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4.3 omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagni¢tych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

WPROWADZENIE

Postep w nauce i rozwdj technologii sa nierozerwalnie ze sobg zwigzane. Nauki podsta-
wowe tworzg nowe narzedzia badawcze, ktére z kolei otwierajg przed czlowiekiem nie-
znane obszary badan. Pierwsze maszyny cyfrowe, powstale w latach pi¢édziesiatych mi-
nionego stulecia, przyczynily si¢ do intensywnego rozwoju istniejacych dziedzin nauki.
Zainicjowaly tez powstanie kilku nowych, przede wszystkim informatyki. U jej podwa-
lin legly zaréwno prace teoretyczne, jak i praktyczne rozwiazania: architektura von Neu-

il czy pierwsze jezyki programowanial®. W latach pieédziesiatych XX wieku opu-

manna
blikowane zostaly dwie podstawowe metody modelowania molekularnego: dynamika

molekularna® (na razie w ujeciu dyskretnym) oraz schemat Metropolisal*l.

W tych samych latach post¢powat rozwdj biologii molekularnej. Rozszyfrowano kod
genetyczny’!, poznano strukture DNA oraz mioglobiny!”. Opisano takze zasady rza-
dzace struktura biatkal® ™!, Zautomatyzowano tez metode sekwencjonowania biatek, co
zaowocowalo opublikowaniem - w formie ksiazki - przez Margaret Dayhoft pierwszej
sekwencyjnej bazy danych™,

Badania te mozliwe byly réwniez dzi¢ki wykorzystaniu pierwszych komputeréw. Zasto-
sowano je mi¢dzy innymi do rozwiazywania rentgenograficznych struktur bialek a takze
do sktadania fragmentarycznych wynikéw sekwencjonowania™. Sekwencji biatek znano
juz coraz wiecej; w literaturze zacz¢to dyskutowaé wiec ewolucje genéw i biatek. W roku

51 Wreszcie w 1970r. Needleman

1967 opublikowano pierwsze drzewo filogenetyczne
i Wunsch opublikowali algorytm globalnego uliniowienia sekwencji™. W ten sposéb
zrodzila si¢ nowa nauka - bioinformatyka - cho¢ na sama jej nazwe trzeba bylo jeszcze

poczekad prawie dziesigc lat!'s,
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Kierunki rozwoju tej dziedziny w kolejnych dekadach zwiazane byly z gwaltownie po-
wigkszajacymi si¢ zasobami danych: sekwencjami i strukturami biomolekut. Zadaniem
bioinformatyki stalo si¢ te dane gromadzi¢ i analizowac. By temu sprostac, rozpocz¢to
tworzenie odpowiedniego oprogramowania. Réwnoczesnie zaczeto powstawac oprogra-
mowanie do modelowania struktury i dynamiki biomoleku}. Poczatkowo oba te obszary
byly wyraznie rozgraniczone. Bioinformatyka bazowata na danych, modelowanie mole-
kularne za$ - na zasadach fizyki. Okazalo si¢ jednak, ze wnioskowanie oparte o ewolucje
genéw moze by¢ réwnie wazne co modele wyprowadzone z pierwszych zasad.

Aktualnie istnieje wiele inicjatyw poswigconych tworzeniu oprogramowania zaréwno z
dziedziny bioinformatyki jak i modelowania molekularnego. Sposréd narze¢dzi do mo-
delowania nalezy wspomnie¢ pakiety do dynamiki molekularej, programy Modeller!,
ICM UNRES!! Rosettal"!] czy rodzing modeli siatkowych opracowanych w grupie
prof. Kolinskiego (np. Sicno®! oraz CABSPY). Z kolei jako przyktady typowych pa-

kietéw bioinformatycznych wymieni¢ nalezy BioPerl®*?!, BioPython™}!, BioJaval*#

i Bio-
Ruby!!. W roku 2004 pakiety te', udostepnialy jedynie bardzo skromny zestaw funkcji
operujacych na strukturach bialek. Funkcjonalnosé taka byla jednakze niezbedna pi-
szacemu te stowa do sprawnego realizowania wykonywanej przezenn pracy doktorskie;j.

Bylo to impulsem, ktory zainicjowal powstanie pakietu BioShell.

Celem naukowym przedstawionego cyklu prac bylo stworzenie spéjnego i kompletnego

pakietu oprogramowania, wspomagajacego rozwiazywanie réznorodnych problemoéw z
zakresu bioinformatyki strukturalnej oraz modelowania struktur biomolekut. Praktycz-
nie caly kod Zrédlowy napisany zostal przez habilitanta a powstale narze¢dzia oblicze-
niowe wykorzystywane sa w co najmniej kilkunastu laboratoriach na swiecie. W pracach
tych przedstawiono konstrukcje kolejnych wersji pakietu oraz opisano najwazniejsze za-
implementowane w nim algorytmy. Do cyklu zostaly wlaczone réwniez prace prezentu-
jace przyktadowe zastosowania pakietu.

