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Abstrakt 
Pro t e inové inženýrs tv í je in te rd i sc ip l iná rn í vědn í obor zabývaj íc í se n á v r h e m vylepšených 
p ro t e inů . Ú s p ě š n o u metodou v y u ž í v a n o u pro n á v r h s tabi lnějš ích a ak t ivně jš ích p r o t e i n ů 
je ances t r á ln í rekonstrukce sekvencí . Tato metoda z k o u m á evoluční vztahy mezi existuj í
cími proteiny a za pomoci fylogenet ických s t r o m ů vy tvá ř í jejich evoluční p ř edchůdce , k t e ré 
kýžené vy lepšené vlastnosti č a s to vykazuj í . P ro to nové a robus tně j š í metody využívající 
m a t e m a t i c k é modely společně s o b r o v s k ý m m n o ž s t v í m sekvenčních dat by se mohly s t á t 
m o c n ý m n á s t r o j e m p ro te inového inženýrs tv í . Tato d ip lomové p r á c e se zabývá p o u ž i t í m va
r iačních a u t o e n k o d é r ů jako a l t e r n a t i v n í h o p ř í s t u p u k n á v r h u ances t r á ln í ch sekvencí oproti 
konvenčn ím m e t o d á m využíva j íc ím fylogenetické stromy. V prác i byly provedeny expe
rimenty pro opt imal izaci architektury a n a v r ž e n y s t a t i s t i cké metody pro evaluaci kval i ty 
m o d e l ů a generovaných sekvencí . Současně byly provedeny zkoušky robustnosti celé metody 
a navrhnuty a i m p l e m e n t o v á n y strategie pro generaci sekvence p ř e d k ů . 

Abstract 
Prote in engineering is an interdisciplinary science concerned wi th the design of improved 
proteins. A successful method used to design more stable and active proteins is ancestral 
sequence reconstruction. This method explores the evolutionary relationships between exis
t ing proteins and uses phylogenetic trees to generate their evolutionary ancestors, which 
often exhibit the desired improved properties. Therefore, new and more robust methods 
using mathematical models together wi th huge amounts of sequence data could become a 
powerful tool for protein engineering. T h i s thesis explores the use of variat ional autoen-
coders as an alternative approach to ancestral sequence design compared to conventional 
methods using phylogenetic trees. Experiments were performed to optimize the architecture 
and statist ical methods were proposed to evaluate the quali ty of the models and the sequen
ces generated. A t the same t ime, robustness tests of the whole method were performed and 
strategies for ancestral sequence generation were proposed and implemented. 
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Kapitola 1 

Úvod 

Veškeré z n á m é živé organismy na naš í p l a n e t ě jsou složeny z p ro t e inů . Proteiny neboli bílko
viny jsou jednou z nejdůleži tě jš ích p ř í r o d n í c h makromolekul zas távaj íc í ne j různějš í funkce 
v ž ivých organismech. Funkcional i ta p r o t e i n ů je velice p e s t r á , poč ína je funkcí z á k l a d n í sta
vební jednotky v b u ň k á c h , transportem m a l ý c h molekul do oblasti jejich p ů s o b n o s t i až po 
enzymy ka ta lyzuj íc í biologické procesy v l idském tě le . D í k y široké oblasti ap l ikac í ve vě
deckém i p r ů m y s l o v é m p r o s t ř e d í je s tudiu funkcí a n á v r h u nových p r o t e i n ů s vy lepšenými 
vlastnostmi věnována z n a č n á pozornost. 

V minu lých d e k á d á c h se i p řes velké úsilí mnoha vědeckých t ý m ů po celém svě tě nepoda
řilo odhalit a p o r o z u m ě t v š e m bio logickým p r o c e s ů m , p r o t e i n ů m a jejich funkcím v ž ivých 
organismech. Pro to tato oblast s t á le zůs tává , společně s n á v r h e m o p t i m á l n í c h p ro t e inů , 
nevy ře šenou problematikou. Neexistence s y s t e m a t i c k é h o p ř í s t u p u k n á v r h u a s tudiu velmi 
komplexn ích biologických p rocesů vedl ke vzn iku vědn ího oboru p ro t e inového inženýrs tv í . 
P ro t e inové inženýrs tv í se snaž í na zák l adě z n á m ý c h informací o p ro te inové s t r u k t u ř e nebo 
funkci vy tvo ř i t u n i k á t n í proteiny s p o ž a d o v a n ý m i vlastnostmi. K r ac ioná ln ímu n á v r h u no
vých p r o t e i n ů využ ívá metody poč í t ačového designu a metod ř ízené evoluce, kdy p o m o c í 
v h o d n ý c h m u t a c í proteinu na u rč i tých pozicích aminokyse l inové sekvence zavád í nové, či vy
lepšuje stávající , vlastnosti j iž existuj ících p ro t e inů . 

Jednou ze současných a r o b u s t n í c h ap l ikac í r ac ioná ln ího n á v r h u p r o t e i n ů je metoda 
rekonstrukce ances t r á ln í ch sekvencí v y u ž í v á n a p ř e d e v š í m př i t v o r b ě s tabi lně jš í a ak t i vně j 
ších e n z y m ů . Vě t š ina existuj ících p ř í s t u p ů tvorby ances t r á ln í ch sekvencí je za ložena na 
ses tavení fylogenet ických s t r o m ů , k t e r é jsou odvozeny p o m o c í s t a t i s t i ckých či bayesovských 
metod z m n o h o n á s o b n é h o z a r o v n á n í re levan tn ích sekvencí . Avšak i v oblasti rekonstrukce 
ances t r á ln í ch sekvencí se zač íná experimentovat s p o u ž i t í m u mě lé inteligence a n e u r o n o v ý c h 
sít í . J e d n í m z p ř í s t u p ů je využ i t í va r i ančn ích a u t o e n k o d é r ů . Ve č l ánku [14] bylo u k á z á n o , 
že l a t e n t n í prostor var iačních a u t o e n k o d é r ů je schopný zachytit evoluční s c h é m a vstup
ních sekvencí a je tedy m o ž n o u a l t e r n a t i v n í metodou pro n á v r h ances t r á ln í ch sekvencí bez 
nutnosti tvorby fylogenet ického stromu. 

Cí lem t é t o p r á c e je navrhnout, implementovat, otestovat a vyhodnoti t program pro 
ances t r á ln í rekonstrukci sekvencí za využ i t í va r iančn ích a u t o e n k o d é r ů . Dá le je a n a l y z o v á n a 
robustnost celé metody, jelikož v d o s t u p n é l i t e r a t u ř e j i doposud nebyla věnována d o s t a t e č n á 
pozornost, a provedena de ta i ln í studie na r o d i n ě p r o t e i n ů a /3hydroláz . 

P r á c e je rozdě lena do kapi to l . K a p i t o l a 2 je věnována ú v o d u do mo leku l á rn í biologie 
a poskytuje z á k l a d n í p o t ř e b n é informace o složení a s t r u k t u ř e p r o t e i n ů společně s vysvět le
n í m p r inc ipů p ro t e inového inženýrs tv í . V kapitole 3 je poskytnut popis metod pro jednodu
ché i v í cenásobné z a r o v n á n í sekvencí společně s u v e d e n í m ne jznámějš í metod použ ívaných 
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v praxi . K a p i t o l a 1 je věnována problematice a n c e s t r á l n í rekonstrukce sekvencí . N a d á l e je 
vysvě t l ena problematika fylogenet ických s t r o m ů s odvozován ím ances t r á ln í ch sekvencí spo
lečně s v k l á d á n í m mezer. V kapitole 5 je věnována pozornost v a r i a č n í m a u t o e n k o d é r ů m 
vče tně motivace jejich použ i t í v d o m é n ě ances t r á ln í rekonstrukce. K a p i t o l a 6 je z a m ě ř e n a 
na uveden í d a t o v ý c h sad a kapi tola 7 prezentuje metody pro evaluaci kval i ty modelu. Dá le 
jsou p o p s á n y n a v r ž e n é strategie pro dolování sekvencí z l a t e n t n í h o prostoru a p r o g r a m o v á 
implementace řešení . V kapitole 8 je nejdř íve věnována pozornost replikaci p ů v o d n í h o pro
tokolu s p ů v o d n í architekturou na naš i proteinovou rodinu pfam PF00561 . N á s l e d n ě je uve
den proces optimalizace architektury neu ronové s í tě společně s v y h o d n o c e n í m e x p e r i m e n t ů 
op t ima l i zované da tové sady. K a p i t o l a 9 obsahuje s h r n u t í dosažených výs ledků s u v e d e n í m 
m o ž n é h o b u d o u c í h o vývoje projektu. 
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Kapitola 2 

Proteiny 

Proteiny neboli bí lkoviny jsou součás t í veškerých živých o r g a n i s m ů na naš í p l a n e t ě . Jsou 
zák l adn ími s t a v e b n í kameny organické hmoty, h ra j í dů lež i tou ro l i v ř a d ě biologických pro
cesů a svoji p ř í t o m n o s t í určuj í funkce j edno t l i vých b u n ě k . Jejich s tudium je dů lež i t é pro 
p o c h o p e n í fungování ž ivých o r g a n i s m ů a umožňu je jejich apl ikaci v oblasti zd ravo tn i c tv í , 
p o t r a v i n á ř s t v í , zemědě l s tv í a p r ů m y s l u využívaj ící p o t e n c i á l u p r a v e n ý c h p ro t e inů . 

Tato kapi tola slouží jako ú v o d do biologické problematiky se z a m ě ř e n í m na složení, 
s t rukturu a syn t ézu p ro t e inů . K a p i t o l a vycház í z knihy [1]. Dá le budou p o p s á n y metody 
apl ikované v p r o t e i n o v é m inženýrs tv í . 

2.1 Aminokyseliny 

Aminokyse l inou je v organické chemii označována k a ž d á molekula obsahuj íc í aminovou 
—NH2 a karboxylovou —COOH skupinu. Ve volné p ř í r o d ě se vyskytuje více jak 300 amino
kyselin, avšak pouze 20 (navíc sem lze z a ř a d i t i pyrolysin, selenocystein a N-formylmethionin) 
se vyskytuje jako z á k l a d n í s t avebn í jednotka v proteinech a označuj í se jako b iogenní amino
kyseliny. Opro t i o r g a n i c k ý m b iogenní aminokyseliny maj í aminovou a karboxylovou skupinu 
n a v á z a n o u v ž d y na cen t r á ln í a uh l íku , jak je u k á z á n o na o b r á z k u 2.1 vlevo. P o s t r a n n í ře
tězce R u rčuj í chemické vlastnosti j edno t l i vých aminokyselin jako polar i tu , afinitu k vodě , 
kyselý nebo zá sad i t ý charakter a dalš í . Maj í t a k é z á s a d n í v l iv na s t r u k t u r n í u s p o ř á d á n í 
výs ledných p r o t e i n ů a na jejich s tabi l i tu [63, 5]. 

Aminokyse l iny jsou do p o l y p e p t i d o v é h o ře tězce spojeny p o m o c í pep t id ické vazby, k t e r á 
vzn iká mezi aminovou skupinou p r v n í aminokyseliny a karboxylovou skupinou d r u h é př i 
s o u č a s n é m o d š t ě p e n í molekuly vody. S c h é m a pep t id i cké vazby je zachyceno na o b r á z k u 
2.1 vpravo. K o s t r a v y t v o ř e n é h o ře tězce je tedy t v o ř e n a pouze a m i n o v ý m i , k a r b o x y l o v ý m i 
skupinami a alfa uh l íky j edno t l i vých aminokysel in s p o s t r a n n í m i ře tězci směřu j íc ími do 
prostoru. U h l y mezi rovinami kostry ře tězce se nazýva j í t o r z n í úhly. 

R O 

I II 
H " C A L P H A COOH ; 

NH, H 

O b r á z e k 2.1: S c h é m a aminokyseliny (vlevo) a pep t id i cké vazby (vpravo) 
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2.2 Struktura prote inů 

Proteiny jsou makromolekulami organické l á t k y s ložené z ř e t ě z c e / ů aminokyselin typicky 
s dé lkou větš í než 50 aminokyselin. Prote iny zauj ímaj í v p ř i r o z e n é m p r o s t ř e d í energeticky 
ne jvýhodně jš í prostorovou konformací p ře sně danou sekvencí aminokysel in v p e p t i d i c k é m 
řetězci . 

P ř i popisu s t ruktury proteinu rozl išujeme 4 z á k l a d n í ú r o v n ě organizace struktur [69], 
k t e r é jsou zachyceny na o b r á z k u 2.2: 

• P r i m á r n í s t r u k t u r a : je d á n a l i neá rn ím p o ř a d í m aminokyselin v p o l y p e p t i d o v é m 
řetězci a všechny následuj íc í ú r o v n ě na ní závisí . K a ž d ý protein m á tuto sekvenci 
or ig inální a j e d n o z n a č n ě ho definuje. 

• S e k u n d á r n í s t r u k t u r a : určuje lokální p ros to rové u s p o ř á d á n í p o l y p e p t i d o v é h o ře
tězce . K ne jčas tě j š ím z á s t u p c ů m p r o s t o r o v ý m konformací p a t ř í : a - h e l i x a /3-list. 
a-helix vzn iká , když se p o l y p e p t i d o v ý ře tězec ovijí kolem sebe sama. Vznikaj í tak 
stabil izující vodíkové m ů s t k y mezi aminokysel inami ležícími ve š roubovic i nad sebou. 
Takto vzn ik lá š roubovice je t v o ř e n a p r av ide lnými o t á č k a m i s velikostí 3,6 aminoky
sel inových z b y t k ů . /3-list je konformace t v o ř e n a d v ě m a ře tězci či pouze jeho č á s t m i 
běžíc ími p ros to rově vedle sebe. S tabi l izován je vod íkovými m ů s t k y mezi aminovou 
skupinou p r v n í h o ře tězce a karboxylovou skupinou d r u h é h o a naopak. 

• T e r c i á l n í s t r u k t u r a : charakterizuje p ros to rové u s p o ř á d á n í p o l y p e p t i d o v é h o ře tězce 
proteinu. Celková s t ruktura je ov l ivněna i n t r a m o l e k u l á r n í m i vazebn ími interakcemi 
jako jsou disulfidické můs tky , iontové vazby, van der Waalsovy síly, chemickými vlast
nostmi p o s t r a n n í c h ře t ězců sdružuj íc í hydrofobn í aminokyseliny ve vn i t řn í ch čás tech 
proteinu a sekvencí s e k u n d á r n í c h s truktur a -he l ixů a /3-listů. 

• K v a r t é r n í s t r u k t u r a : je t ř í r o z m ě r n é u s p o ř á d á n í p r o t e i n ů skládaj íc ích se z více poly-
p e p t i d o v ý c h ř e t ězců (podjednotek) spo j enými nekova len tn ími vazbami, k t e r é dohro
mady tvoř í jeden funkční protein zvaný oligomer nebo o l igomerní protein. Výs ledný 
oligomer u t v á ř í p ros to rové u s p o ř á d á n í podle s te jných p r inc ipů , jako je z m í n ě n o v u tvá 
ření te rc iá ln ích struktur, v l ivem V a n der Waa l sových si l , disulfidických a vodíkových 
m ů s t k ů mezi p r o t e i n o v ý m i podjednotkami. 

P r o s t o r o v á s t ruktura p r o t e i n ů je jednou z nejdůleži tě jš í v l a s tnos t í , k t e r á je determino
v á n a pos loupnos t í aminokysel in v p e p t i d i c k é m řetězci . Společně s chemickými vlastnostmi 
j edno t l i vých p o s t r a n n í c h ře t ězců určuj í funkci proteinu, kdy i j e d i n á z m ě n a v p r i m á r n í 
s t r u k t u ř e m ů ž e zcela zničit jeho funkci. Tento fakt, společně s o b r o v s k ý m p r o h l e d á v a n ý m 
prostorem, dě lá z problematiky vylepšování v l a s t n o s t í p r o t e i n ů i n t e l ek tuá lně i v ý p o č e t n ě ná
ročnou operaci. P ro to je n u t n é p ř i n á v r h u nových metod v h o d n ě integrovat a interpretovat 
veškeré d o s t u p n é informace o cílové r o d i n ě p ro te inů , spo lečně s p o u ž i t í m v h o d n ý c h heuris
t ik pro dosažen í m a x i m á l n í úč innos t i . S komplexi tou s t r u k t u r n í informace roste i n á r o č n o s t 
procesu, k t e r ý m je tato informace z í skána . Pro to d a t a b á z e obsahuj íc í p r i m á r n í s t ruktury 
mívaj í mi l ióny z á z n a m ů , z a t í m c o s t r u k t u r n í d a t a b á z e obsahuj í pouze stovky t is íc . Situace 
je j e š t ě horš í v p ř í p a d ě a n o t o v a n ý c h dat, kde d a t a b á z e dosahuj í v lepších p ř í p a d e c h t is íců 
z á z n a m ů . P r o mou p rác i jsem se zaměř i l na p o č e t n ě n e j b o h a t š í p r i m á r n í s t rukturu sekvencí 
a jejich zdroje uvedu v sekci 3.1. 
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primary structure secondary structure tertiary structure quaternary structure 

O b r á z e k 2.2: Grafické z n á z o r n ě n í organizace s t ruktury proteinu. P ř e v z a t o z [24]. 

2.3 Syntéza prote inů 

Proteiny vznikaj í v ž ivých b u ň k á c h př i procesu z v a n é m proteosyntéza. Děj proteosyntézy 
m á p o č á t e k v j á d ř e b u ň k y v molekule D N A , kdy za pomoci ř a d y menš ích biologických 
p rocesů je gene t ická informace p ř e k ó d o v á n a až do pep t id i ckého ře tězce , k t e r ý se nás l edně 
složí do ž á d a n é h o proteinu. Ne jvýznamně j š ími č á s t m i p r o t e o s y n t é z y jsou děje transkripce 
a translace, d o p l n ě n é o n ě k t e r é dílčí kroky, v závis lost i zda se vyskytujeme v p roka ryo t i ckém 
či e u k a r y o t i c k é m organismu. 

Transkripce je inicial izační děj proteosyntézy, kdy docház í k p řep i su informace z D N A 
do R N A a zač íná rozvo lněn ím k r á t k é h o úseku dvojš roubovice . Tak se uvolní úsek D N A pro 
p ř í s t u p t r a n s k r i p č n í c h molekul . Nej významně j š í molekulou je R N A p o l y m e r á z a , k t e r á na
sedá na v l á k n o D N A v bl ízkost i oblasti promotoru. Promotor je úsek D N A sekvence, k t e r ý 
je obvykle u m í s t ě n na z a č á t k u p řep i sovaného genu. Je složen ze specifických pos loupnos t í 
nuk leo t idů , jako je n a p ř í k l a d T A T A box u eukaryot či Pr ibnowova sekvence u prokaryot. 
R N A p o l y m e r á z a se pohybuje po v l ákně D N A a krok po k roku syntetizuje k o m p l e m e n t á r n í 
v l á k n o m e d i á t o r o v é R N A (mRNA). Je tak provedeno na zák ladě komplementarity nukleo
vých bází , kdy se pá ru je cytosin s guaninem a adenin s uracilem, k t e r ý v R N A nahrazuje 
pos ledn í z á k l a d n í nukleovou báz i t hymin . Syn téza mRNA p r o b í h á až po na lezen í termi
ná ln i sekvence, k t e r á p rác i R N A p o l y m e r á z y ukončí . Tato sekvence se m ů ž e vyskytovat jak 
v p ř ep i sovaném tak i v y t v á ř e n é m řetězci [11]. 

Transkripce je v e u k a r y o t n í c h organismech dop rovázena i da l š ími procesy. To je d á n o 
faktem, že v e u k a r y o t i c k é m genu rozl išujeme úseky tzv. exonů a i n t ronů . E x o n y jsou seg
menty p ř e k l á d a n é sekvence, k t e r é nesou informaci pro stavbu proteinu, z a t í m c o introny 
ž á d n o u takovou informaci nenesou. Pro to se vzniklé v l á k n o nazývá prekurzorovou medi-
á to rovou R N A ( p r e - m R N A ) . N á s l e d n ě je na p r e - m R N A apl ikován s e s t ř i h , č ímž dojde 
k o d s t r a n ě n í nekóduj íc ích čás t í sekvence za vzn iku m R N A . Ve vě tš ině p ř í p a d ů ses t ř ih ne
mus í p r o b ě h n o u t jen j e d n í m z p ů s o b e m . Takto m ů ž e z jednoho genu vznikat více p r o t e i n ů 
a zvyšuje se bohatost eukaryo t i ckého proteomu. Vizual izace procesu ses t ř ihu je v idě t na 
o b r á z k u 2.3. 

K v l á k n u m R N A bývá v euka ryo t i ckém s y s t é m u p ř i d á v a n á 5 ' č e p i č k a , k t e r á ho ch rán í 
př i t ransportu z j á d r a b u ň k y a u s n a d ň u j e zahá jen í translace. 

Translace je p o s l e d n í m dě j em proteosyntézy a docház í př i n ě m k p ř e k l a d u genet ické 
informace na posloupnost aminokysel in spo jených do pep t id i ckého ře tězce . P ř e k l a d p r o b í h á 
na b u n ě č n ý c h organe lách , zvaných ribozomy, za pomoci genet ického k ó d u d a n é h o v ž d y tro-
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p r e - m R N A 

E x o n 3 ' U T R 

O b r á z e k 2.3: Apl ikace ses t ř ihu na prekurzorovou m e d i á t o r o v o u R N A sekvenci obsahuj íc í 
introny (zelené čás t i jsou součás t í exonů) . P ř e v z a t o z [70]. 

j icí nuk l eo t i dů jdouc ích za sebou (tzv. kodony). Gene t i cký kód je zachycen na o b r á z k u 2.4. 
K o d o n kóduje v ž d y jednu z dvaceti aminokyselin, k t e r é jsou k r ibozomu p ř i n á š e n y p o m o c í 
t ransferové R N A ( t R N A ) obsahuj íc í antikodon. An t ikodon je s ložený z trojce komplemen
t á r n í c h báz í k t ě m , k t e r é kóduj í nesenou aminokyselinu. Komplementar i ta báz í kodonu 
a antikodonu zajist í , že se aminokyselina na t R N A naváže na s p r á v n é m í s t o v p e p t i d i c k é m 
řetězci . Trojce báz í m ů ž e tvoř i t až 4 x 4 x 4 = 64 u n i k á t n í c h kombinac í , k t e r é ale kóduj í 
pouze 20 aminokyselin. Pro to jsou n ě k t e r é aminokyseliny kódovány p o m o c í více k o d o n ů 
(kód je tzv. degene rovaný) . Tato vlastnost se od ráž í i ve složení t R N A , k t e r á v antikodonu 
pro aminokyseliny s více c h a r a k t e r i s t i c k ý m i kodony obsahuje speciá ln í báz i inosin, schopnou 
se p á r o v a t s uracilem, cytosinem i adeninem (tzv. kolísavé pá rován í báz í ) . 

báze v druhé poloie 

1 U U U I D U 
U U A U e u 
U U G ; 

UCU y 
UCC 
U CA 
UCC J 

U A U i _ 
U K > T y r 

UAA Siop 
UAC Stop 

U G U ^ 

U CA Swp 
UGC Trp c 

1 CULh 
CUC 
CUA 
C U C J 

Heu 

CCU \ 
CCC 
CCA 
c c c J 

) Pro 
CAC ' H , s 

^ j C I n 
CAC 

C C U i 
CCC 
CCA 
C C G - 1 

1 A U U i 
AUC 
AUA J 

AUC 

lle 
ACU \ 
ACC 
ACA 
ACC J 

>Thr 

AAU i 
AAC * 
AAÂL 
AAG 7 

A C U U „ 
A C C > S e r 

A C A U 
A C C J 

• 
c 1 GUU> 

CUC 
CUA 
GUG 

CCU > 
CCC 
CCA 
c c c J 

•Ala 

C A U U 

G A C J ^ P 

G A M C M 
GAG 

CCU • 
CGC 
CCA 
CGC J 

-Cly 

u 
C 
A 
r. 

GUU> 
CUC 
CUA 
GUG 

CCU > 
CCC 
CCA 
c c c J 

•Ala 

C A U U 

G A C J ^ P 

G A M C M 
GAG 

CCU • 
CGC 
CCA 
CGC J 

-Cly 

O b r á z e k 2.4: Tabulka pravidel pro p řep i s nuk leo t idové sekvence do pep t id i ckého ře tězce 
(genet ický k ó d ) . Aminokyse l iny jsou p o p s a n é p o m o c í t ř í p í s m e n n ý c h zkratek. O z n a č e n í stop 
značí kodon pro ukončen í translace. P ř e v z a t o z [36]. 
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Proces p řeveden í genet ické informace na cílový produkt se nazývá exprese genu. E x 
prese všech genů nen í vždy s t e jná a je závis lá na b u ň c e , ve k t e r é k ní docház í . D íky tomu 
v organismu docház í k diferenciaci b u n ě k , k t e r é mohou efekt ivně v y k o n á v a t svoji č innos t . 

2.4 Prote inové inženýrství 

Pro t e inové inženýrs tv í je r e l a t i vně mladou vědní oblas t í , k t e r á si klade za cíl s tudium pro
t e inů současně s n á v r h e m jejich modif ikací s p o ž a d o v a n ý m i a vy lepšenými vlastnostmi. 
Apl ikace p o s t u p ů p ro t e inového inženýrs tv í nen í omezena pouze na a k a d e m i c k é p ros t ř ed í , 
ale ve lká pozornost je j i věnována i v oblasti p r ů m y s l u a ap l ikac í v med ic íně [35, 57]. M e z i 
dva h l avn í p ř í s tupy , použ ívané v p r o t e i n o v é m inženýrs tv í , p a t ř í r ac ioná ln í n á v r h a metoda 
ř ízené evoluce. 

Racionální návrh je s t a r š í z p ř í s t u p ů k n á v r h u nových m u t a n t ů . Z á k l a d e m je využí
vání rozsáh lých zna los t í obsažených v biologických d a t a b á z í c h společně s pečl ivou ana lý 
zou s t ruktury za úče lem v y t y p o v a n í v h o d n ý c h ú p r a v pro dosažen í p o ž a d o v a n ý c h v l a s tnos t í 
proteinu. T y p i c k ý m p ř í k l a d e m m ů ž e bý t n á v r h mutace proteinu z á m ě n o u p ů v o d n í ami
nokyseliny za j inou . P r o z ískání v h o d n ý c h m u t a c í se využ ívá b io in format ických n á s t r o j ů , 
k t e r é jsou s kva l i tn ími v s t u p n í m i daty esenciá lní s ložkou rac ioná ln í n á v r h u . K o n k r é t n í m i 
nás t ro j i lze n a p ř í k l a d zlepši t termostabi l i tu [47] či predikovat škodl ivost ap l ikovaných mu
tac í . Bio informat ické n á s t r o j e a algori tmy jsou za loženy na heu r i s t i kách a mechanismech 
mot ivovaných p ř í r o d n í m i procesy. J e d n í m z ap l ikovaných m e c h a n i s m ů , ze jména př i n á v r h u 
s tabi lnějš í p ro t e inů , je ances t r á ln í rekonstrukce sekvencí , k t e r á se snaž í z p ř í b u z n ý c h sek
vencí sestavit č a s to s tabi lně jš í evoluční p ř e d c h ů d c e (viz kapi tola 1). S neus t á l e r o s t o u c í m 
p o č t e m vysoce výkoných e x p e r i m e n t á l n í c h metod p ř ibývá i p o č e t d o s t u p n ý dat, což m á 
za důs ledek častě jš í aplikace metod s t ro jového učen í v p r o t e i n o v é m inženýrs tv í . T y jsou 
v ob rovském m n o ž s t v í dat schopny rozeznáva t dů lež i t é vzory, k t e r é mohou bý t p o u ž i t y př i 
p ř í p a d n é n á s l e d n é ana lýze . 

D r u h ý m p ř í s t u p e m je metoda řízené evoluce. M e t o d a je p o s t a v e n á na s imulování př i ro
zené evoluce p r o t e i n ů ap l ikac í n á h o d n ý c h m u t a c í , p ř i k t e rých dojde k v ý m ě n ě j e d n é ami
nokyseliny za druhou. N á h o d n ý c h z m ě n m ů ž e bý t dosaženo n a p ř í k l a d u m ě l ý m zvýšen ím 
chybovosti př i replikaci D N A . Modif ikované proteiny s nej lepšími vlastnostmi jsou v y b r á n y 
pro dalš í kolo evoluce, p ř i čemž se tento proces opakuje, dokud nen í dosaženo př i j a te lných 
výs ledků . Me toda řízené evoluce n epouž ívá b io informat ické n á s t r o j e a je nezávis lá na kval i tě 
v s t u p n í c h dat. Je v šak velice n á r o č n á na l a b o r a t o r n í p rác i a finanční p ros t ř edky . Labora
t o ř e p rak t iku j í c í metody ř ízené evoluce jsou čas to vybaveny roboty, k t e r é tento proces zcela 
a u toma t i zu j í . 

Ve s k u t e č n é m svě tě se kombinuj í oba dva p ř í s tupy . P o m o c í r ac ioná ln ího n á v r h u se vy-
typu j í pozice aminokyselin, k t e r é budou podrobeny m e t o d ě ř ízené evoluci. T í m se m o ž n ý 
poče t modif ikovaných p r o t e i n ů v ý r a z n ě sníží, a proto je tento p ř í s t u p finančně i časově m é n ě 
náročný. 
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Kapitola 3 

Databáze a zarovnání sekvencí 

V předchoz í kapitole 2 jsme se dozvěděl i o složení a syn téze p ro t e inů . Také jsem se zmíni l 
o p ř í s t u p u pro n á v r h jejich vy lepšených variant zvaný p ro te inové inženýrs tv í . V t é t o kapi
tole blíže popíš i d a t a b á z e shromažďuj íc í biologické sekvence a n á s t r o j e pro jejich nás l edné 
vyh ledáván í . N a d á l e z m í n í m z á k l a d n í ú k o n bioinformatiky, z a r o v n á n í sekvencí , umožňuj íc í 
identifikovat p o d o b n é regiony v D N A , R N A nebo p ro t e inových sekvencích, k t e r é mohou 
způsobova t funkcionální , s t r u k t u r á l n í či evoluční vztahy mezi z k o u m a n ý m i sekvencemi. Ví
cenásobné z a r o v n á n í sekvencí je dů lež i t é pro nás l edné z k o u m á n í evolučních závis lost í mezi 
j e d n o t l i v ý m i sekvencemi a bude vysvě t leno na konci t é t o kapitoly. 

3.1 Da tabáze biologických sekvencí 

Jedna z kl íčových ú loh bioinformatiky je sp ravován í d a t a b á z í biologických dat, vy tvá ř en í 
n á s t r o j ů pro ná s l ednou a n a l ý z u z á z n a m ů a integrace již existuj ících n á s t r o j ů pro komplexn í 
v y h o d n o c e n í dat z více d o s t u p n ý c h d a t a b á z í s p ř ívě t ivou grafickou vizual izací pro koncového 
uživate le . 

U n i P r o t 

D a t a b á z e UniProt[12] je jednou z ne jvýznamně j š í ch d a t a b á z í p ro t e inových sekvencí . Je 
volně d o s t u p n á a sd ružu je velké m n o ž s t v í informací o biologických funkcích. Uniprot nab íz í 
nás l edné d a t a b á z e : UniProtKB, UniParc a UniRef. 

UniProtKB (UniProt KnowledgeBase) se sk l ádá z dvou dílčích d a t a b á z í , k t e r é se od sebe 
liší kval i tou, jakou byly j edno t l ivé z á z n a m y v d a t a b á z í c h ano továny . P r v n í z nich se nazývá 
UniProtKB/Swiss-Prot. Tato d a t a b á z e obsahuje n e r e d u n d a n t n í , m a n u á l n ě a n o t o v a n é a ově
řené záznamy. D a t a o b s a ž e n á ve Swiss-Prot jsou z í skaná z vědecké l i teratury a jsou pečlivě 
ana lyzována . Anotace z á z n a m ů jsou p rav ide lně ověřovány, aby byla z a r u č e n a koherence 
s a k t u á l n í m i vědeckými poznatky. Druhou d a t a b á z í UniProtKB je UniProtKB/TrEMBL, 
k t e r á obsahuje vysoce kva l i tně v ý p o č e t n ě ana lyzované z á z n a m y rozš í řené o automaticky 
d o d a n é anotace. Tato d a t a b á z e byla zavedena jako odpověď na rychle ros touc í p o č e t b i 
ologických sekvencí , k t e r é nebyla Swiss-Prot schopna zač leňovat mezi své záznamy, kvůl i 
p o ž a d o v a n é kval i tě a n o t a c í vyžaduj íc í značné p racovn í úsilí. 

UniParc je d a t a b á z e n e r e d u n d a n t n í c h sekvencí . Z á z n a m y jsou e x t r a h o v á n y z více data
bází a ident ické sekvence jsou s loučeny do j e d n é , bez ohledu na organismus jejich p ů v o d u . 
Z á z n a m y neobsahu j í anotace, ale odkazy na p ů v o d n í zdroje, kde je m o ž n é tyto informace 

10 



dohledat. P o k u d se data v p ů v o d n í d a t a b á z i změní , UniParc tyto z m ě n y reflektuje a navíc 
si ud ržu je histori i o z m ě n á c h d a n é h o z á z n a m u . 

