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Abstract: This paper is focused on amino acid substitution and its impact on protein secondary
structure. The point is to prove, that although the amino acids are frequently mutated during
evolution, the elements of protein secondary structure are more robust and compact. The
application for simulation of in-silico evolution was created and the results are discussed.
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. UVOD

Sekundarni struktura proteinu je prostorové usporadani jednotlivych regionii na fetézci
aminokyselin. Jsou pfitom rozpoznavany tyto prvky sekundarni struktury: a-Sroubovice, B-list a
smycka. Kombinace té€chto prvkl definuje tzv. proteinovy fold. Struktury s podobnym foldem
nalezi do stejné proteinové rodiny, coz znamena, zZe nesou podobnou funkci.

Tato prace mé za cil potvrdit hypotézu [1], ze ackoliv béhem evoluce dochézi k velkému poctu
aminokyselinovych mutaci, sekundarni struktura proteinu je vici nim relativné imunni a ztstava
prakticky nezménéna i po provedeni relativné velkého pocétu substituci. Diky této robustnosti
sekundarni struktury se neméni celkovy fold a protein si zachovava ptivodni vlastnosti a funkci.
Ackoliv je tato hypotéza v odborné komunité obecné piijimana, kvantitativni ohodnoceni vlivu
mutaci dosud chybélo.

Za timto ucCelem byla vytvorena aplikace, kterd umoziuje simulovat evoluci aminokyselinovych
sekvenci a vyhodnocovat zmény v sekundarni struktufe. S touto aplikaci byl proveden experiment
ovefujici platnost vySe zminéné hypotézy.

. MUTACNI PROTOKOL

Mutacni protokol urCuje, jakym zplsobem bude evoluce aminokyselinové sekvence probihat.
Sklada se z predem ur¢eného poctu kroki. V kazdém kroku je provedena mutace aminokyselinové
sekvence a vyhodnocena dil¢i zména sekundarni struktury. K vyhodnoceni podobnosti ptivodni
sekundarni struktury s tou aktualni se pouziva metrika Q3 a SOV [2]. Zatimco Q3 urCuje pomer
po¢tu aminokyselin se spravné predikovanou sekundarni strukturou viacéi celkovému poctu
aminokyselin, SOV bere v Gvahu spravny pocet, typ a potfadi elementt.

2.1. DATASET RS126

Experimenty byly provedeny na datasetu RS126. Tento dataset obsahuje 126 proteind, které jsou
vybrany tak, aby byl co nejlépe pokryt prostor vSech znamych proteinovych sekvenci. K témto
proteinim zname jak primarni, tak sekundarni strukturu.



2.2. MUTACE

V kazdém evolu¢nim kroku je proveden definovany pocet mutaci na nahodné urenych pozicich.
Vybér nové aminokyseliny pro kazdou mutovanou pozici probihd na zékladé pravdépodobnosti
aminokyselinovych zamén definované substitu¢ni matici PAM120. Tato matice je odvozena od
matice PAM1 pomoci maticového nasobeni. PAMI1 byla sestavena na zakladé pozorovani velkého
poctu mutaci ve vzajemné podobnych proteinech.

2.3. POCET MUTACNICH KROKU

Pocet mutacnich krokt je urcen piislusnym parametrem v konfigura¢nim souboru aplikace. Tento
parametr byl ziskan tak, ze se spocitaly idealni pocty krokii pro kazdou sekvenci v datasetu a tyto
hodnoty se zprimérovaly.

Pfi kalkulaci po¢tu mutaénich krokt pro konkrétni protein v datasetu je nejprve ze souboru naétena
jeho sekvence a pro ni se predikuje sekundarni struktura. Poté je vygenerovana nahodna sekvence
aminokyselin o stejné délce a se stejnym zastoupenim jednotlivych aminokyselin, jako v sekvenci
nactené.

