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Autoreferat
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Imi¢ i Nazwisko

Sebastian Kmiecik

2.

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy,
miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;.

09.2007 — Doktor nauk chemicznych, specjalnos¢: chemia teoretyczna. Wydzial Chemii,
Uniwersytet Warszawski. Tytul rozprawy doktorskiej: "Wieloskalowe modelowanie
mechanizmoéw zwijania biatek globularnych”, promotor: prof. dr hab. Andrzej Kolinski.

09.2002 — Magister chemii, Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski.

3.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

od 03.2010 do dzi$§ — Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski

Stanowisko: specjalista naukowy

od 10.2007 do 02.2010 — Selvita, Krakow.

Stanowisko: Kierownik dzialu chemii obliczeniowej (od 02.2009 do 02.2010);
Kierownik projektéw (od 02.2008 do 01.2009); Architekt systeméw (od 10.2007 do
01.2008).

Selvita jest firmg badawczo-rozwojowa zajmujaca si¢ dostarczaniem kompleksowych
rozwigzan z zakresu chemii, biotechnologii oraz bioinformatyki dla jednostek
badawczo-rozwojowych i réznych gatezi przemystu. W ramach pracy w firmie Selvita
zajmowatem si¢ dziatalnoScig naukowg oraz wdrazaniem innowacyjnych rozwigzan w
zakresie komputerowego wspomagania badan farmaceutycznych i
biotechnologicznych:

jako kierownik projektow badawczo-wdrozeniowych (projekty pozytywnie
zweryfikowane i dofinansowane przez Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka
Unii Europejskiej oraz przez Naczelng Organizacje Techniczng — omowione w
zalgczniku nr 2 do wniosku) oraz projektow badawczych w dziedzinie
komputerowego wspomagania projektowania lekow.

jako uczestnik (wyktadowca Iub prezentujacy poster) miedzynarodowych konferencji
naukowych, warsztatow i szkolen — omoéwione w zatgczniku nr 2 do wniosku.
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4. Wskazanie osiagniecia® wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 . 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego,

»R0zwdj wieloskalowych metod molekularnego modelowania bialek oraz ich
zastosowanie w badaniach mechanizmow funkcjonowania bialek”

b) publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego

* —autor korespondencyjny
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View of Protein Fluctuations from All-Atom Molecular Dynamics and Coarse-Grained
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simulation of protein structure fluctuations. Nucleic Acids Research, 41: W427-W431, 2013.

H3. Michat Jamroz, Andrzej Kolinski i Sebastian Kmiecik*. CABS-flex predictions of
protein flexibility compared with NMR ensembles. Bioinformatics, 30(15):2150-4, 2014.

H4. Maciej Btaszczyk, Michat Jamroz, Sebastian Kmiecik* i Andrzej Kolinski*. CABS-fold:
server for the de novo and consensus-based prediction of protein structure. Nucleic Acids
Research, 41:W406-W411, 2013.

H5. Sebastian Kmiecik, Michat Jamr6z i Michat Kolinski*. Structure prediction of the
second extracellular loop in G-protein-coupled receptors. Biophysical Journal,
106(11):2408-16, 2014.

H6. Sebastian Kmiecik* i Andrzej Kolinski*. Simulation of chaperonin effect on protein
folding: a shift from nucleation-condensation to framework mechanism. Journal of the
American Chemical Society, 133: 10283-9, 2011.

H7. Sebastian Kmiecik*, Dominik Gront, Maksim Kouza i Andrzej Kolinski*. From
coarse-grained to atomic-level characterization of protein dynamics: transition state for the
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! w przypadku, gdy osiagnieciem tym jest praca/ prace wspélne, nalezy przedstawi¢ o$wiadczenia wszystkich jej
wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie
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H8. Mateusz Kurcinski, Andrzej Kolinski i Sebastian Kmiecik*. Mechanism of Folding and
Binding of an Intrinsically Disordered Protein as Revealed by Ab Initio Simulations. Journal
of Chemical Theory and Computation, 10 (6): 2224-31, 2014.

H9. Jacek Wabik, Sebastian Kmiecik, Dominik Gront, Maksim Kouza* i Andrzej Kolinski*.
Combining Coarse-Grained Protein Models with Replica-Exchange All-Atom Molecular
Dynamics. International Journal of Molecular Sciences, 14: 9893-9905, 2013.

H10. Michat Jamroz, Andrzej Kolinski i Sebastian Kmiecik*. Protocols for efficient
simulations of long time protein dynamics using coarse-grained CABS model. Methods in
Molecular Biology (Clifton, N.J.), 1137:235-250, 2014.

H11. Sebastian Kmiecik, Michat Jamroz i Andrzej Kolinski*. Multiscale approach to
protein folding dynamics. Rozdziat w ksigzce: Multiscale Approaches to Protein Modeling,
wyd. Springer Berlin Heidelberg, ed. Andrzej Kolinski, 281-294, 2011.

H12. Sebastian Kmiecik*, Jacek Wabik, Michat Kolinski, Maksim Kouza i Andrzej
Kolinski. Coarse-Grained Modeling of Protein Dynamics. Rozdziat w ksigzce:
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¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggni¢tych wynikow
wraz z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Ogodlne przedstawienie tematyki prac oraz gtléwnego celu naukowego

Biatka naleza do najwazniejszych molekut odpowiedzialnych za funkcjonowanie
organizmoéw zywych. Zrozumienie molekularnych podstaw funkcjonowania bialek wymaga
poznania ich struktury 1 dynamiki. W organizmach zywych, stopien ruchliwosci struktury
biatek (odpowiadajacy za funkcje) zalezy od biatka i obejmuje kontinuum pomigdzy dwoma
ekstremami: od sztywnych lub prawie sztywnych struktur (np. struktury wielu enzymow) do
bardzo ruchliwych biatek o nieustalonej strukturze (Chouard 2011). Do tej pory najlepiej
poznano molekularne podstawy funkcji biatek wykazujacych duzg sztywnos¢ struktury.
Najmniej poznane pozostaja molekularne mechanizmy w ktorych biatka wykazuja duza
zmienno$¢ strukturalng, a poziom trudnosci badan, zaréwno eksperymentalnych jak i
teoretycznych, wzrasta wraz ze stopniem ruchliwosci 1 wielkoscig badanych biatek.

Gloéwnym celem prac wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego byt rozwoj nowych i
wydajnych metod wieloskalowego modelowania biatek oraz ich wykorzystanie w poznaniu
mechanizméw funkcjonowania biatek. Prace te dotyczyty przede wszystkim badan i rozwoju
nowych metodologii modelowania gruboziarnistego w zastosowaniu do wydajnych symulacji
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dynamiki bialek, ale rowniez zastosowania i1 optymalizacji r6znych strategii modelowania
pelnoatomowego w potgczeniu z modelem gruboziarnistym.

