., u. Je
také zvolena hodnota ¢ vyjadiujici silu mutace.

2. Tvorba A mutovanjch jedincii ) podle vzorce y) = z( + N(0, o).

3. Uprava popupace P jako sjednoceni rodicovskych Feseni 2(*) a potomki y). Z takto
upravené populace je pro dalsi iteraci vybrano u nejlepsich feseni a zbytek je smazan.

4. Pokud je splnéna ukoncovaci podminka, vypocet je zastaven, jinak se pokracuje bo-
dem 2 [6].

Strategie (i, A\)-ES se od popsaného postupu lisi vybérem nové populace. Ta je pro
nasledujici iteraci vybirdna pouze z mnoziny potomkt, zadni jedinec tedy nepfezije do dalsi
iterace. Tento mechanizmus se téz nazyva elitarsky a je vhodné jej pouzit v pripadé, kdy
je obtizné nalézt Gspésné mutace. V téchto ptipadech by totiz strategie (1 + \)-ES mohla
vést ke stagnaci kvili uvaznuti v lokdlnim extrému [6].

Vicec¢lenné evolucni strategie také umozinuji zavedeni operatoru kiizeni. Ve vyse uvede-
ném postupu by se tato zména projevila v bodé 2), kde by byla nova feSeni generovana
pomoci mechanizmti popsanych v podkapitole K¥izeni a takto vznikli jedinci by byli teprve
vystaveni mutaci.

5.1.4 Pravidlo 1/5

vvvvv

Jeho flexibilnimi tipravami béhem vypoctu je mozné zlepsit konvergenci algoritmu k hle-
danému maximu. Prof. Rechenberg [28] vypocital pro idedlni velikost parametru o prav-
dépodobnosti Gspésné mutace v populaci. Pti idedlni velikosti mutac¢niho kroku jsou tyto
pravdépodobnosti pP* = 0,184 a psP* = 0,270. Na zékladé toho prof. Rechenberg vyslovil
pravidlo 1/5, podle kterého je optiméalni podil tispésnych mutaci z celkového poctu 1/5. Je-li
uspésnych vice mutaci, méla by se zvysit sila mutace, v opac¢ném piipadé naopak snizit.
K uapravé dochézi jednou za n iteraci, n je tedy i celkovy pocet, z néhoz se pocita podil
uspésnych mutaci. Mira Gprav parametru o je dana vzorcem:

cqg X o', pokud p' < 1/5
o't =< ¢ x ot pokud pl > 1/5 (5.2)
o, pokud pf =1/5

24



kde p! je frekvence tspésnych mutaci, cq snizujici faktor a ¢; zvySujici faktor. Hodnoty
faktoria by mély byt podle prof. Schwefela ¢y = 0,82 a ¢; = 1/cqg = 1/82 = 1,22. [30]

Ackoliv feSené problémy maji obecné rozdilné charakteristiky, umoznuje tato heuris-
tika vhodné dynamicky upravovat silu mutace. Na druhou stranu mitize mit jeji pouziti za
nasledek snizeni efektivity nebo robustnosti evoluc¢ni strategie a naptiklad jeji predcasné
ukonceni.

5.1.5 Autoevoluce ridicich parametri

Mimo pravidlo 1/5 existuji pokrocilejsi zptisoby pro adaptaci fizeni vypoctu. Pfi tzv. auto-
evoluci Fidicich parametri je kazdy vektor jedince fesSeni rozsifen o sekci obsahujici pro-
ménné, které ovliviiuji jeho mutace. V kazdé iteraci evoluc¢ni strategie pak podléhaji evolu-
¢nimu procesu nejen parametry tvorici kandidatni feseni problému, ale i jeho fidici para-
metry. Existuji tfi hlavni zptisoby autoevoluce fidicich parametri. [9]

Nejjednodussi typem autoevoluce je nekorelovana mutace s jednou hodnotou mutacniho
kroku, téz nazyvéana jako autoevoluce typu 1. Vektor kazdého jedince je rozsifen o jedinou
polozku ¢ urcujici silu mutace pro vsechny ostatni parametry. Samotny prvek o je pak
v kazdé iteraci ndsoben Eulerovym ¢éislem umocnénym na nédhodné éislo z intervalu (0, 1),
celd mutace tedy probiha podle vzorcti:

o' =0 x e*NOD), (5.3)
ri = x; + 0’ x N;j(0,1), (5.4)

kde N;(0,1) oznacuje Gaussovo rozlozeni pravdépodobnosti a konstanta 7 je oznacovana
jako parametr uceni a méla by mit hodnotu 7 = 1/4/n. Aby nedochazelo ke sniZeni pa-
rametru ¢ na hodnoty velmi blizké nule, je interval pripustnych hodnot tohoto parametru
zdola omezen konstantnim prahem ¢y pravidlem

pokud o <ey, pak o = e. (5.5)

Efekt takové mutace na jedince popisujiciho feseni problému ve dvourozmérném prostoru
je ilustrovan na obrazku 5.4. Protoze velikost mutac¢niho kroku je popsana pouze jednou
hodnotou, je sila mutace stejnd ve vSech smérech. Vsichni piipustni jedinci ziskatelni mu-
tovanim ptivodniho jedince kolem néj tvoti kruh.
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Obrdzek 5.4: Efekt autoevoluce typu 1. Kandiddtni reseni je zndzornéno cernym koleckem. Potomci jsou

vybirdni z jeho okoli naznaceného bilym kruhem. [9]

Rozsifenim vysSe popsané metody je autoevoluce typu 2, ktera zavadi vlastni velikost mu-
ta¢niho kroku kazdému prvku kandidatniho feseni. Jedinec ma pak tvar (1, ..., Zn, 01, ..., Op).
Globélni parametr 7’ zlistava zachovan, je vsak pridan tzv. specificky parametr uc¢eni. Mu-
tace je pak popsdna vzorcem

crg — o % eT/XN(071)+TXN(O,1)7 (5.6)

J}; =x; + o' x Ni(O, 1)/, (57)

kde N;(0,1) oznacuje Gaussovo rozlozeni pravdépodobnosti a 7 = 1/v/2n je specificky pa-
rametr uceni. Doporucend hodnota spoleéného parametru uceni je narozdil od autoevoluce
typu 1 rovna 7/ = 1/4/2+/n. Zavedené omezeni rozsahu muta¢niho kroku je rozsifeno na
vSechny prvky fidici ¢asti vektoru jedince, tedy:

pokud o <€, pak o =e. (5.8)

Efekt autoevoluce typu 2 na jedince popisujiciho feSeni problému ve dvourozmérném pro-
storu je ilustrovan na obrazku 5.5. Podprostor, v ném se mohou nachazet mutovani jedinci
ma tvar elipsy okolo jedince ptivodniho, mutac¢ni krok muize byt ve smérech jednotlivych os
ruzny. Diky tomu se bod predstavovany jedincem rychleji presouva do blizkosti hledaného
maxima, osy elipsy jsou vSak rovnobézné se soustavou souiadnic.
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Obrdzek 5.5: Efekt autoevoluce typu 2. Kandiddtni reseni je zndzornéno cernym koleckem. Potomci jsou

vybirdni z jeho okoli naznacenéeho bilou elipsou. [9]

Ttetim popsanym typem autoevoluce je tzv. korelovand mutace. Ta umoziiuje, aby elipsa
okolo kandidatniho FeSeni, z niz se vybiraji potomci, byla v prostoru idealné natocena (ilu-
strovano na obrazku 5.6.). Toho je dosaZeno pouzitim tzv. kovarianéni matice, kterd se
pouzivé ke generovani mutovanych jedincti. Ta ma rozméry n x n, kde n je pocet hledanych
parametru a jednotlivé jeji polozky se pocitaji ze sily mutace odpovidajicich prvka kandi-
datniho feSeni a tzv. rota¢niho thlu. Rotac¢ni thly jsou udané pro kazdou dvojici hledanych
parametri, jedinec méa pak tvar (z1,...,Zn, 01, ..., 0pn, a1, ..., ), kde k =n x (n — 1)/2.