' jedynie BioPerl i BioPython; BioJava i BioRuby jeszcze wtedy nie istnialy
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OPROGRAMOWANTIE BIOSHELL

Wersja 1.x - programy uruchamiane z linii polecen systemu UNIx

L6l W catosci opierata

Konstrukcja pierwszej wersji pakietu, opublikowanej w 2006 roku
si¢ na idei funkcjonowania systemu UN1x. Sktadat si¢ on wigc z kilku programéw ktérych
dziatanie kontrolowane bylo odpowiednimi opcjami podawanymi z linii polecen. W po-
czatkowej wersji, BioShell ulatwial prowadzenie symulacji dynamiki bialek w modelu
zredukowanym CABS™!. Wykorzystywany byt do przygotowywania plikéw wejsciowych i
analizowania wynikowych trajektorii. Inne moduly pakietu postuzyly do wyprowadzania
potencjalow sredniej sily na podstawie statystyk zebranych ze znanych struktur biatko-

wych. W roku 2007 na pakiet sktadaly si¢ nastepujace programy:

strc - (structure converter) dokonujacy konwersji pomigdzy formatami plik6w zapisu-
jacych struktury biomolekut

str_calc - (structure calculator) wykonujacy obliczenia na strukturach bialek: mapy kon-
taktow, katy fanicucha gléwnego @, ¥, w oraz fanicuchach bocznych Yy, itp.

rms_calc - (rms calculator) obliczajacy optymalne nalozenie jednej struktury biatka na druga.
clust - (clustering) do analizy skupien

alignc - (alignment converter) dokonujgcy konwersji pomiedzy formatami uliniowiefi se-
kwencyjnych

praline - (profile aligner) stuzacy do znajdowania optymalnego uliniowienia dwéch se-
kwencji lub profili sekwencyjnych.

Duzy nacisk polozono na integracj¢ pakietu ze standardowymi poleceniami systemu
Uni1x, takimi jak grep, sed czy awk.

Wersja 2.x - biblioteka modutow dla jezykow skryptowych

Oprogramowanie opisane powyzej doskonale spelnialo swoje zadanie, ale jego rozbu-
dowa o nowe funkcje nastreczala kilku trudnosci. Najpowazniejsza z nich bylto jedno-
znaczne a zarazem elastyczne zdefiniowanie kolejnosci wykonywania zadanych operaciji.
Dlatego po uzyskaniu stopnia doktora, autor rozpoczal prace nad kolejna wersja pakietu.
Diametralnej zmianie ulegla filozofia, na ktérej oparto konstrukcje oprogramowania. W
nowej wersji BioShell stat si¢ przede wszystkim biblioteka funkcji, wywolywanych ze
skryptéw napisanych w jezyku Python*$. Rozwiazalo to calkowicie problem sterowania
obliczeniami oraz znacznie poszerzylo wachlarz funkcji pakietu udostepnionych uzyt-
kownikowi. W nowej wersji pakietu odtworzono programy z wersji poprzedniej. Dodano
tez dwa nowe: PsiBlastSearch i PsiBlastAnalyse?, stuzace do analizowania przestrzeni

> Wersja druga pakietu napisana zostala w jezyku Java. Nazwy wszystkich programéw pakietu zmieniono,
wprowadzajac wielkie litery zgodnie z ogdlnie przyjetymi w tym srodowisku konwencja.

261 Gront, D. & Kolinski, A. Bioinformatics 22, 621622 (2006).
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sekwencji biatkowych w poblizu zadanej sekwencji-celu.

Rysunek 1: Hierarchiczna struktura
biblioteki BioShell (okreslonej tu jbcl -
Java BioComputing Library). Poszczegélne
moduly pogrupowane zostaly w pakiety odpo-
wiadajace ich funkcjonalnosci. Dla przyktadu
algorytmy operujace na grafach zawarto w
jbcl.algorithms.graphs. Procedury do wy-
znaczania ulinowief - w jbcl.calc.alignment,
a same funkcje oceniajace uliniowienia - w
jbcl.calc.alignment.scoring.

clustering .
alignment

numerics

s geometry

rotamers

chemistry

statistics

formats

algorithms

modeling

patterns

interactions] observers

sampling

Oprogramowanie dost¢pne jest na stronie bioshell.pl, wraz z obszerna dokumentacja,
przyktadowymi skryptami, danymi testowymi itp.

#!/usr/bin/env jython

import sys

# Here we import two BioShell modules: PDB (to read PDB files) ...
from jbcl.data.formats import PDB

# ... and Neighborhood to look for spatial neighbours.

from jbcl.calc.structural import Neighborhood

inputFile = sys.argv[1] # PDB file name is the parameter of this script
reader = PDB(inputFile)
allAtoms = reader.getStructure().getAtomsArray()

n = Neighborhood(allAtoms)
cuResidues = protein.findResidues(” CU_ ")

for cuResidue in cuResidues : . .
cuAtom = cuResidue.getAtomsArray() [0] Rysunek 2: Przykladowy Skrypt WkaI'ZyStUIQZCY bl_
nn = n.findNeighborsArray(cuAtom,4.0) : : ; : : :
Fesidueset = Sot0) blioteke BioShell (po lewey). Skrypt ten faduje plik PDB i
for atom in nn : residueSet.add( atom.getOwner() ) Wyszuku]e WSZYStle atomy miedzi (rozpoznawane po na-
for residue in residueSet : zwie atomu). Dla kazdego z tych atoméw wyszukuje jego

for line in PDB.createPdbLines( residue ) : print line

otoczenie w przestrzeni - reszty aminokwasowe odlegte o
nie wiecej niz 4A- a wyniki nagrywane sa w formacie PDB.
Powyzej: przyktadowy fragment struktury wyciety z depo-
zytu 2474 (azuryna) za pomoca w/w skryptu.

