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1 Wstep

Problem przewidywania struktury przestrzennej bialek na podstawie sekwencji amino-
kwasow jest jednym z najciekawszych zagadnien i najwiekszych wyzwan wspolczesnej
biochemii. Jest to problem badawczy bardzo interesujacy zaréwno ze wzgledow po-
znawczych, jak i praktycznych. Znajomosé trojwymiarowej struktury biatek pozwala na
zbadanie i wykorzystanie ich biologicznych funkcji i ma podstawowe znaczenie dla me-
dycyny i biotechnologii. Poznanie struktury i funkcji wszystkich biatek pochodzacych
z calego genomu pozwala na lepsze zrozumienie procesOw przebiegajacych w zywych
komorkach i moze poméc w odkryciu nowych szlakéw metabolicznych. Dzieki temu
mozliwe jest projektowanie nowych lekow. Znajomosé¢ funkcji odpowiednich biatek ro-
§linnych umozliwia ich modyfikacje w celu zwiekszenia warto$ci odzywczych roglin i
uzyskania ich odpornosci na choroby. Badania takie sa domeng genomiki strukturalnej,
proteomiki i bioinformatyki.

Strukture przestrzenng bialek mozna bada¢ przy pomocy metod doswiadczalnych i
metod teoretycznych. Dostepne obecnie techniki eksperymentalne (przede wszystkim
dyfraktometria rentgenowska i spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego) po-
zwalaja na zbadanie struktur stosunkowo niewielkiej czesci nowo poznawanych biatek,
gtownie ze wzgledu na swoja czasochlonnosé¢ i wysoki koszt badan [1]. Dlatego bar-
dzo duze znaczenie maja teoretyczne metody przewidywania struktury trzeciorzedowe;j.
Znaczna czeSé tych metod opiera sie na wykorzystaniu podobienstwa nowo poznawanych
sekwencji do sekwencji bialek o wcze$niej poznanej strukturze. Do zbudowania modelu
konieczna jest wowczas znajomosé struktury bardzo podobnego (spokrewnionego ewo-
lucyjnie) biatka—wzorca. Takie podobne struktury (biatka homologiczne) znane sa tylko
dla okolo 40% nowo sekwencjonowanych bialek. Wiadomo jednak, ze w znanych struk-
turach biatek moga wystepowaé krotsze fragmenty o wysokim stopniu podobieristwa
sekwencji, albo fragmenty podobne strukturalnie, ale o niewykrywalnym (przy pomocy
standardowych technik) podobienstwie sekwencji. Rozszerzenie zakresu wykorzysta-

nia informacji ewolucyjnych w réznych aspektach modelowania biatek jest tematem tej

pracy.



1.1 Cele pracy

Pierwszym celem pracy bylo wykorzystanie podobienistw sekwencyjnych do wyprowa-
dzania potencjalow statystycznych bliskiego i dalekiego zasiegu, ktore zostaly nastepnie
uzyte w metodzie ab initio przewidywania struktury biatek z wykorzystaniem uprosz-
czonego modelu biatka i dynamiki Monte Carlo.

Drugim celem pracy, $cisle zwigzanym z pierwszym, bylo zaproponowanie i zba-
danie kilku zastosowan wykorzystania informacji ewolucyjnych w modelowaniu biatek:
odbudowywania brakujacych fragmentéow struktur biatek, poprawiania modeli biatek
zbudowanych przy pomocy innych metod modelowania, modelowania struktur biatek
na podstawie niewielkiej liczby wiezow.

W ramach pracy stworzono kilka pomocniczych metod i programéw stuzacych do
analizy i wizualizacji modeli biatek oraz do przygotowywania bazy danych struktur

bialek.

Integralna czescia pracy sa publikacje stanowiace opis i ilustracje zastosowar przed-
stawionych metod (zalaczone w rozdziale 8). Rysunki struktur biatek zamieszczone w
tej pracy wykonano uzywajac programu Biodesigner [2]. Prace przygotowano i ztozono

do druku wykorzystujac pakiet KTEX.!

! Archiwum programu TEX: http://www.ctan.org



2 (Czescé literaturowa
2.1 Wprowadzenie

W ostatnich latach obserwujemy lawinowy wzrost liczby znanych sekwencji bialek [3].
Zaawansowane projekty sekwencjonowania genomow roznych organizmow, rowniez ge-
nomu ludzkiego [4], dostarczaja nowych sekwencji biatek w bardzo szybkim tempie.
Liczba znanych sekwencji biatek wzrosta wyktadniczo w ciagu ostatnich kilku lat (ry-
sunek 1) i obecnie wynosi ponad dziesie¢ milionow. Natomiast liczba znanych struktur
bialek siega kilkunastu tysiecy (rysunek 2). Znajomos$¢ struktury biatka jest kluczowa
dla poznania i zrozumienia jego funkcji, dlatego niezwykle wazne w biochemii i biologii

molekularnej sa metody okreslania struktury biatek.

2.2 Eksperymentalne metody okres$lania struktury przestrzen-
nej bialek

Biatka naleza do czasteczek chemicznych o bardzo skomplikowanej strukturze przestrzen-
nej |5, 6]. Jej zbadanie wymaga zastosowania zaawansowanych technik eksperymental-
nych. Zwykle stosuje sie do tego celu jedng z dwoch metod: dyfraktometrie rentgenowska
lub spektroskopie jadrowego rezonansu magnetycznego.

Metoda wykorzystywana najczesciej jest dyfraktometria rentgenowska (przy jej po-
mocy rozwiagzano okoto 80% znanych struktur bialek [7]). Struktury bialek o najwyzsze;
jakosci otrzymuje sie wykorzystujac zrodta promieniowania X o bardzo duzej inten-
sywnosci (synchrotrony). Rozdzielczo$¢ eksperymentalna takich struktur ($redni btad
kwadratowy oznaczenia polozen wszystkich atoméw) wynosi okoto 1.5 A

Spektroskopia NMR umozliwia badanie struktur biatek o wielkosci do 300 amino-
kwasow, rozpuszczalnych w wodzie [5, 8. Zwykle wymaga znakowania bialek izotopami
wegla C i azotu '°N, a w przypadku wiekszych bialek rowniez deuteru 2H. W wyniku
pomiaru NMR otrzymuje sie zbior wiezow (odleglosci i katow) pomiedzy okreslonymi

atomami czasteczki biatka, ktore umozliwiaja odtworzenie struktury przestrzennej.
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Rysunek 1: Wzrost liczby sekwencji biatek poznanych w ciggu ostatnich dziesieciu lat.
Zrodto: GenBank, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Rysunek 2: Wzrost liczby struktur biatek poznanych w ciagu ostatnich dziesieciu lat.
Zrodto: PDB, http://www.rcsb.org



Kolejna metoda eksperymentalng uzywana do okreslania struktury przestrzennej bia-
tek jest mikroskopia elektronowa. Jest ona stosowana przede wszystkim do okreslania
struktury biatek trudnych do wykrystalizowania, na przyklad biatek membranowych [6]
lub bialek otoczek wirusow [9]. Niestety, struktury otrzymane przy pomocy mikroskopii
elektronowej sa znacznie mniej doktadne, niz struktury otrzymane poprzednio opisa-
nymi sposobami. Inne metody eksperymentalne to m.in. spektroskopia fluorescencyjna
i metody biochemiczne, na przyktad metoda mutacji cystein, ktora dostarcza informacji
o potozeniu mostkoéw dwusiarczkowych [10].

Podczas prob zbadania przestrzennej struktury biatek metodami eksperymentalnymi
napotyka sie wiele problemoéw. Konieczne jest otrzymanie czystego biatka w ilosci po-
zwalajacej na przeprowadzenie eksperymentu. Zwykle dokonuje sie w tym celu ekspre-
sji genu kodujacego biatko, a nastepnie namnaza sie kultury bakterii az do momentu
otrzymania biatka w odpowiedniej ilosci. Juz ten poczatkowy etap jest bardzo trudny,
na przyktad wymaga bardzo starannego dobrania warunkéw hodowli bakterii. Kolej-
nym etapem jest oczyszczenie i zatezenie roztworu biatka do stopnia pozwalajacego
na wykonanie eksperymentu NMR lub — w przypadku dyfraktometrii rentgenowskiej
— na otrzymanie krysztalu. Krystalizacja biatka nastrecza wiele trudnosci (wymagane
jest otrzymanie stosunkowo duzego monokrysztalu o wysokiej jakosci). Jezeli uda sie
otrzymac krysztal lub odpowiednio stezony roztwor biatka i pomyslnie przeprowadzi¢
eksperyment, kolejne problemy stwarza konieczno$é¢ analizy zebranych danych w celu
zbudowania modelu tréjwymiarowej struktury biatka. Nierzadko dane eksperymentalne
sa na tyle znieksztatcone lub niekompletne, ze zbudowanie modelu biatka na ich pod-
stawie jest zadaniem bardzo trudnym.

W ostatnich latach intensywnie rozwija sie galaz nauki zwana genomika struktu-
ralng [11, 12|. Przedmiotem jej badan jest rozwigzywanie struktur bialek metodami
eksperymentalnymi na skale calych genoméw. Jednak dysproporcja pomiedzy liczba
znanych sekwencji biatek i liczbg znanych struktur wciaz sie powieksza. Wobec tego ro-
$nie zapotrzebowanie na wykorzystanie teoretycznych metod przewidywania struktury

biatek [13].



2.3 Teoretyczne metody przewidywania struktury przestrzennej
bialek

Metody teoretyczne przewidywania struktury bialek wygodnie jest podzieli¢ na trzy
grupy: metody wykorzystujace podobienstwo sekwencji, metody wykorzystujace kom-
patybilnosé¢ sekwencji i struktury (metoda przewlekania sekwencji, threading) i metody
bezposredniego przewidywania struktury na podstawie sekwencji (metody klasy ab ini-

tio).

2.4 Metody wykorzystujace podobiennstwo sekwencji bialtek

Okoto 30% wszystkich poznawanych sekwencji bialek wykazuje wysoki stopien podo-
bieristwa do sekwencji bialek o juz znanej strukturze i funkeji (przez wysoki stopien
podobienistwa rozumiemy ponad 30% stopieni identycznosci ich sekwencji) [11, 12, 14].
Gdy sekwencje dwoch bialtek sa do siebie podobne w tak wysokim stopniu, mozna za-
tozy¢, ze sa one ze soba spokrewnione, a ich struktury réwniez sa do siebie podobne
[15].2 Wynika to z faktu, ze struktury bialek sa podczas ewolucji zachowywane lepiej,
niz sekwencje. Fakt ten umozliwia wykorzystanie biatka o znanej strukturze jako wzorca
(template structure) stuzacego do zbudowania modelu biatka o strukturze nieznanej (tar-
get structure). Podejscie to okresla sie mianem modelowania homologicznego (homology
modeling) lub modelowania porownawczego (comparative modeling). Pojecie homologii
oznacza, ze dwa rozne biatka sa ze sobg spokrewnione w sensie ewolucyjnym, to znaczy,
ze pochodza od wspolnego przodka [6, 17, 18|.

Liczba typow struktur (folds), jakie moga przyjmowaé bialka, jest ograniczona [19].
Wedlug roznych oszacowan wynosi ona od 1000 do 2600 [20, 21|. Przypuszcza sie, ze
w ciagu najblizszych dziesieciu lat wiekszo$¢ rodzin strukturalnych bialek zostanie po-
znana, co spowoduje dodatkowy wzrost znaczenia metody modelowania homologicznego

22].

2Jest interesujace, ze ta wlasnosé dotyczy przede wszystkim bialek wystepujacych w zywych or-
ganizmach. Wyprodukowano syntetyczne biatka o stopniu identycznosci sekwencji rownym 60%, a w
istotny sposob rozniace sie struktura [16].



Wiekszos¢ wspolczesnie uzywanych metod modelowania homologicznego struktur

biatek sktada si¢ z nastepujacych etapow:

1. Identyfikacja homologicznego biatka-wzorca. Wykorzystuje sie w tym celu metody

sekwencyjne lub metode przewlekania sekwencji (opisang w rozdziale 2.5).

2. Zbudowanie dopasowania sekwencji modelowanego biatka do struktury wzorca.
Zwykle uzywa sie do tego celu algorytmu programowania dynamicznego (opisanego

w rozdziale 2.4.2).
3. Zbudowanie modelu biatka (rozdzial 2.4.7).

4. Sprawdzenie poprawno$ci zbudowanego modelu — na przyktad przez obliczenie

energii modelu za pomoca metod mechaniki molekularne;j.

2.4.1 Poréwnywanie sekwencji dwéch bialtek

Aby poréwnaé sekwencje dwoch bialek, konieczne jest wprowadzenie miary ich podo-
bienstwa. Najprostsza miara podobienstwa jest stopien identycznosci obu sekwencji
— stosunek liczby identycznych aminokwaséw na odpowiadajacych sobie pozycjach do

dtugosci sekwencji:

MTYKLIVGAGCPTTIAAK

I TR S S S S U 3
CTYLVIVGAGCPAVGREK

W powyzszym przyktadzie stopien identycznosci wynosi 10/17 = 58.8% (10 iden-
tycznych aminokwasoéw w sekwencjach o dlugosci 17 aminokwasow).

Zazwyczaj porownywane sekwencje biatek r6znig sie dtugoscig. W takim przypadku
konieczne jest wprowadzenie przerw (gaps) w jednej lub w obu poréwnywanych sekwen-

cjach. Na przyklad w celu poréwnania ponizszych sekwencji:

GGGVVVVY
GGGAAAAVVVVY



nalezy do pierwszej sekwencji wprowadzi¢ przerwe o dtugosci czterech aminokwasow:

GGG----VVVVYV
+ 4+ 4+ - - - -+ + ++ o+

GGGAAAAVVVVYV

Stopien identycznosci wynosi w tym przypadku 100% (zwykle porownuje sie liczbe
identycznych aminokwasow z dtugoscia krotszej sekwencji). Taki uktad sekwencji biatek
z jednoznacznie przyporzadkowanymi pozycjami aminokwaséw nosi nazwe dopasowania
sekwencji (sequence alignment).?

Wprowadzenie przerwy do jednej z sekwencji odpowiada obecnosci motywu struk-
turalnego nie wystepujacego w jednym z poréwnywanych biatek. Moze to by¢ petla,
ktora pojawila sie w przebiegu zmian ewolucyjnych, albo fragment struktury drugorze-
dowej, ktory zmienit dtugosé w wyniku ewolucji. Mozna wyobrazi¢ sobie nastepujacy,

ekstremalny przyktad:

AAAAA
AGAGAGAGA

Po wprowadzeniu przerw w pierwszej sekwencji otrzymujemy:

A-A-A-A-A
+ -+ -+ -+ -+

AGAGAGAGA

Mimo stopnia identycznosci wynoszacego 100%, trudno w tym przypadku oczeki-
waé biologicznego sensu znalezionego dopasowania! Dlatego z wprowadzaniem przerw

w sekwencjach dopasowywanych bialek zwigzany jest parametr zwany kosztem wprowa-

30d pewnego czasu w polskiej literaturze naukowej lansowany jest termin ,uliniowienie” jako thuma-
czenie angielskiego stowa alignment. W tej pracy autor (zgodnie z pracami m.in. Jaroszewskiego [23])
postanowit uzywac terminu ,,dopasowanie”, ktory jest bardziej obszerny znaczeniowo (obejmuje réwniez
dopasowanie struktur).



dzenia przerwy (gap penalty). Zapobiega on tworzeniu nonsensownych (z biologicznego
punktu widzenia) dopasowan.

Miara dopasowania s (alignment score) dwoch sekwencji jest suma podobienstw od-
powiadajacych sobie par aminokwasow oraz kosztéw wprowadzenia przerw w dopaso-

waniu:

M

sZZf(51(i),52(i))+Z(Go+GE'L(i)) (1)

i=1

gdzie N jest dlugoscia dopasowania, f jest funkcja oceniajaca podobienistwo dwdch
aminokwasow, S7 i Sy sa dopasowywanymi sekwencjami ((S1(i) jest typem aminokwasu
wystepujacym na i-tej pozycji dopasowania), M jest liczba przerw w dopasowaniu, Go
jest kosztem wprowadzenia przerwy (gap opening penalty), G jest kosztem wydluzenia
przerwy (gap elongation penalty), L(i) jest dtugosdcia i-tej przerwy. W przypadku wy-

korzystania identycznosci aminokwasow jako miary podobienstwa funkcja f ma postac:

1 gdy A=B,
f(4,B) = (2)
0 gdy A# B.

