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Abstrakt

Cilem prace je vytvoreni prediktoru zmény rozpustnosti mutovaného proteinu ze znalosti
jeho puvodni 3D struktury. Predikce rozpustnosti proteinu je ¢ast bioinformatiky, kterd do-
sud neni uspokojivé vyfresena. Pricemz predevsim predikci ze 3D struktury neni vénovana
nalezitd pozornost.

Prace obsahuje souhrn relevantnich znalosti o proteinech, jejich rozpustnosti a stavaji-
cich predikénich nastrojich. Princip navrzeného prediktoru je inspirovan ¢lankem Surface
Patches, a prace si tak dava za cil také ovérit vysledky v ném dosazené. Navrzena predikce
funguje podle zmén oblasti kladného elektrického potencidlu nad povrchem proteinu.
Nastroj byl iispésné implementovan a byla provedena cela fada vypocetné naro¢nych expe-
rimenti. Z nich vyplynulo, Ze timto zpusobem lze elektricky potencidl, a tedy i prediktor,
pouzit ispésné jen u omezené mnoziny proteini. Metoda pouzitd v ¢lanku navic koreluje
s mnohem jednodussi proménou celkového naboje proteinu.

Abstract

The goal of the thesis is to create a predictor of the effect of a mutation on protein solubi-
lity given its initial 3D structure. Protein solubility prediction is a bioinformatics problem
which is still considered unsolved. Especially a prediction using a 3D structure has not
gained much attention yet.

A relevant knowledge about proteins, protein solubility and existing predictors is included
in the text. The principle of the designed predictor is inspired by the Surface Patches article
and therefore it also aims to validate the results achieved by its authors. The designed tool
uses changes of positive regions of the electric potential above the protein’s surface to make
a prediction.

The tool has been successfully implemented and series of computationally expensive expe-
riments have been performed. It was shown that the electric potential, hence the predictor
itself too, can be successfully used just for a limited set of proteins. On top of that, the
method used in the article correlates with a much simpler variable — the protein’s net charge.
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Kapitola 1

Uvod

Proteiny jsou biologické, z aminokyselin skladajici se, makromolekuly, ze kterych jsou po-
staveny vsechny zivé organismy. Plni stavebni funkci — napt. kolagen v pokoZce nebo ve
vlasech. Ale neslouzi v organismech jen jako stavebni material, maji i dalsi, aktivnéjsi,
funkce. Kuprikladu plni pohybovou funkci. Tandem proteint aktin a myosin umoznuje sva-
lové stahy. Dalsi plni transportni funkci. Piikladem budiz hemoglobin, ktery v krevnim
fe€isti transportuje z plic molekuly kysliku do tkani. Jiné proteiny ostatni makromolekuly
a procesy Tidi, reguluji ¢i katalyzuji — jsou to enzymy, hormony a dalsi. V lidském téle se
nachézi desetitisice takovych proteint!

Mnoho nemoci a jinych obtizi je zptsobeno pravé nedostateénou, prebyte¢nou, ¢i Spat-
nou produkei proteinu v bunkach jedince. Jsou to problémy, které se daji fesit medikamen-
tozni terapii — tedy podavanim 1éku pacientovi. Léciva se dnes obvykle vyrabéji chemicky ve
zkumavkach. Je-li ale 1é¢ivo néjaky protein, mnohem castéji se vyuziva biologickd syntéza
daného proteinu v cizorodém organismu. Jinymi slovy, pfinutime bakterii, ¢i jiny organis-
mus vyrabét pro nas lidsky protein, ktery se potom muze podéavat pacienttim. Vétsinou
se jedna o néjaky hormon, nebo enzym. Prvni protein uméle vyrobeny ¢lovékem byl hor-
mon inzulin, ktery udrzuje stabilni hladinu krevniho cukru a podéava se pacienttim trpicim
cukrovkou. Nyni se obvykle vyrabi v bakterii zndmé jako E. coli. Jiny piipad je hormon ery-
tropoetin, ktery reguluje vyrobu ¢ervenych krvinek. Podava se jako medikament pti krevni
nedostatecnosti a jindy jako doping.

Ackoliv je vyroba proteinti jiz bézna cinnost farmaceutickych firem, jeji zlevnéni je
problematické. Protein se musi produkovat v bunce v malém mnozstvi, jinak se narazi na
limity jeho rozpustnosti. Pii vyssi koncentraci se za¢ne shlukovat do agregatt ¢i lepit na jiné
molekuly anebo ma poskozenou funkci. Tim se snizi jeho vyuzitelnost nebo ho je obtizné
extrahovat. To se nyni Fesi ruznymi chemickymi/fyziologickymi postupy — pridavani soli,
manipulace s teplotou roztoku, rizné metody odstiedéni...

Nyni se vSak pozornost upira k jinému piistupu. Od roku 2009 vznikaji prvni nastroje
predikujici rozpustnost proteint z posloupnosti jejich aminokyselin. Uéel téchto néstroji je
pouziti pro navrh takovych zmén v proteinech, které jejich rozpustnost vylepsi a funkénost
neposkodi. A doposud v této oblasti neexistuji uspokojivé metody a nastroje.

Tato prace se zaméfuje na provéreni a implementaci jedné z nejnovéjSich metod pro
predikci zmény rozpustnosti nazvanou Surface Patches, kterd se zamétfuje na vnéjsi elek-
trické pole proteinu. Vznikl nastroj, jenz by mél predikovat zménu rozpustnosti mutaci
pozménéného proteinu podle jeho posloupnosti aminokyselin a 3D struktury.

Text prace je strukturovan do 7 kapitol. V nasledujici, druhé kapitole je obsazen teo-
reticky ivod do molekularni biologie, resp. do proteinii a jejich struktury. Treti kapitola



rozebird primo problém, jimz se tato prace zabyva predevsim, a to je problematika roz-
pustnosti. A popisuje i nékteré existujici prediktory rozpustnosti, datové sady a hlavneé
samotnou metodu Surface Patches. Ctvrtd je ndvrhem samotného prediktoru podle jiz uve-
dené metody. Pata popisuje ovlddani vysledného prediktoru, rozebira jeho implementaci,
v neposledni radé také implementaci experimentti s timto nastrojem a nakonec postup vy-
tvareni ilustraci k této praci. Experimentovani s touto metodou a vytvorenym prediktorem
jsou v kapitole sesté spolu s analyzou ziskanych dat a provérenim metody jako takové. Tedy
kapitola se zabyva i tim, zda neexistuje jednodussi moznost predikce se stejnou ucinnosti.
Reserse toho, co bylo v ramci prace vykonano, jakych vysledki bylo dosazeno, jaké jsou
alternativni vyuziti prediktoru a navaznosti na tuto praci spolu s celkovym zhodnocenim
této prace je v zaveru.



Kapitola 2

Protein a jeho rozpustnost

Tato kapitola slouzi jako kratky tvod do molekuldrni biologie, jez se zabyvé biologickymi
procesy a latkami na trovni molekul. Obsahem jsou znamé fakta o této problematice.
V jednotlivych podkapitolich zjednodusené vysvétluje: co je to protein, z ¢eho se sklada
a jakou mé strukturu; mechanismus vzniku proteinu — syntéza; a rozpustnost proteinu'.

Kapitola vyuziva predevsim informace z knihy [1].

2.1 Protein a jeho struktura

Protein (také bilkovina) je biologickd makromolekula, kterd slouzi jako zakladni stavebni
i funkéni jednotka zivych organismui. Jedna se o prirodni polymer, jehoz podjednotkami
jsou aminokyseliny (Casto zkracovano jako AK).

Existuje celd fada aminokyselin, nicméné obvykle se déli na 22 druhu. Kazd4a z nich
ma kromeé svého celého jména také prifazen Spismenny a Ipismenny kod, zkricené jako
3LC a ILC (z angl. three- a one-letter code). Napf. aminokyselina celym jménem ,ky-
selina asparagova® ma kody Asp a D. Aminokyseliny se skladaji, az na vyjimky, pouze
z atomu vodiku, uhliku, kysliku a dusiku. Obecnd struktura aminokyseliny je na obrazku
2.1. R (z angl. residue) oznacCuje postranni retézec aminokyseliny (také zbytek) — ten je
odpovédny za to, Ze rizné aminokyseliny maji ruzné vlastnosti. Ve vodé dochézi k ionizaci
skupin na obou koncich, coz umoziiuje spojeni 2 a vice aminokyselin v peptid. Retézec opa-
kujici se sekvence N-konce, centralniho uhliku (tzv. C-a) a C-konce v peptidu se nazyva
kostra nebo pater.

R
|
H,N—C—COOH
H

Obrazek 2.1: [2] Chemicky vzorec obecné aminokyseliny. Horizontélni vazby tvori patef pro-
teinu vlevo s tzv. N-koncem (aminoskupina) a vpravo s C-koncem (karboxylovd skupina).

10O tomto pojmu bude nadéle referovano pouze jako o rozpustnosti.



Postranni fetézce, a v dusledku i jejich aminokyseliny, se lisi pfedevsim témito nékolika
vlastnostmi:

1. Polarita — nepolarni, polarni, nabité — viz déle
2. Interakce s vodou — hydrofobnost nebo hydrofilnost

3. Fyzicka velikost - napt. glycin (Gly/G), nejmensi aminokyselina, fakticky zadny po-
stranni fetézec nema

4. Pritomnost urcité funkéni skupiny — napi. skupiny obsahujici siru

Kazd4 aminokyselina je v jeji nominalni formé bez naboje (neobsahuje zadny ion). Prak-
ticky u nich vSak, nachazeji-li se ve vodé, dochézi k ionizaci (elektronizaci nebo protonizaci),
kdy ziskévaji naboj z roztoku. To je zpusobeno tim, ze voda je tzv. poldrni rozpoustédlo.
Atom vodiku a kysliku jsou v molekule vody vazany kovalentni vazbou — sdileji elektron
ve svych elektronovych obalech. Tato vazba je ale poldrni, protoze elektron je pritahovan
silnéji atomem kysliku nezli vodiku, proto se i povétsinou nachazi v el. obalu kysliku. Tim
vznika elektricky dipol, kdy cdstecny zdporny ndboj se nachazi na kysliku a cdastecny kladny
ndboj na vodiku. Molekula s dipdlem se nazyva poldrni a znamend to, Ze je ovliviiovana
elektrostatickymi silami. Polarni molekula také ochotné reaguje za vzniku iontovych va-
zeb. Voda diky tomu disociuje vodik, stejné tak jako ho navazuje iontovou vazbou. A to
za vzniku hydroxidového anionu OH™ nebo hydroxoniového kationu H3OT. Pokud latka
zvysuje koncentraci H30™, jedna se o kyselinu. Pokud naopak zvySuje koncentraci OH™,
jednd se o zdsadu. Za normalnich okolnosti zvyseni koncentrace jednoho z ioni vede ke
snizeni koncentrace druhého a naopak. Kyselost roztoku se méri logaritmickou jednotkou
pH, jez udava koncentraci H™ (H30™) v roztoku. Neutralni roztok ma pH = 7, kysely < 7
a zasadity > 7. V bunce je udrzovano pH kolem hodnoty 7,4.

Aminokyseliny, které obsahuji ve svém postrannim fetézci funkéni skupiny mohou byt
ve vodé nabité. Aminokyselina méa kysely zbytek, nachazi-li se v ném karboxylova skupina
(~COOH). Ve vodé dochdzi k elektronizaci takové aminokyseliny, nebot HT se disociuje od
skupiny, zustavda -COO~ a vznikd voda (reakci s hydroxidovym anionem), nebo hydroxio-
novy kation (reakci s vodou). Kyselé aminokyseliny se tak stavaji zdporné nabitymi — jsou to
kyselina asparagova a glutamova. Naopak, nachdzi-li se ve zbytku aminoskupina (-NHs),
jednd se o zdsaditou aminokyselinu. Dochazi u ni k protonizaci pridruzenim vodikového
kationu (-NHj) z roztoku (z vody nebo hydroxionového kationu). Zasaditd aminokyselina
tak ziskdva kladny ndboj. Zasadité (zaporné) aminokyseliny jsou lysin, arginin a histidin.
Cim kyselejsi je roztok, tim ochotnéji zasady pfijimaji H z roztoku (a tedy snizuji kyse-
lost). A naopak, ¢im zasaditéjsi je roztok, tim ochotnéji jej kyseliny uvolnuji. Dulezité je
v tomto bodé poznamenat, Ze se nejedna o permanentni stav a v roztoku neustale probihaji
asociace a disociace a atomy vodiku ,cestuji* po molekuliach obsazenych v roztoku. Proto
nabité aminokyseliné nelze prifadit naboj bez znalosti pH roztoku, nebot v nabitém stavu
se nachazi pouze po ¢ast doby, a to v zavislosti na této hodnoté.

Pro ziskani obrazu o tom, kterymi vlastnostmi disponuji které zakladni aminokyseliny,
nahlédnéte na obréazek 2.2.

Protein (peptid) lze strukturné popsat na nékolika tirovnich. Nejzékladnéjsi je primdrnd
struktura, coz je sekvence aminokyselin, které jej tvori. Napiiklad sekvence Val-Gly-Ala
(nebo zkrécené VGA) je tripeptid tvofeny aminokyselinami Valin, Glycin a Alanin v tomto
poradi od N-konce. Velmi dlouhé peptidy ¢itajici desitky az stovky aminokyselin se nazyvaji
proteiny.
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Obrazek 2.2: Venniiv diagram zachycujici déleni 20 aminokyselin do skupin podle 9 vlast-
nosti, podle toho zda jimi disponuji. Vidime kupt., ze glycin (Gly) je drobnd nepoldrni
(hydrofobni) molekula, kdezto kys. asparagova (Asp) je nevelkd zéporné nabité (tedy i po-
larn{) molekula. Prevzato z [3].

Obrazek 2.3: [4] Kostra proteinu. Jedna z variant zobrazeni primarni struktury je strukturni
vzorec. V ném ale neni zachycené usporadani molekuly v prostoru. Na obrazku je mozno
vidét tzv. torznd dhly 1, ¢ (a také w), které otaci rovinami definovanymi atomy (C-a, C,
N,1) pro ¢ a rovinou definovanou (C_1, N, C-a) pro ¢ kolem osy znézornénych vazeb. C-3
je 1. uhlik v postrannim retézci.



Samotna priméarni struktura tvorena vazbami kostry nechavi velkou volnost a ¢asti
molekul muzou volné rotovat podle os tvofenych vazbami mezi N a C-a (tihel ¢), a C-«
a C (thel ¥). Schéma téchto ihli na kostie peptidu je na obrazku 2.3. Primarni struktura
v8ak neodrazi skutecné prostorové usporadani proteinu — protein ve skutecénosti zaujima
kompaktnéjsi, slozenou formu a ta je dana vys$imi strukturami.

Sekunddrni struktura tvar molekuly omezuje vytvorenymi vodikovymi mustky na kostie
mezi aminovou skupinou jedné aminokyseliny a hydroxylovou skupinou jiné aminokyseliny.
V proteinu vznikaji struktury a-heliz a 8-list. Prvni jmenovand ma tvar Sroubovice a druha
sklddaného listu.

Jesté na vyssi Grovni je tercidrni struktura. Ta tvar omezuje interakcemi zptisobenymi
postrannimi fetézci aminokyselin. Jedné se opét zejména o vodikové mustky anebo disul-
fidické vazby. Predstavuje kompletni prostorové usporadani proteinu, neboli konformaci.
Protein zaujima takovou konformaci, ktera je pro néj energeticky nejvyhodnéjsi.

Kuvarterni struktura popisuje strukturu slozenou z vice nez jednoho peptidového retézce.
Protein, jenz mé kvarterni strukturu, se nazyva proteinovy komplex. Podjednotky (mono-
mery) drzi pohromadé stejnymi silami jako v tercidlni strukture. Tyto proteiny muzou byt
dimerni (sestdvajice z 2 proteint), trimerni (z 3), atd. Kromé toho se proteinové komplexy
déli podle poc¢tu druhti podjednotek na homomery (pouze z 1 druhu proteinu) a heteromery
(z vicero). Na obrazku 2.4 je ilustrace od primérni struktury az po kvarterni strukturu tri-
mernfho komplexu. Kazdy z monomerti komplexu je zaroven ligandem. Ligand je jakakoliv
latka, kterd je vazana k proteinu. Misto styku mezi ligandem a proteinem se nazyva vazebni
misto. Kazdy monomer na obriazku ma dvé tato mista.

Poznatky o strukture jsou velmi dulezité, nebot strukturou je ddna funkce proteinu.
A ackoliv primarni struktura predurcuje i vyssi struktury, obvykle ji pouze ze znalosti pri-
marni struktury nedokazeme predpovédét. A pokud ano, je to velmi vypocetné narocné.
Proto existuje databdze PDB (Protein Data Bank), jakozto svobodna databdze proteinu
s jejich, jiz experimentilné zjisténymi, 3D strukturami. Datab&zi je mozno prohlizet ve
webovém prohliZedi napt. pies stranky” organizace EBI®. Struktury proteintl je mozné sta-
hovat v strojové zpracovatelném textovém formatu PDB. Kazdy protein je oznacen svym
PDB ID, které sestava ze 4 alfanumerickych znakt. Napr. PDB ID 3140 oznacuje lidsky
inzulin.

Struktury proteinu jsou obvykle ziskdny experimentélné (strukturni experiment), obcas
ale také modelovanim, neboli predikci. PT¥i experimentech se fyzicky analyzuje dany pro-
tein a vyslednad data jsou konfrontovina s pfedem znamymi daty a fakty — jeho primarni
struktura, obvyklé konformace aminokyselin, ap.

Nejcastéjsim zpusobem strukturdlniho experimentu je rentgenovd krystalografie, kdy
je analyzovany protein extrahovan a vysusen. Poté je vysSetfovan rentgenovymi paprsky,
pomoci kterych je zjisténa hustota elektronti v prostoru proteinu. Témto datim je mozno na
zékladé zndmé primarni struktury ptiradit jednotlivé atomy, tak aby byli dodrzeny fyzikalni
zakony, ¢imz ziskame 3D strukturu. Nevyhodou metody je, zZe flexibilni ¢ast proteinu je pro
analyzu neviditelna a je divodem chybéjicich souradnic v datech PDB u nékterych proteint.
Dale, vysuSeny protein neprojevuje sviij naboj, ¢i hydrofobnost a nemusi tedy vystihovat
presné konformaci v prirozeném prostiedi bunky. Prevazna ¢ast modeltt v PDB je ziskana
touto metodou. Data ziskané touto metodou jsou ilustroviana na obrazku 2.5.

Dalsim typem strukturalniho experimentu je NMR spektroskopie, kdy se protein v roz-
toku vysSetruje v magnetickém poli pomoci radiovych vln. Vysledkem je seznam atomt,

*https://www.ebi.ac.uk/pdbe/
3Evropsky institut pro bioinformatiku
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Obrazek 2.4: [5]

Znazornéni primarni az kvartérni
struktury proteinového komplexu
PCNA (PDB: 1AXC).

V primarni strukture vidime pepti-
dovou sekvenci zapsanou tiipismen-
nymi kédy aminokyselin.

V sekundarni struktufe zndzornéni
(B-listu a a-Sroubovice.

Terciarni struktura zobrazuje pro-
storové usporadani monomeru.
Kvartérni struktura zachycuje kom-
pletni uspordadani komplexu. Vsim-
néte si, ze kazdy monomer ma stej-
nou tercidlni strukturu a je pouze ji-
nak natoceny.

Vsechny vyssi struktury nez pri-
marni zobrazuji na obrazku pouze
kostry proteini bez postrannich Te-
tézcu. Ty jsou vSak ve skuteCnosti
odpovédné za vyslednou tercidrni
a kvarterni strukturu. Kostra je zob-
razena pomoci barevnych stuh — ta-
kovému zobrazeni proteinu se iika
stuzkovy model.



Obrazek 2.5: Mapa hustoty elektronii pro vybranou ¢ast proteinu (PDB: 1W2I), ziskana
rentgenovou krystalografii. Na obrazku je sedou siti zobrazena izoplocha predstavujici mista
s konstantni trovni hustoty v mapé. Strukturu ziskdme analyzou, pii které se do sité sna-
zime umistit atomy tvoricimi dany protein. Nejnazornéji je to vidét na cyklické strukture
aminokyseliny fenylalaninu (zvyraznén zluté), jez je typicka pro aromatickou skupinu v ném
obsazenou.

které se vzdy nachazeji pobliz sebe. U malych proteind je to dostateéné na ziskani struk-
tury. A v takovém pripadé se jednd o preferovanou metodu, protoze takto ziskana struktura
nejlépe odpovida skute¢nosti.

