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ZAtACZNIK 3A

AUTOREFERAT

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Studia doktoranckie
na Wydziale Fizyki, specjalno$¢ biofizyka; praca doktorska
zatytutowana ‘Symulacje numeryczne wptywu dynamiki biatka na
pewne biomolekularne procesy przeniesienia elektronu’. Stopien
doktora nauk fizycznych w zakresie biofizyki.

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Piecioletnie studia
magisterskie na Wydziale Fizyki, kierunek fizyka, specjalnos¢ fizyka
teoretyczna; praca magisterska zatytutowana ‘Badania numeryczne
wpltywu nierbwnowagi wibracyjnej na procesy przeniesienia
elektronu’, ukonczone z wyrdznieniem. Tytut magistra fizyki.
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Piecioletnie studia
magisterskie na Woydziale Chemii, kierunek chemia, specjalnosé
chemia teoretyczna; od 2002 Indywidualne Studia Przyrodnicze,
niektore kursy dodatkowo ukonczone na Wydziale Matematyki
i Informatyki; praca magisterska zatytutowana ‘Rownolegte obliczenia
kwantowo-chemiczne z uzyciem funkcji jawnie skorelowanych na
przyktadzie atomu helu’, ukoriczone z wyrdznieniem. Tytut magistra
chemii.

Policealne Studium Zawodowe im. Mikotaja Kopernika w Nowym
Tomyslu, specjalnos¢ Marketing i Zarzadzanie, ukonczone
z wyrdznieniem. Tytut Specjalisty ds. Marketingu i Zarzadzania.
Liceum Ogolnoksztatcace im. Mikotaja Kopernika w Nowym Tomyslu,
klasa informatyczna, ukoriczone z wyrdznieniem.

2. ZATRUDNIENIE W INSTYTUCJACH NAUKOWYCH

od X1 2015

X 2010 -X 2015

2008 - 2010

Tessella Ltd., Stevenage, UK (Analyst Programmer), doradztwo
naukowe m.in. dla przemystu chemicznego i farmaceutycznego.
Cancer Research UK (The Francis Crick Institute od 1/04/2015),
Londyn, UK (Postdoctoral Research Fellow). 1/04/2015 Cancer
Research UK London Research Institute zostat wigczony w sktad nowo
powstatego The Francis Crick Institute.

BiolnfoBank Institute, Poznan, Polska (Junior Researcher, Software
Developer).

3. AKTYWNOSC NAUKOWA | INNE FORMY AKTYWNOSCI (szczegdty w zatgczniku 4A)

Moje studia na Wydziale Chemii rozpoczgtem w pazdzierniku 2001. Réwnolegle, w czasie
weekendodw, uczeszczatem do Policealnego Studium Zawodowego (Marketing i Zarzgdzanie)
i Akademii Sieci Komputerowych CISCO. Bedac studentem drugiego roku chemii, dotgczytem
do grupy badawczej Prof. Jacka Rychlewskiego jako student indywidualny i rozpoczatem
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mojg kariere naukowg w dziedzinie chemii kwantowej. W tym samym czasie uzyskatem
zgode na kontynuacje studiow w ramach Indywidualnych Studiéw Przyrodniczych,
specjalnego trybu studidw, ktéry umozliwit mi studiowanie rownolegle fizyki i otrzymanie
drugiego tytutu magistra po spetnieniu odpowiednich kryteridw. Jako student indywidualny,
bytem zaangazowany w cze$¢ organizacyjng mojej grupy badawczej; pozwolito mi to na
zrozumienie struktury Uniwersytetu i uzyskanie nowych umiejetnosci.

Bardzo szybko zorientowatem sie w kierunku nauk obliczeniowych. Studia na dwdch
kierunkach byty duzym wyzwaniem jednakze bedac zainteresowanym chemia kwantowa,
wiedziatem, ze fizyka jest komplementarna do chemii. Aby uzyska¢ dodatkowa wiedze,
ukonczytem takze kilka kurséw na Wydziale Matematyki i Informatyki.

Po nagtej smierci Prof. Jacka Rychlewskiego w 2003 roku, pozostatem w tej samej grupie,
a moim opiekunem zostat Prof. Jacek Komasa. Atmosfera w grupie i warunki rozwoju byty
wspaniate; oprdécz rozwijania projektéw zwigzanych z mojg pracg magisterskg, miatem
wolnos¢ rozwijania mojej kariery w réznych kierunkach naukowych. Jako student trzeciego
roku napisatem mojg pierwszg publikacje poswiecong zréwnolegleniu obliczenn kwantowo-
chemicznych i uczestniczytem w mojej pierwszej konferencji miedzynarodowej. Oprocz
uczeszczania na obowigzkowe zajecia, bratem udziat w wielu réznorodnych szkoleniach
organizowanych przez Poznanskie Centrum Superkomputerowo-Sieciowe. W lutym 2006
ukonczytem moje studia na Wydziale Chemii. W tym samym czasie rozpoczatem wspotprace
z Prof. Michatem Kurzynskim z Wydziatu Fizyki w kontekscie mojej drugiej pracy
magisterskiej w obszarze fizyki statystycznej. W pazdzierniku 2006 roku rozpoczgtem moje
studia doktoranckie pod opiekg Prof. Michata Kurzynskiego, w lutym 2007 roku ukonczytem
moje studia magisterskie na Wydziale Fizyki, a w czerwcu 2010 roku otrzymatem stopien
naukowy doktora nauk fizycznych w zakresie biofizyki. Moja praca doktorska byta
poswiecona rozwojowi i symulacjom modeli sieciowych opisujacych dynamike biatka (jeszcze
bez uwzglednienia struktury molekularnej). Podczas studidow odbytem staze naukowe,
zarowno akademickie (uniwersytety w Erlangen i w Gdansku) jak i w przemysle (WAVIN
Metalplast). Podczas studiéw doktoranckich prowadzitem zajecia dydaktyczne (chemia
teoretyczna, wstep do informatyki, technologie informacyjne). Studiujac chemie otrzymatem
uprawnienia pedagogiczne do nauczania chemii w szkofach podstawowych i $rednich. Te
umiejetnosci przydaty sie tez kiedy zaczatem nauczaé na poziomie szkoty wyzsze;j.

W czasie studidw doktoranckich dotgczytem do zespofu BiolnfoBank Institute jako Junior
Researcher i Software Developer. Rozwijatem oprogramowanie dla Instytutu i bratem udziat
w projektach naukowych, ktére byly rézne od tematyki mojej pracy doktorskiej, miedzy
innymi w projektowaniu lekéw przeciwbakteryjnych.

Od pazdziernika 2010 do pazdziernika 2015 bytem zatrudniony na stanowisku Postdoctoral
Research Fellow w Cancer Research UK London Research Institute (Biomolecular Modelling
Laboratory, grupa badawcza Paula Batesa; 1/04/2015 CRUK LRI stato sie czescig The Francis
Crick Institute), gdzie moje wczesniejsze umiejetnosci i doswiadczenie zostaty znaczgco
rozszerzone w kierunku biologii molekularnej. Praktycznie byto to dla mnie przejscie do
nowej dziedziny, gdyz przeniostem sie ze studiowania modeli teoretycznych w kierunku
rzeczywistych uktadéw molekularnych. Dlatego tez potrzebowatem prawie dwoch lat aby
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rozwing¢ nowe projekty i opublikowa¢ wyniki badan. Jednoczesnie to wtasnie prace z okresu
podoktorskiego przyniosty mi praktycznie wszystkie cytowania oraz od nowa stworzyty moja
wartos$¢ indeksu Hirsha.