Obrdzek 5.6: Efekt autoevoluce typu 1. Kandiddtni reseni je zndzornéno cernym koleckem. Potomci jsou
vybirdni z jeho okoli naznaceného bilou elipsou, kterd je svoji delsi poloosou natodenad k lokdalnimu

mazimu. [9]

5.2 CMA-ES

Koncept generovani potomkt s pouzitim kovarian¢éni matice vyuzva i metoda CMA-ES
(anglicky Covariance Matrix Adaptation Evolution Strategy). Jako jeden z parametrt pro
mutaci je pouzit téZ priamér z aktudlnich hodnot kandidatnich feseni. Samotna tvorba
nového potomka probiha podle vzorce
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"L‘](gg+1) m(g)+0(g)N(0’C’(9)) pro k =1,.. A, (5.9)

kde m9) je primérna hodnota hledanych parametrt, o9 je globalni muta¢ni krok v gene-
raci g, C9 je kovarianéni matice v dané generaci a \ definuje velikost populace a zaroveii
pocet generovanych potomkid. Pro novou populaci se vypocita hodnota m podle vzorce

"
m@ =3 waG, (5.10)
=1

kde p < A je velikost rodi¢ovské populace, w; jsou vahové koeficienty pro rekombinaci
a CL’Z(-?;-I) je i-ty nejlepsi jedinec ze seznamu kandidatnich feSeni sefazenych podle fitness
funkce. Dalsim krokem je vypocet tzv. evolucnich cest, tedy hodnot pro uréeni velikosti mu-
ta¢niho kroku o a kovarian¢ni matice. Vstupy vypoctu jsou znamé hodnoty evoluc¢nich cest
a mutacniho kroku z predchozi generace, primér hledanych parametrti v aktualni a pfed-
chozi generaci a pfedem definované konstanty. Vypocet evolucnich cest se anglicky nazyva
rank-one-update, dale se provadi tzv. rank-u-update opét na zédkladé stavajictho mutaéniho
kroku o, stavajiciho primeéru m, dale seznamu kandidatnich feseni serazeného podle fitness
hodnoty a dalsich pfedem stanovenych parametri. Provedenim rank-one-update a rank-u-
update se aktualizuje kovarian¢ni matice, nasledné se upravi velikost mutac¢niho kroku o
a prepocitaji se dalsi pomocné proménné pro vypocty v nasledujici generaci. Konkrétni
vzorce je mozné nalézt v [14].

CMA-ES predstavuje pokrocilou metodu pro nelinearni optimalizaci, kterd se dokaze
vyrovnat s nékterymi piipady, kdy jiné metody selhdvaji v disledku nekonvexniho nebo
prili§ ¢lenitého prohledévaného prostoru. [14]
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Kapitola 6

Navrh a implementace

Prakticka cast této prace zahrnovala rozsifeni a tpravu trénovaci a testovaci datové sady
pro evoluéni strategie, kterou vytvofil pro svoji diplomovou praci Ing. David Pavlik [25].
Jednalo se zejména o pfidani dat ziskanych ohodnocovanim dalsimi néstroji a o doplnéni
ptiznaku, ze dany zaznam byl pouzit pro trénovani konkrétniho nastroje do tabulek s vy-
sledky jednotlivych nastroji. Déale implementacni ¢ast spocivala ve vytvoreni aplikace pro
hledani konsenzu mezi zvolenymi néstroji s pouzitim evolucni strategie, experimentovani
s ni a testovani nalezenych TeSeni.

6.1 Priprava trénovaci a testovaci datové sady

Céast dat pro trénovani a testovdni evolucni strategie byla pievzata z existujici relac¢ni
MySQL databaze Stability, kterou pro svoji diplomovou praci vytvoiil Ing. Pavlik [25]. Jeji
soucasti je dvojice tabulek protherm a protherm_mutations, které obsahuji vybrané zaznamy
vydolované z databaze ProTherm. V tabulce protherm jsou ulozeny informace o zkouma-
ném proteinu a podminkéch, za jakych byly experimenty provedeny véetné zmérené hodnoty
AAG vyjadienou v kcal/mol. Tabulka protherm_mutations pak obsahuje data o konkrét-
nich mutacich, napf. pozice substituce a puvodni a mutovana aminokyselina. Obé tabulky
lze propojit skrz atribut uid a ziskat tak kompletni informace potrebné pro dalsi praci.
Databaze Stability dale obsahuje tabulky s hodnotami AAG predikovanymi jednotlivymi
nastroji pro dané mutace. Ty jsou stejné jako referenéni hodnoty vyjadfené v kcal/mol, lze
je tedy pfimo porovnévat.

6.1.1 Pridani vysledki dalSich nastroji

V ramci své prace zpracoval Ing. Pavlik néastroje Eris, FoldX, Rosetta a I-Mutant2.0, z nich
byly prevzaty prvni tii jmenované. Pro tcely této prace byla zaroven pouzita i data z dalsich
zdroju. Z prace Ing. Malinky [18] byly pfevzaty zpracované vysledky étyf nastroju (SDM,
I-Mutant3.0 ve strukturni verzi, iPTREE-STAB a mCSM).

V rdmci implementacni ¢asti této prace jsem tuto sadu dat doplnil o vysledky néastroja
Auto-mute2, PoPMuSiC2 v nové verzi a DUET. Pro ziskani potfebnych dat byl vytvotfen
skript dp.py, ktery spolupracuje se zminénymi nastroji a dotazuje se na predikce pro kon-
krétni mutace. Vstupem programu je soubor ve formatu XML, ktery umoznuje nastavit,
pro které nastroje se predikce budou provadét a dale zadat seznam elementti obsahujicich
parametry jednotlivych substituci. Pozadovand struktura je popsana XSD schématem v pfi-
loze B a ptiklad souboru mutations.xml je uveden na obrazku 6.1. Tento vstupni soubor

29



byl zpravidla vytvaren automaticky pomocnym skriptem, ktery pracoval piimo s databazi
Stability a ulozené mutace vypsal v pozadovaném formatu.

<mutations du

Obrazek 6.1: Ukdzka souboru mutations.txt.

Nastroj Auto-mute2 byl pouzivan jako samostatna aplikace spousténd na lokalnim poci-
taci. Skript dp.py tedy vzdy pripravil vstupni soubor pro tento nastroj a zavolal skript
stability_changes_ddG.pl s parametry -t 0 -f input.tzt -m 2 -o output.tzt. Vysledny soubor
byl pak zpracovan a byly pfecteny vysledky predikce véetné hodnoty predpovézené AAG.

Nastroj DUET bézi jako webova sluzba a uzivateli je dostupny prostfednictvim webo-
vého rozhrani. Dil¢im tkolem procedury ziskavajici predikce tohoto nastroje bylo stazeni
souboru ve formatu PDB pro dany protein a sestaveni a vyslani http dotazu ve spravném
formatu. Z odpovédi na tento dotaz byly pak ziskany vysledky predikce.

Prostrednictvim webového rozhrani je pristupny také nastroj PoPMuSiC2. Ten vSak
vyzaduje od uzivatele pfihlaseni. Odpovidajici procedura tedy musi kontrolovat, zda odpo-
véd serveru neobsahuje pfesmérovéani na stranku s ptihlaSenim a pokud ano, tak prihlaseni
provést. Skript zaroven pracuje se soubory cookie, diky cemuz je mozné zadavat dotazy
jako prihlaseny uzivatel. Vysledky predikce nastroj PoPMuSiC2 neposila formou odpoveédi
na http dotaz, ale umisti je na server, odkud si jej uzivatel mize stdhnout. Procedura proto
opakované v intervalu 8 sekund kontroluje, zda je jiz vysledek pfipraven a pripadné jej
stahne a zpracuje.

Vystupy skriptu dp.py jsou soubory automute2.sql, popmusic.sql a duet.sql. Jejich ob-
sahem je sada SQL prikazu, které zajisti vlozeni informaci o provedenych predikcich do
databaze. Soubory lze nahrat a spustit pomoci uzivatelského rozhrani phpMyAdmin, v data-
bazi Stability je vyzadovana existence tabulek protherm_automute2, protherm_duet a pro-
therm_popmusic. Skript navic pfi zpracovani vstupniho souboru s mutacemi zjisti, zda jsou
jiz vysledkové soubory pfitomny a pokud ano, pfeskakuje mutace, jejichz vysledky jiz byly
konkrétnim nastrojem predikovany.

6.1.2 Zaznamy pouzité pro trénovani nastroju

Neékteré z nastroji, mezi nimiz se hledd optimalni konsenzus, jsou zaloZené na strojovém
uceni a existuje prekryv mezi jejich trénovaci datovou sadou a databazi ProTherm. Pro
ziskani relevantnéjsich vysledku prace byly identifikovany a v dalSich fazich vynechany
zédznamy, které slouzily k trénovani pouzitych néastroji. Za timto ucelem byl do tabulek
s vysledky predikci pfidan boolovsky atribut usedForTraining. Tento p¥iznak je nastaven
na hodnotu True, jestlize byl dany zdznam v tabulce pouzit k trénovani odpovidajiciho
nastroje. Pro automatizaci postupu byla celd procedura napsana do skriptu trainSet.py.
K vétsiné nastroji (ne vSak ke vSem) byla datovd sada dostupnd formou vyétu mutaci,
oznacovani trénovacich zaznamu probihalo tedy nasledovné.

