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1. Streszczenie

Biatka sa jednym z najwazniejszych skiadnikow komorki. Znajomos¢ ich struktury na
poziomie atomowym pozwala zrozumie¢ mechanizm dzialania i ich funkcje. Idealng sytuacja
jest rozwigzanie struktury za pomocg technik takich krystalografia rentgenowska czy
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego. Niestety bardzo czesto nie jest to mozliwe.
Z drugiej strony aktualnie znanych jest blisko 90 tysigcy (stan na luty 2012) struktur biatkowych.
Stanowig one bezcenne zrodlo wiedzy na ich temat. Juz od czasow rozwigzania pierwszej
struktury badacze zastanawiali si¢ czy nie da si¢ wykorzysta¢ aktualnej wiedzy, aby przewidzie¢
strukturg lub przynajmniej pewne jej aspekty w oparciu na strukturach znanych biatek. Wraz z
pojawieniem si¢ komputerow zaczeto tworzy¢ coraz dokladniejsze modele, ktére probuja
thumaczy¢ najrozniejsze zjawiska obserwowane W biatkach. W ten sposob powstaly programy,
ktorych zadaniem jest przewidzie¢ strukture drugorzedowsa, dostepnos¢ reszt aminokwasowych
dla rozpuszczalnika, wewnetrzne nieuporzadkowanie oraz wiele innych cech biatek.

W niniejsze] rozprawie przedstawilem zintegrowany serwis bioinformatyczny, ktory
stanowi wygodna w uzyciu platform¢ pozwalajaca na uruchomienie ponad 100 aktualnie
istniejacych programéw przewidujacych najrozniejsze aspekty biatek. Serwis pozwala na tatwe
porownanie wynikoOw poszczegdlnych programow, a nastgpnie stworzenie wyniku bedacego
konsensusem, ktory reprezentuje najbardziej prawdopodobne przewidywanie. Dodatkowg zaleta
takiego podejscia jest to, ze majac dostep do kilku programéw, ktore przewiduja ta sama ceche
mozna sprobowac stworzy¢ tzw. meta-metode, ktora przeprowadzi inteligentng synteze wynikoéw
wzmacniajac poprawne przewidywania i ttumigc te falszywe. W efekcie powstaje nowa metoda
o jakoSci lepszej niz jej komponenty skltadowe. W ten sposob powstal program do
przewidywania wewngtrznego nieuporzadkowania takze zaprezentowany w niniejszej rozprawie.
Opierajac si¢ na wynikach metod przewidujacych brak uporzadkowania oraz inne aspekty biatek
stworzytem program, ktéry za pomocg metod uczenia maszynowego (wykorzystano algorytmy
genetyczne 1 sztuczne sieci neuronowe) przewiduje ta ceche lepiej niz jakikolwiek aktualnie
dostepny program. Zostalo to potwierdzone w trakcie dwodch kolejnych edycji
mi¢dzynarodowego eksperymentu CASP w czasie, ktorego dokonano niezaleznych testow i
porownano program do ponad 20 innych.

Kolejnym problemem poruszonym w rozprawie jest problem przewidywania domen

biatkowych. Jak powszechnie wiadomo wigkszo$¢ biatek eukariotycznych zbudowana jest z
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modutéw zwanych domenami. Wykazuja one duzg autonomi¢ zaré6wno pod wzgledem
strukturalnym w trakcie procesu zwijania jak i pod wzgledem funkcji. Ponadto patrzac na
problem podziatu bialek na domeny od strony technicznej nalezy zwrédci¢ uwage, ze wigkszosé
programéw do przewidywania struktury trzeciorzedowej biatek dziata dobrze jedynie dla
fragmentow reprezentujacych pojedyncza domeng. Podobnie, czgsto rozwigzania struktury
biatek technikami do$wiadczalnymi mozliwe jest jedynie dla fragmentow biatek
reprezentujacych domeny. Z tych powodow przewidywanie domen in silico jest niezwykle
wazne. W niniejszej rozprawie zaprezentowatem program komputerowy o nazwie DomainSVM,
ktory opierajac si¢ na maszynie wektorow nosnych przewiduje lokalizacje domen.
Przewidywanie to bierze pod uwage cechy takie jak: entropia, hydrofobowo$¢, przewidywana
struktura drugorzgdowa, dostgpnos¢ reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika, wystgpowanie
regionow wewnetrznie nieuporzgdkowanych oraz obecnos¢ bliskich homologéow w bazie domen
biatkowych CATH.

Nalezy podkresli¢, ze wszelkie programy bioinformatyczne powstaja w konkretnym celu
jakim jest pomoc biologowi w analizie danych do$wiadczalnych lub generowanie hipotez
roboczych, ktore mozna pdzniej zweryfikowaé doswiadczalnie. Dlatego zawsze poza
sprawdzeniem statystycznej poprawnosci przewidywan powinno si¢ rowniez zweryfikowac
uzyteczno$¢ tworzonych narzgdzi. W tym celu korzystajac z przedstawionych w rozprawie
programow dokonano analizy ludzkich biatek odpowiedzialnych za modyfikacj¢ konca 3’
MRNA. Biatka te tworzg kompleks zlozony z okoto 30 bialek. Jego funkcja jest ciecie i
poliadenylacja konca 3’ mRNA. W ramach tej analizy zbadano wystepowanie domen i regionow
wewngtrznie nieuporzadkowanych oraz zbudowano modele homologiczne biatek kompleksu.
Najwazniejszym odkryciem wynikajacym z tej czgSci badan jest ustalenie, ze regiony
wewnetrznie nieuporzadkowane sg niezwykle istotne dla dziatania catego kompleksu. Ponad
80% biatek tego kompleksu posiada przynajmniej jeden region wewnetrznie nieuporzadkowany
0 dlugosci powyzej 30 reszt aminokwasowych ($rednia dla catego proteomu ludzkiego wynosi
35%).



2. Wykaz skrotow

Nomenklatura uzyta w rozprawie opiera si¢ na polskim wydaniu ,, Biochemii” Berga,
Tymoczko i Stryera (PWN, Warszawa, 2005; przekiad zbiorowy po redakcjq Zofii
Szweykowskiej-Kulinskiej i Artura Jarmotowskiego) oraz ksigzce ,,Podstawy bioinformatyki”
Xiong Jin (Wydawnictwa Uniwersytetu Warszawskiego, Warszawa, 2009, tlumaczenie: Bujnicki
Janusz M., Kasprzak Joanna M., Figiel Malgorzata i inni). W przypadku dalszych wagtpliwosci

zrodtem byta komunikacja ustna z prof. Januszem Bujnickim.

Ze wzgledu na brak polskiej terminologii w niniejszej rozprawie sformutowania
,,nieustrukturalizowany ” i ,, nieuporzqdkowany” traktowane sq jako synonimy i uZywane sq

wymiennie.

A- Angstrbm, jednostka dtugosci réwna 10710 m, nie jest jednostka uktadu SI, 1 A=01nm
ACC - ang. accuracy — doktadnos¢

ANN - ang. artificial neural network — sztuczna sie¢ neuronowa, jedna z technik uczenia
maszynowego, wzorowana na budowie uktadu nerwowego organizméw zywych

AUC — ang. area under curve — pole powierzchni pod krzywa ROC, odzwierciedla sumaryczng
jakos$¢ klasyfiaktora w catym zakresie czutosci 1 specyficznos$ci

B-factor — czynnik temperaturowy

BLAST - ang. Basic Local Aligment Search Tool — powszechnie uzywany program do
wyszukiwania podobnych sekwencji w bazach danych. Istnieje wiele wariantéw tego programu,
takich jak BLASTN, BLASTP i BLASTX przeznaczonych do wyszukiwania réoznych typow
sekwencji

CASP - ang. Critical Assessment of techniques for protein Structure Prediction —
migdzynarodowy eksperyment odbywajacy si¢ co dwa lata majacy na celu sprawdzenie
mozliwo$ci programoéw i ludzi w przewidywaniu struktury biatek

CATH - baza domen biatkowych oparta na podobienstwie strukturalnym

CDD - ang. Conserved Domain Database — Baza Domen Konserwowanych reprezentowanych
w formie macierzy PSSM

CF Ilm — ang. mammalian cleavage factor Il — ssaczy kompleks czynnikow cigcia typu Il
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CF Im — ang. mammalian cleavage factor | — ssaczy kompleks czynnikow cigcia typu |

CPSF - ang. cleavage and polyadenylation specificity factor — kompleks czynnikow
specyficznosci ciecia i poliadenylacji

CstF — ang. cleavage stimulation factor — kompleks czynnikow stymulacji ciecia

DALI — program do wyszukiwania podobiefistwa strukturalnego lub/i baza domen biatkowych
oparta na jego wyniku

DISPROT - baza danych dotyczacych bialek wewnetrznie nieuporzadkowanych

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

FN — ang. false negative — wynik falszywie ujemny, btad II rodzaju; przewidywanie braku
wystepowania danej cechy w sytuacji, gdy ona wystepuje

FP — ang. false positive — wynik fatszywie dodatni, btad I rodzaju; przewidywanie wystgpowania
danej cechy w sytuacji, gdy ona nie wystepuje

GNU — ang. General Public License — licencja wolnego i otwartego oprogramowania

GRAVY -ang. grand average of hydropathy — $rednia hydrofobowo$¢

HMM — ang. hidden Markov models — ukryte modele Markova, statystyczna metoda klasyfikacji
sekwencji zdarzen

IDEAL — ang. Intrinsically Disordered proteins with Extensive Annotations and Literature —
baza danych dotyczacych biatek wewngtrznie nieuporzadkowanych

InterPro — baza domen biatkowych oparta na podobienstwie sekwencyjnym

IUP — ang. intrinsically unstructured protein — bialko wewngtrznie nieuporzadkowane,
pozbawione zdolnosci do samodzielnego spontanicznego przyjmowania jednej stabilnej
struktury trzeciorz¢dowej

IUR — ang. intrinsically unstructured region — wewnetrznie nieuporzagdkowany region biatka
MCC — ang. Matthews correlation coefficient — wspotczynnika korelacji Matthews’a

MobiDB — baza danych bialek wewnetrznie nieuporzadkowanych

MR —ang. molecular replacement — technika podstawienia czasteczkowego

MSA — ang. multiple sequence alignment — przyréwnanie wielu sekwencji

NCBI — ang. National Center for Biotechnology Information — Narodowe Centrum Informacji
Biotechnologicznej w USA

NMR — ang. Nuclear Magnetic Resonance — magnetyczny rezonans jadrowy
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PDB — ang. Protein Data Bank — baza danych do$wiadczalnie rozwigzanych struktur czasteczek
biologicznych (gtéwnie biatek i ich komplekséw z roznymi czgsteczkami)

Pfam — ang. protein family database — baza rodzin biatkowych zdefiniowanych w oparciu na
pokrewienstwie ewolucyjnym

PROSITE — baza domen biatkowych oparta na podobienstwie sekwencyjnym

PSI-BLAST — ang. position-specific iterative BLAST — wersja programu BLAST, ktora uzywa
strategii iteracyjnego przeszukiwania bazy danych poprzez tworzenie lokalnego przyréwnania
wielu sekwencji, a nastepnie przeksztatcanie go w macierz PSSM, ktora jest wykorzystywana do
wyszukiwania kolejnych sekwencji dodawanych do przyréwnania

PSSM — ang. position-specific scoring matrix — pozycyjnie specyficzna macierz oceniajaca

RBF — ang. radial basis function — radialna funkcja bazowa, jedna z najczesciej
wykorzystywanych funkcji jadrowych w maszynie wektorow nosnych

RNA — kwas rybonukleinowy

ROC — ang. receiver operating characteristic — krzywa ROC, analityczny sposob oceny
poprawnosci klasyfikatora, zapewnia ona tgczny opis jego czutosci 1 specyficznosci

RPS-BLAST — ang. reverse position-specific BLAST — wersja programu PSI-BLAST, w ktorej
pojedyncza sekwencja uzywana jest do przeszukiwania bazy danych zawierajacej rodziny biatek
zapisane w postaci PSSM (czyli odwrotnie do PSI-BLAST, gdzie PSSM uzywana jest do
przeszukiwania bazy danych pojedynczych sekwencji)

RRM —ang. RNA recogniction motif — domena rozpoznajaca RNA

RSA — ang. relative solvent accessibility — relatywna dostepno$¢ reszty aminokwasowej dla
rozpuszczalnika

SANS —ang. small angle neutrons scattering — matokagtowe rozpraszanie neutronéw

SAXS — ang. small angle X-rays scattering — matokatowe rozpraszanie promieni X

SCOP - ang. Structural Classification of Proteins — baza domen biatkowych oparta na
pokrewienstwie ewolucyjnym

SDS-PAGE — ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis — elektroforeza w
zelu poliakrylamidowym w obecnosci dodecylosiarczanu sodu

SMART - ang. Simple Modular Architecture Research Tool — baza domen biatkowych oparta na

podobienstwie sekwencyjnym
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SVM - ang. support vector machine — maszyna wektorow nosnych, jedna z metod uczenia
Maszynowego

Sw —jedna z miar stuzaca do oceny poprawnosci klasyfikatora

TN — ang. true negative — wynik prawdziwie ujemny; przewidywanie braku wystepowania danej
cechy zgadza si¢ ze stanem rzeczywistym

TNR — ang. true negative rate — synonym czutosci

TP — ang. true positive — wynik prawdziwie dodatni; przewidywanie wystgpowania danej cechy
zgadza si¢ ze stanem rzeczywistym

TPR —ang. true positive rate — synonym specyficznosci

X-FEL —ang. X-ray Free Electron Laser — laser na swobodnych elektronach
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3. Wstep

3.1. Struktura bialka

Biatka stanowig gtowny sktadnik komorki i1 odpowiadaja za wigkszo$¢ czynno$ci
zyciowych. Wlasciwie jedynym procesem, w ktory biatka nie sa bezposrednio zaangazowane jest
przechowywanie 1 przekazywanie informacji genetycznej, cho¢ i w tym przypadku caly proces
syntezy, transkrypcji i translacji przebiega w $cislej zaleznosci od biatek takich jak polimerazy,
czynniki transkrypcyjne i translacyjne. Pod wzgledem chemicznym biatka to
wielkoczasteczkowe biopolimery zbudowane z reszt aminokwasowych potaczonych ze sobg
wigzaniami peptydowymi. Wigkszo$¢ bialek zbudowane jest z 20 aminokwasow; jedynie w
niektorych biatkach wystgpuja dodatkowe aminokwasy takie jak selenocysteina czy pirolizyna,
ale ich wystepowanie jest ograniczone do okreslonych biatek lub grup organizmoéow (Hao et al.,
2004; Johansson et al., 2005). Obserwowany w komorkach przestrzenny ksztalt biatka jest
nieprzypadkowy 1 jest zdefiniowany przez sekwencje aminokwasowg (tzw. strukturg
pierwszorzegdowa) (Anfinsen, 1973). Decyduje ona o tym jak biatko bedzie si¢ zwija¢ w
struktury wyzszego rzedu poprzez struktury drugorzedowe, az po strukturg trzeciorzgdowy i

czwartorzedowa, ktore sg jego koncows, biologicznie aktywng formg (ryc. 1).

Struktura pierwszorzedowa Struktura czwartorzedowa
sekwencja aminokwasow kompleksy podjednostek

wstega beta
Struktura drugorzedowa Struktura trzeciorzedowa
regularne podstruktury trojwymiarowa struktura

Ryc. 1. Poziomy ztozonosci struktury biatek.
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3.1.1. Struktura pierwszorzedowa

Sekwencja aminokwasowa biatek nazywana jest strukturg pierwszorzedowa i zapisujemy
ja od konca N (reszta aminokwasowa z wolng grupa a-aminowg) do konca C (reszta
aminokwasowa z grupg o-karboksylowa). Poszczegdlne aminokwasy tacza si¢ ze sobg
wigzaniem peptydowym (amidowym). Odleglto$¢ migdzy atomami wegla 1 azotu wynosi
0,133 nm. Ponadto wigzanie to wykazuje w znacznym stopniu wlasciwosci wigzania
podwdjnego, co uniemozliwia swobodny obrot grupy >N-H w stosunku do grupy >C=0. Kat
obrotu (kat torsyjny) wigzania N-H i C=0 wokot wigzania peptydowego >C—-N< oznacza si¢
jako ®. Przyjmuje on wartoS$ci bliskie 180° lub (rzadko) 0°, co oznacza, ze atomy obu ww. grup
oraz atom wegla o zwigzany z atomem azotu grupy aminowej lezg praktycznie w jednej
plaszczyznie. Jedynie migdzy atomem wegla a a atomem azotu grupy aminowej oraz atomem
wegla grupy karbonylowej (C') wystepuja pojedyncze wigzania, wokot ktorych istnieje
mozliwos$¢ swobodnego obrotu. Odpowiednio, kat torsyjny opisujacy obrét grup atoméw wokot
wigzania N-C* nazywamy katem ¢, natomiast kat torsyjny opisujacy obrot wokot wigzania C*—
C' - katem y. Warto$ci przyjmowane przez katy ¢ i y definiujg mozliwos¢ przyjmowania przez
tancuch polipeptydowy struktur wyzszego rz¢du (ryc. 3.1.1) (Ramachandran et al., 1963).

Doswiadczenia Anfinsena przeprowadzone na RNazie A doprowadzily do odkrycia, ze
struktura pierwszorzedowa decyduje o koncowym ksztalcie biatka (Anfinsen et al., 1961).
Nalezy zaznaczy¢ jednak, ze prawidlowos¢ ta dotyczy gtownie matych, globularnych biatek oraz
znane s3 od niej wyjatki. Ciekawymi przykladami niejako przeczacymi temu zjawisku sg biatka,
ktore przy tej samej sekwencji aminokwasow i w podobnych warunkach mogg przybiera¢ rézny
ksztatt oraz biatka, ktére do osiagnigcia funkcjonalnej formy wymagaja dodatkowego udziatu
biatek opiekunczych (ang. molecular chaperones) (Ellis, 2006). Nalezy jednak podkresli¢, ze
wedtug hipotezy Anfinsena biatko w warunkach fizjologicznych (okreslone zakresy parametréw
fizykochemicznych takich jak pH, temperatura, czy tez obecnos$¢ innych czgsteczek w uktadzie)
przyjmuje struktur¢ natywna, ktora odpowiada globalnemu minimum energii swobodnej catego
systemu, czyli nie samego biatka. Oznacza to, ze przy zmianie warunkow fizjologicznych (np.
przy prowadzeniu do uktadu innej czasteczki) Srodowisko si¢ zmienia i struktura natywna takze
moze si¢ zmienic. To, czego hipoteza Anfinsena nie definiuje to sposob, w jaki stan natywny jest
osiggany. Nawet w przypadku relatywnie krotkich bialek o dtugosci 100 reszt aminokwasowych

liczba mozliwych konformacji jest olbrzymia. W tym konkretnym przypadku przyjmujac, ze
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mamy 99 wigzan peptydowych, ktore maja tylko trzy stabilne konformacje katow ¢ i y, mozna
obliczyé, ze biatko takie moze mie¢ 3'® (czyli blisko 3*10%) konformacji przestrzennych. W
zwigzku z tym, jesli proces zwijania biatek polegatby na sprawdzaniu wszystkich mozliwosci i
wyborze konformacji o najnizszej energii, to nawet, jesli przebiegatby on bardzo szybko (w
ciggu nanosekund lub pikosekund na jeden wariant struktury) to czas ten bytby wickszy niz
oszacowywany wiek wszechswiata (Levinthal, 1968). Z obserwacji doswiadczalnych wiadomo
jednak, ze biatka zwijaja si¢ do struktury natywnej w ciggu milisekund, a czasem w ciggu
mikrosekund i ze ftancuch polipeptydowy wcale nie probkuje ,,wszystkich mozliwych”
konfiguracji. Niestety mimo duzej iloSci danych doswiadczalnych i ogdlnej znajomosci praw
fizyki odpowiedzialnych za proces zwijania bialek, aktualny stan wiedzy nie pozwala

przewidzie¢ szczegdtow tego procesu in silico.

0.72 nm powtarzalna odlegtos¢

;

¢

Ryc. 2. Fragment tancucha peptydowego wraz z katami. a) schemat obrazujacy umiejscowienie katow ®, @, y W
stosunku do wigzan w tancuchu peptydowym; b) wykres Ramachandrana obrazujacy wystepowanie okreslonych
katéw torsyjnych dla 100 tys. reszt aminokwasowych z biatek ktorych struktury rozwigzano metoda dyfrakcji
rentgenowskiej (rozdzielczos¢ > 1,8 A i wartos¢ czynnika temperaturowego < 30, obramowanie wewngtrzne
obejmuje obszar zawierajagcy 98% danych, obramowanie zewnetrzne obejmuje 99,95% danych). Na wykresie
zaznaczono regiony odpowiadajace helisie a i wstedze B. Rysunek b na podstawie Proteopedia, Richardson JC, na
licencji Creative Commons.
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3.1.2. Struktura drugorzedowa

Polipeptydy biatkowe czesto zwijaja si¢ do regularnych struktur typu helisy o oraz wstegi
B (Pauling i Corey, 1951). Helisa a jest skrecong strukturg, ktéra stabilizowana jest przez
wigzania wodorowe. Lancuch gltowny polipeptydu tworzy cylindryczny rdzen helisy a,
natomiast fancuchy boczne wystaja na zewnatrz. Kazda reszta aminokwasowa jest przesunigta w
stosunku do sasiedniej o 0,15 nm wzdtuz osi helisy 1 obrocona o kat 100° wokot osi, w efekcie
czego na jeden obro6t helisy przypada ok. 3,6 reszt aminokwasowych i co czwarta reszta
aminokwasowa w sekwencji jest potozona blisko siebie w przestrzeni, a co druga reszta po
przeciwnej stronie helisy. Ogdlnie strukture helisy o mozna zobrazowaé w formie prawoskretnej
sruby (helisy lewoskretne sa mozliwe, jednak wystepuja niezwykle rzadko, ze wzgledu na
obecnos¢ zawad sterycznych migdzy tancuchami bocznymi a szkieletem). Drugim powszechnym
motywem struktury drugorz¢dowej jest wstega P. Struktura B zdecydowanie rozni si¢ od helisy
o jest bardziej rozciggnieta, srednia odleglo$¢ sasiednich reszt aminokwasowych wzdtuz diugiej
osi jest wigksza 1 wynosi 0,35 nm. Lancuchy boczne nastgpujacych po sobie reszt sg zwrdcone w
przeciwnych kierunkach. Sasiadujace ze sobg wstegi p tworzg strukture zwang arkuszem . W
zalezno$ci od ulozenia poszczegdlnych wsteg mozemy mie¢ do czynienia z rownoleglym i
antyrownolegtym arkuszem . Arkusze zbudowane z antyrownoleglych wsteg sa stosunkowo
ptaskie, natomiast arkusze tworzone przez wstegi rownolegle sa zwykle systematycznie
skrecone.

Procz wyzej wymienionych elementow struktury drugorzedowej, ktoére zwykle stanowig
najwigkszg czes$¢ biatka, zaobserwowaé mozna takze inne, rzadziej wystgpujace elementy takie
jak helisy 310, helisy I, petle Q i zwroty p (Kabsch i Sander, 1983). Generalnie struktury te
pozwalaja zmieni¢ kierunek tancucha polipeptydowego i1 sa zlokalizowane na powierzchni
biatek, przez co czesto biorag udzial w oddziatywaniach miedzy biatkami 1 innymi

makroczasteczkami.

3.1.3. Struktura trzeciorz¢edowa
Srodowisko wodne, w ktorym biatka si¢ znajduja, definiuje dalsza ich organizacje w
struktury wyzszego rzedu. tancuch polipeptydowy rozpuszczalnego w wodzie biatka

globularnego zwija si¢ zazwyczaj w taki sposob, aby jego hydrofobowe tancuchy boczne
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znalazly si¢ w rdzeniu biatka, do ktorego dostgp wody jest ograniczony, natomiast tancuchy
polarne i natadowane zlokalizowane sg na powierzchni biatka. Z tego powodu wiele helis o i
wsteg f ma charakter amfipatyczny, czyli reszty aminokwasowe jednej strony helisy lub wstegi
sa w wiekszosci hydrofobowe i skierowane do wnetrza biatka, a z drugiej strony reszty sg
hydrofilowe i skierowane do rozpuszczalnika otaczajacego biatko (Berg, 2007). Efektem
koncowym sa $ci§le upakowane struktury globularne z niepolarnym rdzeniem. Okres$la si¢ je
mianem domen biatkowych. Nalezy podkresli¢, ze niektore biatka zwijaja si¢ do struktur
zbudowanych z dwoch i wiecej domen, oddzielonych od siebie elastycznymi odcinkami o mniej
lub bardziej zwartej strukturze. Pod tym wzgledem bialka mozna traktowaé jako
makroczasteczki o budowie modutowej, gdzie poszczegdlne domeny posiadajg zazwyczaj pewna
niezaleznos¢ pod wzgledem budowy wewnetrznej i samego procesu zwijania oraz funkcji
biologicznej. Duza niezalezno$¢ domen biatkowych widoczna jest takze na poziomie ewolucji,
poniewaz biatka o nowych funkcjach najczesciej powstaja na drodze zmiany sktadu domen (np.
poprzez rekombinacje fragmentdw gendw), ich duplikacji i zmiany funkcji poprzez
nagromadzenie mutacji punktowych, a nie poprzez tworzenie nowego biatka zupetnie ,,0d zera”
(ryc. 3.1.3.) (Ezkurdia i Tress, 2011). Podziatu biatek na domeny mozna dokona¢ uwzgledniajac
wiele kryteridw 1 czesto jest on wysoce spekulatywny, dlatego tez powstal szereg baz danych,
ktore w mniejszym lub wigkszym stopniu zgadzaja si¢ w adnotacji poszczegdlnych domen i
lokalizacji ich granic. Bazy te uwzglgdniajg rozne cechy biologiczne i biochemiczne biatek.
Ogolnie bazy danych domen biatkowych mozna podzieli¢ na bazy strukturalne i sekwencyjne.
Niektore wazniejsze bazy strukturalne to:

CATH — http://www.cathdb.info/ — klasyfikacja domen opiera si¢ glownie na oszacowywanym
pokrewienstwie ewolucyjnym i zwigzanym z nim podobienstwie sekwencji i struktur. Domeny
wykrywane sg na podstawie podobienstwa struktury drugorzedowej (przy wykorzystaniu
programu CATHEDRAL (Pearl et al., 2003)) oraz struktury trzeciorzgdowej (programy
DETECTIVE (Swindells, 1995), DOMAK (Siddiqui i Barton, 1995)). W koncowym etapie czg$¢
wynikow jest sprawdzana recznie (Greene et al., 2007).

SCOP - ang. Structural Classification of Proteins, http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/ — baza
danych w duzej mierze oparta na eksperckiej analizie pokrewienstwa ewolucyjnego i
zwigzanego z nim podobienstwa struktur oraz funkcji poszczegdlnych domen (Murzin et al.,
1995).
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DALI — http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali/start — baza danych oparta na podobienstwie
struktur trzeciorzedowych wykryte za pomoca serwera DALI (Holm i Rosenstrom, 2010).

CDD - ang. Conserved Domain Database, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtm
— Baza Domen Konserwowanych, baza NCBI konserwowanych ewolucyjnie domen wykrytych
za pomocg programu RPS-BLAST, domeny reprezentowane sa w formie pozycyjnie

specyficznych macierzy oceniajacych (PSSM) (Marchler-Bauer et al., 2011).
pecy y Y Jacy

Niektore wazniejsze bazy oparte na podobienstwie sekwencyjnym to:

Pfam — ang. protein family database, http://pfam.sanger.ac.uk/ — biatka dzielone sa na rodziny
potencjalnych homologéw w zaleznosci od przyroéwnania sekwencyjnego oraz podobienstwa
ukrytych modeli Markova (ang. hidden Markov models, HMM ). Takze w tym przypadku
niektdre etapy klasyfikacji przeprowadzane sg r¢cznie (Punta et al., 2012).

InterPro — http://www.ebi.ac.uk/interpro/ — baza zawiera informacj¢ na temat domen, rodzin
biatkowych oraz motywow sekwencyjnych, baza jest zintegrowana z wieloma innymi bazami
m.in. z PFAM, CATH (Hunter et al., 2012).

PROSITE — http://prosite.expasy.org/ — regiony konserwowane ewolucyjnie wykrywane sg za
pomoca wzorcow lub profili. Baza ta jest opiera si¢ na automatycznym oznaczeniu domen
pobieranych z bazy UniProtKB/Swiss-Prot (Magrane i Consortium, 2011). Ponadto baza zawiera
adnotacje dotyczace miejsc aktywnych i mostkéw dwusiarczkowych (Sigrist et al., 2010).
SMART - http://smart.embl.de/ — zawiera ponad 1000 sprawdzonych przez ekspertow modeli
domen, ktére mozna uzy¢ do przeszukiwania bazy UniProtKB/Swiss-Prot oraz

zsekwencjonowanych genoméw (Letunic et al., 2012).

Przewidywanie domen biatkowych na podstawie sekwencji aminokwasowej jest jednym

z gtéwnych celéw niniejszej rozprawy doktorskiej.

3.1.4. Struktura czwartorzedowa

Najwyzszy poziom tradycyjnej organizacji biatka to struktura czwartorzgdowa, opisujaca
oddzialywania pomiedzy niezaleznymi tancuchami polipeptydowymi tworzacymi funkcjonalng
cato$¢. Poszczegdlne tancuchy nazywane sa podjednostkami. Moga one by¢ identyczne (np. W

homodimerze biatka Cro bakteriofaga A) albo mniej lub bardziej rozni¢ si¢ od siebie (dobrym
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przyktadem moze by¢ tutaj hemoglobina sktadajaca si¢ z dwoch podjednostek o i dwodch
podjednostek B). W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze przy pewnym poziomie zlozonosci
systeméw biologicznych zaczynamy méwi¢ o kompleksach i systemach biatkowych, ktore moga
sktada¢ sie z bardzo duzej liczby heterogenicznych podjednostek (poza biatkami w ich sktad
moga wchodzi¢ DNA, RNA 1 inne makroczasteczki). Jako przyklady wielkich
kompleksow/systemow makromolekularnych mozna wymieni¢ np. rybosom, proteasom,
kompleks poru jadrowego czy system skladania transkryptow (ang. spliceosom). Sktad i
struktura takich kompleksow biologicznych moze si¢ zmienia¢é zardéwno w czasie jak i
przestrzeni (Berg, 2007; Griffin i Gerrard, 2012).

3.1.5. Inne biologicznie istotne wlasciwosci biatek

Oprocz wymienionych wyzej poziomoéw struktury biatka istnieje szereg innych cech
strukturalnych istotnych dla jego dziatania. Trudno je jednoznacznie przypisa¢ do okreslonego
poziomu lub sg one specyficzng wariacja jednego z poziomOw. Ponizej przedstawiono

wazniejsze z nich.

3.1.5.1 Struktury transblonowe

Charakterystyka biatek lub domen wystepujacych w btonach komoérkowych jest zupetnie
odmienna niz biatek wystepujacych w srodowisku wodnym. Wynika to ze specyfiki otoczenia, w
ktorym si¢ one znajduja. W biatkach transbtonowych mamy do czynienia z tendencjga odwrotng
w stosunku do tej obserwowanej u biatek globularnych: reszty hydrofobowe skierowane sg na
zewnatrz 1 oddzialujg z tancuchami alkilowymi btony komorkowej, natomiast reszty polarne 1
natadowane skierowane sg do wnetrza, tworzac w niektorych biatkach transbtonowych kanat
wypetniony woda. Przyktadem biatek posiadajacych tego typu struktur sa poryny, biatka 0 zwoju
nazywanym barytka B, w calosci zbudowanym z wsteg B zlokalizowanych w poprzek blony
komorkowej (ryc. 3a). Innym czesto wystepujagcym typem bialek btonowych sg biatka
zbudowane jedynie z helis a. Przyktadem takich biatek jest rodopsyna, biatko odpowiedzialne za
przekazywanie sygnatu swietlnego w narzadach wzroku organizmow wyzszych (ryc. 3b). Bialka
transblonowe s3 szczegdlnie istotne, poniewaz dzialanie mniej wigcej polowy obecnie

uzywanych lekow opiera si¢ na blokowaniu ich dziatania. Ponadto, stanowia one okoto 27%
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wszystkich biatek kodowanych przez genom cztowieka, jednak ze wzgledu na swoje
wlasciwosci fizykochemiczne (m.in. uzaleznienie struktury od oddziatywania z btonami
biologicznymi) stanowig bardzo trudny cel dla badan do§wiadczalnych, o czym moze swiadczy¢
fakt, ze jedynie 1% rozwigzanych doswiadczalnie struktur w bazie danych PDB to struktury tego
typu (Almen et al., 2009).

Ryc. 3. Typowe struktury biatek btonowych. a) struktura poryny NanC, biatka o zwoju barytki B (pdb: 2WJR); b)
struktura rodopsyny zbudowanej z helis a (pdb: 2I37). W panelu gornym przedstawiono widok w poprzek btony
komorkowej, w panelu dolnym przedstawiono rzut z gory. Kolorem zoltym zaznaczono helisy a, kolorem
czerwonym wstegi B, pozostale elementy struktury drugorzedowej zaznaczono na zielono. Rycine wygenerowano za
pomocg programu PyMOL (DeLano, 2002).

3.1.5.2 Struktury splecionych helis

Struktura splecionych helis, czasem nazywana superhelisa, to zbior od dwoch do siedmiu
helis a, ktore sg splecione wokét siebie niczym nici w sznurze (ryc. 4). Wiele bialtek
zawierajacych motyw splecionych helis zaangazowana jest w biologicznie wazne procesy takie
jak regulacja ekspresji genéw. Przyktadami sa biatka onkogenne c-fos, jun oraz kolagen czy
wystepujaca w miesniach tropomiozyna. Struktury splecionych helis zwykle zawieraja

wielokrotnie powtdrzony motyw sekwencyjny hxxhcxc, gdzie h oznacza reszte aminokwasu
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hydrofobowego, a ¢ oznacza reszt¢ natadowang. Kolejne pozycje w obrebie tego motywu
oznaczane s3 jako abcdefg. Miejsca a-d zajmuja najczeSciej izoleucyna, leucyna i walina.
Sekwencja polipeptydowa zawierajagca takie motywy ma tendencje do zwijania si¢ w
specyficzny sposob, poniewaz rozmieszczenie poszczegdlnych reszt aminokwasowych narzuca
amfipatyczny charakter helis, ktore skrecaja si¢ prawie zawsze w lewo. W §rodowisku wodnym
dla struktur tego typu najkorzystniejsze pod wzgledem energetycznym jest zwinigcie si¢ i
oligomeryzacja w taki sposob, aby schowa¢ do wnetrza reszty hydrofobowe sasiadujacych ze
soba helis a. [lo$¢ reszt hydrofobowych jest tak duza, ze efektem koncowym sg struktury mocno
upakowane, niemalze w calosci wysycone przez oddziatywania van der Waalsa (Grigoryan i

Keating, 2008).
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Ryc. 4. Struktura splecionych helis na przyktadzie struktury zamka leucynowego biatka GCN4 (pdb: 1GCL) a)
widok z gory; b) widok z boku; c) topologia helis; d) motyw sekwencyjny abcdefg natozony na sekwencje biatka
GCN4.
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3.1.5.3 Mostki dwusiarczkowe

Jednym z bardziej specyficznych, aczkolwiek istotnych dla ostatecznej struktury wielu
biatek, wigzan jest wigzanie kowalencyjne migdzy dwiema resztami cysteiny (energia wigzania
wynosi okolo 60 kcal/mol). Oksydacja dwoch grup tiolowych pochodzacych z tych reszt
powoduje utworzenie tzw. mostka dwusiarczkowego. Nalezy podkresli¢, ze wigzanie to tworzy
si¢ najczeSciej migdzy resztami cysteiny, ktore w sekwencji sa od siebie oddalone. Mostki
dwusiarczkowe, o ile wystepuja, sa jednym z gtownych czynnikow wplywajacych na koncowsa
strukture trzeciorzgdowa oraz aktywnos$¢ biatka. Z jednej strony stabilizujg odzialywanie migdzy
odleglymi sekwencyjnie fragmentami biatka, za§ z drugiej strony poprzez swoj hydrofobowy
charakter moga stanowi¢ os$rodek, wokot ktorego zaczng skupiaé si¢ inne reszty hydrofobowe w
czasie zwijania si¢ biatka (ryc. 5). Liczba mozliwych kombinacji wigzan dwusiarczkowych
wzrasta wykladniczo wraz ze wzrostem liczby cystein w sekwencji biatka. Przyktadowo dla
biatka posiadajacego 8 cystein ilo§¢ kombinacji wynosi 105 i zwykle jedynie jedna z nich

wystepuje w biologicznie aktywnym biatku (Wedemeyer et al., 2000).
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Ryc. 5. Czynnik wzrostu naskérka (EGF) jako przyktad biatka zawierajacego mostki dwusiarczkowe. a) struktura
przestrzenna mysiego EGF (pdb: 1EPH), kolorem niebieskim zaznaczono mostki dwusiarczkowe migdzy resztami
cysteiny; b) schematyczne potozenie mostkéw dwusiarczkowych w sekwencji biatka EGF, rycina sporzadzona na
podstawie (Savage et al., 1973).

3.1.5.4 Dostepnos¢ reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika

Jak wspomniano wyzej, ze wzgledu na budowe grup bocznych reszty aminokwasowe
r6znig si¢ od siebie pod wzgledem hydrofilnosci, czyli tendencji do wigzania wody. Wtasciwos¢
ta ma duzy wptyw na struktur¢ drugorzedowg oraz struktury wyzszego rzedu biatka, poniewaz
definiuje ona preferowang lokalizacje reszt aminokwasowych w $rodowisku. Przyktadowo:
wigkszos$¢ biatek znajduje si¢ w Srodowisku wodnym w zwigzku z czym biatko zwija si¢ tak, aby

reszty hydrofilowe byty na zewnatrz. Analizujgc problem dostepnosci reszty aminokwasowej dla
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rozpuszczalnika bardziej szczegdlowo, tatwo mozemy dojs¢ do wniosku, ze dostepna
powierzchnia z jednej strony zalezy od wielko$ci grupy bocznej (jej objgtosci), zas z drugiej
strony ograniczona jest przez wtasciwosci sasiadujacych reszt. W zwigzku z tym sformutowano
pojecie tzw. relatywnej dostepnosci reszty aminokwasowej dla rozpuszczalnika ang. relative
solvent accessibility (RSA), ktéra oznacza stosunek powierzchni tej reszty dostepnej dla
rozpuszczalnika obserwowanej w strukturze danego biatka do mozliwej powierzchni
maksymalnej wyznaczonej dla tripeptydu (Gly-X-Gly) — tabela 1. Reszty aminokwasowe uwaza
si¢ za niedostepne dla rozpuszczalnika (zagrzebane), jesli wartos¢ RSA jest mniejsza niz
okreslony prog (najczesciej stosowane progi to 0%, 5% 1 25%). Wartos¢ powierzchni dostepnej
dla rozpuszczalnika wyznacza si¢ stosujgc modelowanie komputerowe, ktore polega na
wtoczeniu” kulki odpowiadajacej wielko$cia czasteczce wody (1,4 A) po powierzchni biatka —

ryc. 6.