Moje doswiadczenie naukowe jest roznorodne, od obliczen kwantowo chemicznych wysokiej
precyzji, przez metody semiempiryczne chemii kwantowej, do fizyki statystycznej i biologii
molekularnej. S3 to m.in.: obliczenia wysokiej precyzji dla matych atomoéw, rozwdj
algorytmoéw rdéwnolegtych, symulacje dynamiki stochastycznej w celu modelowania
szybkos$ci procesow transferu elektronu i przeniesienia energii swobodnej w biatkach,
projektowanie lekdw, obliczenia i zastosowania $rednich czaséw pierwszego przejscia,
przewidywanie struktur kompleksow biatko-biatko, struktura i dynamika lejow
energetycznych oddziatujgcych biatek (ang. protein-protein binding funnels), rozwdj strategii
do okreslenia poprawnosci (ang. scoring) struktur komplekséw biatko-biatko i przewidywanie
wptywu mutacji na oddziatywania biatko-biatko.

Za kazdym razem zbieratem informacje niezbedne do wykonania projektu, co miato znaczgcy
wptyw na konicowy wynik. Wszystkie projekty byty powigzane zastosowaniem metod
numerycznych do znalezienia odpowiedzi na postawiony problem naukowy. W wielu
przypadkach pisatem wifasne oprogramowanie i tworzytem sekwencyjne lub rownolegte
algorytmy w roznych jezykach takich jak Fortran, C++, Python i Java. Niektére projekty
wymagaty rozwijania serwiséw internetowych i zarzagdzania nimi. Bylem w stanie nawigzac
wspotprace lokalng jak i miedzynarodowa. Jako pierwszy autor wiekszosci publikacji, bytem
odpowiedzialny za wystanie manuskryptu, przygotowanie korekt i zarzadzanie projektami.

Bratem udziat w réznorodnych konferencjach, spotkaniach i warsztatach, na temat obliczen
wysokiej wydajnosci, fizyki statystycznej, chemii kwantowej, modelowania molekularnego
i innych (Zatacznik 4A: Dodatkowe Informacje). Jest to dowodem moich szerokich
zainteresowan, co daje mi mozliwos¢ spojrzenia na problemy naukowe z rdzinej
perspektywy. Udziat w licznych kursach stacjonarnych i online podczas stazu podoktorskiego
(Zatgcznik 4A: Dodatkowe Informacje) jest dowodem na to, ze potrafie samodzielnie znalez¢
droge aby pozyskaé nowa interesujgca dla mnie wiedze.

W Cancer Research UK zajmowatem sie dokowaniem molekularnym, badaniem oddziatywan
miedzy biatkami, wptywem mutacji i dynamika sieci ztozonych. Jestem twdrcg darmowego
oprogramowania: SwarmDock Server oraz RaTrav (wiecej szczegdétéw w punktach 5 i 7
ponizej). Bratem udziat w miedzynarodowym konkursie CAPRI (Critical Assessment of
PRediction of Interactions; http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/capri/) z do$¢ dobrymi wynikami
od kompleksu T50 (wyniki na: http://web.mit.edu/sheny/capri.html jako SwarmDock
i Bates). W 2014 wzigtem udziat w dwdch nowych dla mnie miedzynarodowych konkursach —
CASP11 (przewidywanie struktur biatek; przygotowatem automatyczny serwer do analizy
jakosci rozwigzan) oraz CSAR (oddziatywania biatko-mata czgsteczka; dwie fazy — scoring
i docking).

W 2015, dzieki wspotpracy z grupg prof. dra hab. Janusza Raka z Uniwersytetu Gdanskiego,
rozszerzytem mojg tematyke badawczg o badanie mechanizméow pekania nici DNA w
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zaleznosci od lokalnego otoczenia co ma znaczenie w kontekscie tworzenia nowych terapii
przeciwnowotworowych.

W listopadzie 2015 zaczatem pracowac dla Tessella Ltd., brytyjskiej firmy doradztwa
naukowego, w celu zdobycia doswiadczenie w komercyjnym srodowisku naukowym, co
pozwoli mi lepiej zrozumie¢ oba naukowe $wiaty, akademicki i komercyjny. Jednoczesnie
nadal rozwijam dwa gtdwne dla mnie tematy tj. oddziatywania biatko-biatko oraz
sensybilizatory biologiczne.

W kontekscie pracy organizacyjnej, bedac studentem pierwszego roku chemii, przytagczytem
sie na rok do Naukowego Kofa Chemikow i bratem udziat w organizacji wydarzen dla
spoteczenstwa takich jak pokazy chemiczne. Pdzniej bratem udziat w przygotowaniu wielu
innych wydarzen (Drzwi Otwarte, Promocja Edukacyjna, Dni Kultury i Sztuki, egzaminy
wstepne, wybory Dziekana) i pracowatem na rzecz studentéw niepetnosprawnych
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza. Stworzytem i zarzgdzatem kilkoma stronami
internetowymi (Naukowe Koto Chemikéw, Samorzad Studentéw, XIV Krajowa Szkota
Nadprzewodnictwa). Podczas studiow doktoranckich pracowatem w Komisji Ekonomicznej
i Sadzie Kolezenskim dla doktorantéw. Po przeniesieniu sie do Londynu uczestniczytem
w zbidrce pieniedzy dla Cancer Research UK. Dodatkowo bratem udziat w wydarzeniu
uswiadamiajgcemu ludziom szkodliwos$¢ promieniowania UV.

Poprawiam moje umiejetnosci zarzadcze organizujgc wydarzenia dla Polakdw w grupach
kulturalnej i turystycznej. Ostatnio zebratem polskg grupe na wyktad Michaela Levitta na
Imperial College. Natomiast podczas wycieczek zadawano mi wielokrotnie réznorodne
pytania naukowe. Ttumacze tez na jezyk polski jeden z programoéw na platforme Android, co
umozliwia mi prace w ogromnej spotecznosci pochodzacej z réznych zakatkéw Swiata. Aby
poprawi¢ moje umiejetnosci biznesowe (przydatne w kontekscie zarzgdzania grantami)
zdatem pie¢ egzamindw (Management Accounting, Financial Accounting, Business
Mathematics, Business Economics, Ethics, Corporate Governance and Business Law) w
certyfikowanym centrum egzaminacyjnym i w pazdzierniku 2013 otrzymatem CIMA
Certificate in Business Accounting.

Podsumowanie (szczegoty w zataczniku 4A):

e opublikowatem 18 prac naukowych (analiza bibliometryczna w punkcie 6); w pracach
gdzie jestem pierwszym autorem zajmowatem sie wystaniem manuskryptu oraz
korespondencjg z edytorem;

¢ po doktoracie stworzytem od podstaw dwa pakiety oprogramowania naukowego;

* uczestniczytem w 7 krajowych i miedzynarodowych grantach;

e zostatem zaproszony jako recenzent dla Bioinformatics (IF 2014: 4.981);

* nawigzatem wspdtprace z naukowcami pochodzgcymi z réznych kultur;

* biore udziat w sieciach badawczych, zaréwno w ramach miedzynarodowych
konkursow jak i poza nimi (np. sie¢ stworzona w celu rozwijania i testowania
algorytmow do przewidywania struktur komplekséw biatko-biatko i powinowactwa),
szczegbty w punkcie 8 ponizej;

e posiadam ponad piecioletnie podoktorskie miedzynarodowe dos$wiadczenie naukowe
(Wielka Brytania); uczestniczytem w trzech krétkoterminowych stazach naukowych;
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prezentowatem wyniki ustnie na krajowych i miedzynarodowych konferencjach
naukowych (réwniez na zaproszenie) i w formie posteru, przygotowywatem wyktady
popularnonaukowe, wielokrotnie przedstawiatem wyniki badan w instytucjach dla

ktorych pracowatem;

prowadzitem zajecia dydaktyczne na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza;

otrzymatem stypendia i nagrody za pracg naukowg i organizacyjna;
wcigz doksztatcam sie biorgc udziat w samodzielnie wybieranych kursach;

wspieratem doktorantéw w grupie wiedzg i umiejetnosciami programistycznymi.