Nastroje DUET a mCSM maji stejnou trénovaci sadu, kterd je kompletné dostupna a
prilozena v souboru duet_-mcsm_train.tzt ve slozce dataSets/trainRecords/inputTrainSets/.
Stacilo tedy odpovidajici zaznamy v databazi oznacit priznakem usedForTraining.
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Dostupnou trénovaci sadu maji také nastroje iPTREE-STAB, PoPMuSiC2, Auto-mute2
a iMutant3.0. Je uvedena vzdy v odpovidajich souborech ve slozce dataSets/trainRecords/-
inputTrainSets/.

Nastroj FEris pracuje na principu vypoctu energii podle silového pole, které bylo tré-
novano na 34 proteinech uvedenych v souboru eris_train.txt. Jako trénovaci byly proto
oznaceny vSechny mutace téchto proteint.

Nastroje Rosetta a FoldX nebyly nijak trénovany, zadné zaznamy tedy nebylo tfeba
vyclenovat.

6.1.3 Vybér trénovaci a testovaci datové sady

Po kompletaci dat bylo tfeba vybrat vhodné zaznamy z databize ProTherm jako trénovaci
a testovaci sadu dat pro evoluéni strategii. V prvé fadé slo o vylouceni mutaci zpisobujicich
zménu volné energie mensi nez 0,5 kcal /mol. Tento krok byl u¢inén kvili omezené pfesnosti
experimentalni metody, s jejiz pomoci byla databaze ProTherm vytvorena. Hodnoty zmén
volné energie velmi blizké k nule proto mohou byt chybné oznaceny jako stabilizujici respek-
tive destabilizujici. Protoze zaznami, pro néz by se podarilo ziskat predikce vsech nastroji,
nebylo dostate¢ni mnozstvi, byly vybrany vSechny zdznamy, pro které je vysledek dokézala
predikovat zmeénu stability alespon polovina nastroji. Tato mnozina dat pak byla rozdélena
v poméru 2:1 na trénovaci a testovaci datovou sadu takovym zpiisobem, Ze v obou byl stejny
podil stabilizujicich a destabilizujicich substituci.

K usnadnéni tvorby datovych sad byl vytvoren skript createTD.py. Nejprve probéhne
komunikace s databéazi Stability, ze které jsou ziskany vSechny zdznamy ze spojeni vSech
tabulek nastroju a tabulek protherm a protherm_mutations obsahujicich referencéni udaje.
Z nich jsou pak vybirany ty, které maji definovanou hodnotu AAG pro alesponi polovinu
nastroji a zaroven nemaji u zadného nastroje s existujicim vysledkem predikce nastaven
ptiznak usedForTraining. Vznikne sada pouzitelnych zdznami, ktera je dale dozdélena podle
znaménka u referenéni hodnoty AAG na seznam mutaci stabilizujicich (AAG je zépornd)
a destabilizujicich (AAG je kladnd). Oba seznamy jsou déle nahodné promichény a z obou
je kazdy tfeti vybran do testovaci datové sady a zbylé dva do trénovaci. Obé sady jsou
nakonec jesté ndhodné promichany a vypsany do soubort testSet.txt, respektive trainSet.tzt.
Ty jsou tvoreny hodnotami AAG oddélenymi tabulatory v potadi: referencni hodnota, Eris,
Rosetta, FoldX, iPTREE-STAB, mCSM, iMutant3.0, SDM, Auto-mute2, DUET.

6.1.4 Statistiky

Vyse popsanym zpusobem bylo vybrano celkem 956 zédznamd, z nich 642 pripadlo do tré-
novaci datové sady a 314 do testovaci. Jednotlivé mutace pokryvaji pomérné velkou cast
stavového prostoru a jsou v ném rovnomérné rozlozeny. Procentudlni zastoupeni konkrét-
nich mutaci v mnoziné, ze kterych byly datové sady vybirany, je graficky shrnuto na obrazku
6.2. Z grafu je patrné, ze velké mnozstvi mutaci spoc¢ivalo v ndhradé kyseliny asparagové
(D), threoninu (T) a valinu (V), ¢astou cilovou aminokyselinou pak byl alanin (A).
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A C D E F G H | K L M N P Q R S T 3 W Y

A 0,00 0,32 0,11 0,11 0,11 0,54 0,11 0,00 0,11 0,11 0,00 0,00 0,11 0,00 0,64 0,11 0,21 0,96 0,00 0,00
(& 118 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,18 1.7 0,11 0,00 0,00
D 0,86 0,00 0,00 0,11 0,32 0,11 0,43 0,21 2,48 0,21 0,00 1,61 0,11 0,00 0,64 0,21 0,43 0,00 0,21 0,11
E 2,03 0,00 0,00 0,00 0,11 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 021 0,00 0,21 0,00 0,00
F 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 1,61
G 0,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,11 0,00 0,21 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00
H 0,21 0,00 0,00 on 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,21 0,00 0,00 2,78

| 0,43 0,00 0,00 0,64 0,75 0,32 0,00 0,00 0,64 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,21 0,11 0,86 0,86 0,00 0,00
K 0,00 0,11 0,00 3,85 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 343 0,32 0,00 0,00 0,00 0,11 0,43
L 0,32 0,21 0,00 0,00 1,50 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,96 0,00 0,43
M 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 043 0,00 0,00
N 1,18 0,11 0,86 0,00 0,00 0,11 0,11 0,96 1,07 0,11 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54 0,43 0,21 0,00 0,00
P 1,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0.21 0,00 0,00 0,00 0,00
Q 0,11 011 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11
R 0,21 0,00 0,00 043 0,00 0,11 043 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00
S 0,75 011 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T 2,03 0,21 0,00 2,57 0,75 0,11 0,21 3,63 0,00 1,07 0,11 0,00 0,21 0,21 0,86 0,75 0,00 2,14 0,00 1,18
\% 0,64 0,32 0,00 1,28 0,96 0,43 0,00 0,64 2,78 0,86 0,00 0,11 011 2,57 0,00 0,11 0,54 0,00 0,43 1,07
w 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,11 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,75
Y 0,00 0,11 0,00 0,00 1,61 0,21 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,43 0,00

Podet mutaci

Pocet mutaci

Obrazek 6.2: Distribuce konkrétnich mutact v datové sadé. Pismena u radkd definuji puvodni

aminokyseliny, sloupce pak odpovidaji aminokyselindm, jimiz byly zdrojové nahrazeny.

Pohled na distribuci zmén volné energie napfi¢ sjednocenim testovaci a trénovaci da-
tové sady nabizi graf na obrazku 6.3. RozloZzeni méa tvar podobny Gaussové kiivce, z ¢ehoz
lze vy¢ist, ze mutace zplisobujici malou zménu jsou v této mnoziné zaznaml zastoupeny
castéji. Zaroven lze z distribuce hodnot odhadnout, ze pocty stabilizujicich a destabilizuji-
ctch mutaci jsou priblizné vyrovnané, stabilizujici vSsak mirné prevazuji. Nizsi sloupce grafu
v intervalech (—1;0) a (0; 1) jsou zptsobeny odstranénim mutaci se zménou AAG nizsi, nez
0,5 kcal/mol. Po ndhodném rozdéleni této mnoziny zaznamu do trénovaci a testovaci datové
sady ztstalo rozlozeni zmén volné energie v obou podmnozinach v podstaté zachovano, jak
ukazuje graf na obrazku 6.4.
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Obrdzek 6.3: Distribuce zmén volné energie v datové sadé.

Intervaly zmény volné energie [kcal/mol]

Obrdzek 6.4: Distribuce zmén volné energie po rozdélent na trénovaci (modré sloupce) a testovact (Cervené

sloupce) datovou sadu.
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6.2 Implementace evoluc¢ni strategie

V ramci této prace byla evoluéni strategie implementovana v tloze hledéni optimélni kon-
senzu mezi zvolenymi nastroji za tcelem predikce zmén stability proteint. Ten je predsta-
vovan vektorem vah prifazenym jednotlivym néastrojim. Zména stability je vyjadfena jako
zména volné energie AAG. Vysledna hodnota konsenzualni metody je pak vypocitana jako
kombinace predikci téchto nastroji podle vzorce:

AAG g, = =1 PV (6.1)

kde n je pocet nastroji, p; je hodnota AAG predikovana nastrojem ¢ pro danou mutaci a w;
je vaha prifazena nastroji i. Vypoctena zmeéna stability by v idealnim piipadé méla byt blizsi
nastrojem.