UniRef (UniProt Reference Clusters) je s ložena ze t ř í d a t a b á z í obsahuj íc í m n o ž i n y sek
vencí z UniProtKB a UniParc sh lukované do jednoho z á z n a m ů dle d a n é ú r o v n ě identity 
sekvencí . UniRef 100 shlukuje ident ické sekvence a sekvenční fragmenty do jednoho UniRef 
z á z n a m u . T y t o sekvence jsou n a d á l e sh lukovány do m n o ž i n sdílející 90% a 50% podobnost 
v d a t a b á z í c h UniRef90, respektive UniRef50. 

Pro vyh ledáván í v uniprot d a t a b á z i se využ ívá B L A S T . B L A S T (Basic L o c a l A l i g n -
ment Search Tool) je heur i s t i cký algoritmus umožňuj íc í p o r o v n á n í sekvencí v d a t a b á z í c h 
a nav íc rozpoznat o b d o b n é sekvence maj íc í podobnost nad p ř e d e m definovanou úroveň . 
Algor i tmus by l pub l ikován již v roce 1990 [2] a od t é doby je j e d n í m ze zák ladn ích n á s t r o j ů 
bioinformatiky. 

Algor i tmus rozděl í v s t u p n í sekvenci, oproti k t e r é h l e d á m e v mnohem vetš í d a t a b á z i 
p o d o b n é sekvence, do slov o velikosti W (pro proteiny typicky 3, D N A 11). P r o každé 
slovo je v y t v o ř e n a m n o ž i n a všech a l t e r n a t i v n í c h slov s jednou z á m ě n o u znaku ohodnocenou 
podle podobnosti oprot i p ů v o d n í m u slovu n a p ř í k l a d p o m o c í matice B L O S U M 6 2 (viz. 3.2.1) 
a pouze slova maj íc í m í r u podobnosti vě tš í něž u rč i tý p r á h jsou p o n e c h á n a v tzv. tabulce 
sousednosti. V d r u h é čás t i algoritmus detekuje výsky t slov z tabulky sousednosti v porov
návané sekvenci. V p ř í p a d ě na lezen í slova je tento úsek z obou stran rozš i řován a jakmile 
skóre p ř e s á h n e m i n i m á l n í mez, je tato sekvence r e p o r t o v á n a na v ý s t u p u algoritmu. 

Pfam 

Pfam[4] je d a t a b á z e p ro t e inových rodin, k t e r á obsahuje jejich anotace a m n o h o n á s o b n é 
za rovnán í sekvencí vygenerované p o m o c í s t a t i s t i ckého modelu zvaného S k r y t ý M a r k o v ů v 
model. D a t a b á z e umožňu je vyh ledáva t a rozdělovat proteiny podle jejich funkčních úseků , 
běžně zvaných jako domény . V současné d o b ě Pfam d a t a b á z e verze 35.0 disponuje 19632 
z á z n a m y a umožňu je generovat vysokoúrovňové sh lukování do tzv. k l anů . K l a n je sb í rka 
položek Pfam, k t e r é jsou p ř í b u z n é p o d o b n o s t í sekvence, s t ruktury nebo p r o f i l u - H M M . 

K a ž d á rodina P f a m se s k l á d á z pečl ivě ses taveného z a r o v n á n í obsahuj íc ího malou sadu 
r ep rezen t a t i vn í ch členů rodiny (tzv. seed sekvence), profilových sk ry tých Markovových mo
delů (profilových H M M ) ses tavených ze z á r o d e č n é h o z a r o v n á n í a automaticky generova
ného ú p l n é h o za rovnán í . To obsahuje všechny de tekova te lné p ro te inové sekvence pa t ř í c í 
do rodiny, jak byly definovány na zák l adě p roh ledáván í profilových H M M v d a t a b á z í c h 
p r i m á r n í c h sekvencí . 

K l í čovým n á s t r o j e m pro tvorbu pfam rod in a za řazován í j edno t l i vých sekvencí k t ě m t o 
r o d i n á m je H M M E R . Tento n á s t r o j je volně d o s t u p n ý a b ě ž n ě využ ívaný bal íček pro sek
venčn í ana lýzu . Je p o u ž í v á n př i identifikaci homologn ích sekvencí a t v o r b ě v í cenásobného 
za rovnán í . H M M E R detekuje homologn í sekvence p o r o v n á v á n í m tzv. HMM-prof i lů oproti 
j e d n é sekvenci či celé d a t a b á z i . H M M - p r o f i l je spec iá ln í varianta s t a t i s t i ckého modelu zva
ného S k r y t ý M a r k o v ů v model (Hidden Markov state) nav ržený pro d o m é n u biologických 
sekvencí . 

3.2 Zarovnání sekvencí 

Z a r o v n á n í ř e t ězců je jednou ze zák ladn ích ú loh bioinformatiky. Poskytuje n á m informaci 
o tom, jak se od sebe j edno t l ivé organismy liší, zda-l i se d a n ý gen nacház í i u j iných orga
n i smů a p o m á h á urč i t funkce j edno t l i vých genů. V r á m c i evolučního procesu se mohou od 
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sebe odliš i t dvě sekvence aminokysel in či nuk l eo t i dů maj íc í p ů v o d ve spo lečném předkovi 
nejčastěj i kvůli : 

• Mutac i : mutace je z á m ě n a znaku jednoho za d r u h ý a docház í k ní b ě h e m evoluce 
p o m ě r n ě ča s to . Zap ř í č iněna bývá chybou př i dupl ikovaní D N A , či v l ivem p r o s t ř e d í 
(záření atd.). 

• V l o ž e n í / o d s t r a n ě n í znaku: docház í k n ě m u m é n ě čas to . Měn í se dé lka ře tězce a př i 
z a rovnán í je n u t n é uvažova t vložení mezery. 

Úče lem z a r o v n á n í sekvencí je vy jád ř i t p o m o c í skórovací metr iky podobnost dvou sek
vencí a p ř i ř a d i t znaky p r v n í posloupnosti k d r u h é . N a zák ladě charakteru řešené ú lohy 
a postihu za v k l á d á n í mezer rozlišuje 3 p ř í s tupy : 

• G l o b á l n í z a r o v n á n í : je p o r o v n á n í dvou sekvencí , k t e r é jsou v n í m á n y jako celek 
a k a ž d é vložení mezery je pena l i zováno . Lze použ í t n a p ř í k l a d u p o r o v n á n í dvou genů 
ze s te jných o rgan i smů . 

• S e m i — g l o b á l n í z a r o v n á n í : ignoruje pena l izován í mezer na z a č á t k u a na konci ře
tězce . Využívá se v p ř ípadech , kdy h l e d á m e výsky t k r a t š í sekvence v delší a využ ívá 
se n a p ř í k l a d k h l e d á n í genu v ce lém genomu d a n é h o organismu. 

• L o k á l n í z a r o v n á n í : s louží k z a r o v n á n í v ý r a z n ě k r a t š í sekvence k delší a snaž í se naj í t 
všechny v ý s k y t y k r a t š í h o p o d ř e t ě z c e . K penalizaci za mezery p ř idává i penalizaci za 
z m ě n u znaku čímž se liší od p ředchoz ích dvou p ř í s t u p ů . 

Z a r o v n á n í sekvencí je složitý, a př i vě t š ím p o č t u sekvencí , v ý p o č e t n ě n á r o č n ý p r o b l é m . 
V ý p o č e t n í s loži tost na ivn ích a l g o r i t m ů dosahuje exponenc iá ln í t ř ídy , což je pro delší sek
vence nepř i j a t e lné . Pro to jsou j edno t l ivé algori tmy postaveny na heu r i s t i kách snižujících 
v ý p o č e t n í n á r o č n o s t . Nav íc pro dosažen í co nej lepších výs ledků b l í zkým r e á l n é m u svě tu je 
n u t n é uvažova t rozdí lné p r a v d ě p o d o b n o s t i m u t a c í j edno t l i vých nuk l eo t i dů či aminokyselin. 
P r o b l é m y z m í n ě n é výše se snaž í řeši t n a p ř í k l a d skórovací matice a d y n a m i c k é p r o g r a m o v á n í . 

3.2.1 S k ó r o v a c í mat ice 

V reá lných p ř í p a d e c h z a r o v n á n í nuk leo t idových či aminokyse l inových sekvencí m u s í m e 
k r o m ě vložení a o d e b r á n í uvažova t i se z á m ě n o u j edno t l i vých z n a k ů za j iné . P ř i naiv
n í m p ř í s t u p u jsou pokuty pro všechny z á m ě n y s h o d n é . Tento p ř í s t u p nen í vhodný , jelikož 
neodráž í p ros to rové ani fyzikální vztahy mezi j e d n o t l i v ý m i aminokysel inami či nukleotidy, 
pro k t e r é je p r a v d ě p o d o b n ě j š í z á m ě n a členů u v n i t ř skupin p y r i m i d i n ů (cytosin, thymin) či 
p u r i n ů (adenin, guanin) než n a h r a z e n í p rvku p r v n í skupiny prvkem z d r u h é . S t e jná situace 
je i v p ř í p a d ě aminokyselin, kdy je z m ě n a aminokyseliny na j inou se s t e jnými fyzikálními 
a chemickými vlastnostmi p r a v d ě p o d o b n ě j š í něž z á m ě n a za zcela odl i šnou . T y p i c k ý m pří
kladem by mohlo bý t n a h r a z e n í hydrofobní aminokyseliny za kyselinu s n á b o j e m (např . 
methionin za kyselinu asparagovou), k t e r á m á pro celkovou povahu proteinu a jeho vlast
nosti mnohem vetš í důs l edky než z á m ě n a j e d n é hydrofobn í aminokyseliny za druhou (např . 
methionin za valin). P o d o b n ě je to i s p o č t y m u t a c í , kdy j e d n o b o d o v é mutace k o d o n ů jsou 
p r a v d ě p o d o b n ě j š í než v ícebodové . 

Apl ikac í zna los t í p r a v d ě p o d o b n o s t í z m ě n aminokysel in mezi sebou lze sestavit takzva
nou skórovací mat ic i . T a v j edno t l i vých pol ích obsahuje číselné o h o d n o c e n í p r a v d ě p o d o b 
nos t í pro zachování , p ř í p a d n ě p ř e m ě n u , d a n é aminokyseliny na j inou . H o d n o c e n í z a r o v n á n í 
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je v y p o č í t á n o jako suma o h o d n o c e n í všech pozic dle skórovací matice společně s penali
zací za mezery, k t e r é se n a d á l e rozlišují podle své dé lky (z pohledu evoluce je mnohem 
p r a v d ě p o d o b n ě j š í vznik m e n š í h o p o č t u delších mezer, než velkého p o č t u k r á t k ý c h mezer). 

Ses tavení obecné skórovací matice je velmi kompl ikované , proto se ča s to využ ívá p ř í s t u p , 
kdy jsou hodnoty u rčeny e x p e r i m e n t á l n ě na zák ladě rychlosti p ř e m ě n y mezi sekvencemi, 
u k t e rých je z n á m a p ř í b u z n o s t (sekvence j e d n é p ro te inové rodiny) . P ř í k l a d e m skórovacích 
matic m ů ž e m e uvés t P A M ( P o i n t Accepted Muta t ion) a B L O S U M - X X matice, kde XX značí 
p r o c e n t u á l n í m í r u podobnosti sekvencí . Mat ice B L O S U M - 6 2 pro sekvence s 62 p r o c e n t n í 
p o d o b n o s t í je zachycena na o b r á z k u 3.1. 

C S T P A G N D E Q H R K M I L V F ¥ W 
c 9 -1 -1 -3 0 -3 -3 -3 A -3 -3 -3 -3 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -2 
s -1 4 1 -1 1 0 1 0 0 0 -1 -1 0 -1 -2 -2 -2 -2 -2 -3 
T -1 1 4 1 -1 1 0 1 0 0 0 -1 0 -1 -2 -2 -2 -2 -2 -3 
P -3 -1 1 7 -1 -2 •1 •1 -1 -1 -2 -2 -1 -2 -3 -3 -2 -4 -3 A 
A 0 1 -1 -1 4 0 •1 -2 -1 -1 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -2 -3 
G -3 0 1 -2 0 6 -2 -1 -2 -2 -2 -2 -2 -3 A •4 0 -3 -3 -2 
M -3 1 0 -2 -2 0 6 1 0 0 -1 0 0 -2 -3 -3 -3 -3 -2 -4 
D -3 0 1 -1 -2 -1 1 6 2 0 -1 -2 -1 -3 -3 -4 -3 -3 -3 -4 
E A 0 0 -1 -1 -2 0 2 5 2 0 0 1 -2 -3 -3 -3 -3 -2 -3 
Q -3 0 0 -1 -1 -2 0 0 2 5 0 1 I 0 -3 -2 -2 -3 -1 -2 
H -3 -1 D -2 -2 -2 1 1 0 0 B 0 -1 -2 -3 -3 -2 -1 2 -2 
R -3 -1 -1 -2 -1 -2 0 -2 0 1 [1 5 2 -1 -3 -2 -3 -3 -2 -3 
K -3 0 0 -1 -1 -2 0 -1 1 1 -1 2 5 -1 -3 -2 -3 -3 -2 -3 
M -1 -1 -1 -2 -1 -3 -2 -3 -2 0 -2 -1 -1 5 1 2 -2 0 -1 -1 
1 -1 -2 -2 -3 -1 A -3 -3 -3 -3 -3 -3 -3 1 4 2 1 0 -1 -3 
L -1 -2 -2 -3 -1 A -3 A -3 -2 -3 -2 -2 2 2 4 3 0 -1 -2 
V -1 -2 -2 -2 0 -3 -3 -3 -2 -2 -3 -3 -2 1 3 1 4 -1 -1 -3 
F -2 -2 -2 A -2 -3 -3 -3 -3 -3 -1 -3 -3 0 0 0 -1 6 3 1 
Y -2 -2 -2 -3 -2 -3 -2 -3 -2 -1 2 -2 -2 -1 -1 -1 -1 3 7 2 

W -2 -3 -3 A -3 -2 A -1 -3 -2 -2 -3 -3 -1 -3 -2 -3 1 2 11 

O b r á z e k 3.1: P ř í k l a d skórovací matice B L O S U M - 6 2 pro sekvence maj íc í 62 p r o c e n t n í po
dobnost. Celkové skóre je v y p o č t e n o jako suma o h o d n o c e n í p řes j edno t l ivé pozice za rovnán í . 
P ř e v z a t o z [44]. 

3.2.2 D y n a m i c k é p r o g r a m o v á n í 

V p ř í p a d ě existence skórovací matice pro z k o u m a n é sekvence lze využ í t h r u b ý p ř í s t u p , kdy 
ses t av íme všechny kombinace za rovnán í , o h o d n o t í m e je a to s ne jvyšš ím skóre p roh lá s íme 
za výs ledek. Bohuže l i pro r e l a t i vně k r á t k é sekvence n a p ř í k l a d o délce 95 a 100 z n a k ů je 
poče t všech možných z a r o v n á n í roven př ib l ižně 55 mi l i ónům. S delš ími sekvencemi se tento 
p ř í s t u p s t ává nepouž i te lný , a proto je n u t n é využ í t nápad i t ě j š í řešení . P ř í k l a d e m je aplikace 
tzv. d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í , kdy je p r o b l é m rozdělen na ř a d y menš ích p o d p r o b l é m ů . 
Algor i tmus na z a r o v n á n í dvou sekvencí b y l sestaven v roce 1970 Saulem B . Needlemanem 
a Chr is t ianem D . Wunschem [48] a stal se z á k l a d n í m kamenem a lg o r i tmů v bioinformatice. 

V problematice z a r o v n á n í dvou sekvencí m á m e v k a ž d é m kroku t ř i možnos t i . P r v n í 
možnos t í je nevloži t mezeru do ž á d n é h o ze dvou ře tězců a p r v n í dva znaky z a r o v n á m e , 
nebo vlož íme mezeru do p r v n í či d r u h é sekvence. P ř i č e m ž j edno t l ivé kroky m ů ž e m e pro 
p ř ík lad ohodnotit nás ledovně : 

• 1 za shodu 

• 0 za neshodu 
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• -1 za vložení mezery 

Tak se n á m řešený p r o b l é m rozděl í na t ř i dílčí p o d p r o b l é m y , k t e r é v sobě zahrnu j í 
o h o d n o c e n í jednoho kroku v ý p o č t u dle j edno t l i vých operac í . Celkové skóre je ovšem d á n o 
t í m , jak dopadne zbytek celého za rovnán í , a proto krok v ý p o č t u aplikujeme na k a ž d ý z nově 
vygenerovaných s t a v ů . T í m t o z p ů s o b e m bychom pokračoval i dokud nezpracujeme všechny 
znaky. 

P ř i d ů k l a d n ě j š í m s tudiu vznikaj íc ích kombinac í v j edno t l i vých vě tv ích v ý p o č t u zj is t íme, 
že se u rč i t é kombinace opakuj í , a proto nen í n u t n é p o č í t a t z a r o v n á n í ve všech vě tv ích 
stromu opakovaně . Nav íc bylo d o k á z á n o , že všechny m o ž n é kombinace ze s t romu v ý p o č t u 
lze p řevés t do grafu, j ehož uzly jsou organ izovány do 2D matice (obrázek 3.2 vlevo). D íky 
tomu lze p r o b l é m z a r o v n á n í sekvencí transformovat na p r o b l é m nalezení cesty v grafu. 
Celý v ý p o č e t m ů ž e m e reprezentovat jako tabulku, kde sloupce reprezen tu j í jednu sekvenci 
a ř á d k y druhou. Současně se p r v n í sloupec a ř á d e k tabulky n a s t a v í na hodnoty zvyšující 
se penalizace za v k l á d á n í mezer do p r v n í respektive d r u h é sekvence (obrázek 3.2 vpravo). 
Hodnoty vn i t řn í ch b u n ě k tabulky jsou d á n y jako m a x i m u m ze t ř í m o ž n o s t í (obrázek 3.2 
u p r o s t ř e d ) : 

• p řevze t í hodnoty ze shora s ap l ikac í pokuty za vložení mezery 

• p řevze t í hodnoty zleva s p ř i č t e n í m pokuty za vložení mezery 

• p řevze t í hodnoty od levého h o r n í h o souseda s p ř i č t e n í m hodnoty za shodu/neshodu 
z n a k ů 

V p r a v é m do ln ím rohu v y p o č t e n é tabulky se nacház í o h o d n o c e n í o p t i m á l n í varianty 
za rovnán í . N y n í m u s í m e z ískat tvar výs ledného za rovnán í , k t e r ý z í skáme p r ů c h o d e m grafu 
z levého dolní rohu do p r a v é h o h o r n í h o . Rekonstrukce cesty p r o b í h á vždy pohybem do 
sousedn í levé, h o r n í či d i agoná ln í levé h o r n í buňky , ze k t e r é byla v y p o č t e n a hodnota a k t u á l n í 
b u ň k y (viz ob rázek 3.2 vpravo). V u rč i tých p ř í p a d e c h m ů ž e existovat více cest symbolizuj íc í 
s te jně kva l i tn í řešení za rovnán í . 

Výše u v e d e n á varianta algori tmu slouží pro p roveden í g lobá ln ího za rovnán í . Exis tu j í 
i u p r a v e n é varianty, k t e r é slouží k v ý p o č t u s e m i - g l o b á l n í h o p ř í p a d n ě loká ln ího za rovnán í . 
N a p ř í k l a d př i v y t v á ř e n í s e m i - g l o b á l n í h o z a r o v n á n í je p r v n í ř á d e k a sloupec inicial izován 
na nuly, d íky čemuž ignorujeme mezery na z a č á t k u sekvence. Nav íc v p o s l e d n í m ř á d k u 
nepenalizujeme vložení mezery. 

3.3 Vícenásobné zarovnání 

Bohuže l př i z ískávání zna los t í o rozsáh lých p ro t e inových r o d i n á c h za úče lem detekce rysů , 
k t e r é s toj í za je j ími vlastnostmi, si n e v y s t a č í m e pouze s p o r o v n á n í m dvou sekvencí . S te jně 
tak tomu je u evoluční rekonstrukce sekvencí , kde z a r o v n á n í celé skupiny sekvencí je esen
ciální s ložkou kva l i tn í ances t r á ln í rekonstrukce [67]. 

P ř i uvažován í v í cenásobného z a r o v n á n í n a r á ž í m e , oproti p o r o v n á n í dvou sekvencí , na 
několik p r o b l é m ů . P r v n í logickou o t á z k o u m ů ž e bý t h o d n o c e n í kval i ty za rovnán í . U dvou 
sekvencí je situace j e d n o d u c h á , kdy zvyšu jeme skóre za s h o d n é znaky a v p ř í p a d ě vložení 
mezery či neshody jej penalizujeme, ale se t ř e m i a více sekvencemi se situace komplikuje. 
P r v n í m n a b í z e n ý m řešen ím je zaveden í p o d m í n k y , kdy zvyšu jeme skóre jen v p ř í p a d ě rov
nosti všech z n a k ů na d a n é pozici v k a ž d é sekvenci. Tento p ř í s t u p funguje d o b ř e jen př i 
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A C T C G 
ACAGTAG ,A ACAGTAG -,C ACAGTAGJ. 
ACTCG 1 CTCG -1 TCG 

l b 

C -d 

f a+1 shoda 
a+0 neshoda 
Ľ - j odslranéní 
b-1 vložení 

A 

C 

A 

G 

T 

A 

G 

-1 -2 -3 -4 -5 
-1 0 -1 -2 -3 
-2 0 1 0 -1 
-3 -1 !Í 2 1 0 
-4 -2 o , 1 2 2 
-5 -3 -1 \ 1 2 
-6 -4 -2 0 J 
-7 -5 -3 -1 0 ' 2 

O b r á z e k 3.2: D y n a m i c k é p r o g r a m o v á n í ap l ikované na problemat iku z a r o v n á n í sekvencí kon
k r é t n ě na sekvence A C A G T A G a A C T C G . Vlevo: u k á z k a p ř e v o d u stromu v ý p o č t u na graf 
s uzly o rgan izovanými do 2D matice. U p r o s t ř e d : grafické znázo rněn í v ý p o č t u vn i t řn í ch bu
něk tabulky. Vpravo: výs l edné o p t i m á l n í z a r o v n á n í o d p o v í d á ces tě v grafu z p r a v é h o do ln ího 
do levého h o r n í h o rohu. P ř e v z a t o z [44]. 

za rovnáván í velmi p o d o b n ý c h sekvencí . Lepš í m o ž n o s t í se jev í metoda sumy p á r ů posta
vená na myšlence , kdy větš í skóre z a r o v n á n í znač í vysokou podobnost mezi j e d n o t l i v ý m i 
dvojicemi sekvencí . P ro k a ž d ý sloupec z a r o v n á n í je v y p o č t e n o skóre všech dvojic z n a k ů 
a výs ledek sloupce je d á n s o u č t e m dílčích o h o d n o c e n í . P r o b l é m e m je nutnost porovnat 
vysoký p o č e t p á r ů znaků . 

Jednou z možnos t í , jak vy tvo ř i t v í cenásobné za rovnán í , je využ i t í obecnějš í aplikace dy
namického p r o g r a m o v á n í pro více sekvencí . V p ř í p a d ě v ý s k y t u n sekvencí budeme uvažovat 
n - r o z m ě r n o u mat ic i grafu. Tento p ř í s t u p je m o ž n ý pouze pro m a l ý p o č e t r e l a t i vně k r á t k ý c h 
sekvencí , jel ikož časová složi tost algori tmu roste exponenc iá lně s p o č t e m sekvencí . 

P ro efekt ivní řešení bylo n u t n é vymyslet od l i šný p ř í s t u p , k t e r ý m i jsou progres ivn í me
tody. 

3.3.1 P r o g r e s i v n í m e t o d y 

Progres ivn í metody vycházej í z myšlenky, kdy z a r o v n á n í m dvou ře tězců z m n o ž i n y k sek
vencí v y t v o ř í m e m n o ž i n u k-1 sekvencí a tak postupujeme, dokud nejsou z a r o v n á n y všechny 
ře tězce . S redukc í p o č t u sekvencí se postupem v ý p o č t u dostaneme k p r o b l é m u , jak zarovnat 
sekvenci k z a r o v n á n í nebo z a r o v n á n í k z a r o v n á n í a jak jej ohodnotit . 

H o d n o c e n í v í cenásobného z a r o v n á n í lze reprezentovat za pomoci tzv. profilu. Prof i l je 
matice, k t e r á znač í p r o c e n t u á l n í z a s t o u p e n í z n a k ů ve s loupcích (obrázek 3.3). Prof i ly dvou 
za rovnán í m ů ž e m e použ í t i pro o h o d n o c e n í jejich v z á j e m n é h o za rovnán í . To je v y p o č t e n o 
vždy ve dvojicích odpovída j íc ích s loupců j edno t l i vých profilů, jako suma křížově v y n á s o b e 
ných p r o c e n t u á l n í c h hodnot z a s t o u p e n í z n a k ů v profilech s hodnotou skórovací matice pro 
tuto dvojici , p ř í p a d n ě s pena l izac í za vložení mezery. 

P ř i p o s t u p n é m p ř idáván í sekvencí do z a r o v n á n í upravujeme vždy jen v k l á d a n é sekvence 
nikol iv j iž v y t v o ř e n é za rovnán í . P ro to mezivýs ledek , k t e r ý je jednou vložen, nelze v nás ledu
jících krocích v ý p o č t u již upravovat. To z n a m e n á , že p o ř a d í v ý b ě r u dvojic v ý r a z n ě ovlivňuje 
kval i tu výs l edného za rovnán í . Kval i tn í výs ledky dostaneme vždy, když budeme za rovnáva t 
nejvíce si p o d o b n é dvojice sekvencí . To lze provés t d íky p o m o c n é m u stromu tzv. Guided 
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- A G G C T A T C A C C T G 
T A G - C T A C C A - - - G 
C A G - C T A C C A - - - G 
C A G - C T A T c A C - G G 
C A G — C T A T c G C — G G 

A 1 1 . 8 
C .6 1 .4 1 . 6 .2 
G 1 .2 . 2 . 4 1 
T .2 1 . 6 .2 
- .2 . 8 . 4 . 8 . 4 

O b r á z e k 3.3: Ve s p o d n í m obdé ln íku je profil z a r o v n a n ý c h sekvencí vyjadřuj íc í p r o c e n t u á l n í 
z a s t o u p e n í z n a k ů ve s loupcích . P ř e v z a t o z [43]. 

tree za loženého na mat ic i vzdá lenos t i . Tvorba Guided tree podle metody U P G M A je blíže 
p o p s á n a v sekci 4.2.1. 

Z á k l a d n í m p r o b l é m progres ivn ích metod je jejich v ý p o č e t n í n á r o č n o s t a d l o u h á doba 
bě hu . Nejnáročně jš í čás t í a lgori tmu je p o r o v n á n í všech dvojic sekvencí a tvorba matice 
vzdá lenos t í . P o k u d v y ž a d u j e m e p ř e s n é z a r o v n á n í k a ž d é dvojice sekvencí , použ i j eme metodu 
d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í . P ř i 100 sekvencích dé lky N řešení vede na 4950 (100 x 99 / 2) 
p o r o v n á n í sekvencí s i V 2 položek v mat ic i pro jednu dvojici . Č a s t o se však spoko j íme s hod
notami pouze ukazuj íc ími m í r u podobnosti sekvencí . P ro to lze využ í t i m é n ě v ý p o č e t n ě 
n á r o č n é metody p o č í t á n í k-tic, kdy pro k a ž d o u sekvenci se s t av íme vektor značící poče t 
v ý s k y t ů p o d ř e t ě z c ů v nich obsažených . P o d ř e t ě z c e jsou t vo řeny všemi m o ž n ý m i kombi
nacemi k-tic d a n é abecedy. M í r a podobnosti je pak u r č e n a euklidovskou vzdá lenos t í mezi 
d v ě m a vektory če tnos t í p o d ř e t ě z c ů . P ř i č e m ž p la t í , že dvě sekvence jsou si podobně j š í , když 
je vzdá lenos t nižší. 

Da l š ím p r o b l é m e m progres ivních metod je n e m o ž n o s t m ě n i t již u t v o ř e n é za rovnán í , 
p ro tože ani nej lepší m o ž n ý v ý b ě r p o ř a d í sekvencí n e m u s í vést k o p t i m á l n í m u řešení . 

3.3.2 I t e r a t i v n í m e t o d y 

Fakt, že i nejlepší m o ž n é p o ř a d í p o s t u p n é h o v ý b ě r u sekvencí n e m u s í vést o p t i m á l n í m u ře
šení, vyžadu je p ř í s t u p , k t e r ý u m o ž n í v y t v o ř e n é z a r o v n á n í n ě j a k ý m z p ů s o b e m n a d á l e upra
vovat. Pro to vzn ik ly tzv. i t e r a t i vn í metody a jeden z m o ž n ý c h p o s t u p ů v ý p o č t u lze popsat 
nás ledovně : 

• N a vstupu je z a d á n p o m o c n ý strom a výs ledek v í cenásobného za rovnán í . 

• P o m o c n ý strom se rozstrihne na dvě čás t i a z k a ž d é se ses tav í v í cenásobné za rovnán í . 
Jako n á v o d pro ses tavení se použi j í vzniklé podstromy. 

• Z obou z a r o v n á n í s e s t av íme výs ledné z a r o v n á n í a o h o d n o t í m e jeho skóre. 

• P o k u d skóre nově ses t aveného z a r o v n á n í je lepší než stávající , n a h r a ď jej a pokraču j 
ve v ý p o č t u dokud je dosahováno lepších výs ledků nebo nejsou p r o z k o u m á n y všechny 
možnos t i rozdělení stromu. S t rom je p o s t u p n ě systematicky dělen od kořene k jed
n o t l i v ý m l i s t ů m stromu. 
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3.4 Zástupci progresivní a i terat ivních metod 

C L U S T A L 

Techniky p o p s a n é v sekci p rogres ivn ích metod jsou z á k l a d e m jednoho z nej rozšířenějších 
a lgo r i tmů C L U S T A L [26]. Dnes je j iž C L U S T A L celá rodin a lg o r i tmů pro z a r o v n á n í sek
vencí , k t e r á pod sebou sdružu je ř a d u var iací zlepšující p ře snos t a výkon . Zák l adn í postup 
společný pro všechny varianty je d á n nás ledovně : 

• P o r o v n á n í všech dvojic sekvencí mezi sebou a ses tavení tabulky podobnosti 

• Ses tavení p o m o c n é h o stromu 

• P o s t u p n é z a r o v n á n í dvojic sekvencí podle p o m o c n é h o stromu 

C L U S T A L použ ívá př i ses tavování tabulky podobnosti pr incip B L A S T / F A S T A . S t rom 
je p o s t u p n ě ses tavován dvojicemi s největš í m í r o u p o d o b n o s t í s te jně , jak je tomu u metody 
U P G M A (sekce 4.2.1). P ř i v ý p o č t u se bere v ú v a h u p r o c e n t u á l n í z a s t o u p e n í z n a k ů (profil) 
a jako skórovací matice se používa j í pouze v y b r a n é verze B L O S U M a P A M . 

Vylepšená verze C L U S T A L W [64] použ ívá pro ses tavení tabulky podobnosti princip 
d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í a metodu Neighbour-Joining (sekce 4.2.1). P ř i v ý p o č t u ohod
nocen í z a r o v n á n í je nav íc k a ž d á sekvence v á h o v á n a podle své v ý z n a m n o s t i s vy lepšenou 
pena l izac í za vložení mezery. Skórovací matice B L O S U M - X X jsou v y b í r á n y dynamicky 
podle podobnosti sekvencí . 

Nejnovější verzí je C L U S T A L Í Ž [59], k t e r ý pro tvorbu p o m o c n é h o stromu použ ívá 
metodu m B e d [6] s časovou s loži tos t í O(NlogN) oprot i 0(N2) u C L U S T A L W př i zachování 
s te jné p řesnos t i . Sekvence jsou r ep rezen továny vektory, k t e r é znač í vzdá lenos t od referenční 
sekvence, proto mohou bý t e x t r é m n ě rychle sh lukovány p o m o c í s t a n d a r d n í c h metod jako 
K-means či U P G M A . S a m o t n é z a r o v n á n í je provedeno za pomoci sk ry tých markovových 
m o d e l ů [60]. 

M U S C L E 

M U S C L E (multiple sequence comparison by log-expectation) je z á s t u p c e i t e r a t i vn í ch me
tod. P r v n ě by l pub l ikovaný Rober tem C . Edgarem v roce 2004 [16] a od t é doby se stal 
o b l í b e n ý m n á s t r o j e m pro tvorbu v í cenásobného za rovnán í . P r inc ip jeho fungování lze roz
děli t na t ř i čás t i : 

• V ý p o č e t p ř e d b ě ž n é h o z a r o v n á n í : v í cenásobné z a r o v n á n í je zkons t ruováno na zá
k ladě matice p o d o b n o s t í v y t v o ř e n é p o č í t á n í m k-t ic a p o m o c n é h o stromu metodou 
U P G M A . 

• P ř e p o č e t z a r o v n a n é sekvence: ze z a r o v n á n í z p r v n í h o k roku se v y p o č t e nová ma
tice vzdá lenos t í skrze přesnějš í K i m u r o v u vzdá lenos t . P o t é se ses tav í d r u h ý p o m o c n ý 
strom a vy tvoř í se nové za rovnán í . 

• Apl ikace i t e r a č n í metody: na s trom a z a r o v n á n í z p ředchoz ího kroku. 