W ogélnym przypadku f moze mie¢ posta¢ bardziej ztozona.
2.4.2 Algorytm programowania dynamicznego

Do obliczania dopasowania sekwencji dwoch bialek uzywa sie algorytmu programowania
dynamicznego (dynamic programming). Gwarantuje on otrzymanie optymalnego dopa-
sowania [24|. Algorytm programowania dynamicznego wymaga zbudowania macierzy
o wymiarach N x M, gdzie N, M sa dlugosciami sekwencji (kazdej komorce macierzy
odpowiada para aminokwasow z obu sekwencji). Macierz te wypelnia sie startujac z jej

lewego dolnego rogu, modyfikujac zawartosé¢ komorek wedtug prostych regut:

e ruch wzdtuz przekatnej macierzy — do komorki dodaje sie wartos¢ miary podo-

bienstwa danej pary aminokwasow



e ruch w poziomie — do komorki dodaje sie wartosé kosztu wprowadzenia przerwy

w pierwszej sekwencji

e ruch w pionie — do komorki dodaje sie wartos¢ kosztu wprowadzenia przerwy w

drugiej sekwencji

Wybiera sie ten ruch, dla ktorego wartosé komorki osigga wartosé maksymalng (rysu-
nek 3). Po zbudowaniu takiej macierzy, w jej gornym prawym rogu znajduje sie wartosé
optymalnej miary dopasowania. Nastepnie, analizujac ruchy wykonane podczas budo-
wania macierzy (starujac z gornego prawego rogu), mozna zbudowaé dopasowanie obu

sekwencji.

HO— > -

. . AGITI.

Rysunek 3: Elementarny ruch podczas budowania macierzy w algorytmie programo-
wania dynamicznego. Nalezy obliczy¢ wartos¢ srodkowej komorki macierzy. Wartosei
zaznaczone kolorem niebieskim sg znane przed wykonaniem ruchu. Ruch w poziomie:
dodajemy warto$¢ kosztu wprowadzenia przerwy (roéwng -1), wynik: 5 —1 =4. Ruch w
pionie: podobnie, wynik: 3 — 1 = 2. Ruch wzdluz przekatnej: dodajemy warto$¢ funk-
cji podobieristwa dla pary G-G (rowna 1), wynik: 4 + 1 = 5. Wybieramy najbardziej
korzystny ruch, to znaczy wzdtluz przekatnej. Nastepnie przesuwamy sie do kolejnej
komorki (w prawo).
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Algorytm dynamic programming ma ztozonoéé¢ obliczeniowa rzedu O(NZ?log(N)).*

Dla niektorych przypadkéw mozna zredukowaé te ztozonosé do O(N?) [26].

I[stnieje wiele modyfikacji algorytmu programowania dynamicznego. Najwazniejsze z
nich sprowadzaja sie do odmiennego traktowania przerw znajdujacych sie na poczatku i
na koncu dopasowania. Jezeli koszty wprowadzenia takich przerw sa réwne 0, algorytm
tworzy lokalne dopasowanie sekwencji (local sequence alignment) |27|, pozwalajace na
przyktad na dopasowanie pojedynczej domeny biatka do sekwencji biatka wielodome-
nowego. Miara lokalnego dopasowania (Smith- Waterman score, SWS) jest powszechnie
przyjeta w biologii miara okreslania podobienistwa dwoch sekwencji. Jezeli kraiicowe
przerwy traktujemy w taki sam sposob jak pozostate, algorytm generuje dopasowanie
globalne (global sequence alignment) [24]. Stwierdzono, ze podczas przeszukiwania bazy
danych w celu znalezienia sekwencji biatek homologicznych, dopasowanie globalne jest

miara bardziej czula niz dopasowanie lokalne [28].
2.4.3 Macierze podstawien

Stopien identycznosci jest najprostsza miara podobienstwa aminokwasow. Duzo bar-
dziej efektywna miara wykorzystuje chemiczne i fizyczne podobienstwo aminokwasow.
Na przyktad leucyna i izoleucyna sa do siebie podobne — maja niepolarny charakter
i zblizong wielko$¢. Roéwniez kwas glutaminowy i kwas asparaginowy maja zblizony
charakter. Natomiast fenyloalanina i arginina nie sa do siebie podobne. Stopien podo-
biefistwa par aminokwasow moze by¢ zapisany w postaci macierzy o rozmiarach 20x20
zwanej macierza podstawienn (substitution matriz lub mutation matriz) — rysunek 4.
Funkcja podobienstwa f stuzaca do zbudowania dopasowania ma w tym przypadku

postac:

f(A, B) = M[A, B] (3)

gdzie M jest macierzg podstawien, A i B s3 rodzajami aminokwasow.

* Crzasowa ztozonoéé obliczeniowa, f(N), jest liczba podstawowych operacji wykonywanych przez
program w jednostce czasu. N jest parametrem charakteryzujacym rozmiar problemu, na przyktad
dlugoscia sekwencji biatka. Méwimy, ze algorytm jest rzedu O(g(N)), jezeli zaczynajac od pewnego Ny
mamy f(N) < cg(N) dla pewnej statej ¢ [25].
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AARNDU COQEGHI L KMFUPSTWYYV
A 4-1-2-2 0-1-1 0-2-1-1-1-12-2-1 1 0-3-2 0
R-1 5 0-2-3 1 0-2 0-3-2 2-1-3-2-1-1-3-2-3
N-2 0 6 1-3 0 0 0 1-3-3 0-2-3-2 1 0-4-2-3
bp-2-216-3 0 2-1-1-3-4-1-3-3-1 0-1-4-3-3
co0-3-3-3 9-3-4-3-3-1-1-3-1-2-3-1-1-2-2-1
Q-1 1 0 0-3 5 2-2 0-3-21 0-3-1 0-1-2-1-2
E-1 0 0 2-4 2 5-2 0-3-3 1-2-3-1 0-1-3-2-2
G 0-2 0-1-3-2-2 6-2-4-4-2-3-3-2 0-2-2-3-3
H-2 0 1-1-3 0 0-2 8-3-3-1-2-1-2-1-2-2 2-3
/| -1-3-3-3-1-3-3-4-3 4 2-3 1 0-3-2-1-3-1 3
L-1-2-3-4-1-2-3-4-3 2 4-2 2 0-3-2-1-2-1 1
K-12 0-1-3 1 1-2-1-3-2 5-1-3-1 0-1-3-2-2
mM-1-1-2-3-1 0-2-3-2 1 2-1 5 0-2-1-1-1-1 1
F-2-3-83-3-2-3-3-3-1 0 0-3 0 6-4-2-2 1 3-1
p-1-2-2-1-3-1-1-2-2-3-3-1-2-4 7-1-1-4-3-2
s 1-1210-2 00 O0-1-2-2 0-12-2-1 4 1-3-2-2
T 0-2 0-171-1-17-1-2-2-121-1-1-1-2-1 1 5-2-2 0
wW-3-3-4-4-2-2-3-2-2-3-2-3-1 1-4-3-211 2-3
Y-2-2-2-3-2-1-2-3 2-1-1-2-1 3-3-2-2 2 7-1

Rysunek 4: Macierz podstawieii BLOSUMS0 [29].
Wartosci dodatnie odpowiadaja parom aminokwaséw o podobnych wlasnosciach.

Wiekszos$¢ macierzy podstawien zostata zbudowana na podstawie analizy dopasowan
sekwencji bialek spokrewnionych ewolucyjnie. Mozna zaltozy¢, ze aminokwasy ulega-
jace mutacjom w podobnych sekwencjach nie powoduja zmiany struktury przestrzennej
biatka — a wiec sa podobne do siebie w sensie zachowywania struktury. Macierze zbu-
dowane w ten sposob to m.in. macierze PAM [30] i Gonnet [31]. Inna macierza jest
macierz BLOSUM [29] zbudowana w oparciu o ciagle (nie zawierajace przerw) frag-
menty dopasowan. Tworzy sie takze macierze podstawienn wykorzystujac bezposrednio
podobienstwo strukturalne biatek lub optymalizujac macierz tak, aby otrzymac najlep-
sze rezultaty w metodzie, dla ktorej zostala przeznaczona. Uzywa sie do tego celu m.in.

algorytmow genetycznych [32]. °
2.4.4 Inne metody poréwnywania sekwencji bialek

Algorytm programowania dynamicznego pozwala na obliczenie optymalnej wartosci miary

dopasowania (zgodnie z zalozonymi wartosciami kosztow wprowadzenia przerw w dopa-

% Algorytm genetyczny jest heurystyczng metoda optymalizacji globalnej, stosowana szczegolnie do
rozwigzywania probleméw kombinatorycznych. ,,Populacja” mozliwych rozwiazarn problemu jest mody-
fikowana przy pomocy operacji genetycznych: mutacji i krzyzowania, a rozwigzania lepiej spetniajace
wstepne zalozenia maja wyzsze prawdopodobieristwo ,przezycia” [33].
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sowaniu). Ma on jednak stosunkowo duza ztozono$¢ obliczeniows i dlatego nie nadaje
sie do przeszukiwania baz danych zawierajacych miliony sekwencji biatek. W tym celu
uzywa sie innych, szybszych algorytmow — najbardziej rozpowszechnione metody to
BLAST (34, 35| i FASTA [36, 37].

Metoda BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) opiera sie na spostrzezeniu, ze
dwie sekwencje podobne do siebie zawieraja zwykle trojki aminowkwasow, ktore sa iden-
tyczne lub prawie identyczne. Przyjecie takiego zalozenia i odpowiednie zaprojektowanie
algorytmu pozwala na przyspieszenie przeszukiwania bazy danych o kilka rzedow wiel-
kosci w stosunku do algorytmu dynamic programming. Wynikiem zastosowania metody
BLAST jest dopasowanie lokalne obejmujace otoczenie znalezionego podciagu trzech
aminokwasow.

Rowniez metoda FASTA jest oparta na poszukiwaniu krotkich (dwuaminokwaso-
wych) podciagéw w poréwnywanych sekwencjach. Znajdowanych jest kilka takich lo-
kalnie podobnych fragmentéw i nastepnie budowane jest dopasowanie globalne. Metoda

FASTA jest wolniejsza i mniej czuta niz algorytm BLAST.

2.4.5 Dopasowanie wielu sekwencji

Wykorzystanie informacji ewolucyjnej zawartej w znanych sekwencjach biatek wymaga
rownoczesnego porownania wielu sekwencji [38]. Dzieki temu mozliwe jest wskazanie
aminokwasow, ktore nie ulegly mutacjom podczas ewolucji. W wyniku poréwnania
wielu sekwencji uzyskuje sie dopasowanie wielu sekwencji (multiple sequence alignment).
Korzys$ci wynikajace z zastosowania dopasowania wielu sekwencji ilustruje ponizszy (eks-

tremalny) przyktad. Trudno jest dopasowac nastepujace sekwencje:
SESESE

S E
AVAVAVAY

Po uwzglednieniu trzeciej sekwencji i zbudowaniu dopasowania:
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0 +
[xa]
0 +
[xa]
0 +
[xa]
0 +
[xa]

|

< + < |
|

< + < |
|

< + < |
|

< + < |

=
=
=
=

otrzymuje sie 50% zgodno$¢ dopasowania.

Algorytm programowania dynamicznego nie nadaje sie bezposrednio do pordéwny-
wania wiekszej liczby sekwencji, gdyz jego zlozonosé obliczeniowa ro$nie wyktadniczo
wraz z liczbg poréwnywanych sekwencji. Dostepne rozwigzania polegaja na znalezieniu
optymalnych dopasowari par sekwencji, a nastepnie na taczeniu tych par (algorytm typu
branch—and-bound) [39]. W ten sposob dziata najpopularniejszy program budujacy do-
pasowania wielu sekwencji — CLUSTAL W [40]. Inne znane metody [41] wykorzystuja
m. in. ukryte modele Markowa (HMM, Hidden Markov Models) [42] i algorytmy gene-

tyczne.

2.4.6 Wykorzystanie informacji ewolucyjnej

W procesie ewolucji zywych organizméw struktury bialek zachowywane sa w stopniu
znacznie wiekszym, niz ich sekwencje. Wynika to z mechanizmu dziatania doboru natu-
ralnego. Niekorzystne mutacje, w wyniku ktorych zmianie ulega struktura biatka, po-
woduja na ogot $mier¢ organizmu (a wiec takie zmiany nie sa przekazywane nastepnym
pokoleniom) [6]. Natomiast mutacje nie wptywajace niekorzystnie na strukture biatka
(a wiec réwniez nie modyfikujace w znaczacy sposob jego biologicznej funkeji) moga
zostaé bezpiecznie przekazane. Mozna stad wyciggnaé¢ wniosek, ze odcinki sekwencji nie
ulegajace zmianie w procesie ewolucji odpowiadaja istotnym funkcjonalnie fragmentom
struktury lub fragmentom determinujacym jej stabilno$¢. Najczesciej zachowywane s
aminokwasy nalezace do hydrofobowego rdzenia biatka.

Wykorzystanie informacji ewolucyjnej pozwala na zwiekszenie czutosci metod se-
kwencyjnych. W praktyce tworzy sie dopasowanie wielu sekwencji w oparciu o sekwen-
cyjna baze danych, a nastepnie buduje profil sekwencyjny wykorzystywany do kolejnych

przeszukiwan bazy danych [43]. Profil sekwencyjny ma posta¢ macierzy o wymiarach
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20 x N, gdzie N jest dtugoscia sekwencji. Kazda kolumna takiej macierzy zawiera cze-
stodci wystepowania roznych aminokwasoéw na danej pozycji (rysunek 5). W opisany
sposob dziata najpopularniejsza obecnie metoda sekwencyjna — PSI-BLAST (Position

Specific Iterated BLAST) [35].

VFANKNANGLDTFL VFANKNANGLDTFL
VFANKNANGDAFL GLYOOOOOOOO7 1000
VYANKDANGDAFL ALAOO80002002000
VFANKDANGDNFL SER0010200000000
VFANSDANGASFL CYS000O0OO0OO0O0O0O0O0O0O0O
VFANSAANGDSFL VAL90OOOOOOO02010
VYSNYETSGVDIL THROOO0OO0OO034000000
VYSNYETTGVDIL ILEOOOOOOO0OO0OOOO40
V----KHNEVDIL PROOOOOOOOOOOOOO
V----SHNEVDIL METOOOOOOO0O200000
V----KHNEVDIL ASP0204010001300
V----SHNEVDIL ASNOOO4000400000
VEADYTTIGGLVL LEUOOOOOOOOOO3009
VEADYTSHGALVL LYS0000200000000
VEADYTTMGALVL GLUO200000010000
VEADSTTMGALVL GLNOOOOOOOOOOOODO
-DADSTTMGALIL ARGOOOOOOO0OOOO0OO0OO
-DADYTTMGALIL HISO0O00O0001000000
-DADYTTMGGLIL PHEO300000000020
-DADYTTMGGLIL TYRO100400000000
-DADYTTMGGLIL TRPOOOOOO0OO00O0O0O0OO0O

Rysunek 5: Przyktad dopasowania wielu sekwencji (fragment sekwencji mioglobiny
Imba) i odpowiadajacy mu profil sekwencyjny (czestosci wystepowania aminokwasow
na danej pozycji przeskalowano do wartosci z przedziatu (0,9)).

Dodatkowe zwiekszenie czutosci mozna uzyskaé¢ budujac profil sekwencyjny zaréwno
dla sekwencji badanego biatka, jak tez dla sekwencji umieszczonych w bazie danych.
Tego typu podejscie jest wykorzystywane przez kilka dostepnych metod sekwencyjnych
uznawanych obecnie za najbardziej wiarygodne.® Naleza do nich metody BASIC i

PDB-BLAST.”

6Por6wnanie wielu metod przewidywania struktury bialek znajduje sie na stronie WWW
http://www.bioinfo.pl
"Strona WWW programu PDB-BLAST: http://bioinformatics.1ljcrf.edu/pdb_blast/
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2.4.7 Budowanie modelu bialka

Poszczegolne programy wykorzystuja rozne algorytmy do budowania modeli biatek. Na
przyklad program MODELLER, odczytuje ze struktur homologicznych wiezy (odlegtosci
i katy pomiedzy atomami) i na ich podstawie tworzy rozmyty opis polozenia wszystkich
atomow w biatku (zwany funkcja gestosci prawdopodobienstwa, probability density func-
tion) [44]. Nastepnie, zgodnie z tym opisem, generowany jest model czasteczki biatka.
Takie podejscie pozwala na wygodne laczenie danych pochodzacych z kilku struktur
biatek homologicznych oraz na stosowanie innych wiezow (na przyktad pochodzacych
z metod eksperymentalnych). Inne programy korzystaja z metody distance geometry
w celu konwersji wiezow (odleglosci pomiedzy atomami) do postaci wspotrzednych kar-
tezjanskich [45]. Po zbudowaniu modelu bialka jest on optymalizowany przy pomocy
mechaniki molekularnej i pelnoatomowego pola sitowego. Program MODELLER uzywa
w tym celu pola sitowego CHARMM [46].

