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Abstrakt

Abychom dosahli levné&jsi a efektivnéjsi vyroby proteinli, musime byt schopni predikovat, zda budou
proteiny rozpustné. V této praci se zabyvame vytvofenim bioinformatickych datovych sad na zakladé
databézi Target Track a eSol, testovanim ptiznakd pouzivanych v existujicich nastrojich zabyvajicich
se rozpustnosti proteind a tvorbou nového prediktoru. Pfestoze se ndm nedaii vytvoftit efektivni
nastroj na predikci rozpustnosti proteind, zjistujeme, Zze ve vétsiné piipadu staré pfiznaky na nové
datové sadé nekoreluji s rozpustnosti proteint tak silné, jako tomu je u starSich a mensich datovych

sad.

Abstract

To achieve cheaper and more efficient protein production, we must be able to predict protein
solubility. In this thesis, we describe creation of bioinformatic data sets based on Target Track and
eSol databases, we test the features used in existing protein solubility prediction tools and create a
new predictor. Even though we fail to create an effective prediction tool we find out that in most
cases the old features tested on the new data do not correlate with protein solubility as strongly as
others repot in older and smaller datasets.
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1 Uvod

Rozpustnost proteinti velice uzce souvisi s vyrobou funkénich proteinti. Funkéni proteiny chceme
vyrabét z n€kolika dtivodl. Pro védecké studium proteinti a jejich interakei je potieba umét proteiny
vyrobit. Pokud né&jaky protein vykazuje zajimavé vlastnosti pro primyslovou aplikaci, je tfeba ho
vyrabét ve velkém mnoZstvi.

Existuji dva hlavni typy vyroby proteintl. Prvnim je chemicka syntéza, kde se protein pfimo
syntetizuje. Touto metodou v sou¢asné dob¢é dokazeme vyrobit pouze malé proteiny, a to pouze

v malém mnozstvi. Druhou metodou je rekombinantni exprese proteinu, ktera se provadi bud’ in vitro
(ve zkumavce), nebo in vivo (uvnitt hostitelské buriky). Pfi vyrobé in vitro jsou veskeré molekuly
potiebné pro vyrobu proteinti extrahovany z buriky a cela syntéza probiha ve zkumavce. Metoda in
vivo vyuziva jiz existujicich mechanismil exprese gent hostitelského organismu pro vyrobu proteind.
Problém rozpustnosti je tradicné feSen experimentalni metodou. Protein se jednoduse vyrobi metodou
pokus, omyl. Tento piistup je ale ¢asové a finanéné naroény. Je proto vyhodné vytvofit nastroj, ktery
umozni jiz doptedu vytadit nesolubilni proteiny a zmensit tak soubor proteintl, jejichz rozpustnost je
nutné experimentalné overit.

V této praci se budeme zabyvat vytvofenim nastroje, ktery bude schopen ur¢it na zakladé
aminokyselinové sekvence proteinu jeho rozpustnost pii vyrobé in vivo. Nejprve se v teoretické ¢asti
budeme zabyvat metodami vyroby proteint, faktory, které ovliviiuji rozpustnost proteind, existujicimi
datovymi sadami pro rozpustnost proteint a existujicimi nastroji na predikci rozpustnosti proteind.

V praktické ¢asti se pak budeme zabyvat piimo tvorbou vlastni datové sady, vybérem a testovanim

ptiznaki pro strojové uceni a konkrétnim navrhem prediktoru.



2 Teoreticka ¢ast

2.1  Exprese proteini

Exprese proteint je proces, kdy je podle informaci v genu syntetizovan protein. Exprese je zahajena
transkripci, kdy se enzym nazyvany RNA polymerédza (na obrdzku RNAP) navaze na zacatek genu.
RNA polymeraza poté postupuje postupné po feté¢zci DNA (na obrazku ¢ern¢) a piepisuje ho za pomoci
dalsich molekul v organismu do RNA (na obrazku modte) fetézce (viz obrazek 2-1 - transkripce).

Coding
Strand

Template
Strand

Obréazek 2-1-Transkripce (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Simple_transcription_elongation1.svg)

V zavislosti na organismu je RNA fetézec poté dle upraven a v eukaryotickych burikach presunut ven
z buné¢ného jadra do cytoplazmy.
Jakmile je RNA v cytoplazmé nasleduje proces translace, kdy organela nazyvajici se ribozom postupné,

aminokyselina po aminokyseliné vytvaii pozadovany protein (viz Obrazek 2-2 - Translace).
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Obrazek 2-2 — Translace (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ribosome_mRNA_translation_en.svg)



Jesté béhem faze translace zapo¢ne posledni etapa exprese proteinu a to skladani. Protein vychazi
z ribozomu ve struktuie linearniho fetézce a pro jeho spravné fungovani je tieba, aby protein dosahl
nativniho stavu (viz obrézek 2-3 - Skladani). Pti procesu skladani existuje mnoho faktord, které
ovliviiuji, jestli se protein spravné slozi. Protein v podstaté hleda konformaci, ve kterém je molekula
V nejniz§im energetickém stavu, a tedy nejstabilngjsi v daném prostiedi. V1iv na Gspésnost skladani
proteinu tedy ma okolni prostiedi, koncentrace soli, pH, teplota a pfitomnost dalSich proteint. Velice

dilezité jsou zejména proteiny nazyvajici se chaperony, které usnadnuji proces skladani.