Grafické z n á z o r n ě n í algori tmu M U S C L E lze v idě t na o b r á z k u 3.4. 
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O b r á z e k 3.4: Grafické z n á z o r n ě n í v ý p o č t u metody M U S C L E . P ř e v z a t o 
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Kapitola 4 

Ancestrální rekonstrukce 
proteinových sekvencí 

V předchoz í kapitole 3 byly uvedeny metody z a r o v n á n í sekvencí n e z b y t n é pro p o r o v n á n í 
biologických sekvencí společně s metodou v í cenásobného z a r o v n á n í sekvencí , k t e r é nabíz í 
ná s t ro j na extrakci vzo rů z velkých p ro t e inových rodin a je k r i t i ckým vstupem pro ancest
rá ln í rekonstrukci sekvencí . V t é t o kapitole bude uvedena motivace a metoda ances t r á ln í 
rekonstrukce sekvencí s k o n k r é t n í m i poz i t i vn ími p ř í k l ady aplikace. N a d á l e budou p o p s á n y 
důlež i té kroky pro ances t r á ln í rekonstrukci sekvencí , k t e r ý m i je tvorba kořenových fyloge
ne t ických s t r o m ů a odvozen í sekvence p ř e d k ů . 

4.1 Metoda ancestrální rekonstrukce sekvencí 

V současné d o b ě jsou z n á m y velké p ro te inové rodiny složené z j ed inců maj íc í velikou odliš
nost v aminokyse l inové sekvenci. A n a l ý z a v í cenásobného z a r o v n á n í t a k o v ý c h t o rodin u m o ž 
ňuje identifikaci konzervovaných kl íčových aminokyselin, n a p ř í k l a d z b y t k ů ak t i vn í ch mís t , 
k t e r é jsou cha rak te r i s t i cké pro celou rodinu p r o t e i n ů . Taková a n a l ý z a však z ř ídka odha l í 
soubor reziduí , k t e r é jsou z o d p o v ě d n é za funkční rozmanitost pozorovanou u velkých pro
te inových rodin . D ů v o d e m je sku t ečnos t , že b ě h e m evoluce, t rvaj íc í mnoho mi l iónů let, se 
v z k o u m a n ý c h sekvencích nahromadilo velké m n o ž s t v í n e u t r á l n í c h i ep i s t a t i ckých m u t a c í . 
Ze jména n e u t r á l n í mutace vy tvá ř í sekvenční š u m , k t e r ý znemožňu je identifikaci kl íčových 
m u t a c í pro diverzifikaci v r á m c i p ro te inové rodiny. Pro to nen í vždy m o ž n é studovat v l iv 
h is tor ických m u t a c í na vznik nových funkcí pouze na zák l adě existuj ících sekvencí [46]. 

Z evolučního hlediska jsou současné sekvence listy fylogenetického stromu (viz sekce 4.2) 
a p ř eds t avu j í variace z k o u m a n é v jeden časový okamžik . P ř í s t u p p o r o v n á n í současných 
sekvencí lze proto nazvat „ho r i zon tá ln ím p ř í s t u p e m " . Tzv . „ver t ikální p ř í s t u p " bere na
víc v ú v a h u evoluční histori i p r o t e i n ů a je schopný detekovat zásadn í , ale i j e m n é rozdí ly 
v aminokyse l inách [46]. 

S myš lenkou ances t r á ln í rekonstrukce aminokyse l inových sekvencí , za loženou na srov
n á n í existuj ících sekvencí , př išel v roce 1963 E . Zuckerkandl a L . Pau l ing [51]. A n c e s t r á l n í 
rekonstrukce sekvencí je tedy p r a v d ě p o d o b n o s t n í metoda, k t e r á se snaž í zkoumat h luboké 
evoluční vztahy mezi homologn ími sekvencemi za úče lem znovu ses tavení p r o t e i n ů nachá 
zejících se na k o n k r é t n í evoluční trajektorii [28]. V současnos t i se metodika rekonstrukce 
ances t r á ln í sekvencí použ ívá i v p r o t e i n o v é m inženýrs tv í . Tato v y k o n á a r o b u s t n í strate
gie je v y u ž í v á n a p ř e d e v š í m pro konstrukci vysoce ak t i vn í ch a s t ab i ln ích k a t a l y z á t o r ů [50]. 
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P ř í s t u p nav íc umožňu je v u rč i tých p ř í p a d e c h navrhnout mutace, k t e r é dokáž í změn i t speci-
ficitu proteinu, čehož je velmi ob t í žné d o s á h n o u t př i použ i t í pouze rac ioná ln ího n á v r h u [3]. 
P ř i n á v r h u evolučních p ř e d k ů metoda vycház í nejen z v í cenásobného z a r o v n á n í relevant
ních homologn ích sekvencí , ale t a k é z fylogenet ického stromu (viz sekce 4.2). V současnos t i 
jsou z n á m y dva h lavn í a lgor i tmické p ř í s tupy , p ř í s t u p m a x i m á l n í v ě r o h o d n o s t i (maximal 
likelihood) [71] a Bayesovi inference [30]. 

Jednou z ú spěšných ap l ikac í metody ances t r á ln í rekonstrukce lze jmenovat s tudium 
genu RNázy , kdy se poda ř i l o rekonstruovat spo lečného p ř e d c h ů d c e tohoto genu z prasete, 
velblouda, jelena, ovce a vola. R e k o n s t r u o v a n ý p ředek žil p ř e d 40 mi l ióny let a ak t iv i t a 
r ekons t ruované R N á z y byla p ě t i n á s o b n ě vyšší než u současných j ed inců [32]. 

4.2 Fylogenetické stromy 

Fylogenet ické stromy jsou větvící se diagramy ukazuj íc í evoluční vztahy mezi r ů z n ý m i bio
logickými organismy na zák l adě p o d o b n o s t í a rozdí lů v jejich fyzikálních nebo gene t ických 
vlastnostech. P o m o c í fylogenet ických s t r o m ů lze zkoumat konzervované a evolučně spe
cifické oblasti proteinu. N á h l e d do evoluční dynamiky t a k é umožňu je predikovat pozice 
v h o d n é pro mutace či interakce mezi proteiny. Evo lučn í podobnost je i ned í lnou součás t í 
predikce s t ruktury proteinu na zák ladě šab lony [18]. 

S a m o t n ý fylogenet ický s trom se s k l á d á z někol ika dílčích část í : 

• L i s t o v é uzly jsou v s t u p n í sekvence do analýzy. Obvykle se j e d n á o z a r o v n a n é sek
vence z k o u m a n ý c h p r o t e i n ů či genů. 

• V n i t ř n í uzly r ep rezen tu j í spo lečného p ř e d k a sekvencí , k t e r é se nacháze j í ve s t r o m ě 
pod n í m . T y t o sekvence nemusely n ikdy reá lně existovat, j e d n á se pouze o nejprav
d ě p o d o b n ě j i podobu dle p o u ž i t é metodologie. 

• K o ř e n je společný p ř e d e k všech sekvencí . Fy logene t ický s trom n e m u s í m í t v ž d y ko
řen (tzv. nekořenový strom). Nekořenový strom lze převés t na kořenový p o m o c í vlo
žení sekvence, k t e r á je evolučně velmi v z d á l e n á v š e m sekvenc ím v l i s tových uzlech 
(tzv.outgroup rooting). 

• H r a n y ukazuj í vztahy mezi p ř e d k e m a potomkem. Dé lka hrany signalizuje tzv. evo
luční vzdá lenos t , k t e r á vy jadřu je p o č e t m u t a c í a nebo čas u p l y n u l ý od oddě len í od 
společného p ř e d k a . 

Pro konstrukci fylogenet ických s t r o m ů je n e z b y t n é mí t vybranou vhodnou skupinu 
v s t u p n í c h sekvencí . Stromy jsou k o n s t r u o v á n y na zák l adě z m ě n mezi v s t u p n í m i sekven
cemi za využ i t í někol ika p ř í s t u p ů za ložených na ed i t ačn í vzdá lenos t i , p r a v d ě p o d o b n o s t i či 
na znacích . V následuj íc ích sekcích uvedu n ě k t e r é p ř í s t u p y blíže s p ř í k l a d e m konkré tn í ch 
metod. 

4.2.1 M e t o d y z a l o ž e n é n a v z d á l e n o s t i 

Meto dy za ložené na vzdá lenos t i zak láda j í tvorbu evolučních s t r o m ů na sku tečnos t i , že dé lka 
hran stromu reflektuje evoluční vzdá lenos t sekvencí (označovanou DÍJ) danou p o č t e m sub
s t i tuc í z n a k ů v j edno t l i vých sekvencích nebo č a s e m vývoje od jednoho organismu k dru
h é m u . Pro to n á s př i konstrukci s t r o m ů za j ímá, aby dé lka jakékol iv cesty mezi d v ě m a uzly 
na ces tě i a j o d p o v í d a l a p o č t u m u t a c í mezi organismy. S t r o m o v á vzdá lenos t mezi d v ě m a 
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uzly i a j se označuje jako dý-(T) . Jak ale sestrojit t a k o v ý evoluční strom, aby o d p o v í d a l 
ed i t ačn í vzdá lenos t i ? 

K ses tavení t akového stromu n á m mohou pomoci tzv. ad i t i vn í matice. Ad i t i vn í na
zýváme mat ic i , pro kterou lze sestrojit evoluční s t rom respektu j íc í ed i t ačn í vzdá lenos t i 
dij(T) = DÍJ. P o k u d matice nen í ad i t ivn í , h l e d á m e t a k o v ý strom, k t e r ý ne j lépe aproximuje 
hodnoty D v mat ic i vzdá lenos t í n a p ř . p o m o c í minimalizace chyby č tverce . 

Řešen í s dostupnou ad i t i vn í m a t i c í lze na léz t p o m o c í sekvence následuj íc ích k roků : 

• Nalezení sousedních uz lů /, J se spo l ečným p ř e d k e m K 

• O d s t r a n ě n í sekvence I, J z matice vzdá lenos t i s v ložen ím K 

• V y p o č t e n í nových vzdá lenos t í všech zbylých sekvencí od K 

P r o b l é m výše z m í n ě n é h o algori tmu spoč ívá ve v h o d n é m v ý b ě r u sousedních uz lů . Řešen í 
m ů ž e s k ý t a t n a p ř í k l a d metoda Neighbour-Joining nebo U P G M A . 

Neighbour-Joining 

M e t o d a Neighbour-Joining [56] řeší problematiku v ý b ě r u sousedních uz lů A a B v ý b ě r e m 
dvou nejbližších uzlů , k t e r é jsou současně co nejvíce vzdá lené od o s t a t n í c h . Postup v ý p o č t u 
algori tmu lze rozděl i t na 5 k roků : 

• Vypoč t i mat ic i všech vzdá lenos t í mezi uzly a vy tvo ř í se s t rom hvězdicového tvaru se 
spo lečným s t ř e d e m a uzly odpovída j íc í v s t u p n í m sekvencím. 

• Nalezni uzly A a B, k t e r é odpov ída j í m in imu z funkce min[D(a, b) — u(a)—u(b)] a spoj 
je do jednoho uz lu U. Vzdá lenos t uz lů D (a, b) lze z ískat p ř í m o z matice vzdá lenos t í . 
Hodnota u(a) o d p o v í d á vzdá lenos t i uz lu A od všech o s t a t n í c h je v y p o č t e n a za pomoci 
vztahu: 

kde / je m n o ž i n a všech uz lů o mocnost i N. 

• K nově vzn ik lým h r a n á m mezi uzlem U a d v ě m a p ů v o d n í m i A, B p ř i ř aď dé lku dle 
v z t a h ů L(a, u) = (D(a, b) + u(á) - u(b))/2 a L(b, u) = (D(a, b) + u(b) - u(á))/2. 

• Vypoč t i vzdá lenos t vznik lého uz lu U od všech o s t a t n í c h uz lů vztahem D{u,i) = 

• Opakuj od d r u h é h o bodu dokud n e z ů s t a n e j ed iný uzel. 

Me toda Neighbour-Joining generuje obecně nekořenové stromy a dosahuje r e l a t i vně dob
rých výs ledků i pro n e a d i t i v n í matice. 

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (dále U P G M A ) je j e d n o d u c h á me
toda tvorby s t r o m ů , k t e r á př i konstrukci p ř e d p o k l á d á k o n s t a n t n í b ě h biologických hodin 
ve všech vě tv ích stromu. Proces v ý p o č t u lze rozděl i t na sekvenci nás leduj íc ích k roků : 

• K a ž d o u sekvenci v mat ic i vzdá lenos t í n a h r a ď shluky o j e d n é položce. 

{D(a,i) + D(b,i )-D{a,b))/2. 

U P G M A 
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Vyber z matice vzdá lenos t í dvojici sh luků A a B maj íc í mezi sebou ne jmenš í vzdále
nost. 

• Dvoj ic i A, B spoj do jednoho shluku a p řepoč í t e j vzdá lenos t i nového shluku od všech 
o s t a tn í ch dle vztahu CIA\JB,C = (\A\ x ÚA,C + \B\ x d,B,c)/(\A\ + \B\) 

• Spojen í sh luků zakresli do s t ruktury stromu 

• P o k r a č u j od bodu 2 dokud nejsou spojeny všechny dvojce 

4.2.2 M e t o d y z a l o ž e n é n a v ě r o h o d n o s t i 

Metody za ložené na vě rohodnos t i (tzv. m a x i m u m likelihood) jsou o b e c n ý m řešen ím po
už ívaným v ř a d ě oblas t í . M y š l e n k a tohoto p ř í s t u p u je za ložena na maximal izac i p r a v d ě 
podobnosti , že z n á m á v s t u p n í data byla vygene rována z k o u m a n ý m modelem. V p ř í p a d ě 
tvorby fylogenet ického stromu je modelem kořenový s t rom s parametry reprezentu j íc í jeho 
s t rukturu a dé lky j edno t l i vých vě tv í . P o z o r o v a n ý m i daty jsou pak v í cenásobné z a r o v n á n í 
sekvencí . P r o b l é m tvorby stromu lze rozděl i t na t ř i p o d p r o b l é m y tzv. maličký, m a l ý a velký 
l ikel ihood p r o b l é m . 

M a l i č k ý likelihood p r o b l é m 

Maličký l ikel ihood p r o b l é m m á za úkol v y p o č í t a t celkové skóre v ě r o h o d n o s t i stromu spo
lečně s o h o d n o c e n í m vn i t řn í ch uz lů . N a vstupu vyžadu je v í cenásobné z a r o v n á n í v s t u p n í c h 
sekvencí současně se stromem, k t e r ý m á o h o d n o c e n é l istové uzly a jsou pro něj z n á m y dé lky 
hran. 

Řešen í mal ičkého l ikel ihood p r o b l é m u poskytuje Felsensteivnův algoritmus [17] za ložený 
na pr inc ipu d y n a m i c k é h o p r o g r a m o v á n í . P r o k a ž d ý sloupec v í cenásobného z a r o v n á n í je 
vyč leněn jeden l is tový uzel. Všechny uzly p o t é obsahuj í vektor o velikosti z k o u m a n é abecedy 
(pro abecedu nuk l eo t i dů je dé lka vektoru rovna 4), j ehož po ložky reprezen tu j í hodnotu 
vě rohodnos t i pro j edno t l ivé znaky. C h o d algori tmu lze rozděl i t na dvě h l avn í čás t i . 

V p r v n í m kroku se j e d n á o p r ů c h o d stromem od l is tů ke kořeni a docház í k v y h o d n o c e n í 
hodnoty vě rohodnos t i pro j edno t l ivé znaky ve všech uzlech dle následuj íc ích pravidel: 

• L i s t o v é uzly: ve vektoru l is tových uz lů je hodnota po ložky nastavena na j edn ičku 
v p ř í p a d ě , že znak o d p o v í d á znaku tohoto pol íčka, j inak se vloží nula. 

• V n i t ř n í uzly: hodnota vě rohodnos t i k - t é po ložky z vektoru v n i t ř n í h o uz lu Sk je 

v y p o č t e n a na zák l adě vztahu LSk(k) = [ £ ) s . PSkSi{U)LSi{i)\ x J2Sj

 pskSj(tj)LSj(j) , 
kde PSkSi znač í p r a v d ě p o d o b n o s t p ř e c h o d u mezi k-tou po ložkou vektoru uz lu Sk a i-
tým znakem potomka. LSi(i) symbolizuje a k t u á l n í hodnotu vě rohodnos t i i-tého znaku 

potomka. Indexy i a j s louží pro odl išení p r avého a levého potomka. 

• K o ř e n o v ý uzel: o h o d n o c e n í celého stromu je d á n o vztahem L = ^2SQ irSoLSo(0), kde 
7r s o znač í p r a v d ě p o d o b n o s t p o č á t e č n í h o znaku na d a n é v sekvenci. Lso(0) reprezentuje 
hodnotu v ě r o h o d n o s t i j edno t l i vých z n a k ů ve vektoru kořene , k t e r á je v y p o č t e n a s te jně 
jako v p ř e d c h o z í m b o d ě . 

V d r u h é m kroku docház í k p r ů c h o d u od kořene k l i s t ů m se s o u č a s n ý m o h o d n o c e n í m 
vn i t řn í ch uzlů . P r o k a ž d ý v n i t ř n í uzel Sk s t ač í pouze dosadit do vzorce pro v ý p o č e t LSk (k) 
a vybrat max imum. 
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M a l ý likelihood p r o b l é m 

Vstupem m a l é h o l ikel ihood p r o b l é m u je v í cenásobné z a r o v n á n í sekvencí a tvar stromu 
s o h o d n o c e n í m l is tových uzlů . Algor i tmus v y p o č í t á v á o h o d n o c e n í vn i t řn í ch uz lů a dé lky 
hran stromu, k t e r é odpov ída j í ne jvě rohodně j š ímu u s p o ř á d á n í stromu. 

V [17] by l společně s algori tmem pro řešení mal ičkého l ikel ihood p r o b l é m u odvozen 
i t e račn í vzorec, k t e r ý je schopný pro k o n k r é t n í hranu stromu upravovat její dé lku tak, aby 
docháze lo pouze ke zvyšování vě rohodnos t i stromu. Algor i tmus se s k l á d á ze t ř í zák ladn ích 
část í : 

• Vyber p o č á t e č n í dé lky hran t\... tn. 

• P r o j edno t l ivé hrany t\.. .tn aplikuj v ý p o č e t dle i t e r ačn ího vzorce na ú p r a v u délek 
hran, dokud docház í k zvyšování hodnoty vě rohodnos t i stromu. 

• Opakuj krok 2, dokud jsou na lézány nové dé lky hran zvyšující v ě r o h o d n o s t celého 
stromu. 

V e l k ý likelihood p r o b l é m 

J e d n á se o nejvyšší vrs tvu m a x i m u m likel ihood a lg o r i tmů zast řešuj íc í celý v ý p o č e t evo
lučního stromu. N a zák ladě v s t u p n í h o v í cenásobného z a r o v n á n í je v y t v o ř e n tvar stromu 
s o h o d n o c e n í m l is tových a vn i t řn í ch uz lů spo lečně s d é l k a m i hran t\... tn, k t e r é odpov ída j í 
m a x i m á l n í h o d n o t ě vě rohodnos t i pro d a n ý strom. 

Tvar stromu je nalezen p o m o c í m n o h o n á s o b n é aplikace v k l á d á n í nových vě tv í do struk
tury stromu, kdy pro s trom maj íc í n-1 l is tů je poče t m o ž n o s t í vložení nové vě tve roven 
2n-5. P o k a ž d é m p ř i d á n í nové vě tve je proveden p ř e p o č e t délek hran (viz, m a l ý l ikelihood 
p r o b l é m ) , p ř ičemž po u r č i t é m p o č t u vložení nových vě tv í dojde k p r o s t ř í h á n í a reorganizaci 
stromu, aby bylo m o ž n é opustit oblast p ř í p a d n é h o loká ln ího min ima. 

4.3 Převod na kořenový fylogenetický strom 

P ř i a n c e s t r á l n í rekonstrukci sekvencí a ve fylogenetice v y c h á z í m e z kl íčového p ř e d p o k l a d u 
existence b ě ž n é h o spo lečného p ř e d c h ů d c e všech homologn ích sekvencí ve fylogenet ickém 
stromu. V p ř í p a d ě p ředchoz ích metod pouze algoritmus U P G M A vy tvá ř í stromy s koře
nem. V o s t a t n í c h p ř í p a d e c h spo lečný p ř e d c h ů d c e pro všechny sekvence chybí , a proto je 
p řed p o u ž i t í m d a n é h o stromu pro ances t r á ln í rekonstrukci v y ž a d o v á n o jej p řevés t na s trom 
s ko řenem. Řešen í nab íz í hned několik p ř í s t u p ů maj íc í své specifické p o ž a d a v k y a nedo
statky. V následuj íc ích ods tavc ích si zběžně př ib l íž íme několik z nich. 

Jednou z metod použ ívaných pro v y t v o ř e n í ko řenu do stromu bez kořene je p ř í s t u p 
Outgroup rooting [42]. Me toda je za ložena na znalosti s t u d o v a n é h o s y s t é m u , k t e r á je 
p o u ž i t a ke s p r á v n é m u u m í s t ě n í kořenu stromu. To se p rovád í r u č n í m v ý b ě r e m tzv. outgroup 
- sekvence nebo m a l á skupiny sekvencí , o k t e rých je z n á m o , že jsou více vzdá leně p ř í b u z n é 
než všechny o s t a t n í sekvence ve fylogenet ickém stromu. K o ř e n stromu je p o t é u m í s t ě n mezi 
tuto outgroup a zbytek sekvencí stromu. 

Opro t i p ř edchoz ímu p ř í s t u p u metoda Midpo in t rooting n evyžadu je ž á d n é e x p e r t n í 
znalosti s t u d o v a n é h o sy s t ému . V p ř í p a d ě tohoto algori tmu je kořen u m í s t ě n do p r o s t ř e d n í h o 
bodu stromu. P r o s t ř e d n í bod je v y p o č í t á n jako s t ř ed nejdelší vzdá lenos t i ze všech p á r ů 
t e r m i n á l n í c h uzlů . M e t o d a je ze jména v h o d n á pro stromy maj íc í k o n s t a n t n í evoluci, ale 
v p ř í p a d ě nevyvážených s t r o m ů nevykazuje metoda d o b r é výsledky. 
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P o s l e d n í m z m í n ě n ý m z á s t u p c e m metod pro v y t v á ř e n í fylogenet ického stromu s k o ř e n e m 
je metoda M i n i m a l ancestor deviation [65]. M e t o d a se snaž í vyhodnot i t k r i t é r i u m od
chylky kořene pro všechny m o ž n é pozice kořene a všechny p á r y t e r m i n á l n í c h uz lů v d a n é m 
stromu bez kořene . Jako pozice kořene je b r á n a k a ž d á vě tev stromu. O b e c n ě řečeno algo
ritmus se snaž í u m í s t i t kořen do pozice, kde je ne jmenš í odchylka mezi k o ř e n e m a s t ř e d e m 
d a n é vě tve pro všechny vě tve s t u d o v a n é h o stromu. 

4.4 Rekonstrukce ancestrálních sekvencí 

Predikce sekvencí ances t r á ln í ch p r o t e i n ů z v í cenásobných sekvenčních z a r o v n á n í je uži
t e č n á pro mnoho b io in format ických ana lýz . P ř e d p o v í d á n í sekvencí p ř e d k ů nen í j e d n o d u c h ý 
úkol a spo léhá se na p ře sné z a r o v n á n í a fylogenet ický s trom s d o b ř e u m í s t ě n ý m kořenem. 
Sekvence p ř e d k ů jsou, v p ř í p a d ě použ i t í metody m a x i m á l n í vě rohodnos t i , již produktem 
metody na odvozen í tvaru stromu, kde rekonstrukce p ř e d k ů je součás t í tzv. mal ičkého l i 
kelihood p r o b l é m u (viz 4.2.2). Da l š ím p ř í s t u p e m lze jmenovat Bayesovu inferenci, k t e r á 
je, o b d o b n ě jako p ř í s t u p m a x i m á l n í vě rohodnos t i , p r a v d ě p o d o b n o s t n í metoda kombinuj íc í 
ap r io rn í p r a v d ě p o d o b n o s t s tromu společně s v ě r o h o d n o s t í dat pro vy tvo řen í apos t e r i o rn í 
p r a v d ě p o d o b n o s t n í distribuce d a n é h o stromu. 

S o u č a s n ý m ve lkým p r o b l é m e m je rekonstrukce ances t r á ln í ch mezer, k t e r é mohou před
stavovat udá los t i inzerce/delece b ě h e m evoluce. Mezery nemohou bý t v y h o d n o c o v á n y stej
n ý m p ř í s t u p e m jako j edno t l ivé znaky aminokyse l inových res iduí . Tento p r o b l é m j e š t ě nebyl 
vyřešen r o b u s t n í m p ř í s t u p e m a vě t š inou vyžadu je z n a č n é úsilí p ř i m a n u á l n í opravě . 

Vě t š ina současných a l g o r i t m ů je založeno na p ř í s t u p u u v e d e n é m v [19], kdy na z a č á t k u 
algoritmus p ř i ř ad í vektory dé lky podle sekvencí ve v s t u p n í m z a r o v n á n í do všech t e r m i n á l o 
vých a vn i t řn í ch uzlů . Pole ve vektoru koncových uz lů jsou pak v y p l n ě n a hodnotami 0 nebo 
1, což z n a m e n á mezeru v d a n é poloze z a r o v n á n í sekvence pro odpovída j íc í t e r m i n á l o v ý uzel. 
Algor i tmus se p o t é p ře souvá z t e r m i n á l n í c h uz lů do kořene a pole ve vektorech vn i t řn í ch 
uz lů získají své hodnoty dle následuj íc ích pravidel: 

• P o k u d hodnoty pole p r avého a levého potomka jsou 0, výs ledek je 0. 

• P o k u d hodnoty pole p r avého a levého potomka jsou 1, výs ledek je 1. 

• P o k u d hodnoty pole levého potomka je 0 a hodnota v p r a v é m je 1, výs ledek je X . 

• P o k u d hodnoty pouze jednoho z p o t o m k ů je X , výs ledek je hodnota d r u h é h o potomka. 

• P o k u d hodnoty pole levého potomka a p r avého je X , výs ledek je X . 

Po apl ikaci t ě ch to pravidel se algoritmus nacház í v ko řenovém uzlu . Hodnoty v jeho 
pol i jsou ak tua l i zovány podle s te jných pravidel uvedených výše . Pole obsahuj íc í X jsou 
p o r o v n á n y s jejich a p o s t e r i o r n í m i p r a v d ě p o d o b n o s t m i . P o k u d je její hodnota vyšší než 
urč i tý zvolený p r á h , pak je toto pole nastaveno na hodnotu 0, v o p a č n é m p ř í p a d ě je pole 
označeno jako mezera. Ve z p ě t n é m p r ů c h o d u algori tmu od kořene k l i s tovým u z l ů m jsou 
o d s t r a n ě n y všechny nejasnosti v m e z e r á c h n a h r a z e n í m za hodnotu z rod ičovského uz lu 
nacházej íc í se na s te jné pozic i v za rovnán í . 

Rekonstrukce p ř e d k ů je i mot ivac í m é p ráce . V nadcháze j íc ích kap i to l ách popíš i moj i 
metodu inference ances t r á ln í sekvencí za p o m o c í var iačních a u t o e n k o d é r ů , k t e r á by mohla 
př inés t a l ternat ivu k p ř e d e š l ý m a v ý p o č e t n ě n á r o č n ý m m e t o d á m . Jak si u k á ž e m e v dalš ích 
kap i to lách , v ý h o d o u mnou z k o u m a n é h o p ř í s t u p u je i generace ances t r á ln í ch mezer bez 
nutnosti j akéhokol iv expl ic i tn ího algori tmu pro jejich v ý p o č e t . 
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Kapitola 5 

Variační autoenkodéry 

V předeš lých kap i to l ách byly p ř e d s t a v e n y zák l adn í b io informat ické n á s t r o j e pro po rovná 
vání p ro t e inů , charakterizace v ý z n a m n ý c h mís t v p ro t e inových r o d i n á c h a pro s tudium evo
lučního vývoje p r o t e i n ů od spo lečného p ř e d k a za p o m o c í fylogenet ických s t r o m ů . N a d á l e 
byla uvedena metoda ances t r á ln í rekonstrukce sekvencí pro n á v r h p r o t e i n ů se zvýšenou sta
bi l i tou a ak t iv i tou . V t é t o kapitole budou uvedeny var iačn í a u t o e n k o d é r y metoda s t ro jového 
učení bez uči te le . N a d á l e budou p ř e d s t a v e n y vlastnosti generovaného l a t e n t n í h o prostoru 
pro data biologických sekvencí a motivace pro použ i t í var iačních a u t o e n k o d é r ů p rávě pro 
ances t r á ln í rekonstrukci sekvencí , k t e r á by mohla p ř inés t a l ternat ivu k p ř e d e š l ý m v ý p o č e t n ě 
n á r o č n ý m m e t o d á m . 

5.1 Koncepty strojového učení 

S n e u s t á l e r o s t o u c í m p o č t e m veřejně d o s t u p n ý c h dat vzn iká p o ž a d a v e k na jejich úč inné 
zpracovávání a e x t r a h o v a n í už i t ečných informací obsazených v t ě c h t o rozl ičných typech zá
z n a m ů . J e d n í m z efekt ivních n á s t r o j ů pro s y s t e m a t i c k é zp racován í velkého m n o ž s t v í dat jsou 
i metody n a b í z e n é ob las t í zvanou u m ě l á inteligence. Ze jména p o d m n o ž i n a u mě lé inteligence 
tzv. s t ro jové učen í zaujala v současnos t i , d íky zvyšování v ý p o č e t n í h o v ý k o n u d o s t u p n ý c h 
s t ro jů , pozornost velkého m n o ž s t v í v ý z k u m n ý c h skupin i s o u k r o m ý c h p o d n i k ů . 

5.1.1 U č e n í s u č i t e l e m 

Učení s uč i t e l em je úkol učící funkci, k t e r á mapuje vstup na v ý s t u p na zák l adě t rénovac ích 
dat ve formě p á r o v ý c h hodnot v s t u p - v ý s t u p . P ř í s t u p učen í s uč i t e l em analyzuje t rénovac í 
data a vyvozuje funkci, k t e r á m ů ž e bý t ná s l edně p o u ž i t a pro nové vzorky. P ř e d t rénova-
c ím procesem je p o t ř e b a s h r o m á ž d i t v s t u p n í data, ke k t e r ý m je nutno p ř i ř a d i t odpov ída 
jící značky. Tvorba t akové označkované d a to v é sady je časově a čas to i f inančně n á r o č n á 
č innos t . Z á s t u p c i a l g o r i t m ů t é t o kategorie jsou n a p ř í k l a d rozhodovac í stromy, algoritmus 
fc-nejbližších sousedů nebo support vector machines. 

5.1.2 U č e n í bez u č i t e l e 

Učení bez uči te le je typ algori tmu, k t e r ý se učí vzory z neoznačených dat. Je za ložen na 
myšlence , kdy je p r o s t ř e d n i c t v í m n a p o d o b o v á n í stroj nucen vy tvo ř i t k o m p a k t n í v n i t ř n í re
prezentaci zdro jových dat. N a rozdí l od p ř í s t u p u učen í s uč i te lem, kdy k v s t u p n í m d a t ů m 
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jsou z n á m y i p ř í s lušné výs ledky pro danou ú lohu , vykazuj í metody bez uč i te le samoorga-
nizaci , k t e r á zachycuje vzory jako hustotu p r a v d ě p o d o b n o s t i . 

V biologii slibuje očekávaný n á r ů s t sekvenování b e z p r e c e d e n t n í ú d a j e o rozmanitost i př í
rodn ích sekvencí . Nav íc v kombinaci s kapaci tou m o d e l ů , s t ro jové učen í bez uč i te le u m o ž n í 
v ý z n a m n ý pokrok v oblasti učen í r ep rezen tac í a s t a t i s t i ckého generování v r á m c i biolo
gických sekvencí . Učení p ř i rozeného rozložení evoluční variabi l i ty p ro t e inových sekvencí je 
logickým krokem k p r e d i k t i v n í m u a g e n e r a t i v n í m u mode lován í pro biologii [55], k t e r é je 
využ i t o i v m é prác i , jak si p ř e d s t a v í m e v dalš ích sekcích. 

5.1.3 D i s k r i m i n a t i v n í a g e n e r a t i v n í m o d e l y 

V oblasti s t ro jového učen í rozl išujeme modely do dvou ka tegor i í na zák l adě mechanismu, 
k t e r ý m mode lu j í danou ú lohu . P r v n í skupinou jsou d i s k r i m i n a t i v n í modely, k t e r é se učí 
p r a v d ě p o d o b n o s t p(y\x), aby mohly p ř e d p o v í d a t značky y vzhledem ke v s t u p ů m x. Typ ic 
k ý m p ř í k l a d e m d i sk r imi t a t i vn í ch m o d e l ů jsou klasif ikátory. N a rozdí l od d i sk r iminačn ích 
mode lů , g e n e r a t i v n í modely se uč í generovat př ík lady, k t e r é nejsou v t r énovac í mno
žin a to tak, že se učí rozložení p (x) t r énovac ích dat. G e n e r a t i v n í modely lze t a k é využ í t 
pro d i s k r i m i t a t i v n í úkoly, když se n a u č í s loženou dis t r ibuci p (x, y) a p o t é použi j í definici 
p (y\x) = p (x, y) j p [x). M e z i z á s t u p c e gene ra t ivn ích m o d e l ů p a t ř í s í tě typu G A N (Genera
tive Advers ia l Networks) a p rávě i va r iačn í a u t o e n k o d é r y , k t e r é budou de t a i lně vysvě t leny 
v sekci 5.2. 