Z.ASTOSOWANTIA

Modelowanie struktur biatek

Od wielu lat gléwnym zainteresowaniem naukowym autora pozostaje modelowanie struk-
tur bialek. Wigkszos¢ moduléw pakietu powstata w tym wlasnie celu. Procedury te bez-
posrednio wykonuja potrzebne obliczenia, badZ automatyzuja prac¢ zewng¢trznych pro-
graméw;, takich jak PsiBlast, Modeller'®! czy Rosettal"!. Pakiet BioShell wykorzysty-
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wano kilkukrotnie podczas odbywajacych si¢ co dwa lata eksperymentéw CASP? w la-
tach: 2004 (CASP6), 2006 (CASP?7), 2010 (CASP9) i 2014 (CASP11). Eksperyment ten
ma charakter konkursu, w ktérym uczestnicza grupy teoretyczne, starajac si¢ jak najdo-
ktadniej przewidzie¢ struktury bialek wyznaczone eksperymentalnie. Faktyczne struk-
tury sa ujawnione dopiero po zakonczeniu konkursu. Wykorzystywany przez autora pro-
tok6t modelowania zmienial si¢ istotnie przez te lata wraz ze zdobywanym doswiadcze-
niem i implementacja nowych algorytméw. Na Ryc. 3 przedstawiono schemat post¢po-
wania przyjety podczas CASP11?7). Niektére z wykorzystanych w nim procedur obli-
czeniowych opisano szerzej w dalszej czgsci autoreferatu, pokazujac jednoczesnie role
oprogramowania BioShell. W koncowym rankingu* kategorii modelowania w oparciu
o szablon’, uwzgledniajacym 81 przewidzianych domen grupa BioShell-server zostala
sklasyfikowana na 41 pozycji. Startujaca w kategorii FM (Free Modelling) grupa BioShell
zajela 40 pozycje. Ogdlem z konkursie CASP11 wziglo udziat 123 grupy eksperckie i 84

serwery
- .
dodatowe  Rysunek 3: Schemat modelowania struk-
SEKWENCJA o ] . bl
ane  tyur biatek Diagram (zaadaptowany z pracy'’!)
CELU perymentalne
MODELOWANIE obrazuje schemat modelowania struktur bia-
STRUKTURY fek. aki wok Leie ek
BIALEK | | WYSZUKIWANIE SRR ek, jaki wykorzystano w trakcie eksperymentu
SEKWENCJT Bioshell CASP11. Algorytm startuje z sekwencji biatka-
celu. Pierwszym etapem jest przegladanie baz
PRZEWIDYWANIE psibred danych w poszukiwaniu bialek o podobnych
STRUKTURY SPINEX : . . . S
DRUGORZEDOWEJ ~  Porter sekwencjach (na]pradeI')odobI'ne] homologlcz
7 N nych). Beda one potencjalnymi szablonami do
modelowanie ) brak szablonu  modelowania. Na podstawie stworzonego uli-
poréwnawcze 4 (,,de novo") . .. . .. .
5 ( \ niowienia wielu sekwencji przewidywane sa
threadingiD  PRZEWLEKANIE | WYBOR fragment-  rGwniez pewne cechy strukturalne, np. struk-
baza domen JEDNOWYMIAROWE)| FRAGMENTOW picker

tura drugorz¢dowa, czy wyeksponowanie grup

bocznych badanego biatka do rozpuszczalnika.

. PRZEWLEKANIE MODELOWANIE mini- . . .
threading3D 6 wyMIAROWE de novo rosetta.  Informacja ta wykorzystywana jest do oblicze-
| \ | \ nia uliniowienia pomi¢dzy sekwencja biatka mo-
OPTYMALIZACIA ANALIZA bioshell:  delowanego a szablonami. Uliniowienia te sa na-
Modeller .
MODELU SKUPIEN clust . . .
stepnie udokladniane (przewlekanie 3D), a na
L) L) . .
ich podstawie budowane sg modele struktu-
ralne. Ostatni etap to analiza i selekcja uzyska-
WYBOR nych modeli.
MODELU

W ostatnich latach pakiet wykorzystywany jest réwniez w zadaniach zwigzanych z ra-
cjonalng inzynieria biatek. Oba te cele sa dos¢ podobne i wykorzystuja te same metody
obliczeniowe. W pierwszym jednak znana jest sekwencja biatka a celem modelowania
jest jego struktura. W drugim za$ zaklada si¢ konkretna strukture tréjwymiarowq biatka
a poszukuje sekwencji.

3 Critical Assessment of Protein Structure Prediction Methods; http://predictioncenter.org/
4 http://predictioncenter.org/caspii/zscores_final.cgi
5 TBM, Template Based Modelling

L7l Strumillo, M. et 4l. in. 18 (2014), 379-384.
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Modelowanie molekularne to nie jedyna rola pakietu. Spora jego cz¢$¢ poswigcona jest
bowiem analizie sekwencji i struktur bialek. Pakiet udostepnia tez wiele standardowych
procedur numerycznych i statystycznych. Przykladowe zastosowania réwniez podsumo-
wano ponizej.

