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Abstrakt

Tento diplomovy projekt se zabyva problematikoudgtee sekundarni struktury protéinPo
teoretickém Uvodu néasleduje studie dostupnych ajéstnavrh a implementace webové aplikace,
kterd kombinuje funkcionalitu &kolika webovych nastr@j pro predikci sekundérni struktury.
UzZivatel ma moznost volit si get vyuZitych metod a vlozZit vybranou sekvenci jgkosty text nebo
jako soubor ve standardnim formatu. Ziskanim vysiedvybranych nastréjlze data konvertovat na
unifikovany format, vysledek zobrazit uZivateli acdh daty vytvéit viastni predikci. Vysledna
aplikace je testovana a vliv jednotlivych nastrgg upraven s cilem zvysit Uspesnost predikce.
Vystupem aplikace je vysledek predikce, ktery jétdqpdispozici jako text nebo soubor ke staZeni.

Abstract

This master's thesis deals with protein seconddryctre prediction. There is a theoretical
introduction followed by study of available toofgroposal and implementation of web application,
which combines functionality of several web tooéed to predict secondary structure. User is asked
to choose prediction methods and insert input sezpias plain text or upload a file. Results codidct
from selected tools serve to convert data into comformat, show the result and create new type of
prediction. Finally, the testing is applied andluehces of tools are adjusted in order to increase
percentage of prediction. The output of applicat®a result of prediction also available as ptaixt

or as a file.
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1  Uvod

Molekuly proteinov maju tendenciu vytvérannohé komplikované tvary. Motivy, ktoré sa
v Strukture vyskytuji opakovane nazyvame Strukhgéstavy sekundarnej Struktary. Na zaklade
znalosti sekundéarnej Struktary je mozné odvodelkové priestorové usporiadanie molekuly
a nasledne odhadn(pribliznt funkciu proteinu. Prave funkcia proteing K'G¢ovou znalogou

a umo#uje nam lepSie pochapiako proteiny fungujd. V prvejasti prace sa nachadza teoreticky
uvod do problematiky proteinov, ktory v kratkostopsuje ich vznik, zloZenie a Struktiru.
Predpoklada sa, Z&tate’ tejto prace ma zakladné znalosti molekularnejdgjig, bioinformatiky

a programovania, umelej inteligencie a soft conmmuti Nezainteresovanéntitatelovi poskytuje
druhd kapitola uUvod do problematiky proteinov, tosa vSak mdZe hatliaj skisenym
bioinformatikom.

Sekundarnu Struktaru moznocawva® experimentalne alebo vyftom. Vyvoj sa pre viaceré
problémy spojené s laboratérnym spracovanim zanmaametddy vypétové. Tretia kapitola sa
zaobera prave problematikou predpovedania Strkio stavov s vyuZzitim réznych vygovych
technik. Medzi najznamejSie spdsoby predikcie aatravdepodobnostny odhad, vyuZitie podobnosti
s homologickymi molekulami, vy@get pomocou neurénovej siete alebo konsenzus ndddkgsni
viacerych metdd. Faktom je, Ze Ziadna z metdd aiebgzchybnd, preto vznikli r6zne metddy
hodnotenia Uspesnosti, ktoré su rovnako popisaegovkapitole.

Vypocétové metddy sU implementované alme dostupné né&jstejSie v podobe webovych
aplikacii. Jednym z clev tejto prace je Stadia existujucich nastrojovaaledna vtha niektorych
Z nich. Sp6sob akym tieto nastroje pracuju je rdzmeto je potrebné vyextrahavapol@né érty
a zapracouanastroje univerzalne. Pre tietdely je potrebné s nastrojmi komunikoVaez interakcie
uzivatéa a vysledky ziskavaautomatizovane. Stvrta kapitola obsahuje detadinglyzu zvolenych
nastrojov s ofadom na vstupy, vystupy a moznosti komunikacie.

Na zaklade teoretickej Studie a analyzy dostupmy@strojov mozno ziskapredstavu o tom,
ako ma navrhovany nastroj pracévalzivated vypini vstupny formulér a vioZzené hodnoty odosle.
Spusti sa extrakcia dat z jednotlivych nastrojozaéldade vioZzenych vstupov. Nad tymito datami je
dalej vytvorena vlastna predikcia vyuZivajuca petaélme zastUpenie jednotlivych Strukturalnych
stavov. Navrh aplikacie v piatej kapitole obsahdfiniciu hlavnych cikov projektu a vyber
pouzitych technoldgii. Implementacia aplikacie @pisana v Siestej kapitole a obsahuje detailny
popis komunik&ného protokolu a spbésob, akym je vytvoreny kliemiusovanej webovej sluzby.
Vyznamnouiag'ou kapitoly je popis realizacie vlastnej predikcie.

Po implementacii nastroja nasleduje jeho dokla@dséovanie s clem zistt’ kvalitu vystupu
zapracovanych nastrojov a zwySispesnas vlastnej predikcie. Siesta kapitola obsahuje vyber
mnoziny testovacich dat, popis priebehu testovaiadnotenie testov a Upravu vplyvu néstrojov na
celkovy vysledok.

Mnoho sw@asnych biolégov a bioinformatikov pouziva spominawdétroje ako jednoduchy
a rychly spbsob ziskania predikcie sekundarnekg&iry. Webovy server je teda navrhnuty tak, aby
bol konkurencie schopny v otazkach bexpmesti, integrity dat, sg@ahlivosti a osvojiténosti
uzivatéského rozhrania. Cieva skupina uZivatev teda Waka tomuto nastroju ziska pristup
k réznym nastrojom z jedného miesta a pre zadawastigoov a ziskavanie vystupov im&taouzt’
iba navrhnuty nastroj.



2 Proteiny

Z polradu molekularnej biologie su proteiny najzloZieejs funkne najdémyselnejSie zname
molekuly. Pri pozorovani bunky pod mikroskopom, relaii biochemickefi elektrickej aktivity
bunky pozorujeme hlavne proteiny. Patria medzi mdastavebné elementy bunky, ale zatove
vykonavaju vasinu bunénych funkcii. Funkcia proteinov je Rmi rozmanitd. Z mnohych mozno
spomend nasledovné:

* Stavebna,

e Zasobn4,

» Katalyza chemickych reakcii,

» Transport latok v organizme,

» Pohyb buniek a tkaniv,

¢ Prenos informénych signélov medzi bunkami,

¢ Regulacia génovej expresie.
Pre pochopenie toho, ktory protein vykonava aklkdinje potrebné najprv detailne pochbijih
Struktdru na atomarnej arovni. V tejto kapitole momajs strueny Gvod do problematiky zloZenia
a Struktury proteinov. DéleZitotiag’'ou je definicia sekundarnych Struktar, ktoré sulymmwané
v dalSom texte.

2.1 Vznik a zlozenie

Proteiny vznikaju v procese translacie. Matrica mMRBa prekladd do vyslednej molekuly na
ribozdmoch za pritomnosti tRNA. Molekula proteirel fvorena dlhym m&@zcom aminokyselin
vzajomne prepojenych kovalentnou peptidovou vazimakujice sa poradie atémov plizoazca
sa nazyva polypeptidova kostra, na ktord su pripbjpostranné fazce r6znych aminokyselin.
Kazdy typ proteinu mé jeditieé poradie aminokyselin.

Na stabilizacii celej molekuly sa podiggl najma slabé nekovalentné vazby. Su to
predov3etkym vodikové mostiky, iontové vazby a danWaalsove sily. Stabilita celého tvaru zavisi
na celkovej sile vkého pd@tu tychto vazieb. Zasadny vplyv na vysledny tvarlekoly vSak ma
rozloZenie polarnych a nepolarnych aminokyselinpdirne postranné ttezce sa snazia zhlukava
vo vnutri proteinugo im umo#uje vyhn# sa kontaktu s vodou, ktora sa v bunke nachadzdo Ti
refazce sa naastejSie viazu vodikovymi mostikmi s polarnymi aakiyselinami  alebo
polypeptidovou kostrou. Polarne postranngaree sa snazia zdrzavaa povrchu molekuly, kde sa
mo6zu pomocou vodikovych mostikov vidzamolekulami vody alebo inymi polarnymi latkami.

Vdaka neustdlemu vyvoju lepSich a rychlejSich metgkivenovania DNA je v fiasnosti
pomerne jednoduché dif poradie nukleotidov DNA kodujucich dany proteinpeeloZzt’ ich na
postupnog aminokyselin. Typickéa idka proteinu je 50-2000 aminokyselin. Existujd v@akimky,
ktorych dZka je mensSia, priblizne 30 aminokyselin, a zéfiowwe’a vasia aZ okolo 10000
aminokyselin. [1]
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Obrazok 2.1: molekula proteinu vyjadrend Strukturalne a akazec aminokyselin. Na vyslednu
Struktdru ma kacovy vplyv rozmiestnenie polarnych a nepolarnyafareov. [1]

2.2  Struktara

Kazdy druh proteinu ma svoju vlastnu trojrozmermmaldaru, ktora je ufenéd poradim aminokyselin
v jeho re’azci. Po ukobeni procesu translacie zaujme protein energetiakyhodnejSiu priestorovi
Strukturu.

2.2.1 Tvar molekuly

Pri denaturacii molekuly vhodnym rozpasllom sa preruSia nekovalentné vazby a vznikrigwo
polypeptidovy réazec, ktory Uplne strati svoju prirodzend podobaopk pri renaturacii, teda
vysuSeni, sa molekula spontanne zviniet'spé svojej prirodzenej podoby. Tento jav sa nazyva
skladanie proteinu resprotein folding Z toho vyplyva, Ze vSetky potrebné informacievare
proteinu su obsiahnuté v obsahu a poradi amindkys#&lazdy protein sa skladd do svojho
prirodzeného tvaru, ktory je jednozm& dany tymto poradim. Tvar sa vSak méizstaine zmen,

ak protein interaguje s ostatnymi molekulami v yreicom aj nepatrnd zmenagasto Kucova pre
vyslednu funkciu proteinu.

{
|
\ -

Obrazok 2.2: molekula sa pri denaturacii rozpadne nBmyopolypeptidovy réazec, ktoryasto
reprezentuje postupnbaminokyselin. Pri renaturdcii sa protein zloZp8wodnej podoby. [1]



2.2.2

Na Stru

Hierarchické rozdelenie Struktary proteinov

ktaru proteinov sa mozno pozengerarchicky. Jednotlivé Urovne Stadia su nasledov
Spominana sekvencia aminokyselin, ktdithme od N-konca ku C-koncu s nazyva primarna
Struktara. V tejto konformacii sa vSak molekuly nirpde beZzne nevyskytujd, ale skladaju sa
do ve’kého mnoZstva komplikovanych tvarov.

Napriek tomu, Ze tvar kazdého proteinu je unikamgzno tu pozorovacasto sa opakujice
motivy. Tvar proteinu z pdadu tychto opakujicich sa elementov sa nazyva s&koa
Struktdra. Tychto motivov existuje viacero, avSa&dai nafastejSie patria-Srobovica ¢-
helix) ap-list (B-sheet). Sttadiom sekundarnych Struktir sa zaokméétato praca, preto budu
detailne rozobrané a je im venovana cela nasledd{apitola.

Znalog’ sekundéarnej Struktury je nevyhnutna préeaie vysledného tvaru molekuly. Finélna
trojrozmernd Struktlra sa nazyva terciarna.

V prirodecasto nevystupuju molekuly proteinov osamote al@afpaa do zloZitejSich celkov
prostrednictvom vazobnych miest. Vznikaju tak koewgl ktoré sa nazyvaju kvartérna
Struktdra. V bunkach takasto vznikaju symetrické utvary, ktoré s komplexomlekdl
rovnakych proteinov.

Specialnym pripadom usporiadania je tzv. proteinde@néna. Je tvorendubovdnou ¢ag’ou
polypeptidového mazca, ktora sa mbze nezavisle zvirdo kompaktnej stalej Struktiry. Domény
spravidla vykonavaju unikatnu funkciu a jeden piot@6ze mé niekd’ko rozlicnych domeén.

Fradl
- Gy

Obrazok 2.3: Hierarchia proteinovych Struktdr. Primarna — sekieeaminokyselin, sekundarna—
helix ap-sheet, tercidrna — jednoducha doména, kvartédwmména tvorend dvoma molekulami. [1]

2.2.3

Proteinové rodiny

V priebehu evolucie sa Struktira niektorych prateimierne pozmenila st@lom vzniku novych

vlastnosti a funkcii. Mnoho dneSnych proteinov nwoZzaradi do skupin nazyvanych rodiny.
Sekvencia aminokyselin v ramci rovnakej rodiny @mi podobna a na drovni primarnej Struktary
obsahuje iba malé zmeny. Rovnako na urovni sekuefia terciarnej Struktary je tvar molekuly

takmer

identicky. Naopak proteiny patriace do r@mgodin maja Struktdru vyrazne odlisnu.de

funkcia proteinov sa odvija viine od ich Struktdry, proteiny patriace do rovnataginy ¢asto
vykonéavaju podobnu alebo rovnaku funkciu. Nie jedak podmienkou, preto aj proteiny patriace do
rovnakej rodiny mdzu v organizme vykonévazne funkcie.

Skumanie Struktury a zatavanie do proteinovych rodin méa teda zasadny vyzmamcovani
vlastnosti a funkcii proteinov.



3 Predikcia sekundarnej struktury

Z predchadzajucej kapitoly vyplyva, Ze zna@legkundarnej Struktdry je neodmyditeu siéag’ou
znalosti celkovej trojrozmernej Struktlry proteimwgovania pribliznej funkcie proteinu. Vo ramci
tejto prace su clem predikcie proteiny globularne, avSak existuj(pigdikcie pre ufenie tvaru
proteinov pri prechode membranou. Existuje viacgdsobov a metdd, ako sekundarnu Struktdru
urcova’. Kazdéa z nich vyuziva rozhé principy, ma svoje vyhody aj nevyhody.

3.1 Problémy spojené s predikciou

Sekundéarnu Struktaru molekuly proteinu moZzno jedaiize ukit experimentalne v laboratérnych
podmienkach pouZzitim metdd réntgenovej krystaldgrafebo NMR-spektroskopie. Tieto techniky
su vSakiasto nepresné, su vysoko néré nacas a prostriedky.

Pravdepodobne najzavaznejSim problémom, ktorpggeny s analyzou sekundarnej Struktdry
proteinov je ich enormne vysoky qei. Teoreticky sa da zostdvhekon€né mnoZzstvo rdéznych
polypeptidovych réazcov. Rozoznavame 21 réznych aminokyselin, z ktoazda je chemicky
odliSné a potencialne sa moéze vyskytowa ktoromkdvek mieste v proteinovom ti@zci. Vznika
nam teda 21 jedinegnych moznosti, ako vytvatiretazec zlozeny m aminokyselin. V pripade
typického proteinu zostaveného z asi 300 aminokyskelstavame 2%° ( 10°°") moznych réazcov.