Inne programy (na przyklad SWISS-MODEL) bezposrednio ,kopiuja’ fragmenty
struktury biatka—wzorca dopasowane do sekwencji modelowanego biatka. Nastepnie
dokonuja ,,mutacji” odpowiadajacych sobie aminokwasow, to znaczy zamieniaja grupy
boczne aminokwasow z biatka—wzorca na grupy boczne aminokwasoéw biatka modelowa-
nego. Fragmenty struktury odpowiadajace czeSciom dopasowania zawierajacym przerwy
(sa to zwykle petle tanicucha biatkowego) sa uzupelniane przy pomocy pasujacych frag-
mentow z bazy danych.

Dopasowania tworzone przez metody sekwencyjne sa zazwyczaj dobrej jakosci (pod
warunkiem odnalezienia wzorca charakteryzujacego sie wysokim, ponad 30% podobien-
stwem sekwencyjnym) i pozwalaja na zbudowanie modelu biatka o rozdzielczosci porow-
nywalnej z rozdzielczoscig struktury eksperymentalnej (praca [47], zatacznik 4). Stan-
dardowe programy stuzace do modelowania homologicznego (na przyktad MODELLER
[44], COMPOSER [48], SWISS-MODEL [49]) odczytuja wpotrzedne atomow czasteczki
biatka—wzorca i na podstawie dopasowania tworza model nowego biatka. Dlatego frag-
menty zle dopasowane (na przyklad petle) sa zwykle btednie odbudowywane przez te

programy. Podobnie, niedoktadne dopasowanie (w przypadku niskiego podobieristwa se-
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kwencji wzorca i sekwencji modelowanego biatka) bywa przyczyna generowania modeli
struktur biatek o niskiej jakosci. Program MODELLER wykazuje silng tendencje do

zapetlania dtuzszych nieustrukturyzowanych fragmentow tancucha biatkowego.

2.5 Metody przewlekania sekwencji (threading)

Metody wykorzystujace podobienistwo sekwencji pomijaja catkowicie informacje struk-
turalne pochodzace z biatka—wzorca. Dlatego stworzono grupe metod zwanych meto-
dami przewlekania sekwencji (threading) [50]. Metody przewlekania generuja dopaso-
wanie (alignment) sekwencji modelowanego biatka do struktury biatka-wzorca. Miara
dopasowania nie jest w tym przypadku prosta suma podobienstw aminokwasow, ale

wykorzystuje funkcje oceniajaca kompatybilno$é¢ sekwencji i struktury:

f(A,G) =V(A,G) (4)

gdzie V(A, G) jest wartoscia funkcji oceniajacej zgodnosé sekwencji i struktury, A jest
typem aminokwasu sekwencji biatka modelowanego, G jest opisem fragmentu struktury
biatka—wzorca.

Przyktadowo, jezeli funkcja oceniajaca zgodno$é typu aminokwasu i rodzaju struk-
tury drugorzedowej ma nastepujaca postaé (wykorzystuje fakt, ze alanina czesto wyste-

puje we fragmentach posiadajacych strukture helikalna):

1 gdy A= ALA i G = struktura helikalna (H) ,
V(A,G) = (5)
0 w przeciwnym wypadku.

to wartos¢ miary nastepujacego dopasowania:

Sekwencja: AAAAAAAAVVY
Struktura: EECCHHHHHHH
Zgodnos¢ : 00001111000

jest rowna 4.
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Jako funkcje oceniajaca kompatybilnosé sekwencji i struktury uzywa sie czesto po-
tencjalow statystycznych [51, 52].

Nazwa ,metoda przewlekania sekwencji” pochodzi stad, ze de facto sekwencja biatka
o nieznanej strukturze jest ,przewlekana” przez kazde bialko strukturalnej bazy da-
nych. Dla kazdej pary sekwencja—struktura budowane jest dopasowanie i obliczana
miara dopasowania. Zwykle wykorzystuje sie do tego algorytm programowania dyna-
micznego. Lista miar dopasowania uporzadkowana malejaco opisuje zgodnos¢ sekwencji
biatka modelowanego (target) i kolejnych struktur-wzorcow templates 7 bazy danych.
Wartos¢ miary dopasowania méwi o tym, czy znalezione dopasowanie jest wiarygodne
i czy mozna uzy¢ go do zbudowania modelu biatka. Wiarygodno$¢ miary dopasowania
ocenia sie wykorzystujac parametry rozkladu miar dopasowan (co opisano w kolejnym
rozdziale).

Wiekszos¢ wspotezesnie wykorzystywanych metod przewlekania sekwencji to metody
hybrydowe, taczace podejscie czysto sekwencyjne z metodami opartymi na potencjatach
statystycznych |23]. Jak wykazaly testy przeprowadzone podczas konkursu CASP4 [53],
jedne 7 najlepiej dzialajacych metod przewlekania sekwencji to 3D-PSSM [54], GenTH-
READER [55] i FFAS (Fold and Function Assignment System) [56, 57|.

Metoda przewlekania sekwencji posiada powazne ograniczenie. Algorytm progra-
mowania dynamicznego uzywany do tworzenia dopasowania jest algorytmem dziataja-
cym lokalnie. Dlatego nie jest mozliwe bezposrednie wykorzystanie potencjatéow dwu—
i wielocialowych [58]. Stosowany sposob ominiecia tego ograniczenia polega na oblicze-
niu oddzialywania kazdego aminokwasu z ,usredniona” struktura (zatozenie, ze otocze-
nie aminokwasu nie ulega zmianie niezaleznie od stworzonego dopasowania, tak zwane
przyblizenie frozen approzimation) |59, 60]. Inne rozwiazanie tego problemu zostalto za-
proponowane w programie PROSPECTOR, w ktéorym proces budowania dopasowania
sekwencji i struktury powtarza si¢ wielokrotnie, co prowadzi do samouzgodnienia dopa-
sowania [28]. Do tworzenia dopasowania probuje sie rowniez uzywaé innych algorytmow

(na przyklad metode Monte Carlo [61]).
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2.5.1 Ocena wiarygodno$ci miary dopasowania sekwencji

Bezwzgledna wartos¢ miary dopasowania dwoch sekwencji (lub sekwencji do struktury)
nie wystarcza do oceny wiarygodnosci dopasowania. Wartos¢ miary dopasowania zalezy
m.in. od sktadu aminokwasowego poréwnywanych sekwencji, uzytej funkcji podobien-
stwa aminokwasow, kosztéw wprowadzenia i wydtuzenia przerwy, dlugos$ci poréwny-
wanych sekwencji. Dlatego konieczne jest wprowadzenie sposobu oceny wiarygodnosci
miary dopasowania sekwencji.

Do oceny wiarygodnosci miary dopasowania sekwencji stosuje sie czesto ocene stan-
dardowa (z-score):

Tr—x

7= (6)

o(x)

gdzie z jest miara dopasowania, T jest §redniag miara dopasowania, o(z) jest odchy-
leniem standardowym wszystkich zebranych wynikow.

Zaktadajac okreslony prog oceny standardowej, mozemy oceni¢ wiarygodno$é¢ miary
dopasowania. Wybierajac ocene standardowa zaktada sie, ze rozktad warto$ci miar do-
pasowania jest rozktadem normalnym. W rzeczywistosci histogram wartosci miar dopa-
sowania daje sie dobrze opisa¢ przy pomocy rozkladu wartosci maksymalnej, co przed-
stawiono na rysunkach 6 i 7 (niekiedy wykorzystuje si¢ rowniez rozktad Poissona) [62].
Dzieki temu mozliwe jest obliczenie prawdopodobieristwa utworzenia danego dopasowa-
nia w sposob przypadkowy (im mniejsze prawdopodobienstwo zbudowania dopasowania

w sposob przypadkowy, tym wieksza jest jego wiarygodnosé) [63]:

P(s < X) = ¢ 7NME* (7)

gdzie P(s < X) jest prawdopodobienistwem przypadkowego utworzenia dopasowania
o wartosci miary dopasowania mniejszej niz X zgodnie z rozktadem wartosci maksymal-
nej; N i M sa dlugo$ciami dopasowywanych sekwencji; v i £ sa parametrami rozktadu.
Parametry v i £ mozna obliczy¢ na podstawie rzeczywistego rozktadu miar dopaso-

wania [63, 64].
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Rysunek 6: Przyktadowy histogram wartosci miar dopasowania — wynikéw metody prze-
wlekania sekwencji.
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Rysunek 7: Przyktadowy histogram wartosci obliczonych zgodnie z rozkladem wartosci
maksymalne;j.
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2.6 Metody bezposredniego przewidywania struktury biatek na
podstawie sekwencji

Przedstawione dotychczas metody modelowania struktur biatek wykorzystuja znajomosé
struktur biatek homologicznych. Metody sekwencyjne i metoda przewlekania sekwencji
sa w stanie znalez¢ biatka—wzorce dla okoto 40-50% poznawanych sekwencji. Jednak dla
pozostaltej czesci nowo sekwencjonowanych biatek nie jest mozliwe znalezienie odpowied-
nich homologéw w strukturalnych bazach danych [65, 66]. Zawodza obie grupy metod
[11]. Probe rozwiazania tego problemu stanowia metody bezposredniego przewidywania
struktury biatek na podstawie sekwencji aminokwasow.

Wiekszos¢é metod bezposrednich (metod klasy ab initio) korzysta z hipotezy termo-
dynamicznej Anfinsena [67]. Mowi ona, ze biatka w stanie natywnym znajduja sie w mi-
nimum energii swobodnej. Metody bezposrednie korzystaja zatem z funkcji potencjatu
tak skonstruowanej, aby przyjmowal minimum dla konformacji biatka odpowiadajacej
strukturze natywnej. Potencjaly stosowane w metodach przewidywania struktury biatek
mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza grupe stanowia potencjaty wyprowadzane na
podstawie obliczenn kwantowochemicznych lub analizy danych spektroskopowych [68].
Tego typu potencjaly sa stosowane w obliczeniach mechaniki i dynamiki molekularne;j
[46, 69]. Druga grupe potencjalow stanowia potencjaly statystyczne, wyprowadzane w
oparciu o analize baz danych zawierajacych znane struktury bialek (knowledge—based
potentials) |70].

Znalezienie konformacji natywnej biatka, nawet przy zalozeniu, ze potencjal jest do-
brze skonstruowany i rzeczywiscie osigga minimum dla struktury natywnej, jest nadal
zadaniem bardzo trudnym — ze wzgledu na ogromna dostepna przestrzeni konformacyjna
[71]. Metoda dynamiki molekularnej jest niepraktyczna, poniewaz przy jej pomocy
mozna symulowaé¢ procesy trwajace najwyzej dziesigtki nanosekund, w wyjatkowych
wypadkach do 1 mikrosekundy [72|. Proces zwijania bialek (protein folding) trwa w
rzeczywistosci od kilku milisekud do kilku minut, a wiec o kilka rzedéw wielkosci dtu-
zej. Ponadto, przeszkode stanowi ogromny rozmiar symulowanego uktadu (kilkanascie

lub kilkadziesiat tysiecy atomow wchodzacych w sktad biatka i otaczajacych go czaste-
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czek wody). Dotychczas przeprowadzono nieliczne pomyslne proby symulacji procesu
zwijania sie niewielkich peptydow i biatek [73].

Do przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej uzywa sie réznych metod obliczenio-
wych, m.in. metode Monte Carlo (opisang szerzej w rozdziale 2.6.1), algorytmy gene-
tyczne 74|, budowanie modeli z niewielkich (kilkuaminokwasowych) fragmentow struk-
tur pochodzacych ze struktur natywnych [75].

Bardzo waznym aspektem metod przewidywania struktury biatek jest sposob repre-
zentacji tancucha biatkowego [76]. Grupy boczne aminokwasow (determinujace struk-
ture biatka) reprezentowane w postaci punktowych centrow oddzialywan pozwalaja dra-
matycznie zmniejszy¢ konieczng do przeszukania przestrzen konformacyjng. Dalsze ogra-
niczenie przestrzeni konformacyjnej mozna uzyskac¢ przez jej dyskretyzacje, na przyktad

dzieki uzyciu siatki |77].
2.6.1 Metoda dynamiki siatkowej Monte Carlo

Od wielu lat w grupie prof. Andrzeja Kolinskiego rozwijana jest metoda przewidy-
wania struktury bialek z wykorzystaniem uproszczonego modelu siatkowego i metody
Monte Carlo |77, 78, 79, 80, 81]. Metoda ta jest z powodzeniem wykorzystywana do
przewidywania trzeciorzedowej struktury biatek bezposrednio na podstawie sekwencji
i zostala pomyslnie zweryfikowana w konkursach CASP3 [82] i CASP4 (83, 84]. W
tej pracy wykorzystano jeden z wariantow tej metody, nazwany SICHO (SIde CHain
Only). Przeznaczeniem metody jest przewidywanie struktury jednodomenowych biatek
globularnych o rozmiarach do 250 aminokwasow.

Ponizej przedstawiono najwazniejsze zatozenia modelu SICHO. Doktadny opis mo-

delu zawarty jest w pracach [80, 81, 85| (zataczniki 1, 2 1 5).

Uproszczona reprezentacja siatkowa lancucha biatkowego Kazdy aminokwas
traktowany jest jak punkt umieszczony w §rodku masy grupy bocznej (powiekszonej o
atom Cea). Glicyna reprezentowana jest przez punkt odpowiadajacy poltozeniu wegla o

(rysunek 8).
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Rysunek 8: Uproszczony model tancucha polipeptydowego (biatko krambina, PDB
lern). Szare kulki oznaczaja pozycje Srodkéw mas grup bocznych aminokwasow. Kolo-
rowy tancuch taczy kolejne atomy Ca.

Punkty reprezentujace $rodki mas grup bocznych sa umieszczone na siatce szescien-
nej o krawedziach dtugosci 1.45 A (jest to rozmiar jednostki siatkowej). Dopuszczalna
odleglos¢ pomiedzy grupami bocznymi waha sie od 4.3 do 7.9 A i jest definiowana przez
646 mozliwych wektorow taczacych dwie kolejne grupy boczne. Ciag tych wektorow
reprezentuje tancuch biatkowy. Wylaczonej objetosci grupy bocznej odpowiada 16 naj-
blizszych weztoéw siatki otaczajacych §rodek masy grupy bocznej. Pozycje atomow Ca
sa w przyblizony sposob odbudowywane w trakcie symulacji na podstawie doktadnie

znanych pozycji grup bocznych (praca [81], zatacznik 2, strona 295, rysunki 1-3).
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Algorytm Monte Carlo Podstawowy algorytm Monte Carlo polega na wielokrotnym

wykonywaniu nastepujacych krokow:

e modyfikacja konformacji biatka
e obliczenie energii zmodyfikowanego uktadu

e obliczenie prawdopodobienistwa zmiany konformacji zgodnie z kryterium Metropo-
lisa; jezeli konformacja zostaje odrzucona, nastepuje powrot uktadu do poprzed-

niego stanu

Wedlug kryterium Metropolisa [86] prawdopodobieristwo przejicia ze stanu o energii

E; do stanu o energii Fy wynosi:

1 gdy Ey <= El,
BB, (8)
e kBT gdy Fy, > E.

P(A,B) =

gdzie kp jest stala Boltzmanna, T jest temperatura symulacji (K).

Czesto wykorzystuje sie schemat symulowanego schtadzania (simmulated annealing),
polegajacy na stopniowym zmniejszaniu temperatury podczas symulacji. Dzieki temu
probkowanie przestrzeni konformacyjnej jest coraz doktadniejsze w miare zblizania sie do
konformacji natywnej. Istnieje wiele udoskonalen metody Monte Carlo, miedzy innymi
metoda ESMC (entropy sampling Monte Carlo) i metoda wymiany replik, REM (replica
exchange method) [87].

Ruchy taricucha W programie dynamiki siatkowej Monte Carlo zaimplementowane

zostaly nastepujace rodzaje ruchow tancucha (N oznacza liczbe aminokwasow):

e ruch pojedynczej grupy bocznej: N wywotan podczas elementarnego kroku symu-

lacji
e ruch dwoch grup bocznych: N — 1 wywotan

e ruch koricow tanicucha: 2 wywotania
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e ruch wiekszych fragmentow tancucha: jedno wywolanie podczas elementarnego

kroku symulacji

Pole silowe Pole sitowe wykorzystuje potencjaly statystyczne otrzymane w wyniku
analizy bazy danych struktur biatek. W prezentowanym modelu uzyto nastepujacych

potencjalow (szczegotowo opisanych w pracy [88|, zalacznik 5, na stronie 595):

1. Potencjal poprawiajacy lokalng geometrie tanicucha. Potencjal ten modyfikuje
rozklad odlegtosci w swobodnym tancuchu (zblizony do rozktadu Gaussa) tak,
ze przypomina on rozklad odleglo$ci w rzeczywistym tancuchu biatkowym. W
zdecydowany sposob poprawia to jako$é lokalnej geometrii tanicucha i ogranicza

przestrzen konformacyjna, zwiekszajac efektywnosé symulacji [89].