4. LISTA OPUBLIKOWANYCH PRAC NAUKOWYCH NALEZACYCH DO POWIAZANEGO
TEMATYCZNIE CYKLU: STRUKTURA | DYNAMIKA KOMPLEKSOW BIAtKO-BIAtKO

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

TYTUL
M. Torchala, P. Chelminiak, P. A. Bates, 'Mean first-passage time
calculations: comparison of the deterministic Hill's algorithm with Monte
Carlo simulations', Eur. Phys. J. B 85, 116 (2012).
doi: 10.1140/epjb/e2012-20760-8. Udziat wtasny: 55%.
M. Torchala, I. H. Moal, R. A. G. Chaleil, J. Fernandez-Recio, P. A. Bates,
'SwarmDock: a server for flexible protein-protein docking', Bioinformatics
29, 807-809 (2013).
doi: 10.1093/bioinformatics/btt038. Udziat wiasny: 70%.
M. Torchala, I. H. Moal, R. A. G. Chaleil, R. Agius, P. A. Bates, 'A Markov-
chain model description of binding funnels to enhance the ranking of
docked solutions', Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics 81,
2143-2149 (2013). Fig. 1 has been chosen as a cover page image.
doi: 10.1002/prot.24369. Udziat wtasny: 70%.
R. Agius, M. Torchala, |I. H. Moal, J. Fernandez-Recio, P. A. Bates,
‘Characterizing changes in the rate of protein-protein dissociation upon
interface mutation using hotspot energy and organization', PLOS Comp.
Biol. 9, 1003216 (2013).
doi: 10.1371/journal.pcbi.1003216. Udziat wtasny: 30%.
M. Torchala, P. A. Bates, 'Predicting the structure of protein-protein
complexes using the SwarmDock Web Server', w: Protein Structure
Prediction 3™ Edition (Methods in Molecular Biology Vol. 1137), Rozdziat
13, Humana Press, Springer, 2014. ISBN: 978-1-4939-0365-8
doi: 10.1007/978-1-4939-0366-5_13. Udziat wtasny: 90%.
I. H. Moal, M. Torchala, P. A. Bates, J. Fernandez-Recio, 'The scoring of
poses in protein-protein docking: current capabilities and future
directions', BMC Bioinformatics 14, 286 (2013).
doi: 10.1186/1471-2105-14-286. Udziat wtasny: 40%.
M. Torchala, P. Chelminiak, M. Kurzynski, P. A. Bates, 'RaTrav: a tool for
calculating mean first-passage times on biochemical networks', BMC Syst.
Biol. 7, 130 (2013).
doi: 10.1186/1752-0509-7-130. Udziat wtasny: 45%.

Suma IF:

! impact factors dla roku publikacji; www.webofknowledge.com/JCR
Oswiadczenia wktadu wspdétautoréw znajduja sie w zatgczniku 5.

IF!
1.282

4.621

2.921

4.829

Rozdziat

2.672

2.853

19.178
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5. LISTA STWORZONEGO DARMOWEGO OPROGRAMOWANIA NAUKOWEGO POWIAZANA

Z OPUBLIKOWANYM CYKLEM PRAC NAUKOWYCH

S1 SwarmDock Server: web serwis do przewidywania struktury 3D komplekséw biatko-
biatko. http://bmm.crick.ac.uk/~SwarmDock/

S2 RaTrav: narzedzie do obliczania $rednich czaséw pierwszego przejscia i obsadzen przy
pomocy algorytmow Hilla i Monte Carlo. http://sourceforge.net/projects/ratrav

Oswiadczenia wktadu deweloperdw znajduja sie w zatgczniku 5.

6. ANALIZA BIBLIOMETRYCZNA CYTOWAN NA PODSTAWIE WYNIKOW Z WEB OF SCIENCE,
SCOPUS | GOOGLE SCHOLAR CITATIONS (27/10/2015)

Przed doktoratem Po doktoracie Razem
(2003-2009) (2012-2015)

Liczba publikacji 7 11 18
Suma IF' 8.567 31.347 39.914
Cytowania Web of Science’ 11 87 98
Cytowania Scopus’ 11 81 92
Cytowania Google Scholar’ 20 118 138
h index 5 (Web of Science), 5 (Scopus), 6 (Google Scholar)

'wszystkie impact factors dla roku publikacji, IF 2014 dla publikacji z 2015
bazy Web of Science i Scopus maja duze opdznienia w aktualizacji cytowan
*moje cytowania Google Scholar: http://scholar.google.co.uk/citations?user=G8YpCOgAAAAJ

7. STRUKTURA | DYNAMIKA KOMPLEKSOW BIAtKO-BIALKO

Wprowadzenie

Podczas syntezy biatka aminokwasy sg tgczone dzieki wigzaniu peptydowemu. Biorgc pod
uwage strukture chemiczng, aminokwasy mogg wyglagda¢ wzglednie prosto, gdyz zawierajg
centralny atom wegla oznaczany jako Ca, atom wodoru, grupe aminowg, grupe
karboksylowg oraz specyficzny fancuch boczny. Jednakie ogromna liczba biatek
o réznorodnej strukturze tréjwymiarowej moze by¢ utworzona ze zbioru 20 naturalnie
wystepujgcych aminokwaséw [Branden, 1999].

Biatka sg odpowiedzialne za réznorodne funkcje w molekularnej machinie jakg jest zycie
[Branden, 1999]. Jednakze zdecydowana wiekszos¢ funkcji biologicznych jest sprawowana
nie przez pojedyncze biatka ale przez oddziatywania biatko-biatko. Dynamika tworzenia
i dysocjacji komplekséw jest zwigzana z petniong funkcjg. Warto réwniez zauwazy¢, ze biatka
moga wykonywa¢ swoje funkcje nawet jesli niektére fragmenty pozostaja
nieuporzagdkowane [Chouard, 2011].

Oprécz dzikich typdéw (ang. wild type) komplekséw biatko-biatko, wazny problem, zwigzany
miedzy innymi z projektowaniem lekéw, stanowi przewidywanie wptywu mutacji na
stabilno$¢ komplekséw biatko-biatko [Moretti, 2013]. Zmiany w specyficznosci (ang.
specificity) i powinowactwie (ang. affinity) oddziatujgcych biatek moze prowadzi¢ miedzy
innymi do niekontrolowanego wzrostu komoérek i nowotworéw [Nero, 2014].
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W kontekscie fizyki, kazde dwa biatka majg mozliwo$é oddziatywania ze sobg; jednakze czy
te oddziatywania majg sens biologiczny jest zalezne od wielu czynnikdw. Doswiadczalnie
rozwigzane struktury komplekséw biatko-biatko istniejg tylko dla matej czesci mozliwych
funkcjonalnie komplekséw tworzacych interaktom. Z jednej strony, metody doswiadczalne
przewidywania struktury biatek maja swoje ograniczenia. Z drugiej strony, modelowanie
komputerowe tréjwymiarowej struktury komplekséw biatko-biatko (dokowanie) jest wciaz
uwazane za zfozony problem. Stad tez rozwdj wydajnych metod obliczeniowych,
rozpoczynajac od przewidywania miejsc aktywnych (ang. binding sites) do okreslania
poprawnosci struktur (ang. scoring) wcigz pozostaje aktywnym nurtem badan naukowych.
Zadanie to jest wysoce interdyscyplinarne i obejmuje matematyke, chemie, fizyke, biologie
i informatyke.

Warto zwrdci¢ uwage na rodzaj wspodtdziatania pomiedzy eksperymentem i teorig. Na
przyktad w przypadku przewidywania struktury komplekséw biatko-biatko rozwdj metod
obliczeniowych jest wspomagany dzieki rozwigzanym eksperymentalnie strukturom.
Z drugiej strony poprawnos¢ wynikow eksperymentalnych moze by¢ potwierdzona
obliczeniami. Natomiast struktury komplekséw, ktére nie zostaty rozwigzane
eksperymentalnie mogg by¢ przewidziane przez wczesniej sprawdzone metody obliczeniowe
i tym samym pewne informacje mogg by¢ uzyskane na temat mechanizmu tworzenia sie
kompleksu.