Z toho vyplyva, Ze v reédlnomase nie je mozné explicitne efektivne analyZom@lekuly
vSetkych proteinov. Bolo teda potrebné vymyshypoitove metody, ktoré umdaja na zaklade
znalosti Struktdry a vlastnosti znamych proteingtwerit’ isté Struktdrne rysy a sekundarnu Struktaru
Pubovd’ného proteinu odvodli

3.2 Sekundarna struktdra

Pre &ely dalSieho textu je potrebné zauwedbleZity atasto sa opakujuci pojem residua. Jedna sa
o vyrastky polypeptidovej kostry, ktoré vytvarajézby s postrannymi fazcami, inymi molekulami
alebo medzi sebou. Sekundarnu Struktiru potom modefinova na zaklade nasledovnych
vlastnosti:

* Torzny uhol residui,

e Vzory vodikovych mostikov,

« Dizka vodikovej vazby,

e Zakrivenie polypeptidovej kostry,

« Energetické interakcie.
Najvyznamnejsi vplyv na vznik sekundarnych Struktimju prave vodikové vazby. Tie vytvaraju
opakujuce sa vzory tak, Ze spdjaju skupiny N-H &Cepolypeptidovej kostre a neZahju
postranné meazce. Rozoznavame nasledujuci trojstavovy méasio sa opakujucich Struktur.

3.2.1 a-helix

Objaveny v proteine-keratin, ktory je zloZkou koZe a koZznych derivatBoelypeptidovy réazec sa
ovija okolo seba a vznika tak tuhy valec. Vznikl, te medzi kazdym Stvrtym residuom (i,i+3)
vznika vodikovy mostik medzi skupinami C=0 a N-HajienSi mozny piet residui, ktoré su
potrebné na vytvorenie takejto Struktlry je teda.dv molekule tak vznikaju pravidelné zavitnice
s 3,6 aminokyselinovymi zvySkami na jednucsid



3.2.2 PB-sheet

Objaveny v proteine fibroin, ktory je hlavnou zloikhodvabu. Definicia je podobna ako pre helix,
avSak namiesto osamotenych residui prichadza ljerspacelych Usekov, ktoré sa mézu vyskytbva
nalubovd’nom mieste protein@-Struktira byva spravidla rddovo dihSia nelielix. Rozozndvame
dva typy tychto Struktarnych elementov v zavislaséi spésobe ich vzniku. Prvym je paralelny,
v ktorom sa skladané listy tvoria zo susediacictypEptidovych réazcov s rovnakou orientaciou.
Druhy je antiparalelny, kde ma kazdy Useklatom k najblizSim Usekom afral orientaciu.

3.2.3 Call

Jedn& sa o nahodné Useky a klbk& vznikajuce vawieskde sa nenachadaaani 3 Struktira.
Zarovei sa vSak moZe jedti@a o Specialny pripaghelix. Tu sa niektoré pary zavitnic ovijaju okolo
seba a vytvaraju tak stabilnu Struktdru. Takatodsita moze nastaak dva helixy maju v&inu
svojich nepolarnych postrannychtazcov na jednej strane, takZze sa mézu dwjolo seba a ich
nepolarne réazce su obratené smerom dnu.
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Obrazok. 3.1- sekundarna Struktura proteinoVa¥aa-helix, antiparalelny a paralelitsheet
kratky segment molekuly proteinu. Useky medaif Struktdrou sidandom coil [1]

3.2.4 Priradenie sekundarnej Struktury

Je nutné spomeniZe na zaklade znalosti o sekundarnej Struktlogeprov v minulosti vznikli
metddy, ktoré ju analyzuju podrobnejSie. Boli tegppokusy o automatizovanécanie sekundarnej
Struktury na z&klade heuristik ziskanych zo Stmykainamych molekul.

Vyznamnou metddou, ktora skimala existenciu vodikbwazieb medzi blizkymi resiudami
je DSSP (Define Secondary Structure of ProtéirEfito metdda vyuZiva rozsirenie zauZivaného
trojstavového modelu na model osemstavovy. Takysgosobom identifikuje 50-60% vSetkych
residui ako Struktirne elementy. Ziskané vysledky&sledne filtrované a elementy, ktoré su prilis
kratke alebo dlhé su odstranené. Na zaver preAdkané elementy na trojstavovy model.

DalSou ddleZitou metdédou je metdéda PALSSE (PredicBssignment of Linear Secondary
Structure Element$)Struktiru analyzuje na zaklade metriky definoygremocou tzv. ¢ atémov,
teda atomickych suradnic. Tato metrika pracuje asrdv geometrickymi viastnéami, ktorymi su
vzdialenog medzi dvojicou residui (i, i+3) a torzny uhol Stiee Uspednych Catémov. V pripade, Ze
vzdialenos residui je dostatme kratka alebo torzny uhol #pje poZadovanu V&os’, je mozné
danucag’ sekvencie prehlasiza Struktarny element.

! http://swift.cmbi.ru.nl/gv/dssp/
2 http://www.biomedcentral.com/1471-2105/6/202



3.3 Hodnotenie uspesnosti predikcie

Od Ziadnej z metdd predikcie nemoznéakava 100% UspesSnds Neda sa teda povetjaktora
metoda je najlepSia a Ziadnu z nich nemozno powZzaa referetnt . Kelze rbézne metddy
vyuZivaju odlisné techniky a postupy, vysledky aisk z roziinych metdd siasto vémi odliSné.
Niektoré metddy su schopné odiialSetky Struktirne elementy, mézu vSak predikoajaStruktary,
ktoré neexistuju. Naopak existuju metddy, ktoréecializuju na zistenie menSiehafuoelementov
avSak s vy3Sou presnosl. V pripade, Ze sa predikcia realizuje na nezpdénaodekule proteinu, je
potrebné pozngjej presnos.

Bolo teda potrebné navrhfidtechniky, ktoré ufia kvalitu predikcie a celkov( kvalitu
pouzivanych metdd. Vyuzitim tychto technik je mozhédnoti’ presnos predikcie jednak pozicie
residui v sekvencii a zarovgaoctu a umiestnenia sekundarnych elementov. Pre tdigdootenie je
potrebné pozrtasekundarnu Struktiru skiimaného proteinu a potouna vysledkom predikcie. Pri
dostaténe vé’kom paite vzoriek je mozné pomerne presnétijej presnos.

3.3.1 Metdéda Qs

Tato metdéda udava presriopredikcie jednotlivych residui v rdmci vstupnekeencie. Jedna sa
o trividlnu metodu, ktora pouziva nasledovny Wgto

pocet koretne predikovanych residui
3 =

celkovy pocCet residui

Hodnoty Q sa pohybuju v rozmedzi 0 az 1, kde Oc&trebsoldtne nepresnu predikciu a 1 naopak
predikciu bezchybnl. K&e Ziadna z metdd neumnie predikovéd vyskyt 100% vSetkych residui,
hodnota @ bude vZzdy menSia nez 1. Pri jej pouZivani vSakatrer& ohlad na jej jednoduchés

a pouZivé ju len za delom vytvorenia si predstavy o presnosti metod igoéel M6Ze totiz nasta
pripad, Ze je predikcia takmer nepouliii® napriek tomu ma vysoku hodnoty (2]

3.3.2 Metdda Sov

SluZi na hodnotenie Uspesnosti predikcie celyalk&irnych elementov a je zaloZenadmstainom
prekryvani segmentov. Je deevyhodnejSie zigtiich korektny péet, typ a poradie ako predikava
neexistujuce, pripadne niektoré vynethézorec na vypeet je vyzera takto:

len(s,ps)

_ 100 2 [minov(sobs, Sprea) T 6 (Sobs: Sprea)
o maxov(Seps, Sprea)

Vyznam jednotlivych symbolov je nasledovny. Ak kepozorované segmenty ozifi@e ako s,

a vSetky predikované segmenty ofin@e akos,.,, potom S je mnoZzina vSetkych prekryvajucich
sa dvojicsy, a S;eq » ktoré sa nachadzaju v rovnakom stavizkB pozorovaného segmentu &inae
akolen(sobs). Prefubovdnu dvojicu zS_ v danom stave, jeizka prekryvajlcej sdasti definovana
ako mino Sobs,spred) a uplny rozsah residui segmentov tejto dvojicenm'/vamaxo»(sobs,Spred).

Hodnota prekrytia je rozSirena o hranice residun@mou faktoru 6(Sobs,spred). Tato hodnota je

definovana ako:



((maxov(sobs, Spred) - miTlOV(Sobs: Spred))\

minov(sobs, Spred)

int len(sobs)/z

int len(spred) /2‘

Operétorint[x] zn&i celatiselné zaokrdlovanie smerom nadol. Na zaver je suma vsetkychiavoj

normalizovana p&iom pozorovanych residui. Na rozdiel od Q3 tak naoziska radovo odlisSné
hodnoty a odhatimnohé nepresné predikcie. [1]

~~

6(501,5, spred) = min-

3.4  Statistické metody

Kracovym aspektom pre @ovanie sekundarnej Struktdry pomocou Statistickyoktdéd bolo
zavedenie pojmu propensity. Tato ¢&la vyjadruje preferenciu jednotlivych aminokyseliytvara
elementy sekundarnej Struktdry. Préamie tychto preferencii bolo potrebné pazaapa priblizna
sekundarnu Struktdru skdmanych segmentov. Existsgk mnoZstvo proteinov, ktorych Struktura
nebola ukena experimentalne. RieSenim tohto problému sa gtalZitie odhadu Struktiry na zéklade
homologickych sekvencii. Za tymtai€lom moZzno pougi napriklad technikueave one outTa

z vybranych sekvencii vytvori databazu Struktdrktory je zhoda sekvencii ¥&ia ako prahova
hodnota (typicky 25%). Z pévodnej mnoZiny je talbrkgna podmnozina typicky obsahujuca typicky
1-4% prvkov. Na zéklade takejto databazy mozno btadpropensity ziskapomerne jednoducho
pomocou nasledovného vyia:

P, ===
s.a Pa

Tu je najprv potrebné zistihodnotu p,, teda podmnozinu vSetkych residui, ktoré su tgpu

Nasledne sa vygfta hodnotap,,, teda podmnozina vSetkych residui tyguktoré sa nachadzajd

v Strukturalnom stave

3.4.1 Windowing

Predikciu sekundarnej Struktdry na zaklade hodpobpensity mozno upravitak, Ze nepracujeme
s preferenciami jednotlivych residui, ale preferenpaiitame ako priemer v ramci menSich pod
retazcov. Ukazalo sa, Ze z praktickéhadliska je takato Uprava vyhodna a mé vyrazny vpigv
zvySenie kvality predikcie.

Paset residui, z ktorych vytvarame priemer sa nazywadow (okno) a jeho idka zavisi na
predpovedanej Struktire. Pre ziskanie spravnyctupgs je nevyhnutné zvalivhodnl dku okna.
Okno musi by dostaténe kratke, aby viom bolo moZzné rozpoztiaaj najkratSie Struktdry, avSak
vyber prili§ kratkeho okna vedie k mnohym faloSmjysledkom.p-Struktiry su obvykle kratSie nez
a-Struktary a vyZaduju kratSie oknd, typicky 3-5ides. Priemernéaiidka okna sa pohybuje v rozsahu
13-20 residui.
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3.4.2 Znalost’ homologickych sekvencii

Presnot predikcie moznod’alej zvySovaé vyuZzitim informacii pribuznych sekvencii.léovym
pozorovanim, ktoré podopiera tento pristup je <skde’, Ze zbalené molekuly s omnoho
konzervovanejSie neZz sekvencieca®iva sa teda, Zze segmenty viacnasobného zarovnaiia
koreSpondujuce elementy sekundarnej Struktdry.

Dolezitym aspektom je spravny vyber a zarovnanleesecii. V opg&nom pripade moze ich
pouZitie presnasnaopak znizowa Aby boli metdédy predikcie sekundarnej Struktlryomaj pline
automatizované, je nutné sa vyvandehybnému zaradeniu nesuvisiacich sekvencii, alevea sa
pokusad o vyber vsetkych sekvencii, ktoré su naozaj hogiok®. Prevazna ¥dina sdasnych
metéd pouZiva na vyber tychto sekvencii algoritnRSI-BLAST. Tento systém prekonava
spominané problémy vyadavanim v 3 iteracidch s pouzitim striktnej prajdodnoty.

Jednotlivé metddy vyuZivaju tuto znafosak, Ze najprv vytvoria predikciu pre vSetky
homologické sekvencie nezavisle. Nasledne sa vVijtva@acnasobné zarovnanie, v ktorom su
vyhradavané podobné residua a Wi sa hodnota skore vietkych Struktarnych staveokardej
pozicii. Finalna predikcia na kazdej pozicii je gratStruktlirny stav s najvy35ou hodnotou skore. T4
je spravidla modifikovana vyfiltrovanim prili§ kkdcch elementov. Vyuzitim znalosti
z homologickych sekvencii je mozné zuy8spesnasQs; az 0 9%.

343 C-F

Pochadza z roku 1974 a jej tvorcami su Peter Ch@erald Fachman, pda ktorych je aj nazvana.
Jedné sa o jednou z prvych metdd vyuZzivajucu psaipen predikcie sekundarnej Struktary vébec.
Na zaklade preferencii vytvaraekundarne Struktary rozdelili aminokyseliny deledujicich tried:

» Silne formujuce,

* Formujuce,

* Indiferentné,

* PreruSujuce,

e Silne preruSujuce.
Samotny vypdet je pomerne zloZity, vyuziva okna rdznycltak a rézne nastavenia prahovych
hodndt aj pre odhadovanie rovnakych Strukturnyelmehtov. Vyznamnou vlastrttmsi tejto metody
je existencia alternativ. Pri inicidlnom zistetmu&tirneho elementu sa metéda musi rozhéangky
element sa jedna na zaklade toho, ktory typ nddiudriemernu preferenciu v ramci okna.

Na svoje vypoty pouzili vstupnd mnoZinu obsahujucu priblizne @5&oriek. Ich vysledky
boli v roku 1998 vylepSené pomocou mnoziny obsatejjghruba 33000 residui. Hlavhou motivaciu
tejto rekalkulacie bolo vylepSenie predikcie nadmrha-helix.

Aj ked’ sa tato metdda v &asnosti vyuZiva iba zriedka, je povaZovanu za dograblasti
predikcie sekundarnej Struktdry. Existujd rbzne ivdarie a Upravy tejto metdédy. Medzi
najvyznamnejSie patri jej vyuZitie na tisanie vlastnosti sekundarnych elementov pri préeho
proteinu membranou. Pévodné metody vyuZivali hyabofch vlastnosti bunky a predpovedali
umiestnenie residui vEadom k membrane. Na tieto predikcie sa pouZivaltrikye vytvorené
vyluéne experimentélne. V roku 1994 vznikla metéda MEM$Aktora na zaklade metddy Chou-
Fachman analyzovala residua sekundarnej Struktdrprpchode membranou. Na tentéelibola
rovnica na vyptet upravena nasledovne:

? Position-Specific Iterative Basic Local Alignme®garch Tool
* http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/software_downloads/maths
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Na zaklade tychto hodnét bola vytvorena nova metrikora predpoveda 5 stavov, z toho 3
medzi membranové (vo vnutri, uprostred, vonku)miho membranové (vo vnutri, vonku).

