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Badas skirtas generuoti funkcionalias baltymy sekas naudojant

generatyvinius adversarinius tinklus

ISradimo sritis

ISradimas yra susijes su baltymy seky ir funkcionaliy baltymy seky generavimo sritimi.
Detaliau, iSradimas yra susijes su funkcionaliy baltymy generavimu naudojant generatyvinius

adversarinius tinklus.
Technikos lygis

Baltymai yra molekulés susidedangios i§ aminorig$¢iy grandiniy galin€iy susilankstyti
trijy dimensijy erdvéje ir suformuoti molekulines masinas jvairiy cheminiy reakcijy katalizei.
Rekombinantiniai baltymai yra ypatingai naudingi ir daznai taikomi medicinoje, pvz. kaip
antikQinai, vakcinos ir augimo faktoriai. Taip pat, baltymai turintys katalizines savybes
(fermentai) yra aktyviai naudojami jvairiose industrijose, pvz. biokuro, maisto ir cheminés
sintezés. Naudojant 20 daZniausiai aptinkamy proteogeniniy aminorligsciy, baltymas

susidedantis i§ 100 aminorigséiy gali susidaryti i§ 20"

skirtingy seky varianty. Dél Sios
prieZasties sistematiné baltymy varianty paieska yra itin sudétinga. Sioje astronomingje seky
erdveje, tik 1 i8 1077 galimy baltymy seky susilanksto j tinkamas trijy dimensijy struktiras
galingias atlikti biologines funkcijas (Keefe and Szostak 2001; Taverna and Goldstein 2002;
Axe 2004). Standartinés atsitiktinés mutagenezés naudojimas naviguoti Sig baltymy seky
erdve (Romero and Arnold 2009a) yra dazZnai neefektyvus, nes baltymy evoliucinis
funkcionalumas mazeéja eksponentiSkai su kiekviena atsitiktine mutacija (Bloom et al. 2005;
Guo, Choe, and Loeb 2004a). Todél, rasti norimg funkcionaly baltymo variantg yra itin
sudétinga deél didelés nefunkcionaliy ar prastai susilankstanéiy baltymy erdves.
Eksperimentinés tikrinimo technikos yra taip pat ribotos, ir gali patikrinti tik 10%° baltymy
varianty. Taip pat, iki 70% pavieniy aminorigséiy pakeitimu lemia baltymy aktyvumo
mazéjimg ir net 50% sukelia baltymy funkcijos iSnykima (Romero and Arnold 2009b; Bloom
et al. 2006; Guo, Choe, and Loeb 2004b; Rennell et al. 1991; Axe, Foster, and Fersht 1998;
Shafikhani et al. 1997; Rockah-Shmuel, Téth-Petréczy, and Tawfik 2015; Sarkisyan et al.
2016). Tuo tarpu natdraliai egzistuojanéiy baltymy rekombinacijg sugeneruoja funkcionalius
baltymus turinCius didelj kiekj mutacijy (Voigt et al. 2002; Hansson et al. 1999; Crameri et al.
1998). Pavyzdziui, B-laktamaze turinti 75 mutacijas, gauta i§ rekombinantinés bibliotekos turi
1016 karty didesnj Sansg bati funkcionali nei turinti 75 atsitiktines mutacijas (Drummond et al.
2005). Taédiau, $i strategija yra stipriai ribojama natdraliy homologiniy molekuliy kiekio.
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Naujausi giliojo mokymosi metodai pademonstravo auksta struktarinés, evoliucinés ir
biofizikinés informacijos sugavimo potencialg natiraliose sekose potenciala, taip leidZiant
tinklui iSmokti baltymy savybiy taisykles ir numatyti baltymo funkcijg (Alley et al., n.d.).

Masininio mokymosi modeliai aprasantys kompleksisSkus epistatinius seky sarysius gali
numatyti baltymy varianty funkcinius aktyvumus mokantis vien i§ egzistuojan€iy seky
(Riesselman, Ingraham, and Marks 2018). Taciau, nors kompiuteriniai metodai galintys
naviguoti baltymy seky erdve parodé didelj potencialg (Romero, Krause, and Arnold 2013;
Yang, Wu, and Amnold 2019), iki Siol jie buvo naudojami funkcijos ir/ar funkcionalumo
numatymui i§ seky. Giliojo mokymosi generatyviniai algoritmai gebantys produkuoti baltymy
sekas buvo testuojami naudojant autoregresinius neuroninius tinklus (W0O2019097014).
Tadiau, Sie metodai neuztikrina taisyklingo sugeneruoty baltymy susilankstymo arba
cheminio aktyvumo, tad Sis in silico metodas yra toks pat neefektyvus kaip dabar naudojami
atsitiktiniai eksperimentiniai metodai.

Dél Siy priezasciy, yra didelis naujo metodo, skirto eksperimentiskai aktyviy seky

generavimui, poreikis.
ISradimo esmé

ISradimas yra susijes su baltymy sekomis ir funkcionaliy baltymy seky generavimu.
Detaliau, iSradimas yra susijes su funkcionaliy baltymy generavimu naudojant generatyvinius

adversarinius tinklus

Aprasytas funkcinés sekos generavimo metodas apima daugybe Zingsniy, kuriy
kiekvienas yra bdtinas siekiant uztikrinti auks$tg funkciniy seky procentg galutiniame
sukurtame seky rinkinyje: daugybés seky pasirinkimas siekiant apsibrézti véliau
generuojamy seky erdve 6 pav. 601, pasirinkty seky apdorojimas 6 pav. 602, nezinomo
tikrojo aminoragséiy skirstinio aproksimacija pasirinktom baltymy sekom naudojant
generatyvinius adversarinius tinklus 6 pav. 603, seky gavimas i§ aproksimuoto skirstinio 6
pav. 604, gauty seky apdirbimas 6 pav. 605.

Apibldintas metodas suteikia efektyvy bidg produkuoti sintetines baltymy sekas kurios
turi aukstg Sansa buti funkcionalios eksperimentiskai.

Trumpas bréziniy apraSymas

Neribojantys iSradimo pavyzdziai bus apibldinti kartu su bréZiniais, kurie yra
schematiniai ir néra nupiesti atsizvelgiant | skale. Bréziniuose, kiekvienas identiSkas ar
beveik identiSkas elementas yra pavaizduotas vienu numeriu. Dél aiSkumo, ne kiekvienas
komponentas yra pazymétas kiekviename brézinyje, ir ne kiekvienas iSradimo komponentas

yra vaizduojamas, nes asmuo su tinkamu iSsilavinimu gali suprasti apraSyma ir be ju.

Bréziniuose:
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1 pav. iliustruoja schema apibldinancia auksto lygmens GAN architektira;

2 pav. iliustruoja schema apibidinancig generatoriaus tinklo architektara;

3 pav. iliustruoja schema apibadinancig Resnet bloko architektlirg generatoriaus tinkle;

4 pav. iliustruoja schema apibidinancia diskriminatoriaus architektiirg tinkle;

5 pav. iliustruoja schema apibldinancig Resnet bloko architektlra diskriminatoriaus tinkle;

6 pav. iliustruoja schema apibddinanéig pagrindinius iSradimo Zingsnius;

7 pav. iliustruoja schemg apibldinancia bendra tinklo architektlrg naudojama 1 pavyzdyje;

8 pav. iliustruoja generuoty seky identitetg lyginant su artimiausia natdralia seka;

9 pav. iliustruoja generatoriaus ir diskriminatoriaus netekties funkcijg mokymosi metu.

Generatoriaus ir diskriminatoriaus nuostoliai po pradinés fazés tampa gana stabills ir
galiausiai pasiekia plok$tuma;

10 pav. iliustruoja Senono entropijas generuotoms ir mokymo sekoms. Zemos Senono
entropijos vertés atspindi labai konservatyvias ir funkciSkai svarbias pozicijas, tuo tarpu
auksta entropija rodo didele aminorigs$ciy jvairove tam tikroje padétyje;

11 pav. iliustruoja kaip GAN iSmoksta evoliuci§kai svarbias aminorigsciy pozicijas;

12 pav. iliustruoja GAN galimybe atkurti pozicinius aminorlgséiy skirstinius parodytus, kaip
Pirsono sukurty ir natlraliy seky koreliacijos koeficientus, jvertintus pagal keliy seky
derinima. Pozicijos su maZesniais koreliacijos koeficientais atitinka pozicijas su didesniu
sekos kintamumu. Pateikiamos tik pozicijos, kuriy tarpy skai¢ius mazesnis nei 75%;

13 pav. iliustruoja aminoriigd€iy pozicijy asociacijy matricas natdralioms ir generuotoms
baltymy sekoms. Teigiamos vertés rodo didesnj atstuma, lyginant su atsitiktinémis sekomis
su tuo paciu aminorigséiy dazniu, t.y. sveikas skaicius rodo, kiek vidutiniSkai aminorgstys
yra toliau viena nuo kitos nei atsitiktingje sekoje;

14 pav. iliustruoja aminorigséiy pory koreliacijas tarp pagaminty sintetiniy ir pasirinkty
treniruogiy seky. Kiekvienas Zzemeélapio taskas parodo aminordgs$¢iy pory tarp dviejy skirtingy
duomeny rinkiniy dazniy koreliacija. Auksta koreliacija reiSkia, kad abiejuose duomeny
rinkiniuose buvo rasta ta pati poriniy aminoriigséiy sgveika poromis;

15 pav. iliustruoja baltymy sekos erdve, vizualizuotg transformuojant atstumo matricg, gauta
naudojant k-tuple metodg baltymy seky lygiavimui t-SNE jterpime. Tasky dydzZiai parodo
kiekvieno atstovo 70% tapatybés klasterio dydj;

16 pav. lliustruoja CATH domeny diversiskumg gautg per visg ,ProteinGAN" evoliucija.
Kiekviename 1200 treniruodiy etape buvo imamos 64 sekos ir ieSkoma tipisky CATH
domeny (E vertée <1e-6). Pradzia: ,ProteinGAN“ sukurti nauji domenai, nerandami
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natiraliose sekose, nes natiraliy ir sugeneruoty seky palyginimas su mutavusiomis
atsitiktinémis kontrolés sekomis parodé, kad seky generavimas nebuvo atsitiktinis procesas
(tiksli Fiserio testo p verté <8,2e-16);

17 pav. iliustruoja seky jvairovés palyginimg tarp sugeneruoty ir natdraliy MDH seky.
Sukurtos sekos yra sugrupuotos | jvairesnes grupes. Parodytas klasteriy skai¢iaus (Y aSies)

santykis skirtingose sekos tapatumo ribose (X asis),

18 pav. iliustruoja sintetiniy MDH baltymy aktyvumo lygius bei nattraliy MDH baltymy

kontrole;

19 pav. iliustruocja malato gamybos lygius sintetiniuvose MDH baltymuose lyginant su

natdraliais MDH baltymais.

Detalus iSradimo aprasymas

Toliau bus detalizuojamos iSradimo sudétinés dalys. Nors iSradimas toliau bus
apibldinamas per pavyzdzius, turéty bati suprasta jog Sie pavyzdZiai neriboja iSradimo
apimties. Kita vertus, Sis iSradimas apima ir alternatyvas, modifikacijas bei ekvivalentus, kurie
gali bati naudojami iSradimo apibréztyje.