Aby utworzy¢ kompleks, receptor (wieksze biatko) i ligand (mniejsze biatko) muszg znalez¢
siebie w zattoczonym sSrodowisku (rozpoznawanie molekularne). Jeden z mozliwych
mechanizmow tworzenia kompleksu (zob. Fig. 1 w [Blundell, 2006]) przewiduje tworzenie
przejsciowego kompleksu (ang. transient encounter complex) w wyniku niespecyficznych
zderzen kierowanych gtéwnie przez oddziatywanie elektrostatyczne. Nastepnie wiele takich
komplekséw bardzo szybko rozdzieli sie, jednakze niektdre produktywne kompleksy bedg
zmieniaé orientacje i zaczng zbliza¢ sie do koncowej struktury w drugiej fazie kierowanej
gtéwnie przez usuwanie rozpuszczalnika (ang. desolvation). Dopasowanie oddziatujgcych
powierzchni (interfejs) jest koncowym etapem procesu [Blundell, 2006].

Metody obliczeniowe dokowania molekularnego sktadajg sie z dwdch gtéwnych czesci:
przewidywania struktury tréjwymiarowej kompleksu (ang. sampling) i tworzenia rankingu
wedtug uzywanej funkcji oceniajacej (ang. scoring) [Vajda, 2013]. Problem ten jest wcigz
nierozwigzany pomimo wielu podej$é¢ rozwijanych przez rézne grupy badawcze [Saladin,
2010; Melquiond, 2010; London, 2010; Zacharias, 2010].

Problem dokowania mozna podzieli¢ na czes¢ sztywng (ang. rigid) i gietka (ang. flexible).
W dokowaniu sztywnym wykonywane jest tylko przeszukiwanie przy pomocy translacji i
rotacji; ten typ dokowania moze by¢ opisywany przez mechanizm zamka i klucza (ang. lock
and key). Jednakze wiele biatek zmienia swdj ksztatt w czasie tworzenia kompleksu, zatem by
w petni opisac ten proces potrzebujemy takze przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej co
czyni problem dokowania jeszcze bardziej wymagajgcym obliczeniowo. Te zmiany moga by¢
lokalne lub kolektywne i mogg trwa¢ od femtosekund do sekund [Wildman, 2007].
Dokowanie gietkie moze by¢ opisywane mechanizmami takimi jak wymuszone dopasowanie
(ang. induced fit) i wybdr konformacyjny (ang. conformational selection). Zostato

ZAtACZNIK 3A str. 7



Dr Mieczystaw Torchata

dowiedzione, ze nie istnieje jeden wtasciwy mechanizm tworzenia komplekséw; to czy
tworzenie kierowane jest przez wymuszone dopasowanie czy wybdr konformacyjny moze
by¢ zalezne od innych czynnikéw, takich jak dynamika biatka i stezenie ligandu [Greives,
2014]. Dwie gtéwne drogi obliczeniowe radzenia sobie ze zmianami konformacyjnymi to
dynamika molekularna i analiza modéw normalnych [Andrusier, 2008]. Obie metody moga
prowadzi¢ do podobnych rezultatéw, jednakze dynamika molekularna jest metoda
wymagajacy wiekszych mocy obliczeniowych [Ahmed, 2010].

Wartos¢ otrzymana przy pomocy pewnej funkcji oceniajgcej (ang. scoring function) moze by¢
przyporzadkowana do kazdej struktury przewidzianej w procesie dokowania. Jednakze
otrzymanie  wiarygodnych funkcji oceniajgcych oraz poprawne przewidywanie
powinowactwa wcigz stanowig problem w obszarze dokowania molekularnego [Kastritis,
2013; Moal, 2013]. Jednym z powoddw jest zaleznos¢ od zbioru struktur uzywanych w czasie
tworzenia takich funkcji [Vajda, 2013]. Dobrze dziatajgca funkcja oceniajgca powinna by¢ w
stanie odrdznic¢ prawie natywny kompleks biatko-biatko od struktury niepoprawnej. Jednakze
nie jest to zawsze mozliwe wiec inne czynniki mogg by¢ przydatne w poszukiwaniu
poprawnego miejsca aktywnego jak na przyktad podobienstwo ksztattéw (ang. shape
complementarity). Niestety okazuje sie, ze czasami interfejsy sg ptaskie i nie mozna odnalez¢
zadnej oczywistej przestrzeni moggcej by¢ miejscem aktywnym (ang. binding pocket) [Nero,
2014].

Oprocz poprawnej tréjwymiarowej struktury kompleksu biatko-biatko zwrdconej przez
algorytm, rownie wazna jest dynamika tworzenia sie kompleksu, tzn. jak biatka znajdujg
swoich partnerow w wielowymiarowej przestrzeni przej$¢ konformacyjnych i jak w czasie
tworzenia kompleksu powstajg leje energetyczne oddziatujacych biatek (ang. binding
funnels), tzn. jaka jest struktura przestrzeni standw konformacyjnych i w jaki sposdb biatka
zmieniajg swoje stany konformacyjne kiedy przemierzajg ta sie¢. Idea leju energetycznego
oddziatujacych biatek jest uogdlnieniem leju tworzonego w czasie fatdowania pojedynczego
biatka [Dill, 1997; Tsai, 1999]. Jest to struktura energetyczna przypominajaca lej, ktdra staje
sie coraz bardziej waska kiedy biatka zblizajg sie do siebie. Bardzo wazng cechg jest fakt
istnienia wielu mozliwych drég, ktére prowadza do dna (ang. ,funnel not tunnel”); niektére z
nich mogga by¢ czesciej wybierane. Dynamika tworzenia komplekséw zalezy od ksztattu leja
oraz entalpowych i entropowych waskich gardet (ang. bottlenecks). Rozmiar leja jest zalezny
od typu kompleksu [Hunjan, 2008].

Wocigz otwartym problemem jest jak generowac¢ leje energetyczne metodami
obliczeniowymi. Pewne podejscia zostaty stworzone by generowaé sciezki struktur
poprawnych stereochemicznie [Farrell, 2010; Ahmed, 2011] ale nie jest oczywiste jak
uogolni¢ wiele sciezek na lej i jaka jest pewnos¢ ze wygenerowana struktura energetyczna
jest petna. Ostatnio dane eksperymentalne z paramagnetic relaxation enhancement wraz
z dokowaniem sztywnym zostaty uzyte w celu badania komplekséw przejsciowych [Kozakov,
2014]. Dokowanie sztywne pozwolito znaczgco zmniejszy¢é wymiarowos¢ przestrzeni
poszukiwan jednakze peten problem wymaga uwzglednienia dokowania gietkiego.
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Osobne pytanie, na ktore nie jest jeszcze znana odpowiedz to jak mutacje moga wptywac na
ksztatt leja; odpowiedz na to pytanie pozwoli na tworzenie wydajnych
i zindywidualizowanych terapii biorgcych pod uwage dynamike oddziatywan.

7.1 Jak przewidzie¢ tréjwymiarowa strukture komplekséw biatko-biatko? [H2, H5, S1]

Analiza moddéw normalnych to jedna z podstawowych metod stuzacych modelowaniu
gietkosci (ang. flexibility) biatek [Nicolai, 2014]. Metoda ta byta rozlegle testowana w celu
odpowiedzi na pytania odnosnie liczby modéw normalnych potrzebnych do opisu przejscia
oraz wielkosci tej zmiany [Tama, 2001; Dobbins, 2008]. Warto zauwazyé, ze jedynie
jednostkowe wektory przejscia sg znane a nie znamy najlepszych amplitud. Jest to
powodem, dla ktérego nalezy zaimplementowaé¢ metode wielowymiarowej optymalizacji,
ktora wraz z funkcjg oceniajgcg bedzie kierowata przeszukiwanie przestrzeni w kierunku
najbardziej obiecujgcych obszaréw. Jedng z bardzo wydajnych metod jest Particle Swarm
Optimization [Kennedy, 2001; Das, 2008], ktorej idea pochodzi z obserwacji kolektywnego
i spotecznego zachowania organizmaoéw takich jak mrowki czy pszczoty.

