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1. Dane personalne

Imie i Nazwisko: Piotr Lukasiak

Miejsce pracy: Politechnika Poznanska
Wydzial Informatyki
Instytut Informatyki

ul. Piotrowo 3, 60-965 Poznan,

Pracownia Bioinformatyki,
Instytut Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk
ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

31.06.2006 Master of Business Administration w zakresie zarzgdzania, Carlsson School of
Management, University of Minnesota

24.02.2004 stopien doktora inzyniera nauk technicznych w zakresie informatyka, Wydziat
Informatyki i Zarzadzania, Politechnika Poznanska. Tytut pracy doktorskiej ”Algorytmiczne
aspekty przewidywania drugorzedowych struktur biatek” realizowana w Instytucie Informatyki,
pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. Jacka Btazewicza.

4.07.2000 stopien magistra inzyniera nauk technicznych na kierunku informatyka w zakresie
rozproszonych systeméw komputerowych, Wydziat Elektryczny, Politechnika Poznanska.

Studia podyplomowe:

z zakresu: Executive Master of Business Administration, Szkota Gtéwna Handlowa, 2006

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

Asystent: od 01.01.2004 do 29.02.2004, Instytut Informatyki, Wydziat Informatyki i
Zarzadzania, Politechnika Poznanska

Adiunkt: od 01.03.2004 do 01.03.2016, Instytut Informatyki, Wydziat Informatyki,
Politechnika Poznarnska

Starszy wyktadowca: od 01.03.2016 do obecnie, Instytut Informatyki, Wydziat Informatyki,
Politechnika Poznarnska

Asystent: od 01.01.2000 do 01.03.2004 Pracownia Bioinformatyki, Instytut Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk

Adiunkt: od 01.03.2004 do 01.03.2016 Pracownia Bioinformatyki, Instytut Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk



Dr inz. Piotr tukasiak Zatgcznik 2 - Autoreferat

Starszy specjalista: od 01.03.2016 do obecnie Pracownia Bioinformatyki, Instytut Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk

4. Osiaggniecie naukowe

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Osiggnieciem naukowym zgodnie z art. 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz.
595 ze zm.) jest monografia pt.:

Wybrane zagadnienia badan operacyjnych w bioinformatyce
strukturalnej

4.2. Publikacje prezentujgce wyniki badan stanowigce osiggniecie habilitacyjne

tukasiak P., ,Wybrane zagadnienia badan operacyjnych w bioinformatyce strukturalnej”,
Poznan Monographs in Computing and Its Applications, Wydawnictwo NAKOM, Poznan 2019

Kopia pracy wchodzacej w sktad osiggniecia naukowego stanowi Zatgcznik 5.

4.3. Omodwienie celu naukowego prac i osiggnietych wynikdw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Ludzkos¢ obecnie znajduje sie w dobie spektakularnego rozwoju biologii molekulamej i
genetyki, rzutujgcego na mozliwosci kliniczne, terapeutyczne i diagnostyczne w calej
medycynie. Nie bez powodu wiek XXI okreslany jest mianem stulecia medycyny
molekularnej oraz medycyny spersonalizowanej. Przelomowe znaczenie w tym zakresie
ma stosowanie zaawansowanych technologii o wysokiej przepustowosci zaréwno w
badaniach kwasow nukleinowych, jak i produktéow genow. Umozliwily i przyspieszyly
one poznanie informacji genetycznej zawartej w genomach wielu gatunkow roslin,
zwierzgt i drobnoustrojow (Lesk, 2013). Pozwolily na pordéwnania znaczenia
poszczegolnych genow badanych podczas doswiadczen prowadzonych na modelach
zwierzecych z funkcjg ich odpowiednikow u cztowieka, u ktorego ze wzgledow etycznych
roznego typu eksperymenty nie sg mozliwe. W codziennym jezyku biologicznym i
medycznym pojawily sie pojecia genarniki (réoznych genomik) w kontekscie badan
genow lub transkryptomiki, proteomiki, matabolomiki, farmakagenarniki i wielu innych

"-omik" dotyczgcych badan ekspresji genow lub analizy ich produktéw. Zdobywana w ten
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sposdb wiedza okreslana lgcznie mianem biologii systemowej, ma coraz szersze
zastosowanie zarowno w kontekscie chordb dziedzicznych jak i powszechnie
wystepujgcych chorob nabytych rozpoznawanych w kazdej dziedzinie medycyny.
Poznanie podstaw molekularnych budowy komorek i uruchamianych w nich szlakow
sygnalowych w odpowiedzi na roznego typu czynniki wewnetrzne i zewnetrzne za
pomocg maszyn obliczeniowych, sg podstawg nowoczesnych terapii dobieranych po
katem potrzeb konkretnego chorego, z uwzglednieniem m. in. indywidualnego
metabolizmu lekow stosowanych u pacjenta, jego lekoopornosci lub lekowrazliwosci, co
wigze sie rowniez z mozliwoscig lepszej oceny i przewidywania niepozgdanych dzialan

stosowanych terapii (Ridley, 1999).

Obliczeniowa bioinformatyka wydaje sie by¢ oksymoronem dla wielu biologow. Jeszcze
nie tak dawno biologia byla ukierunkowana na analize jakosciowg wiedzy dziedzinowej,
podczas gdy zaawansowane metody numeryczne, programowanie, obliczenia i techniki
wizualizacji byly przedmiotem zainteresowania jedynie inzynierow i fizykow. Cze$ciowo
takie podejscie jest zrozumiale, gdyz w $cistym znaczeniu bioinformatyka odzwierciedla
sposob w jaki informacja jest reprezentowana i przesytana w systemach biologicznych,
poczgwszy od poziomu molekularnego do globalnych proceséw rzgdzgcych

funkcjonowaniem wszystkich organizmoéw zywych.

Jednak z praktycznego punktu widzenia bioinformatyka jest nauks, ktora obejmuje
zbieranie, manipulowanie, analizowanie, i przesylanie ogromnych ilosci danych przy
uzyciu maszyn obliczeniowych. Mowigc precyzyjniej, bioinformatyka (Lesk 2013) jest
interdyscyplinarnym obszarem wiedzy lgczagcym elementy biologii, nauk

obliczeniowych i technologii informacyjnej, ktérej zadaniem jest:

e analizaiinterpretacja danych biologicznych,

e opracowywanie nowych algorytmow i metod statystycznych dla problemoéw
biologicznych,

e opracowywanie i wdrazanie narzedzi umozliwiajgcych wydajne zarzgdzanie

roznymi rodzajami informacji.

W rozwijajgcej sie bardzo dynamicznie branzy biotechnologicznej, kazdy naukowiec i
przedsiebiorca ma nadzieje opracowac rozwigzanie, ktore zapewni finansowanie jego
dalszych badan i wdrozenie ich do rzeczywistosci rynkowej. Opracowanie takiego
rozwigzania jest w dzisiejszych czasach zalezne od dostepnej technologii obliczeniowej

przyspieszajacej cykl ,testowanie-analiza-synteza” lekow, ktory ma bezposrednie
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przelozenie gospodarcze. Na kazde 5000 odkry¢ badawczych rocznie zglaszanych w USA
przez farmaceutyczne laboratoria badawczo-rozwojowe, jedynie 5 przechodzi do etapow
testow na ludziach, a tylko jedno z nich jest wprowadzane na rynek, przy czym nalezy
mie¢ na uwadze, iz. sSredni czas wprowadzenia takiego leku na rynek wynosi ponad 12 lat.
Poniewaz firmy farmaceutyczne otrzymujg ograniczony okres wylgcznosci na proces

patentowy, kluczowe jest jak skrocenie wprowadzenia danego leku do sprzedazy.

Wiekszos¢ firm farmaceutycznych postrzega komputeryzacje jako srodek pozwalajgcy
pokona¢ wspomniane przeszkody. Dostepne metody obliczeniowe pozwalajg na
skrocenie czasu analizy przydatnosci danego rozwigzania farmaceutycznego mogac byc
zastosowanymi w bardzo szerokim zakresie, w szczegolnosci ma to miejsce przy
przewidywaniu skutecznosci i skutkow ubocznych lekow opartych na analizie genomu,
wydajnej wizualizacji i analizie struktur biatkowych majgc na celu szybsze zrozumienie i

przewidzenie skutecznosci okreslonych lekow.

Zanim jednak metody obliczeniowe moglyby zosta¢ zastosowane w zagadnieniach
biologicznych, muszg by¢ zdefiniowane w opisie analizowanych danych pewne

standardy umozliwiajgce rozpoczecie ich przetwarzania.

Przykladowo, przeszukujgc medyczng baze danych pod katem wynikow badan
klinicznych zwigzanych z dang chorobg, musi by¢ dostepny a priori standardowy
stownik poje¢ do zakodowania tych informacji, tak aby w efektywny sposéb moc te dane

analizowac.

Jednym z glownych wyzwan stojgcych przed bioinformatyks jest nadgzanie za
najnowszymi technikami i odkryciami w biologii molekularnej i informatyce. Odkrycia i
rozwoj przyrastajg wyktadniczo w obu dziedzinach. Poczgtkowo postep w obu
dziedzinach byt niezalezny i w wiekszos$ci ze sobg niepowigzany. Jednak z czasem wraz
ze wzrostem rozwoju technologicznego w dziedzinie informatyki, postep w dziedzinie
biologii stal sie¢ nierozerwalnie uzalezniony od dostepnosci maszyn obliczeniowych i

nowych, efektywnych obliczeniowo metod.

Dwa kluczowe wydarzenia pod koniec lat dwudziestych ubieglego wieku, ktére
spowodowaly przelom w obu dyscyplinach to odkrycie penicyliny przez Alexandra
Fleminga i mechaniczny komputer analogowy (Vannevar Integraph Bush Product), ktory
mogl rozwigzywac¢ proste rownania. W latach trzydziestych Alan Turing, brytyjski
matematyk, opracowat swoj teoretyczny model maszyny obliczeniowej, na ktorym oparte

sg wszystkie nowoczesne maszyny obliczeniowe. Model Turinga okresla podstawowe
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wlasciwosci systemu obliczeniowego: skonczony program, duza baza danych i
deterministyczny tryb obliczen krok po kroku. Co wiecej, architektura jego hipotetycznej
maszyny, ktora ma skonczong liczbe dyskretnych standéw, uzywa skonczonego alfabetu i
jest zasilana przez nieskonczenie dlugg tasme, jest uderzajgco podobna do procesu

translacji RNA na biatka.

Rowniez analizujgc teorie informacji, mozna zauwazy¢, iz odpowiada ona procesom
biologicznym. W modelu teorii informacji Shannona (Shannon, 1948) opisany system
komunikacji sklada sie z pieciu gléwnych elementow: zrodia informacji, nadajnika,
medium, odbiornika i odbiorcy. W tym modelu zréodiem informacji moze by¢ nosnik
elektroniczny zawierajgcy informacje o sekwencji calego ludzkiego genomu lub caly
genom w danym organizmie. Informacja jest przesytana przez medium. Sygnalem moze
by¢ sekwencja nukleotydow w czgsteczce DNA lub ladunek elektryczny w nosniku
danych. Medium moze by¢ macierz wewnatrzkomorkowa, w ktorej znajduje si¢ DNA lub
Sciezki, ktorymi musi zostac¢ przestany tadunek elektryczny, aby odczyta¢ informacje z
elektronicznego nosnika. Przy propagacji pozgdanego sygnalu jest on do pewnego
stopnia znieksztalcany przez szum informacyjny. W komorce szum moze byc
spowodowany cieplem, swiatlem lub promieniowaniem jonizujgcym, a w przypadku
nosnika, szum moze by¢ spowodowany np. wibracjami lub innymi polami natury
elektromagnetycznej pochodzgcymi z otoczenia. Gdy sygnal jest przechwytywany,
odbiornik dekoduje wiadomosc¢ lub informacje dostarczajgc jg do odbiorcy. W modelu
Shannona informacja jest oddzielona od sygnatu. Na przyklad cigg bitowy jest sygnatem,
ktory musi zosta¢ przetworzony, aby zinterpretowaé¢ przesylang wiadomosc.
Analogicznie, ni¢ RNA jest sygnatem, ktory jest przenoszony od jgdra do cytoplazmy, a

komunikat jest specyficzng instrukcjg syntezy biatek.

Centralny dogmat biologii molekularnej (CDBM) zostat sformulowany przez Francisa
Cricka (Watson i Crick, 1953), wedlug ktorego przeptyw informacji genetycznej nastepuje
od DNA poprzez RNA do biatka. Teoria informacji Shanona odnosi si¢ w réwnym stopniu
do przeptywu informacji podczas procesu transkrypcji (DNA — RNA), jak i procesu

translacji.
Traktujgc CDBM jako proces przeptywu informacji, mozna przyjac, iz:

e Dane sg reprezentowane jako liczby lub inne struktury pochodzace z obserwacji,

eksperymentu lub obliczen,
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e Informacje to dane w kontekscie - zbiér danych i powigzanych z nimi wyjasnien,
interpretacji, jak rowniez inne materialy dotyczgce konkretnego obiektu,
zdarzenia lub procesu

e Metadane to dane dotyczgce kontekstu, w ktérym wykorzystywane sg informacje,
takie jak opisowe podsumowania, kategoryzacja danych czy tez informacja na

wysokim poziomie.

Powyzsze zalozenia pozwalajg przeksztalci¢ praktycznie kazdy problem natury
biologicznej na jego posta¢ matematyczng, co poprzez zastosowanie odpowiednich
metod obliczeniowych umozliwia szybsze znalezienie rozwigzania dla analizowanej
instancji. Podstawowe zastosowania maszyn obliczeniowych w bioinformatyce dotyczg

nastepujgcych aspektow (Hein i in, 2013):

1. Kontrola procesu (kontrola pracy urzadzen, robotyka, automatyczne zbieranie
danych)

2. Archiwizacja (bazy danych, Infrastruktura IT, stownik pojec¢)

3. Przetwarzanie i analiza danych (dopasowywanie wzorca, symulacja, eksploracja
danych, wyszukiwanie informacji, analiza statystyczna, wizualizacja)

4. Komunikacja (publikacje lokalne, publikowanie w sieci, internet)

Zastosowania informatyki w kontekscie kontroli procesu, wigzg sie bezposrednio z
elementami fizycznymi kontrolujgc np. silniki krokowe, zespoty ramion robota, liczniki

zdarzen i inne urzgdzenia wejsciowe i wyj$ciowe.