Tteti nejcastéjsi zptsob strukturalniho modelovani je 3D elektronovou mikrosskopii
(3DEM). Dochézi k vytvareni tisicii snimku, které jsou poté vypocetné spojeny do struk-
turniho modelu. Pochopitelné je také mozné zkombinovat data z vicero experimentt pro
ziskani presnéjsiho modelu.

Avsak v nékterych pripadech nejsme schopni provést strukturalni experiment, proto je
snaha zjistit alespon teoretickou strukturu modelaci. Modelovat muzeme bud homologné,
nebo tzv. ,od nuly* (lat. ab initio). Pokud zndme strukturu proteinu, ktery se velmi podobéa
proteinu, jehoz strukturu chceme znat, muzeme ho pouzit jako tzv. sablonu v homolognim
modelovdni. V cilovém proteinu se hledaji strukturni motivy pfitomné v sabloné. Naopak
ab initio modelovdni nepouziva zadné vychozi slozeni a hleda vyslednou konformaci pomoci
simulace tepelného pohybu, tak aby doslo k minimalizaci volné energie struktury — tedy
situaci, kdy se protein dostane do konformace, z které se jiz nahodnym pohybem nedostane.
Jednim z nejuznavanéjsim nastroju k tomuto ucelu je program I-Tasser.

2.2 Syntéza proteinu

Hovorime-li o vzniku proteinu, neboli jeho syntéze, muze se jednat o chemickou syntézu (lat.
in vitro) — jeho pripravu v laboratornim prostiedi s vyuzitim chemikali{ a posloupnosti che-
mickych reakci podobné jako klasicky pripravujeme jiné chemické latky; nebo o biosyntézu —



vyrobu proteinu v burtice (lat. in vivo), tedy tak jak proteiny vznikaji ptirozené. Biosyntéza
probihd za pritomnosti téchto faktoru:

e Prtedpis pro vytvoreni proteinu — geneticky materidl reprezentovan nukleovou kyseli-
nou

e Prostfedi buriky s volnymi aminokyselinami
e Molekularni komplex sestavujici protein — nazyva se ribozom

Nukleova kyselina obsahuje geneticky kod predstavujici urcité geny. Gen, jenz kdéduje néjaky
protein se nazyva strukturni gen. Takovy gen je ¢ten v nukleové kyseliné ribozomem, ktery
podle néj vytvari peptidovy retézec. Dochazi k tzv. expresi genu. Hostitelskou buriku, v které
exprese (tedy syntéza proteinu v nasem piipadé) probihd, oznac¢ujeme jako expresni systém.
Nejoblibenéjsim expresnim systémem je bakterie Fscherichia coli. Protein, ktery vznikne
pozménénim (mutaci) jeho struktury, nazyvame mutant. Pivodni struktura se oznacuje
jako wildtype (WT).

Béhem procesu syntézy vzniké nejen primarni struktura proteinu, ale také dochazi k jeho
skldddni do vysledné podoby. Postup tohoto procesu rovnéz ilustruje obrazek 2.4. V dua-
sledku vznika vodikovych mustki mezi kostrou, mezi zbytky, prip. i zbytky a kostrou,
disulfidickych vazeb mezi sirnymi zbytky a Van der Waalsovymi silami se do sebe protein
zacne proplétat a zacne vznikat jeho sekunddrni/tercidlni struktura. Dal$i vliv ma také
hydrofobnost rezidui — hydrofobni aminokyseliny se snazi stocit dovnitf proteinu, tak aby
je od vody ostatni aminokyseliny oddélovaly. Jeho konformace je tedy dana jeho sekvenci,
nicméné muze byt ovlivnéna prostiedim nebo pritomnosti jinych proteint (vznik komplexu).
Protoze je vSak prostfedi v bunkéch stabilni, obvykle se kazdy slozi stejné. Protein se pti
sklddani snazi dosdhnout energeticky vyhodného tvaru, tedy stavu s co nejnizsi moznou
volnou energii G [J/mol]. Dokonéenim sklddani se dostava protein do aktivniho stavu, tedy
do stavu, kdy je schopen plnit svou biologickou funkci. Rozdil mezi proteinem v Cerstve
syntetizovaném stavu a v jeho slozeném stavu je na obrazku 2.6. Jeho neslozeny stav i v 3D
pripomind jeho priméarni strukturu, poté ale dochazi k jeho zkompaktnéni. Po ustanoveni
tercidlni struktury dochéazi k tomu, Ze po urcitém case najde protein svij ligand a vznika
kvartérni struktura.

Oblast vyroby proteinu je zajimava — chceme vytvaret proteiny pozadovanych vlast-
nosti, coz muze znamenat jak vytvoreni zcela nového proteinu (lat. de novo), tak pouze
genetickou dpravu znamého strukturniho genu. Ale i pokud chceme vyrabét néjaky bézné
vyskytujici se protein, spiSe nezli extrahovat dany protein z organismu, muze byt vyhodné;jsi
pouzit k tomu in vivo systém, prip. heterologni expresi v in vitro systému (vyréabéni proteinu
v hostiteli, v némz se pro néj prirozené nevyskytuje gen). Nicméné pii této umélé vyrobé
nas casto omezuje proteinovd agregace [6]. Pii skladani totiz muze dochézet k soutézi mezi
terciarnimi vazbami a kvartérnimi vazbami s jinymi peptidy, pfedevsim pfi vysoké koncen-
traci vyrabéného proteinu. Takto ziskany protein neni uziteény, protoze se nenachazi ve
svém aktivnim stavu [7]. Kromé koncentrace proteinu mé na sklddani vliv také pritomnost
soli, pH a teplota prostiedi.

2.3 Rozpustnost proteini

Rozpustnost je vlastnost rozpousténé latky rozptylit se v rozpoustédle (solventu), ¢ili tvorit
roztok. Latka je tim rozpustnéjsi, ¢im vice latky je nutné do rozpoustédla pridat, nez se
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Obrazek 2.6: Stuzkovy model proteinu v denaturovaném (vlevo) a aktivnim stavu (vpravo).
Protein se od pocatku syntézy dostava ze svého denaturovaného do svého slozeného stavu,
tak jak postupné dochézi k vazebnym interakcim mezi (prostorové) blizkymi aminokyseliny
v Tetézci.

zacnou tvorit srazeniny (tj. nez dojde k nasyceni roztoku). Pokud mluvime o rozpustnosti
latky, je nutné urcit pro jaké rozpoustédlo. Biosyntéza vsak probiha v cytoplazmé, proto je
tato informace ¢asto zfejma z kontextu. Rozpoustédla se déli na poldrni a nepoldrni. Polarni
rozpousteédlo je tvoreno z molekul, ve kterych je elektrické pole. V téchto se rozpoustéji hyd-
rofilni latky, naopak hydrofobni se rozpoustéji v nepolarnich rozpoustédlech. Voda, a tedy
i cytoplazma, jsou polarnimi rozpoustédly. Hydrofilni molekula se rozpousti ve vodeé, pro-
toze interaguje s molekulami vody a je tak vtahovana do roztoku. Naopak hydrofobni je
z roztoku vypuzovana a tyto latky zac¢nou vytvaret srazeniny. K méreni rozpustnosti mize
byt pouzita separace srazeniny z roztoku, nebo jiné méreni jeji velikosti v roztoku.

Rozpustnost proteini je problematika, kterou zatim neumime uspokojivé resit. Zavisi
na mnozstvi faktora — vnitinich (vlastnosti proteinu samotného) a vnéjsich (vlastnosti pro-
stiedi). Jak jiz bylo fefeno, vnéjsi zavisi na pH, mnozstvi soli a teploté. Protoze ty jsou
vétsinou jiz dany predem, jsou z hlediska této prace zajimavejsi vlivy vnitini. Témi jsou
mysleny povrchové vlastnosti proteinu, tedy vlastnosti aminokyselin, které se nachazi na
povrchu proteinu — jejich hydrofobnost, funkéni skupiny, naboj. Samoziejmé, jde-li se do
detailu, zajimaji nas vlastnosti vSech rezidui, nebot z téch také plyne, kterd rezidua se
v konecné podobé proteinu nachézi na povrchu, a ktera uvnitt. Typicky se hydrofilni ami-
nokyseliny rozmisti, tak aby mohli reagovat s vodou, kdezto hydrofobni se naopak ukryji
vevnitt proteinu, aby s vodou do styku neprichazeli.

Mira, jak moc se nachaz{ aminokyselina na povrchu se nazyva pristupnost (angl. accessi-
bility). Opacnd vlastnost pak zanorenost (angl. buriedness®), tedy jak moc je aminokyselina
prikryta jinymi v roztoku. Oba pojmy jsou vSak spiSe koncep¢ni, proto se presnéjsi udaje
vyjadifuji pomoci proménné SASA (Solvent Accessible Surface Area, také jen ASA), coz je
plocha aminokyseliny pifstupné rozpoustédlu. Udéava se obvykle v A% (Angstrom ¢tvereéni).
Jednotka m4 velikost 1 A = 0,1 nm a ¢asto se pouzivé pro méfeni vzdélenosti na molekuldrni
trovni (napf. vazba H-O mé délku 0,96 A a H-N 1,04 A). Uziteénéjsi viak mnohdy mize
byt pristupné plocha normalizovana velikosti aminokyseliny — takovou hodnotou je RSA
(také rASA) udévajici, jak velkd ¢ast povrchu rezidua je exponovina do roztoku. Pocitd

4Doslova ,,zahrabanost®.
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se jako RSA = SASA/MaxASA, kde MazxASA urcuje nejvyssi moznou SASA pro danou
aminokyselinu.

Prestoze rozumime, ¢im je zpusobena (ne)rozpustnost uréitého proteinu, nedokdzeme
uz dost dobtre urcit, jak pozménit protein, abychom vylepsili jeho rozpustnost bez nega-
tivniho dopadu na ostatni vlastnosti. Obvykle se to musi feSit tak, Ze se mutantni protein
vyrobi v laboratofi a jeho rozpustnost zméii. Moznych mutaci je ale prilis mnoho — jen
pro jednobodovou mutaci je to délka sekvence x 19 (zbylych) aminokyselin. Jednobodovd
mutace méni v proteinu pouze jedno reziduum. Odtud plyne finanéni narocnost takového
postupu. Dobra predikce rozpustnosti je proto v odvétvi zadana.
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Kapitola 3

Predikce rozpustnosti

Ackoliv jiz existuje cela fada predikénich néstroju, obvykle se snazi o predikci z primarni
struktury. Vzhledem k tomu, Ze rozpustnost vychazi spise z vlastnosti proteinu v prostoru
a tvaru samotného, nejevi se tyto reseni robustnimi. Nicméné existuji dostatecné veliké
datové sady znamych sekvenci a jejich rozpustnosti. Naopak rozsiahlé datové sady obsahujici
struktury proteint a jejich rozpustnost v soucasnosti nejsou. Tzn. tento pristup umoznuje
lépe aplikovat strojové uceni, coz pravdépodobné také prinasi vétsi zajem vyzkumniki.

Tti zajimavé predikéni ndstroje jsou popsany v nasledujici podkapitole; nasleduje popis
predikéni metodiky, kterou vyuziva i tato préace; a posledni podkapitola se vénuje existujicim
datovym sadam pro predikci zmény rozpustnosti.

3.1 Existujici nastroje

Neékteré predikéni nastroje jsou popsany v této podkapitole. Daji se rozdélit dle jejich cile
na tyto skupiny:

o Predikce (absolutni) rozpustnosti
e Predikce zmény rozpustnosti
e Néavrh potencialné vhodné mutace pro zlepseni rozpustnosti

Jak u absolutni, tak relativni rozpustnosti muze byt vysledek predikce bindrni (rozpust-
ny/nerozpustny — kazdy néstroj si stanovi svou mez; zlepSeni/zhorSeni) nebo nebindrni
(mira rozpustnosti; mira zlepSen{). Vétsina existujicich nastroju vsSak predikuje rozpust-
nost jako takovou — obvykle binarné. Pokud je predikce nebinarni, teoreticky ji lze pouzit
i k predikci zmény rozdilem, nicméné na toto dané nastroje nejsou obvykle natrénovany.
I experimentdlni vysledky potvrzuji [8], Ze v tomto pripadé nedosahuji vysoké dspésnosti,
ackoliv samotnou rozpustnost dokazi predikovat pomérné dobfe. Pro tuto praci jsou vsak
podstatnéjsi ty, které predikuji zménu, a tak je tato kapitola zamérena predevsim na né.
Na rozdil od zbylych 2 skupin, kterym fundamentalné postacuje jako vstup protein, tato
vyzaduje (kromé origindlniho proteinu) navic také zvolenou mutaci/mutanta.

Prvnim néstrojem schopnym predikovat rozpustnost je pravdépodobné SOLpro [9] po-
chazejici z roku 2009 — predikuje bindrné a vyuziva pouze primarni strukturu. Néasledné se
objevil v 2010 nastroj OptSolMut [10], ktery naopak predikuje zménu a sice ze struktury.
Pro absolutni predikci po vydani SOLpro vznikla celd rada nastroju — PROSO, ccSOL,
A3D, nékolik dalsich, a nejnovéji SOLart (2019). Naopak pro predikci zmény jich vzniklo
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pouze par — CamSol (2014), PON-Sol (2016) a SODA ([8], 2017). Zvyraznéné budou pro-
brany v nasledujicich podkapitolach. Vybrany jsou tak, ze kazdy predstavuji vyrazné jiny
pristup k problému.

3.1.1 SOLpro

SOLpro (2009, [9]) je ndstroj bindrné predikujici rozpustnost proteinu z jeho primarni struk-
tury natrénovany na ~17000 proteinech exprimovanych v FE. coli. Vytvoreny dataset, na-
zvany SOLP, je vybalancovany (stejné mnozstvi rozpustnych a nerozpustnych proteint)
a sloucen z databazi PDB, TargetDB a SwissProt (databédze proteinovych sekvenci). Archi-
tektura prediktoru je zalozela na dvouvrstvém SVM. V prvni vrstvé je 21 SVM klasifikuji-
cich podle 3 -7 skupin rysu, a sice frekvence monomert, dimert a trimertu v sekvenci podle
7 riznych déleni s riznou aritou:

o vsechny aminokyseliny — 20
e hydrofobnost — 5
e podobnost — 7

o chemické vlastnosti — 7 — kladna/zédpornéd, sirnd/alkoholovd/amidova /aromaticka sku-
pina, alifaticka

e a dalsi...

V dusledku tedy maji rysy 5 az 8000 hodnot (nejnizsi hodnota u monomeru dle hydrofob-
nosti, nejvyssi pak u trimert vSech aminokyselin). V druhé vrstvé se klasifikuje podle vy-
stupt prvni vrstvy, k tomu navic nékolik dalsich hodnot uréenych pfimo ze sekvence (délka,
hmotnost molekuly, prumérny naboj, ...) a hodnoty predikované ze sekvence (pomér zbytku
v a-helixu, v g-listu, ...). Béhem optimalizace z klasifikace byly odebrany 3 rysové skupiny
a u ostatnich skupin znac¢né zmensen celkovy pocet rysi a finalni prediktor dosahl slozenim
vSech téchto vlastnosti presnosti ~75 %.

3.1.2 OptSolMut

Tvirci nastroje OptSolMut' (2010, [10]) vymysleli neotiely piistup, jak piedpovédét vliv
mutace na rozpustnost. Pouzivaji totiz strukturalni predikci, do které zapocitavaji prede-
vsim ty aminokyseliny, které se nachazi na nebo pobliz vrcholu. Vyuzivaji k tomu koncept
zanotenosti (angl. buriedness), coz je vlastnost aminokyseliny v Fetézci, kterou ziskéva po
slozeni proteinu. Vyznam je, jak hluboko se aminokyselina nachazi od povrchu proteinu, ne-
boli jak moc je vevnitt proteinu. Déle vytvorili ohodnocujici funkei ,,rozpustnosti mutace*
(volné prelozeno). Do vypoctu zahrnuji frekvenci vyskyti pouze takovych trojic monomeru
(prostoroveé, nikoliv sekvenéné sousedicich), které nejsou zanorené.

Problém urceni zanofenosti vyresili tak, ze vypocitaji nejdiive 3D Delaunayovu tese-
laci. To je proces, ktery prostor vyplni neprekryvajicimi se ¢tyrstény, které sdruzuji nejblizsi
4 body v prostoru. Body predstavuji aminokyseliny v proteinu. Samotné ¢tyrstény jsou ale
vlastné vedlejSim produktem. Hlavnim produktem jsou jejich trojuhelniky a téleso s po-
vrchem tvorenym nékterymi z nich. Tento povrch je zaroven priblizné (ptiblizné protoze
aminokyselina je uréena pouze jednim bodem, cozZ je zjednoduSeni) i povrchem proteinu.
Tyto povrchové trojuhelniky a aminokyseliny, které tvori jejich vrcholy, a také hrany téchto

!Tviirci jej sice takto explicitné nenazvali v citovaném &lanku, nicméné webserver s bézicim ndstrojem
jej takto oznacuje.
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trojuhelniku, jsou nezanorené. Maji stupen zanoteni = 0. VSechno ostatni je zanorené (stu-
pen zanoteni > 1). Stuper zanoreni trojihelniku je hodnota 0-8, kde hodnoty vyssi jak 0
jsou dany poctem nezanotfenych hran a vrcholt daného trojihelniku, coz je 1épe vidét na
obrazku 3.1.

ANDL

Obrazek 3.1: (Prevzato z [10]) Stupen zanofeni trojihelniku. Nulty stupen predstavuje
nezanoreny (jsouci na povrchu) trojihelnik. Plnd ¢éra a vybarveny vrchol predstavuji neza-
norenou hranu, vrchol. Za povsSimnuti stoji, ze je-li vrchol zanofeny, je zanofena i hrana, na
které se nachazi. Nebo dualné, je-li nékterd hrana nezanofend, plati, ze i na ni lezici body
nejsou. To plyne z toho, Ze trojuhelniky jsou c¢asti ¢tyrsténu ziskanych teselaci.

Dalsi problém, s kterym se potykali autori, byla neexistujici datova sada pro strojové
uceni na tento problém v té dobé. Podarilo se jim vsak shromazdit vlastni datovou sadu 137
proteinti — proteiny se strukturou, mutaci a binarni zménou rozpustnosti. Autori tuto sadu
oznadili jako ,nejvétsi jim znamy dataset pro tento problém® Tedy shromazdili datovou
sadu o velikosti vice nez 100x mensi nez datova sada o rok starstho SOLpro. Tato absence
dat jen doklada, pro¢ je predikci rozpustnosti ze 3D struktury vénovana znacné mensi
pozornost nez predikci ze sekvence.

Pro predikci rozpustnosti pouzili rozdil ohodnocujici funkce pro WT a mutanta — kladny
= zlepseni, zadporny = zhorseni. Ohodnocujici funkce se sklada z vazeného souctu vlivu Q
kazdé 3-jice ({i, j, k}, b, ¢), kde i, j, k jsou aminokyseliny, b je stupen zanofeni a ¢ je stupen
konektivity (urcuje zda a nakolik trojuhelnik lezi na kostte). Vliv 3-jice Q; = log[i—i] je dan
pomérem mezi frekvenci dané 3-jice v proteinu (f;) a bézné frekvence (p;), pficemz ty jsou
ziskany statistickou analyzou z odlisSného datasetu proteinu, které jsou rozpustné. Pouze
3-jice s zanotenost! < 4 byly zahrnuty do vypocta.

Pro strojové uceni pro vahy zminéné v predeslém odstavci autori nejprve zkusili pouzit
SVM a Lasso, nicméné podané vysledky nenaplnili ocekavani, zejména protoze v datové
sadé je jenom 3895 ruznych trojic (z 8000 vSech teoreticky moznych), z toho mnohé z nich
se vyskytuji pouze jednou, zatimco pocet proteind je 137. Proto vyvinuli vlastn{ metodu
inspirovanou obéma zminénymi a dosdhli tak lepsich vysledkt. Béhem uceni 3-jice, které
nejvice (anti)koreluji se zménou rozpustnosti dostanou vétsi vahu (resp. vahu blizici se 0).
Ve finalni varianté dosahli presnosti 76,6 %.