Ryc. 6. Lizozym (pdb: 123L) przedstawiony w reprezentacji kulkowej z zaznaczonymi resztami dostgpnymi dla
rozpuszczalnika (kolor czerwony). Na zielono zaznaczono przyktadowe czasteczki wody, ktbre toczone po
powierzchni biatka wyznaczaja reszty dostepne dla rozpuszczalnika.

Tabela 1. Objetos$¢ i powierzchnia reszty aminokwasowej dostepna dla rozpuszczalnika dla tripeptydu Gly-X-Gly.
Zestawienie danych z (Zamyatnin, 1972) i (Chothia, 1976).

Aminokwas Objetos¢ Powierzchnia Aminokwas Objeto§¢ Powierzchnia

A 88,6 115 L 166,7 170
R 173,4 225 K 168,6 200
D 1111 150 M 162,9 185
N 1141 160 F 189,9 210
C 108,5 135 P 112,7 145
E 138,4 190 S 89,0 115
Q 143,8 180 T 116,1 140
G 60,1 75 W 221,8 255
H 153,2 195 Y 193,6 230
| 166,7 175 V 140,0 155
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3.1.5.4 Regiony wewnetrznie nieuporzadkowane (pozbawione stabilnej struktury
trzeciorzedowej)

Poza typowymi strukturami drugorzedowymi, ktére narzucaja organizacje Struktur
wyzszego rzedu niektore fragmenty biatek, a czasem cale biatka moga by¢ na tyle labilne
konformacyjnie, ze nie mozna im przypisaé jednej $ciSle zdefiniowanej struktury
trzeciorzgdowej (ryc. 7). Biatka  takie = nazywamy  bialkami = wewnetrznie
nieustrukturalizowanymi, nieporzadkowanymi lub pozbawionymi struktury trzeciorzedowe;j
(ang. intrinsically unstructured/disordered protein, IUP). Analogicznie, jesli zjawisko dotyczy
tylko okreslonego regionu moéwimy o regionach nieustrukturalizowanych (ang. intrinsically
unstructured region, IUR). Biatka tego typu sa niejako zaprzeczeniem jednego z podstawowych
paradygmatow biologii molekularnej, méwigcego, ze za funkcje biatka odpowiada Scisle
zdefiniowana struktura przestrzenna. W tym przypadku, pomimo, a nawet dzigki braku $cisle
zdefiniowanej struktury, poprzez duza labilno$¢ konformacyjng biatka IUP moga petni¢ bardziej
ztozone funkcje oddziatujac w komorce z wieloma biatkami. Biatka TUP lub posiadajace regiony
IUR zwigzane sg z procesami takimi jak: proliferacja, apoptoza, powstawanie nowotworow,
przekazywanie sygnatu oraz regulacja transkrypcji i translacji. Wiasciwie mozna powiedziec, ze
biatka tego typu wystepuja wszedzie tam, gdzie istnieje potrzeba tworzenia wielu oddzialywan
mi¢dzy réznymi makroczasteczkami  (Tompa, 2010). Na podstawie przewidywan
komputerowych przyjmuje si¢, ze okoto 30% biatek eukariotycznych posiada regiony ITUR
(Ward et al., 2004). Ponadto potwierdzono, ze niektore z takich regiondéw, pomimo swojej
odmiennosci od regiondw przyjmujacych S$cisle okreslona strukture takze bywaja silnie
konserwowane ewolucyjnie (Schlessinger et al., 2011).

Nalezy podkresli¢, ze nie ma jednej Scistej definicji nieustrukturalizowania. Jednym z
najpowszechniej stosowanych wyznacznikOw regionéw wewnetrznie nieuporzadkowanych jest
brak danych do$wiadczalnych o strukturze trzeciorzedowej dla okreslonego regionu biatka w
bazie PDB (tzw. brakujace reszty aminokwasowe oznaczone w pliku PDB przez znacznik
REMARK 465). Dotyczy to zarowno danych z dyfrakcji rentgenowskiej, gdzie reszty te nie sg
widoczne w ogole, jak i1 techniki NMR, gdzie reszty takie cechujg si¢ duza zmiennoS$cig
wspétrzednych pomiedzy alternatywnymi modelami. Ponadto istnieje szereg innych technik
doswiadczalnych, ktore pozwalaja na identyfikacje bialek I[UP. Zazwyczaj procedura

wykrywania biatek IUP opiera si¢ na tym, ze biatka te cechujg si¢ nietypowym zachowaniem w
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porownaniu do biatek globularnych. Przyktadowo biatka takie znacznie tatwiej ulegaja
proteolizie. Ponadto biatka IUP daja nietypowy wzoér w czasie elektroforezy SDS-PAGE, bo
migrujg one w zelu wolniej niz by to wynikato z ich masy czasteczkowej (Tompa, 2010).

Poza podziatem typdw nieuporzadkowania wedlug uzytych do ich wykrycia technik
doswiadczalnych stosuje si¢ takze podziat funkcjonalny biatek IUP. W chwili obecnej samo
okreslenie, ze biatko zawiera regiony IUR, zaczyna by¢ niewystarczajace. Coraz czgsciej mowi
si¢ o roznych typach lub klasach biatek IUP (Vucetic et al., 2003). W najprostszym przypadku
biatko TUP ma forme¢ klebka statystycznego, ktory ma za zadanie petni¢ role sgczka
molekularnego, niczym pory gabki, fizycznie ograniczajac transport migdzy okre§lonymi
kompartmentami komorki. Z sytuacja taka mamy do czynienia w przypadku nukleoporyn
jadrowego kompleksu porowego (Denning et al., 2003). Inng podgrupg biatek IUP sa biatka,
ktore wzglednie tatwo zmieniaja stopien uporzadkowania w wyniku kontaktu z innymi biatkami.
Czesto obserwuje si¢ ciekawe zjawisko polegajace na tym, ze przejscie ze stanu
nieuporzgdkowanego do okreslonej struktury wyzszego rzgdu uwarunkowane jest rodzajem
partnera. Przyktadowo ten sam region IUR biatka p53 moze przybiera¢ inny ksztatt w zaleznos$ci
od biatka, z ktérym w danej chwili oddziatuje (Uversky et al., 2008). Cecha charakterystyczng
regionow IUR tego typu jest tendencja do tworzenia réznych struktur drugorzedowych, ktorg
mozna wykry¢ za pomocg programow do przewidywania struktury drugorzedowej. Regiony te z
jednej strony przewidywane sa jako nieuporzadkowane, a z drugiej strony przewidywanie
struktury drugorzedowej lokalizuje w tym samym miejscu potencjalne helisy o.
Przeciwienstwem tego typu regionéw IUR sg sekwencje o niskiej ztozonosci. W wielu biatkach
mozna zaobserwowaé wystepowanie powtarzalnych motywow ztozonych jedynie z kilku typow
reszt aminokwasowych. Dobrym przyktadem jest C-koncowa domena polimerazy RNA 11, ktéra
w biatku ludzkim zawiera 52 heptapeptydowe powtdrzenia o sekwencji konsensusowej
YSPTSPS. Region ten jest jednoczesnie nieuporzadkowany i konserwowany ewolucyjnie oraz
dodatkowo podlega intensywnej modyfikacji posttranslacyjnej (Egloff i Murphy, 2008).
Ukoronowaniem klasyfikacji bialek TUP ma by¢ ich ontologia, nad ktérg trwaja aktualnie
intensywne prace (komunikacjg ustna z Keithem Dunkerem).

W wyniku nagromadzenia danych doswiadczalnych o biatkach IUP powstata potrzeba

stworzenia dedykowanej im bazy danych. Obecnie dostgpne bazy danych to:
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DISPROT - http://www.disprot.org/ —najstarsza i zarazem najwigksza baza danych dotyczaca
biatek IUP, w wersji 6.01 z dnia 15.10.2012 zawierata opis 684 biatek IUP z 1513 regionami
IUR (Vucetic et al., 2005).
MobiDB - http://mobidb.bio.unipd.it/ — baza ta zawiera dodatkowo, oprocz informacji
dostepnych w DISPROT, informacje na temat brakujacych reszt aminokwasowych (REMARK
465) z bazy PDB oraz przewidywania nieuporzadkowania wedtug trzech programoéw: ESpritz
(Walsh et al., 2012), IUPred (Dosztanyi et al., 2005) i DisEMB (Linding et al., 2003a). Baza ta
powstata w 2012 roku (Di Domenico et al., 2012).
IDEAL — ang. Intrinsically Disordered proteins with Extensive Annotations and Literature,
http://www.ideal.force.cs.is.nagoya-u.ac.jp/IDEAL/ — baza skupia si¢ na danych z literatury ze
szczegOlnym uwzglednieniem miejsc posttranslacyjnej modyfikacji i oddzialywania z innymi
makroczgsteczkami. Duzy wysitek wlozono w identyfikacj¢ i opisanie szczeg6lnego typu
regionow IUR, ktory cechuje si¢ przejsciem ze stanu nieuporzgdkowania w stan zdefiniowane;j
struktury trzeciorzedowej indukowanym przez oddziatywanie z inng makroczgsteczka (Fukuchi
etal., 2012).

Przewidywanie regionow nieustrukturalizowanych w biatkach jest jednym z gltéwnych

zagadnien omoéwionych w niniejszej rozprawie doktorskiej.

Ryc. 7. Przyktadowe biatko IUP (pdb: 2kzw) zawierajace silnie nieuporzadkowany koniec N. Na rycinie natozono
10 modeli otrzymanych technika NMR. Centralna czg$¢ biatka tworzy $cisle okre§lona strukture, natomiast koniec
N (po prawej) cechuje duza swoboda. Kolorem czerwonym zaznaczono elementy struktury drugorzedowe;.
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3.1.5.5 Oddzialywanie bialek z DNA i bialek z RNA

Biatka stanowig glowny skladnik organiczny budujacy komorke zywa. Jednak w
komoérce znajduja si¢ takze inne wazne makroczasteczki. Jednym z obficiej wystepujacych
zwigzkow wielkoczgsteczkowych sg kwasy nukleinowe, RNA i DNA. Duza czg$¢ biatek ma
mozliwo$¢ oddzialywania z nimi. Oddzialywania te mogg mie¢ znacznie strukturalne, jak w
przypadku biatek histonowych, ktore tworza ,,rdzen”, wokot ktorego nawinigty jest DNA lub
funkcjonalne, gdy komponent biatkowy odpowiada za okre$long aktywnos¢ kompleksu na
przyktad Kkatalizuje synteze kwasdéw nukleinowych. Nierzadko biatka i kwasy nukleinowe tworza
kompleksy, ktorych dziatanie zalezy na roéwni od skladnika biatkowego jak 1 od RNA.
Przyktadem moze tu by¢ rybosom, ktory jest olbrzymim kompleksem sktadajacym si¢ z blisko
100 biatek i czasteczek RNA (ryc. 8).

Oddziatywania biatlek z DNA lub z RNA sg niezwykle istotne dla kluczowych procesow
zyciowych oraz umozliwiaja dostgp do informacji genetycznej i jej wykorzystanie. Analiza
kompleksow biatko z DNA lub RNA wykazata, ze za oddziatywania odpowiadajg zwykle
dodatnio natadowane, hydrofilowe, dostepne dla rozpuszczalnika reszty Lys 1 Arg oraz reszty
polarne takie jak Ser, Tyr, Thr i Asn.. Ponadto regiony odpowiedzialne za odzialywanie sg
zazwyczaj ubogie w reszty niosgce tadunek ujemny (Asp i Glu). Dodatkowo na zdolnosé¢
wigzania DNA/RNA najwickszy wpltyw ma mozliwo$¢ tworzenia wigzan wodorowych, wielkos¢
reszty aminokwasowej, struktura drugorzedowa oraz hydrofobowosc¢ (Jones et al., 2001; Jones et
al., 1999; Luscombe i Thornton, 2002).

Ryc. 8. Kompleksy biatek z DNA i biatek z RNA: a) nukleosom zbudowany z oktameru histonowego i nawinigtego
na niego DNA (pdb: 2ngb); b) podjednostka 70S rybosomu (pdb: 2wrn). Kolorem zielonym zaznaczono sktadnik
biatkowy. Rysunki a i b s3 w innej skali.
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3.2. Przewidywanie wlasciwosci biochemicznych bialek w oparciu na

sekwencjach

Zazwyczaj celem badan bialek jest poznanie ich funkcji i mechanizmu dziatania. Aby to
osiagnaé, niezwykle pomocna jest znajomos¢ struktury trzeciorzedowej biatka. Niestety
rozwigzanie  Struktury biatek jest procesem Zmudnym i obarczonym  wysokim
prawdopodobienstwem porazki. W chwili obecnej standardowo stosuje si¢ w tym celu dwie
techniki do$wiadczalne: krystalografi¢ rentgenowska (88% struktur w PDB) oraz spektroskopig
NMR (11,2% struktur w PDB). Inne techniki doswiadczalne takie jak mikroskopia elektronowa
Cczy malokatowe rozpraszanie promieni X lub neutronow (ang. small angle X-rays, neutrons
scattering, SAXS lub SANS) takze sg stosowane, jednak liczba struktur o dobrej rozdzielczosci (<
4 A) otrzymanych tymi metodami jest bardzo mata (ponizej 1% bazy PDB). Wsréd nowych
technik warto wspomnie¢ o dyfrakcji rentgenowskiej z wykorzystaniem laseréw opartych na
swobodnych elektronach (ang. X-ray Free Electron Laser, X-FEL), ktore emitujg impulsowg
wigzke Swiatta laserowego o bardzo duzej mocy. Zaleta tego rozwigzania jest to, Ze mozna
wykorzysta¢ krysztaly znacznie mniejszych rozmiar6w niz ma to miejsce w standardowej
krystalografii rentgenowskiej. W chwili obecnej pojawiajg si¢ pierwsze struktury otrzymane tg
technikg np. struktura proteazy cysteinowej, katepsyny B z Trypanosoma brucei (Redecke et al.,
2012). Niemniej jednak istnieje olbrzymi rozdzwigk miedzy iloécia danych sekwencyjnych i
strukturalnych (przyktadowo baza nr zawiera ponad 20 milionéw sekwencji biatkowych,
natomiast w bazie PDB znajduje si¢ okoto 90 tysiecy struktur). Majac na uwadze doswiadczenia
Anfinsena wydaje si¢, ze powinno by¢ mozliwe przewidywanie struktury trzeciorzedowej
opierajac si¢ jedynie na sekwencji. Niestety do chwili obecnej nie udato si¢ wystarczajaco
doktadnie okresli¢ regut, ktore decyduja o zwijaniu si¢ biatek. Precyzyjne przewidywanie
struktury bialek z dokladnosciag atomowa za pomoca metod obliczeniowych ciagle pozostaje
nieosiggalne. Mozna jedynie mowi¢ o sporadycznych sukcesach np. przy wykorzystaniu
programu Rosetta (Rohl et al., 2004), ale i w tym przypadku mamy do czynienia raczej z
malymi, jednodomenowymi biatkami, ktorych wielko§¢ nie przekracza 100 reszt
aminokwasowych. W tym miejscu zaznaczyC trzeba, ze procz przewidywania struktury
trzeciorzgdowej, takze inne wlasciwosci biatek takie jak struktura drugorzedowa, obecnos¢ helis
transbtonowych, sekwencji sygnalnych, mostkow dwusiarczkowych i wiele innych same w sobie

niosa duzo informacji, ktéra czesto pozwala okresli¢ funkcj¢ czy mechanizm dziatania biatka. Z
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tego wzgledu programy przewidujace takie wlasciwosci sa niezwykle uzyteczne. W najprostsze;j
formie programy takie dzialaja w oparciu na samej sekwencji aminokwasowej. W tym
przypadku dla kazdego aminokwasu lub grupy aminokwaséw sasiadujacych z rozpatrywang
pozycja (tzw. okna uwzgledniajacego od n-m do n+m aminokwaséw od pozycji n w sekwencji,
gdzie m to szeroko$¢ okna) na podstawie parametrow biochemicznych przypisanych do
poszczegblnych reszt aminokwasowych otrzymanych na drodze doswiadczalnej liczona jest
okreslona metryka, ktora poréwnywana jest z danymi znanymi do tej pory. Przyktadowo,
najprostsze metody do przewidywania struktury drugorzedowej opieraly si¢ na czgstosci
wystepowania reszt hydrofobowych, hydrofilowych, kwasnych, zasadowych, wielkosci grupy
funkcyjnej czy obecnosci grup aromatycznych w regionach o okreslonej strukturze
drugorzadowej. Dane o wlasciwosciach fizykochemicznych zebrano w bazie danych o nazwie
AAindex (Kawashima et al., 2008). W chwili obecnej baza ta zawiera ponad 500 roéznego
rodzaju metryk okreslajacych wzgledne wystepowanie okre§lonej wlasciwosci biochemicznej w
zalezno$ci od typu reszty aminokwasowej. Nalezy podkresli¢, ze baza AAIndex zawiera pewna
nadmiarowos¢, tzn. dozwolone jest umieszczenie kolejnej skali np. skali hydrofobowosci o ile
zostala ona wyznaczona do$wiadczalnie (réznice miedzy wynikami moga wynika¢ m.in. z
innego $rodowiska, odmiennego urzadzenia pomiarowego, innego podejscia doswiadczalnego,
lub innej grupy biatek, ktora zostata wykorzystana w czasie badan). Istnieje bardzo duza grupa
programow, ktorych dzialanie opiera si¢ na wykorzystaniu optymalnej kombinacji metryk
pochodzacych z bazy AAindex w celu przewidywania okreslonej cechy biatka (np. (Cai i Lu,
2008), (Lu et al., 2009), (Huang et al., 2011) i wiele innych). Standardowy schemat budowy
takiego programu wyglada nast¢pujaco. Najpierw z bazy AAindex wybiera si¢ te metryki, ktore
majg najwicksze znaczenie dla rozpatrywanego problemu. W tym celu mozna uzy¢ technik
pozwalajgcych na statystyczne okreslenie wplywu okreslonej cechy na dany problem (ang.
feature selection). Nastepnie za pomoca uczenia maszynowego (wykorzystujac np. algorytm
ANN lub SVM) konstruuje si¢ model komputerowy, ktoéry najlepiej thumaczy obserwowang
cechg¢ w zbiorze testowym.

Bardziej ztozone programy do przewidywania cech biatek wykorzystuja dodatkowo
informacj¢ ewolucyjng. Zasadniczo idea tego etapu sprowadza si¢ do identyfikacji sekwencji
biatek homologicznych np. za pomoca programu PSI-BLAST (czasem moga by¢ do tego uzyte
inne programy). Na podstawie przyrownania MSA tworzony jest profil PSSM, ktéry mozna
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wykorzystaé¢ jako dodatkowe zrodto informacji o sekwencjach homologicznych. Poprawa jakosci
przewidywania wigze si¢ z tym, ze dzigki uzyciu wielu sekwencji wprowadzamy wigkszg ilo$¢
informacji, ktéra moze by¢ uwzgledniona w modelu komputerowym. Ponadto budujac
przyrownania MSA wskazujemy, ktore aminokwasy sg wazniejsze od innych (wnioskowanie jest
oparte na podstawie konserwacji). Schemat dziatania tego rodzaju programéw wyglada
nastgpujaco. W pierwszym etapie uruchamiany jest program do przeszukiwania bazy znanych
sekwencji (najczesciej jest to program PSI-BLAST i dowolna duza baza danych tj. nr lub
UniProt). Nast¢pnie na podstawie zidentyfikowanych sekwencji tworzone jest przyréwnanie
MSA i profil PSSM. Czasem dochodzi jeszcze kolejny etap polegajacy na przeksztalceniu
wynikow programu PSI-BLAST na modele HMM, ktéore mogg by¢ wykorzystane do
przeszukania baz danych modeli HMM (np. przy uzyciu programu HHsearch). Posiadajac profil
PSSM lub model HMM mozna go uzy¢ jako dane wejéciowe do algorytmu uczenia
maszynowego (np. techniki SVM).

Oczywiscie nic nie stoi na przeszkodzie, aby oba typy programéw potaczy¢ i utworzyc
program, ktéry integruje informacje o wilasciwosciach fizykochemicznych reszt
aminokwasowych z informacjg ewolucyjng. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze najwickszg poprawe
wynikow uzyskuje si¢ na etapie wprowadzania informacji ewolucyjnej, dlatego tez
przeszukiwanie baz sekwencyjnych za pomoca programu PSI-BLAST stato si¢ standardowg
technikg 1 wickszo$¢ programéw przewidujacych wihasciwosci biatek na podstawie sekwencji

zawiera ten etap.

3.3. Meta-metody do przewidywania wlasciwosci bialek

W miare jak ilos¢ réznych metod do przewidywania okreslonych wlasciwosci biatek
wzrastata, zaczely pojawiac si¢ zar6wno korzysci jak 1 pewne problemy wynikajace z tego stanu
rzeczy. Z jednej strony problematyczne okazato si¢ wiarygodne poréwnanie nowych metod z
istniejacymi (np. ze wzglgedu na specyfike zbioréw testowych oraz fakt, ze zbiory testowe
nowych metod moga cze$ciowo nachodzi¢ na zbiory danych wykorzystane w trakcie uczenia
starszych metod, itp.). Z drugiej strony, powstanie Kilku metod prébujacych rozwigzaé ten sam
problem, ale w odmienny sposéb (np. wykorzystane sa inne techniki uczenia maszynowego, inne

zbiory testowe), daje szanse¢ na skonstruowanie nowej metody, ktora potaczy ich wyniki i da
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wynik lepszy niz jej czgsci sktadowe. Metody takie nazywa si¢ meta-metodami. W najprostszym
przypadku mamy do czynienia z sytuacjg, W ktorej nowa metoda wykorzystuje jednie metody
przewidujace okreslong wiasciwo$¢ np. na podstawie wyniku réznych metod stuzacych do
przewidywania struktury drugorzedowej konstruujemy ,nadrz¢dng” meta-metode do
przewidywania struktury drugorzgdowej. Oczywiscie zwykle sytuacja jest bardziej
skomplikowana i do przewidywania wybranej wlasciwosci mozna wykorzysta¢ przewidywania
innych wlasciwosci, o ile sag one skorelowane z tg, ktorg chcemy przewidywac. Dla
przewidywania struktury drugorzedowej znaczenie ma przewidywanie m.in. dostepnosci reszt
aminokwasowych dla rozpuszczalnika oraz regionow wewngtrznie nieuporzadkowanych.
Wilasciwie na tym etapie nalezatoby wspomnie¢, ze trudno jest wyznaczy¢ jednoznaczng granice,
powyzej ktorej programy nalezy uzna¢ za meta-metody, poniewaz np. przewidywanie struktury
drugorzedowej (najczesciej za pomoca programu PSIPRED) jest elementem sktadowym
praktycznie kazdego programu przewidujacego inne wiasciwosci bialek, a sam program
PSIPRED uzywa programu PSI-BLAST.

Kolejng otwartg kwestia pozostaje sposob, w jaki dokonuje si¢ integracji metod
sktadowych meta-metody w finalny model. W najprostszym przypadku mozna zbudowaé
konsensus oparty na zwyktej $redniej arytmetycznej czy zasadzie wigkszosci. Czgsto jednak
stosujgc tak proste rozwigzanie otrzymuje si¢ model, ktory nie poprawia ogoélnej jakosci
koncowego wyniku. W efekcie otrzymujemy metode, ktora dziata srednio dobrze, ale nie lepiej
niz najlepsza sktadowa. W takim przypadku nalezy uciec si¢ do bardziej skomplikowanych
modeli jak $rednia wazona czy uczenie maszynowe, ktore maja na celu optymalne potaczenie
metod sktadowych tak, aby meta-metoda wzmacniala prawdziwy sygnal przy jednoczesnym
tlhumieniu falszywych sygnaléw. Stosujac tego typu techniki wzglednie tatwo osiggnaé
kilkuprocentowg poprawe przewidywania dowolnej wihasciwosci biatka. Przyktadami takich
meta-metod moze by¢ metoda MetaMQAP stuzgca do przewidywania doktadnosci modeli
struktury przestrzennej biatek (Pawlowski et al., 2008) czy prezentowana w tej rozprawie metoda
do przewidywania rejonéw wewnetrznego nieuporzadkowania w biatkach (Kozlowski i
Bujnicki, 2012).

31



3.4. Bialka odpowiedzialne za modyfikacje¢ konca 3’ mRNA

Podczas tworzenia wszelkich programéw bioinformatycznych nalezy pamietaé, ze ich
uzyteczno$¢ w praktyce zalezy przede wszystkim od tego, na ile pomdc moga badaczom
prowadzacym analizy do$wiadczalne — w interpretacji juz posiadanych wynikow lub do
generowania nowych hipotez roboczych, ktére mozna po6zniej zweryfikowa¢ doswiadczalnie.
Dlatego zawsze poza sprawdzeniem statystycznej poprawnosci przewidywan powinno si¢
rowniez zweryfikowac uzytecznos¢ tworzonych narzedzi. W wyniku takiej weryfikacji programy
czgsto zostaja rozbudowane pod katem dodatkowych funkcjonalno$ci, ktore pomagaja
zinterpretowa¢ wynik programu (np. poprzez dodanie okreslonych elementdéw interfejsu, albo
zmiang¢ szaty graficznej w celu poprawienia czytelnosci), a ktore ze wzgledu na sam algorytm
programu mogg wydawac si¢ nieistotne, ale moga mie¢ kluczowe znaczenie dla loséw
algorytmu: czy jego konkretna implementacja bedzie uzywana w praktyce, czy nie.

Aby wykaza¢ praktyczng uzytecznos¢ wszystkich prezentowanych w niniejszej
rozprawie programow komputerowych, zostaly one wykorzystane do przeprowadzenia analizy
sekwencji ludzkich bialek odpowiedzialnych za modyfikacje konca 3" mRNA. Bialka te tworza
kompleks, ktorego rdzen zbudowany jest z okoto 30 biatek odpowiedzialnych za rozpoznawanie,
ciecie i poliadenylacje¢ konca 3’ mRNA (ryc. 9) (Mandel et al., 2008; Millevoi i VVagner, 2010;
Yang i Doublie, 2011). Kompleks ten jest niezwykle dynamiczny w czasie i przestrzeni
(poszczegolne bialka przylaczaja si¢ na okreSlonych etapach i po spetnieniu swojej funkcji
zastgpowane sg przez inne), dlatego ustalenie liczby tworzacych go czasteczek jest arbitralne.
Badania oparte na analizie danych pochodzacych ze spektrometrii mas pozwolity zidentyfikowaé
okolo 85 biatek, ktore mozna znalezé w oczyszczonym ekstrakcie zawierajagcym wspomniany
kompleks (Shi et al., 2009). Wsrod dodatkowych, nienalezgcych do rdzenia kompleksu 50
biatek, znajduja si¢ m.in. czynniki transkrypcyjne, biatka biorace udziat w procesie sktadania
transkryptéw (ang. splicing) czy biatka zaangazowane w napraw¢ DNA. Najprawdopodobnie;j
tacza one dziatanie kompleksu z innymi procesami biologicznym. W obrebie rdzenia kompleksu
gldéwnego mozna wyrdzni¢ nastepujace podkompleksy:

— kompleks czynnikow stymulacji cigcia (ang. cleavage stimulation factor, CstF) ztozony z
biatek CstF50 (CSTF1), CstF77 (CSTF3), CstF64 (CSTF2) lub jego formy Tau CstF64

(CSTEF2T),
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— kompleks czynnikow specyficzno$ci ciecia i poliadenylacji (ang. cleavage and
polyadenylation specificity factor, CPSF) ztozony z biatek CPSF160, CPSF100, CPSF73,
CPSF30, Fipl oraz Wdr33,

— ssaczy kompleks czynnikdw ciecia typu | (ang. mammalian cleavage factor I, CF Im)
ztozony z biatek CF Im 68 (CPSF6), CF Im 59 (CPSF7), CF Im 25 (CPSF5),

— ssaczy kompleks czynnikow cigcia typu Il (ang. mammalian cleavage factor Il, CF I1m)
ztozony z biatek Clpl, Pcf1l.

Ogolna zasada dziatania kompleksu modyfikujgcego koniec 3’ mRNA jest znana i polega
na rozpoznaniu konserwowanej ewolucyjnie sekwencji sygnalnej A(A/U)UAAA zlokalizowanej
powyzej miejsca cigcia oraz kasety bogatej w uracyl i guaning (ang. U/GU-rich element)
potozonej 10-30 nukleotydow ponizej miejsca cigcia. Nastepnie po przytaczeniu poszczegdlnych
sktadnikéw kompleksow CPSF i CstF oraz innych bialek pomocniczych dochodzi do
specyficznego ciecia, ktore katalizuje domena endonukleolityczna biatka CPSF73. W ostatnim
etapie dochodzi do poliadenylacji, czyli dotagczenia do konca 3’ ,,ogona” zbudowanego z wielu
reszt adenozyny (za proces ten odpowiada polimeraza poli(A)). Dtugo$¢ ogona ma decydujace
znaczenie dla transportu mRNA z jadra komorkowego, jego stabilnosci i translacji. Wraz z
uptywem czasu ogon poli(A) skraca si¢ i kiedy jest juz odpowiednio krotki caty mRNA ulega
enzymatycznej degradacji (Guhaniyogi i Brewer, 2001).

Kompleks odpowiedzialny za modyfikacje konca 3’ mRNA jest konserwowany
ewolucyjnie od drozdzy po cztowieka (Darmon i Lutz, 2012). Poczatkowo moze dziwi¢ fakt, ze
za ten wzglednie prosty proces odpowiedzialne jest tak wiele biatek. Przyczyna tego stanu rzeczy
jest prawdopodobnie to, ze proces ten musi by¢ $ci$le kontrolowany i poniewaz wszelkie
nieprawidtowosci w jego przebiegu skutkuja licznymi zaburzeniami i chorobami (Danckwardt et
al., 2008).

Nalezy podkresli¢, ze cho¢ znamy ogdlny schemat przebiegu modyfikacji konca 3’
MRNA oraz podstawowe skladniki odpowiedzialnego za ten proces kompleksu, ciggle nie
jesteSmy w stanie scharakteryzowa¢ go w peini na poziomie molekularnym. Struktury duzej
czesci biatek kompleksu lub ich domen rozwigzano metoda krystalografii rentgenowskiej. Ciagle
jednak istnieje rowniez wiele biatek, co do ktorych posiadamy jedynie szczatkowe informacje.
Za pomocg stworzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej programow dokonano

analizy domen oraz regionéw wewnetrznie nieuporzadkowanych biatek kompleksu

33



odpowiedzialnego za modyfikacje konca 3' mRNA. Ponadto zbudowano modele homologiczne
wszystkich bialek kompleksu. Uzyskane wyniki istotnie przyczyniaja si¢ do poszerzenia wiedzy
na temat struktury tego kompleksu i pomoga zardwno w interpretacji istniejagcych danych

doswiadczalnych jak i w planowaniu nowych analiz.

CFlm

59/68/72

Ryc. 9. Zgrubny schemat rdzenia kompleksu biatek odpowiedzialnych za modyfikacje konca 3’ mRNA.
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4. Cel rozprawy

Glownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto stworzenie zintegrowanego
serwisu bioinformatycznego do analizy biatek, ze szczegdlnym uwzglednieniem metod do
przewidywania regiondw wewnetrznie nieuporzadkowanych oraz metod do przewidywania
domen biatkowych na podstawie sekwencji aminokwasowej. Jako punkt startowy rozprawy
doktorskiej postuzyta wstgpna wersja metaserwera do rozpoznawania zwoju opracowana ponad
10 lat temu w laboratorium prof. Bujnickiego (Kurowski i Bujnicki, 2003). Program ten zostat
znacznie zmodyfikowany i rozbudowany przez dodanie nowych metod. W chwili obecnej serwis
internetowy umozliwia jednoczesne uruchomienie ponad 100 programdéw bioinformatycznych,
ktore pozwalaja przeprowadzi¢ wszechstronng analize sekwencji badanego biatka pod katem
takich cech jak struktura drugorzgdowa, wystepowanie helis transblonowych, sekwencji
sygnalnych, splecionych helis, mostkéw dwusiarczkowych, domen, regiondw wewnetrznie
nieuporzadkowanych oraz dostepnosci reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika. Ponadto
mozliwe jest porownanie wynikow metod przewidujacych odzialtywanie biatek z DNA i RNA
oraz szczegOlowa analiza najblizszych homologdéw 0 znanej strukturze wykrytych przez
programy do rozpoznawania zwoju. Na podstawie struktury wykrytych homologéw
automatycznie budowane sa modele homologiczne, nastepuje klasyfikacja wedtug podobienstwa
do struktur z bazy danych SCOP oraz okreslane jest czy dana sekwencja nalezy do biatka
enzymatycznego. Wyniki pochodzace z programow okreslonej kategorii sg przedstawione w
jednorodnym formacie w celu ulatwienia interpretacji.

W czasie realizacji prezentowanych badan szczegdlny nacisk polozono na
przewidywanie regionow wewngtrznie nieuporzadkowanych oraz na przewidywanie domen
biatkowych. W efekcie opracowano nowe algorytmy pozwalajace na bardziej wiarygodne
przewidywanie tych cech bialka. Pierwszym celem badawczym bylo stworzenie nowego,
lepszego programu do przewidywania regionOw wewngtrznie nieuporzadkowanych. Metody
komputerowe tego typu sa cennym zrodlem biologicznie istotnych informacji, poniewaz
wykazano, ze brak uporzadkowania jest czesto wystepujaca cechg bialek zwigzanych z
proliferacja, apoptoza czy powstawaniem nowotworéow (Haynes et al.,, 2006b). Ponadto
przewidywanie braku uporzadkowania struktury biatka jest wazne ze wzgledow technicznych.
Bardzo czesto rozwigzanie struktury biatka metodg krystalografii rentgenowskiej nie jest

mozliwe, poniewaz nie mozna otrzymac krysztatdw wystarczajacej jakosci. Jedng z gtownych

35



przyczyn tego zjawiska jest obecnos$¢ regiondw wewnetrznie nieuporzadkowanych w
docelowym biatku. W zwigzku z tym ustalenie ich obecnosci (np. na podstawie przewidywania
komputerowego) i usunigcie ich przed krystalizacja czesto umozliwia rozwigzanie struktury
pozostatej czesci biatka (Dosztanyi et al., 2007). W chwili obecnej komputerowe przewidywanie
braku uporzadkowania jest standardowa procedura we wszystkich wiekszych centrach genomiki
strukturalnej. W momencie rozpocze¢cia tej czesci pracy istniato juz ponad 20 programéw tego
typu, dlatego naturalnym krokiem byto stworzenie meta-metody, ktorej dziatanie oparte zostato
na wynikach pochodzacych z istniejgcych juz programow. Sama integracja wynikoOw byla
zadaniem na tyle skomplikowanym, ze w kolejnych wersjach programu wykorzystano oprocz
prostych metod statystycznych takze metody uczenia maszynowego (sztuczne sieci neuronowe i
algorytmy genetyczne). Wynikiem tej czesci badan jest cala grupa programoéw przewidujacych
rejony sekwencji biatka pozbawione struktury trzeciorzedowej, ktore roznig si¢ od siebie
sposobem tworzenia konsensusu (od prostych metod takich jak $rednia wazona po bardziej
ztozone algorytmy genetyczne) oraz pod wzgledem cech na podstawie, ktorych tworzone sg
przewidywania (poczatkowa wersja uwzgledniala jedynie wyniki innych programéw do
przewidywania braku uporzadkowania, natomiast wersja koncowa uwzgledniata dodatkowo
przewidywanie  struktury  drugorzedowej, dostgpnosci reszt aminokwasowych dla
rozpuszczalnika oraz pokrycie w przyréownaniu do najblizszego homologa wykrytego przez
programy do rozpoznawania zwoju). Nalezy podkresli¢, ze programy do przewidywania braku
struktury trzeciorzedowej, ktoére powstaly w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, zostaly
bardzo intensywnie przetestowane nie tylko przez autora, ale takze w trakcie miedzynarodowych
,zawodow” CASP (ang. Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction). W
przeciaggu dwoch kolejnych edycji konkursu CASP8 i CASP9 metody te zdobywaly najlepsze
miejsca w swojej kategorii. Praca szczegdtowo opisujaca ta cze$¢ badan ukazata sie¢ w BMC
Bioinformatics w maju 2012 roku (Kozlowski i Bujnicki, 2012).

Drugim celem badawczym niniejszej rozprawy doktorskiej byto stworzenie programu do
przewidywania domen biatkowych na podstawie sekwencji aminokwasowej. Program ten w
pierwszej kolejnosci klasyfikuje biatko jako jednodomenowe lub wielodomenowe. W przypadku
biatek wielodomenowych proponuje lokalizacje granic domen. Program przewiduje
wystepowanie domen opierajac si¢ na takich cechach jak entropia, hydrofobowos¢,

przewidywana struktura drugorzedowa, dostepno$¢ reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika,
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wystepowanie regiondOw wewngtrznie nieuporzagdkowanych oraz obecno$¢ bliskich homologéw
w bazach domen biatkowych CATH i PFAM. Od strony algorytmicznej program ten opiera
swoje dziatanie na zastosowaniu maszyny wektorOw nos$nych (ang. support vector machine,
SVM).

W ostatnim etapie badan Stworzone programy wykorzystano do analizy biatek
odpowiedzialnych za modyfikacj¢ konca 3" mRNA. Jest to grupa okoto 30 biatek tworzacych
kompleks, ktorego funkcja jest cigcie i poliadenylacja konca 3' mMRNA. W ramach tej analizy
zbadano wystepowanie domen i regiondéw wewnetrznie nieuporzgdkowanych oraz zbudowano

modele homologiczne biatek kompleksu.
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5. Materialy i metody

W ramach rozprawy doktorskiej opisane zostaly trzy programy:
a) metaserwer GeneSilico — https://genesilico.pl/meta2/ — serwis do rozpoznawania zwoju
oraz analizy innych wlasciwosci biatek
b) GeneSilico MetaDisorder — http://genesilico.pl/metadisorder/ — serwis do
przewidywania wewngtrznie nieuporzadkowanych regionow biatka
c) DomainSVM — program do przewidywania domen biatkowych
Dwa ostatnie programy zostaty zintegrowane z metaserwerem GeneSilico. Wszystkie programy i
skrypty zostaty napisane w jezyku programowania Python.
Dodatkowo wyniki analizy biatek odpowiedzialnych za modyfikacj¢ konca 3" mRNA
zostaly udostgpnione w formie interaktywnej bazy danych dostepnej pod adresem

http://genesilico.pl/mrna3db.