Techniki przetwarzania numerycznego znajdujg swoje zastosowanie w wielu miejscach
bioinformatyki poczawszy od analizy sekwencji, analizy danych z mikromacierzy, do

wykrywania genow, przewidywania struktury biatek czy tez analizy filogenetyczne;j.

Szybkos$¢ przetwarzania informacji ma kluczowe znaczenie dla analizy danych
biologicznych, zwlaszcza gdy istniejg ogromne ilosci danych zwigzanych z
przetwarzaniem, dopasowaniem sekwencji i przewidywaniem sekwencji. Craig Venter z
Celera Genomics potwierdzil swoje slowa ,Szybko$¢ ma znaczenie, odkrycie nie moze

czekac” dzieki superkomputerowi o wartosci 80 milionéw dolaréw.

Najbardziej rozpowszechnionym dzialaniem w pracach bioinformatycznych jest
przeszukiwanie baz danych i wyszukiwanie wzorca w sekwencji nukleotydow
(aminokwasow). Poniewaz w bioinformatyce wiekszos¢ danych ma forme abstrakcyjna,

potrzebne sg technologie wizualizacji aby uzytkownik latwiej moglt interpretowac



Dr inz. Piotr tukasiak Zatgcznik 2 - Autoreferat

otrzymane dane. Ta potrzeba jest najbardziej widoczna w obszarach wizualizacji
sekwencji, rozwoju interfejsu uzytkownika, wizualizacji struktur bialek i analiz
statystycznych. Technologie wizualizacji mogg zapewnic¢ intuicyjng reprezentacje
zaleznosci pomiedzy duzymi grupami obiektow lub punktéw danych, ukazujgc rowniez

kontekst problemu.

Wszystkim podjetym pracom towarzyszyt warunek podstawowy o praktycznym ich
wykorzystaniu. Nadrzednym watkiem badawczym przyswiecajgcym rowniez
zagadnieniom poruszanym ponizej jest zweryfikowanie prawdziwosci hipotezy o
praktycznej mozliwosci stworzenia rozwigzan na bazie metod obliczeniowych i narzedzi
informatycznych zastosowanych w zagadnieniach biologicznych w celu podwyzszenia
jakosci naszego zycia poprzez medycyne spersonalizowang. Problem ten jest niestety
bardzo ztozony, jednak rozwigzujgc jego podproblemy prawdopodobnie bedzie mozna

rozwigzac rowniez problem podstawowy.

Glowny watek badawczy podjety w niniejszych rozwazaniach nalezy rozpatrywaé¢ na
dwoch plaszczyznach, ze wzgledu na interdyscyplinarnosc dziedziny bioinformatyki. Na
plaszczyznie bioinformatycznej dotyczyl on réznorodnych aspektow zwigzanych z
przewidywaniem i analizg struktur przestrzennych biatlek wraz z oceng jakosci ich
modeli przestrzennych. Problem ten byl gléwnie rozwazany na przyktadzie struktur
biatkowych, aczkolwiek ze wzgledu na podobienstwo matematycznego modelu struktury
biatka do modelu czgsteczki RNA, w wybranych aspektach zostal rowniez rozszerzony na
struktury RNA. Na plaszczyznie informatycznej watek badawczy zwigzany byl z
opracowaniem efektywnych obliczeniowo metod analitycznych rozwigzujacych
wspomniany problem na roéznych poziomach ztozonosci wraz z opracowaniem

analitycznych metod wizualizacji biologicznych struktur przestrzennych.
W ramach przeprowadzonych badan zrealizowane zostaty nastepujgce prace:

e zaproponowano heurystyczne rozwigzania uproszczonego modelu HP struktur
biatkowych (Blazewicz i in, 2005)
e zaproponowano kombinatoryczny model podziatu biatek na domeny (Milostan i
Lukasiak, 2016)
e zaproponowano obliczeniowy model skladania biatka z konserwatywnych
podstruktur zwanych deskryptorami w tym:
0 zaproponowano unikatowy model bazy danych podstruktur biatkowych

zwanych bibliotekami deskryptorow
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0 zaproponowano nowg definicje struktury deskryptora utrzymujgcg relacje
zwrotnosci przy ich porownywaniu
0 zaproponowano efektywne obliczeniowo algorytmy porownywania
deskryptorow (Antczakiin, 2016)
0 zaproponowano strategie grupowania struktur deskryptorow
0 zaproponowano obliczeniowg metode rekonstrukcji tancucha gléwnego
biatka w oparciu o stworzone biblioteki deskryptoréw
e opracowano algorytm lokalnego i globalnego porownywania modelu
przestrzennego struktury biatka ze strukturg referencyjng (Lukasiak i in, 2015)
e opracowano algorytm lokalnego i globalnego poréwnywania modelu
przestrzennego struktury RNA ze strukturg referencyjng (Lukasiak i in, 2013)
e opracowano algorytm oceny jako$ci modeli bialka w oparciu o dane
fizykochemiczne powigzane z aminokwasami
e opracowano miare oceny jakosci struktur przestrzennych czgsteczek

biologicznych w oparciu o otoczenie sferyczne (Lukasiak, 2012)

Tytulem wstepu do dalszych rozwazan warto wspomnie¢, iz biatka sg zwigzkami
organicznymi powstalymi z polgczenia ze sobg czgsteczek nazywanych aminokwasami.
Kazde biatko jest charakteryzowane unikalnym ukladem lancucha aminokwaséow
zwanym sekwencjg (Rysunek 1). W sekwencji moze wystepowa¢ 20 roznych
aminokwasow, a dlugos$¢ sekwencji moze wynosi¢ od kilkunastu do ponad tysigca
aminokwasow. W biatku, wzdluz tancucha aminokwaséw mozna wyrdznic
konserwatywne fragmenty struktury przestrzennej (majgce podobny ksztalt
przestrzenny roznigc sie jednoczes$nie sekwencjg) zwane strukturami drugorzedowymi.
Ulozenie tanicucha aminokwasow w przestrzeni zwane jest strukturg przestrzenng lub
trojwymiarows (Lesk, 2013). W celu uproszczenia rozwazan mozna przyjac, iz zazwyczaj
tancuch biatlkowy ma tendencje do osiggania tzw. stabilnej struktury natywnej
charakteryzujgcej sie optymalnym wypelieniem wewnetrznych przestrzeni biatka
minimalizujgc powierzchnie kontaktu z otoczeniem (Rysunek 2). Biatko moze zawiera¢
kilka tzw. centrow gestosci aminokwasow, niezaleznych funkcjonalnie, zwanych
domenami. W odniesieniu do RNA, zamiast zbioru 20 aminokwaséw, sekwencja jest

tworzona przez 4 typy elementéw zwanych nukleotydami (Rysunek 3).
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Rysunek 1 Fragment struktury pierwszorzedowej biatka (kazda litera odpowiada

pojedynczemu aminokwasowi).

Rysunek 3 Struktura trzeciorzedowa RNA.

Dla wspomnianych powyzej czgsteczek mozna w prosty sposob zdefiniowa¢ ich model
matematyczny, w ktorym sg one reprezentowane przez zbior A={a;..a.} , gdzie i=1..n, &
odpowiada aminokwasowi (nukleotydowi) znajdujgcemu sie na i-tej pozycji w sekwencji,
zas n reprezentuje liczbe aminokwasow (nukleotydow) w sekwencji. Dodatkowo, z
kazdym elementem zbioru A powigzany jest 3-elementowy wektor W, gdzie
poszczegolne pozycje wektora odpowiadajg wartosci poszczegoélnych wspoélrzednych
x,y,z W przestrzeni kartezjanskiej. Majgc tak zdefiniowany model mozna postawi¢
pytanie zwigzane z przewidywaniem struktury przestrzennej czgsteczki tzn. czy mozliwe

jest na podstawie samego wektora A stworzy¢ wektor W, czyli czy na podstawie samej
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sekwencji aminokwaséw mozemy wywieS¢ strukture przestrzenng biatka (RNA).
Problem ten jest do chwili obecnej nierozstrzygniety, natomiast warto zwrdcic¢ uwage, iz
decyzyjna wersja tego problemu jest tatwa w praktyce, gdyz na pytanie czy istnieje
struktura przestrzenna odpowiadajgca zadanej sekwencji odpowiedz brzmi ,TAK”,
poniewaz sekwencja zostala uzyskana z istniejgcego organizmu. Oczywiscie problem
zmienia swojg trudnos¢, jesli dopuszczamy jako instancje wejsciowe sekwencje
wygenerowane sztucznie. Ewentualnie mozna postawi¢ pytania pomocnicze, jaka

minimalna informacja dodatkowa jest potrzebna, aby problem mozna bylo rozwigzac¢.

Powyzszy problem mozna zdekomponowa¢ na podproblemy inspirowane np.
hierarchiczng strukturg bialek. Biorgc jednak pod uwage wzrost mozliwosci maszyn
obliczeniowych, jak réwniez duzg liczbe metod stosowanych do przewidywania struktur
przestrzennych, pojawia sie kolejny, bardzo istotny problem do rozwigzania. Ogromna
liczba potencjalnych modeli przestrzennych dla tej samej struktury powoduje, iz bardzo
waznym zagadnieniem staje si¢ ocena jakosci wygenerowanych modeli. Ocena ta moze
by¢ realizowana przy zalozeniu, iz jezeli dobry algorytm potrafi wygenerowac struktury
o akceptowalnej jakos$ci w sposob powtarzalny, to mozemy przyjac zatozenie, iz wstepna
weryfikacja jest wystarczajgca, aby uwiarygodnic¢ otrzymane wyniki. Realizacja takiego
zalozenia byta przyczyng stworzenia konkursu CASP (Moult i in, 2013), polegajgcego na
udostepnianiu  wybranych  sekwencji = bialek calej spotecznosci naukowej
(nieopublikowane struktury przestrzenne na czas konkursu sg jedynie do wiadomosci
organizatorow), a nastepnie porownanie nadestanych modeli z rzeczywistym
rozwigzaniem, co pozwoli okresli¢, ktore metody sg najefektywniejsze. Tak postawiony
problem moze zosta¢ przedstawiony jako wyliczenie w oparciu o zdefiniowang miare jak
bardzo rozni sie struktura biatka A ze zdefiniowanym wektorem wspoétrzednych W, od

struktury rzeczywistej (referencyjnej) B ze skojarzonym wektorem wspotrzednych Ws.

Analogiczne pytanie mozna postawi¢ w odniesieniu do struktur RNA, na ktory to
problem stara sie odpowiedzie¢ inicjatywa zwana RNA-Puzzles bedgca odpowiednikiem
CASP’u dla czgsteczek RNA. Liczba zdefiniowanych miar jest duza zaréowno dla biatek,
jak i RNA, jednak pomimo tego do tej pory nie ma jednoznacznej jednej miary, ktora
bylaby zaakceptowana jako najlepiej odzwierciedlajgca réznice pomiedzy strukturami.
Trudniejszym problemem jest ocena jakosci modelu strukturalnego bez znajomosci
struktury referencyjnej. W tym przypadku poréwnanie na bazie geometrii nie jest
mozliwe (ze wzgledu na brak struktury referencyjnej), w zwigzku z czym niezbedne jest

pozyskanie dodatkowej informacji opartej o homologie sekwencyjng i strukturalng do
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struktur  istniejgcych  lub  przeanalizowanie = numerycznych  parametrow
fizykochemicznych powigzanych z ,cegielkami” sekwencyjnymi (aminokwasami lub

nukleotydami) tworzgc w oparciu o nie odpowiednie reguly klasyfikujgce.

Poniewaz problem przewidywania struktur przestrzennych biatek w przestrzeni
kartezjanskiej jest problemem ztozonym, zaproponowane zostaly uproszczone modele
przestrzeni, dyskretyzujgc potencjalne wartosci wspotrzednych, ktéore mogg przyjmowac
poszczego6lne atomy. Tak zdefiniowana przestrzen powoduje, ze uzyskane modele juz z
zalozenia bedg obarczone bledem w pordwnaniu do struktury referencyjnej, jednak
stanowig one bardzo czesto etap posredni, za pomocg ktorego identyfikowane sg
podstawowe czynniki procesu zwijania, a jednoczesnie struktura wynikowa uzyskiwana

jest w skonczonym czasie. Do dalszych badan wybrano model HP.

Celem tego modelu jest zbadanie, w jaki sposdb oddzialywania hydrofobowe wplywaja
na zwijanie sie¢ biatka. Model HP zaproponowano na podstawie obserwacji,
potwierdzajgcych ze wigkszos¢ hydrofobowych aminokwasow jest zlokalizowana

wewngtrz molekuly biatka (Dill, 1999).

Uproszczenie reprezentacji biatka w modelu HP polega na tym, iz kazdy aminokwas jest
modelowany jako pojedynczy ,koralik” lub ,punkt” skonczonego zbioru typow
(najczesciej sg tylko dwa), ktore umieszczane sg w punktach wierzchotkowych
zdyskretyzowanej przestrzeni, ktorg jest krata. Aby zagwarantowac cigglos¢ tancucha
biatkowego, sgsiadujgce ze sobg w sekwencji reszty aminokwasowe muszg znajdowac
sie w sgsiednich wierzchotkach sieci. Ograniczenia przestrzenne sy wyrazane przez
zalozenie, ze nie mozna umiesci¢ wiecej niz jednej reszty aminokwasowej w tym samym

wierzchotku sieci.

Reprezentacje bialek w modelu HP mogg by¢ przedstawiane w réznych rodzajach siatek

(zazwyczaj kwadratowych lub trojkgtnych), w dwoch lub trzech wymiarach.

Bialka reprezentowane w ten sposdb przypominajg prawdziwe biatka poprzez
wprowadzenie funkcji energetycznej i zestawu warunkow, ktore okreslajg energie
oddziatywania miedzy aminokwasami zajmujgcymi sgsiadujgce miejsca sieci. Funkcja
energetyczna nasladuje interakcje pomiedzy aminokwasami w prawdziwych biatkach,
ktore obejmujg efekty wigzan sferycznych, hydrofobowych i wodorowych. Aminokwas
jest reprezentowany jako kula (przyjeto, iz czarna kula reprezentuje aminokwas
hydrofobowy, biala kula reprezentuje aminokwas polarny), a wigzania je lgczace sg

przedstawione jako linie tgczgce odpowiednie kule. Kule sg podzielone na typy, a funkcja
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energetyczna okresla interakcje w zaleznosci od rodzaju kulki, tak jak rézne rodzaje
aminokwasow oddzialujg inaczej. Jeden z najpopularniejszych modeli kratowych, model
hydrofobowo-polarny (model HP ), ma tylko dwa typy kulek - hydrofobowy (H) i polarny
(P) - nasladujgc efekt hydrofobowy i okreslajgc interakcje miedzy kulami typu H.