2. Potencjal hydrofobowy (typu burial), opisujacy ,preferencje” aminokwasow do
przebywania w kontakcie ze sSrodowiskiem zewnetrznym (definiujacy implicite obec-

nos¢ rozpuszczalnika w ukladzie).

3. Potencjal centrosymetryczny, poprawiajacy strukture biatek globularnych wsku-
tek wymuszania odpowiedniego rozktadu gestosci reszt aminokwasowych wewnatrz
globuli biatkowej (rysunek 9). Dla innych typow bialek moze on zosta¢ odpowied-
nio zmodyfikowany (na przyktad dla bialek fibrylarnych moze wymuszaé symetrie

cylindryczng).

4. Potencjal wigzan wodorowych, umozliwiajacy tworzenie sie stabilnej struktury

drugorzedowej i naddrugorzedowe;j.

5. Potencjal wielocialowy (typu profilu kontaktowego), opisujacy lokalne otoczenie
aminokwasow wewnatrz czasteczki biatka (zalezny od liczby kontaktow z amino-

kwasami roznych typow i od orientacji kontaktoéw, co wyjasniono blizej w rozdziale

3.3).

6. Potencjal bliskiego zasiegu zalezny od sekwencji, ktory opisuje ,preferencje” ami-

nokwasow do tworzenia okreslonej struktury drugorzedowej tancucha.
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Rysunek 9: Schemat rozkladu gestosci reszt aminokwasowych wewnatrz czasteczki
biatka. CM oznacza $rodek masy czasteczki biatka, S, — promien bezwladnosci (ktory
dla bialek globularnych moze by¢ w bardzo doktadny sposéb przyblizony réwnaniem
S, =2.2N%% gdzie N jest liczba aminokwasow).

7. Potencjal dalekiego zasiegu (kontaktowy) zalezny od sekwencji, opisujacy czestosé

wystepowania roznych aminokwasow blisko siebie w przestrzeni.

Bardzo waznym aspektem dotyczacym pola sitowego jest ustalenie odpowiednich
udzialow (wag) poszczegolnych potencjatow w catkowitej energii uktadu (praca [88|,

zalacznik 5, strona 598).

2.6.2 Zastosowanie modeli biatek $redniej rozdzielczo$ci

Proces zwijania bialek symulowany metoda Monte Carlo z wykorzystaniem uproszczo-
nego modelu siatkowego pozwala niekiedy otrzymac struktury biatek, ktore roznia sie
02 -3 A (RMSD) od struktury natywnej, co stanowi jako$é zblizong do wynikow
metod eksperymentalnych [81] (zatacznik 2). Czesto jednak metoda ta (podobnie jak
inne metody klasy ab initio przewidywania struktury bialek) tworzy modele o $redniej
rozdzielczosci — odlegte od struktury natywnej o 4 — 7 A. Modele bialek o takiej roz-
dzielczosci trudno jest bezposrednio zastosowaé do szczegdtowej analizy funkcji biatka

(na przyktad oddzialywania liganda z miejscem aktywnym receptora). Istnieja jednak
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zastosowania, dla ktorych modele biatek o Sredniej rozdzielczosci sa wystarczajace.

Przewidywanie funkcji bialek Ocena biologicznej funkcji biatka jest niekiedy moz-
liwa juz po przewidzeniu klasy strukturalnej (fold), do ktorej nalezy biatko, a wiec na
podstawie struktury o rozdzielczoéci 6 — 8 A. W ostatnich latach powstala automa-
tyczna metoda wykorzystujaca ,rozmyty” opis miejsc aktywnych w biatkach do wyzna-
czania funkcji — Fuzzy Functional Forms, FEF [90, 91|. Zaleta tej metody jest mozliwos¢
wykorzystania modeli biatek o $redniej rozdzielczosci (4 — 6 A) do przewidywania funk-
cji. Metoda oparta jest na uproszczonym opisie geometrii aminokwasow tworzacych
miejsce aktywne w biatku. Takie definicje umieszczone w bazie danych sa uzywane do
analizy modeli biatek. Zgodnos¢ geometrii miejsca aktywnego i sekwencji budujacych
je aminokwasow pozwala okresli¢ funkcje biatka. Metoda FFF zostata z powodzeniem
zastosowana do analizy funkcji biatek z rodziny oksydoreduktaz dwusiarczkowych (w

genomie FE. coli) oraz rybonukleaz-T1 [92].

Dokowanie ligandéw do modeli bialek o $redniej rozdzielczo$ci Techniki ob-
liczeniowe pozwalajace na dopasowanie (dokowanie) modeli niewielkich czasteczek che-
micznych (ligandow) do struktur biatek (receptorow) sa powszechnie wykorzystywane w
praktyce i pozwalaja na badanie mechanizmu procesu wiagzania liganda przez receptor
[93]. Mozliwa jest rowniez ocena ewentualnych efektéw biochemicznych modyfikacji cza-
steczki liganda badz receptora. Standardowe metody dokowania (na przyktad AutoDock
[94], DOCK [95], FlexiDock [96]) wymagaja uzycia modeli receptoréw o rozdzielczosci
porownywalnej z rozdzielczoscia struktur eksperymentalnych. W przeciwnym razie me-
tody te nie s w stanie dostarczy¢ wiarygodnych wynikéw.

Ostatnio powstatla metoda przewidywania konformacji uktadéw ligand — receptor
wykorzystujaca uproszczone modele zaréwno czasteczki liganda, jak tez biatka recepto-
rowego [97]. Struktura czasteczki biatka i czasteczki liganda jest dopasowana do siatki
szesSciennej. Energia oddzialywania liganda i receptora jest obliczana przy uzyciu pro-
stych potencjatow statystycznych. Przeszukiwana jest cata mozliwa przestrzen konfor-

macyjna (dzieki dyskretyzacji przy pomocy siatki odbywa sie to stosunkowo szybko).
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Metoda jest efektywna: pozwala trafnie oceni¢ polozenie miejsca aktywnego w 2/3 mo-
deli biatek o rozdzielezosci od 4 do 6 A. Dla 20% modeli metoda poprawnie okresla

orientacje liganda w miejscu aktywnym receptora.

Przewidywanie czwartorzedowej struktury bialek Poznanie mechanizmu od-
dzialywan pomiedzy biatkami jest kluczowe dla zrozumienia proceséw zachodzacych w
komorce. Dlatego przewidywanie czwartorzedowej struktury biatek jest bardzo waznym
i interesujacym zastosowaniem modeli biatek niskiej rozdzielczosci. Powstaly metody
oparte na dynamice Monte Carlo uproszczonych modeli bialek pozwalajace z duza do-
ktadnoscig przewidywac strukture kompleksoéw biatkowych i aglomeratéw wiekszej liczby
biatek. Metody tego typu sa szybkie i wykorzystuja struktury biatek o rozdzielczosci
do 7 A [98, 99]. Stworzono rowniez podobne metody oparte o algorytmy genetyczne
[100]. Spektakularne wyniki (poréwnywalne z rezultatami metod eksperymentalnych)
osiggnieto podczas symulacji ab initio struktur kompleksoéw krotkich biatek helikalnych

(struktur typu zamka leucynowego, leucine zipper) [101].

Poprawianie jako$ci przewidzianej struktury czasteczki biatka Struktury bia-
tek Sredniej i niskiej rozdzielczo$ci moga stanowi¢ informacje wejsciowa dla metod po-
prawiajacych jakosé przewidzianej struktury biatek. Metody wykorzystujace klasyczne
pola sitowe sg z powodzeniem stosowane do poprawiania modeli biatek $redniej rozdziel-
czosci. To podejscie jest uzywane w programach budujacych modele bialek w oparciu o
podobienstwa sekwencyjne. Program MODELLER wykorzystuje w tym celu pole sitowe
CHARMM [46] i metode dynamiki molekularnej.

Dodatkowe informacje mozna uzyskaé¢ analizujac caly trajektorie symulacji dynamiki
procesu zwijania bialek. Czesto zdarza sie, ze kolejne struktury w trajektorii ,oscyluja”
wokot struktury natywnej biatka. Mozna pogrupowaé¢ podobne do siebie struktury i
obliczy¢ strukture srednia. Okazuje sie, ze czesto jest ona bardziej zblizona do struktury
natywnej biatka, niz ktorakolwiek ze struktur zawartych w trajektorii [85]. Do takich
obliczen uzywa sie metode budowania klastrow [102] lub metode distance geometry,

opisang blizej w rozdziale 4.6 i w pracy [85] (zalacznik 7).

28



3 Wykorzystanie podobienstw sekwencyjnych do wy-
prowadzania potencjaléow statystycznych

Potencjaly wyprowadzane w oparciu o analize znanych struktur biatek mozna podzielié¢
na dwie grupy. Do pierwszej z nich naleza potencjaly wykorzystujace rozktady parame-
trow geometrycznych bialek (na przyktad odlegtosci pomiedzy atomami lub kontaktow
grup bocznych aminokwasow) [103, 104, 105, 106]. Rozktady te s konwertowane do po-
staci potencjatu dzieki wykorzystaniu prawa Boltzmanna lub w oparciu o teorie Bayesa
[107]. Druga grupe potencjalow stanowia potencjaly konstruowane w taki sposob, aby
osiggaly minimum dla struktury natywnej biatka, a konformacje odbiegajace od struk-
tury natywnej (decoys) mialy wyzsze energie [108]. W tej pracy wykorzystano pierwszy
sposOb obliczania potencjalow.

Zgodnie z prawem Boltzmanna, roznica energii dwoch stanéw o obsadzeniach Ny i
N>, AE, jest rowna:

Ny

AE = —kgTIn (E) (9)

gdzie kg jest stala Boltzmanna, T jest temperatura (K).

Liczba obsadzenn N; odpowiada czestosci wystepowania okreslonej konformacji w ba-
zie danych. N, odpowiada spodziewanej czestosci wystepowania okreélonej konformacji i
jest okreslane mianem stanu odniesienia. Zastosowanie prawa Boltzmanna do obliczenia
warto$ci potencjatu statystycznego wymaga spetnienia kilku zalozen [70]. Baza danych
powinna by¢ reprezentatywna dla wszystkich znanych struktur bialtek. Struktury znaj-
dujace sie w bazie danych powinny odpowiada¢ strukturom réwnowagowym (biatkom
w stanie natywnym). Rozklad czestosci wystepowania okreslonych konformacji w bazie

danych powinien by¢ zgodny z rozktadem Boltzmanna.

3.1 Przygotowanie bazy danych

Potencjaly statystyczne wyprowadzane sa w oparciu o strukturalng baze danych biatek.

Trudno jest wykorzystaé¢ do tego celu bezposrednio baze PDB, poniewaz jest ona redun-
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dantna — wystepuja w niej struktury bardzo podobne (na przyktad homologiczne biatka
pochodzace 7 roznych organizmow). Ponadto, okoto 30% biatek zawartych w bazie PDB
posiada btedy (przerwy w tanicuchu polipeptydowym, brakujace aminokwasy, niescistosci
w numeracji atomow). Dlatego do wyprowadzania potencjalow konieczne jest zastoso-
wanie reprezentatywnego podzbioru bazy PDB, pozbawionego struktur zawierajacych
bledy. Do wyprowadzania potencjaléow w tej pracy uzywano dwoch reprezentatywnych
podzbiorow bazy PDB: bazy PDBSELECT98, zawierajacej 1025 struktur biatek [109],
oraz bazy przygotowanej przy pomocy programu PDBREF, zawierajacej 2860 struktur
(opis programu PDBREF znajduje sie w rozdziale 6.2.2).

3.2 Potencjal bliskiego zasiegu

Poszczegolne aminokwasy wystepuja z roézng czesto$cia we fragmentach tancucha poli-
peptydowego o roznej strukturze drugorzedowej. Na przyktad w helikalnych fragmentach
taricuchow biatkowych czesto wystepuje alanina. Walina ,preferuje” fragmenty tancucha
posiadajace strukture f.

Strukture drugorzedowa bialtek czesto reprezentuje sie przy pomocy trojliterowego
kodu: litera H odpowiada strukturze helikalnej (helical) «, litera E strukturze typu (3
(extended), litera C (lub znak *-’) — pozostalym typom struktury drugorzedowej (coil).
Reprezentacja taricucha biatkowego w metodzie Monte Carlo wykorzystuje bardziej do-
ktadny sposob opisu lokalnej geometrii. Wykorzystuje sie do tego celu odlegtosci pomie-
dzy $rodkami mas grup bocznych aminokwasow. Zapis r;;4,(A, B) odpowiada odlegto-
$ci pomiedzy srodkiem masy i-tego i i + z-tego aminokwasu (¢ jest pozycja aminokwasu
w sekwencji biatka). A i B odpowiadaja typom i-tego i i + z-tego aminokwasu. Na
przyktad r; ;11 (GLY, ALA) oznacza odleglos¢ pomiedzy sasiadujacymi ze soba glicyna i
alaning. Doktadna reprezentacja lokalnej geometrii wymaga jednoczesnego uzycia kilku
odlegtosci: 741, Tiivo, Tiits 1 7iipa. W przypadku odlegtosci pomiedzy i-tym a i+3-cim
aminokwasem, wartos¢ odlegtosci dodatkowo pomnozono przez wartosé¢ odpowiadajaca
chiralnosci tancucha biatkowego, wynoszaca 1 dla tancucha prawoskretnego i —1 dla

taticucha lewoskretnego (parametr oznaczono symbolem 77, ;). Zapobiega to tworzeniu
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konformacji nie wystepujacych w rzeczywistych strukturach biatek (na przykltad lewo-
skretnych helis). Przyktadowe rozktady parametru rj;,; przedstawiono na rysunkach
101 11.

Stanem odniesienia dla potencjatu bliskiego zasiegu sa rozktady odleglosci usrednione
po wszystkich aminokwasach. Rozktady te przedstawiono na w pracy [80] (zalacznik
1) na stronie 119, rysunek 5. Rozktady odleglosci zdyskretyzowano, dzielac je na kilka
(od 3 do 14) przedzialow. Na przyklad odleglosé r; ;.1 podzielono na trzy przedzialy:
r<5A re (5 A,6.5 A>, r > 6.5 A. Potencjal bliskiego zasiegu w kazdym z przedzia-

téw obliczono w nastepujacy sposob:

ivem(A, B
‘/;;7“‘55,”'/("47 B) - _kBTlIl <T‘Z’Z+L(’)>

<7”z',z'+x,m> (10)

gdzie 7;12.m(A, B) jest zaobserwowana czestoscia wystepowania odlegtosci 7; 4, W
przedziale m, pomi¢dzy aminokwasami typow A i B; (r;;1a.m) jest czestoscia wystepo-
wania odleglosci r; ;41, W przedziale m, bez wzgledu na typ aminokwasu.

Ponizej przedstawiono wartosci potencjatu r7; . 5 obliczonego dla par alanina-alanina
i walina-walina. Potencjat jest podzielony na 14 przedziatéw, obejmujac zakres od —14

do 14 A, co 2 A.

ALA-ALA
2.00 -0.73 -1.28 0.51 1.44 2.00 2.00 2.00 2.00 -1.17 -0.54 -0.68 0.54 2.00

VAL-VAL
1.28 -1.45 -1.13 0.22 1.40 2.00 2.00 2.00 2.00 -0.39 -0.65 0.11 0.01 2.00

Dla pary alanina—alanina warto$¢ potencjatu osigga minimum dla konformacji pra-
woskretnej helisy (1,5 € (4A,6A)), a dla pary walina-walina — dla konformacji lewo-
stretnej beta-wstegi (r;;,5 € (—12A, —10A)), co jest zgodne z rozktadem statystycznym

parametru r;; 5 (rysunki 10 i 11).

31



800

700

600

500

400

Liczba zliczerd

300

200

100

-15 -12 -9 -6 -3 0 3 6 9 12 15
ris(ALA,ALA) (A)

Rysunek 10: Rozklad wartosci parametru 77,5 par alanina-alanina. Bezwzgledna war-
tos¢ parametru odpowiada odlegtosci pomiedzy srodkami mas grup bocznych aminokwa-
sow. Znak parametru mowi o chiralnosci tancucha (znak ujemny: lancuch lewoskretny,
znak dodatni: prawoskretny).
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Rysunek 11: Rozktad wartosci parametru 7, 5 par walina—walina.
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3.3 Potencjal dalekiego zasiegu (kontaktowy)

Potencjal dwucialowy dalekiego zasiegu (kontaktowy) opisuje ,preferencje” poszczegol-
nych aminokwasow do przebywania blisko innych aminokwasow (do kontaktowania sie).
Sformutowanie ,dalekiego zasiegu” oznacza aminokwasy oddalone od siebie w sekwencji,
ale lezace blisko siebie w przestrzeni. Blisko$¢ aminokwaséw w przestrzeni wynika z
oddzialywan pomiedzy ich grupami bocznymi. Istotna role odgrywaja tutaj oddziaty-
wania elektrostatyczne i hydrofobowe [110]. Potencjal uzyty w tej pracy ma charakter
prostokatnej ,studni” (przyjmuje pewna okreslona wartos¢ dla pary kontaktujacych sie
aminokwasow i wartosé 0 dla aminokwasow nie kontaktujacych sie ze soba).