Zarowno struktura jak i dynamika biatek mogg by¢ scharakteryzowane w sposob
hierarchiczny (Henzler-Wildman, Lei et al. 2007), dlatego komputerowe modelowanie
struktury 1 dynamiki biatek oraz ich kompleksow, moze by¢ realizowane wieloskalowo, to
znaczy na réznych poziomach skali rozdzielczosci jak 1 skali czasowej (patrz prace
przegladowe H11 i H12). W ostatnich dziesigcioleciach nastgpil intensywny rozwdj technik
modelowania, zarowno w rozdzielczosci pelnoatomowej jak i gruboziarnistej. Technika
petnoatomowej dynamiki molekularnej od wielu lat jest uwazana za wzorzec w dziedzinie
komputerowego modelowania dynamiki biatek (Karplus and Kuriyan 2005). Jednak, pomimo
stalego wzrostu mocy obliczeniowej komputerow, technika ta pozostaje wcigz zbyt mato
wydajna. Symulacje dynamiki molekularnej sa obecnie ograniczone do krotkich skal
czasowych (rzedu mikrosekund przy uzyciu konwencjonalnych jednostek obliczeniowych,
lub milisekund przy uzyciu dedykowanego superkomputera dla matych biatek (Shaw,
Maragakis et al. 2010; Shaw 2013)). Wigkszo$¢ interesujacych zmian konformacyjnych
biatek (odpowiedzialnych za wazne funkcje w organizmach zywych) pozostaje niedostepna
dla petnoatomowej dynamiki molekularnej ze wzgledu na zbyt duzg skalg czasowa i/lub zbyt
duzy rozmiar systemu (Vendruscolo and Dobson 2011). Wydajne symulacje takich procesow,
o duzych skalach czasowych i dla duzych systeméw biomolekularnych, mogg by¢ wykonane
przy uzyciu modeli gruboziarnistych (patrz prace przegladowe H11, H12 oraz (Liwo, He et
al. 2011)). W ostatnich latach, liczba badan naukowych opartych na wynikach modelowania
gruboziarnistego wzrosta wielokrotnie (Takada 2012). Wzrost ten zostal spowodowany
miedzy innymi intensyfikacja badan do$wiadczalnych, ktore zwykle dostarczaja jedynie
szczatkowych informacji o strukturze i dynamice badanych uktadow. W zwigzku z tym,
obecnie gtowng rolg metod modelowania jest wspomaganie interpretacji badan
eksperymentalnych poprzez dostarczanie pelnoatomowych struktur opisujgcych badane
procesy. Przejscie, od wydajnej symulacji w reprezentacji gruboziarnistej do wynikow
modelowania w postaci petnoatomowych modeli jest mozliwe dzigki podejsciu modelowania
wieloskalowego (patrz Rysunek 1). Wazna rola wieloskalowego modelowania we
wspotczesnych badaniach biochemicznych zostala wyrdézniona w ubieglym roku przez
Komitet Noblowski. Zesztoroczna Nagroda Nobla z Chemii (2013) zostata przyznana za
"rozwoj wieloskalowych modeli ztozonych systemoéw chemicznych". W uzasadnieniu tej
nagrody, Komitet Noblowski uznat pionierskie prace Michaela Levitta i Aricha Warshela w
dziedzinie gruboziarnistego modelowania biatek (Levitt and Warshel 1975; Warshel and
Levitt 1976) za wazny krok w kierunku lepszego zrozumienia funkcjonowania duzych
uktadow biomolekularnych.
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¢ wydajne symulacje (duzych

Model zmian konformacyjnych i/lub
gruboziarnisty lokalnych fluktuacji faricucha
gtéwnego biatek)

AESECEEER o wybor odpowiednich
reprezentacji modeli oraz ich

gruboziarnistej do rekonstrukcja
petnoatomowej

® precyzyjne symulacje
Model (optymalizacja detali
struktury, ocena

petnoatomowy energetyczna modeli,

badanie dynamiki)

Rysunek 1. Ogodlny schemat wieloskalowego modelowania bialek wykorzystany w pracach wchodzacych
w sktad osiggniecia naukowego.

Szczegolowe cele naukowe oraz przedstawienie wynikow prac

Szczegotowe cele naukowe obejmowaty:

I.  Opracowanie metody modelowania fluktuacji struktury biatek globularnych:

(i) opracowanie gruboziarnistej metody przewidywania fluktuacji  biatek
globularnych: poréwnanie z wynikami symulacji metoda petnoatomowej dynamiki
molekularnej (praca H1);

(i)  opracowanie wicloskalowej metody do przewidywania fluktuacji bialek
globularnych: serwer CABS-flex (praca H2);

(i)  poréwnanie wynikow modelowania metodg CABS-flex 2z fluktuacjami
obserwowanymi w zespotach struktur rozwigzanych metoda NMR (praca H3).
I1. Opracowanie metod przewidywania struktury i dynamiki biatek:

(i)  opracowanie wicloskalowej metody do przewidywania struktury i dynamiki biatek

globularnych: serwer CABS-fold (praca H4);
(i)  opracowanie wieloskalowej metody symulacji petli zewnatrzkomérkowych
receptoréw sprzgzonych z biatkami G (praca H5).
I11.Opracowanie metod modelowania oraz ich zastosowanie do poznania mechanizméw
funkcjonowania biatek:
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(i)  badanie mechanizmu funkcjonowania biatka opiekunczego (praca H6);
(i)  badanie mechanizmu zwijania biatka A — analiza struktury stanu przej$ciowego
(praca H6 i H7);
(i)  badanie mechanizmu zwijania i wigzania biatka nieustrukturyzowanego (praca
H8).
IVV. Opracowanie protokotéw wieloskalowego modelowania dynamiki biatek:
(i)  opracowanie protokotu modelowania wieloskalowego z wykorzystaniem szybkiej
optymalizacji struktur petnoatomowych (praca H7);
(i)  opracowanie protokolu modelowania wieloskalowego z wykorzystaniem
symulacji metodg dynamiki molekularnej z wymiang replik (praca H9);
(ili)  opracowanie schematow symulacji dynamiki zwijania biatek (praca H10).
V. Podsumowanie stanu wiedzy, oraz prac wlasnych, w zakresie wieloskalowego
modelowania dynamiki biatek:
(1) opracowanie artykulu przegladowego pt. ,Wieloskalowe podejscie do
modelowania dynamiki biatek” (praca H11);
(i)  opracowanie artykutu przegladowego pt. ,,Gruboziarniste modelowanie dynamiki
biatek™ (praca H12).

