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1 Wst ↪ep

Białka to cz
↪
asteczki o fundamentalnym znaczeniu dla organizmów żywych: s

↪
a

podstawowym składnikiem suchej masy komórek, realizuj
↪
a wszystkie ich waż-

niejsze funkcje. To, jak
↪
a funkcj

↪
e pełni dane białko, determinowane jest bezpo-

średnio przez przyjmowan
↪
a przez nie struktur

↪
e przestrzenn

↪
a, czyli konformacj

↪
e.

Konformacja określona jest zaś jednoznacznie przez sekwencj
↪
e aminokwasów: aby

zminimalizować swoj
↪
a energi

↪
e swobodn

↪
a, białko spontanicznie zwija si

↪
e w środo-

wisku wodnym w określony sposób — zawsze tak samo! — dzi
↪
eki czemu może

pełnić określon
↪
a funkcj

↪
e.

W dobie sekwencjonowania genomów organizmów na wielk
↪
a skal

↪
e w olbrzy-

mim tempie przyrasta wiedza o sekwencjach białkowych kodowanych przez nu-

kleotydy na nici DNA. Jednak wiedza ta ma niewielkie znaczenie praktyczne —

dopiero znajomość struktury przestrzennej, a co za tym idzie w dalszej kolejno-

ści funkcji białek, pozwala rozwijać si
↪
e najróżniejszym działom biotechnologii:

od produkcji kosmetyków czy pestycydów, aż po zastosowania w wielu sektorach

przemysłu farmakologicznego (na przykład przy projektowaniu leków białkowych

i eliminowaniu efektów ubocznych ich działania).

Stosowane obecnie metody eksperymentalne służ
↪
ace poznaniu struktury prze-

strzennej białek (krystalografia rentgenowska, j
↪
adrowy rezonans magnetyczny)

s
↪
a niezwykle kosztowne i czasochłonne. Dlatego właśnie problem przewidywania

konformacji białek w oparciu o ich sekwencj
↪
e (na któr

↪
a można patrzeć jak na

słowo zbudowane nad dwudziestoelementowym alfabetem) jest jednym z najważ-
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niejszych, choć ci
↪
agle otwartych problemów stoj

↪
acych przed bioinformatyk

↪
a.

Rozwini
↪
ete białko przyjmuje spontanicznie swoj

↪
a struktur

↪
e przestrzenn

↪
a

w czasie od kilku milisekund do kilku minut. Symulacja tego procesu w peł-

nym atomowym modelu jest praktycznie niewykonalna obliczeniowo. Dlatego,

aby przewidywać struktur
↪
e przestrzenn

↪
a białek, konieczne s

↪
a prostsze modele,

uwzgl
↪
edniaj

↪
ace pewne specyficzne cechy białek. Obecnie przewiduje si

↪
e ich struk-

tur
↪
e, stosuj

↪
ac jedno z trzech podstawowych podejść:

• modelowanie komparatywne — maj
↪
ace zastosowanie wtedy, gdy dla rozwa-

żanego białka o nieznanej strukturze można znaleźć białko podobne sekwen-

cyjnie (a zatem i strukturalnie) o znanej strukturze: służy ono za wzorzec

przy budowie szukanej struktury [1, 2],

• wypierana ostatnio przez modelowanie komparatywne metoda nawlekania,

polegaj
↪
aca na „nawlekaniu” rozważanej sekwencji białkowej na białka o zna-

nej strukturze i badaniu, czy otrzymane struktury s
↪
a stabilne w rozumieniu

pewnej zdefiniowanej wcześniej funkcji potencjału [3],

• predykcja ab initio — stosowana wtedy, gdy zawodz
↪
a wyżej wspomniane

techniki: standardowe rozwi
↪
azanie polega na stworzeniu modelu reprezen-

tuj
↪
acego struktur

↪
e przestrzenn

↪
a białek w pewnej przestrzeni poszukiwań

oraz definiuj
↪
acego funkcj

↪
e potencjału oceniaj

↪
ac
↪
a energi

↪
e układu, a nast

↪
epnie

na poszukiwaniu struktury przestrzennej analizowanego białka minimali-

zuj
↪
acej energi

↪
e w tym modelu [4].

Prawie wszystkie licz
↪
ace si

↪
e obecnie metody przewidywania struktury białek

nie wykazuj
↪
acych podobieństwa sekwencyjnego do jakiegokolwiek białka o zna-

nej strukturze ł
↪
acz

↪
a technik

↪
e ab initio z prób

↪
a składania białek z pewnych —

najcz
↪
eściej kilku- lub kilkunastoaminokwasowych — fragmentów struktur białko-

wych zbudowanych w oparciu o wszystkie białka o znanej strukturze. Jednym z

prekursorów takiego podejcia jest David Baker [5], który od wielu lat odnosi wraz

ze swoim zespołem sukcesy w eksperymencie CASP (http://predictioncenter.org),

b
↪
ed
↪
acym najważniejszym wydarzeniem i głównym źródłem wiedzy o post

↪
epie w

badaniach nad predykcj
↪
a struktury białek.
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2 Metoda lokalnych deskryptorów

Rysunek 1: Schemat tworzenia deskryptorów. Dla dowolnego białka o znanej
strukturze i dowolnego aminokwasu w tym białku (A) znajdowane s

↪
a amino-

kwasy bliskie strukturalnie (B), które nast
↪
epnie „rozszerza si

↪
e” poprzez dodanie

z obu stron dwóch najbliższych sekwencyjnie „s
↪
asiadów” (C): w efekcie powstaje

deskryptor nios
↪
acy informacj

↪
e zarówno strukturaln

↪
a, jak i sekwencyjn

↪
a (D).