5.1. Sprze¢t komputerowy
Ze wzgledu na zlozono$¢ obliczeniowa, kazdy z serwiséw uzywa innych zasobow
komputerowych:
a) metaserwer GeneSilico
Baza danych, cze$¢ programow 32 bitowych oraz interfejs internetowy zainstalowane sg
na komputerze o nastepujacej specyfikacji:
4 CPU x 2,6 GHz (Dual Core AMD Opteron Processor 285); pamiec: 16 GB RAM;
przestrzen dyskowa: 160GB; system: Debian 4.0.
Ze wzgledu na wydajnos$¢ wiekszos¢ obliczen wykonywana jest na innej maszynie:
48 x 2,2 GHz (AMD Opteron Processor 6174); pamieé: 96 GB RAM; przestrzen
dyskowa: 8,7 TB; system: Debian 6.0.
b) GeneSilico MetaDisorder
Baza danych, cze¢$¢ programdéw niewymagajacych duzej mocy obliczeniowej 1 interfejs
internetowy zainstalowane sg na wirtualnej maszynie XEN:
2 X 2,2 GHz (AMD Opteron(tm) Processor 6174); pamig¢¢: 2 GB RAM; przestrzen
dyskowa: 20 GB; system: Debian 4.0.
Pozostate programy uruchamiane s3 na 48 procesorowej maszynie, ktorej specyfikacje

podano w poprzednim punkcie

38



c) DomainSVM

Komputer klasy PC: 16 x 2,4 GHz (Intel Xeon CPU E5620); pamig¢é: 24 GB RAM;

przestrzen dyskowa 1,5 TB; system: Ubuntu 12.04.

5.2. Bazy danych

Wszystkie programy wykorzystuja w celu gromadzenia i zarzadzania danymi MySQL —

system zarzadzania relacyjnymi bazami danych oparty na otwartej licencji GPL. Dodatkowo

wiele programéw wymaga do dzialania biologicznych baz danych. W chwili obecnej

wykorzystywane bazy to:

nr (NCBI) — znane i przewidywane nieopatentowane sekwencje biatkowe pochodzace ze
zbiorow GenBank (translacje sekwencji kodujacych), PDB, SwissProt, PIR i PRF. W
grudniu 2012 roku baza zawierata 21,5 miliona sekwencji (12 BG danych). Baza danych
aktualizowana jest w kazdy wtorek.

nro0 (NCBI) — baza zawierajgca sekwencje reprezentatywne dla sekwencji biatek z bazy
nr na poziomie identycznosci co najmniej 90%. Klastrowanie przeprowadzane jest
programem CD-HIT (Li i Godzik, 2006). W grudniu 2012 roku baza zawierata 12
miliondw sekwencji (6,3 GB danych). Baza jest generowana automatycznie zaraz po
aktualizacji bazy nr.

PDB — struktury bialkowe rozwigzane metodami do§wiadczalnymi, w grudniu 2012 baza
zawierata ponad 86 tysiecy struktur (67 GB danych). Baza jest aktualizowana codziennie
o poinocy.

CULLPDB — baza sekwencji pochodzacych ze struktur PDB pobrana z serwisu PISCES
(Wang i Dunbrack, 2003), Ze struktur o rozdzielczosci mniejszej niz 3 A i
wspotczynniku R-factor ponizej 1.0 wybierane sa sekwencje na poziomie identycznosci
co najmniej 90%.. Baza aktualizowana jest w kazdy poniedziatek.

PDB70 — baza modeli HMM zawierajaca modele reprezentatywne dla biatek z bazy PDB
na poziomie identycznosci sekwencji co najmniej 70%, w grudniu 2012 roku baza
zawierala 27 tys. struktur. Baza aktualizowana jest w kazdy wtorek.

DSSP — baza zawierajgca strukture drugorzedowa i RSA dla wszystkich struktur z bazy
PDB wygenerowana za pomocg programu DSSP (Kabsch i Sander, 1983). Aktualizacja
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nastepuje codziennie o péinocy.

Pfam — ang. protein family database — baza rodzin biatkowych reprezentowana w formie
modeli HMM, w grudniu 2012 zawierata 11 milionow sekwencji sklasyfikowanych do
13,5 tysigca rodzin. Aktualno$¢ bazy danych sprawdzana jest w kazdy piatek.

CDD - ang. Conserved Domain Database — Baza Domen Konserwowanych, baza NCBI
reprezentowana w formie pozycyjnie specyficznych macierzy oceniajacych (PSSM), w
grudniu 2012 zawierata 28 tysigcy macierzy.

UniProtKB/Swiss-Prot — baza danych sekwencji biatkowych, w grudniu 2012 zawiecrata
ponad 450 tysigcy sekwencji, aktualizacja bazy odbywa si¢ w kazdy wtorek.

Uniref90 — pochodna bazy danych UniProtKB, zawiera sekwencje reprezentacyjne na
poziomie identycznosci sekwencji co najmniej 90%. Klastrowanie przeprowadzane jest
programem CD-HIT (Li i Godzik, 2006). Aktualno$¢ bazy sprawdzana co miesigc.
CATH — baza domen biatkowych, w wersji 3.5 z wrzesnia 2011 roku 51 tysigcom

sekwencji struktur pochodzacych z PDB przypisano ponad 170 tysiecy domen.

Oprocz wymienionych wyzej biologicznych baz danych czgs¢ programoéw wymaga

specyficznych baz, ktére dostarczane i1 aktualizowane sg przez autorow.

5.3. Oprogramowanie

5.3.1. Oprogramowanie do wizualizacji danych

W czasie testowania i interpretacji wynikow poszczeg6lnych programow niezbgdne byto

wykorzystanie programow pozwalajacych na wizualizacje plikoéw w formacie PDB. Programy te

zostaly wykorzystane takze do wykonania rycin umieszczonych w rozprawie. Programy te to:

PyMOL (DeLano, 2002);
UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004);
Swiss PDB Viewer (Guex i Peitsch, 1997).
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5.3.2. Wykorzystane metody uczenia maszynowego
W ramach prezentowanych badan wykorzystano nastgpujace metody statystyczne oraz
metody uczenia maszynowego:
— sztuczne sieci neuronowe (ANN) zaimplementowane za pomocg biblioteki FANN
(Nissen, 2003);
— algorytmy genetyczne zaimplementowane za pomocg biblioteki PyEvolve (Butterfield et
al., 2004);
— maszyna wektorow nosnych (SVM) zaimplementowane za pomocg biblioteki LIBSVM
(Chang i Lin, 2011).
Ponadto czgs$¢ analiz statystycznych i1 eksploracja danych byta przeprowadzona za
pomoca programu STATISTICA 7 z dodatkowym modutem DATA MINER (StatSoft, Inc.
Tulsa, OK, USA).

5.3.3. Inne oprogramowanie i biblioteki pomocnicze

Interfejs internetowy metaserwera do rozpoznawania zwoju uzywa dostepnego bezptatnie
serwera aplikacji Zope (Z Object Publishing Environment) napisanego w jezyku programowania
Python. Umozliwia on wydajne tworzenie systemow zarzadzania trescig, portali internetowych
oraz aplikacji webowych. Uzyta wersja to Zope 2.10. W przypadku serwisow do przewidywania
domen i braku uporzadkowania wykorzystano modut mod_python stanowiacy rozszerzenie w

jezyku Python do otwartego serwera HTTP Apache.

5.3.4. Programy i serwisy internetowe stanowiace cze¢$S¢ metaserwera do rozpoznawania
zwoju

Metaserwer GeneSilico (https://genesilico.pl/meta2/) jest jednym z podstawowych
narzgdzi utatwiajagcych modelowanie homologiczne. Umozliwia on znalezienie optymalnych
szablonbw — biatlek o znanej strukturze — dla docelowej sekwencji aminokwasowej. W
momencie publikacji w 2003 roku (Kurowski i Bujnicki, 2003) serwis pozwalal na automatyczne
uruchomienie kilkunastu metod, w tym o$miu metod do rozpoznawania zwoju, trzech metod do
przewidywania struktury drugorzgdowej, trzech metod do przewidywania helis transbtonowych

oraz programu HMMER (Finn et al., 2011) do przeszukiwania bazy danych PFAM. Dla kazdego
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zidentyfikowanego szablonu tworzone byly automatycznie modele za pomoca programu
SCWRL (Dunbrack, 1999). W miar¢ rozwoju serwisu dodawane byty kolejne programy, ktorych
liczba w roku 2013 przekroczyta 100. W chwili obecnej metaserwer GeneSilico mozna
traktowa¢ jako jedno z najwazniejszych narzedzi bioinformatycznych do analizy sekwencji
biatkowej. Serwis ten cieszy si¢ duzym zainteresowaniem w$rdd spolecznosci naukowej (ponad
2300 zarejestrowanych uzytkownikéw, ponad 32 tysigce zapytan). Istnieja tylko dwa inne
serwisy o zblizonej charakterystyce, ale kazdy z nich ma swoje wady i zalety. Serwisy te to
PredictProtein (Rost i Liu, 2003) oraz do niedawna metaserwer BiolnfoBanku (Bujnicki et al.,
2001), ktory zostal wytaczony w sierpniu 2012 z powodu braku finansowania ze zrodet
publicznych.

Pod wzgledem technicznym programy zintegrowane z metaserwerem GeneSilico
mozemy podzieli¢ na dwie gltowne kategorie. Sg to programy zainstalowane lokalnie oraz
programy uruchamiane zdalnie (inne serwisy internetowe). Te ostatnie dodatkowo mozna
podzieli¢ na dwie podgrupy: serwisy szybkie (wynik jest prezentowany w formie strony
internetowej w ciggu kilku sekund po uruchomieniu) oraz wolne (wynik jest odsytany na podany
adres email po dluzszym czasie). Od strony praktycznej najwygodniejsza jest instalacja
programow lokalnie, mimo ze programy te czasem wymagaja duzych zasobow systemowych i
moga zaleze¢ od innych programow lub baz danych. Zwykle, jesli uda si¢ juz zainstalowad
program, dziala on bezproblemowo, a ewentualne problemy mozna tatwo zdiagnozowac i
rozwigza¢ programistycznie. Inaczej sytuacja wyglada w przypadku serwisow internetowych,
poniewaz nie mamy kontroli nad wieloma aspektami ich dziatania. Po pierwsze serwis moze by¢
chwilowo niedostepny, po drugie jego sposob dziatania moze ulec zmianie (np. moze nastgpi¢
zmiana parametrow formularza strony internetowej), po trzecie cze$¢ zapytan do serwisu moze
zakonczy¢ si¢ niepowodzeniem (np. metoda nie odsyta wyniku na wskazany email, adres IP jest
blokowany z powodu zbyt duzej liczby zapytan) oraz wiele innych. Wszystkie te wyjatki nalezy
uwzgledni¢ w skryptach obstugujacych zdalne metody. W watpliwych przypadkach niezbedne

jest ponowne wyslanie zapytania (po uptywie okre§lonego czasu bez odpowiedzi).

5.3.4.1. Programy do przewidywania struktury drugorzedowej
Cho¢ pierwotnie metaserwer GeneSilico zawieral jedynie trzy programy tej kategorii
(PSIPRED (McGuffin et al., 2000), SAM-T02 (Karplus et al., 2003) i PROF (Ouali i King,
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2000)), w chwili obecnej mozliwe jest otrzymanie wynikéw z ponad 20 programoéow. Na ich

podstawie budowany jest prosty konsensus w formie $redniej arytmetycznej. Wyniki wszystkich

programow zredukowane sg do trzyliterowego alfabetu: H (helisa o), E (wstega B) i,,—” (inne).

Dostgpne programy to:

HMMSTR — program opiera swoje dziatanie na modelach HMM (Bystroff et al., 2000),
SSPro4 — program opiera swoje dziatanie na profilach otrzymanych za pomocg programu
PSI-BLAST, ktore sg nastgpnie przetwarzane przez sztuczng sie¢ neuronowa (ANN)
(Pollastri et al., 2002),

JNET — algorytm ANN oparty na przyrownaniu wielu sekwencji (Cole et al., 2008),
GOR - opiera si¢ na statystyce Bayesa, teorii informacji i przyrownaniu sekwencji z
programu PSI-BLAST (Kloczkowski et al., 2002),

FMD - struktura drugorzedowa przewidywana jest za pomocg metody SVM, ktora
opiera swoje dzialanie na podobienstwie strukturalnym do biblioteki fragmentéw bialek z
PDB (Cheng et al., 2005a),

CDM - dla fragmentéw o duzym podobienstwie struktura drugorzgdowa przewidywana
jest za pomocg programu FMD, natomiast pozostate fragmenty s3 oceniane przez
program GOR (Cheng et al., 2007),

PROTEUS2 - uzywa programéw JNET, PSIPRED i SABLE, ktorych wynik
przetwarzany jest na zasadzie gtosowania wigkszosci (Montgomerie et al., 2008),
*SPARROW i SPARROW - profile z programu PSI-BLAST przetwarzane sa przez
metody liniowej regresji wieloczynnikowej (ang. multiple linear regression), roznica
miedzy programami polega na tym, ze SPARROW wykorzystuje model kaskadowy
(najpierw sprawdzane jest czy reszta reprezentuje kolejno ,,H”, ,,E” i ,-7), w
*SPARROW problem jest reprezentowany w postaci 3 oddzielnych klasyfikatorow,
ktorych wynik scalany jest w koncowym etapie (Bettella et al., 2012),

SABLE — poprawa jako$ci przewidywan algorytmu ANN opiera si¢ wykorzystaniu
profili z programu PSI-BLAST oraz dodatkowo przewidywan dostepnosci reszt
aminokwasowych dla rozpuszczalnika (Adamczak et al., 2005),

PROF PHD - jeden z pierwszych programéw oparty na algorytmie ANN i profilach z
programu PSI-BLAST (Rost i Sander, 1993),

PORTER — program opiera si¢ na dwuwarstwowej, dwukierunkowe;j, rekurencyjnej sieci
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neuronowej (Pollastri i McLysaght, 2005),

NetSurfP — wielowarstwowy algorytm ANN oparty na profilach z program PSI-BLAST
(Petersen et al., 2009),

RaptorX-SS8 — korzysta z algorytmu warunkowych pél neuronowych (ang. conditional
neural fields, CNF), sita tego algorytmu polega na tym, ze pod uwage brany jest takze
tzw. kontekst czyli przewidywania dla sgsiednich regiondéw, algorytm ten mozna
traktowac jako uogoélnienie modeli HMM oparte na grafach (Wang et al., 2011),

PSSpred — taczy w sobie 7 algorytméw ANN, ktore roznig si¢ Sposobem reprezentacji
danych wejsciowych i parametrami pochodzacymi z przyrownan wielu sekwencji z
programu PSI-BLAST (Zhang, 2012),

SPINE — wykorzystuje algorytm ANN, ktory bierze pod uwage obok profili z program
PSI-BLAST, takze takie cechy jak hydrofobowos$¢, objetos¢, polarno$¢ oraz punkt
izoelektryczny (Dor i Zhou, 2007),

SPINE X — wielowarstwowy model przewidywania struktury drugorzedowej bazujacy na
wyniku programu SPINE, przewidywaniu katow torsyjnych oraz dostepnosci reszt
aminokwasowych dla rozpuszczalnika (Faraggi et al., 2012),

PSIPRED — program oparty na algorytmie ANN i profilach z programu PSI-BLAST,
jeden z najczesciej stosowanych programow do przewidywania struktury drugorzedowej,
bardzo czgsto integrowany z innymi programami np. programami do przewidywania
zwoju biatka (McGuffin et al., 2000),

SOPRANO - program przewiduje jednoczes$nie struktur¢ drugorzedowa, dostepnosc
reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika i zwroty 3 za pomoca zawansowanej wersji
algorytmu ANN zwanej MOLEBRNN (Kirschner i Frishman, 2008),

SSPAL — komercyjny serwis internetowy, uzywa lokalnego przyrownania sekwencji
(Softberry, Inc.),

SSP — komercyjny serwis internetowy, segmenty odpowiadajace helisom o i wstegom [3
przewidywane sg za pomocg liniowej analizy dyskryminacyjnej (Softberry, Inc.),
PSSFINDER — komercyjny serwis internetowy, przewiduje strukture drugorzedows za
pomocg tancuchow Markova (Softberry, Inc.),

NNSSP — komercyjny serwis internetowy (Softberry, Inc.), uzywa MSA 1 algorytmu

najblizszego sgsiada (ang. nearest-neighbor), (Salamov i Solovyev, 1995),
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e SSPRED - komercyjny serwis internetowy (Softberry, Inc.), algorytm ANN oparty na
wyniku programu PSI-BLAST.

5.3.4.2. Programy do przewidywania domen

Pierwotnie wykrywanie domen na metaserwerze GeneSilico ograniczalo si¢ jedynie do
przeszukiwania bazy PFAM za pomoca programu HMMER. Jednak obecnie istniejg takze
programy, ktore poza prostym przeszukiwaniem baz domen biatkowych i identyfikacja domen
na zasadzie podobienstwa przewiduja domeny ab initio. W obrebie tej klasy mozemy wydzieli¢
dwa typy programoéw. Takie, ktore przewiduja wlasciwe domeny (czyli podaja ich liczbe,
dhugosé¢ i lokalizacje) oraz programy, ktorych dziatanie ograniczone jest do przewidywania
miejsc stanowigcych granice miedzy sgsiadujagcymi ze sobg domenami. Ostatecznie wyniki
wszystkich programdéw mozna sprowadzi¢ do prostej formy tekstowej, gdzie poszczegolnym
domenom przyznawane s3 kolejne numery np. -——-111...11111---222...222---—. ..
W przypadku metod przewidujacych jedynie granice domen, poszczegélne domeny nie s3
oddzielone od siebie tgcznikami, chyba ze metoda zwraca dtugos$¢ granicy. W chwili obecnej
metaserwer umozliwia uruchomienie nastepujacych programow:

e GLOBPLOT2 — program przewiduje globularne domeny na zasadzie statystyki prostych
wlasciwo$ci biochemicznych, przewidywania programu poréwnano do baz PFAM i
SMART (Linding et al., 2003b),

e DOMpro — program oparty na algorytmie ANN dziatajacy na podstawie profili, struktury
drugorzgdowej oraz dostgpnosci reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika.
Wytrenowany na podstawie domen z bazy CATH (Cheng et al., 2006b),

e DOMAC — metoda ta sktada si¢ z dwoch etapow, najpierw identyfikowane sg sekwencje
homologiczne za pomocg programu PSI-BLAST, z nich tworzone sag modele za pomoca
programu MODELLER (Sali et al., 1995). Nastepnie domeny w strukturze modelu
wykrywane sg za pomoca programu PDP (Alexandrov i Shindyalov, 2003). Jesli nie uda
si¢ znalez¢ zadnych wiarygodnych homologdw, sekwencja wysytana jest do programu
DOMpro (Cheng, 2007),

e Scooby-domain — program opiera swoje dziatanie na dwoch cechach: dtugo$¢ sekwencji i
hydrofobowos¢, istnieje mozliwo§¢ uruchomienia trybu, ktory dodatkowo uwzglednia

wynik programu DomCut (Suyama i Ohara, 2003), czyli przewidywanie regionéw
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taczacych domeny (petle, zwroty B). Jako zrodta danych uzyto domen z bazy CATH
(George et al., 2005),

PPRODO - granice domen przewidywane sg przez algorytm ANN oparty na macierzach
PSSM (Sim et al., 2005),

DomPred — program sklada si¢ z dwoch czesci: dla sekwencji dla ktorych brak
homologéw o znanej strukturze uruchamiany jest program DGS (Wheelan et al., 2000),
ktory opiera swoje dziatanie na dlugosci sekwencji, natomiast w przypadku wysokiego
podobienstwa do znanych sekwencji uzywany jest modut o nazwie DomSSEA, ktory
opiera si¢ na przewidywaniu struktury drugorzedowej wedlug programu PSIPRED.
Program byt trenowany na domenach z bazy CATH (Marsden et al., 2002),

FIEFDom — program przewiduje granice domen uzywajac logiki rozmytej, podstawa do
podjecia decyzji jest macierz PSSM poréwnana do biblioteki fragmentéw zbudowanej z
bazy domen SCOP (Bondugula et al., 2009),

Shandy — serwis internetowy przewidujacy granice domen przy uzyciu rekurencyjnej
sieci neuronowej. Cechy, ktore brane sg pod uwage to przewidywana struktura
drugorzedowa, dostgpnos¢ reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika, mapy kontaktow
oraz szablony wraz z uktadem domen wzi¢tym z bazy SCOP (Walsh et al., 2009),

DoBo — program ten oparty jest na metodzie uczenia maszynowego SVM i uwzglednia
macierz PSSM z programu PSI-BLAST, przewidywanie struktury drugorzgdowej wedhug
programu SSpro oraz cechy takie jak dlugos¢ sekwencji oraz pozycja aminokwasu
wzgledem jej koncow (Eickholt et al., 2011),

DomainSVM — program przewiduje wystgpowanie domen opierajgc si¢ na podstawie
cech takich jak entropia, hydrofobowos$¢, przewidywana struktura drugorz¢dowa,
dostepnos¢ reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika, wystgpowanie regionow
wewng¢trznie nieuporzadkowanych oraz obecnos¢ bliskich homologéw w bazach domen
biatkowych CATH i PFAM. Opiera on swoje dziatanie na metodzie SVM (program ten
jest jednym z gtownych wynikoéw niniejszej rozprawy doktorskiej, jego szczegotowy opis

znajduje si¢ w dalszej czgsci rozprawy).
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5.3.4.3. Programy do przewidywania regionéw wewnetrznie nieuporzadkowanych

Tuz po odkryciu bialek IUP, gdy zdano sobie sprawg z ich znaczenia, zacz¢ly powstawac
kolejne, coraz bardziej dokladne programy do przewidywania regiondw wewngetrznie
nicuporzadkowanych. W chwili obecnej dost¢pnych jest ponad 60 programéw tego typu
(szczegotowa lista zamieszczona zostata na stronie internetowej
http://iimcb.genesilico.pl/metadisorder/list_of protein_disorder_tools_programs.html).

Nie wszystkie te programy speiniaja jednak warunki niezbedne do integracji z
metaserwerem GeneSilico. Cze$¢ programow przestaje by¢ dostepna W pewnym momencie, inne
nie s3 w stanie obstuzy¢ duzej liczby zapytan jakie wysyla metaserwer, czasem licencja
programu nie pozwala na wlaczanie go do metaserwerdw lub program dostepny jest jedynie w
wersji platnej. Gtownymi Kryteriami wyboru programow, ktore sg zintegrowane z metaserwerem
s3: niezawodno$¢ (m.in. dlatego lokalne programy sg preferowane w stosunku do serwisow
internetowych) oraz wzgledna jakos¢ metody (np. w oparciu o wynik w konkursie CASP).
Wynik poszczegolnych metod prezentowany jest w formie ciggu znakéw: DDDDD-———-~- DD...,
gdzie ,,D” oznacza reszte¢ w obrgbie regionu wewngtrznie nieuporzadkowanego, a ,,—”” 0znacza
ustrukturalizowang czgs¢ biatka. Oprocz wynikéw poszczegdlnych metod prezentowany jest
takze konsensus. W chwili obecnej metaserwer umozliwia uruchomienie nast¢pujacych
programow:

e DIiSsEMBL — program ten pozwala przewidywac¢ regiony IUR zgodnie z jedng z trzech
definicji  nieustrukturalizowania (REMARKA465, regiony pozbawione struktury
drugorzedowej oraz regiony o wysokiej wartosci czynnika temperaturowego), program
wytrenowano w oparciu na biatkach z bazy danych SCOP, do budowy klasyfikatora
wykorzystano algorytm ANN (Linding et al., 2003a),

e GLOBPLOT — metoda opiera si¢ na statystyce wystgpowania struktury drugorzedowe;j i
petli dla reprezentatywnej probki biatek z bazy SCOP (Linding et al., 2003Db),

e DISOPRED2 — przewiduje regiony IUR zdefiniowane sg jako brakujgce atomy w
strukturach z bazy PDB (REMARK465), wykorzystano algorytm SVM w oparciu na
profilach PSSM i przewidywang strukture drugorz¢dowa (Ward et al., 2004),

e DISPROT (VSL2B) — grupa metod, ktore oparte sg na algorytmie SVM i kombinacji
roznych wlasciwosci sekwencyjnych takich jak czestotliwos¢ aminokwasow w macierzy

PSSM, hydrofobowos$¢, tadunek, entropia oraz przewidywana struktura drugorzedowa.
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Jako zbior uczacy wykorzystano biatka z PDB oraz z bazy DISPROT (Obradovic et al.,
2005),

IUPred — program pozwala przewidywa¢ diugie i krotkie regiony IUR na podstawie
energii odzialywania miedzy resztami aminokwasowymi (Dosztanyi et al., 2005),

DISpro — algorytm ANN wykorzystujacy profil PSSM oraz przewidywania struktury
drugorzedowej i dostepnosci reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika (Cheng et al.,
2005b),

RONN — program implementuje algorytm ANN dziatajacy na podstawie
prawdopodobienstwa wystepowania stanu nieuporzadkowania w przyroOwnaniu wielu
sekwencji (Yang et al., 2005),

SPRITZ — serwis internetowy przewidujacy regiony IUR oparty na algorytmie SVM oraz
profilu PSSM, przewidywaniu struktury drugorzedowej 1 dostgpnosci reszt
aminokwasowych dla rozpuszczalnika, posiada dwa tryby pozwalajace na przewidywanie
dhugich i krotkich regionéw nieuporzadkowanych (Vullo et al., 2006),

PDISORDER - komercyjny serwis internetowy, nieuporzadkowanie przewidywane jest
przez algorytm ANN i liniowg analiz¢ dyskryminacyjng (Softberry, Inc.),

POODLE-L - serwis internetowy oparty na dwupoziomowym algorytmie SVM oraz
cechach takich jak hydrofobowos¢, entropia Shannona, tadunek, przewidywana struktura
drugorzedowa i kontakty migdzy resztami aminokwasowymi (Hirose et al., 2007),
POODLE-S — serwis internetowy przewidujacy krotkie fragmenty IUR na podstawie
profili PSSM wiasciwosci fizykochemicznych takich jak hydrofobowos¢, tadunek,
wielkos$¢ i1 polarnos¢ (Shimizu et al., 2007),

PrDOS - serwis internetowy opierajacy si¢ na algorytmie SVM, w ktorym dane
wejsciowe stanowi macierz PSSM oraz dodatkowo brana jest pod uwage informacja
strukturalna pochodzaca ze struktur homologicznych (Ishida i Kinoshita, 2007),

iPDA — serwer internetowy 0 rozszerzonej funkcjonalno$ci w stosunku do swojego
poprzednika — programu DisPSSMP2 (Su et al., 2006) o przewidywania hydrofobowosci,
konserwacji aminokwasowej, detekcje regiondw o niskiej ztozono$ci oraz przewidywanie
struktury drugorzedowej; opiera si¢ na specjalnym rodzaju algorytmu ANN, tzw. sieci
radialnej (ang. radial basis function network) (Su et al., 2007),

Metadisorder — meta-metoda oparta na algorytmiec ANN, uwzglednia strukturg
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drugorzedowa, dostgpnosci reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika, przewidywanie
niskiej ztozonosci sekwencyjnej oraz profil PSSM (Schlessinger et al., 2009),

e SPINE-D - algorytm ANN w ktorym dane wejSciowe stanowia: wlasciwosci
fizykochemiczne aminokwasu, macierz PSSM, przewidywana struktura drugorzedowa
oraz katy torsyjne (Zhang et al., 2012),

e GeneSilico MetaDisorder — grupa metaprogramoéw opartych na wynikach z innych metod
przewidujacych regiony IUR, strukturze drugorzedowej oraz pokryciu przyréwnania
wielu sekwencji dla szablonéw wykrytych przez metody do rozpoznawania zwoju.
Konsensus powstaje przy wykorzystaniu algorytm genetycznego, program ten jest
jednym z gtéwnych wynikéw niniejszej rozprawy doktorskiej, jego szczegotowy opis

znajduje si¢ w dalszej czgsci rozprawy (Kozlowski i Bujnicki, 2012).

5.34.4. Programy do przewidywania dostepnosci reszt aminokwasowych dla
rozpuszczalnika

Przewidywanie dostgpno$ci reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika jest waznym
elementem przewidywania struktury, poniewaz pozwala okresli¢ lokalizacj¢ reszty w stosunku
do powierzchni biatka. Wigkszos¢ metod przewiduje relatywng dostepnos¢ dla rozpuszczalnika
(RSA) i stosujac odpowiedni prog (zwykle stosuje sie progi 25%, 5% 1 0%) okresla, ktore reszty
nie s3 dostepne dla rozpuszczalnika. Wynik poszczegélnych metod prezentowany jest w formie
ciggu znakéw: ---BBBB-BB-BBB..., gdzie ,,B” oznacza reszt¢ zagrzebana, niedostepng dla

2

rozpuszczalnika, a ,,-” oznacza reszt¢ dostepng dla rozpuszczalnika przy okreslonym progu.
Dostepne programy to:

e NetSurfP — wielowarstwowy algorytm ANN oparty na profilach z program PSI-BLAST
oraz przewidywanej strukturze drugorzedowej, program przewiduje zagrzebanie na
poziomie 25% (Petersen et al., 2009),

e SOPRANO - program przewiduje dostepnos¢ reszt aminokwasowych dla
rozpuszczalnika na poziomie 25% oraz dodatkowo strukture drugorzedowa i zwroty 3 za
pomoca zaawansowanej wersji algorytmu ANN zwanej MOLEBRNN (Kirschner i
Frishman, 2008),

e ACCpro — program opiera swoje dziatanie na profilach PSSM otrzymane za pomoca

programu PSI-BLAST, ktore sa przetwarzane przez sztuczng sie¢ neuronowg. Mozliwe
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jest ustawienie dowolnego progu dostepnosci reszt z doktadnoscia do 5% (Pollastri et al.,
2002),

e JINET - algorytm ANN oparty na przyrownaniu wielu sekwencji, program przewiduje
dostepnos$¢ reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika na poziomie 25%, 5% i 0% (Cole
et al., 2008),

e SPINE — wykorzystuje algorytm ANN, ktéry obok profili otrzymanych za pomocg
program PSI-BLAST jako dane wejSciowe bierze pod uwage, takze takie cechy jak
hydrofobowos¢, objetos¢, polarnos¢ oraz punkt izoelektryczny (Dor i Zhou, 2007),

e SPINE X — program opiera swoje dziatanie na profilach PSSM, przewidywang strukture
drugorzedowa oraz katy torsyjne, ktore sg przetwarzane przez algorytm ANN (Faraggi et
al., 2012),

e SABLE — wartos$ci RSA oparte s3g na modelu regresji liniowej (Wagner et al., 2005),

e WESA - metaprogram oparty na wynikach z drzewa decyzyjnego, statystyki Bayesa,
wielokrotnej regresji linowej oraz algorytméw ANN i SVM, (Tjong et al., 2007).

5.3.4.5. Programy do przewidywania helis transblonowych

Pierwotnie metaserwer zawieral trzy programy do przewidywania helis transblonowych:
MEMSAT?2 (Jones et al., 1994), TMHMM (Sonnhammer et al., 1998), TMPred (Hofmann i
Stoffel, 1993). Wraz z nagromadzeniem wiedzy powstawaly kolejne, lepsze programy, ktore
zostaly zintegrowane z metaserwerem. Najnowsze programy s3 w stanie nie tylko okresli¢
lokalizacje helis transbtonowych, ale takze potrafia oceni¢ kierunek poszczegdlnych petli
(lokalizacja na zewnatrz lub wewnatrz komoérki) oraz odrozni¢ je od sekwencji sygnatowych.
Wyniki poszczegdlnych metod prezentowane sg w formie ciggu znakoéw np.:

SSSSSSSSSSSSSS——-—-——m—————— HHHHHHHHHHH++++++++++++HHH...
gdzie ,,S” oznacza sekwencje sygnalng zlokalizowang na koncu N, ,,-”” oznacza petle skierowana
na zewnatrz komorki, ,,+” 0znacza petle skierowang do wnetrza, a ,,H” oznacza region helisy
transblonowej. W chwili obecnej metaserwer umozliwia uruchomienie nastepujacych
programow:
e Phobius — program opiera swoje dzialaniec na modelach HMM wzbogaconych o
informacje dostepng dla najblizszych homologdéw. Program dodatkowo potrafi

przewidzie¢ sekwencje sygnalng na koncu N (Kall et al., 2007),
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MEMSAT3 — uzywa algorytmu ANN, ktory wykorzystuje macierze PSSM z programu
PSI-BLAST. W stosunku do poprzedniej wersji program dodatkowo odroznia sekwencje
sygnalne od helis transbtonowych (Jones, 2007),

TMPred — program opiera swoje dziatanie na analizie statystycznej profili z bazy bialek
transbtonowych TMbase (Hofmann i Stoffel, 1993),

HMMTOP — program uzywa modeli HMM, jego cecha szczegdlng jest to, ze pozwala na
wprowadzenie wigzOw wynikajacych z informacji na temat lokalizacji znanych
motywow (Tusnady i Simon, 2001),

DAS - program poréwnuje profil hydrofobowosci do profili znanych biatek
transbtonowych (Cserzo et al., 2004),

MINNOU - program wykorzystuje algorytm ANN oraz profile PSSM, hydrofobowos¢,
przewidywang struktur¢ drugorzedowsg oraz dostepnos¢ reszt aminokwasowych dla
rozpuszczalnika (Cao et al., 2006),

TMHMMZ2.0 — program opiera swoje dzialanie na modelach HMM, ponadto pozwala
przewidywac sekwencj¢ sygnalng (Krogh et al., 2001),

PRODIV, PRO, S_ TMHMM - pierwsze dwa programy wykorzystuja profile PSSM w
modelu HMM, natomiast S TMHMM jest wersja programu TMHMM przetrenowang
ponownie na nowym zbiorze testowym wspolnym dla wszystkich trzech programoéw
(Viklund i Elofsson, 2004),

SCAMPI-seq, SCAMPI-msa — przewidywanie topologii helis transbtonowych
wykorzystujace skale aminokwasowa obrazujacg zalezno$¢ zmiany energii swobodnej
AG w czasie integracji biatka w btone biologiczng, dodatkowo druga wersja programu
wykorzystuje przyréwnanie wielu sekwencji (Bernsel et al., 2008),

OCTOPUS — przewidywanie helis transbtonowych odbywa si¢ przez kombinacj¢ modeli
HMM z algorytmem ANN, program rozroznia helisy transbtonowe od sekwencji
sygnalnych (Viklund i Elofsson, 2008),

TOPCONS — metaprogram, ktérego wynikiem jest konsensus z programéw: OCTOPUS,
PRO, PRODIV, SCAMPI-seq oraz SCAMPI-msa (Bernsel et al., 2009),

Proteus — serwis internetowy, ktory do przewidywania helis transbtonowych uzywa
programu TMHMM oraz dodatkowo sprawdza podobienstwo do znanych sekwencji

sygnatowych i biatek cytoplazmatycznych (Montgomerie et al., 2008).
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5.3.4.6. Programy do przewidywania struktur splecionych helis
Metaserwer umozliwia uruchomienie nast¢pujacych programéw do przewidywania
struktur splecionych helis:
e COILS - jeden z pierwszych programéw do przewidywania struktur splecionych helis,
uzywa informacji na temat czestosci wystepowania okreslonych reszt aminokwasowych
w motywach splecionych helis (Lupas et al., 1991),
e PAIRCOIL - program opiera swoje dziatanie na macierzy PSSM (Berger et al., 1995),
e MARCOIL — program stanowi rozszerzenie programu PAIRCOIL, potrafi dodatkowo
przewidywac liczbe helis tworzacych strukture superhelisy (Wolf et al., 1997),
e PCOILS - opiera swoje dziatanie o macierze PSSM z programu PSI-BLAST (Gruber et
al., 2005),
e CAST - program przewiduje motywy splecionych helis biorgc pod uwage niska
ztozonos¢ sekwencyjna takich regionéw (Promponas et al., 2000),
e NCOILS - opiera swoje dziatanie o maszyn¢ regresji wektordw nosnych (ang. support

vector regression), program autorstwa Roba Russella (dane nieopublikowane).

5.3.4.7. Programy do przewidywania oddzialywania bialek z DNA i bialek z RNA

Pod pojeciem oddzialywania biatek z DNA i biatlek z RNA rozumiemy mozliwo$é
tworzenia oddziatywania miedzy fragmentem biatka a kwasem nukleinowym. Oznacza to, ze w
strukturze kompleksu reszty aminokwasowe znajduja si¢ w okreslonej odleglosci od czasteczki
RNA lub DNA, zwykle jako graniczna przyjmuje sie odlegtos¢ wynoszaca 3,5 A lub 5 A.
Wyniki poszczegolnych programéw z tej kategorii sa prezentowane w formie ciggu znakow np.
———+++++-—++-2--.., gdzie ,+” oznacza reszt¢ aminokwasowa oddzialujaca z DNA lub
RNA,
»~  0znacza brak oddziatywania, natomiast ,,?” oznacza, Ze program nie byl w stanie
wiarygodnie oceni¢ danej cechy. Na podstawie otrzymanych wynikow liczony jest prosty
konsensus w postaci sredniej arytmetycznej. Ponadto dodany zostat takze konsensus (oznaczony
jako cons3best) wzbogacony o system wag odpowiadajgcych jakosci metody (Puton et al.,
2012). Programy wiaczone do metaserwera GeneSilico to:

e DP-BIND - serwis internetowy przewidujacy wigzanie biatek z DNA na podstawie
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konsensusu z trzech metod uczenia maszynowego: metody SVM oraz dwoch rodzajow
regresji liniowej. Jako dane wejSciowe programy te uzywaja macierzy PSSM, struktury
drugorzedowej 1 dostgpnosci reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika (Hwang et al.,
2007),

DISIS — program do identyfikacji reszt wigzagcych DNA na podstawie ich sgsiedztwa w
sekwencji, profilu ewolucyjnego, przewidywanej dostepnosci dla rozpuszczalnika i
struktury drugorzedowej biatka, metoda oparta na algorytmie SVM (Ofran et al., 2007),
BindN — serwis internetowy przewidujacy odziatywanie biatka z DNA na podstawie
masy atomowej, hydrofobowosci 1 wartosci pK dla reszt aminokwasowych, oparty na
algorytmie SVM (Wang i Brown, 2006),

BindN-RF — przewiduje oddziatywanie biatek z DNA przy wykorzystaniu techniki lasow
losowych (ang. random forest), procz wiasciwosci, ktorych uzyto w programie BindN,
dodatkowo wykorzystuje informacje ewolucyjng w postaci macierzy PSSM (Wang et al.,
2009),

BindN+ — serwis internetowy, ktory pozwala przewidywa¢ zaréwno odziatywania biatek
Z RNA, jaki 1 biatko DNA, opiera si¢ na algorytmie SVM i tych samych wtasciwos$ciach
co program BindN-RF (Wang et al., 2010),

DBindR — serwis internetowy stuzacy do przewidywania oddziatywania biatek z DNA,
opiera swoje dziatanie na metodzie lasow losowych oraz metodzie SVM, wykorzystuje
takie cechy jak: profile PSSM, struktura drugorzgdowa, typ reszty aminokwasowej (Wu
et al., 2009),

NAPS — serwis internetowy, ktéry na podstawie rodzaju reszty aminokwasowej, jej
tadunku oraz konserwacji reszt potozonych w jej sgsiedztwie przewiduje wigzanie biatek
z DNA/RNA korzystajac z drzewa decyzyjnego C4.5 (Carson et al., 2010),

PPRInt — serwis internetowy identyfikujacy odziatywanie bialek z RNA oparty na
algorytmie SVM i profilach PSSM (Kumar et al., 2007),

PiRaNhA — serwis internetowy stuzacy do przewidywania oddziatywania bialek z DNA
oparty na algorytmie SVM uzywajacy macierzy PSSM, czestosci wystepowania
poszczegblnych reszt aminokwasowych w miejscach oddzialywania, przewidywanej
dostepnosci reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika oraz hydrofobowosci (Murakami
etal., 2010),
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RNABIndR — serwis internectowy do przewidywania odzialywania bialek z RNA,
dziatanie programu opiera si¢ na wykorzystaniu naiwnego klasyfikatora Bayesa
(Terribilini et al., 2007),

cons3best — meta-metoda do przewidywania oddziatywania biatek z RNA oparta na

oparta na wynikach z programow PPRInt, PiRaNhA i BindN+ (Puton et al., 2012).