Obrézek 2-3- Skladani (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Protein_folding.png)

Exprese in vitro

Exprese in vitro je prvnim typem exprese proteintl. Pii expresi in vitro jsou veskeré¢ potiebné molekuly
potiebné pro vyrobu proteinu extrahovany z bunék (typicky Escherichia coli) a samotna exprese poté
probiha ve zkumavce. Takovato exprese probiha velice rychle (fadove hodiny) a je vhodna pro vyrobu
proteind nachylnych na rychlou degradaci. Dalsi vyhodou je, Ze i proteiny, které by bylo pro Zivou
buriku toxické lze takovymto zpisobem vyrobit. Tato metoda je také vhodna pro vyrobu malého
mnozstvi riznych protein a hodi se tak pro vyrobu proteini pro védecké ucely. Nevyhodou této
metody je poté to, Ze je nakladna a nelze s ni vyrabét proteiny v dostate¢né velkém méftitku pro

priamyslovou vyrobu

Exprese in vivo
Pii tomto typu exprese je do zivych bunék vloZzen vektor, ktery obsahuje gen pro vyrobu zvoleného

proteinu. Nasleduje kultivace, pfi které probihd rozmnoZovani téchto bunék. Poté se do prostiedi piida
latka, ktera spusti transkripce a translaci proteini. Bufiky jsou nasledné lyzovany, coz znamena Ze jejich
bunééné membrany jsou rozlozeny, coz vede ke smrti bunék. Nakonec je provedena purifikace
proteinu, coz je proces, pii kterém je z latky vzniklé lyzou buné¢k izolovan pouze pozadovany protein.
K tomuto typu exprese se pouzivaji buiiky e. coli, kvasinky, buiikky hmyzi, ¢i bunky sav¢i. e. coli je

ovsem pro svou jednoduchost, cenovou dostupnost a vysokou rychlost ristu nejpouzivanéjsi. Vyhodou



tohoto typu exprese je dobrd cenova dostupnost a jednoduchost vyroby velkého mnozstvi proteint.
Nevyhodou této metody je to, ze exprese probiha v zZivych bunkach odlisnych od origindlniho
organismu, a tak je vyroba toxickych proteinii anebo eukaryotickych proteinti pti pouziti e. coli

problematicka. Resenim je pravé pouziti hmyzich &i savéich bungk. Takovato vyroba je poté bohuzel

v

2.2  PFiCiny nerozpustnosti proteint

Jak je zfejmé z ptedchoziho textu, proces vyroby proteintl je slozity a je mnoho véci, které se pfi ném
mohou nezdafit.

Jednou z pficin je tendence proteinu Kk agregaci. Jednotlivé fetézce se mohou spojovat do vétSich
shlukd, coz jim zamezuje normaln¢ fungovat. Tyto shluky mohou navic byt pro bunku toxickeé.
Tendence proteinti agregovat zaroven souvisi s fazi skladani proteint. I sloZeny a neagregujici protein
obsahuje mista, kterymi by se mohl navéazat na ostatni proteiny a agregovat. V takovémto proteinu jsou
ovsem tyto misto schovany uvnitt jeho struktury a jsou tak pro ostatni proteiny nedostupné. Pokud tento
protein budeme syntetizovat v jiném neZ jeho originalnim prostiedi, miZe dochazet k pomalej$imu
skladani, coz vede k delsimu odhaleni téchto mist a mize zvysit tendenci proteinu agregovat.

Pfi vyrobé proteinu mize dale vlivem nepfiznivé teploty ¢i pH dochazet k nespravnému skladani
proteinu, coz vede k vyrobé nefunkénich proteinti. Mnoho proteind také ke svému spravnému sloZeni
vyZaduje chaperony anebo kofaktory. Chaperony jsou proteiny které pomahaji pii skladani protein,
Casto se na né i navazi, ale ve slozeném proteinu se jiz nevyskytuji. Kofaktory jsou naopak

neaminokyselinové struktury.

2.3  Zdroje dat

Pro tvorbu dobte fungujiciho nastroje je nejprve dulezité zajistit si dostate¢né mnozstvi vhodnych dat
a z téchto dat poté ziskat datové sady obsahujici veskeré relevantni informace pro trénovani a testovani
tohoto nastroje. Pro tyto ucely byly pouzity databaze eSol (1), SWISS-PROT (2), PDB (3) a Target
Track (4).

eSol

Databéaze eSol obsahuje cca 3200 proteint bakterie e. coli. Kazdy protein byl syntetizovan in vitro
pomoci metody PURE (5). Pti syntetizaci nebyli pouzity zadné chaperony. Rozpustnost proteint byla
poté testovana pomoci centrifugace. Ptiblizné 1200 proteint bylo poté oznacenych jako nerozpustné.
V roce 2012 provedli autoii dodateéné zvétseni databaze, kdy z 1200 nerozpustnych proteini vybrali
800 cytoplazmatickych proteini, kde zbylych 400 proteind se v cytoplazmé nevyskytovalo (naptiklad
Slo o proteiny vyskytuji se v bunééné membrané). Téchto 800 proteint se poté pokouseli znovu

vyrobit pomoci metody PURE a testovali, zda pfidani tii hlavnich typa chaperony ovlivni rozpustnost



téchto proteint. Zjistili, ze u dvou tfetin proteind doslo ke zvyseni rozpustnosti o vice nez 50 % a

pouze u 3 % proteint doslo ke zvyseni rozpustnosti mensi nez 20 %.

SWISS-PROT

SWISS-PROT je spravovana databaze proteind a jejich aminokyselinovych sekvenci. Autofi se snazi
o minimalni redundanci, maximalni integraci s ostatnim databazemi a maximalni anotaci vsech
obsazenych proteinil (popis jejich funkce, struktury atd.). Databaze byla vytvotrena roku 1987

v Department of Medical Biochemistry of the University of Geneva a je spravovana ve spolupraci s
Department and the European Molecular Biology Laboratory (EMBL)

PDB
On-line databaze Protein Data Bank se zabyva 3D strukturami proteint, nukleovych kyselin a jinych

makromolekul. Databaze v soucasnosti obsahuje 129942 zaznamu. Organizace The Worldwide PDB
(wwPDB) spravuje tuto databazi a zajist'uje jeji bezplatnou dostupnost pro vSechny uZivatele

kdekoliv na svété.