Nasledné je proveden jeden mutacni krok, pii kterém je zmutovan piedem definovany pocet
aminokyselin (pfi soucasnych experimentech je mutovano 10% vSech aminokyselin v sekvenci).
Pro novou sekvenci je predikovana sekundarni struktura a jsou vypocitany podobnosti mezi
predikovanou sekundarni strukturou ptvodni a mutované sekvence a nahodné a mutované
sekvence. Muta¢ni krok je opakovan az do doby, kdy se sekundarni struktura mutované sekvence
zacne vice podobat nahodné sekvenci nez ptivodni sekvenci. Podobnost je uréovana metrikou Q3.

Po provedeni experimentu podle vySe uvedeného algoritmu je pro dataset RS126 za optimalni
pocet povazovano 38 mutacnich krokt.

2.4. PREDIKCNI NASTROJ PSIPRED

Pro predikci sekundarnich struktur pii urCovani optimalniho pocétu krokti i pfi samotném
experimentu byl pouZzit program PSIPRED. Jde o predikéni nastroj vyuZzivajici neuronovych siti.
Podle autor dosahuje pramérné tispésnosti predikce 76-78% [3].

. VYSLEDKY

Experiment byl proveden s vyuzitim 102 aminokyselinovych sekvenci z datasetu R126 (pro
zbyvajicich 24 se ho nepodafilo tispésné dokoncit).

Z grafu na obrazku 1A je zfejmé, ze podobnost sekundarnich struktur ptivodni a mutované
sekvence (metrika Q3) se s klesajici sekvenéni identitou snizuje relativné pomalu. Tento fakt je
dikazem toho, Ze sekundarni struktura proteinii je do zna¢né miry imunni vi¢i nahodnym
mutacim. Pfi poklesu sekven¢ni identity pod prah 30% jiz dochazi k rapidnimu poklesu
podobnosti. Toto pozorovani odpovida znamé skutecnosti [4], Zze proteiny se sekvenéni identitou
nad 35% vétsinou patii do stejné proteinové rodiny (v ramci rodiny plati velmi podobné usporadani
elementt sekundarnich struktur).

Graf na obrazku 2B znazoriiuje vyvoj hodnot Q3, SOV a sekvencni identity v priabéhu simulované
in-silico evoluce. I zde je zfetelny rozdil mezi metrikami podobnosti sekundarni struktury (SOV,
Q3) a sekven¢ni identitou.

. ZAVER
Vysledky experimentu provedeného na datasetu RS126 potvrzuji platnost hypotézy, Ze sekundarni
struktura proteinu je pomérné imunni vii¢i aminokyselinovym mutacim. Ze souhrnnych vysledki je

patré, ze po provedeni mutaci byla sekvencni identita mezi ptivodni a mutovanou sekvenci nizka,
naproti tomu hodnoty Q3 a SOV urcujici podobnost sekundarnich struktur byly pomérn¢ vysoké.



Ukéazalo se tedy, Ze sekundarni struktura proteinti je robustni ve smyslu odolnosti vii¢i nahodnym
mutacim.

Do budoucna hodlam v experimentech pokracovat s nékterymi zménénymi parametry. Bude mozné
zmenit silu mutace nebo pouzit jinou substitu¢ni matici. Také planuji provést experiment na dalSich
datasetech naptiklad na CB513 obsahujici jiz vétsi pocet proteinil. Dal§im planovanym vylepSenim
je pouziti nastroje MAPP pro eliminaci Skodlivych mutaci, ¢imz by doSlo k lepsi simulaci
selekéniho tlaku, ktery v pfirod€ ptipousti jen minimum aminokyselinovych zamén zhorSujicich
funkci.
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Obrazek 1: Obrazek 1: Vysledky experimentt: (A) Graf zavislosti hodnoty Q3 na sekven¢ni
identité, (B) graf zavislosti sekvencni identity, Q3 a SOV na poctu provedenych muta¢nich krok
béhem in-silico mutace.
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