3.44 GOR

Napriek Uspesnosti predchadzajicich postupov betere, Ze Struktlrny stav jednotlivych residui je
silno ovplyvneny susednymi sekvenciami. Po rozplietelého polypeptidovéhoti@zca sa molekula
vzdy zvinie spé do pévodnej podoby. Toto v3ak neplati prémiekratke Useky a rovnaka sekvencia
sa mdze nadobudabzny Strukturalny stav. Tieto tvrdenia su podiee/iacerymi Stadiami, napr.
Studia, ktoru vypracovali Gavin Crooks a StevennBes.

Vyuzitim tohto pristupu vznikli nové metédy, ktasé omnoho presnejSie nez metddy zalozené
na skamani individualnych residui. GOR predstawa#eiu metdéd zaloZzenych na skitosti, Ze
okrem lokélnej informacie ovplywje sekundarnu Struktlru aj informacia z okolitysbkvencii.
Dizka tychto okolitych sekvencii bola stanovena ria&a aj sprava. Podobne ako ostatné metédy
predikcie, aj GOR vyuZiva databazu trénovacich iekom znalog heuristik. Centralny koncept
vyuZity v metéde GOR | a Il mozno formulavaasledovne.

8

[(S] = (S:E);x]'_s ...x]'+8) = Z [(S] = (S:E);x]'+m)

m=-8

Residuum, ktoré je objektom skimania mozno ézhimdexomj. Tento vyrastok v ramci sekvencie
x zn&ime akox ajeho Strukturalny stav ak§. Pravdepodobnds Ze vyrastokj sa nachadza
v Strukturalnom stavessa znai ako P(Sj =s). Pravdepodobnd@s Ze vyrastokj sa nachadza
v Strukturalnom stave prave ak sekvencia obsahuje residupe P(S]- = s|a?) kde x je Specificka
¢ag’ sekvencie symetrickej {tky vzitadom k x (napr. X, %1, X, X1, Xs2). Tieto dve
pravdepodobnosti st identické iba v pripade, Zeludsvx nemaju Ziadny vplyv na Strukturalny stav
S. Pomocou tychto dvoch pravdepodobnosti mozno dedinspol@&nl informaciu, ktorik nesie

o Strukturalnom staveresidug nasledovne:

P(s; = s|3?)>

I(Sj =s;3?) =log< P(Sj =s)

Skutanog’, Ze sa skimany vyrastok v stamenachéadza ztime 5. Strukturalne stavg as su vzdy
vzajomne exkluzivne. Vyget pouZity v metéde GOR Il alV je vylepSeny nasienym
spbsobom:

8
I(S] = (s:§);xj_8 "'xj+8) = I(S] = (s:§);xj) + 2 I(S] = (s:§);xj+m|xj)

m=—8

Tymto spbésobom sa postupne wita hodnotaI(Sj = (5:5);%j_g ...xj+8) na vSetkych poziciach
v skimanej sekvencii a pre kazdu poziciu je preddamy Struktdrny stav s naj&u hodnotou.
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Zaverénym krokom nielen tychto metdd filtrovanie vysledkoa zaklade wenia minimalnej
dizky predikcie, ktord ma pre-helix hodnotu 4 a pr@-sheet hodnotu 2. Poslednou zo série je
metdda GOR V, ktora na rozdiel od predchadzajusietrii pouziva znala’sz homologickych
sekvencii. Z GOR V vychadztalSiacasto pouzivana metdda s ndzvom ZPred.

3.5 Nearest-neighbor metddy

Centralnym konceptom tychto metdd je vyuZzitie potsii kratkych segmentov sekvencii v pripade,
7e aspt jeden zo segmentov je zndmou StruktirolzkB segmentov zodpoved&ke okna a voli sa
zvycajne 17-19 residui, aleastokrat aj ovia menej. Na rozdiel od predchadzajicich metod téela
je podmienkou, aby boli sekvencie v zarovnani hogické. Aj kel existuje suvislas medzi
sekvenciou a jej Strukturou, je nén@ ju definovd pre kratke Useky sekvencii.

Pre kazdy segment sekvencie kgthame v databdze sekvencii, ktorych Struktira @aman
najlepsie zarovnania bez medzier. Nasleduje vyk@osacej schémy, ktora je obvykle navrhovana a
upravena Specificky pre dani metdédu. Zarovnaniaj\s/gSim skére si potom vybrané a pouZité na
predikciu Strukturalneho stavu, ktory je danyl’bstavmi s najvésim vyskytom, alebo su jednotlivé
stavy vahované pomocou skére. Hlavhym problémonhtoyanetdd je kvantitativne radisko
a napriek dostupnosti rdznych znamych skorovacietiionsi mnohé metddy predikcie odvodili
schémy vlastné. Pre vylep3enie predikcie vyuZiajdieto metddy informéacie z homologickych
sekvencii.

3.5.1 Vazeny priemer segmentov

Najjednoduchsi spbésob ziskania predikcie zaloZeadjfadani najblizSich susedov je pauZi
iba jeden najbliz8i segment a pritadjeho Struktdru ekvivalentnému segmentu dotazovanej
sekvencie. Spgiatku vznikali prevazne metddy a postupy, ktorédpovedali Strukturalny stav
centralneho residua pre zvolené okno. Vysledok ipced kazdého okna je takto nezavisly na
vysledkoch z ostatnych okien. Pretoc¢stpo ziskani mnoziny najblizSich susedov pre zadkm®
definova® metddu, ktord potencialny Strukturdlny stav vybespomedzi predikcii r6znych
segmentov.

Jednym zo spdsobov je jednoduchocsas patet vyskytov Strukturalnych stavov centralneho
vyrastku vSetkych najblizSich segmentov a naslepimezi’ najéastejSie sa vyskytujuci stav ako
predpove’ skimaného vyrastku dotazovanej sekvencie. Vahgdsyeh sekvencii su pri pouZziti
tohto pristupu vZzdy rovnaké bez moZnosti rozli§owzedzi nimi. Napriek jednoducosti sa tento
sposob osvefd v nasledujucich metddach, ktoré na zéklade ¥fgpgodobnosti vahuju predikcie.

3.5.2 SIMPA96

Tato metdda ako jedna z méla vyuziva Standardn@og&6iu maticu, vtomto pripade
BLOSUM-62. Vybrané su segmenty, ktorych skoére e zvolend prahovd hodnotu. Prahova
hodnota bola wené na 13 residui pri okne ol'esti 15. Za Gelom vyberu vhodnych segmentov je
pre’adavand komplexna mnozZina znamych proteinovychktstrupricom pre predikciu stavu
kazdého residua je pouZzitych priemerne 3000 segment
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3.5.3 NNSSP

Pri predpovedani stavu centraineho residua vyusiveegmentov s najlepsim skore o celkovgke

19 residui. Pri predikcii rozozndva 12 moznych tritalnych stavov rozdelenim sekundéarnych
Struktar na N a C konce a vnutorny Usek. NavySe€paué moznych stavov prostredéa, spolucini

72 r6znych stavov.

Hlavnym rozdielom oproti ostatnym metédam je skot®’, Ze mnoZina proteinovych
sekvencii prefadavanych na najblizSich susedov je¢cmeaobmedzena. Na tentéal boli navrhnuté
dve techniky, ptiom obe pracuju s hodnotou propensity. Prva z nighoditava rozdiel v skladbe
aminokyselin a je definované ako rozdiel frekvengikytu residua typa v dotazovanej a znamej
sekvencii:

20
2
— query database
Dcomposition - Z (Pa - Pa )

a=1

Druhy pistup za zaloZeny na Chou-Fachman propengdyy sa zisti ako suma rozdielov propensity
dotazovanej a znamej sekvencie cez potencidlnétdtalne stavy. Suma hodndt propensity je
normalizovana p&iom residui, pdom aktualne skimany vyrastok zirae x; pripadney;. Vzorec na
vypotet potom vyzerd nasledovne.

N N
query database
P Zj:l Ps,yj

_ Zj=1 s,x]-
Der = Z N, N
S query database

Tymto spésobom sa ziska priemerny rozdiel propgnmié kazdy Strukturalny stav v ramci celej
sekvencie. Do Fadania najblizSich susedov je potonileaenych 90 najblizSich sekvencii Valdom
na obe uvedené metody.

3.5.4 SSPAL

V3etky predchadzajice metddy ¢ftali s pevnou fEkou okna. Inovacia tejto metédy sipem

v pouziti viacerych okien réznejizky, nad ktorymi vykonadme separované predikcie @ ti
priemerujeme do vyslednej predikcie. Potencialnghodou tohto pristupu je indikacia dlhSich
zarovnani, ktoré mozno jednoducho prehliadmyberom prilis malého okna. Postup vypo
koreSponduje s metddou NNSSP. Medzi najbliZzSicledms sa op& dostane iba 90 najblizSich
sekvencii a predikciu vytvorime tak, Ze pomocounsipanej skérovacej funkcie vyberdme 50
segmentov.
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3.6 Neurdénove siete

Aplikacia neuronovych sieti sa pri analyze a preidikekundarnej Struktury ukéazala ako vysoko
vykonny nastroj pouZivajuci odliSny a efektivny ghup. NemoZno napitgoresny vzorec, ktory
prevadza proteinovu sekvenciu na sekundarnu StriykggretoZze reprezentacia dat je omnoho
komplexnejSia ako v pripade predchadzajucich met@dsového hadiska sa ukazalo, Ze neurénové
siete maju zasadny vplyv na zvySenie presnostiiksied a metddy pracujice na tomto principe
dosahuju jedny z najlepSich vysledkov.

NajcastejSie pouzivanym typom su siete dopredné. Uzly sich usporiadané do vrstiev,
vramci ktorych spolu neinteraguju. Komunikacia hpeba jednosmerne a do vstupnej vrstvy
vchadzaju vstupné data v podobe proteinovej sekeeignaly postupne prechadzaju cez skryté
vrstvy, ktorych péet sa voli v rozmedzi 1 az 3. Vysledok v podobealipode sekundéarnej Struktary
ziskame z vrstvy vystupnej. Siete su spravidla grepojené, teda vSetky uzly jednej vrstvy su
prepojené so v3etkymi uzlami vo vrstve nasledyji®enasané signaly nadobudaju hodnoty od 0 do
1 azavisia vyline na signdle prijatom z predchadzajlacej vrstvymKoikaciu vybraného uzlu
skrytej vrstvy mozno vidigna nasledovnom obrazku.

{ (A=1)
| signal o, ‘

from unit u of layer A -1 to unit z of layer 2+1

weight w, ') weight w (A*1)
r
| \ bias [5"[;"\
from units to units
in layer A-1 total input signal /{4 | in layeri+1
—

response function f |

output signal ¢ '/ /\

\\__/

7’
unit v of layer A

A\

Obrazok 3.2—Tubovd’ny uzol skrytej vrstvy neurénovej siete. [2]

Zobrazeny uzol zriame ako uzol na indexevo vrstvel. Tato vrstva madN; uzlov, z ktorych
kazdy ziskava signaly od vSetkycN,; uzlov predchadzajacej vrstvy. Uzal posiela z

predchadzajucej vrstvy signéﬂ_l), pricom uzolv modifikuje tato hodnotu prostrednictvom vahy

W,Eﬁ). Celkovy vstupny signal uzlapotom zodpoveda nasledovnej hodnote:

Nj—1
A A _(A-1
0= ) wiod
u=1

VSetky vrstvy okrem vstupnej maju pridavnu prahdwadnotu zvantbias /35’0, prostrednictvom

ktorej sa posuvaju hodnoty vstupného signalu. Teansciu vstupného signalu na vystup
zabezpéuje prenosova resp. transferova funkcia. V pripadedikcie sekundarnej Struktiry
pouzivaju vSetky uzly rovnaku funkciupomocou ktorej sa émje vystupna hodnota nasledovne:
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o = fi” + 87|

NajcastejSie sa na transformaciu pouziva logistick&dianzadana ako:

1

10 =13

Veli¢inax je vstupna hodnota posunutliasas je konstanta, naastejSie 1.

3.6.1 Predikcia prostrednictvom neurénovej siete

Sekvencia proteinu je v sieti reprezentovana vstupmrstvou. P&et uzlov vstupnej vrstvy
zodpoveda p#iu residui v okne sekvencie. Na kazdej pozicii sakie sa mbze nachadza
ktorakd’vek aminokyselina, teda pet uzlov vstupnej vrstvy zodpovedacpo 20 pre kazdy vyrastok.
Uzol koreSpondujuci danym typom aminokyseliny m&tup 1, ostatné uzly maju vystup 0. Mnohé
siete navySe pouZivaju pridavny uzol nazyvapacer Tento uzol ma na vystupe 1 v pripade
absencie residua na skimanej pozicii, ku ktorepjdza na N a C koncoch. Tento pristup sa nazyva
ortogonalne kédovanie

Signél sa postupne Siry 8@ smerom od vstupnej vrstvy k vystupnej. Vystupmstva
obvykle obsahuje tt&o uzlov, kdko je predpovedanych Strukturalnych stavovceRostavov je
najcastejSie 3 (helix, sheet, coil) a ich hodnota daypaje v rozmedzi od 0 do 1. Vysledok predikcie
ziskame pouzitim metodyinner takes allteda vyberame stav s najvy$Sou hodnotou signélu.

Sie¢ je trénovana na mnozine sekvencii so znadmou sékmod Struktiru a vahy siete
upravujeme metddou spatného Sirenia chyby. Na vexst parametrov siete teda teoreticky
post&uje zadd tieto priam@iare informécie.

3.6.2 Quian-Sejnowsky

Jednu z prvych aplikécii neuronovych sieti na pradi sekundarnej Struktury zostavila tato dvojica.
Vo svojom koncepte pouzili pomerne jednoduchu jedistvovi doprednu sfebez skrytych vrstiev.
Sie’ pouzivala okno o \f&osti 13 residui, teda vo vstupnej vrstve obsaleo2dl3 uzlov, ktoré boli
priamo pripojené na vstup 3 uzlov vo vystupnej westV principe takato funkcionalita iba
reprodukoval&innog’ prvych metéd GOR. Napriek tomu, Ze tento Wtpgy mechanizmus dosiahol
iba priblizne rovnaku GspeSrnbako metddy CF alebo GOR, vzniklo z nej mnoZstvdifilccii,
ktorych vysledky boli porovnatee lepsie.

Pridanie skrytych vrstiev neprinieslaiakdvané zlepSenie uUspe3nosti, pretad’alsi vyvoj
zameral na vyuzitie Struktary susednych residj &plyv na aktudlnu sekvenciu. Vystup pdvodnej
siete, ktora sa nazywsequence-to-structureol privedeny na vstugialSej siete s ndzvostructure-
to-structure Jedna sa o dopredné plne prepojené siete s jeskrgtou vrstvou, obsahujucou 40
skrytych uzlov. Této architektdra obsahuje rozs&gmiebeznej predikcie pridanim siedmych pozicii
na vstupnu vrstvu druhej siete, ktora produkujélfin predikciu residua. Takato architektlra sa
ukazala ako UspeSnéa a 6paniklo mnozstvo modifikacii.