Target Track

Databaze Target Track je databazi shromazd'ujici experimentalni vysledky snazici se ziskat strukturu
proteinu vybranych organizaci PSI (Protein Structure Initiative) a ostatnich velkych biologickych
projektl zabyvajicich se strukturou proteind. Obsahuje laboratof, kde byl experiment proveden,
zdrojovy organismus proteinu a jeho doménu, protokoly pouzité pii syntéze proteinu a vysledky
jednotlivych trialt.
Tato databaze vznikla jako vystup projektu PSI, ktery byl rozdélen na nékolik fazi:

e PSI-1(2000-2005)

e PSI-2 (2005-2010)

e PSI: Biology (2010-2015)
Prestoze projekt uz skoncil, databaze je stale aktualizovana. V soucasné dob¢ obsahuje databaze cca
330 tisic zaznamd.
V Evropé existovaly podobné projekty s ndzvy SPINE (2003-2006) a SPINE2 (2006-2009).
Databaze s vysledky téchto projekti bohuZel neexistuji.



2.4  Existujici nastroje

Existuje mnoho nastroju zabyvajicich se predikci rozpustnosti proteint. V této kapitole se budeme
zabyvat nastroji a metodami Wilkinson-Harrison(6), Idicula-Thomas (7), PROSO (8), SOLpro (9),
SCM (10), PROSO Il (11), ESPRESSO (12), ccSol (13), ccSol omics (14), CamSol (15) a Solubis

(16). Nastroje muzeme rozdélit na ti'i generace.

2.4.1  Nastroje prvni generace

Do prvni generace patii nastroje, kde autoii prvn¢ vybrali urcité ptiznaky a poté za pomoc

statistickych metod provadeli predikci rozpustnost.

Wilkinson-Harrison

Na zaklad¢ sekvenci 81 proteint se znamou informaci o rozpustnosti vytvofili autofi péti-
parametrovy model (rovnici) pro predikci rozpustnosti. Tento model bral v Gvahu:

e prumérny naboj

e obsah aminokyselin tvoticich oto¢ky — proteiny s velkym poctem otocek se huie skladaji

e obsah cysteind - E. coli neumi vytvaret disulfidické mustky, proto se fada sav¢ich proteint s

velkym podilem cysteinti neslozi spravné.
e obsah prolint — proline ma vyrazny vliv na rychlost skladani proteinu.
o hydrofilitu — ovlivituje stabilitu proteinu

e celkovy pocet rezidui

Autoti zjistili na zaklad€ jednoduché statistiky, ze pravé te€chto pét parametrt nejlépe rozlisuje
rozpustnost.
Datova sada pouzita pii tvorbé této metody obsahuje 54 solubilnich a 27 nesolubilnich proteint

z riiznych zdroji (Clovek, kute, kvasinka, bakterie apod.).

2.4.2  Nastroje druhé generace

Nastroje druhé generace se liSi od prvni generace tim, Ze misto statistické metody vyuzivaji pro
zpracovani piiznaki rizné metody strojového uceni anebo jejich kombinace. Zvlast’ popularni se zda

byt metoda SVM (Simple Vector Machine).

Idicula-Thomas

Tvirci nastroje z aminokyselinové struktury proteinu a z nich vypocitanych vlastnosti vytvotily
soubor ryst. Naptiklad pouzily délku proteini, GRAVY, alifaticky index, celkovy naboj atd. Rizné
kombinace téchto ryst poté testovali jako vstupni vektory pro SVM. Autoti ale pouzivali pouze velice

malou datovou sadu 62 rozpustnych a 130 nerozpustnych proteinti, kterou dale rozd¢lili na trénovaci



sadu (41 rozpustnych a 87 nerozpustnych proteint) a testovaci sadu (21 rozpustnych a 43
nerozpustnych proteini). Pfesnost tohoto nastroje se pak pohybovala mezi 66 a 72 %, v zavislosti na

volb¢ rysu.

PROSO

Jako vstupy pro SVM pouzivaji autofi frekvenci vyskytu jednotlivych aminokyselin, frekvenci
vyskytu dvojic aminokyselin a frekvenci vyskytu trojic aminokyselin v sekvenci zkoumaného
proteinu. Protoze by ale u dvojic a trojic doslo k velkému mnozstvi moznych kombinaci, shlukovali
autofi nastroje aminokyseliny s podobnymi vlastnostmi do shluki a pouzily poté frekvence téchto
shlukd. Vysledky téchto tii SVM byly poté zpracovany pomoci naivni bayesovske klasifikace.
Datovou sadu vytvofili autofi pomoci databaze TargetDB (17) (pfedchuidce Target Tracku) tak, ze
jako rozpustné oznacili vSechny proteiny které dosahli stavu soluble a jako nerozpustné ty, které
dosahli alespon stavu expressed, ale nikoliv soluble. Tyto proteiny poté ptezkoumali pomoci nastroje
TMHMM (18) a vyloudili proteiny, pfi kterych byla predikovana pfitomnost transmembranovych
segmentl. Pomoci nastroje CD-HIT (19) poté zbylé proteiny poshlukovali s pouzitim 50 % hranice
podobnosti. Vyslednou datovou sadu autoii poté rozdélili na proteiny obsahujici jednu doménu a na
proteiny obsahujici vice domén. Dé€leni provedly tak, Ze vSechny proteiny del$i nez 150 aminokyselin
oznacili za vicedoménové. Ziskaly tak dvé datové sady:

Jednodoménovou (2 x 3117 proteinit)

Vicedoménovou (2 x 3983 proteint)

Autofi nastroje poté ohlésili presnost 71,7 % avSak autofi prediktoru SOLpro pfi testovani nad jejich

datovou sadou ukézali pfesnost prediktoru PROSO jen 59,285 %.