5.3.4.8. Programy do przewidywania mostkow dwusiarczkowych

Programy przewidujace wystepowanie wigzan dwusiarczkowych miedzy cysteinami

dostepne w chwili obecnej na metaserwerze to:

CYS_REC - komercyjny serwis internetowy oparty na algorytmie ANN (Softberry, Inc.),
DIANNA — serwis internetowy, ktory wykorzystuje technike SVM w celu
przewidywania wigzan dwusiarczkowych oraz oddziatywania cysteiny z ligandami (np.
zelazem, cynkiem, kadmem) (Ferre i Clote, 2006),

Dlpro2 — program uzywa rekurencyjnego algorytmu ANN, ktory wykorzystuje profile
PSSM, strukturg drugorzgdowa i dostepnos¢ reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika
wzigtych z plikow PDB najblizszych homologéw lub/i przewidzianych za pomoca
programu DSSP (Cheng et al., 2006a),

DISULFIND - algorytm, ktory sktada si¢ z dwdch etapow, najpierw metoda SVM ocenia
czy dana cysteina uczestniczy w tworzeniu wigzania dwusiarczkowego, a nastgpnie dla
pozytywnych przypadkow za pomoca algorytmu ANN przewidywany jest wzor wigzania
si¢ cystein (Ceroni et al., 2006),

DBCP — serwis internetowy, ktorego dziatanie oparte jest na metodzie SVM. Jako dane
wejsciowe  wykorzystywane sg wspohrzedne wszystkich cystein - w  modelu

wygenerowanym przez program MODELLER (Lin i Tseng, 2010).

5.3.4.9. Programy do wykrywania zwoju bialka

Programy do rozpoznawania zwoju (ang. fold recognition) stanowig gléwna kategorie

programow wchodzacych w sktad metaserwera GeneSilico. Ich zadaniem jest wykrycie

najlepszych szablondw i przez to umozliwienie zbudowania jak najlepszych modeli

homologicznych. Schemat dziatania programéw tego typu jest nast¢pujgcy: najpierw za pomoca
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sekwencji-celu w duzej bazie sekwencyjnej np. nr lub uniprot wyszukiwane sg sekwencje
homologiczne, a nastgpnie otrzymane przyréwnanie MSA wykorzystywane jest do znalezienia
homologéw w bazie struktur np. PDB. Roznice migdzy metodami dotycza Sposobu reprezentacji
przyrébwnania MSA, budowania macierzy PSSM czy modelu HMM na jego podstawie oraz
bazach danych uzytych do przeszukiwania. Wyniki poszczegdlnych metod prezentowane sg w
postaci oddzielnych tabel zawierajacych do dziesigciu najlepszych zidentyfikowanych
szablonéw. Przy kazdej sekwencji szablonu podany jest kod PDB, poziom istotno$ci
statystycznej, procent identyczno$ci sekwencji-celu i szablonu, numer rodziny SCOP (uzyskany
z pliku PDB lub przewidziany za pomocg programu fastSCOP (Tung i Yang, 2007)), numer EC
reprezentujacy klasyfikacje enzymatyczng (uzyskany z pliku PDB lub przewidziany za pomoca
programu EnzyPred (Shen i Chou, 2007)). Dodatkowo sekwencja szablonu pokolorowana jest
zgodnie z jego strukturg drugorzedowsa (czerwony-helisy, zielony-wstegi). Ponadto dla kazdego
z szablonéw mozliwe jest pobranie przyréwnania szablonu i celu w formacie dostosowanym do
programu MODELLER oraz prostego modelu opartego na wspoétrzednych z pliku PDB szablonu.
W chwili obecnej metaserwer umozliwia uruchomienie nastepujacych programow:

e PSI-BLAST - wersja programu BLAST, ktéra uzywa strategii iteracyjnego
przeszukiwania bazy danych poprzez tworzenie lokalnego przyréwnania wielu
sekwencji, a nastgpnie przeksztatcanie go w profil, ktory jest wykorzystywany do
wyszukiwania kolejnych sekwencji dodawanych do przyréwnania program BLAST
stanowi heurystyczng aproksymacje algorytmu Smith-Watermana nie gwarantujacg
znalezienia najlepszego przyréwnania sekwencji, ale jest ponad 50 razy szybszy od
programu FASTA, Metaserwer uruchamia program PSI-BLAST na bazie sekwencji z
PDB uzywajac dwoch oddzielnych ustawien (z wlaczonym i wylaczonym filtrowaniem
regionéw o niskiej ztozonosci sekwencyjnej, oznaczone odpowiednio jako ,,pdblast” i
,.blastp”) (Altschul et al., 1997),

e GenTHREADER - metoda poréwnujaca sekwencje celu do bazy profili, cecha
szczegolng jest wykorzystanie algorytmu ANN do oceny istotnosci podobienstwa
sekwencji do profilu (Jones, 1999),

e COMPASS — wybor szablonow opiera si¢ na analitycznym przyblizeniu wartosci E (ang.
E-value) dla otrzymanych przyrownan MSA (Sadreyev et al., 2007),

e PRC - program opiera si¢ na porownaniu profilu HMM badanego biatka do biblioteki
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profili HMM biatek o znanych strukturach, dodatkowo jako dane wej$ciowe moga by¢
uzyte pliki wynikowe z innych programéw takich jak SAM (Karplus, 2009), HMMER
oraz PSI-BLAST (Madera, 2008),

COMA - ang. Comparison Of Multiple Alignments — metoda porownujaca profile z
profilami, z sekwencji wejsciowej generowany jest profil, ktory porownywany jest z bazg
profili (Margelevicius i Venclovas, 2010),

CS-BLAST - ang. context specific BLAST — wariant programu BLAST, ktory poprawe
dziatania w stosunku do podstawowej wersji programu BLAST zawdzigcza
wykorzystaniu 12 aminokwasowego okna, Kktore reprezentuje otoczenie reszty
aminokwasowej (Biegert i Soding, 2009),

HHblits — program opiera si¢ na porownaniu profilu HMM do biblioteki profili HMM,
metoda ta jest szybsza i doktadniejsza niz PSI-BLAST (Remmert et al., 2012),

HHsearch — metoda profil-profil, w ktorej przyrownanie MSA jest przedstawione w
formie modelu HMM, ktérym przeszukiwana jest biblioteka modeli HMM. Metaserwer
wykorzystuje bazy CDD i PDB70; najnowszej wersji program nie korzysta juz z
programu PSI-BLAST do budowania pierwotnego przyréwnania, lecz wykorzystuje
program HHblits (Soding, 2005),

FFAS — metoda profil-profil, jej cecha szczegblng jest sposdb budowania profilu PSSM,
w ktorym wagi sekwencji z przyrownania MSA odpowiadaja poziomowi zgodno$ci z
sekwencjg konsensusowg reprezentujacg dang rodzing biatkowa (Rychlewski et al.,
2000),

Sp3 — metoda profil-profil, dodatkowo procz standardowej procedury przeszukiwania
bazy profili przeprowadzane jest takze porownanie sekwencji do biblioteki fragmentow
strukturalnych, ponadto brany jest takze pod uwage wynik przewidywania struktury
drugorzedowej (Zhou i Zhou, 2005),

Phyre — metaserwer, ktdry w czasie porownywania profilu do bazy profili za pomoca
programu HHserach wykorzystuje dodatkowo takie cechy jak: przewidywana struktura
drugorzedowa (PSIPRED), brak uporzadkowania struktury trzeciorzedowej
(DISOPRED) oraz obecnos¢ helis transbtonowych (MEMSAT) (Bennett-Lovsey et al.,
2007),

HMMER - jeden z powszechniej wykorzystywanych programéw typu profil-profil, w
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metaserwerze odpowiada za identyfikacj¢ rodzin biatkowych z bazy PFAM (Finn et al.,
2011),

e PCONS — metoda, ktdra ocenia jako$¢ modeli za pomoca algorytmu ANN. Pod uwage
brane sg zgodno$¢ struktury drugorzedowej oraz jako$¢ modelu wedtug programu ProQ
(Wallner i Elofsson, 2003) stuzgcego do oceny ogolnej jakosci modeli (MQAP, ang.
model quality assessment program), modele bedace danymi wejsciowymi dla programu
PCONS budowane sg automatycznie W oparciu na przyréwnaniach do szablonow
wykrytych przez wcze$niej wymienione metody do rozpoznawania zwoju (Wallner i

Elofsson, 2005).

5.3.5. Programy i serwisy internetowe stanowiace cze$¢ serwisu internetowego do
przewidywania regionéw wewnetrznie nieuporzadkowanych

Serwis internetowy do przewidywania regionéw wewnetrznie nieuporzadkowanych
opiera swoje dziatanie na wynikach programow, ktére mozna podzieli¢ na kilka kategorii.
Pierwsza i najwazniejsza grupa to niezaleznie opracowane przez inne grupy badawcze programy
do przewidywania braku uporzadkowania: DISEMBL, GLOBPLOT, DISOPRED2, DISPROT
(VSL2B), IUPred (uruchamiany w dwoch trybach, dostosowanych odpowiednio do
przewidywania dhugich i kréotkich regionow IUR), DISpro, RONN, SPRITZ, PDISORDER,
POODLE-L, POODLE-S, PrDOS oraz iPDA. Nastgpna grupa programéw wykorzystana w
opisywanym serwisie to programy do wykrywania zwoju: PSI-BLAST (z wlaczonym i
wytaczonym filtrowaniem regionéw o niskiej ztozonosci sekwencyjnej, 0znaczone odpowiednio
jako pdblast i blastp), FFAS, HHsearch (na bazach pdb70 i cdd), GenTHREADER, Phyre i
PCONS. Ponadto do przewidywania struktury drugorzedowej wykorzystano program SSPro4.

5.3.6. Programy stanowiace cze$S¢ serwisu internetowego do przewidywania domen
bialkowych

W  przeciwienstwie do  programu  przewidujacego  regiony  wewnetrznie
nieuporzagdkowane, metoda stuzgca do przewidywania domen opisana w ramach niniejszej
rozprawy nie jest oparta na standardowej metodologii tworzenia meta-przewidywan. Serwis nie

korzysta z wynikéw innych metod do przewidywania domen. Wykorzystane zostaly jedynie
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programy do przewidywania innych cech bialka takich jak struktura drugorzg¢dowa (SSPro4 i
PSIPRED), brak uporzadkowania (RONN) oraz homologia do bialek o znanych strukturach
(HHblits).

5.3.7. Programy wykorzystane w trakcie analizy kompleksu odpowiedzialnego za obrébke
konca 3" mMRNA

Podstawowym  narzedziem wykorzystanym w trakcie analizy = kompleksu
odpowiedzialnego za obrobke konca 3" mRNA byt metaserwer GeneSilico. Za jego pomoca
przeprowadzono poszukiwania homologii do znanych struktur biatkowych oraz wygenerowano
modele homologiczne. Regiony wewngtrznie nieuporzgdkowane przewidziano za pomocg
programu GeneSilico MetaDisorder. Domeny biatkowe oznaczono wedlug nastepujacego
schematu: najpierw pobrano dostepne dane z bazy domen PFAM, a nastgpnie porownano je z
granicami domen przewidzianymi przez program DomainSVM. Regiony o niskiej ztozonosci

sekwencyjnej przewidziano za pomocg programu SEG (Wootton, 1994).
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6. Wyniki

6.1. Metaserwer GeneSilico

Metaserwer GeneSilico dostepny jest jako serwis internetowy pod adresem
https://www.genesilico.pl/meta2.  Pierwotnym  zadaniem  serwisu  bylo  ulatwienie
homologicznego modelowania biatek. Gtowna jego cze$cig byly programy do rozpoznawania
zwoju, ktore stuzyty do zidentyfikowania najlepszego szablonu do modelowania. Poczatkowo,
sumaryczna liczba programéw wchodzacych w sktad metaserwera nie przekraczata 20. W chwili
obecnej metaserwer pozwala w tatwy sposdb uruchomi¢ ponad 120 programéw
bioinformatycznych, ktore przewidujg nie tylko zwoj, ale rowniez takie cechy biatka jak
struktura drugorzedowa, obecno$¢ helis transblonowych, sekwencji sygnalnych, mostkow
dwusiarczkowych i struktur splecionych helis, dost¢gpnos¢ reszt aminokwasowych dla
rozpuszczalnika, domeny oraz wewnetrzne nieuporzadkowanie (tabela 2). Programy, o ktore
rozbudowano metaserwer zostaly zainstalowane przez autora rozprawy. Kazdy z nich wymagat
napisania oddzielnego skryptu uruchamiajacego i przetwarzajacego jego wynik do jednorodnego
formatu. Skrypty te musiaty uwzglednia¢ specyfike programu (format danych wejsciowych,
konfiguracje sprzetu, zmienne Srodowiskowe, itp.). Ponadto, wigkszos¢ skryptow pochodzacych
z pierwotnej wersji serwisu takze musiata by¢ przepisana, poniewaz wraz z wzrostem liczby
programow zastosowane rozwigzania okazaly si¢ niewystarczajace. Autorem wspomnianych
skryptow jest autor rozprawy.

Przy wyborze programow, ktore majg by¢ wiaczone do metaserwera preferowane byty te,
ktére mozna zainstalowaé lokalnie, poniewaz raz zainstalowane nie przysparzaja juz zwykle
problemow. Uruchamianie i przetwarzanie wynikow w zautomatyzowany sposob jest wzglednie
tatwe, a lista potencjalnych bledow koniecznych do wychwycenia jest stosunkowo krotka. Na
tym tle zewngtrzne serwisy internetowe, ktore réwniez w miar¢ mozliwosci wiaczane sa do
metaserwera, prezentujg si¢ jako wymagajace wickszego wysitku. Skrypty zarzadzajace tego
typu metodami musza by¢ w stanie poradzi¢ sobie z niestandardowymi sytuacjami takimi jak
chwilowe wylaczenie serwisu zewngtrznego, konieczno$¢ ponownego wysytania zapytania w
przypadku przekroczenia czasu odpowiedzi, pobieranie wiadomosci ze skrzynki email i z

wieloma innymi trudnymi do przewidzenia sytuacjami.
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Oddzielng grup¢ programow stanowia programy, ktore petnig funkcj¢ pomocnicze i stuza
do lepszej prezentacji danych (np. program DSSP (Kabsch i Sander, 1983) wykorzystany do
kolorowania sekwencji wedtug struktury drugorzedowej szablonu). Dodatkowo z metaserwerem
potaczone sg takze inne programy, ktore moga generowaé dalsze wyniki na podstawie
bezposrednio pobranych z metaserwera danych (np. program AmIgoMR (Pawlowski i Bujnicki,
2012), ktory korzysta z modeli generowanych przez metaserwer do przygotowania plikow
wejsciowych do krystalograficznej procedury podstawienia molekularnego).

Wzrost liczby programéw wchodzacych w sktad metaserwera oraz ograniczone zasoby
komputerowe powodowaty, ze niezbedne byto wprowadzenie pewnych ograniczen mozliwos$ci
uzytkownika. Domys$lnie uzytkownik moze wysta¢ maksymalnie 20 sekwencji na dzien i nie
moze wysyla¢ jako zapytanie takiej samej sekwencji ponownie. Ponadto dlugo$¢ sekwencji
ograniczona jest do zakresu od 40 do 990 aminokwaséw. Ostatnie wymaganie wynika z tego, ze
dla sekwencji krotszych niz 40 aminokwasow wigkszo$¢ metod daje mato wiarygodne wyniki
lub nie zwraca ich wcale. Podobnie jest w przypadku bardzo duzych bialek zbudowanych z
tysigca 1 wiecej reszt aminokwasowych. Sa one prawie zawsze zbudowane z kilku domen, a
wickszo$¢ metod trenowana byta na krotkich biatkach, zwykle jednodomenowych. Nalezy, wiec
oczekiwac, ze dla bialek zbudowanych z wielu domen ich wyniki beda znaczaco gorsze. Poza
tym domeny biatkowe mozna traktowaé jako niezalezne jednostki. Ich proces zwijania jest
zwykle jedynie w ograniczonym stopniu zalezny od innych domen w biatku. W zwigzku z tym
zalecane jest uruchamianie wigkszo$ci narzedzi bioinformatycznych dla fragmentéw sekwencji
odpowiadajacych pojedynczym domenom lub grupom domen tworzacych zwarta jednostke

strukturalna.
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Tabela 2. Programy bioinformatyczne wchodzace w sklad metaserwera GeneSilico. Bardziej szczegdtowy opis
poszczegdlnych programdéw mozna znalezé w rozdziale ,,Materialy i metody”. W kolumnie ,,Kategoria” oznaczenie
»zdalny szybki” oznacza serwis zewnetrzny, ktory zwraca wynik bezposrednio po wystaniu zapytania na oddzielnej
stronie HTML, ,,zdalny wolny” oznacza serwis zewngtrzny, ktory odsyta wyniki na podany adres email, natomiast
»lokalny” oznacza program zainstalowany lokalnie. Typ programu ,,inne” oznacza programy pomocnicze oraz
programy zewnetrzne, ktore mogg by¢ uruchamiane na podstawie wynikéw metaserwera. Kursywa zaznaczono
programy, ktore byty obecne w pierwotnej wersji metaserwera w momencie publikacji w 2003 roku (czes¢ z tych
programow zostala zastgpionych przez nowsze wersje). Pogrubiong czcionkg zaznaczono programy, ktorych
autorem jest autor niniejszej rozprawy. * programy wchodzace w sklad programu MetaDisorder; 2 programy
wchodzace w sktad programu MetaDisorder3D, * programy wchodzace w sklad programéw MetaDisorderMD i

MetaDisorderMD2, * programy wchodzace w sktad programu DomainSVM.

Nazwa programu Przewidywana cecha | Kategoria Referencja
HMMSTR struktura drugorzgdowa lokalny (Bystroff et al., 2000)
SSPro4®* struktura drugorzgdowa lokalny (Pollastri et al., 2002)
JNET struktura drugorzedowa lokalny (Cole et al., 2008)

GOR struktura drugorzedowa | zdalny wolny | (Kloczkowski et al., 2002)
FMD struktura drugorzedowa | zdalny wolny | (Cheng et al., 2005a)
CDM struktura drugorzedowa | zdalny wolny | (Cheng et al., 2007)
PROTEUS2 struktura drugorzedowa | zdalny wolny | (Montgomerie et al., 2008)
*SPARROW struktura drugorzedowa lokalny (Bettella et al., 2012)
SPARROW struktura drugorzgdowa lokalny (Bettella et al., 2012)
SABLE struktura drugorzedowa lokalny (Adamczak et al., 2005)
PROF PHD struktura drugorzedowa lokalny (Rost i Sander, 1993)
PORTER struktura drugorzedowa | zdalny wolny | (Pollastri i McLysaght, 2005)
NetSurfP struktura drugorzedowa lokalny (Petersen et al., 2009)
RaptorX-SS8 struktura drugorzedowa lokalny (Wang et al., 2011)
PSSpred struktura drugorzedowa lokalny (Zhang, 2012)

SPINE struktura drugorzgdowa lokalny (Dor i Zhou, 2007)

SPINE X struktura drugorzedowa lokalny (Faraggi et al., 2012)
PSIPRED? struktura drugorzedowa lokalny (McGuffin et al., 2000)
SOPRANO struktura drugorzedowa lokalny (Kirschner i Frishman, 2008)
SSPAL struktura drugorzedowa | zdalny szybki | Softberry, Inc.

SSP struktura drugorzedowa | zdalny szybki | Softberry, Inc.
PSSFINDER struktura drugorzgdowa | zdalny szybki | Softberry, Inc.

NNSSP struktura drugorzedowa | zdalny szybki | (Salamov i Solovyev, 1995)
SSPRED struktura drugorzedowa | zdalny szybki | Softberry, Inc.

HMMER domeny lokalny (Finn et al., 2011)
GLOBPLOT2 domeny lokalny (Linding et al., 2003b)
DOMpro domeny lokalny (Cheng et al., 2006b)
DOMAC domeny zdalny wolny | (Cheng, 2007)
Scooby-domain domeny lokalny (George et al., 2005)
PPRODO domeny lokalny (Sim et al., 2005)
DomPred domeny lokalny (Marsden et al., 2002)
FIEFDom domeny lokalny (Bondugula et al., 2009)
Shandy domeny zdalny wolny | (Walsh et al., 2009)

DoBo domeny zdalny wolny | (Eickholt et al., 2011)
DomainSVM domeny lokalny -

GLOBPLOT"® brak uporzadkowania lokalny | (Linding et al., 2003b)
DisEMBL"? brak uporzadkowania lokalny | (Linding et al., 2003a)

61




Nazwa programu Przewidywana cecha | Kategoria Referencja
DISOPRED2*? brak uporzadkowania lokalny (Ward et al., 2004)
DISPROT (VSL2B) ** brak uporzadkowania lokalny | (Obradovic et al., 2005)
|UPred? brak uporzadkowania lokalny (Dosztanyi et al., 2005)
DISprol’3 brak uporzgdkowania lokalny (Cheng et al., 2005b)
RONN*3* brak uporzadkowania lokalny (Yang et al., 2005)
SPRITZ" brak uporzadkowania | zdalny wolny | (Vullo et al., 2006)
PDISORDER™* brak uporzadkowania lokalny Softberry, Inc.
POODLE-L"? brak uporzadkowania | zdalny szybki | (Hirose et al., 2007)
POODLE-S"* brak uporzadkowania | zdalny wolny | (Shimizu et al., 2007)
PrD018;‘3 brak uporzadkowania | zdalny wolny | (Ishida i Kinoshita, 2007)
iPDA™ brak uporzadkowania | zdalny wolny | (Su et al., 2007)
Metadisorder brak uporzadkowania lokalny (Schlessinger et al., 2009)
SPINE-D brak uporzadkowania lokalny (Zhang et al., 2012)
GeneSilicoMetaDisorder | brak uporzadkowania lokalny (Kozlowski i Bujnicki, 2012)
NetSurfP RSA lokalny (Petersen et al., 2009)
SOPRANO RSA lokalny (Kirschner i Frishman, 2008)
ACCpro RSA lokalny (Pollastri et al., 2002)
JNET RSA lokalny (Cole et al., 2008)

SPINE RSA lokalny (Dor i Zhou, 2007)

SPINE X RSA lokalny (Faraggi et al., 2012)
SABLE RSA lokalny (Wagner et al., 2005)
WESA RSA lokalny (Tjong et al., 2007)
Phobius helisy transbtonowe lokalny (Kall et al., 2007)
MEMSAT3 helisy transbtonowe lokalny (Jones, 2007)

TMPred helisy transbtonowe lokalny (Hofmann i Stoffel, 1993)
HMMTOP helisy transbtonowe lokalny (Tusnady i Simon, 2001)
DAS helisy transblonowe lokalny (Cserzo et al., 2004)
MINNOU helisy transbtonowe lokalny (Cao et al., 2006)
TMHMM2.0 helisy transblonowe lokalny (Krogh et al., 2001)
PRODIV helisy transbtonowe zdalny wolny | (Viklund i Elofsson, 2004)
PRO helisy transblonowe zdalny wolny | (Viklund i Elofsson, 2004)
S TMHMM helisy transbtonowe zdalny wolny | (Viklund i Elofsson, 2004)
SEAMPI-seq helisy transbtonowe zdalny wolny | (Bernsel et al., 2008)
SCAMPI-msa helisy transbtonowe zdalny wolny | (Bernsel et al., 2008)
OCTOPUS helisy transbtonowe zdalny wolny | (Viklund i Elofsson, 2008)
TOPCONS helisy transbtonowe zdalny wolny | (Bernsel et al., 2009)
Proteus helisy transbtonowe lokalny (Montgomerie et al., 2008)
COILS splecione helisy lokalny (Lupas et al., 1991)
PAIRCOIL splecione helisy lokalny (Berger et al., 1995)
MARCOIL splecione helisy lokalny (Wolf et al., 1997)
PCOILS splecione helisy lokalny (Gruber et al., 2005)
CAST splecione helisy lokalny (Promponas et al., 2000)
NCOILS splecione helisy lokalny -

DP-BIND DNA-biatko zdalny wolny | (Hwang et al., 2007)
DISIS DNA-biatko lokalny (Ofran et al., 2007)

BindN RNA-biatko zdalny szybki | (Wang i Brown, 2006)
BindN DNA-bialko zdalny szybki | (Wang i Brown, 2006)
BindN-RF DNA-biatko zdalny wolny | (Wang et al., 2009)
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Nazwa programu Przewidywana cecha | Kategoria Referencja
BindN+ DNA-bialko zdalny wolny | (Wang et al., 2010)
BindN+ RNA-biatko zdalny wolny | (Wang et al., 2010)
DBindR DNA-biatko zdalny szybki | (Wu et al., 2009)

NAPS RNA-biatko zdalny szybki | (Carson et al., 2010)

NAPS DNA-biatko zdalny szybki | (Carson et al., 2010)

PPRInt RNA-biatko zdalny wolny | (Kumar et al., 2007)

PiRaNhA RNA-biatko zdalny szybki | (Murakami et al., 2010)

RNABIndR RNA-biatko zdalny szybki | (Terribilini et al., 2007)

cons3best RNA-bialko lokalny (Puton et al., 2012)

CYS_REC mostki dwusiarczkowe | zdalny szybki | Softberry, Inc.

DiANNA mostki dwusiarczkowe | zdalny szybki | (Ferre i Clote, 2006)

Dlpro2 mostki dwusiarczkowe lokalny (Cheng et al., 2006a)

DISULFIND mostki dwusiarczkowe lokalny (Ceroni et al., 2006)

DBCP mostki dwusiarczkowe | zdalny wolny | (Lin i Tseng, 2010)

PSI-BLAST?? rozpoznawanie zwoju lokalny (Altschul et al., 1997)

GenTHREADER?® rozpoznawanie zwoju lokalny (Jones, 1999)

COMPASS rozpoznawanie zwoju lokalny (Sadreyev et al., 2007)

PRC rozpoznawanie zwoju lokalny (Madera, 2008)

COMA rozpoznawanie zwoju lokalny (Margelevicius i Venclovas,
2010)

CS-BLAST rozpoznawanie zwoju lokalny (Biegert i Soding, 2009)

HHsearch?? rozpoznawanie zwoju lokalny (Soding, 2005)

HHblits* rozpoznawanie zwoju lokalny (Remmert et al., 2012)

FFAS®3 rozpoznawanie zwoju lokalny (Rychlewski et al., 2000)

Sp3 rozpoznawanie zwoju lokalny (Zhou i Zhou, 2005)

Phyrez'3 rozpoznawanie zwoju zdalny wolny | (Bennett-Lovsey et al., 2007)

PCONS*® rozpoznawanie zwoju lokalny (Wallner i Elofsson, 2005)

JMBRANK rozpoznawanie zwoju lokalny -

Consens3d rozpoznawanie zwoju lokalny -

fastSCOP inne zdalny szybki | (Tung i Yang, 2007)

EnzyPred inne zdalny szybki | (Shen i Chou, 2007)

MODELLER inne lokalny (Sali et al., 1995)

Swiss PDB Viewer inne lokalny (Guex i Peitsch, 1997)

HMMER inne lokalny (Finn et al., 2011)

DSSP inne lokalny (Kabsch i Sander, 1983)

SCWRL inne lokalny (Dunbrack, 1999)

FILTREST3D inne zdalny wolny | (Gajda et al., 2010)

Frankenstein3D inne zdalny wolny | (Kosinski et al., 2005)

MetaMQAP inne lokalny (Pawlowski et al., 2008)

AmlgoMR inne zdalny szybki | (Pawlowski i Bujnicki, 2012)

MetaMQAPclust inne lokalny (Pawlowski i Bujnicki, 2012)
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6.1.1. Struktura serwisu

Metaserwer jest serwisem internetowym, w obrgbie ktorego mozna wyr6znié trzy
warstwy (ryc. 10). Najbardziej widoczng warstwa jest interfejs uzytkownika, czyli ta czgsé
serwisu, do ktorej maja dostep uzytkownicy. Zostata ona napisana w serwerze aplikacji Zope,
ktory pozwala w efektywny sposob zarzadzac serwisem oraz generowac strony HTML w sposob
dynamiczny. Najglebszg warstwe serwisu stanowig napisane w jezyku Python skrypty
pozwalajace na uruchomienie programéw bioinformatycznych sktadajacych si¢ na metaserwer.
Nalezg do niej tu takze skrypty zarzadzajace kolejkowaniem zapytan oraz skrypty Ktorych
zadaniem jest ujednolicenie pierwotnego formatu wynikow do formy, jaka przyjeto dla danej
kategorii programoéw. Ostatnig warstwa, Spajajaca dwie powyzsze jest warstwa baz danych
MySQL. W niej przechowywane sa wszelkie dane dotyczace zaréwno uzytkownikOw jak i
samych zapytan. W bazach przechowywane sg takze wszystkie pierwotne wyniki programow,
wliczajac w to przyréwnania i modele homologiczne.

Ze wzgledu na specyfike serwisu i liczbg programéw wiaczonych do metaserwera do
wydajnego dziatania serwisu niezbedne byto ulokowanie poszczegélnych jego elementéw na
dwaoch oddzielnych komputerach. Bazy danych oraz interfejs uzytkownika zlokalizowane sg na
wzglednie stabej maszynie (4 CPU, 16 GB RAM), natomiast wigkszos¢ zadan zlozonych
obliczeniowo dedykowane jest na mocniejszy komputer (48 CPU, 96 GB RAM). Rozwigzanie
takie zapewnia niezawodno$¢ dziatania cato$ci bez wzgledu na obcigzenie i liczbe zadan

wystanych przez uzytkownikow.
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6.1.2. Interfejs uzytkownika

Jak wspomniano wyzej panel uzytkownika zostal napisany w serwerze aplikacji Zope.
Pozwala on w efektywny sposéb zbudowa¢ system zarzgdzania tredcig i przydzieli¢ odpowiednie
prawa poszczegdlnym uzytkownikom. Administrator systemu ma dostgp do panelu
administratora (ryc. 11), ktory stuzy do zarzadzania caltym serwisem. Z tego poziomu mozna
tworzy¢ podgrupy i ogranicza¢ lub poszerza¢ prawa uzytkownikow (np. umozliwiajac ogladanie
i modyfikowanie wynikéw zapytan danej podgrupy). W chwili obecnej istniejg trzy typy
uzytkownikoéw: guest — uzytkownik nienalezacy do zadnej grupy (domyslne ustawienie) majacy
dostep jedynie do wilasnych zapytan, grupa lab skupiajaca uzytkownikéw z Laboratorium
Bioinforamatyki i Bioinzynierii Biatka, majacych wglad w zapytania innych cztonkow grupy
oraz superusers, czyli uzytkownicy majacy wglad we wszystkie dane, wlaczajac w to panel
administratora. W miare potrzeby istnieje mozliwo$¢ wydzielenia innych podgrup.

Ze wzgledow bezpieczenstwa serwis jest dostepny jedynie po zarejestrowaniu, ale
rejestracja jest bezplatna, szybka i w petni zautomatyzowana (uzytkownik otrzymuje swoj login i
hasto na wskazany adres email). Po rejestracji uzytkownik otrzymuje dostep do panelu, ktory
umozliwia przegladanie historii swoich zapytan oraz posiada funkcje¢ przeszukiwania
poprzednich wynikow (mozliwe jest stosowanie wyrazen regularnych np. zapytanie ,,*p53*” w
polu ,,Job name” zwr6ci wszystkie zapytania, ktorych tytut zawiera stowo ,,p53”, zaktadajac, ze
uzytkownik jest ich wlascicielem lub ma prawo do ich odczytu) — ryc. 11. Dodatkowo kazdy
uzytkownik ma dostep do wynikow zapytan pewnych szczegdlnych uzytkownikow takich jak
,student” czy ,,casp” (ten ostatni przechowuje wyniki dla wszystkich zapytan zwigzanych z
sekwencjami, ktore byly celem badawczym eksperymentu CASP, oznacza to mozliwos¢
przejrzenia wynikow poczynajac od edycji CASP6 (rok 2004) do CASP10 (rok 2012); dostep do
tego typu danych jest niezwykle uzyteczny, poniewaz na ich podstawie mozliwe jest
konstruowanie réznego typu zbiorow testowych, ktére mozna wykorzysta¢ w czasie tworzenia
nowych metod bioinformatycznych).

Przeszukiwanie historii  zapytan jest szczegélnie wazne, poniewaz Wyniki
poszczegolnych programéw uruchamianych przez metaserwer dodawane sg w miarg ich
dostepnosci, a pojawienie si¢ wynikow ze wszystkich metod moze trwa¢ w skrajnych
przypadkach nawet kilka dni. Mniej wigcej potowa programow jest w stanie zwroci¢ wynik w

relatywnie krotkim czasie (w ciggu kilku minut). Pozostale programy dziatajg dosy¢ wolno, co
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najczesciej wynika z dwoch przyczyn. Niektore programy lokalne zostaly napisane w sposob
uniemozliwiajacy zrownoleglenie obliczen (np. COMA, GenThreader) opierajac si¢
jednoczesnie na przeszukiwaniu duzych baz danych. W ten sposob pojedyncze uruchomienie
programu moze wymagaé¢ 1-2 godzin. Drugi problem jest specyficzny dla serwiséw
internetowych. Nawet jesli serwis internetowy dziata w miar¢ szybko, istnieje ryzyko, ze
komunikacja miedzy serwisem zewnetrznym a metaserwerem zawiedzie i niezbgdne bedzie
ponowne wyslanie zapytania (powody takiego zdarzenia mogg by¢ rozne np. zerwanie
potaczenia z Internetem po ktorejkolwiek stronie, nieodestanie przez serwer wyniku na
wskazany email, btad w przetwarzaniu wyniku po zmianach na stronie internetowej Serwisu
zewngtrznego itd.).

Dla ufatwienia pracy z metaserwerem uzytkownik jest powiadamiany przez email o
zmianach w statusie wyslanego zapytania. Najpierw, po wykonaniu obliczen przez programy
lokalne, do uzytkownika wysytany jest email z informacja, ze wyniki metod lokalnie
zainstalowanych sa juz dostepne. W tym momencie dochodzi do automatycznej klasyfikacji
poziomu trudnosci zapytania. Jesli program PSI-BLAST znajduje szablony z wartoscig e-value
ponizej okreslonego progu to zapytanie klasyfikowane jest jako tatwe czyli przyjmuje status
Hrivial” — oznacza to, ze programy zewnetrzne nie beda uruchamiane dla tego zapytania chyba,
ze uzytkownik zazyczy sobie inaczej (poprzez kliknigcie na napis ,,trivial” status zmieniany jest
na status o nazwie ,,S0me” (oznaczony z6tta ikona na ryc. 6.1.2.), co powoduje wystanie
sekwencji uzytkownika do serwiséw zewnetrznych). Jesli program PSI-BLAST nie znajduje
dobrych szablonow status ,,trivial” automatycznie zmieniany jest na status ,,some”. W momencie
gdy metaserwer otrzymuje wszystkie wyniki tacznie z wynikami z serwerow zewnetrznych

I”

status przyjmuje warto$¢ ,all” (zielona ikona na ryc. 11). Wtedy tez wysylany jest do
uzytkownika kolejny email informujacy o zakonczeniu analiz. Ze wzgledu na duza liczbe
programéw, ktore sa wlaczone do metaserwera istnieje wysokie ryzyko, ze przynajmniej jeden
lub kilka serwisow chwilowo nie bg¢dzie dziala¢. Wchodzac na podstrony wynikéw uzytkownik
moze tatwo sprawdzi¢, czy w danym momencie brakuje jeszcze wynikoéw jakich§ metod i
oceni¢, czy brak okreslonych przewidywan w znaczacy sposob moze wptyna¢ na interpretacje
wynikow. Przyktadowo, jesli widzimy, ze ciagle brakuje wynikéw dla serwisu PrDOS, ktéry

przewiduje brak uporzadkowania, ale wyniki pozostatych metod sa juz dostepne, to mozemy

uznaé, ze brak wynikéw jednej metody nie wyptynie znaczaco na wynik konsensusowy,
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poniewaz budowany jest on na podstawie wynikow z kilku lub kilkunastu innych programow,

wigc jego jako$¢ nie powinna by¢ znaczaco obnizona.
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Ryc. 11. Panel uzytkownika metaserwera GeneSilico. U gory przedstawiono panel administratora, ktory pozwala na
dogodny dostep i modyfikacje treSci poprzez skrypty w jezyku Python oraz dynamiczne szablony stron HTML
wykorzystujace znaczniki DTML (ang. Document Template Markup Language) i TAL (ang. Template Attribute
Language); na dole przedstawiono wyglad panelu uzytkownika, ktory pozwala na pelny wglad w histori¢ zapytan,
pokazuje ich status, dat¢ rozpoczgcia i inne uzyteczne informacje.