Per visa iSradimo atskleidimg, jvairls iSradimo aspektai gali bati pristatomi intervaliniu
formatu. Turéty bdti suprasta, jog toks intervalinis apibldinimas yra tik dél aiSkumo ir
neturéty bati suprastas kaip iSradimo apimt;j ribojantis faktorius.

Aprasytas funkcinés sekos generavimo metodas apima daugybe ZzZingsniy, kuriy
kiekvienas yra bdtinas siekiant uztikrinti aukstg funkciniy seky procentg galutiniame
sukurtame seky rinkinyje: daugybés seky pasirinkimas siekiant apsibrézti veéliau
generuojamy seky erdve 6 pav. 601, pasirinkty seky apdorojimas 6 pav. 602, nezinomo
tikrojo aminortgséiy skirstinio aproksimacija pasirinktom baltymy sekom naudojant
generatyvinius adversarinius tinklus 6 pav. 603, seky gavimas i§ aproksimuoto skirstinio 6
pav. 604, gauty seky apdirbimas 6 pav. 605.

Apibadintas metodas suteikia efektyvy badag produkuoti sintetines baltymy sekas kurios
turi aukstg Sansa bati funkcionalios eksperimentiskai.

Sgvokos:
Siekiant padéti suprasti iSradima, toliau pateikiami kai kuriy sgvoky paaiskinimai.

Nebent nurodyta kitaip, visos techninés ir mokslinés sgvokos naudojamos toliau turi
tokig padia reik8me kaip jas supranta Zmonés turintys stipry techninés srities supratimag. Nors
bet kokie metodai gali bati naudojami apibrézéiy testavimui, aprasyme pateikti metodai yra
pavyzdiniai.
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Terminai ,susideda 8%, ,turi* yra atviri terminai, nebent nurodyta kitaip.

Terminas ,bio-molekulé“ arba ,biomolekulé” reiSkia molekule, kuri paprastai randama
biologiniame organizme. Tokios biologinés molekulés gali bati biologinés makromolekulés,
kurios paprastai yra polimerinés ir susideda i$§ keliy subvienety (kitaip tariant “biopolimerai”).
Tipinés biomolekulés gali bati RNR (susideda i$ nukleotidy), DNR, polipeptidai (susideda i$
aminoragséiy). | tokias molekules, pavyzdzZiui, jeina RNR, RNR analogai, DNR, DNR
analogai, polipeptidai, polipeptidy analogai, RNR ir DNR kombinacijos. Biomolekulés gali taip
pat gali, pavyzdziui, bati lipidai, angliavandeniai, ar kitos organinés molekulés padarytos
naudojant genetiSkai uzkoduojamas molekules (pvz. fermentai) ir panasiai.

Terminas ,natirali seka“ reiSkia aminoragséiy sekas, kurios yra Zinomos i§ gamtos.
Atitinkamai terminas ,dirbtiné seka“ reiSkia aminorigs$€iy sekas, kurios néra Zinomos

gamtoje.

Terminas ,sintetiné seka“ arba ,sukurta seka“ reikia baltymy sekas, sukurtas aprasytu
iSradimu.

Terminas ,seky erdvé“ reiSkia erdve, kurioje visus galimus baltymy kaimynus galima
gauti i$ eilés taskiniy mutacijy.

Terminas ,neuroninis tinklas* arba ,tinklas* reiSkia masininio mokymosi modelj, kurj
galima suderinti (pvz., apmokyti) remiantis j&jimais, kad blty galima apytiksliai nustatyti
nezinomus funkcijy sprendinius. Visy pirma, terminas neuroninis tinklas gali apimti
tarpusavyje sujungty neurony, kurie bendrauja ir mokosi apytiksliai atlikti sudétingas
funkcijas bei generuoja iSvestis, remiantis daugybe jvesties, pateiktos modeliui, model;.
PavyzdZiui, terminas neuroninis tinklas apima vieng ar daugiau masininio mokymosi
algoritmy. Konkrediai, terminas neuroninis tinklas gali apimti giliuosius konvoliucinius
neuroninius tinklus, tokius kaip erdvinis transformatoriy tinklas. Be to, neuroninis tinklas yra
algoritmas (arba algoritmy rinkinys), jgyvendinantis gilaus mokymosi metodus, kurie naudoja
algoritma auksto lygio duomeny abstrakcijai modeliuoti.

Terminas ,adversarinis mokymasis“ reiSkia masininio mokymosi algoritmg (pvz.,
generatyvinj adversarinj tinklg), kai kartu mokomasi prieSingy mokymosi modeliy. Visy pirma,
terminas ,konkuruojantis mokymasis“ apima daugybés mokymosi uzduodiy i$sprendimag
tame padiame modelyje (pvz., i$ eilés ar lygiagreciai), atliekant uZzduotis atliekant vaidmenis
ir apribojimus. Kai kuriuose jgyvendinimo variantuose konkurencinis mokymasis apima
minimax funkcijos (pvz., minimax tikslo funkcijos) panaudojima, kuris sumazina pirmojo tipo
nuostolius ir padidina antrojo tipo nuostolius. Pvz., vaizdinéje kompozicingje sistemoje
naudojamasi adversariniu mokymusi, siekiant sumazinti nuostolius, susijusius su metmeny

parametry generavimu naudojant geometrinj numatomajj neuroninj tinklg, ir maksimaliai
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padidinti varzovy diskriminacijos neuroninio tinklo diskriminacijg su nerealiais vaizdais,

kuriuos sukuria geometrinis prognozés neuroninis tinklas.

Sagvokos ,polipeptidas” ir ,baltymas“ &ia vartojamos pakaitomis, kad reiksty
aminortgsciy liekany polimerg (arba seka). Paprastai polimeras turi maziausiai apie 30
aminordgs¢iy liekany ir paprastai maziausiai apie 50 aminorig§¢iy liekany. Paprastai jie turi
maziausiai apie 100 aminoriigéiy liekany. Sie terminai taikomi aminoriigé&iy polimerams,
kuriuose viena ar kelios aminoriigd§¢iy liekanos yra atitinkamy nataraliai atsirandanciy
aminorags$c¢iy analogai, dariniai ar mimetikai, taip pat nataraliai atsirandantiems aminoragséiy
polimerams. Pvz., polipeptidai gali bati modifikuoti arba daromi, pvz.,, pridedant
angliavandeniy liekany, kad susidaryty glikoproteinai. Sgvokos ,polipeptidas® ir ,baltymas*
apima glikoproteinus, taip pat ne glikoproteinus.

LAminorig8¢iy seka“ reiSkia aminorigséiy, apimandiy polipeptidg arba baltyma,
eiliskumga ir tapatuma.

Terminas ,atranka“ reiSkia procesa, kurio metu nustatoma viena ar daugiau vienos ar
keliy biologiniy molekuliy savybiy. PavyzdzZiui, tipiSki atrankos procesai apima tuos, kuriuose
nustatomos vienos ar keliy vienos ar daugiau biblioteky vieno ar keliy nariy savybés.

Terminas ,atranka“ taip pat reiSkia procesa, kurio metu nustatoma, kad viena ar
daugiau biologiniy molekuliy turi vieng ar daugiau dominandiy savybiy. Taigi, pavyzdziui,
bibliotekg galima atrinkti taip, kad bity nustatyta viena ar daugiau vienos ar keliy bibliotekos
nariy savybiy. Jei nustatoma, kad vienas ar keli bibliotekos nariai turi dominanciag savybe, ji
pasirenkama. Atranka gali apimti bibliotekos nario izoliacijg, tadiau tai néra batina.

Terminas fragmentas” reikia, bet kurig visos nukleorigsciy arba aminorigsciy sekos
dalj.

Savokos ,biblioteka“ arba ,populiacija“ reiSkia maziausiai dviejy skirtingy molekuliy ir
(arba) simboliy stygu, tokiy kaip nukleorligsciy sekos (pvz., genai, oligonukieotidai ir kt.),
arba i$ jy ekspresijos produkty (pvz., fermenty), rinkinj. Biblioteka ar populiacija paprastai
apima daugybe skirtingy molekuliy. Pavyzdziui, bibliotekoje ar populiacijoje paprastai yra
maziausiai apie 10 skirtingy molekuliy. Didelés bibliotekos paprastai apima maziausiai apie
100 skirtingy molekuliy, paprastai maziausiai apie 1000 skirtingy molekuliy. Kai kuriais
atvejais bibliotekoje yra bent 10000 ar daugiau skirtingy molekuliy.

Baltymy grandiniy palyginimui naudojamas terminas ,tapatumas“ (baltymy ir
polipeptidy) aminorigséiy seky atzvilgiu. ,Sekos tapatumo” apskaiCiavimas tarp dviejy seky
atliekamas taip. Sekos yra suderintos optimaliausio palyginimo tikslais (pvz., siekiant
optimalaus suderinimo, gali bati jterpti tarpai tiek vienoje, tiek kitoje pirmoje ir antroje
aminoragsciy sekose, o palyginimo tikslais j nehomologines sekas galima nepaisyti).
Optimalus derinimas nustatomas kaip geriausias balas naudojant ,ssearch36“ programa
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FASTA36 programinés jrangos pakete (http:/faculty.virginia.edu/wrpearson/fasta/) su
,Blosum50“ baly matrica su atotrikio nuobauda —-10 , o atotrikio prailginimas - —2. Tada
palyginami aminorigsciy likuciai atitinkamose aminorag$ciy padétyse. Kai pirmosios sekos
pozicija uzima ta pati aminorligsties liekana atitinkamoje antrosios sekos padétyje, tada
molekulés toje pacioje padétyje yra identiS§kos. Procentinis tapatumas tarp dviejy seky yra
identi$ky pozicijy, dalijamy sekomis, skai€iaus funkcija.

Terminas ,funkcinis baltymas“ arba ,funkciné seka“ reiSkia baltyma, kurio forma yra
tokia, kokia jis apibidinamas.

Terminas ,zyma*“, ,Zymos seka“ arba ,baltymo Zyma“ reiSkia cheminj fragmentg -
nukleotida, oligonukleotida, polinukleotidg arba aminorlgstj, peptidg ar baltymg ar kita
chemine medziagg, kuri, pridedant prie kitos sekos, suteikia papildomo naudingumo. arba
suteikia Siai sekai naudingy savybiy, ypa¢ aptikimo ar iSskyrimo atveju. Taigi, pavyzdziui, prie
pradmens arba zondo sekos gali biti pridedama homopolimery nukleortgséiy seka arba
nukleoragsdiy seka, komplementuojanti gaudymo oligonukleotida, kad palengvinty tolesn;
pailginimo produkto ar hibridizuoto produkto i§skyrimag. Baltymy Zymiy atveju histidino
liekanos (pvz., nuo 4 iki 8 i$ eilés esandiy histidino liekany) gali bati pridedamos prie baltymo
amino- arba karboksi-galo, kad bity lengviau atskirti baltymus chelatinés metaly
chromatografijos buadu. Kaip alternatyva - aminorigs¢iy sekos, peptidai, baltymai ar sintezés
partneriai, reprezentuojantys epitopus ar jungianéius determinantus, reaguojancius su
specifinémis antikiny molekulémis ar kitomis molekulémis (pvz., véliavos epitopas, c-myc
epitopas, transmembraninis gripo A viruso epitopas hemagglutinino baltymas, A baltymas,
celiuliozé) jungiantis domenas, kalmoduling suriSantis baltymas, maltoze riSantis baltymas,
chiting suriSantis domenas, glutationo S-transferazé ir panasiai) gali bati pridedami prie
baltymy, kad blty lengviau atskirti baltymus tokiomis procediromis, kaip giminingumo ar
imunogiminingumo chromatografija. Cheminiai etike€iy fragmentai apima tokias molekules
kaip biotinas, kurios gali bati pridedamos prie nukleorigséiy arba baltymy ir palengvina
iSskyrimg ar aptikimag sgveikaujant su avidino reagentais ir panasiai. ISmoktas amatininkas
Zino ir gali jsivaizduoti daugybe kity etikeéiy daliy, kurios, kaip manoma, patenka j Sio
apibrézimo taikymo sritj.