SOLpro
Podobné jako PROSO se SOLpro sklada ze dvou fazi. V prvni fazi je vykonano 20 SVM

klasifikatori, kazdy nad jinou sadou rysu. Jako rysy jsou pouzity jednak frekvence vyskytu
jednotlivych aminokyselin, dvojic a trojic, podobné jako je tomu u nastroje PROSO, délka proteinu,
GRAVY, aliphaticky index, naboj proteinu, molekularni vaha, nachylnost proteinu na tvorbu, pomeér
alpha residui, beta residui a pocet domén. Ve druhé fazi jsou vysledky prvni faze spole¢né s délkou
proteinu zpracovany opét pomoci SVM. Autofi vytvofili vlastni datovou sadu SOLP, ktera byla
vytvorena prevazné z databazi PDB a TargetDB a obsahovala 17408 proteinti. Pro testovani byla
vyuzita 10nasobna kiizova validace, kde kazda cast obsahovala vyvazené mnozstvi rozpustnych a

nerozpustnych proteint. Autofi nastroje udavaji piesnost 74,15 %.

SCM

Tento nastroj vyuziva novou metodu predikce, kterou jeho tvlirci nazyvaji SCM (Scoring Card

Method). Autofi prvné vytvorili vlastni sadu Sd957, kterou ziskaly ptimo z literatury. Tuto sadu poté



nahodné rozd¢lili na 766 trénovacich a 191 testovacich prvki. Nasledné autofi pouzili trénovaci sadu
na tvorbu bodové matice. Prvné rozd¢lili sadu na rozpustné a nerozpustné proteiny. Poté si pro obé
¢asti sady spocitaly pomér vSech 400 di-peptid viic¢i ostatnim di-peptidiim. Poté odecetly poméry u
nerozpustnych proteini od poméri u rozpustnych proteini. Nakonec v§echny hodnoty normalizovali
do rozsahu 0—1000. Podle této matice se poté pro kazdy protein spocita skore a pokud presahuje
danou hranici, povazuje se protein za rozpustny, jinak za nerozpustny. Autofi uvadéji piesnost kolem
83 %. Nastroj dodate¢né testovali na sadach SOLP, kde byla pfesnost 59,99 % a PROSO, kde byla
presnost 64,5 %.

PROSO Il

Tento nastroj je vylepsenou verzi nastroje PROSO a funguje tedy na velice podobném principu.
Pouze misto SVM vyuziva Parzenovo okno a logistickou regresi. Autofi také pouzili vyrazné vétsi
datovou sadu obsahujici 82299 proteinti. Tuto sadu poté jesté poshlukovali na 90 % a vybalancovali.

Nastroj nakonec dosahoval ptesnosti 71 %.

ESPRESSO

ESPRESSO je v podstaté dvéma rozdilnymi nastroji v jednom, jelikoZ pracuje se dvéma metodami
predikce, mezi kterymi si miiZze uzivatel vybrat. Prvni je predikce na zéklad¢ vlastnosti proteinu, kde
autofi nejprve definovali 437 ryst na zdklad€ jak samotné sekvence, tak i jeji struktury a poté pouzili
opét SVM na zpracovani téchto rysd. Druhou metodou je predikce podle vzorce, kde autofi hledali

Vv proteinu sekvencéni vzory, které se vyskytovali bud’ pouze u rozpustnych, nebo nerozpustnych
proteinech. Autofi vyuZili datovou sadu, kterou pouzivaly v jejich pfedchozich pracich. Tuto sadu
rozdglili na dve ¢asti. Jednu, kde byla rozpustnost zjisténa pouze jednim experimentem (dataset S) a
druhou ¢ast, kde byla rozpustnost otestovana dvéma, nebo vice experimenty (dataset_M). Sady byly
poté shlukovany nastrojem CD-HIT, ale nebyly vyrovnané (obsahovaly pfiblizné dvojnasobné
mnozstvi nerozpustnych proteini). Na této datové sad¢ dosahl nastroj pomoci prvni metody piesnosti

68 % a pomoci druhé metody 63 %.

ccSol

Pfi tvorbé nastroje tvurci prvné pro kazdou sekvenci vypocitaly 28 riznych fyzikalné-chemickych
vlastnosti a tyto poté zredukovali testovanim na 6 rysti pro SVM. Témi jsou vinuti proteinu,
hydrofobicita, hydrofilita, neuspofadanost proteinu, beta oto¢ky a alpha spiraly. Autofi pouZzivaji
datovou sadu vychazejici z databaze eSol, kterd obsahuje 3043 proteinii. Autofi bohuzel neuvadéji

presnost nastroje



2.4.3 Nastroje treti generace

Vysledkem nastroju tfeti generace neni pouze predikce, zda bude protein rozpustny, ale tvorba profilu
rozpustnosti proteinu. Tento pfistup umoziuje predikovat pfimo vlivy mutaci na rozpustnost proteinu.
Nevyhodou je, Ze nastroje Casto vyzaduji znalost nejen aminokyselinového fetézce protenu, ale i jeho

struktury.