Punktem wyjścia niniejszej pracy jest zaproponowane przez Krzysztofa Fide-

lisa [6] nowatorskie podejście do definiowania motywów białkowych, pozwalaj
↪
ace

na identyfikacj
↪
e i charakterystyk

↪
e regularności w sekwencji i strukturze białek.

Główn
↪
a ide

↪
a tego podejścia jest analizowanie nie tylko s

↪
asiaduj

↪
acych w białku

aminokwasów (jak robi to mi
↪
edzy innymi David Baker), ale również kontaktów

dalekiego zasi
↪
egu mi

↪
edzy aminokwasami. Owocuje to konstrukcj

↪
a lokalnych de-

skryptorów, czyli zbiorów ci
↪
agłych fragmentów białkowych zwanych segmentami.

Schemat tworzenia deskryptorów opisuj
↪
acych lokalne otoczenie przestrzenne do-

wolnego aminokwasu w dowolnym białku przedstawiono na rysunku 1.
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Utworzone na podstawie wszystkich białek o znanej strukturze lokalne de-

skryptory mog
↪
a być wykorzystane do przewidywania struktury przestrzennej bia-

łek (stosowan
↪
a tu metod

↪
e można traktować jako swego rodzaju uogólnienie mo-

delowania komparatywnego, polegaj
↪
ace na korzystaniu z wielu wzorców). Po

poł
↪
aczeniu podobnych strukturalnie deskryptorów w grupy, wewn

↪
atrz każdej z

nich wykrywana jest zależność sekwencyjno-strukturalna. Zależności tej — czyli

sygnału sekwencyjnego— używa si
↪
e do znajdowania przypisań grup do sekwencji

danego białka (o nieznanej strukturze), które to przypisania ze znacznym praw-

dopodobieństwem opisuj
↪
a poprawnie lokaln

↪
a struktur

↪
e białka. Nast

↪
epny krok to

przewidywanie jego globalnej struktury poprzez zidentyfikowanie możliwie dużego

zbioru zgodnych strukturalnie przypisań.

3 Znajdowanie i uzgadnianie przypisań

Pierwszym krokiem było wprowadzenie matematycznego formalizmu opisuj
↪
acego

deskryptory i grupy deskryptorowe. Wprowadzono też kluczowe dla dalszych roz-

ważań poj
↪
ecie przypisania: przypisanie danej grupy deskryptorowej g do dowol-

nego białka s to przyporz
↪
adkowanie segmentom należ

↪
acym do g rozł

↪
acznych spój-

nych fragmentów białka s tej samej długości co przypisywane segmenty. Każde

takie przypisanie wyznacza pewien hipotetyczny lokalny opis sekwencji i struk-

tury białka s indukowany przez grup
↪
e g.

Z każdym przypisaniem zwi
↪
azać można jego jakość: gdy znana jest struk-

tura białka, wyrażamy t
↪
e jakość przy pomocy kryteriów strukturalnych (funkcja

RMSD określona na ci
↪
agach punktów przestrzeni trójwymiarowej); gdy znana

jest natomiast jedynie sekwencja białka, jakość t
↪
e wyrażamy przy pomocy kry-

teriów sekwencyjnych (funkcja sygnału sekwencyjnego pozwala określić w ter-

minach probabilistycznych podobieństwo macierzy aminokwasów do sekwencji

aminokwasów). Dzi
↪
eki temu możemy sformułować w każdym przypadku problem

znajdowania najlepszych przypisań analizowanej grupy do dowolnej sekwencji.

Niestety oba rozważane problemy okazały si
↪
e złożone obliczeniowo: udowodnili-

śmy NP-zupełność decyzyjnej wersji zarówno problemu znajdowania najlepszych

przypisań strukturalnych (poprzez redukcj
↪
e silnie NP-zupełnego problemu pako-

wania koszyków), jak i problemu najlepszych przypisań sekwencyjnych (poprzez
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redukcj
↪
e problemu spełnialności pewnych formuł logicznych), mimo przyj

↪
ecia w

tym ostatnim przypadku upraszczaj
↪
acego założenia o addytywności funkcji sy-

gnału sekwencyjnego (założenie to mówi, że jakość przypisania grupy g może być

obliczona jako suma jakości przypisań wszystkich segmentów należ
↪
acych do g).

