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Biatka, obok lipidéw oraz kwaséw nukleinowych, sa jednym z fundamentalnych elementéw
kazdego zywego organizmu. Ze wzgledu na swojg modutowg budowe mogg one petic
rozmaite role, poczawszy od strukturalnych konczgc na katalizowaniu ztozonych reakciji
chemicznych. Zrédtem tak szerokich mozliwosci tej klasy makromolekut jest ich
trojwymiarowa struktura, zakodowana w sekwencji aminokwasowej. Gdy jednak z jakiego$
powodu biatko zmienia lub traci swojg strukture, wigze sie to zwykle z utratg jego
prawidtowej funkcji, co skutkuje rozwojem wielu choréb. Jedng z klas takich czesto
nieprawidtowo sfatdowanych biatek sg amyloidy.

Amyloidy zostaty po raz pierwsze zidentyfikowane w preparatach histologicznych
wyizolowanych z centralnego ukfadu nerwowego. Poczatkowo ze wzgledu na swoja
witoknistg strukture zostaty omytkowo sklasyfikowano jako zbudowane ze skrobi (“amylum”),
skad wzigty one swg obecng nazwe. Wkrétce jednak stato sie jasne, ze zbudowane sg z
biatek. Z tego powodu przez wiele lat byly one gtéwnie kojarzone z ich rolg w rozwoju chorob
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera czy Parkinsona. Potencjalna rola w
patologii wspomnianych choréb przetozyta sie na duze zainteresowanie tymi strukturami w
srodowisku biologéw i biochemikdéw. Bardziej szczegdtowe badania pokazaty szczegdlne
wiasciwosci widkien amyloidowych takie jak zdolno$é do wigzania niektoérych barwnikéw, w
tym czerwieni kongo oraz tioflawiny T, ktére wcigz stanowig jedng z podstawowych metod
identyfikacji amyloidéw. Wysokorozdzielcze metody mikroskopowe oraz krystalograficzne
pozwolity zbada¢ szczegdty ich struktury oraz morfologii. Odkryto, ze kluczem do
wyjasnienia niespotykanej stabilnoéci agregatow amyloidowych jest tak zwana struktura
zamka btyskawicznego (ang. steric zipper) utworzona przez dwie Scisle przylegajgce
beta-kartki utrzymywane razem przez oddziatywania pomiedzy zazebiajgcymi sie resztami
aminokwasowymi. Niezwykta stabilnos¢ witdkien amyloidowych zostata réwniez kreatywnie
wykorzystana przez nature. W ciagu ostatnich dwoéch dekad tak zwane amyloidy
funkcjonalne zostaty zidentyfikowane w bardzo wielu organizmach przynalezacych do
wszystkich krolestw zycia wliczajgc w to cztowieka.

Kolejnym przetomem byto odkrycie, Zze obecnos¢ agregatow amyloidowych jednego
biatka moze drastycznie przyspiesza¢ agregacje inych biatek. Proces ten nazwano krzyzowg
inicjacjg agregacji i zaczeto w nim upatrywaé molekularnych podstaw wspétwystepowania
choréb amyloidowych. Wkrétce potem pokazano réwniez, ze w niektérych przypadkach
podobny mechanizm moze prowadzi¢ rowniez do spowolnienia agregacji. Okazato sie, ze
proces ten jest rowniez wykorzystywany przez niektére organizmy, czego przyktadem moze
by¢ ekspresja biatka CsgB inicjujgcego agregacje biatka CsgA przez bakterie E. coli. CsgA
jest funkcjonalnym amyloidem bakteryjnym budujgcym rusztowanie dla biofilmu tworzonego
przez wybrane szczepy tej bakterii. Nawet bardziej spektakularnym przyktadem takich
interakcji mogg by¢ biatka NLR produkowane przez szereg gatunkéw grzybdéw. Sg to biatka
stanowigce swego rodzaju ukfad odporno$ciowy grzybow chronigce je poprzez
uruchamianie szeregu reakcji prowadzacych do $mierci zainfekowanych komérek. Pokazano
ze jeden z etapdw przekazywania sygnatu jest tutaj realizowany wtasnie za pomoca
krzyzowych interakcji amyloidow.