Podczas wyprowadzania potencjatu kontaktowego przyjeto nastepujaca definicje kon-
taktu: dwa aminokwasy kontaktuja sie ze soba, jezeli odlegto$¢ pomiedzy ich dwoma
dowolnymi atomami (z wytaczeniem wodorow) jest mniejsza, niz 4.5 A. Zbior wszystkich
kontaktow w czasteczce biatka nosi nazwe mapy kontaktow [111]. W modelu SICHO
definicja kontaktu jest inna, ze wzgledu na uproszczony sposob reprezentacji tancucha
polipeptydowego: dwa aminokwasy kontaktuja sie ze soba, jezeli odlegltos¢ pomiedzy
srodkami mas ich grup bocznych jest mniejsza niz pewien prog, wynoszacy okolo 6.5 A
i zalezny od typu aminokwasow, obliczony w taki sposob, aby uzyska¢ jak najlepsza
zgodno$¢ z ,pelnoatomowsa” definicja kontaktu.

W obliczeniach pominieto najblizszych sasiadow (odlegtych w sekwencji o +1 ami-
nokwas), ktorzy zawsze kontaktuja sie ze soba (poniewaz odlegltosé pomiedzy dwoma
kolejnymi atomami Ca wynosi srednio 3.8 A).

Potencjal dalekiego zasiegu zastosowany w tej pracy obliczono w nastepujacy sposob:

1. Dla kazdego typu aminokwasu znaleziona zostala catkowita liczba oddzialywan

(kontaktow) S, w bazie danych:

D N;

Si =33 ealin) (11)

i=1 j=1
gdzie D jest liczba struktur bialek w bazie danych, N; jest dtugoscia sekwen-

cji i-tego biatka, ca(7, ) jest liczba kontaktow j-tego aminokwasu w biatku i ze
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wszystkimi aminokwasami typu A w tym biatku.

. Dla kazdego typu aminokwasu znaleziona zostata srednia liczba kontaktow ¢4 :

qa = % (12)

gdzie Sy jest liczbg oddzialywan aminokwasu typu A, D jest liczba struktur biatek

w bazie danych, n(7) jest liczba aminokwasow typu A w biatku i.

. Dla kazdego typu aminokwasu policzony zostal utamek liczby kontaktow X 4(7),

niezaleznie w kazdym z biatek w bazie danych:

Xai) = qa - na(7)
g > 5145 - na(i)

gdzie X 4(7) jest utamkiem liczby kontaktow aminokwasu typu A w bialku i, ¢

(13)

jest $rednia liczba kontaktow aminokwasu typu A, n (i) jest liczba aminokwasow
typu A w bialku i, T jest liczba typow aminokwaséow (rowna w tym przypadku
20).

. Spodziewana liczba oddziatywan ¢52°(7) pomiedzy aminokwasami dwoch typow

wyrazona zostala w nastepujacy sposob (jest to tak zwane przyblizenie quasi—

chemiczne, {103, 112]):

BN = Xali) - Xp(j) - C ) (14)

gdzie c4p(7) jest spodziewang liczba oddzialywan pomiedzy aminokwasami typow
A i B w biatku i, X4(7) jest ulamkiem liczby kontaktéw aminokwasu typu A w
biatku i, C'(7) jest catkowita liczba kontaktow pomiedzy wszystkimi aminokwasami

w bialtku 7.

. Stan odniesienia dla potencjatlu dalekiego zasiegu stanowi spodziewana suma-

ryczna liczba oddzialywan O we wszystkich biatkach w bazie danych:
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D
erpected expected / -
Cap = cap - (0) (15)
i=1
expected

gdzie D jest liczba struktur biatek w bazie danych, ¢3°“(7) jest spodziewana

liczba oddzialywan pomiedzy aminokwasami typow A i B w bialku 7.

. Obliczono rzeczywista liczbe oddzialywan pomiedzy aminokwasami typow A i B:

D

Cap =Y _ capli) (16)

i=1
gdzie D jest liczba struktur biatek w bazie danych, cap(i) jest liczba oddzialtywan

pomiedzy aminokwasami typow A i B w biatku i.

. Potencjal dalekiego zasiegu zostal obliczony zgodnie ze wzorem Boltzmanna (9):

C
lon AB
VABQ = —kgTIn <7szgected> (17)
gdzie VI jest wartoécia potencjatu dla pary aminokwasow typow A i B, Cup
jest rzeczywista sumarycznag liczbg oddzialywan we wszystkich biatkach w bazie

expected -

danych, C'5 jest spodziewang sumaryczng liczba oddziatywan we wszystkich

biatkach w bazie danych.

Potencjal dalekiego zasiegu wykorzystywany w tej pracy zostal dodatkowo uspraw-

niony dzieki uwzglednieniu réznych orientacji geometrycznych kontaktujacych sie ami-

nokwasow (rysunek 12) [88]. Wszystkie kontakty pomiedzy aminokwasami podzielono

na trzy klasy — w zaleznosci od kata pomiedzy wektorami tgczacymi wegiel Ca i Srodek

masy grupy bocznej kontaktujacych sie aminokwaséw. Dla kazdej klasy strukturalnej

niezaleznie obliczono potencjal dalekiego zasiegu. Obliczony potencjal przedstawiono

na rysunku 13. Zauwazy¢ mozna cechy potencjalu odpowiadajace charakterystycznym

wlasnos$ciom poszczegdlnych aminokwaséow. Na przyktad para lizyna i kwas asparagi-

nowy ,preferuja’ orientacje rownolegla (wystepuja czesto na powierzchni biatka), a para

cysteina—cysteina — antyrownolegta.
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Rysunek 12: Schemat mozliwych orientacji kontaktujacych sie aminokwaséw w ltaricu-
chu biatkowym. Strzatki oznaczaja kierunki wektoréw taczacych atomy Ca ze srodkami
mas grup bocznych. Aminokwasy A i C — orientacja rownolegla (kat pomiedzy wek-
torami € (0,60°)), B i E — orientacja posrednia (kat € (60,120°)), B i D — orientacja
antyrownolegta (kat € (120, 180°)).
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Rysunek 13: Potencjat dalekiego zasiegu zalezny od wzajemnej orientacji kontaktujacych
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3.4 Wprowadzanie informacji ewolucyjnych do potencjaléow sta-
tystycznych

Przedstawione dotychczas potencjaly sa zalezne od typow par aminokwasoéw. Wyzsza
specyficznosé potencjalow statystycznych mozna uzyskaé wprowadzajac do nich infor-
macje ewolucyjne, dzieki uwzglednieniu lokalnego podobienstwa sekwencyjnego do bia-
tek o znanej strukturze, a nastepnie budujac potencjat oddzielnie dla kazdej sekwencji
modelowanych biatek. Ponizej opisano sposoéb wprowadzania informacji ewolucyjnych
do potencjalow statystycznych bliskiego i dalekiego zasiegu. Usprawnione w ten spo-
s6b potencjaly zostaly wykorzystane w metodzie SICHO oraz w metodzie przewlekania
sekwencji PROSPECTOR [28|.

Sekwencja modelowanego biatka jest porownywana z nieredundantnag baza danych
sekwencji bialek (zawierajaca okoto 500 tysiecy sekwencji) przy pomocy programu PSI-
BLAST. W wyniku otrzymuje sie dopasowanie wielu sekwencji, ktore konwertowane jest

do postaci profilu sekwencyjnego (opisanego w rozdziale 2.4.6):

i=1,2,..N (18)

gdzie P4(i) jest warto$cia profilu sekwencyjnego dla aminokwasu typu A na i-tej
pozycji sekwencji, na(i) jest liczba wystapien aminokwasu typu A w wejSciowym do-
pasowaniu wielu sekwencji, M jest liczba dopasowanych sekwencji, N jest dlugoscia
sekwencji modelowanego biatka.

Nastepnie reprezentatywana baza struktur biatek jest przeszukiwana w celu odnale-
zienia fragmentow struktur o podobnej sekwencji. Odbywa sie to przy uzyciu odcinka
sekwencji o dtugosci kilkunastu aminokwasow (,okna” sekwencji). Dla kolejnych pozycji
1 sekwencji modelowanego biatka i pozycji j sekwencji biatka o znanej strukturze, oblicza

sie wartos¢ lokalnego dopasowania s(i, j):

w 20 : -
: Py (i+k)-f(A,D(j+ Kk
s(i, j) = Zk_—W I=1 AIQ(Z +)1 f(ALD(j )),i:1,2,---ij:1’2"“M (19)

gdzie 2W + 1 jest rozmiarem okna, P jest profilem sekwencyjnym, A; jest [-tym
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typem aminokwasu (A; odpowiada glicynie, Ay alaninie, itd.), f jest funkcja podobieri-
stwa pary aminokwasow, D jest sekwencja biatka o znanej strukturze, D(j + k) jest
typem aminokwasu wystepujacym na j + k-tej pozycji sekwencji D, N jest dlugoscia
sekwencji modelowanego biatka, M jest dtugoscia sekwencji D. Dla wartosci i+ k, 7+ k
wykraczajacych odpowiednio poza przedzialy (1, N) i (1, M), profil sekwencyjny P i
funkcja podobienstwa aminokwasoéw f przyjmuja wartos$é 0.

Jako funkcje podobienstwa typoéw aminokwasow zastosowano macierz mutacji BLO-
SUMS8O0 [29]. Rozmiar okna sekwencji wynosil 15 aminokwasoéw. Potencjaly statystyczne

zmodyfikowano w nastepujacy sposob:

Potencjal bliskiego zasiegu Wartos¢é potencjatu obliczono niezaleznie dla kazdej
pozycji ¢ sekwencji modelowanego biatka. Dla kazdej pozycji ¢ znaleziono 200 najle-
piej dopasowanych fragmentow struktur, o najwyzszych warto$ciach miar dopasowania
s(i,7). Miare lokalnego dopasowania s(i,j) zastosowano jako wage podczas oblicza-
nia czestosci wystepowania odlegtosci » w przedziale m. Nastepnie potencjal bliskiego

zasiegu obliczono wedtug réownania 10.

Potencjal dalekiego zasiegu Warto$¢ potencjalu obliczono niezaleznie dla kazdej
pary aminokwasow i1,1s sekwencji modelowanego biatka. Dla kazdej pary iy,iy zna-
leziono warto$ci miar dopasowania s(iy, j1), s(i2, jo). Miary dopasowania zastosowano
jako wagi podczas obliczania liczby kontaktow c. Nastepnie potencjal bliskiego zasiegu

obliczono zgodnie z rownaniami 11 — 17.

3.5 Ocena specyficznosci potencjaléw statystycznych

Poprawnie skonstruowana funkcja potencjalu powinna osigga¢ minimum dla struktury
natywnej biatka, z ktorego pochodzi sekwencja testowa, a wartosci zblizone — dla struk-
tur biatlek homologicznych. Do testowania potencjalow statystycznych wykorzystano
uproszczong metode przewlekania sekwencji, bez wprowadzania przerw w dopasowaniu
(gapless threading). Dla pary sekwencja—struktura zawierajacych odpowiednio N i M

aminokwasow, mozliwe jest zbudowanie | N —M+1] takich dopasowan. Procedure powta-
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rza si¢ dla wszystkich bialek w strukturalnej bazie danych. Parametry wyprowadzania
potencjatow (rozmiar okna sekwencji, rodzaj funkcji oceniajacej podobienistwo par ami-
nokwasow) dobrano w taki sposob, aby zmaksymalizowaé wartosé oceny standardowe;j
(z-score) miary dopasowania do struktury natywnej. Wlasciwym testem potencjalow
wzbogaconych o informacje ewolucyjne byto ich wykorzystanie podczas symulacji pro-

cesu zwijania biatek metoda SICHO.

Rysunek 14: Przyklad analogii strukturalnej. Bialtka legf (czynnik wzrostu, z lewej)
i lapo (czynnik koagulacji krwi), o dlugosciach sekwencji odpowiednio 42 i 52 ami-
nokwasy, natozono przy pomocy programu SAL (przedstawionego w rozdziale 6.2.3).
Grubg linig zaznaczono fragmenty o podobnej strukturze, RMSD Ca pomiedzy nimi
wynosi 2.3 A, identycznoéé sekwencji jest rowna 16%.

Dzieki zastosowaniu potencjalow statystycznych mozna wykryé podobienstwa struk-
turalne w biatkach niespokrewnionych ze soba. Moéwimy w takim przypadku o analogii

strukturalnej (rysunek 14).
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4 Modelowanie struktur bialek w oparciu o podobien-
stwa sekwencyjne 1 analogie strukturalne

4.1 Modelowanie ab initio struktur bialek z wykorzystaniem
niewielkiej liczby wiezow

Metody eksperymentalne, a zwlaszcza metody NMR, czesto nie sa w stanie dostarczy¢
informacji wystarczajacych do zbudowania modelu biatka. Klasyczne programy wyko-
rzystywane w badaniach biatek metoda NMR wymagaja kilkunastu wiezow (bliskiego
i dalekiego zasiegu) przypadajacych na jeden aminokwas do zbudowania poprawnego
modelu biatka [8]|. Nie zawsze udaje sie eksperymentalnie uzyskaé wystarczajaca liczbe
wiezow. Stad potrzeba stworzenia metody korzystajacej z mniejszej ich liczby. Zastoso-
wania takiej metody nie sa ograniczone wytacznie do wspomagania metod eksperymen-
talnych. Wiezy moga by¢ odczytane ze struktur bialek homologicznych. Wiarygodnosé
takich wiezow mozna poprawi¢ wykorzystujac kilka struktur homologicznych i tworzac
odpowiedni konsensus. Modelowanie struktur bialek w oparciu o niewielkg liczbe wiezdéw
przedstawiono w pracy [80] (zalacznik 1, strona 125).

W pracy wykorzystano wczesniejsza wersje modelu SICHO (wykorzystujaca nieco
inny rodzaj siatki). Potencjal statystyczny bliskiego zasiegu bedacy czescia tego mo-
delu wyprowadzono w oparciu o podobienistwa sekwencyjne. Metode przetestowano na
kilku biatkach nalezacych do ro6znych klas strukturalnych, o rozmiarach od 56 do 146
aminokwasow. Wykorzystano wiezy kontaktowe pomiedzy $rodkami mas grup bocz-
nych aminokwaséw. Wyniki przeprowadzonego testu wskazuja, ze metoda jest w stanie
zbudowa¢ modele biatek zblizone jakoscia do struktur eksperymentalnych (RMSD Ca
€ (2.6A,4.6A)). Wymaga to uzycia jednego wiezu przypadajacego na 5-7 aminokwasow.
Biatka, w ktorych przewaza struktura drugorzedowa typu (3, wymagaja uzycia wiekszej
liczby wiezéw, ze wzgledu na wieksza dostepna przestrzen konformacyjna. Liczba wiezow
niezbednych do zbudowania poprawnego modelu biatka jest zatem znaczaco mniejsza,
niz w przypadku standardowo wykorzystywanych programoéw do obliczenn NMR.

Zaprezentowana metoda zostata z powodzeniem wykorzystana do budowania modeli

biatek w oparciu o rzeczywiste wiezy NMR [113].
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4.2 Poprawianie modeli zbudowanych przy pomocy metody prze-
wlekania

[stotnym problemem napotykanym podczas prob praktycznego zastosowania wynikow
metody przewlekania sekwencji jest niezadowalajaca jakos¢ tworzonych przez nig dopa-
sowan, a w konsekwencji budowanych modeli biatek. W dopasowaniach sekwencyjno—

strukturalnych mozna napotka¢ nastepujace typy btedow:

e Przesuniecia (misalignments), polegajace na niewlasciwym dopasowaniu fragmentu
sekwencji do fragmentu struktury. Czesto spotykane sa niewielkie przesuniecia
(na przyktad o dwa aminowkwasy w beta—wstedze), albo bledne dopasowania ca-
tych motywow strukturalnych, niszczace poprawng strukture budowanego modelu

biatka.

e Fragmenty niedopasowane (unaligned regions), wynikajace zwykle z roznic struk-

turalnych pomiedzy struktura modelowanego biatka a struktura wzorca.

e Przerwy wystepujace we fragmentach dopasowanych do cigglych elementéw struk-

tury drugorzedowe;j.

e Niekiedy struktura biatka—wzorca i struktura biatka modelowanego moga znacz-
nie sie r6zni¢, pomimo stosunkowo duzego podobienstwa sekwencyjnego. Do zbu-
dowania poprawnego modelu moze by¢ woéwczas wymagana na przyktad zmiana
kolejnosci motywow strukturalnych (co zwykle stanowi powazna bariere dla stan-

dardowych programéw stosowanych w modelowaniu poréwnawczym).

