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Opisanie struktury przestrzennej i dynamiki bialek ma fundamentalne znacznie dla wielu
dziedzin wspolczesnej biologii, biomedycyny, a w szczegolnosci dla racjonalnego projektowania
nowych lekéw i wyjasniania ztozonych mechanizméw procesé6w komorkowych. Liczba danych
eksperymentalnych, jaka dotychczas zgromadzono o réznych systemach biatkowych jest ogromna.
Rozw6j metod eksperymentalnych oraz postep technologiczny powoduje, ze dane te sa wciaz
gromadzone w coraz szybszym tempie takze dla ukladow, ktoérych badanie do tej pory byto
kiopotliwe lub nieosiagalne (biatka blonowe, biatka inherentnie nieuporzadkowane, duze
kompleksy). Struktura przestrzenna zostala poznana dla zaledwie 0.1% biatek o znanej sekwencji,
aponad 5000 rodzin biatkowych w bazie Pfam wcigz nie posiada swojego strukturalnego
reprezentanta. Dla pozostatych rodzin poznano przynajmniej jedna strukture przestrzenna.

Eksperymentalne oznaczanie struktury wielu biatek jest klopotliwe i kosztowne, co sktonito
do poszukiwania metod teoretycznych, pozwalajacych przewidzie¢ strukture z wykorzystaniem
strukturalnego szablonu (modelowanie poroéwnawcze) lub wylacznie na podstawie sekwencji
aminokwasowej (modelowanie bezposrednie). Pierwsze podejScie wykorzystuje obserwacje,
ze ewolucyjnie powigzane biatka zachowuja wysokie podobienstwo strukturalne, zatem pojedyncze
znane struktury moga by¢ uzyte jako szablony do modelowania innych biatek z rodziny.
W modelowaniu bezposrednim nie wykorzystuje sie szablonéw struktury przestrzennej, ale za
pomoca roznych potencjalow statystycznych zaleznych od sekwencji aminokwasowej czesto
uwzgledniane sg ogolne prawidlowosci geometryczne, obserwowane w znanych strukturach biatek.

Staltym wyzwaniem kazdej strategii komputerowego modelowania jest wydajne
prébkowanie przestrzeni konformacyjnej, realizowane zwykle w réznych wariantach dynamiki
molekularnej lub dynamiki Monte Carlo, czesto w schemacie wymiany replik zwiekszajacej
efektywnos¢ algorytmu. Jednak tylko dla podzbioru stosunkowo matych bialek mozliwe jest
obecnie obliczeniowe przewidywanie struktury przestrzennej bezposrednio w rozdzielczosci
pelnoatomowej. Jest to powdd rosngcej roli metod modelowania gruboziarnistego (ang. coarse-
grained, CG). Niektére z najbardziej udanych modeli CG sa ukierunkowane na przewidywanie
struktury, a w polaczeniu z odpowiednimi narzedziami bioinformatycznymi moga by¢ bardzo
skuteczne (ROSETTA, I-TASSER). Inne modele sg bardziej uniwersalne i umozliwiaja nie tylko
przewidywanie struktury, ale takze badanie dynamiki biatek. Typowymi przyktadami takich modeli
CG o sredniej rozdzielczosci sa UNRES lub CABS, zastepujace pojedyncza reszte aminokwasowa
kilkoma (2 - 4, zaleznie od typu reszty) zjednoczonymi atomami. Taki poziom gruboziarnistego
uproszczenia zapewnia przyspieszenie obliczeniowe o 3 - 4 rzedy wielkoSci w poréwnaniu



z symulacjami pelnoatomowymi, pozwalajac jednoczesnie na realistyczng rekonstrukcje
szczegotow atomowych. Wyniki konkursu CASP dowodza, Ze modelowanie molekularne struktury
biatka z wykorzystaniem uproszczonej reprezentacji oraz wiarygodnej rekonstrukcji jest skuteczne.