Terminas ,duomeny papildymas* reiSkia strategijg, kuri leidzia dirbtinai padidinti mokymui
skirty duomeny jvairove, fiziSkai nerenkant duomeny pavyzdziy. Vaizdy duomeny padidinimo
metody pavyzdziai yra apkarpymas, uzpildymas ir horizontalus apversimas.

Terminas ,duomeny rinkinys® reiSkia elementy, kurie naudojami treniruoti ar jvertinti
neuroninius tinklus, rinkinj.

Terminas ,tikrasis paskirstymas® reiSkia paskirstyma, kuriame yra visi tikrieji elementai,
jskaitant duomeny rinkinio elementus.
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Terminas ,blokai“, kalbant apie neuroninius tinkius, reiskia architektdriniy neuroniniy tinkly
komponenty, sujungty kartu ir pakartotinai panaudoty, grupe.

Terminas ,diferencijucjamas diskretusis derinimas“ reiskia funkcija, kuri pavercia nuolatines
reikSmes atskira erdve ir $i funkcija yra diferencijuojama.

Terminas ,Zodyno dydis“ reiSkia keleta unikaliy zetony, naudojamy duomeny rinkinio
elementams sudaryti. Sie Zetonai yra atskiri (pvz., aminoragstys).

Terminas ,mokymo Zingsnis“ reiSkia neuroninio tinklo optimizavimo ciklg, kuriame
apdorojamas elementy rinkinys, kai rinkinio dydis yra lygus grupés dydziui.

Egzistuojanciy seky pasirinkimas ir paruoSimas

Viename jgyvendinimo varianty egzistuojanéios sekos gali bati specialiai parinktos
generatyviniam adversarinio tinklo mokymui. Pradinis seky rinkinys(-iai) yra svarbi proceddra
dél keliy priezaséiy: pasirinktos sekos apibrézia seky erdve, kurioje pasirodys pagamintos
funkcinés sintetinés sekos (i), pasirinkty seky ypatybés apibréZai nezinoma pasiskirstyma,
kuris gali bati apytiksliai suderintame konkurencinio tinklo mokymosi etape (ii) ir savo ruoztu
gali apibrézti kai kurias pagaminty sintetiniy seky savybes. Eksperimentinis, duomeny
pagristas pavyzdys parodytas 15 pav. Siame paveiksle pateikiami natdrals ir sintetiniai
(aprasyto metodo iSvestis), kur atstumai tarp skirtingy grupiy yra panasis j klasteriy sekos
panasumus ir kitas panaSias charakteristikas. Kaip aprasyta anksciau, sintetinés sekos
atsiranda apytikslése natdraliy klasteriy nustatytose ribose, todél pirmasis metodo Zingsnis -
seky parinkimas - yra labai svarbus.

Pavyzdziui, norint istirti seky erdve, kurioje yra funkciniai glicerolio-3-fosfato
dehidrogenazés variantai, galima pasirinkti treniruociy sekas, patenkandias j tg sekos erdvés
plota. Tokios sekos gali bati glicerolio-3-fosfato dehidrogenazés homologai. Sios funkcines
sekos gali blti gaunamos i§ vieSyjy duomeny baziy, metagenomikos patikros, atsitiktinés
mutagenezés patikros, racionalaus varianty patikrinimo ar kity Saltiniy. Tada surinktas
duomeny rinkinys gali bati toliau modifikuojamas.

Tada pasirinktos sekos gali biti apdorotos bioinformatiniais algoritmais. Sis Zingsnis
yra labai svarbus, nes neperdirbtos sekos, naudojamos treniruojant generatyvy adversarinj
tinkla, turi didele tikimybe gauti nefunkcines ir (arba) netirpias galutines pagamintas sintetiniy
baltymy sekas.

Viename jgyvendinimy rinkinyje iSankstinis pasirinkty baltymy seky apdorojimas gali
apimti seky filtravimq pagal apibréztus kriterijus, tokius kaip sekos kilmé, pana$umas,
jvairové, seky grupiy dydziai, struktlros panasumas, domeny buvimas, funkcija ar funkcinés
savybés, statistinés savybés (pvz., aminorigséiy daznis arba nekanoniniy aminoragscéiy
buvimas, darbo saglygos), fizikinés ir cheminés savybés ar kiti panasas badai.
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Duomeny didinimo bildai gali bati naudojami padidinant pasirinkty seky skaiciy ir (arba)
jvairove (pvz., jvykiuose, kai pasirinktos sekos skaiCius yra per mazas, kad baty galima
naudoti aprasyta metoda), pavyzdziui, invariantiniy transformacijy jvedimas, interpoliacija,
triukSmo jvedimas arba kitos technikos.

Dar kitame jgyvendinimo varianty rinkinyje pasirinktos sekos gali blti konvertuotos |
skirtingas reprezentacijas, tokias kaip vieno kar$to kodavimo, sekos jdéjimo (seky
konvertavimo j skaitines reikSmes) ar kita. Siuos skirtingus vaizdus taip pat galima
modifikuoti pridedant arba pasalinant kiekybine ar kokybine informacijg tokiais budais kaip
sujungimas, jvesties daugyba ar kita.

Generatyviniy adversariniy tinkly architektara baltymy seky generavimui

Pasirinktos ir i§ anksto apdorotos sekos gali bati naudojamos, kaip mokomosios
(pavyzdziy) sekos generatyviniams adversariniams tinklams. Toliau apraSoma generatyviniy
adversariniy tinkly, reikalingy funkcinei baltymy sekai generuoti, architekttra.

Tolesniuose punktuose esantys nuorody numeriai turety bati suprantami kaip
pavyzdys, o kiti panasis architektlros variantai taip pat gali bati perspektyvis.

Generacine adversarinio tinklo architektlirg sudaro du neuroniniai tinklai: generatoriaus
tinklas 1 pav. 101 ir diskriminacinis tinklas 1 pav. 102. Generatoriaus tinklo 1 pav. 101
funkcija yra pateikti iSéjimus 1 pav. 103, kurie, atrodo, yra paimti i§ tikro duomeny rinkinio 1
pav. 104 paskirstymo, neturint prieigos prie paskirstymas mokymo metu. Diskriminacinis
tinklas 102 gauna jvestis 1 pav. 104 i§ duomeny rinkinio ir generatoriaus 1 pav. 101 ir jam
pavesta atskirti sugeneruotus elementus nuo realiy. Paprastai generalaus adversarinio tinklo
mokyma sudaro: atsitiktinai pasirenkami taskai i§ pasirinkto paskirstymo 1 pav. 105 ir
pavyzdzZiai sugeneruojami 1 pav. 103 naudojant generatoriy 1 pav. 101 (i), atsitiktinai
pasirenkant elementus i§ duomeny rinkinio 1 pav. 104 (ii), naudojant diferenciatoriy 1 pav.
102, kad buty gauti balai 1 pav. 106 generuojamiems 103 ir duomeny rinkinio pavyzdziams 1
pav. 104 (iii), naudojant diskriminavimo balus 1 pav. 106, siekiant optimizuoti diskriminavimo
tinkla 1 pav. 102 ir generatoriaus tinkig 1 pav. 101 nepriklausomai (iv), pakartojant aprasytus
J-iv* veiksmus, kol sugeneruoti méginiai bus norimos kokybés, arba nesugeba atskirti
sugeneruoty 1 pav. 103 pavyzdziy nuo realiy 1 pav. 104. Diskriminatoriy ir generatoriy tinklai
taip pat gali bati apripinti papildoma informacija 1 pav. 107, kad bendras generatyvusis
adversarinis tinklas bty salygotas pateiktos papildomos informacijos.

Viename jgyvendinimo varianty generatyvig adversarinio tinklo architektirg sudaro du
tinklai - generatorius 1 pav. 101 ir diskriminatorius 1 pav. 102 - kiekviename i$ jy gali bati
daugybé statybiniy bloky, tokiy kaip Resnet blokai 2 pav. 201, 4 pav. 401 (He ir kt., 2015).
Kaip alternatyva ,Resnet‘ blokams gali bati naudojami konvoliuciniai sluoksniai, visiSkai
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sujungti sluoksniai, daugiagalvis démesio mechanizmas (Vaswani ir kt., 2017) ar Kkiti
architektariniai statybiniai blokai.

Kitame jgyvendinimo varianty rinkinyje generatoriaus jvestis 2 pav. 105 gali bati
vektorius, nubréztas i§ bet kokio Zinomo pasiskirstymo, tokio kaip vienodas arba normalus.
Generatoriy tinkle gali biti vienas ar daugiau visiS§kai sujungty 2 pav. 201 konvoliuciniy
sluoksniy pries ,ResNet* blokus 2 pav. 202 (pvz., 6 ,Resnet‘ blokai 202-1-6)), kad bty
galima transformuoti jvestj 2 pav. 105 j reikiamus matmenis. Generatoriy tinklas gali turéti
vieng ar kelis savitvarkos (Zhang ir kt., 2018) sluoksnius 2 pav. 203. Generatoriy tinklg gali
sudaryti vienas ar keli visi$kai sujungti arba konvoliuciniai sluoksniai 2 pav. 204 su netiesine
aktyvavimo funkcija, tokiais kaip nesandari ReLu 2 pav. 205, ReLu ir kiti. norimiems
matmenims iSvesti 2 pav. 103. ISvestis gali blti perduodama per netiesine aktyvavimo
funkcijg (pavyzdziui, Tahn, Softmax ir kt.), Taip pat diferencijuojamag diskretinj iSvesties
apytikslj, pvz., ,Gumbel-Softmax 206 arba ,REINFORCE" (Williams 1992). Be to, mokymy
metu generatoriy tinklas taip pat gali bdti apripintas papildoma informacija 2 pav. 107,
pavyzdziui, klasés etikete, kuri gali bati uzkoduota naudojant jterpimus, vienetiniu kodavimu
arba transformuota kitais bdais ir tada sujungta su vienu ar keliais sluoksniais.