Pomimo duzego znaczenia amyloidéw nasza wiedza na ich temat jest wcigz
ograniczona. Jednym z najwiekszych ograniczen w badaniu tych struktur jest konieczno$é
przeprowadzania skomplikowanych i czasochtonnych eksperymentéw. Z tego wzgledu udato



sie dobrze scharakteryzowaé stosunkowo niewiele biatek przejawiajgcych skfonnosci do
agregacji amyloidowej. Duzym wyzwaniem pozostaje identyfikacja tak regionéw
odpowiedzialnych za agregacje (hot-spotéw) amyloidowych bedacych relatywnie krétkimi
fragmentami ich sekwencji, ktérych obecno$¢ jest wystarczajaca do utworzenia agregatu
przez biatko.

Aby rozwigza¢ ten problem, zaproponowano wiele obliczeniowych metod
identyfikacji hot-spotéw amyloidowych w biatkach. Jedne z pierwszych metod opieraty sie na
modelach fizykochemicznych zbudowanych w oparciu o nieliczne wéwczas zbiory sekwenciji
amyloidowych. Pomimo ich ograniczen modele te okazaty sie istotnym wsparciem prac
eksperymentalnych, pozwalajgc w sposdb bardziej racjonalny planowa¢ badania. Wraz ze
wzrostem liczby doswiadczalnie scharakteryzowanych sekwencji pojawity sie pierwsze bazy
danych, takie jak AmylLoad czy Waltz, zbierajgce sekwencje amyloidéw. Rosnagca ilos¢
danych pozwolifa na budowe bardziej ztozonych modeli statystycznych, a wreszcie takze
modeli uczenia maszynowego. Cho¢ w ostatnich latach skuteczno$¢ metod istotnie wzrosta,
to wcigz jest ona niewystarczajgca do wykorzystania ich na skale catych proteomoéw. Duzym
problemem jest tutaj niewystarczajgca specyficznos¢, ktéra przektada sie na wiele fatszywie
pozytywnych wynikéw. Co wiecej, wiekszos¢ obecnie dostepnych metod nie zostata
zaprojektowana do pracy z amyloidami funkcjonalnymi, ktére czesto roéznig sie sktadem
aminokwasowym od swoich patologicznych odpowiednikéw. W tym przypadku jednym z
gtéwnych ograniczen jest niewystarczajgca ilos¢ dobrze przebadanych sekwencji amyloidéw
funkcjonalnych. Wreszcie, na chwile obecna nie ma dostepnych narzedzi pozwalajgcych na
przewidywanie interakcji krzyzowych. Celem pracy doktorskiej byto zatem opracowanie
lepszych metod identyfikacji regionéw amyloidowych oraz badania ich interakcji.

Wyniki

Ze wzgledu na opisane wczes$niej ograniczenia dostepnych metod predykcji regionéw
amyloidowych, zdecydowano sie na zaproponowanie nowej metody obliczeniowej.
Zatozeniem byto stworzenie narzedzia o wyzszej skutecznoséci, a przede wszystkim wyzszej
specyficznosci. W tym celu zaproponowano model taczacy modelowanie strukturalne z
metodami uczenia maszynowego. Stworzona metoda przyjmuje podobne zatozenia jak
jedno z pierwszych dostepnych narzedzi, a mianowicie metoda profili 3D. Wspomniana
metoda wykorzystuje nawlekanie sekwencji badanego fragmentu na strukture witdkna
amyloidowego uzyskang z badan krystalograficznych i obliczanie energii uzyskanego w ten
sposdb modelu. Niestety metoda ta zaktada tylko jeden mozliwy sposoéb upakowania
peptydow w strukturze agregatu. Wraz z pojawieniem sie wiekszej liczby dostepnych
struktur witékien amyloidowych pokazano, ze mozliwych jest kilka réznych sposobéw
upakowania. Opierajac sie na analizie grup symetrii zaproponowano dziesie¢ mozliwych klas
strukturalnych z czego siedem zostato potwierdzonych dos$wiadczalnie. Pierwszym krokiem
byto zatem uwzglednienie tej rdéznorodnosci w mojej procedurze modelowania.
Zaproponowano metode korzystajacg z narzedzia Modeller do wykonywania nawlekania a
nastepnie ocene uzyskanych modeli przy pomocy potencjatu statystycznego DOPE
zaimplementowanego we wspomnianym programie oraz szeregu innych z pakietu Rosetta.
Sprawdzono rowniez mozliwos¢ zbudowania modelu uczenia maszynowego
wykorzystujagcego obliczone parametry do predykcji regiondw amyloidowych. Metoda ta
zostata nastepnie istotnie rozwinieta. Sprawdzono dodatkowe rodzaje modeli uczenia
maszynowego oraz przeprowadzono dodatkowe dostrojenie ich  parametrow.