Evolucni strategie byla implementovana ve tfech variantach: zakladni verze s pravidlem

vvvvvv

nejpokrocilejsi strategie zalozenoa na adaptaci kovarianéni matice (CMA-ES). Jednim z cila
prace je také ovérit, zda pouziti pokrocilejsi evoluéni strategie povede k nalezeni lepsiho
fesSeni.

Hledani vektoru vah i testovani nalezeného feSeni je implementovano ve skriptu es.py.
Konkrétni parametry vypoctu lze nastavovat pomoci konfigura¢niho souboru settings.conf.
Jde o tyto udaje:

e METHOD - varianta evolué¢ni strategie (0 = pravidlo 1/5, 1 = autoevoluce typu 2 a
2 = CMA-ES),

e POP_SIZE - velikost populace,
e TOOLS_COUNT - pocet pouzitych nastroju,
e T_MAX - pocet tisekll evoluéni stregie, po nichz dojde k tupraveé fidicich parametri

e I MAX - pocet generaci evoluéni strategie v jednom takovém tseku (celkovy pocet
iteraci je pak roven T_MAX x I_MAX),

e STD DEV_MODIF - konstanta pro zmenseni muta¢niho kroku pfi autoevoluci typu
2

e STD DEV_INC - konstanta pro zvétSeni muta¢niho kroku pfi autoevoluci typu 2
e EPS - minimalni hodnota muta¢niho kroku

e TRAINING - pfiznak, zda se skript spusti v reZzimu trénovani (training = 1) nebo
testovani (training = 0),

e X _OVER - pfiznak, zda se pfi trénovani evoluéni strategie pouzije kiizeni (X_ OVER
= 1) ¢ nikoliv (X_OVER = 0).
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Vsechny evoluc¢ni strategie byly implementovany podle principt popsanych v kapitole
Evolu¢ni strategie. Jako hodnota fitness k porovnani kvality jednotlivych kandidatnich
feSeni byl pouzit Pearsonuv korela¢ni koeficient mezi vektorem referencnich hodnot AAG,
které jsou soucasti trénovaci datové sady a vektoru odpovidajich vysledki AAG vypoc-
tenych podle daného vektoru vah. Pearsontv korela¢ni koeficient urcuje korelaci neboli
vzajemny vztah mezi dvéma veli¢inami. MiZe nabyvat hodnot z intervalu (—1, 1), pfi¢emz
hodnota -1 znaéi tzv. zcela nepiimou zavislost, 1 naopak zavislost zcela piimou. Cim vice
se hodnota Pearsonova korela¢niho koeficientu blizi k 1, tim jsou vektory vice pfimo zavislé
a tim lepsi je i dané kandidatni feseni.

Vystupem trénovani je vektor vah, ktery mél z celé populace v posledni generaci nejlepsi
hodnotu fitness. Pro snadnéjsi dalsi zpracovani pii testovani nalezenjych feSeni je pripsan
na jeden fadek bez popiskl do jednoho ze tii vysledkovych soubori candidate_1_5.tzt, can-
didate_autoevo_2.txt nebo candidate_cmaes.txt podle toho, kterd evolucni strategie byla
pouzita k jeho nalezeni. Soucasti vystupu skriptu je také soubor generations_XY.txt, kde
XY je aktuélni datum a ¢as. Do tohoto souboru jsou v kazdé generaci pfipsany na jeden
radek poradi generace a hodnota fitness nejlepsiho feseni v aktualni populaci. Z téchto dat
lze vycist, jakym zpisobem a jakou rychlosti se pti evoluci zlepsuje nalezené feSeni a je
mozné je pouzit k porovnani efektivity riiznych evoluc¢nich strategii.

Podstatou testovaci ¢asti skriptu je ovérit ispésnost nalezeného feseni na nezavislé da-
tové sadé. Vstupem pro testovani je soubor testSet.txt obsahujici testovaci zéznamy a dale
pak vysledky trénovaci faze, tedy soubory candidate_1_5.txt, candidate_autoevo_2.txt nebo
candidate_cmaes.txt, v nichz jsou ulozena nejkvalitnéjsi kandidatni feseni. Je-li jich v nékte-
rém souboru pritomno vice, vybere testovaci procedura podle hodnoty fitness to nejkvalit-
néjsi. Pro porovnani vykonnosti konsenzuélniho feSeni s tispésnosti ostatnich néastroji jsou
jako vstupy nacteny také soubory se zaznamy trénovaci datové sady jednotlivych nastrojt.
Ty jsou ziskdny pomoci jednoduchého skriptu pracujiciho s databazi Stability a uloZzeny
pod jménem ndzev ndstroje_train.trt. Uspésnost kazdého nastroje je pak otestovina po-
stupné na jeho trénovaci datové sadé (pokud byl néstroj trénovan) na trénovaci a testovaci
datové sadé vytvorené pro evolu¢ni strategii a na sjednoceni téchto dvou sad. Vzhledem
k tomu, Ze z vytvorenych datovych sad jsou vyjmuty trénovaci zdznamy zvolenych nastroju,
je ocekévatelné, ze jejich tspésnost na téchto mnozinadch bude o néco horsi nez na tréno-
vaci datové sadé. Zaroven lze predpokladat, ze vysledky nastroju budou velmi podobné na
trénovaci, testovaci i sjednocené datové sadé evolucnich strategii. Kromé Pearsonova kore-
la¢niho koeficientu je v ramci hodnoceni jednotlivych nastroji pocitan i pocet tzv. skutecné
pozitivnich (anglicky true positive, TP), skutecné negativnich (true negative, TN), falesné
pozitivnich (false positive, FP) a falesné negativnich (false negative, FN) vysledki. Tyto
metriky ohodnocuji pouze schopnost nastroje urcit spravné efekt mutace, tedy zda je stabi-
lizujici nebo destabilizujici. Jako pozitivni byl stanoven stabilizujici efekt (tedy zaporna
hodnota zmény volné energie AAG), jednotlivé metriky jsou pak definovany takto:

e skuteéné pozitivni - pocfet zdznami, kde predikovana i referenéni hodnota AAG jsou
zaporné,

e falesné pozitivni - pocet zadznami, kde predikovana hodnota AAG je zaporna, zatimco
hodnota referencni je kladné,

e skute¢né negativni - pocet zdznamu, kde predikovana i referen¢ni hodnota AAG jsou
kladné,
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e falesné negativni - pocet zdznami, kde predikovand hodnota AAG je kladnd, zatimco
hodnota referencni je zaporna.

Veskeré metriky vypocitané v ramci testovani jsou vypsany do souboru metrics.tzt. Kazdy
tadek odpovidd jednomu druhu metriky, hodnoty na fadcich jsou oddéleny tabuléatory.
Po zkopirovani obsahu souboru do tabulkového editoru MS Excel jsou v kazdém sloupci
uvedeny vSechy hodnoty pro konkrétni kombinaci néstroje a datové sady.
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Kapitola 7

Experimenty a zhodnoceni
vysledkii

V nasledujici kapitole jsou rozepsany experimenty provedené s evolucnimi strategiemi a
nasledné rozebrany a zhodnoceny jejich vysledky. Prvni ¢ast kapitoly je vénovana srovnani
jednotlivych parametri, jimiz je mozné ovliviiovat béh evoluc¢nich strategii a vybéru opti-
malniho nastaveni algoritmu. Déle je popsan samotny prubéh trénovani evolucéni strategie,
rozebrana nalezend kandidatni feSeni a diskutovany jejich vysledky na rtznych datovych
sadach v porovnani s jednotlivymi nastroji.

7.1 Parametry a nastaveni

Prvni spusténi evolu¢nich experimentti probéhla s cilem zjistit, jakym zptsobem vstupni
parametry strategie ovliviiuji jeji pribéh a rychlost konvergence k maximu, a na zakladé
toho vybrat optimalni nastaveni, které povede k nalezeni nejlepsiho kandidatniho feseni. Pro
vétsinu proménnych lze v literatufe dohledat obecné optimalni hodnoty. V téchto pripadech
byla v tamci experimentu evolucni strategie spusténa pro srovnéni i s hodnotami mirné
pozménénymi pro ovéreni, zda budou referenéni hodnoty nejlepsi volbou i v této konkrétni
aplikace ES.