CamSol

Motivaci je zvysit rozpustnost 1€kt ve formé antibodies proteinii, které maji tendence agregovat ve
vétsich koncentracich, a proto se zamétuje primarné na nalezeni a rozruSeni agregujicich regionti.
Jako vstup nastroj pouziva strukturu proteinu. Prvné vypocte profil agregace podobnym principem,
jako néstroj Zyggregator (z tendence pro alpha Sroubovice, beta skladany list, hydrofobicita a naboje).
Poté se provedou strukturni korekce na zakladé vyskytu konkrétni ¢asti profilu v jadie nebo na
povrchu proteinu. Na zakladé vysledku jsou poté vybrana vhodna mista pro mutace. Autofi pouzili
datovou sadu 56 mutaci na 19 proteinech. Néstroj byl porovnan s vysledky nastroju eSol a PROSSO
IT a CamSol dopadl nejlépe (54/56 bylo predikovano spravne).

Solubis

Tento nastroj vyuziva sekvence a struktury proteinu. Nastroj nejprve vyhleda Aggregation Prone
Regions pomoc nastroje TANGO (20). Dale se analyzuje vliv jednotlivych APR regioni na stabilitu
proteinu podle jejich umisténi v jadfe, nebo mimo né. Nakonec jsou jednotlivé APR regiony
skenovany na mozné mutace a jsou posuzovany z pohled zmény nachylnosti k agregaci a zmény ve
stabilité. Vystupem nastroje je poté graf ukazujici nejperspektivnéjs$i mutace a jejich souvislost se

zménou agregace a zmeénou stability.

ccSol omics

Nastroj ccSol omics je noveéjsi verzi ccSol. Pouziva algoritmus nastroje ccSol, ale rozpustnost
nepocita jako jednu hodnotu pro protein, ale pracuje s posuvnym okénkem a vytvari tak spise profil
proteinu. Ke zpracovani profilu na jednoznaény vysledek pouziva nastroj neuralni sité. Datova sada
vychazi z databaze Target Track a obsahuje cca 37 tisic proteint. P¥esnost nastroje uvadéji autofi 79

%.
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3 Prakticka cCast

Jak mizeme vidét v kapitole 2.4, existuje mnoho nastroji pro predikci rozpustnosti proteint. Témet
v§echny nastroje pouZivaji pro predikci SVM nebo jiné formy strojového uceni a zda se byt trendem
rozdélit zpracovavani vysledkid do dvou fazi a mezi n¢kolik metod. Miizeme také vidét, ze vétSina
nastroju se zabyva bud’ vlastnostmi proteinu anebo hledanim ur¢itych vzori v jeho tetézci. Déle je
ziejmé, ze ¢im jsou nastroje starsi, tim mensi datové sady jejich autofi pouzivaji. Navic jsou casto
datové sady ziskavany z podobnych zdroji, a tak zde vyvstava i otdzka, zda jsou takovéto datové
sady reprezentativni pro obecnou predikci rozpustnosti proteint. Nasim cilem je tedy vytvoieni
obsahlejsi datové sady, nez pouziva jakykoliv z popsanych néstrojl a otestovani co nejvice

potencidlnich rysu pro tvorbu prediktoru.

3.1  Tvorba datovych sad

Pro potiebu testovani riznych ptiznakt pro strojové uceni a testovani samotného nastroje byly

vytvoteno nékolik datovych sad.

Datové sada eSol
Na zaklad¢ databaze eSol byly vytvoieny dvé testovaci sady. Databaze eSol obsahuje informace o

rozpustnosti proteintl, ovS§em neobsahuje informace o sekvencich proteinti. Misto sekvenci obsahuje
pouze ECK identifikatory, a tak bylo tfeba dohledat proteinové sekvence pomoci databaze SWISS-
PROT. Takto pfipravena sada poté obsahuje 3133 proteint, kde jsou informace o mife rozpustnosti
proteinu misto pouze binarni informace, zda je protein rozpustny, nebo ne. Databaze eSol také
obsahuje u 773 proteind experimentalni informace o zmén¢ rozpustnosti proteinti pti pridani
chaperont, a tak byla pro Gcely testovani ptiznaka vytvorena druha datova sada, obsahujici pouze

tyto proteiny.

FitSet

Na zaklad¢ databaze Target Track vzniklo nekolik datovych sad souhrnné ozna¢ovanych jako FitSet.
Jelikoz databaze neobsahuje pfimo binarni informace o rozpustnosti proteintl, ale pouze trialy a jejich
vysledky, byla rozpustnost proteinti vypoctena jako pomér rozpustnych tridli vi¢i nerozpustnym.
Binarni data o rozpustnosti byla poté ziskana tak, ze pokud byl pomér vétsi nez 50 %, tak byl protein
oznalen za rozpustny, jinak za nerozpustny. Databaze byla prvné rozdélena na solubilni a nesolubilni
Cast. Takto pfipravena databaze byla poté shlukovana pomoci nastroje CD-HIT postupné na
podobnosti 90 %, 80 %, 70 %, 60 % a 50 %. Nakonec byly datové sady vyrovnany ndhodnym
vybérem postupné z rozpustnych proteinil a poté z nerozpustnych tak dlouho, dokud se jakakoliv ¢ast

nevycerpala. Vznikly tak tyto datové sady
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e FitSet0 — neshlukovana a nevyrovnana sada vychazejici z databaze (272662 rozpustnych a
92314 rozpustnych proteint)

o FitSet9 — vyrovnana a shlukovana sada s podobnosti 90 % (2x 61247 proteint)

e FitSet8 — vyrovnana a shlukovana sada s podobnosti 80 % (2x 58826 proteinti)

e FitSet7 — vyrovnana a shlukovana sada s podobnosti 70 % (2x 56204 proteint)

o FitSet6 — vyrovnana a shlukovana sada s podobnosti 60 % (2x 52625 proteinti)

e FitSet5 — vyrovnana a shlukovana sada s podobnosti 50 % (2x 47202 proteinti)

3.2  Volba priznaki

Na zaklad¢ teoretickych znalosti a vysledkii predchozich nastroji byly vybrany ptiznaky z nékolika
riznych kategorii pro testovani. Veskeré testovani probihalo za pomoci skriptt v jazyce Python pro
spousténi jednotlivych néstrojli a praci s nimi a za pomoci scriptll v jazyce R pro tvorbu grafii a

statistické zpracovani dat.