Wyszukiwanie sekwencji

Standardowo do przeszukiwania sekwencyjnych baz danych wykorzystywany jest pro-
gram PSIBLAST. Stosowany byt on takze w pracach podsumowanych w niniejszym Auto-
referacie. Program ten doskonale sprawdza si¢ w przypadku, gdy odleglos¢ ewolucyjna
pomiedzy sekwencjami nie jest duza. W innych przypadkach najlepiej sprawdza si¢ wie-
lokrotne, czesto iteracyjne wykorzystanie tego programul®*!. W tym wiasnie celu po-
wstaly programy PsiBlastSearch i PsiBlastAnalyse napisane w niecale dwa tygodnie
latem 2010 1, w trakcie trwajacego wlasnie konkursu CASP9. W ten sposéb autor niniej-
szego Autoreferatu w pelni zautomatyzowat wykonywang dotychczas manualnie w labo-
ratorium prof. Bakera procedure, stanowiaca pierwszy etap modelowania poréwnaw-
czego. Program PsiBlastSearch automatyzuje prac¢ narzedzia PSIBLAST, uruchamiajac
go z r6znymi warto$ciami parametréw startowych. Program PsiBlastAnalyse przetwa-
rza i analizuje uzyskane wyniki. Analiza ta obejmuje filtrowanie znalezionych sekwencji
wg wielu kryteriéw oraz analize skupief. Ostatecznym wynikiem jest réznorodny® zbi6r
sekwencji homologicznych do sekwencji modelowanego biatka, wykorzystany nast¢pnie
do podziatu sekwencji celu na (potencjalne) domeny oraz przy konstrukeji profilu se-
kwencyjnego. Procedura ta byla intensywnie wykorzystywana w trakcie eksperymentu
CASPo, zostala tez zastosowana przy projektowaniu mutantéw biatka aldolazy treoni-
nowej (praca Hrz.).

Predykcje w oparciu o sekwencje

Profil sekwencyjny obliczony w opisanym powyzej etapie, wykorzystywany jest przez
szereg narzedzi, ktorych celem jest predykcja pewnych cech strukturalnych nieznanego
biatka, np jego struktury drugorz¢dowej oraz wyeksponowania poszczegélnych reszt do
rozpuszczalnika. BioShell automatyzuje prac¢ programéw: PsiPred, Porter, SAM, Juffo i
SpineX. Uzyskane wyniki stuza nast¢pnie jako dane wejSciowe do tworzenia uliniowienia
oraz na etapie budowy modelu.

Tworzenie i optymalizacja uliniowien

Niezb¢dnym elementem modelowania poréwnawczego biatka-celu jest znalezienie sza-
blonu, czyli wystarczajaco podobnego biatka (w zalozeniu: homologa badz analoga struk-
turalnego), ktérego struktura zostata juz wyznaczona eksperymentalnie. Bardzo istotne

¢ ang. non-redundant

128} Margelevicius, M. & Venclovas, C. BMC Bioinformatics 6, 185+ (2005).



Zalacznik nr 3 : Autoreferat

jest réwniez zbudowanie poprawnego uliniowienia tych dwéch bialek. W pismiennic-
twie znaleZ¢ mozna bardzo wiele metod rozwigzywania tego problemu. Ogoélnie rzecz
ujmujac, mozna je podzielié na cztery grupy: (?) Uliniowienie sekwencyjne pary bialek,
(#) ulinowienie sekwencyjne calej rodziny, (77) uliniowienie dwéch profili sekwencyj-
nych oraz (7v) uliniowienie sekwencji celu ze strukturg szablonu.

Metoda (2) jest mato dokfadna i sprawdza si¢ tylko w przypadku, gdy biatka sa bardzo bli-
sko spokrewnione. Aby zastosowac podejscie (72), trzeba jednoznacznie wskazac sekwen-
cje bialek, nalezace do badanej rodziny. W re¢kach eksperta metoda ta daje doskonale
wyniki; najczesciej wymaga jednak manualnej ingerencji w tworzone uliniowienie!, Po-
niewaz jednym z celéw postawionych przed oprogramowaniem BioShell byta jak najpel-
niejsza automatyzacja procesu modelowania biomolekul, w pakiecie zaimplementowano
fatwe do zautomatyzowania metody (777) oraz (7v), zwane przewlekaniem bialek. Pierw-
sza z nich - przewlekanie jednowymiarowe - opublikowano w roku 19875°!, druga pie¢ lat
p6zniejB. Wtedy tez pojawita sie nazwa "przewlekanie™. Dla poréwnania, program Psi-
Blast!*! opublikowano w roku 1997. Wspomniane dwa warianty przewlekania réznia sie
diametralnie. O ile przypadek jednowymiarowy to ,zwykle” uliniowienie dwéch profili
sekwencyjnych obliczane metoda dynamicznego programowania, to wariant tréjwymia-
rowy jest problemem NP-zupelnym. W literaturze zaproponowano kilka przyblizonych
metod jego rozwigzywania. Wszystkie one wymagaja jednak ogromnych zasobéw ob-
liczeniowych. Z drugiej strony, wspomniany juz program PsiBlast umozliwit szybkie
wybieranie z baz danych sekwencji podobnych do biatka-celu i stat si¢ wygodnym narze-
dziem do tworzenia profili sekwencyjnych. W konsekwencji istotnie uproscit procedury
przewlekania jednowymiarowego. Czynniki te spowodowaly, ze algorytmy uliniowienia
profili wyparly prawie zupetnie metody przewlekania tréjwymiarowego. Jeszcze do nie-
dawna jedynym publicznie dostepnym programem 3D byt Raptor33!. Metoda ta, wysoko
oceniana w kolejnych konkursach przewidywania struktury biatek CASP, wykorzystuje

algorytm programowania liniowego.