W pracy zaproponowano dwie strategie poprawiania modeli tworzonych przy po-
mocy metody przewlekania sekwencji: metode heurystyczna oparta na analizie i zmianie
dopasowan, oraz metode wykorzystujaca model SICHO. Pierwsze podejscie mozna za-
stosowac¢ do poprawiania dopasowan jeszcze przed zbudowaniem modelu biatka. Metode
drugg mozna wykorzystac¢ podczas budowania modelu lub w celu poprawienia struktury

juz zbudowanego modelu biatka.
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4.2.1 Poprawianie dopasowan sekwencyjno-strukturalnych przy pomocy me-
tody heurystycznej z wykorzystaniem potencjaléw statystycznych
Potencjaly statystyczne (potencjal bliskiego zasiegu i potencjal kontaktowy) moga by¢
wykorzystane do oceny fragmentéw dopasowan. Projektujac opisang metode wyko-
rzystano obserwacje, ze czesto najlepiej zachowywanym podczas ewolucji fragmentem
struktury biatka globularnego jest jego hydrofobowy rdzeri. Rdzen biatka zdefiniowano
jako ciagte elementy struktury drugorzedowej, zawarte w sferze o promieniu réwnym
promieniowi bezwtadnosci struktury biatka (przyktad przedstawiono na rysunku 15).

Jest to do$¢ dobre przyblizenie dla jednodomenowych bialek globularnych.

Rysunek 15: Przyktad automatycznego odszukiwania rdzenia hydrofobowego w struk-
turze biatka (azuryna, kod PDB 2aza). Pogrubiona linia zaznaczono fragmenty sklasy-
fikowane jako rdzer hydrofobowy.
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Algorytm poprawiania dopasowania zaprojektowano w taki sposob, aby wyelimino-
wac¢ mozliwie wiele bledéw wystepujacych w dopasowaniu. Algorytm sktada sie z dwoch

etapow:

e przesuwanie cigglych fragmentéw sekwencji dopasowanej do struktury w taki spo-

sob, aby wyeliminowaé przerwy w obrebie rdzenia hydrofobowego biatka—wzorca

e odrzucanie fragmentow ocenionych przy pomocy potencjalow statystycznych jako

7le dopasowane

W wyniku uzyskuje sie dopasowanie krotsze, ale o wiekszej zgodnosci sekwencji mo-
delowanego biatka ze struktura biatka—wzorca.

Przeprowadzono test metody dla 31 par sekwencji i struktur biatek homologicznych.
Poczatkowe dopasowania zostaly wygenerowane przy pomocy metody przewlekania se-
kwencji [88]. Wyniki zamieszczono w tablicy 1. Srednie odchylenie RMSD Car (pomiedzy
struktura natywna modelowanego biatka i struktura biatka—wzorca, zmierzone w obrebie
dopasowania) wyniosto przed zastosowaniem metody 7.29 A, ¢rednia dhugos¢ dopaso-
wania: 120. Po poprawieniu dopasowan przy pomocy opisanej metody, sredni RMSD
spadl do 4.39 A, a srednia dhugos¢ dopasowania spadta do 68. Mozna zada¢ pytanie,
czy doktadne dopasowanie obejmujace tylko niewielki fragment struktury jest lepsze,
niz dopasowanie obejmujace wiekszos$¢ struktury, ale niedoktadne. Zwykle nie jest to
prawda w przypadku programoéw wykorzystywanych do modelowania poréwnawczego
(MODELLER, COMPOSER), ktore nie sa w stanie zbudowa¢ poprawnego modelu,
gdy dopasowanie nie obejmuje wiekszosci struktury. Natomiast informacja, ktore czesci
dopasowania sa poprawne, jest bardzo cenna dla programéw ab initio, poniewaz umoz-
liwia odczytanie doktadnych wiezow ze struktury biatka—wzorca. Warto zauwazyc¢, ze
poprawne dopasowania nie sg w istotny sposéb zmieniane przez opisang metode. Innym
waznym zastosowaniem opisanej metody moze byé¢ detekcja rdzenia hydrofobowego w
sekwencjach bialek o nieznanej strukturze. Zaleta metody jest szybkosé jej dziatania

(dopasowania sa poprawiane praktycznie w sposob natychmiastowy).
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Tablica 1: Rezultaty poprawiania dopasowan sekwencyjno—strukturalnych przy pomocy
metody heurystycznej wykorzystujacej potencjaly statystyczne

Para bialek Przed poprawianiem Po poprawianiu
homologicznych RMSD Ca Dlugos¢ RMSD Ca Dhugosc
dopasowania dopasowania

laaj 1lpaz__ 6.74 87 4.60 52
laba_ lego 6.53 80 5.20 42
1bbhA 2ccyA 2.74 123 2.04 55
1bbt1 2plvl 12.55 175 3.57 58
1c2rA lyce 4.35 99 1.53 41
lcauB lcauA 5.18 163 3.31 63
lcewl ImolA 4.85 76 4.05 47
lchrA 2mnr_ 3.50 344 2.66 319
1dxtB 1lhbg 2.74 136 2.26 127
1fxiA lubq 10.94 59 7.50 32
1gplA 2trxA 11.48 101 8.54 57
lhip__ 2hipA 3.55 68 2.07 52
lhom 11fb 5.56 55 1.40 44
1ThrhA Irnh 7.15 108 4.22 53
lisuA 2hipA 6.06 59 2.94 22
Imup_ 1rbp 5.56 147 2.11 87
lonc_ Trsa 3.81 102 3.94 89
Ipfc_ 3hlaB 3.84 91 3.31 59
1ten  3hhrB 5.60 84 3.85 30
2azaA lpaz__ 7.60 81 5.59 53
2hpdA 2cpp 6.44 392 3.77 217
2mtaC lycc 14.35 96 11.55 45
2pia_ lfnr 15.72 255 6.66 98
2pna_ 1shaA 10.69 52 9.10 42
2sarA 9rnt_ 6.36 88 4.37 38
2sas__ 2scpA 6.45 160 5.09 88
3cd4  2rhe 7.06 95 2.83 56
3chy dfxn 6.07 111 3.89 40
3hlaB 2rhe 10.30 84 4.34 33
bfd1  2fxb 10.95 59 6.42 42
8ilb _ 4fgf 11.31 108 3.39 69
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4.2.2 Poprawianie modeli bialek przy pomocy metody ab initio

Modele struktur bialek stworzone przy pomocy metody przewlekania sekwencji moga
by¢ wykorzystane jako struktury startowe dla symulacji metoda SICHO. Informacje
odczytane ze struktury biatka—wzorca moga stuzy¢ jako dodatkowe wiezy. Metoda SI-
CHO jest w stanie zmodyfikowa¢ pewne fragmenty tancucha biatkowego, jednocze$nie
zachowujac geometrie fragmentow o poprawnej strukturze, w konsekwencji poprawiajac
jako$¢ modelu. Projekt ten opisano szczegotowo w pracy [88] (zalacznik 5).

Wykorzystano potencjaly bliskiego i dalekiego zasiegu wzbogacone o informacje ewo-
lucyjne, wyprowadzone w opisany wcze$niej sposob. Metode przetestowano na dziewie-
ciu przyktadowych parach sekwencja—struktura, wykorzystujac dopasowania wygenero-
wane przez metode przewlekania sekwencji. W szeSciu przypadkach osiagnieto istotna
poprawe jakosci modeli (odchylenie RMSD Cea od struktury natywnej spadlo o 2-3
A) Uzyskano znaczaca poprawe jakosci struktury. Pewne problemy stwarzata automa-
tyczna ocena jakosci poprawionych modeli. Kryterium energetyczne nie sprawdza sie
najlepiej, poniewaz zaréwno poczatkowe modele, jak réwniez poprawione struktury sa
czesto stosunkowo odleglte od struktury natywnej biatka. Zauwazono jednak, ze w przy-
padku modeli wysokiej jakosci (o niskim odchyleniu od struktury natywnej), poprawne
fragmenty dopasowan sa stosunkowo malo mobilne podczas obliczenn dynamiki Monte
Carlo. Fakt ten wykorzystano do oceny wynikow modelowania (praca [88], zalacznik
5, strona 608, rysunki 11 i 12). Metoda sprawdza sie bardzo dobrze podczas modelo-
wania porownawczego w oparciu o odlegte ewolucyjnie biatka—wzorce (distant homology
modeling), a otrzymane wyniki sa jakoSciowo lepsze, niz wyniki uzyskane przy pomocy
standardowych narzedzi (MODELLER).

Opisang metode zastosowano w praktyce do poprawienia modelu domeny katalitycz-

nej endonukleazy z rodziny GIY-YIG [114].

46



4.3 Rekonstrukcja brakujacych fragmentéw bialek

W taricuchach polipeptydowych okoto 20% biatek zawartych w bazie PDB wystepuja
przerwy (rysunek 16). Przerwy te odpowiadaja fragmentom tancucha, ktorych struk-
tura nie mogta by¢ otrzymana przy pomocy metod eksperymentalnych. Wynika to badz
z niedoskonatosci metody eksperymentalnej (na przyktad niewystarczajacej jakosci dy-
fraktogramu rentgenowskiego), badz z mobilnosci danego fragmentu tancucha. Czesto
zdarza sie, ze brakujacy fragment ma istotne znaczenie biologiczne, na przyktad uczest-
niczy w procesie wigzania liganda lub w oddziatlywaniach z innymi biatkami. Dlatego
pozadana jest proba znalezienia struktury takich brakujacych fragmentow. Projekt opi-

sano w pracy [115] (zatacznik 3).

Rysunek 16: Niekompletna struktura biatka z bazy PDB (1ax8), brakuje 13 aminokwa-
soOw — kolorem z6ttym zaznaczono poczatek i koniec przerwy. 7 prawej strony przedsta-
wiono zrekonstruowana strukture — wynik zastosowania opisanej metody.

Problem odbudowania brakujgcego fragmentu struktury biatka mozna przedstawic
jako specjalny przypadek budowania modelu bialtka w oparciu o homologie. Niekom-
pletna struktura jest odpowiednikiem biatka-wzorca. W prezentowanej pracy uzyto

programu opartego na modelu SICHO, wykorzystujacego schemat Monte Carlo wy-
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miany replik [87|. Strukture startowa zbudowano przy pomocy programu MODELLER.
Dzieki temu mozliwe bylo poréwnanie wynikéow prezentowanej metody z wynikami za-

stosowania standardowego narzedzia modelowania homologicznego.

Tablica 2: Wyniki testu metody uzupelniania przerw w strukturach biatek.

Nazwa Dtugos¢ Dhugos¢ RMSD Ca RMSD Ca RMSD Ca
biatka  bialka  przerwy calej brakujacego modelu zbudowanego
struktury fragmentu przy pomocy
MODELLERa

lad2 224 19 2.57 3.84 4.51
lagd 103 15 2.19 3.46 2.60
lahk 129 16 2.30 3.57 3.20

lail 70 18 3.25 4.19 4.10
1bfg 126 16 2.49 3.18 3.02
1bovA 69 25 4.74 4.35 5.88
lene 260 14 2.25 2.47 4.17
letf 68 11 2.04 1.06 2.52
leyo 88 19 4.36 4.61 6.73
1fdr 245 20 2.24 4.64 5.21

1fts 295 25 2.98 4.30 5.65

1fts 295 22 1.84 2.20 3.91
1gifA 115 19 5.35 7.78 5.41
1hth 120 27 3.92 5.03 5.61

life 91 18 2.33 2.09 3.53
ljer 110 17 3.80 4.71 6.44
1latA 71 20 5.47 4.77 6.86
Inpd 184 22 4.44 8.23 7.21
Iple 99 10 1.92 1.84 4.02
Isro_ 76 15 3.57 4.29 5.72
lubq 76 15 3.32 2.77 5.69
1vhh 157 18 2.72 3.71 6.11
2azaA 129 33 4.01 5.74 8.20
3cd4d 178 17 2.61 2.51 3.88

Wyniki testu zaprezentowanej metody przedstawiono w tablicy 2. Srednie odchyle-

nie atomow C'ov zbudowanych modeli od struktury natywnej wyniosto 3.2 A. Program
MODELLER zbudowal modele o srednim RMSD Ca réwnym 5.0 A (co jest wynikiem

gorszym jakosgciowo).
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4.3.1 Przyklad praktycznego zastosowania metody: budowanie modelu re-
ceptora witaminy D

W trakcie pracy nad doktoratem zrealizowano projekt modelowania struktury domeny
wiazacej ligand receptora witaminy D. Projekt opisano szczegotowo w pracy [47] (zatacz-
nik 4). Wykorzystano standardowe narzedzia modelowania molekularnego (PSI-BLAST
[35], MODELLER [44]). Byt to projekt bardzo interesujacy, gdyz wkrotce po jego za-
koriczeniu opublikowana zostala rzeczywista (krystalograficzna) struktura receptora, co
umozliwito bezposrednia konfrontacje wynikéw modelowania teoretycznego z wynikami
eksperymentalnymi [116].

Receptor witaminy D nalezy do rodziny receptorow jadrowych (podobnie jak re-
ceptor estrogenu, progesteronu, kwasu retinowego). Domena wiazaca ligand receptora
witaminy D jest bialkiem o dlugosci 308 aminokwaséw, o strukturze drugorzedowej
prawie wytacznie helikalnej.

Program PSI-BLAST zastosowany do przeszukania bazy PDB odnalaz! pie¢ sekwen-
cji biatek homologicznych o znanych strukturach, o stopniu identycznosci od 20 do 35%.
Do zbudowania wstepnego modelu przy uzyciu MODELLERA wykorzystano dopasowa-
nia sekewencji wyprodukowane przez program PSI-BLAST. Sekwencja receptora wita-
miny D posiada jednak stosunkowo dtugi, 40-aminokwasowy fragment nie posiadajacy
odpowiednika w biatkach homologicznych. Przestanki wynikajace z badan doswiadczal-
nych wskazuja, ze moze on odgrywac istotng role w procesie wigzania sie liganda z
receptorem. Do odbudowania tego brakujacego fragmentu zastosowano program do sy-
mulacji uproszczonych modeli biatek metoda Monte Carlo. Jakosé zbudowanego modelu
poprawiono wykorzystujac program Sybyl i pole sitowe Tripos [96]. W dalszej kolejno-
sci zbudowano kompletny model kompleksu ligand — receptor wykorzystujac program
FlexiDock z pakietu Sybyl.

Srednie odchylenie pozycji atomow Co (RMSD) w poréwnaniu ze struktura na-
tywna wyniosto 2.4 A (rysunek 17). Udalo sie poprawnie przewidzie¢ 4 z 6 biologicznie
istotnych kontaktow pomiedzy ligandem a aminokwasami tworzacymi miejsce aktywne

receptora. Dobra jakos¢ zbudowanego modelu i wysoka zgodno$¢ z danymi biologicz-
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Rysunek 17: Przewidziana struktura domeny wigzacej ligand receptora witaminy D.
Cienka linig zaznaczono strukture rzeczywista otrzymana metodami krystalograficznymi
[116]. RMSD Ca — 2.4 A.

nymi potwierdzita przydatno$¢ zastosowanej metodologii. Obecnie praca ta jest kon-
tunuowana w celu wykorzystania zbudowanego modelu receptora do oceny aktywnosci

syntetycznych analogow witaminy D [117].
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4.4 Odbudowanie pelnoatomowego modelu czasteczki biatka

Aminokwasy w modelu SICHO reprezentowane sa w postaci centrow oddziatywan od-
powiadajacych srodkom mas grup bocznych. W wielu zastosowaniach niezbedna jest
znajomosé potozen wszystkich atomow czasteczki biatka.

PULCHRA® (PowerfUL CHain Restoration Algorithm) to program pozwalajacy na
skonstruowanie petnoatomowego modelu czasteczki biatka na podstawie modelu uprosz-
czonego. Informacje wejsciowa stanowia pozycje srodkow mas grup bocznych amino-
kwasow. Program odbudowuje wspotrzedne wszystkich atomow czasteczki biatka.