Kiedy rozpoczatem mojg prace dla Cancer Research UK, pierwsza wersja algorytmu
dokowania gietkiego SwarmDock (czes¢ SwarmDock Server), zostata opublikowana [Moal,
2010]. Jednakze byt to kod roboczy, nieprzygotowany do uzytku przez inne osoby. Uzywajac
wiedzy zdobytej w nowej grupie badawczej rozpoczatem rozwijanie web serwisu ktéry uzywa
algorytmu SwarmDock i rozszerza go do narzedzia, ktére moze by¢ z tatwoscig uzywane
przez uzytkownikéw nawet z ograniczong wiedzg na temat chemii obliczeniowej.

Gtéwnym zadaniem wykonywanym przez SwarmDock Server jest znalezienie nieznanej
zwigzanej struktury kompleksu biatko-biatko na podstawie niezwigzanych struktur
oddziatujacych partneréow w formacie PDB i tym samym przewidywanie nieznanego miejsca
aktywnego. Oprocz badan podstawowych nad wtasno$ciami oddziatywan biatko-biatko, web
serwis moze by¢ tez pomocny w projektowaniu lekéw, w celu okreslenia sity wigzania
potencjalnych biatkowych antagonistéw do biatkowego receptora o znaczeniu
farmakologicznym.

Okoto dwa lata zajetfo mi zaimplementowanie istniejgcych w grupie badawczej kodow,
wigczenie zewnetrznych narzedzi i rozwiniecie nowych programéw (Python i C++),
a nastepnie okreslenie jakosci wynikéw (ang. benchmark) nowego web serwisu do
dokowania biatek. Oprdocz stworzenia wieloetapowego mechanizmu obliczen, rownie wazne
byta kompatybilnos¢ z ciggle zmieniajgcym sie srodowiskiem obliczeniowym w Cancer
Research UK i wspieranie uzytkownikéow. Pliki PDB, w zwigzku z ograniczeniami
eksperymentalnymi, sg czesto niekompletne. Czasami struktura danych wewnatrz pliku nie
odpowiada formatowi PDB. Byto wyzwaniem napisanie czytnika plikdw (ang. parser), ktory
bedzie w stanie poradzi¢ sobie z wieloma problemami (brakujgce atomy, brakujgce residua,
niestandardowe residua i inne) i poinformuje uzytkownika jesli przestane pliki s3 tak mocno
uszkodzone, ze nie mogg by¢ naprawione automatycznie. Zasoby obliczeniowe oferowane
przez Cancer Research UK sg w oczywisty sposdb ograniczone stad tez jednym z zadan byto
napisanie mechanizmu umozliwiajgcego uczciwe wspodtzawodnictwo pomiedzy zadaniami
roznych uzytkownikow. Osobny techniczny problem stanowi zabezpieczenie web serwisu
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przed potencjalnymi atakami hakerow, zapewniajgc mozliwe najwyzszy stopien
bezawaryjnosci dla naukowcdéw chcacych uzywaé serwisu.

W skrdécie mechanizm dziatania SwarmDock Server obejmuje trzy fazy: faza wstepna (ang.
preprocessing; naprawa i minimizalizacja struktur, obliczanie moddéw normalnych dla
receptora i ligandu przy pomocy EINemo [Suhre, 2004]), wtasciwe dokowanie (generowanie
okoto 120 punktéw startowych dookota receptora i uruchomienie mieszanej optymalizacji
przy pomocy Particle Swarm Optimization i lokalnego przeszukiwania; optymalizacja pozycji
i orientacji ligandu i wspdtczynnikéw przy modach normalnych dla obu partneréw) oraz faza
koncowa (ang. postprocessing; minimalizacja, przyporzadkowanie kazdej ze struktur wartosci
potencjatu rozwinietego przez Tobi [Tobi, 2010], klastrowanie hierarchiczne w odlegtosci 3A;
filtrowanie lejéw energetycznych zostato dodane w ostatnim czasie).

SwarmDock Server pracuje w dwodch trybach: dokowanie w ciemno (ang. full blind) oraz
z ograniczeniami (ang. restrained). W drugim trybie uzytkownik moze wybra¢ residua
tworzgce wg niego interfejs i tym samym ograniczy¢ przestrzen przeszukiwania, a nawet
zmusi¢ serwer do wygenerowania rozwigzan w interesujgcej uzytkownika czesci czgsteczki
receptora.

Publikacja [H2] wprowadza nowe narzedzie jakim jest SwarmDock Server. W celu zmierzenia
wydajnosci, testowatem serwis na Benchmark 4.0, zbiorze 176 par receptor/ligand w formie
niezwigzanej (ang. unbound), o réznym stopniu trudnosci dokowania i funkcji, ktory byt
stworzony do testowania algorytmow dokowania [Hwang, 2010]. Wyniki slepego dokowania
uzywajgc SwarmDock Server byty pordwnane z kompleksem biatko-biatko dostepnym
w formie zwigzanej (ang. bound), a wspdétczynnik sukcesu (ang. success rate) rozumiany jako
liczba komplekséw, dla ktérych SwarmDock Server znalazt co najmniej jedno akceptowalne
rozwigzanie (ang. acceptable solution) wynidst 72% biorac pod uwage wszystkie rozwigzania
i ok. 36% biorgc pod uwage tylko 10 najlepszych rozwigzan (ang. top 10) wybranych wg
procedury oceniajgcej (zob. Tabela 1 w [H2]). Dodatkowo SwarmDock Server zostat
poréwnany z ClusPro [Comeau, 2004], obecnie najlepszym serwerem do dokowania
molekularnego, na zbiorze wybranych w uczciwy sposéb 29 par receptor/ligand. Wyniki
poréwnania pokazaty wysoky jakos¢ narzedzia SwarmDock Server. W najnowszym
Benchmark 5.0 okazat sie najlepszym serwerem wsrdd testowanych [Vreven, 2015].
Dodatkowo od czerwca 2015 r. znaczaco udato sie podniesc¢ liczbe poprawnych rozwigzan w
top 10 dzieki implementacji nowego systemu demokratycznego oceniania opartego na
algorytmie uczenia maszynowego (ang. machine learning) i jednym z systemow gtosowania
(praca w przygotowaniu).

Osobny sposéb by sprawdzi¢ algorytmy dokowania to wziecie udziatu w miedzynarodowym
konkursie dokowania biatko-biatko CAPRI (Critical Assessment of PRediction of Interactions),
gdzie rozwigzane eksperymentalnie struktury zwigzane komplekséw biatko-biatko sa
utrzymywane w tajemnicy, a algorytmy dokowania sg testowane z danymi wejsciowymi
w postaci struktur niezwigzanych; czasami tylko sekwencja jest dana, wiec nalezy dodatkowo
wymodelowaé strukture trojwymiarowg niezwigzanego biatka na podstawie sekwencji.
Istniejg dwie drogi by braé¢ udziat: serwer automatyczny (zwykle 48 godzin by przestaé
rozwigzania) i tryb manualny (zwykle 2 tygodnie by przesta¢ rozwigzania). Ponadto istniejg
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dwa etapy: przewidywanie (ang. prediction) oraz ocenianie (ang. scoring). Uczestnicy etapu
przewidywania przesytajg 10 modeli. Otrzymane modele s3 poddawane analizie
i klasyfikowane jako wysokiej jakosci (ang. highly accurate), $redniej jakosci (ang. medium
accuracy), akceptowalne (ang. acceptable) lub niepoprawne (ang. incorrect) biorac pod
uwage liczbe natywnych kontaktdw (ang. fraction of native contacts), RMSD (ang. root mean
square deviation) tancucha gtéwnego ligandu oraz RMSD tfancucha gtéwnego dla residuéw
tworzacych interfejs.