3.1.3 SODA

Proti pfedchozim néstrojum je tento nastroj (2017, [8]) koncepéné jednoduchym, protoze
pouze pocita rozpustnost jako vazeny soucet skére jinych predikénich néstroju predikujicich
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jiné (souvisejici) vlastnosti. Pracuje se sekvené¢ni informaci, ackoliv dokdze vyuzit i struk-
turni informace (o tom déle) a kromé substituénich mutaci zvladne i deleci a inserci. Toto
jsou vyuzité nastroje/vlastnosti SODou:

e PASTA - sklon k agregaci

o ESpritz — predikce vnitini neusporddanosti (IDP)

Profil hydrofobnosti podle Kyte-Doolittle
e FESS - sklon k vzniku sekundarnich motivu

Jiné védecké prace dokazali korelaci téchto vlastnosti s nerozpustnosti, ostatné nékteré
z nich jiz byly vysvétleny i v této praci. Vnitrné neusporddany protein (angl. intrinsically
disordered protein — IDP) je pak vlastnost proteinu, kdy obsahuje ¢dsti (proto vnitiné),
které nemaji zadnou vyssi strukturu. Tim padem nemaji ani staly tvar a také experimen-
talné zjisténa struktura se vzdy znacné lisi. Je to vsak dulezita vlastnost nékterych proteint,
které hraji roli v zivotné dulezitych procesech v organismu, které by uspotfadané proteiny
(tj. s neflexibilni konformitou) plnit ani nemohly. [11] Pfiklad proteinu s IDP je na obrazku
3.2 — pouze ¢ast proteinu mé pevné danou strukturu. Vrchni obrazek predstavuje priklad,
jak muze zobrazeny protein vypadat v uré¢itém okamziku. Spodni je naopak slozeni z vice
jeho konformaci zachycenych v riznych momentech.

Skére pro kazdy nastroj je vypoctena jako suma ohodnoceni danym nastrojem pro
kazdé reziduum. Ta je normalizovana délkou sekvence (tj. nastroj tak umoznuje pracovat
i s deleci/inserci). Toto sumarni skére je odeé¢teno WT od mutanta. Takto ziskané rozdily
pro kazdy faktor, resp. jejich véha, byly poté predmétem strojového uceni. Ziskany byly
vahy jsou 1, 2, —50, 2, 2 pro agregaci, neusporadanost, hydrofobicitu (nepfimé imeéra), a-
helix a §-list. Nema smysl tyto hodnoty porovnavat, protoze jsou ovlivnény taky méritkami
zminénych nastroji, nicméné znaménka vyslednych vah koreluji s teorii.

Pokud je poskytna struktura, je pouZzita pouze k tomu, aby rezidua s méné nez 20 % pri-
stupu k rozpoustédlu, byla ignorovany ve vypoc¢tu. Vypocet je proveden programem DSSP.
Kromé vlivu mutace umi spocitat i profil proteinu — vliv vSech moznych jednobodovych
mutaci na rozpustnost.

SODA byla otestovana na datové sadé konkurenéniho CamSOLu, kde dosdhla 100%
uspésnosti. Nicméné tento dataset obsahuje pouze 56 variant mutaci z 19 proteint. Tréno-
vacim datasetem byl PON-Sol, kde SODA ziskala pouhych 59 %. V ¢lanku dochdz{ také
k porovnani pouze s nastroji, které jsou zamysleny jako prediktory rozpustnosti, OptSolMut
ve srovnani chybi.

3.2 Predikce analyzou povrchového potencialu

Jednd se o jednu z aktudlné rozvijenych metodik (Surface Patches, 2019) pro navrh pfiz-
nivé mutace vzhledem k rozpustnosti, jez byla popsiana a experimentalné ovérena v ¢lanku
[12]. Jeji autofi ji oznacuji za slibnou a také podle ni navrhuji vytvorit néstroj k predikei cel-
kové rozpustnosti. Metoda vyuziva strukturalni informace a vysledkem je bindrni predikce.
Principidlné je zalozena na analyze stejnych autoru [13] z roku 2013, kde dosli k zavéru,
ze nerozpustnost proteinu koreluje s vyskytem velkych kladné nabitych ploch na jeho po-
vrchu, neboli kladnych (povrchovych) patchi. Tento pojem bude dédle nazyvan jednoduse
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Obrazek 3.2: Vnitrni neusporadanost zobrazena na proteinu SUMO (PDB: 1A5R). Na vrch-
nim obrazku je struktura proteinu zachycend jednim béhem strukturniho experimentu.
Pomérné znaénd ¢ast jak od N-konce (vlevo), tak od C-konce (vpravo) absentuji jakoukoli
sekundarni strukturu, co uz naznacuje, ze konce budou flexibilni. Na dalsim obrazku je
pak slozenina ziskana ze struktur z 10 experimentti. Zde jiz vidime, ze zatimco stiedova
cast proteinu obsahujici dostatek strukturnich motiva si sviij tvar docela zachovava, konce
ruzné méni svaj tvar. Za zminku snad stoji jeSté to, ze malinka cast N-konce si zachovava
své zatoceni, coz ale neni na obrazku dobre patrné.

jako kladné oblast”. Korelace je pravdépodobné zptisobena tim, Ze takové proteiny se agre-
guji s (ribo)nukleovymi kyselinami, které jsou mirné zdporné nabité a vzijemné se tedy
pritahuji. Navrhovany postup je pak:

1. Vytvoreni modelu vnéjsiho el. pole molekuly (na povrchu):
Do tuvahy se, idedlné, pocitaji vSechny polarni zbytky, nejen nabité. Snahou je zjistit,
které oblasti na povrchu proteinu jsou nabité.

2. Nalezeni nejvétsi kladné oblasti:
Miuze jit také o jinou vyznacnou oblast, hledame vsak tu s kladnym potencidlem. A tu
je cilem rozbit.

2Patch je &st povrchu, kterd se néjak odlisuje od jeho zbytku. Variantami pro pieklad jsou tedy flek,
skvrna, stopa, zaplata ¢i naplast. Jakkoliv jde ale pouze o hledani c¢asti povrchu majici urcitou skrytou
vlastnost, kterd se ale nemusi projevit vizudlné, ani se nejednd o néjakou k povrchu prilnuvsi strukturu
a i zbylé varianty maji své nevhodné konotace, byl preklad jednoduse zvolen jako oblast, coz je dostatecné
unikatni v rdmci prace.
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3. Vybér vhodného rezidua pro mutaci se zménou znaménka:
Vybirdme kladné nabité, ¢ jiné polarni® reziduum nenesouci zaporny naboj, které se
nachdazi v této oblasti, ¢i dostatecné blizko. Provedeme substituci na zaporné nabité
reziduum, tak abychom do dané oblasti zanesli opaény — zadporny — nédboj (mutace pu-
vodné neutrélniho rezidua), ptipadné zaroven odebrali ptivodni kladny naboj (mutace
kladného). Optimalni variantou je tedy druhd zminéna.

4. Ovéreni (podle genové databédze), zda je dané reziduum konzervované:

Abychom neposkodili funkci daného proteinu, provedeme analyzu konzervovanosti da-
ného rezidua. Konzervované reziduum znamené, ze konkrétni aminokyselina na této
pozici ma kliCovy vyznam, proto béhem evoluce nedochézelo k ndhodnym zméndm na
této pozici. V genové databazi hledame razné varianty téhoz genu — tzv. homology.
Pokud je najdeme a dané reziduum je v ruznych homolozich tvoreno jinymi aminoky-
selinami, jedna se o reziduum vhodné k mutaci. V opac¢ném pripadé je vhodné najit
a analyzovat jiné kandidatni reziduum.

5. Aplikace mutace:
Nalezené nekonzervované reziduum muzeme mutovat, pripadné mtzeme pouzit i vice
mutaci a predpokladat synergicky efekt. Zde je nutno poznamenat, a autori se k to-
muto kroku nevyjadiuji, Ze mutované reziduum by stale mélo splnovat fyzikalni zakony
— nachazet se v povolenych torznich tthlech a neokupovat svym zbytkem prostor jiz
zaujimany jinym reziduem.

Navrzend metoda byla otestovana na rekombinantnim lidském hormonalnim proteinu
erythropoetinu (zkracené rHuUEPO). V téle reguluje vyrobu ¢ervenych krvinek a podava se
jako medikament pii lé¢bé mnoha souvisejicich onemocnéni. Pro toto pouziti se primyslové
vyrabi v E. coli. P¥i jeho vyrobé vznikd v buiice nepfirozené velka koncentrace® této latky
a dochazi k agregaci namisto spravného skladani. To je, jak jiz bylo feceno, bézna pric¢ina
nerozpustnosti.

Mutace byly patrné provedeny pouze nahrazenim aminokyselinového zbytku bez jaké-
hokoliv prizptusobeni okolni struktury. Jako substituent v mutaci vyuzili kys. asparago-
vou (asp/D), ktera nese zaporny nédboj. Druhou moznosti by byla kys. glutamova (glu/E),
nicméné kys. asparagova je defenzivni varianta, kterd snizuje Sanci na zménu vyssich struk-
tur proteinu v dusledku kratsiho postranniho Fetézce (méné piilezitosti pro terciarni vazby).
Celkové ovérili metodu na 4 mutacich, z nichz dvé jsou priznivé jednobodové mutace (fe-
nylalaninu F48D a argininu R150D), tfeti je kombinace pfedchozich a ¢tvrtd je nepfizniva
(E13K na lysin). Z danych rezidui bylo jen reziduum 150 zjisténo jako konzervované. Nepiiz-
niva mutace byla zafazena jako oboustranny test, tedy pro ovéreni, zda opacny postup bude
mit na rozpustnost i opacny vliv. Vizualizace potencialu na povrchu pfirozeného rHuEPO
i jeho mutantech je na obrazku 3.3. K povsimnuti je to, nakolik jedind mutace v 166-meru
miize pozménit jeho povrchovy naboj.

Vsechny 4 varianty byly syntetizovany ve dvou E. coli systémech (SHuffle, BL21 pLysS)
pfi neutrdlnim pH. V prvnim ze systému se potvrdili predikované zmény rozpustnosti,
v druhém vsak pouze pro mutace E13K a R150D, tedy pro ty neobsahujici mutaci F48D.
Autori predpokladaji, ze je to zpusobeno tim, ze dochéazi k obnazeni hydrofobnich rezidui
nachdzejicich se pod timto fenylalaninem, nebotf kys. asparagova je podstatné mensi AK

3Vyhybame se mutaci nepolarniho rezidua, coz by zptsobilo zménu hydrofobicity.
4To je bézny vyrok pouzivany v téchto situacich, ve skute¢nosti je viak jakékoliv mnozstvi této lidské
latky v cizorodém organismu nepfirozené velké.
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Obrazek 3.3: (Prevzato z [12]) Zobrazeni el. potencidlu na povrchu erythropoetinu (PDB:
1EER) a jeho mutanti. Modré predstavuje kladny potencidl (+25mV a vyse) a ¢ervend
naopak (-25 mV a méné). Bezbarvé ¢asti povrchu nenesou naboj. Zlutou pierusovanou éarou
je ohrani¢ena nejvétsi kladna oblast (souvisld plocha kladného potencidlu na povrchu). Sipka
oznacuje zvétSeni/zmenseni této plochy vuci WT. Mutace F48D a R150D jsou zasazeny
priblizné do stfedu plochy WT, tak aby ji rozrusili na 2 ¢asti. Mutovanou aminokyselinu
na povrchu Ize na obrazku zamérit podle mista s nejkontrastnéjsi zménou naboje vaci WT.
Vsechny modely maji stejny tvar — to poukazuje na neprovedeni optimalizace po mutaci.

(mutaci prichdzi o aromatickou skupinu). To je dohad autort, nicméné muze to byt uz tim,
ze zde dochazi k ndhradé nepolarni latky (fenylalanin) za polarni (kys. asparagovd), a tudiz
i zméné hydrofilnosti daného rezidua, coz v disledku mtize mit vliv na skladani proteinu.
S mutanty EPO navic idajné nelze provést strukturalni experiment, pro ovéreni spocteného
modelu — tj. nelze vyloucit, ze néktera z provedenych mutaci i vyrazné pozménila strukturu
proteinu.

Predchozi 4 (3 + kombinace) zminéné mutace byli ovéfovany v expresnim systému. Ty
vsak byli autory vybrany jako 3 zajimavé mutace z celkové 34 vytvorenych modelt — kazdy
vytvoreny jedinou mutaci urcité aminokyseliny nachézejici se v nejvétsi kladné oblasti. Jsou
rozdéleny do 3 skupin, z nichz z kazdé byla vzata jedna:

1. Kladnd AK = asp: pfiznivd mutace se zménou polarity
7 9 mutaci vybrana R150D. 5 mutaci predikovano jako rozpustnych.

2. Nenabitd AK = asp: priznivd mutace se zavedenim naboje
7 19 mutaci vybrana F48D. Rovnéz 5 mutaci predikovano jako rozpustnych

3. Zapornd AK = kladna AK: neptiznivd mutace se zménou polarity
7 5 mutaci vybrana E13K. Vsechny predikovany jako nerozpustné.

Neptekvapiveé, u 1. a 2. skupiny doslo vzdy k zmensSeni oblasti viaci WT a stejné tak u 3.
skupiny k jejimu zvétseni. K drastickému zmenseni o vice nez polovinu doslo v pripadech,
kdy byla oblast mutaci rozdélena ve dvi, jako u mutace F48D — viz zvyraznéna oblast
mutace F48D na obrazku 3.3.

Strukturu proteinu pro modelovani mutaci autofi ziskali z erytropoetinového komplexu
(PDB: 1EER), coz trimer sestdvajici, jak ze samotného rHuEPO, tak i jeho dvou recep-
tord — tedy latek, které se na néj specificky vazou. Rozhrani (angl. interface) je povrch
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proteinu v misté, kde mé kontakt s jinym proteinem komplexu. Ackoliv to nemd vliv na
jadro problému (nédvrh mutace pro zlepSeni rozpustnosti), autory zvolend rezidua k mutaci
jsou praveé soucasti jednoho z rozhrani — viz obrazek 3.4. To je pravdépodobné také duvod
konzervovanosti u nabitého rezidua R150. Pfinosnost takového mutanta, nehledé na jeho
lepsi rozpustnost, je tak zna¢né diskutabilni, uvazime-li, ze jeho funkce je pravdépodobné
narusena.

Obrazek 3.4: Zobrazeni jednoho z rozhrani proteinu rHuEPO (PDB: 1EER) na jeho povrchu:
samostatné (obr. vlevo), s navidzanym receptorem (obr. vpravo). Rozhrani mezi obéma
proteiny je zvyraznéno zluté a je definovano jako skupina rezidui, jejichz atomy se dotykaji
atomi toho druhého proteinu. Trojice oranzové zvyraznénych rezidui na obr. vlevo neni
vykreslena jako sou¢dst povrchu a jednd se pravé o 3 mutované rezidua z ¢lanku (seshora
F48, R150 a E13).

Autofi nezverejnili SW, pomoci kterého vypocty provedli a v ¢lancich [12, 13] jsou
pouze kusé informace. AvSak nékteré podstatné chybéjici informace o jejich implementaci
se podarilo ziskat pomoci e-mailové komunikace s jednim z autoru [14]. Uvedl, Ze si jej
napsali svépomoci — vypocetni jadru ve FORTRANu s rozhranim v Perlu.

Vypodcet el. pole byl proveden pro miizku s rozteéi 0,6 A podle Poisson-Boltzmannovi
rovnice pri neutralnim pH, iontové sile I = 0,15 M. Aproximace povrchu proteinu je spoc-
tena jako mnozina bodu proteinu v miiZce ne zcela nejblizsich solventu (,,not quite nearest
neighbour points (nn+1)“)[14]. Pravdépodobné za cilem povrch ¢asteéné vyhladit. Zvo-
lené rozte¢ mé totiz velikost poloviny Van der Waalsova poloméru nejmensiho atomu (H —
1,2A), coz znamené, Ze ¢lenitosti by mohlo vznikat znaéné mnozstvi. Nasledné byl povrch
proteinu rozdélen na jednotlivé kladné (> +25mV), zdporné (< -25mV) a neutralni oblasti
prochézenim mfizky v 6 smérech [14]. Autor proces nazyva 2D countouring, protoze mys-
lené probiha na plose povrchu, ackoliv prakticky v prostoru. Pro predikci je pouzita velikost
nejvétsi kladné oblasti, vyjadiena poc¢tem bodu mrizky, jimiz je tvorena. Presnéji je pouzita
jeji relativni velikost viiéi predem stanovenému prahu (viz déle) a to tak, ze hodnota vétsi
nez 1 predikuje nerozpustnost a naopak mensi nez 1 rozpustnost.

Vypocet je zalozen na zjisténich z ¢lanku [13]. V ném analyzovali, jak spolu statisticky
souvisi el. pole proteinu a jeho rozpustnost. Pro sadu proteinii se zndmymi jak strukturami,
tak rozpustnosti vypocitali jejich povrchové naboje a ty analyzovali. Pouzili nékolik kvan-
titativnich vlastnosti proteinu a zjistovali, kterd z nich nejlépe dovede dataset rozdélit na
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rozpustné a nerozpustné proteiny pomoci Mann-Whitneyho statistického testu. Nejspolehli-
véjsi rozdéleni bylo ziskdno praveé podle velikosti nejvétsi kladné oblasti s nejlepsi hodnotou
prahu 3000 bodu mrizky. Suma naboje v nejvétsi kladné oblasti také dataset rozdéluje spo-
lehlivée, zdaleka vsak ne tolik jako predchozi mira. Naopak podle celkového naboje proteinu
dataset nelze rozdélit. Déale je nutno zminit, Ze rozpustnosti proteinu z tohoto datasetu byly
zjistény pri chemické syntéze (ve zkumavce), nikoliv jako v navazujicim ¢ldanku v E. coli. To
znamena, ze tato zjisténi nemusi nutné platit i v bunééném systému.

3.3 Datové sady

Pro tvorbu schopného predikéniho nastroje jsou nezbytna data. I kdyz o rozpustnosti je jiz
znamo mnoho, stile to neni dost a unikaji ndm souvislosti. Takze i kdyz do predik¢éniho
nastroje mizeme vlozit velkou informaci, data jsou stale nezbytnd alespon pro evaluaci. Pro
predikci zmény z rozpustnosti potiebujeme datovou sadu obsahujici:

A protein se strukturou + jeho rozpustnost, mutanta se strukturou + jeho rozpustnost
v témze expresnim systému, nebo

B protein se strukturou, mutanta se strukturou + informaci o zlepseni (zhorseni) roz-
pustnosti

Bohuzel, takova data prakticky neexistuji. Pristup stejny jako v Surface Patches, tedy
ziskani struktury mutanta svépomoci, je tak témér nutny, a proto vyuzitelnych dat neni
mnoho. Pokud je informace o rozpustnosti jistého proteinu, pro ktery byla zjiSténa struk-
tura, vétsinou se nikdo nepokousel provést totéz pro jeho mutanta. Pokud naopak takova
informace je, ¢asto neni zjisténa struktura, protoze se experiment provadél za cilem zajistit
lepsi rozpustnost, pricemz nizka rozpustnost také komplikuje strukturni experimenty.

Existuji datové sady, které mély za cel sjednotit data z téchto experimenti pravé pro
vyzkum néstroju pro predikci rozpustnosti. Jejich problém je vsak vysoky sum v datech, pri-
tomny praveé z toho divodu, ze data pochazeji z riznych zdroji. Zdrojové experimenty byly
provadény v jinych systémech, za rizného pH, za ruzné teploty, s riznou presnosti, mérilo
se riznymi metodami a celé to provadéli jini lidé. Kromeé toho se vysledky experimentt na
molekuldrni irovni mtzou lisit i za stejnych podminek vlivem nahody. Proto se biologické
experimenty vétsinou opakuji vicekrat, aby byla zarucena presnost dat. S jakou presnosti
vSak védci pracovali také nevime. Tim padem zjisténa vlastnost tykajici se rozpustnosti na
Casti takového datasetu nemusi byt prenositelna na zbytek.