W ciagu ostatnich kilkunastu lat, technika pelnoatomowej dynamiki molekularnej (MD)
stata si¢ powszechnym narzedziem uzywanym do symulacji fluktuacji struktury biatek
(dynamiki blisko stanu natywnego). Takie symulacje sg najczgsciej wykonywane poprzez: (i)
ich ukierunkowanie danymi doswiadczalnymi o dynamice biatek, (ii) start z pojedynczej
natywnej struktury bez ukierunkowania zewnetrznymi danymi (Vendruscolo 2007; Fisette,
Lague et al. 2012). W 2007 roku, powszechny poglad o poprawnos$ci nieukierunkowanych
symulacji MD zostat wsparty poprzez badania grupy Modesta Orozco (Rueda, Ferrer-Costa et
al. 2007). Orozco wraz ze wspotpracownikami wykazal, Zze niezaleznie od tego jakie pole
sitowe zostanie uzyte do petnoatomowych symulacji (startujacych z natywnych struktur, o
dhugosci 10 nanosekund, w jawnym rozpuszczalniku), otrzymany obraz fluktuacji jest spojny
(Rueda, Ferrer-Costa et al. 2007). W zastosowaniu do symulacji biatek globularnych o
réznych zwojach, Orozco wykorzystat cztery najbardziej popularne pola sitowe: AMBER,
CHARMM, GROMOS i OPLS. Symulacje te wykonano przy uzyciu wydajnej infrastruktury
superkomputerowej:

e w przeliczeniu na jeden standardowy procesor wykonane obliczenia zajety okoto
50 lat;

e wygenerowano ponad 1.5 terabajta danych trajektorii biatek.

W naszych badaniach, uzywajac danych trajektorii MD z badan Orozco, pokazalismy, ze
charakterystyka struktury i dynamiki biatek w trajektoriach MD jest zgodna z wynikami
gruboziarnistych symulacji przeprowadzonych modelem CABS (praca H1). Co wazne, koszt
obliczeniowy dynamiki gruboziarnistej okazat si¢ znacznie (okoto 6 tysigcy razy) nizszy niz
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symulacji MD. W toku badan, przetestowali$my szereg ustawien modelu CABS tak aby
otrzyma¢ zestaw parametréw (dlugo$¢ symulacji, temperatura, parametry skalujgce pole
sitowe, rozne wersje wigzOw stabilizujagce struktur¢ biatek) pozwalajacy uzyskaé jak
najwigksze podobienstwo do trajektorii MD z badan Orozco. Opracowany schemat symulacji
blisko-natywnych fluktuacji modelem CABS, =zostal nastgpnie wykorzystany jako
podstawowy element automatycznej i wieloskalowej metody do przewidywania fluktuacji
biatek globularnych: serwera CABS-flex (praca H2) (serwer jest dostepny pod adresem
http://biocomp.chem.uw.edu.pl/CABSflex). W  serwerze = CABS-flex  zintegrowano
nastepujace etapy modelowania: (i) symulacje blisko-natywnych fluktuacji modelem CABS,
(ii) analize trajektorii oraz wybor modeli reprezentatywnych (metoda analizy skupien), (iii)
rekonstrukcje wybranych modeli do rozdzielczosci petnoatomowej oraz ich optymalizacje
przy uzyciu metody BBQ (Gront, Kmiecik et al. 2007) oraz, w dalszym kroku, metody
ModRefiner (Xu and Zhang 2011). Jedyng wejsciowa informacjag wymagang przez serwer
CABS-flex jest plik zawierajacy wspotrzedne pojedynczej struktury biatka (w formacie PDB).
Jednym z gléwnych wynikow modelowania serwera CABS-flex jest zestaw struktur (w
rozdzielczo$ci pelnoatomowej), obrazujacy fluktuacje wejSciowej konformacji biatka. Taki
zestaw struktur moze mieé zastosowanie w badaniach nad funkcja biatka (np. w dokowaniu
molekularnym lub w analizie wplywu fluktuacji struktury na wyeksponowanie
poszczegdlnych reszt aminokwasowych do rozpuszczalnika®). Nasze dalsze badania skupity
si¢ na porownaniu przewidywan fluktuacji biatek, metoda CABS-flex oraz MD, ze
zmiennoscig struktur w zespotach struktur NMR (ang. NMR ensembles) (praca H3). Takie
poréwnanie wykonano dla zestawu 140 biatek (w badaniach wykorzystano biatka, ktorych
zespolty struktur zostaly otrzymane technika NMR, oraz dla ktorych trajektorie MD
zdeponowano w bazie MoDEL (Meyer, D'Abramo et al. 2010)). Poréwnanie wynikow
modelowania metoda CABS-flex z fluktuacjami obserwowanymi w zespotach struktur NMR
wykazalo ich wysoka korelacje (korelacja pomigdzy tzw. profilami fluktuacji wyrazajacymi
$rednig ruchliwo$¢ poszczegdlnych reszt aminokwasowych). Dla calego zestawu biatek,
$rednia korelacja pomiedzy CABS-flex a strukturami NMR okazata si¢ by¢ nieco wyzsza, niz
ta pomiedzy symulacjami MD a strukturami NMR. Wyniki tego porOwnania potwierdzily, ze
opracowana przez nas metoda moze by¢ obliczeniowo tanig alternatywa dla symulacji MD w
zastosowaniu do przewidywania rejonow struktury Dbiatek, ktore wulegaja zmianom
konformacyjnym, oraz do przewidywania stopnia takich zmian (praca H3).

Jak pokazano w badaniach mechanizméw zwijania biatek (Kmiecik and Kolinski 2007;
Kmiecik and Kolinski 2008), oraz w badaniach ukierunkowanych na przewidywanie struktury
biatek (Kolinski and Bujnicki 2005; Jamroz and Kolinski 2010), model CABS umozliwia
réwniez przewidywanie struktury biatek, badz fragmentéw struktury o znacznej dtugosci,
wylacznie na podstawie sekwencji, tj. de novo. Przewidywanie de novo jest najtrudniejszym
zadaniem przewidywania struktury bialek, mozliwym do zrealizowania przez nieliczne

2Taka analiza moze mie¢ zastosowanie w metodach wykrywajacych miejsca oddziatywania biatka (np.
przewidujacych sklonno$¢ do agregacji). Potencjalne zastosowania metody CABS-flex zostaty szerzej
opisane w dalszej czeSci autoreferatu.