Medzi najzndmejSie patri napriklad technikeput expansiarPaiet uzlov vo vystupnej vrstve
prvej siete je stanoveny na 9 a koreSponduje skmied centralneho residua a jemuljthlych 2
residui.Dal$im vylep3enim bolo pridanie znalosti, ktoré ssikoreluji so sekundarnou Struktirou.
Prikladom mbézZe k¥ nahradenie uzlov vstupnej vrstvy jedinym uzlomorikt obsahuje vhodne
zakodovanu hodnotu propensity. Takato drastickaked umo#uje jednoduchSie trénovanie siete,
pretoZe sié nemusi identifikovakddovanie.
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Obrazok 3.2: schematicka reprezentécia architektdry pouZivaplee zre’azené siete. Farebné
trojuholniky zndia prepojenia uzlowisla v Stvorcoch zriga paset uzlov vo vrstvach. [2]

3.6.3 Riis-Krogh

Tejto dvojici sa podarilo zostavefektivne a &inné vylepSenie spominanej architektury. Ich metdda
pouziva pre kazdd mnoZzinu 20 vstupnych uzlov vousej vrstve 3 spotmé uzly vo vrstve skrytej.
Celkovy p@et parametrov siete sa tak zredukuje na 63, z&@hah a 3 hodnotlyias Tato Struktara
sa nasledne opakuje pre vSetky pozicie okna s thouivnakych hodnét vietkych 63 parametrov.
Pre okno o vikosti 13 residui potom skryta vrstva obsahuje oglKad skrytych uzlov.

Technika pouZzivania rovnakych vah pre ekvivalentasti siete sa nazyvaeight sharing
a bola nativne navrhnutd na predpovedanie Struktdhelix. Na predpovedanie jednotlivych
Struktarnych elementov boli pouZzité oddelené sikégda z nich pouziva odliSny spdsob trénovania
a paet uzlov v skrytej vrstve. Vysledky z viacerychtsiel potom priemerované a privedené na
vstupstructure-to-structuresiete.

Spoma&me dva postupy, ako tento priemer wjita’. Prvou mozZna®u je poudl tzv. jury
decision kde sa z kazdej siete vyita aritmeticky priemer predpokladaného Struktuehin stavu
a vysledny stav residua potom zodpoveda stavuvg3tm priemerom. Alternativne mozno priemer
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ziska metddouballoting probabilities ktora pouZziva rozdiel medzi dvoma najvy3Simi haidmi
signalov z uzlov vystupnej vrstvy druhej sietegslam ugit’ dévernos predikcie. Tymto spésobom
sa do vyslednej predikcie vybera iba podmnozinaiged jednotlivych sieti s najvy$Sou hodnotou
dovery. Vysledna predikcia je potom vazeny priengjto podmnoziny predikcii, kde vaha je
priemerna dévernds/ rdmci siete pre danu sekvenciu.

Heuristiky dodané pouzitim znalosti Struktary hoagitkych sekvencii boli pouZzité podobne
ako v metédach GOR V a ZPred, teda pre kazdu padskeRvenciu sa dr sekundarna Struktira
separovane a nasledne sa na baze zarovnani jednotiledky priemeruju do vyslednej predikcie.
Zaverénym krokom je aplikacia filtra, ktorym je v tomtgipade 3 vrstvova sfepouzivajlca okno
o dizke 15. Presndgredikcie Q je pouzitim tychto technik priblizne 71%g je priblizne o 5% viac,
nez pri predchadzajucich metédach.

3.6.4 PHDsec

Tato metdda na rozdiel od predchadzajucich peugfe kazdu poziciu 32 uzlov vo vstupnej

vrstve pri pouZiti okna $tandardndgkly 13 residui. Z toho 20 popisuje aminokyselinaiagZenie, 4
udavaju priblizna ku sekvencie a 8 indikuje vzdialetiaaktualneho okna od N pripadne C konca.
Dizka sekvencie sa pri indikacii pomocou 0 / 1 nazhadrozmedz& 60, < 120, 240 alebo> 240.

Informacie z homologickych sekvencii ziskava tatetdda odliSnym spbésobom ato
mnohonasobnym zarovnanim sekvencii, ktory modiéiksignaly vo vstupnej vrstve. Vyrastky na
vSetkych poziciach sekvencie su reprezentovangdraou ich vyskytu. Dosiahnutéd UspedhQs je
priemerne 72%.

3.6.5 PSIPRED

Ako zdroj informécii z homologickych sekvencii potg skérovaciu maticu PSSM metédy PSI-
BLAST. Pouzitim skére sa do vysledku dostavaju aenpozitivne aj negativne hodnoty, ktoré je
potrebné konvertovado podoby signalu vstupnej vrstvy. Na tentel(pouZziva logisticku funkciu,
kde ¢len e~ je nahradenglenome="* s konstantoum. Uspe3nas Q; dosiahnuta tymto spésobom
je priblizne 75% a skorovacia matica PSSM je &astiosti povaZzovana za optimalny spdsob vloZenia
homologickych sekvencii do predikcie sekundarregkstiry.

3.6.6 DESTRUCT

Tato metdda vyuZiva iterativnu architektiru zvadaskadova korelaciaOkrem predikcie troch
Strukturalnych stavov predpoveda alk@s’ torzného uhlay, ktory slizZi na rozliSovanie medazia g
Struktarami. Pouziva okno oRksti 15 residui a pomocou dvoch oddelenych sigtdisou skrytou
vrstvou vytvara predbeznu predikciu Strukturalnstavu a torzného uhla centrélneho residua. Tieto
hodnoty su privedené na vstup iterativnej sieteraktv 3 iterciach vytvara finalnu predikciu.
Trénovanie siete realizuje vygtom druhej derivacie a metddou kontrolovaného pradéa uzlov do
skrytej vrstvy. Tieto techniky umoznili zvySeniepgsnosti @na hodnotu 80%.
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3.7 Konsenzualne metddy

Existuju metddy, ktoré implicitne nezavadzaj noe€hiniky predikcie sekundarnej Struktary, ale
pracuju s uz existujucimi metédami. Na zaklade egfkbv ziskanych zinych metéd potom
predpoveda Struktiru na zaklade konsenzu, teda&iagouzitych metod nie je zanedband a priamo
ovplyviuje celkovy vysledok. Strukturalny stav sdestejSim priradenim sa stava finalnym.

3.7.1 NPS

Patri medzi typickych zastupcov metdd vyuzZivajudiomsenzus. Radi sa medzi starSie techniky a
pracuje s dovtedy znamymi technikami. Preto tu ev@jel aj dnes uz takmer nepouzivané metody
s uspeSna®u nizSou ako 70%, ako napriklad GOR, SIMPA96, RHDNohé iné, ktoré nie su v tejto
prace spominané. V pripade, Ze vysledok predikeiena zaklade konsenzu nerozhodny, ako
refereriny sa pouZzije vysledok metody PHD.
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4 Stadia dostupnych nastrojov

Aby bolo mozné predikciu sekundarnej Struktary af'sk redlnomcase, su teoretické koncepty
jednotlivych metdd realizované prostrednictvom wpeych nastrojov. Takychto nastrojov je
dostupnych viacero, viadom na unikatn@spouzitej technolégie a algoritmickych postupowh ic
v sttasnosti existuje priblizne 60. Mnohé z nich vyujivaielen konvedné postupy spominané
v predchadzajucej kapitole, ale poskytuju odliSmbdsob reprezentacie dat arozdielne poradie
aplikacie konvetnych metod. Doélezité je spomehlUze jednotlivé nastroje su Specializované
a okrem predikcie sekundarnej Struktury poskytjjdaned’alSie informacie ziskané pas vypdétu,
napr. zoznam homologickych sekvencii alebo daseta@nalosti o proteine v pripade, Ze bol najdeny
v referegnej databaze, pripadne poskytuju ind pridavna #ialblas vSak vtejto Stadii budu
zaujima’ vylu¢ne informécie tykajuce sa predikcie sekundarnekgdry.

Nastroje byvaju spravidla realizované formou welnbvyaplikacii, ktoré su obvyklym
spbsobom prezentacie metdd z oblasti bioinformatikyhodou tychto aplikacii je predov3etkym
fakt, Ze vypoty su ¢asto naroné a zdéhavé, preto je vyuZitie vzdialenych serverov efaiei
z hradiska pouzitia vyptiovych zdrojov. Detailnd technoldgia aplikacii jeama iba vyniméne a
programy pracuju akblack box z ktorého uzivateziskava vystupy na zaklade zadanych vstupov.
Najv&Sou predna®u pouzivania webovych aplikécii je ich dostuphpgamo v okne prehliada
bez nutnosti inStalacid’alSsieho softwaru, intuitivne a rychlo osvdjité ovladanie, jednoducha
manipulacia s datami a moziiaglid’ania vysledkov prostrednictvom URL.

4.1 Analyza vybranych nastrojov

V tejto ¢asti su predstavené vybrané webové aplikacie preddekundarnej Struktury. V prvej
faze navrhu bolo potrebné jednotlivé nastroje dikdapreskinmaa otestové Na testovanie bola
pouzitd pomerne jednoducha mnozZina sekvencii, kKbalé jednak nahodné ale aj také, ktorych
sekundérna Struktira je znama. £8i&@ho mnoZstva bolo nakoniec vybranych 6 najlepSich
Konkrétne sa jedna o nastroje PCI-SS, NetSurfPPRED, PSSPred, Jpred a SymPred. Hlavné
kritéria vyberu boli vysokd presnbspredikcie, moznas pristupova k nastroju aspo z casti
vzdialene a v neposlednom rade dostuprogrelfiadnos vysledku.

UZivatd'ské rozhranie jednotlivych néastrojov obsahuje nadaej podstranke jednoduchy
webovy formular, do ktorého uzivditeada vstupna sekvenciu aminokyselin spolu s pofreb
datami. Kazdej predikej Ulohe je vygenerovany jednozng identifikator, prostrednictvom ktorého
mozno k Ulohe pristupovaj dodatoéne. Po odoslani formularu sa spusti samotny &gftoa uzivaté
je presmerovany na podstranku, kde mdze kontrélaktuélny stav predikcie. Po sk@mi vyp@tu
sa zobrazi podstranka obsahujuca formatovany vystup

Jednotlivé nastroje sa liSia jednak v mnoZstvevalpe informacii, ktoré musi uzivéiteada
na vstup a spdsobe, akym su podstranky presmeroané@ajma vo vystupnom formate predikcie.
Ten je pre kazdy néastroj odlidny, treba mu pretwover zvySenl pozornds Dizka sekvencie denej
na analyzu jetasto obmedzen& a pohybuje sa v rozmedzi minimad403znakov a maximalne
1000-4000 znakov. Detailny rozbor jednotlivych ndjsich je spolu s kratkym popisom a hodnotou
uspesnosti predikcie e pre zvySenie préadnosti realizovany v nasledovnych bodoch:

* Vstup — vstupné polia formularu, ktoré musi uzivaisda, aby mohol formuléar odosta
e Komunikécia — spdsob vzdialeného ovladania nasbrefanutnosti interakcie uziviite
e Vystup — dostupnasvysledku a formét vystupnych dat
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Niektoré nastroje poskytuja viacero Urovni vystupd®udeme voli vystup obsahujuci
komplexné informécie, ktoré mozmkalej vyuzi’ vo vlastnej predikciiCasto poZzadovanym vstupom
je email, na ktory je informéacia o UspeSnom weam vyp@tu zaslana uzivatevi spolu s vysledkami
predikcie. Dalsim spolénym vstupom byva nazov sekvencie. Niektoré néasttejeto nazov
pouZivaju v ramci FASTA vystupu alebo je priamo aakonovany v identifikatore predikcie,
pripadne je Uplnym identifikAtorom.

K nastrojom mozno s dhdom na automatické spracovanie pristugovgodstate troma
roznymi pristupmi. U niektorych nastrojov je preadkmické alebo vyvojarske&gly mozné ziska
lokélnu képiu nastroja, tz\portable verziu, ktora obsahuje spustitgy subor pre opetay systém
UNIX. Pre stiahnutie je potrebné sa zaregistfpyaipadne tvorcov oboznams Eelom, na ktory
bude program pouzity. V rdmci tejto aplikacie jakJouzitie lokalnych kopii spojené s viacerymi
tazkogami. Hlavnhou nevyhodou je fakt, Ze pouZzitie tak@chifiborov na serveri vyZaduje povolenie
Standardne zablokovanych funkcii umogicich splganie skriptov tretich stran v ramci terminalu.
Takéto nastavenie je z pgatdu bezpénosti vé'mi riskantné a teda nepoufite. Tieto lokalne verzie
dalej vyuZivaju lokalne databazy neopakujucich $aesecii, tzv.non-redundant sequence database
ktorych vé’kos’ je enormnd a po rozbaleni zabera priblizne 5 G8staina disku. Napriek tomu, Ze
portable verzie mézu lahiit’ pracu s jednotlivymi nastrojmi, pre potreby seaverl neefektivne
adalej sa im teda nebudeme ventva

4.1.1 Struény uvod do webovych sluzieb

Druhou moZno%u je poui’ webové sluzby tzvweb servicesktoré su dostupné pre 2 z
vybranych nastrojov. Webovl sluZzbu moZzno &teicharakterizovaako prostriedok komunikécie
dvoch zariadeni prostrednictvom siete, v tomtogut@ppo internete. Jedno zo zariadeni vystupuje ako
server, druhé ako klient. Spésob komunikacie kiiest serverom je realizovany prostrednictvom
API° a rozoznavame nasledujtce dva typy implementécie:

» REST Representational State Transfer)jednoduchsSia forma komunikécie zaloZzena na
zakladnych metédach protokolu HTTP, ktorymi su GHAQST ainé. K premennym
a metddam moZzno pristupavariamo prostrednictvom URI protokolu a prenos jdatapr.
vo formateJson
» SOAP Gimple Object Access Protocet) komunikécia zaloZzend na pouZziti sprav jazyka
XML. Tieto systémy poskytuju popis dostupnych met@sp. operéacii v jazyku WSDMWeb
Services Description Languagé&).ebova sluzbu mozno oviddaolanim tychto metdd, teda
operacii, s vhodnymi parametrami. Jedna sa prevaddové operacie tymetaset
DetailnejSie informacie dladne webovych sluzieb, technoldgii REST, SOAP a W8I0Zno najs
v literature. [4]
Spominané néstroje predikcie sekundarnej Strulpaskytujd SOAP WSDL server spolu
s API, ktorym mozZno nastroj vzdialene oviddBlespornou vyhodou pouZitia SOAP je nezavislos
na pouzitej verzii Specifikacie SOAP a pouZzitomgreonovacom jazyku. Na vytvorenie klienta teda
mozno poudi ubovdny framework podporujuci SOAP, pomocou ktorého je implementacia
v podstate trivialna.

® Application programming interface
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V §tudii jednotlivych nastrojov som sa teda zamexalpouZitie webovych sluZzieb a spbsob,
akym komunikacia klienta so serverom prebieha. M&ptomu, Ze niektoré nastroje implicitne
weboveé sluzby neponukaju, pri spravnej manipuladiatami mozno vytvatisimulaciu takéhoto
klienta. Z poliadu webovych sluzieb je spbsob akym jednotlivé rofestpracuja vEémi podobny,
preto je mozné vytvofi pomerne univerzalny systém na komunikaciu priamaelsovymi
formularmi a spracovavysledky na drovni jazyka HTML.