Pierwszym krokiem metody jest odbudowanie poltozen atomoéw Ca. Przyjeto, ze
atom Ca lezy w plaszczyznie tworzonej przez trzy kolejne srodki mas grup bocznych, w
pewnej odlegtosci rownowagowej od centralnej grupy bocznej. Odlegtos¢ ta jest zalezna
od typu aminokwasu. Nastepnie pozycje wegli Ca sa optymalizowane przy pomocy
algorytmu najwiekszego spadku gradientu i pola sitowego wykorzystujacego proste po-

tencjaly harmoniczne. Pole to ma nastepujaca postac:

V= z_: kca(roa(i) — reg)? + Z ksc(rsc(i) — reg)? (20)

=1

gdzie N jest liczba aminokwasow w tancuchu biatkowym, ko, i kse sa czynnikami
skalujacymi, rc, jest odlegto$cia pomiedzy dwoma kolejnymi atomami Ca, 7%, jest
odlegloscia rownowagowa (wynoszaca 3.8 A), rsc jest odlegtoscig pomiedzy atomem Ca
a srodkiem masy grupy bocznej, r2. jest odlegloscia rownowagows zalezna od rodzaju
aminokwasu i lokalnej konformacji tancucha (od katow plaskich pomiedzy wektorami
laczacymi kolejne atomy Ca).

Kolejnym etapem metody jest odbudowanie pozycji atomoéw tworzacych wigzania
peptydowe. Potozenia ptytek peptydowych ustalane sa na podstawie wzajemnej orien-
tacji trzech kolejnych wektoréow taczacych wegle a tancucha biatkowego.

Nastepnym krokiem algorytmu jest odbudowanie pozycji atoméw tancuchéw bocz-

nych aminokwasow. W programie uzyta zostala biblioteka konformacji rotameréw, za-

8 tac. pulchra — pickna, z zalozenia ma by¢ to metoda stuzaca do otrzymywania ,pieknych”, kom-
pletnych struktur biatek.
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wiarajaca od jednej (dla maltych aminokwasow) do 20 (dla argininy) dopuszczalnych
konformacji grupy bocznej. Poniewaz potozenia srodka masy grupy bocznej i wegla «: sa
z gory ustalone, jedynym dopuszczalnym stopniem swobody jest obrot wokot wektora

taczacego atom Ca i §rodek masy grupy bocznej.

Rysunek 18: Poprawa jako$ci lokalnej geometrii taricucha polipeptydowego w wyniku
zastosowania metody PULCHRA. Z lewej strony — fragment tancucha biatkowego (po-
zycje atomow Car) bezposrednio po rekonstrukeji z pozycji srodkow mas grup bocznych,
z prawej strony — wynik zastosowania opisanej metody.

Po odbudowaniu atoméw grup bocznych nastepuje etap usuwania konfliktoéw sterycz-
nych. Tworzona jest lista grup bocznych bedacych w konflikcie sterycznym z innymi
atomami biatka (gdy odleglos¢ miedzy dwoma niezwigzanymi ze sobg atomami jest
mniejsza niz 1.5 A). Nastepnie z tej listy losowana jest grupa boczna, ktora obracana
jest o pewien niewielki kat w taki sposob, by wyeliminowa¢ konflikt steryczny. Proces
ten powtarzany jest w sposob iteracyjny, az do chwili usuniecia wszystkich konfliktow.

Srednia doktadno$é odbudowania potozen wszystkich atoméw po konwersji z modelu
uproszczonego (opartego na $rodkach mas grup bocznych) wynosi 1.2 A. Poprawie ulega
jakos¢ struktury drugorzedowej (rysunek 18). Jak wykazaly przeprowadzone testy, spo-
sob reprezentacji zredukowanego modelu biatka przy pomocy $rodkow mas grup bocz-
nych pozwala na bardziej wierne odtworzenie petnoatomowej struktury, niz w przypadku
modelu opartego na atomach Ca. Przedstawiong metode rozbudowano i zintegrowano
z metoda mechaniki molekularnej oparta na polu sitowym CHARMM [46|. Zostalo to
doktadnie opisane w pracy [118] (zalacznik 6).
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4.5 Szybka metoda przeszukiwania bazy struktur bialek

Najpopularniejsza obecnie metoda przeszukiwania baz sekwencji biatek jest metoda
BLAST i jej odmiany (PSI-BLAST, PHI-BLAST). Niekwestionowana zaleta tej me-
tody jest szybkos¢ dziatania, przekraczajaca o kilka rzedow wielkosci klasyczne metody
oparte na algorytmie programowania dynamicznego. Odbywa sie to jednak kosztem
zmniejszenia czutosci. Ponadto, w odroznieniu od metody przewlekania sekwencji, pro-
gramy BLAST pomijaja catkowicie informacje pochodzaca z dostepnych struktur bialek.
Dlatego bardzo interesujaca wydaje sie mozliwo$¢ uzupelnienia metody typu BLAST o
informacje strukturalne.

Istota algorytmu typu BLAST opiera sie na spostrzezeniu, ze dwie podobne do sie-
bie sekwencje biatek zawieraja czesto krotkie (trojaminokwasowe) fragmenty, ktore sa
prawie identyczne w obu sekwencjach. Jezeli zawezi sie obszar poszukiwan do obszaru
zawierajacego wyltacznie takie bardzo podobne do siebie fragmenty, mozna odrzucié¢
zdecydowang cze$¢ przeszukiwanej bazy sekwencji. Kolejny krok algorytmu polega na
rozszerzeniu znalezionego krotkiego podciagu w celu oceny wiarygodnosci domniema-
nego obszaru podobienstwa dwoch sekwencji. Buduje sie w tym celu lokalne dopaso-
wanie startujac od $rodkowego aminokwasu tréjaminokwasowego podciggu i uzywajac
algorytmu programowania dynamicznego. Do oceny miary tego dopasowania uzywa sie
obliczonych wczesniej parametréow rozktadu warto$ci maksymalne;j.

Algorytm BLAST poréwnuje jednoczesnie trojki aminokwasoéw. Rozszerzenie algo-
rytmu o informacje strukturalne wymagalo wiec stworzenia zestawu nowych potencjatow
statystycznych opartych na trojaminokwasowych fragmentach struktur. Wykorzystano
dwa rodzaje potencjalow: potencjal bliskiego zasiegu typu r;;.2(A, B, C') oraz potencjal
hydrofobowy B, (A, B,C). Potencjal bliskiego zasiegu wyprowadzono zgodnie z opisem
w rozdziale 3.2, jedyna roznica polegata na ,wymuszeniu” podobienistwa trzech, a nie
dwoch aminokwasow. Potencjal hydrofobowy (burial) opisuje ,preferencje” aminokwa-
sow do kontaktu ze srodowiskiem zewnetrznym. Aminokwasy podzielono na trzy klasy,
w zaleznosci od liczby kontaktow z innymi aminokwasami (im wieksza liczba kontak-

tow z innymi aminokwasami, tym mniejszy kontakt z rozpuszczalnikiem). Potencjal
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obliczono w nastepujacy sposob:

Bu(A,B,C) = —kpTln (M>

b(A, B,C)
gdzie b, (A, B, C) jest czestoscia, z jaka trojka aminokwasow A, B, C' wystepuje w kla-

(21)

sien (n=1,2,3), b(A, B,C) jest czestoscia wystepowania trojki aminokwasow A, B, C
w bazie danych.

Wiarygodno$¢ dopasowania wygenerowanego przy pomocy opisanego algorytmu oce-
niano na podstawie wartosci prawdopodobienstwa znalezienia dopasowania w sposob
przypadkowy, zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 2.5.1. Zalozono, ze dopa-
sowania, dla ktorych obliczone zgodnie z rozktadem wartosci maksymalnej prawdopo-
dobienstwo jest mniejsze niz 0.001, sa wiarygodne.

Do przetestowania metody wykorzystano zbiér Fischera, zawierajacy 68 par bialek
homologicznych (zbiér Fischera przedstawiony jest w pracy [85], zatacznik 7, na stro-
nie 139). Metoda wykorzystujaca wytacznie informacje sekwencyjne znalazta 34 biatka
homologiczne, metoda rozszerzona o potencjaly statystyczne — 52 biatka homologiczne.

Zaprezentowana metode wykorzystano réwniez do wyszukania biatek homologicz-
nych w kilkunastu genomach réznych organizméw. Wyniki przedstawiono w tablicy 3.
Metoda wzbogacona o potencjaly statystyczne jest w stanie zidentyfikowaé¢ Srednio o
7% wiecej bialek homologicznych, niz metoda czysto sekwencyjna. Wyniki nie sa tak
spektakularne, jak w przypadku zbioru testowego Fischera. Wynika to stad, ze dla kaz-
dego z bialek w bazie Fischera istnieje odpowiednia struktura biatka homologicznego.
Nie jest to prawda w przypadku rzeczywistych genomow (szczegblnie widoczne jest to
w przypadku archebakterii, ktorych biatka sa stosunkowo stabo poznane).

Pod koniec 2001 roku pojawito sie kilka prac po$wieconych wykorzystaniu metod
przewlekania sekwencji do przeszukiwania calych genomow [119, 120]. Zaprezentowana
metoda pozwala osiagna¢ porownywalne wyniki. Jej zaleta jest szybko$¢ dziatania oraz

wykorzystanie sprawdzonego i wiarygodnego algorytmu przeszukiwania bazy danych.
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Tablica 3: Poréwnanie wynikow szybkiego przeszukiwania bazy danych z wykorzysta-
niem metody czysto sekwencyjnej oraz metody uzupetnionej o potencjaly statystyczne.

Nazwa organizmu Liczba biatek Liczba biatek Liczba biatek
W genomie znalezionych  znalezionych

przez metode przez metode

sekwencyjna ~ wzbogacona

o informacje

strukturalne
Archaea
Aeropyrum perniz 2694 231 386
Archaeoglobus fulgidus 2409 335 447
Methanococcus jannaschii 1773 338 566
Pyrococcus abyssii 1765 273 318
Procaryota
Aquifex aeolicus 1522 325 425
Bacillus halodurans 4066 853 1121
Bacillus subtilis 4367 817 1326
Chlamydia muridarum 953 288 421
Deinococcus radiodurans 3116 604 938
Escherichia coli 4290 914 1475
Haemophilus influenzae 1707 432 097
Helicobacter pylori 1575 259 560
Mycoplasma genitalium 479 151 273
Rickettsia prowazekii 834 298 393
Synechocystis sp. 3169 657 847
Ureaplasma urealyticum 611 193 314
Vibrio cholerae 3837 799 1030
Xylella fastidiosa 2766 417 628
Eucaryota
Arabidopsis thaliana 4038 687 906
(chromosom 2)
Caenorhabditis elegans 21965 3252 4050
Oryza sativa 268 37 91
(chromosom 10)
Plasmodium falciparum 210 38 95
(chromosom 2)
Saccharomyces cerevisiae 6203 1047 1532
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4.6 Analiza trajektorii dynamiki Monte Carlo

Trajektoria dynamiki Monte Carlo zawiera struktury mniej lub bardziej odlegte od struk-
tury natywnej, a ich odroznienie na podstawie wartosci energii jest trudne. Mozna po-
grupowac struktury podobne do siebie i obliczy¢ strukture srednig. Okazuje sie, ze czesto
jest ona bardziej zblizona do struktury natywnej bialtka, niz ktorakolwiek ze struktur
zawartych w trajektorii. W pracy zaproponowano sposob generowania modeli biatek
na podstawie trajektorii dynamiki Monte Carlo przy pomocy metody distance geometry
(wykorzystujac pakiet TINKER [121]). Opis zamieszczono w pracy [85] (zalacznik 7).
Metoda distance geometry umozliwia odtworzenie wspotrzednych kartezjanskich ato-
mow na podstawie zbioru wiezow — odlegtosci pomiedzy parami atoméw. Metoda ta jest
wykorzystywana m.in. w modelowaniu homologicznym [45|, do budowania modeli biatek
na podstawie wiezow NMR, [122], do konstruowania modeli biatek na podstawie krotkich

fragmentow bialek homologicznych [123]|. Algorytm sklada sie z trzech etapow:

e Sprawdzenie, czy wszystkie wiezy spelniaja regute trojkata (to znaczy, czy dla

dowolnych trzech atomoéw o wspotrzednych A, B i C' spelniona jest nieréwnosé

AB + BC > AC). Jezeli nierébwnosé nie jest spelniona, wiezy sa odpowiednio

modyfikowane (jest to proces zwany wygladzaniem wiezow, triangle smoothing).
e Odbudowanie wspotrzednych kartezjaniskich (coordinate embedding).

e Poprawianie jakosci zbudowanego modelu (minimalizujac odchylenie koricowego
modelu od poczatkowych wiezow, na przyktad przy pomocy metody najwiekszego

spadku gradientu).

Do odbudowania struktury wykorzystano usrednione wiezy (odlegtosci pomiedzy pa-
rami wegli o) odczytane z kolejnych struktur trajektorii. Wiezy pochodzace ze struktur
o nizszej energii mialy wiekszy udziat w sumarycznych wiezach. Ponadto wiezy zmodyfi-
kowano tak, aby lokalna geometria byla zgodna z przewidziang strukturg drugorzedows.
Metoda distance geometry jest w stanie wygenerowa¢ model biatka o odchyleniu RMSD
Ca od struktury natywnej srednio o 0.3 A nizszym, niz odchylenie najlepszego modelu

w trajektorii. W nielicznych przypadkach poprawa jakosci struktury wynosi 1 — 2 A.
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5 Podsumowanie 1 wnioski koncowe

Tematem pracy doktorskiej bylo wykorzystanie informacji ewolucyjnych (w postaci po-
dobienstw sekwencyjnych i analogii strukturalnych) w roznych aspektach modelowania
struktury przestrzennej bialek. W pracy zaproponowano nowe techniki rozszerzajace
zakres metod modelowania homologicznego.

Opisano sposob wykorzystania podobienstw sekwencyjnych do poprawy specyficzno-
Sci potencjalow statystycznych. Potencjaty wyprowadzono w taki sposob, aby umozliwié¢
ich $cislta integracje z metoda przewidywania struktury biatek SICHO. W ten sposob
uzupetniono metode bezposredniego przewidywania struktury biatek o informacje ewo-
lucyjne. Potencjaly te zostaly rowniez wykorzystane w metodzie przewlekania sekwencji
PROSPECTOR.

Sprawdzono kilka praktycznych zastosowan informacji ewolucyjnych w modelowaniu
biatek. Potencjaly statystyczne zostaty uzyte do poprawiania dopasowan sekwencyjno —
strukturalnych i modeli biatek zbudowanych przy pomocy metody przewlekania sekwen-
cji. Przedstawiono sposob rekonstrukeji brakujacych fragmentéow biatek i zastosowano
go do stworzenia modelu receptora witaminy D. Przetestowano metode budowania mo-
deli bialek w oparciu o niewielky liczbe wiezéw. Zaproponowano i zbadano nowa me-
tode przewlekania sekwencji oparta na szybkim algorytmie heurystycznym typu BLAST
i wyproébowano ja na kilkunastu genomach roznych organizmoéw. Przedstawiono row-
niez sposob rekonstrukeji petnoatomowej struktury biatka na podstawie uproszczonego
modelu opartego na Srodkach mas grup bocznych aminokwaséw. Ponadto stworzono
kilka uzytecznych programoéw komputerowych przeznaczonych do analizy i wizualizacji
struktur biatek. Programy zaprezentowano w dodatku 6.2.

Wyniki przedstawione w pracy wskazuja, ze wykorzystanie informacji ewolucyjnych
w modelowaniu struktur biatek stwarza szerokie perspektywy rozwoju. Interesujacy wy-
daje sie pomyst bezposredniego wykorzystania homologii sekwencyjnej podczas symu-
lacji procesu zwijania biatek. Fragmenty tanucha polipeptydowego bylyby zastepowane
odpowiednimi fragmentami bialek homologicznych. Powodowaloby to regularyzacje lo-

kalnej geometrii tanicucha, poprawianie kontaktoéw pomiedzy grupami bocznymi (w przy-
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padku zastepowania calych motywow strukturalnych) oraz bardziej efektywne przeszu-
kiwanie przestrzeni konformacyjnej. Informacje ewolucyjne moga by¢ uzyte do poprawy
specyficznodci wszystkich potencjalow wykorzystywanych w modelu SICHO. Szczegodlnie
interesujaca jest mozliwo$¢ wyprowadzenia potencjatu hydrofobowego w oparciu o po-
dobienstwa sekwencyjne. Metoda przewlekania sekwencji (rozwiniecie algorytmu typu
BLAST) moze by¢ udoskonalona dzieki wykorzystaniu innym potencjalow statystycz-
nych oraz — analogicznie do programu PSI-BLAST — wprowadzeniu iterowanych profili
sekwencyjno-strukturalnych.

Przedstawione i rozwiniete w pracy metody modelowania struktury biatek w opar-
ciu o podobienstwa sekwencyjne i analogie strukturalne zastosowano z powodzeniem w

praktyce. Stanowi to inspiracje do dalszych badan.
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6 Dodatki

6.1 Wyjasnienie skr6téw i oznaczenn uzywanych w pracy

BLAST - Basic Local Alignments Search Tool, jedna z najpopularniejszych i najszyb-

szych metod przeszukiwania sekwencyjnych baz danych. °

CAFASP - Critical Assessment of Fully Automated Structure Prediction, konkurs
automatycznych metod przewidywania struktury biatek, jest organizowany row-

nolegle z konkurencja CASP.1?