Przeprowadzona zostata szczegoétowa analiza skutecznosci metody na wiekszych zbiorach
danych. Algorytm modelowania zostat zoptymalizowany i zréwnoleglony w celu mozliwosci
wykorzystania go do analizy duzych zbiorow danych. Na tej podstawie zostato stworzone
narzedzie PATH (Prediction of Amyloidogenicity by THreading), ktére jest publicznie
dostepne na stronie: https://github.com/KubaWojciechowski/PATH. Wyniki tych badan
zostaly opublikowane w pracy (Wojciechowski i Kotulska 2020).

Podczas prac nad przygotowaniem narzedzia PATH natrafiliSmy na problem, ktéry
wczesniej zauwazyli rowniez autorzy metody AmyloGram. Zidentyfikowali oni kilka peptydow
dla ktérych ich narzedzie konsekwentnie, z duzg pewnoscig dawato przeciwng klasyfikacje
fragmentéw amyloidowych (agregujace jako nie agregujgce i odwrotnie). Doktadniejsza
analiza zbioru danych pokazata réwniez, ze kilka z sekwencji dostepnych w bazie danych
WaltzDB, wystepuje tam dwa razy zaréwno jako fragmenty agregujgce jak i nieagregujgce.
Aby sprawdzi¢ takie przypadki, wybrane zostaty 24 peptydy, zaklasyfikowane przez
AmyloGram inaczej niz w bazie WaltzDB. Peptydy te zostaty zsyntezowane a nastepnie
przebadane eksperymentalnie z wykorzystaniem technik spektroskopowych oraz mikroskopii
sit atomowych. Jak sie okazato, wiekszo$¢ z tych niejednoznacznych 24 sekwencji zostata
Zle zaetykietowana w bazie danych. Wyniki te pokazujg dos¢ duzg odpornosc¢ narzedzi
takich jak PATH czy AmyloGram na zle zaetykietowane dane, pomimo, ze narzedzia te byty
na nich uczone. Wyniki te zostaty opublikowane w pracy (Szulc i inni 2021a).

Obie prace udowadniajg pierwsza z postawionych w tej pracy hipotez a mianowicie,
ze Modelowanie strukturalne w polgczeniu z metodami uczenia maszynowego
poprawia skutecznos¢ przewidywania fragmentéw amyloidowych.