67



Cecha szczegbdlng metaserwera jest sposob prezentacji wynikow, ktorego zadaniem jest
ulatwienie interpretacji wynikéw analizy. Wynik programéw kazdej grupy przedstawione sg w
jednolitym formacie tekstowym, dzieki czemu mozna latwo je poréwnac ze soba nawzajem.
Poza tym dla kazdej grupy metod zglaszajacych ten sap typ wynikdw, wyliczany jest konsensus,
ktéry pozwala na oceng zbieznosci przewidywan (zazwyczaj przewidywania, ktore nawzajem si¢
ze sobg zgadzaja, s3 takze najbardziej wiarygodne). Do kazdej grupy programéw dodany jest
link oznaczony symbolem ,,?”. Kieruje on do strony, na ktorej wyjasnione jest jak nalezy
interpretowa¢ wyniki oraz podane sa referencje do publikacji 1 stron internetowych metod
sktadowych). Na samej gorze strony z wynikami (ryc. 12) uzytkownik moze znalez¢
podstawowe informacje (nazwe¢ zapytania, jego numer) oraz informacje¢ dotyczaca aktualnego
stanu zapytania (na niebiesko podana jest lista metod, ktére na dany moment jeszcze nie
zwrocity wynikow). Ponadto uzytkownik ma w tej sekcji dostep do kilku przyciskow, ktore
pozwalaja na zbiorcze pobieranie danych np. wszystkich modeli, lub wszystkich przyrownan w
formacie fasta). Czg$¢ przyciskow taczy metaserwer z programami zewng¢trznymi (po ich
naci$ni¢ciu odpowiednie dane wysylane sg automatycznie do serwiséw zewnetrznych, np. do

wymienionego wczesniej programu AmIGoMR).
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Ryc. 12. Gérna cze$¢ przykladowej strony z wynikiem na metaserwerze GeneSilico. Prezentowane sg ogodlne
informacje, status zapytania oraz przyciski pozwalajace wlaczaé¢ okre§lone programy zewngtrzne. Ponadto mozliwe
jest pobranie modeli i przyréwnan.
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6.1.2.1. Programy do rozpoznawania zwoju

Programy do rozpoznawania zwoju majg za zadanie znalez¢ najlepszy mozliwy szablon
do modelowania homologicznego badanego biatka. Domys$lnie przeszukuja one bazy struktur
zbudowane na podstawie bazy PDB. W sklad metaserwera wchodzi aktualnie 12 réznych
programow do rozpoznawania zwoju. Wszystkie z wyjatkiem programu Phyre, zainstalowane sa
lokalnie. Najprostsze z nich to metody typu sekwencja-profil (np. PSI-BLAST,
GenTHREADER, COMPASS), w przypadku ktorych sekwencja porownywana jest z baza profili
PSSM. Dodatkowo zamiast pojedynczej sekwencji moze by¢ uzyte przyroOwnanie MSA
konstruowane we wstepnym ctapie analizy poprzez przeszukanie bazy sekwencji (np. nr lub
UniProt). Dopiero ono jest uzywane w trakcie gtownego przeszukiwania bazy profili. Roznice
pomiedzy poszczegdlnymi metodami dotycza algorytméw konstruowania przyréwnania (np. w
przypadku PSI-BLAST wykorzystywany jest algorytm Smitha—Watermana (Smith i Waterman,
1981)) oraz rodzaju uzytych baz danych (cz¢$¢ programoéw np. COMA posiada specyficzne
bazy danych o dosy¢ nietypowym formacie, ktore sg czgséciej lub rzadziej aktualizowane przez
autoréw programow).

Nastepng grupe stanowig programy typu profil-profil, w ktorych z sekwencji-zapytania
tworzony jest profil lub model HMM 1 nastepnie za jego pomocg przeszukiwana jest baza profili
lub modeli HMM (przyktadowe programy to FFAS oraz HHsearch). Kazdy z programéw stosuje
wlasny system oceny jako$ci przyrownania zapytania i potencjalnych szablonéw. Aby utatwié
interpretacje wynikéw, wyswietlane liczby opisujace warto$¢ oceny kolorowane sg wedtug
nastepujacego klucza: kolor zielony odpowiada przyrownaniom dobrym, kolor pomaranczowy
oznacza $rednig jako$¢, natomiast na czerwono zaznaczone sg warto$Ci dla przyrownan stabej
jako$ci. Szczegdlowe wartosci progéw odciecia jakosci dla poszczegdlnych metod, ich
klasyfikacja i uzyte bazy podane zostaly w tabeli 3. Domys$lnie prezentowane jest do 10
najlepszych szablonéw w nastepujacej postaci: kod PDB szablonu, jako$¢ przyréwnania, procent
identycznosci miedzy sekwencja a szablonem, klasyfikacja SCOP, numer enzymu EC,
przyrownanie pokolorowane wedtug struktury drugorzedowej, przyrownania sekwencja-szablon
w formatach PIR i FIT oraz modele wygenerowane procedurg ,,crude” lub za pomocg programu
MODELLER (ryc. 13). Domyslnie generowane sg modele typu ,,crude”, poniewaz ich budowa
jest szybsza. Wygenerowanie modelu programem MODELLER, cho¢ zwykle daje lepsze
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wyniki, jest bardziej kosztowne obliczeniowo (pojedyncze zapytanie uzytkownika daje okoto

100 przyrownan sekwencja-szablon, dla ktérych metaserwer automatycznie buduje modele),

wigc ten typ generowania modeli zostal zarezerwowany dla szczegdlnych zadan np. dla

uzytkownika ,,casp”.

Tabela 3. Charakterystyka programow do wykrywania zwoju biatka. W przypadku progéw odciecia jakosci kolorem
zielonym zaznaczono prog powyzej (lub ponizej) ktdrego szablon uznaje sie za wiarygodny. Kolorem
pomaranczowym oznaczono przedziat odzwierciedlajacy $rednia jakos¢ przyrownania, zas kolor czerwony oznacza
prog ponizej (lub powyzej) ktérego szablon uznaje si¢ za malo wiarygodny. Progi odcigcia przyjeto zgodnie z
zaleceniami autoréw programdw lub ustalono empirycznie w przypadku braku takich zalecen.

Nazwa Przeszukiwana Typ Progi odciecia
programu baza danych programu jakosci szablonéw
PSI-BLAST nr90, CULLPDB sekwencja-profil <=2e-06
a) pdbblast z opcja -f (PSSM)
b) blastp bez opcji -f > 0.023
GenTHREADER | uniref90, CATH i inne specyficzne bazy sekwencja-profil <=0.001
generowane przez autorow (PSSM)
>0.01
COMPASS nr90, pdb70 sekwencja-profil <=2e-06
(PSSM)
>0.023
PRC baza generowana przez autoréw programem profil-profil <=2e-06
HMMER (HMM)
>(.023
COMA nr0, profile pdb40 (dostarczane przez profil-profil <=2e-06
autorow) (wlasny format)
> (0.023
CS-BLAST CULLPDB sekwencja-profil <=2e-06
(PSSM)
> (0.023
HHblits nr20, pdb70 sekwencja-profil >=95.0
(HMM)
< 80.00
HHsearch nr20 i pdb70 lub nr20 i CDD profil-profil >=05.0
(HMM)
<80.00
FFAS specyficzna baza dostarczana przez autoréw profil-profil <=-345
zbudowana na podstawie PDB (PSSM)
> 8.50
Sp3 nr90, SCOP i bazy pochodne PDB profil-profil <=-150
dostarczane przez autoréw
> -80.00
Phyre nr, swissprot profil-profil <=0.085
(HMM)
> 0.27
HMMER PFAM profil-profil <=2e-06
(HMM)
>0.023
PCONS brak, program ocenia jako$¢ modeli - >=2.17
wygenerowanych na podstawie szablonéw
wykrytych przez poprzednie metody <1.030
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Ryc. 13. Przyktad wyniku z programu do rozpoznawania zwoju (program FFAS). Standardowo prezentowane jest
do 10 najlepszych szablonow. W pierwszej kolumnie znajduja si¢ kody PDB szablonOw, dalej informacje o jako$ci
przyrownan, procent identycznosci sekwencji-zapytania i szablonu (wyliczany jedynie dla fragmentéw ktore sobie
odpowiadaja), klasyfikacja SCOP danego fragmentu szablonu i informacja o ewentualnej klasyfikacji szablonu w
bazie enzymdw EC (kolor czarny oznacza, ze dane pochodza z pliku PDB szablonu, natomiast kolor szary oznacza,
ze dane przewidziano za pomocag programéw fastSCOP i EnzyPred). Nastgpnie prezentowane jest samo
przyréwnanie szablonu do sekwencji docelowej (dla utatwienia oceny jako$ci przyrownania sekwencja szablonu jest
pokolorowana zgodnie ze strukturg drugorzedowa pochodzaca z szablonu). Po prawej stronie znajduje sie panel z
trzema przyciskami (dla kazdego przyréwnania) w formie ,,kulek”. Pozwalaja one pobraé¢ przyrownanie w formacie
PIR (domys$Iny format programu MODELLER) — ,kulka” niebieska, przyrownanie w formacie FIT (format
programu Swiss PDB Viewer) — ,kulka” czerwona i model wygenerowany przez procedure ,.crude” (,kulka”
zielona).

6.1.2.2. Programy do analizy innych wlasnosci bialek

Oprdcz programéw do wykrywania zwoju biatka metaserwer pozwala uruchomié caty
szereg programow przewidujacych takie wlasciwosci biatek jak struktura drugorzedowa,
obecnos¢ helis transbtonowych, sekwencji sygnalnych, mostkow dwusiarczkowych, struktur
splecionych helis, dostgpnos¢ reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika, domeny oraz
wewnetrzne nieuporzadkowanie (patrz tabela 2). Jedng z wazniejszych cech wyr6zniajgca
metaserwer GeneSilico na tle innych tego typu serwiséw jest sposéb prezentacji wynikdéw. Cho¢
programy z kazdej kategorii przewiduja wystepowanie tej samej cechy biatka, praktycznie kazdy
program zwraca wyniki w innym formacie. W takiej sytuacji poréwnanie wynikdw kilku
programow jest trudne, a czasem wrecz niemozliwe bez umiejgtnosci programowania. Z tego
powodu wazne jest przeksztalcenie wszystkich wynikow do jednorodnego formatu, nawet jesli
oznacza to cze$ciowag utrat¢ informacji. Przykladowo wyniki programéw przewidujacych
strukture drugorzedowa w metaserwerze zredukowane sg trzech stanow (H — helisa o, E — wstgga
B i,-" — inne), nawet je$li program jest w stanie przewidzie¢ np. osiem typow struktur
drugorzedowych wedtug klasyfikacji DSSP (ryc. 14). Ta czg¢sciowa utrata informacji
rekompensowana jest mozliwoscig bezposredniego poroOwnania wynikdw rdéznych metod i

stworzenia konsensusu.
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Ryc. 14. Wyniki programow przewidujacych mostki dwusiarczkowe, struktur¢ drugorzedowa i oddziatywanie
biatka z DNA na przyktadzie biatka nalezacego do rodziny Kunitza pochodzacego z kleszcza pospolitego (Ixodes
ricinus). W przypadku mostkéw dwusiarczkowych resztom cystein tworzacym potencjalny mostek przypisane sg
takie same litery (np. program CYS REC przewidzial mostek siarczkowy miedzy resztami o numerze 6 i 44, 351 61
oraz 50 i 57). Zestawienie wynikow wielu programéw w jednorodnym formacie pozwala tatwo wyeliminowaé
niepewne wyniki. Przykladowo wigkszo$¢ programéw do przewidywania struktury drugorzedowej (Srodkowy
panel) przewiduje w regionie 35-41 wystepowanie wstegi B, jednak niektére programy, prawdopodobnie, mylnie
przypisuja do tego regionu wystgpowanie helisy o (program ssp) lub calkowity brak struktury drugorzedowej
(pssfinder, porter i nnssp).

6.1.3. Struktura baz danych

Ze wzgledow na wydajnos¢ 1 bezpieczenstwo dane uzytkownikdéw znajduja si¢ w
oddzielnej bazie danych zawierajacej w sumie 11. tabel. W czasie rejestracji uzytkownik
proszony jest o podanie danych takich jak imi¢ i nazwisko, instytucja naukowa, kraj pochodzenia
itp. Dane te pozwalaja na kontakt w celach informacyjnych (powiadamianie o dodaniu nowych
metod, informacje o pracach modernizacyjnych itd.) lub w sytuacjach awaryjnych. W styczniu

2013 roku liczba uzytkownikéw metaserwera GeneSilico przekroczyta 2300 (w 2008 roku w
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momencie w Kktorym autor rozprawy przejat obowigzki zwigzane z rozwojem serwisu
uzytkownikoéw tych byto niecate 500.).

Dane dotyczace zapytan (pierwotne wyniki poszczegdlnych metod, modele
homologiczne, przyrownania) przechowywane sg w innej bazie danych. Kazda z kategorii metod
reprezentowana jest w formie oddzielnej tabeli. Jedynym wyjatkiem sa tu metody do
rozpoznawania zwoju, z ktérych kazda posiada oddzielng tabele (rozwigzanie takie jest
cze$ciowo sprzeczne z zasadg normalizacji baz danych, ale utatwia tworzenie kopii zapasowych;
tabele metod do wykrywania zawieraja najwi¢cej danych, poniewaz W nich przechowywane sg
przyréwnania i modele). Ponadto w bazie tej istnieje szereg tabel pomocniczych np. tabele
przechowujace numery EC czy kody PDB wraz z ich objasnieniami. W sumie baza danych
zbudowana jest z 51. tabel. W styczniu 2013 baza ta miata wielko$¢ 34 GB, z czego ponad 90%
danych stanowity modele.

SzczegOlnie wazng tabelg jest tabela kolejki. Pozwala ona wydajnie zarzadzal
zapytaniami do poszczegoélnych programéw i serwisow zewnetrznych. Domyslnie zapytania
kolejkowane sg wedlug kolejnosci przystania przez uzytkownikow (wyjatkiem jest uzytkownik
,,casp”, ktorego zapytania majg najwyzszy priorytet i wysylane sg jako pierwsze). Kazda z metod
ma swoja wilasng kolejke, z ktorej sekwencje pobierane sg jedna po drugiej. Kolejne zapytania
wysylane sg dopiero po otrzymaniu wyniku. Dodatkowo w przypadku braku odpowiedzi po
okreslonym czasie (zwykle 24 godziny) zapytanie jest uruchamiane ponownie. Kolejki
poszczegbdlnych metod dziatajg niezaleznie od siebie, dzigki czemu brak odpowiedzi z jednego

programu nie blokuje wysylania zapytan do innych programow.

6.1.4. Skrypty zarzadzajace uruchamianiem programow skladowych

Najgtebsza warstwe metaserwera stanowig skrypty w jezyku Python odpowiadajace za
przetwarzanie zapytan uzytkownikéw, uruchamianie poszczegolnych programow oraz
przetwarzanie ich wynikow. Ze wzgledu na duzg liczbe programéw i ich roznorodnos¢ kazdy z
programow zarzadzany jest przez oddzielny modul. Pozwala to zachowac niezalezno$¢
poszczego6lnych komponentdbw metaserwera. Czasem, Sytuacj¢ komplikuje fakt, ze pliki
wynikowe pochodzace z jednych programoéw sg niezbedne do uruchomienia innych. Duza czesé¢
programow (np. program do przewidywania struktury drugorzedowej Jnet) wymaga pliku

wynikowego z programu PSI-BLAST. W takich przypadkach niezbgdne jest uruchomienie
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pewnych programow w okreslonej kolejnosci. W standardowej sytuacji programy sa jednak
niezalezne i w teorii moga by¢ uruchomione w oddzielnych watkach niezaleznie od siebie.
Niestety, ze wzgledu na duze wymagania obliczeniowe czg$¢ programoéw uruchamiane jest w
praktyce sekwencyjnie, mimo wykorzystania wzglednie mocnego komputera (48 CPU, 96
RAM).

Od strony technicznej kazdy modut zbudowany jest z 4 czgsSci: pierwsza czgs¢ odpowiada
za sprawdzenie stanu kolejki. W przypadku niezerowego stanu kolejki wykonywana jest druga
czg$¢ modutu, czyli wlasciwe uruchomienie programu skladowego (na tym etapie nastgpuje
zablokowanie mozliwosci uruchamiania nowych instancji modutu do momentu zakonczenia
dzialania programu). Trzecia cz¢$¢ modutu odpowiada za przetworzenie wyniku do przyjetego
formatu. Ostatnia czes¢ modutu aktualizuje bazy danych o uzyskany wynik oraz wykonuje
czynno$ci koncowe (usunigcie blokady, usunigcie plikow tymczasowych itp.).

Opisana wyzej struktura modutow dotyczy jedynie programéw lokalnie zainstalowanych
i serwisow zewnetrznych zwracajacych wynik bezposrednio na stronie internetowej. Oddzielna
kategori¢ programéw stanowig serwisy internetowe zwracajgce wynik na wskazany adres email.
W tym przypadku niezbedne jest zastosowanie obstugi zapytania o bardziej ztozonej strukturze.
Sprawdzanie stanu kolejki i wysytanie sekwencji na serwisy zewngtrzne zarzadzane jest przez
jeden skrypt. Natomiast za obrobke wynikow i ich wstawianie do bazy danych odpowiada inny
skrypt, ktorego gtownym zadaniem jest wydobycie odpowiedzi serwisu ze skrzynki email.
Rozdzielenie tych zadan jest konieczne, poniewaz uruchomienie programu i otrzymanie wyniku
jest rozdzielone w czasie, ktorego dtugosci nie da si¢ przewidziec.

Wszystkie skrypty nadrzg¢dne uruchamiajace poszczegdlne moduly oraz przetwarzajace
zawarto$¢ skrzynki email oraz skrypty aktualizujgce biologiczne bazy danych uruchamiane sa
przez zewngetrzny program crontab, ktéry pozwala uruchamia¢ dowolny program uruchamiany w

srodowisku systemu Unix W ustalonych odstepach czasu.
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6.2. Przewidywanie wewnetrznego nieuporzadkowania struktury

W ramach realizacji niniejszego projektu skonstruowano seri¢ metod stuzacych do
przewidywania wewnetrznego nicuporzgdkowania struktury biatka. Celem byto otrzymanie
takiej metody, ktora uzyskataby mozliwie najlepsze wyniki w poréwnaniu do innych istniejacych
metod, w szczegoblnosci pod wzgledem oceny w ramach ,,zawodéw CASP”. Cel badawczy
obejmowal przetestowanie uzytecznosci roznych technik uczenia maszynowego do realizacji
tego zadani oraz zbadanie wplywu uzycia réoznych danych wejsciowych (np. na ile dotgczenie
wyniku z przewidywania struktury drugorzedowej moze poprawi¢ wynik przewidywania
wewngetrznego nieuporzadkowania). Podejscie takie umozliwito stworzenie kilku wariantow
programu, ktore wraz ze stopniem skomplikowania zyskiwaty coraz lepsza skuteczno$¢ w
przewidywaniu wewngtrznego nieuporzagdkowania struktury biatek, wzgledem rd6znych

zestawdw danych testowych.

6.2.1. MetaDisorder — meta-metoda oparta na innych programach do przewidywania
regionoOw wewnetrznie nieuporzadkowanych

MetaDisorder to program opierajacy si¢ na klasycznej koncepcji meta-metody. Program
wykorzystuje kilkanascie innych programow przewidujacych wystepowanie regionow
wewngtrznie nieuporzadkowanych: DisEMBL, GLOBPLOT, DISOPRED2, DISPROT
(VSL2B), IUPred (uruchamiany w dwaoch trybach dostosowanych do przewidywania dtugich i
krétkich regiondw wewnetrznie nieuporzadkowanych), DISpro, RONN, SPRITZ, PDISORDER,
POODLE-L, POODLE-S, PrDOS oraz iPDA (wigcej informacji na temat tych programow
mozna znalez¢ w ,,Materiatach i metodach” w rozdziale 5.3.3.3 oraz w tabeli 2).

Program MetaDisorder jest dostepny jako jedna z metod uruchamianych przez
metaserwer  GeneSilico oraz jako niezalezny serwis internetowy pod adresem
http://genesilico.pl/metadisorder/. Podobnie jak w przypadku metaserwera GeneSilico,
wprowadzono ograniczenia dotyczace danych wejsciowych (limit wystanych zapytan do
dziesigciu zapytan dla jednego uzytkownika na dzien, dlugo$¢ sekwencji od 40 do 990
aminokwaséw). W przypadku serwisu internetowego wynik prezentowany jest w postaci
graficznej, przyjaznej dla uzytkownika oraz w postaci tekstowej ulatwiajacej komputerowsg

obrobke wynikow (ryc. 15).
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a)  CeneSilico Metabisorder service

Protein disorder plot 3
Click and drag in the plot area to zoom in
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All residues, whose predicted disorder probability is > 0.5, should be considered as predicted to be disordered.
For clarity, only four plots corresponding to MetaDisorder predictions are shown. To see the results returned by the
primary methods, please click on the names of these methods in the legend (right side of the plot)

Alternatively, the results formatted as a simple text can be obtained [here].
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blastp 1 GSMPVVWPTLLDLSRDECKRILRKLELEAYAGVISALRAQGDLTKEKKDLLGELSKVLSIST TTL IEGRRLV 2.92746e-5
blastp 2 eB RNLLGLMQGTLQEKMEKNGRQIVRKLNDDRHYTAA- --DGSEISLHGRSLL 1.09258
blastp 3 - -CARVGQ- -HVKDHAGAIVTCTAEDILTNEKRDILVKIPQAVQLHTERLKVQ 3.31435
blastp 4 = = ceceeeccccmecceiicceieeccccciccccaaaaas DTSGTLYDKLAELGPQGLITTLKQLADAKPEVQDETLVTYAEKLSKEEARIDWSLSAAQL- 3.81944
blastp 5 et -LAGPISDISWDFEGRRL- 4.22166
blastp 6 Gl AVDAAKRAISRKDWSAASGSLI - 4.70534
blastp 7 SRDAYRRVIKKLEAQGVQGII 5.07229
blastp 8 - 6.40716
blastp 9 QKRVITEVMKVSSHTTENHELVVKNVIKDE - 6.73609
blastp 10 - - - -KKALKGELENFTGITDPYEPPENPQLVLDTES! - 6.90683
ffas 1 GSMPVVWPTLLDLSRDECKRILRKLELEAYAGVISALRAQGDLTKEKKDLLGELSKVLSIST IEGRRLV -64.8
ffas 2 - -MPVVWPTLLDLSRDECKRILRKLELEAYAGVISALRAQGDLTKEKKDLLGELSKVLSISTERHRAE! IEGRRLV -57.3
ffas 3 - -LDLSRDECKRILRKLELEAYAGVISALRAQGDLTKEKKDLLGELSKVLSISTERHRAE IEGRRLV -48.9
ffas 4 - -HPTSVAEWLDSIELGDYT- - -KAFLINGYTSMDLLKKIAELINVLKINLIGHRKRILASLGDR 9.22
ffas 5 B SMAQRDILLSAIWVSAADGELHEKEKAKIRKMATILGIKEEIVDQLEQLYYYEAALRQKRLNLLYPQKS- - - - 8.08
ffas 6 - -PVQTVGQWLESIGLPQYENHLMANGFDNVQFMGSNVMEDQDLLEIGILNSGHRQRILQAIQLPKMRPIGHDGYHPTSVAEW- --- 7.56
ffas 7 - EAAQLALRVGIAVAKSDGNFDDDEKSAVREIARSLGFDPAE - - - - - - = === c oo e me e -7.37

Ryc. 15. Interfejs serwisu internetowego MetaDisorder: a) graficzna posta¢ wyniku przyjazna dla uzytkownika
(wykres mozna dowolnie skalowaé, zapisywa¢ w formie obrazu, itp.), ponadto przewidywania wszystkich metod
dostepne sa do pobrania w jednorodnym formacie CASP; b) prosty format tekstowy.

6.2.1.1. Definicja wewnetrznego nieuporzadkowania
Jak wspomniano wczesniej, nie ma jednej powszechnie akceptowanej definicji regionow
wewnetrznie nieuporzagdkowanych. Istniejg rozne definicje m.in. uzaleznione od rodzaju uzytej

metody doswiadczalnej, ktore zgadzaja si¢ ze sobg jedynie czgsciowo (np. regiony wyznaczone
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jako nieuporzadkowane w obrebie okreslonego biatka za pomocg techniki NMR nie zawsze
zgadzaja si¢ z regionami wyznaczonymi za pomocg innej techniki). Ze wzgledéw praktycznych
na potrzeby realizacji niniejszego projektu badawczego przyjeto definicje obowigzujaca w
ramach eksperymentu CASP, gdzie za regiony wewnetrznie nieuporzadkowane uznaje si¢ te,
ktére oznaczone sag w plikach PDB znacznikiem REMARK465 (reszty aminokwasowe, ktore sa
obecne w sekwencji biatka, ale nie ma dla nich koordynatow), ktéra rozszerzono 0 regiony,
oznaczone jako nieuporzadkowane w bazie danych DisProt. W ten sposéb definicja braku
uporzadkowania uwzglednia dane doswiadczalne otrzymane wieloma réznymi technikami,
takimi jak krystalografia rentgenowska, NMR, elektroforeza SDS-PAGE, SAXS, spektrometria
mas 1 inne. Podejscie takie pozwala takze uniknagé wprowadzenia bigedu systematycznego
polegajacego na ograniczeniu badan do biatek o znanej strukturze trzeciorzedowej, w sytuacji
gdy zadaniem metody jest m.in. wykrywanie nieuporzadkowania w bialtkach, ktore w duzej
czgs$ci lub w catos$ci pozbawione sg struktury, czyli ich struktura wtasciwie nie ma szans na

znalezienie si¢ w bazie danych PDB.

6.2.1.2. Zbidr testowy

Majac na wzgledzie przyjeta definicje regionow wewnetrznie nieuporzadkowanych,
skonstruowano odpowiedni zbidr danych uzyty do trenowania i testowania metody. W sklad
zbioru danych wchodzity sekwencje biatkowe znajdujace si¢ w bazie DisProt (wersja 3.6) oraz
sekwencje z eksperymentu CASP7. Dodatkowo ze wzgledu na ograniczenia metod sktadowych
usuni¢to sekwencje dluzsze niz 1000 aminokwasoéw. W efekcie otrzymano zbidr testowy, ktory
sktadat si¢ z 566 biatek 1 zawieral 232664 reszt aminokwasowych, sposrod ktorych 23,45% byto
oznaczonych jako wewngtrznie nieuporzadkowane.

Nastepny zbior danych, nazwany pdbRemark465, zbudowany zostal w oparciu o
sekwencje struktur znajdujgce si¢ w bazie PDB. W celu usunigcia nadmiarowosci danych
wykorzystany zostat serwis internetowy PISCES. Sekwencje musiaty speinia¢ nastepujace
kryteria: pochodzi¢ ze struktur otrzymanych metoda krystalografii rentgenowskiej, mie¢
rozdzielczo$¢ ponizej 2 A, wspotczynnik R-factor ponizej 0,2. Ponadto dtugo$é sekwencji
musiata znajdowac si¢ w zakresie 50-1000 aminokwaséw, a poziom identycznos$ci sekwencji do

innych bialek w zestawie musiat by¢ mniejszy niz 20%. W efekcie otrzymano zbidr testowy
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sktadajacy si¢ z 1147 sekwencji (w sumie 289008 aminokwaséw sposrod ktorych 6,28%
oznaczone bylo znacznikiem REMARK465 w odpowiadajacych im plikach PDB).

W ostatecznej wersji program Kkorzystal ze zbioru taczacego zbiory CASP7, DisProt
1 pdbRemark465. Dane te s3 dostepne do pobrania ze strony serwisu oraz zostaty dotaczone jako

zatacznik do publikacji opisujacej metode MetaDisorder (Kozlowski i Bujnicki, 2012).

6.2.1.3. Miary jakosci przewidywania uzyte w czasie uczenia i testowania metod

Dla kazdej z reszt aminokwasowychw program zwraca przewidywanie, czy uznawana
jest za zlokalizowang w regionie wewngtrznie nieuporzadkowanym (oznaczony dalej w tekscie
jako ,,D” —ang. disorder), czy w regionie ustrukturalizowanym (,,O” — ang. order). W zwigzku z
tym mozemy wydzieli¢ cztery kategorie wynikow:

— wyniki prawdziwie dodatnie (TP, ang. true positives; reszty aminokwasowe przewidziane
jako nalezace do regionu wewngtrznie nieuporzadkowanego znajduja si¢ w takim
regionie),

— wyniki prawdziwie ujemne (TN, ang. true negatives; reszty aminokwasowe nalezace do
regionu ustrukturalizowanego sg przewidziane jako takie),

— wyniki fatszywie dodatnie (FP, ang. false positives; reszty aminokwasowe, ktore blednie
sklasyfikowano jako wewnetrznie nieuporzadkowane)

— wyniki falszywie ujemne (FN, ang. false negatives; reszty aminokwasowe ,btgdnie”

sklasyfikowane jako znajdujace si¢ poza regionami nieuporzgdkowanymi) — ryc. 16.

Stan faktyczny
”D” ”O”
TP| FP| b~
Stan
przewidywany
FN| TN |,o”

Ryc. 16. Kategorie wynikow przyjete do oceny przewidywania wewnetrznego niuporzadkowania biatek. ,,D” — ang.
disorder — region wewng¢trznie nieuporzadkowany, ,,0” — ang. order — region uporzadkowany.
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Jako pierwsze] miary uzyto wspotczynnika korelacji Matthewsa (Matthews, 1975)
zdefiniowanego wedlug nastepujacego wzoru:
TP - TN — FP - FN

MCC =
/(TP + FP)(TP + FN)(TN + FP)(TN + FN)

Miary MCC uzyto jedynie do oceny poprawno$ci przewidywan, nie byla ona wykorzystana
podczas uczenia metody.
Nastepng uzytg miarg byt wspotczynnik S,y (Jin i Dunbrack, 2005), wyrazony wzorem:
WdisorderTP — WorderFP + WorderTN — WdisorderFN
- Wdisorder(TN + FN) + Worder(TN + FP)

Sw

gdzie Wiaisorder 10 o0dsetek reszt aminokwasowych, ktére znajduja si¢ w regionach
uporzadkowanych, a Woger t0 to odsetek odpowiadajacy ilosci reszt aminokwasowych
zlokalizowanych w regionach nieuporzadkowanych.

Wz0r na wspotczynnik Sy, zawiera wagi, ktorych zadaniem jest unikni¢cie nadmiernego
przewidywania klasy wystepujacej czesciej. W przeciwnym  przypadku istnieje
niebezpieczenstwo, ze naiwny program, ktory przewidywatby wszystkie miejsca jako znajdujace
si¢ poza regionem nieuporzadkowanym (klasa dominujaca, ktéora w zbiorze testowym
pdbRemark465 stanowi 93,72% przypadkdw), bytby lepszy niz metoda, ktora popetniataby
pewna ilos¢ btedow, ale ogdlnie zwracataby przewidywania dotyczace obu klas. Miara Sy
przyjmuje wartosci z zakresu [-1, 1], gdzie 0 oznacza przewidywania nie lepsze niz generowane
losowo. Miara ta byta gléwnym kryterium oceny jako$ci przewidywan poszczegolnych metod
sktadowych i samej meta-metody.

Cz¢$¢ programéw zwracajac wynik jest w stanie oceni¢, jak bardzo wiarygodne jest
przewidywanie dla konkretnej reszty aminokwasowej. Odbywa si¢ to poprzez zwrdcenie
wartosci prawdopodobienstwa, gdzie wartosci powyzej lub ponizej okreSlonej granicy
klasyfikowane sg jako nalezace do okreslonej klasy (zwyczajowo przyjmuje si¢ przedziat [0, 1] i
punkt decyzyjny w potowie przedziatu; oznacza to, ze w naszym przypadku program uznaje za
wewnetrznie  nieuporzgdkowane  reszty — aminokwasowe, dla  ktorych  wartos¢
prawdopodobienstwa jest wigksza lub rowna 0,5). Dla programéw tego typu mozliwe jest uzycie
bardziej doktadnej miary do oceny wynikow, jaka jest krzywa ROC (ang. receiver operating
characteristic), a konkretnie pole powierzchni pod krzywa ROC (ang. area under curve).
Krzywa ROC tworzona jest poprzez natozenie na Wykres czutosci okreslanej takze skrotem TPR

(ang. true positive rate) i specyficznosci okreslanej czasem skrotem TNR (ang. true negative
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rate) w zakresach [0, 1] z okreslong doktadnoscig. Miary TPR i TNR definiowane sa w

nastepujacy sposob:
TP TN

TNR =

TP+FN TN+FP

TPR =

W praktyce procedura wykreslania krzywej ROC polega na naniesieniu na wykres
okreslonej liczby punktéw odpowiadajacych czutosci i specyficzno$ci w miar¢ zmieniania progu
decyzyjnego powyzej lub ponizej ktorego klasyfikujemy przypadki jako TN, TP, FN i FP (Robin
et al., 2011). Pole powierzchni pod krzywa ROC mozna obliczy¢ wykorzystujac metode
trapezow (Press et al., 2007). Miara AUC przyjmuje wartosci z przedziatu [0, 1], gdzie wartos¢

0,5 oznacza wynik dla klasyfikatora losowego.

6.2.1.4. Konstrukcja i testowanie metody

Zaréwno do oceny metod sktadowych, jak i w czasie konstruowania meta-metody
niezbedna jest ocena poprawnosci dziatania danego klasyfikatora na okre§lonym zbiorze
testowym. Oznacza to, ze dla wszystkich 13 metod wchodzacych w sklad programu
MetaDisorder konieczne bylo otrzymanie wynikéw dla wszystkich sekwencji ze zbiorow
pdbRemark465, DISPROT i CASP7 (dane te sg dostgpne do pobrania ze strony serwisu
http://iimcb.genesilico.pl/metadisorder/ oraz zostaly dolaczone jako zalacznik do publikacji
opisujacej serwis MetaDisorder (Kozlowski i Bujnicki, 2012)).

Dla otrzymanych wynikéw mozna okresli¢ jako$¢ danej metody poprzez wyznaczenie
wartosci TP, TN, FP i FN i zastosowanie wymienionych w poprzednim podrozdziale miar.
Statystyczna istotno$¢ wynikéw zostata potwierdzona za pomoca testu bootstrap, ktory polegat
w tym przypadku na 1000-krotnym losowym wyborze 80% sekwencji ze zbioru testowego i
wyliczeniu $redniej z proby (Carpenter i Bithell, 2000). W przypadku krzywych ROC
dodatkowo uzyto testu Wilcoxona (Rosner et al., 2006). Wsrod testowanych metod najlepszy
okazat si¢ program iPDA, PrDOS oraz DISPROT — w zaleznosci od uzytej miary oceny (tabela
6.2.1.3).

W najprostszym przypadku za meta-metod¢ mozna uznac prosty klasyfikator, ktory
przeprowadza usrednianie arytmetyczne. OczywiScie nie jest to najlepsze z mozliwych
rozwigzan. Majac dostep do statystyk odzwierciedlajacych jako$¢ metody, mozna zbudowaé

inny wariant Kkonsensusu, gdzie poszczegbélnym metodom skladowym przypisywane sg
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odpowiednie wagi, niejako nagradzajac lepsze metody. W ten sposéb w ramach niniejszego
projektu skonstruowane zostaly dwa warianty oznaczone jako BinCons i FloatCons. Réznica
miedzy nimi polega na tym, ze w przypadku wariantu BinCons uzyto jedynie wartosci binarnych
(,D” lub ,,0”), natomiast w przypadku FloatCons brane pod uwage sg ciaggle wartosci
prawdopodobienstwa (o ile program takie zwraca). Jako wag uzyto wartosci Sw.

Dodatkowo w BinCons i FloatCons zastosowano dwa zabiegi majace na celu poprawe
jakosci przewidywan. Po pierwsze, z przeprowadzonych badan (Xue et al., 2010) wynika, ze
regiony nieuporzadkowane sg nadmiernie reprezentowane w okolicach koncow sekwencji biatka.
Z tego wzgledu zastosowano prosta poprawke statystyczng dla 15 koncowych aminokwasow,
zwigkszajac prawdopodobienstwo klasyfikowania ich jako wewngtrznie nieporzadkowane
proporcjonalnie do wartosci obserwowanych w zbiorze uczacym. Drugim zabiegiem
poprawiajagcym jako$¢ przewidywania jest wuzycie filtra wygladzajacego (tzw. filtr
dolnoprzepustowy), ktéry ma za zadanie usuwac¢ zbyt krotkie fragmenty przewidziane jako
wewnetrznie  nieuporzagdkowane lub  naprawia¢  fragmenty nieciggle zawierajace
kilkuaminokwasowe przerwy. Regiony wewnetrznie nieuporzadkowane zbudowane s3 z
sasiadujacych ze sobg reszt aminokwasowych, ktore tworza réznej dlugosci ciagte segmenty nie
zawierajace krotkich przerw. Niestety podczas usredniania wynikow z wielu metod dos$¢ czgsto
dochodzi do sytuacji, gdzie pojedyncze reszty aminokwasowe klasyfikowane sa nieprawidtowo,
poniewaz nie uwzgledniono sgsiedztwa innych reszt, a ich wartosci prawdopodobienstwa sa

blisko progu decyzyjnego (ryc. 17).

0,67 0,57 049 0,55 0,48 0,54 0,69 044 0,8 0,35 0,51 042
przed \ \ \
DDDDDDODD-D-Df———-—-——————— DDDOD-DDDD-—-——-——— Db

Filtr wygtadzajacy

po
DDDDDDDDDDDDD - —-—————————— DDDDDDDDDD-————————————— L.

Ryc. 17. Przyklad dziatania filtra wygladzajacego zastosowanego dla polepszenia wynikoéw znajdujacych si¢ w
okolicach progu decyzyjnego wynoszacego 0,5.
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Procz wyzej wymienionych wariantow programu MetaDisorder, zaprojektowano takze
algorytm meta-metody oparty na jednokierunkowej sieci neuronowej (ang. feedforward neural
network). Dane wejsciowe reprezentowane sg przez wektor o dlugosci 40 elementéw. 21
elementéw sktadowych okresla typ aminokwasu (20 standardowych aminokwasow oraz ,,X” dla
niestandardowych aminokwaséw); 6 elementdw reprezentuje strukture drugorzedowa
przewidziang za pomocg programow ACCpro i PSIPRED (po trzy elementy odzwierciedlajace
prawdopodobienstwo klasyfikacji reszty aminokwasowej jako nalezacego do helisy a, wstegi B
lub innego typu struktury drugorzedowej) oraz przewidywanie braku nieuporzadkowania wedtug
13 wczesniej uzytych programOw. Sie¢ neuronowa zlozona jest z jednej warstw ukrytej
zbudowanej z 40 neuron6éw, a proces uczenia przebiegat przez 30 tysigcy iteracji.

W przypadku trenowania dowolnej metody wliczajac w to meta-metody niezbedne jest
podzielenie zbioru danych na zbiér uczacy i zbidr testowy, tak, aby unikngé przetrenowania
metody. Zwykle robi si¢ to za pomoca n-krotnego sprawdzianu krzyzowego (ang. n-fold
crossvalidation), ktora polega na tym, ze zbior danych dzieli si¢ losowo na np. 10 czgsci
(mowimy wtedy o tzw. 10 krotnej walidacji krzyzowej) i 9 z nich uzyte zostaje w czasie
trenowania metody, a jedna cze$¢ stuzy do przeprowadzenia testow. Nastepnie procedure
powtarza si¢ n razy, wymieniajac cz¢$¢, na ktorej testujemy metodg. W ten sposob zwiekszamy
szanse, ze nasz klasyfikator bedzie w stanie przewidzie¢ okreslong ceche takze dla nowych
danych, nieuzytych do trenowania.

W tabeli 4 zamieszczono ostateczny ranking skutecznos$ci opisanych wyzej wersji
programu MetaDisorder i programéw sktadowych, do ktorych zostal poréwnany. Jak widaé z
wynikow, poszczegbdlne wersje programu MetaDisorder wypadajg lepiej bez wzgledu na uzyte
kryterium oceny. Ponadto zbadano istotno$¢ otrzymanych wynikow, wykorzystujac test

Wilcoxona (tabela 5).
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Tabela 5. Wyniki dwustronnego testu Wilcoxona dla wartosci AUC na ¥aczonym zbiorze testowym (pdbRemark465,
DISPROT i CASP7).