Byly nalezeny 2 pouzitelné datové sady, jsou popsany v nasledujicich odstavcich.

Dataset OptSolMut

Je z roku 2010 a vytvorili jej autofi ndstroje OptSolMutu [10] jako prvni zndmy dataset pro
predikci zmény rozpustnosti. Autofi tento dataset ziskali ruénim prohledavanim védeckych
praci, které se zabyvaly rozpustnosti mutanti. Autofi umistili dataset volné ke stazeni
ve forméatu .xls. Celkové obsahuje mutace 15 proteinu a 137 mutaci. Zdrojovych praci je
také 15, nicméné jedna se pouze o shodu ndhod — ve skutecnosti v nékterych pracich byli
méfeni mutanti vicera proteint, a naopak jistymi proteiny se zabyvalo vicero praci. Dataset
obsahuje pro kazdou mutaci tyto udaje:
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e ID zdroje unikatni v rdmci datasetu o Rozpustnost mutanta (bindrni) — neni

: . o u vsech
e Pojmenovani zdrojové prace

[ . éna roz nosti
o Nézev proteinu * Zména rozpustnost

« PDB ID + identifikator fetézce  Predikce zmény

e Seznam mutaci e Zména stability

Vétsina mutaci (105) je jednobodovych, ostatni jsou 2bodové az 9bodové. Pro préci
je zajimavych pouze téchto 105 variant. Déale vime, ze vSechny mutované proteiny jsou
v puvodni varianté rozpustné. Az na 16 pripadt zname i rozpustnost po mutaci — mutanti
kromé 2 vyjimek ztstali rozpustni. Nevime vsak, jak v jednotlivych pracich stanovili mez
rozpustnosti, proto se nedd na tuto hodnotu spoléhat. Dataset je nevyvazeny z hlediska pre-
dikovanych zmén. Obsahuje 59:78 zlepsSeni:zhorseni, resp. 44:61 pro 105 vybranych mutaci.
Dataset neni ani vyvazeny, ani se nejevi jako prirozeny, protoze slozeny z ndhodnych mutaci
by mél mensi pomér zlepsujicich mutaci. Nevyvazeni je jesté patrnéjsi na jednotlivych pro-
teinech a jeho mutantech, kdy mutace vétSiny z proteinii jsou bud vsechny zlepsujici, nebo
vSechny zhorsujici. Muze to byt ale také jednoduse tim, Ze protein, jehoz drtiva vétSina
mutanti méla horsi rozpustnost, je relativné lépe rozpustny, nez protein, ktery to ma nao-
pak. Vzhledem k vyvazenosti po¢tu hydrofobnich a hydrofilnich aminokyselin bychom totiz
nahodnou mutaci ,,prumérné rozpustného proteinu®“ neméli jeho rozpustnost v prameéru
ovlivnit.

Dataset Whitehead

Dataset Whitehead ([15], 2017 a [16], 2019) vznikl zfejmé v prvni védecké praci, ktera
masivné zkoumala vliv mutaci na rozpustnost véetné syntézy a zméreni rozpustnosti vSech
mutanti. Mutovany byly proteiny TEM1 beta-laktamaza (TEM1 BLA, PDB ID: 1M40),
levoglukosan kindza (LGK, PDB ID: 4ZLU) a pyrrolidinketidova syntaza (PKS). Roz-
pustnost byla zméfena v 3 ruznych systémech: Yeast Surface Display (YSD), Tat export
a F. coli GFP.

Dataset vznikl ve dvou ¢astech. Prvni ¢ast v roce 2017 obsahovala proteiny TEM1 a LGK
exprimované v systémech Tat export a YSD. Velmi podezrelé bylo, ze LGK dosahlo relativni
v prvioim zminéném rozpustnosti 33,1 %, coz se silné odliSovalo od hodnoty namérené v 2.
z nich. Autori v roce 2019 vyzkouseli dalsi expresni systém, opét na proteinu LGK a navic
pridali dalsi protein PKS. Prehled poc¢tu jednotlivych mutaci obsazenych v datasetu spolu
s pomérem zlepsujicich mutaci je v tabulce 3.1.

7 dtvodu velkého rozdilu u namérenych rozpustnosti v systému Tat export a ve zbylych
dvou systémech (zbylé dva se navic témétr shodnou u proteinu LGK ) a vzhledem k tomu,
ze bézny pomeér lépe rozpustnych mutanti pro primeérny protein je spiSe kolem jednoho
mutanta z desiti, jsou mutace z tohoto systému vyrazeny, nebot s velkou pravdépodob-
nosti tyto hodnoty nejsou relevantni. Kromé toho jsou u ostatnich proteinti jesté vyrazeny
pozice mutaci, které autori datasetu oznacili za nespolehlivé. Vysledné poc¢ty mutaci jsou
reflektovany ve sloupci zméteno stejné tabulky. Ignorovani vzorki ze systému Tat neni tak
vyznamné, jak by se mohlo zdat, protoze se tim nezméni ani pocet proteini datasetu a ani
pocet mutaci.

TEM1 BLA je nejmensi z proteint o 263 reziduich, PKS m& 388 rezidui a LGK je nej-
vétsi s 439 rezidui. Pro kazdy protein byli vytvoreny v podstaté vSechny mozné jednobodové
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mutace, tedy mutace kazdého rezidua na 1 ze zbyvajicich 19 standardnich aminokyselin. Pro
kazdou mutaci je zméfena mira zmény rozpustnosti. Dohromady je pro experimenty pouzito
14 254 mutaci pro vSechny proteiny (bez zapocteni téch, které byly z divodu diive uvede-
nych odebrény). Namétené mutace pro LGK v E. coli a YSD maji naméfeny i vzdjemné
exkluzivni mutace, takze po sjednoceni mutaci proteinu z obou systémi je jejich pocet 6947.
Drtiva vétsina mutaci je nepfiznivych, data tedy nejsou symetricka. Pro trénovani by tak
mohly byt vyvazeny prevzorkovanim. Jelikoz se ale jedna o prirozené nevyvazeni, prevzor-
kovani nebude provedeno. Velkou vyhodou datasetu je, Ze obsahuje vSechny mozné mutace.
Nehrozi tedy Spatné statistické vyhodnoceni z duvodu vychyleného datasetu.

syntetizovdno | systém zméfeno zlepSeni v % zhorseni
YST 2467 253 10,3 2214
TEMI 4997 Tat 4467 1101 24.6 3102
7045 YST 6264 309 4.9 5955
LGK Tat 7111 2353 33,1 4330
8341 E. coli 6427 422 6,6 6005
PKS | 6060 | E.coli 4840 1420 29,3 3420

Tabulka 3.1: Tabulka obsazenych mutaci v datové sadé Whitehead dle proteinu a expresniho
systému. Ne pro vSechny z namérenych hodnot se podarilo autortim namérit rozpustnost,
avSak v poc¢tu zmeérenych nejsou zahrnuty ani mutace, které sice byly zméreny, ale autofi je
oznadili za nespolehlivé. K pov§imnuti je, ze rozpustnost proteint v systému Tat se znacné

rozliSuje od namérené rozpustnosti ve zbylych dvou.
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Kapitola 4
Navrh predikéniho nastroje

Pro dosavadni navrh predikéniho nastroje vyuzivam myslenku popsanou v podkapitole 3.2
— predikce podle povrchového potencidlu proteinu (Surface Patches). Odkazovand metoda
se snazi zlepsit rozpustnost pomoci rozbijeni nejvétsi kladné nabité plochy na povrchu mo-
lekul, nebot jiz byla experimentalné dokazana souvislost s nizkou rozpustnosti v predeslych
védeckych pracich. Tato metoda tedy pracuje implicitné s intuitivn{ premisou (tu vyuzivaji
obvykle i ostatni nastroje), podle které je tfeba se zabyvat povrchem proteint pro analyzu
rozpustnosti. Nastroj samotny bude vytvoren v jazyce Python, pro jeho Sirokou interope-
rabilitu a s ovladanim CLI. Formalné by ndstroj mél pracovat s témito vstupy a provadeét
tuto ¢innost:

Vstupy

WT Mutovany protein se strukturou (= wildtype, format PDB)

i, x Mutace dana pozici a substituentem
Vystupy

As Binarni predikce zmény rozpustnosti varianty proteinu danou mutaci spoctena
metodou povrchového potencialu

Predikci je tedy principidlné mozné provadét mérenim zmeén elektrického potencidlu na
povrchu molekuly. K vypoctu vnéjsiho el. pole by ale bylo potfeba strukturu zkoumaného
proteinu a nejen ji, ale i jeho mutanta. Jak bylo uvedeno v podkapitole 3.3, takové datasety
nejsou. Proto je potieba obstarat strukturu mutanta jinym zptusobem. Nabizi se tentyz zpu-
sob, jakym to déla metoda Surface Patches, tedy pouhym nahrazenim zbytku mutovaného
rezidua., tj. se zachovanim pozici atomi C, C,, N a ziejmé i Cg (1. C atom postranniho
Fetézce). Je mozné domnivat se, Ze pii malém mnozstvi mutaci, které zkoumali, vytvareli
mutanty manualné bez pouziti sofistikovanéjsiho nastroje. U automatického nastroje po-
chopitelné tato cesta nepripada v ivahu. Kromé toho je vylouceno, ze by mutace do jisté,
byt malé, miry nezménila i konformaci proteinu. Obzvlasté u téch mutaci, které méni fun-
damentélni vlastnosti rezidua (napf. polaritu nebo hydrofobnost). Muze se pochopitelné
zménit i sekundarni a predevsim terciarni struktura. Z toho duavodu se jevi lépe vyuzit
specializovaného nastroje na vypocet mutantni struktury.

Jednim z takovych nastroju je FoldX — néstroj (bindrni CLI aplikace) pro proteinové
inZengrstvi [17]. Ma viceticelové pouziti tykajici se struktury proteini — vypocty provadi
podle kalkulace silového pole v proteinu a volné energie AG — zapocteny jsou sily vodikovych
mustkl, hydrofobni interakce, interakce vevniti proteinu a dalsi faktory. Pro vypocet po-
tfebuje co nejpresnéjsi 3D strukturu ve formatu PDB. Nastroj je komerc¢ni, umoznuje vsak
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pouziti pro vyukové/vyzkumné tucely zdarma. Pro tuto praci jsou nejzajimavéjsi 2 funkce
FoldX — RepairPDB a BuildModel. RepairPDB slouzi k optimalizaci struktury, kdy nastroj
manipuluje s postrannimi retézci proteinu, tak aby minimalizovala jeho AG a tedy dosahl
konformace, jakou by pravdépodobné mél ptirozené v bunce. Funkce BuildModel pak umoz-
nuje vytvorit mutantni strukturu (umi i vice mutaci najednou), kdy dojde nejen k nahrazeni
aminokyseliny v fetézci, ale i optimalizaci vysledné struktury. Vzniknuvsi mutant by tedy
mél mit pfirozenou strukturu. AAG mutanta urcuje, zda se jedna o stabilizujici (—, snizeni
volné energie), ¢i destabilizujici (+, zvySeni volné energie) mutaci. Alternativou pro néstroj
FoldX, ktera stoji za blizsi prozkoumani, je Modeller. To je také nastroj pro proteinové
inzenyrstvi, nicméné ve formé Python knihovny.

Je-li uz k dispozici origindlni i mutovanou strukturu, je mozné pristoupit k vypoctim
povrchového potencidlu. Pri vyuziti libovolného nastroje je nutné podotknout, ze pired mé-
fenim rozdilu, by i WT mél projit optimalizaci (u FoldX pomoci funkce RepairPDB), aby
byly porovnavany stavy s nejnizsi energii. Struktury totiz muzou odpovidat napf. primo
dattim z krystalografického experimentu', kdy je protein v odlisné, zhusténé konformaci
zpusobené absenci interakci se solventem. U takové struktury by se povrchovy potencidl
zmeénil ve velké mire u libovolného mutanta a hledané zmény by byly zastinény timto je-
vem. Vysledné stavy WT i mutanta by dale méli byt ziskané pomoci téhoz nastroje. Opét
aby majoritni podil na zméné nemél rozdil v implementaci energetické optimalizace, ale
samotna mutace. Tyto jevy by v opa¢ném piipadé pusobily jako Sum.

Abychom spocitali vlastni povrchovy potencidl, musime spocitat el. potencial v proteinu
a jeho okoli a zaroven analyzovat povrch proteinu. S obéma tikoly je schopen pomoci nastroj
APBS (binarni CLI program). Ten je schopen pro zadanou PDB strukturu a parametry
okoli (pH, teplota, atd.) vypocist hodnoty el. potencidlu v celém diskrétnim objemu kvadru
danym velikosti proteinu se zadanou roztec¢i bodt. Vedlejsim vystupem APBS je binarni
urc¢eni, zda se misto v proteinu machdzi vevnitr, nebo vné. Oba vystupy jsou ve formé
volumetrického souboru ve formétu OpenDX (.dx). Iustrace vyuziti obou vystuptu pro
zobrazeni povrchu proteinu a jeho kladné nabitych izoploch soucasné je na obrazku 4.1.
Hodnota pH bude zvolena 7 pro porovnatelnost vysledki s metodou Surface Patches.

Provedeme-li analyzu pomoci APBS pro WT i mutanta, mizeme poté ze ziskanych dat
pro oba spocitat jejich kladné izoplochy na urcité trovni potencidlu V — napf. na +25mV
jako zvolili tvirci Surface Patches — neni vSak zaruceno, Ze je to nejvhodnéjsi hodnota.
Izoplochu z mfizky reprezentované .dx souborem je mozné ziskat napr. pomoci algoritmu
pochodugjicich kostek (angl. marching cubes), ktery takovou plochu nalezne ve formé troj-
thelnikové sité. Nevyhodou tohoto feSeni je, Ze je zfejmé vypocCetné narocnéjsi, nez pouze
oznacovat body miizky jako v origindlni metodé. Déle produkuje nestejné velké trojihelniky
a nelze tedy velikost urcit pouhym souc¢tem vrchold v izoplose, jako se déje v originalni me-
todé a je nutné vypodist jeji obsah. Na druhou stranu je takové feseni presnéjsi a je mozné
ho ptimo vizualizovat.

Zde chci podotknout, ze se timto navrzeny prediktor odlisuje od origindlni metody, pro-
toze méri velikost izoplochy, nikoliv kladné oblasti na povrchu. Je tak mozné predpokladat
odlisné vysledky, prestoze protein s vétsim kladnou oblasti bude mit vétsi i prislusnou izo-
plochu a naopak. Velikost izoplochy je totiz vice spjata s ndbojem dané oblasti nezli s jeji
plochou. Pri vétsi hustoté naboje bude izoplocha vypoukla, kdezto pfi nizké hustoté bude
priléhat k povrchu a vice korelovat s velikosti. To by vSak nemélo mit negativni disledky,

ITypické t¥eba pro data z PDB.
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Obrazek 4.1: Surface Patches. Zobrazeni povrchu (Sedou barvou) proteinu (PDB: 1EER)
a jeho kladné nabitych izoploch (fialovou miizkou) po analyze PDB souboru programem
APBS s vychozimi predvolbami. Z tohoto thlu to neni prili§ patrné, ale spodni izoplocha
pokracuje dozadu a pokryva témér celou odvracenou stranu povrchu proteinu. Ve skutec-
nosti tak pokryva odhadem tietinu povrchu — tento protein je do jisté miry extrémem. Takto
velké kladné nabité pole zasadné zvysSuje pravdépodobnost ,lepeni se“ na zaporné nabité
makromolekuly. Toto je ta izoplocha, kterou by se metoda Surface Patches snazila rozbit.
Ilustrace je vyrobena programem PyMol, vé. vypoctu povrchu a mrizky z volumetrickych
dat ziskanych pomoci APBS.

protoze jak bylo zminéno v kapitole 3.2, byla prokdzana i korelace mezi souc¢tem naboje
v nejvetsi oblasti a jeho rozpustnosti.

Jelikoz zajimavy je pouze potencidl nad povrchem atomu, je tfeba izoplochu ofiznout
povrchem molekuly. U metody Surface Patches je pouzitd nejvétsi kladné nabitd izoplo-
cha, nicméné vyvijeny nastroj ma jiny cil nez originalni metoda. A sice predikci, nikoliv
navrh mutace, proto pro zjednoduseni bude pocitano se vSemi izoplochami. Porovnani WT
a mutanta bude provedeno podle hodnot jedné z nasledujicich dvou proménnych:

o Souctem obsahu vsech izoploch (area)
o Obsahem nejvétsi izoplochy (largest)

Zminéné zjednoduseni spoc¢iva predevsim v tom, ze v mutantu nemusi byt hledana plocha,
kterd by odpovidala nejvétsi nalezené plose ve WT. Takova ani v mutantu nemusi existovat
— pivodni mtze byt roztiisténa do vice izoploch, zhroucena do vétsi izoplochy ¢i vychylena.
Proto je vhodnéjsi porovnavat pouze celkovy obsah izoploch, ¢imz se vyhneme problému
jak stanovit relaci mezi izoplochami WT a mutanta. Lepsich vysledk by nicméné mohlo
byt dosazeno, pokud by byla nastavena mez velikosti obsahu ploch urc¢ujici to, jestli budou
zapoCteny do celkové plochy. Mez by mohla byt stanovena napf. jako podil z celkového
souctu. Timto postupem by se myslenka i znovu priblizila k myslence Surface Patches,
kterd se nezabyva nevyznamnymi plochami.

Pro vyhledani nejvétsi plochy bude trojihelnikova sit analyzovana na nalezeni izolo-
vanych celkl (izoploch, které se nedotykaji). Nejvétsi je pak pochopitelné ta s nejvétsim
obsahem. Pro pripadnou pozdéjsi analyzu mutaci, bude prediktor produkovat vystup jed-
notlivych nalezenych izoploch ve formatu .r3d programu Raster3D [18], ktery se pouziva
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pro vykreslovani makromolekul v oblasti molekularni biologie a je podporovan i progra-
mem PyMOL. Format se je urcen pro primou interpetaci renderovacim programem, takze
obsahuje také specifikaci o svételném zdroji, ap — ty vSak budou ignorovany a pouzito bude
generické nastaveni. Format podporuje celou fadu primitiv jako je text, strukturni motivy,
trojuhelniky a dalsi, véetné specifikace barvy. Pro uloZeni izoploch bude vyuzita trojihel-
nikova sit. Nejvétsi izoplocha bude vybarvena bile pro usnadnéni analyzy predikce podle
nejveétsi izoplochy. Ostatni potom budou mit barvy prifazené nahodné, aby je bylo mozno
odlisit pfi vizualnim vyhodnoceni.
Pro rekapitulaci, navrzeny prediktor vykonava nasledujici ¢innost:

1.

Vytvoreni mutanta M ze vstupniho proteinu WT zadanou mutaci rezidua i na amino-
kyselinu x specializovanym néastrojem

. Provedeni optimalizace WT ekvivalentni s tou provedenou pro M

. Analyza optimalizovaného WT, M programem APBS pii pH = 7, I = 0,15 M za vzniku

volumetrickych soubort el. potencialu a povrchu ve formatu .dx

(nasledujici kroky provadi s obéma proteiny WT, M zvIast)

. Vyhledani izoplochy P v el. poli na potencidlu V = +0,25 mV ve formé trojuhelnikové

sité

. Odecteni povrchu proteinti od nalezenych izoploch — zbyva tak pouze ¢ast nad povr-

chem

v , ;. Y e 12 v s 129D
. Rozdéleni celkové izoplochy na jeji souvislé ¢asti

’ o v v/ . 2
Nalezeni nejvétsi z izoploch Py ar”

. Vipocet obsahu Syuq.” nejvétsi izoplochy Pqe @ celkové sumy obsahu S izoploch P

. Binarni predikce zmény rozpustnosti As ze ziskanych proménnych

2Tento krok nen{ nutny, neminime-li pouzit nejvétsi izoplochu pro rozhodovani.
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Kapitola 5

4

Implementace a pouziti

Tato kapitola slouzi jako implementac¢ni dokumentace a navod k zdrojovym souborim prace.
Zacéind pouzitim a instalaci prediktoru a pokracuje 3 ¢astmi dokumentujici implementaci:
prediktoru, experimenti a pouzitych vizualizaci. Ctenaf, kterého tak technické detaily neza-
jimaji, mtze prejit k nasledujici kapitole s experimenty. Programové podklady pro préci jsou
vytvoreny v nésledujicich jazycich: Python (prediktor), Shell, PowerShell (experimenty)
a R (analyza). Zdrojové soubory samotného textu pro ITEX jsou v adresafi /text/.