Kituose jgyvendinimo varianty rinkiniuose kiekvienas ,Resnet‘ blokas generatoriuje 2
pav. 201 gali buti sudarytas i§ 1-10 perkelty konvoliucijos sluoksniy 3 pav. 301 (pvz., 2
perkelty konvoliucijos sluoksniy 301-1-2) ir 1-10 konvoliucijos sluoksniy 3 pav. 302 su filtro
dydziu (nuo 1 iki 100) x (nuo 1 iki 100). Konvoliucijos sluoksniuose gali bati iSsiplétimo greitis
nuo 1 iki 10000. Blokuose gali bati daugybé normalizavimo sluoksniy, tokiy kaip pakety
normalizavimas (loffe ir Szegedy 2015), egzemplioriy normalizavimas (Ulyanov, Vedaldi ir
Lempitsky 2016) ir kiti. Be to, blokuose taip pat gali biti jvairiy aktyvavimo funkcijy, tokiy kaip
nesandarus ,ReLu 303 (,Maas 2013“) (pvz., 2 nesandaris ,RelLu“ aktyvinimai 303—1-2],
.-ReLu” (Nair ir Hinton 2010) ir kitos. Blokuose taip pat gali bati 1-10 praleidziamy jungéiy 3
pav. 304, kurios gali biti sujungtos 3 pav. 305 su kitomis bloko dalimis. Norint padidinti
sluoksnio iSvesties matmenis, o ne perkeltg konvoliucinj sluoksnj 3 pav. 301, galima naudoti

artimiausio kaimyno interpoliacija, subpikseliy judesj (Shi ir kt., 2016) ar kitus metodus.

Kituose jgyvendinimy rinkiniuose jvestis 4 pav. 104 j diskriminacinj tinklg gali biti viena
karsta koduoté, kurios Zodyno dydis svyruoja nuo 10 iki 10 000 arba panasiai. Arba jvestis
gali bati uzkoduota naudojant aminoragsciy jterpimus arba fizikinius ir cheminius pozymius.
Diskriminuojanéiame tinkle gali bati vienas ar keli 4 pav. 401 jterpimo, konvoliucijos arba
visiSkai sujungti sluoksniai prie$ 4 pav. 402 ,Resnet” blokus (pvz., 6 ,Resnet" blokai 402—1-
6]), kad buty galima transformuoti jvestj 104. Be to, jame gali bdti vienas ar daugiau
savireguliacijos sluoksniy 4 pav. 403. Diskriminuojan¢iame tinkle gali bdti sluoksnis,
palaikantis didele jvairove tarp generuojamy seky, tokiy kaip minibaty standartinio nuokrypio
sluoksnis 4 pav. 404, kaip aprasyta (Karras ir kt., 2017). Diskriminacinj tinklg gali sudaryti
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vienas ar keli 4 pav. 405 konvoliucijos, visiSkai sujungti 4 pav. 406 sluoksniai arba bendras
vidutinis telkimas su netiesinémis aktyvavimo funkcijomis, tokiomis kaip nesandari ReLu 4
pav. 407, ReLu ir kitos, kad bty gauti norimy matmeny i$éjimai. Kai kurie sluoksniai gali biti
iSlyginti naudojant 4 pav. 408 sluoksnius. ISlyginamojo elemento rezultatas gali buti
perduodamas per netiesine aktyvavimo funkcijg, tokig kaip ,Softmax®, ,Tanh* ar kita.

Kituose jgyvendinimy rinkiniuose kiekvienas atkuriamasis blokas diskriminatoriuje gali
turéti 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 arba 10 5 pav. 501 konvoliucijg (pvz., 3 konvoliucijos sluoksniai
501-1-3]) ir/arba visiSkai sujungtus sluoksnius su filtru, kurio dydis yra nuo 1 iki 100) x (nuo
1 iki 100). Konvoliucijos sluoksniuose gali bati iSsiplétimo greitis (nuo 1 iki 10000). Blokuose
gali bati daugybé normalizavimo sluoksniy, tokiy kaip pakety normalizavimas 5 pav. 502
(p\;z., 2 pakety normalizavimo sluoksniai 502 - [1-2]), egzemplioriy normalizavimas ir Kiti.
Blokuose taip pat gali biti jvairiy netiesiniy aktyvavimo funkcijy, tokiy kaip nesandari ReLu 5
pav. 503, Relu ir kitos. Blokuose taip pat gali bati 1-10 praleidziamy jung€iy 5 pav. 504,
kurios gali buti sujungtos 5 pav. 505 su kita bloko dalimi. Mokymy metu diskriminacinis
tinklas taip pat gali bati aprapintas papildoma informacija 1 pav. 107 kartu su i$ anksto
apdorotomis treniruoCiy sekomis, tokiomis kaip klasés etiketé, kuri gali bati uzkoduota
naudojant jterpimus, ,karStas“ kodavimas arba transformuota kitais bldais, 0 tada sujungta
su vienas ar keli diskriminuojangéiojo tinklo sluoksniai.

Kituose jgyvendinimy rinkiniuose tinklo praradimui neprisotinamas (Goodfellow ir kt.,
2014), neprisotinamas R1 sureguliavimu (Mescheder, Geiger ir Nowozin 2018), vyris (Tran,
Ranganath ir Blei 2017; Lim ir Ye 2017; Miyato ir kt., 2018), gali biti naudojami vyriai su
reliatyvistiniu vidurkiu (Jolicoeur-Martineau 2018), Wasserstein (Arjovsky, Chintala ir Bottou
2017) ir Wasserstein su gradiento nuobauda (Gulrajani et al. 2017) ar kitos funkcijos. Norint
uztikrinti Lipschitz apribojimy spektrinj normalizavimg (Miyato ir kt., 2018 m.), Gali bati
naudojamos nuolydZio nuobaudos (Gulrajani ir kt., 2017 m.).

Kituose jgyvendinimy rinkiniuose generuoty i$éjimy matmenys priklauso nuo
maksimalios sekos, kurig reikia generuoti, ilgio ir naudojamo diskriminuojanciojo tinklo
kodavimo tipo. Pvz., jei didZiausias sekos ilgis yra 400 aminoriigéciy ir vienas karstas
kodavimas, kurio Zodyno dydis yra 21, generuojamos iSvesties matmenys bty 400x21.

Priklausomai nuo pasirinkty sugeneruoty i$éjimo matmeny, sekos, pasirinktos
mokymui, gali bati toliau filtruojamos, kad baty paSalintos sekos, turinéios daugiau
aminorigsciy, nei leidzia iSéjimo matmenys. Pvz., jei sugeneruoty i$éjimy matmenys yra
400x21, seky duomeny rinkinj galima filtruoti, kad bity pasalintos sekos, kuriose yra daugiau
nei 400 aminortgsdiy. Duomeny rinkinys taip pat gali bati suskirstytas | grupes su
konkre¢iomis tapatybémis. Pavyzdziui, to galima pasiekti naudojant grupavimo jrankius,
tokius kaip mmseq2 ar kitus. Klasterizavimas leidzia subalansuoti generacinj adversarinio
tinklo mokymo procesa, kuris yra svarbus norint pasiekti sinteting funkcinés sekos variacijg.
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Sekas pagal jy klasterio dydj galima sugrupuoti j jvairaus dydzio kausus (1,2,3,5,10,20,30 ir
kt.). Tada padidéjes meéginiy émimo koeficientas nustatomas padalijus maksimaly kauso dydj
i§ klasterio kau$o dydzZio visiems kauSams. Sis koeficientas yra naudojamas treniruogiy metu
atrenkant reprezentatyvias grupes. Dalj duomeny rinkinio galima pasirinkti atsitiktinai arba
racionaliai ir iSimti i§ mokymo duomeny rinkinio. Tokios sekos gali veikti kaip patvirtinimo
sekos, kuriy tinklas nematys mokymo metu, bet véliau gali biti panaudotos tinklo naSumo

analizés tikslams.

Kituose jgyvendinimy rinkiniuose, siekiant optimizuoti neuroninio tinklo svorius,
generatoriaus ir diskriminaciniy tinkly kdrimui gali bati naudojami ADAM optimizatorius
(Kingma ir Ba 2014), Stochastinis gradiento nusileidimas (Kiefer ir Wolfowitz 1952),
RMSProp (Graves 2013) ir kiti optimizatoriai. Mokymosi lygis gali bdti palaipsniui mazinamas
tiek generatoriaus, tiek diskriminuojanciojo at2vilgiu, siekiant padidinti mokymo stabilumg ir
palengvinti konvergencijg. Pavyzdziui, laipsniS§kas mokymosi grei¢io mazéjimas gali bati nuo
1e-3 iki 5e-5. Santykis tarp generatoriaus ir diskriminuojanéiojo mokymo zingsniy gali bati 1:1
1:2, 1:5 ar kitas.

Dar viename iSradimy rinkinyje, norint normalizuoti duomeny klasterio dydzZius vykstant
konkurencinio tinklo mokymui, gali bati dinami§kai imami nepakankamai pavaizduoti seky
rinkiniai. Tai gali blti pasiekta imant nepakankamai atstovaujamas grupes (dubliuojancias
sekas klasterio viduje), imant ankstesniy etapy skaigiavimo koeficienta. Sis procesas gali bati
kartojamas visos kartos adversarinio tinklo mokymo metu, siekiant iSsaugoti sekos kitima.
Sekos gali bati dinamiskai uzklijuotos, kad bity pazyméta, kad néra aminorlgsties. Tai gali
bati naudojama trumpesnéms sekoms kompiliuoti, jei sukonstruotame tinkle yra sluoksniy,
kuriems reikia fiksuoto dydzio jvesties, pavyzdziui, visiSkai sujungty. Sekos gali bati
uzklijuotos i$ kairés, deSinés arba i$ abiejy pusiy. Plévelé pasalinama i$ sugeneruoty seky,
kai gaminama galutiné iSvestis (pavyzdzZiui, kai viena karSta koduoté sekos virsta vienos
raidés aminorlgscéiy sekomis).

Dar kitoje realizacijy aibéje, norint Zinoti tinklo galia, sugeneruoti duomenys turéty bat
jvertinami mokymo proceso metu. Pavyzdziui, kas 1200 iteracijy sugeneruotos sekos galéty
biti automatiskai palyginamos su mokymosi ir validavimo duomeny aibiy sekomis naudojant
BLAST ar panasius algoritmus. Taip pat, mokymosi metu sugeneruotos sekos periodigkai
galéty bat naudojamos skaiiuojant biosum45, e-value ir tapatumo jvercius.

Dar kitoje realizacijy aibéje, po generatyvinio adversarinio tinklo mokymosi, norint gauti
baltymy sekas i$ iSmokto skirstinio, pasirenkami atsitiktiniai taskai, kurie buvo naudoti
mokantis. Siekiant pagerinti sugeneruoty pavyzdziy kokybe, naudojamo skirstinio
standartinis nuokrypis gali bati sumazintas imties jvairovés kaina. Tuomet Sie taskai yra
tiesiogiai praskleidziami per iStreniruotg generatoriy ir gaunamos sugeneruotos

reprezentacijos i§ nustatyto tikrojo skirstinio kuris buvo i§moktas mokymosi metu. Gauta
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reprezentacija (uzkoduota vienas-nulis arba jterpiniu) tuomet paveréiama | aminorligsciy
seka ir visi sekos pradzioje ir pabaigoje esantys tarpai yra pasalinami.