CASP - Critical Assessment of Protein Structure Prediction methods, organizowany
co dwa lata (od 1994 roku) konkurs metod predykcji struktury bialek. Zestaw
kilkudziesieciu sekwencji bialek o nieznanej strukturze jest publikowany w Inter-
necie, nastepnie grupy teoretyczne probuja przewidzie¢ ich struktury. W mie-
dzyczasie struktury sa rowniez rozwigzywane metodami eksperymentalnymi, po
czym nastepuje poréwnanie wynikow przewidywania struktury z wynikami ekspe-
rymentalnymi. W ostatniej edycji konkursu (CASP4, 2000) wzielo udzial ponad
150 grup badawczych zajmujacych sie metodami przewidywania struktur biatek

[124].11

distance geometry — metoda obliczeniowa stuzaca do obliczania wspolrzednych karte-
zjanskich zbioru punktéw na podstawie zbioru odlegtosci pomiedzy nimi; w pracy,
wobec braku polskiego odpowiednika, autor postanowil konsekwentnie uzywa¢é na-

zwy angielskiej.
FASTA - szybka metoda przeszukiwania baz danych sekwencji biatek. 2

FFF - Fuzzy Functional Forms, spos6b opisu miejsca aktywnego biatka umozliwiajacy

przewidywanie funkcji biologicznej struktur bialek niskiej rozdzielczosci [90, 92|.

9Strona WWW programu BLAST: http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

10Strona WWW konkursu CAFASP: http://www.cs.bgu.ac.il/~ dfischer/ CAFASP2/
HStrona WWW konkursu CASP: http://predictioncenter.1llnl.gov

128trona WWW programu FASTA: http://alphal0.bioch.virginia.edu/ fasta/

59



Opiera sie na pomiarze odlegtosci pomiedzy trzema arbitralnie wybranymi amino-

kwasami kluczowymi dla funkcji biatka.

PDB - Protein Data Bank, baza struktur bialek, najwieksza na $wiecie baza danych
gromadzaca informacje o poznanych strukturach biatek (i innych biopolimerow),
zarzadzana obecnie przez San Diego Supercomputing Center |7, 125]."* Obecnie
(pod koniec 2001 roku) baza PDB zawiera struktury ponad 15000 bialek. Row-
niez: format pliku, ktory wykorzystywany jest do przechowywania informacji w tej
bazie. Pliki PDB identyfikowane sa za pomoca czteroznakowego kodu: pierwszy
znak okresla wersje struktury biatka, trzy kolejne litery jednoznacznie identyfi-
kuja bialko (na przyklad zapis 3mba oznacza trzecia wersje biatka mioglobiny).
Do oznaczen kodéw PDB w tej pracy dodano piaty znak, odpowiadajacy symbo-
lowi tanicucha (w przypadku biatek ztozonych z jednego tanicucha jest zastepowany

znakiem ‘7).

PDBREF - PDB REFerence set, program stuzacy do tworzenia reprezenatywnego
podzbioru bazy PDB (opisany w rozdziale 6.2.2).

RMSD - Root Mean Square Deviation, miara odchylenia potozen atomoéw pomiedzy
dwiema porownywanymi czasteczkami (zwykle RMSD Cay, to znaczy tylko pomie-

dzy atomami Ce).

SAL - Structural Alignment, program stuzacy do poréwnywania ze soba struktur biatek

rozniacych sie dlugoscia sekwencji (opisany w rozdziale 6.2.3).

SICHO - Slde CHain Only, przyblizony sposéb reprezentacji tancucha biatkowego.
Aminokwasy reprezentowane sa w postaci centréw oddziatywarn odpowiadajacych
srodkom mas grup bocznych [89]. Rowniez: nazwa metody bezposredniego prze-
widywania struktury bialek na podstawie sekwencji, wykorzystujaca siatkowa dy-

namike Monte Carlo uproszczonego modelu bialka.

z-score — ocena standardowa (opisana blizej w rozdziale 2.5.1).

13Strona WWW bazy PDB: http://www.rcsb.org
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6.2 Opis innych programéw stworzonych w trakcie przygotowy-
wania pracy

Podczas realizowania pracy doktorskiej powstato kilka uzytecznych programéw kom-
puterowych. Wszystkie opisane ponizej programy dostepne sa za posrednictwem stron

WWW Pracowni Teorii Biopolimeréw Wydzialu Chemii UW.

6.2.1 Biodesigner — wizualizacja i modelowanie struktury biatek

Biodesigner jest programem przeznaczonym do modelowania i wizualizacji czasteczek
zwigzkéw chemicznych, w szczegdlnoscei czasteczek biatek. Podczas projektowania pro-
gramu polozono nacisk na integracje wbudowanych metod analizy i edycji sekwencji
biatkowych z narzedziami stuzacymi do wizualizacji struktur. Dzieki temu w pogladowy
sposOb moze zosta¢ zaprezentowany zwigzek pomiedzy struktura a sekwencja biatka
(rysunek 19).

Biodesigner automatycznie rozpoznaje wiele popularnych formatow plikow (PDB,
MONSSTER, Alchemy, Hyperchem, Insight, Sybyl). Umozliwia to tatwe przenoszenie
plikobw pomiedzy réznymi $rodowiskami obliczeniowymi. Program pozwala zapisywac
pliki we wtasnym formacie BIO oraz w formacie PDB.

Program posiada szerokie mozliwosci w zakresie wizualizacji czasteczek chemicznych
(rysunek 20). Dostepne sa popularne style wyswietlania, takie jak model drutowy, mo-
del typu ,kulki i preciki”, model czaszowy, model wstegowy i inne. Ponadto uproszczone
modele bialek i kwasow nukleinowych moga by¢ wyswietlane przy pomocy stylu typu
,drabinka”. Poszczegolne style wyswietlania moga by¢ w tatwy sposob taczone ze soba.
Kolory rysunkéw odpowiadaja roznym wlasnosciom atomoéw i aminokwaséw i moga by¢
dowolnie modyfikowane. Stworzone rysunki moga zosta¢ zapisane w formacie bitmapo-
wym (do celow publikacji w Internecie lub interaktywnych prezentacji) lub w formacie
wektorowym typu PostScript (do druku). Ponadto mozliwe jest tworzenie wysokiej klasy
rysunkow fotorealistycznych przy pomocy dodatkowych programow wykorzystujacych

technike typu ray-tracing.

tPracownia Teorii Biopolimeréw: http://biocomp.chem.uw.edu.pl
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Rysunek 19: Typowy wyglad ekranu podczas pracy z programem Biodesigner

Biodesigner pozwala rowniez na wyswietlanie i analizowanie trajektorii pochodzg-

cych na przyktad z symulacji dynamiki Monte Carlo. Ruchy o wysokiej czestotliwosci
moga zosta¢ odfiltrowane, w ten spos6b mozliwe jest pokazanie ruchéw catych moty-

wow strukturalnych. Animacje moga zosta¢ nastepnie zapisane w postaci filmu (pliku

graficznego typu AVT).

Program pozwala na wygodne manipulowanie zaznaczonymi fragmentami tancucha

polipeptydowego (na przyklad wybranymi elementami struktury drugorzedowej, poje-

dynczymi rotamerami lub pojedynczymi atomami).

Program wyposazony jest w edytor sekwencji bialek. Edytor sprzezony jest z mo-

dulem wyswietlajacym struktury w taki sposob, ze kazda zmiana struktury odzwiercie-
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Rysunek 20: Przyktad wizualizacji czasteczki biatka przy pomocy programu Biodesigner
(kompleks witaminy D z jej receptorem, kod PDB 1db1). Larncuch biatka przedstawiono
przy pomocy modelu wstegowego i pokolorowano wedtug typu struktury drugorzedowe;.
Czasteczke liganda przedstawiono przy pomocy modelu ,kulki i patyczki” i pokolorowano
wedlug typu atomow. Kolorem zielonym zaznaczono grupe boczna tryptofanu wazna dla
wigzania liganda i wyswietlono najmniejsza odlegtos¢ pomiedzy tryptofanem a ligandem.

dlana jest w oknie z wySwietlonymi sekwencjami i vice versa. Edytor sekwencji pozwala
na modyfikowanie sekwencji i dopasowan, tworzenie dopasowan dwoch i wiekszej liczby
sekwencji, translacje kodu DNA do sekwencji bialkowych, kolorowanie wys$wietlonych
sekwencji. Modul rozpoznaje wiele formatow plikow sekwencyjnych (m.in. BLAST,
CLUSTAL-W, FASTA, PIR, TXT). Dodatkowo program umozliwia przeszukiwanie se-
kwencyjnych baz danych w poszukiwaniu bialek homologicznych przy pomocy programu
PSI-BLAST. Po znalezieniu struktury biatka homologicznego i stworzeniu dopasowania,
program pozwala na zbudowanie modelu biatka. Zbudowany model czasteczki biatka
moze by¢ poprawiony przy pomocy algorytmu typu PULCHRA. Biodesigner pozwala
rowniez na ocene jakosci zbudowanego modelu biatka.

Program Biodesigner zostal napisany w jezyku C+-+ (ponad 15000 linii kodu). Naj-
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nowsza wersja programu (przeznaczona dla systemu Windows) jest dostepna publicznie
za posrednictwem Internetu.'® Powstala rowniez uproszczona wersja programu (TraX)
przeznaczona dla systemu Linux. Do chwili obecnej (koniec roku 2001) program Biode-

signer zostal pobrany ze strony WWW ponad 5000 razy.

6.2.2 PDBREF — tworzenie reprezentatywnej bazy danych struktur bialek

Baza PDB zawiera obecnie (pod koniec roku 2001) ponad 16000 struktur biatek. Jednak
informacje zawarte w bazie PDB sg czesto redundantne. Dostepne sg struktury tych sa-
mych biatek otrzymane roznymi metodami, jak rowniez biatka pochodzace z odmiennych
orgranizmoéw, ale nie rézniace sie struktura w istotny sposob. Liczne struktury w bazie
PDB sa niekompletne (brakuje niektorych atomow lub calych fragmentow tancuchow).
Dlatego tworzone sa bazy danych bedace reprezentatywnym podzbiorem bazy PDB,
na przyktad baza PDBSELECT [126, 109] lub HOMSTRAD [127]. Bazy tego typu sa
jednak zwykle nieaktualne, z uwagi na fakt, ze oryginalna baza PDB jest uaktualniana
bardzo czesto (co tydzien). Ponadto kryteria tworzenia reprezentatywnej bazy struktur
biatek s arbitralnie przyjete przez jej autoréw i niekiedy nie sa optymalne w konkretnych
zastosowaniach. Dlatego podczas przygotowywania pracy stworzone zostalo narzedzie
shuzace do generowania reprezentatywnego podzbioru bazy PDB: program PDBRFEF.

Program PDBREF (PDB REFerence set) wykorzystuje nastepujace kryteria tworze-

nia reprezentatywnego zbioru struktur biatek:

e stopien identycznosci sekwencji, powyzej ktorego sekwencje dwoch biatek sa trak-

towane jak identyczne, zwykle 75%,

e stosunek dlugosci sekwencji, ponizej ktorego sekwencje dwoch biatek traktowane

sa jak rozne (niezaleznie od ich podobienstwa sekwencyjnego), zwykle 50%,

e jakos¢ struktury pozwalajaca na zaliczenie biatka do reprezentatywnej bazy danych
(rodzaj metody eksperymentalnej, przy pomocy ktorej otrzymywano strukture,

oraz czynnik residualny R)!®

15Strona WWW programu Biodesigner: http://www.pirx.com/biodesigner/
16Czynnik residualny — warto$é¢ opisujaca jakosé struktury krystalograficznej, wyrazajaca odchylenie
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Budowanie reprezentatywnej bazy danych (pierwsze uruchomienie programu) jest
procesem stosunkowo diugotrwalym (trwa kilkanascie godzin), kolejne uruchomienia w
celu uaktualnienia bazy sa wykonywane bardzo szybko. Dodatkowo program PDBREF
dzieli pliki z bazy PDB na niezalezne tancuchy biatkowe. Posiada tez mozliwo$c¢ dzielenia
biatek wielodomenowych na pojedyncze domeny. Reprezentatywny podzbioér bazy PDB
(edycja z 14 stycznia 2001) wygenerowany przy pomocy programu PDBREF zawiera
5041 tancuchow biatkowych (dla stopnia identycznosci wynoszacego 75%), lub 2860 lan-
cuchow biatkowych (dla stopnia identycznosci wynoszacego 35%). Pierwsza podzbior
moze by¢ uzywany w metodzie przewlekania, gdzie nawet niewielkie r6znice pomiedzy
strukturami z bazy danych moga mie¢ znaczenie. Drugi podzbioér byt uzywany do wypro-
wadzania potencjaléw homologicznych ze wzgledu na wymagana niewielka redundancje

zbioru struktur.

6.2.3 SAL — poréwnywanie struktur biatek

Powszechnie uzywana miara podobienstwa dwoch tancuchow biatkowych jest srednie od-
chylenie kwadratowe pozycji atoméw Ca (RMSD) po uprzednim optymalnym nalozeniu

obu struktur [128]:

VEN (x— y0)?
N

RMSD = (22)

gdzie N jest liczba porownywanych atoméw w kazdej z obu czasteczek, x; sa wspol-
rzednymi i-tego atomu pierwszej czasteczki, y; sa wspotrzednymi i-tego atomu drugiej
czasteczki.

RMSD jest miarg pozwalajaca okresli¢ podobienstwo dwoch tancuchow biatkowych
o tej samej dlugosci. Natomiast okreslanie stopnia podobienstwa dwoch biatek roznig-
cych sie dtugoscig tancucha jest nietrywialne. Obliczenie RMSD takich biatek wymaga
wczesniejszego utworzenia ich dopasowania w taki sposob, aby liczby poréwnywanych

atomoéw byty identyczne.

przewidzianej struktury od struktury rzeczywistej, waha sie od 0.0 (idealne dopasowanie) do ok. 0.6
(struktura losowa). Wartosé 0.2 i nizsza odpowiada strukturze krystalograficznej dobrej jakosci.
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Istnieje wiele metod poréwnywania struktur biatek. Do najbardziej znanych nalezg:

e metoda CE [129] badajaca podobienstwo odlegtosci i katow w dwoch strukturach

e metoda DALI [130, 131] oparta na analizie podobiefistwa map kontaktow dwoch
biatek

e metoda SSAP [132| wykorzystuje algorytm podwojnego programowania dynamicz-

nego

e metoda VAST [133] (Vector Alignment Search Tool) odszukujaca niewielkie frag-

menty obu struktur o wysokim stopniu podobienstwa

Metody te dostepne sa publicznie w postaci serwisow WWW. W trakcie realizowania
pracy doktorskiej stworzony zostal progam SAL (Structural ALignment) umozliwiajacy
ocene podobienistwa strukturalnego dwoch tancuchow biatkowych. W programie wyko-
rzystano zmodyfikowany algorytm iterowanego programowania dynamicznego [134, 135]

polegajacy na wielokrotnym powtarzaniu nastepujacych krokow:

e tworzona jest dwuwymiarowa macierz odleglo$ci pomiedzy wszystkimi parami ato-

moéw wegli Ca obu czasteczek biatek

e przy pomocy algorytmu programowania dynamicznego ( opisanego w rozdziale
2.4.2) zastosowanego do zbudowanej w poprzednim kroku macierzy tworzone jest

dopasowanie obu struktur (structural alignment)

e struktury sg nastepnie obracane w taki sposob, aby optymalnie natozy¢ na siebie

dopasowane w porzednim kroku fragmenty

Kroki te powtarza sie az do momentu zbiegniecia algorytmu (gdy nowo wygenero-
wana orientacja obu tancuchow nie rézni sie od poprzednio wygenerowanej) lub do prze-
kroczenia zatozonego z gory limitu liczby krokow algorytmu. Modyfikacje w stosunku

do oryginalnie opisanej metody polegaly na starannym dobraniu poczatkowej orientacji
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obu lanicuchow (probie wstepnej optymalizacji) oraz na zmiennych parametrach kar za
wprowadzenie przerw w dopasowaniu.

Algorytm zastosowany w programie SAL wykorzystuje podejscie heurystyczne, nie
dajace gwarancji znalezienia optymalnego dopasowania. Dopasowanie zalezy od zaltozo-
nych arbitralnie parametrow kar za wprowadzenie przerw. Dlatego bardzo wazna jest
statystyczna ocena podobienistwa dwoch struktur. Opracowujac program SAL zbadano
parametry rozkladu wartosci RMSD podczas poréwnywania struktur bialek o r6znych
dtugosciach. Drzieki temu program podaje tez warto$é¢ oceny standardowej (z-score).
Program SAL byl uzywany m.in. do oceny jakosci modeli bialek w konkurencji CA-

FASP2.
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