Strona 8


http://biocomp.chem.uw.edu.pl/CABSflex

Autoreferat - zatgcznik nr 1 do wniosku o nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego

techniki modelowania teoretycznego. Aby umozliwi¢ spotecznosci naukowej tatwy dostep do
unikalnej metodologii modelowania de novo przy uzyciu modelu CABS, opracowaliSmy
automatyczng i wieloskalowa metode do przewidywania struktury i dynamiki biatek
globularnych: serwer CABS-fold (praca H4) (serwer jest dostepny pod adresem
http://biocomp.chem.uw.edu.pl/CABSfold). Oprocz schematow modelowania de novo, serwer
CABS-fold zostal wyposazony w procedury umozliwiajace przeprowadzenie modelowania
poréwnawczego (przy uzyciu szablonéw). W serwerze CABS-fold zintegrowano ze sobg
nastepujace procedury modelowania: (i) procedury przewidywania struktury wylgcznie na
podstawie sekwencji, oraz przy uzyciu modeli — szablonéw, w oparciu o model CABS; (ii)
analiz¢ trajektorii oraz wybor modeli reprezentatywnych (metodg analizy skupien); (iii)
rekonstrukcje wybranych modeli do rozdzielczo$ci petlnoatomowej oraz ich optymalizacje
(przy uzyciu metody BBQ (Gront, Kmiecik et al. 2007) oraz, w dalszym kroku, metody
ModRefiner (Xu and Zhang 2011)). Serwer CABS-fold dostarcza w wynikach modelowania
od kilku — do kilkunastu wynikowych modeli (reprezentujacych najczgéciej powtarzajace sig
konformacje w trajektorii modelu CABS). Tak wigc, analiza wszystkich wynikowych modeli
moze dostarczy¢ informacji nie tylko o strukturze blisko-natywnej ale rowniez o posrednich
etapach zwijania.

Jak wspomniano wyzej, jedna z unikalnych cech modelu CABS, jest zdolno$¢ do
przewidywania konformacji duzych (w poréwnaniu do innych metod) fragmentow struktury
wylacznie na podstawie sekwencji. PostanowiliSmy to wykorzysta¢ w opracowaniu metody
przewidywania struktury drugiej zewnatrzkomorkowej petli (ang. the second extracellular
loop, ECL2) w receptorach sprzezonych z biatkami G (GPCR) (praca H5). Receptory GPCR
sg biatkami blonowymi, ktore petnig kluczowe role w funkcjonowaniu organizmow zywych.
Ich funkcjonalnie waznym fragmentem jest petla ECL2. Otrzymanie doktadnej struktury petli
ECL2 jest newralgicznym elementem budowania modeli receptoréw GPCR, przeznaczonych
do praktycznego zastosowania w projektowaniu lekow (Peeters, van Westen et al. 2011;
Wheatley, Wootten et al. 2012). Uzywajac roznych procedur wieloskalowego modelowania
opartych na modelu CABS, przeprowadzilismy symulacje modelowania struktury petli ECL2
(o dlugosci od 13 do 34 reszt aminokwasowych) dla 13 réznych receptorow GPCR.
Symulacje przeprowadzono uwzglgdniajac pelng gietkos¢ struktury dla wszystkich petli
zewnatrzkomorkowych obecnych w modelowanych receptorach, podczas gdy czes¢ trans-
membranowa byla ,,zamrozona” w konformacji znanej z eksperymentu. Dodatkowo, nasza
procedura modelowania wykorzystywata przewidywania struktury drugorzedowe;j (otrzymane
z niezaleznych teoretycznych metod przeznaczonych do tego celu) oraz informacje o
mostkach dwusiarczkowych. W wyniku modelowania otrzymaliSmy zestawy: (i) konformacji
charakteryzujacych si¢ niskg energia potencjalng (wg pelnoatomowego pola sitowego) lub (ii)
konformacji najczesciej powtarzajacych si¢ w symulacji. Zestawy te zawieraty modele petli
ECL2 podobne do modeli otrzymanych metodami do§wiadczalnymi, a poziom podobienstwa
okazal si¢ by¢ porownywalny do wynikow otrzymanych przez inne uznane metody

3 Potencjalne zastosowania metody CABS-fold zostaly szerzej opisane w dalszej cze$ci autoreferatu.
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modelowania. Dzicki licznym uproszczeniom w procedurze modelowania * koszt
obliczeniowy naszej metody okazat si¢ bardzo niski.

Poniewaz wiele badan eksperymentalnych wskazuje na duza gietkos¢ petli ECL2 1 na
wazng rol¢ dynamiki petli ECL2 w funkcjonowaniu receptorow GPCR (Fraser 1989;
Nanevicz, Wang et al. 1996; Zhao, Hwa et al. 1996; Ott, Troskie et al. 2002; Shi and Javitch
2002; Klco, Wiegand et al. 2005; Conner, Hawtin et al. 2007; Dror, Arlow et al. 2011;
Wheatley, Wootten et al. 2012; Seibt, Schiedel et al. 2013) celem badan teoretycznych
powinno by¢ przewidywanie nie tylko pojedynczych modeli ale zestawow modeli
obrazujacych dynamike petli. Rezultatem naszych przewidywan sg zestawy 10 lub 100
modeli o najnizszej energii potencjalnej, lub modeli reprezentujacych najczescie]
powtarzajagce si¢ konformacje. Analiza otrzymanych zestawow modeli wskazala,
przynajmniej dla niektorych receptorow, ze petle ECL2 moga podlega¢ znacznym
przemieszczeniom wzgledem czgsci transbtonowej. Otrzymane zbiory modeli zostaly
zweryfikowane poprzez poréwnanie z pojedynczymi strukturami otrzymanymi za pomoca
rentgenografii strukturalnej (niestety doktadne dane na temat dynamiki p¢tli ECL2 nie sa
dostepne). Aby umozliwi¢ pozniejsza eksperymentalng weryfikacje, oraz poréwnanie z
innymi metodami przewidywania, otrzymane przez nas zestawy modeli zostaty udostgpnione
na stronie: http://biocomp.chem.uw.edu.pl/GPCR-loop-modeling.

Oprocz symulacji dynamiki pojedynczych biatek, metody wieloskalowego modelowania
molekularnego moga stuzy¢ rowniez do symulacji bardziej ztozonych mechanizmoéw, takich
jak funkcjonowanie bialka opiekunczego (praca HG6). Tzw. bialka opiekuncze (ang.
chaperones) sa odpowiedzialne za wspomaganie procesu zwijania biatek (Hartl and Hayer-
Hartl 2009). Szczegdlnym przypadkiem biatek opiekunczych sg biatka o ksztalcie pustego
cylindra (ang. chaperonin), ktore wspomagaja zwijanie biatek poprzez ich ,kapsutkowanie”
wewnatrz swojej cylindrycznej struktury. Doktadny mechanizm ich dziatania wcigz pozostaje
nieznany — obserwacja dynamiki bialek w obecnosci lub wewnatrz cylindra biatka
opiekunczego za pomocg technik eksperymentalnych jest trudna i nie umozliwia doktadnego
wgladu w mechanizm zachodzacego procesu. Do tej pory zaproponowano wiele
mechanizméw funkcjonowania tych biatek opiekunczych, ktére mozna podzieli¢ na: pasywne
(wspomaganie zwijania poprzez zapobieganie agregacji, bez wptywu na mechanizm zwijania
biatek) i aktywne (wspomaganie zwijania poprzez wpltyw na mechanizm zwijania biatek)
(Hartl and Hayer-Hartl 2009; Jewett and Shea ; Lucent, England et al. 2009). Jedng z
historycznie pierwszych i najbardziej popularnych teorii jest mechanizm iteracyjnego
wyzarzania (ang. iterative annealing mechanism, IAM), ktory skupia si¢ na badaniu efektu
cyklicznych oddziatywan biatek z hydrofobowymi $cianami biatka opiekunczego. W pracy
H6 przedstawiliSmy symulacje mechanizmu iteracyjnego uzywajac wydajnej procedury
modelowania  gruboziarnistego z  wykorzystaniem  modelu CABS. Symulacje
przeprowadzili$my:

4 Niski koszt obliczeniowy modelowanie gruboziarniste, bez jawnej obecnosci lipidow trans-membranowych,
w potaczeniu z szybka optymalizacjg pelnoatomowa, bez uwzglednienia rozpuszczalnika
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e dla dwodch malych bialek, ktore sa jednymi z najlepiej przebadanych pod katem
mechanizmoéw zwijania: domeny B biatka A (BdpA) i domeny Bl biatka G
(GB1);

e w dwoch wersjach: (1) uwzgledniajac wptyw biatka opiekunczego oraz (2) bez
uwzglednienia wptywu biatka opiekunczego — w celu pordwnania wynikow
symulacji obu wersji.

Do tej pory wyniki badan mechanizmu iteracyjnego wyzarzania sugerowaty, ze dzigki
wigzaniu bialek do hydrofobowych $cian biatka opiekunczego mozliwe jest rozwijanie
nieprawidlowo zwini¢tych konformacji (Lucent, England et al. 2009). Wyniki naszych badan
pokazaly, ze cykliczne rozrywanie biatka (poprzez oddzialywania ze $cianami bialka
opiekunczego) moze mie¢ takze wplyw na mechanizm zwijania bialka poprzez jego
modulacje na bardziej efektywna eksploracj¢ przestrzeni konformacyjnej i na unikanie
nieprawidlowo zwini¢tych konformacji. Zaobserwowana modulacja mechanizmu zwijania,
polegajaca na rozluznieniu sieci oddziatywan trzeciorzedowej struktury i na stabilizacji
elementow struktury drugorzedowej moze by¢ opisana jako przesuni¢cie od mechanizmu
nukleacji-kondensacji (ang. nucleation-condensation) do mechanizmu szkieletowego (ang.
framework). Mechanizmy szkieletowy i nukleacji-kondensacji to klasyczne modele opisujace
proces zwijania biatka. Sg one uwazane za ekstrema jednego, ogdlnego mechanizmu zwijania
biatek globularnych (Gianni, Guydosh et al. 2003; White, Gianni et al. 2005). Mechanizm
szkieletowy jest faworyzowany przez wysoce stabilng struktur¢ drugorzedowa (ktorej
tworzenie jest pierwszym etapem zwijania), mechanizm nukleacji-kondensacji zaktada
jednoczesne formowanie struktury drugo- i trzeciorzedowej. Co ciekawe, przejscie jednego
mechanizmu w drugi zostalo zaobserwowane na przykltad w wyniku zmiany wlasciwosci
chemicznych srodowiska lub w wyniku mutacji pojedynczej reszty aminokwasowej (Gianni,
Guydosh et al. 2003; White, Gianni et al. 2005).

W pracy HG6, oprocz analizy mechanizmu dziatania biatka opiekunczego przedstawiliSmy
takze analiz¢ mechanizmu zwijania biatka BdpA. Przedstawiona charakterystyka stanu
przejscia (stanu odpowiadajacego maksimum energii swobodnej na §ciezce zwijania biatka) —
w formie map kontaktoéw 1 wykres6w mobilnosci reszt aminokwasowych biatka — okazata si¢
by¢ zgodna z dostepnymi danymi eksperymentalnymi (z analizg warto$ci ¢, czyli punktowa
mutacjg biatek w potaczeniu z pomiarami kinetycznymi). Charakterystyka stanu przejscia
BdpA zostatla nastgpnie rozszerzona w pracy H7 o prezentacj¢ zestawu struktur
pelnoatomowych.

W toku dalszych prac badawczych, opracowana zostala wydajna strategia modelowania
gruboziarnistego do badania jednoczesnego zwijania i wigzania biatka nieustrukturyzowanego
(praca H8). Mechanizm takich procesow wcigz nie jest w pelni zrozumiany. W badaniach
uzyliSmy kompleksu ufosforylowanej formy biatka indukowanego przez kinaze (pKID) z
domeng biatkowg KIX, ktory jest modelowym przyktadem kompleksu biatkowego do badan
nad molekularnymi mechanizmami funkcjonowania biatek nieustrukturyzowanych. Co
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wazne, symulacje przeprowadziliSmy bez uzycia informacji o eksperymentalnej strukturze
pKID zwigzanej z domeng KIX:

e symulacje rozpoczeto z niezwigzanej, losowo utozonej i nieustrukturyzowanej
konformacji pKID;

e podczas symulacji konformacja tancucha pKID, oraz jego pozycja, nie byly
ukierunkowane ani ograniczone zadnymi wi¢zami (z kolei dynamika domeny KIX
byta ograniczona do blisko natywnych fluktuacji tancucha gléwnego).

Symulacje tak duzych zmian konformacyjnych, bez uzywania wiedzy o strukturze
zwigzanego biatka, sa niedostepne dla klasycznych metod modelowania (i wedlug naszej
wiedzy nigdy nie byly przeprowadzone dla badanego systemu pKID/KIX). W wyniku
przeprowadzonych symulacji dokowania molekularnego otrzymalismy struktury biatka pKID
zadokowane w natywnym miejscu i w konformacji blisko-natywnej (patrz film obrazujgcy
przyktadowa trajektori¢: http://youtu.be/WhS8UFaEodk). Analiza trajektorii dokowania
molekularnego pozwolita na otrzymanie charakterystyki szerokiego zestawu przejsciowych
kompleksow, na drodze do blisko-natywnego kompleksu, ktora dobrze odpowiadata danym
eksperymentalnym (Sugase, Dyson et al. 2007). Oprocz tego, w pracy H8 wykonaliSmy
analize¢ mechanizmu jednoczesnego zwijania i wigzania si¢ biatka pKID, ktoéra pokazata, ze
kluczowym etapem tego procesu jest utworzenie stabych natywnych oddziatywan pomiedzy
odpowiednim fragmentem uformowanej helisy pKID a powierzchnig biatka KIX. Te

oddziatywania tworza swoisty zarodek zwijania i wigzania, po utworzeniu ktérego pozostate
fragmenty struktury pKID moga ulec kondensacji od wysoce nieuorganizowanej do
zorganizowanej i bliskonatywnej struktury. Zaobserwowany mechanizm przypomina
mechanizm nukleacji-kondensacji powszechnie obserwowany dla zwijania si¢ biatek
globularnych (Fersht 1995; Itzhaki, Otzen et al. 1995; Daggett and Fersht 2003). Co ciekawe,
podobny scenariusz zwijania 1 wigzania si¢ biatek nieustrukturyzowanych zaobserwowano
ostatnio dla innych biatek na podstawie badan doswiadczalnych: inZynierii bialek 1 pomiaréw
kinetycznych dla systemu ACTR/NCBD (Dogan, Mu et al. 2013) oraz spektroskopia
zatrzymanego przeptywu dla domen PDZ (Haqg, Chi et al. 2012).