3.2.1  Vlastnosti proteint
Dle dosavadnich vysledkii nastroju se zda, Ze vlastnosti proteinti maji vliv na jejich rozpustnost. Pro
vSechny proteiny v sade FitSet5 byly tedy vypocitany tyto vlastnost:

e Délka sekvence proteinu

e GRAVY

e Naboj

e Aliphaticky index

o lzoelektricky bod

Délka

Prvni testovanou vlastnosti byla délka proteinu. Ta je jednoduse vypocitana ze sekvence proteinu tak,

Ze protein je tak dlouhy, kolik obsahuje aminokyselin.
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Obréazek 3-1: Histogram poméru solubilnich a nesolubilnich proteinii a jejich délek

Aliphaticky Index

Tato vlastnost byla vypo¢tena podle vzorce:
Aliphaticky Index = Ala + 2.9 * Val + 3,9 x (lle + Leu)

Kde Ala, Val, lle a Leu jsou poméry aminokyselin Alaninu, Valinu, 1zoleucinu a Leucinu v proteinu

v procentech.

Aliphatic Index Histogram
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Obréazek 3-2: Histogram poméru solubilnich a nesolubilnich proteinii a jejich Aliphatickych indexii
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Isoelektricky bod

Isoelektricky bod je bod na stupnici pH, kde mé& protein nulovy naboj. Byl ur¢en numericky tak, ze se

po pH stupnici postupoval s krokem 0,1 a pro kazdé pH byl vypocitan naboj. Jako vysledek byl urcen

bod s nejnizsim vypocitanym nabojem.

Isoelectric point histogram
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Obrazek 3-3: Histogram poméru solubilnich a nesolubilnich proteinii a jejich Izoelektrickych bodii

GRAVY

Vlastnost GRAVY byla vypoctena tak, ze kazdé aminokyseliné je pfifazena ur¢itd numericka

hodnota, v§echny tyto hodnoty proteinu jsou poté se¢teny a vydéleny délko proteinu.
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Gravy Histogram
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Obréazek 3-4: Histogram poméru solubilnich a nesolubilnich proteinii a hodnoty GRAVY
Naboj
K vypoctu naboje pottebujeme nékolik hodnot. Potfebujeme znat pocty jednotlivych aminokyselin

Vv proteinu, coz lze lehce spocitat ze sekvence a potiebujeme znat pH, které jsme urcili na konstantni

hodnotu 7 (neutrélni). Z téchto dat se dle nasledujiciho vzorce provede vypocet naboje:

o 1 AspNumber  GluNumber CysNumber TyrNumber
NabO] =~ 1+ 103-65—pH - 1+ 103:9-pH - 1+ 104.07-pH - 1+ 108-18—pH - 1+ 1010.46—pH
HisNumber 1 LysNumber ArgNumber

+ 1+ 10pH-6.04 + 1+ 10pH-82 + 1+ 10pH-10.54 + 1+ 1QpH-1248
Kde AspNumber, GluNumber, CysNumber, TyrNumber, HisNumber, LysNumber a ArgNumber jsou

pocty aminokyselin Kyselina asparagovd, Kyselina glutamové, Cystein, Tyrosin, Histidin, Lysin a

Arginin respektive.
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Charge Histogram
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Obrazek 3-5: Histogram poméru solubilnich a nesolubilnich proteinii a jejich ndboje
Zavér
Bohuzel se nepodatilo nalézt silné korelace mezi vlastnostmi a rozpustnosti protein, ale existuji

slabé korelace. Toto je nejlépe vidét na ndboji a izoelektrickém bodé.

3.2.2  Agregace

Agregace proteint by logicky méla ovliviiovat rozpustnost proteinti z toho diivodu, ze agregovany
protein nefunguje spravné a mel by se tedy dat oznacit za nesolubilni. Pro analyzu agregace proteini
jsme se rozhodli pouzit ptiznaky z nastroje, ktery jsme vyvinuli v pfedchozi praci. (21). Déle jsme se
rozhodli otestovat vliv APR (Aggregation Prone Region) na agregaci. Tyto regiony byly hledany
nastroji Tango (20), Zyggregator (22) , Waltz (23) a FitSeq (21).

Nad sadou FitSet5 byly testovany vSechny nastroje s vyjimkou Tanga a nad sadou eSol byly
testovany nastroje Tango a Zyggregator.

Waltz
Nastroj pouze hleda APR. Byly testovany pocet, primérna sila a soucet sil téchto regionti. Nepodatilo

se najit korelace mezi APR a rozpustnosti (Korela¢ni koeficient 0.01936721, viz obrazek 3-6).
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Waltz Histogram
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Obrazek 3-6: Histogram poméru solubilnich a nesolubilnich proteinii a poctu APR hledanych ndstrojem Waltz na sadé FitSet5
FitSeq

Nastroj hleda specifické sekvence aminokyselin. Testovano bylo, zda byla nalezena alespon jedna
sekvence a pocet nalezenych sekvenci. Kazda takova sekvence poté byla povazovana za APR.