V pfipadé evoluce s pouzitim pravidla 1/5 byly hledanymi parametry pouze I MAX
pocet generaci v usecich mezi jednotlivymi adaptacemi mutacniho kroku, T_-MAX pocet
téchto tseku a konstanty ¢y pro zmenseni a ¢; pro zvétseni muta¢niho kroku. Prvni dva pa-
rametry ovliviiuji délku experimentu, celkovy pocet generaci je urcen souc¢inem T _M AX x
I_MAX. Pro ziskani relevantniho srovnani byla evolué¢ni strategie spusténa vzdy s celko-
viym poctem 2 000 generaci a ménén byl jen pomér mezi parametry I. MAX a T_MAX.
Trénovani kazdého pomeéru probéhlo pétkrat a vysledné hodnoty Pearsonova korela¢niho
koeficientu byly zprimérovany. Jako pocatecni kandidatni feseni byl kvili zachovani stej-
nych podminek zvolen vektor se vSemi prvky rovnymi 0,5. Pribéh rtstu kvality fesSeni je
znézornén na obrazku 7.1 (a). V prvni éasti trénovéni se nejrychleji zvySovala kvalita feSeni
pri nastaveni castéjsich adaptaci muta¢niho kroku, tedy I.MAX = 20, T-MAX = 100 (&er-
vena kiivka) a L MAX = 10, T_MAX = 200 (tmavé modra kiivka). Lze to vysvétlit faktem,
ze v tomto stavu dochézelo k ¢astym adaptacim mutacniho kroku po malém pocétu iteraci.
Pfi detailnéjsim pohledu na druhou polovinu trénovani (obrazek 7.1 (b)) je vSak patrné, ze
tato nastaveni sice dosdhla pomérné rychle kvalitniho feseni, ale priblizné od generace 700
se jejich kvalita zlepsovala pouze nepatrné. To bylo pravdépodobné zptsobeno uvaznutim
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v lokalnim maximu fitness funkce. V celkovém méritku si podle grafu nejlépe pocinala evo-
luéni strategie s nastavenim I.MAX = 50, T"TMAX = 40 a L MAX = 60, T MAX = 33.
Prvni jmenované nastaveni navic vedlo k nalezeni viibec nejkvalitnéjsiho feSeni ze vSech
pokusi k témto parametrtim, hodnoty I_MAX = 50, T_-MAX = 40 byly proto pouzity dale
jako nejlepsi nastaveni s tim, Ze pfi vysSim poctu iteraci by bylo vhodnéjsi zvysit parametr
I.MAX na tkor T_MAX.
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Obrdzek 7.1: Zdvislost kvality nalezeného Tesent na volbé parametri T-MAX a I_MAX. Celkovy pohled (a).
Detailnt pohled na vysledky trénovant (b).

Obdobné probéhlo hledani parametrii ¢; a ¢q. Byly otestovany referenéni hodnoty uve-
dené v literatufe (¢; = 1,22 a ¢4 = 0,82) [30] a pak nékolik hodnot mensich a vétsich
o nasobky 0,05. Prubéh uceni je zobrazen na obrazku 7.2 (a). Rozdily mezi vysledky evolu-
¢ni strategie s riznym nastavenim nebyly prilis velké. Experiment potvrdil, Ze s nastavenim
blizkjm referen¢nim hodnotam evoluéni strategie konverguje rychle a nalézé kvalitni feseni
(zelend kiivka), pfi vyssim poétu generaci vSak vedou mirné vyssi hodnoty ¢ = 0,87 a
cqg = 0,92 (fialova a svétle modré kiivka) k jesté lepsimu feseni. V piipadé parametru ¢;
(obrazek 7.2 (b)) mély vSechny kiivky velmi podobny pribéh a vyslednou kvalitu feSeni
i pfi velkém zvétSeni, byla proto pouzita hodnota uvedend v literatufe (fialova kfivka).
Pouzité hodnoty tedy byly ¢; = 1,22 a ¢4 = 0, 88.

37



0,61 0,61
0,59 - 0,59
-
‘H_r_.—-"" S
€ 0,57 'S 0,57
K] &
S g
S 0,55 - 2 055 |
e —cd=0,72 E —ci=1,12
5 053 - —cd=077 5053 - —ci=1,17
< 5
3 ——cd =0,82 = —ci=1,22
§ 0,51 - ! 3051 =
S ——cd=0,87 c —i=1,27
=1 3
5 049 ——cd=0,92 £ 049 —ci=1,32
I [
= a .
$ o4 //f ——cd=0,97 0,47 ci=1,37
04 H+—Fr—+—+rr+rrrrrrrrrrm 045 +r—mr-"r—r—"7
OO0 0000O00O00O0O0O0O0O0O0O0O0O [ejojlololololololololojololololoNoloNeNe]
SRASRABRIFSSRIIIRABRIS SRAIRBRIIESRAIRERII
e e e e e e e L I e I R
Pocet generaci Pocet generaci
(a) (b)

Obrdzek 7.2: Zdvislost kvality nalezeného tesent na volbé parametri pro modifikaci mutacniho kroku. Volba

parametru cq (a). Volba parametru c¢; (b).

Evoluéni strategie s autoevoluci typu 2 provadi narozdil od pravidla 1/5 apravu vek-
toru standardnich odchylek v kazdé generaci pred mutaci samotného kandidatniho feseni.
Z toho divodu nemé vyznam hledat optimalni pomér mezi parametry I MAX a T_MAX,
kvalitu feSeni ovliviiuje pouze celkovy pocet generaci gene, = T -MAX x I_MAX. Ex-
perimentu vSak byly podrobeny spoleény parametr u¢eni 7' a specificky parametr uceni
7. Podle literatury by se jejich hodnota méla vypocitat podle poc¢tu hledanych parametrt
kandidatniho FeSeni (rovnice pro vypocet jsou uvedeny v kapitole 5 v sekci Autoevoluce
fidicich parametrt). Pro deset hledanych vah jsou tyto hodnoty 7/ = 0,39 a 7 = 0,21. Zda
jsou opravdu optiméalni bylo ovéreno nastavenim parametrt na hodnoty blizké hodnotam
vypoctenym a naslednym porovnanim dosazené uspésnosti. Grafy pribéhu trénovani pro
rizné hodnoty obou parametrt jsou na obrazku 7.3. Z kfivek je patrné, ze s referen¢nimi
hodnotami evoluéni strategie kvalita predikce nejrychleji stoupa a zaroven dosahuje nej-
kvalitnéjsich feseni. Tyto hodnoty parametri proto byly pouzity pfi dalsich srovnavacich
experimentech.
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Obrdzek 7.8: Zavislost kvality nalezeného teseni na volbé spolecného a specifického parametru ucent.

Spolecny parametr uéeni (a). Specificky parametr ucent (b).

38



Strategie CMA-ES obsahuje velké mnozstvi parametri pouzivanych pro selekci, rekom-
binaci, adaptaci kovarianéni matice a dalsi vypoéty. Vétsinu z nich neni podle [14] vhodné
meénit. V tomto ¢lanku jsou rovnéz poskytnuty vzorce, jak urcit jejich optimélni hodnoty.
Doporuceno je naopak pfizptisobit velikost mutac¢niho kroku o a pocet jedincti v populaci
A. Podle velikosti populace se pocitaji hodnoty nékterych dalsich parametri a jeji zvétseni
obvykle prinasi obvykle pfinasi znacné zvysSeni kvality feSeni za cenu snizené rychlosti kon-
vergence. [14]

Nejprve byla strategie CMA-ES otestovéana s riaznou hodnotou parametru o. Pro celkové
srovnani byly otestovany hodnoty od 0,1 do 0,9 s pririiskem vzdy 0, 1. Experiment ukézal, ze
pocatecni hodnota parametru o mé na kvalitu nalezeného feseni a rychlost konvergence jen
velmi maly vliv. I pfi detailnim pohledu (obrézek 7.4) maji vSechny k¥ivky podobny tvar a
po necelych 200 iteracich dosp€ji do stejného feseni s Pearsonovym korela¢nim koeficientem
0,606. Pti dalsim testovani byl tedy parametr ¢ nastaven na hodnotu 0,5.
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Obrazek 7.4: Zavislost kvality nalezeného teSeni na volbé parametru o.