Dla kazdej sekwencji przedstawionej w dowolnej siatce, funkcja energetyczna moze by¢
szybko obliczona z funkcji celu. Dla prostego modelu HP jest to wyliczenie wszystkich
kontaktow miedzy resztami H sgsiadujgcymi w strukturze, ale nie w tancuchu. Biatkowsg,
sekwencje uwaza sie za najbardziej zblizong do rzeczywistego biatka tylko wtedy, gdy
posiada pojedynczg strukture o stanie energetycznym nizszym niz to samo biatko
przedstawione w jakiejkolwiek innej strukturze. Jest to energetyczny stan podstawowy
lub stan macierzysty. Wzgledne pozycje kul w stanie natywnym stanowig trzeciorzedowsg

strukture biatka kratowego.

NP-trudnosc zlozonosci obliczeniowej modelu HP zostala zaprezentowana przez Ungera
i Moulta (Unger i Moult 1993). W kolejnych latach wykazano réwniez, ze decyzyjna wersja
tego problemu dla modelu HP zaréwno w przestrzeni dwuwymiarowej, jak i

tréjwymiarowej jest NP-zupeina (Crescenziiin. 1998).

Ze wzgledu na wspomniang zlozonos¢ tego modelu nastgpila proba jego rozwigzania za
pomocy algorytmow aproksymacyjnych przeszukujgcych przestrzen rozwigzan
problemu bez gwarancji znalezienia rozwigzania optymalnego (Blazewicz i in 2004,
2005). Wiekszosc¢ stosowanych metod opiera si¢ na podejsciach wyszukiwania, takich jak
dynamika molekularna czy tez metoda Monte Carlo (Beutler i Dill 1996). Unger i Moult
(1993) zaproponowali implementacje algorytmu genetycznego, ktora jest znacznie
szybsza niz tradycyjna metoda Monte Carlo w testach kratowych. O’'Toole i Panagitopolus
dostosowali niektéore warianty tej metody dla wigkszych czgsteczek (O'Toole i
Panagiotopoulos 1992). Metoda oparta na prawie tej samej idei zostala zaproponowana
przez Beutlera i Dilla (Beutler i Dill 1996). Toma i Toma pokazali metode interakcji
kontaktowych (Toma i Toma 1996). Algorytm aproksymacji, ktory dziala w czasie
liniowym i gwarantuje, ze energia znalezionej konformacji jest co najmniej rowna 3/8
wartosci optymalnej, zostata zaproponowana przez Harta i Istraila (Hart i Istrail 1996).
Yue i Dill zaproponowali przynajmniej jeden dokladny algorytm (Yue i Dill 1993), ktory
przeszukuje calg przestrzen konformacji danej sekwencji za pomocg metody podziatu i

ograniczen. Ograniczenia i odcigcia zastosowane w zaproponowanych metodach
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ograniczajg ztozonosc przestrzeni poszukiwan od 5n (w przypadku modelu 3D i dlugosci

sekwencji n) do okoto 1,125n (Yue i in. 1995, Yue i Dill 1993).

Rzeczywista (natywna) struktura danego biatka charakteryzuje sie minimalng energig
swobody w porownaniu do innych struktur utworzonych z tej samej sekwencji. W
zwigzku z powyzszym problem znalezienia takiej struktury moze zostac¢ zdefiniowany
jako problem minimalizacji funkcji energii. W przypadku modelu HP moze on miec

nastepujgcg postac:
min.E(s,a)
E(s.a)= §*HHc(s,a)
gdzie:
— s — sekwencja zawierajgca n aminokwasow; s; = 1, jezeli aminokwas na pozycji i-tej jest
hydrofobowy; s; =0, , jezeli aminokwas na pozycji i-tej jest polarny.

- a - (n—2) elementowy wektor katow zdefiniowany jako trojki kolejnych trzech

aminokwasow w sekwencji;

— HH. - funkcja zliczajgca sgsiadujgce ze sobg w przestrzeni kontakty pomiedzy
aminokwasami typu H, ktéore nie sg sgsiadami w sekwencji (sg sgsiadami
topologicznymi).

— & — stala mniejsza od zera odzwierciedlajgca wplyw kontaktow hydrofobowych na
wartos¢ funkcji energii. W wiekszosci przypadkow przyjmuje sie wartosc¢ rowng -1 (§ =
-1).

Definicja problemu dla modelu tréojwymiarowego jest podobna do definicji, ktore zostaty
juz podane dla modeli 2D. Gléwng roznicg jest sposob obliczania pozycji kazdego

aminokwasu w przestrzeni i liczbie stopni swobody.

Skonstruowany algorytm opiera si¢ na strategii Tabu Search (TS), ktora zostala
zaproponowana przez Freda Glovera (Glover 1989; Glover i Laguna 1997). Aby
dostosowac jg do rozwazanego problemu nalezy zdefiniowa¢ podstawowe parametry

takie jak sgsiedztwo, ruch, warunek zatrzymania, lista tabu, poziomy aspiracji.

Ruch r przeksztalca kazde rozwigzanie x ze zbioru wszystkich rozwigzan Q@ w inne

rozwigzanie x’ €Q: x—=>'x’.

Nastepujgce mozliwosci ruchu sg dopuszczalne:
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e zmiana pojedynczego elementu (kata) z wektora a w konformacji sekwencji
biatka s na jedng z sgsiednich wartosci.

e zmiana pojedynczego elementu z wektora a w konformacji sekwencji biatka s na
jedna z dopuszczalnych wartosci.

e zmiana jednego lub dwdch kolejnych elementéw z wektora a, opisujgcego
konformacje biatka, na dopuszczalne wartosci.

e zmiana jednego, dwoch lub trzech kolejnych elementow z wektora a na

dopuszczalne wartosci.

Proponowany zestaw ruchow gwarantuje szybkie przechodzenie pomiedzy réznymi

konformacjami bialek, natomiast zmiany kgtow wystepujg tylko na kolejnych pozycjach..

Zbior rozwigzan N(x) nazywany jest sgsiedztwem x, jezeli dla kazdego x € N(x) istnieje

ruch r taki, ze x—'x’.

Lista tabu to pamiec¢ krotkotrwata (lista cykliczna), ktora zawiera ograniczong liczbe
zakazanych ruchow. Jesli lista jest pelna, dodanie nowego ruchu usuwa ruch z konca

listy.

Procedura wyszukiwania moze przejs¢ od rozwigzania x do x’, wykonujgc zakazany ruch

(z listy tabu), jesli jednoczesnie spelnione sg dwa warunki:

e wartos¢ funkcji energii E dla rozwigzania x’ jest mniejsza niz energia Enin

najlepszego znalezionego rozwigzania

nie ma rozwigzania x € N(x), takiego ze r ¢ R,, x—x"i E»<E.

_fl

**1’ T‘

Rysunek 4 Przyktadowe rozwigzanie optymalne dla problemu 2D.
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Rysunek 5 Przyktadowe rozwigzanie suboptymalne dla problemu 3D.

Zaproponowana metoda zostala przetestowana na réznych zbiorach testowych znajdujgc
dla modelu 2D optymalne konformacje w ponad 90% przypadkow dla sekwencji
zawierajgcych do 100 aminokwasow (Rysunek 4). Warunek, ze natywna konformacja
powinna by¢ stabilna, nie jest jedynym, ktéory musi by¢ brany pod uwage podczas
prowadzonych analiz. Algorytm musi w znalez¢ natywng konformacje w krotkim czasie,
zaczynajgc od stanu zdenaturowanego charakteryzowanego przez losowg populacje. W
przypadku zbioru testowego 3D jakos¢ rozwigzan uzyskanych przez prezentowang
metode byla nizsza, niz w przypadku modelu dwuwymiarowego ze wzgledu na fakt
zwiekszenia zlozonosci problemu (Rysunek 5). Duza liczba stopni swobody
uniemozliwiata uzyskanie idealnego rozwigzania dla liczby iteracji mniejszej niz 1000.
Suboptymalne rozwigzania byly na poziomie 60-70% optymalnej wartosci funkcji
energetycznej. Uzyskane konformacje mogg postuzy¢ do wstepnej analizy rzeczywistych
struktur, jak rowniez postuzy¢ jako punkt wyjscia do dalszych badan poprzez
zastosowanie metod wieloetapowych, gdzie kolejnym poziomem bedzie zastosowanie
algorytmu genetycznego lub algorytmu Monte Carlo. Wykazano, ze za pomocsg strategii
Tabu Search istnieje mozliwo$¢ znalezienia konformacji strukturalnych zblizonych do

struktur rzeczywistych

Christian Anfinsen (Anfinsen 1973) przedstawil hipoteze, ze struktura przestrzenna
kazdego biatka jest $ciSle okreslona i wynika ze specyficznego ulozenia lancucha
polipeptydowego, ktéry zalezny jest od zestawu i kolejnosci aminokwasoéw budujgcych
biatko. Analiza struktur przestrzennych molekul biologicznych, jak rowniez rozwigzanie
problemu modelowania struktur przestrzennych bezposrednio 2z sekwencji
pierwszorzedowej (sekwencji aminokwaséw lub sekwencji nukleotydow) jest trudna ze
wzgledu na bardzo duzg liczbe zmiennych wynikajgcych z fizykochemicznych
zaleznosci moggcych wplyngc na proces predykcji. Metody tego typu zazwyczaj modelujg
struktury obarczone duzym bledem, i wymagajg bardzo intensywnego wsparcia ze
strony ekspertéw dziedzinowych. W celu uproszczenia tego problemu przyjeto zalozenie,
iz podobienstwo sekwencyjne determinuje podobienstwo strukturalne, w zwigzku z

czym jezeli znaleziona zostanie w bazie danych znanych struktur wystarczajgco
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podobna sekwencja do sekwencji szukanej (powyzej 60% podobienstwa), struktura
przestrzenna przez nig tworzona powinna by¢ podobna do struktury szukanej. Przy
zalozeniu pewnego poziomu ogolnosci rozwazan, mozna stwierdzi¢, iz strategie
dzialania tych metod polegajg na przeszukiwaniu bazy znanych struktur, w celu
znalezienia najbardziej zgodnych sekwencji, ktorych struktury majg postuzy¢ do
budowania modelu przestrzennego. Ocena danej struktury biatkowej odbywa sie przy
uzyciu specjalnie zaprojektowanej funkcji celu, wybierajgcej z bazy struktur takie
konformacje, ktore najlepiej odpowiadajg analizowanej sekwencji. Moze ona odbywac
sie przy pomocy potencjalow fizyko-chemicznych jak i innych funkcji oceniajgcych
zgodnos¢ struktur i sekwencji, np. pokrywania sie elementéw struktury drugorzedowe;j.
Przeprowadzone analizy wskazujg jednak, iz podobienstwo sekwencyjne powinno by¢ na
poziomie przekraczajgcym 60%, aby to zalozenie bylo mozliwe do praktycznego

wykorzystania.

Probujgc rozwigzac ten problem zaproponowano dekompozycje struktury przestrzennej
na podstruktury, jednak w odroznieniu do dotychczasowych rozwigzan skupiajgcych sie
na krotkich konserwatywnych odcinkach tancucha gtéwnego (struktury drugorzedowe),
zaproponowano podstruktury moggce zawierac jednoczesnie kilka odcinkow tancuchow
gléwnego, stanowigc jako calo$¢ jeden element strukturalny zwany deskryptorem.
Paradygmat lokalnych deskryptorow struktur biatkowych zostal opisany (Hvidsten i in.
2003) i jest wykorzystywany w wielu badaniach (Strombergsson i in. 2008, Bjorkholm i
in. 2009). W ten sposdb mozna tworzy¢ i odtwarza¢ struktury przestrzenne opierajgc sie

na lokalnej homologii.

Znane biatka

v

Grupy
deskryptoréow

Sekwencja 1 Przypisania —+ Uporzqd.kow.'ane 1 Model 3D
przypisania

Rysunek 6 Proces rekonstrukcji struktury przestrzennej

Zaproponowany proces rekonstrukcji struktury przestrzennej zostal przedstawiony na

rysunku (Rysunek 6)Poprzez pojecie deskryptora mozna rozumie¢ lokalne,
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przestrzenne otoczenie wokot centralnego aminokwasu (lun nukleotydu w odniesieniu
do RNA) pelnigcego role centrum deskryptora. Wszystkie analizy ponizej w celu
uproszczenia przedstawione sg dla biatka. W odniesieniu do RNA proces postepowania
jest analogiczny, przy czym zamiast sekwencji aminokwasoéw analizowana jest
sekwencja nukleotydow oraz zamiast atomu C, analizowany jest odpowiedni, ustalony
odgornie atom lancucha glownego sekwencji RNA. W przypadku biatka otoczenie
zawiera te elementy lancucha polipeptydowego, ktore =zlokalizowane sg w
przestrzennym sgsiedztwie centralnego aminokwasu. Poprzez taks definicje, deskryptor
obejmuje zarowno bliskie jak i odleglte sekwencyjnie interakcje pomiedzy
poszczegolnymi atomami. Liczba i dlugos¢ fragmentow sekwencji obejmowanych przez
deskryptor zalezy od ksztaltu lancucha glownego i stopnia upakowania lancuchow

bocznych w analizowanym sgsiedztwie.
Proces budowy deskryptora sktada sie z nastepujgcych krokow (Rysunek 7):

e Jako aminokwas centralny rozumiany jest aminokwas bedgcy podstawg danego
deskryptora. Nastepnie dla kazdego aminokwasu w analizowanej strukturze (z
wyjatkiem aminokwasu centralnego), obliczane sg dwie odleglosci euklidesowe
pomiedzy analizowanym aminokwasem, a aminokwasem centralnym w
odniesieniu do atomu C, (wyznaczona odleglos¢ jest oznaczana jako d,) oraz
»<atomu wirtualnego” reprezentujgcego geometryczny srodek tancucha bocznego
RC (wyznaczona odleglos¢ jest oznaczana jako dgc). Atom C, pei role
reprezentanta lancucha gléwnego, natomiast atom wirtualny RC pelni role atomu
reprezentujgcego tancuch boczny. Dwa aminokwasy sg rozwazane jako bedgce w

kontakcie, jezeli jest spelniona ponizsza zaleznosc¢.
(dre <65 A) Vv ((dre < 8.0 A) A (dre < d,—0.75 A)

Wartosci powyzszych parametrow ustalono na podstawie przeprowadzonych
eksperymentéw, z zachowaniem balansu pomiedzy uniwersalnoscig motywow
strukturalnych, a ich przestrzenng odrebnoscis.

e Dla kazdego aminokwasu bedgcego w kontakcie z aminokwasem centralnym oraz
aminokwasu centralnego budowany jest ciggly fragment lancucha peptydowego
(zwany elementem) skladajgcy sie z rozpatrywanego aminokwasu i czterech jego
najblizszych sekwencyjnie sgsiadow (po dwoch z kazdej strony). Element, ktory
zbudowany zostal wokol! aminokwasu centralnego deskryptora okreslany jest

jako element centralny.
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e Wszystkie elementy nakladajgce sie strukturalnie tworzg dluzsze fragmenty
zwane segmentami. Segment, ktory zawiera element centralny okreslany jest jako

segment glowny.

d)

Rysunek 7 Schemat budowy deskryptorow (a) - atom centralny; (b) — element centralny; (c) -

element centralny z atomami bedgcymi w kontakcie; (d) — segment; (e) — deskryptor.