Na kolejnym etapie naszych badan zwréciliSmy uwage na problem identyfikacji
funkcjonalnych amyloidéw bakteryjnych. W tym celu przeprowadzilismy analize
bioinformatyczng oraz eksperymentalng biatka CsgA z dwdch gatunkow bakterii: Escherichia
coli i Salmonella enterica. Biatko to tworzy amyloidy funkcjonalne stanowigce jeden z
gtownych elementéw biofilmu. Ciekawg wtasnoscig CsgA jest jego modutowa budowa,
sktada sie ono z pieciu fragmentéw powtérzonych R1-R5. Badania pokazaly, ze pomimo
duzego podobienstwa wszystkich fragmentoéw, tylko fragmenty R1, R3 i R5 w biatku z E. coli
sg zdolne do tworzenia agregatéw. Analiza tych ré6znic moze zatem rzuci¢ swiatto na cechy
sekwencji amyloidow funkcjonalnych decydujace o ich zdolnosciach agregacyjnych. Ze
wzgledu na nieduzg liczbe fragmentow wystepujacych w CsgA, zdecydowalismy sie
rozszerzy¢ nasze badania o analize jego duzo stabiej poznanego homologa CsgA z bakterii
S. enterica. W ten sposdb uzyskalismy zbiér 10 do$¢ podobnych fragmentdw, réznigcych sie
zdolnoscia do tworzenia agregatéw. Przeprowadzono szczegotowg charakteryzacje kazdego
z fragmentow z wykorzystaniem metod spektroskopii oscylacyjnej oraz wysokorozdzielczych
technik obrazowania, w tym transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Na potrzeby
przeprowadzonych badan opracowano metodologie badania amyloidéw przy pomocy
spektroskopii ramanowskiej z transformatg Fouriera (FT-Raman). Pokazano mozliwosc
wykorzystania tej metody jako techniki komplementarnej do szeroko stosowanych technik
spektroskopii podczerwieni takich jak ATR-FTIR czy mikro-IR w kontekscie badania
agregatéw peptydowych. Przeprowadzona analiza bioinformatyczna pokazata, ze obecnie
dostepne metody identyfikacji regionéw amyloidowych dziatajg duzo stabiej na sekwencjach
amyloidoéw funkcjonalnych. Wyniki te zostaty opublikowane w pracy (Szulc i inni 2021b).
Badania w tym zakresie sg dalej kontynuowane.

Roéwnolegle, we wspotpracy z zespotem Prof. Petera Roya z uniwersytetu w Toronto
rozpoczeliSmy poszukiwania nowych amyloidow w proteomie modelowego organizmu
Caenorhabditis elegans. Naukowcy z Kanady prowadzgc badania rozwoju tego organizmu



zaobserwowali w okolicach jego otworu gebowego struktury wigzgce Czerwiern Kongo -
barwnik tradycyjnie wykorzystywany do identyfikacji witékien amyloidowych. Co wiecej,
analiza ekspresji genow w trakcie jednej z faz rozwojowych (linienia) pokazata zwiekszong
ekspresje enzymow rozktadajgcych amyloidy, oraz inhibitorow agregacji amyloidowe;.
Niejasnym pozostawato ktére z biatek w proteomie C. elegans majg charakterystyke
amyloidéw. W tym celu przeszukaliSmy caty proteom za pomocg dwéch narzedzi:
AmyloGram i opracowanym w ramach tej pracy PATH. W 37% badanych biatek
zidentyfikowaliSmy przynajmniej jeden hot-spot amyloidowy. Zaobserwowano, ze w
wiekszosci nie sg to biatka wydzielane na zewnatrz komérki, lecz nie stwierdzono ich
nadreprezentacji w strukturach tworzgcych gardziel. Wyniki te zostaty opublikowane w pracy
(Kamal i inni 2022). Tak duza liczba znalezionych potencjalnych amyloidéw powinna
skutkowa¢ tworzeniem duzej liczby witdkien amyloidowych w roéznych czesciach tego
organizmu. Jednak w rzeczywistosci sytuacja taka nie ma miejsca. Istniejg dwa potencjalne
wyttumaczenia tej obserwacji. Po pierwsze obecnie dostepne narzedzia dziataja na zasadzie
skanowania sekwencji naktadajgcym sie oknem przesuwnym, najczesciej o diugosci 6
aminokwasoéw. Oznacza to ze przyktadowo dla biatka o dtugosci 300 aminokwasow,
wykonywane jest 300 - 6 = 294 sprawdzenia, co nawet przy bardzo restrykcyjnych
parametrach dajgcych specyficzno$¢ na poziomie 0.99 skutkuje $rednio trzema fatszywie
pozytywnymi wynikami na biatko. Nawet jesli stosujemy dwie rézne metody, jak to miato
miejsce w tej pracy, przy badaniach w skali catego proteomu wcigz istnieje ryzyko
wystgpienia wielu fatszywie pozytywnych wynikéw. Niemniej jednak przy tak duzej liczbie
trafien jest niemal niemozliwe aby wszystkie one byty wynikami fatszywie pozytywnymi.
Szczegoblnie, ze wodwczas nie powinniSmy obserwowac statystycznie istotnych réznic
pomigdzy ich rozmieszczeniem w réznych tkankach czy typach biatek. Mozliwe, ze
wystepujgce w proteomie C. elegans fragmenty amyloidowe zlokalizowane sg w wiekszo$ci
w hydrofobowych rdzeniach biatek, ktére w normalnych warunkach nie sg eksponowane do
$rodowiska, przez co nie powodujg agregacji. Hipoteza ta wydaje sie tym bardziej
prawdopodobna, ze przed rozpoczeciem linienia, oprécz ekspresji szeregu enzymow
katabolicznych ekspresjonowane sa réwniez biatka chaperonowe oraz enzymy i inhibitory
powstrzymujgce agregacje. Zatem istnieje mechanizm zdolny do unieszkodliwiania
rozktadanych w tym procesie biatek ktére mogg zawieraé fragmenty amyloidowe.

