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1 Wstep

Biatka to czasteczki o fundamentalnym znaczeniu dla organizméw zywych: sa
podstawowym sktadnikiem suchej masy komorek, realizuja wszystkie ich waz-
niejsze funkcje. To, jaka funkcje pelni dane biatko, determinowane jest bezpo-
srednio przez przyjmowana przez nie strukture przestrzenna, czyli konformacje.
Konformacja okreslona jest zas jednoznacznie przez sekwencje aminokwasow: aby
zminimalizowaé swoja energie swobodna, biatko spontanicznie zwija sie w srodo-
wisku wodnym w okreslony sposéb — zawsze tak samo! — dzieki czemu moze
petnic¢ okreslona funkcje.

W dobie sekwencjonowania genomow organizmow na wielka skale w olbrzy-
mim tempie przyrasta wiedza o sekwencjach biatkowych kodowanych przez nu-
kleotydy na nici DNA. Jednak wiedza ta ma niewielkie znaczenie praktyczne —
dopiero znajomo$¢ struktury przestrzennej, a co za tym idzie w dalszej kolejno-
sci funkceji biatek, pozwala rozwijaé sie najrézniejszym dziatom biotechnologii:
od produkcji kosmetykoéw czy pestycydow, az po zastosowania w wielu sektorach
przemyshu farmakologicznego (na przyktad przy projektowaniu lekéw biatkowych
i eliminowaniu efektéw ubocznych ich dziatania).

Stosowane obecnie metody eksperymentalne stuzace poznaniu struktury prze-
strzennej bialek (krystalografia rentgenowska, jadrowy rezonans magnetyczny)
sa niezwykle kosztowne i czasochtonne. Dlatego wtasnie problem przewidywania
konformacji biatek w oparciu o ich sekwencje (na ktéra mozna patrzeé jak na

stowo zbudowane nad dwudziestoelementowym alfabetem) jest jednym z najwaz-



niejszych, cho¢ ciagle otwartych problemoéow stojacych przed bioinformatyka.
Rozwinigete biatko przyjmuje spontanicznie swoja strukture przestrzenna
w czasie od kilku milisekund do kilku minut. Symulacja tego procesu w pet-
nym atomowym modelu jest praktycznie niewykonalna obliczeniowo. Dlatego,
aby przewidywadé strukture przestrzenna biatek, konieczne sa prostsze modele,
uwzgledniajace pewne specyficzne cechy biatek. Obecnie przewiduje sie ich struk-

ture, stosujac jedno z trzech podstawowych podejsc:

e modelowanie komparatywne — majace zastosowanie wtedy, gdy dla rozwa-
zanego biatka o nieznanej strukturze mozna znalez¢ biatko podobne sekwen-
cyjnie (a zatem i strukturalnie) o znanej strukturze: stuzy ono za wzorzec

przy budowie szukanej struktury [1, 2],

e wypierana ostatnio przez modelowanie komparatywne metoda nawlekania,
polegajaca na ,nawlekaniu” rozwazanej sekwencji biatkowej na biatka o zna-
nej strukturze i badaniu, czy otrzymane struktury sa stabilne w rozumieniu

pewnej zdefiniowanej wezesniej funkcji potencjatu [3],

e predykcja ab initio — stosowana wtedy, gdy zawodza wyzej wspomniane
techniki: standardowe rozwiazanie polega na stworzeniu modelu reprezen-
tujacego strukture przestrzenna biatek w pewnej przestrzeni poszukiwan
oraz definiujacego funkcje potencjatu oceniajaca energie uktadu, a nastepnie
na poszukiwaniu struktury przestrzennej analizowanego biatka minimali-

zujacej energie w tym modelu [4].

Prawie wszystkie liczace sie obecnie metody przewidywania struktury biatek
nie wykazujacych podobienstwa sekwencyjnego do jakiegokolwiek biatka o zna-
nej strukturze tacza technike ab initio z proba sktadania biatek z pewnych —
najczesciej kilku- lub kilkunastoaminokwasowych — fragmentéw struktur biatko-
wych zbudowanych w oparciu o wszystkie biatka o znanej strukturze. Jednym z
prekursoréw takiego podejcia jest David Baker [5], ktéry od wielu lat odnosi wraz
ze swoim zespotem sukcesy w eksperymencie CASP (http://predictioncenter.org),
bedacym najwazniejszym wydarzeniem i gtownym zrodlem wiedzy o postepie w

badaniach nad predykcja struktury biatek.