SwarmDock Server rozpoczat uczestnictwo w automatycznym przewidywaniu struktur od
czterech ostatnich kompleksow CAPRI 5th Assessment (2010-2013) [Lensink, 2013]
i byt jedynym serwerem, ktdry stworzyt co najmniej akceptowalne rozwigzanie dla kazdego
z czterech probleméw (T53, T54, T57, T58); szczegdty mozina odnalezé w Supplementary
Table S11A w [Lensink, 2013]. Dla przyktadu dla kompleksu T54 tylko cztery grupy
przewidziaty poprawne rozwigzanie — trzy manualne i SwarmDock Server. Po wszystkich
rundach Biomolecular Modelling Laboratory otrzymato drugie miejsce na swiecie,
a SwarmDock Server siedemnaste (jednakze brat udziat tylko w ostatnich czterech rundach
w zwigzku z momentem opublikowania). W najnowszych zestawieniach jest juz w pierwszej
pigtce [Lensink, 2015].

W czesci dotyczacej oceniania struktur (ang. scoring part), kazda osoba przewidujgca
struktury komplekséw jest proszona o przestanie 100 modeli, a organizatorzy tworzg zbidér
okoto 1000 modeli. Celem tej czesci jest wybdr 10 najlepszych modeli z tego zbioru. W tej
czesci CAPRI, Biomolecular Modelling Laboratory uzyskato trzecie miejsce (Supplementary
Table S11B w [Lensink, 2013]). Niedawno zostaty ogtoszone wyniki dla kompleksu T59
(pierwszy kompleks z nowego zbioru rund rozpoczetych w 2013 roku); SwarmDock nie byt w
stanie znalez¢ akceptowalnej struktury automatycznie, jednakze uzywajgc SwarmDock
Server i recznego wyboru najlepszych struktur akceptowalna struktura byta wystana do
recznej czesci konkursu. Znanym problemem algorytméw dokowania jest fakt, ze czasami
poprawna struktura jest gdzies w zbiorze rozwigzan ale nie w najlepszych 10 wg uzywanej
funkcji oceniajacej, stad tez wcigz jest potrzeba by poprawiac¢ procedury oceniajace jakos¢
struktur. Poprawa do wspotczynnika sukcesu dla zbioru 10 najlepszych struktur dla
SwarmDock Server jest tematem pracy [H3], opisanej w nastepnym podpunkcie.

Ostatnia runda CAPRI (30; T68 — T94; maj — sierpienn 2014) byta przygotowana w ramach
CASP11. Wiekszo$¢ kompleksow stanowity homodimery, byto kilka homotetrameréow
i heterodimerdw. Runda ta bytfa znaczaco trudniejsza gdyz tylko sekwencja byfa dana dla obu
partnerow, a sukces w dokowaniu zalezat tez od poprawnego modelowania struktury
niezwigzanej (dla czesci automatycznej uzytem struktury niezwigzanej wygenerowanej przez
serwer rozwijany w grupie badawczej, dla czesci recznej ocenitem dla kazdego monomeru
jakos¢ 150 struktur przygotowanych przez uczestnikdw CASP11 i wybratem najlepszg do
dokowania). W przypadku homodimerdw, zaprojektowaliSmy nowg funkcje oceniajgca
stworzong przy pomocy operatorow symetrii. Wyniki zaréwno dla czesci przewidywania jak i
oceniania sg dobre [Lensink, 2015].

Podrecznik opisujgcy jak uzywa¢ SwarmDock Server zostat opublikowany jako rozdziat
w ksigzce [H5]. O ile publikacja [H2] pokazuje gtéwnie wyniki testow wydajnosci narzedzia
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(ang. benchmark results), w publikacji [H5] czytelnik moze odnalezé dodatkowe szczegoty na
temat etapow dziatania serwisu oraz trzy przyktady (w tym dwa uktady
przeciwciato/antygen), do ktdérych dotgczone sg dodatkowe pliki by pomdc w zrozumieniu
sposobu uzycia i wynikéw. Rozdziat w ksigzce zawiera szczegdtowy opis dodatkowych
funkcjonalnosci jak np. dokowanie z ograniczeniami, ktére uzywa idei RayTracing (punkt
poczatkowy dokowania musi ,widzie¢” co najmniej jeden atom residuum wybranego jako
ograniczenie); na obrazku 3 w [H5] mozna zobaczy¢ wizualizacje wynikéw w trybie Slepym
i z ograniczeniami. Dodatkowe informacje dla uzytkownikdéw umieszczone s3 w sekcji
,Notes”.

Niektore funkcjonalnosci, jak np. przewidywanie miejsca aktywnego (ang. binding site
prediction) zaimplementowatem do serwera ale testy wydajnosci sg dostepne tylko na
stronie SwarmDock Server [S1].

Najlepszym uczuciem dla twércy jest gdy inni ludzie uzywajg oprogramowania. Ostatnio kilka
publikacji eksperymentalnych zacytowato SwarmDock Server. Dodatkowo ponad 350
uzytkownikow z réznych krajow uzyto serwis od momentu opublikowania, wysytajgc ponad
2000 zadan. Dodatkowo, jedna z amerykanskich spdtek, DNASTAR Inc., kupita prawa do
stworzenia komercyjnej wersji SwarmDock Server (wspieratem transfer kodu).

7.2 Jak odréini¢ prawdziwe (ang. true positive) leje energetyczne oddziatujacych biatek
(ang. protein-protein binding funnels) od tych, ktére moga sprawia¢ wrazenie prawdziwych
(ang. false positive)? [H3, S1]

Rozwigzania z SwarmDock Server (dla slepego dokowania okoto 500, okoto 120 punktéw
startowych i cztery uruchomienia z kazdego punktu startowego) s3 klastrowane przez
algorytm opisany w szczegétach w [H5], gdzie 10 najlepszych rozwigzan to najnizej
energetyczni cztonkowie pierwszych 10 klastréw uporzadkowanych przez potencjat
punktowy opisany przez Tobi [Tobi, 2010]. Jak wspomniano powyzej, nawet jesli poprawna
struktura kompleksu biatko-biatko znajduje sie gdzies w zbiorze struktur wyprodukowanych
przez algorytm, jest bardzo trudne by zawsze zwrdci¢ najpoprawniejsze struktury w zbiorze
10 najlepszych rozwigzan. Jest to zwigzane z faktem, ze funkcje oceniajgce s3 tylko
przyblizeniem a lej energetyczny z najnizej energetyczng strukturg moze tylko przypominac
prawdziwy lej (ang. false positive; dno prawdziwego leja moze nie by¢ osiggniete wiec nie
istnieje najnizej energetyczny poprawny model pochodzacy z poprawnego leja
energetycznego). Nie ma tez zadnego wzoru w wartosciach funkcji oceniajacej, ktory mogtby
pomdc w znalezieniu prawdziwego regionu oddziatywania miedzy biatkami (wida¢ to na
obrazku 1 w [H3]).