Gauty sintetiniy baltymy seky apdorojimas

Sintetiniy baltymy sekos gautos i§ generatyvinio adversarinio tinklo nustatyto skirstinio
gali bati toliau apdorojamos naudojant bioinformatikos metodus. Sis Zingsnis labai svarbus,
nes gali Zenkliai padidinti eksperimentiskai veikianciy baltymy seky radimo tikimybe.

Vienoje realizacijy aibéje apdorojimas gali apimti skaitmeninj gauty sintetiniy seky
filtravima. Tokios filtravimo procediros gali biti naudojamos ranguoti sintetines sekas pagal
apsibréztus kriterijus, tokius kaip diskriminatoriaus jvertis, sugeneruotas kokybinis ar
kiekybinis apraSas, jverdiai ar priklausymas tam tikru modeliu (pvz. ma$ininio mokymosi
modeliais, kiekybiniais struktOros-savybés priklausomybés modeliais, struktlrinés ar
molekulinés dinamikos modeliais) prognozuojamai klasei ar kt.

Kitoje realizacijy aibéje, sintetiniy seky apdorojimas gali bati seky modifikavimas
pridedant stabilizuojanéias mutacijas, jungiamasias sekas, baltymy Zymeklius, sujungiant
sekas su kity baltymy sekomis ar kt.

Sukurtos veikianciy baltymy bibliotekos naudojimas

Apibadinto metodo iSvestis — gerai veikianc¢iy baltymy seky biblioteka — gali bdti
taikoma jvairiai, pavyzdzZiui, baltymy sgveikos eksperimentuose, duomeny papildyme ir kt.
Veikian€iy seky biblioteka gali bati fiziskai sukonstruota naudojant geny ar baltymy
sintetinimo metodus. Tada fiziné biblioteka gali bit eksperimenti$kai tiriama naudojant
standartinius metodus, tokius kaip in vitro/in vivo baltymy ekspresija ir charakteristiky
nustatymas, mikroskys¢iy sistemos ir kt. Baltymai gali bati rGSiuojami pagal jvairias
charakteristikas, tokias kaip baltymo varianto atliekamos cheminés reakcijos, aktyvumo lygis,
termostabilumas, tirpumas ir kt. Pavyzdinis veikian€iy baltymy bibliotekos generavimas ir
eksperimentinis tyrimas apibldinamas 1 pavyzdyje. VeikianCiy seky biblioteka sukurta
apibréztu metodu taip pat gali bdti naudojama duomeny papildymo tikslais. Tokiais atvejais
metodas naudojamas praplésti seky aibe naudojama kito masininio mokymosi algoritmo
sekomis sukurtomis apibréZto iSradimo. Tokiy algoritmy pavyzdZiai galéty bat optimalios
fermento  katalitinés temperatiros prognozavimas, antrinés baltymo struktdros

prognozavimas ir kt.
Pavyzdziai

Cia i$radimas apibtdinamas detaliau su i$naSomis j pavyzdzius, nors $io i§radimo
techniné apimtis néra limituojama Siais pavyzdzZiais.

1 pavyzdys. Funkciniy malato dehidrogenazés seky kirimas
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Sis pavyzdys yra funkcinés malato dehidrogenazés (E.C. 1.1.1.37) sintetiniy baltymy
seky kirimas naudojant apibidintg iSradimg. Sio pavyzdZio tikslas yra pavaizduoti kaip
kiekvienas metodo Zingsnis galéty bati jvykdytas.

Siame pavyzdyje generatyvinio adversarinio tinklo architektira sudaryta i§ dviejy
neuroniniy tinkly — diskriminatoriaus ir generatoriaus — kuriy kiekvienas naudoja ResNet
blokus. Sio generatyvinio adversarinio tinklo bendra architektira pavaizduota schemoje 7
pav. Kiekvienas diskriminatoriaus blokas susideda i§ 3 konvoliuciniy tinkly, kuriy dydis 3x3, 2
grupinés normalizacijos (batch normalization) sluoksniy ir kiaury (leaky) RelLU aktyvacijy.
Generatoriaus likutiniai blokai sudaryti i§ dviejy transponuoty konvoliuciniy sluoksniy, vieno
konvoliucinio sluoksnio su tuo paciu filtro dydziu (3x3) ir kiaury ReLU aktyvacijy. Kiekvienas
tinklas turi po vieng save stebintj (self-attention) sluoksnj. Transponuotos konvoliucijos
technika buvo pasirinkta praturtinimui  (up-sampling), nes pademonstravo geriausius
eksperimentinius rezultatus. R1 reguliarizacija naudota kaip nesotinanti nuostoliy funkcija.
Mokymo stabilumui uztikrinti spektriné normalizacija buvo naudojama visuose sluoksniuose.

Diskriminatoriaus jvestis uzkoduota vienas-nulis (one-hot) formatu naudojant 21
simbolio dydzio Zodyng (20 kanoniniy aminortgs¢iy ir zenklas skirtas uzkoduoti likusig vieta
sekos pradzZioje ir pabaigoje). Vektorius su 128 reikSmémis spétomis i§ atsitiktinio skirstinio
su vidurkio verte O ir vidutinio nuokrypio verte 0,5 naudotas generatoriaus jveséiai, iSskyrus
vertes, kuriy dydis nutoles daugiau nei 2 vidutiniai nuokrypiai nuo vidurkio — jos pakartotinai
spéjamos. Sugeneruotos iSvesties dimensijos yra 512x21, kurioje kai kurios pozicijos Zymi
likusig vieta.

Siame pavyzdyje bakterinés malato dehidrogenazes (MDH) sekos buvo surinktos i$
vieSai prieinamos baltymy seky duomeny bazés Uniprot. Sekos ilgesnés nei 512
aminorhgsciy arba turin€ios nekanoniniy aminorigséiy buvo iSmetamos. Galutinis duomeny
rinkinys susidéjo i§ 16898 seky, kurios siekiant subalansuoti duomeny rinkinj mokymo metu
buvo suklasterizuotos | 70% sekos identiSkumo klasterius naudojant MMseqs2 jrankj
(Steinegger and Sdding 2017). 20% klasteriy su maziau nei 3 sekomis buvo atsitiktiniu badu
atskirti validacijai (192 sekos) ir visa likusi duomeny rinkinio dalis naudota mokymui (16706
sekos). AStuonios reprezentatyvios, natdralios MDH sekos i§ mokymo rinkinio prisegtos
(SEQ ID Nr.1 — SEQ ID Nr. 8).

Generatoriaus ir diskriminatoriaus mokymo zingsniy santykis buvo parinktas 1:1.
ADAM algoritmas buvo naudotas optimizuoti abu neuroninius tinklus. Mokymo greitis
palaipsniui mazintas nuo 1e-3 iki 5e-5 generatoriui ir diskriminatoriui kartu. Siekiant iSvengti
tendencingumo (bias) sekoms kurios turi didelj homologisky seky skai€iy, mazi seky
klasteriai buvo dinamiSkai praturtinami mokymo metu. Mokymo nasumo sekimui kartu su
GAN nuostoliais, sugeneruoti duomenys buvo nuolatos vertinami. Nestabdant mokymo
proceso, kas 1200 mokymo Zingsniy sugeneruotos sekos buvo automatiskai prilygiuojamos
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mokymo ir validacijos duomeny rinkiniais naudojant BLAST (8 pav.). Mokymas uztruko 210
valandy (~9 dienas) naudojant NVIDIA Tesla P100 (16 GB).

Po 2,5 M mokymo zingsniy, nutraukus mokymg, vidutinis seky identiSkumas tarp
sugeneruoty ir natbraliy seky rinkiniy pasieké plynaukste (plateau) (seky identiSkumo
mediana panaSiausioms natlralioms sekoms buvo 61.3%, (9 pav.). Po pradinio kokybés
jvertinimo, 20 000 seky buvo sugeneruotos tolimesnei iSmokyto neuroninio tinklo analizei.

Neuroninio tinklo gebéjimas iSmokti kurios pozicijos sekoje yra konservatyvios ir kurios
yra variabilios jvertintas skaigiuojant Senono entropijg kiekvienai pozicijai neuroninio tinklo
sugeneruotoms ir natlralioms sekoms (1 pav.).

Variabilumas sugeneruoty seky atskirose pozicijose buvo ypaé panasus j natdraliy
seky, kur pikai (auksta entropija) ir jdubos (Zema entropija) matoma panasiose pozicijose
seky palyginyje. 1S tiesy matoma beveik ideali Kkoreliacija tarp entropijos verdiy
sugeneruotose ir natdraliose sekose (Pirsono r = 0,89, P-verté < 1e-16). Sugeneruotos
sekos iSlaiké substrata jungianéias ir katalizinio centro aminoriigstis iSmokdamas
konservatyviy aminortigsciy pozicijas, kurios kritiSkai svarbios katalizei (11 pav.).

Tolimesné sugeneruoty ir natdraliy seky palyginamoji analizé atskleide, kad net ir
ypatingai variabiliuose seky regionuose individualiy aminorigs¢iy dazniai idealiai koreliavo
(Pirsono r = 0,96, P-verté < 1e-16, 12 pav.).

Rezultate muasy specifiné neuroninio tinklo architektGra iSmoko specifinius
fizikocheminius bruozus variabiliuose seky regionuose, kurie yra unikalls kiekvienai
homologiSkai sekai, tadiau sudaro tokj patj suminj fizikocheminj parasa. Pavyzdziui,
nepaisant didelio seky variabilumo, hidrofobiniy, aromatiniy, jkrauty ir cisteing turinéiy
aminoragsc¢iy dalys buvo tokios pacios sugeneruotose sekose (Vikloksono rangy sumos
(Wilcoxon rank-sum) testo P-verté > 0,05) kaip ir natdraliose. Nepaisant skirtumy hidrofobiniy
ir poliniy krivio neturiniose aminoragséiy (P-verté = 7e-5; 1e-28, atitinkamai) dalyse,
neuroninis tinklas iSmoko bendrus aminoriigs€iy bruozus atspindinCius evoliucinj ir
fizikocheminj konteksta (1 lentelé).

1 lentelé. Fizikocheminés aminoriigsciy savybés.