Metoda BioShell Threading 3D™** oparta jest na zupelnie innej zasadzie. Problem opty-
malizacji uliniowienia potraktowany zostal jak zagadnienie z dziedziny modelowania
molekularnego. Ocene uliniowienia (@ng. score) zastapila energia, wykorzystujaca zaréwno
czlony sekwencyjne jak i strukturalne. Algorytmem uliniowienia stalo si¢ probkéwa-
nie przestrzeni stanéw ukladu. Stany te - czyli uliniowienia - zapisane sa jako lista
ciaglych (niezawierajacych przerw) blokéw. Ruchy Monte Carlo polegaja na dzieleniu,
faczeniu, przesuwaniu, skracaniu oraz wydtuzaniu blokéw. Algorytm ten jest bardzo

7 ang. threading

9} Venclovas, C. & Margelevicius, M. Proteins 77 Suppl 9, 81-88 (2000).

ol Gribskov, M. et al. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 84, 4355~
4358 (1987).

B Jones, D. T. et al. Nature 358, 86-89 (1992).

521 Aleschul, S. F. et al. Nucleic Acids Research 25, 3389—3402 (1997).

31 Xu, J. et al. J Bioinform Comput Biol 1, 95-117 (2003).
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ogo6lny. Jako dane wejSciowe mozna uzy¢ dowolne potaczenie sekwencji, profilu sekwen-
cyjnego albo struktury. Dla przyktadu, uruchomienie algorytmu dla pary profili jest réw-
nowazne przewlekaniu 1D a dla pary struktur - zagadnieniu uliniowienia struktur. To
ostatnie zagadnienie postuzylo do przetestowania opisywanej metody. W pracy Hii.
pokazano, ze BioShell Threading 3D znajduje lepsze uliniowienia struktur niz tm-align
- jedno z najlepszych programéw stworzonych do tego celu.

Rozwiazania zaimplementowane w programie BioShell Threading 3D oczywiscie nie
rozwiazuja Scisle problemu NP, a prébkowanie przestrzeni uliniowien wymaga znacz-
nych zasobéw. Dlatego stosowana metodyka zaktada wykorzystanie dwoch programow:
przewlekania jednowymiarowego oraz przewlekania tréjwymiarowego. Pierwszy z nich
wykorzystuje programowanie dynamiczne do uliniowienia profili sekwencyjnych obli-
czonych dla biatek: szablonu i celu. Profile sa uzupetnione informacja o strukturze dru-
gorzedowej, co istotnie poprawia czuto$¢ wyszukiwania™®:. Metode ta zoptymalizowano
tak, aby z jak najwi¢ksza wiarygodnosciag wskazywata biatka (potencjalne szablony) na-
lezace do tej samej rodziny SCOP, co bialtko-cel. Obliczenia przewlekania tréjwymia-
rowego prowadzone sg tylko dla potencjalnych szablonéw wytonionych w poprzednim
etapie i maja na celu uzyskanie jak najlepszego uliniowienia. Bardzo istotny jest réw-
niez fakt, ze probkowanie przestrzeni stanéw dostarcza takze wysoko ocenionych uli-
niowien sub-optymalnych. Na podstawie kazdego z nich budowany jest strukturalny mo-
del biatka-celu. Procedura ta wykorzystana zostala przez dwa zespoly badawcze, biorace
udzial w konkursie CASP11: (grupy BioShell-server i BioShell-human) oraz zesp6t dra
Chena Keasara® (grupa keasar).

Wiarto zaznaczy¢, ze uliniowienia suboptymalne moga by¢ generowane takze innymi
metodami. Najczesciej uzyskuje si¢ je odpowiednio modyfikujac algorytm odtwarzania
sciezki uliniowienia®. Do pakietu BioShell dolaczono implementacj¢ eleganckiego al-
gorytmu Miyazawy54, ktéry zachowuje rozklad Boltzmanna generowanych uliniwiefi.
Algorytm ten jednakze, jako wariant programowania dynamicznego, nie umozliwia wy-
korzystania pelnej informacji o tréjwymiarowe strukturze szablonu. Dlatego tez zostat
zastapiony przez opisany powyzej program BioShell Threading 3D.

Zupelnie inne podejscie do modelowania poréwnawczego zaproponowano w pracy Hs.;
w podejsciu tym wejsciowe uliniowienie pomi¢dzy modelowanym biatkiem a jego sza-
blonem w zasadzie nie jest potrzebne. Przestrzenna struktura szablonu zrzutowana jest
na siatk¢ w modelu CABS. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze w tym modelu wszystkie
atomy wegli o leza na sieci kubicznej o statej 0.61A. Do modelu wprowadzono dodat-
kowy czlon energii, oceniajacy dopasowanie pomi¢dzy aktualng modelowana konforma-
cja a siatkowym rzutem szablonu. Nagroda (badz kara) energetyczna przyznawana jest,

8 Ben-Gurion University of the Negev, Be’er Sheva, Israel
9 ang. backtracking

B4l Miyazawa, S. Protein Eng. 8, 999-1009 (1995).
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gdy atomy szablonu i celu znajduja si¢ w tych samych wezlach sieci. Metoda ta doskonale
sprawdza si¢ w przypadku modelowania matych bialek, jednakze dla duzych molekut wy-
maga znacznych zasobéw obliczeniowych.