W ogédlnosci nie jest oczywiste jak budowac przestrzen standow konformacyjnych i czy
architektura takiej sieci jest kompletna. W publikacji [H3] zajmuje sie badaniem lejow
energetycznych oddziatywania miedzy biatkami w celu poprawienia wspotczynnika sukcesu
(liczba poprawnych struktur) w zbiorze 10 ,najlepszych” wg funkcji oceniajgcej struktur.
Metodologia jest ogdlna i moze by¢ uzyta do zbioru rozwigzan stworzonego przez inne
algorytmy. Uzywam wszystkich rozwigzan SwarmDock Server ze $lepego dokowania (obrazek
1 w [H3]) i traktuje je jako stany w sieci standw konformacyjnych (obrazek 2 w [H3]), ktora
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rzadzi dynamika markowowska. Przydzielam prawdopodobienstwa przejs¢ podobnie do
podejscia stochastic roadmap simulations [Apaydin, 2002]. W ogdlnosci sie¢ nie jest spdjna
w zwigzku z wybrang zasada do tworzenia potaczen miedzy stanami — réznica miedzy RMSD
ligandu nie moze przekraczaé 6A; kazda podsie¢ tworzy osobny lej energetyczny. Nastepnie
obliczane sg obsadzenia standw aby znalez¢ maksymalng warto$¢ dla kazdego leja. W pracy
[H3] pokazano, ze usuniecie struktur energetycznych, ktére nie przypominaja leja za pomoca
filtrowania rozwigzan z niskim maksymalnym obsadzeniem (ponizej wczes$niej znalezionej
wartosci), moze poprawic ranking otrzymanych z dokowania modeli; wspdtczynnik sukcesu
w ramach 10 zwrdéconych modeli poprawit sie o 22% w porédwnaniu do wynikow
przedstawionych w [H2].

Metodologia ta zostata zaimplementowana w SwarmDock Server [S1]. Dodatkowo
przestrzen standw konformacyjnych jest tworzona w formacie RaTrav opisanym w [H7] i
moze by¢ uzywana do dalszych analiz.

Podobna metodologia byta przeze mnie uzywana do oceniania modeli komplekséw biatko-
biatko dla kompleksu CAPRI T59. Wyniki czesci oceniajgcej zostaty opublikowane
(http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/capri/round28/R28 T59/resultScorer.html) a moja
automatyczna metodologia oceniajgca OccuScore (id S12, Torchala and Bates) byta w grupie
9 zwycieskich z 29 uczestniczacych grup. Ponadto OccuScore byt jedynym automatycznym
serwerem, ktéry zwrdcit poprawne rozwigzanie w czesci oceniajgcej dla kompleksu T59.

7.3 Jak dobre sg wspoétczesnie dostepne funkcje oceniajace (ang. scoring functions) i czy
moga byc jeszcze lepsze jesli potaczy sie je ze sobg? [H6]

Wiele metod zostato stworzonych w celu oceniania poprawnosci struktur otrzymanych w
procesie dokowania molekularnego. W ogdlnosci funkcja oceniajagca powinna dziata¢ dla
kazdej struktury kompleksu biatko-biatko, nie tylko dla struktur podobnych do tych na jakich
funkcja byfta nauczana. Jednakze nie istnieje zadna metoda, ktéra dziata idealnie dla
dowolnego modelu dostarczajgc 100% pewnosci co do poprawnosci rozwigzania lub tez
zdolna uporzadkowa¢ modele wzgledem ich bliskosci do struktury natywne;j.

Metodologia opisana w [H3], zwigzana z filtrowaniem lejéw energetycznych, byta oparta na
jednym potencjale. W publikacji [H6] opisujemy wyniki testéw wydajnosci 115 funkgji
oceniajacych na zbiorze modeli obejmujacych 118 komplekséw, dla ktorych bliska natywnej
struktura zostata znaleziona przez SwarmDock Server rozpoczynajac ze struktur
niezwigzanych. Bylismy w stanie zidentyfikowac pewne znane strategie stuzace do oceniania
modeli jak i znalez¢ nowe podejscia. Przeprowadzilismy osobne analizy dla sztywnych i
gietkich komplekséw biatko-biatko. Analizowalismy i klastrowalismy pojedyncze funkcje
oceniajgce, policzyliSmy wspotczynniki sukcesu i prawdopodobienstwa warunkowe
znalezienia poprawnej struktury o danej jakosci lub lepszej. Nastepnie analizowalismy pary
funkcji oceniajgcych postugujac sie kilkoma pojeciami teorii zbiorow.

W czesci Supplementary Materials zamiescilismy szczegdty na temat wydajnosci funkcji
oceniajacych. Dla przyktadu z Supplementary Table 2 jest widoczne, ze potencjat, ktory
uzywam do oceniania struktur w SwarmDock Server, CP_TSC [Tobi, 2010], radzi sobie bardzo
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dobrze w poréwnaniu do innych funkcji oceniajacych. Dodatkowo mozliwe jest potgczenie go
z innymi funkcjami oceniajgcymi by otrzymac jeszcze lepszg wydajnos¢ (Supplementary
Table 3), szczegdlnie gdy rdézinorodne funkcje oceniajgce rozpoznajg réine aspekty
niekowalencyjnego wigzania miedzy biatkami. Jednakze wcigz nie jest oczywiste jaka jest
najlepsza forma funkcyjna aby potaczy¢ kilka funkcji oceniajgcych. Z drugiej strony catkiem
popularne obecnie jest uzywanie metod machine learning z réznymi parametrami zamiast
szuka¢ jednej zwieztej formy funkcyjnej dla funkcji oceniajace;.

7.4 Jak analizowac leje energetyczne oddziatujacych biatek (ang. protein-protein binding
funnels) przy uzyciu Srednich czaséw pierwszego przejscia? [H1, H7, S1, S2]

Jak pokazano weczesniej, prawdopodobienstwa obsadzen pomogty w odrdznianiu lejéw
energetycznych. W celu zrozumienia dynamiki stanéw konformacyjnych w poprawnym leju
energetycznym (ang. true positive binding funnel) w publikacji [H7] postuzytem sie srednimi
czasami pierwszego przejscia (MFPT, ang. mean first-passage time).

Przed zastosowaniem do rzeczywistych uktadéw biologicznych, metody stuzgce do obliczania
Srednich czaséw pierwszego przejscia zostaty zaimplementowane w programach
komputerowych i przetestowane na prostych sieciach. Jest to temat pracy [H1], ktéra
poréwnuje algorytmy Hilla i Monte Carlo na prostych sieciach w kontekscie doktadnosci
i ztozonosci czasowej obliczen zaleznych od typu i rozmiaru sieci. PokazaliSmy, ze przy
zadanej odlegtosci do pokonania, wynik obliczenia konkretnego $redniego czasu pierwszego
przejscia zalezy od wyboru stanu poczgtkowego i koricowego oraz od ich wzajemnego
potozenia na sieci. Pokazalismy tez, ze jesli sie¢ zawiera matg liczbe cykli, wtedy metoda Hilla
dostarcza doktadnych wynikdw szybciej niz stochastyczna metoda symulacji Monte Carlo. Ta
praca byfa wazna w kontekscie zrozumienia obecnych ograniczen obliczeniowych.

Nastepnie napisaliSmy RaTrav, narzedzie do obliczenia Srednich czaséw pierwszego przejscia
i prawdopodobienstw obsadzen, ktére moze dziata¢ na dowolnych sieciach, wspiera sieci
niespdjne oraz czasy lokalne (rézne wagi krawedzi). Oczywistym jest, ze program wymagat
dodatkowych godzin rozwijania i testowania. Sie¢ jest zdefiniowana w pliku tekstowym przy
uzyciu specjalnych zaproponowanych przeze mnie stow kluczowych. Sposdb uzywania i
zastosowania RaTrav zostaty zamieszczone w pracy [H7]. Faktem jest, Ze sieci standw
konformacyjnych dla uktadéw biologicznych zawierajg wiele cykli, stad tez metoda symulacji
Monte Carlo stanowi rozsadny wybér.