Float Bin Dis . IUPred DISO IUPred POO POO
Cons  Cons VSL2 PSSMP IPDA short ProoOS PRED long DLE-L RONN DLE-S

FloatCons X

BinCons 0,005 X

VSL2 0,005 0,007 X

DisPSSMP 0,005 0,005 0,005 X

iPDA 0,005 0,005 0,241 0,007 X

IUPred short 0,005 0,006 0,006 0,093 0,005 X

PrDOS 0,005 0,005 0,022 0,017 0,006 0,005 X

DISOPRED 0,005 0,005 0,005 0,445 0,005 0,028 0,005 X

IUPred long 0,005 0,005 0,005 0,203 0,006 0,878 0,005 0,114 X

POODLE-L 0,006 0,006 0,005 0,721 0,005 0,009 0,005 0,386 0,013 X

RONN 0,005 0,005 0,006 0,169 0,005 0,005 0,005 0,028 0,005 0,007 X

POODLE-S 0,006 0,006 0,005 0,006 0,006 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 X

Warto$ci pogrubione oznaczajg pary metod, pomiedzy ktérymi réznica migdzy wartosciami AUC jest statystycznie
nieistotna na poziomie wartosci p wynoszacym 0,05.

Tabela 4. Ranking skutecznosci réznych wersji programu MetaDisorder na laczonym zborze testowym
(pdbRemark465, DISPROT i CASP7). Podano wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym obliczonym za
pomoca testu bootstrap. Czcionka pogrubiong zaznaczono najlepsze wyniki (osobno uwzgledniajac metody
sktadowe oraz r6zne wersje programu MetaDisorder).

Metoda Sw MCC AUC
ANNCons 0,609 +0,010 0,455 +0,005 0,863+ 0,003
FloatCons 0,608 + 0,007 0,475 + 0,008 0,868 + 0,002
BinCons 0,599 £ 0,007 0,487 + 0,008 0,843+ 0,003
iPDA 0,555+ 0,006 0,419 £ 0,006 0,829 + 0,004
DISPROT(vIs2) 0,539 £ 0,005 0,399 £ 0,005 0,830+ 0,001
DISOPRED 0,481 + 0,006 0,436 + 0,006 0,778 + 0,003
POODLE-S 0,474 + 0,009 0,423 +0,010 0,828 + 0,004
PrDOS 0,469 + 0,007 0,442 + 0,008 0,810+ 0,006
POODLE-L 0,464 £0,010 0,397+0,010 0,794 + 0,004
RONN 0,450 £ 0,006 0,350+ 0,007 0,762 + 0,006
IUPred (long) 0,445 + 0,006 0,412 40,007 0,788 £ 0,002
DisPSSMP 0,442 +0,012 0,377 £0,012 0,776 + 0,004
IUPred (long) 0,432 £ 0,008 0,392 £ 0,009 0,787 £ 0,004
Spritz (long) 0,418 £0,009 0,377+0,010 -
Pdisorder 0,383 + 0,007 0,350+ 0,007 -
DiSpro 0,355+ 0,006 0,411£0,008 -
Spritz (short) 0,334 +0,007 0,306 + 0,007 -
DisEMBL 0,289 + 0,007 0,232+ 0,006 -
GlobPlot 0,187 + 0,004 0,172 + 0,004 -
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6.2.1.5. Skuteczno$¢ metody w eksperymencie CASP8
Eksperyment CASP (ang. Critical Assessment of techniques for protein Structure
Prediction) to migdzynarodowy konkurs, ktory odbywa si¢ co 2 lata (w 2012 roku miata miejsce
10. edycja eksperymentu) i ma na celu oceng zdolnosci ludzi i programéw do przewidywania
struktury trzeciorzedowej oraz innych wlasciwosci biatek (takich jak wewngtrzne
nieuporzadkowanie czy funkcja biatka). Jest to test §lepy, poniewaz przeprowadzany jest on na
sekwencjach z biatek, ktorych struktura nie jest jeszcze publicznie znana (udato si¢ otrzymac
strukture metodami doswiadczalnymi, jednak autorzy nie zdeponowali jeszcze danych np. w
bazie PDB). W eksperymencie moga bra¢ udzial zarowno tzw. ,,grupy ludzkie” (na wystanie
wynikow maja one 2 tygodnie) oraz ,.grupy serwerowe” (programy maja 3 dni na odestanie
przewidywan). Jest to konkurs otwarty oraz anonimowy (w czasie rejestracji grupie przydzielany
jest losowy numer). Aby unikng¢ jakiegokolwiek oszustwa lub nieswiadomego bledu ludzkiego,
takze eksperci oceniajgcy wyniki nie wiedzg, kto stoi za jakg grupa. Dopiero po zakonczeniu
eksperymentu i wyliczeniu wszystkich statystyk, nazwy serwiséw sa taczone z numerami grup.
W celu niezaleznego przetestowania programu MetaDisorder, opisane wyzej trzy wersje
programu zostaly zrejestrowane w konkursie CASPS8 1 otrzymaty nast¢pujace numery:
— BinCons numer 153
— FloatCons numer 297
— ANNCons numer 133
W 6smej edycji eksperymentu CASP brato udziat w sumie 25 grup, ktore postawity sobie
za cel przewidywanie braku uporzadkowania. W tabeli 6 pokazano 10 najlepszych grup, wsrod
ktérych znalazly sie¢ wszystkie trzy wersje programu MetaDisorder. FloatCons i BinCons byly
najlepsze biorgc pod uwage miar¢ Sy. Takze uwzgledniajac inne miary, MetaDisorder znajduje
si¢ w czotowce rankingu. Co ciekawe, wynik ANNCons jest stabszy niz mozna by si¢
spodziewa¢ po wynikach testow na wewnetrznym zbiorze tgczagcym pdbRemark465, DISPROT
(patrz tabela 4). Podobnie pewnym zaskoczeniem moze by¢ niewielka réznica miedzy FloatCons
a BinCons. Wydawaloby sie, ze tworzac konsensus z wartosci odzwierciedlajacych

prawdopodobienstwo bycia w regionie wewngtrznie nieuporzagdkowanym, a nie samg informacje
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binarna ,,.D” lub ,,0” powinnisSmy otrzymac lepszy wynik tak si¢ nie stato (r6znica mig¢dzy

obiema metodami jest statystycznie nieistotna).

Tabela 6. Wyniki eksperymentu CASP8 w Kkategorii przewidywanie braku nieuporzadkowania. Z 25 grup pokazano
10 najlepszych, tabela jest posortowana po warto$ci wspotczynnika S,. Na podstawie oficjalnych wynikow
opublikowanych w (Noivirt-Brik et al., 2009) przez niezalezny zespdt ekspertow odpowiedzialnych za oceng
przewidywan. Pogrubiong czcionkg zaznaczono wyniki dla r6znych wersji programu MetaDisorder, natomiast na
Czerwono zaznaczono najlepsze wyniki.

Numer grupy Czulo$é Specyficzno$é Sw AUC
153 (BinCons)  0.758 +0.048 0.904 £ 0.004 0.662 +0.048 0.9078 £ 0.0186
297 (FloatCons) 0.741+0.050 0.920+0.003 0.661+0.050 0.8967 = 0.0208
69 0.796 £ 0.039 0.864 £0.004 0.660+0.039 0.8958 + 0.0185
97 0.727 £0.047 0.917+0.004 0.644 +0.047 0.9083 +0.0176
379 0.706 £ 0.053 0.938£0.004 0.644 £0.053 0.9084 +0.0158
450 0.694 £0.040 0.927 £0.003 0.621+0.040 0.8857 +0.0159
453 0.641£0.061 0.978+0.001 0.619+0.061 0.9184 +0.0152
229 0.657 £0.049 0.955+0.003 0.612+0.049 0.9052 +0.0180
133 (ANNCons) 0.711+£0.044 0.894+0.004 0.605+0.044 0.8295 +0.0245
161 0.646 £ 0.066 0.942 +0.004 0.588+0.066 0.8953 + 0.0206

6.2.2. MetaDisorder3D — meta-metoda oparta na wystepowaniu przerw w przyréwnaniach
sekwencyjnych najblizszych homologow

Analizujac wyniki z metaserwera GeneSilico do wykrywania zwojow, tatwo mozna
zauwazyC, ze zestawiajac ze soba wyniki programéw do przewidywania wewngtrznego
nieuporzadkowania z przyréwnaniami generowanymi przez programy do wykrywania zwoju,
regiony przewidziane jako wewnetrznie nieuporzadkowane w znacznym stopniu pokrywaja si¢ z
przerwami w przyrownaniach (ryc. 18). W oczywisty sposob nasuwa si¢ kilka pytan. Po
pierwsze, jak duza jest korelacja miedzy obiema cechami? Po drugie, czy dodanie tej informacji
do konsensusu przyniostoby poprawe i jesli tak, to jak to zrobic?

Aby odpowiedzie¢ na pierwsze z pytan, skonstruowano program oparty tylko 1 wylacznie
na przyréwnaniach tworzonych przez nastgpujace programy: PSI-BLAST (z wilaczonym i
wytaczonym filtrowaniem regionéw o niskiej ztozonosci sekwencyjnej, 0znaczone odpowiednio
jako pdblast i blastp), FFAS, HHsearch (przeszukiwanie baz PDB70 i CDD), GenTHREADER,
Phyre oraz PCONS. Cho¢ pozornie problem wydaje si¢ tatwy do rozwigzania, na tym etapie
powstaje zasadnicze pytanie: jaka wage nada¢ poszczegdlnemu przyrownaniu w zaleznosci od
rodzaju metody oraz miary jakosci? Poniewaz kazdy z programow uzywa wlasnego systemu

oceniajacego, przyjeto podzial przyrownan na dobre, $rednie i stabe zgodnie z progami odcigcia
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z tabeli 6.1.2.1. Ponadto mamy 8 typow programow (jesli wersje pdblast, blastp oraz HHsearch
przeszukujacy inne bazy uznamy za oddzielny typ). W ten sposob nasz problem mozemy
zredukowac¢ do okreslenia 24 wag (8 programow x 3 poziomy jako$ci przyroéwnan). Dodatkowo
w celu dalszego zredukowania przestrzeni potencjalnych rozwigzan przyjeto, ze poszukiwane
wagi moga przyjmowac¢ wartosci dyskretne ze skokiem wynoszacym 1 z przedziatu od 1 do 10.
Ostatecznie otrzymujemy 10** mozliwosci, wiec niezbedne jest uzycie algorytmu lub heurystyki
efektywnie probkujacego przestrzen alternatywnych rozwigzan. W tym celu wykorzystano
algorytm genetyczny zaimplementowany za pomocg biblioteki PyEvolve.

Jako zbioru uczacego uzyto danych z eksperymentu CASP8 dostepnych w bazie
metaserwera GeneSilico. Nalezy podkreslic, ze zestaw ten moze posiada¢ sekwencje
homologiczne do znanych bialek, oraz to, ze nie reprezentuje on w réwnomierny sposob catej
przestrzeni znanych zwojéw biatkowych. Jednak z drugiej strony korzystajac z przewidywan,
ktore zgromadzone sa w bazie danych metaserwera GeneSilico, mozna tatwo otrzymac zbior
danych, ktory zawiera wszelkie niezbedne informacje, a ponadto, do ktérego mozna odnie$¢ sig
ze wzgleddw historycznych (na sekwencjach z eksperymentu CASP testowana byta wigkszos¢
istniejacych programow), wiec mozliwe jest porownanie do innych metod. Oczywiscie
korzystajac z takiego zestawu danych, ciagle trzeba wykazac¢ istotno$¢ statystyczng wynikow i
stosowac techniki zapobiegajace przeuczeniu metody. Podobnie jak w poprzednich wersjach
programu MetaDisorder, takze tu zastosowano test bootstrap oraz 10-krotny sprawdzian

krzyzowy.
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Ryc. 18. Poréwnanie wynikow programow do przewidywania wewngetrznego nieuporzadkowania i przyrownan z
programow do wykrywania zwoju. Dodatkowo pokazano wynik programu FloatCons (oznaczonego jako
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,metadisorder”) oraz wynik programu MetaDisorder3D.

Poniewaz program MetaDisorder3D opierat si¢ na danych pochodzacych z CASPS,
oczywistym bylo, ze w pelni niezalezny test powinien zosta¢ przeprowadzony w czasie edycji
CASP9. Ponadto MetaDisorder3D zostat stworzony z mysla o integracji z wersja FloatCons w
celu sprawdzenia, czy taki zabieg przyniesie korzy$¢. Dlatego tez statystyki dotyczace programu

MetaDisorder3D zostang zaprezentowane w nastegpnym podrozdziale omawiajacym wersje

taczaca wspomniane programy.
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6.2.3. MetaDisorderMD = MetaDisorder + MetaDisorder3D

Program MetaDisorderMD stanowi potaczenie programu FloatCons z programem
MetaDisorder3D. Jego celem byto pokazanie, ze dodanie informacji pochodzacej z przyrownan
wygenerowanych przez programy do wykrywania zwoju moze poprawi¢ wyniki przewidywania
wewngtrznego nieuporzadkowania bialek. Podobnie jak w przypadku konstruowania programu
MetaDisorder3D pojawia si¢ pytanie, w jaki sposob optymalnie polaczy¢ oba komponenty. W
tym celu wykorzystano podobny algorytm genetyczny jako poprzednio z tym wyjatkiem, ze do
wektora reprezentujacego MetaDisorder3D dodano drugi wymiar reprezentujagcy wagi dla
FloatCons 1 MetaDisorder3D. W ten sposob algorytm genetyczny mial za zadanie
optymalizowanie nastgpujacej dwuwymiarowej tablicy:

[ [FR1, , FR1, ..., FRS, , FR8] [FloatCons, MetaDisorder3D]

gdzie FR oznacza wage dla przyrownania dobrej jakosci (kolor zielony), Sredniej jakosci (kolor
pomaranczowy) i stabej jakosci (kolor czerwony) pochodzacego z jednej z o$miu metod do
wykrywania zwoju biatka.

Podobnie jak w przypadku uczenia i testowania programu MetaDisorder3D, takze w tym
przypadku, wykorzystano zbior testowy oparty na sekwencjach pochodzgcych z eksperymentu
CASP8 1 zastosowano ta samg procedure konstrukcji programu oraz oceny istotnosci wynikéw

(test bootstrap oraz 10-krotny sprawdzian krzyzowy).

6.2.4. Program MetaDisorderMD2 a miara Sy,

W przypadku programu MetaDisorderMD algorytm genetyczny mial za zadanie
zoptymalizowa¢ wagi pod katem miary S, jednak, jesli wezmiemy pod uwage wyniki
przedstawione w tabeli 6 mozemy zauwazy¢, ze uczenie metody pod katem jednej miary nie
zawsze skutkuje dobrym wynikiem pod wzgledem innej. Dodatkowo, mozna zastanawia¢ si¢ czy
aktualnie stosowane kryteria oceny sg idealne i czy nie da si¢ skonstruowac lepszych miar, ktére
lepiej sprawdzaja si¢ w ocenie danego problemu. Program MetaDisorderMD2 jest proba
odpowiedzi na wszystkie te watpliwosci. Jego architektura, sposdb tworzenia jest identyczny jak
w przypadku MetaDisorderMD, jedyna roznica polega na funkcji oceny, ktora optymalizuje
wagi pod katem innej miary. Nowg miar¢ nazwano Sy,

Miara Sy jest swego rodzaju potaczeniem miary AUC z miarg Sy. Miara ta liczona jest

ze wzoru na Sy, jednak dodatkowo zmieniany jest prég decyzyjny tak jak to ma miejsce w

88



przypadku konstruowania krzywej ROC (w zakresie [0, 1] przy kroku 0,01). Nastepnie
wszystkie wartosci Sy s3 sumowane i dzielone przez 100.
Aby oceni¢ skuteczno$¢ zastosowania miary Sy program MetaDisorderMD?2 zostat

przetestowany w ramach eksperymentu CASPO.

6.2.5. Wyniki programu MetaDisorder w czasie eksperymentu CASP9

Wszystkie opisane wyzej warianty programow do przewidywania wewngtrznego
nieuporzgdkowania byly uczone na zbiorze sekwencji z eksperymentu CASP8 (tabela 7).
Ponadto programy te poddano niezaleznej ocenie w czasie eksperymentu CASP9 (tabela 8). Oba
testy potwierdzily, ze dodanie przyréwnan pochodzacych z metod do rozpoznawania zwoju
poprawia jako$¢ przewidywania regiondw wewnetrznie nieuporzadkowanych. Wyniki
programow MetaDisorderMD i MetaDisorderMD2 byty najlepsze. Jedynie pod wzgledem miary
AUC program PrDOS byl lepszy o 1.4% niz MetaDisorderMD2. Wynik programu
MetaDisorder3D jednoznacznie wskazuje, ze przyrownania z programéw do rozpoznawania
zwoju niosg duzo informacji na temat wewngtrznego nieuporzadkowania, jednak cecha ta nie
jest wystarczajaca do stworzenia dobrego klasyfikatora. Dopiero w potaczeniu z programem

FloatCons otrzymujemy poprawe skutecznosci.

Tabela 7. Wyniki testow na zbiorze CASP8 dla programéw FloatCons, MetaDisorder3D, MetaDisorderMD,
MetaDisorderMD2. Pogrubiong czcionkg zaznaczono najlepsze wyniki dla kazdej z miar.

Metoda MCC Sw AUC
FloatCons 0.654+0.041 0.606+0.023 0.904 +0.009
MetaDisorder3D 0.589+0.047 0.519+£0.024 0.833+£0.014
MetaDisorderMD  0.558 £0.034 0.684+0.023 0.927+0.011
MetaDisorderMD2 0.607+0.042 0.684 +£0.022 0.929 +0.017

Tabela 8. Wyniki eksperymentu CASP9 w kategorii przewidywania regionéw wewngtrznie nieuporzadkowanych.
W tabeli umieszczono cztery najlepsze metody (gorny panel) oraz dodatkowo do celow poréwnawczych wynik
metody FloatCons i MetaDisorder3D (dolny panel). Tabela zawiera wyb6r danych z (Monastyrskyy et al., 2011).
Pogrubiong czcionkg zaznaczono najlepsze wyniki dla kazdej z miar.

Numer grupy Czulos¢ Specyficzno$é Sw AUC
MetaDisorderMD  0.654+0.012 0.821+£0.010 0.476+0.006  0.818 +0.008
MetaDisorderMD2  0.653+0.013 0.860+0.012 0.516+0.010 0.841+0.014
PrDOS2 0.609+0.008 0.857+0.003 0.509+0.002 0.855+0.010
MULTICOM 0.651+0.003 0.851+£0.004 0.500+£0.003  0.821+0.008
MetaDisorder3D 0.574+0.020 0.854+0.009 0.427+0.009 0.795+0.011
FloatCons 0411+£0.016 0.948+0.008 0.391+0.007 0.784+0.012
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6.3. Przewidywanie domen w biatkach

Problem podziatu bialek na domeny jest szczegdlnie istotny, poniewaz stanowig one
niezalezne moduly biatek o duzej autonomii zaréwno, jesli chodzi o proces zwijania jak i ich
funkcje (Levitt i Chothia, 1976; Porter i Rose, 2012). Istnieje kilkanascie programow
komputerowych, ktore przewiduja lokalizacje domen w biatku (duza czg$¢ z nich zostala
wlaczona do metaserwera GeneSilico (patrz tabela 2), jednak ich skuteczno$¢ ciggle jest
niewystarczajaca. W niniejszym rozdziale opisany zostanie program nazwany DomainSVM,
ktory ma za zadanie poprawi¢ ta sytuacje. Program ten zbudowano opierajac si¢ na metodzie
uczenia maszynowego, a konkretnie wykorzystano tzw. maszyn¢ wektoro6w nosnych. Program
przetestowano na zbiorze testowym, a nastgpnie wyniki jego dziatania poréwnano do siedmiu

istniejgcych programow do przewidywania domen w biatkach.

6.3.1. Definicja domeny i jej granic

Problem przewidywania domen mozna sprowadzi¢ do identyfikacji ich granic.
Otrzymujemy dwie klasy: reszty aminokwasowe budujace domeny oraz reszty aminokwasowe
klasyfikowane jako graniczne. W tym momencie pojawiajg si¢ dwa problemy. Po pierwsze,
zwykle poprzez granice biatka rozumiemy region w ktérym jedna domena przechodzi w druga
czyli granica odnosi si¢ do relatywnie krotkiego fragmentu sekwencji (w skrajnym przypadku
jest to pojedyncza reszta aminokwasowa, czasem wydluzona o reszty budujace petle). Jesli
chcielibySmy przewidzie¢ tak zdefiniowang granice domeny, regiony znajdujace si¢ wewnatrz
domen stanowityby ponad 99% reszt aminokwasowych dowolnego zbioru testowego. Takie
dysproporcje na pewno odbityby si¢ na skutecznosci klasyfikatora. Po drugie, taka granica
domeny jest duzym uproszczeniem, poniewaz jest zero-jedynkowa i nie bierze ona pod uwage
tego jak blisko prawdziwej granicy znajduje si¢ przewidywanie. Oczywistym jest, ze jesli
klasyfikator zwroci wynik oddalony od prawdziwej granicy o 3 lub 5 reszt aminokwasowych to
jest to lepszy wynik, niz gdy przewidywany wynik bedzie oddalony o 30-50 reszt. Aby oming¢
oba te problemy w przypadku przewidywania domen stosuje si¢ tzw. regute £ 20 aminokwasow
(George i Heringa, 2002). Wedtug tej reguty wszystkie reszty aminokwasowe potozone + 20

aminokwasow od prawdziwej granicy traktowane sa jako reszty graniczne.
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Przyktadowo zatozmy, ze sekwencja biatka wyglada w nastepujacy sposob (jest to obraz
uproszczony do celow pogladowych, w praktyce dysproporcje sa jeszcze wigksze):
AAAAAAAAAAAAAAAAAABBBBBBBRBBBBBBBBBBBBBBBBBB-—--CCCCCCCCCCCCCC. ..

2

gdzie kolejne litery oznaczajg poszczegdlne domeny, a znak ,,-” w pierwszym przypadku
oznacza region lacznikowy, a w drugim oznacza obszar wewngtrz domeny. Stosujgc regute £ 5
aminokwasow otrzymujemy (jak wspomniano powyzej W praktyce stosujemy prog + 20

aminokwasow):

W ten sposob rozciggamy mniej liczng klase¢. Dodatkowo zabieg ten ma tg zalete, ze za
wytworzenie granicy w biatku odpowiada lokalne otoczenie ,,granicy” a nie pojedyncza reszta
aminokwasowa, a wiec stosujac regute £ 20 aminokwasow nasz klasyfikator otrzymuje wiece;j
informacji.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze duza cze$¢ bialek posiada jedynie jedng domene, a liczba
domen w duzym stopniu zalezy od dtugosci sekwencji biatka (Wheelan et al., 2000). Im dtuzsze
biatko tym wigksze prawdopodobienstwo, ze bedzie ono posiada¢ wiecej niz jedng domene. W
ten sposob nasz problem mozna podzieli¢ na dwa mniejsze. Po pierwsze chcemy wiedzie¢ czy
biatko zawiera jedng czy wiecej domen (jest to zadanie wzglednie tatwe), a jesli tak jest, to gdzie
doktadnie znajduja si¢ granice poszczegolnych domen (to zadanie jest juz znacznie trudniejsze
do rozwigzania). W ten sposob mozemy skonstruowaé program zlozony z dwodch warstw. W
pierwszej warstwie program bedzie miat na celu przewidzie¢ czy biatko zbudowane jest z jednej
domeny czy z wielu. Nastepnie, jesli sSekwencja zostanie oznaczona jako posiadajaca wigcej niz
jedng domeng uruchomiona zostanie druga warstwa, ktorej zadaniem podzielenie sekwencji na

odcinki wewnatrz domenowe oraz odcinki graniczne (zgodnie z reguta + 20 aminokwasow).

6.3.2. Zbior testowy

W celu zbudowania klasyfikatora i jego porownania do obecnie istniejacych programow
skonstruowano specjalny zbiér danych (nazwany 90 1000 CATH35). Opiera si¢ on na
sekwencjach pochodzacych z bazy domen CATH (wersja 3.4), z ktorej wybrano sekwencje
spetniajagce nastepujace kryteria: dhugo$¢ 90-1000 reszt aminokwasowych oraz identyczno$é

sekwencji na poziomie 35%. Dodatkowo, aby usung¢ watpliwe przypadki liczba domen w danej

91



sekwencji musi by¢ zgodna z iloscig domen w innej bazie domen tj. w bazie PFAM. Dodatkowo
ze zbioru 90 1000 CATH35 wydzielono dwa mniejsze podzbiory (nazwane odpowiednio
singleANDmulti i multiBoundary). Podsumowanie zbiorow testowych przedstawiono w tabeli 9.
Biorgc pod wage dystrybucje domen w zbiorze testowym (ryc. 19) oraz statystyki podane w
tabeli mozna zauwazy¢ nastgpujace zalezno$ci. Zdecydowana wigkszos¢ sekwencji (75,7%)
zawiera jedynie jedng domeng, a wigc nie niesie informacji dotyczacej granic domen. Z tego
powodu konstruujgc klasyfikator drugiej warstwy mozna ograniczy¢ si¢ do sekwencji
zawierajacych jedynie dwie lub wiecej domen (zbiér multiBoundary). Ponadto zbior
90 1000 CATH35 zawiera blisko trzy razy wigcej bialek jednodomenowych niz biatek
wielodomenowych. Aby zredukowaé ta dysproporcje sposrod 2795 biatek jednodomenowych
losowo wybrano 899 tworzac zbior singleANDmulti). Zbior ten wykorzystano do zbudowania
pierwszej warstwy, czyli klasyfikatora odrozniajgcego biatka jednodomenowe od

wielodomenowych.
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—— Dwie domeny
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Ryc. 19. Rozktad prawdopodobienstwa dlugosci biatka do liczby domen w biatku dla zbioru testowego
90_1000_CATH35.
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Tabela 9. Statystyki zbiorow wykorzystanych w czasie konstruowania program DomainSVM

90 1000 CATH35 singleANDmulti  multiBoundary

Liczba biatek 3694 1798 899
Liczba biatek jednodomenowych 2795 899 0

Liczba biatek dwudomenowych 630 630 630
Liczba biatek zawierajacych trzy domeny 199 199 199
Liczba biatek zawierajacych >4 domeny 70 70 70

Reszty aminokwasowe poza regionami granicznymi 786793 (93,77%) 426735 (89,09%) 255376 (83,01%)
Reszty aminokwasowe w regionach granicznych 52280 (6,23%) 52280 (10,91%) 52280 (16,99%)
Catkowita liczba reszt aminokwasowych 839073 479015 307656

6.3.3. Implementacja metody

Jak wspomniano wyzej program DomainSVM zbudowany zostat z dwoch oddzielnych
klasyfikatoréw. Pierwszy klasyfikator odpowiada za rozréznienie biatek jednodomenowych od
wielodomenowych. W przypadku biatek wielodomenowych program przechodzi do drugiej
warstwy, ktora przewiduje lokalizacje granic domen. Oba Kklasyfikatory skonstruowano w
uzywajac maszyny wektorow nosnych, w ktorej jako funkcji jadrowej (ang. kernel) uzyto
radialnej funkcji bazowej (ang. radial basis function, RBF). Cho¢ maszyna SVM pozwala na
uzycie wielu innych funkeji jadrowych wykazano, ze inne funkcje sg szczegdlnym przypadkiem
funkcji RBF. Niezbedna jest jedynie optymalizacja specjalnych parametrow C i vy, ktéra
zapewnia znalezienie najlepszego klasyfikatora (Keerthi i Lin, 2003; Lin HT, 2003).

6.3.4. Miary sluzace do oceny klasyfikatorow

W czasie uczenia i testowania metody zastosowano miary i techniki statystyczne opisane
w rozdziale dotyczacym metod przewidujacych wewngtrzne nieuporzadkowanie. Rdznice
dotyczyly jedynie dwodch kwestii. Po pierwsze w czasie trenowania uzyto 5-kKrotnego
sprawdzianu krzyzowego zamiast 10-krotnego. Po drugie zamiast miary Sw uzyto doktadnoS$ci

(ang. accuracy, ACC) zdefiniowanej w nastepujacy sposob:

TP+TN

ACC = TN T FP T FN

Nalezy podkresli¢, ze wartosci TP, TN, FP i FN maja inne znaczenie w zaleznosci od
warstwy programu DomainSVM, ktéra rozpatrujemy. W przypadku pierwszej warstwy
rozrdzniajace] biatka jednodomenowe od wielodomenowych warto$ci te maja nastepujace

znaczenie:
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wynik TP oznacza poprawne sklasyfikowanie biatka jednodomenowego,
wynik FN oznacza poprawne sklasyfikowanie biatka wielodomenowego,
wynik FP oznacza btgdne sklasyfikowanie biatka jako jednodomenowego,

wynik FN oznacza btedne sklasyfikowanie biatka jako wielodomenowego.

W przypadku uczenia drugiej warstwy programu DomainSVM, ktdéra przewiduje obszary

graniczne domen warto$ci te maja nast¢pujace znaczenie:

6.3.5.

wynik TP oznacza poprawne sklasyfikowanie obszary graniczne,
wynik FN oznacza poprawne sklasyfikowanie obszary znajdujace si¢ poza granicg bialka,
wynik FP oznacza btgdne sklasyfikowanie obszary graniczne,

wynik FN oznacza btedne sklasyfikowanie obszary znajdujace si¢ poza granicg bialka.

Przewidywanie liczby domen

Klasyfikator odrozniajacy biatka jednodomenowe od wielodomenowych zostat

wytrenowany na podstawie nastepujacych cech:

dhugo$¢ sekwencji,

entropia Shannona i entropia metryczna (Shannon, 1948),

$rednia hydrofobowos¢ GRAVY (ang. grand average of hydropathy) z wykorzystaniem
skali hydrofobowosci Kyte-Doolittle’a (Kyte i Doolittle, 1982),

przewidywanie wewnetrznego nieuporzadkowania wedlug programu RONN wyrazone w
formie procentowej zawartosci regionéw IUR, obecnosci regionu IUR o dlugosci
przynajmniej 10, 20, 30, 40, 50 i 60 reszt aminokwasowych, liczbie regionéw IUR o
dhugosci powyzej 10 reszt,

przewidywanie struktury drugorzedowej za pomoca programéw PSIPRED i Sspro4,
przewidywanie relatywnej dostgpnosci dla rozpuszczalnika (RSA) wedlug programu
ACCpro dla trzech progow 0%, 5% 1 25% dostepnosci

informacja dotyczaca liczby domen u najblizszych homologow (w pierwszej kolejnosci
za pomocg programu HHsearch identyfikowane jest 10 najlepszych sekwencji
homologicznych, nastgpnie dla tych sekwencji pobierana jest informacja na temat liczby
domen wedlug bazy CATH).
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Cechami, ktore mozna otrzymaé bezposrednio na podstawie sekwencji 1 ktore maja
najwickszy wplyw na jako$¢ przewidywania sg jej dlugos¢ i entropia. Dopiero taczac te cechy
oraz uwzgledniajac liczbe¢ domen w najblizszych sekwencjach homologicznych otrzymujemy
najlepszy klasyfikator. Ostatecznie klasyfikator, ktory uwzglednia wszystkie te cechy ma 95%
skutecznos¢ (tabela 10). Jesli pominiemy informacj¢ na temat liczby domen w biatkach
homologicznych skutecznos¢ metody spada do 78,5%. W praktyce oznacza to, ze klasyfikator

ten ma akceptowalng moc dyskryminacji, takze dla biatek o nieznanym zwoju biatka.

Tabela 10. Wpltyw poszczegdlnych cech biatka na rozrdznianie biatek jednodomenowych od wielodomenowych.
Parametry C i y pokazane sg jako potegi o podstawie 2.

Cecha ACC  parameter C parameter y
$rednia hydrofobowos$¢ (GRAVY) 0,5547 5 5
relatywna dostepno$¢ dla rozpuszczalnika (RSA) 0,6232 13 -1
struktura drugorzedowa (ss) 0,6726 1 5
wewnetrzne nieuporzadkowanie (IUP) 0,7000 1 1
entropia 0,7452 1 7
dhugosé 0,7364 16 -21
dhugosé, entropia, IUP, GRAVY, ss, RSA 0,7855 4 -5
dhugo$é, entropia, [IUP, GRAVY, ss, RSA, homologia 0,9509 14 -14

W przypadku przewidywania dowolnej cechy istotne jest pokazanie jak nowy
klasyfikator wypada na tle juz istniejagcych. W tabeli 11 poréwnano wynik dziatania programu
DomainSVM z innymi tego typu programami. Interpretujac wyniki nalezy zwrdci¢ uwagg na
nast¢pujacy fakt. Najlepsza metodg jest DomainSVM w wersji, ktora uwzglednia homologie,
nastepny jest program FIEFdom, ktory takze korzysta z informacji o domenach w biatkach
homologicznych. Metoda DomainSVM, ale bez uwzglednienia informacji dotyczacej
homologdw, jest juz duzo stabsza, cho¢ ciagle jej wynik jest lepszy od innych programow (poza

wczesniej wspomnianym programem FIEFdom).
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Tabela 11. Poréwnanie programu DomainSVM do innych programow. Statystyki dotycza zbioru testowego
singleANDmulti.

Program TP TN FP FN Czulo$¢ Specyficznos¢ ACC MCC
GLOBPLOT 828 266 633 71 0,9210 0,5667 0,6085 10,2779
DOMpro 817 309 590 82 10,9088 0,5807 0,6263 0,3061
PPRODO 507 715 184 392 0,5640 0,7337 0,6796 0,3693
Scooby-domain (Domcut) 356 847 52 543  0,3960 0,8726 0,6691 0,4037
DoBo 746 550 349 153 0,8298 0,6813 0,7208 0,4525
Scooby-domain (Greedy) 625 703 196 286 0,6952 0,7613 0,7386  0,4790
DomPred (DOMSSEA) 694 684 215 205 10,7720 0,7635 0,7664 0,5329
DomPred (DPS) 694 687 212 205 0,7720 0,7660 0,7681 0,5362
DomainSVM* 671 735 164 228 0,7464 0,8036 0,7820 0,5654
FIEFdom 831 826 73 68 0,9244 0,9193 0,9216 0,8432
DomainSVM 845 865 34 54 0,9399 0,9613 0,9511 0,9023

* wersja ktora nie uwzglednia liczby domen w biatkach homologicznych (dtugos¢, entropia, IUP,
GRAVY, ss, RSA)

6.3.6. Przewidywanie granic domen

W przypadku, gdy pierwsza warstwa programu DomainSVM sklasyfikuje dang
sekwencje jako pochodzacg z biatka wielodomenowego uruchamiana jest druga warstwa, ktorej
zadaniem jest przewidzenie granicy domen na poziomie poszczegélnych reszt aminokwasowych.
Klasyfikator drugiej warstwy programu DomainSVM uwzglednia nastepujace cechy:

— rodzaj reszty aminokwasowej,

— przewidywany stan wewnetrznego nieuporzadkowania (wedtug programu RONN),

— przewidywana struktura drugorzedowa (wedtug programéw PSIPRED i Sspro),

— przewidywana dostepnos¢ dla rozpuszczalnika (wedtug programu ACCpro dla trzech
progow 0%, 5% 1 25% dostgpnosci),

— relatywna pozycja reszty aminokwasowej w sekwencji (pozycja reszty podzielona przez
dhugos¢ sekwencji),

— odlegtos¢ od konca N 1 odlegltos$¢ od konca C,

— przewidywana liczba kontaktow dla pigcioaminokwasowego okna wyliczona wedtug
macierzy zdefiniowanej w (Miyazawa i Jernigan, 1999),

— informacja dotyczaca obecnosci granic w sekwencjach homologicznych wykrytych przez
program Hhsearch (bioragc pod uwage przyréwnanie do sekwencji homologicznych
sprawdzane jest czy odpowiadajgca reszta aminokwasowa znajduje si¢ w poblizu granicy
domeny okreslonej w bazie CATH),

— macierz PSSM.
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W tabeli 12 przedstawiono skutecznos¢ przewidywania granic domenowych dla
programu DomainSVM (obie warstwy) dla dwoch zbioréw testowych. Takze w tym przypadku
DomainSVM okazat si¢ najlepsza metoda jednak réznica miedzy DomainSVM, a FIEFdom nie
jest tak duza jak w przypadku testow dla pierwszej warstwy.

Analizujac wyniki prezentowane ze wspomnianej tabeli nalezy zwrdci¢ uwagg na
interesujgca zalezno$¢, otdéz wartosci czutosci sa identyczne dla obu zbiorow testowych. Wynika
to z faktu, ze i1los¢ wynikéw TP 1 FN nie zmienia si¢ jesli do zbioru singleANDmulti dodamy
jedynie biatka jednodomenowe (dla przypomnienia wynik TP oznacza poprawne wykrycie
granicy, a wigc poszerzajac zbior danych o biatka nie posiadajace reszt aminokwasowych
nalezacych do obszardéw granic potencjalna pula reszt, ktore mozna zakwalifikowa¢ jako wyniki

TP nie zmienia si¢; z analogiczng sytuacjg mamy do czynienia rozpatrujac pule wynikow FN).

Tabela 12. Poréwnanie programu DomainSVM z innymi programami przewidujacymi granice domen przy
uwzglednieniu reguty + 20 aminokwasow. Skrotem ,,Spec” oznaczono specyficznos¢.

Metoda Zbior danych
singleANDmulti 90 1000 CATH35

Czulo§¢  Spec  ACC Czulo§¢ Spec  ACC
DomainSVM 0,9545 0,8528 0,8195 0.9545 0,7364 0,7364
FIEFDom 0,9556 0,8449 10,8130 0,9556  0,7553 0,7297
DomPred (DomSSEA) 0,6667 0,6979 0,5174 0,6667 0,4810 0,3877
DomPred (DPS) 0,6127 0,5918 0,4307 0,6127 04125 0,3272
PPRODO 0,6288 0,4570 0,3599 0,6288  0,2825 10,2421
Scooby-domain (Domcut)  0,6925 0,2961 0,2617 0,6925 0,1818 0,1682
DoBo 0,5757 0,3156 0,2560 0,5757 0,2406 0,2072
Scooby-domain (Greedy)  0,5661  0,3108 0,2510 0,5661 0,2222 0,1899
DOMpro 0,1668 0,4407 0,1377 0,1668 0,3195 0,1231
GLOBPLOT 0,1148 0,3115 0,0915 0,1148 0,2214 0,0818
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6.4. Analiza ludzkich bialek odpowiedzialnych za modyfikacj¢e konca 3’
MRNA

Biatka odpowiedzialne za cigcie i poliadenylacje konca 3" mMRNA tworzg ztozony
kompleks zbudowany z okoto 30 biatek stanowigcych rdzen kompleksu (rys. 9) oraz z ponad 50
biatek pomocniczych. Dodatkowo liczba ta znacznie wzrasta jesli uwzgledni¢ izoformy
poszczegdlnych biatek powstate w wyniku roznicowego sktadania transkryptéw. Dla czesci z
tych bialek lub ich domen udato si¢ rozwigzaé strukture metoda krystalografii rentgenowskie;j
(tabela 13), jednak ciggle wiedza na temat tych bialek jest niewystarczajgca. Nalezy zwrdci¢
uwagg, ze wigkszos$¢ biatek kompleksu mozna sklasyfikowac jako biatka duze, prawdopodobnie,
zbudowane z kilku domen. Czesto rozwigzane struktury konkretnego biatka, nawet jesli jest ich
duzo, reprezentuja jedng lub wigcej domen bialka, rzadko kiedy pokrywaja cala dlugosé¢
sekwencji biatka (ryc. 20).

