Gdanski Uniwersytet Medyczny

Agata Czerniecka

Nowa metoda obliczeniowa poréwnywania sekwencji biatek

Rozprawa doktorska

Promotor: dr hab. Dorota Bielinska-Waz
Zaktad Informatyki Radiologicznej i Statystyki

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Gdansk, 2017



Podziekowania

Dr hab. Dorocie Bielinskiej-Waz

za pomoc, motywacje i niewyczerpalne poktady cierpliwosci

mojemu mezowi Rafatowi i mojej rodzinie za wspracie i wiare we mnie



Streszczenie

Metody porownywania sekwencji biatek alternatywne w stosunku do powszechnie
stosowanych metod opartych na dopasowywaniu sekwencji nalezg do nowej
generacji metod w ramach nauk bioinformatycznych. Okazuje sie, ze za pomocg
nowych metod mozna ujawni¢ rozne aspekty podobienstwa, ktére standardowo nie
sg rozpatrywane. W obecnej pracy sformutowano nowg metode poréwnywania
sekwencji biatek, ktéra uwzglednia rozktad poszczegolnych aminokwasow biogennych
w sekwencji analogicznie jak uwzglednia sie rozktad mas bryty sztywnej w dynamice
(A. Czerniecka, D. Bielinska-Waz, P. Waz, T. Clark, 20D-dynamic representation
of protein sequences, Genomics 107 (2016) 16-23. (2016 Impact Factor 2.801)).

W celu uzyskania nowych wielko$ci numerycznych (tak zwanych deskryptorow)
opisujgcych sekwencje biatkowe zostaty zastosowane metody, ktére do tej pory nie byty
stosowane do opisu tego typu obiektow. Sekwencja aminokwaséw zostata
przedstawiona jako zestaw punktow materialnych w 20-wymiarowej przestrzeni.
Dystrybucje punktéw w przestrzeni uzyskano za pomocg metody przesuniec. W ten
sposoéb zostat otrzymany abstrakcyjny 20-wymiarowy dynamiczny graf. Jako nowe
deskryptory sekwencji zostaty zaproponowane unormowane gtébwne momenty

bezwiadnosci tych grafow.

Do ilustracji metody przeprowadzono analize podobienstwa sekwencji dehydrogenazy
NADH podjednostki 5 (ND5) dla dziewieciu ré6znych gatunkéw i podjednostki 6 (NDG)
dla odmiu réznych gatunkéw. Wykonano réwniez dodatkowe obliczenia w celu
poréwnania 20—wymiarowej dynamicznej reprezentaciji sekwencji biatkowych z innymi
alternatywnymi metodami. Jako dane postuzyty nastepujgce sekwencje: helikazy
bakulowirusoéw dla jedenastu gatunkéw, ND5 dla dwudziestu dwoch gatunkéw i wirusa

grypy typu A dla dwudziestu osmiu gatunkéw.

Za pomocg nowej metody wyznaczono macierz podobienstwa i jej reprezentacje
zapomocg drzewa filogenetycznego. Zaletg zaproponowanej metody jest brak
ograniczen w dtugosci sekwenciji. 20-wymiarowa dynamiczna reprezentacja sekwencji
biatek jest wygodnym i niezawodnym narzedziem do rozwigzywania wielu probleméw
w medycynie i biologii, w ktérych niezbedna jest analiza podobienstwa sekwencji biatek.

W szczegdlnosci metoda ta umozliwia tworzenie drzew filogenetycznych.



Abstract

Alignment-free methods constitute a fast developing branch of bioinformatics. It appears
that by using new methods we are able to reveal different aspects of similarity, which
normally would not be considered. These methods are not demanding computationally,
and often offer both numerical and graphical tools for sequence comparisons. In the
present work, a new method of comparison of protein sequences which takes into
account the distribution of individual amino acids in the sequence has been introduced
(A. Czerniecka, D. Bielinska-Waz, P. Waz, T. Clark, 20D-dynamic representation
of protein sequences, Genomics 107 (2016) 16-23. (2016 Impact Factor 2.801)).
This idea is analogous to the considering the mass distribution of the rigid body

in the dynamics.

The sequence of amino acids is represented by a set of point masses in a 20D space.
The distribution of points in the space is obtained by applying the method of ,A Walk”
inthe 20D space. In this way, an abstract 20-dimensional dynamic graph may
be obtained. 20D moments of inertia are proposed as new descriptors of protein

sequences.

The calculations have been performed for a standard set of data used for introducing
new alignment-free methods of comparison of protein sequences: the NADH
dehydrogenase subunit 5 (ND5) protein sequences of nine species and for subunit 6
(NDB) of eight species. In order to compare 20D-dynamic Representation of Protein
Sequences with alternative methods of other authors additional calculations were made.
Computations have been performed for the following samples: helicase protein
sequences of twelve baculoviruses, ND5 of twenty two species and neuraminidase

proteins of influenza A virus of twenty eight species.

Using this new method, the similarity matrix is determined along with its representation
by means of the phylogenetic tree. The advantage of the proposed method is the removal
of limitations on lengths of the sequences. 20D-dynamic Representation of Protein
Sequences is a convenient and reliable tool for sequence comparison. In particular,

this method allows to create phylogenetic trees.
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. CEL

Celem rozprawy doktorskiej jest rozbudowanie klasy metod poréwnywania sekwencji
biatek. W szczegdlnosci, zostata opracowana nowa metoda obliczeniowa nazwana
przez nas ,20-wymiarowa dynamiczna reprezentacja sekwencji biatek”. Istotnym
elementem rozprawy jest krytyczny przeglad literatury dotyczacej metod poréwnywania

sekwenciji biatek, alternatywnych do tych ktére sg oparte na dopasowaniu sekwenciji.

Il TEZA

Niestandardowe metody porownywania sekwencji biatek sg wydajniejsze pod wzgledem
obliczeniowym i sg w stanie wykazac¢ wiecej aspektow podobienstwa. Omawiane metody
obliczeniowe sg réwniez wolne od niejednoznacznosci, a ich wyniki mogg postuzyé
do dalszych obliczen, majacych na celu ustalenie pokrewienstwa ewolucyjnego.
Ponadto niniejsze metody mogg by¢ wykorzystane w naukach biomedycznych,

do rozwigzywania problemow, ktére wymagajg badania podobienstwa sekwencji biatek.

M. OSIAGNIECIE CELU

Stworzenie nowej metody poréwnywania sekwencji biatek, ktdra nie tylko w sposéb
numeryczny, ale takze graficzny pozwoli na przedstawienie badanych sekwenciji.
Przeprowadzenie analizy stanu wiedzy, zwigzanego z metodami porownywania

lub dopasowania sekwencji biatek.

Nowa metoda zostata opublikowana w artykule: A. Czerniecka, D. Bielinska-Waz,
P. Waz, T. Clark, 20D-dynamic representation of protein sequences, Genomics 107
(2016) 16-23. (2016 Impact Factor 2.801).

Metoda ta zostata przedstawiona na konferencji krajowej i miedzynarodowe;j:

I Konferencja Doktorantéw Pomorza BioMed Session, Gdansk, 12.12.2015r., poster:

»,20-wymiarowa Dynamiczna Reprezentacja Sekwencji Biatek”.

BIOMATH 2016 - International Conference on Mathematical Methods and Models
in Biosciences, Blagoevgard, Butgaria, 19-25.06.2016r., poster: ,20D-dynamic

representation of protein sequences’.



V. UDOWODNIENIE TEZY | ROZWIAZANIE PROBLEMU

Zostata opracowana nowa metoda, ktdra zostata nazwana 20-wymiarowg dynamiczng
reprezentacjg sekwencji biatek. W metodzie tej, sekwencja biatek jest reprezentowana
przez zbior punktéw materialnych w przestrzeni 20-wymiarowej. Jako nowe
charakterystyki liczbowe, zwane w tej dziedzinie deskryptorami, zostaty zaproponowane
20-wymiarowe momenty bezwtadnosci. Materiatem do badan sg sekwencje biatkowe,
ogoélnodostepne w bazie danych Protein Data Bank. Obliczenia zostaty wykonane za
pomocg metod numerycznych w programie MATLAB, a sama wizualizacja za pomocg

programu Gnuplot.



WSTEP

Chcac odpowiedzie¢ sobie na pytanie jak bardzo podobne sg do siebie interesujgce nas
gatunki badz biatka musimy zna¢ ilosciowy model ewolucji. Do wyznaczenia takiego
modelu ewolucyjnego mogg nam postuzy¢ metody standardowe, czyli oparte
na dopasowywaniu sekwencji. Pierwszym takim modelem byta macierz PAM (1).
Z macierzy podstawien PAM otrzymuje sie macierze punktacji, ktére stuzg
do wyznaczania dopasowan sekwencji biatek. Okazuje sie jednak, ze metody
standardowe sg wymagajgce obliczeniowo, dlatego warto znalez¢ alternatywne metody.
Przetomem w tej dziedzinie okazujg sie by¢ metody niestandardowe (z ang. alignment-
free methods) polegajgce na wyznaczeniu w sposéb numeryczny macierzy
podobienstwa.

Metody niestandardowe miaty mozliwosc¢ rozwijania sie dzieki potgczeniu takich dziedzin
jak informatyka, matematyka, fizyka oraz chemia. Stanowig one szybko rozwijajgcg sie
gatgz bioinformatyki. Te metody czesto nie wymagajg skomplikowanych obliczen,
oferujgc za to zarébwno numeryczne jak rowniez graficzne narzedzia do poréwnywania
sekwencji (tak zwane graficzne reprezentacje sekwencji  biologicznych),
ktére niewatpliwie sg ich dodatkowym atutem.

Metody niestandardowe mozemy podzieli¢ na dwie grupy: Graficzne Reprezentacje
i Metody Numeryczne, np. przesuniecie w przestrzeni wielowymiarowej. W przypadku
przestrzeni wielowymiarowej jesteSmy ograniczeni tylko do metod numerycznych, chyba
ze przedstawimy rzuty tego 20-wymiarowego grafu w formie 2D lub 3D, wtedy mozemy
mowi¢ réwniez o reprezentacji graficznej. Poczatkowo metody niestandardowe byty
sformutowane tylko dla DNA (2,3), a od pewnego czasu sprawdzajg sie rowniez
w przypadku sekwencji biatek (4,5). Niewatpliwie najwiekszym problemem
matematycznym dla opisywanego zagadnienia jest wielowymiarowos¢ z uwagi na 20
aminokwasow biogennych, ktére budujg biatka. W przypadku DNA czy RNA rozwazamy
tylko 4 zasady azotowe.

Jedng z gtéwnych wad metod majgcych na celu poréwnaé ze sobg biatka jest zjawisko
degeneraciji, czyli fakt, iz rézne sekwencje biatkowe moga by¢ przedstawione przez ten
sam wykres. Zjawisko degeneracji jest szczegdlnie zauwazalne, w momencie
przeksztatcenia skomplikowanych struktur w prostszy dwuwymiarowy wykres, ktory jest
po prostu czytelniejszy dla ludzkiego oka. Powodem wystgpienia tego zjawiska jest
przesuniecie w przestrzeni 2D, ktére moze sie odbywaé¢ w obie strony wzdtuz tego
samego S$ladu. W celu minimalizacji wystgpienia tego zjawiska, powstato wiele metod
(6,7). Sposobem zapobiegania tego problemu podczas przesuniecia w przestrzeni 2D

byto wprowadzenie dwuwymiarowej reprezentacji sekwencji DNA (8-11). W tym
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podejsciu sekwencja jest przedstawiana w postaci zbioru punktéw. Jezeli przesuniecie
jest wykonywane kilka razy wzdtuz tej samej $ciezki, wowczas zwieksza sie mase jego
poszczegdlnych punktow. Dzieki temu uzyskano metode catkowicie wolng od
degeneracji. Inspiracjg do numerycznego opisu wykresu byt jeden z zestawow
deskryptorow dla dwuwymiarowych wykreséw reprezentacji sekwencji biatek —
dwuwymiarowych momentow bezwtadnosci (8).

Dwuwymiarowa reprezentacja sekwencji fanncucha DNA rowniez zostata przedstawiona
w postaci tréjwymiarowej. W konsekwencji powstaty dwie metody reprezentacji
sekwencji DNA w 3D: pierwsza zaproponowana przez Aram i Iranmanesh (12), a druga
przez P. Wgz oraz D. Bielinska-Waz (13). Tréjwymiarowe wykresy reprezentujgce
sekwencje DNA mogg by¢ okreslane przy uzyciu wartosci trojwymiarowych momentéw
bezwtadnosci (13,14).

Niestandardowa koncepcja tworzenia wykresow na podstawie momentow bezwtadnosci
zostata zapoczatkowana w celu wyznaczenia dwuwymiarowych wykresow oraz zostata
ostatnio zastosowana przez Y. Yao i innych (15,16). Autorzy charakteryzujg wykresy
reprezentujgce sekwencje biatka, przy wykorzystaniu dwuwymiarowych momentow
bezwiadnosci (15) oraz momentéw bezwtadnosci 3D (16). Trojwymiarowe momenty
bezwladnosci zostaty réwniez zastosowane jako charakterystyki dla wykresow sekwencji
biatek przez Hou i innych (17).

W postaci molekularnych deskryptoréw zostaty réwniez wprowadzone jednowymiarowe
momenty bezwtadnosci. W tym przypadku zostato wykorzystane dynamiczne podejscie
do numerycznej charakterystyki molekularnych widm w podczerwieni (18,19).

W niniejszej rozprawie doktorskiej, zostaty przedstawione 20-wymiarowe momenty
bezwladnosci jako nowe deskryptory sekwencji biatkowych. Obecnie metody
niestandardowe nalezg do szybko rozwijajgcej sie dziedziny bioinformatyki
(4,5,15,16,20-39) (przeglad metod: (26)). Zaproponowana metoda dostarcza nowe
i niestandardowe narzedzie do poréwnywania oraz filogenetycznej analizy sekwencji
biatek.