Nakonec byla strategie CMA-ES spousténa s rtiznou velikosti populace s cilem zjistit,
zda a do jaké miry vétsi populace zlepsi kvalitu nejlepsiho feseni, jakym zptisobem to ovlivni
rychlost konvergence a jak se zvysi doba vypoc¢tu. Z grafu na obrazku 7.5 (a) je patrné, ze
s mensimi populacemi evoluéni strategie skuteéné konvergovala rychleji. K nalezeni kvalit-
néjsiho feseni vsak pri zvétseni populace nedoslo. Zda se tedy pravdépodobné, Ze ziskané
vysledky jsou jiz velmi blizko maximu, kterého lze na této datové sadé dosdhnout. Vzhledem
k tomu, ze zvétSovani populace zpusobi zna¢ny nartist doby vypoctu, byl tento parametr
pro srovnani s ostatnimi nastroji nastaven na hodnotu 20, pfi které neni doba vypoctu
prilis dlouhé, evoluéni strategie rychle konverguje a zaroven existuje dostateé¢ny prostor pro
diverzifikaci jedincii. Z obrazku 7.5 (b) je patrné, Ze doba vypoctu roste se zvétsujici se
populaci priblizné linearné.
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Obrdzek 7.5: Zdvislost kvality nalezeného feseni na volbé velikosti populace (a). Doba béhu evolucni

strategie pri rizné velkych populacich (b).

7.2 Faze trénovani ES

V ramci trénovani byla kazda varianta evolucni strategie opakované spusténa se zvolenymi
optimalnimi hodnotami parametri. Z mnoziny vyslednych kandidatnich feseni nalezenych
v jednotlivych bézich bylo pro kazdou ES vybrano nejlepsi na zékladé Pearsonova korelac-
niho koeficientu, normalizované presnosti a metriky MCC. Normalizovand presnost vychazi
z poctu true positive, true negative, false positive a false negative vysledki predikce vysveét-
lenych v kapitole Implementace. Z téchto adajt je pak tzv. senzitivita a specificita podle
vzorci

true_positive

sensitivity = , 7.1
4 true_positive + false_negative (7.1)
. true_negative
speci ficity = : —. (7.2)
true_negative + false_positive
Normalizované presnost je pak dana vztahem
true_positive
accporm = (7.3)

true_positive + true_negative

Poslednim kritériem hodnoceni kvality predikce byla metrika MCC (Matthew’s correlation
coeficient). Ta podobné jako normalizovand presnost vychazi z po¢ti TN, TP, FN a FP
mutaci a lze ji vypocitat podle vzorce:

(TP x TN) — (FN x FP)

MCC = .
V(TP +FN) x (T'P+ FP)x (FN+TN) x (TN + FP)

(7.4)
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eris rosetta foldX iptree mcsm | imutant3 sdm automute duet popmusic
Pravidlo 1/5 -0,0046 0,0310 0,0159[ 0,0748[ -0,0263 0,8519 0,2056 0,8175[ -0,1317[ -0,2832
Autoevoluce typu 2 -0,0099 0,1171 0,6644 2,1868| -2,3157| 42,2336| 10,7113 33,8586 -6,0239 -7,7748
CMA-ES -0,2535 1,5671 1,3579 3,9588| -4,3502 45,3296 11,3158] 42,5762| -2,9283| -17,6956
Pravidlo 1/5 (norm.) -0,0030 0,0200 0,0102 0,0483| -0,0170 0,5493 0,1326 0,5271] -0,0849[ -0,1826
Autoevoluce typu 2 (norm.) -0,0001 0,0016 0,0090 0,0297| -0,0314 0,5735 0,1454 0,4597( -0,0818[ -0,1056
CMA-ES (norm.) -0,0031 0,0194 0,0168[  0,0489[ -0,0538 0,5605 0,1399 0,5264[ -0,0362[ -0,2188

Obrdzek 7.6: Nejlepsi nalezené teseni s pomoci jednotlivych variant evolucni strategie. Horni polovina
tabulky uvddi vektory vah tak, jok byly vrdceny evolucéni strategii, v dolni poloviné jsou pak hodnoty

normalizovdny tak, aby jejich soucet v kaZdém vektoru byl roven jedné.
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Obrazek 7.7: Srovndni presnosti predikce jednotlivych ndstroji a metod s pomoci Pearsonova korelacniho

koeficientu.

Nejlepsi nalezena feseni béhem trénovani jednotlivych evolucnich strategii jsou uve-
dena v tabulce na obrazku 7.6. Vysoka vaha je zde prifazena nastrojim Auto-mute2 a
iMutant3.0, naopak piekvapivé nizkou vahu mé néastroj PoPMuSiC2, ktery sice dosahuje
pomérné dobrych vysledki, ale trénovaci datova sada obsahuje velké mnozstvi zaznami,
které nemaji vysledek predikce pro PoPMuSiC2 definovan (nastroj nebyl schopen predikce
provést). Evolucni strategie pfirozené tihne k vybéru nastroji, které jsou vzdy schopné
vysledek vypocitat, protoze v piipadé casté absence predikci nékterého z nastrojt je na-
rusena optiméalni rovnovaha vah.. Srovnani predikénich nastroji na zdkladé Pearsonova
korela¢niho koeficientu je na obrazku 7.7. Presnost nastroji byla vyhodnocena na sjed-
noceni testovaci a trénovaci datové sady pro evoluéni strategii. Z obou téchto sad jsou
vylouceny zaznamy pouzité pro jejich trénovani a obé maji stejné poméry stabilizujicich a
destabilizujicich mutaci; maji tedy z pohledu zminénych prediktort stejné vlastnosti. Z exis-
tujicich nastroju vykazuji nejlepsi vysledky Auto-mute2 a PoPMuSiC2. Oproti nim pfinasi
konsezuédlni metoda ocekdvané zpiesnéni predikci. Pii pouziti pravidla 1/5 jde o zvySeni
Pearsonova korela¢niho koeficientu o 0,060, pro strategii s autoevoluci typu 2 je narust
0,057 a CMA-ES vedla ke zlepSeni o 0,060 oproti nejlepSimu néstroji Auto-mute2.
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Obrdzek 7.9: Srovndni presnosti predikce jednotlivych ndstroji a metod evolucni strategie s pomoci metriky

MCC.

Druhé srovnani probéhlo podle normalizované piesnosti, t¥i varianty evoluc¢nich strategii
byly o 0,042 (pravidlo 1/5), 0,028 % (autoevoluce typu 2) a 0,038 % (CMA-ES) pfesnéjsi,
nez nejlepsi PoPMuSiC2. Graficky je srovnani znazornéno na obrazku 7.8. Ve srovnani pre-
dikénich nastroju podle metriky MCC (obrazek 7.9) zaznamenaly evoluéni strategie mensi
narist uspésnosti predikce, konkrétné varianta s autoevoluci typu 2 vykazovala zlepseni
pouze o 0,01 oproti nastroji PoPMuSiC2. Tyto vysledky jsou pravdépodobné zptusobené
skutecnosti, ze do trénovaci a testovaci datové sady jsou zahrnuty i zaznamy, které nemaji
vysledky pro vSechny pouzité nastroje. P¥i pocitani Gspésnosti jejich predikci na tréno-
vaci datové sadé evolucni strategie jsou zaznamy bez hodnoty preskakovany. Naproti tomu
v pripadé trénovani evoluéni strategie jsou pouzity vSechny zaznamy, které obsahuji vysle-
dek predikce alesponi pro polovinu nastroji (pfi pouziti pouze kompletnich zdznamt by byla
trénovaci a testovaci datova sada pfilis mald). Pokud chybi hodnoty néstroji s vysokymi
prifazenymi vdhami, zména stability je pocitana z vysledkti nastroji dosahujicich nizsich
presnosti, ¢imz se zna¢né snizuje hodnoceni kvality predikci evoluéni strategie. Napriklad
nastroj Auto-mute2 vykazuje presnost srovnatelnou s evoluénimi strategiemi, ale z datové
sady 624 mutaci vratil vysledek pouze pro 196 zaznamt, zatimco konsenzudlni metodou
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byla ohodnocena tato sada cela. Pro srovnani bylo provedeno vyhodnoceni pfesnosti evolu-
¢nich strategii na podmnoziné trénovaci datové sady obsahujici pouze mutace, pro které se
podafrilo ziskat predikce od vSech néastroji. Téchto zdznamu bylo 173, coz je nizky pocet pro
trénovani evolucni strategie, bylo vS8ak mozné na této podmnoziné ohodnotit presnost evolu-
¢nich strategii. Pearsontv korela¢ni koeficient byl v tomto piipadé vyssi oproti vyhodnoceni
na celé trénovaci datové sadé, graficky je rozdil znézornén na obrazku 7.10.
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Obrdzek 7.10: Presnost konsenzudlni metody pri vyhodnocens na celé trénovaci datové sadé (modré

sloupce) a na podmnoziné zdznami pro néZ existuji predikce viech ndstroji (Gervené sloupce).