Budowa modelu

Do budowy modelu w oparciu o szablon wykorzystywany jest program Modeller, przy-
padkach modelowania de novo zas - Rosetta. Dodatkowo w obu scenariuszach wyko-
rzystywany jest takze program CABS. Zastosowanie tego ostatniego, w ktérym tancuch
polipeptydowy zapisany jest w reprezentacji zredukowanej, pociaga za soba koniecznos¢
odbudowy detali atomowych modelu. Specjalnie w tym celu powstal program BBQH*
ktory rekonstruuje szkielet gtéwny biatka. Grupy boczne odtwarzane sg programem
scwrlBsl,

Analiza skupier

Wynikiem modelowania struktur bialek jest zazwyczaj bardzo wiele modeli. Kolejnym
etapem jest zatem analiza skupien, ktorej celem jest wybor reprezentatywnych struktur.
W pakiecie BioShell zaimplementowano algorytm hierarchiczny’%. Program clust™
rutynowo analizuje zbiory po kilkanascie a nawet kilkadziesiat tysiecy struktur. Narze-
dzie to zostalo napisane na potrzeby CASP6, a wykorzystano je takze w konkursach
CASP7 oraz CASP11. W pracy®”! postuzyt do analizowania wynikéw dokowania krét-
kiego peptydu pochodzacego z biatka C3D do domeny SH3-N. Procedura hierarchiczna
jest réwniez wykorzystana w programie PsiBlastAnalyse do grupowania podobnych se-

kwencji biatek.

Procedury obliczeniowe dla struktur biomolekut oraz metody numeryczne

Pakiet BioShell oferuje bardzo szeroki wachlarz algorytméw dedykowanych do analizy
struktur bialek. Oblicza ich nalozenia i uliniowienia. Wyznacza tez rézne parametry
strukturalne: katy plaskie i torsyjne, odleglosci, mapy kontaktéw i mapy wiazan wo-
dorowych. Pakiet BioShell udost¢pnia réwniez szeroki zaséb metod numerycznych i
statystycznych, stuzacych do przetwarzania danych, np. metody interpolacji, bootstrap,
histogramy czy tez estymatory jadrowe. Funkcjonalno$¢ ta jest nieczgsto spotykana w
takich pakietach, a niektére funkcje sa unikalne dla pakietu BioShell. By¢ moze dlatego
wlasnie inne laboratoria wykorzystujace ten pakiet w swoich badaniach, przede wszyst-
kim siegaja po procedury operujace na strukturach biomolekut3*39!,

Potencjaty statystyczne

9 w oryginalne pracy opublikowano go pod nazwa HCPM - Hierarchical Clustering of Protein Models
1351 Dunbrack, J. & Karplus, M. Journal of Molecular Biology 230, 543574 (1993).

61 Gront, D. & Kolinski, A. Bioinformatics 21, 3179-3180 (2005).

571 Gront, D. et al. Acta Pol Pharm 63, 436438 (2006).

B8] Kim, H. & Kihara, D. Proteins 82, 3255—3272 (2014).

B9) Chruszcz, M. et al. Journal of Biological Chemistry 287, 7388-7398 (2012).

II



Zakacznik nr 3 : Autoreferat

Funkcjonalnos$¢ ta zostala wykorzystana kilkukrotnie do wyprowadzania potencjalow
statystycznych. Dla przyktadu, w pracy H7 zaproponowano potencjaly statystyczne opi-
sujace lokalng (tj. obejmujaca kilka nastepujacych po sobie reszt aminokwasowych) geo-
metri¢ fancucha gléwnego w konkretnej rodzinie bialek. Potencjaly statystyczne sg po-
wszechnie wykorzystywane w modelowaniu struktur biomolekut. W typowym ujeciu
opisuja one prawdopodobienstwo pojawienia si¢ pewnej wlasnosci strukturalnej (np.
kontaktu miedzy atomami), uzaleznione od typ6w aminokwaséw. Dla przyktadu, w pro-
gramie CABS wykorzystywane sa potencjaly oceniajace odleglos¢ Ry5( Az, As), czyli mig-
dzy kazdym i-tym a ¢ +4-tym weglem o wzdtuz faficucha gléwnego biatka. Oprécz wspo-
mnianej odleglosci, funkcja ta zalezy od typu aminokwaséw na pozycjach i+ 1 oraz i+ 3.
Raz wyprowadzona, moze by¢ wykorzystywana do modelowania biatka o dowolne;j se-
kwencji.