Potencjalne zastosowanie nowej metody moze by¢ bardzo szerokie. Przyktadowo
metode opisywang w niniejszej rozprawie doktorskiej mozna zastosowac
do poszukiwania predykcyjnych modeli, na podstawie ktérych mozna wywnioskowac
aktywnos¢ biologiczng nowej sekwenciji, jak w badaniach biatek QSAR (19,40—-42).
Wiele interesujgcych zastosowan roznych rodzajéw deskryptoréw sekwencji
biologicznych do badan QSAR, do reprezentacji innych Zrédet informaciji, tj. widm
masowych w surowicy krwi w proteomice klinicznej, molekularne dynamiczne trajektorie,
itd., mozna znalez¢ w (43-51). W zwigzku z tym nowe deskryptory, kidre zostaty

zaproponowane w niniejszej rozprawie doktorskiej wydajg sie by¢ niezwykle wazne.



1. CZESC TEORETYCZNA

1.1. Co to sg biatka?

Biatka zaliczajg sie do grupy biopolimeréow skfadajgcych sie z liniowego tancucha
aminokwasowego (52). Stanowig gtéwng czes¢ budulcowg enzymow, petnigcych
miedzy innymi role katalizatorow w uktadach biologicznych (53). Dodatkowo petnig

rowniez inne role, takie jak: mechaniczne, strukturalne czy sygnalizujgce.

Na budowe biatka majg wptyw wiasciwosci chemiczne aminokwaséw oraz ich sekwencja
w tancuchu biatkowym, ktéry z tego powodu przybiera strukture trojwymiarows.
To wtadnie jego struktura decyduje o wiasciwosci czgsteczki biatkowej. Sekwencja,
zgodnie z ktérg uporzagdkowane sg aminokwasy, zapisana jest w materiale genetycznym

komorki w postaci genu (54).

Wszystkie aminokwasy sktadajg sie z jednego atomu wodoru, grupy karboksylowe;j
i aminowej oraz reszty aminokwasowej dotgczonej do centralnego atomu wegla (rysunek
nr 1). To wlasnie reszty aminokwasowe determinujg charakter aminokwasu: jego
reaktywnos$¢, rozpuszczalnos$é czy polarnosé, przy zachowaniu nienaruszonej struktury
(55).

Rysunek 1. Struktura aminokwasu (NH3 — grupa aminowa, - COOH — grupa
karboksylowa, R — reszta aminokwasowa)
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Struktura biatka, ze wzgledu na jej przestrzennos¢, moze by¢ opisana na czterech

poziomach (56):
e pierwszorzedowa struktura biatka: opisuje kolejnos¢ sekwencji aminokwasow,

o drugorzedowa struktura biatka: opisuje utozenie tancuchéw aminokwasowych

w przestrzeni, m.in. alfa — helisa, beta — harmonijka,

e trzeciorzedowa struktura biatka: opisuje sposob utozenia elementow

wchodzgcych w skiad struktury drugorzedowej,

e czwartorzedowa struktura biatka: kompleksy podjednostek — opisuje wzajemne

potozenie fancuchow polipeptydowych oraz struktur z grupy prostetyczne;j.

W niniejszej pracy szczegolna uwaga poswiecona bedzie pierwszorzedowej strukturze

biatka, skupiajgc sie na analizie sekwencji aminokwasow.

1.2. Drzewa filogenetyczne

W tej pracy doktorskiej rowniez wykorzystywane beda drzewa filogenetyczne, ktore
gtéwnie stuzyé bedg do ukazania pokrewienstwa pomiedzy populacjami. Jednak
dodatkowo ten sposob przedstawiania zaleznosci moze by¢ takze wykorzystany

do wyrazenia w jaki sposéb narastata zmienno$¢ w danej populacji lub dla jednostki.
W skfad drzewa filogenetycznego wchodza:

e liscie — opisujg dang jednostke taksonomiczng (np. populacje),

e wezly — opisujg rozgatezienie sie jednostek taksonomicznych,

e gatezie — opisujg zwigzki pomiedzy poréwnywanymi jednostkami
taksonomicznymi, ich diugosci oznaczajg liczbe zmian, ktére miaty miejsce

w danej linii ewolucyjnej,
e korzen — wspdlny przodek dla wszystkich jednostek taksonomicznych.
Drzewa filogenetyczne mozna podzieli¢ na ukorzenione oraz nieukorzenione.

Drzewa ukorzenione cechuje wspdélny przodek — czyli korzen, dajgc mozliwosc
wyrazenia kierunku przebiegu ewolucji. Natomiast drzewa nieukorzenione nie bedg
wskazywaty pochodzenia danych jednostek taksonomicznych, a jedynie zaleznosci

pomiedzy tymi jednostkami (57).
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Drzewo filogenetyczne postuzyto do poréwnania naszej metody z innymi metodami. Do
jego wyznaczenia zastosowano metode odlegtosciowg UPGMA, ktéra jest
zaimplementowana w pakiecie Mega 6.0 (58). Dla metody UPGMA danymi wejSciowymi
jest nasza macierz podobienstwa, ktéra stanowi dane do ustalenia topologii drzewa

i dtugosci drzewa.

1.3. Poréwnywanie sekwencji biatkowych

Chcac poréwnywacé ze sobg sekwencje biatkowe musimy posiadaé ilosciowy model
ewolucji, ktéry postuzy nam do wyznaczania odlegtosci ewolucyjnych pomiedzy
gatunkami, a takze tworzenia drzew filogenetycznych. Pierwszym modelem
powszechnie uzywanym w bioinformatyce do opisywania ewolucji sekwencji DNA byt
model Jukensa-Cantora (1969) (59). Umozliwit obliczenie odlegtosci ewolucyjnej d
(odlegtos¢ Jukesa-Cantora) opierajacej sie na stosunku liczby podstawieh do diugosci
sekwenciji, oznaczonym literg D we wzorze nr 1. Model ten jest oparty na wskazniku
tempa podstawien i przedstawiany za pomocg macierzy o wymiarach 4 X 4, co zwigzane

jest z iloscig nukleotydéw (A, G, C, T).
d= -2 (1 40) (1)
- Tyt T3Y)

W celu badania ewolucji sekwencji biatek stworzono nowg macierz o znacznie wigkszych
wymiarach, a mianowicie 20 x 20, ze wzgledu na to, ze kazde biatko jest przedstawiane
przy pomocy dwudziestu biogennych aminokwaséw. W rezultacie, powstata pierwsza
macierz tempa podstawien dla sekwencji biatek, tzw. macierz PAM (z ang. Point
Accepted Mutations), okreslajgca utrwalone mutacje punktowe. Macierz ta ma wymiary
20 x 20 i uwzglednia kazdy mozliwy typ podstawienia aminokwasowego i nadaje sie
najlepiej do podobnych biatek (60).

Alternatywa do macierzy PAM, ktéra nie wymaga konstrukcji modelu ewolucyjnego, jest
macierz BLOSUM (z ang. BLOcks SUbstitution Matrix).
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1.4. Graficzne metody poréwnywania biatek

GRANCH (z ang. Graphical representation and numerical characterizaion) to graficzna
i numeryczna reprezentacja nukleotydéw i biatek (61).

Graficzna reprezentacja biatek jest rownie pozgdana jak graficzna reprezentacja DNA.
Jednak badania nad reprezentacjg biatek ukazaty sie znacznie pozniej, gtéwnie
ze wzgledu na ich 20-wymiarowo$¢. Wielowymiarowo$¢ jest wyzwaniem zaréwno
rozpatrujgc wizualizacje biatek, jak rowniez wartosci liczbowe opisujgce te biatka,
tzw. deskryptory. Wartosci te mogg postuzy¢ do dalszych obliczen np. wyznaczania
drzew filogenetycznych. Reprezentacje biatek, mozna przedstawi¢ na trzy rozne
sposoby: przy pomocy modyfikacji istniejgcych juz metod graficznej reprezentacji DNA,
wyboru jednej sposrod 20! alternatywnych uporzagdkowan aminokwasow, albo rowniez
niegraficznej reprezentacji biatek, bazujgcej na ominieciu selekcji sposrod 20!
mozliwosci dopasowan dwudziestu aminokwasow.

Ponizej zostanie przedstawionych pie¢ wybranych typéw graficznej reprezentacji biatek.

1.4.1. Magic Square

Magic Square jest metoda, ktora zostata stworzona przez Jeffrey’a (1990 rok), w ktore;j
zastosowano gre w chaos (CGS — Chaos Game Reprezentation) do wyrysowania
sekwencji DNA (62,63). Jest to metoda 2D, posiadajgca dwie gtéwne zalety. Pierwszg
z nich jest mozliwos¢ przedstawienia graficznego dowolnej sekwencji DNA/biatka na
pojedynczej kartce papieru. Drugg zaletg jest brak utraty informaciji o strukturze biatka.
Graficzna reprezentacja tej metody polega na poruszaniu sie po kwadracie, utworzonym
przy pomocy czterech nukleotydow o nastepujgcych wspotrzednych:

e (1,-1)-tymina (T),

e (-1,-1) —adenina (A),

e (-1,1) — cytozyna (C),

e (1,-1) —guanina (G).
Kreslenie graficznego modelu rozpoczyna sie w srodku uktadu wspotrzednych,
w punkcie (0,0). Odpowiednio poruszamy sie w kierunku nukleotydu (wierzchotku
kwadratu), zgodnie z kolejnoscig sekwencji. Zawsze pokonujemy odcinek réwny potowie
drogi, ktéra dzieli nas od danego nukleotydu i w tym miejscu stawiamy kropke, ktéra
bedzie poczatkiem dla kolejnego ruchu. Tak dtugo poruszamy sie w kwadracie,
az wyrysujemy catg sekwencje. W ten sposéb powstaje nam obraz skfadajacy sie z takiej
liczby znacznikdéw, ile wnosi dtugos¢ badanej sekwencji DNA. Natomiast mozliwosc¢

utworzenia poszczegolnych aminokwaséw z trojek nukleotydow pozwolita na
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zobrazowanie tg metodg biatek. W przypadku aminokwasow sekwencja sktadajgca sie

z np. 170 aminokwaséw bedzie miata 510 kropek (61).

Dla zobrazowania metody wyrysowania modelu, mozna postuzy¢ sie ponizszym
przyktadem Magicznego Kwadratu dla szesciu pierwszych aminokwaséw kodujgcych
hormon peptydowy — insuline: MALWMR (ATG GCG CTG TGG ATG CGC), ktéry zostat

przedstawiony na rysunku nr 2.

Zgodnie z zasadami metody, wyrysowywanie rozpoczeto od  srodka uktadu
wspotrzednych. Kazdy kolejny krok zostat przedstawiony w postaci strzatek, ktorych

groty wskazujg na punkty bedgce wtasnie postacig modelu.

Kazda strzatka jest zobrazowaniem kolejnej zasady azotowej nukleotydow, kodujgcej
dany aminokwas wchodzgcy w sktad podanego fragmentu tancucha peptydowego

insuliny cztowieka.

Rezultat zostat przedstawiony ponize;.

A -1 T

Rysunek 2. Model fragmentu faricucha insuliny cztowieka wyrysowany
metodg Magic Square — ukazanie sposobu wykreSlania



Na powyzszym rysunku zostat przedstawiony, krok po kroku, sposéb, w jaki zostat

stworzony  model

tancucha

peptydowego

metodg Magic

Square.

Jednak

w rzeczywisto$ci na model nie przenosi sie strzatek, ktore jedynie zaciemniajg obraz.

Ponizej zostat przedstawiony finalny model analizowanego fragmentu fancucha, zadang

metodg Magic Square.

Rysunek 3. Finalny model fragmentu tancucha insuliny
cztowieka wyrysowany metodg Magic Square

Po otrzymaniu ostatecznej

graficzne;j

reprezentacji

zauwazyc, ze sposob reprezentacji jest bardzo skondensowany.

sekwengcji

biatkowej

mozna

Dobierajgc odpowiednig skale, w taki sposéb mozna przedstawi¢ model bardzo dtugich

sekwenciji biatkowych, bez utraty informacji o strukturze biatka.

15



1.4.2. Virtual Genetic Code

Virtual Genetic Code jest metodg zaréwno 2D jak réwniez 3D, ktéra ze wzgledu
na wirtualny dobdér kodonu dla danego aminokwasu jest obarczona pewnymi btedami,

ktére wynikajg z tego dopasowania (61).

Znajgc trojki nukleotyddw kodujgce aminokwasy biogenne wchodzgce w sktad biatka
mozemy za pomocg reprezentacji graficznych stworzonych dla tancuchéw DNA
zwizualizowac to biatko. Natomiast w przypadku, gdy nie znamy trojek nukleotydow
budujgcych danych aminokwas musimy postuzy¢ sie metodg Virtual Genetic Code,
ktéra umozliwia przypisanie kazdemu aminokwasowi unikalnego kodonu. Oprécz
metioniny (ATG) i tryptofanu (TGG) wszystkie pozostate aminokwasy mogg posiadac
wiecej niz jedng mozliwos¢ zapisu kodonu. Jednak ta metoda polega na przypisaniu
kazdemu aminokwasowi tylko jednego kodonu, stad wynikajg pewne bfedy przyblizen.
Wirtualny kod zostat tak zaprojektowany, ze kazda zasada azotowa (A, C, G, T)
wystepuje 15 razy. Reprezentacje graficzng danego biatka mozemy przedstawi¢ za

pomocg czterech poziomych osi oznaczonych odpowiednio A-1, C-2, G-3 i T-4.

Na ponizszym rysunku zostat przedstawiony model poczatku tarncucha biatkowego
sekwencji wazopresyny cziowieka, przy pomocy czterech poziomych osi omawianej

metody.

Wazopresyna cztowieka 1 - 200

I
Hﬂ’v Hlu

>
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Rysunek 4. Reprezentacja taricucha peptydowego wazopresyny ludzkiej wedtug
metody Virtual Genetic Code z wykorzystaniem czterech poziomych osi

Otrzymany w ten sposéb wykres 2D, przedstawiony na rysunku nr 4. wydaje sie by¢

mato czytelny, a samo poréwnywanie sekwencji za pomocg takich wykresow wydaje sie
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by¢ dos¢ czasochtonne, gdyz na pierwszy rzut oka ciezko jest zobaczy¢ jakiekolwiek
zaleznosci pomiedzy sekwencjami. Pewng alternatywg dla tej metody jest
przedstawienie dwéch sekwencji fgczac je arytmetycznie, co powoduje, ze wykres staje
sie bardziej przystepny i mozemy od razu z wykresu powiedzie¢ co$s na temat
poréwnywanych sekwencji, np. iloma aminokwasami réznig sie porownywane biatka.
Te forme wizualizacji mozemy réwniez przedstawi¢ przy uzyciu zapisu zero-
jedynkowego (binarnego), gdzie wystepujg tylko dwie osie 0 i 1, a wszystkim
nukleotydom, ktdre nie lezg w osi 0 przypisuje sie wartos¢ 1. Sekwencje biatka mozemy
réwniez przedstawi¢ w postaci 4 osi poziomych, ktdre bedg oznaczone nastepujgco:
5, 10, 15 20. Dzieki takiemu podejsciu skrocimy trzykrotnie wykres danego biatka, gdyz
nie bedziemy na nim przedstawia¢ poszczegélnych nukleotydéw, tylko same
aminokwasy. Dodatkowo mozna w tatwy sposob zweryfikowaé, np. ktéry aminokwas
wystepuje najczesciej, a ktory najrzadziej. Rowniez dla tego rozwigzania mozna

przedstawi¢ posta¢ binarng, gdzie zaproponowano, ze A= 00, G=01,C=10, U (T) = 11.