2 Metoda lokalnych deskryptoréow
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Rysunek 1: Schemat tworzenia deskryptoréw. Dla dowolnego biatka o znanej
strukturze i dowolnego aminokwasu w tym biatku (A) znajdowane sa amino-
kwasy bliskie strukturalnie (B), ktére nastepnie ,rozszerza sie” poprzez dodanie
z obu stron dwéch najblizszych sekwencyjnie ,sasiadow” (C): w efekcie powstaje
deskryptor niosacy informacje zar6wno strukturalna, jak i sekwencyjna (D).

Punktem wyjscia niniejszej pracy jest zaproponowane przez Krzysztofa Fide-
lisa [6] nowatorskie podejscie do definiowania motywéw biatkowych, pozwalajace
na identyfikacje i charakterystyke regularno$ci w sekwencji i strukturze biatek.
Glowna idea tego podejscia jest analizowanie nie tylko sasiadujacych w biatku
aminokwaséw (jak robi to miedzy innymi David Baker), ale réwniez kontaktow
dalekiego zasiegu miedzy aminokwasami. Owocuje to konstrukcja lokalnych de-
skryptorow, czyli zbioréow ciaglych fragmentéw biatkowych zwanych segmentami.
Schemat tworzenia deskryptoréow opisujacych lokalne otoczenie przestrzenne do-

wolnego aminokwasu w dowolnym biatku przedstawiono na rysunku 1.



Utworzone na podstawie wszystkich biatek o znanej strukturze lokalne de-
skryptory moga by¢ wykorzystane do przewidywania struktury przestrzennej bia-
tek (stosowana tu metode mozna traktowaé jako swego rodzaju uogdlnienie mo-
delowania komparatywnego, polegajace na korzystaniu z wielu wzorcéw). Po
potaczeniu podobnych strukturalnie deskryptoréw w grupy, wewnatrz kazdej z
nich wykrywana jest zaleznos¢ sekwencyjno-strukturalna. Zaleznosci tej — czyli
sygnatu sekwencyjnego — uzywa sie do znajdowania przypisan grup do sekwencji
danego biatka (o nieznanej strukturze), ktore to przypisania ze znacznym praw-
dopodobienstwem opisuja poprawnie lokalng strukture biatka. Nastepny krok to
przewidywanie jego globalnej struktury poprzez zidentyfikowanie mozliwie duzego

zbioru zgodnych strukturalnie przypisan.

3 Znajdowanie i uzgadnianie przypisan

Pierwszym krokiem bylto wprowadzenie matematycznego formalizmu opisujacego
deskryptory i grupy deskryptorowe. Wprowadzono tez kluczowe dla dalszych roz-
wazan pojecie przypisania: przypisanie danej grupy deskryptorowej g do dowol-
nego biatka s to przyporzadkowanie segmentom nalezacym do g roztacznych spéj-
nych fragmentéw biatka s tej samej dhugosci co przypisywane segmenty. Kazde
takie przypisanie wyznacza pewien hipotetyczny lokalny opis sekwencji i struk-
tury biatka s indukowany przez grupe g.

7 kazdym przypisaniem zwiaza¢ mozna jego jakos¢: gdy znana jest struk-
tura biatka, wyrazamy te jako$¢ przy pomocy kryteriow strukturalnych (funkcja
RMSD okreslona na ciagach punktéw przestrzeni trojwymiarowej); gdy znana
jest natomiast jedynie sekwencja biatka, jakos¢ te wyrazamy przy pomocy kry-
teriow sekwencyjnych (funkcja sygnalu sekwencyjnego pozwala okreslié w ter-
minach probabilistycznych podobienstwo macierzy aminokwaséw do sekwencji
aminokwasow). Dzieki temu mozemy sformutowaé¢ w kazdym przypadku problem
znajdowania najlepszych przypisan analizowanej grupy do dowolnej sekwencji.
Niestety oba rozwazane problemy okazaly sie ztozone obliczeniowo: udowodnili-
smy NP-zupelos¢ decyzyjnej wersji zarowno problemu znajdowania najlepszych
przypisan strukturalnych (poprzez redukcje silnie NP-zupetnego problemu pako-

wania koszykéw), jak i problemu najlepszych przypisan sekwencyjnych (poprzez



redukcje problemu spetnialnosci pewnych formut logicznych), mimo przyjecia w
tym ostatnim przypadku upraszczajacego zalozenia o addytywnosci funkcji sy-
gnalu sekwencyjnego (zalozenie to mowi, ze jakos$¢ przypisania grupy g moze by¢
obliczona jako suma jakosci przypisan wszystkich segmentéw nalezacych do g).