Pro pouziti prediktoru stac¢i vyuzit pripravené CLI, které je pristupné pres soubor
predictor.py. Toto CLI zapouzdiuje vSechny kroky predikce. Napovédu je mozné zob-
razit standardné spusténim python predictor.py --help (vystup piikazu viz ptiloha B).
Rozhrani umoznuje:

o Volbu mutaé¢niho néstroje: FoldX nebo Modeller (vychozi, preferované volba)
¢ Nastavit miru informaci tisknutych na standardni vystup o pribéhu vypoctu
¢ Pouze vypocist .r3d soubor s izoplochami a neprovadét predikci
e Nastavit cilovou mutaci a cilovou AK specifikovat i v 1LC i 3LC

Mandatornim argumentem je vstupni PDB soubor a v pripadé predikce také specifikace mu-
tace. Oproti ndvrhovym pozadavkim je podporovana i vicendsobnéd mutace, nicméné nebyla
pouzita v experimentech. Vicendsobna mutace je specifikovina vice pozicemi oddélenymi
c¢arkou. Cilova AK muze byt uvedena jedna, maji-li vSechny mutace stejnou substitucni
AK, nebo musi obsahovat stejny pocet cilovych AK. Prikladem pouziti budiz nasledujici
piikaz: ./predictor.py leer.pdb predict 48,150 D ++verbose -e FoldX, ktery pro-
vede 2 mutace na pozicich 48 a 150 na kys. asparagovou v proteinu 1EER pomoci FoldX
s tisknutim veskerych informaci. Zaroven provede globélni optimalizaci vstupniho PDB,
vytvori soubor s izoplochami a nakonec stanovi predikci.

Instalace: K pouziti prediktoru je potfeba Python 3. Instalaci vyzadovanych knihoven
je mozné provést pomoci skriptu setup.py, ktery v lokdlnim adresaii doinstaluje chybéjici
knihovny. Pokyny pro manudlni instalaci jsou v souboru readme . txt. Co je vSak dale nutné,
je nainstalovat FoldX 4 stazenim binarniho souboru a jeho umisténim do adresafe /foldx/.
FoldX je volné k pouziti v akademické sfére a je mozné stdhnout jej na strankach FoldX
Suite!. Alternativou je nainstalovat Modeller, ktery je rovnéz k volnému akademickému
pouziti.

Yhttp: / /foldxsuite.crg.eu/academic-license-info
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5.1 Prediktor

Prediktor samotny je naprogramovany kompletné v jazyce Python 3 pro snadnou znovupo-
uzitelnost. Je rozdélen do 3 soubort: predictor.py jez slouzi jako CLI prediktoru a fidi
cely vypocet, isosurface.py se samotnym hledanim izoploch v elektrickém poli proteinu
a export.py pro graficky export spoc¢tenych izoploch. Vyuziva tyto knihovny:

¢ scikit-image pro hledani izoplochy ve volumetrickych datech

o gridDataFormats pro nacitani volumetrickych dat ve formatu OpenDX .dx
e Colour pro generovani nahodnych, avsak unikatnich barev pro objekty

¢ Biopython pro prevod textovych reprezentaci AK

Vsechny vyjmenované knihovny jsou stazitelné z repozitafe PyPI. Pro funkci prediktoru
musi byt déle nainstalovany FoldX (ve formé bindrni aplikace) nebo Modeller (ve formé
Python knihovny). Prediktor vyzaduje alesponi jeden z nich na vytvareni mutantnich struk-
tur. Oba nastroje jsou sice zdarma pro akademické pouziti, nicméné licence neumoznuji
jejich sireni, coz je duivod pro¢ nejsou zahrnuty v souborech projektu. Dal$imi externimi
nastroji, které prediktor pouziva jsou APBS a PDB2PQR slouzici pro vypocet elektrického
pole proteinu. Jedné se o oteviené SW a je prilozen — licence umoznuje sifeni.

Pro stanoveni predikce jsou porovnany hodnoty mutanta a WT. Mutant vytvoreny Mo-
dellerem podstupuje lokaln{ optimalizaci v misté mutace, tak aby vysledna mutace byla fy-
zikalné realnd. Kdezto mutant vytvoreny FoldX je vytvoren tak, Ze nejprve podstupuje glo-
balni optimalizaci WT (,opravu®, funkce RepairPDB) a v rdamci provedeni mutace (funkce
BuildModel) je provedena optimalizace znova — nicméné pripomind spise uz lokélni opti-
malizaci. Ve vysledku nicméné mutant z FoldX podstoupil globalni optimalizaci. Pti lokdini
optimalizaci nastroj pohybuje pouze s uréenym reziduem a jeho bezprostfednim okolim. Do
uvahy se neberou vsechna fyzikdlni omezeni. Pti globdini optimalizaci se naopak pohybuje
s celou strukturou a ve vysledku by méla odpovidat struktufe v solventu, nikoliv krystalové
strukture vzeslé z krystalografického experimentu.

Proto se da ocekavat, ze struktura mutanta se muze i vyrazné lisit od WT. A to niko-
liv vlivem samotné mutace, nybrz vlivem optimalizace. Proto se zda nevhodné porovnavat
pfimo hodnoty ziskané na WT s hodnotami mutanta. Je tedy nutné rozhodnout, jakou
strukturu pouzit jako referenc¢ni. Déale vyjmenované referenéni moznosti jsou ilustrovany
na proteinu PKS na obrizku 5.1. Nasnadé je porovnat mutanta z FoldX s optimalizova-
nym WT také pomoci FoldX (obrazek 5.1B). Toto pravdépodobné neni dobra reference
pro porovnani s mutantem vytvorenym Modellerem, protoze globalni optimalizace FoldX
je agresivnéjsi. Vhodné vsak neni ani porovnani s origindlnim WT (obrézek 5.1A), nebot
v ném zase neni provedena optimalizace Zadna. ReSenim je vytvoiit lokalné optimalizovany
WT v misté mutace, ale bez provedeni mutace samotné (tzv. selfmutant?, obrazek 5.1C).
Neprakti¢nosti tohoto reseni spoc¢iva v tom, Ze prinasi rezii ve formé nutnosti vypocitat self-
mutanta pro kazdou mutovanou pozici, coz v pripadé datasetu o velikosti Whiteheadu muze
byt vyrazné rezie. Provedené experimenty (viz kapitola 6.2) potvrdily domnénku, ze jediné
dvé smysluplné varianty predikce jsou porovnani FoldX mutanta s glob. optimalizovanym
WT a Modeller mutanta s Modellerem selfmutantem. CLI prediktoru proto nabizi na vybér
jen néstroj pro tvorbu mutace mezi FoldX a Modellerem a neumoziuje vytvaret jmenované

2Tedy mutant ziskany mutaci WT sdm na sebe.
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nevalidni kombinace. Pri¢emz preferovana varianta je Modeller, nebot originalni struktura
je upravena v mensi mire, coz zmensuje chybu zaneseni chyby muta¢nim néastrojem.

(D) Lok. optimalizace struktury Modellerem apli-

(C) Lok. optimalizovana struktura Modellerem Kovana globélné

Obrazek 5.1: Ilustrace izoploch riizné optimalizovanych variant WT proteinu PKS. Kazdy
z obrazku zobrazuje nalezené kladné izoplochy proteinu. Bile je pfitom znazornéna nejveétsi
z nich. Ostatni jsou obarveny ndhodné, aby je bylo snadné odliSit. Azurova mrfizka pred-
stavuje povrch atomu. Vlevo nahore jsou izoplochy nemodifikované originalni struktury.
Vpravo nahote je opravend struktura FoldX — globdlné optimalizovanda. Je mozné povsim-
nout si zmén nejen tvaru povrchu, ale i tvaru, velikosti a souvislosti samotnych izoploch.
Vlevo dole je struktura lokalné optimalizovand Modellerem. Ta se naopak lisi prakticky
jenom v mistech provedené optimalizace (vystupek na levé strané proteinu), coz zde vSak
dokonce vede k rozpadu nejvétsi izoplochy ve dvi. Vpravo dole je pouze ilustrac¢ni vari-
anta vysledku stejné lokalni optimalizace, avsak aplikované v rozsahu celého proteinu. V
disledku toho, Ze nékteré vazby jsou pri ni ignorovany, dojde k rozpadu vyssich struktur
proteinu.

Vznikly mutant i optimalizovana struktura jsou analyzovany programem APBS, jehoz
¢innost je urcena instrukcemi a parametry ve specidlnim souboru s piiponou .in. Ten je
sekundérnim vystupem programu PDB2PQR (vynuceny prepinacem --apbs-input). Hlav-
nim vystupem je PDB soubor upraveny (s pfiponou .pgr, argument --ff=parse) pro béh
v APBS, pricemz hlavni zménou je doplnéni vodik do struktury. Ty se bézné v PDB
souborech vynechavaji, nebof jejich pozice je mozné odvodit. Vystupni .in soubor je poté
upraven tak, aby APBS zapsal také volumetricky soubor s povrchem proteinu (.smol.dx)
a nastavil zadané ionické sily pro vypocet. Ostatni parametry jsou ponechany — vychozi
teplota je 298,15 K (ptiblizné 25°C).

Vystupni soubor s elektrickym polem (.pot.dx) je prohleddn na izoplochy na zadané
arovni el. potencidlu metodou Marching Cubes implementované v knihovné scikit-image.
Vysledkem je trojuhelnikova sit definovand mnozinou vrcholi a mnozinou trojuhelnikt da-
nymi odkazy na své vrcholy. Jsou to vSak izoplochy pres veskery objem specifikovany .in
souborem. Jsou tedy néasledné oriznuty tak, Ze je ponechana pouze ¢ast nad povrchem
proteinu. Pouzit je k tomu vystup z APBS s informaci o povrchu. Trojihelniky tvorici izo-
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plochu jsou prochazeny a pokud néktery z nich ma alespon 2 vrcholy vevniti proteinu, je
z izoplochy odebran. Trojuhelnikova sit je dostateéné jemna na to, aby pouhé odstranovani
nezpusobovalo nepresnosti. Vypocet celkové plochy je proveden jako suma obsahu jednotli-
vych trojuhelniki, jejichz obsah je vypocten zndmym vzorcem pro vektorovy soucin, resp.
pomoci délky takto vzniklého vektoru.

Pro nalezeni nejvétsi plochy je vsak nutné provést analyzu souvislosti izoploch vzniklych
v predchozim kroku. Ta je provedena pres analyzu souvislosti vrcholi ve funkci distincty
_areas. Pro kazdou potencidlné samostatnou plochu je vytvoren objekt typu surface ob-
sahujici seznam trojuhelnik ji tvorici. Zaroven jsou vsechny vrcholy bud k néjaké z nich
prifazeny, nebo jesté nebyly zpracovany. Trojihelniky jsou jednotlivé prochazeny a je-li né-
ktery z vrcholt trojuhelnikt soucasti nékteré plochy, je k ni pfifazen i on. Ostatni vrcholy
jsou také prifazeny této ploSe a pouze tehdy, pokud trojihelnik obsahuje konfliktni vrcholy
pritazené rozdilnym plocham, dojde k sjednoceni ploch a pritazeni dotéenych vrcholi se
aktualizuje. V pripadé, ze zadny vrchol neni prirazen, je pro néj a trojuhelnik vytvorena
nové plocha. Po pruchodu vsemi trojihelniky zustdvd mnozina nespojitych izoploch, které
1ze obarvit.

Prediktor vysledek findlni vypocetni fize exportuje ve formatu .r3d (Raster3D format)
[18, 19], coz je textovy formét specifikujici grafickou scénu ve formé zdroje svétla a se-
znamu grafickych primitiv, vyvinuty pro program Raster3D, jejz autofi popisuji jako pro-
gram na tvorbu ,fotorealistické molekularni grafiky“. Tento vystup je zamyslen predevsim
pro pozdéjsi vizualné-manudlni validaci a analyzu konkrétniho piipadu predikce v programu
PyMOL (viz podkapitola 5.3), pficemz tento format je jediny geometricky format, ktery
PyMOL umi naéist®, ¢imz je volba jasné dana [20]. Vystupni soubor mé nésledujici grama-
tiku:

SOUBOR = HLAVICKA GEOMETRIE*
HLAVICKA := POPIS nl NASTAVENI
POPIS = text ; maximdlné 80 znaki
NASTAVENI := ...
GEOMETRIE := TYP nl HODNOTY nl | ; geometrické primitivum
# text nl ; komentar
TYP =0l 1| ... 119 ; typ geometrického primitiva
HODNOTY =L ; dle typu i na vice féadcich

kde nl a text jsou termindly pro novy fadek a libovolny jednotadkovy text. Hlavicka
ma 20 radku specifikujici vlastnosti scény, osvétleni a kvality vystupu. Prvni fadek POPIS
obsahuje nazev souboru (napt. Generic R3D file header (Molscript V2.02)%). Ze zku-
Senosti plyne, ze hlavicka je PyMOLem ignorovana, vystupni soubory tedy maji generickou
hlavicku pro soulad se syntaxi. Soubor obsahuje geometrické objekty reprezentované né-
kolika druhy geometrickych primitiv (napt. trojuhelnik, koule, text, ap.) parametrizované
¢iselnymi hodnotami oddélenymi bilym znakem.

Pro tuto préaci je zajimavy typ 1 — trojuhelnik — s formatem hodnot: X1 Y1 Z1 X2 Y2
Z2 X3 Y3 X3 R G B, kde prvni 3 trojice specifikuji vrcholy trojihelniku (pomoci redlnych
¢isel) a posledni trojice barvu (slozky barvy jsou ¢isla od 0 do 1, takze napft. bila je: 1.0
1.0 1.0). Je mozné specifikovat i prihlednost pomoci materidlu — typ 8 — ve formétu: _
_ SR SG SB CLRITY _ _ _ MORE (znak _ znadi vynechdni popisu termindlu), kde trojice

3Zajimavosti je, ze PyMOL kromé toho umi exportovat do fady dalsich geometrickych formati, ale ani
z jednoho z nich neumi ¢&ist. Cili nepodporuje ani jeden geometricky format zaroven pro zapis i ¢teni.
4Molscript je jeden z programt umozinjici vystup do .r3d.
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SR SG SB slouzi k nastaveni barvy odrazeného svétla (zdpornd hodnota znamend, ze dana
slozka svétla neni definovdna materidlem, ale prislusnym primitivem), CLRITY pak prithled-
nost (¢islo od 0 do 1 — od zcela nepriihledného po zcela prihledny). Protoze material muze
byt specifikovan na vice fadcich, hodnota MORE urcuje pocet téchto radkt navic. Ostatni
primitiva v souboru piebiraji vlastnosti posledniho pred nimi specifikovaného (je-li takovy)
materidlu. Toto prebirani vlastnosti se da zrusit primitivem typu 9. Nicméné, zda se, ze Py-
MOL ignoruje vsechny hodnoty kromé CLRITY a MORE a také typ 9. Nastaveni priihlednosti
je tak mozné zrusit nastavenim nového materidlu s nastavenim pivodni prihlednosti. Py-
MOL nepodporuje zménu pruhlednosti objektu nac¢teného z formatu .r3d, proto je potieba
prihlednost zanést do souboru.

5.2 Experimenty

Implementace experimentl je umisténa v adresafi /experiments/, kde kazdy z experi-
mentu méa svij vlastni podadresar, ve spole¢ném adresari jsou pouze sdilené soubory. Ex-
perimenty je zde minéna cilend produkce novych dat k analyze ze zdrojovych dataseti.
Naprogramovény jsou predevsim skripty v jazyku PowerShell (ve verzi 7), ale také Shell
nebo Python dle experimentu. PowerShell byl zvolen proto, Ze se jedna o multiplatformni
systémovy skriptovaci jazyk. PowerShell je objektovy (a tedy typovany) jazyk s podporou
paralelizace a zfetézeni piifkazil operdtorem |°. Umoznil rychlé a prehledné prototypovani
experimenti. V experimentech slouzi na Tizeni — spousténi jinych skript a bindrnich apli-
kaci, predzpracovani jejich vstupnich dat a argumentt, postprocessing a agregaci dat do
vystupnich soubort.

PowerShell je také pouzit k paralelizaci vypocti a parametrické generovani spoustécich
Shell skriptt (create-job.psl) pro cloudové vypocty. Vypocty nad datasetem Whitehead
bézeli totiz vyluéné ve vypocetnim gridu MetaCentrum®. Vipocet predikce pro jednoho
mutanta totiz trva kolem 2 minut strojového ¢asu. Vypocet na vsech témér 20 tisicich
mutantech tak zhruba zabere 28 CPU dni.

MetaCentrum je vypocetni grid, tedy spojeni mnoha vypocetnich clustert. Sklada se ze
sité uzli, které lze rozdélit na: éelni, datové a vypocetni. K ¢elnim uzltim je mozné se pripojit
z vnéjsi sité a zaradit do fronty tzv. ,,job“ (dale tiloha) reprezentovany cestou k shellovému
skriptu. Datové uzly obsahuji diskova pole o velikostech stovek TB az jednotek PB volné k
vyuziti pro uzivatele MetaCentra. Datové uzly jsou namapovany do souborovych systému
Celnich a vypocetnich uzli protokolem NFS. Na vypocetnich uzlech nasledné bézi samotna
uloha. Pti tvorbé tlohy je nutné specifikovat planovanou dobu béhu, pocet jader (pfip. i
vice CPU v clusteru), vyzadovanou opera¢ni pamét a volitelné také vyzadovanou lokalni
diskovou pamét. Planovac nasledné naplanuje tilohu k béhu v uréitém ¢asovém slotu urcitého
uzlu za zohlednéni téchto pozadavki. Je mozné specifikovat pozadavky i detailnéji, napf.
na konkrétni vypocetni cluster, na konkrétni mésto, na CPU s podporou urcitych instrukei,
ap.

Planova¢ nasledné kontroluje, zda tloha nevyuziva vice prostiedki, nez o kolik bylo
zazddano, a v takovém pripadé ulohu ,zabije®. V pripadé prekroceni rezervovaného casu
zabiji okamzité. Nicméné ze zkusenosti plyne, Ze v ostatnich pripadech zabiji pouze pokud
dojde k vyraznému prekroceni — tedy asi k situaci, kdy procesy dané tilohy omezuji i ostatni
ulohy bézici na stejném uzlu, prip. vyuziji veskeré zdroje uzlu. Planovac¢ nesleduje mnozstvi

SPodobné jako roury v Shellu, nicméné zde roura pienasi ,,proud objekti“, nikoliv proud bajtii.
Shttps://metavo.metacentrum.cz/
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soucasné vyuzitych jader, nicméné prubézny strojovy ¢as (dale CPU cas) nesmi prekrocit
pomérny vyuzity rezervovany strojovy cas (= rezervovany Cas - pocet jader). Proto Fidici
skript (run-parallel.ps1) spousti stejny pocet podprocesu, jako je pocet ,rezervovanych
jader“ — najednou tak muze béZzet i o 1 proces vice, nez je pocet rezervovanych jader.
Kazdy podproces zpracuje davku mutantt pridélenych fidicim procesem. Neprobouzi-li se
fidici proces prilis ¢asto, tento vyuzity CPU c¢as ,navic“ je vyrovnan Casem cekani na
souborové operace a celkovy pomérny Cas neni prekrocen. Ve vétsiné béhu byl tento cas
¢ekani zodpovédny za 10 az 20 % nevyuzitého rezervovaného CPU casu. AvSak vyjimecéné
tato technika neuspéla, kdyz byly souborové operace prili§ rychlé a pomérny vyuzity cas
prekrocil 100 % — v takovém prfipadé bylo nutné tlohu spustit znovu s nevyuzitym poslednim
rezervovanym jadrem.”