Istniejg jeszcze inne mozliwosci wizualizacji tej metody oprécz zapisu binarnego. Jedng
z nich mozna nazwac spiralg (z ang. ,worm” spiral), ktérej niewatpliwie zaletg jest
mozliwosc¢ przedstawienia sekwencji biatka w sposoéb scisty. Niestety jest z tym zwigzana

utrata czytelnosci rysunku.

Podczas opisu metody wirtualnego kodu zostaty przedstawione alternatywne mozliwosci

wizualizacyjne aminokwaséw, a tym samym samych biatek.

1.4.3. 8 x 8 Tables of Codons

8 x 8 Tables of Codons jest metodg zaproponowang przez Mian’a Randi¢’a, ktéra opiera
sie na modyfikacji metody Jeffrey’a - Magicznego Kwadratu (opisanej w rozdziale 1.4.1)
(61,64).

Pierwszym etapem metody jest przygotowanie tabeli z rozpisanymi kodonami,
wykorzystujgc do tego metode Jeffrey’a. Wymiary tabeli powinny wynosi¢ 8x8 komorek,
dzieki czemu uzyskujemy miejsce na wpisanie 64 mozliwych kombinac;ji tripletéw zasad

azotowych nukleotydéw (C — cytozyna, G — guanina, A — adenina, T — tymina).

Powodem stworzenia tabeli w powyzszy sposéb jest jedna z cech kodu genetycznego —
degeneracja. Zgodnie z tg cechg, kazdy aminokwas jest kodowany przez wiecej niz

jeden triplet, np. arginina jest kodowana na szes$c¢ roznych sposob, a cysteina na dwa.
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Zatem stworzona tabela powinna zawiera¢ 64 mozliwe kodony: 61 tripletéw kodujgcych
dwadziescia biogennych aminokwaséw oraz 3 kodony nonsensowne — bez informacji

genetycznej o zadnym aminokwasie (niosg informacje o zakonczeniu translacji).

Tabela jest stworzona na wzér metody Magicznego Kwadratu Jeffrey’a i réwniez z jej
wykorzystaniem jest wypetniona odpowiednig kolejnoscig kodonow. Zgodnie z regutami
tej metody, na wspolny Magiczny Kwadrat nanosi sie graficzng reprezentacje wszystkich
64 kodonéw. Po dokonaniu niniejszej czynnosci, nalezy przeprowadzi¢ podziat
Magicznego Kwadratu na cztery réwne czesci oraz przepisa¢ kodony do tabeli w takiej

kolejnosci, w jakiej sg graficznie reprezentowane na Magicznym Kwadracie.
Dzieki temu uzyskujemy tabele, przedstawiong ponize;j:

Tabela 1. Kolejnos¢ kodondéw, zapisana wedtug metody Jeffrey’a

CCC GCC CGC GGC [CCG GCG CGG GGG
ACC TCC AGC TGC NACG TCG AGG TGG
CAC GAC CTC GTC |CAG GAG CTG GTG
AAC TAC ATC TTC AAG TAG ATG TTG
CCA GCA CGA GGA [CCT GCT CGT GGT
ACA TCA AGA TGA ACT TCT AGT TGT
CAA GAA CTA GTA |CAT GAT CTT GTT
AAA  TAA ATA TTA AAT  TAT  ATT TTT

Analizujgc powyzszg tabele, Mian Randi¢ zauwazyt, ze mozna wyspecyfikowaé cztery
grupy komorek, reprezentujgce kodony konczace sie tg samg azotowg zasadag
nukleotydu. Randi¢ chciat opracowa¢ metode, ktéra pozwoli mu na stworzenie grup
kodondéw, odzwierciedlajgcych ogoélng tabele tripletdow obrazujgcg zwigzek pomiedzy
kodonami a odpowiadajgcymi im aminokwasami. Zgodnie z tabelg kodondéw, dwie
pierwsze zasady azotowe kazdego tripletu niosg najwiecej informacji na temat rodzaju
aminokwasu, ktory jest przypisany przez dany kodon. Ostatnia zasada azotowa
nukleotydu, ktéra znajduje sie w kodonie, jest najmniej wazna, gdyz istnieje kilka
rodzajéw aminokwasow, ktére mozna zakodowac znajgc jedynie dwie pierwsze zasady
azotowe danego kodonu. Zgodnie z tabelg nr 1 utworzone zostaty grupy na podstawie
wiasnie najmniej waznej, ostatniej zasady azotowej nukleotydu, wchodzgcego w skfad
tripletu. Stad, Randi¢ stworzyt modyfikacje metody Jeffrey’a, poprzez zmiane zasad

wyznaczania graficznej reprezentacji protein przy pomocy Magicznego Kwadratu.
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Podstawg zmodyfikowanej metody byta zmiana rozmiaru Magicznego Kwadratu
na mniejszy, po kazdym wykonanym kroku. Poczatkowy Magiczny Kwadrat jest
zapisywany w taki sam sposoéb jak u Jeffrey’a. Po pierwszym kroku, czyli zaznaczeniu
pierwszg strzatkg punktu reprezentujgcego dang zasade azotowa nukleotydu, wirtualnie
tworzony jest nowy Magiczny Kwadrat, ktérego srodek jest wytyczony wiasnie przez
pierwszy wyrysowany punkt. Nastepnie zgodnie z zasadg Jeffrey’a wyrysowywana jest
kolejna strzatka, wskazujgca grotem na kolejng zasade azotowg. Drugi punkt wskazuje
Srodek nastepnego Magicznego Kwadratu. W taki sposéb zgodnie z nastepnymi
sekwencjami, nowe punkty nanoszone sg wedtug coraz to mniejszych Magicznych

Kwadratow.

Wyznaczajgc w ten sposob wszystkie 64 kodony oraz umieszczajgc je na jednym
rysunku, Randi¢ osiggnat podobny efekt, jak podczas tworzenia tabeli nr 1. Jednak
osiggnat cos znacznie wiecej, mozliwos¢ stworzenia tabeli kodonéw, ktérych pierwsza
zasada azotowa dzieli triplety na cztery grupy. W podobny sposéb, jak miato to miejsce
poprzednio, za sprawg ostatniej zasady azotowej nukleotydu. Dodatkowo, po
przeanalizowaniu zostato zauwazony fakt, ze kodony zapisane w nowej tabeli
odpowiadajg kodonom z tabeli nr 1 — sg zapisane w odwrotny sposéb. Przyktadowo dla
kodonu z tabeli nr 1, odpowiadajgcego drugiej czesci Magicznego Kwadratu, ACC,
w nowej tabeli odpowiada w tym samym miejscu kodon CCA. Oczywiste jest to, ze dla

tripletéw bedacych palindromami, zapis pomiedzy tabelami sie nie zmienit.
Wynik tejze metody, zostat przedstawiony ponizej, w postaci tabeli nr 2.

Tabela 2. Wynik zmodyfikowanej metody Jeffrey'a

CCC CCG CGC CGG [BCC GCG GGC GGG
CCA CCT CGA CGT [GCA GCT GGA GGT
CAC CAG CTC CTG |GAC GAG GTC GTG
CAA CAT CTA CITT GAA GAT GTA GTT
ACC ACG AGC AGG ([TCC TCG TGC TGG
ACA ACT AGA AGT ([TCA TCT TGA TGT
AAC AAG ATC ATG ([TAC TAG TTC TTG
AAA  AAT  ATA  ATT TAA  TAT TTA TTT
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Stosujgc nowg metode bedziemy sie poruszac tylko w obrebie jednej ¢wiartki, ktérg
wyznaczy nam pierwsza zasada azotowa rozpatrywanego aminokwasu. Wierzchotki
odpowiednio oznaczone sg A, T, G i C. W zwigzku z tym, Ze aminokwasy: arginina,
lizyna i seryna sg kodowane przez szes¢ roznych kodondw, nie jest mozliwe zapisanie
ich w obrebie jednej ¢wiartki, gdyz rozpoczynajg sie od innych liter. Kolejnym warunkiem,
ktory spetniono jest fakt, Zze ten sam aminokwas kodowany przez rézne kodony ma mie¢
inny srodek masy. Jak wida¢ w tabeli nr 1 mamy kilka aminokwasow, ktore
sg umieszczone w diagonalny sposoéb, co wskazuje ze majg one te same Srodki masy.
Zatem Randi¢ zaproponowat nowg tabele aminokwasow zamieniajgc miejscami dwie
wspotrzedne Magicznego Kwadratu, a mianowicie G i T, dzieki temu uzyskano rézne
srodki ciezkosci. Dodatkowo otrzymano réwniez blizsze sgsiedztwo pomiedzy roznymi

trojkami nukleotyddw kodujgcych ten sam aminokwas.

1.4.4. Magic Circle

Magic Circle — jest to nowa metoda zaproponowana przez Randi¢, Butina i Zupana
(21,61). Polega ona na graficznym przedstawieniu aminokwaséw za pomocag
jednostkowego kota. Na obwodzie kota umieszczane sg aminokwasy, odpowiednio co
18°. Kolejnos¢ aminokwasow jest alfabetyczna, dlatego zaczynamy od alaniny,
umieszczajgc jg na dtugosci odpowiadajacej godzinie 3:00 i konczac na walinie,
poruszajgc sie ruchem przeciwnym do wskazowek ruchu zegara. Niewatpliwg zaletg tej

metody tak samo jak w przypadku magicznego kwadratu jest brak utraty danych.

Wyrysowanie interesujgcego nas biatka mozemy rozpocza¢, gdy znamy jego sekwencje
aminokwasowg (gdy jest ona podana albo zapisujemy jg za pomoca wirtualnego kodu).
Poruszanie sie po magicznym kole rozpoczynamy w $rodku kota i przesuwamy sie
w kierunku pierwszego aminokwasu, ktéry okresla sekwencja aminokwasowa biatka.
Podobnie jak w metodzie Magicznego Kwadratu Jeffrey’a takze w Magicznym Kole
pokonywana jest tylko potowa drogi pomiedzy aminokwasami. Po zaznaczeniu pierwszej
potowy odlegtosci pomiedzy srodkiem a pierwszym aminokwasem przechodzi sie do
nastepnego aminokwasu, w ktérego strone nalezy kontynuowac dalsze wyrysowywanie
trasy. W ten sposob wyznaczanie trasy trwa az do oznaczenia ostatniego aminokwasu
znajdujgcego sie w strukturze biatka. W przypadku, gdy liczba aminokwasow jest zbyt
duza, wowczas mozna ograniczy¢ sie tylko do oznaczenia punktowego aminokwasow

w obszarze kofa, bez wyrysowania krzywej zwanej z jezyka angielskiego: zigzag curve.
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Ponizej zostata przedstawiona graficzna reprezentacja dziesieciu pierwszych
aminokwasow glukagonu ludzkiego przedstawiona za pomocg metody Magicznego Kota
(Met Lys Ser lle Tyr Phe Val Ala Gly Leu).

His
lle

Leu

Rysunek 5. Reprezentacja graficzna sekwencji aminokwasow glukagonu
cztowieka, metodg Magicznego Kofa

Zdecydowanie metoda Magicznego Kota, jak i Kwadratu ma lepsze zastosowania
w celach wizualizacyjnych krétszych sekwencji aminokwasowych, ze wzgledu na brak
mozliwosci wizualnej interpretacji w przypadku dtugich sekwencji. Poréwnujac krzywe —
zigzag curve dla roznych gatunkow mozemy doszukac sie pewnego podobienstwa lub
jego braku. Lepsze mozliwosci porownywania sekwencji daje nam wykres
przedstawiajgcy roznice  pomiedzy  wspotrzednymi  odpowiadajgcych  sobie
aminokwasow dwodch biatek, gdzie o$ odcietych przedstawia pary aminokwasow
w porownywanych biatkach, a o$ rzednych dtugosci pomiedzy ich wspotrzednymi
(odlegtos¢ euklidesowa). Gtéwng zaletg takiej reprezentacji biatek jest mozliwosc
graficznego przedstawienia podobienstw pomiedzy parg biatek, co daje mozliwo$¢
tatwego zidentyfikowania skali podobienstwa przy jednoczesnym wskazaniu jego

miejsca w sekwenciji.
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1.4.5. Starlike Graphs

Starlike Graphs jest to metoda zaproponowana przez Randi¢, Zupan i Viki¢-Topi¢, ktorej
gtownymi zaletami jest brak arbitralnego przyporzadkowania aminokwasow
do rozpatrywanego obiektu graficznego (61,65). Korzystajgc z izomorfizmu graféw dla

pojedynczego biatka mozemy zaproponowac wiele réznych form tego samego grafu.

Graf przypominajagcy gwiazde sktada sie z pojedynczego centralnego punktu
(wierzchotek posiadajgcy maksymalny stopien), od ktérego uchodzg gatezie o stopniach

wierzchotkow 2 lub 1 i tylko do tych wierzchotkéw przypisywane sg aminokwasy.

Dobrym przyktadem obrazujgcym sedno catej metody, jest rysunek nr 6, gdzie zostata
przedstawiona reprezentacja graficzna dla sekwencji 27 ostatnich aminokwaséw

tancucha prolaktyny cztowieka.