Korzystajac z opisanych w niniejszej rozprawie programow przeprowadzono wnikliwa
analiz¢ biatek odpowiedzialnych za modyfikacje konca 3" mMRNA. W pierwszej kolejnosci
wszystkie sekwencje ludzkiego kompleksu (uwzglgdniono takze alternatywne izoformy, w sumie
60 biatek) zostaly wystane na metaserwer GeneSilico. Ze wzgledu na ograniczenie dotyczace
dhugosci siedem sekwencji przekraczajacych 990 reszt aminokwasowych podzielono na dwie
czesci odpowiadajace koncom N i C. Dostgp do poszczegdlnych wynikdéw jest mozliwy po
zalogowaniu na metaserwer GeneSilico (login: mrna i hasto: mrna).

W czasie analizy skupiono si¢ na przewidywaniu domen biatkowych oraz wewngtrznego
nieuporzadkowania. Dodatkowo, opierajac si¢ na najlepszych szablonach wykrytych przez
metaserwer dla kazdego z biatek wygenerowano modele homologiczne (wykorzystano w tym
celu program MODELLER).

Niniejsza analiza ma za zadanie usystematyzowac i poszerzy¢ wiedz¢ na temat ludzkich
biatek odpowiedzialnych za modyfikacje konca 3" mRNA. Wszystkie prezentowane wyniki
zostaly dodatkowo udostgpnione w formie interaktywnej bazy danych pod adresem

http://www.genesilico.pl/mrna3db/.

98



Structures

Models

WO NN NN Secondary

structure

L || J— I N Disorder

w
h

This protein is highly disordered (48 % of residues are predicted to be disordered)

Top 3 models:

1) ‘J

- )
c’ o
/;;r} L
¢
Template: 2ghp, chain A Template: 2ghp, chain C Template: 1g9l, chain A
Method: hhsearch Method: phyre Method: mgenthreader

Fragment: 51-372 Fragment: 2-269 Fragment: 491-636

Ryc. 20. Informacja strukturalna dotyczaca biatka PABP-1 dostgpna w internetowej bazie danych stworzonej w
ramach niniejszej rozprawy. Idac od géry, na zielono schematycznie zaznaczono potozenie fragmentow
odpowiadajacych znanym strukturom w bazie PDB. Na niebiesko zaznaczono fragmenty odpowiadajace modelom
zdeponowanym w bazie SWISS-MODEL Repository. Ponizej znajduja si¢ informacja o domenach (wedlug bazy
Pfam). Nastepnie pokazana zostata struktura drugorzedowa (konsensus z przewidywan struktury drugorzgdowej z
metaserwera GeneSilico; kolorem czerwonym zaznaczono regiony helikalne, kolorem zoéttym fragmenty
odpowiadajace wstegom P, a kolorem zielonym pozostate elementy struktury drugorzedowej). Ponizej znajduje si¢
przewidywanie wewngtrznego nieuporzadkowania wedtug programu MetaDisorder (kolor szary regiony IUR, kolor
biaty regiony uporzadkowane). Na samym dole przedstawiono trzy najlepsze modele wygenerowane programem
MODELLER na podstawie szablondw zidentyfikowanych przez metaserwer GeneSilico.
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Tabela 13. Wybrane statystyki dotyczace ludzkich biatek odpowiedzialnych za modyfikacje konca 3’ mRNA. iso —
numer izoformy biatka, mw — masa czgsteczkowa w kDa; ip — punkt izoelektryczny; % ss — procentowa zwarto$¢
elementow struktury drugorzedowe;j (tacznie helis a i wsteg B), konsensus z przewidywan struktury drugorzedowej z
metaserwera GeneSilico; % IUR — procentowa zawarto$¢ regiondw wewngtrznie nieuporzadkowanych
przewidzianych przez program MetaDisorderMD2; % Ic — procentowa zawarto§¢ regionéw o niskiej ztozonosci
sekwencji wyznaczona za pomoca programu SEG; PDB — kody PDB znanych struktur (dla zwigztosci, w
przypadku, gdy znane jest wigcej niz dwie struktury podana sa tylko dwa kody, a w nawiasie catkowita liczba
struktur).

Nazwa iso diugos¢ mw ip %ss % IUR % Ic PDB
CLP1 1 425 47,65 6,37 51,76 6,82 0,00
2 361 40,70 6,29 55,68 11,63 0,00
CPSF1 1 1443 160,88 6,14 42,13 18,99 17,12
CPSF2 1 782 88,49 4,85 50,13 28,64 11,25
CPSF3 1 684 77,49 5,36 54,68 14,33 8,33 2I7T, 217V
CPSF4 1 269 30,25 8,12 8,55 45,35 26,77 2RHK, 2DSN
2 244 27,55 8,03 9,43 38,11 0,00
3 243 27,42 8,03 10,29 41,98 0,00
CPSF5 1 227 26,23 9,05 44,49 16,30 0,00 3MDI, 3BAP (11)
CPSF6 1 551 59,21 6,90 15,79 82,03 67,33 3025, 302T (5)
2 588 63,47 7,56 12,24 85,37 63,27
CPSF6 3 478 52,33 6,18 16,11 80,33 62,13
CPSF7 1 471 52,05 7,95 17,20 78,77 45,22 3N9U
2 462 51,10 7,66 18,18 78,14 44,59
3 514 56,37 9,05 19,07 81,32 48,44
CSTF1 1 431 48,36 6,30 46,64 6,96 0,00
CSTF2 1 577 60,96 6,56 23,57 79,20 61,70 2J8P, 1P1T
2 560 59,25 6,50 24,11 77,68 60,89
CSTF2T 1 616 64,44 7,00 22,08 79,38 66,07
CSTF3 1 717 82,92 8,06 64,44 21,90 23,99
2 103 12,10 6,94 75,73 18,45 0,00
FIP1L1 1 594 66,53 5,35 9,60 90,40 77,61
3 520 58,38 5,34 11,92 87,31 73,65
4 378 40,83 4,43 10,32 85,19 67,72
PABP-1 1 636 70,67 9,81 43,08 48,27 27,67 1CvJ, 4F02 (20)
2 547 61,18 9,35 47,53 40,22 21,39
PABP-2 1 306 32,75 4,89 29,08 73,20 75,82 3B4D, 3B4M (3)
2 296 31,50 4,78 29,73 72,97 82,77
3 333 37,17 8,08 53,15 39,94 17,72
PABP-3 1 631 70,03 10,0 44,06 47,54 23,93 2D9P
PABP-4 1 644 70,78 9,56 44,72 46,27 33,54
2 631 69,58 9,86 43,90 45,32 32,17
3 660 72,39 9,66 41,52 50,15 37,73
PABP-5 1 382 43,33 9,84 53,93 17,02 0,00
PAPD1 1 582 66,17 9,19 41,75 33,51 9,28 3PQ1
2 712 78,83 8,14 36,94 45,65 32,87
PAPD4 1 484 56,03 9,65 37,60 31,61 22,52
2 480 55,50 9,72 37,71 30,42 13,75
PAPOLA 1 745 82,84 7,14 35,70 40,13 40,81
2 285 32,63 7,61 56,14 9,12 24,91
PAPOLB 1 636 71,68 6,18 42,77 27,52 12,11
PAPOLG 1 736 82,80 9,47 36,14 36,55 20,38
PCF1l1 1 1555 173,05 8,52 14,02 86,82 69,20
PP-1A 1 330 37,51 6,05 46,67 10,91 0,00 3N5U, 4G9J (8)
2 341 38,63 6,35 44,87 14,96 0,00
PP-1B 1 327 37,19 5,91 47,71 10,09 0,00
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Nazwa iso dhugosé mw ip %ss % IUR % Ic PDB
RBBP6 1 1792 201,56 10,03 6,25 91,57 76,34 2C7T7H, 2YSA (4)
2 1758 197,29 10,01 6,71 91,30 76,00
3 118 13,24 9,02 40,68 24,58 0,00
4 952 106,04 9,38 9,56 84,03 72,48
RPB1 1 1970 217,18 7,10 36,45 30,10 22,28 2GHQ, 2GHT
Ssu72 1 194 22,57 5,08 59,28 2,06 0,00 302Q, 302S (4)
2 153 16,93 9,70 41,18 8,50 0,00
Symplekina 1 1274 141,15 5,88 54,55 33,91 21,43 30DR, 30DS (7)
2 673 74,52 7,30 55,13 38,34 14,56
TUT1 1 874 93,85 5,90 36,61 59,38 69,57 2E5G
WDR33 1 1336 145,89 9,49 12,50 72,01 58,68
2 326 38,29 9,77 42,02 11,96 0,00
3 257 30,29 9,83 41,63 12,45 0,00
WDR82 1 313 35,08 7,56 50,16 0,32 0,00
Srednia 1,65 608 67,68 7,66 32,09 51,43 38,16

* w kolumnach oznaczonych %ss, %IUR oraz %lc podano $rednig globalng liczong na poziomie reszt
aminokwasowych

6.4.1. Przewidywanie regionéw wewnetrznie nieuporzadkowanych bialek
odpowiedzialnych za modyfikacje konca 3’ mRNA

Jedng z charakterystycznych cech bialek wewnetrznie nieuporzadkowanych jest
tendencja do wystgpowania w wielosktadnikowych kompleksach makroczasteczek (Haynes et
al., 2006a; Kim et al., 2008). Ttumaczy si¢ to tym, ze zwigkszona labilnos¢ takich biatek
umozliwia dostosowanie si¢ regionow [UR do innych sktadnikéw kompleksu, ktore zmieniaja
si¢ w czasie 1 przestrzeni. W ten sposob regiony wewngtrznie nieuporzadkowane dostosowuja
swoj ksztalt do aktualnych potrzeb. Dzigki takiej mozliwosci moga one oddziatywaé z wigksza
liczbg biatek lub/i pelni¢ bardziej ztozone funkcje (Dunker et al., 2005).

W ramach przeprowadzonej w niniejszym projekcie badawczym analizy ludzkich biatek
odpowiedzialnych za modyfikacj¢ konca 3" MRNA szczegdlny nacisk polozono na
przewidywanie wystepowania regiondw wewnetrznie nieuporzadkowanych. Zasadniczym
problemem w przypadku bialek omawianego kompleksu jest niepewnos¢ co do doktadnego
sktadu kompleksu. Na podstawie przeprowadzonych badan wiadomo jakie biatka stanowig rdzen
kompleksu, jednak nie zawsze wiadomo na jakim etapie procesu dane biatka sa aktywne oraz
czy cze$¢ z nich nie jest zastgpowana przez inne. Przyktadowo, w literaturze praktycznie brak
jest informacji na temat specyficznosci poszczegdlnych izoform powstatych w wyniku
roznicowego skladania transkryptéw. Ponadto, przynajmniej czes¢ bialek kompleksu dziata w

formie dimeréw (np. biatka CPSF5, CSTF2).
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Aby zniwelowac ta niepewno$¢ biatka odpowiedzialne za modyfikacj¢ konca 3’ mMRNA
podzielono na trzy grupy. W sktad pierwszej z nich (tzw. kompleks A) wchodza wszystkie biatka
wliczajac w to alternatywne izoformy (w sumie 60 biatek). W sklad drugiej grupy (tzw.
kompleks B) wchodza jedynie poszczeg6lne biatka (w przypadku, gdy biatko posiada wigcej niz
jedng izoforme, zawsze wybierane jest biatko oznaczone jako izoforma pierwsza, najczesciej
wystepujagca W komorce). Dodatkowo stworzono trzecig grupe (tzw. kompleks C) ktorej sktad
odzwierciedla aktualny stan wiedzy na temat stechiometrii kompleksu. W jej sktad wchodza
nastepujace biatka: symplekina, PAPOLA, PP-1A, PABP-1, WDR82, SSU72, RBBP6, CPSF1,
CPSF3, CPSF2, CPSF4, FIP1L1, WDR33, CSTF2, CSTF2T, CSTF3, CSTF1, CSTF3, CSTF1,
CPSF6, CPSF7, CPSF5, CPSF5, PCF11, CLP1 oraz koniec C biatka RPB1 (od reszty
aminokwasowej 1478 do konca biatka). Nalezy zwroci¢ uwagg, ze z jednej strony w przypadku
biatek tworzacych dimery odpowiednie biatka wyst¢puja wiecej niz jeden raz, natomiast z
drugiej strony czg$¢ biatek blisko spokrewnionych (np. biatkka PABP-1 do PABP-5)
reprezentowana jest jedynie przez jedno biatko. Specjalnym przypadkiem jest biatko RPB1, czyli
polimeraza RNA typu II. Jest to duze biatko zbudowane z blisko 2000 reszt aminokwasowych.
Jego podstawows funkcja, za ktorg odpowiadajg S$ci$le ustrukturalizowane domeny (N-
koncowych 1500 reszt aminokwasowych), jest synteza RNA. Dodatkowo, biatko to posiada C-
koncowa domene, ktora oddziatuje z licznymi biatkami kompleksu biatek odpowiedzialnych za
modyfikacj¢ konca 3" mMRNA. Ogon ten zawiera 52 heptapeptydowe powtérzenia o sekwencji
konsensusowej YSPTSPS i jest wewnetrznie nieuporzadkowany. Majac na uwadze specyfike
biatka RPB1 w sktad kompleksu zaliczono jedynie koniec C. Dodatkowo, wiadomo, ze domena
C-koncowa podlega intensywnej modyfikacji posttranslacyjnej (Egloff i Murphy, 2008) za co
odpowiadajg biatka PP-1A oraz SSU72 (r6wniez wliczone w poczet kompleksu C).

W tabeli 14 przedstawiono wyniki dotyczace wystgpowania regiondw wewngtrznie
nieuporzadkowanych. Bez wzgledu jak zdefiniujemy analizowany kompleks, regiony
wewnetrznie nieuporzagdkowane wystepuja ponad dwukrotnie czeséciej niz w innych biatkach
proteomu ludzkiego ($rednio stanowia one okoto potowy ich dtugosci). Ponadto ponad 80%
biatek proteomu ludzkiego posiada przynajmniej jeden region wewnetrznie nieuporzadkowany
dluzszy niz 30 reszt aminokwasowych. Otrzymany wynik potwierdza ostatnie badania, wedtug
ktorych biatka oddziatujace z mRNA, na wszystkich etapach jego trwania, cechuja si¢ wysokim

stopniem nieuporzadkowania (Castello et al., 2012). Ponadto przewidywana liczba
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wewnetrznego nieuporzadkowania jest bardzo podobna do opisanej dla biatek ludzkiego
spliceosomu (Korneta i Bujnicki, 2012; Korneta et al.,, 2012), innego wielobiatkowego,

dynamicznego kompleksu oddziatujacego z mRNA.

Tabela 14. Statystyki dotyczace wystegpowania regiondw wewnetrznie nieuporzagdkowanych dla biatek
odpowiedzialnych za modyfikacje¢ konca 3' MRNA (kompleks A oznacza wszystkie biatka uwzgledniajac izoformy;
kompleks B oznacza biatka reprezentujace pierwsza izoforme; kompleks C uwzglednia dane na temat stechiometrii
kompleksu — szczegoly w tekécie). Dodatkowo dla poréwnania dane te zestawiono z analogicznymi danymi
dotyczacymi biatek spliceosomu ludzkiego oraz catego proteomu czlowieka. Oznaczenia: ,,% IUR” — procentowa
zawarto$¢ regionow wewngtrznie nieuporzadkowanych przewidzianych przez program MetaDisorderMD2; ,,IUR >
30” — procentowa ilo$¢ biatek zawierajacych przynajmniej jeden region wewngtrznie nieuporzadkowanych o
dhugosci powyzej 30 reszt aminokwasowych; ,JUR > 50” — procentowa ilo$¢ biatek zawierajacych przynajmniej
jeden region wewngtrznie nieuporzadkowanych o dlugosci powyzej 50 reszt.

Grupa bialek  Liczba bialek % IUR IUR > 30 IUR > 50
kompleks A 60 51,43 81,67 (49 biatek) 73,33 (44 biatek)
kompleks B 33 47,30 81,82 (27 biatek) 75,76 (25 biatek)
kompleks C 26 50,44 80,77 (21 biatek) 80,77 (21 biatek)
spliceosom’ 122 53,5 (44,0) 80,30 (98 biatek) NA
proteom ludzki® 26385 21,6 35,20 (~9300 biatek) 21,9 (~5800 biatek)

! ha podstawie (Ward et al., 2004)

% na podstawie (Korneta i Bujnicki, 2012)

Ogolnie, regiony wewnetrznie nicuporzadkowane stanowiag dos¢ niejednorodng grupg. W
ich obrgbie mozemy znalez¢ takie, ktore cechujg wzglednie tatwym przejsciem ze stanu braku
uporzadkowania w stan ustrukturalizowany oraz takie, ktore raczej zawsze pozostaja
wewnetrznie nieuporzgdkowane (Vucetic et al., 2003). Wykorzystanie przewidywan struktury
drugorzedowej 1 przewidywanie regionow o niskiej ztozonosci moze pomoc nam odrézni¢ od
siebie te dwie klasy wewngtrznego nieuporzadkowania. Tabela 15 zawiera przyktadowe dane dla
regiondw wewnetrznie nieuporzadkowanych, ktore cechujg sie skrajnymi warto$ciami tych
parametrow. W obrebie 60 analizowanych biatek (wliczajgc izoformy) mozna zidentyfikowaé w
sumie 253 oddzielnych fragmentow przewidywanych jako wewnetrznie nieuporzadkowane i
ktorych dtugosc jest wigksza niz 20 reszt aminokwasowych. Najdtuzszy z nich, nalezacy do
biatka RBBP6, ma dlugos¢ 1470 reszt aminokwasowych (92% dlugosci calego biatka
przewidywanych jest jako wewnetrznie nieuporzadkowane). Na podstawie otrzymanych
wynikow mozna zaobserwowac ciekawa prawidtowos¢. O ile wzglednie tatwo mozna znalez¢
regiony nieuporzadkowane cechujace si¢ silng tendencja do tworzenia struktury drugorzedowe;j
(potencjalne regiony IUR, ktore mogg tatwo ulegac ustrukturalizowaniu np. region 602-645 w

biatku PABP-4) to sytuacja jest bardziej skomplikowana, jesli dodatkowo w analizie
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uwzglednimy regiony o niskiej zlozonosci sekwencji. Po pierwsze jesli region wewnetrznie
nieuporzagdkowany zawiera wysoki odsetek struktury drugorzgdowej, to prawie zawsze
klasyfikowany jest jako sekwencja o wysokiej ztozonos$ci. Z kolei, jesli dany region wewngtrznie
nicuporzadkowany klasyfikowany jest jako sekwencja o niskiej ztozonosci to ilo$¢ potencjalnych
elementow struktury drugorzgdowej jest znikoma, a nawet jesli jakie§ wystepuja to sg to prawie
zawsze helisy a. Sytuacje¢ tg zobrazowano na Ryc. 21.

Tabela 15. Przykladowe dane dla fragmentéw Dbiatek, ktore zostaly przewidziane jako wewngtrznie
nieuporzadkowane i jednoczesnie cechujg si¢ skrajnymi wartosciami przewidywanej struktury drugorzedowej oraz
ztozonosci sekwencji. Podano po trzy przyktady fragmentow biatek o kolejno najwigkszej dlugosci, z najwyzsza
zawartoscig struktury drugorzedowej oraz o najwigkszej procentowej zawartosci regiondw o niskiej ztozonosci.
Oznaczenia jak w tabeli 13. Petna wersja prezentowanej tabeli zawiera ponad 250 wierszy i zostata udostepniona w

formie interaktywnej (z funkcja sortowania danych w kolumnach) na stronie
http://www.genesilico.pl/mrna3db/3mrna_complex_disorder.html.

Nazwa Lokalizacja Dlugo$¢ % ss % helisa % wstegB % Ic
RBBP6 323-1793 1470 1,77 1,77 0,00 87,96
WDR33 418-1336 918 1,96 1,53 0,44 85,29
PCF11 693-1324 631 1,90 1,90 0,00 86,21
PABP-4 269-291 22 86,36 86,36 0,00 0,00
PABP-4 602-645 43 69,77 69,77 0,00 65,12
CPSF3 632-685 53 62,26 33,96 28,30 0,00
TUT1 102-159 57 35,09 35,09 0,00 100,00
CPSF6 459-552 93 27,96 27,96 0,00 100,00
Symplekina  330-400 70 24,29 24,29 0,00 100,00
g 0o ceocooa Ao coacoe 53 () N 40. . )
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ztozonos¢ sekwencji
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Ryc. 21. Przewidywania struktury drugorzedowej, ztozonoS$ci sekwencji oraz wewngtrznego nieuporzagdkowania dla
regionu 602-645 biatka PABP-4. Region ten cechuje si¢ nadzwyczajnie duzg zawartoscig struktury drugorzedowej
przy jednoczesnie niskiej ztozonosci sekwencji. ,,H> — helisa a, ,,N” — reszty aminokwasowe o niskiej ztozono$ci
sekwencji, ,,D” — reszty aminokwasowe przewidziane jako wewnetrznie nieuporzadkowane.
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6.4.2. Domeny bialek odpowiedzialnych za modyfikacje¢ konca 3' mRNA

Przeprowadzona w ramach niniejszego projektu analiza domen biatek odpowiedzialnych
za modyfikacje konca 3’ mMRNA polegala na pobraniu z bazy PFAM informacji dotyczacej
znanych domen i porownaniu jej do obszardw przewidywanych jako wewng¢trznie
nieuporzadkowanych oraz granic domen przewidzianych za pomoca programu DomainSVM.
Przyktadowy wynik dla biatek PABP-1 i TUT1 przedstawiono na ryc. 22. Jak wida¢ granice
domen, ktore przewidziane sg przez program DomainSVM zwykle zlokalizowane sa w okolicy
jednej z granic domen zdefiniowanych w bazie PFAM (np. pozycje 50 i 198 dla biata PABP-1
czy tez pozycje 67 i 432 dla biatka TUT1). Innym czgstym przypadkiem jest przewidywanie
granicy domen w miejscach w ktorych czes$¢ biatka ustrukturalizowanego przechodzi w region
wewngtrznie nieuporzadkowany (pozycja 185 w biatku TUT1). Oczywiscie, nie zawsze tak jest
(pozycja 466 w biatku PABP-1). Z jednej strony moze to by¢ btad programu (wynik fatszywie
dodatni, btad I rodzaju), ale moze to tez by¢ istotna informacja stuzaca jako punk startowy do

dalszych badan.
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Ryc. 22. Znane domeny, przewidywane granice domen oraz regiony wewngetrznie nieuporzadkowane na przyktadzie
biatek PABP-1 (a) oraz TUT1 (b). Zielonymi strzatkami zaznaczono miejsca w ktorych program DomainSVM
przewiduje granicg migdzy domenami. Kolory i 0znaczenia jak na ryc. 20.
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W czasie prezentowanych badan zanalizowano sktad domen, ktore wystepuja w biatkach

odpowiedzialnych za modyfikacje konca 3" mRNA. Najczeséciej wystepujace grupy domen

biatkowych to:

domeny RRM (ang. RNA recogniction motif) — sumarycznie 22 domeny w biatkach
TUT1, CPSF6 oraz PABP-1 do PABP-5; domeny te zwykle zbudowane sg z koto 90
reszt aminokwasowych 1 posiadaja zdolno$¢ do wigzania si¢ z jednoniciowym RNA,

domeny WD40 — sumarycznie 15 domen w biatkach WDR33, WDRS82 i CSTF1; domeny
te zwykle zbudowane sa3 w powtarzalnych motywow WD40 zakonczonych resztami
tryptofanu (W) i kwasu asparaginowego (D), ich $rednia dlugosci wynosi 40 reszt
aminokwasowych, tworza one charakterystyczng struktur¢ nazywang $miglem B (ang.
beta-propeller), ktérej funkcja zwigzana z tworzeniem oddziatywan mig¢dzy biatkami,

palce cynkowe (ang. zinc finger domain) — sumarycznie 6 domen w biatkach TUTI,
RBBP-6 i CPSF4; domena ta jest stosunkowo krotka i jest zbudowana z dwdch
antyrownolegtych wsteg B i helisy a, do jej dziatania niezbedna jest obecnos$¢ jonu cynku

(Zn?*); domeny te wystepuja powszechnie U biatek oddziatujacych z DNA i RNA, w

analizowanych biatkach najczesciej wystepowaty palce cynkowe typu C-x8-C-x5-C-x3-
H (ryc. 23).

b) : c)

Ryc. 23. Trzy typy najczeéciej wystepujacych domen w biatkach odpowiedzialnych za modyfikacj¢ konca 3’
MRNA: a) domena RRM biatka PABP-1 (fragment 1-190) oddziatujaca z mRNA — kolor niebieski (kod pdb: 4F02);
b) model domeny $migta B zbudowanego z domen WDA40 biatka WDR33 (fragment 1-405), ktorego podstawa byt

szablon z biatka 0 kodzie pdb 1VYH; c) palec cynkowy biatka CPSF4 (fragment 61-126), pokazano pieé¢

natozonych na siebie modeli otrzymanych technika NMR, kolorem niebieskim zaznaczono jony cynku (kod: 2D9N).
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Ilo$ciowa analiza wszystkich biatek kompleksu pozwala wysuna¢ nastepujace wnioski
(tabela 16):

— regiony odpowiadajagce domenom opisanym w bazie PFAM prawie zawsze
zlokalizowane sa3 w regionach, ktore zostaly przewidziane przez program
MetaDisorderMD?2 jako uporzadkowane,

— regiony przewidziane jako wewnetrznie nieuporzadkowane najczesciej wystepuja poza
obszarami domen,

— regiony odpowiadajagce domenom, w przeciwienstwie do regionow lezgcych poza nimi,
cechujg si¢ wysoka ztozonos$cig sekwencji,

— zawarto$¢ elementow struktury drugorzedowej miedzy obszarami domen a obszarami

lezgcymi poza nimi jest na zblizonym poziomie.

Struktury  przestrzenne wszystkich biatek analizowanego kompleksu zostaty
wymodelowane za pomocg programu MODELLER w oparciu o szablony zidentyfikowane przez
metaserwer GeneSilico. Wsrdd nich szczegolnie interesujgce mogg by¢ modele biatek, w obrebie
ktorych mozna zlokalizowa¢ potencjalnie nieustrukturalizowane regiony (wedtug przewidywan
programu MetaDisorder), a dla ktérych struktura nie zostata jeszcze rozwigzana. Przykladem

moze by¢ biatko CPSF3 (ryc. 24).

Tabela 16. Ogoélne statystyki domen wchodzacych w sktad kompleksu odpowiedzialnego za modyfikacj¢ konca 3’
MRNA. Poprzez obszary domenowe nalezy rozumie¢ regiony biatka odpowiadajace domenom oznaczonym w bazie
PFAM, pozostate regiony wliczone zostaty na poczet obszarow pozadomenowych. Pod uwage wzicte zostaly
jedynie izoformy gtéwne. Oznaczenia jak w tabeli 13.

% calosci % IUR  %ss % helisa % wstegp %lc

Obszary domenowe 43,78 4,49 23,26 14,35 8,91 3,72
Obszary pozadomenowe 56,22 72,68 21,25 15,29 5,96 55,18
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Ryc. 24. Model homologiczny biatka CPSF3. Na niebiesko zaznaczono N-koncowych 459 reszt aminokwasowych
pochodzacych ze struktury rozwiazanej technikami dos§wiadczalnymi (kod pdb: 2I17T). Brakujacy fragment migdzy
resztami 460-684 wymodelowano w oparciu o szablon pochodzacy z biatka o kodzie 3ZQ4. Dobudowany fragment
mozemy podzieli¢ na dwie czeSci. Pierwsza z nich ,,optaszcza” domen¢ endonukleazy (przewidywanie wedtug
programu MetaDisorderMD2 klasyfikuje ten fragment jako ustrukturalizowany). Dalej znajduje si¢ krotki, na wpot
helikalny odcinek taczacy zgrupowanie dwoch helis a i trzech wstgg B (fragment ten zostal przewidziany jako
wewnetrznie nieuporzgdkowany, jednak przewidywanie struktury drugorzedowej sugeruje, ze w regionie tym moga
by¢ zlokalizowane elementy struktury drugorzedowej, ktore zostaly automatycznie dobudowane przez program
MODELLER, prawdopodobnie oznacza to, ze fragment ten jest przykladem regionu wewngtrznie
niecuporzadkowanego, ktory stosunkowo tatwo przechodzi w stan ustrukturalizowania, przyjmujac specyficzny
ksztalt). Ponadto, interesujace jest to, ze fragment ten przypomina domeng RMM (ryc. 23a), ksztalt i topologia sa
zblizone brak jest jedynie jednej wstegi f.
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7. Dyskusja

W niniejszej rozprawie zaprezentowano metaserwer GeneSilico bgdacy wygodng w
uzyciu platformg za pomoca ktoérej uzytkownik moze uruchomi¢ niespotykang nigdzie indziej
liczbe programow bioinformatycznych. Serwis ten, dzigki wujednoliceniu formatu oraz
intuicyjnemu interfejsowi, pozwala na tatwg interpretacjc wynikow 1 nie wymaga od
uzytkownika wiedzy z dziedziny bioinformatyki.

Ponadto przedstawiono wyniki prac nad narzgdziami do przewidywania wewnetrznego
nieuporzadkowania oraz domen w biatkach, ktérych efektem koncowym byly dwa zupeinie
nowe programy. Programy te intensywnie przebadano pod katem statystycznej istotnosSci
generowanych wynikow, a ich bezpo$rednim testem byta przeprowadzona przez autora rozprawy
analiza biatek odpowiedzialnych za modyfikacj¢ konca 3' mMRNA.

W dalszej cze$ci dyskusji przedstawione zostanie Krytyczne omdéwienie otrzymanych

wynikéw, uzytej metodologii oraz zaprezentowane zostang przyszie kierunki badan.

7.1. Przewidywania regionOw wewnetrznie nieuporzadkowanych

Przewidywanie regiondw wewngtrznie nieuporzadkowanych jest istotnym problemem
badawczym zarowno ze wzgledu na ich znaczenie biologiczne (biatka posiadajace regiony ITUR
zwigzane s3 z procesami takimi jak: proliferacja, apoptoza, powstawanie nowotworow,
przekazywanie sygnatu oraz regulacja transkrypcji i translacji) jak i ,techniczne” (czesto
rozwigzanie struktury biatka metoda krystalografii rentgenowskiej nie jest mozliwe, poniewaz
nie mozna otrzymaé krysztalow wystarczajacej jakosci, za co moga odpowiadaé regiony
wewngtrznie nieuporzadkowane obecne w docelowym biatku).

W pierwszym etapie badan skonstruowano meta-metode, ktora wykorzystuje nastgpujace
programy: DiSEMBL, GLOBPLOT, DISOPREDZ2, DISPROT (VSL2B), IUPred (uruchamiany w
dwoéch trybach dostosowanych do przewidywania dlugich i krotkich regionéw wewnetrznie
nieuporzadkowanych), DISpro, RONN, SPRITZ, PDISORDER, POODLE-L, POODLE-S,
PrDOS oraz iPDA. Jako wynik koncowy zwracany jest konsensus wazony (kazda metoda
sktadowa otrzymuje swoja wage, tym wicksza im lepsze program zwraca wyniki). Wagi
przypisane programom zoptymalizowano opierajac si¢ na specjalnie przygotowanym zbiorze

testowym oraz uzywajac sztucznych sieci neuronowych. Wyniki zaprezentowane w tabeli 4
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jednoznacznie pokazuja, ze otrzymana meta-metoda byta lepsza niz dowolny jej element
sktadowy (miara AUC wynosita odpowiednio 0,868 dla programu FloatCons i 0,83 dla programu
DISPROT). Wersja programu oparta na algorytmie ANN byla najlepsza w przypadku miary Sy,
(cho¢ nalezy podkresli¢, ze miary tej uzyto w procesie optymalizacji). Zgodnie z oczekiwaniem
program BinCons uwzgledniajacy jedynie warto$¢ binarng (‘D” lub ,,0”) byt nieznacznie gorszy
niz FloatCons, ktéry otrzymywal pelng informacje (prawdopodobienstwo bycia w stanie
nicuporzadkowania dla danej reszty aminokwasowej). Wynik ten dotyczyt dwoch z trzech miar
(ocena wedtug miary MCC byla najwyzsza).

Z powyzszymi wynikami trzeba skonfrontowa¢ wyniki niezaleznego testu jakim byt
eksperyment CASP8 (tabela 6). Bralo w nim udzial w sumie 25 programéw, wsérdd ktorych
BinCons i FloatCons (oznaczone odpowiednio numerami 153 i 297) okazaly si¢ najlepszymi
metodami bez wzgledu na kryterium oceny. Do$¢ zaskakujacy moze by¢ fakt, ze wedlug tego
testu r6znica migdzy BinCons i FloatCons byla nieistotna statystycznie (w zaleznosci od miary
oceny lepsza byla raz jedna raz druga wersja). Ponadto, wynik ANNCons jest wyraznie stabszy
niz wynik otrzymany w czasie wcze$niejszych testow. Prawdopodobnie odzwierciedla to stan
przeuczenia metody opartej na sieci neuronowej wzgledem wartosci Sy, i konkretnego zbioru
testowego.

W nastepnym etapie badan postanowiono wzbogaci¢ metod¢ FloatCons o informacje
dotyczaca wystgpowania przerw w szablonach wykrytych przez programy do rozpoznawania
zwoju. W efekcie stworzono nastgpujgce warianty programu:

— MetaDisorder3D — oparty wylgcznie na wystgpowaniu przerw W szablonach,
zasadniczym problemem w jego przypadku byto uwzglednienie wptywu jako$ci
przyrownania szablonu oraz rodzaju uzytego programu na jako$¢ przewidywania. W tym
przypadku uzyto algorytmu genetycznego, ktory mial za zadanie znalez¢ optymalne wagi
dla poszczegdlnych programoéw dzielac ich wyniki na trzy kategorie (przyréwnania
dobrej, $redniej 1 watpliwej jako$ci);

— MetaDisorderMD - oparty na pofaczeniu MetaDisorder3D z FloatCons, w tym
przypadku problem polegal na optymalnym potgczeniu obu komponentow, takze w tym

przypadku uzyto algorytmu genetycznego;
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— MetaDisorderMD2 — wariant ten zbudowano identycznie jak poprzedni, z tg rdéznicg, ze
do jego optymalizacji uzyto specjalnie zaprojektowanej miary Sww, ktoéra miata lepiej
oceniac¢ jakos$¢ przewidywan.

Jako zbioru treningowego uzyto danych z eksperymentu CASP8 dla ktérych skutecznosé
MetaDisorderMD i MetaDisorderMD?2 przekraczata 90% (tabela 7). Za bardziej miarodajny test
nalezy uzna¢ wyniki eksperymentu CASP9, gdzie, cho¢ metoda osiggneta stabszy wynik
(AUC=0.818, metoda PrDOS2 uzyskata AUC=0,855), to ciagle pod katem miary S, najlepsza
(0,516 kontra 0,509). Nalezy zwroci¢ uwage, ze nie korzystajaca z informacji pochodzacej z
szablonéw metoda FloatCons byta wyraznie stabsza, co ogélnie zgadza si¢ z wynikami testow
przeprowadzonych przez autora rozprawy.

Na caly proces powstawania réznych wersji programu do przewidywania regionow
wewnetrznie nieuporzadkowanych mozna patrze¢ jak na seri¢ eksperymentow, w ktorych kazdy
kolejny zostat zaprojektowany w oparciu o wyniki poprzedniego lub jako jego kontrola.
Przyktadowo program MetaDisorderMD stanowigcy potaczenie wersji FloatCons z wersja
MetaDisorder3D mozna porownaé bezposrednio do programow, z ktdrych zostat zbudowany.
Juz w momencie projektowania MetaDisorder3D widomo bylo, ze bedzie to klasyfikator gorszy
niz istniejace programy do przewidywania wewnetrznego nieuporzadkowania. Majac to na
uwadze, mozna byto ograniczy¢ sie¢ jedynie do testowania finalnej wersji MetaDisorderMD.
Autor wiedziony ciekawos$cig naukowa chciat jednak uzyskaé¢ odpowiedz nie tylko na pytanie o
ile poprawia si¢ skuteczno$¢ nowej metody, ale takze jak duzy wplyw maja na siebie
poszczegolne jej elementy skladowe. Podobnie postgpiono w przypadku wariantu
MetaDisorderMD?2, ktéry miatl za zadanie zbada¢ wplyw nowej miary oceny skutecznosci
przewidywania (miara Sy jest jednym z wynikOw niniejszej rozprawy). Jako referencji mozna
bylo tu uzy¢ metody MetaDisorderMD.

Podsumowujac ta cze$¢ badan nalezy stwierdzié, ze kolejne wersje metody MetaDisorder
byly najlepszymi programami do przewidywania wewngtrznego nieuporzadkowania w
eksperymencie CASP8 i CASP9, tak wiec skutecznos¢ programu zostata potwierdzona nie tylko
przez testy autora rozprawy, ale takze w czasie niezaleznej oceny i w konfrontacji z ponad 20

innymi programami tego typu tworzonymi przez badaczy z catego §wiata.
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7.2. Przewidywanie domen w bialkach

Kolejnym wynikiem badan przeprowadzonych w ramach prezentowanej pracy
doktorskiej jest program przewidujacy wystgpowanie domen. Celem badawczym bylo tutaj
przewidywanie granic domen, poniewaz to one tak naprawd¢ okreslaja domene. Badacz
poszukujacy odpowiedzi na pytanie dotyczace budowy domenowej biatka tak naprawdg zwykle
ma na my$li nie okreslenie czy dana reszta aminokwasowa przynalezy do konkretnej domeny,
lecz informacje odkad dokad ciggnie si¢ sekwencja danej domeny. Oczywiscie definicja domeny
jako ciagtego elementu sekwencji nie uwzglgdnia dwoch jej waznych aspektow. Po pierwsze
domena odnosi si¢ do regionu biatka zdefiniowanego jako ksztatt trojwymiarowy. Oznacza to, ze
istniejg przypadki, gdy reszty aminokwasowe jednej domeny zlokalizowane sg w innych
regionach sekwencji. Cho¢ wiec taka ,,ptaska” definicja domeny wydaje si¢ nicodpowiednia, to
zdecydowana wigkszo$¢ domen (80%) ja spetnia (Jones et al., 1998). Po drugie, znane sg takze
takie przypadki, gdy domena zbudowana jest z fragmentéw pochodzacych z dwoch niezaleznych
tancuchow tego samego lub innego biatka (ang. domain swapping). Znanych jest jednak
zaledwie kilkaset biatek posiadajgcych takie domeny (Shameer et al., 2011b). Z tego wzgledu dla
uproszczenia problemu w programie DomainSVM rozpatrywane sg jedynie domeny ciagte.