7.3 Faze testovani

Pro co nejrelevatnéjsi vysledky probéhlo testovani nalezenych FfeSeni na testovaci datové
sadé, kterd byla disjunktni s trénovaci sadou a neméla také zadny prekryv s trénova-
cimi sadami jednotlivych néastroji. Zaroven byly zachovany stejné pomeéry stabilizujicich
a destabilizujicich mutaci. Detaily vybéru téchto sad shrnuje odpovidajici podsekce kapi-
toly Implementace. Teprve otestovani na takto nezavislé sadé poskytne skutecné srovnani
s ostatnimi néastroji. Existujici nastroje byly za tcelem ziskani vétsiho poc¢tu zadznami opét
testovany na sjednoceni trénovaci a testovaci sady evolucni strategie (obé tyto mnoziny
maji z pohledu pouzitych prediktorti totozné vlastnosti). Lze o¢ekavat, ze pfinos konsenzu-
alni metody oproti existujicim nastrojim bude nizsi, nez v pripadé trénovaci datové sady.
Ve fazi trénovani totiz méla evolucni strategie vyssi presnost ¢astecné proto, ze na dané
datové sadé byla natrénovana, zatimco trénovaci datové sady pouzitych nastroju s ni byly
disjunktni.

Dale je tfeba podotknout, Ze ackoliv jsou pro srovnani presnosti jednotlivych predikénich
nastroju a metod pouzity tii rizné metriky (Pearsontv korela¢ni koeficient, normalizovana
presnost a Matthewtv korela¢ni koeficient), jako fitness hodnota pro trénovani byla pouzita
pouze prvni jmenovand. Zbyvajici dvé metriky tedy mohou poskytnout odlisny pohled na
presnost konsenzuélni metody.

Pri vyhodnoceni piesnosti podle Pearsonova korela¢niho koeficientu vykazovaly evolucéni
strategie urcity piinos, rozdil oproti existujicim nastrojim byl vsak podle ocekavani nizsi.
Vysledky experimentu jsou zndzornény na obrazku 7.11. Narozdil od faze trénovani dosa-
hovala nyni nejvyssi pfesnosti varianta s autoevoluci typu 2. Tato situace je vysvétlitelna;
optimalni vektory vah pro predikci nad trénovaci a testovaci datovou sadou jsou predstavo-
vany dvéma body Ziren & Tiest v n-rozmérném prostoru. Tyto body jsou blizko sebe, nikoliv
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vsak ve stejném bodé. Evolucni strategie zpoc¢atku priblizuje sva kandidatni feSeni k bodu
Tiren @ tim padem i k blizkému bodu x4es:. Velmi blizko témto bodtim vsak muiize ES dospét
do situace, kdy pfiblizeni k x4, znamena vzdaleni se od bodu z¢est. V koneéném dusledku
pak muze Feseni, které je méné ispésné na trénovaci mnoziné, vykazovat vyssi pfesnost na
mnoziné testovaci nez feSeni, kterd se na trénovaci datové sadé jevi jako lepsi.
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Obrdzek 7.11: Srovndni presnosti predikce jednotlivijch ndstroji a metod s pomoci Pearsonova korelacéniho

koeficientu. Zelené€ sloupce oznacuji presnost konsenzudlni metody na testovaci datové sadé.

Srovnani predikénich néstroji a variant evolu¢ni strategie podle dosazené normalizo-
vané presnosti je uvedeno na obrazku 7.12. Nejlepsi vysledky méa opét FeSeni nalezené ES
s autoevoluci typu 2 (accporm = 0,706), jeho presnost je vyssi, nez nejptresnéjsi nastroj PoP-
MuSiC2 (accnorm = 0,685). Zaroven toto FeSeni vykazuje velmi maly pokles normalizované
presnosti oproti ohodnoceni na trénovaci datové sadé.
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Obrdzek 7.12: Srovnani presnosti predikce jednotlivijch ndstroji a metod s pomoci normalizované presnosti.

Normalizovana pfesnost

Zelené sloupce oznacuji presnost konsenzudlni metody na testovaci datové sadé.

Varianta evolu¢ni strategie s autoevoluci typu 2 byla ze vSech ES na testovaci datové
sadé nejuspésnéjsi i podle Matthewova korela¢niho koeficientu (M CC = 0, 422), nedoséhla
vSak jiz tak vysohé hodnoty, jako PoPMuSiC2 (MCC = 0,425). Graf s vysledky tohoto
experimentu je na obrazku 7.13. Opét plati, Ze vyhodnocena presnost konsenzudlni me-
tody je oproti prediktorim degradovana tim, Ze provadi predikce na celé testovaci sadé,
zatimco existujici nastroje jsou testovany pouze na zédznamech, které byly schopny ohod-
notit. Zatimco konsenzudlni prediktor ohodnotil vsech 314 testovacich zaznami, zminény
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PoPMuSiC2 provedl na této mnoziné 155 predikci. Srovnani, jak by se zvysi pfinos ES, po-
kud by ohodnocovala pouze zaznamy s existujici predikci AAG od vsech nastroji, ukazuje
graf na obrazku 7.14.
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Obrdzek 7.13: Srovndni presnosti predikce jednotlivych ndstroji a metod s pomoci Matthewova korelacniho

koeficientu. Zelené sloupce oznacuji presnost konsenzudlni metody na testovaci datové sadé.
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Obrdzek 7.14: Srovndni pFesnosti ndstroje PoPMuSiC2 (modry sloupec) a konsenzudlni metody pri
vyhodnoceni na celé testovact datové sadé (zeleny sloupec) a na podmnoziné zdznami pro néz existuji

predikce vech ndstroji (fialovy sloupec).

Jiny pohled na tspésnost predikci jednotlivych nastroji poskytuji grafy na obrazku
7.15. Na vodorovnou osu jsou vynaseny hodnoty AAG predikované danym néastrojem, na
svislou osu pak referen¢ni hodnoty ziskané z databaze ProTherm. Body v tomto prostoru
odpovidaji jednotlivym mutacim a z jejich polohy lze vyéist tispésnost predikce. Cim blize
jsou body k pfimce y = x, tim je predikce néstroje presnéjsi. Déle lze z grafu zjistit in-
formaci o tom, pro jaky typ mutaci je ktery nastroj schopny provadét predikce a jak kva-
litné. Nastroj mCSM naptiklad pomérné spravné predikuje stabilizujici mutace a prirfazuje
jim zaporné hodnoty AAG (velké mnozstvi bodii ve tfetim kvadrantu, vysoky pocet true
positive), zaroven vSak jako stabilizujici ¢asto oznacuje i mutace destabilitujici (body ve
¢tvrtém kvadrantu, false positive). O nastrojich Auto-mute2 a DUET je moZné Fici, Ze pro
destabilizujici mutace castéji nejsou schopné predikci provést.
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Obrazek 7.15: Srovndni jednotliviich ndstroji pomoct bodovych grafi. Kazdy bod odpovidd mutaci,

soutadnice X uddvd referencni hodnotu AAG a soutadnice Y vysledek predikce.

Stejné grafy pro jednotlivé varianty evoluc¢nich strategii jsou na obrazku 7.16. tvar vsech
t¥i shlukt bodt je podobny a je na nich patrna korelace. Pro skuteéné presné predikce by
vSak bylo potfeba, aby tyto body vice priléhaly k ose prvniho a tfetiho kvadrantu. Kon-
senzualni metoda do velké miry prejimé problém vétSiny nastroji, ze absolutni hodnoty
predikovanych zmén AAG jsou obvykle mnohem nizsi, nez je tomu ve skutecnosti. Tuto
skutecnost nelze z hodnoty Pearsonova korela¢niho koeficientu detekovat. Navzdory témto
nedostatktim vSak podava konsenzualni metoda obecné lepsi vysledky, nez samostatné na-
stroje. Ze své podstaty je zavisla na schopnosti ostatnich néstroji provést svoji predikci
pro danou mutaci, nicméné i v pripadé nékterych chybéjicich hodnot jsou jeji vysledky

srovnatelné s jiz existujicimi nastroji.
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Obrdzek 7.16: Srovndni jednotlivych ndstroji pomoct bodovych grafi. Kazdy bod odpovidd mutaci,

soutadnice X uddvad referenéni hodnotu AAG a soutadnice Y vysledek predikce.