5.1.4 R e d u k c e d imens iona l i ty 

Ve s t ro jovém učen í je redukce dimensionality procesem snižování p o č t u rysů , k t e r é popisuj í 
u r č i t á data. Tato redukce se p rovád í b u d v ý b ě r e m (zachovávají se pouze n ě k t e r é existuj ící 
rysy), nebo ex t r akc í (na zák ladě s t a r ý c h ry sů se vy tvo ř í sn ížený p o č e t nových rysů) a m ů ž e 
bý t u ž i t e č n á v mnoha s i tuac ích , k t e r é vyžadu j í n ízkou dimenzi dat (vizualizace dat, u k l á d á n í 
dat, n á r o č n é v ý p o č t y ) . P ř e s t o ž e existuje mnoho různých metod redukce dimensionality, 
m ů ž e m e stanovit g lobáln í r á m e c , k t e r é m u o d p o v í d á vě t š ina z t ě c h t o metod. 

Nejprve n a z v ě m e k o d é r e m proces, k t e r ý v y t v á ř í reprezentaci „nových r y s ů " z reprezen
tace „ s t a rých r y s ů " ( v ý b ě r e m nebo ex t r akc í ) , a d e k o d é r e m proces opačný. Redukci dimensi
onality pak lze interpretovat jako kompresi dat, kdy kodér data komprimuje z p ů v o d n í h o 
prostoru do zakódovaného prostoru, n a z ý v a n é h o t a k é l a t e n t n í prostor, z a t í m c o dekodé r je 
dekomprimuje. V závislost i na p o č á t e č n í m rozložení dat, dimenzi l a t e n t n í h o prostoru a de
finici k o d é r u m ů ž e bý t tato komprese s a m o z ř e j m ě z t r á tová , což z n a m e n á , že čás t informací 
se b ě h e m procesu kódován í z t r a t í a př i dekódován í je nelze obnovit. 

H l a v n í m úče lem metody redukce dimensionality je na j í t nej lepší p á r k o d é r / d e k o d é r 
z d a n é rodiny. J i n ý m i slovy, pro danou m n o ž i n u m o ž n ý c h k o d é r ů a d e k o d é r ů h l e d á m e dvo
j i c i , k t e r á př i kódován í zachovává m a x i m u m informace a př i dekódován í m á tedy m i n i m á l n í 
chybu rekonstrukce. Označ íme- l i E a D rodiny k o d é r ů a dekodé rů , k t e r é uvažu jeme , pak 
lze p r o b l é m redukce dimensionality zapsat takto 

(e,d)£ExD 

kde 
e(x,d(e(x))) 
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značí r e k o n s t r u k č n í chybu mezi v s t u p n í m i daty a jejich variantami, k t e r é vzn ik ly po zakó
dování a dekódován í p o m o c í d a n é dvojce e n k o d é r / d e k o d é r . 

Princ ipal component analysis 

Jeden z ne jznámějš ích z á s t u p c ů metod redukce dimensionality je metoda z v a n á pr incipal 
component analysis (dále P C A ) . Myš lenkou metody P C A je vys t avě t N[at nových nezá
vislých rysů , k t e r é jsou l ineárn í kombinac í N^m p ů v o d n í c h rysů . Projekce t ě c h t o dat na 
podprostor definovaný n o v ý m i rysy je co nejbl íže p ů v o d n í m d a t ů m ve smyslu eukl idovské 
vzdá lenos t i . J i n ý m i slovy P C A se snaž í na j í t l ineárn í podprostor p ů v o d n í h o prostou (daný 
o r togoná ln ími b á z e m i nových r y s ů ) , tak aby chyba vznik lá a p r o x i m a c í dat jejich projekcí 
na tento podprostor byla co ne jmenš í . 

K d y ž se v r á t í m e k p ů v o d n í myš lence redukce dimensionality, pak h l e d á m e t a k o v ý enko-
dér , k t e r ý je definovaný Niat x N^im m a t i c í s o r t o n o r m á l n í m i vektory v řádc ích zajišťující 
nezávis los t . S te jně tak i d e k o d é r je opě t matice s r o z m ě r y N dim x ^lat s o r t o n o r m á l n í m i 
řádky . V p ř í p a d ě P C A lze mat ic i sestavit z N[at j e d n o t k o v ý c h v las tn ích v e k t o r ů odpoví 
daj ících N[at největš ích v las tn ích hodnot kovar iančn í matice v s t u p n í c h rysů . Nav íc p o t é je 
dekodé r definován jako t r a n s p o n o v a n á matice enkodé ru . 

A u t o e n k o d é r 

Dal š ím z á s t u p c e m metod pro redukci dimensionality jsou a u t o e n k o d é r y , k t e r é p ředs t avu j í 
jedno ze zák ladn ích paradigmat pro s t ro jové učen í bez uči te le . A u t o e n k o d é r y byly p o p r v é 
p ř e d s t a v e n y v 80. letech 20. s to le t í Hin tonem [27], aby vyřeši ly p r o b l é m z p ě t n é propagace 
bez cí lových značek , na k t e r é m ě l a bý t síť n a u č e n a . Jako cílové značky byla p o u ž i t a data 
s a m o t n á . 

O b e c n á m y š l e n k a a u t o e n k o d é r ů je p o m ě r n ě j e d n o d u c h á a spoč ívá v n a s t a v e n í k o d é r u 
a d e k o d é r u jako n e u r o n o v ý c h sí t í a v n a u č e n í nej lepšího s c h é m a t u kódován í a dekódován í 
p o m o c í i t e r ačn ího o p t i m a l i z a č n í h o procesu. V k a ž d é iteraci tedy propagujeme přes archi
tekturu a u t o e n k o d é r ů (kodér a ná s l edně dekodér ) data, p o r o v n á m e zakódovaný-dekódovaný 
v ý s t u p s p o č á t e č n í m i hodnotami a z p ě t n ě š í ř íme chybu p řes architekturu, abychom aktua
lizovali váhy sít í . 

Celková architektura a u t o e n k o d é r ů je t v o ř e n a e n k o d é r e m a d e k o d é r e m , k t e r é jsou pro
pojeny ú z k ý m hrdlem, jak je zachyceno na o b r á z k u 5.1. T í m je za j i š těno, že pouze h lavn í 
s t r u k t u r n í vzory dat mohou pro j í t skrz hrdlo a nás l edně bý t na v ý s t u p u rekons t ruovány . 
E n k o d é r a d e k o d é r jsou definovány p o m o c í v la s tn ích architektur real izovaných, v p ř í p a d ě 
s t ro jového učení , p o m o c í n e u r o n o v ý c h sí t í . H l e d a n í e n k o d é r u a dekodé ru , k t e r é min imal izu j í 
chybu př i rekonstrukci je provedeno p o m o c í metody g r a d i e n t n í h o sestupu p řes parametry 
t ě c h t o sít í . 

Kódovac í a dekódovac í matice z ískané p o m o c í P C A př i rozeně definují jedno z řešení , 
ke k t e r é m u bychom se r ád i dostali p o m o c í g r a d i e n t n í h o sestupu, ale nen í j ed iné . Lze to t iž 
zvolit několik bází , k t e r é popisuj í s te jný o p t i m á l n í podprostor, a tak m ů ž e několik dvojic 
k o d é r / d e k o d é r poskytnout o p t i m á l n í chybu rekonstrukce. Nav íc u l ineárn ích a u t o e n k o d é r ů , 
na rozdí l od P C A , n e m u s í bý t nové rysy na sobě nezávis lé , p ro tože v n e u r o n o v ý c h sí t ích 
neexis tu j í ž á d n á omezen í ortogonality. 

S d o s t a t e č n ě ve lkým m n o ž s t v í m p a r a m e t r ů sí t í bychom by l i schopni provés t kompresi 
dat za nulové z t r á t y informace. Avšak př i n á v r h u architektury m u s í m e myslet na to, že cena 
za nulovou chybovost př i rekonstrukci ze zakódované l a t e n t n í reprezentace jde v ruku v ruce 
se z t r á t o u pravidelnosti v l a t e n t n í m prostoru. Dá le t a k é p la t í , že př i redukci dimensiona-
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x x * = d(z) 

O b r á z e k 5.1: S c h é m a a u t o e n k o d é r u 

l i ty si nep ře j eme pouze zakódova t data, ale chceme je zakódova t př i zachování h l avn í čás t i 
s t r u k t u r n í c h informací v nich obsažených . Pro to dimensionali ta l a t e n t n í h o prostoru, spo
lečně se s t rukturou j edno t l i vých čás t í a u t o e n k o d é r u , m u s í bý t pečl ivě p ř i z p ů s o b e n a k d a n é 
p rob lémové d o m é n ě . 

5.2 Variační au toenkodéry 

V předchoz ích sekcích jsme diskutovali zák l adn í metody pro redukci dimensionality. T y t o 
metody jsou v h o d n é pro kompresi dat do m é n ě d imenz ioná ln ího prostoru, k t e r ý m ů ž e sloužit 
nás l edně jako vstup pro další , n a p ř í k l a d klasifikační, úlohy. Avšak klasický a u t o e n k o d é r 
nen í v h o d n ý jako g e n e r a t i v n í model. M o h l o by se z d á t , že př i p ř e d p o k l a d u d o s t a t e č n é 
pravidelnosti l a t e n t n í h o prostoru, jsme schopni n á h o d n ě vybrat j akýkol iv zakódovaný bod, 
nás l edně jej dekódova t a obdrže l i bychom smys lup lný v ý s t u p p o d o b n ý t r énovac ím d a t ů m . 
Bohuže l za ruč i t pravidelnost l a t e n t n í h o prostoru je ob t í žný úkol kvůl i d is t r ibuci v s t u p n í c h 
dat, d imens iona l i t ě l a t e n t n í h o prostoru a zvolené a r c h i t e k t u ř e p o u ž i t é h o e n k o d é r u . Jednou 
z možnos t í , jak docíl i t pravidelnosti l a t e n t n í h o prostoru, je p ř i d á n í r egu la r i začn ího p rvku 
do t rénovac í funkce, p ro tože a u t o e n k o d é r je t r é n o v á n v ý h r a d n ě na kódován í a dekódován í 
v s t u p n í c h dat s co ne jmenš ími z t r á t a m i bez ohledu na to, jak je l a t e n t n í prostor u s p o ř á d á n . 
P r á v ě řešení p r o b l é m u regularizace l a t e n t n í h o prostoru nabízej í v a r i a č n í a u t o e n k o d é r y . 

5.2.1 V a r i a č n í inference 

Var iačn í a u t o e n k o d é r y (dále jen V A E s ) a proces generace nových dat z l a t e n t n í h o prostoru 
je postaven na m a t e m a t i c k é m p r a v d ě p o d o b n o s t n í m r á m c i Bayesovské inference, k t e r á ke 
svému řešení využ ívá p ř í s t u p zvaný var iační inference [37]. 

P ř e d p o k l á d e j m e , že X označuje p r o m ě n n o u , k t e r á reprezentuje naše data, a p ř e d p o 
k l á d á m e , že X je gene rována z l a t e n t n í p r o m ě n n é Z ( zakódované reprezentace), k t e r á 
nen í p ř í m o pozorována . L a t e n t n í model definuje s loženou p r a v d ě p o d o b n o s t X a Z jako 
p (X, Z) = po (Z)po (X\Z), kde 9 reprezentuje parametry složené distribuce. Proces gene
race z p (X, Z) se tak s k l á d á ze dvou kroků : 

1. Hodnota Z je gene rována z u r č i t é ap r io rn í distribuce p r a v d ě p o d o b n o s t i po (Z). 
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2. Hodnota x je gene rována z ně jaké p o d m í n ě n é p r a v d ě p o d o b n o s t n í distribuce d a n é 
ve{X\Z). 

P o d m í n ě n á p r a v d ě p o d o b n o s t pe (X\Z) m u ž e bý t v iděna jako dekodér , k t e r ý dekódu je hod
notu Z na X. Vzhledem k p o z o r o v a n ý m d a t ů m pro p r o m ě n n o u X učen í se p a r a m e t r ů 9, 
k te r é popisuj í g e n e r a t i v n í proces p o m o c í p ř í s t u p u m a x i m á l n í vě rohodnos t i , je n á r o č n ý úkol . 
J e d n í m z d ů v o d ů ob t í žnos t i je to, že m a r g i n á l n í p r a v d ě p o d o b n o s t pozorované p r o m ě n n é X 
d a n á vzorcem 

P(X) = J Pe(X,Z)dZ (5.3) 

nen í analyt icky řeš i t e lná a je d r a h á na v ý p o č e t , když p o d m í n ě n á p r a v d ě p o d o b n o s t pe (X\Z) 
je komplexn í . D a l š í m d ů v o d e m ob t í žnos t i je p ř í p a d , kdy p o d m í n ě n á p r a v d ě p o d o b n o s t 
Pe (X\Z) je komplexn í , n a p ř í k l a d je p a r a m e t r i z o v á n a p o m o c í u mě lé neu ronové s í tě a aposte-
r iorní distribuce pe (Z\X) se s t ává analyt icky neřeš i t e lná [37]. Nav íc m ů ž e bý t velmi ob t í žné 
získávat nezávis lé vzorky z pe (Z\X), což dě lá m a x i m a l i z a č n í algori tmy [15] n e v h o d n é pro 
řešení maximalizace m a r g i n á l n í p r a v d ě p o d o b n o s t i pe (X). Jedna z efekt ivních m o ž n o s t í pro 
učení p a r a m e t r ů 9 je použ i t í a p r o x i m a č n í metody z n á m é jako var iačn í interference [7] [34]. 

P ř i va r i ačn ím odvozování se k vyřešen í po t í že s a p o s t e r i o r n í m rozdě len ím pe {Z\X) 
použ ívá rodina a p r o x i m a t i v n í c h rozdělení , q^ (Z\X), p a r a m e t r i z o v a n ý c h p o m o c í (p, k t e r á 
je zavedena k aproximaci apos t e r i o rn ího rozdělení pe(Z\X). N a m í s t o optimalizace mezn í 
p r a v d ě p o d o b n o s t i pozo rovaného rozdě len í pe (Z) optimalizuje var iačn í odvozování alterna
t i vn í cílovou funkci, k t e r á se n a z ý v á evidence lower bound objective function (dále E L B O ) 
[37] [7] [38]. P r o jakoukoliv volbu inferenčního modelu q^ (Z\X), vče tně volby var iačních pa
r a m e t r ů <p, p la t í : 

logpe (X) = Eq^z{x) [logpe (X)} 

\pe (X, Z) 
E 'Q4>(z\x) 

E 

E 

log 

log 

log 

P e (Z\X 

pe (X, Z) qjJMX) 

qe (Z\X) pe (Z\X) 

Pe (x,zy 
(Z\X) 

+ E, q<t>(z\x) log 
Pe (Z\X) 

D j, 

(5.4) 

kde d r u h á čás t v pos ledn í rovnici v 5.4 označuje Kul lback-Leib le rovu divergenci ( K L d i 
vergence) mezi a p r o x i m a č n í m roz ložením q^ (Z\X) a a p r i o r n í m roz ložením pg (Z\X) a její 
hodnota je n e z á p o r n á 

DKL{q<t>{Z\X)\\pe{Z\X))>Q (5.5) 

a nulová pouze tehdy, když q^ (z\x) se r o v n á p ravé apos t e r i o rn í p r a v d ě p o d o b n o s t i . 
P r v n í čás t v pos ledn í rovnici v 5.4 je E L B O 

C^e (X) = E q 4 z l x ) [logpe (X, Z) - log qe (Z\X)} (5.6) 

Vzhledem k n e z á p o r n o s t i K L divergence je E L B O nižší než m e z n í loga r i tmická p r a v d ě p o 
dobnost dat. 

Cw (X) = logpe (X) - DKL (q<p (Z\X) | \ P e (Z\X)) 

< logpe (X) 
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Z rovnice 5.7 je z ře jmé, že maximalizace E L B O C^fi (X) v závislost i na parametrech 9 
a (f), bude současně optimalizovat dvě věci, k t e r é nás zaj ímají : 

1. Bude př ib l ižně maximalizovat m e z n í p r a v d ě p o d o b n o s t p$(X). To z n a m e n á , že n á š 
gene ra t ivn í model bude lepší. 

2. Minimal izuje aproximaci K L divergenci q<f, (Z\X) od s k u t e č n é a p o s t e r i o r n í p r a v d ě p o 
dobnosti PQ(Z\X), t a k ž e q(p(Z\X) bude lepší. 

5.2.2 T r i k reparametr i zace 

V předeš lé sekci by l uveden p r a v d ě p o d o b n o s t n í r á m e c , k t e r ý tvoř í m a t e m a t i c k ý zák lad 
var iačních a u t o e n k o d é r ů . Var iačn í inference umožňu je odvodit vztahy, k t e r é je m o ž n é efek
t i v n ě realizovat ve v ý p o č e t n í m p ros t ř ed í . Pods ta tou je stanovit parametrizovanou rodinu 
rozdělení a hledat nej lepší aproximaci na šeho cí lového rozdělení pg (Z\X) mezi touto rodi
nou. Nej lepší prvek v r o d i n ě je takový, k t e r ý minimalizuje danou chybu m ě ř e n í aproximace 
v p o d o b ě K L divergence a je nalezen g r a d i e n t n í m sestupem nad parametry, k t e r é popi
sují tuto rodinu rozdělení . P ř í k l a d e m takové p a r a m e t r i z o v a t e l n é rodiny rozdělení , k t e r á je 
i b ě ž n ě p o u ž í v á n a v r á m c i var iačních a u t o e n k o d é r ů , je Gaussovo rozdělení s parametry 
s t ř edn í hodnoty a kovariance. 

V n a š e m p ř í p a d ě je zvoleno ap r io rn í rozdělení ve formě m - d i m e n z i o n á l n í h o Gaussova 
rozdělení s d i agoná ln í m a t i c í kovariance s p ř e d p o k l a d e m nezávis los t i p r o m ě n n ý c h . Z a t ě c h t o 
p o d m í n e k jsou oba parametry, s t ř e d n í hodnoty a kovariance, vektory se stejnou m o c n o s t í 
v p ř í p a d ě kovariance obsahuj íc í pouze d i agoná ln í prvky. Takto zvolené p ř e d p o k l a d y mohou 
mí t za nás l edek zmenšen í p ře snos t i aproximace p ů v o d n í distribuce. 

J edno t l i vé parametry by mohly bý t a p r o x i m o v á n y p o m o c í s a m o s t a t n ý c h n e u r o n o v ý c h 
sítí , ale v praxi jsou váhy pro s t ř e d n í hodnotu i kovarianci sdíleny, jak lze v idě t na ob
r á z k u 5.2. Celková architektura va r i ačn ího a u t o e n k o d é r ů je o b d o b n ě jako u a u t o e n k o d é r ů 
s ložena z e n k o d é r u a d e k o d é r u . Proces vzorkování , k t e r ý by l p o p s á n v p ředchoz í sekci, se 
sk l ádá ze dvou dílčích k roků , p ř i čemž v p r v n í m kroku docház í k n á h o d n é generaci l a t e n t n í 
p r o m ě n n é . N y n í v šak m u s í m e d b á t na to, j a k ý m z p ů s o b e m vzorkujeme data, k t e r á jsou 
v r á c e n a e n k o d é r e m b ě h e m t r énován í . Vzorkovací proces mus í bý t v y s t a v ě n t a k o v ý m způ
sobem, aby umožňova l z p ě t n é p ropagován í chyby skrz celý model a p rávě n á h o d n ý proces 
vzorkování z distribuce p (Z) tento postup komplikuje. 

Řešen í nab íz í tzv. t r ik reparametrizace, k t e r ý u m o ž ň u j e využ i t í g r a d i e n t n í h o sestupu, 
i p ř e s tože u p r o s t ř e d naš í architektury docház í k n á h o d n é m u procesu. Tr ik je za ložen na 
sku tečnos t i , že když n á h o d n é vzorkování p o c h á z í z Gaussovi distribuce se s t ř e d n í hodnotou 
h(e(X)) a hodnotou kovariance g(e(X)), p o t é lze tento proces vy jádř i t jako 

z = g(e(X))N(0,I) + h(e(X)) (5.8) 

Graficky je t r ik reparametrizace zachycen na o b r á z k u 5.2. D í k y u m í s t ě n í n á h o d n é h o procesu 
mimo parametry modelu, lze propagovat diferenciaci p a r a m e t r ů dle chyby i do s í tě e n k o d é r u 
a úč inně tak t r é n o v a t var iační a u t o e n k o d é r y [38]. 

5.3 Aplikace variačních au toenkodérů 

Var iačn í a u t o e n k o d é r y zaujali pozornost v oblasti s t ro jového učen í d íky jejich p ř í v ě t i v ý m 
vlastnostem, ze jména interpretaci rozložení l a t e n t n í h o prostoru a d o b r é h o t r énován í , k t e r é je 
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N (0 , l ) 

m u = h ( e ( x ) ) 

v a r = g ( e ( x ) ) 

O b r á z e k 5.2: S c h é m a va r i ačn ího a u t o e n k o d é r u a procesu vzorkování dat z l a t e n t n í h o pro
storu za pomoci t r i ku reparametrizace. Vzorkovací proces je d ržen mimo d a t o v ý proud 
v modelu. D íky tomu je u m o ž n ě n o využ i t í p ř í s t u p u učen í n e u r o n o v ý c h sí t í p o m o c í z p ě t n é 
propagace chyby. 

j e d n o d u š š í než v p ř í p a d ě sí t í t ypu G A N [68]. L a t e n t n í modely učené za p o m o c í var iačních 
a u t o e n k o d é r u byly široce použ i t y v mnoha p r o b l é m e c h s t ro jového učen í a dosáh ly velmi 
d o b r ý c h výs ledků v oblasti zp racován í obrazu a řeči [9] [53]. 

5.3.1 V a r i a č n í a u t o e n k o d é r y p r o evo luc i p r o t e i n ů 

Díky pokroku v oblasti s tochas t i cké var iačn í inference, k t e r ý m i jsou i var iačn í a u t o e n k o d é r y , 
mohou bý t spo j i t é l a t e n t n í modely t r é n o v á n y na velkém m n o ž s t v í d a t o v ý c h sekvencí . To 
umožňu je použ í t jako t rénovac í sady velké p ro te inové rodiny a zkoumat vztahy mezi jednot
l ivými p r o t e i n o v ý m i sekvencemi podle u m í s t ě n í jejich zakódované reprezentace v l a t e n t n í m 
prostoru. 

Ve č l ánku [14], k t e r ý b y l h l a v n í m in i c i á to rem m é p ráce , a u t o ř i objevil i , že l a t e n t n í pro
stor generován va r iačn ími a u t o e n k o d é r y , zachycuje evoluční vztahy mezi proteiny. A u t o ř i 
t rénoval i modely l a t e n t n í h o prostoru p o m o c í V A E s na m n o h o n á s o b n é m z a r o v n á n í sekvencí 
ze t ř í p ro t e inových rodin: d o m é n a fibronektinu typu III (Pfam p ř í s t u p o v é id : PF00041, 
cytochromu P450 (kód PF00067) a genu stafylokokové nuk leázy (PF00565). P o č e t u n i k á t 
ních sekvencí p o u ž i t ý c h pro t r énován í m o d e l ů l a t e n t n í h o prostoru b y l 46 498, 31 062 a 7448. 
P ro účely vizualizace b y l p o u ž i t d v o u r o z m ě r n ý l a t e n t n í prostor, jak lze v idě t na o b r á z k u 
5.3. Jak je z o b r á z k u p a t r n é , l a t e n t n í prostor m á tvar hvězdy, jejíž ramena směřu j í z centra 
do okra jových ob las t í l a t e n t n í h o prostoru v ž d y p o d é l specifického s m ě r u pro k a ž d o u vě tev 
evoluce. A u t o ř i dá le ověřili, že tento tvar je opravdu d á n v ý s k y t e m evolučních souvis los t í 
v p ro t e inových sekvencí , p r o t o ž e na t r énova l i s h o d n ý model na 10 000 n á h o d n ě vygenerova-
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ných sekvencí , z distribuce L G evolučního modelu [41], a oproti m o d e l ů m n a t r é n o v a n ý m na 
p ř í rodn ích p ro t e inových r o d i n á c h jsou sekvence n á h o d n ě zakódovány do l a t e n t n í h o prostoru 
a vzor hvězdy již nebyl více pozorován . V o b r á z k u 5.3 lze v idě t i r ů z n é b a r e v n é reprezen
tace zakódovaných sekvencí . B a r v y jsou odvozeny na zák ladě v ý s k y t u p ro te inové sekvence 
ve fylogenet ickém stromu v u rč i tý čas evoluce a body j e d n é barvy odpov ída j í p r o t e i n ů m 
vysky tu j í c ím se ve s te jné pod vě tv i za t í m t o č a s o v ý m řezem v odpovída j íc í hloubce stromu. 
V y o b r a z e n á reprezentace odkazuje na schopnost V A E s sd ružova t do sh luků sekvence podle 
v ý s k y t u ve fylogenet ickém stromu. Navíc tato schopnost se nesnižuje ani př i de ta i lně j š ím 
pohledu na vývoj ve v y b r a n é p o d v ě t v i fylogenet ického stromu, jak je u k á z á n o na o b r á z k u 
5.3 v p r a v é čás t i . 

O b r á z e k 5.3: L a t e n t n í prostor zachycuje evoluční vztahy v p ro t e inových r o d i n á c h . B a r e v n ě 
s h o d n é body odpov ída j í sekvenc ím p a t ř í c í m do s te jné p o d v ě t v e fylogenet ického stromu. 
Rez stromu je proveden v u rč i t é hloubce odpovída j íc í z k o u m a n é m u času evoluce. Vpravo: 
var iačn í a u t o e n k o d é r je schopný zachytit evoluční vztahy i na de ta i lně j š ím podprostoru 
fylogenetického stromu. P ř e v z a t o z [14]. 

O b r á z e k 5.3 ukáza l , že V A E s jsou schopné zachytit evoluční souvislosti mezi proteiny. 
Ze studia l a t e n t n í reprezentace p r o t e i n ů bylo n a d á l e zj iš těno, že body kořenových uz lů fy
logenet ických s t r o m ů maj í tendenci bý t u m í s t ě n y kolem s t ř e d u l a t e n t n í h o prostoru. Toto 
zj ištění vedlo k h y p o t é z e existence ances t r á ln í ch v z t a h ů v l a t e n t n í reprezentaci proteino
vých rodin. Pro to a u t o ř i rekonstruovali a n c e s t r á l n í sekvence n a v r ž e n é na zák ladě fylogene
t ických s t r o m ů a namapovali je do l a t e n t n í h o prostoru (viz ob rázek 5.4). B o d y v trajektorii 
odpov ída j í a n c e s t r á l n í m sekvenc ím od jednoho l is tového uz lu až ke kořenu fylogenet ického 
stromu (obrázek 5.1a). Jak ukazuje ob rázek 5.4b body v l a t e n t n í m prostoru reprezentu j íc í 
p ř e d c h ů d c e d a n é l istové sekvence v y t v á ř í s t ab i ln í trajektorie směřuj íc í do s t ř edu . 

V č l ánku [14] byla u k á z á n a schopnost var iačních a u t o e n k o d é r ů mapovat v y t v o ř e n é an
ces t rá ln í sekvence do l a t e n t n í h o prostoru s p ř e d v í d a t e l n ý m i trajektoriemi. Nebyla však vě
nována pozornost g e n e r a t i v n í m u procesu nových sekvencí , d íky k t e r é m u by var iační autoen-
kodé ry mohly tvoř i t a l t e r n a t i v n í metodu pro n á v r h ances t r á ln í ch sekvencí . To je p ř e d m ě t e m 
m é p r á c e a tato problematika bude řešena v následuj íc ích kap i to lách . 

5.4 Limitace současného řešení 

V předchoz í sekci bylo p ř e d s t a v e n o použ i t í var iačních a u t o e n k o d é r ů v biologii . K o n k r é t n ě 
m a p o v á n í evolučních závis lost í do l a t e n t n í h o prostoru modelu. T y t o m a p o v a c í schopnosti 
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O b r á z e k 5.4: L a t e n t n í prostor zachycuje a n c e s t r á l n í vztahy mezi sekvencemi, a D o latent
n ího prostoru byly n a m a p o v á n y sekvence reprezentu j íc í evoluční p ř e d c h ů d c e t rénovac ích 
sekvencí z fylogenet ického stromu od l is tového uz lu po kořen, b Výsledek n a m a p o v á n í an-
ces t rá ln ích sekvencí vy tvá ř í s t ab i ln í trajektorie směřuj íc í do centra l a t e n t n í h o prostoru. 
P ř e v z a t o z [14]. 

zaujaly moj i pozornost a rozhodl jsem se zkoumat m o ž n o s t i generovaní ances t r á ln í ch sek
vencí p o m o c í p rávě var iačních a u t o e n k o d é r ů . Referenční [14] a dalš í studie však ukáza ly 
své l imi ty nejvíce týkaj íc í se oblasti generování nových k a n d i d á t n í c h sekvencí . Sekvence 
generované modelem v [14] byly velmi vzdá lené od referenční ( m a x i m á l n ě 60% podobnost), 
což pro p ř í p a d optimalizace jednoho k o n k r é t n í h o proteinu nebyl v h o d n ý výchozí bod. Navíc 
v l i t e r a t u ř e nebyla p o p s á n a ž á d n á pokroči le jš í strategie pro exploraci l a t e n t n í h o prostoru 
společně s chyběj ící a n a l ý z o u robustnosti d a n ý c h m o d e l ů vůči n á h o d n é m u n a s t a v e n í počá 
tečn ích vah neu ronové s í tě . Také jsme by l i zaujati ap l ikac í na m e n š í m m n o ž s t v í sekvencí 
sdílející specifická k a t a l y t i c k á residua oproti t ě m v celé pfam r od ině . 

Optimalizace modelu a celého p r a c o v n í h o procesu společně s ř e šen ím předchoz ích ne
d o s t a t k ů byla p ř e d m ě t e m m é p ráce . C í lem bylo, aby n a v r ž e n é sekvence co s největš í prav
d ě p o d o b n o s t í ú s p ě š n ě po tvrd i l i vy lepšené vlastnosti v nás l edných l a b o r a t o r n í c h testech. 
Navíc jsem se zaměř i l na vy lepšen í bázového r á m c e V A E s pro za j i š tění větš í kontroly nad 
generovanými vzorky a jejich vlastnostmi. J e d n í m ze z á s t u p c ů m o d e l ů snažíc ích se zvy
šovat kontrolu nad vlastnostmi vygenerovaných vzo rků jsou i tzv. p o d m í n ě n é v a r i a č n í 
a u t o e n k o d é r y [61] ( z n á m e jako condit ional autoencoders, dá le C V A E ) . 

G e n e r a t i v n í proces V A E s se sk l ádá z k r o k ů generace n á h o d n é p r o m ě n n é z ap r io rn í dis
tribuce p (z) a ná s l edné generace dat x z g e n e r a t i v n í distribuce (x\z), kde parametry jsou 
odvozeny na zák ladě s tochas t i ckého g r a d i e n t n í h o var iačn ího r á m c e s v y u ž i t í m ob jek t ivn í 
funkce E L B O (rovnice 5.4). 

R á m e c V A E lze j e d n o d u š e upravit tak, aby modelovala rozdělení dat p o d m í n ě n ý c h 
p o m o c n ý m i p r o m ě n n ý m i c, p o d m í n ě n í m sít í e n k o d é r u a d e k o d é r u t ě m i t o p r o m ě n n ý m i . 
P o t o m ob jek t ivn í funkce je následuj ící : 

£</>,<? (X) = ^(z\x,c) [logpe (x\z, c) - DKL (log (z\x, c) \ \p (z\c))} (5.9) 

P o d m í n ě n í m na dalš í p r o m ě n n é c lze do modelu a jeho gene ra t ivn ích schopnos t í vnés t 
dalš í informaci o právě zpracovávaných d a t o v ý c h vstupech. Tento p ř í s t u p b y l využ i t i p ř i 
generaci p ro t e inových sekvencí [23]. J e d n í m z čas to objevuj ících se p r o b l é m ů u nav ržených 
p ro t e inů je jejich n ízká rozpustnost, k t e r á b r á n í ná s l edné charakteristice v l a b o r a t o ř i , jak 
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bylo u k á z á n o i v p ř í p a d ě naš ich k a n d i d á t ů (viz kapi tola 8). P ro to m ů ž e m e ke v s t u p n í m 
sekvenc ím do modelu p ř i d a t i hodnoty rozpustnosti, ať už p red ikované , nebo experimen
t á l n ě ověřené, a n a u č i t n á š model reflektovat tyto souvislosti. Hodnoty rozpustnosti mohou 
bý t rozdě leny n a p ř í k l a d do 3 ka tegor i í : LOW, MEDIUM a HIGH dle zvolených procentu
álních p r a h ů rozpustnosti . N a s t a v e n í m p ř í z n a k u HIGH p ř i generování sekvencí pak n u t í m e 
dekodé r do sekvence zakomponovat znaky vyskytu j íc í se v d o b ř e r o z p u s t n ý c h proteinech 
a zvýši t tak p r a v d ě p o d o b n o s t ú s p ě c h u nás l edných l a b o r a t o r n í c h t e s t ů . Nav ržené sekvence 
však mohou bý t v n ě k t e r ý c h p ř í p a d e c h p o r u š e n y a zn ičena jejich specifická akt iv i ta . 
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Kapitola 6 

Data 

V t é t o čás t i bude blíže p o p s á n a rodina haloalkan deha logenáz j a k o ž t o cílová p ro te inová 
rodina m ý c h e x p e r i m e n t ů . D á l e budou uvedeny d a t o v é sady, s k t e r é byly použ i t y př i experi
mentech. J e d n o t l i v é d a t o v é sady, jak jsou uvedeny, byly v p r ů b ě h u projektu op t ima l i zovány 
pro dosažen í n á v r h u biologicky re levantnějš ích sekvencí . 