Ze wzgledu na opisane trudnosci z bezposrednim wykorzystaniem narzedzi do
predykcji regionéw amyloidowych, w nastepnym projekcie przyjeliSmy zupetnie inne
podejscie. We wspotpracy z Prof. Witoldem Dyrkg przyjrzeliSmy sie blizej grzybowym
biatkom NLR. Ciekawg cechg tych biatek jest obecno$¢ amyloidowych motywow
sygnatowych, ktére biorg udziat w przekazywaniu sygnatu pomiedzy biatkiem receptorowym
a efektorowym. Aby lepiej zrozumie¢ dziatanie tego systemu przeprowadzilismy
szczegoOtowq anotacje domen biatkowych wystepujgcych w grzybowych biatkach NLR. Aby
wykry¢ potencjalne amyloidowe motywy sygnatowe, przeszukalismy krétkie (<150 aa) N
oraz C-konce wykorzystujgc narzedzia do identyfikacji de novo motywéw oraz
dedykowanych  modeli  jezykowych  takich  jak  gramatyki  bezkontekstowe.
PrzeanalizowaliSmy réwniez wspotwystepowanie znalezionych motywach w parach
receptor-efektor. Badania te doprowadzity miedzy innymi do zidentyfikowania nowego
amyloidowego motywu sygnatowego PUASM zwigzanego z domena PNP_UDP (Pnp Udp
Amyloid Signaling Motif). Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracy (Wojciechowski i
inni 2022).

Opisane powyzej wyniki pokazujg problemy z bezposrednim zastosowaniem metod
bioinformatycznych do analizy duzych ilosci danych biologicznych. Mniejsza skuteczno$é



metod obliczeniowych dla amyloidéw funkcjonalnych oraz problem duzej ilosci potencjalnie
fatszywie pozytywnych wynikéw sugeruje konieczno$¢ opracowania bardziej specyficznych
metod. Stad druga hipoteza tej pracy potwierdzona wynikami wspomnianych badan mowi,
ze Poszukiwanie amyloidoéw w skali genomowej wymaga wyspecjalizowanych metod.

Ostatnim etapem badan byto stworzenie narzedzia do przewidywania krzyzowych
interakcji amyloidow. W tym celu niezbedne byto zebranie rozsianych po literaturze danych i
utworzenie pierwszej na $wiecie bazy danych interakcji amyloidowych. Zdecydowano sie na
budowe bazy grafowej, w ktérej kazdy amyloid prezentowany jest jako wezet, natomiast
krawedzie oznaczajg interakcje pomigdzy biatkami. Na chwile obecna baza zbiera blisko 900
przypadkow interakcji krzyzowych zebranych z prawie 200 artykutdow naukowych
podzielonych ze wzgledu na charakter interakcji. Baza jest publicznie dostepna pod
adresem: http://AmyloGraph.com. Oprécz utworzenia bazy, przy okazji jej tworzenia
zaproponowano ustandaryzowang terminologie. Wyniki te zostaty opublikowane w pracy
(Burdukiewicz i inni 2023).