4.1.2 PCI-SS

Tento nastroj je zaloZeny na pouziti metody Rdrallel Cascade Identification)ktord slizi na
identifikaciu nelinearnych systémov. Na vstup P@delu su privadzané dynamické nelinearne data
vytvorené z roznych profilov PSI-BLAST. Model praeuako black box pricom jeho ulohou je
analyza tvaru molekuly. Na optimalizaciu parametrogdelu sa pouZivaju genetické algoritmy.
Vystup modelu je v kombinécii s vysledkami metodSIPRED privadzany na vstugeguence-to-
structureneurdnovej siete. Dostupné na [5].

e Vstup: nazov sekvencie, sekvencia.

e Komunikacia: realizovana pomocou dostupného SOAP API, ktongomerne jednoduché
a obsahuje iba jedin0 metddgetPrediction(string segName, string seq) Navratové
hodnoty tejto metdédy su BuUXML dokument obsahujuci vysledok predikcie aleb@acia
chybu neplatnych dat.

* Vystup: vystupny XML dokument sa sklad& z postupnosti eletov record s atribitom
poradovéhctisla residugposition Kazdy record obsahujed’alej vstupny znakaminoAcid
vysledok predikcieprediction a pridavné data v podobe tzv. vzdialenosti jedryath
Strukturdinych stavovhDistance eDistance tDistance Strukturdlny stav s najmen3ou
vzdialenosou je povaZovany za najpravdepodobnejSi a je ppakid vysledok predikcie.
Metoda pouziva trojstavovy model a StrukturalneyssiH (helix), E (sheet) ather.

4.1.3 NetSurfP

Nastrojov vyuzZivajuci neurdénové siete. tSie natrénovand mnoZzinou experimentalne zvolenych
proteinov, ktorym je uz v dobe trénovania priradekére podobnosti. Zatélom vytvorenia skore
pouZziva techniku Z-score. Samotn& predikcia prebtak, Ze vstupna sekvencia je najprv zarovnana
s podobnymi sekvenciami vyuZzitim techniky BLASThatoto zarovnanie je aplikovany algoritmus
predikcie. Okrem predikcie sekundarnej StruktUryskytuje nastroj informécie o povrchovej
pristupnosti molekuly, tzwsurface accessibilityJspe3nasQ; je stanovena na 79%. Dostupné na [6].

e Vstup: sekvencia.

» Komunik&cia: dostupné nie su Zziadne webové sluzby ani moZupdialeného pristupu. Pre
odoslanie webového formularu je potrebné zafirkdnfigurany subor prostrednictvom
URL. Formuléar je po odoslani automaticky presmengvaa podstranku, ktora odkazuje na
podstranku s vysledkom. Komunikacia je preto ri@gdepomocou nhavrhnutého
komunikaného protokolu.

« Vystup: vystupné hodnoty su zoradené dipadv a pre nas zaujimavé st poloZky vstupnej
sekvencie aminoAcid poradového ¢isla znaku aminoAcidNumber a pravdepodobnds
jednotlivych Strukturalnych stavoprobH, probE a probC. Stav s najvySSou hodnotou
pravdepodobnosti je vybrany ako vysledny. MetédazZpa trojstavovy model a mozné
Strukturélne stavy sH (helix), E (strand) &C (coil).
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4.1.4 PSIPRED

Je typickym zéstupcom metdd vyuZivajucich neurdneigie. Jedna sa olalbeny, rozSireny
a pravidelne aktualizovany vypmovy nastroj. PouZzitim striktnej validacie vystuphydat mozno
pouzitim tohto nastroja dosiahhuilspesnas Q; az 82%,¢im sa radi medzi aktualne najlepSie
néstroje. Dostupné na [7].

« Vstup: email, ndzov sekvencie, sekvencia.

e Komunikacia: prostrednictvom SOAP API pozostavajuceho z dvoetbch

0 submit(string sequence, string email, string name)metdéda, ktora slizi na
zaslanie Ziadosti na server. Okrem 3 povinnych mateov akceptuje metoda
volite'né parametre sliZiace na pridavné ¥ypoServer odpoveda na tato Ziatlos
prostrednictvom objektu, ktory obsahuje polobkgssage- sprava o Uspechu alebo
zlyhani odoslanigob_id - identifikator ulohy na serveri state— stav odoslania, kde
0 zn&i zlyhanie,1 Uspech.

o result(string job_id): poZiadavka na ziskanie vysledku predikcie¢qm jedinym
parametrom je id predikej tlohy. Odporéiana periéda opakovania volania tejto
metddy je priblizne 5 minat, pretodasté opakujluce sa dotazy na server méiu by
povaZzované za Utok. Server odpovedatopiijektom, ktory obsahujenessage-
textova sprava o dostupnosti vysledjah_id — id prediknej tlohy,state— aktualny
stav predikcie, kd® je chyba pri vypéte, 1 zn&i UspesSné ukamnie predikcie,

v pripade2 sa Uloha stale vykonava3asignalizuje neexistujuce id. V pripade
Uspechu je stag’ou objektu premennéesult ktorej hodnota je URL vystupného
suboru s vysledkom.

e Vystup: dokument vysledku je forméatovany do Struktary pmulej FASTA formatu. Po
avodnych textoch nasleduje trojica riadkov, ktor@stppne nesu informacie o vstupnej
sekvencii, vysledku predikcie a hodnotu miery d§veav. confidence teda spbahlivosti
predikcie pre dani poziciu.{fxa znakov v jednom riadku je stanovena na 100.Gbéet
pouziva trojstavovy model a mozné Strukturalneysta (helix), E (sheet) aC (coil).

4.1.5 PSSpred

Je dalSim néstrojom, ktory vyuZiva neurénové siete. cW@sobné zarovnania ziskava
prostrednictvom PSI-BLAST. Frekvencie vyskytu arkiyselin su vaZzenddenikoff vahami a
jednotlivo pouzité na trénovanie siete metod®umelhart error backpropagation Predikcia je
vysledkom kombinéacie predikcii zo 7 neurdnovychtisgeodliSnymi nastaveniami a parametrami.
Dostupné na [8].

e Vstup: email, sekvencia, ndzov sekvencie.

« Komunikacia: dostupné nie su Ziadne webové sluzby ani moZupdialeného pristupu. Pre
odoslanie webového formularu je potrebné wvyphmsetky spominané vstupné polia. Po
uspednom odoslani je nastroj automaticky presmagowa podstranku, ktora odkazuje na
podstranku s vysledkom. Podstranka s vysledkommhipsebul’ hlasenie o stave predikcie
alebo samotny dokument s vysledkom. Komunikéciarigglena pomocou navrhnutého
komunika&ného protokolu.

* Vystup: vystup je vo formate, ktory je dostabe univerzalny a v implementacii je pouzity
ako referetiny. Na z&iatku a konci riadka obsahuje porada@iglo, d’alej vstupnu sekvenciu,
vysledok predikcie a mieru dbvery v dany vysledokozsahu 0 az 9. Metdda pouZiva
trojstavovy model a mozné Strukturalne staviHginelix), E (strand) &C (coil).
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4.1.6 Jpred

Tento nastroj, pretoZze patri medzi najpouzivanegSiejoliubenejSie nastroje vbébec. Tvorcovia
zverejnenie zdrojového kddu stale zvazuju, tedxiaege implicitny spdsob ako nastroj potibiez
vyuZitia webového formulara. Princip metddy je vguZiti neurdnovej siete s nazvodnet
Homologické sekvencie ziskava @dpa PSI-BLAST, z ktorych nasledne vyfiltruje tie ajvySSou
podobnosou. Sekvencie nasledne vstupuju do sistet Okrem predikcie sekundarnej Struktary
nastroj poskytuje detailnt analyrpoiled oblasti proteinov. Pre analyzu a editaciu vysled&stroj
ponuka vlastnu Java aplikaciu s ndzvaaitview Dostupné na [9].

e Vstup: sekvencia.

« Komunikacia: dostupné nie su Ziadne webové sluzby ani moZredialeného pristupu. Po
odoslani formularu su dostupné 2 moznosti odpoveglwera. Prvou z nich je zhoda
analyzovanej sekvencie sitgmi sekvenciami v databaZzDB. Nastroj je presmerovany na
tuto podstranku a uZivdtesa moéZe zvofi zobrazenie vysledkov zhody, alebo mbéze
v predilkénej Ulohe pokréova’. Jedna sa v podstate o odoslanie rovnakého foraula
v ktorom sa nastavi hodnota skrytého vstppgb na 1. Nasledne je nastroj presmerovany na
podstranku zobrazujucu vysledok formprogress baruPo dokogeni ulohy je k dispozicii
dostupnych hn# niekd’ko spdsobov zobrazenia vysledku,épm idealna vtba je zvolf
komplexné informacie, tzyull HTML view

e Vystup: vystup dokument obsahuje v pripade zhodyPBB odkazy na homologické
sekvencie.Dalej vystup pontka pomerne $irok( 3kalu informéagiktorych s podstatné
vstupna sekvenciargiSeq vysledok predikcignet a miera dévery v dany vysledghetRel
v rozsahu 0 aZ 9. Metdda pouZiva trojstavovy madelozné Strukturalne stavy kl(helix),

E (strand) a niekiko typov™-", ¢, C (coil) vzifadom na vierohodnéwysledku.

4.1.7 SymPred

Tato metdda reprezentuje metddu nearest-neighbozh@dol som sa juj pouZipre jej unikatny
pristup. Na zvySenie presnosti predikcie pouzivaa@ synonym jazyka, aplikovani na podobthos
kratkych segmentov proteinov. Na postuphasinokyselin sa pozera ako na jazyk nad abece@ou 2
unikatnych symbolov a vstupna sekvenciu berie adanédmy text v tomto jazyku. Pomocou BLAST
vytvori derivacie skimanej sekvencie, ktoré spolsldimanou sekvenciou uklada ako synonymicky
slovnik. Na synonym& sa nasledne pozerdadiska miery podobnosti a frekvencie vyskytu
v slovniku. Slovnik sa g@bom pouZivani zwuje a na porovnavanie oproti slovam v slovniku
pouziva vlastni skérovaciu funkciu. Tymto inovagirm pristupom dosahuje hodnotu, @1% a
v kombinécii s vystupom PSIPRED aZ 84%. DostupnfL@h
e Vstup: sekvencia, nazov sekvencie.
« Komunikacia: dostupné nie su Ziadne webové sluzby ani moZredialeného pristupu. Po
odoslani formuléra je nastroj presmerovany na padkti s odkazom na vysledok predikcie.
V pripade nedostupnosti vysledku vracia neexistujpodstranku, inak vracia dokument
s vysledkom.
» Vystup: vystupny formét je Struktirovany na 60 poloZiglednom riadku. Vystup sa sklada
z postupnosti trojic riadkov v poradi: vstupna ssloia, vysledok predikcie a miery dévery
v dany vysledok v rozsahu 0 aZz 9. Metdda pouZiegtavovy model a mozné Strukturalne
stavy stH (helix), E (sheet) a niekixo typovC (coil) vziladom na vierohodnéwvysledku.
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4.2  Zhodnotenie vysledkov Studie

Po analyze dostupnych nastrojov predikcie sekumjléstruktiry a naslednom vybere vhodnych
nastrojov pouzittnych pre zhotovenie servera mozno konstatoesledovné zavery.

Nastroje su vyvijané skupinami bioinformatikov maverzitach po celom svete, om medzi
najzastupenejSie krajiny patria USA a Francuzskietkly nastroje pracuju ako autondmne webové
aplikacie, na ktorych je predikcia realizovana smie webovych formuléarov. Uzivdteada povinné
a pripadne volitthé informacie, ktorymi su n&stejSie email, nazov vystupu a samotna sekvencia
a po odoslani formularu sa na pozadi spusti sameypaiet a uZivatk je presmerovany na
podstranku s vysledkom. Vysledok predikcie je vigi@gti na vyaZenosti servera dostupny do
niekd’kych minat, najviac vdak do dvoch hodin.

Kragovou znalogou vyplyvajucou ztejto Studie je moZmiosyuZzitia webovych sluZieb,
pomocou ktorych mozno k jednotlivym nastrojom pisiva’ vzdialene. Napriek tomu, Ze ibal'vei
mala ¢ag’ nastrojov poskytuje moznpdakejto komunikécie, z dostupnych sluzieb moZnbovgie
pochopt’ spésob akym nastroje pracuju a nasledne navnmiwrerzalny komunikény protokol.

Po vloZeni vstupnych dat a odoslani formularu je kazdy néstroj rozhodujdca znalos
identifikatora prediknej dlohy. Toto ID je pre kazdy nastroj SpecificlkaySak vzdy sa jedna
o alfanumerickt postupnosnakov roznej fkky, v niektorych pripadoch oddelent otiolestom.
Spolanou ¢rtou vSetkych nastrojov je vyskyt tohto ID na poéske, na ktord je formulér
presmerovany po odoslani. Jednou z najdélezite{Eisti celej implementacie je teda ID z prislusnej
podstranky ziska Znalos' ID predikinej ulohy nasledne umbidje sledové stav predikcie
a pristupova k vysledkom prostrednictvom URL.

Vystupny formét jednotlivych nastrojov j&asto diametralne odliSny. Niektoré néstroje
poskytuja vysledok v XML alebo inom Struktirovanaokumente, iné vysledok zobrazuja priamo
na podstranke s vysledkom. Tu je vysledkom zobrazemtikalne, kde kazdy ktec znai jednu
zobrazovanu velinu, alebo horizontalne. Horizontalne su &ely formatované do jednej n-tice
riadkov, ktorych d¢ka zodpovedaidke vstupu (napr. trojica riadkamput, output confidencedizky
vstupu 437 znakov), alebo opakuijlcich sa n-tic ppdizky oddelenych prazdnym riadkom (napr.
patica riadkovinput, output probH, probE, probC dizky 352 znakov zarovnana na 100 znakov na
riadok). Z toho plynie nutny individualny pristupsisledkom jednotlivych nastrojov.

V pripade zadujmu moZno prigdd nastrojov, ktoré poskytuju webové sluzby, thap strdnkach
BioCatalogue[11]. Neoficialne zoznamy nastrojov predikcie sed@mej Struktary mozno ndjs
napriklad na strankadixPASY[12] alebomolbiol [13].
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5  Specifikacia servera

V tejto kapitole su popisané prevazne skntsti, ktoré je nevyhnuté Specifikavared samotnou
implementéciou. Text sa sklada z motivacie navdtanovenia hlavnych diev projektu a popisu
pouzitych programovych prostriedkov.

5.1 Motivacia navrhu

Ciel'ovou skupinou navrhovanej aplikacie sU prevaznebygmacujlce v oblasti bioinformatiky,
biolégovia a Studenti, teda osoby, pre ktoré jelastiasekundarnej Struktlry proteinov istym
spbsobom zaujimava. Cmm projektu je zjednoduSia urychlf’ pracu tychto oséb, préadne
zobrazi’ vysledky a ponukni vlastna predikciu sekundarnej Struktary zostavead vysledkami
zvolenych nastrojov.