Oprocz opracowania metod wieloskalowych symulacji dostosowanych do badania
poszczegbdlnych proceséw molekularnych (opisanych powyzej), zaproponowalismy réwniez
uniwersalne procedury umozliwiajagce potaczenie modelowania gruboziarnistego z
podejsciem pelnoatomowym. W ramach optymalizacji i testowania réznych schematow
modelowania wieloskalowego opracowalismy:

e procedur¢ modelowania wieloskalowego z  wykorzystaniem  szybkiej
optymalizacji struktur petnoatomowych (praca H7);

e procedur¢ modelowania wieloskalowego z wykorzystaniem symulacji metoda
dynamiki molekularnej z wymiang replik (praca H9);
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e oraz procedury symulacji dynamiki zwijania biatek przy uzyciu modelu CABS —
od stanu zdenaturowanego do stanu blisko-natywnego (praca H10).

Metoda przedstawiona w pracy H7 pozwala na wydajna i szybka rekonstrukcje trajektorii
dynamiki w reprezentacji gruboziarnistej (wylacznie na podstawie pozycji wegli alfa; np.
otrzymang modelem CABS) do reprezentacji pelnoatomowej. Metoda przedstawiona w pracy
H9 umozliwia wykonanie wydajnych symulacji petnoatomowej dynamiki molekularnej z
wymiang replik w sposob bardziej wydajny niz rozpoczynajac symulacje ze zdenaturowanych
struktur. Zwickszenie wydajnosci (szybsze zrownowazenie symulacji) okazato sie¢ mozliwe
dzigki rozpoczeciu symulacji z odpowiednio dobranych struktur poczatkowych otrzymanych
w symulacjach modelem gruboziarnistym. Z kolei metody symulacji opisane w pracy H10
bazuja na opracowanych i przetestowanych wczesniej przeze mnie protokotach badania
mechanizmow zwijania bialek: barnazy oraz inhibitora chymotrypsyny (Kmiecik and
Kolinski 2007) oraz domeny B1 biatka G (Kmiecik and Kolinski 2008). Przedstawiona
metodologia pozwala na tatwe zastosowanie protokotdéw symulacji i analizy danych do
badania mechanizméw zwijania nowych systemow biatkowych.

Wyniki przedstawione w pracach wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego ilustrujg
unikalne mozliwosci opracowanych metod w wykonaniu symulacji réznych systemow
makromolekularnych. Podstawowa zaleta opracowanych sposobow symulacji, w poréwnaniu
do innych istniejacych technik modelowania, jest ich wigksza wydajno$¢ pozwalajaca na: (i)
znacznie szybsze przeprowadzenie symulacji (umozliwiajgc tym samym przeprowadzenie
wiekszej liczby symulacji 1 dla wigkszej liczby obiektow), (ii) przeprowadzenie symulacji
procesow, ktorych skale czasowe sg nieosiggalne dla klasycznych metod modelowania.

Zaproponowane metody modelowania molekularnego stanowig podstawg¢ do dalszego
rozwoju podejscia wieloskalowego taczacego modelowanie gruboziarniste 1 pelnoatomowe.
Obecnie przewiduje sig¢, ze taki wilasnie kierunek badan pozwoli w przysztosci na
modelowanie jeszcze bardziej zlozonych maszyn makromolekularnych (np. kompleksow
biatkowych o duzym rozmiarze), ktére s3 w centrum zainteresowania nauk biomedycznych
(patrz takze prace przegladowe H11, H12 oraz (Scheraga, Khalili et al. 2007; Russel, Lasker
et al. 2009; Whitford, Noel et al. 2009)).

Omowienie wykorzystania wynikow
1. Wykorzystanie metody CABS-flex

Metoda CABS-flex (podstawy metody oraz jej testy opisano w pracach H1, H2, H3)
zostata udostepniona w formie darmowego serwera umozliwiajacego tatwe wykonanie
symulacji dla biatka podanego przez uzytkownika. Przez okoto péttora roku (od maja 2013 do
wrzesnia 2014), zanotowalismy okoto 31,4 tysiecy wyswietlen stron internetowych serwera
CABS-flex, w tym okoto 5,9 tysigcy unikalnych uzytkownikow. Do wrze$nia 2014, metoda
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CABS-flex zostata uzyta w opublikowanych badaniach dotyczacych zaleznosci struktura-
dynamika-funkcja biatek odpowiedzialnych za wazne procesy zyciowe:

e przez Newo (Newo 2014) w analizie dynamiki struktury homologéw helikaz
(wykonana analiza moze mie¢ zastosowanie w projektowaniu nowych lekéw
przeciwpasozytniczych, ktorych celami bedg badane helikazy).

e przez Liu i innych (Liu, Werner et al. 2014) w analizie dynamiki struktury serpin
(biatek nalezacych do rodziny inhibitoréw proteazy serynowej) jako narzedzie
wspomagajgce interpretacje danych eksperymentalnych.

e przez Fraga i innych (Fraga, Grana-Montes et al. 2014) w analizie dynamiki struktury
matych domen bogatych w mostki di-siarczkowe jako narzedzie uzupetniajace wyniki
innych teoretycznych przewidywan dynamiki badanych biatek.

Metoda CABS-flex zostala réwniez wykorzystana jako element nowej strategii do
przewidywania miejsc na powierzchni biatka odpowiadajacych za agregacje, opracowanej w
ramach pracy magisterskiej na Uniwersytecie Autonomicznym w Barcelonie pod kierunkiem
prof. Salvadora Ventury (Pujagut 2013). W ramach tej pracy opracowano nowe narzedzie -
Aggrescan3D — stuzace do przewidywania miejsc odpowiedzialnych za agregacje. Metoda
Aggrescan3D wykorzystuje nastepujace dane:

e informacj¢ o strukturze biatka (o stopniu wyeksponowania reszt aminokwasowych do
rozpuszczalnika oraz ich wzajemnym rozmieszczeniu) w polaczeniu z informacijg 0
gietkosci strukturalnej biatka (wykorzystywane sa modele obrazujgce fluktuacje biatka
przewidziane metodg CABS-flex);

e zdolno$¢ poszczegdlnych aminokwaséw do agregacji — przewidziana metoda
Aggrescan (metoda opracowana przez grupe prof. Ventury, jest popularnym
narzgdziem do przewidywania miejsc odpowiedzialnych za agregacje¢ wylacznie w
oparciu o sekwencje¢ biatka (Conchillo-Sole, de Groot et al. 2007; de Groot, Castillo et
al. 2012)).