Przyktad 1 w [H7] jest poswiecony analizie poprawnego leju energetycznego. Wybratem lej
dla kompleksu biatko wigzgce witamine D/aktyna (kod w bazie PDB: 1KXP), ktory wczesniej
byt wykorzystany w pracy [H3] w celu pokazania przykfadu sieci stanéw konformacyjnych
otrzymanej przez SwarmDock Server. Obliczytem Srednie czasy pierwszego przejscia
pomiedzy wszystkimi stanami sieci i nastepnie uzytem tych czaséw jako wag krawedzi. Jako
ostatni etap, wykorzystatem algorytm Dijkstry aby znalez¢ najkrotszg sciezke w sieci stanow
konformacyjnych ze stanu niepoprawnego do stanu najblizszego natywnej konformacji
kompleksu. Przy pomocy Srednich czasow pierwszego przejscia uprzywilejowana Sciezka
zostata odnaleziona (obrazek 2 w [H7]), jak rdéwniez przejscia ktére ograniczajg
przemieszczanie sie w tej sieci. Warto zauwazy¢, ze RaTrav jest ogdlnym narzedziem i moze
by¢ uzywany do projektéw z rdznych dziedzin, gdzie nalezy obliczy¢ srednie czasy pierwszego
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przejscia. Ponadto peftny kod zrédiowy jest dostepny co umozliwia innym osobom rozwdj
kodu wedtug ich potrzeb [S2].

Metodologia generowania sieci standw konformacyjnych opisana w [H3] i [H7] zostata juz
przeze mnie zaimplementowana w SwarmDock Server [S1]. Uzytkownik moze wygenerowac
przestrzen stanéw konformacyjnych (uzywany jest potencjat OPUS-PSP [Lu, 2008]) i wykona¢
obliczenia na tej sieci przy uzyciu RaTrav. Publikacja [H7] zawiera Supplementary Files dla
uzytkownikow w celu lepszego zrozumienia oprogramowania.

7.5 Jak mutacje wptywajq na szybkos¢ dysocjacji komplekséw biatko-biatko? [H4]

Mutacje powodujg, ze biatka dysocjujg szybciej lub wolniej, a tym samym zmieniajg
dynamike molekularnej sieci oddziatywan. Destabilizujgce mutacje w obszarze interfejsu sg
cechg charakterystyczng choréb takich jak nowotwory. Z drugiej strony, wykrywanie
stabilizujgcych mutacji jest kluczowe dla projektowania biatek i efektywnego projektowania
lekdw. Szybkos¢ z jaka biatka tgczg sie ze sobg tworzac kompleks jest ograniczona przez
szybkos¢ dyfuzji i pewne czynniki farmakologiczne. Z drugiej strony, szybkos$¢ dysocjacji jest
gtownie zalezna od oddziatywan krétkozasiegowych. Stad tez metody obliczenia
i minimalizacji szybkosci dysocjacji okazaty sie bardzo waznym elementem w optymalizacji
projektowania nowych lekdow. W czasie publikacji pracy [H4], nie istniata zadna metoda aby
obliczeniowo oszacowac zmiany w szybkosci dysocjacji w zwigzku z mutacja.

W publikacji [H4] bylismy gtéwnie zainteresowani opracowaniem nowej strategii
obliczeniowe]j aby oszacowa¢ wptyw mutacji na szybkos$¢ dysocjacji oddziatywania miedzy
biatkami. Oprdcz numerycznego przewidywania wartosci, dla ktérego osiggnelismy wysokie
korelacje, skupiliSmy sie rowniez na wykrywaniu bardziej rzadkich mutacji stabilizujacych,
gdyz wykrywanie tego typu mutacji jest wazne w kontekscie strategii projektowania lekéw.
Pokazalismy, ze warto$s¢ AAG mutacji punktowej do alaniny moze by¢ uzyta do oszacowania
szybkosci dysocjacji po mutacji do dowolnego typu residuum, a takze po wielokrotnych
mutacjach. Jest to nowa strategia opisywania wptywu mutacji, a ponadto bioragc pod uwage,
ze wiekszos¢ baz danych mutacji zawiera gtéwnie mutacje do alaniny (ang. alanine-scanning
experiments), metodologia ta pozwala na zastosowanie tych danych. Innym waznym
elementem jest fakt, ze dla danej mutacji nie tylko rozwazaliémy lokalne efekty ale takze
zmiany w globalnej architekturze i dystrybucji regiondw silnego wigzania i efekty wspdtpracy
miedzy tymi regionami. Nasze wyniki wskazujg, ze dystrybucja regionéw krytycznych dla
stabilnosci na interfejsie biatko-biatko jest funkcjg wielkosci kompleksu.

Podsumowanie
Najwazniejsze wyniki sg nastepujace:

1. Rozwdj SwarmDock Server, darmowego narzedzia do gietkiego dokowania par biatko-
biatko, ktory jest uzywany takze przez zewnetrzne grupy badawcze. Wysokie wyniki w
Critical Assessment of PRediction of Interactions (CAPRI) jako cztonek grupy Paula
Batesa (reczne przewidywanie) oraz jako SwarmDock Server (automatyczne
przewidywanie). Zaimplementowanie metodologii generowania przestrzeni standéw
konformacyjnych w SwarmDock Server co pozwala uzytkownikom na generowanie
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sieci standw konformacyjnych dla dowolnej pary biatko-biatko i przeprowadzanie
réznorodnych obliczen na tej sieci.

2. Zastosowanie modelu fancuchow Markowa do dokowania biatko-biatko i pokazanie,
ze filtrowanie struktur energetycznych nie przypominajgcych prawdziwego leja
energetycznego moze znaczgco poprawic ranking modeli kompleksu biatko-biatko.

3. Pokazanie, ze potaczenie tradycyjnych metod oceniajgcych modele jest korzystne w
celu poprawy pozycji poprawnych kompleksdw biatko-biatko w rankingu
wygenerowanych struktur.

4. Rozwdj RaTrav, wolnego i otwartego (ang. open source) narzedzia do obliczania
srednich czaséw pierwszego przejscia i prawdopodobienstw obsadzen. Pokazanie jak
uzywa¢ RaTrav w celu znalezienia uprzywilejowanych sciezek i przejsc¢
ograniczajgcych poruszanie sie w sieci standw konformacyjnych przy pomocy
Srednich czaséw pierwszego przejscia.

5. Pokazanie, ze wartos¢ AAG mutacji punktowej do alaniny moze by¢ uzyta do
oszacowania szybkosci dysocjacji po mutacji do dowolnego residuum oraz mutacji
wielokrotnych.

8. INNE OSIAGNIECIA PO DOKTORACIE

1. Uczestniczytem w rundzie CAPRI z kompleksami T55 i T56 poswieconej
przewidywaniu wptywu mutacji na oddziatywania biatko-biatko, w ktérej 22 grupy
przewidywaty efekt mutagenezy dla dwodch zaprojektowanych receptoréw
hemaglutyniny wirusa grypy [Moretti, 2013]. Publikacja [Moretti, 2013] nie zostata
wigczona do cyklu ze wzgledu na duzg liczbe autoréw (publikacja spotecznosci
dokowania molekularnego).

2. Uczestniczytem we wspdlnym konkursie CASP/CAPRI poswieconemu przewidywaniu
struktur homo i heterokomplekséw (dimeréw, trimeréw, tetramerdéw) oraz
znajdowaniu najlepszych struktur w wygenerowanym zbiorze (scoring). W ramach
konkursu testowatem podejscie automatyczne (oznaczone jako SwarmDock) oraz
manualne (oznaczone jako Bates) z dobrymi wynikami [Lensink, 2015]. Publikacja
[Lensink, 2015] nie zostata wigczona do cyklu ze wzgledu na duzg liczbe autoréw
(publikacja spotecznosci dokowania molekularnego).

3. Uczestniczytem w pracach sieci badawczej dotyczacej testowania mozliwosci
algorytmoéw dokowania molekularnego oraz przewidywania powinowactwa. Kazda z
grup niezaleznie testowata rozwijane narzedzia badawcze. SwarmDock Server okazat
sie najlepszym narzedziem w ramach testowanych metod [Vreven, 2015]. Publikacja
[Vreven, 2015] nie zostata wiaczona do cyklu ze wzgledu na duzg liczbe autoréw
(publikacja sieci badawczej).
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