Metody wspomagania modelowania struktury trzeciorzedowej
bialek za pomoca predyktorow miejsc kontaktowych

1. Wstep

Aby zrozumie¢ sposob funkcjonowania danego biatka wymagana jest wiedza o jego
strukturze. Znajomos$¢ struktury jest m.in. konieczna w procesie projektowania lekow.
Niestety sposrod wszystkich poznanych sekwencji aminokwasowych jedynie okoto 0.15%
posiada rowniez znang strukture. Wynika to przede wszystkim z tego, ze wykorzystywane w
tym celu metody eksperymentalne takie jak krystalografia rentgenowska, spektroskopia
NMR, czy mikroskopia elektronowa sg czasochtonne i kosztowne. Rozwigzania poszukuje si¢
wiec w wykorzystaniu komputerowych metod odtwarzania struktury biatek.

Jednymi z najpopularniejszych metod uzywanych w komputerowej predykcji struktur
biatkowych sa metody przewidujace tzw. miejsca kontaktowe, ktore nastepnie
wykorzystywane s3a podczas odtwarzania struktury. Miejsce kontaktowe jest zazwyczaj
zdefiniowane jako dwa aminokwasy, ktorych atomy Cg (C, w przypadku glicyny) sa od siebie
oddalone o odlegto$¢ niewicksza niz 8 A i oddzielone w sekwencji przynajmniej czterema
aminokwasami.

Istnieje wiele metod predykcji miejsc kontaktowych. Najskuteczniejsze obecnie sa
metody wykorzystujace tzw. analize sprzezen bezposrednich (z ang. direct coupling analysis,
DCA) mutacji skorelowanych wystepujacych w dopasowaniu wielosekwencyjnym (z ang.
Mutliple Sequence Alignment, MSA) analizowanej sekwencji biatka. Glowne zatozenie
takich metod mowi, ze jezeli dwie pozycje w sekwencji bialka sg istotne dla funkcji lub
struktury tego bialka, to gdy aminokwas na jednej z tych pozycji mutuje, musi doj$¢ do
mutacji réwniez na drugiej pozycji tak, aby zachowac istotng interakcje pomigdzy tymi
pozycjami. W zwigzku z tym, ze miejsca kontaktowe reprezentuja punkty w strukturze biatka
istotne dla jej zachowania, to ich wystepowania pomigdzy konkretnymi pozycjami w
sekwencji takze moze by¢ wskazane poprzez wystapienie mutacji skorelowanych.

Niestety, nawet najlepsze obecnie metody wykorzystujace DCA osiagaja skuteczno$¢
na poziomie 40% dla stu przewidzianych miejsc kontaktowych. Nie jest to wystarczajace dla
wiarygodnego, automatycznego odtwarzania struktury biatka z przewidzianych kontaktow.
Poza tym, raportowana skuteczno$¢ predykcji takich metod jest wartoscig $rednig dla
analizowanego zbioru biatek. Dla konkretnego bialka moze ona osigga¢ warto$¢ bardzo
odmienng od 40%. Jest to szczegdlnie problematyczne gdy przewidywane miejsca
kontaktowe sg gtownym Zrodlem danych w badaniach nad struktura danego biatka. Celem
pracy doktorskiej bylo zatem zwigkszenie wiarygodnosci i mozliwosci wykorzystania
przewidzianych miejsc kontaktowych.

2. Wyniki

Pierwszym etapem badan byta analiza charakterystyk miejsc kontaktowych w biatkach w
odniesieniu  do definicji miejsca kontaktowego oraz grupy strukturalnej biatka.
Zaproponowano parametry, ktore opisywaty powinowactwo réznych typoéw aminokwaséw do
tworzenia miejsc kontaktowych w dwaoch grupach strukturalnych: klasach i topologiach.
Jednym z wynikow bylo wskazanie takich par aminokwasoéw, ktére najbardziej rdznicuja
klasy strukturalne Alfa i Beta pod wzgledem czestosci tworzenia miejsc kontaktowych.
Ponadto, charakterystyki miejsc kontaktowych w tych klasach zostaly porownane z
charakterystykami ich pojedynczych topologii. W efekcie wskazano i oméwiono topologie,
ktore najbardziej odbiegaja charakterystykami miejsc kontaktowych od swoich klas.



Druga cze¢s¢ badan poswigcona byla zastosowaniu charakterystyk miejsc
kontaktowych w ich predykcji. Zaproponowano algorytm majacy zwigkszy¢ skutecznosé
dziatania metody mfDCA. Algorytm miat analizowac charakterystyki miejsc kontaktowych w
200 przewidywanych kontaktach dla danego biatka i dopasowywac je do tych charakterystyk
dla klasy strukturalnej do jakiej to biatko nalezy. Wyniki pokazaty, ze zastosowanie
opisanego algorytmu do wynikow mfDCA moze zwickszy¢ skuteczno$¢ predykcji tej metody
nawet o $rednio 5% dla 10 kontaktow przewidzianych z najwigkszym prawdopodobienstwem.
Poza tym najwicksza poprawa skutecznos$ci zostata zanotowana dla biatek pochodzacych z
klasy Alfa. Wyniki tych badan, opublikowane w pracy (Wozniak i Kotulska, 2014),
udowodnity tym samym pierwszg teze pracy doktorskiej mowigcg o tym, ze wykorzystanie
charakterystyk miejsc kontaktowych moze przyczyni¢ sie do poprawy skutecznosci ich
predykcji.