Leu
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Rysunek 6. Graficzna reprezentacja 27 ostatnich aminokwasow tancucha prolaktyny
cztowieka, metodg Starlike Graph

Po przeanalizowaniu powyzszego grafu, mozna zauwazy¢, ze analizowana sekwencja
skfada sie z 10-ciu typow aminokwasow, co zostato przedstawione w postaci 10-ciu
réznych wierzchotkéw grafu. Kazda odchodzgca gataz grafu podzielona jest na

fragmenty, ktére oznaczajg liczbe aminokwaséw, wchodzgcych w sktad sekwenciji.
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W przypadku grafu przedstawionym na rysunku nr 6, mozna zaobserwowaé gatezie
o dtugosciach: 1, 2, 3 oraz 4. Pomimo tego, ze powyzszy graf niesie sobg informacje
o sktadzie jakosciowym oraz ilosciowym analizowanej sekwencji, to nie zdradza

struktury logicznej, w jakiej kolejnosci w sekwencji utozone sg wymienione aminokwasy.

Dlatego zostata przedstawiona rozszerzona metoda grafu, gdzie opisana zostata

kolejnos¢ potgczenia aminokwasow, co zostato przedstawione na ponizszym rysunku.

Rysunek 7. Graficzna reprezentacja 27 ostatnich aminokwasow fancucha prolaktyny
czftowieka, metodg Starlike Graph z numeracjg

Opisywane sg nie tylko kazde gatezie, ale réwniez oznaczane sg odpowiednio
wierzchotki. Poszczegdlne grafy proponowane dla tego samego biatka roznig sie
sgsiadujgcymi aminokwasami, co w konsekwencji daje rézne macierze odlegtosci.
Charakteryzujace sie tymi samymi wartosciami wtasnymi nazywanymi niezmiennikami
macierzy, ktére nie zalezg od numeracji wierzchotkbw ani graficznej reprezentacji.
llosciowy opis biatka w postaci macierzy odlegtosci bazuje na odlegtosciach pomiedzy
poszczegodlnymi wierzchotkami przedstawionymi za pomoca grafu. W ten sposdb, dla
omawianego przyktadu sekwencji prolaktyny powstaje macierz o wymiarach 10 x 10,

na podstawie ktérej mozna wyznaczy¢ wartosci wtasne.
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Taki numeryczny zapis informacji o danym biatku nie wigze sie w Zzaden sposéb z utratg
informacji. Maksymalny rozmiar macierzy odlegtosci moze wynosi¢ 20 x 20, co jest
podyktowane maksymalng liczbg aminokwaséw biogennych, ktére mogg wystgpic
w biatku. Istnieje jednak mozliwos¢ analizowania sekwencji, w ktérej tgczna suma typoéw
aminokwasow, ktére jg tworzg, jest mniejsza niz 20. Taki przyktad zostat
zaprezentowany w omawianej powyzej sekwencji prolaktyny. W takiej sytuacji stosuje
sie stworzenie ,sztucznych” aminokwasow, wypetniajacych luke dzielacg nas do
uzyskania sumy wszystkich ich rodzajow. Taki zabieg normalizacji usprawnia
automatyczne poréwnywanie sekwencji, ktére w rzeczywistosci roznig sie liczbg typow

aminokwasow, ktére budujg analizowany tancuch biatkowy.

1.5. Niegraficzne metody poréwnywania biatek — metoda A Walk

A Walk jest to metoda przesuniecia w przestrzeni 20-wymiarowej, gdzie biatka
traktowane sg jako obiekty matematyczne, zapisane w postaci wektoréw jednostkowych
0 20 sktadowych (liczbe te determinuje ilos¢ aminokwasow biogennych) (4,5,61). Mozna
powiedzie¢, ze jeden aminokwas to pewien krok przesuniecia, ktory wykonany w catosci

determinuje biatko.

Przesuniecie w 20-wymiarowej przestrzeni polega na przeskanowaniu sekwencji
i zapisaniu jej wspétrzednych, dokfadnie kazdej wspétrzednej dla poszczegolnego
aminokwasu. llo$¢ wspotrzednych zalezy od dtugosci sekwencji. Przed rozpoczeciem
zapisywania wynikéw reprezentacji tancucha biatkowego przy pomocy metody A Walk,
najpierw ustandaryzowuje sie strukture wektorow jednostkowych, reprezentujgcych
dane aminokwasy. Po pierwsze, nalezy pamieta¢, ze kazdy z wektorow musi byé

niepowtarzalny, zeby méc odnosi¢ sie do danego aminokwasu.

Tabela przedstawiajgca dopasowanie wektoréw jednostkowych zostata przedstawiona

ponizej.
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Tabela 3. Dopasowanie wektorow jednostkowych do reprezentujgcych przez nie
aminokwasow

Nr | Am. Wspotrzedne

1 Ala 00000000000000000001
2 Arg 00000000000000000O0010
3 Asn 00000000000O0O0O0OOCOO100
4 Asp 0000000000000O0O0OCO1000
5 Cys 0000000000000O0OO010000
6 Glin 00000000000OOO0O100000
7 Glu 00000000000001000000
8 Gly 00000000000010000000
9 His 00000000000O0100000000
10 lle 00000000001000000000
11 Leu 00000000010000000000
12 | Lys 00000000100000000000
13 | Met 00000001000000000000
14 | Phe 00000010000000000000
15 | Pro 00000100000000000000
16 | Ser 00001000000000000000
17 | Thr 00010000000000000000
18 | Trp 00100000000000000000
19 | Tyr 01000000000000000000
20 | Val 10000000000000000000

Jak mozna zauwazy¢, kazdy z wektoréw rozni sie pozycjg jedynki. Kolejnosé
aminokwasow zostata podana alfabetycznie. Nastepnie badana sekwencja
aminokwasow jest analizowana od pierwszego do ostatniego aminokwasu.
Rozpoczynajgc ,kroki po sekwencji” nalezy stworzy¢ macierz, ktéra poczgtkowo ma
identyczng strukture jak pierwszy wektor jednostkowy analizowanej sekwencji.
Przesuwajgc sie kolejno do nastepnych aminokwasow, do poczgtkowo stworzone;j
macierzy, dodawane sg kolejne wektory jednostkowe. Dzieki temu po przejsciu
wszystkich krokéw, uzyskujemy oczekiwany efekt metody A Walk. Sposdb w jaki
tworzona jest analizowana metoda reprezentacji biatek, mozna zobrazowac przy
pomocy przyktadu, sekwencji aminokwaséw, np. GIVEQCCASVCSLYQNYCN. Jest to

sekwencja fancucha A insuliny wotu, wybrana specjalnie z powodu tego, ze byla
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pierwszym zsekwencjonowanym biatkiem. Rezultat metody, krok po kroku dla

powyzszego przykfadu, zostat przedstawiony na ponizszej tabeli.

Tabela 4. Reprezentacja tancucha insuliny wotu metodg A Walk, krok po kroku

Nr | Am. Wspotrzedne Czest. Kw- Sum. Plerw.

odl. sum.
1 Gly | 00000000000010000000 1 1 1 1.00000
2 lle 00000000001010000000 1 1 2 1.41421
3 Val |10000000001010000000 1 1 3 1.73205
4 Glu |10000000001011000000 1 1 4 2.00000
5 Gn |10000000001011100000 1 1 5 2.23607
6 Cys |10000000001011110000 1 1 6 2.44949
7 Cys |10000000001011120000 2 3 9 3.00000
8 Ala |10000000001011120001 1 1 10 3.16228
9 Ser [ 10001000001011120001 1 1 11 3.31662
10 | val | 20001000001011120001 2 3 14 3.74166
11 | Cys | 20002000001011130001 3 5 19 4.35890
12 | Ser | 20003000001011130001 2 3 22 4.69042
13 | Leu | 20003000011011130001 1 1 23 4.79583
14 | Tyr | 21003000011011130001 1 1 24 4.89897
16 | Gn | 21003000011011230001 2 3 27 5.19615
16 | Asn | 21003000011011230101 1 1 28 5.29150
17 | Tyr | 22003000011011230101 2 3 31 5.56776
18 | Cys | 22003000011011240101 4 7 38 6.16441
19 | Asn | 22003000011011240201 2 3 41 6.40312

Oprécz analizowania wspotrzednych w 20-wymiarowym wektorze, ktéry po 19-stym
kroku obrazuje wynik analizowany metody, mozna réwniez przedstawi¢ inne parametry.
Pierwszym z nich jest czestotliwos¢ wystepowania danego aminokwasu w catej
sekwencji, zapisywana w kolumnie poprzedzajgcej kolumne z wspotrzednymi.
W kazdym nastepnym kroku wartos¢ czestotliwosci jest przypisywana dla danego
aminokwasu. Nastepnym parametrem jest kwadrat odlegtosci euklidesowej, ktérego
wartos¢ jest zapisywana réwniez dla poszczegdélnych aminokwaséw, dla danego kroku.
Kolejnym parametrem, jest wyrazenie poprzednich parametréw jako suma wartosci dla
wszystkich krokéw, az do aktualnie analizowanego. Ostatnim parametrem jest

pierwiastek sumy, z poprzedniego kroku.
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2. MACIERZE SUBSTYTUCJI

2.1. Macierz PAM — Point Accepted Mutations

Model PAM (z ang. Point Accepted Mutations) — jest to macierz tempa podstawien
aminokwasow, czyli model ewolucji sekwenciji biatek o wymiarze 20 x 20. Model PAM
jest przydatny do analizy mutacji utrwalonej, czyli takiej mutacji, ktéra pojawita sie

w danej populacji oraz ulegta utrwaleniu (59).

Pierwsza macierz PAM1 zostata stworzona przez Margaret Dayhoff (1), dla 71 grup
sekwencji aminokwasoéw, dla ktérych sredni wspotczynnik podobienstwa wynosit 85%.
Macierz PAM w swojej nazwie zawiera liczbe, ktéra informuje nas o podobienstwie
danych sekwencji. Macierz PAM1 oznacza, ze prawdopodobienstwo zamiany danego
aminokwasu na inny wynosi 1%, przy czym rownowaznie prawdopodobienstwo tego,

ze dany aminokwas w sekwencji nie zostanie zmieniony wynosi 99%.

Macierz PAM1 tworzy sie poprzez rozpisanie dla kazdego aminokwasu w sekwencji
biatkowej czestotliwosci jego zmiany w inny aminokwas. Przyktadowo dla danej
sekwencji aminokwaséw, dla dwoch populacji, fenyloalanina wystepuje 100 razy,
Z czego w dziewiecdziesieciu miejscach wystepuje zaréwno w jednej jak i drugiej
populacji w niezmieniony sposéb. Rézni sie tylko 10 wystgpien, gdzie fenyloalanina (F)
zostata zamieniona 5 razy na tryptofan (W), 4 razy na tyrozyne (Y) i 1 raz na asparagine

(N). Majac takie informacje, mozemy obliczy¢, ze:

5
=——=10.05 2
FW =100 ’ )
Apy = — = 0.04 3
Ary =——=0.01. 4
PN = 150 0.0 (4)

Dzieki temu uzyskujemy miare czestotliwosci, z jakg dany aminokwas jest wymieniany
na inny, w analizowanych dwdch sekwencjach biatkowych. Powyzszy przykiad

przeprowadza sie dla wszystkich 20-stu aminokwaséw.
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Nastepnie przeprowadza sie pomiar czestotliwosci wystepowania aminokwasu na caty
zbior sekwencji biatkowych. Dla zobrazowania, jezeli porownywana sekwencja sktada
sie z 2000 aminokwasow, wowczas korzystajac z poprzedniego przyktadu dla

fenyloalaniny pomiar czestotliwo$ci wynosic¢ bedzie:
fr===~=0.05. (5)

Nastepnym krokiem jest oszacowanie szansy na wystgpienie mutacji dla danego
aminokwasu. Czyli obliczenie iloczynu wartosci czestotliwosci wystepowania
aminokwasu na caty zbiér sekwencji biatkowych z liczbg wystgpien mutacji dla danego

aminokwasu. Dla rozwazanego przykfadu z fenyloalaning bedzie wynosi¢ to:
mp=frXxX10=10.5. (6)

Ostatecznie tworzy sie macierz prawdopodobienstw wystgpienia mutacji. Jest
to macierz, ktéra zawiera liste wartosci, okreslajgce prawdopodobienstwo tego, ze jeden
obiekt zostanie zmutowany w drugi w pewnym okreslonym i stalym przedziale czasu.
Okreslone w ten sposob wartosci tworzg macierz stochastyczng. Dla analizowanego

przyktadu, wartosci komorki macierzy wynosi¢ beda:

X Arw —05><0'05—025 7
Y0l 01 77 )

Mgy = mg
Dla PAM1 odlegto$¢ ewolucyjna jest mierzona na podstawie wiedzy, ze jedynie 1/100
aminokwasow ulega mutacji. Dlatego w przyblizeniu dla kazdej komaérki macierzy, dla
ktérej wiersz i kolumne reprezentujg te same aminokwasy (przekgtna macierzy PAM),
wartosci dla macierzy PAM1 beda bliskie 0.99.
Mutacje wystepujgce w sekwenciji biatkowej sg od siebie catkowicie niezalezne. Dlatego
dla biatek pochodzgcych od populacji mniej ze sobg spokrewnionych nalezy, dla n/100
mutacji, ktére w nich zaszty pomnozy¢ macierz PAM1 przez samg siebie n razy. Totez
chcac przyktadowo osiggng¢ macierz PAM250, nalezy pomnozy¢ macierz PAM1 przez

samg siebie 250 razy.

Zeby przetestowaé dziatanie metody, postuzono sie programem obliczeniowym
MATLAB. Stworzono skrypt, w ktérym wczytano sekwencje aminokwasowe dla
tancuchow biatkowych proteiny ND5, dla analizowanych w niniejszej rozprawie

doktorskiej gatunkdéw zwierzat, w poréwnaniu z sekwencjg cztowieka. Program MATLAB
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posiada wbudowang funkcje, dla ktérej mozna zliczy¢ punkty najlepszego dopasowania
rodzaju macierzy PAM do dystansu genetycznego analizowanych sekwenciji
aminokwasowych. Program ten umozliwia uzycia macierzy od PAM10 do PAMS00
z interwatem co 10. Dlatego na ponizszym wykresie wida¢ wartosci zliczonych punktow
w porownaniu do roznych zastosowanych macierzy PAM, zgodnie z kolejnoscia:
PAM10, PAM20, PAM30, ... PAM500.