Deskryptory jako podstruktury zawierajgce informacje o lokalnym otoczeniu
sekwencyjnym, jak i przestrzennym zostaly uzyte do préb rekonstrukecji struktur
przestrzennych. Aby jednak mie¢ mozliwos¢ rozwigzania tego problemu, najpierw
zaplanowano stworzenie bazy danych deskryptorow pogrupowanych w biblioteki o
podobnym  ksztalcie, nastepnie opracowanie i zaimplementowanie metody
obliczeniowej przypisujgcej deskryptory do sekwencji i skladajgcej z nich strukture

przestrzenns.
Proces budowy biblioteki grup deskryptorowych sktada si¢ z nastepujgcych krokow:

e Wygenerowanie zbioru deskryptorow w oparciu o reprezentatywny zbior
znanych struktur biatkowych.

e Pogrupowanie zbioru deskryptorow w celu uzyskania grup deskryptorowych
przechowujgcych strukturalnie podobne motywy przestrzenne.

e Odfiltrowywanie grup, ktorych rozmiar, reprezentowany przez liczbe

przechowywanych deskryptorow, jest mniejszy od zadanego progu.

Deskryptory pozwalajg na utrzymanie zaleznosci wywodzacych sie z rzeczywistej

struktury. Baza danych deskryptorow, zostala utworzona na podstawie
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niehomologicznych domen biatkowych zidentyfikowanych w bazie danych SCOP
(Murzin i in. 1995) i przechowywanych w bazie ASTRAL 1.75A (Brenner i in. 2000). Jako
reprezentatywny zbidr struktur przestrzennych zostal wybrany zbior 10281 domen
biatkowych. Dla kazdego aminokwasu kazdej domeny zostal zbudowany deskryptor. W
celu zapewnienia maksymalnej prawidlowosci danych odfiltrowane zostaly wszystkie
deskryptory, w ktorych zidentyfikowano przynajmniej jeden niekompletny aminokwas
uzyskujac 1,663,333 deskryptorow skladajacych sie z przynajmniej jednego cigglego

fragmentu tancucha gltéwnego.

W celu przeprowadzenia operacji grupowania odzwierciedlajgcej roznice w ksztattach
geometrycznych odpowiednich deskryptoréw, dokonano poréwnania deskryptorow
miedzy sobg. Niestety, ze wzgledu na to, iz deskryptory mogg roznic¢ sie od siebie liczbg
segmentéw, liczbg elementow, jak rowniez liczbg aminokwasow (nukleotydow w
przypadku RNA) nie istniala metodologia poréwnywania deskryptorow. Aby zapewnic

wewnetrzne podobienstwo grup zaproponowano dodatkowe ograniczenia.

Strukturalne dopasowanie deskryptoréw realizowane jest na poziomie elementow.
Wymaga ono na wstepie weryfikacji przestrzennego dopasowania wszystkich
kombinacji par elementéw zidentyfikowanych w poréwnywanych deskryptorach za
wyjatkiem elementu centralnego. Jezeli pare elementéw deskryptora zawierajgca
element centralny i dowolny inny element nalezgcy do tego deskryptora nazwiemy
dupleksem, to obecnos¢ centralnego elementu w dupleksie pomaga ustabilizowac takg
strukture w przestrzeni 3D podczas procesu dopasowywania. Zgodnie z definicjg
zaproponowang przez Hvidstena, para deskryptoréw jest klasyfikowana jako
strukturalnie podobna, jesli element centralny charakteryzuje sie dobrg jakoscig
(warto$¢ RMSD nie jest wieksza niz 1,2 A), a wynikowe dopasowanie jest strukturalnie
podobne (jego warto$¢ RMSD jest mniejsza niz 3,5 A), a wspolczynnik proporcji
elementéw i reszt aminokwasowych w poréwnywanych deskryptorach wynosi

odpowiednio nie mniej niz 4/5 i 2/3.

Niech A={asai..,a,} i B={bsby..bn}, gdzie a+ i b+ sg centralnymi elementami
poszczegdlnych deskryptorow. Liczba elementow w deskryptorach musi spekliac

nastepujgce nierownosci:
0,8 * |B| <|A| 1,2 */B|

Dystans pomiedzy deskryptorami jest wyznaczany za pomocg miary RMSD. Miara ta

moze zosta¢ wyliczona jezeli porownywane czgsteczki zawierajg takg samg liczbe
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atomow. Niech RMSD(u,v) bedzie funkcjg zwracajgcg wartos¢ RMSD wyliczong dla
czasteczek uiv. Dla kazdego strukturalnego dopasowania RMSD(A+B+) <1,2 A.

Poza elementem centralnym, dopasowanie dotyczy rowniez dupleksow. Zbior dupleksow
moze zosta¢ zdefiniowany jako Da={du=(asai) : i=1,..,n}, Dg={dyj=(bsb;) : j=1,..,m}, zas pary

elementow tych zbiorow sg mierzone za pomocsg funkcji RMSD.

Element centralny musi znajdowa¢ sie w kazdym dopasowaniu strukturalnym, a
catkowita liczba par N w dopasowaniu musi spelnia¢ nieréwnos¢ N >0,8% [A| i N >0,8%B].

Dopasowanie musi zawiera¢ co najmniej 2/3 aminokwasow A i B.

Wartos¢ RMSD wszystkich par duplekséw w dopasowaniu nie moze by¢ wieksza niz 3,5
A, tak samo jak globalna wartos¢ RMSD wyliczona dla wszystkich dopasowanych
podstruktur w poréwnywanych deskryptorach.

Wprowadzenie powyzszych zalozen pozwolilo zaproponowac¢ algorytm obliczeniowy
porownywania deskryptorow miedzy sobg o zlozonosci wielomianowej (Antczak i in,

2016).

Problem najwiekszego strukturalnego dopasowania moze zosta¢ zamodelowany jako

problem optymalizacji kombinatorycznej, problem najwiekszego dopasowania (ND) w

nastepujgcy sposob:
n o m
Max Z Z Ty,
i=1 j=1
" m
przy ogr. Z Z CijTij <L,
i=1 j=1
"
Z Lij <1 \v,j=1 ..... m
i=1
m
Z Ty <1 v1:1 ..... n
j=1
x5 € {0,1}, \Vllzl ..... n, j=1,...,m
gdzie:

cij jest kosztem dopasowania elementowiij
L — ograniczenie catkowitego rozwigzania

x; —zmienna decyzyjna
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W przypadku rozwazanego problemu c;=RMSD(da;, dg) dla i=1.n, j=1.m, a L jest stalg
definiowang przez uzytkownika. Im mniejsza wartos¢ L, tym bardziej dokladne jest
otrzymane dopasowanie. W rozwazanym problemie liczba elementow wybranych do
rozwigzania powinna by¢ podobna do licznosci elementéw w deskryptorze, w zwigzku z
czym mozna przyjac, ze L zalezy od najmniejszej wartosci z pary (nm). Dlugos¢

dopasowania N jest rowna wartosci funkcji celu powiekszonej o 1 (o element centralny).

Algorytm 1. Problem najwiekszego dopasowania jest rozwigzywany w petli przy
malejgcej wartosci K, pierwsze mozliwe rozwigzanie problemu jest optymalne i
traktowane jako odpowiedz w tym etapie. Nastepnie obliczana jest globalna wartos¢
RMSD dla dopasowanych podstruktur biatkowych zlozonych z par dupleksow
uzupelnionych parg elementow centralnych deskryptorow. Gdy globalna warto$¢ RMSD
nie jest wigksza niz 3,5, rozwigzanie jest zwracane jako wyjscie algorytmu, w

przeciwnym razie rozwigzani nie zostato znalezione.

Algorytm 2. Problem najwickszego dopasowania jest rozwigzywany dla wszystkich
wartosci K z podanego zakresu, wszystkie uzyskane rozwigzania problemu sg
zapamietywane na liscie. Nastepnie, dla kazdego rozwigzania na liscie obliczane jest
globalne RMSD i wsrod tych rozwigzan, ktére spelniajg ograniczenie (RMSD < 35 A) jako
rozwigzanie wybierane jest to, ktory sklada sie z najwiekszej liczby dupleksow
(podstawowe kryterium optymalizacji) i najwiekszej liczbie reszt aminokwasowych
(drugorzedne kryterium optymalizacji). Jesli zadne rozwigzanie nie spelnia ograniczenia

globalnego RMSD, rozwigzanie nie istnieje.

Algorytm 3. Problem najwiekszego dopasowania jest rozwigzywany dla wszystkich
wartosci K z podanego zakresu. Dodatkowo, na liscie razem z wszystkimi rozwigzaniami
przechowywane sg wszystkie mozliwe rozwigzania czesciowe. Czesciowe rozwigzanie
opiera sie na niepelnym rozwigzaniu ostatecznego rozwigzania uzyskanego dla danego
K, gdzie to ostatnie ma postac listy przypisanych par dupleksow posortowanych wedtug
ich kosztéw w niezmniejszajgcej sie kolejnosci. Uwzglednione zostajg wszystkie
wystarczajgco dlugie prefiksy. Rozwigzanie czesciowe jest tworzone przez dodawanie w
kolejnosci tych par, ktore lgcznie spelniajg warunek rownej liczby reszt
aminokwasowych w obu dopasowanych podstrukturach deskryptorow. Jesli dodanie
kolejnych par powoduje iz utworzone rozwigzanie czesciowe jest niedopuszczalne (z

powodu roznej liczby reszt aminokwasowych), sg one pomijane. Akceptowalne
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czesciowe rozwigzanie jest zapamietywane do dalszego rozwazenia, jesli spelnia ono

ograniczenia zwigzane z L i K.

Nastepnie dla kazdej pozycji z listy rozwigzan i rozwigzan czesciowych weryfikowana
jest spelnialnos¢ ograniczenia zwigzanego z globalnym RMSD. Sposrdd elementow
spelniajgcych to ograniczenie, jako odpowiedz wybierane jest to rozwigzanie, ktore

sklada sie z najwiekszej liczby dupleksow, a nastepnie najwiekszej liczby aminokwasow.

W powyzszym przypadku problem zostal zredukowany do modelu kombinatorycznego w
oparciu o problem najwiekszego dopasowania i rozwigzany algorytmami
wielomianowymi w trzech wersjach. Co wiecej, zaproponowano algorytm dokladny w
czasie wykladniczym. Zaproponowane algorytmy zapewniajg symetrie w procesie
strukturalnego dopasowania deskryptorow (tj. dopasowanie deskryptora A do
deskryptora B daje taki sam wynik jak dopasowanie B do A). Dowiedziono, ze
zaproponowany model moze zosta¢ rozwigzany przez algorytm wielomianowy metodg
wegierskg w O(n®), a problem optymalne rozwigzanie porownania dwoch deskryptorow

(najwieksze strukturalne dopasowanie) w O(n*).

Majac zdefiniowang strategie pordwnywania deskryptoréw, zastosowane zostaly
schematy klastrowania do stworzenia ich bibliotek (Rysunek 8). Biblioteka grup
deskryptorowych zostala zbudowana z deskryptoréw co najmniej trojsegmentowych
(wlasnosci przestrzenne sg obserwowane glownie w jgdrze biatka) co pozwolito uzyskac
847,416 deskryptorow. Caly zbior deskryptoréw zostal podzielony na podzbiory
deskryptorow charakteryzujgcych sie rowng liczbg elementow (15 podzbiorow
deskryptorow od 3 do 17). W wyniku przeprowadzanych eksperymentéw uzyskana
zostala biblioteka lokalnych, powtarzajgcych sie motywow przestrzennych, ktore
reprezentujg stosunkowo rdézne konformacje geometryczne (klasy podobienstwa

sekwencyjnego) (Lukasiak, 2013b).

Rysunek 8 Przyktadowa biblioteka deskryptorow dla biatek.
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Kazda grupa deskryptorow reprezentuje inny geometryczny ksztalt uzyskany na

podstawie reprezentatywnego zbioru struktur biatkowych.

Podstawowg miarg oceniajgcg jakosc¢ biblioteki grup deskryptorowych jest pokrycie
sekwencyjne wyznaczane poprzez liczbe aminokwaséw pokrytych przez deskryptory w
stosunku do liczby aminokwaséw wszystkich domen biorgcych udziat w konstruowaniu
biblioteki. Jak zostalo zauwazone, wraz ze wzrostem wspotczynnika minimalnej liczby
deskryptorow w grupie, liczba grup przechowywanych w bibliotece znaczgco maleje.
Podobng zalezno$¢ mozna rowniez zaobserwowac¢ pomiedzy minimalng liczbg
deskryptorow w grupie a catkowitg liczbg deskryptorow przechowywanych w bibliotece.
Pokrycie sekwencyjne wyznaczone zaréowno w oparciu o jedynie deskryptory
zalozycielskie jak i wszystkie deskryptory w bibliotece wskazuje, ze potencjalna
uzytecznos$c bibliotek podczas procesu ewaluacji prawidtowosci strukturalnej bialek jest
odwrotnie proporcjonalna do wzrostu wspotczynnika minimalnej liczby deskryptoréw w

grupie.

W celu zbudowania biblioteki motywow przestrzennych RNA z puli wczesniej
wygenerowanych deskryptorow dla 2100 struktur RNA wybrano ponad dwadziescia
tysiecy deskryptoréw spelniajgcych kryteria analogiczne, jak w przypadku deskryptorow
biatkowych (Rysunek 9).