V slasnosti tieto osoby pristupuju k jednotlivym nagtne autonoémne. UZivalte ktory si
necha poZadovanu sekvenciu zanalyZomeekd’kymi dostupnymi néstrojmi méze na tento Ukon
vynaloZt’ mnoZstvo¢asu a energie, pretoZze nastroje gpgdostupne. Porovnanie vysledkov musi
navySe realizova svojpomocne. Vysledok je uZivéitei zobrazeny formou nativnou pre dany
néstroj, ktora je takmer pre kazdy néstroj odliSna.

5.1.1 Ciele projektu

» Extrahovd spol@né rysy vybranych nastrojov a vytvbijednoduché a furtké uZivatéske
prostredie, ktoré minimalizuje interakciu uzivi@e nastrojom.

¢ Navrhn@® aimplementova univerzalny komunikény protokol, ktory pre kazdy zo
zvolenych nastrojov umdije zadé prediknd dlohu, otestova dostupnot vysledku,
vysledok spracovaa vhodnym spdsobom ul@Zi

e Takto ziskané data priddne zobraZiuzivatéovi v unifikovanom formate.

« Nad vysledkami jednotlivych néastrojov vytvbrivlastna predikciu, zaloZzend na pouZiti
ziskanych heuristik.

5.2 Pouzité technologie

Ked’Ze sa jedna o webovu aplikaciu typu klient—serpeg, implementaciu nastroja som sa rozhodol
pouzi’ frameworkprogramovacieho jazyka PHP s nazv@adelgniter[14] (d’alej len CI). Pre tento
frameworkso sa rozhodol z dévodu, Ze s nim mam predch&ozakiisenosti pri tvorbe webu. Medzi
prednosti Cl patri mnozZstvo integrovanych kniZznigednoducha manipuléacia s nimi, intuitivha
konfigurécia aplikacie, vysoka miera begpesti a iné. Rovnako ako iné PH@meworkypracuje ClI
s dizajnomModel-View-Controller(dalej len MVC), ktorého zékladnou ideou je sepatoleaickl
¢ag’ aplikacie odiasti uzZivatéskej. Architektdra pozostava z nasledujicich trarstiev:
* Model — reprezentuje jadro aplikacie. V tejto vrstve bpebaju vSetky vypéty, datové
operécie, praca s databazou a pod.
« View — vrstva zabezgejlca interakciu s uZivdtem, ktory zadava vstupy a pozoruje
vystupy. S pravidla byva realizovana pomoettML, CSSaJavascriptu
» Controller — zabezp&uje presun dat od uzivdite do modelu a naopak, vystup z modelu
prezentuje uzivatevi.
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6 Implementacia

Po dbokladnej teoretickej Studii, analyze dostupngéktrojov, stanoveni diev a vybere technoldgie
prichddza na rad samotnd realizacia servera. Ndieload Specifikacie popisanej v semestralnom
projekte je v tejtocasti detailne popisanyorkflow celého projektu. Tvorba aplikacie prebiehala
v nasledovnych fazach, ktoré su analyzované v réejtoi kapitoly:

Konfiguracia a testovanie Startovacieho balika CI.
Extrakcia dat z jednotlivych nastrojov.

Zapracovanie nastrojov do aplikacie.

Nad datami z jednotlivych nastrojov zostaviastnu predikciu.
Tvorba uzivatéského rozhrania.

Formatovanie a zobrazenie vysledkov uZikawte

Validacia vstupnych dat.

Testovanie a optimalizacia

e S A

6.1 Konfiguracia CI

Startovaci balik Cl je dostupny na odkaze uvedenditeratire [14]. Na Gvod je v3ak potrebna
inicialna konfiguracia, ktora zabezfidorektné smerovanie podstranok v celom projekig@ojenie
databazy. Kompletny navod, ako Cl nastgeidostupny v prilohé. 1.

6.2 Extrakcia dat z vybranych nastrojov

Rozhodujucoucag’ou celého projektu je postupne implementowgbrané nastroje. Zo Studie
vyplyva, Ze k nastrojom je nutné pristupdvadividualne, no napriek tomu je mozné vypozotbva
ich spol@né rysy a vytvoti tak univerzalny komunikay protokol.

Komunikany protokol je zaloZeny na pouZiti webovych sluzigbré su implicitne dostupné
iba pre 2 zo 6 vybranych nastrojov. Pre potrelmhtty nastrojov je implementovany SOAP klient.
Pre ostatné néstroje je potrebné vytvddienta tak, aby pracoval podobnym spdsobom, akwoyk
komunikuje so serverom webovej sluzby. Pre tiglelyije vytvoreny klient pouzivajici techniku
cURL.

6.2.1 Implementacia SOAP klienta

V jazyku PHP je dostupnych hdieniekd’ko rozSireni SOAP. Po Studii dostupnych moZnosti sa
rozhodol pouzi open sourcekniznicu NUSOAP, dostupnu na [15]. Pre pouzitiézkite v Cl je
potrebné v adresalibraries vytvorit’ nova triedu, ktord obsahuje volanie Standardnirkoe. Takto
pripravenu kniZnicu uz mozno jednoducho péuta vytvorenie klienta vioZzenim URL k prislusnému
WSDL suboru. Odkaz na kompletny manual ku kniZ8IGIAP moZno néajsv literatdre. [16]

Na vytvorenie Kklienta server reaguje navratom dbjekktorého operacie umidju
manipulaciu s premennymi nastroja. Fémés’ klienta si mozno jednoducho ovériolanim metody
__getFunctions()ktora vracia zoznam dostupnych operacii s prigin$ parametrami a navratovou
hodnotou.
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6.2.2 Implementacia cURL klienta

Pre néstroje, ktoré webové sluzby neposkytuju fermhtivou pouZitie Standardnej kniznice PHP
s nazvom cURL dlient URLD, ktor4 slizi na pripojenie a komunikiciu so rGmnyservermi

a podporuje Sirokd 3kélu protokolov a metéd. Prilawd cURL s povinnym parametrom

CURLOPT_URL funkcia vrati obsah strdnky na danom odkaze rogmaspésobom, akym sa da

zdrojovy kod stranky zobraziv prehliaddi. Odkaz na kompletny manual ku kniZnici cURL je
dostupny v literature. [17]

Pre kazdy nastroj je funkcia cCURL zapracovana @agpmi. Obsah vratenych podstranok je
nutné starostlivo analyzowa cidom separovapozitivhu a negativnu odpa¥eservera. Pre kazdy
nastroj a kazdu pouzitu podstranku je preto potelytra’ referegny text nachadzajuci sa unikatne
iba na skimanej podstranke. Prvy raz je funkciaZgg na odosielanie vstupného formulara,
nastavenim parametr&CURLOP_POST na TRUE Funkcia nasledne ¢akdva parameter
CURLOPT_POSTFIELDSktorého hodnotou je pole, pripadne objekt, obgefhwstupné polia
formulara s prislusnymi hodnotami. V tomto pripadelime URL, ktora zodpoveda hodnote
parametruaction vstupného formulara, teda odkaz kam formulér sjgeflext nachadzajdci sa na
podstranke signalizuje Buldspe3né prijatie ulohy, alebo zlyhanie,caaiejSie z dévodu neplatnych
dat. V pripade pozitivheho vysledku sa na podstardchadza ID predikej tlohy. Rozhodujucim
krokom spracovania podstranky je ziskanie ID, kijeré@sencialnou znaltsu d’alSej komunikéacie
s nastrojom. Druhy raz slUzi funkcia na testovaddstupnosti vysledku ulohy s prislusSnym ID.
Textovy obsah podstranky je appotrebné analyzovaa zistt, ¢i je vypoiet dokoreny alebo stale
prebieha. V pripade dostupnosti vysledku si vydteddoZime, v op&nom pripade otestujeme
dostupnos vysledku neskoér.

6.2.3 Komunika¢ny protokol

Napriek tomu, Ze vybrané nastroje pouzivaju vytagoh SOAP alebo cURL klientov, kazdy
z nastrojov je jedingy a jeho implementéacia zda drobné odchylky. Prave tato skiriog’ vedie

k vytvoreniu samostatnych modelov pre jednotlivétrgde. Komunikacia vytvorenych klientov je
zapracovana do nasledovnych troch metdd:

* Submit: zadavanie ulohy na server. Vo vyslednom texteyf@adany réazec signalizujuci
uspesné spracovanie poziadavky. V pripade Uspecholysahu vyextrahované ID ulohy.

o Parametre: sekvencia (povinny), ndzov (viilitg sekvencie, email (volitay).
o Navratova hodnota: ID ulohy, v pripade zlyhaniazdrdy re’azec.

* Result: kontrola dostupnosti vysledku tlohy. Obsah vyslefkpretfadavany na pritomnos

retazca o dokoteni vypa@tu. Vysledok predikcie je dasne zapisany do textového suboru.
o Parametre: ID ulohy (povinny).
o Navratova hodnota: 1 v pripade Uspechu, 0 inak.

e ParseResult: analyza textového suboru slmen ziskd vysledok predikcie. Zo suboru je
najprv odstranenych nieRko riadkov zhora a zdola. V Zavislosti na formatgstupu je
vysledok postupne spracovany a vhodnym spdsobobenyo

o Parametre: nazov suboru (povinny).
o Navratova hodnota: pole vyslednych hodnét.
Vzhradom na odpow& servera su pre stav Ulohy definované nasledovséatry:

e Accepted: tloha Uspesne prijatd, prebieha wgto

» Failed: server nie je dostupny alebo uloha nebola prijata.

» Done: vypcet ulohy je dokodeny, znai koniec komunikacie s nastrojom.
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Sequence Sequence Name Email

Submit
Job No -
Accepted ? / 2| Failed
Yes
Acceptel
Job ID
Result
No
Result
Available ?
Yes
Done
File

Parse Result

\

Result Array

Obrazok 6.1: diagram komunikéného protokolu pouZzitého univerzalne pre kazdywadenych
nastrojov. Legendd |  datové premel &, todyel | stavy
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6.3 Zapracovanie nastrojov

Daldim krokom po dokafeni komunikacie s nastrojmi je zapracovanie jedwnath ¢asti do
spola@ného celku. Vlastna aplikacia fungujel'mé podobne ako komunikay protokol popisany
v predchadzajucej kapitole.

Rovnako ako jednotlivé nastroje, pouziva aplikd@adentifikciu svojich tloh jednozérzé
ID. Vychodiskové poZiadavky na ID su jeho Uplnakatnos a pevna t¥ka. Ako generéator ID je
pouzita Standardna funkcianiqid(), v ktorej ako prefix pouzijeme né&zov sekvencie zadany
uzivat¢#om. Vysledkom je alfanumericka postuptio23 znakov. Néasledne je tato postupghos
privedend na vstup Standardnej funkoml5() ktorej pouZzitie zabezpe vytvorenie sptahlivo
unikatnej postupnosti 32 znakov. Nevyhodou tohtgdeho dzka, aviak uzivales nim prichadza
do styku iba v ramci URL, teda Ziadnym spésobonvpbwnuje jeho pracu s aplikaciou.

Tok aplikicie je zaloZzeny na pouZziti nasledovny&tdaud:

e Submit: vytvorenie novej Ulohy a pridelenie unikatneha IBoci validaciu vstupnych dat
spomenieme neskor, je potrebné si uvedpie data nachadzajlce sa v tejto metdde su vzdy
spravne. Formular sa podari totiz odésiba v pripade, Zze vstupné dataliisgi vSetky
validainé poziadavky. Uloha je teda vytvorena vzdy pramédltejto metddy. Vstupné data su
nasledne rozposlané jednotlivym nastrojom. Naviatbednota nastrojov je stav zadania
Ulohy av pripade Uspechu ID. Vtomto kroku je ebitré definovd rozdiel medzi
spominanymi identifikatormi. ID Ulohy vytvorenej m&rveri budeme od teraz ziaJID
(Job ID), prtom sa jedné o unikatnu alfanumerickd postuprgss znakov. ID jednotlivych
nastrojov budeme zti myID, ktorého dka a format su rozne.

o Parametre: pole potrebnych informacii o prédé{ tlohe (povinny).
o Navratova hodnota: JID — ID ulohy.

e CheckResult kontrola dostupnosti vysledku jednotlivych nagtvo V pripade pozitivnej
odpovede je obsah podstranky uloZzeny ddadného textového suboru s nazvowiD.txt
a stav nastroja je upraveny.

o Parametre: JID — ID ulohy (povinny).
o0 Néavratova hodnota: pole stavov jednotlivych ngstro

» CheckState kontrola stavového pola nastrojov. V pripadenigktory z nastrojov je v stave
done je moznédalej s vysledkom pracovaa prezentowa ho uZivatéovi. Ak je stav
v3etkych nastrojodone komunikacia s nastrojmi je dokisna.

o Parametre: pole stavov jednotlivych nastrojov {poy).

o0 Néavratova hodnota: stav preditej Ulohy.
Pre prediknG Glohu je definovana nasledovna trojica stavdehll sa reélne do iného stavu désta
nemdze, pretoZe je vytvorena iba pre spravne d&tatevanid mdzZe Byv podstate neobmedzene
dlho. St&i nam teda definovestavy:

» InProgress uloha bola vytvorena a prebieha vgpbjednotlivych nastrojov. Stav vysledku
ulohy sa vzliadom na vysledky nastrojov médalej delt’ na:

0 NotAvailable: Ziadny z nastrojov neposkytuje vk,
0 Available: dostupny je vysledok asp@dného z nastrojov.

» Done dostupny je vysledok zo vSetkych nastrojov.

» Failed: zad4vanie tlohy vSetkych nastrojov bolo netspesné
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6.3.1 Implementacia databazy

Jednou z vychodiskovych poZiadaviek na server jstupmos vysledku scasovym odstupom.
V pripade vyaZenosti serverov jednotlivych nastrojov sa m@as vypd@tu vyrazne zvysi
UzZivatdovi sa teda mbze jednoducho tstge okno prehliada cielene alebo nahodne zavrie
a k prediknej ulohe sa chce vrétineskor, pripadne chce vysledok predikcie LafieV podstate
jedinym uspokojivym rieSenim tejto poziadavky j@pjenie relénej databazydalej len DB).

Pouzitd DB je pomerne jednoducha a pozostavavnéjaabiliky a tabuliek pre jednotlivé
nastroje. Hodnoty konkrétnej tlohy su v télkdch upravované pri zmene stavov.

job

ID int (10)

JID varchar (32)
title varchar (255)
email varchar (255)
sequence longtext
jpred enum(‘T*,'F’)
netsurfp enum(‘T*,‘F’)
pciss enum(‘T’,’F’)
psipred enum(‘T*‘F’)
psspred enum(‘T*,‘F’)
sympred enum(‘T*'F’)
result longtext

conf longtext
state enum(‘inProgress’,‘done’, failed’)

Taburka 6.1: Struktdra centralnej talky.