Program DomainSVM opiera swoje dziatanie o maszyng wektorow nosnych (ang. suport
vector machine). Aby ulepszy¢ skuteczno$é programu, analizowany problem podzielono na dwa
mniejsze. Pierwsza warstwa programu ma za zadanie odrdznienie bialek jednodomenowych od
wielodomenowych, poniewaz zdecydowana wigkszo$¢ bialek w zbiorze testowym zbudowana
byla z biatek jednodomenowych, a wigc nie niosacych informacji o granicach (koniec biatka
traktowany jest jako przypadek trywialny i nie jest rozpatrywany) — ryc. 19 i tabela 9.

W przypadku tej warstwy jako cech wejSciowych uzyto nastgpujacych cech: dlugosé
sekwencji, entropia Shannona i entropia metryczna, srednia hydrofobowos¢ GRAVY z
wykorzystaniem skali hydrofobowosci Kyte-Doolittle’a (Kyte i Doolittle, 1982), przewidywanie
wewnetrznego nieuporzadkowania wedtug programu RONN wyrazone w formie procentowe;j
zawarto$ci regionéw [UR, obecnos¢ regionu IUR o dtugosci przynajmniej 10, 20, 30, 40, 50 1 60
reszt aminokwasowych, liczba regionéw IUR o dhlugosci powyzej 10 reszt, struktura
drugorzedowa przewidziana za pomocg programéw PSIPRED i Sspro4, relatywna dostgpno$é
dla rozpuszczalnika (RSA) przewidziana za pomoca programu ACCpro dla trzech progow 0%,

5% 1 25% dostgpnosci, informacja dotyczaca liczby domen u najblizszych homologéw (w
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pierwszej kolejnosci za pomocg programu HHsearch identyfikowane jest 10 najlepszych
sekwencji homologicznych, a nastgpnie dla tych sekwencji pobierana jest informacja na temat
liczby domen wedhug bazy CATH). Najwigkszy wplyw na skuteczno$¢ przewidywania miata
informacja dotyczaca domen bliskich homologéw (doktadno$¢ przewidywania na poziomie
95%). Jednak nawet, gdy brak jest takich danych, skutecznos¢ programu pozostaje na
akceptowanym poziomie wynoszacym 78% (tabela 10). Ciekawym wynikiem tej czg¢$ci badan
jest wzglednie wysoki wptyw entropii. Inna wysoko oceniona cecha dotyczy korelacji miedzy
iloécig domen a dlugoscig 1 jest powszechnie znana (Wheelan et al., 2000)). Wynik dziatania
programu dla problemu dyskryminacji bialek jednodomenowych 1 wielodomenowych
poréwnano z 10 innymi programami. Jedynie program FIEFdom osiagnat zblizong skutecznosc,
ale ciggle DomainSVM byt lepszy o blisko 3%. Ponadto oba wspomniane programy uzywaja
informacji o lokalizacji domen w homologicznych biatkach. Jak wspomniano wyzej, przy jej
braku skuteczno$¢ DomainSVM spada; jednak wersja pozbawiona tej cechy jest lepsza niz
najlepszy klasyfikator o podobnej charakterystyce (DomPred (DGS)) — tabela 11.

W przypadku w ktorym program zakwalifikuje dang sekwencj¢ jako nalezaca do biatka
wielodomenowego, nastepuje przejscie do drugiej warstwy, ktorej zadanie polega na wiasciwym
przewidzeniu regionéw odpowiadajacych granicom domen. Klasyfikator tej warstwy oparty jest
na cechach podobnych jak w przypadku pierwszej warstwy, z tym, ze wektor reprezentuje
pojedynczg reszt¢ aminokwasowg zamiast catej sekwencji. Ponadto dodano tu dodatkowo cechy
takie jak:

— relatywna pozycja reszty aminokwasowej w sekwencji (pozycja reszty podzielona przez
dlugos¢ sekwencji),

— odleglo$¢ od konca N 1 odlegtos$¢ od konca C,

— przewidywana liczba kontaktow dla pigcioaminokwasowego okna wyliczona wedtug

macierzy zdefiniowanej w (Miyazawa i Jernigan, 1999),

— macierz PSSM wyliczona za pomoca programu PSI-BLAST.

Podobnie jak poprzednio program poréwnano z innymi, jednak tym razem rdznica
miedzy DomainSVM a FIEFdom nie jest tak duza jak w przypadku testow pierwszej warstwy
(tabela 12).
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Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze zastosowanie rozwigzania polegajacego na
podzieleniu problemu na dwa mniejsze znaczaco podnosi skuteczno$é programu, tj. zmniejsza
ono liczb¢ wynikow falszywie pozytywnych, czyli granic domen przewidzianych w obrgbie

obszar6w pozagranicznych.

7.3. Bialka odpowiedzialne za modyfikacje konca 3’ mRNA - biologiczny
przyklad zastosowania programéw do przewidywania domen i regionow

wewnetrznie nieuporzadkowanych

Wszystkie przedstawione w niniejszej rozprawie programy majg za zadanie pomoc w
weryfikowaniu hipotez badawczych postawionych przez biologéw. W ramach przedstawionych
badan dokonano analizy ludzkich biatek odpowiedzialnych za modyfikacje konca 3" mRNA.
Jako pierwszy cel badawczy autor postawil sobie za zadanie zebranie aktualnie dostgpnej
informacji na temat tej grupy biatek. Nastepnie za pomocg programow zaprezentowanych w
niniejszej rozprawie dokonat analizy ze szczegdélnym uwzglednieniem wystgpowania
wewnetrznego nieuporzadkowania i domen. Wyniki tej cze$ci badan udostgpnione zostaty w
formie internetowej bazy danych (http://www.genesilico.pl/mrna3db/). Zawiera ona zarowno
dane zaczerpnigte z literatury jak i1 wyniki opisane ponizej (przyktadowa strona pochodzaca z

bazy dotyczaca biatka PABP-1 zostala zaprezentowana na ryc. 20).

7.3.1. Regiony wewnetrznie nieuporzadkowane i ich znaczenie

Jednym z najwazniejszych wnioskow wynikajacych z badania bialek odpowiedzialnych
za modyfikacje konca 3" MRNA jest wysoka czestotliwo$¢ wystepowania regionow
klasyfikowanych jako wewnetrznie nieuporzgdkowane przez program MetaDisorderMD2;
$rednio okoto 50% reszt klasyfikowanych jest jako wewnetrznie nieuporzadkowane (tabela 14),
analogicznie warto$¢ ta dla catego proteomu wynosi niewiele ponad 20%. Ponadto okoto 80%
biatek posiada przynajmniej jeden region IUR dluzszy niz 30 reszt aminokwasowych. Ogolnie
mozna powiedzie¢, ze biatka rozpatrywanego kompleksu sg duze ($rednia dtugos¢ powyzej 600
reszt) i wraz ze wzrostem dlugosci wzrasta liczba reszt klasyfikowanych jako wewngtrznie
nieuporzadkowane. Wskazuje to jednoznacznie, ze regiony wewnetrznie nieuporzadkowane sg

niezwykle istotne dla funkcjonowania kompleksu. Potwierdza to kaze fakt, ze biatka kompleksu
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konserwowane sg na przestrzeni ewolucji tj. wigkszo$¢ ludzkich biatek posiada swoje homologi
w biatkach drozdzy). Otrzymany wynik zdaje si¢ potwierdza¢ ostatnie badania, wedtug ktorych
biatka oddziatujagce z mRNA, na wszystkich etapach jego trwania, cechuja si¢ wysokim stopniem
nicuporzadkowania (Castello et al., 2012). Ponadto przewidywana liczba regionéw IUR jest
bardzo podobna do opisanej dla bialek ludzkiego spliceosomu (Korneta i Bujnicki, 2012,
Korneta et al., 2012), innego wielobialkowego, dynamicznego kompleksu oddziatujacego z
MRNA. Dodatkowo, w czasie badan dokonano analizy poszczegdlnych regionow IUR pod
katem takich cech jak ztozono$¢ sekwencji lub/i potencjalna struktura drugorzedowa,
(interaktywna wersja tabeli 21 pozwalajaca na sortowanie po kolumnach dostepna jest na stronie
internetowej bazy danych na podstronie ,,Disorder”). Dane pozwalaja na tatwe znajdywanie
potencjalne ciekawych regiony IUR, np. posiadajgcych wysoki odsetek struktury drugorzedowe;j
(region 602-645 w biatku PABP-4) co sugeruje, ze mogg one prawdopodobnie ulegaé

ustrukturalizowaniu ( takze ryc. 24).

7.3.2. Domeny strukturalne w bialkach kompleksu odpowiedzialnego za modyfikacje¢ konca
3' mRNA

Kolejnym waznym aspektem analizy biatek odpowiedzialnych za modyfikacj¢ konca 3’
MRNA poruszonym w niniejszej pracy jest badanie sktadu domen oraz przewidywanie ich
granic. Wéréd znanych domen oznaczonych za pomocg bazy PFAM trzy najczesciej wystepujace
grupy domen to domeny RRM, domeny WD40 oraz rozne typy motywu palca cynowego. Wynik
nie dziwi, poniewaz wspomniane domeny odpowiadajg za wigzanie RNA i tworzenie
oddzialywan biatek z innymi biatkami. Najciekawszym wynikiem tej czeSci analizy jest
stwierdzenie, ze czestotliwo$¢ przewidywanych elementéw struktury drugorzedowej jest niemal
identyczna dla obszarébw domenowych i obszaréw pozadomenowych (tabela 16). Dodatkowo,
bioragc pod uwage procentowg zawarto$¢ regionow IUR dane wskazujg, ze regiony wewnetrznie
nieuporzadkowane posiadaja nadzwyczajnie duzo potencjalnych regionow, ktore wykazuja
tendencje do tworzenia helis o i wsteg 3. Wynik ten jest nieoczekiwany i zdaje si¢ potwierdzac
hipoteze, wedlug ktorej regiony IUR nie do$é, ze sg istotne, to prawdopodobnie jeszcze spora
cze$¢ z nich ulega ustrukturalizowaniu pod wptywem innych bialek 1 mRNA, przyjmujac $ciste

okreslong strukture zalezng od partnera.
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7.3.3. Model bialka CPSF3 przykladem mozliwosci zastosowania modelowania
homologicznego.

Jednym z wazniejszych wynikow analizy biatek omawianego kompleksu byto
zbudowanie modeli homologicznych w oparciu o szablony wykryte przez metaserwer
GeneSilico. Dla kazdego z bialek w automatyczny sposob zbudowano okolo 100 modeli
nastgpnie na podstawie jakosci modelu (ocenionej za pomoca programu MetaMQAPII), wybrano
najlepsze z nich. Jako ciekawy przyklad mozliwosci modelowania homologicznego
zaprezentowano model biatka CPSF3. Biatko posiada funkcj¢ endonukleolityczng i odpowiada
za cigcie MRNA w specyficznym miejscu. O ile sama domena endonukleazy (region 1-459)
znajdujaca si¢ po stronie N-Koncowej zostala rozwigzana, o tyle struktura odpowiadajaca okoto
200 resztom od strony konca N nie jest znana. Wnioskujac po wynikach przewidywania
obszarow wewnetrznie nieuporzadkowanych, przynajmniej polowa tego regionu jest
uporzadkowana. Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze rowniez przewidywanie struktury
drugorzedowej wskazuje na lokalizacje w tym regionie helis a i wsteg B. Model, ktory zostat
wygenerowany na podstawie szablonu 3ZQ4 dobudowat w tym regionie domeng sktadajacg si¢ z
trzech wsteg B i dwoch helis o (ryc. 24), ktora ksztaltem przypomina domeng RRM (ryc. 23a).
Funkcja modelowanej domeny zgadza si¢ potencjalng funkcja biatka (wigzanie RNA), przyktad
ten moze by¢ przyktadem regionu wewngtrznie nieuporzadkowanego, ktdry ustrukturalizowuje

si¢ przy interakcji Z mRNA.

7.4. Metaserver GeneSilico jako przyklad duzego projektu

bioinformatycznego

W chwili obecnej autor rozprawy jest osoba odpowiedzialng za utrzymanie i rozwoj
metaserwera GeneSilico. Jest on udostepniony w formie bezplatnego serwisu internetowego,
ktory w tatwy sposob pozwala uruchomi¢ ponad 120 program6w bioinformatycznych (tabela 2,
bardziej szczegdtowy opis metod wchodzacych w sktad metaserwera znajduje sie w rozdziale
5.3.4.). Cho¢ praca opisujgca ten serwis zostala opublikowana w 2003 roku (Kurowski i
Bujnicki, 2003), obecny jego stan znaczaco odbiega od pierwowzoru. Po pierwsze, serwis zostat
znaczaco rozbudowany poprzez dodanie nowych programoéw (w 2003 roku bylo to zaledwie 17

programéw bioinformatycznych, z ktorych wigkszos$¢ stuzyta do rozpoznawania zwoju biatka).
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Aktualnie metaserwer pozwala na przewidywanie takich cech jak struktura drugorzedowa,
obecno$¢ helis transbtonowych, sekwencji sygnalnych, mostkéw dwusiarczkowych i struktur
splecionych helis, dostgpnos¢ reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika, domeny oraz
wewnetrzne nieuporzadkowanie. Ponadto metaserwer zostal zintegrowany z kilkoma innymi
programami, umozliwiajac przeprowadzanie dalszej analizy pod katem specjalistycznych cech
(np. weryfikacji uzyteczno$ci modeli homologicznych dla techniki podstawienia czasteczkowego
za pomocg programu AmIgoMR (Pawlowski i Bujnicki, 2012)).

Metaserwer GeneSilico jest unikatowym serwisem bioinformatycznym na skale
$wiatowa. Mozna go jedynie poréwna¢ do dwoch tego typu serwisOw, a mianowicie do serwisu
PredictProtein (Rost i Liu, 2003) oraz do niedawna do metaserwera BiolnfoBanku (Bujnicki et
al., 2001), ktory zostal wytaczony w sierpniu 2012 z powodu braku finansowania ze zrodet
publicznych. Nawet jesli pomingé liczb¢ programéw, ktore dany serwis moze uruchomié
(metaserwer GeneSilico pod tym wzgledem jest bezkonkurencyjny), zdecydowanie przewyzsza
on funkcjonalno$cia oba wymienione. Podstawowa roznica migdzy metaserwerem a portalem
PredictProtein, polega na tym, ze ten ostatni pozwala jedynie na uruchomienie okreslonej liczby
programéw, a wyniki nie sg przetwarzane (uzytkownik otrzymuje liste wynikéw w
niejednorodnym formacie, ktory znaczaco utrudnia interpretacje wynikdw). Na tym tle
metaserwer wypada znacznie lepiej, wyniki programéw poszczeg6lnych kategorii przetwarzane
sa do intuicyjnego formatu, a nastepnie przyrownane zostajg do sekwencji-celu (ryc. 14).

Ogodlnie architekture metaserwera mozna podzieli¢ na trzy warstwy (ryc. 10). Pierwszg z
nich jest warstwa zewn¢trzna widoczna dla uzytkownika (zostala ona napisana w serwerze
aplikacji Zope) w formie interfejsu internetowego. Pozwala ona na wygodny dostgp do
indywidualnych wynikéw. Nastgpnie mozna wyrézni¢ warstwe zbudowang z baz danych, w
ktorej przechowywane sa wszelkie informacje (przewidywania programow w oryginalnym
formacie, przyréwnania do szablonéw oraz modele homologiczne). Warstwe niejako lezacg na
samym dnie stanowig skrypty napisane w jezyku Python, ktére odpowiadaja za uruchamianie 1
przetwarzanie wynikow programow wchodzacych w sktad metaserwera. Ponadto do warstwy tej
nalezy zaliczy¢ inne skrypty odpowiedzialne za funkcje pomocnicze (kolejkowanie zapytan,
aktualizacja biologicznych baz danych itd.). Wraz z rozwojem serwisu niezbedne byto prawie
catkowite przebudowanie architektury w stosunku do pierwotnej wersji serwisu. Przyktadowo

skrypty zarzadzajace dzialaniem serwisu byly napisane w jezyku Perl, ktory okazatl si¢ na tyle
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niewygodny w uzyciu, ze niezbedne byto ich przepisanie na jezyk Python. Wiele innych
rozwigzan bylo zmieniane w momencie, gdy przestawaly one by¢ uzyteczne. Tu jako przyktad
mozna podaé¢ system kolejkowania, ktory poczatkowo opierat si¢ na systemie plikéw, ktore
zawieraly status kolejki. Niestety rozwigzanie to okazalo si¢ mato wydajne w momencie duzego
obcigzenia komputera, na ktorym zainstalowany byt metaserwer. W takich przypadkach skrypt
kolejkujacy, czytajac dane z dysku komputera, musiat ,,walczy¢” o zasoby z programami
uruchamianymi w tle przez metaserwer. Powodowato to komplikacje takie jak niemoznos¢
zapisania lub odczytania aktualnego stanu kolejki lub w skrajnym przypadku wyczyszczenie
plikow Kkolejki. Problem ten rozwigzano, przenoszac kolejkowanie z plikow na dysku do bazy
danych.

Ponadto, wraz z rozwojem metaserwera okazato si¢, ze nie ma wydajnej metody na
przewidzenie liczby zasobdw, ktéra zostanie wykorzystana w danym momencie przez
kilkadziesigt programéw. Sytuacje, w ktorych dochodzi do przecigzenia systemu sa
nieuniknione. Wynika to z faktu, ze zuzycie mocy obliczeniowej i pamigci operacyjnej RAM sg
rézne dla kazdego zainstalowanego programu i zmieniajg si¢, czasem w sposob niemozliwy do
przewidzenia, wraz z dtugo$cig sekwencji. Wpltyw moze mie¢ tu nawet sktad aminokwasowy
sekwencji, ktdra szybciej lub wolniej zostanie odnaleziona w bazie sekwencji homologicznych.
Majac to na uwadze, postanowiono rozgraniczy¢ dwie pierwsze warstwy od skryptow
uruchamiajacych programy sktadowe. W ten sposob warstwe interfejsu uzytkownika i1 baze
danych umieszczono na oddzielnej, wzglgdnie stabej maszynie, natomiast warstwe skryptow i
wszystkie programy, ktore przez nig sa uruchamiane ulokowano na innym wydajniejszym
serwerze (48 CPU, 96 GB RAM). Rozgraniczajac warstwe odpowiadajacg za prezentacje danych
oraz same dane od warstwy obliczeniowej, serwis zyskat wigkszg stabilnos$¢ (wglad do wynikow
na stronie internetowej jest zawsze mozliwy bez wzgledu na to jak bardzo obcigzony
obliczeniowo zostanie metaserwer). Juz sama liczba programoéw, ktoére uruchamia metaserwer
powoduje, Ze niezbedna jest duza moc obliczeniowa, dodatkowo duza cze$¢ programéw dziata w
oparciu o rozne biologiczne bazy danych (rozdziat 5.2), ktére co jaki§ czas musza by¢
aktualizowane. Proces ten moze by¢ wymagajacy zarowno pod wzgledem miejsca na dysku (np.
lokalna wersja bazy danych PDB zawiera ponad 80 GB danych) jak i mocy obliczeniowej (np.
baza nr90 tworzona jest co tydzien na podstawie bazy nr poprzez uruchomienie programu cd-hit,

calos$¢ trwa ponad 16 godzin, nawet jesli wykorzystane zostanie wszystkie 48 procesorow).
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Najwazniejszym usprawnieniem, jakiego dokonal autor niniejszej rozprawy, ktora
znaczaco wplynela na stabilno$¢ metaserwera i umozliwila jego dalszy rozwdj bylo
zaprojektowanie wydajnej struktury zarzadzajacej uruchomieniem programéw wchodzacych w
sktad metaserwera. W chwili obecnej pojedynczy program zarzadzany jest przez oddzielny, w
pehni niezalezny modut (jego szczegdtowy opis zostat podany w rozdziale 6.1.4). W ten sposob,
problemy z jednym programem nie blokujg dziatania innych. W przypadku programow lokalnie
zainstalowanych, pomimo opisanych wczesniej probleméw, sytuacje i tak nalezy uznaé za
komfortowa. Zwykle raz zainstalowany program nie przysparza probleméw w przysztosci. W
sktad metaserwera wchodza takze zewnetrzne serwisy internetowe. Tu lista mozliwych
komplikacji jest bardzo dluga. Wlasciwie wszystko moze si¢ wydarzy¢. Poczynajac od
wylaczenia serwisu, brak odestania wiadomosci na wskazany email, a konczac na zmianie
formatu formularza lub strony stanowigcej odpowiedz serwisu. Aby unikng¢ przynajmniej czesci
z tych probleméw, w metaserwer wbudowany zostal system pozwalajacy na ponowienie
wystania sekwencji jesli metoda nie zwrdci wyniku po ustalonym czasie. Niestety trzeba tu
wspomnie¢, ze $redni czas ,,zycia” serwisOw internetowych jest stosunkowo krotki i zwykle po
2-3 latach, gdy autor programu opusci laboratorium przestaja one dziata¢. W tym momencie caty
trud zwigzany z integracja takiej metody zostaje zaprzepaszczony. Ogdlnie mozna powiedziec,
ze na kazdy program, ktorego aktualnie stanowi sktadnik metaserwera przypada drugi, ktory

przestat dziata¢ i musial by¢ usunigty.

7.5. Celowos¢ wykorzystania meta-metod

Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie pokazuja, ze stosujac meta-metody, mozna
fatwo otrzymac istotne wyniki badawcze tak jak to byto w przypadku analizy ludzkich biatek
odpowiedzialnych za modyfikacj¢ konca 3' mMRNA. Z jednej strony uzytkownicy mogag tatwo
weryfikowa¢ nawet ztozone hipotezy badawcze, za$ z drugiej konstrukcja meta-metody pozwala
na wykorzystanie aktualnego stanu wiedzy reprezentowanej przez programy wchodzace w sktad
metametody. Poszczegolne programy mozna traktowac jako niezalezne bloki, ktore reprezentuja
wiedzg autora, wykorzystany zbior danych treningowych oraz technike uczenia maszynowego.
Oczywiscie mozna podejs¢ do sprawy w tradycyjny sposob i po sprawdzeniu jaki komponent

decyduje o skuteczno$ci danego programu (np. zapoznajac si¢ z publikacja opisujaca dany
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program) probowac doda¢ taka ceche jako sktadnik naszego programu. Z drugiej strony, chyba
nie ma takiej potrzeby. Znacznie wydajniejszym podejsciem wydaje si¢ rozbudowanie juz
istniejagcego programu o nowg funkcjonalno$¢ (tak postagpiono w przypadku dodania do
programu FloatCons informacji o wyst¢powaniu przerw w dopasowaniach co przyczynito si¢ do
powstania lepszej metody MetaDisorderMD2).

Cho¢ przeciwnicy meta-metod starajg si¢ przedstawic je jako programy ,,pasozytnicze”,
ktore nie stymuluja do dalszego rozwoju programoéw danego typu przyktad programu
MetaDisorder jednoznacznie temu przeczy. Na bazie istniejagcych programow powstal
skuteczniejszy program do przewidywania regionow wewngtrznie nieuporzgdkowanych, a zaraz
po jego sukcesie w eksperymencie CASP8 powstata cala grupa programoéw nasladujacych
wykorzystany przez autora model (m.in. programy MetaPrdos (Ji et al., 2013), PONDR-FIT
(Xue et al., 2010)).

7.6. Statystyki uzytkowania serwisow

W rozprawie doktorskiej wspomniano kilkakrotnie, Zze metaserwer GeneSilico jest
serwisem internetowym, z ktérego korzysta wielu badaczy z catego $wiata. Na ryc. 25 pokazano
statystyki odwiedzin uzytkownikéw z ostatnich pigciu lat. W styczniu 2013 roku liczba
zarejestrowanych uzytkownikow metaserwera GeneSilico przekroczyta 2300 (w 2008 roku w
momencie w ktorym autor rozprawy przejat obowigzki zwigzane z rozwojem serwisu
uzytkownikéw byto zaledwie 500). Tylko niewielka liczba uzytkownikéw pochodzi z Polski
lub/i macierzystego laboratorium (odpowiednio 408 i 57 uzytkownikow). Pozostali uzytkownicy
najczesciej pochodza z Standéw Zjednoczonych, Indii, Hiszpanii, Wielkiej Brytanii i Niemiec
(odpowiednio 366, 360, 181, 126, 105 uzytkownikow). Takze liczba zapytan, analizowanych
sekwencji stabilnie wzrasta (o ile do roku 2008 zapytan tych byto niecate 12 tysiecy, to w lutym
2013 roku liczba ta przekroczyta 33 tysigce). Nalezy podkresli¢, ze pojedyncze zapytanie
(wystanie jednej tylko sekwencji) moze pozwoli¢ na weryfikacj¢ nawet do$¢ skomplikowane;j
hipotezy badawczej (metaserwer na podstawie wystanej sekwencji generuje olbrzymig ilos¢
informacji, np. przewidywania wielu cech biatka, dziesigtki przyrownan 1 modeli

homologicznych).
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Mimo ze od publikacji oryginalnej pracy opisujacej metaserwer (Kurowski i Bujnicki,
2003) uptyneto ponad 10 lat, dzigki ustawicznemu ulepszaniu serwisu (zarowno pod katem
liczby metod sktadowych jak i poprawy funkcjonalnos$ci interfejsu) praca ta jest najczgsciej
cytowang pracg pochodzaca z macierzystego laboratorium i aktualnie ma ponad 200 cytowan
(ponad 30 cytowan w samym tylko roku 2012). W najblizszym czasie planowana jest
aktualizacja publikacji majaca na celu opisanie obecnej wersji metaserwera GeneSilico
(manuskrypt w przygotowaniu).

Na tym tle MetaDisorder, drugi z serwisow prezentowanych w niniejszej rozprawie, jest
serwisem wzglednie mtodym (zostatl uruchomiony w 2012 roku), lecz mimo to skorzystano z

niego ponad 2200 razy.
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Ryc. 25. Statystyki uzytkowania metaserwera GeneSilico. Na gorze pokazano mape¢ obrazujgcg zrodta odwiedzin w
zaleznos$ci od pochodzenia uzytkownikéw. Na dole pokazano analogiczne dane w formie wykresu uwzglgdniajacego

czas wizyty. Za zbieranie statystyk odpowiedzialny jest serwis Google Analitics.
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7.7. Implementacja metod, upublicznienie wynikow badan

W ramach niniejszego projektu powstaly metody do przewidywania wewnetrznego
nieuporzadkowania (MetaDisorder) oraz do przewidywania domen w biatkach (DomainSVM).
Dodatkowo znaczaco rozbudowany zostal metaserwer GeneSilico (https://genesilico.pl/meta2/).
Badania dotyczace wewngtrznego nieuporzadkowania zostaty opublikowane w czasopi$mie
BMC Bioinformatics (Kozlowski i Bujnicki, 2012), metoda MetaDisorder dostepna jest rowniez
jako bezptatny serwis internetowy (http://genesilico.pl/metadisorder/). Dodatkowo zostata ona
zintegrowana z metaserwerem GeneSilico. Program DomainSVM takze dostepny jest z poziomu
metaserwera GeneSilico (obecnie trwaja prace nad manuskryptem oraz implementacjy tej
metody jako niezaleznego serwisu internetowego).

Dodatkowym wynikiem prezentowanych badan jest internetowa baza danych dotyczaca
ludzkich biatek odpowiedzialnych za modyfikacje konca 3’ MRNA
(http://www.genesilico.pl/mrna3db/). Zawiera ona informacje odzwierciedlajace aktualny stan
wiedzy dotyczacy rozpatrywanej grupy biatek oraz wyniki analizy zaprezentowanej w

rozprawie.

7.8. Przyszle kierunki badan

W przypadku metaserwera GeneSilico oczywistym wydaje si¢, ze rozwdj serwisu moze
przebiega¢ na dwa sposoby. Po pierwsze, poprzez dodanie nowych kategorii programow np.
przewidujacych mapy kontaktow (w chwili obecnej na etapie testow) badZz miejsc
posttranslacyjnej modyfikacji. Po drugie, poprzez udoskonalenie obecnego interfejsu
uzytkownika (np. mozliwo$¢ wyboru okreslonej kategorii programéw, w chwili obecnej
domyslnie uruchamiane sg programy wszystkich kategorii). Wszystkie te zmiany sg niezwykle
pracochlonne i ich przeprowadzanie wymaga duzej ilosci czasu.

W niniejszej rozprawie zaprezentowano takze programy MetaDisorder i DomainSVM i,
cho¢ jak jednoznacznie wykazano, nalezag one do grona najlepszych programéw w swojej
kategorii, ciggle istnieje mozliwo$¢ ich ulepszenia.

Przewidywanie wewnetrznego nieuporzadkowania w biatkach mozna prawdopodobnie

ulepszy¢ na kilka sposobow.
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1. W chwili obecnej programy przewidujace regiony IUR w pierwszym etapie przeszukuja
duze biologiczne bazy danych (np. nr) w celu zbudowania odpowiadajacego im profilu.
Podejscie to jest ogdlne stuszne, ale uwzgledniajac specyfike problemu bardziej celowe
wydaje si¢  wykorzystanie bazy ukierunkowanej na biatka wewngtrznie
nieuporzagdkowane. Cho¢ baza DisProt posiada funkcjonalno$¢ polegajaca na jej
przeszukaniu za pomoca programu RPS-BLAST, to wedlug wiedzy autora nikt jeszcze
nie prébowat zintegrowaé przeszukiwania bazy DisProt z klasycznym klasyfikatorem
opartym na metodach uczenia maszynowego. Ponadto, innym mozliwym usprawnieniem
mogloby by¢ zastosowanie modeli HMM zamiast profili PSSM, poniewaz zwykle daja
one lepszy wynik.

2. Jednym z podstawowych ograniczen obecnej wersji programu MetaDisorder jest
nierozrdznianie poszczegodlnych klas wewnetrznego nieuporzadkowania. Omawiajac
wyniki analizy biatlek odpowiedzialnych za modyfikacje konca 3" mRNA, pokazano jak
za pomocg innych cech biatka, takich jak przewidywana struktura drugorzedowa czy
poziom ztozonosci sekwencji mozna podzieli¢ regiony wewnetrznie nieuporzadkowane
na oddzielne klasy. Wyniki tej analizy okazaly si¢ na tyle obiecujace, Zze nastgpnym
krokiem mogloby by¢ zautomatyzowanie zastosowanej metodologii. Przyktadowo, w
chwili obecnej MetaDisorder pozwala na analizg tylko jednej sekwencji. Dodanie prostej
funkcjonalnosci polegajacej na umozliwieniu jednoczesnej analizy wigkszej liczby biatek
oraz porownaniu otrzymanych wynikéw do przewidywania struktury drugorz¢dowe;j,

poziomu ztozonosci sekwencji 1 innych cech biatka bytoby korzystne.

3. Innym aspektem, ktory nie jest w tej chwili brany pod uwagg, jest otoczenie w jakim
znajduje sie biatko. Jak wielokrotnie podkreslano w niniejszej rozprawie, przynajmniej
cze$¢ regiondbw wewnetrznie nieuporzadkowane zmienia swoja konformacje pod
wplywem innych biatek. Niestety o procesie tym ciggle prawie nic nie wiadomo.
Ciekawym pytaniem jest, wiec czy istnieje mozliwos¢ skonstruowania programu, Ktory
dla dwoch lub wiekszej liczby biatek bylby w stanie symulowaé proces interakcji
regiondw  wewnetrznie  nieuporzadkowanych z  konkretnym  regionem innej

makroczasteczki. Wydaje sie¢, ze dane, ktore mozna by wykorzysta¢ do rozwigzania tego
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problemu juz sg dostepne (np. baza IDEAL, w ktorej gromadzone sa dane literaturowe
opisujace znane przypadki regiondw IUR, ktore cechujg si¢ przejéciem ze stanu
nieuporzadkowania w stan zdefiniowanej struktury trzeciorzgdowej, indukowanym przez

oddziatywanie z biatkiem).

4. Kolejnym, czysto technicznym usprawnieniem mogloby by¢ wykorzystanie innych,
lepszych technik uczenia maszynowego badz po prostu ponowne przetrenowanie metody
na nowych zbiorach sekwencji (przyktadowo program MetaDisorder trenowany byl na
wersji bazy DisProt z 2008 roku, od tego czasu liczba sekwencji w tej bazie wzrosta o

polowe).

Takze w przypadku programu DomainSVM istnieje kilka mozliwo$ci na poprawienie
dziatania. Przyktadowo w chwili obecnej dzialanie programu ogranicza si¢ do przewidywania
granic domen, jednak pod katem analizy otrzymanych wynikow istotna jest takze identyfikacja
rodzaju domeny. W najprostszym wariancie za etap ten mogiby odpowiada¢ program HMMER,
ktory na podstawie fragmentow powstatych w oparciu o granice przewidziane przez program
DomainSVM sprawdzatby podobienstwo do znanych domen. Z jednej strony uzytkownik
dostawalby informacj¢ o wystepowaniu konkretnej domeny, za$ z drugiej pozwoliloby to
wskaza¢ domeny na temat, ktorych nie ma zadnych informacji, wskazujac je jako interesujacy
obiekt badawczy. Innym problemem w przypadku programu DomainSVM jest uzycie tzw.
»plaskiej” definicji domeny, ktora ogranicza uzyteczno$¢ programu do domen cigglych
zlokalizowanych w jednym biatku. Zastosowanie definicji ktéra obejmowalaby domeny
nieciggle 1 domeny zlozone z innych tancuchéw (ang. domain swapping) wymaga
skonstruowania innego, bardziej skomplikowanego zbioru uczacego co wcale nie oznacza, ze
programéw o takich mozliwosciach nie ma (np. program 3dswap-pred (Shameer et al., 2011a)).

Czg$¢ proponowanych pomystow powstata w trakcie analizy biatek odpowiedzialnych za
modyfikacj¢ konca 3’ mMRNA. Analiza ta dotyczyta biatek ludzkich. Oczywistym kierunkiem tej
czg$¢ badan mogtaby by¢ podobna analiza, ale dotyczaca biatek drozdzy (takze w ich przypadku
znane sg poszczegolne skladniki kompleksu odpowiedzialnego za ten proces) lub tez analiza

kompleksu o podobnej funkcji, ktory odpowiada za modyfikacje konca 3' mRNA transkryptow
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biatek histonowych (kompleksy te r6znig si¢ znaczaco pod wzgledem sktadu poszczegdlnych

biatek).
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8. Podsumowanie

Mimo, iz w chwili obecnej znamy blisko 90 tysigcy struktur biatkowych, liczba ta jest
stosunkowo niewielka, jesli wezmie si¢ pod uwage liczbe znanych sekwencji biatkowych, ktdra
przekroczyta 20 milionéw. Ponadto rozwigzanie struktury bialek metodami doswiadczalnymi
jest procesem zmudnym i kosztownym, a na dodatek jest obarczone wysokim ryzykiem
niepowodzenia. Jedynie wspomagajac si¢ modelowaniem komputerowym mozemy poprawic
istniejaca sytuacje.

W ramach niniejszej rozprawy zaprezentowano zintegrowany serwis bioinformatyczny
do analizy biatek. Pozwala on w tatwy sposob uruchomi¢ ponad 100 programéw przewidujacych
cechy takie jak ogoélny zwdj biatka, jego struktura drugorzedowa, obecnos¢ helis
transbtonowych, sekwencji sygnalnych, mostkow dwusiarczkowych i struktur splecionych helis,
dostepno$¢ reszt aminokwasowych dla rozpuszczalnika, domeny oraz wewne¢trzne
nieuporzadkowanie. Wyniki poszczegolnych klas programow przedstawione sg w intuicyjnym
formacie, ktory pozwala tatwo poréwnac ich wyniki.

Dodatkowo na bazie wspomnianego serwisu stworzony zostal nowy program do
przewidywania regionow wewngtrzne nieuporzadkowanych. Program ten jest meta-metoda, czyli
agreguje wyniki innych programéw i po ich przetworzeniu za pomocg metod uczenia
maszynowego zwraca potencjalnie ulepszony wynik. Zarowno testy przeprowadzone przez
autora niniejszej pracy jak i niezalezne testy w ramach migdzynarodowego eksperymentu CASP
potwierdzity jego uzyteczno$¢ (program MetaDisorder byl najlepszym programem w swojej
kategorii w przeciggu dwoch kolejnych edycji konkursu tj. w czasie CASP8 1 CASP9). Wynik
ten wykazuje, ze uzycie meta-metodologii do konstruowania nowych programow do
przewidywania wewnetrznego nieuporzadkowania w biatkach jest uzasadnione i skuteczne.

Kolejnym problemem poruszonym w niniejszej rozprawie jest przewidywanie domen.
Poprawna identyfikacja domen w obrebie sekwencji analizowanego biatka jest bardzo wazna,
poniewaz wptywa ona na jako$¢ przewidywania innych programoéw (zwykle dziataja one dobrze
jedynie dla biatek jednodomenowych) oraz na skuteczno$¢ technik doswiadczalnych (bardzo
czesto nie udaje si¢ rozwigza¢ struktury calego biatka, jednak jest to mozliwe dla
poszczegblnych jego domen). W tym celu stworzono program DomainSVM. Zastosowano
maszyne wektorow nosnych (SVM), ktorej dziatanie uwzgledniato cechy takie jak: entropia,

hydrofobowos$¢, przewidywana struktura drugorzedowa, dostepnos¢ reszt aminokwasowych dla
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rozpuszczalnika, wystepowanie regionow wewnetrznie nieuporzadkowanych oraz obecno$¢
bliskich homologow w bazie domen biatkowych CATH. W efekcie powstal program, ktory
wedlug przeprowadzonych testow daje lepsze wyniki niz inne tego typu programy. Nalezy
podkresli¢, ze gldéwng cecha odpowiedzialng za skutecznos¢ programu jest informacja dotyczaca
domen pochodzaca z biatek homologicznych. Jednak nawet w przypadku braku tej informacji
program przewiduje granice domen z akceptowalng skutecznos$cia.

Oprocz testow statystycznych prezentowane narzedzia bioinformatyczne przetestowano
w sposob praktyczny. Za ich pomocg dokonano analizy biatek odpowiedzialnych za modyfikacje
konca 3’ mMRNA. Korzystajac z metaserwera GeneSilico zidentyfikowano najlepsze szablony i na
ich podstawie zbudowano modele homologiczne. Za pomoca programéow MetaDisorder i
DomainSVM przewidziano wystgpowanie regiondéw wewnetrznie nieuporzadkowanych oraz
granic domen. Najwazniejszym wnioskiem z tej czesci badan byto stwierdzenie faktu, ze regiony
wewngtrznie nieuporzadkowane stanowiag okolo potowy dlugosci biatek odpowiedzialnych za
modyfikacje konca 3" mMRNA. Zauwazono og6lng tendencj¢, wedlug ktorej dluzsze biatka
posiadaja wigcej regiondw nieuporzadkowanych. Ponadto, wykazano, ze regiony wewngtrznie
nieuporzagdkowane kompleksu posiadaja nadzwyczajnie duzo regiondéw, ktore wykazuja
tendencje do tworzenia helis o i wsteg B. Wynik ten jest do$¢ nieoczekiwany i zdaje si¢
potwierdza¢ hipoteze, wedtug ktorej regiony TUR ulegaja ustrukturalizowaniu pod wplywem

innych biatek i mRNA, przyjmujac $ciste okreslong strukture zalezng od partnera.
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