Veétsi pozadavky pri vytvareni dlohy vétsinou prirozené vedou na jeji pozdéjsi zahajeni.
Avsak pozadovat napi. konkrétni mésto muze byt vyhodné kvli rychlosti v piipadé velkého
datového toku mezi vypocetnim a urc¢itym datovym uzlem, nebot linky z vypocetnich uzla
jsou Casto pretizeny. V takovém pripadé jednoduse dojde k zabiti tilohy z duvodu prekroceni
rezervovaného c¢asu zpusobené ¢ekanim na souborové operace. Ne vSechny vypocetni uzly
navic maji pfimy ptistup (pres NFS) ke vSem datovym uzlim. Doporuceny je pozadavek
na pridéleni lokalniho mista (tzv. SCRATCHDIR) pro soubory. Je to uz z vytréeného divodu,
kdy souborové operace pres sit jsou velmi pomalé a urceni priméreného rezervac¢niho casu se
stava velmi problematické. Proto experimenty bézely lokalné. Vstupni skript vzdy zkopiruje
program a vstupni data na lokalni disk a teprve potom se zahaji samotny experiment. Na
konci jsou data nahrdna zpét do datového uzlu. Je dilezité pred startem experimentu
nastavit proménou prostfedi CLEAN_SCRATCH=false, aby nedoslo k urychlenému smazani
lokalnich dat po ukonceni ulohy. V pripadech, kdy dojde k pred¢asnému ukoncéeni nebo
chybé je tak mozné data manudlné vyzvednout pomoci SSH — vypocetni uzly jsou pies néj
pristupné z Celnich uzla.

Velkou pozornost je tieba vénovat planovani ¢asu. Na tlohy, které zadaji o pridéleni
velkého mnozstvi ¢asu, prichazi fada pozdéji nez na kratsi tlohy. Nesta¢i pouze nastavit
rezervacni ¢as podle doby vypoc¢tu 1 mutanta, nebot i délka samotného vypoctu kolisa jak
rychlosti komunikace s datovymi uzly, tak rychlosti lokédlnich diskovych operaci. To je ovliv-
néno i ostatnimi tlohami bézicimi na clusteru. Je tak tfeba dbat na to, aby v rezervovaném
casu byla dostatecnd rezerva — napf. o polovinu ¢asu vice.

Uzly MetaCentra maji nainstalovanou pouze zakladni mnozinu programi a knihoven.
Nékteré programy lze v prostiedi MetaCentra donacist prikazem module add. Verze téchto
programu navic nejsou aktualni a ani konzistentni mezi vypocetnimi uzly. Proto jsem
z rejstiiku predpripravenych programu vyuzil pouze Python verze 3.6 (module add python36-
modules-gcc). Zbytek programi byl doinstalovian do uzivatelského adresare (umisténého
na nékterém z datovym uzli) a vyzadované Python knihovny byly nainstalovany nastrojem
pip do lokalniho adresafe. Takto je nutné pii kazdém novém sezeni aktualizovat proménou
PATH pro nalezeni binarnich programti, aktualizovat LD_LIBRARY_PATH o 1lib adresafe insta-
lace APBS a Modelleru, a také PYTHON_PATH o adresar s lokalné nainstalovanymi rozsitenimi
a knihovnami Modelleru. Toto predpripravené prostiedi bylo vzdy na zacatku experimentu
preneseno na lokalni dlozisté vypocetniho uzlu spolu s ostatnimi daty.

Protoze vypocet je nezanedbatelné naroény, byly zachovany vystupni soubory z jednot-
livych mezikroka vypoctu pro dataset Whitehead na serverech MetaCentra. To umoznuje
pripadnou novou analyzu bez nutnosti znovu vSechny data vypocist, nebo jejich pozdéjsi

"MoZn4 ,zpiisobeno® niz§im vyuzitim MetaCentra o Velikonocich.
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vizualizaci. VSechny soubory jsou komprimované a to nejen z duvodu Setfeni mista Me-
taCentra, ale predevsim pro zkraceni doby nahravani téchto souboril z vypocetnich uzla
ke konci tlohy. Jedna se o vystupy z APBS — soubory *.pot.dx a *.smol.dx s el. po-
tencidlem a povrchem proteinu. Dale o vystup prediktoru *.r3d s izoplochami. Velikosti
téchto soubori po kompresi jsou od 12,6 MB, 144 kB a 0,5 MB pro kazdou mutaci nejmen-
stho z proteini TEM1 az po 39,5 MB, 460kB a 1,3 MB nejvétsiho z proteini LGK. Celkové
priblizné 32 GB pro vsechny mutanty TEM1, 138 GB pro PKS, 280 GB pro LGK a dalsich
30 GB pro selfmutanty.

Analyzy vystupa z experimentii jsou v adresaii /analysis/ rozdéleny do slozek dle
zaméteni. Tyto analyzy jsou podklady pro psani nasledujici kapitoly. Vytvoreny jsou v ja-
zyce R a ulozeny v tzv. R Markdown souborech (.Rmd), jez je mozné pohodlné prohlizet,
spoustét a upravovat napr. programem RStudio. Vyuzivaji sdileného souboru ./data.r,
ktery definuje nékteré spolecné funkce. Predevsim to je funkce load_data, kterd unifikuje
nacitani dat z jednotlivych experimentii do R dataframii. Dale funkce compute_changes
pro vypocet relativnich a absolutnich zmén proménnych area a largest pro mutanty.

5.2.1 Vstupni a vystupni data

Zdrojova data pro experimenty jsou umistény v adresari /data/. Obsahuji jednotlivé datové
sady, PDB soubory (./pdbs/) a vystupy programu DSSP (./DSSP/) pro zkoumané proteiny.
Datové sady mutaci jsou normalizovany do formatu .csv a maji spole¢né sloupce dle tabulky
5.1:

sloupec pdb chain location mutation solubility
hodnota | PDB ID | pismeno | pfiroz. &islo* 1LC ¢islo
vyznam | protein misto mutace substituent | zlepSeni

Tabulka 5.1: Format tabulek predstavujicich datové sady.

*V jednom pripadé (dataset Surface Patches) sloupec location obsahuje 2 pozice oddélené
carkou specifikujici dvojmutaci.

Proteiny jsou specifikovany jejich PDB ID, vyjimkou jsou proteiny PKS a TEM1, jez nejsou
puvodem priimo z PDB, ale z homologniho modelovani a prevzaty z datasetu Whitehead.
Zména rozpustnosti muze byt bindrni (1 znamen4 zlepseni, jinak 0) — OptSolMut a Surface
Patches, anebo celo¢iselnd — Whitehead (zde je autory zlepseni stanoveno jako > 0,15). Mu-
tace s nezndmou rozpustnosti (vétsina Surface Patches) maji toto pole prazdné. Whitehead
dataset je rozdélen do dvou souboru podle expresniho systému — E. coli a kvasinka (YSD).
U Surface Patches je navic pritomen sloupec patch_ratio, ktery odpovidd namérené rela-
tivni hodnoté nejvétsi oblasti zjisténé autory — hodnoty jsou ru¢né doplnény z obrazkové
prilohy jejich ¢lanku.

Ne vsechny experimenty byly provadény s originalnim PDB souborem, proto jsou vsechny
pouzité PDB soubory prilozeny. Je u nich provéreno, ze se nejednd o tzv. ,asymetrické
jednotky* (angl. asymmetric unit), ale pfirozené usporadani (biological assembly), tak aby
v experimentech nebyl Sum v disledku méreni na shluku tvoreného danym proteinem, misto
na ném samotném. PDB soubor 1EER je déle upraven, aby obsahoval jen samotné rHuEPO
a ne cely proteinovy komplex obsazeny v origindlnim PDB, jehoz je rHuUEPO soucasti.

Vyslednéd data z experiment s mutanty jsou ve slozce /results/ (v pripadé vypoctu
v MetaCentru) nebo ve slozkdch jednotlivych experimenti /experiments/*/. Vysledna
data maji stejny format, jako byl uveden vyse, nicméné pritomné sloupce se lissi. Obsahuji
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navic nékteré z nasledujicich sloupct dle experimentu s nasledujicim vyznamem pro kazdého
z mutanti:

e area: Celkovy obsah vSech kladnych izoploch v A?
o largest/largest_area: Obsah nejvétsi z nalezenych izoploch v A?

e asa: Hodnota SASA vypoctend nastrojem DSSP v A

o rsa: Hodnota RSA vypoctena néstrojem DSSP (bezrozmérnd)
e netQ: Celkovy naboj mutanta pii neutrdlnim pH

e posQ: Suma ¢astecnych kladnych naboju pti neutralnim pH

Obecné dale plati, ze neobsahuje-li soubor sloupec mutation ani location, znamena to, ze
se jednd o vysledky pro originalni PDB (WT). Pokud pritom ale ndzev proteinu obsahuje
sufix _Repair, jedna se sice o WT, ale globalné optimalizovany néstrojem FoldX. Pokud
obsahuje ze dvou sloupcu pouze sloupec location, jedna se o WT s lokalni optimalizaci
Modellerem.

5.3 Vizualizace

Tlustrace proteini jsou vytvoreny pomoci nastroje PyMOL [21] slouziciho pro vizualizaci
riznych biologickych dat prostorového charakteru. Podporuje jak praci se strukturalnimi
daty (PDB), tak volumetrickymi daty ¢i geometrickymi primitivy, ale i rizné dalsi typy
dat. V praci byl pouzit PyMOL verze 2.3.

Zdrojové kédy vizualizaci proteini pouzité v praci se nachazeji bud v samostatnych
adresarich v adresafi /figures/ (ilustrace k textu), nebo jsou umistény primo ve zdrojo-
vych adresarich nékterych analyz, paklize jsou soucasti analyzy. Vizualizace jsou zachovany
v jedné ze dvou forem:

e« PyMOL sezeni
Ulozeno ve formatu .pse (PyMOL Session). Sezeni uklada data vSech pouzitych entit
v jejich momentdlnim stavu, jejich zobrazeni (typ vizualizace, obarveni, viditelnost,
aj.) spolu s definici pohledu. Obréazek je mozné exportovat pouzitim GUI File/Export
Image As/PNG.

e« PyMOL skript
Skript (.pml) sestava z PyMOL prikazu, které tvoii jakysi skriptovaci jazyk podobny
jazyku Tcl. Ne vSechna funkcionalita mé své API.

Nevyhodou PyMOL sezeni je jeho pomérné velké velikost (v fadech desitek MB) a také to,
ze neuchovava posloupnost vykonanych piikazu — nelze je tedy zpétné odvodit. Naopak ale
zapouzdiuje vSechno ostatni do jediného souboru. Také je jedinou moznosti, je-li vyuzita
néjaka funkce pristupné pouze skrze GUI.

35



Kapitola 6

Experimenty

Tato kapitola obsahuje namérené vysledky ziskané navrzenym néstrojem — soucet obsahu
izoploch (area) ¢i velikost nejvétsi z nich (largest) — na datasetech uvedenych v pod-
kapitole 3.3 a také na proteinu rHUEPO z ¢lanku Surface Patches pro srovnani vysledkua
origindlni a aktuédlni metody (kapitoly 3.2 a 4). Implementacéni detaily experimenti jsou
v predchozi podkapitole 5.2. Kapitola za¢ina rozsahlym tivodem o ptistupu k experimenttim
— vlastni experimenty jsou v podkapitolach.

Hlavnim cilem experimentii je ovéfit, zda jedna z vlastnosti area, largest je schopna
predikovat vliv mutace na rozpustnost i u jinych proteini nez u téch, na které se zameé-
fili autori Surface Patches, pripadné pri jakych parametrech predikce dosahuje nejlepsich
vysledkt. Zakladni vyhodnoceni bude provedeno pomoci téchto 3 indikatori:

e Pearsontiv korela¢ni koeficient p

o Matice zdmén a z ni vypoctené tradi¢ni hodnoty uspésnost (accuracy, ACC), presnost
(precision, PPV!) a citlivost (sensitivity/recall, TPR?), a dale také MCC (Matthew-
suv korela¢ni koeficient)

e XY zavislostni graf zmény rozpustnosti na namérenych hodnotéich

Kazdy z téchto indikatori ma vsak svoje nedostatky.

U Pearsonovy korelace je to fakt, ze upozornuje na linedrni zavislost mezi dvéma veli-
¢inami. Nehodi se tak pro srovndni spojitého souboru dat (naméfend data) a diskrétniho
souboru (bindrni zména rozpustnosti — dataset OptSolMut). Ackoliv v pfipadé zfejmé sou-
vislosti se korelace také projevi. Druhou a zdvaznéjsi nevyhodou Pearsonova koeficientu
je, ze ho lze zmast smisenym souborem, kdy je soubor sestaven z nékolika podsoubori,
jez maji rozdilné statistické rozlozeni (zejména prumeér) obou sledovanych proménnych. To
je mozné si predstavit na libovolném datasetu o vice nez jednom proteinu. Proteiny maji
ruzné elektrické pole (napt. v dusledku prostého rozdilu ve velikosti molekuly) a ve vy-
sledku i rtizné namérené hodnoty area, largest — v naméfenych hodnotach lze proteiny
od sebe segmentovat (odlisit). Déle, kazdy protein mé svoji relativni rozpustnost vici svym
homologim. Lze si to predstavit jako pravdépodobnost s jakou zlepsime jeho rozpustnost
nahodnou mutaci. Jednoduse tedy dojdeme k zavéru, zZe je-li v souboru néjaky podsou-
bor proteinu s vyrazné odlisnou velikosti naméfenych hodnot od priaméru celého souboru

'Positive Prediction Value
2True Positive Rate
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a zaroven odlisnou relativni rozpustnosti, soubor vykaze (anti)korelaci. Slabé korelace tedy
muze byt matouci.

Zavedme nové relativni proménné *_relative a *_diff — relativni a absolutni zména
prislusné proménné u mutanta vaci WT. Takto zminény nedostatek zpiisobeny segmentaci
proteinti v naméfenych hodnotdch minimalizujeme. Avsak stile se 1ze domnivat, ze vétsi
protein bude mit i podobné mensi rozsah relativni zmény oproti mensimu proteinu, uvazime-
li, ze stale provadime jednobodovou mutaci. Pomoci téchto odvozenych proménnych je navic
mozné pohodlné porovnavat Uspésnost mutaci mezi sebou. Vyrusit nedostatek zcela by
bylo mozné spoctenim korelace zvlasté pro jednotlivé podsoubory (proteiny) a agregovat
vyslednou hodnotu.

Matice zamén je bézny nastroj k vyhodnocovani binarnich predikci. Vyhodnocovany jev
je zde zména rozpustnosti a za pozitivni pripady jsou pripady jejiho zlepseni. Ze statistic-
kych proménnych s ni svazanych budou pouzity Gspésnost a predevsim presnost a citlivost
spoctené v tomto poradi jako:

TP +TN TP TP
Acc N PPV TP+ FP R TP+ FN

kde TP, TN jsou spravné klasifikované pozitivni a negativni piipady a FP, FN Spatné
klasifikované. N je celkovy pocet pripadi.

Uspésnost predstavuje pomér spravné klasifikovanych p¥ipadi. Jelikoz ale datasety nejsou
vybalancované z hlediska sledovaného jevu a konstantni predikci zhorSeni by tak bylo do-
sazeno uspésnosti lepsi nez ndhodného prediktoru, je Uspésnost signifikantni pouze tehdy
kdyz ACC > max(pos,neg) / N (pos/neg — pozitivni/negativni pripady celkem). Pfesnost
je snad nejzajimavéjsi ze tfi proménnych, protoze predstavuje pomér spravné klasifikova-
nych pozitivnich pripada. Vysokd presnost by znamenala, ze prediktor dokaze poukazat na
skupinu mutaci, mezi nimiz se nachazi ty perspektivni a predevsim tyto ma smysl prove-
Fit experimentalné — to by vedlo k tspore prostredku. Citlivost pak urcéuje pomér, kolik
pozitivnich ptipadi bylo nalezeno z jejich celkového poctu.

Tyto proménné ale nelze vyhodnocovat izolované, protoze je jednoduché je vychylit.
Kupt. konstantni predikce zlepSeni vede na 100% citlivost. Naopak v situaci (extrémni pro
ilustraci) kdy TP = 1, FP = 0 a pos = 100 je presnost 100 %, ale pfitom je opomenuto 99 %
vSech pozitivnich piipadi. Reseni je tak vyhodnocovat tyto proménné v kontextu té druhé
— hledat vysokou presnost a zaroven nenechat klesnout citlivost ptilis nizko. Pro pohodlnost
ale bude uvedena také hodnota MCC, ktera se ¢asto pouziva pravé v oblasti bioinformatiky
[22]:

TP xTN —FP xFN
/(TP +FP)(TP +FN)(TN +FP)(T'N + FN)

Tato hodnota je ve skutecnosti korela¢ni koeficient pro bindrni data a samostatné umoznuje
objektivné zhodnotit prediktor. Je to diky tomu, Ze je symetrickd. Tzn. Ze obou tridam je
implicitné prifazena stejna vaha a tedy neni ovlivnéna nevyvazenosti datasetu. Stejné jako
u Pearsonovy korelace nabyva hodnot od —1 (prediktor se nikdy netrefi: TP = TN = 0)
pres 0 (odpovidd ndhodé) do 1 (dokonaly prediktor: FP = FN = 0).

Matici zamén nelze pouzit samotnou, protoze muze zakryt Spatnou predikei i piipadnou
existujici korelaci. AvSak také Pearsonova korelace miize nezachytit zavilost, pokud je jina
nez linearni. P roto bude pouzit i zavislostni graf pro vizudlni evaluaci.

MCC =
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6.1 Komparace originalni a aktualni metody

Tvirci originalni metody svoji predikci vyzkouseli pouze na mutantech rHuEPO. Ackoliv
existuji odlisnosti aktudlni metody od origindlni (viz kapitola 4), neméli by metody dosa-
hovat protichtdnych vysledki. Avsak, zvoleny protein ma tu vlastnost, ze velmi velkd ¢ast
jeho povrchu je kladné nabita. To je také pri¢inou toho, Ze jeho el. pole ve formé izoplochy
je tvoreno predevsim jedinou souvislou plochou nadkryvajici témér vsechny kladné oblasti
— tvori 90 % celkové izoplochy. JelikoZ jsou tak izoplochy spoctené aktuilni metodou spo-
jeny, kdezto oblasti origindlni metodou jsou méné koherentné spojeny, ¢i i oddélené, da
se ocekavat, ze zmény hodnot u mutanti budou u origindlni metody markantnéjsi. Stale
by vSak méli zachovavat stejnou tendenci. Ze stejného divodu je oCekavatelné, ze hodnoty
area_change a largest_change budou navzijem velmi podobné. Surova data z experi-
mentu jsou v souboru /experiments/1EER/areas.modeller.csv.

Srovnani naméfenych hodnot v praci (area, largest) a v Surface Patches (patch_ratio)
jsou na grafu obrazku 6.1 nahotfe. VSechny hodnoty v grafu jsou relativni vic¢i hodnotam
ziskanym na W'T. Predeslé predpoklady na vysledky se tak napliuji. Prestoze na prvni
pohled se na grafu hodnota patch_change vyrazné odliSuje od zbylych dvou, pfi blizSim
zkoumani se potvrzuje, ze metody jsou vyrazné podobné a odpovidaji predeslym pred-
pokladim a poukazuje na to ostatné i hodnota korelace (viz tabulka 6.1). Hovoii pro to
jednak to, Ze u 4 hlavnich sledovanych (exprimovanych) mutaci je jejich vzajemné poradi
stejné u vSech 3 proménnych. Jednak také to, ze pro 3 sledované skupiny, rozdélené dle
ocekavaného efektu mutace:

1. Skupina s poklesem — bez obréceni polarity ndboje (v grafu prostiedni, resp. Sedd)
2. Skupina s vyrdzngm poklesem — s obracenim polarity (levé, resp. zelend)
3. Skupina s narustem (prava, resp. ¢ervend)

je tendence konzistentni v ramci skupiny pro kazdou z nich, a to opét u vSech proménnych.
V 1. a 2. skupiné tak k poklesu vzdy dojde, a opac¢né u 3. skupiny vzdy dojde k narustu.
Pricemz ve skupiné s obracenim polarity naboje dochazi ¢astéji k vyraznéjsimu ponizeni, nez
u druhé skupiny bez obraceni polarity. A to je také konzistentni bez ohledu na proménnou.