Wyznaczanie trojwymiarowych struktur pojedynczych czasteczek biatka, zaroéwno
eksperymentalne i obliczeniowe, stanowi tylko niewielka czesS¢ biologii strukturalnej. Potrzeba
rowniez precyzyjnej wiedzy na temat mechanizmow zwijania sie biatek, dynamiki czasteczek i ich
wzajemnego oddziatywania. Struktury i wlasciwosci dynamiczne takich kompleksow sg znacznie
wiekszym wyzwaniem dla badan eksperymentalnych i obecnie staja sie waznym kierunkiem
rozwoju metod modelowania obliczeniowego. Sprawdzenia skutecznosci narzedzi w tym zakresie
dokonuje sie w ogolnoswiatowym eksperymencie CAPRI, oceniajacym przewidziane struktury
komplekséw biatko-biatko. Ze wzgledu na skale czasowa i rozmiar uktadow biomakroczasteczkowych
konieczne staje sie projektowanie efektywnych modeli o niskiej rozdzielczosci, takich jak prezentowany
w tej rozprawie SURPASS, ktore umozliwiaja symulacje duzych ukladéw oraz moga by¢ wlaczone
w zintegrowany protok6l modelowania wieloskalowego. Takie podejscie jest nakierowane na badanie
komplekséw biatkowych oraz oddzialywan biomakroczasteczkowych zmierzajace do pelnego opisu
proces6w zachodzacych na poziomie catej komorki.

Przedmiotem pracy bylo modelowanie struktury i dynamiki bialek z uzyciem modeli
gruboziarnistych o réznej skali rozdzielczoSci. Wykorzystano istniejace modele gruboziarniste
Sredniej rozdzielczosci, takie jak CABS i oparty na strukturze model elastycznej sieci (DynOmics)
oraz stworzono nowy model o niskiej rozdzielczosci — SURPASS. Jako dane referencyjne postuzyty
takze trajektorie z symulacji dynamika molekularng w reprezentacji tancucha zbudowanego z wegli
alfa oraz liczne znane struktury pelnoatomowe biatek i inne dane eksperymentalne (np. wiezy
NOE). Gléownym celem pracy bylo stworzenie nowego, wydajnego modelu gruboziarnistego
o niskiej rozdzielczosci, pokonujacego pewne ograniczenia istniejacych narzedzi (skala czasu,
rozmiar ukladu). W ramach realizacji tego celu stworzono gruboziarnista reprezentacje modelu
SURPASS o niskiej rozdzielczosci, wyprowadzono zestaw potencjaléw statystycznych opisujacych
podstawowy schemat oddziatywan pomiedzy pseudo atomami w ukladzie, zoptymalizowano wagi
poszczegblnych czlonéw pola silowego opartego na wiedzy oraz zaproponowano algorytm
rekonstrukcji potozen wegli alfa z silnie uproszczonej reprezentacji SURPASS. Drugim waznym
celem byla ocena skutecznosci i wydajnosci modelu SURPASS w modelowaniu struktury
i dynamiki biatka. Ewaluacje przeprowadzono na podstawie analizy wynikow dlugich symulacji
modelowania de novo w schemacie probkowania dynamika Monte Carlo z wymiang replik dla
zestawu kilkudziesieciu jednodomenowych biatek globularnych. W tym eksperymencie
szczegotowo oceniono globalng dynamike ukladu w procesie zwijania od tancucha catkowicie
rozwinietego do struktury okoto natywnej oraz zdolno$¢ tworzenia konformacji biatkopodobnych
(w tym frakcji struktur okolo natywnych). Dodatkowo zbadano wplyw dokladnosci zalozonej
struktury drugorzedowej na wynik modelowania. W innym eksperymencie obliczeniowym
poréwnano elastyczno$¢ konformacyjna biatka w poblizu stanu natywnego przewidziang przez
rozne modele gruboziarniste oraz pelnoatomowa dynamike molekularng dla zestawu ponad stu
réznorodnych biatek.

W pracy doktorskiej przedstawiono gruboziarnisty model SURPASS oraz jego zastosowania do
modelowania molekularnego struktury i dynamiki biatek. W szczegdlnosci zaproponowano unikalna,
silnie uproszczona reprezentacje struktury biatek i wyprowadzono zestaw potencjalow statystycznych
tworzacych oparte na wiedzy pole sitowe SURPASS. Koncepcja modelu zaktada uSrednianie krotkich
4-resztowych fragmentéw struktury drugorzedowej. Specyficzny schemat oddzialtywan odréznia
biatkopodobny tanicuch SURPASS od losowego polimeru. Potencjaly statystyczne opisuja lokalne



prawidtowosci strukturalne charakterystyczne dla wiekszosci bialek globularnych. Wagi skltadowych
funkcji energii oraz parametry programu symulacyjnego dla réznych strategii prébkowania przestrzeni
stanow zostaly zoptymalizowane podczas dhugich symulacji testowych. W celu zwiekszenia
uzytecznosci modelu opracowano nietrywialny algorytm rekonstrukcji potozen wegli alfa
z reprezentacji SURPASS. Jego nieodtaczng czes¢ stanowi biblioteka par fragmentéw pochodzacych ze
znanych struktur biatek (SUReLib). Zrekonstruowany $lad Ca odtwarza lokalng geometrie tancucha
polipeptydowego i poprawna orientacje przestrzenng elementow struktury drugorzedowe;j.