Aminoruagstis Statistika p-verté Savybés
w -44.5535 0 -
T -32.6757 3.45E-234 -
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N -31.0134 3.55E-211 ]
P 5.414836 6.13E-08 ,
F 36.10193 | 2.12E-285 ;
A 7.00421 2.48E-12 ;
G 2.373175 0.017636 ;
| 10.88373 1.38E-27 ]
L 24.0913 3.08E-128 ;
H 0.883687 0.376865 ;
R 16.52561 2.40E-61 ;
M 2.927137 0.003421 ;
v -37.0289 3.93E-300 .
E -17.0094 7.00E-65 .
Y -2.82556 0.00472 ;
V,LLF,W,Y,M | -0.64435 0.519345 Hidrofobiné
S, T'D*,*'K"’"RQ' E. | 3965 7.34E-05 Hidrofobiné
F,W,Y,H -1.00434 0.315217 Aromatiné
P,G,A S 7.263205 3.78E-13 Maza
K, R, H 5.612656 1.99E-08 Teigiama
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D, E -22.965 1.04E-116 Neigiama
V,1,LLM 12.04672 0.040685 Alifatine
S,C.T,M -0.12037 0904194 | Hidrokel grupe

S,T,C,M,N,Q | -11.1188 1.02E-28 | Poline neturinti
o T kravio
H K,R,ED 1.296764 0.194713 Kravj turinti

Baltymuose augelis aminorig§ciy pory nutolusios pirminéje struktiroje yra erdviSkai
artimos ir sgveikauja tretingje struktlroje, stabilizuodamos tinkamg baltymo struktarg ir
uztikrindamos funkcija. Mes iStyréme ar neuroninis tinklas sugeba iSmokti tokias lokalias ir
globalias aminortgséiy sasajas nagrinédami ilgo atstumo aminorigséiy pory sasajas visame
MDH sekos ilgyje. Visoms sugeneruotoms MDH sekoms mes suskaitiavome aminorgsties
asociacijos jver€ius naudodami minimalaus proksimalumo funkcijg Z, (Santoni et al. 2016).
Funkcija Zn(A,B) skai€iuoja artimiausig vidutinj atstumg nuo kiekvienos aminoragsties ,A“ iki
kitos bet kurios aminorhgsties ,B“ sekoje kuri yra iSreiksta kaip visy pory tikimybiy matrica
(13 pav.).

Natdraliy (mokymo rinkinio) ir sugeneruoty seky matricos buvo 88% identiskos ir
dauguma atvejy skyrési triptofano aminorigsties statistika, nes 22% natdraliy seky neturéjo
Sios aminoragsties. Toliau tirdami aminorig8éiy pory sasajas mes apskaiciavome visy
jmanomy aminorags€iy pory kombinacijy koreliacijg imdami pozicijas i§ daugybinio seky
palyginio sudaryto i§ natdraliy ir sugeneruoty seky (vidurkintas Pirsono r = 0,95, Pav. 14),
kuri rodo, kad aminorigs¢iy pory sasajos yra ypatingai panasios abiejuose seky rinkiniuose.

Tesiant mintj, mes tikrinome ar sugeneruotos MDH sekos turéjo du pagrindinius Pfam
(Finn et al. 2014) domenus, kurie yra identifikuojami (E-verté < 1e-10) natdraliose MDH
sekose (Ldh_1_N and Ldh_1_C). I8 tiesy — mes atskleidéme, kad 98% sugeneruoty seky
turéjo abiejus domenus, o likusi dalis bet kurj vieng i$ jy. Sie rezultatai parodo, kad sekos
sugeneruotos musy iSrastu metodu yra aukstos kokybés ir atitinka MDH baltymus tiek
aminorugs&iy skirstiniais individualiose pozicijose, tiek ilgo atstumo sgsajose tarp
aminoragscéiy pory, kurie pastebimi pirminéje sekoje visoje MDH baltymy seimoje.

Toliau mes siekéme patikrinti ar masy iSmokytas neuroninis tinklas taip pat iSmoko
generalizuoti MDH baltymy Seimg ir sugeneruoti jvairias natlralias sekas. Pirmiausia mes
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vizualizavome sugeneruoty ir natdraliy seky jvairove t-paskirstytu stochastiniu kaimyny
jdéjimo (t-SNE) metodu dimensijy redukavimui (Maaten and Hinton 2008). Kadangi daugelis
natdraliy MDH seky buvo labai panasios (poros seky identiSkumo mediana 92%), jos buvo
sugrupuotos j klasterius ir sugeneruotos sekos pateko j natdraliy seky klasteriy rémus
parodant, kad MDH seky erdvés rémai buvo iSmokti (15 pav.).

Siekdami jvertinti ar jvairios sugeneruotos sekos turi naujy ir funkciSkai reikSmingy
biologiniy savybiy, mes atlikome visy CATH duomeny bazés (Dawson et al. 2017) seky
modeliy, atitinkanéiy visus Zinomus 3D struktdrinius baltymy domenus, paieska. Pirmiausia
mes jvertinome ar neuroninis tinklas kito mokymo metu i§ sugeneruoty struktiriniy domeny

jvairovés (16 pav.).

Nors surasty struktdriniy domeny skai€ius nustojo augti ankstyvoje mokymo stadijoje
(po 0.2M mokymo Zzingsniy), pasiekdamas 79% visy domeny, struktdriniai CATH domenai
buvo randami viso mokymo metu. IS viso 119 naujy struktariniy sekos motyvy (E-verté < 1e-
16) buvo identifikuoti (16 pav.) sugeneruotose sekose, kurie neegzistavo nataraliy bakteriniy
malato dehidrogenaziy fermenty Seimai. Paskiau mes jvertinome ar sugeneruota struktariniy
domeny jvairové yra ne atsitiktinis jvykis. To patikrinimui mes atsitiktine tvarka jvedéme
aminorhgsciy pakeitimus j natdiralias sekas kaip kontrole, iSlaikydami natdralius aminorigsciy
dazniy skirstinius ir mutacijy daznius atkartodami natlraly seky variabilumg (16 pav.).
Struktiriné domeny jvairové sumazeéjo iki 38,9% modifikuotose natiraliose sekose ir 97,4%
modifikuoty motyvy buvo randami natlraliose sekose, atspindint, kad atsitiktinés
modifikacijos neatkiré biologiskai reikd§mingos seky jvairovés (16 pav. jsiuvas, Fierio tikrojo
(exact) testo p-verté < 812e-16). Bendrai, vir§ 95% sugeneruoty seky nebuvo daugiau nei
10% panasios viena kitai (17 pav.), lyginant tik su 17% natdraliy seky toje pacioje seky
identiSkumo karteléje, iSpléCiant natdraliy zinomy MDH seky jvairove 4 kartus (17 pav.
jsiuvas).

|prastai iki 70% visy atsitiktiniy mutacijy gali bati inaktyvuojanéios baltymy funkcijas
(Romero and Arnold 2009a; Bloom et al. 2006; Guo, Choe, and Loeb 2004a; Rennell et al.
1991; Axe, Foster, and Fersht 1998; Shafikhani et al. 1997; Rockah-Shmuel, Téth-Petroczy,
and Tawfik 2015; Sarkisyan et al. 2016), mes noréjome eksperimenti§kai patvirtinti, kad
sugeneruota natlraliai atrodanéiy naujy homologigky fermenty jvairové pasizymi malato
dehidrogenazés aktyvumu.

Baltymy sekos buvo patikrintos jvairiais bioinformatikiniais metodais prie$
eksperimentinj testavima norint padidinti funkcionaliy baltymy seky dalj sugeneruotame seky
rinkinyje. Sugeneruotos sekos buvo atrenkamos remiantis Siais kriterijais: priskiriant
diskriminatoriaus jvertj kiekvienai sekai, tik sekos i§ pirmojo diskriminatoriaus jvercio kvartilio
buvo pasirinktos (i), sintetinés sekos buvo sulygiuotos su sekomis naudotomis neuroninio
tinklo mokymui ir tos sintetinés sekos su Zzemesniu seky identiSkumu nei 60% paciai
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panasiausiai nattraliai sekai buvo iSmetamos (ii), likusios sintetinés sekos buvo struktiriSkai

palygintos su sekomis naudotomis neuroninio tinklo mokymui (iii).

Sintetiniy ir natdraliy seky struktdrinis palyginimas ir jvertinimas yra daugiazingsné
proceddra. Pacios panasiausios natlralios sekos kuriy tretiné struktira Zinoma buvo
parinktos ir priskirtos kiekvienai sugeneruotai sekai. Kiekvienai aminortgsdciai priskirtos kitos
aminorlgstys toje sekoje, kuriy Soninés grandinés struktiroje yra arti erdvéje. Tuomet
kiekviena sugeneruota seka buvo sulygiuota su i$§ pradziy priskirta natdralia seka. Jeigu
aminor(igstys dviejose skirtingose sekose nebuvo vienodos toje pacioje palyginio pozicijoje —
kontakty skai€ius priskiriamas tai pozicijai. Galy gale sintetinés sekos su Zzemiausiu suminiu
jverCiu buvo parenkamos (sekos, kuriy aminorugsciy Soniniy grandiniy kontaktai maziausiai
keitesi).

IS visy likusiy sintetiniy seky mes atsitiktine tvarka pasirinkome 40 seky, kurios turéjo
nuo 64% iki 98% sekos identiSkuma lyginant su panasiausia natdralia MDH seka, arba nuo 6
iki 45 mutacijy lyginant su panaSiausia nattralia MDH seka. Pasirinkty baltymy geny sekos
buvo susintezuotos ir rekombinantiniu bldu buvo atlikta baltymy raiSka Escherichia coli
bakterijose. Baltymai iSgryninti chromatografiniu metodu ir in vitro patikrintas jy MDH
katalitinis aktyvumas.