Pre kazdu ulohu je mozné zwdlil-6 pouZzitych nastrojov, @om kazdy z nastrojov ma
pridelent autonémnu tabku, v ktorej si uchovava informacie o vlastnej ioStruktira takiky je
pre jednotlivé nastroje takmer rovnaka.

tool_name

ID int (10)

JID varchar (32)

mylD varchar (255)

result longtext

conf longtext

state enum(‘accepted’,‘done’, failed’)

Taburka 6.2: vzorova Struktura talfiy jednotlivych nastrojov.
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6.4

Tvorba vlastnej predikcie

Po zapracovani jednotlivych nastrojov je modiadej vysledky analyzovaa vyvodt’ tak isté zavery

v podobe vlastnej predikcie. Okrentaaca Strukturalnych stavov, ktory je poZadovanyrstiyyom
predikinej ulohy, je spolu s vysledkom dostupnd aj infarim@ spravnosti a kvalite vysledku. Tieto
pridavné informéacie sa pre jednotlivé nastrojetaj@@nia a rozoznavame 3 spdsoby, akym su tieto
heuristiky dodavané. Nad datami je preto potrebyig@ovit' spolanu metriku, ktora je realizovana
nasledovnym sp6sobom:

Pravdepodobnog# Strukturdlnych stavov (probability): dodat@éna informéacia je
dodavand v podobe percentualnej pravdepodobnoskyiy Strukturdlnych stavov a stav
S najvySSou pravdepodobtios je zvoleny ako vysledny. Suma jednotlivych stayoe
danu poziciu je 1. Tento spdsob mozZzno povaZaeadostaténe univerzalny a stava sa teda
vhodnou metrikou, na ktord su konvertované ostapdéoby.

Miera dbévery v dany stav (confidence)ta je k dispozicii pre vysledny stav ako cé&lo

v rozsahu 0 aZz 9. Informécie o pravdepodobnostkytsostatnych Strukturalnych stavoch
sl Uplne zanedbané. PoloZzme teda pravdepoddbryetedného stavu na 50%, qmin
kazda jednotka v hodnote miery dovery zvySi praedepnos o 5%. Rozdiel 100%
a vyslednej pravdepodobnosti je rozdeleny na polomedzi zvy3né dva potencialne stavy.
Vzdialenog’ od Strukturalnych stavov (distance):v podstate sa jedna o obratent hodnotu
pravdepodobnosti vynasobetislom 10. Suma jednotlivych vzdialenosti pre danaigu

je rovna priblizne 10 s odchylkou priblizne 5 - 10Myslednym stavom sa stava stav,
ktorého vzdialenasje najmenSia. PoloZzme teda hodnotu pravdepodabdasého stavu
rovnu 1 — vzdialenas* 0.1.

Na zaklade zadanej metriky mozno jednoducho vigaid pravdepodobna’svyskytu jednotlivych
Strukturalnych stavov. Vyget predikcie zabezpaje nasledovna metoda:

Calculate: pre kazdy stavi z mnoziny Strukturalnych stavoyH,E,C} mozno zavies
pomocna vellinu r;, ktor4d uti pravdepodobnds jednotlivych stavov na zaklade
nasledovného vypitu:

n
_ Zj=1Di;j

T
n

Hodnotar; pre Strukturalny staiv je sumou pravdepodobnosti v3etkych nastrojovelen@
poétom nastrojov, v naSom pripade 6. Takymto spdsobgpocitame hodnotyry ,re rc.
Strukturélny stav s najvy3Sou hodnotpje povazovany za vysledny.
o Parametre: pole hodnét potrebnych pre vytvoreradifacie (povinny).
o NavratovA hodnota: pre kazdy zo zvolenych néastroj@ to Stvorica
(tool_name, probH, probE, prob)Ca vystup vlastnej predikcresult
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6.5 Uzivatd’ské rozhranie

Pracovné prostredie je pomerne jednoduché a wmeitiprEom pozostava z 3 obrazoviekdws, na
ktorych moZno prezentovgracovny tok aplikacie. Jedna sa o podstranégx, submit aresult.

6.5.1 Index

Tato podstranka sa zobrazi inicialne po spustelikéage. SlGZi na interakciu s uZivditen a je
realizovana vo forme webového formularu. Sklada sach logicky odliSnyckasti:
* Vstup od uzZivatd’a: vzhi'adom na potreby jednotlivych nastrojov sa tu nazagidpolozky:
o Email -input,
o Na&zov sekvencieinput,
0 Sekvencia text area
0 Subor ile.
Vstupy od uZivatéa je potrebné pomerne striktne validtivBez validacie by sa mohlo sfa
Ze potencidlny utmik ziska pristup k datovejasti aplikacie a prostrednictvom formulara
zaUt@&i aj na pouZité nastroje. Spdsob akym kontrola miébieha je popisany dasti
venovanej validacii vstupnych dat.
* Volba nastrojov: obsahuje vyber 1 ah nastrojov predikcie prostrednictvooheckbox
inputov. Kazdy z nastrojov obsahupeckboxalabel s ndzvom néstroja.
¢ Odoslanie: po zadani vstupov uzivditan sa vykona validacia hodnét. V pripade, Ze su
vstupné data irelevantné, je uZiatpresmerovany sgana podstranku a upozorneny
adekvatnym chybovym hlasenim. Chybovych hlaseniofgt’ niekd’ko a detailne su
analyzované ¥asti o validécii dat. V pripade uspesnej validgeiazivat& presmerovany na
podstranku submit.

Protein Secondary Structure Prediction

Title
Bace1 with Compound 38
Email

lakuskuskus@gmail.com

Sequence

SPPQTLNILVDIGSSNFAVGAAP 4

Select prediction tools

v|JPred ¥| NetSurfP
YIPCISS v|PSIPred
v|PSSPred v|SymPred

Run prediction

Obrazok 6.2: uzivaté@ské rozhranie Uvodnej podstranky.
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6.5.2 Submit

Po odoslani a valid4cii dat zo vstupného formukaspusti logika celej aplikicie. Data su odoslané
jednotlivym nastrojom, vytvori sa nova Uloha aggjv sa nastavi rimProgress Odpovel’ nastrojov

je animované nasledovnym sp6sobom:

",
<

e Accepted:

* Done: W
+ Faliled: &

Ihned’ po ziskani odpovede od v3etkych nastrojov je olaetédacheckResula nastroje, ktorych

odpovel je acceptedsu otestované na dostuptiegsledku.

Po prichode na podstranku sa v pozadi spusitguto a obsah sa znovudfia kazdych 5
minut s cidom ziskd aktualny stav nastrojov. V pripade, Ze asjgalen z nastrojov vrati stalone
zobrazi sa odkaz na podstranku s vysledkom. V geipde stav vSetkych nastrojov dene stav
Ulohy sa zmeni ndonea dostupnasvysledku danych nastrojov dalej nekontroluje.

Okrem informécii o stave predikcie su uZiVaie zobrazené aj detaily predikej ulohy.

Konkrétne sa jedna o zadany nazdikd vstupnej sekvencie a ID Glohy.
Protein Secondary Structure Prediction

Your job has been submitted successfully !

Sequence has been sent to selected predction tools. This site will reload every 5 minutes, so check it for the result.

Job detail

Title: Bacel with Compound 38

Length: 415 residues

ID: 534d613533736c09813d8e64£619b99f

Prediction tools status

Jpred
Netsurfp
Pciss
Psipred ™ in progress
Psspred: & ied
Sympred ¥ finished

Some of job results are available. Follow this link to view your results.

Obrazok 6.3: uzivatéskeé rozhranie podstranky submit.
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6.5.3 Result

Tato podstranka slizi na zobrazenie vysledkov zgjdaredikinej dlohy. Sdag’ou podstranky je
op& detail Glohy obsahujlci ndzoviz#tu vstupu a IDDalej uz nasleduje vysledok zobrazovany
Struktdrovane vo zvolenom formate. Na zobrazensedku predikcie je pouzity for@ourier New
(monospace) ktorého znaky maju Standardnu Sirku aje tedadmpona formatovanie textu do
mriezky. Aby bolo zobrazovanie eSte piatinejSie, su na vysledok pouZit&$ié& medzery medzi
znakmi. Vo zvySku aplikacie je pouZzity foltyriadPro. Na podstranke sa zaraveachadza odkaz
na stiahnutie vysledku v textovom subore.

Protein Secondary Structure Prediction

Results for you job are available !

Some of the selected prediction tools finished their calculation. Check the results below or download formated results in file.

Job detail

Title: Bacel with Compound 38

Length: 415 residues

1D: 534d613533736c09813d8e64£619090f

Prediction Results

jpred

)
3
0
L]
m
o
t

Obrazok 6.4: uzivat&ské rozhranie podstranky result.

6.6 Zvoleny format vystupu

Napriek tomu, Ze niektoré néstroje predpovedajteria Strukturalnych stavov, vo vysledku je mozné
tieto stavy spoji a vysledok tak previéslo zauZivaného trojstavového modelu.ddsfejSie sa jedna
o predpove’ réznych typowvcoiled oblasti. So zdmerom spielnit’ vysledok je vyhodné jednotlivé
Strukturalne stavy odliSifarebne zn&nim, ktoré pouZzivaju aj niektoré nastroje. Na eeentaciu
Strukturalnych stavov som sa teda rozhodol presdashé znéenie:

1. Helix (H): ¢ervena

2. Sheet (E):modra

3. Cail (-): ¢ierna

Pri tvorbe vystupného formatu som sa inSpirovalldtrou formatu FASTA, ktory je

dostaténe univerzalny, rozsireny a zauZivabalsim dévodom je fakt, Ze néastroje pouZivajd bu
tento format alebo vlastné derivacie, daajejSie 60 alebo 100 znakov na riadok. V aplik§ii
pouzity format 60 znakov na riadok, ktory sa pridzerach medzi znakmi d& povazova idealny.
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Lw

oD DD

jpred @ HHEHEHHEHEH-----EEEEE
netsurfp

pciss E H-===-=EEEEEE

R

R

psipred E HH----EEEEE
psspred H EEEEE
sympred E HHEHEH---EEEEE------- BHEH=-=-====== EEEE----

PR R

result HHEHHHHH EEEEE-—~—m=mrecmam=maca=me=EEEEE====

Obrazok 6.5: formét vystupu zodpoveda Standardu FASTA a jeljadte zobrazeny
uzivaté@ovi pomocou farebného rozliSenia Strukturalnyckista

> Bacel with Compound 38 | 415 residues

RS Iy oy B B o B o v e S s v

ETDEEPEEPGRRGSFVEMVDNLRGKS
spred COCCCCCCCCCEre
_p—e weoesvvvvvvvvvv v GGG e

sympred CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEE CcCC

SRR
resulitc R O

Obrazok 6.6: vystup predikcie je zarostedostupny v textovom subore, v ktorom je Struktuyatav
Coil reprezentovany znako@z doévodud’alSieho spracovania.

6.7 Validacia vstupnych dat

V podstate kazdy webovy formular mozno povafoga hrozbu, ktord méze potencialny &k
vyuZit' na ziskanie dat alebo naruSenie chodu aplikadieové je potrebné mysliena bezpénog’
celého systému a neprené$ak mozné hrozby na vstupy pouzitych nastrojovieBifou s@as’ou
aplikacie je teda kontrola dat zadavanych uZiite S@&ag’ou Cl je integrovana kniznicorm
validation Pre kazdé vstupné pole formularu je mozné deéingodmienky, ktoré musi vstup
spinat, aby bola validacia Uspesna. V opam pripade funkcia vratialidation_error a uzivaté je
presmerovany na Uvodnu podstranku. Délezitym krokempriprava vloZenej sekvencie pred
validaciou. Z réazca su najprv odstranené Specialne znaky a med¥qusipade, Ze prvy riadok
zaina znakom ,>", uzivatepravdepodobne vloZil popis sekvencie podobne jakomu vo formate
FASTA. Prvy riadok je teda odstraneny a valida@ah® netyka. Poslednym krokom je prevod
vSetkych znakov na ichppercasedvar. V ramci aplikacie su pouZzité 2 typy vakidsich pravidiel:
« Standardné: integrované podmienky.
0 Required pole je povinné
o Valid_email email vo formatename@example.com
o UzZivatd’ské: moznos nadefinové vlastné pravidla. Prvym z nich je pripad, Zze utdta
vloZi vstupnul sekvenciu v subore. Textové pole ipottie je povinné a primarne je
spracovany vstup zo stborialsie podmienky st aplikované na samotnii sekvenciu
a jednd sa o tieto pravidla:
o Valid_length dizka minimalne 30 a maximéalne 1000 znakov
o Valid_contentreazec musi vyhovovaregularnemu vyrazu, ktory je vytvoreny
nad abecedou 20 znakov aminokyselin reprezentolarg/kymi pismenami.
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6.8  Testovanie a optimalizacia

Po Uspe3nej implementécii je jednou z najdbleidkj&asti celého projektu dokladné otestovanie. Je
totiz potrebné si uvedomize vytvorena aplikacia slUzi ako vygpovy nastroj pracujaci nad istymi
datami, v tomto pripade molekulami proteinov. Vst nastroja je znalogredikcie sekundarnej
Struktdry danej molekuly, pfom kvalitu vystupu sa snazime maximalizve pripade, Ze siasny
stav aplikdcie umailje tento vypoet, je nutné si ovetispravnos implementacie, zhodndtia
optimalizova navrhnuty systém. Z tejto ivahy mozno sformufavasledovné ciele testovania:
e Otestovd dostupnos jednotlivych nastrojov.
e Zhodnott’ kvalitu ciastkovych vysledkov ana zaklade vhodnej kombimaonastrojov
zosumarizovéicelkovl Uspesnds
* Na zé&klade UspeSnosti implementdowsystém vah, ktory jednotlivym néstrojom prideli
zvySeny alebo zniZeny vplyv na celkovy vysledokean maximalizova hodnotu Q.

6.8.1 Vyber mnoziny testovacich dat

Vhodnym miestom pre vyber testovacich déat je datalsanazvon8COP (Structural Classification
of Proteins)[18]. Ta obsahuje subor proteinov, ktorych sekumadtruktira je znama a tento Udaj
preto mozno povazovaza referetny. Okrem informécii o Struktdre poskytuje tato ateiza
klasifikaciu proteinov do 11 tz8COPtried. Niektoré z nich vS8ak nemoZno povazbra samostatne
triedy, napr. vémi kratke proteiny alebo proteiny s experimentélstuktirou. Testovacie sekvencie
su preto zvolené z nasledovnych 6 tried:

e All aplha: prevazne alfa Struktary.

e All beta: prevazne beta Struktury.

« Alpha and beta (a/b): prevazne paralelné beta Struktury.

« Alpha and beta (a+b):prevazne anti paralelné beta Struktury.

e Coiled coil: prevazne coiled oblasti.

» Other: kratke sekvencie, multi-doménové alebo experimpataroteiny.