Zwienczeniem prac bylo opracowanie pierwszej metody do przewidywania
amyloidowych interakcji krzyzowych PACT (Prediction of Amyloid Cross-interactions by
Threading). Ze wzgledu na ograniczong liczbe danych oraz duzg nadreprezentacje interakcji
kilku dobrze przebadanych biatek, jednym z najwazniejszych zatozen byto zbudowanie jak
najbardziej odpornego modelu. Z tego wzgledu zdecydowano sie na wykorzystanie
modelowania strukturalnego. Podobnie jak w przypadku PATH, PACT wykorzystuje
nawlekanie obu sekwencji na znana strukture wtékna amyloidowego. Koricowy model w tym
przypadku sktada sie z czterech tancuchow, po dwoch kazdego ze sprawdzanych
fragmentéw. Poniewaz wchodzace w interakcje fragmenty moga by¢ roznej diugosci,
zdecydowano sig na wykorzystanie modelu ditugiego peptydu jako szablonu do modelowania
i korzystania tylko z czesci z niego w przypadku krétszych peptydow. W takich wypadkach
konieczne bylo réwniez znormalizowanie energii modelu poprzez podzielenie jej przez
srednig dlugo$¢ badanych fragmentow. Zaproponowana metoda uzyskata bardzo wysoka
skutecznos¢ predykcji interakcji krzyzowych oceniana na podstawie wartosci parametréw
AUC (0.88) i F1 (0.82). Pokazano rowniez, ze zaproponowana metoda moze by¢ z
powodzeniem wykorzystana do predykcji homoagregacji, i jest skuteczna réwniez w
przypadku amyloidow funkcjonalnych. PACT zostat nastepnie wykorzystany do
przewidywania interakcji pomiedzy réznymi wariantami biatka CsgA i ludzkim biatkiem
odgrywajgcym kluczowg role w rozwoju choroby parkinsona - alpha-synucleing, oraz do
ustalenia ktére z fragmentéw CsgA sg kluczowe z punktu widzenia interakcji z ludzkag
amyling. Wyniki te zostaty opublikowane w pracy (Wojciechowski i inni 2023) i potwierdzajg
trzecia hipoteze moéwigcy, ze Modelowanie strukturalne pozwala przewidzie¢ krzyzowe
interakcje amyloidow. PACT jest dostepny pod adresem
https:/github.com/KubaWojciechowski/PACT oraz jako webserwer pod adresem
https://pact.e-science.pl/pact/

Podsumowanie

Wszystkie postawione w tej pracy tezy zostaty potwierdzone. Zaproponowano nowg metode
przewidywania fragmentéw amyloidowych i pokazano jej odporno$¢ na btedy w danych
uczacych. Pokazano ograniczenia mozliwosci stosowania predyktoréw amyloidowych w
przypadku danych w skali catych proteoméw oraz problemy zwigzane z identyfikacjg
amyloidow funkcjonalnych. Wreszcie zaproponowano metode przewidywania krzyzowych



interakcji amyloidéw, ktéra moze by¢ réwniez z powodzeniem wykorzystana do identyfikacji
regiondw amyloidowych réwniez w przypadku amyloidéw funkcjonalnych. Stworzono dwa
narzedzia ktorych kod Zzrédiowy =zostat publicznie udostepniony oraz web serwer
pozwalajagcy na przewidywanie interakcji. Zaproponowane rozwigzania w istotny sposéb
zwigkszajg wachlarz oraz uzyteczno$¢ metod obliczeniowych w badaniach amyloidow.
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