Detali eksperimentiné eiga apiblidinama sekancioje pastraipoje. Baltymy geny sekos
iSrastu metodu buvo susintezuotos, jklonuotos j pET21a raiSkos vektoriy ir patvirtintos
kompanijoje Twist Bioscience. Prie kiekvienos fermento sekos C-galo pridétas peptidinis
jungtukas ir keturios histidino aminortagstys (AAALEHHHH). Kartu su SeSiomis histidino
aminoragstimis i$ raiSkos vektoriaus kiekvienas baltymas galy gale turéjo deka-His Zyme,
kuri buvo naudojama baltymy gryninime. RaiSkos plazmidés su tiksliniais genais buvo
transformuotos | BL21(DE3) E. coli ekspresijos kamiena. IS gauto transformanty misinio 15 pl
inokuliuota j 500 ul LB augimo terpés su 100 pg/ml karbenicilino. Lastelés buvo auginamos
pernakt 32°C 96 giliy Sulinéliu léksteléje purtant orbitinéje purtykléje 700 sikiy per minute.
Baltymy raiska atlikta praskiedus naktines kultdras santykiu 1:30 su 1 ml autoindukcine TB
terpe su mikroelementais (Formedium, JK) ir 100 ug/ml karbenicilino ir auginant 4 val. 37°C ir
per naktj 18°C purtant orbitinéje purtykiéje 700 silkiy per minute. Lastelés surinktos
centrifugavimu ir uzSaldytos -80°C per naktj. Rekombinantiniy baltymy gryninimui Igstelés
buvo atSildytos ir resuspenduotos 200 pl lizés buferyje (50 mM HEPES pH 7.4, 5% glicerolio,
300 mM NaCl, 0,5 mM TCEP, 0,5 mg/ml lizocimo, 10 U/ml DNazés |, 2 mM MgCl,), ir
inkubuotos 30 min kambario temperatiroje. Siekiant paskatinti lize triton-X-100 buvo pridétas
iki galutinés 0,125% koncentracijos (v/v), ir lizatas buvo uz$aldytas -80°C 30 min. AtSildzius
lizatg kambario temperatiiros vandens vonioje, lizatai buvo centrifuguojami 10 min 3000 x g ir
supernatantas perkeltas j naujg 96 Sulinéliy lék$te su 50 yl Talon dervos kiekviename
Sulinélyje (Takara Bio, Japonija). Nespecifinis baltymy prisijungimas prie dervos buvo
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mazinamas pridedant imidazolo iki galutinés 10 mM koncentracijos j kiekvieng Sulinélj.
Lékstelé buvo inkubuojama kambario temperataroje 30 min purtant 400 sdkiy per minute, po
kurio lizatai su derva buvo perkelti j 96 Sulinéliy filtro lékstele (Thermo Scientific, JAV, Nunc
96-well filter plates), kuri padéta ant 96 Sulinéliy surikimo Iékstelés ir centrifuguojama 1 min
500 x g specializuotoje centrifugoje. Derva tris kartus plaunama su 200 ! plovimo buferiu (50
mM HEPES pH 7,4, 5% glicerolio, 300 mM NaCl, 0,5 mM TCEP, 40 mM imidazolo) ir
baltymai eliuojami nuo dervos dviejose frakcijose naudojant eliucijos buferj (50 mM HEPES
pH 7,4, 5% glicerolio, 300 mM NacCl, 0,5 mM TCEP, 250 mM imidazolo). Abi frakcijos buvo
sumaisytos ir perkeltos j 96 sulinéliy nudruskinimo lékste (Thermo Scientific, JAV, Zeba Spin
Desalting Plate, 7K MWCO) ekvilibruotg su buferiu (50 mM HEPES pH 7,4, 5% glicerolio,
300 mM NaCl, 0,5 mM TCEP). Lékstelé centrifuguojama 1000 x g 1 min ir surinkta baltymy
frakcija analizuojama SDS-PAGE gelyje dazytame Kumasi (Coomassie) dazu. Tirpus
baltymai buvo naudojami tolimesniam charakterizavimui. Malato dehidrogenazés aktyvumo
patikrinimui, dalis i§gryninty baltymy buvo sumaiSoma su reakcijos misiniu turin¢iu 0,15 mM
NADH, 0.2 mM oksaloacto ragsties, 20 mM HEPES buferio (pH 7,4). Galutinis reakcijos tiris
buvo 100 pl, reakcija atlikta kambario temperatiroje UV perSvieciamoje 96 Sulinéliy pusés
ploto léksteléje (UV-Star Microplate, Greiner, Austrija). Aktyvumas buvo stebimas po tris
kartus sekant NADH oksidacija j NAD+ matuojant 340 nm sugertj kas 30 s. per 15 min. laiko
tarpg naudojant BMG Labtech SPECTROstar Nano spektrofotometrg. Nespecifiné oksidacija
buvo stebima kontroléje be substrato ir Sios sugerties vertés atimamos i$ tikslinio méginio.
LC-MS/MS kvantifikavimas atliktas pasirinktiems aktyviems fermentams. Aktyvumo tyrimas
atliktas badu apibréztu auk$€iau naudojant skirtingy koncentracijy tikslinius fermentus tarp 10
ir 250 nM. Reakcijos nutrauktos po 45 min praskiedziant reakcijos meéginius vandenyje iki 1
pg/ml pradinés oksalo acetato koncentracijos.

Chromatografiniam atskyrimui buvo naudojami ,Zorbax Eclipse Plus C18“ 50 mm x 2,1
mm x 1,8 ym (Agilent) su Nexera serijos HPLC (Shimadzu). Judrigja A faze sudaré H20
(MiliQ HPLC rasis) su 0,1% skruzdziy ragstimi (Sigma); mobilioji B fazé buvo metanolis
(Sigma) su 0,1% skruzdziy ragstimi (Sigma). Orkaités temperatira buvo 40°C.
Chromatografinis gradientas buvo nuosekliai didinamas nuo 0% iki 100%, sulaikomas,
sumazinamas nuo 100% iki 0% ir iSlaikomas atitinkamai per 60 s., 30 s., 30 s. ir 30 s.
Automatinio méginio émimo temperatira buvo 15°C, o jpur§kimo taris buvo 0,5 pl, jpurskiant
visg kilpg. MS kiekybiniam jvertinimui buvo naudojama QTRAP® 6500 sistema (Sciex),
veikianti neigiamu rezimu, naudojant daugiareakcijos stebéjimo (MRM) parametrus,
optimizuotus obuoliy ragsdciai, remiantis paskelbtais parametrais (McCloskey ir Ubhi 2014).
Elektros purdkimo jonizacijos parametrai buvo optimizuoti esant 0,8 ml / min. Srautui ir buvo
tokie: elektropurkstuvo jtampa —4500 V, temperatira 500°C, uzuolaidy dujos 40, CAD dujos
nustatytos vidutinei, o 1 ir 2 dujos - 50 ir 50, atitinkamai, psi. Priemoné buvo masiskai
kalibruojama naudojant polipropilenglikolio (PPG) standarty misinj. Rezultaty analizei ir

20




10

15

20

25

kiekybiniam jvertinimui naudota programiné jranga Analyst 1.7 (Sciex) ir MultiQuant 3
(Sciex).

DesSimt i§ Siy 40 baltymy varianty (25%) buvo ekspresuojami aukstu lygiu ir jy buvo
tirpioje frakcijoje po Igsteliy lizés, tai rodo baltymo sulankstytg konformacijg. Tai i§ tiesy
didelis pasisekimo procentas, turint omenyje tai, kad sisteminiuose tyrimuose net
ekspresuojant natiralius fermentus E. coli, tirpiy fermenty frakcija gali bati tik 20% (Huang ir
kt., 2015; Bastard ir kt., 2017). 10 tirpiy baltymy buvo iSgryninti afininés chromatografijos
badu ir jvertintas malato dehidrogenazés aktyvumas, fluorescencingai stebint NADH
vartojima. 8 i§ 10 (80%) tirpiy fermenty, jskaitant variantg su 45 aminorigséiy pakaitomis,
parodé tvirtg katalitinj aktyvuma (SEQ ID Nr. 9 - SEQ ID Nr. 16, 18 pav.) Su panasia kinetika,
kaip laukinio tipo sekos (SEQ ID Nr. 17 ir SEQ ID Nr. 18, 18 pav.). Norédami patvirtinti
reakcijos specifiSkumag, mes stebéjome produkto susidaryma naudodami LC-MS/MS,
veikiantj pasirinktu reakcijos stebéjimo rezimu. Mes patvirtinome oksalacetato virtima malatu
(SEQ ID Nr. 9 - SEQ ID Nr. 16, 19 pav.) su panasiais reakcijos rezultatais, kaip laukinio tipo
MDH analogai (SEQ ID Nr. 17 - SEQ ID Nr. 18, 19 pav.).

Apibendrinant, masy pateiktas eksperimentinis pavyzdys rodo, kad misy daugiapakopis
funkciniy baltymy seky generavimo bidas uztikrintai atspindi daugybe natdraliy baltymy
savybiy, tokiy kaip seky motyvai, pozicijai bldinga aminorigs$¢iy sudétis ir ilgo diapazono
aminorugsciy saveika, kartu uztikrindamas kataliziSkai aktyviy, funkciniy ir skirtingy seky
generavima. EksperimentiSkai patvirtinome tvirta fermentinj aktyvuma 80% tirpiy generuoty
fermenty. Taigi iSrastas bldas jgalina didelius Suolius j neiStyrinétus seky skyrius ir leidzZia
tirti labai jvairius naujus funkcinius baltymus, atsiZvelgiant j iSmoktus biologinius fermenty
Seimy apribojimus, ekonomiskai ir efektyviai naudojant iSteklius. Panaudojant §j virtualy biidg
galima greitai ir efektyviai rasti naujus veiksmingus fermentus, o tai sumazina resursy ir laiko
panaudojimg blsimuose gyvuose ekperimentuose.

21




L]
o000

Literatira

1. Alley, Ethan C., Grigory Khimulya, Surojit Biswas, Mohammed AlQuraishi, and
George M. Church. n.d. “Unified Rational Protein Engineering with Sequence-Only Deep
Representation Learning.” https://doi.org/10.1101/589333.

2. Arjovsky, Martin, Soumith Chintala, and Léon Bottou. 2017. “Wasserstein GAN.”
http://arxiv.org/abs/1701.07875.

3. Axe, Douglas D. 2004. “Estimating the Prevalence of Protein Sequences Adopting
Functional Enzyme Folds.” Journal of Molecular Biology 341 (5): 1295-1315.

4. Axe, Douglas D., Nicholas W. Foster, and Alan R. Fersht. 1998. “A Search for Single
Substitutions That Eliminate Enzymatic Function in a Bacterial Ribonucleaset.” Biochemistry.
https://doi.org/10.1021/bi9804028.

5. Bastard, Karine, Alain Perret, Aline Mariage, Thomas Bessonnet, Agnés Pinet-
Turpault, Jean-Louis Petit, Ekaterina Darii, et al. 2017. “Parallel Evolution of Non-
Homologous Isofunctional Enzymes in Methionine Biosynthesis.” Nature Chemical Biology
13 (8): 858-66.

6. Bloom, Jesse D., Sy T. Labthavikul, Christopher R. Otey, and Frances H. Arnold.
2006. “Protein Stability Promotes Evolvability.” Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 103 (15): 5869—74.

7. Bloom, Jesse D., Jonathan J. Silberg, Claus O. Wilke, D. Allan Drummond, Christoph
Adami, and Frances H. Arnold. 2005. “Thermodynamic Prediction of Protein Neutrality.”
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 102 (3):
606—11.

8. Crameri, A., S. A. Raillard, E. Bermudez, and W. P. Stemmer. 1998. “DNA Shuffling
of a Family of Genes from Diverse Species Accelerates Directed Evolution.” Nature 391
(6664): 288-91.

0. Dawson, Natalie L., Tony E. Lewis, Sayoni Das, Jonathan G. Lees, David Lee, Paul
Ashford, Christine A. Orengo, and lan Sillitoe. 2017. “CATH: An Expanded Resource to
Predict Protein Function through Structure and Sequence.” Nucleic Acids Research 45 (D1):
D289-95.

10. Drummond, D. Allan, Jonathan J. Silberg, Michelle M. Meyer, Claus O. Wilke, and
Frances H. Arnold. 2005. “On the Conservative Nature of Intragenic Recombination.”
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 102 (15):
5380-85.

11. Goodfellow, lan J., Jean Pouget-Abadie, Mehdi Mirza, Bing Xu, David Warde-Farley,
Sherijil Ozair, Aaron Courville, and Yoshua Bengio. 2014. “Generative Adversarial Networks.”
http://arxiv.org/abs/1406.2661.

12. Graves, Alex. 2013. “Generating Sequences With Recurrent Neural Networks.”
http://arxiv.org/abs/1308.0850.

13. Gulrajani, Ishaan, Faruk Ahmed, Martin Arjovsky, Vincent Dumoulin, and Aaron
Courville. 2017. “Improved Training of Wasserstein GANs.” http://arxiv.org/abs/1704.00028.
14. Guo, H. H., J. Choe, and L. A. Loeb. 2004a. “Protein Tolerance to Random Amino
Acid Change.” Proceedings of the National Academy of  Sciences.
https://doi.org/10.1073/pnas.0403255101.