Korelaci mezi poctem APR a rozpustnosti proteinu se opét nepodafilo prokazat (Korelaéni koeficient

0.02264467, viz obrazek 3-7).

FitSeq Histogram
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Obrazek 3-7: Histogram poméru solubilnich a nesolubilnich proteinii a poctu APR hledanych ndstrojem FitSeq na sadé
FitSet5
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Zyggregator

Tento nastroj vytvari profil proteinu a vypocitava navic vlastnosti jako hydrofobicita,
pravdépodobnost vyskytu beta skladaného listu, pravdépodobnost vyskytu alpha Sroubovice. Ani u
jedné z téchto vlastnosti se bohuzel nepodatilo na sadé FitSet5 prokazat korelaci s rozpustnosti
proteinu. (korela¢ni koeficient 0.02488598, viz obrazek 3-8).

Zyggregator Histogram
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Obrézek 3-8: Histogram poméru solubilnich a nesolubilnich proteinii a poctu APR hledanych nastrojem Zyggregator na sadé
FitSet5

Nastroj byl dale testovan na sadé eSol. V tomto experimentu bylo testovano jak mnozstvi APR, tak
samotna piedpovidana mira agregace proteint (viz obrazky 3-9 a 3-10). Byla zjisténa slaba korelace

mezi APR a rozpustnosti proteinti.
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Zyggregator APR Histogram
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Obrazek 3-9: Histogram poméru solubilnich a nesolubilnich proteinii a poctu APR hledanych ndstrojem Zyggregator na sadé
eSol
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Obrazek 3-10: Vztah piredpovidané tendence agregovat a rozpustnosti proteinu v sadé eSol
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Tango

Pomoci néstroje Tango byl proveden experiment odliSny od ostatnich nastrojt. Pro vSechny hotspoty
byla na sadé¢ eSol spocitana jejich sila a zkoumalo se, zda né&jak koreluje sila hotspott s rozpustnosti

proteint. U proteint, které obsahuji vice nez dva hotspoty jsou data upravena pro vizualizaci v grafu
pomoci nastroje XY. Modra barva, podobné jako u predchozich graft, reprezentuje nerozpustné

proteiny a ¢ervena rozpustné. Bohuzel se nepodafilo najit zadné korelace. (viz obrazek 3-11 a DVD).
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Obrazek 3-11: Pomeér sily APR hledanych ndstrojem tango a rozpustnosti protenu pro proteiny se dvéma APR (modré
rozpustné, cervené nerozpustné)

Zavér

S vyjimkou nastroje Zyggregator na datové sadé eSol se kupodivu nepodatilo prokazat ani slabou

korelaci poctu a sily APR regiontl a rozpustnosti proteindl.

3.2.3  Zdrojovy organismus

Rozhodli jsme se také otestovat vzdalenosti organismtl viici e. coli, ktera je nejCastéji pouzivana jako
hostitelsky organismus. Byly pouzity tfi vzdalenosti: Taxonomicka, fylogeneticka podle rRNA a
fylogeneticka podle ribozomu. Tyto vzdalenosti byly poté testovany na eSol jako potencialni ptiznaky
pro prediktor. Bohuzel se ani u jedné z téchto vlastnosti neprokazala silna korelace s rozpustnosti

proteinti (viz obrazky 3-12, 3-13 a 3-14. Cisla v pravych dolnich rozich jsou korelaéni koeficienty.).
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Vztah solubility a taxonomické vzdalenosti
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Obrazek 3-12: Vztah rozpustnosti proteinii a jeho taxonomické vzdalenosti od E. coli
Vztah solubility a rRNA vzdalenosti
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Obréazek 3-13: Vztah rozpustnosti proteinii a jeho fylogenetické vzdalenosti od E. coli (pocitino z rRNA)
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Vztah solubility a ribosomalni vzdalenosti
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Obrazek 3-14: Vztah rozpustnosti proteinii a jeho fylogenetické vzddalenosti od E. coli (pocitano z ribozomil)

3.24  Chaperony

Jako potencialni piiznaky jsme vybrali také potiebu proteinti vyuzivat pomoci chaperont ke
spravnému sloZeni. Potfeba vyuziti chaperonti byla uréena pomoci nastroje BipPred (24), ktery
predikuje mista na které se chaperony navazi. Timto nastrojem byla otestovana datova sada eSol.
Vystupem nastroje BipPred je ale minimalni a maximalni profil nastroje. Z téchto dvou profila byl
vytvoren zprumérovanim primérny profil a jako vystup byl vytvoren pocet segmentil profilu, jejichz
prumérna hodnota profilu pfesahovala urcitou mez. Meze byly testovany v intervalu 0.1-0.9 s krokem
0.1. Z grafii byla patrna podobnost s pfedchozimi grafy zabyvajicimi se korelaci délky a rozpustnosti
na sad¢ eSol, a proto byla provedena korelace vysledkt této metody s délkou. Byla zjisténa velice
silnd korelace, a proto byla cela metoda upravena. Pocet segmentt nad mezi byl vydélen délkou a byl
tak ziskan jakysi procentualni pomér segmentdl nad mezi vici vS§em segmentiim proteinu. Korelace
vysledkii nové metody s touto délkou prakticky zmizela od meze 0.3. Se zvySujici mezi se ale
korelacni koeficient snizoval, a tak byla mez 0.3 vybrana jako optimalni. (viz obrazek 3-15). Veskeré

grafy jsou dostupné na DVD.
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Vztah solubility a pocet hodnot nad thresholdem 0.3 deleno délkou
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Obrézek 3-15: Vztah rozpustnosti proteinu a poctu hodnot nad mezi 0,3 déleném délkou proteinu na sadé eSol. Korelacni
koeficient v pravém dolnim rohu.