Wykazana NP-zupełność oznacza, że nie można spodziewać si
↪
e wielomiano-

wego — ze wzgl
↪
edu na liczb

↪
e segmentów w rozważanej grupie — algorytmu

rozwi
↪
azuj

↪
acego postawione problemy. Okazuje si

↪
e jednak, że do ich rozwi

↪
azania

nie jest konieczne analizowanie przestrzeni wszystkich przypisań grupy deskryp-

torowej do analizowanego białka (przypisań takich jest Θ(nk), gdzie n to długość

białka: od kilkudziesi
↪
eciu do kilku tysi

↪
ecy aminokwasów, a k — liczba segmentów

w analizowanej grupie, przy czym k ¬ 10 dla wszystkich analizowanych grup de-

skryptorowych). Zaproponowaliśmy dokładne algorytmy pozwalaj
↪
ace efektywnie

rozwi
↪
azywać oba problemy w odniesieniu do rozważanych danych: w przypadku

przypisań sekwencyjnych zastosowano programowanie dynamiczne (co pozwala

znajdować najlepsze addytywne przypisanie sekwencyjne w czasie O(k2k)O(n)),

natomiast w przypadku przypisań strukturalnych znacznie ograniczono przestrzeń

poszukiwań, wykorzystuj
↪
ac pewne własności funkcji RMSD.

Przypisania grup deskryptorowych do ustalonego białka opisuj
↪
a lokalnie jego

struktur
↪
e. Przedstawiliśmy efektywny algorytm pozwalaj

↪
acy uzgadniać takie

opisy, tak by mógł powstać opis globalny. Sformułowaliśmy wreszcie problem

znajdowania optymalnego globalnego opisu (czyli predykcji — gdy nie jest znana

struktura białka, albo też rekonstrukcji struktury) na podstawie danego zbioru

przypisań grup deskryptorowych. Również w tym przypadku udowodniliśmy jego

NP-zupełność (redukcja problemu kliki), proponuj
↪
ac do rozwi

↪
azania tego pro-

blemu algorytm heurystyczny oparty o programowanie zachłanne.

4 Zastosowania

Sformułowanie i rozwi
↪
azanie przedstawionych problemów teoretycznych pozwoliło

przyst
↪
apić do praktycznych zastosowań biologicznych zaproponowanej przez nas

metody. Na pocz
↪
atek pokazano, jak spośród wszystkich grup deskryptorowych

wybrać niewielki podzbiór opisuj
↪
acy przestrzeń wszystkich białek — otrzymano

w ten sposób siedem baz grup deskryptorowych. Aby wykazać ich przydatność
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do opisu wyst
↪
epuj

↪
acych w przyrodzie białek, użyto każdej z baz do rekonstrukcji

struktury białek z pewnego zbioru testowego w oparciu o przypisania struktu-

ralne. Pokazano, jak przypisania te mog
↪
a być użyte do przewidywania sekwencji

białek na podstawie ich struktury (uzyskane wyniki pozwalaj
↪
a myśleć o prezen-

towanej metodzie przewidywania sekwencji białek jako o pierwszym kroku w kie-

runku projektowania leków białkowych). Nast
↪
epnie przeanalizowano, jak rozwa-

żane bazy grup deskryptorowych i różne funkcje sygnału pozwalaj
↪
a przewidywać

lokaln
↪
a struktur

↪
e białek ze zbioru testowego. Na koniec przedstawiono główny

wynik eksperymentalny niniejszej pracy: przewidywanie struktury przestrzennej

białek na podstawie ich sekwencji — wykorzystano do tego najlepsz
↪
a (w świetle

przeprowadzonych testów) z rozważanych baz grup deskryptorowych i najlepsz
↪
a

funkcj
↪
e sygnału. Przykładow

↪
a predykcj

↪
e uzyskan

↪
a nasz

↪
a metod

↪
a przedstawia ry-

sunek 2.

Rysunek 2: Przykładowa predykcja domeny o symbolu T0202 1 (z eksperymentu
CASP 6): kolorem czerwonym zaznaczono prawdziw

↪
a struktur

↪
e, a kolorem gra-

natowym — struktur
↪
e przewidzian

↪
a przy użyciu metody lokalnych deskryptorów.

Otrzymane w całkowicie zautomatyzowany sposób predykcje struktury białek

porównano z predykcjami otrzymanymi przez inne zespoły badawcze. Okazało

si
↪
e, że w przypadku „trudnych” białek (dla których nie jest możliwe wskazanie

wzorca strukturalnego przy pomocy technik sekwencyjnych) uzyskane przez nas

wyniki porównywalne s
↪
a z uzyskiwanymi przez najlepsze serwery (dla 8 z 23 bia-

łek testowych nasze predykcje okazały si
↪
e lepsze niż predykcje serwera Robetta
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[7], uchodz
↪
acego za zdecydowanie najlepszy serwer przewiduj

↪
acy struktur

↪
e „trud-

nych” białek). Choć przedstawione wyniki przewidywania struktury przestrzennej

białek uznać należy za bardzo wartościowe, to jednak nie należy ich traktować jako

wyników ostatecznych prezentowanej metody. Rozważać można bowiem kilka mo-

dyfikacji stosowanego podejścia, które choć nie zostały uwzgl
↪
ednione w niniejszej

pracy, powinny owocować jeszcze lepszym przewidywaniem konformacji białek.
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