P

patch__change

area__change

largest__change

patch__change
area__change
largest_ change

1
0.776
0.721

1
0.969

1

Tabulka 6.1: Pearsonova korelace mezi zkoumanymi proménnymi s hodnotami ziskanymi na
datasetu Surface Patches.

Odlisnosti jsou lépe patrné, seradi-li se data dle hodnoty patch_ratio — viz spodni graf
obrazku 6.1. Aby byly rozdily viditelnéjsi a srovnatelnéjsi, smérodatna odchylka promén-
nych byla normalizoviana (patch_change beze zmény):

SD(area__change) = SD(largest__change) = SD(patch__change)

Ukazuje se, ze aktuilni metoda v pripadé tohoto proteinu podava vysledky podobnéjsi
teoretickému ocekavani o zméné celkového naboje. Neboli, je mozné dle zmén oddélit mutace
spadajici do 1. skupiny a do 2. skupiny — to je prezentovano délici ¢arou na spodnim grafu
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Obrazek 6.1: Graf ziskanych hodnot na datasetu Surface Patches spolu s hodnotami
patch_ratio prevzatych z ¢lanku demonstruji, ze jak aktualni, tak origindlni metoda pii
bliz§im zkoumdani podédvaji velmi (ne vSak zcela) podobné vysledky. Vsechny proménné
zobrazuji relativni pokles/nariust (osa y) téchto hodnot u daného mutanta (osa x) vidi
hodnotam WT. Zvyraznény jsou 4 mutace se zndmou rozpustnosti. Na vrchnim grafu jsou
mutace roztfidény horizontalné na 3 kategorie podle o¢ekavani — zleva: priznivé obracejici
polaritu nédboje (na ose zelené), ostatni priznivé (Sedé), neptiznivé (Cervené). Spodni graf
je sefazen, a proménné jsou normalizovany, dle hodnot patch_change. Pouzitd metoda:
lokélni optimalizace Modellerem + Modeller mutant.



— hodnoty 1. skupiny jsou vzdy nizsi, nez hodnoty 2. skupiny. U origindlni metody tento jev
nefunguje zcela — viz leva ¢ast spodniho grafu, kde jsou promichany mutace z obou skupin.

Zatimco spousta mutaci si u obou metod spise vzajemné odpovida, u jinych jsou vyrazné
rozdily. Mutace, kdy originalni metoda zaznamenala zna¢né mensi zménu nez aktualni
metoda maji nékolik moznych vysvétleni. V pripadech, kdy origindlni metoda detekuje
podstatné mensi zménu nez aktudlni (napt. 140D, 4D a mnozstvi mutaci 2. a 3. skupiny),
se pravdépodobné jednd o to, Ze mutace jsou zamireny do mist, kde je i po mutaci ndboj
nad prahem a velikost kladné oblasti se tedy nezméni natolik, jako samotnd izoplocha,
kterd zménu reflektuje v plné mire. Opacné vykyvy jsou pak zpusobeny prakticky vyhradné
2. skupinou a muzou byt vysvétleny tim, ze ibytek stejného naboje, zptsobi vétsi zmenseni
nejvétsi kladné oblasti, nez nejvétsi izoplochy. U nejvétsich rozdili (G151D nebo F48D)
ale pravdépodobné dochazi k rozbiti nejvétsi oblasti ve dvi, ¢imz je vysvétlen drasticky
propad. Muze zde ale roli hrat i pravdépodobnad zména lokdlni konformace v dusledku
zmény hydrofobnosti rezidua (glycin i fenylalanin jsou hydrofobni latky), ktera je zapoc¢tena
pouze v aktualni metodé diky pritomnosti lokalni optimalizace.

Déle je vhodné pripomenout, ze ve vysledcich ¢lanku neodpovidala zjisténa rozpust-
nost mutace 48D predpovédi, ale naopak by odpovidala predpovédi aktudlni metodou (vice
viz kapitola 3.2). Kromé toho neni cilem, aby aktualni metoda podévala naprosto stejné
vysledky jako originalni, nebot pouze 4 vybrané mutace byly provéreny na rozpustnost.
Upustime-li od porovnavani hodnot pouzivanych vnitiné pro predikci, pro samotnou pre-
dikci, plati, ze se originalni i aktualni metoda shoduji ve vsech 34 pripadech.

6.2 OptSolMut dataset

V této podkapitole je vykon prediktoru otestovan v rtznych nastavenich na datasetu Opt-
SolMut, ktery je variabilni ve vice hlediscich, zejména obsahuje mutace rtiznych proteint.
Mutanti byli pro kazdou z celkovych 105 mutaci datasetu vypocteni jak Modellerem, tak
FoldX. U druhého zminéného nastroje vSak s vyjimkou mutaci proteinu 1INZX. FoldX 4,
ve verzi ke stazeni k 23. 1. 2020°, pfi vypoétu mutaci pro tento protein neocekavané ukonéi
¢innost bez jakékoliv chybové ¢i nezvyklé hlasky. Autori byli uvédomeéni o chybé, spolu
s postupem reprodukce chyby, neprojevili vSak zadnou reakci.

Analyza el. potencidlu byla kromé mutantti provedena i pro originalni struktury, glo-
bélné opravené (optimalizace FoldX) a lokalné opravené (selfmutanti z Modelleru). Celkové
je tedy kombinaci, jakym zptisobem lze pristoupit k vypoctu predikce:

{FoldX, Modeller} x
{area_change, largest_change} x
{origindlni, glob. opravend, lok. opravena}
=12
Pro obraznost byly vypoc¢teny hodnoty MCC pro vSechny z nich, ackoliv v kapitole 5.1 je

objasnéno, ze v pripadé nékterych z nich se nejednd o validni pfistup — napf. porovnani
FoldX mutanta s originalni strukturou, tedy porovnani krystalické struktury se silné op-

3Tviirci bohuzel neuvadéji verzi ani datum sestaveni programu a parametr —-version, piftomny v né-
povédé, nefunguje.
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timalizovanou. VSechny hodnoty MCC jsou v tabulce 6.2. V ni je mozné spatrit nékolik
jevi:

1. Ve vétsiné nastavenich se projevuje antikorelace, a sice v nékterych pripadech (¢ervené
zvyraznény) na nezanedbatelné trovni.

2. Existuje i nastaveni s nezanedbatelnou korelaci (zvyraznéno zelené) — tedy fungujici
podle predpokladi.

3. Glob. optimalizovana struktura v kombinaci s area_change nema naprosto zadny
vyznam — podava vysledky na drovni ndhody.

4. Pokud je pouzit FoldX s referenci jim neoptimalizovanou, dochézi k splyvani vykonosti
area_change a largest_change. Pfi pouziti Modelleru k jevu nedochdzi.

5. Nejsilnéjsich (anti)korelaci je dosazeno pii pouziti originadlniho PDB jako reference.

Prvni jev by znamenal, Ze predikce funguje obracené, nez bylo navrzeno v ¢lanku. To by
ale bylo v rozporu s jevem druhym. Voditko k tomu, ¢im je to zpusobeno, je nasnadé
pfi zohlednéni jevu ¢islo 5. Glob. optimalizace nebo mutace pomoci FoldX je pomérné
agresivni zména struktury — viz hodnoty FoldX mutanta vs. originalni struktury. Kdezto
lok. optimalizace nebo mutace Modellerem je méné vyznacéna — viz Modeller mutant vs.
originalni struktura, piip. FoldX mutant vs. lok. optimalizovand struktura. Ze stejného
divodu také maji lok. optimalizované struktury v prvnich 3 sloupcich slabéjsi korelaci nez
u originalni struktury.

MCC
FoldX* Modeller

nastroj

romeénni
area_change | largest_change | area_change | largest_change

reference

originalni —0,363 —0,365 —0,267 -0,123
glob. opravena —0,012 —0,179 —0,045 40,274
lok. opravena —0,215 —0,214 —0,166 +0,105

Tabulka 6.2: Matthewsiiv korelacni koeficient mezi predikci zmény rozpustnosti a realnou
zménou ziskanych na datasetu OptSolMut. V kazdé bunce je MCC spoc¢teno podle pa-
rametri uréenych v fadcich a sloupcich. Sloupce ukazuji, podle které proménné se pre-
dikuje — podle zmény velikosti sumy izoploch (area_change), nebo nejvétsi izoplochy
(largest_change); a pomoci kterého z obou néstroji je vytvoren mutant. Radky uréuji
referen¢ni strukturu pro vypoéet zmény. Cervené zvyraznény jsou vyrazné antikorelace,
kdezto zelené jsou korelace. Vysledky je mozné ¢ist tak, ze funguje-li na tomto datasetu
metoda Surface Patches, funguje spise opacné, nez bylo zamysleno.

*Pro FoldX nebyla spoc¢tena ani 1 ze 3 mutaci struktury PDB 1NZX, nebot s ni mél néastroj
potize.

Pri¢inu vyskytu jevu 5 je mozné odhalit na obrazku 6.2. Graf zobrazuje zménu obou

proménnych pro jednotlivé mutace rozdélenych do mrizky dle proteinu. Je vidét, ze témér
vSechny mutace v rameci jednoho proteinu jsou vychyleny stejnym nebo podobnym smérem
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od stfedu, a to i ve stejné mire. Kromé proteint 1COL a 1Z0Q je to mozné pozorovat na
vSech ostatnich. Nejlépe vsak na proteinu 1IRGG, kde se mutace shlukuji v tomtéz misté
vzdaleného od stfedu nehledé na to, zda se jedné o priznivou, ¢i nepriznivou mutaci. Tento
efekt spolu s tim, ze dataset je nevyvazeny vzhledem na priznivost mutace (61 neptiznivych
vs. 44 priznivych) vede na zdanlivou korelaci. Tim je tedy vysvétlen puvod antikorelace
u vSech variant, které maji jako referenci originalni strukturu. Ale také o néco slabsi korelaci
mezi FoldX mutanty a lok. optimalizovanymi strukturami, nebot optimalizace FoldX je
vyraznéjsi. A tedy timto je vysvétlen i jev prvni. A ve skutecnosti je toto i pri¢inou jevu
druhého, kde jsou pouze nastroje FoldX a Modellerem pouzity naopak (FoldX s vyraznéjsi
glob. optimalizaci pro referenci a méné vyrazny Modeller pro mutaci), coz vede na obraceni
znaménka korela¢niho koeficientu.
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Obrazek 6.2: Zmény sledovanych proménnych u FoldX mutantt serazenych v mrizce dle pro-
teinu. Zména je urcena relativné vuci originalni PDB struktufe. Body v grafu jsou jednotlivé
mutace — zelené jsou priznivé, naopak Cervené nepiiznivé. Body ve stredu zvyraznénych os
predstavuji mutace bez velkych zmén proménnych. Nadpisy jednotlivych grafu specifikuji
protein podle jeho PDB ID. Graf zobrazuje nastaveni, jez je zajimavé tim, ze v predikci
vykazuje vyznamnou korelaci se skute¢nou zménou rozpustnosti. Avsak tato miizka odha-
luje, ze se jedna o korelaci faleSnou. VSechny mutace témér kazdého z proteind jsou totiz
znacné vychyleny od stfedu stejnym smérem (nejziejméjsi to je na proteinu 1IRGG).

Ackoliv obréazek 6.2 zobrazuje mutace z FoldX. Odpovidajici graf pro Modeller by byl
prakticky identicky. Jak situace vypadd, je-li pouzita validni nastaveni predikce je na ob-
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razku 6.3, kde jsou mutanti vytvoreni Modellerem a jako reference jsou pouzity nim lok.
optimalizované struktury. Lze vidét, ze hodnoty v grafu jsou nyni vzdy vycentrovany kolem
jeho stredu.
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Obrazek 6.3: Zmény sledovanych proménnych u Modeller mutanti serazenych v mrizce dle
proteinu. Zde je zména, na rozdil od predchoziho grafu, uréena viuci lokalné optimalizované
strukture WT stejnym nastrojem. Body v grafu jsou jednotlivé mutace — zelené jsou priz-
nivé, naopak ¢ervené nepriznivé. Nadpisy jednotlivych grafi specifikuji protein podle jeho
PDB ID. Oproti predchozimu grafu jsou zde mutace vycentrovany kolem stiedu (hodnoty
[1,1]) a jedna se o priklad validniho nastaveni prediktoru.

Pro ty z validnich nastaveni je Cisty Pearsoniiv korelacni koeficient mezi proménnou
a zménou rozpustnosti nasledujici p =

e FoldX area_change: 0,204

e FoldX largest_change: 0,205

e Modeller area_change: 0,250

e Modeller largest_change: 0,047

Tyto vyssi hodnoty pfi porovnani s nizsimi vysledky MCC v pfedchozi tabulce (viz 6.2) ve-
dou k tvaze, zda by nebylo vhodné pouzit jiny nez ndvrhovy préah (1,0) pro predikci. Tedy
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pouzit dataset OptSolMut jako trénovaci a vyslednou hodnotu otestovat na jiném data-
setu. Pokud bychom toto trénovani provedli pro kombinaci Modelleru, lokalni optimalizace
a area_change (nejvyssi p), jako nejvhodnéjsi préah se bude jevit hodnota 1,01, tedy zvét-
Sen{ izoplochy o 1 %. Pro tento optiméalni prah je MCC = —0,360, kdezto pro navrhovy prah
je to MCC = —0,166. To je podstatné zlepseni. Avsak kromé toho, ze pro jiny prah zmény
této fyzické hodnoty by se tézko hledalo fyzikalni vysvétleni, je zde i jiny problém. Pokud
z datasetu odstranime mutace proteini 1IWUU, 1FGA a 3IQS, dosdhneme pii navrhovém
prahu velmi podobné hodnoty: MCC = —0,300. Toto je vysledek po odstranéni proteint, jez
,kazi“ predikci. Je to zpusobeno tim, zZe dané proteiny maji dvé spolecné vlastnosti. Kazdy
z proteini ma (témér) vSechny své mutace s hodnotami area_change v rozmezi 1,0 a 1,01.
A zaroven jsou vSechny jeho mutace, nebo témér vSechny, nepriznivé. Z toho vychazi, ze
tato optimalizace ve skutec¢nosti silné optimalizuje prediktor na tento konkrétni
dataset, resp. na jeho nedostatky. Tim hlavnim nedostatkem je v tomto piipadé absence
mutaci relativné dobfe rozpustného proteinu vétsi velikosti (tj. majici vicero ptiznivych mu-
taci, a pfitom s malymi vykyvy area_change). Jinymi slovy, optimalizovany préh rozdéluje
mutace spise podle jejich prislusnosti k uréitym proteintim, nez podle samotné podstaty
proménné area_change.

Zaveéry z otestovani metody na datasetu OptSolMut jsou nasledujici: Je dulezité pouzit
prediktor ve validnim nastaveni, jinak Sum znacné prevysi skuteéné zmény mérenych pro-
ménnych. Prediktor dosahuje korelace pouze MCC = —0,179 pro FoldX/largest_change
a MCC = —0,166 pro Modeller/area_change. Déle, area_change nefunguje jako kladné
oblasti v Surface Patches, ale spiSe naopak (zvétSeni, a nikoliv zmenseni, predikuje zlepSeni).
largest_change sméroveé funguje jen s Modellerem a funguje opa¢né s FoldX. Z tohoto du-
vodu se jevi area_change jako spolehlivéjsi. Nepresvédcivé vysledky prediktoru by bylo
mozno viditelné zlepsit trénovanim prahu za predpokladu, ze by k tomu poslouzil dataset,
jehoz uz tak nevelkd velikost by se vyvazenim nedostala pod tinosnou mez.

6.3 Dataset Whitehead

Tento dataset se svymi tisici mutanty vyzadoval odlisny pfistup. Predikce byly vypocteny
s velkou pomoci gridu MetaCentrum® dostupného volné pro ¢eskou akademickou sféru. Bylo
tam spotrebovano 117 dnii procesorového ¢asu a vyprodukovany byly stovky GB
dat. Z toho vice nez 500 GB komprimovanych dat z mezivypoctt bylo ponechano pro pii-
padnou reanalyzu, nebo pro usetfeni vypocetniho ¢asu pii ptip. zméné vypoctu predikce,
jez by neovlivnila vSechny faze vypoctu. Vypocteno bylo 6937 mutaci proteinu LGK, 4840
mutaci proteinu PKS a 2470 mutac{ proteinu TEM1. VSichni mutanti byli spo¢teni pomoci
Modelleru a zaroven vétsina také pomoci FoldX. Dohromady také Modellerem bylo vy-
pocteno 891 lokalnich optimalizaci (selfmutantt) pro vSechny z mutovanych pozici. Velkou
vyhodou oproti datasetu OptSolMut je zde, Ze obsahuje i miru zmény rozpustnosti mutace.
Data z tohoto experimentu jsou v adresari /results/. Pri uvazeni mnozstvi danych mutaci
v tisicich a toho, ze vybér mutaci je statisticky validni (dataset obsahuje vSechny varianty
— neni vzorkovén) jsou vSechna dale prezentované data statisticky vyznamna na hladiné
p = 0,05.

Vsechny zkoumané varianty mutaci z Modelleru jsou v tabulce 6.3. Zjisténé korelace
jsou minimalni a vymyka se jim pouze korelace u proteinu TEMI1. Navic i tyto mizivé
korelace nejsou konzistentni napti¢ riznymi proteiny a riznymi expresnimi systémy. Je

“https://metavo.metacentrum.cz/
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mozné vyvodit zavér, ze skuteéné velikost kladné izoplochy souvisi s rozpustnosti proteint.
Zaroven je zrejmé, ze ne natolik, aby to bylo pouzitelné vseobecné. Je pravdépodobné, ze
prediktor muze fungovat pro nékteré skupiny proteint majici specifickou vlastnost. Bez
bohatsiho datasetu je vSak tézké o této vlastnosti spekulovat. Pro doplnéni, mutanti pro
expresni systém E. coli byli vypocteni také pomoci FoldX se zjisténou korelaci p = —0,024.

Metoda nejlépe funguje pro TEM1 (samostatné), kde je hodnota MCC pouhych 0,086.
Graf pro tento protein je na obrazku 6.4. Potvrzuje také intuitivni predpoklad, ze largest_
area dosahuje mnohem vétsich zmén u mutantt vaci WT nez area a to od zmenseni na
polovinu az na zvétSeni vice nez na dvojnasobek.

p E. coli YSD
proteiny oba LGK | PKS oba LGK | TEM1
area_change —0.020 | 0.013 | —0.034 || —0.068 | —0.034 | —0.137
largest_change | —0.002 | 0.051 | —0.048 || —0.025 | —0.015 | —0.085

Tabulka 6.3: Pearsontiv korelacni koeficient mezi zménou rozpustnosti a sledovanymi pro-
ménnymi na datasetu Whitehead. Mutace jsou rozdéleny podle expresnich systémil. Zelené
zvyraznéna je proménnd, kterd podava lepsi vysledky pro danou mnozinu mutaci. Avsak
jedind mnozina, na které predikce funguje vyraznéji, je osamoceny protein TEM1 v expres-
nim systému YSD pro proménou area_change. Statisticky vyznamné jsou vsak vSechny
zvyraznéné hodnoty.

6.4 Alternativni experimenty

Vsechny 3 predikéni proménné zkoumané v préci, tedy jak area_change s largest_change
v aktudlni metodé, tak patch_ratio v origindlni metodé (souhrnné plosné promeénné),
jsou zfejmé a silné provazany s nabojem obsazenym v proteinu. Nasnadé je tak otdzka,
vypocist. Surface Patches totiz vyzaduje spocitat model elektrické pole v objemu proteinu
a jeho okoli pro predikci, coz je vypocetné i paméfové narocna operace. Navic imeérna
(fyzické) velikosti proteinu.

V kapitole 3.2 je vysvétleno, ze principem metody je hledanim mutaci na povrchu pro-
teinu v neprospéch lokalnich kladnych ndboji. Méreni efektu mutace je pocitdno v originalni
metodé jako zména velikosti nejvétsi kladné oblasti (v té je provedena mutace) na povrchu
proteinu. V aktudlni jako zména kladné nabité izoplochy v prostoru nad povrchem proteinu.
Rozdilem je tak de facto zpusob meéreni efektu mutace, avSsak cilem je v obou pripadech
totéz.