Celkové numerické srovnani tspésnosti evolucnich strategii je v tabulce na obrazku 7.17.
Lze z ni vycist, Ze TeSeni nalezené evoluéni strategii vykazovala vysokou presnost. Jejich
predikce na podmnoziné testovaci datové sady, pro kterou se podafrilo ziskat vysledky vsech
nastrojl, byly presnéjsi nez predikce nejlepsich stavajicich néstroji. Zaroven je vsak kon-
senzualni metoda velmi citlivd na chybéjici vysledky jednotlivych vyuzivanych prediktort.
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V ptipadé celé testovaci datové sady byla jeji pfesnost znac¢né nizsi a podle normalizované
presnosti i horsi, nez presnost nejlepsiho nastroje.

ES 1/5 ES 1/5 ES Autoevol. 2 | ES Autoevol. 2 ES CMA ES CMA
Nejlepsi nastroj cela testovaci | pouze kompl. | celatestovaci | pouze kompl. | celatestovaci | pouze kompl.
sada zaznamy sada zaznamy sada Zaznamy
Pearsontv
Korel. koef. 0,540 (Auto-mute2) 0,569 0,651 0,580 0,658 0,570 0,649
Norm. 1, 708 (PoPMuSIC2) 0,692 0,761 0,706 0,801 0,696 0,761
presnost ’ ’ ’ ’ - ’ '
MCC 0,424 (Auto-mute2) 0,395 0,603 0,422 0,666 0,402 0,603

Obrdzek 7.17: Celkové sroundni presnosti konsenzudlni metody na testovacim datasetu. Rddky odpovidagi

jednotlivym metrikdm. V pronim sloupci je presnost nejlepsiho nastroje, v dalsich dvojicich sloupciu pak

presnost variant evolucni strategie vZdy na celé trénovaci sadé a na podmnozZiné zdiznamau, pro néz dokdzaly

predikci provést véechny ndstroje.
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Kapitola 8
Zaver

Hlavnim cilem této prace byl navrh konsenzualniho néastroje pro predikci vlivu aminokyse-
linovych mutaci na stabilitu proteinti. Navrhovany prediktor vyuziva vystupy existujicich
nastrojui, které kombinuje podle predem uréeného vektoru vah prfifazenym jednotlivym
nastrojim. Hledani optimalniho vdhového vektoru bylo provedeno s vyuzitim evolu¢nich
strategil.

Prvnim krokem byla volba pouZitych nastroji. S cilem zajistit co nejvétsi univerzalnost
navrhovaného prediktoru byl pfi jejich vybéru kladen diraz na velkou rtznorodost tech-
nik a principid, na nichz jednotlivé nastroje pracuji. Celkem bylo vybrano deset ruznych
existujicich prediktori; jejich vycet se struénym popisem je uveden v kapitole Stabilita
proteinti.

Jako druhy krok probéhla tvorba trénovaci a testovaci datové sady pro evoluéni strategii.
Zakladem byla databaze ProTherm. Pro zadznamy pak byly ziskdny predikce jednotlivych
vyuzivanych néstroji. Cést téchto dat byla pievzata z diplomovych praci Ing. Malinky [15]
(pfevzaty vysledky 3 néstroji) a Ing. Pavlika [25] (pfevzaty vysledky 4 nastroji). Anotace
dalsich 3 prediktort byly doplnény v ramci této prace. Samotny vybér trénovaci a testovaci
datové sady pak kvili zachovani dostatecné velikosti probéhl z podmnoziny zaznami, pro
néz se podaiilo ziskat predikce vétsiny néastroju.

Evolucni strategie pro hledani optimalniho vektoru vah byla implementovana ve tfech
variantach: evoluéni strategie s pravidlem 1/5, metoda s autoevoluci typu 2 a varianta
CMA-ES. Pro ohodnoceni pfesnosti navrzené konsenzualni metody byl pouzit Pearsontv
korela¢ni koeficient, normalizovana presnost a Matthewuv korelacni koeficient. Na testovaci
datové sadé se jako nejpresnéjsi ukazalo feSeni nalezené s pomoci autoevoluce typu 2. Na
mnoziné zdznami, pro néz dokazaly vSechny pouzité néstroje predikci provést, bylo dosa-
zeno Pearsonova korela¢niho koeficientu 0,658, coz je o 0,118 lepsi vysledek, nez presnost
dosazend nejlepsim nastrojem (Auto-mute2).

Navrzeny prediktor je vSak velmi citlivy na absenci hodnot AAG predikovanych jed-
notlivymi nastroji. Na celé testovaci datové sadé, ve které byly 2/3 zdznamt z hlediska
ziskanych predikci nekompletnich, dosédhla konsenzualni metoda Pearsonova korela¢niho
koeficientu 0,580, coz je jen o 0,040 lepsi vysledek nez jakého dosahl néstroj Auto-mute2.
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Priloha A

Obsah CD

Ptilozené CD m4 nasledujici strukturu:

/dataSets/*

slozka obsahujici vsechny skripty a soubory spojené s kompletaci databaze Stability
/dataSets/newRecords/*

slozka obsahujici skripty a soubory spojené s dopliiovanim predikci novych néstroji
/dataSets/newRecords/AutoMute2/*

slozka, do které je tfeba nainstalovat program Auto-mute2
/dataSets/newRecords/getMutations.py

skript pro stazeni mutaci z databaze Stability k ohodnoceni predikénimi nastroji
/dataSets/newRecords/mutations.xml

vystupni soubor skriptu getMutations.py obsahujici zdznamy se stazenymi mutacemi
/dataSets/newRecords/dp.py

skript pro ziskédvani predikci nastroju Auto-mute2, PoPMuSiC2 a DUET pro mutace

uloZené v souboru mutations.zml
/dataSets/newRecords/automute2.sql

ukézkovy vystupni soubor skriptu dp.py s predikcemi néstroje auto-mute2
/dataSets/newRecords/automute2.sql

ukazkovy vystupni soubor skriptu dp.py s predikcemi nastroje auto-mute2
/dataSets/newRecords/automute2.sql

ukézkovy vystupni soubor skriptu dp.py s predikcemi nastroje auto-mute2
/dataSets/trainRecords/*

slozka obsahujici skripty a soubory spojené s oznacovanim zaznami pouzitych pro

trénovéani jednotlivych nastroji
/dataSets/trainRecords/trainSet.py

skript pro oznaceni trénovacich zdznami
/dataSets/trainRecords/inputTrainSets/*

slozka obsahujici soubory s dostupnymi trénovacimi sadami jednotlivych néastrojt
/dataSets/trainRecords/outputTrainSets/*

slozka obsahujici SQL soubory pro oznaceni trénovacich zaznami v databazi Stability
/evolutionStrategy /*

slozka obsahujici skripty a soubory spojené s trénovanim a testovanim evolucéni

strategie
/evolutionStrategy /createTD.py
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skript pro vytvoreni soubori s trénovaci a testovaci datovou sadou
/evolutionStrategy /trainSet.txt

soubor s trénovaci datovou sadou
/evolutionStrategy /testSet.txt

soubor s testovaci datovou sadou
/evolutionStrategy /es.py

skript pro trénovani evoluc¢ni strategie a testovani nalezenych feSeni
/evolutionStrategy /settings.cfg

konfiguracni soubor skriptu es.py
/evolutionStrategy /foundSolutions/*

slozka s nalezenymi kandidatnimi kandidatnimi fesenimi
/evolutionStrategy /trainRecords/*

slozka se soubory s trénovacimi zdznamy jednotlivych néstroji (pouziti pro testovani)
/evolutionStrategy /getTrainSets.py

skript pro stazeni trénovacich zadznami z databéaze
/evolutionStrategy /metrics.txt

soubor s vystupy testovani
/text/dp.pdf

text diplomové prace
/text/src/*

slozka se zdrojovymi soubory textu diplomové prace
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Priloha B

Schéma souboru mutations.txt

Skript dp.py ocekava vstupni soubor mutations.txt v XML formatu s nasledujici XSD struk-
turou.

<xs:schema xmlns:xs="http://www.w3.org/2001/XMLSchema” >
<xs:element name="mutations” >
<xs:complexType>
<xs:all>
<xs:element name="mutation” />
<xs:attribute name="uid” type="xs:integer” />
<xs:attribute name="pdbld” type="xs:string” />
<xs:attribute name="temp” type="xs:float” />
<xs:attribute name="ph” type="xs:float” />
<xs:attribute name="wild” type="xs:string” />
<xs:attribute name="mut”type="xs:string” />
<xs:attribute name="pos” type="xs:integer” />
<xs:attribute name="chain” type="xs:string” />
< /xs:all>
<xs:attribute name="duet” type="xs:boolean” />
<xs:attribute name="popmusic” type="xs:boolean” />
<xs:attribute name="automute” type="xs:boolean” />
< /xs:complexType>
< /xs:element>
< /xs:schema>
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