Wykazana NP-zupelno$é oznacza, ze nie mozna spodziewaé sie wielomiano-
wego — ze wzgledu na liczbe segmentéw w rozwazanej grupie — algorytmu
rozwiazujacego postawione problemy. Okazuje sie jednak, ze do ich rozwiazania
nie jest konieczne analizowanie przestrzeni wszystkich przypisan grupy deskryp-
torowej do analizowanego biatka (przypisan takich jest ©(n*), gdzie n to dtugoéé
biatka: od kilkudziesieciu do kilku tysiecy aminokwasow, a k — liczba segmentow
w analizowanej grupie, przy czym k < 10 dla wszystkich analizowanych grup de-
skryptorowych). Zaproponowalismy dokladne algorytmy pozwalajace efektywnie
rozwiazywacé oba problemy w odniesieniu do rozwazanych danych: w przypadku
przypisan sekwencyjnych zastosowano programowanie dynamiczne (co pozwala
znajdowaé najlepsze addytywne przypisanie sekwencyjne w czasie O(k2%)O(n)),
natomiast w przypadku przypisan strukturalnych znacznie ograniczono przestrzen
poszukiwan, wykorzystujac pewne wtasnosci funkcji RMSD.

Przypisania grup deskryptorowych do ustalonego biatka opisuja lokalnie jego
strukture. Przedstawilismy efektywny algorytm pozwalajacy uzgadniaé¢ takie
opisy, tak by mogt powstaé opis globalny. SformutowaliSmy wreszcie problem
znajdowania optymalnego globalnego opisu (czyli predykeji — gdy nie jest znana
struktura bialtka, albo tez rekonstrukcji struktury) na podstawie danego zbioru
przypisan grup deskryptorowych. Roéwniez w tym przypadku udowodnilismy jego
NP-zupelosé (redukcja problemu kliki), proponujac do rozwiazania tego pro-

blemu algorytm heurystyczny oparty o programowanie zachtanne.

4 Zastosowania

Sformutowanie i rozwiazanie przedstawionych probleméw teoretycznych pozwolito
przystapi¢ do praktycznych zastosowan biologicznych zaproponowanej przez nas
metody. Na poczatek pokazano, jak sposrod wszystkich grup deskryptorowych
wybraé¢ niewielki podzbior opisujacy przestrzen wszystkich bialek — otrzymano

w ten sposob siedem baz grup deskryptorowych. Aby wykazaé¢ ich przydatnosé



do opisu wystepujacych w przyrodzie bialek, uzyto kazdej z baz do rekonstrukeji
struktury biatek z pewnego zbioru testowego w oparciu o przypisania struktu-
ralne. Pokazano, jak przypisania te moga by¢ uzyte do przewidywania sekwencji
biatek na podstawie ich struktury (uzyskane wyniki pozwalaja mysle¢ o prezen-
towanej metodzie przewidywania sekwencji biatek jako o pierwszym kroku w kie-
runku projektowania lekow biatkowych). Nastepnie przeanalizowano, jak rozwa-
zane bazy grup deskryptorowych i rézne funkcje sygnatu pozwalaja przewidywaé
lokalna strukture bialek ze zbioru testowego. Na koniec przedstawiono gtéwny
wynik eksperymentalny niniejszej pracy: przewidywanie struktury przestrzennej
biatek na podstawie ich sekwencji — wykorzystano do tego najlepsza (w swietle
przeprowadzonych testéw) z rozwazanych baz grup deskryptorowych i najlepsza
funkcje sygnatu. Przyktadowsa predykcje uzyskana nasza metoda przedstawia ry-

sunek 2.

Rysunek 2: Przyktadowa predykcja domeny o symbolu 70202_1 (z eksperymentu
CASP 6): kolorem czerwonym zaznaczono prawdziwa strukture, a kolorem gra-
natowym — strukture przewidziana przy uzyciu metody lokalnych deskryptorow.

Otrzymane w catkowicie zautomatyzowany sposéb predykcje struktury biatek
poréwnano z predykcjami otrzymanymi przez inne zespoty badawcze. Okazato
sie, ze w przypadku ,trudnych” biatek (dla ktérych nie jest mozliwe wskazanie
wzorca strukturalnego przy pomocy technik sekwencyjnych) uzyskane przez nas
wyniki poréwnywalne sa z uzyskiwanymi przez najlepsze serwery (dla 8 z 23 bia-

tek testowych nasze predykcje okazaty sie lepsze niz predykcje serwera Robetta



[7], uchodzacego za zdecydowanie najlepszy serwer przewidujacy strukture ,trud-

nych” biatek). Cho¢ przedstawione wyniki przewidywania struktury przestrzennej

biatek uznac nalezy za bardzo wartosciowe, to jednak nie nalezy ich traktowac jako

wynikéw ostatecznych prezentowanej metody. Rozwaza¢ mozna bowiem kilka mo-

dyfikacji stosowanego podejscia, ktore choé¢ nie zostaly uwzglednione w niniejsze;j

pracy, powinny owocowac jeszcze lepszym przewidywaniem konformacji biatek.
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