Rysunek 9 Wizualizacja wybranych bibliotek deskryptorow RNA
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Przedstawione biblioteki cechowaly si¢ wysokim podobienstwem strukturalnym

pomiedzy poszczegdlnymi deskryptorami wchodzgcymi w ich sklad (Lukasiak, 2017).

Ponadto przeprowadzono klastrowanie dla zestawu deskryptorow pochodzgcych z

roznych struktur zawierajgcych pseudowezty (Rysunek 10).

Rysunek 10 Wizualizacja wybranych bibliotek deskryptoréw RNA dla struktur z pseudoweztami.

Wygenerowanie bibliotek deskryptoréw pozwolilo zaproponowa¢ metodologie

rekonstrukeji struktury przestrzennej (Lukasiak, 2012)).

Rekonstrukcja struktur na podstawie fragmentow przypisan (deskryptorow) zostala
zaimplementowana w postaci algorytmu heurystycznego. Algorytm rozpoczyna
dziatanie od wezytania sekwencji skladanego biatka oraz zbioru przypisan. Przypisania
zawierajg jedynie zakresy odpowiadajgcych sobie aminokwasow biatka oraz
przypisanego deskryptora, dlatego konieczne jest jeszcze pobranie struktury
deskryptora z bazy danych deskryptorow. Po wczytaniu wszystkich danych nastepuje
proces sktadania przypisan w coraz wigksze struktury wedlug jednej z ponizej opisanych
metod. Skladanie trwa tak dlugo jak pozwala na to konkretny algorytm, generujgc zbior
potencjalnych rozwigzan. Parametr konfiguracyjny ogranicza maksymalng liczbe

zwracanych modeli.

Generacja modelu na podstawie przypisan wymaga polgczenia podzbioru przypisan w

jedng strukture. Zastosowana zostala prosta metoda lgczenia przypisan poprzez
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usrednianie wspolrzednych atomow lgczonych przypisan. Po okresleniu, ktore
przypisania nalezy ze sobg polgczy¢, struktury nakladane sg na siebie w oparciu o czes¢
wspolng wynikajgcg z pokrywanej przez przypisania sekwencji. Atomy czesci
niezaleznych pozostajg bez zmian. Dla kazdego atomu nalezgcego do czesci wspolnej
wyznaczony zostaje nowy zestaw wspoirzednych poprzez usrednienie wspotrzednych

pary tgczonych atomodw.

Kazdy wygenerowany model weryfikowany jest pod wzgledem poprawnosci oraz
sortowany wedlug wartosci funkcji oceny. Weryfikacja polega na sprawdzeniu szeregu

wlasnosci zlozonego modelu, nie wymagajgcych znajomosci sktadanego biatka.
Weryfikowane sg kolejno trzy parametry:

e odleglos¢ miedzy kolejnymi atomami C, cigglych fragmentow ztozonej struktury.
Wartos¢ wykraczajgca poza zakres zdefiniowany przez parametry konfiguracyjne
powoduje odrzucenie modelu.

e Kolizje lancucha gléwnego - odrzucane zostajg modele, w ktorych niesgsiadujgce
ze sobg sekwencyjnie atomy C, kolidujg w przestrzeni. Sprawdzenie kolizji
odbywa sie przy uzyciu potencjalu Scwrl'a, opartego na energii van der Waals'a.

e Stopien usrednienia wspotrzednych atomoéw - nadmierne usrednianie prowadzi
do pogorszenia jakosci modelu, wiec modele w ktorych odleglosci wspotrzednych
atomow od usrednionych wspolrzednych przekraczajg konfigurowalny prog

zostajg odrzucone.
Mozna wyrozni¢ dwa etapy oceny modeli:

e podczas skladania, nie wymaga znajomosci sktadanego biatka, stuzy do wybrania
najlepszych modeli, ktore stanowic¢ bedg rozwigzanie. Preferowane sg modele o
wiekszym pokryciu, zlozone z mozliwie matej liczby przypisan.

e po zakonczeniu procesu skladania - polega na pordéwnaniu ztozonych modeli z

faktyczng strukturg biatka.

Proces skladania przebiega w dwoch etapach. W pierwszym, przypisania grupowane sg
w zbiory przypisan posiadajgcych czes¢ wspolng, o okreslonej jakosci. Pozwala to szybko
odrzuci¢ przypisania, ktore nie mogg zostac potgczone z zadnym innym, przez co nie sg
przydatne w budowaniu modelu. Z kazdej grupy budowana jest jedna struktura, co
eliminuje redundancje i przyspiesza dalsze obliczenia zmniejszajgc liczbe

dopasowywanych struktur. Drugi etap procesu skladania polega na wyborze i polgczeniu
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podzbioru struktur utworzonych w pierwszym etapie w jeden model, pokrywajgcy

mozliwie duzg czes¢ biatka, przy zachowaniu okreslonych regut tgczenia struktur.
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Rysunek 11 Kolejne etapy sktadania, metoda rekurencyjna.

Zaproponowano dwie metody sktadania:

Pierwsza przetestowana metoda (Rysunek 11) polega na rekurencyjnej rozbudowie
jednego modelu. Proces rozpoczyna sie¢ od wyboru przypisania startowego. Ze wzgledu
na duzy wplyw tego wyboru i trudnos¢ w ocenie pojedynczego przypisania, algorytm

wykonywany jest wielokrotnie, rozpoczynajgc od kazdego przypisania.

Druga z metod rozbudowuje wiele modeli niezaleznie (Rysunek 12). Dla zbioru struktur
otrzymanych w pierwszym etapie, generowana jest lista wszystkich par struktur, jakie
mozna polgczy¢ zgodnie z parametrami konfiguracyjnymi. Kazde polgczenie jest
wykonywane, tworzgc nowg strukture. Jezeli powstata struktura spelnia wymagania
zapisane w parametrach konfiguracyjnych, jest ona dodawana do zbioru wejsciowego.
Dla dodanej struktury generowane sg mozliwe polgczenia i dopisywane do listy
mozliwych polgczen. Proces powtarza sie tak dlugo, jak dtugo mozliwe jest wykonanie

polgczenia.
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Rysunek 12 Kolejne etapy sktadania, metoda réwnolegta.

W kolejnej czesci eksperymentu badano wplyw jakosci przypisan, wyrazonej w RMSD. W
tym celu ograniczano zbidr przypisan do podzbioru przypisan o okreslonej jakosci.

Pokrycie biatka przypisaniami przedstawiono na rysunku (Rysunek 13).
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Rysunek 13 Pokrycie biatka przypisaniami. Odcien szaro$ci reprezentuje krotno$¢ pokrycia aminokwasu

na osi odcietych przypisaniami o RMSD mniejszym od warto$ci na osi odcietych.

Dla zbiorow testowych o niskim RMSD, jakos¢ modelu bliska jest jakosci przypisan.
Wraz ze spadkiem jakosci przypisan znaczgco spada jakos¢ modelu. Wynikac to moze z
kumulujgcych sie btedow dolgczanych przypisan. Dolgczenie jednego blednego
przypisania moze pozwoli¢ na dolgczenie kolejnego lub uniemozliwi¢ przylgczenie

poprawnego przypisania.

Jak mozna zauwazy¢, ,wgskim gardlem” calej analizy jest wygenerowanie przypisan o
odpowiedniej jakosci. Zaproponowana metoda ze wzgledu na efektywng strategie
przeszukiwania calej przestrzeni jest w stanie zaproponowac akceptowalne rozwigzanie

nawet, gdy jakosc¢ sktadanych przypisan jest nizsza od 3,5 A (Rysunek 14).

Dla rekurencyjnej metody rozbudowy skladania zwigkszenie wartosci parametru liczby
zgodnych przypisan powoduje spadek pokrycia, co zwigzane jest z mniejszg liczbg
uzywanych przypisan. Jako$¢ modelu wyrazona w RMSD przewaznie rosnie, jednak

liczba generowanych modeli jest znacznie mniejsza.
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Rysunek 14 Ztozony model biatka dla przypisan natywnych

Majac strukture przestrzenng biatka, istotnym problemem staje sie identyfikacja (o ile
taka sytuacja ma miejsce w danej strukturze) niezaleznych, ale polgczonych ze sobg

podstruktur biatka zwanych domenami (Rysunek 15).

Rysunek 15 Przykiad biatka dwudomenowego z wyszczegdlnieniem poszczegdlnych domen.

Idealny algorytm powinien dac¢ odpowiedz na pytanie: jak podzieli¢c dang strukture
biatka na domeny, ktora to wiedza nie jest dostepna a priori. Na wejscie metody
rozpoznawania domen podawana jest struktura trzeciorzedowa, natomiast wyjsciem jest
jednoznaczne przypisanie poszczegédlnych aminokwasow do odpowiednich domen

(Milostan i Lukasiak, 2016).

Zdefiniowanie domeny jako formalnej podstruktury jest trudne, aczkolwiek mozliwe jest
okreslenie pewnych podstawowych cech, ktére musi speilnia¢ prawidtowa domena.
Zgodnie z literaturg ((Holm i Sander 1994b) oraz (Xu i in. 2000)) domena powinna mie¢

nastepujgce wlasciwosci:
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e powinna zawierac co najmniej 40 reszt (aminokwasow).
e domena musi by¢ wystarczajgco mala, aby spetni¢ nastepujacy warunek ((Holm &
Sander 1994a)):

Zi,j bi,j
—_— =
na gm

gdzie:

e i oraz j sy dowolnymi dwoma atomami nalezgcymi do aminokwaséw
rozdzielonych co najmniej trzema resztami w sekwencji, p;; = 1, jesli odleglosc
miedzy i ij wynosi 4,0 A lub mniej, w przeciwnym razie p;; = 0;

* n,jestliczbg atomoéw w domenie;

® gnjest pewnym progiem okreslonym na podstawie znanych domen (np. gn = 0,54).

Interfejs miedzy domenami musi by¢ wystarczajgco maly, aby liczba kontaktow
wewngtrz domeny lub interakcji miedzy aminokwasami tworzgcymi domene byla
znacznie wieksza niz liczba kontaktow miedzy aminokwasami nalezgcymi do réznych

domen.
Liczba segmentow w domenie D, nie powinna by¢ zbyt duza. Formalnie definiujgc,
nastepujgcy warunek musi zostac speliony:

r(D) >
s(D) ~ ?

gdzie r(D) i s(D) oznaczajg odpowiednio liczbe aminokwaséw i segmentéw w domenie D;

l; jest pewnym progiem okreslonym na podstawie znanych domen (np. I, = 35).

Algorytm rozpoznajacy domeny mozna zaproponowac przyjmujac nastepujacg definicje

kontaktu pomiedzy dwoma aminokwasami (Fidelis iin., 2004):

e kazdy aminokwas jest reprezentowany jako dwa punkty w tréojwymiarowej
przestrzeni: jeden punkt ma wspotrzedne atomu C,, a drugi jest geometrycznym
srodkiem lancucha bocznego aminokwasu. Dla danej pozycji i w tancuchu
biatkowym oznaczmy odpowiednio te punkty jako C,'i S*

e aminokwasy na pozycjach i oraz j w danym tancuchu biatkowym sg w kontakcie,

jesli ktorykolwiek z warunkow jest speliony:
|S' -S| <rA,

rA<|Si-S|<r+15A1|Si-S|<|C,i-CJ-0,75 A,
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gdzie r jest parametrem metody — prog odciecia (np. r=4,5 A).

W celu rozwigzania tego problemu, zaproponowana zostala metoda iteracyjnego
,kolorowania” struktury biatka, a poprzez to identyfikacji domen, jako tej czesci biatka,
ktore zostala pokryta tym samym kolorem. Kolory powinny wskazywac¢ kluczowe
elementy domen biatkowych i podawac szacunkowsg liczbe klastrow.. Ponadto mozliwe
jest wlgczenie informacji o strukturach drugorzedowych do strategii grupowania. Takie
informacje mogg by¢ generowane przy uzyciu np. algorytmu DSSP (Kabsch i Sander

1983) czy LAD (Blazewicz i in, 2004).
Klastry D; i D; sg uwazane za sgsiadujgce w grafie G, jesli istnieje krawedz e={v; v;} tgczgca
dwa wierzchotki v; €D;iv; €D;.
Polgczenie links(D, D;) oznaczmy jako sume wag krawedzi w miedzy wezlami w
podgrafie D;i podgrafie D; Innymi stowy:

links(D; D;) = Z wii, j}

i€D;,JED;

gdzie wfi, j} —jest wagg krawedzi e=f{i, j}.
Na koniec zaldézmy, ze w rozwazanym grafie G nie ma zadnych petli. Warunek ten jest

wymuszany przez procedure konstruowania grafu potgczen.

Otrzymane rdzenie muszg zosta¢ polgczone w wieksze obszary, aby skomponowac
domeny. Procedura przypisywania poczgtkowych koloréw jest podatna na bledy i moze
przypisywac kolor mylgco. Dlatego tez wprowadzona zostala miara jakosci klastra:

L Zj:/:i linkS(Di, Dj)
U= " inks(D, D;)

Jesli q; jest wieksze od progu niezgodnosci to klaster i zostaje usuniety i wszystkie jego
wierzchotki ponownie sg ,szare”. W procedurze udoskonalania takie wierzchotki mozna

przypisac ponownie do odpowiednich klastrow.

Dwa klastry D; i D; w grafie G, ktore w rzeczywistosci sg potencjalnymi fragmentami
domen, mozna scali¢, gdy spelnione sg nastepujgce warunki:

e D;iDj, (i #j)sg sagsiadujgcymi klastrami w grafie G,

e wyroznik m zdefiniowany nastepujaco:

_ links(Di, Dj)
"j = Tinks(D,, D;)
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jest wiekszy niz pewien prog t, ktéry jest parametrem metody.

Wartosci wyrdznika my; dla calego grafu kontaktu mozna przedstawic¢ jako macierz M
wielkosci n x n, gdzie n jest liczbg skupien. Jesli dla danego klastra istnieje wiecej niz
jeden klaster, ktory spelnia powyzsze warunki, to klaster i jest tgczony w klaster j, taki, ze
my; = maxjm,). Po scaleniu klastrow zgodnie z macierzg M mozna przeliczy¢
wspoltezynniki m dla mniejszej liczby klastrow. Ten etap mozna powtdrzy¢ dostatecznie
wiele razy dopoki wszystkie wspolczynniki m w macierzy M nie bedg nizsze niz prog

podobienstwa.