Purkty za dopasowanie dla rdznych macierzy PAM
250':' T T T T T T T T
Cztowiek vs. Goryl zachodni
Cztowiek vs. Szympans karowaty
Cztowiek vs. Szympans zwyczajny | |
Cztowiek vs. Platwal zwyczajny
Cztowiek vs. Platwal blekitny

2000

""""" Cztowiek vs. Szozur wedrowny
Cztowiek ve. Mysz damowa N
Cztowiek vs. Dydelf wirginski

1500

Punkty

1000

500

|:| 1 | 1 1 1 1 1 | 1
0 a0 100 150 200 250 300 350 400 450 a00
Macierz PARM

Rysunek 8. Wykres punktacji roznych macierzy PAM dla analizowanych sekwencji
biatkowych

Po przeanalizowaniu powyzszego wykresu mozna zauwazy¢, ze dla sekwencji biatka
goryla zachodniego, szympansa kartowatego oraz zwyczajnego, warto§¢ maksymalna
punktéw dla poszczegolnych krzywych wykresu odpowiada najmniejszym wartosciom
PAM. Oznacza to, ze odlegtos¢ ewolucyjna pomiedzy sekwencjami tych gatunkow
a cztowieka jest mniejsza, w poréwnaniu z resztg analizowanych zwierzat. Mozna
réwniez zauwazyc, ze wykres dla tych 3 reprezentantow swoich gatunkow, jest malejacy,
a najwyzsza wartos¢ znajduje sie przed wykresem, najprawdopodobniej oscyluje
pomiedzy PAM1 a PAM10. Jest to spowodowane ograniczeniem programu MATLAB,
ktérego funkcja miesci sie w zakresie od macierzy PAM10 do macierzy PAMS50O0.
Po doktadnym przeanalizowaniu wykresu dla reszty sekwencji najbardziej optymalna
byta macierz PAM40.

Powyzsze wyniki oznaczajg, ze sekwencja aminokwaséw dla biatka NDS badanych
gatunkow zwierzgt w poréwnaniu z cztowiekiem nie jest mocno zréznicowana, co mozna

stwierdzi¢ na podstawie dopasowania niskich numeréw macierzy PAM.
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2.2. Macierz BLOSUM — BLOck SUbstitution Matrix

Kolejnym modelem umozliwiajgcym analize substytucji aminokwasowych jest macierz
BLOSUM (z ang. BLOck SUbstitution Matrix) (59). Konstrukcja tej macierzy jest podobna
do PAM, jednakze réznig sie one miedzy sobg przede wszystkim tym, Ze w obliczaniu
kolejnych macierzy BLOSUM nie korzysta sie z ekstrapolacji tylko liczba macierzy
BLOSUM okresla dokfadnie procent identycznosci porownywanych sekwencji
aminokwasowych. Dlatego im wiekszy element macierzy BLOSUM, tym bardziej

poréwnywane obiekty sg bardziej ze sobg spokrewnione.

Ponizej, podobnie jak dla macierzy PAM10, zostat przedstawiony wykres punktacji
réznych wartosci macierzy BLOSUM dla analizowanych gatunkow zwierzat
w porownaniu z sekwencjg aminokwasowg proteiny ND5 dla cztowieka, ktéry rowniez

zostat wygenerowany przy wykorzystaniu programu MATLAB.

Punkty za dopasowanie dla raznych macierzy BLOSUM

1800 .

Cztowiek vs. Garyl zachodni
Cztowiek vs. Szympans karowaty

1600 T Cztowiek vs. Szympans Zwyczajny
Cztowiek vs. Pletwal zwyczajny
1400 F Cztowiek vs. Pletwal blekitny
""""" Cztawiek vs. Szczur wedrowny
_ 1wt A Czh:quek vi. Mysz dn.mn?\:-va.
R .+ - Cztowiek vs. Dydelf wirgifski
=
=
O 1000}

800 |,

GO0

30 40 a0 510 70 20 80
hacierz BLOSLIR

Rysunek 9. Wykres punktacji roznych macierzy BLOSUM dla analizowanych sekwencji
biatkowych

Po przeanalizowaniu powyzszego wykresu mozna zauwazyC, ze dla wszystkich
sekwenciji najwyzsza punktacja przypadta dla macierzy BLOSUM powyzej 90. Oznacza

to, ze wszystkie sekwencje aminokwaséw proteiny ND5 analizowanych zwierzat sg
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bardzo blisko spokrewnione z porownywang sekwencjg cztowieka, gdyz ich procent

identycznosci przekracza 90.

Podsumowujgc mozna zauwazy¢ jedng z podstawowych roznic pomiedzy uzytecznoscig
powyzszych metod, na przyktadzie analizowanych sekwencji aminokwasowych. Macierz
PAM pozwolita na ogolne rozroznienie, ktore z grup zwierzat sg najbardziej
spokrewnione z cztowiekiem, pod wzgledem analizy sekwencji aminokwasow proteiny
ND5. Jednak z powodu potrzeby zastosowania funkcji ekstrapolacji bezposrednio nie
otrzymano doktadnej informacji na temat identycznosci przeciwstawnych sobie
sekwencji. Dzieki zastosowaniu macierzy BLOSUM, mozna okresli¢, ze poziom
identycznosci dla analizowanych sekwencji zwierzat przekracza 90% w poréwnaniu

z sekwencjg cztowieka dla proteiny ND5.
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3. 20-WYMIAROWA DYNAMICZNA REPREZENTACJA
SEKWENCJI BIALKOWYCH

3.1.  Zarys metody

W niniejszej rozprawie doktorskiej bedzie rozszerzana reprezentacja sekwencji
tancuchéw DNA do reprezentacji sekwencji biatkowych. Jako deskryptory zostaty
zaproponowane momenty bezwtadnosci (z ang. moments of inertia) pewnych
20-wymiarowych struktur nazwanych 20-wymiarowymi dynamicznymi grafami (66).
Opisujg one sposoéb rozktadu masy wokot osi obrotu. Im dalej masa jest roztozona wokot
osi obrotu, tym wiekszy jest jej moment bezwtadnosci /. Dystrybucje punktéw
w przestrzeni uzyskano za pomocg metody przesunie¢ i w ten sposob otrzymano

abstrakcyjny 20-wymiarowy dynamiczny graf.

Do utworzenia wykresu uzywana jest konwencja przesuniecia w 20-wymiarowej
przestrzeni. Przesuniecie rozpoczynane jest w poczatku ukfadu wspétrzednych 20D
(0,0, ... 0). Kazdy krok opisany jest przez wektor jednostkowy, reprezentujgcy
odpowiedni aminokwas w sekwencji. Kazdemu aminokwasowi przypisujemy

odpowiednig 0§ w 20-wymiarowym uktadzie wspotrzednych (tabela nr 5).

Tabela 5. Przypisanie aminokwasom kolejnych osi w 20-wymiarowym uktadzie

NR OSI AMINOKWAS KOD
1 Alanina A
2 Cysteina C
3 Kwas asparaginowy D
4 Kwas glutaminowy E
5 Fenyloalanina F
6 Glicyna G
7 Histydyna H
8 Izoleucyna |
9 Lizyna K
10 Leucyna L
11 Metionina M
12 Asparagina N
13 Prolina P
14 Glutamina Q
15 Arginina R
16 Seryna S
17 Treonina T
18 Walina Vv
19 Tryptofan W
20 Tyrozyna Y
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Na koncu kazdego wektora zostat umiejscowiony punkt materialny o masie: m = 1.
W konsekwencji otrzymujemy abstrakcyjny, 20-wymiarowy wykres, ktory sktada sie
zm =1 punktow materialnych w 20-wymiarowej przestrzeni. Rozktad tych punktow
pochodzi z sekwencji biatkowej, ktdra jest reprezentowana przez ten wykres. Poniewaz
masa kazdego pojedynczego punkiu wynosi jeden to catkowita masa sekwencji

obliczana jest wg wzoru:
N
N=Dm, (8)
i=1

gdzie N jest dlugoscig sekwencji (liczbg punktdw na wykresie). Wspétrzedne punktéw
mas m; sg okreslone przez przesuniecie w przestrzeni 20D i sg oznaczone jako:
xk k=1,2,..20.

W niniejszej rozprawie doktorskiej, jako nowe deskryptory wykreséw 20D zostaty

zaproponowane momenty bezwtadnosci.

Tensor momentu bezwitadnosci w przestrzeni 20D jest podany przez:

111 112 oy Ilk oy 1120
121 122 s Izk s 1220
~ 1 .. v
I = , 9
k i Ly e L e g ) ®)
120 1 [202 [20k 120 20
dla ktérego gtéwne przekatne okreslane sg wzorem:

b=Q.m Z[fk(l o)l (10

a pozostate wartosci:
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gdzie:

(1 i=1,
Oij = {o i#1 (12)
to delta Kroneckera, i 5c‘lk =12,..20 okresla wspotrzedne

m;. Wspodirzedne zostaty zdefiniowane przy uzyciu kartezjanskiego systemu
i potrze y przy y ] g y

wspotrzednych, dla ktérego srodek uktadu wyznaczany jest przez srodek masy, np.:

&F = xk —xk, (13)
gdzie:
N
1 K
x* = NZ m;x; (14)

to wspétrzedne Srodka masy 20 wymiarowego wykresu.

Zagadnienie na wartosci wiasne tensora bezwtadnosci zdefiniowane jest jako:
[w, = Lwg,k=1,2,..20, (15)

gdzie: I, to wartosci wtasne i w; to wektory wtasne. Wartosci wlasne sg uzyskiwane

poprzez rozwigzanie charakterystycznego réwnania 20-stego rzedu:
det(I—1E)=0, (16)

gdzie E jest macierzg jednostkowg o wymiarze 20 x 20. Wartosci whasne Iy, I, ... I,
sg nazywane gtdéwnymi momentami bezwtadnosci.
Jako nowe deskryptory 20-wymiarowego wykresu zostaty wybrane znormalizowane

gtbwne momenty bezwtadnosci, odpowiednio:

Il 12 fIZO
rn = \/;, T = \/; ) wen 0 = W . (17)

W celu porownania sekwencji wygodne jest korzystanie z niektorych bezwymiarowych
i znormalizowanych miar podobienstwa. W niniejszej rozprawie miare podobienstwa par

sekwencji oznaczonych jako a i f przedstawia sie nastepujgco:
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(18)

D% — DF
S(a,B) =SB, a) = ‘

D% + DB

Wartosci podobienstwa wahajg sie pomiedzy 0 a 1. Jako deskryptory, ktore reprezentujg

sekwencje brane sa:

D=Zri, (19)

gdzie r; zostaly juz wczesniej zdefiniowane.

Dla przyktadu wezmy model sekwencji aminokwasow: MALWMR. Poniewaz N = 6
abstrakcyjny wykres sekwencji sktada sie z szesciu 20-wymiarowych punktow.
Przesuniecie w przestrzeni rozpoczynamy w poczatku uktadu wspodirzednych.
Pierwszym z aminokwaséw w sekwencji jest metionina (M), reprezentowana przez

wektor jednostkowy: (00000000001000000000).

Pierwsza masa jednostkowa, m,, zostaje umiejscowiona na koricu powyzszego wektora.
Nastepnie m, jest punktem wyjscia dla kolejnego kroku, zgodnie z ktérym nastepny
wektor jednostkowy przedstawia drugi aminokwas w analizowanej sekwencji, itd. 20-
wymiarowy wykres sktadajgcy sie z punktéw mas (x}, x7,...x?°) dla analizowanego

modelu sekwencji aminokwasowych przedstawia tabela nr 6.

Tabela 6. 20-wymiarowy wykres dla modelu sekwencji aminokwasow MALWMR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
m;  (x;, xi, Xxi, X, X}, X{, X{, Xi, Xi, Xi, X, X%, x;°, x5, x°, %%, xi', xi°, xp0, xi")

m, (00 00 o0 o0 O O o0 O O O 1 o0 O O O O O O O 0)
m, (, o O o0 O O o0 O O O 1 o0 O O O O O O O 0)
my (1, o o0 O O O O O O 1 1, O O O O O O O O 0)
my (1, o0 O o0 O O o0 O o0 1 1, O O O O O O O 1, 0)
ms (1, o o0 o0 O O o0 O O 1, 2, 0 O O O O O o0 1, 0)

mg (1L, 0 O O O O O O O 1, 2 O0 O O 1 O O O 1 0

W celu wizualizacji wykresow 20D, mozemy rzutowaé je w przestrzen 2D lub 3D.
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3.2. Metoda numeryczna — metoda Jacobiego

W celu wyznaczenia wektorow wiasnych macierzy wielowymiarowych postuzono sie
metodami numerycznymi, ktére umozliwiajg znacznie szybsze znalezienie rozwigzania
w przypadku probleméw wielowymiarowych czy po prostu bardziej skomplikowanych

operaciji.

W przypadku metody 20-wymiarowej dynamicznej reprezentacji biatek znajdowane
sg wektory wilasne macierzy 20-wymiarowej. Jedng z metod numerycznych, ktéra
okazata si¢ efektywna dla tej macierzy Ij;ox20; jest metoda Jacobiego. Metoda
ta umozliwia obliczenie wartosci wiasnych i wektorow wtasnych za pomoca
przeksztatcen ortogonalnych na macierzy a priori Ip,xm), ktéra jest macierzg
symetryczng. Do obliczen uzyto tutaj klasycznego algorytmu Jacobiego, gdzie
transformacje ortogonalne polegajg na zerowaniu w kolejnych krokach iteraciji
pozadiagonalnej pary elementdéw o najwiekszej co do modutu wartosci (para elementow
jest rozmieszczona symetrycznie wzgledem przekatnej gtéwnej), aby jak najbardziej
zredukowa¢ miare niediagonalnosci macierzy. W wyniku tych operacji macierz
wyjsciowa zostaje sprowadzona do postaci (prawie) diagonalnej Ap,xm), 9dzie
na gtbwnej przekatnej znajdujg sie wartosci wiasne. Natomiast wektory wiasne

odpowiadajgce tym wartosciom wtasnym sg zapisywane do macierzy Wiy,

Zatem naszg pierwotng macierz mozemy zapisac¢ zgodnie ze wzorem:

I=WxAxWT, (20)

gdzie macierz W, okreslona jest za pomoca iloczynu kolejnych transformacii

ortogonalnych Qtddla i = 1,2, ..., m zapisanych w postaci:

w=0Mx .x oM x..xomxom, (21)

Metoda Jacobiego jest metodg iteracyjng, ktéra korzysta zawsze z wynikéw poprzedniej
iteracji. lteracje majg na celu wyzerowaé wszystkie elementy macierzy poza gtéwnag
przekagtng wedtug zasady: wybieramy pary elementéw macierzy I rozmieszczonych
symetrycznie wzgledem gtéwnej przekatnej i najwiekszych co do modutu. Algorytm ten

mozna przedstawi¢ w postaci:
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e wyznaczenie elementu wiodgcego (najwiekszego co do modutu) dla macierzy I,
e obliczenie statych wspotczynnikéw dla poszczegdlnej iteracii,

e wyznaczenie macierzy 1{+1},

e wyznaczenie macierzy Wi+l

e sprawdzenie warunku iteracji (jezeli warunek jest spetniony proces iteracji

zostaje zakonczony).