Tyto proménné budou pochopitelné svaziany s celkovym nabojem proteinu, nebo po-
dobnou veli¢inou. V kapitole 2.1 je vysvétleno, jak vznikd ndboj v aminokyseliné. Kazda
aminokyselina tak pfi daném pH muze (ale nemusi — v zavislosti na pH) nést tzv. cdstecny
ndboj. Sectenim téchto ¢astecnych naboja ziskame celkovy ndboj. Oznacme jej jako netQ.
Vypocet je mozné provést jako: netQ = posQ — negQ. Tedy celkovy naboj je rozdil sumy
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Obrazek 6.4: Bodovy graf zmén sledovanych proménnych a rozpustnosti pro mutace pro-
teinu TEM1 z expresniho systému YSD datasetu Whitehead. Kazdy bod v grafu pired-
stavuje jednu mutaci. Ackoliv korelace je velmi nizkd, na grafu je pomérné zretelné vidét
— rozpustnost mutanti (osa y) se zvySuje s poklesem velikosti izoploch (osa x). Muze se
zdat neintuitivni, Ze largest_change zUstava Castéji naprosto neménnd, ale je potieba
pripomenout, ze ne kazda mutace ovliviiuje nejvétsi izoplochu.

cdstecnyjch kladngch ndboji (posQ”) a sumy éasteénych zapornych nabojt (negQ). Souhrnné
je nazvéme ndbojové proménné.

Metoda ale ve skute¢nosti explicitné pocita pouze s ¢astecnym kladnym nabojem, nebot
pocita pouze s kladnou oblasti, nebo kladnou izoplochou. Zaporny naboj je zahrnut do
vypoctu pouze implicitné tim, ze muze oblast/izoplochu zmensit, pokud se v ni, ¢i jeji
blizkosti, octne. Z tohoto divodu je mozné se domnivat, ze zkoumané proménné si budou
odpovidat spiSe s hodnotami posQ nezli netQ. Na druhou stranu posQ nebere v ivahu viibec
zadné zaporné nabité AK, coz muze byt vnimano jako druhy extrém. V situacich, kdy
dojde ke zmenseni oblasti vlivem mutace neménici polaritu naboje v mutované pozici
(tj. odstranéni zaporného naboje bez zavedeni opac¢ného naboje), bude zlepseni indikovat
pouze netQ a nikoliv posQ.

Zména nabojovych proménnych se od plosnych bude vymykat jesté v pripadech, kdy
dojde ke spojeni nebo segregaci nabitych ploch. Spojeni/rozdéleni mutaci napt. dvou ploch

SV élanku Surface Patches se objevuje stejné pojmenovand proménnd. Tam mé nicméné viznam hodnoty
patch_ratio pro nejvétsi kladnou oblast.
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teoreticky muze vést na velkou zménu plosné proménné, ale ndbojovou prilis nezméni. 7 hle-
diska cile této prace, a sice binarni predikce, je tento rozdil nepodstatny — tendence ztustava.
K situaci ale také mize dojit v dusledku zmény povrchu/tvaru proteinu, a to i beze zmény
samotného naboje. V takovém pripadé jiz nebude zachovana ani tendence. Neni vSak prav-
dépodobné, ze by takovych specidlnich situaci bylo mnoho.

Cilem ¢lanku Surface Patches bylo predevsim predstavit a najit 1épe rozpustné mutace
pro protein tHuEPO. Autori vsak své vysledky svym narativem také pokladaji za dikaz
funkénosti jejich metody. Avsak zde nastolenymi otdzkami se nezabyvali. Proto pro kaz-
dou mutaci z ¢lanku byly vypocteny ndbojové proménné — data viz /data/experiments/
net-charge/. Korelace mezi vSemi zminénymi proménnymi na mutantech rHuEPO jsou
na obrazku 6.5. Jsou také zahrnuty hodnoty® naméfené rozpustnosti z ¢lanku v expresnich
systémech SHuflle a pLysS, které autori provedli pro 4 z mutaci.
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Obrazek 6.5: Korelacni matice mezi proménnymi na 4 mutantech proteinu 1EER z c¢lanku
Surface Patches. Proménné shuffle a plyss oznacuji naméfenou rozpustnost ve stejno-
jmennych expresnich systémech. Dal$i dvé proménné — netQ a posQ — jsou celkovy naboj
proteinu a suma jeho kladné ¢asti v tomto poradi pfi neutralnim pH. Sytost barvy (viz le-
genda) a velikost kruhu pfedstavuji miru korelace. VSechny proménné velmi koreluji, proto
je, pro zvyraznéni odlisSnosti, osa ohrani¢ena na hodnoty korelace od > 0,6. Zajimava je
korelace mezi shuffle a netQ a mezi plyss a posQ.

Graf ukazuje, Ze na téchto 4 mutacich je mozné vzit jako predikéni proménou snad libo-
volnou proménnou svazanou s nabojem a predikce stale bude fungovat. Jisté nelze autorim
vycitat, ze podrobné neanalyzovali vice mutaci, coz by bylo nakladné. Co je ale mozné
vycist, je volba téchto mutaci. Problémem je predevsim ostra korelace mezi patch_change

SHodnoty jsou graficky odelteny z publikovaného grafu — autofi prosté hodnoty neuvedli. Pro toto
pouziti je to postacujici.
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a netQ. K tomuto zjisténi méli autori prijit také a pripravit alespon jednu mutaci, ktera
je mimo tento vzor. Tedy napf. se snizenim netQ pri soucasném zachovani patch_ratio —
napr. prizniva mutace v zdporné oblasti.

Presto nelze autorim upfit Gspésnost u systému SHuffle vyjadfenou nasledujici ,ko-
relacni netranzitivitou“: p(patch_change, shuffle) ~ p(patch_change,netQ) > p(netQ,
shuffle). Tedy prestoze patch_ratio velmi dobfe koreluje jak s netQ, tak s rozpustnosti
v tomto systému, korelace mezi rozpustnosti tam a netQ zdaleka neni tak silna. Nicméné na
tento vysledek je nutné pohlizet s védomim toho, Ze u systému pLysS naopak rozpusnost
koreluje nejlépe s posQ.

Na proteinu TEM1, z datasetu Whitehead, na némz jediném vytvotreny prediktor fun-
guje, bylo ovéreno, ze i zde ndbojové proménné silné koreluji s ploSnymi proménnymi.
Avsak ne tak silné jako v predchozich pripadech. Nejlepsi korelaci si zde zachovava netQ
a area_change s p = 0,96. Ostatni varianty zdaleka tak nekoreluji. Avsak netQ koreluje
lépe nez posQ i s largest_change, a sice p = 0,61.

Nicméné, navrzeny prediktor se nesnazi predikovat miru zmény, ale pouze jeji smér.
Proto je porovnani pouze korelaci zavadéjici. VSsechny mutace TEM1 proto byly analyzovany
na pritomnost 7 vlastnosti. Z nichz 4 jsou definovany jako pokles/zmenseni hodnoty posQ,
netQ, area a largest_area oproti WT. Dalsi dvé jsou platnost alespon jedné z a platnost
obou predchozich dvou zminénych. Posledni vlastnost je zlepSeni rozpustnosti. Koincidence
mezi vlastnostmi je v koinciden¢ni matici na obrazku 6.6. Vyjmenované vlastnosti odpovi-
daji poradim vlastnostem v hlavic¢ce fadku. Koincidenéni matice je v %, nikoliv v absolutnim
poctu. Buriky tak lze také ¢ist jako podminénou pravdépodobnost P(fadek | sloupec) — tedy
pravdépodobnost, ze plati vlastnost fadku za predpokladu, ze plati vlastnost sloupce.

Nejzajimaveéjsimi misty tabulky je prvni a posledni sloupec a rovnéz posledni radek.
Posledni radek odhaluje, Ze vSechny vlastnosti mizou byt pouzity pro predikci a budou

vvvvv

posQ, ktera se trefi v 1 z 5 pripadd — néasleduje matice zdmén:

Skutecnost
Zlepseni Zhorseni Celkové
Predikee  ZlepSeni | 62 | 241 | 303
Zhorseni | 191 | 1973 | 2164
Celkové 253 2214 2467

Favorizuje pouze 303 z celkovych 2467, z nich vsak najde pouze 62 rozpustnéjsich mutaci.
Citlivost je tedy 24,5 %. Pokud je cilem najit efektivné co nejvice rozpustnych mutaci, je
lépe vyuzit souhlasny pokles largest_area a area, tedy vlastnost both:

Skutecnost
Zlepseni Zhorseni Celkové
Predikce ZlepSeni | 120 | 688 | 808
Zhorfenf | 133 | 1526 | 1659
Celkové 253 2214 2467

Tehdy najde témér polovinu (citlivost: 47,4 %) vSech zlepSujicich mutaci za prochézeni jen
tretiny celkového poctu. Ve vétsiné pripadu ale bude preference pro presnost, protoze moz-
nych mutaci proteinu je zkratka prilis mnoho.

Analyza koincidence ukazuje, ze funguje-li metoda Surface Patches pro dany protein,
funguji i zna¢né jednodussi proménné posQ a netQ. Navic v podstaté plati, ze vlastnost
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O‘/ O./ rb,/ / Q,/ / X
$ N N S
> S & & N ® i =) 100
posQ- 123 = 100 61.8 258 @ 23 19.3 | 343 | 245 0
netQ- 199 100 100 | 421 385 313 574 356 80
70
area- 466 98 = 988 @ 100 667 74 100 = 59.3
60
larg- 491 | 921 951 703 100 78 100 61.3 50
40
aone- 629 987 992 100 100 100 = 100 | 73.1
30
both- 328 | 91.4 947 703 667 521 100 @ 47.4 20
10
solu+ 103 | 205 @ 184 @ 131 | 128 119 | 149 | 100
0

Obrazek 6.6: Koincidencni matice vlastnosti mutantii proteinu TEM1. Kazda vlastnost pred-
stavuje zménu proménné vaci WT danou znaminkem. Vlastnost all plati pro vSechny mu-
tanty. Vlastnosti aone-, both- predstavuji platnost alespon jedné z vlastnosti area- nebo
larg(est) -, nebo obou vlastnosti zaroven. Koincidence je uvedena v %. Hodnoty v matici
jsou podil R fadkové vlastnosti v mutantech s vlastnosti S sloupce — P(R|S). Napiiklad
P(solu+ | posQ-) = 0,205 znamend, Ze pouze 1/5 mutanti, jimz se posQ snizi, se také zlepsi
rozpustnost (solu) — to je presnost. Zaroven plati P(posQ-|solu+) = 0,245 — u mutantu
s lepsi rozpustnosti se pouze v 1/4 pripadu také snizila posQ — to je senzitivita. Celkovy
pocet mutanti (100 % all) je 2467.

area- jednostranné zahrnuje netQ-, ktera zase pochopitelné zahrnuje posQ-. Opac¢nym smé-
rem nedochazi k zisku témér zadné informace. Pro largest- plati podobny zavér, nicméné
uz méné odpovidd nabojovym proménnym. K situacim, kdy sice dojde k sniZeni celkového
naboje, ale izoplocha naroste dochazi jen vyjimec¢né. To tedy znamenad, ze aktualni me-
toda je snadno prekonatelnd a pro puvodni zamér (hleddni mutanti s lepsi rozpustnosti)
pravdépodobné nenajde uplatnéni v praxi.
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Kapitola 7
Zaver

V této diplomové prici jsem Ctenafe seznamil s problematikou rozpustnosti proteint, byly
vysvétleny a zavedeny souvisejici pojmy z molekularni biologie. Dale jsem popsal stavajici
(odlisné fungujici) nastroje na predikci rozpustnosti nebo jeji zmény, rozvedl problematiku
predikce zmény rozpustnosti ze struktury a shromazdil 2 datové sady pouzitelné pro vyvoj
nastroje predikujicitho zménu rozpustnosti z tohoto typu dat. Druh& z téchto sad vznikla
teprve v roce 2019 a jedna se o prvni velky dataset pro tento druh problému.

Surface Patches, ¢lanek s pomérné novou metodikou na hledani 1épe rozpustnych mutaci
proteint, jsem rozebral podrobnéji. S inspiraci z tohoto ¢lanku jsem provedl navrh nastroje
pro predikci zmény rozpustnosti (prediktor) a implementoval jej v Pythonu. Nékteré ¢asti
jsem se rozhodl udélat jinak, nez v citovaném ¢lanku. U jinych, ke kterym autofi nenapsali
podrobnosti, jsem musel analyzovat moznosti a rozhodnout samostatné. V obou pripadech
jsou vsak rozhodnuti zdivodnéna.

Nastroj dokéze spocitat zménu obsahu kladnych izoploch elektrického potencidlu pro-
teinu a jeho mutanta, a podle toho predikovat, zda se jedné o priznivou mutaci, ¢i nikoliv.
Vstupem je pouze PDB struktura proteinu a zamyslenda mutace. V soucasné dobé je to
jeden z méla nastroju, ktery k predikci vyuziva predevsim strukturu proteinu. K nastroji
jsem vytvoril intuitivni CLI a napovéda k nému je piilozena v priloze B.

S prediktorem jsem provedl radu experimentu za ucelem provéreni funkcénosti. Nejprve
byl ovéren vuci vysledkiim z citovaného ¢lanku na 34 mutantech proteinu rHuEPO, kde
dochéazi prakticky k naprosté shodé. K zajimavému obratu dochazi na datové sadé Opt-
SolMut ¢itajici 105 pfipadd mutaci. Prediktor tam funguje velmi nepresvédc¢iveé, a navic
vSak zpusobeno spise nevyvazenosti datasetu na priznivost mutaci dle proteinu a také jejich
velikosti. Na datasetu Whitehead funguje pouze na jediném ze 3 proteini — TEMI1.

Zjisténi, ze prediktor v experimentech neobstal, neni jediny vystup. Z provedenych ex-
perimentt je zrejmé, ze metoda prece jen na nékterych proteinech funguje. Ziejmé tak muze
fungovat na skupiné proteint splnujici urc¢itou vlastnost, kterou by mohla byt napi. neut-
ralnost celkového naboje proteinu, ¢i jeho velikost. Timto smérem by mohlo vést dalsi sili,
z pouzitych datasetii to totiz zjistit nelze. Neobsahuji na to dostatek dat.

Nejpodstatnéjsi zjisténi je vsak, ze metoda dosahuje témér maximalni korelace se zmé-
nou celkového naboje proteinu, coz je proménna, jejiz vypocet je mnohem jednodussi a neni
k nému tfeba ani znalost struktury proteinu. Analyzu na tento jev autori Surface Patches
opomnéli provést. Kromé tohoto opomenuti jsem zjistil, Ze autori tuto metodu testovali na
proteinu tHUuEPO, jehoz povrchové elektrostatické pole (utvarejici tzv. rozhrani) je pod-
statné pro jeho funkci. Mutace byly dokonce provedeny pifmo v misté rozhrani, jak jsem
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v praci demonstroval, tedy s vysokou Sanci na poskozeni funkce proteinu. Vybér mutaci také
nebyl proveden optimalné, nicméné to souvisi s opomenutim analyzy korelaci s trividlnimi
proménnymi.

Mnou navrzend (aktudlni) metoda ma nékolik rozdili oproti originalni metodé z ¢lanku
Surface Patches. Je to uz to, Ze originalni metoda si dava za cil predikovat rozpustnost
jako takovou za stanoveni jisté umélé hranice rozpustnosti. Kdezto aktualni metoda ma za
cil predikovat zménu rozpustnosti pro mutanty. Hlavnimi rozdily ve vypoctu jsou to, ze
povrch proteinu neni aproximovan do spojnic bodi v mrizce, ale je reprezentovan presnéjsi
trojuhelnikovou siti. Déle to, ze se pro predikci pouziva velikost kladné izoplochy namisto
velikosti nejvétsi kladné nabité oblasti na povrchu. A potencionalné také to, ze je k tvorbé
modelu mutantt pouzit bézny SW k tomu urceny s optimalizaci mutantni struktury, kdezto
v ¢lanku autofi o tom, jak vytvorili modely mutaci, hovofi jen velmi vagné, coz kontrastuje
s pomérné rigoréznim popisem toho, jak vytvareli fyzické mutanty. Ptes tyto rozdily je
aktudlni metoda vysledky velmi podobna (p = 0,776) s origindlni metodou z ¢ldnku.

Vytvoreny prediktor je mozné snadno upravit na vypocet nejvétsi kladné oblasti jako
v ¢lanku Surface Patches za ponechéni rozdili v reprezentaci povrchu a domnélych rozdila
tvorby mutantti. Jako autor bych povazoval za zajimavé provést experimenty i s takto
upravenym prediktorem. A to z toho duvodu, Ze prestoze jsou si ma a originilni metoda,
dle méreni, velmi podobné, je to ovéfeno pouze na mutacich, které autori ¢lanku provedli
a zvefejnili. A ty jsou vsSechny vytvoreny na jediném proteinu. Nelze tedy vyvratit, ze
v jinych pripadech mizou podavat metody vyrazné odlisné vysledky. Domnivam se vsak,
Ze tak tomu nebude. Zajimavé to povazuji spiSe z toho duvodu, ze tak by bylo (pfi stejnych
vysledcich) mozné definitivné oznacit Surface Patches za neperspektivni metodu.

Velkym problémem pro navrh prediktoru rozpustnosti ze struktury ztstava absence
dobrého datasetu mutantii proteinti se zndmou strukturou i rozpustnosti. Ten by obsahoval
fadu proteint jak mensich, tak vétsich, vice nabitych i méné nabitych resp. neutralnich.
Problematické proteiny z hlediska rozpustnosti i ty, u kterych problémy s rozpustnosti
nejsou. Pro kazdy protein reprezentativni vzorek mutaci ménici polaritu v misté mutace
a zvlasté mutaci ostatnich. A to jak pro priznivé mutace z hlediska zmény rozpustnosti,
tak i pro nepfiznivé. Se vSemi mutacemi vytvorenymi v identickém expresnim systému.
Takovy dataset by byl podstatné vétsi nez dataset OptSolMut, na druhou stranu stéle
by pii uvazlivém vybéru mohl byt mensi nez dataset Whitehead, ktery pravé postrada
variabilitu z hlediska poc¢tu proteind.

Prediktor muze slouzit také pro jiné nez zamyslené ucely. Tteba k analyze, jakou ma
protein tendenci k elektrostatické interakci se zaporné nabitymi biogennimi molekulami —
to jsou tfeba molekuly RNA. Pro analyzu mist jejich potencionalniho styku mohou slouzit
pravé kladné izoplochy ziskané nastrojem.
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Priloha A

Obsah prilozeného média

/

L analysis/ ..iiiiiiiiii e RMd soubory s analyzami experimentt
L data/ e e e vstupni data experimenti

DSOS P/ i e analyzy PDB soubori pomoci DSSP

PADS/ e e zkoumané PDB soubory

whitehead/ ...t e Whitehead dataset
| experiments/ ...t zdrojové soubory experimentu + vysledky
L eXternal/ .. e prevzaté skripty a binarky
| figures/ ... i zdrojové soubory ilustraci v programu PyMOL
L F01AX/ slozka urcend pro instalaci FoldX
L resSULES/ o vysledky nékterych experimenti
L text/ ... zdrojové soubory tohoto dokumentu pro systém KTEX
I o =Yool o CLI prediktoru
L readme. tXE ittt e e e navod k pouziti prediktoru
| _xvelecO7-solubility-predictor.pdf ..............cccoiiiiinn... tento dokument
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Priloha B

Napovéda CLI prediktoru

usage: predictor.py [-h] [-e {FoldX,Modeller}] [+v]
input {isosurface,predict} [chain] [location] [mutation]

Solubility change preditor:
Predicts the change in the solubility of a given protein by measuring its el.
potential isosurface.

Can operate in these modes:
predict - create a specified mutant and make a prediction
(includes isosurface; requires mutation)
isosurface - only compute an isosurface of the given protein or its mutant
(depends on whether a mutation is specified)

positional arguments:

input input file in PDB format
{isosurface,predict} action to be performed
chain target chain (letter; default=A)
(requires location)
location target residuum(s) (int) []
mutation substituents(s) (1-letter or 3-letter code) []

(requires location)

optional arguments:
-h, --help show this help message and exit
-e {FoldX,Modeller}, --engine {FoldX,Modeller}
engine for the mutation (default=FoldX if available)
+v, ++verbose inform about the progress and show logs from the
underlaying tools

example of use: ./predictor.py leer.pdb predict 48,150 D ++verbose
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