Rysunek 16 Przyktadowe przypisanie domen.

Dla wiekszosci sekwencji wyniki proponowanej metody sg porownywalne z bazg danych
domen biatkowych SCOP pozwalajagc otrzymac¢ rozwigzanie w skonczonym i

akceptowalnym czasie (Rysunek 16).

Algorytm zaproponowany powyzej ma ztozonosc¢ wielomianows. Generowanie wykresow
kontaktowych wymaga czasu O(n®), gdzie n jest dlugoscig sekwencji aminokwasow.
Sortowanie wierzchotkéw ma zlozonosc¢ O(nlog(n)), generowanie poczgtkowych koloréow
zajmuje O(n®) w najgorszym przypadku. Ztozonos¢ procedury scalania to O(n?)
(doktadniej mowigc, jest to O(n’m), gdzie m jest liczbg kolorow.) Liczba m nie jest wieksza
niz n/2. Obliczenie warto$ci polgczen (D, D;) zajmuje O(n®) dla wszystkich i, j. Obliczanie
miar jakosci q: dla wszystkich i wymaga dodatkowego O(m) czasu przy zalozeniu, ze
wartosci polgczen (D; D)) zostaly obliczone. Wspodtczynniki mi; mozna obliczy¢ w czasie
O(m?). Procedura scalania jest powtarzana nie wiecej niz (n/2)-1 razy, dajgc ogdlng

ztozonosc O(n?).

Przewidywanie i modelowanie trzeciorzedowej struktury bialek i RNA jest bardzo
waznym aspektem z punktu widzenia pelnionej przez nich funkcji. W zwigzku z

powyzszym liczba metod obliczeniowych probujgcych rozwigzac ten problem wzrasta w
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bardzo szybkim tempie ze wzgledu na postep w rozwoju technologii maszyn
obliczeniowych. Majgc to na wzgledzie, istotnym zagadnieniem stal sie problem
walidacji otrzymanych modeli. Liczba otrzymanych modeli przestrzennych
wygenerowanych metodami obliczeniowymi wykazuje po weryfikacji znaczne
odchylenia od struktury referencyjnej (struktury rzeczywistej), co powoduje, iz ewaluacja
poprawnosci strukturalnej otrzymanego modelu staje sie kluczowym aspektem
pozwalajgcym na jego praktycznego wykorzystanie do projektowania lekow (Kihara i in.

2009).

Zagadnienie ewaluacji struktur przestrzennych czgsteczek biologicznych jest

rozpatrywane na dwoch poziomach w zaleznosci od dostepnej informacji:

e ewaluacja struktur przestrzennych czgsteczek biologicznych w oparciu o
strukture referencyjng (analizowana jest rdéznica pomiedzy dopasowaniem
strukturalnym modelu do struktury referencyjnej

e ewaluacja struktur przestrzennych czgsteczek biologicznych a priori, (struktura

referencyjna jest nieznana).

Poza wspomnianym podziatem ze wzgledu na dostepng informacje, istnieje rowniez

podzial ze wzgledu na poziom szczegdlowosci:

e analiza globalna - wyznaczenie jednej mierzalnej wartosci charakteryzujgcej
poprawnos¢ strukturalng calego modelu przestrzennego,
e analiza lokalna — charakteryzujgca poprawnosc strukturalng lokalnego otoczenia

poszczegolnych elementow tancucha gtownego.

Ocena przydatnosci poszczegolnych modeli do praktycznego ich wykorzystania jest
nadal otwartym problemem. Wykorzystanie danego modelu jest mozliwe jezeli jest on
poprawny pod katem stereochemicznym geometrycznym i topologicznym w odniesieniu

do struktury uzyskanej eksperymentalnie.

Zaproponowana metoda oceny, bierze pod uwage wiele poziomoéw szczegotowosci
definiowanych przez uzytkownika. System dla biatek o nazwie SphereGrinder (Lukasiak
i in. 2015), zrealizowany przy wspolpracy z Protein Structure Prediction Center z
Uniwersytetu Kalifornijskiego w Davis, zostal po raz pierwszy wykorzystany podczas
CASP9. Zostal rowniez stworzony system dedykowany strukturom RNA, o nazwie

RNAlyzer (Lukasiak i in. 2013, Lukasiak i in, 2015).
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Rysunek 17 Proces poréwnywanie dwoch struktur - koncepcja sfer

Koncepcjg znajdujacg si¢ u podstaw zaproponowanej metody jest idea analizy punktow

przestrzeni za pomocg rosngcych/malejgcych sfer.

Proponowane rozwigzanie uwzglednia wyznaczanie funkcji oceny w oparciu o wszystkie

atomy zidentyfikowane w sferze (Rysunek 17).

Dla kazdego aminokwasu/nukleotydu wzdluz tlancucha glownego struktury
referencyjnej oraz dla kazdego zadanego promienia sfery budowana jest sfera. Dla
kazdej zbudowanej sfery okreslany jest zbior atomoéw struktury referencyjnej, ktory
zostatl w niej zlokalizowany. W kolejnym kroku struktura modelu jest przeszukiwana w
celu identyfikacji zbioru atomow w modelu, ktore odpowiadajg jednoznacznie
poszczegolnym atomom danej sfery w strukturze referencyjnej. Odpowiadajgce sobie
zbiory atomow skojarzone z dang sferg ze struktury referencyjnej oraz modelu, ktorych
licznos$c jest spojna, sg optymalnie przestrzennie nakladane na siebie z wykorzystaniem
technik Wolfganga Kabscha i Andrew McLachlana (McLachlan 1972; Kabsch 1976).

Uzyskane w taki sposob dopasowanie strukturalne jest oceniane wybrang funkcjg oceny.
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Zaproponowane rozwigzanie zostalo dedykowane zaréwno biatkom (Rysunek 18), jak i

RNA (Rysunek 19).

Rysunek 18 Przyktadowa wizualizacja dla biatek A — poréwnywane struktury (lewa strona),
liniowy wykres odleglosci modeli od struktury referencyjnej wzdluz calej sekwencji dla zadanego
promienia sfery, B, C — odpowiednio mapa 2D i 3 D dla dwdch modeli (0§ rzednych - sekwencja
aminokwasow, os odcietych — rosngca od dotu do gory wartos¢ promienia sfery, im jasniejszy

odcien, tym wieksza wartos¢ RMSD
Proponowane analizy graficzne obejmowaly:

Liniowy wykres integrujacy wyniki wielu analizowanych modeli, gdzie kazda krzywa
opisuje wartosci funkcji oceny skojarzone z dokladnie jednym analizowanym modelem
(Rysunek 19). Wartosc¢ funkcji oceny na osi Y (obecnie RMSD) jest obliczana dla sfery o
okreslonym promieniu zbudowanej woko! kazdej reszty wzdluz lancucha glownego

czgsteczki (0s$ X).
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Rysunek 19 Przyktadowa wizualizacja dla trzech modeli RNA. Kazdy wykres (A-E) reprezentuje wyniki
uzyskane dla innej warto$ci pro- mienia sfery (3, 8, 20, 38, and 300 A). O$ X reprezentuje sekwencje

nukleotydow, 0§ Y reprezentuje warto§ci RMSD.

Kolejny zestaw wykreséw (Rysunek 20) dotyczy dokladnie tych samych modeli, przy
czym na kazdym wykresie prezentowany jest jeden model. Dla kazdego modelu zostaly
zdefiniowane dwa przykladowe motywy strukturalne, ktére reprezentujg znaczgce

nieprawidtowosci.
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Rysunek 20 Przyktadowa wizualizacja nieprawidtowych fragmentdéw strukturalnych dla trzech

wybranych modeli RNA-Puzzles. Lewa strona — wizualizacja 2D, prawa strona — znieksztatcone struktury.

Kolejne wykresy sg wizualizacjami pozwalajacymi na identyfikacje nieprawidtowosci
strukturalnych odkrytych w pojedynczym modelu dla pelnego zestawu poziomow
szczegolowosci zdefiniowanych przez uzytkownika (Rysunek 21). W przypadku obu
wykresow o$ X reprezentuje sekwencje reszt wzdtuz tancucha glownego analizowanej
czgsteczki, natomiast o§ Y w obu wizualizacjach dotyczy wektora poziomow

szczegotowosci zdefiniowanych przez uzytkownika.
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Rysunek 21 Przyktadowa wizualizacja 2D i 3D dla trzech modeli RNA-Puzzles. O$ X - sekwencja

nukleotydoéw, 0§ Y - promien sfery.

Kolejny wykres (Rysunek 22) prezentuje usredniony wspolczynnik jakosci wielu
analizowanych modeli - kazda krzywa opisuje usredniong wartosc¢ funkcji oceny dla
dokladnie jednego modelu. O$ Y reprezentuje srednig miare jakosci sposrod wszystkich

reszt wzdluz tancucha gléwnego czgsteczki dla sfery o okreslonym promieniu.
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Rysunek 22 Przyktadowa wizualizacja wykresu integrujacego wyniki dla trzech wybranych modeli RNA-

Puzzles, 0§ X - promienie sfer, 0§ Y usrednione wartosci RMSD dla sfer o statym promieniu.
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Nastepny wykres liniowy (Rysunek 23) prezentuje procent reszt rozwazanej czgsteczki
charakteryzujgcych sie strukturalnie prawidlowym lokalnym otoczeniem przy

zatozonym odcieciu.

& B0 100 140 IR0 338 &2 B0 100 140 18D 220 60 200 26 40 &2 R0 100 0 16D 31D D
Sphere radius (A) Sphere radius (A} Sphere radius (A}

Rysunek 23 Wizualizacja wykresu integrujacego wyniki dla trzech modeli z RNA-Puzzles. Wykres
przedstawia procent zbioréw atoméw w kazdym z modeli, blizszych strukturze referencyjnej niz zadany prog

odcigcia (4, 7, 10 A) dla sfer o statym promieniu 24 A.

Prezentowana metoda analizy pozwala rozpoznawac¢ fragmenty w potencjalnie
prawidlowych w modelach, ktore globalnie zostaly zaklasyfikowane jako zupelnie

nieprawidtowe.

Sphere radius [A]
Rysunek 24 Przyktadowe wyniki miary SG dla wybranych pieciu modeli przy odcigciu na poziomie 2 A

Razem z graficznymi metodami wizualizacji zaproponowana zostala metoda oceny
struktur przestrzennych w odniesieniu do struktury referencyjnej jako procent sfer o
zadanym promieniu (6 A dla biatka, 20 A dla RNA) utworzonych na kazdym aminokwasie
(nukleotydzie) sekwencji, w ktorych liczba atomow odpowiada liczbie atomow w
odpowiadajgcych im sferach struktury referencyjnej. Innymi stowy, zakladajgc, ze mamy
dany zbior sfer o zadanym promieniu utworzonych na kazdym elemencie sekwencji
struktury referencyjnej R={R;, .., Ry}, gdzie N jest dlugoscig sekwencji, oraz zbior sfer o
zadanym promieniu utworzonych na kazdym elemencie sekwencji modelu M={Mj, .., Mx},

gdzie N jest dlugos$cig sekwencji i skojarzone z nimi zbiory Lr={r,,...,rn}, gdzie rx jest liczbg

40



Dr inz. Piotr tukasiak Zatgcznik 2 - Autoreferat

atomow w sferze Ry oraz Ly={ma,.,my}, gdzie my jest liczbg atomow w sferze My, wartosc

miary SG wynosi
N
SG = % *100%  gdzie x=1 jezeli (mi/1i)=1, x=0 jezeli (mi/1;)#1

Miara ta zostala wlgczona w zbiér miar stosowanych do ewaluacji struktur

przestrzennych bialek w CASP.
Przykladowe wyniki tej miary dla odciecia na poziomie 2 A (Rysunek 24).

Ewaluacja prawidlowosci strukturalnej bialek bez znajomosci struktury referencyjne;j,
czyli wzorca umozliwiajgcego porownanie jest zagadnieniem trudniejszym od problemu
oceny jakosci ze strukturg referencyjng. Do rozwigzania tego problemu zaproponowano

dwie strategie:

e ocene jakosci/prawidlowosci w oparciu o pojedynczy model

e ocenaoparta na konsensusie.

Zaprezentowana nowa metoda lokalnej/globalnej ewaluacji struktur biatkowych bez
potrzeby posiadania dodatkowych informacji pozwala rozpozna¢ nieprawidlowosci
strukturalne wynikajgce zaréowno z niedoskonatosci w lancuchu gléwnym jak i

tancuchach bocznych w oparciu o podejscie deskryptorowe.
Proponowana metoda ewaluacji wiarygodnosci jest nastepujgca:

e dla kazdego aminokwasu wzdluz tancucha polipeptydowego ewaluowanego
modelu przestrzennego budowany jest deskryptor, ktory jest pod dawany ocenie
z wykorzystaniem molekularnej funkcji oceny wybranej przez uzytkownika (np.
DFIRE).

e dla kazdego deskryptora zbudowanego w analizowanym modelu przeszukiwana
jest biblioteka grup deskryptorowych w celu znalezienia najbardziej zblizonej
strukturalnie grupy.

e dla wszystkich deskryptorow z modelu, dla ktérych udato sie dopasowac¢ grupe
deskryptorowg jakos¢ oceny jest wyliczana na podstawie wskaznika odchylenia
jego wartosci oceny wyznaczonej dla aktualnie wykorzystywanej molekularnej
funkcji oceny (np. DFIRE) wzgledem standardowego rozktadu normalnego.

e Wiarygodnos¢ lokalnego otoczenia strukturalnego aminokwasow w modelu jest
obliczana jako $rednia  wspotczynnikéw — wiarygodnosci  wszystkich

deskryptorow, w ktérych dany aminokwas zostal zidentyfikowany.
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Globalna miara wiarygodnosci modelu jest obliczana jako srednia ocen poszczegolnych
aminokwasow, dla ktorych udato sie uzyskac lokalng miare wiarygodnosci skalowang do

rozmiaru analizowanej czgsteczki biatkowej (rozumianej jako liczba aminokwasow).