Vyber dat teda nie je Uplne nahodny a molekulyostnomerne zvolené z tychto tried. Z kazdej triedy
je vybranych 5 molekul réznejizky a zloZitosti, teda spolu testovacia mnoZinaogtava z 30
prvkov. Kompletny zoznam testovacich dat je dosfuprprilohe ¢. 2. Jednotlivé zaznamy su
v databazeSCOP dostupné bdi v interaktivnej alebo textovej forme. Textovy wystsekundéarnej
Struktary je vSak predgly testovania dostupny pomerne komplikovanym spésoa pre ziskanie
referergnej Struktlry by bolo potrebné vytvévlastnyparsertohto textu. Vhodnou alternativou pre
ziskanie Struktury akplain textje pouZt’ Specializovany textovy subor dostupny na strankcBEB-
PDB [19], ktory vo formate FASTA obsahuje rozsiahlyzmam proteinov sich znamymi
sekundarnymi Struktarami. Sekundérna Struktura jedana v 8-stavovom modeli, ktory moZzno
konvertova na 3-stavovy pomocou nhasledovnétliada:
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Nazov 8-stavov 3-stavy
B-bridge
Coil

B-strand
3,0-helix

a-helix

n-helix
bend
B-turn

|V Tl T|IO|mMO|l®m

OOl IT|mM O M

TabuPka 6.3: prevod 8-stavového modelu na 3-stavovy. [1]

6.8.2 Priebeh testovania

Testovanie prebehlo na zvolenej sade proteinové kioli postupne privadzané na vstup aplikécie.

Prvou z pozorovanych vlastnosti bola dostupgnuéstrojov &as potrebny na Uspe3né dokenie

dlohy. Pre niektoré sekvencie bol nahodne vypnwglen z nastrojov s diem vypozorové

vyraznejSie odchylky vo vysledku predikcie. Samotnypcoiet UspeSnosti je realizovany

prostrednictvom jednoduchého skriptu:

» Compare: funkcia najprv prevedie hodnoty refetegho vstupu z 8-stavového modelu na

model 3-stavovy a nasledne porovna obséhzaeov funkciowsimilar_text ktoré vracia peet
totoznych znakov. Tato hodnota nasledne vstupujedrca:

pocet totoinych znakov
3 =

celkova dizka vstupu

o Parametre: referéna sekundéarna Struktdra (povinny), vystup nas{mjainny).
0 Néavratova hodnota: UspeStid3s.

6.8.3 Zhodnotenie testovania

Z polradu dostupnosti nastrojov su vysledky testov wyjait@ Pre zvolenych 30 sekvencii prislo ku
zlyhaniu iba v 2 krat, p¥fom v oboch pripadoch nebolo mozné zagahu do jedného zo zvolenych
nastrojov. Po zadani ulohy bol prislusny vysledogtdpny vo vSetkych pripadoch. Z toho vyplyva,
Ze uzivat@ pristupujici k nastroju takmer dite ziska pozadovany vysledok. Zlyhanie zadavalah G
nastrojom moZze hyspbsobené pomalym alebo kolisavym pripojenimérimdtu. Funkcie SOAP

a CURL totiZ testuju cimvi URL niekdko krat vo zvolenontasovom intervale niek&o

milisekand a v pripade neuspesnej komunikacie oglghajv chybou.

Z casového Padiska je najrychlejSim nastrojom PCI-SS, ktoryciaarysledok po odoslani
vstupnych dat s oneskorenim priblizne 30 sekunadladok je vSakasto nepresny a z pomedzi
vybranych nastrojov najhorsi. Naopak najdlhSie tijgdocet nastroju PSIPRED a vysledky boli
pocas testov dostupné v intervale 30 az 60 minut. {pruhajpomalSim je PSSPred, ktory poskytuje
vysledok v intervale 20 aZz 30 minut. Vysledky PSHPRa PSSPred mozno povaztva najlepsie.
Ostatné nastroje poskytuju vysledky uz po prvonvangitani stranky, ktoré sa spiaskazdych 5
minut. Plati tu nepisané pravididm dihSia doba vypdu, tym presnejSi vysledok.
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Vysledky testov UspeSnosti predikcie mozno povaZaearovnako uspokojivé a nastroj
dosiahol hodnotu §79.4%. Pre ziskanie presnejSich vysledkov by & potrebné poutiove’a
vatSiu testovaciu mnozinu, ktord by obsahovala nikafiko desiatok, ale niek&o stoviek az tisicok
proteinov. Medzi referémymi sekvenciami sa totiz nachadzaju proteiny,yktioStruktira je
komplikovana a s jej predikciou maju problémy gjezsie nastroje. Vysledky testov vidno
v nasledujucej talikke:

SCOP trieda Priemernd dizka [pocet residui] | Priemernd Gspes$nost Qs [%]
All aplha 272 79.8
All beta 200 72.9
Alpha and beta (a/b) 355 79.9
Alpha and beta (a+b) 268 83.2
Coiled coil 453 78.5
Other 317 82.2
SPOLU 311 79.4

Taburka 6.4: vysledky testovania. Uspe3tiqeredikcie priblizne zodpoveda tspesnosti
najvykonnejsich stasnych néstrojov. Kompletné testovacie data stugosétv prilohe. 2.

6.8.4 Optimalizacia

Priebeh testovania bol starostlivo sledovany atotpozorovania mozno vyslawyznamné zavery.
Niektoré sekvencie su prilis komplikované na toy abh Struktira mohla hy predpovedana
Tubovdnou technikou. V tomto pripadeizéta sekvencie nehra v podstate Ziadnu rolu, pretoze
problematickouwag’ou su komplikované kratke Useky, v ktorych sa $tm#itny stav meni kazdych
napr. 2 az 5 residui. Aj Keniektory nastroj Uspesne odhali takéto Useky,wpty priemerovania

s ostatnymi nastrojmi st jeho vysledky podiaé. DalSou problematickowag’ou predikcie su
hraniné Useky, v ktorych sa meni Strukturalny stav malekTu sa opéivysledky nastrojov réznia

a priemerovanim moze Byotencialny z&atok a konieax alebop Struktdry posunuty aj o niekko
residuii. Naopak Struktaru niektorych molekul daka#astroje predpoveta vysokou presndsu,
pricom dZka sekvencie opaeovplyviuje tento vysledok.

Spominané anomalie by s dali z predikcie odsfrgmidanim d’alSich heuristik. To vSak
nemozno realizovapridanimdalSich vstupnych poli formulara, pretoZze nastragisprimarne na
predpove’ Struktiry neznamych molekul a uziviatéasto o sekvencii nevie Ziadne informacie.
Vyhradavanie homologickych sekvencii metodou BLAST eden neprindSa do predikcie novu
znalog, pretoZe tento krok realizuju pouZité nastrojeavete. Jedinou pouZiteou heuristikou sa
javi znalog UspeSnosti predikcie jednotlivych néstrojov vypoxana poas testovania. V prvom
kole testov totiZz uvaZzujeme vplyv nastrojov na oglkvysledok Uplne rovnaky. Toto nastavenie viak
nemusi by Uplne korektné. Z testov vyplyva, Ze najlepSielegky dosahuju néastroje PSIPRED
a PSSPred, naopak najhorsie vysledky dosahujeopn®si-SS. Rozdéne teda nastroje do skupin
pod’a ich vplyvu nasledovnym spdsobom:

* ZvySeny:PSIPRED, PSSPred
» Priemerny: JPred, NetSurfP, SymPred
* Znizeny: PCI-SS
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Vahy tychto tried su stanovené tak, Zze zvySeny wpgdpoveda hodnote 120% (teda nasobenie
vysledku kon3tantou 1.2), priemerny vplyv 100% (jeigpotrebné nasobenie) a znizeny vplyv 80%
(nasobenie konStantou 0.8). Takéto prestavenie watadovalo opéatovné testovanie, ktorého
vysledky vidno v nasledujlcej takke:

SCOP trieda Q; predtym [%] Q; potom [%]
All aplha 79.8 80,1
All beta 72.9 74,5
Alpha and beta (a/b) 79.9 81,3
Alpha and beta (a+b) 83.2 83.7
Coiled coil 78.5 78.7
Other 82.2 83.3
SPOLU 79.4 80.3

Taburka 6.5: vysledky druhého kola testov. Uspedhea po prestaveni vah zvysila o 0.9%.

Druhé kolo testov dopadlo pbal ciakdvani a UspeSnbpredikcie nastroja sa oproti prvému kolu
zvySila 0 0.9% na celkovych 80.3%. V testovani lmjobsamozrejme mozné pokmva’ dalSou
zmenou vah nastrojov a opatovnym testovanim nalkzea mnozinou proteinov. &isny vysledok
v3ak mozno povazZzovaa dostaténe presny a optimalizaciu mozno prehigs Uspesna.
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zaver

V rdmci semestralneho projektu som sa oboznamibBl@matikou predikcie sekundéarnej Struktury
proteinov. Do problematiky som detailne prenikol zaklade Studia literatary. Ziskané znalosti
o proteinoch a ich sekundarnej Struktiry som néestehodnotil a zdokumentoval.

Dalsim krokom bola analyza existujicich nastrojovedikcie sekundarnej Struktdry.
Referekny zoznam tychto nastrojov v podstate neexistujetopsom prefadaval ré6zne nedficidlne
zoznamy, Vv ktorych sa nachadzalo spolu priblizn¢éag§chto nastrojov. Nastroje sontne testoval
vzh'adom na mozZnosti automatickej komunikacie a spasbbazovania vysledkov. Zo spominaného
mnoZstva som vybral 6, ktoré som subjektivne povalZzea najlepSie a najdostupnejSie. Jednotlivé
nastroje pracuju ako autonémne, pomerne jednodusledpvé aplikacie. Snazil som sa preto
vyextrahovd najlepSie spokné ¢érty a pouZf’ ich pri navrhu viastného nastroja. Na tento né&ah
mozno pozerma ako na Specifikaciu webovej aplikacie Valom na poZiadavky zadavide
Specifikaciu som realizoval v teoretickej rovinedmci semestralneho projektu, qmn niektoréasti
navrhu sa pri implementacii mierne pozmenili.

V diplomovej praci som navrhnuty nastroj implenea. Oproti semestralnéasti projektu
som sa pa’alSej analyze rozhodol jeden z nastrojov naltrandim a jeden nastroj Uplne vypustNa
implementaciu som zvolil programovaci jazyk PHP,nk@tne jeho rozSirenie Codelgniter.
Jednotlivé nastroje som zapracoval pomocou unilrezhé klienta webovej sluzby a u nastrojov,
ktoré takuto moznasneposkytujli, som vytvoril simulaciu webovych skiZi Na implementaciu
klienta som pouzil techniky SOAP a CURL. Implemeragrebehla UspeSne a vSetkych 6 zvolenych
nastrojov sa podarilo implementava optimalizovd tak, aby bolo mozné ziskaysledky predikcie
v redlnomcase. Ziskané vysledky jednotlivych podsystémov gstupné v unifikovanom formate
bud’ priamo v prehliadé alebo v textovom subore.

Vysledky nastrojov som podrobifalSej analyze a nad tymito datami som realizovabtvil
predikciu sekundéarnej Strukttry. Okrem informacgtaukturalnych stavoch su vo vysledku dostupné
aj niektoré dalSie data. Tie som pouZil na vyimb pravdepodobnosti Strukturalnych stavov
konkrétneho residua, gom stav s najvysSou pravdepodohitassa stava vysledny.

Hotovu aplikaciu som podrobil dokladnému testovarswcid'om otestova dostupnos
nastrojov a zisti Uspesnas predikcie Q. Vyber testovacich dat nebol nadhodny, ale pouiii
proteiny patriace do réznych Strukturalnych, tz€C®, tried. Tymto spésobom som zvolil 30
proteinov roznej kiky, zloZitosti a Struktiry. Vysledky testov moZmwvaZovd za viac nez
uspokojivé a uspesndpredikcie pre zvolenu testovaciu mnozinu bola 79.4 po Uprave vah
nastrojov dokonca 80.3%. Téato hodnota priblizneppegda stasnému Standardu a Uspesnosti
vybranych nastrojov.

V buducnosti by sa tento nastroj mohol’'stecas’ou va&sieho serveru sliziaceho proteinovym
inZinierom, ktori by mohli vramci serveru ziskévedzne druhy predikcii na jednom mieste.
Z pohradu implementacie je buducmogrojektu v podstate otvorena a aplikacia by sa dialpint’

o viaceré vylepSenia. Pripojenie administracie daté@’skych &tov by castym pouZivat®m

nastroja liahtilo spatnt analyzu sekvencii. Pomocou navrhnutydientov a komunik&ného

protokolu je pomerne jednoduché zapracaValSie nastroje, ktoré by uspestipsedikcie mohli eSte
Zvystt.
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Priloha 1. Konfiguracia Codelgniter

1. Aplikacia je momentélne konfigurovana na lokalneiastmenie. Pre spustenie na systéme
Windows je potrebné pouZzilokalny server napr. baliktWVAMP, dostupny na stiahnutie
zadarmo [20]. Projekt je potrebné rozBainakopirovédo adresarawvamp/www Inicidlne je
potrebné v stuboneghp.ini povolit’ import kniznice SOAP:

extension=php_soap.dll

Suborphp.inimozno najg po 'avom kliknuti natray ikonu WAMP, adresar PHP. Po zmene
I'ubovd’nych nastaveni sa odp@eiserver restartovgpomocou prikaziRestart all services

2. Pre umiestnenie aplikacie na vzdialeny server jeepoé korektne nastavivychodiskovl
URL a upraw obsah konfiguréného suborapplication/config/config.phpa:

$config :

v pripade, Ze sa projekt nachadza na odkaze,.example.comTento prefix sa budealej
pripaja’ pred kazdy pouzity odkaz. V pripade, Ze sa piada z viacerych adresarov, napr.
www.example.com/examplel/exampl@g? potrebné uprati subor .htaccessv korgiovom
adresari projektu a nasté\RewriteBase

RewriteBase examplel/example2/pred/

3. V pripade pripojenia externej databazy je potrebipéavi obsah databazového suboru
application/config/database.ptnastavi korektné pristupy, napr. :

$db ;
$db :
$db :
$db :

Struktdru databazy je potrebné na server impottongor. pouzitim prostredihpmyadmin
Export databazy spolu s testovacimi datami je gwstma prilozenom CD v subotest.sqgl
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Priloha 2. Zoznam testovacich dat

PDB zaznam | SCOP trieda | Dizka [pocet residui] | Qs [%]
102m alpha 154 95.5
1rda alpha 51 94.1
2a6i alpha 222 66.7
2iy5 alpha 785 75.6
2q4f alpha 149 67.2
1mxd beta 435 72.6
1dif beta 99 88.8
lwap beta 75 68.7
1c39 beta 152 67.5
luvp beta 240 66.7
2bi7 a/b 384 78.6
2apc a/b 342 87.1
1dx6 a/b 543 77.3
1dx9 a/b 169 65.1
1dxh a/b 335 91.6
linn a+b 166 95.2
2boa a+b 404 86.4
108| a+b 164 75.0
2q4g a+b 129 72.9
1lwao a+b 477 86.4
2vsg coil 358 84.9
2fyz coil 63 92.1
1qul coil 155 82.6
lepw coil 1290 74.8
1rfl coil 311 58.2
2wfp other 394 85.6
3cdh other 357 86.3
3in4 other 415 72.3
1dx5 other 36 91.7
2hty other 387 74.9
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