Testy metody Aggrescan3D w dwoch wersjach: (1) z wykorzystaniem modeli obrazujacych
gietkos¢ biatka przewidzianych metodg CABS-flex, (2) bez wykorzystania wiedzy o gietkosci
biatek, pokazaty, ze wykorzystanie informacji o gigtkosci strukturalnej otrzymanej metoda
CABS-flex jest wymagane do otrzymania poprawnych predykcji (Pujagut 2013). Badania te
sa obecnie kontynuowane w ramach wspotpracy naukowej pomiedzy grupa prof. Ventury a
mng i moimi wspotpracownikami. Celem wspotpracy jest optymalizacja i dalsza weryfikacja
metody Aggrescan3D oraz jej udostepnienie spolecznosci naukowe;j.

Oprécz wyzej wymienionych, do najbardziej obiecujgcych zastosowan metody CABS-flex
nalezy jej wykorzystanie jako czgsci sktadowej réznych procedur modelowania
molekularnego:

e metod przewidujacych zdolno$¢ do agregacji bialek — na przyktad wedlug schematu
technologii SAP (spatial aggregation propensity) opracowanej przez Chennamsetty i
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in. (Chennamsetty, Voynov et al. 2009). Chennamsetty i in. wykorzystali
pelnoatomowe symulacje dynamiki molekularnej do symulacji  zmiennosci
wyeksponowania do rozpuszczalnika reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za
agregacje. Zastgpienie symulacji dynamiki molekularnej metodg CABS-flex, moze
potencjalnie: (i) znacznie przyspieszy¢ i poprawi¢ dokladno$¢ metody SAP; (ii)
umozliwi¢ zastosowanie SAP dla przeciwciat o duzym rozmiarze (obecnie ze wzgledu
na zbyt duzy koszt obliczeniowy dynamiki molekularnej nie jest to mozliwe);

e metod przewidujacych miejsca na powierzchni biatka, ktore odpowiadajg za
oddziatywania: (i) biatek z innymi biatkami, (ii) biatek z kwasami nukleinowymi, (iii)
biatek z ligandami matoczasteczkowymi. Obecnie wiekszos¢ metod przewidujacych
miejsca oddzialywan bialek nie wykorzystuje informacji o zmienno$ci
wyeksponowania poszczegodlnych reszt aminokwasowych do rozpuszczalnika. Istnieje
wiele réznego rodzaju metod przewidujacych miejsca oddzialywan typu (i), (i1) lub
(iii). Analogicznie do wyzej opisanej metody Aggrescan3D, metody te moga by¢
tatwo rozszerzone o wykorzystanie predykcji CABS-flex;

¢ metod dokowania molekularnego (np. wedlug schematu tzw. ensemble docking (Korb,
Olsson et al. 2012));

e metod projektowania lekéw lub projektowania biatek (np. do analizy wptywu mutacji
lub stabilno$ci bialek o réznej sekwencji) a w szczegdlnosci do wstepnych badan
przesiewowych obejmujacych wiele réznych wariantow biatek (do takich badan
klasyczne metody modelowania — np. pelnoatomowa MD — sg zbyt kosztowne);

e metod umozliwiajacych interpretacje danych eksperymentalnych o gictkosci
strukturalnej biatek (np. w interpretacji danych NMR, lub krystalografii bialek — w
metodach molecular replacement).

2. Wykorzystanie metody CABS-fold

Metoda CABS-fold (praca H4) zostala udostepniona w formie darmowego serwera
umozliwiajacego tatwe wykonanie procesu przewidywania struktury bialek. Przez okoto
poéttora roku (od maja 2013 do wrzes$nia 2014), zanotowaliSmy okoto 15,0 tysigcy wyswietlen
stron internetowych serwera CABS-fold, w tym okoto 3,3 tysigcy unikalnych uzytkownikow.
Do wrze$nia 2014, metoda CABS-fold zostala uzyta w opublikowanych badaniach
dotyczacych zalezno$ci struktura-funkcja biatek odpowiedzialnych za wazne procesy

Zyciowe:
e przez Cong i innych w przewidywaniu struktury biatka prionowego (Cong, Casiraghi
et al. 2013);

e przez Mosalaganti (Mosalaganti 2014) w przewidywaniu fragmentoéw struktury biatka
odpowiedzialnego za podziat chromosomow podczas podziatu komorkowego.

W poréwnaniu z innymi metodami do przewidywania struktury biatek, unikalna® cecha
modelu CABS jest przewidywanie struktury wylacznie na podstawie sekwencji (tzw.
modelowanie de novo) dla: (i) biatek do dlugosci okoto stu reszt aminokwasowych lub (ii)

5 Model CABS nalezy do bardzo waskiej grupy, dwoch-czterech stosowanych obecnie i dobrze opisanych w
literaturze wydajnych metod modelowania gruboziarnistego umozliwiajacych modelowanie de novo dla biatek
lub fragmentoéw biatek o znacznej dtugosci.
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dhugich fragmentéw biatek (Jamroz and Kolinski 2010). Unikalne mozliwosci modelowania
de novo w oparciu 0 model CABS =zostaly pozytywnie zweryfikowane podczas 6-go
ogoblnoswiatowego eksperymentu CASP (The Critical Assessment of protein Structure
Prediction (Kolinski and Bujnicki 2005)). Ponadto, nalezy wspomnie¢, ze metody CAS and
TOUCHSTONE sa oparte na metodologii modelu CABS w zakresie modelowania de novo i
sg aktualnie jednymi z najlepszych narzedzi do tego celu (Zhang, Kolinski et al. 2003; Roy,
Kucukural et al. 2010; Xu, Zhang et al. 2011). Mozliwosci modelowania de novo przy uzyciu
metody CABS-fold zostaly zilustrowane przyktadami w opisie wynikow modelowania na
http://biocomp.chem.uw.edu.pl/CABSfold/example_results.php).