W symulacjach z uzyciem modelu SURPASS oraz probkowaniem w schemacie dynamiki
Monte Carlo z wymiang replik zbadano proces zwijania jednodomenowych biatek globularnych.
Analiza wynikdw pozwolitla oceni¢ skuteczno$¢ narzedzia w tworzeniu biatkopodobnych
konformacji, w tym szczegoélnie identyfikacji struktur okoto natywnych. W badaniach tych jedyna
informacja zalezna od sekwencji aminokwasowej byla preferowana struktura drugorzedowa.
Analizie poddano role struktury drugorzedowej w procesie zwijania sie biatka oraz wplyw
krytycznych bledéow w przyporzadkowanej strukturze drugorzedowej na zdolno$¢ odtworzenia
prawidlowej topologii. Uzyskane wyniki dowodza, Ze struktura drugorzedowa w duzej mierze
definiuje geometrie zwoju. Nawet fragmentaryczne informacje o preferowanej strukturze
drugorzedowej sa wystarczajace do skutecznej identyfikacji topologii natywnej. Model SURPASS
odtwarza podstawowe wiasciwosci strukturalne bialek, a dokladno$¢ otrzymanych modeli jest
zaskakujaco dobra zarowno w przypadku matych, jak i znacznie wiekszych uktadéw. Dodatkowa
poprawe dokladno$ci modelu mozna osiggna¢ dzieki wykorzystaniu czastkowych danych
doswiadczalnych, co wykazano w symulacjach z wiezami NOE.

Przeprowadzono takze eksperymenty symulacyjne, majace na celu poréwnanie obrazu
dynamiki struktury biatka w poblizu stanu natywnego odtworzonego przez modele gruboziarniste
Sredniej (CABS) i niskiej (SURPASS) rozdzielczosci, model elastycznej sieci (DynOmics)
i pelnoatomowa dynamike molekularng. Zarejestrowane profile fluktuacji zostaty dodatkowo
odniesione do danych eksperymentalnych NMR, z ktorymi najwyzsza zgodnosS¢ wykazalty wyniki
metod ENM i CABS. Model SURPASS okazat sie mniej doktadny od pozostatych metod, cho¢
uzyskane profile fluktuacji do$¢ realistycznie odtworzyty lokalng dynamike struktury.
Przeprowadzone badania dowiodly, ze mimo silnie usrednionego charakteru, model SURPASS
bardzo dobrze odtwarza podstawowe wiasciwosci strukturalne biatek.

Model SURPASS umozliwia bardzo efektywne probkowanie calej przestrzeni
konformacyjnej biatka. Pozwala tez przezwyciezy¢ ograniczenia gruboziarnistych modeli o Sredniej
rozdzielczo$ci, ktére sa nadal zbyt kosztowne obliczeniowo, aby efektywnie modelowa¢ duze
uklady bioczasteczkowe. Zaproponowany model moze zostac tatwo wlaczony do réznych strategii
modelowania wieloskalowego. Otworzy to mozliwos¢ efektywnego modelowania integracyjnego
duzych ukitadéw, w tym modelowania de novo i odleglego modelowania porownawczego biatek
iich kompleksow. Takie hierarchiczne podejScie powinno by¢ odpowiednio dostosowane
do konkretnych probleméw i wykorzystywac fragmentaryczne dane strukturalne dostarczane przez
krystalografie rentgenowska, NMR, cryo-EM, SAXS, HDX i inne metody eksperymentalne.

Praca doktorska byla realizowana w ramach projektu: TEAM: "Development and integration
of new multiscale modeling tools for molecular biology: structure, dynamics and thermodynamics",
finansowanego przez FNP oraz MAESTRO: "New and efficient methods for the flexible molecular
docking of proteins", finansowanego przez NCN. Wyniki zawarte w rozprawie doktorskiej zostaty
opublikowane w pracach oryginalnych oraz przegladowych w czasopismach J. Chem. Theory
Comput., Chem. Rev. oraz Int J Mol Sci.



