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Jakie s metody eksperymentalne?

Obraz dyfrakcji krysztatu biatka z promieniowania Roentgena

Plane of

Freeze-Fracture
2604
Protein

http://www.cytochemistry.net/ Wang L, Sigworth FJ. Physiology (Bethesda). 2006.



Motywacja biologiczna

Struktura pierwszorzedows
sekwencja aminokwasow

Przewidywanie struktury
przestrzennej biatek, dla ktorych nie
mozna fatwo wyznaczyc jej
doswiadczalnie, wytacznie z
sekwencji aminokwasow.

Struktura drljgorzedowa

S Dotyczy to biatek trudnych w
¥ krystalizacji, bardzo duzych lub
wystepujgcych w specyficznym
srodowisku naturalnym, np.
transmembranowych.

X Struktura trzeciorzedowa




Jak wielu biatek dotyczy ten problem?

UniProtKB/Swiss-Prot - 533 049 sekwencji biatkowych (16.11.2011)

UniProtKB/TrEMBLt - 18 215 214 sekwencji biatkowych
przettumaczonych z DNA (16.11.2011)

PDB - 77 243 tréojwymiarowych struktur biatkowych (16.11.2011)

Zrodto: UniProt i PDBe



Klasyczne metody modelowania
struktury trzeciorzedowe]

e Ab-initio / de Novo

e Pordwnawcze:
Homologiczne
Nawlekanie



Skutecznosc istniejgcych metod
Testowane w konkursie CASP

e Przewidywanie struktury drugorzedowej 50-90%
e Przewidywanie struktury trzeciorzedowej 10-90%

e Brak znaczacego postepu skutecznosci

v"Wynik zalezy od metody oraz trudnosci biatka

v’ Brak postepu w wynikach przewidywania w ciggu
ostatnich edycji CASP



Predykcja miejsc kontaktowych jako
obiecujacy kierunek dziatania

Najlepsze modele odtworzone
wytgcznie w oparciu o przewidziane
miejsca kontaktowe (CASP 8)

M.L. Tress, A. Valencia, Proteins
2010; 78:1980-1991.

*CASP 4 (2000 )

,Detecting residue-residue contacts in proteins (RR)” — 6 grup
*CASP 9 (2010)

,Detecting residue-residue contacts in proteins (RR)” — 18 grup
(3 kategorie odlegtosci: x >6, x >12, x >24 aminokwasdow)
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Miejsca kontaktowe

Charakterystyka kontaktow zalezy od klasy biatek
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Kontakty helisa-helisa

Cluster 1; Q=157°,d=8.6 A Cluster 2; Q=-146°,d=8.6 A

Cluster 3; Q=37.9°,d=79A

\. M

Cluster 3
12.8%

Fig. 1. Pie chart showing the fraction of the total number of pairs that fall
within a given cluster.

Walters and DeGrado, PNAS 2006
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Probabilistyczny model gramatyczny jezyka

biatkowego
Trzy warstwy: Alfabetei - { AR N.D.C,E.Q,G.H.I }
;=1..20 AA — a i Yl s
model ogdlnej sekwencji biatkowe;j L, K,M,F,P,5,T,W,Y,}

syntaktyczny model domeny biatka

przypisanie cech ilosciowych
aminokwasom
(ilosciowe dane eksperymentalne)

lista regut opisujgcych ogdlne
zasady, np. parowanie helis
(wiedza ekspercka)

probabilistyczny model klasy
domeny

przypisanie prawdopodobienstw
regutom syntaktycznym (uczenie
maszynowe: algorytm genetyczny)

Reguty terminalne - np. dla dostepnosci (acc):

acc_high — ... | L (0.00) | K (0.18) | M (0.00) | ...
acc_med — ... | L (0.03)| K(0.00) | M (0.05)] ...
acc_low— ...|L(0.13)|K(0.00) | M (0.11)] ...