6.1 Rodina prote inů haloalkan dehalogenáz 

Haloalkan deha logenázy jsou mik rob iá ln í enzymy, k t e r é ka ta lyzu j í p ř e m ě n u ha logenovaných 
uh lovod íků na odpovída j íc í alkohol, ha logenový aniont a proton [31]. P ř e m ě n a je provedena 
za pomoci hydro ly t i ckého š t ě p e n í vazby mezi halogenem a uh l íkem za současného vzn iku 
nové vazby C - O H [39]. 

S t r u k t u r n ě haloalkan deha logenázy p a t ř í do nadrodiny p r o t e i n ů a / / 3 - h y d r o l á z . I p ře s 
fakt, že členi t é t o nadrodiny vycházej í ze s t e jného p ředchůdce , tak se j edno t l ivé proteiny 
nevyznaču j í vysokou sekvenční p o d o b n o s t í . Jsou si p o d o b n í p ř e d e v š í m v p r o s t o r o v é m uspo
řá da n í , k t e r é je t v o ř e n o z dvou d o m é n . P r v n í je gene račně konze rvovaná h lavn í d o m é n a 
a / / 3 - h y d r o l á z z větš í čás t i s ložena z osmi pa ra l e lně vedených /3—listů l emovaných někol ika 
a-hel ixy . D r u h á d o m é n a , též n a z ý v á n a víčková doména, bývá p r o m ě n n á z hlediska po
č t u a u s p o ř á d á n í s e k u n d á r n í c h p r v k ů . Je t v o ř e n a v ý h r a d n ě a -he l ixy spo j enými s m y č k a m i 
a v ý r a z n ě se s v ý m s ložením a u s p o ř á d á n í m podí l í na s u b s t r á t o v é specifitě enzymu s akt iv
n í m m í s t e m u m í s t ě n ý m mezi víčkovou a h lavn í d o m é n o u [39]. Z á s t u p c e rodiny haloalkan 
deha logenáz m ů ž e t e v idě t na o b r á z k u 6.1. 

Díky d o b ř e p r o s t u d o v a n é m u k a t a l y t i c k é m u ději, schopnosti r ozk l áda t uh lovod íky obsa
hující halogeny a katalyzovat chemické reakce bez p ř í t o m n o s t i kofaktorů , jsou haloalkan 
deha logenázy a t r a k t i v n í m cí lem pro a k a d e m i c k ý c h v ý z k u m n é t ý m y i p růmys lové aplikace. 
Schopnost o d b o u r á v a t ř a d u toxických l á t ek n e b e z p e č n ý c h pro ž ivotn í p r o s t ř e d í nab íz í velký 
po t enc i á l v oblasti jeho dekontaminace, n a p ř í k l a d od bo jového p lynu jako je yperit , či biore-
mediace. D a l š í m p r ů m y s l o v o u ob las t í aplikace se nab íz í b ioka t a lýza , p ř e d p ř í p r a v a s u b s t r á t ů 
pro dalš í p růmys lové využ i t í či detekce ha logenovaných s loučenin v ž ivo tn ím p r o s t ř e d í [40]. 

6.2 Datové sady 

Vstupem do V A E s , jak bude v následuj íc ích sekcích u k á z á n o , je v í cenásobné z a r o v n á n í sek
vencí a jeho kval i ta spo lečně s r e l evan tnos t í sekvencí v nich obsažených , je dů lež i t á pro 
gene ra t ivn í schopnost modelu vůči n a š e m u p o ž a d a v k u rekonstrukce ances t r á ln í ch sekvencí . 
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O b r á z e k 6.1: Z á s t u p c e rodiny haloalkan deha logenáz protein l b n 6 [49]. Hlavn í d o m é n a je 
z v ý r a z n ě n a růžově, víčková ž lu tě . M o d r é kul ičky znač í ka t a ly t i cké residua proteinu. 

Proto byly v y b r á n y t akové zdroje dat disponuj íc í z a r o v n á n í m i sekvencí . P ro s t u d o v á n í vlast
nos t í var iačních a u t o e n k o d é r ů , a jejich schopnosti rekonstrukce ances t r á ln í ch sekvencí , jsme 
vybra l i celkem 3 da tové sady, k t e r é obsahuj í z á s t u p c e p r o t e i n ů rodiny haloalkan dehaloge
náz . P r v n í z nich byla o b e c n á sada p r o t e i n ů cílené Pfam rodiny, z a t í m c o zbylé dvě sady byly 
vys t avěny na zák ladě sofistikovanějších n á s t r o j ů pro z ískání opravdu re levan tn ích p r o t e i n ů 
pro naš i cílovou d o m é n u . 

D a t o v á sada Pfam 

Vlas tnos t i l a t e n t n í h o prostoru var iačních a u t o e n k o d é r ů byly z k o u m á n y na cel is tvých da
tových r o d i n á c h [14] [13] z í skaných z d a t a b á z e P fam [4]. Pro to jsme se na z a č á t k u p ráce 
s V A E s zaměř i l i na o te s tován í jeho mapovac í ch v l a s tnos t í pro naši rodinu p r o t e i n ů haloal
kan deha logenáz , k t e r é jsou členy Pfam rodiny s o z n a č e n í m PF00561. 

Proteiny t é t o rodiny ma j í spo lečnou alfa/beta hydro lázovou s t rukturu pro ř a d u hyd-
roly t ických e n z y m ů s velmi rozd í lným fylogenet ickým p ů v o d e m a katalyt ickou funkcí. J á 
drem k a ž d é h o enzymu je alfa/beta list, k t e r ý obsahuje 8 v láken spo jených š roubovicemi . 
P ř e d p o k l á d á se, že enzymy se odděl i ly od spo lečného p ř e d k a , p ř i čemž se zachovalo uspo
ř á d á n í k a t a l y t i c k ý c h res iduí . Všechny ma j í katalyt ickou t r i á d u , jejíž p rvky jsou neseny na 
smyčkách , k t e r é jsou nej lépe konzervovanými s t r u k t u r n í m i p rvky rodiny. Tato k a t a l y t i c k á 
d o m é n a se vyskytuje u velmi š i rokého spektra e n z y m ů a dohromady se s k l á d á ze 104788 
sekvencí na lezených p o m o c í H M M profilu p o s k y t o v a n ý c h ve f o r m á t u Stockholm. R o d i n a 
byla v y s t a v ě n a na profilu z a r o v n á n í 48 seed sekvencí . 

6.2.1 P ř i z p ů s o b e n é d a t o v é sady z n á s t r o j e E n z y m e M i n e r 

M ý m úko lem bylo navrhnou ances t r á ln í sekvence pro cílový protein haloalkan deha logenázy 
z genu DhaA. P ro to jsem p o t ř e b o v a l z velmi široké Pfam rodiny vyčleni t pouze ty sek-
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vence, k t e r é jsou svojí funkcionalitou, vlastnostmi a s t rukturou p o d o b n é k m é m u cí lovému 
proteinu. Dolování re levan tn ích sekvencí z p ro t e inových d a t a b á z í je š i roká problematika, 
k t e r á je p ř e d m ě t e m a k t i v n í h o v ý z k u m u . K je j ímu řešení , p o m á h a j í š iroké vědecké komu
ni tě , veřejně d o s t u p n é vyh ledávac í n á s t r o j e d o s t u p n é ve formě webových rozh ran í . J e d n í m 
z t a k o v ý c h t o n á s t r o j ů je i EnzymeMiner [29]. 

EnzymeMiner je volně d o s t u p n ý vyh ledávac í n á s t r o j pro vyh ledávan í sekvencí up řed 
nos tňuj íc í t akové k a n d i d á t y , u nichž je p r a v d ě p o d o b n ě j š í , že si zachovaj í katalyt ickou ak
t i v i t u a jsou he te ro logně exp r imova t e lné v r o z p u s t n é formě v Escherichia col i . N á s t r o j po
skytuje ř a d u v ý s t u p n í c h soubo rů , s ne j různějš ími s t a t i s t i ckými a b iologickými daty, vče tně 
souboru s v í c e n á s o b n ý m z a r o v n á n í m na lezených sekvencí . Vyhledáván í EnzymeMineru se 
sk l ádá ze t ř í čás t í : 

1. v y h l e d á n í homologn ích sekvencí 

2. f i l trování sekvencí obsahuj íc í esenciá lní residua 

3. sbě r a n o t a c í sekvencí 

Jako vstup n á s t r o j vyžadu je zadat query sekvenci a šab lonu s esenciá ln ími residui. Query 
sekvence slouží jako zák l ad pro p o č á t e č n í homologické vyh ledáván í . Šab lony esenciálních 
zby tků , definované jako dvojice p ro te inové sekvence a sady esenciálních z b y t k ů v t é t o sek
venci, umožňu j í serveru u p ř e d n o s t n i t shody, k t e r é s vě tš í p r a v d ě p o d o b n o s t í zachycuj í funkci 
enzymu. Esenc iá ln ími zbytky mohou bý t ka t a ly t i cké residua a residua vázající l igandy nebo 
kofaktory, k t e r é jsou n e z b y t n é pro s p r á v n o u kata lyt ickou funkci. 

V p r v n í fázi je m o ž n é poskytnout i více sekvencí pro homologn í vyh ledáván í a tak rozšíř i t 
výs l ednou m n o ž i n u . Společně s p ř i d á n í m dalš ích sekvencí je z a p o t ř e b í v nich identifikovat 
i esenciá lní residua. V d r u h é m kroku jsou pro j edno t l ivé query sekvence, a sekvence j i m ho
mologní , vys t avěny m n o h o n á s o b n á z a r o v n á n í sekvencí , kde docház í ke kontrole esenciálních 
residui. Ve t ř e t í m kroku docház í k v y t v á ř e n í a n o t a c í z různých d a t o v ý c h zdro jů . 

D a t o v á sada HLDs 

D a t o v á sada HDLs byla v y t v o ř e n a na zák l adě p o ž a d a v k u v y t v o ř e n í v í cenásobného zarov
n á n í b l ízkého k z k o u m a n ý m p r o t e i n ů halonalkan deha logenáz , ze jméně genu DhaA. P ro
te inové sekvence byly v y b r á n y za využ i t í n á s t r o j e EnzymeMiner. Jako vstup byla v y b r á n a 
sekvence 3.8.1.5 - Haloalkane dehalogenase, pro kterou bylo p o u ž i t o všech 33 nav ržených 
query sekvencí společně s esenc iá ln ími residui za úče lem pokud m o ž n o co ne jvě tš ího zvětšení 
výs ledné da tové sady. 

I se zachován ím všech nav ržených query sekvencí nebyla mocnost výs ledného za rovnán í 
oproti d a t o v é s adě Pfam pří l iš ve lká (kolem 8895 z á z n a m ů ) . Pro to bylo e x p e r i m e n t o v á n o 
s n a s t a v e n í vyhledávaj íc ích p a r a m e t r ů . Všechny volby pokroč i l ého n a s t a v e n í byly pone
chány v p ů v o d n í m n a s t a v e n í k r o m ě n a s t a v e n í parametru maximálního počtu nalezených 
sekvencí pomocí PSI-BLAST. jeho hodnota byla zvýšena z p ů v o d n í c h m a x i m á l n ě 10000 
ana lyzovaných z á z n a m ů na 50000. T í m bylo nás t ro j i EnzymeMiner u m o ž n ě n o analyzovat 
více na lezených sekvencí , což mělo za nás ledek vyšší poče t výs ledných sekvencí na v ý s t u p u . 
Výs l edná d a t o v á sada byla s ložena z 22567 sekvencí . 

D a t o v á sada HLD I-II 

D a t o v á sada hts-projekt byla v y t v o ř e n a na zák l adě výs ledků e x p e r i m e n t ů s p ředchoz í sadou 
HLDs, k t e r á projevila tendenci ke generování n e r o z p u s t n ý c h p r o t e i n ů (viz sekce výs ledků 
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8.2), a p r á c e v t ý m u L o s c h m i d t o v ý c h l a b o r a t o ř í [66]. P r á c e byla z a m ě ř e n a na integraci 
bioinformatiky a mikrof luidiky p ř i vysoce v ý k o n n é t ě ž b ě nových haloalkan deha logenáz . 
V ícenásobné z a r o v n á n í sekvencí EnzymeMineru v [66] bylo na zák ladě sekvenční podobnosti 
a kompozici k a t a l y t i c k ý c h p e n t á d sh lukováno do č ty ř podrodin H L D - I , H L D - I I , H L D - I I I , 
a H L D - I V . 

P ro účely zvýšení rozpustnosti p r o t e i n ů jsme po konzultaci výs ledků z o s t a t n í c h ex
p e r i m e n t ů a diskuzi v t ý m y vyloučil i z vyh ledáván í query sekvence, k t e r é byly z á s t u p c i 
podrodin H L D - I I I a H L D - I V vykazuj íc í nižší rozpustnost. Pro to bylo provedeno vyh ledán í 
n á s t r o j e m E n z y m e M i n e r za p o m o c í pouze dvou sekvencí D h l A a L i n B v v s t u p n í m u cus-
tom sequences. Jako další známé sekvence by ly p o u ž i t y sekvence z n á m ý c h a e x p e r i m e n t á l n ě 
ověřených z á s t u p c ů haloalkan deha logenáz . Celkově bylo takto nalezeno 4053 sekvencí . 

38 



Kapitola 7 

Implementace 

V t é t o čás t i bude blíže p o p s á n y metody p o u ž i t é př i evaluaci m o d e l ů a strategie v ý b ě r u kan
d i d á t ů z l a t e n t n í h o prostoru pro p ř í p a d n é l a b o r a t o r n í experimenty. Popíš i t a k é implemen
taci e x p e r i m e n t ů , vče tně s t ruktury programu a postupu v y h o d n o c e n í k a n d i d á t ů . K o n k r é t n í 
výs ledky pro j edno t l ivé metody jsou uvedeny v kapitole 8. 

7.1 Předzpracování a reprezentace vs tupních dat 

7.1.1 P ř e d z p r a c o v á n í dat 

Schopnost var iačních a u t o e n k o d é r ů zachycovat evoluční souvislosti je p o d m í n ě n a poskyto
v á n í m v s t u p n í c h sekvencí ve formě v í cenásobného za rovnán í . V h r u b é formě t akové zarov
n á n í obsahuje t is íce sekvencí se š í řkou daleko přesahuj íc í s k u t e č n o u dé lku naš í sekvence. 
V p ř í p a d ě d a t o v ý c h sad uvedených v sekci 6.2 bylo b ě ž n o u p rax í , kdy z a r o v n á n í pro sek
vence dé lky kolem 300 aminokysel in mělo dé lku i 2000 znaků! Tento fakt je d á n t í m , že 
sekvence př i z a r o v n á n í mohou bý t d o p l n ě n y o mezery, k t e r é symbol izuj í n a p ř í k l a d dele-
c i / inzerc i d a n é h o znaku b ě h e m evoluce. 

V p ř í p a d ě , kdy budeme sekvence a aminokyseliny v nich obsažené reprezentovat jako 
čísla, lze v s t u p n í z a r o v n á n í v n í m a t jako velmi ř ídkou mat ic i . P r o zvýšení efektivnosti modelu 
se čas to uvád í p ř edzp racován í v s t u p n í c h dat. Tento krok je velmi ž á d a n ý i v p ř í p a d ě vstupu 
ve formě v í cenásobného z a r o v n á n í sekvencí , kdy velká čás t modelu by byla v y p l ý t v á n a na 
učení se n e p o d s t a t n ý c h informací ve v s t u p n í mat ic i . 

P ř e d z p r a c o v á n í v m é implementaci p r o b í h á vůči j e d n é sekvenci tzv. query sekvenci. 
T a se m ů ž e shodovat s query sekvencí p o u ž i t o u př i h l edán í n á s t r o j e m EnzymeMiner, ale 
i nemus í . V ý b ě r query sekvence v p ř e d z p r a c o v á n í je velmi p o d s t a t n á udá los t pro výs ledný 
vzhled a vlastnosti l a t e n t n í h o prostoru. Sekvencí je v h o d n é volit tu , k t e r á je p ř e d m ě t e m 
našeho zá jmu . K r o k y filtrace z a r o v n á n í to t iž p o d p o r u j í pozice v n i obsažené a výs ledky 
maj í m í r n é zkreslení vůči t é t o sekvenci. P ř e d z p r a c o v á n í p r o b í h á v po sobě jdouc ích krocích 
zachycených na o b r á z k u 7.1. Z p r v u jsou n a č t e n a data ze zvoleného d a t o v é h o zdroje, k t e r ý m 
m ů ž e bý t d a t a b á z e Pfam či z a r o v n á n í z n á s t r o j e EnzymeMiner. Š í řka z a r o v n á n í je v ý r a z n ě 
r e d u k o v á n a v d r u h é m kroku p ředzp racován í , kdy jsou pozice obsahuj íc í v query sekvenci 
mezery v y ň a t y z matice. Výj imkou jsou ty sloupce, k te ré , i p ře s existenci mezery v query 
sekvenci na t é t o pozici , jsou o k u p o v á n y aminokyse l inovými symboly pro více než 80 % sek
vencí v z a r o v n á n í a jsou tak vyhodnoceny jako in fo rmačně a evolučně za j ímavé (obrázek 
7.1-2). O p ě t o v n é redukci š í řky z a r o v n á n í docház í , za c í lem zvýšení variabi l i ty ve v s t u p n í da
tové s adě a efektivnosti modelu, o d s t r a ň o v á n í m s loupců obsahuj íc í mezery na více než 20 % 
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řádc ích . T í m t o docház í k o d s t r a ň o v á n í res iduí i z query proteinu, j ehož varianty se snaž íme 
rekonstruovat z l a t e n t n í h o prostoru a t a k o v ý z á s a h do s t ruktury by mohl znamenat značné 
poškození s t ruktury a funkčnost i proteinu. Pro to jsou tyto sloupce ods t r aněny , ale jejich 
pozice a obsah uchován pro nás l edné p ř i d á n í do sekvence p rezen tované na v ý s t u p u procesu 
generovaní ances t r á ln í ch sekvencí ve zprávě pro uživa te le . Č t v r t ý krok o d s t r a ň u j e sekvence 
b o h a t š í na mezery než zvolený p r á h . P r á h by l zvolen opě t na hodnotu 20 %. P o s l e d n í m 
krokem p ř e d z p r a c o v á n í je, v p ř í p a d ě volby, sh luková filtrace sekvencí na zák ladě identity 
a váhován í sekvencí (7.1-5). P ř i sh lukování sekvencí jsou v y t v o ř e n y shluky se sekvencemi, 
k t e r é sdílí 90% identi tu. Z k a ž d é h o shluku je v y b r á n a pouze jedna sekvence pro t r énován í , 
p ř ičemž je za j i š těno, že zvolená query sekvence se mezi n i m i vyskytuje. 

A b y se sníži la redundance a zdů razn i l a rozmanitost d a t o v é sady jsou sekvence v za
rovnán í j e š t ě váhované . Vážen í sekvencí m ů ž e t a k é snížit zkreslení v dis t r ibuci sekvencí 
d r u h ů p ř í t o m n ý c h v za rovnán í , p ro tože u g e n o m ů n ě k t e r ý c h d r u h ů je větš í p r a v d ě p o d o b 
nost, že budou sekvenovány více než j iné . M n o u p o u ž i t á metoda váhování [25] je za ložena 
na p ř i ř azován í vah dle pozic a je d á n a nás l edovně . P o k u d označ íme š í řku z a r o v n á n í L 
a p o č e t ř á d k ů jako N, pak znak s" reprezentuje typ aminokyseliny n - t é sekvence na j - t é 
pozici . V t é t o m e t o d ě je v á h a sekvence d á n a jako suma všech dílčích vah pro j edno t l ivé 
pozice v sekvenci. A b y c h o m mohl i u rč i t váhu sekvence, nejprve m u s í m e v y p o č í t a t mat ic i 
ju>™ : n = 1 . . . N, j = 1 . . . L j , kde u>™ je p ř í spěvek k váze n - t é sekvence od j - t é pozice 
a celková v á h a je v y p o č í t á n nás ledovně : 

kde C j je p o č e t u n i k á t n í c h aminokyselin v d a n é m sloupci a C™ je m n o ž s t v í sekvencí v za
rovnán í , k t e r é maj í na j - t é pozici stejnou aminokyselinu jako n - t á sekvence. V á h a sek
vence je nakonec v y p o č t e n a jako suma všech vah Xľf=i Všechny váhy jsou n o r m o v á n y 
to™ = wn/ ^2j=i w™ tak, aby suma všech vah byla rovna j e d n é . 

7.1.2 Reprezentace v s t u p n í c h dat 

Mnoho m o d e l ů pro s t ro jové učen í vyžadu je na vstupu číselnou reprezentaci v s t u p n í c h dat. 
V n a š e m p ř í p a d ě je na vstupu vždy jedna aminokyse l inová sekvence z v í cenásobného za
rovnán í , k t e r á na j edno t l i vých pozicích reprezentuje aminokyseliny jako a b e c e d n í symboly. 
V souvislosti s va r i ačn ími a u t o e n k o d é r y lze v n í m a t učen í se rekonstruovat sekvence z nízko-
d imenz ioná ln í reprezentace zpě t na p ů v o d n í sekvenci jako klasif ikační p r o b l é m s kategoric
k ý m i daty, kde se pro k a ž d ý symbol snaž íme predikovat jeho typ/kategor i i . P ro to by ami
nokyseliny mohly bý t r ep rezen továny jako číselné hodnoty, avšak použ i t í tohoto kódování 
a u m o ž n ě n í modelu p ř e d p o k l á d a t p ř i rozené u s p o ř á d á n í mezi kategoriemi m ů ž e vést ke špa t 
n é m u výkonu nebo n e o č e k á v a n ý m v ý s l e d k ů m (p ředpověd i na půl i cesty mezi kategoriemi). 
P o u ž í v a n ý m řešen ím je tzv. one-hot kódování . 

One-hot kódován í p ro te inové sekvence S = (si, S2, S 3 , . . . , SL, ) ze z a r o v n á n í s L pozicemi 
je r ep rezen továno jako b i n á r n í 21 x L matice X , pro kterou = 1 pokud p l a t í s j = i j inak 
XÍJ = 0. s j o d p o v í d á aminokyse l ině na j - t é pozici v proteinu a j edno t l ivé typy aminokyselin 
jsou označeny čísly od 0 do 20, kde 0 reprezentuje mezeru v z a r o v n á n í a čísla od 1 do 20 
odpov ída j í 20 esenc iá ln ím a m i n o k y s e l i n o v ý m t y p ů m . 
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Query sekvence 

MSA 

A-":A A;"-"A 

- Í A Ä Ä ; - : Ä 

A - ; A - ; -Á 

AI-IAAÄA 

í "f 
Odstranění mezerových pozic 

query sekvence 

Odstranění všech sekvencí, 
které mají počet mezer vetší než 

danou mezní hodnotu 

- IAAAI -A 
A - ; A - j -£ 
A - ' A A A ' A 

í i 
Odstraněni pozic

J

s počtem 
mezer nad určitou mezní 

hodnotu, uložení odstraněných 
query residuí 

V 

MSA - A A A 
A A - A 
A A A A 4> 

Shlukování sekvencí podle identity 

- A A A - A A A 

A A - A • A A - A 
A A A A 

Váhování sekvencí podle pozic 
- A A A w s 1 = w A 2 +w A 3 +w A 4 

A A - A w s 2 = w A 1 +w A 2+w A 4 

A A A A «s3 = w A 1 + w A 2 + w A 3 
y w A 1 W a 2 w A 3 w A 4 +w A 4  

Výsledné zarovnání 
společně s váhami 

MSA - A A A w s 1 

A A - A w s 2 

O b r á z e k 7.1: S c h é m a p ředzp racován í v s t u p n í h o v í cenásobného za rovnán í . 1) D a t a jsou na
č t e n a z Pfam d a t a b á z e nebo d o d a n é h o .fasta souboru, 2) mezery v query sekvenci a pří
s lušné pozice v z a r o v n á n í jsou ods t r aněny , nebo p o n e c h á n y v p ř í p a d ě kdy více jak 80 % 
sekvencí m á na t é t o pozic i ně jakou aminokyselinu, 3) o d s t r a n ě n í t ěch s loupců za rovnán í , 
kde více jak 20 % sekvencí m á mezeru (pozice o d s t r a n ě n é z query jsou uchovány pro po
t ř e b y rekonstrukce) 4) sekvence s p o č t e m mezer větš í než s t anovený p r á h jsou ods t r aněny , 
5) sh lukování sekvencí podle 90% podobnosti a n á h o d n é v y b r á n í j e d n é sekvence ze shluku, 
váhování sekvencí podle u n i k á t n o s t i res iduí v nich obsažených . Výsledek je z a r o v n á n í s re
d u k o v a n ý m p o č t e m mezer a s pozicemi s vysokou in formační hodnotou. 

7.2 Evaluace kvality modelů 

V y h o d n o c e n í kval i ty v ý s t u p u g e n e r a t i v n í h o modelu je ne t r iv iá ln í úkol . U m o d e l ů , k t e ré 
generuj í text napodobu j í c í l idskou tvorbu, je z l a t ý m standardem to, zda l idský č t e n á ř do
káže rozliši t , zda by l text n a p s á n algori tmem, nebo člověkem. M e z i dalš í , lépe šká lovate lné 
metr iky p a t ř í s t a t i s t i cká a n a l ý z a modelem v y p r o d u k o v a n ý vzorků a m ě ř e n í perplexity ge
nerovaných sekvencí v y p o č t e n é modelem s r ů z n o u architekturou. P ro p ro te inové sekvence 
uvažu jeme za z la tý standard to, zda lze vygenerovaný protein vy tvo ř i t a v biologickém 
s y s t é m u je schopný se sbalit do funkční konformace. To je v šak časově a f inančně n á r o č n é 
a pro p rak t i cké aplikace nepouž i t e lné . P ro to lze na v y h o d n o c o v á n í kval i ty modelu pohl íže t 
jako na h o d n o c e n í „ g e n e r a t i v n í kapacity". Tento t e r m í n z n a m e n á schopnost modelu gene
rovat nové sekvence t a ž e n é z n a u č e n é distribuce p(S), k t e r é jsou statisticky nerozl iš i te lné od 
t ěch z cílové p ro te inové rodiny. U t akového s t a t i s t i ckého rozložení se n e s n a ž í m e o a b s o l u t n í 
shodu, ale pouze do m í r y do j a k é cílové s t a t i s t i cké rozdělení popisuje čás t sekvenčn ího pro-
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storu, k t e r é m á u rč i t é p o ž a d o v a n é vlastnosti in vivo. Hran ic i s t a t i s t i cké shody tedy m u s í m e 
volit v závislost i na cílových vlastnostech generovaných p r o t e i n ů [33]. 

7.2.1 S ta t i s t iky sekvence 

V m é m projektu jsem si k lad l za cíl generovat mutanty sdílející p ů v o d n í proteinovou funkci 
z a d a n é query sekvence a p ř i t o m zvyšovat jejich s tabi l i tu . Pro to jednou z dů lež i tých vlast
nos t í modelu, kterou jsem se rozhodl sledovat, by la jeho schopnost rekonstruovat p ř e s n é 
b o d o v é z a k ó d o v á n í query sekvence zpě t do p ů v o d n í reprezentace. V experimentech jsem 
u p ř e d n o s t ň o v a l modely maj íc í a b s o l u t n í identi tu. Sekvenční podobnost jsem se rozhodl mě
ři t i pro o s t a t n í c h sekvence v t r énovac í d a to v é sadě . S obecně vyšší identi tou rekonstrukce 
pro sekvence bylo očekáváno , že vygene rované k a n d i d á t n í řešení bude s větš í p r a v d ě p o d o b 
nos t í biologicky re levan tn í . Také jednou z pozorovaných hodnot je m a r g i n á l n í p r a v d ě p o 
dobnost p$(X), kterou n á š model vidí vygenerovanou sekvenci. P ro danou sekvenci X je 
m a r g i n á l n í p r a v d ě p o d o b n o s t pe(X) u r č e n a jako in teg rá l Jpe(X,Z)dZ, k t e r ý m ů ž e bý t 
v y p o č í t á n p o m o c í Monte Car lo aproximace vzorkování dů lež i tos t i : 

t é t o p ráce byla p o u ž i t a hodnota N = 5 x 10 3 . Vzorkování dů lež i tos t i bylo p o u ž i t o pro 
rychlou evaluaci generalizace modelu na va l idační d a t o v é sadě . 

Dalš í sledovanou stat ist ikou je p r ů m ě r n á r e k o n s t r u k č n í shoda. T a je u r č e n a vzor
kováním, o b d o b n ě jako v p ř e d c h o z í m p ř í p a d ě , z distribuce d a n é s t ř e d n í hodnotou a var iací 
n a u č e n o u b ě h e m t rénovac í fáze. N á s l e d n ě vzorky z d a n é distribuce d ek ó d u j eme a vypoč í 
t á m e p r ů m ě r n o u sekvenční podobnost mezi r e k o n s t r u o v a n ý m i vzorky a p ů v o d n í sekvencí . 
P ro h lubš í p o c h o p e n í v l a s tnos t í modelu pro r ů z n é skupiny sekvencí jsem p ř e d procesem 
t r énován í a evaluace kval i ty rozděl i l data do nás l edných s te jně velkých d i s junk tn í ch mno
žin: 

• Trénovací kontrola: je s ložena ze sekvencí vyskytu j íc ích se v t r énovac í sadě . P r ů m ě r n á 
r ekons t rukčn í shoda by pro tuto skupinu mě la bý t r e l a t i vně vysoká a slouží pro refe
renci vůči o s t a t n í m m n o ž i n á m . 

• Positivní kontrola: skupina sekvencí , k t e r á byla n á h o d n ě o d e b r á n a z t rénovac í sady 
a o d p o v í d á jejich 5 p r o c e n t ů m . T y t o sekvence jsou p ů v o d n í a jejich s t a t i s t i cká distr i
buce r ekons t rukčn í shoda by m ě l a s t ínova t t rénovac í množ inu . 

• Negativní kontrola: sekvence, k t e r é byly n á h o d n ě vygene rovány podle profilu celé 
p ř e d z p r a c o v a n é d a t o v é sady v í cenásobného za rovnán í . Slouží k determinaci hodnoty 
s ta t i s t i cké energie pro sekvence vygene rované n á h o d n ý m procesem. Distr ibuce hodnot 
nega t ivn í kontroly by m ě l a bý t z ře te lně s epa rovaná a menš í než o s t a t n í distribuce. 
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7.2.2 S ta t i s t ika p r v n í h o a d r u h é h o ř á d u 

V y t v á ř e n í m statistik p r v n í h o a d r u h é h o ř á d u se s n a ž í m e odhadnout kval i tu generovaných 
vzo rků vůči p ů v o d n í d a t o v é s adě na zák l adě frekvenční a n a l ý z y aminokyse l inových skupin 
v d a n ý c h pozicích sekvenčního za rovnán í . 

Stat is t ika p r v n í h o ř á d u je p o r o v n á n í če tnos t i v ý s k y t u k a ž d é aminokyseliny na každé 
pozici mezi d v ě m a soubory dat. V p ř ík ladě , kdy na u rč i t é pozic i gene rovaného a v s t u p n í h o 
za rovnán í z í skáme hodnoty re la t ivn ích če tnos t í znaku (0,5,0,5), by indikovalo, že pro danou 
pozici existuje aminokyselina, k t e r á se vyskytuje v 50 % p ř í p a d ů generovaných vzorků 
a 50 % referenčních sekvencí . 

Stat is t iky d r u h é h o ř á d u jsou p o d o b n é , ale zahrnu j í dvě pozice m í s t o j e d n é . Hodnota 
če tnos t í v b o d ě (0,5,0,3) by p o t é znači la , že 30 % generovaných sekvencí obsahuje v d a n é m 
p á r u s loupců X, Y současný výsky t u r č i t ého p á r u aminokysel in AI na pozici X a A2 na 
pozici Y, z a t í m c o ve v s t u p n í d a t o v é s adě se d a n ý u s p o ř á d a n ý p á r aminokyselin vyskytuje 
v t o t o ž n ý c h s loupcích v 50 % p ř í p a d ů . 

P ro z ískání vě tš ího vhledu do distribuce z n a k ů v generované d a t o v é s adě je j e š t ě p o č í t á n o 
pá rové kovar iančn í skóre d a n é h o nás leduj íc ím vzorcem: 

Caß = faß ~ fafß (7-3) 

kde f^ß a fß jsou stat is t iky d r u h é h o respektive p r v n í h o ř á d u pro sloupce i, j z a rovnán í . 
K a ž d ý kovar iančn í člen m ě ř í rozdí l mezi spo lečnou frekvencí pro dvojice aminokysel in a sou
č inem frekvencí rez iduí na j edno t l i vých mís tech , t j . očekávané p o č t y př i h y p o t é z e s ta t i s t i cké 
nezávis lost i . P o k u d ClK se r o v n á 0 pro všechny aß, p o t é pozice i, j nejsou v kovarianci. 
Spolu se vyvíjející aminokyseliny jsou dů l ež i t ým aspektem sekvenční variabi l i ty v proteino
vých z a r o v n á n í a schopnost g e n e r a t i v n í h o modelu reprodukovat pá rové kovar iančn í skóre 
t r énovac ího souboru dat byla v minulost i p o u ž i t a jako zák ladn í , ne t r iv iá ln í m í r a schopnosti 
modelu modelovat kovariance p ro t e inových sekvencí . Takto m ů ž e m e detekovat, jak d o b ř e 
model zachycuje interakce mezi v z d á l e n ý m i aminokysel inami, což je dů lež i tý ukazatel pro 
p r a v d ě p o d o b n o u s tabi l i tu a funkci generovaných p r o t e i n ů [45]. 