15. . 2004b. “Protein Tolerance to Random Amino Acid Change.” Proceedings of
the National Academy of Sciences. https://doi.org/10.1073/pnas.0403255101.

16. Hansson, Lars O., Robyn Bolton-Grob, Tahereh Massoud, and Bengt Mannervik.
1999. “Evolution of Differential Substrate Specificities in Mu Class Glutathione Transferases
Probed by DNA Shuffing 1 1Edited by R. Huber.” Journal of Molecular Biology.
https://doi.org/10.1006/jmbi.1999.2607.

17. He, Kaiming, Xiangyu Zhang, Shaoqing Ren, and Jian Sun. 2015. “Deep Residual
Learning for Image Recognition.” http://arxiv.org/abs/1512.03385.

18. Huang, Hua, Chetanya Pandya, Chunliang Liu, Nawar F. Al-Obaidi, Min Wang, Li
Zheng, Sarah Toews Keating, et al. 2015. “Panoramic View of a Superfamily of
Phosphatases through Substrate Profiling.” Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 112 (16): E1974-83.

22




19. loffe, Sergey, and Christian Szegedy. 2015. “Batch Normalization: Accelerating Deep
Network Training by Reducing Internal Covariate Shift.” http://arxiv.org/abs/1502.03167.

20. Jang, Eric, Shixiang Gu, and Ben Poole. 2016. “Categorical Reparameterization with
Gumbel-Softmax.” hitp://arxiv.org/abs/1611.01144.

21. Jolicoeur-Martineau, Alexia. 2018. “GANs beyond Divergence Minimization.”
http://arxiv.org/abs/1809.02145.

22. Karras, Tero, Timo Aila, Samuli Laine, and Jaakko Lehtinen. 2017. “Progressive
Growing of GANs for Improved Quality, Stability, and Variation.”
http://arxiv.org/abs/1710.10196.

23. Keefe, A. D., and J. W. Szostak. 2001. “Functional Proteins from a Random-
Sequence Library.” Nature 410 (6829). 715-18.

24, Kiefer, J., and J. Wolfowitz. 1952. “Stochastic Estimation of the Maximum of a
Regression Function.” Annals of Mathematical Statistics 23 (3). 462—66.

25. Kingma, Diederik P., and Jimmy Ba. 2014. “Adam: A Method for Stochastic
Optimization.” http://arxiv.org/abs/1412.6980.

26. Lim, Jae Hyun, and Jong Chul Ye. 2017. “Geometric GAN.”
http://arxiv.org/abs/1705.02894.

27. Maas, Andrew L. 2013. “Rectifier Nonlinearities Improve Neural Network Acoustic
Models.”
https://pdfs.semanticscholar.org/367f/2c63a6f6a10b3b64b8729d601e69337ee3cc.pdf.

28. Maaten, Laurens van der, and Geoffrey Hinton. 2008. “Visualizing Data Using T-
SNE.” Journal of Machine Learning Research: JMLR 9 (Nov): 2579-2605.

29. McCloskey, Douglas, and Baljit K. Ubhi. 2014. “Quantitative and Qualitative
Metabolomics for the Investigation of Intracellular Metabolism.” SCIEX Tech Note, 1-11.

30. Mescheder, Lars, Andreas Geiger, and Sebastian Nowozin. 2018. “Which Training
Methods for GANs Do Actually Converge?” http://arxiv.org/abs/1801.04406.

31. Miyato, Takeru, Toshiki Kataoka, Masanori Koyama, and Yuichi Yoshida. 2018.
“Spectral Normalization for Generative Adversarial Networks.”
http://arxiv.org/abs/1802.05957.

32. Nair, Vinod, and Geoffrey E. Hinton. 2010. “Rectified Linear Units Improve Restricted
Boltzmann Machines.” In Proceedings of the 27th International Conference on International
Conference on Machine Learning, 807—14. Omnipress.

33. Rennell, D., S. E. Bouvier, L. W. Hardy, and A. R. Poteete. 1991. “Systematic
Mutation of Bacteriophage T4 Lysozyme.” Journal of Molecular Biology 222 (1): 67—88.

34. Riesselman, Adam J., John B. Ingraham, and Debora S. Marks. 2018. “Deep
Generative Models of Genetic Variation Capture the Effects of Mutations.” Nature Methods
15 (10): 816-22. )

35. Rockah-Shmuel, Liat, Agnes Téth-Petroczy, and Dan S. Tawfik. 2015. “Systematic
Mapping of Protein Mutational Space by Prolonged Drift Reveals the Deleterious Effects of
Seemingly Neutral Mutations.” PLoS Computational Biology 11 (8): e1004421.

36. Romero, Philip A., and Frances H. Arnold. 2009a. “Exploring Protein Fitness
Landscapes by Directed Evolution.” Nature Reviews. Molecular Cell Biology 10 (12): 866-76.
37. . 2009b. “Exploring Protein Fitness Landscapes by Directed Evolution.” Nature
Reviews. Molecular Cell Biology 10 (12): 866—76.

38. Romero, Philip A., Andreas Krause, and Frances H. Arnold. 2013. “Navigating the
Protein Fitness Landscape with Gaussian Processes.” Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 110 (3): E193-201.

39.  Sarkisyan, Karen S., Dmitry A. Bolotin, Margarita V. Meer, Dinara R. Usmanova,
Alexander S. Mishin, George V. Sharonov, Dmitry N. lvankov, et al. 2016. “Local Fitness
Landscape of the Green Fluorescent Protein.” Nature 533 (7603): 397—401.

40. Shafikhani, S., R. A. Siegel, E. Ferrari, and V. Schellenberger. 1997. “Generation of
Large Libraries of Random Mutants in Bacillus Subtilis by PCR-Based Plasmid
Multimerization.” BioTechniques 23 (2): 304-10.

41, Shi, Wenzhe, Jose Caballero, Ferenc Huszar, Johannes Totz, Andrew P. Aitken, Rob
Bishop, Daniel Rueckert, and Zehan Wang. 2016. “Real-Time Single Image and Video
Super-Resolution Using an Efficient Sub-Pixel Convolutional Neural Network.”
http://arxiv.org/abs/1609.05158.

23




42.  Steinegger, Martin, and Johannes Soéding. 2017. “MMseqs2 Enables Sensitive
Protein Sequence Searching for the Analysis of Massive Data Sets.” Nature Biotechnology
35 (11): 1026-28.

43. Taverna, Darin M., and Richard A. Goldstein. 2002. “Why Are Proteins Marginally
Stable?” Proteins 46 (1): 105-9.

44.  Tran, Dustin, Rajesh Ranganath, and David M. Blei. 2017. “Hierarchical Implicit
Models and Likelihood-Free Variational Inference.” http://arxiv.org/abs/1702.08896.

45, Ulyanov, Dmitry, Andrea Vedaldi, and Victor Lempitsky. 2016. “Instance
Normalization: The Missing Ingredient for Fast Stylization.” http://arxiv.org/abs/1607.08022.
46. Vaswani, Ashish, Noam Shazeer, Niki Parmar, Jakob Uszkoreit, Llion Jones, Aidan
N. Gomez, Lukasz Kaiser, and lllia Polosukhin. 2017. “Attention Is All You Need.”
http://arxiv.org/abs/1706.03762.

47.  Voigt, Christopher A., Carlos Martinez, Zhen-Gang Wang, Stephen L. Mayo, and
Frances H. Arnold. 2002. “Protein Building Blocks Preserved by Recombination.” Nature
Structural Biology 9 (7): 5563-58.

48. Williams, Ronald J. 1992. “Simple Statistical Gradient-Following Algorithms for
Connectionist Reinforcement Learning.” Machine Learning 8 (3-4): 229-56.

49. Yang, Kevin K., Zachary Wu, and Frances H. Arnold. 2019. “Machine-Learning-
Guided Directed Evolution for Protein Engineering.” Nature Methods 16 (8): 687—-94.

50. Zhang, Han, lan Goodfellow, Dimitris Metaxas, and Augustus Odena. 2018. “Self-
Attention Generative Adversarial Networks.” http://arxiv.org/abs/1805.08318.

51.  WO02019097014

24




10

15

20

25

30

35

Apibréztis
1. Funkciniy sintetiniy baltymy seky gamybos blidas besiskiriantis tuo, kad apima Siuos

Zingsnius:

a) apytiksliy sintetiniy seky, kurios bus gaminamos, erdvés riby apibréZzimas, pasirenkant
daugybe esamy baltymy seky,

b) pasirinkty baltymy seky apdorojimas,

c) neZinomo, tikrojo, i§ anksto paruosty seky aminorigs€iy pasiskirstymo
aproksimavimas, naudojant generatyvinius adversarinius tinklus,

d) sintetiniy baltymy seky gavimas pagal aproksimuotg pasiskirstyma,

e) gauty baltymy seky apdorojimas.

2. Bidas pagal 1 punkta besiskiriantis tuo, kad pagamintos funkcinés sintetiniy baltymy
sekos yra fermentai.

3. Bhdas pagal 1 punktg besiskiriantis tuo, kad i$ankstinis pasirinkty baltymy seky
apdorojimas apima seky filtravimg pagal jy biologines savybes.

4. Budas pagal 1 punktg besiskiriantis tuo, kad save stebintys sluoksniai yra jtraukti j
generatyvinio adversarinio tinklo architektdra.

5. Budas pagal 1 punktg besiskiriantis tuo, kad iSsiplétes konvoliucinis sluoksnis yra
jtrauktas j generatyvinio adversarinio tinklo architektdra.

6. Budas pagal 1 punktg besiskiriantis tuo, kad generatyviniai adversarinio tinklo
sluoksniai yra normalizuojami naudojant spektrinj normalizavima.

7. Budas pagal 1 punktg besiskiriantis tuo, kad generatyvinio adversarinio tinklo mokymo
metu dinamiskai paimami nepakankamai atstovaujamy treniruociy seky klasteriai.

8. Bldas pagal 1 punktg besiskiriantis tuo, kad papildoma informacija yra teikiama j

diskriminatoriaus ir generatoriaus tinklus.

9. Bhdas pagal 1 punktg besiskiriantis tuo, kad aminoriigstys yra koduojamos naudojant
.one-hot“ kodavima.

10. Bldas pagal 9 punktg besiskiriantis tuo, kad generatoriaus tinklas sukuria ,one-hot*
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koduotg iSéjima, naudojant diferencijuotg diskretine aproksimacija.

11. Bldas pagal 1 punktg besiskiriantis tuo, kad aminoragstys yra uzkoduotos naudojant
jterpimus.

12. Bldas pagal 1 punktg besiskiriantis tuo, kad gauty sintetiniy baltymy seky
apdorojimas apima seky filtravima pagal bala, kurj nustato diskriminatoriaus tinklas.

13. Bldas pagal 1 punkta besiskiriantis tuo, kad gauty sintetiniy baltymy seky
apdorojimas apima seky filtravima, pritaikant jas maSininio mokymosi modeliams.

14. Funkciniy baltymy seky, gauty bidu pagal 1 punkta, panaudojimas eksperimentiniam
baltymy patikrinimui.

15. Funkciniy baltymy seky, gauty bldu pagal 1 punkta, panaudojimas duomeny
padidinimui.
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