Miary, ktore najlepiej poradzity sobie z odtwarzaniem miary wzorcowej GDT_TS to liczba
dopasowanych deskryptorow w modelu, pokrycie sekwencyjne dopasowanych
deskryptorow w modelu oraz metoda ewaluacji bazujgca jedynie na dopasowaniu
sekwencyjnym poszczegolnych aminokwasow w ramach strukturalnie podobnej grupy i
zbiorze cech strukturalnych bialek. W przypadku metody wykorzystujgcej wybrane
molekularne funkcje oceny, a w szczegdlnosci potencjal elektrostatyczny (ECSTQA),
Lennarda-Jonesa (LJQA) oraz statystyczny (DFIREQA) mozna zauwazy¢, ze najlepiej

sprawdza sie miara wiarygodnosci bazujgca na potencjale statystycznym.
Podsumowanie

Informatyka jest dziedzing nauki, ktora ze wzgledu na swoj potencjatl zaczyna by¢
obecna we wszystkich dziedzinach naszego zycia. Polgczenie mocy obliczeniowych wraz
z efektywnymi metodami badan operacyjnych pozwala przeprowadzi¢ procesy analizy
danych na niespotykang do tej pory skale. Wzrost ilosci generowanych danych powoduje
wrecz niemozno$¢ wyekstrahowania najbardziej istotnych danych. Jednakze sama
analiza musi zosta¢ przedstawiona w formie akceptowalnej i zrozumialej przez
czlowieka co wymusza wprowadzania razem z metodami obliczeniowymi rowniez
opracowania schematow analizy na poziomie graficznym. Wspomniany rozwdj narzedzi
i maszyn obliczeniowych wplyngt bezposrednio réwniez na inne nauki przyrodnicze
takie jak np. biologia. Rozwdj eksperymentalnych technologii spowodowal wzrost ilosci
dostepnych danych o zyciu, o zasadach funkcjonowania roznorodnych organizmdéw nas
otaczajgcych, jednakze nie byl réwnoznaczny z proporcjonalnym wzrostem ilosci
dostepnej wiedzy. Podstawowym problemem, ktéry sie pojawil byla mozliwosc
przetworzenia tych danych w sposob umozliwiajgcy wyodrebnienie istotnych informacji

z powstalego szumu informacyjnego.
W celu rozwigzania powyzszych zagadnien zrealizowano nastepujgce watki badawcze:

e Zaproponowana zostala metoda oparta na heurystyce Tabu Search, ktora przy
przyjetych zalozeniach potrafi znalez¢ rozwigzanie struktury biatka w
zdyskretyzowanej kwadratowej i trojkgtnej przestrzeni 2D i 3D. Otrzymane
rozwigzanie moze by¢ potraktowane jako poczgtkowe rozwigzanie dla

modelowania w rzeczywistej przestrzeni.
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Stosujagc metode dekompozycji biatka, w oparciu o paradygmat deskryptorow,
zaproponowano metode stworzenie nowego alfabetu struktur biatkowych o
struktur RNA. Alfabet zlozony jest z podstruktur zawierajgcych informacje nie
tylko o kolejnosci aminokwasow czy tez nukleotydow w sekwencji, ale rowniez o
zaleznosciach przestrzennych tych atomow w strukturze, ktore sg w sgsiedztwie
przestrzennym wzgledem siebie nie bedac sgsiadami w sekwencji.
Zaproponowane zostaly nowe rozwigzania algorytmiczne umozliwiajgce
porownywanie deskryptoréw ze sobg w sposob detereministyczny wraz z metodg
ich ustandaryzowania pomimo poczgtkowej roznicy w ich wielkosci (licznosci
atomow wchodzgcych w sklad danego deskryptora. Umozliwilo to
zaproponowanie dwoch baz danych bibliotek deskryptorowych dla sekwencji
biatlkowych i nukleotydowych. Na podstawie stworzonych bibliotek
zaproponowana zostala strategia rekonstrukcji tancucha glownego biatka jako
wzorca mogacego postuzy¢ do modelowania przestrzennego ksztaltu danego
biatka.

Zaproponowany zostal algorytm identyfikacji domen oparty o metode
gestosciowg w oparciu o nadrzedng zasade, iz aminokwasy nalezgce do danej
domeny sg zlokalizowane blizej siebie niz aminokwasy nalezgce do domeny
drugiej (zalozenie to jest zbiezne z podstawows zasadg grupowania przy
algorytmach uczenia bez nauczyciela).

Przedstawiona zostala nowa metoda pozwalajgca na ewaluacje struktur
przestrzennych czgsteczek biologicznych w oparciu o strukture referencyjng oraz
wektor poziomow szczegotowosci analizy definiowany przez eksperta.
Opracowana metoda, udostepniajgc zestaw dwu/trojwymiarowych wizualizacji,
pozwala zidentyfikowa¢ z jednej strony nieprawidlowe motywy strukturalne,
ktére powinny zosta¢ poddane szerszej analizie i procesowi udoskonalania, z
drugiej strony prawidlowe motywy strukturalne nawet w modelach, ktore
globalnie zostaly zakwalifikowane jako bardzo odlegle strukturalnie od struktury
referencyjnej.

Przedstawiona zostala réwniez nowa metoda obliczeniowa pozwalajgca na
ewaluacje prawidlowosci strukturalnej modeli przestrzennych biatek bez
potrzeby posiadania struktury referencyjnej, na dwodch poziomach

szczegotowosci analizy (lokalnym i globalnym).
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W wyniku przeprowadzonych badan i dokonanych analiz wykazano, iz rozwazany zbior
zagadnien moze by¢ rozwigzany w sposob efektywne obliczeniowo pozwalajgc
wyodrebnic¢ istotne informacje dla analizy zwigzanej ze strukturami przestrzennymi
czgsteczek biologicznych. Biorgc pod uwage praktyczny cel zdefiniowany na wstepie
mozna uznac, iz zaproponowane rozwigzania obliczeniowe mogg by¢ z powodzeniem
zastosowane w praktyce bedgc kolejnym krokiem ku stworzeniu medycyny
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo - badawczych

Elementem zwigzanym z inng dzialalnos$cig naukowo badawczg sg dziatania w zakresie
stworzenia i funkcjonowania Europejskiego Centrum Bioinformatyki i Genomiki.
Europejskie Centrum Bioinformatyki i Genomiki (ECBiG) to unikatowy,
interdyscyplinarny osrodek badawczy. Lgczgc nowatorskie zaawansowane techniki
eksperymentalne z analizami obliczeniowymi i modelowaniem, ECBiG umozliwia
integracje danych z réznych poziomow informacji genetycznej, ekspresji i uktadow
biologicznych o réznych poziomach zlozonosci. Celem ECBIiG jest prowadzenie badan w
obszarze bioinformatyki i genomiki funkcjonalnej i strukturalnej, jak rowniez
opracowanie i wdrozenie innowacyjnych metod badawczych, narzedzi obliczeniowych i
baz danych. W dziatalnosci tego centrum uczestniczytem od poczatku biorgc aktywny i
znaczgcy udzial w procesie jego tworzenia. Jestem czlonkiem Komitetu Sterujgcego tego
Centrum oraz Kierownikiem Laboratorium Bioinformatyki Strukturalnej i Systemowe;j.
Koordynowatem i zarzgdzalem grantem ,Rozwdj ECBiG” (kierownik prof. dr hab. inz.

Jacek Blazewicz), jak rowniez jestem wspotautorem wniosku wprowadzajgcego ECBiG na
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Polskg Mape Drogowsg Infrastruktury Badawczej. Obecnie w ramach Centrum zajmuje
sie kordynacjg prac zwigzanych z realizacjg grantu z PMDIB majgcego na celu
opracowaniem Genomicznej Mapy Polski oraz wdrozeniem komercyjnym rezultatow

tego projektu.

Zamieszczony powyzej watek badawczy byl realizowany roéwnolegle z innymi

dzialaniami naukowo-badawczymi, z ktorych najwazniejsze sg wyszegolnione ponizej:

1. Watkiem badawczym realizowanym obecnie jest stworzenie Genomicznej Mapy
Polski, zwigzanym 2z weryfikacjg hipotezy o stopniu zroznicowania osob
zamieszkujgcych  obszar Polski. Projekt (POIR.04.02.00-30-A004/16) jest
realizowany w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwoéj 2014-2020
Priorytet IV: Zwiekszenie Potencjalu Naukowo-Badawczego, Dziatanie 4.2: Rozwoj
Nowoczesnej Infrastruktury Badawczej Sektora Nauki. Genomiczna Mapa Polski
(GMP) oparta wstepnie na reprezentatywnej grupie 5000 genomoéw stanie sie bazg
referencyjng dla wszystkich projektéw biologicznych i bioinformatycznych
realizowanych w dziedzinie analiz genetycznych i genomicznych. Surowe dane
genetyczne pelnych sekwencji genomu, a w szczegdlnosci interpretacje powigzan
genetycznych w jednostkach chorobowych, uzyskane poprzez Genomiczng Mape
Polski (GMP), stanowig zrodlo do formulowania wielu kolejnych problemoéw
badawczych takich jak metody przetwarzania i analizy GMP czy tez tworzenie
algorytmicznych rozwigzan do strukturalnej i funkcjonalnej analizy genomow sg
nietrywialnym wyzwaniem. Gtownym rezultatem algorytmicznym bedzie prototyp
przyjaznego uzytkownikowi narzedzia stuzgcego analizie i agregacji zgromadzonej
informacji. Integralng jego czescig bedzie dwu- i tréojwymiarowa wizualizacja
uzyskanych wynikow obliczen. W badaniach wykorzystane zostang m.in. algorytmy
klastrowania, ktére z kolei bazowac¢ beda na uzyskanej wczesniej informacji
charakterystycznej (np. motywy). Narzedzie integrowa¢ bedzie algorytmy
rozwigzujgce wybrane problemy, dostosowane do przetwarzania danych w skali

genomowej i efektywne w sensie jakosci i czasu.

2. W latach 2005-2009 podczas prac w grancie COMPUVAC finansowanym ze srodkow
6-go Programu ramowego Komisji Europejskiej jako czlonek Komitetu Sterujgcego
catego konsorcjum zajmowalem sie prowadzeniem badan w zakresie stworzenia
systemu wspomagania decyzji wytwarzania szczepionek genetycznych. Celem badan

bylo zweryfikowanie hipotezy o mozliwosci zaproponowania rozwigzan
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algorytmicznych umozliwiajgcych weryfikacje jakosci szczepionki w oparciu dane
eksperymentalne przedstawione w postaci rozproszonej, w ktorej eksperymenty
byly realizowane w réznych warunkach i w roznych miejscach z uzyciem réznych
odczynnikow. W wyniku wielu stazy naukowych niezbednych do pozyskania wiedzy
dziedzinowej i przeprowadzonych eksperymentow obliczeniowych zostal
opracowany prototyp takiego systemu standaryzujgcy caly proces wytwarzania
szczepionek tego typu o strukturze modutowej, gdzie kazdy modut stanowi istotng
czesé analizy odpowiedzi immunologicznej ukladu odpornosciowego.
Zaproponowana zostala nowa hierarchia wektorow umozliwiajgca szybkie
przeszukiwanie bazy danych. Kolejnym elementem bylo zaproponowanie procedury
standaryzacji protokotu immunizacji uzytego do badan. Wyekstrahowano réwniez
zbior kilku tysiecy regul umozliwiajgcy weryfikacje wynikow eksperymentow
dotyczgcych odpornosci komorkowej zwigzanej z aktywnoscig limfocytow T pod
katem wiarygodnos$ci i starannosci. Zaproponowano procedury efektywnego
przetwarzania i analizy odpowiedzi humoralnej, jak rowniez sygnatury
molekularnej. Opracowany zostal proces walidacji wszystkich danych wraz z
zaproponowang procedurg oceny jakosci analizowanych szczepionek. Istotnym
elementem byla rowniez opracowana procedura pordéwnywania eksperymentow
realizowanych w roéznych laboratoriach opartg o idee zlotego standardu
referencyjnego eksperymentu odniesienia. Wykonane badania potwierdzity

prawdziwos¢ wstepnych zalozen.

Blazewicz J., Borowski M., Chaara W., Kedziora P., Klatzmann D., Lukasiak P., Six A,,
Wojciechowski P., GeVaDSs - decision support system for novel Genetic Vaccine
development process, 2012, BMC Bioinformatics, 13:91

Blazewicz J, Lukasiak P., System wspomagania wytwarzania i analizy szczepionek

genetycznych, Kosmos, 2009, 58 (1-2), 113-126

3. Kolejnym watkiem badawczym bylo umozliwienie wizualnej analizy struktur biatek
poprzez analize gestosci wystepowania atomow w grupach struktur i roznic w
gestosci miedzy grupami w przestrzeni dyskretnej. Podczas badan weryfikowano
hipoteze czy gestos¢ rozmieszczenia atoméw w strukturze przestrzennej jest
skorelowana z miarg GDT_TS bedacg miarg podobienstwa cieszgcg sie wsrod

bioinformatykéw najwyzszym stopniem akceptacji. W celu analizy gestosci
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wystepowania atomow, przestrzen, w ktéorg wpisane sg wybrane struktury, jest
dzielona na przylegajgce do siebie szesciany (Rysunek 25). Zbior szescianow
dzielgcych przestrzen tworzy bryle o ksztalcie prostopadioscianu, ktéra w dalszej

czesci pracy nazywana bedzie siatkg gestosci (ang. density grid, w skrocie DG).

Rysunek 25 Przyklad przestrzeni podzielonej przez siatke gestosci

Rozklad gestosci wystepowania atomow tworzy sie przez nalozenie wszystkich
atomow wybranych struktur (Rysunek 26) na DG. Wspotczynnik wynikowy gestosci w
kazdym z szes$cianow jest rowny proporcji liczby atomow, ktérych jgdro przecinato
sie z danym sze$cianem do liczby struktur uzytych do stworzenia siatki gestosci

(Rysunek 27).

Rysunek 26 Struktury referencyjna (lewa strona) i struktura porownywana (prawa strona)
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Rysunek 27 Wynik caltkowity porownania struktur (lewa stona) i z wyizolowanymi

obszarami o wiekszej gestosci struktury referencyjnej (prawa strona)

Rysunek 28 Wynik porownania dwoéch struktur referencyjnych z CASP (lewa strona brak

homologii, prawa strona struktura homologiczna

W celu ulatwienia wizualnej analizy modeli bialek zaproponowano algorytm,

umozliwiajgcy analize gestosci wystepowania atomdéw w strukturach oraz grupach

struktur.