Serwer CABS-fold jest przystosowany do wykonania nastgpujacych zadan modelowania
molekularnego:

e przewidywanie struktury tylko na podstawie sekwencji aminokwasowej
(uzytkownik moze rowniez okresli¢ spodziewang strukture drugorzedowa oraz
dowolne wiezy odlegtosci pomigdzy wybranymi resztami aminokwasowymi, ktore
beda uzyte w symulaciji);

e przewidywanie struktury na podstawie szablon(u/6w) — w przypadku dostarczenia
wielu alternatywnych szablonéw, gtdwnym kryterium wiarygodnos$ci szablonow jest
zgodno$¢ ich struktury (tzw. consensus modeling, zgodne fragmenty szablonow sa
traktowane jako wiarygodne 1 stanowig S$cisty wzorzec dla modelowania
porownawczego, podczas gdy niezgodne sg traktowane z niskim poziomem
ufnosci);

e przewidywanie struktury petli lub brakujacych fragmentoéw biatek — w przypadku
dostarczenia jednego szablonu z brakujacym fragmentem biatka (np. w miejscu
wystepowania petli) serwer CABS-fold umozliwia wymodelowanie brakujacego
fragmentu, podczas gdy reszta biatka pozostaje ,,zamrozona” w konformacji podanej
przez uzytkownika;

e przewidywanie struktury biatka z wuzyciem fragmentarycznych danych
eksperymentalnych. Dane takie sa przekazywane w postaci wigzoéw odleglosci
pomigdzy wybranymi weglami alfa;

e przewidywanie struktury stanow posrednich (wystepujacych na $ciezce zwijania
biatek globularnych) lub przewidywanie struktury biatek nie wykazujgcych stabilne;j
struktury natywnej (np. biatek nieustrukturyzowanych) — w celu przewidywania
malo stabilnych form struktury biatek nalezy przeanalizowaé wszystkie modele
reprezentujace wyniki klastrowania lub/i trajektori¢ modelowania w reprezentacji
gruboziarnistej (dostgpne w wynikach modelowania serwera CABS-fold).

3. Wykorzystanie pozostatych opracowanych metod oraz wynikéw modelowania:
e zaproponowany sposob przewidywania petli zewnatrz komodrkowych biatek
btonowych (praca H5) stanowi wydajng alternatywe dla innych metod
modelowania. Ponadto, wyniki przedstawione w pracy H5 (oraz zestaw modeli
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wynikowych upublicznionych w ramach tej pracy) stanowig punkt odniesienia dla
innych prob modelowania tych waznych celow terapeutycznych (przedstawiono
wyniki modelowania dla 13 receptorow GPCR i dla wigkszosci z nich po raz
pierwszy). Przedstawione wyniki sugeruja, ze mozliwe jest dalsze udoskonalenie
metody.

wyniki badania mechanizmu funkcjonowania biatka opiekunczego (praca H6)
pozwolily na zaproponowanie nowej hipotezy, ktéora moze by¢ przetestowana
przez odpowiednio zaprojektowane prace doswiadczalne. Ponadto, w pracy H6
oraz H7 przedstawiono szczegdtowa interpretacj¢ mechanizmu zwijania biatka
BdpA, ktéra réwniez pozwala na dalsza szczegotowa weryfikacje metodami
eksperymentalnymi lub teoretycznymi.

nowa strategia symulacji zwijania i wigzania biatek nieustrukturyzowanych,
zaproponowana w pracy H8, rozszerzyta w sposob jakosciowy mozliwosci
dokowania molekularnego i wieloskalowego modelowania biatek. Wykonane
symulacje byly unikalne pod wzgledem uwzglednienia pelnej gigtkosci
dokowanego peptydu oraz nie korzystania z wiedzy o natywnej formie
dokowanego biatka, ani o miejscu wigzania. Otrzymane wyniki symulacji
pozwolity na interpretacje zgrubnych danych eksperymentalnych oraz
zaproponowanie hipotezy odnos$nie mechanizmu jednoczesnego zwijania i
wigzania si¢ biatlek nieustrukturyzowanych. Ze wzgledu na ogromne
zapotrzebowanie nauk biomedycznych w zakresie wiarygodnych teoretycznych
symulacji procesow jednoczesnego dokowania i zwijania biatek oraz brak narze¢dzi
do tego celu, dalszy rozwoj metody jednoczesnego dokowania i zwijania biatek
(przedstawionej w pracy H8) jest obecnie kontynuowany przeze mnie oraz
wspotpracownikow. Kolejnym krokiem rozwoju metody bedzie jej przystosowanie
do udostepnienia w formie powszechnie dostgpnego serwera obliczeniowego.
procedura przejscia od wynikow modelowania gruboziarnistego do rozdzielczosci
pelnoatomowej oraz dalszej optymalizacji struktury w  rozdzielczo$ci
pelnoatomowej, przedstawiona w pracy H7, znalazta zastosowanie w metodach
modelowania wieloskalowego (m. in. w pracach H5, H8 i (Kouza, Hu et al.
2013)), oraz jest obecnie podstawg do rozwijania nowych, ulepszonych metod
modelowania prowadzonych w Pracowni Teorii Biopolimerow na Wydziale
Chemii, UW. Procedura powstala w oparciu o publicznie dost¢pne narze¢dzia
modelowania i moze by¢ uzyta rowniez do rekonstrukcji i optymalizacji modeli
pochodzacych z modelu gruboziarnistego innego niz model CABS.

procedura modelowania wieloskalowego przedstawiona w pracy H9 jest obecnie
uzywana w pracach badawczych prowadzonych w Pracowni Teorii Biopolimerdéw
na Wydziale Chemii, UW (do symulacji wigkszych uktadow niz ten przedstawiony
w pracy H9 oraz do rozwijania nowych, ulepszonych metod modelowania).
procedury badania mechanizmu formowania si¢ struktury biatek globularnych
przedstawione w pracy H10 pozwalaja na zautomatyzowane przeprowadzenie
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szeregu symulacji przy uzyciu modelu CABS oraz na ich analize wedlug
schematow zaprojektowanych i przetestowanych w pracach (Kmiecik and
Kolinski 2007; Kmiecik and Kolinski 2008).

W pracach wchodzacych w sklad osiaggnigcia naukowego zaproponowatem, wraz ze
wspotpracownikami, tatwo dostgpne 1 proste w obstudze narzedzia modelowania
molekularnego: serwer CABS-flex (prace H1, H2, H3), oraz serwer CABS-fold (praca H4).
Tego typu serwery sg bardzo przydatne w popularyzowaniu nowych metod modelowania
komputerowego, oraz — co bardzo wazne - umozliwiaja tatwe wykorzystanie
zaawansowanych metod modelowania przez badaczy niewyspecjalizowanych w dziedzinie
modelowania np.: przez biologow i chemikéw doswiadczalnych. Ponadto, przedstawione
prace opisuja nowatorskie narzedzia i techniki modelowania wieloskalowego (H7, H8, H9,
H10), ktorych elementy 3 mozliwe do pobrania (ze strony
http://biocomp.chem.uw.edu.pl/tools lub tez z innych stron jesli wykorzystano narzgdzia
opracowane przez inne grupy badawcze). Oprocz udostepnienia narzedzi, w ramach prac
wchodzacych w sktad osiaggnigcia naukowego, opublikowano réwniez szereg szczegotowych
danych wynikowych, oraz trojwymiarowych modeli, umozliwiajacych ich wykorzystanie w
innych teoretycznych lub eksperymentalnych studiach badanych probleméw (prace HS, H6,
H7, H8).
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