W przypadku takich potencjaléw opisujacych rodzine biatek, funkcja energii zalezy od
pozycji w sekwencji modelowanego biatka. Na tej samej zasadzie oparte sa m.in. profile
sekwencyjnel°! oraz biblioteki fragmentéw, wykorzystywanych w modelowaniu struk-
tur biatek(4°!, Podobnie jak profil czy fragmenty, potencjat taki musi by¢ wyprowadzony
oddzielnie dla kazdej sekwencji modelowanego biatka. Dodatkowo, bazy danych mu-
sz zawiera¢ informacje¢ o strukturach biatek nalezacych do tej samej rodziny, co biatko
badane. Uzyskany potencjal dostarcza jednak znacznie dokladniejszego opisu lokalne;j

konformacji faiicucha polipeptydowego.
Analiza topologii biatek splecionych™

Pakiet BioShell zostal takze wykorzy-
stany do analizy struktury biatka AF2331141
(depozyt w PDB: 2FD0). Biatko to jest nie-
typowym reprezentantem klasy a.+ (3, bo-
wiem jedng z dwoch jego (-kartek two-
rza naprzemiennie fragmenty fancuchéw
A oraz B. W ten sposob oddzialywania po-
miedzy tancuchami odpowiadajg za jego

znaczng cz¢S¢ struktury drugorzedowej. Z

ryc. 4, przedstawiajacej wybrane [-wstegi Rysunek 4: Spleciona 3-kartka biatka 2FDO.
tego biatka mozna odczytaé, ze podazajac Tworzy je osiem wsteg z taficuchéw A oraz B de-

za wigzaniami wodorowymi (-kartki, od- pozytu, oznaczonych odpowiednio kolorami niebie-

wiedzamy laficuchy AABABABB, zmieniajac skim i czerwonym. Pomaranczowe przerywane linie

. L. ; . ilustruja siec¢ wiazan wodorowych.
kod tancucha az pieciokrotnie. Oczywi- R 4 e
stym pytaniem, ktore nasunelo si¢ w trak-

cie badan nad 2FDO bylo, czy topologia taka pojawita si¢ juz w znanych strukturach.

II

ang. interdigitated

4ol Gront, D. et al. PloS one 6, €23294+ (201).
l4d \Wang, S. et al. Protein Science 18, 2410—2419 (2000).
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Odpowiedz na nie przynidst krétki skrypt napisany w srodowisku BioShell. Skrypt ten
wczytywal plik PDB, z ktérego odczytywal informacj¢ o 3 wstegach, i obliczal sie¢ wig-
zan wodorowych. Nast¢pnie budowat graf, ktérego wierzchotkami byly 3 wstegi pokolo-
rowane wg kodu tancucha a krawedziami - wigzania wodorowe. Ostatecznym wynikiem
byla najdluzsza mozliwa w tym grafie Sciezka wiodaca przez wezly o naprzemiennie roz-
nych kolorach. Analiza przeprowadzona na wszystkich znanych 6wczesnie strukturach
biatek pokazala, ze o ile pojedynczo-splecione [ wstegi (uktad typu ABA) sg czesto spo-
tykane, to juz topologie ABAB (trzykrotna zmiana kodu fafcucha) obserwowano okolo
stukrotnie. Czterokrotna zmiana laficucha (ABABA) pojawila sie tylko w 3 depozytach.
Uktad ABABAB, wykryty w AF2331, pojawil si¢ jeszcze tylko w depozycie 2HJ1 i byt naj-
dhuzszym zaobserwowanym.

Statystyczny opis standw w rozktadzie kanonicznym

Modelowanie biomolekut cz¢sto prowadzone jest tak, aby symulowany uktad opisywany
byt zespotem kanonicznym. Jest to szczegélnie fatwe, gdy procedura modelowania oparta
jest o metod¢ Monte Carlo wg wspomnianego juz we wstepie schematu Metropolisa.
Wynikiem modelowania jest wtedy zbiér konformacji ukfadu o energiach opisanych
rozktadem Boltzmanna. W pakiecie BioShell zaimplementowano metode wazonych histo-
graméw'+*)| dzieki ktérej mozliwe jest wyznaczenie sumy statystycznej Z(7) badanego
uktadu. Danymi wejsciowymi do programu MultiHist™# pakietu BioShell sg warto-
$ci energii £ zaobserwowane podczas symulacji w ré6znych temperaturach a wynikiem
- suma statystyczna Z(7") oraz gestosci stanéw (). Program StatPhys z kolei wezy-
tuje Q2(€) oraz zmierzone observable, dla ktérych wyznacza srednie kanoniczne w dowol-
nej temperaturze. Programy te wykorzystano do badania sieciowych modeli prostych
polimeréw™3 a takze do analizowania wynik6éw symulacji biatek w zredukowanym mo-
delu CABS®* (metoda Monte Carlo) a takze pelnoatomowa dynamika molekularng'!,

Symulacje te prowadzone byly metoda wymiany replik Monte Carlo## (REMC™). W
metodzie tej, dzigki jednoczesnemu modelowaniu replik tego samego uktadu w wielu
temperaturach, eksploracja przestrzeni stanéw jest znacznie wydajniejsza. Wymiana re-
plik, czyli przenoszenie kopii uktadu pomigdzy temperaturami, pozwala na wzglednie
fatwe przekraczanie barier energetycznych. Kluczowy jest tu jednak odpowiedni wy-
bér zbioru temperatur {7;}, w ktérych symulowane s3 poszczegdlne repliki. W lite-
raturze opisano wiele rozwiazai#4%l, zadne z nich jednak nie gwarantuje optymalnego
przeplywu replik pomig¢dzy temperaturami. W pracy H3 zaproponowano nowatorski
spos6b wyboru temperatur do prowadzenia symulacji. Opiera si¢ on na spostrzezeniu,

 Replica Exchange Monte Carlo

1421 Ferrenberg, A. M. & Swendsen, R. H. Physical Review Letters 63, 1195-1198 (1989).

sl Wabik, J. et al. International Journal of Molecular Sciences 14, 98939905 (2013).