3.3  Navrh prediktoru

Jako ptiznaky pro tvorbu prediktoru byly vybrany taxonomické a fylogenetické vzdalenosti, doména
zdrojového organismu, délka proteinu, GRAVY, naboj, aliphaticky index, izoelektricky bod a pocet
sekvenci majicich skore BipPred nad mezemi 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8 a 0.9. Tyto pfiznaky
byly otestovany na sadé FitSet5 a vysledky zpracovany pomoci nastroje WEKA (25). Piiznaky byly
pomoci algoritmu CfsSubsetEval zredukovany za pouziti kiizové validace s rozdélenim na deset ¢asti
na doménu, ndboj a izoelektricky bod. S témito pifiznaky poté byly testovany Classifier algoritmy,
opét za pomoci kiizové validace s rozdélenim na deset ¢asti, a jako nejefektivnéjsi se ukazal

algoritmus NaiveBayes (ROC ktivka viz obrazek 3-16).
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NaiveBayes obecné priznaky ROC
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Obrézek 3-16: NaiveBayes ROC kiivka s pouzitim obecnych priznakii, AUC = 0,6171,

Originalni pfiznaky byly poté opét zredukovany, tentokrat pomoci ClassifierSubsetEval specialné po
NaiveBayes. Vyslednymi pfiznaky byly doména, taxonomicka vzdalenost, délka proteinu, GRAVY,
naboj, izoelektricky bod a pocet sekvenci majicich skére BipPred nad mezemi 0.2, 0.7, 0.8 2 0.9 (viz

tabulka 1). Toto vedlo k velice mirném zlepsSeni predikce (ROC ktivka viz obrazek 3-17).

Doména Taxonomicka Vlastnosti BipPred Vsechny

vzdalenost proteinu vysledky pfiznaky
AUC ROC 0,56 0,54 0,58 0,56 0,62
pomér FP 0,54 0,53 0,44 0,45 0,42
pomér TP 0,59 0,59 0,55 0,53 0,59

Tabulka 1: Vysledky testovani vybranych priznakii
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Obréazek 3-17: NaiveBayes ROC kiivka s pouZitim specifickych priznakii, AUC = 0,6264
4 Zavér
Tato prace navazovala na praci zabyvajici se predikci agregace proteinti. Ocekéavali jsme Ze agregace
proteint a rozpustnost proteinti budou velice tzce spojeny, coz plati alesponi z ¢asti u mensi sady
eSol, ale nikoliv u vétsich sad, zalozenych na Target Tracku.
BohuZel se nepodafilo vytvofit kvalitni prediktor rozpustnosti proteint. Bylo ale otestovano mnoho
ptiznakt pouzivanych ve starSich nastrojich. Zjistili jsme, ze na vétsi datové sadé jsou korelace
jednotlivych piiznakt a rozpustnosti proteinti mensi, a i kdyz naptiklad potieba chaperont vypadala
pii testovani na datové sad¢ eSol nadéjné, pti testovani na FitSetS nevykazovala zdaleka tak dobré
vysledky.
Jednou z moznych cest pro dosaZeni vétsi presnosti prediktoru je dal$i rozSifovani a upravovani
datové sady pouzivané pii trénovani a testovani nastroje. Druhou moznosti je roz§ifovani mnoziny
vhodnych piiznaki. At uz testovanim ptiznakt pouzitych ve starSich nastrojich, které nebyly na nové
datové sadé¢ otestovany. Napiiklad hledani specifickych sekvenci aminokyselin v proteinech, jak to

déla naptiklad nastroj PROSO. Anebo rozsifenim vstupl nastroje a pfidanim informaci o struktufe,

pH atd. do vstupu néstroje.
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Priloha 1. Obsah DVD

PtiloZzené DVD obsahuje tyto slozky:

BipPred
Tato slozka obsahuje dodate¢né grafy s vysledky nastroje BipPred a dva skripty:
e run_bippred.php — skript, ktery automaticky spousti BipPred a uklada vysledky
e TargetTrackByOneRun.py — skript, ktery dava pifedchozim skriptu data po jednom tadku.

Tango APR
Tato slozka opét obsahuje dodate¢né grafy s vysledky néstroje Tango

eSol

Slozka eSol obsahuje skript Compare_Data.R, ktery zpracovava vysledky nastroje BipPred a vytvari
z nich grafy

Target Track

Slozka obsahuje tyto skripty:
e TargetTrackDatabase ToArff.py pievadi soubory z csv do arff formatu
e SortTargetTrackUnsorted.py shlukuje databazi a vyfazuje z ni membranové proteiny. Tento
skript pracuje s nastrojem CD-HIT a TMHMM a vyzaduje je ke své spravné funkénosti.
o MergeSortedAndPullThemFromOutput.py vyrovna shlukované sady a z originalniho
TargetTrack.csv souboru vybere korespondujici zaznamy.
e (0Compare_Data.R — podobné jako u eSol zpracovava vysledky nastroje BipPred

Vlastnosti
Slozka obsahuje dva skripty:
e Features.py ktery obsahuje algoritmy pro vypocet jednotlivych vlastnosti
o MakeArffSet.py ktery vypocte vlastnost a ulozi vysledek do arff formatu. Tento skript ¢te ze

souboru database.txt, kde je potieba data vlozit ve formatu sekvence {mezera} id sekvence
{konec tadku}

Déle DVD obsahuje skript MergeSets.R, ktery spojuje nékolik soubori arff do jednoho souboru pro
hladké zpracovani nastrojem Weka a zdrojovy kod této prace.
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