Wszystkie wartoéci wtasne i odpowiadajgce im wektory wilasne zostaty obliczone
z doktadnoscig do € = 0.0001.

Wedtug tego schematu metoda Jacobiego zostata zaimplementowana w MATLABIE
i umozliwita nam otrzymanie zestawu 20 warto$ci wtasnych, ktére w pracy nazywane sg

gtdwnymi momentami bezwtadnosci.

3.3. Dane poczatkowe dla ND5

W celu przedstawienia metody 20 wymiarowej reprezentacji biatek przeprowadzono
analize podobienstwa sekwencji dehydrogenazy NADH podjednostki 5 (ND5) dla
dziewiegciu réznych gatunkow. Dane zostaty pobrane z biologicznej bazy danych PDB
(z ang. Protein Data Bank). W tabeli nr 7 podano numer dostepu do sekwencji

aminokwasowej dla danego gatunku, ktéra znajduje sie w PDB.

Tabela 7. Dane dotyczgce uzytych sekwencji ND5

Lp. Gatunek Numer dostepu | Dt. sekwencji
1 Cziowiek (Homo sapiens) AP_000649 603
2 Goryl zachodni (Gorilla gorilla) NP_008222 603
3 Szympans kartowaty (Pan paniscus) NP_008209 603
4 | Szympans zwyczajny (Pan troglodytes) NP_008196 603
5 Ptetwal zwyczajny (Balenoptera NP_006899 606

physalus)
6 Ptetwal btekitny (Balenoptera NP_007066 606
musculus)
7 Szczur wedrowny (Rattus norvegicus) AP_004902 610
Mysz domowa (Mus musculus) NP_904902 607
Dydelf wirginski (Didelphis virginiana) NP_007105 602
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Za pomocg nowej metody wyznaczono macierz podobienstwa i jej reprezentacje przy
uzyciu drzewa filogenetycznego (rysunek nr 10). Drzewo filogenetyczne w sposob

graficzny oddaje podobienstwo ewolucyjne miedzy gatunkami.

Tabela 8. Macierz podobienstwa dla ND5

Gatunek  Czlowiek Goryl S.Karl. S.Zwy. P.Zwy. P.Blek. Szczur  Mysz D.Wirg.
Czlowiek 0.00000 0.00279  0.00181  0.00094 0.00818 0.00674 0.00787 0.01548 0.01763

Goryl 0.00000  0.00097 0.00372  0.00540 0.00396  0.00508 0.01269 0.01485
S.Karl 0.00000  0.00275 0,00637 0.00493  0.00606 0.01366 0.01582
S.Zwy. 0.00000  0.00912  0.00768  0.00881 0.01642 0.01857
P.Zwy. 0.00000  0.00144 0.00031 0.00729  0.00945
P.Blek. 0.00000  0.00113  0.00873  0.01089
Szczur 0.00000  0.00761  0.00976
Mysz 0.00000  0.00215
D.Wirg. 0.00000

Na podstawie powyzszej tabeli (tabela nr 8) mozemy zauwazy¢ duze podobienstwo
pomiedzy sekwencjami cztowieka, goryla zachodniego i szympansa zwyczajnego
(mate wartosci w tabeli). Natomiast sekwencja dydelfa wirginskiego jest najmniej
podobna w poréwnaniu do innych sekwencji (duze wartosci w tabeli) dla rozwazanego

biatka. Warto nadmieni¢, ze inni autorzy rowniez uzyskali podobne wyniki (16).

Czlowiek

LS. Zwy.

— Goryl
L S Karl.
—— P Blek.

] P.2wy.
_[ Szczur

Mysz

D Wirg.

0.006 0.005 0.004 0.003 0.002 0.001 0.000

Rysunek 10. Drzewo filogenetyczne dla ND5

Podobienstwo pomiedzy gatunkami zostato takze przedstawione za pomocg wykresow
2D (rysunki 11-30) i 3D (rysunki 31-47). Na podstawie rysunkéw 2D nr: 11, 18, 21, 22,
25, 26-29 mozemy zauwazy¢, ze sekwencja dydelfa wirginskiego jest odseparowana od
pozostatych sekwencji. Natomiast sekwencje cziowieka, goryla zachodniego,

szympansa zwyczajnego i szympansa kartowatego sg do siebie zblizone. Na tych

38



rysunkach réwniez wida¢ podobienstwo pomiedzy dwoma gatunkami: szczurem
wedrownym a myszg domowg oraz pomiedzy ptetwalem zwyczajnym i ptetwalem
btekitnym. Z kolei rysunki: 12-14, 24 i 30 roznig sie tym, ze mozemy na nich zauwazy¢
podobienstwo pomiedzy sekwencjg myszy domowej, szczura wedrownego i dydelfa
wirginskiego. Sekwencje tych 3 gatunkéw sg do siebie zblizone. Na rysunkach: 15-17
wida¢ podobienstwo pomiedzy cziowiekiem, gorylem zachodnim, szympansem
karfowatym i szympansem zwyczajnym. Natomiast rysunki: 19, 20 i 23 pokazujg
podobienstwo pomiedzy cziowiekiem i gorylem zachodnim, Kkolejno pomiedzy
szympansem kartowatym i szympansem zwyczajnym, nastepnie ptetwalem zwyczajnym
i ptetwalem btekitnym oraz pomiedzy szczurem wedrownym i myszg domowg. Podobne
obserwacje mozemy zauwazy¢ dla rysunkéw 3D. Na rysunkach: 31-36 i 38-47
sekwencje cziowieka, goryla zachodniego, szympansa zwyczajnego iszympansa
kartowatego sg do siebie podobne. Natomiast na podstawie rysunkéw nr: 32, 35, 4145
zauwazalne jest, ze sekwencja dydelfa wirginskiego rozni sie od pozostatych sekwenciji.
Jednak w przypadku pozostatych rysunkow (z wyjgtkiem rysunkéw nr: 33 i 34, gdzie
mysz domowa odstaje od pozostatych sekwenciji) sekwencja dydelfa wirginskiego jest
zblizona do sekwencji szura wedrownego i myszy domowej. Na wszystkich rzutach 3D

sekwencje ptetwala zwyczajnego i ptetwala biekitnego sg do siebie podobne.
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3.4. Dane poczatkowe dla ND6

W celu przedstawienia metody 20 wymiarowej reprezentacji biatek przeprowadzono
dodatkowe obliczenia dla sekwencji dehydrogenazy NADH podjednostki 6 (NDG6)
dla odmiu roznych gatunkéw. W tabeli nr 9 podano numer dostepu do sekwencji

aminokwasowej dla danego gatunku, ktéra znajduje sie w bazie PDB.

Tabela 9. Dane dotyczgce uzytych sekwencji ND6

Lp. Gatunek Numer dostepu | Dt sekwencji
1 Cziowiek (Homo sapiens) AP_000650 174
2 Goryl zachodni (Gorilla gorilla) NP_008223 174
3 | Szympans zwyczajny (Pan troglodytes) NP_008197 174
4 Foka pospolita (Phoca vitulina) NP_006939 175
5 Szarytka morska (Halichoerus grypus) NP_006939 175
6 Szczur wedrowny (Rattus norvegicus) AP_004903 172
7 Mysz domowa (Mus musculus) AP_904339 172
8 Kangur goérski (Macropus robustus) NP_007405 167

Za pomocg nowej metody wyznaczono macierz podobienstwa i jej reprezentacje przy

uzyciu drzewa filogenetycznego (rysunek nr 50).

Tabela 10. Macierz podobienstwa dla ND6

Gatunek  Czlowiek Goryl Szympans Foka Szarytka Szczur  Mysz Kangur
Czlowiek  0.00000  0.00095 0.00639 0.04249 0.04667  0.04026 0.02156 0.05447

Goryl 0.00000 0.00544 0.04154 0.04572  0.03931 0.02061 0.05352
Szympans 0.00000 0.03611 0.04030  0.03388 0.01517 0.04809
Foka 0.00000 0.00419  0.00224 0.02095 0.01201
Szarytka 0.00000  0.00643 0.02514 0.00781
Szczur 0.00000 0.01871 0.01424
Mysz 0.00000 0.03294
Kangur 0.00000

Na podstawie powyzszej tabeli (tabela nr 10) mozemy zauwazy¢ duze podobienstwo
pomiedzy sekwencjami cztowieka, goryla zachodniego i szympansa zwyczajnego
(mate wartosci w tabeli). Natomiast sekwencja kangura gorskiego jest najmniej podobna
w poréwnaniu do innych sekwencji (duze wartosci w tabeli) dla rozwazanego biatka.
Inni autorzy réwniez uzyskali podobne wyniki (36). PodobieAstwo pomiedzy gatunkami
zostato takze przedstawione za pomocg wykresow 2D (rysunki 49-63) i 3D (rysunki 64-
69). Na wszystkich rysunkach 2D sekwencja kangura gorskiego odstaje od pozostatych
sekwenciji. W przypadku pozostatych sekwencji mozemy zauwazy¢ duze podobienstwo

pomiedzy cztowiekiem, gorylem zachodnim oraz szympansem zwyczajnym, kolejng
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grupg jest szczur wedrowny i mysz domowa (z wyjatkiem rysunkéw nr 51 i 54) i ostatnig
parg wykazujgcg duze podobienstwo jest foka pospolita i szarytka morska. W przypadku
rysunkéw 3D jest podobnie, sekwencja kangura gérskiego w kazdym z przypadkow jest
odseparowana od pozostatych sekwencji. Z kolei pozostate sekwencji tworzg klastry
podobnych sekwenciji, pierwszy klaster: cztowiek, goryl zachodni i szympans zwyczajny,

drugi klaster: szczur wedrowny i mysz domowa i trzeci klaster: foka pospolita i szarytka

morska.
I: Czlowiek
Goryl
Szympans
Mysz
Kangur
—— Szarytka
— Foka
L Szczur
: : : :
nomha nma 0.005 0.000
Rysunek 48. Drzewo filogenetyczne dla ND6
Czlowiek  + b
Goryl zachodni =
Szympans zwyczajny = ° fox x
Szczur wedrowny  + 30T . I &
Mysz domowa = +
Foka pospolita  + :
Szarytkamorska + 25 4 s = x = x x x x
Kangur gérski ~ + P2 o4 s s om d
20t R A Lk ®
= 5 8 @ X
& m = pameEe .
10l o Lk owos e o oa
st W el - S
or I‘-l L] . . . 7 ) ) ) ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30

Glicyna (G)

Rysunek 49. Graf 2D - GV dla ND6

59



Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

>r > e O X +

>r > e O X +

Glutamina (E)

Fenyloalanina (F)

+ + ® B
8r X 4 ® ] A
' ' . e e ) A
6 L) * &® A A
a * &® A A
4r [ + * ® A
a * * A
25 o * A A
u & A A
0r ] o o o
2 6 8 10
Alanina (A)
Rysunek 50. Graf 2D - AE dla ND6
16 [ ]
[} ° [} [
14 ®
[} A A A
12 & A A
] A A A
10 (] A A A
2 A A A A
8 A A [ A A & +
L] e -] + + X ®
6 [ + & s * E:3 ® &
n » b #* <
4r A 1 <&
x L ] &
2. a
n ©
U ® ‘ ‘ . ‘ ‘
0 2 4 8 10
Alanina (A)

Rysunek 51

. Graf 2D - AF dla ND6

60




Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

>r > e O X +

>r > e O X +

30

25

Glicyna (G)
—
wu

16

14

Izoleucyna (I)
@

X
X * <o
* & (o
* <
X * &
X * £ ol
A A * # <3
A * <& ® A A
A * (o) ® [ ] A A
] [ ] - [ ] L) A A
a * < A A
2 * Led A A A A
L ] X * *® A A
a * 7t ® A A
[ ] * < F Y A A
] * < A A A
| [ ] o ' 3 A A A
| < < ® & A
] * A A A
» o A A A
] o A A A A
1 ] o A
n o &
X | o A
X [ ] ® A
X fa A
X [ ] A
x [ ] A
] [ ] A
| * A
-] &
0 2 4 8 10
Alanina (A)
Rysunek 52. Graf 2D - AG dla ND6
A
A A
[ ] A A
A ] A A
A * | <o
A * [ ] A
A A A A * [ ]
A A ] ] ] L A
A A a » © A A
A A & * Lod A
A | | 3 < A
A | [ ] L < A A
A | | O A A A A
A - o2 A
x L o A
] fa A A
L L4
0 2 4 8 10
Alanina (A)

Rysunek 53. Graf 2D - Al dla ND6

61




Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

>r > e O X +

>r > e O X +

3t A A A A A
25
2t A ® o ) ] ] ] o
e
o5
&
e |
1- X 4] L] | L * o A A
05
of m [
0 2 8 10
Alanina (A)
Rysunek 54. Graf 2D - AK dla ND6
30— . ! ! ! :
A A
25¢ A A A A & [}
[ ° ° ® ® A
e A
[ A
a A
20F [ ] A A
[ * » @ A
e ¥ @ A A
—_ fEl * @ A A
= [ * ] * ® A A
g5 ) [ ] [ ] ® ®» A A
T ] * o A
3 e * b o A
= e A ¥ 'y A A
a8 A * &
10+ | E E ] *
] * A A
] o A
] ° A
» o 2 A
5- # A
L] *® A
1] 'y A
n £
] @
oF m +
0 4 8 10
Alanina (A)

Rysunek 55. Graf 2D - AL dla ND6

62




Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

>r > e O X +

>r > e O X +

Metionina (M)

Asparagina (N)

~
T

10

e
<t [
@ ® - L]
+ [ ] # x Led
= * | » B &
* L [ A A
o a A A A A
] ® A A A
] &* A
m <
&
2 4 :
Alanina (A)

Rysunek 56. Graf 2D - AM dla ND6

w
T

A A A A

a [ ] - | |

a * &

A A a * ' 3
| - ] : 3 *
*® ® r'Y A A A
2 4 6

Alanina (A)

Rysunek 57. Graf 2D - AN dla ND6

63




Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gérski

>r > e O X +

Do o X +

Prolina (P)

Seryna (S)

5 (<] < <&
4 £ # * *
3 || 1 | | ] [ ] a A
2r X l 3 ] 3 A A
1F x a A
OF & [ ] A
0 2 4 6 8 10
Alanina (A)
Rysunek 58. Graf 2D - AP dla ND6
14 A
A A
12 A A A A
A A A
10 & ® a [ ]
A A ] ] " X
8 A A [ ] ® | | o A A
A ® £ i A A
6 A ® < [ ] *® & A
x ® ¥* -} X
4 X [ ] [} ®
K & A
2r X a A
w L] A
or m &
0 2 8 10
Alanina (A)

Rysunek 59. Graf 2D - AS dla ND6

64




Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gérski

>r > e O X +

Do o X +

Treonina (T)
» w

w

35

30

Walina (V)
N
o

-
wn

10

Rysunek 61.