P ro k a ž d ý model p o r o v n á v á m párové kovar iančn í skóre pro všechny pozice a rezidua 

v gene rovaném (C^g) a v s t u p n í m (C^o) z a r o v n á n í p o m o c í Pearsonova kore lačn ího koefi

cientu p ( j c^ j , j ^ . V p ř í p a d ě m ý c h m o d e l ů byly stat is t iky v y p o č í t á n y pro vstup

ních a synteticky generovaných d a t o v ý c h sad maj íc ích 3000 n á h o d n ě v y b r a n ý c h vzorků . 

Syn te t i cká data byla r e k o n s t r u o v á n a z b o d ů l a t e n t n í h o prostoru, k t e r é byly vzorkovány dle 

zvolené ap r io rn í distribuce, t j . Gaussovi distribuce se s t ř e d n í hodnotou rovnou 0 a var iac í 6. 

7.2.3 Z a c h y c e n í e v o l u č n í c h v z t a h ů v p r o s t o r u 

Pro p roh ledávac í strategie l a t e n t n í h o prostoru byla p o t ř e b a zajistit schopnost reflektovat 
v jeho s t r u k t u ř e evoluční závis lost i . V p ů v o d n í s tudi i [14] (obrázek 5.4) bylo u k á z á n o s tab i ln í 
m a p o v á n í trajektorie evolučního vývoje s m ě r e m do s t ř e d u l a t e n t n í h o prostoru v p ř í p a d ě 
modelu používaj íc ího jednoduchou jednovrstvou architekturu a pfam rodinu jako v s t u p n í 
datovou sadu. P r o účely dosažen í generování ances t r á ln í sekvencí b l ízkých query proteinu 
bylo z a p o t ř e b í změn i t datovou sadu a architekturu modelu. Pro to jsem př i vyhodnoco
vání modelu bra l v potaz i jeho schopnost mapovat trajektorie s m ě r e m do s t ř e d u , aby 
p roh ledávac í strategie mohly b r á t vzdá lenos t od s t ř e d u l a t e n t n í h o prostoru jako metr iku 
po t enc ioná ln í kval i ty sekvence. 
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Pro m ě ř e n í kval i ty m a p o v á n í evolučních závis lost í do l a t e n t n í h o prostoru bylo zapo
t ř e b í vy tvo ř i t fylogenet ický s trom s odvozenými a n c e s t r á l n í m i sekvencemi. P r o evaluaci 
bylo v y t v o ř e n o celkem 9 fylogenet ický s t r o m ů za p o m o c í n á s t r o j e F i r e P r o t - A s r [47]. P r o 
k a ž d ý s trom bylo p o u ž i t o celkem 100 n á h o d n ě v y b r a n ý c h sekvencí z t rénovac í d a t o v é sady. 
P o č e t l i s tových uz lů stromu by l zvolen s ohledem na omezen í velikosti v s t u p n í h o zarov
n á n í n á s t r o j e F i r e P r o t - A s r . V y t v o ř e n á s t r o m o v á s t ruktura s odvozenými sekvencemi byla 
p o t é n a m a p o v á n a do l a t e n t n í h o prostoru. N a zák ladě n a m a p o v á n í bylo vyhodnoceno vícero 
statistik, k t e r é byly v ž d y p rezen továny ve v izuá ln í formě histogramu. 

V p r v n í statistice jsem sledoval korelaci mezi evoluční vzdá lenos t í v d a n é větv i fyloge
ne t ického stromu od kořenového uz lu a vzdá lenos t í v l a t e n t n í m prostoru, jak je u k á z á n o 
na o b r á z k u 7.2. Lis tové uzly jsou očekávány blíže okraji prostoru, z a t í m c o evolučně mladš í 
sekvence by se měly n a c h á z e t u s t ř e d u . O p t i m a l i z o v a n á t r énovac í d a t o v á sada n e m u s í ne
v y t v á ř e t r o v n o m ě r n ý evoluční s t rom a tak g rav i t ačn í bod t r a j ek to r i í m ů ž e bý t posun dále 
od s t ř e d u . Pro to jsem t a k é kontroloval korelaci evoluční vzdá lenos t i s pozicemi kolem p r v n í 
komponenty s m ě r u v l a t e n t n í m prostoru (zelená š ipka na o b r á z k u 7.2). Deviace s m ě r ů prv
ních komponent byly n a d á l e p o r o v n á n y s o p t i m á l n í m i trajektoriemi směřuj íc í p ř í m o do 
centru (fialová š ipka na o b r á z k u 7.2). V ý p o č e t deviace b y l proveden jako ska lá rn í součin 
u n á r n í c h v e k t o r ů o p t i m á l n í a odvozené trajektorie evoluce, kde hodnota 1 znač í ideální 
směr do centra prostoru. 

P o p s a n ý proces m a p o v á n í ances t r á ln í sekvencí nav ržených p o m o c í n á s t r o j e F i r e P r o t -
A s r musel bý t upraven, p r o t o ž e n a v r ž e n é sekvence obsahovaly více pozic než kolik bylo 
obsaženo v p ů v o d n í c h parametrech architektury s í tě . P ro to jsem se nejdř íve snaži l vytvo
ři t z a r o v n á n í p o m o c í profilů s celou v s t u p n í datovou sadou a p o t é zachovat pouze s te jné 
pozice jako v p ř í p a d ě p ů v o d n í h o p ředzp racován í . Tento p ř í s t u p však ukazoval š p a t n é vý
sledky, kdy i l istové sekvence byly n a m a p o v á n y daleko od or ig iná ln ího zakódován í . Jelikož 
profilové z a r o v n á n í dvou m n o ž i n sekvencí z t r ác í pro V A E s dů lež i t é informace, rozhodl jsem 
se použ í t pá rové z a r o v n á n í s n ě k t e r o u z p ů v o d n í c h sekvencí obsažených ve v s t u p n í m za
rovnán í p o m o c í n á s t r o j e ClustalQ [58]. P ů v o d n í sekvence byla zvolena mezi l i s tovými uzly 
podstromu s k o ř e n e m t v o ř e n ý m p r á v ě z a r o v n á v a n o u ances t r á ln í sekvencí ( h n ě d ý podstrom 
na o b r á z k u 7.2 vlevo) a byla v y b r á n a ta sdílející nejvyšší sekvenční podobnost. 

7.3 Strategie pro dolování sekvencí 

V m é prác i jsem se zaměř i l na h lubš í s tudium v la s tnos t í l a t e n t n í h o prostoru, k t e r é jsem 
nás l edně využíva l pro generování nových p ro t e inových k a n d i d á t ů . Pro to jsem pro své expe
rimenty zavedl, oproti p ř e d c h o z í m s t u d i í m používaj íc ích pro generování p r o t e i n ů n á h o d n é 
vzorkování kolem zakódován í šab lonové sekvence, pokroči le jš í techniky p r o z k o u m á v á n í la
t e n t n í h o prostoru, k t e r é budou p o p s á n y v následuj íc ích sekcích. P ro všechny strategie jsou 
generovány k o m p l e x n í s t r a teg ické ukazatele ve f o r m á t u tabulky a grafu, jak bude uvedeno 
v sekci 7.4.2 a k o n k r é t n í výs ledky jsou uvedeny v kapitole 8. 

7.3.1 S imulace m e t o d y ř í z e n é evoluce 

Simulace metody ř ízené evoluce byla insp i rována metodou p ro te inového inženýrs tv í ř ízené 
evoluce, kdy jsou proteiny modif ikovány a nej lepší varianty proteinu nás l edně slouží jako 
šab lona pro mutace v da l š ím kole. V experimentu docház í k n á h o d n ý m m u t a c í m z á m ě n o u 
aminokyselin na ú rovn i t ex tové reprezentace proteinu. P rogram umožňu je i mutovat více 
pozic současně . Pro te in je p o t é zakódován do l a t e n t n í h o prostoru. V závislost i na zkou-
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O b r á z e k 7.2: Proces evaluace m a p o v á n í evolučních v z t a h ů do l a t e n t n í h o prostoru. Fylogene
t ické stromy jsou m a p o v á n y po větv ích . P r v n í metr ika vyhodnocuje korelaci mezi evoluční 
a prostorovou vzdá lenos t í ( če rná š ipka ) . N a d á l e je p o r o v n á v á n a korelace pozic kolem p r v n í 
komponenty trajektorie v l a t e n t n í m prostoru (zelená š ipka) spo lečně s u h l o v ý m rozd í lem 
od o p t i m á l n í trajektorie směřuj íc í do centra prostoru (fialová). H n ě d á š ipka znázorňu je 
podstrom d a n é h o p ř e d c h ů d c e pro v ý b ě r p ů v o d n í sekvence ke k t e r é bude provedeno párové 
za rovnán í . 

m a n ý c h vlastnostech l a t e n t n í h o prostoru a snahu navrhnou s tabi lně jš í a n c e s t r á l n í sekvence 
bylo v p r ů b ě h u e x p e r i m e n t ů n a v r ž e n o více variant fitness funkce, jak v y b í r a t nej lepší kan
d i d á t y pro nás l edné kolo evoluce. 

Funkce n e j b l i ž š í sekvence byla v y t v o ř e n a na p ř e d p o k l a d u schopnosti m a p o v á n í an
ces t rá ln í sekvencí blíže s t ř e d u l a t e n t n í h o prostoru, kdy jsem stanovil jako k r i t é r i u m kvali ty 
sekvence její vzdá lenos t od centra prostoru (viz rovnice 7.4). Pro to sekvence zvolená pro 
dalš í krok evoluce byla zvolena t a maj íc í ne jmenš í euklidovskou vzdá lenos t od s t ř e d u pro
storu. 

fitness = \ \z\\ (7.4) 

S p ředchoz í fitness funkcí docháze lo k ve lkým k r o k ů m v l a t e n t n í m prostoru zaveden ím 
m u t a c í , k t e r é nebyly typické pro v s t u p n í z a rovnán i . S velkou p r a v d ě p o d o b n o s t í tak mohlo 
docháze t k implementaci d e s t r u k t i v n í m u t a c í pro funkci proteinu. Pro to jsem se rozhodl do 
fitness funkce, n a z v a n é funkce biologicky s t a b i l n í sekvence, zavést i dalš í rozhodovac í 
parametr na zák ladě m a r g i n á l n í p r a v d ě p o d o b n o s t i modelu pe(X) m u t o v a n ý c h sekvencí (viz 
rovnice 7.2) zvyšující p r a v d ě p o d o b n o s t s p r á v n é funkce proteinu. Fitness funkce byla d á n a 
nás ledovně : 

fitness = (1 -po(Xi)) + \\zrei\\ (7.5) 

kde zre[ = Xi/max ({Xo,..., Xn_i, Xn}) znač í r e l a t ivn í vzdá lenos t od centra l a t e n t n í h o 
prostoru vůči nej vzdá leně j š ímu zakódování . 

45 



Algor i tmus ř ízené evoluce by l u k o n č e n v p ř í p a d ě , kdy v y b r a n ý k a n d i d á t b y l v l a t e n t n í m 
prostoru u m í s t ě n blíže s t ř e d u než s t anovený p r á h . P ro všechny experimenty b y l tento p r á h 
zvolen na vzdá lenos t 0.08. 

7.3.2 M e t o d a p ř í m é evoluce 

V simulaci metody ř ízené evoluce jsem se zaměř i l na opt imal izaci na zák l adě t ex tové re
prezentace sekvence spo lečně se s ignály v p o d o b ě s o u ř a d n i c l a t e n t n í h o prostoru a p ř í p a d n ě 
p r a v d ě p o d o b n o s t i v idění naš í sekvence modelem. Avšak nebyla využ i t a , nebo pouze ome
zeně pro m a r g i n á l n í p r a v d ě p o d o b n o s t , schopnost d e k o d é r u navrhovat sekvence na zák ladě 
b o d ů l a t e n t n í h o prostoru, a proto jsem navrhl metodu p ř í m é evoluce. M y š l e n k a p ř í m é evo
luce je za ložena na p ř í s t u p u , kdy zakóduje query sekvenci do její l a t e n t n í reprezentace 
a z ní p o t é vede vektor evoluce do s t ř e d u prostoru kopíruj íc myš l enku m a p o v á n í ances t r á ln í 
závislost í do l a t e n t n í h o prostoru (viz ob rázek 5.4). Vektor je rozdě len po r o v n o m ě r n ý c h in
tervalech a body ležící na jejich h ran ic ích jsou zvoleny pro rekonstrukci do t ex tové podoby 
p o m o c í d e k o d é r u . V experimentech b y l p o č e t r ekons t ruovaných b o d ů zvolen na 100. 

Společně s generac í ances t r á ln í sekvencí lze tento p ř í s t u p využ í t i k o p a č n é m u p r o b l é m u 
a to n á v r h u evolučních p o t o m k ů . Z a t í m t o úče lem je evoluční vektor rozš í řen i o p a č n ý m 
s m ě r e m a je r e k o n s t r u o v á n o p rvn í ch 30 k a n d i d á t ů . 

7.3.3 E v o l u č n í strategie adaptace k o v a r i a n č n í mat ice 

P r o h l e d á v á n í l a t e n t n í h o prostoru za úče lem maximalizace u rč i t é funkce je ne t r iv iá ln í v ý p o 
če tně n á r o č n ý proces, ze jména když z k o u m a n á funkce je komplexn í , jako je tomu i v p ř í p a d ě 
neu ronových sí t í a p ro te inové domény . J e d n í m ze z p ů s o b ů t akové optimalizace je zapo jen í 
evolučních op t ima l i začn ích s t ra teg i í . Evo lučn í v ý p o č e t je rodina un iverzá ln ích op t ima l i zač 
ních technik, k t e r é p o t ř e b u j í pouze metodu pro reprezentaci a p o r o v n á v á n í řešení k na lezení 
o p t i m á l n í h o řešení . 

Jednou z evolučních s t r a t eg i í je evoluční strategie adaptace kovar iančn í matice ( C M A -
E S ) . J e d n á se o r o b u s t n í p ř í s t u p , u k t e r é h o bylo p r o k á z á n o , že funguje na ne l ineárn ích 
a nekonvexních d o m é n á c h , jako je optimalizace v l a s tnos t í generovaného o b r á z k u [8]. C M A -
E S vzorkuje svou populaci z v í ce rozměrné n o r m á l n í matice rozdělení . P r o t o ž e k a ž d é řešení 
je r ep rezen továno jako kombinace p r o m ě n n ý c h (v n a š e m p ř í p a d ě z a k ó d o v a n á v l a t e n t n í 
reprezentaci), ud ržu je C M A - E S kovar iančn í mat ic i , k t e r á sleduje, jak j edno t l ivé p r o m ě n n é 
ovlivňují fitness. V k a ž d é generaci strategie v y t v á ř í nový vzorek dat na zák ladě informací , 
k t e r é jsou v kovar iančn í mat ic i obsaženy. Mat ice se aktualizuje na zák l adě fitness nových 
vzorků , což umožňu je algori tmu n a u č i t se rozdě len í ú spěšných j ed inců . Takto n a u č e n ý model 
je p o t é a p r o x i m a č n í model d r u h é h o ř á d u , d íky čemuž je C M A - E S v ý k o n n o u s t r a t eg i í pro 
opt imalizaci ob t í žné d o m é n y s r eá lnou hodnotou [22]. 

Díky k o m p l e x n í m vlastnostem C M A - E S jsem se tuto evoluční strategii rozhodl použ í t 
pro opt imal izaci generovaných p r o t e i n ů z l a t e n t n í h o prostoru. D le informací v [22] byla 
i m p l e m e n t o v á n a C M A - E S strategie. Strategie nepracuje na ú rovn i t ex tové reprezentace 
aminokyse l inové sekvence, ale p o m o c í r o b u s t n í h o p ř í s t u p u vzorkování dle kovar iančn í ma
tice p roh l edává r edukovaný prostor V A E s . Algor i tmus zač íná op t ima l i začn í p r o b l é m v sou
řadnic ích odpovída j íc ích zakódované query sekvenci, generuje body z l a t e n t n í h o prostoru, 
dekóduje je a v y t v á ř í o h o d n o c e n í k a n d i d á t u na zák ladě jejich t ex tové a l a t e n t n í reprezen
tace. Dle z í skaného o h o d n o c e n í je a k t u a l i z o v á n a kovar iančn í matice pro vzorkování v da l š ím 
kole. T í m C M A - E S využ ívá závislost i v s t u p n í c h sekvencí n a u č e n é v e n k o d é r u a h l edá s k r y t á 
m í s t a l a t e n t n í h o prostoru, k t e r é op t imal izu j í danou ob jek t ivn í funkci. 
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V p ř í p a d ě evolučních a l g o r i t m ů nejdůleži tě jš í č l á n k e m bývá tzv. fitness funkce, k t e r á 
slouží pro v ý b ě r nejlepší k a n d i d á t ů použ ívaných v da l š ím kole iterace jako š a b l o n a pro 
nás l ednou opt imal izaci . V p ř í p a d ě p ro t e inových sekvencí takovou o p t i m á l n í fitness funkci, 
reflektující vlastnosti p ro t e inů , nen í j e d n o d u c h é navrhnout (zda- l i n e m o ž n é ) . P ro to j i mu
síme vys t avě t na př íznac ích aminokyse l inových sekvencí p o t a ž m o h o d n o t á c h g e n e r a t i v n í h o 
modelu, k t e r é jsme schopni v ý p o č e t n ě rozhodovat. P o ř a d ě e x p e r i m e n t ů bylo zvoleno, že 
fitness funkce bude s ložena z více dílčích op t ima l i zovaných metrik, k t e r é byly v y b r á n y ná
sledovně: 

• V z d á l e n o s t od centra prostoru: na zák ladě pozorován í v l a s tnos t í l a t e n t n í h o pro
storu a cíle navrhnout s tabi lně jš í ances t r á ln í sekvenci byla do funkce zahrnuta vzdále
nost od s t ř e d u prostoru m í r n ě favorizující bližší body. Navíc funkce ř íd í proud evoluce 
s m ě r e m ke s t ř e d u prostoru. 

• C í l o v á identita s query s e k v e n c í : u d á v á ž á d a n o u p r o c e n t u á l n í sekvenční podob
nost vygene rované sekvence s proteinem Dhaa. Umožňu je h l í da t podobnost vygene
rovaných sekvencí . P o u ž i t a hodnota 92.5 %. 

• L o g a r i t m i c k á v ě r o h o d n o s t : v rac í v ě r o h o d n o s t generované sekvence vůči zby tku 
t rénovac í d a t o v é sady. Vyšší hodnoty znač í p r a v d ě p o d o b n ě j š í ná lež i tos t do pro te inové 
rodiny. 

• T m hodnota: do fitness funkce jsem zakomponoval i z n á m é hodnoty stabil i ty (Tm) 
pro mutanty sekvencí b l ízkých query sekvenci z í skané z d a t a b á z e F i r e P r o t D B [62]. 
T y t o hodnoty jsou in te rpo lovaný do l a t e n t n í h o prostoru p o m o c í metody G a u s s o v ý c h 
procesů . Bohuže l se j e d n á jen o m a l ý p o č e t m u t a n t ů a tak informace z í skaná z t é t o in 
terpolace nen í u všech k a n d i d á t ů využ ívána , kvůl i zvolené hranici akceptace nejistoty 
in te rpo lované hodnoty. 

J e d n á se tedy o v ícekr i te r iá ln í opt imalizaci , jejíž v y h o d n o c e n í lze provés t více způ
soby. P r v n í m je p o m o c í tzv. váhované p o d í l u j e d n o t l i v ý c h funkcí dávaj ící dohromady jednu 
hodnotu. J e d n á se o j e d n o d u c h é řešení , k t e r é je však velmi ob t í žné nastavit tak, aby dá
valo d o b r é výsledky. Pro to byla pro v ý b ě r nej lepších k a n d i d á t ů p o u ž i t a i tzv. pareto fronta. 
Pareto fronta v y t v á ř í m n o ž i n u řešení , k t e r é nejsou d o m i n o v á n y ž á d n ý m j i n ý m . D o m i n o v a n é 
řešení je takové , k t e r é je ve všech s ledovaných kr i tér i ích horš í než j iné řešení . K o m b i n a c í 
p r v k ů z t é t o m n o ž i n y je p o t é v y t v o ř e n a nová s t ř e d n í hodnota pro dalš í kolo evoluce. 

Evolučn í algoritmus běž í po zvolený p o č e t b ě h ů . V k a ž d é m kole je provedeno ohod
nocen í všech k a n d i d á t ů a pokud n ě k t e r ý splňuje cílové p o d m í n k y , m ů ž e bý t p roh ledáván í 
ukončeno i p ř e d č a s n ě s d o s a ž e n ý m výs ledkem. V m é m p ř í p a d ě je fitness funkce s t avěna 
oproti opt imal izaci sekvenční podobnosti s query sekvencí s m í r o u podobnosti 92.5 %. 

Po experimentech a s t a t i s t i cké ana lýze výs ledků jsem stanovil p o č e t generac í na 50, ve
likost generované populace na 64, v algori tmu jsem kontroloval velikost kroku a dle hodnot 
matice j i upravoval. P o č e t b ě h ů by l stanoven na 10. P o č á t e č n í krok algori tmu b y l podroben 
d ů k l a d n é s t a t i s t i cké ana lýze a jeho hodnota byla mezi z k o u m a n ý m i hodnotami v pravidel
ných intervale po 0.05 mezi 0.1 až 0.5 vyhodnocena jako 0.25. 

7.4 Popis implementace a ovládání programu 

Pro snadně j š í p r ác i s g e n e r a t i v n í m modelem byla i m p l e m e n t o v á n a ř a d a dílčích s k r i p t ů 
s m o ž n o u konfigurací v p o d o b ě t ex tové reprezentace v souboru typu json. P rogram pro 
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ov ládán í v y v i n u t é aplikace je u m í s t ě n a s p o u š t ě n z p o d a d r e s á ř e / s c r i p t s / . Ko řenový ad
resář s ložky / s c r i p t s / obsahuje zdrojové soubory n a p s a n é p řevážně v jazyce P y t h o n roz
dělené do ba l íčku dle j e d n o t l i v ý c h úkolů . Zde je p ř í t o m e n i modu l implementu j í c í model 
V A E s s n á z v e m VAE_model .py. Tento skript b y l p ř e v z a t z p ů v o d n í p r á c e a modif ikován pro 
naše účely. 

Jazyk P y t h o n se v k o m u n i t ě s t ro jového učen í s tal u r č i t ý m standardem a disponuje ř a d o u 
f rameworků velice ulehčujících p rác i s n e u r o n o v ý m i s í t ěmi a v y h o d n o c e n í m dat. J e d n í m 
z f r ameworků je volně d o s t u p n á knihovna P y T o r c h , k t e r á byla v y b r á n a pro implementaci m é 
p ráce . Vizual izace výs ledků je p řevážně provedena p o m o c í knihovny Matp lo t l i b a Seaborn. 
N a d á l e by l použ i t i j azyk Shell pro automatizaci posloupnosti k roků n u t n ý c h k n a t r é n o v á n í 
a evaluaci modelu. 

P ř e v á ž n á čás t p r á c e byla vyv inu ta za využ i t í kapacit p o s k y t n u t ý m v ý p o č e t n í m gridem 
M e t a C e n t r u m 1 . R a d a ana lýz byla provedena v i n t e r a k t i v n í m m ó d u na v ý p o č e t n í c h cpu, 
v p ř í p a d ě t r énován í gpu, uzlech MetaCent ra . P ro n ě k t e r é n á r o č n é ú lohy běžící pa ra l e lně na 
mnoha v ý p o č e t n í c h uzlech byly p ř i p r aveny pbs skripty u m í s t ě n é v ad resá ř i /pbs-scripts/. 

N a gpu uzlech trvalo t r énován í modelu dle zvolené architektury a d a t o v é sady od desítek 

minut až po jednotky hodin. Skr ip ty generuj ící k a n d i d á t n í sekvence běž í v ř á d u minut . 
P ř i celkové p rác i na tomto projektu bylo s p o t ř e b o v á n o 38 C P U dn í . 

7.4.1 O v l á d á n í p r o g r a m u 

Program p ř e d p o k l á d á s p u š t ě n í z a d r e s á ř e / s c r i p t s / a celý soubor ope rac í p o t ř e b n ý pro 
prác i s j e d n o t l i v ý skripty pro dílčí kroky v ý p o č t u je z a p o u z d ř e n p r o s t ř e d n i c t v í m souboru 
runner.py. Soubor zpracuje p ř í s lušnou konfiguraci ve f o r m á t u json nacházej íc í se ve stej
n é m ad resá ř i v pods ložce /model_conf igurations. Apl ikované n a s t a v e n í experimentu se 
mezi konfigurace v y b í r á n a s t a v e n í m p ř í z n a k u „ s t a t u s " na hodnotu on. Konf igurační soubor 
m ů ž e s louži t jako knihovna n a s t a v e n í j edno t l i vých e x p e r i m e n t ů , avšak už iva te l m u s í d b á t na 
to, aby by l na hodnotu on nastaven nane jvýše jeden experiment. V o p a č n é m p ř í p a d ě na to 
skript c h y b o v ý m h lá šen ím u p o z o r n í a ukonč í se. Skript runner.py vyžadu je a l e spoň jeden 
parametr reprezentu j íc í n á z e v skriptu, k t e r ý se m á provés t s a k t u á l n ě zapnutou konfigurací 
modelu. P ro s p u š t ě n í komplexnějš ích ú loh evaluace modelu a v y t v á ř e n í k a n d i d á t ů b y l vy
t v o ř e n soubor run_task.py, k t e r ý obsahuje ř a d u p a r a m e t r ů pro j edno t l ivé úlohy. Seznam 
p o d p o r o v a n ý c h ú loh je d o s t u p n ý p ř í k a z e m python3 runner.py -h. Všechny parametry lze 
na léz t v konf iguračn ím souboru a p ř í p a d n ě si je p ř e n a s t a v i t . 

Po n a s t a v e n í p a r a m e t r ů modelu a p ro to k o lů v konf iguračn ím souboru, celý postup na 
p ř e d p ř í p r a v ě dat, učení , evaluaci modelu a v y t v o ř e n í k a n d i d á t u lze shrnout do série jedno
duchých p ř íkazů : 

python3 runner.py msa_handlers/msa_preprocessor.py 

python3 runner.py train.py 

python3 runner.py run_task.py —run_generative_evaluation 

python3 runner.py run_task.py —run_generative_evaluation_plot 

python3 runner.py run_task.py —run_random_mutagenesis 

1https://metavo.metacentrum.cz/ 
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Soubory jsou vygenerovány do /results/experimentDir/experimentName, kde experi-
mentDir je n á z e v složky shrnuj íc í všechny experimenty v konf iguračn ím souboru a lze jej 
nastavit v jeho h o r n í čás t i . A d r e s á ř experimentName p o t é o d p o v í d á k o n k r é t n í m u n á z v u 
experimentu. Vygenerované v ý s t u p y p ř í s lušného experimentu už iva te l nalezne v ad re sá ř i 
experimentu ve složce /highlights/. 

Složka pbs_scripts/ v ko řenovém ad resá ř i projektu sdružu je p o m o c n é pbs skripty, 
k t e r é lze využ í t pro t r énován í a evaluaci modelu bez i n t e r a k t i v n í h o využ i t í v ý p o č e t n í c h uz lů 
MetaCent ra . Výs ledky jsou v p ř í p a d ě b e z c h y b n ě u k o n č e n é h o v ý p o č t u p řeneseny v kompre-
sované formě z d o č a s n é h o úložiš tě na v ý p o č e t n í m uz lu do složky re suit s / v kořenovém 
adresá ř i . V p ř í p a d ě chyby lze p ř í p a d n é vygene rované soubory z íska t p řekop í rován ím z pří
s lušného uz lu p o m o c í p ř í kazu scp. 

Instalace: lze provés t za využ i t í p r o s t ř e d í Anaconda a p o m o c í m a n u á l u , k t e r ý je p o p s á n 
v souboru README.md. P ř e d p o u ž i t í m pbs s k r i p t ů je p o t ř e b a upravit j edno t l ivé cesty dle 
a k t u á l n í h o u m í s t ě n í programu už iva te lem. 

7.4.2 V ý s t u p e x p e r i m e n t u 

Pro všechny strategie by l v y t v o ř e n j e d n o t n ý r epor tovac í modu l experiment_handler .py. 

Ten pro n a v r ž e n é sekvence vy tvo ř í sadu statistik vygenerovaných do csv souboru, s p u š t ě n ý 
automaticky po k a ž d é gene račn í strategii. Skript lze za pomoci souboru dual_axis.py 

ve složce support_scripts/ p řevés t na graf zobrazuj íc í p r ů b ě h s ledovaných s t a t i s t i cký 
p a r a m e t r ů přes j edno t l ivé n a v r ž e n é sekvence. M e z i s ledované hodnoty p a t ř í p r ů m ě r n á re
kons t rukčn í shoda, podobnost s p ů v o d n í sekvencí , sekvenční podobnost s nejbližší sekvencí 
v l a t e n t n í m prostoru z t r énovac í sady a p o č e t res iduí maj íc í p r a v d ě p o d o b n o s t p ř i ř a zenou 
od V A E s větš í než 90 % společně s p o č t e m v l o ž e n ý / s m a z a n ý c h z n a k ů z p ů v o d n í sekvence. 
Takto vynesené hodnoty jsou p o t é v izuá lně zkont ro lovány a body vykazuj íc í za j ímavé sta
t is t ické hodnoty mohou bý t v y b r á n y pro n á s l e d n o u charakterizaci v l a b o r a t o ř i . P ř í k l a d 
v ý s t u p u je uveden v pří loze A . l . 
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Kapitola 8 

Experimenty 

Tato kapi tola je věnována sumarizaci výs ledků e x p e r i m e n t ů s j e d n o t l i v ý m i d a t o v ý m i sadami 
a strategiemi p o p s a n ý m i v předeš lých kap i to l ách . N a závěr jsou p o r o v n á n y m é výs ledky 
s výs ledky d o s t u p n ý m i v l i t e r a t u ř e . 

8.1 Reprodukce protokolu 

Ú v o d n í fázi projektu jsem se zaměř i l na ověření p ů v o d n í h o protokolu u v e d e n é h o v referenč
n í m č l ánku [14] na naš í p ro te inové r o d i n ě haloalkan deha logenáz . P ro tento účel by la z í skána 
d a t o v á sada Pfam rodiny s označen í PF00561 (viz 6.2). S touto datovou sadou jsem de ta i lně 
zkoumal vlastnosti vygenerovaných l a t en tn í ch p r o s t o r ů a jejich citlivost na n a s t a v e n í para
m e t r ů př i p ř e d z p r a c o v á n í sekvenčních dat. P ů v o d n í p racovn í protokol by l p ř e p s á n a více 
p a r a m e t r i z o v á n , aby vyhovoval p o d m í n k á m t e s tován í pod r ů z n ý m n a s t a v e n í m p a r a m e t r ů . 

Citlivost na volbu query sekvence 

V předchoz í sekci 7.1 by l p o p s á n p r aco v n í protokol p ř e d z p r a c o v á n í v s t u p n í h o za rovnán í . 
J e d n í m z p a r a m e t r ů je i tzv. query sekvence, nebo-li sekvence podle k t e r é p r o b í h á fil trování 
o s t a t n í c h sekvencí ze za rovnán í . P ro ověření efektu volby d a n é sekvence na výs ledný vzhled 
l a t e n t n í h o prostoru a vlastnost i zp racovaného z a r o v n á n í jsem provedl ř a d u e x p e r i m e n t ů , 
k t e r é jsou k r á t c e sumar i zovány v tabulce 8.1. P I P _ B R E B N / 2 6 - 2 7 5 a A O A 1 T 1 H A J 7 _ O C E -
L I sekvence byly zvoleny jako query. V p o s l e d n í m scénář i jsem z protokolu p ř edzp racován í 
vylouči l d r u h ý krok a vyzkouše l vzhled l a t e n t n í h o prostoru bez použ i t í f i l trování vůči query 
sekvenci. 

I d e n t i f i k á t o r query 
sekvence 

P o č e t p o n e c h a n ý c h 
s e k v e n c í 

Š í ř k a z a r o v n á n í 

P I P _ B R E B N / 2 6 - 2 7 5 40812 222 
A O A 1 T 1 H A J 7 _ O C E L I 331 151 

Bez query sekvence 80132 97 

Tabulka 8.1: P ř e h l e d velikosti výs ledného t rénovac í d a t o v é sady po apl ikaci rozdí lných query 
sekvencí . V p ř í p a d ě p ř e d z p r a c o v á n í bez volby query sekvence b y l v y n e c h á n krok číslo 2 (viz 
obrázek 7.1). 