Roznice miedzy modelami sg silnie skorelowane 2z wartosciami GDT_TS
porownywanych struktur. Najwiekszg zaletg poréwnywania modeli za pomocg siatek
gestosci, jest mozliwos¢ wyizolowania i wizualnego zbadania interesujgcych
obszarow porownywanych modeli. Plynne okreslanie odciecia wartosci
wspolczynnika gestosci w wyswietlanych na ekranie sferach, pozwala na precyzyjne
wyodrebnienie interesujgcych badacza obszarow struktur referencyjnej i

porownywane;.

Uzyskane wyniki, wskazujg, ze siatki budowane z modeli dobrej jakosci posiadajg
wyrozniajacy sie obszar ,rdzenia” siatki. Wartosci wspotczynnikéw gestosci w takich

DG sg wyzsze niz w siatkach gestosci tworzonych z modeli stabej jakosci.
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Spowodowane jest to zdecydowanie wiekszym podobienstwem modeli dobrej jakosci,
przez co ich atomy nie sg ,rozprowadzane” na duzym obszarze siatki gestosci, a
koncentrujg sie¢ w centrum siatki (Rysunek 28). Uzyskane wyniki potwierdzity
wstepne zalozenia, przez co zaproponowane rozwigzanie moze by¢ stosowane

zamiennie do wspomnianej miary.

Lukasiak P., Data analysis in bioinformatics, XXIX EURO: 29th European Conference
on Operational Research, Valencia, Spain 08-11.07.2018

4. Prace nad rankingiem modeli przestrzennych struktur biatek spowodowaty
opracowanie metody 3D-Judge. Podczas badan weryfikowano hipoteze o mozliwosci
oceny jakosci modeli struktur przestrzennych za pomocg danych historycznych.
Algorytm 3D-Judge dziata na zbiorze n serwerow. Od kazdego serwera otrzymuje na
wejscie dokladnie po jednym modelu uznanym przez dany serwer za najlepszy.
Sposrod otrzymanych na wejscie modeli algorytm wybiera jeden najlepszy (jest
zatem selektorem). Wybor najlepszego rozwigzania dokonywany jest na podstawie
nastepujacych informacji:

e sekwencja s dla ktorej struktura przestrzenna jest nieznana

e dane historyczne H

W celu formalnego przedstawienia algorytmu wprowadzone zostang nastepujgce

oznaczenia:

e P:zbidr serwerow

e Mjy(s):najlepszy model wygenerowany przez serwer p dla sekwencji s

e sim(Mp,(s), Mp,(s)) : ocena podobienstwa modeli My, (s) i Mp, (s)

® M (s): model ze znang strukturg dla sekwencji s

o sim(Mp(s), Myeq1(s)) : ocena modelu wygenerowanego przez serwer p

e H jest jest zbiorem sekwencji s dla ktérych model przestrzenny jest znany (M,eq
(s)) i dla ktérych wszystkie serwery nalezace do P (My(s)) wyznaczyly najlepsze

wedlug ich wewnetrznych ocen modele

3D-Judge uzywa sztucznej sieci neuronowej(SSN) w celu wybrania najlepszego

modelu sposréd modeli otrzymanych z serwerdéw. SSN posiada (/P[?/2)-|P| neuronéw
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w warstwie wejsciowej. Kazdy neuron jest przypisany do odpowiedniej miary
podobienstwa sim(Mp, (s), Mp, (s)). Wynikiem 3D-Judge jest model, dla ktérego
odpowiadajgcy mu neuron warstwy wyjsciowej posiada najwyzszg wartosc. Istnieje

tez ukryta warstwa neurondéw, ktorej rozmiar jest parametrem metody.

W celu wybrania najlepszego modelu z dostepnych, SSN uczona jest na podstawie
danych historycznych H. Dla kazdej sekwencji s wszystkie wyniki pordéwnan
podobienstwa pomiedzy modelami oraz wyniki poréwnan podobienstwa do
rzeczywistej struktury sg znane. Wszystkim neuronom warstwy wyjsciowej
przypisuje sie wyniki poréwnania podobienstwa badanych modeli do rzeczywistej
struktury. Oznacza to, ze SSN jest uczona jak ocenia¢ modele na podstawie
podobienstw miedzy nimi. Analizy mogg by¢ prowadzone tylko dla serweréw dla
ktorych istniejg dane historyczne. Otrzymane wyniki potwierdzily wstepne

zalozenia.

Jaskowski W, Blazewicz J.,, Lukasiak P., Milostan M., Krasnogor N, 3D-Judge - A
metaserver approach to protein structure prediction, Foundations of Computing

and Decision Sciences 2007, 32, 3-14

5. Celem badan bylo wyznaczenie funkcjonalnych réznic pomiedzy réoznymi biatkami
typu Dicer bazujgc na trojwymiarowych modelach struktur. Dane wejsciowe dla
procesu badawczego to istniejgca znana struktura biatka typu Dicer z organizmu
Giardia Intestinalls oraz sekwencje nieznanych biatek typu Dicer z organizmu
Arabidopsis Thaliana i innych organizmow, bazy podzialéw domenowych biatek,
zbidér wzorcow strukturalnych dla zidentyfikowanych domen konserwatywnych.
Zaproponowane podejscie bazuje na paradygmacie modelowania homologicznego.
Po uzyskaniu modeli strukturalnych bialek przeprowadzony zostal eksperyment
dokowania rzeczywistych czgsteczek RNA w celu potwierdzenia, ze uzyskane modele
na poziomie strukturalnym spelniajg postawione im cele funkcjonalne. Ostatecznym
efektem badan jest interesujacy model struktury kompleksu biatko-RNA.
Podsumowujgc przeprowadzony eksperyment stal sie¢ duzym krokiem naprzod w

celu zrozumienia w jaki sposob biatka typu Dicer funkcjonujg w roslinach.

Mickiewicz A. Sarzynska J., Milostan M. Kurzynska-Kokorniak A. Rybarczyk A,
Lukasiak P., Kulinski T., Figlerowicz M., Blazewicz J., Modeling of the catalytic core of
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Arabidopsis thaliana Dicer-like 4 protein and its complex with double-stranded

RNA, Computational Biology and Chemistry 2017, 66 44-56

Sarzynska J., Mickiewicz A., Milostan M., Lukasiak P., Blazewicz J., Figlerowicz M.,
Kulinski T., Flexibility of Dicer studied by implicit solvent molecular dynamics

simulations Computational Methods in Science and Technology, 2010, 16(1), 97-104

6. W tym przypadku watkiem badawczym bylo przewidywanie identyfikacji podziatow
domenowych dla nieznanych bialek. Zaprojektowane i zaimplementowane zostaly
podejscia algorytmiczne, ktorych celem jest uproszczenie procesu analizy struktur
biatkowych. Podczas badan weryfikowano hipoteze o mozliwosci identyfikacji
domen w biatkach na podstawie ich sekwencji. Podstawowg cechg algorytmu jest
fakt, ze przewiduje on podzialy domenowe nieznanego biatka z wykorzystaniem
jedynie struktury pierwszorzedowej (sekwencja aminokwasow). Zaproponowany
algorytm przeszukuje zaprojektowang specjalnie dla tego problemu, baze wiedzy w
celu zidentyfikowania podzialow domenowych bialek w nieznanym biatku.
Rozpatrywana baza wiedzy zawiera wzorce sekwencyjne o ustalonej dlugosci
utworzone na granicach pomiedzy domenami i/lub fragmentami, ktére zostaly
wygenerowane na podstawie istniejgcych baz danych podzialéw domenowych biatek
takich jak CATH, DALI, SCOP, Conserved Domains Database, InterPro, Uniprot. Baza
wiedzy zawiera rowniez wzorce uzyskane z bazy danych Pfam, ktéra zawiera
podzialy domenowe biatek wuzyskane na podstawie lancuchéw Markowa.
Zaproponowane podejscie algorytmiczne wykorzystuje baze wiedzy w celu
dopasowania zbioru wzorcéw sekwencyjnych reprezentujgcych granice podzialéw
domenowych do nieznanej sekwencji biatka. Na podstawie dopasowanego zbioru
wzorcow algorytm dokonuje inteligentnego podzialu domenowego analizowanego
biatka. Otrzymane wyniki nie potwierdzily w pelni postawionej hipotezy badawcze;j.
Poniewaz zaproponowany algorytm ma podstawy opierajgce sie na homologii,
wyniki byly bardzo dobre (80-90% poprawnosci) dla struktur homologicznych,
natomiast dla struktur o niskim stopniu podobienstwa do znanych struktur wyniki
byty bardzo stabe, co oznacza, ze informacja o strukturze pierwszorzedowej moze

by¢ wykorzystywana jedynie jako pomocnicza przy rozwigzywaniu tego problemu.
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Antczak M, Blazewicz J.,, Lukasiak P., Milostan M., Krasnogor N., Palik G,, DomAns-
Pattern based method for protein domain boundaries prediction and analysis,

Foundations of Computing and Decision Sciences, 2011, 36(2), 99-119

7. Ponizszy watek badawczy byl zwigzany z zaprojektowaniem metod przewidywania
funkcji bialek. Za podstawe przewidywania funkcji przyjeto wyniki wyszukiwania
biatek o sekwencjach podobnych do sekwencji badanego biatka w bazie danych.
Dlatego tez na wstepie kazdej analizy przeprowadzono eksperyment polegajgcy na
traktowaniu kolejno kazdego biatka ze zbioru danych jako biatka o nieznanej funkcji
i wyszukiwaniu dla niego podobienstw w bazie danych utworzonej przez pozostate
sekwencje z tego samego zbioru danych. W eksperymencie tym, przeprowadzonym
niezaleznie dla kazdego zbioru danych, sprawdzone zostalo zastosowanie réznych
macierzy substytucji. Eksperyment prowadzono w dwoch wariantach: bez uzycia
rejonow sekwencji o niskiej ztozonosci oraz z wykorzystywania tej procedury.
Glowna metoda przewidywania funkcji, zastosowana w tej pracy, stanowigca wariant
algorytmu uczenia maszynowego k — najblizszych sgsiadow, opierata sie na grupie
kryteriow rozstrzygajacych na podstawie wynikéw wyszukiwania podobienstw w
bazie danych. Wprowadzono grupe czterech kryteriéw podstawowych, a takze dalsze
jedenascie kryteriéw ztozonych, utworzonych z polgczen tych pierwszych. Bazujgc
na wynikach eksperymentéw wyszukiwania podobienstw w bazach sekwencji
przeprowadzony zostal szereg analiz, ktorych celem bylo poznanie skutecznosci
zaproponowanego podejscia. Dokonano porownan roznych zbioréw danych
(opisanych réznymi pojeciami GO i o zrdznicowanych liczbach tworzacych je
bialek), zaleznosci wyniku od macierzy substytucji i od stosowania filtra rejonéw o
niskiej zltozonosci, a takze od przyjetego progu wartosci E wyznaczajgcej istotnos¢
znajdywanych podobienstw. Rezultaty wykazaly wysokg skutecznos¢ tej metody, a w
przypadku duzych zbioréow danych — bardzo wysoks (z trafnoscig decyzji na
poziomie okolo 90% ze wszystkich sekwencji tworzacych zbidr). Jednakze, z
malejgcym podobienstwem sekwencji znajdowanych w bazie danych, maleje
rowniez skutecznosc tego rodzaju metody. Zaleznosc te przebadano, aby pokazac
jakiej jakosci predykcji mozna oczekiwa¢ w zaleznosci od stopnia podobienstwa
sekwencji znalezionych w bazie. Wprowadzono takze drugg metodg przewidywania
funkcji, rowniez bazujgcg na wynikach wyszukiwania podobienstw w bazie danych,

lecz wykorzystujgcg do rozstrzygania o pelnionej przez biatko funkcji algorytm

53



Dr inz. Piotr tukasiak Zatgcznik 2 - Autoreferat

drzew decyzyjnych. Testy tego podejscia zostaly przeprowadzone dla najmniejszego
zbioru danych, w ktérym otrzymano najnizszg skutecznos$c¢ pierwszej metody.
Wykorzystanie bardziej zlozonego sposobu wnioskowania o funkcji biatka
zaowocowalo zauwazalnym wzrostem ilosci biatek ze zbioru, ktorych funkcja zostata

przewidziana prawidlowo. Przeprowadzone analizy potwierdzity przyjetg hipoteze.

Blazewicz J, Lukasiak P. Milostan M, Krasnogor N. Jackowiak P. Sequence
similarity based methods for protein function prediction, Foundations of Computing

and Decision Sciences, 2009, 34, 173-192

8. Innym watkiem badawczym byly prace nad metodg uczenia maszynowego zwang
Logiczng Analizg Danych. W sensie praktycznym nastgpita proba zweryfikowania
hipotezy badawczej o mozliwosci przewidywania struktur drugorzedowych biatek
na podstawie znajomosci ich sekwencji. W wyniku przeprowadzonych prac
zaproponowany zostal model wspomnianego algorytmu Logicznej Analizy Danych,
gdzie danymi wejsciowymi byty krotkie wzorce sekwencyjne wraz ze skojarzong z
nimi strukturg drugorzedows. Eksperymenty obliczeniowe na wzorcach o rdéznej
dlugosci pozwolily wybra¢ optymalng dlugos¢ wzorca sekwencyjnego i nauczyc
metode opartg o ten algorytm (wygenerowac¢ zbidr regul), ktore byly w stanie

potwierdzi¢ wskazang na wstepie hipoteze na poziomie 60-70%.

Blazewicz J, Hammer P.L., Lukasiak P., Predicting secondary structures of proteins

IEEE Engineering in Medicine and Biology Magazine, 2005, Vol. 24(3) s 88-94

Podsumowujgc, mdj dorobek naukowy sklada sie z:

18 artykutéw w czasopismach wymienionych w bazie Journal Citation Reports,
e 7 artykuléw wymienionych w czesci B wykazu MNiSW,

e 48 referatow wygloszonych na krajowych konferencjach tematycznych,

e 15 stazy naukowych (wszystkie po doktoracie),

e 63 recenzji projektow lub artykutéw o zasiegu krajowym i miedzynarodowym,
e Udziatu w 12 projektach badawczych jako koordynator/wykonawca,

e 2 promotorstw pomocniczych prac doktorskich
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Podsumowanie scjentometryczne moich osiggnie¢ naukowych przedstawia sie

nastepujgco:

o Punkty MNiSW 541 (w tym 532 po doktoracie)
e Sumaryczny IF=55,788 (catosc po doktoracie)
e Liczba cytowan wedlug bazy Web of Science wynosi 327

e Indeks Hirsha wedlug bazy Web of Science wynosi 8

e e TP P% 227
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