Graf 2D - AV dla ND6

65

[ ] A A
® [ ] @ A A
[ ] [ ] ® ® A A A
L] A x * ® A
® ® [} A A A * ® A
- * 4 * *« #* E <
[ ] L] # # - + * -+
| * < A A A A
& & A A
0 2 4 6 8 10
Alanina (A)
Rysunek 60. Graf 2D - AT dla ND6
* *
*
* hed <o
x* <
* hed
* < A
* * * o A
* <o A
* b < Led A
* Lol A
X o A A A
* ol A A A A
* & A A A
A A * *® A A A A
A * ® A A A
A x * & A A A A
A * [od [ ] a ®
A * ~ ) A
[ ) L [ ] 2
] E 3 &
* * ] * Lo
* & [} Led Lo
* &® ]
X * O ;
X & E [ ]
X ® A [ ]
X [ | e e
X a A
x [ ]
x ]
X [ ]
L] ®
0 8 10
Alanina (A)




Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

Cztowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gadrski

>r > e O X +

>r > e O X +

Tyrozyna (Y)

Tryptofan (W)

N

w

12

a

a2 [ ] | L]

a * *

[ ] * * 3

» [ | 3 3 A
2 4 3

Alanina (A)

Rysunek 62. Graf 2D - AW dla ND6

A &
A A - ]
a [ ] - ®
< | # * A
* # - A A A
» [ ] [ ] A
| < A A A A
» < A
® A A
A A
2 4 :
Alanina (A)

Rysunek 63. Graf 2D - AY dla ND6

66




Czlowiek

Goryl zachodni
Szympans zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gdrski

FEPDE® O X+

Walima (V)

30

Glicyna (G)

15

Leucyna (L}

Rysunek 64. Graf 3D - GLV dla ND6

Crtowiek

Goryl zachodni
Szympans kartowaty
Szympans zwyczajny
Ptetwal zwyczajny
Pletwal blekitny
Szczur wedrowny
Mysz domowa
Dydelf wirgiriski

o0 ¥OG6 X+

Fenyloalanina (F)

Alanina (A) 40

Rysunek 65. Graf 3D - AEF dla ND6

67



Czlowiek

Goryl zachodni
Szympans Zwyczajny
Szczur wedrowny
Mysz domowa

Foka pospolita
Szarytka morska
Kangur gdrski

Glicyna (G)

ErErbe o X+

30

25

20

15

10

Alanina (A)

"
A LN T8 %
ry -
i1 4 14 s T8
A 4 = A g
. 4 2
L Iy
. - ry -hs
LA S vy %
® A, A
Aha G Ai
g Y
dsmgh a Pt
&é‘ ads Aﬁ?+§
£ ageetlx,
... - i & f_'.?%xx
A Lk L gix
":"‘l‘%ﬂx
‘1‘&;&...5
o T
v 1.3.
s s
ry

Rysunek 66. Graf 3D - AFG dla ND6
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3.5.

Metode 20 wymiarowej

Dane poczatkowe dla bakulowirusow

reprezentacji

biatek wykorzystano

rowniez do analizy

podobienstwa sekwencji dwunastu gatunkéw bakulowiruséw (67,68). W tabeli nr 11

podano numer dostepu do sekwencji aminokwasowej dla danego gatunku, ktora

znajduje sie w PDB.

Tabela 11. Dane dotyczgce uzytych sekwencji wirusowych

Lp. Gatunek Numer dostepu | DL Sekwencji

1 AcMNPV (Autographa californica AAA66725.1 1221
nucleopolyhedrovirus)

2 BmNPV (Bombyx mori AAC63764.1 1222
nucleopolyhedrovirus)

RoMNPV (Rachiplusia ou MNPV) AAN28013.1 1221

HearNPV (Helicoverpa armigera AAKS57882.1 1253
nucleopolyhedrovirus)

5 HzSNPV (Helicoverpa zea single AAL56093.1 1253
nucleopolyhedrovirus)

6 MacoNPVA (Mamestra configurata AAM09201.1 1212

nucleopolyhedrovirus A)
7 MacoNPVB (Mamestra configurata AAM95079.1 1209
nucleopolyhedrovirus B)

8 SeMNPV (Spodoptera exigua multiple AAB96630.1 1222
nucleopolyhedrovirus)

9 AdorGV (Adoxophyes orana AAP85713.1 1138

granulovirus)
10 | CpGV (Cydia pomonella granulovirus) AAK70750.1 1131
1 CrleGV (Cryptophlebia leucotreta AAQ21676.1 1128
granulovirus)

12 NeseNPV (Neodiprion sertifer AAQ96438.1 1143

nucleopolyhedrovirus)

Za pomocg nowej metody wyznaczono macierz podobienstwa i jej reprezentacje przy

uzyciu drzewa filogenetycznego (rysunek nr 70).
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Tabela 12. Macierz podobienstwa dla bakulowiruséw (warto$ci pomozone przez 1000)

Gatunek AcM | Bm | RoM | Hear | HzS |Maco|Maco |SeMN| Ador| Cp | Crle | Nese
NPV | NPV | NPV | NPV | NPV NPVANPVB| PV | GV | GV | GV | NPV
AcMNPV | 0 |455|0.24 | 738 | 7.86|11.31(13.40| 1.93 |31.15|44.52|36.82|22.26
BmNPV 0 |4.79|283]3.31[15.86|17.94| 6.49 |35.70|49.06|41.36|26.81
RoMNPV 0 |7.62|811|11.07|13.15| 1.69 |30.91|44.27|36.58|22.02
HearNPV 0 | 0.48 |18.69|20.78| 9.32 |38.53|51.88|44.19|29.64
HzSNPV 0 [19.17|21.26| 9.80 |[39.01|52.36|44.67 |30.12
MacoNPVA 0 | 2.09 |9.38|19.85|33.22|25.52|10.96
MacoNPVB 0 |11.46|17.77|31.14|23.44| 8.87
SeMNPV 0 [29.22|42.58|34.89|20.33
AdorGV 0 [13.38| 5.67 | 8.90
CpGV 0 [0.771|22.27
CrleGV 0 |14.57
NeseNPV 0

Na podstawie powyzszej tabeli (tabela nr 12) mozemy zauwazy¢ duze podobienstwo
pomiedzy pewnymi grupami bakulowiruséw, a mianowicie (AcMNPV, RoMNPV,
SeMNPV), (BmNPV, HearNPV, HzSNPV), (NeseNPV, MacpNPVA, MacoNPVB)
oraz (CpGV, AdorGV, CrleGV). Najwieksze roznice pomiedzy bakulowirusami mozemy
zauwazy¢ dla sekwencji NeseNPV (duze wartosci w tabeli) dla rozwazanego biatka.
Inni autorzy réwniez uzyskali podobne wyniki (32). PodobieAstwo pomiedzy gatunkami

zostato takze przedstawione za pomocg wykreséw 2D (rysunek 71) i 3D (rysunek 72).
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Rysunek 70. Drzewo filogenetyczne dla bakulowirusow
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Rysunek 72. Graf 3D - KLN dla bakulowiruséw

3.6. Dane poczatkowe dla ND5 — 22 r6zne gatunki

W celu poréwnania metody 20 wymiarowej reprezentacji biatek z metodg Dynamic Time
Warping (69) przeprowadzono analize podobienstwa sekwencji dehydrogenazy NADH
podjednostki 5 (ND5) dla dwudziestu dwéch réznych gatunkéw. Dane zostaty pobrane
z PDB.

W tabeli nr 13 podano numer dostepu do sekwencji aminokwasowej dla danego gatunku,
ktéra znajduje sie w bazie PDB. Kazdy gatunek ma przypisang liczbe porzagdkowa, ktora
pozniej charakteryzuje dany gatunek w macierzy podobienstwa. Macierz podobienstwa

zostata przedstawiona w innej formie ze wzgledu na duzy zestaw danych.

Wielkos$ci opisujgce miare podobienstwa w macierzy zostaty zaokragglone do 3 miejsca
po przecinku (tabela nr 14).
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Tabela 13. Dane dotyczgce uzytych sekwencji ND5

Lp. Gatunek Numer dostepu | Dt sekwencji
1 Ptetwal btekitny (Balaenoptera NP_007066 606
musculus)
2 Orangutan borneanski (Pongo NP_008235 603
pygmaeus)
3 Kot domowy (Felis catus) NP_008261 606
4 | Szympans zwyczajny (Pan troglodytes) NP_008196 603
5 Ptetwal zwyczajny (Balaenoptera NP_006899 606
physalus)
6 Gibon biatoreki (Hylobates lar) NP_007832 603
7 Goryl zachodni (Gorilla gorilla) NP_008222 603
8 Szarytka morska (Halichoerus grypus) NP_007079 609
9 Foka pospolita (Phoca vitulina) NP_006938 609
10 Cziowiek (Homo sapiens) AP_000649 603
11 Konh domowy (Equus caballus) ADQ55101 604
12 Mysz domowa (Mus musculus) NP_904338 607
13 | Dydelf wirginijski (Didelphis virginiana) NP_007105 602
14 Szympans Kartowaty (Pan paniscus) NP_008209 603
15 | Dziobak australijski (Ornithorhynchus NP_008053 604
anatinus)
16 | Szczur wedrowny (Rattus norvegicus) AP_004902 610
17 Rhino leatherjacket (Pseudalutarius YP_002520019 611
nasicornis)
18 | Orangutan sumatrzanski (Pongo abelii) NP_007845 601
19 Kangur gorski (Macropus robustus) NP_007404 602
20 Tygrys syberyjski (Panthera tigris ADK73290 606
altaica)
21 Bydto domowe (Bos taurus) (Korea) YP_209215 606
22 | Bydto domowe (Bos taurus) (Hiszpania) AKK32014 606
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Za pomocg nowej metody wyznaczono macierz podobienstwa i jej reprezentacje przy

uzyciu drzewa filogenetycznego (rysunek nr 73).
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Rysunek 73. Drzewo filogenetyczne dla ND5 — 22 rézne gatunki
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3.7.

Dane poczatkowe dla wirusa grypy typu A — 28 réznych gatunkéw

W celu poréwnania metody 20 wymiarowej reprezentacji biatek z metodg Dynamic Time

Warping przeprowadzono analize podobienstwa sekwencji wirusa grypy typu A dla

dwudziestu o$miu réznych gatunkoéw. Dane zostaty pobrane z PDB. W tabeli nr 15

podano numer dostepu do sekwencji aminokwasowej dla danego wirusa, ktéra znajduje

sie w bazie PDB. W tym przypadku nie zostata pokazana macierz podobienstwa ze

wzgledu na jej wymiary. Podobienstwo miedzy gatunkami zostato przedstawione za

pomocg drzewa filogenetycznego (rysunek nr 74).

Tabela 15. Dane dotyczgce uzytych sekwencji wirusa grupy typu A

Lp. Gatunek Numer Di. .
dostepu sekwencji
1 A/Adachi/2/1957(H2N2) BAD16637.1 469
2 A/bar-headed_goose/Qinghai/1/2005(H5N1) BAM85828.1 449
3 A/Beijing/4/2009(H1N1) ACR67256.1 469
4 A/Berkeley/1/1968(H2N2) BAD16641.1 469
5 A/blue-winged_teal/Ohio/566/2006(H7N9) ABS89412.1 470
6 A/California/1/1966(H2N2) AA046235.1 469
7 A/California/04/2009(H1N1) AEE69012.1 469
8 Alcat/Germany/R606/06(H5N1) ABF61763.1 449
9 Alchicken/Dongguan/1096/2014(H7N9) AJJ96855.1 465
10 A/Cygnus_olor/Italy/742/2006(H5N1) ABF50822.1 449
11 Alchicken/Quzhou/2/2015(H7N9) AKI182227 1 465
12 A/Duck/Ohio/118C/93(H1N1) AAF77041.1 469
13 A/blue_winged_teaI/Louisiana/A00557206/2009 ALT67567.1 470
H7N7
14 A/canine/Gu;ngxi/1)/201 1(H9N2) AEK07935.1 469
15 A/chicken/China/AH-10-01/2010(H9N2) AEE73586.1 466
16 A/chicken/Hubei/01-MA01/1999(HON2) AEQ092432.1 466
17 Alchicken/lran/B263/2004(HON2) ACD471121 469
18 A/England/1/1961(H2N2) AA046220.1 469
19 Alequine/Prague/1/1956(H7N7) AACS57418.1 469
20 Alequine/Santiago/77(H7N7) AAQ90293.1 469
21 Alfowl/Weybridge(H7N7) AAA43425.1 471
22 A/Georgia/1/1967(H2N2) AAO46244 .1 469
23 Al/goose/Czech_Republic/1848-K9/2009(H7N9) ACX53685.1 470
24 A/GuangzhouSB/01/2009(H1N1) ACR49238.1 469
25 A/Nagasaki/07N020/2008(H1N1) ADC45738.1 470
26 A/Iesser_white-fronted(l__ig7ol\?7s;e/HuNan/41 2-3Y/2010 AIW60686.1 471
27 A/muscovy_duck/Vietnam/LBM66/2011(H5N1) BAM36161.1 449
28 Altree_sparrow/Shanghai/01/2013(H7N9) AGW82590.1 465
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Rysunek 74. Drzewo filogenetyczne dla wirusa grypy typu A — 28 réznych gatunkow

Przedstawiona powyzej metoda 20—wymiarowa dynamiczna reprezentacja sekwencji
biatkowych jest niewagtpliwie wygodnym i niezawodnym narzedziem do rozwigzywania
wielu problemow w medycynie i biologii, w ktérych niezbedna jest analiza podobienstwa
sekwencji biatek. W szczegodlnosci metoda ta umozliwia tworzenie drzew

filogenetycznych, a jej zaletg jest brak ograniczen w diugosci sekwenciji.