V o b r á z k u 8.1 jsou z n á z o r n ě n y l a t e n t n í prostory pro všechny p ř í p a d y z tabulky 8.1. 
Z v y b r a n é do tazovac í sekvence P I P B R E B N / 2 6 - 2 7 5 a z výše u v e d e n é tabulky vyplývá , 
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že pro t r én inkový postup bylo p o n e c h á n o 40812 sekvencí . O s t a t n í by ly o d s t r a n ě n y . Ší řka 
zbývaj ícího z a r o v n á n í je 222 aminokyselin. L a t e n t n í prostor je d o b ř e sh lukovaný (obrá
zek 8.1 vlevo). Exper imenty prokáza ly , že v ý b ě r do tazovac í sekvence n e m á ž á d n ý v l iv na 
její polohu v l a t e n t n í m prostoru z hlediska vzdá lenos t i od s t ř e d u l a t e n t n í h o prostoru. Ob
rázek 8.1 u p r o s t ř e d ukazuje, že postup filtrování a výs ledný l a t e n t n í prostor jsou citlivé 
na volbu query sekvence. Č á s t í zp racován í proš lo pouze 331 sekvencí a l a t e n t n í prostor 
p o s t r á d á jakoukol i zjevnou s t rukturu. V y b r a n á do tazovac í sekvence nen í ze zá rodečných 
(seed) sekvencí . Nakonec jsem t a k é otestoval, co se stane, pokud nen í z a d á n a ž á d n á dota
zovací sekvence (obrázek 8.1 vpravo). I zde byly o d s t r a n ě n y pozice s více než 20 % mezer. 
Ší řka z a r o v n á n í je rovna 97 a m i n o k y s e l i n á m . L a t e n t n í prostor vykazuje s t rukturu, ale nen í 
sh lukován tak z ře te lně jako v p ř í p a d ě do tazovac í sekvence P I P B R E B N / 2 6 - 2 7 5 . Závě rem 
tohoto testu ci t l ivost i protokolu p ř e d z p r a c o v á n í je, že jak zbývající sekvence v za rovnán í , 
tak l a t e n t n í prostor jsou velmi cit l ivé na referenční sekvenci a že v ý b ě r ž á d n é sekvence s tá le 
zachovává shlukovou s t rukturu prostoru. 

- 6 - 4 - 2 0 2 4 6 
Z , 

6 T  

4 -

2 

NÍ 0 -

- 2 -

- 4 -

- 6 J 1 1 1 

- 6 - 4 - 2 0 2 4 6 
Z , 

- 6 - 4 - 2 0 2 4 6 

O b r á z e k 8.1: Vzhled l a t e n t n í h o prostoru pro r ů z n é volby query sekvence. Vlevo: l a t e n t n í 
prostor pro P I P B R E B N / 2 6 - 2 7 5 je d o b ř e s t r u k t u r o v á n , u p r o s t ř e d : query sekvence byla 
zvolena n á h o d n á sekvence A O A 1 T 1 H A J 7 _ O C E L I n e p a t ř í c í mezi seed sekvence Pfam rodiny 
PF00561 a protokolem p ř e d z p r a c o v á n í by la v y ř a z e n a vě t š ina sekvencí , vpravo: l a t e n t n í 
prostor bez zvolené query sekvence s tá le zachovává shluky ne však tak os t r é jako v p r v n í m 
p ř ípadě . 

Citlivost na krok o d s t r a ň u j í c í mezery 

Tento experiment demonstruje v l iv o d s t r a n ě n í pozic b o h a t ý c h na mezery ze v s t u p n í d a tové 
sady (viz s c h é m a 7.1). P ro tento účel jsem upravi l protokol p ř edzp racován í sekvencí , kdy 
byly p o n e c h á n y všechny pozice, kde query sekvence m ě l a aminokyse l inový symbol, a od
s t r a n ě n y ty maj íc í víc jak 20 % mezer. M á h y p o t é z a byla , že m n o ž s t v í sekvencí a skladba 
j edno t l i vých pozic v z a r o v n á n í m ů ž e změn i t rozložení l a t e n t n í h o prostoru. Zpracován í za
rovnán í v p r a c o v n í m postupu s u d r ž o v á n í m mezer bylo tedy následuj ící : 

• P ro toko l je proveden na d a t o v é s adě Pfam rodiny PF00561. 

• Seed sekvence P I P B R E B N / 2 6 - 2 7 5 je zvolena jako zák ladn í query sekvence. 

• Podle zvolené query sekvence, jsou pozice s více než 20 % mezer na pozicích neobsa
zených aminokyselinou v query sekvenci o d s t r a n ě n y ze v s t u p n í h o za rovnán í . 

Výs l edná š í řka z a r o v n á n í by la 250 a 222. Výs ledné prostory jsou zachyceny na o b r á z k u 8.2. 
Z a t í m c o l a t e n t n í prostor se m ě n í v závis lost i na tom, zda pozice s mnoha mezerami jsou 
zachovány, nebo ne, s t ruktura sh lukování zůs t ává zachována , což svědčí o nízké ci t l ivost i 
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l a t e n t n í h o prostoru na o d s t r a n ě n í s loupců . To je cenné pozorování , p r o t o ž e v p ř í p a d ě protei
nového inženýrs tv í n á s za j ímá zachování všech pozic v d o t a z o v a n é sekvenci pro generování 
s l ibných m u t a n t ů . 

- 6 - 4 - 2 0 2 4 6 - 6 - 4 - 2 0 2 4 6 

O b r á z e k 8.2: L a t e n t n í prostor pro query sekvenci P I P B R E B N / 2 6 - 2 7 5 s p o n e c h a n ý m i 
mezerami (vlevo) a bez mezer p o n e c h a n ý c h mezer mimo pozice query sekvence (vpravo). 

A n a l ý z a pozic seed s e k v e n c í v l a t e n t n í m prostoru 

Účelem tohoto experimentu bylo namapovat seed sekvence Pfam rodiny PF00561 do la
t e n t n í h o prostoru a zjistit, zda je jejich p o k r y t í r o v n o m ě r n é v ce lém prostoru, nebo je 
sous t ř eděno v jeho u rč i t é čás t i . P ř e d p o k l a d e m bylo jejich r o v n o m ě r n é rozp ros t ř en í do jed
no t l ivých sh luků v prostoru, jelikož tyto sekvence tvoř í p ř i ses tavování Pfam rodiny šablony, 
prot i k t e r ý m docház í k vyh ledáván í sekvencí t é t o rodiny. Pro to by k a ž d á seed sekvence mě la 
mí t v d a n é r o d i n ě u rč i tý n e m a l ý p o č e t sekvencí sdílející vysokou podobnost. P ř e d z p r a c o 
vání sekvencí bylo provedeno s t a n d a r d n í m protokolem dle sekce 7.1.1 bez kroku sh lukování 
sekvencí . 

Soubor seed sekvencí obsahoval 48 sekvencí . P ř e k v a p i v ě se m i poda ř i l o identifikovat 
pouze 32 z nich v d a t o v é s adě PF00561 p r o s t ř e d n i c t v í m shody n á z v u sekvencí . 

O b r á z e k 8.3 ukazuje, že shluky v l a t e n t n í m prostoru jsou p o m ě r n ě r o v n o m ě r n ě po
kryty seed sekvencemi, jak jsem p ř e d p o k l á d a l a var iačn í a u t o e n k o d é r je schopný zachytit 
sekvenční rozmanitost ve svém prostoru. Avšak n ě k t e r é čás t i l a t e n t n í h o prostoru nejsou po
kryty, což m ů ž e bý t z p ů s o b e n o t í m , že ne všechny seed sekvence byly nalezeny v za rovnán í . 

V y h o d n o c e n í shody mezi r e p r e z e n t a t i v n í m i podrodinami , e v o l u č n í m i v ě t v e m i 
a l a t e n t n í m prostorem 

Cílem tohoto pos l edn ího experimentu bylo vyhodnoti t , zdaje zp řesněn í z a r o v n á n í v souladu 
s n a u č e n ý m l a t e n t n í m prostorem. Toto zp řesněn í bylo provedeno p o m o c í p o d m n o ž i n R P X X 
Pfam, k t e r é se sk ládaj í z r e p r e z e n t a t i v n í c h p r o t e o m ů ( R P ) . (i) K a ž d ý člen R P m u s í bý t dob
r ý m r e p r e z e n t a t i v n í m (v evo lučn ím kontextu) proteomem; (ii) člen R P by mě l bý t nejvíce 
funkčně c h a r a k t e r i z o v a n ý m / a n o t o v a n ý m č lenem skupiny; a (iii) R P na různých p r a h o v ý c h 
h o d n o t á c h by mě lo bý t h ierarchické [10]. X X označuje p r á h spo luč lens tv í (15, 35, 55, 75). 
Tento experiment prokazuje p rav ide lné p o d v ý b ě r R P 7 5 do p o d m n o ž i n R P X X . Zkoumanou 
rodinou byla opě t Pfam rodina PF00561. 
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O b r á z e k 8.3: P o k r y t í l a t e n t n í h o prostoru pro datovou sadu PF00561 odpovída j í c ími seed 
sekvencemi (červeně) . 

O b r á z e k ukazuje, že očekávané r o v n o m ě r n é podvzo rkován í R P X X p o d m n o ž i n je re
flektováno va r iačn ími a u t o e n k o d é r y a i pro ne jmenš í m n o ž i n u R P 1 5 p la t í , že r o v n o m ě r n ě 
p o k r ý v á l a t e n t n í prostor m n o ž i n y R P 7 5 90 (viz ob rázek 8.4 vlevo). 

Zda j edno t l ivé vě tve fylogenet ického stromu lze ú s p ě š n é namapovat do l a t e n t n í h o pro
storu jako v p ů v o d n í s tudii [14] jsem vyzkouše l i na naš í r o d i n ě p ro t e inů . Výsledek m a p o v á n í 
lze v idě t na o b r á z k u 8.4 vpravo. Fylogenet ický s trom by l v y t v o ř e n p o m o c í n á s t r o j e Fast-
Tree2 [52] a p r ů c h o d spo lečně se z p r a c o v á n í m vygene rovaného stromu by l rea l izován za 
využ i t í knihovny ete3. O b r á z e k 8.4 vpravo odhaluje, že v p ř í p a d ě reá lné p ro te inové rodiny 
je v ý k o n r o v n o m ě r n é h o m a p o v á n í evoluce do prostoru s labší než v p ř í p a d ě s imulovaného 
za rovnán í p o u ž i t é m v na o b r á z k u 5.3 a j edno t l ivé evoluční vě tve jsou v l a t e n t n í m prostoru 
v n ě k t e r ý c h p ř í p a d e c h p r o m í c h a n é . P ů v o d n í studie ukazuje i výs ledky na reá lných protei
nových rod inách , k o n k r é t n ě na r o d i n ě d o m é n fibronektinu t ypu III, k t e r é ukazuj í i p ě k n é 
hvězdicové u s p o ř á d á n í . V ní ale a u t o ř i vybra l i 20 ne jpoče tně jš ích skupin sekvencí v d a n é m 
fylogenet ickém s t r o m ě , z a t í m c o j á ukazuji p ř e s n é výs ledky pro u rč i tý řez stromu. 

8.2 Experimenty se sadou HLDs 

Experiment , k t e r ý bude p o p s á n v následuj íc í sekci, by l z a m ě ř e n na úzkou opt imal izaci 
modelu na úloze generovat r e l evan tn í sekvence pro Dhaa na d a to v é s adě HDLs. 

Jako query sekvence pro t r énován í byla v y b r á n a gen D h a A s uniprot id P59336_S14 
(Haloalkan d e h a l o g e n á z a z Rhodococcus sp). N a konci fáze redukce dé lky sekvencí byla 
konečná dé lka z a r o v n á n í rovna 299 res iduí . N á s l e d n ě bylo provedeno fil trování v s t u p n í h o 
za rovnán í p o m o c í sh lukování , abych snížil identi tu v souboru dat a zvýšil rozmanitost v la
t e n t n í m prostoru. Sh lukován ím sekvencí bylo provedeno podle 90% identity a v ý b ě r e m j e d n é 
sekvence z k a ž d é h o shluku do finální d a to v é sady. V ý b ě r do tazovac í sekvence P59336_S14 
by l za j iš těn . Výs ledný p o č e t sekvencí by l sn ížen na 12053. 
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O b r á z e k 8.4: L a t e n t n í prostor d o b ř e reflektuje podvzorkovac í proces v R P X X Pfam podro-
d inách (vlevo). Fy logenet ický s trom pro PF00561 n a m a p o v á n do l a t e n t n í h o prostoru pro 
j edno t l ivé evoluční vě tve ve z k o u m a n ý evoluční okamž ik (vpravo). 

8.2.1 O p t i m a l i z a c e p a r a m e t r ů m o d e l u 

Celkový model je složen z dílčích čás t í def inovaných v l a s tn í sadou p a r a m e t r ů , jej ichž opt ima
lizace m á p o t e n c i á l vylepš i t jeho gene ra t i vn í vlastnosti . P ro to jsem se rozhodl p r o z k o u m á v a t 
následuj íc í parametry: 

• Redukce v l i v u regularizace ve z t r á t o v é funkci v p r o s p ě c h r e k o n s t r u k č n í chyby: 

• Zvyšování dimensionality l a t e n t n í h o prostoru 

• P ř i d á v á n í m více vrstev s p r o m ě n l i v ý m p o č t e m n e u r o n ů do e n k o d é r u a dekodéru : 

• Modif ikování p a r a m e t r ů o p t i m a l i z á t o r u . 

V experimentech byla p o z o r o v á n a gene ra t i vn í schopnost modelu dle vztahu v 7.2 spo
lečně s p r ů m ě r n o u p r o c e n t u á l n í identi tou pro k a ž d o u sekvenci v t r énovac í s adě a identi tou 
query sekvence. P o k u d nen í specifikováno j inak, tak dimensionali ta prostoru byla 2, C 2, 
jedna s k r y t á vrstva s 100 neurony a weight decay factor 0.01. 

Z p o č á t k u jsem se zaměř i l na vl iv regularizace. Proces učen í V A E s je založen na 
z t r á tové funkci, k t e r é je s ložena z regu la r izačn í a r ekons t rukčn í čás t i (viz rovnice 5.4). 
Regu la r i začn í čás t je t v o ř e n a z Ku l lback -Le ib l e rov i divergence a n u t í enkodé r kódova t sek
vence více do s t ř e d u za v y t v á ř e n í více spo j i t ého prostoru. D a n í za to je snížení r ekons t rukčn í 
schopnosti modelu. P o d í l j edno t l i vých čás t í lze ovlivni t p o m o c í parametru C, kdy v l iv re-
gu la r izačn ího termu roste n e p ř í m o ú m ě r n ě k C. Z e x p e r i m e n t ů s architekturou maj íc í jednu 
vrs tvu se 100 neurony a s hodnotou C = {1,2 ,5 ,25,125,625,3125} vyplynulo, že hodnota 
C n e z l e p š u j e g e n e r a t i v n í vlastnosti modelu, avšak způsobu je rozp tý len í prostoru, což 
by mohlo m í t za nás ledek vznik „s lepých" regionů v l a t e n t n í m prostoru. Pro to byla hodnota 
C nastavena na p o č á t e č n í hodnotu C (pokud nebude specifikováno j inak) . 

Se stejnou architekturou n e u r o n o v ý c h s í t í jsem nás l edně zkoumal vl iv dimensionality 
l a t e n t n í h o prostoru na r ekons t rukčn í vlastnosti . Výs ledky D = {2 ,3 ,4 ,5 ,6 ,8 ,16 ,20 ,33} 
prokázaly , že zvyšující poče t d imens í z l e p š u j e g e n e r a t i v n í m o ž n o s t i modelu. Navzdory 
s l ibným v ý s l e d k ů m týka j í c ím se Dhaa pá rové identity (až 97% pro 20 d i m e n s í ) , zvyšující 
se dimensionali ta p ř ináš í n e v ý h o d u v p o d o b ě horš í interpretovatelnosti ve v í c e r o z m ě r n é m 
prostoru a r e l a t i vně m a l é h o z lepšení celkové pá rové podobnosti (74,5 na 79,5 %) . Nav íc př i 
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33 d imenz ích jsem pozoroval fenomén kolapsu dimenzionality, kdy p ř i d á v a n é komponenty 
do l a t e n t n í h o prostoru nejsou schopné se n a u č i t už i t ečnou informaci o d a t o v é distr ibuci . 
H l e d á m e tedy j inou možnos t , jak zlepši t vlastnosti modelu př i zachování nízké ú r o v n ě d i 
menzionality. Níže u v e d e n é výs ledky ukáž í , že zlepšení modelu je m o ž n é i v p ř í p a d ě dvou
r o z m ě r n é h o l a t e n t n í h o prostoru. 

Da l š ím z k o u m a n ý m parametrem b y l p o č e t p a r a m e t r ů v n e u r o n o v é s í t i . P r v n í ex
periment by l z a m ě ř e n na p o n e c h á n í pouze j e d n é s k r y t é vrs tvy s 200 n e u r o n ů . V dalš ích 
experimentech jsem zvětši l h loubku s í tě na vrs tvy s 100; 50 respektive 100; 50; 50 n e u r o n ů . 
Výs ledky ukázaly , že zvětšování h loubky s í tě neřeš í p r o b l é m g e n e r a t i v n í h o schopnos t í mo
delu. V p ř í p a d ě j e d n é vrs tvy s 200 neurony došlo zvýšení gene ra t ivn ích schopnos t í . V pří
p a d ě 2 sk ry tých vrstev došlo k s t lačení l a t e n t n í h o prostoru s m ě r e m do s t ř e d u , což bylo 
překvapuj íc í zj iš tění , k t e r é m ů ž e m í t 2 vysvě t len í : s větš í hloubkou roste v l i v parametru C, 
nebo t u nebyl d o s t a t e č n ý p o č e t t r énovac ích epoch, aby se model nauč i l ko rek tn í rozložení 
prostoru (10000 epoch). P r o 3 s k r y t é vrs tvy jsem pozoroval opě t fenomén kolapsu dimen
zionality, kdy síla p a r a m e t r ů modelu je d o s t a t e č n á , aby mohla zakódova t všechny body do 
j e d n é dimense. 

P o t é jsem se snaži l náš model více p řeuč i t p ř i t r énován í po 59000 epoch, k t e r é byly 
u rčeny na zák l adě ana lýzy deviace va l idační a t r énovac í chyby. Tes tován í bylo provedeno 
opě t na vícero a r c h i t e k t u r á c h . A n i tento krok nebyl ú s p ě š n ý maj íc í identi tu s p ů v o d n í DhaA 
sekvencí pouze 65 %. 

V dalš í k roku jsem přešel k t e s tován í v l i v u hodnoty weight decay faktoru v na s t aven í 
o p t i m a l i z á t o r u . V ý z n a m weight decay je v pena l izován í vysokých hodnot vah č ímž je ome
zuje volnost modelu. Weight decay faktor je d o b r é použ í t v p ř í p a d ě v y ž a d o v a n é regularizace 
neu ronové s í tě a v p ř í p a d ě V A E s je b ě ž n o u p rax í . V experimentech jsem otestoval hodnoty 
u; = {0.01,0.005,0.001,0.0005,0.0001,0.0}. Identita DhaA sekvence s klesající hodnotou 
weight decay rostla z p ů v o d n í c h 64 % až na 90 %. Nejlepší je model s faktorem n a s t a v e n ý m 
na 0. O d s t r a n ě n í gama členu ze z t r á t o v é funkce o d s t r a ň u j e regularizace vah, což u m o ž 
ňuje nastavit váhy na p o ž a d o v a n é hodnoty. Faktor rozpadu n a s t a v e n ý na 0 obecně zvyšuje 
pá rové skóre, ovšem m u s í m e b r á t v potaz, že m ů ž e způsob i t horš í výs l edky v p r á z d n ý c h 
oblastech l a t e n t n í h o prostoru. 

Po v y h o d n o c e n í p ředeš lých e x p e r i m e n t ů jsem se znovu v rá t i l k jejich opt imal izaci tento
k r á t s nastavenou hodnotou weight decay na 0.0. Po p roveden í e x p e r i m e n t ů pro j edno t l ivé 
hodnoty parametru C, p o č t u d imenz í a ve l ikos t i /h loubky sk ry tých vrstev jsem rozhodl 
provést nás leduj íc í pokus generace p r o t e i n ů pro l a b o r a t o r n í testy s z v o l e n ý m modelem 
maj íc ím jednu skrytou vrs tvu s p o č t e m n e u r o n ů odpov ída j í c ím šířce za rovnán í . Parametr 
C by l p o n e c h á n na hodnotu 2, weight decay 0.0 a s uč íc ím se krokem 0.001. 

V ý s l e d n ý model pro tuto datovou sadu by l složen z j e d n é s k r y t é vrs tvy maj íc í 299 
neu ronů , weight decay faktor o p t i m a l i z á t o r u b y l nastaven na 0.0, b y l zvolen 2 d imenz ioná ln í 
prostor a parametr C na 2.0. M o d e l b y l t r é n o v á n po 16500 epoch. 

8.2.2 S imulace ř í z e n é evoluce 

P r v n í m experimentem, k t e r ý by l vyzkoušen nad l a t e n t n í m prostorem byla simulace ř ízené 
evoluce (viz sekce 7.3). S v y b r a n ý m modelem byly zaváděny mutace do query sekvence a sle
dovat vývoj v l a t e n t n í m prostoru, jak lze v idě t na o b r á z k u 8.5. Simulace byla provedena 
zaváděn ím 1 a 2 b o d o v ý c h m u t a c í a v k a ž d é m kole bylo vygene rováno 100 k a n d i d á t ů . Dvou
bodové mutace nejsou v o b r á z k u 8.5 zachyceny. V levé čás t i o b r á z k u 8.5 byla ap l ikována 
pouze metr ika bl ízkost i centra. Lze v idě t , že v d a n é m p ř í p a d ě s tač i lo zavést 38 m u t a c í . 
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Studie profilu generovaných sekvencí ovšem ukáza lo zaváděn í velmi n e p r a v d ě p o d o b n ý c h 
m u t a c í . P ro to by l proveden dalš í experiment s funkcí biologicky s t ab i ln í sekvence (viz sekce 
7.3) a jeho výs ledek je v idě t na o b r á z k u 8.5 vpravo. Opro t i funkci nejbližší sekvence b y l po
čet vygenerovaných sekvencí větš í . To bylo nejvíce z p ů s o b e n o z a s e k n u t í m m u t a č n í evoluce 
v b l ízkém prostoru query sekvence, kdy n a v r ž e n é proteiny obsahovaly velmi ne typ ické mu
tace, k t e r é mě ly n ízkou p ř i ř azenou p r a v d ě p o d o b n o s t od modelu a úspěšn í mutant i se drže ly 
blízko p ů v o d n í sekvence. Evo luc i se nakonec povedlo dostat z loká ln ího min ima in t rodukc í 
mutace, k t e r á byla velice p r a v d ě p o d o b n á a v ý z n a m n á pro polohu v l a t e n t n í m prostoru. 
S tud ium t ě c h t o v ý z n a m n ý c h m u t a c í bude p ř e d m ě t e m da l š ího pokračován í projektu. 

N a d á l e by l proveden s t a t i s t i cký test na p r ů m ě r n ý p o č e t m u t a c í n u t n ý c h pro dosažení 
s t ředové oblasti . B y l použ i t j e d n o - v ý b ě r o v ý s t a t i s t i cký t-test se statistickou v ý z n a m n o s t í 
a = 0.05 v y p o č t e n ý p o m o c í p r o g r a m o v a c í h o j azyka R. B y l o p o u ž i t o 500 b ě h ů celkem ve 
t ř ech scénář ích . P r v n í scénář testoval s t ř e d n í hodnotu ř ízené evoluce pro funkci nejbližší 
sekvence s d v o u b o d o v ý m i mutacemi. D r u h ý a t ř e t í scénář ověřoval s t ř e d n í hodnoty jedno 
b o d o v ý c h m u t a c í pro funkci nejbližší respektive biologicky s t ab i ln í sekvence. Hodnota 95% 
konf idenčního intervalu byla v rozmezí 25.06 - 25.37, z a t í m c o pro d r u h ý respektive t ř e t í scé
ná ř konfidenční intervaly n a b ý v a l y hodnot 35.50 - 35.89 respektive 92.77 - 96.17. Výs ledky 
ukazuj í , že zaveden ím dvou b o d o v ý c h m u t a c í došlo k snížení p r ů m ě r n é h o p o č t u vygenero
vaných m u t a n t ů . To by mohlo n a z n a č o v a t , že n á š model zachycuje reá lné evoluční udá los t i 
vyskytu j íc í se v p ř í rodě , kdy mutace j e d n é pozice ča s to vyžadu je k o m p l e m e n t á r n í mutaci 
residua na j iné i velmi vzdá l ené pozici , k t e r é jsou však p ros to rově blízké v t e r n á r n í struk
t u ř e proteinu a n a v z á j e m in te raguj í (vy tvá ř í sulfidové, p o t a ž m o vodíkové m ů s t k y ) . Naopak 
m a r k a n t n í rozdí l mezi s t ř e d n í m i hodnotami scénáře 2 a 3 naznaču je m o ž n é zaváděn í neprav
d ě p o d o b n ý c h m u t a c í p o m o c í funkce nejbližší sekvence, z a t í m c o funkce biologicky s tab i ln í 
sekvence tyto mutace po t l aču je a po zaveden í silné mutace se algoritmus dostane z loká ln ího 
min ima a p o t é pok raču j e ke s t ř e d u prostoru (viz obrázek 8.5). 

Z i Z i 

O b r á z e k 8.5: Simulace ř ízené evoluce v l a t e n t n í m prostoru pro j e d n o b o d o v é mutace. Vlevo: 
funkce nejbližší sekvence (viz sekce 7.3) m á plynulou trajektorii do s t ř e d u , vpravo: funkce 
biologicky s t ab i ln í sekvence p r o k á z a l a problemat iku zaváděn í zcela n á h o d n ý c h velice ne
s t a n d a r d n í c h m u t a c í ( lokální m i n i m u m kolem query sekvence). 
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8.2.3 A p l i k a c e p ř í m é r e k o n s t r u k č n í strategie 

Po ana lýze n á h o d n ý c h m u t a c í jsem přeše l k da l š ímu experimentu, k t e r ý j iž využíva l genera-
t i vn í schopnosti na šeho modelu. Exper iment si k lad l za cíl navrhnout proteiny pro nás l edné 
testy jejich ak t iv i ty a stabil i ty v l a b o r a t o ř í c h za využ i t í p ř í m é evoluční strategie. 

Konstrukce s t a t i s t i c k ý c h kontrol 

O d h a d n u t í gene ra t i vn í kval i ty V A E s a s t anoven í ú r o v n ě s t a t i s t i ckých hodnot p r ů m ě r n é re
kons t rukčn í shody bylo provedeno p o č í t á n í m p r a v d ě p o d o b n o s t n í c h d i s t r ibuc í na č ty řech 
p o d m n o ž i n á c h t r énovac í sady tzv. poz i t ivn í , nega t ivn í , t r énovac í a a n c e s t r á l n í (viz 7.2.1 
a ob rázek 8.6). A n c e s t r á l n í sada byla p ř i d á n a pro kontrolu distribuce v p ř í p a d ě generova
ných sekvencí . K a ž d á p o d m n o ž i n a , k r o m ě ances t r á ln í , obsahovala m n o ž s t v í sekvencí odpo
vídaj ící 5 % t rénovac í sady. Jak jde v idě t na o b r á z k u 8.6 nega t i vn í kon t ro ln í m n o ž i n a je 
d o b ř e s e p a r o v á n a a pos i t ivn í a t rénovac í kontrola sdílejí rozložení . 

Benchmark h is togram (j= 0 .36 ,0 .73 , 0 .77 ,0 .90 
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O b r á z e k 8.6: L a t e n t n í (vlevo) a d i s t r i bučn í (vpravo) rozložení s t a t i s t i ckých kontrol p rů 
m ě r n é r e k o n s t r u k č n í shody. 

Společně s j e d n o t l i v ý m i p o d m n o ž i n a m i byly ana lyzovány i l a b o r a t o r n ě ověřené varianty 
ances t r á ln í sekvencí v y t v o ř e n é p r o s t ř e d n i c t v í m klasický technik. Podle autorky jsem tuto 
skupinu p r o t e i n ů označi l jako sekvence Babkové [3]. D íky t ě m t o sekvencí a ana lýze jejich 
s t a t i s t i ckých a l a t e n t n í c h v l a s tnos t í by l z ískán vhled do interpretace modelu. 

Selekce k a n d i d á t ů 

O b r á z e k 8.7 ukazuje výs ledky protokolu p ř í m é rekonstrukce apl ikované na datovou sadu 
HLDs. Jako p r v n í s tat is t iku jsem sestavil profil pozorované sekvenční p r a v d ě p o d o b n o s t i . 
Prof i l v o b r á z k u 8.7 ukazuje, jak si model b y l j i s tý j e d n o t l i v ý m i sekvencemi generovaných 
touto s t ra teg i í . P rof i l odhaluje regiony, kde jsou sekvence p r a v d ě p o d o b n ě j š í m i členy vstup
ního z a r o v n á n í oproti j i n ý m oblastem. Současně jsou v profilu zobrazeny i sekvence Babkové 
vče tně jejich u m í s t ě n í v l a t e n t n í m prostoru (obrázek 8.7 vlevo), k t e r é je d o b ř e strukturo
vané do s t ř e d u evoluční trajektorie. K získání p ř e h l e d u o h o d n o t á c h profilu byly sekvence 
Babkové z a r o v n á n y do v s t u p n í m n o ž i n y a by l provedena s t e jná s t a t i s t i cká ana lýza . Jak 
ukazuje obrázek 8.7 vpravo, p r a v d ě p o d o b n o s t i jsou v rozmezí 45 až 70 procent. 

A b y c h lépe pochopi l rozdě len í p r a v d ě p o d o b n o s t í sekvencí a m o ž n ý p r á h pro n á h o d n é 
sekvence, v y p o č í t a l jsem rozdělení p r a v d ě p o d o b n o s t í pro 4 podskupiny dat (viz 7.2.1). 
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O b r á z e k 8.7: S ta t i s t i cký profil pozorovaných sekvencí strategie p ř í m é evoluce. Vlevo: la
t e n t n í prostor experimentu vče tně pozic vygenerovaných sekvencí . Sekvence Babkové jsou 
z a r o v n á n y a zobrazeny v l a t e n t n í m prostoru, kde jsou u m í s t ě n y blízko s t ř e d u evoluční tra
jektorie. Vpravo: detail profilu sekvencí společně s p r a v d ě p o d o b n o s t n í m i hodnotami pro 
sekvence Babkové . 

Trén inkové a poz i t ivn í p o d m n o ž i n y mě ly p o d o b n á rozdělení , což svědčí o vysoké kval i tě na
t r é n o v a n é h o V A E s , p ř i čemž rozdělení se pohybovaly kolem hodnoty p r a v d ě p o d o b n o s t i 76 
%. Tato rozdělení se navíc d o b ř e odlišují od n e g a t i v n í t r énovac í množiny . Všechny nega t i vn í 
sekvence mě ly p r a v d ě p o d o b n o s t nižší než 50 %. Napro t i tomu rekons t ruovan í p ředc i vyka
zovali posun p r a v d ě p o d o b n o s t í k vyšš ím h o d n o t á m . Vzhledem k tomu, že p r a v d ě p o d o b n o s t 
sekvence koreluje s fitness proteinu, vysoké hodnoty u vygenerovaných p ř í m ý c h p ř e d k ů je 
po tv rzu j í jako s l ibné cíle pro h lubš í a n a l ý z u a charakterizaci v l a b o r a t o ř i . 

Vzhledem k novosti metody jsem se však rozhodl doplnit a n a l ý z u p ř e d k ů o v ý p o č e t 
dalš ích v l a s tnos t í generovaných sekvencí . Identita sekvence k p ů v o d n í m ů ž e bý t dů lež i tý 
ukazatel, p ro tože v experimentu je cíleno na opt imal izaci u rč i t ého proteinu a příl iš velký 
rozdí l m ů ž e o d p o v í d a t v ý r a z n ě od l i šnému proteinu. Dalš í v l a s tnos t í , kterou jsem se rozhodl 
prozkoumat, je identi ta sekvence vůči nej bližší sekvenci v za rovnán í , abychom pochopil i 
rozmanitost generovaných p ř e d k ů a t a k é jejich bl ízkost ke z n á m ý m p r o t e i n ů m . K r o m ě výše 
zmíněných sekvenčních identit jsme t a k é vypoč í t a l i p o č e t sekvenčních z b y t k ů , k t e r é maj í 
vyšší než 90% p r a v d ě p o d o b n o s t , že se nacháze j í na v ý s t u p u dekodé ru , což naznaču je j is totu 
V A E s u v y b r a n ý c h aminokyselin. Pos l edn í sledovanou statist ikou jsou p o č t y inzerc í /de lec í 
a s u b s t i t u c í v d o t a z o v a n é sekvenci, k t e r é byly zavedeny do vygenerovaných p ř e d k ů . Výsledek 
vynesený do grafu lze v idě t v př í loze A . l . 

K r o m ě s t a t i s t i ckého v y h o d n o c e n í došlo i k de ta i ln í s tudii v y b r a n ý c h variant z pohledu 
biologie (obrázek 8.8). N a v r h o v a n é delece p ř í p a d n ě inzerce ve va r i an t ě 16 byly u m í s t ě n y 
na biologicky re levan tn ích mís t ech p řevážně v koncových čás tech či mimo a-helix a /3-list. 
Gra f z př í lohy A . l by l p ř e d m ě t e m debaty k o n e č n é m v ý b ě r u k a n d i d á t ů do kola l a b o r a t o r n í c h 
t e s t ů . Po diskuzi s b iologickými experty z t ý m u L o s c h m i d t o v ý c h l a b o r a t o ř í bylo pro p r v n í 
kolo l a b o r a t o r n í c h t e s t ů v y b r á n o celkem 9 p r o t e i n ů pokrývaj íc í celé spektrum s ta t i s t i ckých 
v l a s tnos t í . K o n k r é t n ě se jednalo o varianty značené jako AncDhaA 1-9, k t e r é v pří loze 
A . l lze naj í t pod čísly 38, 44, 59, 68, 75, 108, 110, 113 a 125. Var ianta AncDhaAl byla 
j e d i n á nemaj íc í ani jednu inzerci či deleci avšak obsahovala 45 subs t i t uc í . P o č e t subs t i t uc í 
se u variant pohyboval od 45 do 138. P o č e t inzercí a delecí by l pro p rvn í ch p ě t variant 
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AncDhaAl-5 v rozmezí 0 až 21. P r o zbylé varianty AncDhaA6-9 nacházej íc í se blíže s t ř e d u 
jejich p o č e t dosahoval rozmezí 91 až 138. Pouze varianta AncDhaAl v y k á z a l a rozpustnost 
a funkčnost sn íženou o 50 %. 