44l Geyer, C. J. in Computing Science and Statistics: Proceedings of 23" Symposium on the Interface Interface
Foundation (1991), 156-163.

sl Rathore, N. ez al. The Journal of Chemical Physics 122, 024111+ (2005).

46 Kofke, D. A. The Journal of Chemical Physics 117, 6911-6914 (2002).

13



Zalacznik nr 3 : Autoreferat

ze prawdopodobiefistwo zamiany replik P(7) — T5) pomiedzy temperaturami T, i T
zalezy od nakrywania si¢ gestosci stanéw w tych temperaturach. Prawdopodobienstwo
to mozna obliczyé, o ile znana jest funkcja gestosci stanéw 2(E). Ustalanie tempera-
tur 7; rozpoczyna si¢ wi¢c od symulacji REMC w ktérej budowane jest pierwsze przy-
blizenie do §2(£) badanego ukfadu. Na podstawie tej gestosci stanéw oblicza si¢ (po-
przez numeryczne catkowanie) taki zestaw temperatur, w ktérym prawdopodobienstwa
P(T; — T;41) byly réwne dla kazdego i. Mozna pokazad, ze takie kryterium gwarantuje
najszybsza podroz replik pomig¢dzy temperaturami.

Inzynieria biatek in silico

Najnowszym zastosowaniem pakietu BioShell jest racjonalna inZzynieria biatek. W pracy
Hi12. opisano udana modyfikacj¢ aldolazy treoninowej z bakterii Thermotoga maritima
majaca na celu zwickszenie stabilnosci tego enzymu. Biatko to w zywych organizmach
rozklada treoning¢ do glicyny i metanalu i w formie aktywnej jest homotetramerem.
Dlatego w pracy Hi2. za cel obrano wzmocnienie oddzialtywan pomiedzy faficuchami.
Pierwszym etapem cz¢sci teoretycznej projektu bylo zgromadzenie wszystkich znanych
sekwencji homologicznych. Wykorzystano do tego program PsiBlastSearch, ktéry uru-
chamia obliczenia programem PsiBlast z réznymi ustawieniami. Wyniki przeanalizo-
wano narz¢dziem PsiBlastAnalyse za pomoca ktérego wybrano 132 reprezentatywne
sekwencje. Sekwencje te wykorzystano jako zapytania do kolejnej serii poszukiwan w ba-
zie danych. Ostatecznie znaleziono ponad 100 000 podobnych sekwencji w tym okoto
45% w drugiej rundzie. 52 z tych sekwencji pochodzito z organizméw termofilnych. Na
ich podstawie stworzono uliniowienie wielu sekwencji, pokazujace zmiennos¢ amino-
kwasowa na kazdej pozycji w biatku. Program StrCalc wykorzystano do przeanalizo-
wania struktury krystalograficznej wyjsciowego enzymu (depozyt PDB: 1LW5). Na pod-
stawie odleglosci miedzy atomami i wzajemnej orientacji przestrzennej fancuchéw bocz-
nych reszt aminokwasowych wytypowano potencjalne miejsca do wprowadzenie nowych
oddzialywan: mostkow jonowych i wigzan disulfidowych.

Struktura czwartorzedowa aldolazy treoninowe;j jest dos¢ szczeg6lna: pary fancuchow
B i C oraz A i D tetrameru kontaktuja si¢ resztami o tych samych numerach. Dla przy-
ktadu, prolina 56 z faicucha A jest oddalona tylko o 4.5A od P56 w taficuchu D. Dzigki
temu mozliwe byto wprowadzenie do tetrameru az czterech reszt cysteiny i jednocze-
$nie dwdch wigzan disulfidowych za pomoca jednej tylko mutacji. Po wstepnej analizie do
wprowadzania mutacji wybrano 18 pozycji. Modele struktur mutantéw obliczono pro-
gramami Modeller i Rosetta. Ostatecznie 10 najlepszych mutantéw przetestowano eks-

perymentalnie. Dwa z nich (P56C oraz A21C) wykazuja znaczaco wigksza stabilno$¢ niz
biatko dzikie.
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5 OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Habilitant jest réwniez jednym z dwudziestu siedmiu Préincipal Investigators zrzeszonych
w Rosetta Commons®™ i bierze czynny udziat w rozwoju pakietu oprogramowania nauko-
wego Rosetta. Na pakiet ten skiada sie wiele programéw, liczacych obecnie w sumie
ponad 2,5 miliona linii kodu Zrédlowego napisanego w jezyku C++. Oprogramowanie to
stuzy do modelowania struktur biatek i RNA (zaréwno de novo jak i w oparciu o sza-
blony), rozwiazywania struktur biomolekut z fragmentarycznych danych eksperymen-
talnych (gléwnie NMR oraz map gestosci elektronowej EM) oraz do projektowania no-
wych biatek. Gléwny wktad habilitanta to stworzenie algorytmu do budowania biblio-
teki fragment6w!4°), niezbednej w przypadku modelowania struktur biatek ta metoda.
Dodatkowo, zaimplementowat on umozliwiajace wykorzystanie danych SAXS w mode-

Dsii Cpr

lowaniu.

B https://www.rosettacommons.org/
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