W kolejnych badaniach pokazano, ze DCA moze wspomdc wybdr prawidlowego
modelu strukturalnego biatka sposrod struktury prawidlowej i1 fatszywej. Miejsca kontaktowe
zostaty przewidziane za pomoca jednej z najlepszych obecnie metod opartych na DCA -
gplmDCA. Krokiem decyzyjnym w wyborze prawidtowej struktury bylo poréwnanie ilosci
poprawnie przewidzianych kontaktow dla kazdej z analizowanych struktur - struktury
natywnej 1 nieprawidlowego modelu. Upraszczajac, jako prawidlowa byla wskazywana ta
struktura, ktéra miala wigcej kontaktow przewidzianych poprawnie. Wyniki pokazaty, ze
zaproponowana metoda bardzo skutecznie wskazuje prawidlowa strukture biatka sposrod
dwoch modeli. W szczeg6lnosci, gdy struktura nieprawidlowa zostata zaprojektowana
specjalnie na potrzeby eksperymentu, opublikowana metoda wykazywata 100% skutecznosci.
Dziatanie metody zostato roéwniez ocenione na zbiorze biatek z bazy PDB, ktére po kilku
latach po opublikowaniu zostaty zastapione przez ich doktadniejsze, bardziej prawidtowe
struktury. Ponadto, w publikacji przeanalizowano te pary biatek z bazy PDB, dla ktdrych
metoda zawiodla. Analiza struktur tych biatek pokazata, ze aktualna struktura dostgpna w
bazie PDB wecale nie musi by¢ tg poprawniejszg. Metoda opublikowana w (Wozniak i in.,
2017A) moze by¢ szczegdlnie przydatna gdy w pracy eksperymentalnej nalezy wybraé
poprawniejszg wersje struktury biatka sposrod dostepnych modeli. Wyniki udowodnity druga
teze pracy doktorskiej mowiaca o tym, ze przewidziane miejsca kontaktowe mogq rozroznic
strukture prawidlowq od fatszywego modelu.

Ostatnim etapem pracy doktorskiej byto zaprojektowanie modeli regresyjnych do
przewidywania skutecznosci predykcji miejsc kontaktowych dla konkretnego bialka.
Przewidywana byla skuteczno$¢ dwoch metod opartych na DCA: gplmDCA 1 PSICOV.
Zbadano r6zne modele oraz ich kombinacje. Modele zbudowano na parametrach opisujacych
cechy danego biatka takie jak MSA, przewidziana struktura drugorzedowa, przewidziana
dostepnos¢ rozpuszczalnika oraz wartos¢ korelacji zwrocona przez DCA. Najwyzsza, bardzo
wysoka skuteczno$¢ predykcji zaprezentowal model bedacy $rednig z Lasso, SVM, oraz
lasow losowych. Dla predykcji 200 miejsc kontaktowych model ten przewidzial skutecznos¢
gplmDCA z doktadnos$cig okolo 7 punktéw procentowych. Zaprojektowane modele okazaly
si¢ rowniez skuteczne dla tzw. meta-metod jak np. RaptorX. W badaniach okreslono takze
istotno$¢ poszczegodlnych parametréw na skuteczno$¢ modeli. Badania opublikowane w pracy
(Wozniak i in., 2017B) moga istotnie wplynagé na wiarygodnos¢ wykorzystywania
przewidywanych miejsc kontaktowych w odtwarzaniu struktur biatkowych. Ponadto wyniki
potwierdzajg trzecig teze pracy doktorskiej moéwigcg o tym, ze skutecznos¢ predykcji miejsc
kontaktowych dla konkretnego biatka moze zostac wczesniej przewidziana.



3. Podsumowanie

Wszystkie tezy pracy doktorskiej zostaly potwierdzone. Po pierwsze zaproponowano
procedure poprawy skutecznosci predykcji miejsc kontaktowych z wykorzystaniem ich
charakterystyk. Po drugie, udowodniono, ze przewidywane miejsca kontaktowe moga by¢
wykorzystane w procesie wyboru struktury prawidtowej spo$rod dostepnych modeli. Po
trzecie, zaprojektowano metode umozliwiajaca okreslenie skutecznosci predykeji miejsc
kontaktowych przez metody oparte na DCA dla konkretnego bialka.

Wszystkie przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania przyczynity sig
bardzo istotnie do zwigkszenia uzytecznosci miejsc kontaktowych w modelowaniu struktur
biatkowych. Aby jednak modelowanie to bylo mozliwe w sposob zautomatyzowany, badania
muszg by¢ kontynuowane.