O b r á z e k 8.8: P ř í k l a d y p ř í m ý c h p ř e d k ů vygenerovaných na zák l adě l a t e n t n í h o prostoru pro 
DhaA. Vlevo: Var ianta AncDhaAW s identi tou 69,23 % pouze z v ý r a z n ě n é pozice inzerce/-
delece, červeně - delece (dvě ve smyčce , pozice 29 a 30, a jedna ve š roubovic i , pozice 291), 
m o d ř e - inzerce S (jedna ve smyčce , pozice 133). Vpravo: Var ian ta AncDhaA7 s 93,89% 
identitou W T . Všech 10 nav ržených z á m ě n je zvý razněno . 

8.2.4 T e s t o v á n í robus tnos t i m e t o d y 

P ř i p rác i s datovou sadou HLDs jsem se zaměř i l i na z k o u m á n í robustnosti metody použ i t í 
V A E s pro ances t r á ln í sekvence p o m o c í v í cenásobné n á h o d n é inicializace. Úče lem bylo zjistit 
citlivost t r énovac ího procesu a v l i v na rozložení l a t e n t n í h o prostoru př i n á h o d n é m nas t aven í 
počá t ečn í ch vah neu ronové s í tě . 

P ro t e s tován í robustnosti by l ne jdř íve n a t r é n o v á n referenční model, k t e r ý vygeneroval 
100 ances t r á ln í ch sekvencí p o m o c í strategie p ř í m é evoluce. N á s l e d n ě se stejnou datovou 
sadou bylo n a t r é n o v á n o dalš ích 16 m o d e l ů se shodnou architekturou a n a s t a v e n í m t rénova-
cích i v n i t ř n í c h p a r a m e t r ů jako referenční model . N a p o č á t k u t rénovac í fáze byly n á h o d n ě 
t r ans fo rmovány váhy p o m o c í n o r m á l n í h o rozdělení kolem s t ř e d n í hodnoty 0 s var iac í 0.15. 
Takto inicial izované modely byly n a t r é n o v á n y a v jejich l a t e n t n í m prostoru byly vyneseny 
pozice ances t r á ln í ch sekvencí nav ržených re ferenčním modelem. V ideá ln ím p ř í p a d ě by ve 
všech p ř í p a d e c h zakódované sekvence kopírovaly trajektori i do s t ř e d u prostoru, což nen í 
náš p ř í p a d , jak ukazuje ob rázek 8.9. N á h o d n ě inicial izované modely V A E s nejsou schopny 
se n a u č i t shodnou dis tr ibuci m u t a c í skrze celý l a t e n t n í prostor. Tento fakt klade u rč i t é l i 
mi ty un ive rzá ln ímu použ i t í V A E s pro a n c e s t r á l n í rekonstrukci, kdy př i s te jné v s t u p n í sadě 
m ů ž e m e dostat odl i šné ances t r á ln í sekvence. Stabilizace l a t e n t n í h o prostoru je oblast, k t e ré 
bych chtě l v budoucnosti věnovat pozornost. 
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O b r á z e k 8.9: Rozložení a n c e s t r á l n í sekvencí vygenerovaných s t r a t eg i í p ř í m é evoluce refe
r e n č n í m modelem pro n á h o d n ě inicial izované modely. Vlevo: referenční model, vpravo: 
n á h o d n ě inicial izovaný model mapu j í c í ances t r á ln í sekvence referenčního modelu. 

8.3 Experimenty se sadou H L D I-II 

Výsledky předeš lého experimentu 8.2 v profilu u v e d e n é m v pří loze A . l u k á z a l y tendenci 
generovat vzdá lené sekvence od p ů v o d n í h o proteinu Lha A. Nav íc l a b o r a t o r n í testy uká 
zaly z t r á t u funkce a n ízkou rozpustnost n ě k t e r ý c h z nav ržených p ro te inů , k t e r á je č a s t ý m 
p r o b l é m e m př i n a v r h o v á n í des ignů p o m o c í gene ra t ivn ích m o d e l ů [23]. 

P ro adresaci t ě ch to p r o b l é m ů jsem se rozhodl navrhnout j e š t ě více specifické z a r o v n á n í 
sekvencí HLD I-II sugeruj ící esenciá lní k a t a l y t i c k á residua a použ í t p o d m í n ě n ý var iační 
a u t o e n k o d é r ( C V A E ) pro zlepšení rozpustnosti p ro t e inů . Dle a k t u á l n í c h pub l ikac í v oblasti 
gene ra t ivn ích m o d e l ů byla rozš í řena metodika evaluace kval i ty modelu o s ledování statis
t ik p r v n í h o a d r u h é h o ř á d u . P r o kontrolu zachování s t ruktury l a t e n t n í h o prostoru bylo 
provedeno t e s tován í na zachycení evolučních souvislost í . 

V s t u p n í v í cenásobné z a r o v n á n í sekvencí po p ř e d z p r a c o v á n í obsahovalo 2181 sekvencí se 
š í řkou 291 residuí . 

8.3.1 O p t i m a l i z a c e m o d e l u 

P ř e d gene rován ím k a n d i d á t n í c h p ro t e inových sekvencí by la provedena a n a l ý z a výkonos t i 
modelu na t é t o menš í d a t o v é sadě , k t e r é bere v potaz i predikovanou rozpustnost sek
vencí diskretizovanou do 3 ú rovn í : LOW, MEDIUM a HIGH. U všech t r énovac í sekvencí 
bylo za j i š těno zachování p ř í s lušných ú rovn í rozpustnosti pro všechny fáze evaluace, gene
rování a t r énován í . V p ř í p a d ě n á h o d n ý c h kontrol byly značky rozpustnosti vygenerovány 
n á h o d n ě z un i fo rmního rozdělení . Jak ukazuje distribuce hodnot p red ikovaných rozpust
nos t í na o b r á z k u 8.10, d a t o v á sada obsahuje pouze 84 sekvencí klasif ikovaných jako vysoce 
r o z p u s t n ý c h . Referenční sekvence DhaA SI 9 p a t ř í do skupiny sekvencí s vysokou rozpust
nos t í . P ro to se p ř e d p o k l á d á , že generování sekvencí s p o d m í n ě n í m vysoké rozpustnosti by 
mělo zapracováva t více res iduí b l ízkých cí lovému proteinu. 

Pro selekci konečného modelu s vysokou biologickou p o d o b n o s t í k c í lovým v s t u p n í m 
sekvenc ím jsem vyhodnocoval hodnoty statistik p r v n í h o a d r u h é h o ř á d u (viz sekce 7.2.2). 
Testoval jsem modely maj íc í 1-3 s k r y t é vrs tvy s p o č t e m n e u r o n ů od 450 až 50 a dimensio-
nal i tou 2-7. Výs ledky m o d e l ů ukáza ly velmi dobrou schopnost V A E s zachy t áva t f rekvenční 
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LOW MEDIUM HIGH 

O b r á z e k 8.10: Rozložení p red ikovaných hodnot r o z p u s t n o s t í pro všechny sekvence použ i t é 
k t r énován í . 

s tat ist iky s a m o s t a t n ý c h aminokyse l inových pozic (obrázek 8.11 vlevo). Korelace u všech mo
delů dosahovala hodnoty 96 až 99 procent. P r o kontrolu distribuce mezer v generovaných 
i v s t u p n í c h sekvencích jsou v o b r á z k u 8.11 vlevo v y z n a č e n y červené body značící frekvenci 
v ý s k y t u mezer v d a n é pozic i u generované nebo v s t u p n í sekvence. P r o tento k o n k r é t n í pří
pad lze v idě t existenci někol ika pozic b o h a t ý c h na mezery. Dů lež i tou informací pro nás je, 
že model n e m á tendenci v k l á d a t do generovaných sekvencí mezery jako nahrazu j íc í symboly 
v p ř í p a d ě nejistoty. 

P ř e d p r o v e d e n í m e x p e r i m e n t ů bylo očekáváno , že p ř i d á n í dalš ích sk ry tých vrstev do 
modelu v ý r a z n ě zlepší hodnoty statistik d r u h é h o ř á d u (obrázek 8.11 vpravo). Tento před
poklad se však nepotvrdi l . M o d e l s jednou vrstvou b y l schopný zachytit vysokou korelaci 
t é m ě ř t o t o ž n o u s h lubš í variantou (87,98 % oproti 88,16 %) maj íc í 450 a 100 n e u r o n ů ve 
sk ry tých v r s tvách . V p ř í p a d ě o s t a t n í c h m o d e l ů byla hodnota korelace kovariance p o d o b n ě 
vysoká nepřekraču j íc í hodnotu 88 % a nejnižší hodnota byla n a m ě ř e n a 86 % pro model 
s d v ě m a vrstvami k a ž d ý maj íc í 100 neu ronů . 

K r o m ě schopnosti generovat velmi bl ízké sekvence p ů v o d n í m u z a r o v n á n í by la důleži
t ý m ukazatel pro v ý b ě r modelu i jeho schopnost z achy t áva t evoluční závislost i v prostoru 
(viz sekce 7.2.3). Pro to byly s ledovány stat is t iky korelace vzdá lenos t í zakódován í sekvencí 
v l a t e n t n í m prostoru s hloubkou odpovída j í c ího uz lu ve fylogenet ického stromu. Ze jména 
dů lež i t á by la vlastnost lokace ances t r á ln í ch sekvencí k centru prostoru jelikož i evoluční 
strategie ve své fitness funkci p o č í t á s t í m t o p ř e d p o k l a d e m . 

Stat is t iky p r v n í h o a d r u h é ř á d u vykazovaly p o d o b n é výs ledky pro vě t š inu t e s tovaných 
mode lů , proto h l a v n í m čini te l pro v ý b ě r modelu byla zvolena p rávě a n a l ý z a s t ruktury la
t e n t n í h o prostoru. O b r á z e k 8.12 ukazuje výs ledky korelací h loubky uz lu fylogenet ického 
stromu se vzdá lenos t í od s t ř e d u prostoru. V levé čás t i o b r á z k u 8.12 lze pozorovat r e l a t ivně 
d o b r é výs ledky pro model s jednou vrstvou. Z a j í m a v ý m zj i š těn ím byla neschopnost h lubš ích 
m o d e l ů mapovat evoluční vztahy s ohledem na vzdá lenos t od s t ř e d u prostoru. Vícevrs tvé 
modely vykazuj í pro vě t š inu m a p o v a n ý c h vě tv í do l a t e n t n í h o prostoru ž á d n o u nebo m í r n ě 
o p a č n o u korelaci. 

S p ř e d c h o z í m z j i š těn ím byla zavedena dalš í metr ika pro deta i lně jš í a n a l ý z u dě jů v la
t e n t n í m prostoru. B y l o p ř e d p o k l á d á n o , že evoluční vztahy jsou v h lubš ích modelech s tá le 
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O b r á z e k 8.11: Stat is t iky p r v n í h o a d r u h é h o ř á d u pro konečný model s jednou skrytou 
vrstvou s 450 neurony v y b r a n é h o pro experiment. Vlevo: s tat is t ika p r v n í h o ř á d u s vyso
kou korelací znač í schopnost V A E s reflektovat frekvence aminokysel in na d a n ý c h pozicích. 
Vpravo: korelace kovariance statistik d r u h é h o ř á d u . 

Correlat ion of latent origin d is tance and depth in the tree Correlat ion of latent origin d is tance and depth in the tree 

- 1 . 0 0 - 0 . 7 5 - 0 . 5 0 - 0 . 2 5 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 - 1 . 0 0 - 0 . 7 5 - 0 . 5 0 - 0 . 2 5 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 
Pearson cor re la t ion coef f ic ient Pea rson cor re la t ion coef f ic ient 

O b r á z e k 8.12: His togram hodnot korelací vzdá lenos t i z akódované pozice sekvence od s t ř e d u 
l a t e n t n í m prostoru s hloubkou odpovída j í c ího uz lu ve fylogenet ickém stromu. Vlevo: model 
s jednou vrstvou s 450 neurony v y b r a n é h o pro experiment, vpravo h lubš í model s d v ě m a 
vrstvami maj íc í 450 a 100 neu ronů . 
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zachyceny však j i n ý m z p ů s o b e m než u m í s t ě n í blíže ke s t ř e d u , p r o t o ž e silnější e n k o d é r je 
schopný zavádě t složitější souvislosti do l a t e n t n í h o prostoru. Pro to byla m ě ř e n a korelace po
zice kolem osy p r v n í komponenty P C A s pozicí ve fylogenetickom stromu (viz sekce 7.2.3). 
H y p o t é z u po tvrd i ly výs ledky na o b r á z k u 8.13, k t e r é ukazuj í si lnou korelaci pro h l u b o k ý 
a j e d n o v r s t v ý model s p r v n í komponentou P C A . 

PCC correlat ions upon 1st component PCC correlat ions upon 1st component 

- 0 . 7 5 - 0 . 5 0 - 0 . 2 5 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 
Pearson cor re la t ion coef f ic ient 

- 1 . 0 0 - 0 . 7 5 - 0 . 5 0 - 0 . 2 5 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 
Pearson cor re la t ion coef f ic ient 

O b r á z e k 8.13: His togram hodnot korelací pozic v l a t e n t n í m prostoru kolem p r v n í kompo
nenty P C A s hloubkou v fylogenetickom stromu. Vlevo: model s jednou vrstvou s 450 
neurony v y b r a n é h o pro experiment, vpravo h lubš í model s d v ě m a vrstvami maj íc í 450 
a 100 n e u r o n ů . 

V t é t o p rác i jsem pracoval s p ř e d p o k l a d e m m a p o v á n í ances t r á ln í sekvencí blíže ke s t ř e d u 
prostoru, proto r e l evan tn ími modely pro m ě byly ty s jednou vrstvou. Nav íc j e d n o v r s t v é 
modely vykáza ly podobnou schopnost z achy t áva t j e d n o d u c h é i pá rové frekvenční stat ist iky 
s h lubš ími modely pro danou datovou sadu. Da l š ím z a j í m a v ý m z j i š těn ím p o d p o r u j í c í m 
aplikaci j e d n o v r s t v é h o modelu oproti h l u b š í m u byla schopnost rekonstruovat query sekvenci 
s identi tou nad 98 % pouze v p ř í p a d e c h j e d n o d u š š í c h m o d e l ů (obrázek 8.14 vlevo). Hlubš í 
modely dosahovaly rekonstrukce kolem 88 % (kolem 33 m u t a c í ) , č ímž byly n e v h o d n é pro 
naše účely generace bl ízkých sekvencí . 

Proto z v o l e n ý m modelem pro experimenty se stal j e d n o v r s t v ý model s 450 neurony 
a dvou d i m e n z i o n á l n í m l a t e n t n í m prostorem u č e n ý m po 13500 epoch. Weight decay faktor 
by l nastaven na 0.0 a parametr C na 2.0. 

Výs ledný l a t e n t n í prostor pro datovou sadu vykazuje m é n ě shlukovanou s trukturu. 
U m í s t ě n í query sekvence je ve v n i t ř n í čás t i . E x p e r i m e n t á l n ě ověřené ances t r á ln í sekvence 
Babkové [3] jsou t é m ě ř všechny u m í s t ě n é blíže ke s t ř e d u naznačuj íc í . 

A p l i k a c e e v o l u č n í strategie adaptace k o v a r i a n č n í mat ice 

V p ř e d c h o z í m experimentu byla p o u ž i t a p ř í m á evoluční strategie. Vygenerovaný profil 
a testy robustnosti ukáza ly , že použ i t í s t a t i cké evoluční strategie nen í v h o d n é pro sofis
t ikované p roh l edáván í za úče lem maximalizace v y b r a n ý c h s ledovaných hodnot. 

Proto byla sestavena nová metoda využívaj ící evoluční strategii adaptace kovar ianční 
matice (viz sekce 7.3.3). J e j ím cí lem bylo na lezení sekvence maj íc í 92,5% podobnost, k t e r á 
je lokal izována blíže k centru prostoru a maximalizuje svoji m a r g i n á l n í p r a v d ě p o d o b n o s t . 
V p ř í p a d ě p roh l edáván í oblasti s d o s t a t e č n o u d ů v ě r o u v interpolaci z n á m ý c h hodnot stabilit 
m u t a n t ů p o m o c í G a u s s o v ý c h p rocesů je v y u ž i t a i tato hodnota. 
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O b r á z e k 8.14: Rekonstrukce sekvencí a l a t e n t n í prostor generovaný v y b r a n ý m modelem pro 
experimenty s jednou vrstvou s 450 neurony. Zob razené sekvence Babkové společně s query 
sekvencí z n á z o r n ě n o u červeně. 

Úroveň cílové podobnosti by la zvolena na zák ladě z n á m é podobnosti funkčních sekvencí 
Babkové nav ržených p o m o c í metody a n c e s t r á l n í rekonstrukce. V d a n é s tudi i [3] nejbližší 
n a v r ž e n á sekvence k e n z y m ů m DbjA a ĽbeA mě la sekvenční podobnost kolem 88 %. Navr
žená sekvence sdílející vývoj s DhaA s ní m ě l a sekvenční podobnost pouze 70 %. M z jsme 
se rozhodli hledat pro bližší varianty proteinu s 92,5% p o d o b n o s t í s DhaA. 

Evolučn í p roh ledávac í algoritmus běžel v 10 i te rac ích a k a ž d á populace m ě l a 128 členů. 
V ý b ě r k a n d i d á t ů p r o b í h a l za pomoci pareto fronty a váhované fitness funkce. Výs ledky 
vyh ledáván í lze v idě t na o b r á z k u 8.15. V p ř í p a d ě váhované funkce b y l v l iv j edno t l i vých 
složek fitness funkce nastaven dle e x p e r i m e n t ů s algori tmem a jeho chován ím v l a t e n t n í m 
prostoru. Výs ledné n a s t a v e n í p roh ledává širší oblast v p ř í p a d ě váhované fitness funkce. 
P ro pareto frontu výs l edkem byly výs l edkem př ímějš í trajektorie. Současně se algori tmu 
častěj i p o d a ř i l o na j í t o p t i m á l n í řešení pro podobnost generovaných sekvenci a ukonč i t tak 
p roh ledáván í p ř e d č a s n ě . Takto n a v r ž e n é sekvence maj í vysokou podobnost s query sekvencí 
a u m í s t ě n í m v l a t e n t n í m prostoru by mě ly sdí let n ě k t e r é rysy ances t r á ln í ch sekvencí . 

-1.5 —1.0 -0.5 0.0 0.5 

- • O 

-1.6 -1.4 -1.2 -1.0 - 0 . S -0.6 -0.4 -0.2 0.C 

O b r á z e k 8.15: Výs ledky p roh l edáván í evoluční strategie pro váhovanou fitness funkci vlevo, 
a pareto frontu vpravo. B o d označený číslem 7 znač í pozici query sekvence. Čís la 0-6 jsou 
výs ledky p rvn í ch 7 b ě h ů evoluce. 
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V současné p o d o b ě n a v r ž e n á fitness funkce uvažuje pouze sekvenční a p ros to rové ohod
nocení . V b u d o u c í m vývoji bude u p ř e n a pozornost na vy lepšen í relevantnosti fitness funkce 
pro p ro te inové sekvence. D o fitness funkce bude p ř i d á n a predikce s e k u n d á r n í c h struktur 
a pena l i zováno jejich po rušen í . T í m bude m a x i m a l i z o v á n a p r a v d ě p o d o b n o s t s p r á v n é funkč
nosti vygenerovaných p ro t e inů . N a d á l e bude uvažováno p ř i d á n í n á s t r o j e foldX, k t e r ý dokáže 
predikovat škodl ivost či už i t ečnos t p o u ž i t ý c h m u t a c í př i v ý p o č t u Gibbsovy volné energie. 

8.4 Porovnání výsledků s literaturou 

Využi t í gene ra t ivn ích m o d e l ů pro n á v r h p r o t e i n ů je nová oblast a k t i v n í h o v ý z k u m u . Mnoho 
s tud i í je věnováno p o c h o p e n í v l a s t n o s t í p r o s t o r ů generovaných t ě m i t o modely [14] [13] bez 
využ i t í jejich gene ra t ivn ích v l a s tnos t í . G e n e r a t i v n í modely jsou t a k é využ ívány jako in
d i k á t o r y p rospěšnos t i m u t a c í dle z k o u m á n í p r a v d ě p o d o b n o s t n í c h hodnot p o s k y t o v a n ý c h 
modelem. P o m ě r e m p r a v d ě p o d o b n o s t n í hodnoty modif ikované a p ů v o d n í varianty proteinu 
by l v y t v o ř e n tzv. evoluční index. Ten b y l použ i t pro nás l edné t r énován í k las i f ikátoru, k t e r ý 
dosahoval state-o f-the-art výs ledků pro klasifikaci p a t o g e n n í c h m u t a c í [20]. 

V l i t e r a t u ř e byly p o p s á n y studie zabývaj íc í se generac í nových e n z y m ů . Studie [54] vy
káza la schopnost s í t í typu G A N s v y t v á ř e t funkční enzymy se shodnou ú rovn í akt ivi ty. P o 
t rénovac í fázi, p ř i k t e r é kontrolovali r ů z n o r o d o s t generovaných p ro t e inů , vybra l i 60 vzo rků 
k ná s l edné l a b o r a t o r n í ana lýze . Testy ukázaly , že 24 % k a n d i d á t ů bylo r o z p u s t n ý c h a 13 
variant vykáza lo katalyt ickou ak t iv i tu . Sekvence sdílely identi tu s p ů v o d n í m proteinem ma-
l á t d e h y d r o g e n á s y v rozmezí 48 až 98 %. Nej vzdálenějš í varianta, k t e r á v y k á z a l a katalyt ickou 
ak t iv i tu , m ě l a 106 aminokyse l inových subs t i t uc í . 

Dalš í studie [21] generovala vzorky ze zakódován í p ů v o d n í sekvence p o s t u p n é m rozšiřo
vání vzorkovací oblasti . Takto vygenerovali celkem 87 variant, k t e r é ná s l edně ověřili v E.coli 
a nej lépe projevuj íc ích se 12 variant vyzkoušel i v savčích b u ň k á c h . Výs ledné m ě ř e n í ukáza ly 
z lepšenu s tabi l i tu o 12°C. 

V [23] byly použ i t y p o d m í n ě n é var iačn í a u t o e n k o d é r y , k t e r é byly schopné vygenerovat 
varianty p r o t e i n ů s modifikovanou funkcí. Takto dokáza l i kontrolovat rozpustnost studova
ného protein (luxA), kterou v ý r a z n ě zvýšili oproti její p ř í r o d n í va r i an t ě . 

V naš í s tudi i jsme se zaměř i l i na využ i t í v l a s tnos t í generovaného l a t e n t n í h o prostoru 
pro generování nových variant za úče lem vylepšení jejich stability. T í m se odl i šu jeme od 
předchozích s tud i í apl ikuj ící p ř evážně n á h o d n é vzorkování prostoru. Nav íc jsme nezůs ta l i 
pouze u teore t ické studie, ale v y b r a n é k a n d i d á t y s experimentu s p ř í m o u evolucí jsme 
podrobi l i l a b o r a t o r n í m t e s t ů m . N a š e p r o s t ř e d k y n á m dovoli ly ověři t menš í m n o ž i n u gene
rovaných sekvencí než v p ř í p a d ě p ředchoz ích s tud i í . Ce lkem jsem ověřili vlastnosti 9 variant 
pokrývaj íc í r ů z n é oblasti s t a t i ckých metrik. 1 z 9 variant p r o k á z a l a schopnost rozpustnosti 
a současně i s h o d n é ka ta ly t i cké ak t iv i ty in vitro. Tato varianta obsahovala 45 subs t i t uc í . 
Hodnoty stabil i ty nebyly v d o b ě p s á n i t é t o d ip lomové p r á c e k dispozici , proto n e m ů ž e m e 
vyvodi t závěr v l iv vzorkovací strategie na opt imal izaci s ledované vlastnosti proteinu. 
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Kapitola 9 

Závěr 

Oblast p ro te inové inženýrs tv í zažívá v pos ledn ích letech n á r ů s t jak vědecké, tak i p růmys lové 
pozornosti, jel ikož zde proteiny p ředs t avu j í m o ž n o u n á h r a d u složi tých chemických p o s t u p ů . 
Fo rmován í p ro t e inových struktur je d l o u h o d o b ě evolučně op t ima l i zovaný p ř í r o d n í proces, 
k t e r ý se lidé snaž í pochopit od m i n u l é h o s to le t í . J e d n í m z p ř í s t u p u pro s tudium evolučních 
souvis lost í je metoda ances t r á ln í rekonstrukce sekvencí , k t e r á byla s t ěže jn ím t é m a t e m t é t o 
d ip lomové p ráce . A n c e s t r á l n í rekonstrukce p ro t e inových sekvencí je v ý z n a m n o u a ú s p ě š n o u 
metodou p o u ž í v a n o u v oblasti p ro t e inového inženýrs tv í pro vy lepšen í s tabil i ty a ak t iv i ty 
p ro t e inů . C í lem t é t o d ip lomové p r á c e bylo s e z n á m e n í se s její problematikou a p r o z k o u m a n í 
a l t e r n a t i v n í h o p ř í s t u p u , využívaj ící soudobou obrovskou expanzi d a t o v ý c h a v ý p o č e t n í c h 
zdro jů společně s pokroky v oblasti s t ro jového učen í bez uči te le , k odvozen í ances t r á ln í ch 
sekvencí p o m o c í l a t e n t n í c h m o d e l ů . 

V p rác i nejprve bylo provedeno s e z n á m e n í se z á k l a d n í m i pojmy d o m é n y moleku lá rn í 
biologie, k t e r á se zabývá stavbou a syn t ézou p ro t e inů . Dá le byla vysvě t l ena tvorba více
n á s o b n é h o z a r o v n á n í p ro t e inových sekvencí společně s jejich v ý z n a m e m pro tvorbu fyloge
ne t ických s t r o m ů , k t e r é jsou z á k l a d n í m s t a v e b n í m kamenem pro ances t r á ln í rekonstrukci 
sekvencí . B y l a t a k é uvedena teorie gene ra t ivn ích m o d e l ů s d e t a i l n í m popisem var iačních 
a u t o e n k o d é r ů . 

V č l ánku Deciphering protein evolution and fitness landscapes with latent space models 
byla p ř e d s t a v e n a schopnost l a t e n t n í h o prostoru generovaného p o m o c í var iačn ích autoen
kodé rů zachycovat evoluční vztahy v p ro te inové pfam r o d i n ě d o m é n y fibronektinu typu 
III. Tato sku t ečnos t byla inspi rac í m é h o v ý z k u m u v oblasti využ i t í modelu pro generaci 
ances t r á ln í ch sekvencí . P ů v o d n í protokol využíva l p ř evážně l a t e n t n í reprezentaci p r o t e i n ů 
a oblasti využ i t í g e n e r a t i v n í h o procesu nebyla věnována d o s t a t e č n á pozornost. V m é p rác i 
jsem si proto k lad l za cíl opt imal izaci modelu a v s t u p n í h o z a r o v n á n í spo lečně s definicí 
s t r a teg i í v h o d n ý c h pro tvorbu ances t r á ln í ch sekvencí . 

V p r v n í m fázi projektu došlo k ú s p ě š n é m u repl ikování výs ledků pop isovaných v refe
renčn í publ ikaci na pfam p ro te inové r o d i n ě a /3hydroláz . B y l a provede studie různých proto
kolů p ř e d z p r a c o v á n í v s t u p n í h o z a r o v n á n í s ohledem na vlastnosti l a t e n t n í h o prostoru. L a 
t e n t n í prostor projevil n ízkou citlivost v p ř í p a d ě o d e b r á n í s loupců ze v s t u p n í h o za rovnán í , 
což bylo cenné pozorování , p ro tože v p ř í p a d ě optimalizace jednoho proteinu n á s za j ímaj í 
pouze jeho pozice. 

D r u h ý experiment se již věnoval de ta i ln í s tudi i optimalizace z a r o v n á n í a modelu spo
lečně s n á v r h e m s t r a t eg i í za úče lem rekonstrukce ances t r á ln í ch sekvencí proteinu Lha A. 
Pro protein DhaA bylo v y t v o ř e n o op t ima l i zované z a r o v n á n í p o m o c í n á s t r o j e E n z y m e M i -
ner. P o ř a d ě e x p e r i m e n t ů , by l v y b r á n model maximal izu j íc í podobnost r ekons t ruovaných 
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sekvencí vče tně Ľha A a gene ra t i vn í schopnost modelu. V p r v n í m kole v ý b ě r u k a n d i d á t ů 
byla ap l ikována strategie simulace ř ízené evoluce. Z a úče lem využ i t í s k u t e č n é h o po t enc i á lu 
gene ra t i vn ího procesu byla po diskuzi navrhnuta strategie p ř í m é evoluce. K e x p e r i m e n t ů m 
by l generován velmi obsáh lý soubor s t a t i s t i ckých informací , k t e r ý v p ř í p a d ě d r u h é strategie 
vykazoval za j ímavé trendy. P o diskuzi a s tudii nav ržených m u t a c í s b iologickými o d b o r n í k y 
bylo v y b r á n o k l a b o r a t o r n í m t e s t ů m celkem 12 k a n d i d á t ů . Výs ledky u k á z a l y p r o b l é m y 
s r o z p u s t n o s t í vě tš iny nav ržených p r o t e i n ů . Avšak jeden z b l ízkých m u t a n t ů b y l ú spěšně 
podroben l a b o r a t o r n í m t e s t ů m a v y k á z a l shodnou funkčnost . 

Po ana lýze l a b o r a t o r n í c h výs ledků a s tudiu velmi a k t i v n í h o s o u b ě ž n é h o v ý z k u m u v naš í 
oblasti jsme se rozhodli použ í t sofistikovanější metr iky m ě ř e n í kval i ty modelu p o m o c í sta
t is t ik p r v n í h o a d r u h é h o ř á d u . Dá le došlo k modifikaci modelu na p o d m í n ě n ý var iační au-
t o e n k o d é r využívaj ící predikovanou rozpustnost od n á s t r o j e SolutProt . Také bylo n a v r ž e n o 
j e š t ě užší v s t u p n í z a r o v n á n í vyřazuj íc í podrodiny H L D - I I I a H L D - I V z t r énovac í sady, pro
tože jejich členové vykazovali nízké hodnoty rozpustnosti . V souvislosti s p ř í m o u evoluční 
s t r a teg i í by ly provedeny experimenty robustnosti t r énovac ího procesu var iačních autoenko-
dé rů . T y u k á z a l y náchy lnos t t r énovac ího modelu na n á h o d n o u inicial izaci p o č á t e č n í c h vah. 
Z tohoto d ů v o d u a d ů v o d u s ledování t r e n d ů v l a s tnos t í generovaných sekvencí z l a t e n t n í h o 
prostoru a jejich maximalizace byla i m p l e m e n t o v á n a evoluční strategie za ložena na m e t o d ě 
adaptace kovar iančn í matice. Výs ledky pos ledn ího experimentu j e š t ě nebyly l a b o r a t o r n ě 
ověřeny. 

Současná vysoká frekvence pub l ikovaných č l ánků na t é m a t i k u gene ra t ivn ích m o d e l ů 
v p r o t e i n o v é m inženýrs tv í nasvědču je o a k t u á l n o s t i naš í metody. Or ig iná lnos t naš í p r áce 
spočívá v h l u b o k é m studiu v l a s tnos t í zachycených l a t e n t n í m prostorem se s o u č a s n ý m ná
vrhem sofist ikovaných gene ra t ivn ích s t r a teg i í . P ro to b u d o u c í p r á c e na projektu bude smě
řovat op t ima l i zac í t ě ch to s t r a t eg i í a zvyšování robustnosti celého procesu inference ancest-
rá ln ích sekvencí . 

V r á m c i p r á c e bylo provedeno s tudium současné l i teratury k problematice l a t en tn í ch 
m o d e l ů a jejich ap l ikac í v p ro te inové d o m é n ě . Současně byly n a v r ž e n y nová, op t imá lně j š í 
z a rovnán í a strategie pro generování re levan tn ích p r o t e i n ů s ve lkým p o č t e m e x p e r i m e n t ů . 
V y b r a n í k a n d i d á t i by l i podrobeni l a b o r a t o r n í m t e s t ů , kdy na zák l adě jejich výs ledků a stu
dia l i teratury by l proveden dalš í krok optimalizace všech čás t í na šeho programu. 
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Příloha A 

Graf výstupu experimentu 

—•— Probabi l i ty —*— WT Closest —•— Cnt of res idues above 9 0 % l ikel ihood —*— Indel cnt 

O b r á z e k A . l : Grafické z n á z o r n ě n í s t a t i s t i cké ana lýzy nav ržených p ro t e inových sekvencí . 
Je p o r o v n á v á n a p r ů m ě r n á r ekons t rukčn í chyba (červeně) , sekvenční podobnost s query 
sekvencí (zeleně) , sekvenční podobnost k nejbližší sekvenci z t r énovac í sady v l a t e n t n í m 
prostoru (ž lu tě) , p o č e t res iduí maj íc ích a l e spoň 90% p r a v d ě p o d o b n o s t (modře ) a p o č e t vlo-
žen í /de lec í v sekvenci. 
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