Zaréwno graficzne reprezentacje DNA i biatek wcigz motywujg naukowcow do tworzenia
nowych reprezentacji w postaci: 2D, 3D a nawet wielowymiarowych. Naukowcy prébujg
stworzy¢ unikatowe metody majgce na celu wydobycie nieznanych do teraz informacji

ukrytych w kodzie genetycznym. Interesujgce prace mozna znalez¢: (70-72).
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4. ZALACZNIKI

4.1. Zasada dziatania programow

Poszczegdlne kroki programow:

wprowadzenie sekwencji aminokwasowe;j biatka,

e sprawdzanie dtugosci sekwencji biatka,

e konwersja znakéw na opowiadajgcy im kod ASCII (zmiana z litery na liczbe),

e przeprowadzenie metody: A Walk, ktorej wynikiem jest zestaw wspétrzednych
dla badanego biatka w przestrzeni 20 wymiarowe;j,

e transponowanie macierzy zestawu wspotrzednych,

e obliczanie srodka masy kazdego aminokwasu,

e wyznaczenie ukfadu wspétrzednych w punkcie srodka masy,

e obliczanie momentow bezwiadnosci,

e implementacja metody Jacobiego.
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4.2. 20-wymiarowa dynamiczna reprezentacja

implementacja w programie Matlab

—

close a

=

clear a
clc
format
% uzywane zmienne

a = input('Podaj sekwencje:');
¢ = double(a);

k = size(c);

d = k(1,2); %dtugos$c¢ sekwencji
sequence=zeros(1,20);

s_m = zeros (1,20);

u_n = zeros (d,20);

s_r = zeros (1,20);

= zeros (1,20);

= zeros (1,95);

= zeros (1,d);

w = zeros (1,20);

wyniki = zeros (d,20);

wyniki_m = zeros (1,d);
index = 1;

index2 = 0;

for i=1:d
if (c(i) == 97)

sequence(1,1) sequence(1,1)+1;

end
if (c(i) == 99)

sequence(1,2) sequence(1,2)+1;

end

if (c(i) == 100)

sequence(1,3) sequence(1,3)+1;
end

if (c(i) == 101)
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sequence(1,4)+1;

sequence(1,4)
end

if (c(i) == 102)

sequence(1,5) sequence(1,5)+1;
end
if (c(i) == 103)

sequence(1,6)+1;

sequence(1,6)
end

if (c(i) == 104)

sequence(1,7) = sequence(1,7)+1;
end
if (c(i) == 105)

sequence(1,8) = sequence(1,8)+1;
end
if (c(i) == 107)

sequence(1,9) = sequence(1,9)+1;
end
if (c(i) == 108)

sequence(1,10) = sequence(1,10)+1;
end
if (c(i) == 109)

sequence(1,11) = sequence(1,11)+1;
end
if (c(i) == 110)

sequence(1,12) = sequence(1,12)+1;
end
if (c(i) == 112)

sequence(1,13) = sequence(1,13)+1;
end
if (c(i) == 113)

sequence(1,14) = sequence(1,14)+1;
end
if (c(i) == 114)

sequence(1,15) = sequence(1,15)+1;
end
if (c(i) == 115)

sequence(1,16) = sequence(1,16)+1;
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end

if (c(i) == 116)

sequence(1,17) = sequence(1,17)+1;
end
if (c(i) == 118)
sequence(1,18) = sequence(1,18)+1;
end
if (c(i) == 119)
sequence(1,19) = sequence(1,19)+1;
end
if (c(i) == 121)
sequence(1,20) = sequence(1,20)+1;
end
wyniki (i,1:20)= sequence; %wszytskie wspdirzedne
end;
%sprawdzenie

s = sum(wyniki(d,1:20));

%srodki masy

dane = (wyniki)"';

u_1 = sum(dane(1,:));
u_2 = sum(dane(2,:));
u_3 = sum(dane(3,:));
u_4 = sum(dane(4,:));
u_5 = sum(dane(5,:));
u_6 = sum(dane(6,:));
u_7 = sum(dane(7,:));
u_8 = sum(dane(8,:));
u_9 = sum(dane(9,:));
u_10 = sum(dane(10,:));
u_11 = sum(dane(11,:));
u_12 = sum(dane(12,:));
u_13 = sum(dane(13,:));
u_14 = sum(dane(14,:));
u_15 = sum(dane(15,:));
u_16 = sum(dane(16,:));
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u_17 = sum(dane(17,:));

u_18 = sum(dane(18,:));

u_19 = sum(dane(19,:));

u_20 = sum(dane(20,:));

s m(1,1) = sum(dane(1,:))/d;
s m(1,2) = sum(dane(2,:))/d;
s m(1,3) = sum(dane(3,:))/d;
s m(1,4) = sum(dane(4,:))/d;
s m(1,5) = sum(dane(5,:))/d;
s m(1,6) = sum(dane(6,:))/d;
s m(1,7) = sum(dane(7,:))/d;
s m(1,8) = sum(dane(8,:))/d;
s m(1,9) = sum(dane(9,:))/d;
s m(1,10)= sum(dane(10,:))/d;
s m(1,11)= sum(dane(11,:))/d;
s m(1,12)= sum(dane(12,:))/d;
s m(1,13)= sum(dane(13,:))/d;
s m(1,14)= sum(dane(14,:))/d;
s m(1,15)= sum(dane(15,:))/d;

s m(1,16) = sum(dane(16,:))/d;
s m(1,17) = sum(dane(17,:))/d;
s m(1,18) = sum(dane(18,:))/d;
s_m(1,19) = sum(dane(19,:))/d;
s m(1,20) = sum(dane(20,:))/d;

% uktad wspéitrzednych w punkcie Srodka masy
for i= 1:d
un(i,1:20) = wyniki(i,1:20) - s_m(1,1:20);

end

nowe = (u_n)';

% kwadraty wspéirzednych
x_1(1,1:d) = nowe(1,1:d)."2;
w(1l,1) = sum(x_1(1,1:d));
y 2(1,1:d) = nowe(2,1:d)."2;
w(l,2) = sum(y_2(1,1:d));

83



z 3(1,1:d) = nowe(3,1:d).”2;
w(1,3) = sum(z_3(1,1:d));
a_4(1,1:d) = nowe(4,1:d)."2;
w(1l,4) = sum(a_4(1,1:d));

b 5(1,1:d) = nowe(5,1:d).”2;
w(1,5) = sum(b_5(1,1:d));
c_6(1,1:d) = nowe(6,1:d).”2;
w(1l,6) = sum(c_6(1,1:d));

d 7(1,1:d) = nowe(7,1:d)."2;
w(1l,7) = sum(d_7(1,1:d));

e 8(1,1:d) = nowe(8,1:d)."2;
w(1,8) = sum(e_8(1,1:d));

f 9(1,1:d) = nowe(9,1:d)."2;
w(1,9) = sum(f_9(1,1:d));

g 1(1,1:d) = nowe(10,1:d)."2;
w(1,10) = sum(g_1(1,1:d));
h_11(1,1:d) = nowe(11,1:d)."2;
w(1,11) = sum(h_11(1,1:d));

i 12(1,1:d) = nowe(12,1:d)."2;
w(1,12) = sum(i_12(1,1:d));
j_13(1,1:d) = nowe(13,1:d)."2;
w(1,13) = sum(j_13(1,1:d));

k 14(1,1:d) = nowe(14,1:d)."2;
w(1l,14) = sum(k_14(1,1:d));

1 15(1,1:d) = nowe(15,1:d)."2;
w(1,15) = sum(1l_15(1,1:d));
m_16(1,1:d) = nowe(16,1:d)."2;
w(1,16) = sum(m_16(1,1:d));
n_17(1,1:d) = nowe(17,1:d)."2;
w(1,17) = sum(n_17(1,1:d));
0_18(1,1:d) = nowe(18,1:d)."2;
w(1,18) = sum(o_18(1,1:d));
p_19(1,1:d) = nowe(19,1:d).”2;
w(1,19) = sum(p_19(1,1:d));
r_20(1,1:d) = nowe(20,1:d)."2;
w(1,20) = sum(r_20(1,1:d));
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% momenty bezwladnosci na przekatnej

I p(1,1)
I p(1,2)
I p(1,3)
I p(1,4)
I _p(1,5)
I _p(1,6)
I p(1,7)
I p(1,8)
I p(1,9)

= sum(w(1,2:20));

= (W(1,1)+ sum (w(1,3:20)));

= (sum(w(1,1:2))+ sum(w(1,4:20)));
= (sum(w(1,1:3))+ sum(w(1,5:20)));
= (sum(w(1,1:4))+ sum(w(1,6:20)));
= (sum(w(1,1:5))+ sum(w(1,7:20)));
= (sum(w(1,1:6))+ sum(w(1,8:20)));
= (sum(w(1,1:7))+ sum(w(1,9:20)));
= (sum(w(1,1:8))+ sum(w(1,10:20)));

I_p(1,10) = (sum(w(1,1:9))+ sum(w(1,11:20)));

I_p(1,11) = (sum(w(1,1:10))+ sum(w(1,12:20)));
I p(1,12) = (sum(w(1,1:11))+ sum(w(1,13:20)));
I_p(1,13) = (sum(w(1,1:12))+ sum(w(1,14:20)));
I_p(1,14) = (sum(w(1,1:13))+ sum(w(1,15:20)));
I p(1,15) = (sum(w(1,1:14))+ sum(w(1,16:20)));
I p(1,16) = (sum(w(1,1:15))+ sum(w(1,17:20)));
I p(1,17) = (sum(w(1,1:16))+ sum(w(1,18:20)));
I p(1,18) = (sum(w(1,1:17))+ sum(w(1,19:20)));

I_p(1,19) = (sum(w(1,1:18))+ w(1,20));

I_p(1,20) = sum(w(1,1:19));

przekatna

(I_p)';

% mnozenie wspdirzednych yx (2,1)

for j= 2:20

for k = 1:j-1
for i = 1:d
%if k < i
index2 = index2+1;

t = nowe(j,1)*nowe(k,1);

wyniki_m (index,index2)= t

%end
end
index2 = 0;
index = index +1;

end
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XX
%yy
%zz
%aa
%bb
%cc
%dd
%ee
%t
%gg
%hh
%ii
%33
%k
%11
Zmm
%nn
%00
%pp

%»rr

;5 %wszytskie t



end
%catkowite momenty bezwtadnosci

m_p = zeros (1,d);

%Yy X
for i = 1:190

m_p(1,i) = -sum(wyniki_m(i,1:d));
end

momenty = (m_p)"';
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4.3. Metoda Jacobiego — implementacja w programie Matlab

close all

%clear

clc

%Wprowadz macierz kwadratowg - symetrycznag
%A=input('Podaj macierz A:'");

B=A;

epsilon=0.0001

test = size(A)
rzad = rank(A)
i =0;
j =6;
index=0;
AT = A’
if A == A"
n = 'Macierz jest symetryczna';
disp(n)
else A ~= A’
m = 'Macierz nie jest symetryczna';
disp(m)
end

przekatna = diag(A)

for i = 1:rzad

B(i,i)=0;
end
disp(B)
[M,I] = max(abs(B(:)))
[g,p] = ind2sub(size(B),I);
eta = (A(q,9)- A(p,p))/(2*A(p,q))
A(p,p)
A(d,q)

t = sign(eta)/(abs(eta)+sqrt((etar2)+1))
c=1/sqrt(t”2+1)

s=t*c

% Obliczam Al

Qn = eye(rzad);
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Qn(p,q)=s;
Qn(a,p)=-s;
Qn(g,q)=c;
Qn(p,p)=c;
disp(Qn)
An=Qn' *A*Qn
Al=An;
% Obliczam W1
W=eye(rzad);
Wn=W*Qn
% warunek zakonczenia obliczen
for i = 1:rzad
Al(i,i)=0;
end
disp (A1)
[sp,I1] max(abs(A1(:)));
[91,pl] = ind2sub(size(Al1),I1);

disp(sp)
sn=max(abs(diag(An)));

e=sp/sn

while e>epsilon
index=index+1
n=('Potrzebna kolejna iteracja');
disp(n)
disp(Al)
disp(An)
for i = 1:rzad
Al1(i,i)=0; %wczesnie]j przeliczone (nic sie nie zmienia)
end
disp (A1)
[M1,12] max(abs(A1(:)))
[g2,p2] ind2sub(size(Al1),I2);
eta2 = (An(92,92)- An(p2,p2))/(2*An(p2,q2))
An(p2,p2)
An(qg2,92)
t2 = sign(eta2)/(abs(eta2)+sqrt((eta2”2)+1))
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c2=1/sqrt(t2”2+1)
s2=t2%*c2
Qn2 = eye(rzad);
Qn2(p2,q2)=s2;
Qn2(g2,p2)=-s2;
Qn2(g2,q2)=c2;
Qn2(p2,p2)=c2;
disp(Qn2)
An1=Qn2"'*An*Qn2
An2=An1l;
% Obliczam W1
W2=eye(rzad);
Wn2=Wn*Qn2
disp(Qn2)
% warunek zakonczenia obliczen
for i = 1:rzad

Anl(i,i)=0;
end
disp(Anl);
[sp2,I3] = max(abs(Anl(:)));
[93,p3] = ind2sub(size(Anl1),I1);
disp(sp)
sn2=max(abs(diag(An2)));
e=sp2/sn2
Al=An2
An=An2;
Wn=Wn2;
disp(Wn)
Eig=diag(An2);
%e=0;

end
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