Reguty nieterminalne (tworzenie interfejsow):
Inter_ds — ee Quter_dd ee | e Outer_sd ee | ¢
Inter_ds — o0 Outer_dd L L | € (Waldispuehl&Steyaert'05)

e = acc_high | acc_med | acc_low

Prawdopodobienstwa regut nieterminalnych:

Inter_ds — acc_high Outer_sd acc_med acc_med (0.14)
acc_med Outer_sd acc_med acc_med (0.22)
acc_low Outer_sd acc_med acc_low (0.20)
acc_low Outer_sd acc_med acc_med (0.44)



Whvyniki klasyfikacji

e Ocena klasyfikatora: 4-krotna walidacja krzyzowa (ROC)
* Najlepsze pojedyncze klasyfikatory — w oparciu o cechy:
- dostepnosc (hydrofilowos¢) dla klasy 1,4
- rozmiar van der Waalsa dla klasy 2,3

klasa 1
. - AUC ROC Rc(Pr=1.0)
Klasa ' Licznosc : :
pojedynczy | multi-klas. | multi-klas.
c1 67 0.59 0.72 0.20
c2 35 0.68 0.81 0.14
c3 23 0.71 0.78 0.26
c4 15 0.70 0.84 0.41 klasa 2
sSrednia X=140 0.64 0.77 0.22*

* oznacza mozliwos¢ przypisania 22% par struktury trzeciorzegdowej z doktadnoscig
<1.5A (Ca)



wykorzystaniem
aminokwasow

O Ograniczenie informacji - wybor

matego fragmentu

L Na podstawie danych uczacych

stworzenie MatrixYES oraz MatrixNO

UWyboér najbardziej podobnej
macierzy do MatrixYES i najbardziej

réznigcej sie od MatrixNO
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skutecznosc

skutecznosc
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Struktura a funkcja

Predict helix- Calculate transport
helix contact characterstics for
conformation channel model

Constrain Validate
ab inito ab inito .
prediction prediction °
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Modelowanie funkcjonalne
przeptywow

<
C
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Modelowanie funkcjonalne

przeptywow

e dyskretne: dynamika molekularna (MD)

* ciggto-dyskretne: dynamika Browna (BD)

e ciggte: model Poissona-Nernsta-Plancka

Z€

eoV - e(r)VO(r)| = —E’Z:rﬁr(*'] —p

J=-D (‘Fn +n-VO -ﬂn) Nernst-Planck

Poisson
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Modelowanie dyskretne przeptywu

Siatka o wymiarach [hx hy hz], warunki stacjonarne
przeptywu:V * J=0

20

10

20 40 60 80 100 b10 20 30
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Ej—l [ EJ::! '[{I} — @ }]
. — E;r 1 €5 j'a"rh'g + Ey ?FEHWKEU + F"Ia"rfﬂl"
‘ > &i/h2

Corry B, Kuyucak S, Chung SH. Biophys J. 78 (2000) 2364.
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Jak dobrze PNP modeluje przeptyw?

TADBLE XIX. Summary of results

Channel Z1[A] Conductance Rectification Selectivity

a-hemolysm 14 + + +
GLIC2 5.4 + + +
KesA 3 i + +
Mth < 2 1 - +
Aquaporin-1 3 + 7 +
ClC <2 + 7 +

W. Dyrka
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Czy model przeptywowy jest
wrazliwy na pojedyncze mutacje?



GLIC2

* Neutralization of 5 glutamate residues:
» Change of the protein net charge from -5e to Oe at pH=5
» Selectivity change — predicted by 3D PNP:

cation selective —=> anion selective

» Consistent with Brownian Dynamics simulation

Table 9.7: Current-voltage characteristic of GLIC2 channel model in symmetrical 140 mM
NaCl solution at pH=>5, dielectric coefficients e, = 4, €, = 40, partition coefficient £ = 0.5.

In (Song & Corry 2010): e = 2, €pq = 60

net V=-100mV V =4100 mV
ox GLU222 Model D chargele] I[pA] I./I_ I[pA] L. /I I(+)/L-)
Our PNP, A=3A unified -5 (WT) -5.8 |1.6:1 8.5 1.4:1 1.47
neutral -7.3 1:1.2 7.1 1:1.2 0.98
Song’10 BD ion-spec. -5 (WT) -14 ool 2.2 oo:l 1.57
ion-spec. mneutral - 1:13 - 1:13 -

21



GLIC — pojedyncza mutacja

* Neutralizacje GLU 222 mozna potraktowac jako
model substytucji glutaminianu przez neutralny
aminokwas

* Zmiana selektywnosci i linearyzacja |-V, jako wynik
mutacji oraz modelu

* Podobny efekt jak w 3D PNP zostat uzyskany przez
dynamike Browna (BD)

22



Ocena funkcjonalna modelu

strukturalnego
Jak dobrze mozna odtworzyc strukture kanatu z

kontaktow?
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Struktura kanatu - odtwarzanie z
kontaktow
From contact map

through channel structure

to I-V curve

FT-COMAR SABBAC

Conversion

of PDB structure 1. Reconstruction 2. Backbone 3. Symetrization
to contact map of Ca positions reconstruction
3DPNP SCWRL SCWRL
A 3D PNP

Current [pA]

-20 4

Do

200

[
Voltage [mV]

4. Side chains
reconstruction

6. Discretization and functional analysis

5. Relaxation



Korelacje pomiedzy RMSD aminokwasu a
odchyleniem w funkcjonalnosci kanatu

Kolor wskazuje miejsce z istotna korelacja(pval<=0.01)
pomigdzy aminokwasem a

« Przynajmniej 2 (niebieski)
e 1( ) cechg funkcjonalng

Jmol Jmol



Korelacja pomiedzy catkowitym RMSD
modelu a jego funkcjonalnoscig
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Dynamika Browna

Przeptyw jondw w oparciu o rownanie Langevina

dv.
m—=—mYv.,tR tF,
dt

z=65

i=1,...,N
m,; — masa

v, — predkosc

V; — wspotczynnik tarcia

R.— sita losowa

F;— sita systematyczna T
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ROZWIAZANIE NUMERYCZNE

(Mt = —MyTe +R+F N
. Tt+1 — Tt S
Tt41 = At
P Tee1 — 11
5 t+1 At
N v At N R+F Ap2
T; =T
LT T 1+ yAt T m(1 + yAY)
r,— potozenie jonu w chwili t y —wspotczynnik tarcia
At — krok czasowy R — sita losowa

m — masa F — sita systematyczna
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Biatka amyloidogenne

Przewidywanie nietypowych kontaktéw w strukturach typu beta. Budowa bazy danych
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Structure

Scan and map
to templates
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Ontologia

Podobienstwo
Semantyczne — Miara
okreslajgca stopien
podobienstwa dwoch
wyrazen. Do wyliczania |
wykorzystuje sie L
algorytmy oparte o Cring
badanie ontologii.

cellular
component

biological
g
Process

maolecular
function

i5_4 is_a
transcription
regulator cell killing

activity

part_of

micleie acid
binding

cell

part

158

membrane

Powigzania biatek z
terminami ontologii
seqdata.dat —
udostepniona przez
serwis ebi.ac.uk
zawiera przypisanie
biatek z bazy UNIPROT

transcription
factor activity

Ontologia GO (Gene Ontology)
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Wykorzystywane algorytmy

Algorytm Wanga

* Algorytm hybrydowy

* Wykorzystuje strukture
drzewa ontologii

e Bada stosunek ilosci
wspolnych przodkéw
badanych terminow w
odniesieniu do sumy
wszystkich przodkow obu
terminow

Algorytm Resnika

Algorytm bazujacy na
weztach
Wykorzystujacy teorie
informacji

Bada czestotliwos¢

wystepowania terminu oraz
jego szczegotowosc



Rozktad podobienstwa losowo wybranych par biatek

Il histogram
— K =-0.03915, o = 0.14504, . = 0.29438

Algorytm Wanga Algorytm Resnika

Rozktad Fishera —Trippetta
Rozktad wartosci ekstremalnych



Grupa biofizyki i bioinformatyki
nanoporow

Witold
Dyrka

Bogumil
- Konopka

Joanna
Basatyga

http://www.ibp.pwr.wroc.pl/KotulskaLab/
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